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Uczniowie profesora Par nas a zdajag sobie
sprawg z jego znaczenia jako i Nauczyciela i Badacza
i dlatego chcieliby cho¢by w skromnych ramach
jednego zeszytu ,Postepéw Biochemii” wyrazi¢ swa
wdzieczno$¢ i uczci¢ jego pamied.

Na wstepie do tego zeszytu dwaj najstarsi ucznio-
wie Parnasa starajg sie odtworzy¢ ze swych
wspomnien charakterystyczny klimat Lwowskiej
Pracowni i na tym tle pokaza¢, jakim byt Parnas
jako nauczyciel i badacz.

Dwa nastepne artykuty — to przedruki ze
,.Wstepu” do podrecznika ,,Chemja Fizjologiczna”
(1922) oraz wyktadu wygtoszonego na | Zjezdzie
Naukowym PTF w Warszawie w 1937 r. Wybrane
artykuty najlepiej charakteryzujg poglady P ar-
na sa na zasadnicze problemy biochemii oraz jego
stosunek do biochemii polskiej.

Nastepna praca I. Mochnackiej, to ostatnia
przedwojenna praca Pracowni Lwowskiej, wykonana
pod kierunkiem Parnasa i przyjeta przez niego
jako doktorska. Nie ogtaszana dotad drukiem —
praca ta posiada nie tylko swg wymowe historyczng,
ale zachowata jeszcze zasadniczo swg aktualnos¢
naukowa.

Na pozostala czes¢ zeszytu skladajg sie prace
wspoéiczesne dalszych ucznibw P arnasa Redak-
cja nie krepowata autoréw wyborem tematu, to tez
niektére artykuty odnoszg sie do ich obecnych za-
interesowan, nie wigzacych sie bezposrednio z ich
pobytem w Pracowni Lwowskiej. Jak kaza wzgledy
goscinnosci — w pierwszej kolejnosci umieszczono
prace, nadestane z poza granic Kkraju, pozostate
zas — w kolejnosci ich otrzymania.
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J. HELLER i WE. MOZOLOWSKI

Jakub Karol Parnas

Dziatalno$¢ nauczycielska w latach 1916—1939

Znaczenie dziatalnos$ci nauczycielskiej Jakuba Karola Parnasa
dla polskiej biochemii jest naprawde wielkie; przez wyktady uniwersy-
teckie, przez kierowanie pracg badawczg, przez pisanie i redagowanie pod-
recznikéw, przez udziat w pracach towarzystw naukowych, a zwiaszcza
przez osobisty kontakt ze swoimi asystentami i wspétpracownikami — wy-
wart istotne pietno na rozwijajacej sie polskiej biochemii.

Okres od podjecia wyktadow w Warszawie w 1916 do wybuchu wojny
w 1939 to stale rozwijajaca sie praca badawcza Parnasa i réwnolegle
biegngca, ale obejmujgca coraz szersze kregi praca nauczycielska. Ten okres
nalezy wiec omowi¢ w artykule wstepnym donumeru ,,Postepéw Biochemii”
poswieconego jego pamieci.

Okres poprzedni daje sie ujac¢ kilkoma datami. Jakub Karol Par-
nas urodzony 16 stycznia 1884 roku w Tarnopolu, ukohczyt gimnazjum
we Lwowie w 1902 r, chemie studiowat w Berlinie, Strasburgu i Zurychu;
doktorat filozofii uzyskuje w Monachium w 1907 r, habilituje sie w 1914 r
na Wydziale Lekarskim Uniwersytetu w Strasburgu. Praca w stacji zoolo-
gicznej w Neapolu i pobyt w Cambridge, uzupetniajg bogaty okres jego
przygotowania do samodzielnej i kierowniczej pracy biochemicznej, ktorg
podejmuje w 1916 r w Warszawie, a ktorg z takim efektem bedzie prowadzit
do 1939 roku w Lwowie.

@] latach wojennych i pdzniejszych nie mozemy pisa¢ obszerniej; brak
doktadnych informacyj mdégtby da¢ btedny obraz stanu faktycznego. Wiemy,
ze w 1941 dzieki ewakuacji do Ufy w ZSRR, uniknat losu profesoréow wy-
mordowanych przez Niemcéw we Lwowie. Wiemy, ze spotykaly go w tym
czasie zaszczyty, zarbwno w ZSRR (nagroda Stalina, order Lenina, wybér
na rzeczywistego cztonka Akademii Medycznych Nauk w ZSRR), jak
i w krajach Zachodu (honorowy doktorat Sorbony w 1945, wybér na cztonka
francuskiej Akademii Medycznej w 1945). Wiemy jednak, ze i przykrosci
nie brakto, tzw. represje w okresie walki z mendelizmem i morganizmem
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nie oszczedzity takze Parnas a, w styczniu 1949 roku zostaje areszto-
wany i 29 stycznia 1949 umiera w Moskwie; jakie bylo tlo aresztowania
i czym zostato spowodowane, nie jesteSmy w stanie odpowiedzie¢. Wiemy
tylko, ze poSmiertnie zostal zrehabilitowany i ze koledzy radzieccy przy-
gotowujg publikacje poswiecong jego osobie.

Przybywajgc w r 1916 ze Strasburga do Warszawy prof. Parnas
podejmowal swg dziatalnoS¢ w oparciu o gruntowne przemyslenie istotnych
celéw i zadan biochemii, a takze srodkdw, ktdrymi sie ona postuguje. Wstep
do podrecznika Chemii Fizjologicznej, napisany w pierwszych latach jego
pracy w Polsce ujmuje te sprawy tak wyraznie, ujecie jest w wielu spra-
wach tak aktualne, ze i dzisiejszy biochemik nie bez korzysci te strony
przeczyta. Ten znakomity nauczyciel zdaje sobie dobrze sprawe z nastawie-
nia swoich stuchaczy i czytelnikéw, z ich przywigzania do wszystkiego
co polskie, ale takze i z pewnego poczucia mniejszej wartosci, ktére od lat
zaborcy starali sie zasiaé we wszystkich Polakach; dlatego siega po przy-
ktady takich polskich badaczy jak Jedrzej Sniadecki, Marceli
Nencki, nie zaniedba nigdy uwzglednienia rzetelnej polskiej pracy
badawczej, ale gorgco zwalcza to, co nazywat ,,ctem ochronnym dla polskiej
nauki” tj. uwzglednianie mniej zastuzonych badan tylko dlatego, ze wyko-
nane byty przez Polakow. Widziat w tym (i tak instruowat swych uczniow)
wyraz poczucia mniejszej wartosci. Wydaje sie nam, ze takie stanowisko
jest jedynie witasciwe i jedynie ono pozwala na krytyke wszechstronna.
Oczywiscie nie jest to pozycja wygodna, naraza na ataki ze strony tych,
ktorzy chcieliby unikng¢ bezstronnej krytyki. Totez prof. Parnas miat
zwigzane z jego postawg kilopoty, spotykaly go ztosliwosci, ale nie byto
to jednoistronne; w dyskusji, zaprawianej dowcipem i ironia, nie tatwo dawat
sie pokonaé. Dzieki temu w jego pracowni i na terenie jego dziatalnosci nie
byto zastoju, stale wrzato; nowe wyniki badan, zastosowanie nowych metod,
sprzecznosci ré6znych autoréw i kontrola, kto tez ma racje — byty przed-
miotem ozywionych rozméw toczonych z niemniejszym zainteresowaniem,
jak o najciekawszych uniwersyteckich Iwowskich czy tez innych $rodowisk,
plotkach. Atrakcyjno$¢ pracowni kierowanej przez prof. Parnasa pole-
gata, tak nam sie wydaje, w duzej mierze na tym, ze brak byto ,celebro-
wania” i ,dostojefistwa”, ze gtupstwo, chotby w pracy wybitnego badacza
nazywano po imieniu i ze nie cofano sie przed przykroscig odwotania, gdy
sie samemu takie gtupstwo zrobito. A przy tym pasja w badaniu; gdy zna-
leziono ztotg zyte nowego nieznanego zjawiska, rozpoczynano eksploatacje
bardzo intensywng. Po stwierdzeniu amoniogenezy w krwi, a pozniej
w miesniu czy przy wykazywaniu nieznanych etapéw glikolizy, nastepowata
praca wyczerpujaca i kierownika i jego wspdtpracownikow, ale wiodaca
do ogtoszenia wynikdw w stosunkowo krotkim czasie i to w sposéb, ktéry
doswiadczalnie i w wykorzystaniu piSmiennictwa, a takze w dyskusji rzuca-
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jacej zarys dalszego planu pracy, mato pozostawiat do zyczenia. Stosunek
prof. Parnasa do zagadnien, ktore opracowywano w jego zakladzie,
ale ktére nie od niego pochodzity, byt na poczatku naogét mato entuzja-
styczny. Pozwalat na nie, umozliwiat ich prowadzenie przez oddanie do
dyspozycji Srodkow zaktadu, ale dopiero po uzyskaniu pierwszych wynikéw
wkraczat aktywnie. To wkroczenie miato charakter dyskusji i wysuwania
wszelkich mozliwych zarzutéw i trudnosci; atakowany, musiat dobrze sie
nameczy¢, argumentacja, czesto zestawieniem nowych doswiadczen, by
swego przeciwnika, jakim stawat sie kierownik, przekonac. Gdy to sie jednak
udato, zyskiwat w przeciwniku sprzymierzenca, ktory nie szczedzit swojej
pomocy. Ta pomoc uwydatniata sie szczeg6lnie przy pierwszych publika-
cjach; i chociaz praca nieraz nie podawata prof. Parnasa jako wspoi-
autora, byto w niej wiele jego udziatu, nie tylko w krytyce doswiadczen
i w dyskusji wnioskow, ale i w formie. Zupetnie inny byt stosunek do prac
przegladowych .rozdziatéw w podrecznikach, prac popularyzujacych; tutaj
trzymat sie Scisle roli kierownika stwierdzajgcego czy praca sie nadaje do
ogtoszenia czy nie, okreslat stabe strony i btedy, proponowat ich ewentualne
poprawki, ale sam tutaj nie wkraczat. W miare rozwijania sie indywidual-
nosci badawczej swoich uczniéw i w tych pracach badawczych, ktére nie
dotyczyty tematu jego zainteresowan udzielat swej rady i krytyki, ale nie
przekraczat tego co jest zwyczajnym udziatem kierownika. Wydaje sie nam,
ze wilasnie to stopniowanie samodzielnosci, poczatkowe prowadzenie za reke
zwhaszcza we wspdllnych z nim pracach, z pdzniejszym dawaniem coraz
wiekszej samodzielnosci (ale samodzielnosci kontrolowanej), byto znako-
mitym sposobem ksztatcenia pracownikéw. To co charakteryzowato nastréj
pracowni Parnasa to byfa ciekawo$¢, czesto zbaczajgca na tereny
innych niz biochemia nauk; wzajemnie informowano si¢ nie tylko o nowo-
$ciach biochemicznych, ale i zinnych nauk chemicznych i fizycznych, a nie
rzadko i o nowych powiesciach polskich i obcych. Poczucie humoru byto
niezbednym warunkiem wyzyskania nastroju pracowni. Ofiarami dowcip-
nych powiedzen byli wszyscy nie wytgczajgc kierownika; ksztattowatly sie
tag drogg sposoby wyrazania sie wtasciwe tylko naszej pracowni i tworzace
jak gdyby odrebny, dla innych niezrozumiaty jezyk. Tak np. okre$lenie
»jak wiadomo” oznaczato, ze o danym fakcie dowiedziat sie ten, ktory
uzywa tego zwrotu od bardzo niedawnego czasu. Powstato to okreslenie
jako ztoSliwa reakcja na forme zawiadomienia nas przez ,.mistrza” o nowych
zdobyczach biochemii, a mianowici dy podat nam do wiadomosci co$
zupetnie nowego, dodawat pytanie ,edanowie tego nie wiecie”. Poniewaz
mieliSmy zezwolenie mistrza przegladania $wiezo nadestanych czasopism
lezacych na jego biurku, z zastrzezeniem nie zabierania ich stamtad, korzy-
staliSmy ztego w czasie wyktadow profesora i niejedna wiadomos¢, o ktorej
nas mistrz po przejrzeniu czasopism zawiadamiat nie byta nam obca. | tak
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przeczytaliSmy prace Roughtona donoszacg o wykryciu karbanhydrazy.
Gdy po wyktadzie i przegladnieciu czasopism profesor podaje, ze reakcje
powstawania ikwasu weglowego z dwutlenku wegla i wody katalizuje
specjalny enzym i koriczy to zawiadomienie zwyktym pytaniem: ,,To pano-
wie tego nie wiecie?”,spotyka sie z odpowiedzig: ,,Alez to wiadomo, przeciez
karbanhydraza jest w krwinkach”. Chwila zdumienia i ogélne zadowolenie
z dowcipu. Takich powiedzen bylo wiele i spora ich cze$¢ przeszia do
pracowni uczniow Parnasa. Taka swoboda, brak ,,dostojefistwa” i ,cele-
browania” byt tylko dlatego mozliwy, ze ,,.mistrz” nie bal sie o swoj
autorytet, a uczniowie wiedzieli dobrze o warto$ci jego jako badacza.
| to badacza wielkiej miary, ktory nie tylko dodawat do wielkiej liczby
znanych biochemicznych faktow nowe dotychczas nieznane, ale Kktéry
potrafit przeprowadza¢ wielkie i Smiate uogoélnienia. To witasnie, ze byt
wielkim badaczem umozliwiato mu jego dziatalno$¢ nauczycielskg. O roz-
miarach tej dziatalnos$ci moze Swiadczyé wykaz nazwisk uczniow, ktorzy
ogtosili drukiem praoe wykonane w Zaktadzie Chemii Lekarskiej we Lwo-
wie w latach od 1925 do 1939 a wiec w okresie pietnastu lat. Byli to:
A. Audowa, Z Augustin, T. Baranowski, St. Chrzagsz-
czewski, J. Dadle zz K Gibayto., J. Guthke, J. Heller,
St. Hubl, W. Jankowska, E Kalwaryjski, R Klimek,
A Kilisiecki, T. Korzybski, Leonia Kriss, W. Lewinski,
Cecylia Lutwak-Mann, T. Mann, Wanda Mejbaum,
I. Mo chna¢ka, Wk. Mozotowski, Urszula Mroczkiewicz,
A Nadel, P. Ostern, J. Reis, A F. Schiutz, J. Sienig wski,
W. Stobodzian, B. Sobczuk, W. Szankowski, M. Tauben-
haus,, J. Terszakowe¢, B. Um schweif, J. Vogelfdnger,

Bez dziatalnosci J. K. Parnasa bytaby polska biochemia znacznie
ubozsza.

PRACE JAKUBA KAROLA PARNASA
wykonane w latach 1907—1939

A. Prace badawcze

1. R. Willstatter und J. Parnas — Uber 2-6-Naphthochinon, Ber. Chem.
Ges. 40, 1406— 1415, 1907.

2. R. Willstatter und J. Parnas — Uber amphi-Naphthochinone. I, Ber.
Chem. Ges. 40, 3971—3978, 1907.

3. J. Parnas — Uber Naphthochinone, Dissertation. Miinchen, 1908, 9—95.
4. J. Parnas — Uber Kephalin, Biochem. Z. 22, 411—432, 1909.
5. J. Parnas — Energetik glatter Muskeln, VIII Internationaler Physiologen

Kongress, Wien, 27—30 September 1910.
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16.
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18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

26.

JAKUB KAKOIL PARNAS 9

. J. Parnas — Energetik glatter Muskeln, Pfligers Arch. ges. Physiol. 134,
441—495, 1910.
J. Parnas — Uber fermentative Beschleunigung der Cannizaroschen Aldehy-
dumlagerung durch Gewebssafte. I, Biochem. Z. 28, 274—294, 1910.
J. Parnas — Uber Bildung von Glykogen aus Glycerinaldehyd in der Leber,
Zbl. Physiol. 26, 671—672, 1912.
J. Parnas — Uber das Schicksal der stereoisomeren Milchsduren im Organis-
mus des normalen Kaninchens, Biochem. Z. 38, 53—64, 1912.
J. Parnas und J. Baer — Uber Zuckerabbau und Zuckeraufbau im Tieri-
schen Organismus, Biochem. Z. 41, 386—418, 1912.
J. Parnas — Uber die gesattigte Fettsdure des Kephalins, Biochem. Z. 56,
17—20, 1913.
J. Parnas und R Wagner — Uber den Kohlenhydratumsatz isolierter

Amphibienmusklen und Uber die Beziehungen zwischen Kohlenhydratschwund
und Milchsdurebildung im Muskel. I, Biochem. Z. 61, 387—427, 1914.

J. Parnas — Uber das Wesen der Muskelerholung, Zbl. Physiol. 30, 1—18, 1915.
J. K. Parnas und E Laska-Mintz — Beeinflussen subminimale Reize
den Ablauf chemischer Umsetzungen im isolierten Muskel?, Biochem. Z. 116,
59—70, 1921.

J. K. Parnas — Uber den Kohlenhydratstoffwechsel des isolierten Amphi-
bienmuskeln Il, Biochem. Z. 116, 71—88, 1921.

J. K. Parnas — Uber den Kohlenhydratstoffwechsel der isolierten Amphi-
bienmuskel, Ill. Der Umsatz in Muskeln, pankreasdiabetischer Tiere, Biochem.
Z. 116, 89—101, 1921.

J. K. Parnas — Uber den mechanischen Wirkungsgrad der in isolierten
Amphibienmuskeln statfindenden Verbrennungsprozesse (Vorlaufige Mitteilung),
Biochem. Z. 116, 102— 107, 1921.

J.K. Parnas und Z Krasifiska — Uber den Stoffwechsel der Amphi-
bienlarven, Biochem. Z. 116, 108— 137, 1921.

J. K. Parnas und R Wagner — Uber die Ausfihrung von Bestimmun-
gen kleiner Stickstoffmengen nach Kjeldahl, Biochem. Z. 125, 253—256, 1921.
R. Wagner und J K Parnas — Uber die eigenartige Stérung des
Kohlenhydratstoffwechsels und ihre Beziehungen zum Diabetes mellitus. 11. Eine
klinisch-experimentelle Studie, Z. ges. exp. Med. 25, 361—384, 1921.
J.K. Parnas und R. Wagner — Beobachtungen lber Zuckerneubildung,
I. Nach Versuchen, die an einem Falle besonderer Kohlenhydratstoffwechselsto-
rung angestellt wurden, Biochem. Z. 127, 55—65, 1922.
R. Wagner und J. K. Parnas— Zzir Korrelation der Blutdrisen, Medizi-
nische Klinik, 18, 135—138, 1922.

J.K. Parnas i W. Jasinski — Rozmieszczenie sktadnikéw krwi niekoloido-
wych pomiedzy osocze i krwinki na podstawie analiz krwi rodzimej, Sprawozda-
nia T-wa Naukowego we Lwowie, 2, 163—164, 1922.
J. K. Parnas und W. v. Jasinski — Uber die Verteilung von Zucker.

Reststickstoff und Calcium im Blute, Kli. Wo. 1, 2029—2030, 1922.

J. K. Parnas, AL Rosenblith und R. Wagner— Uber den Einfluss
der Kohlehydrate auf den Grundumsatz. Nach Versuchen, die an einem Falle be-
sonderer Kohlehydratstoffwechselstdrung angestellt wurden. IV. Z. ges. exp. Med.
38, 445—457, 1923.

J. K. Parnas i J. Heller — O zawarto$ci amoniaku we krwi. Sprawozda-
nia T-wa Naukowego we Lwowie, 4, 150—161, 1924.
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28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.
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J. K. Parnas et J Heller — Recherches sur I'ammoniaque du sang, C. R.
Soc. Biol. 91, 706—707, 1924.

J. K. Parnas und J. Heller — Uber den Ammoniakgehalt und uber die
Ammoniakbildung im Blute I, Biochem. Z. 152, 1—28, 1924.

J. K. Parnas — Uber den Ammoniakgehalt und tber die Ammoniakbildung
im Blute Il, Biochem. Z. 155, 247—255, 1925.

J. K. Parnas — Badania nad amoniakiem zawartym we krwi i nad jego
pochodzeniem. Ksiega Pamigtkowa X1l Zjazdu Lekarzy i Przyrodnikéw Polskich
w Warszawie, T. |. 272—274, 1925.

J. K. Parnas und M Taubenhaus — Uber den Ammoniakgehalt und
die Ammoniakbildung im Blute. Ill. Die Entstehung des Blutammoniaks, Bio-
chem. Z. 159, 298—310, 1925.

J. K. Parnas und A Klisiecki — Uber Ammoniakgehalt und Ammo-
niakbildung im Blute. IV. Ist im kreisenden Blute Ammoniak vorhanden ?, Bio-
chem. Z. 169. 255—265, 1926.

Wt Mozotowski und J K Parnas — Uber eine neue Form der Chin-
hydronelektrode, Biochem. Z. 169, 352—354, 1926.

J. K. Parnas — O amoniaku krwi, jego pochodzeniu i warunkach powsta-
wania, Sprawozdania T-wa Naukowego we Lwowie, 6, 156—158, 1926.

J. K. Parnas — A verben elvd ammoniakrol es koletktozesi medjarél. Thera-
pia Il, Evfoljan Kvianyi Szadm. 77—88, 1926.

J. K. Parnas und A Klisiecki — Uber den Ammoniakgehalt und die
Ammoniakbildung im Blute. VI. Experimentelle Untersuchungen uber die Fakto-
ren welche, den Ammoniakgehalt des kreisenden Blutes beeinflussen, und uber
die Lokalisation der Ammoniakbildung und des Ammoniakschwundes beim Ka-
ninchen, Biochem. Z. 173, 224—248, 1926.

J. K. Parnas — On ammonia in blood, its jormation and its physiological
behaviour, XH-th International Physiological Congress held at Stockholm, August
3—6, 1926, Skandinav. Archiv, 49, 199—200, 1926.

J. K. Parnas — Existe-t-il des sels ammoniacaux dans le sang circulant?, Bull.
Soc. Chim. Biol. 9, 76—90, 1927.

J. K. Parnas, W}. Mozotowski — Badania nad przemiang azotowg mies$-
nia. 1 i Il, Sprawozdania T-wa Naukowego we Lwowie, 7, 105—106, 112—113, 1927.
J. K. Parnas und Wi. Mozotowski — Uber den Ammoniakgehalt und
die Ammoniakbildung im Muskel und deren Zusammenhang mit Funktion und
Zustandsénderung. |, Biochem. Z. 184, 399—441, 1927.

J. K. Parnas und Wi Mozotowski — Uber die Ammoniakbildung
im Muskel und ihren Zusammenhang mit Tatigkeit und Zustandsadnderung, Kli.
Wo. 6, 998—999, 1927.

J. K. Parnas, Wt Mozotowski i W. Lewinski — Powstawanie
amoniaku w mieéniach a praca, Sprawozdania T-wa Naukowego we Lwowie, 7,
167—168, 1927.

J. K. Parnas, W} Mozotowski i W. Lewinski — Praca mies$nio-
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Chemia fizjologiczna
Czesc |
E. Wen de i Ska, Warszawa, H. Altenberg, Lwow, 1922. str. 559.

Przedruk str. 1—31

Wstep

Chemja fizjologiczna jest naukg o sktadzie i wiasnosciach chemicznych
ustrojow zywych i o sprawach chemicznych, ktore sie w takich ustrojach od-
bywaja. Nalezy zatem do systemu nauk biologicznych i jest poczesci nauka
opisowa; opisujac sktad i budowe chemiczng ustrojéw, tkanek, komérek oraz
ich przetwordow, zajmuje miejsce obok anatomji i histologji: jest to chemja
fizjologiczna w Scislejszym znaczeniu*). Druga cze$¢ zajmuje sie temi spra-
wami chemicznemi, ktére odbywajg sie w ustrojach, a wiec procesami zy-
ciowymi, uwazanymi ze stanowiska chemicznego: jest to fizjologja chemicz-
na. Fizjologja chemiczna jest czeScig fizjologji, a fizjologja zajmuje sie 0go6-
tem zjawisk fizycznych i chemicznych, ktére dostrzegamy w ustrojach
zywych.

Mowimy tu o ustrojach zywych, nie prébujemy jednak poda¢ na wstepie
definicji zycia. Wobec rozlegtosci i bogactwa jego przejawoéw i braku
pojecia szerszego usitowanie takie bytoby daremnem.

»Nie mozna w naukach przyrodzonych definjowa¢ zg éry. Poznajemy
przedmioty pokolei i z rozmaitych punktéw widzenia; na poczatku nauki
nie znamy rzeczy wyczerpujgco, a tylko taka znajomosc¢ rzeczy moze by¢
podstawag definicji. Taki stopiefh poznania, to cel, to kres idealny i niedosieg-
ty badan”.

»Metoda ktora polega na definiowaniu i dedukcji, odpowiada naukom
duchowym” (i matematycznym), ,ale jest sprzeczng z istothym duchem
nauk doswiadczalnych”.

*) W jezyku francuskim uzywano dawniej pojecia: chemji anatomicznej albo ana-
tomji chemicznej. Ten Scisty i jasny wyraz zastuguje na wskrzeszenie: umozliwia bo-
wiem rozréznienie anatomji chemicznej i fizjologji chemicznej. Z fi/.jologja chemicz-
ng réwnoznaczne sg: biochemja, nauka o przemianie materji, chemja biologiczna; bio-
chemji i chemji biologicznej uzywa si¢ takze w znaczeniu og6lniejszem, obejmujacem
obydwa dziaty.
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»,Dlatego nie trzeba wecale definjowac zycia we fizjologji”.

»Jezeli mowa o zyciu, to bez trudno$ci mozna sie co do przedmiotu poro-
zumiec¢, a to wystarcza, azeby ustali¢ stosowanie tego stowa i uniiknaé dwu-
znacznos$ci” (Claude Bernard®*)

Claude Bernard przypomina dowcipne stowa matematyka P oin-
sota: Gdyby kto$ zadat odemnie definicji czasu, to odpowiedziatbym: ,,Czy
pan wie, o czem pan mowi?” Jezeli mi odpowie: ,, Tak” — ,,Dobrze, rozma-
wiajmy o tern”. Jezeli odpowie: ,,Nie” — ,W takim razie rozmawiajmy
0 czem innem ™.

Jezeli mamy ustali¢ blizej zakres przedmiotow**), do ktérych nauka na-
sza sie odnosi, to rozpoczniemy stowami Jedrzeja Sniadeckiego:
~Mowimy nadto, ze wszystkie jestestwa organiczne zyja. Zycie to w catym
ozywionym $wiecie zalezy na wzroscie i doskonaleniu sie or-
ganizowanych jestestw, przez przybieranie sobie
lwyrabianie szczeg6lne ciat otaczajgcych; wniekto-
rych roslinach iwzwierzetach wszystkich na poru-
szeniu i czuciu. Niektérzy nawet poruszenie i czucie do samych tylko
zwierzat ograniczy¢ chcieli, lecz niestusznie, gdyz ruch i w roslinach ma
miejsce, lubo nie we wszystkich réwnie widoczny, o czuciu innych jestestw
zaledwo z jakaskolwiek pewnoscig sadzié mozemy. Wreszcie wyobrazenie
czucia wziete jest z nas samych i zastosowane do zwierzat, w ktérych feno-
mena zycia bardzo sg do naszych podobne.”

,Dwa zatem sg fenomena ozywionemu $wiatu wtasciwe, to jest or-
ganizacja i zycie. Obadwa lepiej sie czu¢, nizeli opisa¢ dajg. Mamy
ich w nas samych, mamy w tysigcznych otaczajacych nas jestestwach przy-
ktady. Od czego zawisty, jakim sg prawom i sitom przyrodzonym podlegte,
w ciggu nastepujacej nauki dochodzi¢ mamy”***

*) Lecons sur les phénomenes de la vie, 1879, tom |, str. 24

Claude Bernard, ur.pod Villefranche w r. 1813, umart w r. 1878 w Paryzu. Moze-
my bez wahania nazwaé¢ go najwiekszym fizjologiem wszystkich czaséw i narodéw
i uwazac¢ go za tworce nowoczesnej fizjologji i medycyny doswiadczalnej. O jego pra-
cach i odkryciach bedzie w tej ksiezce czesto mowa. Fizjologowie tego kierunku, do
ktérego poczuwa sie autor tej ksigzki, czcza w Bernardzie swego mistrza nie-
zréwnanego, ktérego mysl, intuicja, krytycyzm i Scisto§¢ obserwacji otworzyty nam
nowe dziedziny badan i wskazyta drogi na przysztos¢.

Claude Bernard byt profesorem medycyny eksperymentalnej w paryskim Col-
lege de France, pézniej w Musée des Sciences Naturelles. Kursa jego nie byty przezna-
czone dla poczatkujgcych, lecz dla uczonych i nie przedstawiaty catoksztattu nauki go-
towej, lecz pozwalaty stuchaczom i$§¢ wraz z mistrzem na droge nowych badan, mysli
i dosSwiadczen. Lektura wyktadéw Bernarda, ujetych w niepospolita forme, daje
dzi$, niemniej niz wtedy, kiedy powstaty, niezwykta rozkosz. Bedziemy sie czesto po-
wotywali na poprzedzajace kazdy kurs wyktady, zawierajace mysli og6élne o naukach
fizjologicznych i lekarskich. Miedzy dzietami Bernarda sg szczeg6lnie wazne i dzi$
jeszcze Swieze:

Lecons sur le diabete, Paryz 1877.

Lecons sur les phénomenes de la vie, 2 tomy, Paryz 1878 i 1879,

Lecons sur les anesthétiques, Paryz 1875.

La science experimentale, Paryz 1879,

Introduction a I’étude de la médecine experimentale. Wyd. nowe, Paryz 1912,

Lecons de pathologie experimentale. 2. wyd., 1880 (Paryz)

**) Pospolicie okre$la sie gtdwne cechy ustrojow zywych przez stowo ,,organisatio,
nutritio, evolutio, motio, mors”.

***) Teoria jestestw organicznych, tom 1. str. 5 wyd. Il, Wilno, 1838.
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Sniadecki kiadzie zatem szczeg6lny nacisk na przemiane ma-
terji i energji, jako cechy charakterystyczne ustrojow zywych.
W istocie, jezeli myslimy o stworzeniu zywem, to przedewszystkim zwra-
camy uwage na zjawiska przemiany energji. Uwazajac np. zwierzeta o wyz-
szej organizacji, méwimy wtedy, ze zyja, jezeli widzimy u nich samorzutnie
ruchy, np. bicie serca, oddychanie, ruchy majace na celu ucieczke, obrone,
napad lub zdobycie pokarmu; u ssakéw i ptakdw, jezeli ciato jest ciepte.
Te objawy przemiany energji ustaja, jezeli ustréj jest przez dtuzszy czas
oddzielony od otoczenia, dostarczajagcego mu tlenu i pokarmu: przemiana
energji jest zwigzana z wymiang i przemiang materji.

Przemiana materji, polagczona zzachowaniem organizacji,
jest gtéwnym rysem chemicznym zycia, wiec tym rysem, ktéry
naszg nauke w pierwszej linji obchodzi. Uwazamy $wiat organiczny, zwie-
rzeta, rosliny i pierwotniejsze formy ustrojow za bardzo ztozone uktady
chemiczne, w ktérych nieustannie przebiegajg liczne i nader ztozone prze-
miany chemie zrfe. W tym wirze przemian mozemy jednak rozroznic
dwa gtowne prady: prad przyswajania, budowy, wzrostu i prad rozkiadu,
wydalania, pozbywania sie zniszczonych materjatéw, zamierania.

Rosliny pochtaniajg proste zwiazki mineralne z otoczenia, wiec z po-
wietrza, wody i ziemi; zuzytkowujac energje promieniowania stonecznego,
tworzg z nich zwigzki bardzo ztozone, cukry i biatka, thuszcze i inne zwigzki
roslinne, ktérych wylicza¢ tu niema potrzeby: spotykamy sie z nimi nie-
ustannie w zyciu codziennem jako z materjatami spozywczymi,, uzywkami,
$§rodkami leczniczymi i technicznymi.

Niektore z tych zwigzkdw sg przetworami rozktadu zwigzkéw bardziej
ztozonych, sg wiec przetworami przemiany materji rozktadowej, ktérg
stwierdzamy fatwo w ro$linach wtedy, kiedy (np. w ciemno$ci) nie przyswa-
jaja zwigzkdéw prostych; ten prad przemiany goruje w roslinach wyzszych
w pewnych okresach zycia, np. kietkowaniu; goruje zawsze u roslin paso-
rzystujagcych, ktére nie moga sie obejs¢ bez doptywu materji organicznej*).

Z tworzeniem substancyj organicznych jest zwigzany wzrost rosliny, pos-
policie sprawdzian zycia roslinnego. Przyrost masy jednostki roslinnej, uje-
ty w prawidtowe formy zewnetrzne i prawidtowg strukture wewnetrzng
idzie w parze zciggtym przyswajaniem i budowaniem substancji oraz struk-
tury organicznej; zarazem z ciaglym rozktadem czesciowym substancji
przyswojonych. Przyrost jednostki masy staje sie w ustroju indywidualnym
coraz powolniejszy i ustaje, kiedy sprawy rozkladowe wezmg nad przyswa-
janiem gore. Wtedy nadchodzi dla poszczegdlnych narzadéw, albo dla catej
jednostki okres obumierania, zesp6t spraw rozktadowych i przyswajajacych
rozstraja sie; nastepuje Smier¢. Wtedy, zaleznie od warunkéw zewnetrznych,
albo ustaje przemiana materii, albo tez nastepuje rozktad materji i zatra-
cenie formy, struktury i uktadu pierwotnego ustroju.

Ustroje ratujg z zatraty pewng cze$¢ swojej substancji zorganizowanej
przez to, ze sie dzielg, lub odszczepiajg cze$¢ swego ustroju, jako jednostki

* W pewnych okresach, w pewnych narzadach ro$lina staje sie zwierzeciem; sta-
je sie jak zwierze, przyrzadem spalajacym: spala wegiel i woddr i wytwarza ciepto”.
Dumas i Boussingault, Statique des étres organisés, 1841. W rzeczywisto$ci proces prze-
miany ,zwierzecej” idzie u roslin réwnolegle z osobliwym procesem przyswajania
wegla, tylko ten proces jest zasadniczg osobliwos$cig przemiany roslinnej.
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nowe, w ktorych witasnosci ustrojéw rodzicielskich powtarzajg sie z pewng
okresowos$cig. Powtarza sie na nowo rozwdj, wzrost, rozmnozenie sie, obu-
mieranie i $mier¢.

Najwazniejszym rysem zycia roslinnego jest synteza zwigzkow organicz-
nych istruktury zorganizowanej, zbudowanej z organicznych i mineralnych
zwigzkéw. Ta synteza i organizacja odbywa sie mocg witasnosci tkwigcych
w strukturze komérki, a podlega wielkim prawom chemji i fizyki og6lnej,
mianowicie prawu zachowania masy i prawu zachowania energji; nie moze-
my stwierdzi¢, czy podlega réwniez drugiemu twierdzeniu termodynamiki.
Suma pierwiastkéw chemicznych, z ktérych sktada sie ciato rosliny, rowna
sie suma algebraicznej tych pierwiastkéw, ktére pochtoneto w postaci zwigz-
kéw prostych, i tych, ktére wydzielito nazewnatrz. Suma energij, ktére
mozemy wyzwoli¢ jako ciepto przez spalanie rosliny na wode, kwas weglo-
wy, azot i popidt, réwna sie sumie energij pobranych w formie zwigzanych
chemicznie, w formie promieniowania Swietlnego i ciepta, a wydalonej
zprzetworami chemicznymi, jako ciepto, praca, jako promieniowanie Swietl-
ne i prad elektryczny .

Tym samym prawom podlega ustroj zwierzecy, ktory tworzywo sktadni-
kéw swych tkanek czerpie rowniez z otoczenia, ale w postaci zwigzkow bez
poréwnania bardziej ztozonych. Roslinie mozna poda¢ pierwiastki, z kto-
rych zbuduje biatko, weglowodany itluszcze, oraz catoksztatt swych innych
sktadnikéw, w postaci dwutlenka wegla, amoniaku lub azotanow, oraz soli
mineralnych. Ustréj zwierzecy przyjmie i przyswoi z tego jedynie tylko
sole mineralne, — i to z wyjatkiem zelaza — tlen i wode, natomiast musi
otrzymac caly wegiel i caty azot, w postaci scisle okreSlonych zwiazkéw
organicznych, wiec niektérych weglowodanéw, Scisle okreslonych amino-
kwasow, scisle okreslonych zwigzkow ttuszczowatych i niektérych substan-
cyj, ktorych istoty jeszcze blizej nie znamy.

Te sume zwigzkow pobiera ustréj zwierzecy pospolicie w postaci tkanek
i sokow roslinnych lub zwierzecych, a w postaci zwigzkéw mineralnych tylko
tlen, wode i sole sodowe, chlorowe i wapniowe. Drobng czes¢ sktada w swych
tkankach w postaci niezmienionej, wiekszg przetwarza na inne substancje
organiczne, wtasciwe sktadniki swych tkanek. Wyrobienie tych substancyj
i zorganizowanie ich w strukturze komorkowej i tkankowej stanowi jeden
prad przemiany materji, mianowicie przyswaj anie; ale przyswaja-
nie nie jest procesem wytagcznie budujagcym, gdyz
przerobienie ciat obcych na substancje wtasciwe da-
nej tkanki nie odbywa sie bez odpadkdw, bezoddzielenia
i wydalenia pewnej czesci nieuzytecznej.

Skiad ustroju zwierzecego, powstatego przez przyswojenie sktadnikéw
ustrojow obcych, jest okre$lony w ciasnych granicach; zalezy od rodzaju
stopnia rozwoju, wieku danej jednostki. Nie jest za$ zalezny od stosunku,
w jakim pokarm zawierat sktadniki zuzytkowane; sktadniki mineralne ior-
ganiczne, ktorych ustréj zwierzecy sam wyrobi¢ nie umie, musza znajdowac
sie w pokarmie w ilosciach takich, azeby mogty wystarczy¢ na pokrycie po-
trzeb, zaleznych od sprawnos$ci przyswajania. Wtedy ustroj wybiera ze
sktadnikéw pokarmu tyle na zatrzymanie, przerobienie i przyswojenie, wie-
le kazda tkanka potrzebuje, azeby w swoim scisSle okreslonym skladzie
i ksztatcie trwac i rosnac.
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Przyswajanie jest dopOty zwigzane ze wzrostem, dopdki jednostka jest
mioda; zywos¢ przyswajania, gorujgcego nad pradem rozktadowym, opada
w miare wzrcstu, wreszcie wzrost dobiega kresu. U jednostki dorostej przy-
swajanie i rozktad trwajg w réwnowadze; przez ustrdj przeptywa wtedy
strumien materji, i energji przyczem masa, sktad i budowa materjd bardzo
matym tylko podlega zmianom, poczatkowo w kierunku doskonalenia sie,
pézniej w kierunku zanikowym.

Przemiana rozktadowa polega na przemianie zwigzkdw bardziej ztozo-
nych na proste i utlenieniu (spaleniu) tych zwiazkéw przemiana rozktado-
wa zwierzeca jest potgczona z przemiang energji chemicznej na ciepto, pra-
ce, w matej czesci na elektryczno$¢, niekiedy nawet na Swiatto. Cze$é tej
przemiany rozktadowej polega na zuzywaniu sie tkanki czynnej; to zuzywa-
nie wyréwnuje sie w stanie normalnym ustroju przez przyswajanie Swie-
zych sktadnikow, wystepujacych na miejsce zuzytych. W stanie gtodu na-
tomiast zuzywanie objawia sie jako ubytek masy ciata i zanikanie tkanek;
wtedy przemiana rozkltadowa goruje bezwzglednie nad przyswajaniem, kt6-
re odbywa sie tylko w nieznacznej mierze kosztem rozktadajgcych sie tka-
nek. Tak wiec wynikiem przyswajania jest u jednostek dorostych po czesci
uzupetnienie zuzytego budulca.

Druga czes¢ przemiany rozktadowej jest zwigzana ze sprawami komaorek:
ciata pochtoniete lub przyswojone stuzg albo jako surowce pedne, albo tez
jako surowce, ktore ustréj przerobi na potrzebne sobie przetwory. Cukier
gronowy np. jest gtdbwnym materiatem pednym, spalenie cukru wyzwala
energje, ktorg miesnie przetwarzajg na prace mechaniczna, ciepto i napie-
cie elektryczne; o chlorku sodowym mozemy np. powiedzie¢, ze miedzy in-
nemi rozlicznemi swemi funkcjami stanowi materiat z ktérego gruczoty
dna zotadkowego wytwarzaja kwas solny. Kazda czynnos$¢ tkanki, czy to
ma skutki mechaniczne i elektryczne, czy tez tylko chemiczne, jest w isto-
cie swej sprawg chemiczng, sprawg przemiany materii i zwigzanej z nig
przemiany energji.

Dlatego mozna uwaza¢ ustrdj za niezmiernie ztozony warsztat chemicz-
no-mechaniczny, w ktérym odbywajg sie przemiany chemiczne, utrzymu-
jace catos¢ i niezmienno$¢ warsztatu, oraz przemiana energji chemicznej
na ciepto i prace. Nie umiemy jednak w ustrojach zywych odr6zni¢ mecha-
nizmu z jednej, surowcéw i przetwordéw z drugiej strony tak scisle, jak przy
rozpatrywaniu maszyn, gdyz mechanizm ustrojowy dopeinia i odnawia sie
sam; dlatego niejeden surowiec wchodzi w sktad mechanizmu, zanim roztozy
sie i spetni zadanie materjatu pednego. By¢ moze, ze taki poglad wynika
zniedostatecznej analizy spraw chemiczno-fizjologicznych. Z postepem ana-
lizy zjawisk fizjologiczno-chemicznych udaje sie coraz czesciej rozpoznac
substancje przetwarzang i odrézni¢ jg od mechanizmu przetwarzajgcego.
Takiej analizie bedzie poSwiecona niejedna karta tej ksigzki.

Utrzymanie owej przedziwnej réwnowagi dynamicznej miedzy prze-
miang rozktadowg a przyswajaniem, rownowagi tylu substancyj pod wzgle-
dem rodzaju, koncentracji i rozmieszczenia, zalezy od warunkéw zewnetrz-
nych i od tych urzgdzen ustroju, ktdre przystosowuja
stosunki wewnetrzne ustroju zarowno do zmian wew-
netrznych, jak i do zmian zewnetrznych. Jako warunki
zewnetrzne uwzgledniamy temperature, sktad atmosfery, jej wilgoé¢, do-
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ptyw wody i pokarmu, u zwierzgt wodnych ponadto stezenie i kwasote $ro-
dowiska ptynnego; te same czyniki uwzgledniamy takze jako warunki wew-
netrzne. Wyzsze formy Swiata zwierzecego uniezalezniajg w coraz wyzszym
stopniu swoje warunki wewnetrzne od warunkéw zewnetrznych: wymieni-
ny tylko substancje zapasowe (ttuszcz, glikogen), ztozone w tkankach i umoz-
liwiajgce zniesienie gtodu i oszczedzenie substancji zywej; oddzielenie $ro-
dowiska wodnego wewnetrznego od zewnetrznego i cudowne urzgdzenia,
ktdre utrzymujg niezmienione stezenie i niezmieniong kwasote tego $rodo-
wiska wewnetrznego (sokdw ustroju); wreszcie u zwierzat cieptokrwistych
zapewnienie statej temperatury ciata, niezaleznej od wahan temperatury
otoczenia w granicach blisko 100°.

NakresliliSmy krétki zarys tych zjawisk zyciowych, ktdre stanowig dzie-
dzine chemji i fizjologji chemicznej, jako przedmiot obserwacji, pomiaréw,
doswiadczen i rozwazan chemicznych.

Poniewaz rodzaj i utozenie sktadnikéw jest podstawg organizacji komar-
kowej i tkankowej, a ta stanowi podtoze zycia; poniewaz chemiczne proce-
sy tworzg, utrzymujg i uzupetniajg to podioze; poniewaz wreszcie energji
wszystkich spraw mechanicznych, cieplnych i elektrycznych w ustrojach
zywych dostarczajg reakcje chemiczne, przeto zrozumienie spraw zyciowych
z punktu widzenia chemicznego jest podstawg nauk biologicznych: w ciggu
rozwoju nauk biologicznych fatwo dostrzec, jak jedno zagadnienie po dru-
giem sprowadza sie do zagadnien chemicznych i fizyczno-chemicznych. Ana-
liza chemiczna i fizyczno-chemiczna jest gtéwng droga, po ktérej fizjologja
i patologja dgza do zrozumienia i opanowania doswiadczalne-
go ustrojow normalnych i chorych.

Wielcy biologowie — wymienie tylko Claude’a Bernarda oraz
J. Loeba — okreslali ostateczne zadania nauki jako poznawanie,
przewidywanie i dziatanie. Wiemy, na czem polega poznawa-
nie, przewidywanie i dziatanie w medycynie: przypominamy pojecia roz-
poznawania, rokowania, zapobiegania i'leczenia.

Claude Bernard mowi:

»Cel kazdej nauki, zaréwno odnoszacej sie do jestestw zywych, jak do
ciat martwych, mozna okresli¢ w dwu stowach: przewidywa¢ idzia-
ta¢. W tym wiasnie celu cztowiek mozoli sie w trudnych poszukiwaniach
prawd naukowych. W obliczu przyrody idzie tylko za prawami swego rozu-
mu, jezeli stara sie przewidzie¢ i opanowaé zjawiska, ktdre dookota niego
jasnieja. Przewidywanie i dziatanie, oto charakterystyka stanowiska czto-
wieka wobec przyrody. Nauki fizyczno-mechaniczne prowadzg czlowieka
do opanowania przyrody martwej; nauki ziemskie, ktorych przedmiot da
sie dosiegna¢, nie sg niczem innem, jak racjonalnem wykonywaniem pa-
nowania cztowieka na ziemi”.

Czy z fizjologja ma sie rzecz tak samo, jak z temi innemi naukami? Czy
nauka, ktora bada zjawiska zyciowe, moze dazy¢ do opanowania ich? Czy
dazy do ujarzmienia przyrody zywej, tak samo jak opanowata przyrode mar-
twa? Nie wahamy sie na to odpowiedzie¢: ,, Tak”.

~Wiec w jaki spos6b mozna wpltywac na zjawiska zyciowe?”

»Zjawiska zyciowe sg przedstawione przez dwa czynniki: przez prawa
ustalone, ktdre okres$lajg ich forme, i przez warunki fizyczno-
-chemiczne, ktére wywotujg zjawiska zyciowe.” Prawa mozna poznac:
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obserwacja ukazuje je, nie jesteSmy zdolni ich zmieni¢. Przewidywa -
nie jest mozliwem na podstawie znajomosci praw; nauka obserwujgca
nie moze dotrze¢ dalej.

»Dziatanie jestrzeczg nauk doswiadczalnych ijest mozliwem dzieki
temu, ze zjawiska zyciowe sa jednoznacznie okresSlone przez
warunki fizyczno-chemicz ne..*)”

J. Loeb mowi:

LOpanowanie zjawisk przyrody uwazamy za krok dalszy,
niz samag tylko analize tych zjawisk. Filozofowie przyrody ubiegtego
stulecia umieli zanalizowac i zrozumie¢ zjawiska zyciowe, ku swemu zupet-
nemu zadowoleniu. Ale skoro sie udato opanowaé jedno lub drugie zjawisko
zyciowe zapomocg srodkéw fizycznych i chemicznych wtedy ukazaty sie
sprzecznosci miedzy spekulacjg a danemi technicznemi,
a ci, ktérzy chcieli robi¢ dalsze odkrycia, trzymali sie oczywiscie w takich

przypadkach postepoéw technicznych a nie hipotez, teoryj i czczych spekula-
Qyj**) ”

Czy opanowanie zjawisk zycia przez poznanie ich,
czytez poznanie ich przez opanowanie nalezy uwazaé za cel
nauki, to jest rzecza potrzeb intelektualnych, uczu¢ i pogladéw cztowieka
kazdego zosobna. Spoteczne znaczenie nauk fizjologicz-
nych ipoparcie, iktdrego doznajg ze strony instytucyj spotecznych i pan-
stwowych, oraz od wiekszosci jednostek pracujgcych, polega bez watpienia
w pierwszej linji na doniosto$ci praktycznej, ktorg majg ich wyniki dla hi-
gieny i medycyny***). Zwracamy jednak usilnie uwage na to, ze cele pra-
ktyczne nie sg bezposrednimi celami naszej nauki;
dzieje kazdej nauki wykazujg bezsprzecznie, ze najwiecej pozytku — takze

*) Lecons sur les phénomeénes de la vie, Paryz 1878, str. 378.
**) Vorlesungen uber die Dynamik der Lebenserscheinungen, 1906, str. 1.

) ,Mamy przed sobg prawa przyrody, twarde i niezmienne; jezeli je poznamy,
to stang sie nam dobrodziejstwem; uzyjemy ich do naszych celéw i uczynimy niewol-
nikami naszych zyczen. Jezeli ich nie zrozumiemy, to bedg potworami, ktdre zmiazdza
nas na pyt i wdepcza w proch. Nic tu nie znaczg nasze przekonania: prawa dziataja $le-
po i niezmiennie, albo musimy je poznaé, albo ponosi¢ skutki nieSwiadomosci. Jedy-
nag droga jest dziatanie wedle prawdopodobnej znajomos$ci praw przyrodzonych, ale jes-
li dziatamy trafnie, to dobrze, jesli nie, to trzeba potem cierpie¢. Céz, wobec tego, moze
by¢ niedorzeczniejszego, niz twierdzenie, ze tre$¢ przekonania jest rzecza obojetna,
jesli tylko jest ono szczere! Oto jedyne dziecko, ukochana kobieta, lezy na tozu bolesci.
Lekarz mowi, ze choroba jest Smiertelng; roslinka zwana mikrobem dostata sie do
ustroju i ros$nie kosztem tkanek, tworzy $miertelne jady, niszczy krew i zywotne narzg-
dy. Lekarz przypatruje sie temu i nie moze nic na to poradzi¢. Codziennie przychodzi
i stwierdza upadek sit chorego; z dniem kazdym chory upada na sitach, wreszcie spocz-
nie w grobie. Dlaczego lekarz na to pozwala? Czy moze istnie¢ najmniejsza watpliwos¢
co do isnienia lekarstwa? lekarstwa, ktore zabije drobnoustr6j i zobojetni jad? Dla-
czego tego lekarstwa nie zastosowano? OdpowiedZ nato: z powodu nie$Swiado-
mos$ci. Lekarstwa nie znamy, lekarz czeka na innych, ktérzy je wynajda. Czy nasza
nieSwiadomos$¢ nie bylaby rozprészona, gdyby w przesztosci uzyto srodkéw potrzeb-
nych? Ludzie uwazajg takie wypadki $mierci za sprawy Boskie. Jakiez bluZnierstwo
przypisywa¢ Bogu to, co jest wing sobkostwa naszego i naszych przodkoéow, ktérzy nie
stworzyli instytucji dla badan lekarskich w dostateczej ilosci i nie wyposazyli ich
w $rodki potrzebne”. Rowland, Americ. Journal of Science, 1899, VIII, 409. Cyt.
podt. Garrison, History of medecine, 2. ed., 1917.
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pod wzgledem praktycznym — przyniosty badania tych uczonych, ktérzy
wielkodusznie zajmowali sie zjawiskami, nie baczac na zastosowanie prak-
tyczne wynikéw swoich poszukiwan; wiecej, anizeli usitowania tych, kt6-
rzy zmierzali wprost do osiggniecia wynikoéw praktycznych. Stusznie zau-
waza Tyndall, ze ,gdyby Faraday zaprzatalt swag mysl i fantazje
rozwazaniami, dotyczacymi praktycznych zastosowan swych odkry¢, to
nigdyby swoich odkry¢ nie dokonat”. A na odkryciach Faraday’a zdzie-
dziny elektrycznos$ci opartg jest nie tylko cata dzisiejsza nauka o elektrycz-
nosci, aile jej zastosowanie techniczne, chemiczne i lekarskie*)

Zastosowanie odkryé, zjawisk spostrzezonych i praw wykrytych do ce-
I6w techniki, higjeny i lecznictwa nastepuje dzisiaj bardzo rychto po od-
kryciach, ale najczesciej inne umystowosci odkrywaj g prawa, mne
wynajdujag ich zastosowania praktyczne. W dawnych
czasach technika szta przed fizyka, lecznictwo przed anatom-
ja i fizjologja, farmakologja i patoilogja takiemu stanowi rzeczy odpo-
wiadat bardzo powolny postep techniki i nauki. Profesor z Monpelieru, R i-
viere*), pisat o odkryciu krazenia krwi, ze jest to zjawisko ciekawe, ale
bez znaczenia dla medycyny. A pomysle¢ tylko, jakie znaczenie ma dzi$
fizjologja i patologja krgzenia w medycynie:***) Dzi$ nauka
i jej zastosowanie mniej sg rozdzielone i to wspdtdziatanie jest rysem naj-
wybitniejszym zaréwno nauki, jak techniki i medycyny spotozesnej. Nauki
doswiadczallne, odlegte pozornie od zycia praktycznego, rychto znajduja za-
stosowanie: wspomne tylko o szerokim i waznym zastosowaniu, ktdre czes¢
fizjologji (zwana psychologja doSwiadczalng) znajduje w organizacji pracy,
tzw. psychotechnice i systemie pracy Taylora. W naszej nauce nie za-
braknie przyktadow na to, jak czesto czysto naukowe, teoretyczne badania
wywarty wptyw decydujgcy na higjene i lecznictwo, wypierajgc grubg em-
pirje i opierajagc dziatanie na szerokich podstawach doswiadcze-
nia i teorjii. Przytoczymy wyniki badan Pettenkoffera i Voi-
ta nad odzywianiem i przemiang materji, rozwiniete pézniej przez Rub-
nera, Zuntza, Atwatera i Benedicta, ujete w prosty sposéb
przez Pirgueta; stanowigone dzi$ pierwszorzedng podstawe i narzedzie
higjeny i medycyny, a nawet i wielkiej polityki; badania nad posrednig prze-
miang materji, ktdre nauke o chorobach przemiany oraz leczenie ich posta-
wity na racjonalnej podstawie; wreszcie zastosowanie praktyczne bakterjo-
logji w medycynie i technice, fizjologji roslin w rolnictwie.

* ,,Odkry¢ nie robi sie szukajgc zastosowan nauki; robi sie je, szukajac faktow
i praw naukowych, jednym stowem przez nauke czystg; skoro teoria jest raz dang, to
praktyka wynika z niej koniecznie, nieodzownie. Czyz Chevreuil szukat zasto-
sowania przemystowego, kiedy badat sktad ttuszczéw? Zajety zagadnieniami czystej
chemii rozktadat ttuszcze na kwasy ttuste i gliceryne, a to odkrycie stanowigce wielki
krok w teorji budowy catej klasy ciatl, pocigga za sobg jako skutek nieprzewidziany,
jedno z najwiekszych zastosowan przemystowych naszych czaséow, fabrykacje $wiec
stearynowych). Claude Bernard, Physiologie opératoire, str. 21, (1879).

**) Wspdtczesny Harvey’ owi,

***) Inny przyktad z czaséw nam blizszych: w pierwszym wydaniu cennej ksigzki
Pearsona p.t. ,Grammar of Science” jest powiedziane o falach elektrycznych, od-
krytych przez H. Hertza, zZe to zjawisko nie ma zastosowania praktycznego. Kiedy
wyszto drugie wydanie tej ksigzki, telegrafowanie bez drutu byto w petni rozwoju.
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PodkresliliSmy juz niejednokrotnie charakter doswiadczalny naszej na-
uki; bynajmniej nie po to, aby obnizy¢ znaczenie traktowania jej teoretycz-
nego, ktore stanowi wyzszy stopien postepu nauki, jezeli tylko teorja jest
oparta na podstawach doSwiadczalnych. Pierwszy stopief poznania we fizjo-
logji stanowi doktadne zaobserwowanie i zlokalizowanie anatomiczne zja-
wiska; potem nastepuje analiza doswiadczalna z punktu fizycznego i che-
micznego. Analiza taka polega na poszukiwaniu zaleznosci zjawiska od czyn-
nikow zewnetrznych i wewnetrznych ustroju; czynniki te zmieniamy Swia-
domie i celowo. Wiodg nas przy tej analizie przypuszczenia i hipotezy, kto-
re po czesci sg podobne do tych, ktoremi pracuje chemja i fizyka. Na pod-
stawie teorji atomistycznej, nauki o budowie zwigzkéw organicznych, o re-
akcjach chemicznych i procesach fizyczno-chemicznyeh wyobrazamy sobie
istote i stadja posSrednie zmiany spostrzezonej; na podstawie analogji z le-
piej poznanemd sprawami staramy sie zrozumiec istote zjawiska i jego udziat
w catosci spraw ustroju. Oprdcz tych hipotez, ktéremi sie chemja fizjolo-
giczna postuguje zaréwno jak chemja ogdlna oraz fizyka, stosujemy jeszcze
inny rodzaj, witasciwy tylko naukom biologicznym. Hipotezy te stanowig
zwykle odpowiedZ na pytanie: ,jaki cel ma ta sprawa?”. Ten rodzaj hipotez
traktuje sie nieraz z pogarda, uwazajac, ze takie stawianie zagadnien jest
niewtasciwem w tych naukach, ktérych ideatem jest zblizenie si¢ do nauk
Scistych. Zatozeniem zagadnienia teleologicznego jest hipoteza, ze ustroje
zywe sg we wszystkich swoich cze$ciach i sprawach doskonale dostosowane
do warunkow, w ktérych zyja, t. zn. rozwijajg sie, zachowujg i rozmnazaja;
i ze kazdg spostrzezong sprawe uwazac nalezy za czynnik znakomicie dosto-
sowany do tak doskonatego zespotu. To zatozenie oddato nieraz cenne ustugi
jako hipoteza heurystyczna w naukach biologicznych, ale ze wszystkich ro-
dzajow hipotez teleotlogiczne sa najryzykowniejsze; wnioski teleologiczne
polegaty czestokro¢ wrecz na ciezkich btedach, tak np. we fizjologji miesni,
gdzie skutkiem biednej i niedoktadnej analizy dopatrywano sie cudownego
dostosowania i ekonomji w zjawiskach, ktore byty badZto czysto mechs-
nicznemi, bgdz tez wynikiem obumierania tkanki. Mechanizmy obmyS$lane
przez nas sg najczesciej dziwnie proste i naiwne w poréwnaniu z tymi, kto-
re w rzeczywistosci wykrywamy, a ponadto oznaczenie blizsze warunkow
zjawiska fizjologicznego uczy czesto, ze nasze koncepcje wcale nie spet-
niajg celéw, ktore im przypisywano, lub tez spetniaty je bardzo marnie.

Niejednokrotnie spotykami sie z uwagami, ktdére podnoszg doniostosé
i trwatos¢ faktow w pordwnaniu z wiotkoscig i zmiennoscig teor ji
i hipotez. Ogo6lnej stusznosci tych pogladéw niepodobna zaprzeczyé, ale
nalezy pamietaé, ze w naukach fizjologicznych jest bardzo mato faktéw na-
prawde dobrze znanych, pewnych i ustalonych. Fakty, uwazane ogélnie za
zupetnie pewne, okazujg sie czesto przy ponownem zbadaniu zjawiska bted-
nymi i niedoktadnie spostrzezonymi, jes$li sie tylko uwzgledni $cislej czynni-
ki (warunki) chemiczne i fizyczne, od ktérych zjawisko w ustroju zalezy. Nie
zapatrujemy sie pesymistycznie na przysztos¢ badan fizjologiczno-
chemicznych; ale jezeli spoglgdamy w przesztos$¢, to mamy przed sobg
obraz budowli wznoszonych na grzaskim gruncie, ktdrych nizsze pietra za-
padty sie, a na nich dopiero wznosza sie tu i owdzie konstrukcje juz na twar-
dym oparte gruncie. W zadnej moze innej nauce niema tylu warstw
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materjatu dosSwiadczalnego, co w chemji fizjologicznej i fizjologji chemicz-
nej*).

Wobec takiego stanu rzeczy nie nalezy zbyt pochopnie odrzucaé teoryj
opartych na dobrze znanych analogjach albo na prawach fizyczno-chemicz-
nych, nawet wtedy, kiedy wydajg sie sprzecznemi zniektéremi
faktami: a raczej przystapi¢ do sprawdzenia i Sci$lejszej analizy faktow.
Niejednokrotnie juz w tych naukach teorja poprawiata i uzupetniata pogla-
dy oparte na bezstronnej, ale nieusystematyzowanej empirji a doswiadcze-
nia podjete na nowo, uwzgledniajgce doktadniej warunki zjawiska, przyzna-
ty stusznos¢ teorji. Nowe, lepsze dosSwiadczenie rostrzyga ostatecznie, czy
uogodlnienia teorji byty uzasadnione, czy tez nie**).

W odniesieniu od tej teorji trzymamy sie zasady, ktérg B ay 1i s s*) wy-
raza w nastepujacych stowach:

*) ,,Matematyka nie burzy prac okreséw poprzedzajacych, by w ich miejsce wzno-
si¢ inne budowle”. Cytowane podlug Z. Janiszewskiego, Podrecznik dla sa-
moukoéw. Nowe wydanie, tom 1, str. 22 (przypisek).

**) Claude Bernard zalecat w wyktadach wstepnych kazdego niemal kursu
najwiekszg powsciagliwos¢ wobec teorji. Niektore zdania z kursu ,,Legons de physiolo-
gie experimentale” (Paryz 1853) sa — z niektéremi zastrzezeniami — i dzi$ aktualne
i godne przytoczenia.

»Nie brak ludzi zdolnych do uogélnienia, ale wielkie uog6lnienia nie sa jeszcze
mozliwe we fizjologji. Eksperymentator, wiedziony przez $wiatetko tymczasowe teoryj
wspotczesnych, powinien sie uwazac za $lepca i posuwaé sie naprzéd jak najogledniej,
podajac wcigz reke doswiadczeniu, bo ono jedynie moze go uchroni¢ przed popadnie-
ciem w biad i przed zbtgkaniem” (tom 1, str. 15).

»Odkrycia nieprzewidziane muszg by¢ tem rzadsze, im nauki sg bardziej utrwa-
lone, a tem czestsze, im mniej nauki sg posuniete. W fizjologji kazdy eksperymentator
moze takie odkrycia zrobi¢, jesli tylko jest przeswiadczony o tem, ze teorie w tej
nauce sa tak wadliwe, Zze — w obecnym stanie rzeczy — tylez
jest prawdopodobienstwa, ze odkryje sie fakty takie, ktore
je obalg, ile ze odkryje sie takie, ktdre poprg” (str. 9).

Teorje, o ktérych moéwi i przeciw ktérym sie zwraca Cl. Bernard, byly prze-
waznie opartemi na niedostatecznej znajomosci faktéw, przypuszczeniami co do funkcji
i witasnosci narzadow; nader czesto opieraly sie na dedukcji anatomiczne].

Dzi$ niema fizjologa, ktéryby w sprawie funkcji, lokalizacji itp. zagadnien fizjo-
logicznych $miat opiera¢ swoje twierdzenie na czem innem, niz na doSwiadczeniu; me-
toda ,,dedukcji anatomicznej” zeszta na drugi plan, eksperyment fizjologiczny coraz
czesciej koryguje jej wnioski. Jako przyktad przytoczymy sprawe tetnicy watrobowej,
o ktorej zdawna twierdzono na podstawie obrazéw anatomicznych, przedstawiajgcych
silnie zwezone (po$miertnie) naczynia, ze jest to naczynie drobne, stuzace co najwyzej
do zywienia torebek Glissona. Doswiadczenie fizjologiczno-chemiczne wykazato na-
tomiast, ze cala ilos¢ tlenu, ktérg zuzywa watroba, pochodzi z doptywajacej przez te-
tnice krwi: wniosek anatomiczny byt btedny. Twierdzenia fizjologji nowoczesnej mo-
ga by¢ czesto oparte na Zle i Zle zaobserwowanych zanalizowanych faktach, ale zwykle
nie sg bezpodstawne. Spekulacje i fantastyczne teorje przeniosty sie na inny teren: po-
lem tych igraszek stata sie fizyczno-chemiczna interpretacja zjawisk fizjologicznych.
Zaréwno fizjologowie nie znajacy chemji, jak i chemicy bez gtebszej znajomosci fiz-
jologji broja w tej dziedzinie ,,spajajac skape fakty przez owe wigzania, ktére nazywa-
ja teorjami, a ktére sa przeznaczone na to, azeby przestoni¢ o ile moznos$ci sprawy nie-
jasne i sprzeczne”. Fizyka i chemja moga stac¢ sie zrodtem wielkich btedow, jesli sg zle
stosowane. Otz uwazam, ze Zle sie stosuje chemje i fizyke, jesli badania fizyczne i che-
miczne nad danem zjawiskiem poprzedzajg badania fizjologiczne. Rozpoczyna sie wte-
dy od tego, na czem trzeba skonczy¢, i naraza sie na to, ze sprawy zyciowe nie bedg wy-
ttlumaczone jako takie, jakiemi sa, lecz jako takie, jakiemi mogtyby byé¢ teoretycznie,
podtug danych fizyczno-chemicznych” (Bernard).

***) Principles of generat Physiology. Il wydanie, 1918, str. XIV.
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»Prawda z wiekszym prawdopodobieAstwem wyptynie z pogladu bted-
nego, jezeli tylko ten poglad jest jasny i okreslony, anizeli z zametu, a moje
doSwiadczenie nauczyto mnie, ze lepiej trzymac sie dobrze zrozumianego
i zrozumiatego pogladu, nawet gdyby pdézZzniej miat sie okaza¢ btednym/ani-
zeli zadowoli¢ sie metng mieszaning sprzecznych pogladéw, niestusznie okre-
$lang jako ,,bezstronno$¢” a czesto nie wiecej wartg anizeli zupetny brak
pogladu. Ale nie wolno zwlekaé z opuszczeniem zajetego stanowiska, skoro
tylko okaze sie niemozliwem do utrzymania. Nie posuniemy sie za daleko,
twierdzgac, ze wielko$¢ badacza naukowego nie polega na tern, ze nigdy nie
popetnit biedu, lecz raczej na gotowosci, z jakg przyzna sie do biedu, skoro
tylko dowody przeciwne jego pogladom stang sie dostatecznie przekony-
wujgce”.

Tak przedstawia sie zawsze rozwo6j tych nauk, ktérych przedmiotem jest
przyroda. Spostrzezenia przypadkowe, systematyczne
obserwacje, albo planowe eksperymenta prowadzg do
stwierdzenia i opisu zjawiska, oraz ustalenia niektérych warunkoéw, od kt6-
rych ono zalezy. Zmieniajgc planowo te warunki, ktorym przypisuje-
my wplyw na przebieg zjawiska, stawiamy przyrodzie obmys$lone pytania;
zmiany w przebiegu zjawiska sg odpowiedziamy, otrzymujemy zupetniejszy
i scislejszy opis zjawiska i takg znajomos$¢ oraz opanowanie jego warunkow,

ze zjawisko (w doswiadczeniu) daje sie zupetnie — (to zn. takze pcd
wzgledem iloSciowym) — powtdrzyc.

Ze zjawisk tak opisanych wytaniajg sie og6lne wtasnoséci i pra-
w a, wyprowadzone i zbudowane przez czynnos¢ wyobrazni*) i ro-

zumowanie. Scistos¢ i og6lne znaczenie praw i uogo6lnien poddajemy
coraz nowym prébom, powtarzajac podstawowe doswiadczenia i obserwacje
na nowych przedmiotach i tworzac w nowych warunkach no-
we dosSwiadczenia; wysnuwamy z uog6lnieA — znowu przez czyn-
no$¢ wyobrazni i rozumowania — whnioski, przewidujace przebieg zjawisk
w nowych warunkach; realizujemy te warunki i sprawdzamy doswiadczal-
nie stuszno$¢ wnioskow. Jezeli wniosek jest ze stanowiska logiki nienagan-
ny, a znajdzie sie w sprzecznoS$ci z rzeczywistoscig, wtedy zachodzi potrze-
ba poddania ponownemu rozpatrzeniu i naprawie uogo6l-
nien, ktdre mogty mie¢ charakter prostego uogodlnienia wiasnosci, prawa
lub tez obrazu hipotetycznego. Ten proces obserwacji i doswiadczen, uogoél-
nienia i hipotezy, poprawek whniesionych przez nowe doswiadczenia i obser-
wacje, tworzenie nowej hipotezy itd.**) powtarza sie wielokrotnie w dzie-

*) Przypisujac wyobrazni role poteznego w ksztattowaniu nauki czynnika, kta-
dziemy jednoczed$nie nacisk na konieczno$¢ najsci$lejszego i Swiadomego rozdziatu
miedzy czynnoscig wyobrazni a obserwacjg. Claude Bernard moéwi: ,,Odt6z wy-
obraznie, jak odktadasz ptaszcz, kiedy wchodzisz do pracowni; wdziej jg znowu, kiedy
opuszczasz pracownie. Przed doswiadczeniem i w chwilach wolnych pozwél wyobrazni
potoczy¢ sie dokota; ale odtraé jg od siebie podczas doswiadczenia, bo inaczej zaktdci
twojg zdolno$¢ obserwacji”.

**) Powtdrzymy tu stowa amerykanskiego fizyka Rowlanda: ,Zwykly, nie-
okrzesany umyst ma tylko dwa oddziaty: jeden dla prawdy, drugi dla btedu; w rze-
czywistosci zawarto$¢ tych dwoch oddziatow jest czesto Smiesznie pomieszana. Umyst
naukowy ma tych oddziatéw niezmiernie wiele: kazda teoria i kazde prawo ma tam
osobny oddziat, oznaczajacy stopien jej prawdopodobienstwa; ilekro¢ pojawi sie nowy
fakt, tylekro¢ uczony przenosi odnosng teorje z jednego przedziatu do drugiego, azeby
zawsze utrzymac jg we wiasciwym stosunku do prawdy i do nieprawdy”. Row land,
American Journ. of Science, 1899, tom VIII, str. 409.



28 J. K. PARNAS [12]

jach pogladdw na kazdg sprawe. Nadarzy sie nam sposobno$¢ przedstawie-
nia dziejow mysli i doSwiadczenia ludzkiego wobec niejednej sprawy fizjo-
logiczno-chemicznej™).

Naukami przygotowawczymi do chemji fizjologicznej sg chemja nieorganiczna,
organiczna i ogélna; fizyka; anatomja i histologja cztowieka i zwierzat; zasady morfo-
logji roélin. Elementarne przygotowanie w tych naukach jest nieodzowne, jezeli kurs
chemii fizjologicznej ma by¢ z korzyscig stuchany lub przeczytany. Fizyka w zakresie
np. podrecznika Witkowskiego i Zakrzewskiego lub Kalinowskie-
go**); chemia nieorganiczna i fizyczna w zakresie znanego podrecznika Holl em a-
n a; chemia organiczna Marchlewskiego, oraz znakomite dzieto tego uczonego
pt. ,,Teorje i metody badania wspoétczesnej chemji organicznej”; to wystarczy do zro-
zumienia osnowy chemji fizjologicznej; podobnie wystarczy elementarny kurs uniwer-
sytecki anatomji i histologji.

Kazdy kurs chemji fizjologicznej musi zawiera¢ dopetnienie tych wia-
domosci, ktére stuchacz wynidst z kursow poczatkowych chemji ogolnej
i organicznej. Kursa pierwiastkowe chemji obejmujg teorje zwigzkéw orga-
nicznych, zarys ich systematyki, najwazniejsze reakcje i wiasciwosci grup
oraz szczegOlnie waznych a prostych jednostek chemicznych. W chemjii
fizjologicznej spotykamy sie odrazu ze zwigzkami bardzo ztozonymi, a wy-
bor ciat, z ktdrymi trzeba obznajmié¢ stuchacza, nie moze juz polega¢ na
wzgledzie dydaktycznym, lecz kieruje sie wazno$cig danego zwigzku jako
sktadnika ustrojow iich przetworow. Stad wynika, ze wstepem do kazdego
kursu chemji fizjologicznej musi by¢ wzglednie obszerny kurs dopetniaja-
cy z chemji organicznej, obznajmiajgcy stuchaczéw z temi dziedzinami, ktd-
rych nie mogt dos¢ obszernie uwzgledni¢ kurs elementarny. Kurs taki obej-
muje zwykle chemje cukréw, tluszczow, ciat ttuszczowatych, aminokwaséw
i biatek, kwasdw nukleinowych, zasad purynowych; nie nalezy jednak do
systemu chemji fizjologicznej, lecz do organicznej, podobnie jak chemja
alkoholu i mocznika, gliceryny i kwasu octowego; tylko ze wzgledow dydak-
tycznych pomieszczamy go w kursie chemji fizjologicznej.

Podobnie ma sie rzecz z chemjg fizyczng; z dziedziny nauki o roztworach,,
o t. zw. uktadach koloidowych, z elektrochemji, nauki o réwnowadze che-
micznej, zjawiskach powierzchniowych, szybkosci reakcji i termochemji
potrzeba dla zrozumienia chemji fizjologicznej i fizjologji szerszych i gteb-
szych wiadomosci, anizeli te, ktdre dzi$ przypadajg w udziale na wielu uni-
wersytetach stuchaczom chemji. Stad wynika konieczno$¢ dopetnienia w ra-

mach kursu chemji fizjologicznej takze i tych wiadomosci.
W opracowaniu tego dziatu, ktéry zajmuje sie sprawami fizyczno-mechanicznemi,

nie zawahatem sie przed uzyciem $rodkéw matematycznych.

*) Kazdy myslacy przyrodnik lub lekarz odniesie wiele korzysci z nastepujacych
dziet, poswieconych ogélniejszym zasadom nauki: M. Smoluchowski: Fizyka
w Podreczniku dla samoukéw, nowe wydanie (1916), tom 2; A. Stohr: Lehrbuch
der Logik in Psychologisierender Darstellung, Wieden 1910; Bieganski: Logika
medycyny.

**) Z podrecznikéw fizyki w jezykach obcych polecamy stuchaczom medycyny
podrecznik Lechera (niemiecki), dla nich szczegdlnie napisany i uwzgledniajgcy
w spos6b nader jasny rzeczy takie, ktérych w podrecznikach fizyki znacznie obszerniej-
szych trudno znalez¢.
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W kursach uniwersyteckich fizyki i chemji (a zwtaszcza w obliczonych dla stu-
chaczow medycyny) spotykamy sie z takg powsciggliwoscia w stosowaniu $Srodkéw
matematycznych, jak gdyby stuchacze ci nie mieli za sobg catego wyksztatcenia mate-
matycznego, w ktore nauczyciele i uczniowie szkét $rednich tyle pracy witozyli. Ale
ksztatcenie matematyczne w szkotach $rednich dostosowuje sie do ducha nauki
wspoOtczesnej, gtowne jej narzedzia mysSlowe funkcja i pochodna
wchodzg w program nauczania $redniego, kosztem pewnego nadmiaru geometrji, po-
dawanego w nauczaniu dawniejszem, wobec tego wolno i nalezy stosowaé elementa
matematyki wyzszej w kursach uniwersyteckich fizyki i chemji. Jezeli w tych kursach
nie wolno nam wykraczaé¢ w stosowaniu $rodkéw matematycznych ponad regute trzech,
to poc6z caly ten balast, ktérego sie miodzieniec w szkotach $rednich uczy; czy tylko
po to, aby go potem jak najpredzej zapomnieé?*)

Stusznie twierdzi Love we wstepie do swego krotkiego podrecznika rachunku
réozniczkowego i catkowego**), ze zasady tego rachunku powinny stanowi¢ niezbedna
cze$¢ sktadowg wyksztatcenia kazdego mezczyzny i kazdej kobiety w XX wieku, tak
samo jak znajomo$¢ teorji dziedziczno$ci lub uktadu Kopernika. Nie chodzi na tym
stopniu tyle o nabycie umiejetnos$ci w operowaniu Srodkami ma-
tematycznymi, ile o zaznajomienie sie chocby powierzchowne z tag
Stenografjg pojeciow a”, bez ktérej nie podobna sie obejs¢, jezeli zalezy
na $cistem a krotkiem wyrazeniu praw fizyki i chemji fizycznej.

Kilka stéw w odniesieniu do zakresu ustrojow, ktéremi bedziemy sie
zajmowali. Aczkolwiek uwzgledniamy szczegdlnie chemje i fizjologje czto-
wieka, oparta na wnioskach z doswiadczeh nad zwierzetami wyzszemi
(z ssak6w gtéwnie nad krdlikiem, psem, koniem, z ptazdw nad zaba) oraz
na spostrzezeniach nad normalnym i chorym cztowiekiem, to jednak bedzie-
my siegali do materjatu fizjologji wszelkich gatunkéw Swiata zwierzecego
i roslinnego. To samo zjawisko, ktore trudno daje sie ujg¢ a zanalizowac
u jednego ustroju, przedstawia si¢ u drugiego — nieraz bardzo w systemie
zoologji odlegtego — w formie o wiele prostszej i doSwiadczalnie dostepnej.

Tak np. badania nad przemiang biatkowg u drozdzy (F. Ehrlich)
naprowadzity na wazne odkrycia w sprawie przemiany biatkowej u ssakow
(O. Neubauer), a wyjasnienie tej sprawy w watrobie psa wyjasnito
ostatecznie jej przebieg w drozdzach (Neubauer i Fromherz)
i przygotowaty podstawe do zrozumienia fermentacji alkoholowej cukru;
zrozumienie fermentacji alkoholowej wywarto znowu wptyw na pojecie
0 przemianie cukru w miesniu.

Zagadnienie, czy pepsyna jest identyczna z fermentem podpuszczko-
wym, ktdry $cina mleko, zostato zasadniczo rozwigzane przez odkrycie
Duceschiego, Kktdry znalazt w zotagdku dyde 1fa (szczura worko-
watego) pepsyne, ale brak podpuszczki. Miesnie prazkowane kregowcow
wykonujg skurcze tezcowe, ale takze skurcze trwate toniczne” u matzéw

*) Celem nauczania matematycznego jest wpojenie w ucznia prze$Swiadczenia, ze
»Sciste mysSlenie oparte na $cistych przestankach moze opanowa¢ $wiat zewnetrzny”
(F. Klein).

**) W polskiem ttumaczeniu St. Kalinowskiego i WL Wojtowicza,
Warszawa 1912, str. 225. Wiecej przyktadoéw z nauk przyrodniczych zawiera Nernsta
i Schoenfliessa Einleitung in die Mathematische Behandlung der Naturwis-
senschaften”, 8 wyd., Monachium 1918, str. 445. Ksigzke te goraco polecamy kazdemu,
kto chce w zakresie powyzej zaznaczonym zaznajomi¢ sie ze stosowaniem $rodkéw
matematycznych w naukach przyrodniczych.
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natomiast mamy dwa rodzaje miesni: zwieracze skorup sg ztozone z dwoch
odrebnych mieséni, jeden z nich ma zdolno$¢ wykonywania jedynie skurczow
krétkich, natomiast drugi umie tylko trwa¢ w skurczu. Na tym miesniu
mozna byto wykazaé, ze trwanie w skurczu moze nie by¢ zwigzane
ze zuzyciem energji, a tego fizjologja, oparta na doswiadczeniach nad
mie$niem zabim, nigdy przedtym nie przypuszczata, a nawet takiej mozli-
wosci wrecz przeczyta. Ze wzgledu na wielkg korzy$¢, ktérg naszej nauce
przyniosty badania nad réznymi ustrojami, bedziemy w zakresie naszych
rozwazah uwzgledniali caly $wiat zwierzecy i roslinny. Punkt widzenia
fizjologji poréwnawczej, ktora zapytuje: jaki przebieg
ma ta sprawa u réznych rodzajoéw ustrojow, pogiebia
czesto zrozumienie danej funkcji, rozszerza horyzont i ma wielkg wartosé
dydaktyczng: tak np. porownanie sposobow wymiany gazowej u ssakéw,
ptazéw, ptakow, zwierzagt wodnych i owadéw, albo poréwnanie spraw tra-
wiennych u ssak6w miesozernych, roslinozernych nieprzezuwajacych
a przezuwajgcych. Porédwnanie zdolnosci spalania tkankowego kwasu
moczowego na alantoine u cztowieka i u innych ssakow rzucito $wiatto na
osobliwy brak w ustroju ludzkim, zktorym zwigzana jest dna. Przyktadow
podobnych moznaby poda¢ wiele.

Czesto wyrazano zdanie, ze elementarne zjawiska zyciowe dadzg sie
szczego6lnie tatwo wyjasni¢ przez doswiadczenia i obserwacje nad pierwot-
niakami, jako nad ustrojami najprostszymi. Przejawy zyciowe mogg sie
nam u pierwotniakdw wydawac prostszymi jedynie dlatego, ze nie umiemy
ich anatomicznie analizowac; w istocie sprawy fizjologiczne, wiec przemiana
materji, rozwéj, rozmnazanie, regeneracja, pobudliwos¢ sg zwigzane u nich
zgrudka substancji zywej, ktérej prawie ze nie mozna juz podzieli¢. U tkan-
kowcow funkcje te sg rozdzielone na narzady dostrzegalne, znane do pew-
nego stopnia w swej budowie, a z organizacjg wyzsza rozwineta sie specjali-
zacja komorek i tkanek; eksperymentom sg tu dostepne narzady o odreb-
nych funkcjach, dang sprawe mozna zlokalizowaé, a co za tem idzie, mozna
jej warunki i jej istote Scislej zanalizowa¢ i opanowaé doswiadczalnie.
Fizjologja chemiczna odniosta wiele korzys$ci ze studjow nad drobnoustro-
jami, zwkaszcza nad takimi, ktére majg bardzo jednostronng <a zywag prze-
miane materji saprofityczng; ale glbwng podstawg zrozumienia
zjawisk zyciowych sg analizy i eksperymenta nad ustrojami tkankowcdw.
Badania np. nad amebami ilub wymoczkami nader mato przyniosty nauce
naszej korzysci.

Kazdy ustrdj jest zorganizowany ze skiadnikdw postaciowych, rozrdz-
nianych przez nauki histologiczne i analize fizjologiczng. Dzielimy je na
nastepujace klasy:

L Substancja zywa, ktdéra wystepuje zawsze tylko w postaci komarek,
zréznicowanych zaréwno pod wzgledem chemicznym jak i postaci. Komérki
tworza u pierwotniakéw cato$é ustroju, u tkankowcéw sg budulcem gtow-
nym tkanek, z tkanek sktadaja sie narzady, z narzadéw ustréj. Przemiana
materji odbywa sie w substancji zywej, w ktdrej odr6zniamy jadro i proto-
plazme wraz z jej zroznicowanymi sktadnikami, ktére trafnie okreslono
jako narzady komorkowe.
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2. Struktury szkieletowe, zawarte zarGwno w komorkach, jak i w ustro-
jach w najwiekszej roznorodnosci postaci ii funkcji mechanicznej. Nadaja
one ustrojom postaé¢, spoisto$s¢ iodpornos$é mechaniczng;
wystarczy wskaza¢ na delikatne witokienka w biatych krwinkach i caty
szereg struktur szkieletowych az do poteznych pancerzy u skorupn-iakow,
skorup u matzow i ko$écow u kregowcow. Struktury szkieletowe sg wy-
tworem substancji zywej, same nie sg substancjg zywa, ale otaczajaca je
substancja zywa podtrzymuje w nich przemiane materji.

3. Substancje zapasowe, nagromadzone w kazdym ustroju: wiec weglo-
wodany i tluszcze, woda i sole, wreszcie i biatko. Substancje zapasowe sg
bardzo rozmaicie rozmieszczone, nieraz w tkankach osobnych (tluszcz), nie-
raz na miejscu zuzycia (glikogen), niekiedy sg niedostrzegalne dla obser-
wacji morfologicznej. Stosunek substancji zywej do zapasowej moze by¢é
bardzo rozmaity: wezmy np. chudego cztowieka, gdzie zapasowych substan-
cyj bardzo mato, a ttustego, gdzie obydwa rodzaje w niemal ré6wnych moga
znalez¢ sie ilosciach. Albo jajko kurze, gdzie substancja zywa (zarodek)
stanowi drobng cze$¢ catosci, reszte za$ substancja zapasowa, ktéra w miare
rozwoju prawie zupetnie sie organizuje, w zywga przechodzi substancje.

4. Plyny s$rédkomorkowe, jktdre obserwacja mikroskopowa wykazuje
szczegOllnie w postaci wodniczek. Wodniiczki bijgce moga by¢ pojete tylko
jiako zbiorniki, do ktérych ,zdrenowany” jest niewidoczny ptyn komorko-
wy, W zywg przechodzi substancje.

5. Ptyny miedzykomoérkowe, ktére u tkankowcdéw stanowiag wiasciwe
Srodowisko wewnetrzne (milieu intérieur), w ktorym zyjg komorki.

Najczesciej otaczajg one w drobnych ilosciach komorki, w wiekszych
ilosciach wystepujg niekiedy w jamach ciata. Lekarzowi ukazujg sie w wiek-
szych ilosciach wtedy, kiedy wystepujg w obrzekach tkanek, albo w prze-
siekach i wysiekach jam.

6. Ptyny krazace. U zwierzat rozr6zniamy dwa rodzaje ptyndéw kraza-
cych, mianowicie krew i lirnfe. Limfy nie mozna ograniczy¢ $cisle do ptynu
miedzykomorkowego, uktady chionne stanowia jakby uktad drendéw, przez
ktére ten ptyn zlewa sie do krwi: witasciwie nie powinnismy méwié o kraze-
niu limfy, lecz tylko o jej sptywaniu. Krew natomiast kragzy w ukitadzie
naczyn, ktory rozdziela sie na naczynia wtoskowate, a poprzez delikatne
$cianki tych naczyn odbywa sie wymiana sktadnikéw krwi i sktadnikéw
ptynu miedzykomoérkowego czyli srédtkankowego: wymiana soli, wody,
cukru, aminokwaséw itp. Krew i limfa sg bardzo ztozonymi roztworami,
w ktorych unoszg sie sktadniki zorganizowane, badzto ztozone z substancji
zywej jak leukocyty, badz tez zawierajgce jg poczesci, jak krwinki czer-
wone ptakéw, ptazéw, gaddéw, wreszcie struktury pozbawione substancji
zywej, lecz wytworzone przez nig do osobliwych celdw, jak krwinki czer-
wone ssakow.

7. Wydzieliny i wydaliny. Sg to ptyny wytworzone przez czynnos$é
komdrek lub narzaddw, stuzace albo do szczegdlnych celéw chemicznych
lub fizycznych w obrebie ustroju, albo do dziatania na zewnatrz (wzgl.
w przewodzie pokarmowym), ailbo wreszcie do wydalenia sktadnikdéw zuzy-
tych lub niepotrzebnych. Wymienimy np. $line, sok zotgdkowy ii trzustkowy
i z6t¢; mleko i mocz; przetwory gruczotéw wkrewnych. Powstawanie tych
ptynéw wzgl. ich skiadnikéw daje sie wykaza¢ juz w obrebie komorek
gruczotowych, kiedy znajduja sie jeszcze w substancji zywej.
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*

Analiza chemiczna ustrojow, wiec wiasciwa chemja fizjologiczna, ma
swoj poczatek tam, gdzie i chemja organiczna: w technice farmaceutycznej
i barwierskiej, oraz w badaniach rozpoznawszych wydzielin i wydailin. Dla
chemji organicznej istniaty pierwotnie tylko takie ciata, ktére otrzymywano
z roslin lub zwierzat: przypisywano ich powstanie osobliwszej sile zyciowej.

»W jestestwach organicznych, gdzie sita indywidualna i przeciw zwigz-
kom chemicznym i przeciw spojeniu fizycznemu dziata, uktadajgc i wigzac
przyrodzone materji odzywnej pierwiastki sobie wiasciwym sposobem,
powstaje nowy zwigzek od poprzedzajacych rézny, ktéry dlatego zwigzkiem
organicznym (kursywa autora) nazwac¢ nalezy. A tak wszystkie istoty
organiczne, co do najdrobniejszych swoich czasteczek sg rownie jak kazda
inna materja, w zwigzku fizycznym, co do pierwiastkéw sktadajacych,
w organicznym (kursywa cytujagcego).” ,,Stad rownie tatwo jest pojac,
dlaczego chemja nie tylko organicznych istot, ale nawet ciat martwych,
zwigzek organiczny majacych, tworzy¢ nie moze; dlaczego jestestwa zyjace
jedynemi sa warstewkami, w ktorych takowe wyrobienie miejsca mie¢
moze. Uwazajgc tedy ciata naturalne ztozone, co do ich skiadu, mamy oczy-
wiscie dwa tego gatunki, to jest sktad chemiczny i organiczny (kursywa
autora). A zatem chemia organiczna, jako na innym oparta porzadku, po-
winna osobng catkiem od chemji og6lnej stanowi¢ nauke”.

Kiedy Jedrzej Sniadecki w pierwszem wydaniu Teorji
jestestw organicznych pisal te stowa (1811), sprawa przedsta-
wiala sie istotnie tak, jak jg tu z whasciwg swej mysli Scistoscig przedstawit.
Kiedy jednak powtarzat je w wydaniu drugim (1838), wtedy sprawa byita
juz rozstrzygnieta w kierunku wrecz przeciwnym. W roku 1828 Woeh ler
otrzymat syntetycznie mocznik, uwazany dotad za ciato organiczne w tem
znaczeniu, w jakiem pojmowal takie ciata SniadecKki.

Od tego czasu chemja organiczna poszta wiasnemi, nowemi drogami
i wzniosta z poje¢ o budowie zwigzko6w organicznych
i przy pomocy sztuki syntezy chemicznej wspaniatg, dzi$ niemal zakonczong
budowe. Wiele korzysci przypadto przytem chemji fizjologicznej, gdyz przy
wznoszeniu systemu chemji organicznej wyjasniata sie kolejno budowa
i wihasnosci napotykanych przytem waznych skiadnikéw ustroju. Budowa
zwigzkoéw prostych, ktére znajdywano w wydzielinach i wydalinach, roz-
jasniata sie kolejno.

A w ostatnich dziesiecioleciach wieku XIX i w wieku XX oznaczono
juz istote chemiczng gtownych skiadnikdéw ustrojéow zywych; wyjasniono
i otrzymano syntetycznie tluszcze, ciata grupy kwasu moczowego, barwniki
roslinne (alizaryne i indygo, zotte barwniki flawonowe), liczne alkaloidy
roslinne, zasady zwierzece i gnilne, alkaloidy sporyszu, terpeny, olejki ete-
ryczne i kamfore, cukry i glukozydy, wszystkie aminokwasy, wchodzace
w skiad biatka, wreszcie kauczuk i garbniki; wyjasniono zasadniczo budowe
biatka, barwnika i krwi i chlorofilu, kwaséw nukleinowych, kwasu chondroi-
tynosiarczanego, wielkiej czesci iipoidéw, skladajacych tkanki nerwowe.
Kiedy juz zakonczono budowe teoretycznej chemji organicznej i wypetniono
ja materjagtem o wielkiej doniostosci naukowej i praktycznej, kiedy zadania
syntezy w stuzbie teorji i techniki zaczynaly sie wyczerpywaé, wtedy
mistrzowie chemji organicznej coraz czeSciej zwracali sie do zadah zwigza-
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nych z chemjg fizjologiczng, poczytujac sobie za najwieksze zadanie ozna-
czenie budowy waznych dla fizjologji, a dotychczas niewyjasnionych zwigz-
kéw. O tej dziedzinie mozna dzi$ powiedzie¢ stowami Liebiga, ze
wprawdzie jeszcze wiele w niej niezrozumianego ale nic nie ma niezrozu-
miatego. W roku 1900, kiedy w wielkiej czeSci wymienionych tu zdobyczy
jeszcze nie byto, mégt Marceli Nencki*) wypowiedzie¢ stowa
Goethego: ,Wonach ich mich in der Jugend sehnte, davon habe ich im
Alter die Fllle” *); wielki uczony, schodzac ze $wiata w petni sit i pracy,
wyraza zal, ze musi ustapi¢ z pola, ktére sie wtasnie tak zapetnito i ozywito
nowemi zdobyczami i podstawami dla nowych zadan. ***)

Podczas tego rozkwitu chemji organicznej, obejmujgcego dziaty dla
chemji fizjologicznej najwazniejsze, chemja fizjologiczna posuwata sie bar-
dzo powoli naprzéd. Chemicy zajmowali sie wtasno$ciami waznych skiad-
nikéw ustroju, ale tylko tych, ktére tatwo byto otrzymacé w wiekszej ilosci
i w stanie czystym: inne zupelnie zadania stawiata analiza ustroju. Rozdzie-
lanie dziesigtek i setek rozmaitych substancyj, o ktérych z gory niewiele
wiedziano, byto niewdziecznem zadaniem. Stan koloidowy materji, charak-
terystyczny dla srodowiska spraw zyciowych, utrudniat analize i wywoty-
wat zniechecenie u chemikdw, ktorzy lubili pracowac tylko nad zwigzkami
czystymi i krystalizujgcymi sie. Niejedno zadanie wazne dla chemji fizjo-
logicznej nie dojrzato jeszcze do rozwigzania. Ci uczeni, ktorych wazno$¢
przedmiotéw porywata do usitowan, do ktérych ani oni, ani tez inni wspét-
czesni nie byli jeszcze gotowi, zatamywali sie na trudnoS$ciach, a niepowo-
dzenia ich byty interpretowane juzto jako wynik dyletanckiej roboty, juzto
jako uwarunkowane przez wtasciwosSci przedmiotu;
padty cyniczne stowa: ,Tierchemie ist Schmierchemie” (chemia zwierzeca
jest chemia nieczysto$ci). Najwazniejszg potrzebg metodyczng chemji fizjo-
logicznej byto i jest oznaczanie iloSciowe zwigzkow organicznych w bardzo
ztozonych mieszaninach; chemja organiczna nieliczne tylko w tym kierunku
stworzyta metody, i wsrdod setki tysiecy zwiazkéw organicznych umiemy
zaledwie Kkilkadziesigt zwigzkéw oznaczy¢ ilosciowo w takich mieszani-
nach.****)

Tem wiekszg jest zastuga tych mezow, ktérzy mimo trudnosci szukali
Sciezek wséréd gestwiny. Prace niedoceniane przez chemikow, jak anaHzy

*) O zadaniach chemji biologicznej. Mowa przy otwarciu Zjazdu Przyrodnikow-
lekarzy polskich w Krakowie. Przeglad lekarski 39 (str. 446, rok 1900).

**) W oryginale po niemiecku: ,,To za czem tesknitem w mtodosci, mam na starosé
w petni”.

***) Marceli Nencki, wielki fizjolog-chemik polski, ur. 15 stycznia 1847
w Kaliskiem. Z poczatku studjowat filologje klasyczng. W r. 1870 zdat doktorat medy-
cyny w Berlinie, w r. 1877 otrzymat profesure w Bernie, a w r. 1891 stanowisko dy-
rektora oddzialu chemicznego wr instytucie medycyn w eksperymentalnej w Piotro-
grodzie. Zmart 14 pazdziernika 1901. Prace Nenckiego, odnoszace siig do wielu
dziedzin chemjli organicznej i fizjologicznej iciraz fizjdlogji chemiczlnej, wydano po
$mierci) jako dzieto pt. Opera omnia (I tom, 840 str., Il tom, 879 str.), Brunswik, 1905
(po niemiedku). Pracami tego wielkiego uczonego bedziemy sie niejednokrotnie zajmowali.

****) Chemia fizjologiczna wyprzedzita w wypetnieniu tych zadan inne dziedziny
chemji: w analizie moczu i krwi stosujemy liczne metody okreslania ilosciowego
pewnych zwigzkéw w mieszaninach bardzo ztozonych, metody dla celéw fizjologicz-
nych wypracowane. Takze w nowoczesnej analizie bardzo drobnych ilosci substancji
(mikrochemji, mikroanalizie) przodowali fizjologowie.

3 Postepy Biochemii
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Ad. Schmidta, jak-prace samotnego angielskiego lekarza Th ud i-
chuma nad skiadnikami mézgu, proby roztozenia na sktadniki indywi-
dualne peptonow, podejmowane przez Kiihnego i przez Hofmeis-
tra badania Mieschera nad kwasami nukleinowymi, to wszystko
badania na wielkiej umiejetno$ci i pracowitoSci oparte, nie za efektem
gonigce, nie wybierajace pojedynczych blyskotek, a dazace do zupetnej
analizy substancji zywej i jej wytwordw.

Bezradno$¢ wobec zwigzkdéw, ktorych analiza roztozy¢ ani wyjasnié nie
umiata, ustgpita nieco wobec rozwoju chemji fizycznej. Teoria roztworéw
i elektrochemja, nauka o uktadach koloidowych i o chemji dziatan po-
wierzchniowych wyjasnity niektére wiasnosci substancji zywej i ptynéw
ustrojowych. Potaczenie niezrozumiate z punktu widzenia klasycznej
stechjometrji chemicznej staty sie zrozumialszemi z punktu widzenia nauki
0 zjawiskach powierzchniowych napoz6r bardzo ztozone reakcje wyjasniono
jako zjawiska elektrostatyczne. Metody fizyczno-chemiczne pozwalaty nie-
jednokrotnie okresli¢ stan, w jakim dany sktadnik w ptynie lub nawet w ko-
maorce sie znajduje, bez zniszczenia uktadu zywego, umozli-
wity poszukiwania w odniesieniu do niezmienionych ptynéw i zywych struk-
tur ustrojow, z ktérych dawne grubsze analityczne metody nawet marzy¢
nie pozwalaty.

o] ptynach ustroju i o jego elementach strukturalnych, ktére nie sga zywe,
ktdre nie posiadajg wtasnej przemiany materji, mozemy dzi§ rowniez po-
wiedzieé, ze wiele w nich rzeczy dotad niewyjasnionych, ale ze nie ma nic
zasadniczo niepojetego.

Inaczej ma sie rzecz z substancjg zywa. Analizy chemiczne wykazujg we
wszystkich rodzajach komdrek zawsze to samo: zgrubsza rozdzielono rodzaje
biatek i nukleoproteiddw, sole, ciata ttuszczowate, glikogen i cukry, chole-
steryne: wynik bardzo ubogi. W dodatku mozna byto watpi¢, czy analizy
odpowiadajg rzeczywiscie sktadowi tkanki; uktad ciat, sktadajgcych sie na
nig, jest nietrwaly, i wiemy, ze np. samo rozdrobnienie watroby powoduje
zcukrzenie glikogenu, pokrajanie mie$ni wywotuje powstawanie kwasu
mlecznego. Przeciwdzialamy takim zmianom przez jak najwieksze przys$pie-
szenie procesu, ktdry tkanke zywg zamienia na martwg mieszaning;
utrwalamy ten sktad chemiczny, ktory miata tkanka zywa.
Podobnie postepuje chemik, jesli chce zanalizowac gazy w tym wtasnie skia-
dzie, jaki miaty np. w ptomieniu w temperaturze 1500°; w tej temperaturze
reakcje biegng niezmiernie szybko; réwnowaga przy 1500°, np. wody, CO,
CO2, H2 i 02 przesunetaby sie przy powolnem ochtodzeniu i otrzymali-
bySmy gazy w sktadzie tej rGwnowagi, ktéra odpowiada temperaturze po-
kojowej. Jezeli natomiast gazy wyciggnac¢ z ptomienia przez rurke witosko-
watg platynowa, otoczong ptaszczem, przez ktory krazy zimna woda, to
mozna ochtodzié¢ je tak szybko, ze przesunienie sie réwnowagi, odpowia-
dajacej temperaturze 1500°, nie ma czasu sie odby¢; albowiem
w niskiej temperaturze reakcje biegng bardzo powoli. Podobnie postepuje-
my wobec tkanek. W mies$niu istnieje substancja, ktéra rozktada sie nader
szybko na kwas mleczny; jezeli miesien draznimy, rozdrabniamy, zagotu-
jemy, lub utrwalamy przez wrzucenie do alkoholu, wtedy uktad fermentéw
w substancji zywej umozliwia niemal wybuchowy rozktad. Jezeli migsien
ochtodzimy i potem n.agle w temperaturze —10° rozmiazdzymy w alkoholu,
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albo w nasyconym roztworze siarczanu amonowego to biatka fermentu beda
zabite, zanim odbedzie sie reakcja, ktéra w tak niskich cieptotach bardzo
powoli sie odbywa.

Wielki postep stanowito stwierdzenie w komoérce zaczynéw $srédkomor-
kowych, narzedzi chemicznych substancji zywej; nie postgpiliSmy dotad
wcale naprzéd na drodze zmierzajacej do poznania chemicznej istoty za-
czynéw, ani nie wiemy, jaki jest mechanizm czasteczkowy ich dziatania,
ale wiemy przynajmniej, jakie sg wyniki ich wptywu na reakcje; umiemy
powtarzaé za pomocag oddzielonych od komdrki narzedzi niektére reakcje,
znane przedtem tylko jako skutek czynnos$ci zywej komérki. Umiemy prze-
prowadzi¢ fermentacje alkoholowg za pomoca soku wycisnietego z drozdzy,
rozmaite utlenienia za pomocg wyciggow z tkanek zwierzecych i roslinnych,
rozktad argininy na mocznik i ornityne za pomocg wciggu z watroby i wiele
innych reakcyj. Oprécz tego umiemy — zajmiemy sie tym przedmiotem
w czesci poswieconej fizjologji chemicznej — stwierdza¢ przemiany che-
miczne, ktérych doznajg okreSlone ciata pod dziataniem tkanek; umiemy
wpitywac na przemiane materji przez zmiane warunkéw fizyczno-chemicz-
nych, jako tez przez podawanie réznych surowcéw substancji zywej. Ale
pozostajemy ciggle w sytuacji obserwatora, ktory stoi przed wrotami zam-
knietej krainy, widzi surowce, jakie do tej krainy przywoza, towary, jakie
Z niej wywozg, zna moze wptyw deszczdw, pozaréw i powodzi, odbijajacy
sie na produkcji; ale nie umie z tych danych wywnioskowa¢ ani o rodzaju
ludzi, zwierzat i roslin, ktore jg zamieszkujg, ani zrozumie¢ urzadzen fabryk
i warsztatdw, przebiegu rzek i drog, ktore ten kraj przecinajg. A nasze
analizy mniej mowig o mechanizmach komdérkowych, anizeli o budowie
zegara mowi analiza, stwierdzajaca zelazo, miedz, cynk korund i ztoto w roz-
ttuczonym materjale tego mechanizmu.

Substancja zywa jest uktadem niezmiernie ztozonym i to z bardzo ztozo-
nych jednostek. Nie watpi o tej niestychanej ztozonosci nikt, kto sie zasta-
nowit nad procesami takimi, jak przenoszenie podniety nerwowej, jak czyn-
no$¢ osrodkdéw, jak wreszcie niezmierna réznorodno$¢ przemian chemicz-
nych, np. w komorce watrobowej. Nie brak wreszcie doswiadczen, ktdre
pozwalajg wprost oceni¢ wielkos¢ uktadéw jednostkowych, funkcjonuja-
cych w substancji zywej. Podamy przyktad:

Strofantyna dziata na serce (wiec narzad o mechaniczno-chemicznej®
raczej jednostronnej funkcji) juz w ilosciach 0-00008 mg na 5 mg suchej
substancji serca .Poniewaz ciezar czasteczkowy strofantyny wynosi 922,
przeto mozemy obliczy¢ ciezar czgsteczkowy uktadu, ktdry przez obecnosé
strofantyny ulega zmianie:

0-00008 :5 = 922 :x,
X = 57625000;

musi to by¢ kompleks 57 miljondw razy wiekszy od atomu wodoru. Moznaby
dziatanie jadu poréwna¢ z dziataniem matego klina, ktory zatrzymat ma-
szyny olbrzymiego okretu.

Do wyjasnienia struktury substancji zywej nie prowadzi zadna droga
znana; ani dzisiejsza fizyka i chemja, ani histologja. Nie przesadzamy, czy
nowe drogi nie znajdg sie podobnie, jak znalazty sie sposoby okreslenia
budowy ciat organicznych, a niedawno i atomow: najtrudniej przewidzie¢
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nowg droge *). Ale dobrze jest zna¢ granice tych rozumowan i metod,
ktoremi dzi$ rozporzadzamy: dlatego poSwiecimy troche czasu na przepro-
wadzenie rachunku, ktory da czytelnikowi obraz ztozonosci substancji
Zywej.

Hofmeister obliczyt w przyblizeniu iliczbe czasteczek, wchodza-
cych w sktad komorki watrobowej. Jest to kostka o objetosci 8 « 10“9 cm3,
zawierajgca 76% wody, a 24% substancji suchej, wtem okoto 16% biatka,
2V2% ciat ttuszczowatych, cukier, kwasy, mocznik, kwas moczowy, sole
nieorganiczne w ilosci, wynoszacej razem okoto 51/2°/o.

Poniewaz czasteczka gramowa jakiejkolwiek substancji zawiera 6-2.1023
czasteczek, przeto mozna obliczy¢ liczbe czasteczek biatka, iipoidéw, oraz
cial drobnoczasteczkowych, zawartych w komoérce. BWac dla biatek prze-
cietny ciezar czasteczkowy 16000, dla lipoidéw 800, dla ciat drobnoczastecz-
kowych 100, dochodzimy do nastepujacego wyniku: komdrka watrobowa
zawiera czgsteczek:

W 0 Y i 225000 miliardéw
biatka . 53 ”

ciat thuszczowatych . . . . 166 ”
ciat drobnoczasteczkowych . . 2900 "

Poréwnywano komérke watrobowg z fabryka chemiczng; wyobrazmy so-
bie budowe objeto$ci 200000 miliardow zwyktych cegiet, w'ktérej 200 miliar-
doéw czasteczek koloidowych (biatka i ciata ttuszczowate) tworzy mury, da-
chy, urzadzenia wewnetrzne, woda natomiast wypeinia przestrzenie puste,
wiec pokoje, podwédrza, ulice. Hofmeister oblicza, ze taka budowa po-
krywataby przestrzerh 7000 kilometréw kwadratowych przy wysokosci 50 m,
stanowitaby zatem zabudowanie catego kraju. Widzimy z tego poréwnania,
jak wiele bardzo ztozonych struktur moze sie pomiesci¢ w obrebie substancji
zywej komorki watrobowej.

A gdzije llezg granice histologji? Ciatka o $rednicy 0-1ja(10 4 cm) jnie
mozna juz odrozni¢ pod mikroskopem; a ciatko takie ma objetosci 0-OQljr’,
w komdérce watrobowej jest miejsce na 8 miljonow takich ciatek.

Hofmeister oblicza, ze ciatko takie zawieratoby 25 miljonéw cza-
steczek wody, 25000 czasteczek koloidowych i 25000 czasteczek drobnych:
odpowiadatoby fabryce o 100 m frontu a 20 m wysokosci i gtebokosci. Miljo-
ny takich bardzo ztozonych uktadéw mogg sie miesci¢ w ptynnej, krazacej
protoplazmie, ,aich sprawy moga od ruchu protoplazmy by¢ podobnie nie-
zalezne, jak prace na okrecie od kierunku zeglugi”.

Chemja organiczna obznajomita nas ze strukturg atomowag czasteczek,
ktérych wielkos$¢ dosiega blisko 1000-krotnej wielko$ci atomu wodorowego;
powyzej tej wielkosci, az do kilkunastokrotnej jej wartosci, znamy juz tylko
niewyrazne zarysy. Dla histologji sq niedostepnymi juz zarysy ciat i struk-
tur 25000 razy wiekszych. Miedzy temi granicami lezy organizacja komor-
kowa, struktura substancji zywej; przedstawia ona dzisiej jakoby wielkg

*) ,Nic nie ma jasniejszego nadto, co znaleziono wczoraj, a nic trudniejszego
do przewidzenia niz to, co sie znajdzie jutro” (Biot. cyt. podiug CI. Bernard,
Lecons de physiologie experimentale, 1855, t. I, str. 10).
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biatg plame na mapie;, wnetrze ladu, ktérego waziutki rabek odkryta chemja,
a ktdry pozwala tylko zdaleko ogladaé histologja.

Cata czynnos¢, ktéra sie tam odbywa, jest niewidzialna z tak wielkigj
odlegtosci: w komdrce watrobowej dziata cata armia zaczynéw, odbywaja
sie przemiany setki substancyj, a ,mikroskop ukazuje prézng scene”; co
najwyzej tylko epizody czynnosci, jak ztogi glikogenu, ttuszczu lub ziarnek
wydzielinowych, gotowych przetwordéw.

Uwazam raczej za optymistyczne stowa, ktére wypowiedziat w r. 1912
Keith Lucas:

»Trzeba spojrze¢ w dalekga przysztosé, by dostrzec, jak wspétczesna histo-
logja komorki rozszerzy sie dzieki nowej histologji, Kktorej zada-
niem bedzie zlokalizowanie w obrebie komérki powierzchni o zna-
czeniu fizyczno-chemicznym?”.

Procesy chemiczne, ktore odbywajg sie w ustroju, sa przedmiotem fizjo-
logji chemicznej. Rozréznimy wsrdd tych proceséw znowu takie, ktore sie
odbywajg poza obrebem substancji zywej, pod posrednim jej wptywem, od
tych spraw, ktore przebiegajg na warsztacie samym zywej substancji. Pier-
wsza grupa proces6w, to sprawy zaczynow trawiennych, zmiany zachodzg-
ce we wydzielinach i wydalinach; druga, to wiasciwa przemiana materji
tkankowa.

Sprawy trawienne dostepne dla badan, zaréwno intra corpus jak in vitro,
przedstawiajg one naog6t sprawy przygotowawcze przemiany materji.
Sprawy przemiany tkankowej sg trudniejsze do ujecia; zarbwno w pradzie
przemiany rozkladowej jak i w pradzie przyswajania.

Fizjologja chemiczna zwierzat rozpoczyna sie od wielkiego Lavoisie-
ra Lavoisier i Laplace*) (1780) wykazali, ze w ustroju zwierze-
cym odbywa sie spalanie, przemiana wdychanego tlenu na wydychany dwu-
tlenek wegla. Jest to ten sam proces, na ktérym polega — jak to odkryt
Lavoisier — spalenie sie np. Swiecy. Lavoisier zrozumiat, ze spa-
lania w ustrojach sg Zrodtem ciepta zwierzecego; wspélnie z Laplacem
porownywali w kalorymetrze ilo$¢ lodu, stopiona przez ciepto, wywigzane
przez spalanie $wiecy z cieptem wyzwoilonem przez oddychanie morskiegj
Swinki, i stwierdzili, ze w obydwu wypadkach ilo$¢ ciepta wywigzanego po-
zostaje w takim samym stosunku do ilosci wytworzonego CO2. ,,Oddycha-
nie jest zatem spalaniem, ktore przebiega bardzo powoli, ale pozatem jest
zupeinie podobne do spalania wegla”.

Lavoisier zastosowat do badan nad przemiang oddechowg cztowie-
ka i zwierzat niemal wszystkie metody, ktére rozwineli pézniej inni bada-
cze i uwzglednit wszystkie czyniki, ktére wptywajg na przemiane fizjolo-
giczng: stwierdzit jej zalezno$¢ od pracy, od temperatury, od odzywiania.
Metody iodkrycia tego przedziwnego genjusza rozwineli p6Zzniej P e 11e n-
kofferi Voit, Regnault i Reiset, Zuntz, Rubner, Atwa-
ter i Benedict; zalezno$¢ przemiany gazowej,, od rodzaju, wielkoSci,
stanu ustroju, od pracy, pozywienia, temperatury sg dzi$ doskonale zbadane.
Bilanse przemiany biatkowej, mierzone przez ostateczny produkt rozktadu

*) Antoine Laurent Lavoisier, ur. 1743, stracony przez lud paryski w r. 1794,
twérca nowoczesnej chemji. Laplace byt jednym z najwiekszych astronomoéw,
matematykow i fizykow.
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biatka, wydalany w moczu azot mocznikowy, byty przedmiotem tysigcznych
badan, i te sprawy sg w gtéwnych zarysach wzglednie dobrze znane.

Tak samo jak caty ustrdj, ta/k i poszczegblne narzady, tkanki i komdrki
mogg by¢ przedmiotem badan nad wymiang gazowg;, siedzibg prze-
miany 1lenu na CO 2,wiec ogniskiem catego ustroju jest bowiem sub-
stancja zywa tkanek*). Mierzono zuzywanie tlenu i wytwarzanie
dwutlenku wegla w narzadach izolowanych, albo pozostajagcych in situ
w ustroju; poddawano analizie gazy zawarte w prébach krwi przeptywajacej
przez narzad, albo mierzono wymiane gazowg tkanki izolowanej, nawet
komoérek izolowanych w atmosferze lub w ptynie fizjologicznym, okreslajac
znowu zalezno$é przemiany od rodzaju narzadu, jego czynnoSci i tempera-
tury.

Badania takie przedstawiajg analize przemiany materji ze stanowiska
anatomicznego: lokalizowanie jej w okreslonych narzadach i tkankach. Ana-
liza. z punktu widzenia chemicznego ma inny cel; zapytuje: jezeli tkanka
przerabia np. cukier na tlen doptywajacy z krwig tetniczag na dwutlenek
wegla (i wode) odptywajacy z krwig zylng (jak to stwierdzit Chauveau
i Kaufmann na miesniu zywego normalnego konia) to jakie stadia
przebiega ta powolna reakcja? Czy cukier i tlen stajg sie czeScig protoplaz-
my a z tej protoplazmy cdszczepia sie wreszcie CO2? Czy tez ciata spalane
przechodza przez szereg zmian, ktdre mozna wyrazi¢ w pospolitych wzorach
chemicznych tak samo jak wyrazamy reakcje w uktadach martwych?

Najprostsze wnioski nauki o przemianie posredniej opieraja sie bezpo-
$rednio na wynikach chemji fizjologicznej. Je$li w analizach tkanek i prze-
tworéw danego ustroju napotykamy na ciata chemiczne sobie bliskie, jesli
na podstawie reakcji znanych z doSwiadczen czysto chemicznych, lub
tatwych do pomyS$lenia na podstawie znanych analogji, mozna sobie wy-
obrazié, ze jedno powstato z drugiego: wtedy wnioskujemy, ze ciala te stoja
miedzy sobg w zwigzku genetycznym. Znajdujemy np. w moczu stale
kreatynine

CH2-COOH CH2-CO
| INH2

CH—N—C=NH CH3—N--—-C=NH
Kreatyna Kreatynina

a w miesniach kreatyne; kreatynina powstaje z kreatyny

HN=C—N-CH,—COOH = CH2—C. =0
ANH + H,0
hxn c¢ch3 ch,—n— ¢/ —nh2

przez proste odwodnienie, mozemy te reakcje wywota¢ przez ogrzewanie
kreatyny z kwasem solnym:

Z wystepowania kreatyny w tkankach, a kreatyniny w wydalinach wy-
nika prosty wniosek ,ze i w ustroju kreatynina powstaje z kreatyny. Takie
rozumowanie jest szczegdlnie charakterystyczne dla fizjologji przemiany

*) Wielki matematyk Lagrange byt pierwszym, ktdry zrozumiat, ze tlen roz-
puszczony we krwi tgczy sie powoli z weglem i wodorem tkanek, w ktérych krew krazy
(ob. Hassenfratz Ann. de Chimie Paryz, tom IX, str. 275) (1791).
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posredniej u roslin, ktéra prawie zupetnie jest opartg na podobnych wnio-
skach. Eksperyment chemiczno-fizjologiczny — o tej drodze badan bedzie
zaraz obszerna mowa — daje sie na roslinach wyzszych wykona¢ tylko
w rzadkich wypadkach; natomiast bogaty dorobek chemii opisowej ustro-
jow roslinnych stanowi szeroka podstawe dla wnioskéw fizjologicznych.
Znajdujemy np. w rukwi lekarskiej oraz w korzeniu re-
zedy glukozyd glukonasturcyn, ktéry drogg hydrolizy przez
zaczyn mirozyne rozktada siena cukier gronowy, siarczan

potasowy i olejek gorczyczny feniloetylowy
/S0
cehsch2—ch2—n -c +hd =
s-cehuob

glukonasturcyn
= KHS04+C6HID 6+ CE6H5CH —CH —N=C=S

glukoza olejek gorczyczny
feniloetylowy

Cukier gronowy jest w roS$linie dany obficie; kwas siarczany i potas
nalezg do zwigzkow odzywnych mineralnych, ktére roslina pobiera z ziemi.
Interesuje nas pochodzenie olejku gorczycznego. Olejki gorczyczne —
estry kwasu izosiarkocyjanowego — powstajg z amin
i siarczku wegla; np.

ch5—nh2tcs> = CH5—N=C =S+ SHj

Czy feniloety lamina i siarczek wegla, zktédrych w mysl
podanej reakcji magtby powstaé w roslinie uwazany tu olejek gor-
czyczny, sa dane w roslinie? Nie poucza nas o tym analiza rukwi, ale
z analiz innych produktéw roslinnych (np. sporyszu) wiemy, ze fen ilo-
etylamina powstaje — eksperymentalnie wykazano to w procesach
gnilnych — z feniloa laminy zawartej w biatku;

CeH —€H2—CH(NH,)—cooh =cér5—ch2—ch nh, + C0O2

A zatem amina jest dang. Co do sktadnika siarkowego, to mozna sie
oprze¢ na stwierdzeniu, ze w grzybie jawanskim Schizophyllum
lob atum wystepuje siarczek wegla CS2; tasubstancja powstaje
widocznie w ustroju roslinnym, aczkolwiek nader rzadko pojawia sie w sta-
nie wolnym, a w ilosciach uchwytnych analitycznie. Z tych wszystkich
danych wynika, ze substancjami macierzystymi olejku gorczycznego
rukwiowego sg feniloetylamina, powstata z feniloalaminy, oraz siarczek
wegla, moze z cystyny biatkowej pochodzacy.

Nietrudno dostrzec jak wiele pierwiastka hipotetycznego zawiera ten
wywod, napozor tak prosty. A niepewnos¢ takich wnioskow staje sie tem
wieksza, im prostsze, im mniej osobliwe ciata chemiczne rozwazamy. Czuje-
my sie do$¢ pewnymi wnioskow, w ktérych tgczymy genetycznie przez
proste reakcje chemiczne grupy zwigzkow o osobliwszych, raczej ztozonych
i trwatych uktadach aromatycznych, wiec pochodne aminokwasow
aromatycznych, zwigzki terpenowe i kamforowe, zwigz-
ki indol owe, alkaloidy tropanowe i wiele innych grup.
Natomiast zawodzi nas ta metoda zupetnie wobec zwiazkéw prostych, kté-
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rych pochodzenie mozna wyobrazi¢ sobie w bardzo rozmaity sposob. Kwas
mleczny mozna sobie wyobrazi¢ zarowno jako pochodng cukru gronowego,
powstatg przez rozszczepienie czasteczki cukru, jako tez wyprowadzi¢ go
zalaniny przez wymiane reszty aminowej na wodorotlenowa:

CHH™0 6= 2CHBOd
albo
CH3CH(NH2COOH + H,0 = CH3CH(OH)COOH + nh3

Ze wzgledu na wszechobecno$¢ w ustroju zarowno cukru jak alaniny
trudno orzec, ktore przypuszczenie jest stuszne; kruszono dawniej kopje
zar6wno w obronie jednego jak i drugiego.

Druga trudno$¢ polega na tem, ze ani przetwory posrednie reakcji, ani
tez substancje macierzyste nie musza sie znajdowaé w tkankach lub wy-
dzielinach w ilosciach analitycznie uchwytnych. Jezeli mamy reakcje:

A+B=C
C+ D=E to suma tych reakcji przedstawia sie
jako A+ B+ D=E

Jezeli reakcja C + D = E przebiega o wiele szybciej, niz reakcja A + B =
= C, wtedy nie mozna sie spodziewa¢, azeby w uktadzie, zawiera-
jacym A, B, DiEmoznabyto znalez¢ substancje C. Tak np.
w miesniu, pracujgcym normalnie, bez znuzenia ,przy doskonatym doptywie

krwi odbywa sie reakcja
CeHi.Oe + 60j= 6COz+ 6HD,

wiec spalanie cukru gronowego, ale to spalanie przebiega, jak wykazemy,
w dwoch fazach: pierwszg stanowi rozktad cukru na kwas mleczny, drugg
spalanie kwasu mlecznego. Jezeli w normalnych warunkach
kwas mleczny spala sie niemal rownie szybko, jak powstaje, to niema praw-
dopodobienstwa wykrycia tej substancji. Przy asymilacji wegla w ro$li-
nie zielonej nie zdotano wykry¢ przetworéw posrednich miedzy CO2 a cu-
krem: jedni autorowi© dopatrujg sie tych przetworow w kwasach roslinnych
(szczawiowym), znajdujacych sie w lisciach asymilujacych, inni w alde-
hidzie mrowczanym, ktérego nie mozna w liSciach stwierdzi¢ w sposob
dos$¢ pewny. Tymczasem ani wystepowanie kwaséw w liSciach nie jest do-
wodem na ich role posrednig w asymilacji, ani brak (analityczny) a 1d e h i-
du mrowczanego nie przemawia przeciw temu, azeby mu przypisaé
role gtéwnego przetworu pierwszego asymilacji. Kwasy mogg sie gromadzic¢
dlatego, ze sg produktem ubocznym reakcji bezdroznej, a aldehid moze
wiasnie dlatego nie wystepowa¢ w stanie wolnym, ze substancja zywa za-
mienia z btyskawiczng szybkos$cig na cukier juz najmniejsze jego ilosci. Tak
niepewne i wieloznaczne mogg by¢ wnioski, oparte na samem tylko wspol-
nem pojawianiu sie substancji, lub braku takiej wspdlnosci.

Wyzszy stopien pewnosci daje dopiero eksperyment fizjologiczno-che-
miczny. Goéruje on nad ,dedukcjg chemiczng” podobnie jak eksperyment
fizjologiczny zapanowat nad ,dedukcjag anatomiczng”. Eksperyment che-
miczno-fizjologiczny jest charakterystycznym dla fizjologji zwierzat i niz-
szych roslin (fermentacji); na tej to drodze stworzono nauke o posredniej
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przemianie maiterji, w ktorej fizjologja zwierzeca i nauka o drobnoustro-
jach znacznie wyprzedzita fizjologje roslin wyzszych.

Eksperyment fizjologiczno-chemiczny polega na tem, ze zmieniamy —
jakosciowo lub ilosciowo — czynno$¢ i przetwory ustrojow; osiggamy to
przez zmienianie warunkow chemicznych czynnosci. Zmiany eksperymen-
talne polegajg na podawaniu $oisle okreslonych surowcéw lub przetworow
pétgotowych, na odejmowaniu poszczeg6lnych skiadnikow, ktore stanowig
warunek czynno$ci normalnej ustroju, wreszcie na zmienianiu stosunkéw
ilosciowych tych sktadnikow.

Badania eksperymentalne nad przemiang posrednig wyjasnity w sposéb
jasny i niedwuznaczny przebieg wielu waznych reakcji fizjologicznych; wy-
kazaly, ze mozna spostrzegac reakcje odbywajace sie w warsztacie substan-
cji zywej nieimaczej, anizeli reakcje odbywajgce sie w pracowni lub w fa-
bryce. Podamy przyktad*):

Liebig odkrytw roku 1829 kwas hipurowy w moczu konskim i ozna-
czyt (1839) jego skiad, rozny od kwasu bedzwinowego. Budowe kwasu be-
dzwinowego (C7H002) okresla wzor strukturalny:

— 3

I

CH

kwas hipurowy jest zwigzkiem kwasu bedzwinowego i gldkokolu i odpo-
wiada wzorowi:

H

HC
HC CHO H H

Ure zGlasgowu odkryt wkroétce potem, ze kwas bedzwinowy podawany
choremu wydzielat sie jako kwas hipurowy w moczu. Wohler dawat
juz przedtem kwas bedzwinowy psom i sadzit — jak sie pdzniej pokazato,
btednie —, ze kwas ten przechodzit do moczu w stanie niezmienionym; ale
kiedy Liebig wykazat r6znice miedzy kwasem bedzwinowym a hipuro-
wym, wtedy Wohler przypomnial sobie wtasnosci kwasu otrzymanego
z moczu psa badanego i uznat, ze byt té6 prawdopodobnie kwas hipurowy.
Zrozumiawszy doniosto$¢ stwierdzenia faktu, ze okreslona substancja moze
byé w sposéb tak jasny przerobiona w przemianie materji ustroju na inna,
polecit powtérzenie dawnych doswiadczen; uczen jego Keller wykonat
je na sobie samym i stwierdzit niewatpliwie, ze ustrdj ludzki moze wielkie
ilosci kwasu bedzwinowego przerobié na hipurowy.

Pierwsze stwierdzenie syntezy w ciele zwierzecem wywarto wielkie
wrazenie i wywotato wiele doswiadczen, ktére w petni potwierdzity pierw-
sze spostrzezenia. Bertagnini posunagt potem sprawe znacznie na-
przéd. Kwas bedzwinowy, zawarty w wydalonym hipurowym magt pocho-

*) Ob. Hopkins, The Dynamie Side of Biochemistry, Birmingham 1913, str. 4.
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dzi¢ z substancji zywej, z niezmiernego zbiorowiska chemicznego ustroju.
Bertagnini napietnowat zatem kwas bedzwinowy za pomoca
grupy nitrowej; podajac psu obcy ustrojowi kwas metatnitro-
bedzwinowy

rcH, Q
HC u— C-H
HC CH

A Cl NzZg

i izolujgc z moczu kwas meta-nitro-hipurowy

~ CH\ H
HC C-C-N —C—C—OH
- [ R |
HC CHO H H O
ACH—N

stwierdzit Scisle, ze to wtasnie podany kwas ztaczyt sie z
glikoholem. Stwierdzono to samo u bardzo licznych pochodnych kwa-
su bedzwinowego; na kwasie salicylowym, meta-chloro-bedzwinowym, to-
luilowym, anyzowym, mesytylenowym, fenilooctowym; wszystkie taczyty
sie z glikokolem.

Ale nie tylko pochodne kwasu bedzwinowego przechodzity w kwas hipu-
rowy; takze toluol C(;H-, — CH3 podany psom, zamienia si¢ w kwas hipuro-
wy; ustrdj spala go na kwas bedzwinowy; podobnie wiele innych zwigzkéw,
ktérych budowa pozwala przewidzieé takg zmiane.

DosSwiadczenia Bertagniniego wykazaty, ze istniejg w ustroju
urzadzenia chemiczne, przeprowadzajgce na ciatach zbudowanych analo-
gicznie okreSlone reakcje: uktad aromatyczny i grupa karboksylowa wywo-
tujg zawsze zwigzanie grupy karboksylowej z glikolem i wydalenie zwigzku
powstatego przez nerki. Bunge i Schmiedeberg posunelisprawe
w roku 1876 na nowo. Przetaczali krew przez izolowang nerke psa i dodawali
do krwi kwasu bedZzwinowego i glikokolu; powstat kwas hipurowy.

Schmiedeberg stwierdzit pdzniej, ze reakcja:

CHSCOOH + ch2cooh ~ CE&H5CO-NH-CH2COOH
I
NH3
przebiega w obydwu kierunkach i ze nerka zamienia takze kwas hipurowy
i wode na kwas bedZzwinowy i glikokol, zaleznie od stezen tych trzech ciat
we krwi. Zdotat otrzymac z nerki wycigg wodny, ktéry hidrolizowat kwas
hipurowy w mysl rGwnania:
+H.O
cth5—CO-NH-CH2COOH -> CeH5 COOH + (IZHZ—COOH
nh?2

Pozniej badal te samg reakcje Mutch; wykazatl, ze jatlowy wyciag
z nerki, wolny zupeinie od komdérek, rozktada w rozcienczonym wodnym
roztworze kwas hipurowy i ze reakcja sie zatrzymuje wtedy, kiedy 97°/o
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tego ciata ulegto rozktadowi; z mieszaniny kwasu bedzwinowego i glikokolu
zdotat pod dziataniem tego wyciggu otrzymac drobng ilos¢ kwasu hipuro-
wego.

Reakcja, o ktérej tu mowa okazala sie jedng z najbardziej z ustroju roz-
powszechnionych. Wigzanie:

—C—N—

i
O H

wystepuje w potgczeniu aminokwasow z rozmaitymi kwasami, weglowym,
octowym, wreszcie wigze aminokwasy w biatku.

Sprawa kwasu hipurowego nie jest jeszcze wyczerpana. Ustréj taczy
obcy kwas z glikokolem, ktérego sam dostarcza. Skad bierze sie glikokol?
lle glikokolu moze ustréj psa lub krélika na ten cel dostarczy¢? Glikokol
jest czeScig sktadowg biatka, mozna z géry obliczy¢ wiele tego ciata ustrdj
krolika zawiera. Kiedy prébowano podawaé krolikom bardzo wielkie ilosci
kwasu bedzwinowego, wtedy okazato sie, ze te zwierzeta moga w niemal
nieograniczonej ilosci dostarcza¢ glikokolu; nawet wiecej, anizeli tego ciata
z gory zawieraty. Widocznie ustroj krélika moze wytwarza¢ glikokol
z innych zwigzkéw azotowych.

Na przykiadzie kwasu hipurowego widzimy zadania, jakie przedstawia
zbadanie prostej reakcji chemicznej w ustroju: stwierdzenie reakcji i jej
warunkéw; zlokalizowanie w pewnych narzadach; eksperymentalne prze-
prowadzenie reakcji w organie odosobnionym; wykrycie zaczynu biorgcego
udziat w reakcji i przeprowadzenia jej poza narzgdem bez udziatu substan-
cji zywej; zbadanie pochodzenia substancji, biorgcych udziat w reakcji.

Jaka zachodzi roznica miedzy reakcja

CEHSCOOH + CH2-COOH =cthxonh-ch2cooh + h2
|
nh?2

w ustroju lub narzadzie zywym, a w roztworze zaczynow? Kroélik zamienia
kwas bedzwinowy kompletnie na hipurowy i wydziela te substancje; nato-
miast w roztworze sktadnikow i zaczynu zaledwie 3% zamienia sie na kwas
hipurowy.

Ale wyobrazmy sobie urzadzenie, ktére umozliwiatoby ciggte wydziela-
nie zmieszaniny reagujacej nazewnatrz utworzonej drobnej ilosci kwasu hi-
purowego; podtug prawa dziatania mas cato$¢ kwasu bedzwinowego i gliko-
kolu musiataby ulec z czasem przetworzeniu. W tym wypadku osobliwe
dziatanie struktury zywej daje sie wprowadzaé do czynnos$ci wy-
dzielniczej, do rozdzielania i szczegdlne rozmieszczania substanciji,
ktore Slepe sity fizyczne mogg tylko mieszac.

Wybieranie, gromadzenie, rozmieszczanie i rozdzielanie whbrew sitom
fizycznym; oto sprawa, do ktérej sprowadzi¢ zdotamy niejedng osobliwos$¢
chemiczng zywej substancji. Latwo dojrzeé¢, jak ta sprawa w swej istocie
bliskg jest samorzutnej organizacji, tej gtdwnej cechy substan-
cji zywej.

Organizacja substancji zywej nie jest statyczna, nie polega na
réwnowadze martwej tego szczegblnego uktadu, przeciwnie: jest ona dyna-
miczng, a utrzymanie jej wymaga nieustannej pracy wewnetrznej. Energji
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na pokrycie tej pracy dostarcza przemiana materji, nieodtaczna od zycia.
Przemiana materji musi mie¢ pewne minimum natezenia, jezeli organizacja
ma sie utrzymac. Objasni to przyktad: w zywej bulwie kartoflanej mamy
skrobje i ferment diastatyczny obok wielkiej zawartosci wody; uktad ten po-
za substancjg zywa jest nietrwaty, gdyz skrobia zamienia sie na maltoze.
Atoli w bulwie skrobja i woda trwajg, widocznie wewnetrzna praca komorek
utrzymuje ferment i skrobje w takim rozmieszczeniu, ze do reakcji nie do-
chodzi. Wystarczy jednak obnizyé temperature ponizej + 6°, azeby skrobja
w bulwie cukrzata; przemiana materji nie wystarcza poddwczas, azeby po-
kryé potrzebng prace wewnetrzng proces zcukrzenia skrobji jest tu zacza-
tkiem proceséw obumierania.

Podobnie ma sie rzecz w komdrce watrobowej: glikogen trwa w niej obok
zaczynu diastatycznego i tworzy sie lub zuzywa w miare zapotrzebowania
cukru w innych narzgdach. Jezeli ustroj jest chory na cukrzyce, wtedy gli-
kogen przestaje by¢ trwatym i zamienia sie zupetnie na cukier. Kazda ko-
morka wymaga pewnej pracy wewnetrznej, nawet wtedy, kiedy trwa w spo-
czynku; kiedy komdrka gruczotowa nie wydziela, miesieni nie pracuje, leu-
kocyt nie trawi, watroba nie przetwarza.

Zuzywanie tlenu jest w wiekszosci tkanek objawem tej pracy wewnetrz-
nej i jezeli do pracy samozachowania dodaje sie jeszcze praca zewnetrzna,
praca w stuzbie ustroju, wtedy zwiekszone zuzycie tlenu jest tej pracy naj-
lepszym wskaznikiem.

Zwrdcilismy uwage na dosSwiadczenia Bertagniniego, ktore
stwierdzity przerobienie substancji zupetnie obcych ustrojowi, podiug pe-
wnego wiasciwego ustrojowi typu reakcji; one to upewnity o istotnym prze-
biegu tych reakcji w ustroju zwierzecym. Taki rodzaj doswiadczeh oddat
W nauce o przemianie posredniej bardzo cenne ustugi. Narzedzia chemiczne
ustroju dziatajg na pewna cze$¢ czasteczki organicznej, niezaleznie
od jej reszty, jezeli ta reszta nie jest wrecz zabdjczg. Jezeli zatem na ciatach
z cala pewnoscig ustrojowi obcych stwierdzimy pewien rodzaj przemiany,
to mozna wnioski co do spraw fizjologicznych oprze¢ na nastepujacej hipo-
tezie: Jezeli ciata fizjologicznie obce ulegajg w ustro-
ju pewnej reakcji, to tej reakcji odpowiada reakcja
analogiczna, ale majgca fizjologiczng funkcje w us-
troj u. Gdyby doswiadczenia Bertagniniego poprzedzity odkrycia
Ure’ai Kellera, tomoznaby znich wywnioskowaé, ze przemiany kwa-
su meta-nitro-bedzwinowego na meta-nitro-hipurowy odpowiada analo-
giczne przetworzenie kwasu bedzwinowego, ktory jest sktadnikiem pokar-
mu ros$linozercéw, nie ulegajacym w ustroju zwierzecym dalszemu rozkta-
dowi. Zadawano sobie np. pytanie, czy ustrdj zwierzecy moze tworzyé azo-
towe sktadniki biatka, aminokwasy, z materjatu organicznego bezazotowego
i amoniaku: pytanie pierwszorzednej doniostosci. Niepodobna byto roz-
strzygna¢ to pytanie przez doswiadczenia, w ktérych podaje sie zwierzetom
substancje bezazotowe iszuka np. w moczu powstatych z tych bezazotowych
substancyj aminokwaséw zwyklych; te ciata i tak znajdujg sie w ustroju.
Knoop podat psu substancje obcg, ktéra w naturze wogéle nie wystepuje:
kwas a-keto-Y-fenilomastowy:

cehsech2—ch2—c—c=o0

O OH
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W moczu zwierzecia, ktére spozyto 12 g tego zwigzku, znaleziono 2-5 g cia-
ta, powstatego przez redukcje ketonokwasu, mianowicie kwas a-hydroksy-
Y -fenilomastowy:

ceh3—ch,—ch2—ch—c=o0
OH OH

duzo kwasu hipurowego, powstatego przez spalanie tafcucha bocznego na
kwas bedzwinowy i 0-44 g zwigzanego z grupg acetylowa aminokwasu, ob-
cego ustrojowi, dlatego niezuzytkowanego; ten aminokwas powstat z keto-
nokwasu i amoniaku:

C,H5—CH —CH —CH—COOH
NH-C—CH
0o

kwas a-acetylamino y-fenilomastowy.

Dos$wiadczenie to stanowi dowdd, ze ustrdj zwierzecy moze syntetycz-
nie tworzy¢ aminokwasy; a ze wolny amoniak ptynie z krwig zyty wrotnej
do watroby, to wykazali M. Nencki i J. Zaleski w jednej znajpiek-
niejszych prac, na ktdrych nauka nasza jest oparta. Wkrotce po odkryciu
Knoop a wykazali Embden i Schmitz, ze feniloalanina, tyrozyna
i alanina powstajg z odpowiadajgcych im budowg ketonokwasoéw i oksy-
kwasow, przetaczanych przez watrobe izolowana. Wiec z kwasu

0O O O
fenilopyrogronowego p-hydroksyfenilo
pyrogronowego

CH3—C—C—OH IV -chxh—c-0h

owstaje |
pyrogcr)ongwego P ) nhzo
feniloalanina

[}

nh 2_ 0

tyrozyna alanina

Tak stwierdzono fizjologiczny odpowiednik reakcji wykrytej
przezKnoopa

Badanie zdolnosci chemicznych ustrojow przez poddawanie ich dziata-
niom substancyj obcych daje wyniki jasne nawet wtedy, jezeli jest oparte
na doswiadczeniach, postugujacych sie tylko jakoSciowgq analizg. Jezeli ba-
damy przemiane substancyj fizjologicznych*), to tylko analizy iloSciowe
moga by¢ podstawg wnioskdw. Chciatbym podac¢ jako przyktad jeden z naj-
piekniejszych i najpewniejszych dowodéw w sprawach przemiany posred-

*) Tzn. takich, ktére w normalnej biorg udziat przemianie.
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niej: dowdéd Liithjego na podstawie cukru z biatka. Pies chudy,
pozbawiony trzustki, chory na cukrzyce, tracit w moczu caty cukier, ktéry
z pokarmem do ustroju sie dostawat, a musiat podobnie traci¢ i cukier, kto-
ryby w ustroju powstat. Karmiono go przez 25 dni wytgcznie biatkiem iokre-
$lano w tym okresie ilos¢ cukru wydalong w moczu; pies wazacy 5.8 kg wy-
dalit w tym czasie 1.176 kg cukru gronowego. Gdyby tkanki psa byty bardzo
bogate w glikogen, czego u pozbawionego trzustki zwierzecia niepodobna
przypusci¢, to mogtyby zawiera¢ najwyzej 0.25 kg cukru. Przeszto 0.9 kg
musiato powstac z biatka.

Dowdd Liithjego jest zarazem przyktadem na zuzytkowanie dla
celow fizjologji chemicznej doswiadczen patologji doswiadczalnej, lub tez
obserwacji chorych.

Dalszym stopniem postepu w zrozumieniu spraw chemicznych w sub-
stancji zywej, stopniem wyzszym niz zbadanie jej zdolnos$ci che-
micznych, jestiloSciowe ujecie reakcyj chemicznych, odbywajacych sie
rzeczywiscie w tkance i okre$lenie ich w zwigzku z czynnos$cia tkanki. Dla
wiekszosci tkanek i komérek mozna ujgé tylko przemiane gazowa z tego
punktu widzenia; jedynie w sprawy chemiczne mieé$nia udato sie wniknga¢
gtebiej.

Chauveau i Kaufmann okres$laliilo$¢ cukru itlenu, doptywajaca
z jkrwig tetnicza a odptywajacg z krwig zylng do zwacza lub migsnia, wzno-
szgcego warge gorng konia spokojnie zujacego; ze swych analiz obliczyli
stosunek zuzycia tlenu do pracy wykonanej; z tych samych analiz obliczyt
pézniej Barcroft, ze znikto tyle tlenu, wiele potrzeba na spalenie jed-
noczesnie zuzytego cukru.

@) CHID6 + CO.=6 COj + 6HD

Doswiadczenie stwierdzito zatem, ze w miesniu pracujgcym przy normal-
nym doptywie krwi odbywa sie spalenie cukru na dwutlenek wegla i wode.

Fletcher i Hopkins stwierdzili pézniej, ze kwas mleczny po-
wstaje i gromadzisie w mies$niach zabich izolowanych i trzymany w wodorze
lub azocie; jezeli miesSnie pracujag — bez dostepu tlenu — to kwas mleczny
gromadzi sie szybciej, dochodzac do zawarto$ci wynoszacej 0,15°/0 wagi
miegséni; ta sama zawartos¢ powstaje nagle, jezeli mie$nie posiekaé. Par -
nas i Wagner stwierdzili, ze draznienie beztlenowe mig$nia wywo-
tuje — wspotczesnie z powstaniem kwasu — znikanie zapaséw weglowo-
danowych mie$nia — i to w iloSciach, odpowiadajacych ilosci kwasu powsta-
tego: stad mozna proces chemiczny, odbywajgcy sie w pracujagcym,
pozbawionym tlenu miesniu, ujagé we wzér:

) CgHAO# >2 CH® 3

Kazdy miesien posiekano i okreslono zaraz ubytek weglowodanow,
okazato sie, ze powstawanie kwasu nie jest w tych warunkach spoétczesne
zrozktadem weglowodandw, lecz wyprzedza rozktad tych substancyj. Kwas
musiat zatem powsta¢ z substancyj, ktére same powstaja z weglowodan6w:

©)
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Substancje posrednig N uwazajg za zwigzek cukrowo-fosforowy; zwiazki
takie odgrywaja prawdopodobnie w rozktadzie fizjologicznym cukréw ogol-
nie doniosty role.

Fletcher i Hopkins stwierdzili takze, ze w atmosferze tlenowej
nie gromadzi sie w mie$niach kwas mleczny, a je$li sie nagromadzit
w atmosferze beztlenowej, to w tlenie znika: tylko w tym ostatnim procesie
wywigzuje sie CO2 (Fletcher) i zuzywa tlen (Parnas); Hi 11 za$
wykazat w mistrzowskich eksperymentach, ze podczas skurczu mie$-
niowego wywigzuje sie tyle ciepta ile po skurczu;
czes¢ ciepla poskurczowa nie wywigzuje sig, jesli miesien znajduje sie
w atmosferze beztlenowej. Te fakty ukazaty w peini znaczenie fazy wypo-
czynkowej w procesie mieSniowym: sam skurcz okazat sie sprawg beztle-
nowg, zwigzang z wytworzeniem kwasu mlecznego, wypoczynek za$ wia-
Sciwem spalaniem, w ktorem znika kwas mleczny i tlen, powstaje CO2
i powraca zdolno$¢ wykonywania skurczéw.

W sprawie zagadnienia, jakim przemianom ulega podczas spalan wy-
poczynkowych kwas mleczny, panowaty rézne zdania. Hill, Hoober,
Embden byli zdania, ze kwas mleczny zamienia sie napowr6t na owa
posrednig substancje N, o ktérej wspominaliSmy, a energji na ten proces
powrotny ma dostarczy¢ spalanie nie kwasu mlecznego, lecz weglowodanow.
Parnas za$ (1914) utrzymywatl, ze proces wypoczynkowy polega na spa-
leniu kwasu mlecznego na CO2 i H20 i opierat sie na doSwiadczeniach,
w ktérych mierzyt stosunek tlenu zuzytego do kwasu, ktory znikt, i na tem,
ze podczas wypoczynku w tlenie mie$ni znurzonych niema ubytku weglo-
wodanéw. Meyerhoff, ktory poczatkowo przytaczyt sie do tej ostatniej
interpretacji (1918), wykazat ostatnio, na podstawie wysoce udoskonalonych
eksperymentéw, ze prawda lezy miedzy powyzszemi dwoma ttumaczeniami.
Podczas wypoczynku spala sie¢ CO2 i H20 tylko 1/3 cze$¢ kwasu mlecznego,
ktory powstat w skurczu; 2/3 zamieniajg sie napowr6t na weglowodany,
z ktérych powstaty w skurczu beztlenowym. Jest to prawdopodobnie proces
taki, jaki Parnas i Baer przewidywali w roku 1912, zanim znane
jeszcze byty dane iloSciowe co do spraw chemicznych wypoczynkowych:
utlenienie kwasu mlecznego — poprzez kwas glicerynowy i oksypyrogro-
nowy — na aldehid glikolowy i resynteze cukru z tego aldehidu:

@) 6 CH3CH OH COOH + 602= 6 CHDHCH+O + 6C02+ 6HD

(5) 6 CH2OH «CHO = 2 C6H120e
aldehid glikolowy glukoza

Jesli uwzgledni¢ jeszcze proces skurczowy

(6) 3CeHN06= 6CaH@D 3
glukoza kwas mleczny

i zesumowac reakcje 2 + 4 + 5,to otrzymuje sie w rezultacie ostatecznym:
3CEHIN06+ 60,=2CaHk06 + 6CO, + 6H.0,
czyli
C6HI20b + 602=6 C02 + 6HD;
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w ten spos6b ze sumy proceséw, na ktdre zanalizowano sprawe chemiczng
w miesniu, wynika ta zmiana, ktdrg sumarycznie stwierdzili Chauveau
i Kaufmainn.

Parnas okreslit ciepto wywigzane w mieSniu wypoczywajacym. Prze-
miana energji, tj. energja wyzwolona przez te reakcje, jest znana, jest
to ciepto spalenia kwasu mlecznego lub cukru; ale w kalorymetrze ukazata
sie tylko cze$¢ tej ilosci ciepta, ktorg utlenianie musiato wyzwoli¢; druga
cze$¢ musiata sie w tkance utai¢. To ciepto utajone, to zZrédto energji nastep-
nych skurczdw miesnia wypoczetego. Meyerhof f wykazal wreszcie,
ze energja utajona wypoczynku zuzywa sie w czesci — Scisle okre$lonej —
na resynteze weglowodanu w miesniu, w drugiej czesci na przywroce-
nie stanu fizyczno-chemicznego tkanki miesniowej, umozliwiajacej wywia-
zanie nowych skurczow.

Ten przykiad analizy chemicznej funkcji tkankowej — analizy bez-
sprzecznie tylko zupetnie z gruba dajacej nam obraz procesow rzeczywis-
tych — ukazuje znowu drogi, na jakich idzie fizjologja chemiczna. W tym
wypadku badano przemiane materji rodzimg tkanki, ale badano jg w wa-
runkach sztucznych, Swiadomie zmienianych; w ten spos6b zdotano otrzy-
maé kilka odpowiedzi na zapytania dotyczace stadiéw posrednich prze-
miany. Ktade szczegélny nacisk na warunki sztuczne. Zjawisko
fizjologiczne, stwierdzone przez Chauveau’a i Kaufman-
iia w warunkach naturalnych zostalo zanalizowane
przez eksperymenta nad zachowaniem sie tkanki
w warunkach sztucznych.

Stusznie powiedziat zmarty niedawno, miody badacz angielski
R. G. Mines, ze ,warunki normalne sg dla nas na razie
warunkami nieznanymi, nieokre$lonymi”. Tak np. sktad krwi i limfy,
wiec normalnego srodowiska komdrkowego, jest znany bardzo z gruba inie-
doktadnie. Niektdrzy biologowie zgdajg, azeby tkanka badana pozostawata
w ,warunkach mozliwie normalnych”. Tkanka musi w doSwiadczeniu pozo-
stawac tylko w warunkach mozliwie Scisle okre$lonych, ale te warunki
tylko wtedy posung analize zjawiska, jezeli bedg uproszczone w poréwna-
niu z naturalnymi.

Klasycznym przyktadem sg doswiadczenia Sidney’a Ringer a nad
dziataniem prostych soli (NaCl, KC1, CaCl2, MgCl2) na mie$nie, serce
i nerwy. Miesnie i nerwy, zaréwno jak narzagd mieSniowo-nerwowy, serce,
zyja w Srodowisku bardzo ztozonem; znamy ich znaki zZycia
i umiemy je sprawdzac i analizowa¢. Badajac te znaki zycia u tkanek prze-
zywajacych w srodowiskach sztucznie coraz bardziej uproszczonych, stwier-
dzamy, ktére sktadniki majg istotnie udziat w tych sprawach i znaczenie
dla funkcji danych tkanek. Jezeli serce zaby bije w roztworze NaGl, nie
zawierajagcym zupetnie jonoéw Ca*’, wtedy tetno staje sie coraz stabszem
i wreszcie serce ustaje w rozkurczu. Dodanie do ptynu soli CaClz przywotuje
serce do zycia i czynnos$ci. Podczas okresu stabego tetna daje sie zauwazyé
wazna zmiana: nie mozna wtedy przez draznienie nerwu btednego wywotaé
ustania serca; nerwowo-miesna komérka jest w braku wapnia nieczynna;
dziatanie nerwu biednego powraca do normy za dodaniem drobnej ilosci
chlorku wapniowego lub strontowego. Nadmierne stezenie wapnia wywo-
tuje ustanie serca skurczowe; sole strontowe dziatajg tak samo. Obecno$é
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Ca** albo podobnego don Sr** jest jednym z warunkow chemicznych, ko-
niecznych dla normalnej czynnosci serca.

Nie bedziemy przeprowadzali catej analizy dziatania jonu wapniowego
na tkanki; ten przyktad wystarczy, azeby zaznaczy¢ linje wytyczne dzie-
dziny fizjologji chemicznej, ktéra zajmujacy sie tymi warunkami zycia,
ktére sg czynnikami stanu tkanki, czynnikami organizacji
substancji zywej.

W tych pracach wystepuje czynnik metodyczny, na ktérego znaczenie
z naciskiem zwrdcimy uwage: charakteryzuje on poniekad nowoczesng fi-
zjologje chemiczng. Zmiany wywotane skutkiem pewnej zmiany ekspery-
mentalnej w ,,znakach zycia”, wiec w oddziatywaniu narzadu, powinny by¢
odwracalne, jezeliwynik doswiadczenia ma by¢ jasny. W uktadach tak
ztozonych, jak sg ustroje zywe, faczy sie czynnik z czynnikiem, zmiana wy-
wotuje wtérne zmiany, rozstréj zespotu prowadzimy do ustalania nie-
odwracalnego, do $mierci. Jezeli np. ustanie funkcji skutkiem
odjecia jednego sktadnika odzywczego daje sie natychmiast naprawic¢ przez
doprowadzenie tego skiladnika, wtedy mamy dowdd, ze brak tego
czynnika wywotat ustanie, ale nie zniszczyt ustroju:
wynik doswiadczenia jest jasny. Bez bardzo doktadnego baczenia na odwra-
calno$¢ zmian wywotanych doSwiadczalnie mozna tatwo wzig¢ za zjawisko
zyciowe to, co jest obumieraniem lub zmiang po$miertng: odnosi sie to
szczeg6lnie do pomiardw i analiz procesow w tkankach przezywajacych.

Przyktady podane wystarczg, azeby zaznaczy¢ zakres i zadania fizjolo-
gji chemicznej: zupetna analiza kolei, ktérg przechodzi w obrebie ustroju
inarzagdéw kazda ztych wielu substancyj, z ktérych sklada sie ustrdj;okres-
lenie udzialu — udzialu materjalnego substancyj i energetycznego prze-
mian — w funkcjach ustroju i narzadéw. Wezmy jako przyktad biatko; be-
dziemy $ledzi¢ jego koleje w przewodzie pokarmowym, badajgc rozpusz-
czanie w zotadku, czynniki, ktdre to rozpuszczanie sprawiajg i zmiany che-
miczne, wywotane przez te czynniki: rozbicie czasteczki biatka w jelicie,
dalsze losy jego skiadnikow, wchionienie w cisnienie jelita, stan skiadni-
kéw we krwi wrotnej; przemiany w watrobie, przetworzenie danego skfadu
aminokwasoéw na inny; ponowng synteze biatka ze sktadnikow, ktore we
krwi krazg; spalenie czeSci, wzglednie przetworzenie na ciata inne: wiec
na cukier, lub na kwas dwuoctowy; rozktad na amoniak i przemiane amonia-
ku na mocznik; rozktad cukru w miesniach; wydzielanie mocznika w mo-
czu; zmiany gnilne w kiszce, wchionienie przetwordw tych przemian i zmia-
ny, ktorym kazdy z nich ulega, zanim jako nowa a niewinna substancja
opusci ustrdj; zalezno$¢ przemiany biatkowej od czynnikéw wewnetrznych
i zewnetrznych, pracy, temperatury, goraczki — kazdy punkt wymieniony
jest osrodkiem niezliczonych zagadnien i analizy, uwzgledniajagcej przemia-
ny chemiczne, ich lokalizacje anatomiczno-histologiczng i udziat w funkcjach
zespotu komdérkowego, tkankowego, narzadéw, wreszcie catego ustroju.

I oto jest dzisiaj jedyna droga, ktéra prowadzi do poznawania substancji
zywej: moze ze szczegbtowego poznania czynnosci dowiemy sie czego$ o jej
istocie.

4 Postepy Biochemii
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Na zakonczenie kilka stow, przeznaczonych dla tych czytelnikéw, ktérzy
pragng zaznajomic sie gtebiej z chemja fizjologiczng. Nauka ta moze obecnie
tylko dla nielicznych sta¢ sie zawodem; ale dla wielu moze by¢ w zawodach
innych znakomitg podpora: chemja fizjologiczna ma wielkie i wazne zasto-
sowanie w medycynie wewnetrznej, pediatrji, higjenie i bakterjologji, che-
mji przemystu fermentacyjnego, mleczarstwie, hodowli bydta, chemji rol-
niczej, fizjologji roslin, w nauce o srodkach spozywczych.

W szczeg6lnosSci pragne zwréci¢ uwage na to, ze medycyna wewnetrzna
oddawna potaczyta sie Scisle z fizjologja chemiczng zwierzecg i ze w osta-
tnich dziesiecioleciach wielka cze$¢ prac fizjologiczno-chemicznych, mie-
dzy temi pracami pierwszorzednej doniostosci, wychodzi z pracowni klinik
i wiekszych szpitali wewnetrznych i dzieciecych. Liczne rzesze lekarzy,
badzZ to asystentéw i pracownikéw klinicznych, badZ tez lekarzy praktykuja-
cych, poswiecajg wolne chwile badaniom z dziedziny fizjologji chemicznej,
pogtebiajac przez to swg wiedze fachowg istuzac nauce teoretycznej*).

Podrecznik chemji fizjologicznej, jak i fizjologji, moze da¢ tylko pobiez-
ng orjentacje, wprowadzi¢ czytelnika w zagadnienia nauki i stan obecny
wiadomosci. Jezeli czytelnik zaznajomi sie z chemjg fizjologiczna na tym
stopniu, na jakim wytozong jest np. w tym podreczniku, a pragnie nauke
te poznaé gtebiej i pracowac¢ w niej, to nie radzimy mu dazy¢ do tego przez
lekture obszerniejszych dziet, lecz przez przygotowanie sie¢ do pracy dos-
wiadczalnej i przez zajecie sie okreslonymi zagadnieniami nauki. Grunto-
wne obznajomienie sie z chemjg jest nieodzowne; powiedziatem juz raz, ze
to, czego sie student chemji w ciggu studjum czteroletniego nauczy,
jest raczej niedostatecznem, niznadmiernem przygo-
towaniem do pracy fizjologiczno-chemicznej. Niedo-
statecznem jest przygotowanie chemiczne wielu biologéw,, fizjologéw i le-
karzy, ktérzy sie zajmujg badaniami fizjclogiczno-chemicznemi, stad mata
warto$¢ wielu prac z tej dziedziny. Stowa Hopkinsa: ,rzadko spotkac
w tym kraju zawodowego biologa — nawet miedzy tymi, ktérzy nie sg obar-
czeni ani przez lata, ani przez tradycje — ktéryby podjat sie trudu przy-
swojenia sobie takiego wyksztatcenia w chemji organicznej, azeby méc po-
rzadnie zrozumieé ktory$ z waznych faktéw przemiany materji, wyrazony
we wzorach chemji strukturalnej”, wypowiedziane w roku 1913 pod adre-
sem biologow angielskich, odnoszg sie stusznie i do biologéw w krajach in-
nych.**)

*) Na posiedzeniu sekcji fizjologicznej Zjazdu angielskich przyrodnikéw w roku
1913 (British Association for the Advancement of Science) powiedziat prezydent sekcji,
F. G. Hopkins, ze zapotrzebowanie na wyksztalconych fachowo biochemikéw
w Anglji i w jej kolonjach wzrasta gwattownie i przewyzsza juz podaz.

**) ,,Na zadania, ktérym doswiadczony i sprawny chemik schodzi z drogi, porywa-
ja sie z naiwng otuchg adepci wiedzy lekarskiej, ktédrzy nie rozporzadzajg nawet naj-
skromniejszymi wiadomos$ciami, nie méwie juz o wprawie i zrecznosci chemicznej”.
Stowa W. Hlifnera, cytowane przez Marcelego Nenckiego w liscie do Th. Ko-
chera (1890), Opera omnia, tom Il, str. 163. Szyderstwo Liebiga ,Wyjasnienia
te muszg przebrzmieé¢ bezowocnie i pozosta¢ zupetnie bezuzytecznemi, gdyz nawet
dla przywo6dcow fizjologji pojecia kwasu weglowego, amoniaku, kwaséw i zasad sg
dzwiekami bez znaczenia, stowami bez sensu, wyrazami mowy nieznanej, niezdolnej
wywota¢ mysli, albo skojarzenia pojeé”, nie jest juz, na szczescie, aktualne. Natomiast
zawsze jeszcze aktualne sg stowa Claude Bernarda ,Pewnos$¢ siebie, wiasciwa
nieukom i ufno$¢, z jaka niektdre osoby uwazajg, ze bez odpowiedniego wyksztatcenia
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tatwiej dojrzatemu cztowiekowi zrozumieé i uja¢ nowe zagadnienia,
anizeli nauczy¢ sie nowej techniki; dlatego lepiej w mtodych latach nauczyé
sie metod. Trzeba sie zaznajomié z metodami analizy chemicznej, z teorja
i z praktyka chemji organicznej, a potem przerobi¢ kurs praktycznej chemji
lekarskiej. Mozna w ciggu potrocza kilka prostych analiz wagowych, grun-
towny kurs analizy miareczkowej i gazowej z zastosowaniami do analiz fiz-
jologiczno-lekarskich; potem obznajomic¢ sie z reakcjami ciat organicz-
nych*) i z preparatyka organicznag*), wreszcie sporzadzié szereg preparatow
waznych skiadnikéw ustroju’*), oto kurs praktyczny***), ktéry mozna prze-
robi¢ w ciggu roku w zakresie szerszym lub ciasniejszym, zaleznie od zdol-
nosci, szybkosci pracy i od czasu wolnego; réwnie wazne jest zaznajomienie
sie z chemjg fizyczng, przerobienie najwazniejszych zadan (pomiarow) i ana-
liz przy pomocy sposobdéw fizyczno-chemicznych. Kazda pracownia fizjolo-
giczno-chemiczna powinna by¢ dla takich kurséw urzadzong, ale mozna sie
tych rzeczy nauczyC takze w pracowni analitycznej, organicznej, fizyczno-
chemicznej i fizycznej.

Niemniej wazne jest przygotowanie w metodach doswiadczen fizjolo-
gicznych. Obchodzenie sie ze zwierzetami doswiadczalnemi, metodyka dos-
wiadczen, operacji, wiwisekcji, grafiki fizjologicznej: to wszystko jest nie-
zmiernie wazne dla pracownika, ktéry chce byé samodzielnym w badaniach
chemiczno-fizjologicznych. Te rzeczy nie sg trudne dla lekarza, ale trzeba
sie ich nauczyé; a nie mozna sie ich nauczy¢ z ksigzek, lecz tylko w pracow-
ni fizjologicznej, albo farmakologicznej.

Z takiem przygotowaniem mozna przystapi¢ do pracy fizjologiczno”che-
mieznej. Radzimy kazdemu, ktory tylko czuje w sobie sity i iskre boza, aze-
by nie zwlekat z przystagpieniem do pracy samodzielnej i produktywnej.
Kazdy z nas zna naprawde tylko ten dziat, w ktérym
pracowatl doswiadczalnie; pogledy w tym dziele nabyte roz-
Swietlaja badaczowi wieksze dziedziny, za$ doswiadczenia i krytycyzmu
musi naby¢ kazdy z osobna**).

sg zdolne do pracowania we fizjologji, wprowadza w naszg nauke moc marnych dos-
wiadczen, a te staja sie posiewem nieskonczonych dyskusyj”. Physiologie experimen-
tale, t. I, str. 19 (1855).

*) Parnar, Wskazéwki i objasnienia do ¢wiczen z chemji lekarskiej, Warsza-
wa, 1919.

* Np. podtug Abderhalden a Physiologisches Praktikum, Berlin 1912.

*¢) Np. podtug Salkowskiego.

** Ob. Marchlewski, Podrecznik do badan fizjologiczno-chem.; t. I, War-
szawa 1916.

**) ,,Te konieczno$¢ zrozumieja ci, ktérzy $ledza rozwéj fizjologji w jego codzien-
nym przebiegu. Teren jest juz zawalony przez moc badan, ktére wykazuja czesto
wiecej gorliwosci anizeli prawdziwego zrozumienia metody eksperymentalnej. Trzeba,
azeby krytyka eksperymentalna zajeta sie tymi niepowigzanymi materjatami i do-
prowadzita je do warunkoéw doswiadczenia fizjologicznego.

Badania nad zjawiskami zycia sa potgczone z wielkimi trudnosciami. Fizjolog mu-
si oceni¢ wszystkie warunki doswadczenia, azeby wiedzie¢, czy spetnia je wszystkie
i zeby rozrézni¢ te, ktére od jednego doswiadczenia do drugiego ulegty zmianie.

Jezeli warunki doSwiadczalne sg identyczne, wtedy w fizjologji, jak w fizyce i w
chemji, wynik jest jednoznaczny: je$li wynik jest rozny, to zmienito
sie co$ w warunkach. Scisto$¢ bynajmniej nie jest mniejsza w zjawiskach
zycia niz w zjawiskach Swiata martwego; tylko warunki eksperymentalne sa liczniej-
sze, czulsze, trudniejsze do poznania i utrzymania. Nie wchodzi w gre ,,zycie” lub wptyw

4~
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Nie bedziemy wymieniali pracowni, w ktérych z korzyscig pracowac
mozna*), ale ze wzgledu na wysoki duch naulkowy, panujgcy tam, polecamy
kazdemu, ktdry sie fizjologji chemicznej poswieci¢ pragnie a ma mozno$é
wyjazdu za granice azeby spedzit jaki$ czas w zakladzie fizjologicznym
i fizjoiogiczno-chemicznym w Cambridge albo w University College w Lon-
dynie. Nalezy ostrzec nieSwiadomych przed garnieciem sie do uczonych —
a sag miedzy nimi badacze pierwszorzedni — ktérzy zuzytkowujg tylko prace
reczng wspotpracownika do swoich celéw, nie udzielajac mu wzajem nic;
czesto w tych warunkach pracownik nie wie niemal sam, co robi, i po nie-
jakim czasie opuszcza stynng pracownie bez zadnych korzysci, wykonaw-
szy ewentualnie setki tej samej powszedniej analizy, jako wspotautor przy-
czynka naukowego, realizujgcego drobna cze$é mysli mistrza.

Rowniez niewtasciwym bytby wybor pracowni poditug okazatosci i ,,no-
woczesnosci” urzagdzen technicznych. Pracownie wyposazone we wszelkie
udogodnienia dla pracownikdéw, zaopatrzone w liczne i doskonate instru-
menta i obfite zapasy chemikaljow, utatwiajg oczywiscie prace; ale to wszy-
stko przedstawia czynnik uboczny w poréwnaniu z duchem, ktéry w pra-
cowni panuje. Znamy — takze i w Polsce — zaklady, zaopatrzone we wszy-
stko, czego fabryki urzadzen laboratoryjnych dostarczy¢ moga, a przytem
najzupetniej jatowe.

»Nie potrzeba muzedw... dla nauki, lecz pracowni; wartosci takie-
go zaktadu nie nalezy ocenia¢ wedtug ceny zakupna przyrzadéw nagroma-
dzonych, lecz wedtug pracy dydaktycznej i naukowej, ktdrg sie tam wyko-
nywa.” ,,JJezeli mowa o wiasciwych pracowniach do badan naukowych, to
nie ulega zadnej watpliwosci, ze najwazniejszym sktadnikiem dobrej praco-
wni naukowej jest: dobry kierownik! Historia nauki dowodzi, ze
najwazniejsze prace czesto wychodzity z pracowni nader skromnie wyposa-
zonych. Quincke w Heildelbergu wykonywat najciekawsze badania przy
pomocy przyrzadow skonstruowanych ze szkia, korka i laku. Lord Ra-
leigh pokazywat nieraz, jak donioste, precyzyjne rezultaty otrzymac moz-
na przy pomocy srodkéw bardzo prostych” (Smol uchowsk i).**) Warto
zobaczy¢ skromne pokoiki, w ktorych dokonat swego niezréwnanego dzie-
ta Claude Bernard.

Z pracg doswiadczalng musi iS¢ w parze obznajomienie sie z literaturg
oryginalng przedmiotu, to jest poznanie materjatu doswiadczalnego i mysli
tych pracownikow, ktorzy sie przed nami przedmiotem zajmowali. Czyta-

jakiego$ czynnika kaprys$nego: sama ztozono$¢ zjawisk utrudnia ich ujecie. Bedzie moz-
na wyjasni¢ zasady Badan doswiadczalnych, zastosowanych do istot zywych, tylko
przez dtugie studja i uporczywag prace. Azeby przezwyciezy¢ trudnos$ci i poznaé wa-
runki zjawiska fizjologicznego, na to trzeba mie¢ poza soba diugie szukanie po omacku
tysigce btedéw, trzeba sie postarze¢ w doSwiadczeniu ekspery-
ment alnem?” Claude Bernard, Legons sur les phénomenes de la vie, tom I,
str. 19

*) Poniewaz warto$¢ pracowni zalezy od kierownika i pracownikéw, a ci — zwla-
szcza w dniach obecnych — nader czesto sie zmieniaja.

**) Tym stowom wielkiego uczonego polskiego, pisanym w r. 1916, wtéruje w r. 1919
gtos fizjologa amerykanskiego Grahama tuska: ,Pienigdze same nie wzbudzg ducha
twdérczego; raczej go zepsujg. Najlepsze prace nie powstajg bynajmniej w zaktadach
najbogaciej wyposazonych, ani w tych pracowniach, ktére maja najwiekszg liczbe
asystentéw i postugaczy. Zalezy jedynie na duchu”.
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jac prace dawniejsze nalezy zwraca¢ uwage na opisy doSwiadczalne, anali-
zy, protokéty, dane liczbowe, a nie tylko na wnioski i teorje autorow*). Je-
zeli kto$ uwaznie studjuje doSwiadczenia obce i zastanawia sie nad niemi
krytycznie na zasadzie wiasnych pogladéw podstawowych, to mysSli i te-
matéw do pracy mu nigdy nie zabraknie. Przed zbyt obszernemi a bez okre-
$lonego celu studjami w literaturze, przed powtarzaniem i analizowaniem
prac bez wniesienia nowej mysli, przed watkowaniem rzeczy btahych row-
niez ostrzegamy adepta naszej nauki: w chemji fizjologicznej i w patologji
chemicznej zagadnienia najwazniejsze bez kofica czekajg na opracowanie.

»| pojedynczy badacz, przepracowawszy cale zycie, nie moze powtorzyé
stow Seneki: ,,si quis totam diem currens pervenit ad vesperam, satis est”,
gdyz widzi, jak jedne pokolenia po drugich dalej kroczy¢ i pracowa¢ musza,
a konca badan nie ujrzag. Zato wiedza nasza bedzie coraz obszerniejsza
i gtebsza, a korzys¢ praktyczna, mianowicie w medycynie, coraz wieksza”
(Marceli Nencki).

*) Lektura pracy wielkich mistrzéw jest zawsze cenna, takze ze wzgle-
du na poznanie ich toku mysli. Lektura prac podrzednych natomiast jest dla doswiad-
czonego i krytycznego czytelnika najczesciej przykra i niesmaczng, dla poczatkujacego
wrecz szkodliwg.
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J. K. PARNAS

O mechanizmach przemian tkankowych*

Les mécanismes des transformations dans le m,étabolisme tissulaire
Rekopis madestany iw dniu 15.X11.1937 r.

Przedruk: Acta Biologiae Experimentalis. Vol. XI, No 42, 1937

Polskie Towarzystwo Fizjologiczne zbiera sie na | Walne Zebranie Nau-
kowe w 36 lat po Smierci Marcelego Nenckiego. Przed 37 laty,
na IX Zjezdzie Przyrodnikéw i Lekarzy, Marceli Nencki, juz chory
i przeczuwajac bliskos¢ konca swego zycia, wygtosit stynne przemodwie-
nie **), w ktérym zdat rachube z 30 lat rozwoju chemji fizjologicznej i podat
program prawdziwy testament naukowy. Niechaj nam wolno bedzie przyj-
rze¢ sie temu okresowi, ktory przypada na czas pracy Nencki ego, na
zapoczatkowang przez Niego droge, na ukazane perspektywy: i zastanowic
sie nad tym, czego chemja fizjologiczna dokonata w okresie 36-lethim po
Jego $mierci (14.X.1901).

Okres, w ktérym zaczgt pracowa¢ Nencki (1868) to witasnie ten,
w ktorym juz wspaniale rozkwitajaca chemja organiczna zaczyna ozywiaé
badania chemji fizjologicznej i coraz bardziej kierowac je na tory zrozumie-
nia przemian ustrojowych z punktu widzenia chemji strukturalnej. Niekto-
rzy badacze w tym czasie zwracajg sie wytacznie do badan chemicznych nad
ciatami, ktére dla organikow, zajetych wtedy jeszcze innymi zagadnieniami,
stanowity przedmiot niewdzieczny, a ktérych niewatpliwie doniosta funkcja
fizjologiczna pociAgata biologéw do wysitkow pionierskich, ktérych cele do-
piero p6zniej mogty by¢ osiggniete, kiedy rozw6j chemji organicznej i fi-
zycznej stworzyt po temu $rodki. W tych usitowaniach Nencki bierze
zywy udziat: i zapoczatkowuje pdzniej wspolnie z Zaleskim, w podzi-
wu godnych pracach, badania nad barwikiem krwi; ale gtéwna linia jego
poszukiwan jest inna. Nencki nalezy do tych, ktorzy kierujg sie zupet-
nie pewnym przekonaniem, ze gtbwnym zagadnieniem chemji fizjologicz-
nej jest zagadnienie mechanizmu reakcji ustrojowych; i ze reakcje
ustrojowe mozna i trzeba rozumie¢ nieinaczej, anizeli mechanizm przebie-

*) Odczyt wygtoszony na | Zjezdzie Naukowym Polskiego Towarzystwa Fizjolo-
gicznego w Warszawie w dniu 16.V.1937 roku.

**) Przeglad Lekarski, 39, str. 446, 1900; Marceli Nencki: Opera Omnia, 1104, t. II,
str. 712.
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gu reakcji laboratoryjnych. Prace nad tym zagadnieniem podejmuje od sa-
mego poczatku, od pierwszej ogtoszonej z O. Schultzenem pracy iod
swej dysertacji doktorskiej. W pracowitym zyciu Nenckiego, w zdumie-
wajacej liczbie prac, $rdd badarn czysto chemicznych, farmakologicznych,
bakteriologicznych, technicznych powraca coraz to do gtdwnego jakoby
zainteresowania: poczatek, w dysertacji z r. 1870, to zagadnienie zr6det mo-
cznika; koniec, to wspaniate — od r. 1895 — prace chemiczno-fizjologiczne
nad powstawaniem i znikaniem amoniaku, prace dzi$ jeszcze zupetnie aktu-
alne. W tych pracach Nenckiego widzimy jasno linie badan przemiany
narzadowej i tkankowej, ktore stanowia gtdwne zainteresowanie doby dzi-
siejszej. W obydwu wspomnianych przyktadach, barwika krwi i przemian
koncowych zwigzkéw azotowych, podwaliny badan byty przez Nenckie-
go w roku 1902 zatozone, drogi dalsze wskazane.

Pozycja chemji fizjologicznej w systemie nauk chemicznych i biologicz-
nych jest taka, ze kazde zagadnienie chemji fizjologicznej jest zagadnieniem
chemiiog6lnej, fizyki, chemii fizycznej iorganicznej; a zagadnieniem chemii
fizjologicznej moze by¢ kazde zagadnienie fizjologii i anatomii, histologii
i cytologii, nauk lekarskich w najszerszym tego stowa znaczeniu, nauki
0 odzywianiu i $Srodkach spozywczych. Celem chemii fizjologicznej jest:

(A) poznanie czesci sktadowych ustroju, sktadu ustroju — pod wzgle-
dem jakosciowym i ilosciowym; to co trafnie okreslono jako anatomie
chemiczng; a nastepnie

(B) to, co analogicznie okreslono, jako fizjologie chemiczng.
Fizjologia chemiczna, to rozpoznanie przemian w ustroju, w narzadach,
tkankach, komdrkach i ptynach; roztozenie ich na przemiany prostsze
1— o ile do tego dotrze¢ zdotamy — na zupetnie proste reakcje chemiczne;
ztozenie z tych reakcji prostych ciggow, reakcji grupowych; skoordyno-
wanie reakcji prostych i ciggow ze zjawiskami fizjologicznymi. W jakim
kierunku poszta i jak wypetnita te zadania chemia fizjologiczna w tym
okresie, ktory rozpoczat sie po Smierci Nenckiego, co w tym okresie
osiggnelismy? PracowaliSmy w tym czasie w warunkach coraz to doskonal-
szych: chemia organiczna wyjasnita nam budowe tak licznych skiadnikow
ustrojowych, badz juz przedtem znanych, badz tez przez prace fizjologiczng
wytropionych i oddanych w rece chemikom, do zbadania trudnej ich budo-
wy lepiej przygotowanych.

Wielcy chemicy doby Nenckiego — v. Baeyer, Emil Fischer,
Kiliani, St. Kostanecki, Wallach, — stworzyli fundamenty
dla zrozumienia najwazniejszych czesci sktadowych ustrojowych, cukrow-
cow, peptydéw i biatek, puryn, terpenéw, barwikow. Wielcy chemicy
wieku XX i ich uczniowie rozwineli na tych podstawach dzisiejszg chemie
sktadnikow organicznych ustroju: wyja$nienia budowy isyntezy tych ciat,
ktorych jesteSmy dzis Swiadkami, przewyzszajg Smiate marzenia pokolenia,,
do ktérego nalezeli Tamci. Przypomnijmy wyjasnienie, w ostatnich dziesie-
cioleciach, chemii zwigzkéw czwdrpirolowych, heminowych i bilirubi-
noidéw; pogtebienie chemii cukrowcow; wyjasnienie grupy pochodnych
cholanowych-steroli, hormonow piciowych, witaminéw D, kwasdéw cholow-
nych; odkrycie i wyjasnienie tylu karotenoidéw, flawin i aneuryny, kwasu
askorbinowego, zwigzkéw grupy adeninowej. Materia physiolo-
gica jest dzi$ bez poréwnania obfitsza, anizeli w okresie poprzednim,
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i ze wzgledu na budowe chemiczng sktadnikow jasniejsza. Usitowania
chemii organicznej siegnely daleko w dziedzine wielkoczgstecz-
kowcdéw réznych grup, pozwolita nam zrozumie¢ ich postaci, od
ktorych wiasnosci fizyczne (pecznienie, rozpuszczalnos$¢, lekkos¢) zalezg
u ciat wielkoczgsteczkowych w stopniu wyzszym, anizeli u ciat drcbno-
czasteczkowych.

Ale c6z sie okazato? W miare jak wyjasnity sie budowy tak licznych
i coraz liczniejszych sktadnikéw ustrojowych, sktadnikéw budulcowych,
hormonéw, koenzyméw, nawet enzymdw, wystepowato coraz jasniej to, ze
te liczne i r6znorodne w swoich funkcjach i dziataniach substancje sq zbudo-
wane wedtug nielicznych planow zasadniczych. Zdaje mi sig, ze nie ma
biochemika, na ktérym by ustalanie sie tego rysu nie robito zawsze wiel-
kiego wrazenia, ilekro¢ sie okazywato, ze znowu ktorys$ z waznych zwigzkow
trzeba byto zaliczy¢ do znanej juz grupy. Do ciat, zbudowanych wedtug
typu nukleotydowego nalezaty w roku 1920, tylko kwas inozynowy i gwani-
lowy, jako nukleotydy wolne, i nukleotydy purynowe i pirymidynowe,
zawarte w kwasach nukleinowych. Do grupy tej nalezg dzi$ kwas adenozy-
nojednofosforowy, dwufosforowy i tréjfosforowy, koenzymy glikogenolizy
miesniowej, glikolizy drozdzowej i wielu innych proceséw; dwunukleotyd
adenilowo-pirydynowy—kozymaza—koenzym oksydoredukcji i odwodoro-
wan o znaczeniu zupetnie og6lnym w Swiecie zwierzecym i drobnoustrojo-
wym; wedtug podobnego planu zbudowany jest réwniez kwas laktoflawino-
fosforowy, grupa czynna z6tego fermentu oddechowego i pochodna posred-
nia miedzy laktoflawing (witaming B2) a zottym fermentem. Sterole, kwasy
zOkciowe, witaminy D, hormony piciowe jajnika i ciatka z6tego, hormony
meskie jadrowe, ciato czynne kory nadnercza, aglukony glikozydéw na-
parstnicowych, wszystkie te ciata o tak réznorodnych dziataniach okazaty
sie pochodnymi perhidro-cyklopentano-fenantrenu, w ktorych tancuch
boczny na weglu Nr. 17, rozmieszczenie wodorotlenow na innych weglach
rdzeniowych, grupy ketonowe w rdzeniu lub taricuchu bocznym, epimerie
na weglu Nr. 3 i roznice cis-trans na pograniczu rdzeni | i Il decyduja
o charakterze i funkcji fizjologicznej danej pochodnej. Przypomnijmy na-
stepnie réznorodno$¢ pochodnych czwérpirolowych, zaréwno typu porfino-
wego jak i bilirubinoidowego: i ujawniony niedawno przyktad réznorod-
nosci funkcji przy identycznej grupie czynnej.

‘Methemoglobina, katalaza i peroksydaza sg zwigzkami o tej samej
grupie hemowej, potagczonej z roznymi globinami; a methemoglobina rdzni
sie od hemoglobiny tylko tym, ze zelazo jest w niej tréjwartosSciowe,
w hemoglobinie niezmiennie dwuwarto$ciowe. Niechaj te przykitady wy-
starcza. Mozna by ich wyliczy¢ znacznie wiegcej.

Whnioski o0 mechanizmie przemian, oparte na dedukcji chemicznej, i po-
zornie zupetnie uzasadnione, okazywaty sie btedne po blizszym poznaniu
ciat uczestniczacych w nich. Ktéz bytby watpit w roku 1910, ze uroporfiryna
jest przetworem powstatym z barwika krwi! Wyjasnienie budowy uropor-
firyny wykazato, ze odmienne utozenie grup propionowych — poza zastg-
pieniem metyli przez reszty kwasu octowego — wyklucza bezposredni zwig-
zek genetyczny miedzy uroporfiryng, wywodzgcg sie od etioporfiryny I,
a protoporfiryng zawartg w hemoglobinie, wywodzgcg sie od etioporfi-
ryny Ill. Zdolnosci syntetyczne ustroju zwierzecego sg o wiele réznorod-
niejsze i rozleglejsze, anizeli wyobrazaliSmy sobie niedawno.
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Chemia fizyczna umozliwita chemii fizjologicznej poznanie i opanowanie
nieznanych przed tym warunkéw spraw zyciowych iich chemizmu: Scislej-
sze okreSlenie oddziatywania, preznosci gazowych, potencjatéw oksydore-
dukcyjnych, szybkosci reakcji; poznanie struktur warstewek < btonek, ich
przepuszczalnosci i -czynnikdw, od ktérych przepuszczalno$ci zaleza.
Wyobrazenia o budowie protoplazmy, o budowie komérek i ich otoczek sa
dzi$, na podstawie rozwoju chemii organicznej i fizycznej, o wiele doktad-
niej sprecyzowane, anizeli w pierwszych latach wieku XX.

Wiadomos$ci o przebiegu przemian chemicznych w ustrojach ulegty
w ciggu ostatnich dziesiecioleci gtebokiej zmianie, na podstawie rozszerze-
nia materiatu fizjologiczno-chemicznego i doktadniejszego poznania wa-
runkéw. To, co formutowano dawniej jako proste reakcje, ktérych przepro-
wadzenie przypisywano enzymom uczynnionym przez aktywatory lub
koenzymy, okazato sie ciagiem wielu reakcji. Przeobrazenie glikogenu
w kwas mlekowy, ktére jeszcze po roku 1910 formutowano co najwyzej
jako hidrolize glikogenu na cukier prosty, i nastepnie rozbicie cukru proste-
go na kwas mlekowy, dzi$§ pojmujemy jako cigg kilkunastu reakcji, miedzy
ktérymi brak jednak hidrolizy glikogenu na glikoze! Rysem zupetnie no-
wym jest wykrycie udziatu czynnikbw chemicznych pomocniczych, przy-
gotowanych i przeobrazajacych sie okresowo w tkankach (czynnikéw
koenzym atycznych) w spalaniach czy przeobrazeniach tych ciat,
ktére ustréj dla wyzwolenia energii czy dla wyrobienia materiatéw budul-
cowych przetwarza.

Rozpoznanie funkcji i mechanizmu dziatania tych czynnikéw koenzyma-
tycznych jest moze najistotniejszym rysem biochemii naszej doby: z po-
znaniem tych mechanizmow jest zwigzane zrozumienie reakcji bioche-
micznych. W epoce Nenckiego wyobrazano sobie mechanizm powsta-
wania mocznika zamoniaku i dwutlenku wegla jako reakcje, w ktorej
jako przetwor posredni przyjmowano — temu zagadnieniu poswiecili
Nencki i Zaleski wiele pieknych prac — kwas karbaminowy i kar-
baminian amonowy:

NH3 + COa= NHa-COOH
nh2cooh + nh3= NH2COONH4
nh2coonh4= h2 + nh2o-nh2

2 NHj + C02= HD + NH2ZONHa

Jezeli w tym ciagu reakcji byty etapy posrednie, to wyobrazam™ je sobie
jako zwigzane juz z whaSciwymi enzymami, ciatami wielkoczgsteczkowymi,
wolnymi albo zwigzanymi w strukturze komorkowej; z enzymami ciala
uczestniczace w przemianach sg luznie zwigzane i ulegajg przeobrazeniom.
Dzi$ wiemy, ze mechanizm powstawania mocznika jest zupetnie inny: ze
z amoniaku, dwutlenku wegla i omityny powstaje cytrulina

€C02+ nh34-nh2ch2ch2ch2chcooh =
nh2
Ornityna

= NH2-CO*NH «CHXCH2XH2CH «C00H +H 2;
nh2
Cytrulina
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z cytruliny przez przytagczenie drugiej czasteczki amoniaku powstaje
arginina:

NH3+ NH22O NH CH2 CH2 CH2-CH COOH =

nh?2
Cytrulina
=nh2-c nh ch2ch2ch2chcooh + h2
NH NH,
Arginina

a z argininy, w znanej oddawna hidrolizie przez enzym arginaze, odtwarza
sie ornityna i powstaje przetwor koficowy mocznik.

Na tym przyktadzie rysuje sie juz wyraznie réznica w pojmowaniu prze-
mian komorkowych w okresie Nenckiego, Kkiedy urabiano sobie wy-
obrazenia o tym mechanizmie na podstawie prostych analogii chemicznych.
Po odkryciu czynnikéw dla tych przemian nieodzownych, a przed tym
zupetnie nieznanych, i wyjasnieniu ich udzialu w reakcjach, przewaznie
znowu na podstawie analogii chemicznych, obraz mechanizmu przemian
biochemicznych komplikuje sie coraz to bardziej podobnie, jak komplikuje
sie — ale i wypetnia — mapa kraju w miare blizszego zbadania.

W ubiegtym dziesiecioleciu liczba poznanych koenzyméw wzrosta bar-
dzo znacznie, i objeta zupetnie nieprzewidziane dziedziny. Przed dwudzie-
stu laty znano wiasciwie tylko jeden czynnik nalezacy do tej klasy: kozy-
maze Hardena i Younga, o ktérej tyle wiedziano, ze bez tego
ciata organicznego enzymy drozdzowe nie mogg przeobrazi¢ cukru w alko-
hol. Dzi$ wyliczenie znanych czynnikéw koenzymatycznych przekroczytoby
ramy tego wykitadu.

W spalaniach komdérkowych i w fermentacjach dehidrogenazy
odszczepiajg z ciat spalanych wodér, ktory przenosi sie na wspolne koenzy-
my spalania i fermentacji, na kozymaze i fosfokozymaze;
z dwuhidrckozymazy przejmuje wodér w niektérych spalaniach zétty fer-
ment, ktéry oddaje go tlenowi, w fermentacjach inne akceptory ostateczne;
w innych spalaniach przeniesienie elektrondw na tlen odbywa sie przez
szereg kolejnych koenzyméw oddechowych, przy czym pierwszy czton tego
szeregu oddaje elektrony — utlenia sie — w reakcji z tlenem, a odbiera
elektrony — utlenia.— dalsze cztony szeregu, az na pewnym punkcie
szeregu przeciwbieznego, nastgpi spotkanie sie z cztonem, przenoszacym
woddr, i powstanie przetwor spalania ostateczny, woda. Od strony ciata
spalanego i od strony tlenu posredniczg koenzymy oddechowe, z jednej
strony ciata wodorowane odwracalnie, z drugiej utleniane — w znaczeniu
elektrochemicznym — odwracalnie; cigg reakcji biegnie w kierunku nada-
nym przez potencjaly oksydoredukcyjne, sterowany przez wihasciwe kata-
lizatory poprzez etapy, wytyczone przez przygotowane w $rodowisku ustro-
jowym koenzymy odwodorowania i utlenienia.

Odkrycie czynnikdw koenzymatycznych, wyodrebnienie ich i wyjasnie-
nie ich dziatania dokonuje sie niekiedy w zwigzku z wykryciem nowego
sktadnika ustrojowego i poszukiwaniem jego funkcji, niekiedy w bada-
niach nad witaminami, i nad innymi czynnikami egzogenicznymi a niezbed-
nymi, lub w probach rekonstrukcji przemian tkankowych przy pomocy
enzymow i substratow, kiedy wychodzi na jaw nieodzowno$¢ ktorego$ ze
sktadnikéw tkankowych. Wiele mozna przytoczy¢ pouczajgcych przykia-
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doéw. Reakcja pozornie tak prosta, jak odszczepienie dwutlenku wegla
z kwasu pirogronowego przez drozdze (przez enzym karboksylaze) wymaga
obecnosci — i niewatpliwie wspoétdziatania w ciggu reakcji — dwufoisfo-
aneuryny; obecnos$ci aneuryny — czy tez dwufosfoaneuryny — wymaga
reakcja Krebsa, przetworzenie dwu czgsteczek kwasu pirogronowego
w czasteczke kwasu mlekowego, octowego i dwutlenku wegla: reakcja,
ktérej wstrzymanie w tkance nerwowej przez brak egzogenicznej aneuryny
jest, zdaje sie, istotg choroby beri-beri.

Przytaczam ten przyktad dziatania koenzymatycznego dlatego, ze wy-
jasnia on jednoczes$nie istote zachorzen z braku witaminy Bi: witami-
na Bi — aneuryna — jest koenzymem, czy tez pro-koenzymem przeobra-
zenia kwasu pirogronowego w reakcji Krebsa. Zagadnienie dziatania
witamin6w sprowadza sie dla niektérych witaminéw — nie chciatbym tego
stwierdzenia uogdlnia¢ — do ich funkcji koenzyméw czy pro-koenzymow:
odnosi sie to w kazdym razie do witamin grupy B i do kwasu askorbinowego,
witaminy te sg koenzymami lub pro-kcenzymami egzogenicznymi. Jak to
pojecie jest wzgledne— mianowicie ze wzgledu na odrebnosci ustrojowe —
wynika stad, ze endogeniczne dla ustroju zwierzecia wyzszego koenzymy
komdrkowe, kozymaza i fosfokozymaza sg witaminami, wiec
koenzymami egzogenicznymi dla niektérych drobnoustrojéw, np. B. haemo-
'philus parainfluenzae.

Sprébujmy, na podstawie tych przyktadéw, okresli¢ w sposob ogélniej-
szy istote czynnikéw koenzymatycznych i reakcje, w ktérych posrednicza.
Okazuje sie, ze w tkankach sg nagromadzone w ilosciach niekiedy duzych, —
np. w mieé$niach i w drozdzach, — niekiedy drobnych, jak koenzymy od-
wodorowan i utlenian, takie ciata, z ktérymi wchodzg w reakcje, pod dziata-
niem witasciwych enzymow, substraty przetwarzane w przemianie materii
i przetwory pos$rednie tych przemian. Zanim przejdziemy do Scislejszego
ujecia przedstawimy obraz wziety z chemii mineralnej, ktéry funkcje
koenzymow doskonale uzmystowi. Dwutlenek siarki tgczy sie bardzo powoli
z tlenem na bezwodnik kwasu siarkowego; w metodzie wyrobu kwasu siar-
kowego komorowej kwas siarkowy wprowadzamy w reakcje z kwa-
sem azotowym, powstaje kwas nitrozylosiarkowy, reakcja ta jest bardzo
szybka; kwas nitrozylosiarkowy rozpada sie zwodg na kwas siarkowy i kwas
azotawy, kwas azotawy na swoj bezwodnik (N203), bezwodnik kwasu azo-
tawego na tlenek (NO) i dwutlenek (NO2) azotu, tlenek azotu z tlenem daje
dwutlenek, z dwutlenku powstaje kwas azotowy. Bilansem tego zna-
nego ciggu reakcji jest szybkie przeobrazenie, po wyeliminowaniu
uczestnikéw reakcji odtworzonych, kwasu siarkowego i tlenu w kwas siar-
kowy:

H,S03+ 022=H:S04

Gdyby taka reakcja odbywata sie w ustrojach, to uwazaliby$my kwas
azotowy za koenzym utlenienia kwasu siarkawego na kwas siarkowy.

Niechaj w reakcji biochemicznej substrat C przetwarza sie w przetwor
koncowy C2,dla reakcji tej okazuje sie nieodzownym wspoétdziata-
nie koenzymu obecnego w tkance, ktéry oznaczamy znakiem A.b. Oznacza-
my koenzym przez znak ztozony dlatego, ze bardzo wiele koenzyméw roz-
pada sie w reakcji, w ktorej uczestnicza. Niechaj znaki C\ C”, Cn, Cm}ozna-
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czajg przetwory posrednie. Cigg reakcji koenzymatycznej przedstawia sie
wtedy jak w nastepujgcym schemacie:

1. A-b+ C=C-b + A
2. C-b->C’-b—C” -b—Cn-b
3.Cnb+ A=A-b+Cn
4. Cn-»Cm*C°-»C3

C=C3

W podanym tu schemacie reakcja koe-nzymatyczna obejmuje cztony
1 do 3, to jest te, w ktérych znika i odtwarza sie koenzym. Azeby
koenzym mégt sie odtworzyé, na to potrzeba przeobrazenia sie przetworu
posredniego C.b w przetwor posredni Cn.b, ktéry z czescig koenzymu A
reaguje, dajgc Cni Ab. Ciag reakcji wyrazonej w czesci 4 moze odby¢ sie
spontanicznie— znamy takie przeobrazenia samorzutne, od pewnego punk-
tu ciggu reakcji, w powstawaniu melaninu z tyrozyny w ciggu, wyjasnio-
nym przez Rapera — albo tez moze biec przy udziale dalszych enzymoéw
ikoenzymoéw. | dla przeobrazen cztonu C.b w czton Cn.b moga by¢ potrzebne
dalsze koenzymy.

Niekiedy koenzym A.b roztozony w reakcji 1 odtwarza sie przez dziata-

nie systemu pomocniczego, ktéry okreslimy przez D.b. Reakcja wedtug
schematu

A + D-b=D + A-b

odtwarza koenzym, ktory wchodzi znowu w obieg w reakcji 1, i zalega tylko
cze$é D koenzymu pomocniczego. W pewnej dalszej czeSci ciagu reakcji
biochemicznej odtworzy sie koenzym wtérny D.b w reakcji, ktéra jest od-
wrdceniem reakcji 5, ktérej odwracalno$¢ zaznaczono w réwnaniu.

Przyktad ciggu reakcji z udziatem koenzymdw odtwarzajacych sie w dal-
szym ciggu, i koenzyméw wtdérnych daje glikogenoliza mie$niowa, albo
fermentacja alkoholowa, ktdrg w dalszym ciggu obszerniej przedstawimy.
Funkcje koenzymow petnig w niej kwas adenozynotréjfosforowy, ktdry
przerzuca fosfor na ester heksozojednofosforowy, z ktérego powstanie alde-
hid fosfoglicerynowy i fosfo-dwuoksyaceton; kozymaza, ktéra przejmie
wodér z aldehidu fosfoglicerynowego i przejdzie w dwuhidrokozymaze, a ta
przerzuci ten wodor badzto na fosfo-dwuoksyaceton (dajgc fosfoglicerol),
badz tez na kwas pirogronowy w gliikogenolizie miesniowej, na aldehid
octowy w fermentacji, dajac alkohol metylowy; wigzac przytem w niewy-
jasnionej dotad ze wzgledu na swéj mechanizm reakcji — reszte fosfora-
nowa, ktéra przerzuca sie na kwas adenilowy, przyczyniajac sie do odtwo-
rzenia kwasu adenozynotrdjfosforowego.

Koenzymem jest w dalszym ciggu kwas adenilowy, ktéry przejmuje
z kwasu fosfo-pirogronowego — odpowiadajacego cztonowi Cn.b naszego
schematu — grupe fosforanowg, z odtworzeniem kwasu adenozynotroj fos-
forowego. Uktad pomocniczy stanowi w glikogenolizie miesniowej fosfo-
kreatyna, Kktora nie jest sama koenzymem glikogenolizy, i bez ktdrej
glikogenoliza w uktadzie uproszczonym (wyciggach mieSniowych) moze sie
odby¢; ale z fosfokreatyny przerzucajg sie tymczasowo grupy fosfo-
ranowe na kwas adenilowy, odtwarza sie koenzym wtasciwy glikogenolizy,
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i kreatyna zalega dopodty, dopdki nie odtworzy sie fosfo-kreatyna z kwasu
adenozynotrojfosforowego, przez odwrdcenie reakcji, w ktdrej sie roztozyta.
Jezeli rozpatrujemy catoS¢ przemian mieSniowych, nie wybierajgc jako
gtéwnej linii jednego ciggu, to kwas adenozynotrdjfosforowy jest koenzy-
mem ufosforowania estru heksozc'jednofosforowego na heksozcdwufosfo-
rowy i kcenzymem ufosforowania kreatyny; kwas adenilowy jest koenzy-
mem odfosforowania kwasu fosfopirogronowego na pirogronowy; kozyma-
za jest koenzymem reakcji oksydoredukcyjnej miedzy fosfo-dwuoksyace-
tonem i aldehidem fosfoglioerynowym, miedzy aldehidem fosfogliceryno-
wym a kwasem pirogronowym, niewgatpliwie takze miedzy fosfoglicerolem
a kwasem pirogronowym.

Schemat glikogenolizy mie$niowej i uktadéw kcenzymatycznych dzia-
tajacych w tej przemianie, uzmystawia ztozonos¢ i liczbe etapdéw posrednich
tego rozktadu i rézne rodzaje uktadéw koenzymatycznych pierwszorzedo-
wych i wtérnych. Przemiana glikogenu w kwas mlekowy, ktdrg w roku 1914
ujmowalismy w proste réwnanie

CeH1005+ HD = 2C3HED 3

dla ktérej przyjmowalismy nastepnie jeden etap ufosforylowany, dwa lub
trzy etapy triozy i metyloglioksalu, obejmuje na gtdwnej linii nie mniej
niz 10 cztonkoéw posrednich, ester Cori’ch, ester Embdena, ester
Hardena i Younga, aldehid fosfoglicerynowy, fosfo-dwuoksyaceton,
kwas 3. fosfoglicerynowy, kwas 2. fosfoglicerynowy, kwas fosfopirogrono-
wy, kwas pirogronowy, fosfoglioercl; w roli koenzymdw uktady: fosforan
mineralny, kwas adenozynotrdéjfosforowy, adenozynodwufosforowy, kwas
adenilowy; kozymaze i dwuhidrokozymaze; moze i kwas inozynowy; w roli
uktadow pomocniczych — fcsfokreatyne i kreatyne. W fermentacji alko-
holowej stwierdzamy te same koenzymy, co w glikogenolizie migesniowej,
w innym cyklu — grupa fosforanowa krazy nie miedzy kwasem adenozyno-
tréjfosforowym a kwasem adenilowym, lecz miedzy kwasem adenozyno-
tréjfosforowym a adenozyng 1).

Sprébujmy, po tych przyktadach podaé¢ definicje koenzymow. Okresli-
tem koenzymy jako czesci sktadowe tkanek lub komdrek, badz to pojedyn-
cze, badz tez uktady sktadnikdw wzajemnie powtarzalnych 2), ktérych
najprostszy czton nie moze powstaé¢ z przetwarza I
nego w danej reakcji podtoza: uczestniczagce w reakcji enzy-
matycznej przez wymiane atomow albo grup z podtozem lub przetworami
posrednimi; dla przebiegu reakcji nieodzowne, a w ciggu reakcji, w ktorej
uczestniczg, odtwarzajace sie w takiej postaci i ilosci, w jakich w te reakcje
weszty.

W definicji tej ktade nacisk na pewne wiasnosci istotne, stanowigce
odrebnos$¢ czynnikéw kcenzymatycznych. Za szczegdlnie wazny punkt defi-
nicji — inne sg zrozumiate bez objasnieA — uwazam to, ze najprostszy
czton uktadu kcenzymatycznego, (np. kwas adenilowy w mieé$niach, albo
ornityna w syntezie mocznika) nie wywodzi sie z substratu przetwarzanego.
W ciggu glikogenolizy nie uwazamy zatem na koenzymy aniestru Harde-

1) To zdanie wiaczono w tekst wyktadu pézniej, w listopadzie r. 1937.
2) Jak kwas adenozynotrojfosforowy, adenozynodwufosforowy, adenilowy —
i w drozdzach ponadto adenozyna, albo i cze$¢ adenozynowa kozymazy.
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na i Younga, anikwasu pirogronowego lub kwasu fosfopirogronowego,
ktdrych szkielet organiczny wywodzi sie z przetwarzanego substratu
cukrowcowego.

Wydaje sie rysem znamiennym przemian biochemicznych, ze w prze-
biegu ciggu reakcji wystepujg okresowo ciata, na ktorych cigg zatrzymuje
sie, jezeli nie wejdg w reakcje z okreSlonym cztonem poprzedzajacym je
w tym wiasnie ciggu reakcji, w ktorej powstaty. Udziat tych ciat w mecha-
nizmie danej reakcji jest podobny do udzialu koenzyméw. RoOznica polega
w tym, ze koenzymy odtwarzajg sie okresowo zupetnie, a tamte ciata po-
wstajg coraz to na nowo z przetwarzanego substratu. W glikogenolizie
miesniowej powstaje kwasu pirogronowy, ktory w reakcji z aldehidem fos-
foroglicerynowym, swojg substancjag macierzystg, przeobraza sie w prze-
twor ostateczny, kwas mlekowy, oraz w kwas fosfoglicerynowy, ktéry be-
dzie ciatem macierzystym nastepnej czasteczki kwasu pirogronowego.
Podobnie zazebia sie w fermentacji alkoholowej uwodorowanie aldehidu
octowego o redukcje aldehidu fosfoglicerynowego, ktéry jest ciatem macie-
rzystym aldehidu octowego — poprzez kwas fosfoglicerynowy, fosfoplro-
gronowy, pirogronowy. Mozemy to wyrazi¢ tak, ze glikogenoliza mie$niowa
zazebia sie swoim n + 4 cztonem o czton n-ty rozktadu drugiej jednostki
glukozowej, a wynikiem tej reakcji jest utworzenie cztonu n + 5, ostatecz-
nego, ale zarazem odtworzenie cztonébw n + 1, n + 2, n + 3.

Mozemy ten mechanizm uzmystowi¢ w nastepujgcym schemacie:

A-+B-+C-+D-+E
A-+B-+C-+D
E+ DAF + E

Warunkiem nieodzownym posuniecia sie ciggu reakcji od cztonu E do
cztonu F jest reakcja miedzy E a A, przy czym z E powstaje F, a z D po-
wstaje E.

Powtarzanie sie okresowe tych samych ciat w ciggu reakcji rozktadowej
ukazuje sie przepieknie w mechanizmie spalan koncowych kwaséw dwu, tréj,
i czteroweglowych, w mechanizmie przewidzianym przez Thunberga,
a wyjasnionym przez prace Krebsa. Ale w tym mechanizmie zaciera
sie — w obecnej chwili nie umiemy jej napewno ustalic — granica miedzy
funkcjami okresowo powracajgcych przetworéow posrednich, a funkcjami
koenzymatycznymi. Kwas fumarowy, jabtkowy, szczawiowo-octowy stano-
wig wedtug Szent Gyoérgfego uktad koenzymatyczny, wedtug
Krebsa przetwory posrednie.

Probowatem przedstawi¢ ztozono$¢ obrazu przemian tkankowych jak
sie nam dzi$§ ukazuje, w przeciwstawieniu do pozornej prostoty obrazu
dawniejszego. Przy bystrzejszym przyjrzeniu sie tym mechanizmom wy-
chodza jednak na jaw uproszczenia tych obrazow. Okazuje sie przede
wszystkim réznorodnos¢ funkcji tego samego czynnika koenzymatycznego:
kozymaza jest koenzymem bardzo réznych odwodorowan, dokonywanych
przez rozmaite dehidrogenezy swoiste na rozmaitych podtozach; dehidro-
genazg dwubidrokozymazy okazuje sie znowu z6tty enzym; dalszym akcep-
torem wodorowym uktad jabtkowo-fumarowy; dalszym uktad cytochro-
mowy. Odnosisie to do oksydoredukcjii utlenian réznorodnych, zapoczatko-
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wanych przez r6zne dehidrogenazy: a dalsza droga réznych przeobrazen jest
juz wspolna.

Tak dostrzegamy, wsrod niemal nieprzejrzanej liczby zwigzkdw i prze-
mian ustrojowych, ktére wykrywajg prace chemii fizjologicznej-i chemii
organicznej, coraz to wyrazniej wspolne plany budowy ciat, wspélne i po-
dobne metody przerobki: i chemia fizjologiczna, czy fizjologia chemiczna
zaczyna wychodzi¢ w bardzo wielu dziedzinach z tego okresu, w ktérym
mnozyly sie znane fakty, a brakowato szerszych perspektyw. Jak i w roz-
woju innych nauk, tak i w rozwoju chemii fizjologicznej doktadniejsze po-
znanie faktow naprowadzito na potgczenie ich, na zrozumienie korelacji
chemicznych i — tu i 6wdzie — takze i fizjologicznych.

Ale w dobie obecnej dostrzegamy réwniez, jak daleko do wyczerpania
nawet tych zagadnien, w ktdrych wyjasnieniu zdawatoby sie, uzyskano
szczegOlne postepy. Niewyczerpalno$¢ zagadniert biochemicznych narzuca
sie nam dzi$ moze bardziej przekonywujgco, anizeli wtedy, kiedy dokony-
wat przegladu 35-lecia swojej pracy Marceli Nencki.

Na poczatku swego przeméwienia Nencki powiedzial, ze jezeli
uprzytomni sobie to, co na poczatku jego dziatalnosci naukowej wydawato
mu sie wysokim, trudnym do osiggniecia celem, i poréwna z tym, co po
30 latach jest juz osiggniete, to moze powiedzie¢ z Goethem, ,,wonach'ich
mich in der Jugend sehnte davon habe ich im Alter die Fulle”. Podobne
uczucia budzi i w nas — a szczeg6lnie w tych, ktérych praca na ten okres
przypada — przeglad tego, co osiggnieto w pierwszym trzydziestoleciu
XX wieku; w czasie, na ktory przypadta wielka wojna i gtebokie wstrzasy
polityczne. Ale i zakonczenie mowy Nenckiego jestnie mniej aktualne,
i zawsze nim zapewne pozostanie: ,Zadan, czekajacych na rozwigzanie jest
nieskonczona ilos¢ i pojedynczy badacz, przepracowawszy cale swe zycie,
nie moze nie powtoérzy¢ stdbw Seneki ,si quis totam diem currens per-
venit ad vesperum, satis es”, gdyz widzi, jak jedne pokolenia po drugich
dalej kroczy¢ i pracowa¢ muszg, a konca badan nie ujrza. Za to wiedza
nasza bedzie coraz obszerniejsza i gtebsza, a korzys¢ praktyczna, mianowi-
cie w medycynie, coraz wigksza”.

5 Postepy Biochemii
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TOM IV 1958 ZESZYT 1

IRENA MOCHNACKA

Procesy wstepne glikogenolizy *

Wstep

Przedmiotem niniejszej pracy sa procesy wstepne glikogenolizy mie-
$niowej. Za procesy wstepne uwaza sie te przemiany chemiczne, w ktérych
powstaje ester heksozo-dwufosforowy (ester Hardena-Young-a);, na
tym zwiagzku dopiero zaczyna sie rozpad, tanchucha szescioweglowego.

Procesy wstepne glikogenolizy okazaty sie w Swietle badan ostatniego
dwudziestolecia ciggiem, zlozonym z co najmniej czterech reakcji
a przebiegajacym az do utworzenia estru Hardena-Younga przez
trzy posrednie produkty; poza tym w tych reakcjach enzymatycznych biorg
udziat trzy koenzymy idwa aktywatory.

Scislejszy przedmiot niniejszej rozprawy stanowia zagadnienia:

1. Jakie aktywatory biorg udziat w pierwszym kroku przemiany gli—
kogenu?

2. Czy rozkiad glikogenu polega tylko na procesach fosforolizy, czy
tez w przemianach wstepnych biorg udziat takze procesy hydrolizy?

Jezeli rozktad glikogenu odbywa sie w uktadach enzymatycznych naj-
bardziej uproszczonych, w ktérych brakuje zarowno donatora fosforowego,
to jest kwasu adenozynotrdjfosforowego, jak i kozymazy (to jest koenzymu
oksydoredukcji i fosforylacji oksydoredukcyjnej), to przemiana glikogenu
zatrzymuje sie na estrach heksozo-jednofosforowych. Estry heksozofosfo-
rowe wystepujag w procesie glikogenolizy jako jedyne jednocu-
krowce. W roku 1935 zagadnienie rozktadu i pierwszej fosforylacji gli-
kogenu miesniowego wyszto ze stanu zupeinej niejasnosci; Parnas
i Baranowski (21) rozpoznali, ze ester heksozo-jedno-fosforowy —
znano podoéwczas mieszanke dwu estrow heksozo-6-fosforowych, tzw. ester
Embdena powstaje przez bezposrednie odszczepienie, przez przytacze-
nie fosforanu do glikogenu, reszty jednocukrowcowej. Proces ten Parnas
i Baranowski sformutowali w réwnaniu:

*

Praca wykonana pod kierunkiem prof. dra J. K. Parnasa w Zaktadzie
Chemii Lekarskiej Uniwersytetu Jana Kazimierza we Lwowie i przedtozona w maju
1939 r. Radzie Wydziatu Lekarskiego Uniwersytetu Jana Kazimierza celem uzyskania
stopnia doktora medycyny.

o [67]



68 I. MOCHNACKA 21

1 I/n (C6HI0Yn+HPO4=C 6H106-POsH:
Réwnaniu temu mozna nada¢ dzi$ forme nastepujacego ciggu reakcji:

2. (CBHW05N +H P04 =(CEH109n-1+ C BHNO6-POH2
(C6H105N-1+ HP 04 =<C6H1005n-2+C BHu(VP O 3H?2

(CHI009N  +(H POHm=(C 6H 1039n-m +(C6H 1106-POaH Im

Réwnania tego Parnas i Baranowski nie uwazali za bilans
ciggu reakcji, ztozonego z hydrolizy glikogenu i nastepnej estryfikacji
cukrowca prostego z fosforanem, lecz doktadnie w my$l powyzszego rowna-
nia, za stopniowe odrywanie reszt cukrowcowych przez przytgczenie reszt
fosforanowych: za fosforolize, nie za hydrolize znastepnag
estryfikacja.

Sprawa fosforolizy glikogenu byta w r. 1935/36 przedmiotem dokitad-
nych studiow Ostern a, Guthkego i Terszakowcia, (19
ktérzy wykazali, ze ten wtasnie proces ulega zupetnemu wstrzymaniu przez
floryzyne, witasciwy jad fosforolizy glikogenu; ze na fosforolize nie dziata
natomiast kwas jodooctowy.

0] stern, Guthke i Terszakowe¢ wykazali ponadto, ze krok
nastepny proces6w wstepnych, utworzenie estru heksozodwufosforowego
polega na ufosforylowaniu estru Neuberga, jednej ze sktadowych estru
Embdena, przez kwas adenozynotrojfosforowy:

3. CaHa06-POtH.+ NH2C5N4H .-C5H80 4-PO3H-P20 cHi+H_0 =
ester Embdena kwas adenozynotrdjfosforowy

= C6H1006+(P03H2z+ NH 2¢C,N4H2+c5h & 4 po3h 2+ h 3fo 4

ester Hardena- kwas adenilowy
Youn ga

W roku 1936 sprawa fosforolizy glikogenu posuneta sie znakomicie
dzieki odkryciu C.F. Cori i G.T.Cori (3), ze pod dziataniem enzy-
moéw zawartych w wymytej miazdze mieSniowej i w »obecnos$ci
kwasu adenil owego glikogen przetwarza sie w ester glukozo-1-fos-
forowy, nie redukujacy, ktérego wzdr podaje ponizej:

CH,0OH

H OH
I. Ester Cori’ch
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Ester ten pod dziataniem enzymow zawartych w wyciggu migsniowym
(brak go zatem w miazdze wymytej) przetwarza si¢ w ester Robisona,
ten z kolei przechodzi w ester Neuberga, tworzagc w ten sposéb mie-
szanke, ktdrg nazywamy estrem Em bden a.

ch2po,h
CH,0OH
OH OH OH
H OH
I1. Ester Robisona I11. Ester Neuberga
glukozo-6-jednofosforowy fruktozo-6-jednofosforanowy

Odkrycie estru Cori’ch ttumaczyto mechanizm fosforolizy w sposéb
zupetnie jasny ze wzgledu na strukture glikogenu i produktow fosforolizy.
Fosforoliza polega na przerwaniu wigzania miedzy weglem Nr 1 a weglem
Nr 4, taczgcego jednostki cukrowcowe, a to przez przytaczenie reszty fosfo-
ranowej do wegla Nr 1w skrajnej glukozie. Woddr taczy sie z tlenem wegla

4 nastepnej glukozy, ktdra teraz stanie sie skrajng i jako skrajna ulega fos-
forolizie:

CH2OH CH,OH CH,OH

IV. Fragment glikogenu

Pierwszy produkt fosforolizy, ester Cori’ch pozostaje zatem w sto-
sunku zupeinie przejrzystym do jednostki cukrowcowej glikogenu.

Na tym punkcie rozpoczetam prace nad przedmiotem glikogenolizy, przy
czym pierwszym zagadnieniem byto: co jest wiasciwie aktywatorem gliko-
genolizy. Zagadnienie to wynika z nastepujacej sprzecznosci:

C. F. Cori i G. T. Cori (3)stwierdzili, ze czynnikiem koniecznym
do fosforolizy glikogenu jest kwas adenilowy. Miazga mie$niowa wyptukana
lub wyciagg miesniowy dializowany przez 17 godzin (4) nie rozktadajg lub
rozktadaja tylko w matym stopniu glikogen. Dodanie kwasu adenilowego
w stezeniu 10“3molamym powoduje fosforylacje glikogenu przez fosforany.

Kwas adenilowy miesniowy jest nukleotydem adenozyno-5-fosforowym;
w miesniu ulega szybko dezaminacji na kwas inozynowy. Kwas inozynowy
nie ulega juz przeobrazeniu w miesniu szkieletowym, tylko miesien sercowy
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zawiera swoistg fostaze, 5-nukleotydaze (24), rozktadajacg kwas ino-
zynowy na inozyne i wolny fosforan.
nh2 OH

’ 1y S — N

W

-CHOH -CHOH
(X, >HOH
CH CH
C!HZO *P0O3Hj CIhZ) po3h?2
V. Kwas adenilowy VI. Kwas inozynowy

W wyciggach miesnych autolizowanych rozktad glikogenu w obecnosci
fosforanow przebiega szybko, pomimo, ze wyciggi takie nie zawie-
rajg juz kwasu adenilowego. Muszg zatem zawieraé jakis inny
czynnik, aktywujacy fosforolize, czynnik, ktérego nie zawiera miazga mies-
niowa wyptukana; czynnik ten znika po diuzszej dializie wyciggu.

Wynikiem juz pierwszych doswiadczeh byto stwierdzenie, ze funkcje
aktywatora moze petnié na réwni z kwasem adenilowym takze i kwas ino-
zynowy; przez to zdotatam wyjasnié¢, co byto wasciwie aktywatorem fosfo-
rolizy glikogenu w wyciggach uzywanych przez Parnasa i Bara-
nowskiego oraz Osterna Guthkego i Terszakowcia.
Wynik ten ogtoszony w roku 1936 (22) byt pdzniej przedmiotem licznych
badan innych autoréw, ktérych wyniki oraz zapatrywania przedyskutuje'
w dalszym ciggu.

Metody

Doswiadczenia byty przeprowadzone na wyciggach wodnych i fosforano-
wych z miesni krdliczych.

1. Wyciagg wodny: po zabiciu i skrwawieniu krélika, wypreparo-
wane miesnie grzbietowe i odn6zy mielono i rozrabiano z woda destylowang
w stosunku 1:1. Ptyn oddzielano od miazgi przez wycisniecie w worku
ptéciennym, wycigg zobojetniano do pH7, pozostawiano dla autolizy w tem-
peraturze pokojowej, dializowano w wezach celofanowych do biezacej wody
i przechowywano w lodéwce. Czas dializy i przechowania wyciagéw jest po-
dany przy doswiadczeniach.

2. Wyciggi fosforanowe wedlug Kendala i Sticklan-
da (7). Zmielone mies$nie rozrabiano dziesieciokrotng objetoscig wody
destylowanej. Po 30 minutach oddzielano ptyn a pozostato$¢ miesng wy-
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ptukano kilkakrotnie roztworem, fosforanu dwusodowego 1/50 molarnym.
W ten sposob otrzymuje sie I, 11, 111, IV, V, VI, wyciagi fosforanowe. Wycia-
goéw fosforanowych nie dializowano, przed uzyciem zobojetniano je fosfo-
ranem jednosodowym.

W doswiadczeniach nad amylaza $linowa uzywano $liny ludzkiej prze-
sgczonej. W doswiadczeniach nad amylazg trzustkowg stosowano preparat
Mercka.

Glikogen izolowano z watréb krélikdw karmionych przez pare dni cu-
krem metodg Pfluegera (23) lub metodg Osterna (20). Roztwory
wodne glikogenu oznaczano przed doswiadczeniami polarymetrycznie.

Kwas inozynowy (s6l barowa) i kwas adenilowy pochodzity z firmy ,,Lao-
koon”. Do zacieréw dodawano je jako sole sodowe.

Ubytek glikogenu oznaczano nefelometrem Kleinmanna, obserwujac
znikanie opalesoencji w zacierach po odbiatczeniu réwng objetoscia 10%
kwasu tréjchlorooctowego. Glikogen oznaczano réwniez po wyizolowaniu
metodg Pfluegera.

Powstanie estru Embdena stwierdzano jako ubytek fosforu nieorga-
nicznego réwnolegty ze znikaniem glikogenu. Fosfor oznaczano w zacierach
po odbiatczeniu metodg Fiskego i Subbarowa (6).

W moich do$wiadczeniach wyciagi autolizowane przez trzy do szesciu go-
dzin, dializowane przez 30 godzin, sa aktywne, rozkladajg dodany glikogen
po uzupetnieniu fosforanami. Dodanie do takich wyciggoéw kwasu adenilo-
wego nie zwieksza szybkos$ci fosforolizy. Dopiero wyciggi przechowane po
dializie w temperaturze 0° przez kiilka tygodni, wyciagi elektrodializowane
lub autolizowane w oddziatywaniu zasadowym (pH8, w temperaturze 40°),
tracg czynnos$c¢ fosforolityczna. Wyciagi takie mozna aktywowac przez doda-
nie nie tylko kwasu adenilowego, lecz takze i inozynowego. Jezeli czynnos¢
wyciggu byta wyraznie zmniejszona, to obydwa te ciata zwiekszajg jego
dziatanie. Wyciagi inaktywowane w temperaturze 40° w oddzialtywaniu za-
sadowym powyzej pH8 tracg nieodwracalnie zdolno$¢ fosforolizowania gli-
kogenu.

Dziatanie kwasu inozynowego i kwasu adenilowego na fosforolize gliko-
genu przedstawiajg wyniki doSwiadczen podanych w tablicach 1, 2, 3i 4.

Z wynikéw doswiadczeh podanych w tablicy 1i 2 widaé, ze kwas
inoiynowy zarowno'jak kwas adenilowy aktywuje nie-
czynne wyciggi: aktywacja przez kwas inozynowy jest nieco stabsza.

W doswiadczeniach podanych w tablicy 3 i 4 uzywatam wyciggoéw fos-
foranowych (otrzymanie takich wyciggéw podane jest w ustepie: Metody).
Wyciaggi fosforanowe I, II, III, 1V, i V fosforylujg glikogen bez dodania
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Tablica 1
Aktywacja nieczynnego wyciggu przez kwas adenilowy i przez kwas inozynowy
Wyciag mie$niowy wodny, autoliza: 7 godzin; dializa: 16 godzin; elektro-
dializa: 2 godziny przy pH7, przez 10 minut pH8,2.
a. 20 ml wyciggu, 1 ml 20% MgClI2 2 ml wody, 8 ml 2,5% glikogenu
w moderatorze fos-
foranowym (M/12)
b. ot 2 ml kwasu
inozynowe-
/ go (M/650)
C. 7y 2 ml kwasu
adenilowe-
go (M/650)

Po ztozeniu zacieru pobierano natychmiast probke, ktérg odbiatczano
réowng objetoscig 109> kwasu trdjchlorooctowego. Proby takie oznaczone
sg w tablicach jako proby o czasie inkubacji O. Reszte zacieru pozosta-
wiano w temperaturze 20°. Po pewnych czasach trwania inkubacji pobie-
rano prébki do odbiatczenia. W przesgczach oznaczano zawarto$¢ gliko-
genu nefelometrycznie, w nefelometrze Kleinmanna, na podstawie
efektu Tyndalla, ktory jest — w granicach — proporcjonalny do
stezenia. Jako wzorce uzywano proby o czasie inkubacji O, ktérej zawar-
to$¢ glikogenu okreslano jako 100%> Pordéwnanie stezenia glikogenu na
podstawie poréwnania zjawisk Tyndalla polega na tym, ze im wigk-
sze — w pewnych granicach — stezenie glikogenu, tym mniejsza warstwa
ptynu da efekt Tyndalla réwny ptynowi wzorcowemu. Niech wzorcem
bedzie warstwa np. 10 mm ptynu wzorcowego, to jest warstwa o$wietlona
wycinkiem snopa $wiatta wysokos$ci 10 mm; niech ptyn badany da rozjas-
nienie (efekt Tyndalla) takie same, jezeli go oswietli wycinek
(10 + n) mm wysoki, to zawarto$¢ glikogenu w tym ptynie wynosi

100 « -jg Q n % zawartosci w ptynie wzorcowym.

W tablicach dla wiekszej jasnosci podano zamiast zawartosci glikogenu
w poszczegdlnych prébach ubytki glikogenu w procentach.

Ubytek glikogenu w %
oznaczony nefelometrycznie

Czas inkubacji 40 minut 90 minut
a 0 0
27 31

31 44,5
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Tablica 2

Aktywacja stabo czynnego wyciggu przez kwas inozynowy i przez kwas adenilowy

Wodny wycigg miesniowy, dializa: 12 godzin; autoliza: 8 godzin przy pH 8
w temperaturze 40°.
Sktad zacieréw:

a. 20 ml wyciggu, 1 ml 20°% MgClo, 2 ml wody, 8 ml 25%> glikogenu
w moderatorze fos-
foranowym (M/12)
b. ” " 2 ml kwasu
inozynowe-
go (M/650)
»
c. ' » 2 ml kwasu
adenilowe-
go (M/650)

Inkubacja w 20°, pH 7

Ubytek glikogenu w °/o
oznaczony nefelometrycznie

Czas inkubacji 30 minut 60 minut 90 minut

a 9 16 23
b 20 28,5 37,5
20 33,4 41,5

aktywatora. W wyciggach 1V i V, dziatajagcych stabiej, zaznacza sie juz
wptyw kwasu inozynowego i kwasu adenilowego.

Wyciag fosforanowy VI jest nieczynny bez dodania kwasu adenilowego
lub kwasu inozynowego. llustruje to tablica 4.

Stwierdzenie dziatania kwasu inozynowego jako aktywatora fosfaralizy
wyjasnia sprzecznos$¢, ktéra wynikia z wykazania przez C. F. Cori
i G. T. Cori roli kwasu adenilowego a doswiadczeniami na wyciggach
miesniowych, w ktdrych nie ma juz kwasu adenilowego, a powstaje ester
heksozo-jednofoisforowy. Dziatanie kwasu inozynowego jest stabsze od dzia-
tania kwasu adenilowego, ale poniewaz w mig$niu nie ma kwasu adenilo-
wego a kwas inozynowy powstaje i gromadzi sig, to nalezy raczej kwas
inozynowy uwaza¢ za czynnik aktywujacy fosforolize glikogenu.

Z kolei nasuneto sie pytanie, jakie dziatanie na fosforolize glikogenu ma
produkt fosforylacji kwasu adenilowego, kwas adenozynotrdjfosforowy.
Aktywacja wyciggéw przez kwas adenozynotréjfosforowy podana jest
w doswiadczeniach w tablicy 3i 4 (zaciery ,,d”). Kwas adenozynotréjfosforo-
wy aktywuje fosforolize glikogenu prawie tak samo jak kwas adenilowy.
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Tablica 3

Aktywacja wyciagu fosforanowego 1V, przez kwas adenilowy, kwas inozynowy i kwas
adenozynotrojfosforowy. (ATP)

Wyciag fosforanowy IV.
Sktad zacieréw:

a. 15 ml wyciggu, 1 ml 109> MgCl2, 2 ml wody,| ml M/3 mode- 2 ml gli-
ratora fosfo- kogenu
ranowego 3,4%
b. . - 2 ml kwasu -
inozynowe-
go (M/850)
c. » ” 2 ml kwasu
adenilowe-
go (M/850)
d. " " 2 ml APT »
go (M/850)

W przesaczach tréjchlorooctowych oznaczono zawarto$é¢ glikogenu
nefelometrycznie, tak jak podano w tablicy 1 i oznaczono zawarto$¢ fos-
foru nieorganicznego.

Tab. a Mg fosforu w catosci Ubytek fosforu w mg
czas inkubacji 0 30 60 90 30 60 90
w minutach
a. 15,48 12,00 9,90 10,00 3,48 5,58 5,48
b. 15,00 11,00 9,30 8,55 3,90 5,70 6,45
c. 15,48 8,82 8,06 7,55 6,66 7,42 7,93
d. 16,30 9,07 7,55 6,90 7,23 8,75 8,40

W tabelce b podane jest zestawienie ubytku glikogenu oznaczonego
neferometrycznie (Nef) i procent ufosforylowanego glikogenu (P), obli-
czony na podstawie znikania fosforu wolnego podanego w tabelce a.

Tab. b Ubytek glikogenu w procentach

czas inkubacji 30 minut 60 minut 90 minut

oznaczenie Nef P Nef P Nef P
a. 34 25 51) 42 56,5 42
b. 37 30 56,5 44 64,5 50
c. 60 50 735 56 78 60
d. 68 55 78 67 84 72
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Tablica 4

Aktywacja wyciggu fosforanowego VI przez kwas adenilowy, kwas inozynowy i kwas
adenozynotréjfosforowy

Wycigg fosforowy VI.
Sktad zacierow:
a. 15 ml wyciggu, 1 ml 109> MgCl2, 2 ml wody, 1 ml M/3 mode- 2 ml gli-

ratora fosfo- kogenu
ranowego 3,4%
b. » » 2 ml kwasu
inozynowe-
go (M/1000)
C. » - 2 ml kwasu
adenilowe-
go (M/1000)
d. " " 2 ml APT
(M/1000)
Inkubacja w 20°, pH 7
Tab. A Mg fosforu w catosci Ubytek
fosforu w mg
Czas inkubacji 0 90 150 %0 150
w minutach
a. 13,80 13,80 13,80 0 0
b. 14,60 12,30 11,75 2,30 2.85
c. 13,80 11,10 10,78 2,70 3,12
d. 14,80 12,40 11,42 2,40 3,38
Tab. B Ubytek glikogenu w %
Czas inkubacji 90 minut 150 minut
oznaczenie Nef. P Nef. P
a. 0 0 0 0
* b. 23 17,8 37,5 22
c. 385 21 47,5 24
d. 39 18 50 25,8

H. Lehmann i D. M. Needham (11) przypuszczajg, ze obok fos-

forolizy przez wolne fosforany istnieje takze w mies$niu przenoszenie grup
fosforanowych z kwasu adenozynotrdjfosforowego wprost na glikogen.
W doswiadczeniach na wyciggach wodnych, dializowanych przez osiem go-
dzin i przechowanych w lodoéwce osiem dni, stwierdzali wiekszg fosforolize
glikogenu po dodaniu kwasu adenozynotrdjfosforowego, anizeli po dodaniu
fosforandéw nieorganicznych.
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Aktywacja wyciggow przez kwas adenozynotrojfosforowy po dodaniu
fosforan6w jest taka sama jak aktywacja przez kwas adenilowy. W wycig-
gach, ktére rozktadajg w matym stopniu glikogen za pomocg (ndeusunietych
przez dialize) fosforanéw wiasnych, dodanie kwasu adenozynotrdjfosforowe-
go przys$piesza fosforolize glikogenu; w takich warunkach kwas adenilowy
nie aktywuje. Ale po dodaniu fosforanéw rozktad glikogenu nastepuje jesz-
cze szybciej. Wykazuje to nastepujgce doswiadczenie (tablica 5):

Tablica 5

Dziatanie kwasu adenozynotrojfosforowego na fosforolize glikogenu w wyciggu
wodnym dializowanym, bez dodania fosforandéw

Wyciag miesniowy wodny, autoliza: 6 godzin; dializa 35 godzin; zawartos¢
fosforu nieorganicznego 6 mg°/o

Sktad zacierow:

a. 10 ml wyciggu, 5 ml M/10 mode- 4 ml wody, 2 ml glikogenu
ratora werona- 1,75«/o
lowego

b. 4ml  ATP
(M/334) *)

c. 4 ml kwasu
adenilo-
wego
(M/200)

4 ml
fosfora-
néw M/12
Inkubacja w 20°, pH7

Ubytek glikogenu w pro-
centach oznaczony nefe-
lometrycznie

Czas inkubacji 60 minut 120 minut
a 9 10
b 31 46
¢ 6 10
d 73 88

*) Zawiera 4 mg fosforu odszcziepialnego.

Ttumaczy¢ aktywacje przez kwas adenozynotréjfosforowy (tablica 5) ja-
ko mechanizm fosforylacji wtasciwy temu zwigzkowi mozna by dopiero po
wykluczeniu dziatania pyrofosfatazy, enzymu zawartego w migsniach (13),



[11] PROCESY WSTEPNE GLIKOGENOLIZY 77

ktéry rozktada kwas adenozynotréjfosforowy na kwas adenilowy i fosfora-
nowy. Bez takiego dowodu dziatania kwasu adenozynotrdjfosforowego na-
lezatoby raczej sprowadzié do dziatania kwasu adenilowego i fosforanéw.

Badania réznych wyciagéw wodnych i fosforanowych na zawarto$é
w nich pyrofosfatazy wykazaty (tablice 6, 7 i 8), ze pyrofosfataza nie ulega
zniszczeniu przez autolize, dialize ani przez przechowanie wyciggu przez
kilka tygodni. Dziatanie pyrofosfatazy mozna stwierdzi¢ i w wyciggach nie-
czynnych fosforolitycznie. Wyciagi takie zawierajg rowniez i dezaminaze
kwasu adenilowego i dlatego wykazanie, ze z kwasu adenozynotréjfosforo-
wego powstaje w nich amoniak, stanowi dowod, ze zawierajg takze pyro-
fosfataze; nie roztozony kwas adenozytrojfosforowy bowiem dezaminacji
nie ulega.

Dziatanie pyrofosfatazy mozna réwniez stwierdzi¢ badajgc zwiekszenie
wolnych fosforanéw w wyciggach, po dodaniu kwasu adenozynotrojfosforo-
wego.

Wycigg uzyty w doSwiadczeniu podanym w tablicy '5 zawiera pyrofosfa-
taze; w tablicy 6 wida¢, ze po godzinnej inkubacji przyrost fosforu wolnego
odpowiada potowie fosforu odszczepialnego w dodanym kwasie adenozyno-
tréj fosforowym.

Tablica 6

Zawarto$¢ pyrofosfatazy w wyciggu uzytym w dosSwiadczeniu z tabl. 5

Wyciag wodny — autoliza: 6 godzin; dializa: 5 godzin.
Sktad zacieréw:
a. 10 ml wyciagu, 2 ml M/10 moderatora, 1 ml wody
wenoralowego
b. 10 ml wody " 1 ml ATP, 2,762 mg P
odszczepialnego
¢c. 10 ml wyciagu »

Inkubacja w 20°, pH 7

mg P wol-
Czas inkubacji nego w ca- Ro6znica Rozkiad
tosci zacieru ATP
a. 0 0,606
60 min 0,610 0,004
b. 0 0,620
60 min 0,620 0 0
c. 0 1,180

60 min 2,592 1,412 51%
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Tablica 7

Oznaczenie pyrofosfatazy w wyciggu przechowanym przez diuzszy czas

Wodny wycigg mieSniowy — autoliza: 5 godzin; dializa: 24 godzin; prze-
chowywany w temperaturze 0°.
Sktad zacieréw:
a. 16 ml wyciaggu, 4 ml moderatora 1 ml 10°% MgCl2 1 ml ATP
weronalowego

M/10
b. » ” » 1 ml wody
c. 16 ml wody . . 1 ml ATP
Inkubacja 60 minut w 20° pH 7
mg P odsz- przyrost P
Czas przecho- ¢zepialnego w mg po Rozktad
wania wyciagu w ATP do- inkubacji ATP w %
danym
16 godzin 2,775 2,016 73
a. 8 dni 2,775 0,931 33,5
5 tygodni 2,544 0,635 25
7. 2,925 0,600 20,5

Préby kontrolne na wyciaggu i kwasie adenozynotréjfosforowym inku-
bowanym w wodzie (b. i c.) wykonane réwnolegle nie wykazywaty przyby-
tku fosforu nieorganicznego.

Starzenie sie wyciagéw zmniejsza bardzo powoli szybko$¢ rozktadania
kwasu adenozynotrojfosforowego. W wyciagu przechowanym przez 7 ty-
godni (tablica 7), po godzinnej inkubacji w temperaturze 20°, 20°/0 dodanego
kwasu adenozynotrojfosforowegu ulega rozktadowi. Wycigg nieczynny fos-
forolitycznie zawiera réwniez pyrofosfataze (Tab. 8).

Trwatos¢ pyrofosfatazy, ktorej nie uwzgledniali H. Lehmann
i DD M. Nee dham, tlumaczy wyniki ich doSwiadczen. Z kwasu adeno-
zynotrojfosforowego powstajg wolne fosforany i aktywujacy kwas adeni-
lowy albo z kolei kwas inynozowy.

Ostatnio G. T. Cori, S.P. Colowick iC. F. Cori (5 otrzymali
przez adsorpcje na weglu wyciggi wolne od pyrofosfatazy. Wyciag nie za-
wierajacy pyrofosfatazy aktywuje sie tylko kwasem adenilowym, kwas
adenozynotroj fosforowy jest nieczynny.

Po wykryciu w r. 1936 przez J. K. Parnasa i I. Mochnacka roli
kwasu inozynowego w fosforolizie' glikogenu, Ren dal i Stickland
[7, 8] ogtosili prace, w ktorych podali, ze aktywatorem fosforolizy glikogenu
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Tablica 8

Zawarto$¢ pyrofosfatazy w wyciagu fosforanowym VI

Sktad zacieréw:

a. 10 ml wyciagu, 4 ml moderatora 1 ml 10% MgClz, 1 ml wody
weronalowego
M/10
b. » ” » 1 ml ATP
(zawierajacy 2,48 mg
fosforu odszczepial-
nego i 0,51 mgP nie-
organicznego)

Czas inkubacji MY P W Ca Réznica Rozktad
tosci ATP w %
0 2,43 0
a 60 minut 2,43 0
120 minut 2,47 0,04
0 2,896
b 60 minut 3,652 0,656 26,4
120 minut 3,776 0,880 35,5

Inkubacja 60 minut w 20°, pH 7

jest jedynie tylko kwas adenozynotréjfosforowy, natomiast, ze nie ma tego
dziatania kwas adenilowy. Wymiana listbw z tymi autorami wykazata, ze
stosowali oni zamiast kwasu adenilowego produkt siedmiominutowej hydro-
lizy kwasnej kwasu adenozynotrdjfosforowego, sadzac, ze taka hydroliza
daje kwas adenilowy. Tymczasem taka hydroliza kwasna kwasu adenozyno-
tréj fosforowego nie prowadzi do kwasu adenilowego, lecz daje adenine
i kwas rybozo-fosforowy, dwa ciata, ktore rzeczywiscie nie majg wpltywu
na fosforolize. Kendal i Stickland po otrzymaniu z pracowni
Iwowskiej kwasu adenilowego i inozynowego odwotali i sprostowali po-
przednio ogtoszone wyniki (9). Niestety wyniki podane w ich pierwszej
publikacji przeszty do publikacji referatowych i wynikto z nich duzo za-
metu, gdyz ze wzgledu na potudnik, pod ktdrym prace ich powstaty, prze-
pisywano im warto$¢ realng. W Annual Review of Biochemistry K. L o h-
mann (14) podaje kwas adenozynotréjfosforowy jako jedyny aktywator
fosforolizy, a Lundsgaard (16) stara sie, zupetnie niepotrzebnie, po-
godzi¢ sprzecznosci wynikow Kendal a i Sticklanda z wynikami
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Parnasa i Mochnackiej. Dzialanie kwasu inozynowego jest stabsze
od dziatania kwasu adenilowego. W moich doswiadczeniach aktywacja
przez jkwas inozynowy w stezeniu 1/650 molarnym do 1/1000 molarnym
jest o 8 do 40% mniejsza, niz aktywacja przez kwas adenilowy w tym
samym stezeniu. Kiessling (10) stwierdza fosforolize glikogenu o 40%
mniejszg przy aktywacji przez kwas inozyno'wy od aktywacji przez kwas
adenilowy w stezeniach 1/25000 molarnych.

G.T. Cori, S.P. Colowiek i CF Cori (5 podajg jako stezenia
optymalne dla dziatania kwasu adenilowego M/1000, dla kwasu inozyno-
wego M/400, przy czym poréwnujac efekt w stezeniach najsilniej dziataja-
cych znajdujg, ze kwas inozynowy aktywuje o 70% stabiej.

Mechanizm dziatania kwasu adenilowego i inozynowego jako aktywa-
tora fosforolizy nie jest jasny. Nie moze jednak polega¢ na ufosforylowaniu
tych eiat i nastepowemu przeniesieniu grup fosforanowych na glikogen,
gdyz produkty fosforylacji kwasu adenilowego, kwas adenozynotrdjfosfo-
rowy i kwas adenozynodwufosforowy (5) sg bez wptywu na te reakcje,
a produktow fosforylacji kwasu inozynowego nie znamy. Aktywacja fosfo-
rolizy kwasem adenilowym i inozynowym raczej moze polega¢ na przybli-
zeniu czasteczek reagujacych ze sobg i polega¢ na dziataniu podobnym, jak
dziatanie jonébw magnezowych.

Czy w miesniu szkieletowym oprécz systemu rozktadajgcego glikogen
na kwas mlekowy znajduje sie takze isystem hydrolizujacy, przeobrazajacy
glikogen w jednocukrowce lub dwucukrowce, jest jeszcze kwestja sporng.

Jeszcze Claude Bernard wiedziat, ze glikogen w mie$niu nie
rozpada sie na cukrowce proste. Pdzniej utart sie poglad, ze glikogenoliza
zamienia glikogen na cukrowce proste, a te dopiero ulegajg dalszemu roz-
ktadowi. Poglady te opieraja sie na stwierdzeniu, ze z glikogenu pod dziata-
niem enzymow miesniowych powstajg ciata redukujace. Dzi$ wiemy, ze te
ciata redukujace to przewaznie estry fosforowe jednocukrowcow, to jest
ester Embdena Dzi$ rzecznikiem teorii hydrolitycznego rozkiadu gli-
kogeinu jest R. Willstatter.

K. Lohmann (12) w r. 1926, a nastepnie A. D. Barbour (2
wyizolowali po inkubacji glikogenu z fosforanami w wyciggu migesniowym
mate ilosci kilkueukrowca, prawdopodobnie tréjcukrowca, ktory wtedy byt
uwazany za produkt hydrolizy glikogenu, a ktory dzi$ mozemy pojmowac
inaczej. W czasteczce glikogenu, oprocz wigzan miedzy weglami 1 a 4, tgcza-
cych 12 do 18 glukoz w tancuchy (fragment takiego tanicucha podany jest
jako wzo6r 1V), sg jeszcze — wedlug Hawortha (17) — wigzania miedzy
weglami 1 a 6 niektorych, nielicznych reszt glukozowych. Staudin-
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ger (25) przyjmuje ponadto jeszcze wigzania miedzy weglami 1 a 2,
1 a 3. Wiazania te tgczg poszczeg6lne tancuchy w czasteczke zawierajaca
okoto 2000 jednostek glukozowych. Jezeli fosforoliza przerywa tylko wiga-
zania miedzy weglami 1a 4, a pozostawia inne wigzania, to w ten sposéb
moga z glikogenu po fosforolizie powsta¢ nieufosforylowane kilkucukrowce.

Willstatter (26) przyjmuje istnienie w miesniu amylazy i podaje
hipoteze, ze glikogen nie ulega fosforylacji wprost; ze amylaza hydrolizuje
glikogen na specjalng forme cukru, ktéry dopiero ulega fosforylacji i prze-
obrazeniu w kwas mlekowy.

Willstatter w doswiadczeniach na mies$niu pokrajanym lub na
miazdze migéniowej, przypisuje dziataniu amylazy przyrost redukcji. Nie-
powstawanie kwasu mlekowego z dodanego glikogenu po parogodzinnej
autolizie lub w zatruciu jodooctowym z réwnoczesnym zwiekszeniem sie
redukcji ttumaczy jako zahamowanie przez oba te czynniki systemu gliko-
genolizy a aktywacjg amylazy.

Tablica 9

Rozktad glikogenu w wyciggach dializowanych, bez dodania fosforanéw, w obecnosci
chlorku potasowego

Wodny wycigg miesniowy; autoliza: 8 godzin; dializa: 12 godzin; przecho-
wanie w lodéwce: 5 dni; zawarto$¢ fosforu wolnego: 9 mgfYo.

Sktad zacieréw:

a. 20 ml wyciagu, 1 ml IN KC1, 8 ml 25°0 glikogenu w moderatorze
weronalowym

b- " ” 8 ml. 25% glikogenu w M/3 mode-

ratorze fosforanowym
Inkubacja w 20°, pH7

Ubytek glikogenu w pro-
centach oznaczony
nefelometrycznie

Czas inkubacji 60 minut 90 minut

a 0 0
b 65 76

Dowody Willstattera na istnienie amylazy w miesniu nie sg
Sciste. Redukcja przypisywana cukrowcowi prostemu jest redukcjg przez
ester heksozo-jednofosforowy. Warto$¢ redukcyjna estru Emb den a
oznaczona metodg Hagedorna i Jensena odpowiada 67°/0, metoda
Bertranda 80% redukcji zawartego w nim cukru. Autoliza powoduje
rozktad kwasu adenozynotréjfosforowego, koenzymu przemiany estru

6 Postepy Biochemii
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Tablica 10

Rozktad glikogenu w wyciggu dializowanym, bez dodania fosforanéw, w obecnosci
chlorku sodowego

Wyciag miesniowy wodny; autoliza: 5 godzin, dializa: 22 godzin: zawartos$¢
fosforu nieorganicznego: 5 mg®/#.

Sktad zacierdéw:

a. 20 ml wyciggu, 1 ml IN 5 ml wody, 2 ml M/3 mod. fos- 2 ml gli-
NacCl, foranowego kogenu
2,7%>
b. 16 mg kwa- o
su ade-
nilowego
(M/685)
c. ” 1 ml wody 7 ml mode-
ratora we-
ronalowego
d. 1 ml 1 N NacCl

Inkubacja w 20°, pH 7

Zawarto$¢ glikogenu oznaczono metodg Pfliigera. Do gorgcego 60°/0
wodorotlenku potasowego dodano réwng objeto$¢ zacieru i ogrzewano
przez godzinge we wrzgacej tazni wodnej. Po ochtodzeniu stragcano glikogen
alkoholem i przemywano alkoholem i eterem. Po odparowaniu eteru,
wyizolowany glikogen hydrolizowano w 2,25% kwasie solnym przez trzy
godziny, we wrzacej tazni wodnej. Po zobojetnieniu oznaczano redukcje
metodg Hagedorna i Jensena.

mg glukozy po hydrolizie wyizolowanego
glikogenu (w catosci)

Czas inkubacji o 3 godz. Roéznica Ubytek w %
a 54,00 38,25 15,75 29
b. 53,50 12,625 40,875 75,5
c. 54,00 49,50 4,50 8,3
d. 54,00 51,50 3,50 6,5
Embdena w ester Hardena-Younga, i nastepowe nagromadza-

nie sie estru Embdena. Kwas jodooctowy jest jadem reakcji oksydo-
redukcyjnych, z ktérymi zwigzane jest ufosforylowanie kwasu adenitowego
iester Embdena nagromadza sie tak, jak w autolizowanych wyciggach.

Dla stwierdzenia, czy w mie$niu szkieletowym znajduje sie amylaza,
uzywatam wodnych wyciagéw miesniowych, dializowanych, o matej zawar-
tosci fosforanéw; w wyciggach takich, bez dodania fosforanéw, glikogen
nie znika zupetnie (tablica 9) lub znika w matym stopniu (tablica 10); do-
danie jonu chlorowego, aktywatora amylazy, jest bez wptywu. Wyniki
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moich doswiadczen nie zupeinie zgadzajg sie z wynikami, ktére podat
Mystkowski (18). Stwierdza on w wyciggach dializowanych ubytek
glikogenu; rozktad glikogenu aktywowany jest przez jon chlorowy; tworze-
nie sie substancji redukujgcej przewyzsza mozliwg fosforylacje przez za-

warte w wyciggu fosforany.
W doswiadczeniu podanym w tablicy 9 nie ma rozktadu glikogenu

w obecnosci jonu chlorowego, jezeli nie ma fosforandw. W doswiadczeniu
w tabeli 10, rozktad glikogenu w obecnosci fosforanéw aktywowany jest
kwasem adenilowym; bez dodania fosforandw maty ubytek glikogenu (c)
nie jest zwiekszony po dodaniu chlorku sodowego (d).

Wyciagi miesniowe nawet po diugotrwaltej dializie zawierajg jeszcze
fosforany wolne w iloSci od 5do 10 mg°/o. Matych ubytkéw glikogenu stwier-
dzanych w takich wyciggach — bez dodania fosforanéw — nie zwieksza
dodanie jonu chlorowego (tablica 10). Rozktad glikogenu w obecnosci nawet
matej ilosci fosforanéw i brak aktywacji przez jon chlorowy, wskazuje

Tablica 11

Dziatanie floryzyny na rozkiad glikogenu przez amylaze $linowa i amylaze trzustkowga

Amylaza Slinowa: przesgczona $lina rozcienczona dziesieciokrotnie woda
destylowang

Amylaza trzustkowa: 0,5°/0 roztwdr wodny preparatu Mercka.
Sktad zacierdw:

a. 48 ml amylazy, 0,3 ml M/5, 04 ml wody, 15 ml 34%> glikogenu

Slinowej NacCl w moderatorze we-
ronalowym
0,4 ml flory-
zyny (M/87))
c. 48 ml amylazy, 0,4 ml wody
trzustkowej
d. » » 0,4 ml flory- ”

zyny (M/87))
Inkubacja 90 minut w temperaturze 38°. Zawarto$¢ glikogenu oznaczona
nefelometrycznie w przesaczach trojchlorooctowych .

Ubytek glikogenu w %

Amylaza $linowa 815
80,0
Amylaza 92.0

trzustkowa 90.0

6%
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raczej na fosforolize niz na hydrolize. Aby uwolni¢ lub wykluczy¢ dziatania
amylazy w wyciggach z miesni szkieletowych, nalezato zupetnie zahamowac
dziatanie fosforolazy czynnikiem, ktéry nie ma wptywu na amylaze.

Jadem specyficznym fosforolizy glikogenu jest floryzyna. Lunds-
gaard (15 zauwazyt wptyw floryzyny na powstawanie kwasu mleko-
wego w miazdze mie$niowej i wykazat, ze dziatanie to polega na zahamo-
waniu fosforycji. Ostern, Guthke i Terszakowec (19) stwier-
dzili, ze floryzyna w stezeniu 1/100 molarnym hamuje rozktad glikogenu
na ester heksozo-jednoifosforowy, a nie ma wptywu na powstawanie estru
heksozo-dwufosforowego z estru jednofosforowego i kwasu adenozynotrgj-’
fosforowego.

Floryzyna nie dziata na hydrolize glikogenu przez amylaze. W zacie-
rach, zawierajagcych amylaze $linowg lub trzustkowg chlorek sodowy i gli-
kogen rozpuszczony w moderatorze weronalowym lub fosforanowym,
stwierdzatam rozktad glikogenu réwnie szybki po dodaniu floryzyny, jak
w probach kontrolnych bez floryzyny. W tablicy 11 podane sg wyniki takie-
go doswiadczenia

Tablica 12

Rozktad glikogenu w wyciggu z mie$nia sercowego w zatruciu floryzynowym

Wyciag wodny z mieé$nia sercowego wotu; autoliza: 6 godzin; dializa: 16
godzin; zawartos$¢ fosforu nieorganicznego: 5 mg°/o

Sktad zacieréw:

a. 20 ml wyciagu, 2,5 ml wody, 2 ml 3,84% glikogenu
b. . 1 ml wody

1.5 ml floryzyny (M/120)
C. " 1, ml IN NacCl

15 ml floryzyny (M/120)
Inkubacja w 20°, pH 7

Ubytek glikogenu w%
oznaczony nefelome-

trycznie
Czas inkubacji 2 godz. 5 godz.
a. 0 0
0 0

C. 33 63
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Wyciggi z miesnia sercowego zawierajg obok fosforolazy takze i amy-
laze (1), ktora aktywuje sie przez jon chlorowy i w nieobecnosci fosforanéw
hydrolizuje glikogen. W wyciagach z miesnia sercowego floryzyna w obec-
nosci chlorku sodowego nie ma wptywu na rozktad hydrolityczny glikogenu
(tablica 12)

Inaczej zachowuja sie wyciagi z miesnia szkieletowego. Jezeli w diali-
zowanych wyciggach, bez dodania fosforanéw, zahamuje sie floryzyna i tak
juz staby rozktad glikogenu, to dodanie jonu chlorowego jest bez wptywu,
glikogen nie znika. Wyciagi takie, ktdre po uzupetnieniu fosforanami roz-
ktadajag gtadko glikogen, nie byty poddawane Zzadnej inaktywacji, ktéra
mogtaby ewentualnie wptyngé i na amylaze (tablica 13)

Tablica 13
Rozktad glikogenu w wyciagu z mie$nia szkieletowego w zatruciu floryzynowym
Wyciag wodny z mies$nia szkieletowego; autoliza: 3 godziny; dializa: 17

godzin; zawarto$¢ fosforu nieorganicznego: 8 mg°/e
Sktad zacieréw:

a. 10 ml wyciagu, 15 ml M/3 moderatora 1ml 3,82°/o glikogenu
fosforanowego
1.5 ml wody
1 ml wody
0.5 ml floryzyny (M/125)
d. 1, ml 1 N NacCl

0,5 ml floryzyny (M/125)
Inkubacja w 20°, pH 7

Tab. a mg fosforu w catosci
Czas inkubacji 0 90 minut Ubytek fosforu
w mg
a. 16,83 12,00 4,83
b. 0,815 0,575 0,24
c. 0,82 0,82 0
d. 0,81 0,82
0
Tab. b Ubytek glikoger_lu_ w % po 90 minu-
towej inkubacji
Oznaczenie Nef. P
a. 85 66
b. 10 33
C. 0 0
d. 0 0
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Floryzyna, ktéra nie ma dziatania na amylaze $linowg trzustkowa, i na
amylaze zawartg obok fosforolazy w wyciggu z mie$nia sercowego, hamuje
zupetnie rozktad glikogenu w wyciggach z miesni szkieletowych i zahamo-
wania tego nie mozna usuna¢ przez jon chlorowy, ktory aktywuje amylaze
W wyciggu z miesnia sercowego.

W doswiadczeniach powyzej podanych nie stwierdzitam w wyciggach
zmiesni szkieletowych krélika, dziatania na glikogen, ktére mozna by przy-
pisa¢ amylazie. Glikogen ulega rozktadowi tylko w obecnosci fosforandw,
rozktad ten hamuje floryzyna, na zahamowanie to nie wptywa jon chlorowy.
Wynika z tego, ze rozktad glikogenu w przemianach
wstepnych polega tylko na fosforolizie.

Streszczenie

1. Aktywatorem fosforolizy obok kwasu adenilowego jest takze i kwas
inozynowy.

2. Aktywacja fosforolizy kwasem adenozynotréjfosforowym sprowadza
sie do aktywacji przez powstaty w wyciggu z kwasu adenozynotréjfosforo-
wego kwas adenilowy lub z kolei kwas inozynowy.

3. Pyrofoisfataza rozktadajgca kwas adenozynotrdjfosforowy i znajduja-
ca sie w wyciggach nie ulega zniszczeniu przez autolize, dialize i przez prze-
chowanie wyciggu pare tygodni. Wyciagi nieczynne fosforolitycznie zawie-
rajg pyrofosfataze.

4. Floryzyna nie hamuje dziatania hydrolizujgcego amylaz.

5. Rozktad glikogenu w procesach wstepnych polega tylko na fosforoli-
zie.
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TADEUSZ MANN

Ergotioneina, jej wystepowanie i rola w przyrodzie

Odkrywcg ergotioneiny w przyrodzie byt badacz francuski Tanret
(41), ktéry wyosobnit te substancje w roku 1909 ze sporyszu (ergot, Clavi-
ceps purpurea) i wykazat, ze jej skiad chemiczny odpowiada wzorowi:
C9H15N302S. W dwa lata pézniej Barger i Ewins (2) wykazali, ze
ergotioneina jest betaing tiolohistydyny (wzér 1) i zawiera siarke w formie
fatwo odszczepialnej, ktéra przechodzi pod wptywem odczynnikéw utlenia-
jacych, jak np. woda bromowa lub chlorek zelazowy, w wolny kwas siarko-
wy. tatwos¢, z jaka mozna odszczepi¢ siarke, odréznia ergotioneine od
dwoch innych zwigzkdw siarkowych wystepujgcych w przyrodzie, a mia-
nowicie cysteiny i glutanionu, i stanowi ona podstawe jednej z metod uzy-
wanych do réznicowego i iloSciowego oznaczania ergotioneiny (5, 42). Osta-
teczny dowod na strukture chemiczng ergotioneiny przeprowadzili dopiero
kilka lat temu Heath, Lewson i Rimington (11, 12), ktérym to
badaczom udato sie sporzadzi¢ ergotioneine syntetyczng z tiolohistydyny.

A N-CH
KS—C

N—C—CH2—CH-COO- Wzér |I: Ergotioneina

N—C—CHa—CH-COOH Wzér II: 2-Tiolohistydyna

H I
NH?2
/ A< fH
S-C
N—C—CH2—CH- H Wzér I1l: 2-S-K ksyhi
C_H500C c—C CI COOo z0r S-Karboetoksyhistydyna
NH,

[89]
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Zasadnicze kroki w tej syntezie byty (i) przeksztatcenie tiolohistydyny
(wzér I1) w 2-S-karboetoksyhistydyne (wzér I11); (ii) metylowanie za po-
mocg jodku metylowego, w obecnosci tlenku srebra, na zwigzek srebrowy
betainy 2-S-karboetoksyhistydyny; (iii) hydroliza i dekarboksylacja tegoz
zwigzku, w obecnosci 3 N kwasu solnego; (iv) usuniecie srebra z roztworu
za pomocg siarkowodoru, i strgcenie wolnej ergotioneiny w formie zwigzku
z kwasem fosfoto wolframowym; i (v) przemiana w zwigzek barowy, z naste-
powym usunieciem baru i strgceniem wolnej ergotioneiny w formie kry-
stalicznej za pomocg etanolu.

Tiolohistydyna jako taka nie zostata dotychczas nigdy odnaleziona
w przyrodzie, a otrzymac jg mozna wytacznie drogg syntezy chemicznej (1,
10). Co wiecej, tiolohistydyna nie dziata w ustroju zwierzecym jako czyn-
nik wzrostowy i nie mozna jej uzy¢ do zastgpienia histydyny (37). Podana
zwierzeciu w pokarmie wydziela sie przewaznie w moczu, w formie niez-
mienionej (13).

Sporysz, z ktérego mozna otrzymac ergotiomeine w iloSciach od 65 do 260
mg/100 g (6, 23, 39), uchodzit az do roku 1925 za jedyne zrédto ergotioneiny
w przyrodzie. W tym to roku jednak Hunter i Eagles (21)izolowali
zkrwinek Swinisubstancje krystaliczng, ktorg nazwali ,,sympectothion” (22)
i ktora, cho¢ nie identyczna z kwasem moczowym, wykazata witasciwosci
podobne do kwasu moczowego, dajgc identyczne reakcje barwne z kwasem
fosforowolframowym i arsenofoisforowolframowym. Niezaleznie od tych
autorow inna grupa badaczy amerykanskich, a mianowicie Benedict,
Newton i Behre (3), uzyskata z krwi substancje o wtasnosciach po-
dobnych. Ta druga substancja, nazwana ,thiasin”, okazata sie wkrotce nie
tylko identyczna ze sympectothionem, ale jednoczesnie takze z dawna juz
znang ergotioneing (7, 38). Badania dalsze wykazaty, ze ergotioneina krwi
(niekiedy nazywana tez w literaturze amerykanskiej ,,thioneine”) znajduje
sie tylko wewnatrz ciatek czerwonych, a brak jej zupeinie w osoczu lub su-
rowicy. Do ilosciowego oznaczania ergotioneiny we krwi uzywa sie obecnie
najczesciej metody kolorymetrycznej Huntera (18, 19, 24), opartej na
reakcji dwuazowej. Zawartos¢ ergotioneiny we krwi jest znacznie nizsza
niz w sporyszu; waha sie ona od 1,8 do 1,95 mg/100 ml u cztowieka; od 1,3 do
3,1 mg/100 ml u szczura; i od 2,0 do 26,5 mg/100 ml u Swini (20).

Przed kilku laty udato sie nam stwierdzi¢ w wspétpracy z badaczem wio-
skim Enzo Leone, zew ustroju zwierzecym istnieje oprécz krwi drugie
jeszcze, i to znacznie bogatsze Zrédto ergotioneiny, a mianowicie w osoczu
nasienia swini (25, 32). Przez szereg lat poprzedzajacych odkrycie ergotio-
neiny w nasieniu meskim wiadome byto, ze osocze nasienia zaré6wno czto-
wieka j:ak i roznych zwierzat zawiera sktadnik niebiatkowy, ktéry ma zdol-
no$¢ do redukowania na zimno zaréwno azotanu srebra jak i 2 : 6-dwuchlo-
rofenoloindofenolu. W braku jednak doktadniejszych danych o istocie che-

\'



[3] ERGOTIONEINA, JEJ WYSTEPOWANIE | ROLA W PRZYRODZIE 91

micznej tegoz skiladnika uwazano go powszechnie za kwas askorbinowy,
ktéry jak to wiadomo, posiada podobne wiasciwosci redukujgce (4). Celem
stwierdzenia identycznosci redukujacej substancji w nasieniu podjelismy
prébe izolacji z nasienia knura. Do wyboru tego zwierzecia sktonit nas fakt,
ze ejakulaty knura cechuje wyjatkowo duza objeto$¢, a mianowicie od 150
do 500 ml. W trakcie oczyszczania zauwazyliSmy, ze rownolegle ze zdolnos-
cig do redukowania azotanu srebra i dwuchlorofenoloindofenolu wzrasta
proporcjonalnie zawarto$¢ siarki zwigzanej w formie organicznej. Przeko-
naliSmy sie jednak natychmiast, ze siarka ta nie pochodzi ani od cysteiny,
ani od glutationu, gdyz obecna jest w formie bardzo labilnej, przechodzacej
tatwo w kwas siarkowy. Kiedy wykonalismy reakcje dwuazowg, wypadta
ona dodatnio, a w miare dalszego oczyszczania substancji, otrzymaliSmy pre-
paraty, w ktérych zawarto$¢ siarki byta proporcjonalna do intensywnosci
odczynu dwuazowego. Wszystkie te dane przemawiaty za tym, ze substan-
cja redukujaca zawarta w nasieniu knura nie jest kwasem -askorbinowym,
tak jak to mylnie przypuszczali dawni badacze, lecz jest identyczna z ergo-
tioneing. Przypuszczenie to okazalo sie stuszne i dalsze oczyszczanie dopro-
wadzito w koricu do wyosobnienia krystalicznej substancji o sktadzie iden-
tycznym z ergotioneing, a wiec C9H15N302S. Czysto$¢ preparatu przekry-
stalizowanego kilkakrotnie (z etanolu) potwierdzona zostata przez poréwna-
nie z ergotioneing syntetyczng, a analiza chromatograficzna nie wykazata
obecnosci jakichkolwiek aminokwasdéw dajacych odczyn ninhydrynowy,
a takze nie ujawnita jakichkolwiek innych zwigzkéw siarkowych. Nadmieni¢
nalezy, ze ergotioneing, choé spokrewniona chemicznie z aminokwasami,
nie daje odczynu zninhydryna, gdyz jej grupa aminowa nie jest wolna. Z tej
to przyczyny zapewne obecno$¢ ergotioneiny w nasieniu uchodzita przez tak
dtugi czas uwadze réznych badaczy, ktorzy postugiwali sie przy chromato-
grafii nasienia odczynem ninhydrynowym.

Przy doktadniejszym badaniu (32) okazalo sie, ze ergotioneing nasienia,
w odrdznieniu od ergotioneiny krwi, ma charakter sktadnika zewnatrzko-
morkowego, a komorki plemnikowe nie zawierajg jej zupetnie. Zrodtem
ergotioneiny w ustroju knura okazaly sie pecherzyki nasienne (vesicae se-
minales). Sa to duze narzady wypetnione zwykle obfitg, kleistg wydzieling
0 objetosci stu lub kilkuset mililitrow. Wydzielina ta zawiera oprécz ergo-
tioneiny takze fruktoze (27), kwas cytrynowy (17) i inozytol (28, 29). Cechu-
je sie ona tym, ze podczas ejakulacji wyptywa nieco p6zniej niz plemniki
1stanowi tzw. poplemnikowga frakcje nasienia (8, 31). W prébkach wydzieliny
pecherzykow nasiennych pobranych od dwudziestu ré6znych knuréw znalez-
liSmy od 29 do 256 mg/100 mi; przecietna wartos¢ wynosita 79 mg/100 ml.

Knur nie jest bynajmniej jedynym zwierzeciem, u ktdrego ergotioneing
wystepuje w nasieniu. Szczegdlnie wysokie stezenie ergotioneiny cechuje
réwniez nasienie ogiera (33), a ostatnio udato sie nam takze stwierdzié obe-
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cno$¢ pokaznych ilosci ergotioneiny w wydzielinach z meskich gruczotéow
dodatkowych dwoch zwierzat owadozernych, a mianowicie kreta i jeza (30).
Nasienie cztowieka zawiera ergotioneiny bardzo niewiele, a nasienie byka
zaledwie $lady. Wysoka zdolnos$¢ redukujaca osocza nasiennego byka wzgle-
dem azotanu srebra i dwuchlorofenoloindofenolu pochodzi gtéwnie od kwa-
su askorbinowego, 0 czym mozna sie przekona¢ uzywajagc metody dwunitro-
fenilohydrazynowej (32, 40).

Biosynteza ergotioneiny w ustroju zwierzecym.
Jak dotad, brak jest dowodu na to, ze ustr6j zwierzecy ma zdolno$é do bio-
syntezy ergotioneiny, a wszystkie ostatnio wykonane do$wiadczenia wska-
zujg raczej, ze ergotioneina krwinek i osocza nasiennego jest pochodzenia
egzogennego. Przemawiajg za tym przede wszystkim doswiadczenia wyko-
nane nad wptywem pokarmu na poziom ergotioneiny we krwi i w nasienia,
Z naszych doswiadczen wynika, ze ergotioneina syntetyczna, zawierajaca
siarke radioaktywng, wydziela sie w stanie niezmienionym w osoczu nasien-
nym knura (13). Po podaniu metioniny opatrzonej grupg sulfhydrylowg ra-
dioaktywng zjawia sie wprawdzie w nasieniu zwigzek siarkowy, zawieraja-
cy siarke w formie tatwo odszczepialnej, i zachowujgcy sie chemicznie bar-
dzo podobnie do ergotioneiny, ale nie jest on identyczny z ergotioneina;
krystaliczna ergotioneina sporzgdzona z nasienia knura zywionego pokar-
mem z domieszka radioaktywnej metioniny jest pozbawiona radioaktywnos-
ci (14, 36).

Cho¢ ustroj zwierzecy, jak sie wydaje, jest pozbawiony zdolnosci do two-
rzenia witasnej ergotioneiny, ma on duzg zdolnos¢ do przyswajania ergotio-
neiny podanej w pokarmie, a takze do przetwarzania pewnych substancji
pokarmowych na ergotioneine. Na razie brak jednak doktadniejszych da-
nych dotyczacych istoty chemicznej ,prekursora” ergotioneiny. W roku
ostatnim pojawito sie natomiast kilka prac nad mechanizmem tworzenia
sie ergotioneiny w sporyszu. Prace te wykazaly, ze biosynteza ergotioneiny
przebiega gtadko w kulturach Claviceps purpurea. Heath i Wi ldy (15,
16) wykazali, ze octan zawierajacy wegiel radioaktywny zuzyty zostaje przez
kulture C. purpurea na synteze histydyny iergotioneiny. Wedtug tych auto-
réw ergotioneina tworzy sie prawdopodobnie droga metylacji histydynolu
(alkoholu wywodzacego sie od histydyny) i nastepowego utlenienia betainy.
Tym samym autorom udato sie réwniez wykazac, ze C. purpurea ma zdol-
nos$¢ do przetwarzania grupy sulfhydrylowej zawartej w metioninie na gru-
pe sulfhydrylowg ergotioneiny. Nie oznacza to naturalnie, Zze metionina jest
bezposrednim dawcg siarki ergotioneiny, a istnienie zwigzku posredniego
miedzy metioning i ergotioneing jest wysoce prawdopodobne. Z ostatnich
prac Melville’a i jego wspétpracownikéw (34, 35), wynika, ze zdolnos¢
do biosyntezy ergotioneiny nie jest ograniczona do C. purpurea, lecz ze po-
siadaja ja rowniez inne grzybki, a w szczeg6lnosci Neurospora crassa. Auto-
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rowie ci wykazali, ze w odréznieniu od (2-14C)-L-histydyny, ktéra zamienia
sie w plesni na (14C)-ergotioneine, tiolohistydyna zawierajgca radioaktywny
wegiel nie moze stuzy¢ jako podtoze do syntezy ergotioneiny. Ci sami bada-
cze wykazali réwniez, ze z metioniny zawierajgcej 14C w grupach metylo-
wych tworzy sie w kulturach plesni (14C)-ergotioneina, zawierajgca wegiel
radioaktywny catkowicie w postaci grup metylowych.

Czynnos$é fizjologiczna. Nasze doswiadczenia dotyczace
funkcji ergotioneiny w nasieniu zwierzecym wskazujg, ze grupy SH ergo-
tioneiny, dzieki swojej zdolnos$ci redukujacej, sa w stanie dziata¢ redukujgco
na grupy SH zawarte w biatku wewnatrzkomdérkowym plemnikéw. Z dru-
giej strony wiadomo dobrze, ze ruchliwo$¢ plemnikéw zalezna jest Scisle
od tego, czy ich biatka wewnatrzkomdrkowe znajdujg sie w stanie zreduko-
wanym tzn. w formie sulfhydrylowej. Wszelkie odczynniki, ktdre tgczg sie
z grupami SH, lub ktdre utleniajg te grupy na S-S, dziatajg na plemniki
zabojczo, pozbawiajac je ruchliwosci. Ttumaczy, to dlaczego substancje tego
rodzaju, jak niektére zwigzki organiczne rteci, posiadajg zdolnos¢ inakty-
wowania plemnikdw. Podobnie dziatajag réwniez kwas jodooctowy, kwas
jodoisobenzoesowy i woda utleniona. Z naszych doswiadczen wynika, ze
ergotioneina ma zdolno$¢ ,,chronigcg” wzgledem plemnikdéw, tj. dodana do
nasienia chroni ona plemniki przed dziataniem substancji inaktywujacych
grupy sulfhydrylowe (32). Inng ciekawg czynno$¢ ergotioneiny zaobserwo-
wali niedawno Grosman i Kaptan (9). Przekonali sie oni, ze czyn-
nos$¢ oczyszczonej ,,DPN-azy” czyli enzymu sporzgdzonego z krwinek, ktory
cechuje sie zdolnoscig odszczepiania amidu kwasu nikotynowego z nukleo-
tydu dwufosfotpirydynowego (kozymazy), daje sie zahamowaé za pomoca
amidu kwasu nikotynowego tylko wtedy, gdy dodano ergotioneiny. Stad
tez preparaty ,DPN-azy” krwinkowej, z ktérych usunieto ergotioneineg
przez oczyszczenie, nie sg wrazliwe na hamujacy wptyw amidu kwasu niko-
tynowegol

Do catkowitego wyjasnienia roli ergotioneiny w ustroju droga jest praw-
dopodobnie daleka i brak réwniez jeszcze danych dotyczacych mechanizmu
przemian enzymatycznych, ktérym ergotioneina podlega w watrobie i w in-
nych tkankach. Wydaje sie jednak prawdopodobne, ze pierwszy krok
w przemianie ergotioneiny stanowi utlenienie grup sulfhydrylowych, za-
tem przemiana zwigzku zredukowanego, cechujacego sie obecnoscig grup
SH, na zwiazek utleniony zawierajacy grupy -S-S.

Zdolno$¢ ustroju meskiego do wydzielania ergotioneiny w nasieniu za-
lezna jest od obecnos$ci hormonu piciowego meskiego. Znika ona zupetnie
po usunieciu jader, a powraca szybko po wstrzyknieciu testosteronu. Nie
jest rzeczg wykluczong, ze zdolno$¢ tworzenia sie ergotioneiny szpiku kost-
nego i krwinek zalezna jest rGwniez w pewnej mierze od obecnosci hormo-
néw piciowych. Wskazujg na to ostatnie doswiadczenia nad zachowaniem
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sie ergotioneiny we krwi szczura (26), ktore wykazaty, ze samce posiadaja
duzo wyzszy poziom ergotioneiny we krwi anizeli samice, i ze poziom we
krwi samic mozna znacznie podwyzszy¢ przez zastrzyki testosteronu.
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J. L. REIS

O 5-nukleotydazie *

Badania nad 5-nukleotydazg rozpoczety sie w pracowni profesora P ar-
nasa w roku 1934, W tym czasie Ostern i Mann (16) badali
przemiany, jakim podlega kwas adenilowy w mie$niach sercowych. Kwas
adenilowy, jak wiadomo, pobudza migsien sercowy do skurczu, jednak dzia-
tanie to szybko ustaje na skutek rozktadu kwasu adenilowego. Obecna
w miesniach sercowych dezaminaza kwasu adenilowego okazata sie wiasnie
tym czynnikiem, ktory przemienia kwas adenilowy w inozynowy, zwigzek
nie posiadajgcy juz dziatania skurczowego na mie$nie sercowe. Wydawato
sie jednak bardzo prawdopodobnym, Ze i inna droga rozktadu kwasu adeni-
lowego jest tu mozliwa, a mianowicie jego przemiana przez odszczepienie
fosforanu w adenozyne i dezaminacja tej ostatniej przez obecng w migséniach
sercowych dezaminaze adenozynowga. Na te droge rozktadu kwasu adenilo-
wego wskazywato w szczeg6lnoSci to, ze jego dezaminacja przez miazge
miesni sercowych niektérych zwierzat dawata sie w znacznym stopniu za-
hamowaé¢ dodaniem fosforanéw. Oczywiscie do tego procesu potrzebne by
byto dziatanie fosfatazy. O obecnos$ci fosfotaz w mie$niach w tym czasie
niczego nie wiedziano i wobec tego profesor Parnas polecit mi przeba-
danie tego zagadnienia.

Wybidrczosé

W wyniku przeprowadzonych doswiadczen okazato sie, ze miazga mie$ni
sercowych ma duzo silniejsze dziatanie defosforylacyjne niz miazga miesni
szkieletowych, a takze, ze dziatanie to ogranicza sie przewaznie do kwasu
adenilowego (tzw. ,miesniowego” czyli nukleotydu adenozyno-5-fosforo-
wego) ido kwasu inozynowego (inozyno-15-fosforowego). W tych samych wa-
runkach doswiadczalnych kwas glicerofosforowy (a i (3, lub ester glukozo-
fosforowy ulegajg hydrolizie w duzo mniejszym stopniu. Fakt, ze nukleotyd
adeninowy (kwas adenilowy ,drozdzowy” czyli adenozyno-3-fosforowy)
albo gwanilowy (gwanozyno-3-ifosforowy) podlegatly roszezepieniu w stop-
niu podobnym do np. glicerofosforanu, a nie w stopniu podobnym do kwasu
adenilowego ,miesniowego” (adenozyno-5-fosforowego) pozwolit ustali¢, ze

* Postgraduate Medical School, London
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warunkiem wybidrczosci jest tu swoista struktura estréw (nukleotyddw)
nukleozydo-5-fosforowych, a mianowicie zwigzanie fosforu z pigtym we-
glem pentozy. Stad powstata nazwa zaproponowana przez profesora Par-
nasa: 5-nukleotydaza (Reis 18,19).

W ostatnich czasach zagadnienie wybidrczosci 5-nukleotydazy zostato
opracowane przez Heppela i Hilmoe’go (6). Przebadali oni kilka
dotychczas nie badanych pod tym wzgledem nukleotydéw ,,5-fosforowych”,
potwierdzajgc dotychczasowe wyniki wskazujgce na wybitng wybidrczosé
tego enzymu. Nawet wywodzace sie z kwasu adenilowego estry adenozyno-
-5-trojfosforowy lub adenozyno-5-dwufosforowy juz nie podlegajg dziata-
niu 5-nukleotydazy (tabl. 1); to samo tyczy sie estru rybozo-5-fosforowego.

Tablica 1

Wybiérczos¢ 5-nukleotydazy

Reis (23) (pH 7-5) Herﬁpeéki' Hél_rg)oe (6)

Ester biata sub- czes¢ ko- ©0S0¢Z€ ptynu nasien-
stancja  rowaner- nego bydlecego

mozgu ki bydle-

bydlecego cej surowe preparat
oczyszczony

cytydyno-5-fosforowy 250 268
urydyno-5-fosforowy — _ 227 220
inozyno-5-fosforowy 120 100 115 113
adenozyno-5-fosforowy 100 100 100 100
nikotamidorybozo-5-fos- _ _ 70 67

forowy
adenozyno-3-fosforowy 2.0 _ 0.2 0.004
gwanozyno-3-fosforowy _ _ 0.4 0.0l
adenozyno-5-trojfosforo-

wy 16 — 2.8 0.39
adenozyno-5-dwufosforo-

wy — — 7.6 0.9
rybozo-5-fosforowy — _ 13 0.8
glukozo-6-fosforowy 20 _ 0.7 0.01
fruktozo-l,6-dwufosforo-

wy 14 - 0.3 0.01
a glicerofosforowy 1.1 145 _ _
(3 glicerofosforowy 2.9 172 0.7 0.004
kwas pyrofosforowy 17 _ 0.2 0.004

Wyniki powyzsze podano w sikiali poréwnawczej, przyjmujac dla kwasu adenilo-
wego ,mieSniowego” (adetnozylo-5-fosforowego) warto$¢ 100.

Wycigg substancji biatej moézigu zawiera pewng ilo$¢ fosfatazy niewybidrczej;
osocze piynu nasiennego bydlecego ma tylko bardzo nieznaczng ilo$§¢ tego enzy-
mu. Wyciag z korowej cze$ci nerki bydlecej podano tu jako przyktad dziatania
fosfatazy niewybidrczej (alkaliczmeij), wolnej odl5-nukleotydazy.
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Metodyka oznaczen

Niestety nic jesteSmy w stanie oznaczy¢ aktywnosci j5-nukleotydazy
bezposrednio, a to z tego powodu, ze jej podtoze: nukleotydy ,,5-fosforowe”
sg takze rozkladane przez niewybidrczg fosfataze. Wobec tego musimy
zawsze porownywaé wyniki otrzymane przy uzyciu jakiego$ nukleotydu
,,b-fosforowego”, np. kwasu adenilowego lub inozynowego, z wynikami
otrzymanymi dla jakiego$ innego estru fosforowego, np. fenylofosforanu lub
glicerofosforanu. Réznica miedzy tymi dwiema wartosciami odpowiada
w przyblizeniu dziataniu 5-nukleotydazy. Oczywiscie metoda ta nie jest do-
ktadng; wiadomo, ze fosfataza niewybidrczg dziata w réznym stopniu na
rézne estry fosforowe, wiec tez otrzymane wyniki mozemy uwazac tylko
jako przyblizone.

W moich doswiadczeniach poréwnujac aktywnosci rozmaitych tkanek.,
wykonywatem oznaczenia w pH 7,5. Optymalne pH 5-“nukleotydazy nie od-
biega daleko od tego oddziatlywania. Fosfataza niewybidrczg ma w tym
oddziatywaniu bardzo niskg aktywnos$¢, dzieki czemu nie przystania aktyw-
nosci 5-nukleotydazy. Porédwnanie aktywnosci obydwdch tych enzymoéw
w fizjologicznym oddziatywaniu wydaje sie bardzo wazne jes$li chodzi o ich
znaczenie w organizmie.

5-Nukleotydaza zaréwno jak i fosfataza dziataja w pewnych granicach
prawie niezaleznie od stezenia podtoza i proporcjonalnie do czasu reakcji
i do ilosci enzymu. Dzieki temu tez mozna przelicza¢ wyniki réznych do-
Swiadczen celem otrzymania czego$ w rodzaju jednostek dziatania enzymu.
Wygodnie jest obliczaé ilo$¢ iigP fosforanu odszczepionego przez dziatanie
wyciggu z jednego mg tkanki w ciggu 1godziny, pH 7.5, t. 38°. W ten sposdb
doswiadczenia wykonane z rézng iloscig wyciggu tkankowego i w réznych
czasach inkubacji mozna ze sobg poréwnywac. Oczywiscie unikaé¢ nalezy
zbyt duzej hydrolizy podioza nie przekraczajgc 50°0.

Wyciagi tkankowe sporzgdzano pozostawiajgc drobno zmielong (,,homo-
genised”) tkanke z 10- lub 20-krotng iloscig wody i kilkoma kroplami chloro-
formu przez 2 doby w temperaturze pokojowej. Po odwirowaniu czesci nie-
rozpuszczalnych otrzymany wycigg uzywano do oznaczen aktywnosci
enzymow.

Szczegbly moich oznaczen sg nastepujace:

Do probéwki zawierajgcej 1.6 ml 0.05 M moderatora weronalowego
0 pH 75,102 ml 001 M roztworu podtoza (pH 7.5) tj. kwasu adenilowego
'lub fenylofosforanu sodowego, umieszczonej w termostacie wodnym o t. 38°,
dodawano 0,2 ml wyciggu tkankowego. Po uptywie czasu inkubacji (zwy-
kle 15 do 60 min.) dodawano 4 ml 5% kwasu trojchlorooctowego i po-
wstaty osad odwirowywano. Ptyn przelewano do innej probowki i oznaczano
w nim wolny fosforan metodg kolorymetryczng Fiske i Subbarowa.

7 Postepy Biochemii
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Dla otrzymania barwy dodawano 0.2 ml 10% molibdenianu amonowego
w 30% (obj.) kwasie siarkowym i 0.1 ml 0.2% kwasu aminonaftolosuIfono-
wego w 12% kwasnym siarczynie sodowym i 24°'o siarczynie sodowym
(kryst.). Probowke wstawiano na 10 min. do termostatu wodnego o t. 38°,
poczem oznaczano intensywno$¢ barwy fotometrem.

Wystepowanie

Dziatanie '5-nukleotydazy najpierw byto opisane w mies$niach sercowych.
Za sugestia Osterna przeprowadzono dalsze badania na tkance mo6zgo-
wej, rozszerzajac je pbézniej i na inne tkanki zwierzece. Jak widaé z tabli-
cy 213 (Reis 20, 21, 22, 24), wystepowanie 5-nukleotydazy jest bardzo
nierownomierne. Dotychczas nie udato sie ustali¢ zadnych regut. Réznice
miedzy zwierzetami sg bardzo wielkie. Zwraca uwage fakt, ze w tkankach,
ktére dotychczas uwazano za typowe dla niewybidrczej fosfatazy, 5-nukleo-
tydaza czesto takze wystepuje, majac w fizjologicznym oddziatywaniu
aktywnos$¢ czesto duzo wiekszg od fosfatazy. Dla przyktadu mozna wymie-
ni¢ z tkanek ludzkich cze$s¢ korowa nerki, chrzastke kostniejacg (rys. 2)
albo sploty naczyniaste mozgu. Wydaje sie, ze istniejg pewne gatunki zwie-
rzat, ogolnie biorgc, obfitujgce w 5-nukleotydaze, jak np. szczur, u ktérego

Tablica 3

Wystepowanie 5-nukleotydazy w tkankach ludzkich Reis (24)

A F A F
Nerw obwodowy 26 <0.1 Naczyniéwka 1.8 0.3
Mézg (kora) 18 0.2 §p_loty naczyniaste 3.2 0.6
Sciana aorty 25 <0.03
Siatkowka 2.2 <0.1 Jadro 3.8 0.1
Watroba 0.9 0.1 Tarczyca 4.9 0.05
Przysadka
Nerka (cz. korowa) 1.2 0.5 (cz. przednia) 42 02
Ptuca 1.2 0.2 Przysadka
Jelito czcze 0.6 0.4 (cz. tylna) . 21.2 06
Chrzastka kostnie-
tozysko 3.9 13 jaca 3.7 1.2

W powyzszej tablicy podano dziatanie wyciaggéw tkankowych na kwas adenilo-
wy (A), tj. adenozyno-5-fosforowy, i na kwas fenylo-fosforowy (F). R6znica pomie-
dzy tymi wartoéciami (A — F) odpowiada dziataniu 5-muikleotydezy.

Wyniki zostaty podlane (po przeliczeniu) pod postacig ilosci /;gP fosforanu od-
szczepiomego w ciggu jednej godziny (t. 33P, pH 7.5) przez dziatanie wyciggu odpo-
wiadajgcego 1 mg tkanki.
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enzym ten jest wysoce aktywny we wszystkich tkankach. Ze zwierzat
posiadajgcych raczej niewiele tego enzymu wymieni¢ mozna gotebia, u kto-
rego 5-nukleotydaze stwierdzono tylko w tkance ptucnej. Nie ma tu jednak
pod tym wzgledem wyraznego podziatu i poza podanymi skrajnymi przy-
padkami mozna znalez¢ wszelkie formy przejsciowe.

Guliand i Jackson (5) stwierdzili wysoce aktywna 5-nukleoty-
daze w jadzie niektérych wezéw. Mann (9) znalazt duzo 5-nukleotydazy
w osoczu bydlecego ptynu nasiennego. Re is (24) przebadat doktadniej
tkanki ludzkie, znajdujgc 5-nukleotydaze prawie wolng od fosfatazy w $cia-
nie aorty (rys. 1) i w gruczole tarczowym (tab. 2). Najmocniejsza 5-nukleo-
tydaza w tkankach ludzkich wystepuje w tylnej czesci przysadki mozgowe;j.
Ta wysoka aktywnos$é tylnej czesci przysadki ma miejsce tylko u cztowieka.
Jak wynika z dotychczasowych badan, nie moznia tego samego stwierdzi¢
u zwierzat. Dixon i Purdom (3) badali obecnos¢ 5-nukleotydazy
w surowicy ludzkiej, poréwnujac ja z fosfatazag niewybidrczg. Aktywnosé
obydwdéch enzyméw narasta w zéttaczce zastoinowej. W chorobach koSci,
jak w krzywicy lub chorobie Pageta, narasta tylko aktywnos$¢ fosfatazy.

Wiasnosci
Wptyw oddziatywania

Juz pierwsze badania nad 5-nukleotydazg wskazaty na jej odmienne od
fosfatazy zachowanie sie wobec tezenia jondw wodorowych. Jej dzialanie
jest optymalne w bliskosci pH 8.0 (rys. 1). Optimum pH waha sie nieco
zaleznie od gatunku zwierzecia. Dla tkanek ludzkich wynosi pH 7.8.
Charakterystycznym jest dla S-nukleotydazy, ze enzym ten jest zawsze
wysoce aktywny w bliskosci pH 7.5, tj. w fizjologicznym oddziatywaniu,
w przeciwienstwie do fosfatazy, zaréwno alkalicznej jak i kwasnej, ktdre
maja bardzo stabe dziatanie w tym pH. Tyczy sie to w szczeg6lnos$ci fosfa-
tazy alkalicznej, ktérej dziatanie przy pH 7.5 wynosi czasami tylko 5°0 jej
aktywnosci w jej optimum przy pH9.5 (rys. 2) .

Dziatanie jonéw i mechanizm reakcji

Magnez, ktory jak wiadomo jest aktywatorem fosfatazy alkalicznej,
aktywuje tylko nieznacznie 5-nukleotydaze, a czasami nawet nie dziata na
nig zupetnie. Ciekawym jest natomiast, ze mangan aktywuje 5-nukleotydaze
w duzym stopniu. Stezenie manganu 0.001 M daje podwyzszenie aktyw-
nosci od 130% do 160°/o (tabl. 3).

Z jonow hamujacych bardzo wyrazne dziatanie maja cynk i nikiel
(tabl. 4). Jony te nie dziatajg hamujgco na fosfataze niewybidrcza, a nikiel
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nawet aktywuje jg w stabym stopniu w mocniejszych stezeniach (Ahmed
i Reis 1957, dane dotychczas nie ogtoszone).

daze
Dializowany wyciagg ze $ciany aorty cztowieka:

25 mg tkanki, 30 minut, 38°, (Biochem. J. 48, 550,
1951).

Rys. 2. Dziatanie hydrolityczne chrzastki kostnie-
jacej cztowieka
Wycigg odpowiadajacy 8 mg tkanki, 30 minut, 38°
(Biochem. J. 48, 550, 1951).
SpTawa hamowania 5-nukleotydazy fosforanami moze rzucié pewne

Swiatto na mechanizm dziatania tego enzymu. Jak wiadomo, fosforany dzia-
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taja wybitnie hamujgco na fosfataze alkaliczng (,,competetive inhibition”).
Jest to zapewne spowodowane tym, ze tgczg sie one z grupg czynng fosfa-
tazy. Ot6z w przypadku 5-inukleotydazy to zjawisko nie wystepuje. W wa-
runkach wykonanych doswiadczen (jw. 1957) przy stezeniu podioza 0.001 M
fosforany w tym samym stezeniu zmniejszajg aktywno$¢ fosfatazy o pra-
wie 50%, podczas gdy na dziatanie 5-nukleotydazy nie majg Zzadnego
wptywu. Fakt ten pozwala przypuszczaé, ze w 5-nukleotydazie grupa czyn-
na nie faczy sie bezposrednio z grupg fosforanowga. Warto jednak zaznaczyé,
ze adenozyna takze nie wykazuje dziatania hamujgcego wobec 5-nukleo-
tydazy.

Tablica 4
Dziatanie jonéw na 5-nukleotydaze (Reis 1957)

Jony dodane w ste-
zeniu 0.001 M:

pH 7.5 — Mg Ca Ba Mn Zn Co Ni Cu CN FI Po
5-Nukleotydaza 100 112 93 116 159 11 24 3 41 104 101 95
Wycigg ze S$ciany

aorty

Kwas adenilowy(-5-)
Fosfataza alkaliczna 100 107 107 113 113 100 113 100 102 100 111 f3
Wyciag z tozyska
Fenylofosforan so-
dowy

Wyniki jpowyzsze podane sa w skala poréwnawczej.

W zwigzku z powyzszym przytoczy¢ nalezy badania Koshland
i Sprinhorn (7), ktérzy badali dziatanie 5-nukleotydazy przy uzyciu
wody z izotopem tlenu. Stwierdzili oni, ze tlen, ktérym grupa fosforanowa
taczy sie z adenozyng, ulega wymianie z otaczajgcg wodg. Wskazuje to, ze
tu wiasnie nastepuje rozbicie kwasu adenilowego.

Préby oczyszczania enzymu

Dotychczasowe doswiadczenia w tej dziedzinie nie daty zadowalajgcych
rezultatdw. 5-nukleotydaza jest enzymem duzo bardziej wrazliwym od
alkalicznej fosfatazy i r6zne metody stosowane do oczyszczenia tej ostatniej
zawodza, je$li chodzi o 5-nukleotydaze, gdyz ulega ona zniszczeniu. Reis
w 1937 zastosowat dla 5-nukleotydazy metode strecania alkoholem ieterem
(podana przez Robinson’a dla oczyszczenia fosfatazy alkalicznej), ale
rezultaty nie byty bardzo zachecajgce. Heppel i Hilmoe w 1951
starali sie oczysci¢ 5-nukleotydaze z osocza bydlecego ptynu nasiennego,
w ktorym posiada ona wielokrotnie wiekszg aktywnos$¢ w poréwnaniu z in-
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nymi tkankami. Zastosowali ona wytrgcanie siarczanem protaminowym dla
oczyszczenia roztworu, poczem wytrgcali enzym dwukrotnie siarczanem
amonowym i dwukrotnie alkoholem, oczyszczajagc ptyn otrzymany przez
rozpuszczenie osadu, absorbcja sktadnikéw nieaktywnych wodorotlenkiem
glinu. W rezultacie otrzymali ptyn, w ktérym stosunek aktywnosci
5-nukleotydazy do azotu biatkowego byt piecdziesieciokrotnie wyzszy niz
w ptynie wyjsciowym. Nalezy jednak zaznaczy¢, ze ich koncowa wydajnosé
wynosita tylko 4°/0, przy czym objeto$¢ roztworu nie wiele sie réznita od
objetosci wyjsciowej. Lenti i Cafiero (8 wzorujgc sie na powyz-
szych autorach zastosowali z czeSciowo zadawalajgcym wynikiem metode
strgcania siarczanem amonowym do oczyszczenia 5-nukleotydazy z siat-
kéwki bydlecej.

Badania histochemiczne

Histochemiczne oznaczanie fosfatazy wedtug Gomori i Takama-
t su polega na jej dziataniu w alkalicznym (okoto pH 9.5) roztworze soli
wapniowych i estru fosforowego. Powstajacy przez hydrolize estru wolny
fosforan w obecnosci soli wapniowych wypada z roztworu jako nierozpusz-
czalny iosforan wapnia dosadza sie w miejscu dziatania fosfatazy. Po ukon-
czeniu inkubacji dziataniem roztworu siarczanu kobaltowego zamienia sie
fosforan wapniowy na kobaltowy. Ten ostatni przez zanurzenie w bardzo
rozcienczonym roztworze zéttego siarczku amonowego zostaje zamieniony
na siarczek kobaltu, zwigzek czarny ,inierozpuszczalny, wyraznie widoczny
pod mikroskopem. Oczywiscie obecnos$¢ jego wskazuje na umiejscowienie
fosfatazy. Inkubacje dluzsze, ponad 4 godziny, nie okazaly sie celowe, gdyz
na ogot nie dawaty lepszych wynikéw, prawdopodobnie ze wzgledu na cho-
ciaz znikomg jednak zaznaczajgca sie rozpuszczalno$¢ fosforanu wapnio-
wego. W tych przypadkach oczywiscie zwieksza sie mozliwos¢ powstawania
artefaktow.

Gomori (4), stosujac rézne estry fosforowe stwierdzit, ze kwas adeni-
lowy daje odmienne obrazy histologiczne od innych estrow i stusznie przy-
pisat to dziataniu 5-nukleotydazy. Réwnocze$nie, Newman, Feidin,
Wolf i Kabat (16) zrobili podobne spostrzezenia,a Pearce i Reis
(17) opisali metode histochemicznego wykazywania 5-nukleotydazy opie-
rajac sie na metodzie Gomoritgo dla fosfatazy, ale uzywajgc kwasu
adenilowego jako podtoza i oddziatywania pH 7.5. Zaletg tego oddziatywa-
nia jest to, ze alkaliczna fosfotaza prawie nie dziata w tym pH. Niestety
w tym oddziatywaniu fosforan wapniowy strgca sie nie tak tatwo jak w al-
kalicznym, majac tu wiekszg rozpuszczalno$¢. Wobec tego metoda ta mo-
ze by¢ tylko stosowana przy wysokich aktywnosciach 5-nukleotydazy. Pra-
cujac w bardziej alkalicznym oddziatywaniu mamy wprawdzie tatwiejsze
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stragcenie fosforan6w, ale i alkaliczna fosfataza zaznacza tu bardziej swoje
dziatanie, wiec oprécz skrawkdéw inkubowanych z kwasem adenilowym,
kontrolne skrawki z jakim$ innym estrem fosforowym stajg sie konieczne.

Podaje tu metode stosowang przez nas. Skrawki tkanek na szkietku
podstawowym, przygotowane jak w metodzie Gomoriego dla fosfa-
tazy, uwalniano od parafiny przez zanurzenie w lekkiej benzynie. Nastepnie
skrawki otaczano cienkim pasmem wazeliny dila utrzymania na miejscu
ptynu inkubacyjnego, po czym dodawanoXbkropli 0.05 M moderatora wero-
nalowego o pH 7J5 lub 0.05 M weronalanu sodowego (pH okoto 9.0) dla fos-
fatazy alkalicznej, 1 krople 0.5 M azotanu wapniowego, 1 krople 0.1 M chlor-
ku magnezowego i | krople 0.04 M podtoza (pH 7.5), tj. kwasu adenilowego,
lub dla oznaczen kontrolnych fenylofosforanu sodowego. Preparat wstawia-
no do termostatu ot. 38°. Po ukornczeniu inkubacja zilewano ptyn, ptukano
preparat 0.1 M azotanem wapniowym (pH 8.0) i zanurzano go na 30 sek.
do 2% siarczanu kobaltowego. Po optukaniu woda zanurzano preparat
w rozcieAczonym roztworze z6tego siarczku amonowego (kropla na 50 m]
wody).

Typowym artefaktem przy wykazywaniu histochemicznym alkalicznej
fosfatazy jest barwienie sie jader komdérkowych. Zjawisko to powstaje na
tle tendencji fosforanu wapniowego do osadzania sie w substancji jadro-
wej, a takze na tle bezposredniego osadzania sie soli kobaltowych w jadrze,
€Co ma miejsce w nieznacznym stopniu. Czy w przypadku 5-nukleotydazy,
ktéra wystepuje przewaznie w jadrach komorkowych, zachodzi to samo
zjawisko, nie jesteSmy w stanie stwierdzic. Wachstein i Meisel
(26) twierdzg, ze wyniki te odpowiadajg istotnemu rozmieszczeniu 5-nu-
kleotydazy, ktéra, przynajmniej w niektorych tkankach, jest przewaznie
umiejscowiona w jadrach komorkowych.

Postugujgc sie tg metodg Antonini i Weber (1) badali aktyw-
no$¢ 5-nukleotydazy w $cianach tetniczych, stwierdzajac jej zmniejszenie
w zmianach sterosklerotycznych. Negri i Weber (13, 14) przeprowa-

dzili badania na jadrze i nadnerczu szczura.

Ciekawe sg wyniki McManus i Lupton’a (10, 11), ktorzy zna-
lezli, ze po ciezkich degeneracyjnych i dtugotrwatych zapaleniach nerek,
gdzie przychodzito do amyloidozy, 5-nukleotydaza dawata sie stwierdzié
hitochemicznie w kiebuszlkach nerkowych. W nerce zdrowej i przy innych
schorzeniach nerkowych ten enzym w kiebuszkach nie wystepowat.

Thomsen i Panka (25) badali tozysko kobiece, znajdujgc 5-nu-
kleotydaze gtdwnie w nabtonku tozyska i w srodbtonkach naczyniowych.

Naidoo i Pratt (12) podeszli zupetnie inaczej do wykazania 5*nu-
kleotydazy, od ,,kwasnej strony”, mozna by powiedzie¢. Badali oni kwasng
fosfataze w tkance mdzgowej, dziatajacg przy pH 5.5. Ich metoda rowniez
podana poprzednio przez Gomoriego, polegata na uzyciu soli otowio-
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wych dla stracenia fosforan6w powstajacych w kwasnym oddziatywaniu.
Kapiel w siarczku amonowym (przemienia bezbarwne osady w czarny siar-
czek otowiu. Jako podtoze stosowali oni glioerofosforan, jednak przy uzyciu
kwasu adenilowego otrzymali wyniki typowe dla 5-nukleotydazy, pomimo
oddziatywania tak dalekiego od jej optimum. 5-Nukleotydaza dziata wpraw-
dzie optimalnie ok. pH 8.0, ale jeszcze i w pH 5.5 wykazuje pewng aktyw-
nos¢. Wspomniani autorzy badajac mozgi szczuréw stwierdzili, ze 5-nukleo-
tydaza zaraz po urodzeniu nie wystepuje i ze aktywnos$¢ jej dopiero narasta
(wraz z innymi enzymami) w ciggu pierwszych 80 dni rozwoju zwierzecia.

Znaczenie

Niestety nie mozemy dzisiaj niczego pewnego powiedzie¢ 0 znaczeniu
5-nukleotydazy w ustroju. Fakt, ze wystepuje czesto z alkaliczng fosfataza
i ze w fizjologicznym oddziatywaniu ma czesto wiekszg od niej aktywnos¢,
pozwala przypuszczaé, ze moze czasami ma podobne do fosfatazy znaczenie.
Mogtoby sie to tyczy¢ zwiaszcza chrzagstki kostniejgcej, gdzie u cztowieka,
jest ona od fosfatazy 2 do 4 razy bardziej aktywna w pH 7.5, i gdzie wobec
tego mogtaby sie przyczynia¢ do procesu odktadania fosforanu wapniowego.
Jakie moze by¢ jej znaczenie w innych tkankach, nie jesteSmy w stanie po-
wiedzieé. Ostatnio stwierdzony udziat kwasu adenilowego w syntezie biatek
pozwala przypuszczaé, ze 5-nukleotydaza moze mie¢ tu jakie$ znaczenie,
by¢ moze regulujac stezenia kwasu adenilowego.
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B. SOBCZUK

Wptyw ksantopteryny na przemiane nowotworow*

Dla poznania przemiany materii nowotwordéw sprawa substancji wzro-
stowych nabiera ostatnio coraz wiekszego znaczenia. Sg dane wskazujace,
ze pewne substancje moga wzmaga¢ przemiane materii i w ten sposob
pobudza¢ wzrost tkanek. Udowodniono to dla adeniny, adenozyny i innych
azotowych produktow przemiany (1). Podobne dziatanie ma tez i ksanto-
pteryna. Wiadomo, ze wptywa ona na tworzenie krwi (2), powoduje tez
i powiekszenie nerki (3). Fakty te zwrocity uwage Haddowa a na ten
zwiazek (4), tak ze nazwat go on substancjg wzrostowga. Nas zainteresowata
rola ksantopteryny w przemianie nowotwordw. Substancja ta przypomina
swojg budowg ksantyne, a moze nawet kwas moczowy, tak ze moze bfyd
konncowym produktem zwigzkéw majacych ten pierscief. Ale ksantopteryna
ulega dziataniu oksydazy ksantynowej (5), moze mie¢ wiec wplyw na prze-
miane kwaséw nukleinowych. Przy badaniu wplywu syntetycznej ksan-
topteryny na nowotwory zauwazylismy, ze stopien czystosci wptywa silnie
na dziatanie biologiczne tego zwiagzku. To naprowadzito nas na mysl, ze
przy syntezie ksantopteryny moga powstawac substancje, ktdre majg witasne
dziatanie biologiczne. W obecnej pracy przedstawiamy rezultaty otrzymane
przy badaniu dziatania biologicznego tak ksantopteryny jak i innych barw-
nikéw powstajacych przy syntezie ksantopteryny.

Syntezy chemiczne

Do syntezy ksantopteryny sposobem Koschary potrzebna jest 2,4,5-tréj-
amino-6-oksypirymidyna i s6l wapniowa kwasu glioksalowego. Poniewaz nie mielismy
tych substancji, syntetyzowaliSmy je sami, wychodzac z prostych zwigzkéw.

Dwucyjanodwuamid syntetyzowaliSmy z cyjanamidu wapnia sposobem Zella
i Stutzera (7). Z dwucyjanodwuamidu otrzymywaliSmy sposobem Davisa (8)
gwanidyne. Metoda Englisa (9) przyrzadzaliSmy etylowy ester kwasu cyjanoocto-
wego. W artykule Englisa jest tez podany sposéb przyrzadzania alkoholu absolut-
nego, ktérego uzywalismy i do innych syntez.

2,4,5-tr6jamino-6-oksypirymidyne syntetyzowaliSmy metodg Dudleya i Trau-
bego (10), wprowadzajac jednak pewne zmiany. W wspomnianej metodzie substancja

*) Katedra Biochemii, Lwowski Panstwowy Medyczny Instytut, USRR.
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wyjsciowg jest chlorek gwanidyny, podczas gdy my otrzymaliSmy przy syntezie gwani-
dyny jej s6l azotanowa, ktéra jest duzo gorzej od chlorku rozpuszczalna w absolutnym
alkoholu. Opracowana synteza miata nastepujacy przebieg: do 2-litrowej kolby, w kt6-
rej odwazono 30 g azotanu gwanidyny oddestylowano 2 1 alkoholu absolutnego z nad
alkoholanu sodowego. Po podgrzaniu roztworu do wrzenia dodano 100 ml roztworu
metalicznego sodu (6,3 g) w absolutnym alkoholu. Po ochtodzeniu wypadat krystaliczny
osad azotanu sodowego. Odlany roztw6r zageszczano do zupeinie matej objetosci przy
zmniejszonym ci$nieniu (100 mm Hg) na tazni wodnej przy temperaturze 40°. Gdy roz-
twor miat okoto 100 ml objetosci, wlewano doh 26 ml estru etylowego kwasu cyjano-
octowego i roztwér 6,3 g metalicznego sodu z 100 ml alkoholu absolutnego. Mieszanineg
gotowano 30 min pod zwrotng chtodnicg, uzywajac tu jak i poprzednio dla zabezpie-
czenia od wilgoci rurki z suchym chlorkiem wapnia. Przy gotowaniu wypada osad,
ktéry taczono z poprzednim. Osady rozpuszczano w niewielkiej ilosci wody i chtodzac
w biezgcej wodzie dodawano 30 g azotynu sodowego i tyle 2 n kwasu siarkowego, jak
diugo wypadat ré6zowo-czerwony osad. Byta to izonitrozo pochodna pirymidyny. Zwig-
zek ten bardzo stabo rozpuszczalny w wodzie, daje sie dobrze oczys$ci¢ dekantowaniem
wodg od siarczandw, nastepnie wirowano i suszono. Wydajno$¢ wynosi okoto 21 g.
Redukcja tego zwigzku do 2,4,5-tréjamino-6-oksypirymidyny przechodzi tatwo metoda
podang przez Traubego (11).

Kwas glioksalowy potrzebny w syntezie Koschary otrzymywaliSmy redukujac
kwas szczawiowy amalgamatem sodowym w obecnos$ci cynku w kwasie solnym spo-
sobem Mohrschulza (12). Nierozpuszczalng s6l wapniowg przeprowadzaliSmy
w roztwor przepuszczaniem SO2.

Ksantopteryne otrzymywaliSmy wiec sposobem Koschary (13) z syntetyzowa-
nych przez nas skitadnikéw. Jak wspomniano wyzej, zaleznie od oczyszczenia miata
ona rézne biologiczne wtasciwosci, co nas naprowadzito na mysl, ze przy syntezie
moga powstawac zwigzki, majgce tez pewne dziatanie biologiczne.

Po kilku prébach stwierdziliSmy, Zze podwyzszenie stezenia kwasu siarkowego,
w ktérym zachodzi reakcja, powoduje utworzenie wiekszej ilosci czerwonych barw-
nikéw, zmniejszajagc wydajnos¢ ksantopteryny. ZmieniliSmy wiec nieco dla naszych
celow spos6b Koschary uzywajac 929> kwasu siarkowego i stosujgc nowy sposob
wyodrebnienia ksantopteryny i innych barwnikéw.

Otrzymanie nowych barwnikéw i ksantopteryny w zmienionej syntezie Koscha-
ry przechodzito w spos6b nastepujacy: otrzymana mieszanine po podgrzaniu na tazni
wodnej w 926> kwasie siarkowym, po ochtodzeniu i oddzieleniu od osadu siarczanu
wapnia zobojetniano stopniowo weglanem amonowym. Poczatkowo powstawat osad
barwnikéw czerwonych a stopniowo wypadata i ksantopteryna. Otrzymany czerwony
barwnik nazwali$my porfiropteryna. Porfiropteryna ma te charakterystyczng wtasci-
wos$¢, ze przy przemywaniu destylowang wodg na wirdwce przechodzi w zawiesing,
z ktorej wypada po dodaniu minimalnej iloSci kwasu (jedna kropla 2 n kwasu siarko-
wego na 1litr zawiesiny). To dato nam mozliwos$¢ oczyszczenia porfiropteryny i oddzie-
lenie jej od ksantopteryny i innych zanieczyszczen.

Otrzymang w opisany sposob ksantopteryne badaliSmy spektrofotome-
trycznie. Otrzymana przy tym krzywa absorpcji Swiatta (rys. 1) wy-
kazata, ze otrzymany przez nas zwigzek jest rzeczywiscie ksantopterying,
poniewaz ma widmo identyczne z opisanym (14). Otrzymana porfiropteryna
badana spektrofotometryeznie data widmo (rys. 2), z ktérego mozna
sadzi¢, ze jest wolna od ksantopteryny. Na podstawie tego widma mozna
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tez wypowiedzie¢ pewne przypuszczenia o budowie porfiropteryny, a mia-
nowicie, ze posiada ona budowe podobng do pirymidopterydyndéw, znale-

Rys. 1. Krzywa absorpcji $wiatta ksantoptery-
ny (1) w tugu, (2) w kwasie
zionych przez Taylora i wsp6tpr. (15). Ale ich zwigzki otrzymane byty
w $rodowisku alkalicznym, za$ nasze w kwasnym, poza tym nie mamy pew-
nosci, czy nasza porfiropteryna nie jest mieszaning zwiazkow o podobnych

Rys. 2. Krzywa absorpcji $wiatta porfiropte-
ryny

chemicznych i fizycznych witasSciwosciach. Przy statym sposobie otrzymy-
wania porfiropteryny mozna sadzi¢, ze uzywana przez nas substancja ma
staty skiad. Celem jednak naszego badania nie byto znalezienie chemicznej
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budowy tych zwigzkéw, ale ich witasciwosci biologicznych. Obecnie gdy
udato sie nam ustalié, ze istotnie one posiadaja je, zbadanie ich moze mieé
pewne znaczenie.

Doswiadczenia na zwierzetach

Dla badania biologicznego dziatania ksantopteryny i porfiropteryny
uzywaliSmy zwierzat z eksperymentalnymi nowotworami. MieliSmy w na-
szym laboratorium kréliki z nowotworem Brown-Pearce’a (rak),
myszki z nowotworami Ehrlicha (rak) i Crockera 180 (miesak).
Te eksperymentalne nowotwory byty w naszym zakladzie obserwowane
przez diuzszy czas, tak ze ich wiasSciwosci biologiczne sg doktadnie znane.
Wprowadzenie badanych substancji do ustroju zwierzat wywotywato pewne
zmiany, na podstawie Ktorych sadzimy o wptywie ksantopteryny i porfi-
ropteryny na przemiane materii.

Dla podtrzymania nowotworu Brown-Pearce przeszczepialiSmy
go krolikom w jadro lub dozylnie, dla doSwiadczen natomiast przeszczepia-
liSmy go krélikom domie$niowo w przednig gtowe czterogtowego miesnia
uda. W ten sposdb mieliSmy nowotwor dostepny dla pomiaru i znacznie
mniej ztosliwy. Nowotwor w ten sposob przeszczepiany czesto resorbowat
sieg samoistnie, w znacznej jednak wiekszosci przypadkéw prowadzit do
przerzutow i $mierci krélikow. Nowotwory Crockera i Ehrlicha
szczepiliSmy myszkom na grzbiecie podskronie. Aby pozna¢ wptyw bada-
nych substancji na te nowotwory, mierzyliSmy je tak jak i nowotwory
krélikow.

Dla zbadania wptywu ksantopteryny i porfiropteryny na nowotwory
wprowadzaliSmy zwierzetom badane substancje codziennie od dnia prze-
szczepienia nowotworu, ksantopteryne w roztworze: 1 mg w ml, porfiropte-
ryne w postaci zawiesiny: 0,3 ml w 1 ml. Kréliki otrzymywaty, w przeciggu
miesigca dozylnie po 10 ml roztworu na 1 kg wagi ciata, myszki przez trzy
tygodnie po 0,3 ml podskérnie. Wprowadzenie zwierzetom badanych sub-
stancji wptywato w widoczny sposéb na nowotwory. Mowiagc ogdlnie
ksantopteryna przyspieszata wzrost nowotworu, porfiropteryna natomiast
hamowata go.

NowotwoOr Brown-Pearce’a (rak)

Badanie pteryn przeprowadzono na 138 krélikach z nowotworem
Brown-Pearce’a przeszczepionym w udo. Zwierzeta poddawano
przez czas doSwiadczenia doktadnemu badaniu klinicznemu, a szczegdlnie
mierzono wielko$¢ nowotworu. Pomiar nowotworu wykonywano w trzech
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wymiarach, przy czym mierzacy nie wiedziat, czy mierzy kontrolne zwierze,
czy dosSwiadczalne. Wiekszo$¢ zwierzat gineta przy doswiadczeniach,
wszystkie sekcjonowano dla potwierdzenia danych klinicznych. Kontrolne
zwierzeta czesto zabijano dla badania nowotworu na zuzywanie tlenu
w aparacie Warburga, nie mieliSmy wiec danych o tym, jak diugo zytly
one po przeszczepieniu nowotworu. Zwierzeta zabijano tylko wtedy, gdy
nie byto zadnych watpliwosci, ze musiaty one wkrétce zging¢ od raka. Na
sekcji w kazdym bez wyjatku przypadku znajdowali$my iliczne przerzuty,
stwierdzone za zycia klinicznie. Z 138 krolikow 53 byto kontrolnych, jednak
w dwéch przypadkach nowotwér nie przyjat sie, tak wiec kontrolnych
byto 51. Z nich u li nowotwor zresorbowat sie, Srednio na 46 dzien, a 40 zwie-
rzat zgineto albo zabito je, gdy nie byto zadnych watpliwosci, ze nowotwér
zajat swymi przerzutami wiekszos¢ narzadow. 67 krélikow otrzymywato
ksantopteryne, u wszystkich nowotwor przyjat sie, lecz u 7 zresorbowat sie
Srednio na 67 dzien, co znaczy, zeresorpcja nastgpita dtugo po zakonczeniu
podawania ksantopteryny (podawalismy jg zwykle 1 miesiagc). 18 krélikéw
otrzymywato porfiropteryne, resorbcje zaobserwowaliSmy u 6 zwierzat,
Srednio na 37 dzien.

Tablica 1
Wplyw pteryn na resorbcje nowotworéw u krélikéw

Kontrola Ksantopteryna Porfiropteryna
ilo§¢ zwierzat

Do doswiadczenia

wzieto krélikéw 51 67 18
Nowotwory zresorbo-
waty sie u 11 7 6
Dni

Resorbcja nowotworow
nastgpita $rednio w
dniu 46 67 37

Pomiary wielkosSci nowotworéw wykazywaty, ze nowotwory u kréli-
kéw, ktdrym wprowadzano ksantopteryne, rosty szybciej niz u kontrolnych,
nowotwory za$ u zwierzat otrzymujacych porfiropteryne rosty wodniej od
kontrolnych. Dla ilustracji podajemy rezultaty dwoch doswiadczen w for-
mie graficznej.

Na rys. 3 przedstawiono rezultaty doswiadczenia, w ktérym nowo-
twor byt zaszczepiony 20 maja 1953 r. Dla doswiadczenia wzieliSmy 21 krd-
likow, ktére podzieliliSmy na trzy grupy po 7 zwierzat. Jedna z grup byta
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kontrolng, zwierzeta drugiej otrzymaty ksantopteryne, trzeciej porfiropte-
ryne. Wskutek iniekcji porfiropteryny w czasie zastrzyku albo bezposrednio
po nim zginety 4 kroliki, w grupie tej pozostalty wiec 3 zwierzeta. Mierzac
co kilka dni wielko$é nowotworu otrzymalismy cyfry, ktérych Srednie sa
przedstawione na rys. 3. Kazdy punkt przedstawia wiec srednig dla zwierzat
danej grupy. Najnizej lezy krzywa zwierzat otrzymujgcych porfiropteryne,
linia Srodkowa to krzywa zwierzat kontrolnych, najwyzej lezy krzywa zwie-
rzat, ktore otrzymywaty ksantopteryne. Ostateczne rezultaty tego doswiad-
czenia byty nastepujace: z 7 kontrolnych krélikdw -nowotwér zresorbowat
sie u 3, z 7 zwierzat, ktérym wprowadzano ksantopteryne, — u dwdch,
z 3 zwierzat otrzymujacych porfi-

ropteryne — u jednego zwierzecia.

Na rys. 4 przedstawiono rezul-

taty doswiadczenia, w ktdrym no-

Rys. 3. Wp}yﬁw ksgntopteryny i po_rflropte o D ) 0 Dani
ryny na wielko$¢ nowotworu rown-
Pearcea Rys- 4- Wplyw porfiropterzny na wielkos$¢
nowotworu Brow n-Pearce’a
zwierzeta, ktére otrzymaty ksan-
topteryne e wielkos¢ nowotworu zwierzat, ktd-
--------------------- zwierzeta kontrolne re otrzymaty porfiropteryne
————————————————————— zwierzeta, ktoére otrzymaty por---------------m------wielk0$¢ nowotworu zwierzat kon-
firopteryne trolnych

wotwor byt przyszczepiony dn. 16 wrzes$nia 1953 r. Do doSwiadczenia wzieto
30 krélikéw, z ktérych 10 byto kontrolnych, 20 za$§ wprowadzaliSmy porfi-
ropteryne. Srednie z pomiaréw wielkoéci nowotworéw podane sa w postaci
krzywych na rys. 4. Krzywa zwierzat otrzymujgcych porfiropteryne przed-
stawia rezultaty dla 15 zwierzat (5 zgineto wskutek zastrzyk6w porfiropte-
ryny), krzywa kontrolnych zwierzat — Srednio dla 9 krdlikdw (jeden krélik
zginat z poczatku doswiadczenia z nieznanej przyczyny.) Z krzywych widac,
ze nowotwory zwierzat otrzymujacych porfiropteryne rosng wolniej. Osta-
teczne rezultaty doswiadczenia byty nastepujace: z 15 doswiadczalnych
zwierzat nowotwory zresorbowaty sie u 5, z 9 kontrolnych — u 2.
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Nowotwdr Crockera (miesak 180)

Badania na nowotworze Crockera wykonane w naszej pracowni
z)J. Kwiatkowska daly wyniki podobne do otrzymanych na kroli-
kach. Doswiadczenia wykonano na 66 biatych laboratoryjnych myszkach

Rys. 5. Wptyw porfiropteryny na wielko$¢ nowo-
tworu Crockera
1. zwierzeta kontrolne ($rednie dla 6 myszek)
2. zwierzeta, ktére otrzymaty porfiropteryne (Sred-
nia dla 15 zwierzat)

w 3 seriach. W pierwszej serii uzyto 21 zwierzat, w tym 6 kontrolnych
i 15 otrzymujacych porfiropteryne; druga seria obejmowata 30 zwierzat,
z ktorych 15 otrzymywato porfi-
ropteryne, a 15 byto kontrolnych;
wreszcie w trzeciej serii byto 15
myszek, w tym 5 kontrolnych i 10
otrzymujacych ksantopteryne. No-
wotwdr, nad ktorym pracowalis-
my, daje bardzo wysoki procent
dodatnich  przeszczepien (93%),
jednak myszki, ktdre otrzymywa-
ty porfiropteryne, wykazaty mniej
nowotworow przyjetych: na 30
zwierzg otrzymujacych porfiropte-
ryne nowotwar nie przyjat sie u 5,
podczas gdy u 26 kontrolnych no-
wotwor jprzyjat sie u wszystkich 12 1 20dni

i myszki zyly krocej; S$rednio Rys. 6. Wplyw porfiropteryny na wielkos¢
nowotworu Crockera

glne+y one na 26 dZieﬁ pO prze' -------------------- zwierzeta kontrolne ($rednia dla
szczepieniu, podczas gdy kontrol- 15 myszek)

5 s Rl T zwierzeta, ktére otrzymaty por-
ne Zy*y 38  dni. NOWOtWOI"y firopteryng (Srednia dla 15 my-
u zwierzat, ktére otrzymywaty szek)

ksantopteryne, rosty szybciej od kontrolnych, za$ u zwierzat otrzymuja-
cych porfiropteryne wzrost nowotworu byt wolniejszy. Widaé to z da-

8 Postepy Biochemii
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nych, ktére przedstawiono w formie graficznej. Kazdy punkt na rysun-
kach jest Srednig dla zwierzat danej serii. Z przebiegu krzywych wida¢,
jak rosty nowotwory.

Rys. 7. Wptlyw ksantopteryny na wielko$s¢ nowotworu

Crockera
-------------------- zwierzeta kontrolne ($rednia dla 5 myszek)

———————————————————— zwierzeta, ktore otrzymywaty ksamtapteryne
($rednia dla 10 myszek)

Nowotwor Ehrlicha (rak)

Dane otrzymane przy doswiadczeniach z nowotworem Ehrlicha
u myszek réznity sie od dotychczas przytoczonych. Tak ksantopteryna jak
porfiropteryina wprowadzane myszkom od dnia przeszczepienia nowotworu
hamuja jego rozw6j. Na przyktad w doswiadczeniu na 30 myszkach pomiary
nowotworéw wykazaty nastepujgce dane: Srednia wielkos¢ nowotworu
u kontrolnych myszek — 108 jednostek umownych, u myszek otrzymuja-
cych porfiropteryne — 74, u otrzymujacych ksantopteryne — 59.

Organy krwiotwoércze

Azeby zbada¢ wptyw ksantopteryny i porfiropteryny na organy krwio-
tworcze, J. Kwiatkowska przeprowadzita szereg oznaczen zasadni-
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czych wskaznikow we krwi myszek i krolikoéw. Oznaczata ona iloS¢ hemo-
globiny, czerwonych i biatych krwinek oraz retykulocytow po jednorazo-
wym wprowadzeniu badanych substancji w wyzej wspomnianej dozie.
Rezultaty tych badan na myszkach przytaczam w postaci tablicy.

Tablica 2
Zmiany we krwi myszek po jednorazowym wprowadzeniu

ksantopteryny i porfiropteryny

: . Czerwone Retykulocyty na .
Dni po Hemoglobi- %\ iny; 103/0 cze?’lvelo- Biate

zastrzyku na w % w 1 mm3 nych krwinek Krwinki

K s antoptery n a

0 11.6 6.510.000 63 10:000
3 114 7.180.000 124 13.600
7 11.0 7.310.000 114 16.600
14 11.7 7,300.060 95 16.000
21 6.480.000 91 10.800
P or firop¢teryna
0 104 7.290.000 72 10.700
3 10.2 7.590.000 84 13.600
7 10.3 7.690.000 88 18.300
14 14.000
21 10.200

Kazda cyfra w tablicy jest $rednig z oznaczen 20—25 zwierzat. DoSwiad-
czenia przeprowadzone na krélikach daty bardzo podobne rezultaty. Jak
widac z tablicy, po wprowadzeniu ksantopteryny podnosi sie ilos¢ czerwo-
nych i biatych krwinek oraz retykuilocytow, ale ilos¢ hemoglobiny nie
zmienia sie. Podwyzka ta trwa okoto 14 dni, co Swiadczy o pobudzeniu czyn-
nosci szpiku kostnego. Wprowadzenie porfiropteryny powoduje podwyzsze-
nie tylko biatych krwinek, retykulocyty i czerwone krwinki pozostajg bez
zmian.

Wpltyw ksantopteryny i porfiropteryny na zuzycie tlenu
przez miazge z tkanek

Aby znalez¢ wyttumaczenie dziatania biologicznego na nowotwory i or-
gany krwiotwdrcze, jakie obserwowaliSmy przy wprowadzaniu ksantopte-
ryny i porfiropteryny do organizmu zwierzecego, badaliSmy wptyw tych
substancji na zuzycie tlenu przez rézne tkanki. Badania te przeprowadza-
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lisSmy w aparacie Warburga oznaczajgc oddychanie miazgi otrzymanej
przez rozdrobnienie nozyczkami r6znych organéw zdrowych myszek i krd-
likbw, oraz nowotworéw. Zazwyczaj do doswiadczen braliSmy 50 mg miazgi

149
100 100
X 841 w?
77h = 779 75,5 709
la W

Watroba myszki Miesnie myszki Nowotwar Nowotwér Brown-

Ehrlicha myszki Pearcea krolika
. Z dodaniem ksanteptery- p\vn £ dodaniem ksanto-
iKontrola ny w roztworze dwawagla- pteryny w roztworze

nowym fosforanowym

Rys. 8. Wpityw ksantopteryny na zuzycie tlenu przez miazge
watroby, mies$ni i nowotwordéw

w roztworze pierwszorzedowego fosforanu lub dwuweglanu (16), nasyconego

ksantopteryna lub porfiropteryng. Rezultaty przeliczaliSmy na $wiezg wage

narzadu. Jako kontrole stosowaliSmy miazge z danego narzadu bez dodania
18

136

%2 103
8,9 .
' 80
Vv, 0
Watroba myszki Migsnie myszki Nowotwor Nowotwor Brown-
Ehrlicha myszki Pearce’a krélika
V7 Z dodaniem porfiro - Z dodaniem porfiro-
‘{Kontrola ' pteryny w roztworze pteryny w roztworze
dwuweglanowym fosforanowym

Rys. 9. Wplyw porfiropteryny na zuzycie tlenu przez miazge wa-
troby, mies$ni i nowotwordéw
ksantopteryny czy porfiropteryny. ZbadaliSmy w ten sposéb watrobe i mie-
$nie myszy oraz watrobe, nerke, moézg i miesien sercowy krélika, a takze
nowotw6r Ehrlicha u myszy i nowotwér Brown-Pearce’a
u krélika. Rezultaty badahn dla niektérych narzadéw przedstawiono na
rys. 8i9.
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Z rysunkow widaé, ze dodanie ksantopteryny do miazgi tkanek powo-
duje pewne zmiany w oddychaniu. Jezeli pordwnaé¢ zuzycie tlenu w na-
czynku kontrolnym, w ktérym do miazgi z normailnego narzadu niczego
nie dodano, z doswiadczalnym, w ktérym byta ksantopteryna, to widac, ze
dodanie ksantopteryny powoduje pewne zmniejszenie zuzycia tlenu, nie-
zaleznie od tego, czy doswiadczenie byto wykonane w roztworze dwuwegla-
nu czy fosforanu. Przy dodaniu ksantopteryny do miazgi z nowotworu
w roztworze fosforanowym nastepuje 'rbwniez zmniejszenie zuzycia tlenu,
natomiast w roztworze dwuweglanowym nastepuje podwyzszenie Podobne
zmiany powoduje dodanie porfiropteryny. W dwuweglanowym roztworze
nowotwory dajg zwiekszenie zuzycia tlenu, podczas gdy normalne tkanki
wykazujg zwykle obnizenie oddychania.

Dyskusja otrzymanych wynikéw

Nowotwory Brown-Pearce’a ukrdlikowi Crockera umyszy
pod wptywem ksantopteryny zachowujg sie jako bardziej zto$liwe, szybciej
rosngce i napotykajg na mniejszy opOr ze strony organizmu, w ktdrym
rosng. Wprowadzenie tego zwiazku normalnym, zdrowym zwierzetom po-
woduje aktywacje dziatalnos$ci szpiku kostnego. Wszystko to Swiadczy o tym,
ze substancja ta pobudza wzrost tkanek tak, jak méwi sie o tym w litera-
turze. Odstepuje od tych danych tylko nowotwdér Ehrilicha myszek,
co mozna wyttumaczy¢ tym, ze nowotwdr ten bardzo fatwo resorbuje sie
przy dziataniu réznych srodkéw. Ksantopteryna w uzywanych przez nas
dawkach wywotywata czesto smieré¢ doswiadczalnych zwierzat, mogta wiec
da¢ wolniejszy wzrost tego nowotworu.

Porfiropteryna dziatata hamujgco na wzrost i rozwo6j wszystkich bada-
nych nowotwordw, ktére pod jej wptywem stajg sie mniej ztoSliwe, daja
mniej przerzutéw i wiecej ich resorbuje sie. Ze wzgledu na podobng budowe
chemiczng obu zwigzkéw mozna przypuszczaé, ze dziatanie porfiropteryny
jest antagondstycznym w stosunku do ksantopteryny.

Dla wyjasnienia mechanizmu dziatania tych zwiazkéw na organizm
zwierzecy przeprowadzili$my badania in vitro. Badajgc oddychanie r6znych
tkanek w aparacie Warburga przy dodaniu do ich miazgi ksantopte-
ryny i porfiropteryny zauwazyliSmy, ze substancje te wptywajg na proces
oddychania tak w normalnych tkankach, jak i w nowotworach.

Normalne tkanki wykazujg obnizenie oddychania tak w fosforanowym,
jak i w dwuweglanowym roztworze, podczas gdy nowotwory wykazuja
znaczne podwyzszenie oddychania w roztworze dwuweglanowym a obnize-
nie oddychania w fosforanowym. Z faktow tych mozna wnioskowac, ze
ksantopteryna wptywa na fermenty oddechowe tkanek, przypuszczalnie na
oksydaze ksantynowg. By¢ moze ksantopteryna modyfikuje przebieg reakcji
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utlenienia dziatajac jako przenosnik wodoru (17); mozliwe tez, ze sama jest
poditozem, ktére sie utlenia pod dziataniem oksydazy ksantynowej.
Oksydaza ksantynowa jest waznym fermentem przemiany purynowej.
Ksantopteryna moze zatem tg drogg wptywaé¢ na nowotwory i narzady
krwiotwércze.
Podobne rozwigzanie mozemy zastosowac takze do porfiropteryny.

Streszczenie

1. Ksantopteryna wprowadzona do organizmu zwierzat z nowotworami
Brown-Pearce’a i Crockera powoduje przyspieszenie wzrostu
nowotworéw. Dla nowotworu Ehrlicha niestwierdziliSmy tego wptywu
ksantopteryny.

2. Barwnik, ktéry powstaje przy syntezie ksantopteryny, nazwany
przez nas porfiropteryng, hamuje wzrost nowotworéw eksperymentalnych.

3. Ksantopteryna powoduje zwiekszenie iloSci czerwonych i biatych
krwinek, oraz retykulocytow, co Swiadczy o wzmozonej dziatalnosci na-
rzgdéw krwiotworczych.

4. Porfiropteryng powoduje zwiekszenie ilosci biatych krwinek, bez
zmian w ilosci czerwonych i retykulocytow.

5. Ksantopteryna i porfiropteryng powodujg zmniejszenie zuzycia
tlenu w normalnych tkankach w roztworze fosforanowym i dwuwegla-
nowym.

6. Ksantopteryna i porfiropteryng powodujg zwiekszenie oddychania
nowotworow w dwuweglanowym roztworze i obnizajag oddychanie w fosfo-
ranowym, co wskazuje na pewne odrebnosci w metabolizmie nowotworéw.
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TADEUSZ BARANOWSKI

Wspoitczesny stan badan nad fosforolizg

1 Przeglad historyczny problemu

Odkrycie w ostatnich latach wielkiej liczby reakcji rozktadu i syntezy
typu fosforolizy i pirofosforolizy zwrdcito ponownie uwagg na udziat fos-
foranu nieorganicznego w rozszczepianiu i syntezie wigzan kowalencyjnych
w zwigzkach o znaczeniu biologicznym. Warto wiec dokona¢ przegladu reak-
cji tego typu i usystematyzowac zjawiska i to tym bardziej, ze dzieki doko-
nanej ostatnio identyfikacji grupy czynnej fosforylazy miesniowej zblizy-
liSmy sie znacznie do zrozumienia mechanizmu fosforolizy. Drugim celem
przySwiecajagcym temu przegladowi jest przypomnienie pionierskiego udzia-
tu szkoty Iwowskiej J. K. Parnasa, ktora zapoczatkowata rozw6j badan
nad fosforoliza.

Nazwa ,fosforoliza” zostata wprowadzona do stownictwa biochemiczne-
goprzezJ. K. Parnasa (1) celem zobrazowania rozktadu enzymatyczne-
go glikogenu przez wycigg mie$niowy przy udziale fosforanu nieorganicz-
nego. Zasadnicze fakty, ktore bytly podstawa do wysuniecia takiego, wow-
czas nieoczekiwanego w biochemii pojecia, byty opisane przez J. K. Pa r-
nasa i T. Baranowskiego wr. 1935 (2). Poniewaz ta podstawowa
praca jest czasem przeoczana przez niektorych autoréw w piSmiennictwie
biochemicznym, a dla mnie stanowi zawsze zywa pamiatke pracy pod kie-
runkiem wybitnego badacza, chciatbym opisa¢ doktadniej szczegdty jej pow-
stania.

Okres 1930—1935 byt w chemii mig$nia niezwykle ptodny w odkrycia
pierwotnych reakcji ciggu gliikolitycznego (szkota Meyerhofa, szko-
ta Embdena, K Lohmann, szkota Parnasa). Wiedziano wtedy,
ze w fermentacji i glikogenolizie bierze udziat fosforan nieorganiczny oraz
organiczne estry fosforowe. Nie wiedziano natomiast w jaki sposob wigze sie
nieorganiczny ortofosforan. J. K. Parnas i P. Ostern (3)przypuszcza-
li, ze rozktad glikogenu zaczyna sie od reakcji z ATP, z ktérego obie reszty
zostajg przerzucone na jednostke glukozowg wielocukru. Z inicjatywy Par -
nasa zajatem sie w zwigzku z tym losami grup fosforanowych ATP w wy-
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ciggu z miesni zaby, Swiezo sporzadzonym, postarzatym, autolizowanym lub
dializowanym. Przypominam sobie doswiadczenie wykonane pod koniec
lipca 1935 r., ktére wzrokowo zwrécito uwage, mianowicie rozjasnianie sie
$wiezo sporzadzonego, mlecznego od obfitosci glikogenu wodnego wyciggu
z miesni zaby, podczas stania w temperaturze pokojowej. Pomiary zawar-
tosci fosforanu nieorganicznego na poczatku doswiadczenia i po rozjasnie-
niu sie wyciggu wykazaty zupetne jego znikniecie. Skojarzenie obu tych
zmian odruchowo wywotato ponowne dodanie glikogenu i fosforanu nieor-
ganicznego do tego samego wyciggu. | znowu zjawiska powtdérzyty sie; zni-
kat prawie caly fosforan nieorganiczny i wigkszos$¢ glikogenu. Pomiary wy-
kazaty zupeing wspotzalezno$é miedzy znikaniem ortofosforanu a rozkta-
dem glikogenu; zwigzany fosforan odnaleziono w trudno hydrolizujgcej
frakcji heksozofosforanowej (ester Em b dena). DosSwiadczenia zostaty
opisane nastepujaco: ,nous avons étudié l'estérification du glycogéne avec
du phosphate, ajouté a de l'extrait des enzymes musculaires préparés selon
Meyerhof (deux poids de viande de lapin fraiche, trois poids d’eau), fil-
tré, neutralisé, inactive et dialyse a fond a une température ordinaire, ad-
ditionné ensuite de MgGlo. Ainsi préparé lextrait ne contient pas d’acide
adénosinetriphosphorique, ni d’acide adénylique, pas de glycogéne, et tres
peu de phosphate libre”. | dalej: ,,Si l'on ajoute a cet extrait du glycogéne
et du phosphate seulement, le phosphate disparait vite: aprés 30 minutes
on trouvera, avec un taux initial de 54,5 mgr. p. 100 gr., seulement 17,3 mgr.
1 n’y a pas formation de lester hexosediphosphorique: le phosphore qui
vient de disparaftre se trouve entierement dans la fraction des esters a hy-
drolyse trés lente (ester de Robison-Embden)”.

W grudniu 1936 r. zostata oddana do druku (Ergebnisse der Enzymfor-
schung 6, przedmowa) praca J. K. Parnasa o mechanizmie glikogenoli-
zy w miesniu, w ktérej zostato jasno sformutowane odkryte zjawisko: ,Wir
fassen die Bildung des Hoxose-mono-phosphats als Auflésung des Glyko-
gens durch Anlagerung von Phosphat auf, und wir bezeichnen diesen Vor-
gang als Phosphorolyse des Glykogens” (s. 81). Zostalo réwniez jasno sfor-
mutowane twierdzenie, ze glikogen rozktada sie w miesniu wytgcznie tg dro-
03: ,,Im Muskel geht also keine Hydrolyse des Glykogens der Glykolyse vo-
ran sondern eine Phosphorolyse, eine Umwandlung des Polysaccharids zu
Hexose-monophosphat” (s. 79).

W tej samej publikacji zostaty réwniez przytoczone nie opublikowane
poprzednio doSwiadczenia G. von Hevesy, J. K. Parnas, Ostern
i Guthke (L c.), ktérzy sprawdzili przebieg reakcji przy pomocy fosfora-
nu 32P i wykazali ilosciowe przeniesienie fosforanu nieorganicznego na
ester Embdena.

W lipcu 1936 r. pojawita sie wazna praca C.F. Cori i G. T. Cor i,
ktérzy uzywajac wymytej miazgi miesnej zaby zawieszonej w fosforanie
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z dodatkiem kwasu adenilowego zauwazyli rowniez znikanie glikogenu.
Nagromadzat sie w tych warunkach jednak nie trudno, lecz tatwo hydro lizu-
jacy ester fosforowy, ktéry zostat przez nich zidentyfikowany jako a-D-glu-
kopyranozo-1-fosforan (ester Corich). Ester ten, dodany do wyciggu
miesniowego przeksztatcat sie szybko w ester Embdena. Bylo od razu
jasnym, ze badacze amerykanscy, prowadzac rozktad glikogenu przy pomo-
cy fosforanu w systemie enzymatycznym bardziej zdekompletowanym niz
wycigg, odkryli reakcje poprzedzajgcg tworzenie sie estru trudnohydrolizu-
jacego. Ester Corich jest wiasciwym i jedynym produktem fosforolizy.
Jego odkrycie potwierdzito stusznos¢ zatozern Parnasa, ze rozktad gllko-
genu w miesniu nie jest procesem amylolitycznym, ale, ze jest to proces
odrebny, w ktérym role wody spetnia kwas fosforowy.

W powaznych podrecznikach i monografiach uznaje sie dzisiaj powszech-
nie, ze odkrycie i okre$lenie podstawowych cech procesu fosforolizy nalezy
doJ. K. Parnasa ijego szkoty (patrz np. 4,5). Jest natomiast niewatpli-
wg zastugg Corich odkrycie produktu reakcji fosforolizy, a tym samym
enzymu jg katalizujagcego. Enzym ten zostat nazwany fosforylazg i otrzy-
many przez badaczy w St. Louis z mies$nia krolika w stanie krystalicznym
w r. 1943 (6). Dzisiaj, kiedy namnozyty sie przyktady reakcji fosforolitycz-
nych, warto wyraznie okresli¢c wkiad badaczy polskich w poczatkach roz-
woju tej gatezi enzymologii.

Badania wielu autorow doprowadzity do wykrycia szerokiego rozpow-
szechnienia fosforylazy w Swiecie ro$lin, zwierzat i bakterii. Procesy roz-
ktadu wieilooukrow, uwazane dotychczas za hydrolityczne, okazaty sie w wie-
lu wypadkach fosforolitycznymi. Np. zcukrzenie glikogenu watrobowego
okazato sie nastepstwem nie jak sagdzono do r. 1939 procesu amylolitycznego,
ale fosforolitycznego, jak to wykazali P. Oste rn iwspétpracownicy (7, 8)
oraz niezaleznie G. T. Cori iwspotpracownicy (9). W tym czasie P. O s-
tern i wspétpr. (10) przeprowadzili synteze wielocukrowca z estru
glukozo-1-fosforowego przy pomocy miazgi watrobowej, a niezaleznie od
nich G. T. Cor i i wspotpr. (9) takie same odwrdcenie reakcji fosforolizy
przy pomocy preparatow miesniowych i watrobowych. Niewatpliwie byto to
nastepstwem pojawienia sie pracy A. Schaffnera i H Spechta
(12) w r. 1938, w ktorej ogtoszono odwracalnos$¢ reakcji fosforolizy w droz-
dzach, jakkolwiek doswiadczalne dane nie uzasadnialy takiego twierdze-
nia.

Najbardziej systematyczne badania w kierunku udowodnienia odwra-
calnosci fosforolizy przeprowadzit W. Kiessling (12), uzywajgc oczy-
szczonego preparatu enzymatycznego (biatko C z drozdzy i mieéni), oraz
obliczajagc potozenie rownowagi chemicznej dla reakcji fosforolizy, oraz
ciepto reakcji. Btednym natomiast okazato sie twierdzenie tego autora, ze
dla odwrocenia reakcji potrzebny jest odrebny enzym.
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Prace wyzej wymienionych autoréw doprowadzity do pierwszej w dzie-
jach nauki syntezy biologicznych polimeréw cukrowych i utorowaty droge
podejscia biochemicznego do syntez ciat wielkoczasteczkowych in vitro. By-
to znowu zastuga Cori’ch odkrycie, ze synteza wielocukréw typu gliko-
genu i skrobi jest torowana przez dodatek $laddéw naturalnego lub synte-
tycznego wielocukrowca do uktadu substrat-enzym. O ile odwrocenie reakcji
fosforolizy przebiega stosunkowo gtadko w preparatach miesniowych, to wy-
sokie oczyszczenie fosforylazy powoduje czesto utrate zdolnoSci syntezy
wielocukru z estru glukozo-I-fosforowego (ale nie rozktadu). Mozna temu
zapobiec dodajac tzw. ,Primer”. To odkrycie umozliwito badanie postepow
oczyszczania enzymu ikinetyki reakcji enzymatycznej i miato wielki wptyw
na rozwoj wiedzy o fosforolizie.

2. Typy reakcji fosforolitycznych

Fosforylaza sacharozy. Reakcje katalizowang jprzez ten enzym wykryli
B. O. Kagan, S. N. Latker i E. M. Zfasman (13), ktorzy otrzy-
mali przy pomocy zawiesiny Leuconostoc mesenteroides z cukrozy i fosfo-
ranu nieorganicznego ester glukozo-1-fosforowy i wolng fruktoze. W rok
pozniej ale niezaleznie fosforolize sacharozy opisali M. Doudorof f
N. Kaplan i W. Z Hassid (14, 15). Podstawowa reakcja fosforolizy
sacharozy mozna sformutowac nastepujaco:

Fosforylaza
sacharoza + fosforan ( glukozo-I-fosforan + fruktoza

Preparaty fosforylazy sporzadzone z Pseudomonas katalizuja nie tylko syn-
teze sacharozy z estru Corich i fruktozy, ale i z innych dwucukrow.
Materiatem wyjsciowym do syntezy mogg by¢ niektore ketocukry, jak
D-ketoksyloza, L-ketoarabinoza, L-sorboza. Z aldoz w wigzanie glikozydo-
we wschodzi tylko L-arabinoza.

To niespecyficzne zachowanie sie fosforylazy sacharozy zakwalifikowato
ten typ enzymu do transgliikozydaz. Potwierdzity to badania izotopowe (16).
Okazato sig, ze zar6wno fosforylaza z Leuconostoc jak i z Pseudomonas sa-
charophila przenosza jednostki glikozylowe pomiedzy znaczng liczbe sub-
stratow. Akceptorami sg opr6cz wymienionych wyzej cukrow prostych tak-
ze fosforan nieorganiczny, przy czym typ wigzania glikozydowego jest za-
chowany przy tych przeniesieniach. Mimo znacznych réznic w substratach
reakcji podczas syntezy dwucukréw, odwrocenie fosforolizy jest katalizo-
wane przez jeden i ten sam enzym. Mechanizm fosforolizy tego typu odbie-
ga od klasycznego.

Fosforylaza nukleozydowa. Inny typ fosforylazy zostat opisany przez
H. Kalckara (17) w r. 1947. Z watroby wydzielony zostat enzym, ktory
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rozktada przy udziale ortofosforanu niektére nukleozydy. Produktem reak-

cji jest rybozo-1-fosforan i wolna zasada. Odwrdcenie reakcji fosforolizy
daje nukleozydy:

Rybozo-l-puryna + fosforan a-rybozo-I-fosforan + puryna

Powstajagce w tej reakcji (3-glikozydy sg rybozydami i dezoksyrybozydami
niektérych zasad purynowych: hipoksantyny, adeniny i guaniny. Takze
amid kwasu nikotynowego i 4-amino-5-imidazolokarboksamid moga by¢
akceptorami reszt glikozylowych. Enzym zostal wyodrebniony z watroby
i Sledziony.

Fosforylaza maltozy. C. Fitting i M. Doudoroff (18) wykryli
w r. 1952 w wyciggach z Neisseria meningitidis enzym, ktory katalizuje fos-
forolize maltozy. Produktami tej reakcji jest P-D-glukozo-I-fosforan i glu-
koza. Enzym jest wysoko swoisty. Maltoze nie mozna zastgpi¢ zadnym in-
nym naturalnym dwucukrowcem lub wielocukrowcem. W reakcji odwrotnej
zamiast glukozy mozna uzy¢ D-ksylozy przy czym powstaje redukujacy
dwucukier, glukozydo-ksyloza.

D-maltoza + fosforan (3-D-glukozo-I-fosforan + glukoza

Duza niespodziankg w tym odkryciu byto stwierdzenie w produktach
fosforolizy (i-D-glukozo-1-fosforanu. Jego optyczny izomer, a-D-glukozo-
-1-fosforan nie zastepuje go jako substrat w syntezie maltozy. Maltoza mo-
ze by¢ zmieniona w a-D-glukozo-fosforan w innej reakcji, opisanej przez
M. Doudoroff iwspbipracownikéw (19) tylko poprzez wielocukrowiec,
ktéry powstaje zmaltozy pod dziataniem enzymu, amylomaltazy, wydzielo-
nego z mutanta E. coli. Powstanie bezposrednie (5-D-glukozo-fosforanu
w reakcji fosforolizy maltozy wskazuje na to, ze mamy tu do czynienia z in-
wersjg waldenowskya. Zjawisko to wystepuje podczas dziatania inych fosfo-
rylaz, np. nukleozydowej i dezoksynukleozydowej.

Fosforylaza maltozowa katalizuje wymiane miedzy ortofosforanem
a (3-D-glukozo-I-fosforanem tylko w obecnosci glukozy. Réwniez i wymiana
miedzy wolng glukoza i maltozg zachodzi tylko w obecnosci fosforanu (18)
Jezeli inkubuje sie glukoze wraz z 14C-|3-glukozofosforanem w obecnosci
fermentu, syntetyzowana maltoza jest radioaktywna w czesci glikozylowej.
Z pietnowanej glukozy i nieznaczonego (3-glukozofosforanu powstaje w tych
warunkach maltoza z pietnem w czesci redukujacej (20).

Fosforylazy glikozydowe. Wyzej opisane enzymy katalizujgce reakcje
fosforolityczne nalezg pod wzgledem typu wigzania rozszczepianego, do fos-
forylaz glikozydowych. Oprécz fosforylazy glikogenu i skrobi zaliczamy do
tej grupy fosforylaze sacharozy, maltozy oraz fosforylazy nukleozydowe.
Tablica 1 (35) zestawia typy syntetyzowanych glikozydéw, typy estrow, ktd-
re powstajg w reakcji fosforolitycznej oraz akceptory reszt glikozylowych.
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Gtoéwng cecha charakterystyczng tu zestawionych enzymow jest tworze-
nie potgczenia posredniego, glikozyloenzymu. Akceptorem reszty glikozy-
lowej moga byé rézne akceptory, badz to natury cukrowej badZ tez typu
zasady azotowej. Charakterystycznym dla syntezy glikozydéw lub N-gliko-
zyddw jest rozerwanie wigzania miedzy C a O w estrze fosforowym, co od-
réznia enzym typu fosforylazy od innych enzymdw rozszczepiajacych estry
fosforowe. Zagadnienie to bedzie jeszcze poruszone ponizej.

Fosforylaza polinukleotydowa. Enzym ten zostat odkryty przez M.
Grunberg-Manago i S. Ochoa (21) w 1955 r. podczas badah nad
mechanizmem biologicznej fosforylacji w drobnoustrojach. Okazato sie, ze
wyciagi z Azotobacter vinelandii katalizujag wymiane 32P ortofosforanu
z koricowymi grupami fosforanowymi znajdujgcymi sie w pirofosforanach
adenozyny, inozyny, guanozyny, urydyny i cytydyny (chodzi tu o pochodne
'5-nukleozyddéw). W reakcji tej pojawiat sie wolny, niepietnowany ortofos-
foran, enzym dziatat tylko w obecnos$ci jonu Mg++.

Dalsze badania Ochoa i wspotpracownikéw (22) doprowadzity do
wydzielenia i wysokiego oczyszczenia enzymu, ktdry Kkatalizuje synteze
wielkoczgsteczkowych polinukleotydéw z dwufosforanow (pirofosforanow)
5-nukleozydowych z réwnoczesnym uwolnieniem ortofosforanu nieorga-
nicznego. Reakcja ta jest odwracalng i daje sie przedstawié nastepujgcym
rownaniem:

Fosforylaza, Mg++
n(nukleozyd—P—P) ( y (nukleozyd—P)n + nP

w ktérym P-P oznacza pirofosforan,, a P ortofosforan. Enzym zostat nazwa-
ny fosforyilazg polinukleotydowg na podstawie analogii z odwracalng syn-
tezg i rozpadem polisacharydoéw w obecnosci fosforylazy. Zadziwiajacym
w tym niezmiernie waznym odkryciu byt fakt, ze fosforylaza z Azotobacter,
dziatajgc na mieszanine pirofosforandw, adenozyny, guanozyny, urydyny
i cytydyny syntetyzuje polinukleotydy identyczne z kwasem rybonukleino-
wym pochodzenia naturalnego.

Podczas inkubacji dwufosforanéw nukleozydowych z fosforylazg polinu-
kleotydowg w obecnosci jonéw Mg++, znikajg wolne dwufosforany nukleo-
zydowe przy czym uwalnia sie stechiometryczna ilo$¢ ortofosforanu. Rea-
kcja ustaje po osiggnieciu stanu réwnowagi, gdy 60-80% dwufosforanéw
nukleozydowych znikneta. Z mieszaniny reagujgcej wydzielono i oczysz-
czono wysokoczasteczkowe polinukleotydy, ktére poddane badaniom che-
micznym, fizykochemicznym i enzymatycznym, nie dajg sie odréznic¢ od ro-
dzimego kwasu rybonukleinowego. Masa czasteczkowa biosyntetycznych
polinukleotydéw wynosi od 50,000 — 350,000.

P6zniejsze badania wykazaty, ze fosforylaza polinukleotydowa jest sze-
roko rozpowszechniona w Swiecie bakteryjnym (23). Wystepuje ona takze
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w drozdzach (24) oraz w szpinaku. Nie ma dotychczas bezposrednich dowo-
doéw wystepowania tego enzymu w tkankach zwierzecych.

Jak wykazaty oznaczenia grup koncowych i produktéw trawienia enzy-
matycznego biosyntetyczne polinukleotydy sktadajg sie z 5-nukleotydow tj.
5-fosforandw nukleozydowych potgczonych ze sobg wigzaniem 5°— 3’ dwu-

Tablica 1

Synteza glikozydéw w reakcjach fosforolitycznych
(Wedtug A. Kornberga)

Fosforylaza Ester Akceptor Glikozyd P:]Si'(;”t\';g'
im
Polisachary- a-glukozo-I-P glikogen glikogen (36)
dowa W maltotetroza skrobia
(amyloza) 37)
Sacharozy D-fruktoza sacharoza (16)
L-scrboza a-D-glukozydo-
sorbofuranozyd (16)
@ L-arabinoza a-D-glukozydo-
arabinoza (16)
® D-ketoksyloza a-D-glukozydo-
ketoksyloza (16)
99 L-Ketoarabino- a-D-glukozydo-
za ketoarabinozyd (16)
Maltozy (3-D-glukozo-I-P  D-glukoza maltoza (a-14) (38)
D-ksyloza a-D-glukozydo-
> ksyloza (?) (38)
Nukleozydow  3-rybozo-I-P uracyl urydyna (39)
pirymidyno-  dezoksyrybo-
wych zo-1-P tymina tymidyna (40)
® uracyl dezoksyurydyna (40)
Nukleozydéw  a-rybozo-I-P hipoksantyna inozyna )
purynowych adenina adenozyna (41)
guanina guanozyna (17
amid kw. niko- rybozyd amidu kw.
tynowego nikotynowego (42)
@ 4-amino-5-i rybozyd 4-amino-
midazolo-kar- -5-imidazolo-kar-
boksamid boksamidu (43)
azaguanina rybozyd azaguani-
ny (44)
dezoksyrybo- hipoksantyna dezoksyinozyna (45)
zo-1-P (46)
guanina dezoksyguanozyna (45, 46)
® azaguanina dezoksyrybozyd
azaguaniny (44)
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estrowym, przy czym tancuchy konczg sie grupg fosforanowag zestryfikowa-
ng z weglem 5’ koAcowego mukleozydu.

Nie jest dotychczas wyjasnione, czy istnieje catkowita analogia mie-
dzy fosforylaza polinukleotydowga a fosforylaza polisacharydowg. Np. ot-
wartg jest kwestia potrzeby torowania syntezy przez ,primer”, tzn. czy en-
zym moze dotgcza¢ jednostki nukleotydowe tylko do juz istniejgcych tan-
cuchow. Poza tym, jak zwrécita uwage Mildred Cohn (25), reakcja
rézni sie od fosforolizy glikozydowej (fosforylaza miesniowa, kartoflana)
tym, ze powstaje w jej nastepstwie wigzanie P-O-P, a nie C-O-P, jak w tej
ostatniej. Blizsze dane o mechanizmie reakcji katalizowanej przez fosfory-
laze polinukleotydowgq bedzie mozna zebra¢ dopiero po wysokim oczyszcze-
niu fermentu co jest obecnie w toku.

Analogiczng fosforylaze rybonukleozydowa opisat U. Z. Littauer
(32) oraz A. Kornberg (33)wwyciggach zE. coli,a R. F. Beers Jun.
(34) w Micrococcus lysodeikticus. Pierwsi dwaj badacze oczyscili enzym
z E. coli, ktéry katalizuje odwracalng polimeryzacje pirofosforanéw nukile-
ozydowych na wysokoczgsteczkowe polinukleotydy typu kwasu rybonuklei-
nowego. Otrzymano polimery adenozyny, urydyny i cytydyny. Wysoko-
czasteczkowe kwasy rybonukleinowe z drozdzy, wirusa z6ttej rzepy, oraz
zarazka mozaikowego tytoniu ulegaty daleko idacej fosforolizie.

Enzym zostat czeSciowo oczyszczony, przy czym uzyskano 280-krotne
zwiekszenie aktywnosci w stosunku do surowego wyciggu z komorek bakte-
ryjnych rozbitych ultradZzwiekiem.

Fosforylaza ureidowa. Tak mozna by nazwaé enzymy katalizujgce od-
wracadne reakcje karbamylowania w nastepstwie czego syntetyzujg sie urei-
dy (26, 27, 28). Sa to typowe reakcje fosforolizy w ktorej tworzy sie wigza-
nie C-O-P

NH2 1h2
Cc=0 c=0
0
1 y
°=P|' o- + HO—P—0-~
1
o- ~
e o)
nh?2 NH
(CH23 (CH23
ch —NH2 CH—NH2
0=Cc—o- 0=C—o-

L-ornityna L-cytrulina



[9] WSPOLCZESNY STAN BADAN NAD FOSFOROLIZA 129

Taka jest fosforoliza cytruliny oraz analogiczna reakcja z kwasem ureido-
bursztynowym:

nh2 NH2
I
Cc=0 crOo
|
0 o)
o= 1—0 - II
pl + HO—P—O-
0- ' O-
nh2 o NH 0
/1 /]
CH—c —O- CH—C—O-
| |
ch2 ch2
|
0=C—o- 0=C—o-
L-asparaginian L-ureidobursztynian

JPowstaje w obu reakcjach zwigzek posredni, karbamylofosforan. Karbamy-
lofosforan nie pojawia sie, gdyz w obecnosci kinaz reszta fosforanowa zostaje
odrazu przeniesiona na ADP, jaik w przypadku przeksztatcenia fosforolitycz-
nego cytruliny (28):

Cytrulina + P + ADP ~ Ornityna + NH3 + C02 + ATP

Mechanizm fosforolityczny udowodniono w tym przypadku uzywajac
ortofosforanu pietnowanego przy pomocy IsO. Odnaleziono nadmiar izo-
topowego tlenu w powstajagcym w reakcji CO2. Dowodzi to, Zze tworzy sie
bezwodnik ortofosforanu i wolnego lub podstawionego kwasu karbonowe-
go, z ktérego P zostaje przerzucony na ADP z rozszczepieniem wigzania
C-0O-P.

Fosforylaza ureidowa rozbija wigzania C-N.

Fosforylazy tioerstrowe. W obecno$ci enzymow tego typu narazie zali-
czanych probnie do klasy fosforylaz, rozszczepieniu w obecnosci ortofosfo-

ranu ulega wigzanie C-S. Racker (29) formutuje mechanizm utleniania
aldehydu fosfoglicerynowego z udziatem reakcji fosforoilitycznej:

0=CH 0=C —SG—enzym O

I I |
HCOH O- - >HCOH O - e »0 = C—O—P—0" + HSG-enzym

H2XC—O0—P—0O- DPN" H2C--0—P—O- pi HCOH ©

| -
4 4 | 1 ©
hx—o0o—p—o-
+ |
HSG—enzym (0]

9 Postepy Biochemii
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Fosforolizie (Pi = ortofosforan) ulega¢ ma wigzanie miedzy grupa tiolowg
glutationu, ktory jako grupa czynna enzymu (dehydrogenazy) tworzy pos-
redni zwigzek (enzym-substrat).

Analogiczng reakcje opisat S. Bilack i N, G. Wright (30). W wy-
ciggach z drozdzy znaleZli onienzym, zwany dehydrogenaza /?-semialdehydu
asparaginowego, ktéra katalizuje odwracalng redukcje |3->aspartylofosforanu
przez TPNH. W reakcji tej powstaje P-semialdehyd asparaginowy i uwalnia
sie ortofosforan:

-0 cr
| I
c=0 c=0
I I O-
HC—NHt HC—NH+
+ TPNH + H+ | TPN+ + HO—P—O
CH2 O ch2
I | l °
¢c—0—p—O- HC=0
|
o"

W mniej oczyszczonym wyciggu drozdzowym jest obecna kinaza, ktora
w obecnosci magnezu, Mg++ przerzuca grupe fosforanowg z (3-aspartylofos-
foranu na ADP:
Mg+
Aspartylofosforan + ADP < Asparaginian + ATP

W przebiegu tej reakcji autorzy widzg mechanizm analogiczny do katalizo-
wanego przez dehydrogeneze 3-fosfogliceroaldehydu wediug Rackera.
W obu wypadkach aldehyd w obecnosci ortofosforanu jest odwracalnie
utleniany do acylofosforanu przez nukleotyd pirydynowy. Oba enzymy
katalizujg arsenolize acylofosforanow. Oba enzymy zatruwajg sie kwasem
jodooctowym, a wiec w reakcji biorg udziat grupy tiolowe.

Podobnie rozumiemy obecnie czynno$¢ fosfotransacetyilazy. Reakcja
transacetylacji moze by¢ uwazana za fosforoliityczne rozszczepienie acetylo-
koenzymu A:

o O
I . I
0=c¢—s—koenzym A + HO—P—O" <...- 0=C—O—P—0O- + HS-koenzym A
| | I i
ch3 o~ ch3 o-

Analogiczne rozszczepienie wigzania tioestrowego z udziatem nieorga-
nicznego ortofosforanu opisali E. C. Heath, J. Hurwitz i B. Horec-
ker (31) w fermentacji pentozy przez Lactobacillus pentosus. Uzywajac
wysoko oczyszczonego enzymu zamieniali oni ksyeulozo-5-fosforan w ace-
tylofosforan i 3-fosfogliceroaldehyd, przy czym wigzat sie nieorganiczny
fosforan. Niezbednos¢ grupy SH zostata wykazang, a za tym fosforan byt
niezbedny dla rozszczepienia tioestru. Koenzym tej reakcji nie jest znany.
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HoCOH f HBRG 1 0~ HaC O-
c=o0 L656=§>Xi + ho—P—0- --—-->0=¢c—0 —P—0“ + XSH
I XSH + 1
HCOH - > HC=20 (0] (0]
HCOH O HCOH O
hx—o—p—o-~ hx—o—P-0O
O- O-

Fosforylazy sprzezone z kinazami. Istniejg dalsze przyktady odwracal-
nych reakcji, w ktoérych najprawdopodobniej bierze udziat swoista fosfo-
rylaza. Poniewaz jednak z produktu fosforolizy w niezbyt oczyszczonych
uktadach enzymatycznych fosforan zostaje przerzucony przy udziale kinazy,
na ADP, nie pojawia sie on w produktach koncowych. Takie reakcje cechu-
je aktywujacy wptyw dodanego ATP, ktérego koricowa reszta fosforanowa
pojawia sie jako ortofosforan nieorganiczny. Przykiadem tego typu reakcji
moze by¢ synteza glutaminy, ktérag na podstawie doswiadczen z izotopowym
18 C (47) mozna uwaza¢ za sume dwach reakcji czesciowych:

kinaza
glutaminian + ATP < — y-glutamylofosforan + ADP

fosforylaza
Y-glutamylofosforan + NH3 <- glutamina + Pi *)

suma: glutaminian + NH3 + ATP < glutamina + ADP + Pi

Niestety nie udato sie dotychczas wykazac¢ istnienia Y-glutamylofosfora-
nu jako ciata posredniego. Wykazano natomiast aktywowanie reakcji przez
syntetyczny y-glutamylofosforan. Udato sie to rowniez w reakcji pokrewne-
go typu, gdzie posrednim zwigzkiem jest acetylofosforan. Dlatego, zdaniem
A. Kornberga (35) w reakcjach aktywowanych przez ATP i przebiega-
jacych w mys$l og6lnego réwnania:

A+ B+ ATP < B c (+ D) + ADP + Pi*)

w ktdrych zmiana wolnej energii jest dosy¢ mata, jednym z etapow reakcyj-
nych musi by¢ rozszczepienie wigzania z udziatem fosforanu nieorganicz-
nego. Liczne takie reakcje zostaly wykryte w ostatnich latach, ale nie bedg
one tu dyskutowane, poniewaz nie wydzielono jeszcze z uktadéw enzyma-
tycznych odnosnych fosforylaz.

3. Wiasnosci fosforylazy miesniowej

Jedyng gruntownie zbadang fosforylazg jest enzym z mies$ni krdlika.
Szczegbtowe dane zawdzieczamy gtdwnie badaniom Corich iich wspét-

*) Pi — ortofosforan nieorganiczny
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pracownikéw z St. Louis. Z danych tych zestawione bedg tu najwazniejsze,
dla przejrzysto$ci obrazu natomiast pominiete mniej istotne dla tego refe-
ratu.

Z mieéni a takze z niektorych innych tkanek mozna wydzieli¢ fosforyla-
ze w dwoch odmianach, nazwanych fosforylazg a i b. (48). Fosforylaza b
jest enzymatycznie nieczynna bez dodatku kwasu adenilowego mie$niowe-
go, fosforylaza a jest czynna bez dodatku kwasu adenozyno-5’-fosforowego,
ale nie wykazuje maksymalnej aktywnos$ci. Dodatek nukleotydu zwieksza
aktywnosc¢ fosforylazy o dalsze '50°/o.

E.L. Rozenfeld i AN Pawtowa (49) wykazali odwracalnosé
przemiany fosforylazy aw b, udowodniong przez G. T. Cori i A. A. Ge-
e n (48). Optymalne warunki dla przeprowadzenia fosforylazy b w a opra-
cowat Krebs i Fischer (50, 51). Wazna pod katem zrozumienia me-
chanizmu fosforolizy odwracalna reakcja:

—p
fosforylaza a [ ] -> fosforylaza b
+ P(ATP, Mgt+)
byta badana szczegbétowo, zaréwno jezeli chodzi o charakterystyke biatek
katalitycznych jak i o zmiany w grupie czynnej.

Zamiana fosforylazy aw b jest procesem enzymatycznym. Enzym kata-
lizujgcy to przeksztatcenie zostat wydzielony i oczyszczony (PR enzym).
(52). Pierwotnie sagdzono, ze PR enzym usuwa grupe prostetyczng z fos-
forylazy a, po tym okazatolsie ze rozszczepia on fosforylaze a na dwie réwne
czesci (53). Pomiary w ultracentryfudze wykazaty, ze fosforylaza a ma ma-
se okoto 500,000, fosforylaza b prawie doktadniej potowe jej.

Zamiane fosforylazy a w b mozna réwniez przeprowadzi¢ trypsyng ale
reakcja ta, w przeciwienstwie do katalizowanej przez enzym PR nie jest od-
wracalna.

Fosforylaze a udato sie rozczepi¢ odwracalnie na cze$ci mniejsze takze
i w inny sposdb. Dziatajagc PCMB (benzoesan p-chlororteciowy) mozna roz-
bi¢ enzym najpierw na 2, a po tym na 4 czesci (54, 55, 56). Po usunieciu
PCMB przez cysteine z 4 czasteczek monomerdéw tworzy sie ponownie
tetramer o masie fosforylazy a, z zachowang aktywnoS$cig enzymatyczng.
Proces odwracalnej depolimeryzacji daje sie obserwowaé w ultraoentry-
fudze. Towarzyszy mu znikanie wolnych grup SH biatka (ktérych jest 18)
podczas rozpadu i ich ponowne pojawienie sie podczas reaktywacji enzy-
mu (57). Miareczkowanie wolnych grup SH fosforylazy a daje wyniki zgod-
ne z wartosciami otrzymanymi z analizy sktadu aminokwasowego enzymu,
wykonanej przez S. F. Velick i L.W. Wicks (58).

Wedtug pierwotnych pogladéw badaczy z St. Louis w tkankach miaty
istnie¢ obok siebie, w r6znym stosunku ilosciowym fosforylazy a i b. Uwa-
gi ich uszty doSwiadczenia T. Baranowskiego! I. Mochnackiej
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(59) opublikowane w Acta Physiologica Polonica w r. 1950. Okazato sie mia-
nowicie, ze wielokrotnie wymyta wodg miazga mieSniowa — w ktdrej juz
nie mozna wykazac¢ obecnosci ani fosforylazy a, ani fosforylazy b — zawiera
jeszcze potezng ilos¢ enzymu w formie nieczynnej. Mozna przez dodanie
0.1 M fluorku sodu otrzymac dalsze porcje fosforylazy b, w iloSciach znacz-
nie przekraczajacych wszystko to, co wymyto sie poprzednio z miesnia. 1los¢
aktywnych fosforylaz przechodzgcych do wyciggu wodnego stanowi zaled-
wie 15-30% tego, co znajduje sie w mie$niu. Aktywujacy wptyw fluorkowy,
nazwany ,efektem fluorkowym?” zostat przebadany szczegbtowo w pieknej
pracy I. Mochnackiej (60),jednak bez znalezienia wytlumaczenia.

Istnienie trzeciej, nieaktywnej formy fosforylazy zostato p6zniej zauwa-
zone (wr. 195*5) przez R. W. Cowgill i C. F. Cori (60) w mie$niach
ostrygi. Efekt fluorkowy, ktéry autorowie zauwazyli zostat objasniony ja-
ko zahamowanie enzymatycznej zamiany fosforylazy aw b (62). Ttumacze-
nie to nie stoi w zgodzie z obserwacjami I. Mochnackiej. Autorka ta
stwierdzita zupeing nieobecnos$¢ fosforylaz a i b w miazdze miesnej, ktora
aktywuje fluorkiem. ,Efekt fluorkowy” polega nie na zahamowaniu procesu
enzymatycznego, ale na uaktywnieniu nieczynnej formy fosforylazy b obec-
nej we widknie miesnym. Ta nieczynna forma fosforylazy b musi czekac
na blizsze zbadanie.

Fosforylaza miesniowa jest szczegOlnie interesujgca dla blizszych badan
poniewaz jest ona enzymem absolutnie swoistym dla a-D-glukopyranozylo-
-1-fosforanu i wigzania a-1,4-glikozydowego w polisacharydzie (glikogenie).
Jest ona hamowana przez glukoze, florydzyne i floretyne. Stata sedymenta-
cji fosforylazy a wynosi (S20, woda)y 13,2 fosforylazy b 8,2. Masa czastecz-
kowa obliczona ze statej sedymentacji oraz statej dyfuzji wynosi 495,000

i 242,000 (63). Enzymy sg euglobulinami, forma b jest bardziej rozpuszczal-
na.

4. Grupa prostetyczna fosforylazy miesniowej

Bardzo istotnym zagadnieniem na drodze do zrozumienia mechanizmu
fosforolizy jest wykazanie, czy enzym posiada grupe prostetyczng, a jezeli
tak, to jaka jest jej budowa. Dlatego niemal od momentu odkrycia enzymu
wielu badaczy wtozyto duzo wysitku aby wykry¢ koenzym lub metal jako
grupe czynng. Rzecz szczego6lna, wszystkie préby wykazania istnienia sktad-
nika niebiatkowego w fosforylazie, oraz otrzymania przez dialize apoenzy-
mu zawiodty. Nie udato sie tego zrobi¢ dla zadnego typu fosforylazy, a jedy-
ne dane w tym kierunku otrzymat J. B. Sumner (64). Po 1.000-krotnym
oczyszczeniu fosforylazy z fasoli (jack bean) stwierdzit obecnos$¢ 4 mikro-
gramow dwunukleotydu adenilowo-flawinowego na 1 mg biatka. Barwik
jest silnie zwigzany z enzymem i nie daje sie oddzieli¢ przez dialize.
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Poniewaz miesniowa fosforylaza b jest aktywna tylko w obecnosci kwa-
su adenilowego lub inozynowego, sadzono, ze nukleotyd ten jest grupa
czynng enzymu. Poczatkowe dane analityczne pracowni w St. Louis (5, 48,
55) wskazywaty na obecnos¢ rybozy w fosforylazie a, brak w b. P0zniejsze
analizy S. F. Ve lick i L. F. Wicks (58) ztej samej pracowni dokona-
ne na drodze mikrobiologicznej przy uzyciu mutanta E. Coli, wykluczyty
obecnos$¢ adeniny w fosforylazie a

Wyzej wymieniona praca zastuguje na szersze omowienie, poniewaz opi-
sano w niej préby wykrycia grupy prostetycznej enzymu na wieksza niz
poprzednio skale. Przebadano mianowicie fosforylaze a na obecno$¢ wie-
kszo$ci witamindéw rozpuszczalnych w wodzie, ale znaleziono niektdre w tak
znikomych ilosciach (66, 67), ze nie wchodzity one w rachube. Nie prébowa-
no poszukiwan zagrupa witaminu Bo,za wyjatkiem pirodoksyny, ktérg mie-
rzono testem dekarboksylazy tyrozynowej (W. W. Umbreit). Analizy
wykazaty mniej niz 0.5 mola pirydoksyny na mol enzymu. Autorzy pracy
wyciagneli z tego nastepujacy wniosek: ,,Although the Be vitamins cling to
the protein more tenaciously than do others, there isno reason to believe that
they constitute a prosthetic group, since they can be removed by recrystal-
lization under conditions in which the enzyme does not lose activity. Pho-
sphorylase b was not activated by pyridoxal phosphate”.

To stwierdzenie niewatpliwie wywarto duzy wptyw na kierunek dalszych
poszukiwan za grupa czynna. W r. 1952 M. V. B ue 11 (68) otrzymata kwas
urydylowy po hydrolizie krystalicznej fosforylazy i sadzita,, ze nukleotyd
urydynowy moze by¢ koenzymem niezbednym dla aktywnosci fosforylazy
glikogenu. Podobne zapatrywanie o aktywacji przez dwufosfonukleotyd gto-
sili E. G. Krebs i E H Fischer (50, 51), a poprzednio na takg moz-
liwos¢ wskazywat H. Kalckar (69). Do tego stopnia uwazano te, meto-
dycznie niepewne wyniki za prawdopodobne, ze S. Korkes (70) podat
nawet probny schemat mechanizmu dziatania fosforylazy a i b, mecha-
nizmu inaktywacji fosforylazy a, reaktywacji fosforylazy przez adrenaline.

Zagadnienie grupy czynnej fosforylazy a z mies$nia zostato podjete na
nowo w r. 1956 w pracowni C. F. Coriego podczas pobytu iprzy udzia-
le autora niniejszego przegladu. UzyliSmy wowczas wielokrotnie przekry-
stalizowang fosforylaze a z miesnia krélika potraktowang miedzy rekry-
stalizacjami z cysteiny-glicerofosforanu a pdzniej wersenu — glicerofosfo-
ranu kilkakrotnie norytem. W ten sposéb zostaty zupetnie usuniete wolne
nukleotydy i $lady kwasu nukleinowego, bez straty aktywnosci. Wyniki ba-
dan zostaty ogtoszone przez T. Baranowski, B. Illinworth, D
Brown i C F. Cori wlipcu 1957 r. (71). Praca ta doniosta o wydziele-
niu z wysoko oczyszczonej fosforylazy a miesnia krélika fosforanu pirydok-
salu w ilosci 4 moli na mol biatka.
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Identyfikacja grupy prostetycznej enzymu dokonana zostata wieloma
metodami. Przez odbiatczenie fosforylazy a kwasem nadchlorowym lub
troj chlorooctowym otrzymano wyciagi, ktére wykazywaty typowe widmo
pirydoksalo-5’-fosforanu w catym zakresie pH. Przeprowadzono wydziele-
nie fosforanu pirydoksalu wytrgcajac go jako sél barowag dwoma objetos-
ciami etanolu. Zo6ty osad wymyto, rozpuszczono w wodzie i ponownie wy-
tragcono alkoholem. Nastepnie oczyszczono otrzymany materiat na kolumnie
z wymiennika jonowego (Dowex 1), poddajac go chromatografii absorpcyj-
nej. W analogiczny spos6b oczyszczono syntetyczny pirydoksalo-5-fosforan,
przy czym wydajnos$¢ z kolumny byta w obu wypadkach ta sama (40°/0)

Widma absorpcyjne w ultrafiolecie byty identyczne dla syntetycznego
i naturalnego fosforanu pirydoksalu, rowniez szybkos¢ wedrowania w elek-
troforezie bibutowej byta ta sama dla syntetycznego materiatu i wydzielo-
nego z fosforylazy. W tesScie biologicznym, opartym na aktywowaniu apo-
transaminazy glutamo-asparaginowej naturalna i syntetyczna probka oka-
zaty sie jednakowo aktywnymi.

«

Wysoko oczyszczona fosforylaza a z miesni kréolika zawiera w czgsteczce
0 masie okoto 500,000 8 atoméw fosforu. 4 z nich znajdujg sie w 4 czastecz-
kach pirydoksalo-5-fosforanu pozostate 4 pod postacig estru trudno-
hydrolizujgcego, ktdry daje sie uwolni¢ z fosforylazy dopiero po strawieniu
trypsyng. E. G. Krebs iwspotpr. (72) wykazali, ze miedzy produktami
trawienia trypsynowego znajduje sie niski peptyd, majacy w swym skiadzie
fosfoseryne. n

Ostateczny dowod na to, ze koenzymem fosforylazy miesniowej jest pi-
rydoksalo-5-fosforan przeprowadzili C. F. Cord i wspotpr. (73), kté-
rzy uzyskali apoenzym fosforylazy ai b, aktywujacy sie przez dodatek na-
turalnego lub syntetycznego fosforanu pirydoksalu. Wynika z tego, ze za-
réwno fosforylaza a jak i b posiadajg te samg grupe czynng, a wiec defosfo-
rylacja obserwowana przez niektérych autorow podczas przejscia formy
aw b nie dotyczy grupy czynnej. Mozliwe, ze preparaty enzymu PR, ktore
nie sg jeszcze dostatecznie oczyszczone zawierajg fosfataze usuwajgcg resz-
te fosforanowa z fosfoseryny tancucha peptydowego i wymieniajaca te re-
szte za fosforan 32P, co obserwowano w doswiadczeniach E. G. Krebsa
1wspétpr. (74). Trwatos¢ wigzania fosforanu pirydoksalu z enzymem przy-
pomina trwato$¢ fosfokreatyny, a za tym mozna przypuszczac, ze wigzanie
jest typu P-N (azot z wolnej grupy NH2 lub gwanidylowej biatka).

5 Dotychczasowe dane o mechanizmie fosforolizy

Ostatnio dokonane rozpoznanie koenzymu fosforylazy miesniowej nie-
watpliwie przyspieszy zgtebienie mechanizmu fosforolizy. Badania izoto-
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powe beda miaty tu gtos decydujacy. Dlatego nie bedzie w tym ustepie do-
konany przeglad opublikowanych hipotez, lecz zebrane badania podstawo-
we. Ponadto beda krytycznie naswietlone te doSwiadczenia, w ktérych po-
dejScie metodyczne wydaje sie niezadowalajace.

Zacza¢ nalezy od rozwazan terminologicznych, poruszonych w pismien-
nictwie przez B. Axe 1roda (75). Jezeli zorganicznego estru fosforowego
np. typu:

X y yoOH
C——Pp=0

; "OH
zostaje oderwana grupa -0P 03HZ, to znaczy zostaje rozbite wigzanie w miej-
scu x, wtedy otrzymuje sie grupe fosforanowgq. Jezeli rozpad nastgpi
w miejscu vy, to odrywa sie grupa fosforylowa. Okazato sie, ze rozszczepienie
typu ,fosforanowego” oraz typu ,fosforytowego” sg dwoma zupetnie réz-

nymi reakcjami.

Podstawowe badania nad mechanizmem przeniesienia reszt fosforano-
wych i fosforylowych zapoczatkowata Milidred Cohn w pracowni
Corich. Jej zastugg jest wprowadzenie izotopowego tlenu 1sO w bada-
niach nad mechanizmem rozszczepienia wigzania —C—O—P. Dla badania
procesu hydrolitycznego uzywa sie najwygodniej H21lsO i oznacza w pro-
duktach reakcji nadmiar izotopowy IsO. Piethowang bedzie grupa wodo-
rotlenowa lub ortofosforan, zaleznie od wigzania, ktdre ulega rozbiciu

R 0PO3H2 + HI80OH ------mme- » R—180H + H3PQ4

R—O—PO03H2 + HI80H --eeomeeemee >R—OH + H3P1804

Dla badania fosforolizy wygodnym jest uzycie pietnowanego fosforanu
HaP1804.Uzywajac pietnowang wode oraz fosforan M. Cohn (76) zbadata
zachowanie sie glukozo-1-fosforanu w reakcjach hydrolitycznych oraz fos-
forolitycznych.

Podczas enzymatycznej hydrolizy estru glukozo-1-fosforowego katali-
zowanej przez alkaliczng fosfataze rozbijane jest wigzanie miedzy tlenem
a fosforem (C-O-P). Ten sam mechanizm zostat stwierdzony przez wcielanie
180 z pietnowanej wody w fosforan nieorganiczny podczas hydrolizy estru
w obecnosci kwasnej fosfatazy.

W reakcji syntezy polisacharydu katalizowanej przez fosforylaze mies-
niowg rozbijane jest wigzanie miedzy weglem atlenem (Ct O-P). Wskazuja
na to wyniki doswiadczalne (77): zawartos¢ IsO w uwolnionym ortofosfora-
nie jest po osiggnieciu rownowagi chemicznej taka sama jak w estrze Co-
rich, ktéry byt wyjsciowym substratem reakcji. Nalezy wiec fosforoli-
tyczne rozszczepienie wigzania estrowego sformutowaé nastepujaco (x ozna-
cza IsO):
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CH20H CHoOH ch2oh
Zn
. Q I~
\ /\ /'H w0~ p_"oH + —0 —o-
\ / X0- \ /
CH,OH CH,OH ch2oh
XOH
S ¢ N— bHXO—P—xOH
[-o0 - /  ° \. I
\ / \ / xQ-

W przypadku fosforylazy miesniowej zostat zbadany izotopowo mecha-
nizm przebiegu reakcji w obu kierunkach a takze rozszczepienie kompleksu
glukozia-enzym. Zostat on sformutowany nastepujgco:

ch2oh ch2h
xOH ) —
/ o 0 H
\/'H Ox—p—xOH + enzym enzym +
. \
)O_
xOH

|
+ HOXx—P—xOH
|

)o_

Zostaty wiec wyznaczone kryteria reakcji fosforolitycznej,, odrozniajace
ten typ reakcji od enzymatycznej hydrolizy. Rozbiciu uilega wigzanie C-O
(lub ogolniej X-0), podczas gdy w reakcji katalizowanej przez fosfatazy
rozszczepione zostaje wigzanie O-P. Drugim kryterium fosforolizy jest zdol-
no$¢ zastepowania fosforanu przez arsenian. Typowe reakcje fosforolizy
przebiegajg réwniez jako arsenolizy z tg rdznica, ze utworzony ester jest
nietrwaty i rozpada sig, tym razem hydrolitycznie.

Na uwage zastuguje fakt, ze podczas fosforolitycznego rozszczepienia
wigzania C-0 nie zawsze wystepuje odwrécenie Waldena, jakiego na-
lezatoby oczekiwa¢ w tym wypadku. Nie ma takiego odwrécenia w przy-
padku fosforylazy polisacharydowej oraz fosforylazy sacharozy. Zawsze
syntetycznym produktem dziatania fosforylazy jest a- glikozyd. Natomiast
fosforylaza maltozy produkuje (3-glukozo-I-fosforan, a wiec wystepuje od-
wrocenie waldenowskie w przebiegu tej reakcji. Takze wszystkie fosfory-
lazy N-glikozydowe powodujg inwersje na wigzaniu glikozydowym. Jak
wiadomo rybonukleozydy sg (3-glikozydami, natomiast produktem ich fos-
forolizy jest a-D—ybofuranozo-1-fosforan (78, 79, 80). Syntetyczny P-D-
rybofuranozo-I-fosforan jest nieczynny jako substrat fosforylazy nukleozy-
dowej.
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Z wyzej opisanych doswiadczen wynika, ze w reakcji fosforolizy jest
przenoszona reszta fosforanowa,, w reakcji katalizowanej przez fosfatazy
grupa fosforylowa. Wynika dalej z tego, ze obecna terminologia jest niezbyt
wiasciwa i zamiast fosforoliza nalezatoby moéwic¢ ,,fosfatoliza”. Kompleks
enzym-substrat zostaje bowiem rozszczepiony w sposéb nastepujacy:

enzym—-C
H: opodh2
W tych warunkach nie przenosi sie grupa fosforylowa lecz fosforanowa.
Termin fosforoliza jednak przyjat sie, na skutek szerokiego rozpowszech-
nienia reakcji tego typu i nie bytoby chyba celowym wprowadzanie zmian,
ktore mogtyby wywota¢ zamieszanie.

Nie wiele przyczynity sie do dalszego wyjasnienia mechanizmu fosforo-
lizy liczne doSwiadczenia wykonane z fosforanem :12P lub ATP napietnowa-
nym 32P w skrajnej reszcie fosforanowej, ktorych celem byto Wyjasnienie
stosunku fosforylazy a do b. Badania E. G. Krebsa iE H Fischera
(74) wykazaty wchodzenie co najmniej dwdch atoméw P z ATP podczas
enzymatycznej konwersji fosforylazy b w a. Enzym, zwany enzymem kon-
wertujagcym jest aktywowany przez dwuwartosSciowy kationy, jak Mg** lub
Mn". Podobng reakcje opisat T. W. Rall, W.D. Wosilait iE W
Sutherland (81). Przejscie fosforylazy watrobowej aw b ma by¢ po-
taczone z odszczepieniem 2 atomoéw P, ktdre moga by¢ ponownie dotgczone
w reakcji analogicznej do opisanej przez E. G. Kreb sa i tow. ja wiec
z udziatem ATP. Nie nalezy jednak zapomina¢, ze fosforylaza b miesniowa
i watrobowa nie zostaly jeszcze dostatecznie oczyszczone. Zawierajg one
napewno $lady enzymu PR oiraz by¢ moze i niespecyficznej fosfatazy, ktdra
moze katalizowac przeniesienie grup fosforylowych w reakcjach nie zwig-
zanych z przeksztatceniem grupy czynnej fosforylazy. Taki zarzut mozna
postawi¢ rowniez i izotopowym doswiadczeniom L. Engstrém i G
Agren (82), ktérzy po inkubacji fosforylazy miesniowej z fosforanem 32P
w obecnosci glikogenu stwierdzili silne napietnowanie enzymu, ktdérego nie
obserwowano w nieobecnosci glikogenu. Fosforan 32P odnalazt sie w formie
fosfoseryny, ktdrg wydzielono po zhydrolizowaniu fosforylazy. Sami auto-
rzy przyznaja jednak, ze czysto$¢ przez nich uzywanego fermentu byita
niedostateczna.

Ostatnio prowadzone doswiadczenia w pracowni C. F. Cori (83) wska-
zuja na to, ze 4 atomy organicznie zwigzanego fosforu w fosforylazie mies-
niowej wystepujg w formie trudnohydrolizujgoego estru, typu fosfoseryny
lub fosfotyrozyny. Po trawieniu trypsynowym E. G. Krebs i wspoipr.
(84) mieli wydzieli¢ heksapeptyd zawierajagcy w swoim skiadzie fosfoseryne.
Mozliwe jest, ze pojawiajacy sie w czasie przejscia fosforylazy a w b, fosfo-
ran nieorganiczny jest odrywany enzymatycznie od seryny. Nie mamy jed-
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nak zadnych danych, czy odwracalna defosforylacja seryny, znajdujgcej sie
w tancuchu peptydowym fosforylazy ma co$ wspoélnego z odwracalnym
przejsciem enzymu z formy a w b. Nie mozna tez na razie stawia¢ hipotez
odnosnie foisforylowania tafncucha peptydowego enzymu jako etapu me-
chanizmu fosforolizy.

Wykrycie obecnosci 4 czasteczek fosforanu pirydoksalu i stwierdzenie
jego niezbednosci dla czynnosci enzymatycznej stawia badania nad mecha-
nizmem fosforolizy na nowej podstawie. Najblizsza przyszto$¢ przyniesie
zapewne nowe fakty, ktdre mogg utatwi¢ rozwigzanie problemu fosforolizy.
Informacje o grupie czynnej i mechanizmie enzymatycznym reakcji analo-
gicznych, w ktorych zamiast fosforanu wystepuje pirofosforan sg réwniez
dosy¢ skagpe. Istnieje duza analogia miedzy procesem fosforolizy a piro-
fosforolizy. Tym wiekszg jest potrzeba wyjasnienia podstawowych zagad-
nien mechanizmu fosforolizy i pirofosforolizy, gdyz w reakcjach tych prze-
biega wiekszos¢ biologicznych syntez ustrojowych, a zwtaszcza syntezy bio-
logicznych polimeréw.
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TADEUSZ KORZYBSKI

Synteza penicyliny fenoksymetylowej (penicyliny V)
I poprzedzajace jg badania

Badania nad chemig penicyliny przeprowadzano podczas wojny
w ramach wspotpracy miedzy 39 laboratoriami uniwersyteckimi i przemy-
stowymi Anglii i Stanéw Zjednoczonych. Koszt tych badan wynosit okoto
20 milionéw dolarow.

Prace nad syntezg penicyliny (por. T. Korzybskd i W. Kuryto-
wicz (12) rozpoczeto juz we wczesnym okresie badan nad tym antybioty-
kiem. W roku 1943 stworzono w Anglii na wniosek Medical Research
Council specjalny Komitet Syntezy Penicyliny, ktérego celem byto inicjo-
wanie, koordynowanie i przeprowadzanie badan w dziedzinie syntezy peni-
cyliny i jej analogow.

Pierwsze préby syntezy przeprowadzono we wczesnych miesigcach
1944 roku niezaleznie od siebie w Anglii i w Stanach Zjednoczonych. Dnia
31 stycznia 1944 roku w pracowniach firmy Merck and Comp. doniesiono
0 uzyskaniu produktu majgcego okoto dwa tysigce razy mniejszg aktywnos$é
bioilogiczna niz penicylina. Niemal jednocze$nie oksfordzcy uczeni doniesli
0 otrzymaniu biologicznie czynnego produktu z podobnie niskg wydajnoScig.
Wydawato sie wtedy, ze wszystko zmierza prosto do syntezy penicyliny.
Wyniki badan zespotowych zostaty opublikowane w obszernym dziele,
obejmujacym przeszto 1000 dwuszpailtowych stron, wydanym w roku 1949
pod redakcjg zespotu: H. T. Ciarke, J. R . Johnson iSirR Robin-
son, anoszacym tytut: ,, The Chemistry of Penicillin”. Catoksztalt 6wczes-
nych badan zmierzajacych do syntezy penicyliny zostat zebrany przez
Bachmanna i Cronyna wrozdziale XXII tego dzieta. Sir Robert
Robinson, d&wczesny przewodniczagcy Komitetu Syntezy Penicyliny,
wyrazit sie w 1946 r., ze ,nasi przyjaciele lekarze, ktorzy sg Swiadkami
syntezy wielu witaminéw i hormonéw dokonywanej zaraz po scharaktery-
zowaniu ioh i analizie chemicznej, bardzo sie do nas rozczarowali”. Wyrazit
on wtedy nadzieje, ze poniewaz problem zostat dobrze postawiony, zostanie
on z pewnoscig rozwigzany. Stato sie to w 10 lat pozniej.

[143]
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Przy pierwszych probach syntezy, w ktérych uzyskiwano znikcmg
aktywnos$¢ w produktach reakcji, watpliwe byto, czy rzeczywiscie otrzyma-
no czasteczke penicyliny na drodze syntezy. Du Vigneau d i wspot-
pracownicy (5) wiozyli wiele wysitku dla wykazania, ze w produktach reak-
cji rzeczywiscie powstata penicylina, cho¢ w iloSciach znikomych. Wykazali
oni, ze istotnie synteza taka miata miejsce. Praca ta, po ukazaniu sie do-
niesien w piSmiennictwie, zostata zreferowana przez T. Korzybskie-
go (11). Zadziwiajacg przy tym rzeczg byt fakt, ze przy tej ,syntezie”
wzieto za podstawe, jak dzis wiemy, fatszywgq strukture czasteczki peni-
cyliny.

Niepowodzenie w pracach zmierzajgcych do syntezy penicyliny zaha-
mowato te badania na pewien czas. Pod koniec lat czterdziestych prace w tej
dziedzinie sg skape i nie prowadza do pozytywnych wynikéw.

Baker i O1lis (1) w roku 1949 usitowali uzyskaé zwiagzek podobny
do czasteczki penicyliny przez proby kondensacji kwasu a-formylo-P-amino-
mastowego (I) z D-penicyloaming (lI). Nie uzyskali jednak zamkniecia
pierscienia.

SH” /CH,
nh2ch —ch—cho c—ch3
ch3cooh nh2-ch—cooh
m (m

Podobnie Cook, Harris, Pollock i Swan (4 w roku 1950 nie
uzyskali aktywnosci biologicznej przy uzyciu do kondensacji pochodnej
penicyloaminy substytuowanej w pozycji P przez rodnik p-chlorofeny-
lowy (I11).
SHW AC &HACL
CH

NH2—(I3H-COOH
[dD)
Holley i Holley w latach 1949 i 1950 (7, 8, 9) uzyskali na drodze syn-
tezy ugrupowanie znajdujgce sie w czgsteczce penicyliny, mianowicie,
czterocztonowy pierscien, taki sam, jiaki znajduje sie w czasteczce biolo-
gicznie aktywnej. Uzyskali oni laktam kwasu (3-aminopropionowego (IV)
(2-azetidinon)

CH2—gh 2

| [
CO—NH

(v)
i jego pochodne, destiobenzylopenicyling (V) i zwigzek zawierajacy skon-
densowane ugrupowanie tiazolidyno-fMaktamowe (VI). Zwigzki te jednak
byty najczesciej zupetnie pozbawione aktywnosci biologicznej lub wykazy-
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waty ja w bardzo matym stopniu. Zwigzek IV miat 1000 krotnie mniejsza
aktywno$¢ w stosunku do Staphylococcus aureus od penicyliny benzylowej.

/ICH3
CeH5—CHa—c o0 —NH—CH—CH2 Ch(
| | I XCH3
CO—N — CH—COOH
M
CH3 S

| [\
ch3c-ch ch2

Takze i reaktywno$¢ chemiczna tych zwigzkow byta znacznie mniejsza od
reaktywnos$ci czasteczki penicyliny. Alkaliczna hydroliza penicyliny,
wedtug tych autoréw, jest bardzo utatwiona dzieki atomowi siarki zwigza-
nemu z pierscieniem (3-laktamowym i dzieki sprzezeniu pieciocztonowego
pierscienia z tym pierscieniem. Niewielkiego stopnia aktywnos$¢ stwierdzili
Holly, Peeil, Luz i Folkers (10) w syntetyoznie otrzymanym
peptydzie o budowie N-fenyloacetylo-L-cysteinylo-D-waliny (VII). Skiad
tego peptydu rézni sie od sktadu czasteczki penicyliny benzylowej obec-
noscig 4 wodoréw wiecej; odjecie ich mogtoby doprowadzi¢ do wytworzenia
charakterystycznego dla tej czasteczki skondensowanego pierscienia tiazo-
lidyno-P-laktamowego.

|
CH5—CHa—CO—NH -

Stavely i Berestecki (32, 33) przy prébach uzyskania homologu
penicyliny z grupg metylowga stojgcg w pozycji 6 uzyskali tylko pochodng
(VIHI) nieaktywnego kwasu penilowego. a-metylowe pochodne kwasu
penaldowego nie daty z penicyloaming pochodnej kwasu penicytonowego
(penicilloie acid), a tylko ugrupowanie kwasu penilowego (penillic acid),
nieaktywnego izomeru penicylin .

N H -CO—C---CH  C=(CH))|
VTR N—— CH—COOH

ch2 Ced5
rvm)

10 Postenv RioohfimH
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Tabachnick, Eisen. i Levine (34) otrzymali z D-penicyloaminy
i L-cysteiny zwigzek zawierajacy dwusiarczkowe wigzanie o budowie po-
danej we wzorze (IX). Zwigzek ten roéwniez nie wykazywat aktywnosci
biologicznej.

L IS Sv  ICH3
COOH—CH—CH2 c
| xch3
NH2 NH2---mmmmmeeeee CH—COOH
®)
(1X)

Cykl prac Sheehan a i jego szkoty w Massachusetts Institute of
Technology zapoczatkowany w roku 1950 (17), doprowadzit w ciggu kilku
lat do powaznych osiggnie¢ na drodze chemicznej syntezy penicyliny.

Autor ten brat uprzednio udziat w pracach zespotowych nad ustaleniem
budowy czasteczki penicyliny, przeprowadzanych w ramach wspdipracy
miedzynarodowej podczas drugiej wojny Swiatowej. Byt on takze autorem
metody strgcania penicyliny benzyilowej jako soli z N-etylopiperydyna,
ktdrg to metode opisat jako metode analityozng. Niebawem metoda ta za-
czeta by¢ powszechnie stosowana przy uzyskiwaniu krystalicznych prepa-
ratbw penicyliny. Stanowita ona istotny postep, dawata bowiem sposob
tatwego pozbywania sie barwnych substancji towarzyszacych penicylinie
przy produkcji.

Sheehan i Ryan (30, 31) uzyskali z benzyloaniliny i chlorku ftalo-
iloglikokolu pochodng (X) 2-azetidinonu (laktamu kwasu P-aminopropiono-
wego) posiadajgcego w pozycji 3 boczny taricuch w postaci grupy fenylo-
acetyloaminowej, czyli takiej, jaka charakteryzuje penicyling benzylowa.

C6H3—CH2—CO—N H—C3H fH—CGﬂS

R
CO—N—CeH5

x)

Nastepnym krokiem byto uzyskanie przez tychze autoréw zwiazku (XIV)
zawierajgcego catkowite 'ugrupowanie dwéch skondensowanych pierScieni
0 uktadzie wystepujacym w czasteczce penicyliny. Dziataniem chlorku
ftaloiloglikokolu (XI) na 2-fenylo-2-tiazoline (XII) w tréjetyloaminie uzy-
skali zwigzek (XII1), w ktorym pod wptywem tagodnej hydrolizy wodoro-
tlenkiem sodowym i dziataniem dwuazometanu rozbito grupe ftalimidowa.
Otrzymany zwigzek (XIV) posiadat nieistniejagcy w czasteczce penicyliny
podstawnik fenylowy w pozycji 5. Byt on biologicznie nieaktywny. Byt to
najbardziej podobny do penicyliny zwigzek, jaki otrzymano w roku 1951
na drodze syntezy.

\Y
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rn . cH5 s
N\ co\ \ / 3\
ron N—CH2  + c? 4cH2
"Ieo e b o0 TR sch2
(X1) (X11)
PO ~n5 0
A\ [ CO\ \ / S\

N—CH2—-C CH2

A do—N e,

(X111)

(icHs S
/1s
CH,0CO—C&H4—-CO—NH—CH—Cs 2CH2

Co—N*—3cH,
(X1V)

Nastepnym krokiem byto uzyskanie przez Sheehana, Hilla
i Buhlego (25) zwigzku (XV), zawierajgcego ugrupowanie P-laktamowo-
tiazolidynowe, jak w zwigzku (XIV), ale posiadajgcego podobnie jak w cza-
steczce penicyliny dwie wolne grupy metylowe i grupe karboksylowg przy
pierscieniu tiazolidynowym.

Avic ey S Sy 6l
I N—CH—C  CN

~oxeonr b Ay CH oo
(XV)

Przez utlenienie nadmanganianem otrzymano sulfon zwigzku (XV). Dal-
szym krokiem przy syntezie Sheehana i Laubacha (29) byto za-
stosowanie chlorku isukcynimidoacetylowego -zamiast analogicznej P-po-
chodnej ftalimidowej. Po otwarciu pierscienia sukcynimidowego otrzymano
nieaktywny biologicznie zwigzek (XVI), o widmie bardzo podobnym do
widma estru metylowego naturalnej penicyliny benzylowej. Zwigzek ten
réznit sie od estru metylowego penicyliny benzylowej tylko obecnoscig
grupy fenylowej w pozycji 5 i budowa tancucha bocznego. Konfiguracja
przestrzenna tego zwigzku nie zostata poznana.

cooch3 cehs s
\' /i1 \ /CH3

CH2—CH2—CO-N H—Cig—CS 2C,

CH,
7 4 3
CO—N - CH—COOCHS3
(XV1)

10*



148 T. KORZYBSKI [6]

Autorami piatej pracy ztego cyklusg Sheehan i Laubach (29).
W pracy tej podano sposéb wprowadzenia do bocznego tancucha reszty
fenyloaoetyiloaminowej, czyli tej, ktdra jest charakterystyczna dla penicy-
liny benzylowej. Poniewaz acyloaminowe ohlorki kwasowe w rodzaju
chlorku fenyloacetyloaminooctowego nie dajg sie uzyska¢, a mogtyby one
stuzy¢ bezpos$rednio do wprowadzenia charakterystycznego dla penicyliny
benzylowej bocznego tancucha, nalezato sie uciec do sposobu posredniego,
ktéry znaleziono w zastosowaniu zwigzku (XVII), bedacego pochodnag
5-fenylooksazolidyno-2,4-dionu. Zwigzek ten =z poprzednio uzywang
2-fenyto-2-tiazoling (XI1) w tréjetyloaminie prowadzit z 28% wydajnoscia
do wytworzenia zwigzku (XVI1I1) z zamknietym pierScieniem laktamowym.
W nastepnych etapach otwarto pierscien oksazolidynowy, przez co otrzy-
mano biologicznie nieaktywny zwigzek (XIX) z bocznym taricuchem iden-
tycznym z tym, ktdry znajduje sie w penicylinie benzylowej.

CH------- CO cehs5 s

[ 3\
C2  4CH2
01 , 3N-CH2 +

A . -
ceyl éOCI IUI———————CHZ

(XVII) (X11)

CeH5—CH------- CO Ce&3 S

I I \ 1N
o] N—CH—C  CH2

VCO o dhe
(XVI1I1)

Siarka znajdowata sie tu w postaci grupy sulfonowej (16), uzywane byty
bowiem czynniki utlenitajgce.

ceh5s02
\ \
cth6—ch2—co—nh—ch—c ch?
CO—N —mmemmv CH?2
(XIX)
Sheehan i Corey (18) przez zastosowanie innego ,odczynnika”

dla zamykania pierScienia ft-laktamowego uzyskali z duzg wydajnoscia
pierwszg syntetyczng Maktamo-tiazolidyne, majagcg w pozycji 6 reszte
fenyloacetyloaminowa (XX), czyli identyczng z resztg charakterystyczna
dla penicyliny benzylowej. Zwigzek ten byt nieaktywny biologicznie.

CeH5 S

\/1\
CeH5—CH —CO—NH-CH—Cs " 2CH,

v 14 3
CO—N - CH,

(XX)
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Sheehan, Henry-Logan i Johnson (23) z aldehydoestru
0 budowie wskazanej we wzorze (XXI) i DL-penicyloaminy (Il) otrzymali
z dobrg wydajnoscig zwigzek (XXII), ktéry po kilku przeksztatceniach
1 cyktizacji dokonanej dziataniem chlorku tionylu doprowadzit do powsta-
nia zwigzku (XXIII), wykazujgcego cykliczne ugrupowanie zupetnie zgodne
z tym, jakie wystepuje w aktywnej czasteczce penicyliny, lecz z bocznym
tancuchem o budowie odmiennej. Mimo to zwigzek ten nie byt aktywny
biologicznie.

Ay BB St sen,
N—CH—CHO C
'V \'co/ [ + | X CH3
CO NH2—-CH—COOH
OoCc4H9
(XX1) an
A\ [ CO\ [ \ /CH.
I N—CH-CH ¢;
ArCON | | | XCH3
CO NH-—-CH—COOH
|
och9
(XX11)
~ Vo CO\ / S\ ICH,
1 m N—CH—CH C
co'
CO—N----—- CH—COOCH,
(XXI111)

W pracy oOsmej z tej serii opublikowanej w roku 1954 Sheehan
i Johnson (27) podali pierwszy raz metode syntezy pochodnych kwasu
penicylonowego, ktéra zabezpiecza przed niekorzystnym przegrupowaniem
w kierunku wytworzenia ukitadu oksazolonowego. Istotnym produktem
wyjsciowym byty tu estry ftalimidoaldehydomalonowe (XXIV), ktére w od-
dziatywaniu kwasnym w obecnos$ci octanu sodowego daty z penicyloaming
(I1) bezposrednio estry kwasu penicylonowego (XXV). Starano sie uzyskaé
wolny kwas penicylcnowy (XXV, R = H) w celu poddania go prébom zam-
knigcia pierscienia laktamowego. Owczesne jednak proby uzyskania tego
kwasu pozostaty bez rezultatu. Zastosowanie grupy ftalimidowej byto
znacznym postepem przy syntezie analogdw penicyliny, poniewaz grupa ta
zapobiegata przegrupowaniu w kierunku niekorzystnego ugrupowania
oksazolonowego (azlaktonowego).
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™ SH
AN\ [ col \ / CH>
[ N—CH—CHO Cx
| + | XCH3 -_—
COOR NHS---CH—COOH
(XX1V) an
N \/co\ [ s\ | CH>
N—CH— CH c;
| | | CH,
COOR NH----CH—COOH

(XXV)

Nastepne trzy prace z tej serii: dziewigta, dziesigta i jedenasta, wykonane
przez Sheehana i Cruickshanka, (19, 20, 21) podajg sposoby
uzyskiwania wolnego kwasu penicylonowego (XXV, R = H), cyklizacji tego
kwasu i wytworzenia zwigzku (XXVI), ktéry mozna nazwac 6-ftailimido-
penicylanianem metylowym, poniewaz ugrupowanie cykliczne penicylin
nazwano kwasem penicylanowym (XXVII). Otrzymano taikze pochodng
benzylosulfonamidowa kwasu penicylanowego o budowie przedstawionej
we wzorze (XXVIII). Kwas ten mozna nazwa¢ kwasem 6-benzylosulfono-
amidopenicylanowym.

N\ /co\ [\ | O
[ —CH— Cx
co” [ | | Xch3
€0 —N----- CH—COOH
(XXV1)
S
/ \ ICH,
CH2—CH C»
| XCH3
CO—N--—--- CH—COOH
(XX V1)
/T\  CH,
CeH5—CH2—S 02—NH—CH—CH
16 15 2 ICHS
|7 |4 3
CO—N-—-- CH—COOH
(XXVIII)

Kwas ten wykazywat juz pewna, jednakze jeszcze niska, aktywnos$¢ biolo-
giczng. Jeden miligram tego zwigzku miat aktywnos$é biologiczna odpowia-
dajaca 18,6 jednostkom penicyliny. Sél sodowa naturalnej penicyliny ben-
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zytowej ma moc réwng 1667 j w 1 mg, czyli okoto 100 razy wiekszg. Ta po-
chodna sulfonylowa penicyliny, r6znigca sie od penicyliny benzylowej
wytgcznie obecnoscig grupy SO2 znajdujgcej sie w miejscu grupy CO
tancucha bocznego, jest odporna na dziatanie kwaséw mineralnych, ponie-
waz nie moze w niej powstawaé niekorzystne przegrupowanie w kierunku
wytworzenia nieaktywnego kwasu penilowego.

W pracy Sheehana i Hoffa (26) podano szczegéty metody otrzy-
mywania tej pochodnej benzylosulfonoamidowej kwasu penicyilanowego
(XXVII1), ktérg uzyskano w konfiguracji identycznej z konfiguracja natu-
ralnych penicylin. Droga ta byta nastepujgca. Ester Ill-rz. butylowy kwasu
ftalimidoaldehydomailonowego (XXIV, R = c4H9) z D-penicyiloaming (II)
dawat zwigzek (XXV). Po zablokowaniu grupy karboksylowej resztg ben-
zylowg uzyskano preparat sktadajgcy sie z dwoch izomerdw (naturalnego a
i drugiego, nienaturalnego, nazwanego Y— w stosunku 2 :9). Przez ogrze-
wanie z tréjetyloaming przeprowadzono izomeryzacje (z wydajno-
§cig 43—68%) w kierunku pozadanego izomeru a, po czym dziataniem
hydrazyny w temperaturze pokojowej, a nastepnie dziataniem kwasu sol-
nego usuwano grupe ftailimidowsg, uzyskujgc zwigzek (XXIX) posiadajacy
wazne znaczenie (patrz nizej). Wprowadzono nastepnie jako boczny tancuch
grupe benzylosulfonowa, usuwano rzeszte izobutylowag i cyklizowano za
pomocg chlorku tionylu. Wydajnosci poszczegdlnych krokdw wahaty sie
okoto 50°<h Otrzymano w ten sposéb krystaliczny ester benzylowy kwasu
benzylosulfonamidopenicylanowego, a takze wolny kwas (XXVIII) o natu-
ralnej konfiguracji.

. AJCH,
HCl—NH2-CH—CH C

| ¢ch3
CO NH-—-—-CH-COO-R

OCH,
(XX1X) (R=—CH2—C6H5)
(XXX) (R=H)

Kluczowy zwigzek (XXIX) dawat r6zne mozliwosci syntezy penicylanianow,
gdy uzywano rozne grupy w bocznym tafAcuchu przy zablokowanej grupie
karboksylowej.

Dalsze prace szkoly Sheehana wykorzystaly stwierdzony przez
Brand la i Margreitera (2,3) fakt, ze dawniej juz znany rodzaj
biosyntetycznej penicyliny fenoksymetyilowej nazwanej przez nich penicy-
ling V (otrzymang z ptyndéw fermentacyjnych Penicillium, do ktérych do-
dano kwas fenoksyoctowy jako prekursor), jest w znacznym stopniu odporny
na dziatanie kwasow.



152 T. KORZYBSKI [10]

Drugim waznym krokiem naprzod byto podanie przez Sheehana
i Hes:sa (24) w roku 1955 nowej metody wytwarzania wiagzania peptydo-
wego. Odczynnikiem przeprowadzajacym te reakcje jest N,N-dwucyklo-
heksylokarbodwuimid (XXXI), opisany przez Herbtcka i Pezzatie-
go (6) wroku 1933.

CeHu—N HA -R CéHu—NH HN—R
| [
c + —% co +
I |
CéHu—N HOOC—R' C,Ha-NH CO—R
(XXXI) * (XXXII)

Jezeli na jeden mol aminokwasu (z resztg R) o zablokowanej grupie karbo-
ksylowej i jeden mol aminokwasu (z resztg R’ o zablokowanej grupie ami-
nowej zadziata¢ matym nadmiarem tego odczynnika (w tetrahydrofuranie),
to juz po 4 godzinach uzyskuje sie w temperaturze pokojowej (co jest
specjalnie wazne) kondensacje i wytworzenie peptydu. Odczynnik przy
tym przechodzi w nierozpuszczalng pochodng mocznika (XXXII). Dodanie
matej ilosci kwasu octowego prowadzi do roztozenia nadmiaru zwigzku
(XXX1) i usuniecia nierozpuszczalnego produktu. Po 'usunieciu rozpuszczal-
nika za pomocg octanu etylu i przemyciu rozcienczonym kwasem solnym
i wodnym roztworem dwuweglanu mozna straci¢ produkt dodatkiem eteru
naftowego. Wydajnos$¢ kondensacji wynosi okoto 87%.

Reakcja ta posiada nastepujgce zalety. Przebiega w temperaturze poko-
jowej. Nie jest wraziliwa na wilgo¢, moze bowiem przebiegaé nawet w wod-
nym roztworze. Jest selektywna, mozna byto bowiem wytwarza¢ na przy-
ktad wigzanie peptydowe uzywajgc karbobenzylooksyseryny jako czynnika
acylujacego bez koniecznosci blokowania grupy hydroksylowej seryny.
Reakcja nie powoduje racemizacji, co jest wazne przy uzyciu jako czynnika
acylujgcego optycznie czynnego dwupeptydu z wolng grupg karboksylowg
lub aminowg. Jest to fakt, jak podkreS$laja autorzy, majacy specjalne zna-
czenie przy syntezie wiekszych peptydéw sktadajgcych sie z 2, 3 lub wiek-
szej ilosci reszt aminokwasowych. Wreszcie uboczny produkt reakcji (po-
chodna mocznika, XXXII) jest bardzo mato rozpuszczalny w wiekszos$ci roz-
puszczalnikéw organicznych i w wodzie, dlatego daje sie tatwo oddzielié.

Sheehan i Henry-Logan (22) opublikowali w 1957 roku do-
niesienie o petnej syntezie penicyliny fenoksymetylowej, czyli penicyliny V.
Synteza ta opierata sie na uzyskaniu w pierwszych etapach kwasu penicy-
lonowego (XXXIV), bedacego pochodng penicyliny V. W koncowym etapie
za pomocg odczynnika (XXXI) powodujgcego powstanie wigzania peptydo-
wego otrzymano zamkniecie pierScienia Maktamowego i wytworzenie
penicyliny V (fenoksymetylowej) o aktywnos$ci biologicznej identycznej
z aktywnoscig produktu otrzymanego na drodze biologicznej.
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Pierwszy krok polegat na otrzymaniu z D-penicyloaminy (II) i ftalimido-
aldehydomalonianiu Ill-rz. butylowego (XXI) odpowiedniego optycznie
czynnego estru kwasu penicylonowego o konfiguracji D-a (XXI1), o sktadzie
odpowiadajacym wzorowi C20H24N20sS, t. topn. 161° z rozkt., [a]*s + 54°,
¢ = 1w kwasie octowym. Naturalna konfiguracja a odnoszaca sie do izomerii
wegli metynowych (XXII) zostata ustalona przez poréwnanie z naturalnym
D-a-benzylopenicylonianem dwumetylowym. Izomer D-y, ktory byt mniej
rozpuszczalny w mieszaninie etanol-woda, mozna byto izomeryzowaé¢ z duzg
wydajnoscig w kierunku formy D-a (por. wyzej).

Drugi krok polegat na hydrazynolizde otrzymanego zwigzku i zakwasze-
niu kwasem solnym, przy czym otrzymano z wydajnoscig 85% wolny
kwas (XXX). Zwigzek ten miat sklad odpowiadajacy wzorowi
C12H23N204SCl, t. topn. 172° z rozkt., [a]£5 + 111°, ¢ = 1w metanolu.

Trzeci krok polegat na wprowadzeniu do taficucha bocznego reszty feno-
ksyacetylowej charakterystycznej dla penicyliny V. Mianowicie, dziataniem
chlorku fenoksyacetytowego (CeHs—O—CH2—CO—CI) na zwigzek uzy-
skany w poprzednim kroku otrzymano z wydajnoscig 75°/» ester (a-111 rz.
butylowy) kwasu D-a-fenoksymetylopenicytonowego (XXXIII). T. topn.
120° z rozkt., sktad odpowiadajgcy wzorowi C20H28N20GS, [a]* + 67°,
c = 1w metanolu.

S

[\ | CH°
cth5—o0—ch8-co—nh—ch—ch c

Ixch3
CO NH-CH—COOH

OC=(CH3)3
(XXX111)

Czwarty krok polegat na otrzymaniu wolnego kwasu fenoksymetylo-
penicylonowego, odpowiadajgcego estrowi (XXXIII). Rozbicie estru prze-
prowadzono za pomocg suchego chlorowodoru, otrzymujac z wydajnoscia
75% krystaliczny jednowodzian wolnego kwasu (XXXIV). Skiad jego od-
powiadat wzorowi CieH20N20eS*H20, t. topn. 129° z rozkt., [a]* + 94°,
c = | w metanolu. Prébka otrzymanego preparatu miata identyczng tem-
perature topnienia, widmo w podczerwieni, skrecalnos¢ i temperature top-
nienia mieszaniny z analogicznymi wi#asno$ciami prdébki uzyskanej ze
zmydlenia naturalnej penicyliny V.

/ \ / ch3
CeH5—0—CH2—CO—NH—CH--------- CH C»

|x ch3
COOH NH--—-—-CH—COOH

(XXXIV)
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Pigty i ostatni krok polegat na cyklizacji prowadzgcej do zamkniecia
pierscienia laktamowego i wytworzenia przez to optycznie i biologicznie
aktywnej penicyliny fenoksymetylowej (penicyliny V) w postaci jej soli
potasowej; zwigzek (XXXIV) wraz 7.rownoczasteczkowg iloscig N,N’-dwu-
cykloheksylokarbodwuimidu w mieszaninie wody i dwuoksanu w tempera-
turze pokojowej w ciggu 20 minut przechodzit z wydajnosciag 10—12%
w odpowiedni zwigzek cykliczny (penicyline V),0 strukturze podanej we
wzorze (XXXV).

[\
CéH5—0 —CH2—c0 —NH—CH—CH  C=(CH3)2

| |
CO—N -ememn CH—COOH
(XXXV)

Sheehan i Henry-Logan (22) podkreSlajg w zakofAczeniu swej
pracy, ze ,caty ciag reakcji poczawszy od penicyloaminy przeprowadzono
w temperaturze pokojowej lub ponizej”. Pod tym wzgledem chemicy zbli-
zyli sie znacznie do tych tagodnych warunkéw, ktdre spotykamy w $rodo-
wisku biologicznym. W zwiazku z tym krytyczne pordwnanie drog syntezy
chemicznej z drogg syntezy biologicznej prowadzacej do powstania tej
samej czasteczki penicyliny wydaje sie rzecza pozadana.

Identyfikacje otrzymanego produktu z produktem naturalnym przepro-
wadzono wszechstronnie. Aktywnos$¢ mikrobiologiczna syntetycznego pro-
duktu wynosita 107,8% + 10% aktywnoS$ci wzorca naturalnej penicyliny V
w metodzie dyfuzyjnej ptytkowej. Skrecalnos$¢ produku syntetycznego wy-
nosita [a]® + 223° c = 0,2 w wodzie i produktu naturalnego [a], + 223°,
c = 0,2 w wodzie, sg to wiec wartoSci identyczne. Temperatura topnienia
produktu syntetycznego wynosita 263° z rozikt, naturalnego 256°—260°
z rozkt. Nie stwierdzono obnizenia temperatury topnienia po zmieszaniu
produktu syntetycznego z naturalnym.

Autorom udato sie pomysinie wykonac¢ kilka wariantéw podanej przez
nich metody syntezy penicyliny fenoksymetylowej. Pozytywny wynik
otrzymano, gdy przeprowadzono cyklizacje kwasu penicylonowego uzyska-
nego z naturalnej penicyliny fenoksymetylowej. Gdy jako produkt wyjscio-
wy uzyto nie optycznie czynnej penicyloaminy (szeregu D), ale racematu,
to otrzymany produkt w koncowym etapie (penicylina V) miat tylko 51,4%
aktywnosci naturalnej penicyliny fenoksymetylowej (penicyliny V), co do-
wodzi, ze izomer L nie ma aktywnos$ci biologicznej lub posiada jg tylko
w stopniu bardzo nieznacznym.

W ciagu krotkiego czasu od doniesienia Sheehan i Henry-Lo-
gan a o uzyskaniu penicyliny V na drodze syntezy ukazaty sie krétkie
wzmianki [Newton (13) i Artykut redakcyjny (15)], ze za pomoca tej
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metody otrzymano juz okoto 10 nowych rodzajow penicylin syntetycznych
w pracowniach firm farmaceutycznych Stanéw Zjednoczonych, w ilosciach
gramowych. Przez male zmiany w sposobie przeprowadzania ostatnich
krokow syntezy uzyskano syntetyczne penicyliny bedace pochodnymi
kwasow sulfonowych wprowadzonych do tarhicucha bocznego.

Uzyskanie penicyliny fenoksymetylowej (penicyliny V) na drodze syn-
tetycznej z wydajnoscig ostatniego kroku wynoszacg okoto 10—12% i $red-
niej wydajnosci poprzednich krokdw wahajgcej sie okoto 80%>, jest waznym
osiggnieciem teoretycznym, a moze wywota¢ wazne skutki praktyczne,
mimo Ze nie wydaje sie prawdopodobne, aby metoda ta mogta w najbliz-
szym czasie konkurowac skutecznie z metodg biologiczng pod wzgledem
optacalno$ci. Metoda biologiczna zostata tak dalece opracowana, ze koszty
produkcji sg minimalne i nie tatwo mogtyby zosta¢ obnizone przy syntezie
chemicznej, tym bardziej ze obecnej wydajnos$ci syntezy biologicznej, do-
chodzacej do kilku (zapewne okoto pieciu) tysiecy jednostek w 1 ml brzeczki,
nie mozna uwazac¢ za ostateczny, nie dajacy sie przekroczy¢ kres osiggniec.

Praktyczna wazno$¢ rozwigzania problemu, ktéry opierat sie badaczom
przez prawie 15 lat, w ciggu ktoérych znaczna ilos¢ najlepszych chemikow
Swiata zrezygnowata z prac prowadzonych w tym kierunku, polega na moz-
liwosci wytwarzania nowych rodzaji penicylin, nie spotykanych w przy-
rodzie. Zwitaszcza moze tu mie¢ znaczenie wytworzenie takich pochodnych,
ktére réznityby sie od penicylin dotychczas znanych innymi i zmiennymi
podstawnikami pierScienia tiazolidynowego zamiast grup metylowych.
Jezeliby takie odmiany penicylin byty obdarzone nowymi korzystnymi
wiasnosciami leczniczymi, wtedy nawet kosztowna metoda syntetyczna
mogtaby zostaé zastosowana w celach produkcyjnych. Mozna sobie wy-
obrazi¢, ze pewne rodzaje nowych penicylin, podobnie do penicyliny N (14),
czyli cefalosporyny N, mogtyby dziataC takze i w tych wypadkach, w kto-
rych dotychczasowe rodzaje penicylin nie dziataja z powodu opornosci
drobnoustrojow, zwitaszcza gronkowcéow.

W ptyneto dn. 6.1X.1957.
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