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Uczniowie profesora P a r  n a s  a zdają sobie 
sprawą z jego znaczenia jako i Nauczyciela i Badacza 
i dlatego chcieliby choćby w skromnych ramach 
jednego zeszytu „Postępów Biochemii” wyrazić swą 
wdzięczność i uczcić jego pamięć.

Na wstępie do tego zeszytu dwaj najstarsi ucznio­
wie P a r n a s a starają się odtworzyć ze swych  
wspomnień charakterystyczny klimat Lwowskiej  
Pracowni i na ty m  tle pokazać, jakim  był P a r n a s  
jako nauczyciel i badacz.

Dwa następne artykuły  — to przedruki ze 
„W stępu” do podręcznika „Chemja Fizjologiczna” 
(1922) oraz wykładu wygłoszonego na I Zjeździe 
Naukow ym  PTF w  Warszawie w 1937 r. Wybrane  
artykuły  najlepiej charakteryzują poglądy P a r ­
n a  s a na zasadnicze problemy biochemii oraz jego 
stosunek do biochemii polskiej.

Następna praca I. M o c h n a c k i e j ,  to ostatnia 
przedwojenna praca Pracowni Lw owskiej, wykonana  
pod kierunkiem  P a r n a s a i przyjęta przez niego 
jako doktorska. Nie ogłaszana dotąd drukiem  — 
praca ta posiada nie tylko  swą w ym owę historyczną, 
ale zachowała jeszcze zasadniczo swą aktualność 
naukową.

Na pozostałą część zeszytu składają się prace 
współczesne dalszych uczniów P a r n a s a. Redak­
cja nie krępowała autorów wyborem tematu, to też  
niektóre artykuły  odnoszą się do ich obecnych za­
interesowań, nie wiążących się bezpośrednio z ich 
pobytem w Pracowni Lwowskiej. Jak każą względy  
gościnności — w pierwszej kolejności umieszczono 
prace, nadesłane z poza granic kraju, pozostałe 
zaś — w kolejności ich otrzymania.

http://rcin.org.pl



.

*

-

I

http://rcin.org.pl



16.1.1884 — 29.1.1949

http://rcin.org.pl



http://rcin.org.pl



P O S T Ę P Y  B I O C H E M I I  

TOM  IV  1953 ZESZY T 1

J. HELLER i WŁ. M O ZO ŁO W SKI

Jakub Karol Parnas 

Działalność nauczycielska w latach 1916—1939

Znaczenie działalności nauczycielskiej J a k u b a  K a r o l a  P a r n a s a  
dla polskiej biochemii jest napraw dę wielkie; przez wykłady uniwersy­
teckie, przez kierow anie pracą badawczą, przez pisanie i redagowanie pod­
ręczników, przez udział w pracach towarzystw  naukowych, a zwłaszcza 
przez osobisty kon tak t ze swoimi asystentam i i współpracownikami — wy­
w arł istotne piętno na rozwijającej się polskiej biochemii.

Okres od podjęcia wykładów w W arszawie w 1916 do wybuchu wojny 
w 1939 to stale rozw ijająca się praca badawcza P a r n a s a  i  równolegle 
biegnąca, ale obejm ująca coraz szersze kręgi praca nauczycielska. Ten okres 
należy więc omówić w artyku le  wstępnym  do num eru „Postępów Biochemii” 
poświęconego jego pamięci.

Okres poprzedni daje  się ująć kilkom a datami. J a k u b  K a r o l  P a r ­
n a s  urodzony 16 stycznia 1884 roku w Tarnopolu, ukończył gimnazjum 
we Lwowie w 1902 r, chemię studiował w Berlinie, S trasburgu i Zurychu; 
doktorat filozofii uzyskuje w Monachium w 1907 r, habilitu je się w 1914 r 
na W ydziale Lekarskim  U niw ersytetu w Strasburgu. Praca w stacji zoolo­
gicznej w Neapolu i pobyt w Cambridge, uzupełniają bogaty okres jego 
przygotowania do samodzielnej i  kierowniczej pracy biochemicznej, którą 
podejm uje w 1916 r w W arszawie, a którą z takim  efektem  będzie prowadził 
do 1939 roku w Lwowie.

O latach w ojennych i późniejszych nie możemy pisać obszerniej; brak 
dokładnych inform acyj m ógłby dać błędny obraz stanu  faktycznego. Wiemy, 
że w 1941 dzięki ew akuacji do Ufy w ZSRR, uniknął losu profesorów wy­
m ordowanych przez Niemców we Lwowie. Wiemy, że spotykały go w tym  
czasie zaszczyty, zarówno w ZSRR (nagroda Stalina, order Lenina, wybór 
na rzeczywistego członka Akademii M edycznych Nauk w ZSRR), jak 
i w krajach Zachodu (honorowy doktorat Sorbony w 1945, wybór na członka 
francuskiej Akadem ii Medycznej w 1945). W iemy jednak, że i przykrości 
nie brakło, tzw. represje  w  okresie walki z m endelizm em  i morganizmem
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6 J. H ELLER i  WŁ. M OZOŁOW SKI L2]

nie oszczędziły także P a r n a s  a; w styczniu 1949 roku zostaje areszto­
w any i 29 stycznia 1949 um iera w Moskwie; jakie było tło aresztowania 
i czym zostało spowodowane, nie jesteśm y w stanie odpowiedzieć. W iemy 
tylko, że pośm iertnie został zrehabilitow any i że koledzy radzieccy przy­
gotowują publikację poświęconą jego osobie.

Przybyw ając w r  1916 ze S trasburga do W arszawy prof. P a r n a s  
podejmował swą działalność w oparciu o gruntow ne przem yślenie istotnych 
celów i zadań biochemii, a także środków, którym i się ona posługuje. W stęp 
do podręcznika Chemii Fizjologicznej, napisany w pierwszych latach jego 
pracy w Polsce ujm uje te spraw y tak wyraźnie, ujęcie jest w wielu sp ra­
wach tak  aktualne, że i dzisiejszy biochemik nie bez korzyści te strony 
przeczyta. Ten znakom ity nauczyciel zdaje sobie dobrze sprawę z nastaw ie­
nia swoich słuchaczy i  czytelników, z ich przywiązania do wszystkiego 
co polskie, ale także i z pewnego poczucia m niejszej wartości, k tóre od lat 
zaborcy starali się zasiać we wszystkich Polakach; dlatego sięga po przy­
kłady takich polskich badaczy jak  J ę d r z e j  Ś n i a d e c k i ,  M a r c e l i  
N e n c k i ,  nie zaniedba nigdy uwzględnienia rzetelnej polskiej pracy 
badawczej, ale gorąco zwalcza to, co nazywał „cłem ochronnym  dla polskiej 
nauk i” tj. uwzględnianie m niej zasłużonych badań tylko dlatego, że wyko­
nane były przez Polaków. Widział w tym  (i tak instruow ał swych uczniów) 
wyraz poczucia mniejszej wartości. W ydaje się nam, że takie stanowisko 
jest jedynie właściwe i jedynie ono pozwala na kry tykę wszechstronną. 
Oczywiście nie jest to pozycja wygodna, naraża na ataki ze strony tych, 
którzy chcieliby uniknąć bezstronnej krytyki. Toteż prof. P a r n a s  m iał 
związane z jego postawą kłopoty, spotykały go złośliwości, ale nie było 
to jednoistronne; w dyskusji, zaprawianej dowcipem i ironią, nie łatwo daw ał 
się pokonać. Dzięki tem u w jego pracowni i na terenie jego działalności nie 
było zastoju, stale wrzało; nowe wyniki badań, zastosowanie nowych metod, 
sprzeczności różnych autorów i kontrola, kto też ma rację — były przed­
miotem ożywionych rozmów toczonych z niem niejszym  zainteresowaniem , 
jak o najciekawszych uniwersyteckich lwowskich czy też innych środowisk, 
plotkach. A trakcyjność pracow ni kierowanej przez prof. P  a r  n a s a pole­
gała, tak  nam się wydaje, w dużej m ierze na tym , że brak  było „celebro­
w ania” i „dostojeństw a”, że głupstwo, choćby w pracy wybitnego badacza 
nazywano po imieniu i że nie cofano się przed przykrością odwołania, gdy 
się samemu takie głupstwo zrobiło. A przy tym  pasja w badaniu; gdy zna­
leziono złotą żyłę nowego nieznanego zjawiska, rozpoczynano eksploatację 
bardzo intensyw ną. Po stw ierdzeniu amoniogenezy w krwi, a później 
w m ięśniu czy przy wykazywaniu nieznanych etapów  glikolizy, następowała 
praca wyczerpująca i kierownika i jego współpracowników, ale wiodąca 
do ogłoszenia wyników w stosunkowo krótkim  czasie i to  w sposób, k tóry  
doświadczalnie i w wykorzystaniu piśm iennictwa, a także w dyskusji rzuca­
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jącej zarys dalszego planu pracy, mało pozostawiał do życzenia. Stosunek 
prof. P a r n a s a  do zagadnień, które opracowywano w jego zakładzie, 
ale k tó re  nie od niego pochodziły, był na początku naogół m ało entuzja­
styczny. Pozwalał na nie, umożliwiał ich prowadzenie przez oddanie do 
dyspozycji środków zakładu, ale dopiero po uzyskaniu pierwszych wyników 
w kraczał aktyw nie. To wkroczenie miało charakter dyskusji i  wysuwania 
wszelkich możliwych zarzutów i trudności; atakowany, musiał dobrze się 
namęczyć, argum entacją, często zestawieniem nowych doświadczeń, by 
swego przeciwnika, jakim  staw ał się kierownik, przekonać. Gdy to się jednak 
udało, zyskiwał w przeciwniku sprzymierzeńca, k tó ry  nie szczędził swojej 
pomocy. Ta pomoc uw ydatniała się szczególnie przy pierwszych publika­
cjach; i chociaż praca nieraz nie podawała prof. P a r n a s a  jako współ­
autora, było w niej wiele jego udziału, nie tylko w krytyce doświadczeń 
i w dyskusji wniosków, ale i w formie. Zupełnie inny był stosunek do prac 
przeglądowych .rozdziałów w podręcznikach, prac popularyzujących; tutaj 
trzym ał się ściśle roli kierownika stwierdzającego czy praca się nadaje do 
ogłoszenia czy nie, określał słabe strony i  błędy, proponował ich ew entualne 
poprawki, ale sam tu taj nie wkraczał. W m iarę rozwijania się indywidual­
ności badawczej swoich uczniów i w tych pracach badawczych, które nie 
dotyczyły tem atu  jego zainteresowań udzielał swej rady i k ry tyki, ale nie 
przekraczał tego co jest zwyczajnym  udziałem kierownika. W ydaje się nam, 
że właśnie to stopniowanie samodzielności, początkowe prowadzenie za rękę 
zwłaszcza we wspólnych z nim  pracach, z późniejszym dawaniem  coraz 
większej samodzielności (ale samodzielności kontrolowanej), było znako­
m itym  sposobem kształcenia pracowników. To co charakteryzowało nastrój 
pracowni P a r n a s a  to była ciekawość, często zbaczająca na tereny 
innych niż biochemia nauk; wzajem nie informowano się nie tylko o nowo­
ściach biochemicznych, ale i z innych nauk chemicznych i fizycznych, a nie 
rzadko i o nowych powieściach polskich i obcych. Poczucie hum oru było 
niezbędnym  w arunkiem  wyzyskania nastro ju  pracowni. Ofiaram i dowcip­
nych powiedzeń byli wszyscy nie wyłączając kierownika; kształtow ały się 
tą drogą sposoby wyrażania się właściwe tylko naszej pracowni i tworzące 
jak gdyby odrębny, dla innych niezrozum iały język. Tak np. określenie 
„jak wiadomo” oznaczało, że o danym  fakcie dowiedział się ten, k tóry 
używa tego zwrotu od bardzo niedawnego czasu. Powstało to określenie 
jako złośliwa reakcja na form ę zawiadomienia nas przez ,.m istrza” o nowych 
zdobyczach biochemii, a mianowicie, gdy podał nam  do wiadomości coś 
zupełnie nowego, dodawał pytanie „to panowie tego nie wiecie”. Ponieważ 
m ieliśmy zezwolenie m istrza przeglądania świeżo nadesłanych czasopism 
leżących na jego biurku, z zastrzeżeniem  nie zabierania ich stam tąd, korzy­
staliśm y z tego w czasie wykładów profesora i niejedna wiadomość, o której 
nas m istrz po przejrzeniu czasopism zawiadam iał nie była nam  obca. I tak
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8 J. HELLER d W Ł. M O ZO ŁO W SK I [4]

przeczytaliśm y pracę Roughtona donoszącą o wykryciu karbanhydrazy. 
Gdy po wykładzie i przeglądnięciu czasopism profesor podaje, że reakcję 
powstawania ikwasu węglowego z dw utlenku węgla i wody katalizuje 
specjalny enzym i kończy to  zawiadomienie zwykłym  pytaniem : „To pano­
wie tego nie wiecie?”, spotyka się z odpowiedzią: „Ależ to  wiadomo, przecież 
karbanhydraza jest w krw inkach”. Chwila zdumienia i ogólne zadowolenie 
z dowcipu. Takich powiedzeń było wiele i spora ich część przeszła do 
pracow ni uczniów P a r n a s a .  Taka swoboda, brak „dostojeństw a” i „cele­
brow ania” był tylko dlatego możliwy, że „.mistrz” nie bał się o swój 
autorytet, a uczniowie wiedzieli dobrze o wartości jego jako badacza. 
I to badacza wielkiej m iary, k tó ry  nie ty lko dodawał do wielkiej liczby 
znanych biochemicznych faktów  nowe dotychczas nieznane, a le  k tóry  
potrafił przeprowadzać wielkie i śmiałe uogólnienia. To właśnie, że był 
wielkim badaczem umożliwiało m u jego działalność nauczycielską. O roz­
m iarach tej działalności może świadczyć wykaz nazwisk uczniów, którzy 
ogłosili drukiem  praoe wykonane w Zakładzie Chemii Lekarskiej we Lwo­
wie w latach od 1925 do 1939 a więc w okresie p iętnastu lat. Byli to: 
A. A u d o w a ,  Z. A u g u s t i n ,  T. B a r a n o w s k i ,  St .  C h r z ą s z -  
c z e w s k i ,  J. D a d l e  z, K.  G i b a y ł o . ,  J. G u t h k e ,  J.  H e l l e r ,  
St .  H u b l ,  W.  J a n k o w s k a ,  E. K a l w a r y j s k i ,  R. K l i m e k ,  
A. K i l i s i e c k i ,  T. K o r z y b s k i ,  L e o n i a  K r i s s ,  W.  L e w i ń s k i ,  
C e c y l i a  L u t w a k - M a n n ,  T. M a n n ,  W a n d a  M e j b a u m ,  
I. M o  c h  n a ć k a ,  Wł.  M o z o ł o w s k i ,  U r s z u l a  M r o c z k i e w i c z ,  
A. N a d e l ,  P.  O s t e r n ,  J. R e i s ,  A. F. S c h ü t z ,  J. S i e n i ą  w s k i ,  
W.  S ł o b o d z i a n ,  B. S o b c z u k ,  W.  S z a n k o w s k i ,  M.  T a u b e n ­
ha us , ,  J.  T e r s z a k o w e ć ,  B. U m  s c h w e i f ,  J. V o g e l f ä n g e r ,  

Bez działalności J. K. P a r n a s a  byłaby polska biochemia znacznie 
uboższa.

PRACE JA K U BA  KAROLA PAR NA SA  
w ykonane w  latach 1907— 1939

A. Prace badaw cze

1. R. W i l l s t ä t t e r  u n d  J. P a r n a s  — Über 2-6-Naphthochinon,  Ber. Chem. 
Ges. 40, 1406— 1415, 1907.

2. R. W i l l s t ä t t e r  u n d  J. P a r n a s  — Uber am p h i-N aphthoch inone. II, Ber. 
Chem. Ges. 40, 3971—3978, 1907.

3. J. P a r n a s  — Über Naphthochinone, Dissertation.  M ünchen, 1908, 9—95.
4. J. P a r n a s  — Über Kephalin ,  B iochem . Z. 22, 411—432, 1909.
5. J. P a r n a s  — Energetik  g la tter  Muskeln,  VIII Internationaler Physiologen  

Kongress, W ien, 27— 30 Septem ber 1910.
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[5] JA K U B  KAKOiL P A R N A S 9

6. J. P a r n a s  — Energetik  g la tter Muskeln, P flügers Arch. ges. Physiol. 134, 
441— 495, 1910.

7. J. P a r n a s  — Uber ferm en ta t ive  Beschleunigung der Cannizaroschen A ldeh y-  
dumlagerung durch G ewebssäfte .  I, B iochem . Z. 28, 274—294, 1910.

8 . J. P a r n a s  — Über Bildung von G lykogen aus G lycerinaldehyd  in der Leber,  
Zbl. Physiol. 26, 671—672, 1912.

9. J. P a r n a s  — Uber das Schicksal der s tereoisomeren Milchsäuren im  Organis­
mus des normalen Kaninchens,  Biochem . Z. 38, 53—64, 1912.

10. J. P a r n a s  u n d  J. B a e r  — Uber Z uckerabbau und Zuckeraufbau im  T ier i­
schen Organismus, B iochem . Z. 41, 386— 418, 1912.

11. J. P a r n a s  — Uber die gesättigte Fettsäure des Kephalins,  Biochem . Z. 56, 
17—20, 1913.

12. J. P a r n a s  u n d  R.  W a g n e r  — Uber den K oh len h ydra tu m sa tz  isolierter  
A m phib ienm usk len  und über die Beziehungen zw ischen K oh len h ydra t schwund  
und Milchsäurebildung im Muskel. I, Biochem . Z. 61, 387—427, 1914.

13. J. P  a r n a s — Uber das Wesen der Muskelerholung,  Zbl. Physiol. 30, 1— 18, 1915.
14. J. K. P a r n a s  u n d  E. L a s k a - M i n t z  — Beeinflussen subm inimale Reize  

den A blauf chemischer Umsetzungen im  isolierten Muskel?, B iochem . Z. 116, 
59—70, 1921.

15. J. K. P a r n a s  — Über den K oh len hydra ts to ffw ech se l des isolierten A m ph i­
bienm uskeln  II, B iochem . Z. 116, 71—88, 1921.

16. J. K. P a r n a s  — Über den K ohlenhydra ts to ffw echse l der  isolierten A m ph i­
bienmuskel, III. Der U msatz in Muskeln, pankreasdiabetischer Tiere, Biochem.

Z. 116, 89— 101, 1921.
17. J. K. P a r n a s  — Über den mechanischen W irkungsgrad der in isolierten  

A m phib ienm uskeln  s ta tfindenden V erbrennungsprozesse (Vorläufige Mitteilung), 
Biochem . Z. 116, 102— 107, 1921.

18. J. K. P a r n a s  u n d  Z. K r a s i ń s k a  — Über den S toffw echsel der A m p h i­
bienlarven,  Biochem . Z. 116, 108— 137, 1921.

19. J. K. P a r n a s  u n d  R. W a g n e r  — Uber die Ausführung von B estim m un ­
gen kleiner S tickstoffm engen  nach K je ldahl,  B iochem . Z. 125, 253—256, 1921.

20. R. W a g n e r  u n d  J. K.  P a r n a s  — Uber die eigenartige Störung des  
K ohlen h ydra ts to ffw ech se ls  und ihre Beziehungen zum  Diabetes mellitus. 11. Eine 
klin isch-experim ente lle  Studie, Z. ges. exp. Med. 25, 361— 384, 1921.

21. J. K. P a r n a s  u n d  R.  W a g n e r  — Beobachtungen über Zuckerneubildung,
I. Nach Versuchen, d ie  an einem Falle besonderer K o h len h ydra ts to ffw ech se ls tö -  
rung angestell t  w urden ,  B iochem . Z. 127, 55— 65, 1922.

22. R. W ag n e r u n d  J. K. P a r n a s — Zzir Korrela tion  der Blutdrüsen,  M edizi­
nische K linik, 18, 135— 138, 1922.
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P O S T Ę P Y  B I O C H E M I I  

TOM  IV  1938 ZESZY T  1

JAK UB KAROL PAR NA S

Chemia fizjologiczna

Część I

E. W e n  d e  i Ska, W arszawa, H. A l t e n b e r g ,  Lwów, 1922. str. 559.

Przedruk str. 1—31

Wstęp

Chem ja fizjologiczna jest nauką o składzie i własnościach chemicznych 
ustrojów żywych i o spraw ach chemicznych, które się w  takich ustrojach od­
bywają. Należy zatem  do system u nauk biologicznych i jest poczęści nauką 
opisową; opisując skład i budowę chemiczną ustrojów, tkanek, komórek oraz 
ich przetworów, zajm uje m iejsce obok anatom ji i  histologji: jest to chemja 
fizjologiczna w ściślejszym znaczeniu*). Druga część zajm uje się temi sp ra­
wam i chemicznemi, które odbyw ają się w ustrojach, a więc procesami ży­
ciowymi, uważanymi ze stanow iska chemicznego: jest to  fizjologja chemicz­
na. Fizjologja chemiczna jest częścią fizjologji, a fizjologja zajm uje się ogó­
łem zjawisk fizycznych i chemicznych, k tóre dostrzegam y w ustrojach 
żywych.

M ówimy tu o ustrojach żywych, nie próbujem y jednak podać na wstępie 
definicji ż y c i a .  Wobec rozległości i bogactwa jego przejaw ów i braku 
p o j ę c i a  s z e r s z e g o  usiłowanie takie byłoby darem nem .

„Nie można w naukach przyrodzonych definjować z g ó r y. Poznajem y 
przedm ioty pokolei i z rozm aitych punktów  widzenia; na początku nauki 
nie znamy rzeczy wyczerpująco, a tylko taka  znajomość rzeczy może być 
podstawą definicji. Taki stopień poznania, to cel, to kres idealny i niedosięg- 
ły badań”.

„M etoda która polega na definiowaniu i dedukcji, odpowiada naukom 
duchowym ” (i m atem atycznym ), „ale jest sprzeczną z istotnym  duchem  
nauk doświadczalnych”.

*) W języku francuskim  używ ano daw niej pojęcia: chem ji anatom icznej albo ana­
tom ji chem icznej. Ten ścisły  i jasny w yraz zasługuje na w skrzeszenie: um ożliw ia b o­
w iem  rozróżnienie anatom ji chem icznej i fizjo logji chem icznej. Z fi/.jologją chem icz­
ną równoznaczne są: biochem ja, nauka o przem ianie m aterji, chem ja biologiczna; b io- 
chem ji i chem ji biologicznej używ a się także w  znaczeniu ogólniejszem , obejm ującem  
obydw a działy.

2 P o s tę p y  B io c h e m ii
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„Dlatego nie trzeba wcale definjować życia we fizjologji” .
,,Jeżeli mowa o życiu, to bez trudności można się co do przedm iotu poro­

zumieć, a to w ystarcza, ażeby ustalić stosowanie tego słowa i uniiknąć dw u­
znaczności” (Claude B e r n a r d * )

Claude B e r n a r d  przypomina dowcipne słowa m atem atyka P  o i n- 
s o t a: Gdyby ktoś żądał odemnie definicji czasu, to odpowiedziałbym: „Czy 
pan wie, o czem pan mówi?” Jeżeli m i odpowie: „Tak” — „Dobrze, rozm a­
w iajm y o tern”. Jeżeli odpowie: „Nie” — „W takim  razie rozm awiajm y
0 czem innem ”.

Jeżeli m am y ustalić bliżej zakres przedmiotów**), do których nauka na­
sza się odnosi, to rozpoczniemy słowami J ę d r z e j a  Ś n i a d e c k i e g o :  
„Mówimy nadto, że wszystkie jestestw a organiczne żyją. Życie to w całym 
ożywionym świecie zależy n a  w z r o ś c i e  i d o s k o n a l e n i u  s i ę  o r ­
g a n i z o w a n y c h  j e s t e s t w ,  p r z e z  p r z y b i e r a n i e  s o b i e
1 w y r a b i a n i e  s z c z e g ó l n e  c i a ł  o t a c z a j ą c y c h ;  w  n i e k t ó ­
r y c h  r o ś l i n a c h  i w  z w i e r z ę t a c h  w s z y s t k i c h  n a  p o r u ­
s z e n i u  i  c z u c i u .  N iektórzy naw et poruszenie i czucie do samych tylko 
zw ierząt ograniczyć chcieli, lecz niesłusznie, gdyż ruch  i w roślinach ma 
m iejsce, lubo nie we wszystkich równie widoczny, o czuciu innych jestestw  
zaledwo z jakąśkolwiek pewnością sądzić możemy. W reszcie wyobrażenie 
czucia wzięte jest z nas samych i zastosowane do zwierząt, w których feno­
m ena życia bardzo są do naszych podobne.”

„Dwa zatem są fenomena ożywionemu światu właściwe, t o  j e s t  o r ­
g a n i z a c j a  i  ż y c i e .  Obadwa lepiej się czuć, niżeli opisać dają. M amy 
ich w nas samych, m am y w tysiącznych otaczających nas jestestw ach przy­
kłady. Od czego zawisły, jakim  są prawom i siłom przyrodzonym  podległe, 
w ciągu następującej nauki dochodzić m am y”***

*) Leçons sur les phénom ènes de la vie, 1879, tom I, str. 24
Claude B e r n a r d ,  ur. pod V illefranche w  r. 1813, um arł w  r. 1878 w  Paryżu. M oże­

m y bez w ahania nazw ać go najw iększym  fizjologiem  w szystk ich  czasów  i narodów  
i uważać go za tw órcę now oczesnej fizjologji i m edycyny dośw iadczalnej. O jego pra­
cach i odkryciach będzie w  tej księżce często mowa. F izjologow ie tego kierunku, do 
którego poczuwa się autor tej książki, czczą w  B e r n a r d z i e  sw ego m istrza n ie­
zrów nanego, którego m yśl, intuicja, krytycyzm  i ścisłość obserw acji otw orzyły nam  
now e dziedziny badań i w skazyła drogi na przyszłość.

Claude B e r n a r d  był profesorem  m edycyny eksperym entalnej w  paryskim  Col­
lège de France, później w  M usée des Sciences N aturelles. K ursa jego nie b yły  przezna­
czone dla początkujących, lecz dla uczonych i nie przedstaw iały całokształtu  nauki go­
tow ej, lecz pozw alały słuchaczom  iść wraz z m istrzem  na drogę now ych badań, m yśli 
i dośw iadczeń. Lektura w ykładów  B e r n a r d a ,  ujętych w  niepospolitą  form ę, daje 
dziś, n iem niej niż w tedy, k iedy pow stały, n iezw ykłą  rozkosz. B ędziem y się często po­
w oływ ali na poprzedzające każdy kurs w ykłady, zaw ierające m yśli ogólne o naukach  
fizjologicznych i lekarskich. M iędzy dziełam i B e r n a r d a  są szczególnie w ażne i dziś 
jeszcze św ieże:

Leçons sur le diabete, Paryż 1877.
Leçons sur les phénom ènes de la v ie, 2 tomy, Paryż 1878 i 1879,
Leçons sur les anesthétiques, Paryż 1875.
La science experim entale, Paryż 1879,
Introduction à l ’étude de la m édecine experim entale. W yd. now e, Paryż 1912,
Leçons de pathologie experim entale. 2. w yd., 1880 (Paryż)
**) P ospolicie określa się głów ne cechy ustrojów  żyw ych przez słow o „organisatio, 

nutritio, evolutio, m otio, m ors”.
***) Teoria jestestw  organicznych, tom  1. str. 5, w yd. II, W ilno, 1838.
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Ś n i a d e c k i  kładzie zatem  szczególny nacisk na p r z e m i a n ę  m a ­
t e r j i  i e n e r g j i ,  jako cechy charakterystyczne ustrojów żywych. 
W istocie, jeżeli m yślim y o stw orzeniu żywem, to przede wszystkim zw ra­
camy uwagę na zjawiska przem iany energji. Uważając np. zwierzęta o wyż­
szej organizacji, mówimy wtedy, że żyją, jeżeli widzimy u nich samorzutnie 
ruchy, np. bicie serca, oddychanie, ruchy m ające na celu ucieczkę, obronę, 
napad lub zdobycie pokarm u; u ssaków i ptaków, jeżeli ciało jest ciepłe. 
Te objaw y przem iany energ ji ustają, jeżeli ustrój jest przez dłuższy czas 
oddzielony od otoczenia, dostarczającego mu tlenu i pokarmu: przem iana 
energ ji jest związana z wym ianą i p r z e m i a n ą  m a t e r j i .

P r z e m i a n a  m a t e r j i ,  połączona z zachowaniem o r g a n i z a c j i ,  
jest g ł ó w n y m  r y s e m  chemicznym  życia, więc tym  rysem, który 
naszą naukę w pierwszej lin ji obchodzi. Uważamy świat organiczny, zwie­
rzęta, rośliny i pierwotniejsze form y ustrojów za bardzo złożone układy 
chemiczne, w których nieustannie przebiegają liczne i nader złożone p r z e ­
m i a n y  c h e m i e  z rfe . W tym  wirze przem ian możemy jednak rozróżnić 
dwa główne prądy: prąd przysw ajania, budowy, wzrostu i prąd rozkładu, 
wydalania, pozbywania się zniszczonych m aterjałów , zamierania.

Rośliny pochłaniają proste związki m ineralne z otoczenia, więc z po­
w ietrza, wody i ziemi; zużytkow ując energję promieniowania słonecznego, 
tworzą z nich związki bardzo złożone, cukry i białka, tłuszcze i inne związki 
roślinne, których wyliczać tu  niem a potrzeby: spotykam y się z nimi n ie­
ustannie w życiu codziennem jako z m aterjałam i spożywczymi,, używkami, 
środkam i leczniczymi i technicznymi.

Niektóre z tych związków są przetw oram i rozkładu związków bardziej 
złożonych, są więc przetw oram i przem iany m aterji rozkładowej, którą 
stw ierdzam y łatwo w roślinach w tedy, kiedy (np. w ciemności) nie przyswa­
ja ją  związków prostych; ten  prąd przem iany góruje w roślinach wyższych 
w pewnych okresach życia, np. kiełkowaniu; góruje zawsze u roślin paso- 
rzystujących, k tóre nie mogą się obejść bez dopływu m aterji organicznej*).

Z tworzeniem  substancyj organicznych jest związany wzrost rośliny, pos­
policie sprawdzian życia roślinnego. Przyrost m asy jednostki roślinnej, u ję­
ty  w prawidłowe form y zew nętrzne i praw idłową struk tu rę  wew nętrzną 
idzie w parze z ciągłym  przysw ajaniem  i budowaniem  substancji oraz s truk ­
tu ry  organicznej; zarazem z ciągłym rozkładem częściowym substancji 
przyswojonych. Przyrost jednostki m asy sta je  się w ustroju indywidualnym  
coraz powolniejszy i ustaje, kiedy spraw y rozkładowe wezmą nad przysw a­
janiem  górę. W tedy nadchodzi dla poszczególnych narządów, albo dla całej 
jednostki okres obum ierania, zespół spraw  rozkładowych i przysw ajających 
rozstraja się; następuje śmierć. W tedy, zależnie od w arunków  zewnętrznych, 
albo ustaje przem iana m aterii, albo też następuje rozkład m aterji i zatra­
cenie formy, struk tu ry  i układu pierwotnego ustroju.

Ustroje ratu ją  z zatraty  pewną część swojej substancji zorganizowanej 
przez to, że się dzielą, lub odszczepiają część swego ustroju, jako jednostki

*) „W pew nych okresach, w  pew nych  narządach roślina staje się zwierzęciem ; sta­
je się jak zwierzę, przyrządem  spalającym : spala w ęg ie l i w odór i w ytw arza ciepło”. 
Dum as i Boussingault, Statique des êtres organisés, 1841. W rzeczyw istości proces prze­
m iany „zw ierzęcej” idzie u roślin  rów nolegle z osobliw ym  procesem  przysw ajania  
w ęgla, tylko ten proces jest zasadniczą osobliw ością przem iany roślinnej.
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nowe, w których własności ustrojów  rodzicielskich pow tarzają się z pewną 
okresowością. Pow tarza się na nowo rozwój, wzrost, rozmnożenie się, obu­
m ieranie i śmierć.

Najważniejszym  rysem życia roślinnego jest synteza związków organicz­
nych i s tru k tu ry  zorganizowanej, zbudowanej z organicznych i m ineralnych 
związków. Ta synteza i organizacja odbywa się mocą własności tkwiących 
w strukturze komórki, a podlega w ielkim  praw om  chem ji i fizyki ogólnej, 
mianowicie praw u zachowania m asy i praw u zachowania energji; nie może­
my stwierdzić, czy podlega również drugiem u tw ierdzeniu term odynam iki. 
Suma pierwiastków chemicznych, z k tórych składa się ciało rośliny, równa 
się suma algebraicznej tych pierwiastków, k tóre pochłonęło w postaci związ­
ków prostych, i tych, które wydzieliło nazew nątrz. Suma energ ij, k tóre 
możemy wyzwolić jako ciepło przez spalanie rośliny na wodę, kwas węglo­
wy, azot i popiół, równa się sumie energij pobranych w  form ie związanych 
chemicznie, w formie promieniowania świetlnego i ciepła, a wydalonej 
z przetw oram i chemicznymi, jako ciepło, praca, jako promieniowanie św ietl­
ne i prąd elektryczny .

Tym samym prawom  podlega ustrój zwierzęcy, k tó ry  tworzywo składni­
ków swych tkanek czerpie również z otoczenia, ale w postaci związków bez 
porównania bardziej złożonych. Roślinie można podać pierw iastki, z k tó­
rych zbuduje białko, węglowodany i tłuszcze, oraz całokształt swych innych 
składników, w postaci dw utlenka węgla, amoniaku lub azotanów, oraz soli 
m ineralnych. Ustrój zwierzęcy przyjm ie i przyswoi z tego jedynie tylko 
sole m ineralne, — i to z w yjątkiem  żelaza — tlen i wodę, natom iast m usi 
otrzym ać cały węgiel i cały azot, w postaci ściśle określonych związków 
organicznych, więc niektórych węglowodanów, ściśle określonych amino­
kwasów, ściśle określonych związków tłuszczowatych i niektórych substan- 
cyj, których istoty jeszcze bliżej nie znamy.

Tę sumę związków pobiera ustrój zwierzęcy pospolicie w postaci tkanek 
i soków roślinnych lub zwierzęcych, a w postaci związków m ineralnych tylko 
tlen, wodę i sole sodowe, chlorowe i wapniowe. Drobną część składa w swych 
tkankach w postaci niezmienionej, większą przetw arza na inne substancje 
organiczne, właściwe składniki swych tkanek. W yrobienie tych substancyj 
i zorganizowanie ich w strukturze komórkowej i  tkankow ej stanow i jeden 
prąd przem iany m aterji, mianowicie p r z y s w a j  a n i e ;  ale przysw aja­
nie n i e  j e s t  p r o c e s e m  w y ł ą c z n i e  b u d u j ą c y m ,  g d y ż  
p r z e r o b i e n i e  c i a ł  o b c y c h  n a  s u b s t a n c j e  w ł a ś c i w e  d a ­
n e j  t k a n k i  n i e  o d b y w a  s i ę  b e z  o d p a d k ó w ,  bez oddzielenia 
i w ydalenia pewnej części nieużytecznej.

Skład ustroju zwierzęcego, powstałego przez przyswojenie składników 
ustrojów  obcych, jest określony w ciasnych granicach; zależy od rodzaju 
stopnia rozwoju, wieku danej jednostki. Nie jest zaś zależny od stosunku, 
w jakim  pokarm zawierał składniki zużytkowane; składniki m ineralne i o r­
ganiczne, których ustrój zwierzęcy sam  wyrobić nie umie, muszą znajdować 
się w pokarm ie w ilościach takich, ażeby mogły wystarczyć na pokrycie po­
trzeb, zależnych od sprawności przysw ajania. W tedy ustrój wybiera ze 
składników pokarm u tyle na zatrzym anie, przerobienie i przyswojenie, wie­
le każda tkanka potrzebuje, ażeby w swoim ściśle określonym  składzie 
i kształcie trw ać i rosnąć.
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Przysw ajanie jest dopóty związane ze wzrostem, dopóki jednostka jest 
młoda; żywość przysw ajania, górującego nad prądem  rozkładowym, opada 
w m iarę wzrcstu, wreszcie wzrost dobiega kresu. U jednostki dorosłej przy­
sw ajanie i rozkład trw ają  w równowadze; przez ustrój przepływa w tedy 
strum ień m aterji, i energ ji przyczem masa, skład i budowa materjd bardzo 
m ałym  tylko podlega zmianom, początkowo w kierunku doskonalenia się, 
później w kierunku zanikowym.

Przem iana rozkładowa polega na przem ianie związków bardziej złożo­
nych na proste i utlenieniu (spaleniu) tych związków przem iana rozkłado­
wa zwierzęca jest połączona z przem ianą energ ji chemicznej na ciepło, p ra­
cę, w m ałej części na elektryczność, niekiedy nawet na światło. Część tej 
przem iany rozkładowej polega na zużywaniu się tkanki czynnej; to zużywa­
nie w yrów nuje się w stanie norm alnym  ustroju przez przysw ajanie świe­
żych składników, występujących na miejsce zużytych. W stanie głodu na­
tom iast zużywanie objaw ia się jako ubytek m asy ciała i zanikanie tkanek; 
w tedy przem iana rozkładowa góruje bezwzględnie nad przyswajaniem , któ­
re odbywa się tylko w nieznacznej mierze kosztem rozkładających się tk a ­
nek. Tak więc wynikiem  przysw ajania jest u jednostek dorosłych po części 
uzupełnienie zużytego budulca.

Druga część przem iany rozkładowej jest związana ze spraw am i komórek: 
ciała pochłonięte lub przyswojone służą albo jako surowce pędne, albo też 
jako surowce, które ustrój przerobi na potrzebne sobie przetwory. Cukier 
gronowy np. jest głównym m ateriałem  pędnym, spalenie cukru wyzwala 
energję, k tó rą  m ięśnie przetw arzają na pracę mechaniczną, ciepło i napię­
cie elektryczne; o chlorku sodowym możemy np. powiedzieć, że m iędzy in- 
nem i rozlicznemi swemi funkcjam i stanow i m ateriał z którego gruczoły 
dna żołądkowego w ytw arzają kwas solny. Każda czynność tkanki, czy to 
ma skutki mechaniczne i elektryczne, czy też tylko chemiczne, jest w isto­
cie swej spraw ą chemiczną, spraw ą przem iany m aterii i związanej z nią 
przem iany energji.

Dlatego można uważać ustrój za niezm iernie złożony w arsztat chemicz- 
no-mechaniczny, w którym  odbyw ają się przem iany chemiczne, utrzym u­
jące całość i niezmienność w arsztatu, oraz przem iana energji chemicznej 
na ciepło i pracę. Nie um iem y jednak w ustrojach żywych odróżnić m echa­
nizmu z jednej, surowców i przetworów z drugiej strony  tak ściśle, jak przy 
rozpatryw aniu maszyn, gdyż mechanizm ustrojow y dopełnia i odnawia się 
sam; dlatego niejeden surowiec wchodzi w skład mechanizmu, zanim rozłoży 
się i spełni zadanie m aterja łu  pędnego. Być może, że taki pogląd wynika 
z niedostatecznej analizy spraw  chemiczno-fizjologicznych. Z postępem ana­
lizy zjawisk fizjologiczno-chemicznych udaje się coraz częściej rozpoznać 
substancję przetw arzaną i odróżnić ją od m echanizm u przetwarzającego. 
Takiej analizie będzie poświęcona niejedna k arta  tej książki.

Utrzym anie owej przedziwnej równowagi dynamicznej między prze­
m ianą rozkładową a przysw ajaniem , równowagi tylu substancyj pod wzglę­
dem rodzaju, koncentracji i rozmieszczenia, zależy od w arunków  zewnętrz­
nych i o d  t y c h  u r z ą d z e ń  u s t r o j u ,  k t ó r e  p r z y s t o s o w u j ą  
s t o s u n k i  w e w n ę t r z n e  u s t r o j u  z a r ó w n o  d o  z m i a n  w e w ­
n ę t r z n y c h ,  j a k  i d o  z m i a n  z e w n ę t r z n y c h .  Jako warunki 
zewnętrzne uwzględniamy tem peraturę, skład atm osfery, jej wilgoć, do­
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pływ wody i  pokarm u, u zwierząt wodnych ponadto stężenie i kwasotę śro­
dowiska płynnego; te same czyniki uwzględniamy także jako w arunki wew­
nętrzne. Wyższe form y świata zwierzęcego uniezależniają w coraz wyższym 
stopniu swoje w arunki wew nętrzne od warunków  zewnętrznych: wym ieńi- 
n y  tylko substancje zapasowe (tłuszcz, glikogen), złożone w  tkankach i umoż­
liwiające zniesienie głodu i oszczędzenie substancji żywej; oddzielenie śro­
dowiska wodnego wewnętrznego od zewnętrznego i cudowne urządzenia, 
k tóre utrzym ują niezmienione stężenie i niezmienioną kwasotę tego środo­
wiska wewnętrznego (soków ustroju); wreszcie u zwierząt ciepłokrwistych 
zapewnienie stałej tem peratu ry  ciała, niezależnej od w ahań tem peratu ry  
otoczenia w granicach blisko 100°.

Nakreśliliśm y krótki zarys tych zjawisk życiowych, k tó re  stanowią dzie­
dzinę chemji i fizjologji chemicznej, jako przedm iot obserw acji, pomiarów, 
doświadczeń i rozważań chemicznych.

Ponieważ rodzaj i ułożenie składników jest podstawą organizacji kom ór­
kowej i tkankow ej, a ta stanowi podłoże życia; ponieważ chemiczne proce­
sy tworzą, utrzym ują i uzupełniają to podłoże; ponieważ wreszcie energji 
wszystkich spraw  m echanicznych, cieplnych i elektrycznych w ustrojach 
żywych dostarczają reakcje chemiczne, przeto zrozum ienie spraw  życiowych 
z punktu widzenia chemicznego jest podstawą nauk biologicznych: w ciągu 
rozwoju nauk biologicznych łatwo dostrzec, jak  jedno zagadnienie po d ru- 
giem sprowadza się do zagadnień chemicznych i  fizyczno-chemicznych. Ana­
liza chemiczna i  fizyczno-chemiczna jest główną drogą, po której fizjologja 
i patologja dążą d o  z r o z u m i e n i a  i o p a n o w a n i a  doświadczalne­
go ustrojów norm alnych i chorych.

Wielcy biologowie — wymienię tylko Claude’a B e r n a r d a  oraz 
J. L o e b a  — określali ostateczne zadania nauki jako p o z n a w a n i e ,  
p r z e w i d y w a n i e  i d z i a ł a n i e .  Wiemy, na czem polega poznawa­
nie, przew idyw anie i działanie w medycynie: przypom inam y pojęcia roz­
poznawania, rokowania, zapobiegania i'leczenia.

Claude B e r n a r d  mówi:
„Cel każdej nauki, zarówno odnoszącej się do jestestw  żywych, jak do 

ciał m artw ych, można określić w dwu słowach: p r z e w i d y w a ć  i d z i a ­
ł a ć .  W tym właśnie celu człowiek mozoli się w trudnych poszukiwaniach 
praw d naukowych. W obliczu przyrody idzie tylko za praw am i swego rozu­
mu, jeżeli s ta ra  się przewidzieć i opanować zjawiska, k tó re  dookoła niego 
jaśnieją. Przew idyw anie i działanie, oto charakterystyka stanow iska czło­
wieka wobec przyrody. Nauki fizyczno-mechaniczne prowadzą człowieka 
do opanowania przyrody m artw ej; nauki ziemskie, których przedmiot da 
się dosięgnąć, nie są niczem innem, jak  racjonalnem  wykonyw aniem  pa­
nowania człowieka na ziem i”.

Czy z fizjologją ma się rzecz tak  samo, jak  z tem i innem i naukam i? Czy 
nauka, która bada zjawiska życiowe, może dążyć do opanowania ich? Czy 
dąży do ujarzm ienia przyrody żywej, tak samo jak opanowała przyrodę m ar­
twą? Nie w aham y się na to odpowiedzieć: „Tak”.

„Więc w jaki sposób można wpływać na zjawiska życiowe?”
„Zjawiska życiowe są przedstawione przez dwa czynniki: przez p r a w a  

u s t a l o n e ,  które określają ich formę, i przez w a r u n k i  f i z y c z n o -  
- c h e m i c z n e ,  które wywołują zjawiska życiowe.” Praw a można poznać:
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obserw acja ukazuje je, nie jesteśm y zdolni ich zmienić. P r z e w i d y w a ­
n i e  jest możliwem na podstawie znajomości praw; nauka obserw ująca 
nie może dotrzeć dalej.

„ D z i a ł a n i e  jest rzeczą nauk doświadczalnych i jest możliwem dzięki 
tem u, że zj awiska życiowe są j e d n o z n a c z n i e  o k r e ś l o n e  p r z e z  
w a r u n k i  f i z y  c z n o - c h e m i c z  ne...*)”

J. L o e b  mówi:
.„O p a n o w a n i e  zjawisk przyrody u w a ż a m y  z a  k r o k  d a l s z y ,  

niż sam ą tylko a n a l i z ę  tych zjawisk. Filozofowie przyrody ubiegłego 
stulecia umieli zanalizować i zrozumieć zjawiska życiowe, ku swemu zupeł­
nem u zadowoleniu. Ale skoro się udało opanować jedno lub drugie zjawisko 
życiowe zapomocą środków fizycznych i chemicznych w tedy ukazały się 
sprzeczności między s p e k u l a c j ą  a d a n e m i  t e c h n i c z n e m i ,  
a ci, którzy chcieli robić dalsze odkrycia, trzym ali się oczywiście w takich 
przypadkach postępów technicznych a nie hipotez, teoryj i czczych spekula-
Cyj**) ”

Czy o p a n o w a n i e  z j a w i s k  ż y c i a  p r z e z  p o z n a n i e  i c h ,  
czy też p o z n a n i e  i c h  p r z e z  o p a n o w a n i e  należy uważać za cel 
nauki, to jest rzeczą potrzeb intelektualnych, uczuć i poglądów człowieka 
każdego z osobna. S p o ł e c z n e  z n a c z e n i e  n a u k  f i z j o l o g i c z ­
n y c h  i poparcie, iktórego doznają ze strony  instytucyj społecznych i pań­
stwowych, oraz od większości jednostek pracujących, polega bez w ątpienia 
w pierwszej linji na doniosłości praktycznej, którą m ają ich w yniki dla hi­
gieny i medycyny***). Zw racam y jednak usilnie uwagę na to, że c e l e  p r a ­
k t y c z n e  n i e  s ą  b e z p o ś r e d n i m i  c e l a m i  n a s z e j  n a u k i ;  
dzieje każdej nauki w ykazują bezsprzecznie, że najw ięcej pożytku — także

*) Leçons sur les phénom ènes de la vie, Paryż 1878, str. 378.
**) V orlesungen über die D ynam ik der L ebenserscheinungen, 1906, str. 1.
***) „Mamy przed sobą praw a przyrody, tw arde i niezm ienne; jeżeli je poznam y, 

to staną się nam dobrodziejstw em ; użyjem y ich do naszych celów  i uczynim y n iew o l­
nikam i naszych życzeń. Jeżeli ich nie zrozum iem y, to będą potw oram i, które zm iażdżą  
nas na pył i w depczą w  proch. N ic tu nie znaczą nasze przekonania: praw a działają ś le ­
po i n iezm iennie, albo m usim y je poznać, albo ponosić skutki nieśw iadom ości. Jedy­
ną drogą jest działanie w edle praw dopodobnej znajom ości praw przyrodzonych, ale jeś­
li działam y trafnie, to dobrze, jeś li nie, to trzeba potem  cierpieć. Cóż, w obec tego, może 
być niedorzeczniejszego, niż tw ierdzen ie, że treść przekonania jest rzeczą obojętną, 
jeśli tylko jest ono szczere! Oto jedyne dziecko, ukochana kobieta, leży na łożu boleści. 
Lekarz mówi, że choroba jest śm iertelną; roślinka zwana m ikrobem  dostała się do 
ustroju i rośnie kosztem  tkanek, tw orzy śm iertelne jady, niszczy krew  i żyw otne narzą­
dy. Lekarz przypatruje się tem u i nie może nic na to poradzić. C odziennie przychodzi 
i stw ierdza upadek sił chorego; z dniem  każdym  chory upada na siłach, w reszcie spocz­
nie w  grobie. Dlaczego lekarz na to pozw ala? Czy może istn ieć najm niejsza w ątp liw ość  
co do isnienia lekarstw a? lekarstw a, które zabije drobnoustrój i zobojętni jad? D la­
czego tego lekarstw a nie zastosow ano? O dpowiedź na to: z p o w o d u  n i e ś w i a d o ­
m o ś c i .  L ekarstw a nie znam y, lekarz czeka na innych, którzy je w ynajdą. Czy nasza 
nieśw iadom ość nie byłaby rozprószoną, gdyby w  przeszłości użyto środków potrzeb­
nych? Ludzie uw ażają takie w ypadki śm ierci za spraw y Boskie. Jakież bluźnierstw o  
przypisyw ać Bogu to, co jest w in ą  sobkostw a naszego i naszych przodków, którzy nie 
stw orzyli instytucji dla badań lekarskich w  dostateczej ilości i  nie w yp osażyli ich 
w  środki potrzebne”. R o w l a n d ,  Am eric. Journal of Science, 1899, VIII, 409. Cyt. 
podł. G a r r i s o n ,  H istory of m edecine, 2. ed., 1917.
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pod względem praktycznym  — przyniosły badania tych uczonych, którzy 
wielkodusznie zajmowali się zjawiskami, nie bacząc na zastosowanie p rak ­
tyczne wyników swoich poszukiwań; więcej, aniżeli usiłowania tych, któ­
rzy zmierzali wprost do osiągnięcia wyników praktycznych. Słusznie zau­
waża T y n d a 11, że ,,gdyby F a r a d a y  zaprzątał swą m yśl i fantazję 
rozważaniami, dotyczącymi praktycznych zastosowań swych odkryć, to 
nigdyby swoich odkryć nie dokonał”. A na odkryciach F a r a d a y ’ a z dzie­
dziny elektryczności opartą  jest nie tylko cała dzisiejsza nauka o elektrycz­
ności, aile jej zastosowanie techniczne, chemiczne i lekarskie*)

Zastosowanie odkryć, zjawisk spostrzeżonych i praw  w ykrytych do ce­
lów techniki, higjeny i lecznictwa następuje dzisiaj bardzo rychło po od­
kryciach, ale najczęściej inne umysłowości o d k r y w a j  ą prawa, mne 
w y n a j d u j ą  i c h  z a s t o s o w a n i a  p r a k t y c z n e .  W daw nych 
czasach t e c h n i k a  s z ł a  p r z e d  f i z y k ą ,  lecznictwo przed anatom - 
ją i fizjologją, farm akologją i patoilogją takiem u stanowi rzeczy odpo­
wiadał bardzo powolny postęp techniki i nauki. Profesor z M onpelieru, R i- 
v i e r e**), pisał o odkryciu krążenia krwi, że jest to zjawisko ciekawe, ale 
bez znaczenia dla medycyny. A pomyśleć tylko, jakie znaczenie ma dziś 
f i z j o l o g j a  i p a t o l o g j a  k r ą ż e n i a  w medycynie:***) Dziś nauka 
i jej zastosowanie mniej są rozdzielone i to współdziałanie jest rysem  n a j­
wybitniejszym  zarówno nauki, jak techniki i m edycyny spółozesnej. Nauki 
doświadczallne, odległe pozornie od życia praktycznego, rychło znajdują za­
stosowanie: wspomnę tylko o szerokim i ważnym  zastosowaniu, które część 
fizjologji (zwana psycholog ją  doświadczalną) znajduje w organizacji pracy, 
tzw. psychotechnice i system ie pracy  T a y l o r a .  W naszej nauce nie za­
braknie przykładów na to, jak  często czysto naukowe, teoretyczne badania 
w yw arły wpływ decydujący na higjenę i lecznictwo, w ypierając grubą em - 
pirję i  opierając d z i a ł a n i e  na szerokich podstawach d o ś w i a d c z e ­
n i a  i t  e  o r  j ii. Przytoczym y wyniki badań P e t t e n k o f f e r a  i V o i- 
t a nad odżywianiem i przem ianą m aterji, rozwinięte później przez R u b -  
n e r a ,  Z u n t z a ,  A t w a t e r a  i  B e n e d i c t a ,  ujęte w prosty sposób 
przez P i r ą u e t a ;  stanowią one dziś pierwszorzędną podstawę i narzędzie 
higjeny i m edycyny, a naw et i wielkiej polityki; badania nad pośrednią prze­
m ianą m aterji, które naukę o chorobach przem iany oraz leczenie ich posta­
wiły na racjonalnej podstawie; wreszcie zastosowanie praktyczne bakterjo- 
logji w medycynie i technice, fizjologji roślin w rolnictwie.

*) „Odkryć nie robi się szukając zastosow ań nauki; robi się je, szukając faktów  
i praw naukow ych, jednym  słow em  przez naukę czystą; skoro teoria jest raz daną, to 
praktyka w ynika z niej koniecznie, n ieodzow nie. Czyż C he v  r e u i 1 szukał zasto­
sow ania przem ysłow ego, k iedy badał skład tłuszczów? Zajęty zagadnieniam i czystej 
chem ii rozkładał tłuszcze na kw asy tłuste i g licerynę, a to odkrycie stanow iące w ie lk i 
krok w  teorji budow y całej klasy ciał, pociąga za sobą jako skutek n ieprzew idziany, 
jedno z najw iększych zastosow ań przem ysłow ych naszych czasów, fabrykację św iec  
stearynowych). Claude B e r n a r d ,  P hysiologie opératoire, str. 2 1 , (1879).

**) W spółczesny H a r v e y ’ o w i ,
***) Inny przykład z czasów  nam bliższych: w  pierw szym  w ydaniu  cennej książki 

P e a r s o n a  p.t. „Grammar of Science” jest pow iedziane o falach elektrycznych, od­
krytych przez H. H e r t z a ,  że to zjaw isko nie ma zastosow ania praktycznego. K iedy  
w yszło  drugie w ydanie tej książki, telegrafow anie bez drutu było w  pełn i rozwoju.
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Podkreśliliśm y już niejednokrotnie charakter doświadczalny naszej na­
uki; bynajm niej nie po to, aby obniżyć znaczenie traktow ania jej teoretycz­
nego, k tóre stanowi wyższy stopień postępu nauki, jeżeli tylko teorja  jest 
oparta  na podstawach doświadczalnych. Pierwszy stopień poznania we fizjo­
logji stanowi dokładne zaobserwowanie i zlokalizowanie anatomiczne zja­
wiska; potem następuje analiza doświadczalna z punktu fizycznego i che­
micznego. Analiza taka polega na poszukiwaniu zależności zjawiska od czyn­
ników zewnętrznych i wew nętrznych ustroju; czynniki te zm ieniam y świa­
domie i celowo. Wiodą nas przy tej analizie przypuszczenia i hipotezy, któ­
re  po części są podobne do tych, którem i pracuje chemja i fizyka. Na pod­
staw ie teorji atom istycznej, nauki o budowie związków organicznych, o re ­
akcjach chemicznych i procesach fizyczno-chemicznyeh wyobrażam y sobie 
istotę i stadja pośrednie zmiany spostrzeżonej; na podstawie analogji z le­
piej poznanemd spraw am i staram y się zrozumieć istotę zjawiska i jego udział 
w całości spraw ustroju. Oprócz tych hipotez, którem i się chemja fizjolo­
giczna posługuje zarówno jak chemja ogólna oraz fizyka, stosujem y jeszcze 
inny rodzaj, właściwy tylko naukom biologicznym. Hipotezy te stanowią 
zwykle odpowiedź na pytanie: „jaki cel m a ta spraw a?”. Ten rodzaj hipotez 
trak tu je  się nieraz z pogardą, uważając, że takie staw ianie zagadnień jest 
niewłaściwem w tych naukach, których ideałem jest zbliżenie się do nauk 
ścisłych. Założeniem zagadnienia teleologicznego jest hipoteza, że ustroje 
żywe są we wszystkich swoich częściach i sprawach doskonale dostosowane 
do warunków, w których żyją, t. zn. rozw ijają się, zachowują i rozm nażają; 
i że każdą spostrzeżoną sprawę uważać należy za czynnik znakomicie dosto­
sowany do tak doskonałego zespołu. To założenie oddało nieraz cenne usługi 
jako hipoteza heurystyczna w naukach biologicznych, ale ze wszystkich ro­
dzajów hipotez teleołlogiczne są naj ryzykowniej sze; wnioski teleologiczne 
polegały częstokroć wręcz na ciężkich błędach, tak np. we fizjologji mięśni, 
gdzie skutkiem  błędnej i niedokładnej analizy dopatrywano się cudownego 
dostosowania i ekonom ji w zjawiskach, które były bądźto czysto m echs- 
nicznemi, bądź też wynikiem  obum ierania tkanki. M echanizmy obm yślane 
przez nas są najczęściej dziwnie proste i naiwne w porównaniu z tymi, k tó­
re w rzeczywistości wykrywam y, a ponadto oznaczenie bliższe w arunków  
zjawiska fizjologicznego uczy często, że n a s z e  koncepcje wcale nie speł­
niają celów, które im przypisywano, lub też spełniały je bardzo m arnie.

N iejednokrotnie spotykam i się z uwagami, k tóre podnoszą doniosłość 
i trwałość f a k t ó w  w porównaniu z wiotkością i  zmiennością t e  o r  j i 
i h i p o t e z .  Ogólnej słuszności tych poglądów niepodobna zaprzeczyć, ale 
należy pamiętać, że w naukach fizjologicznych jest bardzo mało faktów  na­
praw dę dobrze znanych, pewnych i ustalonych. Fakty, uważane ogólnie za 
zupełnie pewne, okazują się często przy ponownem zbadaniu zjawiska błęd­
nym i i niedokładnie spostrzeżonymi, jeśli się tylko uwzględni ściślej czynni­
ki (warunki) chemiczne i fizyczne, od których zjawisko w ustroju zależy. Nie 
zapatrujem y się pesymistycznie n a  p r z y s z ł o ś ć  badań fizjologiczno- 
chemicznych; ale jeżeli spoglądamy w p r z e s z ł o ś ć ,  to m am y przed sobą 
obraz budowli wznoszonych na grząskim gruncie, których niższe piętra za­
padły się, a na nich dopiero wznoszą się tu  i owdzie konstrukcje już na tw ar­
dym oparte gruncie. W żadnej może innej nauce niema t y l u  w a r s t w
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m aterja łu  doświadczalnego, co w chem ji fizjologicznej i fizjologji chemicz­
nej*).

Wobec takiego stanu rzeczy nie należy zbyt pochopnie odrzucać teoryj 
opartych na dobrze znanych analogjach albo na praw ach fizyczno-chemicz- 
nych, nawet wtedy, kiedy w y d a j ą  s i ę  s p r z e c z n e m i  z niektórem i 
faktam i: a raczej przystąpić do spraw dzenia i ściślejszej analizy faktów. 
N iejednokrotnie już w tych naukach teorja poprawiała i uzupełniała poglą­
dy  oparte na bezstronnej, ale nie usystem atyzowanej em pirji a doświadcze­
nia podjęte na nowo, uwzględniające dokładniej w arunki zjawiska, przyzna­
ły słuszność teorji. Nowe, lepsze doświadczenie rostrzyga ostatecznie, czy 
uogólnienia teorji były uzasadnione, czy też nie**).

W odniesieniu od tej teo rji trzym am y się zasady, którą B a y 1 i s s***) w y­
raża w następujących słowach:

*) „M atem atyka nie burzy prac okresów poprzedzających, by w  ich m iejsce w zn o­
sić inne budow le”. C ytowane podług Z. J a n i s z e w s k i e g o ,  Podręcznik dla sa­
m ouków. N owe w ydanie, tom 1, str. 22 (przypisek).

**) Claude B e r n a r d  zalecał w  w ykładach w stępnych każdego niem al kursu  
najw iększą pow ściągliw ość w obec teorji. N iektóre zdania z kursu „Leçons de p h ysio lo­
g ie experim entale” (Paryż 1853) są — z niektórem i zastrzeżeniam i — i dziś aktualne
i godne przytoczenia.

„Nie brak ludzi zdolnych do uogólnienia, ale w ie lk ie  uogólnienia nie są jeszcze  
m ożliw e w e fizjologji. Eksperym entator, w iedziony przez św iatełko tym czasow e teoryj 
w spółczesnych, pow inien  się uw ażać za ślepca i posuw ać się naprzód jak najoględniej, 
podając w ciąż rękę dośw iadczeniu, bo ono jedynie m oże go uchronić przed popadnię- 
ciem  w  błąd i przed zbłąkaniem ” (tom 1, str. 15).

„Odkrycia n ieprzew idziane m uszą być tem  rzadsze, im nauki są bardziej utrw a­
lone, a tem  częstsze, im m niej nauki są posunięte. W fizjologji każdy eksperym entator  
może takie odkrycia zrobić, jeśli tylko jest prześw iadczony o tem , ż e  t e o r i e  w  t e j  
n a u c e  s ą  t a k  w a d l i w e ,  ż e  — w  o b e c n y m  s t a n i e  r z e c z y  — t y l e ż  
j e s t  p r a w d o p o d o b i e ń s t w a ,  ż e  o d k r y j e  s i ę  f a k t y  t a k i e ,  k t ó r e  
j e  o b a l ą ,  ile że odkryje się takie, które poprą” (str. 9).

Teorje, o których m ów i i przeciw  którym  się zwraca C l. B e r n a r d ,  były  prze­
w ażnie opartem i na n iedostatecznej znajom ości faktów , przypuszczeniam i co do funkcji
i w łasności narządów; nader często opierały się na d e d u k c j i  a n a t o m i c z n e ] .

Dziś niem a fizjologa, któryby w  sprawie funkcji, lokalizacji itp. zagadnień fizjo ­
logicznych śm iał opierać sw oje tw ierdzenie na czem innem , niż na dośw iadczeniu; m e­
toda „dedukcji anatom icznej” zeszła na drugi plan, eksperym ent fizjologiczny coraz 
częściej koryguje jej w nioski. Jako przykład przytoczym y spraw ę tętn icy  w ątrobow ej,
o której zdawna tw ierdzono na podstaw ie obrazów anatom icznych, przedstaw iających  
siln ie  zw ężone (pośm iertnie) naczynia, że jest to naczynie drobne, służące co najw yżej 
do żyw ienia torebek Glissona. D ośw iadczenie fizjologiczno-chem iczne w ykazało  na­
tom iast, że cała ilość tlenu, którą zużyw a wątroba, pochodzi z dopływ ającej przez tę ­
tn icę krwi: w niosek  anatom iczny był błędny. T w ierdzenia fizjo logji now oczesnej m o­
gą być często oparte na źle i źle zaobserw ow anych zanalizow anych faktach, ale zw ykle  
nie są bezpodstawne. Spekulacje i fantastyczne teorje przeniosły się na inny teren: po­
lem  tych igraszek stała się fizyczno-chem iczna interpretacja zjaw isk fizjologicznych. 
Zarówno fizjologow ie nie znający chem ji, jak i chem icy bez głębszej znajom ości fiz ­
jologji broją w  tej dziedzinie „spajając skąpe fakty przez ow e w iązania, które nazyw a­
ją teorjam i, a które są przeznaczone na to, ażeby przesłonić o ile m ożności spraw y n ie­
jasne i sprzeczne”. Fizyka i chem ja mogą stać się źródłem  w ielk ich  błędów , jeśli są źle 
stosow ane. Otóż uważam , że źle się stosuje chem ję i fizykę, jeśli badania fizyczne i che­
m iczne nad danem zjaw iskiem  poprzedzają badania fizjologiczne. Rozpoczyna się w te ­
dy od tego, na czem trzeba skończyć, i naraża się na to, że spraw y życiow e nie będą w y ­
tłum aczone jako takie, jakiem i są, lecz jako takie, jakiem i m ogłyby być teoretycznie, 
podług danych fizyczno-chem icznych” ( B e r n a r d ) .

***) Principles of generał Physiology. II w ydanie, 1918, str. XIV.
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,,Praw da z większym prawdopodobieństwem wypłynie z poglądu błęd­
nego, jeżeli tylko ten  pogląd jest jasny i określony, aniżeli z zamętu, a moje 
doświadczenie nauczyło mnie, że lepiej trzym ać się dobrze zrozumianego 
i zrozumiałego poglądu, naw et gdyby później m iał się okazać b łędnym /an i­
żeli zadowolić się m ętną m ieszaniną sprzecznych poglądów, niesłusznie okre­
ślaną jako „bezstronność” a często nie więcej w artą aniżeli zupełny brak  
poglądu. Ale nie wolno zwlekać z opuszczeniem zajętego stanowiska, skoro 
tylko okaże się niemożliwem do utrzym ania. Nie posuniemy się za daleko, 
tw ierdząc, że wielkość badacza naukowego nie polega na tern, że nigdy nie 
popełnił błędu, lecz raczej na gotowości, z jaką przyzna się do błędu, skoro 
tylko dowody przeciwne jego poglądom staną się dostatecznie przekony­
w ujące”.

Tak przedstawia się zawsze rozwój tych nauk, których przedm iotem  jest 
przyroda. S p o s t r z e ż e n i a  p r z y p a d k o w e ,  s y s t e m a t y c z n e  
o b s e r w a c j e ,  albo p l a n o w e  e k s p e r y m e n t  a prowadzą do 
stw ierdzenia i opisu zjawiska, oraz ustalenia niektórych warunków, od k tó ­
rych ono zależy. Zm ieniając planowo t e  w a r u n k i ,  k tórym  przypisuje­
m y wpływ na przebieg zjawiska, staw iam y przyrodzie obmyślone pytania; 
zmiany w przebiegu zjawiska są odpowiedziamy, otrzym ujem y zupełniejszy 
i ściślejszy opis zjawiska i taką znajomość oraz opanowanie jego warunków, 
że zjawisko (w doświadczeniu) daje się z u p e ł n i e  — (to zn. także pcd 
względem ilościowym) — p o w t ó r z y ć .

Ze zjawisk tak opisanych w yłaniają się o g ó l n e  w ł a s n o ś c i  i p r a -  
w a, wyprowadzone i zbudowane przez czynność w y o b r a ź n i * )  i r o ­
z u m o w a n i e .  Ścisłość i ogólne znaczenie praw  i uogólnień poddajem y 
coraz nowym próbom, pow tarzając podstawowe doświadczenia i obserw acje 
na nowych przedm iotach i t w o r z ą c  w n o w y c h  w a r u n k a c h  n o ­
w e  d o ś w i a d c z e n i a ;  wysnuw am y z uogólnień — znowu przez czyn­
ność wyobraźni i rozumowania — wnioski, przewidujące przebieg zjawisk 
w nowych w arunkach; realizujem y te w arunki i spraw dzam y doświadczal­
nie słuszność wniosków. Jeżeli wniosek jest ze stanowiska logiki nienagan­
ny, a znajdzie się w sprzeczności z rzeczywistością, w tedy zachodzi potrze­
ba poddania p o n o w n e m u  r o z p a t r z e n i u  i n a p r a w i e  uogól­
nień, które mogły mieć charak ter prostego uogólnienia własności, praw a 
lub też obrazu hipotetycznego. Ten proces obserw acji i doświadczeń, uogól­
nienia i hipotezy, poprawek wniesionych przez nowe doświadczenia i obser­
wacje, tworzenie nowej hipotezy itd.**) powtarza się w ielokrotnie w dzie-

*) Przypisując wyobraźni rolę potężnego w  kształtow aniu nauki czynnika, k ła ­
dziem y jednocześnie nacisk na konieczność najściślejszego i św iadom ego rozdziału  
m iędzy czynnością w yobraźni a obserw acją. Claude B e r n a r d  m ówi: „Odłóż w y ­
obraźnię, jak odkładasz płaszcz, k iedy w chodzisz do pracowni; w dziej ją znowu, k iedy  
opuszczasz pracow nię. Przed dośw iadczeniem  i w  chw ilach w olnych pozw ól w yobraźni 
potoczyć się dokoła; ale odtrąć ją od siebie podczas dośw iadczenia, bo inaczej zakłóci 
tw oją zdolność obserw acji”.

**) Powtórzym y tu słowa am erykańskiego fizyka R o w l a n d a :  „Zwykły, n ie ­
okrzesany um ysł ma tylko dwa oddziały: jeden dla prawdy, drugi dla błędu; w  rze­
czyw istości zaw artość tych dwóch oddziałów  jest często śm iesznie pom ieszana. U m ysł 
naukowy ma tych oddziałów niezm iernie w iele: każda teoria i każde prawo m a tam  
osobny oddział, oznaczający stopień jej prawdopodobieństwa; ilekroć pojawi się nowy 
fakt, tylekroć uczony przenosi odnośną teorję z jednego przedziału do drugiego, ażeby  
zaw sze utrzym ać ją w e w łaściw ym  stosunku do praw dy i do n iepraw dy”. R o w  1 a n d, 
A m erican Journ. of Science, 1899, tom VIII, str. 409.
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jach poglądów na każdą sprawę. N adarzy się nam  sposobność przedstaw ie­
nia dziejów m yśli i doświadczenia ludzkiego wobec niejednej spraw y fizjo- 
logiczno-chemiczne j *).

Naukam i przygotow aw czym i do chem ji fizjologicznej są chem ja nieorganiczna, 
organiczna i ogólna; fizyka; anatom ja i h istologja człow ieka i zwierząt; zasady m orfo- 
logji roślin. E lem entarne przygotow anie w  tych naukach jest nieodzow ne, jeżeli kurs 
chem ii fizjologicznej ma być z korzyścią słuchany lub przeczytany. Fizyka w  zakresie 
np. podręcznika W i t k o w s k i e g o  i Z a k r z e w s k i e g o  lub K a l i n o w s k i e ­
go**); chem ia nieorganiczna i fizyczna w  zakresie znanego podręcznika H o 1 1  e m a- 
n a; chem ia organiczna M a r c h l e w s k i e g o ,  oraz znakom ite dzieło tego uczonego 
pt. „Teorje i m etody badania w spółczesnej chem ji organicznej”; to w ystarczy do zro­
zum ienia osnow y chem ji fizjologicznej; podobnie w ystarczy elem entarny kurs un iw er­
syteck i anatom ji i histologji.

Każdy kurs chem ji fizjologicznej m usi zawierać dopełnienie tych w ia­
domości, które słuchacz wyniósł z kursów  początkowych chem ji ogólnej 
i organicznej. Kursa pierwiastkowe chem ji obejm ują teorję związków orga­
nicznych, zarys ich system atyki, najw ażniejsze reakcje i właściwości grup 
oraz szczególnie ważnych a prostych jednostek chemicznych. W chemjii 
fizjologicznej spotykam y się odrazu ze związkami bardzo złożonymi, a w y­
bór ciał, z którym i trzeba obznajm ić słuchacza, nie może już polegać na 
względzie dydaktycznym , lecz k ieruje się ważnością danego związku jako 
składnika ustrojów i ich przetworów. Stąd wynika, że wstępem  do każdego 
kursu chem ji fizjologicznej m usi być względnie obszerny kurs dopełniają­
cy z chemji organicznej, obznajm iający słuchaczów z tem i dziedzinami, k tó ­
rych nie mógł dość obszernie uwzględnić kurs elem entarny. K urs tak i obej­
m uje zwykle chemję cukrów, tłuszczów, ciał tłuszczowatych, aminokwasów 
i białek, kwasów nukleinowych, zasad purynowych; nie należy jednak do 
system u chemji fizjologicznej, lecz do organicznej, podobnie jak  chemja 
alkoholu i mocznika, gliceryny i kwasu octowego; tylko ze względów dydak­
tycznych pomieszczamy go w kursie chemji fizjologicznej.

Podobnie m a się rzecz z chem ją fizyczną; z dziedziny nauk i o roztworach,,
o t. zw. układach koloidowych, z elektrochem ji, nauki o równowadze che­
micznej, zjawiskach powierzchniowych, szybkości reakcji i term ochem ji 
potrzeba dla zrozumienia chemji fizjologicznej i fizjologji szerszych i głęb­
szych wiadomości, aniżeli te, k tóre dziś przypadają w udziale na wielu uni­
w ersytetach słuchaczom chem ji. Stąd w ynika konieczność dopełnienia w ra ­
m ach kursu chemji fizjologicznej także i tych wiadomości.

W opracowaniu tego działu, który zajm uje się sprawam i fizyczno-m echanicznem i, 
nie zaw ahałem  się przed użyciem  środków m atem atycznych.

*) Każdy m yślący przyrodnik lub lekarz odniesie w iele korzyści z następujących  
dzieł, pośw ięconych ogólniejszym  zasadom  nauki: M. S m o l u c h o w s k i :  F i z y k a  
w  Podręczniku dla sam ouków, now e w ydanie (1916), tom 2; A. S t o h r: Lehrbuch  
der Logik in P sychologisierender D arstellung, W iedeń 1910; B i e g a ń s k i :  Logika 
m edycyny.

**) Z podręczników fizyki w  językach obcych polecam y słuchaczom  m edycyny  
podręcznik L e c h e r a (niem iecki), dla nich szczególnie napisany i uw zględniający  
w  sposób nader jasny rzeczy takie, których w  podręcznikach fizyk i znacznie obszerniej­
szych trudno znaleźć.
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W kursach uniw ersyteckich  fizyk i i chem ji (a zw łaszcza w  obliczonych dla słu ­
chaczów  m edycyny) spotykam y się z taką pow ściągliw ością w  stosow aniu środków  
m atem atycznych, jak gdyby słuchacze ci nie m ieli za sobą całego w ykształcen ia  m ate­
m atycznego, w  które nauczyciele i uczniow ie szkół średnich ty le pracy w łoży li. A le  
kształcenie m atem atyczne w  szkołach średnich dostosow uje się d o  d u c h a  n a u k i  
w s p ó ł c z e s n e j ,  g ł ó w n e  j e j  n a r z ę d z i a  m y ś l o w e  funkcja i pochodna  
w chodzą w  program nauczania średniego, kosztem  pew nego nadmiaru geom etrji, po­
daw anego w  nauczaniu daw niejszem , w obec tego w olno i należy stosow ać elem enta  
m atem atyki w yższej w  kursach uniw ersyteckich fizyki i chem ji. Jeżeli w  tych kursach  
nie w olno nam  wykraczać w  stosow aniu środków  m atem atycznych ponad regułę trzech, 
to pocóż cały ten balast, którego się m łodzieniec w  szkołach średnich uczy; czy tylko  
po to, aby go potem  jak najprędzej zapomnieć?*)

Słusznie tw ierdzi L o v e  w e w stępie do sw ego krótkiego podręcznika rachunku  
różniczkow ego i całkowego**), że zasady tego rachunku pow inny stanow ić niezbędną  
część składow ą w ykształcenia  każdego m ężczyzny i każdej kobiety w  X X  w ieku , tak 
samo jak znajom ość teorji dziedziczności lub układu K opernika. N ie chodzi na tym  
stopniu ty le o n a b y c i e  u m i e j ę t n o ś c i  w  o p e r o w a n i u  ś r o d k a m i  m a ­
t e m a t y c z n y m i ,  i l e  o z a z n a j o m i e n i e  się choćby pow ierzchow ne z tą  
„s t e n o g r a f j ą  p o j ę c i o w  ą”, bez której nie podobna się obejść, jeżeli zależy  
na ścisłem  a krótkiem  w yrażeniu  praw fizyki i chem ji fizycznej.

Kilka słów w odniesieniu do zakresu ustrojów, którem i będziemy się 
zajmowali. Aczkolwiek uwzględniam y szczególnie chemję i fizjologję czło­
wieka, opartą  na wnioskach z doświadczeń nad zwierzętam i wyższemi 
(z ssaków głównie nad królikiem , psem, koniem, z płazów nad żabą) oraz 
na spostrzeżeniach nad norm alnym  i chorym człowiekiem, to jednak będzie­
my sięgali do m aterja łu  fizjologji wszelkich gatunków świata zwierzęcego 
i roślinnego. To samo zjawisko, k tóre trudno daje się ująć a zanalizować 
u jednego ustroju, przedstaw ia się u drugiego — nieraz bardzo w system ie 
zoologji odległego — w form ie o wiele prostszej i doświadczalnie dostępnej.

Tak np. badania nad przem ianą białkową u drożdży (F. E h r 1 i c h) 
naprow adziły na ważne odkrycia w sprawie przem iany białkowej u ssaków 
(O. N e u b a u e r), a w yjaśnienie tej spraw y w wątrobie psa wyjaśniło 
ostatecznie jej przebieg w drożdżach ( N e u b a u e r  i F r o m h e r z )  
i przygotowały podstawę do zrozumienia ferm entacji alkoholowej cukru; 
zrozumienie ferm entacji alkoholowej wywarło znowu wpływ na pojęcie
o przem ianie cukru w m ięśniu.

Zagadnienie, czy pepsyna jest identyczna z ferm entem  podpuszczko­
wym, który ścina mleko, zostało zasadniczo rozwiązane przez odkrycie 
D u c e s c h i e g o ,  k tóry  znalazł w żołądku d y d e 1 f a (szczura worko­
watego) pepsynę, ale brak podpuszczki. Mięśnie prążkow ane kręgowców 
wykonują skurcze tężcowe, ale także skurcze trw ałe toniczne” u małżów

*) Celem nauczania m atem atycznego jest w pojen ie w  ucznia prześw iadczenia, że 
„ścisłe m yślenie oparte na ścisłych  przesłankach może opanować św iat zew nętrzny” 
(F. K l e i n ) .

**) W polskiem  tłum aczeniu S t .  K a l i n o w s k i e g o  i W ł. W o j t o w i c z a ,  
W arszawa 1912, str. 225. W ięcej przykładów  z nauk przyrodniczych zaw iera N e r n s t a
i S c h o e n f l i e s s a  E in leitung in die M athem atische B ehandlung der N aturw is­
senschaften”, 8 w yd., M onachium  1918, str. 445. K siążkę tę gorąco polecam y każdem u, 
kto chce w  zakresie pow yżej zaznaczonym  zaznajom ić się ze stosow aniem  środków  
m atem atycznych w  naukach przyrodniczych.
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natom iast m am y dwa rodzaje mięśni: zwieracze skorup są złożone z dwóch 
odrębnych mięśni, jeden z nich ma zdolność wykonywania jedynie skurczów 
krótkich, natom iast drugi umie tylko trw ać w skurczu. Na tym  mięśniu 
można było wykazać, ż e  t r w a n i e  w s k u r c z u  może nie być związane 
ze zużyciem energji, a tego fizjologja, oparta  na doświadczeniach nad 
m ięśniem  żabim, nigdy przedtym  nie przypuszczała, a naw et takiej możli­
wości wręcz przeczyła. Ze względu na wielką korzyść, którą naszej nauce 
przyniosły badania nad różnymi ustrojam i, będziemy w zakresie naszych 
rozważań uwzględniali cały świat zwierzęcy i roślinny. Punkt widzenia 
f i z j o l o g j i  p o r ó w n a w c z e j ,  k tóra zapytuje: j a k i  p r z e b i e g  
m a  t a  s p r a w a  u r ó ż n y c h  r o d z a j ó w  u s t r o j ó w ,  pogłębia 
często zrozumienie danej funkcji, rozszerza horyzont i ma wielką wartość 
dydaktyczną: tak np. porównanie sposobów wym iany gazowej u ssaków, 
płazów, ptaków, zwierząt wodnych i owadów, albo porównanie spraw tra ­
wiennych u ssaków mięsożernych, roślinożernych nieprzeżuw ających 
a przeżuwających. Porównanie zdolności spalania tkankowego kwasu 
moczowego na alantoinę u człowieka i u innych ssaków rzuciło światło na 
osobliwy brak w ustroju ludzkim, z którym  związana jest d n a .  Przykładów 
podobnych m ożnaby podać wiele.

Często wyrażano zdanie, że elem entarne zjawiska życiowe dadzą się 
szczególnie łatwo wyjaśnić przez doświadczenia i obserwacje nad pierw ot­
niakam i, jako nad ustrojam i najprostszym i. Przejaw y życiowe mogą się 
nam  u pierwotniaków wydawać prostszymi jedynie dlatego, że nie umiemy 
ich anatomicznie analizować; w istocie sprawy fizjologiczne, więc przem iana 
m aterji, rozwój, rozmnażanie, regeneracja, pobudliwość są związane u nich 
z grudką substancji żywej, której praw ie że nie można już podzielić. U tkan ­
kowców funkcje te  są rozdzielone na narządy dostrzegalne, znane do pew­
nego stopnia w swej budowie, a z organizacją wyższą rozwinęła się specjali­
zacja komórek i tkanek; eksperym entom  są tu  dostępne narządy o odręb­
nych funkcjach, daną sprawę można zlokalizować, a co za tem  idzie, można 
jej w arunki i jej istotę ściślej zanalizować i opanować doświadczalnie. 
Fizjologja chemiczna odniosła wiele korzyści ze studjów nad drobnoustro­
jami, zwłaszcza nad takim i, które m ają bardzo jednostronną <a żywą prze­
mianę m aterji s a p r o f i t y c z n ą ;  ale główną podstawą zrozumienia 
zjaw isk życiowych są analizy i eksperym enta nad ustrojam i tkankowców. 
Badania np. nad amebami ilub wymoczkami nader mało przyniosły nauce 
naszej korzyści.

*

Każdy ustrój jest zorganizowany ze składników postaciowych, rozróż­
nianych przez nauki histologiczne i analizę fizjologiczną. Dzielimy je na 
następujące klasy:

1. Substancja żywa, która występuje zawsze ty lko w postaci komórek, 
zróżnicowanych zarówno pod względem chemicznym jak i postaci. Komórki 
tworzą u pierwotniaków całość ustroju, u tkankowców są budulcem  głów­
nym  tkanek, z tkanek składają się narządy, z narządów  ustrój. Przem iana 
m ate rji odbywa się w substancji żywej, w której odróżniam y jądro i proto- 
plazm ę wraz z jej zróżnicowanymi składnikami, które trafn ie  określono 
jako  narządy komórkowe.
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2. S truk tu ry  szkieletowe, zaw arte zarówno w komórkach, jak  i w ustro­
jach w najw iększej różnorodności postaci ii funkcji mechanicznej. N adają 
one ustrojom  p o s t a ć ,  s p o i s t o ś ć  i o d p o r n o ś ć  m e c h a n i c z n ą ;  
w ystarczy wskazać na delikatne włókienka w białych krw inkach i cały 
szereg s truk tu r szkieletowych aż do potężnych pancerzy u skorupn-iaków, 
skorup u małżów i kośćców u kręgowców. S truk tu ry  szkieletowe są wy­
tworem  substancji żywej, same nie są substancją żywą, ale otaczająca je 
substancja żywa podtrzym uje w nich przem ianę m aterji.

3. Substancje zapasowe, nagrom adzone w każdym  ustroju: więc węglo­
wodany i tłuszcze, woda i sole, wreszcie i białko. Substancje zapasowe są 
bardzo rozmaicie rozmieszczone, nieraz w tkankach osobnych (tłuszcz), nie­
raz na miejscu zużycia (glikogen), niekiedy są niedostrzegalne dla obser­
wacji morfologicznej. Stosunek substancji żywej do zapasowej może być 
bardzo rozmaity: weźmy np. chudego człowieka, gdzie zapasowych substan- 
cyj bardzo mało, a tłustego, gdzie obydwa rodzaje w niem al równych mogą 
znaleźć się ilościach. Albo jajko kurze, gdzie substancja żywa (żarodek) 
stanow i drobną część całości, resztę zaś substancja zapasowa, która w m iarę 
rozwoju praw ie zupełnie się organizuje, w żywą przechodzi substancję.

4. P łyny śródkomórkowe, ¡które obserw acja mikroskopowa w ykazuje 
szczególnie w postaci wodniczek. Wodniiczki bijące mogą być pojęte ty lko 
jiako zbiorniki, do których „zdrenowany” jest niewidoczny płyn kom órko­
wy, w żywą przechodzi substancję.

5. P łyny międzykomórkowe, k tó re  u tkankowców stanow ią właściwe 
środowisko w ew nętrzne (milieu intérieur), w którym  żyją komórki.

Najczęściej otaczają one w drobnych ilościach komórki, w większych 
ilościach w ystępują niekiedy w jam ach ciała. Lekarzowi ukazują się w więk­
szych ilościach wtedy, kiedy w ystępują w obrzękach tkanek, albo w prze­
siękach i wysiękach jam.

6. P łyny krążące. U zwierząt rozróżniam y dwa rodzaje płynów krążą­
cych, mianowicie krew  i lirnfę. Limfy nie można ograniczyć ściśle do płynu 
międzykomórkowego, układy chłonne stanowią jakby układ drenów, przez 
które ten płyn zlewa się do krwi: właściwie nie powinniśmy mówić o krąże­
niu limfy, lecz tylko o jej spływ aniu. K rew  natom iast krąży w układzie 
naczyń, k tóry  rozdziela się na naczynia włoskowate, a poprzez delikatne 
ścianki tych naczyń odbywa się wym iana składników krw i i składników 
płynu międzykomórkowego czyli śród tkankowego: wym iana soli, wody, 
cukru, aminokwasów itp. K rew  i limfa są bardzo złożonymi roztworam i, 
w  których unoszą się składniki zorganizowane, bądźto złożone z substancji 
żywej jak  leukocyty, bądź też zawierające ją  poczęści, jak  krw inki czer­
wone ptaków, płazów, gadów, wreszcie s tru k tu ry  pozbawione substancji 
żywej, lecz wytworzone przez nią do osobliwych celów, jak krw inki czer­
wone ssaków.

7. W ydzieliny i wydaliny. Są to płyny wytworzone przez czynność 
komórek lub narządów, służące albo do szczególnych celów chemicznych 
lub fizycznych w obrębie ustroju, albo do działania na zewnątrz (wzgl. 
w przewodzie pokarmowym), ailbo wreszcie do w ydalenia składników zuży­
tych lub niepotrzebnych. W ymienim y np. ślinę, sok żołądkowy ii trzustkow y 
i żółć; mleko i mocz; przetw ory gruczołów wkrewnych. Pow stawanie tych 
płynów wzgl. ich składników  daje się wykazać już w obrębie kom órek 
gruczołowych, kiedy znajdują się jeszcze w substancji żywej.
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*

Analiza chemiczna ustrojów, więc właściwa chemja fizjologiczna, ma 
swój początek tam , gdzie i chemja organiczna: w technice farm aceutycznej 
i barw ierskiej, oraz w badaniach rozpoznawszych wydzielin i wydailin. Dla 
chem ji organicznej istniały pierwotnie tylko takie ciała, k tó re  otrzym yw ano 
z roślin lub zwierząt: przypisywano ich powstanie osobliwszej sile życiowej.

„W jestestw ach organicznych, gdzie siła indyw idualna i przeciw związ­
kom chemicznym i przeciw spojeniu fizycznemu działa, układając i wiążąc 
przyrodzone m aterji odżywnej pierw iastki sobie właściwym sposobem, 
pow staje nowy związek od poprzedzających różny, k tó ry  dlatego związkiem  
organicznym  (kursywa autora) nazwać należy. A tak  wszystkie istoty 
organiczne, co do najdrobniejszych swoich cząsteczek są równie jak  każda 
inna m aterja , w związku fizycznym, co do pierw iastków  składających, 
w  organicznym  (kursywa cytującego).” ,,Stąd równie łatwo jest pojąć, 
dlaczego chemja nie tylko organicznych istot, ale naw et ciał m artw ych, 
związek organiczny m ających, tworzyć nie może; dlaczego jestestw a żyjące 
jedynem i są warstew kam i, w których takowe wyrobienie miejsca mieć 
może. Uważając tedy ciała na tu ra lne  złożone, co do ich składu, m am y oczy­
wiście dwa tego gatunki, to jest skład chemiczny i organiczny (kursywa 
autora). A zatem chemia organiczna, jako na innym  oparta porządku, po­
winna osobną całkiem  od chemji ogólnej stanowić naukę”.

Kiedy J ę d r z e j  Ś n i a d e c k i  w pierwszem wydaniu T e o r  j i 
j e s t e s t w  o r g a n i c z n y c h  pisał te  słowa (1811), sprawa przedsta­
w iała się istotnie tak, jak  ją tu z właściwą swej m yśli ścisłością przedstawił. 
Kiedy jednak powtarzał je w wydaniu drugim  (1838), w tedy sprawa była 
już rozstrzygniętą w kierunku wręcz przeciwnym. W roku 1828 W o e h 1 e  r 
o trzym ał syntetycznie mocznik, uważany dotąd za ciało organiczne w tem  
znaczeniu, w jakiem  pojmował tak ie  ciała Ś n i a d e c k i .

Od tego czasu chemja organiczna poszła własnemi, nowem i drogami 
i wzniosła z p o j ę ć  o b u d o w i e  z w i ą z k ó w  o r g a n i c z n y c h  
i przy pomocy sztuki syntezy chemicznej wspaniałą, dziś niem al zakończoną 
budowę. Wiele korzyści przypadło przytem  chemji fizjologicznej, gdyż przy 
wznoszeniu systemu chem ji organicznej w yjaśniała się kolejno budowa 
i własności napotykanych przytem  ważnych składników ustroju. Budowa 
związków prostych, które znajdyw ano w wydzielinach i wydalinach, roz­
jaśniała się kolejno.

A w  ostatnich dziesięcioleciach wieku XIX i w wieku XX oznaczono 
już istotę chemiczną głównych składników ustrojów żywych; wyjaśniono 
i otrzym ano syntetycznie tłuszcze, ciała grupy kwasu moczowego, barw niki 
roślinne (alizarynę i indygo, żółte barw niki flawonowe), liczne alkaloidy 
roślinne, zasady zwierzęce i gnilne, alkaloidy sporyszu, terpeny, olejki e te­
ryczne i kamforę, cukry i glukozydy, wszystkie aminokwasy, wchodzące 
w skład białka, wreszcie kauczuk i garbniki; wyjaśniono zasadniczo budowę 
białka, barw nika i krw i i chlorofilu, kwasów nukleinowych, kwasu chondroi- 
tynosiarczanego, wielkiej części iipoidów, składających tkank i nerwowe. 
K iedy już zakończono budowę teoretycznej chemji organicznej i wypełniono 
ją  m aterjąłem  o wielkiej doniosłości naukowej i praktycznej, kiedy zadania 
syntezy w służbie teorji i techniki zaczynały się wyczerpywać, wtedy 
m istrzowie chemji organicznej coraz częściej zwracali się do zadań związa­
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nych z chemją fizjologiczną, poczytując sobie za największe zadanie ozna­
czenie budowy ważnych dla fizjologji, a dotychczas niew yjaśnionych związ­
ków. O tej dziedzinie można dziś powiedzieć słowami L i e b i g a ,  że 
wprawdzie jeszcze wiele w  niej niezrozumianego ale nic nie ma niezrozu­
miałego. W roku 1900, kiedy w wielkiej części wym ienionych tu zdobyczy 
jeszcze nie było, mógł M a r c e l i  N e n c k i * )  wypowiedzieć słowa 
G o e t h e g o :  „Wonach ich mich in der Jugend sehnte, davon habe ich im 
A lter die Fülle” **); w ielki uczony, schodząc ze świata w pełni sił i pracy, 
w yraża żal, że musi ustąpić z pola, k tóre się właśnie tak  zapełniło i ożywiło 
nowemi zdobyczami i podstaw am i dla nowych zadań. ***)

Podczas tego rozkwitu chem ji organicznej, obejm ującego działy dla 
chem ji fizjologicznej najw ażniejsze, chemja fizjologiczna posuwała się bar­
dzo powoli naprzód. Chemicy zajmowali się własnościami ważnych skład­
ników ustroju, ale tylko tych, k tóre łatwo było otrzym ać w większej ilości 
i w stanie czystym: inne zupełnie zadania staw iała analiza ustroju. Rozdzie­
lanie dziesiątek i setek rozm aitych substancyj, o których z góry niewiele 
wiedziano, było niewdzięcznem zadaniem. S tan koloidowy m aterji, charak­
terystyczny dla środowiska spraw  życiowych, utrudniał analizę i wywoły­
w ał zniechęcenie u chemików, którzy lubili pracować tylko nad związkam i 
czystymi i krystalizującym i się. Niejedno zadanie ważne dla chem ji fizjo­
logicznej nie dojrzało jeszcze do rozwiązania. Ci uczeni, których ważność 
przedm iotów porywała do usiłowań, do których ani oni, ani też inni współ­
cześni nie byli jeszcze gotowi, załam yw ali się na trudnościach, a niepowo­
dzenia ich były in terpretow ane jużto jako wynik dyletanckiej roboty, jużto 
jako u w a r u n k o w a n e  p r z e z  w ł a ś c i w o ś c i  p r z e d m i o t u ;  
padły cyniczne słowa: „Tierchem ie ist Schm ierchem ie” (chemia zwierzęca 
jest chemią nieczystości). Najważniejszą potrzebą metodyczną chem ji fizjo­
logicznej było i jest oznaczanie ilościowe związków organicznych w bardzo 
złożonych mieszaninach; chem ja organiczna nieliczne tylko w tym  kierunku 
stworzyła metody, i wśród setki tysięcy związków organicznych umiemy 
zaledwie kilkadziesiąt związków oznaczyć ilościowo w takich m ieszani­
nach.****)

Tem większą jest zasługa tych mężów, którzy mimo trudności szukali 
ścieżek wśród gęstwiny. Prace niedoceniane przez chemików, jak anaHzy

*) O zadaniach chem ji biologicznej. M owa przy otw arciu Zjazdu Przyrodników - 
lekarzy polskich w  K rakow ie. Przegląd lekarski 39 (str. 446, rok 1900).

**) W oryginale po niem iecku: „To za czem tęskniłem  w  m łodości, mam na starość 
w  p ełn i”.

***) M a r c e l i  N e n c k i ,  w ie lk i fizjo log-chem ik  polski, ur. 15 stycznia 1847 
w  K aliskiem . Z początku studjow ał filo logję klasyczną. W r. 1870 zdał doktorat m edy­
cyny w  Berlinie, w  r. 1877 otrzym ał profesurę w  Bernie, a w  r. 1891 stanow isko dy­
rektora oddziału chem icznego wr instytucie m edycyn w  eksperym entalnej w  Piotro- 
grodzie. Zmarł 14 października 1901. Prace N e n c k i e g o ,  odnoszące siią do w ielu  
dziedzin chemjli organicznej i fizjologicznej iciraz fizjdlogji chemiczlnej, w ydano po 
śmierci) jako dzieło pt. Opera om nia (I tom, 840 str., II tom, 879 str.), B runśw ik, 1905 
(po niemiedku). Pracami tego w ielk iego  uczonego będziem y się niejednokrotnie zajm owali.

****) Chemia fizjologiczna w yprzedziła w  w ypełnieniu tych zadań inne dziedziny 
chemji: w  analizie moczu i krw i stosujem y liczne m etody określania ilościow ego  
pew nych zw iązków  w  m ieszaninach bardzo złożonych, m etody dla celów  fizjologicz­
nych w ypracow ane. Także w  now oczesnej analizie bardzo drobnych ilości substancji 
(m ikrochem ji, m ikroanalizie) przodow ali fizjologow ie.

3 P o s tę p y  B io ch em ii
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A d . S c h m i d t a ,  jak-prace samotnego angielskiego lekarza T h u d i- 
c h u m a  nad składnikam i mózgu, próby rozłożenia na składniki indywi­
dualne peptonów, podejmowane przez K i i h n e g o  i przez H o f m e i s -  
t  r  a, badania M i e s c h e r a  nad kwasami nukleinowym i, to wszystko 
badania na wielkiej um iejętności i pracowitości oparte, nie za efektem  
goniące, nie w ybierające pojedynczych błyskotek, a dążące do zupełnej 
analizy substancji żywej i jej wytworów.

Bezradność wobec związków, których analiza rozłożyć ani wyjaśnić nie 
umiała, ustąpiła nieco wobec rozwoju chemji fizycznej. Teoria roztworów 
i elektrochem ja, nauka o układach koloidowych i o chem ji działań po­
wierzchniowych w yjaśniły niektóre własności substancji żywej i płynów 
ustrojowych. Połączenie niezrozumiałe z punktu widzenia klasycznej 
stechjom etrji chemicznej stały się zrozumialszemi z punktu widzenia nauki
o zjawiskach powierzchniowych napozór bardzo złożone reakcje wyjaśniono 
jako zjawiska elektrostatyczne. M etody fizyczno-chemiczne pozwalały nie­
jednokrotnie określić stan, w jakim  dany składnik w płynie lub naw et w ko­
mórce się znajduje, b e z  z n i s z c z e n i a  u k ł a d u  ż yw e g o ,  umożli­
w iły poszukiwania w odniesieniu do niezmienionych płynów i żywych s tru k ­
tu r ustrojów, z których dawne grubsze analityczne m etody naw et marzyć 
nie pozwalały.

O płynach ustroju i o jego elem entach strukturalnych , k tóre nie są żywe, 
które nie posiadają własnej przem iany m aterji, możemy dziś również po­
wiedzieć, że wiele w nich rzeczy dotąd niewyjaśnionych, ale że nie ma nic 
zasadniczo niepojętego.

Inaczej ma się rzecz z substancją żywą. Analizy chemiczne w ykazują we 
wszystkich rodzajach komórek zawsze to samo: zgrubsza rozdzielono rodzaje 
białek i nukleoproteidów, sole, ciała tłuszczowate, glikogen i cukry, chole- 
sterynę: wynik bardzo ubogi. W dodatku można było wątpić, czy analizy 
odpowiadają rzeczywiście składowi tkanki; układ ciał, składających się na 
nią, jest nietrw ały, i wiemy, że np. samo rozdrobnienie w ątroby powoduje 
zcukrzenie glikogenu, pokrajanie m ięśni wywołuje powstawanie kwasu 
mlecznego. Przeciwdziałam y takim  zmianom przez jak  największe przyśpie­
szenie procesu, k tó ry  tkankę żywą zamienia na m artw ą mieszaninę; 
u t r w a l a m y  t e n  s k ł a d  c h e m i c z n y ,  k tóry m iała tkanka żywa. 
Podobnie postępuje chemik, jeśli chce zanalizować gazy w tym  w łaśnie skła­
dzie, jaki m iały np. w płomieniu w tem peraturze 1500°; w tej tem peraturze 
reakcje biegną niezm iernie szybko; równowaga przy 1500°, np. wody, CO, 
CO2 , H 2 i 0 2 przesunęłaby się przy powolnem ochłodzeniu i otrzym ali­
byśm y gazy w składzie tej równowagi, k tó ra  odpowiada tem peraturze po­
kojowej. Jeżeli natom iast gazy wyciągnąć z płomienia przez ru rkę  włosko- 
w atą platynową, otoczoną płaszczem, przez k tóry  krąży zimna woda, to 
można ochłodzić je tak  szybko, że przesunienie się równowagi, odpowia­
dającej tem peraturze 1500°, n i e  m a  c z a s u  s i ę  o d b y ć ;  albowiem 
w niskiej tem peraturze reakcje biegną bardzo powoli. Podobnie postępuje­
m y wobec tkanek. W mięśniu istnieje substancja, która rozkłada się nader 
szybko na kwas mleczny; jeżeli mięsień drażnim y, rozdrabniam y, zagotu­
jem y, lub utrw alam y przez wrzucenie do alkoholu, w tedy układ ferm entów 
w substancji żywej umożliwia niemal wybuchowy rozkład. Jeżeli mięsień 
ochłodzimy i potem n.agle w tem peraturze —10° rozmiażdżymy w alkoholu,
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albo w nasyconym roztworze siarczanu amonowego to białka ferm entu  będą 
zabite, zanim odbędzie się reakcja, która w tak  niskich ciepłotach bardzo 
powoli się odbywa.

W ielki postęp stanowiło stw ierdzenie w komórce zaczynów śródkom ór- 
kowych, narzędzi chemicznych substancji żywej; nie postąpiliśm y dotąd 
wcale naprzód na drodze zmierzającej do poznania chemicznej isto ty  za­
czynów, ani nie wiemy, jaki jest mechanizm cząsteczkowy ich działania, 
ale wiemy przynajm niej, jakie są wyniki ich wpływu na reakcję; umiemy 
powtarzać za pomocą oddzielonych od kom órki narzędzi niektóre reakcje, 
znane przedtem  tylko jako skutek czynności żywej komórki. Um iem y prze­
prowadzić ferm entację alkoholową za pomocą soku wyciśniętego z drożdży, 
rozm aite utlenienia za pomocą wyciągów z tkanek zwierzęcych i roślinnych, 
rozkład argininy na mocznik i ornitynę za pomocą wciągu z w ątroby i wiele 
innych reakcyj. Oprócz tego um iemy — zajm iem y się tym  przedm iotem  
w części poświęconej fizjologji chemicznej — stwierdzać przem iany che­
miczne, których doznają określone ciała pod działaniem tkanek; um iemy 
wpływać na przem ianę m aterji przez zmianę warunków  fizyczno-chemicz- 
nych, jako też przez podawanie różnych surowców substancji żywej. Ale 
pozostajemy ciągle w sytuacji obserw atora, k tóry  stoi przed w rotam i zam­
kniętej krainy, widzi surowce, jakie do tej k rainy  przywożą, tow ary, jakie 
z niej wywożą, zna może wpływ deszczów, pożarów i powodzi, odbijający 
się na produkcji; ale nie umie z tych danych wywnioskować an i o rodzaju 
ludzi, zwierząt i roślin, k tó re  ją  zamieszkują, ani zrozumieć urządzeń fabryk 
i warsztatów , przebiegu rzek i dróg, które ten  kraj przecinają. A nasze 
analizy mniej mówią o m echanizm ach komórkowych, aniżeli o budowie 
zegara mówi analiza, stw ierdzająca żelazo, miedź, cynk korund i złoto w roz- 
tłuczonym m aterjale  tego mechanizmu.

Substancja żywa jest układem  niezm iernie złożonym i to z bardzo złożo­
nych jednostek. Nie w ątpi o tej niesłychanej złożoności nikt, kto  się zasta­
nowił nad procesami takim i, jak  przenoszenie podniety nerwowej, jak  czyn­
ność ośrodków, jak  wreszcie niezm ierna różnorodność przem ian chemicz­
nych, np. w komórce wątrobow ej. Nie brak wreszcie doświadczeń, które 
pozwalają wprost ocenić wielkość układów jednostkowych, funkcjonują­
cych w  substancji żywej. Podam y przykład:

S trofantyna działa na serce (więc narząd o mechaniczno-chemicznej^ 
raczej jednostronnej funkcji) już w ilościach 0-00008 mg na 5 mg suchej 
substancji serca .Ponieważ ciężar cząsteczkowy strofantyny wynosi 922, 
przeto możemy obliczyć ciężar cząsteczkowy układu, k tó ry  przez obecność 
stro fan tyny  ulega zmianie:

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

m usi to być kompleks 57 m iljonów razy większy od atom u wodoru. Możnaby 
działanie jadu porównać z działaniem małego klina, k tóry  zatrzym ał m a­
szyny olbrzymiego okrętu.

Do w yjaśnienia s tru k tu ry  substancji żywej nie prowadzi żadna droga 
znana; ani dzisiejsza fizyka i chemja, ani histologja. Nie przesądzamy, czy 
nowe drogi nie znajdą się podobnie, jak znalazły się sposoby określenia 
budowy ciał organicznych, a  niedawno i atomów: najtrudniej przewidzieć
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nową drogę *). Ale dobrze jest znać granicę tych rozumowań i metod, 
którem i dziś rozporządzamy: dlatego poświęcimy trochę czasu na przepro­
wadzenie rachunku, k tó ry  da czytelnikowi obraz złożoności substancji 
żywej.

H o f m e i s t e r  obliczył w  przybliżeniu iliczbę cząsteczek, wchodzą­
cych w skład kom órki wątrobowej. Jest to kostka o objętości 8 • 10“ 9 cm 3, 
zawierająca 76% wody, a 24% substancji suchej, w tem  około 16% białka, 
2V2‘%  ciał tłuszczowatych, cukier, kwasy, mocznik, kw as moczowy, sole 
nieorganiczne w ilości, wynoszącej razem około 51/2°/o.

Ponieważ cząsteczka gramowa jakiejkolw iek substancji zawiera 6- 2.1023 
cząsteczek, przeto można obliczyć liczbę cząsteczek białka, iipoidów, oraz 
ciał drobnocząsteczkowych, zaw artych w komórce. B W ąc dla białek prze­
ciętny ciężar cząsteczkowy 16000, dla lipoidów 800, dla ciał drobnocząstecz­
kowych 100, dochodzimy do następującego wyniku: kom órka wątrobowa 
zawiera cząsteczek:

w o d y ............................................ 225000 m iliardów
b i a ł k a ............................................ 53 „
ciał tłuszczowatych . . . .  166 „
ciał drobnocząsteczkowych . . 2900 „

Porównywano komórkę wątrobową z fabryką chemiczną; wyobraźm y so­
bie budowę objętości 200000 m iliardów zwykłych cegieł, w 'której 200 m iliar­
dów cząsteczek koloidowych (białka i ciała tłuszczowate) tw orzy m ury, da­
chy, urządzenia wew nętrzne, woda natom iast wypełnia przestrzenie puste, 
więc pokoje, podwórza, ulice. H o f m e i s t e r  oblicza, że taka budowa po­
kryw ałaby przestrzeń 7000 kilom etrów kwadratow ych przy wysokości 50 m, 
stanow iłaby zatem zabudowanie całego kraju. W idzimy z tego porównania, 
jak  wiele bardzo złożonych struk tu r może się pomieścić w obrębie substancji 
żywej kom órki wątrobowej.

A gdzije lleżą granice histologji? Ciałka o średnicy 0 - I ja (10 4 cm) ¡nie 
można już odróżnić pod mikroskopem; a ciałko takie m a objętości 0 -OOljr’, 
w  komórce wątrobowej jest m iejsce na 8 mil jonów takich ciałek.

H o f m e i s t e r  oblicza, że ciałko takie zawierałoby 25 mil jonów czą­
steczek wody, 25000 cząsteczek koloidowych i 25000 cząsteczek drobnych: 
odpowiadałoby fabryce o 100 m frontu a 20 m wysokości i głębokości. Miljo- 
ny takich bardzo złożonych układów mogą się mieścić w płynnej, krążącej 
protoplazm ie, ,,a ich spraw y mogą od ruchu protoplazm y być podobnie nie­
zależne, jak prace na okręcie od kierunku żeglugi”.

Chem ja organiczna obznajomiła nas ze s tru k tu rą  atomową cząsteczek, 
których wielkość dosięga blisko 1000-krotnej wielkości atom u wodorowego; 
powyżej tej wielkości, aż do kilkunastokrotnej jej wartości, znamy już tylko 
niew yraźne zarysy. Dla histologji są niedostępnymi już zarysy ciał i s tru k ­
tu r  25000 razy większych. Między tem i granicam i leży organizacja kom ór­
kowa, s truk tu ra  substancji żywej; przedstawia ona dzisiej jakoby wielką

*) „Nic nie ma jaśniejszego nadto, co znaleziono w czoraj, a nic trudniejszego  
do przew idzenia niż to, co się znajdzie jutro” (Biot. cyt. podług C l. B e r n a r d ,  
Leçons de physiologie experim entale, 1855, t. I, str. 10).
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białą plamę na mapie;, w nętrze lądu, którego wąziutki rąbek odkryła chemja, 
a k tó ry  pozwala tylko zdaleko oglądać histologja.

Cała czynność, która się tam  odbywa, jest niewidzialna z tak  wielkiej 
odległości: w komórce wątrobowej działa cała arm ia zaczynów, odbyw ają 
się przem iany setki substancyj, a „mikroskop ukazuje próżną scenę”; co 
najwyżej tylko epizody czynności, jak  złogi glikogenu, tłuszczu lub ziarnek 
wydzielinowych, gotowych przetworów.

Uważam raczej za optymistyczne słowa, które wypowiedział w r. 1912 
K e i t h  L u c a s :

„Trzeba spojrzeć w daleką przyszłość, by dostrzec, jak współczesna histo­
logja komórki rozszerzy się dzięki n o w e j  h i s t o l o g j i ,  k tórej zada­
niem będzie zlokalizowanie w obrębie kom órki p o w i e r z c h n i  o zna­
czeniu fizyczno-chemicznym”.

Procesy chemiczne, które odbyw ają się w ustroju, są przedm iotem  fizjo­
logji chemicznej. Rozróżnimy wśród tych procesów znowu takie, które się 
odbyw ają poza obrębem  substancji żywej, pod pośrednim jej wpływem , od 
tych spraw, które przebiegają na warsztacie samym  żywej substancji. P ier­
wsza grupa procesów, to sprawy zaczynów traw iennych, zmiany zachodzą­
ce we wydzielinach i wydalinach; druga, to właściwa przem iana m aterji 
tkankowa.

Sprawy traw ienne dostępne dla badań, zarówno in tra corpus jak  in vitro, 
przedstaw iają one naogół spraw y przygotowawcze przem iany m aterji. 
Spraw y przem iany tkankow ej są trudniejsze do ujęcia; zarówno w  prądzie 
przem iany rozkładowej jak i w prądzie przysw ajania.

Fizjologj a chemiczna zwierząt rozpoczyna się od wielkiego L a v o i s i e -  
r  a. L a v o i s i e r  i L a p l a c e * )  (1780) wykazali, że w ustroju zwierzę­
cym odbywa się spalanie, przem iana wdychanego tlenu na w ydychany dwu­
tlenek węgla. Jest to ten  sam proces, na k tórym  polega — jak to odkrył 
L a v o i s i e r  — spalenie się np. świecy. L a v o i s i e r  zrozumiał, że spa­
lania w ustrojach są źródłem ciepła zwierzęcego; wspólnie z L a p l a c e m  
porównywali w kalorym etrze ilość lodu, stopioną przez ciepło, wywiązane 
przez spalanie świecy z ciepłem wyzwoilonem przez oddychanie m orskiej 
świnki, i stwierdzili, że w  obydwu wypadkach ilość ciepła wywiązanego po­
zostaje w takim  samym  stosunku do ilości wytworzonego CO2 . „Oddycha­
nie jest zatem spalaniem , k tóre przebiega bardzo powoli, ale pozatem  jest 
zupełnie podobne do spalania w ęgla”.

L a v o i s i e r  zastosował do badań nad przem ianą oddechową człowie­
ka i zwierząt niem al wszystkie metody, k tóre rozwinęli później inni bada­
cze i uwzględnił wszystkie czyniki, które w pływ ają na przem ianę fizjolo­
giczną: stw ierdził jej zależność od pracy, od tem peratury , od odżywiania. 
Metody i odkrycia tego przedziwnego genjusza rozwinęli później P  e 11 e n- 
k o f f e r i  V o i t ,  R e g n a u l t  i R e  i s  e t ,  Z u n t z ,  R u b n e r ,  A t w a ­
t e r  i B e n e d i c t ;  zależność przem iany gazowej,, od rodzaju, wielkości, 
stanu ustroju, od pracy, pożywienia, tem peratu ry  są dziś doskonale zbadane. 
Bilanse przem iany białkowej, m ierzone przez ostateczny produkt rozkładu

*) A ntoine Laurent L a v o i s i e r ,  ur. 1743, stracony przez lud paryski w  r. 1794, 
twórca now oczesnej chem ji. L a p l a c e  był jednym  z najw iększych astronom ów, 
m atem atyków  i fizyków.
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białka, w ydalany w moczu azot mocznikowy, były przedm iotem  tysiącznych 
badań, i  te spraw y są w głównych zarysach względnie dobrze znane.

Tak samo jak cały ustrój, ta/k i poszczególne narządy, tkanki i komórki 
mogą być przedm iotem  badań nad wym ianą gazową; s i e d z i b ą  p r z e ­
m i a n y  1 1 e nu na CO 2 , więc ogniskiem całego ustroju jest bowiem s u b ­
s t a n c j a  ż y w a  t k a n e k * ) .  Mierzono zużywanie tlenu i w ytw arzanie 
dw utlenku węgla w narządach izolowanych, albo pozostających in situ 
w  ustroju; poddawano analizie gazy zawarte w próbach krw i przepływającej 
przez narząd, albo m ierzono wym ianę gazową tkanki izolowanej, naw et 
kom órek izolowanych w atm osferze lub w płynie fizjologicznym, określając 
znowu zależność przem iany od rodzaju narządu, jego czynności i tem pera­
tu ry .

Badania takie przedstaw iają analizę przem iany m aterji ze stanowiska 
anatomicznego: lokalizowanie jej w określonych narządach i tkankach. Ana­
liza. z punktu  widzenia chemicznego ma inny cel; zapytuje: jeżeli tkanka 
przerabia np. cukier na tlen  dopływający z krw ią tętniczą na dwutlenek 
węgla (i wodę) odpływający z krw ią żylną (jak to stw ierdził C h a u v e a u  
i K a u f m a n n  na mięśniu żywego normalnego konia) to jakie stadia 
przebiega ta powolna reakcja? Czy cukier i tlen sta ją  się częścią protoplaz- 
m y a z tej protoplazm y cdszczepia się wreszcie CO2 ? Czy też ciała spalane 
przechodzą przez szereg zmian, które można wyrazić w pospolitych wzorach 
chemicznych tak samo jak  w yrażam y reakcję w układach m artwych?

Najprostsze wnioski nauki o przem ianie pośredniej opierają się bezpo­
średnio na wynikach chem ji fizjologicznej. Jeśli w analizach tkanek  i prze­
tworów danego ustroju napotykam y na ciała chemiczne sobie bliskie, jeśli 
na  podstawie reakcji z n a n y c h  z doświadczeń czysto chemicznych, lub 
łatw ych do pomyślenia na podstawie znanych analogj i, można sobie w y­
obrazić, że jedno powstało z drugiego: w tedy wnioskujem y, że ciała te stoją 
m iędzy sobą w związku genetycznym. Z najdujem y np. w moczu stale 
k r e a t y n i n ę

a w m ięśniach k r e a t y n ę ;  k r e a t y n i n a  powstaje z k r e a t y n y
HN =  C—N - C H ,—COOH =  CH2—C. = 0

^N H  +  H ,0
h 2n  c h 3 c h , —n — c / —n h 2

przez proste odwodnienie, możemy tę reakcję wywołać przez ogrzewanie 
k rea tyny  z kwasem solnym:

Z występowania kreatyny w tkankach, a k reatyniny  w w ydalinach wy­
nika prosty wniosek ,że i w ustroju kreatynina powstaje z kreatyny. Takie 
rozumowanie jest szczególnie charakterystyczne dla fizjologji przem iany

*) W ielki m atem atyk L a g r a n g e  był pierw szym , który zrozum iał, że tlen  roz­
puszczony w e krw i łączy się pow oli z w ęglem  i wodorem  tkanek, w  których krew  krąży 
(ob. H a s s e n f r a t z  Ann. de Chim ie Paryż, tom IX, str. 275) (1791).

CH2—COOH
| /N H 2

C H —N—C =  NH CH3—N ------C = N H
Kreatynina

CH2—CO

Kreatyna
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pośredniej u roślin, k tó ra  praw ie zupełnie jest opartą  na podobnych wnio­
skach. Eksperym ent chemiczno-fizjologiczny — o tej drodze badań będzie 
zaraz obszerna mowa — daje się na roślinach wyższych wykonać tylko 
w rzadkich wypadkach; natom iast bogaty dorobek chemii opisowej ustro­
jów roślinnych stanowi szeroką podstawę dla wniosków fizjologicznych.

Znajdujem y np. w r u k w i  l e k a r s k i e j  oraz w korzeniu r e -  
z e  d y glukozyd g l u k o n a s t u r c y n ,  k tóry  drogą hydrolizy przez 
zaczyn m i r o z y n ę  rozkłada się na c u k i e r  g r o n o w y ,  s i a r c z a n  
p o t a s o w y  i o l e j e k  g o r c z y c z n y  f e n i l o e t y l o w y

/S03k
c 6h 5c h 2—c h 2—n - c  + h 2o  =

s - c 6h u o 6
glukonasturcyn  

=  K H S 0 4+C 6H 120 6 +  C6H 5CH — CH — N =  C = S
glukoza olejek  gorczyczny

fen iloety low y

Cukier gronowy jest w roślinie dany obficie; kwas siarczany i potas 
należą do związków odżywnych m ineralnych, które roślina pobiera z ziemi. 
In teresuje nas pochodzenie olejku gorczycznego. Olejki gorczyczne — 
estry  k w a s u  i z o s i a r k o c y j a n o w e g o  — powstają z a m i n  
i s i a r c z k u  w ę g l a ;  np.

c 2h 5—n h 2+ c s >  =  C2H 5—N = C = S +  SHj

Czy f e n i l o e t y  l a m i n a  i s i a r c z e k  w ę g l a ,  z których w  myśl 
podanej reakcji m ógłby powstać w roślinie uważany tu  o l e j e k  g o r ­
c z y c z n y ,  są dane w roślinie? Nie poucza nas o tym  analiza rukw i, ale 
z analiz innych produktów  roślinnych (np. sporyszu) wiemy, że f e n  i lo -  
e t y l a m i n a  powstaje — eksperym entalnie wykazano to w procesach 
gnilnych — z f e n  i  l o a  l a m i n y  zaw artej w białku;

C6H — CH2—C H (N H ,)—c o o h  = c 6h 5—c h 2—c h  n h ,  + co2
A zatem  amina jest daną. Co do składnika siarkowego, to można się 

oprzeć na stw ierdzeniu, że w grzybie jaw ańskim  S c h i z o p h y l l u m  
l o b  a t u m  w ystępuje s i a r c z e k  w ę g l a  CS2 ; ta substancja powstaje 
widocznie w ustroju roślinnym , aczkolwiek nader rzadko pojawia się w sta­
nie wolnym, a w ilościach uchw ytnych analitycznie. Z tych wszystkich 
danych wynika, że substancjam i m acierzystym i olejku gorczycznego 
rukwiowego są feniloetylam ina, powstała z feniloalam iny, oraz siarczek 
węgla, może z cystyny białkowej pochodzący.

Nietrudno dostrzec jak  wiele pierw iastka hipotetycznego zawiera ten 
wywód, na  pozór tak prosty. A niepewność takich wniosków sta je  się tem 
większą, im prostsze, im m niej osobliwe ciała chemiczne rozważamy. Czuje­
m y się dość pewnym i wniosków, w których łączymy genetycznie przez 
proste reakcje chemiczne grupy związków o osobliwszych, raczej złożonych 
i trw ałych układach arom atycznych, więc pochodne a m i n o k w a s ó w  
a r o m a t y c z n y c h ,  związki t e r p e n o w e  i  k a m f o r o w e ,  z w i ą z ­
k i  i n d o l  o w e ,  a l k a l o i d y  t r o p a n o w e  i  wiele innych grup. 
Natomiast zawodzi nas ta m etoda zupełnie wobec związków prostych, któ­
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rych pochodzenie można wyobrazić sobie w bardzo rozm aity sposób. Kwas 
m leczny można sobie wyobrazić zarówno jako pochodną cukru gronowego, 
powstałą przez rozszczepienie cząsteczki cukru, jako też wyprowadzić go 
z alaniny przez wym ianę reszty  aminowej na wodorotlenową:

C6H 1Ł0 6 =  2 C3H6Od
albo

CH3CH(NH2)COOH +  H ,0  =  CH3CH(OH)COOH +  n h 3

Ze względu na wszechobecność w ustroju zarówno cukru jak alaniny 
trudno orzec, które przypuszczenie jest słuszne; kruszono dawniej kopje 
zarówno w obronie jednego jak i drugiego.

Druga trudność polega na tem , że ani przetw ory pośrednie reakcji, ani 
też substancje m acierzyste nie muszą się znajdować w tkankach lub w y­
dzielinach w ilościach analitycznie uchwytnych. Jeżeli m am y reakcje:

A +  B =  C
C +  D =  E to s u m a  ty c h  r e a k c j i  p r z e d s ta w ia  s ię  

ja k o  A +  B +  D =  E

Jeżeli reakcja C +  D =  E przebiega o wiele szybciej, niż reakcja A +  B =  
=  C, w tedy nie można się spodziewać, ażeby w  u k ł a d z i e ,  z a w i e r a ­
j ą c y m  A, B, D i E można było z n a l e ź ć  s u b s t a n c j ę  C. Tak np. 
w m ięśniu, pracującym  normalnie, bez znużenia ,przy doskonałym dopływie 
krw i odbywa się reakcja

CeHi.Oe +  6 Oj =  6 COz +  6 H 20,

więc spalanie cukru gronowego, ale to spalanie przebiega, jak wykażemy, 
w dwóch fazach: pierwszą stanowi rozkład cukru na kwas mleczny, drugą 
spalanie kwasu mlecznego. Jeżeli w n o r m a l n y c h  w a r u n k a c h  
kwas mleczny spala się niem al równie szybko, jak  powstaje, to niema praw ­
dopodobieństwa wykrycia tej substancji. P rzy  asymilacji węgla w rośli­
nie zielonej nie zdołano wykryć przetworów pośrednich m iędzy CO2 a cu­
krem : jedni autorowi© dopatrują się tych przetw orów  w kwasach roślinnych 
(szczawiowym), znajdujących się w liściach asym ilujących, inni w alde- 
hidzie m rówczanym, którego n i e  m o ż n a  w liściach stw ierdzić w sposób 
dość pewny. Tymczasem ani występowanie kwasów w liściach nie jest do­
wodem na ich rolę pośrednią w asymilacji, ani brak  (analityczny) a 1 d  e h i- 
d u  m r ó w c z a n e g o  nie przem awia przeciw temu, ażeby mu przypisać 
rolę głównego przetw oru pierwszego asymilacji. Kwasy mogą się gromadzić 
dlatego, że są produktem  ubocznym reakcji bezdrożnej, a aldehid może 
właśnie dlatego nie występować w stanie wolnym , że substancja żywa za­
mienia z błyskawiczną szybkością na cukier już najm niejsze jego ilości. Tak 
niepewne i wieloznaczne mogą być wnioski, oparte na samem tylko wspól- 
nem pojawianiu się substancji, lub braku takiej wspólności.

Wyższy stopień pewności daje dopiero eksperym ent fizjologiczno-che- 
miczny. Góruje on nad „dedukcją chem iczną” podobnie jak eksperym ent 
fizjologiczny zapanował nad „dedukcją anatom iczną”. Eksperym ent che- 
miczno-fizjologiczny jest charakterystycznym  dla fizjologji zwierząt i niż­
szych roślin (fermentacji); na tej to drodze stworzono naukę o pośredniej
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przem ianie maiterji, w której fizjologja zwierzęca i nauka o drobnoustro­
jach znacznie wyprzedziła fizjologję roślin wyższych.

Eksperym ent fizjologiczno-chemiczny polega na tem , że zm ieniam y — 
jakościowo lub ilościowo — czynność i przetw ory ustrojów; osiągam y to 
przez zmienianie w arunków  chemicznych czynności. Zmiany eksperym en­
talne polegają na podawaniu śoiśle określonych surowców lub przetworów 
półgotowych, na odejm owaniu poszczególnych składników, które stanowią 
w arunek czynności norm alnej ustroju, wreszcie na zmienianiu stosunków 
ilościowych tych składników.

Badania eksperym entalne nad przem ianą pośrednią w yjaśniły w sposób 
jasny i niedwuznaczny przebieg wielu ważnych reakcji fizjologicznych; wy­
kazały, że można spostrzegać reakcje odbywające się w w arsztacie substan­
cji żywej nieimaczej, aniżeli reakcje odbywające się w pracowni lub w fa­
bryce. Podam y przykład*):

L i e  b i g odkrył w roku 1829 kwas hipurow y w moczu końskim  i ozna­
czył (1839) jego skład, różny od kwasu będźwinowego. Budowę kwasu bę- 
dźwinowego (C7H 0O2) określa wzór strukturalny:

kwas hipurow y jest związkiem kwasu będźwinowego i gldkokolu i odpo­
wiada wzorowi:

U r e  z Glasgowu odkrył w krótce potem, że kw as będźwinowy podawany 
choremu wydzielał się jako kwas hipurow y w moczu. W o h l e r  dawał 
już przedtem  kwas będźwinowy psom i sądził — jak się później pokazało, 
błędnie — , że kwas ten przechodził do moczu w stanie niezmienionym; ale 
kiedy L i e b i g wykazał różnice między kwasem będźwinowym a hipuro­
wym, w tedy W o h l e r  przypom niał sobie własności kwasu otrzym anego 
z moczu psa badanego i uznał, że był tó prawdopodobnie kwas hipurowy. 
Zrozumiawszy doniosłość stw ierdzenia faktu, że określona substancja może 
być w sposób tak  jasny przerobiona w przem ianie m aterji ustroju na inną, 
polecił powtórzenie dawnych doświadczeń; uczeń jego K e l l e r  wykonał 
je na sobie sam ym  i stw ierdził niewątpliw ie, że ustrój ludzki może wielkie 
ilości kwasu będźwinowego przerobić na hipurowy.

Pierwsze stw ierdzenie syntezy w ciele zwierzęcem w yw arło wielkie 
wrażenie i wywołało wiele doświadczeń, które w pełni potwierdziły p ierw ­
sze spostrzeżenia. B e r t a g n i n i  posunął potem sprawę znacznie n a ­
przód. Kwas będźwinowy, zaw arty  w wydalonym  hipurow ym  mógł pocho­

HC
I,

HC CH

H

HC

HC CH O  H H

*) Ob. H o p k i n s ,  The D ynam ie Side of B iochem istry, Birm ingham  1913, str. 4.
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dzić z substancji żywej, z niezmiernego zbiorowiska chemicznego ustroju. 
B e r t a g n i n i  n a p i ę t n o w a ł  zatem  kwas będźwinowy za pomocą 
grupy nitrow ej; podając psu o b c y  u s t r o j o w i  kwas m eta^nitro- 
będźwinowy

O
II

HC u— C - H
^CH,

HC CH 
^  C /  N Z g

i izolując z moczu kwas m eta-nitro-hipurow y

^ CH\  H 
HC C - C - N —C—C—OH

- I II II I I II
HC CHO H H O

^ C H — N

stw ierdził ściśle, że to w ł a ś n i e  p o d a n y  k w a s  z ł ą c z y ł  s i ę  z 
g 1 i  k o h o 1 e  m. Stwierdzono to samo u bardzo licznych pochodnych kw a­
su będźwinowego; na kwasie salicylowym, m eta-chloro-będźwinowym , to- 
luilowym, anyżowym, mesytylenowym, fenilooctowym; wszystkie łączyły 
się z glikokolem.

Ale nie tylko pochodne kwasu będźwinowego przechodziły w kwas hipu­
rowy; także toluol C(;H~, — CH3 podany psom, zamienia się w kwas hipuro­
wy; ustrój spala go na kwas będźwinowy; podobnie wiele innych związków, 
których budowa pozwala przewidzieć taką zmianę.

Doświadczenia B e r t a g n i n i e g o  wykazały, że istnieją w ustroju 
urządzenia chemiczne, przeprowadzające na ciałach zbudowanych analo­
gicznie określone reakcje: układ arom atyczny i grupa karboksylowa wywo­
łują zawsze związanie grupy karboksylowej z glikolem i wydalenie związku 
powstałego przez nerki. B u n g e  i S c h m i e d e b e r g  posunęli spraw ę 
w roku 1876 na nowo. Przetaczali k rew  przez izolowaną nerkę psa i dodawali 
do krw i kw asu będźwinowego i glikokolu; powstał kwas hipurowy.

S c h m i e d e b e r g  stw ierdził później, że reakcja:
C6H5COOH +  c h 2- c o o h  ^  C6H5CO-NH-CH2-CO O H

I
NH3

przebiega w obydwu kierunkach i że nerka zamienia także kwas hipurow y 
i wodę na kw as będźwinowy i glikokol, zależnie od stężeń tych trzech ciał 
we krwi. Zdołał otrzym ać z nerk i wyciąg wodny, k tóry  hidrolizował kwas 
hipurow y w m yśl równania:

+  H.O
c 6h 5—CO-NH-CH2COOH ->  C6H5 COOH +  CH2—COOH

I
n h 2

Później badał tę  samą reakcję M u t c h ;  wykazał, że jałow y wyciąg 
z nerki, wolny zupełnie od komórek, rozkłada w rozcieńczonym wodnym 
roztworze kw as hipurow y i że reakcja się zatrzym uje w tedy, kiedy 97°/o
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tego ciała uległo rozkładowi; z mieszaniny kwasu będźwinowego i glikokolu 
zdołał pod działaniem tego wyciągu otrzym ać drobną ilość kwasu h ipuro­
wego.

Reakcja, o k tórej tu  mowa okazała się jedną z najbardziej z ustroju roz­
powszechnionych. W iązanie:

—C—N—
II i
O H

w ystępuje w połączeniu aminokwasów z rozm aitym i kwasami, węglowym, 
octowym, wreszcie wiąże aminokwasy w b i a ł k u .

Spraw a kwasu hipurowego nie jest jeszcze wyczerpana. Ustrój łączy 
obcy kwas z glikokolem, którego sam dostarcza. Skąd bierze się glikokol? 
Ile glikokolu może ustrój psa lub królika na ten cel dostarczyć? Glikokol 
jest częścią składową białka, można z góry obliczyć wiele tego ciała ustrój 
królika zawiera. K iedy próbowano podawać królikom  bardzo wielkie ilości 
kwasu będźwinowego, w tedy okazało się, że te zwierzęta mogą w niem al 
nieograniczonej ilości dostarczać glikokolu; nawet więcej, aniżeli tego ciała 
z góry zawierały. Widocznie ustrój królika może wytwarzać glikokol 
z innych związków azotowych.

Na przykładzie kwasu hipurowego widzimy zadania, jakie przedstaw ia 
zbadanie prostej reakcji chemicznej w ustroju: stw ierdzenie reakcji i jej 
warunków; zlokalizowanie w pewnych narządach; eksperym entalne prze­
prowadzenie reakcji w  organie odosobnionym; wykrycie zaczynu biorącego 
udział w reakcji i przeprowadzenia jej poza narządem  bez udziału substan­
cji żywej; zbadanie pochodzenia substancji, biorących udział w reakcji.

Jaka zachodzi różnica m iędzy reakcją

C6H5COOH +  CH2— COOH =  c 6h 5c o n h - c h 2- c o o h  +  h 2o
I

n h 2

w ustroju lub narządzie żywym, a w roztworze zaczynów? Królik zamienia 
kw as będźwinowy kom pletnie na hipurow y i wydziela tę substancję; nato­
m iast w roztworze składników i zaczynu zaledwie 3% zamienia się na kwas 
hipurowy.

Ale wyobraźm y sobie urządzenie, k tóre umożliwiałoby ciągłe w ydziela­
nie z m ieszaniny reagującej nazew nątrz utworzonej drobnej ilości kwasu hi­
purowego; podług praw a działania mas całość kwasu będźwinowego i gliko­
kolu m usiałaby ulec z czasem przetworzeniu. W tym  wypadku osobliwe 
działanie struk tu ry  żywej daje  się wprowadzać do c z y n n o ś c i  w y- 
d z i e l n i c z e j ,  do rozdzielania i szczególne rozmieszczania substancji, 
k tóre ślepe siły fizyczne mogą tylko mieszać.

W ybieranie, gromadzenie, rozmieszczanie i rozdzielanie w brew  siłom 
fizycznym; oto sprawa, do której sprowadzić zdołamy niejedną osobliwość 
chemiczną żywej substancji. Łatwo dojrzeć, jak  ta spraw a w swej istocie 
bliską jest s a m o r z u t n e j  o r g a n i z a c j i ,  tej głównej cechy substan­
c ji żywej.

Organizacja substancji żywej nie jest s t a t y c z n ą ,  nie polega na 
równowadze m artw ej tego szczególnego układu, przeciwnie: jest ona dyna­
miczną, a utrzym anie jej w ym aga nieustannej pracy w ew nętrznej. Energji
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na pokrycie tej pracy dostarcza przem iana m aterji, nieodłączna od życia. 
Przem iana m aterji musi mieć pewne m inimum  natężenia, jeżeli organizacja 
ma się utrzym ać. Objaśni to przykład: w żywej bulwie kartoflanej m am y 
skrobję i ferm ent diastatyczny obok wielkiej zawartości wody; układ ten po­
za substancją żywą jest nietrw ały, gdyż skrobia zamienia się na maltozę. 
Atoli w bulwie skrob ja i woda trw ają, widocznie w ew nętrzna praca kom órek 
utrzym uje ferm ent i skrobję w takim  rozmieszczeniu, że do reakcji nie do­
chodzi. W ystarczy jednak obniżyć tem peraturę  poniżej +  6°, ażeby skrob ja 
w  bulwie cukrzała; przem iana m aterji nie wystarcza podówczas, ażeby po­
kryć potrzebną pracę w ew nętrzną proces zcukrzenia skrobj i jest tu zaczą­
tkiem  procesów obum ierania.

Podobnie ma się rzecz w komórce w ątrobow ej: glikogen trw a w niej obok 
zaczynu diastatycznego i tw orzy się lub zużywa w m iarę zapotrzebowania 
cukru w innych narządach. Jeżeli ustrój jest chory na cukrzycę, w tedy gli­
kogen przestaje być trw ałym  i zamienia się zupełnie na cukier. Każda ko­
m órka wymaga pewnej pracy w ew nętrznej, naw et wtedy, kiedy trw a w spo­
czynku; kiedy kom órka gruczołowa nie wydziela, m ięsień nie pracuje, leu­
kocyt nie traw i, w ątroba nie przetw arza.

Zużywanie tlenu  jest w większości tkanek objaw em  tej pracy w ew nętrz­
nej i jeżeli do pracy samozachowania dodaje się jeszcze praca zewnętrzna, 
praca w służbie ustroju, w tedy zwiększone zużycie tlenu jest tej pracy n a j­
lepszym wskaźnikiem.

Zwróciliśmy uwagę na doświadczenia B e r t a g n i n i e g o ,  które 
stw ierdziły przerobienie substancji zupełnie obcych ustrojowi, podług pe­
wnego właściwego ustrojowi typu reakcji; one to upewniły o istotnym  prze­
biegu tych reakcji w ustroju zwierzęcym. Taki rodzaj doświadczeń oddał 
w nauce o przem ianie pośredniej bardzo cenne usługi. Narzędzia chemiczne 
ustroju działają na p e w n ą  c z ę ś ć  cząsteczki organicznej, niezależnie 
od jej reszty, jeżeli ta reszta nie jest wręcz zabójczą. Jeżeli zatem  na ciałach 
z całą pewnością ustrojowi obcych stw ierdzim y pewien rodzaj przem iany, 
to można wnioski co do spraw  fizjologicznych oprzeć na następującej hipo­
tezie: J e ż e l i  c i a ł a  f i z j o l o g i c z n i e  o b c e  u l e g a j ą  w u s t r o ­
j u  p e w n e j  r e a k c j i ,  t o  t e j  r e a k c j i  o d p o w i a d a  r e a k c j a  
a n a l o g i c z n a ,  a l e  m a j ą c a  f i z j o l o g i c z n ą  f u n k c j ę  w u s ­
t r ó j  u. Gdyby doświadczenia B e r t a g n i n i e g o  poprzedziły odkrycia 
U r e ’ a i K e l l e r a ,  to m ożnaby z nich wywnioskować, że przem iany kw a­
su m eta-nitro-będźw inow ego na m eta-nitro-hipurow y odpowiada analo­
giczne przetworzenie kwasu będźwinowego, k tóry  jest składnikiem  pokar­
mu roślinożerców, nie ulegającym w ustroju zwierzęcym dalszemu rozkła­
dowi. Zadawano sobie np. pytanie, czy ustrój zwierzęcy może tworzyć azo­
towe składniki białka, aminokwasy, z m aterja łu  organicznego bezazotowego 
i amoniaku: pytanie pierwszorzędnej doniosłości. Niepodobna było roz­
strzygnąć to pytanie przez doświadczenia, w których podaje się zwierzętom 
substancje bezazotowe i szuka np. w moczu powstałych z tych bezazotowych 
substancyj aminokwasów zwykłych; te  ciała i tak  znajdują się w ustroju. 
K n o o p  podał psu substancję obcą, która w naturze wogóle nie występuje: 
kwas a-keto-Y-fenilomasłowy:

c 6h 5 • c h 2—c h 2 —c —c = o

O OH
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W moczu zwierzęcia, które spożyło 12 g tego związku, znaleziono 2-5 g cia­
ła, powstałego przez redukcję ketonokwasu, mianowicie kwas a-hydroksy- 
Y-fenilomasłowy:

dużo kwasu hipurowego, powstałego przez spalanie łańcucha bocznego na 
kwas będźwinowy i 0-44 g związanego z grupą acetylową aminokwasu, ob­
cego ustrojowi, dlatego niezużytkowanego; ten  aminokwas powstał z keto­
nokwasu i amoniaku:

Doświadczenie to stanowi dowód, że ustrój zwierzęcy może syntetycz­
nie tworzyć aminokwasy; a że wolny amoniak płynie z krw ią żyły w rotnej 
do wątroby, to wykazali M. N e n c k i  i  J. Z a l e s k i  w jednej z najp ięk­
niejszych prac, na których nauka nasza jest oparta. W krótce po odkryciu 
K n o o p  a w ykazali E m b d e n  i S c h m i t z ,  że feniloalanina, tyrozyna 
i alanina powstają z odpowiadających im budową ketonokwasów i oksy- 
kwasów, przetaczanych przez w ątrobę izolowaną. Więc z kwasu

Tak stw ierdzono f i z j o l o g i c z n y  o d p o w i e d n i k  reakcji w ykrytej 
przez K n o o p a.

Badanie zdolności chemicznych ustrojów przez poddawanie ich działa­
niom substancyj obcych daje wyniki jasne naw et wtedy, jeżeli jest oparte  
na doświadczeniach, posługujących się tylko jakościową analizą. Jeżeli b a ­
dam y przem ianę substancyj fizjologicznych*), to tylko analizy ilościowe 
mogą być podstawą wniosków. Chciałbym podać jako przykład jeden z n a j­
piękniejszych i najpew niejszych dowodów w sprawach przem iany pośred-

c 6h 3— c h , —c h 2—c h —c = o

OH OH

C ,H 5—CH — CH — CH—COOH

N H -C —CH

O
kwas a-acetylam ino y-fen ilom asłow y.

O O 
f en i lopy rogrono wego

O O
p-hydroksyfenilo

pyrogronowego

CH3—C—C— OH / V - c h 2c h —c - o h
o o

pyrogronowego
powstaje

n h 2 o
feniloalanina

II

n h 2 o
alanina

II

tyrozyna

*) Tzn. takich, które w  norm alnej biorą udział przem ianie.
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niej: dowód L i i t h j e g o  na podstawie c u k r u  z b i a ł k a .  Pies chudy, 
pozbawiony trzustki, chory na cukrzycę, tracił w moczu cały cukier, który 
z pokarm em  do ustroju się dostawał, a m usiał podobnie tracić i cukier, któ­
ryby w ustro ju  powstał. Karmiono go przez 25 dni wyłącznie białkiem  i okre­
ślano w tym  okresie ilość cukru wydaloną w moczu; pies ważący 5.8 kg w y­
dalił w tym  czasie 1.176 kg cukru gronowego. Gdyby tkank i psa były bardzo 
bogate w glikogen, czego u pozbawionego trzustk i zwierzęcia niepodobna 
przypuścić, to m ogłyby zawierać najwyżej 0.25 kg cukru. Przeszło 0.9 kg 
musiało powstać z białka.

Dowód L ii t h j e g o jest zarazem przykładem  na zużytkowanie dla 
celów fizjologji chemicznej doświadczeń patologji doświadczalnej, lub też 
obserw acji chorych.

Dalszym stopniem  postępu w zrozumieniu spraw  chemicznych w sub­
stancji żywej, stopniem wyższym niż zbadanie jej z d o l n o ś c i  c h e ­
m i c z n y c h ,  jest ilościowe ujęcie reakcyj chemicznych, odbywających się 
rzeczywiście w tkance i określenie ich w związku z czynnością tkanki. Dla 
większości tkanek i komórek można ująć tylko przem ianę gazową z tego 
punktu widzenia; jedynie w spraw y chemiczne m ięśnia udało się wniknąć 
głębiej.

C h a u v e a u  i K a u f m a n n  określali ilość cukru i tlenu, dopływającą 
z ¡krwią tętniczą a odpływającą z krw ią żylną do żwacza lub mięśnia, wzno­
szącego w argę górną konia spokojnie żującego; ze swych analiz obliczyli 
stosunek zużycia tlenu do pracy wykonanej; z tych samych analiz obliczył 
później B a r c r o f t ,  że znikło tyle tlenu, wiele potrzeba na spalenie jed­
nocześnie zużytego cukru.

(1) C6H120 6 +  CO.= 6 COj +  6 H20

Doświadczenie stw ierdziło zatem, że w m ięśniu pracującym  przy norm al­
nym dopływie krw i odbywa się spalenie cukru na dw utlenek węgla i wodę.

F l e t c h e r  i H o p k i n s  stw ierdzili później, że kwas mleczny po­
w staje i gromadzi się w m ięśniach żabich izolowanych i trzym any w wodorze 
lub azocie; jeżeli mięśnie pracują — bez dostępu tlenu — to kwas m leczny 
gromadzi się szybciej, dochodząc do zawartości wynoszącej 0,15°/o wagi 
mięśni; ta sam a zawartość powstaje nagle, jeżeli m ięśnie posiekać. P a r ­
n a s  i W a g n e r  stw ierdzili, że drażnienie beztlenow e m ięśnia wywo­
łuje — współcześnie z powstaniem kwasu — znikanie zapasów węglowo­
danowych m ięśnia — i to w ilościach, odpowiadających ilości kwasu pow sta­
łego: stąd można proces chemiczny, odbywający się w pracującym , 
pozbawionym tlenu m ięśniu, ująć we wzór:

(2) CgH^O# >2 C3H60 3

Każdy mięsień posiekano i określono zaraz ubytek węglowodanów, 
okazało się, że powstawanie kwasu nie jest w tych w arunkach spółczesne 
z rozkładem  węglowodanów, lecz wyprzedza rozkład tych substancyj. Kwas 
m usiał zatem  powstać z substancyj, które same pow stają z węglowodanów:

(3)
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Substancję pośrednią N uważają za związek cukrowo-fosforowy; związki 
takie odgryw ają prawdopodobnie w rozkładzie fizjologicznym cukrów ogól­
nie doniosłą rolę.

F l e t c h e r  i H o p k i n s  stw ierdzili także, że w  atm osferze tlenowej 
nie gromadzi się w m ięśniach kwas mleczny, a jeśli się nagrom adził 
w atm osferze beztlenowej, to  w tlenie znika: tylko w tym  ostatnim  procesie 
wywiązuje się CO2 ( F l e t c h e r )  i zużywa tlen  ( P a r n a s ) ;  H i  11 zaś 
wykazał w mistrzowskich eksperym entach, że podczas s k u r c z u  m i ę ś ­
n i o w e g o  w y w i ą z u j e  s i ę  t y l e  c i e p ł a  i l e  p o  s k u r c z u ;  
część ciepła poskurczowa nie wywiązuje się, jeśli mięsień znajduje się 
w atm osferze beztlenowej. Te fakty  ukazały w  pełni znaczenie fazy wypo­
czynkowej w procesie mięśniowym: sam skurcz okazał się spraw ą beztle­
nową, związaną z wytworzeniem  kwasu mlecznego, wypoczynek zaś w ła- 
ściwem spalaniem, w którem  znika kwas mleczny i tlen, powstaje CO2 
i powraca zdolność w ykonyw ania skurczów.

W sprawie zagadnienia, jakim  przemianom ulega podczas spalań w y­
poczynkowych kwas mleczny, panowały różne zdania. H i 11, H o o b e r ,  
E m b d  e n byli zdania, że kw as m leczny zamienia się napowrót na ową 
pośrednią substancję N, o k tórej wspominaliśmy, a energ ji na ten  proces 
powrotny ma dostarczyć spalanie nie kwasu mlecznego, lecz węglowodanów. 
P a r n a s  zaś (1914) utrzym yw ał, że proces wypoczynkowy polega na spa­
leniu kwasu mlecznego na CO2 i H 2 O i opierał się na doświadczeniach, 
w których m ierzył stosunek tlenu zużytego do kwasu, k tóry znikł, i na tem, 
że podczas wypoczynku w tlenie m ięśni znurzonych niema ubytku węglo­
wodanów. M e y e r h o f f ,  k tó ry  początkowo przyłączył się do tej ostatniej 
in terp re tac ji (1918), wykazał ostatnio, na podstawie wysoce udoskonalonych 
eksperym entów, że praw da leży między powyższemi dwoma tłum aczeniam i. 
Podczas wypoczynku spala się CO2 i  H2O tylko 1/3 część kwasu mlecznego, 
k tóry  powstał w skurczu; 2/3 zam ieniają się napowrót na węglowodany, 
z których powstały w skurczu beztlenowym. Jest to prawdopodobnie proces 
taki, jaki P a r n a s  i B a e r  przew idyw ali w roku 1912, zanim znane 
jeszcze były dane ilościowe co do spraw chemicznych wypoczynkowych: 
utlenienie kwasu mlecznego — poprzez kwas glicerynowy i oksypyrogro- 
nowy — na aldehid glikolowy i resyntezę cukru z tego aldehidu:

(4) 6 CH3CH OH COOH +  6 0 2 =  6 CH2OH • CH • O +  6 C 0 2 +  6 H 20

(5) 6 CH2OH • CHO =  2 C6H 12Oe
aldehid glikolow y glukoza

Jeśli uwzględnić jeszcze proces skurczowy

(6) 3 C6H n0 6 =  6 CaH 60 3
glukoza kwas m leczny

i zesumować reakcje 2 +  4 +  5, to  otrzym uje się w rezultacie ostatecznym : 

3 C6H 120 6 +  6 O, =  2 C6H k0 6 +  6 CO, +  6 H.O,

czyli
C6H 12Ob +  6 0 2= 6  C 0 2 +  6 H 20;

http://rcin.org.pl



48 J. K . P A R N A S [32]

w ten sposób ze sum y procesów, na które zanalizowano sprawę chemiczną 
w mięśniu, wynika ta zmiana, którą sum arycznie stw ierdzili C h a u v e a u 
i K a u f m a i n n .

P a r n a s  określił ciepło wywiązane w m ięśniu wypoczywającym. Prze­
m iana energji, tj. energja wyzwolona przez tę reakcję, jest znana, jest 
to ciepło spalenia kwasu mlecznego lub cukru; ale w kalorym etrze ukazała 
się tylko część tej ilości ciepła, którą u tlenianie m usiało wyzwolić; druga 
część m usiała się w tkance utaić. To ciepło utajone, to źródło energji następ­
nych skurczów mięśnia wypoczętego. M e y e r h o f  f wykazał wreszcie, 
że energja utajona wypoczynku zużywa się w części — ściśle określonej — 
na r e s y n t e z ę  węglowodanu w mięśniu, w drugiej części na przywróce­
nie stanu fizyczno-chemicznego tkanki m ięśniowej, umożliwiającej wywią­
zanie nowych skurczów.

Ten przykład analizy chemicznej funkcji tkankow ej — analizy bez­
sprzecznie tylko zupełnie z gruba dającej nam  obraz procesów rzeczywis­
tych — ukazuje znowu drogi, na jakich idzie fizjologja chemiczna. W tym  
w ypadku badano przem ianę m aterji rodzimą tkanki, ale badano ją w w a­
runkach sztucznych, świadomie zmienianych; w ten sposób zdołano otrzy­
mać kilka odpowiedzi na zapytania dotyczące stadiów pośrednich prze­
miany. Kładę szczególny nacisk na w a r u n k i  s z t u c z n e .  Zjawisko 
fizjologiczne, s t w i e r d z o n e  p r z e z  C h a  u v e  a u ’a i K a  u f  m a n ­
ii a w w a r u n k a c h  n a t u r a l n y c h  zostało z a n a l i z o w a n e  
p r z e z  e k s p e r y m e n t a  n a d  z a c h o w a n i e m  s i ę  t k a n k i  
w w a r u n k a c h  s z t u c z n y c h .

Słusznie powiedział zm arły niedawno, m łody badacz angielski 
R. G. M i n e s ,  że „ w a r u n k i  normalne s ą  d l a  n a s  n a  r a z i e  
w a r u n k a m i  nieznanymi , nieokreślonymi” . Tak np. skład krw i i limfy, 
więc normalnego środowiska komórkowego, jest znany bardzo z gruba i nie­
dokładnie. Niektórzy biologowie żądają, ażeby tkanka badana pozostawała 
w  „warunkach możliwie norm alnych”. Tkanka musi w doświadczeniu pozo­
staw ać tylko w w arunkach możliwie ściśle określonych, ale te w arunki 
ty lko  w tedy posuną analizę zjawiska, jeżeli będą uproszczone w porówna­
niu z naturalnym i.

Klasycznym  przykładem  są doświadczenia Sidney’a R i n g e r  a nad 
działaniem  prostych soli (NaCl, KC1, CaCl2 , MgCl2) na mięśnie, serce 
i nerwy. Mięśnie i nerwy, zarówno jak  narząd mięśniowo-nerwowy, serce, 
żyją w środowisku bardzo złożonem; z n a m y  i c h  z n a k i  ż y c i a  
i umiemy je sprawdzać i analizować. Badając te znaki życia u tkanek prze­
żywających w środowiskach sztucznie coraz bardziej uproszczonych, stw ier­
dzamy, które składniki m ają istotnie udział w  tych sprawach i znaczenie 
dla funkcji danych tkanek. Jeżeli serce żaby bije w roztworze NaGl, nie 
zawierającym  zupełnie jonów Ca*’, w tedy tętno sta je  się coraz słabszem 
i wreszcie serce ustaje w rozkurczu. Dodanie do płynu soli CaCl2 przywołuje 
serce do życia i czynności. Podczas okresu słabego tętna daje się zauważyć 
ważna zmiana: nie można w tedy przez drażnienie nerw u błędnego wywołać 
ustania serca; nerwowo-mięsna kom órka jest w braku  wapnia nieczynna; 
działanie nerw u błędnego powraca do norm y za dodaniem  drobnej ilości 
chlorku wapniowego lub strontowego. N adm ierne stężenie wapnia wywo­
łuje ustanie serca skurczowe; sole strontowe działają tak  samo. Obecność
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6-: i •
Ca** albo podobnego doń Sr** jest jednym  z w arunków  chemicznych, ko­
niecznych dla norm alnej czynności serca.

Nie będziemy przeprowadzali całej analizy działania jonu wapniowego 
na tkanki; ten  przykład wystarczy, ażeby zaznaczyć linje w ytyczne dzie­
dziny fizjologji chemicznej, która zajm ujący się tym i w arunkam i życia, 
k tó re  są czynnikami s t a n u  t k a n k i ,  czynnikam i o r g a n i z a c j i  
s u b s t a n c j i  ż y w e j .

W tych pracach w ystępuje czynnik m etodyczny, na którego znaczenie 
z naciskiem zwrócimy uwagę: charakteryzuje on poniekąd nowoczesną fi- 
zjologję chemiczną. Zm iany wywołane skutkiem  pewnej zmiany ekspery­
m entalnej w „znakach życia”, wiec w oddziaływaniu narządu, pow inny być 
o d w r a c a l n e ,  jeżeli w ynik doświadczenia m a być jasny. W układach tak 
złożonych, jak są ustroje żywe, łączy się czynnik z czynnikiem, zm iana w y­
w ołuje w tórne zmiany, rozstrój zespołu prowadzim y do u s t a l a n i a  n i e ­
o d w r a c a l n e g o ,  d o  ś m i e r c i .  Jeżeli np. ustanie funkcji skutkiem  
odjęcia jednego składnika odżywczego daje się natychm iast napraw ić przez 
doprowadzenie tego składnika, w tedy m am y dowód, że b r a k  t e g o  
c z y n n i k a  wywołał u s t a n i e ,  ale n i e  z n i s z c z y ł  u s t r o j u :  
w ynik doświadczenia jest jasny. Bez bardzo dokładnego baczenia na odw ra- 
calność zmian wywołanych doświadczalnie można łatwo wziąć za zjawisko 
życiowe to, co jest obum ieraniem  lub  zmianą pośmiertną: odnosi się to 
szczególnie do pomiarów i analiz procesów w tkankach przeżywających.

Przykłady podane wystarczą, ażeby zaznaczyć zakres i zadania fizjolo­
gji chemicznej: zupełna analiza kolei, k tórą przechodzi w obrębie ustroju 
i narządów każda z tych wielu substancyj, z których składa się u s tró j; okreś­
lenie udziału — udziału m aterjalnego substancyj i energetycznego prze­
m ian — w funkcjach ustroju i narządów. Weźmy jako przykład białko; bę­
dziemy śledzić jego koleje w przewodzie pokarmowym, badając rozpusz­
czanie w żołądku, czynniki, które to rozpuszczanie spraw iają i zm iany che­
miczne, wywołane przez te czynniki: rozbicie cząsteczki białka w jelicie, 
dalsze losy jego składników, wchłonienie w ciśnienie jelita, stan  składni­
ków we krw i w rotnej; przem iany w wątrobie, przetworzenie danego składu 
aminokwasów na inny; ponowną syntezę białka ze składników, k tóre we 
krw i krążą; spalenie części, względnie przetworzenie na ciała inne: więc 
na cukier, lub na kwas dwuoctowy; rozkład na amoniak i przem ianę am onia­
ku na mocznik; rozkład cukru w mięśniach; wydzielanie mocznika w mo­
czu; zmiany gnilne w kiszce, wchłonienie przetworów tych przem ian i zmia­
ny, k tórym  każdy z nich ulega, zanim jako nowa a niewinna substancja 
opuści ustrój; zależność przem iany białkowej od czynników w ew nętrznych
i zewnętrznych, pracy, tem peratury , gorączki — każdy punkt wym ieniony 
jest ośrodkiem niezliczonych zagadnień i  analizy, uwzględniającej przem ia­
ny  chemiczne, ich lokalizację anatomiczno-histologiczną i udział w funkcjach 
zespołu komórkowego, tkankowego, narządów, wreszcie całego ustroju.

I oto jest dzisiaj jedyna droga, która prowadzi do poznawania substancji 
żyw ej: może ze szczegółowego poznania czynności dowiemy się czegoś o jej 
istocie.

*
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50 J. K . P A R N A S [34]

Na zakończenie kilka słów, przeznaczonych dla tych czytelników, którzy 
pragną zaznajomić się głębiej z chemją fizjologiczną. Nauka ta może obecnie 
tylko dla nielicznych stać się zawodem; ale dla wielu może być w zawodach 
innych znakomitą podporą: chemją fizjologiczna m a wielkie i ważne zasto­
sowanie w m edycynie wew nętrznej, pediatrji, higjenie i bakterjologji, che- 
m ji przem ysłu ferm entacyjnego, mleczarstwie, hodowli bydła, chemji rol­
niczej, fizjologji roślin, w nauce o środkach spożywczych.

W szczególności pragnę zwrócić uwagę na to, że m edycyna wew nętrzna 
oddawna połączyła się ściśle z fizjologją chemiczną zwierzęcą i że w osta­
tnich dziesięcioleciach wielka część prac fizjologiczno-chemicznych, mię­
dzy tem i pracam i pierwszorzędnej doniosłości, wychodzi z pracowni klinik
i większych szpitali wew nętrznych i dziecięcych. Liczne rzesze lekarzy, 
bądź to asystentów i  pracowników klinicznych, bądź też lekarzy p rak tyku ją­
cych, poświęcają wolne chwile badaniom z dziedziny fizjologji chemicznej, 
pogłębiając przez to swą wiedzę fachową i służąc nauce teoretycznej*).

Podręcznik chem ji fizjologicznej, jak  i fizjologji, może dać tylko pobież­
ną orjentację, wprowadzić czytelnika w zagadnienia nauki i  stan  obecny 
wiadomości. Jeżeli czytelnik zaznajomi się z chem ją fizjologiczną na tym  
stopniu, na jakim  wyłożoną jest np. w tym  podręczniku, a pragnie naukę 
tę poznać głębiej i pracować w niej, to nie radzim y mu dążyć do tego przez 
lekturę obszerniejszych dzieł, lecz przez przygotowanie się do pracy doś­
wiadczalnej i przez zajęcie się określonym i zagadnieniam i nauki. G runto­
wne obznajomienie się z chem ją jest nieodzowne; powiedziałem już raz, że 
to, czego się s t u d  e  n t c h e m j i  w ciągu studjum  czteroletniego nauczy, 
j e s t  r a c z e j  n i e d o s t a t e c z n e m ,  niż n a d m i e r n e m  p r z y g o ­
t o w a n i e m  d o  p r a c y  f i z  j o l o g i c z n o - c h e m i c z n e j .  Niedo- 
statecznem  jest przygotowanie chemiczne w ielu biologów,, fizjologów i le­
karzy, którzy się zajm ują badaniam i fizjclogiczno-chemicznemi, stąd m ała 
wartość wielu prac z tej dziedziny. Słowa H o p k i n s a :  „rzadko spotkać 
w tym  kraju  zawodowego biologa — nawet m iędzy tymi, którzy nie są obar­
czeni ani przez lata, ani przez tradycję — któryby  podjął się trudu  przy­
swojenia sobie takiego wykształcenia w chem ji organicznej, ażeby móc po­
rządnie zrozumieć któryś z ważnych faktów przem iany m aterji, wyrażony 
we wzorach chemji s tru k tu ra ln e j”, wypowiedziane w roku 1913 pod ad re­
sem biologów angielskich, odnoszą się słusznie i do biologów w krajach in­
nych.**)

*) Na posiedzeniu sekcji fizjologicznej Zjazdu angielskich przyrodników  w  roku 
1913 (British A ssociation for the A dvancem ent of Science) pow iedział prezydent sekcji,
F. G. H o p k i n s ,  że zapotrzebow anie na w ykształconych fachow o biochem ików  
w  A nglji i w  jej kolonjach w zrasta gw ałtow nie i przew yższa już podaż.

**) „Na zadania, którym dośw iadczony i spraw ny chem ik schodzi z drogi, poryw a­
ją się  z naiw ną otuchą adepci w iedzy lekarskiej, którzy nie rozporządzają naw et naj­
skrom niejszym i w iadom ościam i, nie m ów ię już o w praw ie i zręczności chem icznej”. 
Słow a W. H li f n e r a, cytow ane przez M arcelego N e n c k i e g o  w  liście  do Th. K o -  
c h e r a (1890), Opera omnia, tom  II, str. 163. Szyderstw o L i e b i g a „W yjaśnienia  
te m uszą przebrzm ieć bezow ocnie i pozostać zupełnie bezużytecznem i, gdyż naw et 
dla przyw ódców  fizjologji pojęcia kw asu w ęglow ego, am oniaku, kw asów  i zasad są 
dźw iękam i bez znaczenia, słow am i bez sensu, w yrazam i m ow y nieznanej, niezdolnej 
w yw ołać m yśli, albo skojarzenia pojęć”, n ie jest już, na szczęście, aktualne. Natom iast 
zaw sze jeszcze aktualne są słow a Claude B e r n a r d a  „Pew ność siebie, w łaściw a  
nieukom  i ufność, z jaką n iektóre osoby uważają, że bez odpow iedniego w ykształcenia
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Łatwiej dojrzałem u człowiekowi zrozumieć i ująć nowe zagadnienia, 
aniżeli nauczyć się nowej techniki; dlatego lepiej w młodych latach nauczyć 
się metod. Trzeba się zaznajomić z m etodam i analizy chemicznej, z teorją
i z prak tyką chemji organicznej, a potem przerobić kurs praktycznej chemji 
lekarskiej. Można w ciągu półrocza kilka prostych analiz wagowych, grun­
towny kurs analizy miareczkowej i gazowej z zastosowaniami do analiz fiz- 
jologiczno-lekarskich; potem obznajomić się z reakcjam i ciał organicz­
nych*) i z preparatyką organiczną*), wreszcie sporządzić szereg preparatów  
ważnych składników ustro ju ’*), oto ku rs praktyczny***), k tóry  można prze­
robić w ciągu roku w zakresie szerszym lub ciaśniejszym, zależnie od zdol­
ności, szybkości pracy i od czasu wolnego; równie ważne jest zaznajomienie 
się z chemją fizyczną, przerobienie najw ażniejszych zadań (pomiarów) i ana­
liz przy pomocy sposobów fizyczno-chemicznych. Każda pracownia fizjolo- 
giczno-chemiczna powinna być dla takich kursów  urządzoną, ale można się 
tych rzeczy nauczyć także w pracowni analitycznej, organicznej, fizyczno- 
chemicznej i fizycznej.

Niemniej ważne jest przygotowanie w m etodach doświadczeń fizjolo­
gicznych. Obchodzenie się ze zwierzętam i doświadczalnemi, m etodyka doś­
wiadczeń, operacji, wiwisekcji, grafiki fizjologicznej: to wszystko jest nie­
zmiernie ważne dla pracownika, k tóry  chce być samodzielnym w badaniach 
chemiczno-f iz j o logiczny ch. Te rzeczy nie są trudne dla lekarza, ale trzeba 
się ich nauczyć; a nie można się ich nauczyć z książek, lecz tylko w  pracow­
ni fizjologicznej, albo farmakologicznej.

Z takiem  przygotowaniem  można przystąpić do pracy fizjologiczno^che- 
mieznej. Radzimy każdem u, k tó ry  tylko czuje w sobie siły i iskrę bożą, aże­
by nie zwlekał z przystąpieniem  do pracy samodzielnej i produktyw nej. 
K a ż d y  z n a s  z n a  n a p r a w d ę  t y l k o  t e n  d z i a ł ,  w k t ó r y m  
p r a c o w a ł  d o ś w i a d c z a l n i e ;  poględy w tym  dziele naby te  roz­
św ietlają badaczowi większe dziedziny, zaś doświadczenia i krytycyzm u 
m usi nabyć każdy z osobna**).

są zdolne do pracowania w e  fizjologji, w prowadza w  naszą naukę moc m arnych doś­
w iadczeń, a te stają się posiew em  nieskończonych d yskusyj”. P hysiologie experim en­
tale, t. I, str. 19 (1855).

*) P  a r n a r, W skazówki i objaśnienia do ćw iczeń z chemji lekarskiej, W arsza­
wa, 1919.

*) Np. podług A b d e r h a l d e n  a, P hysiologisches Praktikum , B erlin  1912.
*•) Np. podług S a l k o w s k i e g o .
**') Ob. M a r c h l e w s k i ,  Podręcznik do badań fizjologiczno-chem .; t. I, W ar­

szawa 1916.
**) „Tę konieczność zrozum ieją ci, którzy śledzą rozwój fizjologji w  jego codzien­

nym  przebiegu. Teren jest już zaw alony przez moc badań, które w ykazują często  
w ięcej gorliw ości aniżeli praw dziw ego zrozum ienia m etody eksperym entalnej. Trzeba, 
ażeby krytyka eksperym entalna zajęła się tym i niepow iązanym i m aterjałam i i do­
prow adziła je do w arunków  dośw iadczenia fizjologicznego.

Badania nad zjaw iskam i życia są połączone z w ielk im i trudnościam i. F izjolog m u­
si ocenić w szystk ie w arunki dośw adczenia, ażeby w iedzieć, czy spełn ia je w szystk ie
i żeby rozróżnić te, które od jednego dośw iadczenia do drugiego u legły  zm ianie.

Jeżeli w arunki dośw iadczalne są identyczne, w ted y w  fizjologji, jak w  fizyce i w  
chem ji, w ynik  jest jednoznaczny: j e ś l i  w y n i k  j e s t  r ó ż n y ,  t o  z m i e n i ł o  
s i ę  c o ś  w  w a r u n k a c h .  Ścisłość bynajm niej n ie jest m niejszą w  zjaw iskach  
życia niż w  zjaw iskach św iata  m artwego; tylko w arunki eksperym entalne są liczn iej­
sze, czulsze, trudniejsze do poznania i utrzym ania. N ie w chodzi w  grę „życie” lub w p ływ
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52 J. K . P A R N A S [36]

Nie będziemy wym ieniali pracowni, w których z korzyścią pracować 
można*), ale ze względu na wysoki duch naulkowy, panujący tam, polecamy 
każdemu, k tóry  się fizjologji chemicznej poświęcić pragnie a ma możność 
w yjazdu za granicę ażeby spędził jakiś czas w zakładzie fizjologicznym
i fizjoiogiczno-chemicznym w Cambridge albo w U niversity College w Lon­
dynie. Należy ostrzec nieświadomych przed garnięciem  się do uczonych — 
a są m iędzy nim i badacze pierwszorzędni — którzy zużytkow ują tylko pracę 
ręczną współpracownika do swoich celów, nie udzielając mu wzajem  nic; 
często w tych w arunkach pracownik nie wie niem al sam, co robi, i po nie­
jakim  czasie opuszcza słynną pracownię bez żadnych korzyści, wykonaw­
szy ew entualnie setki tej samej powszedniej analizy, jako współautor przy- 
czynka naukowego, realizującego drobną część m yśli m istrza.

Również niewłaściwym byłby wybór pracowni podług okazałości i „no­
woczesności” urządzeń technicznych. Pracownie wyposażone we wszelkie 
udogodnienia dla pracowników, zaopatrzone w liczne i doskonałe instru- 
m enta i obfite zapasy chemikaljów, ułatw iają oczywiście pracę; ale to wszy­
stko przedstawia czynnik uboczny w porównaniu z duchem, k tó ry  w p ra­
cowni panuje. Znam y — także i w Polsce — zakłady, zaopatrzone we wszy­
stko, czego fabryki urządzeń laboratoryjnych dostarczyć mogą, a przytem  
najzupełniej jałowe.

„Nie potrzeba muzeów... dla nauki, lecz p r a c o w n i ;  wartości takie­
go zakładu nie należy oceniać według ceny zakupna przyrządów nagrom a­
dzonych, lecz według pracy dydaktycznej i naukowej, k tó rą  się tam  wyko­
nyw a.” „Jeżeli mowa o właściwych pracowniach do badań naukowych, to 
nie ulega żadnej wątpliwości, że najw ażniejszym  składnikiem  dobrej praco­
wni naukowej jest: d o b r y  k i e r o w n i k !  Historia nauki dowodzi, że 
najważniejsze prace często wychodziły z pracowni nader skromnie wyposa­
żonych. Q u i n c k e  w Heildelbergu wykonywał najciekawsze badania przy 
pomocy przyrządów skonstruowanych ze szkła, korka i laku. L o r d  R a ­
l e i g h  pokazywał nieraz, jak  doniosłe, precyzyjne rezultaty  otrzym ać moż­
na przy pomocy środków bardzo prostych” ( S m o l  u c h o w s k  i).**) W arto 
zobaczyć skrom ne pokoiki, w których dokonał swego niezrównanego dzie­
ła Claude B e r n a r d .

Z pracą doświadczalną m usi iść w parze obznajomienie się z literatu rą  
oryginalną przedmiotu, to jest poznanie m aterja łu  doświadczalnego i myśli 
tych pracowników, którzy się przed nam i przedm iotem  zajmowali. Czyta­

jakiegoś czynnika kapryśnego: sama złożoność zjaw isk utrudnia ich ujęcie. B ędzie m oż­
na w yjaśn ić zasady Badań dośw iadczalnych, zastosow anych do istot żyw ych, tylko  
przez długie studja i uporczywą pracę. A żeby przezw yciężyć trudności i poznać w a­
runki zjaw iska fizjologicznego, na to trzeba m ieć poza sobą długie szukanie po omacku  
tysiące błędów , t r z e b a  s i ę  p o s t a r z e ć  w  d o ś w i a d c z e n i u  e k s p e r y ­
m e n t  a 1 n e m ”. Claude B e r n a r d ,  Leçons sur les phénom ènes de la vie, tom I, 
str. 19

*) Ponieważ wartość pracowni zależy od kierow nika i pracowników, a ci — zw ła­
szcza w  dniach obecnych — nader często się zm ieniają.

**) Tym  słowom  w ielk iego uczonego polskiego, pisanym  w r. 1916, wtóruje w  r. 1919 
głos fizjologa am erykańskiego Grahama Ł u s k a :  ,,P ieniądze sam e nie w zbudzą ducha 
twórczego; raczej go zepsują. N ajlepsze prace nie pow stają bynajm niej w  zakładach  
najbogaciej w yposażonych, ani w  tych pracow niach, które m ają najw iększą liczbę 
asystentów  i posługaczy. Zależy jedynie na duchu”.
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jąc prace dawniejsze należy zwracać uwagę na opisy doświadczalne, anali­
zy, protokóły, dane liczbowe, a nie tylko na wnioski i teorje autorów*). Je ­
żeli ktoś uważnie s tud ju je  doświadczenia obce i zastanaw ia się nad niemi 
krytycznie na zasadzie własnych poglądów podstawowych, to m yśli i te ­
m atów do pracy mu nigdy nie zabraknie. Przed zbyt obszernemi a bez okre­
ślonego celu studjam i w literaturze, przed powtarzaniem  i analizowaniem 
prac bez wniesienia nowej myśli, przed wałkowaniem  rzeczy błahych rów­
nież ostrzegam y adepta naszej nauki: w chemji fizjologicznej i w patologji 
chemicznej zagadnienia najw ażniejsze bez końca czekają na opracowanie.

,,I pojedynczy badacz, przepracowawszy całe życie, nie może powtórzyć 
słów Seneki: „si quis totam  diem  currens pervenit ad vesperam , satis e s t”, 
gdyż widzi, jak  jedne pokolenia po drugich dalej kroczyć i pracować muszą, 
a końca badań nie ujrzą. Zato wiedza nasza będzie coraz obszerniejsza
i głębsza, a korzyść praktyczna, mianowicie w medycynie, coraz większa” 
(Marceli N e n c k i ) .

*) Lektura pracy w i e l k i c h  m i s t r z ó w  jest zaw sze cenną, także ze w zglę­
du na poznanie ich toku m yśli. L ektura prac podrzędnych natom iast jest dla dośw iad­
czonego i krytycznego czytelnika najczęściej przykrą i niesm aczną, dla początkującego  
w ręcz szkodliw ą.
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P O S T Ę P Y  B I O C H E M I I

T OM I V 195(8 ZESZYT 1

J. K .  P A R N A S

O mechanizmach przemian tkankowych*

Les mécanismes des transformations dans le m,étabolisme tissulaire
R ęk o p is  made,s ła n y  iw d n iu  15.X II. 1937 r.

Przedruk: A cta B iologiae E xperim entalis. Vol. XI, No 42, 1937

Polskie Towarzystwo Fizjologiczne zbiera się na I W alne Zebranie N au­
kowe w 36 lat po śmierci M a r c e l e g o  N e n c k i e g o .  Przed 37 laty, 
na IX Zjeździe Przyrodników i Lekarzy, M a r c e l i  N e n c k i ,  już chory 
i przeczuwając bliskość końca swego życia, wygłosił słynne przem ówie­
nie **), w którym  zdał rachubę z 30 lat rozwoju chem ji fizjologicznej i podał 
program  praw dziw y testam ent naukowy. Niechaj nam  wolno będzie przy j­
rzeć się tem u okresowi, k tó ry  przypada na czas pracy N e n c k i  e go ,  na 
zapoczątkowaną przez Niego drogę, na ukazane perspektywy: i zastanowić 
się nad tym, czego chemja fizjologiczna dokonała w okresie 36-letnim  po 
Jego śmierci (14.X .1901).

Okres, w którym  zaczął pracować N e n c k i  (1868) to w łaśnie ten, 
w którym  już wspaniale rozkw itająca chemja organiczna zaczyna ożywiać 
badania chem ji fizjologicznej i coraz bardziej kierować je na to ry  zrozum ie­
nia przem ian ustrojowych z punktu  widzenia chem ji struk tu ra lnej. N iektó­
rzy badacze w tym  czasie zw racają się wyłącznie do badań chemicznych nad 
ciałami, które dla organików, zajętych wtedy jeszcze innym i zagadnieniam i, 
stanow iły przedmiot niewdzięczny, a których niew ątpliw ie doniosła funkcja 
fizjologiczna pociĄgała biologów do wysiłków pionierskich, których cele do­
piero później mogły być osiągnięte, kiedy rozwój chem ji organicznej i fi­
zycznej stworzył po tem u środki. W tych usiłowaniach N e n c k i  bierze 
żywy udział: i zapoczątkowuje później wspólnie z Z a l e s k i m ,  w podzi­
wu godnych pracach, badania nad barw ikiem  krw i; ale główna linia jego 
poszukiwań jest inna. N e n c k i  należy do tych, k tórzy kierują się zupeł­
nie pewnym  przekonaniem, że głównym zagadnieniem  chemji fizjologicz­
nej jest zagadnienie m e c h a n i z m u  reakcji ustrojowych; i że reakcje 
ustrojowe można i trzeba rozumieć nieinaczej, aniżeli mechanizm przebie­

*) Odczyt w ygłoszony na I Zjeździe N aukow ym  P olsk iego Tow arzystw a F izjo lo­
gicznego w  W arszaw ie w  dniu 16.V .1937 roku.

**) Przegląd Lekarski, 39, str. 446, 1900; M arceli Nencki: Opera Omnia, 1104, t. II, 
str. 712.
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gu reakcji laboratoryjnych. Pracę nad tym  zagadnieniem  podejm uje od sa­
mego początku, od pierwszej ogłoszonej z O. S c h u l t z e n e m  pracy i od 
swej dysertacji doktorskiej. W pracowitym  życiu N e n c k i e g o ,  w zdumie­
wającej liczbie prac, śród badań czysto chemicznych, farmakologicznych, 
bakteriologicznych, technicznych powraca coraz to do głównego jakoby 
zainteresowania: początek, w dysertacji z r. 1870, to zagadnienie źródeł mo­
cznika; koniec, to wspaniałe — od r. 1895 — prace chemiczno-fizjologiczne 
nad powstawaniem  i znikaniem  amoniaku, prace dziś jeszcze zupełnie ak tu ­
alne. W tych pracach N e n c k i e g o  widzim y jasno linie badań przem iany 
narządowej i tkankow ej, k tó re  stanowią główne zainteresowanie doby dzi­
siejszej. W obydwu wspomnianych przykładach, barw ika k rw i i przem ian 
końcowych związków azotowych, podwaliny badań były przez N e n c k i e -  
g o w roku 1902 założone, drogi dalsze wskazane.

Pozycja chemji fizjologicznej w system ie nauk chemicznych i biologicz­
nych jest taka, że każde zagadnienie chem ji fizjologicznej jest zagadnieniem  
chemii ogólnej, fizyki, chemii fizycznej i organicznej; a zagadnieniem  chemii 
fizjologicznej może być każde zagadnienie fizjologii i anatomii, histologii 
i cytologii, nauk lekarskich w  najszerszym  tego słowa znaczeniu, nauki
0 odżywianiu i środkach spożywczych. C e l e m  chemii fizjologicznej jest:

(A) poznanie części składowych ustroju, składu ustroju — pod wzglę­
dem jakościowym i ilościowym; to co trafnie określono jako a n a t o m i ę  
c h e m i c z n ą ;  a następnie

(B) to, co analogicznie określono, jako f i z j o l o g i ę  c h e m i c z n ą .  
Fizjologia chemiczna, to rozpoznanie przem ian w ustroju, w narządach, 
tkankach, komórkach i płynach; rozłożenie ich na przem iany prostsze
1 — o ile do tego dotrzeć zdołamy — na zupełnie proste reakcje chemiczne; 
złożenie z tych reakcji prostych c i ą g ó w ,  reakcji grupowych; skoordyno­
wanie reakcji prostych i ciągów ze zjaw iskam i fizjologicznymi. W jakim  
kierunku poszła i jak  w ypełniła te zadania chemia fizjologiczna w tym  
okresie, k tóry  rozpoczął się po śmierci N e n c k i e g o ,  co w tym  okresie 
osiągnęliśmy? Pracow aliśm y w tym  czasie w w arunkach coraz to  doskonal­
szych: chemia organiczna w yjaśniła nam  budowę tak  licznych składników 
ustrojowych, bądź już przedtem  znanych, bądź też przez pracę fizjologiczną 
wytropionych i oddanych w ręce chemikom, do zbadania trudnej ich budo­
wy lepiej przygotowanych.

W ielcy chemicy doby Nenckiego — v. B a e y e r ,  E m i l  F i s c h e r ,  
K i l i a n  i, S t. K o s t a n e c k i ,  W a l l a c h ,  — stw orzyli fundam enty 
dla zrozumienia najw ażniejszych części składowych ustrojowych, cukrow­
ców, peptydów i białek, puryn, terpenów, barwików. W ielcy chemicy 
wieku XX i ich uczniowie rozwinęli na tych podstawach dzisiejszą chemię 
składników organicznych ustroju: w yjaśnienia budowy i syntezy tych ciał, 
których jesteśm y dziś świadkami, przewyższają śmiałe m arzenia pokolenia,, 
do którego należeli Tamci. Przypom nijm y wyjaśnienie, w ostatnich dziesię­
cioleciach, chemii związków czwórpirolowych, heminowych i bilirubi- 
noidów; pogłębienie chemii cukrowców; w yjaśnienie grupy pochodnych 
cholanowych-steroli, hormonów płciowych, w itam inów D, kwasów cholow- 
nych; odkrycie i wyjaśnienie tylu karotenoidów, f la win i aneuryny, kwasu 
askorbinowego, związków grupy adeninowej. M a t e r i a  p h y s i o l o -  
g i c a jest dziś bez porównania obfitsza, aniżeli w okresie poprzednim,
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i ze względu na budowę chemiczną składników jaśniejsza. Usiłowania 
chemii organicznej sięgnęły daleko w dziedzinę w i e l k o c z ą s t e c z -  
k o w c ó w różnych grup, pozwoliła nam  zrozumieć ich p o s t a c i ,  od 
których własności fizyczne (pęcznienie, rozpuszczalność, lekkość) zależą 
u ciał wielkocząsteczkowych w stopniu wyższym, aniżeli u ciał drcbno- 
cząsteczkowych.

Ale cóż się okazało? W m iarę jak  w yjaśniły się budowy tak licznych 
i coraz liczniejszych składników  ustrojowych, składników budulcowych, 
hormonów, koenzymów, naw et enzymów, występowało coraz jaśniej to, że 
te liczne i różnorodne w swoich funkcjach i działaniach substancje są zbudo­
wane według nielicznych planów zasadniczych. Zdaje m i się, że nie ma 
biochemika, na którym  by ustalanie się tego rysu nie robiło zawsze w iel­
kiego wrażenia, ilekroć się okazywało, że znowu któryś z ważnych związków 
trzeba było zaliczyć do znanej już grupy. Do ciał, zbudowanych w edług 
typu nukleotydowego należały w roku 1920, tylko kw as inozynowy i gw ani- 
lowy, jako nukleotydy wolne, i nukleotydy purynowe i pirym idynow e, 
zaw arte w kwasach nukleinowych. Do grupy tej należą dziś kwas adenozy- 
nojednofosforowy, dwufosforowy i trój fosforowy, koenzymy glikogenolizy 
mięśniowej, glikolizy drożdżowej i wielu innych procesów; dw unukleotyd 
adenilowo-pirydynowy—kozymaza—koenzym oksydoredukcji i od wodo ro- 
wań o znaczeniu zupełnie ogólnym w świecie zwierzęcym i drobnoustrojo­
wym; według podobnego planu zbudowany jest również kwas laktoflaw ino- 
fosforowy, grupa czynna żółtego ferm entu oddechowego i pochodna pośred­
nia między laktoflaw iną (w itam iną B2) a żółtym ferm entem . Sterole, kw asy 
żółciowe, w itam iny D, horm ony płciowe jajn ika i ciałka żółtego, horm ony 
męskie jądrowe, ciało czynne ko ry  nadnercza, aglukony glikozydów na- 
parstnicowych, wszystkie te ciała o tak różnorodnych działaniach okazały 
się pochodnymi perhidro-cyklopentano-fenantrenu, w których łańcuch 
boczny na węglu Nr. 17, rozmieszczenie wodorotlenów na innych węglach 
rdzeniowych, grupy ketonowe w rdzeniu lub łańcuchu bocznym, epim erie 
na węglu Nr. 3 i różnice cis-trans na pograniczu rdzeni I i II decydują
o charakterze i funkcji fizjologicznej danej pochodnej. Przypom nijm y n a­
stępnie różnorodność pochodnych czwórpirolowych, zarówno typu porfino- 
wego jak  i bilirubinoidowego: i ujawniony niedawno przykład różnorod­
ności funkcji przy identycznej grupie czynnej.

‘ M ethemoglobina, katalaza i peroksydaza są związkami o tej samej 
grupie hemowej, połączonej z różnym i globinami; a m ethem oglobina różni 
się od hemoglobiny tylko tym , że żelazo jest w niej trójw artościow e, 
w hemoglobinie niezmiennie dwuwartościowe. Niechaj te przykłady w y­
starczą. Można by ich wyliczyć znacznie więcej.

Wnioski o mechanizmie przem ian, oparte na dedukcji chemicznej, i po­
zornie zupełnie uzasadnione, okazyw ały się błędne po bliższym poznaniu 
ciał uczestniczących w nich. Któż byłby w ątpił w roku 1910, że uroporfiryna 
jest przetworem  powstałym  z barw ika krwi! W yjaśnienie budowy uropor- 
firyny wykazało, że odm ienne ułożenie grup propionowych — poza zastą­
pieniem m etyli przez reszty kw asu octowego — wyklucza bezpośredni zwią­
zek genetyczny między uroporfiryną, wywodzącą się od etioporfiryny I, 
a protoporfiryną zaw artą w hemoglobinie, wywodzącą się od etioporfi­
ryny III. Zdolności syntetyczne ustroju zwierzęcego są o wiele różnorod­
niejsze i rozleglejsze, aniżeli wyobrażaliśm y sobie niedawno.
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Chemia fizyczna umożliwiła chemii fizjologicznej poznanie i opanowanie 
nieznanych przed tym  w arunków  spraw  życiowych i ich chemizmu: ściślej­
sze określenie oddziaływania, prężności gazowych, potencjałów oksydore- 
dukcyjnych, szybkości reakcji; poznanie s tru k tu r w arstew ek <i błonek, ich 
przepuszczalności i - czynników, od których przepuszczalności zależą. 
W yobrażenia o budowie protoplazmy, o budowie kom órek i ich otoczek są 
dziś, na podstawie rozwoju chemii organicznej i fizycznej, o wiele dokład­
niej sprecyzowane, aniżeli w pierwszych latach wieku XX.

Wiadomości o przebiegu przem ian chemicznych w ustrojach uległy 
w  ciągu ostatnich dziesięcioleci głębokiej zmianie, na podstawie rozszerze­
nia m ateriału  fizjologiczno-chemicznego i dokładniejszego poznania w a­
runków. To, co formułowano dawniej jako proste reakcje, których przepro­
wadzenie przypisywano enzymom uczynnionym przez aktyw atory  lub 
koenzymy, okazało się ciągiem wielu reakcji. Przeobrażenie glikogenu 
w kwas mlekowy, które jeszcze po roku 1910 form ułowano co najwyżej 
jako hidrolizę glikogenu na cukier prosty, i  następnie rozbicie cukru proste­
go na kw as mlekowy, dziś pojm ujem y jako ciąg kilkunastu reakcji, między 
k tórym i brak jednak hidrolizy glikogenu na glikozę! Rysem zupełnie no­
wym  jest w ykrycie udziału czynników chemicznych pomocniczych, przy­
gotowanych i przeobrażających się okresowo w tkankach (czynników 
k o  e n z y m  a t y c z n y c h )  w spalaniach czy przeobrażeniach tych ciał, 
k tóre ustrój dla wyzwolenia energii czy dla wyrobienia m ateriałów  budul­
cowych przetwarza.

Rozpoznanie funkcji i mechanizm u działania tych czynników koenzyma- 
tycznych jest może najistotniejszym  rysem  biochemii naszej doby: z po­
znaniem  tych m echanizmów jest związane zrozumienie reakcji bioche­
micznych. W epoce N e n c k i e g o  w yobrażano sobie mechanizm powsta­
w ania m o c z n i k a  z amoniaku i dw utlenku węgla jako reakcję, w której 
jako przetw ór pośredni przyjm owano — tem u zagadnieniu poświęcili 
N e n c k i  i Z a l e s k i  wiele pięknych prac — kwas karbam inow y i kar- 
bam inian amonowy:

N H 3 +  COa =  N H a-C O O H  
n h 2 c o o h  +  n h 3 =  N H 2 C O O N H 4 

n h 2 c o o n h 4 =  h 2o  +  n h 2c o - n h 2

2 NHj +  C 0 2 =  H20  +  NH2C O N H a

Jeżeli w tym  ciągu reakcji były e tapy  pośrednie, to wyobrażam* je sobie 
jako związane już z właściwym i enzymami, ciałami wielkocząsteczkowymi, 
wolnym i albo związanymi w struk turze komórkowej; z enzym am i ciała 
uczestniczące w przem ianach są luźnie związane i ulegają przeobrażeniom. 
Dziś wiemy, że mechanizm powstawania mocznika jest zupełnie inny: że 
z amoniaku, dw utlenku węgla i om ityny  pow staje cytrulina

c o 2 +  n h 3 -i- n h 2 c h 2 c h 2-c h 2-c h c o o h  =
n h 2

Ornityna
=  NH2 -CO • NH • CH2CH2CH2CH • C 0 0 H + H 20;

n h 2
Cytrulina
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z cytruliny przez przyłączenie drugiej cząsteczki amoniaku pow staje 
arginina:

N H 3 +  N H 2CO NH CH2 CH2 CH2-CH COOH =
n h 2

Cytrulina
=  n h 2- c  n h  c h 2 c h 2 c h 2 c h c o o h  +  h 2o

NH NH,
Arginina

a z argininy, w znanej oddaw na hidrolizie przez enzym  arginazę, odtw arza 
się o r n i t y n a  i powstaje przetw ór końcowy m o c z n i k .

Na tym  przykładzie rysuje się już wyraźnie różnica w pojmowaniu prze­
m ian komórkowych w okresie N e n c k i e g o ,  kiedy urabiano sobie w y­
obrażenia o tym  m echanizm ie na podstawie prostych analogii chemicznych. 
Po o d k r y c i u  czynników dla tych przem ian nieodzownych, a przed tym  
zupełnie nieznanych, i w yjaśnieniu ich udziału w reakcjach, przew ażnie 
znowu na podstawie analogii chemicznych, obraz mechanizm u przem ian 
biochemicznych kom plikuje się coraz to bardziej podobnie, jak  kom plikuje 
się — ale i wypełnia — m apa k ra ju  w m iarę bliższego zbadania.

W ubiegłym dziesięcioleciu liczba poznanych koenzymów wzrosła b a r­
dzo znacznie, i objęła zupełnie nieprzew idziane dziedziny. Przed dwudzie­
stu  laty  znano właściwie ty lko jeden czynnik należący do tej klasy: k o z y -  
m a z ę  H a r d e n a  i Y o u n g a ,  o której tyle wiedziano, że bez tego 
ciała organicznego enzym y drożdżowe nie mogą przeobrazić cukru w alko­
hol. Dziś wyliczenie znanych czynników koenzymatycznych przekroczyłoby 
ram y tego wykładu.

W spalaniach kom órkowych i w ferm entacjach d e h i d r o g e n a z y  
odszczepiają z ciał spalanych wodór, k tóry  przenosi się na wspólne koenzy­
m y spalania i ferm entacji, na k o z y m a z ę  i f o s f o k o z y m a z ę ;  
z dwuhidrckozym azy przejm uje wodór w niektórych spalaniach żółty fe r­
m ent, k tó ry  oddaje go tlenowi, w ferm entacjach inne akceptory ostateczne; 
w innych spalaniach przeniesienie elektronów  na tlen  odbywa się przez 
szereg kolejnych koenzymów oddechowych, przy czym pierwszy człon tego 
szeregu oddaje elektrony — utlenia się — w reakcji z tlenem , a odbiera 
elektrony — u tlen ia . — dalsze człony szeregu, aż na pewnym punkcie 
szeregu przeciwbieżnego, nastąpi spotkanie się z członem, przenoszącym 
wodór, i powstanie przetw ór spalania ostateczny, woda. Od strony  ciała 
spalanego i od strony tlenu pośredniczą koenzymy oddechowe, z jednej 
strony ciała wodorowane odwracalnie, z drugiej utleniane — w znaczeniu 
elektrochemicznym  — odw racalnie; ciąg reakcji biegnie w kierunku nada­
nym  przez potencjały oksydoredukcyjne, sterow any przez właściwe k a ta ­
lizatory poprzez etapy, wytyczone przez przygotowane w środowisku ustro­
jowym k o e n z y m y  odwodorowania i utlenienia.

Odkrycie czynników koenzym atycznych, wyodrębnienie ich i w yjaśnie­
nie ich działania dokonuje się niekiedy w związku z wykryciem  nowego 
składnika ustrojowego i poszukiwaniem jego funkcji, niekiedy w bada­
niach nad w itam inam i, i  nad innym i czynnikami egzogenicznymi a niezbęd­
nymi, lub w próbach rekonstrukcji przem ian tkankow ych przy pomocy 
enzymów i substratów , kiedy wychodzi na jaw  nieodzowność któregoś ze 
składników tkankowych. Wiele można przytoczyć pouczających przykła­
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dów. Reakcja pozornie tak  prosta, jak  odszczepienie dw utlenku węgla 
z kwasu pirogronowego przez drożdże (przez enzym karboksylazę) wymaga 
obecności — i niew ątpliw ie współdziałania w ciągu reakcji — dwufoisfo- 
aneuryny; obecności aneuryny — czy też dwufosfoaneuryny — wymaga 
reakcja K r e b s a ,  przetworzenie dwu cząsteczek kwasu pirogronowego 
w cząsteczkę kwasu mlekowego, octowego i dw utlenku węgla: reakcja, 
której wstrzym anie w tkance nerwowej przez brak egzogenicznej aneuryny 
jest, zdaje się, istotą choroby beri-beri.

Przytaczam  ten przykład działania koenzymatycznego dlatego, że wy­
jaśnia on jednocześnie istotę zachorzeń z braku w itam iny Bi: w itam i­
na Bi — aneuryna — jest koenzymem, czy też pro-koenzymem przeobra­
żenia kwasu pirogronowego w reakcji K r e b s a .  Zagadnienie działania 
witam inów sprowadza się dla niektórych w itam inów — nie chciałbym tego 
stw ierdzenia uogólniać — do ich funkcji koenzymów czy pro-koenzymów: 
odnosi się to  w każdym  razie do w itam in grupy B i do kwasu askorbinowego, 
w itam iny te są koenzymami lub pro-kcenzym am i egzogenicznymi. Jak  to 
pojęcie jest względne—  mianowicie ze względu na odrębności ustrojowe — 
wynika stąd, że endogeniczne dla ustroju zwierzęcia wyższego koenzymy 
komórkowe, k o z y m a z a  i f o s f o k o z y m a z a  są w itam inam i, więc 
koenzymami egzogenicznymi dla niektórych drobnoustrojów, np. B. haemo- 
'philus parainfluenzae.

Spróbujm y, na podstawie tych przykładów, określić w sposób ogólniej­
szy istotę czynników koenzymatycznych i reakcje, w których pośredniczą. 
Okazuje się, że w tkankach są nagromadzone w ilościach niekiedy dużych, — 
np. w m ięśniach i w drożdżach, — niekiedy drobnych, jak koenzymy od- 
wodorowań i utleniań, takie ciała, z którym i wchodzą w reakcję, pod działa­
niem właściwych enzymów, substraty  przetw arzane w przem ianie m aterii 
i przetw ory pośrednie tych przemian. Zanim przejdziem y do ściślejszego 
ujęcia przedstaw im y obraz wzięty z chemii m ineralnej, k tó ry  funkcje 
koenzymów doskonale uzmysłowi. D w utlenek siarki łączy się bardzo powoli 
z tlenem  na bezwodnik kwasu siarkowego; w metodzie wyrobu kwasu siar­
kowego k o m o r o w e j  kwas siarkowy wprowadzam y w reakcję z kw a­
sem azotowym, powstaje kwas nitrozylosiarkowy, reakcja ta jest bardzo 
szybka; kwas nitrozylosiarkow y rozpada się z wodą na kwas siarkowy i kwas 
azotawy, kw as azotawy na swój bezwodnik (N2O3) ,  bezwodnik kwasu azo­
tawego na tlenek (NO)  i dw utlenek (NO2)  azotu, tlenek azotu z tlenem  daje 
dwutlenek, z dw utlenku powstaje kwas azotowy. B i l a n s e m  tego zna­
nego c i ą g u  reakcji jest szybkie przeobrażenie, po wyelim inowaniu 
uczestników reakcji odtworzonych, kwasu siarkowego i tlenu w kwas siar­
kowy:

H „S03+ 0 2/2 = H :S 0 4

Gdyby taka reakcja odbywała się w ustrojach, to uważalibyśm y kwas 
azotowy za k o e n z y m  utlenienia kwasu siarkawego na kwas siarkowy.

Niechaj w reakcji biochemicznej substrat C przetw arza się w przetw ór 
końcowy C2,, dla reakcji tej okazuje się n i e o d z o w n y m  współdziała­
nie koenzymu obecnego w tkance, k tóry  oznaczamy znakiem A.b. Oznacza­
m y koenzym przez znak złożony dlatego, że bardzo wiele koenzymów roz­
pada się w reakcji, w której uczestniczą. Niechaj znaki C \ C”, Cn, Cm} ozna­
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czają przetw ory pośrednie. Ciąg reakcji koenzymatycznej przedstaw ia się 
w tedy jak  w następującym  schemacie:

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

C =C 3

W podanym tu schemacie reakcja koe-nzyma tyczna obejm uje człony 
1 do 3, to jest te, w których znika i odtw arza się k o e n z y m .  Ażeby 
koenzym mógł się odtworzyć, na to potrzeba przeobrażenia się przetw oru 
pośredniego C.b w przetw ór pośredni Cn .b, k tó ry  z częścią koenzym u A  
reaguje, dając Cn i  A b . Ciąg reakcji wyrażonej w części 4 może odbyć się 
spontanicznie—  znamy takie przeobrażenia sam orzutne, od pewnego punk­
tu ciągu reakcji, w powstawaniu m elaninu z tyrozyny w ciągu, w yjaśnio­
nym  przez R a p e r a — albo też może biec przy udziale dalszych enzymów 
i koenzymów. I dla przeobrażeń członu C.b w człon Cn .b mogą być potrzebne 
dalsze koenzymy.

Niekiedy koenzym A.b rozłożony w  reakcji 1 odtw arza się przez działa­
nie system u pomocniczego, k tó ry  określim y przez D.b. Reakcja według 
schem atu

A  +  D -b = D  +  A-b

odtw arza koenzym, k tóry  wchodzi znowu w obieg w reakcji 1, i zalega tylko 
część D koenzymu pomocniczego. W pewnej dalszej części ciągu reakcji 
biochemicznej odtworzy się koenzym w tórny D.b w reakcji, k tóra jest od­
wróceniem reakcji 5, której odwracalność zaznaczono w równaniu.

P rzykład ciągu reakcji z udziałem  koenzymów odtw arzających się w dal­
szym ciągu, i  koenzymów w tórnych daje glikogenoliza mięśniowa, albo 
ferm entacja alkoholowa, k tó rą  w dalszym ciągu obszerniej przedstawim y. 
Funkcję koenzymów pełnią w niej kwas adenozynotrójfosforowy, k tóry  
przerzuca fosfor na ester heksozojednofosforowy, z którego powstanie alde- 
hid fosfoglicerynowy i fosfo-dwuoksyaceton; kozymaza, która przejm ie 
wodór z aldehidu fosfoglicerynowego i przejdzie w dwuhidrokozymazę, a ta 
przerzuci ten wodór bądźto na fosfo-dwuoksyaceton (dając fosfoglicerol), 
bądź też na kwas pirogronowy w gliikogenolizie m ięśniowej, na aldehid 
octowy w ferm entacji, dając alkohol m etylowy; wiążąc przytem  w niew y­
jaśnionej dotąd ze względu na swój mechanizm reakcji — resztę fosfora­
nową, która przerzuca się na kw as adenilowy, przyczyniając się do odtwo­
rzenia kwasu adenozynotrójfosforowego.

Koenzymem jest w dalszym  ciągu kwas adenilowy, k tóry przejm uje 
z kwasu fosfo-pirogronowego — odpowiadającego członowi Cn.b naszego 
schem atu — grupę fosforanową, z odtworzeniem  kwasu adenozynotrój fos­
forowego. U kład pomocniczy stanowi w glikogenolizie mięśniowej f o s f o -  
k r e a t y n a ,  k tóra nie jest sam a koenzymem glikogenolizy, i bez której 
glikogenoliza w układzie uproszczonym (wyciągach mięśniowych) może się 
odbyć; ale z fosfokreatyny przerzucają się t y m c z a s o w o  grupy fosfo­
ranowe na kwas adenilowy, odtw arza się koenzym właściwy glikogenolizy,
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i kreatyna zalega dopóty, dopóki nie odtw orzy się fosfo-kreatyna z kwasu 
adenozynotrój fosforo wego, przez odwrócenie reakcji, w której się rozłożyła. 
Jeżeli rozpatrujem y całość przem ian mięśniowych, nie w ybierając jako 
głównej lin ii jednego ciągu, to kwas adenozynotrój fosforowy jest koenzy­
mem ufosforowania estru  heksozc'jednofosforowego na heksozcdwufosfo- 
rowy i kcenzym em  ufosforowania kreatyny; kwas adenilowy jest koenzy­
mem odfosforowania kwasu f osf opirogronowego na pirogronowy; kozyma- 
za jest koenzymem reakcji oksydoredukcyjnej między fosfo-dwuoksyace- 
tonem  i aldehidem  fosfoglioerynowym, m iędzy aldehidem  fosfogliceryno- 
wym a kwasem  pirogronowym, niew ątpliw ie także między fosfoglicerolem 
a kwasem pirogronowym.

Schemat glikogenolizy mięśniowej i układów kcenzym atycznych dzia­
łających w tej przem ianie, uzmysławia złożoność i liczbę etapów  pośrednich 
tego rozkładu i różne rodzaje układów koenzymatycznych pierwszorzędo- 
wych i w tórnych. Przem iana glikogenu w kw as mlekowy, którą w roku 1914 
ujmowaliśm y w proste rów nanie

C6H 10O5 +  H 20  =  2C3H 60 3,

dla której przyjm ow aliśm y następnie jeden etap ufosforylowany, dwa lub 
trzy  etapy triozy i metyloglioksalu, obejm uje na głównej linii nie mniej 
niż 10 członków pośrednich, este r C o r  i’ c h , ester E m b d e n a ,  ester 
H a r d e n a  i Y o u n g a ,  aldehid fosfoglicerynowy, fosfo-dwuoksyaceton, 
kwas 3. fosfoglicerynowy, kwas 2. fosfoglicerynowy, kwas fosfopirogrono- 
wy, kwas pirogronowy, fosfoglioercl; w roli koenzymów układy: fosforan 
m ineralny, kw as a de noz y no t r ó j f o sf o ro w y , adenozynodwufosforowy, kwas 
adenilowy; kozymazę i dwuhidrokozymazę; może i kwas inozynowy; w roli 
układów pomocniczych — fcsfokreatynę i kreatynę. W ferm entacji alko­
holowej stw ierdzam y te same koenzymy, co w glikogenolizie mięśniowej, 
w innym  cyklu  — grupa fosforanowa krąży nie między kwasem  adenozyno- 
trójfosforow ym  a kwasem  adenilowym, lecz między kwasem  adenozyno­
trój fosforowym a adenozyną 1).

Spróbujm y, po tych przykładach podać definicję koenzymów. Określi­
łem koenzym y jako części składowe tkanek lub komórek, bądź to pojedyń- 
cze, bądź też układy składników  wzajem nie powtarzalnych 2), k t ó r y c h  
n a j p r o s t s z y  c z ł o n  n i e  m o ż e  p o w s t a ć  z p r z e t w a r z a  1- 
n e g o  w d a n e j  r e a k c j i  p o d ł o ż a :  uczestniczące w reakcji enzy­
m atycznej przez wym ianę atomów albo grup z podłożem lub przetworam i 
pośrednimi; dla przebiegu reakcji nieodzowne, a w ciągu reakcji, w której 
uczestniczą, odtw arzające się w takiej postaci i ilości, w jakich w tę  reakcję 
weszły.

W definicji tej kładę nacisk na pewne własności istotne, stanowiące 
odrębność czynników kcenzym atycznych. Za szczególnie ważny punkt defi­
n icji — inne są zrozumiałe bez objaśnień — uważam to, że najprostszy 
człon układu kcenzym atycznego, (np. kwas adenilowy w mięśniach, albo 
ornityna w syntezie mocznika) nie wywodzi się z substratu  przetwarzanego. 
W ciągu glikogenolizy nie uważam y zatem  na koenzymy ani estru  H a r d e -

!) To zdanie w łączono w  tekst w ykładu później, w  listopadzie r. 1937.
2) Jak kw as adenozynotrójfosforow y, adenozynodw ufosforow y, adenilow y —

i w  drożdżach ponadto adenozyna, albo i część adenozynow a kozym azy.

http://rcin.org.pl



SC
H

E
M

A
T

 
C

IĄ
G

U
 

G
Ł

Ó
W

N
E

G
O

 
G

L
IK

O
G

E
N

O
L

IZ
Y

 
M

IĘ
Ś

N
IO

W
E

J
 

Fo
sf

or
an

 
---

---
---

---
G

L
IK

O
G

E
N

 
— 

ES
TE

R 
CO

RI
CH

 
— 

ES
TE

R 
E

M
B

D
E

N
A

[9] O M EC H A N IZM A C H  P R Z E M IA N  T K A N K O W Y C H 63

*
*
0

>
*

Im
OW

0
*

</>
w

(/)
0

w .
u
j

•*%‘O si u V}
<* 0

C
>» £
NO ' *
cQJ“O CN
03

I t

E>>
NO£

>■ >
£ £ >•
O O
Z Z O
>- > Z
QC 2C O
U U aC
U U a
J □ 0
O 0 cc
O 0 0!
U. u. 0UO t /2
0 — *■ 0 ----> ^

C/5u. u. 0ró Lu
cn c/o CA
< < <
Ź £ST ii u:
N c>i

O
b

ja
ś

n
ie

n
ie

: 
W 

tym
 

sc
he

m
ac

ie
 

nie
 

ch
cę

 
po

da
ć 

zu
pe

łn
eg

o 
ob

ra
zu

 
pr

ze
m

ia
n 

po
śr

ed
ni

ch
 

w\ 
gl

ik
og

en
ol

iz
ie

 
m

ię
śn

io
w

ej
, 

ty
lk

o 
ob

ra
z 

pr
ze

m
ia

n 
su

bs
tr

at
u 

i 
ud

zi
ał

u 
cz

yn
ni

kó
w

 
ko

en
zy

m
at

yc
zn

yc
h.

 
Su

bs
tr

at
 

i 
pr

ze
tw

or
y 

po
śr

ed
ni

e 
są 

oz
na

cz
on

e 
li

te
ra

m
i 

du
ży

m
i,

 
cz

yn
ni

ki
 

ko
en

zy
- 

m
ai

yc
zn

e 
w

yp
is

an
e 

li
te

ra
m

i 
m

ał
ym

i.
 

St
rz

ał
ka

 
pr

ze
rw

an
a 

—
*■ 

np
. 

K
w

as
 

ad
en

oz
yn

ot
ró

jf
os

fo
ro

w
y 

— 
K

re
at

yn
a 

—
► 

Fo
sf

ok
re

at
yn

a 
oz

na
cz

»,
 

te
z 

kw
as

u 
»d

en
oz

yn
ot

ró
j-

fo
sf

or
ow

eg
o 

i 
kr

ea
ty

ny
 

po
w

st
aj

e 
fo

sf
ok

re
at

yn
a.

 
St

rz
ał

ki
 

ni
ep

rz
er

w
an

e-
---

---
---

► 
, 

np
. 

Fo
sf

og
li

ce
ra

ld
eh

id
 

» 
K

w
as

 
fo

sf
og

li
ce

-
ry

no
w

y 
oz

na
cz

a,
 

ie 
ci

ał
o 

pi
er

w
sz

e 
pr

ze
ob

ra
ża

 
się

 
w 

dr
ug

ie
.a

 
je

dn
oc

ze
śn

ie
 

st
rz

ał
ka

 
pr

ze
rw

im
a 

po
pr

ze
z 

ko
zy

m
az

ę 
do 

dw
uh

id
ro

ko
zy

m
az

y 
w

sk
a­

ku
je

. 
te 

w
od

ór
 

z 
fo

sf
og

li
ce

ra
ld

eh
id

u 
pr

ze
no

si
 

się
 

na 
ko

zy
m

nz
ę,

 
i 

tw
or

zy
 

z 
ni

ej
 

dw
uh

id
ro

ko
zy

m
az

ę.
 

Zn
ak

 
A 

oz
na

cz
a,

 
że 

kw
as

 
ad

en
il

ow
y 

je
st

 
ak

ty
w

at
or

em
 

fo
sf

or
ol

iz
y 

gl
ik

og
cn

u.

http://rcin.org.pl



64 J. K . P A R N A S [10]

n a  i Y o u n g a ,  ani kwasu pirogronowego lub kwasu fosfopirogronowego, 
których szkielet organiczny wywodzi się z przetw arzanego substratu 
cukrowcowego.

W ydaje się rysem  znam iennym  przem ian biochemicznych, że w prze­
biegu ciągu reakcji w ystępują okresowo ciała, na których ciąg zatrzym uje 
się, jeżeli nie w ejdą w reakcję z określonym  członem poprzedzającym je 
w tym  właśnie ciągu reakcji, w której powstały. Udział tych ciał w  m echa­
nizmie danej reakcji jest podobny do udziału koenzymów. Różnica polega 
w  tym , że koenzymy odtw arzają się okresowo zupełnie, a tam te ciała po­
w stają coraz to na nowo z przetwarzanego substratu . W glikogenolizie 
mięśniowej powstaje kwasu pirogronowy, k tó ry  w reakcji z aldehidem  fos- 
foroglicerynowym, swoją substancją m acierzystą, przeobraża się w prze­
tw ór ostateczny, kwas mlekowy, oraz w kwas fosfoglicerynowy, k tóry bę­
dzie ciałem m acierzystym  następnej cząsteczki kwasu pirogronowego. 
Podobnie zazębia się w ferm entacji alkoholowej uwodorowanie aldehidu 
octowego o redukcję aldehidu fosfoglicerynowego, k tóry  jest ciałem m acie­
rzystym  aldehidu octowego — poprzez kwas fosfoglicerynowy, fosfoplro- 
gronowy, pirogronowy. Możemy to wyrazić tak, że glikogenoliza mięśniowa 
zazębia się swoim n  +  4 członem o człon n -ty  rozkładu drugiej jednostki 
glukozowej, a wynikiem  tej reakcji jest utworzenie członu n +  5, ostatecz­
nego, a le  zarazem odtworzenie członów n +  1, n +  2, n +  3.

Możemy ten  mechanizm uzmysłowić w następującym  schemacie:

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

E +  D ^ F  +  E -

W arunkiem  nieodzownym posunięcia się ciągu reakcji od członu E do 
członu F jest reakcja między E a A, przy czym z E powstaje F, a z D po­
w staje  E.

Pow tarzanie się okresowe tych samych ciał w ciągu reakcji rozkładowej 
ukazuje się przepięknie w mechanizmie spalań końcowych kwasów dwu, trój, 
i czterowęglowych, w mechanizmie przewidzianym  przez T h u n b e r g a ,  
a wyjaśnionym  przez prace K r e b s a .  Ale w tym  mechanizmie zaciera 
się — w obecnej chwili nie umiemy jej na pewno ustalić — granica między 
funkcjam i okresowo powracających przetworów pośrednich, a funkcjam i 
koenzymatycznym i. Kwas fum arowy, jabłkowy, szczawiowo-octowy stano­
wią według S z e n t  G y ó r g f e g o  układ koenzymatyczny, według 
K r e b s a  przetw ory pośrednie.

Próbowałem  przedstawić złożoność obrazu przem ian tkankowych jak  
się nam  dziś ukazuje, w przeciwstawieniu do pozornej prostoty obrazu 
dawniejszego. Przy bystrzejszym  przyjrzeniu się tym  mechanizmom w y­
chodzą jednak na jaw  uproszczenia tych obrazów. Okazuje się przede 
wszystkim  różnorodność funkcji tego samego czynnika koenzymatycznego: 
kozymaza jest koenzymem bardzo różnych odwodorowań, dokonywanych 
przez rozm aite dehidrogenezy swoiste na rozm aitych podłożach; dehidro- 
genazą dwubidrokozym azy okazuje się znowu żółty enzym; dalszym akcep­
torem  wodorowym układ jabłkowo-fum arow y; dalszym układ cytochro- 
mowy. Odnosi się to do oksydoredukcji i u tleniań różnorodnych, zapoczątko­
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wanych przez różne dehidrogenazy: a dalsza droga różnych przeobrażeń jest 
już wspólna.

Tak dostrzegamy, wśród niem al nieprzejrzanej liczby związków i prze­
m ian ustrojowych, które w ykryw ają prace chemii fizjologicznej - i chemii 
organicznej, coraz to wyraźniej wspólne plany budowy ciał, wspólne i po­
dobne m etody przeróbki: i chemia fizjologiczna, czy fizjologia chemiczna 
zaczyna wychodzić w bardzo wielu dziedzinach z tego okresu, w którym  
m nożyły się znane fakty, a brakowało szerszych perspektyw. Jak  i w roz­
woju innych nauk, tak i w rozwoju chemii fizjologicznej dokładniejsze po­
znanie faktów naprowadziło na połączenie ich, na zrozumienie korelacji 
chemicznych i — tu i ówdzie — także i fizjologicznych.

Ale w dobie obecnej dostrzegam y również, jak daleko do wyczerpania 
naw et tych zagadnień, w których wyjaśnieniu zdawałoby się, uzyskano 
szczególne postępy. Niewyczerpalność zagadnień biochemicznych narzuca 
się nam  dziś może bardziej przekonywująco, aniżeli wtedy, kiedy dokony­
wał przeglądu 35-lecia swojej pracy M a r c e l i  N e n c k i .

Na początku swego przemówienia N e n c k i  powiedział, że jeżeli 
uprzytom ni sobie to, co na początku jego działalności naukowej w ydaw ało 
mu się wysokim, trudnym  do osiągnięcia celem, i porówna z tym , co po 
30 latach jest już osiągnięte, to może powiedzieć z Goethem, „w onach 'ich 
mich in der Jugend sehnte davon habe ich im A lter die Fü lle”. Podobne 
uczucia budzi i w nas — a szczególnie w tych, których praca na ten  okres 
przypada — przegląd tego, co osiągnięto w pierwszym trzydziestoleciu 
XX wieku; w czasie, na k tó ry  przypadła wielka wojna i głębokie w strząsy 
polityczne. Ale i zakończenie mowy N e n c k i e g o  jest nie m niej aktualne, 
i zawsze nim zapewne pozostanie: „Zadań, czekających na rozwiązanie jest 
nieskończona ilość i pojedynczy badacz, przepracowawszy całe swe życie, 
nie może nie powtórzyć słów S e n e k i  „si quis totam  diem currens per- 
venit ad vesperum, satis es”, gdyż widzi, jak jedne pokolenia po drugich 
dalej kroczyć i pracować muszą, a  końca badań nie ujrzą. Za to wiedza 
nasza będzie coraz obszerniejsza i głębsza, a korzyść praktyczna, m ianowi­
cie w medycynie, coraz większa”.

5 P o s tę p y  B io c h e m ii
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P O S T Ę P Y  B I O C H E M I I

TOM IV  1958 ZESZY T  1

IRENA M O C H N A C K A

Procesy wstępne glikogenolizy *

Wstęp

Przedm iotem  niniejszej pracy są procesy wstępne glikogenolizy m ię­
śniowej. Za procesy wstępne uważa się te przem iany chemiczne, w których 
pow staje ester heksozo-dwufosforowy (ester H a r d e n a - Y o u n g-.a); na 
tym związku dopiero zaczyna się rozpad, łańchucha sześciowęglowego.

Procesy wstępne glikogenolizy okazały się w świetle badań ostatniego 
dwudziestolecia c i ą g i e m ,  złożonym z co najm niej czterech reakcji 
a przebiegającym  aż do utworzenia estru  H a r d e n a - Y o u n g a  przez 
trzy  pośrednie produkty; poza tym  w tych reakcjach enzym atycznych biorą 
udział trzy  k o e n z y m y  i dwa  a k t y w a t o r y .

Ściślejszy przedm iot niniejszej rozpraw y stanow ią zagadnienia:
1. Jakie aktyw atory  biorą udział w pierwszym  kroku przem iany gli— 

kogenu?
2. Czy rozkład glikogenu polega tylko na procesach fosforolizy, czy 

też w przem ianach wstępnych biorą udział także procesy hydrolizy?
Jeżeli rozkład glikogenu odbywa się w układach enzym atycznych n a j­

bardziej uproszczonych, w których brakuje zarówno donatora fosforowego, 
to jest kwasu adenozynotrójfosforowego, jak i kozymazy (to jest koenzymu 
oksydoredukcji i fosforylacji oksydoredukcyjnej), to przem iana glikogenu 
zatrzym uje się na estrach heksozo-jedno fosforowych. Estry heksozofosfo- 
rowe w ystępują w procesie glikogenolizy jako j e d y n e  j e d n o c u -  
k r o w c e .  W roku 1935 zagadnienie rozkładu i pierwszej fosforylacji gli­
kogenu mięśniowego wyszło ze stanu zupełnej niejasności; P a r n a s  
i B a r a n o w s k i  (21) rozpoznali, że ester heksozo-jedno-fosforowy — 
znano podówczas m ieszankę dwu estrów  heksozo-6-fosforowych, tzw. este r 
E m b d e n a powstaje przez bezpośrednie odszczepienie, przez przyłącze­
nie fosforanu do glikogenu, reszty jednocukrowcowej. Proces ten P a r n a s  
i B a r a n o w s k i  sform ułowali w równaniu:

* Praca w ykonana pod k ierunkiem  prof. dra J. K. P a r n a s a  w  Zakładzie  
Chem ii Lekarskiej U niw ersytetu  Jana Kazim ierza w e L w ow ie i przedłożona w  m aju  
1939 r. Radzie W ydziału Lekarskiego U niw ersytetu  Jana Kazim ierza celem  uzyskania  
stopnia doktora m edycyny.

5* [67]
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68 I. M O CH NACK A [2]

1. l/n  (C6H 10O5)n+H 3PO4= C 6H11O6-POsH:

Równaniu tem u można nadać dziś formę następującego ciągu reakcji:

Równania tego P a r n a s  i B a r a n o w s k i  nie uważali za bilans 
ciągu reakcji, złożonego z hydrolizy glikogenu i następnej estryfikacji 
cukrowca prostego z fosforanem, lecz dokładnie w myśl powyższego rów na­
nia, za stopniowe odrywanie reszt cukrowcowych przez przyłączenie reszt 
fosforanowych: z a  f o s f o r o l i z ę ,  n i e  z a  h y d r o l i z ę  z następną 
estryfikacją.

Sprawa fosforolizy glikogenu była w r. 1935/36 przedm iotem  dokład­
nych studiów O s t e r n  a, G u t h k e g o  i T e r s z a k o w c i a ,  (19) 
k tórzy wykazali, że ten właśnie proces ulega zupełnemu w strzym aniu przez 
floryzynę, właściwy jad  fosforolizy glikogenu; że na fosforolizę nie działa 
natom iast kwas jodooctowy.

O s t e r n ,  G u t h k e  i T e r s z a k o w e ć  w ykazali ponadto, że krok 
następny procesów wstępnych, utworzenie estru  heksozodwufosforowego 
polega na ufosforylowaniu estru  N e u b e r g a ,  jednej ze składowych estru  
E m b d e n a, przez kwas adenozynotrój fosforowy:

W roku 1936 spraw a fosforolizy glikogenu posunęła się znakomicie 
dzięki odkryciu C. F. C o r i i G. T. C o r i (3), że pod działaniem enzy­
m ów zaw artych w wym ytej miazdze mięśniowej i w » o b e c n o ś c i  
k w a s u  a d e n i l  o w e g o  glikogen przetw arza się w ester glukozo-1-fos­
forowy, nie redukujący, którego wzór podaję poniżej:

2. (C6H 10O5)n + H 3P 0 4 =(C 6H10O5)n-1+ C 6HnO6-PO3H2 
(C6H10O5)n-!+ H3P 0 4 =<C6H 10O5)n-2+ C 6H u(V P O 3H2

(Ć6H10O5)n + (H 3PO4)m=(C 6H 10O3)n-m+(C6H11O6-POaH 2)m

3. C6H a 0 6-P 0 ŁH. +  N H 2C5N 4H .-C 5H80 4-P 0 3H -P 20 cH i+ H _ 0  =  
ester E m b d e n a  kwas adenozynotrójfosforowyester E m b d e n a

=  C6H 10O6• (P 0 3H 2)ż+ N H 2 • C ,N4H 2 • c 5h 8o 4 p o 3h 2+ h 3f o 4 
ester H a r d e n a -  kwas adenilow y
Y o u n  g a

CH,OH

H OH

I. Ester Cori’ch

http://rcin.org.pl



[2] PR O C ESY  W ST Ę PN E  G LIK O G ENO LIZY 69

Ester ten  pod działaniem  enzymów zaw artych w wyciągu mięśniowym 
(brak go zatem  w miazdze wym ytej) przetw arza się w este r R o b i s o n a ,  
ten  z kolei przechodzi w ester N e u b e r g a ,  tworząc w ten sposób m ie­
szankę, k tórą nazyw am y estrem  E m b d e n a.

c h 2o p o , h

OH OH

H OH
II. Ester Robisona  

glukozo-6-jednofosforow y

CH,OH

OH

III. Ester N euberga  
fruktozo-6-jednofosforanow y

Odkrycie estru  C o r  i ’ c h tłumaczyło mechanizm fosforolizy w sposób 
zupełnie jasny ze względu na struk tu rę  glikogenu i  produktów fosforolizy. 
Fosforoliza polega na przerw aniu wiązania m iędzy węglem N r 1 a węglem 
N r 4, łączącego jednostki cukrowcowe, a to przez przyłączenie reszty fosfo­
ranowej do węgla N r 1 w skrajnej glukozie. Wodór łączy się z tlenem  węgla 
4 następnej glukozy, k tó ra  teraz stanie się sk ra jną  i jako skra jna  ulega fos­
forolizie:

CH2OH CH,OH CH,OH

IV. Fragm ent glikogenu

Pierw szy produkt fosforolizy, ester C o r  i ’ c h pozostaje zatem w sto­
sunku zupełnie przejrzystym  do jednostki cukrowcowej glikogenu.

Na tym  punkcie rozpoczęłam pracę nad  przedm iotem  glikogenolizy, przy 
czym pierwszym zagadnieniem  było: co jest właściwie ak tyw atorem  gliko­
genolizy. Zagadnienie to w ynika z następującej sprzeczności:

C. F. C o r i  i G. T. C o r i  (3) stw ierdzili, że czynnikiem koniecznym 
do fosforolizy glikogenu jest kw as adenilowy. Miazga mięśniowa w ypłukana 
lub wyciąg m ięśniowy dializow any przez 17 godzin (4) nie rozkładają lub 
rozkładają tylko w m ałym  stopniu glikogen. Dodanie kw asu adenilowego 
w stężeniu 10“ 3 m olam ym  powoduje fosforylację glikogenu przez fosforany.

Kwas adenilowy m ięśniowy jest nukleotydem  adenozyno-5-fosforowym; 
w m ięśniu ulega szybko dezam inacji na kw as inozynowy. Kwas inozynowy 
nie ulega już przeobrażeniu w mięśniu szkieletowym, tylko m ięsień sercowy
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70 I. M O CH NACK A W

zawiera swoistą fostazę, 5-n u k l e o t y d a z ę  (24), rozkładającą kwas ino- 
zynowy na inozynę i wolny fosforan.

n h 2

„A.
OH

W
I\T 1 ------- N

O O
-CHOH

(X, >H 0H  
CH 
I

CH20  • P 0 3Hj 

V. K w as adenilow y

-CHOH
I

X
CH
I

c h 2o  p o 3h 2

VI. Kwas inozynow y

W wyciągach m ięsnych autolizowanych rozkład glikogenu w obecności 
fosforanów przebiega szybko, pomimo, że w y c i ą g i  t a k i e  n i e  z a w i e ­
r a j ą  j u ż  k w a s u  a d e n i l o w e g o .  Muszą zatem  zawierać jakiś inny 
czynnik, aktyw ujący fosforolizę, czynnik, którego nie zawiera miazga mięś­
niowa wypłukana; czynnik ten  znika po dłuższej dializie wyciągu.

W ynikiem już pierwszych doświadczeń było stw ierdzenie, że funkcję 
aktyw atora może pełnić na równi z kwasem adenilowym  także i kwas ino­
zynowy; przez to zdołałam wyjaśnić, co było właściwie aktyw atorem  fosfo­
rolizy glikogenu w wyciągach używanych przez P a r n a s a  i B a r a ­
n o w s k i e g o  oraz O s  t e r n  a, G u t h k e g o  i T e r s z a k o w c i a .  
W ynik ten  ogłoszony w roku 1936 (22) był później przedm iotem  licznych 
badań innych autorów, których wyniki oraz zapatryw ania przedyskutuje' 
w dalszym ciągu.

Metody

Doświadczenia były przeprowadzone na wyciągach wodnych i fosforano­
wych z mięśni króliczych.

1. W y c i ą g  w o d n y :  po zabiciu i skrw aw ieniu królika, w ypreparo­
wane mięśnie grzbietowe i odnóży mielono i rozrabiano z wodą destylowaną 
w stosunku 1: 1.  Płyn oddzielano od miazgi przez wyciśnięcie w worku 
płóciennym, wyciąg zobojętniano do pH7, pozostawiano dla autolizy w tem ­
peraturze pokojowej, dializowano w wężach celofanowych do bieżącej wody 
i przechowywano w  lodówce. Czas dializy i przechowania wyciągów jest po­
dany przy doświadczeniach.

2. W y c i ą g i  f o s f o r a n o w e  według K e n d a l a  i S t i c k l a n -  
d a (7). Zmielone mięśnie rozrabiano dziesięciokrotną objętością wody 
destylowanej. Po 30 m inutach oddzielano płyn a pozostałość mięsną wy­
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płukano kilkakrotnie roztworem, fosforanu dwusodowego 1/50 molarnym. 
W ten  sposób otrzym uje się I, II, III, IV, V, VI, wyciągi fosforanowe. W ycią­
gów fosforanowych nie dializowano, przed użyciem zobojętniano je  fosfo­
ranem  jednosodowym.

W doświadczeniach nad  am ylazą ślinową używano śliny ludzkiej prze­
sączonej. W doświadczeniach nad am ylazą trzustkow ą stosowano preparat 
Mercka.

Glikogen izolowano z wątrób królików  karm ionych przez parę dni cu­
krem  m etodą P f l u e g e r a  (23) lub m etodą O s t e r  n  a (20). Roztwory 
wodne glikogenu oznaczano przed doświadczeniami polarym etrycznie.

Kwas inozynowy (sól barowa) i kw as adenilowy pochodziły z firm y „Lao- 
koon”. Do zacierów dodawano je jako sole sodowe.

U bytek glikogenu oznaczano nefelom etrem  K leinm anna, obserwując 
znikanie opalesoencji w zacierach po odbiałczeniu równą objętością 10% 
kwasu trój chlorooctowego. Glikogen oznaczano również po wyizolowaniu 
m etodą P f l u e g e r a .

Pow stanie estru  E m b d e n a  stw ierdzano jako ubytek fosforu nieorga­
nicznego równoległy ze znikaniem  glikogenu. Fosfor oznaczano w zacierach 
po odbiałczeniu m etodą F i s k e g o  i S u b b a r o w a  (6).

I

W moich doświadczeniach wyciągi autolizow ane przez trzy  do sześciu go­
dzin, dializow ane przez 30 godzin, są aktyw ne, rozkładają dodany glikogen 
po uzupełnieniu fosforanami. Dodanie do takich wyciągów kwasu adenilo- 
wego nie zwiększa szybkości fosforolizy. Dopiero wyciągi przechowane po 
dializie w tem peraturze 0° przez kiilka tygodni, wyciągi elektrodializowane 
lub autolizowane w  oddziaływaniu zasadowym (pH8, w tem peraturze 40°), 
tracą czynność fosforolityczną. W yciągi takie można aktywować przez doda­
nie nie tylko kwasu adenilowego, lecz także i inozynowego. Jeżeli czynność 
wyciągu była wyraźnie zmniejszona, to obydwa te ciała zwiększają jego 
działanie. Wyciągi inaktywowane w tem peraturze 40° w oddziaływaniu za­
sadowym powyżej pH8 tracą nieodw racalnie zdolność fosforolizowania gli­
kogenu.

Działanie kwasu inozynowego i kwasu adenilowego na fosforolizę gliko­
genu przedstaw iają wyniki doświadczeń podanych w tablicach 1, 2, 3 i 4.

Z wyników doświadczeń podanych w tablicy 1 i 2 widać, że k w a s  
i n o i y n o w y  zarów no'jak k w a s  a d e n i l o w y  a k t y w u j e  n i e ­
c z y n n e  w y c i ą g i :  aktyw acja przez kw as inozynowy jest nieco słabsza.

W doświadczeniach podanych w  tablicy 3 i 4 używałam wyciągów fos­
foranowych (otrzymanie takich wyciągów podane jest w ustępie: Metody). 
Wyciągi fosforanowe I, II, III, IV, i V fosforylują glikogen bez dodania
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T a b l i c a  1

A ktyw acja nieczynnego w yciągu przez kw as adenilow y i przez kw as inozynow y

W yciąg m ięśniow y w odny, autoliza: 7 godzin; dializa: 16 godzin; elektro- 
dializa: 2 godziny przy pH7, przez 10 m inut pH8,2.

8 m l 2,5% glikogenu  
w  m oderatorze fo s ­
foranow ym  (M/12)

a. 20 m l wyciągu, 1 m l 20% M gCl2, 2 m l wody,

b. 9t 2 ml kw asu
inozynow e-

/ go (M/650)
c. „ 2 m l kw asu

adenilow e-
go (M/650)

Po złożeniu zacieru pobierano natychm iast próbkę, którą odbiałczano  
równą objętością 10%> kw asu trójchlorooctow ego. Próby tak ie oznaczone 
są w  tablicach jako próby o czasie inkubacji O. Resztę zacieru pozosta­
w iano w  tem peraturze 20°. Po pew nych czasach trw ania inkubacji pob ie­
rano próbki do odbiałczenia. W przesączach oznaczano zaw artość g liko­
genu nefelom etrycznie, w  nefelom etrze K l e i n m a n n a ,  na podstaw ie  
efektu  T y n d a l l a ,  który jest — w  granicach — proporcjonalny do 
stężenia. Jako w zorce używ ano próby o czasie inkubacji O, której zaw ar­
tość glikogenu określano jako 100%>. P orów nanie stężenia glikogenu na 
podstaw ie porów nania zjaw isk T y n d a l l a  polega na tym , że im w ięk ­
sze — w  pew nych granicach — stężenie glikogenu, tym  m niejsza w arstw a  
płynu da efekt T y n d a l l a  rów ny p łynow i w zorcow em u. N iech w zorcem  
będzie w arstw a np. 10 mm płynu w zorcow ego, to jest w arstw a ośw ietlona  
w ycinkiem  snopa św iatła  w ysokości 10 mm; niech p łyn  badany da rozjaś­
nienie (efekt T y n d a l l a )  takie same, jeżeli go o św ietli w ycinek  
(10 +  n) mm w ysok i, to zaw artość glikogenu w  tym  p łyn ie w ynosi 

10100 • - j~q _j_ n % zaw artości w  p łynie w zorcow ym .

W tablicach dla w iększej jasności podano zam iast zaw artości glikogenu  
w  poszczególnych próbach ubytki glikogenu w  procentach.

U bytek glikogenu w  %> 
oznaczony nefelom etrycznie

Czas inkubacji 40 m inut 90 m inut

a 0 0
b 27 31
c 31 44,5
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T a b l i c a  2

A ktyw acja słabo czynnego w yciągu przez kw as inozynow y i przez kw as aden ilow y

W odny w yciąg m ięśn iow y, dializa: 12 godzin; autoliza: 8 godzin przy pH 8
w  tem peraturze 40°.

Skład zacierów:

a. 20 m l w yciągu, 1 m l 20°/o MgClo, 2 m l w ody, 8 m l 2,5%> glikogenu
w  moderatorze fo s­
foranow ym  (M/12)

b. „ „ 2 m l kw asu
inozynow e- 
go (M/650)

»
c. „ „ 2 m l kw asu

adenilow e­
go (M/650)

9»
Inkubacja w  20°, pH 7

U bytek glikogenu w  °/o 
oznaczony nefelom etrycznie

Czas inkubacji 30 m inut 60 minut 90 minut

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

aktyw atora. W wyciągach IV i  V, działających słabiej, zaznacza się już 
wpływ kw asu inozynowego i kwasu adenilowego.

Wyciąg fosforanowy VI jest nieczynny bez dodania kwasu adenilowego 
lub kwasu inozynowego. Ilustru je to  tablica 4.

Stwierdzenie działania kwasu inozynowego jako aktyw atora fosfaralizy 
wyjaśnia sprzeczność, k tóra w ynikła z w ykazania przez C. F. C o r i  
i G. T. C o r i  roli kwasu adenilowego a doświadczeniami na wyciągach 
mięśniowych, w których nie ma już kwasu adenilowego, a powstaje este r 
heksozo-jednofoisforowy. Działanie kwasu inozynowego jest słabsze od dzia­
łania kwasu adenilowego, ale ponieważ w  m ięśniu nie ma kwasu adenilo­
wego a kwas inozynowy powstaje i gromadzi się, to należy raczej kw as 
inozynowy uważać za czynnik aktyw ujący fosforolizę glikogenu.

Z kolei nasunęło się pytanie, jakie działanie na fosforolizę glikogenu m a 
produkt fosforylacji kwasu adenilowego, kw as adenozynotrójfosforowy. 
Aktywacja wyciągów przez kwas adenozynotrójfosforowy podana jest 
w doświadczeniach w tablicy 3 i 4 (zaciery „d”). Kwas adenozynotrójfosforo­
wy aktyw uje fosforolizę glikogenu prawie tak  samo jak  kw as adenilowy.
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A ktyw acja w yciągu fosforanow ego IV, przez kw as adenilow y, kw as inozynow y i kw as
adenozynotrójfosforow y. (ATP)

T a b l i c a  3

W yciąg fosforanow y IV.
Skład zacierów:

a. 15 m l w yciągu, 1 ml 10%> MgCl2, 2 m l w o d y ,l m l M/3 m ode- 2 ml g li-
ratora fosfo - kogenu  
ranow ego 3,4%

b. „ „ 2 ml kw asu „ „
inozynow e- 
go (M/850)

c. „ „ 2 ml kw asu „ „
adenilow e- 
go (M/850)

d. „ „ 2 ml A PT „ „
go (M/850)

W przesączach trójchlorooctow ych oznaczono zaw artość glikogenu  
nefelom etrycznie, tak jak podano w  tablicy 1 i oznaczono zaw artość fo s­
foru nieorganicznego.

Tab. a Mg fosforu w  całości U bytek fosforu w  mg

czas inkubacji 
w  minutach 0 30 60 90 30 60 90

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 zestaw ien ie ubytku glikogenu oznaczonego  
neferom etrycznie (Nef) i procent ufosforylow anego glikogenu (P), ob li­
czony na podstaw ie znikania fosforu w olnego podanego w  tabelce a.

Tab. b U bytek glikogenu w  procentach

czas inkubacji 30 minut 60 m inut 90 m inut

oznaczenie N ef P N ef P N ef P

a. 34 25 51) 42 56,5 42
b. 37 30 56,5 44 64,5 50
c. 60 50 73,5 56 78 60
d. 68 55 78 67 84 72

http://rcin.org.pl



[9] PR O C ESY  W ST Ę PN E  G LIK O G ENO LIZY 75

T a b l i c a  4

A ktyw acja w yciągu fosforanow ego VI przez kw as adenilow y, kw as inozynow y i kwas
adenozynotrójfosforow y

W yciąg fosforow y VI.
Skład zacierów:
a. 15 m l w yciągu, 1 ml 10%> MgCl2, 2 m l w ody, 1 m l M/3 m ode- 2 m l g li-

ratora fosfo - kogenu  
ranow ego 3,4%

b. „ „ 2 ml kw asu „ „
inozynow e- 
go (M/1000)

c. „ „ 2 m l kw asu „ „
ad enilow e- 
go (M/1000)

d. „ „ 2 m l APT
(M/1000)

Inkubacja w  20°, pH 7

Tab. A Mg fosforu w całości U bytek  
fosforu w  mg

Czas inkubacji 
w  m inutach

0 90 150 90 150

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 m inut 150 minut

oznaczenie Nef. P Nef. P

a. 0 0 0 0
* b. 23 17,8 37,5 22

c. 38,5 21 47,5 24
d. 39 18 50 25,8

H. L e h m a n n  i D. M.  N e e d h a m  (11) przypuszczają, że obok fos­
forolizy przez wolne fosforany istnieje także w m ięśniu przenoszenie grup 
fosforanowych z kwasu adenozynotrój fosforowego wprost na glikogen. 
W doświadczeniach na wyciągach wodnych, dializowanych przez osiem go­
dzin i przechowanych w lodówce osiem dni, stw ierdzali większą fosforolizę 
glikogenu po dodaniu kwasu adenozynotrój fosforowego, aniżeli po dodaniu 
fosforanów nieorganicznych.
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Aktywacja wyciągów przez kwas adenozynotrójfosforowy po dodaniu 
fosforanów jest taka sama jak  aktyw acja przez kwas adenilowy. W wycią­
gach, które rozkładają w m ałym  stopniu glikogen za pomocą (ndeusuniętych 
przez dializę) fosforanów własnych, dodanie kwasu adenozynotrój fosforowe­
go przyśpiesza fosforolizę glikogenu; w  takich w arunkach kwas adenilowy 
nie aktyw uje. Ale po dodaniu fosforanów rozkład glikogenu następuje jesz­
cze szybciej. W ykazuje to następujące doświadczenie (tablica 5):

T a b l i c a  5
Działanie kw asu adenozynotrójfosforow ego na fosforolizę glikogenu w  w yciągu  

w odnym  dializow anym , bez dodania fosforanów

W yciąg m ięśniow y w odny, autoliza: 6 godzin; dializa 35 godzin; zaw artość 
fosforu nieorganicznego 6 mg°/o

Skład zacierów:
a. 10 m l w yciągu, 5 ml M/10 m ode- 4 m l w ody, 2 m l glikogenu

ratora w erona- 
low ego

l,75«/o

b.

c.

4 m l ATP  
(M/334) *)

4 m l kw asu  
adenilo- 
w ego  
(M/200)

4 m l 
fosfora­
nów  M /l 2

Inkubacja w  20°, pH7

U bytek glikogenu w  pro­
centach oznaczony n efe­

lom etrycznie

Czas inkubacji 60 m inut 120 m inut

a 9 10
b 31 46
c 6 10
d 73 88

*) Z a w iera  4 m g  fo s fo r u  odszcziep ia ln ego.

Tłumaczyć aktyw ację przez kwas adenozynotrójfosforowy (tablica 5) ja ­
ko mechanizm fosforylacji w łaściwy tem u związkowi można by dopiero po 
wykluczeniu działania pyrofosfatazy, enzymu zaw artego w m ięśniach (13),
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który  rozkłada kwas adenozynotrójfosforowy na kwas adenilowy i fosfora­
nowy. Bez takiego dowodu działania kwasu adenozynotrój fosforowego na­
leżałoby raczej sprowadzić do działania kwasu adenilowego i fosforanów.

Badania różnych wyciągów wodnych i fosforanowych na zawartość 
w nich pyrofosfatazy w ykazały (tablice 6, 7 i 8), że pyrofosfataza nie ulega 
zniszczeniu przez autolizę, dializę ani przez przechowanie wyciągu przez 
kilka tygodni. Działanie pyrofosfatazy można stwierdzić i w wyciągach nie­
czynnych fosforolitycznie. W yciągi takie zaw ierają również i dezaminazę 
kwasu adenilowego i dlatego wykazanie, że z kwasu adenozynotrój fosforo­
wego powstaje w nich amoniak, stanowi dowód, że zaw ierają także pyro- 
fosfatazę; nie rozłożony kw as adenozytrójfosforowy bowiem dezaminacji 
nie ulega.

Działanie pyrofosfatazy można również stwierdzić badając zwiększenie 
wolnych fosforanów w wyciągach, po dodaniu kwasu adenozynotrój fosforo­
wego.

Wyciąg użyty w doświadczeniu podanym w tablicy '5 zawiera pyrofosfa- 
tazę; w  tablicy 6 widać, że po godzinnej inkubacji przyrost fosforu wolnego 
odpowiada połowie fosforu odszczepialnego w dodanym kwasie adenozyno­
trój fosforowym.

T a b l i c a  6

Zawartość pyrofosfatazy w  w yciągu użytym  w  dośw iadczeniu z tabl. 5

W yciąg w odny — autoliza: 6 godzin; dializa: 5 godzin.
Skład zacierów:
a. 10 m l w yciągu, 2 m l M/10 moderatora, 1 m l w ody

w enoralow ego
b. 10 ml w ody „ 1 m l ATP, 2,762 mg P

odszczepialnego
c. 10 m l w yciągu _ „ „

Inkubacja w  20°, pH 7

Czas inkubacji
mg P w o l­
nego w  ca­
łości zacieru

Różnica Rozkład
A TP

a. 0 0,606
60 m in 0,610 0,004

b. 0 0,620
60 m in 0,620 0 0

c. 0 1,180
60 m in 2,592 1,412 51%
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T a b l i c a  7

Oznaczenie pyrofosfatazy w  w yciągu przechow anym  przez dłuższy czas

W odny w yciąg m ięśniow y — autoliza: 5 godzin; dializa: 24 godzin; prze­
chow yw any w  tem peraturze 0°.

Skład zacierów:
a. 16 m l w yciągu, 4 ml moderatora 1 m l 10>°/o MgCl2 1 ml ATP

w eronalow ego
M/10

b. „ „ „ 1 m l w ody
c. 16 m l w ody „ „ 1 m l ATP

Inkubacja 60 m inut w  20°, pH 7

Czas przecho­
wania w yciągu

mg P odsz- 
czepialnego  
w  A TP do­

danym

Przyrost P 
w  mg po 
inkubacji

Rozkład  
A T P w  %

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

Próby kontrolne na w yciągu  i kw asie adenozynotrójfosforow ym  inku- 
bow anym  w  w odzie (b. i c.) w ykonane rów nolegle nie w ykazyw ały  przyby­
tku fosforu nieorganicznego.

Starzenie się wyciągów zmniejsza bardzo powoli szybkość rozkładania 
kwasu adenozynotrójfosforowego. W wyciągu przechowanym  przez 7 ty ­
godni (tablica 7), po godzinnej inkubacji w tem peraturze 20°, 20°/o dodanego 
kwasu adenozynotrójfosforowegu ulega rozkładowi. W yciąg nieczynny fos- 
forolitycznie zawiera również pyrofosfatazę (Tab. 8).

Trwałość pyrofosfatazy, której nie uwzględniali H. L e h m a n n  
i D. M.  N e e  d h a m ,  tłum aczy wyniki ich doświadczeń. Z kwasu adeno­
zynotrójfosforowego powstają wolne fosforany i aktyw ujący kwas adeni­
lowy albo z kolei kwas inynozowy.

Ostatnio G. T. C o r i, S. P. C o l o w i c k  i C. F. C o r i (5) otrzym ali 
przez adsorpcję na węglu wyciągi wolne od pyrofosfatazy. Wyciąg nie za­
w ierający pyrofosfatazy aktyw uje się tylko kwasem  adenilowym, kwas 
adenozynotrój fosforowy jest nieczynny.

Po w ykryciu w r. 1936 przez J. K. P a r n a s a  i I. M o c h n a c k ą  roli 
kwasu inozynowego w fosforolizie' glikogenu, R e n  d a l  i S t i c k l a n d  
[7, 8] ogłosili prace, w których podali, że aktyw atorem  fosforolizy glikogenu
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Zawartość pyrofosfatazy w  w yciągu fosforanow ym  VI

T a b l i c a  8

Skład zacierów:

a. 10 m l w yciągu, 4 m l m oderatora 1 m l 10%> MgClz, 1 m l w ody
w eronalow ego
M/10

b. „ „ „ 1 m l A TP
(zawierający 2,48 mg 
fosforu od szczep ia l- 
nego i 0,51 m g P  n ie ­

organicznego)

Czas inkubacji mg P w  ca­
łości

Różnica Rozkład 
ATP w  %

0 2,43 0
a 60 minut 2,43 0

120 m inut 2,47 0,04

0 2,896
b 60 m inut 3,552 0,656 26,4

120 m inut 3,776 0,880 35,5

Inkubacja 60 m inut w  20°, pH 7

jest jedynie tylko kwas adenozynotrój fosforowy, natom iast, że nie m a tego 
działania kwas adenilowy. W ymiana listów z tym i autoram i w ykazała, że 
stosowali oni zamiast kwasu adenilowego produkt siedm iom inutowej hydro­
lizy kwaśnej kwasu adenozynotrój fosforowego, sądząc, że taka hydroliza 
daje kwas adenilowy. Tymczasem taka hydroliza kwaśna kwasu adenozyno­
trój fosforowego nie prowadzi do kwasu adenilowego, lecz daje adeninę 
i kwas rybozo-fosforowy, dwa ciała, k tóre rzeczywiście nie m ają wpływu 
na fosforolizę. K e n d a l  i S t i c k l a n d  po otrzym aniu z pracow ni 
lwowskiej kwasu adenilowego i inozynowego odwołali i sprostow ali po­
przednio ogłoszone wyniki (9). N iestety wyniki podane w ich pierwszej 
publikacji przeszły do publikacji referatow ych i wynikło z nich dużo za­
m ętu, gdyż ze względu na południk, pod którym  prace ich powstały, prze­
pisywano im wartość realną. W Annual Review of Biochemistry  K. L o h- 
m a n n (14) podaje kwas adenozynotrój fosforowy j ako jedyny ak tyw ator 
fosforolizy, a L u n d s g a a r d  (16) s ta ra  się, zupełnie niepotrzebnie, po­
godzić sprzeczności wyników K e n d a l  a i S t i c k l a n d a  z w ynikam i
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P a r n a s a  i M o c h n a c k i e j .  Działanie kw asu inozynowego jest słabsze 
od działania kwasu adenilowego. W moich doświadczeniach aktyw acja 
przez ¡kwas inozynowy w stężeniu 1/650 m olarnym  do 1/1000 m olarnym  
jest o 8 do 40% mniejsza, niż aktyw acja przez kwas adenilowy w tym  
samym  stężeniu. K i e s s l i n g  (10) stw ierdza fosforolizę glikogenu o 40% 
m niejszą przy aktyw acji przez kwas inozyno'wy od aktyw acji przez kwas 
adenilowy w stężeniach 1/25000 m olarnych.

G. T. C o r i ,  S. P.  C o l o  w i e k  i C. F. C o r i  (5) podają jako stężenia 
optym alne dla działania kwasu adenilowego M/1000, dla kwasu inozyno­
wego M/400, przy czym porównując efek t w stężeniach najsilniej działają­
cych znajdują, że kwas inozynowy aktyw uje o 70% słabiej.

Mechanizm działania kwasu adenilowego i inozynowego jako aktyw a­
tora fosforolizy nie jest jasny. Nie może jednak polegać na ufosforylowaniu 
tych ęiał i następowem u przeniesieniu grup fosforanowych na glikogen, 
gdyż produkty fosforylacji kwasu adenilowego, kw as adenozynotrój fosfo­
rowy i kwas adenozynodwufosforowy (5) są bez wpływu na tę reakcję, 
a produktów fosforylacji kwasu inozynowego nie znamy. Aktywacja fosfo­
rolizy kwasem adenilowym i inozynowym raczej może polegać na przybli­
żeniu cząsteczek reagujących ze sobą i polegać na działaniu podobnym, jak 
działanie jonów magnezowych.

II

Czy w mięśniu szkieletowym oprócz systemu rozkładającego glikogen 
na kwas mlekowy znajduje się także i system  hydrolizujący, przeobrażający 
glikogen w jednocukrowce lub dwucukrowce, jest jeszcze kwest ją  sporną.

Jeszcze C l a u d e  B e r n a r d  wiedział, że glikogen w m ięśniu nie 
rozpada się na cukrowce proste. Później u tarł się pogląd, że glikogenoliza 
zamienia glikogen na cukrowce proste, a te dopiero ulegają dalszemu roz­
kładowi. Poglądy te opierają się na stw ierdzeniu, że z glikogenu pod działa­
niem  enzymów mięśniowych powstają ciała redukujące. Dziś wiemy, że te 
ciała redukujące to przew ażnie estry  fosforowe jednocukrowców, to jest 
e ste r E m b d e n a. Dziś rzecznikiem teorii hydrolitycznego rozkładu gli- 
kogeinu jest R. W i l l s t a t t e r .

K.  L o h m a n n  (12) w r. 1926, a następnie A. D. B a r b o u r  (2) 
wyizolowali po inkubacji glikogenu z fosforanam i w wyciągu mięśniowym 
małe ilości kilkueukrowca, prawdopodobnie trójcukrow ca, k tó ry  w tedy był 
uważany za produkt hydrolizy glikogenu, a k tóry  dziś możemy pojmować 
inaczej. W cząsteczce glikogenu, oprócz wiązań m iędzy węglami 1 a 4, łączą­
cych 12 do 18 glukoz w łańcuchy (fragm ent takiego łańcucha podany jest 
jako wzór IV), są jeszcze — według H a w o r t h a  (17) — wiązania między 
węglami 1 a 6 niektórych, nielicznych reszt glukozowych. S t a u d i n-
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g e r  (25) przyjm uje ponadto jeszcze wiązania między węglami 1 a 2, 
1 a 3. W iązania te łączą poszczególne łańcuchy w cząsteczkę zawierającą 
około 2000 jednostek glukozowych. Jeżeli fosforoliza przeryw a tylko w ią­
zania m iędzy węglami 1 a 4, a pozostawia inne wiązania, to w ten sposób 
mogą z glikogenu po fosforolizie powstać nieufosforylowane kilkucukrowce.

W i l l s t a t t e r  (26) przyjm uje istnienie w mięśniu amylazy i podaje 
hipotezę, że glikogen nie ulega fosforylacji wprost; że amylaza hydrolizuje 
glikogen na specjalną form ę cukru, k tó ry  dopiero ulega fosforylacji i prze­
obrażeniu w kwas mlekowy.

W i l l s t a t t e r  w doświadczeniach na m ięśniu pokrajanym  lub na 
miazdze mięśniowej, przypisuje działaniu amylazy przyrost redukcji. Nie- 
powstawanie kwasu mlekowego z dodanego glikogenu po parogodzinnej 
autolizie lub  w zatruciu jodooctowym z równoczesnym zwiększeniem się 
redukcji tłum aczy jako zaham owanie przez oba te czynniki system u gliko- 
genolizy a aktyw acją amylazy.

T a b l i c a  9
Rozkład glikogenu w  w yciągach dializow anych, bez dodania fosforanów, w  obecności

chlorku potasow ego

W odny w yciąg m ięśniow y; autoliza: 8 godzin; dializa: 12 godzin; przecho­
w anie w  lodówce: 5 dni; zaw artość fosforu w olnego: 9 mgfYo.

Skład zacierów:

a. 20 m l w yciągu, 1 m l IN  KC1, 8 ml 2,5°/o glikogenu w  moderatorze
w eronalow ym

b- „ „ 8 ml. 2,5% glikogenu w  M/3 m ode­
ratorze fosforanow ym

Inkubacja w  20°, pH7

Ubytek glikogenu w  pro­
centach oznaczony 
nefelom etrycznie

Czas inkubacji 60 m inut 90 m inut

a 0 0
b 65 76

Dowody W i l l s t a t t e r a  na istnienie am ylazy w m ięśniu nie są 
ścisłe. Redukcja przypisyw ana cukrowcowi prostem u jest redukcją przez 
ester heksozo-jednofosforowy. W artość redukcyjna estru  E m b  d e n  a 
oznaczona m etodą H a g e d o r n a  i J e n s e n a  odpowiada 67°/o, metodą 
B e r t r a n d a  80% redukcji zawartego w nim  cukru. Autoliza powoduje 
rozkład kwasu adenozynotrójfosforowego, koenzymu przem iany estru

6 P o s tę p y  B io ch e m ii
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T a b l i c a  10
Rozkład glikogenu w  w yciągu dializow anym , bez dodania fosforanów, w  obecności

chlorku sodow ego

W yciąg m ięśn iow y wodny; autoliza: 5 godzin, dializa: 22 godzin: zaw artość
fosforu nieorganicznego: 5 mg®/#.

Skład zacierów:

a. 20 ml w yciągu, 1 m l IN 5 m l w ody, 2 m l M/3 mod. fos - 2 m l g li­
NaCl, foranow ego kogenu

2,7%>
b. 16 mg kw a­

su ade- 
nilow ego  
(M/685)

fi

c. „ 1 m l w ody 7 m l m ode­
ratora w e-  
ronalow ego

d. 1 m l 1 N NaCl

Inkubacja w  20°, pH 7

Zawartość glikogenu oznaczono m etodą P f l i i g e r a .  Do gorącego 60°/o 
w odorotlenku potasow ego dodano rów ną objętość zacieru i ogrzew ano  
przez godzinę w e w rzącej łaźni w odnej. Po ochłodzeniu strącano glikogen  
alkoholem  i przem yw ano alkoholem  i eterem . Po odparow aniu eteru, 
w yizolow any glikogen hydrolizow ano w  2,25% kw asie solnym  przez trzy  
godziny, w e  w rzącej łaźni w odnej. Po zobojętnieniu oznaczano redukcję  
m etodą H a g e d o r n a  i J e n s e n a .

mg glukozy po hydrolizie w yizolow anego
glikogenu (w całości)

Czas inkubacji 0 ' 3 godz. Różnica U bytek 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

E m b d e n a  w ester H a r d e n a - Y o u n g a ,  i następowe nagrom adza­
nie się estru  E m b d e n a .  Kwas jodooctowy jest jadem  reakcji oksydo- 
redukcyjnych, z którym i związane jest ufosforylowanie kw asu a den iłowe go 
i ester E m b d e n a  nagrom adza się tak, jak w autolizowanych wyciągach.

Dla stw ierdzenia, czy w  m ięśniu szkieletowym  znajduje się amylaza, 
używałam  wodnych wyciągów mięśniowych, dializowanych, o m ałej zaw ar­
tości fosforanów; w wyciągach takich, bez dodania fosforanów, glikogen 
nie znika zupełnie (tablica 9) lub znika w m ałym  stopniu (tablica 10); do­
danie jonu chlorowego, aktyw atora amylazy, jest bez wpływu. W yniki
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moich doświadczeń nie zupełnie zgadzają się z wynikami, k tó re  podał 
M y s t k o w s k i  (18). Stwierdza on w wyciągach dializowanych ubytek 
glikogenu; rozkład glikogenu aktyw ow any jest przez jon chlorowy; tworze­
nie się substancji redukującej przewyższa możliwą fosforylację przez za­
w arte  w  wyciągu fosforany.

W doświadczeniu podanym w tablicy 9 nie ma rozkładu glikogenu 
w obecności jonu chlorowego, jeżeli nie ma fosforanów. W doświadczeniu 
w tabeli 10, rozkład glikogenu w  obecności fosforanów aktyw ow any jest 
kwasem adenilowym; bez dodania fosforanów m ały ubytek glikogenu (c) 
nie jest zwiększony po dodaniu chlorku sodowego (d).

Wyciągi mięśniowe naw et po długotrw ałej dializie zaw ierają jeszcze 
fosforany wolne w ilości od 5 do 10 mg°/o. Małych ubytków glikogenu stw ier­
dzanych w takich wyciągach — bez dodania fosforanów — nie zwiększa 
dodanie jonu chlorowego (tablica 10). Rozkład glikogenu w obecności naw et 
m ałej ilości fosforanów i brak  aktyw acji przez jon chlorowy, wskazuje

T a b l i c a  11

D ziałanie floryzyny na rozkład glikogenu przez am ylazę ślinow ą i am ylazę trzustkową

Am ylaza ślinowa: przesączona ślina rozcieńczona dziesięciokrotnie w odą
destylow aną

Am ylaza trzustkowa: 0,5°/o roztw ór w odny preparatu Mercka.

Skład zacierów:

a. 4,8 ml am ylazy, 0,3 m l M/5, 0,4 m l w ody, 1,5 m l 3,4%> glikogenu
ślinow ej

c. 4,8 m l amylazy,
trzustkowej

d.

NaCl w  m oderatorze we- 
ronalow ym

0,4 m l flory­
zyny (M/87))

0,4 m l w ody

„ „ 0,4 m l flory- „

zyny (M/87))
Inkubacja 90 m inut w  tem peraturze 38°. Zawartość glikogenu oznaczona  
nefelom etrycznie w  przesączach trójchlorooctow ych .

Am ylaza ślinow a

Amylaza
trzustkowa

Ubytek glikogenu w  %

81,5
80,0

92.0
90.0

6*
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raczej na fosforolizę niż na hydrolizę. Aby uwolnić lub wykluczyć działania 
am ylazy w wyciągach z m ięśni szkieletowych, należało zupełnie zahamować 
działanie fosforolazy czynnikiem, k tóry  nie m a wpływu na amylazę.

Jadem  specyficznym fosforolizy glikogenu jest floryzyna. L u n d s -  
g a a r d  (15) zauważył wpływ floryzyny na powstawanie kwasu m leko­
wego w miazdze mięśniowej i wykazał, że działanie to polega na zaham o­
waniu fosforycji. O s t e r n ,  G u t h k e  i T e r s z a k o w e c  (19) stw ier­
dzili, że floryzyna w stężeniu 1/100 m olarnym  ham uje rozkład glikogenu 
na ester heksozo-j ednoifosforowy, a nie ma wpływu na powstawanie estru  
heksozo-dwufosforowego z estru  jednofosforowego i kwasu adenozynotrój-’ 
fosforowego.

Floryzyna nie działa na hydrolizę glikogenu przez amylazę. W zacie­
rach, zawierających amylazę ślinową lub trzustkow ą chlorek sodowy i gli- 
kogen rozpuszczony w m oderatorze weronalowym  lub fosforanowym, 
stw ierdzałam  rozkład glikogenu równie szybki po dodaniu floryzyny, jak  
w  próbach kontrolnych bez floryzyny. W tablicy 11 podane są wyniki tak ie ­
go doświadczenia

T a b l i c a  12

Rozkład glikogenu w  w yciągu z m ięśnia sercow ego w  zatruciu floryzynow ym

W yciąg w odny z m ięśnia sercow ego w ołu; autoliza: 6 godzin; dializa: 16 
godzin; zaw artość fosforu nieorganicznego: 5 mg°/o

Skład zacierów:

a. 20 m l w yciągu, 2,5 m l w ody, 2 m l 3,84% glikogenu

b. „ 1 m l w ody
1.5 ml floryzyny (M/120) „

c. „ 1, ml IN  NaCl
1.5 m l floryzyny (M/120) „

Inkubacja w  20°, pH 7

Ubytek glikogenu w %  
oznaczony nefelom e­

trycznie

Czas inkubacji 2 godz. 5 godz.

a. 0 0
b. 0 0
c. 33 63
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Wyciągi z m ięśnia sercowego zaw ierają obok fosforolazy także i amy- 
lazę (1), k tóra aktyw uje się przez jon chlorowy i w nieobecności fosforanów 
hydrolizuje glikogen. W wyciągach z m ięśnia sercowego floryzyna w obec­
ności chlorku sodowego nie ma wpływu na rozkład hydrolityczny glikogenu 
(tablica 12)

Inaczej zachowują się wyciągi z mięśnia szkieletowego. Jeżeli w diali­
zowanych wyciągach, bez dodania fosforanów, zaham uje się floryzyną i tak 
już słaby rozkład glikogenu, to dodanie jonu chlorowego jest bez wpływu, 
glikogen nie znika. W yciągi takie, które po uzupełnieniu fosforanami roz­
kładają gładko glikogen, nie były poddawane żadnej inaktywacji, która 
mogłaby ew entualnie wpłynąć i na amylazę (tablica 13)

T a b l i c a  13

Rozkład glikogenu w  w yciągu z m ięśnia szkieletow ego w  zatruciu floryzynow ym

1 m l 3,82°/o glikogenu

W yciąg w odny z m ięśnia szkieletow ego; autoliza: 3 godziny; dializa: 17 
godzin; zaw artość fosforu nieorganicznego: 8 mg°/e 

Skład zacierów:
1.5 m l M/3 moderatora  

fosforanow ego
1.5 m l w ody  
1 m l w ody
0.5 m l floryzyny (M/125)
1, m l 1 N NaCl
0,5 m l floryzyny (M/125)

a. 10 ml w yciągu,

d.

Inkubacja w  20°, pH 7

Tab. a mg fosforu w  całości

Czas inkubacji 0 90 m inut U bytek 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 U bytek glikogenu w  % po 90 m inu­
tow ej inkubacji

Oznaczenie N ef. P

a. 85 66
b. 10 3,3
c. 0 0
d. 0 0
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Floryzyna, która n ie  m a działania na am ylazę ślinową trzustkow ą, i na 
amylazę zaw artą obok fosforolazy w wyciągu z mięśnia sercowego, ham uje 
zupełnie rozkład glikogenu w wyciągach z m ięśni szkieletowych i zaham o­
wania tego nie można usunąć przez jon chlorowy, k tóry  aktyw uje am ylazę 
w wyciągu z mięśnia sercowego.

W doświadczeniach powyżej podanych nie stw ierdziłam  w wyciągach 
z m ięśni szkieletowych królika, działania na glikogen, k tóre można by przy­
pisać amylazie. Glikogen ulega rozkładowi tylko w obecności fosforanów, 
rozkład ten  ham uje floryzyna, na zaham owanie to nie wpływa jon chlorowy. 
W ynika z tego, że r o z k ł a d  g l i k o g e n u  w p r z e m i a n a c h  
w s t ę p n y c h  p o l e g a  t y l k o  n a  f o s f o r o l i z i e .

Streszczenie

1. A ktyw atorem  fosforolizy obok kw asu adenilowego jest także i kwas 
inozynowy.

2. A ktyw acja fosforolizy kwasem adenozynotrój fosforowym sprowadza 
się do aktyw acji przez pow stały w wyciągu z kwasu adenozynotrój fosforo­
wego kwas adenilowy lub z kolei kwas inozynowy.

3. Pyrofoisfataza rozkładająca kw as adenozynotrój fosforowy i znajdu ją­
ca się w wyciągach nie ulega zniszczeniu przez autolizę, dializę i przez prze­
chowanie wyciągu parę tygodni. Wyciągi nieczynne fosforolitycznie zawie­
rają  pyrofosfatazę.

4. Floryzyna nie ham uje działania hydrolizującego amylaz.
5. Rozkład glikogenu w procesach wstępnych polega tylko na fosforoli­

zie.
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P O S T Ę P Y  B I O C H E M I I

TOM IV  1958 Z ESZY T 1

TADEUSZ M ANN

Ergotioneina, jej występowanie i rola w przyrodzie

Odkrywcą ergotioneiny w przyrodzie był badacz francuski T a n  r  e t 
(41), k tóry  wyosobnił tę substancję w roku 1909 ze sporyszu (ergot, Clavi- 
ceps purpurea) i wykazał, że jej skład chemiczny odpowiada wzorowi: 
C 9 H 1 5 N 3 O 2 S .  W  dwa lata później B a r g e r  i  E w i n s  (2 ) wykazali, że 
ergotioneina jest betainą tiolohistydyny (wzór I) i zawiera siarkę w formie 
łatwo odszczepialnej, k tóra przechodzi pod wpływem  odczynników u tlen ia­
jących, jak  np. woda brom owa lub chlorek żelazowy, w wolny kw as siarko­
wy. Łatwość, z jaką można odszczepić siarkę, odróżnia ergotioneinę od 
dwóch innych związków siarkowych występujących w przyrodzie, a m ia­
nowicie cysteiny i glutanionu, i stanowi ona podstawę jednej z m etod uży­
wanych do różnicowego i ilościowego oznaczania ergotioneiny (5, 42). Osta­
teczny dowód na s tru k tu rę  chemiczną ergotioneiny przeprowadzili dopiero 
kilka lat tem u H e a t h ,  L e w s o n  i R i m i n g t o n  (11, 12), k tórym  to 
badaczom udało się sporządzić ergotioneinę syntetyczną z tiolohistydyny.

^ N- C H
K S—C

N—C—CH 2—CH-COO-  Wzór I: Ergotioneina

N —C—CHa—CH-COOH Wzór II: 2-T iolohistydyna  
H I

N H 2

/ ^ - < f H
S - C

C_H5OOC
N—C—CH2—CH-COOH Wzór III: 2-S-K arboetoksyhistydyna

I
NH,

[89]
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Zasadnicze kroki w  tej syntezie były (i) przekształcenie tiolohistydyny 
(wzór II) w 2-S-karboetoksyhistydynę (wzór III); (ii) m etylowanie za po­
mocą jodku metylowego, w obecności tlenku  srebra, na związek srebrow y 
betainy 2-S-karboetoksyhistydyny; (iii) hydroliza i dekarboksylacja tegoż 
związku, w obecności 3 N kwasu solnego; (iv) usunięcie srebra z roztw oru 
za pomocą siarkowodoru, i strącenie wolnej ergotioneiny w formie związku 
z kwasem  fosf o t o  wolframowym; i ( v )  przem iana w  związek barowy, z nastę ­
powym usunięciem baru  i strąceniem  wolnej ergotioneiny w form ie k ry ­
stalicznej za pomocą etanolu.

Tiolohistydyna jako taka n ie  została dotychczas nigdy odnaleziona 
w  przyrodzie, a otrzym ać ją  można wyłącznie drogą syntezy chemicznej (1, 
10). Co więcej, tiolohistydyna nie działa w  ustroju zwierzęcym jako czyn­
nik wzrostowy i nie można jej użyć do zastąpienia histydyny (37). Podana 
zwierzęciu w pokarm ie wydziela się przew ażnie w moczu, w form ie niez­
m ienionej (13).

Sporysz, z którego można otrzym ać ergotiomeinę w ilościach od 65 do 260 
mg/100 g (6, 23, 39), uchodził aż do roku 1925 za jedyne źródło ergotioneiny 
w  przyrodzie. W tym  to roku jednak H u n t e r  i  E a g l e s  (21) izolowali 
z krw inek świni substancję krystaliczną, k tó rą  nazwali „sym pectothion” (22) 
i która, choć nie identyczna z kwasem  moczowym, wykazała właściwości 
podobne do kwasu moczowego, dając identyczne reakcje barw ne z kwasem  
fosforowolf ram owym  i arsenofoisforowolframowym. Niezależnie od tych 
autorów  inna grupa badaczy am erykańskich, a mianowicie B e n e d i c t, 
N e w t o n  i B e h r e  (3), uzyskała z k rw i substancję o własnościach po­
dobnych. Ta druga substancja, nazw ana „thiasin”, okazała się w krótce nie 
tylko identyczna ze sympectothionem, ale jednocześnie także z dawna już 
znaną ergotioneiną (7, 38). Badania dalsze wykazały, że ergotioneina krw i 
(niekiedy nazywana też w litera tu rze  am erykańskiej „thioneine”) znajduje 
się ty lko wew nątrz ciałek czerwonych, a b rak  jej zupełnie w osoczu lub  su­
rowicy. Do ilościowego oznaczania ergotioneiny we krw i używa się obecnie 
najczęściej m etody kolorym etrycznej H u n t e r a  (18, 19, 24), opartej na 
reakcji dwuazowej. Zawartość ergotioneiny we krw i jest znacznie niższa 
niż w sporyszu; waha się ona od 1,8 do 1,95 mg/100 m l u człowieka; od 1,3 do 
3,1 mg/100 ml u szczura; i  od 2,0 do 26,5 mg/100 m l u świni (20).

Przed kilku la ty  udało się nam  stw ierdzić w  współpracy z badaczem wło­
skim E n z o  L e o n e ,  ż e w  ustroju zwierzęcym istnieje oprócz krw i drugie 
jeszcze, i to znacznie bogatsze źródło ergotioneiny, a mianowicie w osoczu 
nasienia świni (25, 32). Przez szereg lat poprzedzających odkrycie ergotio­
neiny w nasieniu męskim wiadome było, że osocze nasienia zarówno czło­
wieka j:ak i różnych zw ierząt zawiera składnik niebiałkowy, k tó ry  m a zdol­
ność do redukow ania na zimno zarówno azotanu srebra jak  i 2 : 6-dwuchlo- 
rofenoloindofenolu. W braku jednak dokładniejszych danych o istocie che­

v
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micznej tegoż składnika uważano go powszechnie za kw as askorbinowy, 
k tó ry  jak to wiadomo, posiada podobne właściwości redukujące (4). Celem 
stw ierdzenia identyczności redukującej substancji w nasieniu podjęliśm y 
próbę izolacji z nasienia knura. Do wyboru tego zwierzęcia skłonił nas fakt, 
że e jaku laty  knura cechuje w yjątkow o duża objętość, a m ianowicie od 150 
do 500 ml. W trakcie oczyszczania zauważyliśmy, że równolegle ze zdolnoś­
cią do redukow ania azotanu srebra i dwuchlorofenoloindofenolu w zrasta 
proporcjonalnie zawartość siarki związanej w formie organicznej. Przeko­
naliśm y się jednak natychm iast, że siarka ta nie pochodzi an i od cysteiny, 
ani od glutationu, gdyż obecna jest w form ie bardzo labilnej, przechodzącej 
łatwo w kwas siarkowy. Kiedy wykonaliśm y reakcję dwuazową, w ypadła 
ona dodatnio, a w m iarę dalszego oczyszczania substancj i, otrzym aliśm y pre­
paraty , w których zawartość siarki była proporcjonalna do intensywności 
odczynu dwuazowego. W szystkie te  dane przem aw iały za tym , że substan­
cja redukująca zaw arta w nasieniu knura nie jest kwasem -askorbinowym, 
tak  jak  to m ylnie przypuszczali daw ni badacze, lecz jest identyczna z ergo- 
tioneiną. Przypuszczenie to okazało się słuszne i dalsze oczyszczanie dopro­
wadziło w  końcu do wyosobnienia krystalicznej substancji o składzie iden­
tycznym  z ergotioneiną, a więc C 9 H 1 5 N 3 O 2 S .  Czystość p repara tu  przekry- 
stalizowanego kilkakrotnie (z etanolu) potwierdzona została przez porów na­
nie z ergotioneiną syntetyczną, a analiza chrom atograficzna nie wykazała 
obecności jakichkolw iek aminokwasów dających odczyn ninhydrynow y, 
a także nie ujaw niła jakichkolw iek innych związków siarkowych. Nadmienić 
należy, że ergotioneiną, choć spokrewniona chemicznie z aminokwasami, 
nie daje odczynu z ninhydryną, gdyż jej grupa aminowa nie jest wolna. Z tej 
to przyczyny zapewne obecność ergotioneiny w  nasieniu uchodziła przez tak 
długi czas uwadze różnych badaczy, k tórzy  posługiwali się przy chrom ato­
grafii nasienia odczynem ninhydrynow ym .

Przy  dokładniejszym  badaniu (32) okazało się, że ergotioneiną nasienia, 
w odróżnieniu od ergotioneiny krwi, ma charakter składnika zew nątrzko- 
mórkowego, a kom órki plem nikowe nie zaw ierają jej zupełnie. Źródłem  
ergotioneiny w ustroju knura okazały się pęcherzyki nasienne (vesicae se- 
minales). Są to duże narządy  wypełnione zwykle obfitą, kleistą wydzieliną
0 objętości stu lub kilkuset m ililitrów. W ydzielina ta zawiera oprócz ergo­
tioneiny także fruktozę (27), kwas cytrynow y (17) i  inozytol (28, 29). Cechu­
je się ona tym , że podczas ejakulacji w ypływa nieco później niż plem niki
1 stanowi tzw. poplemnikową frakcję nasienia (8, 31). W próbkach wydzieliny 
pęcherzyków nasiennych pobranych od dwudziestu różnych knurów  znaleź­
liśmy od 29 do 256 mg/100 mi; przeciętna wartość wynosiła 79 mg/100 ml.

K nur nie jest bynajm niej jedynym  zwierzęciem, u którego ergotioneiną 
w ystępuje w nasieniu. Szczególnie wysokie stężenie ergotioneiny cechuje 
również nasienie ogiera (33), a ostatnio udało się nam  także stw ierdzić obe­
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cność pokaźnych ilości ergotioneiny w w ydzielinach z męskich gruczołów 
dodatkowych dwóch zwierząt owadożernych, a mianowicie kreta  i jeża (30). 
Nasienie człowieka zawiera ergotioneiny bardzo niewiele, a nasienie byka 
zaledwie ślady. Wysoka zdolność redukująca osocza nasiennego byka wzglę­
dem azotanu srebra  i dwuchlorofenoloindofenolu pochodzi głównie od kw a­
su askorbinowego, o czym można się przekonać używając m etody dw unitro- 
fenilohydrazynowej (32, 40).

B i o s y n t e z a  e r g o t i o n e i n y  w u s t r o j u  z w i e r z ę c y m .  
Jak  dotąd, brak jest dowodu na to, że ustrój zwierzęcy m a zdolność do bio­
syntezy ergotioneiny, a wszystkie ostatnio w ykonane doświadczenia w ska­
zują raczej, że ergotioneina krw inek i osocza nasiennego jest pochodzenia 
egzogennego. Przem aw iają za tym  przede wszystkim  doświadczenia wyko­
nane nad wpływem pokarm u na poziom ergotioneiny we krw i i w nasienia, 
Z naszych doświadczeń wynika, że ergotioneina syntetyczna, zaw ierająca 
siarkę radioaktyw ną, wydziela się w stanie niezm ienionym  w osoczu nasien­
nym knura  (13). Po podaniu m etioniny opatrzonej grupą sulfhydrylow ą ra ­
dioaktywną zjawia się wprawdzie w nasieniu związek siarkowy, zaw ierają­
cy siarkę w formie łatw o odszczepialnej, i zachowujący się chemicznie b a r­
dzo podobnie do ergotioneiny, ale nie jest on identyczny z ergotioneiną; 
krystaliczna ergotioneina sporządzona z nasienia knura żywionego pokar­
mem z domieszką radioaktyw nej m etioniny jest pozbawiona radioaktyw noś­
ci (14, 36).

Choć ustrój zwierzęcy, jak  się wydaje, jest pozbawiony zdolności do two­
rzenia własnej ergotioneiny, ma on dużą zdolność do przysw ajania ergotio- 
neiny podanej w pokarmie, a także do przetw arzania pewnych substancji 
pokarmowych na ergotioneinę. Na razie b rak  jednak dokładniejszych da­
nych dotyczących istoty chemicznej „prekursora” ergotioneiny. W roku 
ostatnim  pojawiło się natom iast k ilka prac nad m echanizm em  tworzenia 
się ergotioneiny w sporyszu. Prace te wykazały, że biosynteza ergotioneiny 
przebiega gładko w kulturach  Claviceps purpurea. H e a t h i W i 1 d y (15, 
16) wykazali, że octan zaw ierający węgiel radioaktyw ny zużyty zostaje przez 
kulturę C. purpurea na syntezę histydyny i ergotioneiny. W edług tych au to­
rów ergotioneina tworzy się prawdopodobnie drogą m etylacji histydynolu 
(alkoholu wywodzącego się od histydyny) i następowego utlenienia betainy. 
Tym samym autorom udało się również wykazać, że C. purpurea  m a zdol­
ność do przetw arzania grupy sulfhydrylow ej zaw artej w m etioninie na g ru ­
pę sulfhydrylow ą ergotioneiny. Nie oznacza to naturalnie, że m etionina jest 
bezpośrednim dawcą siarki ergotioneiny, a istnienie związku pośredniego 
m iędzy m etioniną i ergotioneiną jest wysoce prawdopodobne. Z ostatnich 
prac M e l v i l l e ’a i jego współpracowników (34, 35), wynika, że zdolność 
do biosyntezy ergotioneiny nie jest ograniczona do C. purpurea, lecz że po­
siadają ją  również inne grzybki, a w szczególności Neurospora crassa. Auto-
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rowie ci wykazali, że w odróżnieniu od (2-14C)-L-histydyny, k tóra zamienia 
się w pleśni na (14C)-ergotioneinę, tiolohistydyna zawierająca radioaktyw ny 
węgiel nie może służyć jako podłoże do syntezy ergotioneiny. Ci sam i bada­
cze w ykazali również, że z m etioniny zawierającej 14C w  grupach m etylo­
wych tworzy się w kulturach pleśni (14C)-ergotioneina, zaw ierająca węgiel 
radioaktyw ny całkowicie w postaci grup m etylowych.

C z y n n o ś ć  f i z j o l o g i c z n a .  Nasze doświadczenia dotyczące 
funkcji ergotioneiny w nasieniu zwierzęcym wskazują, że grupy SH ergo­
tioneiny, dzięki swojej zdolności redukującej, są w stanie działać redukująco 
na grupy SH zawarte w  białku wewnątrzkom órkowym  plemników. Z d ru ­
giej strony wiadomo dobrze, że ruchliwość plem ników zależna jest ściśle 
od tego, czy ich białka wew nątrzkom órkowe znajdują się w stanie zreduko­
wanym  tzn. w formie sulf hydrylow ej. Wszelkie odczynniki, k tóre łączą się 
z grupam i SH, lub które u tleniają te grupy na S-S, działają na plem niki 
zabójczo, pozbawiając je ruchliwości. Tłumaczy, to  dlaczego substancje tego 
rodzaju, jak  niektóre związki organiczne rtęci, posiadają zdolność inakty- 
wowania plemników. Podobnie działają również kwas jodooctowy, kwas 
jodoisobenzoesowy i  woda utleniona. Z naszych doświadczeń w ynika, że 
ergotioneina m a zdolność „chroniącą” względem plemników, tj. dodana do 
nasienia chroni ona plem niki przed działaniem substancji inaktyw ujących 
grupy sulfhydrylowe (32). Inną ciekawą czynność ergotioneiny zaobserwo­
wali niedaw no G r o s m a n  i K a p ł a n  (9). Przekonali się oni, że czyn­
ność oczyszczonej „DPN-azy” czyli enzym u sporządzonego z krw inek, k tóry  
cechuje się zdolnością odszczepiania amidu kwasu nikotynowego z nukleo- 
tydu dwufosfotpirydynowego (kozymazy), daje się zahamować za pomocą 
amidu kwasu nikotynowego tylko wtedy, gdy dodano ergotioneiny. Stąd 
też p reparaty  „DPN-azy” krw inkow ej, z k tórych usunięto ergotioneinę 
przez oczyszczenie, nie są wrażliwe na ham ujący wpływ amidu kw asu niko­
tynowego1.

Do całkowitego w yjaśnienia roli ergotioneiny w ustroju droga jest p raw ­
dopodobnie daleka i  brak również jeszcze danych dotyczących m echanizm u 
przem ian enzym atycznych, k tórym  ergotioneina podlega w w ątrobie i w  in­
nych tkankach. W ydaje się jednak prawdopodobne, że pierwszy krok 
w przem ianie ergotioneiny stanow i utlenienie grup sulf hydry lowych, za­
tem przem iana związku zredukowanego, cechującego się obecnością grup 
SH, na związek utleniony zaw ierający grupy -S-S.

Zdolność ustroju męskiego do wydzielania ergotioneiny w nasieniu za­
leżna jest od obecności horm onu płciowego męskiego. Znika ona zupełnie 
po usunięciu jąder, a powraca szybko po wstrzyknięciu testosteronu. Nie 
jest rzeczą wykluczoną, że zdolność tworzenia się ergotioneiny szpiku kost­
nego i krw inek zależna jest również w pewnej mierze od obecności horm o­
nów płciowych. W skazują na to ostatnie doświadczenia nad zachowaniem
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się ergotioneiny we krw i szczura (26), które wykazały, że samce posiadają 
dużo wyższy poziom ergotioneiny we krw i aniżeli samice, i że poziom we 
krw i samic można znacznie podwyższyć przez zastrzyki testosteronu.
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P O S T Ę P Y  B I O C H E M I I

TOM IV  1953 ZESZY T  1

J. L. REIS

O 5-nukleotydazie *

Badania nad 5-nukleotydazą rozpoczęły się w pracowni profesora P  a r-  
n a s a  w roku 1934. W tym  czasie O s t e r n  i M a n n  (16) badali 
przem iany, jakim  podlega kwas adenilowy w m ięśniach sercowych. Kw as 
adenilowy, jak  wiadomo, pobudza mięsień sercowy do skurczu, jednak dzia­
łanie to szybko ustaje na skutek rozkładu kwasu adenilowego. Obecna 
w m ięśniach sercowych dezam inaza kwasu adenilowego okazała się właśnie 
tym  czynnikiem, k tó ry  przem ienia kw as adenilowy w inozyno wy, związek 
nie posiadający już działania skurczowego na mięśnie sercowe. W ydawało 
się jednak  bardzo prawdopodobnym, że i inna droga rozkładu kwasu adeni­
lowego jest tu  możliwą, a mianowicie jego przem iana przez odszczepienie 
fosforanu w adenozynę i dezaminacj a tej ostatniej przez obecną w m ięśniach 
sercowych dezaminazę adenozynową. Na tę  drogę rozkładu kwasu adenilo­
wego wskazywało w szczególności to, że jego dezaminacja przez miazgę 
m ięśni sercowych niektórych zwierząt dawała się w znacznym stopniu za­
hamować dodaniem  fosforanów. Oczywiście do tego procesu potrzebne by 
było działanie fosfatazy. O obecności fosfotaz w m ięśniach w tym  czasie 
niczego nie wiedziano i wobec tego profesor P a r n a s  polecił m i przeba­
danie tego zagadnienia.

W ybiórczość

W wyniku przeprowadzonych doświadczeń okazało się, że miazga mięśni 
sercowych m a dużo silniejsze działanie defosforylacyjne niż m iazga m ięśni 
szkieletowych, a także, że działanie to ogranicza się przew ażnie do kwasu 
adenilowego (tzw. ,,m ięśniowego” czyli nukleotydu adenozyno-5-fosforo- 
wego) id o  kwasu inozynowego (inozyno-l5-fosforowego). W tych samych wa­
runkach doświadczalnych kwas glicerofosforowy (a i (3), lub ester glukozo- 
fosforowy ulegają hydrolizie w dużo m niejszym  stopniu. Fakt, że nukleotyd 
adeninowy (kwas adenilowy „drożdżowy” czyli adenozyno-3-fosforowy) 
albo gwanilowy (gwanozyno-3-ifosforowy) podlegały roszezepieniu w stop­
niu podobnym do np. glicerofosforanu, a nie w stopniu podobnym do kwasu 
adenilowego ,,mięśniowego” (adenozyno-5-fosforowego) pozwolił ustalić, że
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w arunkiem  wybiórczości jest tu  swoista s tru k tu ra  estrów  (nukleotydów) 
nukleozydo-5-fosforowych, a mianowicie związanie fosforu z piątym  w ę­
glem pentozy. Stąd powstała nazwa zaproponowana przez profesora P a r ­
n a s a :  5-nukleotydaza ( R e i s  18,19).

W ostatnich czasach zagadnienie wybiórczości 5-nukleotydazy zostało 
opracowane przez H e p p e l a  i H i 1 m o e ’go (6). Przebadali oni kilka 
dotychczas nie badanych pod tym  względem nukleotydów „5-fosforowych”, 
potwierdzając dotychczasowe w yniki wskazujące na w ybitną wybiórczość 
tego enzymu. Nawet wywodzące się z kwasu adenilowego estry  adenozyno- 
-5-trójfosforowy lub adenozyno-5-dwufosforowy już nie podlegają działa­
niu 5-nukleotydazy (tabl. 1); to  samo tyczy się estru  rybozo-5-fosforowego.

T a b l i c a  1

W ybiórczość 5-nukleotydazy

Reis (23) (pH 7-5) Heppel i Hilmoe  (6) 
(pH 8-5)

E s t e r biała sub­
stancja

część ko­
rowa ner­

osocze płynu nasien­
nego bydlęcego

mózgu
bydlęcego

ki bydlę­
cej surowe preparat

oczyszczony

cytydyno-5-fosforow y 250 268
urydyno-5-fosforow y — _ 227 220
inozyno-5-fosforow y 120 100 115 113
adenozyno-5-fosforow y 100 100 100 100
nikotam idorybozo-5-fos-

forowy
— — 70 67

adenozyno-3-fosforow y 2.0 _ 0.2 0.004
gw anozyno-3-fosforow y
adenozyno-5-trójfosforo-

— — 0.4 0.01

w y
adenozyno-5-dw ufosforo-

16 — 2.8 0.39

w y -— _ 7.6 0.9
rybozo-5-fosforow y — _ 1.3 0.8
glukozo-6-fosforow y
fru k tozo-l,6-dw ufosforo-

2.0 — 0.7 0.01

w y 14 — 0.3 0.01
a glicerofosforow y 1.1 145 _ _
(3 glicerofosforow y 2.9 172 0.7 0.004
kw as pyrofosforow y 1.7 — 0.2 0.004

W y n ik i p o w y ższe  pod an o  w  sikiali p o ró w n a w cze j, p rzy jm u ją c  d la  k w a su  a d en ilo ­
w e g o  „ m ię ś n io w e g o ” (ad etn ozy lo -5 -fo sforow ego) w a r to ść  100.

W y cią g  su b s ta n c ji b ia łe j mózigu z a w ier a  p e w n ą  i lo ś ć  fo s fa ta z y  n ie w y b ió r c z e j ; 
oso cz e  p ły n u  n a s ie n n e g o  b y d lę c e g o  m a ty lk o  b ard zo  n ie z n a c z n ą  i lo ś ć  te g o  e n z y ­
m u . W yciąg  z  k o ro w ej c zę śc i n e r k i b y d lęc e j  p o d a n o  tu  ja k o  p rzy k ła d  d zia łan ia  
fo s fa ta z y  n ie w y b ió r c z e j  (alkaliczm eij), w o ln e j od1 5 -n u k le o ty d a zy .
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Metodyka oznaczeń

N iestety nic jesteśm y w stanie oznaczyć aktywności ¡5-nukleotydazy 
bezpośrednio, a to z tego powodu, że jej podłoże: nukleotydy „5-fosforowe” 
są także rozkładane przez niewybiórczą fosfatazę. Wobec tego musimy 
zawsze porównywać w yniki otrzym ane przy użyciu jakiegoś nukleotydu 
,,5-fosforowego”, np. kwasu adenilowego lub inozynowego, z wynikam i 
otrzym anym i dla jakiegoś innego estru  fosforowego, np. fenylofosforanu lub 
glicerofosforanu. Różnica między tym i dwiema wartościam i odpowiada 
w  przybliżeniu działaniu 5-nukleotydazy. Oczywiście m etoda ta  nie jest do­
kładną; wiadomo, że fosfataza niewybiórczą działa w różnym stopniu na 
różne estry  fosforowe, więc też otrzym ane wyniki możemy uważać tylko 
jako przybliżone.

W moich doświadczeniach porównując aktywności rozm aitych tkanek., 
wykonywałem  oznaczenia w pH 7,5. Optym alne pH 5-^nukleotydazy nie od­
biega daleko od tego oddziaływania. Fosfataza niewybiórczą ma w tym  
oddziaływaniu bardzo niską aktywność, dzięki czemu nie przysłania ak tyw ­
ności 5-nukleotydazy. Porównanie aktywności obydwóch tych enzymów 
w  fizjologicznym oddziaływaniu wydaje się bardzo ważne jeśli chodzi o ich 
znaczenie w organizmie.

5-Nukleotydaza zarówno jak  i fosfataza działają w pewnych granicach 
praw ie niezależnie od stężenia podłoża i proporcjonalnie do czasu reakcji
i do ilości enzymu. Dzięki tem u też można przeliczać wyniki różnych do­
świadczeń celem otrzym ania czegoś w rodzaju jednostek działania enzymu. 
Wygodnie jest obliczać ilość iigP fosforanu odszczepionego przez działanie 
wyciągu z jednego mg tkanki w ciągu 1 godziny, pH 7.5, t. 38°. W ten sposób 
doświadczenia wykonane z różną ilością wyciągu tkankowego i w różnych 
czasach inkubacji można ze sobą porównywać. Oczywiście unikać należy 
zbyt dużej hydrolizy podłoża nie przekraczając 50°/o.

Wyciągi tkankowe sporządzano pozostawiając drobno zmieloną („homo- 
genised”) tkankę z 10- lub 20-krotną ilością wody i kilkoma kroplam i chloro­
form u przez 2 doby w tem peraturze pokojowej. Po odwirowaniu części n ie­
rozpuszczalnych otrzym any wyciąg używano do oznaczeń aktywności 
enzymów.

Szczegóły moich oznaczeń są następujące:
Do probówki zawierającej 1.6 m l 0.05 M m oderatora weronalowego

o pH 7.5, i 0.2 ml 0.01 M roztworu podłoża (pH 7.5) tj. kwasu adenilowego 
'lub fenylofosforanu sodowego, umieszczonej w term ostacie wodnym o t. 38°, 
dodawano 0,2 m l wyciągu tkankowego. Po upływie czasu inkubacji (zwy­
kle 15 do 60 min.) dodawano 4 m l 5%  kwasu trój chlorooctowego i po­
w stały osad odwirowywano. P łyn  przelew ano do innej probówki i oznaczano 
w nim wolny fosforan m etodą kolorym etryczną F i s k e  i S u b b a r o w a .

7 P o s tę p y  B io c h e m ii
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[4] O 5-N U K L E O TY D A Z IE 99

Dla otrzym ania barw y dodawano 0.2 m l 10% m olibdenianu amonowego 
w 30% (obj.) kwasie siarkowym  i 0.1 ml 0.2% kwasu am ino nafto losu 1 fono- 
wego w 12% kw aśnym  siarczynie sodowym i 2.4°/'o siarczynie sodowym 
(kryst.). Probówkę wstawiano na 10 min. do term ostatu  wodnego o t. 38°, 
poczem oznaczano intensywność barw y fotom etrem .

W ystępowanie

Działanie '5-nukleotydazy najpierw  było opisane w m ięśniach sercowych. 
Za sugestią O s t e r n a  przeprowadzono dalsze badania na tkance mózgo­
wej, rozszerzając je później i na inne tkanki zwierzęce. Jak  widać z tab li­
cy 2 i 3 (R e i s  20, 21, 22, 24), występowanie 5-nukleotydazy jest bardzo 
nierównom ierne. Dotychczas nie udało się ustalić żadnych reguł. Różnice 
między zw ierzętam i są bardzo wielkie. Zw raca uwagę fakt, że w tkankach, 
które dotychczas uważano za typowe dla niewybiórczej fosfatazy, 5-nukleo- 
tydaza często także występuje, m ając w fizjologicznym oddziaływaniu 
aktywność często dużo większą od fosfatazy. Dla przykładu można wym ie­
nić z tkanek ludzkich część korową nerki, chrząstkę kostniejącą (rys. 2) 
albo sploty naczyniaste mózgu. W ydaje się, że istnieją pewne gatunki zwie­
rząt, ogólnie biorąc, obfitujące w 5-nukleotydazę, jak  np. szczur, u którego

T a b l i c a  3

W ystępow anie 5-nukleotydazy w  tkankach ludzkich R e i s  (24)

A F A F

N erw  obw odow y 2.6 < 0.1 N aczyniów ka 1.8 0.3

Mózg (kora) 1.8 0.2 Sploty naczyniaste 3.2 0.6
Ściana aorty 2.5 <0.03

Siatków ka 2.2 < 0.1 Jądro 3.8 0.1

Wątroba 0.9 0.1 Tarczyca 4.9 0.05
Przysadka

Nerka (cz. korowa) 1.2 0.5 (cz. przednia) 4.2 0,2
Płuca 1.2 0.2 Przysadka

Jelito czcze 0.6 0.4 (cz. tylna) 21.2 0.6
Chrząstka kostn ie­

Łożysko 3.9 1.3 jąca 3.7 1.2

W p o w y ższe j ta b lic y  p o d a n o  d z ia ła n ie  w y c ią g ó w  tk a n k o w y c h  n a  k w a s  a d e n ilo ­
w y  (A), tj . a d e n o z y n o -5 -fo s fo r o w y , i n a  k w a s  fe n y lo - fo s fo r o w y  (F). R ó żn ica  p o m ię ­
d zy  ty m i w a r to śc ia m i (A —  F) od p o w ia d a  d z ia ła n iu  5-m uikleotydezy.

W yn ik i z o s ta ły  podlane (p o  p r z e licz en iu ) p o d  p o sta c ią  i lo ś c i /¿gP fo s fo r a n u  o d -  
szczep iom ego w  c ią g u  je d n e j g o d z in y  (t. 33P, pH  7.5) p rzez  d z ia ła n ie  w y c ią g u  o d p o ­
w ia d a ją ceg o  1 m g  tk a n k i.
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100 J . L . REIS [6]

enzym  ten  jest wysoce aktyw ny we wszystkich tkankach. Ze zw ierząt 
posiadających raczej niewiele tego enzym u wymienić można gołębia, u k tó ­
rego 5-nukleotydazę stwierdzono ty lko  w tkance płucnej. Nie ma tu jednak 
pod tym  względem wyraźnego podziału i poza podanymi skrajnym i przy­
padkam i można znaleźć wszelkie form y przejściowe.

G u l i a n  d i J a c k s o n  (5) stw ierdzili wysoce aktyw ną 5-nukleoty­
dazę w jadzie niektórych wężów. M a n n  (9) znalazł dużo 5-nukleotydazy 
w osoczu bydlęcego płynu nasiennego. R e  i s  (24) przebadał dokładniej 
tkanki ludzkie, znajdując 5-nukleotydazę praw ie wolną od fosfatazy w ścia­
nie aorty  (rys. 1) i w gruczole tarczowym  (tab. 2). Najmocniejsza 5-nukleo- 
tydaza w tkankach ludzkich w ystępuje w tylnej części przysadki mózgowej. 
Ta wysoka aktywność tylnej części przysadki m a miejsce tylko u człowieka. 
Jak  wynika z dotychczasowych badań, n ie możnia tego samego stwierdzić 
u zwierząt. D i x o n  i P u r d o m  (3) badali obecność 5-nukleotydazy 
w surowicy ludzkiej, porównując ją  z fosfatazą niewybiórczą. Aktywność 
obydwóch enzymów narasta  w żółtaczce zastoinowej. W chorobach kości, 
jak  w krzyw icy lub chorobie Pageta, narasta ty lko aktyw ność fosfatazy.

Własności

W pływ  oddziaływania

Już pierwsze badania nad 5-nukleotydazą w skazały na jej odmienne od 
fosfatazy zachowanie się wobec tężenia jonów wodorowych. Jej działanie 
jest optym alne w bliskości pH 8.0 (rys. 1). Optim um  pH waha się nieco 
zależnie od gatunku zwierzęcia. Dla tkanek ludzkich wynosi pH 7.8. 
Charakterystycznym  jest dla S-nukleotydazy, że enzym  ten jest zawsze 
wysoce aktyw ny w bliskości pH 7.5, tj. w fizjologicznym oddziaływaniu, 
w  przeciwieństwie do fosfatazy, zarówno alkalicznej jak  i kwaśnej, k tó re  
m ają bardzo słabe działanie w tym  pH. Tyczy się to w szczególności fosfa­
tazy alkalicznej, k tórej działanie przy pH 7.5 wynosi czasami tylko 5°/o jej 
aktyw ności w jej optim um  przy pH9.5 (rys. 2) .

Działanie jonów i mechanizm reakcji

Magnez, k tóry  jak  wiadomo jest aktyw atorem  fosfatazy alkalicznej, 
ak tyw uje tylko nieznacznie 5-nukleotydazę, a czasami naw et nie działa na 
nią zupełnie. Ciekawym jest natom iast, że m angan aktyw uje 5-nukleotydazę 
w dużym stopniu. Stężenie m anganu 0.001 M daje  podwyższenie ak tyw ­
ności od 130% do 160°/o (tabl. 3).

Z jonów ham ujących bardzo w yraźne działanie m ają  cynk i nikiel 
(tabl. 4). Jony te  nie działają ham ująco na  fosfatazę niewybiórczą, a nikiel
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[V] O 5-N U K L E O T Y D A Z IE 101

naw et ak tyw uje ją  w słabym  stopniu w mocniejszych stężeniach (A h m  e d
i R e i s 1957, dane dotychczas nie ogłoszone).

dazę
D ia liz o w a n y  w y c ią g  z e  śc ia n y  a o r ty  cz ło w iek a :  
25 m g  tk a n k i, 30 m in u t, 38°, (B ioch em . J. 48, 550, 

1951).

Rys. 2. D ziałanie hydrolityczne chrząstki kostn ie­
jącej człow ieka  

W y cią g  o d p o w ia d a ją c y  8 m g tk a n k i, 30 m in u t, 38°
(B io ch em . J. 48, 550, 1951).

SpTawa ham ow ania 5-nukleotydazy fosforanam i może rzucić pewne 
światło na mechanizm działania tego enzymu. Jak  wiadomo, fosforany dzia­
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102 J . L. REIS [8]

łają w ybitnie ham ująco na fosfatazę alkaliczną (,,competetive inhibition”). 
Jest to zapewne spowodowane tym , że łączą się one z grupą czynną fosfa­
tazy. Otóż w przypadku 5-inukleotydazy to zjawisko n ie występuje. W w a­
runkach wykonanych doświadczeń (jw. 1957) przy stężeniu podłoża 0.001 M 
fosforany w tym  samym  stężeniu zm niejszają aktywność fosfatazy o p ra­
wie 50%, podczas gdy na działanie 5-nukleotydazy nie m ają żadnego 
wpływu. Fakt ten  pozwala przypuszczać, że w 5-nukleotydazie grupa czyn­
na nie łączy się bezpośrednio z grupą fosforanową. W arto jednak zaznaczyć, 
że adenozyna także nie w ykazuje działania ham ującego wobec 5-nukleo­
tydazy.

T a b l i c a  4 
D ziałanie jonów  na 5-nukleotydazę ( R e i s  1957)

Jony dodane w  stę ­
żeniu 0.001 M:

pH 7.5 — Mg Ca Ba Mn Zn Co N i Cu CN FI Po
5-N ukleotydaza 100 112 93 116 159 11 24 3 41 104 101 95 
W yciąg ze ściany  

aorty
K w as adenilow y(-5-)
Fosfataza alkaliczna 100 107 107 113 113 100 113 100 102 100 111 f3  
W yciąg z łożyska  
Fenylofosforan so­

dowy

W y n ik i ¡pow yższe p od an e są w  skala p o r ó w n a w c ze j .

W związku z powyższym przytoczyć należy badania K o s h l a n d
i S p r i n h o r n  (7), którzy badali działanie 5-nukleotydazy przy użyciu 
wody z izotopem tlenu. Stw ierdzili oni, że tlen, którym  grupa fosforanowa 
łączy się z adenozyną, ulega wym ianie z otaczającą wodą. W skazuje to, że 
tu  w łaśnie następuje rozbicie kwasu adenilowego.

Próby oczyszczania enzymu

Dotychczasowe doświadczenia w tej dziedzinie nie dały zadowalających 
rezultatów . 5-nukleotydaza jest enzym em  dużo bardziej wrażliwym  od 
alkalicznej fosfatazy i różne m etody stosowane do oczyszczenia tej ostatniej 
zawodzą, jeśli chodzi o 5-nukleotydazę, gdyż ulega ona zniszczeniu. R e i s  
w 1937 zastosował dla 5-nukleotydazy metodę stręcania alkoholem  i eterem  
(podana przez R o b i n s o n ’ a dla oczyszczenia fosfatazy alkalicznej), ale 
rezu lta ty  nie były bardzo zachęcające. H e p p e l  i  H i l m o e  w  1951 
sta ra li się oczyścić 5-nukleotydazę z osocza bydlęcego płynu nasiennego, 
w k tórym  posiada ona w ielokrotnie większą aktywność w porównaniu z in­
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[9] O 5-N U K L E O T Y D A Z IE 103

nym i tkankam i. Zastosowali ona w ytrącanie siarczanem protam inow ym  dla 
oczyszczenia roztworu, poczem w ytrącali enzym  dwukrotnie siarczanem  
amonowym i dwukrotnie alkoholem, oczyszczając płyn otrzym any przez 
rozpuszczenie osadu, absorbcją składników nieaktyw nych wodorotlenkiem  
glinu. W rezultacie otrzym ali płyn, w którym  stosunek aktyw ności 
5-nukleotydazy do azotu białkowego był pięćdziesięciokrotnie wyższy niż 
w płynie wyjściowym. Należy jednak zaznaczyć, że ich końcowa wydajność 
wynosiła tylko 4°/o, przy czym objętość roztworu nie wiele się różniła od 
objętości wyjściowej. L e n t i  i C a  f i e  r o (8) wzorując się na powyż­
szych autorach zastosowali z częściowo zadawalającym  wynikiem  metodę 
strącania siarczanem  amonowym do oczyszczenia 5-nukleotydazy z sia t­
kówki bydlęcej.

Badania histochemiczne

Histochemiczne oznaczanie fosfatazy według G o m o r i  i T a k a m a -  
t s u polega na jej działaniu w alkalicznym  (około pH 9.5) roztworze soli 
wapniowych i estru  fosforowego. Pow stający przez hydrolizę estru  wolny 
fosforan w obecności soli wapniowych wypada z roztworu jako nierozpusz­
czalny iosforan wapnia d osadza się w miejscu działania fosfatazy. Po ukoń­
czeniu inkubacji działaniem  roztworu siarczanu kobaltowego zam ienia się 
fosforan wapniowy na kobaltowy. Ten ostatni przez zanurzenie w  bardzo 
rozcieńczonym roztworze żółtego siarczku amonowego zostaje zamieniony 
na siarczek kobaltu, związek czarny ,i nierozpuszczalny, wyraźnie widoczny 
pod mikroskopem. Oczywiście obecność jego wskazuje na umiejscowienie 
fosfatazy. Inkubacje dłuższe, ponad 4 godziny, nie okazały się celowe, gdyż 
na ogół nie daw ały lepszych wyników, prawdopodobnie ze względu na cho­
ciaż znikomą jednak zaznaczającą się rozpuszczalność fosforanu w apnio­
wego. W tych przypadkach oczywiście zwiększa się możliwość powstawania 
artefaktów .

G o m o r i  (4), stosując różne estry  fosforowe stwierdził, że kwas adeni­
lowy daje odm ienne obrazy histologiczne od innych estrów  i słusznie przy­
pisał to działaniu 5-nukleotydazy. Równocześnie, N e w m a n ,  F e  i d i n, 
W o l f  i K a b a t  (16) zrobili podobne spostrzeżenia, a P e a r c e  i R e i s  
(17) opisali m etodę histochemicznego wykazywania 5-nukleotydazy opie­
rając się na metodzie G o m o r i t g o  dla fosfatazy, ale używając kwasu 
adenilowego jako podłoża i oddziaływania pH 7.5. Zaletą tego oddziaływa­
nia jest to, że alkaliczna fosfotaza praw ie nie działa w tym  pH. Niestety 
w tym  oddziaływaniu fosforan wapniowy strąca się nie tak  łatwo jak  w a l­
kalicznym, m ając tu większą rozpuszczalność. Wobec tego m etoda ta mo­
że być tylko stosowana przy wysokich aktywnościach 5-nukleotydazy. P ra ­
cując w bardziej alkalicznym oddziaływaniu m am y wprawdzie łatw iejsze
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strącenie fosforanów, a le  i alkaliczna fosfataza zaznacza tu  bardziej swoje 
działanie, więc oprócz skraw ków  inkubow anych z kwasem adenilowym, 
kontrolne skraw ki z jakim ś innym  estrem  fosforowym stają się konieczne.

Podaję tu  m etodę stosowaną przez nas. Skrawki tkanek na szkiełku 
podstawowym, przygotowane jak  w m etodzie G o m o r i e g o  dla fosfa­
tazy, uwalniano od parafiny  przez zanurzenie w  lekkiej benzynie. Następnie 
skraw ki otaczano cienkim pasmem w azeliny dila utrzym ania na m iejscu 
płynu inkuba cyjnego, po czym dodawano1 >5 kropli 0.05 M m oderatora wero- 
nalowego o pH 7J5 lub 0.05 M w eronalanu sodowego (pH około 9.0) dla fos­
fatazy alkaliczne j , 1 kroplę 0.5 M azotanu wapniowego, 1 kroplę 0.1 M chlor­
ku magnezowego i  I kroplę 0.04 M podłoża (pH 7.5), tj. kwasu adenilowego, 
lub dla oznaczeń kontrolnych fenylofosforanu sodowego. P repara t w staw ia­
no do term ostatu o t .  38°. Po ukończeniu inkubacja zilewano płyn, płukano 
prepara t 0.1 M azotanem  wapniowym  (pH 8.0) i zanurzano go na 30 sek. 
do 2%  siarczanu kobaltowego. Po opłukaniu wodą zanurzano preparat 
w  rozcieńczonym roztw orze żółtego siarczku amonowego (kropla na 50 m] 
wody).

Typowym artefak tem  przy wykazywaniu histochemicznym alkalicznej 
fosfatazy jest barw ienie się jąder komórkowych. Zjawisko to powstaje na 
tle  tendencji fosforanu wapniowego do osadzania się w substancji jądro­
wej, a także na tle bezpośredniego osadzania się soli kobaltowych w jądrze, 
co ma m iejsce w nieznacznym  stopniu. Czy w  przypadku 5-nukleotydazy, 
k tó ra  w ystępuje przeważnie w  jądrach komórkowych, zachodzi to samo 
zjawisko, nie jesteśm y w  stanie stw ierdzić. W a c h s t e i n  i  M e i s e l  
(26) tw ierdzą, że w yniki te  odpowiadają istotnem u rozmieszczeniu 5-nu­
kleotydazy, która, przynajm niej w niektórych tkankach, jest przeważnie 
umiejscowiona w  jądrach komórkowych.

Posługując się tą  m etodą A n t o n i n i  i W e b e r  (1) badali aktyw ­
ność 5-nukleotydazy w ścianach tętniczych, stw ierdzając jej zmniejszenie 
w  zmianach sterosklerotycznych. N e g r i  i  W e b e r  (13, 14) przeprowa­
dzili badania na jądrze i nadnerczu szczura.

Ciekawe są w yniki M c M a n u s  i L u p t  o n ’ a (10, 11), którzy zna­
leźli, że po ciężkich degeneracyjnych i długotrw ałych zapaleniach nerek, 
gdzie przychodziło do amyloidozy, 5-nukleotydaza dawała się stw ierdzić 
hitochemicznie w  kłębuszlkach nerkowych. W nerce zdrowej i przy innych 
schorzeniach nerkow ych ten  enzym  w kłębuszkach nie występował.

T h o m s e n  i P a n k a  (25) badali łożysko kobiece, znajdując 5-nu- 
kleotydazę głównie w nabłonku łożyska i w śródbłonkach naczyniowych.

N a i d o o  i P r a t t  (12) podeszli zupełnie inaczej do wykazania 5^nu- 
kleotydazy, od „kwaśnej strony”, można by powiedzieć. Badali oni kwaśną 
fosfatazę w tkance mózgowej, działającą przy pH 5.5. Ich m etoda również 
podana poprzednio przez G o m o r i e g o ,  polegała na użyciu soli ołowio­
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wych dla strącenia fosforanów powstających w kwaśnym  oddziaływaniu. 
Kąpiel w siarczku amonowym (przemienia bezbarwne osady w czarny s ia r­
czek ołowiu. Jako podłoże stosowali oni glioerofosforan, jednak przy użyciu 
kw asu adenilowego otrzym ali wyniki typowe dla 5-nukleotydazy, pomimo 
oddziaływania tak  dalekiego od jej optimum. 5-Nukleotydaza działa w praw ­
dzie optim alnie ok. pH 8.0, ale jeszcze i w pH 5.5 wykazuje pewną ak tyw ­
ność. W spomniani au torzy  badając mózgi szczurów stw ierdzili, że 5-nukleo- 
tydaza zaraz po urodzeniu nie w ystępuje i że aktywność jej dopiero narasta  
(wraz z innym i enzymami) w ciągu pierwszych 80 dni rozwoju zwierzęcia.

Znaczenie

Niestety nie możemy dzisiaj niczego pewnego powiedzieć o znaczeniu 
5-nukleotydazy w  ustroju. Fakt, że w ystępuje często z alkaliczną fosfatazą
i że w  fizjologicznym oddziaływaniu ma często większą od niej aktyw ność, 
pozwala przypuszczać, że może czasami m a podobne do fosfatazy znaczenie. 
Mogłoby się to tyczyć zwłaszcza chrząstki kostniejącej, gdzie u człowieka, 
jest ona od fosfatazy 2 do 4 razy bardziej aktyw na w pH 7.5, i gdzie wobec 
tego m ogłaby się przyczyniać do procesu odkładania fosforanu wapniowego. 
Jakie może być jej znaczenie w innych tkankach, nie jesteśm y w stanie po­
wiedzieć. Ostatnio stw ierdzony udział kwasu adenilowego w syntezie białek 
pozwala przypuszczać, że 5-nukleotydaza może mieć tu  jakieś znaczenie, 
być może regulując stężenia kwasu adenilowego.
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B. SO BC ZUK

Wpływ ksantopteryny na przemianę nowotworów*

Dla poznania przem iany m aterii nowotworów sprawa substancji wzro­
stowych nabiera ostatnio coraz większego znaczenia. Są dane wskazujące, 
że pewne substancje mogą wzmagać przem ianę m aterii i w ten  sposób 
pobudzać wzrost tkanek. Udowodniono to  dla adeniny, adenozyny i innych 
azotowych produktów  przem iany (1). Podobne działanie m a też i ksanto- 
p teryna. Wiadomo, że wpływa ona na tworzenie krw i (2), powoduje też
i powiększenie nerk i (3). Fakty  te zwróciły uwagę H a d d o w a  a na ten 
związek (4), tak  że nazwał go on substancją wzrostową. Nas zainteresowała 
rola ksantopteryny w przem ianie nowotworów. Substancja ta przypom ina 
swoją budową ksantynę, a może naw et kwas moczowy, tak  że może bfyó 
końcowym produktem  związków m ających ten pierścień. Ale ksantopteryna 
ulega działaniu oksydazy ksantynowej (5), może mieć więc wpływ na prze­
m ianę kwasów nukleinowych. Przy badaniu wpływu syntetycznej ksan­
top teryny  na nowotwory zauważyliśmy, że stopień czystości wpływa silnie 
na działanie biologiczne tego związku. To naprowadziło nas na m yśl, że 
przy syntezie ksantopteryny mogą powstawać substancje, które m ają w łasne 
działanie biologiczne. W obecnej pracy przedstaw iam y rezultaty  o trzym ane 
przy badaniu działania biologicznego tak  ksantopteryny jak i innych barw ­
ników powstających przy syntezie ksantopteryny.

Syntezy chemiczne

Do syntezy ksantopteryny sposobem  K o s c h a r y  potrzebna jest 2,4,5-trój- 
am ino-6-oksypirym idyna i sól w apniow a kw asu glioksalow ego. P oniew aż nie m ieliśm y  
tych substancji, syntetyzow aliśm y je sami, w ychodząc z prostych związków.

D wucyjanodw uam id syntetyzow aliśm y z cyjanam idu wapnia sposobem  Z e 11 a 
i S t u t z e r a  (7). Z dw ucyjanodw uam idu otrzym yw aliśm y sposobem  D a v i s a (8) 
gw anidynę. M etodą E n g 1 i s a (9) przyrządzaliśm y ety low y ester kw asu cyjanoocto- 
wego. W artykule E n g 1 i s a jest też podany sposób przyrządzania alkoholu absolut­
nego, którego używ aliśm y i do innych syntez.

2,4,5-trójam ino-6-oksypirym idynę syntetyzow aliśm y metodą D u d l e y a  i T r a u -  
b e g o (10), w prowadzając jednak pew ne zm iany. W w spom nianej m etodzie substancją

*) Katedra B iochem ii, L w ow ski P aństw ow y M edyczny Instytut, USRR.
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w yjściow ą jest chlorek gw anidyny, podczas gdy m y otrzym aliśm y przy syntezie gw an i-  
dyny jej sól azotanową, która jest dużo gorzej od chlorku rozpuszczalna w  absolutnym  
alkoholu. Opracowana synteza m iała następujący przebieg: do 2-litrow ej kolby, w  k tó ­
rej odważono 30 g azotanu gw anidyny oddestylow ano 2 1 alkoholu absolutnego z nad 
alkoholanu sodow ego. Po podgrzaniu roztw oru do w rzenia dodano 100 m l roztw oru  
m etalicznego sodu (6,3 g) w  absolutnym  alkoholu. Po ochłodzeniu w ypadał krystaliczny  
osad azotanu sodowego. Odlany roztwór zagęszczano do zupełnie małej objętości przy 
zm niejszonym  ciśnieniu (100 mm Hg) na łaźni w odnej przy tem peraturze 40°. Gdy roz­
tw ór m iał około 100 m l objętości, w lew ano doń 26 m l estru etylow ego kw asu cyjano- 
octow ego i roztwór 6,3 g m etalicznego sodu z 100 m l alkoholu absolutnego. M ieszaninę  
gotow ano 30 m in pod zwrotną chłodnicą, używ ając tu jak i poprzednio dla zabezpie­
czenia od w ilgoci rurki z suchym  chlorkiem  w apnia. Przy gotow aniu w ypada osad, 
który łączono z poprzednim. Osady rozpuszczano w  n iew ielk iej ilości w ody i chłodząc 
w  bieżącej w odzie dodawano 30 g azotynu sodow ego i tyle 2 n kw asu siarkowego, jak 
długo w ypadał różow o-czerw ony osad. B yła to izonitrozo pochodna pirym idyny. Z w ią­
zek ten bardzo słabo rozpuszczalny w  w odzie, daje się dobrze oczyścić dekantow aniem  
w odą od siarczanów, następnie w irow ano i suszono. W ydajność w ynosi około 21 g. 
Redukcja tego zw iązku do 2,4,5-trójam ino-6-oksypirym idyny przechodzi łatw o m etodą  
podaną przez T r a u b e g o  (11).

K w as glioksalow y potrzebny w  syntezie K o s c h a r y  otrzym yw aliśm y redukując 
kw as szczaw iow y am algam atem  sodow ym  w  obecności cynku w  kw asie solnym  spo­
sobem  M o h r s c h u l z a  (12). N ierozpuszczalną sól w apniow ą przeprow adzaliśm y  
w  roztwór przepuszczaniem  SO2.

K santopterynę otrzym yw aliśm y w ięc sposobem  K o s c h a r y  (13) z syn tetyzow a­
nych przez nas składników . Jak w spom niano w yżej, zależnie od oczyszczenia m iała  
ona różne biologiczne w łaściw ości, co nas naprow adziło na m yśl, że przy syntezie  
mogą pow staw ać związki, m ające też pew ne działanie biologiczne.

Po kilku próbach stw ierdziliśm y, że podw yższenie stężenia kw asu siarkowego, 
w  którym  zachodzi reakcja, pow oduje utw orzenie w iększej ilości czerw onych barw ­
ników , zm niejszając w ydajność ksantopteryny. Z m ieniliśm y w ięc nieco dla naszych  
celów  sposób K o s c h a r y  używ ając 92%> kw asu siarkowego i stosując now y sposób 
w yodrębnienia ksantopteryny i innych barw ników .

O trzym anie now ych barw ników  i ksantopteryny w  zm ienionej syntezie K o s c h a ­
r y  przechodziło w  sposób następujący: otrzym aną m ieszaninę po podgrzaniu na łaźni 
w odnej w  92%> kw asie siarkowym , po ochłodzeniu i oddzieleniu od osadu siarczanu  
w apnia zobojętniano stopniow o w ęglanem  am onow ym . Początkow o pow staw ał osad 
barw ników  czerw onych a stopniow o w ypadała i ksantopteryna. Otrzymany czerwony  
barw nik nazw aliśm y porfiropteryną. Porfiropteryna ma tę charakterystyczną w łaśc i­
w ość, że przy przem yw aniu destylow aną wodą na w irów ce przechodzi w  zaw iesinę, 
z której w ypada po dodaniu m inim alnej ilości kw asu (jedna kropla 2 n kw asu siarko­
w ego na 1 litr zaw iesiny). To dało nam m ożliw ość oczyszczenia porfiropteryny i oddzie­
len ie jej od ksantopteryny i innych zanieczyszczeń.

Otrzym aną w opisany sposób ksantopterynę badaliśm y spektrofotom e- 
trycznie. O trzym ana przy tym  krzyw a absorpcji światła (rys. 1) w y­
kazała, że otrzym any przez nas związek jest rzeczywiście ksantopteryiną, 
ponieważ m a widmo identyczne z opisanym  (14). O trzym ana porfiropteryna 
badana spektrofotom etryeznie dała widmo (rys. 2), z którego można 
sądzić, że jest wolna od ksantopteryny. Na podstawie tego widma można
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też wypowiedzieć pewne przypuszczenia o budowie porfiropteryny, a m ia­
nowicie, że posiada ona budowę podobną do pirym idopterydynów , znale-

Rys. 1. K rzyw a absorpcji św iatła  ksantoptery- 
ny (1 ) w  ługu, (2) w  kw asie

zionych przez T a y l o r a  i współpr. (15). Ale ich związki otrzym ane były 
w środowisku alkalicznym, zaś nasze w kwaśnym , poza tym  nie m am y pew­
ności, czy nasza porfiropteryna nie jest m ieszaniną związków o podobnych

Rys. 2 . Krzyw a absorpcji św iatła  porfiropte- 
ryny

chemicznych i fizycznych właściwościach. Przy stałym  sposobie otrzym y­
wania porfiropteryny można sądzić, że używana przez nas substancja m a 
stały skład. Celem jednak  naszego badania nie było znalezienie chemicznej
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budowy tych związków, ale ich właściwości biologicznych. Obecnie gdy 
udało się nam ustalić, że istotnie one posiadają je, zbadanie ich może mieć 
pewne znaczenie.

Doświadczenia na zwierzętach

Dla badania biologicznego działania ksantopteryny i porfiropteryny 
używaliśmy zwierząt z eksperym entalnym i nowotworami. Mieliśmy w na­
szym laboratorium  króliki z nowotworem B r o w n - P e a r c e ’ a (rak), 
myszki z nowotworami E h r l i c h a  (rak) i  C r o c k e r a  180 (mięsak). 
Te eksperym entalne nowotwory były w naszym  zakładzie obserwowane 
przez dłuższy czas, tak  że ich właściwości biologiczne są dokładnie znane. 
W prowadzenie badanych substancji do ustroju zwierząt wywoływało pewne 
zmiany, na podstawie których sądzimy o wpływie ksantopteryny i porfi­
ropteryny na przem ianę m aterii.

Dla podtrzym ania nowotworu B r o w n - P e a r c e  przeszczepialiśmy 
go królikom w jądro lub dożylnie, dla doświadczeń natom iast przeszczepia­
liśmy go królikom  domięśniowo w przednią głowę czterogłowego m ięśnia 
uda. W ten sposób m ieliśm y nowotwór dostępny dla pom iaru i znacznie 
mniej złośliwy. Nowotwór w ten sposób przeszczepiany często resorbował 
się samoistnie, w znacznej jednak większości przypadków prowadził do 
przerzutów  i śmierci królików. Nowotwory C r o c k e r a  i E h r l i c h a  
szczepiliśmy myszkom na grzbiecie podskrónie. Aby poznać wpływ bada­
nych substancji na te nowotwory, m ierzyliśm y je tak  jak  i nowotwory 
królików.

Dla zbadania wpływu ksantopteryny i porfiropteryny na nowotwory 
wprowadzaliśm y zwierzętom badane substancje codziennie od dnia prze­
szczepienia nowotworu, ksantopterynę w roztworze: 1 mg w ml, porfiropte- 
rynę w postaci zawiesiny: 0,3 ml w 1 ml. K róliki otrzym ywały, w przeciągu 
miesiąca dożylnie po 10 ml roztworu na 1 kg wagi ciała, myszki przez trzy  
tygodnie po 0,3 ml podskórnie. W prowadzenie zwierzętom badanych sub­
stancji wpływało w widoczny sposób na nowotwory. Mówiąc ogólnie 
ksantopteryna przyspieszała wzrost nowotworu, porfiropteryna natom iast 
hamowała go.

Nowotwór Brown-Pearce’a (rak)

Badanie p teryn  przeprowadzono na 138 królikach z nowotworem 
B r o w n - P e a r c e ’a przeszczepionym w udo. Zwierzęta poddawano 
przez czas doświadczenia dokładnem u badaniu klinicznem u, a szczególnie 
mierzono wielkość nowotworu. Pom iar nowotworu wykonywano w trzech
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w ym iarach, przy czym m ierzący nie wiedział, czy m ierzy kontrolne zwierzę, 
czy doświadczalne. Większość zwierząt ginęła przy doświadczeniach, 
wszystkie sekcjonowano dla potwierdzenia danych klinicznych. K ontrolne 
zwierzęta często zabijano dla badania nowotworu na zużywanie tlenu 
w aparacie W arburga, nie m ieliśm y więc danych o tym, jak  długo żyły 
one po przeszczepieniu nowotworu. Zwierzęta zabijano tylko w tedy, gdy 
nie było żadnych wątpliwości, że m usiały one wkrótce zginąć od raka. Na 
sekcji w każdym  bez w yjątku  przypadku znajdowaliśm y iliczne przerzuty, 
stw ierdzone za życia klinicznie. Z 138 królików 53 było kontrolnych, jednak 
w dwóch przypadkach nowotwór nie przyjął się, tak  więc kontrolnych 
było 51. Z nich u l i  nowotwór zresorbował się, średnio na 46 dzień, a 40 zwie­
rząt zginęło albo zabito je, gdy nie było żadnych wątpliwości, że nowotwór 
zajął swym i przerzutam i większość narządów. 67 królików otrzym yw ało 
ksantopterynę, u wszystkich nowotwór przyjął się, lecz u 7 zresorbował się 
średnio na 67 dzień, co znaczy, żereso rpcja  nastąpiła długo po zakończeniu 
podawania ksantopteryny (podawaliśmy ją  zwykle 1 miesiąc). 18 królików 
otrzym yw ało porfiropterynę, resorbcję zaobserwowaliśmy u 6 zwierząt, 
średnio na 37 dzień.

T a b l i c a  1
W pływ  pteryn na resorbcję now otw orów  u królików

Kontrola Ksantopteryna Porfiropteryna
ilość zwierząt

Do dośw iadczenia
w zięto królików 51 67 18

N ow otw ory zresorbo-
w ały  się u 1 1 7 6

Dni

Resorbcja now otw orów
nastąpiła średnio w
dniu 46 67 37

Pom iary wielkości nowotworów wykazywały, że now otw ory u króli­
ków, którym  w prowadzano ksantopterynę, rosły szybciej niż u kontrolnych, 
nowotwory zaś u zwierząt otrzym ujących porfiropterynę rosły wodniej od 
kontrolnych. Dla ilustracji podajem y rezultaty  dwóch doświadczeń w for­
mie graficznej.

Na rys. 3 przedstaw iono rezultaty  doświadczenia, w którym  nowo­
tw ór był zaszczepiony 20 m aja 1953 r. Dla doświadczenia wzięliśmy 21 k ró­
lików, które podzieliliśmy na trzy  grupy po 7 zwierząt. Jedna z grup była
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kontrolną, zwierzęta drugiej otrzym ały ksantopterynę, trzeciej porfiropte- 
rynę. W skutek iniekcji porfiropteryny w  czasie zastrzyku albo bezpośrednio 
po nim zginęły 4 króliki, w grupie tej pozostały więc 3 zwierzęta. Mierząc 
co kilka dni wielkość nowotworu otrzym aliśm y cyfry, których średnie są 
przedstawione na rys. 3. Każdy punkt przedstaw ia więc średnią dla zwierząt 
danej grupy. Najniżej leży krzyw a zwierząt otrzym ujących porfiropterynę, 
linia środkowa to krzyw a zwierząt kontrolnych, najw yżej leży krzyw a zwie­
rząt, k tóre otrzym yw ały ksantopterynę. Ostateczne rezulta ty  tego doświad­
czenia były następujące: z 7 kontrolnych królików -nowotwór zresorbował 
się u 3, z 7 zwierząt, którym  wprowadzano ksantopterynę, — u dwóch,

z 3 zwierząt otrzym ujących porfi­
ropterynę — u jednego zwierzęcia.

Na rys. 4 przedstawiono rezul­
ta ty  doświadczenia, w którym  no-

Rys. 3. W pływ  ksantopteryny i porfiropte-
. ,, , ,  , t-, io 20 30 40 50 dni ryny na w ielkość now otw oru B r o w n -

P e a r c e ’a R ys- 4- W pływ  porfiropteryny na w ielkość
now otw oru B r o w  n-P  e a r c e ’a

zw ierzę ta , k tó re  o tr z y m a ły  k sa n ­
to p te ry n ę  -------------------- w ie lk o ś ć  n o w o tw o ru  zw ierzą t, k tó -

---------------------zw ierzę ta  k o n tro ln e  re  o tr z y m a ły  p o r fir o p tery n ę
---------------------zw ierz ę ta , k tóre  o tr z y m a ły  p o r - ----------------------w ie lk o ś ć  n o w o tw o ru  z w ierz ą t k on -

fir o p ter y n ę  tr o ln y c h

w otw ór był przyszczepiony dn. 16 września 1953 r. Do doświadczenia wzięto
30 królików, z których 10 było kontrolnych, 20 zaś wprowadzaliśmy porfi­
ropterynę. Średnie z pom iarów wielkości nowotworów podane są w postaci 
krzyw ych na rys. 4. Krzywa zwierząt otrzym ujących porfiropterynę przed­
staw ia rezultaty  dla 15 zwierząt (5 zginęło w skutek zastrzyków porfiropte­
ryny), krzyw a kontrolnych zwierząt — średnio dla 9 królików (jeden królik 
zginął z początku doświadczenia z nieznanej przyczyny.) Z krzywych widać, 
że nowotwory zwierząt otrzym ujących porfiropterynę rosną wolniej. Osta­
teczne rezultaty  doświadczenia były następujące: z 15 doświadczalnych 
zw ierząt nowotwory zresorbowały się u 5, z 9 kontrolnych — u 2.

http://rcin.org.pl



[7] W PŁYW  K SA N T O P T E R Y N Y  N A  P R Z E M IA N Ę  NOW OTW ORÓW 113

Nowotwór Crockera (mięsak 180)

Badania na nowotworze C r o c k e r a  wykonane w naszej pracow ni 
z J .  K w i a t k o w s k ą  dały wyniki podobne do otrzym anych na króli­
kach. Doświadczenia wykonano na  66 białych laboratoryjnych myszkach

Rys. 5. W pływ  porfiropteryny na w ielkość now o­
tw oru Crockera

1. z w ier z ę ta  k o n tro ln e  (śred n ie  d la  6 m yszek )
2. z w ier z ę ta , k tó re  o tr z y m a ły  p o r fir o p ter y n ę  (śred ­

n ia  d la  15 zw ierzą t)

w 3 seriach. W pierwszej serii użyto 21 zwierząt, w tym  6 kontrolnych 
i 15 otrzym ujących porfiropterynę; druga seria obejm owała 30 zwierząt, 
z k tórych 15 otrzym yw ało porfi­
ropterynę, a 1'5 było kontrolnych; 
wreszcie w trzeciej serii było 15 
myszek, w tym  5 kontrolnych i 10 
otrzym ujących ksantopterynę. No­
wotwór, nad k tórym  pracowaliś­
my, daje  bardzo wysoki procent 
dodatnich przeszczepień (93%), 
jednak myszki, k tó re  otrzym yw a­
ły porfiropterynę, w ykazały mniej 
nowotworów przyjętych: na 30 
zwierzą otrzym ujących porfiropte­
rynę nowotwór nie przyjął się u 5, 
podczas gdy u 26 kontrolnych no­
wotwór ¡przyjął się u wszystkich 
i myszki żyły krócej; średnio 
ginęły one na 26 dzień po prze­
szczepieniu, podczas gdy kontrol­
ne żyły 38 dni. Nowotwory 
u zwierząt, k tó re  otrzym yw ały

12 16 20 dni

Rys. 6. W pływ  porfiropteryny na w ielkość  
now otw oru Crockera

-------------------- z w ier zę ta  k o n tr o ln e  (śred n ia  d la
15 m yszek )

-------------------- zw ierzę ta , k tó re  o tr z y m a ły  p o r ­
f ir o p ter y n ę  (śred n ia  d la  15 m y ­
szek)

ksantopterynę, rosły szybciej od kontrolnych, zaś u zw ierząt o trzym ują­
cych porfiropterynę wzrost nowotworu był wolniejszy. Widać to z da­

8 P o s tę p y  B io ch em ii
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nych, które przedstaw iono w formie graficznej. Każdy punkt na rysun­
kach jest średnią dla zwierząt danej serii. Z przebiegu krzywych widać, 
jak  rosły nowotwory.

Rys. 7. W pływ  ksantopteryny na w ielk ość now otworu  
Crockera

-------------------- zw ierz ę ta  k o n tr o ln e  (śred n ia  d la  5 m yszek )
--------------------  zw ier z ę ta , k tó r e  o tr z y m y w a ły  ksam tap teryn ę

(śred n ia  d la  10 m y szek )

Nowotwór Ehrlicha (rak)

Dane otrzym ane przy doświadczeniach z nowotworem E h r l i c h a  
u myszek różniły się od dotychczas przytoczonych. Tak ksantopteryna jak  
porfiropteryina wprowadzane myszkom od dnia przeszczepienia nowotworu 
ham ują jego rozwój. Na przykład w doświadczeniu na 30 myszkach pom iary 
nowotworów w ykazały następujące dane: średnia wielkość nowotworu 
u kontrolnych myszek — 108 jednostek umownych, u myszek o trzym ują­
cych porfiropterynę — 74, u otrzym ujących ksantopterynę — 59.

Organy krwiotwórcze

Ażeby zbadać wpływ ksantopteryny i porfiropteryny na organy krw io­
twórcze, J. K w i a t k o w s k a  przeprowadziła szereg oznaczeń zasadni­
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czych wskaźników we krw i myszek i królików. Oznaczała ona ilość hemo­
globiny, czerwonych i białych krw inek oraz retykulocytów  po jednorazo­
wym  wprowadzeniu badanych substancji w wyżej wspomnianej dozie. 
R ezultaty  tych badań na m yszkach przytaczam  w postaci tablicy.

T a b l i c a  2
Zm iany w e krw i m yszek po jednorazow ym  w prow adzeniu  

ksantopteryny i porfiropteryny

Dni po 
zastrzyku

H em oglobi­
na w  %

Czerwone 
krw inki 

w  1 m m 3

Retykulocyty na 
1000 czerw o­
nych krw inek

B iałe
krw inki

K s a n t o p t e r y  n a

0 11.6 6.510.000 63 10:000
3 11.4 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 o r f i r o p t e r y  n a

0 10.4 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

Każda cyfra w tablicy jest średnią z oznaczeń 20—25 zwierząt. Doświad­
czenia przeprowadzone na królikach dały  bardzo podobne rezultaty. Jak  
widać z tablicy, po wprowadzeniu ksantopteryny podnosi się ilość czerwo­
nych i białych krw inek oraz retykuilocytów, ale ilość hemoglobiny nie 
zmienia się. Podwyżka ta  trw a około 14 dni, co świadczy o pobudzeniu czyn­
ności szpiku kostnego. W prowadzenie porfiropteryny powoduje podwyższe­
nie tylko białych krw inek, retykulocyty i czerwone krw inki pozostają bez 
zmian.

Wpływ ksantopteryny i porfiropteryny na zużycie tlenu 
przez miazgę z tkanek

Aby znaleźć w ytłum aczenie działania biologicznego na nowotwory i o r­
gany krwiotwórcze, jakie obserwowaliśmy przy wprowadzaniu ksantopte­
ryny  i porfiropteryny do organizm u zwierzęcego, badaliśm y wpływ tych 
substancji na zużycie tlenu przez różne tkanki. Badania te przeprowadza­
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liśmy w  aparacie W a r b u r g a  oznaczając oddychanie miazgi otrzym anej 
przez rozdrobnienie nożyczkami różnych organów zdrowych myszek i k ró ­
lików, oraz nowotworów. Zazwyczaj do doświadczeń braliśm y 50 mg miazgi

149

90,5
777i

100

84.1

i

la

77.9

W

W? 100

75,5

Wątroba myszki Mięśnie myszki Nowotwór
Ehrlicha myszki 

Z dodaniem ksantoptery-

70,9

i Kont rola

Nowotwór Brown- 
Pearce’a królika 
Z dodaniem ksanto-L  u u u u /n t / / i n o u n iu f/ i i f r  y  — r r . v n  l  u u u u i h c u i  n o u n iu -

ny w roztworze dwawągla- ^  pteryny w roztworze 
nowym fosforanowym

Rys. 8. W pływ  ksantopteryny na zużycie tlenu przez miazgę 
w ątroby, m ięśni i now otw orów

w roztworze pierwszorzędowego fosforanu lub dw uw ęglanu (16), nasyconego 
ksantopteryną lub porfiropteryną. R ezultaty przeliczaliśmy na świeżą wagę 
narządu. Jako kontrolę stosowaliśmy miazgę z danego narządu bez dodania

158

85,9
V,

W

96,2 103

136

I
70

w

80'

i
Wątroba myszki Mięsnie myszki

'{Kontrola V7,

Nowotwór 
Ehrlicha myszki 

Z dodaniem porfiro -  
pteryny w roztworze 
dwuwęglanowym

98

Nowotwór Brown- 
Pearce’a królika 

Z  dodaniem porfiro -  
pteryny w roztworze 
fosforanowym

Rys. 9. W pływ  porfiropteryny na zużycie tlenu przez miazgę w ą ­
troby, m ięśn i i now otw orów

ksantopteryny czy porfiropteryny. Zbadaliśm y w  ten  sposób w ątrobę i m ię­
śnie m yszy oraz wątrobę, nerkę, mózg i m ięsień sercowy królika, a także 
nowotwór E h r l i c h a  u myszy i nowotwór B r  o w n  - P e a r  c e ’ a 
u królika. Rezultaty badań dla niektórych narządów  przedstawiono na 
rys. 8 i 9.
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Z rysunków  widać, że dodanie ksantopteryny do miazgi tkanek powo­
duje pewne zm iany w oddychaniu. Jeżeli porównać zużycie tlenu w na­
czyńku kontrolnym , w którym  do miazgi z normailnego narządu niczego 
nie dodano, z doświadczalnym , w którym  była ksantopteryna, to widać, że 
dodanie ksantopteryny powoduje pewne zmniejszenie zużycia tlenu, nie­
zależnie od tego, czy doświadczenie było wykonane w roztworze dwuwęgla­
nu czy fosforanu. P rzy  dodaniu ksantopteryny do miazgi z nowotworu 
w roztworze fosforanowym następuje 'również zmniejszenie zużycia tlenu, 
natom iast w roztworze dwuwęglanowym następuje podwyższenie Podobne 
zm iany powoduje dodanie porfiropteryny. W dwuwęglanowym roztworze 
nowotwory dają zwiększenie zużycia tlenu, podczas gdy norm alne tkanki 
w ykazują zwykle obniżenie oddychania.

Dyskusja otrzymanych wyników

Nowotwory B r o w n - P e a r c e ’ a u królików i C r o c k e r a  u myszy 
pod wpływem  ksantopteryny zachowują się jako bardziej złośliwe, szybciej 
rosnące i napotykają na m niejszy opór ze strony organizmu, w którym  
rosną. W prowadzenie tego związku norm alnym , zdrowym zwierzętom po­
woduje aktyw ację działalności szpiku kostnego. Wszystko to świadczy o tym, 
że substancja ta pobudza wzrost tkanek tak, jak  mówi się o tym  w litera­
turze. O dstępuje od tych danych tylko nowotwór E h r i l i c h a  myszek, 
co można wytłum aczyć tym , że nowotwór ten  bardzo łatwo resorbuje się 
przy działaniu różnych środków. K santopteryna w używanych przez nas 
dawkach wywoływała często śmierć doświadczalnych zwierząt, mogła więc 
dać wolniejszy wzrost tego nowotworu.

Porfiropteryna działała ham ująco na wzrost i rozwój wszystkich bada­
nych nowotworów, k tó re  pod jej wpływem stają się mniej złośliwe, dają 
mniej przerzutów  i więcej ich resorbuje się. Ze względu na podobną budowę 
chemiczną obu związków można przypuszczać, że działanie porfiropteryny 
jest antagondstycznym w stosunku do ksantopteryny.

Dla w yjaśnienia m echanizm u działania tych związków na organizm 
zwierzęcy przeprowadziliśm y badania in  vitro. Badając oddychanie różnych 
tkanek w aparacie W a r b u r g a  przy dodaniu do ich miazgi ksantopte­
ryny i porfiropteryny zauważyliśmy, że substancje te w pływ ają na proces 
oddychania tak  w norm alnych tkankach, jak  i w nowotworach.

Norm alne tkanki w ykazują obniżenie oddychania tak w fosforanowym, 
jak i w dwuwęglanowym  roztworze, podczas gdy nowotwory wykazują 
znaczne podwyższenie oddychania w roztworze dwuwęglanowym a obniże­
nie oddychania w fosforanowym. Z faktów tych można wnioskować, że 
ksantopteryna w pływ a na ferm enty  oddechowe tkanek, przypuszczalnie na 
oksydazę ksantynow ą. Być może ksantopteryna m odyfikuje przebieg reakcji
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utlenienia działając jako przenośnik wodoru (17); możliwe też, że sama jest 
podłożem, k tó re  się utlenia pod działaniem  oksydazy ksantynow ej.

Oksydaza ksantynow a jest ważnym ferm entem  przem iany purynowej. 
K santopteryna może zatem tą drogą wpływać na nowotwory i narządy 
krwiotwórcze.

Podobne rozwiązanie możemy zastosować także do porfiropteryny.

Streszczenie

1. K santopteryna wprowadzona do organizm u zwierząt z nowotworami 
B r o w n - P e a r c e ’ a i C r o c k e r a  powoduje przyspieszenie wzrostu 
nowotworów. Dla nowotworu E h r l i c h a  nie stw ierdziliśm y tego wpływu 
ksantopteryny.

2. Barwnik, k tóry  powstaje przy syntezie ksantopteryny, nazw any 
przez nas porfiropteryną, ham uje wzrost nowotworów eksperym entalnych.

3. K santopteryna powoduje zwiększenie ilości czerwonych i białych 
krwinek, oraz retykulocytów , co świadczy o wzmożonej działalności na­
rządów krwiotwórczych.

4. Porfiropteryną powoduje zwiększenie ilości białych krw inek, bez 
zmian w ilości czerwonych i retykulocytów.

5. K santopteryna i porfiropteryną powodują zm niejszenie zużycia 
tlenu w norm alnych tkankach w roztworze fosforanow ym  i dwuw ęgla­
nowym.

6. K santopteryna i porfiropteryną powodują zwiększenie oddychania 
nowotworów w dwuwęglanowym roztworze i obniżają oddychanie w fosfo­
ranowym, co wskazuje na pewne odrębności w m etabolizmie nowotworów.
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P O S T Ę P Y  B I O C H E M I I

TOM  IV  1958 ZESZYT 1

TAD EUSZ B A R A N O W S K I

Współczesny stan badań nad fosforolizą
1. Przegląd historyczny problemu

Odkrycie w ostatnich latach wielkiej liczby reakcji rozkładu i syntezy 
typu  fosforolizy i pirofosforolizy zwróciło ponownie uwagą na udział fos­
foranu nieorganicznego w rozszczepianiu i syntezie wiązań kowalencyjnych 
w związkach o znaczeniu biologicznym. W arto więc dokonać przeglądu reak­
cji tego typu i usystem atyzować zjawiska i to tym  bardziej, że dzięki doko­
nanej ostatnio identyfikacji grupy czynnej fosforylazy mięśniowej zbliży­
liśm y się znacznie do zrozumienia mechanizm u fosforolizy. Drugim celem 
przyśw iecającym  tem u przeglądowi jest przypomnienie pionierskiego udzia­
łu szkoły lwowskiej J. K. P a r n a s a ,  która zapoczątkowała rozwój badań 
nad fosforolizą.

Nazwa „fosforoliza” została wprowadzona do słow nictwa biochemiczne­
go przez J. K. P a r n a s a  (1) celem zobrazowania rozkładu enzym atyczne­
go glikogenu przez wyciąg mięśniowy przy udziale fosforanu nieorganicz­
nego. Zasadnicze fakty, które były podstawą do wysunięcia takiego, wów­
czas nieoczekiwanego w biochemii pojęcia, były opisane przez J. K. P a  r- 
n a s a  i T. B a r a n o w s k i e g o  w r .  1935 (2). Ponieważ ta podstawowa 
praca jest czasem przeoczana przez niektórych autorów  w piśm iennictwie 
biochemicznym, a dla mnie stanowi zawsze żywą pam iątkę pracy pod kie­
runkiem  wybitnego badacza, chciałbym opisać dokładniej szczegóły jej pow­
stania.

Okres 1930— 1935 był w chemii m ięśnia niezw ykle płodny w odkrycia 
pierwotnych reakcji ciągu gliikolitycznego (szkoła M e y e r h o f a ,  szko­
ła E m b d e n a ,  K.  L o h m a n n ,  szkoła P a r n a s a ) .  W iedziano wtedy, 
że w ferm entacji i glikogenolizie bierze udział fosforan nieorganiczny oraz 
organiczne estry  fosforowe. Nie wiedziano natom iast w jak i sposób wiąże się 
nieorganiczny ortofosforan. J. K. P a r n a s  i P. O s t e  r n  (3) przypuszcza­
li, że rozkład glikogenu zaczyna się od reakcji z ATP, z którego obie reszty 
zostają przerzucone na jednostkę glukozową wielocukru. Z inicjatywy P a r ­
n a s a  zająłem  się w związku z tym  losam i grup fosforanowych ATP w wy­
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ciągu z mięśni żaby, świeżo sporządzonym, postarzałym , autolizowanym lub 
dializowanym. Przypom inam  sobie doświadczenie wykonane pod koniec 
lipca 1935 r., k tó re  wzrokowo zwróciło uwagę, mianowicie rozjaśnianie się 
świeżo sporządzonego, mlecznego od obfitości glikogenu wodnego wyciągu 
z mięśni żaby, podczas stania w tem peraturze pokojowej. Pom iary zaw ar­
tości fosforanu nieorganicznego na początku doświadczenia i po rozjaśnie­
niu się wyciągu w ykazały zupełne jego zniknięcie. Skojarzenie obu tych 
zmian odruchowo wywołało ponowne dodanie glikogenu i fosforanu nieor­
ganicznego do tego samego wyciągu. I znowu zjawiska powtórzyły się; zni­
kał praw ie cały fosforan nieorganiczny i większość glikogenu. Pom iary w y­
kazały zupełną współzależność między znikaniem ortofosforanu a rozkła­
dem  glikogenu; związany fosforan odnaleziono w trudno  hydrolizującej 
frakcji heksozofosforanowej (ester E m b d e n a). Doświadczenia zostały 
opisane następująco: „nous avons étudié l’estérification du glycogène avec 
du phosphate, ajouté à de l’ex tra it des enzymes m usculaires préparés selon 
M e y e r h o f  (deux poids de viande de lapin fraîche, tro is poids d’eau), fil­
tré , neutralisé, inactive e t dialyse à fond à une tem pérature  ordinaire, ad­
ditionné ensuite de MgGlo. Ainsi préparé l ’e x tra it ne contient pas d ’acide 
adénosinetriphosphorique, ni d’acide adénylique, pas de glycogène, et très 
peu de phosphate lib re”. I dalej: ,,Si l ’on ajoute à cet ex tra it du glycogène 
e t du phosphate seulem ent, le phosphate d isparaît vite: après 30 m inutes 
on trouvera, avec un taux  in itial de 54,5 mgr. p. 100 gr., seulem ent 17,3 mgr. 
1 n ’y a pas form ation de l’ester hexosediphosphorique: le phosphore qui 
vient de d ispara ître  se trouve en tièrem ent dans la fraction des esters à hy­
drolyse trè s  lente (ester de Robison-Embden)”.

W grudniu 1936 r. została oddana do druku (Ergebnisse der Enzym for­
schung 6, przedmowa) praca J. K. P a r n a s a  o m echanizm ie glikogenoli- 
zy w m ięśniu, w której zostało jasno sform ułowane odkryte zjawisko: „W ir 
fassen die Bildung des Hoxose-mono-phosphats als Auflösung des Glyko­
gens durch Anlagerung von Phosphat auf, und w ir bezeichnen diesen Vor­
gang als Phosphorolyse des Glykogens” (s. 81). Zostało również jasno sfor­
m ułowane twierdzenie, że glikogen rozkłada się w m ięśniu wyłącznie tą  dro­
gą: „Im M uskel geht also keine Hydrolyse des Glykogens der Glykolyse vo­
ran  sondern eine Phosphorolyse, eine Um wandlung des Polysaccharids zu 
Hexose-m onophosphat” (s. 79).

W tej samej publikacji zostały również przytoczone nie opublikowane 
poprzednio doświadczenia G. v o n  H e v e s y ,  J. K.  P a  r  n as ,  O s t e r n  
i G u t h k  e (1. c.), którzy spraw dzili przebieg reakcji przy pomocy fosfora­
nu 32P  i w ykazali ilościowe przeniesienie fosforanu nieorganicznego na 
es te r  E m b d e n  a.

W lipcu 1936 r. pojaw iła się ważna praca C. F. C o r i i G. T. C o r  i, 
k tórzy używając wym ytej miazgi mięsnej żaby zawieszonej w fosforanie
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z dodatkiem  kwasu adenilowego zauważyli również znikanie glikogenu. 
N agrom adzał się w tych w arunkach jednak nie trudno, lecz łatwo hydro lizu- 
jący este r fosforowy, k tóry  został przez nich zidentyfikowany jako a-D -glu- 
kopyranozo-1-fosforan (ester C o r i c h ) .  Ester ten, dodany do wyciągu 
mięśniowego przekształcał się szybko w ester E m b d e n a .  Było od razu 
jasnym , że badacze am erykańscy, prowadząc rozkład glikogenu przy pomo­
cy fosforanu w systemie enzym atycznym  bardziej zdekompletowanym niż 
wyciąg, odkryli reakcję poprzedzającą tworzenie się estru  trudnohydrolizu- 
jącego. E ster C o r i c h  jest właściwym i jedynym  produktem  fosforolizy. 
Jego odkrycie potwierdziło słuszność założeń P a r n a s a ,  że rozkład gllko- 
genu w m ięśniu nie jest procesem am ylolitycznym , ale,, że jest to proces 
odrębny, w którym  rolę wody spełnia kwas fosforowy.

W poważnych podręcznikach i monografiach uznaje się dzisiaj powszech­
nie, że odkrycie i określenie podstawowych cech procesu fosforolizy należy 
do J. K. P a r n a s a  i jego szkoły (patrz np. 4,5). Jest natom iast n iew ątpli­
wą zasługą C o r i c h  odkrycie produktu reakcji fosforolizy, a tym  samym 
enzym u ją katalizującego. Enzym ten został nazwany fosforylazą i o trzy­
m any przez badaczy w St. Louis z mięśnia królika w stanie krystalicznym  
w r. 1943 (6). Dzisiaj, kiedy namnożyły się przykłady reakcji fosforolitycz- 
nych, w arto wyraźnie określić wkład badaczy polskich w  początkach roz­
woju tej gałęzi enzymologii.

Badania wielu autorów  doprowadziły do wykrycia szerokiego rozpow­
szechnienia fosforylazy w świecie roślin, zwierząt i bakterii. Procesy roz­
kładu wieilooukrów, uważane dotychczas za hydrolityczne, okazały się w wie­
lu wypadkach fosforolitycznymi. Np. zcukrzenie glikogenu wątrobowego 
okazało się następstw em  nie jak  sądzono do r. 1939 procesu amylolitycznego, 
ale fosforolitycznego, jak  to wykazali P. O s t e  r  n i współpracownicy (7, 8) 
oraz niezależnie G. T. C o r  i i współpracownicy (9). W tym  czasie P. O s- 
t e r n  i współpr. (10) przeprowadzili syntezę wielocukrowca z estru  
glukozo-1-fosforowego przy pomocy miazgi wątrobowej, a niezależnie od 
nich G. T. C o r  i i współpr. (9) takie same odwrócenie reakcji fosforolizy 
przy pomocy preparatów  mięśniowych i wątrobowych. Niewątpliwie było to 
następstw em  pojaw ienia się pracy A. S c h a f f n e r a  i H. S p e c h t a  
(11) w r. 1938, w której ogłoszono odwracalność reakcji fosforolizy w droż­
dżach, jakkolw iek doświadczalne dane nie uzasadniały takiego tw ierdze­
nia.

N ajbardziej system atyczne badania w  kierunku udowodnienia odw ra- 
calności fosforolizy przeprowadził W. K i e s  s  l i n g  (12), używając oczy­
szczonego p repara tu  enzymatycznego (białko C z drożdży i mięśni), oraz 
obliczając położenie równowagi chemicznej dla reakcji fosforolizy, oraz 
ciepło reakcji. B łędnym  natom iast okazało się tw ierdzenie tego autora, że 
dla odwrócenia reakcji potrzebny jest odrębny enzym.
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Prace wyżej wymienionych autorów doprowadziły do pierwszej w  dzie­
jach nauki syntezy biologicznych polim erów cukrowych i utorow ały drogę 
podejścia biochemicznego do syntez ciał wielkocząsteczkowych in vitro. By­
ło znowu zasługą C o r i’ c h odkrycie, że synteza wielocukrów typu gliko­
genu i skrobi jest torowana przez dodatek śladów naturalnego lub syn te­
tycznego wielocukrowca do układu substrat-enzym . O ile odwrócenie reakcji 
fosforolizy przebiega stosunkowo gładko w  preparatach  mięśniowych, to w y­
sokie oczyszczenie fosforylazy powoduje często u tra tę  zdolności syntezy 
wielocukru z estru  glukozo-l-fosforowego (ale nie rozkładu). Można temu 
zapobiec dodając tzw. „Prim er”. To odkrycie umożliwiło badanie postępów 
oczyszczania enzym u i kinetyki reakcji enzym atycznej i miało wielki wpływ 
na rozwój wiedzy o fosforolizie.

2. Typy reakcji fosforolitycznych

Fosforylaza sacharozy. Reakcję katalizow aną ¡przez ten enzym w ykryli 
B. O. K a g a n ,  S. N.  L a t k e r  i E. M. Z f a s m a n (13), którzy otrzy­
m ali przy pomocy zawiesiny Leuconostoc m esenteroides z cukrozy i fosfo­
ranu nieorganicznego ester glukozo-1-fosforowy i wolną fruktozę. W rok 
później ale niezależnie fosforolizę sacharozy opisali M. D o u d o r o f  f, 
N. K a p l a n  i W.  Z. H a s s i d  (14, 15). Podstawową reakcją fosforolizy 
sacharozy można sformułować następująco:

Fosforylaza
sacharoza +  fosforan ( g lu k ozo-l-fosforan  +  fruktoza

Prepara ty  fosforylazy sporządzone z Pseudomonas katalizują nie tylko syn­
tezę sacharozy z estru  C o r  i c h i fruktozy, ale i z innych dwucukrów. 
M ateriałem  wyjściowym do syntezy mogą być niektóre ketocukry, jak 
D-ketoksyloza, L-ketoarabinoza, L-sorboza. Z aldoz w  wiązanie glikozydo- 
we wschodzi tylko L-arabinoza.

To niespecyficzne zachowanie się fosforylazy sacharozy zakwalifikowało 
ten typ enzym u do transgliikozydaz. Potw ierdziły to badania izotopowe (16). 
Okazało się, że zarówno fosforylaza z Leuconostoc jak i z Pseudomonas sa- 
charophila przenoszą jednostki glikozylowe pomiędzy znaczną liczbę sub­
stratów . Akceptorami są oprócz wymienionych wyżej cukrów prostych tak ­
że fosforan nieorganiczny, przy czym typ wiązania glikozydowego jest za­
chowany przy tych przeniesieniach. Mimo znacznych różnic w substratach 
reakcji podczas syntezy dwucukrów, odwrócenie fosforolizy jest katalizo­
wane przez jeden i ten sam enzym. M echanizm fosforolizy tego typu odbie­
ga od klasycznego.

Fosforylaza nukleozydowa. Inny  typ fosforylazy został opisany przez 
H. K a l c k a r a  (17) w r. 1947. Z w ątroby wydzielony został enzym, k tóry
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rozkłada przy udziale ortofosforanu niektóre nukleozydy. Produktem  reak­
cji jest rybozo-1-fosforan i wolna zasada. Odwrócenie reakcji fosforolizy 
daje nukleozydy:

R yb ozo-l-puryna +  fosforan a-ryb ozo-l-fosforan  +  puryna

Pow stające w tej reakcji (3-glikozydy są rybozydam i i dezoksyrybozydami 
niektórych zasad purynowych: hipoksantyny, adeniny i guaniny. Także 
amid kwasu nikotynowego i 4-am ino-5-im idazolokarboksam id mogą być 
akceptoram i reszt glikozylowych. Enzym został wyodrębniony z w ątroby 
i śledziony.

Fosforylaza maltozy. C. F i t t i n g  i M.  D o u d o r o f f  (18) w ykryli 
w r. 1952 w wyciągach z Neisseria m eningitidis enzym, k tó ry  katalizuje fos­
forolizę m altozy. P roduktam i tej reakcji jest P-D-glukozo-l-fosforan i glu­
koza. Enzym jest wysoko swoisty. Maltozę nie można zastąpić żadnym in­
nym  natu ra lnym  dwucukrowcem  lub wielocukrowcem. W reakcji odwrotnej 
zamiast glukozy można użyć D-ksylozy przy czym powstaje redukujący 
dwucukier, glukozydo-ksyloza.

D -m altoza +  fosforan (3-D -glukozo-l-fosforan +  glukoza

Dużą niespodzianką w tym  odkryciu było stw ierdzenie w produktach 
fosforolizy (i-D-glukozo-1-fosforanu. Jego optyczny izomer, a-D-glukozo- 
-1-fosforan nie zastępuje go jako substra t w syntezie maltozy. Maltoza mo­
że być zmieniona w a-D-glukozo-fosforan w  innej reakcji, opisanej przez 
M. D o u d o r o f f  i współpracowników (19) tylko poprzez wie locuk rowie c, 
k tóry  powstaje z m altozy pod działaniem  enzymu, amylomaltazy, wydzielo­
nego z m utanta  E. coli. Pow stanie bezpośrednie (5-D-glukozo-fosforanu 
w reakcji fosforolizy m altozy wskazuje na to, że m am y tu do czynienia z in­
w ersją waldenowską. Zjawisko to w ystępuje podczas działania inych fosfo- 
rylaz, np. nukleozydowej i dezoksynukleozydowej.

Fosforylaza maltozowa katalizuje wym ianę m iędzy ortofosf oranem  
a (3-D-glukozo-l-fosforanem tylko w  obecności glukozy. Również i wymiana 
m iędzy wolną glukozą i m altozą zachodzi tylko w obecności fosforanu (18) 
Jeżeli inkubuje się glukozę wraz z 14C-|3-glukozofosforanem w obecności 
ferm entu, syntetyzowana m altoza jest radioaktyw na w  części glikozylowej. 
Z piętnowanej glukozy i nieznaczonego (3-glukozofosforanu powstaje w tych 
w arunkach m altoza z piętnem  w części redukującej (20).

Fosforylazy glikozydowe. W yżej opisane enzym y katalizujące reakcje 
fosforolityczne należą pod względem typu wiązania rozszczepianego, do fos- 
forylaz glikozydowych. Oprócz fosforylazy glikogenu i skrobi zaliczamy do 
tej grupy fosforylazę sacharozy, m altozy oraz fosforylazy nukleozydowe. 
Tablica 1 (35) zestawia typy syntetyzow anych glikozydów, typy estrów, któ­
re powstają w reakcji fosforolitycznej oraz akceptory reszt glikozylowych.
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Główną cechą charakterystyczną tu  zestawionych enzymów jest tw orze­
nie połączenia pośredniego, glikozyloenzymu. Akceptorem  reszty glikozy- 
lowej mogą być różne akceptory, bądź to natu ry  cukrowej bądź też typu 
zasady azotowej. C harakterystycznym  dla syntezy glikozydów lub N-gliko- 
zydów jest rozerwanie wiązania m iędzy C a O w estrze fosforowym, co od­
różnia enzym typu fosforylazy od innych enzym ów rozszczepiających estry 
fosforowe. Zagadnienie to będzie jeszcze poruszone poniżej.

Fosforylaza polinukleotydowa. Enzym ten został odkryty przez M. 
G r u n b e r g - M a n a g o  i S. O c h o a  (21) w 1955 r. podczas badań nad 
m echanizmem biologicznej fosforylacji w drobnoustrojach. Okazało się, że 
wyciągi z Azotobacter vinelandii katalizują wym ianę 32P ortofosforanu 
z końcowymi grupam i fosforanowymi znajdującym i się w pirofosforanach 
adenozyny, inozyny, guanozyny, urydyny i cytydyny (chodzi tu  o pochodne 
'5’-nukleozydów). W reakcji tej pojaw iał się wolny, niepiętnowany ortofos- 
foran, enzym działał tylko w obecności jonu M g++.

Dalsze badania O c h o a  i współpracowników (22) doprowadziły do 
wydzielenia i wysokiego oczyszczenia enzymu, k tó ry  katalizuje syntezę 
wielkocząsteczkowych polinukleotydów z dwufosforanów (pirofosforanów) 
5’-nukleozydowych z równoczesnym uwolnieniem ortofosforanu nieorga­
nicznego. Reakcja ta jest odw racalną i daje się przedstawić następującym  
równaniem:

Fosforylaza, M g++ 
n(nukleozyd—P —P) ( y (nukleozyd—P)n +  nP

w którym  P -P  oznacza pirofosforan,, a P  ortofosforan. Enzym został nazw a­
ny fosforyilazą polinukleotydową na podstawie analogii z odwracalną syn­
tezą i rozpadem polisacharydów w obecności fosforylazy. Zadziwiającym 
w tym  niezm iernie ważnym  odkryciu był fakt, że fosforylaza z Azotobacter, 
działając na m ieszaninę pirofosforanów, adenozyny, guanozyny, urydyny 
i cytydyny syntetyzuje polinukleotydy identyczne z kwasem rybonukleino­
wym pochodzenia naturalnego.

Podczas inkubacji dwufosforanów nukleozydowych z fosforylazą polinu- 
kleotydową w obecności jonów M g++, znikają wolne dwufosforany nukleo- 
zydowe przy czym uwalnia się stechiom etryczna ilość ortofosforanu. Rea­
kcja ustaje po osiągnięciu stanu równowagi, gdy 60-80% dwufosforanów 
nukleozydowych zniknęła. Z m ieszaniny reagującej wydzielono i oczysz­
czono wysokocząsteczkowe polinukleotydy, które poddane badaniom che­
micznym, fizykochemicznym i enzym atycznym , nie dają  się odróżnić od ro­
dzimego kwasu rybonukleinowego. Masa cząsteczkowa biosyntetycznych 
polinukleotydów wynosi od 50,000 — 350,000.

Późniejsze badania wykazały, że fosforylaza polinukleotydowa jest sze­
roko rozpowszechniona w świecie baktery jnym  (23). W ystępuje ona także
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w drożdżach (24) oraz w szpinaku. Nie ma dotychczas bezpośrednich dowo­
dów w ystępowania tego enzym u w tkankach zwierzęcych.

Jak  w ykazały oznaczenia grup końcowych i produktów traw ienia enzy­
m atycznego biosyntetyczne polinukleotydy składają się z 5’-nukleotydów tj. 
5’-fosforanów nukleozydowych połączonych ze sobą wiązaniem 5’ — 3’ dw u-

T a b l i c a  1

Synteza glikozydów  w  reakcjach fosforolitycznych  
(W edług A. Kornberga)

Fosforylaza

i ■

Ester Akceptor Glikozyd P iśm ien ­
nictwo

P olisachary­ a -g lu k o zo -l-P glikogen glikogen (36)
dowa W m altotetroza skrobia

(amyloza) (37)
Sacharozy >9 D -fruktoza sacharoza (16)

99 L -scrboza a-D -glukozydo-
sorbofuranozyd (16)

99 L-arabinoza a-D -glukozydo-
arabinoza (16)

99 D-ketoksyloza a-D -glukozydo-
ketoksyloza (16)

9-9 L -K etoarabino- a -D -glukozydo-
za ketoarabinozyd (16)

M altozy (3-D -glukozo-l-P D -glukoza m altoza (a -1,4) (38)
D -ksyloza a-D -glukozydo-

>9 ksyloza (?) (38)
N ukleozydów a -ry b o zo -l-P uracyl urydyna (39)

pirym idyno­ dezoksyrybo-
w ych z o - l-P tym ina tym idyna (40)

99 uracyl dezoksyurydyna (40)
N ukleozydów a -ry b o zo -l-P hipoksantyna inozyna (17)
purynow ych

99 adenina adenozyna (41)
99 guanina guanozyna (17)
„ amid kw. n iko­ rybozyd am idu kw.

tynow ego nikotynow ego (42)
99 4-am ino-5-i rybozyd 4-am ino-

m idazolo-kar- -5-im id azolo-kar-
boksamid boksam idu (43)

, , azaguanina rybozyd azaguani-
ny (44)

dezoksyrybo- hipoksantyna dezoksyinozyna (45)
z o - l-P (46)

99 guanina dezoksyguanozyna (45, 46)
99 azaguanina dezoksyrybozyd

azaguaniny (44)
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estrowym , przy czym łańcuchy kończą się grupą fosforanową zestryfikowa- 
ną z węglem  5’ końcowego mukleozydu.

Nie jest dotychczas wyjaśnione, czy istnieje całkowita analogia m ię­
dzy fosforylazą polinukleotydową a fosforylazą polisacharydową. Np. o t­
w artą jest kw estia potrzeby torow ania syntezy przez „prim er”, tzn. czy en ­
zym może dołączać jednostki nukleotydowe tylko do już istniejących łań­
cuchów. Poza tym , jak  zwróciła uwagę M i l  d r e d  C o h n  (25), reakcja 
różni się od fosforolizy glikozydowej (fosfory laza mięśniowa, kartoflana) 
tym, że pow staje w jej następstw ie wiązanie P-O -P, a nie C-O-P, jak  w tej 
ostatniej. Bliższe dane o mechanizm ie reakcji katalizowanej przez fosfory- 
lazę polinukleotydową będzie można zebrać dopiero po wysokim oczyszcze­
niu ferm entu  co jest obecnie w toku.

Analogiczną fosforylazę rybonukleozydową opisał U. Z. L i t t a u e r  
(32) oraz A. K o r n b e r g  (33) w wyciągach z E. coli, a R. F. B e e r s  Jun. 
(34) w Micrococcus lysodeikticus. P ierw si dwaj badacze oczyścili enzym 
z E. coli, k tó ry  katalizuje odw racalną polim eryzację pirofosforanów nukile- 
ozydowych na wysokocząsteczkowe polinukleotydy typu kwasu rybonuklei­
nowego. O trzym ano polim ery adenozyny, urydyny i cytydyny. Wysoko­
cząsteczkowe kw asy rybonukleinowe z drożdży, wirusa żółtej rzepy, oraz 
zarazka mozaikowego tytoniu ulegały daleko idącej fosforolizie.

Enzym został częściowo oczyszczony, przy czym uzyskano 280-krotne 
zwiększenie aktywności w stosunku do surowego wyciągu z komórek bakte­
ryjnych rozbitych ultradźwiękiem .

Fosforylaza ureidowa. Tak można by nazwać enzym y katalizujące od- 
wracadne reakcje karbam ylow ania w następstw ie czego syntetyzują się urei- 
dy (26, 27, 28). Są to typowe reakcje fosforolizy w której tw orzy się wiąza­
nie C-O-P

n h 2
I
c=o

0
II

+  HO—P—0~
1o~

NH

(CH2)3
|

CH—NH2

o=c—o-
L-cytrulina

NH2

c=o
0
1

o = p - o -
I
o-
+
n h 2

(CH2)3 

c h —NH2 

o=c—o-
L-ornityna
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Taką jest fosforoliza cytruliny oraz analogiczna reakcja z kwasem  ureido- 
b u rs ztynow ym :

n h 2
Ic=o
I

0
1

o = p —o -
I

o - '

n h 2 o
/ /

CH—c —O-
I

c h 2
Io=c—o-

L-asparaginian

N H 2

C^O

O
II

+  HO—P —O-

o-
NH o

/ /
CH—C—O-
I

c h 2 

o=c—o-
L-ureidobursztynian

JPowstaje w obu reakcjach związek pośredni, karbam ylofosforan. K arbam y­
lofosforan nie pojawia się, gdyż w obecności kinaz reszta fosforanowa zostaje 
odrazu przeniesiona na ADP, jaik w przypadku przekształcenia fosforolitycz- 
nego cytruliny (28):

Cytrulina +  P +  A DP ^  Ornityna +  N H 3 +  C 0 2 +  ATP

Mechanizm fosforolityczny udowodniono w tym  przypadku używając 
ortofosforanu piętnowanego przy pomocy ls O. Odnaleziono nadm iar izo­
topowego tlenu w powstającym  w reakcji CO2 . Dowodzi to, że tw orzy się 
bezwodnik ortofosforanu i wolnego lub podstawionego kwasu karbonow e- 
go, z którego P  zostaje przerzucony na ADP z rozszczepieniem wiązania 
C-O-P.

Fosforylaza ureidowa rozbija wiązania C-N.
Fosforylazy tioerstrowe. W obecności enzymów tego typu narazie zali­

czanych próbnie do klasy fosforylaz, rozszczepieniu w obecności ortofosfo­
ranu ulega wiązanie C-S. R a c k e r  (29) form ułuje m echanizm  utleniania 
aldehydu fosfoglicerynowego z udziałem reakcji fosforoilitycznej:

0 = C H  0 = C —SG —enzym  O
I I II

HCOH O - ------- > HCOH O - -------------► 0  =  C—O—P —O" +  H SG -enzym

H 2C—O—P —O - DPN" H2C - - 0 —P —O - p i HĆOH CD­
II II I O-
O O I I

h 2c —o —p —o -
+  II

HSG—enzym  O

9 P o s tę p y  B io c h e m ii
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Fosforolizie (Pi =  ortofosforan) ulegać m a wiązanie m iędzy grupą tiolową 
glutationu, k tó ry  jako grupa czynna enzym u (dehydrogenazy) tw orzy poś­
redni związek (enzym -substrat).

Analogiczną reakcję opisał S. B i l a c k  i N, G. W r i g h t  (30). W wy­
ciągach z drożdży znaleźli oni enzym, zwany dehydrogenazą /?-semialdehydu 
asparaginowego, k tóra katalizu je  odwracalną redukcję |3->aspartylofosforanu 
przez TPNH. W reakcji tej powstaje P-semialdehyd asparaginow y i uwalnia 
się ortofosforan:

-o cr
I I

c = o  c = o  
I I O- 

HC—N H t HC—NH+ 
+  TPNH +  H+ | TPN+ +  HO—P—O 

CH2 O c h 2
I II I °

c —o —p —O- HC =  0
I

O"
W mniej oczyszczonym wyciągu drożdżowym jest obecna kinaza, która 
w obecności magnezu, M g++ przerzuca grupę fosforanową z (3-aspartylofos- 
foranu na ADP:

M g++
A spartylofosforan +  ADP <- A sparaginian +  ATP

W przebiegu tej reakcji autorzy widzą m echanizm  analogiczny do katalizo­
wanego przez dehydrogenezę 3-fosfogliceroaldehydu w edług R a c k e r a .  
W obu w ypadkach aldehyd w obecności ortofosforanu jest odwracalnie 
utleniany do acylofosforanu przez nukleotyd pirydynowy. Oba enzymy 
katalizują arsenolizę acylofosforanów. Oba enzym y zatruw ają się kwasem 
jodooctowym, a więc w  reakcji biorą udział grupy tiolowe.

Podobnie rozum iem y obecnie czynność fosfotransacetyilazy. Reakcja 
transacetylacji może być uważana za fosforoliityczne rozszczepienie acetylo- 
koenzymu A:

O O
II . II

0 = c —s —koenzym A +  HO—P —O" < .....-  O= C—O—P —O-  +  H S-koenzym  A
I I l i

c h 3 o ~ c h 3 o -

Analogiczne rozszczepienie wiązania tioestrowego z udziałem nieorga­
nicznego ortofosforanu opisali E. C. H e a t h ,  J. H u r w i t z  i B. H o r e c -  
k e r  (31) w  ferm entacji pentozy przez Lactobacillus pentosus. Używając 
wysoko oczyszczonego enzym u zamieniali oni ksyeulozo-5-fosforan w ace- 
tylofosforan i 3-fosfogliceroaldehyd, przy czym wiązał się nieorganiczny 
fosforan. Niezbędność grupy SH została wykazaną, a za tym  fosforan był 
niezbędny dla rozszczepienia tioestru. Koenzym tej reakcji nie jest znany.
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HoCOH f  H 3C 1 0 ~  HaC O-f Hl0  1

Lo=c—sxjc = o  L o = c —s x j  +  h o —P—o - --------> o = c —o —P—O“ +  XSH
I X SH  +  II

H C O H -------- ► HC =  0  O O
I I

HCOH O HCOH O

h 2c —o —p —o ~  h 2c —o —P - O -  

o- o-
Fosforylazy sprzężone z kinazami. Istnieją dalsze przykłady  odwracal­

nych reakcji, w których najprawdopodobniej bierze udział swoista fosfo­
rylaza. Ponieważ jednak z produktu fosforolizy w niezbyt oczyszczonych 
układach enzym atycznych fosforan zostaje przerzucony przy udziale kinazy, 
na ADP, nie pojawia się on w produktach końcowych. Takie reakcje cechu­
je aktyw ujący wpływ dodanego ATP, którego końcowa reszta fosforanowa 
pojawia się jako ortofosforan nieorganiczny. Przykładem  tego typu reakcji 
może być synteza glutam iny, k tó rą  na podstawie doświadczeń z izotopowym 
18 C (47) można uważać za sumę dwóch reakcji częściowych:

kinaza
glutam inian +  ATP <------------- — y-glutam ylofosforan +  ADP

fosforylaza
Y -glutam ylofosforan +  NH3 <- glutam ina +  Pi *)

suma: glutam inian +  N H 3 +  ATP <- glutam ina +  A D P +  Pi

N iestety nie udało się dotychczas wykazać istnienia Y-glutamylofosfora­
nu jako ciała pośredniego. W ykazano natom iast aktyw owanie reakcji przez 
syntetyczny y-glutamylofosforan. Udało się to również w reakcji pokrew ne­
go typu, gdzie pośrednim  związkiem jest acetylofosforan. Dlatego, zdaniem 
A. K o r n b e r g a  (35) w reakcjach aktyw owanych przez ATP i przebiega­
jących w m yśl ogólnego równania:

A +  B +  ATP <- ----7» c  (+ D) +  ADP +  Pi*)

w których zmiana wolnej energii jest dosyć m ała, jednym  z etapów  reakcyj­
nych musi być rozszczepienie wiązania z udziałem fosforanu nieorganicz­
nego. Liczne takie reakcje zostały w ykryte  w  ostatnich latach, ale nie będą 
one tu dyskutow ane, ponieważ nie wydzielono jeszcze z układów enzym a­
tycznych odnośnych fosforylaz.

3. Własności fosforylazy mięśniowej

Jedyną gruntow nie zbadaną fosforylazą jest enzym  z m ięśni królika. 
Szczegółowe dane zawdzięczamy głównie badaniom C o r  i c h i ich współ­

*) P¡ — ortofosforan nieorganiczny
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pracowników z St. Louis. Z danych tych zestawione będą tu  najważniejsze, 
dla przejrzystości obrazu natom iast pom inięte m niej istotne dla tego refe­
ratu.

Z mięśni a także z niektórych innych tkanek  można wydzielić fosforyla- 
zę w dwóch odm ianach, nazwanych fosforylazą a i b. (48). Fosforylaza b 
jest enzymatycznie nieczynna bez dodatku kwasu adenilowego mięśniowe­
go, fosforylaza a jest czynna bez dodatku kwasu adenozyno-5’-fosforowego, 
ale nie wykazuje m aksym alnej aktywności. Dodatek nukleotydu zwiększa 
aktywność fosforylazy o dalsze '50°/o.

E. L. R o z e n f e l d  i A. N. P a w ł o w a  (49) wykazali odwracalność 
przem iany fosforylazy a w b, udowodnioną przez G. T. C o r  i i A. A. G e -  
e n (48). Optym alne w arunki dla przeprowadzenia fosforylazy b w a opra­
cował K r e b s  i F i s c h e r  (50„ 51). Ważna pod kątem  zrozumienia m e­
chanizmu fosforolizy odwracalna reakcja:

—p
fosforylaza a ■ - > fosforylaza b

+  P (A T P , M gt+)

była badana szczegółowo, zarówno jeżeli chodzi o charakterystykę białek 
katalitycznych jak  i o zmiany w grupie czynnej.

Zam iana fosforylazy a w b jest procesem enzym atycznym . Enzym kata­
lizujący to przekształcenie został wydzielony i  oczyszczony (PR enzym). 
(52). Pierw otnie sądzono, że PR enzym  usuwa grupę prostetyczną z fos- 
forylazy a, po tym  okazało1 się że rozszczepia on fosforylazę a na dwie równe 
części (53). Pom iary w ultracentryfudze wykazały, że fosforylaza a ma m a­
sę około 500,000, fosforylaza b praw ie dokładniej połowę jej.

Zam ianę fosforylazy a w b można również przeprowadzić trypsyną ale 
reakcja ta, w przeciwieństwie do katalizowanej przez enzym  PR nie jest od­
wracalna.

Fosforylazę a udało się rozczepić odwracalnie na części m niejsze także 
i w inny sposób. Działając PCMB (benzoesan p-chlorortęciowy) można roz­
bić enzym najpierw  na 2, a po tym  na 4 części (54, 55, 56). Po usunięciu 
PCMB przez cysteinę z 4 cząsteczek monomerów tw orzy się ponownie 
te tram er o masie fosforylazy a, z zachowaną aktywnością enzymatyczną. 
Proces odwracalnej depolimeryzacji daje  się obserwować w  u ltraoentry- 
fudze. Towarzyszy mu znikanie wolnych grup SH białka (których jest 18) 
podczas rozpadu i ich ponowne pojawienie się podczas reaktyw acji enzy­
mu (57). Miareczkowanie wolnych grup SH fosforylazy a daje w yniki zgod­
ne z wartościam i otrzym anym i z analizy składu aminokwasowego enzymu, 
wykonanej przez S. F. V e 1 i c k i L. W. W i c k s  (58).

Według pierwotnych poglądów badaczy z St. Louis w tkankach m iały 
istnieć obok siebie, w różnym stosunku ilościowym fosforylazy a i b. Uwa­
gi ich uszły doświadczenia T. B a r a n o w s k i e g o !  I. M o c h n a c k i e j
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(59) opublikow ane w Acta Physiologica Polonica w r. 1950. Okazało się m ia­
nowicie, że w ielokrotnie wym yta wodą miazga mięśniowa — w której już 
nie można wykazać obecności ani fosforylazy a, ani fosforylazy b — zawiera 
jeszcze potężną ilość enzym u w formie nieczynnej. Można przez dodanie 
0.1 M fluorku sodu otrzym ać dalsze porcje fosforylazy b, w  ilościach znacz­
nie przekraczających wszystko to, co wym yło się poprzednio z mięśnia. Ilość 
aktyw nych fosforylaz przechodzących do wyciągu wodnego stanow i zaled­
wie 15-30% tego, co znajduje się w  mięśniu. A ktyw ujący wpływ fluorkowy, 
nazw any „efektem  fluorkow ym ” został przebadany szczegółowo w pięknej 
pracy I. M o c h n a c k i e j  (60), jednak bez znalezienia wytłumaczenia.

Istnienie trzeciej, nieaktyw nej form y fosforylazy zostało później zauwa­
żone (w r. 195*5) przez R. W. C o  w g  i 11 i C. F. C o r i  (60) w m ięśniach 
ostrygi. Efekt fluorkowy, k tóry  autorowie zauważyli został objaśniony ja ­
ko zaham owanie enzym atycznej zam iany fosforylazy a w b (62). Tłumacze­
nie to nie stoi w zgodzie z obserw acjam i I. M o c h n a c k i e j .  A utorka ta 
stw ierdziła zupełną nieobecność fosforylaz a i b w miazdze m ięsnej, k tó rą  
aktyw uje fluorkiem . „Efekt fluorkow y” polega nie na zahamowaniu procesu 
enzymatycznego, ale na uaktyw nieniu nieczynnej form y fosforylazy b obec­
nej we włóknie mięsnym. Ta nieczynna form a fosforylazy b musi czekać 
na bliższe zbadanie.

Fosforylaza mięśniowa jest szczególnie interesująca dla bliższych badań 
ponieważ jest ona enzym em  absolutnie swoistym dla a-D -glukopyranozylo- 
-1-fosforanu i w iązania a-l,4-glikozydowego w polisacharydzie (glikogenie). 
Jest ona hamowana przez glukozę, florydzynę i floretynę. Stała sedym enta­
cji fosforylazy a wynosi (S2 0 , w o d a ) 13,2 fosforylazy b 8,2. Masa cząstecz­
kowa obliczona ze stałej sedym entacji oraz stałej dyfuzji wynosi 495,000 
i 242,000 (63). Enzym y są euglobulinam i, forma b jest bardziej rozpuszczal­
na.

4. Grupa prostetyczna fosforylazy mięśniowej

Bardzo istotnym  zagadnieniem  na drodze do zrozumienia m echanizm u 
fosforolizy jest wykazanie, czy enzym posiada grupę prostetyczną, a jeżeli 
tak, to jaka jest jej budowa. Dlatego niem al od m om entu odkrycia enzym u 
wielu badaczy włożyło dużo wysiłku aby w ykryć koenzym lub m etal jako 
grupę czynną. Rzecz szczególna, wszystkie próby wykazania istnienia skład­
nika niebiałkowego w fosforylazie, oraz otrzym ania przez dializę apoenzy- 
mu zawiodły. Nie udało się tego zrobić dla żadnego typu fosforylazy, a jedy­
ne dane w tym  kierunku otrzym ał J. B. S u m n e r  (64). Po 1.000-krotnym 
oczyszczeniu fosforylazy z fasoli (jack bean) stw ierdził obecność 4 m ikro- 
gram ów dw unukleotydu adenilowo-f la winowego na 1 mg białka. Barwik 
jest silnie związany z enzymem  i nie daje się oddzielić przez dializę.
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Ponieważ mięśniowa fosforylaza b jest aktyw na tylko w  obecności kw a­
su a de nilowego lub inozynowego, sądzono, że nukleotyd ten jest grupą 
czynną enzymu. Początkowe dane analityczne pracowni w St. Louis (5, 48, 
55) wskazywały na obecność rybozy w fosforylazie a, brak w b. Późniejsze 
analizy S. F. V e  1 i c k i L. F. W i c k s  (58) z tej samej pracowni dokona­
ne na drodze mikrobiologicznej przy użyciu m utanta  E. Coli, w ykluczyły 
obecność adeniny w fosforylazie a.

Wyżej wymieniona praca zasługuje na szersze omówienie, ponieważ opi­
sano w niej próby wykrycia grupy prostetycznej enzymu na większą niż 
poprzednio skalę. Przebadano mianowicie fosforylazę a na obecność w ię­
kszości witam inów rozpuszczalnych w wodzie, ale znaleziono niektóre w tak  
znikomych ilościach (66, 67), że nie wchodziły one w rachubę. Nie próbowa­
no poszukiwań za grupą w itam inu Bo, za w yjątkiem  pirodoksyny, którą m ie­
rzono testem  dekarboksylazy tyrozynowej (W. W. U m b r e i t ) .  A nalizy 
w ykazały mniej niż 0.5 mola pirydoksyny na  mol enzymu. Autorzy pracy 
wyciągnęli z tego następujący wniosek: „Although the Be vitam ins cling to 
the  protein more tenaciously than  do others, there is no reason to believe th a t 
they  constitute a prosthetic group, since they  can be removed by recrysta l­
lization under conditions in which the enzym e does not lose activity. Pho- 
sphorylase b was not activated by pyridoxal phosphate”.

To stw ierdzenie niew ątpliw ie wyw arło duży wpływ na kierunek dalszych 
poszukiwań za grupą czynną. W r. 1952 M. V. B u e  11 (68) otrzym ała kwas 
urydylow y po hydrolizie krystalicznej fosforylazy i sądziła,, że nukleotyd 
urydynowy może być koenzymem niezbędnym  dla aktywności fosforylazy 
glikogenu. Podobne zapatryw anie o aktyw acji przez dwufosfonukleotyd gło­
sili E. G. K r e b s  i E. H.  F i s c h e r  (50, 51), a poprzednio na taką moż­
liwość wskazywał H. K a l c k a r  (69). Do tego stopnia uważano te, m eto­
dycznie niepewne wyniki za prawdopodobne, że S. K o r k e s  (70) podał 
naw et próbny schem at mechanizmu działania fosforylazy a i b, m echa­
nizmu inaktyw acji fosforylazy a, reaktyw acji fosforylazy przez adrenalinę.

Zagadnienie grupy czynnej fosforylazy a z mięśnia zostało podjęte na 
nowo w r. 1956 w pracowni C. F. C o r i e g o  podczas pobytu i przy udzia­
le autora niniejszego przeglądu. Użyliśmy wówczas wielokrotnie przekry- 
stalizowaną fosforylazę a z mięśnia królika potraktow aną między rek ry ­
stalizacjam i z cysteiny-glicerofosforanu a później wersenu — glicerofosfo- 
ranu kilkakrotnie norytem . W ten sposób zostały zupełnie usunięte wolne 
nukleotydy i ślady kwasu nukleinowego, bez s tra ty  aktywności. W yniki ba­
dań zostały ogłoszone przez T. B a r a n o w s k i ,  B. I I  l i n  w o r t h ,  D. 
B r o w n  i C. F. C o r i  w lipcu 1957 r. (71). Praca ta doniosła o wydziele­
niu z wysoko oczyszczonej fosforylazy a m ięśnia królika fosforanu pirydok- 
salu w ilości 4 moli na mol białka.
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Identyfikacja grupy prostetycznej enzym u dokonana została wieloma 
metodami. Przez odbiałczenie fosforylazy a kwasem  nadchlorowym  lub 
trój chlorooctowym otrzym ano wyciągi, które wykazywały typow e widmo 
pirydoksalo-5’-fosforanu w całym zakresie pH. Przeprowadzono wydziele­
nie fosforanu pirydoksalu w ytrącając go jako sól barow ą dwoma objętoś- 
ciami etanolu. Żółty osad wymyto, rozpuszczono w wodzie i ponownie w y­
trącono alkoholem. N astępnie oczyszczono otrzym any m ateriał na kolumnie 
z wym iennika jonowego (Dowex 1), poddając go chrom atografii absorpcyj­
nej. W analogiczny sposób oczyszczono syntetyczny pirydoksalo-5-fosforan, 
przy czym wydajność z kolum ny była w obu wypadkach ta  sama (40°/o)

W idma absorpcyjne w ultrafiolecie były identyczne dla syntetycznego 
i naturalnego fosforanu pirydoksalu, również szybkość wędrowania w elek­
troforezie bibułowej była ta sama dla syntetycznego m ateriału  i wydzielo­
nego z fosforylazy. W teście biologicznym, opartym  na aktywowaniu apo- 
transam inazy glutam o-asparaginow ej natu ralna i syntetyczna próbka oka­
zały się jednakowo aktyw nym i.

«
Wysoko oczyszczona fosforylaza a z m ięśni królika zawiera w cząsteczce

0 m asie około 500,000 8 atomów fosforu. 4 z nich znajdują się w 4 cząstecz­
kach pirydoksalo-5-fosforanu pozostałe 4 pod postacią estru  trudno- 
hydrolizującego, k tó ry  daje się uwolnić z fosforylazy dopiero po straw ieniu 
trypsyną. E. G. K r e b s  i współpr. (72) wykazali, że między produktam i 
traw ienia trypsynowego znajduje się niski peptyd, m ający w swym  składzie 
fosfoserynę. ^

Ostateczny dowód na to, że koenzymem fosforylazy mięśniowej jest pi- 
rydoksalo-5-fosforan przeprowadzili C. F. C o r d  i  współpr. (73), k tó­
rzy uzyskali apoenzym fosforylazy a i b, aktyw ujący się przez dodatek na ­
turalnego lub syntetycznego fosforanu pirydoksalu. W ynika z tego, że za­
równo fosforylaza a jak  i b posiadają tę sam ą grupę czynną, a więc defosfo- 
rylacja obserwowana przez niektórych autorów podczas przejścia form y 
a w b nie dotyczy grupy czynnej. Możliwe, że p repara ty  enzym u PR, które 
nie są jeszcze dostatecznie oczyszczone zaw ierają fosfatazę usuwającą resz­
tę fosforanową z fosfoseryny łańcucha peptydowego i w ym ieniającą tę re ­
sztę za fosforan 32P, co obserwowano w doświadczeniach E. G. K r e b s a
1 współpr. (74). Trwałość wiązania fosforanu pirydoksalu z enzymem przy­
pomina trwałość fosfokreatyny, a za tym  można przypuszczać, że wiązanie 
jest typu P-N (azot z wolnej grupy NH2 lub gwanidylowej białka).

5. Dotychczasowe dane o mechanizmie fosforolizy

Ostatnio dokonane rozpoznanie koenzymu fosforylazy mięśniowej n ie­
wątpliwie przyspieszy zgłębienie mechanizm u fosforolizy. Badania izoto-
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po we będą m iały tu głos decydujący. Dlatego nie będzie w tym  ustępie do­
konany przegląd opublikowanych hipotez, lecz zebrane badania podstawo­
we. Ponadto będą krytycznie naświetlone te doświadczenia, w których po­
dejście metodyczne w ydaje się niezadowalające.

Zacząć należy od rozważań terminologicznych, poruszonych w piśm ien­
nictw ie przez B. A x e 1 r  o d a (75). Jeżeli z organicznego estru  fosforowego 
np. typu:

x y  y O H
c—o—p=o

; ' OH

zostaje oderw ana grupa - 0 P 0 3H 2i, to znaczy zostaje rozbite wiązanie w m iej­
scu x, w tedy otrzym uje się grupę fosforanową. Jeżeli rozpad nastąpi 
w miejscu y, to  odryw a się grupa fosforylowa. Okazało się, że rozszczepienie 
typu „fosforanowego” oraz typu „fosforytowego” są dwoma zupełnie róż­
nymi reakcjam i.

Podstawowe badania nad m echanizm em  przeniesienia reszt fosforano­
wych i fosforylowych zapoczątkowała M ilidred C o h n w pracowni 
C o r  i c h. Jej zasługą jest wprowadzenie izotopowego tlenu ls O w  bada­
niach nad m echanizm em  rozszczepienia wiązania —C—O—P. Dla badania 
procesu hydrolitycznego używa się najwygodniej H2 l s O i oznacza w pro­
duktach reakcji nadm iar izotopowy ls O. Piętnow aną będzie grupa wodo­
rotlenowa lub ortofosforan, zależnie od wiązania, które ulega rozbiciu

R 0 P 0 3H 2 +  H 18OH ------------- » R—18OH +  H3PQ4

R—O—P 0 3H 2 +  H 18OH ------------- > R—OH +  H3P 180 4

Dla badania fosforolizy wygodnym jest użycie piętnowanego fosforanu 
H aP 18 0 4 . Używając piętnowaną wodę oraz fosforan M. C o h n  (76) zbadała 
zachowanie się glukozo-1-fosforanu w  reakcjach hydrolitycznych oraz fos- 
forolitycznych.

Podczas enzym atycznej hydrolizy estru  glukozo-1-fosforowego ka ta li­
zowanej przez alkaliczną fosfatazę rozbijane jest wiązanie m iędzy tlenem  
a fosforem (C-O-P). Ten sam m echanizm  został stw ierdzony przez wcielanie 
180  z piętnowanej wody w fosforan nieorganiczny podczas hydrolizy estru  
w obecności kwaśnej fosfatazy.

W reakcji syntezy polisacharydu katalizowanej przez fosforylazę m ięś­
niową rozbijane jest wiązanie między węglem  a tlenem  (Ct  O-P). W skazują 
na to wyniki doświadczalne (77): zawartość ls O w uwolnionym ortofosfora- 
nie jest po osiągnięciu równowagi chemicznej taka sama jak  w  estrze C o- 
r  i c h, k tó ry  był wyjściowym substratem  reakcji. Należy więc fosforoli- 
tyczne rozszczepienie wiązania estrowego sformułować następująco (x ozna­
cza ls O):
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CH2OH CHoOH

Z "
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—o-

c h 2o h

/ - o -
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—O--------b HxO—P —xOH
I
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W przypadku fosforylazy mięśniowej został zbadany izotopowo m echa­
nizm  przebiegu reakcji w obu kierunkach a także rozszczepienie kom pleksu 
g 1 ukozia-enzym. Został on sform ułowany następująco:

c h 2o h

/ ° \ / H
xOH

Ox—p —xOH +  enzym
Ixo-

\

c h 2o h

) — o H
enzym  +

xOH
I

+  HOx—P —xOH
Ixo-

Zostały więc wyznaczone kry teria  reakcji fosforolitycznej,, odróżniające 
ten typ reakcji od enzym atycznej hydrolizy. Rozbiciu uilega wiązanie C-O 
(lub ogólniej X -0), podczas gdy w reakcji katalizowanej przez fosfatazy 
rozszczepione zostaje wiązanie O-P. Drugim kry terium  fosforolizy jest zdol­
ność zastępowania fosforanu przez arsenian. Typowe reakcje fosforolizy 
przebiegają również jako arsenolizy z tą  różnicą, że utworzony ester jest 
n ietrw ały  i rozpada się, tym  razem  hydrolitycznie.

Na uwagę zasługuje fakt, że podczas fosforolitycznego rozszczepienia 
wiązania C -0  nie zawsze w ystępuje odwrócenie W a l d e n a ,  jakiego n a ­
leżałoby oczekiwać w tym  wypadku. Nie m a takiego odwrócenia w przy­
padku fosforylazy polisacharydowej oraz fosforylazy sacharozy. Zawsze 
syntetycznym  produktem  działania fosforylazy jest a- glikozyd. Natom iast 
fosforylaza m altozy produkuje (3-glukozo-l-fosforan, a więc w ystępuje od­
wrócenie waldenowskie w przebiegu tej reakcji. Także wszystkie fosfory­
lazy N-glikozydowe powodują inw ersję na wiązaniu glikozydowym. Jak  
wiadomo rybonukleozydy są (3-glikozydami, natom iast produktem  ich fos­
forolizy jest a-D —rybofuranozo-1 -fosforan (78, 79, 80). Syntetyczny P-D- 
rybofuranozo-l-fosforan jest nieczynny jako substrat fosforylazy nukleozy- 
dowe j .
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Z wyżej opisanych doświadczeń wynika, że w reakcji fosforolizy jest 
przenoszona reszta fosforanowa,, w reakcji katalizowanej przez fosfatazy 
grupa fosforylowa. W ynika dalej z tego, że obecna terminologia jest niezbyt 
właściwa i zam iast fosforoliza należałoby mówić „fosfatoliza”. Kompleks 
enzym -substrat zostaje bowiem rozszczepiony w  sposób następujący:

enzym —j—C

H: o p o 3h 2

W tych w arunkach nie przenosi się grupa fosforylowa lecz fosforanowa. 
Termin fosforoliza jednak przyjął się, na skutek  szerokiego rozpowszech­
nienia reakcji tego typu i nie byłoby chyba celowym wprowadzanie zmian, 
które m ogłyby wywołać zamieszanie.

Nie wiele przyczyniły się do dalszego w yjaśnienia mechanizmu fosforo­
lizy liczne doświadczenia wykonane z fosforanem  :!2P lub ATP napiętnow a­
nym 32P w skrajnej reszcie fosforanowej, których celem było Wyjaśnienie 
stosunku fosforylazy a do b. Badania E. G. K r e b s a  i E. H. F i s c h e r a  
(74) w ykazały wchodzenie co najm niej dwóch atomów P z ATP podczas 
enzym atycznej konw ersji fosforylazy b w a. Enzym, zwany enzymem  kon­
w ertującym  jest aktyw ow any przez dwuwartościowy kationy, jak  Mg** lub 
M n". Podobną reakcję opisał T. W. R a 11, W. D. W o s i l a i t  i E. W.  
S u t h e r l a n d  (81). Przejście fosforylazy wątrobowej a w  b ma być po­
łączone z odszczepieniem 2 atomów P, k tóre mogą być ponownie dołączone 
w reakcji analogicznej do opisanej przez E. G. K r e b  s a i tow. ¡a więc 
z udziałem ATP. Nie należy jednak zapominać, że fosforylaza b mięśniowa 
i wątrobowa nie zostały jeszcze dostatecznie oczyszczone. Zaw ierają one 
napewno ślady enzym u PR oiraz być może i niespecyficznej fosfatazy, k tóra 
może katalizować przeniesienie grup fosforylowych w reakcjach nie zwią­
zanych z przekształceniem  grupy czynnej fosforylazy. Taki zarzut można 
postawić również i izotopowym doświadczeniom L. E n g s t r ó m  i G. 
A g r e n  (82), którzy po inkubacji fosforylazy mięśniowej z fosforanem 32P 
w obecności glikogenu stw ierdzili silne napiętnow anie enzymu, którego nie 
obserwowano w nieobecności glikogenu. Fosforan 32P odnalazł się w  formie 
fosfoseryny, k tórą wydzielono po zhydrolizowaniu fosforylazy. Sami auto­
rzy przyznają jednak, że czystość przez nich używanego ferm entu była 
nie dostateczna.

Ostatnio prowadzone doświadczenia w pracow ni C. F. C o r i  (83) w ska­
zują na to, że 4 atom y organicznie związanego fosforu w fosfory lazie m ięś­
niowej w ystępują w  formie trudnohydrolizująoego estru , typu fosfoseryny 
lub fosfotyrozyny. Po traw ieniu trypsynow ym  E. G. K r e b s  i współpr. 
(84) m ieli wydzielić heksapeptyd zaw ierający w swoim składzie fosfoserynę. 
Możliwe jest, że pojaw iający się w  czasie przejścia fosforylazy a w b, fosfo­
ran  nieorganiczny jest odryw any enzym atycznie od seryny. Nie m am y jed ­
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nak żadnych danych, czy odwracalna defosforylacja seryny, znajdującej się 
w łańcuchu peptydow ym  fosforylazy m a coś wspólnego z odwracalnym  
przejściem  enzym u z form y a w b. Nie można też na razie stawiać hipotez 
odnośnie foisforylowania łańcucha peptydowego enzym u jako etapu m e­
chanizm u fosforolizy.

W ykrycie obecności 4 cząsteczek fosforanu pirydoksalu i stw ierdzenie 
jego niezbędności dla czynności enzym atycznej staw ia badania nad m echa­
nizmem fosforolizy na nowej podstawie. Najbliższa przyszłość przyniesie 
zapewne nowe fakty, które mogą ułatwić rozwiązanie problem u fosforolizy. 
Inform acje o grupie czynnej i mechanizmie enzym atycznym  reakcji analo­
gicznych, w których zamiast fosforanu występuje pirofosforan są również 
dosyć skąpe. Istnieje duża analogia między procesem fosforolizy a piro- 
fosforolizy. Tym większą jest potrzeba wyjaśnienia podstawowych zagad­
nień m echanizm u fosforolizy i pirofosforolizy, gdyż w reakcjach tych prze­
biega większość biologicznych syntez ustrojowych, a zwłaszcza syntezy bio­
logicznych polimerów.
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P O S T Ę P Y  B I O C H E M I I

TOM IV  1998 ZESZY T 1

TAD EUSZ K O R Z Y B S K I

Synteza penicyliny fenoksymetylowej (penicyliny V) 
i poprzedzające ją badania

Badania nad chem ią penicyliny przeprowadzano podczas w ojny 
w ram ach współpracy m iędzy 39 laboratoriam i uniwersyteckim i i przem y­
słowymi Anglii i Stanów Zjednoczonych. Koszt tych  badań wynosił około 
20 milionów dolarów.

Prace nad syntezą penicyliny (por. T. K o r z y b s k d  i W.  K u r y ł o -  
w i c z (12) rozpoczęto już we wczesnym okresie badań nad tym  antybioty­
kiem. W roku 1943 stworzono w Anglii na wniosek Medical Research 
Council specjalny Kom itet Syntezy Penicyliny, którego celem było inicjo­
wanie, koordynowanie i przeprowadzanie badań w dziedzinie syntezy peni­
cyliny i jej analogów.

Pierwsze próby syntezy przeprowadzono we wczesnych miesiącach 
1944 roku niezależnie od siebie w Anglii i w Stanach Zjednoczonych. Dnia
31 stycznia 1944 roku w pracowniach firm y M erck and Comp. doniesiono
o uzyskaniu produktu m ającego około dwa tysiące razy m niejszą aktywność 
bioilogiczną niż penicylina. Niemal jednocześnie oksfordzcy uczeni donieśli
o otrzym aniu biologicznie czynnego produktu z podobnie niską wydajnością. 
W ydawało się wtedy, że wszystko zmierza prosto do syntezy penicyliny. 
W yniki badań zespołowych zostały opublikowane w obszernym  dziele, 
obejm ującym  przeszło 1000 dwuszpailtowych stron, w ydanym  w roku 1949 
pod redakcją zespołu: H. T. C i a r k ę ,  J. R. J o h n s o n  i Sir R. R o b i n ­
s o n ,  a noszącym tytuł: „The Chem istry of Penicillin”. Całokształt ówczes­
nych badań zm ierzających do syntezy penicyliny został zebrany przez 
B a c h m a n n a  i C r o n y n a  w rozdziale XXII tego dzieła. Sir R o b e r t  
R o b i n s o n ,  ówczesny przewodniczący K om itetu Syntezy Penicyliny, 
w yraził się w 1946 r., że „nasi przyjaciele lekarze, którzy są świadkam i 
syntezy wielu witam inów i hormonów dokonywanej zaraz po scharak tery­
zowaniu ioh i analizie chemicznej, bardzo się do nas rozczarowali”. W yraził 
on w tedy nadzieję, że ponieważ problem został dobrze postawiony, zostanie 
on z pewnością rozwiązany. Stało się to w 10 lat później.

[143]
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Przy pierwszych próbach syntezy, w  których uzyskiwano znikcmą 
aktywność w produktach reakcji, w ątpliw e było, czy rzeczywiście otrzym a­
no cząsteczkę penicyliny na drodze syntezy. D u  V i g n e a u  d i współ­
pracownicy (5) włożyli wiele wysiłku dla w ykazania, że w produktach reak­
cji rzeczywiście powstała penicylina, choć w ilościach znikomych. W ykazali 
oni, że istotnie synteza taka m iała miejsce. Praca ta, po ukazaniu się do­
niesień w piśm iennictw ie, została zreferow ana przez T. K o r z y b s k i e -  
g o  (11). Zadziwiającą przy tym  rzeczą był fakt, że przy tej „syntezie” 
wzięto za podstawę, jak dziś wiemy, fałszywą s tru k tu rę  cząsteczki peni­
cyliny.

Niepowodzenie w pracach zm ierzających do syntezy penicyliny zaha­
mowało te  badania na pewien czas. Pod koniec lat czterdziestych prace w tej 
dziedzinie są skąpe i nie prowadzą do pozytywnych wyników.

B a k e r  i O 11 i s  (1) w  roku 1949 usiłowali uzyskać związek podobny 
do cząsteczki penicyliny przez próby kondensacji kw asu a-formylo-P-amino- 
masłowego (I) z D-penicyloam iną (II). Nie uzyskali jednak zamknięcia 
pierścienia.

SH ^ /C H ,
n h 2- c h —c h —c h o  c —c h 3

c h 3 c o o h  n h 2—c h —c o o h
(I) (II)

Podobnie C o o k ,  H a r r i s ,  P o l  l o c k  i S w a n  (4) w roku 1950 nie 
uzyskali aktyw ności biologicznej przy użyciu do kondensacji pochodnej 
penicyloam iny substytuow anej w pozycji P przez rodnik p-chlorofeny- 
lowy (III).

SH\^ ^ C 6H4C1 
CH
I

NH2—C H -C O O H
(III)

H o l l e y  i H o 11 e y w latach 1949 i 1950 (7, 8„ 9) uzyskali na drodze syn­
tezy ugrupowanie znajdujące się w cząsteczce penicyliny, mianowicie, 
czteroczłonowy pierścień, tak i sam, jiaki znajduje się w cząsteczce biolo­
gicznie aktyw nej. Uzyskali oni laktam  kwasu (3-aminopropionowego (IV) 
(2-azetidinon)

CH2—c h 2
I i

CO — NH
(IV)

i jego pochodne, destiobenzylopenicylinę (V) i związek zaw ierający skon­
densowane ugrupowanie tiazolidyno-fM aktamowe (VI). Związki te  jednak 
były najczęściej zupełnie pozbawione aktywności biologicznej lub wykazy­
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w ały ją  w  bardzo m ałym  stopniu. Związek IV m iał 1000 kro tn ie m niejszą 
aktyw ność w stosunku do Staphylococcus aureus od penicyliny benzylowej.

/C H 3
C6H 5—CHa—c o —N H —CH—CH2 C h (

I I I X CH3 
CO—N — CH—COOH
(V)

CH3 S
I /  \  

c h 3- c - c h  c h 2

Także i reaktyw ność chemiczna tych związków była znacznie m niejsza od 
reaktyw ności cząsteczki penicyliny. Alkaliczna hydroliza penicyliny, 
według tych autorów , jest bardzo ułatw iona dzięki atomowi siarki związa­
nem u z pierścieniem  (3-laktamowym i dzięki sprzężeniu pięcioczłonowego 
pierścienia z tym  pierścieniem. Niewielkiego stopnia aktywność stw ierdzili 
H o l l y ,  P e e i l ,  L u z  i F o l k e r s  (10) w syntetyoznie otrzym anym  
peptydzie o budowie N-fenyloacetylo-L-cysteinylo-D -w aliny (VII). Skład 
tego peptydu różni się od składu cząsteczki penicyliny benzylowej obec­
nością 4 wodorów więcej; odjęcie ich mogłoby doprowadzić do wytworzenia 
charakterystycznego dla tej cząsteczki skondensowanego pierścienia tiazo- 
lidyno-P-laktamowego.

S t a v e  1 y i B e r e s t e c k i  (32, 33) przy próbach uzyskania homologu 
penicyliny z grupą m etylow ą stojącą w pozycji 6 uzyskali tylko pochodną 
(VIII) nieaktyw nego kwasu penilowego. a-m etylow e pochodne kw asu 
penal dowego nie dały z penicyloam iną pochodnej kwasu penicy łonowe go 
(penicilloie acid), a ty lko  ugrupowanie kwasu penilowego (penillic acid), 
nieaktyw nego izomeru penicylin .

CO—N------CH¡
(VI)

I
C6H5—CHa— CO—N H -

N H -  CO—C------CH C=(CH,)|

N N------- CH—COOH

c h 2 C6H5 
rvm )

10 P o s te n v  RioohfimH
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T a b a c h n i c k ,  E i s e n .  i L e v i n e  (34) o trzym ali z D-penicyloam iny 
i L-cysteiny związek zawierający dwusiarczkowe wiązanie o budowie po­
danej we wzorze (IX). Związek ten również nie w ykazywał aktywności 
biologicznej.

(L) / S  Sv /C H 3 
COOH—CH—CH2 C

| x c h 3
N H 2 N H 2--------------CH—COOH

(D)

(IX)

Cykl prac S h e e h a n  a i jego szkoły w M assachusetts Institu te of 
Technology zapoczątkowany w roku 1950 (17), doprowadził w ciągu kilku 
lat do poważnych osiągnięć na drodze chemicznej syntezy penicyliny.

Autor ten brał uprzednio udział w pracach zespołowych nad ustaleniem  
budowy cząsteczki penicyliny, przeprowadzanych w  ram ach współpracy 
międzynarodowej podczas drugiej wojny światowej. Był on także autorem  
m etody strącania penicyliny benzyilowej jako soli z N-etylopiperydyną, 
k tórą to metodę opisał jako metodę analityozną. Niebawem metoda ta za­
częła być powszechnie stosowana przy uzyskiwaniu krystalicznych prepa­
ratów  penicyliny. Stanowiła ona istotny postęp, dawała bowiem sposób 
łatwego pozbywania się barw nych substancji towarzyszących penicylinie 
przy produkcji.

S h e e h a n  i R y a n  (30, 31) uzyskali z benzyloaniliny i chlorku ftalo- 
iloglikokolu pochodną (X) 2-azetidinonu (laktam u kwasu P-aminopropiono- 
wego) posiadającego w pozycji 3 boczny łańcuch w postaci grupy fenylo- 
acetyloaminowej, czyli takiej, jaka charakteryzuje penicylinę benzylową.

C6H3—CH2—CO—NH —CH —CH—C6H 5
3 41

|2 l|
CO—N—C6H5

(X)

N astępnym  krokiem było uzyskanie przez tychże autorów związku (XIV) 
zawierającego całkowite 'ugrupowanie dwóch skondensowanych pierścieni
o układzie w ystępującym  w cząsteczce penicyliny. Działaniem chlorku 
ftaloiloglikokolu (XI) na 2-fenylo-2-tiazolinę (XII) w trójetyloam inie uzy­
skali związek (XIII), w którym  pod wpływem łagodnej hydrolizy wodoro­
tlenkiem  sodowym i działaniem dwuazom etanu rozbito grupę ftalimidową. 
O trzym any związek (XIV) posiadał nieistniejący w cząsteczce penicyliny 
podstawnik fenylowy w pozycji 5. Był on biologicznie nieaktywny. Był to 
najbardziej podobny do penicyliny związek, jak i otrzym ano w roku 1951 
na drodze syntezy.

V
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r n  • c 6H5 s
^ \ / c o \  \ / 3\
r II N—CH2 +  C2 4CH2
^ / \ c o /  • I I I - ICOC1 N 1— 5 CH2

(XI) (X II)

PO ^6n 5 O
^ \ / CO\  \  / S\

N —CH2—C CH2 

1 1 1 ^ c o —N -------CH,
(XIII)

CcH5 S
\  / i s

CH,OCO—C6H4—CO—N H —CH—Cs 2CH2

17 1 4 3 ICO—N -— -C H ,
(XIV)

N astępnym  krokiem  było uzyskanie przez S h e e h a n a ,  H i 11 a 
i B u h l e g o  (25) związku (XV), zawierającego ugrupowanie P-laktamowo- 
tiazolidynowe, jak  w związku (XIV), ale posiadającego podobnie jak  w czą­
steczce penicyliny dwie wolne grupy m etylow e i grupę karboksylową przy 
pierścieniu tiazolidynowym.

C6H5 S /~>tt^ \ / C ° \  \  /  \  y CH3
|| N —CH—C CN

^ X C O ^  I I I CHac o —N------ CH— COOCH3

(XV)

Przez utlenienie nadm anganianem  otrzym ano sulfon związku (XV). D al­
szym krokiem  przy syntezie S h e e h a n a  i L a u b a c h a  (29) było za­
stosowanie chlorku isukcynimidoacetylowego -zamiast analogicznej P-po- 
chodnej ftalim idow ej. Po otw arciu pierścienia sukcynimidowego otrzym ano 
nieaktyw ny biologicznie związek (XVI), o widmie bardzo podobnym do 
widma estru  m etylowego natu ra lnej penicyliny benzylowej. Związek ten  
różnił się od e s tru  metylowego penicyliny benzylowej tylko obecnością 
grupy fenylowej w pozycji '5 i budową łańcucha bocznego. Konfiguracja 
przestrzenna tego związku nie została poznana.

c o o c h 3 c 6h 5 s
\  / i \  /CH3

CH2—CH2—C O -N H —CH—C s 2 C,
I 6
7

CH,
4 3

CO—N -------CH—COOCH3

(XVI)

10*
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A utoram i piątej pracy z tego cyklu są S h e e h a n  i L a u b a c h  (29). 
W pracy tej podano sposób wprowadzenia do bocznego łańcucha reszty 
fenyloaoetyiloaminowej, czyli tej, k tóra jest charakterystyczna dla penicy­
liny benzylowej. Ponieważ acyloaminowe ohlorki kwasowe w rodzaju 
chlorku fenyloacetyloaminooctowego nie dają się uzyskać, a m ogłyby one 
służyć bezpośrednio do wprowadzenia charakterystycznego dla penicyliny 
benzylowej bocznego łańcucha, należało się uciec do sposobu pośredniego, 
k tóry  znaleziono w zastosowaniu związku (XVII), będącego pochodną 
5-fenylooksazolidyno-2,4-dionu. Związek ten z poprzednio używaną 
2-fenyło-2-tiazoliną (XII) w trójetyloam inie prowadził z 28% wydajnością 
do wytworzenia związku (XVIII) z zam kniętym  pierścieniem  laktam owym . 
W następnych etapach otw arto pierścień oksazolidynowy, przez co o trzy­
mano biologicznie nieaktyw ny związek (XIX) z bocznym łańcuchem iden­
tycznym z tym, k tóry  znajduje się w penicylinie benzylowej.

CH-------CO c 6h 5 s
|5 4

CH2 +

\  / 3\
C2 4CH2

O1 „ 3N -
^ C C ) / 1coci

||l 5
N ------- CH2

(XVII) (XII)
C6H5—CH-------CO C6H 3 S

I I \  /  \
O N —CH—C CH2

\ CO/  I I ICO—N------CH2

(XVIII)

Siarka znajdowała się tu  w postaci grupy sulfonowej (16), używane były 
bowiem czynniki utleniłające.

c 6h 5 s o 2 
\  /  \  

c 6h 6—c h 2—c o —n h —c h —c  c h ?

CO—N --------- C H 2

(XIX)

S h e e h a n  i C o r e y  (18) przez zastosowanie innego „odczynnika” 
dla zam ykania pierścienia ft-laktamowego uzyskali z dużą wydajnością 
pierwszą syntetyczną M aktam o-tiazolidynę, m ającą w pozycji 6 resztę 
fenyloacetyloam inową (XX), czyli identyczną z resztą charakterystyczną 
dla penicyliny benzylowej. Związek ten był nieaktyw ny biologicznie.

C6H 5 S\ / 1\
C6H 5—CH — CO—N H -C H —Cs 2CH,6

[7 | 4 3|
CO—N ------- CH,

( X X )
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S h e e h a n ,  H e n r y - L o g a n  i J o h n s o n  (23) z aldehydoestru
0 budowie wskazanej we wzorze (XXI) i DL-penicyloaminy (II) otrzym ali 
z dobrą wydajnością związek (XXII), k tóry  po kilku przekształceniach
1 cykłizacji dokonanej działaniem  chlorku tionylu doprowadził do powsta­
nia związku (XXIII), wykazującego cykliczne ugrupowanie zupełnie zgodne 
z tym, jakie w ystępuje w aktyw nej cząsteczce penicyliny, lecz z bocznym 
łańcuchem  o budowie odm iennej. Mimo to związek ten nie był aktyw ny 
biologicznie.

rn SH^ \ / CO\  \  /C H ,
N—CH—CHO C

' V \ c o /  | +  | X CH3
CO NH2------ CH—COOH

OC4H9
(XXI) (II)

^ \ / CO\  / \  /C H .
I II N—C H - CH c ;
^ / ^ C O ^  | | | XCH3

CO NH----CH—COOH
I

o c 4h 9
(X XII)

^ V CO\  / S \  /C H ,
1 lT N —CH—CH C

c o '
CO—N------- CH—COOCH,

(X X III)

W pracy ósmej z tej serii opublikowanej w roku 1954 S h e e h a n
i J o h n s o n  (27) podali pierw szy raz m etodę syntezy pochodnych kwasu 
penicylonowego, k tóra zabezpiecza przed niekorzystnym  przegrupowaniem  
w kierunku wytworzenia układu oksazolonowego. Istotnym  produktem  
wyjściowym były tu  estry  ftalim idoaldehydom alonowe (XXIV), które w od­
działywaniu kw aśnym  w obecności octanu sodowego dały  z penicyloam iną 
(II) bezpośrednio estry  kwasu penicylonowego (XXV). S tarano się uzyskać 
wolny kwas penicylcnowy (XXV, R =  H) w celu poddania go próbom zam ­
knięcia pierścienia laktamowego. Ówczesne jednak próby uzyskania tego 
kwasu pozostały bez rezultatu. Zastosowanie grupy ftalim idowej było 
znacznym postępem przy syntezie analogów penicyliny, ponieważ grupa ta 
zapobiegała przegrupow aniu w kierunku niekorzystnego ugrupowania 
oksazolonowego (azlaktonowego).
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™  SH
^ \ / c o \  \  / CH>
| || N—CH—CHO Cx

| + | XCH3 ---
COOR NHS----CH—COOH

(XXIV) (II)

^ \ / c o \  / s \  / CH> 
N—CH— CH c;

| | | CH,
COOR NH----CH—COOH

(XXV)

Następne trzy  prace z tej serii: dziewiąta, dziesiąta i jedenasta, wykonane 
przez S h e e h a n a  i C r u i c k s h a n k a ,  (19, 20, 21) podają sposoby 
uzyskiwania wolnego kwasu penicylonowego (XXV, R =  H), cyklizacji tego 
kwasu i wytworzenia związku (XXVI), k tóry  można nazwać 6-ftailimido- 
penicylanianem  m etylow ym , ponieważ ugrupowanie cykliczne penicylin 
nazwano kwasem penicylanowym (XXVII). O trzym ano taikże pochodną 
benzylosulfonamidową kwasu penicylanowego o budowie przedstawionej 
we wzorze (XXVIII). Kwas ten można nazwać kwasem  6-benzylosulfono- 
amidopenicylanowym.

^ \ / co\  / \  / CH*
| || N—CH—CH Cx

c o ^  [ | | X c h 3
c o —N------- CH—COOH

(XXVI)

S
/  \  /C H ,

CH2—CH C^
| XCH3

CO —N-------CH—COOH
(X X V II)

S/ l \  .CH,
C6H5— CH2—S 0 2—NH—CH—CH Q

16 15 2! 'CHS
|7 |4 3

CO—N ------- CH—COOH
(XXVIII)

Kw as ten  wykazywał już pewną, jednakże jeszcze niską, aktywność biolo­
giczną. Jeden m iligram  tego związku m iał aktyw ność biologiczną odpowia­
dającą 18,6 jednostkom  penicyliny. Sól sodowa natu ra lnej penicyliny ben-
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żyłowej m a moc równą 1667 j w 1 mg, czyli około 100 razy większą. Ta po­
chodna sulfonylowa penicyliny, różniąca się od penicyliny benzylowej 
wyłącznie obecnością grupy SO2 znajdującej się w miejscu grupy CO 
łańcucha bocznego, jest odporna na działanie kwasów m ineralnych, ponie­
waż nie może w niej powstawać niekorzystne przegrupowanie w kierunku 
wytw orzenia nieaktyw nego kwasu penilowego.

W pracy S h e e h a n a  i H o f f a  (26) podano szczegóły m etody o trzy­
m ywania tej pochodnej benzylosulfono amidowej kwasu penicyilanowego 
(XXVIII), k tó rą  uzyskano w konfiguracji identycznej z konfiguracją na tu ­
ralnych penicylin. Droga ta była następująca. Ester Ill-rz . butylow y kwasu 
ftalimidoaldehydomailonowego (XXIV, R =  C 4H 9) z D-penicyiloaminą (II) 
dawał związek (XXV). Po zablokowaniu grupy karboksylowej resztą ben­
zylową uzyskano prepara t składający się z dwóch izomerów (naturalnego a
i drugiego, nienaturalnego, nazwanego Y — w stosunku 2 : 9). Przez ogrze­
w anie z tró jetyloam iną przeprowadzono izomeryzację (z w ydajno­
ścią 43— 68%) w kierunku pożądanego izomeru a, po czym działaniem  
hydrazyny w tem peraturze pokojowej, a następnie działaniem kw asu sol­
nego usuwano grupę ftailimidową, uzyskując związek (XXIX) posiadający 
ważne znaczenie (patrz niżej). W prowadzono następnie jako boczny łańcuch 
grupę benzylosulfono wą, usuwano rzesztę izobutylową i cyklizowano za 
pomocą chlorku tionylu. W ydajności poszczególnych kroków w ahały  się 
około 50°/<h Otrzym ano w ten sposób krystaliczny ester benzylowy kwasu 
benzylosulfonamidopenicylanowego, a także wolny kwas (XXVIII) o n a tu ­
ralnej konfiguracji.

. A / C H ,
HC1—N H 2—CH—CH C

| c h 3

CO NH----C H - C O O -R

OC4H,

(XXIX) (R = —CH2—C6H5)

(XXX) (R = H)

Kluczowy związek (XXIX) dawał różne możliwości syntezy penicylanianów, 
gdy używano różne grupy w  bocznym łańcuchu przy zablokowanej grupie 
karboksylowej.

Dalsze prace szkoły S h e e h a n a  w ykorzystały stw ierdzony przez 
B r a n d  l a  i M a r g r e i t e r a  ( 2 , 3 )  fakt, że dawniej już znany ro d za j  
biosyntetycznej penicyliny fenoksymetyilowej nazwanej przez nich penicy­
liną V (otrzym aną z płynów ferm entacyjnych Penicillium, do których do­
dano kwas fenoksyoctowy jako prekursor), jest w znacznym stopniu odporny 
na działanie kwasów.
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Drugim  ważnym krokiem  naprzód było podanie przez S h e e h a n a
i H e s :s  a (24) w roku 1955 nowej m etody w ytw arzania wiązania peptydo- 
wego. Odczynnikiem przeprowadzającym  tę reakcję jest N,N’-dwucyklo- 
heksylokarbodwuim id (XXXI), opisany przez H e r b t c k a  i  P e z z a t i e -  
g o  (6) w  roku 1933.

CeHu—N H2N - R  C6Hu—NH HN—R
II I c + ---- *• co +
II I

C6H u—N HOOC—R' C,Ha - N H  CO—R'
(X X X I) * (X X X II)

Jeżeli na jeden mol aminokwasu (z resztą R) o zablokowanej grupie karbo­
ksylowej i jeden mol aminokwasu (z resztą R’) o zablokowanej grupie ami­
nowej zadziałać m ałym  nadm iarem  tego odczynnika (w tetrahydrofuranie), 
to już po 4 godzinach uzyskuje się w  tem peraturze pokojowej (co jest 
specjalnie ważne) kondensację i wytw orzenie peptydu. Odczynnik przy 
tym  przechodzi w  nierozpuszczalną pochodną mocznika (XXXII). Dodanie 
m ałej ilości kwasu octowego prowadzi do rozłożenia nadm iaru związku 
(XXXI) i usunięcia nierozpuszczalnego produktu. Po 'usunięciu rozpuszczal­
nika za pomocą octanu ety lu  i przem yciu rozcieńczonym kwasem solnym
i wodnym  roztworem  dwuwęglanu można strącić produkt dodatkiem  e te ru  
naftowego. W ydajność kondensacji wynosi około 87%.

Reakcja ta posiada następujące zalety. Przebiega w tem peraturze poko­
jowej. Nie jest wrażiliwa na wilgoć, może bowiem przebiegać naw et w  wod­
nym  roztworze. Jest selektywna, można było bowiem wytwarzać na przy­
kład wiązanie peptydow e używając karbobenz y looksy sery ny jako czynnika 
acylującego bez konieczności blokowania grupy hydroksylowej seryny. 
Reakcja nie powoduje racemizacji, co jest ważne przy użyciu jako czynnika 
acylującego optycznie czynnego dw upeptydu z wolną grupą karboksylową 
lub aminową. Jest to fakt, jak  podkreślają autorzy, m ający specjalne zna­
czenie przy syntezie większych peptydów składających się z 2, 3 lub więk­
szej ilości reszt aminokwasowych. Wreszcie uboczny produkt reakcji (po­
chodna mocznika, XXXII) jest bardzo m ało rozpuszczalny w większości roz­
puszczalników organicznych i w wodzie, dlatego daje się łatwo oddzielić.

S h e e h a n  i H e n r y - L o g a n  (22) opublikow ali w 1957 roku do­
niesienie o pełnej syntezie penicyliny fenoksym etylow ej, czyli penicyliny V. 
Synteza ta opierała się na uzyskaniu w pierwszych etapach kwasu penicy- 
lonowego (XXXIV), będącego pochodną penicyliny V. W końcowym etapie 
za pomocą odczynnika (XXXI) powodującego powstanie wiązania peptydo- 
wego otrzym ano zamknięcie pierścienia M aktam ow ego i wytworzenie 
penicyliny V (fenoksymetylowej) o aktywności biologicznej identycznej 
z aktyw nością produktu otrzym anego na drodze biologicznej.
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Pierw szy krok polegał na otrzym aniu z D-penicyloam iny (II) i  ftalim ido- 
aldehydom alonianiu Ill-rz . butylowego (XXI) odpowiedniego optycznie 
czynnego estru  kwasu penicylonowego o konfiguracji D-a (XXII), o składzie 
odpowiadającym  wzorowi C20H24N 2 O6S, t. topn. 161° z rozkł., [a]^5 +  54°, 
c =  1 w kw asie octowym. N aturalna konfiguracja a odnosząca się do izomerii 
węgli m etynow ych (XXII) została ustalona przez porównanie z na tu ra lnym  
D-a-benzylopenicylonianem  dwumetylowym. Izomer D-y, k tó ry  był mniej 
rozpuszczalny w mieszaninie etanol-woda, można było izomeryzować z dużą 
w ydajnością w kierunku form y D-a (por. wyżej).

D rugi krok polegał na hydrazynolizde otrzym anego związku i zakwasze­
niu kwasem  solnym, przy czym otrzym ano z wydajnością 85%  wolny 
kwas (XXX). Związek ten m iał skład odpowiadający wzorowi 
C 1 2 H 2 3 N 2O 4S C I, t. topn. 1 7 2 °  z rozkł., [a ]£5 +  1 1 1 ° ,  c =  1 w m etanolu.

Trzeci krok polegał na wprowadzeniu do łańcucha bocznego reszty  feno- 
ksyacetylowej charakterystycznej dla penicyliny V. Mianowicie, działaniem  
chlorku fenoksyacetyłowego (CeHs—O—CH2—CO—Cl) na związek uzy­
skany w  poprzednim  kroku otrzym ano z wydajnością 75°/» este r (a-III rz. 
butylowy) kwasu D-a-fenoksymetylopenicyłonowego (XXXIII). T. topn. 
120° z rozkł., skład odpowiadający wzorowi C20H 28N2OGS, [a]^ +  67°, 
c =  1 w  m etanolu.

S
/  \  / CH° 

c 6h 5—o —c h 8—c o —n h —c h —c h  c
I x c h 3

CO NH---- CH—COOH

O C =(C H 3)3

(X X X III)

Czw arty krok polegał na otrzym aniu wolnego kwasu fenoksym etylo- 
penicylonowego, odpowiadającego estrow i (XXXIII). Rozbicie estru  prze­
prowadzono za pomocą suchego chlorowodoru, otrzym ując z w ydajnością 
75% krystaliczny jednowodzian wolnego kwasu (XXXIV). Skład jego od­
powiadał wzorowi C i6H 20N 2 O eS• H 2O, t. topn. 129° z rozkł., [a]^ +  94°, 
c =  I w m etanolu. P róbka otrzym anego preparatu  m iała identyczną tem ­
peraturę topnienia, widmo w podczerwieni, skręcalność i tem pera tu rę  top­
nienia m ieszaniny z analogicznymi własnościami próbki uzyskanej ze 
zmydlenia natu ra lnej penicyliny V.

/  \  / c h 3
C6H5—O—CH2—CO—NH—CH--------- CH C^

| x c h 3

COOH N H---- CH—COOH
(X XX IV )
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Piąty  i ostatni krok polegał na cyklizacji prowadzącej do zamknięcia 
pierścienia laktamowego i wytworzenia przez to  optycznie i biologicznie 
aktyw nej penicyliny fenoksymetylowej (penicyliny V) w postaci jej soli 
potasowej; związek (XXXIV) wraz 7. równocząsteczkową ilością N,N’-dwu- 
cykloheksylokarbodwuimidu w mieszaninie wody i dwuoksanu w tem pera­
tu rze  pokojowej w ciągu 20 m inut przechodził z wydajnością 10— 12% 
w odpowiedni związek cykliczny (penicylinę V),o struk tu rze  podanej we 
wzorze (XXXV).

S
/  \

C6H 5—o —CH2—c o —N H —CH—CH C =(C H 3)2
I I

CO—N ------- CH—COOH
(XXXV)

S h e e h a n  i H e n r y - L o g a n  (22) podkreślają w zakończeniu swej 
pracy, że „cały ciąg reakcji począwszy od penicyloaminy przeprowadzono 
w tem peraturze pokojowej lub poniżej”. Pod tym  względem chemicy zbli­
żyli się znacznie do tych łagodnych warunków, które spotykam y w środo­
wisku biologicznym. W związku z tym  krytyczne porównanie dróg syntezy 
chemicznej z drogą syntezy biologicznej prowadzącej do powstania tej 
samej cząsteczki penicyliny w ydaje się rzeczą pożądaną.

Identyfikację otrzym anego produktu z produktem  naturalnym  przepro­
wadzono wszechstronnie. Aktywność mikrobiologiczna syntetycznego pro­
duktu wynosiła 107,8% +  10% aktywności wzorca naturalnej penicyliny V 
w m etodzie dyfuzyjnej płytkowej. Skręcalność produku syntetycznego w y­
nosiła [a]^ +  223°, c =  0,2 w wodzie i produktu naturalnego [a] p  +  223°, 
c =  0,2 w wodzie, są to więc wartości identyczne. Tem peratura topnienia 
produktu syntetycznego wynosiła 263° z rozikł., naturalnego 256°—260° 
z rozkł. Nie stwierdzono obniżenia tem peratury  topnienia po zmieszaniu 
produktu syntetycznego z naturalnym .

Autorom udało się pom yślnie wykonać kilka w ariantów  podanej przez 
nich m etody syntezy penicyliny fenoksym etylowej. Pozytywny wynik 
otrzym ano, gdy przeprowadzono cyklizację kwasu penicylonowego uzyska­
nego z naturalnej penicyliny fenoksym etylowej. Gdy jako produkt wyjścio­
wy użyto nie optycznie czynnej penicyloam iny (szeregu D), ale racem atu, 
to otrzym any produkt w końcowym etapie (penicylina V) m iał tylko 51,4% 
aktywności naturalnej penicyliny fenoksymetylowej (penicyliny V), co do­
wodzi, że izomer L nie ma aktywności biologicznej lub posiada ją tylko 
w  stopniu bardzo nieznacznym.

W ciągu krótkiego czasu od doniesienia S h e e h a n  i H e n r y - L o ­
g a n  a o uzyskaniu penicyliny V na drodze syntezy ukazały się krótkie 
wzm ianki [ N e w t o n  (13) i A rtykuł redakcyjny (15)], że za pomocą tej
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m etody otrzym ano już około 10 nowych rodzajów penicylin syntetycznych 
w pracowniach firm  farm aceutycznych Stanów Zjednoczonych, w ilościach 
gramowych. Przez małe zmiany w  sposobie przeprowadzania ostatnich 
kroków syntezy uzyskano syntetyczne penicyliny będące pochodnymi 
kwasów sulfonowych wprowadzonych do łańcucha bocznego.

Uzyskanie penicyliny fenoksym etylowej (penicyliny V) na drodze syn­
tetycznej z wydajnością ostatniego kroku wynoszącą około 10— 12% i śred- 
niej w ydajności poprzednich kroków wahającej się około 80%>, jest ważnym 
osiągnięciem teoretycznym , a może wywołać ważne skutki praktyczne, 
mimo że nie w ydaje się prawdopodobne, aby m etoda ta mogła w najb liż­
szym czasie konkurować skutecznie z m etodą biologiczną pod względem 
opłacalności. Metoda biologiczna została tak  dalece opracowana, że koszty 
produkcji są m inim alne i nie łatwo m ogłyby zostać obniżone przy syntezie 
chemicznej, tym  bardziej że obecnej w ydajności syntezy biologicznej, do­
chodzącej do k ilku  (zapewne około pięciu) tysięcy jednostek w  1 m l brzeczki, 
nie można uważać za ostateczny, nie dający się przekroczyć k res osiągnięć.

P raktyczna ważność rozwiązania problem u, k tóry  opierał się badaczom 
przez praw ie 15 lat, w ciągu których znaczna ilość najlepszych chemików 
świata zrezygnowała z prac prowadzonych w tym  kierunku, polega na moż­
liwości w ytw arzania nowych rodzaj i penicylin, nie spotykanych w przy­
rodzie. Zwłaszcza może tu  mieć znaczenie w ytworzenie takich pochodnych, 
które różniłyby się od penicylin dotychczas znanych innym i i zmiennymi 
podstaw nikam i pierścienia tiazolidynowego zamiast grup metylowych. 
Jeżeliby takie odm iany penicylin były obdarzone nowym i korzystnym i 
własnościami leczniczymi, w tedy naw et kosztowna m etoda syntetyczna 
m ogłaby zostać zastosowana w  celach produkcyjnych. Można sobie w y­
obrazić, że pewne rodzaje nowych penicylin, podobnie do penicyliny N (14), 
czyli cefalosporyny N, m ogłyby działać także i w tych wypadkach, w k tó ­
rych dotychczasowe rodzaje penicylin nie działają z powodu oporności 
drobnoustrojów, zwłaszcza gronkowców.

W płynęło dn. 6.IX .1957.
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INFORMACJE I WSKAZÓWKI DLA AUTORÓW

1. Postępy Biochem ii publikują artykuły referatow e ze w szystkich dziedzin bio­
chemii nie drukowane w  innych czasopismach. A rtykuły drukowane w  „Postępach  
B iochem ii” nie mogą być bez zgody Redakcji drukowane w  innych czasopismach.

2. Prace należy przesyłać do redakcji w  3 egzemplarzach. M aszynopis pow inien  
być pisany jednostronnie z podwójną interlinią, z m arginesem  około 4 cm po lew ej 
stronie i około 1 cm po prawej, oraz numeracją stron. W tekście m aszynopisu nie  
należy robić żadnych podkreśleń na m aszynie ani atram entem . Po tytułach nie 
należy staw iać kropek.

3. Przesłane do redakcji'm aszynopisy powinny być w  postaci gotowej do druku, 
ilość poprawek nie m oże przekraczać pięciu na jednej stronie.

Prace nie odpowiadające w ym aganiom  zostaną przepisane na koszt autora, 
a odpowiednia kw ota zostanie potrącona z honorarium autorskiego.

4. W szelkie r y s u n k i ,  w y k r e s y  i f o t o g r a f i e  należy złożyć razem z m a­
szynopisem  na oddzielnych kartkach, w  postaci nadającej się do reprodukcji lub 
przerysowania. Rysunki, w ykresy i fotografie powinny być ponum erowane, a w  
tekście m aszynopisu należy wskazać na m arginesie m iejsca i rozmiary poszczegól­
nych klisz. U dołu rysunku, a przy fotografiach na odwrocie należy czytelnie po­
dać odpowiedni napis oraz tytu ł pracy i nazw isko autora. Ostateczne w ykonanie 
rysunków  jest obowiązkiem  redakcji. Nadm ierna ilość rysunków  może być w yko­
nana w yłącznie na koszt autora.

5. W z o r y  lub  części wzorów i oznaczenia, których n ie można napisać na 
m aszynie, pow inny być napisane ręcznie atram entem , bardzo wyraźnie.

6. T a b l i c e  pow inny m ieć nagłówek opisujący ich treść. Sens tablic pow i­
nien być zrozum iały bez odnoszenia się do tekstu pracy.

7. Cytowaną l i t e r a t u r ę  należy w ypisać na oddzielnej karcie, w ym ieniając  
pozycję w  alfabetycznej kolejności autorów. W w ykazie podać kolejno liczbę po­
rządkową, nazw isko autora, pierw sze litery  imion, skrócony tytu ł czasopisma, tom  
(rocznik), stronę i rok wydania. Np. 3. Bogorad L., Granick S., J. Biol. Chem. 202, 
793, 1953. Jeżeli cytow any artykuł ma kilku autorów, należy w  w ykazie literatury  
podać nazwiska i początkowe litery w szystkich autorów. Dla cytow anych książek  
(nie czasopism) należy podać także tytuł książki, nazw isko nakładcy, m iejsc oraz 
rok w ydania dzieła. Np. Przyłęcki S. J., Podręcznik Chemii Fizjologicznej, Lem ań­
ski, Łódź, 1947. W ykaz używ anych czasopism podają Rocznik Chemii 26, 497, 1952. 
Pow oływ anie się w  tekście na odnośną pozycję cytowanej literatury następuje 
przez w ym ienienie numeru pozycji w ykazu w  naw iasie. Np. (10).

8. Autora obowiązuje k o r e k t a  a u t o r s k a ,  którą należy zwracać redakcji 
w  ciągu 3 dni. Korektę należy w ykonać kolorow ym  ołów kiem  (nie czerwonym). 
Koszty spowodowane zm ianą tekstu w  korekcie poza poprawkam i błędów dru­
karskich ponosi autor. Autorzy wydrukowanych artykułów  otrzym ują honorarium
i 25 bezpłatnych o d b i t e k  pracy. Żądanie w iększej ilości odbitek należy zgłosić 
piśm iennie przy zwrocie korekty autorskiej. Koszt tych odbitek ponosi autor.

9. Redakcja nie przeprowadza jakichkolwiek zm ian w  pracy bez zgody autora. 
D la dokonania zm ian uw ażanych przez redakcję za celow e dwa egzem plarze pracy 
odsyła się autorowi, trzeci pozostaje w  aktach redakcji.
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w ych , 4) urzędy pocztow e i listonosze.
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