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OD REDAKCJI

Poważnym wydarzeniem w historii biochemii światowej był nie­
wątpliwie III Międzynarodowy Kongres Biochemików odbyty w Brukseli  
w dniach 1— 8 sierpnia 1955 r. Ponad dwa tysiące uczestników w ysłu ­
chało na około dwudziestu posiedzeniach plenarnych czterdziestu wiel­
kich wykładów  i ośmiuset krótszych doniesień. Pobieżnie powiadomi­
liśmy naszych czytelników o kongresie w czwartym  numerze ,,Postępów  
Biochemii” z ubiegłego roku. Dziś dajemy wybór ciekawszych materia­
łów kongresowych, by zorientować dokładniej szersze kręgi zaintereso­
wanych we współczesnej tematyce laboratoriów biochemicznych świata.

Sposób przedstawienia materiału kongresowego nie jest jednolity. 
Daliśmy referentom swobodę wyboru form y ich sprawozdań. Obok 
krótkich omówień obrad sekcyjnych m am y w niniejszym  tomie mono­
graficzne opracowania poszczególnych zagadnień i szczegółowe zesta­
wienia tem atyki  poszczególnych działów biochemii. Ta rozmaitość form y  
zbliży  — jak sądzimy  — materiały kongresowe do czytelnika i lepiej 
odzwierciedli k ierunki głównych zainteresowań biochemików polskich. 
Omówienia materiałów Kongresu Brukselskiego pojawiły się już w fa­
chowej prasie zagranicznej (na przykład: w Angewandte Chemie, nr 21 
z dnia 7 listopada 1955), a materiały kompletne pojawią się w formie  
książkowej w najbliższym czasie.

Treścią naszego omówienia są sprawozdania delegatów PAN na 
kongres oraz autoryzowany przekład odczytu wygłoszonego na kongresie 
przez P. Słonimskiego. Luki postaramy się uzupełnić w następnym n u ­
merze przez umieszczenie odpowiednich referatów przeglądowych.

Zeszyt uzupełniają aktualności biochemiczne i komunikatu Komitetu.
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P O S T Ę P Y  B I O C H E M I I  

TOM  II 1956 ZESZYT 4

JÓZEF HELLER

Utlenienia i fosforylaeje
(Na podstawie materiałów III Kongresu Biochemików w Brukseli)

Zagadnieniom oddychania i fosforylacji komórkowej poświęcono całkowicie 
obrady Sekcji VI. Poza tym zagadnienie to było przedmiotem inauguracyjnego 
wykładu C. M a r t i u s a  oraz wypełniło część obrad Sekcji VII, której właściwym  
problemem była sprawa regulacji biochemicznych.

C. M a r t i u s  (W u rzbu rg) — T Y R O K SY N A  I FO SFO R Y LA C JE  O K SY D A - 
TYW NE (W yk ład  in a u g u r a c y jn y  Z jazdu)

M a r t i u s  wychodzi z założenia, że działanie tyroksyny wyraża się 
przedew szystkiem  podwyższeniem  przem iany podstawowej oraz, że dzia­
łanie to jest obwodowe, na poziomie samej komórki. W poszukiwaniu 
m echanizm u tego działania zwraca uwagę na fundam entalne odkrycie 
ostatniego 10-lecia w dziedzinie energetyki ustrojowej, mianowicie na 
możność eksperym entalnego oddzielenia procesów oddychania od fosfo­
rylacji. Oddychanie jest pierw otnym  źródłem energii życiowej i polega 
w zasadzie na reakcji gazu piorunującego, tj. na łączeniu wodoru z tle ­
nem. Energia tej reakcji może być jednak tylko w tedy zużytkowana jako 
źródło pracy jeżeli jej kosztem  powstanie z ADP*) i nieorganicznego fos­
foranu nowa cząsteczka ATP. P rzy  rozkojarzeniu obu procesów możemy 
obserwować wzrost oddychania i produkcji ciepła w ustro ju  bez przy­
rostu ATP. Może to polegać bądź to na zahamowaniu powstawania ATP, 
bądź też na aktyw ow aniu jego hydrolitycznego rozkładu z bezpośrednim 
wyzwoleniem  ciepła, bez uprzedniego wykorzystania tej energii na pracę. 
Tego rodzaju  działanie rozkojarzające w ykazuje tyroksyna, jak to zna­
leźli równocześnie M a r t i u s  w  Niemczech i L a r d y w  USA w

*) Użyte skróty: ATP =  kwas adenozynotrójfosforowy, ADP =  kwas adeno- 
zynodwufosforowy, DPN =  dwunukleotyd pirydynoadeninowy, DPNH =  dwu- 
nukleotyd pirydynoadeninowy zredukowany, DNP =  2,4-dwunitrofenol, EDTA =  
=  kwas etylenodwuaminoczterooctowy, DPT =  dwufosfotiamina, ETP =  cząstka 
przenosząca elektrony (electron transport particie).

[405]
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406 J. H ELLER [2]

r. 1951. M a r  t i  u s  ze swoją szkołą badał głównie wpływ  tyroksyny 
na iloraz P :0  przy zastosowaniu heksokinazy i gli'kozy do grom adzenia 
związanego fosforu. W ciągu 5-letnich badań, grupa M a r t i  u s  a 
uwzględniając głosy krytyczne udoskonaliła swą technikę doświadczeń 
tak, że obecnie o trzym ują pow tarzalne i statystycznie ważne w yniki. 
Wychodząc z założenia, że pogarszająca się wydajność fosforylacji musi 
się wyrównać przez w zrost utlenienia, wyprowadził M a r t i u s liczbo­
wą zależność między oboma wielkościami. Potw ierdził ścisłość swej 
form uły w doświadczeniach, w których przyżyciowo oznaczał przem ianę 
podstawową zwierzęcia (szczury i świnki morskie) a następnie na m ito- 
chondriach w ątroby i na kawałeczkach przepony oznaczał stosunek P :0 . 
Z badań tych wyliczono, że jeśli procentowa zmiana wartości P :0  w y­
nosi x, to procentowa zmiana przem iany podstawowej wynosi

l
x -------------

X
x “ Too

Rachunek taki da się oczywiście przeprowadzić także w  k ierunku  od­
w rotnym . W yświetlona podczas wykładu tabela podająca w artości zna­
lezione obok teoretycznie obliczonych, nie uspraw iedliw iała moim zdaniem 
pewności, z jaką prelegent przedstaw ił ścisłość swojej form uły. Duże 
różnice w ystępowały między ilorazem  P :0  w m itochondriach a w  prze­
ponie.

W dalszym ciągu wykazywał M a r  t i u s na podstawie doświadczeń, 
że po działaniu propylotiouracylu równolegle do spadku przem iany pod­
stawowej rośnie wartość ilorazu P :0 . Efekt ten w ystępuje regularnie 
w przeponie, ale w m itochondriach w ątroby jest kapryśny. Podobnie 
w przebiegu wzrostu szczura daje się stw ierdzić niższy stosunek P :0  
u młodych osobników, zgodnie z ich wyższą przem ianą podstawową. Tak 
więc, wpływ tyroksyny na fosforylacje oksydatyw ne in vivo  jest zda­
niem  M a r t i u s a  wystarczająco udowodniony.

Również in vitro w yw ołują duże dawki tyroksyny (rzędu 10~ 4 
i 10“ 5 M) obniżenie fosforylacji oksydatyw nej w  m itochondriach i p rze­
ponie. 10-krotnie mniejsze dawki dają wyniki kapryśne, co M a r t i u s  
odnosi do różnego wysycenia komórek tyroksyną intra vitam. Działa­
nie to w ykazuje daleko idące podobieństwo z wpływem  dw unitrofe- 
nolu.

Dla w ytłum aczenia działania tyroksyny na przem ianę zakłada M a r ­
t i u s ,  że hormon ten działa na system  enzym atyczny dostarczający 
wysokoenergetycznych związków. W tym  m iejscu zaczyna się właściwa 
hipoteza M a r t i u s a .  Zakłada on, że równolegle do ogólnie przyjętego 
łańcucha przenośników elektronów  (kodehydraza — flaw oproteidy —
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[3] U T L E N IE N IA  I FO SFO R Y LA C JE 407

cytochromy) włączony jest inny  łańcuch i tylko w  tym  drugim  odbywa 
się fosforylacja. Ogniwami tego łańcucha są dwa układy oksydo-re- 
dukcyjne, mianowicie form y chinonowe obok hydrochinonowych w ita- 
m inu K czyli filochinonu, oraz w itam inu E czyli tokoferolu, albo też 
tokochinonu. Udział w itam inu K w fosforylacjach oksydatyw nych w yni­
ka z obserwacji M a r t i u s .  a i N i t z-L i t z o w  a w 1953 r. (1), że 
ciała o funkcji antyw itam inu K rozkojarzają fosforylacje oddechowe. 
Należą więc tu  różne antykoagulanty stosowane w lecznictwie, inne zna­
ne są jako środki przeciw gryzoniom. W szystkie te pochodne 4-oksyku- 
m aryny rozkojarzają oddychanie i fosforylacje w izolowanych m ito- 
chondriach i w  preparatach z przepony. Między tym  działaniem  a ham o­
waniem  krzepnięcia istnieje pewna równoległość. Na tej podstawie przy­
puszcza M a r t i u s, że działanie na krzepliwość nie jest specyficzne, 
lecz polega na zahamowaniu w wątrobie syntezy czynników krzepnienia 
z powodu braku potrzebnych do tego ciał wysokoenergetycznych. To 
ostatnie tw ierdzenie nie wydaje mi się przekonyw ujące.

M a r t i  u s przeprowadził jednak również bezpośredni dowód udziału 
filochinonu w fosforylacjach oksydatyw nych (2). M itochondria z w ątroby 
kurcząt żywionych z wykluczeniem  w itam inu K w ykazują zmniejszenie 
fosforylacji. Dodanie in vitro w itam inu K 10—5 M, zwiększa w tych przy­
padkach fosforylację o 30 do 50°/o. Świadczyłoby to o tym, że filochinon 
jest niezbędny przy jednej z trzech kolejnych fosforylacji. Ponieważ 
wpływ witam iny in vitro nie w ystępuje jeśli substratem  jest burszty- 
nian, można przypuszczać, że idzie tu  o etap  polegający na utlenieniu 
DPNH. Zachodzi tu  przeniesienie wodoru z DPNH na w itam in K i za 
pośrednictwem  reduktazy filochinonowej, którą wyizolowali z mito- 
chondrii M a r t i u s  i S t r u f e  w 1954 r. (3). Pow stający filohydro- 
chinon utlenia się pod wpływem  cytochrom u b. Fakt ten określający 
jednoznacznie położenie w itam inu K w  łańcuchu przenośników elek tro ­
nów potwierdził M a r t i u s  w r .  1954 spektroskopowo (4). Jeżeli p re ­
para t oksydazy bursztynowej z serca uzupełnić cytochromem c i reduk- 
tazą filochinonową, to po dodaniu DPNH można wykazać widmo zredu­
kowanego cytochromu c i a. Natomiast nie pojawia się widmo zreduko­
wanego cytochrom u b. Na podstawie takich doświadczeń tw ierdzi wielu 
autorów, że cytochrom b nie wchodzi w skład głównego łańcucha prze­
kaźników elektronow ych i lokowano go w  bocznej gałęzi utleniania 
bursztynianu. Okazuje się jednak, że redukcja cytochromu b w ystępuje 
natychm iast po dodaniu do takiego układu drobnych ilości filochinonu. 
W ten sposób odpadają trudności we wcieleniu cytochromu b jako ogni­
w a do głównego łańcucha. Widocznie przy preparatyce odpada filochinon 
norm alnie w sercu zaw arty. Opisane doświadczenie w ykazuje zarazem,
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408 J. H ELLER [4}

że istnieją dwie różne drogi przenoszenia wodoru z DPNH. Jedna pro­
wadzi przez filochinon i cytochrom  b do cytochrom u c i dalej, druga po­
m ija w itam in K i cytochrom b i prowadzi poprzez flaw oproteidy do cyto­
chrom u c. Tylko' pierw sza droga daje równoczesną fosforylację. Rozko- 
jarzenie więc polegałoby na zablokowaniu drogi przez filochinon i skie­
rowanie całego strum ienia elektronów  na drugą drogę. Metodą spektro­
skopową można wykazać, że czynniki rozkojarzające jak tyroksyna 
i dikum arol ham ują in vitro przenoszenie wodorów z DPNH przez re- 
duktazę filochinonową na w itam in K.

M a r  t i u s zwraca w tym  miejscu uwagę, że wszystkie poznane do­
tąd  substancje rozkojarzające m ają charakter fenolowy. Mogłyby więc 
blokować reduktazę filochinonową.

Inne ciała o działaniu w itam inu K nie posiadające łańcucha fitolo- 
wego, nie tylko nie mogą zastąpić w itam inu w  działaniu podnoszącym 
fosforylację w  m itochondriach z w ątroby awitam inowych kurcząt, lecz 
naw et działają hamująco. Tak działa np. menadion i ftiokol. Zgadza się 
to z obserwacją I s 1 e r a i wspólpr. z 1953 r. (5), że w eksperym entalnym  
zatruciu dikum arolem  u królików i szczurów, leczą tylko takie pochodne 
2-meftylonaftochinonu, których łańcuch boczny długością dorównywa 
łańcuchowi bocznemu naturalnego w itam inu. M a r t i u s wnioskuje stąd, 
że prostsze preparaty  służą organizmowi jedynie do syntezy filochinonu. 
Rolę łańcucha pojm uje jako kotwicę umożliwiającą związanie się z tłusz­
czami podłoża. Zarówno bowiem m itochondria zwierzęce jak  i chloro­
p lasty  roślinne zawierają lipidy w  dużym  stężeniu. P rzem aw iałaby za 
tym  obserw acja H a b e r m a n n a  (6), że lecytynazy upośledzają fos- 
forylacje oksydatyw ne w  homogenatach wątrobowych, nie wpływając 
na samo oddychanie.

W analogii do omówionej roli w itam inu K M a r t i u s  przypuszcza, 
że także przy następnych dwóch etapach fosforylacji oksydatyw nej grają 
rolę podobne lipofilne układy chinonowe. W skazuje tu przedewszyst- 
kiem na witam in E, którego związek z przem ianą fosforową, z od­
dychaniem  i z gospodarkę ATP przypuszczali już różni autorzy. 
Ostatnio w 1955 N a s  o n  przypuszcza związek między w itam inem  E, 
a transportem  elektronów . W nieogłoszonych doświadczeniach w yka­
zał M a r t i u s ,  że skraw ki przepony królików w awitaminozie E 
w ykazują zmniejszoną fosforylację przy nie obniżonym oddychaniu 
w stosunku do norm alnych. Spadek przy silnej awitaminozie przy 
użyciu bursztynianu jako substratu , dochodzi do połowy wartości kon­
tro lnej. Stosując kwas (3-oksymasłowy jako substra t o trzym uje się m niej­
sze różnice, coby świadczyło o um iejscowieniu w itam inu E na drugim  
lub trzecim  etapie. Efektu tego nie obserw uje się w  doświadczeniach 
z mitochondriam i. M a r t i u s  tłum aczy to tym , że brak w itam inu łatwiej
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[5] U T L E N IE N IA  I FO SFO R Y LA C JE 409

w ystępuje w m ięśniach niż w kom órkach wątrobowych. W yniki do 
świadczeń in vitro nie były jednoznaczne. Niektóre obserwacje przem a­
w iają za tym, że hipotetycznym  czynnikiem jest nie tokoferol, ale toko- 
chinon, którego biologiczne działanie, co praw da nie przeciw bezpłodności 
ale przy dystrofii mięśniowej królików jest znane. Przez redukcję 
pow staw ałby z tokochinonu tokohydrochinon a ten  redukuje łatwo cyto- 
chrom  c. Tokohydrochinon byłby więc natu ralnym  substratem  układu : 
oksydaza cytochromowa/cytochrom  c. W laboratorium  używam y analo­
gicznie hydrochinonu do oznaczenia aktyw ności tego układu.

Również dla trzeciego etapu fosforylacji przypuszcza M a r t i u s 
działanie podobnego układu np. tokoferol/tokoferoksyd, ale te wywody 
sam  już określa jako spekulacje.

Poniżej podaję schem at łańcucha fosforylacji oksydatyw nej wedle 
hipotezy M a r t i u s a ,  oraz niektóre pozycje z piśm iennictwa.

-2 9 0  mV

- 6 0  m V

+  270 m V 

+  270 m V

?

+  815 m V

Schemat 1. Powiązanie utleniań z fosforylacją według hipotezy Martiusa
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*

Sekcja VI poświęcona była utlenianiom komórkowym i fosforylacjom oksyda- 
tywnym. Wygłoszono na niej 53 komunikaty i 4 raporty: S ł o n i m s k i e g o ,  
M a h l e r  a, S l a t e r a  i M a r y  J o n e s .  Z głosów w dyskusji, które rozwinęły 
się w koreferaty, specjalnie ważną i ciekawą jest wypowiedź G r e e n a do ra­
portu S l a t e r a  oraz C o h e n a  do raportu pani J o n e s .

Wykład S ł o n i m s k i e g o  w  autoryzowanym przekładzie znajdzie czytelnik  
in extenso na str. 493.

H. R. M a h l e r  (Lnst. B ad ań  n ad  E n zym am i, M adison , U SA ) — M ETALO - 
FLA W O PRO TEIDY  A  T R A N SPO R T  ELEK TRO NÓ W

M a h l e r  przedstaw ił klasyczne poglądy na rolę flawoproteidów 
jako związków pośredniczących między DPN a cytochrom am i, następnie 
naszkicował historię odkrycia w związkach tych obecności metali. O dkry­
cia itego dokonano w ciągu ostatnich dwóch lat niezależnie i jednocześnie 
w kilku laboratoriach. W Madison (1) badając oksydazę kwasów tłuszczo­
wych wydzielono flawoproteid o ciemnozielonej barwie. Porównanie widma 
form y utlenionej tego barw ika i form y zredukow anej wskazywało na 
obecność miedzi. Bezpośrednie poszukiwania w ykazały obecność dwu ato­
mów miedzi na cząsteczkę FAD’u. Dializa wobec cyjanku dała produkt 
żółty o typowym  widmie FAD’u. Usunięcie miedzi nie zmieniało działal­
ności diaforazowej, tj. przenoszenia dwu atomów wodoru na odpowied­
nie barw iki oksydoredukcyjne. Natomiast zupełnem u zahamowaniu 
uległa zdolność redukcji cytochromu c. Dodanie do preparatu  jonów 
miedzi przyw racało aktyw ność reduktazy cytochrom owej. W yniki te 
były punktem  wyjścia dla badań M a h l e r a  nad innym i m etaloflaw o- 
proteidam i.

Do podobnych wyników doszedł A l b e r t  (2) na innej drodze. S tw ie r- ' 
dził on, że ryboflaw ina tworzy z ciężkimi m etalam i związki chelatowe 
i wskazał na potrzebę zbadania oksydazy ksantynow ej na obecność me­
talu. Praw ie równocześnie D e R e n z o  z laboratorium  Lederle wykazał, 
że czynnik XO, niezbędny dla szczurów do w ytw orzenia oksydazy ksan­
tynowej, jest po prostu nieorganicznym  molibdenem. Kilka tygodni po 
ukazaniu się tych obu prac w 4 miejscach równocześnie stwierdzono, że 
oksydaza ksantynow a jest M o-flawoproteidem. Dokonali tego: D e-
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R e n z o (3), T o 11 e r (4) w  Oak Ridge, M a h l e r  (5) i odkrywcy XO: 
R i c h e r t  i W e s t e r f e l d  (6).

Niezależną znów drogą szli N a s o n  i N i c h o l a s  (7) z Insty tu tu  
MacCollum P ra tt, którzy odkryli że molibden jest czynnikiem  wzrosto­
wym  dla Neurospora crassa i że pośredniczy pomiędzy flawinową reduk- 
tazą azotanową a substratem . Wreszcie niezależnie od wszystkich H a r -  
r i s o n (8) wykazał, że hydrogenaza fum arow a F i s c h e r a  aktyw uje 
się jonam i żelazawymi.

Dając przegląd ogólny enzymów flawinowych M a h l e r  dzieli je na 
3 grupy. Pierwszą stanow ią enzymy, których substratem  jest DPN, 
a akceptorem  cytochrom lub inny pośrednik, lecz nigdy tlen. Drugą grupę 
stanow ią flawiny nie używające pośrednictw a DPN, pośredniczące więc 
bezpośrednio między substratem  a cytochromem. Trzecią wreszcie grupę 
stanowią oksydazy właściwe, pośredniczące odrazu między substratem  
a tlenem. W szystkie dotąd poznane enzymy metaloflawoproteidowe na­
leżą do dwu pierwszych grup. W enzymach trzeciej grupy nie wykazano 
dotąd obecności m etalu, a widmo ich nie świadczy o prawdopodobieństwie 
obecności w nich m etalu. Należą tu  L- i D-oksydazy aminokwasowe i no- 
tatyna. Przegląd poznanych dotąd enzymów m etaloflawoproteidowych 
podaje tablica 1.

T a b l i c a  1 
Metale w enzymach metaloflawoproteidowych

Metal Enzym Metal Enzym

Miedź Reduktaza DPNH-cyto- 
-CoA

Żelazo Dehydrogenaza 
acylo-CoA (?)

Żelazo Reduktaza DPNH-cyto- 
chromowa

Molib­
den

Oksydaza ksantynowa 
Oksydaza aldehydowa 
Reduktaza azotanowa

' Oksydaza DPNH Hydrogenaza
Dehydrogenaza bursztyno­ Niezna­ Reduktaza azotynowa

wa
Reduktaza TPNH-cyto- 

chromowa

ny Reduktaza hydroksylami- 
nowa

Oksydaza siarczynowa

Jaka  jest rola m etalu w tych enzymach? Pewne światło rzucają na 
to doświadczenia polegające na usunięciu lub inaktyw acji m etalu. Zmie­
nione tak enzymy tracą zdolność reagowania z cytochromami, azotana­
mi, azotynami, prawdopodobnie z hydroksylam iną, a także z żelazicjan- 
kiem  i viologenami. Mogą natom iast reagować z błękitem  m etylenowym  
i podobnymi akceptoram i przyjm ującym i odrazu dwa elektrony lub dwa 
atom y wodoru. W ten ostatn i sposób reagują nukleotydy pirydynow e
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i same flawiny. M etal jest zatem  koniecznym pośrednikiem  na drodze 
jednoelektronow ej. M a h l e r  zakłada więc, że między działaniem  jedno- 
i dwuelektronowego przenośnika zachodzi nie tylko ilościowa, ale i ja ­
kościowa różnica. Przypuszcza, że przeniesienie jednego elektronu w y­
maga utworzenie form y semichinonowej flawiny, a to właśnie staje  się 

• możliwe przez połączenie flaw iny z metalem . M etal bowiem stabilizuje 
układ semichinonowy przez umożliwienie nowych form  rezonansowych. 
Poza tym  m etal umożliwia połączenie flaw iny z dwoma cząsteczkami 
jednoelektronowego akceptora. W reszcie dodatkowe form y rezonacyjne 
pozwalają założyć możliwość śródcząsteczkowego przenoszenia e lek tro ­
nów. Eksperym entalnie można wykazać, że akceptory jednoelektronowe 
istotnie wiążą się z m etaloflaw oproteidem  po przez atom y m etalu. Tak 
np. można zahamować bardzo w ydatnie czynność reduktazy cytochro- 
mowej przez aniony tworzące z żelazem związki chelatowe, np. piro- 
fosforan lub cytrynian. Zahamowanie to można kom petetyw nie odwrócić 
przez zwiększenie stężenia cytochronu. Skoro więc hamowanie następuje 
przez związanie żelaza, to odhamowanie przez cytochrom  musi następo­
wać przez jego reakcję z żelazem flawoproteidu.

N iektóre enzym y mają budowę jeszcze bardziej skomplikowaną, za­
wierając — oprócz m etaloflaw oproteidu — wbudowane hem oproteidy 
w różnej ilości. W ten sposób powstają całe „rodziny” enzymów. W M a-

T a b l i c a  2 
Różne postacie oksydazy DPNH

Postać Nazwa Skład Uwagi

Flawoproteid Diaforaza E-FAD
Metaloflawoproteid Reduktaza DPNH E-FAD-Fe4 + + + Rodzaj flawiny

cytochromowa nieustalony
Metalohemoflawo- E-FAD-Fe20-

proteid -cyt. b
Kompleks metalo- Oksydaza DPNH E-FAD-Fe35- Reaguje z cyt. c

hemoflawo- (postać otwar­ -cyt. b-Cu5-
proteidowy ta) -cyt. oksydara

ditto Oksydaza DPNH ditto Reaguje tylko
(postać zam­ z 02
knięta)

dison prowadzą w łaśnie badania zmierzające do ustalenia takich rodzin 
enzymowych, gdzie poszczególne enzym y wywodzą się ze wspólnego 
pnia flawoproteidowego przez włączanie dodatkowych przenośników m e-
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talobiałkowych. Tablica 2 daje przykład tego rodzaju „rodziny” wywo­
dzącej się od diaforazy.

M a h l e r  przypuszcza, że „stary” żółty enzym  W a r  b u r  g a może 
być początkowym członem takiej niezbadanej jeszcze grupy enzymów. 
Ciekawym jest, że w szytkie poznane dotąd dodatkowe przenośniki za­
w ierają żelazo.

Bardzo ważną funkcją włączonego m etalu jest przesunięcie potencjału 
oksydoredukcyjnego. Już samo połączenie z białkiem  przesuwa potencjał 
flawiny, lecz przesunięcie to nie przekracza 0,1 V. Natomiast obecność 
m etalu w yw ołuje znacznie silniejsze przesunięcia jak to widać z ta ­
blicy 3.

T a b l i c a  3 
Potencjał oksydoredukcyjny flawin 

i flawoproteidów

Rodzaj E'o

Ryboflawina —0,186
Nukleotydy flawinowe (FAD, —0,180

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

(Cu)

Wreszcie obecność m etali wpływa na stosunek enzymu do grupy 
fosforanowej. Na tym  oparto szereg hipotez usiłujących wyjaśnić m echa­
nizm fosforylacji oksydatyw nych.
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E. C. S l a  t e r  (Z ak ład  C h em ii F iz jo lo g icz n e j U n iw e r sy te tu  w  A m sterd a ­
m ie) — FO SFO R Y LA C JE W Ł A Ń C U C H U  ODDECHOW YM

Obszerny w ykład S 1 a t e r a nie przyniósł nowych faktów ani kon­
cepcji, stanowił raczej system atyczny i krytyczny przegląd znanych 
ogólnie pojęć. Specjalny nacisk położył na oddzielenie faktów  w ystarcza­
jąco sprawdzonych, od pojęć noszących jeszcze poniekąd charakter hipo­
tezy. Za podstawę dyskusji przyjął podany poniżej schem at 2.

bursztym an

dehydrogenaza
bursztynow a

cyt. b

OC-Kg / i-O H

(DPT) (C oA )

kw as cc-liponowy

DPN
*

(czynnik S latera)

( d eh y drogenaza) 

flaw oproteid

|  (czynnik S latera) 
cyt. c

*
cyt. a 

ł
cyt. a3 

*o,
Schemat 2. (a-Kg =  a-ketoglutaran; CoA =  koenzym A; DPN =  nukleotyd dwu- 
fosfopirydynowy; cyt. =  cytochrom; (3-OH =  (3-hydroksymaślan; DPT =dwufosfo-

tiamina)

W schemacie tym  zamieszczono tylko takie człony, które w  kolej­
ności ulegają redukcji i utlenieniu w ciągu każdego przejścia elektronów. 
W nawiasach umieszczono takie ciała, których udział jest niezbędny, ale 
k tóre nie ulegają oksydoredukcji (DPT, CoA), albo dla których oksydo- 
redukcji nie udowodniono. Tak samo potraktow ał S 1 a t e r swój czyn­
nik w rażliw y na BAL, bo chociaż uważa, że stanowi on ogniwo odw ra­
calne między flawoproteidam i a cytochromem c, ale niem a na to w y­
starczających dowodów. Rola i miejsce zajmowane przez cytrochrom  b 
są jeszcze przedm iotem  dyskusji. Tak np. C h a n c e uważa, że cy to­
chrom  b stanowi jakby uchyłek boczny przy dehydrogenazie bursztyno­
wej we fragm entach sarkosom alnych (schemat 3).
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S 1 a t e r zwraca jednak uwagę, że wyniki otrzym ane przy użyciu 
fragm entów  m itochondrialnych lub sarkosom alnych nie muszą odzwier-

, , , (czynnik S latera)
b u rsz ty n ia n  -----------  d e h y d ro g e n a z a  -------------------------------_  cy t. c

bursztynow a

, tł
cyt. k

Schemat 3

ciedlać stanu w  m itochondriach nie uszkodzonych. Sam C h a n c e pisze 
łańcuch oddechowy przy utlenianiu  kwasu (3-hydroksymasłowego przez 
m itochondria tak:

(3-OH —> DPN —> flawoproteid ->  cyt. b —> cyt. c —> cyt. a —> cyt. a3 —> 0 2

S 1 a t e r omówił również poglądy M a r t i u s  a nie zajm ując wobec 
nich stanowiska. Jednak  wedle świeżej publikacji (1) a-tokoferol znaj­
duje w sarkosomach z m ięśnia sercowego, dostarczając w ten sposób 
bardzo istotnego poparcia dla koncepcji M a r t i u s  a.

Z kolei dyskutuje S 1 a t e r nad ilością możliwych fosforylacji w  cią­
gu przenoszenia pary  elektronów  na tlen. Istotnym  jest tu  stw ierdze­
nie, że fosforylacja polega zawsze na przyłączeniu reszty ortofosforano- 
wej a nigdy pirofosforanowej. W ynika to z  doświadczeń L e h n i n g e -  
r a i S m i t h a  (2) Zatem  związanie każdego atomu P odpowiada osob­
nej reakcji fosforylacji, i m iarą ilości fosforylacji może być stosunek 
P :0 . Ponieważ błędy metod używ anych do oznaczenia tego stosunku m a­
ją  tendencję do obniżania wartości ilorazu, przeto wszystkie wyniki 
zaokrągla się ku górze. S 1 a t e r  tw ierdził dotąd, że najwyższa możliwa 
ilość fosforylacji wynosi 3. Używając bowiem jako substra tu  a-ketoglu- 
ta ranu  znajdyw ał wartości P :0  poniżej 3. Wielu innych autorów znaj­
dywało jednak wartości 3,3 do 3,6 co S 1 a t e  r  tłum aczył błędami w  ozna­
czaniu zużycia tlenu prowadzącym i do zbyt niskich wartości dla oddy­
chania. Stanowisko to poddał w wykładzie rew izji i przyznaje się obecnie, 
że przy użyciu mitochondriów w ątroby należy z pewnością przyjąć 4 
fosforylacje a być może, także dla sarkosomów mięśnia sercowego. 
Szereg wyznaczników z jego w łasnych doświadczeń, jak stosunek ze- 
stryfikow anego fosforu do zużytego kwasu ketoglutarowego, wypadają 
zgodnie z innym i autoram i. W ydaje mi się, że przyczyna dotychczaso­
wych niezgodności może wynikać z użycia przez S l a t e r a  EDTA. 
W naszej pracowni w ykazał bowiem T y s a r o w s k i  (3), że sól żelazo­
wa tego związku zwiększa zużycie tlenu przez m itochondria.

Przy substratach typu ^-OH znajdyw ano wartości P :0  około 2,5 dla 
m itochondriów w ątroby (4) i d la  sarkosomów z serca (5). Należy zatem
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przyjąć 3 fosforylację przy utlenieniu związków tego typu. P rzy  u tlen ie ­
niu bursztynianu zachodzi trudność w oznaczaniu stosunku P :0  ponieważ 
brak  dotąd inhibitora, k tóryby ham ował dalsze utlenianie kwasu fum a­
rowego i związane z tym  ew entualne dalsze fosforylację. Nagromadzono 
jednak bardzo duży m ateriał doświadczalny, k tó ry  dowodzi pośrednio, że 
utlenieniu kwasu bursztynowego odpowiadają 2 fosforylację.

Następnie przeszedł S 1 a t e r  do zagadnienia lokalizacji poszczegól­
nych fosforylacji. Na ogół przyjm uje się, że jedna fosforylacja zachodzi 
między DPNH a flawiną, druga między flawiną a cytochrom em  c, trze­
cia między cytochrom em  c a tlenem. Czw arta fosforylacja, zwana w  od­
różnieniu od powyższych oksydatyw nych fosforylacją substratow ą, za­
chodzi między substratam i typu kwasu a-ketoglutarow ego a DPN. Po­
glądy te  wywlodzą się z propozycji L i p m a n n a, k tóry  oparł się na 
potencjałach oksydoredukcyjnych poszczególnych ogniw łańcucha i za­
łożył d la każdej fosforylacji różnicę potencjałów  co najm niej 0,25 V. 
S l a t e r  omówił eksperym entalne próby spraw dzenia tej lokalizacji. 
Polegały one na oznaczaniu P :0  dla różnych odcinków łańcucha 
utleniań.

a) DPNH d o  t l e n u .  U tlenienie DPNH przez m itochondria udaje 
się tylko przy zastosowaniu m itochondriów nienapęczniałych w hipoto- 
nicznym  roztworze. O trzym uje się przy  tym  wyniki identyczne z tym i 
jakie daje użycie (3-hydroksymaślanu jako substratu . W ynika stąd, że 
przeniesienie 2 H ze związków typu (3-OH na DPN nie uwalnia energii 
w ilości, um ożliwiającej fosforylację. Cały uzyskany efekt energetyczny 
z utlenienia tych związków lokalizuje się m iędzy DPNH a tlenem. P rzy j­
m uje się, że otrzym uje się między DPNH a tlenem  3 fosforylację, do­
świadczalnie jednak nie udało się tego zadawalająco udowodnić. N aj­
wyższy iloraz otrzym any przez L e h n i n g e r a  wynosił 1,89. Jest to 
więcej, niżby można było oczekiwać, gdyby zachodziły tylko 2 fosfory - 
lacje, bo przeciętne s tra ty  przez reakcje w tórne przekraczają zwykle
0,25 na jedną fosforylację. Jednak za bezwzględny dowód moglibyśmy 
przyjąć tylko wynik, przekraczający choć m inim alnie wartość 2 .

b) a -K g  d o  DPN (fosforylacja substratow a). Sukcinyl-CoA reagując 
z ADP i fosforanem  nieorganicznym  daje bursztynian, CoA i ATP. 
W reakcji tej bierze udział dwufosforan gwanozyny (6).

c) a -K g  d o  c y t o c h r o m u c .  Używając jako substra tu  a-ketoglu- 
taranu, a jako akceptora cytochromu c, wykonał S l a t e r  bardzo wiele 
pom iarów fosforylacji. Stosował przy tym  metodę przechw ytyw ania 
fosforu przez glikozę i heksokinazę i otrzym yw ał P :0  równe 2,16. Po­
nieważ analogiczne doświadczenia z dopuszczeniem tlenu  jako akceptora
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daw ały wyniki P :0  nieco wyższe tylko, niedochodzące do 3, sądził, że 
między cytochrom em  a tlenem  niem a już fosforylacji. Obecnie wykonał 
nowe doświadczenia, które w wykładzie szczegółowo omówił, otrzym ując
o wiele większe wartości przy użyciu tlenu, co go skłoniło do rewizji po­
przedniego stanowiska. To z kolei było m otywem  do omówionej już 
zmiany jego zapatryw ań na ilość możliwych fosforylacji.

d) C y t o c h r o m  c d o  t l e n u .  Fosforylację związaną z u tlen ie­
niem ferrocytochrom u c w  nieobecności czynników redukujących w y­
kazali po raz pierw szy N i e l s e n  i L e h n i n g e r  (7) w  m itochon- 
driach. S 1 a t e r  potw ierdził te w yniki stosując sarkosomy z serca. Znacz­
nie łatwiej można wykazać tę fosforylację pośrednio, stosując jako sub­
s tra t kwas askorbinowy. Uczynił to  J u d  a h  już w 1951 r. (8).

Na podstawie opisanych doświadczeń proponuje S 1 a t e r  następujący 
schem at lokalizacji poszczególnych fosforylacji (schemat 4).

bursztyman

J
dehydrogenaza

bursztynowa

I
1 lu b  2 cyt- b

--------------- ' 1
OC-Kg -------► kwas oc-liponowy-----► D PN ------*■ flaw oproteid ---------------------------► cyt. c

À (czynnik Slatera) |

ß - O H  cyt. a

*
cyt. c,

I 
?O,

Schemat 4

(czynnik
Siatera)

'©

>©

Następnie S l a t e r  dał przegląd prac, w których różni autorzy s ta ­
rali się frakcjonować m itochondria i badali zachowane funkcje enzy­
matyczne. Jest to jedna z dróg um ożliw iających wniknięcie w  s truk tu rę  
mitochondriów. Można mechanicznie lub działaniem  hipotonicznym  roz­
bić mitochondria lub sarkosomy, otrzym ując drobne ziarnistości osiada­
jące przy szybkim w irow aniu albo przy zakwaszeniu do pH 5,7. Z iar­
nistości te utleniają jeszcze DPNH i bursztynian. S l a t e r  twierdzi, 
że są one identyczne z fragm entam i tworzącymi p repara t K e i 1 i n a 
i H a r t r e e ’e g o  i pochodzą z błony sarkosom alnej. Szerzej o tych 
cząstkach powiedział w dyskusji G r e e n .

L i n d b e r g  i E r n s t e r  w ykazali (9), że m angan wraz z ATP
i DPN reaktyw uje m itochondria, k tó re  straciły  działanie przez inkubację 
z jonem  wapniowym, i na tej podstaw ie uważają Mn za koferm ent oksy-

2 P o s tę p y  B io ch em ii
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datyw nych fosforylacji. S 1 a t e r  w obszernych doświadczeniach potw ier­
dził to działanie zarówno w obecności jak i nieobecności EDTA, lecz 
uważa wpływ m anganu za niespecyficzny.

W podsumowaniu stwierdza, że wprawdzie nie udało się ściśle um iej­
scowić żadnej fosforylacji ani nie znamy jej mechanizmu, ale możemy 
twierdzić z dużym prawdopodobieństwem, że fosforylacja zachodzi m ię­
dzy:

a) bursztynianem  a cytochrom em  c,
b) cytochromem  c a tlenem,
c) między DPNH a cytochromem  c, gdzie prawdopodobnie zachodzą

2 fosforylacje. (Fosforylację substratow ą widocznie tu  pom ija jako w y­
chodzącą poza tem at wykładu.)

Dalszych postępów w  tej dziedzinie oczekuje S 1 a t e r  bądź od dal­
szego rozwoju badań nad frakcjonow aniem  mitochodriów, bądź też od 
w yjaśnienia m echanizmu powstawania związków wysokoenergetycznych 
przy łatwiej dostępnych fosforylacjach substratow ych.
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D. E. G R E E N (Madison) otworzył dyskusję nad referatem  S 1 a t e- 
r a. Mówił na tem at s tru k tu ry  uikładu transportującego elektrony w m i- 
tochodriach.

Układ przenoszący elektrony w m itochondriach serca dał się w y­
osobnić jako jednolita olbrzymia cząstka, którą nazwano ,,electron tran s­
port particie” czyli ETP. W yjaśnione dotąd szczegóły składu chemicz­
nego ETP podaje tablica 4.

ETP jest bogaty w  tłuszcz, zawiera poza tym  dwa rodzaje hemów, 
które w  pewnym  uproszczeniu można określić jako czerwony i zielony, 
żelazo niehemowe, miedź i flawiny. Na jeden mol flaw iny zawiera około 
8 moli hemu, 61 atomów niehemowego żelaza i 8 atom ów miedzi.
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ETP katalizuje utlenienie zarówno bursztynianu jak i DPNH w obec­
ności tlenu. Dodanie cytochromu c nie zwiększa utleniania. W szystkie 
hem y ulegają natychm iastow o całkowitej redukcji przy dodaniu DPNH 
lub bursztynianu. Cytochrom  c 
zdaje się nie wchodzić w skład 
ETP, a dodany wraz z burszty- 
nianem  lub DPNH nie redukuje 
się wcale lub .ty lko nieznacznie.
Dodany w form ie zredukowanej 
nie utlenia się działaniem  tlenu.

Chcąc wniknąć w kolejność i 
funkcję poszczególnych składni­
ków rozbijano stopniowo ETP, 
badając skład i aktywność otrzy­
m anych fragm entów. W ten spo­
sób uzyskano p repara ty  czynne tylko wobec bursztynianiu  lub tylko 
wobec DPNH. Działaniem rozcieńczonego alkoholu amylowego można 
otrzym ać fragm enty  zaw ierające osobno hem y czerwone i zielone. 
Cząstki zawierające frakcję czerwoną hemów m ają działanie dehydro­
genazy bursztynow ej. Z kom pleksu tego można usuwać przez traw ienie 
tryptyczne kolejno cząsteczki hemu aż pozostaje flawoproteid zachowu­
jący działanie dehydrogenazy bursztynow ej. Tablica 5 podaje skład p re ­
para tu  w m iarę postępującego rozbijania kompleksu.

T a b l i c a  4 
Skład preparatu ETP

jxmole lub |iiatomy/g 
enzymu (średnia wartość)

Fe niehe-
mowe 18,3

Cu 2,4
Flawiny 0,3
Hemy 2,5

Tłuszczow­
ce 35%>

T a b l i c a  5
Frakcjonowanie ETP alkoholem amylowym i powstałego kompleksu 

dehydrogenazy bursztynowej (KDB) trypsyną

Skład poszczególnych frakcji

Fla- Całk. Czerw. Ziel. Fe nie- Cu tłuszcz
wina hem hem hem hemowe

I. ETP 1 8 + + 61 + +
II.. KDB bogaty w tłuszcz 1 4 ,+ 0 16 0 +

III. KDB ubogi w tłuszcz 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 elektronów  dla poszczególnych p repa­
ratów . Dla całego ETP najlepszym  akceptorem  jest tlen, zaś cytochrom  c 
jest nieczynny. Po zadziałaniu alkoholu amylowego tlen nie przyjm uje 
już elektronów , natom iast zyskuje tę właściwość cytochrom  c. Wreszcie
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po usunięciu hemów przestaje działać i cytochrom  c, akceptorem  pozo­
staje żelazicjanek, fenazyna i podobne do niej barwiki. S i n g e r  
i K e a r n e y  otrzym ali jeszcze prostszy flawoproteid, k tóry  pracuje 
z fenazyną, ale już nie z żelazicyjankiem.

T a b l i c a  6 
Akceptory elektronów dla ETP i jego frakcji

o 2 cyt. c Żelazi-
cyjanek

Fena­
zyna

Indo-
fenol

ETP + 0 + + +
KDB 0 + + + +
Flawopro­

teid 0 0 + + +

W ypracowano również podobną serię preparatów  posiadających spe­
cyficzność dla DPNH i tą drogą spodziewa się G r e e n i współpr. uzyskać 
dokładny wgląd w  ułożenie poszczególnych składników.

Zagadką pozostaje dotąd nieobecność cytochrom u c w  ETP, jak ­
kolwiek stwierdzono jego obecność i czynną rolę w  działaniu całych 
mitochondriów.

W związku z tym i badaniam i należałoby zrewidować pogląd na układ 
przenoszący elektrony jako na łańcuch złożony z szeregu ogniw oksydo- 
redukcyjnych. G r e e n  przypuszcza, że poszczególne ogniwa są powią­
zane w sposób um ożliwiający występowanie rezonansu w całości. W pew ­
nej dalelriej analogii możnaby mówić nie o przenoszeniu, lecz o przew o­
dzeniu elektronów . Jakkolw iek analogia z m etalam i jest bardzo daleka 
i z pswnością istnieją zasadnicze różnice między nieograniczoną swobodą 
przesuwania się elektronów  w m etalach a naszym  układem , to ż drugiej 
strony zjawisko to nie m niej odbiega od dotychczasowego sposobu poj­
mowania go jako kolejnych reakcji między ogniwami łańcucha. Pewne 
jest, że klasyczna kinetyka reakcji da się zastosować do procesu prze­
noszenia elektronów  tylko w fazie początkowej przy działaniu dehydro­
genaz oraz w końcowej w  reakcji między oksydazą cytochrom ową a tle ­
nem. Nie da się natom iast zastosować do reakcji pośrednich. W ukła­
dzie rezonansowym  ruch ^-elektronów  z jednego ogniwa oksydoreduk- 
cyjnego do drugiego nie zależy od zderzeń międzycząsteczkowych, a więc 
pojęcie działania mas nie znajduje tu zastosowania.

Możliwe, że obecność licznych atom ów niehemowego żelaza da się 
wytłum aczyć w łaśnie rolą żelaza w powiązaniu poszczególnych ogniw 
oksydoredukcyjnych w  tak i układ niby przew odnika. Jak  to się dzieje, 
zostaje narazie zagadką, podobnie jak  rola miedzi w  zielonych hemach 
i duże stężenie lipidów-.
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M ary E. J o n e s ,  L.  S p e k t o r ,  F. L i p  m a n n  (B oston , U SA ) — F O SF O ­
RAN K A R B A M Y L U

Fosforan karbam ylu  wykryli autorzy w czasie badań nad syntezą 
cytruliny. Okazało się, że związek ten służy jak  źródło grupy karbam y- 
lowej w  wielu układach enzym atycznych. Może on przenieść swą resztę 
fosforanową na ADP dając ATP, jest zatem  związkiem wysokoenerge­
tycznym. C harakter ten  nadaje mu wiązanie między węglem a tlenem  
reszty fosforanowej. Jeśli fosforan karbam ylu działa jako przenośnik 
grupy karbam inianow ej z uwolnieniem nieorganicznego fosforanu, to ła­
dunek energii towarzyszy grupie karbam inianow ej.

O
II

h 2n —c  — o —p o r
forforan karbamylu

Uderzająca jest łatwość z jaką ten wysokoenergetyczny związek 
powstaje. Tworzy się on sam orzutnie przy zmieszaniu 1 m olarnych roz­
tw orów  KCN i KH 2PO 4. Po pół godzinie w 30° ustala się równowaga 
przy 50% wydajności. Z takiej m ieszaniny można go w ytrącić alkoho­
lem w postaci soli dwulitowej rozpuszczalnej w wodzie. Zachowuje się 
podobnie do fosforanów acylowych różni się jednak tym, że jest n ie­
wrażliwy na molibdenian tak jak fosfagen argininowy. W roztworach 
wodnych rozpada się samorzutnie, okres półtrw ania w 37° wynosi 
50 m inut. Oznaczają go za pomocą metody F i s k e  S u b b a r o w a  po od- 
białczeniu zimnym kwasem trójchlorooctowym . Jedno oznaczenie w y­
konuje się bezpośrednio, drugie po ogrzaniu w  0,01 N HC1 przez m inutę 
w 100°. W razie obecności dużych ilości ATP stosuje się hydrolizę 0,1 N 
ługiem w tem peraturze pokojowej w ciągu 10 m inut.

U bakterii (Streptococcus faecalis) ey tru lina  powstaje w 2 etapach. 
W pierwszym  kabram inian z ATP daje fosforan karbam ylu i ADP. 
W drugim  etapie fosforan karbam ylu reaguje z orn ityną dając cy tru linę
i wolny kwas fosforowy,

o  o
II II

H 2N —C—OH +  ATP ^  H 2N —C — O—P O r +  ADP (1)
karbaminian fosforan

karbamylu
O N H 2

h 2n —c  ~  o — +  h 2n —c h 2- c h 2— c h 2—c h - c o o h  -
ornityna

O N H 2
II I

5* H2N—C — NH—CH2—CH2—CHa—CH—COOH (2)
eytrulina
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W reakcji pierwszej równowaga jest silnie przesunięta w stronę syn­
tezy ATP, stąd dla otrzym ania większych ilości fosforanu karbam ylu 
trzeba podwyższyć potencjał grup fosforanowych. Można to uzyskać 
przez dodanie kwasu fosfopyrogronowego, k tóry  ma najwyższą energię 
„wiązania fosforowego”. W drugim  etapie cy tru lina powstaje łatwo, bo­
wiem  chociaż reakcja jest odwracalna, ale równowaga jest mocno prze­
sunięta w  prawo. Potencjał grupowy karbam inianu jest zatem wyższy 
w fosforanie karbam ylow ym  aniżeli w cytrulinie.

Obie reakcje udało się rozdzielić — przez ogrzanie przez 3 m inuty  
na 70° inaktyw uje się enzym  katalizujący pierw szy etap. Udało się rów ­
nież rozdzielić oba enzym y przez frakcjonowane w ytrącanie siarczanem  
amonowym, przy czym pierwszy wypada enzym  drugiego etapu. Magnez 
jest potrzebny tylko w pierwszym  etapie.

Kwas karbam inow y powstaje z COo i amoniaku, co przypom ina 
syntezę kwasu węglowego, katalizowaną przez anhydrazę. Anhydraza 
jednak nie katalizuje tej reakcji i wogóle nie w ykazano jej enzym a­
tycznego charakteru .

Wyciągi bak tery jne zawierają poza tym  drugi układ akceptorowy dla 
grupy karbam ylow ej, jest nim kwas asparaginowy, k tóry  reaguje z fos­
foranem  karbam ylu dając kwas ureidobursztynow y (kwas karbam ylo- 
asparaginowy).

O n h 2
II I

H 2N —C — O—P O r +  HOOC—C H2—CH—COOH
kwas asparaginowy

O
II

N H ~ C —NH2

^  HOOC—CH2—CH—COOH +  OH—PO r 
kwas ureidobursztynowy

Między układem  baktery jnym  syntezy cy tru liny  a układem  w ystępu­
jącym  u ssaków zachodzi, jak wykazali G r i s o l i a  i C o h e n  (1) 
charakterystyczna różnica. U ssaków konieczna jest obecność N-acylo- 
wanego glutam inianu np. acetylo- lub karbam yloglutam inianu. G rupa 
L i p m a n n a  potwierdziła rolę kwasu karbam yloglutam inow ego na p re­
paracie uzyskanym  z proszku acetonowego z w ątroby  wołu. Równo­
cześnie jednak pokazało się, że pochodna glutam inowa może być zastą­
piona przez fosforan karbam ylu. Widocznie więc układ glutam inowy 
zastępuje u ssaków reakcję baktery jną pierwszego etapu  i w ytw arza 
fosforan karbam ylu.

422 J. H ELLER
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Użyty p reparat w ytw arzał również kwas ureidobursztynow y z fos­
foranu karbam ylow ego i kwasu asparaginowego, podobnie jak  i u drobno­
ustrojów. W idzimy więc, że przenoszenie grupy karbam ylow ej z ładun­
kiem w ysokoenergetycznym  stanowi reakcję szeroko występującą w  świe- 
cie żywym  i nie ograniczającą się tylko do udziału w  cyklu moczniko­
wym.

PIŚMIENNICTWO
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W dyskusji do w ykładu pani J o n e s  opowiedział P. P. C O H E N  
(Madison) o pracach swoich, G r i s o l i i  i innych nad syntezą cy tru- 
liny. Okazało się, że opisany przez nich dawniej związek pośredni „GD” 
nie zaw iera kwasu glutaminowego, jak  pierw otnie podawali. Błąd w y­
niknął stąd, że strącali ten związek jako sól cykloheksyloamonową. Sól 
ta, jak się okazało daje podobną reakcję barw ną co pochodne kwasu glu­
taminowego. Nawiązując do pracy pani J o n e s  potwierdzono w M adi­
son, że fosforan karbam ylu spełnia funkcje związku pośredniego, dając 
z ornityną cytrulinę. Kwas glutam inow y u Streptococcus faecaliś nie jest 
wogóle potrzebny, zaś w w ątrobie może być zastąpiony przez fosforan 
karbam ylu. Być może więc u ssaków kwas glutam inow y służy wraz 
z ATP do syntezy fosforanu karbamylowego. W ynika z powyższego, że 
już  kilka lat tem u C o h e n ,  z współpracownikami mieli w  ręku fosforan 
karbam ylu  wydzielony z w ątroby, ale nie znali jego składu i uważali go 
m ylnie za pochodną kwasu glutaminowego.

Dalsze badania C o h e n a  dotyczą kwasu karbamyloasparaginowego; 
synteza tego związlku wym aga obecności tego samego ciała pośredniego 
co synteza cytruliny. Doświadczalnie wykazali, że tym  ciałem pośrednim  
jest fosforan karbam ylu. W odróżnieniu od syntezy cytruliny, k tó ra  
ogranicza się tylko do wątroby, synteza kwasu karbam yloasparaginowego 
zachodzi w  różnych tkankach. Największą aktywność transkarbam ylazy 
znaleźli w  śluzówce jelita  i w jądrach. Specyficzność tego enzymu obej­
m uje ornitynę, kwas asparaginowy, asparaginę, izoasparaginę i lizynę. 
Ostatnio wyosobnili kwas karbam yloasparaginow y z w ątroby szczura.

*

Sekcja VII poświęcona była regulacjom biochemicznym. Na sekcji tej w ygło­
szono 3 raporty i 34 komunikaty. Omówię z nich raporty Lardy’ego i Schneidera, 
które się łączą bardzo istotnie z zagadnieniem oddychania i fosforylacji.
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H . A . L a r d y  (M adison, U SA ) — P O W IĄ Z A N IA  E N ER G E TY CZN E A  R E G U ­
L A C JA  N A T Ę Ż E N IA  M ET A B O L IZ M U

Jedną z najcharakterystyczniejszych cech żywej substancji jest jej 
zdolność dostosowania natężenia m etabolizmu do zapotrzebowania ener­
getycznego. Zdolność ta  zaznacza się już u drobnoustrojów  względnie 
beztlenowych jako efek t P a s t e u r a ,  rośnie w szeregu ew olucyjnym  
świata zwierzęcego, osiągając najw yższy stopień u ssaków. Człowiek p ra­
cujący może dziesięciokrotnie zwiększyć produkcję energii w  stosunku 
do stanu spoczynku. Największą zdolność w  tym  kierunku rozw inęły 
mięśnie prążkowane, które um ieją zwiększyć swe ukrw ienie stukrotnie, 
a dowóz tlenu  i produkcję energii jeszcze znaczniej. Nasuwa się pytanie, 
dlaczego m ięsień w  spoczynku, posiadając nadm iar substratów  i tlenu 
produkuje tylko 1/100 tej energii, k tó rą  mógłby w ytwarzać? L a r d y  
wylicza następujące teoretycznie możliwe czynniki, które mogłyby de­
cydować o poziomie przem iany:

1. stężenie enzymów,
2 . stopień ich uaktyw nienia (zymogeny ^  enzym y, fosforylaza a ^  

fosforylaza b, itp),
3. rozmieszczenie enzymów w komórce,
4. stężenie metabolitów i ich potencjał oksydoredukcyjny,
5. stężenie koenzymów,
6 . stężenie aktyw atorów  np. jonów m etalicznych,
7. pH w miejscu reakcji (działanie na substra t lub na enzym),
8 . inne czynniki otoczenia, np. siła jonowa, adsorbcja lub okluzja 

enzym u przez fazę tłuszczową, itd.,
9. tem peratura , lokalnie może się wahać znacznie, naw et u stało­

cieplnych,
10. szybkość usuwania powstałych produktów ,
11. obecność naturalnych  inhibitorów .
W szystkie te czynniki badano w prostych układach, obecnie bada się 

ich w pływ  na bardziej już Skomplikowane fragm enty  komórek, próbuje 
się nawet ustalić ich w pływ  na całe komórki. Z dotychczasowych w y­
ników widać, że na pierwszy plan w ybijają się: stężenie metabolitów, 
szybkość usuw ania produktów, i stężenie pewnych jonów aktyw ujących. 
Z pośród metabolitów, których stężenie może ograniczać szybkość u tle- 
niań najw ażniejszym i są fosforany nieorganiczne i różne akceptory fos­
foru. Dwuwartościowe kationy są niezbędne dla sprzężenia fosforylacji 
z oddychaniem  i dla przenoszenia energii fosforowych związków wysoko­
energetycznych. Jedna co najm niej z transfosforylacji typu wysokoener­
getycznego wym aga obecności jonów potasu.
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Na rolę fosforanu zwrócili już wcześnie uwagę E n g e l h a r d t  
(1932) oraz L e n n e r s t r a n d  (1936) i B e l i t z e r  (1939). W r. 1941 
J o h n s o n  (1) i L y n e n  (2) rozwinęli tę koncepcję o regulującej roli stę­
żenia fosforanów w hipotezę mającą wytłum aczyć mechanizm efektu  
P a s t e u r a .  Doświadczalnie trudno  było udowodnić słuszność tej hipo­
tezy przy użyciu całych komórek. Jakościowo efekt dawał się wykazać, 
itościowo był jednak nieznaczny i trudny  do regulowania.

Sytuacja zmieniła się zasadniczo z wprowadzeniem techniki frakcjo­
nowania komórki. W izolowanych m itochondriach można w  określonych 
w arunkach wykazać ścisłe uzależnienie oddychania od nieorganicznych 
fosforanów i akceptorów  fosforu. W obecności glikozy i heksokinazy 
m itochondria w ykazują oddychanie na stałym  poziomie i równocześnie 
wiąże się nieorganiczny fosforan, póki stężenie jego nie spadnie do
2 • 10 4, po czym oddychanie ustala się na niższym poziomie. Dodatek 
fosforanu nieorganicznego przed spadkiem oddychania zapobiega mu, 
dodanie po spadku powoduje wzrost oddychania do pierwotnego pozio­
mu. Przenosząc te obserwacje na żywy mięsień możemy sądzić, że wzmo­
żone oddychanie w pracującym  m ięśniu będzie trw ało dopóty, dopóki 
nieorganiczny fosforan, odszczepiony w czasie pracy od ATP i fosfagenu, 
nie zostanie wyczerpany.

Również i stężenie akceptorów fosforu kontroluje szybkość oddychania 
m itochondriów. W ykazano to w wielu laboratoriach i na najróżniejszych 
mitochondriach. Sprawność regulacji jest różna zależnie od substratu . 
Tak np. przy bursztynianie lub kwasie kaprylow ym  dodanie układu 
akceptorowego zwiększa oddychanie najw yżej 4-krotnie. P rzy  glutam i­
nianie można uzyskać 15-^krotny wzrost oddychania, a przy kwasie 
P-hydroksymasłowym oddychanie może w  zupełności zależeć od obec­
ności układu akceptorowego*. Ta zależność efektu od substra tu  pozwala 
wysnuć pew ne wnioski co do miejsca, w którym  wiąże się oddychanie 
z fosforylacją. Nie m am y w tej chwili danych pozwalających ocenić czy 
w  mięśniu i innych tkankach silniejszy w pływ  na regulację oddychania 
ma podać wolnego fosforanu, czy podaż akceptorów. W prawdzie mięsień 
w  spoczynku ma zawierać 7 mM P nieorganicznego, co jest znacznie 
powyżej zawartości, ograniczającej oddychanie w m itochondriach, ale 
trzeba pamiętać, że praw dziw a zawartość nieorganicznego fosforu w ży­
w ym  mięśniu jest nam  nieznana. W szystkie bowiem odczynniki odbiał- 
czające rozbijają wysokolabilne estry.

Należy się zastanowić, czy regulacja oddychania tow arzyszy każdej 
fosforylacji oksydatyw nej, czy też wiąże się wybiórczo z niektórym i 
fosforylacjam i.
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Okazało się, że przy utlenieniu kwasu askorbinowego lub adrenaliny, 
w pływ  stężenia akceptorów fosforu na oddychanie jest mały. W ynika 
stąd, że ostatnia fosforylacja, związana z utlenieniem  cytochromu c nie 
reguluje oddychania.

Przy utlenianiu bursztynianu obserw ujem y łącznie fosforylację na e ta ­
pie ostatnim  i przedostatnim . Jako miejsce przedostatniej fosforylacji 
przyjm uje L a r d y  za C h a n c e m ,  utlenienie cytochromu b. U tlenie­
nie bursztynianu nieznacznie tylko zależy od podaży akceptorów fosforu.

P rzy  utlenieniu takich substratów , z k tórych wodory przenoszą się 
na DPN lub TPN (glutaminian, kwas (3-hydroksymasłowy, cy trynian  
itp.) oddychanie jest ściśle zależne od stężenia akceptorów fosforu. 
W niektórych doświadczeniach w  nieobecności glikozy i heksokinazy 
przez pierwsze 10 m inut wogóle nie obserw uje się oddychania. Później 
zaczyna ono wolno narastać. Po- dodaniu glikozy i heksokinazy oddycha­
nie rusza od razu w pełnej wysokości. W ynika stąd, że oddychanie zwią­
zane jest z fosforylacją umieszczoną na poziomie nukleotydów  p irydy­
nowych. Jeśli tak jest, to należy oczekiwać, że w spoczynku nukleotydy 
te  będą przeważnie w  stanie zredukowanym . Słuszność tego założenia 
udowodnił C h a n c e  i W i l l i a m s  (1954, 1955). Wedle ich badań 
DPNH utlenia się po dodaniu ADP. M itochondria bardzo starannie w y­
preparow ane z uniknięciem  m echanicznych uszkodzeń, w ykazują w n ie­
obecności akceptorów fosforu całą swą zawartość nukleotydów pirydyno­
wych w formie zredukowanej.

O statnia wreszcie fosforylacja tj. substratow a w ydaje się nie mieć 
w pływ u na oddychanie.

Bardzo ważną konsekwencją powiązania oddychania z fosforylacją na 
poziomie DPN jest autom atyczne regulow anie poziomu donatorów wo­
doru. Jest rzeczą zastanaw iającą, że takie składniki tkankow e jak kwas 
askorbinowy i glutation w ystępują przeważnie w  form ie zredukow anej, 
chociaż tak  łatwo u tleniają się w obecności cytochrom u, katalazy, fenolo- 
ksydazy a naw et jonów metalicznych. M usimy przyjąć, że możliwość ich 
utrzym ania się w stanie zredukow anym  jest następstw em  przewagi 
DPNH nad DPN. DPNH reaguje z utlenionym  glutationem  dzięki specy­
ficznej reduktazie, zaś zredukow any glutation spontanicznie lub enzy­
m atycznie reaguje z różnym i tiolam i lub kwasem  askorbinowym, od­
tw arzając ich form y zredukowane.

Synteza kwasów tłuszczowych z cukrowców wym aga dużej podaży 
przenośników wodoru w  formie zredukow anej. Są one w obfitości do 
dyspozycji, kiedy oddychanie jest ograniczone przez brak  orto-fosfora- 
nów albo ADP (lub inych akceptorów fosforu). W konsekwencji należało­
by przyjąć, że obniżenie sprawności fosforylacji oksydatyw nej pogor-

t
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szyłoby w arunki syntezy tłuszczu, przeciwnie niż to w nioskuje K o c h  
i L i p m a n n .

Na czym polega rozkojarzenie fosforylacji i oddychania? L a r d y 
sądzi, że nie idzie tu  o upośledzenie samego mechanizmu fosforylacji, 
ale raczej o aktyw ację procesów zwiększających rozpad ATP. W ten 
sposób autom atycznie tłum aczyłby się w pływ  czynników rozkojarzają- 
cych na wzrost oddychania, dostarczałaby bowiem równocześnie fosfo­
ranu i ADP. Nie musi to być akcja samej ATP-azy, prawdopodobnie 
zachodzi tu defosforylacja jakiegoś labilnego, jeszcze nie zidentyfikowa­
nego związku pośredniego („pierw otny es te r”), k tóry  norm alnie powstaje 
w  fosforylacji oksydatyw nej i reaguje z ADP dając ATP.

Doświadczenia L a r d y ’e go  i M a l e y a  (3) nad działaniem  tyrok- 
syny wskazują, że hormon ten rozkojarza fosforylacje tylko na jednym  
poziomie, przy czym mogli wykluczyć poziomy I (substratowy) i IV 
(c-cytrochromowy).
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Dyskusję nad w ykładem  L a r d y ’e g o  zapoczątkował F. L Y N E N  
(Monachium). Przedstaw ione w wykładzie L a r d  y ’e g o powiązanie 
oddychania i fosforylacji daje nam  obraz prostej i cudownie spraw nej 
samoczynnej regulacji procesów komórkowych. Istota autom atyzm u tej 
regulacji polega na tym, że ten sam układ nukleotydów adeninowych 
działa równocześnie jako zbiornik i przenośnik energii, oraz jako regula­
tor oddychania. Możemy istotę tej regulacji unaocznić przez następujące 
porównanie: układ ATP/ADP stanow i akum ulator, ATP w  stanie nałado­
wanym, ADP w stanie rozładowanym. A kum ulator ten ładuje się energią 
pochodzącą z u tlenień i ferm entacji, ADP wzmaga te procesy, ATP je 
ham uje. Mamy więc akum ulator, k tóry  w m iarę wyładowania samoczyn­
nie włącza ładowanie, zaś przy naładow aniu wyłącza je.

Badanie mechanizmu rozkojarzenia oddychania i fosforylacji może 
nam  pomóc w zrozum ieniu zupełnie dotąd ciemnego mechanizmu fo­
sforylacji. Badania takie prowadzi się przeważnie na mitochondriach. 
L y n e n  ze współpracownikam i próbuje zanalizować to zjawisko na 
całych komórkach. Używając drożdży na pożywce glikozowej i w  równo­
wadze fosforanowej (tzn. że fosforylacje i defosforylacje przebiegają 
z równą intensywnością) s tara ją  się rozstrzygnąć zagadnienie, czy roz-
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kojarzenie nie polega na zwiększeniu defosforylacji. Zatruw ając drożdże 
cyjankiem , ham uje oddychanie a więc i fosforylacje, przy czym defosfo- 
rylacje biegną w  niezm ienionym  tem pie i mogą być dogodnie badane. 
Na takich hodowlach stw ierdził, że DNP n iem a ' wypływu na natężenie 
defosforylacji.

Ten sam  preparat służy również L y n e n o w i  do oznaczania sto­
sunku P :0 . M ierzy on zużycie tlenu w  hodowli niezatru tej, a zamiast 
fosforylacji oznacza natężenie defosforylacji w hodowli zatru tej cyjan- 
giem, jako że przy równowadze fosforanowej natężenie obu tych proce­
sów jest równe. Otóż doświadczenia te w ykazały niezm iernie in te resu ­
jącą zależność stosunku P :0  od stanu  odżywienia komórek. W obecności 
glikozy, a więc w  obfitości pokarm u, wartość ilorazu była niska, około 1. 
W m iarę głodzenia, gdy drożdże przechodziły na czystą przem ianę endo­
genną, wartość ilorazu w zrastała, dochodząc do 3, co stanow i górną 
granicę fosforylacji oksydatywnych. Widać stąd, że drożdże um ieją 
regulować sprawność fosforylacji.

L y n e n widzi w tym  ważne przystosowanie biologiczne: jeśli ko­
m órka nie dostaje z zew nątrz pokarm u i zużywa w ew nątrzkom órkowe 
rezerw y (oddychanie endogenne), stara się jaknajw ięcej energii przepro­
wadzić w użyteczną formę fosforanów wysokoenergetycznych. Jeśli 
natom iast obecność glikozy w pożywce zapewnia obfitość pokarm u,

kom órka rośnie i rozmnaża się, 
do czego potrzebuje jako budul­
ca znacznej liczby m etabolitów  
pośrednich. Stężenie tych związ­
ków rośnie w m iarę natężenia 
procesów oddechowych, oddycha­
nie natom iast w zrasta pod w pły­
wem ADP, ham uje się przez ATP. 
Wzrost oddychania wym aga za­
tem ograniczenia wydajności fos­
forylacji, na co komórka, przy 
nadm iarze pokarm u może sobie 
pozwolić.

Następną uwagę poświęca L y- 
n e n efektowi P a s t e u r a  po­

wołując się na dawniejsze swoje prace i daje graficzne przedstaw ienie 
tego efektu (rys. 1).

Rysunki te pokazują jak  fosforylacje oksydatyw ne odbierają część 
nieorganicznego fosforanu potrzebnego w fosforylacjach substratow ych 
i w  ten sposób ham ują glikozę beztlenową.

drożdże oddychające drożdże fermentujące
i  glikoią

tirrimmm[jt> fosforylacje substratowe

— i defosforyiacje

Rys. 1. Obieg fosforanów jako wytłums 
czenie efektu P a s t e u r a
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Pozostawało do wytłum aczenia, dlaczego tlenowo zużywa się mniej 
cukru niż w beztlenowej glikolizie, dlaczego w  obecności tlenu fosfory­
lacja cukru  przez heksokinazę idzie wolniej mimo, że przecież więcej 
ATP jest do dyspozycji. Udało się eksperym entalnie wykluczyć hipotezę 
bezpośredniego ham ow ania heksokinazy przez tlen oraz hamowanie jej 
przez powstające estry  cukrowe. L y  n e n proponuje trzecią hipotezę: 
tlenowa przem iana cukrów  odbywa się w  mitochondriach, glikoliza 
natom iast w cytoplaźmie. W czasie oddychania w ędruje ATP pochodzący 
z glikolizy do m itochondriów i w ten sposób cytoplazmatyczna hekso- 
kinaza pozbawiona jest jednego z substratów .

A utor próbuje obecnie razem  z H o l z e r e m  wykazać doświadczal­
nie wędrówkę związków fosforowych w ew nątrz komórki, np. przez w y­
kazanie, że przy wirowaniu homogenatów drożdżowych, zależnie od stanu 
fizjologicznego kom órek przed roztarciem  otrzym uje się różny rozdział 
fosforanów między osad zaw ierający składniki struk tu ra lne  komórki, 
a cytoplazm atyczny płyn.

Ciekawym uzupełnieniem  wywodów L a r  d y ’e g o był głos w dys­
kusji F. R. H U N T E R A  Jr. (St. Louis). Tłumaczy on dlaczego DNP 
rozkojarza fosforylacje, równocześnie aktyw ując ATP-azę, natom iast 
gram icydyna i p-chlorortęciobenzoesan, które również rozkojarzają, 
nie tylko nie aktyw ują ATP-azy, ale ham ują jej aktywację przez DPN. 
Wedle H u n t e r a  DNP działa defosforylująco na hipotetyczny „pier­
w otny es te r”, stanow iący pierwsze ogniwo fosforylacji oksdatyw nej, 
k tó ry  norm alnie reaguje z ADP dając ATP:

Y ~  P +  ADP ^  Y +  ATP

Ester ten powinien pozostawać w  równowadze z układem  ATP, więc 
jego rozpad pod w pływ em  DNP powoduje przesunięcie równowagi 
w lewo i odtwarzanie „pierw otnego e s tru ” kosztem ATP. Rozpad tego 
estru  pozoruje więc hydrolizę ATP i to właśnie wedle H u n t e r a  sta­
nowi istotę tzw. aktyw ow ania ATP-azy przez DNP. Natomiast gram icy­
dyna i p-chlorortęciobenzoesan prawdopodobnie ham ują reakcję m ię­
dzy „pierwotnym  estrem ” a ATP. W ten sposób ciała te ham ują 
pośrednio fosforylacje oksydatyw ne przez niedopuszczenie do w ytw arza­
nia ATP z wysoce labilnego „pierwotnego e s tru ”, k tóry  rozpada się pod 
wpływem  wody. Nie wpływa to jednak w tym  przypadku na rozpad ATP, 
wobec zablokowania reakcji między oboma układam i. H u n t e r  pole­
m izuje z poglądem niektórych autorów, którzy chcieliby aktywację 
ATP-azy przez DNP wytłum aczyć zmianam i struk tu ra lnym i w m itro- 
chondriach.

Ciekawe są również wyw ody H u n t e r a  dotyczące zagadnienia czy 
„pierw otny es te r” jest członem  łańcucha oddechowego, czy też już dalszą
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pochodną. W pierwszym  przypadku trzon „pierwotnego e s tru ” m usiałby 
występować na przem ian w  formie utlenionej: Y, i zredukow anej: YH2 ; 
w  myśl wzoru reakcji z ATP reaguje Y, wobec tego przesunięcie równo­
wagi na rzecz YH2 m usiałoby zmniejszyć rozpad ATP. Istotnie H u n t e r  
zauważył mniejszą aktywność ATP-azy w w arunkach beztlenowych, jak ­
kolwiek różnica była za mała by stanowić przekonyw ujący dowód.

Wreszcie podaje H u n t e r  przykład jak wzajem ne powiązanie 
oddychania i fosforylacji może wpływać na efekt różnych inhibitorów. 
Wiadomo, że skraw ki kory mózgowej utleniające pirogronian oddychają 
norm alnie przy m ałym  stężeniu narkotyku. Zahamowanie oddychania 
nastąpi jednak, kiedy pobudzimy ich metabolizm prądem  elektrycznym . 
H u n t e r  stw ierdził, że podobnie jak bodziec elektryczny działa doda­
tek DNP. W spólnym elem entem  w działaniu prądu i DNP jest zwiększe­
nie rozpędu ATP i z tego H u n t e r  wnioskuje, że czynnikiem  regulu­
jącym  natężenie metabolizmu jest podaż ADP. Otóż okazało się, że do­
świadczenia tego nie udaje się powtórzyć, jeśli substratem  jest zamiast 
pirogronianu — bursztynian. M etabolizm bursztynianu różni się od 
pirogronowego głównie tym, że om ija DPN. W ynika stąd, że zgodnie 
z twierdzeniem  L a r d y ’e g o ,  regulacja oddychania przez fosforylację 
odbywa się na poziomie DPN.

Dalszych argum entów  na ten tem at dostarcza wypowiedź D. C H A N- 
C E ’A. Badacz ten opiera się na niezwykle ciekawej technice doświad­
czalnej, która polega na równoczesnym pomiarze polarograficznym  
zużycia tlenu przez m itochondria i na spektrofotom etrycznym  oznacza­
niu stopnia utlenienia głównych przenośników oddechowych w ew nątrz 
mitochondriów. Co do szczegółów doświadczeń muszę odesłać czytelnika 
do ogłoszonych tymczasem prac C h a n c e ’a.

P reparat C h a n c e ’a zaopatrzony w substraty , orto-fosforan i Mg, 
oddychał tylko w  obecności ADP przy czym cytochromy, flawoproteidy 
i DPNH zwiększały swój stopień utlenienia. Redukcja ich zaczynała 
narastać, gdy ADP wyczerpywał się przez przejście w ATP. Jeśli zamiast 
ADP wprowadzał C h a n c e  czynniki rozkojarzające np. dikum arol, 
w szystkie przenośniki wodorowe w ykazyw ały silniejsze utlenienie, po­
dobnie jak pod wpływem  ADP. Niesłuszne jest więc wiązanie działania 
rozkojarzającego z jakim ś jednym  ogniwem łańcucha oddechowego. 
Mechanizm rozkojarzenia wyobraża sobie C h a n c e  następująco: ogni­
wo oddechowe np. cytochrom  c w ykorzystuje energię swego utlenienia 
na wytworzenie wysokoenergetycznego związku c ~  I, związek ten rea ­
guje z nieznanym  interm ediatem  X  w  myśl równania:

c ~ I  +  X -  X ~ I  +  c (1)

W schemacie tym  zamiast c możnaby podstawić cytochrom  b lub
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DPNH. Wedle tego sform ułow ania pierwszy związek wysokoenergetyczny 
nie jest związkiem fosforanowym. Następną reakcją według C h a n c e ’a 
byłaby:

X ~  I +  ADP +  Porto -  X +  I +  ATP (2)

W obecności czynników rozkojarzających na miejsce reakcji 2 za­
chodziłoby:

X ~ I  +  DNP s± X +  I—DNP (3)

Jeśli I będziemy odczytywać jako grupę fosforanową, to schemat 
C h a n c e ’a nie będzie w zasadzie różnił się od schem atu H u n t e r a .  
P rzy  I różnym  od P  nie dałoby się wytłum aczyć aktyw acji ATP-azy 
przez DNP w sposób proponowany przez H u n t e r a .  A lternatyw ą 
rów nania 3 m ogłaby być wedle C h a n c e ’ a także hydroliza związ­
ku X ~  I. W tedy odpadłaby niezgodność z hipotezą H u n t e r a .

Zauważono już dawno, że jon wapniowy jest czynnikiem  rozkojarza- 
jącym. C h a n c e wykazał, że w działaniu Ca należy odróżnić 2 efekty. 
W apń dodany zamiast ADP w stężeniach do 0,5 ¡aM działa pobudza­
jąco na oddychanie zupełnie tak, jak ADP, przy czym na uzyskanie 
efektu jednej cząsteczki ADP trzeba użyć 2 do 3 Ca++. Zjawisko to 
przebiega tak, jakgdyby wapń uw alniał związany ADP, albo powodował 
defosforylację ATP. W pływ wapnia można odwrócić przez wprowadzenie 
magnezu. Stężenia Ca powyżej 0,5 ¡iM powodują nieodwracalne zmiany 
w struk turze m itochondriów i większość dotychczasowych badań zajmo­
wała się tą właśnie niespecyficzną formą działania wapnia. Przeciwnie 
niż Ca działa Mg. Jeśli go dodać do preparatu  mitochondriów, w którym  
ADP słabo tylko wpływa na oddychanie, otrzym uje się obniżenie od­
dychania i uzależnienie go od obecności ADP. Magnez więc można na­
zwać elem entem  kojarzącym  w  przeciw staw ieniu do rozkojarzających. 
C h a n c e  proponuje nazwę czynnika kontrolującego oddychanie dla Mg, 
a dekontrolującego dla Ca, ADP, DNP i innych rozkojarzających. W sta ­
nie pełnej kontroli znajduje C h a n c e  99°/o nukleotydów pirydynowych 
w  formie zredukow anej. Prawdopodobnie większość DPNH jest w tedy 
związana z hipotetycznym  I, dodanie bowiem do takich zahamowanych 
mitochondriów DPNH zwiększa oddychanie.

Doświadczenia C h a n c e ’a z różnym i substratam i potw ierdzają po­
glądy L a r d y ’e g o  i innych dyskutantów , że DPNH jest jedynym  
ogniwem, w  którym  odbywa się regulacja oddychania przez fosforylacje.

PIŚMIENNICTWO
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W. S c h n e i d e r  (R eithesda) — C Z Y N N IK I ST R U K T U R A L N E  W R E G U ­
LA CJA C H  M ETA B O LIZM U

S c h n e i  d e r ,  jeden z zasłużonych pionierów badań nad frakcjono­
w aniem  komórki, omówił zagadnienie rozmieszczenia poszczególnych 
enzym ów między frakcje takie jak jądro, mitochondria, drobne ziarni­
stości i plazmę. Badania nad czynnością enzym atyczną poszczególnych 
frakcji nie są wolne od błędów. Jednym  z poważniejszych, jest adsorbcja 
enzymów na fragm entach, z którym i silnie są związane. Metody izolowa­
nia frakcji są drastyczne i często prowadzą do uszkodzenia s tru k tu r śród- 
komórkowych. Metody te w ym agają większej ilości m ateriału  tak, że 
przeważnie m am y do czynienia z więcej niż jednym  rodzajem  komórek. 
W szystkie te trudności powodują, że wiadomości o lokalizacji enzymów 
w określonych częściach kom órki trzeba przyjm ować z pewną ostrożno­
ścią. Tak np. przyjmowano, że wszystkie enzym y cyklu K r e b s a  zwią­
zane są z mitochondriam i, tymczasem okazało się, że dehydrogeneza izo- 
cytrynow a i akonitaza w ystępują w przew ażnej swej ilości poza m ito­
chondriami. S c h n e i d e r  rozpatruje umiejscowienie enzymów i koen­
zymów transportu  wodoru i elektronów , fosforylacji, przem iany 
tłuszczowej, nukleinowej oraz białkowej, om awiając pod tym  kątem  
widzenia około 100 pozycji z piśm iennictw a przeważnie dotyczących 
komórek wątroby.

Chociaż S c h n e i d e r  stwierdza, że objął tylko mały wycinek 
zagadnienia, pom ijając badania nad innym i organami zwierzęcymi poza 
wątrobą, pom ijając cały bogaty m ateriał badań nad komórką roślinną, 
to i tak szczegółowe przytaczanie jego danych wychodziłoby poza zakres 
tego artykułu . Przejdę więc od razu do wniosków.

Enzymy są przeważnie ściśle zlokalizowane w obrębie komórki, wobec 
tego działanie każdego z nich jest ściśle związane z odpowiednim roz­
mieszczeniem innych enzymów, zapewniających w ytw arzanie substra tu  
właściwego dla danego enzymu. Czynnik s tru k tu ra ln y  nabiera tu  ogrom­
nego znaczenia tym  bardziej, że enzym y należące do tego samego ciągu 
reakcji nie muszą być umieszczone razem  — widzieliśmy taki przykład 
w cyklu K r e b s a .  W świetle tego nabiera nowego znaczenia spraw a 
przepuszczalności powierzchni granicznych śródkomórkowych. S c h n e i ­
d e r  powołuje się tu na wyniki badań m itochondriów w mikroskopie 
elektronow ym , które wykazały w tych ciałkach istnienie rodzaju otoczki 
i szeregu równoległych blaszek biegnących przez całe praw ie ziarenko. 
W tych w arunkach w yniki badań cytochemicznych są trudne do in te r­
pretow ania i naw et wnioski oparte na dobrych technicznie eksperym en­
tach muszą być często rewidowane i in terpretow ane na nowo w  m iarę
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jak w nikam y głębiej w mechanizm działania danego enzym u i uczymy 
się rozdzielać jednolite na pozór reakcje na kolejne etapy.

Uwagi końcowe

W spraw ozdaniu swym  m iałem  na uwadze 2 cele: omówić n a j­
ważniejsze nowe osiągnięcia doświadczalne i nowe koncepcje o znaczeniu 
ogólno-biologicznym, oraz zapoznać czytelników z m etodami podejścia 
eksperym entalnego i k ierunkam i badań najw ybitniejszych przedstaw i­
cieli objętej sprawozdaniem  dziedziny. Tym tłum aczy się szerokie 
uwzględnienie głosów w  dyskusji.

Na szczególną uwagę zasługują:
1. Nowa koncepcja roli w itam inów rozpuszczalnych w  tłuszczach 

(M a r t i u s).
2 . W ycofanie się S l a t e r a  z odrębnego poglądu na ilość i lokali­

zację fosforylacji oksydatyw nych.
3. Prace G r e e n a ,  C h a n c e ’a i S c h n e i d e r a ,  które sta­

nowią próbę wniknięcia w procesy zachodzące w ew nątrz mitochondriów. 
Badania te zmniejszają odległość między cytochemią a biochemią, która 
naogół bada zjawiska na poziomie m olekularnym .

4. Prace pani J o n e s ,  S p e c t o r a  i L i p  m a n n  a, oraz 
P. P. C o h e n a  i G r i s o l i i  nad fosforanem  karbam ylu. Obecność 
nowego typu wiązań „wysokoenergetycznych” (między węglem a azotem) 
w  cytrulin ie i kwasie ureidobursztynow ym . Łatwość z jaką powstaje 
wysokoenergetyczny fosforan karbam ylu.

5. Za najw ażniejszą spraw ę uważam sform ułow anie zagadnienia na 
czym polega dostosowanie natężenia metabolizmu do każdorazowych 
potrzeb. Jest to moim zdaniem  fundam entalne zagadnienie biologii 
i mieści już w  sobie jako przypadek szczegółowy zagadnienie efektu  
P a s t e u r a ,  którem u tyle dyskusji dotąd poświęcono.
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TOM II 1956 ZESZY T 4

TADEUSZ KORZYBSK1

Budowa i właściwości niektórych antybiotyków  
polipeptydowych i grzybobójczych antybiotyków  

o charakterze związków nienasyconych *}
(Na podstawie materiałów III Kongresu Biochemików w Brukseli)

B a c y t r a c y n y .  Ciekawe zagadnienie, mogące mieć znaczenie dla 
budow y białka, wynikło w związku z badaniami nad budową bacy tra­
cyny. Bacytracyna w ystępuje w  trzech postaciach A, B i C. Jest to pep- 
tyd złożony prawdopodobnie z 12 reszt aminokwasowych. Rodzaje A  i B 
różnią się zapewne tylko tym, że jedna reszta izoleucyny (we wzorze 
oznaczona x) zaw arta w bacytracynie A  jest zastąpiona resztą w aliny w  ba- 
cytracynie B. Większość aminokwasów ma konfigurację L, z w yjątkiem  
fenyloalaniny, kwasu glutaminowego, orn ityny  i kwasu asparaginowego, 
które są szeregu D. Izoleucyna i fenyloalanina są częściowo zracemizo- 
w ane. Kolejność aminokwasów jest znana. Tworzą one układ cykliczny 
sześcioczłonowy i boczny łańcuch ( H a u s m a n n ,  W e i s i g e r  i współ­
prac.; P o r a t h ;  C r a i g ,  H a u s m a n n ,  W e i s i g e r ;  K o r z y  b- 
s k i). W ątpliwości dotyczyły sposobu powiązania reszty cysteiny w  czą­
steczce. Bacytracyna nie daje bowiem reakcji z nitroprusydkiem  sodo­
wym  i nie może tworzyć wiązania dwusiarczkowego. Jedna z reszt izo-

D D x D DL DL
H2N—Ile—Cys—Leu—Glu—Ile—Liz—Orn—Ile—Fen—His—Asp—Asp—COOH

Ls_! !_________ J
Bacytracyna A.

leucyny stoi na końcu, od strony aminowej łańcucha peptydowego. Reszta 
ta jest związana z sąsiednią resztą cysteiny tworząc pierścień tiazolino- 
w y przez kondensację grupy karboksylowej reszty izoleucyny z grupam i

*) Referowane prace były w  większości przedstawione na III Międzynarodo­
wym Kongresie Biochemii w  Brukseli w 1955 roku. Omówiono głównie te prace, 
które nie zostały uwzględnione w pracy: K o r z y b s k i  T., K u r y ł o w i c z  W. 
Antybiotyki, pochodzenie, rodzaje, właściwości. Państwowy Zakład Wydawnictw  
Lekarskich. Warszawa 1955.

[435]
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.aminową i tiolową cysteiny ( N e w t o n ,  A b r a h a  m). W ten sposób 
grupa tiolowa cysteiny jest zamaskowana. Dopiero hydroliza kwaśna

CH3 n h 2 g — CHa 

CH—CH—C
J, tt ----CH---- CO—

izolucyna cysteina
Częściowa budowa bacytracyny A

(na gorąco) uwalnia ją. Takie sform ułow anie budowy bacytracyny jest 
zgodne z wynikam i otrzym anym i po zadziałaniu niklu Raneya na bacy­
tracynę A  ( L o c k h a r t  i A b r a h a m ) .  Otrzym ano w tedy cztery 
lotne zasady, izoleucynol, l-am ino-2-m etylo-n-butan, etyloam inę i amo­
niak. Gdy bacytracynę przed poddaniem  działaniu niklu Raneya uprzed­
nio inaktywow ano kwasem, w tedy nie pow staw ała żadna z trzech wyżej 
w ym ienionych zasad organicznych, k tóre pow stają więc tylko z n iena­
ruszonego fragm entu izoleucynowocysteinowego. Podobny układ z p ier­
ścieniem  tiazolinowym znajduje się zapewne w glutationie. C a 1 v i n 
przypuszcza mianowicie, że glutation może występować w  postaci 
zwykłego tró jpeptydu będącego w równowadze z formą, w której brak 
wolnej grupy tiolowej; jest ona zam askowana w  pierścieniu tiazolino­
wym. Czy podobne s tru k tu ry  istn ieją w  białkach pozostaje spraw ą 
otw artą.

Drugim punktem  wątpliwym  w budowie cząsteczki bacytracyny jest 
w zajem ny stosunek reszty fenyloalaninowej do tej reszty  izoleucyny, 
k tóra stanowi am inowy koniec łańcucha peptydowego. W produktach 
częściowej hydrolizy bacytracyny znaleziono mianowicie w niewielkiej 
ilości tetrapeptyd  fenyloalanilo-izoleucylo-cysteinylo-leucynę, k tóry  nie 
jest zgodny z podaną we wzorze sekwencją; wszystkie inne są z nią 
zgodne. C r a i g na podstawie w yników  badań nad tiokwasam i i tioe- 
stram i sądzi, że wiązania znajdujące się dokoła atomu siarki w  bacytra- 
cynie możnaby nazwać rodzajem  wiązań wysoko energetycznych. W ska­
zuje na to także łatwość z jaką bacytracyna A  (w tem peraturze pokojo­
w ej w pH 7 lub tylko nieco wyżej) traci jeden azot w  postaci am oniaku 
i przechodzi w bacytracynę F (artefakt), w  której hydrolizacie kw aśnym  
stwierdzono krystaliczny związek będący kwasem bez własności zasado­
w ych o składzie C9H 11O3NS i budowie wskazanej we wzorze, gdzie po 
dezam inacji i utlenieniu powstał z końcowej reszty izoleucyny związek 
ketonow y ( W e i s i g e r  i współprac.). C r  a i g na podstawie wyżej
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powiedzianego przypuszcza, że grupa karbonylowa fenyloalaniny w  jakiś 
nieznany sposób bierze udział w powstaniu ugrupowania związku 
C9 H1 1O 3 NS ,  a po hydrolizie mała część fenyloalaniny w ystępuje jako 
związana z izoleucyną we wzm iankowanym  tetrapeptydzie. Fenyloala- 
nina w ystępuje w całkow itym  hydrolizacie bacytracyny jako aminokwas 
częściowo zracemizowany, co również wskazuje na jakieś niezw ykłe 
ugrupowanie w  tym  miejscu. Stosunki te są zaznaczone w podanym  
wzorze bacytracyny A  za pomocą linii kreskowanej.

Zadaniem  C r  a i g a ,  s tru k tu ra  naturalnego polipeptydu bynajm niej 
nie jest jeszcze wyjaśniona, gdy kolejność aminokwasów w cząsteczce 
została ustalona; badania nad bacytracyną wskazują na fakt, że m etody 
hydrolityczne mogą niekiedy zaciemnić bardziej subtelne szczegóły 
budowy peptydu.

G r a m i c y d y n a  J. Nowy natu ralny  rodzaj gram icydyny oznaczony 
literą J opisali autorzy japońscy, O t  a n i  i S a i t o .  A ntybiotyk zo­
stał izolowany z hodowli B. brevis. Budowa gram icydyny J  jest bardzo 
zbliżona do budowy gram icydyny S. W yjaśniono ją po przeprow adzeniu 
następujących badań. Uzyskano surow y preparat krystaliczny gram icy­
dyny J przez w ytrącanie w oddziaływaniu słabo kwaśnym . Dalsze oczysz­
czanie nastąpiło na drodze przeciwprądowej ekstrakcji. Oznaczano w 
hydrolizacie poszczególne aminokwasy, każdy z nich izolowano w s ta ­
nie krystalicznym  i oznaczano skręcalność optyczną. Za pomocą 2,4-dwu- 
nitrofluorobenzenu sporządzono z gram icydyny J  dwie pochodne zaw iera­
jące jedną i dwie reszty  dwunitrofenylow e. Analiza tych związków w y­
kazała, że w cząsteczce antybiotyku znajdują się d,wie wolne grupy am i­
nowe będące grupam i 5-aminowymi dwóch reszt ornityny. Ciężar 
cząsteczkowy gram icydyny J  wynosi 792. Oznaczono go z porów nania 
zawartości azotu pochodnej bis-dwunitrofenylow ej i cząsteczki oryginal­
nej. Ta w artość w raz z danym i analitycznym i prowadzi do ustalenia 
wzoru cząsteczkowego w postaci C44H 65O7N9 .2HCI. Dla oznaczenia ko­
lejności aminokwasów w cząsteczce poddawano częściowej hydrolizie 
zarówno gram icydynę J  jak i jej pochodną dwunitrofenylow ą, poczym  
oznaczano za pomocą chrom atografii bibułowej skład fragm entów . 
Stwierdzone rodzaje tych fragm entów, a także ilościowy skład am ino- 
kwasowy cząsteczki gram icydyny J  są zgodne z podanym wzorem.

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

Gramicydyna J

T y r o c y d y n a  B. C r a i g  i K i n g  (cyt. C r a i g )  w yjaśnili całko- 
wice budowę tyrocydyny B. Analiza produktów  częściowej hydrolizy

http://rcin.org.pl



438 T. K O R Z Y B SK I [4]

tego antybiotyku była bez w yjątku  zgodna z budową w skazaną we 
wzorze. Okazało się p rzy  tym, że reszta L -fenyloalaniny rodzaju A  zosta­
ła zastąpiona resztą L -tryptofanu  w tyrocydynie B.

Li L  L D L L D L L L
W al-^O rn->Leu^Fen^>-Pro->Fen->Fen—>Asp—>Glu->Tyr

------------------------- -------- <-------- ----------------------------
Tyrocydyna A

L L L D L L D L L L
W al->Orn->Leu->Fen—$*Pro—̂ Try-^Fen->A sp—̂ Glu-^>-Tyr

-------------------------------■<------ —---------------------------
Tyrocydyna B

K ierunek strzałki oznacza wiązanie peptydow e od C do N. Tyrocydyny 
A  i B, podobnie do gram icydyny S, zaw ierają więc układy peptydów 
pierścieniowych, których budowa została całkowicie wyjaśniona. W p ier­
ścieniach tych bierze w każdym w ypadku udział po 10 wiązań pepty- 
dowych, są to więc układy pierścieniowe złożone z 30 atom ów o do­
kładnie ustalonej kolejności.

A n a l o g i  g r a m i c y d y n y .  S. K a t c h a l s k i  i współpracownicy 
podali wyniki swych badań nad zagadnieniem  stosunku budowy syn te­
tycznych analogów gram icydyny S do ich aktywności. Gram icydyna S 
jest cyklicznym  dekapeptydem, w którym  w ystępuje 5 rodzajów am ino­
kwasów. K ażdy z nich pow tarza się w  cząsteczce dw ukrotnie w kolej­
ności: L-w alina, 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 związana z grupą 
am inow ąL-w aliny pierwszej piątki przez co powstaje zam knięty pierścień 
dekapeptydu. Syntetyczne di-, tri-, te tra -  i pentapeptydy zawierające takie 
sam e am inokw asy jakie znajdują się w oryginalnej cząsteczce gram icy­
dyny S,  a ponadto w takiej samej kolejności i konfiguracji przestrzen­
nej — okazały się nieaktyw ne, jedynie dekapeptyd (niecykliczny) był 
ak tyw ny ( E r l a n g e r  i współprac.). K a t c h a l s k i  i współprac, o trzy ­
mali kopolim ery a-am inokwasów związanych w  łańcuchu nieroz- 
gałęzionym  i otw artym . Zaw ierały one w  cząsteczce 20 do 40 reszt 
amimokwasowych w znanym  stosunku ilościowym, ale nieznanej ko­
lejności. Prawdopodobnie były to m ieszaniny kopolimerów o wszelkich 
możliwych sekwencjach. Zbadano działanie 13 rodzajów kopolimerów 
i 4 polim erów na wzrost wzorcowych szczepów E, coli i Micrococcus 
pyogenes var. aureus. Rodzaj aminokwasów użytych był najczęściej 
ten sam  co w  oryginalnej cząsteczce gram icydyny S,  niektóre kopolim ery
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zaw ierały ponadto alaninę lub sarkozynę. O trzym ane związEki m iały bu­
dowę liniową, bowiem grupa 5-aminowa orn ityny  była zablokowana 
za pomocą chlorku benzylooksykarbonowego. Po dokonanej kopolim ery- 
zacji usuwano' grupę karbobenzoksy- za pomocą bezwodnego bromowo- 
doru. W śród otrzym anych syntetycznych preparatów  stwierdzono kilka
o działaniu bardzo zbliżonym do działania oryginalnej cząsteczki gra­
m icydyny S. Kopolimer n r 1 (patrz tablica) o 30 resztach w  cząsteczce, 
zaw ierający te same rodzaje i względne ilości am inokwasów co w gra­
micydynie S, m iał działanie bardzo zbliżone do działania naturalnego 
antybiotyku. Sytuacja niew iele tylko pogorszyła się, gdy zmieniono kon­
figurację przestrzenną orn ityny  lub fenyloalaniny; moc otrzym anych 
preparatów  (nr 2 i 3) zm niejszyła się tylko 2— 3 razy. Gdy zam iast pro- 
liny użyto sarkozyny, moc otrzymanego prepara tu  była 2 razy  m niej­
sza. Najsilniej działającym  prepara tem  był preparat n r 7, uzyskany 
przez kopolimeryzację D,L-alaniny, L-leucyny i D,L-ornityny w sto­
sunku 3:1:1. Ciekawy był p repara t n r 15 pow stały z polim eryzacji 
18 reszt D,L-ornityny. Działanie jego na gronkowca złocistego i pałecz­
kę okrężnicy było tylko kilka razy słabsze od działania gram icydyny S.

Aktywność biologiczna kopolimerów podobnych do gramicydyny S. 
(według K a t c h a l s k i e g o  i współpracowników)

Stosunki molarne i kon- średnia Najmniejsze stężenia
Nr figuracja aminokwasów ilość reszt hamujące wzrost

preparatu w E. coli Micr. pyog.
Ala Leu Orn Fen Pro Wal cząsteczce ¡jLg w ml [ig w  ml

1 _ 1L 1L ID 1L 1L 30 5 5
2 — 1L 1L 1L 1L 1L 40 10—15 15
3 — 1L 1 DL 1DL 1L 1L 40 10—15 10
7 3 DL 1L 1DL — — — 25 2,5 5—10

15 — — 1 DL — — — 18 10 5

Gramicydy- — 1L 1L ID 1L 1L 10 5 1na S

Natomiast polim ery powstałe z D,L-alaniny, z L-proliny, lub sarkozyny 
były praw ie nieaktywne. Potw ierdza to daw niej stw ierdzony przez 
G a u z e g o fakt, że obecność wolnej grupy b-aminowej ornityny 
jest isto tna dla aktywności biologicznej. Gdy zamienić inne aminokwasy 
na D,L-alaninę, albo na sarkozynę, lub zupełnie je ominąć, to ak tyw ­
ność jest w znacznym stopniu zachowana, a naw et częściowo wzmożona. 
Ponieważ wszystkie związki m iały budowę otw artą, budowa cykliczna 
nie jest w arunkiem  nieodzownym dla aktyw ności biologicznej (przy od­
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powiednim ciężarze cząsteczkowym). Właściwości biologiczne niektórych 
p reparatów  podano w  tablicy.

Jak  z powyższego wynika, aktyw ność biologiczna gram icydyny S nie 
jes t faktem  odosobnionym wśród związków o podobnej budowie.

R o z e o t r y c y n a .  H i r a t a ,  G o t o  i H o s o y a  opisali nowy 
antybiotyk uzyskany z hodowli Streptomyces roseochromogenes, nazwali 
go rozeotrycyną. Rozróżniono trzy  rodzaje rozeotrycyny A, B i C. Roze­
o trycyna jest rodzajem  peptydu, w skład którego wchodzą dwa kwasy 
(3-aminowe, (3-lizyna i rozeonina, ponadto jakaś reszta redukująca. 
Rozeonina jest pochodną 2-imidazoliny, w  której poza grupą aminową 
w  pozycji 2 znajduje się w pozycji 4 lub 5 kwas a-hydroksy-(3-ami- 
nopropionowy związany z pierścieniem  za pomocą swego węgla a tak, 
że trzy  jego grupy funkcjonalne, tj. karboksylowa, hydroksylowa i ami­
nowa są wolne.

OH CH-2------ N
I / 1' II

HOOC—C----- CH C

CH2NH2 NH NH2 
Rozeonina

Drugi kwas (3-aminowy to (3-lizyna, czyli (3,£-dwuaminokapronowy 
kwas. Części składowe są powiązane ze sobą wiązaniami podobny­
mi do peptydowych. Przy tym  w cząsteczce nie stw ierdza się wol­
nej grupy karboksylowej. W rozeotrycynie A  z trzech wolnych grup 
aminowych dwie należą do (3-lizyny, trzecia jest grupą (3-aminową 
rozeoniny. Druga cząsteczka (3-lizyny, a także druga cząsteczka roze- 
oniny nie m ają swoich grup am inowych wolnych. Ta reszta (3-lizyny, 
k tó ra  ma obydwie grupy aminowe wolne, jest bezpośrednio związana 
z tą  resztą rozeoniny, której grupa (3-aminowa jest wolna. Ciężar czą­
steczkowy rozeotrycyny A  wynosi około 900.

M y k o t r y c y n a .  S c h a f f n e r ,  R a n g a s w a m i  i W a k s m a n  
opisali antybiotyk m ykotrycynę izolowaną przez nich ze szczepu pro­
mieniowca bardzo podobnego do Streptomyces lavendulae. M ykotrycyna 
jest rodzajem polipeptydu, przypom ina streptotrycynę. Jest to związek 
zasadowy. Otrzym ano kilka rodzajów soli, krystaliczny heliantynian 
i bezpostaciowe preparaty  chlorowodorku i siarczanu. Z brzeczki fe r­
m entacyjnej otrzym ano m ykotrycynę na drodze adsorpcji na węglu 
aktywowanym . M ykotrycyna (chlorowodorek) jest związkiem bezbarw ­
nym, dobrze rozpuszczalnym w wodzie. Roztwory wodne są trw ałe na 
działanie podwyższonej tem peratury.

Energiczna hydroliza kwaśna prowadzi do pow stania produktów  da­
jących reakcję ninhydrynow ą, wśród nich znajduje się prawdopodobnie
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ß-lizyna (stwierdzona w streptom ycynie, streptolinie, wiomycynie i ro- 
zeotrycynie) i seryjna. W hydrolizacie znaleziono także silnie zasadowy 
aminokwas, k tó ry  jest być może identyczny z substancją B  izolowaną 
przez C a r t e r a ,  C l a r k a  i współpracowników w hydrolizatach strepto- 
trycyny. Budowa substancji B m iałaby być zbliżona do budowy gwanidy- 
ny i wykazywać stru k tu rę  aminoimidazolinową. Być może że zasadowy 
aminokwas jest izomeryczny, względnie identyczny z geaminą ( B r o c k -  
m a n n, M u s s o), lub z  rozeoniną (N a k a n i s h i, 11 o, H i r a t a).

Działanie tego antybiotyku jest podobne do działania streptotrycyny, 
działa on jednak silniej na grzyby. K oncentracje wynoszące 0,5— 0,2 îg 
m ykotrycyny w ml w ystarczają do zaham owania wzrostu Bacillus sub- 
tilis i Escherichia coli, a 5— 10 ug w ml do zaham owania Candida tro­
picalis i Saccharomyces cerevisiae.

P o l i m i k s y n y .  Wśród antybiotyków należących do grupy poli- 
m iksyn udało się ostatnio za pomocą przeciwprądowej ekstrakcji (H a u s- 
m a n, C r a i g) dalsze rozdzielenie składnika polim iksyny B  na frakcje 
B i i Bo, które różnią się m iędzy sobą tym., że polimiksyna Bi zawiera 
optycznie czynny kwas izopelargonowy (6-m etylo-oktanowy), a poli­
miksyna B2 podobny kwas, ale będący niższym homologiem o jeden atom  
węgla. W polipeptynie kwas ten jest zapewne kwasem hydroksyheptano- 
wym, k tóry  może w pewnych w arunkach łatwo oddawać cząsteczkę 
wody i tworzyć odpowiedni kwas nienasycony (C r  a i g).

A k t y n  o m y c y n y .  Budowa aktynom ycyn była w dalszym ciągu 
przedm iotem  badań. Rozróżniono nowe rodzaje aktynom ycyn oznaczone 
literam i J0, I i ,  h ,  i h  (B r o c k m a n n, G r ö n e ) .  Część chromoforowa 
aktynom ycyn jest zapewne dwuhydroksydwum etylochinonow ą pochodną 
akrydyny (B r o c k m a n  n, M u x f e 1 d t), o częściowej struk tu rze po­
danej we wzorze.

Drogą bardzo łagodnej hydrolizy (10% HC1, tem peratura  pokojowa) 
aktynom ycyny ulegają dezaminacji, przy  czym odszczepia się amoniak 
i powstają produkty  ceglasto-czerwone nazwane desam inoaktynom ycy- 
nami ( B r o c k m a n n ,  F r a n e k ) .  Wolne aminokwasy nie uw alniają się 
podczas tej hydrolizy, pozostają więc one prawdopodobnie w stanie 
niezm ienionym  w cząsteczce, w  której brak wolnych grup aminowej, 
karboksylowej i m etyloam inowej. D esam inoaktynom ycyna C3 powstała

O o

O H
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z aktynom ycyny C:i tw orzy monooctan o temp. top. 235° i e ter jedno- 
m etylowy o temp. topnienia 240°, podczas gdy aktynom ycyna C3 pochod­
nych tych nie daje. Aktywność desam inoaktynom ycyny C3 jest znacznie 
m niejsza niż produktu wyjściowego. Pierwsza działa w  rozcieńczeniu 
1:75.000, podczas gdy aktynom ycyna C3 działa już w rozcieńczeniu 
1:10.000.000. Aktynom ycynę C;J z roztw oru eterowego o barw ie żółtej 
można w ytrząsnąć do 10%-go roztw oru wodnego HC1 przy czym nastę­
puje zmiana barw y na czerwoną (halochromia). Desaminoaktynom ycyna 
nie wykazuje halochromii.

P e n i c y l i n y .  W dziedzinie związków należących do grupy penicy­
lin nastąpił dalszy postęp. Już kilka lat tem u stwierdzono, że cefalospo- 
ryny  można rozdzielić na 2 rodzaje oznaczone literam i N  i P. Pierw szy 
z nich, cefalosporyna N, jest rodzajem  penicyliny z charakterystycznym  
ugrupowaniem  tiazolidynowym sprzężonym  z pierścieniem  czteroczłono- 
wym powstałym  przez wiązanie lak tamowe w  pozycji (3. W bocznym 
łańcuchu cefalosporyny N  znajduje się reszta kwasu D -a-am ino-adi- 
pinowego, k tóry  jest związany w  cząsteczce za pomocą swej 00 grupy 
karboksylowej. Cefalosporyna N  ma więc wolną grupę aminową reszty 
kwasu aminoadipinowego, ponadto dwie wolne grupy karboksylowe. Taka 
budowa nadaje cząsteczce cefalosporyny N  w ybitnie zaznaczone w łaści­
wości hydrofilne; oczyszczenie jej metodą przeciwprądowego rozmieszcza­
nia, według C r a i g a, udało się dzięki zastosowaniu koli dyny jako nośni­
ka ( A b r a h a m ,  N e w t o n ,  Ha l e ) ,  umożliwiającego ekstrakcję w 
układzie złożonym z wody i fenolu w oddziaływaniu obojętnym. Oddzia­
ływanie bowiem inne niż obojętne powoduje szybki rozkład antybioty­
ku. N e w t o n  i A b r a h a m  zaproponowali nazwę penicyliny N  dla 
cefalosporyny N.

COOH
I / S\

CH—c h 2—c h 2—c h 2—CO—NH—C H -C H  C =  (CH3)2
I I I I
NH2 CO—N----- CH—COOH

Cefalosporyna N (Penicylina N)

N e w t o n  i A b r a h a m  uzyskali w postaci krystalicznej soli sodo­
wej nowy rodzaj cefalosporyny oznaczony przez nich literą C. Cefalospo- 
rynę C izolowano z pewnego gatunku Cephalosporium  pochodzącego 
z Sardynii. Cefalosporyna C pod wielu względami przypom ina cefalospo- 
rynę N  (penicylinę N). Obydwie dają identyczny kwas D -a-am ino- 
adipincwy, mają po dwie wolne grupy karboksylowe i jedną wolną grupę 
aminową, przy hydrolizie odszczepiają CO2 , w widm ie w podczerwieni 
m ają identyczne pasma absorpcyjne przy 5,61 ¡l i , które stw ierdza się 
w widmie penicylin i uważa się jako charakterystyczne dla grupy C =  0

http://rcin.org.pl



[9] A N T Y B IO TY K I 443

układu |3-laktamowotiazolidynowego. Inne cechy różnią cefalospo- 
rynę C od penicylin: nie ulega ona przegrupowaniu w kierunku po­
wstania kwasu penilowego; w przeciw staw ieniu do cefalosporyny N 
cefalosporyna C jest trw ała  w oddziaływaniu kwaśnym  (pH =  2); w skła­
dzie atomowym cefalosporyny C, C i6H2 i 0 8N3S, znajdują się dwa atomy 
węgla i dwa atom y tlenu więcej niż w ¿kładzie atomowym cefalospory­
ny  N, C14H21O6N3S (penicyliny N)\ cefalosporyna C po hydrolizie 
kwaśnej nie daje penicylam iny, jeżeli jednak hydrolizę poprzedzić hy- 
drogenolizą wykonaną za pomocą niklu Raneya, to w  hydrolizacie można 
stw ierdzić walinę, różniącą się od penicylam iny tylko brakiem  grupy 
tiolowej. Cefalosporyna C w ykazuje w  nadfiolecie absorpcję przy 260 ¡im, 
czego nie spotyka się u odm iany N. Cefalosporyna C nie jest w rażli­
wa na działanie penicylinazy, ale ma działanie antagonizujące działanie 
tego enzym u. Gdy zostaje dodana do hodowli Bacillus cereus, czy Ba­
cillus subtilis, powoduje powstawanie penicylinazy, przy czym stym ulu­
jące działanie jest czterokrotnie silniejsze niż odpowiednie działanie 
penicyliny benzylowej. Ponadto istnieją wskazówki, że cefalosporyna C 
współzawodniczy z penicyliną w  wiązaniu się z przypuszczalnym  centrum  
indukującym  powstawanie penicylinazy w  komórce baktery jnej (A b r  a- 
h a m). N e w t o n  i A b r a h a m  przypuszczają, że cefalosporyna C 
zawiera a-hydroksypenicylam inę.

Działanie biologiczne cefalosporyny C jest bakteriobójcze, podobnie 
do działania penicylin. Działanie cefalosporyny C na paciorkowce i gron- 
kowce jest znacznie m niej intensyw ne niż działanie cefalosporyny N, 
toksyczność jest również znacznie mniejsza; dawka 5.000 mg na kg wagi 
podana myszy dożylnie nie w yw ołuje żadnych objawów toksycznych. 
U dało'się myszy zakażone 100.000 dawek śm iertelnych paciorkowca hemo- 
lizującego całkowicie ochronić przed zakażeniem za pomocą odpowied­
nich dawek cefalosporyny C podanej podskórnie ( F l o r ę  y).

W ątpliwości co do stosunku synem atyn do penicylin ( A b r a h a m ,  
N e w t o n ,  C r a w f o r d  i współprac.) zostały ostatnio rozstrzygnięte 
definityw nie na korzyść zapatryw ania, że cefalosporyna N  (penicylina N)
i synem atyna B są związkami identycznym i (A b r a h a m). B e n a v i ­
d e s  i współpracownicy uzyskali niedawno dobre wyniki lecznicze 
z synem atyną B w przypadkach duru  brzusznego.

Inny, nie wykazujący podobieństw do penicylin rodzaj cefalosporyn, 
oznaczony literą P, charakteryzujący się dużym  podobieństwem do kwasu 
helwolowego ( B u r t o n ,  A b r a h a  m), był przedm iotem  dalszych badań 
szkoły oksfordzkiej. Cefalosporyna P 1, C32H 48O8 i kwas helwolowy, 
C32H 42—44 O8 m ają podobną budowę. Obydwa związki charakteryzują się 
obecnością grup acetylowych, można je pozbawić tych grup; otrzym ano
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w tedy identyczne połączenie czteropierścieniowe mające szkielet o 28 
atomach węgla.

N e o m y c y n y .  S c h a f f n e r  podał nowy sposób rozdzielania po­
szczególnych składników kom pleksu neomycynowego. Przy zastosowaniu 
chrom atografii bibułowej używając lm buforu z siarczanem  sodowym
o pH 2,4 rozdzielił on neomycyny, wraz z towarzyszącymi antybiotyka­
mi, stosując do rozw ijania chrom atogram u układ złożony z 2 części abso­
lutnego m etanolu i 1 części 3°/o-go roztworu chlorku sodowego. Ko­
lejność wędrowania poszczególnych antybiotyków  była następująca: ka- 
tenulina, neomycyna A  (neamina), fram ycetyna, neomycyna B i neom y­
cyna C. Zdaniem autora, neom ycyny charakteryzują się obecnością 
ugrupowania neaminy, czyli l,3-dw uam ino-4,5,6-trójhydroksycykloheksa- 
nu; jest to ugrupowanie równie charakterystyczne dla neomycyn, jak 
ugrupowanie streptydyny, czyli l,3-dw uam ino-2,4,5,6-czterohydroksy- 
cykloheksanu dla streptom ycyn.

A n t y b i o t y k i  o c h a r a k t e r z e  z w i ą z k ó w  n i e n a s y c o ­
n y c h .  Wśród antybiotyków  znajduje się grupa związków o w ybitnie 
zaznaczonych nienasyconych właściwościach. Są to antybiotyki n a j­
częściej o działaniu przeciwgrzybowym. Należy tu  gryfolina z trzem a 
wiązaniami etylenowym i, dalej grupa związków o 4 sprzężonych w ią­
zaniach etylenowych (antym ykoina, fungicydyna czyli nystatyna, rim o- 
cydyna, chromina i prawdopodobnie fumagilina), o 5 wiązaniach ety leno­
wych (eurocydyna), o 6 takichże wiązaniach (flawacydyna i m ediocydy- 
na), lub o 7 sprzężonych w iązaniach etylenowych (kandydyna, kandycy- 
dyna, trichom ycyna i askozyna). Do związków zaw ierających wiązania 
acetylenowe należą mykomycyna (2 w iązania acetylenowe i 4 etylenowe), 
agrocybina (3 wiązania acetylenowe) i d iatretyna (2 wiązania acetyleno­
we i 1 etylenowe). Mniej poznanymi związkami są antym ykoina, chrom i­
na, fungichromina, fungichrom atyna, kw adryfidyna (kilka wiązań acety­
lenowych, grupa aldehydowa) i nem otyna (3 lub 4 wiązania etylenowe). 
Z tej grupy fungicydyna, czyli nystatyna (nazwa zastrzeżona firm y 
Sąuibb: Mycostatin) została poddana szczegółowym badaniom  przez 
D u t c h e r a ,  W a l t e r s a  i W i n t e r s t e i n e r a .

CH; HCOH

/ \
h c n h 2 h c n h . h c n h 2 h c n h ;

HCOH HCOH HCOH HCOH

HCOH 
Neamina, C0H14O3N2,

HCOH 
Streptydyna, CGH14O4N2,
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Fungicydyna jest antybiotykiem , k tóry  izolowano z brzeczki fer­
m entacyjnej, gdzie znajduje  się zarówno w grzybni jak  w płynie. Izo­
lowanie fungicydyny polega na ekstrakcji m etanolem  i w ytrącaniu 
wodnym roztworem  chlorku sodowego. Skład atom owy i ciężar cząstecz­
kowy (948) odpowiadają wzorowi C46H 77Q19N. Fungicydyna ma 
charakterystyczne widmo w nadfiolecie, z m aksim um  przy 290, 304
i 319 ¡.im. K atalityczne uw odornianie prowadzi do absorpcji 6H2. 
W cząsteczce znajduje się jedna grupa aminowa pierwszorzędowa. Widmo 
w podczerwieni w skazuje na obecność ugrupowania estrowego lub 
laktonowego (5,9 \i) i jednej końcowej grupy metylowej (7,3 n). Moż­
liwa jest obecność reszty  cukrowej. Stwierdzono kilka wolnych grup 
hydroksylowych. Fungicydyna jest związkiem amfoterowym , tw orzy 
sole z alkaliam i i kwasami. Autorzy przypuszczają, że położenie podwój­
nych wiązań w  cząsteczce jest takie jak  podano w częściowym wzorze: 
CH 3O CO — (CH2)7— (CH =  CH )4— .

Badania M i l b e r g e r a  i B l a n k a  wykazały, że fungicydyna jest 
korzystna w  doświadczalnych zakażeniach za pomocą Candida albicans. 
W dwie godziny po zakażeniu śm iertelną dawką Candida albicans myszy 
otrzym yw ały dożylnie przez 5 dni dwa razy dziennie, a przez dalsze 5 dni 
raz dziennie fungicydynę (mycostatin) po 3 mg każdego dnia. Z 10 myszy 
leczonych padła jedna, z 10 nieleczonych wszystkie. P rzy  podawaniu 
doustnie po 4 mg na mysz działanie lecznicze było nieco słabsze, bo 
z 10 myszy leczonych 3 padły. A utorzy zwracają uwagę, że z organów 
w ew nętrznych zwierząt badanych, które przeżyły doświadczenie, można 
było jeszcze wyhodować Candida albicans.

Fungicydyna została ostatnio zastosowana przez W i g h m o r e  i H e n ­
d e r s o n  do opanowania zakażeń drożdżowych przy hodowlach w irusa 
zarazy pyska i racic na hodowli języka bydlęcego. W zrost 13 szczepów 
drożdży z rodzaju Endomycopsis, Saccharomyces, Sporobolomyces, Candi­
da, Cloeckera, Trichosporon  i Rodotorula  był ham owany w m inim alnych 
koncentracjach 20 |-ig w ml., a jeden dopiero w  koncentracji 80 îg 
w ml. To ostatnie stężenie nie powodowało zm niejszenia rozwoju wi­
rusa. Następowało to dopiero przy 320 ¡.ig w ml.

Z innych nowo odkrytych antybiotyków  należących do tej grupy na­
leży wym ienić przeciwgrzybowy antybiotyk, filipinę W h i t e f i e l d
i współprac.) izolowany z hodowlami Streptom yces filipensis, a także 
(A h m  a d  i I s l a  m), działającą na gronkowce i grzyby.
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ADDENDUM

Budowa aktynomycyn Ci, C2, C2a i C3 została ostatnio całkowicie wyjaśniona 
przez Brockmanna i współprac. (Angew. Chem., 1956, 68, 70). Wspólną dla nich 
część chromoforową ( =  aktynocyna) zidentyfikowano jako pochodną fenoksazyny, 
a nie akry dyny, jak sądzono dawniej. W części peptydowej cząsteczek stw ier­
dzono dwa pentapeptydy, tworzące układy cykliczne powstałe przez wiązanie 
estrowe między grupą karboksylową reszty N-m etylo-L-waliny i grupą hydro­
ksylową L-treoniny.
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T OM II 1956 . ZESZY T 4

ANDRZEJ MORAWIECKI

Egzymologia i biochemia mięśni
(Przegląd obrad sekcji IV i IX)

Sekcja IV w yróżniała się spośród innych szczególnie dużą ilością 
zgłoszonych kom unikatów  — przeszło 70. Obrady toczyły się równocześnie 
w trzech audytoriach, w  których zgrupowane były kom unikaty o mniej 
więcej zbliżonej tem atyce. Główne problem y współczesnej enzymologii 
zostały poruszone w referatach  program owych. W ygłaszali je: 1) L. F. L e- 
l o i r  (Argentyna): „Koenzymy urydynow e”, 2) F. D i c k e n s  (Anglia): 
„Tlenowa przem iana heksozomonofosforanu u drożdży i w tkankach 
zwierzęcych”, oraz 3 ) S .  S p i e g e l m a n  (USA): „Współczesne poglądy 
na indukow aną syntezę enzym ów ”. Projektow any re fe ra t prof. S t r a -  
u b ’a na tem at syntezy amylazy' trzustkow ej nie został wygłoszony z po­
wodu nieobecności prelegenta.

Ograniczam się tu ta j do podania jedynie głównych tez poszczególnych 
referatów.

K oenzym y u ry d y n o w e

Prof. L e 1 o i r  zebrał w swym  referacie dane, osiągnięte w ciągu 
ostatnich lat, o roli koenzymów urydynow ych.

Do niedaw na wydawało się, że mokleot^d^ adenilowe: AMP, ADP 
a zwłaszcza ATP*) odgryw ają szczególną rolę w przem ianach wszystkich 
organizmów żywych. Pozostałe nukleotydy — jak sądzono — biorą 
udział jedynie w budowie kwasów nukleinowych. Badania ostatnich lat 
wykazały jednak, że w ustro jach obok wolnych nukleotydów  adenilo-

*) ATP — adenozynotrójfosforan 
vuUjto{ — adenozynodwufosforan

nL, AMP — adenozynomonofosforan 
, . • ~ UMP — urydyno-5’-monofosforan 

W t UDP — urydyno-5’-dwufosforan  
UTP — urydyno-5’-trójfosforan

UDPG — urydynodwufosfoglukoza
UDP-gal — urydynodwufosfogalaktoza
P — ortofosforan
PP — pirofosforan
ITP — inozynotrójfosforan
GTP — guaminotrójfosforan

[449]
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450 A . M OK AW IECK I [2]

wych spotykam y analogicznie zbudowane wolne nukleotydy inozynowe, 
gwanilowe, cytydylowe i urydylowe. W ydaje się zupełnie prawdopodob­
nym, że w szystkie one posiadają w  ustro ju  określone funkcje jako koen­
zymy. N ukleotydy urydynowe zostały pod tym  względem najlepiej 
zbadane.

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

0 = c ------ NH 0 =C------\H

I
c= oI i
I

n  o  c h 2- o - p o 2- o - po :

OH OH 
UMP

0 = c ------NH

l  L  

U „ C H -O - p 07- 0 -  P O -O -P O l

OH OH 

UTP

Rys. 1

UMP powstaje w  ustroju z kw asu orotowego i rybozo-5-P przy 
udziale ATP.

UDP i UTP pow stają w drodze następujących transfosforylacji:
UMP +  ATP UDP +  ATP (1)

2 UDP ^  UMP +  UTP (2)

Reakcje te są katalizowane przez miokinazę i w istocie są one zupełnie 
analogiczne do „norm alnej” reakcji miokinazowej:

AMP +  ATP 2 ADP (3)

Oprócz tego znaleziono specyficzny enzym  katalizujący powstawanie
UTP z UDP i ATP:i

UDP +  ATP ^  UTP +  ADP (4)

Reakcja ta pozwala na pośredni udział UTP we wszystkich tych reak ­
cjach, w których bierze udział ATP, ponieważ na tej drodze może na-
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stępować regeneracja ATP kosztem UTP. Tak np. reakcja zaobserwowa­
na przez K o r n b e r  g ’a

UTP +  glukoza ->  UDP +  glukozo-1-P (5)

O -C ------ NH
I

c c= o
OjP-O-O.P-O o  c h 2~o-po3 ho  o v CH?-0-P07  

r. c=o K  N  _  A TP  1 /  N

wHOOC—C------ NH

k\v orotow y PPJ
W

OH OH OH OH

rybozo-1 -pirofosfo-5-fosforan rybozo- 5-fosforan

0 = 0
I
C
I

HOÓC-C-

-NH

c= o
I

-N

CO,

/ \U
OH Ol

CH,—0 —PO,

o=c-
I

HC
I

HC-

-NH
I
c= o

■N
n CH,—O—PO,

OH

orotydyno-5 -fosforan

OH OH 

UMP

Rys. 2

jest prawdopodobnie wypadkową reakcji heksokinazowej 

ATP +  glukoza —> ADP +  glukozo-l-P (6)

i odwróconej reakcji (4).
W analogiczny sposób przebiega fosforylacja k reatyny  przez UTP, 

wobec śladów ATP. Natomiast, jak stw ierdzili L i n g  i L a r d y ,  
reakcja:

UTP +  fruktozo-6-P  ->  UDP +  fruktozo-l,6-dwufosforan (7)

przebiega w prost pod wpływ em  deuteroheksokinazy. Enzym ten może 
w ykorzystyw ać zarówno ATP, jak  też UTP i ITP jako czynniki fosfo- 
rylujące.

Stwierdzono również istnienie enzymów specyficznie defosforylują- 
cych UTP.

Dalszymi koenzymami urydynow ym i są: urydynodwufosfoglukoza 
i urydynodwufosfogalaktoza.
M echanizm ich pow staw ania jest prawdopodobnie jednakowy. O brazuje 
go synteza UDPG zbadana przez T r u c c o, a następnie przez K a l ­
e k a  r ’a

http://rcin.org.pl



452 A. M O K AW IECK I [4]

glukozo-l-P +  UTP UDPG ■+ PP (8)

Najwcześniej poznaną została rola UDPG jako koenzymu galaktow alde- 
nazy, przekształcającej galaktozo-l-P  w glukozo-l-P  i odwrotnie:

UDPG 4- galaktozo-l-P UDP-gal +  glukozo-l-P (9)

UDP-gal UDPG (10)

sumar.: galaktozo-l-P glukozo-l-P (11)

Reakcja ta  pozwala z jednej strony na włączenie galaktozy do norm alnych 
przem ian glikolitycznych, z drugiej zaś strony na syntezę przez ustrój 
galaktozy, niezbędnej dla produkcji laktozy. Istotnie, stwierdzono UDPG 
w  gruczole mlecznym ssaków w  ilościach większych, niż w innych 
tkankach.

o = c

(UDP) = 0  O 
II II

C H - O - P —O—P—O- R
1 I

OH OH

OH OH

i (UD P) (UD P)
HC-

HC OH
I

HOCH
I

HCOH

O

HC----
I

HCOH
I

HOCH
I

HOCH

O

HC-----
I
CH,OH

urydyno-d wufosfo-glukoza 
UDPG

HC------
I
CR; OH

urydyno-d w ufosfo-galaktoza 
UDP-gal

Rys. 3

Stwierdzono dalej, że UDPG bierze udział w  syntezie trehalozy i sa­
charozy. Z drożdży wydzielono enzym  prowadzący reakcje:

UDPG +  glukozo-6-P UDP +  trehalozo-fosforan (12)

W kiełkach pszenicy stwierdzono obecność 2 enzymów prowadzących 
reakcje:

UDPG +  fruktoza —> UDP +  sacharoza (13)

UDPG +  fruktozo-6-P ->  UDP +  sacharozo-fosforan (14)
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Jak stw ierdzili D u t t o n  i S t o r e y  w roku 1954 nukleotyd u rydy- 
nowy niezbędny jest również przy syntezie glukuronidów. Czynnym  
związkiem okazał się tu ta j kwas UDP-glukuronowy.

W ydzielanie UDP-acetyloglukozam iny i U D P-acetylogalaktozam iny 
z drożdży i tkanek zwierzęcych wskazało na rolę koenzymów urydyno- 
wych w  przem ianie heksozamin.

Stwierdzono również występowanie w  ustro ju  inych związków,, 
w których UDP związany jest z aminokwasami i peptydam i.

W ydaje się, że w najbliższym  czasie można będzie wyświetlić rolę 
koenzymów urydynow ych w  syntezie wielocukrowców takich jak kwas 
hialuronow y i chondroitynosiarkow y, oraz zbadać bliżej mechanizm 
przem ian aminocukrów.

Można również przypuszczać, że w krótce poznamy bliżej rolę wolnych 
nukleotydów  cytydylow ych i gwanilowych.

Tlenowa przemiana heksozoinonofosforanu u drożdży 
i w tkankach zwierzęcych

(Referat F. D i c k  e n s’ a)

Droga glikolitycznego rozkładu heksoz, prowadząca do kwasu mleko­
wego w  tkankach zwierzęcych, a do alkoholu, glicerolu i innych pro­
duktów  u mikroorganizm ów i w tkankach roślinnych, została już w głów­
nych zarysach poznana dość dawno. Przem iana ta  wym aga obecności 
DPN; ham ują ją fluorki i jodooctany (wpływ na enolazę wzgl. dehy­
drogenazę 3-fosfogliceraldehydu).

Natomiast bezpośrednia tlenowa przem iana heksozo-6-fosforanu 
została zbadana dokładniej dopiero dzięki badaniom  ostatnich lat. Pozna­
nie tej drogi pozwoliło nam  lepiej wniknąć w przem ianę pentoz, oraz 
rzadziej w ystępujących tetroz i heptoz. Enzymy tej przem iany są — jak 
się okazało — szeroko rozpowszechnione zarówno w  m ikroorganizm ach, 
jak też w  tkankach zwierząt i wyższych roślin.

Przem iana ta związana jest z obecnością TPN i jest niew rażliwa na 
fluorek i jodooctan, w  odróżnieniu od glikolizy. Zasadniczy jej zarys, 
oraz powiązanie z przem ianą glikolityczną przedstaw ia rys. 4.

Jak  wykazały dalsze badania, pomiędzy zaznaczonymi na tym  sche­
macie etapam i w ystępują reakcje pośrednie. Ciąg reakcji pomiędzy glu- 
kozo-6-fosforanem, a pentozo-5-fosforanem  według współczesnych po­
glądów przedstaw ia się następująco (patrz rys. 5):

Następnie działającym  enzymem jest izomeraza fosfopentoz. P row a­
dzi ona przem ianę (patrz rys. 6):

W następnych etapach pod wpływem  ferm entów: transketolazy
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Przem iana glikolityczna Przem iana tlenow a

fruktozo-6-P

|  A T P

fruktozo-1,6-dwu-P

fosfodw uoksyaceton
+

3-fosfo-gliceraldehyd

| | d p n

fosfopirogronian

I
octan +  C 0 2, lub m leczan

cykl K rebsa

co2

OH
HC-

HCOH 
i

HOCH O
I

HC OH
I

HC-------

—  211

TPN

Rys. 4. 

HC------
I

HCOH
I

HOCH X )
I

HCOH 

HC--------

+H20

CH - 0 - P 0 3 

glukozo-6-P

C H - O - P O 3 

ó-P-tf-glukono-lakton

glukozo-6-P

|J T PN

6-fosfoglukonian 
\ \  TPN 

pentozo-5-P+C02

(2 Mole) T hPP

sedoheptulozo-7-P
4-

3-fosfo-gliceraldehyd

COOH
I

HCOH
I

HOCH
I

HCOH
i

HCOH
I

C H - O - P O 3 

6-P-glukonian

-211
TPN

- 2  11

TPN

COOH1_
CO
I

HOCH
I

HCOH

HCOH
I
CH2—O—POj 

2-keto-6-P-glukonian

c o 2
+
CHO
i

HCOH
I

HCOH
I

HCOH
I
C H - O - P O j  

rybozo-5-P

Rys. 5.
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(wymagającej obecności pirofosforanu tiam iny) dwuwęglowy fragm ent 
cząsteczki rybulozo-5-fosforanu jest przenoszony na cząsteczkę rybozo- 
5-fosforanu. Pow stają p rzy  tym: sedohep- 
fruktozo-6-fosforan i erytrozo-4-fosforan.
Pomiędzy tym i produktam i następuje po­
nowna wym iana — tym  razem  3-węglo- 
wego fragm entu — przy czym powstaje 
frutkozo-6-fosforan i erytrozo-4-fosforan.
D ziałający tu  enzym nazw any został tran - 
saldolazą. E tapy te przedstaw ia rys. 7.

Utworzony erytrozo-4-fosforan może

C H O
I

HCOH
I

HCOH ^ -------
_ I
HCOH

I
CH - O - P O ,  

rybozo-5-P

C H ,O H
I

CO
I

HCOH
I

HCOH
I

C H ,- 0  — PO, 

rybulozo-5-P
Rys. 6

reagować z jeszcze jedną cząstką rybulozo-5-fosforanu (reakcja transke- 
tolazowa) dając fruktozo-6-fosforan i 3-fosfogliceraldehyd.

C H ,O H
I

CO
— -----

HCOH
I

H COH
I
C H .- O - P O ,  

rybulozo-5-P
T hPP

transketolaza+
C H O
I

HCOH
I

HCOH
I

HCOH

ch v- o - po7

rybozo-5-P

CH O
I

H CO H
I

CH.,—O —PO^ 

3-fosfo-gliceraldehyd 

+

CH..OH 
I
CO
I

HOCH

HCOH
I

HCOH
I

HCOH,

c h , - o - po7

sedohep tu lozo  7-P 

Rys. 7.

transaldolaza

c h 2o h

I
c o  
I

HOCH
I

HCOH
I

HC O H
I

CH.,—O - P O , 

fruktozo-6-P 

+

C H O
I

HCOH
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Sum arycznie dotychczasowa przem iana glukozo-6-fosforanu przed­
staw ia się następująco:

3 glukozo-6-P +  302 —> 2 fruktozo-6-P +  1 triozo-3-P +  3 C 02 +  3 H20

Działanie izom erazy fosfoheksoz zamyka cykl, wobec czego sum aryczna 
reakcja pozostaje:

glukozo-6-P +  3 Oa ->  triozo-3-P +  3 C 02 -4- 3 HaO

Przedstaw iony tu ta j ciąg reakcji został potwierdzony badaniami izo­
topowymi z piętnow anym i cukram i.
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Przy  porównywaniu intensywności tlenowej przem iany glukozo-1- 
fosforanu w  różnych tkankach, stw ierdzono stosunkowo duże jej nasi­
lenie w  gruczole mlecznym ssaków w okresie laktacji.

C H O
I

HCOH
I

HCOH
I

C H j- O - P O , 

erytrozo-4 P

transaldolaza

CH2OH
I

CO

HCOH
I

HCO H
I

C H , - 0 —PO, 

rybulozo-5-P

CHjOH
I
CO
I

HOCH
I

HCOH
I

HCOH
I

- CHj—O—P03

iruktozo-6-P 

+

C H O
I

HCOH
!
CHj—O— P03

3-fosio-gliceraldehyd

Rys. 8.

W ogóle w organizmach żeńskich enzym y tej przem iany w ykazują 
większą aktywność. Fakt ten nasuw a przypuszczenie o horm onalnej re­
gulacji utleniania fosfoheksoz.

W zakończeniu autor wskazał na powiązanie przedstaw ionych przez 
siebie przem ian z reakcjam i fotosyntezy u wyższych roślin.

W spółczesne poglądy na indukowaną syntezę enzymów
(Referat S. S p i e g e l m a  n ’a)

Od przeszło 60-ciu lat znane są zjawiska tzw. adaptacji enzym atycz­
nej mikroorganizmów. Polegają one na tym , że organizm y nie mogące 
norm alnie przetw arzać pew nych substratów  z powodu braku odpowied­
niego aparatu  enzymatycznego, uzyskują tę zdolność pod w pływem  dłuż­
szego kontaktu  z odpowiednimi substratam i. S ubstra ty  takie nazywam y 
substancjam i indukującym i, lub induktoram i.

Prace ostatnich lat w yjaśniły  wiele kw estii dotyczących tego cieka­
wego problemu. Zostało w ykazane, że:

1) zmiana aktywności enzym atycznej nie jest spowodowana w yselek­
cjonowaniem  odpowiedniego m utanta, lecz polega na indukowanej m ody­
fikacji aparatu  enzymatycznego, przy niezm ienionym  genotypie;
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2) zmiana aktywności enzym atycznej polega raczej na powstawaniu 
nowego apoenzymu niż nowego koenzymu.

Z nasuw ających się problemów autor omówił dokładniej w  swoim 
referacie następujące kwestie:

a) z czego tworzy się aktyw ny enzym; co jest właściwym  prekurso­
rem  enzym u?

b) jaki mechanizm enzym atyczny przekształca prekursora w  aktyw ­
ny enzym?

c) jaką rolę odgrywa substancja indukująca?
W związku z pierwszym  pytaniem  rozważano trzy możliwości:
a) enzym  może powstać w prost z istniejącego uprzednio wielko­

cząsteczkowego prekursora, rodzaju proenzym u, co można przedstawić 
schematycznie:

wielkocząsteczkowy prekursor -► aktywny enzym

b) aktyw ny enzym może powstawać z wielkocząsteczkowego p rek u r­
sora, do którego dołącza się pewna ilość wolnych aminokwasów:

wielkocząst. prekursor +  aminokwasy -» aktywny enzym

c) aktyw ny enzym  może być syntetyzow any w prost z aminokwasów:
wolne aminokwasy -» aktywny enzym

Ponieważ stw ierdzono, że do powstania indukowanego enzym u nie­
zbędna jest obecność wolnych am inokwasów egzo- bądź endogennego 
pochodzenia, pierwsza z powyższych hipotez została odrzucona.

Badania izotopowe wykazały dalej, że eonajm niej 99°/o cząsteczki 
enzymu jest syntetyzow ane wprost z aminokwasów. Przem aw ia to więc 
w yraźnie za trzecią z przedstaw ionych hipotez.

Te dane odpowiadają również częściowo na drugie z postawionych 
pytań. Pow stanie nowego enzym u wiąże się z ogólnym zagadnieniem 
syntezy białek (omówionym dokładniej w  referacie H. B o r  s o o k ’a — 
Sekcja II).

Układ syntetyzujący białka składa się według współczesnych poglą­
dów z enzym u lub zespołu enzymów oraz z m atrycy, na której zostają 
odpowiednio rozmieszczone i połączone aminokwasy. Rolę m atrycy speł­
niają cząstki kwasu rybonukleinowego. Jednakże w  w ypadku induko­
wanej syntezy enzymów w układach takich muszą być oprócz tego obecne 
cząstki induktora. Dopiero wówczas układ taki znajduje się w  stanie 
aktyw nym  i produkuje odpowiedni enzym. Na tym  polega rola indukto- 
rów  wyw ołujących powstawanie nowych ferm entów.

Zdaniem autora refera tu  współczesne badania pozwoliły dość dobrze 
w niknąć w  zagadnienie indukowanej syntezy enzymów; dalsze prace
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powinny wyjaśnić dokładniej chemiczną stru k tu rę  układów syn te tyzu ­
jących enzymy. Obecny stan wiedzy pozwala już na takie postaw ienie 
problemu.

K o m u n i k a t y .  Jak  wspomniałem poprzednio, ilość kom unikatów  
wygłoszonych na Sekcji IV była bardzo duża. Wspomnę tu ta j tylko o k il­
ku, które wywołały największe zainteresowanie.

H. B r a n d e r b e r g e r  (Szwajcaria) donosił o swoich pracach nad 
wiązaniem enzymów z nierozpuszczalnymi nośnikami. O trzym uje się 
w ten sposób substancje analogiczne do wym ieniaczy jonowych, prow a­
dzące reakcje enzymatyczne. Podobnie można wiązać niektóre antyge­
ny i selektywnie w ychw ytyw ać odpowiednie przeciwciała.

F. W i n d e r  i J.  M.  D e n n e n y  (Irlandia) zbadali bliżej m eta- 
fosfokinazę — enzym  przenoszący fosfor z m etafosforanów na ADP two­
rząc ATP.

M. G r u n b e r g - M a n a g o  i S. O c h o a  (USA) otrzym ali enzym  
syntetyzujący polinukleotydy z ADP, IDP i innych analogicznych związ­
ków z uwolnieniem  nieorganicznego fosforanu.

A. D a v i d s o n  (Francja) stw ierdził, że hydrazyd kwasu izoniko­
tynowego ham uje wszystkie enzym y wym agające w itam inu B6 jako 
koenzymu. Pow staje przy tym  prawdopodobnie izonikotylohydrazon 
pirydydoksalu.

K. D e c k e r  i F.  L y n e n  (Niemcy Zach.) wydzielili z w ątroby 
owczej dwa nowe enzymy: 1) rozkładający acetylo-koenzym A na koen­
zym A i acetooctan i 2) rozkładający S-acetyloglutation.

Sekcja IX

Biochemia mięśnia i centralnego systemu nerwowego

Z dziedziny biochemii mięśnia, na Sekcji tej zostały wygłoszone dwa 
uzupełniające się wzajem nie referaty : H. H. W e b e r  (NRF) „Kurczli­
wy system  mięśni i kom órek”, oraz S. V. P e r r y  (Anglia) „Przem iana 
nukleotydów a w ew nętrzna struk tu ra  mięśnia szkieletowego”. Referaty 
te wykazały właściwie jak bardzo niekom pletne są nasze dotychczasowe 
wiadomości o wew nętrznej budowie i mechaniźmie skurczu mięśnia.

W pierwszym  z referatów  H. W e b e r  omówił wyniki jakie o trzy­
mano badając tzw. kurczliwe modele. Są to odpowiednio sporządzone 
włókna aktomiozynu, lub w łókna mięśni (ewent. komórki z innych 
tkanek) ekstrahow ane przez dłuższy czas odpowiednimi rozpuszczalnika­
mi, jak np. mieszaniną wody i gliceryny.
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Modele takie kurczą się pod wpływem  ATP, rozkładając go równo­
cześnie do ADP i nieorganicznego fosforanu. W ten sposób o trzym ujem y 
znacznie uproszczone system y, pozwalające na badanie zjaw isk skurczu.

Autor, k tóry  od wielu lat prowadził badania na takich modelach, 
porównywał ich skurcz ze skurczem  normalnego mięśnia i doszedł do 
wniosku, że istota skurczu jest w obydwóch w ypadkach taka  sama. 
W ystępujące różnice są jedynie na tu ry  ilościowej.

Z zagadnień poruszonych dalej przez au tora  w ydaje się być n a j­
ciekawszą kwestia, czy ATP jest bezpośrednim  dawcą energii potrzebnej 
dla skurczu. Spraw a ta  — jak się wydaw ało od dawna przesądzona na 
korzyść ATP — staje się znów aktualną. Poczyniono bowiem obserw acje 
( F l e c k e n s t e i n ,  K r e b s  i współpr., oraz M o m m a e r s t ) ,  z któ­
rych wynika, że w czasie pojedyńczych słabych skurczów m ięśnia nie 
zmienia się poziom ATP i ADP, natom iast przyrasta nieorganiczny 
fosforan kosztem niezindetyfikowanego dotychczas związku fosforowego. 
W każdym  razie związkiem tym  nie jest fosfokreatyna.

A utor przedyskutow ał następnie problem, czy któryś z następ, nukle- 
otydów trój fosforowych: ITP, GTP, UTP i acetylo-ATP mógłby być bez­
pośrednim  dawcą energii potrzebnej dla skurczu.

Szereg danych, jak wym agane stężenie jonów Mg++ niezbędne dla 
reakcji z tym i nukleotydam i, ich powinowactwo do system u kurczliwego 
itp., przem aw ia przeciwko takiej hipotezie. Kwestia ta pozostaje więc 
w dalszym ciągu otw arta.

S . V .  P e r  r y zajął się przede wszystkim  omówieniem roli poszcze­
gólnych białek mięśnia. Dotychczas jeszcze nie jest dla nas jasną rola 
ak tynu  w skurczu mięśnia. Sądzono do niedawna, że właśnie zm iany 
w cząsteczkach ak tynu  są odpowiedzialne za skurcz. Jednakże okazało 
się, że również włókienka czystego miozynu, wolnego od ak tynu  mogą 
się kurczyć pod wpływem  ATP w  pH =  9 ( H a y a s h i ,  1953). Co wię­
cej, działając pewnym i barw nikam i na miozyn można spowodować, że 
będzie się on kurczył w  obecności ATP także w  pH =  7. Być może, że 
rola ak tynu  ogranicza się do takiej modyfikacji cząstek miozynu, aby 
mogły się one kurczyć w  w arunkach fizjologicznych.

Jeszcze m niej znane są własności i rola innych białek mięśnia, jak: 
tropomiozyn, kontrak tyna, białko' Y i inne.

Znaczną część refera tu  poświęcił autor omówieniu A TP-azy m ięśnio­
wej. W ydaje się, że ATP-azy włókienek, sarkoplazm y i ziarnistości 
mięśnia posiadają nieco różne własności.

Nowsze analizy wykazały, że naw et w  wypoczętym m ięśniu pokaźna 
ilość nukleotydu adenilowego jest w formie ADP.

Jest możliwe, że część ADP jest niedostępna dla norm alnych układów
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fosforyzujących. Jest to prawdopodobnie ADP silnie związany ze s tru k ­
turą.

Ostatnie badania zwracają coraz większą uwagę na w ystępujące 
w mięśniu inne trójfosfo-nukleotydy: UTP, GTP i ITP. A utor w zakoń­
czeniu przychylił się również do zdania, że nasze wyobrażenie o specy­
ficznej, wyłącznej roli ATP w mięśniu muszą zostać skontrolowane.

B i o c h e m i a  m ó z g u .  A. W.  P a ł ł a d i n  w swoim referacie 
na tem at biochemii mózgu zwrócił uwagę głównie na dwa zagadnienia:

1) porównanie aktyw ności metabolicznej różnych części mózgu, i
2) zależność metabolizmu mózgu od jego funkcji.
Opracowanie tych zagadnień nastręczało i wciąż jeszcze nastręcza 

wiele trudności eksperym entalnych ze względu na wielką wrażliwość 
tkanki nerwowej. Z tych względów nasze wiadomości o biochemii mózgu 
są ciągle dość fragm entaryczne.

Duża część prac cytow anych przez au tora  pochodziła z kierowanego 
przez niego Insty tu tu  Biochemii U kraińskiej SRR w  Kijowie.

P rzy  badaniu aktywności metabolicznej poszczególnych składników 
mózgu stosowano przeważnie technikę izotopową. Aby uniknąć zmian 
zachodzących w mózgu po śmierci zwierzęcia doświadczalnego, zamraża 
się zazwyczaj mózg ciekłym powietrzem , po czym dopiero przygotowuje 
się tkanki do analizy.

O trzym ane w yniki wskazują, że najżywszą przem ianą białkową od­
znacza się móżdżek. W cielanie piętnow anych aminokwasów w białka 
następuje tu ta j najszybciej, w ykazuje on też najw iększą zawartość kw a­
sów nukleinowych, związanych — jak wiadomo — z przem ianą biał­
kową. Następnym i pod tym  względem tkankam i są substancja szara 
półkul mózgowych, oraz substancja biała. Natom iast aktywność enzymów: 
rybonukleazy i desoksyrybonukleazy jest najwyższa w substancji szarej. 
Podobnie zachowuje się fosfataza fosfoproteidów, jakkolw iek różnice 
jej aktyw ności nie są w poszczególnych tkankach tak  wyraźne.

Badania nad przem ianą cukrową zm ierzały dotychczas głównie do 
wykazania obecności enzymów glikolitycznych w mózgu.

Istotnie stwierdzono dość wysoką aktywność heksokinazy, fosfoglu- 
kom utazy, aldolazy, fosforylazy i ATP-azy w korze półkul mózgowych 
i w móżdżku.

Badania nad przem ianą cukrową rzucają światło na drugi z postawio­
nych problemów: zależność pomiędzy m etabolizmem  i funkcją mózgu.

Błędnym okazał się w yrażany niekiedy pogląd, że poziom glikogenu 
w mózgu jest stały. Badania autora wykazały, że na skutek intensyw nej 
pracy mózgu (np. wywołanie silnych drgawek) poziom glikogenu w  mózgu 
może zmniejszyć się o około 25%.
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W tym  samym  czasie w zrasta aktywność amylazy mózgowej, zm niej­
sza się zaś w yraźnie poziom ATP.

Podniecenie wywołane np. perw ityną wiąże się ze wzmożeniem 
intensywności glikolizy, zawartość ATP w pierwszej godzinie po poda­
niu środka pobudzającego zmniejsza się, a następnie w zrasta powyżej 
wartości wyjściowej.

W czasie snu zawartość ATP i nasilenie glikolizy w  mózgu królika 
maleje.

Ciekawe są zmiany zachodzące w metabolizmie mózgu w czasie h iber­
nacji. Dotychczas zostało zbadane bliżej zachowanie się związków fosfo­
rowych. O bserwujem y bardzo silne zahamowanie wcielania piętnow a­
nego fosforu, zwłaszcza do kwasów nukleinowych i fosfoproteidów. 
Związki fosforowe podane do krwiobiegu krążą w  nim  i nie są w ychw y­
tyw ane przez tkanki mózgu.

K o m u n i k a t y .  Na Sekcji tej wygłoszono przeszło 40 kom unikatów , 
przy czym około 60% dotyczyło zagadnień biochemii mięśni. W iększa ich 
część dotyczyła enzymologii mięśnia. Z prac o charakterze analitycznym  
ciekawym  było doniesienie C. J. T h e r l f a l T a  (Anglia) o nowej m eto­
dzie rozdzielania i oznaczania związków fosforowych mięśnia, opartej 
głównie na metodach chrom atografii.

K ilku autorów donosiło o wydzieleniu szeregu białek (aktyn, miozyn, 
miogen, niekt. enzymy) z mięśni ryb, płazów i bezkręgowców.

Doniesienia z zakresu biochemii mózgu dotyczyły głównie przem ian 
tkanki nerw owej, oraz badań analitycznych.
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TOM  II 1956 Z ESZY T 4

WŁODZIMIERZ NIEMIERKO

Zoologia chemiczna
(Przegląd obrad Sekcji XII i posiedzenia poświęconego metafosforanom)

Sekcja XII — zatytułow ana „Zoologia chem iczna” obejm owała ko­
m unikaty  o bardzo różnorodnej treści i naogół nie łączące się we wspól­
ne problemy.

W ram ach tej sekcji były wygłoszone dwa obszerne referaty . Pierw szy
0 zależności pomiędzy aktyw nym  transportem  jonów a przenikaniem  
rozpuszczalnika („solvent d rag”), drugi — o chemicznej kontroli ruchu 
jonów podczas czynności nerw u.

Referat z dziedziny aktywnego przenoszenia jonów został opracowa­
ny  przez U s s i n g a, duńskiego badacza z Zoofiziologiske Laboratorium  
z Kopenhagi, autora szeregu prac z dziedziny aktyw nego transportu  
jonów, oraz A n d e r s e n a .  Po krótkim  sprecyzowaniu niektórych po­
jęć, jak np. aktyw ny transport, siła przeciskania się rozpuszczalnika 
(„solvent d rag”), omówiono szereg cech żywej błony, dzięki którym  może 
zachodzić aktyw ne przenoszenie jonów oraz podano m atem atyczne u ję ­
cie „siły przeciskania się rozpuszczalnika”.

Głównym problem em  referatu  jest zagadnienie siły przeciskania się 
wody poprzez żywą błonę. Autorzy podają pomysłowo opracowaną me­
todę, którą nazyw ają „techniką prąciu krótkiego spięcia” pozwalającą 
na badanie m echanizm u aktywnego transportu . Jako objekt dla badań 
kinetyki przepuszczalności błon autorzy w ybrali skórę płazów. Stosując 
radioaktyw ne izotopy udało im się stw ierdzić, że jony Cl i K dyfundują 
przez skórę z jednakową szybkością w obydwuch kierunkach, natom iast 
szybkość przepływ u jonów Na (Na22 i N a24) w różnych kierunkach w y­
kazuje ogromne różnice. Aktywne przenoszenie jonów sodu autorzy 
stw ierdzili również i na przykładzie szeregu innych błon, jak np. jelito
1 pęcherz moczowy ropuchy, śluzówka jelita świnki morskiej itd.

Dla zbadania siły przeciskania się wody przez błonę autorzy stoso­
wali wodę ciężką. Szereg doświadczeń nad w pływ em  działania horm onu 
antydiuretycznego na szybkość przepływ u wody i tiomocznika, znaczone­
go C 14 i S 3y, i innych substancji, pozwala autorom  sądzić, że zgodnie
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z teorią porowatości błon szybkość przenoszenia się cząsteczek poruszają­
cych się zgodnie z kierunkiem  przenikania wody zwiększa się, nato­
m iast zmniejsza się, jeśli cząsteczki poruszają się ,,pod p rą d ”.

Na zakończenie refe ra tu  autorzy w ysuw ają pogląd, że badania ich 
mogą służyć jako dodatkowe potwierdzenie teorii przenośników. Po­
nadto o ile dawniej sądzono, że aby jony nieorganiczne m ogły przenikać 
przez błony, to muszą one z przenośnikam i tworzyć substancje rozpusz­
czalne w lipidach, to obecnie w ydaje się słuszniejszą hipoteza, że „pro­
cesy chemiczne prowadzące do aktywnego transportu  zachodzą w  porach 
błony w ypełnionych wodą”.

Drugi obszerny referat I. B. W i l s o n a  z U niw ersytetu  Columbia 
poświęcony był kontroli chemicznej ruchu  jonów w czasie czynności 
nerw u. Po krótkim  przeglądzie prac N a c h m a n s o n a  i w spółpra­
cowników nad rolą acetylcholiny w  przewodnictw ie nerw owym , autor 
omówił zagadnienia w ym iany jonów sodowych i potasowych w czasie 
czynności nerw u. W i l s o n  przedstaw ił ponadto wyniki w łasnych badań 
oraz innych autorów  nad esterazą acetylcholiny. Pozwoliły mu one na 
skonstruowanie schem atu, obrazującego powstanie kom pleksu enzym u 
(esterazy acetylcholiny) z substratem . A utor stara  się dać biochemiczną 
in terpretację  działania niektórych zwiążków farmakologicznych jak 
eseryna, prostigmina i inne na cały układ acetylcholiny, obejm ujący 
receptor acetylcholiny, acetylcholinę, esterazę acetylcholiny, acetylazę 
choliny i białko. Ponadto omawia niektóre zagadnienia związane z udzia­
łem system u acetylcholiny w zjawiskach bioelektrycznych.

Nowoczesne ujęcie problem u z punk tu  widzenia czynności enzymów 
jest niew ątpliw ie wartościową stroną referatu , ciekawego dla specjali­
stów.

Poza wym ienionym i referatam i przeglądowymi w ram ach sekcji XII 
wygłoszono 33 kom unikaty. Podzielono je na cztery posiedzenia.

Na pierwszym, zatytułow anym  Zoologia chemiczna przedstawiono 
7 kom unikatów o dość różnorodnej treści.

D. L. F o x  om awiał przem iany astaksantyny, czerwonego barw ika 
z grupy karotenoidów, u flamingów. L. R. F  i s h e r  i współprac, przed­
stawili wyniki pracy nad rozmieszczeniem, budową i źródłam i w itam i­
nu A u Euphasiacea. Stwierdzono, że jednym  karotenoidem  w ystępują­
cym u 14 badanych gatunków  była astaksantyna lub jej ester.

Z dziedziny biochemii porównawczej były przedstaw ione dwa ko­
m unikaty. Jeden W. S c h e l l e r a ,  k tóry  w skazuje na różnice w s truk ­
turze m ethemoglobiny u różnych gatunków  zw ierząt (kręgowców i sta­
wonogów). Drugi — J. S e n d r o y ’ a i in. i J. D. O ’ N e a 1 a o różni­
cach w stałej powinowactwa krw i do tlenku węgla i tlenu  u kilku przed­
stawicieli ssaków.
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W zakresie biochemii rozwoju przedstawiono' dwa kom unikaty: 
jeden — o przem ianach w itam inu B w  czasie rozwoju jeżowca, drugi
— o procesach enzym atycznych w rozwoju em brionalnym  i larw alnym  
płazów (E. U r b a n  i).

Dwa posiedzenia były poświęcone zagadnieniom aktywnego tran s­
portu i przepuszczalności. Tem atycznie były one częściowo związane 
z referatem  U s s i n g a  i A n d e r s e n a .  Z tej dziedziny była zgło­
szona najw iększa liczba kom unikatów  om awianej sekcji, bo aż 16. Refe­
rowane były prace z Centralnego In sty tu tu  Badania nad Odżywianiem, 
(z Holandii). Prowadzone są tam  badania, m ające na celu w yjaśnienie 
mechanizmu przepuszczalności błon, zarówno żywych jak i sztucznych 
z celulozy, których właściwości można zmieniać w dość znacznym za­
sięgu zależnie od opracowywanego problem u. Badania nad przepuszczal­
nością błon z zastosowaniem izotopów prom ieniotwórczych przedsta­
wione były przez badaczy francuskich.

Przedstawione były równeż kom unikaty z badań nad aktyw nym  
transportem  m agnezu w kom órkach drożdży, aminokwasów w kom ór­
kach nowotworowych, sodu i potasu przez błonę niektórych narządów.

Badania P p n z a  i L l u c h a  w skazują na to, że w chłanianie glu­
kozy w  przewodzie pokarm owym  jest procesem aktyw nego przenosze­
nia tego związku, wym agającym  dopływu energii. W prowadzenie inhibi­
torów szeregu enzym ów do roztw oru glukozy ham uje jej w chłanianie 
w  przewodzie pokarm owym .

Najbardziej zw artym  tem atycznie było posiedzenie ostatnie, poświę­
cone biochemii owadów. Zgłoszonych było 8 kom unikatów, w tym  dwa 
z Polski z Zakładu Biochemii In sty tu tu  im. M. Nenckiego (jeden 
W. N i e m i e r k i ,  P. W ł o d a w e r  i A. P r z e ł ę c k i e j  o roli fos- 
fatydów w  procesach traw ienia i chłonienia lipidów, drugi L. W o j t ­
c z a k a  o enzym ach oddechowych).

H. S. M a s o n  i E. P e t e r s e n  przedstaw ili w yniki badań, ty ­
czące się współdziałania chinonów z białkam i przy sklerotyzacji ku ti- 
kuli u Artropoda. W ykryty  tu  został czynny układ: białko-fenolaza — 
dwufenol.

J. L e c l e r q  z Zakładu Chemii Fizjologicznej z Liège, autor szere­
gu prac nad odżywianiem Tenebrio mólitor, wyhodował dwie rasy tego 
chrząszcza, k tóre różnią się pod względem szybkości wzrostu i w ykazują 
różne zapotrzebowanie pokarm owe. W środowisku zawierającym  karn i- 
tynę śm iertelność obydwuch ras różni się w ybitnie.

P. F a u l k n e r ,  autor pracy o czynności glukozo-l-fosfatazy w hemo- 
limfie jedw abnika, przedstaw ił kom unikat pt. „Redukcja enzym atyczna 
nukleotydu trójfosforopirydynow ego w  hemolimfie owadów”. A utor
5 P o s tę p y  B io c h e m ii
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przeprowadzał inkubację hem olim fy jedw abnika z TPN i stw ierdzał 
jego redukcję, ponadto badał szereg innych substratów  oraz w pływ  akty­
watorów. Jako ostateczny wTniosek z przeprowadzonych doświadczeń 
F a u l k n e r  w ysuw a pogląd, że w hemolimfie jedw abnika obecny jest 
układ enzym atyczny, k tóry  utlenia i dekarboksyluje kwas jabłkowy.

Praca K. v a n  A s p e r e n a  tyczy się zagadnienia regulacji i za­
wartości składników m ineralnych u Periplaneta americana. A utor stw ier­
dził znaczną tolerancję tego owada na podstawie stężonych roztworów 
soli Na, K, Ca i Mg w postaci zastrzyków, oraz dużą wydolność regula­
cyjną. W ydaje się, że regulacja zachodzi raczej dzięki przenoszeniu jonów 
niż wody.

W i n t e r i n g h a m  i współpracownicy przedstawili kom unikat
o przem ianie związków fosforowych rozpuszczalnych u m uchy ze spe­
cjalnym  uwzględnieniem działania insektycydów. Bromek m etylu w y­
wołuje rozpad ATP z jednoczesnym  uw alnianiem  się fosforanów nie­
organicznych, lecz bez powstawania ADP, względnie AMP. W ydaje się 
więc, że u tego owada adenozyna może odgrywać rolę akceptora grup 
fosforanowych. Badając w pływ  różnych insektycydów nie stwierdzono 
wyraźniejszego działania DDT na poziom ATP w m ięśniach tułow ia, 
natom iast spadek zawartości ATP w  głowie. W ydaje się, że wyniki te po­
tw ierdzają hipotezę innych autorów, że miejscem działania DDT na owa­
da jest głowa.

Jednym  z najciekawszych kom unikatów  był kom unikat P. K a r l s o -  
n a. Referował on dalsze swe badania nad chemicznymi i fizjologicznymi 
właściwościami hormonu gruczołu protorakalnego wywołującego m eta­
morfozę u owadów. K a r 1 s o n wspólnie z B u t e n a n d t e m  w r. 1954 
wyizolowali z poczwarek jedw abnika hormon w postaci krystalicznej. 
Z 500 kg. poczwarek otrzym ano kilkadziesiąt mg substancji o bardzo 
dużej aktywności. Ten pierwszy horm on owadzi, otrzym any w postaci 
krystalicznej, nazwano „ecdyson” (Ecdysis — linienie). W dalszych ba­
daniach w yekstrahowano z poczwarek jedw abnika i oczyszczono jeszcze 
jedną substancję czynną, o takim  sam ym  działaniu horm onalnym , lecz
o innych właściwościach chemicznych niż ,,ecdyson”.

Jako jedno z posiedzeń pozasekcyjnych i pozaprogramowych odbyło 
się w  czasie trw ania kongresu zebranie poświęcone zagadnieniu m eta- 
fosforanów.

W zebraniu, którem u przewodniczył W i a m e (Belgia) wzięli m. in. 
udział E b e 1 (Francja), B i e l o z i e r s k i j  (ZSRR), H o f f m a n n -  
-O s t e n h o f f (Austria), H e l l e r  i N i e m i e r k o  (Polska) oraz kilku 
innych badaczy pracujących w dziedzinie poli i metafosforanów. W toku 
zebrania zagajonego przez W i a m e ’a poruszono szereg zagadnień doty-
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czących metabolizmu i cytochemii tych substancji oraz zagadnieniom 
metodycznym. Szczególnie te ostatnie spraw y stały się przedmiotem 
ożywionej dyskusji, w  czasie k tórej próbowano wyświetlić przyczyny 
dość znacznych rozbieżności w yników  uzyskanych z jednej strony przez 
B i e l o z i e r s k i e g o ,  z drugiej strony przez E b e l a  i H o f m a n  n-  
O s t e n h o f  f a.

Dyskusja wykazała, że zagadnienie biochemii polifosforanów staje się 
coraz bardziej in teresującym  nie tylko w przypadku mikroorganizmów, 
lecz, dzięki pracom badaczy polskich, również w przypadku organizmów 
zwierzęcych, przede wszystkim  owadów.

{
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TOM II 1956 ZESZY T 4

IGNACY REIFER

Przemiany pośrednie w procesie fotosyntezy

Referat C a 1 v i n a na tem at cyklu pentozowego fotosyntezy był 
niewątpliw ie jednym  z głównych wydarzeń III M iędzynarodowego Kon­
gresu Biochemii w  Brukseli w roku 1955. Licznie zebrani słuchacze 
podziękowali prelegentowi burzą oklasków, przy czym prawdopodobnie 
rew elacyjna treść i w n iosk i're fe ra t u tak  podziałały na audytorium , że 
nikt nie zdobył się na zabranie głosu w dyskusji, mimo, że na sali obecni 
byli przodujący biochemicy całego< świata.

C a 1 v i n przedstaw ił wyniki badań względnie małej grupy p ra­
cowników za okres 9 lat, którzy za punkt wyjścia przyjęli, że kwas fosfo- 
glicerolowy*) (KFG) jest pierwszym  produktem  fotosyntezy zaw ierają­
cym dw utlenek węgla pobrany z powietrza. Celem pracy było usta­
lenie enzymów i substratów  cyklu węglowego, wykrycie akceptora 
dw utlenku węgla i zbadanie enzym atycznej katalizy tej reakcji, u jaw nie­
nie punktów  stycznych między fotolizą wody i cyklem  pentozowym 
i wreszcie wykazanie związku m iędzy biochemicznym torem  utleniania
i redukcji, a więc oddychania i fotosyntezy.

Normalnie fotosyntetyzująca zielona tkanka roślinna zawiera po 
upływie 10 sekund fotosyntezy w obecności 14CC>2, praw ie cały prom ie­
niotwórczy węgiel w postaci KFG obok śladów fosforanów jednocukrow- 
ców. Z ekstrapolacji fotosyntezy do czasu zerowego wynika, że cały radio­
aktyw ny węgiel znajduje się wyłącznie w  KFG i to przy węglu grupy 
karboksylowej. Nawet po fotosyntezie trw ającej 15 sekund, jeszcze 
50°/o C 14 znajduje się przy węglu grupy karboksylowej i tylko 25%, 
przy każdym węglu grup alkoholowych. Z doświadczenia tego w ynika

*). W tekście autor używa następujących skrótów: ATP =  adenozynotrójfosforan; 
DPN =  nukleotyd dwufosfopirydynowy; FMN =  nukleotyd f] a winowy; KFG =  kwas 
fosfoglicerolowy; KoA =  koenzym A; KoASH ~  postać zredukowana koenzymu A; 
Pn — fosfor nieorganiczny; RMF =  ester jednofosforanowy rybozy; RuDF =  ester 
dwufosforanowy rybulozy; SDF =  dwufosforan sedoheptulozy; SMF =  jednofosfo- 
ran sedoheptulozy; TPN =  postać utleniona nukleotyau trójfosfopirydynowego; 
TPNH — postać zredukowana nukleotydu trójfosfopirydynowego.

[469]
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jasno, że fotosyntetyzująca kom órka musi zawierać jakiś akceptor dw u­
tlenku węgla, k tó ry  w  procesie fotosyntezy stale się regeneruje z KFG 
lub też z produktów  jego przem iany.

Jak  wiadomo w  produktach fotosyntezy trw ającej około 60 sekund, 
a przeprowadzonej w obecności 14C 0 2, znajduje się obok KFG, znaczne 
ilości rybulozodwufosf oranu (RuDF), rybozojednofosforanu (RMF), fos­
forany heksoz i sedoheptulozy zawierające węgiel izotopowy, (rys. 1).

W niezm iernie prosty sposób C a 1 v i n zdołał wykazać, że jeden 
z tych estrów  fosforanowych a mianowicie RuDF jest akceptorem  dw u­
tlenku węgla. Otóż norm alnie przebiegającą reakcję fotosyntezy w sta­
nie nasycenia z 14C02, trw ającą około 30 m inut, przerw ano nagle przez 
wyłączenie św iatła i badano zm iany zawartości węgla izotopowego w  pro­
duktach  fotosyntezy. Okazało się, że ilość RuDF zawierająca radioaktyw ­
ny  węgiel opada gwałtownie i jednocześnie w tym  samym stosunku 
w zrasta gwałtownie ilość KFG. (rys. 2).

CH OH *CH O H  * C  

CH20  0  * CHOH C

KFG RuDF 

Rys. 1

CHOH C
I ^  
c h 2o  0

SMF HMF

ciemnia

2 10 ?o
Czas w min.

30 z 5

.........  KFG
a---- -t\RuDF

JednoFosForany
sacharoza

Rys. 2

Z doświadczenia tego wynika, że nie tylko RuDF jest bezpośrednim 
prekursorem  KFG i akceptorem  dw utlenku węgla, lecz także naodwrót,
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KFG jest jakgdyby prekursorem  aczkolwiek pośrednim rybulozodwu- 
fosforanu (po redukcji KFG do fosforanów trioz i ich dalszych prze­
mianach).
Mamy tu do czynienia z cyklem węglowym, k tóry  przy każdorazowym 
obrocie pochłania dw utlenek węgla i k tóry  po wyłączeniu światła zostaje 
zahamowany. KFG gromadzi się aż do wyczerpania RuDF, którego syn­
teza zostaje przerw ana na skutek zatrzym ania cyklu w punkcie redukcji 
KFG do fosforanów trioz. Redukcja ta może dokonać się tylko dzięki 
energii pochodzącej z produktów fotolitycznego rozkładu wody.

Rola RuDF jako akceptora dw utlenku węgla i znaczenie cyklu węglo­
wego w  procesie redukcji COo zostały dodatkowo potwierdzone w  nieco 
odm ienny sposób, a mianowicie w doświadczeniu, w którym  stężenie 
dw utlenku węgla zostało gwałtownie obniżone z 1% do 0.003% przy nie­
przerw anym  dostępie światła. Niedobór CO2 ujaw nił duży przyrost 
RuDF, w ynikający z rezerw  cyklu z okresu fotosyntezy o dużym  stęże­
niu C 0 2, przy czym nastąpił jednocześnie gwałtowny spadek ilości pro­
mieniotwórczego KFG w ynikający z braku dw utlenku węgla. Doświad­
czenie to potwierdza ponadto cykliczny charakter reakcji, ponieważ RuDF 
jest pierwszym  związkiem, k tóry  wykazuje duże przyrosty po obniżeniu 
CO2 ; następnie rosną kolejno ilości RMF i fosforany trioz. Po ustaleniu 
fotosyntezy na niskim  poziomie stężenia C 0 2, kolejność zmian ilościo­
wych ulega odwróceniu; początkowo opada ilość trioz, następnie RMF 
i w końcu RuDF.

Akceptorem  dw utlenku węgla w  procesie fotosyntezy jest więc RuDF, 
k tó ry  z jedną cząsteczką C 0 2 tw orzy 2 cząsteczki KFG. C a 1 v i n
1 współpracownicy wyodrębnili poraź pierwszy ze szpinaku nowoze­
landzkiego Tetragonia expansa, enzym  zwany karboksydysm utazą, ka ta ­
lizujący reakcję karboksylacji RuDF do produktu  przejściowego typu 
betaketokw asu, k tó ry  następnie ulega hydrolitycznem u rozkładowi do
2 cząsteczek KFG. Na rys. 3 przedstaw iony jest schem at pełnego cyklu 
węglowego fotosyntezy z enzym am i i substratam i według H o r e c k e r a  
i R a c k e r a  z uwzględnieniem reakcji karboksydysm utazy, która ka­
talizuje przem ianę RuDF całkowicie do KFG (rys. 3).

W celu ułatw ienia zrozum ienia cyklu węglowego, przedstaw iony jest 
poniżej fragm ent syntezy pentoz z fosforanu triozy (rys. 4).

Jednofosforan rybulozy i fosforan ery trozy  powstają pod wpływem 
transketolazy z aldehydu fosfoglicerolowego i 6, — fosfofruktozy. Fosfo­
ran  erytrozy reaguje z następną cząsteczką triozy w obecności aldolazy 
do dw ufosforanu sedoheptulozy. SDF po de fosforylacji w obecności fosfa­
tazy do jednofosforanu sedoheptulozy z następną cząsteczką fosforanu 
triozy reaguje pod w pływ em  transketolazy do 2 cząsteczek fosforanów
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pentoz. Fosforan heksozy powstaje z 2 cząsteczek triozy na zasadzie 
reakcji aldolazowej przebiegającej w k ierunku przeciw nym  kolejności 
w procesie glikolizy.

Jak  w ynika ze schem atu na rys. 3 obrót cyklu pentozowego uzależnio­
ny jest od zew nętrznych źródeł energii. Redukcja KFG do fosforanów 
trioz wym aga jednej cząsteczki ATP i jednej cząsteczki TPNH, poza tym  
jeszcze jedna cząsteczka ATP jest niezbędna do fosforylacji rybulozojedno-

C H O *  CH2OH CH,OH C H O *
I +1 I + I #

HCOH C = 0  C = 0  HCOH
I J  *  1 * 1

H CO 0  HOCH transketolaza HCOH HCOH

1 *-------------- ** 1 1 ^HCOH HCOH H,CO ®
1 1 ^

HCOH HjCO 0

H.CO 0  CHO* HjCO 0
I I * IC-O + HCOH C =  0  

aldolaza I * 
H,CO H HCOH --------► HOCH

I -  I
H ;CO 0  HCOH

HCOH
I

HCOH
1 /-V

H,CO 0

CH .O H  C H O * *

C = 0  + HCOH
* I transketolaza 
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I £

HCOH
I *

HCOH

•HCOH

I ^H.CO 0

CH..OH|
C H O *
i

c= o  + ' * 
HCOH

1 *
HCOH HCOH

HCOH HCOH

H,CO 0 H,CO 0

Rys. 4

fosforanu do RuDF. Tak więc redukcja 1 cząsteczki C 0 2 w ym aga 2 czą­
steczki zredukowanego TPN i 3 cząsteczki ATP. W pełnym  obrocie cyklu
3 cząsteczki C 0 2 karboksylują 3 cząsteczki RuDF, z k tórych w  obecności 
karboksydysm utazy powstaje 6 cząsteczek KFG. Po redukcji, z 5 czą­
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steczek fosforanów trioz powstają 3 cząsteczki pentoz umożliwiające 
następny obrót cyklu, a pozostała cząsteczka triozy opuszcza cykl i na­
stępnie jako fruktozo-1,6-dwufosforan według schem atu L e l o i r a  
z uridino-dwufosfoglikozą tworzy sacharozę, a więc rezerw y węglowo­
danów powstających w w yniku procesu fotosyntezy.

Z rys. 3 wynika również, że rola reakcji fotochemicznej w fotosyn­
tezie wydaje się polegać wyłącznie na syntezie ATP i zredukowanego 
TPN. Istotnie R a c  k e r  w 1955 roku uruchom ił pełny cykl pentozowy 
in vitro w obecności oczyszczonych enzym ów zupełnie niezależnie od 
świetlnej reakcji fotolizy wody. W ten sposób cykl redukcji dw utlenku 
węgla może w pewnych odpowiednich w arunkach przebiegać niezależnie 
od fotochemicznej produkcji elektronów, ATP i wydzielania tlenu czą­
steczkowego.

W reakcji fotosyntezy absorbowana przez chlorofil energia św ietlna 
katalizuje fotolizę wody, w w yniku k tórej powstaje nieokreślony jeszcze 
czynnik redukujący (H) i czynnik utleniający (O). Część (H) redukuje KFG 
do fosforanów trioz a druga część czynnika redukującego wraz z czyn­
nikiem  utleniającym  (O) użyta jest do syntezy ATP (rys. 5).

W wyniku procesu fotosyntezy otrzym uje się poprzez syntezę KFG 
węglowodany, które jako główny substrat oddychania tkankowego muszą 
ostatecznie znaleźć swoją drogę do cyklu kwasów trój karboksylowych. 
C a 1 v i n i współpracownicy wykazali, że w pewnych w arunkach istn ie­
je między fotosyntezą i cyklem kwasów trójkarboksylow ych jeszcze in ­
ny, bardziej bezpośredni związek. Badając promieniotwórczość substancji 
innych aniżeli cyklu pentozowego, badacze ci stw ierdzili, że w ystępujące 
w  procesie fotosyntezy śladowe ilości kwasu cytrynowego i glutam ino­

http://rcin.org.pl



[7] PR Z E M IA N Y  PO ŚR ED N IE  W  PRO CESIE FO TO SY NTEZ Y 475

wego, po wyłączeniu św iatła w zrastają wielokrotnie. To niezm iernie cie­
kawe zjawisko tłum aczy się syntezą octanu KoA powstającego w ciem­
ności z KFG. Przez defosforylację KFG powstaje kwas pirogronowy, 
k tóry  w obecności oksydazy kwasu pirogronowego ulega dekarboksylacji, 
i z koenzymem oksydazy, kwasem 6,8-tiooktanowym tw orzy octan kw a­
su tiooktanowego. Z KoASH powstaje następnie octan KoA obok zredu­
kowanej form y kwasu tiooktanowego, która w obecności akceptorów wo­
doru np DPN zostaje z powrotem utleniona do form y dwusiarczkowej. 
Pow stały octan KoA w wiadomy sposób w obecności enzym u kondensu- 
jącego reaguje z kwasem szczawiowooctowym do kwasu cytrynowego i in­
nych substratów  cyklu kwasów trójkarboksylowych. Tak przebiega cykl 
tiooktanowy w ciemności, na świetle natom iast reakcja ta jest w zupeł­
ności albo praw ie w zupełności zahamowana, ponieważ produkty  fotolizy 
wody redukują dw usiarczek kwasu tiooktanowego zanim on zdoła reago­
wać z kwasem pirogronowym. Pod wpływem  światła równowaga między 
zredukowaną i utlenioną formą kwasu tiooktanowego ulega przesunię­
ciu w  kierunku dwutiolowej, światło działa przeto jakgdyby zawór jedno­
kierunkowy, uniem ożliwiający syntezę acetylu KoA i tym  samym uciecz­
kę KFG bezpośrednio do produktów cyklu kwasów trójkarboksylowych 
(rys. 6).

KFG

I V .
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kw as
szcza w iow ooctow y

kw as cytrynow y-

| + H?0

CHjCOOH

- cykl kw asów  tró jkarboksylow ych 

R ys. 6

C a 1 v i n przypisuje kwasowi tiooktanowemu zasadnicze znaczenie 
w świetlnej reakcji fotosyntezy, a mianowicie w postaci dwusiarczku 
kwas ten ma być akceptorem  czynnych elektronów  powstałych w w yni­
ku fotolizy wody. W ydajność kwantow a reakcji rzeczywiście w zrasta
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znacznie w  obecności kwasu tiooktanowego, pod warunkiem , że akceptor 
wodoru jest czynnikiem  ograniczającym  szybkość reakcji. Innym i słowy 
kwas tioktanow y w  reakcji H i 11 a jest akceptorem  czynnych elek tro­
nów, a inny jeszcze niepoznany związek jest akceptorem  dodatniej 
„reszty” powstałej w wyniku wędrówki elektronów  do kwasu tiooktano­
wego. Na tej hipotezie opiera C a 1 v i  n nową koncepcję działania chloro­
filu jako przestrzennego kompleksu w rodzaju fotobaterii, w której

-------------  Fotosynteza (reakcje redukcyjne)
--------------Oddychanie (reakcje utleniające)

Rys. 7. Schemat fotosyntezy i oddychania

elektrony na poziomie cząsteczkowym pobudzone są do poziomu „prze-
- wodzącego”. Elektrony w ędrują do dw usiarczku kwasu tiooktanowego, 

pozostałe zaś dodatnie „reszty” zatrzym ane są po drugiej stronie baterii 
przez elektrony cząsteczek wody. W ten sposób powstaje przestrzenne 
odgraniczenie czynnych elektronów  od „reszt”, umożliwiające im stopnio­
we włączanie się do cyklu oksydoredukcyjnego kwasu tiooktanowego 
(rys. 7).

Schem at fotosyntezy C a 1 v i n a pozostawia szereg niejasności: 
b rak dowodów przekonyw ujących na  to, że kwas tiooktanowy i woda 
stanowią jakoby ogniwa fotobaterii chlorofilu, znaczenie kwasu tiookta­
nowego jako akceptora elektronów  jest chyba słusznie kwestionowane 
przez A r  n o n a i współpracowników, bowiem w izolowanych chloro­
plastach reakcja fotolizy nie ulega zaham owaniu w obecności inhibito­
rów  grup sulfhydrylow ych. Jeżeli kwas tiooktanow y ma być akceptorem
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czynnych elektronów , wówczas inhibicja np. arseninam i powinna w zu­
pełności uniemożliwić oksydo-redukcyjne reakcje kwasu tiooktanowego. 
Wreszcie trudno dziś jeszcze zgodzić się na ograniczenie reakcji fotoche­
micznej wyłącznie do roli źródła syntezy ATP i zredukowanego TPN. 
Z drugiej strony opracowanie cyklu węglowego fotosyntezy, wykrycie 
prekursora KFG w postaci rybulozodwufosforanu i wyjaśnienie reakcji 
w iązania dw utlenku węgla w obecności karboksydysm utazy stanowią 
osiągnięcia o tak dużej wadze, że ich znaczenie w  przyszłości nie może 
być dzisiaj w  pełni docenione.

C a 1 v i n i współpracownicy badali reakcje fotosyntezy w zielonych 
glonach i roślinach wyższych, przy  czym ich m ateriałem  doświadczalnym 
były nieuszkodzone komórki i tkanki. W odróżnieniu od C a 1 v i n a, 
A r  n o n  i jego współpracownicy badali w ostatnich latach fotosyntezę 
pozakomórkową w nienaruszonych izolowanych chloroplastach i w chlo­
roplastach o uszkodzonej strukturze. Z badań tych wynika, że izolowane 
chloroplasty mogą nie tylko wydzielać tlen cząsteczkowy w  obecności ak­
ceptorów elektronów  wg reakcji H i 11 a (1):

światło +  A +  H 20  —> AH2 +  1/2 0 2 (1)

lecz ponadto, że chloroplasty pod wpływem  energii świetlnej posiadają 
zdolność syntezy ATP (2) i redukcji dw utlenku węgla do poziomu węglo­
wodanów przy jednoczesnym w ydzielaniu tlenu cząsteczkowego (3)

światło +  ADP +  Pn —> ATP (2)

światło +  H20  +  C 02 ->  (CHaO) +  0 2 (3)

Syntezę ATP na świetle albo t. zw. fotosyntetyczną fosforylację mogą 
również katalizować chloroplasty o uszkodzonej stuk turze np. na drodze 
w ym yw ania chloroplastów wodą pod w arunkiem , że system  reakcji zo­
stanie skom pletowany dodatkiem  nukleotydów  flawinowych (FMN), 
m enadionem  i kwasem  askorbinowym.

Fosforylacja fotosyntetyczną jest niezależna od procesu wiązania CO2 
i w odróżnieniu od fosforylacji oksydatyw nej jest również niezależna od 
reakcji oddychania. Jak  już wspomniano uszkodzone chloroplasty w  obec­
ności kofaktorów jak FMN, w itam iny K i C katalizują fosforylację na 
świetle, ale nie mogą wiązać i redukować dw utlenku węgla. Ponadto 
w  izolowanych, nieuszkodzonych chloroplastach, inhibitory, które ha­
m ują enzym atyczne reakcje redukcji dw utlenku węgla nie w pływ ają 
u jem nie na fosforylację fotosyntetyczną.

A r  n o n  uważa, że fosforylacja fotosyntetyczną jest procesem bez­
tlenowym , w  k tórym  produkty  fotolizy wiążą się z powrotem  do cząs­
teczki wody:
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światło +  H20  —> 2(H) +  (O)

2 (H) +  (O) 4 ADP +  Pn ^  H ,0  +  ATP

(4)

(5)

Na poparcie tej tezy A r  n o n  przytacza następujące dowody: 1. fos­
forylacja fotosyntetyczna nie pochłania i nie wydziela tlenu w aparacie 
W a r b u r g a .  2. w uszkodzonych chloroplastach dodatek TPN lub DPN 
nie wywołuje dodatkowej syntezy ATP. 3. uszkodzone chloroplasty, 
które bez dodatku enzymów z zew nątrz posiadają zdolność fotosynte- 
tycznej fosforylacji, mimo dodania zredukowanego nukleotydu dw u- 
fosfopirydynowego nie pobierają tlenu i nie katalizują reakcji oksyda- 
tyw nej fosforylacji. 4. m ateriał cytoplazm y po usunięciu nieuszkodzo­
nych chloroplastów katalizuje oksydatyw ną fosforylację w ciemności, 
natom iast na świetle w atm osferze azotu nie katalizuje reakcji fosfory­
lacji fotosyntetycznej.

Jak  z tego w ynika rośliny zielone dysponują dwoma oddzielnymi spo­
sobami syntezy ATP: jeden przy pomocy system u enzymatycznego za­
wartego w m itochondriach katalizuje fosforylację oksydatywną, drugi 
przy pomocy chloroplastów w ytw arza wiązania bogate w energię, korzy­
stając z energii świetlnej reakcji fotosyntezy. Energia św ietlna absorbo­
wana w reakcji fotochemicznej gromadzi się w utelniających (O) i redu ­
kujących produktach fotolizy wody (4), i ulega zmagazynowaniu w  po­
stać j i wiązań pirofosforanowych ATP, gdy produkty fotolitycznego roz­
kładu wody wydzielają energię, łącząc się z powrotem  do cząsteczki 
wody (5).

Jak  już wspomniano wyżej, izolowane, nieuszkodzone chloroplasty 
wiążą na świetle CO2 i wydzielają O2. Rozpuszczalne produkty  pochodzące 
z redukcji promieniotwórczego dw utlenku węgla przez chloroplasty są 
identyczne ze związkami w ykrytym i w reakcji fotosyntezy komórkowej. 
Obejm ują one fosforany fruktozy, glikozy, rybozy, rybulozy, dw uhydro- 
ksyacetonu, kwasu glicerolowego, ponadto kwas glikolowy, jabłkowy, 
asparaginowy, glicynę, alaninę, w olny dw uhyroksyaceton i glikozę.

Zdolność w iązania CO2 przez chloroplasty wym ywane wodą znika 
praw ie zupełnie i dodatek ATP, DPN i TPN pozostają bez wpływu. 
Natomiast dodatek ekstraktów  wodnych z przem ywania chloroplastów 
przyw raca uszkodzonym chloroplastom  zdolność wiązania CO2, k tóra po 
dodaniu ATP, DPN i TPN, a szczególnie mieszaniny ATP i TPN w zrasta 
kilkakrotnie. Uszkodzone chloroplasty z dodatkiem  wodnych ekstraktów  
z przem ywania, ale podgrzewanych do tem peratury  wrzenia nie wiążą 
CO2, na skutek term icznej denaturacji rozpuszczonych białek enzym a­
tycznych. Wodne ekstrak ty  pochodzące z przem yw ania chloroplastów 
zawierają substra ty  i enzym y niezbędne do katalizy reakcji redukcji CO2 .

http://rcin.org.pl



[11] PR Z E M IA N Y  P O ŚR E D N IE  W PRO CESIE FO TO SY NTEZY 479

Dotychczas w ekstrak tach  tych stwierdzono obecność następujących 
enzymów cyklu pentozowego: dehydrogenazy aldehydu fosfoglicerolo- 
wego, karboksydysm utazy, kinazy fosfoglicerolowej, fosfopentokinazy, 
fosfoglikomutazy, menadion, reduktazy, aldolazy i fosforylazy.

Reakcje fotochemicznej syntezy ATP i fotochemicznej redukcji CÔ > 
przez enzym y nieuszkodzonych chloroplastów wiążą się przede wszyst­
kim z fotolizą wody. Czynnik redukujący (H) fotolitycznego rozkładu 
wody przypuszczalnie redukuje  nukleotyd pirydynowy, k tóry  w postaci 
zredukowanej jest przenośnikiem  elektronów  reakcji w iązania COo:

światło +  HoO +  PN+ +  ATP PNH +  Hł +  T O a +  Pn +  ADP
2 I

C 02 +  2PNH +  2H+ +  nATP ->  (CHaO) +  2PN+ +  nADP +  nPn

(6)

(7)

Nieuszkodzone chloroplasty posiadają 3 kom plety enzymów niezbęd­
nych dla poznanych reakcji fotosyntezy o kolejno w zrastającej kom plek­
sowości: a mianowicie fotolizy wody, fosforylacji fotosyntetycznej i re -
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Rys. 8

dukcji C 0 2. Uszkodzone chloroplasty zaw ierają tylko 2 kom plety enzy­
mów fotolizy wody i fosforylacji fotosyntetycznej, ponieważ enzym y 
cyklu pentozowego są rozpuszczalne i podczas przem ywania chloropla­
stów  przechodzą do roztworów wodnych.

Powyższe reakcje można przy pomocy odpowiednich inhibitorów  od­
separować i wykazać ich zależność od specyficznych system ów enzym a­
tycznych. Zahamowanie reakcji fotosyntezy o wyższej kompleksowości 
nie wpływa na reakcje mniej kompleksowe i naodw rót hamowania pod­
stawowej reakcji, a mianowicie fotolizy wody ham uje wszystkie inne 
reakcje fotosyntezy. Amid jodooctanu i arseniny ham ują redukcję CO2 ,
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przy czym inh ib ito ry  te pozostają bez wpływ u na fosforylację fotosyn- 
tetyczną i na fotolizę wody. Błękit m etylenow y ham uje redukcję C 0 2 
i fosforylację fotosyntetyczną a nie w pływ a na fotolizę wody. Natomiast 
o-fenantrolina ham uje fotolizę wody i tym  samym fosforylację fotosyn­
tetyczną i redukcję C 0 2.

Jak  z tego w ynika fosforylacja i redukcja C 0 2 w izolowanych 
chloroplastach oparte  u swych podstaw  o fotolityczny rozkład wody, 
przebiegają niezależnie po 2 oddzielnych torach. Z jednej strony  produkty  
fotolizy łącząc się z powrotem  do cząsteczki wody, w ydzielają energię 
magazynowaną w  postaci pirofosforanowych wiązań ATP, a z drugiej 
redukując nukleotydy pirydynow e katalizują redukcję C 0 2 do węglo­
wodanów (rys. 8).

Porów nanie prac C a 1 v i n a  z badaniam i A r  n o n a nastręcza duże 
trudności, ponieważ w badaniach z chloroplastam i reakcje fotosyntezy 
przebiegają zupełnie niezależnie od procesów oddychania i od innych 
reakcji związanych z pobieraniem  tlenu. W fotosyntezie komórkowej 
natom iast reakcje redukcji i utleniania a więc fotosynteza i oddychanie 
są z sobą ściśle związane. Tym niem niej prace A r  n o n a  i współpracow­
ników udowodniły, że fotosynteza w s truk tu rach  podkomórkowych jest 
możliwa, co posiada duże znaczenie teoretyczne, ponieważ wiąże złożone 
reakcje in vivo  z badaniam i systemów modelowych.
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TOM II 1956 ZESZY T 4

BOLESŁAW SKARŻYŃSKI

Postępy badań w zakresie odżywiania, patologii 
i iminunochemii oraz chemii klinicznej

(Przegląd obrad sekcji XIII, XIV i XVI)

Przypuszczam, że spośród wszystkich 16 sekcji Kongresu Biochemicz­
nego w Brukseli, sekcje poświęcone chemii klinicznej i patologii chem icz­
nej skupiały stosunkowo najm niej biochemików czystej wody, ale sku­
piały równocześnie najw iększą ilość uczestników reprezentujących m argi­
nesowych użytkow ników biochemii, którzy zarówno^ na posiedzeniach, 
jak jeszcze bardziej w kuluarach, mieli możność wym ieniać swe poglądy 
dotyczące przede wszystkim  technicznych spraw  związanych z badaniam i 
chemicznymi przy łożu chorego i w  eksperym encie patologicznym na 
zwierzętach. W yjątkowo duży odsetek doniesień dotyczył szczegółów 
metodycznych, niejednokrotnie naw et mało ważnych lub też wiązał się 
z kazuistyką kliniczną. Niewiele może było doniesień, które reprezento­
wałyby otwarcie jakiegoś nowego odcinka badań i które posuwałyby tok 
badań wyraźnie naprzód. Ale za to charakter i treść tych doniesień 
pozwalały zorientować się dobrze w aktualnych najw ażniejszych i n a j­
częściej opracowywanych zagadnieniach w tych nieco marginesowych 
działach biochemii.

Oczywiście, podobnie jak i w obradach innych sekcji, tak i w  sekcji 
patologii chemicznej oraz chemii klinicznej osią obrad były  referaty  
poglądowe, stanowiące punkt wyjścia dla ciekawych i żywych dyskusji. 
Dwa takie refera ty  skupiły dokoła siebie zainteresowanych w zakresie 
patologii chemicznej i chemii klinicznej. Jednym  był refe ra t prof. bio­
chemii U niw ersytetu w Edynburgu, G. F. M a r r i a n a  „O oznaczaniu 
sterydów  w krw i i w moczu”. T ytuł drugiego programowego odczytu 
wygłoszonego przez H. H a r r i s a  z Biochem istry D epartem ent London 
Hospital Medical College, brzmiał: „Am inoacyduria u człowieka”.

Prof. M a r r i a n  jest zasłużonym badaczem na polu chemii s te ry ­
dów, odkrywcą estriolu i pregnandiolu w  moczu, a od lat kilkunastu  
w raz ze swym  sztabem  współpracowników zajm uje się opracowaniem
6 P o s tę p y  B io c h e m ii
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metod w ykryw ania, różnicowania i ilościowego oznaczania w moczu 
hormonów sterydow ych i ich metabolitów. Nic dziwnego, że odczyt jego 
wzbudził bardzo żywe zainteresowanie, a dyskusja, w skutek braku czasu, 
m usiała pozostać niedokończoną. Dla większości słuchaczy pracujących 
przeważnie w  laboratoriach klinicznych, tezy prof. M a r r i a n a  były 
do pewnego stopnia strum ieniem  zimnej wody. Wnioski, do jakich refe ­
ren t doszedł, dałyby się wyrazić następująco: do dzisiejszego dnia nie 
posiadamy żadnych napraw dę swoistych metod, k tóreby pozwoliły do­
kładnie określić w moczu pojedyńcze horm ony sterydow e z konieczną 
dokładnością. Nawet poszczególne grupy sterydów  dają  się w najlepszym  
wypadku oznaczać z błędem plus m inus 10-'-30°/o. Dlatego też prof. M a r -  
r i a n w yrażał się z pew nym i zastrzeżeniam i co do tego, czy istotnie 
można wyciągać daleko idące wnioski z wyników uzyskanych na pod­
stawie analizy sterydów  w moczu. W każdym  razie z naciskiem pod­
kreślił konieczność stosowania metod trudniejszych co prawda, nie na­
dających się do masowego rutynowego stosowania, ale bardziej precy­
zyjnych i podnosił wątpliwości co do większości metod używanych 
zwykle na klinikach. Zwrócił uwagę na poważne s tra ty  jakie powoduje 
powszechnie stosowana kwaśna hydroliza moczu w  celu rozkładu połą­
czeń sterydów  z kwasem  glikuronowym  i z kwasem siarkowym, pole­
cając gorąco zastąpienie tego sposobu postępowania użyciem oczyszcza­
nych preparatów  (3-glikuronidazy i sulfatazy. Mówił krótko o opracowa­
nych w Edynburgu przez jego zespół nowych, jakkolwiek bardzo 
żmudnych, m etodach ilościowego oznaczania estrogenów i pregnandiolu, 
które podobno mają być w najbliższym czasie opublikowane. Jego nasta­
wienie do problem u najlepiej ilustrow ały użyte przez niego słowa, 
wypowiedziane przez znanego chemika-endokrynologa, dr. G. P i n c u- 
s a. „Ilekroć myślę o wielu próbach opracowania prostych, a łatwych 
metod oznaczania w moczu estrogenów i 17-ketosterydów, tyle razy 
zastanaw iam  się nad tym, czy czas i. energia zużyta na te bezowocne 
i przynoszące rozczarowanie próby nie byłyby lepiej wykorzystane dla 
badań o wiele bardziej żmudnych, ale prowadzących do sposobów postę­
powania opartych na zdrowych przesłankach”. Zaznaczyć należy, że 
większość biorących udział w dyskusji, przyznających się zresztą otw ar­
cie do masowego stosowania inkrym inow anych przez M a r r i a n a  
metod, godziła się z referentem  w jego zasadniczych wnioskach.

Badania sterydów  w moczu są istotnie m odnym zagadnieniem, co 
znalazło wyraz w licznych doniesieniach dotyczących odpowiednich me­
tod i ich zastosowania. Oczywiście nie będę w ym ieniał wszystkich tych 
doniesień, zwrócę uwagę tylko na doniesienie F. J  a  y 1 e, O. C r e p y 
i F. M e s l i n a  z Paryża, którzy przedstawili metodę żmudną, ale robią­
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cą wrażenie dosyć precyzyjnej, oznaczania estrogenów i pochodnych 
progesteronu, w  'której tak  niebezpieczna hydroliza kwasem solnym  jest 
zastąpiona hydrolizą estrów  sterydów  za pomocą soku żałądkowego śli­
maka. P. L. M u n s o n  i współpracownicy z H arvard Medical School 
badali wydalanie androgenów, oznaczanych w moczu subtelną metodą 
biologiczną, u starców, kastratów  i u osobników z usuniętym i nadner­
czami stw ierdzając, że naw et u mężczyzn w podeszłym wieku pozbawio­
nych kory nadnercza jądra  produkują jeszcze pokaźne ilości androgenów. 
R. D. B u l b r o o k  w raz z towarzyszami z Londynu usiłował ustalić 
zależność między wydalaniem  estrogenów w moczu w różnych okresach 
cyklu m enstruacyjnego, a zmianami cytologicznymi w rozmazach 
z pochwy, nie znajdując zupełnie takiej zależności. Zdaniem tych badaczy 
tylko oznaczanie estrogenów w moczu może dać obraz poszczególnych 
faz cyklu m enstruacyjnego. J. W. H. L u g g  i J. M. B o w n e s s  
z Singapore oznaczali w ydalanie różnych frakcji ketosterydów  w moczu 
osobników należących do 6 różnych ras, do czego populacja M alajów 
stw orzyła dogodną sposobność. Znaleźli rzekomo pewne statystyczne 
korelacje, które m ają być znamienną cechą rasową, ale osiągnięte przez 
nich w yniki były w  dyskusji ostro krytykow ane.

R eferat H. H a r r i s a  o am inoacydurii u człowieka był gruntow nym  
i w yczerpującym  omówieniem dotychczasowego piśm iennictw a, dotyczą­
cego tego problem u. W przeciw ieństwie do prof. M a r r i a n a ,  referen t 
pom inął praw ie zupełnie stronę m etodyczną, zwracając tylko uwagę na 
duże trudności z jakim i połączona jest analiza składu aminokwasowego 
moczu, podkreślając, że właśnie dopiero zastosowanie wym ienników 
jonowych i dw ukierunkow ej chrom atografii bibułowej, a przede wszyst­
kim  chrom atograficznej analizy według S t e i n a  i M o o r  e ’a, otwo­
rzyło w ogóle możność ścisłego badania tego problem u. A problem  ten 
jest zaiste szczególnie ciekawy, o czym świadczyło niem al każde zdanie 
wypowiedziane przez referenta. Już sam skład ilościowy aminokwasów 
w moczu zdrowego człowieka, różny dla różnych osobników, ale charak­
terystyczny niem al dla każdego człowieka z osobna, jest w yrazem  stanu  
biochemicznego uw arunkow anego w ybitnie czynnikami genetycznymi. 
Niezależność składu aminokwasowego moczu od składu aminokwasowego 
krw i, niezależność od ilości i jakości pobieranych białek — to zagadnie­
nia, k tórych gruntow ne przebadanie wymagać będzie jeszcze długotrw a­
łych wysiłków.

P raktycznie ważne aspekty otw iera badanie składu aminokwasowego 
moczu w  w arunakch patologicznych, zwiększanie się ogólnej ilości w y­
dalanych aminokwasów, lub też wzmożenie wydalania jednego lub kilku  
tylko aminokwasów, a więc to co w  praktyce nazywam y am inoacydurią.

6* P o s tę p y  B io c h e m ii
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R eferent wyróżnia dwa typy am inoacydurii. Jeden, zwany przez niego 
„overflow am inoaciduria”, a więc am inoacyduria spowodowana nadm ia­
rem  aminokwasów w krw i krążącej, w ynikającym  z zaburzeń m etabo­
lizmu. Drugi typ — to am inoacyduria nerkow a, będąca następstw em  
upośledzenia resorpcji zwrotnej pewnych aminokwasów w kanalikach 
nerkowych, w ystępująca przy norm alnym  poziomie danego aminokwasu 
w  krw i. Do typu ,,overflow” am inoacydurii zaliczył referen t feniloketo- 
nu rię  oraz wydalanie am inokwasów przy schorzeniach wątroby. Do typu 
am inoacydurii nerkow ej zalicza: cystynurię, zespół Fanconiego, galakto- 
zemię oraz am inoacydurię w toku gnilca, krzyw icy i zatrucia ołowiem. 
Obszerne wywody referen ta  na tem at patologicznych am inoacydurii 
mogły uświadomić uczestnikom  zebrania w  całej pełni bardzo skąpy 
zakres wiadomości, jaki dotychczas posiadam y w  tej dziedzinie.

Problem  aminoacydurii, k tórem u poświęcony był dyskusyjny referat, 
nie znalazł jednak odpowiedniego w yrazu w doniesieniach oryginalnych. 
Z piśm iennictw a wiadomo, że zajm uje się tym  szereg pracowni w  Euro­
pie i w Stanach Zjednoczonych, ale najpraw dopodobniej badania idą, po 
przełam aniu trudności metodycznych, w  k ierunku  gromadzenia jak  n a j­
większej ilości m ateriału  pozwalającego na wyciąganie dalej idących 
wniosków. Odczytano tylko jedno doniesienie dotyczące tego problem u — 
T. H. J. H u i s m a n a  i J. H.  P. J o n x i s a  z kliniki pediatrycznej 
w Groningen, trak tu jące o wzmożonym w ydalaniu pewnych am inokw a­
sów (treonina, seryna, glicyna, lizyna i histydyna, a szczególnie tyrozyna) 
w  stanach niedoboru kwasu askorbinowego, lub w itam inu D. Autorowie 
są raczej skłonni przyjąć, że znane już dawniej wzmożone wydalanie 
tyrozyny i jej pochodnych w moczu dzieci z objawami gnilca jest spowo­
dowane nie tyle zaburzeniem  m etabolizm u tyrozyny, ile zaburzeniem  
zwrotnego w chłaniania tego aminokwasu i podobnych związków w kana­
likach nerkowych.

Zbliżonym do poprzedniego, ale odrębnym  zagadnieniem, jest spraw a 
w ydalania z moczem różnych bezazotowych kwasów organicznych. W to­
ku  Kongresu odczytano 4 doniesienia grupy pracowników szpitala Sal- 
pe triere  w Paryżu (J. i R .  N o r d m a n n ,  O. G a u c h e r y  i in.), k tóra 
opracowała chrom atograficzną metodę rozdziału tych kwasów, sposób 
ich jakościowego identyfikow ania na bibule, a wreszcie szczególną metodę 
potencjometrycznego miareczkowania w ypłuczyn poszczególnych plam  
chrom otograficznych. Autorowie francuscy w ykazują w  ten sposób 
w  moczu kwasy reprezentujące wszystkie ogniwa cyklu trójkarboksylo- 
wego, a poza tym  kwas mlekowy, szczawiowy, feniloacetyloglutam inę 
i szereg innych. U ludzi, k tórym  wlewano dożylnie roztw ór kwasu b u r­
sztynowego stw ierdzano następnie w  moczu znaczne wzmożenie ilości
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kwasów, biorących udział w cyklu K r e b s a  bez równoczesnego w zrostu 
ilości innych kwasów organicznych.

Elektroforeza bibułowa w swej klasycznej formie oraz w różnych 
nowszych m odyfikacjach stała się dziś metodą pospolitą w laboratoriach, 
znajdującą szczególnie częste zastosowanie w rozwiązywaniu problem ów 
klinicznych. Część nielicznych zresztą w toku Kongresu dem onstracji 
metod i doświadczeń wiązała się właśnie z elektroforezą bibułową, p rzy­
czyni zaznaczyć trzeba, że podkreślano jako osiągnięcia zabiegi metodycz­
ne dosyć naw et już pospolite, np. elektroforeza bibułowa ciągła była 
dem onstrow ana jako nowość, chociaż my w Krakowie posługujem y się 
nią od przeszło roku. K ilka doniesień oryginalnych, opartych na zasto­
sowaniu elektroforezy bibułowej dotyczyło oznaczania lipoproteidów 
surow icy w różnych stanach patologicznych. W szystkie one były cieka­
wym i przyczynkami, wszystkie jednak w skazywały również na to, że 
trzeba zebrać bardzo wiele m ateriału klinicznego, przebadanego w odpo­
wiedni sposób, zanim będzie możliwe wyciąganie jednoznacznych p rak ­
tycznych wniosków z ibadań przy pomocy elektroforezy bibułowej. Nie­
mniej zainteresowanie tym  sposobem podejścia do problem u biochemii 
miażdżycy jest wielkie i zdaje się wskazywać na to, że badania te idą 
po słusznej drodze.

Szereg doniesień wiązało się z problem em  biochemii nowotworów. 
W porównaniu z obfitością prac z tej dziedziny, jaką napotykam y w piś­
m iennictwie, udział doniesień z chemii onkologicznej w obradach K on­
gresu był raczej skrom ny i — co więcej — częściowo w yrażał się w  po­
w tarzaniu  znanych już doświadczeń, kończących się potwierdzeniem  
poprzednio uzyskanych wyników. Ale wśród tych doświadczeń zasługuje 
na uwagę kilka, ze względu na wTagę zagadnienia, lub też z uwagi na 
rozm iary w kładu doświadczalnego. W ymienię np. badania nad m etabo­
lizmem kom órek przeszczepialnego, tzw. „A cites-Tum or” E h r 1 i c h a  
u myszy. Jest to szczególnie dogodny obiekt dla badań biochemicznych, 
bo pozwala posługiwać się zawiesiną czystych, jednorodnych kom órek 
nowotworowych, wolnych od substancji międzykomórkowej. F. S e e l i c h  
i W.  W e i g e r t  z W iednia stw ierdzili ciekawe zjawisko, polegające 
na tym, że glikoza dodana do płynu odżywczego komórek Ascites-Tumor, 
zam iast wzmagać — ham uje oddychanie tych komórek, powoduje w ięc 
coś w rodzaju odwrotnego efektu P a s t e u r a - M e y e r h o f a .  Częścio­
we w ytłum aczenie tego zjawiska przyniosło doniesienie z pracowni 
prof. § o r m a w Pradze. W edług czeskich badaczy substratem  oddycha­
nia komórek Ascites-Tum oru jest nie glikoza lub glikogen, lecz kw asy 
tłuszczowe.

Ciekawym  było również doniesienie D. L. W o o d h o u s  e ’a z B ir­
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m ingham. Rozbudowując znaną już od kilku lat koncepcją M i l l e r ó w ,  
w edług której substancje rakotwórcze okazują swoiste powinowactwo 
do pewnych określonych białek komórki i swoiście wiążą się z tym  bia- 
kiem  elim inując je z norm alnych procesów metabolicznych, W o o d h o -  
u s e badał łączenie się różnych rakotwórczych i nierakotwórczych węglo­
wodorów arom atycznych z białkiem  skóry i wpływ różnych czynników 
na w ytw arzanie się tych połączeń.

E. B a  l i s  i D. V a n  P r a a g  z Nowego Jorku  badali włączanie 
znakowanych izotopowym węglem puryn  i pirym idyn w  obręb kwasów 
nukleinowych w przeszczepialnych tum orach. Stwierdzili oni, że rów no­
cześnie z przeszczepianiem przeprowadzane częściowe wycięcie w ątroby 
u szczurów nosicieli tum oru w yw iera poważny wpływ na tę zdolność 
w ykorzystyw ania gotowych układów pierścieniowych do budowy kw a­
sów nukleinowych. A utorzy spodziewają się wyciągnąć z wyników 
tych doświadczeń praktyczne korzyści przy leczeniu nowotworów an ty - 
m etabolitam i puryn  i pirym idyn.

M. R a p p o r t  i L. G r a f  z Nowego Jorku  wystąpili z doniesie­
niem  o serologicznych metodach wykazyw ania antygenów swoistych dla 
poszczególnych tkanek. Metoda opracowana przez referentów  nie wydaje 
się być prostą, przynajm niej dla mnie, niefachowca. W każdym razie 
posługując się tym  własnym  sposobem, referenci wykazali swoisty an ty ­
gen w tkance m ięsaka limfatycznego, różny od antygenów  6 innych 
norm alnych tkanek.

Dwa doniesienia dotyczyły w ystępowania nukleinaz z surowicy krw i 
ludzkiej. P. M e t a i s  i P.  M a n d e l  z Paryża oznaczali rybonuklei- 
nazę, stosując dosyć żmudną metodę chemiczną, polegającą ostatecznie 
na oznaczaniu widma puryn i pirym idyn w  świetle pozafiołkowym. 
Doszli do wniosku, że przeciętna zawartość tego enzym u w  krw i osobni­
ków  zdrowych wynosi około 60 ug/100 ml, przy czym nie stw ierdzili żad­
nej różnicy w  porównaniu z tą wartością w  surow icy osobników dotknię­
ty ch  różnymi schorzeniami. K. S c h r e i e r  i A.  R a s p e  z Heidelbergu 
oznaczali zm iany w  zawartości desoksyrybonukleinaz w surow icy krw i, 
dochodząc do wniosku, że w ahania w  zawartości tych enzymów pozwa­
lają ocenić tempo rożkładu jąder komórkowych. O tych dwóch donie­
sieniach wspominam szczególnie z tego powodu, że analogiczne bada­
nia — jakkolwiek oparte na użyciu bardziej prym ityw nych metod — 
przeprowadzane są również u nas w Polsce.

Mówiłem już o tym , że szereg doniesień odczytanych na sekcjach 
patologii chemicznej i chemii klinicznej dotyczyło zagadnień m etodycz­
nych. W związku z tym  zwrócę uwagę na to, że J. H. W i l k i n s o n
i  N. F. M a d a g a n  z Londynu podali metodę chromatograficznego w y­
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kryw ania trójjodotyroniny i tyroksyny w surowicy krwi. W odróżnieniu 
od znanych metod, 'które w ykryw ały oba te jodowane aminokwasy, po­
sługując się radioaktyw nym  jodem, badacze angielscy zastosowali dla 
w ykryw ania plam  jodowanych fenoli na bibule, 'katalityczny wpływ  tych 
związków na odbarwianie siarczanu ceru kwasem arsenawym . M etoda 
niew ątpliw ie nie jest prosta, ale możność wyelim inow ania pracy z p ro­
m ieniotwórczym  jodem w tego typu badaniach, może mieć pewne zna­
czenie.

Specjalnie zagadnieniom metodycznym był poświęcony duży refera t 
dyskusyjny P. G r a b a r a  z Paryża pt. „Badania mieszaniny białek przy 
pomocy analizy elektroforetycznej i im m unoelektroforetycznej w środo­
wisku o> charakterze żelu”. Referent przedstaw iał dosyć szczegółowo opra­
cowane przez siebie metody, które w zasadzie polegają na tym , że m iesza­
nina białek poddana jest elektroforezie w środowisku stabilizowanym  
przez agar lub gelozę. Po ukończeniu elektroforezy doprowadza się do 
dyfuzji surow icy odpornościowej przez w arstw ę żelu, w którym  zostały 
uprzednio rozmieszczone elektroforetycznie w odpowiednich miejscach 
poszczególne białka. Z chwilą, gdy surowica odpornościowa przebiegnie 
tę samą drogę jaką przebiegła m ieszanina Białek podczas elektroforezy, 
w miejscach w  których rozmieszczone są odpowiednie frakcje białkowe 
poswtają widoczne okiem strą ty  skutkiem  reakcji antygenu z przeciwcia­
łem. W edług G r a b a r a  ten sposób postępowania pozwala różnicować 
frakcje białek surowicy nie dające się wykazać przy pomocy klasycznej 
m etody elektroforezy -swobodnej lub bibułowej.

Poza tym  w sekcji patologii chemicznej wygłoszono kilka doniesień 
z zakresu immunochemii, na tem at których mógłbym wypowiedzieć się 
tylko na podstawie ich drukow anych streszczeń, i to z najdalej idącymi 
zastrzeżeniam i, ponieważ nie znam się na tych sprawach. Zdaje mi się, 
że najciekaw szym  z tego zakresu było doniesienie R. R. P o r t e r a
i J.  H u m p h r e y ’a z Medical Research Concil w  Londynie. Autorzy 
opracowali, opublikowaną zresztą niedawno, metodę frakcjonowego roz­
dzielania Y-globulinu na kolum nie wypełnionej celitem. Badając w ten  
sposób Y-globulin surowicy odpornościowej królika, skierowanej p rze­
ciw album inowi jaja  kurzego, wirusow i grypy i przeciw pneumokokom  
stw ierdzili, że swoiste przeciwciało w ystępuje w  dwóch różnych frakcjach 
Y-globulinu, i to początkowo tylko w jednej, a dopiero po dłuższym cza­
sie uodpornienia w drugiej frakcji. Poza tym  wspomnę o doniesieniu 
W. J. K u h n s a  i F. J. D i x o n a  z P itsburga, którzy badali k inetykę 
reakcji z toksyną i antytoksyną błoniczą człowieka, posługując się toksyną 
znakowaną prom ieniotwórczym  jodem. Wreszcie M. F. J a y l e  i G. 
B o u s s i e r  z Paryża kom unikowali o swych wyczerpujących badaniach 
nad  haptoglobiną, w ykazując jej m ukoproteidowy charakter.

http://rcin.org.pl



488 B . S K A R Ż Y Ń S K I [8]

Z dużym  zainteresowaniem  spotkał się refera t poglądowy pioniera 
stosowania izotopów w  badaniach biochemicznych, laureata Nobla, G. 
H e v e s y ’e g o ,  o efektach biologicznych energii prom ienistej. N iestety 
referat wielkiego uczonego spraw ił słuchaczom rozczarowanie. Nie wnosił 
on żadnych nowych, mało znanych faktów , ani nowych uogólnień po­
przestając na dosyć przejrzystym  i prostym  sform ułow aniu zasadniczych, 
znanych od daw na hipotez. Zresztą spraw y biologicznego działania energii 
prom ienistej dotyczyło kilka oryginalnych doniesień, z których na jba r­
dziej interesującym  był krótki refera t R. K o c h a  i U.  H a g e n a  
z Fryburga w Badenii. A utorzy zajm owali się znanym  już ochronnym 
działaniem  cysteam iny przeciw  skutkom  naśw ietlania ustro ju  prom ienia­
mi Roentgena. Fakt, że charakterystycznym  zaburzeniem  popromiennym  
jest zahamowanie procesów acetylacji w w ątrobie nasuwał przypuszcze­
nie, że istotą tych zaburzeń jest zniszczenie koenzymu A, którego rege­
nerację umożliwia wprowadzenie cysteam iny. W yczerpujące badania 
autorów wykazały, że jednak m echanizm  działania cysteam iny musi być 
odm ienny i że prawdopodobnie zaham owanie acetylacji w w ątrobie nie 
jest swoistym następstw em  działania energii prom ienistej, lecz towarzy­
szy również innym  stanom  ‘patologicznym.

W sekcji poświęconej nauce o odżywianiu dominowały dwa zagadnie­
nia: mechanizm pobudzania w zrostu niektórych zwierząt przez antybio­
tyki oraz problem w itam inu B i2 . P ierw szem u zagadnieniu poświęcone 
były dwa refe ra ty  dyskusyjne. Jeden z nich był wygłoszony przez zna­
nego witaminologa, E. L. R. S t o k s t a d a, kierow nika laboratorium  
naukowego znanego koncernu amerykańskiego Lederle, drugi przez 
naszego rodaka, dyrektora  In sty tu tu  naukowego m leczarstwa w  Reading 
pod Londynem, prof. S. K. K o n a.

Referat S t o k  s t a d a  był właściwie sum iennym  zebraniem  dotych­
czasowego piśm iennictwa, bez w kładu osobistych poglądów referenta. 
W najlepszym  w ypadku można dojść do wniosku po zapoznaniu się 
z tym  referatem  — że nie ulegający wątpliwości znaczny przyrost wagi 
u świń i u drobiu karm ionego z dodatkiem  różnych antybiotyków  oraz 
obserwowany przez niektórych autorów  m niej w yraźny przyrost wagi 
cieląt i szczurów w  tych sam ych w arunkach, należy w ytłum aczyć róż­
norodnym  m echanizmem. Zdaniem  S t o k s t a d a  w  rachubę wchodzi 
zahamowanie wzrostu drobnoustrojów  przewodu pokarmowego, produku­
jących substancje szkodliwe oraz wzmożenie w zrostu drobnoustrojów  pro­
dukujących różne w itam iny z grupy w itam inów  B. W rzeczywistości jed­
nak treść refera tu  S t o k s t a d a  wskazywała na rozliczne sprzeczności 
w  w ynikach doświadczeń różnych autorów  i świadczyła o tym, jak bar­
dzo rozległym polem dla przeróżnych hipotez jest problem  wpływu 
antybiotyków  na wzrost.
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O wiele bardziej zdecydowany charak ter i wyraźnie indywidualne 
oblicze cechowały referat dyskusyjny prof. K o n a .  Referent wychodził 
z założenia, że niem al z reguły młody drób i prosięta hodowane na fer­
mach znajdują się w  stanie pewnego rodzaju nie dających się klinicznie 
ująć zaburzeń, spowodowanych najróżnorodniejszym i utajonym i infekcja­
mi. Do tego wniosku dochodził prof. K o n  na podstawie licznych doświad­
czeń, polegających na przenoszeniu grup zwierząt z jednych klatek do 
drugich, na zamianie pomieszczeń i budynków  hodowlanych, na przeno­
szeniu zwierząt z jednej ferm y do drugiej. Antybiotyki usuwając owe 
infekcje powodujące subkliniczne zaburzenia wzmagają ogólny stan zdro­
wia zwierzęcia, ułatw iają pobieranie większej ilości pokarmów, lepsze 
W ykorzystywanie witaminów, — słowem, stw arzają w arunki um ożliwia­
jące m aksym alny wzrost zwierzęcia. Niemniej i to w łaśnie było szcze­
gólnie in teresujące — prof. K o n  nie w yklucza możliwości bezpośrednie­
go wpływu niektórych antybiotyków, a naw et ich produktów rozpadu, 
na metabolizm tkanek zwierzęcych. O takich możliwościach świadczą 
przytaczane przez referen ta wyniki doświadczeń różnych autorów, w e­
dług których wzmożony wzrost kur i świń można uzyskać przez dodawa­
nie do karm y penicyliny w różny sposób inaktyw ow anej, a nawet przez 
podawanie jednego ze składników penicyliny — penicylam iny. Wreszcie 
referen t przytoczył również nieopublikowane jeszcze, niezm iernie ciekawe 
badania grupy fizojologów am erykańskich z U niw ersytetu Notre Dame 
w Stanie Indiana, z R e y n i e r s e m  i L u c k e y e m  na czele. Jak  
wiadomo grupa tych badaczy specjalizuje się od lat w hodowaniu zwie­
rząt w  w arunkach idealnie aseptycznych. Okazało się, że drób hodowa­
ny  w tych w arunkach, nie posiadający w  przewodzie pokarmowym żad­
nej flory bakteryjnej, reaguje w yraźnym  wzmożeniem wzrostu na po­
dawanie drobnych dawek antybiotyków. Przem awiałoby to w każdym 
razie zdecydowanie przeciwko poglądom przew ażającym  w  omawianym  
poprzednio referacie S t o c k s t a d a ,  upatru jącym  istotę w pływu an ty­
biotyków na wzrost zwierząt w zmianie charakteru  flory bakteryjnej.

Zaznaczyć również należy, że wspom niany już R e y n i e r  z Uni­
w ersy tetu  Notre Dame, miał obszerny refera t o technice hodowania szczu­
rów  w  w arunkach aseptycznych, bardzo bogato ilustrow any przezrocza­
mi. Referat ten oczywiście nie nadaje się do streszczenia.

R eferaty  dyskusyjne S t o k s t a d a  i K o n a  w ysunęły problem  
w pływ u antybiotyków  na w zrost zwierzęcy na czołowe miejsce wśród 
tem atów , którym i zajmowała się sekcja nauki o odżywianiu, co jednak 
nie znalazło oddźwięku w doniesieniach oryginalnych. Jedno tylko takie 
doniesienie było przedstawione- przez L. Y. Q u i n n a z Iowa State Col­
lege w  Stanach Zjednoczonych. A utor prowadził doświadczenia z pro­
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siętami, do których karm y dodawano aureom ycynę, badał charak ter 
zmian flory drobnoustrojowej w toku eksperym entów, stw ierdzając w y­
bitny  spadek udziału enterokoków w populacji przewodu pokarmowego, 
a znaczny przyrost pleśni. Okazało się, że hodowle rozw ijających się 
w tych w arunkach pleśni produkują jakąś substancję, k tó ra  w ydzielana 
w stanie oczyszczonym wzmaga przyrost wagi prosiąt. Eksperym enty 
Q u i n n a przem aw iają więc raczej za słusznością hipotez u p a tru ją ­
cych przyczynę wzmożenia wzrostu po podawaniu antybioków w zmianie 
charak teru  flory jelitowej.

W doniesieniach oryginalnych podczas obrad sekcji nauki o odżywia­
niu ilościowo i jakościowo w ysuw ały się na pierwszy plan wyniki badań 
dotyczących w itam inu B i2. Z szeregu pracowni donoszono o uzyskaniu 
czynnika wewnątrzpochodnego C a s 1 1 e ’a w stanie daleko posuniętej 
czystości albo naw et — jak niektórzy tw ierdzili — w stanie zupełnie 
oczyszczonym. Do całkowitej czystości zdaje się słusznie pretendow ać 
p reparat czynnika wewnątrzpochodnego, uzyskany przez J. C. A n d r e -  
s e n a  i A. P.  S k o u b y  z Kopenhagi. O trzym ane przez tych badaczy 
białko wiąże cyjanokobalam inę w ilościach 18 ¡ig na 1 mg białkowego azo­
tu. Połączenie tego białka z w itam inem  B i2 zachowuje się w  w arunkach 
doświadczalnych jako zupełnie jednorodny związek o masie cząsteczkowej 
około 80 000. P repara t A n d r e s e n a  był badany w Reading przez 
H o l d s w o r t h a ,  k tóry  stw ierdził, że białko to jest m ukoproteidem  za­
w ierającym  28% cukrowców reprezentow anych przez jakąś heksozaminę, 
mannozę, galaktozę i fukozę. Analogiczne wyniki w  toku swych badań, 
zm ierzających do oczyszczenia wewnątrzpochodnego czynnika C a s 1 1 e ’a 
otrzym ał H. C. H e i n r i c h  z Ham burga. Jego preparat zaw ierający 15 ¡ig 
cyjanokobalam iny na 1 mg azotu białkowego badany był klinicznie, 
przy  czym zdecydowane efekty uzyskiw ano dawkami preparatu  zawie­
rającym i zaledwie 2 îg witam inu. P repara t otrzym any przez W i j m e n -  
g ę ze znanej w ytw órni holenderskiej Organon Oss zdaje się być mniej 
czystym  niż poprzednio omówione produkty. Wreszcie A. L. L a t n e r  
z New-Castle opisał otrzym any w  jego pracowni produkt, odpowiada­
jący czynnikowi wewnątrzpochodnemu, zachowujący się w toku chrom a­
tografii i przy elektroforezie jak związek jednolity, będący również m u­
koproteidem , ale m ający znacznie m niejszą masę cząsteczkową niż pre­
p a ra ty  H e i n r i c h a  i A n d r e s e n a .

In sty tu t K o n a  w  Reading w ystąpił również jeszcze z kilkoma in­
nym i doniesieniami, dotyczącymi w itam inu Bi2 . Badano w  doświadcze­
niach na kurczętach efekt fizjologiczny różnych odmian w itam inu B i 2 
uzyskanych z odchodów zwierzęcych względnie w hodowlach drobno­
ustrojów  z dodatkiem  pewnych metabolitów, k tó re  po wbudowaniu
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w cząsteczkę w itam inu zm ieniały w pewnym  stopniu jego strukturę . 
Te pochodne w itam inu B 12, których term inologia wciąż jeszcze jest nie­
ustalona, nie okazują żadnej aktywności biologicznej w  organiżmie 
kurczęcia, albo okazują aktywność znikomą w porównaniu z cyjano- 
kobalaminą. Gromadzą się w  w ątrobie zwierzęcia, ale w cyjanokobala- 
minę nie zam ieniają się. N iektóre z nich ujm owane dzisiaj w  grupę 
tzw. pseudowitam inów B i2  działają wprost jako antym etabolity  cyjano- 
kobalam iny u trudniając  jej wchłanianie z przewodu pokarmowego i gro­
madzenie się w wątrobie. K o n  i K. M. H e n r y  mówili również
0 pięknych doświadczeniach, przeprowadzanych na szczurach, mających 
na celu wyjaśnienie roli metabolicznej w itam inu Bi 2 . Trudno w kilku 
zdaniach przedstaw ić istotę tych doświadczeń polegających głównie na 
karm ieniu szczurów kazeinem  z różnymi dodatkam i, jak  np. homocy- 
steina, cholina, m etionina itd. W ¡każdym razie na podstawie tych sum ien­
nie przeprow adzanych a pomysłowych doświadczeń autorzy dochodzą 
do wniosku, że w itam in B i2 nie bierze żadnego udziału w  procesie trans- 
m etylacji, natom iast jest niezbędny dla w ytw arzania grup m etylowych 
z seryny lub glicyny. Do tego samego wniosku doszli również badacze 
am erykańscy B. C. J o h n s o n  i S. P.  M i s t r y  na podstawie do­
świadczeń przeprow adzanych z prosiakam i i kurczętam i, u których przez 
karm ienie dietą ubogą w cholinę wywoływano stłuszczenie wątroby.

Pozostałe oryginalne doniesienia w sekcji nauki o żywieniu dotyczyły 
różnych zagadnień i — moim zdaniem — nie wnosiły niczego szczególnie 
frapującego. Odczytano kilka doniesień dotyczących stosunkowo' za­
niedbyw anej dotychczas fizjologii w itam inu E. Między innym i P. L. D a y
1 J. D. D i n n i n g  z U niw ersytetu w A rkansas opisywali objaw y aw ita­
minozy E u Macaccus rhesus, pokrywające się na ogół z dobrze znanymi 
objawami tej awitam inozy u pospolitych zwierząt doświadczalnych. 
T. M o r r e  z Cam bridge opisywał doświadczenia, w których udawało 
się usuwać objaw y porażeń m ięśniowych u szczurów pozbawionych 
w itam inu E przez podawanie błękitu metylenowego. Inne zaburzenia 
charakterystyczne dla awitam inozy E nie ustępow ały po błękicie m etyle­
nowym. Pokryw ałoby się to z poglądem upatru jącym  w tokoferolu 
czynnik antyoksydacyjny dla pewnych składników mięśni.

Wreszcie zootechników zainteresować mogły doniesienia H. H i 11 a
i W. P r i n z a  z Hannow eru, którzy przedstaw ili wyniki rozległych, 
system atycznych doświadczeń, przeprowadzanych na bardzo bogatym 
m ateriale, zmierzających do wykazania różnic w składzie białkowym 
organizm u świń karm ionych wyłącznie białkiem  roślinnym  i karm ionych 
z dodatkiem  mąki rybnej. U świń odżywianych wyłącznie białkiem 
roślinnym  zaznacza się w ybitny spadek zawartości suchej substancji
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azotowej w mięśniach i w wątrobie, a szczególnie duży spadek zaw ar­
tości takich aminokwasów, jak tryptofan, izoleucyna i m etionina.

Zdaję sobie sprawę z tego, że przedstawiona przeze mnie treść obrad 
trzech sekcji Kongresu biochemików może zaledwie w znikomym stopniu 
zobrazować ich istotną wartość. Sądzę, że jednak już to co przedstaw iłem  
wystarczająco ilustru je  różnorodność poruszanej problem atyki, przybie­
rającą czasami charakter chaosu. Zdaje mi się, że nie popełnię błędu, 
jeżeli powiem, iż obrady tych trzech sekcji, o których mówiłem, nie 
mogły się poszczycić takimi, niemal sensacyjnym i momentam i, jakimi 
były refera ty  o fotosyntezie, o syntezie białek, o .cyklicznych pepty- 
dach itd. wygłoszone w  innych sekcjach. Żadne z doniesień oryginalnych 
nie wniosło niczego specjalnie nowego i żaden z pośród referatów  
dyskusyjnych nie mógł być źródłem przeżyć dla słuchaczy. M ateriał 
jednak był wystarczająco bogatym źródłem najprzeróżniejszych dyskusji, 
przebiegających głównie nie na salach obrad, ale w kuluarach. Zdaje się, 
że te właśnie dyskusje były najciekawsze, najwięcej dające trw ałych 
wartości uczestnikom, ale tych dyskusji oczywiście nie da się zreferować.
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T OM II 1956 Z ESZY T 4

PIOTR P. SŁONIMSKI

Adaptacja procesów oddechowych: rozwój układu 
heinoproteidowego, indukowanego przez tlen*'

Układ hem oproteidowy jest układem, k tóry  spełnia rolę narzędzia 
w końcowych procesach utleniania w  komórce; wartość jego jest nie­
w ątpliw a. Ponieważ nie można stworzyć tego narzędzia, zadowolmy się 
próbą w yjaśnienia, w jaki sposób kom órka je tworzy.

Oddychanie praw ie wszystkich komórek, 'które żyją w atmosferze 
powietrza jest katalizow ane przez enzym y, należące do układu W a r -  
b u r g a - K e i l i n a  (1-3). Prawdopodobnie nigdy nie dowiemy się, jak 
wśród świata żyjących rozwinął się układ, k tó ry  pozwala na zużytkowa­
nie O2 jako akceptora elektronów . Może w przyszłości dowiemy się, jak  
kom órka tw orzy hem oproteidy, wchodzące w skład układów oddecho­
wych. Tem atem  mego refera tu  będzie tworzenie układu oddechowego, 
indukowanego przez O2 u drożdży.

Drożdże, w odpowiednim środowisku, rosną praw ie równie dobrze 
w  w arunkach tlenowych, jak i w  w arunkach beztlenowych (4, 25, 26). 
Hodowane w  obecności O2 , drożdże posiadają układ enzymów oddecho­
wych niewiele różniący się np. od takiego samego układu w mięśniu 
sercowym. Te same drożdże, hodowane przez jeden dzień w nieobecności 
O2, nie posiadają enzym ów oddechowych i w  konsekwencji nie oddycha­
ją. 0 2 indukuje tworzenie się układu hemoproteidowego, k tóry  może się 
form ować naw et w tedy, gdy nie zachodzi podział komórkowy. W trakcie 
tego refera tu  będę nazywał „adaptacją procesów oddechowych” całość 
rozwoju, indukowanego przez 0 2, którego głównym wynikiem  jest zwięk­
szenie szybkości zużycia tlenu. Będę używał określenia „indukowana 
biosynteza” (5), mówiąc o poszczególnych hemoproteidach. Ograniczę 
analizę tego zjawiska do przypadku drożdży, gdyż zjawisko na tym  m a­
teriale zostało najlepiej poznane (6— 26). Możliwe, że to same zjawisko 
zachodzi także i w innych ustrojach, które mogą żyć w obecności lub 
w  nieobecności powietrza (27— 30).

*) Autoryzowany przekład odczytu wygłoszonego na Kongresie w Brukseli. 
Tłumaczyła Alina Linde (Red.).
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Opis zjaw iska
Fakt, że adaptacja procesów oddechowych może odbywać się w tedy, 

gdy nie ma źródła azotu poza komórką, dającego się asymilować tzn. 
wtedy, gdy nie ma wzrostu, — fakt ten ogromnie u łatw ił badanie tego 
zjawiska. Drożdże, hodowane przeważnie w nieobecności 0 2 (drożdże 
beztlenowe) zawiesza się po prostu w buforze, zawierającym  źródło 
energii i węgla (np. glukozę) i przew ietrza się (rys. 1).

Rys. 1. Adaptacja procesów oddechowych. Drożdże, hodowane w warunkach tleno­
wych (białe kółka) lub beztlenowych (czarne kółka), wymywa się, zawiesza w  bu­
forze i przewietrza. Na początku przewietrzania, tzn. 20 min. przed rozpoczęciem  

pomiarów manometrycznych dodaje się glukozę w stężeniu 0.007M.

Szybkość oddychania w zrasta w danym  czasie, gdy tymczasem w p rzy ­
padku drożdży hodowanych w w arunkach tlenowych — pozostaje stała. 
Tak jak  m iarą oddychania jest jego szybkość (d0 2) dt, jednostki Q o2 =  
=  [d 0 2/mg. suchej masy/godz), tak m iarą adaptacji procesów oddecho­
wych jest szybkość tej adaptacji (d-0 2/d t2, jednostki A o , =  [d0 2/mg. 
suchej m asy/godz2) A zatym  Ao, jest m iarą przyspieszenia Qcx. W artości 
Qo2 drożdży adaptowanych i niezadaptow anych wynoszą odpowiednio 
7 + 3 i 150 + 10, a wartości Ao, mogą zmieniać się zależnie od w arunków  
doświadczalnych od 0 do 30.

Enzymy, indukowane przez tlen

Do badań należy drożdże rozetrzeć a następnie badać czynności enzy­
matyczne ekstraktów  ogólnie przyjętym i m etodami (tab. 1). Tabela 1 nie 
pozwala nam  na porów nanie wartości enzymów tej samej hodowli droż­
dży, lecz tylko czynności enzym atycznych dwóch różnych hodowli 
drożdży. Stosunek czynności enzymatycznych dla większości enzym ów 
odpowiada stosunkowi stężenia białek enzym atycznych w  nieuszkodzo­
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nych komórkach, zarówno adaptow anych, jak i niezadaptowanych. Argu­
m enty, które przem aw iają za taką in terpretacją były omówione gdzie­
indziej (18, 25). N iektóre z czynności enzym atycznych, podanych w tab. 1 
przedstaw iają układy złożone z conajminiej dwóch różnych białek 
(31—33), co powoduje wzrost ilości enzymów, wchodzących w skład 
układu adaptacji procesów oddechowych. Trudno jest zorientować się, 
z przyczyn oczywistych, czy niewielkie wartości czynności enzym atycz­
nych nieadaptow anych drożdży odpowiadają rzeczywiście tym  czyn­
nościom, czy też należy je przypisać nieswoistym procesom oksydo-re- 
dukcyjnym . Szczególnie duży wysiłek poświęcono badaniu oksydazy cyto­
chromu c. Zawartość tego enzym u w  komórce odpowiada w artości m niej­
szej niż 1/200 jego stężenia w  przypadku drożdży zadaptowanych.

Mimo to, że tlen powoduje tworzenia się całego układu poly-enzym a- 
tycznego, poszczególne biosyntezy nie są jednoczesne (rys. 2).

Rys. 2. Wzrost poziomu trzech enzymów hemoproteidowych w ciągu adaptacji 
procesów oddechowych. Adaptacja w obecności glukozy 0.007M.

Biosynteza oksydazy cytochromu c oraz prawdopdobnie cytochrom u c 
zachodzi jednocześnie z całkowitą adaptacją procesów oddechowych. 
Te dwa enzym y są zatem czynnikam i ograniczającym i wzrost Qo3 całej 
komórki, co zgodne jest z pom iaram i ich liczby obrotów in situ  (34,3). 
Natom iast wydaje się, że przeciwnie reduktaza bursztynowo-cytochro- 
mowa (c) nie bierze aktywnego udziału w oddychaniu, gdyż wzrost jej 
czynności ró:wna się 0, w przedziale, w którym  Qo2 w zrasta od 5 do 50 
(rys. 2).

Jasnym  jest także, że układ kwasów tró j karboksylowych u drożdży 
nie jest wyłącznie częścią przem iany tlenowej (tabl. 1). W yniki dostar­
czone przez badanie adaptacji procesów oddechowych potw ierdzają dane, 
otrzym ane metodami zupełnie niezależnym i (3,35).
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T a b l i c a  1

Enzymy, utworzone w czasie adaptacji procesów oddechowych

E n z y m
Aktywność drożdży

niezadapto- adapto­
wanych wanych

Wzrost
aktywności

Oksydaza cytochromu c (jxl. 0 2/godz.) < 1 OO O >  200 x
Peroksydaza cytochromu c (jedn.cf.23) <0,03 1,6 > 50 x
Katalaza (cf.22) <0,3 10 > X0co

Cytochrom c (mol x 10_1°) około 0,1 1,8 około 20 X
Reduktaza mlekowo-cyt. c ((Jtl.H2/godz.) „ 0,5 25 >5 50 x

,, a-glicerofosforano-cyt. c (¡j.l.H2/godz.) < 0,2 12 > 50 x
DPNH-cyt. c ([xl.H2/godz.) około 1,6 64 około 40 x

„ bursztyno-cyt. c ([¿l.H2/godz) „ 0,3 13 V 40 x
Akonitaza ([xl. cis-akoninian./godz.) 5 96 20 x
Fumaraza ([¿1. fumaran/godz.) 120 800 7 x
Dehydrogenaza jabłkowa (DPN) ([¿1. H2/godz.) 20 110 6 x
Dehydrogenaza izocytrynowa (DPN) (¡jlI. H2/godz.) 7 20 3 x
Dehydrogenaza alkoholowa (DPN) (fi.1. H2/godz.) 83 35 0,4 x

Rozwojowi czynności enzym atycznych podczas adaptacji odpowiada­
ją zmiany spektroskopowe, które można zauważyć bezpośrednio na ży­
wej komórce. Widzimy, jak zjaw iają się cytochromy a, as, b i c, n ie­
obecne w drożdżach, hodowanych w w arunkach tlenowych. Hemochro- 
mogeny rodzime, typu bi i a i obecne w drożdżach, hodowanych w w a­
runkach beztlenowych znikają w  miarę, tworzenia normalnego układu. 
Ani rola tych beztlenowych hemochromogenów, ani ich udział w bio­
syntezie cytochromów norm alnych nie jest jasny. Prawdopodobnie są 
one prekursoram i grup heminowych, lecz nie wiadomo, czy wchodzą 
w  skład utworzonych apoenzymów. Adaptacji procesów oddechowych 
towarzyszy stosunkowo mało zmian w  całkowitej zawartości hemin, 
a dodatek feroprotoporfiryny nie wpływa na szybkość tej adaptacji. Na­
leży więc w yraźnie rozróżniać zmiany w budowie enzym ów oddecho­
wych, wyw ołanych przez spadek hem in (36— 39). Nie należy z tego 
jednak wnioskować, że hem iny nie grają żadnej roli w mechaniźmie in ­
dukowania zapomocą O2 lub w  biosyntezie apoenzymów heminowych.

Biosynteza hemoproteidów indukowana przez O2 dotyczy przede 
wszystkim  części białkowych enzymu. Związki analogiczne aminokwasów, 
jak  np. p-fluoro-fenyloalanina (40) ham ują adaptację procesów odde­
chowych (rys. 3) oraz ham ują tworzenie katalazy  (22).

Później okaże się, w jaki sposób adaptacja procesów oddychania 
zależna jest od obecności puli aminokwasów wew nątrzkom órkowych. 
Z danych, że biosyntezie enzymów oddechowych nie towarzyszy odpo-
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wiedni wzrost ogólnej ilości białek komórkowych należałoby wniosko­
wać, że albo suma wszystkich utworzonych enzymów jest o około 2°/o

4 Czas (godzj
| Dodatek

Rys. 3. Hamowanie adaptacji procesów oddechowych, wywołane przez związek 
analogiczny aminokwasu (p-fluoro-feny-loalanina 0,009M). Zniesienie hamowania 
przez homolog (1-fenyloalanina 0.009M).Adaptacja w obecności glukozy 0.17M.

m niejsza od ilości białek, co jest bardzo mało prawdopodobne, albo, 
że jednocześnie m ają miejsce rozpady uzupełniające niedobór.

Swoistość indukcji tlenem

W śród licznych akceptorów elektronów  i wodoru, mogących utlenić 
część układu oddechowego, żaden nie jest w stanie zastąpić tlenu  w  jego 
możliwościach indukow ania adaptacji procesów oddechowych. Oczywiście 
można sądzić, że biosynteza katalazy i peroksydazy cytochromu c nie jest 
indukow ana przez tlen cząsteczkowy, lecz przez nadtlenki, które tworzą 
się w  obecności tego enzymu. Możnaby było rozstrzygnąć ten problem, 
używ ając jako induktorów  nadtlenków  w  w arunkach beztlenowych. 
Pierw sze próby poczynione w  tym  kierunku nie dały  wyników, pozwala­
jących na jakieś wnioski.

Możliwe, że rozwój całego układu hemoproteidowego da się w y tłu ­
maczyć szeregiem indukcji — tlen indukow ałby biosyntezę oksydazy 
cytochrom u c, oksydaza cytochrom u c biosyntezę cytochrom u c, k tóry  
z kolei indukow ałby tworzenie reduktazy cytochrom u c itd., zgodnie

7 P o s tę p y  B io c h e m ii
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z koncepcją kolejnych adaptacji (41, 42). Łańcuch indukcji szedłby tą 
samą drogą, co przenoszenie elektronów  i wodoru podczas oddychania, 
lecz w  odw rotnym  kierunku. W tedy, gdy proponowałem tę in te rp re ­
tację, nie można było przy jej pomocy wytłum aczyć roli indukcyjnej 
tlenu w procesie biosyntezy cytochrom u c w  przypadku odm iany drożdży, 
pozbawionych oksydazy cytochromu c (18). Ostatnio tę hipotezę podjęto 
na nowo, wykazując, że O2 indukuje u tej odm iany peroksydazę cyto­
chrom u c (23).

Scalenie adaptacji procesów oddychania w metabolizmie

Enzym y oddechowe mają kluczową czynność. Należy więc oczekiwać, 
że ich rozwój będzie ściśle powiązany z m etabolizmem  komórki. Jak  
i wszystkie biosyntezy, tak i adaptacja procesów oddechowych wymaga 
energii i m ateriałów  budulcowych. Omówimy najpierw  osobno te dwa 
czynniki, a później zbadamy ich współdziałanie.

Związek między działaniem a biosyntezą hemoproteidów

Problem  ten można najp ierw  postawić w następujący sposób: czy 
czynność katalityczna enzym ów oddechowych jest niezbędna przy ich 
form ow aniu? Jeśli odpowiedź jest przecząca, należy inaczej problem  
postawić: czy czynność katalityczna enzymów oddechowych wpływa na 
ich tworzenie? W pierwszym pytaniu  należy rozróżnić dwie przeciw staw ­
ne hipotezy, jedną, k tóra mówi, że rozwój układu hemoproteidowego 
jest spowodowany sam ym  procesem  oddychania, i drugą, która zakłada, 
że rozwój ten  jest spowodowany przez Oo. Zadając drugie pytanie chcieli­
byśm y się dowiedzieć, jak oddychanie wpływa na biosyntezę enzymów, 
za oddychanie odpowiedzialnych.

Czynność katalatyczna nieuszkodzonych drożdży i ekstraktów  bez- 
kom órkowych jest ham ow ana do połowy azydkiem sodu w stężeniu 
1,1 X10~ 6 M. Aby natom iast zahamować indukow ane tworzenie katalazy, 
należy dodać 500— 1000 razy więcej azydku. K atalaza, której czynność 
enzym atyczna została zredukow ana do 99% lub więcej jest syntetyzow a­
na tak, jak  enzym, k tóry  nie został zaham owany (24).
Podobny w ynik  daje hamowanie adaptacji procesów oddechowych oraz 
biosyntezy oksydazy cytochrom u c przy pomocy KCN. Cjanek ham uje 
działanie enzym ów oddechowych drożdży (hamowanie w 50% przy stę ­
żeniu 5X10“ 6 M (43). Trzeba dodać conajm niej 100 razy  więcej inh ib i­
tora, by  obniżyć do połowy adaptację procesów oddychania. Oksydaza 
cytochrom u c, której aktyw ność jest zmniejszona o 95% jest norm alnie
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syntetyzowana. Prawdopodobnie ham ujące działanie KCN na adaptację 
procesów oddechowych jest pośrednio wynikiem  zmian w ogólnym m eta- 
boliźmie.

Wyniki, tyczące ham owania czyności katalitycznej hemoproteidów, 
wskazują na możliwość, że ta czynność nie jest koniecznym  w arunkiem  
ich biosyntezy. W przypadku indukowanych hydrolaz dochodzi się do 
tego samego wniosku, używając innego typu doświadczeń uzupełniają­
cych (44—46). Jest bardzo ważny wniosek, gdyż w  jego świetle okazuje 
się, że hipoteza o tworzeniu enzymów przez indukcję, oparta  poprostu na 
ich czynności katalitycznej jest mało prawdopodobna (47). Trzeba jednak 
pam iętać o dwóch następujących względach: a) szybkość, z którą enzym  
działa na substra t jest eonajm niej 1000 razy większa, niż szybkość z k tó ­
rą kom órka ten enzym  tworzy. Inaczej mówiąc, gdy kom órka utw orzyła 
jednostkę enzym u, którego czynność została zredukow ana do 99%, ta 
jednostka powiększyła 10 razy odpowiednią czynność katalityczną. Jest 
zatem  rzeczą bardzo trudną, jeśli nie niemożliwą, podać doświadczalny 
dowód na tworzenie enzym u nieczynnego, b) czynność katalityczna enzy­
mu indukowanego ma pierwszorzędne znaczenie w natu ralnej selekcji 
układu tworzącego ten enzym. Jeżeli czynność katalityczna nie jest po­
trzebna w ontogenezie enzym u, to była ona konieczna w jego filogenezie.

Dodajmy w końcu, że adaptacja procesów oddechowych może być 
zmieniana bez naruszenia czynności enzym ów oddechowych. Jest to 
oczywiste, gdyż pierwszy proces jest dużo bardziej złożony, niż drugi.

W następnych rozdziałach okaże się jak czynność enzym atyczna hem o­
proteidów  oddechowych wpływa na ich rozwój.

W zasadzie energia, potrzebna do biosyntezy hem oproteidów może 
być dostarczona albo przez metabolizm procesów oddechowych albo przez 
m etabolizm procesów ferm entacyjnych. Przypuśćm y, że m ateriały  bu­
dulcowe znajdują się w nadmiarze, i że szybkość adaptacji procesów od­
dechowych jest proporcjonalna do udziału energii dającej się użyć do 
biosyntezy:

Energetyka adaptacji

Ac>2 Ki » dt
1 d energii

=  K2 Qo2 +  K3 fermentacja

f o r m p n ł a p i u

p o w ietrze
(i)

fermentacja

Czy można sprawdzić słuszność tego rów nania i określić w artość stałych 
K \ ,  K2, i K 3?

http://rcin.org.pl



500 P. P . SŁ O N IM SK I [8]

Jeżeli źródłem energii będzie jedna substancja, która jest metabolizo­
w ana wyłącznie na drodze procesów oddechowych, wówczas z rów na­
nia (1) wynikałoby, że rozwój adaptacji procesów oddechowych w ciągu 
pewnego czasu odpowiada krzyw ej w ykładniczej. Doświadczenia prze­
prowadzone z dodatkiem  octanu i etanolu  w ykazują, że tak jest rzeczy­
wiście. Należy zwrócić uwagę na to, że kom órki w  w arunkach tlenowych 
oddychają z dodatkiem  octanu lub etanolu  z taką samą szybkością, jak 
z dodatkiem  glukozy (rys. 4A).

Natomiast komórki, hodowane w  w arunkach beztlenowych z do­
datkiem  samego etanolu adaptują się wolno. Dodanie małej ilości glu­
kozy bardzo szybko zużywanej, a wobec tego niew ystarczającej na to, 
by sama zapewniła oddychanie pozwala na adaptację i oddychanie z do­
datkiem  etanolu (rys. 4B).
Ten efekt bodźcowy tłum aczy się w kładem  energii podczas zużycia glu­
kozy. Szybkość oddychania, zwiększona dzięki tej energii staje się w y-

Etanol 0,2 M

Rys. 4. A — Oddychanie drożdży, hodowanych przeważnie w warunkach tlenowych 
z dodatkiem etanolu i glukozy. B — Adaptacja procesów oddechowych w przypad­
ku samego etanolu i w przypadku etanolu z dodatkiem niewielkiej ilości glukozy.

starczającą na to, by zapewnić adaptację której przebieg w yraża się 
linią prostą w stosunku do czasu. Doświadczenia, wykonane z substra- 
tami, które nie ulegają ferm entacji, zgadzają się z rów naniem  (1) i po­
tw ierdzają pogląd o zależności między czynnością metaboliczną enzym u 
i jego biosyntezą (48). Ta zgodność jest tylko jakościowa i nie daje 
liczbowych wartości stałych K 'i , K 2, K 3.

Układ o „podwójnej adaptacji” pozwala na dowód ilościowy. Ponieważ 
jego zasada da się w  różnych przypadkach zastosować, a w ykonanie
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doświadczalne jest bardzo proste, wydaje mi się, że należy to szczegóło­
wiej omówić. W eźmy drożdże, hodowane w  w arunkach beztlenowych na 
glukozie i w ystaw m y je na powietrze, używając maltozy (lub galaktozy) 
jako jedynego źródła energii. Ich Qo2 i Q£,QWietrze ferm entacji są na po­
czątku nieduże <C 10). Drożdże nie są adaptowane podwójnie, ponieważ 
nie posiadają ani enzymów oddechowych, ani enzymów potrzebnych do 
ferm entacji cukru („galaktozym azy” lub „m altozym azy”). Są to enzymy, 
powstające przez indukcję i ich biosynteza wym aga energii, którą może 
dostarczyć oddychanie albo ferm entacja (49). W przypadku, gdy energia 
jest czynnikiem  ograniczającym , rozwój podwójnej adaptacji może być 
porów nany do wspinaczki ¡na linie dwóch alpinistów: biosynteza hemo- 
proteidów  pociąga za sobą biosyntezę hydrolaz i odwrotnie. Dodajmy, że 
doświadczenia kontrolne wykazały, że komórki w w arunkach beztleno­
wych lub tlenowych zawierające maltozymazę syntetyzują cytochromy 
i oddychają przy użyciu maltozy tak, jak przy użyciu glukozy. Początko­
wy dodatek glukozy, k tóra może ferm entować odrazu przyspiesza 
adaptację (rys. 5), jak  również w przypadku etanolu (rys. 4B). Zm ienia­
jąc ilości dodanej glukozy zm ieniają się w momencie „stanu krytycz­
nego” (patrz dalej) trzy  czynniki A0a, Q0i, i Q p o w ie tr z e  ferm  Xe trzy  
czynniki są powiązane między sobą rów naniem  (1), które można wyrazić 
w następującej formie:

A o, K 2 K 3 QP°wietrZeferm .
-----=  —  +  —  --------------  (la)
Q o 2 K x K t Q o2

Jak  widać, jest to równanie prostej, w którym  stosunek A0J Q 0, jest 
funkcją liniową stosunku Qp°wietrze ferm ./Q0i- Aby oznaczyć stosunek K 2/K 3 
w ystarczy podzielić wartość liczbową rzędnej w punkcie przecięcia 
się prostej z tą osią przez kąt nachylenia prostej. Analiza statystycz­
na 17 adaptacji pobudzonych przez glukozę na maltozie, galaktozie i e ta­
nolu wskazuje na to, że wyniki doświadczalne tworzą prostą, której 
współczynnik regresji jest bardzo znam ienny (P O.OOl); że optym alna 
w artość stosunku K 2/K 3 jest 5, a jej granice wynoszą 4.1 i 6.1 (P =  0.05). 
W ydaje się, że można wobec tego wnioskować, że równanie zostało 
sprawTdzone doświadczalnie tzn., że szybkość adaptacji procesów od­
dechowych jest proporcjonalna do energii, dostarczonej i że oddychanie 
i ferm entacja są procesami wym iennym i, z tym  jednak, że jedna objętość 
zużytego tlenu daje 5 razy więcej energii, niż jedna objętość CO2, uwol­
nionego w czasie ferm entacji.

W ynik ten pozwala na sform ułow anie pewnych ważnych wniosków. 
S tała K 3 może być obliczona z ogólnego rów nania ferm entacji alkoholo­
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wej. Jeśli przyjm iem y, że energia zużyta na syntezę hem oproteidów po­
chodzi z wiązań fosforowych bogatych energetycznie, i że mamy:

C6H;2Oa +  2 ADP +  2P 04 =  2CŁH,OH +  2CO, +  2 ATP (2)

otrzym am y, że K 3 =  0.0446 (moli ~  P /litry  C 0 2), K 2 =  0,0446 X 5 =
— 0.224 moli ~  P /litry  C 0 2). Ogólny bilans całkowitego utlenienia glu­
kozy przez drożdże przedstaw ia się jak następuje:

C6H12Os +  6 Oa +  30 ADP +  30 P 0 4 =  6 C 02 +  6 HaO +  30 ATP (3)

W ydaje się, że utlenienie glukozy jest energetycznie 15 razy  bardziej 
wydajne, niż ferm entacja, a ogólny stosunek ~  P/O w przypadku fosfo­
rylacji z utlenieniem  wynosi około 2.5. O ile wiem, to po raz pierwszy

Rys. 5. Podwójna adaptacja, pobudzona przez glukozę. Szybkość oddychania — 
czarne kółka; szybkość fermentacji — kółka białe.
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można było ustalić zależność między szybkością dwóch metabolitów: 
w w arunkach tlenowych i beztlenowych, w komórce nieuszkodzonej oraz 
ilościowo wykazać ich równowartość i wyprowadzić stąd następstw a 
energetyczne. Zgodność danych otrzym anych w  ten sposób in vivo, 
z założeniami term odynam icznym i oraz z. bezpośrednimi pomiarami p ro­
cesów fosforylacji z utlenieniem  w  wyciągach bezkomórkowych jest w y­
soce zadawalająca. — A  F reakcji (2) i (3) są 56 Kcal i 700 Kcal (sto­
sunek około 13), a stosunek doświadczalny ~  P/O w przypadku u tlen ie­
nia pyrogronianu in vitro wynosi między 2 i 3 (50).

Znając K^ można porównać adaptację procesów oddechowych ze 
wzrostem. Jedno pokolenie drożdży rośnie w ciągu fazy logarytmicznej 
w średnim  czasie około 2.2 godziny w  w arunkach beztlenowych oraz 
1,6 godz. w w arunkach tlenowych.
Intensywność procesów m etabolicz­
nych w tych w arunkach zapewnia 
stan od 20 —230 [xM ~  P/m g suchej 
masy/godzinę. Inaczej mówiąc two- 2o 

rżeniu lmg suchej m asy protoplazm y 
w ciągu 2 godzin odpowiada udział 
energetyczny rzędu 60 ¡iM ~  P. Lub %O
też, adaptacja procesów oddecho- ^  
wych, która zachodzi bez wzrostu, ^  
wymaga dla swojej m aksym alnej 
szybkości udział rzędu 20 jxM ~  P 
w ciągu 2 godzin. Stanowi ona za­
tem proces bardzo nieekonomiczny 
z punktu  widzenia wydatkowania o ' z ‘ * ‘ e ' 8 ' ¿ ^ 
energii komórki. Należy zanotować E n e r g i a  (u M o l e  ~P/mg suchej m asy/ godz)

jednak, że K 'i nie jest stałą energe- Rys. 6. Zależność między szybkością 
tyczną syntezy hem oproteidów od-

g-■o

Adaptacja procesow oddecho - 
wych pobudzona przez glukozą 

Z :

A v  maltozy 
• galaktozy 
°  etanolu

40 120 160 200

ferm i 5 0Ol

ziomem energetycznym metabolizmu. 
Wartości Q0 ,, Q£°YietrZe fermentacji 
i Ą są zmierzone; poziom energe-

dechowych w ścisłym znaczeniu (Ki),
lecz jest wartością przybliżoną, dużo
większą. Procesy metaboliczne zwią- tyczny jest obliczony, zakładając, że 

, ,, . Ka =  0,0446 umoli P/mg suchej ma­
zane z tą  syntezą odbywają się ciągle ' sy/godz.
i zużywają energię. Krzywa regresji,
k tóra pomogła nam  oznaczyć K 'i (rys. 6) wskazuje tylko na to, że in­
tensyw ność tych procesów jest proporcjonalna do szybkości adaptacji 
procesów oddechowych. Dodajm y jeszcze, że w artość 0,3 jest wartością 
trochę za wysoką, jeśli chodzi o stałą K \ ,  gdyż doświadczenia zostały 
w ykonane na komórkach, k tóre nie zostały całkowicie „naładowane po­
now nie” m ateriałam i budulcowymi potrzebnym i do adaptacji.
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Materiały budulcowe potrzebne do adaptacji

Opisane dotychczas doświadczenia zostały w ykonane na komórkach, 
które potrafią tworzyć enzym y oddechowe w nieobecności zewnątrzpo- 
chodnego źródła azotu, dającego się asymilować. Te „dające się zaadapto­
wać” komórki pochodziły z stacjonarnej fazy hodowli w  w arunkach 
beztlenowych. Zdolność adaptacji procesów oddechowych zmienia się 
bardzo w  czasie wzrostu bez tlenu. Jest ona praktycznie rów na zeru 
wśród komórek pobranych w fazie logarytmicznej wzrostu ze środowiska, 
zawierającego N H +4 jako źródło azotu. Wiadomo, że drożdże zaw ierają 
znaczny śródkomórkowy zapas wolnych aminokwasów (51). Wiadomo 
również, że wolne aminokwasy grają poważną rolę w biosyntezie białek 
(40, 52, 53). Możnaby więc sądzić, że brak zdolności adaptacyjnej w pro­
cesach oddechowych kom órek w w arunkach beztlenowych, pochodzących 
z fazy logarytmicznej, można przypisać nieobecności tego zapasu.

Doświadczenie, przedstawione na rys. 7 wykazuje, że tak  jest 
w istocie. Drożdże, pochodzące z fazy logarytm icznej wzrostu w wa-

Rys. 7. Wpływ wstępnego działania w warunkach beztlenowych hydrolizatu ka­
zeiny na zdolność adaptacji procesów oddechowych. Adaptacja w stężeniu gluko­

zy 0.015M.

runkach beztlenowych inkubuje się również w w arunkach beztleno­
wych w obecności hydrolizatu kazeiny. Pobiera się próbki, które po 
umyciu, są przew ietrzane w buforze z dodatkiem  glukozy.

Początkowe postępowanie w nieobecności tlenu  nie zmienia początko­
wej zawartości enzymów oddechowych, k tóra pozostaje równa zeru. 
Przeciwnie, szybkość adaptacji rośnie (rys. 7A). Przebieg zdolności 
adaptacji procesów oddechowych w  czasie początkowego postępowania 
jest nie jednakowy (rys. 7B). Rozróżnia się tu ta j fazę początkową szybką, 
po której następuje faza bardziej powolna. Pierw sza zachodzi wtedy, gdy 
nie ma podziału komórkowego, podczas gdy w czasie drugiej fazy kom ór-
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ki zaczynają się dzielić. Można, oczywiście sądzić, że faza pierwsza od­
powiada uzupełnieniu wolnych aminokwasów, a w drugiej fazie jako 
m ateriał budulcowy służą związki bardziej złożone. Należy zanotować, 
że amoniak jest tu  bez w pływ u, natom iast m ieszanina 15 aminokwasów 
zastępuje dość dobrze hydrolizat kazeiny. Jest jasne, że taki układ po­
zwala na szczegółowe badanie aminokwasów potrzebnych do adaptacji 
ogólnych procesów oddechowych i do biosyntezy poszczególnych hemo- 
proteidów.

Efekt przeciwny efektowi Pasteura

• Poniższe wyniki są dobrym  przykładem  wzajemnego działania między 
metabolizmem procesów ferm entacyjnych i oddechowych. Współza­
wodnictwo tyczy się irozwoju układu hemoproteidowego i metabolizmu 
m ateriałów  budulcowych dla tego układu.

Od czasu prac M e y e r h o f a  (6) w ciągu dwudziestu lat efekt 
Pasteura stanow ił jeden z głównych problemów biochemii. Nie t ę i ę  
tu taj om awiał jego mechanizmu, ani naw et jego definicji. W ystarczy 
powiedzieć, że niezależnie od znaczenia, jakie im  się p rzyp isu je /po lega  
on na zaham owaniu ferm entacji przez oddychanie (54— 56). Ta zależność 
zawsze była rozpatryw ana jako zależność jednokierunkow a. Wśród setek 
prac, które om awiaję efek t P a s t e u r a ,  znam tylko dwie (57, 58), w k tó ­
rych mowa jest o odw rotnej zależności. Zobaczymy, że ferm entacja nie 
ham uje lub ham uje w m ałym  stopniu oddychanie. Przeciwnie ham uje 
ona adaptację procesów oddechowych.

W idzieliśmy, jak ferm entacja w w arunkach tlenowych przyspiesza 
szybkość adaptacji procesów oddechowych, dostarczając im energii. 
Z rów nania (1) można obliczyć, że aby zapewnić drożdżom, które mają 
początkowo Qo2 =  10, m aksym alną szybkość adaptacji (Ao, =  30), trze­
ba, aby QP°wietrze ferm. było początkowo równe 150

0.224 X  10 , 0.0446 X 150
3 ° =  0.3 + -------03------- .

Inaczej mówiąc wartość QP°wietrze ferm. =  150 jest wartością niezbędną, 
w ystarczającą na to, by pozwolić na rozpoczęcie adaptacji procesów od­
dechowych z m aksym alną szybkością.

Przypuśćm y, że ferm entacja o większej intensywności będzie miała 
działanie ham ujące, i że szybkość adaptacji procesów oddechowych 
będzie odwrotnie proporcjonalna do nadm iaru ferm entacji. W tedy dla 
QP°wietrzeferm . większej od 150 będzie można napisać następującą 
zależność:

!50
Ao, =  30 Q ^ ” p°wietrze ferm.
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Szybkość ferm entacji jest funkcją stężenia glukozy. Dla drożdży można 
osiągnąć stan pół-nasycenia przy  stężeniu glukozy od 8 — 11 X 10~3 M, 
a wartości Qco2 odpowiadają zależności H e n r  i-M i c h a e 1 i s-M e n t e n 
(59, 18). Zmieniając stężenie glukozy między 10“ 3 M i 0.2M w yw ołuje 
się zmianę szybkości ferm entacji (której najw iększa wartość wynosi 380) 
nie wpływając na zmianę szybkości oddychania. Rzeczywiście stała 
szybkości oddychania przy  stanie pół-nasycenia glukozą jest niższa niż
5 X 10~4 M (60). Na rys. 8 przedstaw iona jest szybkość adaptacji pro­
cesów oddechowych jako funkcja stężenia glukozy. Zgodnie z zależnością 
energetyczną (1) należy oczekiwać, że poniżej stężenia 6 X 10-3  M:

380 x 0.006
0.006 +  0.01 ~  150

wartości Ao, będą maleć, w m iarę zm niejszania się stężenia glukozy. 
Tak jest rzeczywiście. Powyżej stężenia 6 X 10-3  M należy oczekiwać 
zgodnie z zależnością (4), że wartości A0 maleją, gdy stężenie glukozy 
wzrasta. Krzywa teoretyczna odpowiada w sposób zadawalający wynikom 
doświadczalnym. Czynnikiem określającym  jest stężenie glukozy na po­
czątku adaptacji, ,a nie stosunek stężenia glukozy do ilości komórek. 
N ietylko równanie (4) jest w ten  sposób sprawdzone, ale jednocześnie 
otrzym uje się potwierdzenie doświadczalne bez względu na zależność (1), 
z której równanie (4) zostało otrzym ane.

Hamowanie, w przypadku nadm iaru  produktów  ferm entacji, tyczy 
przede wszystkim szybkości adaptacji procesów oddechowych. Qo, osiąga 
w siódmej godzinie wartości 70 + 10 zamiast 150 + 10. Krzywa 
adaptacji w tym  czasie zam iast być linią prostą, jak  w przypadku gluko­
zy o stężeniu 0.007M (rys. 1) przypom ina przy stężeniu glukozy 0.2M 
hyperbolę prostokątną, gdzie szybkość adaptacji szybko spada. E kstra­
polacja do nieskończoności tej hyperboli daje w artość Qo2 bliską 150. 
Biosynteza poszczególnych hem oproteidów jest niejednakowo hamowa­
na. N adm ierna ferm entacja opóźnia przedewszystkim  tworzenie redukta- 
zy bursztynowo-cytochromowej (c), w sposób um iarkow any wpływa na 
tworzenie się reduktazy mlekowo-cytochromowej (c) oraz cytochromu c, 
a biosynteza oksydazy cytochrom u c jest stosunkowo mało wrażliwa.

Niezależnie od szczegółów medhanizmu biosyntezy, głównym skutkiem  
ham owania w czasie ferm entacji jest zatrzym anie efektu P a s t e u r a .  
W yda to się truizm em , ale efek t P a s t e u r a ,  k tóry  polega na zm niej­
szeniu szybkości ferm entacji p rzez metabolizm  procesów oddechowych, 
jest możliwy tylko w obecności tych ostatnich, a więc w obecności hemo­
proteidów (18). Zwalniając biosyntezę enzymów oddechowych, m etabo­
lizm beztlenow y koliduje z ustaleniem  się metabolizmu oddechowego,
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który ham uje ferm entację. I to jest efektem , przeciwnym  efektowi 
P a s t e u r a .

N ajbardziej zdum iewającym  faktem  jest mała zdolność przystosowa­
nia się metabolizmu drożdży. Ogólny system, regulujący składa się 
z trzech współzależnych układów:
— układ P a s t e u r  a-M e y e r h o f a ,

(Ocó, =  Qco7ietrZe ferm .): Qo3 =  2 do 3.

-fosforylacje, które pozw alają na adaptację procesów oddechowych 

A o2 =  0.75 Qo.  +  0.15 Qco^ietrZe ferm.

-ferm entacja ham ująca adaptację procesów oddechowych

A o2 =  4500 Qg°wietrzeferm.

i z trzech stałych: Q ^j max. =  380, Q COi max. =  150 i A0 max. =  30.
K rytyczny stan ferm entacji, k tó ry  dostarcza fosforylacji potrzebnych 

i w ystarczających do m aksym alnej adaptacji procesów oddechowych 
i k tóry  odgranicza tym  sam ym  dwie ostatnie zależności jest rzędu 
150X 0.0446 =  7 nM ~  P/mg. suchej masy/godzinę. Współzawodnictwo,
o k tórym  mówi pierwsza zależność tyczy prawdopdobnie fosforylacji 
(61— 63). To samo mogłoby się tyczyć efektu, przeciwnego efektowi 
P  a s te u r a, w przypadku, gdzie nadm ierna ferm entacja powoduje spa­
dek nieorganicznego fosforu lub akceptorów fosforanów jak  ADP. Pew ­
nym  jest natom iast wzajem ny wpływ między hamowaniem, spowodowa­
nym nadm ierną ferm entacją i ilością aminokwasów. W rzeczywistości 
komórki, „naładow ane” całkowicie hydrolizatem  kazeiny są o wiele mniej 
czułe na hamowanie, niż komórki, naładowane tylko częściowo (tabl. 2).

Możliwe, że hamowanie adaptacji procesów oddechowych może słu ­
żyć, jako wytłum aczenie 'kilku obserw acji z których niektóre są już 
dość znane. Tłumaczy ono zm niejszenie się zużycia O2 przez dodatek, 
glukozy do drożdży piwnych (które się adaptują) i brak tego zmniejsze­
nia w przypadku drożdży (piekarniczych, już zadaptowanych (57). W ia­
domo- również, że drożdże, w m iarę w zrostu w w arunkach tlenowych 
w obecności dużych stężeń glukozy, rozkładają ją praw ie całkowicie do 
alkoholu (64, 65), ich oddychanie jest słabe (64, 66), a zawartość cyto- 
chromów zmniejszona. Oddychanie (2, 6, 66) i zawartość cytochromów 
(66, 67), zwiększają się pod koniec wzrostu. A więc w przypadku drożdży 
w stadium  rozm nażania rów nie ważne jak  działanie jest tworzenie en­
zymów oddechowych. W idzieliśmy, że tworzenie to jest hamowane przez 
duże stężenie glukozy, co pozwala, jak  mi się wydaje, na zorientowanie 
się w tych obserwacjach.
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Biosynteza dużej ilości enzymów u różnych mikroorganizmów jest ha­
mowana przez glukozę -(69). To hamowanie tworzy podstawę zjawiska, 
nazwanego przez M o n o d „diauxie” (68). Jest mało prawdopodqbne, 
że ten sam mechanizm działa we wszystkich przypadkach. Należy pa­
m iętać jednak o przypadku adaptacji procesów oddechowych u drożdży, 
a także o przykładzie hamowania, wywołanego przez metabolizm zbyt 
intensyw ny w  stosunku do zapotrzebowań energetycznych biosyntez.

Okresy adaptacji procesów oddechowych

Szybkość adaptacji procesów oddechowych jest wartością stałą p ra ­
wie przez cały czas jej trw ania (rys. 1). Można byłoby uważać tę krzywą 
za w yraz takiego procesu, k tó ry  w każdym  momencie swego trw ania jest 
podobny do siebie. Można jednak wydzielić różne okresy w  czasie 
powstawania hemoproteidów oddechowych.

Okres krytyczny

Gdy adaptacja procesów oddechowych jest ograniczona przez po­
ziom energetyczny, czy to będzie w przypadku hodowli drożdży z do­
datkiem  alkoholu (rys. 4B), czy też w przypadku podwójnej adaptacji 
(rys. 5), wzrost Q0 staje się w zrostem  liniowym począwszy od pewnego 
momentu. Moment ten może natychm iast nastąpić po rozpoczęciu prze­
w ietrzania (rys. 4B, rys. 5, maltoza), lub też może być oddalony od nie­
go o kilka godzin (rys. 5, galaktoza), lub też wkład energii zwiększa się 
w m iarę postępu adaptacji. Należałoby zatym  oczekiwać, że szybkość 
adaptacji będzie w zrastała od chwili pobudzenia, a nie pozostanie w ar­
tością stałą. Cały proces przebiega jednak tak, jakby zwiększenie ilości 
energii, uwolnionej później w momencie odszczepienia było niedosta­
teczne.

Gdy adaptacja procesów oddechowych jest ograniczona przez wyjścio­
wą ilość m ateriału  budulcowego, zwiększenie Q0 jest również stałe 
(rys. 7A). Nie m am y dowodu zmniejszania się ilości aminokwasów w p rzy ­
padku biosyntezy hemoproteidów. Wiemy jednak, że ilość zmniejsza się 
w m iarę indukcji m altozymazy (40). Możnaby więc sądzić, że szybkość 
adaptacji zmniejsza się w m iarę tworzenia enzym ów oddechowych. Otóż 
tak nie jest.

Początkowa za bardzo in tensyw na ferm entacja ham uje adaptację pro­
cesów oddechowych. Hamowanie jest nieodwracalne, gdyż późniejsze 
zmniejszenie QP^wietrze ferm. nie zwiększa szybkości tworzenia hemo­
proteidów  To zmniejszenie można wykonać dwom a sposobami z tym
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samym wynikiem: albo zmniejszając np. w  godziną po rozpoczęciu 
adaptacji stężenie glukozy, albo też zmniejszenie to  zachodzi spontanicz­
nie jako skutek w ystąpienia w czasie adaptacji efektu  P a s t e u r  a- 
M e y e r h o f a .  Należy zaznaczyć, że ten efekt ujaw nia się znacznym 
opóźnieniem w stosunku do wzrostu Q 0 .

M amy więc, jak się zdaje, prawo wnioskować, że na początku po­
w stania hemoprOteidów istn ieje „okres k ry tyczny”. Trwa on mniej niż 
1 godz., a więc mniej od 1U trw ania 
adaptacji procesów oddechowych.
W ciągu tego krytycznego okresu 
szybkość, z k tó rą  enzym y oddecho­
we utworzą się później jest określona 
współdziałaniem m iędzy wkładem  
energii a dostępnym  budulcem . K u­
szącą myślą jest uważać ten okres 
za okres indukcji przez O2 b iosynte­
zy hemoproidów, analogicznie do 
utajonej fazy innych indukowanych 
biosyntez enzymów (70).

Mimo to, że adaptacja procesów 
oddechowych zachodzi w pewnej 
mierze nieodwracalnie, począwszy 
od okresu krytycznego, ta nieodw ra­
calność nie jest całkowita. B rak indu która (O2) oraz związki analogiczne 
aminokwasów ham ują adoptację. H am uje ją również dodatek glukozy, 
k tóry  powoduje nadm ierną ferm entację (rys. 9)

Si

0001 ' 0,01 I 0,1 0,20,00? 0,02
51eżenie o Iuknuj (M)

Rys. 8. Szybkość adaptacji proce­
sów oddechowych jako funkcja po­
czątkowego stężenia glukozy. Krzy­
wa teoretyczna jest obliczona w/g 

równania (4a)
_ „ 150 ([Gl +  0-01)

A ° 2 -  30 38Q [Q]

Adaptacja w obecności glukozy 

0,015 M

'o—o o
0 4 8

Czas (godz)
o 4

Rys. 9. Efekt, przeciwny efektowi P a s t e u r a ,  wywołany na początku i w  po­
łowie adaptacji procesów oddechowych. Strzałki wskazują na moment dodania 
glukozy w stężeniu 0.15M. Linia ciągła — oddychanie; linia przerywana — fer­

mentacja.

0,015następnie 0,t5M 

! V -__ _
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Po nagłym  zatrzym aniu się na okres około godziny adaptacja zaczyna 
się na nowo. Ważną rzeczą, którą należy zanotować, jest fakt, że nieza­
leżnie od wystąpienia między O a 4 godziną efektu przeciwnego efektowi 
P a s t e u r a ,  poziom adaptacji po 10 godz. jest zawsze taki sam. Jak  
zobaczymy podobne zjawisko zachodzi w  przypadku benzimidazolu.

T a b l i c a  2
Intensywność efektu przeciwnego efektowi P a s t e u r a  

jako funkcja ponownego naładowania aminokwasami

Czas trwania wstępnego 
postępowania w warunkach 
beztlenowych z dodatkiem 
hydrolizatu kazeiny (min)

Adaptacja procesów oddechowych

Qpowietrze fefm
A02 Hamowanie (%)

45 161 30.3 —
276 16.4 46
368 10.3 66

210 180 34.5 —
265 29.2 15
381 22.7 34

Benzimidazol ham uje adaptację procesów oddechowych. Inhibitor, 
zaabsorbowany przez komórkę, może być usunięty  praw ie natychm iast 
przez zwykłą zmianę pH poza komórką. W w yniku tego tylko cząsteczka 
naładow ana przenika do drożdży (71,72). Sposób działania benzimidazolu 
nie jest znany. Jego działanie na  asym ilację glukozydów jest podobne 
do działania 2,4-dwunitrofenolu i NaNa(72). W yniki, według których 
działałby on jako antym etabolit puryn (73) należy najprawdopodobniej 
przypisać artefaktom  (74). Gdy usuwa się benzimidazol, adaptacja roz­
poczyna się na  nowo (rys. 10).

Tymczasem adaptacja, tak odnowiona, zachodzi z początkową szyb­
kością szybszą niż szybkość początkowa doświadczenia kontrolnego. 
Nagromadził się zatem  czynnik przyspieszający biosyntezę w  czasie gdy 
tworzenie hem oproteidów zostało zahamowane. Ten czynnik posiada 
właściwości, które dają  wartości A0 większe niż 30 w obecności bardzo 
intensyw nej ferm entacji. Inaczej mówiąc, znieczula komórki chwilowo 
na działanie efektu przeciwnego efektowi P a s t e u r a .  Niemniej war- 
rość Q0 ostatecznie osiągnięta jest zawsze taka sama. Nie zależy ona od 
poprzedniego przebiegu adaptacji, ani od zniesienia hamowania wywo­
łanego benzimidazolem.

Obecnie trudno jest zinterpretow ać całość tych wyników. Możliwe, 
że m am y do czynienia tu ta j z istotnym  zagadnieniem  tworzenia hemo­
proteidów, z zagadnieniem układu tworzącego enzym y oddechowe. Zm ia­
ny takie jakie widać na rys. 9 i 10 są chyba tylko zmianami i odtworzę-
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niem  „układu organizującego” biosyntezy hemoproteidów (48,70), którego 
średni okres trw ania odpowiadałby czasowi, trw ania okresu krytycznego 
i czasowi trw an ia  ham ow ania poprzez współzawodnictwo z ferm entacją.

Rys. 10. Chwilowe przyspieszanie szybkości adaptacji po usunięciu hamowania, 
wywołanego przez benzimidazol. Adaptacja przy stężeniu glukozy 0.17M. W obec­
ności benzimidazolu — kółka czarne; w nieobecności benzimidazolu — kółka białe.

Wiadomo jaka jest prawdopodobnie rola nukleotydów  w  syntezie bia­
łek (74). Ciekawą rzeczą będzie stw ierdzenie, że pochodne puryn lub 
pirym idyn (2,6 dw uam inopuryna, azopuryny, 6-metylo uracyl, 5-bromo- 
uracyl, dw uazouracyl, 2-<tiouracyl) nie m ają żadnego w pływ u na nor-

T a b l i c a  3
Hamowanie adaptacji procesów oddechowych wywołane 

przez 2,6-dwuaminopurynę

Drożdże Adaptacja
Qo2 Hamowanie

po 0 godz. po 7 godz. adaptacji(%)

A kontrola <  5 77.5 —
+  DAP 3.5 mM 99 80.1 0

B kontrola „ 36.5 —
+  DAP 3.5 mM 
+  DAP 3.5 mM

” 19.8 46 — 53

-f- adenina 3.3 mM >5 35.6 2 — 3
C kontrola ,, 15.8 —

+  DAP 3.5 mM 5.5 65 — 95
-j-DAP 1.4 mM 99 11.5 27 — 40

m alną adaptację procesów oddechowych. Przeciwnie, posiadają w ydatne 
działanie w tedy, gdy rozwój hem oproteidów został zakłócony podczas 
okresu krytycznego (tabl. 3). N ukleotydy grają zatem  prawdopodobnie 
rolę w organizacji biosyntezy hemoproteidów.
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Okres dziedziczny

A daptacja procesów oddechowych jako całość nie jest zjawiskiem 
dziedzicznym. Gdy drożdże rosną w nieobecności O2 biosynteza hemo- 
proteidów  oddechowych nie zachodzi, lecz zdolność do wykonania tej 
syntezy jest zachowana naw et po kilku setkach pokoleń komórek.

Badania E p h r u s s i e g o  i jego współpracowników (75) wykazały, 
że akrydyny powodują u drożdży swoistą m utację. Polega ona na utracie 
lub odmianie czynnika cytoplazmatycznego „sam oodtwarzalnego”, odpo­
wiedzialnego za przekazywanie drogą dziedziczenia niektórych hemopro- 
teidów (oksydaza cytochromowa, reduktaza bursztynowo-cytochromo- 
wa (c), reduktaza DPNH-cytrochomowa (c) (18). Przeciwnie, czynnik ten 
nie jest odpowiedzialny za przekazywanie drogą dziedziczenia innych 
enzymów oddechowych jak cytochrom c, reduktaza mlekowo-cytochro- 
mowa (c), katalaza, peroksydaza cytochromu c (18, 22, 23). Jedynie ak ry ­
dyny, k tóre indukują m utacje (76) pow strzym ują adaptację procesów 
oddechowych, blokując wybiórczo biosyntezę oksydazy cytrochrom u c, 
(19). Nie naruszają one czynności tego enzym u. Hamowanie adaptacji 
poprzedza indukowanie m utacji. Można całkowicie znieść biosyntezę 
oksydazy cytochrom u c, a n ie zjawią się m utanty . Kilka godzin później, 
większość komórek podlega m utacji i traci na zawsze zdolność tworzenia 
tego hem oproteidu. Istnieje więc okres lub reakcja wspólna dla rozwoju 
niedziedziczonego i dla przekazywania drogą dziedziczenia enzymów od­
dechowych.

Badanie adaptacji procesów oddechowych u drożdży pozwoliło na 
podjęcie pewnej ilości zagadnień tyczących utleniań komórkowych, en er­
getyki m etabolizmu w w arunkach tlenow ych i beztlenowych, regulacji 
m iędzykomórkowej, biosyntezy białek i dziedziczności komórkowej. 
Tworzenie hemoproteidów indukow anych przez Oo wydaje się procesem 
.równie złożonym, jak  .powstawanie w irusa lub wzrost komórki. Niemniej, 
niektóre zależności można podać w  dość prostej formie.
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WŁODZIMIERZ OSTROWSKI

Wyjaśnienie budowy witaminu Bi2

Od chwili ikiedy wykazano, że z zew nątrzpochodnym  czynnikiem  
krw iotw órczym  jest jakiś związek chemiczny zaw arty w w ątrobie (1), 
rozpoczęto rozległe badania m ające na celu wyosobnienie tej substancji 
w czystym  stanie. Najpoważniejszą trudnością na jaką napotykały wszel­
kie w ysiłki w tej dziedzinie był brak  wygodnej i prostej próby biolo­
gicznej pozwalającej w ykryw ać i oznaczać ilościowo zawartość czynnika 
krwiotwórczego w  poszczególnych preparatach . Z reguły posługiwano się 
oceną efek tu  leczniczego badanych (preparatów w  przypadkach klinicznej 
niedokrwistości, a więc stosowano postępowanie nienadające się do badań 
szybkich i masowych. Mimo tych  trudności już w r. 1945 E m e r y  
i H u r r a n  (2) o'trzymali z  w ątroby p repara t doprow adzający do efek­
tów leczniczych w  dawce ok. 5,5 mg, a w  rok później E m e r y  i P a r ­
k e r  (3) otrzym ali produkt sześciokrotnie czystszy. Dziś wiemy, że p re ­
para ty  te zaw ierały zaledwie ok. l°/o biologicznie czynnej substancji.

Na nowe tory  pchnęły badania nad  z zewnątrzpochodnym  czynnikiem  
krwiotw órczym  obserw acje dokonane w  r. 1947 przez S h o r b  (4). Oka­
zało się, że dw a szczepy drobnoustrojów  ferm entacji kwasu mlekowego: 
Lactobacillus lactis Dorner i Lactobacillus leichmanii w ym agają czyn­
nika krwiotw órczego zaw artego w  wyciągach w ątrobow ych do norm al­
nego w zrostu. F ak t ten  pozwolił n a  opracow anie dogodnych i szybkich 
testów  mikrobiologicznych, k tó re  do dziś dnia są stosowane na szeroką 
skalę dla w ykryw ania i ilościowego oznaczania czynnika krwiotwórczego. 
Z czasem okazało się, że w ym ienione powyżej drobnoustroje, jak rów nież 
w tym  sam ym  celu używ any m utan t E. coli (5), reagują na obecność

*) Redakcja „Postępów“ wprowadza stałą rubrykę pod powyższym tytułem. 
Na łamach tej rubryki omawiać będziemy krótko najwybitniejsze nowe osiągnięcia 
biochemii światowej oraz będziemy powiadamiać naszych czytelników o sprawach 
organizacyjnych biochemii polskiej i światowej.

Jako pierwszy temat wybraliśm y fakt wyjaśnienia budowy witaminu B 12 
przedstawiony w  pięknym artykule A. W. J o h n s o n a  i A.  T o d d a  w  czaso­
piśm ie „Endeavour“ nr 57, str. 29, 1956. Na prośbę redakcji dr Wł. O s t r o w s k i  
referuje poniżej ten artykuł z własnym i uzupełnieniami. Dr O s t r o w s k i  pracuje 
od kilku lat pod kierunkiem prof. S k a r ż y ń s k i e g o  nad kompleksem białko­
wym witaminu B 12. (Przyp. Red.)

8*
[515]
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czynnika krwiotwórczego nie zupełnie swoiście. Toteż w latach ostatnich 
coraz rozleglejsze zastosowanie w  próbach mikrobiologicznych służących 
do oznaczania czynnika krwiotwórczego, znajdują glony Euglena graci­
lis (6) i Ochromonas melham ensis (7), dla których czynnik krwiotwórczy 
jako substancja wzrostowa nie daje się zastąpić jakim kolwiek innym  
czynnikiem.

Czynnik przeciw anem iczny znany dziś jako w itam in B i2, został w y­
osobniony w krystalicznej postaci w  r. 1948 równocześnie i niezależnie

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

przez dwie grupy badaczy: F o l k e r s a  i współprac. (8) z laboratorium  
M ercka w  USA i L e s t e r  S m i t h a  i współprac. (9, 10) z Glaxo Labo­
ratories w  Anglii. Trudności przy izolowaniu w itam inu B i2 z wyciągów 
w ątrobow ych były przyczyną poszukiwania nowych źródeł naturalnych 
tego czynnika. Badania w ykazały, że biosynteza B i2 ma miejsce tylko 
u m ikroorganizm ów żyjących w glebie, w wodzie i przewodzie pokar­
mowym. Szczególnie dogodnym źródłem  okazały się drobnoustroje uży­
wane do produkcji antybiotyków, a zwłaszcza liczne szczepy Strepto- 
m yces  (11). Dziś najpospolitszą metodą produkcji B12 na skalę przem y­
słową jest w ykorzystanie ługów poferm entacyjnych pozostających jako 
produkt odpadkowy po wydzieleniu antybiotyków . Ostatnio jako cenne 
źródło B i2 w ykorzystuje się również odpowiednio przerobione odpływy 
ściekowe w  których żyją liczne m ikroorganizm y syntetyzujące oraz kon­
centrujące w itam in (12). W ydzielenie B ]2 z tych różnych źródeł polega 
na ekstrakcji przy pomocy różnych rozpuszczalników jak alkohol benzy­
lowy, fenol, butanol, a następnie adsorpcji na  żelu krzem ionkowym  lub 
tlenku glinu. Dla dalszego zagęszczenia w ykorzystuje się chrom atografię 
oraz krystalizację z wodnego' acetonu lub gorącej wody.

Ciemno-czerwone uwodnione kryszta ły  w itam inu Bi 2 przy analizie 
elem entarnej dają sum aryczny wzór: C63H 90O14N 14PC0 . W wodnych 
roztworach związek ten jest optycznie czynny o skręcalności właściwej 
[a]6438 =  110° ±  10°. K ryształy podgrzewane przy 210° czernieją, od 
300 — 320 rozpływają się. W itamin Bi 2 jest bardziej trw ały  w roz­
tworach o pH kw aśnym  i najbardziej trw ały  jest przy pH 4.5 — 5.0 nie
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tracąc aktywności przy ogrzaniu w 100°. Badania m agnetometoryczne 
wykazały, że B12 jest diam agnetyczny i kobalt znajduje się na trzecim  
stopniu utlenienia. Jest interesującym , że poza grupą w itam inu Bi2 nie 
znaleziono dotychczas w przyrodzie związków organicznych zaw ierają­
cych kobalt. Widmo absorpcyjne wodnego roztw oru w itam inu w świetle
pozafiołkowym posiada charakterystyczne maksima przy 287, 361 i 550 rmi

1 °»/
z odpowiadającym i im współczynnikami ekstynkcji: Eicm =  115, 204 
i 63 (por. rys. 1). Widmo absorpcyjne nie zmienia się w  bardzo szerokich 
granicach pH. Również w podczerwieni witam in B i2 posiada charak te ry ­
styczne widmo, k tóre przedstaw ia rys. 2. Na drodze analizy chemicznej 
wykazano, że B i2 posiada grupę CN związaną koordynacyjnie z kobaltem, 
p rzy  czym grupa ta może być zastąpiona innym i ugrupowaniam i bez 
większych trudności. O trzym uje się w ten sposób szereg pochodnych B i2

Rys. 2. Widmo witaminu B 12 w świetle podczerwonym (14).

czyli tzw. kobalamin; w łaściwy witam in w tej nom enklaturze nazywa 
się cyjanokobalam iną (patrz dalej).

Dalsze badania nad s tru k tu rą  cząsteczki w itam inu B 12 polegały na 
stopniowej hydrolizie przy pomocy kwasów i zasad oraz identyfikacji 
p roduktów  hydrolizy. Przez ogrzewanie w itam inu w  150° ze stężonym 
HC1 otrzym ano 6 cząsteczek NH ;{ z cząsteczki witam inu, kwas fosforowy, 
czerwony produkt zaw ierający Co oraz jeszcze dwa produkty, których 
obecność można było wykazać chrom atograficznie. Jednym  z tych pro­
duktów  barw iącym  się n inhydryną okazał się Dg-l-amino-2-propanol. 
Drugi produkt zidentyfikowano w  świetle pozafiołkowym jako 5:6-dwu- 
metylobenzimidazol. Przez zastosowanie łagodnych w arunków  hydrolizy 
otrzym ano z B i2 dwie pochodne, nazwane związkami a i (3, którym i były 
N-podstaw ne 5:6-dwumetylobenzimidazolu. Związek a zidentyfikowano 
jako N-a-D -rybofuranozydo-3-fosforan 5:6-dwumetylobenzimidazolu, na­
tom iast związek (3 różni się tylko brakiem  kwasu fosforowego od związ­
ku a. Przebieg i produkty hydrolizy przedstaw ia wzór 1.

Należy zaznaczyć, że w itam in B i2 należy do a-N-glikozydów a nie 
do (3 jak  pozostałe rybozydy w ystępujące w  przyrodzie, np. kwasy 
nukleinowe.

Na podstawie analizy widm a absorpcyjnego dwucyjanowego kompleksu 
w itam inu ustalono, że drugi atom  azotu pierścienia benzimidazolu jest 
związany koordynacyjnie z resztą cząsteczki w itam inu poprzez kobalt. 
Zebranie powyższych danych uzyskanych w  w yniku prac grupy F o 1- 
k e r s a  (15), T o d d a  (16) i A r m i t a g e  (17) pozwoliło na ustalenie 
częściowej s tru k tu ry  w itam inu Bi 2 którą przedstaw ia wzór 2.
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Stosując żmudne zabiegi chemiczne stwierdzono, że am oniak wydzie­
lający się w  czasie kw aśnej hydrolizy w itam inu, pochodzi z pierwszo- 
rzędow ych grup amidowych. Żywicowaty produkt pow stający w  czasie 
hydrolizy B i 2 okazał się m ieszaniną substancji o charakterze kwaśnym ,

produkt oc h  O CH2OH
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które posiadały jedną do siedmiu grup karboksylowych. A r m i t a g e  
i współprac. (17) przez zastosowanie elektroforezy bibułowej rozdzielili 
te  p roduk ty  stw ierdzając, że wszystkie te związki były pochodnymi k a r­
boksylowymi tzw. czynnika B, otrzym yw anego z ¿12  po odszczepieniu 
nukleotydu. Jeden z tych  kwasów, mianowicie tzw. kwas sześciokarbo- 
ksylow y otrzym ano w stanie krystalicznym , wydzielając go z m ieszaniny 
innych  kwasów przy pomocy chrom atografii jonowym iennej (16). Było 
to  olbrzym ie osiągnięcie, gdyż krystaliczny produkt mógł być poddany 
badaniom  rentgenograficznym  które w  głównej mierze dały  rozw iązanie 
s tru k tu ry  cząsteczki B i2. Sam czynnik B pow stający jako produkt hydro­
lizy B i 2, o trzym uje się również z kału przeżuwaczy oraz z płynów  fer­
m entacyjnych p rzy  produkcji abtybiotyków.

Równocześnie grupa badaczy am erykańskich (18), przez utlenienie 
czynnika B chrom ianem  sodu w środowisku kwasu octowego, otrzym ała

h 3c

-----------CHCHjCH,COOH
H,C'

CO - C O  

H
Wzór 3

produkt, k tó ry  okazał się im idem  kwasu bursztynowego (wzór 3). Na­
sunęło to myśl, że kw as sześciokarboksylowy może się składać z rdzeni 
pyrolowych, analogicznie do układu porfiryny. Badania H o d g k  i n

Rys. 3. Zagęszczenie elektronów atomów stanowiących rdzeń kwasu sze- 
ściokarboksylowego (por. wzór 4 (20).

i współprac. (19) oparte na analizie przy pomocy prom ieni X doprowa­
dziły  do potw ierdzenia tej koncepcji i w yjaśnienia ogólnej s tru k tu ry  
kwasu sześciokarboksylowego (por. rys. 3 i wZór 4 i 5).

W środku układu tkw i atom  kobaltu. Jakkolw iek nasuwa się tu  duże
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podobieństwo do pierścienia porfiryny, to jednak główną różnicą jest 
brak  wiązania medinowego między pierścieniam i pyrolowymi A i D.

Podczas badań rentgenograficznych nad stru k tu rą  kw asu sześcio- 
karboksylowego stwierdzono obecność pięcioczłonowego ^pierścienia zbu­

dowanego na pierścieniu B wchodzącym w skład rdzenia kwasu śześcio- 
karboksylowego (por. wzór 5). P rzy badaniu w ten sam sposób w itam inu, 
nie stw ierdzono cyklicznego ugrupow ania co wskazywało, że cyklizacja 
ma miejsce podczas hydrolizy B i2. Przez analizę produktu w świetle 
podczerwonym ustalono, że pierścień dodatkowy o struk tu rze  laktam u

CH2COOH

Wzór 5

jest utworzony przez resztę acetamidu związanego z węglem (3 pierście­
nia B i przez hydroksylację węgla {Y tegoż pierścienia podczas hydrolizy 
witam inu. Cyklizacja przy pierścieniu B zachodzi tylko podczas hydroli­
zy B i2 w  środowisku zasadowym, natom iast podczas hydrolizy kwaśnej 
otrzym uje sę kwas siedmiokarboksylowy. Podobne zjawisko cyklizacji 
wskutek hydroksylacji węgli pierścieni pyrolowych obserw uje się rów ­
nież przy chlorofilu.

Cyklizacja podczas hydrolizy B i2 zachodzi również przy pierście­
niu C na co wskazuje wyosobniony przez K u e h l a  i współprac. (18) 
lakton, po hydrolizie w itam inu kwasem chrom owym  (wzór 6).

W dalszym  ciągu, intensyw ne badania oparte na analizie k rysta lo ­
graficznej, prowadzone przez H o d g k i n  i współprac. (20) z Oxfordu. 
T r u e b l o o d  i P r o s e n a  z uniw ersy tetu  California w  Los Angeles 
oraz badania przy pomocy analizy chemicznej prowadzone przez T o d d a
i współprac, z Cambridge i L e s t e r  S m i t h a  z Glaxo Labor. (21) do­
prowadziły <lo w yjaśnienia dalszych szczegółów budowy i ustalenia wzoru
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cząsteczki Bi 2 (wzór 7). Z sześciu grup kwasowych kwasu sześciokarbo- 
ksylowego, cztery należą do reszty kwasu propionowego, dwie natom iast 
do kwasu octowego. W szystkie reszty kwasowe przyłączone są do węgli (3 
układów pyrolowych.

Położenie ośmiu grup m etylowych określono przy  pomocy analizy 
prom ieniam i X. Dane te pozwoliły na złożenie s tru k tu ry  całej cząsteczki 
w itam inu. Am inapropanol związany jest amidowo z resztą kwasu pro­

pionowego pierścienia D, natom iast kwas fosforowy łączy rybozę z resztą 
am inopropanolu. U jem ny ładunek kwasu fosforowego jest skompenso­
w any dodatnim  ładunkiem  atom u kobaltu, a zatem  cząsteczka Bi 2 po­
siada charakter jonu obojniaczego.

9 P o s tę p y  B io c h e m ii ,

O CH

1C--------

H
Wzór 6

CH.CONH.
I
CH, HH,C CH.CONH;

hn  co

H jN COH, (

H 2N C O H 2C

CU

CH

v, CHj  
f CH3 

CHjCHjCONHj

CH7CH,CONH:

H C—C

Wzór 7
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[8]

Jak  już wspomniano, grupa CN może być w odpowiednich w arun­
kach zastąpiona innym  ugrupowaniem , np. grupą hydroksylową, resztą 
azotynu, jonem  chlorkowym  itd. o trzym ując cały szereg pochodnych 
kobalam iny. Tablica 1 zawiera n iektóre pochodne kobalam iny i ich 
charakterystykę.

T a b l i c a  1 
Pochodne kobalam iny (22)

Nazwa Podstawiona
grupa

W idmo absorpcyjne
X

m|x
1 O/T? /° 

^ 1  cm
cyjanokobalam ina CN 287 115

361 204
550 63

hydroksykoba- OH 270—277 137
lam ina 352.5 150

530 56
akw akobalam ina h 2o — —
chlorokobalam ina Cl 274—275 142

352—353 174
525—530 59

nitritokobalam ina ONO 255—275 187
354 185
530 75

cyjanatokobala- OCN 272—278 139
mina 353 140

520—530 54
sulfatokobalam ina HSO4 272—275 135

352 163
520—530 55

T a b l i c a  2
N ajw ażniejsze analogi i pseudow itam iny B 12 oraz ich aktyw ność biologiczna (11)

Nazwa związku
Posiadana

zasada

A ktyw ­
ność u 

kręgow ­
ców

A ktyw ność m ikrobio ogiczna

L. leich-
manii

E.
coli

E. gra-
cilis

Ochr.
m el-
ham.

W itam in B 12 5:6-dw um etylo- + + + + +
(cy j anokobalam ina) benzim idazol
A nalog w itam inu B i2 benzim idazol + ? 4* + + + +
(desdw um etylo B 12)
Czynnik A 2 -m etyloadenina — ± + + —
(pseudo B i2d)
Pseudo B i2 adenina — +  + + ± —
P seudo B i2b adenina — + __p

Czynnik G
(deam ino pseudo B 12) hypoksantyna — ± +
C zynnik H 2 -m etylohypo-
(deam ino czynnik A) ksantyna — ± +
P seudo B i2f 2 -m etyloadenina — ±
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W szystkie te pochodne mogą być zamienione z powrotem  na cyjanoko- 
balam inę przez podziałanie jonam i cyjankowymi przy pH 10— 11.

Badania nad  w ystępow aniem  B i2 u różnych mikroorganizmów do­
prowadziły do wyizolowania szeregu tzw. analogów B i2, które od tego 
ostatniego różnią się budową układu nukleotydowego, a właściwie zasadą 
nukleotydu. Tak otrzym ano czynniki, które zamiast 5:6-dwumetylobenzi- 
midazolu zaw ierają adeninę, 2-metyloadeninę, hypoksantynę, 2-metylo- 
hypoksantynę oraz benzimidazol. W szystkie te czynniki u zwierząt nie 
posiadają aktywności biologicznej wzgl. tylko nieznaczną, natom iast są 
czynnikam i wzrostowymi dla licznych drobnoustrojów. Tablica 2 zawie­
ra  zebrane najw ażniejsze analogi i psedowitam iny B i2.

Niezależnie od różnicy w budowie zasady nukleotydu, wszystkie w i­
tam iny  B i2 i pseudow itam iny pozostałą część struk tu ry , czyli czynnik B, 
posiadają wspólny.
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TOM II 1956 Z ESZY T 4

Statut Międzynarodowej Unii Biochemicznej

I. W s t ę p

Komitet Międzynarodowy utworzony przez I Kongres Międzynarodowy Bio­
chemii, chcąc najbardziej wydatnie przyczynić się do rozwoju biochemii zdecy­
dował 1 marca 1953 r. utworzyć stałą organizację, która będzie nosiła nazwę 
Międzynarodowej Unii Biochemicznej.

Cele i formy działania Unii

1. Międzynarodowa Unia Biochemiczna ma na celu:
a) Kontynuować organizowanie międzynarodowych kongresów biochemii;

b) inicjować koordynację międzynarodową w dziedzinach badań, dyskusji
i publikacji;

c) organizować stałą współpracę między towarzystwami reprezentującymi bio­
chemię w krajach będących członkami Unii;

d) wnosić wkład do postępu biochemii we wszystkich aspektach międzyna­
rodowych.

2. Dla zrealizowania tych celów Unia będzie mogła: organizować komisje lub 
inne komitety dla celów specjalnych; organizować zjazdy i kongresy; nawiązać 
kontakty z innymi organizacjami naukowymi; przedsięwziąć prace w zakresie re­
dagowania i publikowania i w  ogóle rozwijać każdą formę działalności dla rea­
lizacji swych celów.

II. C z ł o n k o w i e

3. Międzynarodowa Unia Biochemiczna składać się będzie z grupy narodo­
wych organizacji wchodzących w jej skład. W każdym kraju organizacją wcho­
dzącą w  skład Unii może być Akademia Narodowa, Narodowa Rada Naukowa, lub 
podobna instytucja, Towarzystwo Naukowe, lub grupa takich Towarzystw, lub 
wreszcie Komitet Narodowy utworzony specjalnie dla wejścia w skład Unii. Bez 
względu jednak na organizację narodową członka Unii utworzony będzie w każdym  
kraju Narodowy Komitet Biochemii i przynależność do Unii ratyfikowana będzie 
przez fakt, że skład tego Narodowego Komitetu Biochemii zostanie zakomuniko­
wany Ogólnemu Zebraniu Unii i przez to Ogólne Zebranie zaakceptowany.

4. Przez „kraj” rozumieć należy również dominia, kolonie, protektoraty, lub 
inne formy zależności pod warunkiem, że ich budżet naukowy będzie wydzielony 
jak również utworzona zostanie grupa niezależnych stanowisk tworząca wspólny 
Narodowy Komitet Biochemiczny.

5. Zgromadzenie Ogólne składać się będzie z delegatów każdej organizacji 
wchodzącej w  skład Unii. Delegaci ci zbierać się będą przy sposobności każdego

[525]
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Międzynarodowego Kongresu Biochemii. Prezydent będzie mógł, jeśli usprawiedli­
w iają to szczególne okoliczności i za zgodą Biura, zwołać nadzwyczajne Zebranie 
Zgromadzenia Ogólnego. Jeśli zresztą conajmniej 1/3 członków Rady zażąda tego, 
Prezydent będzie zobowiązany zwołać nadzwyczajne zebranie Zgromadzenia Ogól­
nego.

Każda organizacja wchodząca w  skład Unii płacić jej będzie roczną składkę. 
Będą dwa rodzaje członków. Organizacje wchodzące w  skład Unii z Niemiec, 
ze Stanów Zjednoczonych z Francji, ze Zjednoczonego Królestwa i ZSRR płacić 
będą roczną składkę w wysokości 200 dolarów am. Organizacje te wysyłać będą 
po 2 delegatów na Zgromadzenie Ogólne. Organizacje innych krajów opłacać będą 
roczną składkę w wysokości 100 dolarów am. i wysyłać będą 1 delegata na Zgro­
madzenie Ogólne.

III.

6. Zgromadzenie Ogólne będzie miało moc podejmowania decyzji we wszystkim  
co tyczy Unii włącznie z zmianami Statutu. Zgromadzenie Ogólne będzie mogło 
udzielać pełnomocnictw w poszczególnych sprawach Radzie i Komitetom specjal­
nym. Zmiana Statutu będzie mogła zostać uchwalona tylko wtedy, jeśli wypowie 
się za nią 2/3 ważnych głosów. Krajom, których organizacja należąca do Unii 
płaci składkę roczną w wysokości 200 dolarów am. przysługują 2 głosy w  głoso­
waniu, a pozostałym krajom po 1 głosie.

IV. R a d a

7. Kierowanie Międzynarodową Unią Biochemiczną powierzone zostanie Radzie 
wybranej w sposób podany w art. 8 § V.

V.

8. Rada składać się będzie najwyżej z 20 członków wybranych spośród członków  
Zgromadzenia Ogólnego. Członkowie Rady wybrani będą odrazu na okres 6 lat. 
W końcu tego okresu mandaty 5 członków Rady wygasną; kolejność wygasania man­
datów ustali, jeśli zajdzie potrzeba, losowanie. Funkcja każdego z członków Rady 
nie może trwać dłużej niż 12  następujących po sobie lat.

VI.

9. Zebrania Rady odbywać się będą: (a) podczas kongresów międzynarodowych; 
(b) w innym czasie zależnie od decyzji Rady. Członkowie Rady mogą głosować 
drogą korespondencyjną. Decyzje będą podejmowane większością głosów i będą 
ważne, jeśli liczba głosów oddanych wynosi conajmniej 2/3 liczby członków Rady.

VII.

10. Rada wybierze spośród swoich członków Prezydenta, Skarbnika i Sekretarza 
Generalnego. Prezydent będzie mógł pełnić swą funkcję najwyżej 6 lat. Sekretarz 
Generalny i Skarbnik będą mogli być powtórnie wybierani na swe stanowiska 
w  czasi 12 po sobie następujących lat. Po tych 12 latach nie będą oni mogli być 
wybierani na te same stanowiska w ciągu 3 lat. Sekretarz Generalny utrzymywać 
będzie kontakt z organizacjami — członkami Unii i z innymi organizacjami, które 
nie są członkami Unii.
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VIII.

11.Siedzibą oficjalną Unii będzie miesjce zamieszkania Sekretarza Generalnego, 
pod adresem którego kierowana będzie cała korespondencja tycząca Unii.

12. Dla pokrycia wydatków w okresie między dwoma Międzynarodowymi Kon­
gresami Biochemii Skarbnik i Sekretarz Generalny ustalą wspólnie na rok przed 
datą każdego Kongresu budżet pokrywający wydatki okresu dzielącego ten Kon­
gres od następnego. Budżet ten zostanie przedłożony Radzie, która wyda wszystkie 
potrzebne rozporządzenia, aby pokryć wydatki określone w  tym budżecie.

IX.

13. We wszystkich swych decyzjach Rada kierować się będzie tradycją wolnej 
międzynarodowej współpracy naukowej.

X.

14. Dla ułatwienia współpracy z organizacjami międzynarodowymi w  innych 
dziedzinach nauki Międzynarodowa Unia Biochemiczna zwróci się z prośbą o przy­
jęcie jej w skład Międzynarodowej Rady Unii Naukowych.

Z działatności Międzynarodowej Unii Biochemicznej

Drugie Zgromadzenie Ogólne Unii
•

Drugie Zgromadzenie Unii odbyło się 1 sierpnia 1955 r. w Brukseli z okazji 
III Międzynarodowego Kongresu Biochemii. W Zgromadzeniu Ogólnym brali udział 
następujący delegaci: S. A k a b o r i  (Japonia), I. B a 1 o-B a n g a (Węgry), J. C o u r -  
t o i s (Francja), V. A. E n g e l h a r d t  (ZSRR), A. H. E n n o r (Australia), K. F e l i x  
(Niemcy), M. F l o r k i n  (Belgia), J. H e l l e r  (Polska), O. H o f f m a n-O s t e n h o f 
(Austria), K. L i n d e r s t r ö  m-L a n g (Dania), K. L o h m a n n  (Niemcy), S. O c h o a 
(USA), R. H. S. T h o m p s o n  (Wielka Brytania), D. L. T h o m p s o n  (Kanada), 
A. I. O p a r i n  (ZSRR), R. A. P a t e r s  (Wielka Brytania), J. R o c h e (Francja), 
A. R o s s i - F a n e l l i  (Włochy), E. H. S t o t z (USA), O. W a 1 a a s (Norwegia./,
H. G. K. W e s t e n b r i n k  (Holandia).

Prócz delegatów krajów należących do Unii w obradach brali udział: C. R. H a- 
r i n g t o n ,  honorowy członek Rady, J. M u r r a y  L u c k  przewodniczącąy Sekcji 
chemii biologicznej Międzynarodowej Unii Chemii Czystej i Stosowanej, C. F r o -  
m a g e o t sekretarz Sekcji chemii biologicznej Międzynarodowej Unii Chemii Czy­
stej i Stosowanej, E. B o e r i delegat Międzynarodowej Unii Nauk Biologicznych, 
K. B e r n h a r d  oraz B. C. G u h a, obaj członkowie dawniejszego Międzynarodowe­
go Komitetu Biochemicznego, który poprzedzał istnienie Unii. Przewodniczył 
M. F l o r k i n .  Sekretarzem Generalnym Unii jest prof. R. H. S. T h o m p s o n ,  
którego adres brzmi: Department of Chemical Pathology, Guy’s Hospital Medical 
School, London, S. E. 1. Skarbnikiem Unii jest prof. E. H. S t o t z. ze Stanów  
Zjednoczonych.

Oprócz szeregu spraw organizacyjnych o mniejszym znaczeniu drugie Zgroma­
dzenie Ogólne przyjęło do Międzynarodowej Unii Biochemicznej Polskę, Węgry, Cze­
chosłowację, Kanadę i Hiszpanię. Ustalono również, że IV Międzynarodowy Kongres 
Biochemii odbędzie się w 1958 r. w Wiedniu. Postanowiono również zorganizować
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2 sympozja: w  lecie 1957 r. w  Moskwie na temat „Początki życia” oraz na jesieni 
tegoż roku w  Japonii na temat „Wybranych zagadnień biochemii enzymów”.

*

Ostatnio Bułgaria przystępuje do Międzynarodowej Unii Biochemicznej. W Buł­
garii powstał Narodowy Komitet Biochemiczny w  następującym składzie: D o s s i o 
B a k a ł o w, przewodniczący, D i m i t e  r- N a s z k o w ,  sekretarz, B o r i s  K o i -  
c z e w ,  A n g e l  K a l a i d i e w ,  M a r i a  S t e f a n o w a  — członkowie. W związku 
z tym Bułgaria zwróciła się o przyjęcie do Unii.

*

W chwili obecnej na terenie Międzynarodowej Unii Biochemicznej rozpatrywane 
jest przyjęcie do Unii Komitetów Biochemicznych Chin i Portugalii. Członkami tych 
komitetów są następujący biochemicy: w  Chinach prof. Wang- Y i n g - la  i, zastępca 
dyrektora Instytutu Fizjologii i Biochemii Akademii Chińskiej, który jest przewod­
niczącym Komitetu, prof. Wong Y u, zastępca dyrektora Instytutu Chemii Organicznej 
Akademii Chińskiej, prof Lin K u o-h a o, kierownik Zakładu Biochemii Instytutu  
Nauk Medycznych, prof. Yin H u n  g-h a n g, zastępca dyrektora Instytutu Fizjologii 
Roślin Akademii Chińskiej, i prof. Yang E n-f u, kierownik Zakładu Żywienia Cen­
tralnego Instytutu Zdrowia.

W skład portugalskiego komitetu wchodzą następujący uczeni: prof. dr Joao 
d e  O l i v e i r a  e S i l v a ,  profesor biochemii na Wydziale Lekarskim Uniwersytetu  
Coimbra, prof. dr Elisio Filinto Milheiro F e r n a n d e s ,  profesor biochemii Wydziału 
Lekarskiego Uniwersytetu Porto, prof. dr Silverio Ferreira G o m e s  d a  C o s t o ,  
prof. biochemii na Wydziale Lekarskim Uniwersytetu Lizbońskiego, dr Kurt J a- 
c o b s o n, profesor chemii na Wydziale Nauk Przyrodniczych Uniwersytetu Lizboń­
skiego reprezentujący Instytut Badań Naukowych „Bento da Rocha Cabral”, i prof. 
dr Guilherme Jorge J a n z, Instytutu Medycyny Tropikalnej.

Z chwilą przyjęcia wymienionych wyżej narodowych komitetów biochemicznych 
Unia nasza liczyć będzie 31 państw — członków.

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

W dniach 29 i 30 maja 1956 roku odbyła się w  Warszawie III Sesja Sprawo­
zdawcza Komitetu Biochemicznego, która objęła tym razem zarówno placówki do­
towane przez Komitet, jak i placówki biochemiczne własne Polskiej Akademii 
Nauk. Kierunki badań poszczególnych ośrodków przedstawia się jak następuje:

1. Ośrodek kierowany przez prof. dr T. B a r a n o w s k i e g o  we Wrocławiu 
złożył sprawozdanie z następujących prac:

1) Rozdzielanie hormonów płata przedniego przysadki.
2) Przygotowanie i właściwości biologiczne związków analogicznych do glu- 

tationu.
3) Z badań biochemicznych nad grupami krwi.
Wszystkie prace referował osobiście prof. B a r a n o w s k i .
2'. Ośrodek kierowany przez prof. dr J a n i n ę  O p i e ń s k ą - B l a u t h  (Zakład 

Chemii Fizjologicznej AM w Lublinie) złożył sprawozdanie z następujących czte­
rech prac:
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1) Przemiana węglowodanowo-fosforowa u mykobaterii 
(referował dr M. S z y m o n a ) .

2) Transaminaza asparaginowo-glutaminowa u Mycobacterium phlei 
(referował mgr E. G ą s i o r ) .

3) Paskowo-krążkowa technika chromatograficzna w rozdzielaniu mieszanin ami- 
nokwasowych (referował dr T. B o r k o w s k i ) .

4) Nowe wskaźniki przy identyfikocji aminokwasów w chromatogramach jedno 
i dwukierunkowych (referowały prof. J. O p i e ń s k  a-Bl a u t h, mgr H. K o w a l ­
s k a  i mgr M. P i e t r u s i e w  i c z).

3. Ośrodek kierowany przez prof. B. S k a r ż y ń s k i e g o  (Zakład Chemii Fi­
zjologicznej A. M. w Krakowie).
Przedstawił badania nad witaminem B 12. we krwi. Ponadto prof. S k a r ż y ń s k i  
omówił szerzej udział polskiej delegacji w  obradach Sympozjum w Hamburgu
poświęconego witaminowi B 12.

4. Ośrodek kierowany przez doc. dr J. D u d ę  i doc. dr J. P a w e ł k i e w i c z a  
(Zakład Mikrobiologii Wyższej Szkoły Rolniczej w Poznaniu). Z ośrodka tego doc. 
P a w e ł k i e w i c z  zreferował dwie prace:

1) Wytwarzanie wolnych porfiryn przez Propionibacterium shermanii.
2) Biosynteza witaminu B 12 i analogów witaminu B 12.

5. Ośrodek kierowany przez prof. dr. W. M o z o ł o w s k i e g o  (Zakład Chemii 
Fizjologicznej A. M. w Gdańsku) przedstawił pracę

1) Dalsze badania nad odwracalną hemolizą (referował dr A. M a n i t i u s ) .

6. Ośrodek kierowany przez doc. dr. J. M e d u s k i e g o (Pracownia Przemiany 
Pośredniej Zakładu Biochemii PZH) przedstawił pięć prac:

1) O metodzie chemicznej oznaczania fosfolipazy C i badania nad kinetyką dzia­
łania fosfolipazy C na lecytynę jaja kurzego (referowała lek. A. Z a k r z e w s k a ) .

2) Wodorowanie lecytyny i kinetyka działania fosfolipazy C na lecytynę wo- 
dorowaną (referował mgr. A. Z b r o ż y n a). .

3) Opis niektórych właściwości otrzymanego preparatu fosfolipazy C (refero­
wała mgr. D. O 1 k o w  s k a).

4) Oznaczania lecytyn w  niektórych środowiskach biologicznych za pomocą 
fosfolipazy C (referowała mgr B. Ł u g o w s k  a-O r ł o w s k a).

5) Zmiany zawartości lecytyn woreczka żółtkowego zarodka jaja kurzego 
w czasie rozwoju (referowała mgr. B. Ł u g o w s k  a-O r ł o w s k a).

7. Ośrodek kierowany przez prof. dr. A D m o c h o w s k i e g o  (Zakład Bio­
chemii Uniwersytetu Łódzkiego) zgłosił trzy prace, które referowali prof. D m o ­
c h o w s k i ,  mgr inż. E. S e m p i ń s k a ,  i lek. L. K ł y s z e j k o :

1) Frakcjonowanie ß-nukleoproteidow łusek łuszczycy, oraz wstępne badania nad 
ß-nukleoproteidami skóry ludzkiej.

2) Ilościowe oznaczanie kwasów nukleinowych w  łuskach łuszczycy.
3) Oznaczanie krzemu w  łuskach łuszczycy.

8. Zakład Biochemii PAN, kierowany przez prof. dr. J. H e l l e r a  przedstawił 
prace poszczególnych pracowni:

1) Pracownia Biochemii Ewolucyjnej prof. I. Mochnackiej:
a) prof. J. H e l l e r  i mgr M. S z a f r a ń s k i :  O wykazaniu enzymów  

cyklu pentozowego glukozy u Mycobacterium tbc. R37V.
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b) prof. J. H e 11 e r i mgr. S z a r k o w s k a :  Rola tyrozynazy w metaboliźmie 
wilczomleczka z zastosowaniem techniki izotopowej.

c) mgr. S z a r k o w s k a :  Reduktaza chinonowa u wilczomleczka.
d) mgr. J e ż e w s k a :  Przemiana nukleotydowa w cyklu rozwojowym w il­

czomleczka.
e) prof. J. H e l l e r  i dr M. P i e c h o w s k a :  Rola pyrofosforanów u w il­

czomleczka.
f) prof. I. M o c h  n a ć k a  i mgr. S z a f r a ń s k i :  Badanie cyklu pentozo­

wego w mózgu normalnych gołębi i gołębi z awitaminozą Bi.
g) mgr. S z a r k o w s k i  we współpracy z Pracownią Biochemii Roślin. 

Wpływ bodźcowania żelazicjankiem na oddychanie kiełków pszenicy.
2) Pracownia Biocłiemii Roślin prof. I. R e i f e r a .

a) M a r i a  M o ż e j k  o-T o c z k o :  Biosynteza alkaloidów łubinu niebieskiego.
b) K a z i m i e r z  T o c z k o :  Opracowanie metody ilościowego oznaczania 

pięciu głównych alkaloidów opium.
c) K a z i m i e r z  K l e c z k o w s k i :  Przemiana niektórych składników cyklu 

ornitynowego u roślin.
d) D a n u t a  K l e c z k o w s k a :  Hodowla tkanek łubinu in vitro. '
e) M a r i a  S o l e c k a :  Oddychanie cytochromowe u roślin.

Wszystkie prace na Sesji Sprawozdawczej referował prof. H e l l e r  z po­
wodu nieobecności w kraju prof. R e i f e r a .

3) Pracownia Biofizyczna doc. D. S h u g a r a :
a) Kwasy nukleinowe w roślinach.
b) Rybonukleaza: Wpływ środowiska i zagadnienie grup SH.
c) Struktura pochodnych ksantyny i kwasu orotowego.
Wszystkie trzy prace referował doc. S h u g a r.
d) Kinetyka inaktywacji rybonukleazy (Referowała mgr. E. G a j e w s k a ) .
e) Fotoliza pochodnych kwasów nukleinowych (Referował mgr. K W i e r z ­

c h o w s k i .
4) Pracownia Cytochemiczna doc. A. S z e n b e r g a :

a) Regeneracja niektórych układów enzymatycznych w wątrobie szczura po 
hepatektomii (Referowała mgr. C. J a n i o n).

9. Zakład Biochemii Instytutu Biologii Doświadczalnej im. Marcelego Nenckiego, 
kierowany przez prof. dr. W. N i e m i e r k ę .  Podczas sesji sprawozdawczej najpierw  
kierownik Zakładu wprowadził w problematykę Zakładu, a następnie poszczególni 
pracownicy zreferowali sześć prac:

1) P. W ł o d a w e r :  Rola fosfolipidów w procesach przyswajania wosku przez 
Galleria mellonella.

2) A. P r z e ł ę c k a :  Cytochemiczne badania występowania fosfolipidów w jelicie 
Galleria mellonella.

3) H. Z a ł u s k a :  Glikogen wolny i związany w rozwoju jedwabnika.
4) L. W o j t c z a k :  Z zagadnień lokalizacji komórkowej niektórych enzymów  

u Galleria mellonella.
5) M. D y d y ń s k a  i I. K ą k o l :  Wolne i związane nukleotydy w mięśniach 

żaby. (Referowała I. K ą k o l )
6) J. B r a h m s :  Wolne grupy SH w czynności mięśni.
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Konferencja o biochem ii biatek

W dniach od 3 do 5 października 1956 r. w Liblicach pod Pragą w pałacu ba­
rokowym, stanowiącym obecnie własność Czechosłowackiej Akademii Nauk, odbyła 
się z inicjatywy prof. O r i e c h o w i c z a  (ZSRR) konferencja, której tematyka 
obejmowała:

1. Ogólne właściwości związków białkowych.
2. Mikrostruktura białek.
3. Proteosynteza.
Pierwszy kierunek obrad reprezentował główny wykład prof. O r i e c h o w i c z a  

i koreferaty prof. B a r a n o w s k i e g o  (Polska), prof. S t r a u b a i prof. D e v e n y  
(Węgry) oraz prof. P a s y n s k i e g o  (ZSRR). Koreferaty przedstawiały współczesny 
kierunek badań nad białkami poszczególnych krajów.

Drugi kierunek badań otworzył programowy wykład gospodarza konferencji 
prof. S o r m a, sekretarza generalnego Czechosłowackiej Akademii Nauk i k ie­
rownika Zakładu Biochemii Akademii. O stanie badań nad mikrostrukturą białek 
w Związku Radzieckim zamiast chorego prof. C h e s s i n a  mówił dr D e b o r i n .  
Stan badań w Czechosłowacji przedstawił współpracownik prof. 5 o r m a dr K e i 1.

Trzeci kierunek badań otworzył wykład programowy prof. S t r a u b a  i korefe­
raty dr R y c h l i k a  (CSR), prof. R a p o p o r t a  (NRD).

Dyskusja wniosła w iele nowego i ciekawego materiału do każdego z trzech 
zakresów obrad. W dyskusji nad proteosyntezą zabierał m. in. głos doc. M e d u s k i ,  
referując prace kierowanego przez siebie ośrodka.

W wyniku obrad na oddzielnym organizacyjnym zebraniu uczestnicy konferencji 
powzięli następującą rezolucję:

„Uczestnicy konferencji odbytej w  Liblicach (Czechosłowacja) od 3 do 5 paź­
dziernika 1956 r. z udziałem przedstawicieli Bułgarii, Węgier, NRD, Polski i Związ­
ku Radzieckiego oraz Czechosłowacji wysłuchali następujących referatów i prze­
dyskutowali je:

„O stanie badań nad białkami w  odnośnych krajach i o zadaniach dalszych prac 
naukowych w zakresie wyosabniania i krystalizacji białek” (T. B a r a n o w s k i  — 
Polska);

„O badaniu struktury chemicznej białek” (W. N. O r i e c h o w i c z  — ZSRR, 
F. S o r m  — CSR, B. K e i l  — CSR);

„Struktura fizyczna i fizykochemiczne właściwości białek” (A. G. P a s y n s k i j — 
ZSRR).

„Biosynteza białek” (F. S t r a u b  — Węgry, S. R a p o p o r t  — NRD, I. R y c h ­
l i k  — CSR).

Stwierdzono przy tym co następuje:
Ostatnio osiągnięto cenne wyniki w  badaniach nad określeniem struktury białek 

szczególnie przez powiązanie studiów mikrostruktury chemicznej ze studiami f i­
zycznej makrostruktury białek przy użyciu najnowszych fizykochemicznych zdoby­
czy metod badawczych oraz dzięki teoretycznemu opracowaniu wyników.

[531]
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Znaczne postępy uczyniły badania nad proteosyntezą w  kierunku poznawania 
tworzenia enzymów w preparatach uszkodzonych komórek, w  kierunku lokalizacji 
syntezy białek w częściach komórek oraz w  kierunku poznawania udziału wolnych 
aminokwasów i peptydów w  tych procesach.

W chwili obecnej następujące kierunki badań posiadają najbogatsze perspek­
tywy:

a. w poznawaniu struktury białek dokładne badanie struktury i właściwości 
peptydów oraz białek niskocząsteczkowych posiadających swoiste, biologiczne 
własnosci;

b. w proteosyntezie użycie równoczesne metody izotopowej, wyosobniania i ana­
lizy chemicznej powstałych białek oraz określanie ich biologicznych właściwości. 
Należy przy tym zwracać uwagę przede wszystkim na wyjaśnianie roli jaką w  oma­
wianych procesach grają kwasy nukleinowe.

Dla skutecznego rozwiązania tych zadań konieczne jest — zdaniem uczestników  
konferencji — ustalenie między państwami biorącymi w  konferencji udział ścisłej 
koordynacji poczynań, wzajemnego informowania i pomocy w badaniach nad biał­
kami.

W tym celu byłoby pożyteczne ustanowienie patronatów wiodących laborato­
riów w  następujących dziedzinach badań:

a) wyosobnianie i krystalizacja białek (Zakład Chemii Fizjologicznej Akademii 
Medycznej we Wrocławiu i instytut Chemii Biologicznej i Medycznej Akademii Nauk 
Medycznych ZSRR);

b) ogólna charakterystyka białek (Instytut Chemii Biologicznej i Medycznej Aka­
demii Nauk Medycznych ZSRR);

c) chemiczna mikrostruktura białek (Instytut Chemiczny Czechosłowackiej Aka­
demii Nauk);

d) biosynteza białek (Instytutu Chemii Medycznej Uniwersytetu w  Budapeszcie).
Zadaniem tych patronatów byłaby pomoc przy opracowywaniu nowych metod,

organizacja pomocy technicznej i wymiana pracowników naukowych między labo­
ratoriami zajmującymi się badaniem białek państw biorących udział w  konfe­
rencji.

Konferencja aprobuje kierunki badań nad białkami zaproponowane przez uczest­
ników konferencji (w załączeniu do niniejszej rezolucji plany badań).

Dla poprawy wzajemnego informowania o osiągnięciach konferencja zaleca w y­
dawanie biuletynu informacyjnego, który powinien zawierać streszczenia prac znaj­
dujących się w druku, krótkie doniesienia o nowych metodach i aparatach, które 
zostały opracowane w różnych laboratoriach a ponadto informacje o rzadkich od­
czynnikach i materiałach oraz inne wiadomości.

Konferencja proponuje powierzyć wykonanie tych zadań tj. wzajemnego infor­
mowania i koordynacji Komitetowi do Spraw Białek, który ma następujący skład: 
B a r a n o w s k i ,  (Polska), K e i 1 (CSR), O r i e c h o w i c z  (ZSRR), R a p o p o r t  
(NRD), S z ó r e n y i (Węgry), S o r m  (CSR), S t r a u b  (Węgry), E n g e l h a r d t  
(ZSRR)

Do udziału w obradach Komitetu należy zaprosić przedstawicieli organizacji 
naukowych następujących państw: Albanii, Bułgarii, Chin, Korei, Rumunii, Ju­
gosławii, Mongolii.

Zgromadzenie plenarne Komitetu odbywać się będzie raz do roku, coraz to 
w innym państwie biorącym udział w  konferencji. Konferencja proponuje odbyć 
najbliższe zgromadzenie Komitetu na jesieni (wrzesień) 1957 r. w Budapeszcie.
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Konferencja powierza Komitetowi następujące zadania:
a) opracować w ciągu 1957 r. na podstawie propozycji państw biorących udział 

w konferencji plan perspektywiczny problematyki badawczej na najbliższe lata,
b) przygotować wnioski o rozdziale zamówień przyrządów i materiałów potrzeb­

nych dla badań nad białkami,
c) przygotować międzynarodowe sympozjum nad białkami w  1959 r.
Konferencja uważa za konieczne ustalenie między towarzystwami biochemicznymi

krajów biorących udział w  konferencji ściślejszych kontaktów i poleca założenie 
takich towarzystw w tym państwach, w których towarzystwa te jeszcze nie istnieją.

Konferencja proponuje, by Komitet wybierany był co 3 lata i by w  czasie 
tych wyborów określano siedzibę Komitetu. Siedzibą Komitetu w  ciągu pierwszych 
trzech lat winna być Praga.

Konferencja niniejsza jest pierwszym spotkaniem międzynarodowym pracowni­
ków naukowych Związku Radzieckiego i demokracji ludowych w zakresie białek.

Konferencja stwierdza pozytywne wyniki tego spotkania i wyraża Czechosło­
wackiej Akademii Nauk oraz Akademikowi F. S o r m o w i  swoje podziękowanie 
za znakomitą organizację.

Rezolucja niniejsza winna być przedłożona do aprobaty Prezydium Akademii 
Nauk ZSRR, Akademii Nauk Medycznych ZSRR, Węgierskiej Akademii Nauk, Aka­
demii Nauk NRD, Polskiej Akademii Nauk i Czechosłowackiej Akademii Nauk.

Rezolucję przyjęto w Liblicach 5 października 1956 r.”

Z a ł ą c z n i k

Plany laboratoriów w CSR

1. Studia porównawcze w zakresie mikrostruktury chymotrypsynogenu, trypsyny, 
myoglobinów, pepsyn, rozmaitych gatunków zwierząt oraz kilku prostszych białek 
roślinnych. Równocześnie badana będzie możliwość wyosobnienia składników tych 
białek (o średnim ciężarze cząsteczkowym) oraz badane będą ogólne reakcje białek 
w stanie rodzimym.

2. Badane będą ogólne problemy proteosyntezy z zamiarem wyjaśnienia jej 
poszczególnych faz. Tu wykorzystane zostaną nasze doświadczenia w zakresie 
mikrostruktury białek. Obiektem studiów nad proteosyntezą będą przede wszystkim  
trzustka, retikulocyty i bakterie. Równocześnie poddany zostanie badaniu mechanizm  
działania inhibitorów proteosyntezy, a zwłaszcza antybiotyków.

3. W związku z badaniami nad proteosyntezą opracowywana będzie biochemia 
kwasów nukleinowych i produtków ich rozkładu oraz mechanizm działania kwasów  
nukleinowych w proteosyntezie.

Plany laboratoriów w ZSRR

1. Wyosobnianie indywidualnych białek, badanie ich właściwości i czynności 
w ustroju.

2. Badanie składu i struktury białek (skład aminokwasów, grupy końcowe końca C 
i końca N, następstwo aminokwasów w łańcuchach, grupy czynne w białkach, ciężar 
cząsteczkowy, postać i wymiary cząsteczek).

3. Mechanizm biosyntezy i przekształcenia białek wewnątrz i na zewnątrz ustroju.
4. Badania nad uszkodzeniem składu chemicznego, właściwości i czynności białek 

w różnych stanach patologicznych ustroju oraz studia nad środkami zapobiegaw­
czymi przeciw takim uszkodzeniom.

http://rcin.org.pl



534 K O N G R E SY  I Z JA Z D Y  M IĘ DZYNARO DO W E [4]

Plany laboratoriów na Węgrzech

1. Krystalizacja rozmaitych białek w różnych warunkach (białka takie jak de­
hydrogenazy aldehydu fosfoglicerynowego uzyskane z różnych gatunków, dehydro- 
geneza alkoholowa, albuminy surowicze, hemoglobiny, rozmaite enzymy proteolitycz­
ne i rybonukleaza). Czystość badanych białek kontrolowana będzie za pomocą pre- 
cjpitacji ilościowej immunobiologicznie, a prócz tego metodami fizykochemicznymi, 
tj. sedymentacją i elektroforezą. Porównywana będzie szybkość proteolizy amino­
kwasów końców N i C oraz peptydów z punktu widzenia swoistości gatunkowej 
i zależności między czynnością, a strukturą.
Do tych badań użyte zostaną opracowane już metody techniki DNP, PTC, tiohydan- 
toinowej oraz karboksypeptydazowej.
Podjęte zostaną badania nad swoistością dwóch frakcji uzyskanych już z elastazy, 
s mianowicie elastomukazy i właściwej elastazy krystalicznej.

2. Kontynuowane zostaną badania nad mechanizmem syntezy amylazy: podjęte 
zostaną usiłowania wyosobnienia hipotetycznego prekursora. Badana będzie rola 
kwasu nukleinowego w  przypadku syntezy amylazy oraz syntezy penicylinazy. Ba­
dania te zostaną uzupełnione studiami nad mechanizmem działania dwuaminoakry- 
dyn w  syntezie białek i w  infekcji fagowej oraz nad mechnizmem aktywacji acylo- 
wej aminokwasów.
Opisywane będą właściwości wolnych peptydów gruczołu jedwabnika z uwzględnie­
niem ewentualnych związków pośrednich w syntezie fibroiny.

Plany laboratoriów w  Polsce

1. Badania struktury prolaktyny.
2. Wymogi strukturalne dla działania biologicznego prolaktyny.
3. Badania nad wykryciem swoistych inhibitorów proteaz tkankowych.
4. Wyosobnienie i identyfikacja czynnika eozynofilii z średniego płata przesadki 

mózgowej.
Plany laboratoriów w NRD

1. W zakresie chemii fizycznej białek przedsięwzięte zostaną systematyczne ba­
dania kinetyczne nad wpływem rozmaitych czynników, jonów i innych na zachowa­
nie hemoproteidów.

2. W zakresie proteosyntezy kontynuowane będą badania nad tworzeniem he­
moglobiny w retikulocytach. Wybijają się tu na plan pierwszy następujące kierunki 
badań:

a) poznanie chwiejnych czynnościowo frakcji zrębu,
b) badania tzw. fazy „rest-N”, a zwłaszcza jej peptydów.
c) badania swoistości kwasów rybonukleinowych, rybonukleazy i związków  

ją hamujących a także przemiany nukleotydowej.
d) zależności między oddychaniem endogennym a proteosyntezą.

Jerzy Meduski
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