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W Y K A Z  SK R Ó T Ó W  I SY M B O L Ó W

1. AMP — adenozynojednofosforan
2. ADP — adenozynodw ufosforan
3. ATP — adenozynotrójfosforan
4. CMP — cytydynojednofosforan
5. CDP — cytydynodw ufosforan
6. CTP — cytydynotrójfosforan
7. CoA lub CoASH — koenzym  A
8. ac-SC oA  — acetylokoenzym  A
9. DN (ikwas) — kw as dezoksyrybonukleinow y

10. DPN — nukleotyd dw ufosfopirydynow y
11. DPNH — postać zredukowana DPN
12. FAD — dw unukleotyd flaw inoadenilow y
13. FADHo — postać zredukowana FAD
14. FMN — m onokleotyd f la w ino wy
14. GMP — guanozynojednofosforan
16. GDP — guanozynodw ufosforan
17. GTP — guanozynofcrójfosforan
18. GSH — postać zredukowana glutationii
19. GSSG — postać utleniona glutationu
20. IMP — inozynojednofosforan
21. IDP — inozynodw ufosforan
22. ITP — inozynotrójfosforan
23. P  — ortofosforan
24. BP — pirofosforan
25. PA PS — ad en ozyn o-S ^ fosforan o^ -su lfo fo sforan
26. RN (kwas) — kw as rybonukleinow y
27. TPN — nukleotyd trójfosfopirydynow y
28. TPNH — postać zredukowana TPN
29. UMP — urydynojednofosforan
30. UDP — urydynodw ufosforan
31. U TP — urydynotrójfosforan
32. UDPG — urydynodw ufosforan glilkozy
33. U DPG al — urydynodw ufosforan galaktozy
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P O S T Ę P Y  B I O C H E M I I

TO M  IV  1958 ZESZY T 4

J E R Z Y  K R A W C Z Y Ń S K I*

Białka systemu nerwowego

Wstęp

W ydaje się, że jednym  z najw ażniejszych zadań, jakie ma do rozwią­
zania neurochem ia jest znalezienie m aterialnej osnowy dla różnorodnych 
i skom plikow anych czynności tkanki nerw owej. Zadanie to jest dziś dale­
kie od rozw iązania i być może dopiero radykalne zmiany w metodyce ba­
dań, idące w k ierunku możliwie najdoskonalszego jej wy subtelnienia, przy­
niosą konkretny  postęp w tej dziedzinie.

W yniki badań  neurochemicznych, jakim i dzisiaj dysponujemy, pozwa­
lają  tylko na tw orzenie uogólnień o charakterze hipotez roboczych. Jedną 
z n ich  jest hipoteza, w g której m aterialną osnową czynności tkanki nerwo­
wej są niezw ykle n ietrw ałe  i cechujące się niezw ykle szybką przem ianą 
substancje białkowe. W krańcowej swej postaci hipoteza ta przedstaw iona 
jest jako tzw. ,,teoria engram ów ” (86).

W żadnym  innym  dziale biochemii nie ma takiej gm atw aniny pojęć 
i takiego zam ieszania w zakresie term inologii, jak  w biochemii białek 
system u nerwowego. W żadnym  innym  dziale nie ciąży dzisiaj jeszcze 
tak  silne piętno tradycji, sięgającej czasów H o p p e - S e y l e r a  i M i t- 
s c h e r a .  Przyczyną tego jest bez w ątpienia słaby stosunkowo rozwój 
neurochem ii jako nauki, a szczególnie słaby rozwój biochemii białek móz­
gu. W r. 1937 P a g e  pisał: (cyt. z a R o s i t e r e m ,  111) „Stosunkowo m ałe 
zainteresow anie budzi zagadnienie białek mózgu. Z ułam kowych faktów,, 
jakim i dysponujem y, niem ożliwe jest stw orzenie jakiegoś usystem atyzo­
wanego obrazu, k tó ry  by odzwierdciedlał możliwie przejrzyście dynamikę 
przem iany białkowej w m ózgu” . C ytując te  słowa R o s s i t e r  (111) 
dodaje: „To samo możemy powiedzieć i w r. 1952”. W r. 1957 sytuacja

* Doc. dr m ed. k ierow nik  C entralnego Laboratorium  K -lin icznego PSK Nr 1 w  Lu­
blin ie.
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416 J. K R A W C Z Y Ń SK I [2]

jest jednak nieco lepsza i pewną próbę nakreślenia takiego obrazu można 
już podjąć.

Przedstaw ienie pewnych faktów  z historii danej nauki ułatw ia zaw­
sze wprowadzenie czytelnika w m eritum  zagadnienia. Z historii bio­
chemii białek system u nerwowego należy bezwzględnie wspomnieć nastę­
pujące fakty:

W r. 1873 P i e t r o  w s k i j  (102) wydzielił z mózgu dwie frakcje biał­
kowe nazwane przez niego album iną i g lu tyną oraz stw ierdził, że w sub­
stancji szarej mózgu znajduje się ich więcej niż w białej.

W r. 1878 E w a l d  i K u h n e  (40) w yodrębnili z mózgu nierozpusz­
czalną w wodzie i odporną na działanie enzymów proteolitycznych frak ­
cję białkową, k tó rą  nazwali neurokeratyną.

W r. 1894 H a l l i b u r t o n  (57) przeprow adzając ekstrakcję tkanki 
mózgowej fizjologicznym roztw orem  soli kuchennej w yodrębnił dwie 
frakcje globulinowe i nukleoproteid.

W r. 1907 S t e e l  i G i e s  (127) stw ierdzili, że n iektóre nukleopro- 
teidy mózgu w ystępują w postaci kompleksów z lipoidami.

W r. 1916 M a c  G r e g o r  (55) wyizolował z tkanki mózgowej roz­
puszczalny w wodzie fosfoproteid oraz fosfoproteid rozpuszczalny w roz­
cieńczonych alkaliach.

W r. 1919 D a n i l e w s k i j  (29) otrzym ał frakcję białkową, k tó rą  naz­
wał neuroglobuliną, zawierającą 0,5% fosforu, oraz frakcję rozpuszczalną 
w słabym  roztworze NaOH, nazwaną przez niego neurostrom iną. Znacznie 
później okazało się, że neurologlobina jest desoksyrybonukleoproteidem  
(105a), a neurostrom iną rybonukleoproteidem  (95).

W r. 1941 L e w r y ,  G i l l i g a n i K a t e r s k y  (82) w yodrębnili z móz­
gu szczura kollagen i elastynę.

W r. 1948 T a r v e r  i M o r s e  (131) po raz pierwszy zastosowali do 
badań nad przem ianą białek system u nerwowego radioaktyw ne izotopy.

W 1951 roku F o l c h  i L e e s  (45) wyizolowali z tkanki mózgowej 
proteolipidy.

W r. 1954 K a p s  (65) przeprow adził po raz pierwszy elektroforetyczne 
badanie białek mózgu pomocy elektroforezy bibułowej.

W latach 1954 — 1956 L o w r y  i wspł. (82, 83, 107, 108, 109) prze­
prowadzili badania histochemiczne, pozwalające określić ilość i częścio­
wo jakość białek w  poszczególnych w arstw ach cytoarchitektonicznych 
różnych odcinków kory mózgowej.

W r. 1956 H o f m a n n  i S c h i n k e  (60) próbowali zlokalizować nie­
które własności enzym atyczne w obrębie frakcji białkowych, o trzym a­
nych z mózgu przy pomocy elektroforezy bibułowej.
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[3] B IA Ł K A  SY STE M U  NERW O W EGO 417

System atyka białek układu nerwowego

A. B iałka tkanki n erw ow ej

U system atyzow anie białek tkanki nerw owej jest jeszcze zadaniem bar­
dzo trudnym  — każdy praw ie autor pracujący nad system atyką białek 
tkanki nerwowej posługiwał się własną płaszczyzną podziału.

Rozważania przedstaw ione w niniejszym  rozdziale są próbą podciągnię­
cia wyników, uzyskanych przez różnych autorów, różnymi metodami pod 
wspólny mianownik.

Punktem  w yjścia tych rozważań jest schem at frakcjonow ania tkan­
ki mózgowej wg M i r s k  y ’ e g o  i P o l l l i s t e r a  (85) z pewnym i do­
konanym i przez nas m odyfikacjam i — K r a w c z y ń s k i  i wsp. (71).

Sam schem at przedstaw ia się następująco:

S c h e m a t  I

Schem at frakcjonow ania tkanki m ózgowej w g zmod. met. M i r s k  y ’g o
i P o l l i s t e r a .

T K A N K A  M OZGOW A  
(substancja szara, biała, móżdżek)

Ekstrakcja 0,14 M NaCl 1 X 1 godz. i k ilkakrotnie po

15 min. aż do negatyw nej reakcji na białko w  ekstrakcie.

/  \
Przesącz Osad

pH przesączu do 4,2 Ekstrakcja 1 M N aCl 1 x 1  godz.
10 % CH3 COOH i kilkakrotnie po 14 min. aż do
, /  \  negatyw nej reakcji na białko

Przesącz Osad /  \
Frakcja A Frakcja B Przesącz Osad

N /P  N /P  Frakcja C Ekstrakcja 1 n NaOH
55 50 24 22 N /P  przez 24 godziny
ss sb ss sb 19 24 /  \

ss sb Przesącz Osad
Frakcja D Frakcja E 

ss — substancja szara N /P  N /P
sb — substancja biała 45 33  40 55

ss sb ss sb

Frakcje A i B reprezen tu ją  rozpuszczalne w 0,14 M roztworze NaCl 
białka cytoplazm atyczne, frakcja C rozpuszczalne w 1 M roztworze NaCl 
białka jądrowe. Frakcja D i E są nierozpuszczalnym i w wodzie i roz­
tw orach solnych białkam i cytoplazm y i jądra. Stosunki ilościowe między 
tym i frakcjam i przedstaw iono w poniższej tabeli (71).
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418 J. K R A W C ZY Ń SK I [4]

Zawartość białka w substancji szarej i białej mózgu oraz w móżdżku 
królika, określona m etodą wagową, jest w przybliżeniu jednakowa. W y­
raźne różnice między substancją szarą i białą mózgu i m iędzy móżdżkiem 
w ystępują natom iast w zawartości poszczególnych frakcji białkowych.

W yodrębnione przez nas frakcje białkowe mózgu i móżdżku można 
w przybliżeniu scharakteryzow ać w sposób następujący:

Frakcja A: Frakcja ta w najw iększej ilości w ystępuje w substancji 
szarej mózgu, w mniejszej w substancji białej. Móżdżek zajm uje pośred­
nie miejsce. Ilość fosforu, jak  w ynika ze stosunku N/P, jest niewielka, co 
może świadczyć, że frakcja ta nie zawiera większych ilości nukleopro- 
teidów. W skład tej frakcji może wchodzić też i fosfoproteid, otrzym any 
przez M c G r e g o r a ,  oraz otrzym ane przez H a l l i b u r t o n a  (57) 
neuroglobulina A (temp. koagulacji 47°) i neuroglobulina B (temp. koagu­
lacji 70—75°) (133).

Frakcja B: jest cytoplazm atycznym  kom pleksem  nukleoproteidow ym
o słabo, jak  można to sądzić z danych B i e ł o z i e r s k i e g o  (11) O r ­
ł o w a  i M a m o i ł o w a  (84), związanym  kwasie nukleinowym . We 
frakcji tej w ystępuje przew ażnie kwas rybonukleinow y (RN), ale w y­
stępuje też i kwas dezoksyrybonukleinowy (DN). W największej ilości 
frakcja ta w ystępuje w móżdżku, a praw ie w tych samych ilościach 
w substancji szarej i białej mózgu.

Frakcję A i B udało się rozdzielić za pomocą elektroforezy bibułowej.

T a b e l a  I
Stosunki ilościow e (w rei. %>) m iędzy frakcjam i białkow ym i 
substancji szarej i substancji białej mózgu oraz m óżdżku  
królika otrzym anym i w g zm odyfikow anej m etody M i r- 
s k y ’e g o i P o l l i s t e r a  (85) (wg K r a w c z y ń s k i e g o  

i w  s p ł.) (71)

Frakcja Substancja szara 
rei. %

Substancja biała  
rei. %

Móżdżek 
rei. %

Białka
całkow ite 10,42*) 11,00*) 10,15*)

A 19,29 14,76 16,33
B 36,91 37,48 44,78
C 20,87 17,66 15,95
D 20,26 23,32 19,46
E 2,67 0,78 3,38

*) — rei. °/o w y lic z o n y  w  s to su n k u  do w a g i św ież e j  tk a n k i

K a p s  (65) w yodrębnił 6 frakcji: album inową, a i, a 2 globulinowe, 
|3i, P2 globulinowe oraz y globu linową. Stosunków ilościowych w jakich 
w ystępują te frakcje nie podał.
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[5] B IA Ł K A  SY ST E M U  NERW OW EGO 419

Z lobus parietalis człowieka udało się wyodrębnić 5 a naw et 7 frak ­
cji białkowych (16). Znaleziono tam  oprócz frakcji albuminowej i glo- 
bulinowych, frakcje leżące poza obszarem odpowiadającym  globuli­
nom surowiczym, w ędrujące jeszcze wolniej niż y-globuliny, lub w ędru­
jące już do katody. F rakcje te  nazwano X i i X 2 .

K r e u p (75) otrzym ał z tkanki mózgowej 6 frakcji, z k tórych 3 po­
siadały większą ruchliwość niż album ina surowicza. Jedną z tych frakcji 
udaje się czasem rozłożyć na 2 podfrakcje, inną naw et na trzy  podfrakcje. 
Stosunki ilościowe m iędzy tym i frakcjam i są różne w różnych odcinkach 
mózgu.

P a ł ł a d i n  i P o l a k o w a  (99) przeprow adzili ekstrakcję mózgów 
szczurzych przy  pomocy 0,9 °/o roztw oru NaCl z równoczesnym zam ra­
żaniem  tkanki i ekstrak tu  ciekłym  powietrzem . W otrzym anym  ekstrak­
cie w yodrębnili przy pomocy elektroforezy bibułowej 6 frakcji, a w sub­
stancji białej naw et 7. P o l a k o w a  (103) w substancji szarej i białej 
mózgu, w móżdżku, rdzeniu przedłużonym  i rdzeniu kręgow ym  krow y 
w yodrębniła 7— 8 frakcji białkowych, głównie globulin i niew ielką ilość 
białek w ędrujących jak  album ina surowicza. W substancji białej rdzenia 
kręgowego znaleziono frakcję w ędrującą do katody. W nerw ie obwodo­
wym  ilość białek o ruchliwości takiej jak  album iny jest większa.

K r a w c z y ń s k i  i D r e w n o w s k a  (70) stosując ekstrakcję tkanki 
mózgowej m yszy fizjologicznym  roztw orem  NaCl i k ilkakrotnie zam ra­
żanie tkanki i ekstrak tu  do tem p. suchego lodu i ogrzewanie do 37°C. 
wykazali obecność w ekstrakcie 9 frakcji białkowych, między którym i 
była i frakcja  w ędrująca szybciej niż album ina surowicza i frakcja le­
żąca poza obszarem  globulin surowiczych, odpowiadająca prawdopo­
dobnie wspom nianej przez B o o i j a  (16) frakcji X i lub X 2. Pozostałe 
frakcje odpowiadały ruchliwością frakcji album inowej surowicy i f ra ­
kcjom  globulinowym.

D e m l i n g ,  K i n z ł m e i e r  i H e n n i g  (32) badali stosunki iloś­
ciowe, w jakich w ystępują w  mózgu szczura wyodrębnione elektrofore- 
tyoznie frakcje  białkowe. A utorzy ci znaleźli w tkance mózgowej 2—3 frak ­
cje odpowiadające album inom  (15 rei. °/o), dwie frakcje odpowiadające a 
globulinom (47,5%), z k tórych frakcja c*2 jest z reguły większa, frakcję 
odpowiadającą f> globulinom  (27,8%) oraz małą frakcję odpowiadającą 
y globulinom surowiczym  (9,4°/o).

Najbardziej system atyczne badanie elektroforetyczne białek mózgu 
przeprowadzili H o f m a n n  i S c h i n k o  (60). Autorzy ci stosu­
jąc ekstrakcję buforem  w eronalow ym  i równocześnie zam rażanie s ta ­
łym  CO2 otrzym ali z mózgu człowieka (8 — 9 godzin po śmierci) 
i z mózgu świnki m orskiej 9 frakcji białkowych w ędrujących z różną
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420 J. K R A W C ZY Ń SK I [6]

szybkością w polu elektrycznym  na pasku bibuły. Są to: frakcja prze- 
dalbum inowa (PA), album iny (A), dwie frakcje a-globulinow e (04 a 2), 
trzy  frakcje (3-globulinowe (Pi, |32, £3 ,) i dwie frakcje y-globulinowe (y, 
72). Autorzy ci nie stw ierdzili znacznych różnic między składem  białko­
wym  substancji szarej i białej mózgu człowieka.

Barwieniem  wykazano istnienie trzech  frakcji lipoproteidowych w pro­
porcjach ilościowych: 14,5%, 70,0%, 15,5%. W artości te są dość zmienne. 
Barwieniem  stwierdzono również obecność frakcji glikoproteidowej.

Wykazano związek esteraz z frakcjam i: PA, A i y-globulinową, zaś 
amylazy i fosfatazy z frakcjam i a i P-globulinowymi. *

W obrębie frakcji określonych przez nas jako frakcje A i B można 
by jeszcze umiejscowić rozpuszczalny w wodzie nukleoproteid wyizo­
lowany przez B r i k  (18), rozpuszczalne w roztworze fizjologicznym i w 
wodzie nukleoproteidy otrzym ane przez B r  o u n a (20), będące m iesza­
niną rybo- i dezoksyrybonukleoproteidów, rozpuszczalne w wodzie białko
o PI przy pH — 4,2 w yodrębnione przez P a ł ł a d i n a  (95) i praw do­
podobnie neuroglobulinę D a n i l e w s k i e g o  (29).

T a b e l a  II

Stosunki ilościow e m iędzy frakcjam i b iałkow ym i mózgu  
człow ieka i św inki m orskiej w yodrębnionym i przy pomocy  
elektroforezy bibułow ej (wg H o f m a n n a  i S c h i n k o )  (60)

Frakcja

C złow iek
Św inka
m orska

Kora mózgowa 
(substancja szara) 

rei. %

Substancja biała  
rei. %

Mózg 
rei. %

PA 0,66 1,14 1,22
A 1,94 2,95 3,59
OCi 4,17 7,19 7,56
a2 7,81 11,69 11,95
Pi 25,85 15,99 15,27
P* 26,20 24,23 19,68
Ps 14,60 13,41 15,37
Yi 8,79 9,77 13.65
Y2 10,10 13,63 11,34

Frakcja C w ystępująca w najw iększej ilości w substancji szarej mózgu 
powinna odpowiadać chromozynie M i r s k  y ’e g o  i P o l l i s t e r a  (85) 
wyizolowanej przez nich między innym i i z tkanki mózgowej. Chromo- 
zyna uważana jes t za kompleks składający się z kwasu dezoksyrybonuk­
leinowego, histonu i białka niehistonowego. Frakcja C może też odpowia­
dać frakcji ,,A” C l o u e t  i R i c h t e r a  (27) oraz frakcjom  rozpusz-
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[7] B IA Ł K A  SY ST E M U  NERW O W EGO 421

czalnym w stężonych roztw orach soli otrzym anym  przez B r  j k (18) 
i P a 11 a d i n a (95). (Białko o PI przy pH 5,6).

F rakcja  D w ystępująca w  najw iększej ilości w substancji białej mózgu 
odpowiadać może frakcji „B” C l o u e t  i R i c h t e r a  (27) będącej wed­
ług autorów  kom pleksem  nukleoproteidowym . W obrębie frakcji D po­
winna znajdować się również przew ażna część fosfoproteidów, których 
ilość w  mózgu obliczana jest na 5,5 mg°/o. S truk tu ra  tych białek i ich w ła­
sności są w zasadzie nieznane. Od czasu badań M c G r e g o r a  (55) k tó­
ry, jak  wspomniano wyżej izolował z tkanki mózgowej frakcję białkową 
zaw ierającą fosfor niedializujący a nie będącą nukleoproteidem , większość 
badaczy ( E n g e l h a r d  t, L i s o w s k a  j a  (37, 38, 79, 80), H e a l d  (58), 
F i i m d l a y ,  S t r i c k  l a n d ,  R o s s i t e r  (42) zajm owała się wyłącznie 
przem ianą fosforu fosfoproteidów odszczepiającego się podczas hydro­
lizy tkanki mózgowej prowadzonej w zasadowym środowisku (hydroliza 
1 n NaOH przy 37° w ciągu 20 godz.). Fakt, że fosfoproteidy w ystę­
pują w mózgu w drobnych ilościach i że spotyka się je  przeważnie w sub­
stancji szarej, pozwala przypuszczać, że odgryw ają one rolę katalizato­
rów (2). W edług B a a s a (6) fosfoproteidy wchodzą w skład systemów 
transfosforylujących.

F o l c h  i L e e s  (45) określili jako proteolipidy substancje składające 
się z kom ponenty białkowej i lipoidowej, ale w odróżnieniu od lipopro- 
teidów nierozpuszczalne w wodzie ani w roztworach solnych a dobrze 
rozpuszczalne w mieszaninach: chloroform -m etanol-w oda. Substancje te 
w ykazują więc własność lipoidów, do których dołączone jestt białko.

F o l c h  i L e e s  (45) rozróżnili 3 frakcje proteolipidowe: proteolipid 
A: ekstrahujący się m ieszanką chloroform  — m etanol w temp. — 10°, pro­
teolipid B: w ytrącający się z m ieszanki chloroform o-m etanolowej nadm ia­
rem  acetonu i zawierający 50% białka i 50% m ateriału  lipidowego (fosfo­
lipidy i cerebrozydy), proteolipid C: zawiera 75% białka i jest roz­
puszczalny w samym chloroform ie. Proteolipid C zawiera lipoidy w po­
staci fosfolipidów typu fosfoglicerydów.

Proteolipidy w szczególnie dużych ilościach w ystępują w substancji 
białej mózgu a w znacznie m niejszych ilościach w  szarej (2,0 g i 0,6 g 
w 100 g świeżej tkanki) ( F o l c h ,  L e e s ) .

W czasie przeprowadzonych przez nas badań stw ierdziliśm y, że n a j­
większa ilość proteolipidów (45), szczególnie zaś proteolipidu B jest zwią­
zana z naszą frakcją D. Znacznie m niej wiąże się ich z frakcją C. W po­
zostałych frakcjach można stw ierdzić tylko ich ślady.

W hydrolizacie proteolipidów jest przewaga aminokwasów kwaśnych 
W a k s m a n ,  P o r t e r ,  L e e s ,  A d a m s  i F o l c h  (140) wykazali też, że 
proteolipidy A  i B otrzym ane z substancji białej mózgu byka w yw ierają 
patogenne działanie po podaniu ich królikom, przejaw iające się w w y­

http://rcin.org.pl



422 J. K R A W C Z Y Ń SK I [8]

woływaniu uczuleniowego zapalenia mózgu i rdzenia kręgowego (encep- 
halom yelitis allergica). Proteolipid C nie jest patogenny..

Dość łatwo można oddzielić część białkową kom pleksu proteolipido- 
wego od jego części lipoidowej. Z roztw oru proteolipidów w m ieszaninie 
chloroform -m etanol należy usunąć rozpuszczalnik przez destylację próż­
niową i z suchej pozostałości ekstrahow ać lipoidy tym i sam ym i rozpu­
szczalnikami. Białko pozostaje w form ie nierozpuszczalnego osadu. Kom ­
ponenta białkowa poszczególnych frakcji proteolipidowych jes t w zasa­
dzie jednakow a i cechuje się tym  sam ym  stosunkiem  N/S. Zawartość 
siarki wynosi około 2°/o. Własności kom ponenty białkowej proteolipidów 
są identyczne z własnościami neurokera tyny  wyizolowanej jeszcze w r. 
1878 przez E w a l d a ,  K u h : n e  (40) i opisanej później przez A r g i n i s  
(4), N e l s o n a  (89) i B ł o c k a  (12). N eurokeratyna podobnie jak  w łaś­
ciwa keratyna jest nierozpuszczalna w wodzie po działaniu na nią pep­
syny i trypsyny, a więc jest niew rażliw a na działanie tych enzymów. 
Od właściwej kera tyny  różni się nieco składem  am inokwasowym  w od­
niesieniu do histydyny,- lizyny i argininy. Am inokwasy te  w keratynie 
w ystępują w proporcjach 1 : 4 : 1 2  a w neurokeratynie w proporcjach 
1 : 2 : 2  (14).

F o l c h  i B a r o n  (46) opisali w  r. 1951 kom pleks proteolipidowy 
odporny na działanie trypsyny, w ystępujący przede wszystkim  w sub­
stancji białej mózgu, ale nie będący jednak  proteolipidem . Kom ponenta 
białkowa tego kom pleksu w ykazywała również własności klasycznej neuro­
keratyny. W skład tego kom pleksu wchodzi fosfolipid podobny lub iden­
tyczny z dwufosfoinozytolem.

W ł a d i m i r ó w  i wspł. (147) wydzielili z tkanki mózgowej białych 
szczurów frakcję lipoproteidową zaw ierającą fosfor i rozpuszczalną w m ie­
szaninie chloroform -m etanol, k tó rą  nazw ali frakcją X. F rakcja ta w na j­
większej ilości w ystępuje w rdzeniu przedłużonym  i kręgow ym . Znacz­
nie mniej spotyka się jej w substancji szarej. W odróżnieniu od wspom­
nianego wyżej kom pleksu proteolipidowego F o l c h a  i B a r o n a  (46)
,„frakcja X ” nie zawiera inozytolu.

Frakcja E odpowiada frakcji C C !1 o u e t i R i c h t e r a  (27) oraz 
prawdopodobnie kollagenowi i elastynie, o trzym anym  z mózgu przez L o  w- 
r  y ’e g o  G i l l i g a n a  i K a t e r s k  y ’e g o (82). Chociaż histochemicznie 
nie wykazano w centralnym  system ie nerw ow ym  (csn.) obecności kol- 
lagenu, wspomniani autorzy tw ierdzą, że mózg zawiera go w ilości 0,3 g 
na 100 g świeżej tkanki. L o g a n i  i wspł. (81) znaleźli nieco mniejsze 
ilości kollagenu w csn. z tym , że więcej jego jes t w substancji szarej niż 
białej. A b e r c r o m b i e  i J o h n s o n  (1) określili zawartość kollagenu 
w nerw ie obwodowym królika na 3,2°/o. Należy przypuszczać, że kollagen 
i elastyna pochodzą głównie z elem entów  łącznotkankow ych związanych
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z tkanką nerwową i z tkanki gliowej. F rakcja E również w ystępuje w 
większej ilości w substancji szarej niż białej a najw ięcej w móżdżku. 
Je s t ona najm niejszą ze wszystkich wyizolowanych przez nas frakcji.

U zupełnieniem  do przedstaw ionej wyżej system atyki białek tkanki 
nerwowej będą dane dotyczące lokalizacji niektórych frakcji białkowych 
(głównie przy pomocy m etod histochem icznych i przy pomocy m ikrospekt- 
rcgrafii).

W nukleoproteidach tkank i nerwowej w ystępują kwasy nukleinowe 
zarówno typu RN jak  i DN. Kwasy typu RN zaw ierają w cząsteczce 
pentozę, adeninę, guaminę, cytozynę i uracyl (30), zaś kwasy typu DN 
dezoksypentozę, adeninę, gwaninę, cytozynę, tym inę i m ałe ilości m ety- 
locytozyny. Histochemiczne badania z użyciem rybonukleazy wykazały, 
że w  cytoplazmie kom órek nerw ow ych kwas RN jest związany praw ­
dopodobnie z ciałkam i N i s s l a ,  które zaw ierają jeszcze i kwaśne i za­
sadowe białko — B r a c h e t  (19), G e r s h ,  B o d i a n  (52). Histochemicz- 
nie wykazano też, że jądro kom órki nerwowej zawiera kwas nukleinowy 
typu DN, a jąderko typu RN (62).

Badania H y d e n a  (62) w ykonane m etodą spektrografii przy 260 mji. 
wykazały, że jąderko kom órki nerw ow ej zaw ierające kwas nukleinowy 
typu RN otoczone jest tw oram i struk turalnym i zaw ierającym i kwas nu ­
kleinowy typu DN. Całość tw orzy tzw. „aparat jąderkow y kom órki” 
szczególnie czynny podczas procesu syntezy białka w komórce. H y d e n 
(62) próbował ilościowo określić zawartość kwasu nukleinowego typu RN 
w różnych kom órkach nerw owych. W ykazał on, że np. w kom órkach 
nerw owych przednich rogów rdzenia zawartość kw asu RN wynosi l,7°/o, 
a w kom órkach zwojowych ślim aka około 2°/o. W dużych kom órkach p ira­
m idalnych zawartość kwasu RN jest tego samego rzędu. Między kom órka­
mi P u r k i n j  e g o  w móżdżku spotyka się kom órki bogate i ubogie 
w kw as RN. E d s t r o m  (35) m etodam i m ikrochem icznym i określił za­
w artość kwasu RN w kom órkach zwojowych rdzenia na 1,1%. R o b i n s  
i wspł. (107) badali rozmieszczenie białka' w poszczególnych w arstw ach 
cytoarchitektonicznych mózgu. Stw ierdzili oni, że w  korze ośrodków ru ­
chowych mózgu następuje obniżenie zawartości białka w komórkach, jeśli 
postępować będziemy od w arstw  zew nętrznych ku środkowi. W korze 
analizatora wzrokowego, do V w arstw y (warstwa dużych kom órek p ira­
m idalnych), zawartość białka w kom órkach pozostaje bez zmian.

W ydaje się wątpliwe, czy omówione przez nas poszczególne frakcje 
białkowe stanowią formę, w  jakiej białka tkanki nerwowej w ystępują 
in vivo. Być może są to tylko sztucznie otrzym ane fragm enty większych 
jednostek struk turalnych  i to fragm enty, których budowa i skład zależą 
od użytej m etody frakcjonowania.
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Ze wszystkich m etod frakcjonow ania białek tkanki nerwowej może 
najbardziej łagodną jest m etoda elektroforezy bibułowej, ale n iestety  
zakres jej stosowalności ograniczony jest raczej do białek prostszych. 
Pew ną przyszłość mogą mieć przed sobą m etody m ikrospektrografii 
i m etody ilościowej histochemii, stosowane przez R o b i n s i wspł. (107), 
umożliwiające opracowanie m ikrotopografii białek w tkance nerwowej.

B. Białka płynu mózgowo-rdzeniowego (PMR)

Badanie białek PMR od początku napotykało na duże trudności m eto­
dyczne. Dopiero w r. 1939 zastosowano do badania białek płynu mózgowo- 
-rdzeniowego wolną elektroforezę (50). Badanie tego rodzaju mogło być 
jednak przeprowadzone tylko w w yjątkow ych okolicznościach, ponieważ 
ilość PMR potrzebnego do jednorazowego badania wynosiła od 100 do 
200 ml. (2 ml. 50 krotnie lub 100 krotnie zagęszczonego płynu). Tym 
niem niej przy pomocy wolnej elektroforezy wykazano po raz pierwszy 
obecność w PMR frakcji album inowej oraz frakcji a, i y globulinowych.

K a b a t ,  M o o r  i L a n d ó w  (64) w ykryli w niektórych PMR frak ­
cję białkową w ędrującą w polu elektrycznym  szybciej od album in suro­
wiczych, którą nazwali „frakcją X ”.

P rzy  pomocy wolnej m ikroelektroforezy wykonanej na aparacie 
A n t w e i l e r a  wyodrębniono w PMR album iny, a globuliny, Pi i P2 
globuliny, y globuliny oraz frakcję w ędrującą między P i y globulinam i, 
którą nazwano frakcją r globulinową.

W prowadzenie do badań białek PMR elektroforezy bibułowej usu­
nęło częściowo te  trudności, ponieważ ilość PMR potrzebnego do jedno­
razowego badania zmniejszyła się do 5— 10 ml.

W 1951 r. S c h n e i d e r  i W a l l e n i u s  (116) pierw si zastosowali 
elektroforezę bibułow ą do badania składu białkowego PMR.

W spomniani autorzy stw ierdzili obecność w płynie mózgowo-rdze­
niowym następujących frakcji białkowych: frakcji przedalbum inowej 
(PA), album in, a x i 012 globulin, (3 globulin, t  globulin i y globulin.

Opierając się na badaniach różnych autorów  B o o i j  (16) podaje 
szczegółowe dane ilościowe dotyczące składu białkowego PMR człowieka. 
Dane te ujęte  zostały w tabeli III.

F i s k ,  C h a n u t i n i ,  K l i n g m a n  (155) znaleźli w PM R jeszcze 
jedną kom ponentę białkową w ędrującą szybciej niż frakcja przedalbum i- 
nowa. Kom ponentę tę nazwali „frakcją X i” . S c h u r c h  i wspł. (117) 
uważają frakcję PA za kom pleks glikoproteidowy składający się z białka 
i kwasu hialuronowego. U z m a n  i B e r i n g  (134) badali własności frak ­
cji PA i „frakcji X i” . Zawartość obydwu tych frakcji stanowi 4,4—9,6Vo
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T a b e l a  III 
Skład b iałkow y norm alnego płynu m ózgow o- 

-rdzeniow ego w g B o o i j a (16)

Frakcja Zawartość 
w  rei. %

Szybkość w ędrow ania  
w  polu elektrycznym  
cm 2 sek-1 V -1 .1 0 5

P A 4.6

i
oo

A 51,6 6,7
«i 5,1 5,7
a 2 8,2 4,9
P 16,0 3,7
t (teta) 6,4 1,3
T 7,6 0,2

album in. „Frakcja X i” stanowi znowu 13— 35% frakcji PA. Przy pH 
5,8 i 4,9 frakcje PA i Xi rozdzielają się na 5 nowych frakcji, z których 
dwie nie barw ią się błękitem  bromofenolowym i czernią amidową a reagu­
ją z ninhydryną. We frakcjach tych brak  jest arom atycznych am inokwa­
sów, natom iast w dużej ilości w ystępują w nich: kwas asparaginowy, 
g lutam inow y i leucyna. Są to wg ww. autorów  m ieszaniny kwaśnych 
peptydów  z wysoką zawartością kwaśnych aminokwasów.

Frakcja t  globulinowa jest przez większość badaczy uważana za 
identyczną z frakcją (32 globulinową. Frakcja ta, jak  sugerują niektórzy 
autorzy, ma odgrywać dużą rolę w  imm unologicznych reakcjach ustroju.

Rozkład glikoproteidów w PMR jest podobny do ich rozkładu w su­
rowicy, tj. znajdują się one we wszystkich frakcjach białkowych.

Lipoproteidy są związane przede wszystkim  z frakcją a x globulinową. 
Z frakcją  (3 globulinową w odróżnieniu od surow icy wiąże się bardzo mała 
ilość lipoproteidów. B a u e r  (9) przypuszcza na tej podstawie, że (3-glo- 
buliny PMR m ają inne własności niż P-globuliny surowicy.

Ogólną zawartość białek w PMR nie jest jednakow a w całej p rze­
strzeni podpajęczynówkowej. Szczególnie zm ienną jest zawartość frak ­
cji PA. Ilość tej frakcji m aleje, jeżeli pobieram y PMR kolejno z coraz niżej 
położonych odcinków przestrzeni podpajęczynówkowej. W płynie komoro- 
wym  jest ona w ilości 13— 20 mg°/o, w płynie otrzym anym  z cisterna cere- 
bri zawartość jej wynosi 7— 13 mg°/o a w płynie pobranym  z okolicy lędź­
wiowej, m niej niż 7 mg°/o. Wg W y m a z a ł a  (154) frakcja PA w ystępuje 
w ilości 2,5 raza większej w płynie otrzym anym  z okolicy podpoty licznej 
niż w PMR otrzym anym  z okolicy lędźwiowej. Przypuszcza się, że podczas 
krążenia PMR w przestrzeni podpajęczynówkowej frakcja  ta ulega wchło­
nięciu przez komórki opon lub też ulega rozpadowi. F rakcja PA i „frak­
cja X i” oraz swoista dla PMR esteraza cholinowa, a więc białka nie w y­
stępujące w surowicy, a spotykane natom iast jako białka tkankow e tkanki
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nerwowej, stanowić mogą dowód przynajm niej częściowego pochodzenia 
białek PMR z tkanek centralnego system u nerwowego.

Porów nując skład białkowy PMR ze składem  białkowym  surow icy 
można zauważyć, że w PMR jest znacznie większy odsetek ß globulin 
a m niejszy odsetek y globulin niż w surowicy.

L a c i g a (76) podaje, że u n iektórych osobników norm alnych w PMR 
spotyka się znacznie mniejszą ilość ß-globulin, a większą ilość album in. 
Przyczyna tego zjawiska nie jest jasna. Być może, że wchodzą tu  w grę 
czynniki dziedziczne.

U schizofreników po wyjściu z szoku insulinowego zaobserwowano 
spadek współczynnika A/G, oraz wzrost odsetkowy ß i t globulin, przy 
spadku zawartości białek całkow itych (110).

W gruźliczym  zapaleniu opon mózgowych stw ierdzono wzrost za­
wartości album in i ß globulin w PM R, a spadek zawartości y globulin 
przy braku wszelkich korelacji z obrazem  cytologicznym  PMR (28). 
W ostrym  stadium  zapalenia opon mózgowych następuje wzrost poziomu 
nukleoproteidów dochodzący do 200 mg °/o (norma 0,40— 0,50 mg %). 
W okresie zdrowienia zawartość nukleoproteidów  w PMR spada (41). B a u -  
d o u i n i L e w i n (8) badali zmiany w obrębie lipoproteidów PMR, u cho­
rych na gruźlicze zapalenie opon mózgowych. Stw ierdzili oni, że oprócz 
lipoproteidu związanego z frakcją a i globulinową i lipoproteidu związa­
nego z „frakcją X ” w ystępuje ß lipoproteid i lipoproteid związany z albu­
minami. W zapaleniach opon mózgowych skład białkowy PM R bardziej 
zbliża się do składu białkowego surowicy. K n a p p  (66) tłum aczy to 
uszkodzeniem bariery  mózgowo-rdzeniowej.

W syfilisie system u nerwowego w PMR następuje w zrost zawartości 
białka (10), a przede wszystkim  album in. To samo potw ierdza F l o d o n  
(44), k tóry  zaobserwował jednak jeszcze i wzrost globulin. W wyniku 
leczenia obraz białkowy PMR norm alizuje się.

W stw ardnieniu rozsianym V o l k ,  S a i f  e r  i R a b i n e r  (135) stw ier­
dzili wzrost zawartości y globulin w PMR, oraz wzrost współczynnika 
7 globuliny / białka całkowite.

U epileptyków B a u d o u i n i wspł. (7) zauważyli w yraźnie zazna­
czony spadek y globulin i album in. Z frakcji glikoproteidow ych najsil­
niejsze zabarwienie dawała frakcja związana z ß globulinam i. Znaleziono 
też w PMR swoisty glikoproteid w ędrujący w polu elektrycznym  szybciej 
od album in.

Nowe perspektyw y elektroforetycznego badania białek PM R otwiera 
wprowadzona przez F o s s a  (47) m etoda um ożliw iająca badanie składu 
białkowego płynów o małej zawartości białek (od 1 mg °/o). Metoda ta 
oparta jest na jodowaniu białek radioaktyw nym  jodem  (131J) przed pod­
daniem  ich badaniu elektroforetycznem u i następnie na w yw oływ aniu
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otrzym anych proteinogram ów  m etodą radioautografii. Metoda ta  usuwa 
więc najw iększą ciągle jeszcze trudność m etodyczną, jaką jest duża ilość 
PMR potrzebna do badania.

M echanizm powstawania p łynu  mózgowo-rdzeniowego (PMR) nie jest 
jeszcze dostatecznie w yjaśniony (33), można jednak przypuszczać, że istnie­
je pewien stan  równowagi chemicznej m iędzy PMR, a płynem  pozakomór- 
kowym csn (PPK) w ścisłym tego słowa znaczeniu. Tego rodzaju rów no­
waga m usi również istnieć m iędzy białkam i tkankow ym i csn a białkami 
PMR. Dlatego też ze zmian zachodzących w  białkach PMR można wysnuć 
pewne wnioski dotyczące ew. zmian zachodzących w białkach tkanki ner­
wowej csn, pam iętając jednak, że białka PMR znajdują się również w stanie 
pewnej równowagi i z białkam i surowicy.

P rzyjm ując częściowe pochodzenie białek PMR z centralnego system u 
nerwowego, a więc tym  samym  dość ścisły ich związek z białkam i tkanki 
nerw owej, co dotyczy zwłaszcza frakcji niespotykanych w surow icy (Frak­
cja PA i „frakcja X), można powiedzieć, że badania składu białkowego 
PMR jest właściwie jedynym  sposobem (niedoskonałym zresztą) pośrednie­
go badania niektórych białek csn i zachodzących w  nim zmian u człowieka, 
w w arunkach przyżyciowych.

Białka enzymatyczne tkanki nerwowej i płynu mózgowo-rdzeniowego

W mózgu w ykryto już od daw na szereg enzymów takich jak  amylaza, 
m altaza, laktaza, sacharaza, fosforylaza, fosfatazy, lipaza, lecytynaza, 
esteraza cholinowa, anhydraza węglanowa, katalaza, peroksydaza, enzymy 
proteolityczne, rybo i dezoksyrybonukleaza, enzym y wchodzące w skład 
system u cytochromowego, dehydrogenazy, enzym y katalizujące proces 
glikolizy itp. (124).

Większość z nich znajduje się w szarej substancji. W PMR spotyka 
się zwiększoną zawartość enzymów najczęściej w stanach patologicznych. 
Są to enzymy pochodzące bądź z rozpadłych leukocytów i erytrocytów , 
bądź też z uszkodzonej rozpadającej się tkanki nowotworów system u 
nerwowego. Oznaczania aktyw ności n iektórych enzymów w PMR prze­
prowadza się w celach diagnostycznych. Szczególne znaczenie diagno­
styczne przede wszystkim  w rozpoznawaniu charakteru  nowotworów 
csn (pierwotne czy wtórne) ma wg W r ó b l e w s k i e g o  (153) oznacza­
nie aktywności dehydrogenazy kw asu mlekowego w PMR. Pewne zna­
czenie praktyczne może też mieć oznaczanie aktyw ności transam inaz 
w PMR.

Mówiąc o lokalizacji enzymów w obrębie system u nerwowego, należy 
wspomnieć w pierwszym  rzędzie o badaniach P o p  e’ e g o  i A n f  i n s e -  
n a (104) nad rozmieszczeniem peptydazy w  csn. Autorzy ci wykazali, że
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największe nagrom adzenie peptydazy m a m iejsce w korze półkul mózgo­
wych i korze móżdżku, a więc tam, gdzie jest duże nagrom adzenie komórek 
nerwowych. W rdzeniu przedłużonym , w spoidle wielkim  mózgu i w rdze­
niu kręgowym  zawartość peptydazy jest znacznie niższa. Na tej podstawie 
można przypuszczać, że peptydaza jako jeden z enzymów proteolitycznych 
odgrywać może szczególną rolę w procesach dysym ilacji białek w central­
nym system ie nerwowym .

Próby zlokalizowania w poszczególnych frakcjach białkowych mózgu 
amylazy, esterazy i fosfatazy podejm owane przez H o f m a n n a i S c h i n -  
k e g o (60) zostały omówione już wyżej.

Na uwagę zasługują próby zlokalizowania niektórych enzymów w ko­
rze mózgowej, dokonywane m etodam i histochemicznymi.

R o b i i n s  E., S m i t h  D., E y d t  K.,  M c  C a m a m  F. (108) zdołali 
ustalić lokalizację w korze mózgowej m ałpy (macacca mulata) następu­
jących 9 enzymów: kwaśnej i zasadowej fosfatazy, ATP-azy, fosforylazy 
nukleozydów purynow ych, dehydrogenazy kwasu glutam inowego, fu- 
m arazy, dehydrogenazy kwasu malonowego, aldolazy i dehydrogenazy 
kwasu mlekowego. Rozmieszczenie 6 enzymów, a więc fosfatazy, ATP-azy, 
fum arazy, aldolazy i dehydrogenazy kwasu mlekowego jest mniej więcej 
takie same jak  rozmieszczenie białek w korze mózgowej (107).

W korze ośrodka ruchowego najw ięcej tych enzymów jest zlokalizo­
wanych w zew nętrznej w arstw ie architektonicznej kory (warstwa drobi­
nowa). Począwszy od III w arstw y (zewnętrzna w arstw a piram idalna) 
następuje stopniowy spadek aktyw ności enzym atycznej. W korze anali­
zatora wzrokowego mniej więcej stały  poziom aktyw ności enzym atycznej 
odnoszącej się do ww. 6 enzymów utrzym uje się do w arstw y V-ej (war­
stwa wielkich kom órek piram idalnych Betza), a naw et do w arstw y VI-ej 
(warstwa wielokształtna). Poniżej tej w arstw y aktywność enzymatyczna 
szybko maleje.

W rozmieszczeniu poszczególnych enzymów są jednak pewne różnice. 
Fosforylaza nukleozydów purynow ych najw iększą aktyw ność w ykazuje 
w I-ej w arstw ie (warstwa drobinowa) kory ośrodków ruchow ych i ana­
lizatora wzrokowego. W korze analizatora wzrokowego jest ponowny 
wzrost aktyw ności tego enzym u na poziomie w arstw y IV-ej (warstwa 
ziarnista wew nętrzna).

Dehydrogenaza kwasu glutam inowego (DKG) najwyższą aktywność 
w ykazuje również w w arstw ie I-ej (warstwa drobinowa), szczególnie 
w korze analizatora wzrokowego. Aktywność tego enzymu w substancji 
białej jest znacznie mniejsza. Najbardziej bogatą w dehydrogenazę kwasu 
glutaminowego jes t w arstw a I-sza (warstwa drobinowa) kory rogu Ammo- 
na (128). Aktywność dehydrogenazy kwasu glutam inowego w korze oś­
rodków ruchowych stopniowo spada w głębszych w arstw ach kory, ale
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znów nieco się podnosi w  w arstw ie V-ej (warstwa wielkich kom órek 
piram idalnych B e t z a). W w arstw ach VI a i b (warstwa w ielokształtna) 
oraz w w arstw ie VI-ej (warstwa najniższa) aktywność dehydrogenazy 
kwasu glutam inowego jest niska. W korze analizatora wzrokowego stop­
niowy spadek aktywności tego enzymu postępuje aż do w arstw y V-ej 
(w arstw a ziarnista wewnętrzna). Ponowny wzrost aktyw ności daje się 
zauważyć w warstw ach V-ej (warstwa wielkich komórek piram idalnych 
B e t z a) i VI-ej (warstwa wielokształtna). Dopiero w w arstw ie VI-ej ob­
serw ujem y spadek aktywności enzymu.

Różnice aktywności poszczególnych enzymów w korze ośrodków ru ­
chowych i korze analizatora wzrokowego nie są duże, za w yjątkiem  ak ­
tywności ATP-azy, która jest o około 33% wyższa w korze analizatora 
wzrokowego.

Przemiana białkowa w tkance nerwowej

Kom órka nerwowa jest kom órką nie dzielącą się i, jak  się na ogół p rzy j­
m uje, nie produkującą żadnej wydzieliny. Można więc przyjąć, że in ten­
syw na synteza białek w komórce nerwowej za w yjątkiem  procesu regene­
racji nerw u jest związana z niem niej szybkim ich rozpadem i że procesy 
te są ściśle związane z czynnością komórki nerw owej.

O istnieniu intensywnej biosyntezy białek można było wnosić badając 
histochem icznie i mikrochemicznie rozmieszczenie kwasu rybonukleino­
wego w  kom órkach nerw owych różnych odcinków csn. Kwas ten w ydaje 
się być wskaźnikiem  funkcjonalnego stanu  kom órki nerw owej, grupując 
się przede wszystkim  w kom órkach ośrodków filogenetycznie najm łodszych 
i najbardziej czynnych (120, 121, 125, 126). Kwas ten jest ściśle związany 
z biosyntezą białka w komórce (5, 17, 24, 51).

Bezpośrednie dowody potwierdzające istnienie intenstywnej przem iany 
białkowej w system ie nerw owym  uzyskano jednak dopiero po w prow a­
dzeniu do badań radioaktyw nych izotopów, co pozwoliło bezpośrednio 
określać szybkość odnowy białek i kwasów nukleinow ych w tkance n e r­
wowej.

Badania intensywności przem iany białkowej w tkance nerwowej przy 
pomocy radioaktyw nych izotopów są prowadzone w trzech kierunkach:

1. Dążą do określania szybkości odnowy kwasów nukleinow ych i fos- 
foproteidów. W badaniach tych szerokie zastosowanie znajduje radio­
aktyw ny izotop fosforu 32P.

2. Dążą do określania szybkości odnowy białek tkanki nerwowej głów­
nie przy pomocy aminokwasów znakowanych 35S i 14C.

3. Zm ierzają do określenia szybkości odnowy białkowej kom ponenty 
nukleoproteidow ych kompleksów.

2 P o s tę p y  B io c h e m ii
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1. Przy pomocy radioaktyw nego fosforu (32P) można śledzić szybkość 
przem iany 3 rodzajów substancji białkowych, zawierających w cząsteczce 
fosfor i w ystępujących w tkance nerwowej: rybonukleoproteidów , dezok- 
syrybonukleoproteidów  i fosfoproteidów.

Szybkość włączania się radioaktyw nego fosforu w rybonukleoproteidy 
jest zależna od stanu  rozwoju czynnościowego poszczególnych odcinków 
csn i może być większa w  móżdżku u zw ierząt znajdujących się na tym 
stopniu rozwoju ewolucyjnego, kiedy czynnościowo móżdżek dom inuje 
jeszcze nad korą półkul mózgowych. S k w i r s k a  j a i S i l i ć  z (121) 
zaobserwowały to u królików a K r a w c z y ń s k i  i współ. (70) u białych 
myszek. Substancja biała cechuje się również intensyw ną przem ianą kwasu 
rybonukleinowego, co może wg P  a 11 a d i n a (97) być dowodem na to, 
że nie jest ona tylko inertną częścią csn. W ł a d i m i r ó w  (145) kwestio­
nuje  niektóre dane P a ł ł a d i n a  i jego współ. (94a) odnoszące się do 
szybkości odnawiania się fosforu w kwasie dezoksyrybonukleinowym  (DN) 
w  tkance nerw ow ej. Uważa on, że przem iana dezoksyrybonukleoproteidów 
w mózgu jest bardzo powolna i wynosi wszystkiego 0,7°/o w ciągu 24 go­
dzin. P a ł ł a d i n  i współ. (94a) tw ierdzą natom iast, że w yraźną ich od­
nowę (sądząc po szybkości włączania 32P) można zauważyć już po 4 go­
dzinach.

Szczególnie wysoką szybkością odnowy fosforu cechuje się frakcja 
fosfoproteidów. Szybkość odnowy fosforu tejże frakcji jest rzędu szyb­
kości odnowy fosforu tak  labilnych połączeń jak  w  ATP i fosforeakty- 
na (145).

Badania nad przem ianą fosfoproteidów w csn. prowadzą m. in. L i- 
s o w s k a j a ,  E n g e l h a r d t  (37, 38, 79, 80), oraz H e a l d  (58).

E n g e l h a r d t  i L i s o w s k a j a  ustalili, że szybkość odnowy fosfo­
ru w fosfoproteidach jest większa niż w nukleoproteidach, i że przem iana 
fosfoproteidów zależy od prawidłowego przebiegu procesów utleniania 
w komórce, a przede w szystkim  od oksydatyw nej fosforylacji. Istnieje 
współżależność m iędzy przem ianą ATP a przem ianą fosfoproteidów. W szy­
stkie substancje powodujące rozpad ATP w komórce ham ują przem ianę 
fosfoproteidów. Ostatnio H e a l d  (58) wykazał, że drażnienie skrawków 
mózgu świnki morskiej im pulsam i elektrycznym i powoduje wzrost 
odnowy fosforu fosfoproteidów. Inne połączenia zaw ierające fosfor wcho­
dzący w skład tzw. frakcji fosforu nierozpuszczalnego w kwasach nie 
w ykazują w tych w arunkach żadnych zmian szybkości odnowy ich fos­
foru. Opisane przez H e a l d a  zm iany zachodzą już w ciągu 10 sek.

W łączenie radioaktyw nego fosforu w fosfoproteidy musi być zabez­
pieczone jak  już wspomniano, norm alnym  przebiegiem  procesów m eta­
bolicznych dostarczających energii. Proces glikolizy ze względu na m ałr
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jego wydajność energetyczną nie jest w ystarczającym  zabezpieczeniem 
energetycznym  dla przem iany fosfoproteidów (80).

W ł a d i m i r ó w  i współ. (146) kw estionują dane uzyskane przez 
E n g e l h a r d  t a  i L i s o w s k ą  (37, 38, 79, 80). Wg mich wyizolowanie 
fosfoproteidów m etodą S c h m i d t a  i T h a n n h a u s e r a  (115) z na­
stępowym  w ytrąceniem  pochodzącego z fosfoproteidów fosforu nieorga­
nicznego met. D e 1 o r  y (31) prowadzi do uzyskania wyższych aktywności 
w łaściwych skutkiem  obecności w  osadzie radioaktyw nych organicznych 
połączeń fosforowych nie związanych z fosfoproteidami. Istotną aktywność 
w łaściwą fosfoproteidów można określić przez w yekstrahow anie fosforu 
fosfoproteidów izobutanolem , po uprzednim  przeprow adzeniu go w błękit 
molibdenowy. W zględna aktywność właściwa po upływ ie 2 godzin od 
chwili w prowadzenia izotopu jest o połowę niższa niż względne aktywności 
właściwe podawane przez E n g e l h a r d t a  i L i s o w s k ą  (37,38, 
79, 80) oraz S k w i r  s k ą  (121) i wynosi aamiaist 80— 100°/o tylko 30—40°/o.

W ł a d m i r o w  i współ. (147) przy pomocy 32P określali szybkość 
odnowy fosforu w otrzym anej przez nich frakcji X. Stw ierdzili oni, że 
szybkość odnowy P w tejże frakcji będącej lipoproteidem  jest rzędu 
szybkości odnowy fosfoproteidów i zależy od stanu czynnościowego sy­
stem u nerwowego. (Jest obniżona w śnie narkotycznym , a podwyższona 
przy pobudzeniu system u nerwowego).

Szybkość włączania radioaktyw nego fosforu w kwasy nukleinowe 
i fosfoproteidy w różnych odcinkach csn i w różnych stanach funkcjonal­
nych określały S k w i r s k a j a  i S i l i c z  (121). Autorki te w ykazały 
m. in., że w stanie długotrwałego pobudzenia csn prądem  elektrycznym  
(u szczura) lub też spowodowanego sztuczną bezsennością, w łączanie radio­
aktywnego fosforu w kwas rybonukleinow y jest wolniejsze w porównaniu 
z kontrolą. Obniżenie intensywności włączania 32P najsilniej w ystępuje 
w ciągu pierwszych godzin po podaniu izotopu. Powyższe fakty świadczą
o tym, że nadm ierne pobudzenie csn doprowadza do obniżenia jego aktyw ­
ności czynnościowej („ham owanie ochronne” P a w ł o w a ) ,  co znajduje 
również odbicie i w  natężeniu m etabolizm u kwasów nukleinowych.

Obniżenie szybkości włączania 32P w kw asy nukleinowe i fosfopro­
teidy zaobserwowały też S k w i r s k a j a  i S i l i c z  (122, 122a) i u zwie­
rząt znajdujących się w stanie snu zimowego. Sztuczne przebudzenie 
susłów zwiększyło szybkość włączenia się 32P, która jednak nie dosięgała 
normalnego poziomu. W śnie narkotycznym  w yw ołanym  mieszaniną medi- 
nalu i u retanu  S k w i r s k a j a  i S i l i c z  (123) obserwowały zm niej­
szenie szybkości włączenia 32P  w  kwasy nukleinow e i fosfoproteidy. 
Zaobserwowano też w  tych w arunkach obniżenie o 15—30°/o przenikania 
;:2P  przez barierę mózgowo-rdzeniową. Zm iany szybkości włączania 32P 
w kwas rybonukleinow y przebiegają równolegle ze zmianami aktywności
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rybonukleazy. Aktywność dezoksyrybonukleazy n ie  ulega natom iast 
w tych w arunkach zmianie, co pozwala wyprowadzić wniosek (121), że 
rozpad kwasu DN nie jest procesem znam iennym  dla jego udziału w m eta­
bolizmie tkanki nerwowej.

S m i r n o w (125, 126) przeprow adzał na psach badania m ające na 
celu ustalenie wpływu, jak i w yw ierać może sen fizjologiczny na proces 
odnowy fosforu w kwasie RN w różnych okolicach kory mózgowej. S tw ier­
dził on, że w czasie snu we wszystkich przebadanych okolicach kory (oko­
lica ruchowa, wzrokowa, słuchowa i rdzeń przedłużony) szybkość odnowy 
jest obniżona, przy czym najw iększe obniżenie daje  się zauważyć w okoli­
cy ruchowej (kora ośrodków ruchowych) i w rdzeniu przedłużonym . Obni­
żenie szybkości odnowy fosforu w kw asie RN w korze analizatorów słu­
chowych i wzrokowych w  czasie snu fizjologicznego jest niewielkie. Odpo­
wiada to w pełni stanowi lekkiego zaham owania tych ośrodków w czasie 
fizjologicznego snu u psa. Pobudzenie dźwiękowe analizatora słuchowego 
powoduje wzrost szybkości odnowy fosforu w kwasie RN wyizolowanym 
z odpowiadającego analizatorow i słuchowem u odcinka kory mózgowej.

K r e p s  (74) m etodą m ikrospektografii stw ierdził, że w stanach hy- 
poksji (kamera barom etryczna) w  kom órkach kory mózgowej następuje 
spadek zawartości rybonukleoproteidów  zarówno jądrow ych jak  i cyto- 
plazmatycznych.

Jedynym  procesem, w k tórym  synteza białek w komórce nerwowej 
doprowadza do wzrostu m asy białkowej jest proces regeneracji nerw u. 
Ilość zregenerowanego w czasie tego procesu białka w e w łóknie osiowym 
może przewyższać o około 1000 razy ilość wszystkich białek cytoplazmy. 
Po przecięciu nerw u następuje daleko idące zmniejszenie zawartości kw a­
su RN w komórce nerw owej przy równoczesnym obniżeniu zawartości 
białka całkowitego. W następnym  stadium  regeneracji w zrasta zawartość 
kwasu RN w komórce, w m niejszym  stopniu kwasu DN (25). Następnie 
wzrasta ilość białek całkowitych i nukleproteidów  we włóknie nerwowym . 
Istnieje pogląd, że są to białka w yprodukow ane w  kom órce nerwowej, 
które następnie w yw ędrują do włókna. To samo ma dotyczyć i kwasów 
nukleinowych (39, 15, 142).

2. Szybkość syntezy i rozpadu właściwych białek można określić zna­
kując radioaktyw nym i izotopami związki, wchodzące bezpośrednio w  skład 
cząsteczki białka, a więc najlepiej aminokwasy.

Aminokwasy znakowane radioaktyw nym  izotopem siarki 35S (metio­
nina, cysteina), oraz radioaktyw nym  węglem 14C (glicyna, tyrozyna) 
były często stosowane w tego rodzaju badaniach.

M iarą szybkości syntezy białka w ustro ju  mogą być tzw. krzyw e od­
nowy białka, znane od czasów badań prowadzonych przez S c h o e n h e i -  
m e r  a i jego szkołę. Krzywe takie wykreślone na układzie współrzędnych,
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uw zględniającym  zależność aktyw ności właściwej badanego białka od 
czasu, jaki upłynął od chwili wprowadzenia izotopu do ustroju zwierzęcia, 
składają się zwykle z dwu ramion: ram ienia wstępującego, zakończonego, 
m axim um  i ram ienia zstępującego. Ramię w stępujące odpowiada pro­
cesowi grom adzenia się znakowanego aminokwasu w białku, w wyniku 
jego wbudow ywania się w nowopowstające cząsteczki białka. Ramię zstę­
pujące odpowiada procesowi w ydalania znakowanego aminokwasu w w y­
niku rozpadu cząsteczek białka, zaw ierających ten aminokwas.

T a r v e r  i M o r s e  (131) pierw si badali szybkość włączenia się zna­
kowanej m etioniny w  białka mózgu. Stw ierdzili oni, że u szczura włącza 
się ona w białka mózgu, znacznie wolniej niż w  białka w ątroby czy też 
nerek. Podobne wyniki osiągnęli stosując znakowaną radioaktyw nym  
izotopem węgla 14C, tyrozynę W i n n i c k ,  F r i e d b e r g  i G r e e n ­
b e r g  (144). Wprowadzono' stąd wniosek, że białka mózgu cechują się 
znacznym  stopniem  inertmości. W niosek ten okazał się całkowicie fałszy­
wym, ponieważ nie wzięto pod uwagę w pływ u bariery  mózgowo-rdzenio­
wej decydującej o szybkości przechodzenia aminokwasu z krw i do płynu 
pozakomórkowego csn. G a i t o n d e  i R i c h t e r  (48, 49) uważają, że
o inertności białek mózgu można by mówić tylko w tedy, jeżeli radioaktyw ­
ność frakcji rozpuszczalnej w  kwasach będącej rezerw uarem , z którego 
kom órki mogą pobierać znakowany aminokwas, byłaby duża. Natomiast 
m ała aktywność właściwa białek mózgu przy małej aktywności właściwej 
frakcji rozpuszczalnej w  kwasach (a tak  jest przy dootrzewnowym i dożyl­
nym  podaniu aminokwasu) n ie  jest wcale dowodem inertności białek, 
a raczej świadczy o ograniczeniu dowozu aminokwasów z krw i do płynu 
pozakomórkowego centr. system u nerwowego poprzez barierę mózigowo- 
-rdzeniową.

G a i t o n d e  i R i c h t e r  (48, 49) w latach 1955 i 1956 wykonali 
badania nad aktywnością m etaboliczną białek mózgu uwzględniając m.in. 
zagadnienie bariery  mózgowo-rdzeniowej. W jednej serii doświadczeń m e­
tionina znakowana 35S była podawana szczurom dootrzewnowo. S tw ier­
dzono wówczas, że istotnie włączanie m etioniny w białka mózgu zachodzi 
powoli i w m niejszym  stopniu niż w białka nerek, czy też wątroby. 
Aktywność właściwa frakcji rozpuszczalnej w kwasach początkowo wyż­
sza niż aktywność białek mózgu stopniowo spada, podczas gdy aktywność 
białek mózgu rośnie, co świadczy o pobieraniu m etioniny przez komórki 
nerw ow e z tejże frakcji. Zm iany aktywności właściwej białek mózgu są 
bardzo niew ielkie w cfiągu dość długiego cziasu. (WAW po 6 godzinach — 
120, po 24 godzinach — 132; WAW — względna aktywność właściwa).

Przy podaniu radioaktyw nej m etioniny docysternowo uzyskano szybki 
wzrost aktywności właściwej białek mózgu, z wysokim m aksim um  odpo­
w iadającym  okresowi około 3 godzin od chwili podania izotopu. W porów­
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naniu z innymi tkankam i szybkość włączania radioaktyw nej m etioniny 
w tkankę mózgową przy docysternowym  jej podaniu jest największa. 
U młodych zw ierząt włączanie w białka mózgu jest szybsze i spada z w ie­
kiem (100). Po podaniu barbituranów  fenamliny i insuliny (szok insulino­
wy), jak  również po silnym  drażnieniu zwierzęcia prądem  elektrycznym  
następuje obniżenie włączania m etioniny w białka mózgu. Ten wpływ 
insuliny G a i  t o n  d e  i R ( ic h  t e r  (48, 49) tłum aczą tym, że do w łą­
czania m etioniny :!5S w  białka mózgu potrzebna jest glikoza. Spadek szyb­
kości włączania m etioniny po silnym  drażnieniu prądem  elektrycznym  
nasuwa na myśl stan „pozagranicznego ham ow ania” P a w ł o w a .

P a ł ł a d i n  i W e r t e i m e r  (96) badali proces włączania m etioni­
ny znakowanej 35S w różne odcinki centralnego system u nerwowego 
kotów. Badania te  wykazały, że najw iększą aktyw nością cechuje się sub­
stancja szara półkul mózgowych i móżdżek, a więc najm łodsze filogene­
tycznie odcinki system u nerwowego. Znacznie m niejszą aktywnością b ia­
łek cechuje się rdzeń przedłużony i substancja biała. Awitaminoza E ob­
niża szybkość włączania znakowanej m etioniny w białka substancji szarej
0 około 50%. R o z e n g a r d t  i M a s  ł oi w a (112) stw ierdzili, że po w y­
wołaniu w strząsu kardiazolem  następuje  spadek szybkości włącziania zna­
kowanej m etioniny w  białka mózgu. M echanizm tych zmian może być 
podobny jak w przypadku podawania insuliny (niedobór glikozy zużytej 
podczas skurczów mięśniowych), albo też może być to stan  „pozagranicz­
nego ham ow ania” . N i e c z a j e w a  (90, 91, 92) oraz P a ł ł a d i n ,  B i e ­
l i k  i K r a c z k o  (100) nie stw ierdzili, ażeby narkotyczny sen w yw ie­
rał jakikolw iek wpływ na szybkość włączania znakowanej m etioniny 
w białka mózgu szczurów i królików. Działanie prądu elektrycznego na 
receptory skóry powoduje natom iast zwiększenie szybkości włączania 
m etioniny w tkankę mózgową szczura. F i s c h e r ,  K a l o u s z e k  i Lo -  
d i n  (43) badali stopień włączania m etioniny 35S w białka mózgu psa, 
po upływie 24 godzin od chwili wprowadzenia izotopu. Okazało się, że 
dwa razy więcej m etioniny włączyło się w białka substancji szarej i rdze­
nia niż w białka substancji białej. Największą aktyw nością (szybkością 
odnowy) cechują się białka móżdżku i kolejno coraz m niejszą aktywnością 
białka substancji szarej półkul mózgowych, mostu, rdzenia kręgowego
1 nerw u obwodowego.

W ł a d i m i r ó w  i U r i n s o n  (148) są zdania, że badanie włączania 
tylko jednego aminokwasu może dać ograniczony i jednostronny obraz 
procesu odnowy białka.

Proces odnowy białka śledzono również przy pomocy znakowanej ra ­
dioaktywnym  izotopem węgla (14C) glicyny, będącej prekursorem  wielu 
aminokwasów, a m. in. kwasu glutaminowego, aminokwasu niezm iernie 
ważnego dla prawidłowego funkcjonow ania csn. (3, 77, 78, 113, 140). S a-
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d i k o  w a  i S k o r c e w i c z  (113) ustaliły, że w ciągu 2 godzin po wpro­
wadzeniu szczurom 14C glicyny następuje wzrost aktywności właściwej 
białek mózgu przy równoczesnym obniżeniu aktywności właściwej frakcji 
rozpuszczalnej w kwasach. Radioaktywność białek mózgu, jak  stw ierdzono 
chrom atograficznie, jest spowodowana obecnością w ich cząsteczce nie 
tylko znakowanej glicyny, ale i innych znakowanych aminokwasów takich 
jak: seryna, asparagina, kwas glutam inowy, kwas asparglinowy, zsynte- 
tyzowanych już w ustroju z glicyny. Sen farm akologiczny (148) wyw ołuje 
zwolnienie procesu włączania się radioaktyw ności pochodzącej ze zna­
kowanej glicyny w białka mózgu o około 40%, nie wpływając zupełnie, 
jak  wspomniano już wyżej, na proces włączania metioniny. Można przy­
puszczać, że punktem  zaczepienia dla ham ującego działania narkotyku jest 
raczej cykl przem ian jakim  po w prowadzeniu do ustro ju  podlega glicyna, 
niż sam proces włączania aminokwasów w białka.

Szczególne zainteresow anie budzą przeprowadzane ostatnio badania 
nad grom adzeniem  w tkankach organizmu siarczanów znakowanych przy 
pomocy 35S (34, 106). W prowadzona dootrzewnowo radioaktyw na siarka 
w form ie Na2 35S O 4 już po 3 godzinach daje się stwierdzić w mózgu. Po 
96 godzinach jest jej w  mózgu więcej niż we krwi. Część siarki w prow a­
dzonej w form ie siarczanów (około 5%) wchodzi w skład białek mózgu 
jako składnik aminokwasów siarkowych. M echanizm procesów prowadzą­
cych do redukcji nieorganicznej siarki w tkance mózgowej jest dziś całko­
wicie nieznany.

3. Jak  już wspomniano wyżej w badaniach nad metabolizmem  kom­
pleksów nukleoproteidowych posługiwano się przede wszystkim  radioak­
tyw nym  fosforem (32P), co pozwalało de facto  określić tylko natężenie m e­
tabolizmu kwasu nukleinowego wchodzącego w skład kompleksu. Zastoso­
wanie w charakterze radioaktyw nych indykatorów  aminokwasów pozwala 
położyć główny nacisk na przebadanie procesu odnowy białkowej kompo­
nenty  nukleoproteidowego kom pleksu. K r a w c z y ń s k i  i S i l i c z  (69) 
posługując się 35S m etioniną badali szybkość włączania się tego amino­
kwasu we frakcje białkowe otrzym ane wg zmodyfikowanej metody M i r- 
s k y e g o  i P o l l i s t e r a  (85) odpowiadające jądrow ym  i cytoplazma- 
tycznym  nukleoproteidom. Stwierdzono, że podana podskórnie 3uS-m etio- 
nina (badania przeprowadzano na kotach) po upływ ie 24 godzin włącza 
się przede wszystkim  w te kom pleksy nukleoproteidowe, które dają się 
ekstrahować roztworam i soli. F rakcje białkowe substancji szarej wykazują 
większą aktywność niż frakcje wyizolowane z 'substancji białej mózgu. 
Aktywność białek wyizolowanych z nerw u obwodowego (nerw kulszowy) 
jes t bardzo niska (118). W zględna aktyw ność właściwa białek substancji 
szarej mózgu wynosi 34,5%, substanojli białej mózgu 22,6%, a białek ner­
w u obwodowego tylko 5,5%.
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K ontynuacją tych badań są badania prowadzone przez K r a w c z y ń ­
s k i e g o ,  D r e w n o w s k ą ,  F l e s z y ń s k i e g o  i R y c a j a  (70), m a­
jące na celu otrzym anie krzyw ych odnowy poszczególnych frakcji biał­
kowych odpowiadających nukleoproteidom  wyodrębnionych z mózgu 
i móżdżku białych myszek. Badania te  prowadzono stosując jako indyka­
tor podaną dootrzewnowe tyrozynę znakowaną 14C w grupie karboksy­
lowej. Uzyskano dane podobne do danych G a i t o n d e  i R i c h t e r a  
(48, 49). Aktywność w łaściwa poszczególnych frakcji białkowych móz­
gu i móżdżku w zrastała powoli, znacznie wolniej niż aktywności analo- 
ficznych frakcji białkowych wątroby. K rzyw e aktywności w ykreślone 
na podstaw ie danych eksperym entalnych m iały nieostre m aksim a odpo­
w iadające okresowi 12, 24, 36 a naw et 48 godzin. Po 72 godzinach od 
chwili podania izotopu otrzym ano stan zbliżony do stanu określanego jako 
„average isotope concentration”. I tu taj najbardziej aktyw nym i okazały 
się frakcje rozpuszczalne w  roztw orach soli.

Nadzwyczaj wolne przenikanie wskaźnika radioaktyw nego przez 
barierę mózgo-rdzeniową postawiło pod znakiem zapytania celowość tego 
rodzaju badań. Dlatego też w następnym  cyklu badań prowadzonym  ze 
znakowaną 35S m etioniną, indykator wprowadzono do-czaszkowo. Kon­
trolne doświadczenia wykazały, że po upływ ie 24 godzin aktywność w ła­
ściwa białek mózgu jest około 60 razy większa, jeżeli izotop został w pro­
wadzony doczaszkowo. M aksimum aktywności właściwej we frakcjach 
rozpuszczalnych w roztworach soli i w 1 N NaOH jest osiągnięte już po 
trzech godzinach. N ajbardziej ak tyw ne są frakcje  odpowiadające nukleo­
proteidom  rozpuszczalnym w 0,14 M NaCl i 1 N NaOH. F rakcje białkowe 
móżdżku są u królika na ogół bardziej aktyw ne niż analogiczne frakcje 
substancji szarej mózgu.

Podobne badania przeprow adzili w ostatnim  czasie C l o u e t  i R i c h -  
t e r  (27). Autorzy ci hom ogenat tkanki mózgowej rozdzielali u ltraw iro- 
waniem na frakcje: jądrow ą, m itochondrialną i m ikrosomalną.

Z frakcji tych przy pomocy 1 M NaCl i 1 N NaOH wydzielali poszcze­
gólne białka, które określali jako frakcje białkowe A, B, C. Po doczasz- 
kowym podaniu znakowanej 35S m etioniny najw ięcej radioaktyw ności 
nagrom adza się w m ikrosom alnym  nukleoproteidzie rozpuszczalnym  
w 1 N NaOH (Frakcji B). A utorzy w ysuw ają in teresującą hipotezę, że 
nukleoproteid ten  koncentruje najp ierw  na sobie am inokwasy pocho­
dzące z frakcji rozpuszczalnej w kwasach i dopiero potem  przekazuje 
je  innym  białkom.

Z zestawienia wyników badań nad intensywnością przem iany kom­
pleksów nukleoproteidowych uzyskanych przy zastosowaniu 32P  35S lub 
14C widać, że aczkolwiek korelacja wyników jest dość znaczna, to jednak 
są i rozbieżności. Np. znacznej inercji kwasu DN odpowiada duża stosun­
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kowo aktyw ność naszej frakcji C, zawierającej przew ażnie dezoksyrybo- 
nukleoid. Istn ieje  też znacznego stopnia heterochronizm  przem iany nu- 
kleiproteidów określanej przy pomocy 32P i 35S lub 14C po pozaczaszko- 
wym  podaniu indykatora. Przem iana białkowej kom ponenty w ydaje się 
opóźnioną w ty ch  warunkach. Pozwala to przypuszczać, że albo znakowany 
nieorganiczny fosforan łatwiej przechodzi barierę mózgowo-rdzeniową niż 
znakowany aminokwas, albo też tempo przem iany obydwu kom ponent 
nukleoproteidu nie jest jednakowe. Prawdopodobniejszą jest pierwsza 
możliwość.

Z omówionych faktów  widać, że przem iana białkowa w tkance nerw o­
wej jest bardzo żywa. Istn ieje  też korelacja między natężeniem  tej prze­
miany, a stanem  funkcjonalnym  system u nerwowego. Odcinki system u 
nerwowego najbardziej czynne i najm łodsze filogenetycznie cechują się 
najżywszą przem ianą białkową. Zaham owanie czynności tkanki nerwowej, 
czy też jej pobudzenie pociąga za sobą zawsze zwolnienie lub przyspiesze­
nie przem iany białkowej. Przem iana białkowa polegająca na ustawicznej 
syntezie i rozpadzie cząsteczek białka w kom órkach nerwowych, nie po­
ciągająca za sobą przyrostu m asy białkowej, jest zabezpieczona energe­
tycznie przez procesy oksydatyw nej fosforylacji. Pozbawienie tkanki ne r­
wowej dopływu tlenu czy też glikozy pociąga za sobą zaham owanie syn­
tezy ATP, a po w yczerpaniu jego rezerw, szybki rozpad białek w  komórce 
nerwowej i tym  samym pojaw ienie się nieodw racalnych zmian s truk tu ry  
komórkowej (50).

Białka tkanki nerwowej w procesie ontogenezy

M a c  I l w a i n  (63), K r e p s  i współpr. (73) rozróżniają 4 okresy 
ontogenetycznego rozwoju mózgu.

Okres I, k tó ry  kończy się przejściem  neuroblastów  w niedojrzałe je ­
szcze neurony. W końcu tego okresu w korze mózgowej można już w y­
różnić V w arstw  komórkowych (56, 101, 130).

Okres II cechujący się wzrostem  rozm iarów neuronów  i pojaw ieniem  
się wypustek komórkowych. W cytoplazm ie pojaw iają się ciałka N i s s 1 a, 
których ilość stopniowo wzrasta.

Okres III, w k tórym  postępuje dalszy wzrost i różnicowanie się ko­
m órek nerw owych i rozpoczyna się proces mielinizacji.

Okres IV zwany okresem  mielinizacji, w k tórym  zasadniczo kończy 
się rozwój kom órki nerwowej.

Można by jeszcze wyróżnić okres V — starzenia się komórki nerw o­
wej, cechujący się pojaw ieniem  się w komórce barw ników pterydow ych: 
lipochromu i lipofuscyny (62, 129), oraz zm niejszeniem  ilości kwasu RN.
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Czas trw ania każdego z tych okresów jest różny u różnych gatunków  
zwierząt. Np. w chwili urodzenia u szczura i gawrona kończy się I okres 
rozwojowy mózgu, u człowieka II okres, a u kurczęcia i świnki morskiej 
III — okres.

Zasadniczą cechą ontogenetycznego rozwoju mózgu jest spadek w nim 
zawartości wody (53). ¡Spadek ten jest m niej więcej jednakow y we w szyst­
kich odcinkach centralnego system u nerwowego, tak  że początkowo istn ie­
jące różnice uwodnienia zostają zachowane. G r a w e s  i H i m w i c h  
(53) uważają, że najm łodsze filogenetycznie odcinki csn, zawsze są w w ię­
kszym stopniu uwodnione niż oddziały filogenetycznie starsze.

Równolegle ze zmniejszeniem  stopnia uwodnienia postępuje zm niej­
szenie względnej zawartości białek w tkance nerw owej.

S k w i r s k a j a  i S i l i c z  (121) przebadały zawartości fosfoproteidów 
w mózgu w różnych okresach rozwoju ontogenetycznego królika. N aj­
w yraźniej zaznaczony spadek zawartości fosfoproteidów — praw ie pięcio­
kro tny  następował z końcem I okresu. S k w i r s k a j a ,  S i l i c z  i C z e -  
p i n o  g a (119) przebadali też zawartość kwasów nukleinow ych w mózgu 
w procesie ontogenezy. Stw ierdzili oni, że wysoka w I okresie zawartość 
kwasów nukleinow ych w  tkance nerwowej szybko spada z końcem I okre­
su, przy czym spadek kw asu DN jest znacznie większy niż spadek kwasu 
RN. Spadek zawartości kwasów nukleinowych m a m iejsce i w  następ­
nych okresach rozwojowych, jest już jednak Wtedy stosunkowo n ie ­
znaczny.

Zm niejszenie zawartości białka i kwasów nukleinow ych w tkance n e r­
wowej jest związane z procesem dyferencjacji białek przejaw iającej się 
w e wzroście aktywności enzym atycznych. Z końcem II okresu następuje 
szybki wzrost aktywności niektórych enzymów tak ich ‘jalk: dehydrogenaza 
kw asu bursztynowego, oksydaza cytochromowa, ATP-aza, esteraza choli- 
nowa. M aksimum aktywności tych enzymów zostaje osiągnięte dopiero 
u dorosłego zwierzęcia. Ciekawie zachow uje się dezoksyrybonukleaza. 
Aktywność tego enzymu jest szczególnie wysoka w  I Okresie rozwojowym 
(98, 121) następnie nieco spada i ponownie rośnie w okresie pojawienia 
się nowych funkcji system u nerwowego (widzenie). Zupełnie odmiennie 
od innych enzymów zachowuje się kwaśna fosfataza, aktyw ność jej spada 
znacznie z końcem III okresu rozwojowego. Zjawisko to do chwili obecnej 
nie jest wyjaśnione.

Enzym y niższych odcinków centralnego system u nerwowego zacho­
w ują się w procesie ontogenezy nieco inaczej. W zrost ich aktywności 
następuje we wcześniejszych okresach rozwojowych. Z chwilą jednak, 
gdy enzymy kory mózgowej, czy też móżdżkowej osiągną już odpowiednio 
wysoki stopień aktywności, aktyw ność enzymów w tych odcinkach (rdzeń 
przedłużony, rdzeń kręgowy) spada. (Dominowanie kory mózgowej (73)).
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Intensywność przem iany białkowej w różnych organach w przebiegu 
ontogenezy była przedm iotem  licznych badań (93, 114). Przem ianą białek 
w centralnym  system ie nerw owym  w  czasie ontogenezy zajmowali się 
G a d i t o n d e  ii R i c h t e r  (41,49), G r e e n b e r g  i współ. (54), P a ł- 
ł a d i n, B i e l i k ,  K r a c z k o  (100). Zgodnie stw ierdzono, że we wcześ­
niejszych okresach rozwojowych csn przem iana białek jest intensywniej sza 
i spada z wiekiem. W edług P  a 11 a d i n a d współ. (100) mogą być pew ne 
wahania w intensywności przem iany białkowej. Czasowy wzrost in ten­
sywności przem iany białkowej w tkance mózgowej jest zwykle związany 
z pojaw ieniem  się nowych funkcji organizmu.

Przemiana białkowa w tkance nerwowej a jej funkcja

Od dawna znanym  jest fakt, że w w yniku pobudzenia centralnego 
system u nerwowego wzrasta w nim  zawartość amoniaku (21, 22, 23, 87, 
105, 132, 136, 137, 138, 139). Na podstawie szeczegółowych badań W ł a ­
d i m i r  o w e j (150) można twierdzić, że zawartość amoniaku w mózgu 
może być uważana za wskaźnik funkcjonalnego stanu csn. Najm niejszą 
zawartość amoniaku spotyka się w stanach zaham owania csn. Zm iany 
w zawartości amoniaku w mózgu towarzyszą naw et stanom  warunkowego 
ham owania i pobudzenia (149, 151). W yraźny (przeszło 10 krotny) wzrost 
zawartości amoniaku w mózgu ma miejsce po dekapitacji zwierzęcia.

W system ie nerw owym  amoniak może powstawać w wyniku następu­
jących procesów: a) przez dezam inację kwasu adenilowego, b) w wyniku 
działania glutam inazy powodującej przejście g lutam iny W kwas g lu ta ­
m inowy, i c) w wyniku działania dehydrogenezy kwasu glutaminowego 
katalizującej przejście kwasu glutam inowego w kwas a-im inoglutarow y, 
z którego spontanicznie z uwolnieniem  amoniaku pow staje kwas a-keto- 
glutarow y.

Żaden z tych procesów nie w yjaśnia jednak niezw ykle szybkiego pow­
staw ania amoniaku w czasie czynnościowego pobudzenia tkanki nerw o­
wej (141).

V r b a  (136, 137, 138, 139) proces tw orzenia amoniaku łączy z pow sta­
waniem  szybkich odwracalnych zmian w struk tu ra lnych  elem entach 
tkanki nerwowej, a więc w białkach podając tzw. „hipotezę cyklu kwasu 
glutam inowego”.

Pobudzenie centralnego system u nerwowego (zwane przez niego „po­
budzeniem  rozproszonym ”) wywołał V r b a przez umieszczenie szczurów 
w naczyniu z wodą i zmuszenie ich w ten  sposób do kilku godzinnego 
pływania. Biochemiczny obraz mózgu był u trw alony przez zanurzenie
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żywego szczura w ciekłym  powietrzu. W wyniku przeprowadzonych 
doświadczeń V r  b a stw ierdził:

a) zmniejszenie ilości grup amidowych w białkach mózgu,
b) wzrost zawartości am oniaku w tkance mózgowej,
c) wzrost stężenia wolnej glu tam iny w mózgu,
d) spadek stężenia kwasu glutam inowego w mózgu,
Na podstawie tych faktów przyjm uje, że tworzenie i usuw anie am onia­

ku z tkanki mózgowej w czasie pobudzenia i spoczynku centralnego syste­
m u nerwowego zachodzi w edług następującego mechanizmu.

Amoniak odszczepia się w czasie czynności tkanki nerwowej z grup 
amidowych „związanej” w cząsteczce białka glutam iny, która tym  samym  
przechodzi w „związany” kwas glutaminowy. Uwolniony amoniak będący 
czynnikiem  toksycznym dla tkanki mózgowej wiąże się szybko z w ystępu­
jącym  w dużych ilościach w  mózgu wolnym  kwasem  glutam inow ym  
i w ten sposób przychodzi do pow stania wolnej glutam iny. W okresie spo­
czynku centralnego system u nerwowego zawartość wolnej glutam iny 
w mózgu spada. Glutam ina jest bowiem w edług V rb  y zużywana do re- 
synitezy białek tkankowych.

Omówiona hipoteza może budzić pewne zastrzeżenia, ale w zasadzie 
jest bardzo przekonyw ująca.

W ielką zasługą V r b y  jest eksperym entalne udowodnienie poglądu, 
że czynność nerwowa jest związana ze zmianam i struk tu ra lnym i białek 
tkanki nerwowej.

Aczkolwiek już wcześniej wypowiadał tego rodzaju poglądy N a s o -  
n o w (88) form ułując teorię t.zw. „paranekrozy” , oraz K o s z t o j  a n c  
i wspł. (67) w  swojej teorii o znaczeniu grup SH białek system u nerw ow e­
go w przebiegu czynności tkanki nerw owej, to jednak  nie um niejsza to 
pionierskiego znaczenia prac V r  b y w yjaśniających dostatecznie dokład­
nie i wiarogodnie ogólnobiologiczne zjawisko jakim  jest powstawanie 
amoniaku w tkance nerwowej i związane z tym  zmiany s truk tu ra lne  
białek system u nerwowego.

Zjawisko to zachodzi na wszystkich szczeblach rozwoju ewolucyjnego 
system u nerwowego aż do człowieka włącznie (powstawanie amoniaku 
w stanach drgawkowych np. w rzucawce porodowej i usuwanie toksycz­
nych skutków jego działania przez podawanie kwasu glutaminowego).

Hipoteza V r b y  (136, 137, 138, 139) wym aga jednak pewnych uzu­
pełnień. V r  b a mówi wprawdzie o tym , że przy zwiększonej aktywności 
system u nerwowego zachodzi rozpad cząsteczek białka w tkance nerw o­
wej, a synteza nowych cząsteczek w stanie spokoju lub zaham owania sy­
stem u nerwowego to jednak  stojąc na gruncie danych eksperym entalnych 
m usi wypowiadać się dość ogólnikowo.
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Nawiązując jednak do znanych obecnie faktów  eksperym entalnych 
można sform ułować pewne sugestie dotyczące całokształtu mechanizm u 
czynności nerw owej.

M odyfikacja s tru k tu ry  białek system u nerwowego w sensie udo­
wodnionym przez V r b ę, polegająca na odszczepieniu amoniaku z grup 
amidowych związanej glutam iny, a więc na przejściu elektro-dodatnich 
grup — CONH+ w grupy elektroujem ne — COO~ w ydaje się być związana 
ze stanem  doraźnego pobudzenia system u nerwowego. Z dużym  
praw dopodobieństwem  można przypuszczać, że w komórce nerw ow ej tego 
rodzaju przem ianie n ie podlegają na  raz w szystkie grupy amidowe białka. 
Nie jest również wykluczone, że podobną rolę jak grupy amidowe związa­
nej glutam iny mogą odgrywać i grupy amidowe związanej asparaginy i że 
w mechaniźmie pow staw ania am oniaku w system ie nerw ow ym  i jego usu­
wania może uczestniczyć i „cykl kw asu asparaginowego”. Tak więc stopień 
polaryzacji cząsteczek białka wyw ołany przez odszczepienie amoniaku 
z grup amidowych jest z jednej strony zależny od natężenia bodźca wywo­
łującego pobudzenie (149, 150, 151, 152): więcej amoniaku tworzy się przy 
bezwarunkow ym  pobudzeniu, a mniej przy pobudzeniu odruchowo-wa- 
runkowym , a z drugiej strony od stru k tu ry  elem entarnej (skład amino- 
k was owy cząsteczki białka) i wreszcie od stru k tu ry  przestrzennej cząste­
czek białka. Ta ostatnia bowiem  decyduje o ułożeniu w przestrzeni nała­
dowanych elektrycznie bocznych ugrupow ań a więc tym  sam ym  o natęże­
niu pól elektrycznych pow stających między elektroujem nie i elektrodo- 
datnie naładow anym i grupam i. Rozłożenie tych pól w  obrębie tkanki ner­
wowej możnaby traktować, jako rzutow anie s tru k tu ry  przestrzennej two­
rzących ją białek i jako źródło prądów  bioelektrycznych zarówno sponta­
nicznych jak  i pojaw iających się w czasie czynności tkanki nerwowej.

Zm iana s tru k tu ry  cząsteczki białka wywołana przejściem  grup am i­
dowych w grupy karboksylow e może być pierwszym  etapem  rozpadu 
danej cząsteczki białka, k tó ry  doprowadza do zaniku aktualnie istn ie­
jących pól elektrycznych. W w yniku natychm iastow ej syntezy analo­
gicznej cząsteczki białka tego rodzaju układ pól elektrycznych może two­
rzyć się od nowa i z kolejnym  jej rozpadem  ponownie zanikać. P rzyjęty  
punkt widzenia potw ierdzają wspom niane wyżej wyniki badań P o p e g o  
i A n f  i n s e n a  (104) ukazujących najw iększe nagrom adzenie się pepty- 
daz w najbardziej czynnych ośrodkach system u nerwowego. Przy działa­
niu ciągle tego samego bodźca zjaw iska chemiczno-fizyczne związane 
z czynnością nerw ow ą m iałyby więc charak ter pulsujący. Na ustaw iczną 
syntezę białka kom órka nerw ow a m usi zużywać wiązania wysokoenerge­
tyczne, których ilość przy długotrw ałym  'działaniu lub przy zadziałaniu 
bodźca zbyt silnego może ulec wyczerpaniu. W tym  w ypadku procesy syn­
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tezy białka „funkcjonalnego” mogą ulec zwolnieniu, a następnie zaham o­
waniu z równoczesnym zaham owaniem  tw orzenia wolnego ¡amoniaku. 
Odbiciem tych procesów może być stan ham ow ania poza-granicznego ze 
zmniejszoną produkcją am oniaku opisany przez W ł a d  i m i r  o w ą (149, 
150, 151, 152). Analogicznie m ożnaby w yjaśnić i pow staw anie zmęczenia.

Byłoby pożytecznym dla dalszych rozważań przeprow adzenie rozróż­
nienia między białkam i struk tu ra lnym i i białkam i „funkcjonalnym i” sy­
stem u nerwowego, oraz m iędzy przem ianą plastyczną i funkcjonalną b ia ­
łek mózgu, jak  sugerują to R o s e n g a r d  i M a s ł o w a  (112).

Pod pojęciem  białek funkcjonalnych autorzy ci rozum ieją białka, k tóre 
ulegają rozpadowi i są syntetyzow ane w w yniku czynności tkanki nerw o­
wej. Przem iana tych białek byłaby więc „przem ianą funkcjonalną”. Białka 
te m iałyby charakter połączeń bardzo labilnych, niezm iernie szybko roz­
padających się po śmierci zwierzęcia. Naw et w w ypadku błyskawicznego 
utrw alenia s truk tu ry  chemicznej mózgu (¡np. przez zamrożenie zwierzęcia 
ciekłym pow ietrzem  lub ciekłym  azotem) białka „funkcjonalne” ulegałyby 
rozpadowi podczas samego procesu ich izolowania. Uniemożliwiałoby to 
badanie ich przem iany naw et przy pomocy radioaktyw nych izotopów. W y­
daje się, że przy obecnym  stanie rozw oju m etodyki biochemicznej białka 
„funkcjonalne” system u nerwowego' (o ile  oczywiście istnieją) nie mogą 
być dostępne bezpośredniem u badaniu.

M oment pojawienia się białek „funkcjonalnych” w mózgu w rozwoju 
ontogenetycznym  odpowiadałby m om entowi pojawienia się samoistnej 
i czynnościowej aktyw ności elektrycznej mózgu, a więc m iałby miejsce 
w końcowym etapie I-go okresu rozwojowego.

Własności i struk tu ra  białek „funkcjonalnych” decydowałaby o „pro­
filu funkcjonalnym ” centralnego system u nerwowego. U zw ierząt znajdu­
jących się na niższych szczeblach rozwoju filogenetycznego i w starszych 
filogenetycznie odcinkach układu nerwowego zw ierząt wyższych i czło­
wieka, s truk tu ra  i własności białek „funkcjonalnych” byłyby w znacznym 
stopniu niezmiennie. Innym i słowy m atryca nukleinowa determ inująca 
ich struk tu rę  byłaby jednakow a w ciągu całego życia danego osobnika. 
Odbiciem tego stanu byłoby m niej więcej jednakow e reagow anie orga­
nizmu na dany bodziec czynnością prostą lub zespołem czynności (dzia­
łanie odruchowe i instynktowe).

W wyższych odcinkach centralnego system u nerwowego szczególnie 
tam  gdzie pow stają nowe asocjacje i w ytw arzają się odruchy w arunko­
we, m atryce białek „funkcjonalnych” nie m iałyby ustalonych raz na 
zawsze własności. W czasie w ytw arzania się nowych odruchów w arunko­
wych m ogłyby powstawać nowe m atryce z kwasów nukleinow ych w arun­
kujące powstawanie nowych białek „funkcjonalnych” .
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Być może, że według podobnego mechanizm u, prawdopodobnie ty lko 
znacznie bardziej skomplikowanego przebiegają najwyższe czynności 
system u nerwowego, takie jak  uczenie się, pam iętanie, m yślenie irtp.

Zdolność system u nerwowego do możliwie różnorodnych zmian w ła­
sności m atryc nukleinowych lub do syntezy nowych m atryc, decyduje 
być może o sprawności system u nerwowego i o inteligencji osobnika.

O tym , że synteza nowych m atryc nukleinowych jest możliwa w oko­
licznościach kiedy dla ustro ju  potrzebnym  jest wytworzenie nowego 
białka świadczyć mogą wyniki jednej z ostatnich prac K r a m e r a
i S t r a u b a  (68). A utorzy ci stw ierdzili, że u drobnoustroju Bacillus 
cereus syntezę nowego enzym u adaptywnego -penicylinazy poprzedza syn­
teza odpowiedniego kwasu nukleinowego.

Wiele faktów  przem aw ia za tym , że psychozy są rezulta tem  zaburzeń 
w syntezie białek „funkcjonalnych”’ w najwyższych odcinkach cen tralne­
go system u nerwowego. Świadczyć o tym  mogą m. inn. dane H y d e n a
i H a r t e l i u s a  (61) o zm niejszeniu zawartości kw asu RN w kom órkach 
zwojowych schizofreników. Autorzy ci stw ierdzili też, że podanie n itry lu  
malonowego, wywierającego pew ne działanie lecznicze w przebiegu schi­
zofrenii pow oduje w zrost zawartości kwasu RN w  kom órkach nerw ow ych
i praw dopodobnie związaną z tym  popraw ę przebiegu procesów syntezy 
białek.

Doświadczalne udowodnienie przedstaw ionych wyżej poglądów na 
m echanizm  funkcji nerwowej jest przy dzisiejszym poziomie m etodyki 
badań biochemicznych w zasadzie niemożliwe, zwłaszcza gdy rozchodzi 
się o udowodnienie istnienia białek „funkcjonalnych” w csn.

Dlatego też poglądy te należy raczej traktow ać jako jedną z wielu 
możliwych hipotez roboczych, opartą  w dużym  stopniu na spekulacji
i mogącą zaledwie służyć jako punkt wyjścia dalszych prac eksperym en­
talnych w dziedzinie „funkcjonalnej biochemii mózgu” .
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TOM  IV  1958 ZESZY T 4

STEFAN ANGIELSKI*

Naturalne [3-aminokwasy w związku z przemianą 
aminokwasów o łańcuchu rozgałęzionym -

Przedm iotem  tego artyku łu  jest omówienie dwóch naturalnych am ino­
kwasów, a m ianowicie kw asu P-aminaizomasłowego i (3-alaniny, z którym i 
łączą Się losy rozgałęzionych a-aminokwasów: waliny i izoleucyny, a także 
zasad pirym idynow ych: tym iny i uracylu. Pow stawanie kwasu P-amino^zo- 
masłowego wiąże się z losami w aliny i tym iny, natom iast w ytw arzanie się 
(3-alanimy z przem ianam i izoleucyny i uracylu. Obydwie grupy przemian 
w ykazują punkty  styczne ze sobą, dlatego sprawozdanie u jm uję w nastę­
pujące rozdziały:

I. Droga degradacji rozgałęzionych a aminokwasów,
II. Przem iana w aliny i tym iny z w ytw orzeniem  sem ialdehydu kwasu me- 

tylomalonowego i kwasu p -am in o i z o m asł o w e go,
III. Przem iana izoleucyny i uracylu z w ytw orzeniem  kwasu propionowego

i (3-alaniny,
IV. Próba schematycznego ujęcia całości tych przemian.

Większość doświadczalnych wyników om awianych w tym  sprawozda­
niu uzyskały pracownie: K. F i n k a  z Los Angeles, J. M . C o o n a 
z Philadeljphii i S. O c h o a z New Yorku.

I. Droga degradacji rozgałęzionych a-aminokwasów

W alina jest am inokwasem  glikogennym, leucyna ketogennym  (wytwa­
rza 1V2 cząsteczki kwasu acetooctowego) (31,34), zaś izoleucyna w ykazuje 
własności keto i glikogenne. W szystkie te trzy  aminokwasy ulegają degra­
dacji w w yniku następujących, kolejino zachodzących etapów przemian: 
a) transdezam inacji, b) oksydatyw nej dekarboksylacji, c) ciągu reakcji 
analogicznych do oksydacji kwasów tłuszczowych oraz d) przem ian ostat­

* Lekarz, A systent Zakładu C hem ii F izjologicznej A kadem ii M edycznej w  Gdańsku.

U żyte skróty: ATP kw as adenozynotrójfosforow y; ADP kw as adenozynodw ufo- 
sforowy; AMP kw as adenozynofosforow y; CoA koenzym  A; DPN nukleotyd d w ufo- 
sfopirydynow y; P ortofosforan; PP pirofosforan; TPN nukleotyd trójfosfopirydynow y

[449]

http://rcin.org.pl



450 S. A N G IE L SK I * [2]

nich etapów przebiegających odm iennie dla poszczególnych pow stających 
związków.

Z tych pojęć wym aga objaśnienia pierwsze, tj. transdezam inacja. Taką 
nazwę daje B r a u n  s t e i n  (19) procesowi transam inacji połączonemu 
z oksydatyw ną dezam inacją kw asu glutaminowego. Schem at tego procesu 
przedstaw ia się następująco:

transam inaza
a. R -C H -N H 2 -COOH +  HOOC.CHjCH?. TO.TOOFI —

a am inokwas kw . a ketoglutarow y

m!R-CO-COOH +  HOOC-CH2-CH2-CHNH2COOH. 
a-ketokw as kw . glutam inow y

dehydrogenaza
b. HOOC-CH2-CH2-CHNH2-COOH +  HoO *—

kw . glutam inow ego

^ H O O C  • CH2 • CH2 • OO • COOH +  N H 3 +  2H+ 
kw . ketoglutarow y

Sum arycznie: R*CHNH2*COOH +  H20  R-CO-COOH +  NH3 +  2H+. (1)

Reakcja a) jest katalizow ana przez transam inazę odpowiedniego amino­
kwasu i kwasu a-ketoglutarow ego. Z drobnoustrojów  E. coli izolowano 
takie transamiinazy swoiste dla poszczególnych rozgałęzionych am inokw a­
sów (113). Chociaż n ie udało się to w  stosunku do zwierzęcych tkanek, 
obecność w nich takich transamiinaiz można uważać za udowodnioną 
(24,92a). W odniesieniu do reakcji b) istnieją różnice poglądów (12,29, 112); 
za powyżej podanym  schem atem  opowiada się B r a u n s t e i n  (19), na to ­
m iast C e d r a n g o l o  (29) jest zdania, że amoniak nie w ystępuje jako 
produkt pośredni, wobec czego kw estionuje potrzebę pojęcia transdezam i- 
nacji, uw ażając że całość tych reakcji jest w  swojej istocie transamimacją. 
Za poglądem B r a u n s t e i n a  przem aw iają następujące fak ty  doświad­
czalne: występowanie w  wielu tkankach dehydrogenazy kw asu glutam ino­
wego (18a, 96), oraz transamiinazy kwasu keitogl u t arowe go i odpowiednich 
aminokwasów (3,24,92a), a także znaczne zahamowanie pow staw ania am i­
nokwasów przez zablokowanie cyklu Krebsa w m iejscu um ożliw iającym  
w ytw arzanie kw asu a-ketoglutarow ego (15, 16, 17). B rak  jest natom iast 
przekonyw ających dowodów doświadczalnych przem aw iających iza bezpo­
średnim  udziałem wytwarzanego' w  ¡reakcji (b) amoniaku w  syntezie mocz­
nika; w rozważaniu tych spraw  nie można zapomnieć o tym , że poziom 
amoniaku tkanek jest bardzo niski luib brak gO' zupełnie (97). Pomimo dość 
licznych prac nad biosyntezą karbam ylofosforanu (61, 62, 63, 65) nie w ia­
domo, w jakiej postaci w budow uje się w eń reszta azotowa (76); wprawdzie 
udział kwasu N -acetyloglutam inowego jako koferm entu w biosyntezie 
cy tru liny  u zwierząt (76) jest udowodniony (65), lecz rola jego w  biosyn-
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tezie karbamylamu nie jeist znana. Natom iast udział kw asu asparaginowego 
w w ytw arzaniu argininy zdaje się mieć trw ałe podstaw y dośw iad cza ln i 
(30). Poza tym  szeroikii zasięg procesów transaminacijii (3, 24, 92ib, 93) prze­
m aw iałby raczej za poglądem, że pierw szy etap, tj. transaiminacja, nie musi 
ściśle wiązać się z drugim , tj. oksydatyw ną dezam inacją kwasu g lu tam i­
nowego' (29, 114). Ten pierwszy etap przem ian aminokwasów o łańcuchu 
rozgałęzionym jes t więc zasadniczo tak i jak  u wszystkich aminokwasów. 
Reakcje te są odw racalne, a zatem  z odpowiadających ketokwasów ustrój 
może wytworzyć właściwe im  aminokwasy.

Drugim  etapem  na drodze degradacji aminokwasów rozgałęzionych 
(a także i n iek tórych  ¡innych aminokwasów) jest oksydatywma dekarboksy­
lacja wytworzonych z nich a-ketokwasów przebiegająca w edług równania:

4-1/2O2
R • CH2• COCOOH +  C oA SH ----- > R-CH2COSCoA +  C 0 2 (2)

Jak  dotychczas nie stwierdzono, by ten  ty p  reakcji przebiegający z dość 
dużym  spadkiem  energii wolnej był odw racalny (8). Jest to' zasadniczy 
etap  w  przem ianie aminokwasów rozgałęzionych, wyznacza on bowiem 
przez swą nieodwracalność z jednej strony  k ierunek  przem ian, z drugiej 
zaś uniemożliwia biosyntezę laminokwasu z jego produktów  rozpadu (31). 
M echanizm tej reak c ji w ydaje  się skom plikowany juiż chociażby z tego 
względu że do przebiegu jej potrzeba całego zestawu koenzymów: dwu- 
fosfatiaminy, kw asu liponowego, Co A, DPN, (81).

Dalszy trzeci etap przem ian opisują badania C o o n a  i współpracow­
ników; wykazują one, że niektóre e tapy  przem ian aminokwasów o łańcu­
chu rozgałęzionym są katalizow ane przez, system  enzym atyczny w ątroby 
utleniający kw asy tłuszczowe o nierozgałęzionym  łańcuchu węglowym 
(31, 110, 111).

R-CH2-CH2-CH2-CO -SCoA ^  R -C H 2-CH =  CH -C O -SCoA  +  2H+ (3)
dehydrogenaza acylow a

R • CH2CH =  CH • CO • S • C o A + H zO 1=; RCH2CH ■ CH2 • CO • S • CoA (4)
I

OH
hydraza enolow a

Jak  dotychczas nie jesteśm y w stanie powiedzieć, czy są tu  konieczne 
swoiste enzymy. Jednak  z ostatnich badań G r  e  e n a  i wispóŁpraoowniików 
okazuje się, że na przykład dehydrogenaza acylowa jeslt enzymem złożo­
nym , z którego udało się wyizolować trzy  oddzieilne enzym y utleniające 
kw asy tłuszczowe w zależności od dłiuigości łańcucha węglowego, a m iano­
wicie enzym (G), żółty flaw oprotein miedziowy, k tóry  utlenia aktyw ne 
kw asy tłuszczowe o łańcucihu od C4 do- Cs (8 8 , 59, 60); enzym Y, zielony 
flawoprotein, k tó ry  a taku je  kw asy tłuszczowe o dłuższym  łańcuchu (35), 
a także enzym Y', którego utleniające działanie zdaje się dotyczyć jedynie 
aktyw nej postaci kw asu palm itynowego (36). C o  o n  i współpracownicy
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w swoich doświadczeniach posługiwali się żółtym  flaw oproteinem  miedzio­
wym. Wśród zaspołiu enizymów biorących udział w  przem ianie kwasów 
tłuszczowych hydiraza eindlowa {kroitoniaza) ibyła pieirwtszym enzym em  
otrzym anym  w postaci krystalicznej (121 , 122), dzięki tem u zbadano jej 
swoistość wobec killku substratów , stałe równowagi w stosunku do k ro to - 
nylo i izokrotonylo-S-CoA, optim um  działania pH oraz wpływ niektórych 
inhibitorów. W trakcie badań okazało się, że krotonaza działa szczególnie 
w ydatnie na nierozgałęzione kw asy tłuszczowe od C4 do C9 , jest natom iast 
mniej aktyw na w stosunku do kwasów rozgałęzionych, zwłaszcza zaw iera­
jących podstawniki w pozycji a. Tablica 1 według J. S t e r n a  i w spół­
pracowników (121) przedstaw ia względne aktywności tego enzymu w  sto­
sunku do niektórych substratów .

Ta b e 1 a 1
A ktyw ność krotonazy w  stosunku do różnych substratów

Izomer Substrat W zględna aktyw ność

Trans
Cis
fi
t9

K rotonylo-CoA
Izokrotonylo-C oA
a-m etylokrotonylo-C oA
ß-m etylokrotonylo-C oA

100
30

ledw ie zaznaczona 
14

Jak  widać z tabeli 1, aktywność krotonazy jest w stosunku do izokro- 
tonylo-CoA trzykrotnie m niejsza niż wobec krotonylo-CoA. Inaczej przed­
staw ia się działanie krotonazy w stosunku do akrylo-CoA i metakrylo-CoA; 
podczas gdy ten ostatni ulega jej działaniu, to wobec pierwszego jest ona 
nieaktyw na.

Dalsze etapy przem ian aminokwasów rozgałęzionych, swoiste dla posz­
czególnych związków, omówię w następnych rozdziałach.

II. Przemiana w aliny i tym iny z wytworzeniem sem ialdehydu  
kwasu metylomalonowego i kwasu /S-aminoizomasłowego

Przemiana waliny

Przem ianę waliny przedstaw ia schem at 1.

Jak  już wspomniano, w w yniku dezam inacji pow staje z w aliny kwas 
a-ketoizowalerianowy, k tóry po dekarboksylacji oksydatyw nej w ytw arza 
aktyw ną postać kwasu izomasłowego, tj. izobutyrylo-CoA. Z badań 
A t c h l e y a  (1) wiadomo, że kwas izomasłowy powoduje nagrom adzenie 
się glikozy, a w doświadczeniach izotopowych stwierdzono, że jego trzy  
atom y węgla mogą być użyte do wytw orzenia glikozy. Przypuszczano więc 
(1, 78), że przem iana kwasu izomasłowego przebiega następująco:
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Schem at 1 
Przem iany w aliny

CH3\
c h  / / CH-CHNH2«COOH — w alina

It
c h 3\

.CH-CO*COOH — kw as ketoizow alerianow y
CH3/

|  HS-CoA
CH3\

)C H -C O -S-C oA  — izobutyrylo-C oA  
CH3/

11
CH2 =  C -C O S -C o A  — m etakrylo-C oA  

CH3 n
CH2 — CH*CO*S*CoA — (3 hydroksyizobutyrylo-C oA

1 1 IOH CH3 i
CH2*CH>COOH — kw as |3-hydroksyizom asłowy

I I I T
OH CH3 i 1
O =  O C H -C O O H  sem ialdehyd kw asu m etylom alonow ego — kwas

» | |  ' propionowy
<  H CII3 '

\  C H3^  \  |
CH2 — CH*COOH HOOC*CH*CO*S*CoA metylomalonylo-CoA 

| |  1 1 (izobursztynylo-CoA)
NH2 CH3 1 *
kwas (3-aminoizomasłowy HOOC-CH2*CH2,CO'S-CoA bursztynylo-CoA

II
HOOC*CH2«CH2*COOH kwas bursztynowy.

kwas izomasłowy -> kwas m etakrylow y -> sem ialdehyd kwasu m etylom a- 
lonowego -> kwas propionowy.

Stwierdzono, że ciąg tych reakcji jest katalizow any przez system  enzy­
m atyczny w ątroby, u tleniający także kwasy tłuszczowe, Zasługą pracowni 
J. M. C o o n a  jest w yodrębnienie substratów  i enzymów biorących udział 
w  tych przem ianach. Przez analogię do> spalań kwasów tłuszczowych nale­
żało się spodziewać, żesubstra tem  dla dehydrogenazy (3-hydroksyacylo-CoA 
(enzymu utleniającego aktyw ną postać (3-hydroksykwasu) będzie (3-hydro- 
ksyizobutyrylo-CoA. Jednakże nieoczekiwanie okazało się, że odwodoro- 
w yw anie aktyw nej postaci |3-hydrosyizomaślanu zachodzi bardzo wolno, 
natom iast sam [3-hydroksyizomaślan pod wpływem  swoistej dehydrogenazy 
szybko przechodzi w sem ialdehyd kwasu metylomalonowego. Wykazano, 
że w tkankach zwierzęcych oraz u n iektórych bakterii w ystępuje enzym 
hydrolizujący (3-hydroksyizobutyrylo-CoA na odpowiedni kwas i Co A. 
Zaproponowano d la  niego nazwę deacylazy (106). Swoistością różni się on 
znacznie od pokrew nych m u enzymów; jedynym  substratem , na k tóry
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działa oprócz (3-hydroksyizobutyrylo-CoA, jest (3-hydroksypropionylo-CoA; 
lecz w  stosunku do niego jest trzykrotnie m niej aktyw ny. Deacylazę otrzy­
m ano z serca świni, oczyszczono kilkakrotnie, stwierdzono jej obecność 
w  innych tkankach, nie zaw ierają jej drożdże, lecz znaleziono ją  w stosun­
kowo dużej ilości u Neurospora crassa.

Kwas (3-hydroksyizomasłowy przechodzi pod wpływem  swoistej dehy­
drogenazy w sem ialdehyd kwasu metylomalonowego. Dehydrogenazę 
w yodrębniono z nerki świni, jej koenzymem  jest DPN; odczynniki bloku­
jące grupy SH inaktyw ują ją; natom iast hydroksylam ina i dim edon są bez 
w pływ u na jej aktywność. S tan równowagi tej reakcji jest przesunięty 
w stronę redukcji sem ialdehydu kwasu metylomalonowego, tj. do kwasu 
(j-hy d r oksy i z omasł ow ego (109). Dalsze losy sem ialdehydu kw asu m etylo­
malonowego nie są dokładnie znane, w ydaje się jednak, że jego przem iany 
prow adzą przez aktyw ną postać kw asu m etylomalonowego (izobursztyno- 
wego). Kwas m etylom alonowy stw ierdzono po raz pierwszy w moczu 
szczurów zatrutych antracenem  (14) oraz wykazano jego obecność obok 
kw asu dw uetylobursztynow ego w moczu szczurów pozostających na diecie 
powodującej m artw icę w ątroby (9, 10). Dotychczas brak doświadczalnych 
danych o przekształcaniu się sem ialdehydu w kwas m etylomalonowy. 
Dzięki badaniom  O c h o a  i współpracowników (11, 45—48) wiadomo bo­
wiem, że propionylo-CoA ulega karboksylacji do metylomalonylo-CoA, 
a ten w obecności izomerazy przechodzi w bursztynylo-CoA, a następnie 
w kwas bursztynowy. Szkielet węglowy sem ialdehydu kw asu m etylom alo­
nowego może być w ykorzystany do w ytw orzenia kwasu (1-aminoizomasło- 
wego, k tóry jest punktem  stycznym  na drodze przem ian waliny i tyminy. 
Obecnie znamy szereg transam inacji obejm ujących aminokwasy z grupą 
am inową na węglu co (13, 108). Najlepiej dotychczas poznaną transam inazą 
tego typu jest transam inaza kwasu y aminomasłowego i kw asu ketogluta- 
rowego; duże jej ilości znaleziono w tkance mózgowej (13). W w yniku tych 
reakcji pow staje z aminokwasu odpowiadający m u aldehyd. Niedawno izo­
lowano z nerki świni transam inazę kwasu (3 -am in od z om as ł ow eg o i kwasu 
a-ketoglutarow ego (83). Katalizow ana reakcja zachodzi w następujący 
sposób:

COOH COOH

O c h 2 CH

H— C—CH;

CH CH2N H 2 +  CH

CHNH H—C—CH; c=o
COOH COOH COOH

kw. (3 am ino- 
izom asłow y

COOH
kw. ketoglu- 

tarowy.
Sem ialdehyd kw as 
kw asu m ety lo- glutam i- 
m alonowego now y
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Odwracalność reakcji wykazano w dwóch szeregach doświadczeń; w jed­
nym  z nich inkubowano sem ialdehyd kwasu metylomalonowego, kwas 
glutam inow y i transam inazę, w  drugim  kwas (3 aminoizomasłowy z kw a­
sem  ketoglutarow ym . Tabela 2 (według 83) przedstaw ia wyniki badań 
swoistości częściowo oczyszczonej transam inazy.

T a b e l a  2
Sw oistość transam inazy kw asu  (3-aminoizomasłowego i ketoglutarow ego

Substraty
Rf w ytw orzonego am inokw asu

oczekiw ano znaleziono

K w as (3-aminoizomasłowy +  kw . k eto-
glutarowy 0,25 (kw. glutam.) 0,26

K w as (3-aminoizomasłowy +  kw . pyro-
gronow y 0,36 (alanina) nic

K w as (3-aminoizomasłowy +  kw. szcza-
w iooctow y 0,48 (kw. aspar.) nic

K w as (3-aminoizomaslowy +  kw . k e-
toizokapronowy 0,44 (leucyna) nic

K w as [3-aminoizomasłowy +  a -k eto -
-|3^m etylowalerianowy 0,44 (izoleucyna) nic

¡3-alanina +  kw . ketoglutarow y 0,25 (kw. glutam.) 0,25
K w as (3-aminomasłowy +  kw. ketoglu-

tarowy 0,25 (kw. glutam.) nic
K w as Y-am inom asłowy +  kw. ketoglu-

tarow y 0,45 (kw. glutam .) 0,27
; K w as a, Y -dwuam inom asłow y +  kw .

ketoglutarow y
1

0,25 (kw. glutam.) 0,27

Omawiana transam inaza działa więc jedynie na co-aminokwasy; kwasu 
a-ketoglutarow ego żaden inny z badanych ketokw asów nie jest w stanie 
zastąpić. Nie udało się stwierdzić udziału fosfopirydoksalu przy tego ro ­
dzaju transam inacji (83). H am ujący wpływ p-chlorortęciobenzoanu zdaje 
się dotyczyć nie samej transam inazy, lecz dehydrogenazy kwasu (3-hydro- 
ksyizomasłowego ściśle związanej z procesem transam inacji.

Niezależnie od siebie K. F i n k i współpracownicy (41) oraz C r u m -  
p l e r  i współpracownicy stw ierdzili w 1951, że aminokwas w ystępujący 
na chrom atogram ach jako plam ka T (37), spotykany w moczu niektórych 
zdrowych ludzi oraz w moczu chorych z nowotworam i (41), jest kwasem 
(3-aminoizomasłowym. Podczas gdy pracownia K. F i n k a  poszukiwała 
m acierzystej substancji tego aminokwasu, to badacze angielscy zain tere­
sowali się jego wydalaniem  w moczu ludzi zdrowych (21, 40, 67, 69). 
Stwierdzono bowiem, że wśród populacji angielskiej około 9% osób w y­
dala z moczem duże ilości kwasu (3-aminoizomasłowego. Dla porównania 
w arto  zwrócić uwagę, że w dobowej ilości moczu przeciętne wydalanie
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histydyny, m etylohistydyny, glicyny i tau ryny  w yraża się ilością po około 
200 mg; glutam iny, alaniny, seryny, treoniny, asparaginy po około 50 mg, 
a każdego z pozostałych aminokwasów m niej aniżeli po 50 mg (40, 68, 120). 
U (3-wydzielaczy (tak nazwano osoby wydalające większe ilości kw asu 
(3-aminoizomasłowego) przeciętna ilość wydalonego z moczem kw asu 
(3-aminoizomasłowego wynosi 200—300 mg, natom iast u osób nie będących 
wydzielaczami nie przekracza 10 mg na dobę (40). Stwierdzono ponadto, 
że w ydalanie tego am inokwasu nie zależy od w arunków  zew nętrznych, 
a także płci i wieku, a więc należało przypuszczać, że może on podlegać kon­
tro li genetycznej (54, 55, 56, 67, 69). Badania przeprowadzone na dużym  
m ateriale  wskazywały na to, że wydalanie kwasu [3-aminoizomasłowego 
dziedziczy się, przy najprostszym  ujęciu, jako gen recesywny, to znaczy, 
że (3-wydzielacz byłby homozygotą dla tej pary  allei (allele— para genów 
odpowiedzialna za w ytw orzenie jakiejś cechy), natom iast osoba nie w yda­
lająca lub wydalająca nieznaczne ilości tego aminokwasu byłaby homo- 
lub hetero-zygotą dla dom inującej pary  alleli (69, 54). Ostatnie badania 
wskazują, że wśród ludzi rasy  żółtej spotyka się znacznie częściej (3-wy- 
dzielaczy aniżeli u ludzi rasy  białej (64). W ydalanie kw asu (3-aminoizo­
masłowego stało się przedm iotem  szczególnego zainteresow ania genety­
ków; niewiele m ają oni bowiem sposobności posługiwania się cecham i da­
jącym i się ująć tak  ściśle, jak  pewne właściwości biochemiczne; większość 
tego rodzaju badań z zakresu genetyki człowieka przeprowadza się na lu­
dziach obarczonych schorzeniam i dziedzicznymi. Wydzielacze kw asu (3^ami- 
noizomasłowego jako przedm iot badań genetycznych mają* tę szcze­
gólną wartość, że spotyka się ich dość często, a oznaczenie kwasu (3-ami- 
noizomasłowego nie nastręcza większych trudności. Inną nie m niej ważną 
przyczyną, która zmusza do zwrócenia uwagi na kwas (3-aminoizomasłowy, 
iest wzmożone w ydalanie am inokwasu u ludzi z nowotworam i (4, 41) 
a w  badaniach nowotworów jakikolw iek czynnik odbiegający do norm y jest 
godny zainteresowania.

Przemiana tym in y

F i n k  i współpracownicy (42—44) poszukując substancji m acierzy­
stej kwasu p-aminoizomasłowego stw ierdzili, że szczury w ydalają większe 
ilości tego kwasu na diecie bogatej w kwas dezoksyrybonukleinowy. W y­
dalanie to  wzrosło, gdy podawano tym inę, a zwłaszcza jej ipochodną uwo- 
dorowaną w pozycji 5.6. W oparciu o te fak ty  i o badania przy użyciu 
związków znaczonych izotopami postaw ił F i n k hipotezę, że w ustro ju  
zwierzęcym rozpad tym iny przebiega według schem atu 2. Hipoteza ta 
została potwierdzona przez innych autorów  (25, 50, 51, 104) w niezależ­
nych od siebie pracowniach. Cały układ katalizujący ten  ciąg reakcji, prze-

r
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m iany tym iny w kwas |3-aminoizomasłowy, jest zlokalizowany w n iestruk- 
tu ra lnej części komórki; dodanie frakcji mikrosomowej ham uje aktywność 
enzym atyczną. Podobnie też enzymy biorące udział w biosyntezie zasad 
pirym idynow ych oraz nukleotydów, w skład których one wchodzą, m ają 
być zlokalizowane w cytoplazmie kom órki (26, 27). Uwodorowanie tym iny 
do dw uhydrotym iny zachodzi przy udziale TPN, k tóry  nie może być za­
stąpiony przez DPN. Zahamowanie rozpadu tym iny, jakie m a m iejsce 
po dodaniu frakcji m ikrosomowej komórek, jest prawdopodobnie związane 
z inhibicją tego właśnie etapu (25).

Schem at 2.

O O HO O HO O
II II \  / /  \  '/c C H C H C

/ '  \  / \ /  1 /  I
H - N  C -C H 3 9H+ HN C - C H 3 h  n  H 2N C -C H 3 „  Q H - C —CHS

u I Ł  i i i i i
0 = C  CH 0 = C  CH, *----- 0 = C  CH2 CH2N H 2

\  /  \  /  \  /
N N  N C 0 2+ N H 3
\ \ \

H H H

'tymina dw uhydrotym ina kw. P-ureido- kw. 6-am inoizo-
izom asłow y m asłow y

Niedawno izolowano enzym  nazw any hydrazą hydropirym idynową, 
rozszczepiający pierścień pirym idynow y pomiędzy atom am i 3 a 4 (127). 
P rzy  badaniu swoistości tego enzym u okazało się, że w ykazuje on znaczną 
aktyw ność także wobec hydantoiny, k tórą przeprowadza w karbam ylo- 
glicynę.

O
/ /

0 = C --------N —H C—OH N H 2
I I 5± . I I 

H 2C \  / C = 0  H 2Cv yc=o
V  X NX (5)

I I
H h

H ydantoina K arbam yloglicyna
(Kwas ureidooctowy)

Enzym katalizujący pow staw anie karbam yloglicyny z hydantoiny zwa­
ny hydantoinazą został izolowany i dokładnie zbadany przed dziesięciu 
la ty  (39). Jest bardzo prawdopodobne, że enzym ten  oraz hydraza hydro- 
pirym idynow a są identyczne. Przem aw ia za tym , że hydraza hydropiry- 
m idynow a jest aktyw na w stosunku do tym iny, uracylu  i hydantoiny, a nie 
działa na inne związki o podobnej strukturze. S tan równowagi oraz szyb­
kość reakcji katalizowanej przez ten  enzym zależy w dużym stopniu od 
pH; przy pH 5 równowaga jest przesunięta w k ierunku  zamknięcia łań ­
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cucha ureido-pochodnej, natom iast w oddziaływaniu zasadowym (optim um  
pH 8,6) m a miejsce otwarcie pierścienia z wytw orzeniem  kwasu (3-urei- 
doizomasłowego. W badaniach ze skraw kam i w ątroby szczura oraz ín  vivo  
stwierdzono, że przy użyciu tym iny i dw uhydrotym iny znaczonej izoto­
pam i atom węgla 2 zjawia się w moczniku, a także w w ydychanym  CO2 
(44,72), a atom węgla grupy m etylow ej dołączony do pozycji 5, w kw asie 
(3-aminoizomasłowym, a także w alaninie i glikozie (44). F ak ty  te  są 
w zgodzie z tym, że dalszy rozpad kwasu (3-ureidoizomasłowego następuje 
m iędzy atom em  dawnej pozycji 2 a atom em  pozycji 1. W ten  sposób 
byłoby zrozumiałe powstawanie kw asu (3-aminoizomasłowego z tym iny.

Drogi w ytw arzania kwasu (3-aminoizomasłowego byłyby w swej istocie 
poznane, natom iast nic nie w iem y o znaczeniu biologicznym tego am ino­
kwasu.

III. Przemiana izoleucyny i uracylu z wytworzeniem kwasu  
[propionowego i (3-alaniny

Przemiana izoleucyny

Przem ianę izoleucyny przedstaw ia schem at 3.
W tych badaniach podstawowe znaczenie m a stw ierdzenie słabego, lecz 

w yraźnie zaznaczonego efektu glikogennego izoleucyny (18, 20, 128); efek t 
ten  daje nie tylko odpowiadający izoleucynie a-ketokwas, ale także zwią­
zek powstający przez jego dekarboksylację, tj. kwas a-m etylom asłow y 
(18 b). Dalszy rozpad kwasu a-m etylom asłowego ulegałby (mimo podstaw - 
nika w pozycji a przem ianom  analogicznym do (3-oksydacji nierozgałę- 
zionych kwasów tłuszczowych (28). Zgodnie z takim  ujęciem  z 1 cząsteczki 
kw asu a-m etylomasłowego pow staje 1 cząsteczka kw asu octowego oraz
1 cząsteczka kwasu propionowego.

4 3 2 l
CH3 • CH2 • CH • COOH->CH3 • C H = C  • COOH-*CH3 • CH • CH • COOH->

J  1 1 1CH, CH3 OH CH3
4 3

CH3 • C • CH • COOH - *  C H 3 • COOH'+[CH3 • C H 2 • COOH

O CH3 (6)

Przy  użyciu znakowanego kwasu a-m etylom asłowego wykazano, że rze­
czywiście z atomów węgla 3 i 4 pow staje cząsteczka kw asu octowego, a wę­
giel grupy m etylow ej wchodzi w  skład wytworzonego kwasu propiono­
wego (32, 33). Ostatnio dzięki badaniom  C o o n a i współpracowników 
wiemy, że te przem iany tak, jak  przem iany kwasów tłuszczowych, za­
chodzą nie z wolnym i kwasami, lecz z odpowiednimi acylopochodnymi
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Schem at 3 
Przem iana izoleucyny  

CH3 • CH 2 • CH • CHNH2 • COOH

CH3
II

CH3 • CH 2 • CH • CO • COOH
I

c h 3
i  CoASH  

CH 3 • CH, • CH • CO • S • CoA

II
CHa

CH3 • C H = C  • CO • S • CoA
I

c h 3

CHS • CH • CH • CO • S • CoA
I I

OH CH3

It
CHS • CH • CH • CO • S • CoA

II I
o  c h 3

izoleucyna

kw as a-keto-P -m etylow alerianow y

a-m etylobutyrylo-C oA

tyglylo-C oA

a-m etylo-P-hydroksyizobutyrylo-C oA

a-m etyloacetoacetylo-C oA
I CoASH ,

CH3 • CO • S • CoA +  CH3 • CH2 • CO • S • CoA propionylo-C oA  
acetylo-C oA  lC O a

CH,

m etylom alonylo-C oAHOOC • C • CO • S • CoA

H AI
HOOC • CHa • CH2 • CO • S • CoA bursztynylo-C oA

II
HOOC • CH2 • CH2 • COOH kw as bursztynow y

koenzym u A. W w yniku dekarboksylacji kw asu a-keto-13-metylowaleria- 
nowego pow staje a-m etylobutyrylo-CoA , k tóry  po odłączeniu dwóch ato­
mów wodoru daje tyglylo-CoA (cis 2-metylo-2-butenylo-CoA). Ze związku 
tego pod wpływem  hydrazy enolowej pow staje a-metylo-(3-hydroksyizo- 
butyrylo-CoA, k tó ry  działaniem  dehydrogenazy (3-hydroksyacylowej prze­
chodzi w metyloacetoacetylo-CoA, z którego powstaje acetylo-CoA i pro- 
pionylo-CoA. Dowodem, że acetylo-CoA jest produktem  tych przem ian, są 
doświadczenia (111), w których stw ierdzono następujące fakty: a) w zło­
żonym układzie zaw ierającym  tyglylo-CoA, układ enzym atyczny u tlen ia­
jący kw asy tłuszczowe, kwas jabłkowy, jego dehydrogenazę i DPN (jako 
źródło kwasu szczawiooctowego) oraz enzym kondensujący — pow staje
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kwas cytrynow y; b) kwas cytrynow y powstaje również, gdy zam iast ty- 
glylo-CoA wprowadzić do tego układu kwas a-m etyloacetooctowy oraz 
układ potrzebny do jego aktyw acji, to jest bursztynylo-CoA i odpowiednią 
transferazę. W podobnie przeprowadzonym  doświadczeniu wykazano, że 
zarówno z tyglylo-CoA jak i kwasu a-metyloacetooctowego pow staje pro- 
pionylo-CoA w ilości równoważnej ilości aktywnego kwasu octowego. 
C o o n i współpracownicy wiążą aktyw ny kwas propionowy z (3-alaniną 
w ytw arzaną w organiżmie zwierząt i opisują przebieg reakcji tak jak  to 
podaje schem at 4.

Schem at 4
Przem iany kw asu propionow ego prowadzące do w ytw arzania P-alaniny

c h 3 c h 2
ii

CH2OH c h 2o h

c h 2
II

CH
i

1
-» c h 2 —> CH2 —>

CO • S • CoA
1

CO—S • CoA c o = = S • CoA COOH
propionylo-C oA akrylylo-C oA P-hydroksy 

p rop ionylo- CoA
kw as p-hydroksy- 

propionow y

O COOH
/ /

C
1

c h 2

l \1 H
c h 2
I

COOH

c h 2
I

c h n h 2
I

sem ialdehyd  
kw asu m alonowego

/C O O H  
kw as glutam inow y  

N,

COOH
(3-alanina

COOH

kw as ketoglutarow y

Jak  widać ze schem atu, w w yniku utleniania kwasu hydroksypropio­
nowego pow staje sem ialdehyd kw asu malonowego, k tóry  w obecności 
kw asu glutaminowego i swoistej transam inazy przechodzi w (3-alaninę. 
Poszczególne etapy tych przem ian są katalizowane przez zespoły enzymów 
podobne do tych, które opisano przy przem ianie waliny. W pewnych eta­
pach zaznacza się jednak charakterystyczna swoistość; i tak  ostatnio udało 
się uzyskać z nerk i świni dehydrogenazę kwasu (3-hydroksypropionowego 
stokrotnie oczyszczoną; tak oczyszczony enzym był aktyw ny wyłącznie
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wobec kwasu (3-hydroksypropionowego, nie działał natom iast na (3-hydro- 
ksypropionylo-CoA ani też nie wykazał żadnego powinowactwa w sto­
sunku do kwasu (3-hydroksyizomasłowego (38).

Przemiana uracylu

Drugą substancją m acierzystą (3-alaniny jest uracyl. Schem at 5 przed­
staw ia jego przem iany.

Schem at 5 
Przem iana uracylu

O O O O
/ /  / /  / /  / /

C C C—OH C— OH
/  \  /  \  I n h 3 |

H N  CH , HN C H 2 „  n  H 2N C H 2 w n  C H 2
-f- Zxl | | H 2U  | | r l2 ^  1 |

C C—H c c h 2 «—■- o = c  c h 2 ~ ^  c h 2
# \ /  / /  \  /  \  /  co2 |

O N  O N  N N H 2
\ \ \

H H H
uracyl dw uhydrouracyl kw as |3-ureidopropionowy (3-alanina

Dane, dotyczące system u enzym atycznego biorącego udział w przem ia­
nie tym iny, odnoszą się także do uracylu (25, 50, 51, 52, 104). Analogicz­
nie do tym iny rozpad uracylu rozpoczyna się uwodorowaniem jego p ier­
ścienia w pozycji 5 i 6. Na uwagę zasługuje fakt, że wyodrębniona dehydro­
genaza, która przeprowadza tę reakcję u Clostridium uracilicum, posługuje 
się DPN, a nie TPN (22, 23), jak  ma to m iejsce w tkankach zwierzęcych. 
Enzym  otrzym any z wyciągów tych bakterii nie jest aktyw ny w stosunku 
do tym iny (22). N atom iast enzym  pochodzący z tkanek zwierzęcych jest 
aktyw ny wobec tym iny jak  i uracylu (63a). Uwodorowane pochodne p iry- 
m idyn znaleziono w stanie wolnym w organizmie zwierząt (53); przypu­
szczano, że biorą one udział w biosyntezie kwasów nukleinowych, jednak­
że doświadczalnie nie udało się tego wykazać (131). Drugi etap reakcji 
zachodzi przy udziale hydrazy hydropirym idynow ej analogicznie do prze­
m ian tym iny. Chociaż stwierdzono, że atom  węgla 2 zasad pirym idyno­
wych wbudowuje się w mocznik (44) i udało się ostatnio (133) wyizolować 
enzym odpowiedzialny za rozkład ureidopochodnych kwasu izomasłowego, 
nie wiele wiem y o istocie tej reakcji. O m echanizm ie tego rodzaju prze­
m ian można by wnioskować przez analogię z tego, że cy tru lina działa­
niem  fosforylazy cytrulinow ej rozkłada się na ornitynę, dw utlenek węgla 
i amoniak, ta reakcja odbywa się przy udziale ortofosforanu i ma cha­
rak te r  fosforolizy (80, 82, 95). Przypuszczano też, że tego rodzaju rozsz­
czepienie będzie m iało miejsce w przypadku kwasu ureidopropiomowego 
i ureidoizomasłowego; okazało się jednak, że zarówno fosforany jak i arse-

4 P o s tę p y  B io ch e m ii
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niany nie m ają wpływu na prędkość tych reakcji; dowodziłoby to, że 
rozpad ureidopochodnej kwasu propionowego nie jest fosforolizą (25). 
Rola fosforolizy w powstaw aniu pierścienia pirym idynowego jes t dziś 
jednak ogólnie p rzy jęta (86 , 87, 105) w postaci przem ian przedstawionych 
w  następujący sposób:

o o
/ /  II

n h 2 h o —c  c
I I /  \

0 = C  COOH HjN CHa HN CH2
I I I I  I I
0  4- CH2 C C—COOH C CHCOOH
1 I ^  \ / \  ~* # \  /

0 = P —OH CH • COOH N H O N
I /  I I

OH H 2N H H
K arbam ylo- K w as K w as ureido- Kw as dw u hy-

fosforan asparaginowy bursztynow y drooratowy

W yniki doświadczeń w skazywałyby zatem, że m echanizm y rozpadu kwasu 
ureidoburszty nowe go z jednej strony, a (3-ureidopropionowego z drugiej, są 
istotnie różne; podczas gdy pierwszy jest fosforolizą, drugi nie wykazuje 
tych  cech.

Omówione dwa źródła (3-alaniny, tj. izoleucyna i uracyl, nie w yczerpu­
ją wszystkich możliwości powstawania tego związku w żywych organiz­
m ach (103, 119). Od dawna na przykład wiadomo, że substancją m acierzy­
stą  (3-alaniny u niektórych bakterii jest kw as asparaginow y (132). P rzy ­
puszczano, że tego typu dekarboksylaza znajduje się także u zwierząt, jed­
nak jak dotychczas nie udało się wykazać dekarboksylazy kwasu asparagi­
nowego (115), chociaż w tkance mózgowej w ystępuje bardzo aktyw na de­
karboksylaza kw asu glutaminowego.

Niedawno opisano enzym atyczną syntezę (3-alanylo-CoA z akrylylo-CoA
i NH3 jaka zachodzi u Clostridium propionicum. W ustro ju  zwierzęcym wy-

CH2 c h 2n h 2

CH CH2
I +  n h 3- »  I

C—S • CoA C—S • CoA
II II

O O (7)

stępuje (3-alanina w postaci wolnej (98, 125) lub związanej jako składnik 
karnozyny, anzeryny i koenzymu A. Losy (3-alaniny u zw ierząt nie są do­
kładnie poznane, wiadomo że jest ona substancją ketogenną (102). Dezami- 
nacja (3-alaniny nie przebiega tak  samo jak  a-alaniny. I tak  w homogena- 
tach nerki szczura zużycie tlenu  i powstawanie am oniaku po podaniu (3-ala- 
niny następuje dopiero po 2— 3 godzinach od chwili inkubacji, a po doda­
niu a-alaniny już po k ilkunastu  m inutach. W rozkładzie (3-alaniny pow sta­
wanie dw utlenku węgla następuje przed zwiększeniem zużycia tlenu, nale-
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żało więc myśleć o możliwości dekarboksylacji z wytw orzeniem  etyloam i- 
ny, lecz badania w tym  kierunku nie stw ierdziły obecności am in (118). Nie 
bez znaczenia dla tych przem ian jest stw ierdzenie, że użycie m oderatora 
fosforanowego zamiast węglanowego wyraźnie przyspiesza dezaminację; 
przem iana przebiega jeszcze prędzej, jeżeli substratem  jest zamiast |3-ala- 
niny jej N-fosforanowa pochodna (117).

W w yniku transam inacji (3-alaniny z kwasem  keto-glutarow ym  ^108) 
lub inozynowym  (79) powstaje sem ialdehyd kwasu malonowego. Losy 
poszczególnych atomów węgla (3-alaniny badano, posługując się am ino­
kw asem  znaczonym już to na węglu 1, już to na 2 lub 3 (58, 102); w dwie 
godziny po paren teralnym  podaniu (3-alaniny szczurom stw ierdza się 90% 
węgla grupy karboksylowej (Ci) jako COj pow ietrza wydechowego, jeżeli 
równocześnie z (3-alaniną podaje się kwas p-aminobenzoesowy, to atom y
2 i 3 zjaw iają się w grupie acetylowej wydalonego kwasu acetyloam ino- 
benzoesowego. Ani ten  ostatni związek, ani kwasy tłuszczowe szczura nie 
zaw ierały węgla grupy karboksylowej (Ci). Na podstawie tych faktów w y­
dawało się możliwe, że pow stały z dezam inacji (3-alaniny semialdehyd 
kw asu malonowego ulega aktyw acji przez CoA na grupie aldehydowej, 
następnie ma miejsce odszczepienie węgla 1 grupy karboksylowej, a pozo­
sta ły  acetylo-CoA bierze udział w dalszych przem ianach. Za takim  u ję ­
ciem przem aw iałyby także doświadczenia (70, 94, 129) stw ierdzające, że 
kwas m alonowy przy udziale ATP przechodzi w aktyw ną postać, k tóra 
ulega dekarboksylacji dając acetylo-CoA.

IV. Próba schematycznego ujęcia całości omawianych przemian

Dla ujęcia om awianych przem ian w  pew ną całość w ydaje się szczegól­
nie ważne uwzględnienie losów kwasu propion owego. M echanizm utlen ia­
nia kwasów tłuszczowych o rozgałęzionym łańcuchu oraz o nieparzystej 
liczbie atomów węgla spraw iał badaczom szereg trudności. Zgodnie z teorią 
(3-oksydacji kwasy tłuszczowe o parzystej liczbie atomów węgla dają 
w w yniku spalań kwas octowy, natom iast utlenienie kwasów tłuszczowych
o nieparzystej liczbie węgli doprowadza do pow staw ania kwasu propiono­
wego. Ostatnio coraz częściej, szczególnie dzięki chrom atografii rozdziel­
czej gazów (74, 75) stw ierdza się, że tłuszcze na tu ra lne  obok znacznej ilości 
kwasów tłuszczowych o parzystej liczbie węgli zaw ierają pewien odsetek 
kwasów  tłuszczowych o nieparzystej liczbie atom ów (66). U przeżuwaczy 
pow staje kwas propionowy na drodze ferm entacji baktery jnej; po wessa- 
n iu  w jelitach może być on użyty do syntezy kwasów tłuszczowych; po­
w stające w ten sposób kwasy m ają nieparzystą liczbę atomów węgli.

A T P
M alonian +  CoA-SH -> M alonylo-CoA  
M alonylo-C oA  acetylo-C oA  +  CO2

(8)

(9)

4*
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O powstawaniu kw asu propionowego z am inokwasów była już mowa 
poprzednio. Przedstawiono tam  także jedną z dróg przem ian prowadzącą 
do wytworzenia (3-alaniny w ustro ju  zwierzęcym. Wiadomo obecnie, że 
karnozyna i anzeryna (w skład których wchodzi |3-alanina) nie powstają, 
jak  dawniej przypuszczano, na drodze dekarboksy lacji aspartylohistydyny 
względnie aspartylom etylohistydyny (90), lecz na  skutek połączenia się 
|3-aláftiiny z h istydyną względnie m etylohistydyną. Wobec tego zapotrzebo-» 
wanie na (3-alaninę u  zw ierząt nięprzeżuwających, n ie m ających więc do­
datkowego źródła kwasu propionowego z ferm entacji baktery jnej, będzie 
pokryw ane kosztem endogennego kwasu propionowego. Ponieważ mięśnie, 
w których w ystępują omawiane peptydy, stanow ią poważną część masy 
całego ciała zwierzęcia, istn ieje  duże zapotrzebow anie na endogenny kwas 
propionowy.U podstaw  całokształtu rozważań nad przem ianą kwasu pro­
pionowego był fakt, że jest on substancją giikogenną (85). Zakładano przy 
tym , że ulega on a-oksydacji, tj. przechodząc stadium  kwasu akrylowego 
i mlekowego w ytw arza pirogronian (73).

CH3CH 2COOH —» CH2= C H  • COOH —> CH3CHOHCOOH —» CH3COCOOH • (10)

Hipoteza ta nie znalazła potw ierdzenia w pracach, w k tórych używano 
piętnowanego kw asu propionowego. W badaniach in vivo  i in vitro  w yka­
zano, że rozmieszczenie piętna w kwasie pyrogronowym , m lekowym  oraz 
octowym, różni się znacznie od tego, jaki należało oczekiwać zgodnie z h i­
potezą a-oksydacji kw asu propionowego (85, 116). Z drugiej strony  jednak  
stwierdzono następujące fakty: po podaniu promieniotwórczego kwasu 
propionowego wykazano znaczną radioaktyw ność kwasu bursztynowego 
(49, 77, 84), spalanie kw asu propionowego jest w yraźnie ham ow ane przez 
kwas malonowy (77, 99); pew ne bakterie  mogą w ytw arzać kwas propio- 
nowy przez dekarboksy lacj ę kwasu bursztynowego (130). W ymienione 
fak ty  nasuwały przypuszczenie możliwości karboksylacji kwasu propiono­
wego z wytworzeniem  kwasu bursztynowego. N ajbardziej prawdopodobne 
wydawało się przyłączenie CO2 na węglu 3 kw asu propionowego, podobną 
bowiem przem ianę wykazano w odniesieniu do kwasu p-hydroksyizowale~ 
rianowego (5, 6, 7), z którego po przyłączeniu CO2 pow staje kwas |3-hydro- 
ksy-(3-metyloglutarowy.

c h 3
I

CH 3—C—C H 2CO ■ S ■ CoA +  C 0 2 +  A T P  —*
I

OH
CH3
I

—> HOOC—CH2—C—CH2 • CO • S • C oA + A M P  +  P P  (11)
I

OH
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Jednak okazało się, że przyłączenie CO2 ma miejsce na węglu 2 kwasu 
propionowego i że w  ten  sposób pow staje kwas m etylom alonowy czyli izo- 
bursztynow y (45, 47, 77), k tóry  w obecności izomerazy przechodzi w  kwas 
bursztynow y. O c h o a  i współpracownicy przedstaw iają etapy tych 
reakcji w następujący sposób (11, 45—48, 126).

CH3 • CH2 • COOH +  CoA +  ATP ¡z! CH3 • CH2 • CO • S • CoA +  AMP +  PP (12)
H

M g++ ICH3 • CHa • CO • S • CoA +  ATP +  C 02 - - i  HOOC—C -C O  • S • CoA +  ADP +  P

H
I

HOOC • C—CO • S • CoA +  CH3CH2CO • S • CoA^COOH • CH, • CH2 • CO S • CoA +  

CH3
+  CH3 • CH2 • CO • S • CoA (14)

Pod w pływ em  acetotiokinazy, czynnej również wobec kwasu propionowe- 
go, zachodzi (reakcja 12) aktyw a oj a kwasu propionowego (71). Postać 
nieaktyw na tego kwasu nlie reaguje z dw utlenkiem  węgla. Udział acetotio­
kinazy w tej reakcji tłum aczy, zdaniem  niektórych badaczy, dlaczego spa­
lanie kwasu octowego jest zaham owane w obecności kwasu propionowego. 
Przyczyną (inhibicji byłaby konkurencja o ten  sam  einzym pomiędzy kw a­
sem octowym i propionowym  (71, 100, 101); inni (91) przypuszczają jednak, 
że kwas propionowy w pływ a na przem ianę kwasu octowego skierowując 
ją  w innym  kierunku aniżeli spalanie na C 0 2. Reakcja (13) ma miejsce 
jedynie w  obecności ATP, dw utlenek węgla przyłącza się do grupy m ety­
lenowej kw asu propionowego. W ten  sposób pow staje m etylomalonylo-CoA 
a ATP przechodzi w ADP i ortofosforan.

Dotychczas ani w  reakcjach chemii organicznej, ani w przem ianach 
biochemicznych nie jes t znany typ przeniesienia grupy karboksylowej pro­
wadzącego do pow stania bursiztynylo-CoA z metylo-malonylo-CoA. Wy­
m ienieni autorzy przypuszczają możliwość transkarboksylacji pomiędzy 
m etylom alonylo-CoA a propionylo-CoA, podaną w reakcji (14). Utworzo­
ny bursztynylo-CoA zostaje zamieniony na kw as bursztynow y (57, 123, 
124), k tóry wchodzi w  cykl kwasów trój karboksylow ych.

Całokształt przem ian om aw ianych w  tym  spraw ozdaniu u jm uje sche­
m at 6. Lewa strona schem atu przedstaw ia powstawanie sem ialdehydu 
kwasu metylom alonowego z w aliny oraz kw asu (3-aminoizomasłowego z ty- 
miny. Obydwa pow stałe związki łączy ze sobą reakcja transamiinacj i. Dwie 
reakcje, a m ianowicie oksydatyw na dekarboksylacja kwasu a-ketoizowa- 
lerianowego oraz rozpad kwasu ureidoizomasłowego są nieodwracalne; nie 
jest więc możliwe przejście ty m iny w w alinę lub odwrotnie. D ruga (pra­
wa) część schem atu opisuje powstawanie kwasu propionowego z izoleucy-
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ny oraz w ytw arzanie (3-ialaininy z uracylu. Ciąg reakcji analogiczny do 
przem ian walimy łączy ze sobą kwas propionowy li p-alaninę. W ytworzenie 
kwasu bursztynowego z kwasu propionowego i (jak przypuszcza się) z se- 
m ialdehydu kwasu metylomalonowego oraz, pow staw anie aktyw nego kw a­
su octowego z sem ialdehydu kw asu malonowego — w łączają opisane 
reakcje w cykl kwasów tró j karboksylow y eh. Należy zwrócić jednakże 
uwagę na to, że nie wszystkie dane tego schem atu są w  pełni udowodnio­
ne; w szczególności związanie sem ialdehydu kwasu metylomalonowego 
z jego aktyw ną postacią jest nieudowodnionym  przypuszczeniem. Mimo 
jednak tej niepewności omówione badania ’zdają się łączyć w logicznie 
związaną całość. %
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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  4

K R Y S T Y N A  J A K IM O W S K A *

Przemiana INH, PAS i T-40 w ustroju zwierzęcym

Interesujące zagadnienie m etabolizm u leku w ustro ju  zwierzęcym jest 
dotychczas bardzo mało wyjaśnione. Przyczyna tego leży zarówno w braku 
znajomości k ierunku przem ian, jakim  może ulegać w organizmie żywym 
związek obcy ustrojow i, jak  i trudnościach doświadczalnych związanych 
z izolowaniem i identyfikow aniem  poszczególnych m etabolitów  badanego 
leku. Do m etod najczęściej stosow anych w  tych  badaniach i dających n a j­
lepsze wyniki należy chrom atografia rozdzielcza względnie ekstrakcja 
przeciwprądowa. Metody te  pozwalają niekiedy na dokładne rozdzielenie 
m etabolitów badanego leku, w ystępujących w płynach fizjologicznych n a j­
częściej w postaci m ieszaniny kilku, a naw et k ilkunastu  związków, często 
naw et um ożliw iają zidentyfikow anie poszczególnych składników. Jeszcze 
lepsze wyniki można uzyskać stosując leki zaw ierające atom y pierw iast­
ków promieniotwórczych, ponieważ radioaktyw ność pozwala na śledzenie 
drogi leku znaczonego i ułatw ia w ykrycie jego m etabolitów  na chrom ato- 
gramie. Jednak dysponowanie znakowanym i lekam i przekracza jak do­
tychczas możliwości wielu laboratoriów , toteż prac tego typu  jest stosun­
kowo mało.

Badanie m etabolitów  leku w ykonuje siię na zwierzętach, pobierając dla 
oznaczeń i identyfikacji p łyny ustrojowe, poszczególne narządy czy w yda­
liny. Uzyskany m ateriał analizuje się najczęściej wyżej wspom nianym i 
m etodami. W przypadku in teresujących nas chem ioterapeutyków  prze­
ciwgruźliczych, badania dotyczą zarówno krw i jak  i moczu.

Hydrazyd kwasu izonikotynowego, kwas p-am inosalicylowy i kwas 
bromosalicylohydroksam owy należą do leków, których działanie opiera się 
na reakcjach chemicznych, a n ie — jak  ma to m iejsce np. ze środkami n a r­

* Mgr, st. asystent Prac. Farmak. Inst. Gruźlicy, W arszawa. 
W pracy stosow ane są następujące sym bole:
INH — hydrazyd kw asu izonikotynow ego — izoniazyd
PA S — kw as p -am inosalicy low y
T-40 — kw as 5-brom osalicylohydroksam ow y
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kotycznym i — na drodze procesów fizyko-chemicznych. Stąd też wypływ a 
znaczenie metod p reparaty  wno-chemicznych w  badaniach nad przem ianą 
tych leków.

Trzy om awiane leki — INH, PAS i T-40 — stanow ią grupę najczęściej 
stosowanych w Polsce przeciw prątkow ych chem ioterapeutyków syntetycz­
nych i pomimo stale pojawiających się nowych preparatów , dotychczas nie 
są zastąpione innym i. Zm iany w terapii gruźlicy polegają głównie na roz­
m aitym  kojarzeniu  tych trzech leków celem uniknięcia lekoopomości, szko­
dliwych działań ubocznych i złej tolerancji osobniczej.

Przemiana INH

We krw i zw ierząt otrzym ujących izoniiazyd stwierdzono obok podanego 
preparatu  obecność kw asu (izonikotynowego, hydrazyny i amoniaku. W ar­
tości stężenia INH w e krw i podane przez n iektórych autorów są bardzo 
wysokie (np. 118 mcg/rnl pio 45 min. od iniekcji dożylnej). Tłumaczy się 
to tym, że pobierano krew  od zw ierząt otrzym ujących toksyczne, prow a­
dzące do drgaw ek dawki p repara tu  (19). Badania moczu ludzi czy zwierząt, 
którym  podano izoniazyd, wykazało obecność nieznacznej ilości niezmie­
nionego INH oraz kilku produktów  jego przem iany, przede wszystkim N- 
-izonikotynoilo-N '-acetylohydrazyny (4, 9, 16). Ta acetylowa pochodna s ta ­
nowi około 91°/o wydalonego w ciągu doby INH. Jest ona mniej toksyczna 
od izoniazydu, ale jednocześnie w ykazuje znacznie słabsze właściwości tu -  
berkulostatyczne.

Pierwsze prace om awiające przem iany izoniazydu w  organizmie zwie­
rzęcym nie dają dokładnej identyfikacji jego metabolitów. Dopiero opu­
blikowane w 1957 badania K r u g e r - T h i e m e r a  w yjaśniły szereg 
możliwości biologicznego reagow ania izoniazydu w  ustro ju , łączą w iele 
przem ian w bardziej zw artą całość.

W edług dotychczasowych danych liczba w ydalanych w  moczu produk­
tów przem iany izoniazydu wynosi siedem. W moczu ludzi, królików, świ­
nek m orskich i szczurów w ykryto następujące związki:

IHN I l j ' | ■
wolny kwas izonikotynowy 
óizon ikotynoilogl ieynę 
acetylo-INH
hydrazon kw asu pirogronowego 
hydrazon kwasu alfa-ketoglutarow ego (28).
Poza wyżej wym ienionym i związkami, które na chrom atogram ie znaj­

dują się blisko siebie, w niewielkiej odległości od acetylo-INH i hydrazonu 
kwasu alfa-ketoglutarow ego znajdują się dwa związki: 

N -N '-dw uizonikotynoilohydrazvna i 
chlorek 1-metyloizoniazydu (13).
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T a b e l a  1
M ożliwości reakcji biochem icznych INH w g E. K r u g e r - T h i e m e r a  (14).
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Schem at przem ian biochemicznych, w w yniku których pow stają w y­
m ienione związki oraz kilka innych, nie w ykrytych dotąd, lecz zdaniem 
K r i i g e r - T h i e m e r a  praw dopodobnych m etabolitów  hydrazydu kw a­
su izonikotynowego, podany jest w tabeli 1 .

Obecność w moczu niezmienionego izoniazydu nie nasuw a wątpliwości. 
Pewina jego ilość zależnie od zastosowanej dawki musi pojawiać się w mo­
czu. W ystępow anie wolnego kwasu izonikozynowego tłum aczą autorzy 
dwoma równolegle przebiegającym i procesami.

P ierw szy — to hydroliza izoniazydu na kw as izonikotynowy i hydra­
zynę. U w alnianie hydrazyny i powstawanie w niej amoniaku łączy się we­
dług iniektórych autorów z neurotoksycznym  działem INH (14). Jedno­
cześnie należy zaznaczyć, że hydroliza izoniazydu łączy się ściśle z jego 
inaktyw acją  (13). D rugą możliwą drogą powstania wolnego kwasu izoniko­
tynowego jest przekształcenie INH w N,N’-dw uizom kotynoilo-hydrazynę. 
W edług A l b e r t a  i R e e s a  izoniazyd ulega rozkładowi w obecności 
hem iny z w ytw orzeniem  wspom nianej N,N’-dw uizonikotynoilo-hydrazyny, 
k tóra z kolei ulega dalszym przem ianom , dając kwas izonikotynowy. Nato­
m iast w edług K r i i g e r - T h i e m e r a  związek ten pow staje z niezmie­
nionego INH i kw asu izonikotynowego. Proces ten  zachodzi także i w nie­
obecności hem iny, jednak bez porównania wolniej.

W olny kwas izonikotynowy, jak  w iele kwasów organicznych, może łą­
czyć się in vivo  z glicyną dając izonikotynoiloglicynę. Przem iana ta  zacho­
dzi głównie w surowicy a poza tym  praw dopodobnie w w ątrobie i nerce 
(27). W reakcjach enzym atycznych prowadzonych in vitro  (14) stw ierdzono 
pow stanie połączeń kw asu izonikotynowego z różnym i aminokwasami, 
jednak in vivo  połączenie takie zachodzi wyłącznie z glicyną (98).

Acetylo-izoniazyd pow staje w w yniku aoetylacji w sposób podobny do 
tworzenia się w organizmie żywym  acetylo-pochodnych sulfonamidów, 
kwasu p-am inosalicylowego czy amin arom atycznych. W procesie tym  bie­
rze udział acetylo-koenzym  A  (27). Zdolność ustro ju  do szybkiego acetylo- 
wanie jest cechą indyw idualną (10) i  z tego względu obserw uje się różnice 
ilościowe w w ydalaniu acetylo-izoniazydu.

A cetylo-IN H w w yniku hydrolizy może dać kwas izonikotynowy i ace- 
tylohydrazynę (10, 27).

Amid kwasu izonikotynowego, k tóry  może powstać przez bezpośrednie 
odczepienie am oniaku od INH, w ykryto tylko we krw i (20), natom iast nie 
w ystępuje on w moczu (14).

Poza wym ienionym i już hydrazonam i kwasu pyrogronowego, alfa-keto- 
gentarowego znaleziono w moczu połączenie izonaizydu z kwasem  dehy- 
droaskorbinow ym  (14). Hipoteza, że wytworzone hydrazony ketokwasów są 
aktyw ną form ą INH w ustroju, niie została potwierdzona.
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Pow staw anie chlorku lnmetylo-dzoniazydu przebiega zgodnie z ogólną 
zasadą w ytw arzania amin czwartorzędowych w organizmie żywym. Nie 
jest to jednak jedyna czwartorzędowa pochodna, jaką daje izoniazyd. 
W 1954 r. Z a t m a n  i współpracownicy w yodrębnili z krw i po podaniu 
INH żółto zabarwiony związek z m aksim um  absorpcji w 385 m|-ii w łasnoś­
ciach zbliżonych do własności DPN (29, 30). Związek ten  okazał się analo­
giem nukleotydu pirydynowego, w k tórym  INH zastępuje amid kw asu ni­
kotynowego, tworząc nowy, niesw oisty dla organizm u żywego układ.

A utorzy zajm ujący się oznaczaniem m etabolitów  INH w moczu m eto­
dami kolorym etrycznym i stw ierdzają obecność jeszcze jednego związku, 
którego występowanie nie nasuwa żadnych zastrzeżeń, choć nie jes t on 
wym ieniony przez większość badaczy. Jest to kwas izonikotynurow y (18). 
Być może, że to mało trw ałe połączenie ulega rozkładowi w czasie chrom a- 
tografowania w  z uwolnieniem  kwasu izonikotynowego.

Poznanie produktów  przem iany INH w ydalonych w moczu nie pozwala 
na ustalenie m echanizmu jego działania. Przypuszczano, że blokuje on de­
hydrogenazy, zastępując w DPN i TPN amid kwasu nikotynowego (20, 30). 
Obecnie jednak bardziej prawdopodobna w ydaje się hipoteza C o l e -  
m a n  a, według której mechanizm działania INH polega na przeniesie­
niu grupy hydi'azynowej na pirydoksal i zablokowaniu jego tego koenzy­
mu. Łatw y rozpad hydrazonów izoniazydu wspomaga jego działanie in v i­
tro i in vivo. Kwestia szkodliwego wpływu INH na gospodarkę węglowo­
danową nie została wyjaśniona.

Obecny stan  wiedzy o przem ianach INH w ustroju, choć nie daje jesz­
cze całkowitego obrazu toczących się procesów w sensie zwartego cyklu, 
pozwala jednak na wyrobienie sobie poglądu odnośnie w ielu fragm entów  
jego m etabolizmu i możliwości reakcji biochemicznych, niem niej jednak  
dopiero powiązanie wszystkich zebranych faktów pozwoli na udzielenie 
ostatecznej odpowiedzi.

Przemiana PAS-u

Kwas p-am inosalicylowy jest najstarszym  z trzech om awianych leków 
przeciwgruźliczych. Pomimo w ielu niekorzystnych działań ubocznych od
11 la t należy on do szeroko stosowanych chem ioterapeutyków . Związek 
ten jest szybko w chłaniany z przewodu pokarmowego po podaniu doust­
nym. Najwyższe jego stężenie stwierdzono w nerce, następnie w płucach, 
w wątrobie i krwi, gdzie znajduje się w  postaci związanej z białkam i (26). 
Szybkie w ydalénie kwasu p-am inosalicylowego wolnego i związanego 

z moczem — po 6 godzinach 70% do 90°/o podanej dawki — wiąże się z jed ­
nej strony z dobrym  w chłanianiem  z drugiej zaś z m inim alnym  rozkładem  
p repara tu  przez tkanki. Przez jakiś czas możliwość dekarboksylaeji PAS
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w żołądku była kw estią sporną. Niektórzy badacze przypuszczali, że dzia­
łanie przeciw bakteryjne PA S-u związane jest z tą reakcją i w ytw arzaniem  
m-aminofenolu. Badania in vitro  w ykazują istotnie nietrw ałość grupy k a r­
boksylowej kwasu p-aminosalicylowego w środowisku kwaśnym , nato­
m iast część autorów  zaprzecza całkowicie możliwości analogicznej prze­
m iany in vivo  (23), inni izaś opierając się na doświadczeniach wykonanych 
z PA S-em  zaw ierającym  14C są zdania, że po podaniu d o u s tn y m i— l,5°/o 
preparatu  ulega dekarboksylacji (8 ). Pierw sze badania moczu ludzi czy 
zwierząt otrzym ujących PAS wykazywały obecność trzech połączeń z wol­
nym i grupam i aminowymi i dwóch z grupam i związanymi. Do r. 1948 
za główne m etabolity  uważano kwas acetylom inosalicylowy, kwas am ino- 
salicylurowy, 4 -aminosalicyioiloglicynę (17, 23, 25). Dokładna analiza m o­
czu w ykonana m etodą chrom otograficzną w ykazuje obecność sześciu, cza­
sami inawet siedmiu substancji, będących m etaboliam i kwasu p-am ino- 
salicylowego, m etodą ekstrakcji przeciw prądow ej, pięciu związków. Na 
chrom atogram ie moczu po podaniu PA S-u stw ierdzono obecność następu­
jących plam  podanych według kolejonści występowania, co w pew nym  
sensie może być scharakteryzow aniem  niezidentyfikow anych substancji:

1. kwas p-am inosalicylurow y
2. X
3. PAS
4. X4 (?)
5. Kwas p-iacetyloaminosalicylowy
6 . X 2
7. m -aminofenol.
Z siiedmiu składników zidentyfikowano cztery oznaczone num eram i: 

1, 3, 5, 7, natom iast pozostałe trzy  X i, X 2 , X 4 (?) — są tylko częściowo 
scharakteryzow ane (27).

Pierwszy z om awianych m etabolitów  — kwas p-am inosalicylurow y — 
nie przez wszystkich autorów  wyizolowany był z moczu toteż niektórzy 
zaprzeczają możliwości jego powstawania w organizmie (123). Jednakże 
L e h m a n  i inni autorzy stw ierdzili obecność kwasu p-am inosalicyluro- 
wego we krwi, w praw dzie w stężeniu niewielkim , niem niej wykazującym  
możliwość jego biosyntezy (27).

Połączenie oznaczone sym bolem  X i w ystępujące w ilości m niejszej niż 
10°/o wszystkich produktów  PA S-u w ykryw ane jest tylko w  świeżym mo­
czu, co przem aw ia za jego nietrw ałością. Związek ten  daje żółte zabarw ie­
nie z odczynnikiem Ehrlicha po rozpuszczeniu w  wodzie czy dioksanie. 
Z solami żelaza nie reaguj e.

Ilość wolnego kwasu p-aminosalicylowego w moczu zależy od dawki 
leku i indyw idualnej zdolności acetylacyjmej danego organizmu.

Pochodna X 3 — nie umieszczona w  wykazie substancji rozdzielonych
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chrom atograficznie, w ykryta została w  w yniku rozdziału przeciw prądo- 
wego. Stanowi ona ok. 5°/o wszystkich amin w ydalonych z mocziu po po­
daniu PAS-u. Z odczynnikiem Ehrlicha daje  słabą reakcję dodatnią, po 
hydrolizie daje na chrom atogram ie plamę o w artości Rf PAS-u.

Produktu  oznaczonego symbolem  X 4 (?) i wytw arzającego z odczynni­
kiem  Ehrlicha intensywne żółte zabarw ienie n ie  otrzym ano m etodą roz­
działu przeciwprądowego, a jedynie na chrom atogram ach i to nie we 
wszystkich próbkach moczu. Jednak  próba kontrolna — badanie moczu 
osób nie otrzym ujących PAS-u — wypada ujem nie co wskazywało, że 
połączenie to jest jednak m etabolitem  podanego leku.

Kwas p-acetyloaminosalicylowy stanowi główny m etabolit PA S-u — 
ilość jego wynosi ok. 90% wydalonych w moczu produktów  przem iany 
PAS z zablokowaną grupą aminową — z czego wynika, że acetylacja jest 
zasadniczym  mechanjizmem detoksykacy jnym  tego p repara tu . W edług 
B a r t o l o n i e g o  tworzenie się pochodnej acetylowej PA S-u jest ściśle 
związane z jego właściwościami przeciwbólowymi, przeciwgorączkowymi, 
przeciw reum atycznym i (3). Pogląd ten jest jednak odosobniony. Wielu 
autorów  przypisuje lecznicze działanie kwasu p-am inosalicylowego zapo­
bieganiu acetylacji innych substancji podawanych jednocześnie.

Właściwość ta związana jest nie tyle z szybkością acetylowania, co 
z dużą dawkę PAS-u. Pojemność acetylacyjna ustro ju  posiada pewne gra­
nice. Duża liczba cząsteczek kwasu p-aminosalicylowego w ychw ytuje re ­
szty  kwasu octowego. Inne aminy, np. INH, również ulegają acetylowaniu, 
jednak ze względu na małą dawkę INH w porównaniu z dawką PAS-u 
jego chłonność grup acetylowych jest bez porównania mniejsza. P raw do­
podobnie synergizm  PA S-u i INH oparty  jest na tej zależności (12).

Ostatnia z niezidentyfikowanych pochodnych oznaczona symbolem X 2 
jest przypuszczalnie pochodną fenolową. Z odczynnikiem  Ehrlicha daje 
reakcję ujem ną, z solami żelaza zabarwienie fioletowe.

W ykrycie w moczu m -am inofenolu będącego głównym  produktem  roz- 
Kładu PA S-u in vitro  (25) i stanowiącego zawsze zanieczyszczenie tego 
p repara tu  nie wykazywałoby jeszcze, że powstał on w organizmie. Jednak 
ilości znalezione w moczu są wyższe od stw ierdzonych w preparacie han­
dlowym.

Na tabeli 2 podany jest schem at możliwych przem ian PA S-u według 
B a g d a s a r i a n a .  Obok m etabolitów  zidentyfikow anych znajdują się 
tam  związki nie w ykryte: ©-glikozyd PA S-u i e s te r kw asu siarkowego 
(kwas 2-karboksy-5-aminofenolosiarkowy), które m ogłyby powstać w wa­
runkach biologicznych. Nie jest wykluczone, że odpowiadają one związ­
kom  X. Obecność trzech aktyw nych grup w cząsteczce PA S-u (—COOH— 
—NH 2 , —OH) daje możliwość w ytw arzania różnego typu produktów  prze­
m iany.
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T a b e l a  2
Schem at przem ian P A S -u  w g B a g d a s a r i a n a  (2)

COOH CONH—CH2COOH CONHCH2COOH

o —c 6h 9o 6 ^ ^ O H

V
n h 2

o-glikozyd ? A S ’u

C O O H /

- o - s o 2o h |
ĆOOH

N H ,
4-am ino-

salicylurow y

OH

n h 2
kw. 2-ka,rboksy- 

5-am ino-fenolo  
siarkowy

OH N H , 
m - am inofenol

NHCOCH3
kw . acetylo-am ino-salicylow y

V '
NHCOCH3

4-acetylo-am ino-
hipurow y

OH

V *
NHCOCH3

m -acety lo-
am inofenol

Badania z kwasem  p-am inosalicylowym  znakowanym  riadioaktyw nym  
węglem wykazały, że lek ten szybko przenika do tkanek ze zmianami sero­
w atym i i osiąga równe stężenie w tkance wątrobow ej i płucnei iuż w cią­
gu 30 m inut (8).

Poważnym  m inusem  leczenia gruźlicy kwasem  p-am inosalicylowym  
jest zarówno duża dawka leku, jak i niekorzystne działanie uboczne. Z tego 
względu przed kilku laty  powstał p rojekt zastąpienia PAS-u przez kwas 
5-brom o-salicylohydroksamowy (T-40). P ro jek t ten  nie został w pełni 
zrealizowany, niem niej istnieje w Polsce kilka dużych ośrodków klinicz­
nych i sanatoryjnych stosujących ten  preparat.

Przmiana T-40

Kwas 5-bromosalicylohydroksamowy oznaczony symbolem T-40 po­
dany zwierzęciu dożylnie bardzo szybko znika z krwiobiegu. Spowodowane 
to jest łączeniem się tego związku z białkam i osocza oraz zdolnością 
do reakcji z niektórym i aminokwasami. W organizmie zwierzęcym w y­
kry to  enzymy katalizujące proces łączenia się kwasów hydroksam owych 
z kwasem  glutam inowym  i asparaginowym  (21, 25). W doświadczeniach, 
w których do płynu inkubacyjnego i miazgi wątroby, nerki oraz m ięśnia 
dodano T-40, stwierdzono jego szybki zanik, natom iast po dodaniu tego 
p reparatu  do miazgi łącznie z 0,1 n kwasem solnym  w ykryw ano go naw et

5 P o s tę p y  B io ch em ii
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po dłuższym czasie. W skazuje to na enzym atyczny charakter przem iany 
T-40. Tkanka wątrobowa, jako najbardziej bogata w enzymy, najszybciej 
m etabolizuje preparat. Niewiele słabiej zachodzi ten  proces w nerce (24). 
W yniki te potwierdzone są w ykryciem  enzym u katalizującego pow staw a­
nie kwasów hydroksam owych z różnych amidów i peptydów  w nerce oraz 
w wątrobie w czasie inkubacji z hydroksyloam iną (21, 25). Badania nad 
przem ianą T-40 w organizmie królika przeprowadzili M c  I s a a k  i W i l ­
l i a m s  (11). P repara t podawano doustnie, m etabolity  T-40 oznaczano 
w wydalonym  moczu. W ykazano obecność dwóch glikuronidów A i B. 
Glikuronid A zidentyfikowano jako kwas 4-brom o-2-karbam ylofenylo- 
-beta-D -glikuronow y. Po hydrolizie rozcieńczonym kwasem  otrzym ano 
z niego 5-bromosalicyloamid. G likuronid B okazał się kwasem  4-bromo- 
-2-hydroksykarbam ylofenylo-beta-D -glikuronow ym . Po hydrolizie roz­
cieńczonym kwasem otrzym ano z niego kwas 5-bromosalicylohydroksamo- 
wy, przy użyciu bardziej stężonego kwasu — ^kwas 5-bromosalicylowy. 
Oprócz glikuronidów wydzielono również odpowiednie połączenie z kw a­
sem siarkowym . Autorzy przypuszczają, że pierwszą reakcją detoksykacji 
T-40 jes t połączeńie z resztą kwasu glikuronowego lub siarkowego, a do­
piero później zachodzi redukcja grupy hydroksylam inowej do aminowej. 
P rzem iany te podane są w tabeli 3.

T a b e l a  3

Przem iana T-40 w g W. M. M c I s a a c a  (11) 

v / / ^ C O  • NH • OHC O ■N H • OH

OH

CO • N H 2

R =  reszta kw asu siarkow ego  
lub -glikuronowego

OR

T-40 u ludzi, królików, szczurów i myszy w ydalany jest głównie w po­
staci amidu. Inaczej zachowuje się kwas salicylohydroksam owy — w tym  
przypadku reakcja zatrzym uje się po zablokowaniu grupy fenolowej 
i wytworzone połączenie nie ulega już redukcji, 5-bromosa.licyloamid 
jest związkiem co najm niej dw ukrotnie słabiej działającym  tuberkulosta- 
tycznie niż T-40. Brak jeszcze hipotezy przedstaw iającej m echanizm  dzia­
łania T-40. W ykrycie swoistych dla organizmu kwasów hydroksam owych 
nasuwa przypuszczenie, że lek ten  może być czynnikiem  ham ującym  ich 
norm alny metabolizm.

Każdy następny rok niosący ze sobą nowe lub ulepszone m etody bada­
nia, obszerniejszą wiedzę w dziedzinie biochemii, przynosi coraz większe 
możliwości poznania przem ian zachodzących w ustro ju  zwierzęcym.
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Zapewne najbliższe lata przyniosą dalsze m ateriały , które pozwolą 
ująć przem iany omawianych leków przeciwgruźliczych w bardziej ścisłej 
formie.
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P O S T Ę P Y  B I O C H E M I I

TOM IV 1958 ZESZ Y T  4

W IK T O R  RZECZYCK1*

Kwas neuraininowy

Kwas neuram inow y jest związkiem wchodzącym w skład różnych gli- 
koproteidów i glikolipidów. Jest to substancja, k tóra z aldehydem  p-dw u- 
m etyloam inobenzoesowym  (odczynnik Ehrlicha) daje czerwone zabarw ie­
nie* bez uprzedniego działania alkaliam i. Ten właśnie odczyn doprowadził 
B l i x a  w 1936 roku do wykrycia w m ucynie ślinianek podszczękowych 
wołu (4) związku, k tórem u nadał początkowo nazwę „węglowodan I” 
a w 1952 roku (5) ,,kwas sjalow y” . W międzyczasie K l e n k  otrzym ał 
z gangliozydów mózgu przez działanie m etanolowym  roztworem  chloro­
wodoru substancję, k tó rą  nazwał kwasem m etoksyneuram inow ym  (40, 41). 
Inni badacze izolowali z rozm aitych m ateriałów  biologicznych związki
o podobnych właściwościach, nadając im różne nazwy. Nadawanie związ­
kom o tej samej s truk tu rze  różnych nazw skłoniło B 1 i x a, G o t t s c h a l -  
k a i K 1 e n k a (8 ) do uzgodnienia nom enklatury; zgodzono się na to, 
by nazwę kwasu neuram inow ego otrzym ał związek o struk turze podanej 
w schemacie I; kw asam i sjalowym i nazwano acylowe pochodne kwasu 
neuram inowego (N-acetyloneuram inow y, N ,0-dw uacetyloneuram inow y, 
N-glikoliloneuram inowy); p reparat otrzym any przez K 1 e n k a z ganglio­
zydów mózgu zatrzym ał swą dawną nazwę kwasu m etoksyneuram inowego.

W ymienione związki różnią się więc od siebie rodzajem  podstawników, 
a mianowicie: w kw asie m etoksyneuram inow ym  na węglu 2 grupą m eto- 
ksylową, a w kwasach sjałowych podstaw nikam i acylowymi połączonymi 
z grupą aminową i jedną z grup wodorotlenowych (32, 46). Obecność róż­
nych podstawników w tych związkach powoduje, że niektóre własności 
chemiczne są różne. I tak  kwas m etoksyneuram inow y nie reaguje z od­
czynnikiem Ehrlicha, nie redukuje, natom iast daje dodatni odczyn z nin- 
hydryną. Kwasy sjalow e dają barw ne produkty kondensacji z odczynni­
kiem Ehrlicha, redukują  wodorotlenki m etali ciężkich, ale nie reagują 
z ninhydryną. Odpowiednim postępowaniem otrzym uje się z tych związ­
ków kwas m etoksyneuram inow y (44).

* Lekarz, A systent Zakładu Chemii Fizjologicznej A kadem ii M edycznej w  Gdańsku.

[481]
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Schem at I
HO H\  /

C
/ 4\/  \  

/  \
H—C—N H 2 H —C —H ,» 3|

I I
I 6 2 I OH

C —H C
l \  /  COOH

L \ /  '
H - C - O H O

H - C - O H
I 9

c h 2o h
K w as neuram inowy

W tabeli I zestawiono pochodne kwasu neuram inowego z podaniem 
m ateria łu  biologicznego, z którego je uzyskano; dane tej tablicy pozwolą 
na uniknięcie nieporozumień, w ynikających z nadaw ania rozm aitych nazw 
przez różnych autorów.

Tabela II podaje jakie kwasy s jolo we izolowano z rozm aitych tkanek.
Izolację pochodnych kwasu neuram inowego poprzedza hydroliza bio­

logicznego m ateriału . Zazwyczaj w celu otrzym ania pochodnej m etoksy- 
lowej działa się 2 do 5°/o m etanolow ym  roztworem  chlorowodoru w zato­
pionej rurze w tem peraturze 105 do 110° C (41, 77). Jeżeli chodzi o uzy­
skanie pochodnych N-acetylowych, stosuje się łagodniejsze w arunki (kwas 
siarkowy 0,1 N lub słabszy) (57,61,66), tem pera tu ra  hydrolizy waha się 
w tedy od 70°— 100° C. W celu wydzielenia pochodnych kwasu neuram ino­
wego stosuje się żywice jonowym ienne; kwas m etoksyneuram inow y ad- 
sorbuje się najlepiej na silnych kationitach jak  Dowex 50 (77), kwasy 
sjalowe na silnych am onitach jak Dowex 1, Dowex 2, A m berlit IRA 400 
(57,66,79); niektórzy autorzy używali odpowiednich gatunków  węgla ak­
tywnego (80). W ymywanie przeprowadza się wodą lub kwasam i (66,77,79). 
W wyniku liofilizacji eluatów, a następnie frakcjonow anej krystalizacji 
otrzym uje się oczyszczone pochodne kwasu neuram inowego. W ydajność 
waha się od 20°/o do 90% ilości kw asu neuram inowego zawartego w ba­
danym  m ateriale, w zależności od sposobu postępowania i m ateriału  w y j­
ściowego (57,66,79).

Kwas neuram inow y jest związkiem nietrw ałym  i dlatego udało się 
izolować tylko jego pochodne, tj. kwas m etoksyneuram inow y, N-acetylo- 
neuram inow y, N ,0-dw uacetyloneuram inow y oraz N-glikoliloneuram ino- 
wy. N iektóre własności fizyczne i chemiczne kwasu m etoksyneuram ino- 
wego i kwasu N-acetyloneuram inowego podaje tabela III.
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T a b e l a  I
Pochodne kw asu neuram inowego z podaniem  m ateriału  biologicznego  

z którego je uzyskano

M ateriał biologiczny Nadana nazwa
Odpowiada pochod­

nej kw asu neura- 
minowego

G angliozydy (41) Kwas m etoksy- 
neuram inowy

K w as m etoksyneura- 
m inow y

G angliozydy (65) Kwas sjalow y K w as N -acety lo- 
neuram inowy

M ucyna ślinianek podszczękowych  
w ołu (24,43)

Kwas m etoksy- 
neuram inowy

K w as m etoksy- 
neuram inowy

M ucyny: ślin ianek podszczęko­
w ych ow cy (7), cyst jajn iko­
w ych (60), śluzu dróg oddecho­
w ych i m oczonpłciowych (62,76), 
Owomucyna (62)

Kwas sjalow y
K was N -acety lo- 

neuram inowy

Mucyna ślinianek podszczęko­
w ych wołu (7)

Kwas sjalow y K w as N ,0 -d w u a ce-  
ty lon euramii no w y

M ucyna ślinianek podszczęko­
w ych w ieprza (7)

Kwas sjalow y K w as N -glikolilo - 
neuram inowy

Strom a erytrocytów  końskich. 
Biochem . J. (Tokyo) 39, 175 

(1952) cytow ane za (46)

Kwas hem atam i- 
nowy

K w as N ,0 -d w u a ce-  
tyloneuram inow y

M leko kobiece (81,82) K w as gynam ino- 
wy

K w as N -acety lo-  
neur am inowy

Siara krów (50) K was m e taksy- 
laktam inow y

K w as m etoksy- 
neuram inowy

Siara krów  (51,52,54) O -acetylo-lakt-
am ino-laktoza

N ,0-dw uace(tylo-
neuram ino-laktoza

Gruczoły m leczne szczurów  (71) N euram ino-lak-
toza

N euram ino-laktoza

Wątroba (57), nerki (58) człow ieka Kwas sjalow y K w as N -acety lo - 
neuram inowy

Białka surow icy ludzkiej (61, 79) Kwas stalow y K w as N -acety lo- 
neuram inowy

Białka surow icy ludzkiej (10,11, 
12)

Kwas m etoksy- 
neuram inowy

K w as m etoksy- 
neuram inow y

Sm ółka ludzka (61) Kwas sjalow y K w as N -acety lo - 
neura m inowy

Fetuina (47)
1

Kwas N -acety lo - 
neuram inowy

K w as N -acety lo- 
neur am inow y
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T a b e l a  II
K w asy sjalow e B l i x a  (7) z podaniem  m ateriału biologicznego, 

z którego je w yizolow ano

K w asy sjalow e

K was N -acetyloneuram inow y K was N -g liko lilo - 
neuram inowy

K w as N ,0 -d w u a ce-  
tyloneuram inow y*

Cysty jajnikow e, sm ółka, b ia ł­
ka surow icy krw i, mucyna 
ślinianek podszczękow ych  
ow cy, gangliozjrdy, mleko 
kobiece, owom ucyna, w ą ­
troba i nerka ludzka,

M ucyna ślin ianek  
podszczękow ych  
w ieprza

M ucyna ślinianek  
podszczękow ych  
wołu, stroma ery­
trocytów  konia.

* N ie  u sta lo n o , p rzy  k tó ry m  a to m ie  w ę g la  k w asu  n e u r a m in o w eg o  zn a jd u je  s ię  grupa  
O -a c e ty lo w a  (7).

Do ilościowego oznaczania kwasu neuram inowego w m ukoproteidach 
służą barw ne odczyny z odczynnikiem Ehrlicha, Biała, rezorcynolowym, 
z dwufeniloaminą, tryptofanem  w kwasie nadchlorowym  (38,39,42,64,68, 
75,78). Oczywiście swoistość tych reakcji jest różna i wybór m etody po­
stępow ania zależy od rodzaju badanego m ateriału . Dla oznaczania kwasu 
neuram inowego w obecności heksoz najlepiej nadaje się m etoda orcynolo- 
wa i rezorcynolowa (67); w obecności pentoz lepiej posłużyć się odczynem 
z dwufeniloam iną (67). Dla identyfikacji i ustalenia jednorodności pochod­
nych kwasu neuram inowego stosuje się metodę chrom atografii bibułowej. 
Najczęściej używa się układów: n-butanol—kwas octowy— woda 4 : 1 : 5  
(66), l ub 4 : 1 : 1  (77), butanol II rzędowy—kwas octowy—woda 4 : 1 : 5  (66), 
n-butanol-n-propanol-0,1 N HC1 1 : 2 : 1  (68a). Jako wywoływacz może słu­
żyć rozcieńczony odczynnik Biała (9) względnie odczynniki służące do w y­
kryw ania ketocukrów  a mianowicie: orcynol — kwas trójchlorooctowy; 
naftorezorcynol — kwas trójchlorooctowy; a naftol — kwas tró jchloro­
octowy (66).

U stalenie budowy kwasu neuram inowego nie było rzeczą łatw ą. A na­
liza elem entarna i oznaczenie m asy cząsteczkowej kwasu N -acetyloneura- 
minowego dało wzór sum aryczny C11H 19O9N (22). K rzyw a m iareczko­
wania (pKa =  2,6) wskazuje na obecność jednej grupy karboksylowej 
w cząsteczce (66 ). U jem na reakcja z n inhydryną świadczy o zablokowaniu 
grupy aminowej (26). Dla ustalenia położenia grup wodorotlenowych po­
służono się utlenianiem  przy pomocy nad jodanu (46). Najwięcej jednak 
danych dostarczyło badanie produktów  rozkładu. G o t t s c h a l k  ogrze­
wając do 100° C m ucynę z alkaliam i (pH około 11) stw ierdza powstawanie 
kwasu a-karboksypirolowego i zjawisko to łączy z rozpadem  kw asu neura­
minowego (30,31,32). K u h n  i B r o s s m e r  wykazują, że przy ogrze-
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T a b e 1 a III
W łasności fizyczne i chem iczne .kwasu m etoksyneuram inow ego  

i N -acetyloneuram inow ego

W łasności K w as m etoksyneura- 
m inow y

K w as N -acety lo- 
neuram inow y

W rażliwość na zasady <31,46) N iew rażliw y Rozikłada się z w y ­
tw orzeniem  a kar- 
baksypirolu

W rażliwość na kw asy (41,46) Rozkład z w ytw orze­
niem  substancji 
hum inowych

Rozkład z w ytw orze­
niem  substancji 
hum inow ych

K ształt kryształów  (66,45) ig ły ig iy

Temperatura topnienia (22,46) Około 200° C (z roz­
kładem )

Około 185° C (z roz­
kładem )

Skręcalność św iatła spolary­
zowanego (22,46)

[ «I d =  — 55° (w Wo­
dzie)

[a] q =  —32° (w w o­
dzie)

Oddziaływ anie w  roztworach  
w odnych (46,66)

Obojętne K w aśne

Odczyn redukcyjny (26,46) U jem ny Dodatni

Odczyn z minhydryną (26,46) Dodatni U jem ny

Reakcja barwna z odczynni­
kiem  Ehrlicha (46,75)

U jem na Dodatnia

Reakcja barwna z dw ufen ilo- 
am iną (78)

U jem na Dodatnia

Reakcja barw na z odczynni­
kiem  Biała (2,75)

Dodatnia D odatnia

Reakcja barw na z odczynni­
k iem  rezorcynolow ym  (66)

Dodatnia Dodatnia

Reakcja barwna z tryptofanem  
w  kw asie nadchlorowym  (78)

Dodatnia D odatnia

waniu kwasu N-acetyloneuram inowego z pirydyną i octanem  niklu po­
w staje N-acetyloglikozamina (53). Inni badacze otrzym ali w  w yniku roz­
kładu kwasu N-acetyloneuram inowego kwas pirogronow y i N-acetylogli- 
kozaminę (83). Na podstawie tych faktów  G o t t s c h a l k  a także K u h n
i B r o s s m e r  podali hipotezę, że kwas neuram inow y jest produktem  
kondensacji aldolowej glikozaminy i kwasu pirogronowego. I rzeczywiście 
G o t t s c h a l k  w 1957 roku działając w środowisku alkalicznym  kwasem  
pirogronowym na glikozaminę otrzym uje kwas a-karboksypirolow y (34).

6 P o s tę p y  B io ch e m ii
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Pow staw anie tego kwasu z m ieszaniny glikozaminy i kwasu pirogronowego 
jak  również z kwasu neuram inowego objaśnia G o t t s c h a l k  w nastę­
pujący sposób (schemat 2) (34).
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K w as neuram inowy
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K w as pirogronowy
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c h 2o h
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-CH
II
C—COOH

NH
K w as 2-karboksypirolow y  

CHO(CHOH)a • CH2OH 
Tetroza

Pochodna 4-hydroksy piroliny

Hipotetyczny związek III schem atu 2 byłby produktem  pośrednim  za­
rów no przy rozpadzie kwasu neur aminowego, jak  i w kondensacji D-gli- 
kozam iny z kwasem  pirogronowym, k tóra zachodzi działaniem  czynników 
chemicznych.

Syntezę kwasu N -acetyloneuram inowego opisali w 1958 roku C o r n -  
f o r t h  i G o t t s c h a l k  (22); w  środowisku alkalicznym  w tem pera­
tu rze pokojowej m a miejsce kondensacja N-acetyloglikozam iny i kw asu 
szczawiowooctowego na kwas N-acetyloneuram inow y, przy czym z kwasu 
szczawiooctowego odszczepia się dw utlenek węgla; krystaliczny produkt 
uzyskuje się po adsorpcji na jonowym iennych żywicach, wym yciu i frak ­
cjonowanej krystalizacji. Przebieg tej syntezy w yjaśnia konfigurację prze­
strzenną atom ów węgla 5, 7 i 8 . Dla ustalenia konfiguracji atom ów węgla
2 i 4 m ają  istotne znaczenie badania K u h n a  i B r o s s m e r a  (55). 
A utorzy ci działając na kwas laktam inow y (kwas N-acetyloneuram inowy) 
m erkaptoetanem  (C2H 5SH) w kwasie solnym, otrzym ali y m erkapto- 
-lakton. Związek ten  silniej skręcał św iatło spolaryzowane w lewo 
(M d  =  — 83°) niż kwas N -acetyloneuram inow y ([aj^ — —32°); W ska­
zuje to, że jeżeli przyjm iem y oznaczanie konfiguracji według E. F i s c h e-
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r  a, konfiguracja na węglu 4 byłaby m inus. W roztworze dwum etylosulfo- 
tlenku kwas laktam inow y wykazuje m utaro tację  [a]^ =  — 115° 
(7 min.) -> [a]p =  —37° (23 min.) -> [a]^ =  —24° (wartość końcowa). 
K rystaliczny związek byłby więc początkowo w  form ie (3, układ prze­
strzenny atomów węgla 2 byłby minus.

Na sposób związania kwasu neuram inowego z innym i składnikam i m u- 
koproteidów rzucają nieco światła badania K u h n a  i B r o s s m e r a  
oraz G o t t s c h a l k a .  Autorzy ci stw ierdzili, że zawsze przy hydrolizie 
połączeń kw asu neuram inowego zjawia się także galaktozam ina lub inny 
cukier. Oznaczając wzrost własności redukcyjnych po hydrolizie kwasam i 
i zasadami doszli do wniosku, że połączenie cukrowca z kwasem  neuram i- 
nowym jest typu  ozydowego (33,55). Ku h n  i B r o s s m e r  izolowali 
z siary krów  połączenie kwasu 0,N -dw uacetyloneuram inow ego z laktozą, 
z którego w środowisku zasadowym odszczepia się reszta O-acetylowa. 
Pow stały związek, połączenie kwasu N-acetyloneuram inowego, z laktozą 
poddany m etylow aniu a następnie hydrolizie daje 2,3,6-trójm etyloglikozę
i 2,4,6-trójm etylogalaktozę. W skazuje to, że kwas N -acetyloneuram inow y 
łączy się z atomem węgla 3 galaktozy.

Znaczenie biologiczne kwasu neuram inowego jest tylko fragm entarycz­
nie zbadane. Znanym  jest fakt, że podczas inkubacji krw inek czerwonych 
z hodowlą w irusa grypy B następuje hem aglutynacja — tw orzy się sieć 
złożona z krw inek czerwonych, pomiędzy którym i są w irusy. Jeżeli tak  
w ytworzony układ aglutynacyjny u trzym uje się nadal w tem peraturze 
37° C, nastąpi rozpad tej sieci. Zostają uwolnione krw inki czerwone oraz 
w irusy. Takie w irusy m ają zdolność ponownego zlepiania innych krw inek 
czerwonych, natom iast uwolnione ery trocy ty  tracą własności aglutyna- 
cyjne. W oparciu o te doświadczenia przyjęto, że w  hodowli w irusa  g ry­
py B znajduje się czynnik nazyw any v irus enzym e”, k tó ry  enzym atycznie 
odszczepia z powierzchni erytrocytia substancję receptorow ą, to znaczy tę, 
która przytrzym uje w irus przy krw ince (26). Podobne własności odszcze- 
piania substancji receptorow ej w ykazuje przesącz hodowli przecinkowca 
cholery. Enzym zaw arty w przesączu, a powodujący to odszczepienie na­
zwano „receptor destroying enzyme (RDE)” . Zauważono również, że pewne 
substancje jak  owomucyna (27), m ucyna moczu (29,59,69,70), m ukopro- 
teidy surowicy krw i (14,15,63) i inne (25,26,48) zapobiegają rozpuszczaniu 
układu, k tó ry  powstał z aglutynacji krw inek pod wpływ em  w irusa. Jeżeli 
jednak wymienione m ucyny inkubuje się z hodowlą w irusa lub z przesą­
czem przecinkowca cholery, to tracą one te własności. Zjawisko to można 
wytłum aczyć przyjm ując, że w irus jak  i przesącz hodowli przecinkowca 
cholery odszczepia z m ucyn i z powierzchni krw inek  podobną substancję. 
Bliższe badania wykazały, że w skład tej substancji „receptorow ej” wcho­
dzi kwas neuram inow y. Zbadano działanie zarówno „virus enzym e”

6*
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(15,30,35,45,49,52), „RDE” (14,25,26,35,48) jak  i podobnego enzymu za­
wartego w Clostridium welchii (15,63) na szereg m ukoproteidów zaw iera­
jących kwas neuram inow y i stwierdzono, że odszczepiają one pochodne 
kwasu neuram inowego w stanie wolnym. Prawdopodobnie substancją re ­
ceptorową jest połączenie kw asu neuram inow ego z innym i cukrowcam i
i białkiem. O statnie doniesienia (36,37) wykazały, że pod działaniem  „virus 
enzym e” na krw inki pojawia się w przesączu związek zbudowany z kwasu 
N-acetyloneuram inowego i N-acetylogalaktozam iny, k tóry  następnie ulega 
enzym atycznem u rozkładowi na pojedyncze człony. Substancja recepto­
rowa jest podobna chemicznie do m ucyn ham ujących rozpuszczenie sieci 
zaglutynowanych krw inek. Działanie m ucyn zawierających kwas neura­
minowy byłoby więc hamowaniem  kom petyeyjnym .

T a b e l a  IV*
„Kwas sja low y” w  surow icach norm alnych i patologicznych

Surow ica Liczba
przypadków

K w as sja low y oznaczony reakcją 
dwufeniiloaminową, mg %> oraz 
średnie odchylen ie

Norm alna 20 60 ±  3,1

Czynna gruźlica 15 178 ±  12,6

Podostre bakteryjne  
zapalenie w sierdzia 17 102 ±  9,8

Zaaw ansow any rak 10 143 ±  13,1

Schorzenia parenchy­
ma tyczne w ątroby

8 96 ±  3,2

* w edług W i n z l e r a  (78).

Okazało się, że ilość kwasu neuram inowego tkanek  i płynów ustro jo­
wych może mieć znaczenie diagnostyczne w śledzeniu przebiegu niektó­
rych chorób. W ydaje się, że najw ażniejsze kliniczne znaczenie mogą mieć 
zmiany kwasu neuram inowego w białkach surow icy krw i. Z białek tych 
wyizolowano glikoproteid, zwany orosomucyną (74), w ędruje on razem  
z frakcją elektroforetyczną 012 globulin a charakteryzuje  się wysoką za­
wartością kwasu neuram inowego (około ll°/o). W norm alnej surowicy ilość 
tego kwasu, podawana przez różnych autorów, waha się w granicach od 
40 do 75 mg %> (3,9,23,38,39); około 45% całości znajduje się we frakcji 02 , 
a po 25% m niej więcej we frakcji a i i (3 globulinowej (3,17,72). W czystej 
frakcji y globulinowej nie m a praktycznie kwasu neuram inow ego (3). Jak  
widać z tablicy IV, w chorobach nowotworowych i różnych stanach zapal­
nych, jak  gościec czy zapalenie wsierdzia, ilość kw asu neuram inowego 
znacznie w zrasta (20,78).
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Przebieg ostrej choroby gośćcowej u dzieci można śledzić badając za­
wartość kwasu neuram inowego surowicy (21). W zrost kwasu neuram ino- 
wego jest równoległy do odczynu opadania krw inek Biernackiego i ma 
występować o kilka dni wcześniej. N iektórzy autorzy dopatrują się mo­
m entów diagnostycznych w oznaczaniu stosunku kwasu neuraminowego 
w poszczególnych frakcjach elektroforetycznych (16). Zm iany w ilości 
kwasu neuram inowego w surowicy odbijają się na poziomie kwasu neura­
minowego w płynie mózgowo-rdzeniowym (13,73). Związane jest to z jed­
nej strony z w zrastającą ilością białka, które przedostaje się z osocza do 
płynu mózgowo-rdzeniowego, z drugiej strony z w ytw arzaniem  kwasu 
neuram inowego przez samą tkankę mózgową (73).

Przedstawione dane o biologicznym znaczeniu kw asu neuram inowego 
dotyczą jednak spraw , które nie zdają się być najistotniejszym  terenem  
działania tego związku. Jego w ystępowanie w licznych tkankach o bardzo 
rozm aitej czynności, szczególna stru k tu ra  chemiczna tego związku, jego 
wielka wrażliwość na działanie różnych czynników pozwalają snuć przy­
puszczenia o dużym, dotychczas nie poznanym  znaczeniu biologicznym.
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K  R O  N I K  A

Z Międzynarodowej Unii Biochemicznej

Szw ajcaria przystępuje do M iędzynarodowej U nii B iochem icznej. Szw ajcarski 
N arodowy K om itet B iochem ii ma skład następujący: K. B e r n h a r d ,  prof. chem ii 
fizjologicznej i dyrektor Instytutu B iochem ii U niw ersytetu  w  B azylei; M. B r e n n e r, 
prof. b iochem ii na W ydziale B iologu U niw ersytetu  w  B azylei; P. F a v a r g e r ,  prof. 
Biochem ii i dyrektor Instytutu  B iochem ii w  G enewie; C. M a r t i u s, dyrektor Insty­
tutu Biochem ii Federalnej Politechniki w  Zurichu; A. W e t t s t e i n ,  z dyrekcji 
f-m y „Ciba” w  B azylei. Członkami doradczym i K om itetu są laureaci Nobla prof. 
R e i c h s t e i n  z B azylei i R u z i c k a z Zuriohu.

Izrael rów nież zgłosił się do M iędzynarodowej U nii B iochem icznej, przedstaw ia­
jąc K om itet Narodowy o następującym  składzie: prof. prof. F. B e r g m a n n ,  E. 
K a t c h a l s k i ,  E. M a r g o l i a s h ,  M.  S e l a ,  T. W i n n i c  k,  S.  H e s t r i n ,  
N. L i c h t e n s t e i n ,  B.  S h a p i r o ,  E. W e r t h e d m e r .

Czasopisma Biochemiczne

Liczba czasopism  biochem icznych sta le wzrasita. K orzystanie z czasopism  refe­
rujących jest codziennym  zajęciem  biochem ika. Inform acje o tym , jakie są pod­
staw ow e biochem iczne w ydaw nictw a ciągłe, są bardzo cenne dla m łodych b ioche­
m ików. D latego redakcja „Postępów  B iochem ii” uważa za celow e um ieszczenie w  no­
tatkach redakcyjnych trzech następujących w ykazów :
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A. W ażniejsze archiw alne czasopism a mające w  tytule w yrazy: biochem ia, chemia 
fizjologiczna lub chem ia biologiczna

Rok
założenia Tytuł

T ytuł
skrócony Kraj Język

Do począt­
ku 1958 uka­

zało się

1877 H oppe-Seyler’s 
Z eitschrift für 
physiologische 
Chemie

Z. physiol. 
Chem.

N iem cy niem iecki 309 tom ów

1905 The Journal of 
B iological Che­
m istry

J. Biol. Chem. USA angielsk i 229 99

1906 The Biochem ical 
Journal

Biochem . J. A nglia angielsk i 67 ))

1906 Biochem ische
Zeitschrift

Biochem . Z. N iem cy niem iecki 329 99

1914 B ulletin  de la  So­
ciété de Chimie 
Biologique

Bull. Soc. 
Chim. Biol.

Francja francuski 39 ))

1922 Journal of B io­
chem istry

J. Biochem . Japonia ang. franc. 
niem.

44 99

1936 Bioch imia B iochim ia ZSRR rosyjski 22 99

1942 A rchives of B io­
chem istry and 
Biophysics

Arch. B ioch em  
Biophys.

USA , . angielsk i 72 99

1947 Biochim ica et 
Biophysica Acta

Biochim . B io­
phys. Acta

Holandia ang. także 
franc. niem .

26 99

1954 Aota Biochim ica  
Polonica

Acta Biochim . 
Pol.

Polska polski, tak­
że ang.

4 99
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496 K R O N IK A

C. W ydaw nictw a podające, w  jakich [bibliotekach znajdują się w  Polsce biologiczne 
czasopism a i w ydaw nictw a ciągłe

Rok
wydania

Autor Tytuł W ydaw ca

1951 A. i  A. S z w e j -  
c e r o w i e

Spis zagranicznych bio­
logicznych czasopism  i 
w yd aw n ictw  ciągłych  
znajdujących się w  b i­
bliotekach polsk ich

P aństw ow y Instytut 
B iologii D ośw iadczalnej 
im. M. N enckiego

1952 A. S z w i e j c e r o -  
w a  i G r o s z y  ri­
s k  a

Spis polskich biologicz­
nych czasopism  i w y ­
daw nictw  ciągłych  znaj­
dujących s ię  w  b ib lio­
tekach polskich

Instytut B iologii D oś­
w iadczalnej im. M. N en­
ckiego, Polskiej A ka­
dem ii Nauk

Sympozjum Metod Białkowych

W Pradze trw ało w  okresie od 2— 14.VI.58 m iędzynarodow e sym pozjum  pośw ię­
cone m etodom  oznaczania m ikrostruktury białek.

Sym pozjum  zostało zorganizow ane przez Instytut Chem iczny Czechosłowackiej 
A kadem ii Nauk w  w yniku podjętej uchw ały przez M iędzynarow y K om itet B iałkow y  
w  Liblicach (CSR) w  1956 r. Sym pozjum  m iało na celu praktyczne przedstaw ienie  
metod używ anych przez czeskich biochem ików  i prowadzone było przez zespół pra­
cow ników  naukow ych Oddziału B iochem ii I.

W sym pozjum  w zięło udział 20 osób, w  tym  z P olski 7 (3 z W arszawy i po
1 z Gdańska, Krakowa, Lublina i W rocławia), ZSRR — 4, CSR — 4, Bułgarii — 2, 
Chin — 2, W ęgier — 1.

Program  sym pozjum  był następujący:
1. Otwarcie i referat w prow adzający o stosow anych m etodach (F. Sorm — B. Keil)
2. Izolacja i  krystalizacja białek (V. Tomaśek)
3. Przebieg i  kontrola hydrolizy białek (V. H oleyśovsky)
4. Elektroforeza — bibułow a i w ysokow oltow a (Z. Prusik, J. Kara)
5. C hrom atografia bibułow a (J. Vanećek)
6. C hrom atografia kolum now a na w ęg lu  i jonitach (O. Mikeś)
7. P rzeciw prądow e rozdzielanie faz (O Mikeś)
8. M etody oznaczania grup końcow ych (B. M eloun, V. Kostka)
9. Ilościow e oznaczanie am inokw asów  (Z. Zmrhal)

10. Zam knięcie sym pozjum  i dyskusja.
Całość zorganizow ana została poza w yk ład em  w prow adzającym  w  form ie ćw i­

czeń. Zajęcia trw ały od 8— 12 i od 13— 16 z 1-godzinną przerw ą obiadową. U czestn i­
ków  podzielono na 3-osobow e grupy, z których każda przerabiała codziennie inną 
metodę. Ć wiczenia prowadzono w  3 językach: czeskim , rosyjskim  i niem ieckim . Do 
ćw iczeń przygotow ane były doskonale opracow ane skrypty, obejm ujące część teore­
tyczną i praktyczną danej m etody oraz podstaw ow ą literaturę. Sposób prowadzenia 
ćw iczeń był jednolity, na w stępie część teoretyczną szczegółow o i  krytycznie om aw iał 
prelegent ,a część praktyczną w ykonyw ali pod jego kierunkiem  sam i uczestnicy, taki
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system  zajęć 9twarzał niezm iernie korzystne w arunki do prow adzenia bezpośredniej 
dyskusji.

Organizacja sym pozjum  stała na bardzo w ysokim  poziom ie zarów no pod w zglą­
dem w yczerpującego opracowania poszczególnych m etod, sam ego przygotow ania ćw i­
czeń, jak rów nież udostępnienia now oczesnej aparatury. Szczególne zainteresow anie  
budził aparat do elektroforezy w ysokow oltow ej, kolektory frakcji i aparaty do prze- 
ciw prądow ego rozdzielania faz.

W olne od zajęć praktycznych soboty pośw ięcono na zw iedzanie Zakładów A ka­
dem ii Nauk oraz zabytków  architektonicznych Pragi. W niedziele zorganizowano w y ­
cieczki — jedną do K arlovych V arów i okolicy, a drugą na K arlstejn.

Podczas całego sym pozjum  panow ała  bardzo serdeczna atm osfera i w ielka ży ­
czliw ość okazyw ana w szystk im  przez gospodarzy.

(Maria Piechowska)

Konkurs na pracę eksperymentalną

K om itet M ikrobiologiczny przy W ydziale II Polskiej A kadem ii Nauk ogłasza  
konkurs na eksperym entalne prace naukow e na temat:

„Zagadnienie z dziedziny m etabolizm u drobnoustrojów” z  term inem  nadsyłania  
prac do dnia 1 w rześnia 1960 roku.

R egulam in konkursu jest następujący:
1. Prawo zgłaszania prac konkursow ych m ają w szyscy pracow nicy naukow i ośrod­

k ów  krajow ych, obyw atele polscy.
2 Prace mogą być indyw idualne i zespołowe.
3. Do konkursu można zgłaszać prace nieopublikow ane lub opublikowane nie 

w cześniej niż w  1959 roku.
4. Autor lub autorzy m ogą zgłaszać dow olną iilość prac.
5. Prace w inny być opatrzone im ieniem , nazw iskiem  i adresem  autora (autorów)

i nadesłane na adres Kom itetu M ikrobiologicznego PAN, W arszawa, Pałac K u l­
tury i N auki — W ydział II, w  nieprzekraczalnym  term inie do dnia 1 w rześnia  
1960 roku (decyduje data stem pla pocztowego) w  trzech egzem plarzach m aszyno­
pisu.

6 W pierw szej połow ie w rześnia 1960 roku K om itet M ikrobiologiczny PAN  ustali 
skład 3-osobowego Sądu K onkursowego, do którego mogą w ejść tylko osoby, 
które nie nadesłały prac na konkurs.

7. Sąd Konkursowy przedstaw ia pisem ną ocenę prac i um otyw ow anie decyzji do 
ostatecznej aprobaty K om itetow i M ikrobiologicznem u PAN. D ecyzje Sądu K on­
kursow ego wraz z aprobatą K om itetu M ikrobiologicznego PA N  zostaną opubliko­
w ane w  czasopism ach fachow ych. R ozstrzygnięcie konkursu nastąpi w  term inie  
do dnia 1 grudnia 1960 roku.

8. N agrody w  konkursie są w  zasadzie trójstopniowe, ustala się:

I nagrodę w  w ysokości zł. 7.000.—
II „ „ „ „ 5.000.—

III „ „ „ „ 3.000.—

9. W zależności od w yników  oceny prac nadesłanych na konkurs Sądow i K onkurso­
w em u i K om itetow i M ikrobiologicznem u PAN  przysługuje prawo:
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a) przyznania trzech rów norzędnych nagród
b) zm niejszenia ilości nagród lub tp. zmian 
■c) n ie przyznania żadnej nagrody.

10. Na życzenie autorów  prace nagrodzone zostaną opublikow ane staraniem  K om i­
tetu M ikrobiologicznego PAN.

Sekretarz Naukowy  
K om itetu M ikrobiologicznego PAN  

(Prof. dr R. Pakuła)

Przew odniczący  
K om itetu M ikrobiologicznego PA N  

Prof. dr K. Bassalik
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IN FO R M A C JE  I W SK A Z Ó W K I D L A  AU TO R O W

1. Postępy B iochem 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 lewej 
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 wym aganiom  zostaną przepisane na koszt autora, 
a odpowiednia kwota 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 ziożyć razem z m a­
szynopisem  na oddzielnych kartkach, w  postaci nadającej się do reprodukcji lub 
przerysowania. Rysunki, w ykresy i fotografie powinny być ponumerowane, 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 tytuł pracy i nazwisko autora. Ostateczne wykonanie 
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 nagłów ek opisujący ich  treść. Sens tablic pow i­
n ien 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, 
733, 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, nazwisko nakładcy, m iejsc oraz 
rok wydania dzieła. Np. Przyłęcki S. J., Podręcznik Chemii Fizjologicznej, Lem ań­
ski, Łódź, 1947. W ykaz używ anych czasopism  podają Roczmiki Cihemii 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 wykonać kolorowym  ołów kiem  (nie czerwonym). 
Koszty spowodowane zmianą tekstu w korekcie poza poprawkami 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. 
Dla dokonania zm ian uważanych przez redakcję za celow e dwa egzem plarze pracy 
odsyła się autorowi, trzeci pozostaje w aktach redakcji.
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Cena zl 20.—

Cena w  prenum eracie: półroczna zł 40.— ; rocznie zł 80.—

Zam ów ienia i w płaty  przyjm ują: 1) Centrala Kolportażu Prasy
i  K siążki „Ruch”, W arszawa, ul. Srebrna 12, konto PKO nr 1-6-100.020; 
2) urzędy pocztow e.

Prenum erata za zleceniem  w ysyłk i za granicę — 40% drożej. Za­
m ów ienia dla zagranicy przyjm uje Przedsiębiorstw o Kolportażu W y­
daw nictw  Zagranicznych „Ruch”, W arszawa, ul. W ilcza 46, konto PKO  
nr 1-6-100.024.

B ieżące num ery do nabycia w  K sięgarniach N aukow ych Domu 
K siążki i  w e W zorcowni PWN, W arszawa, ul. M iodowa 10.

Inform acji w  spraw ie egzem plarzy z poprzednich la t udziela Centrala  
K olportażu „Ruch”, Sprzedaż Prasy Z dezaktualizow anej, W arszawa, 
ul. Srebrna 12, oraz W zorcownia PWN, W arszawa, ul. M iodowa 10.
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