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AMP — adenozynojednofosforan

ADP — adenozynodwufosforan

ATP — adenozynotréjfosforan

CMP — cytydynojednofosforan

CDP — cytydynodwufosforan

CTP — cytydynotréjfosforan

CoA lub CoASH — koenzym A
ac-SCoA — acetylokoenzym A

DN (ikwas) — kwas dezoksyrybonukleinowy
DPN — nukleotyd dwufosfopirydynowy
DPNH — posta¢ zredukowana DPN

FAD — dwunukleotyd flawinoadenilowy
FADHo — posta¢ zredukowana FAD
FMN — monokleotyd flawinowy

GMP — guanozynojednofosforan

GDP — guanozynodwufosforan

GTP — guanozynofcréjfosforan

GSH — posta¢ zredukowana glutationii
GSSG — posta¢ utleniona glutationu
IMP — inozynojednofosforan

IDP — inozynodwufosforan

ITP — inozynotrdjfosforan

P — ortofosforan

BP — pirofosforan

PAPS — adenozyno-S~fosforano”-sulfofosforan
RN (kwas) — kwas rybonukleinowy
TPN — nukleotyd tréjfosfopirydynowy
TPNH — posta¢ zredukowana TPN
UMP — urydynojednofosforan

UDP — urydynodwufosforan

UTP — urydynotréjfosforan

UDPG — urydynodwufosforan glilkozy
UDPGal — urydynodwufosforan galaktozy
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JERZY KRAWCZYNSKI*

Biatka systemu nerwowego

Wstep

Wydaje sie, ze jednym z najwazniejszych zadan, jakie ma do rozwig-
zania neurochemia jest znalezienie materialnej osnowy dla réznorodnych
i skomplikowanych czynnos$ci tkanki nerwowej. Zadanie to jest dzi$ dale-
kie od rozwigzania i by¢ moze dopiero radykalne zmiany w metodyce ba-
dan, idace w kierunku mozliwie najdoskonalszego jej wysubtelnienia, przy-
niosg konkretny postep w tej dziedzinie.

Wyniki badan neurochemicznych, jakimi dzisiaj dysponujemy, pozwa-
lajg tylko na tworzenie uogolnied o charakterze hipotez roboczych. Jedng
z nich jest hipoteza, wg ktorej materialng osnowg czynnos$ci tkanki nerwo-
wej sg niezwykle nietrwate i cechujace sie niezwykle szybka przemiana
substancje biatkowe. W krarficowej swej postaci hipoteza ta przedstawiona
jest jako tzw. ,teoria engramoéw” (86).

W zadnym innym dziale biochemii nie ma takiej gmatwaniny pojec
i takiego zamieszania w zakresie terminologii, jak w biochemii biatek
systemu nerwowego. W zadnym innym dziale nie cigzy dzisiaj jeszcze
tak silne pietno tradycji, siegajacej czasow Hoppe-Seylera i Mit-
schera. Przyczyng tego jest bez watpienia staby stosunkowo rozwdj
neurochemii jako nauki, a szczeg6lnie staby rozwdj biochemii biatek moz-
gu. Wr. 1937 Page pisat: (cyt. zaRositerem, 111) ,Stosunkowo mate
zainteresowanie budzi zagadnienie biatek moézgu. Z utamkowych faktéw,,
jakimi dysponujemy, niemozliwe jest stworzenie jakiego$ usystematyzo-
wanego obrazu, ktéry by odzwierdciedlat mozliwie przejrzyscie dynamike
przemiany biatkowej w mézgu”. Cytujac te stowa Rossiter (111)
dodaje: , To samo mozemy powiedzie¢ i w r. 1952”. W r. 1957 sytuacja

* Doc. dr med. kierownik Centralnego Laboratorium K-linicznego PSK Nr 1w Lu-
blinie.
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jest jednak nieco lepsza i pewng probe nakre$lenia takiego obrazu mozna
juz podjac.

Przedstawienie pewnych faktéw z historii danej nauki utatwia zaw-
sze wprowadzenie czytelnika w meritum zagadnienia. Z historii bio-
chemii biatek systemu nerwowego nalezy bezwzglednie wspomnieé¢ naste-
pujgce fakty:

Wr 1873 Pietro wskij (102) wydzielit z mézgu dwie frakcje biat-
kowe nazwane przez niego albuming i glutyng oraz stwierdzit, ze w sub-
stancji szarej mdézgu znajduje sie ich wiecej niz w biatej.

W r. 1878 Ewald i Kuhne (40) wyodrebnili z mézgu nierozpusz-
czalng w wodzie i odporng na dziatanie enzymdw proteolitycznych frak-
cje biatkowa, ktorg nazwali neurokeratyng.

W r. 1894 Halliburton (57) przeprowadzajagc ekstrakcje tkanki
moézgowej fizjologicznym roztworem soli kuchennej wyodrebnit dwie
frakcje globulinowe i nukleoproteid.

W r. 1907 Steel i Gies (127) stwierdzili, ze niektére nukleopro-
teidy mézgu wystepuja w postaci komplekséw z lipoidami.

W r. 1916 Mac Gregor (55) wyizolowat z tkanki mdézgowej roz-
puszczalny w wodzie fosfoproteid oraz fosfoproteid rozpuszczalny w roz-
cienczonych alkaliach.

Wr. 1919 Danilewskij (29) otrzymat frakcje biatkowa, ktérag naz-
wat neuroglobuling, zawierajgcg 0,5% fosforu, oraz frakcje rozpuszczalng
w stabym roztworze NaOH, nazwang przez niego neurostroming. Znacznie
pdzniej okazato sie, ze neurologlobina jest desoksyrybonukleoproteidem
(105a), a neurostroming rybonukleoproteidem (95).

Wr. 1941 Lewry, GilliganiKatersky (82) wyodrebnili zmé6z-
gu szczura kollagen i elastyne.

W r. 1948 Tarver i Morse (131) po raz pierwszy zastosowali do
badan nad przemiang biatek systemu nerwowego radioaktywne izotopy.

W 1951 roku Folch i Lees (45 wyizolowali z tkanki mdzgowej
proteolipidy.

W r. 1954 Kaps (65) przeprowadzit po raz pierwszy elektroforetyczne
badanie biatek moézgu pomocy elektroforezy bibutowej.

W latach 1954 — 1956 Lowry i wspt (82, 83, 107, 108, 109) prze-
prowadzili badania histochemiczne, pozwalajace okres$li¢ ilos¢ i czescio-
wo jako$¢ biatek w poszczegdlnych warstwach cytoarchitektonicznych
réznych odcinkow kory mozgowej.

Wr. 1956 Hofmann i Schinke (60) prébowali zlokalizowac nie-
ktére wiasnosci enzymatyczne w obrebie frakcji biatkowych, otrzyma-
nych z mézgu przy pomocy elektroforezy bibutowej.
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Systematyka biatek uktadu nerwowego

A. Biatka tkanki nerwowej

Usystematyzowanie biatek tkanki nerwowej jest jeszcze zadaniem bar-
dzo trudnym — kazdy prawie autor pracujacy nad systematyka biatek
tkanki nerwowej postugiwat sie wiasng ptaszczyzng podziatu.

Rozwazania przedstawione w niniejszym rozdziale sa probg podciagnie-
cia wynikéw, uzyskanych przez r6znych autoréw, ré6znymi metodami pod
wspélny mianownik.

Punktem wyjscia tych rozwazan jest schemat frakcjonowania tkan-
ki mézgowej wg Mirsk y’ego i Polllistera (85) z pewnymi do-
konanymi przez nas modyfikacjami — Krawczynski i wsp. (71).

Sam schemat przedstawia sie nastepujaco:

Schemat |

Schemat frakcjonowania tkanki mézgowej wg zmod. met. Mirsk y'go
i Pollistera.

TKANKA MOZGOWA
(substancja szara, biata, mdzdzek)

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

15 min. az do negatywnej reakcji na biatko w ekstrakcie.

/

Przesgcz
pH przesagczu do 4,2
10 % CH3COOH

! \
Przesacz Osad
Frakcja A Frakcja B

N/P N/P
55 50 24 22
ss sb ss sb

ss — substancja szara
sb — substancja biata

\
Osad

Ekstrakcja 1 M NaCl 1x1 godz.
i kilkakrotnie po 14 min. az do
negatywnej reakcji na biatko

/ \
Przesacz Osad
Frakcja C Ekstrakcja 1 n NaOH
N/P przez 24 godziny
19 24 / \
ss sh Przesacz Osad
Frakcja D  Frakcja E
N/P N/P
45 33 40 55
SS sb SS sb

Frakcje A i B reprezentujg rozpuszczalne w 0,14 M roztworze NacCl

biatka cytoplazmatyczne, frakcja C rozpuszczalne w 1 M roztworze NaCl
biatka jadrowe. Frakcja D i E sg nierozpuszczalnymi w wodzie i roz-
tworach solnych biatkami cytoplazmy i jadra. Stosunki ilosciowe miedzy
tymi frakcjami przedstawiono w ponizszej tabeli (71).
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Zawarto$¢ biatka w substancji szarej i biatej mézgu oraz w moézdzku
krolika, okreslona metodg wagows, jest w przyblizeniu jednakowa. Wy-
razne réznice miedzy substancja szarg i biatg mézgu i miedzy moézdzkiem
wystepujg natomiast w zawartosci poszczegélnych frakcji biatkowych.

Wyodrebnione przez nas frakcje biatkowe mozgu i moézdzku mozna
w przyblizeniu scharakteryzowa¢ w sposéb nastepujacy:

Frakcja A: Frakcja ta w najwiekszej ilosci wystepuje w substancji
szarej mdzgu, w mniejszej w substancji biatej. Mdzdzek zajmuje posred-
nie miejsce. Ilos¢ fosforu, jak wynika ze stosunku N/P, jest niewielka, co
moze $wiadczy¢, ze frakcja ta nie zawiera wiekszych ilosci nukleopro-
teidow. W skiad tej frakcji moze wchodzi¢ tez i fosfoproteid, otrzymany
przez Mc Gregora, oraz otrzymane przez Halliburtona (57)
neuroglobulina A (temp. koagulacji 47°) i neuroglobulina B (temp. koagu-
lacji 70—75°) (133).

Frakcja B: jest cytoplazmatycznym kompleksem nukleoproteidowym
0 stabo, jak mozna to sadzi¢ z danych Bietozierskiego (11) O r-
towa i Mamoitowa (84), zwigzanym kwasie nukleinowym. We
frakcji tej wystepuje przewaznie kwas rybonukleinowy (RN), ale wy-
stepuje tez i kwas dezoksyrybonukleinowy (DN). W najwiekszej iloSci
frakcja ta wystepuje w mozdzku, a prawie w tych samych ilosciach
w substancji szarej i biatej mozgu.

Frakcje A i B udato sie rozdzieli¢ za pomocga elektroforezy bibutowej.

Tabela |
Stosunki iloSciowe (w rei. %) miedzy frakcjami biatkowymi
substancji szarej i substancji biatej moézgu oraz mézdzku
krolika otrzymanymi wg zmodyfikowanej metody Mir-
skyego i Pollistera (8) (wg Krawczynskiego

i wspt) (71)
. Substancja szara Substancja biata Moézdzek
Frakcja . . .
rei. % rei. % rei. %
Biatka

catkowite 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. % wyliczony w stosunku do wagi $wiezej tkanki

Kaps (65 wyodrebnit 6 frakcji: alouminowg, ai, a2 globulinowe,
[3i, P2 globulinowe oraz y globulinowa. Stosunkéw iloSciowych w jakich
wystepujg te frakcje nie podat.
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Z lobus parietalis cztowieka udato sie wyodrebni¢ 5 a nawet 7 frak-
cji biatkowych (16). Znaleziono tam oprécz frakcji albuminowej i glo-
bulinowych, frakcje lezace poza obszarem odpowiadajgcym globuli-
nom surowiczym, wedrujgce jeszcze wolniej niz y-globuliny, lub wedru-
jace juz do katody. Frakcje te nazwano Xi i X2.

Kreup (75 otrzymat z tkanki mdzgowej 6 frakcji, z ktérych 3 po-
siadaty wiekszg ruchliwos$é niz albumina surowicza. Jedng z tych frakcji
udaje sie czasem roztozy¢ na 2 podfrakcje, inng nawet na trzy podfrakcje.
Stosunki iloSciowe miedzy tymi frakcjami sg r6zne w réznych odcinkach
maézgu.

Pattadin i Polakowa (99) przeprowadzili ekstrakcje mozgow
szczurzych przy pomocy 0,9 °/o roztworu NaCl z réwnoczesnym zamra-
zaniem tkanki i ekstraktu ciektym powietrzem. W otrzymanym ekstrak-
cie wyodrebnili przy pomocy elektroforezy bibutowej 6 frakcji, a w sub-
stancji biatej nawet 7. Polakowa (103) w substancji szarej i bialej
mozgu, w moézdzku, rdzeniu przedtuzonym i rdzeniu kregowym krowy
wyodrebnita 7—8 frakcji biatkowych, gtéwnie globulin i niewielkg ilos¢
biatek wedrujacych jak albumina surowicza. W substancji biatej rdzenia
kregowego znaleziono frakcje wedrujacg do katody. W nerwie obwodo-
wym ilos¢ biatek o ruchliwosci takiej jak albuminy jest wieksza.

Krawczynski i Drewnowska (70) stosujgc ekstrakcje tkanki
moézgowej myszy fizjologicznym roztworem NaCl i kilkakrotnie zamra-
zanie tkanki i ekstraktu do temp. suchego lodu i ogrzewanie do 37°C.
wykazali obecno$¢ w ekstrakcie 9 frakcji biatkowych, miedzy ktérymi
byta i frakcja wedrujagca szybciej niz albumina surowicza i frakcja le-
Zaca poza obszarem globulin surowiczych, odpowiadajgca prawdopo-
dobnie wspomnianej przez Booija (16) frakcji Xi lub X2. Pozostate
frakcje odpowiadaty ruchliwos$cig frakcji albuminowej surowicy i fra-
kcjom globulinowym.

Demling, Kinztmeier i Hennig (32) badali stosunki ilos-
ciowe, w jakich wystepuja w mobzgu szczura wyodrebnione elektrofore-
tyoznie frakcje biatkowe. Autorzy ci znalezli w tkance mézgowej 2—3 frak-
cje odpowiadajgce albuminom (15 rei. °/0), dwie frakcje odpowiadajgce a
globulinom (47,5%), z ktérych frakcja c¢2 jest z reguty wieksza, frakcje
odpowiadajgcg £ globulinom (27,8%) oraz matg frakcje odpowiadajaca
y globulinom surowiczym (9,4°/0).

Najbardziej systematyczne badanie elektroforetyczne biatek mozgu
przeprowadzili Hofmann i Schinko (60). Autorzy ci stosu-
jac ekstrakcje buforem weronalowym i réwnoczes$nie zamrazanie sta-
tym CO2 otrzymali z mézgu cztowieka (8 — 9 godzin po $mierci)
i z mozgu Swinki morskiej 9 frakcji biatkowych wedrujgcych z rozng
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szybko$cig w polu elektrycznym na pasku bibuty. Sag to: frakcja prze-
dalbuminowa (PA), albuminy (A), dwie frakcje a-globulinowe (04 a2),
trzy frakcje (3-globulinowe (Pi, |2, £3,) i dwie frakcje y-globulinowe (y,
72). Autorzy ci nie stwierdzili znacznych réznic miedzy sktadem biatko-
wym substancji szarej i biatej moézgu cziowieka.

Barwieniem wykazano istnienie trzech frakcji lipoproteidowych w pro-
porcjach ilosciowych: 14,5%, 70,0%, 15,5%. Wartosci te sg do$¢ zmienne.
Barwieniem stwierdzono réwniez obecnos¢ frakcji glikoproteidowej.

Wykazano zwigzek esteraz z frakcjami: PA, A i y-globulinowg, za$
amylazy i fosfatazy z frakcjami a i P-globulinowymi. *

W obrebie frakcji okre$lonych przez nas jako frakcje A i B mozna
by jeszcze umiejscowi¢ rozpuszczalny w wodzie nukleoproteid wyizo-
lowany przez Brik (18), rozpuszczalne w roztworze fizjologicznym i w
wodzie nukleoproteidy otrzymane przez Brouna (20), bedagce miesza-
ning rybo- i dezoksyrybonukleoproteiddw, rozpuszczalne w wodzie biatko
o Pl przy pH — 4,2 wyodrebnione przez Pattadina (95 i prawdo-
podobnie neuroglobuline Danilewskiego (29).

Tabela Il
Stosunki iloSciowe miedzy frakcjami biatkowymi moézgu
cztowieka i Swinki morskiej wyodrebnionymi przy pomocy
elektroforezy bibutowej (wg Hofmanna i Schinko) (60)

. Swinka
Cztowiek
morska
Frakcja  Kora mozgowa o )

(substancja szara) Substan_c;a biata M.ozg

rei. % rei. % rei. %
PA 0,66 1,14 1,22
A 1,94 2,95 3,59
a 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 wystepujgca w najwiekszej ilosci w substancji szarej mozgu
powinna odpowiada¢ chromozynie Mirsk y'ego i Pollistera (85)
wyizolowanej przez nich miedzy innymi i z tkanki mézgowej. Chromo-
zyna uwazana jest za kompleks sktadajacy sie z kwasu dezoksyrybonuk-
leinowego, histonu i biatka niehistonowego. Frakcja C moze tez odpowia-
da¢ frakcji ,,A” Clouet i Richtera (27) oraz frakcjom rozpusz-
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czalnym w stezonych roztworach soli otrzymanym przez Brjk (18)
i Palladina (95). (Biatko o Pl przy pH 5,6).

Frakcja D wystepujaca w najwiekszej ilosci w substancji biatej mdzgu
odpowiada¢ moze frakcji ,B” Clouet i Richtera (27) bedacej wed-
tug autoréw kompleksem nukleoproteidowym. W obrebie frakcji D po-
winna znajdowaé sie rowniez przewazna cze$¢ fosfoproteidow, ktérych
ilos¢ w mozgu obliczana jest na 5,5 mg°/o. Struktura tych biatek i ich wta-
snosci sg w zasadzie nieznane. Od czasu badan Mc Gregora (55 Kkto-
ry, jak wspomniano wyzej izolowat z tkanki mézgowej frakcje biatkowg
zawierajacq fosfor niedializujagcy a nie bedacg nukleoproteidem, wiekszo$¢
badaczy (Engelhardt, Lisowska ja (37, 38, 79, 80), Heald (58),
Fiimdlay, Strick land, Rossiter (42) zajmowata sie wyltacznie
przemiang fosforu fosfoproteidow odszczepiajagcego sie podczas hydro-
lizy tkanki mozgowej prowadzonej w zasadowym S$rodowisku (hydroliza
1 n NaOH przy 37° w ciggu 20 godz.). Fakt, ze fosfoproteidy wyste-
puja w mbézgu w drobnych ilosciach i ze spotyka sie je przewaznie w sub-
stancji szarej, pozwala przypuszczac¢, ze odgrywajg one role katalizato-
row (2). Wedtug Baasa (6) fosfoproteidy wchodzg w sktad systemodw
transfosforylujacych.

Folch i Lees (45) okreslili jako proteolipidy substancje sktadajace
sie z komponenty biatkowej i lipoidowej, ale w odréznieniu od lipopro-
teiddw nierozpuszczalne w wodzie ani w roztworach solnych a dobrze
rozpuszczalne w mieszaninach: chloroform-metanol-woda. Substancje te
wykazujg wiec wiasnos¢ lipoidow, do ktérych dotaczone jestt biatko.

Folch i Lees (45) rozréznili 3 frakcje proteolipidowe: proteolipid
A: ekstrahujgcy sie mieszankg chloroform — metanol w temp. —10°, pro-
teolipid B: wytracajacy sie z mieszanki chloroformo-metanolowej nadmia-
rem acetonu i zawierajacy 50% biatka i 50% materiatu lipidowego (fosfo-
lipidy i cerebrozydy), proteolipid C: zawiera 75% biatka i jest roz-
puszczalny w samym chloroformie. Proteolipid C zawiera lipoidy w po-
staci fosfolipidow typu fosfoglicerydow.

Proteolipidy w szczegdlnie duzych ilosciach wystepuja w substancji
biatej mézgu a w znacznie mniejszych ilosciach w szarej (20 g i 06 g
w 100 g Swiezej tkanki) (Folch, Lees).

W czasie przeprowadzonych przez nas badan stwierdziliSmy, ze naj-
wieksza ilos¢ proteolipidéw (45), szczegdlnie za$ proteolipidu B jest zwig-
zana z naszg frakcjg D. Znacznie mniej wigze sie ich z frakcjg C. W po-
zostatych frakcjach mozna stwierdzi¢ tylko ich $lady.

W hydrolizacie proteolipidow jest przewaga aminokwaséw kwasnych
Waksman, Porter, Lees, Adams i Folch (140) wykazali tez, ze
proteolipidy A i B otrzymane z substancji biatej mdzgu byka wywieraja
patogenne dziatanie po podaniu ich krélikom, przejawiajgce sie w wy-
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wotywaniu uczuleniowego zapalenia mdzgu i rdzenia kregowego (encep-
halomyelitis allergica). Proteolipid C nie jest patogenny..

Dos¢ tatwo mozna oddzieli¢ cze$¢ biatkowg kompleksu proteolipido-
wego od jego czeSci lipoidowej. Z roztworu proteolipidow w mieszaninie
chloroform-metanol nalezy usung rozpuszczalnik przez destylacje préz-
niowa i z suchej pozostatosci ekstrahowaé lipoidy tymi samymi rozpu-
szczalnikami. Biatko pozostaje w formie nierozpuszczalnego osadu. Kom-
ponenta biatkowa poszczeg6lnych frakcji proteolipidowych jest w zasa-
dzie jednakowa i cechuje sie tym samym stosunkiem N/S. Zawartos¢
siarki wynosi okoto 2°/o. Wtasnosci komponenty biatkowej proteolipidow
sg identyczne z wilasno$ciami neurokeratyny wyizolowanej jeszcze w r.
1878 przez Ewalda, Kuh:ne (40) i opisanej pdézniej przez Arginis
(4), Nelsona (89) i Btocka (12). Neurokeratyna podobnie jak wtas-
ciwa keratyna jest nierozpuszczalna w wodzie po dziataniu na nig pep-
syny i trypsyny, a wiec jest niewrazliwa na dziatanie tych enzymow.
Od wiasciwej keratyny r6zni sie nieco skltadem aminokwasowym w od-
niesieniu do histydyny,-lizyny i argininy. Aminokwasy te w keratynie
wystepujg w proporcjach 1:4:12 a w neurokeratynie w proporcjach
1:2:2 (14).

Folch i Baron (46) opisali w r. 1951 kompleks proteolipidowy
odporny na dziatanie trypsyny, wystepujacy przede wszystkim w sub-
stancji biatej mézgu, ale nie bedacy jednak proteolipidem. Komponenta
biatkowa tego kompleksu wykazywata rowniez wiasnos$ci klasycznej neuro-
keratyny. W skiad tego kompleksu wchodzi fosfolipid podobny lub iden-
tyczny z dwufosfoinozytolem.

Witadimirow i wspht (147) wydzielili z tkanki mozgowej biatych
szczurdw frakcje lipoproteidowq zawierajgca fosfor i rozpuszczalng w mie-
szaninie chloroform-metanol, ktérg nazwali frakcjg X. Frakcja ta w naj-
wiekszej ilosci wystepuje w rdzeniu przedtuzonym i kregowym. Znacz-
nie mniej spotyka sie jej w substancji szarej. W odréznieniu od wspom-
nianego wyzej kompleksu proteolipidowego Folcha i Barona (46)
,»frakcja X” nie zawiera inozytolu.

Frakcja E odpowiada frakcji C CHouet i Richtera (27) oraz
prawdopodobnie kollagenowi i elastynie, otrzymanym z mézgu przez Lo w-
ryeego Gilligana i Katersk y’ego (82). Chociaz histochemicznie
nie wykazano w centralnym systemie nerwowym (csn.) obecnosci kol-
lagenu, wspomniani autorzy twierdzg, ze moézg zawiera go w ilosci 0,3 g
na 100 g Swiezej tkanki. Logani i wspt (81) znalezli nieco mniejsze
ilosci kollagenu w csn. z tym, ze wiecej jego jest w substancji szarej niz
biatej. Abercrombie iJohnson (1) okredlili zawartos¢ kollagenu
w nerwie obwodowym krélika na 3,2°/0. Nalezy przypuszczaé, ze kollagen
i elastyna pochodza gtéwnie z elementéw tacznotkankowych zwigzanych
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z tkanka nerwowg i z tkanki gliowej. Frakcja E rowniez wystepuje w
wiekszej ilosci w substancji szarej niz biatej a najwiecej w mozdzku.
Jest ona najmniejszg ze wszystkich wyizolowanych przez nas frakcji.

Uzupetnieniem do przedstawionej wyzej systematyki biatek tkanki
nerwowej bedag dane dotyczace lokalizacji niektérych frakcji biatkowych
(gtéwnie przy pomocy metod histochemicznych i przy pomocy mikrospekt-
rcgrafii).

W nukleoproteidach tkanki nerwowej wystepujag kwasy nukleinowe
zarobwno typu RN jak i DN. Kwasy typu RN zawierajga w czasteczce
pentoze, adening, guamine, cytozyne i uracyl (30), za$ kwasy typu DN
dezoksypentoze, adenine, gwanine, cytozyne, tymine i mate iloSci mety-
locytozyny. Histochemiczne badania z uzyciem rybonukleazy wykazaty,
ze w cytoplazmie komérek nerwowych kwas RN jest zwigzany praw-
dopodobnie z ciatkami Nissla, ktdre zawierajg jeszcze i kwasne i za-
sadowe biatko — Brachet (19), Gersh, Bodian (52). Histochemicz-
nie wykazano tez, ze jadro komdérki nerwowej zawiera kwas nukleinowy
typu DN, a jaderko typu RN (62).

Badania Hydena (62) wykonane metodg spektrografii przy 260 miji.
wykazaty, ze jaderko komérki nerwowej zawierajgce kwas nukleinowy
typu RN otoczone jest tworami strukturalnymi zawierajgcymi kwas nu-
kleinowy typu DN. Cato$¢ tworzy tzw. ,aparat jaderkowy komorki”
szczegOlnie czynny podczas procesu syntezy biatka w komorce. Hyden
(62) prébowat ilosciowo okresli¢c zawarto$¢ kwasu nukleinowego typu RN
w roznych komoérkach nerwowych. Wykazat on, ze np. w komédrkach
nerwowych przednich rogéw rdzenia zawarto$¢ kwasu RN wynosi 1,7°/0,
a w komorkach zwojowych §limaka okoto 2°/o. W duzych komdrkach pira-
midalnych zawarto$¢ kwasu RN jest tego samego rzedu. Miedzy komorka-
mi Purkinj ego w moézdzku spotyka sie komérki bogate i ubogie
w kwas RN. Edstrom (35 metodami mikrochemicznymi okreslit za-
warto$¢ kwasu RN w komoérkach zwojowych rdzenia na 1,1%. Robins
i wspt. (107) badali rozmieszczenie biatka' w poszczego6lnych warstwach
cytoarchitektonicznych moézgu. Stwierdzili oni, ze w korze osrodkdw ru-
chowych mézgu nastepuje obnizenie zawarto$ci biatka w komdrkach, jesli
postepowac¢ bedziemy od warstw zewnetrznych ku s$rodkowi. W Kkorze
analizatora wzrokowego, do V warstwy (warstwa duzych komdrek pira-
midalnych), zawarto$¢ biatka w komdrkach pozostaje bez zmian.

Wydaje sie watpliwe, czy omédwione przez nas poszczeg6lne frakcje
biatkowe stanowig forme, w jakiej biatka tkanki nerwowej wystepuja
in vivo. By¢ moze sg to tylko sztucznie otrzymane fragmenty wiekszych
jednostek strukturalnych i to fragmenty, ktérych budowa i sklad zalezg
od uzytej metody frakcjonowania.



424 J. KRAWCZYNSKI [10]

Ze wszystkich metod frakcjonowania biatek tkanki nerwowej moze
najbardziej tagodng jest metoda elektroforezy bibutowej, ale niestety
zakres jej stosowalnosci ograniczony jest raczej do biatek prostszych.
Pewng przysztos¢ moga mie¢ przed sobg metody mikrospektrografii
i metody iloSciowej histochemii, stosowane przez Robins i wspt (107),
umozliwiajgce opracowanie mikrotopografii biatlek w tkance nerwowej.

B. Biatka ptynu mdzgowo-rdzeniowego (PMR)

Badanie biatek PMR od poczatku napotykato na duze trudno$ci meto-
dyczne. Dopiero w r. 1939 zastosowano do badania biatek ptynu mézgowo-
-rdzeniowego wolng elektroforeze (50). Badanie tego rodzaju mogto by¢
jednak przeprowadzone tylko w wyjatkowych okolicznosciach, poniewaz
ilos¢ PMR potrzebnego do jednorazowego badania wynosita od 100 do
200 ml. (2 ml. 50 krotnie lub 100 krotnie zageszczonego ptynu). Tym
niemniej przy pomocy wolnej elektroforezy wykazano po raz pierwszy
obecno$¢ w PMR frakcji albuminowej oraz frakcji a, iy globulinowych.

Kabat, Moor i Landéw (64) wykryli w niektérych PMR frak-
cje biatkowg wedrujgcg w polu elektrycznym szybciej od albumin suro-
wiczych, ktérg nazwali ,,frakcjg X”.

Przy pomocy wolnej mikroelektroforezy wykonanej na aparacie
Antweilera wyodrebniono w PMR albuminy, a globuliny, Pi i P2
globuliny, y globuliny oraz frakcje wedrujgcg miedzy P i y globulinami,
ktéra nazwano frakcjg r globulinowa.

Wprowadzenie do badahn biatek PMR elektroforezy bibutowej usu-
neto czesSciowo te trudnosci, poniewaz ilos¢ PMR potrzebnego do jedno-
razowego badania zmniejszyta sie do 5—10 ml.

W 1951 r. Schneider i Wallenius (116) pierwsi zastosowali
elektroforeze bibutowg do badania sktadu biatkowego PMR.

Wspomniani autorzy stwierdzili obecno$¢ w plynie mézgowo-rdze-
niowym nastepujacych frakcji biatkowych: frakcji przedalbuminowej
(PA), albumin, ax i 02 globulin, @globulin, t globulin iy globulin.

Opierajac sie na badaniach r6znych autoréw Booij (16) podaje
szczegbtowe dane ilosciowe dotyczace sktadu biatkowego PMR cztowieka.
Dane te ujete zostaly w tabeli III.

Fisk, Chanutini, Klingman (155) znalezli w PMR jeszcze
jedng komponente biatkowg wedrujaca szybciej niz frakcja przedalbumi-
nowa. Komponente te nazwali ,frakcja Xi”. Schurch i wspt (117)
uwazajg frakcje PA za kompleks glikoproteidowy sktadajacy sie z biatka
i kwasu hialuronowego. Uzman i Bering (134) badali wtasnosci frak-
cji PA i ,frakcji Xi”. Zawarto$¢ obydwu tych frakcji stanowi 4,4—9,6Vo
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Tabela Il

Sktad biatkowy normalnego ptynu moézgowo-
-rdzeniowego wg Booija (16)

Szybko$¢ wedrowania

Frakcja Zawa!’tosc w polu elektrycznym
worel. % m2sek-1 V-1.105

PA 4.6 8

A 51,6 6,7

«i 51 5,7

a2 8,2 49

b 16,0 37

t (teta) 6,4 13

T 7,6 0,2

albumin. ,Frakcja Xi” stanowi znowu 13—35% frakcji PA. Przy pH
58 i 4,9 frakcje PA i Xi rozdzielajg sie na 5 nowych frakcji, z ktérych
dwie nie barwig sie btekitem bromofenolowym i czernig amidowg a reagu-
ja z ninhydryng. We frakcjach tych brak jest aromatycznych aminokwa-
sOw, natomiast w duzej ilosci wystepuja w nich: kwas asparaginowy,
glutaminowy i leucyna. Sg to wg ww. autor6w mieszaniny kwasnych
peptydéw z wysoka zawartoscig kwasnych aminokwasow.

Frakcja t globulinowa jest przez wiekszo$¢ badaczy uwazana za
identyczng z frakcjg (® globulinowa. Frakcja ta, jak sugeruja niektérzy
autorzy, ma odgrywaé¢ duzg role w immunologicznych reakcjach ustroju.

Rozktad glikoproteiddw w PMR jest podobny do ich rozktadu w su-
rowicy, tj. znajdujg sie one we wszystkich frakcjach biatkowych.

Lipoproteidy sa zwigzane przede wszystkim z frakcjg ax globulinowa.
Z frakcja @globulinowa w odr6znieniu od surowicy wigze sie bardzo mata
ilos¢ lipoproteidéw. Bauer (9) przypuszcza na tej podstawie, ze (3-glo-
buliny PMR majg inne wiasnosci niz P-globuliny surowicy.

Ogo6lng zawarto$¢ biatek w PMR nie jest jednakowa w calej prze-
strzeni podpajeczyndéwkowej. Szczeg6lnie zmienng jest zawarto$¢ frak-
cji PA. llos¢ tej frakcji maleje, jezeli pobieramy PMR kolejno z coraz nizej
potozonych odcinkéw przestrzeni podpajeczynéwkowej. W piynie komoro-
wym jest ona w iloSci 13—20 mg°/o, w ptynie otrzymanym z cisterna cere-
bri zawarto$¢ jej wynosi 7—13 mg°/o a w ptynie pobranym z okolicy ledz-
wiowej, mniej niz 7mg°/o. Wg Wymazata (154) frakcja PA wystepuje
w ilosci 2,5 raza wiekszej w ptynie otrzymanym z okolicy podpotylicznej
niz w PMR otrzymanym z okolicy ledzwiowej. Przypuszcza sie, ze podczas
krazenia PMR w przestrzeni podpajeczynéwkowej frakcja ta ulega wchito-
nieciu przez komorki opon lub tez ulega rozpadowi. Frakcja PA i ,frak-
cja Xi” oraz swoista dla PMR esteraza cholinowa, a wiec biatka nie wy-
stepujace w surowicy, a spotykane natomiast jako biatka tkankowe tkanki
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nerwowej, stanowi¢ mogg dowdd przynajmniej czeSciowego pochodzenia
biatek PMR z tkanek centralnego systemu nerwowego.

Poréwnujac skiad biatkowy PMR ze skiadem biatkowym surowicy
mozna zauwazy¢, ze w PMR jest znacznie wiekszy odsetek R globulin
a mniejszy odsetek y globulin niz w surowicy.

Laciga (76) podaje, ze u niektorych osobnikéw normalnych w PMR
spotyka sie znacznie mniejszg ilos¢ B-globulin, a wiekszg ilos¢ albumin.
Przyczyna tego zjawiska nie jest jasna. By¢ moze, ze wchodzg tu w gre
czynniki dziedziczne.

U schizofrenikéw po wyjsciu z szoku insulinowego zaobserwowano
spadek wspéitczynnika A/G, oraz wzrost odsetkowy B i t globulin, przy
spadku zawartosci biatek catkowitych (110).

W gruzliczym zapaleniu opon moézgowych stwierdzono wzrost za-
wartosci albumin i B globulin w PMR, a spadek zawartosci y globulin
przy braku wszelkich korelacji z obrazem cytologicznym PMR (28).
W ostrym stadium zapalenia opon moézgowych nastepuje wzrost poziomu
nukleoproteidéw dochodzacy do 200 mg °0 (norma 0,40—0,50 mg %).
W okresie zdrowienia zawarto$¢ nukleoproteidow w PMR spada (41). Bau-
douin i Lewin (8) badali zmiany w obrebie lipoproteidow PMR, u cho-
rych na gruzlicze zapalenie opon moézgowych. Stwierdzili oni, ze oprdcz
lipoproteidu zwigzanego z frakcjg ai globulinowg i lipoproteidu zwigza-
nego z ,frakcjg X” wystepuje R lipoproteid i lipoproteid zwigzany z albu-
minami. W zapaleniach opon moézgowych sktad biatkowy PMR bardziej
zbliza sie do sktadu biatkowego surowicy. Knapp (66) ttumaczy to
uszkodzeniem bariery mdzgowo-rdzeniowej.

W syfilisie systemu nerwowego w PMR nastepuje wzrost zawartosci
biatka (10), a przede wszystkim albumin. To samo potwierdza Flodon
(44), ktéry zaobserwowatl jednak jeszcze i wzrost globulin. W wyniku
leczenia obraz biatkowy PMR normalizuje sie.

W stwardnieniu rozsianym Volk, Saif er iRabiner (135) stwier-
dzili wzrost zawartosci y globulin w PMR, oraz wzrost wspdtczynnika
7 globuliny / biatka catkowite.

U epileptykow Baudouin i wspt (7) zauwazyli wyraznie zazna-
czony spadek y globulin i albumin. Z frakcji glikoproteidowych najsil-
niejsze zabarwienie dawata frakcja zwigzana z B globulinami. Znaleziono
tez w PMR swoisty glikoproteid wedrujagcy w polu elektrycznym szybciej
od albumin.

Nowe perspektywy elektroforetycznego badania biatek PMR otwiera
wprowadzona przez Fossa (47) metoda umozliwiajgca badanie sktadu
biatkowego ptynéw o matej zawartosci biatek (od 1 mg °/0). Metoda ta
oparta jest na jodowaniu biatek radioaktywnym jodem (131J) przed pod-
daniem ich badaniu elektroforetycznemu i nastepnie na wywotywaniu
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otrzymanych proteinogramow metodg radioautografii. Metoda ta usuwa
wiec najwiekszg ciggle jeszcze trudno$¢ metodyczng, jakg jest duza ilos¢
PMR potrzebna do badania.

Mechanizm powstawania ptynu mozgowo-rdzeniowego (PMR) nie jest
jeszcze dostatecznie wyjasniony (33), mozna jednak przypuszczac, ze istnie-
je pewien stan réwnowagi chemicznej miedzy PMR, a ptynem pozakomér-
kowym csn (PPK) w S$cistym tego stowa znaczeniu. Tego rodzaju réwno-
waga musi réwniez istnie¢ miedzy biatkami tkankowymi csn a biatkami
PMR. Dlatego tez ze zmian zachodzgcych w biatkach PMR mozna wysnué
pewne wnioski dotyczace ew. zmian zachodzacych w biatkach tkanki ner-
wowej csn, pamietajac jednak, ze biatka PMR znajdujg sie rGwniez w stanie
pewnej rownowagi i z biatkami surowicy.

Przyjmujac czesciowe pochodzenie biatek PMR z centralnego systemu
nerwowego, a wiec tym samym dos¢ scisty ich zwigzek z biatkami tkanki
nerwowej, co dotyczy zwiaszcza frakcji niespotykanych w surowicy (Frak-
cja PA i ,frakcja X), mozna powiedzie¢, ze badania sktadu biatkowego
PMR jest wiasciwie jedynym sposobem (niedoskonatym zresztg) posrednie-
go badania niektorych biatek csn i zachodzgcych w nim zmian u cztowieka,
w warunkach przyzyciowych.

Biatka enzymatyczne tkanki nerwowej i ptynu moézgowo-rdzeniowego

W mozgu wykryto juz od dawna szereg enzymoOw takich jak amylaza,
maltaza, laktaza, sacharaza, fosforylaza, fosfatazy, lipaza, lecytynaza,
esteraza cholinowa, anhydraza weglanowa, katalaza, peroksydaza, enzymy
proteolityczne, rybo i dezoksyrybonukleaza, enzymy wchodzgce w skiad
systemu cytochromowego, dehydrogenazy, enzymy Kkatalizujagce proces
glikolizy itp. (124).

Wiekszo$¢ z nich znajduje sie w szarej substancji. W PMR spotyka
sie zwiekszong zawarto$¢ enzymow najczesciej w stanach patologicznych.
Sg to enzymy pochodzace badZ z rozpadtych leukocytéow i erytrocytow,
badz tez z uszkodzonej rozpadajgcej sie tkanki nowotworéw systemu
nerwowego. Oznaczania aktywnosci niektorych enzyméw w PMR prze-
prowadza sie w celach diagnostycznych. Szczegélne znaczenie diagno-
styczne przede wszystkim w rozpoznawaniu charakteru nowotworéw
csn (pierwotne czy wtérne) ma wg Wroblewskiego (153) oznacza-
nie aktywnosci dehydrogenazy kwasu mlekowego w PMR. Pewne zna-
czenie praktyczne moze tez mie¢ oznaczanie aktywnos$ci transaminaz
w PMR.

Méwigc o lokalizacji enzymoéw w obrebie systemu nerwowego, nalezy
wspomnie¢ w pierwszym rzedzie o badaniach Pop e’ego i Anfinse-
na (104) nad rozmieszczeniem peptydazy w csn. Autorzy ci wykazali, ze
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najwieksze nagromadzenie peptydazy ma miejsce w korze pétkul mozgo-
wych i korze mézdzku, a wiec tam, gdzie jest duze nagromadzenie komorek
nerwowych. W rdzeniu przedtuzonym, w spoidle wielkim mdzgu i w rdze-
niu kregowym zawarto$¢ peptydazy jest znacznie nizsza. Na tej podstawie
mozna przypuszczac, ze peptydaza jako jeden z enzymow proteolitycznych
odgrywaé¢ moze szczegdlng role w procesach dysymilacji biatek w central-
nym systemie nerwowym.

Préby zlokalizowania w poszczegdlnych frakcjach biatkowych mézgu
amylazy, esterazy i fosfatazy podejmowane przez HofmannaiSchin-
k e g o (60) zostaty omowione juz wyzej.

Na uwage zastuguja proby zlokalizowania niektérych enzyméw w ko-
rze mézgowej, dokonywane metodami histochemicznymi.

Robiins E, Smith D., Eydt K, Mc Camam F. (108) zdotali
ustali¢ lokalizacje w korze mézgowej matpy (macacca mulata) nastepu-
jacych 9 enzymow: kwasnej i zasadowej fosfatazy, ATP-azy, fosforylazy
nukleozydéw purynowych, dehydrogenazy kwasu glutaminowego, fu-
marazy, dehydrogenazy kwasu malonowego, aldolazy i dehydrogenazy
kwasu mlekowego. Rozmieszczenie 6 enzymow, a wiec fosfatazy, ATP-azy,
fumarazy, aldolazy i dehydrogenazy kwasu mlekowego jest mniej wiecej
takie same jak rozmieszczenie biatek w korze moézgowej (107).

W korze os$rodka ruchowego najwiecej tych enzymow jest zlokalizo-
wanych w zewnetrznej warstwie architektonicznej kory (warstwa drobi-
nowa). Poczawszy od IlIl warstwy (zewnetrzna warstwa piramidalna)
nastepuje stopniowy spadek aktywnosci enzymatycznej. W korze anali-
zatora wzrokowego mniej wiecej staty poziom aktywnos$ci enzymatycznej
odnoszacej sie do ww. 6 enzymoOw utrzymuje sie do warstwy V-ej (war-
stwa wielkich komorek piramidalnych Betza), a nawet do warstwy VI-gj
(warstwa wieloksztattna). Ponizej tej warstwy aktywno$é enzymatyczna
szybko maleje.

W rozmieszczeniu poszczeg6lnych enzymoéw sg jednak pewne roéznice.
Fosforylaza nukleozydéw purynowych najwiekszg aktywnos$¢ wykazuje
w I-ej warstwie (warstwa drobinowa) kory os$rodkéw ruchowych i ana-
lizatora wzrokowego. W korze analizatora wzrokowego jest ponowny
wzrost aktywnosci tego enzymu na poziomie warstwy IV-ej (warstwa
ziarnista wewnetrzna).

Dehydrogenaza kwasu glutaminowego (DKG) najwyzsza aktywnosé
wykazuje rdwniez w warstwie I-ej (warstwa drobinowa), szczegOlnie
w korze analizatora wzrokowego. Aktywno$¢ tego enzymu w substancji
biatej jest znacznie mniejsza. Najbardziej bogatag w dehydrogenaze kwasu
glutaminowego jest warstwa I-sza (warstwa drobinowa) kory rogu Ammo-
na (128). Aktywnos$é dehydrogenazy kwasu glutaminowego w korze o$-
rodkéw ruchowych stopniowo spada w gtebszych warstwach kory, ale
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zndw nieco sie podnosi w warstwie V-ej (warstwa wielkich komaorek
piramidalnych B et za). W warstwach VI a i b (warstwa wieloksztattna)
oraz w warstwie VI-ej (warstwa najnizsza) aktywnosé dehydrogenazy
kwasu glutaminowego jest niska. W korze analizatora wzrokowego stop-
niowy spadek aktywnosci tego enzymu postepuje az do warstwy V-gj
(warstwa ziarnista wewnetrzna). Ponowny wzrost aktywnosci daje sie
zauwazy¢ w warstwach V-ej (warstwa wielkich komérek piramidalnych
Betza) i Vl-ej (warstwa wieloksztattna). Dopiero w warstwie VI-ej ob-
serwujemy spadek aktywnosci enzymu.

Ro6znice aktywnosci poszczeg6lnych enzymoéw w korze os$rodkéw ru-
chowych i korze analizatora wzrokowego nie sg duze, za wyjagtkiem ak-
tywnosci ATP-azy, ktora jest o okoto 33% wyzsza w korze analizatora
wzrokowego.

Przemiana biatkowa w tkance nerwowej

Komadrka nerwowa jest komaérka nie dzielacg sie i, jak sie na og6t przyj-
muje, nie produkujacag zadnej wydzieliny. Mozna wiec przyja¢, ze inten-
sywna synteza biatek w komorce nerwowej za wyjgtkiem procesu regene-
racji nerwu jest zwigzana z niemniej szybkim ich rozpadem i ze procesy
te sg Scisle zwigzane z czynno$cig komdrki nerwowej.

@) istnieniu intensywnej biosyntezy biatek mozna byto wnosi¢ badajac
histochemicznie i mikrochemicznie rozmieszczenie kwasu rybonukleino-
wego w komorkach nerwowych réznych odcinkéw csn. Kwas ten wydaje
sie by¢ wskaznikiem funkcjonalnego stanu komorki nerwowej, grupujac
sie przede wszystkim w komdrkach osrodkow filogenetycznie najmtodszych
i najbardziej czynnych (120, 121, 125, 126). Kwas ten jest Sci$le zwigzany
z biosyntezg biatka w komérce (5, 17, 24, 51).

Bezposrednie dowody potwierdzajace istnienie intenstywnej przemiany
biatkowej w systemie nerwowym uzyskano jednak dopiero po wprowa-
dzeniu do badan radioaktywnych izotopéw, co pozwolito bezposrednio
okresla¢ szybko$¢ odnowy biatek i kwaséw nukleinowych w tkance ner-
wowej.

Badania intensywnosci przemiany biatkowej w tkance nerwowej przy
pomocy radioaktywnych izotopow sg prowadzone w trzech kierunkach:

1. Dazg do okreslania szybkosci odnowy kwaséw nukleinowych i fos-
foproteidow. W badaniach tych szerokie zastosowanie znajduje radio-
aktywny izotop fosforu 32P.

2. Dazg do okres$lania szybkos$ci odnowy biatek tkanki nerwowej gtow-
nie przy pomocy aminokwaséw znakowanych 35S i 14C.

3. Zmierzajg do okres$lenia szybkosci odnowy biatkowej komponenty
nukleoproteidowych kompleksow.

2 Postepy Biochemii
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1 Przy pomocy radioaktywnego fosforu (32P) mozna $ledzi¢ szybkos¢
przemiany 3 rodzajéw substancji biatkowych, zawierajagcych w czasteczce
fosfor i wystepujacych w tkance nerwowej: rybonukleoproteidow, dezok-
syrybonukleoproteidow i fosfoproteidow.

Szybkos¢ wigczania sie radioaktywnego fosforu w rybonukleoproteidy
jest zalezna od stanu rozwoju czynnosciowego poszczegdlnych odcinkow
csn i moze by¢ wieksza w mézdzku u zwierzat znajdujgcych sie na tym
stopniu rozwoju ewolucyjnego, kiedy czynnoSciowo mozdzek dominuje
jeszcze nad korg potkul mézgowych. Skwirska ja i Sili¢ z (121)
zaobserwowaty to u krolikow a Krawczynski iwspot (70) u biatych
myszek. Substancja biata cechuje sie rowniez intensywng przemiang kwasu
rybonukleinowego, co moze wg Palladina (97) byé dowodem na to,
ze nie jest ona tylko inertng czescig csn. Witadimirow (145) kwestio-
nuje niektéore dane Pattadina i jego wspét (94a) odnoszace sie do
szybkos$ci odnawiania sie fosforu w kwasie dezoksyrybonukleinowym (DN)
w tkance nerwowej. Uwaza on, ze przemiana dezoksyrybonukleoproteidow
w madzgu jest bardzo powolna i wynosi wszystkiego 0,7°/0 w ciggu 24 go-
dzin. Pattadin i wspot (94a) twierdzg natomiast, ze wyrazng ich od-
nowe (sadzac po szybkoSci wigczania 32P) mozna zauwazy¢ juz po 4 go-
dzinach.

Szczegolnie wysokag szybkoscig odnowy fosforu cechuje sie frakcja
fosfoproteidéw. Szybko$¢ odnowy fosforu tejze frakcji jest rzedu szyb-
kosci odnowy fosforu tak labilnych potaczen jak w ATP i fosforeakty-
na (145).

Badania nad przemianag fosfoproteidow w csn. prowadza m. in. L i-
sowskaja, Engelhardt (37, 38, 79, 80), oraz Heald (58).

Engelhardt i Lisowskaja ustalili, ze szybko$¢ odnowy fosfo-
ru w fosfoproteidach jest wieksza niz w nukleoproteidach, i ze przemiana
fosfoproteidéow zalezy od prawidtowego przebiegu proceséw utleniania
w komorce, a przede wszystkim od oksydatywnej fosforylacji. Istnieje
wspoétzaleznosé miedzy przemiang ATP a przemiang fosfoproteidow. Wszy-
stkie substancje powodujace rozpad ATP w komérce hamujg przemiane
fosfoproteidéw. Ostatnio Heald (58) wykazat, ze draznienie skrawkow
moézgu Swinki morskiej impulsami elektrycznymi powoduje wzrost
odnowy fosforu fosfoproteidéw. Inne potgczenia zawierajgce fosfor wcho-
dzacy w sktad tzw. frakcji fosforu nierozpuszczalnego w kwasach nie
wykazujg w tych warunkach zadnych zmian szybkosci odnowy ich fos-
foru. Opisane przez Healda zmiany zachodzg juz w ciggu 10 sek.

Wiaczenie radioaktywnego fosforu w fosfoproteidy musi by¢ zabez-
pieczone jak juz wspomniano, normalnym przebiegiem proces6w meta-
bolicznych dostarczajacych energii. Proces glikolizy ze wzgledu na matr
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jego wydajno$¢ energetyczng nie jest wystarczajagcym zabezpieczeniem
energetycznym dla przemiany fosfoproteidéw (80).

Wiadimirow i wspot (146) kwestionujg dane uzyskane przez
Engelhardta i Lisowskag (37, 38, 79, 80). Wg mich wyizolowanie
fosfoproteidow metodg Schmidta i Thannhausera (115) z na-

stepowym wytrgceniem pochodzacego z fosfoproteiddw fosforu nieorga-
nicznego met. D e lory (31) prowadzi do uzyskania wyzszych aktywnosci
wiasciwych skutkiem obecnosci w osadzie radioaktywnych organicznych
potaczen fosforowych nie zwigzanych z fosfoproteidami. Istotng aktywnos$é
witasciwg fosfoproteidow mozna okresli¢ przez wyekstrahowanie fosforu
fosfoproteiddw izobutanolem, po uprzednim przeprowadzeniu go w biekit
molibdenowy. Wzgledna aktywnos$¢ witasciwa po uptywie 2 godzin od
chwili wprowadzenia izotopu jest o potowe nizsza niz wzgledne aktywnosci
wiasciwe podawane przez Engelhardta i Lisowskag (37,38,
79, 80) oraz Skwir ska (121) i wynosi aamiaist 80— 100°/o tylko 30—40°/o.

Wihadmirow i wspot (147) przy pomocy 32P okreSlali szybkos$¢
odnowy fosforu w otrzymanej przez nich frakcji X. Stwierdzili oni, ze
szybko$¢ odnowy P w tejze frakcji bedacej lipoproteidem jest rzedu
szybkosci odnowy fosfoproteidow i zalezy od stanu czynnosciowego sy-
stemu nerwowego. (Jest obnizona w $nie narkotycznym, a podwyzszona
przy pobudzeniu systemu nerwowego).

Szybko$¢ wiaczania radioaktywnego fosforu w kwasy nukleinowe
i fosfoproteidy w rdznych odcinkach csn i w réznych stanach funkcjonal-
nych okreSlaty Skwirskaja i Silicz (121). Autorki te wykazaty
m. in., ze w stanie diugotrwatego pobudzenia csn pragdem elektrycznym
(u szczura) lub tez spowodowanego sztuczng bezsennos$ciag, wigczanie radio-
aktywnego fosforu w kwas rybonukleinowy jest wolniejsze w poréwnaniu
z kontrolg. Obnizenie intensywnos$ci wigczania 32P najsilniej wystepuje
w ciggu pierwszych godzin po podaniu izotopu. Powyzsze fakty Swiadczg
o0 tym, ze nadmierne pobudzenie csn doprowadza do obnizenia jego aktyw-
nosci czynnosciowej (,hamowanie ochronne” Pawtowa), co znajduje
réwniez odbicie i w natezeniu metabolizmu kwaséw nukleinowych.

Obnizenie szybkosci wiaczania 32P w kwasy nukleinowe i fosfopro-
teidy zaobserwowaty tez Skwirskaja i Silicz (122, 122a) i u zwie-
rzat znajdujacych sie w stanie snu zimowego. Sztuczne przebudzenie
sustow zwiekszyto szybkos¢ wiaczenia sie 32P, ktdéra jednak nie dosiegata
normalnego poziomu. W $nie narkotycznym wywotanym mieszaning medi-
nalu i uretanu Skwirskaja i Silicz (123) obserwowatly zmniej-
szenie szybkosci wigczenia 32P w kwasy nukleinowe i fosfoproteidy.
Zaobserwowano tez w tych warunkach obnizenie o 15—30°0 przenikania
;2P przez bariere mdézgowo-rdzeniowg. Zmiany szybkosci wigczania 32P
w kwas rybonukleinowy przebiegajg rownolegle ze zmianami aktywnosci

2%



432 J. KRAWCZYNSKI [18]

rybonukleazy. Aktywno$¢ dezoksyrybonukleazy nie ulega natomiast
w tych warunkach zmianie, co pozwala wyprowadzi¢ wniosek (121), ze
rozpad kwasu DN nie jest procesem znamiennym dla jego udziatu w meta-
bolizmie tkanki nerwowej.

Smirnow (125, 126) przeprowadzat na psach badania majace na
celu ustalenie wptywu, jaki wywiera¢ moze sen fizjologiczny na proces
odnowy fosforu w kwasie RN w roznych okolicach kory mézgowej. Stwier-
dzit on, ze w czasie snu we wszystkich przebadanych okolicach kory (oko-
lica ruchowa, wzrokowa, stuchowa i rdzen przedtuzony) szybko$¢ odnowy
jest obnizona, przy czym najwieksze obnizenie daje sie zauwazy¢é w okoli-
cy ruchowej (kora osrodkéw ruchowych) i w rdzeniu przedtuzonym. Obni-
zenie szybkosci odnowy fosforu w kwasie RN w korze analizatoréw stu-
chowych i wzrokowych w czasie snu fizjologicznego jest niewielkie. Odpo-
wiada to w petni stanowi lekkiego zahamowania tych o$rodk6éw w czasie
fizjologicznego snu u psa. Pobudzenie dzwiekowe analizatora stuchowego
powoduje wzrost szybkosci odnowy fosforu w kwasie RN wyizolowanym
z odpowiadajgcego analizatorowi stuchowemu odcinka kory mézgowej.

Kreps (74) metodag mikrospektografii stwierdzit, ze w stanach hy-
poksji (kamera barometryczna) w komdrkach kory mdzgowej nastepuje
spadek zawartosci rybonukleoproteiddw zaréwno jadrowych jak i cyto-
plazmatycznych.

Jedynym procesem, w ktérym synteza biatek w komdrce nerwowej
doprowadza do wzrostu masy biatkowej jest proces regeneracji nerwu.
Ilo$¢ zregenerowanego w czasie tego procesu biatka we widknie osiowym
moze przewyzsza¢ o okoto 1000 razy ilo$¢ wszystkich biatek cytoplazmy.
Po przecieciu nerwu nastepuje daleko idgce zmniejszenie zawartosci kwa-
su RN w komorce nerwowej przy rownoczesnym obnizeniu zawartosci
biatka catkowitego. W nastepnym stadium regeneracji wzrasta zawartos$¢
kwasu RN w komdrce, w mniejszym stopniu kwasu DN (25). Nastepnie
wzrasta ilo$¢ biatek catkowitych i nukleproteidéw we widknie nerwowym.
Istnieje poglad, ze sg to biatka wyprodukowane w komorce nerwowej,
ktére nastepnie wywedrujg do wibkna. To samo ma dotyczy¢ i kwaséw
nukleinowych (39, 15, 142).

2. Szybkos$¢ syntezy i rozpadu wihasciwych biatek mozna okresli¢ zna-
kujac radioaktywnymi izotopami zwigzki, wchodzace bezposrednio w sktad
czasteczki biatka, a wiec najlepiej aminokwasy.

Aminokwasy znakowane radioaktywnym izotopem siarki 35S (metio-
nina, cysteina), oraz radioaktywnym weglem 14C (glicyna, tyrozyna)
byty czesto stosowane w tego rodzaju badaniach.

Miarg szybkos$ci syntezy biatka w ustroju moga byé tzw. krzywe od-
nowy biatka, znane od czaséw badan prowadzonych przez Schoenhei-
mera i jego szkote. Krzywe takie wykreslone na uktadzie wspdtrzednych,
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uwzgledniajacym zalezno$¢ aktywnosci wiasciwej badanego biatka od
czasu, jaki uptynat od chwili wprowadzenia izotopu do ustroju zwierzecia,
sktadajg sie zwykle z dwu ramion: ramienia wstepujacego, zakonczonego,
maximum i ramienia zstepujgcego. Ramie wstepujgce odpowiada pro-
cesowi gromadzenia sie¢ znakowanego aminokwasu w biatku, w wyniku
jego wbudowywania sie w nowopowstajgce czasteczki biatka. Ramie zste-
pujace odpowiada procesowi wydalania znakowanego aminokwasu w wy-
niku rozpadu czasteczek biatka, zawierajacych ten aminokwas.

Tarver i Morse (131) pierwsi badali szybko$¢ wlaczenia sie zna-
kowanej metioniny w biatka mdzgu. Stwierdzili oni, ze u szczura wilacza
sie ona w biatka mdzgu, znacznie wolniej niz w biatka watroby czy tez
nerek. Podobne wyniki osiggneli stosujac znakowang radioaktywnym
izotopem wegla 14C, tyrozyne Winnick, Friedberg i Green-
berg (144). Wprowadzono' stad wniosek, ze biatka mdzgu cechuja sie
znacznym stopniem inertmosci. Wniosek ten okazat sie catkowicie fatszy-
wym, poniewaz nie wzieto pod uwage wptywu bariery mozgowo-rdzenio-
wej decydujacej o szybkosci przechodzenia aminokwasu z krwi do piynu
pozakomdrkowego csn. Gaitonde i Richter (48, 49) uwazajg, ze
o inertnosci biatek mdzgu mozna by mowi¢ tylko wtedy, jezeli radioaktyw-
nos¢ frakcji rozpuszczalnej w kwasach bedacej rezerwuarem, z ktérego
komdrki mogg pobiera¢ znakowany aminokwas, bytaby duza. Natomiast
mata aktywnos$¢ witasciwa biatek mézgu przy matej aktywnosci whasciwej
frakcji rozpuszczalnej w kwasach (a tak jest przy dootrzewnowym i dozyl-
nym podaniu aminokwasu) nie jest wcale dowodem inertnosci biatek,
a raczej Swiadczy o ograniczeniu dowozu aminokwaséw z krwi do piynu
pozakomdrkowego centr. systemu nerwowego poprzez bariere moézigowo-
-rdzeniowa.

Gaitonde i Richter (48, 49) w latach 1955 i 1956 wykonali
badania nad aktywnos$cig metaboliczng biatek mozgu uwzgledniajagc m.in.
zagadnienie bariery mézgowo-rdzeniowej. W jednej serii doswiadczen me-
tionina znakowana 35S byta podawana szczurom dootrzewnowo. Stwier-
dzono woéweczas, ze istotnie wigczanie metioniny w biatka moézgu zachodzi
powoli i w mniejszym stopniu niz w biatka nerek, czy tez watroby.
Aktywnos$¢ witasciwa frakcji rozpuszczalnej w kwasach poczatkowo wyz-
sza niz aktywno$¢ biatek moézgu stopniowo spada, podczas gdy aktywnos¢
biatek mézgu rosnie, co Swiadczy o pobieraniu metioniny przez komorki
nerwowe z tejze frakcji. Zmiany aktywnos$ci witasciwej biatek mozgu sa
bardzo niewielkie w cfiggu do$¢ diugiego cziasu. (WAW po 6 godzinach —
120, po 24 godzinach — 132; WAW — wzgledna aktywno$¢ wiasciwa).

Przy podaniu radioaktywnej metioniny docysternowo uzyskano szybki
wzrost aktywnosci witasciwej biatek mézgu, z wysokim maksimum odpo-
wiadajagcym okresowi okoto 3 godzin od chwili podania izotopu. W poréw-
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naniu z innymi tkankami szybko$¢ wiaczania radioaktywnej metioniny
w tkanke mdzgowa przy docysternowym jej podaniu jest najwieksza.
U miodych zwierzat wiaczanie w biatka mézgu jest szybsze i spada z wie-
kiem (100). Po podaniu barbiturandéw fenamliny i insuliny (szok insulino-
wy), jak rowniez po silnym draznieniu zwierzecia pradem elektrycznym
nastepuje obnizenie wigczania metioniny w biatka mozgu. Ten wpilyw
insuliny Gaiton de i R(ichter (48, 49) tlumaczg tym, ze do wia-
czania metioniny :155 w biatka mézgu potrzebna jest glikoza. Spadek szyb-
kosci wiaczania metioniny po silnym draznieniu pradem elektrycznym
nasuwa na mys$l stan ,pozagranicznego hamowania” Pawtowa.

Pattadin i Werteimer (96) badali proces wigczania metioni-
ny znakowanej 35S w ré6zne odcinki centralnego systemu nerwowego
kotdw. Badania te wykazaty, ze najwiekszg aktywnos$cig cechuje sie sub-
stancja szara potkul moézgowych i moézdzek, a wiec najmtodsze filogene-
tycznie odcinki systemu nerwowego. Znacznie mniejszg aktywnoscig bia-
tek cechuje sie rdzen przedtuzony i substancja biata. Awitaminoza E ob-
niza szybko$¢ wiaczania znakowanej metioniny w biatka substancji szarej
0 okoto 50%. Rozengardt i Mastawa (112) stwierdzili, ze po wy-
wotaniu wstrzasu kardiazolem nastepuje spadek szybkos$ci wiacziania zna-
kowanej metioniny w biatka moézgu. Mechanizm tych zmian moze by¢
podobny jak w przypadku podawania insuliny (niedobér glikozy zuzytej
podczas skurczéw mie$niowych), albo tez moze by¢ to stan ,,pozagranicz-
nego hamowania”. Nieczajewa (90, 91, 92) oraz Pattadin, Bie-
lik i Kraczko (100) nie stwierdzili, azeby narkotyczny sen wywie-
rat jakikolwiek wptyw na szybko$¢ wigczania znakowanej metioniny
w biatka mézgu szczuréw i krdlikéw. Dziatanie pradu elektrycznego na
receptory skéry powoduje natomiast zwiekszenie szybkosci wigczania
metioniny w tkanke moézgowa szczura. Fischer, Kalouszek i Lo-
din (43) badali stopien witgczania metioniny 35S w biatka mézgu psa,
po uptywie 24 godzin od chwili wprowadzenia izotopu. Okazato sie, ze
dwa razy wiecej metioniny wiaczyto sie w biatka substancji szarej i rdze-
nia niz w biatka substancji biatej. Najwiekszg aktywnos$cig (szybkoscig
odnowy) cechujg sie biatka mézdzku i kolejno coraz mniejszg aktywnosciag
biatka substancji szarej pétkul moézgowych, mostu, rdzenia kregowego
1nerwu obwodowego.

Witadimiréw i Urinson (148) sg zdania, ze badanie wigczania
tylko jednego aminokwasu moze da¢ ograniczony i jednostronny obraz
procesu odnowy biatka.

Proces odnowy biatka $ledzono réwniez przy pomocy znakowanej ra-
dioaktywnym izotopem wegla (14C) glicyny, bedacej prekursorem wielu
aminokwasow, a m. in. kwasu glutaminowego, aminokwasu niezmiernie
waznego dla prawidtowego funkcjonowania csn. (3, 77, 78, 113, 140). S a-
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dikowa i Skorcewicz (113) ustality, Ze w ciggu 2 godzin po wpro-
wadzeniu szczurom 14C glicyny nastepuje wzrost aktywnos$ci witasciwej
biatek moézgu przy réwnoczesnym obnizeniu aktywnos$ci wiasciwej frakcji
rozpuszczalnej w kwasach. Radioaktywnos$¢ biatek mozgu, jak stwierdzono
chromatograficznie, jest spowodowana obecnoscig w ich czasteczce nie
tylko znakowanej glicyny, ale i innych znakowanych aminokwaséw takich
jak: seryna, asparagina, kwas glutaminowy, kwas asparglinowy, zsynte-
tyzowanych juz w ustroju z glicyny. Sen farmakologiczny (148) wywotuje
zwolnienie procesu wigczania sie radioaktywnosci pochodzacej ze zna-
kowanej glicyny w biatka moézgu o okoto 40%, nie wptywajac zupetnie,
jak wspomniano juz wyzej, na proces wigczania metioniny. Mozna przy-
puszczaé, ze punktem zaczepienia dla hamujacego dziatania narkotyku jest
raczej cykl przemian jakim po wprowadzeniu do ustroju podlega glicyna,
niz sam proces wigczania aminokwasoéw w biatka.

Szczegblne zainteresowanie budzg przeprowadzane ostatnio badania
nad gromadzeniem w tkankach organizmu siarczanéw znakowanych przy
pomocy 35S (34, 106). Wprowadzona dootrzewnowo radioaktywna siarka
w formie Na2 35S O4 juz po 3 godzinach daje sie stwierdzi¢ w mbzgu. Po
96 godzinach jest jej w mozgu wiecej niz we krwi. Czes¢ siarki wprowa-
dzonej w formie siarczandéw (okoto 5%) wchodzi w skiad biatek moézgu
jako sktadnik aminokwasow siarkowych. Mechanizm procesow prowadza-
cych do redukcji nieorganicznej siarki w tkance mozgowej jest dzi$ catko-
wicie nieznany.

3. Jak juz wspomniano wyzej w badaniach nad metabolizmem kom-
plekséw nukleoproteidowych postugiwano sie przede wszystkim radioak-
tywnym fosforem (32P), co pozwalato de facto okres$li¢ tylko natezenie me-
tabolizmu kwasu nukleinowego wchodzacego w sktad kompleksu. Zastoso-
wanie w charakterze radioaktywnych indykatorow aminokwasow pozwala
potozy¢ gtéwny nacisk na przebadanie procesu odnowy biatkowej kompo-
nenty nukleoproteidowego kompleksu. Krawczyrnski i Silicz (69)
postugujac sie 35S metioning badali szybko$¢ wiaczania sie tego amino-
kwasu we frakcje biatkowe otrzymane wg zmodyfikowanej metody Mir-
skyego i Pollistera (85) odpowiadajgce jadrowym i cytoplazma-
tycznym nukleoproteidom. Stwierdzono, ze podana podskérnie 3uS-metio-
nina (badania przeprowadzano na kotach) po uptywie 24 godzin wiacza
sie przede wszystkim w te kompleksy nukleoproteidowe, ktdre dajg sie
ekstrahowac roztworami soli. Frakcje biatkowe substancji szarej wykazuja
wiekszg aktywnos$¢ niz frakcje wyizolowane z 'substancji biatej mozgu.
Aktywnos$é biatek wyizolowanych z nerwu obwodowego (nerw kulszowy)
jest bardzo niska (118). Wzgledna aktywnos¢é wiasciwa biatek substancji
szarej moézgu wynosi 34,5%, substanojli biatej mbézgu 22,6%, a biatek ner-
wu obwodowego tylko 5,5%.
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Kontynuacjg tych badan sg badania prowadzone przez Krawczyh-
skiego, Drewnowskg, Fleszynskiego i Rycaja (70), ma-
jace na celu otrzymanie krzywych odnowy poszczeg6lnych frakcji biat-
kowych odpowiadajgcych nukleoproteidom wyodrebnionych z mozgu
i mézdzku biatych myszek. Badania te prowadzono stosujac jako indyka-
tor podang dootrzewnowe tyrozyne znakowang 14C w grupie karboksy-
lowej. Uzyskano dane podobne do danych Gaitonde i Richtera
(48, 49). Aktywno$¢ wiasciwa poszczeg6lnych frakcji biatkowych moéz-
gu i mézdzku wzrastata powoli, znacznie wolniej niz aktywnos$ci analo-
ficznych frakcji biatkowych watroby. Krzywe aktywnosci wykreslone
na podstawie danych eksperymentalnych miaty nieostre maksima odpo-
wiadajgce okresowi 12, 24, 36 a nawet 48 godzin. Po 72 godzinach od
chwili podania izotopu otrzymano stan zblizony do stanu okres$lanego jako
»average isotope concentration”. | tutaj najbardziej aktywnymi okazaly
sie frakcje rozpuszczalne w roztworach soli.

Nadzwyczaj wolne przenikanie wskaznika radioaktywnego przez
bariere mozgo-rdzeniowg postawito pod znakiem zapytania celowos$¢ tego
rodzaju badan. Dlatego tez w nastepnym cyklu badan prowadzonym ze
znakowang 35S metioning, indykator wprowadzono do-czaszkowo. Kon-
trolne doSwiadczenia wykazaty, ze po uptywie 24 godzin aktywnos$é wia-
Sciwa biatek mdzgu jest okoto 60 razy wieksza, jezeli izotop zostat wpro-
wadzony doczaszkowo. Maksimum aktywnosci witasciwej we frakcjach
rozpuszczalnych w roztworach soli i w 1 N NaOH jest osiggniete juz po
trzech godzinach. Najbardziej aktywne sa frakcje odpowiadajgce nukleo-
proteidom rozpuszczalnym w 0,14 M NaCl i 1 N NaOH. Frakcje biatkowe
mo6zdzku sg u krélika na og6t bardziej aktywne niz analogiczne frakcje
substancji szarej mozgu.

Podobne badania przeprowadzili w ostatnim czasie Clouet iRich-
ter (27). Autorzy ci homogenat tkanki mdzgowej rozdzielali ultrawiro-
waniem na frakcje: jadrowa, mitochondrialng i mikrosomalna.

Z frakcji tych przy pomocy 1 M NaCl i 1 N NaOH wydzielali poszcze-
golne biatka, ktore okreslali jako frakcje biatkowe A, B, C. Po doczasz-
kowym podaniu znakowanej 35S metioniny najwiecej radioaktywnosci
nagromadza sie w mikrosomalnym nukleoproteidzie rozpuszczalnym
w 1 N NaOH (Frakcji B). Autorzy wysuwajg interesujgcg hipoteze, ze
nukleoproteid ten koncentruje najpierw na sobie aminokwasy pocho-
dzace z frakcji rozpuszczalnej w kwasach i dopiero potem przekazuje
je innym biatkom.

Z zestawienia wynikow badan nad intensywnos$cig przemiany kom-
pleksow nukleoproteidowych uzyskanych przy zastosowaniu 32P 35S lub
14C wida¢, ze aczkolwiek korelacja wynikoéw jest dos¢ znaczna, to jednak
sg i rozbiezno$ci. Np. znacznej inercji kwasu DN odpowiada duza stosun-
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kowo aktywnos$é naszej frakcji C, zawierajacej przewaznie dezoksyrybo-
nukleoid. Istnieje tez znacznego stopnia heterochronizm przemiany nu-
kleiproteidow okreslanej przy pomocy 32P i 35S lub 14C po pozaczaszko-
wym podaniu indykatora. Przemiana biatkowej komponenty wydaje sie
opézniong w tych warunkach. Pozwala to przypuszczac, ze albo znakowany
nieorganiczny fosforan fatwiej przechodzi bariere mézgowo-rdzeniowg niz
znakowany aminokwas, albo tez tempo przemiany obydwu komponent
nukleoproteidu nie jest jednakowe. Prawdopodobniejsza jest pierwsza
mozliwos¢.

Z omo6wionych faktéw widaé, ze przemiana biatkowa w tkance nerwo-
wej jest bardzo zywa. Istnieje tez korelacja miedzy natezeniem tej prze-
miany, a stanem funkcjonalnym systemu nerwowego. Odcinki systemu
nerwowego najbardziej czynne i najmiodsze filogenetycznie cechujg sie
najzywszg przemiang biatkowg. Zahamowanie czynnosci tkanki nerwowej,
czy tez jej pobudzenie pocigga za sobg zawsze zwolnienie lub przyspiesze-
nie przemiany biatkowej. Przemiana biatkowa polegajgca na ustawicznej
syntezie i rozpadzie czasteczek biatka w komdrkach nerwowych, nie po-
ciggajaca za sobg przyrostu masy biatkowej, jest zabezpieczona energe-
tycznie przez procesy oksydatywnej fosforylacji. Pozbawienie tkanki ner-
wowej doptywu tlenu czy tez glikozy pocigga za sobg zahamowanie syn-
tezy ATP, a po wyczerpaniu jego rezerw, szybki rozpad biatek w komorce
nerwowej i tym samym pojawienie sie nieodwracalnych zmian struktury
komdrkowej (50).

Biatka tkanki nerwowej w procesie ontogenezy

Mac Ilwain (63), Kreps i wspotpr. (73) rozrozniajg 4 okresy
ontogenetycznego rozwoju mozgu.

Okres |, ktory konczy sie przejsciem neuroblastéw w niedojrzate je-
szcze neurony. W koncu tego okresu w korze mézgowej mozna juz wy-
rézni¢ V warstw komadrkowych (56, 101, 130).

Okres Il cechujacy sie wzrostem rozmiaroOw neurondéw i pojawieniem
sie wypustek komdérkowych. W cytoplazmie pojawiaja sie ciatka Niss 1a,
ktérych ilo$¢ stopniowo wzrasta.

Okres I1l, w ktéorym postepuje dalszy wzrost i r6znicowanie sie ko-
madrek nerwowych i rozpoczyna sie proces mielinizacji.

Okres IV zwany okresem mielinizacji, w ktérym zasadniczo konczy
sie rozw0j komorki nerwowej.

Mozna by jeszcze wyrozni¢ okres V — starzenia sie komaérki nerwo-
wej, cechujacy sie pojawieniem sie w komorce barwnikéw pterydowych:
lipochromu i lipofuscyny (62, 129), oraz zmniejszeniem iloSci kwasu RN.
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Czas trwania kazdego z tych okresdw jest rézny u réznych gatunkow
zwierzat. Np. w chwili urodzenia u szczura i gawrona koniczy sie | okres
rozwojowy mozgu, u cztowieka Il okres, a u kurczecia i Swinki morskiej
111 — okres.

Zasadnicza cechg ontogenetycznego rozwoju maézgu jest spadek w nim
zawartosci wody (53). jSpadek ten jest mniej wiecej jednakowy we wszyst-
kich odcinkach centralnego systemu nerwowego, tak ze poczatkowo istnie-
jace roznice uwodnienia zostajag zachowane. Grawes i Himwich
(53) uwazajg, ze najmtodsze filogenetycznie odcinki csn, zawsze sa w wie-
kszym stopniu uwodnione niz oddziaty filogenetycznie starsze.

Réwnolegle ze zmniejszeniem stopnia uwodnienia postepuje zmniej-
szenie wzglednej zawartosci biatek w tkance nerwowej.

Skwirskaja i Silicz (121) przebadaly zawartosci fosfoproteidow
w mozgu w roznych okresach rozwoju ontogenetycznego krélika. Naj-
wyrazniej zaznaczony spadek zawartosci fosfoproteidow — prawie piecio-
krotny nastepowat z koricem | okresu. Skwirskaja, Silicz i Cze-
pino ga (119) przebadali tez zawarto$¢ kwaséw nukleinowych w mdzgu
w procesie ontogenezy. Stwierdzili oni, ze wysoka w | okresie zawartos¢
kwas6w nukleinowych w tkance nerwowej szybko spada z konncem | okre-
su, przy czym spadek kwasu DN jest znacznie wiekszy niz spadek kwasu
RN. Spadek zawartosci kwaséw nukleinowych ma miejsce i w nastep-
nych okresach rozwojowych, jest juz jednak Wtedy stosunkowo nie-
znaczny.

Zmniejszenie zawartosci biatka i kwasow nukleinowych w tkance ner-
wowej jest zwigzane z procesem dyferencjacji bialek przejawiajacej sie
we wzroscie aktywnos$ci enzymatycznych. Z koiAcem Il okresu nastepuje
szybki wzrost aktywnosci niektorych enzymoéw takich‘jalk: dehydrogenaza
kwasu bursztynowego, oksydaza cytochromowa, ATP-aza, esteraza choli-
nowa. Maksimum aktywnos$ci tych enzyméw zostaje osiggniete dopiero
u dorostego zwierzecia. Ciekawie zachowuje sie dezoksyrybonukleaza.
Aktywnos¢ tego enzymu jest szczegdlnie wysoka w | Okresie rozwojowym
(98, 121) nastepnie nieco spada i ponownie rosnie w okresie pojawienia
sie nowych funkcji systemu nerwowego (widzenie). Zupetnie odmiennie
od innych enzymoéw zachowuje sie kwasna fosfataza, aktywnos$¢ jej spada
znacznie z koAcem |11 okresu rozwojowego. Zjawisko to do chwili obecnej
nie jest wyjasnione.

Enzymy nizszych odcinkéw centralnego systemu nerwowego zacho-
wujg sie w procesie ontogenezy nieco inaczej. Wzrost ich aktywnosci
nastepuje we wczesniejszych okresach rozwojowych. Z chwilg jednak,
gdy enzymy kory mozgowej, czy tez mézdzkowej osiggng juz odpowiednio
wysoki stopien aktywnosci, aktywno$¢ enzyméw w tych odcinkach (rdzen
przedtuzony, rdzen kregowy) spada. (Dominowanie kory mézgowej (73)).
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Intensywnos$¢ przemiany biatkowej w réznych organach w przebiegu
ontogenezy byta przedmiotem licznych badan (93, 114). Przemiang biatek
w centralnym systemie nerwowym w czasie ontogenezy zajmowali sie
Gaditonde ii Richter (41,49), Greenberg i wspdt (54), Pat-
tadin, Bielik, Kraczko (100). Zgodnie stwierdzono, ze we wczes$-
niejszych okresach rozwojowych csn przemiana biatek jest intensywniejsza
i spada z wiekiem. Wedlug Palladina dwspét (100) moga by¢ pewne
wahania w intensywnos$ci przemiany biatkowej. Czasowy wzrost inten-
sywnosci przemiany biatkowej w tkance moézgowej jest zwykle zwigzany
z pojawieniem sie nowych funkcji organizmu.

Przemiana biatkowa w tkance nerwowej a jej funkcja

Od dawna znanym jest fakt, ze w wyniku pobudzenia centralnego
systemu nerwowego wzrasta w nim zawarto$¢ amoniaku (21, 22, 23, 87,
105, 132, 136, 137, 138, 139). Na podstawie szeczeg6towych badan Wta-
dimir owej (150) mozna twierdzi¢, ze zawarto§¢ amoniaku w mozgu
moze by¢ uwazana za wskaznik funkcjonalnego stanu csn. Najmniejszg
zawartos¢ amoniaku spotyka sie w stanach zahamowania csn. Zmiany
w zawartosci amoniaku w moézgu towarzyszg nawet stanom warunkowego
hamowania i pobudzenia (149, 151). Wyrazny (przeszto 10 krotny) wzrost
zawartosci amoniaku w médzgu ma miejsce po dekapitacji zwierzecia.

W systemie nerwowym amoniak moze powstawa¢ w wyniku nastepu-
jacych proceséw: a) przez dezaminacje kwasu adenilowego, b) w wyniku
dziatania glutaminazy powodujacej przejscie glutaminy W kwas gluta-
minowy, i ¢) w wyniku dziatania dehydrogenezy kwasu glutaminowego
katalizujacej przejscie kwasu glutaminowego w kwas a-iminoglutarowy,
z ktérego spontanicznie z uwolnieniem amoniaku powstaje kwas a-keto-
glutarowy.

Zaden z tych proceséw nie wyjaénia jednak niezwykle szybkiego pow-
stawania amoniaku w czasie czynno$ciowego pobudzenia tkanki nerwo-
wej (141).

Vrba (136, 137, 138, 139) proces tworzenia amoniaku taczy z powsta-
waniem szybkich odwracalnych zmian w strukturalnych elementach
tkanki nerwowej, a wiec w biatkach podajgc tzw. ,hipoteze cyklu kwasu
glutaminowego”.

Pobudzenie centralnego systemu nerwowego (zwane przez niego ,,po-
budzeniem rozproszonym”) wywotat V rb a przez umieszczenie szczuréw
w naczyniu z wodg i zmuszenie ich w ten sposéb do kilku godzinnego
ptywania. Biochemiczny obraz mézgu byt utrwalony przez zanurzenie
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zywego szczura w ciektym powietrzu. W wyniku przeprowadzonych
doswiadczen Vr ba stwierdzit:

a) zmniejszenie iloSci grup amidowych w biatkach mozgu,

b) wzrost zawarto$ci amoniaku w tkance maézgowej,

c) wzrost stezenia wolnej glutaminy w mézgu,

d) spadek stezenia kwasu glutaminowego w madzgu,

Na podstawie tych faktow przyjmuje, ze tworzenie i usuwanie amonia-
ku z tkanki mézgowej w czasie pobudzenia i spoczynku centralnego syste-
mu nerwowego zachodzi wedtug nastepujgcego mechanizmu.

Amoniak odszczepia sie w czasie czynno$ci tkanki nerwowej z grup
amidowych ,zwigzanej” w czasteczce biatka glutaminy, ktora tym samym
przechodzi w ,zwigzany” kwas glutaminowy. Uwolniony amoniak bedacy
czynnikiem toksycznym dla tkanki mézgowej wigze sie szybko z wystepu-
jacym w duzych ilosciach w moézgu wolnym kwasem glutaminowym
i w ten sposob przychodzi do powstania wolnej glutaminy. W okresie spo-
czynku centralnego systemu nerwowego zawartosé wolnej glutaminy
w mozgu spada. Glutamina jest bowiem wedtug Vrb y zuzywana do re-
synitezy biatek tkankowych.

Omowiona hipoteza moze budzi¢ pewne zastrzezenia, ale w zasadzie
jest bardzo przekonywujgca.

Wielkg zastugg Vrby jest eksperymentalne udowodnienie pogladu,
ze czynno$¢ nerwowa jest zwigzana ze zmianami strukturalnymi biatek
tkanki nerwowej.

Aczkolwiek juz wczes$niej wypowiadat tego rodzaju poglady Naso-
now (88) formutujgc teorie t.zw. ,paranekrozy”, oraz Kosztoj anc
i wspt. (67) w swojej teorii 0 znaczeniu grup SH biatek systemu nerwowe-
go w przebiegu czynnos$ci tkanki nerwowej, to jednak nie umniejsza to
pionierskiego znaczenia prac Vr by wyjasniajagcych dostatecznie doktad-
nie i wiarogodnie ogdlnobiologiczne zjawisko jakim jest powstawanie
amoniaku w tkance nerwowej i zwigzane z tym zmiany strukturalne
biatek systemu nerwowego.

Zjawisko to zachodzi na wszystkich szczeblach rozwoju ewolucyjnego
systemu nerwowego az do cziowieka wigcznie (powstawanie amoniaku
w stanach drgawkowych np. w rzucawce porodowej i usuwanie toksycz-
nych skutk6w jego dziatania przez podawanie kwasu glutaminowego).

Hipoteza Vrby (136, 137, 138, 139) wymaga jednak pewnych uzu-
petnied. V r b a méwi wprawdzie o tym, ze przy zwiekszonej aktywnosci
systemu nerwowego zachodzi rozpad czasteczek biatka w tkance nerwo-
wej, a synteza nowych czasteczek w stanie spokoju lub zahamowania sy-
stemu nerwowego to jednak stojagc na gruncie danych eksperymentalnych
musi wypowiada¢ sie do$¢ ogdlnikowo.
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Nawigzujgc jednak do znanych obecnie faktéw eksperymentalnych
mozna sformutowal pewne sugestie dotyczgce catoksztattu mechanizmu
czynnosci nerwowej.

Modyfikacja struktury biatek systemu nerwowego w sensie udo-
wodnionym przez Vr b e, polegajgca na odszczepieniu amoniaku z grup
amidowych zwiazanej glutaminy, a wiec na przejsciu elektro-dodatnich
grup —CONH+ w grupy elektroujemne —COO~ wydaje sie by¢ zwigzana
ze stanem doraZznego pobudzenia systemu nerwowego. Z duzym
prawdopodobiefAstwem mozna przypuszczaé, ze w komoérce nerwowej tego
rodzaju przemianie nie podlegajg na raz wszystkie grupy amidowe biatka.
Nie jest réwniez wykluczone, ze podobng role jak grupy amidowe zwiaza-
nej glutaminy moga odgrywac i grupy amidowe zwigzanej asparaginy i ze
w mechaniZmie powstawania amoniaku w systemie nerwowym i jego usu-
wania moze uczestniczy¢ i ,,cykl kwasu asparaginowego”. Tak wiec stopien
polaryzacji czasteczek biatka wywotany przez odszczepienie amoniaku
z grup amidowych jest z jednej strony zalezny od natezenia bodZca wywo-
tujacego pobudzenie (149, 150, 151, 152): wiecej amoniaku tworzy sie przy
bezwarunkowym pobudzeniu, a mniej przy pobudzeniu odruchowo-wa-
runkowym, a z drugiej strony od struktury elementarnej (skiad amino-
kwasowy czasteczki biatka) i wreszcie od struktury przestrzennej czaste-
czek biatka. Ta ostatnia bowiem decyduje o utozeniu w przestrzeni nata-
dowanych elektrycznie bocznych ugrupowan a wiec tym samym o nateze-
niu pol elektrycznych powstajacych miedzy elektroujemnie i elektrodo-
datnie natadowanymi grupami. Roztozenie tych pél w obrebie tkanki ner-
wowej moznaby traktowaé, jako rzutowanie struktury przestrzennej two-
rzagcych jg biatek i jako Zrodto pragdéw bioelektrycznych zaréwno sponta-
nicznych jak i pojawiajgcych sie w czasie czynnosci tkanki nerwowej.

Zmiana struktury czasteczki biatka wywotana przejSciem grup ami-
dowych w grupy karboksylowe moze by¢ pierwszym etapem rozpadu
danej czasteczki biatka, ktéry doprowadza do zaniku aktualnie istnie-
jacych po6l elektrycznych. W wyniku natychmiastowej syntezy analo-
gicznej czasteczki biatka tego rodzaju uktad pél elektrycznych moze two-
rzy¢ sie od nowa i z kolejnym jej rozpadem ponownie zanika¢. Przyjety
punkt widzenia potwierdzajg wspomniane wyzej wyniki badan Popego
i Anfinsena (104) ukazujacych najwieksze nagromadzenie sie pepty-
daz w najbardziej czynnych os$rodkach systemu nerwowego. Przy dziata-
niu ciaggle tego samego bodZca zjawiska chemiczno-fizyczne zwigzane
z czynnoscig nerwowga miatyby wiec charakter pulsujacy. Na ustawiczng
synteze biatka komorka nerwowa musi zuzywa¢ wigzania wysokoenerge-
tyczne, ktérych ilo$¢ przy diugotrwalym 'dziataniu lub przy zadziataniu
bodzca zbyt silnego moze ulec wyczerpaniu. W tym wypadku procesy syn-
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tezy biatka ,,funkcjonalnego” mogg ulec zwolnieniu, a nastepnie zahamo-
waniu z réwnoczesnym zahamowaniem tworzenia wolhnego jamoniaku.
Odbiciem tych procesdw moze by¢ stan hamowania poza-granicznego ze
zmniejszong produkcjg amoniaku opisany przez Wtadimirow g (149,
150, 151, 152). Analogicznie moznaby wyjasni¢ i powstawanie zmeczenia.

Bytoby pozytecznym dla dalszych rozwazah przeprowadzenie rozréz-
nienia miedzy biatkami strukturalnymi i biatkami ,funkcjonalnymi” sy-
stemu nerwowego, oraz miedzy przemiang plastyczng i funkcjonalng bia-
tek moézgu, jak sugerujg to Rosengard i Mastowa (112).

Pod pojeciem biatek funkcjonalnych autorzy ci rozumiejg biatka, ktore
ulegajg rozpadowi i sg syntetyzowane w wyniku czynnos$ci tkanki nerwo-
wej. Przemiana tych biatek bytaby wiec ,przemiang funkcjonalng”. Biatka
te miatyby charakter potgczen bardzo labilnych, niezmiernie szybko roz-
padajacych sie po $mierci zwierzecia. Nawet w wypadku btyskawicznego
utrwalenia struktury chemicznej moézgu (jnp. przez zamrozenie zwierzecia
ciektym powietrzem lub ciektym azotem) biatka ,,funkcjonalne” ulegatyby
rozpadowi podczas samego procesu ich izolowania. Uniemozliwiatoby to
badanie ich przemiany nawet przy pomocy radioaktywnych izotopow. Wy-
daje sie, ze przy obecnym stanie rozwoju metodyki biochemicznej biatka
»funkcjonalne” systemu nerwowego' (0 ile oczywiscie istniejg) nie moga
by¢ dostepne bezposredniemu badaniu.

Moment pojawienia sie biatek ,funkcjonalnych” w mézgu w rozwoju
ontogenetycznym odpowiadatby momentowi pojawienia sie samoistnej
i czynnosciowej aktywnos$ci elektrycznej mézgu, a wiec miatby miejsce
w koncowym etapie I-go okresu rozwojowego.

Wiasnosci i struktura biatek ,,funkcjonalnych” decydowataby o ,pro-
filu funkcjonalnym” centralnego systemu nerwowego. U zwierzat znajdu-
jacych sie na nizszych szczeblach rozwoju filogenetycznego i w starszych
filogenetycznie odcinkach uktadu nerwowego zwierzat wyzszych i czto-
wieka, struktura i wiasnosci biatek ,,funkcjonalnych” bytyby w znacznym
stopniu niezmiennie. Innymi stowy matryca nukleinowa determinujgca
ich strukture bytaby jednakowa w ciagu catego zycia danego osobnika.
Odbiciem tego stanu byloby mniej wiecej jednakowe reagowanie orga-
nizmu na dany bodziec czynnos$cig prosta lub zespotem czynnosci (dzia-
tanie odruchowe i instynktowe).

W wyzszych odcinkach centralnego systemu nerwowego szczegGlnie
tam gdzie powstajg nowe asocjacje i wytwarzaja sie odruchy warunko-
we, matryce biatek ,funkcjonalnych” nie miatyby ustalonych raz na
zawsze wilasnosci. W czasie wytwarzania sie nowych odruchéw warunko-
wych mogtyby powstawaé nowe matryce z kwaséw nukleinowych warun-
kujace powstawanie nowych biatek ,funkcjonalnych”.
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By¢ moze, ze wedtug podobnego mechanizmu, prawdopodobnie tylko
znacznie bardziej skomplikowanego przebiegaja najwyzsze czynnosSci
systemu nerwowego, takie jak uczenie sie, pamietanie, mys$lenie irtp.

Zdolnosé systemu nerwowego do mozliwie r6znorodnych zmian wia-
snosci matryc nukleinowych lub do syntezy nowych matryc, decyduje
by¢ moze o sprawnosci systemu nerwowego i o inteligencji osobnika.

O tym, ze synteza nowych matryc nukleinowych jest mozliwa w oko-
licznosciach kiedy dla ustroju potrzebnym jest wytworzenie nowego
biatka Swiadczy¢ mogg wyniki jednej z ostatnich prac Kramera
i Strauba (68). Autorzy ci stwierdzili, ze u drobnoustroju Bacillus
cereus synteze nowego enzymu adaptywnego -penicylinazy poprzedza syn-
teza odpowiedniego kwasu nukleinowego.

Wiele faktdw przemawia za tym, ze psychozy sg rezultatem zaburzen
w syntezie biatek ,funkcjonalnych”” w najwyzszych odcinkach centralne-
go systemu nerwowego. Swiadczy¢ o tym moga m. inn. dane Hydena
i Harteliusa (61) o zmniejszeniu zawartosci kwasu RN w komadrkach
zwojowych schizofrenikow. Autorzy ci stwierdzili tez, ze podanie nitrylu
malonowego, wywierajagcego pewne dziatanie lecznicze w przebiegu schi-
zofrenii powoduje wzrost zawartosci kwasu RN w komorkach nerwowych
i prawdopodobnie zwigzang z tym poprawe przebiegu proceséw syntezy
biatek.

Doswiadczalne udowodnienie przedstawionych wyzej pogladéow na
mechanizm funkcji nerwowej jest przy dzisiejszym poziomie metodyKi
badan biochemicznych w zasadzie niemozliwe, zwilaszcza gdy rozchodzi
sie 0 udowodnienie istnienia biatek ,funkcjonalnych” w csn.

Dlatego tez poglady te nalezy raczej traktowac¢ jako jedng z wielu
mozliwych hipotez roboczych, opartg w duzym stopniu na spekulacji
i mogaca zaledwie stuzy¢ jako punkt wyjscia dalszych prac eksperymen-
talnych w dziedzinie ,funkcjonalnej biochemii mézgu”.
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STEFAN ANGIELSKI*

Naturalne [3-aminokwasy w zwigzku z przemiang
aminokwasow o tahcuchu rozgatezionym -

Przedmiotem tego artykutu jest omowienie dwéch naturalnych amino-
kwaséw, a mianowicie kwasu P-aminaizomastowego i (3-alaniny, z ktorymi
taczg Sie losy rozgatezionych a-aminokwaséw: waliny i izoleucyny, a takze
zasad pirymidynowych: tyminy i uracylu. Powstawanie kwasu P-amino”zo-
mastowego wigze sie z losami waliny i tyminy, natomiast wytwarzanie sie
(3-alanimy z przemianami izoleucyny i uracylu. Obydwie grupy przemian
wykazujg punkty styczne ze sobg, dlatego sprawozdanie ujmuje w naste-
pujace rozdziaty:

I. Droga degradacji rozgatezionych a aminokwasow,

Il. Przemiana waliny ityminy z wytworzeniem semialdehydu kwasu me-
tylomalonowego i kwasu p-aminoizomastowego,

I11. Przemiana izoleucyny i uracylu z wytworzeniem kwasu propionowego
i Galaniny,

IV. Préba schematycznego ujecia catosci tych przemian.

Wigkszo$¢ doswiadczalnych wynikéw omawianych w tym sprawozda-
niu uzyskaty pracownie: K. Finka z Los Angeles, J.. M . Coona
z Philadeljphii i S. Ochoa z New Yorku.

I. Droga degradacji rozgatezionych a-aminokwasow

Walina jest aminokwasem glikogennym, leucyna ketogennym (wytwa-
rza 1V2 czasteczki kwasu acetooctowego) (31,34), za$ izoleucyna wykazuje
wiasnosci keto i glikogenne. Wszystkie te trzy aminokwasy ulegajg degra-
dacji w wyniku nastepujgcych, kolejino zachodzacych etapdw przemian:
a) transdezaminacji, b) oksydatywnej dekarboksylacji, ¢) ciggu reakcji
analogicznych do oksydacji kwas6w ttuszczowych oraz d) przemian ostat-

*Lekarz, Asystent Zaktadu Chemii Fizjologicznej Akademii Medycznej w Gdansku.

Uzyte skroty: ATP kwas adenozynotrojfosforowy; ADP kwas adenozynodwufo-
sforowy; AMP kwas adenozynofosforowy; CoA koenzym A; DPN nukleotyd dwufo-
sfopirydynowy; P ortofosforan; PP pirofosforan; TPN nukleotyd tréjfosfopirydynowy

[449]
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nich etapow przebiegajacych odmiennie dla poszczegdlnych powstajacych
zwigzkow.

Z tych pojeé wymaga objasnienia pierwsze, tj. transdezaminacja. Taka
nazwe daje Braun stein (19) procesowi transaminacji potgczonemu
z oksydatywng dezaminacjg kwasu glutaminowego. Schemat tego procesu
przedstawia sie nastepujgco:

transaminaza
a. R-CH-NH2-COOH + HOOC.CHjCH?. TO.TOOFI —
a aminokwas kw. a ketoglutarowy

m!R-CO-COOH + HOOC-CH2-CH2-CHNH2COOH.
a-ketokwas  kw. glutaminowy

dehydrogenaza

b. HOOC-CH2-CH2-CHNH2-COOH + HoO *—
kw. glutaminowego

AHOOC *CH2:CH2:0O0+COOH + NH3 + 2H+
kw. ketoglutarowy

Sumarycznie: R*CHNH2*COOH + H20 R-CO-COOH + NH3 + 2H+. 1)

Reakcja a) jest katalizowana przez transaminaze odpowiedniego amino-
kwasu i kwasu a-ketoglutarowego. Z drobnoustrojow E. coli izolowano
takie transamiinazy swoiste dla poszczegdlnych rozgatezionych aminokwa-
séw (113). Chociaz nie udato sie to w stosunku do zwierzecych tkanek,
obecno$¢ w nich takich transamiinaiz mozna uwaza¢ za udowodniong
(24,92a). W odniesieniu do reakcji b) istniejg réznice pogladow (12,29, 112);
za powyzej podanym schematem opowiada sie Braunstein (19), nato-
miast Cedrangolo (29) jest zdania, ze amoniak nie wystepuje jako
produkt posredni, wobec czego kwestionuje potrzebe pojecia transdezami-
nacji, uwazajac ze cato$¢ tych reakcji jest w swojej istocie transamimacja.
Za pogladem Braunsteina przemawiajg nastepujgce fakty doswiad-
czalne: wystepowanie w wielu tkankach dehydrogenazy kwasu glutamino-
wego (18a, 96), oraz transamiinazy kwasu keitoglutarowego i odpowiednich
aminokwasOw (3,24,92a), a takze znaczne zahamowanie powstawania ami-
nokwaséw przez zablokowanie cyklu Krebsa w miejscu umozliwiajagcym
wytwarzanie kwasu a-ketoglutarowego (15, 16, 17). Brak jest natomiast
przekonywajacych dowodoéw doswiadczalnych przemawiajgcych iza bezpo-
Srednim udziatlem wytwarzanego' w jreakcji (b) amoniaku w syntezie mocz-
nika; w rozwazaniu tych spraw nie mozna zapomnieé¢ o tym, ze poziom
amoniaku tkanek jest bardzo niski luib brak gO zupetnie (97). Pomimo dos$¢
licznych prac nad biosyntezg karbamylofosforanu (61, 62, 63, 65) nie wia-
domo, w jakiej postaci whudowuje sie wen reszta azotowa (76); wprawdzie
udziat kwasu N-acetyloglutaminowego jako kofermentu w biosyntezie
cytruliny u zwierzat (76) jest udowodniony (65), lecz rola jego w biosyn-
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tezie karbamylamu nie jeist znana. Natomiast udziat kwasu asparaginowego
w wytwarzaniu argininy zdaje sie mie¢ trwate podstawy doswiadczalni
(30). Poza tym szeroikii zasieg procesOw transaminacijii (3, 24, 92ib, 93) prze-
mawiatby raczej za pogladem, ze pierwszy etap, tj. transaiminacja, nie musi
Scisle wigzac sie z drugim, tj. oksydatywng dezaminacjg kwasu glutami-
nowego' (29, 114). Ten pierwszy etap przemian aminokwasoéw o tancuchu
rozgatezionym jest wiec zasadniczo taki jak u wszystkich aminokwasow.
Reakcje te sg odwracalne, a zatem z odpowiadajagcych ketokwaséw ustréj
moze wytworzy¢ wiasciwe im aminokwasy.

Drugim etapem na drodze degradacji aminokwaséw rozgatezionych
(a takze i niektdrych jinnych aminokwasow) jest oksydatywma dekarboksy-
lacja wytworzonych z nich a-ketokwasow przebiegajgca wedtug réwnania:

4-1/202
R+*CH2+COCOOH + CoASH--—- > R-CH2COSCoA + CO02 2

Jak dotychczas nie stwierdzono, by ten typ reakcji przebiegajacy z dos¢
duzym spadkiem energii wolnej byt odwracalny (8). Jest to' zasadniczy
etap w przemianie aminokwaséw rozgatezionych, wyznacza on bowiem
przez swg nieodwracalnos¢ z jednej strony kierunek przemian, z drugiej
za$ uniemozliwia biosynteze laminokwasu z jego produktéw rozpadu (31).
Mechanizm tej reakcji wydaje sie skomplikowany juiz chociazby z tego
wzgledu ze do przebiegu jej potrzeba catego zestawu koenzymow: dwu-
fosfatiaminy, kwasu liponowego, CoA, DPN, (81).

Dalszy trzeci etap przemian opisujg badania Coona i wspéipracow-
nikow; wykazujg one, ze niektére etapy przemian aminokwaséw o tancu-
chu rozgatezionym sg katalizowane przez, system enzymatyczny watroby
utleniajacy kwasy ttuszczowe o nierozgatezionym tancuchu weglowym
(31, 110, 111).

R-CH2-CH2-CH2-CO-SCoA ~ R-CH2-CH = CH -CO-SCoA + 2H+ ®3)

dehydrogenaza acylowa
R «CHZXH = CH +CO *S «CoA+HZzO 1=; RCHZCH mCH2+CO + S » CoA (4

|
OH
hydraza enolowa

Jak dotychczas nie jesteSmy w stanie powiedzie¢, czy sg tu konieczne
swoiste enzymy. Jednak z ostatnich badan G re ena i wispétpraoowniikdéw
okazuje sie, ze na przyktad dehydrogenaza acylowa jeslt enzymem ztozo-
nym, z ktérego udato sie wyizolowaé trzy oddzieilne enzymy utleniajace
kwasy ttuszczowe w zaleznos$ci od dhiuigosci tancucha weglowego, a miano-
wicie enzym (G), zoky flawoprotein miedziowy, ktéry utlenia aktywne
kwasy tluszczowe o tancucihu od C4 do- Cs (88, 59, 60); enzym Y, zielony
flawoprotein, ktéry atakuje kwasy tluszczowe o dtuzszym tahcuchu (35),
a takze enzym Y', ktérego utleniajgce dziatanie zdaje sie dotyczy¢ jedynie
aktywnej postaci kwasu palmitynowego (36). Coon i wspoOtpracownicy
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w swoich doSwiadczeniach postugiwali sie zottym flawoproteinem miedzio-
wym. Wsréd zaspotiu enizyméw biorgcych udziat w przemianie kwasow
tluszczowych hydiraza eindlowa {kroitoniaza) ibyla pieirwtszym enzymem
otrzymanym w postaci krystalicznej (121, 122), dzieki temu zbadano jej
swoistos¢ wobec killku substratow, state rownowagi w stosunku do kroto-
nylo i izokrotonylo-S-CoA, optimum dziatania pH oraz wptyw niektorych
inhibitoréw. W trakcie badan okazato sig, ze krotonaza dziala szczegdlinie
wydatnie na nierozgatezione kwasy ttuszczowe od C4 do C9, jest natomiast
mniej aktywna w stosunku do kwaséw rozgatezionych, zwtaszcza zawiera-
jacych podstawniki w pozycji a. Tablica 1 wedtug J. Sterna i wspo6t-
pracownikow (121) przedstawia wzgledne aktywnos$ci tego enzymu w sto-
sunku do niektérych substratéw.

Tabela l
Aktywnos$¢ krotonazy w stosunku do réznych substratéow
Izomer Substrat Wzgledna aktywnos$é
Trans Krotonylo-CoA 100
Cis Izokrotonylo-CoA 30
fi a-metylokrotonylo-CoA ledwie zaznaczona
i) RB-metylokrotonylo-CoA 14

Jak widac z tabeli 1, aktywnos$¢ krotonazy jest w stosunku do izokro-
tonylo-CoA trzykrotnie mniejsza niz wobec krotonylo-CoA. Inaczej przed-
stawia sie dziatanie krotonazy w stosunku do akrylo-CoA i metakrylo-CoA;
podczas gdy ten ostatni ulega jej dziataniu, to wobec pierwszego jest ona
nieaktywna.

Dalsze etapy przemian aminokwasow rozgatezionych, swoiste dla posz-
czegblnych zwigzkéw, oméwie w nastepnych rozdziatach.

Il. Przemiana waliny i tyminy z wytworzeniem semialdehydu
kwasu metylomalonowego i kwasu /S-aminoizomastowego

Przemiana waliny

Przemiane waliny przedstawia schemat 1.

Jak juz wspomniano, w wyniku dezaminacji powstaje z waliny kwas
a-ketoizowalerianowy, ktéry po dekarboksylacji oksydatywnej wytwarza
aktywna posta¢ kwasu izomastowego, tj. izobutyrylo-CoA. Z badan
Atchleya (1) wiadomo, ze kwas izomastowy powoduje nagromadzenie
sie glikozy, a w doSwiadczeniach izotopowych stwierdzono, Ze jego trzy
atomy wegla mogg by¢ uzyte do wytworzenia glikozy. Przypuszczano wiec
(1, 78), ze przemiana kwasu izomastowego przebiega nastepujaco:
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Schemat 1
Przemiany waliny

CH3\
ch //CH-CHNH2«COOH — walina

It
ch3\

.CH-CO*COOH — kwas ketoizowalerianowy

CH3/

| HS-CoA
CH3\

JCH-CO-S-CoA — izobutyrylo-CoA
CH3/

n
CH2 = C-COS-CoA — metakrylo-CoA

CH3n

CH2 — CH*CO*S*CoA — @3 hydroksyizobutyrylo-CoA
on  chsd
3i

CH2*CH>COOH — kwas |3-hydroksyizomastowy

\ I I
OH CH3 i1l

O = OCH-COOH semialdehyd kwasu metylomalonowego —  kwas
» || ! propionowy
< HCI3 !
A \\ ﬁHs’

CH2 — CH*COOH HOOC*CH*CO*S*CoA metylomalonylo-CoA
[ 11 (izobursztynylo-CoA)

NH2 CH3 1*

kwas @-aminoizomastowy HOOC-CH2*CH2,CO'S-CoA bursztynylo-CoA

|
HOOC*CH2«CH2*COOH kwas bursztynowy.

kwas izomastowy -> kwas metakrylowy -> semialdehyd kwasu metyloma-
lonowego -> kwas propionowy.

Stwierdzono, ze cigg tych reakcji jest katalizowany przez system enzy-
matyczny watroby, utleniajacy takze kwasy tluszczowe, Zastuga pracowni
J.M. Coona jestwyodrebnienie substratéw i enzymdw biorgcych udziat
w tych przemianach. Przez analogie do>spalan kwasow ttuszczowych nale-
zato sie spodziewac, zesubstratem dla dehydrogenazy (3-hydroksyacylo-CoA
(enzymu utleniajgcego aktywng postaé¢ (3-hydroksykwasu) bedzie (3-hydro-
ksyizobutyrylo-CoA. Jednakze nieoczekiwanie okazato sie, ze odwodoro-
wywanie aktywnej postaci |3-hydrosyizomaslanu zachodzi bardzo wolno,
natomiast sam [3-hydroksyizomas$lan pod wptywem swoistej dehydrogenazy
szybko przechodzi w semialdehyd kwasu metylomalonowego. Wykazano,
ze w tkankach zwierzecych oraz u niektdrych bakterii wystepuje enzym
hydrolizujgcy (3-hydroksyizobutyrylo-CoA na odpowiedni kwas i CoA.
Zaproponowano dla niego nazwe deacylazy (106). Swoistoscig rézni sie on
znacznie od pokrewnych mu enzymow; jedynym substratem, na ktéry
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dziata oprocz (3-hydroksyizobutyrylo-CoA, jest (3-hydroksypropionylo-CoA;
lecz w stosunku do niego jest trzykrotnie mniej aktywny. Deacylaze otrzy-
mano z serca $wini, oczyszczono kilkakrotnie, stwierdzono jej obecno$¢
w innych tkankach, nie zawierajg jej drozdze, lecz znaleziono jg w stosun-
kowo duzej ilosci u Neurospora crassa.

Kwas (3-hydroksyizomastowy przechodzi pod wptywem swoistej dehy-
drogenazy w semialdehyd kwasu metylomalonowego. Dehydrogenaze
wyodrebniono z nerki $swini, jej koenzymem jest DPN; odczynniki bloku-
jace grupy SH inaktywujg ja; natomiast hydroksylamina i dimedon sg bez
wptywu na jej aktywno$é. Stan rownowagi tej reakcji jest przesuniety
w strone redukcji semialdehydu kwasu metylomalonowego, tj. do kwasu
(-hydroksyizomastowego (109). Dalsze losy semialdehydu kwasu metylo-
malonowego nie sg doktadnie znane, wydaje sie jednak, ze jego przemiany
prowadza przez aktywng posta¢ kwasu metylomalonowego (izobursztyno-
wego). Kwas metylomalonowy stwierdzono po raz pierwszy w moczu
szczurow zatrutych antracenem (14) oraz wykazano jego obecno$¢ obok
kwasu dwuetylobursztynowego w moczu szczurd6w pozostajagcych na diecie
powodujacej martwice watroby (9, 10). Dotychczas brak do$wiadczalnych
danych o przeksztatcaniu sie semialdehydu w kwas metylomalonowy.
Dzieki badaniom Ochoa i wspotpracownikoéw (11, 45—48) wiadomo bo-
wiem, ze propionylo-CoA ulega karboksylacji do metylomalonylo-CoA,
a ten w obecnosci izomerazy przechodzi w bursztynylo-CoA, a nastgpnie
w kwas bursztynowy. Szkielet weglowy semialdehydu kwasu metylomalo-
nowego moze by¢ wykorzystany do wytworzenia kwasu (1-aminoizomasto-
wego, ktéry jest punktem stycznym na drodze przemian waliny i tyminy.
Obecnie znamy szereg transaminacji obejmujacych aminokwasy z grupg
aminowga na weglu o (13, 108). Najlepiej dotychczas poznang transaminaza
tego typu jest transaminaza kwasu y aminomastowego i kwasu ketogluta-
rowego; duze jej ilosci znaleziono w tkance mézgowej (13). W wyniku tych
reakcji powstaje z aminokwasu odpowiadajacy mu aldehyd. Niedawno izo-
lowano z nerki $wini transaminaze kwasu @aminodzomastowego i kwasu
a-ketoglutarowego (83). Katalizowana reakcja zachodzi w nastepujacy
sposob:

COOH COOH
(0] ch?2 CH
CH CHXNH2 + CH
H—C—CH; CHNH H—C—CH; Cc=0
COOH COOH COOH COOH
Semialdehyd kwas kw. @ amino- kw. ketoglu-
kwasu metylo- glutami- izomastowy tarowy.

malonowego nowy
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Odwracalnos¢ reakcji wykazano w dwdéch szeregach doswiadczen; w jed-
nym z nich inkubowano semialdehyd kwasu metylomalonowego, kwas
glutaminowy i transaminaze, w drugim kwas @aminoizomastowy z kwa-
sem ketoglutarowym. Tabela 2 (wedlug 83) przedstawia wyniki badan
swoistoSci czesciowo oczyszczonej transaminazy.

Tabela 2
Swoisto$¢ transaminazy kwasu (3-aminoizomastowego i ketoglutarowego

Rf wytworzonego aminokwasu

Substraty . .
oczekiwano znaleziono
Kwas (3-aminoizomastowy + kw. keto-

glutarowy 0,25 (kw. glutam.) 0,26
Kwas (3-aminoizomastowy + kw. pyro-

gronowy 0,36 (alanina) nic
Kwas (3-aminoizomastowy + kw. szcza-

wiooctowy 0,48 (kw. aspar.) nic
Kwas (3-aminoizomaslowy + kw. ke-

toizokapronowy 0,44 (leucyna) nic
Kwas [3-aminoizomastowy + a-keto-

-|3~*metylowalerianowy 0,44 (izoleucyna) nic
j3-alanina + kw. ketoglutarowy 0,25 (kw. glutam.) 0,25
Kwas (3-aminomastowy + kw. ketoglu-

tarowy 0,25 (kw. glutam.) nic
Kwas Y-aminomastowy + kw. ketoglu-

tarowy 0,45 (kw. glutam.) 0,27
;Kwas a, Y-dwuaminomastowy + kw.

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

Omawiana transaminaza dziata wiec jedynie na co-aminokwasy; kwasu
a-ketoglutarowego zaden inny z badanych ketokwaséw nie jest w stanie
zastgpi¢. Nie udato sie stwierdzi¢ udziatu fosfopirydoksalu przy tego ro-
dzaju transaminacji (83). Hamujacy wptyw p-chlororteciobenzoanu zdaje
sie dotyczy¢ nie samej transaminazy, lecz dehydrogenazy kwasu (3-hydro-
ksyizomastowego $cisle zwigzanej z procesem transaminacji.

Niezaleznie od siebie K. Fink iwspo6tpracownicy (41) oraz Crum-
pler i wspétpracownicy stwierdzili w 1951, ze aminokwas wystepujacy
na chromatogramach jako plamka T (37), spotykany w moczu niektdrych
zdrowych ludzi oraz w moczu chorych z nowotworami (41), jest kwasem
(3-aminoizomastowym. Podczas gdy pracownia K. Finka poszukiwata
macierzystej substancji tego aminokwasu, to badacze angielscy zaintere-
sowali sie jego wydalaniem w moczu ludzi zdrowych (21, 40, 67, 69).
Stwierdzono bowiem, ze ws$rdd populacji angielskiej okoto 9% os6b wy-
dala z moczem duze iloSci kwasu (3-aminoizomastowego. Dla poréwnania
warto zwrdéci¢ uwage, ze w dobowej iloSci moczu przecietne wydalanie
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histydyny, metylohistydyny, glicyny i tauryny wyraza sie iloScig po okoto
200 mg; glutaminy, alaniny, seryny, treoniny, asparaginy po okoto 50 mg,
a kazdego z pozostatych aminokwaséw mniej anizeli po 50 mg (40, 68, 120).
U (3-wydzielaczy (tak nazwano osoby wydalajace wieksze ilosci kwasu
(3-aminoizomastowego) przecietna ilos¢ wydalonego z moczem kwasu
(3-aminoizomastowego wynosi 200—300 mg, natomiast u oséb nie bedacych
wydzielaczami nie przekracza 10 mg na dobe (40). Stwierdzono ponadto,
ze wydalanie tego aminokwasu nie zalezy od warunkéw zewnetrznych,
a takze pici i wieku, a wiec nalezato przypuszczac, ze moze on podlegaé kon-
troli genetycznej (54, 55, 56, 67, 69). Badania przeprowadzone na duzym
materiale wskazywaty na to, ze wydalanie kwasu [3-aminoizomastowego
dziedziczy sie, przy najprostszym ujeciu, jako gen recesywny, to znaczy,
ze (3-wydzielacz bytby homozygota dla tej pary allei (allele—para genow
odpowiedzialna za wytworzenie jakiejs cechy), natomiast osoba nie wyda-
lajaca lub wydalajgca nieznaczne ilosci tego aminokwasu bytaby homo-
lub hetero-zygotg dla dominujgcej pary alleli (69, 54). Ostatnie badania
wskazujg, ze wsrdd ludzi rasy zOitej spotyka sie znacznie czesSciej (3-wy-
dzielaczy anizeli u ludzi rasy biatej (64). Wydalanie kwasu (3-aminoizo-
mastowego stato sie przedmiotem szczegb6lnego zainteresowania genety-
kéw; niewiele majg oni bowiem sposobnos$ci postugiwania sie cechami da-
jacymi sie ujaC tak Scisle, jak pewne wiasciwosci biochemiczne; wiekszos$¢
tego rodzaju badan z zakresu genetyki cztowieka przeprowadza sie na lu-
dziach obarczonych schorzeniami dziedzicznymi. Wydzielacze kwasu (3"ami-
noizomastowego jako przedmiot badahA genetycznych majg* te szcze-
g6lng wartosé, ze spotyka sie ich dos¢ czesto, a oznaczenie kwasu (3-ami-
noizomastowego nie nastrecza wiekszych trudnosci. Inng nie mniej wazng
przyczynga, ktéra zmusza do zwrécenia uwagi na kwas (3-aminoizomastowy,
iest wzmozone wydalanie aminokwasu u ludzi z nowotworami (4, 41)
a w badaniach nowotworéw jakikolwiek czynnik odbiegajacy do normy jest
godny zainteresowania.

Przemiana tyminy

Fink i wspbtpracownicy (42—44) poszukujac substancji macierzy-
stej kwasu p-aminoizomastowego stwierdzili, ze szczury wydalajg wieksze
ilosci tego kwasu na diecie bogatej w kwas dezoksyrybonukleinowy. Wy-
dalanie to wzrosto, gdy podawano tymine, a zwtaszcza jej ipochodng uwo-
dorowang w pozycji 5.6. W oparciu o te fakty i o badania przy uzyciu
zwigzkéw znaczonych izotopami postawit Fink hipoteze, ze w ustroju
zwierzecym rozpad tyminy przebiega wedtug schematu 2. Hipoteza ta
zostata potwierdzona przez innych autoréw (25, 50, 51, 104) w niezalez-
nych od siebie pracowniach. Caly uktad katalizujgcy ten cigg reakcji, prze-

r
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miany tyminy w kwas |3-aminoizomastowy, jest zlokalizowany w niestruk-
turalnej czesci komarki; dodanie frakcji mikrosomowej hamuje aktywnos$é
enzymatyczng. Podobnie tez enzymy biorgce udziat w biosyntezie zasad
pirymidynowych oraz nukleotydéw, w skiad ktérych one wchodzg, maja
by¢ zlokalizowane w cytoplazmie komorki (26, 27). Uwodorowanie tyminy
do dwuhydrotyminy zachodzi przy udziale TPN, ktéry nie moze byé za-
stgpiony przez DPN. Zahamowanie rozpadu tyminy, jakie ma miejsce
po dodaniu frakcji mikrosomowej komorek, jest prawdopodobnie zwigzane
z inhibicjg tego wtasnie etapu (25).

Schemat 2.
O O HO O HO o
I I \ \ Y
C C H C H C
I\ [\ 1/ I
H-N C-CH39H+ HN C-CH3 hn H2N C-CH3, QH-C—CHS
u It i i i i i
0=C CH 0=C CH, *---0=C CH?2 CH2NH2
\ l\{ \ V\( \ l\{ CO02+NH3
\ \ \
H H H
'tymina dwuhydrotymina kw. P-ureido- kw. 6-aminoizo-
izomastowy mastowy

Niedawno izolowano enzym nazwany hydrazg hydropirymidynowa,
rozszczepiajacy pierscien pirymidynowy pomiedzy atomami 3 a 4 (127).
Przy badaniu swoistosci tego enzymu okazato sie, ze wykazuje on znaczng
aktywno$¢ takze wobec hydantoiny, ktérg przeprowadza w karbamylo-
glicyne.

)
/!
0=C - N—H C—OH NH2
| | 50 . 1 I_
H2C\ /C=0 H2Cv yCc=0
\Y X NX ©)
| |
H h
Hydantoina Karbamyloglicyna

(Kwas ureidooctowy)

Enzym katalizujagcy powstawanie karbamyloglicyny z hydantoiny zwa-
ny hydantoinazg zostat izolowany i dokiladnie zbadany przed dziesieciu
laty (39). Jest bardzo prawdopodobne, ze enzym ten oraz hydraza hydro-
pirymidynowa sg identyczne. Przemawia za tym, ze hydraza hydropiry-
midynowa jest aktywna w stosunku do tyminy, uracylu i hydantoiny, a nie
dziata na inne zwiazki o podobnej strukturze. Stan rownowagi oraz szyb-
ko$¢ reakcji katalizowanej przez ten enzym zalezy w duzym stopniu od
pH; przy pH 5 réwnowaga jest przesunieta w kierunku zamkniecia tan-
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cucha ureido-pochodnej, natomiast w oddziatywaniu zasadowym (optimum
pH 8,6) ma miejsce otwarcie pierscienia z wytworzeniem kwasu (3-urei-
doizomastowego. W badaniach ze skrawkami watroby szczura oraz in vivo
stwierdzono, ze przy uzyciu tyminy i dwuhydrotyminy znaczonej izoto-
pami atom wegla 2 zjawia sie w moczniku, a takze w wydychanym CO2
(44,72), a atom wegla grupy metylowej dotgczony do pozycji 5 w kwasie
(3-aminoizomastowym, a takze w alaninie i glikozie (44). Fakty te sg
w zgodzie z tym, ze dalszy rozpad kwasu (3-ureidoizomastowego nastepuje
miedzy atomem dawnej pozycji 2 a atomem pozycji 1. W ten sposéb
bytoby zrozumiate powstawanie kwasu (3-aminoizomastowego z tyminy.

Drogi wytwarzania kwasu (3-aminoizomastowego bytyby w swej istocie
poznane, natomiast nic nie wiemy o znaczeniu biologicznym tego amino-
kwasu.

I1l. Przemiana izoleucyny i uracylu z wytworzeniem kwasu
[propionowego i (3-alaniny

Przemiana izoleucyny

Przemiane izoleucyny przedstawia schemat 3.

W tych badaniach podstawowe znaczenie ma stwierdzenie stabego, lecz
wyraznie zaznaczonego efektu glikogennego izoleucyny (18, 20, 128); efekt
ten daje nie tylko odpowiadajgcy izoleucynie a-ketokwas, ale takze zwig-
zek powstajacy przez jego dekarboksylacje, tj. kwas a-metylomastowy
(18 b). Dalszy rozpad kwasu a-metylomastowego ulegatby (mimo podstaw-
nika w pozycji a przemianom analogicznym do (3-oksydacji nierozgate-
zionych kwasow tluszczowych (28). Zgodnie z takim ujeciem z 1 czasteczki
kwasu a-metylomastowego powstaje 1 czasteczka kwasu octowego oraz
1 czasteczka kwasu propionowego.

4 3 2 |
CH3 +CH2 + CH » COOH->CH3 + CH=C + COOH-*CH3 + CH + CH » COOH->
¢H, dhs 3nl chs

4 3
CH3+C «CH «COOH -* CH3+ COOH'+[CH3 +«CH2+ COOH

O CHs3 (6)

Przy uzyciu znakowanego kwasu a-metylomastowego wykazano, ze rze-
czywiscie z atomow wegla 3 i 4 powstaje czasteczka kwasu octowego, a we-
giel grupy metylowej wchodzi w skitad wytworzonego kwasu propiono-
wego (32, 33). Ostatnio dzieki badaniom Coona i wspdipracownikéw
wiemy, ze te przemiany tak, jak przemiany kwasow ttuszczowych, za-
chodza nie z wolnymi kwasami, lecz z odpowiednimi acylopochodnymi
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Schemat 3
Przemiana izoleucyny

CH3+«CH2+CH «CHNH2+COOH

CH3 izoleucyna
I
CH3+CH2+CH «CO «COOH
clh 3 kwas a-keto-P-metylowalerianowy
i CoASH
CH3+¢CH, *CH «CO +S « CoA

CHa a-metylobutyrylo-CoA
1
CH3+CH=C +CO S «CoA

|
ch3s tyglylo-CoA

CHS*CH ¢«CH «CO +S « CoA

OIH CIH3 a-metylo-P-hydroksyizobutyrylo-CoA

It

CHS+*CH *CH «CO *S « CoA

o“ clh 3 a-metyloacetoacetylo-CoA

I CoASH ,
CH3+CO ¢S ¢«CoA + CH3¢CH2+CO ¢S «CoA propionylo-CoA
acetylo-CoA ICOa
CH,

HOOC «C «CO +S «CoA metylomalonylo-CoA

H Al
HOOC «CHa+*CH2+CO ¢S *CoA bursztynylo-CoA

I
HOOC ¢« CH2+«CH2+COOH kwas bursztynowy

koenzymu A. W wyniku dekarboksylacji kwasu a-keto-13-metylowaleria-
nowego powstaje a-metylobutyrylo-CoA, ktéry po odigczeniu dwoch ato-
mow wodoru daje tyglylo-CoA (cis 2-metylo-2-butenylo-CoA). Ze zwigzku
tego pod wptywem hydrazy enolowej powstaje a-metylo-(3-hydroksyizo-
butyrylo-CoA, ktory dziataniem dehydrogenazy (3-hydroksyacylowej prze-
chodzi w metyloacetoacetylo-CoA, z ktérego powstaje acetylo-CoA i pro-
pionylo-CoA. Dowodem, ze acetylo-CoA jest produktem tych przemian, sg
doswiadczenia (111), w ktorych stwierdzono nastepujace fakty: a) w zto-
zonym uktadzie zawierajgcym tyglylo-CoA, ukiad enzymatyczny utlenia-
jacy kwasy ttuszczowe, kwas jabtkowy, jego dehydrogenaze i DPN (jako
zrédto kwasu szczawiooctowego) oraz enzym kondensujacy — powstaje
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kwas cytrynowy; b) kwas cytrynowy powstaje rowniez, gdy zamiast ty-
glylo-CoA wprowadzi¢ do tego ukladu kwas a-metyloacetooctowy oraz
uktad potrzebny do jego aktywacji, to jest bursztynylo-CoA i odpowiednig
transferaze. W podobnie przeprowadzonym do$wiadczeniu wykazano, ze
zaréwno z tyglylo-CoA jak i kwasu a-metyloacetooctowego powstaje pro-
pionylo-CoA w ilosci rownowaznej ilosci aktywnego kwasu octowego.
Coon i wspbtpracownicy wigza aktywny kwas propionowy z (3-alaning
wytwarzang w organizmie zwierzat i opisujg przebieg reakcji tak jak to
podaje schemat 4.

Schemat 4
Przemiany kwasu propionowego prowadzace do wytwarzania P-alaniny

ch3s ch?2 CH20H chZh
i 1
ch2 CH -» ch?2 —> CH2 —>
CO «S «CoA CO—S < CoA co==S +CoA COOH
propionylo-CoA akrylylo-CoA P-hydroksy kwas p-hydroksy-

propionylo- CoA propionowy

o) COOH
1
é/ ch2
h\ H ch2
ch2 |
| chnh2
COOH |
. /COOH
semialdehyd .
kwasu malonowego kwas glutaminowy
N
COOH
(3-alanina
COOH

kwas ketoglutarowy

Jak wida¢ ze schematu, w wyniku utleniania kwasu hydroksypropio-
nowego powstaje semialdehyd kwasu malonowego, ktéry w obecnosci
kwasu glutaminowego i swoistej transaminazy przechodzi w (3-alanine.
Poszczeg6lne etapy tych przemian sg katalizowane przez zespoty enzyméw
podobne do tych, ktére opisano przy przemianie waliny. W pewnych eta-
pach zaznacza sie jednak charakterystyczna swoisto$¢; i tak ostatnio udato
sie uzyska¢ z nerki $wini dehydrogenaze kwasu (3-hydroksypropionowego
stokrotnie oczyszczong; tak oczyszczony enzym byt aktywny wylgcznie
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wobec kwasu (3-hydroksypropionowego, nie dziatat natomiast na (3-hydro-
ksypropionylo-CoA ani tez nie wykazatl Zzadnego powinowactwa w sto-
sunku do kwasu (3-hydroksyizomastowego (38).

Przemiana uracylu

Druga substancjg macierzysta (3-alaniny jest uracyl. Schemat 5 przed-
stawia jego przemiany.

Schemat 5
Przemiana uracylu
0 0 0 0
/! /1 /1 //
C C C—OH C—OH
[\ [\ | nh3 |
HN CH o AN GH2 ,qp H CH2  w,n | GH2
C CH ¢ ch2 «mo=c ch2 ~ N o ch2
# 0\ / 1\ \ / co2 d
O N O N N H2
\ \ \
H H H
uracyl dwuhydrouracyl kwas |3-ureidopropionowy (3alanina

Dane, dotyczace systemu enzymatycznego biorgcego udziat w przemia-
nie tyminy, odnoszg sie takze do uracylu (25, 50, 51, 52, 104). Analogicz-
nie do tyminy rozpad uracylu rozpoczyna sie uwodorowaniem jego pier-
Scienia w pozycji 5i 6. Na uwage zastuguje fakt, ze wyodrebniona dehydro-
genaza, ktéra przeprowadza te reakcje u Clostridium uracilicum, postuguje
sie DPN, a nie TPN (22, 23), jak ma to miejsce w tkankach zwierzecych.
Enzym otrzymany z wyciggéw tych bakterii nie jest aktywny w stosunku
do tyminy (22). Natomiast enzym pochodzacy z tkanek zwierzecych jest
aktywny wobec tyminy jak i uracylu (63a). Uwodorowane pochodne piry-
midyn znaleziono w stanie wolnym w organizmie zwierzat (53); przypu-
szczano, ze biorg one udzial w biosyntezie kwasow nukleinowych, jednak-
ze dosSwiadczalnie nie udato sie tego wykaza¢ (131). Drugi etap reakcji
zachodzi przy udziale hydrazy hydropirymidynowej analogicznie do prze-
mian tyminy. Chociaz stwierdzono, ze atom wegla 2 zasad pirymidyno-
wych wbudowuje sie w mocznik (44) i udato sie ostatnio (133) wyizolowaé
enzym odpowiedzialny za rozkiad ureidopochodnych kwasu izomastowego,
nie wiele wiemy o istocie tej reakcji. O mechanizmie tego rodzaju prze-
mian mozna by wnioskowaé¢ przez analogie z tego, ze cytrulina dziata-
niem fosforylazy cytrulinowej rozktada sie na ornityne, dwutlenek wegla
i amoniak, ta reakcja odbywa sie przy udziale ortofosforanu i ma cha-
rakter fosforolizy (80, 82, 95). Przypuszczano tez, ze tego rodzaju rozsz-
czepienie bedzie miato miejsce w przypadku kwasu ureidopropiomowego
i ureidoizomastowego; okazato sie jednak, ze zaréwno fosforany jak i arse-

4 Postepy Biochemii
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niany nie maja wptywu na predkos¢ tych reakcji; dowodzitoby to, ze
rozpad ureidopochodnej kwasu propionowego nie jest fosforolizg (25).
Rola fosforolizy w powstawaniu pierscienia pirymidynowego jest dzi$
jednak ogo6lnie przyjeta (86, 87, 105) w postaci przemian przedstawionych
W nastepujacy sposéb:

0 0
11 I
nh?2 ho—c c
I | \
0=C COOH HjN CHa HN CH2
| | 11 I
0 4- CH2 C C—COOH C CHCOOH
1 I A ARVAR ~># 0\
0=P—OH CH «COOH N H O N
| / ] |
OH H2N H H
Karbamylo- Kwas Kwas ureido- Kwas dwuhy-
fosforan asparaginowy bursztynowy drooratowy

Wyniki doswiadczen wskazywatyby zatem, ze mechanizmy rozpadu kwasu
ureidobursztynowego z jednej strony, a (3-ureidopropionowego z drugiej, sg
istotnie rdzne; podczas gdy pierwszy jest fosforoliza, drugi nie wykazuje
tych cech.

Omowione dwa zrodta (3-alaniny, tj. izoleucyna i uracyl, nie wyczerpu-
ja wszystkich mozliwosci powstawania tego zwigzku w zywych organiz-
mach (103, 119). Od dawna na przyktad wiadomo, ze substancjg macierzy-
stag (3-alaniny u niektérych bakterii jest kwas asparaginowy (132). Przy-
puszczano, ze tego typu dekarboksylaza znajduje sie takze u zwierzat, jed-
nak jak dotychczas nie udato sie wykaza¢ dekarboksylazy kwasu asparagi-
nowego (115), chociaz w tkance moézgowej wystepuje bardzo aktywna de-
karboksylaza kwasu glutaminowego.

Niedawno opisano enzymatyczng synteze (3-alanylo-CoA z akrylylo-CoA
i NH3 jaka zachodzi u Clostridium propionicum. W ustroju zwierzecym wy-

CH2 chZ2hh?2

CH CH2

| + nh3» |

C—S < CoA C—S « CoA

] 1

o ¢} U]

stepuje (3-alanina w postaci wolnej (98, 125) lub zwigzanej jako sktadnik
karnozyny, anzeryny i koenzymu A. Losy (3-alaniny u zwierzat nie sg do-
ktadnie poznane, wiadomo ze jest ona substancjg ketogenng (102). Dezami-
nacja (3-alaniny nie przebiega tak samo jak a-alaniny. | tak w homogena-
tach nerki szczura zuzycie tlenu i powstawanie amoniaku po podaniu (3-ala-
niny nastepuje dopiero po 2—3 godzinach od chwili inkubacji, a po doda-
niu a-alaniny juz po kilkunastu minutach. W rozktadzie (3-alaniny powsta-
wanie dwutlenku wegla nastepuje przed zwiekszeniem zuzycia tlenu, nale-
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zato wiec mysle¢ o mozliwos$ci dekarboksylacji z wytworzeniem etyloami-
ny, lecz badania w tym kierunku nie stwierdzity obecnosci amin (118). Nie
bez znaczenia dla tych przemian jest stwierdzenie, ze uzycie moderatora
fosforanowego zamiast weglanowego wyraZznie przyspiesza dezaminacje;
przemiana przebiega jeszcze predzej, jezeli substratem jest zamiast |3-ala-
niny jej N-fosforanowa pochodna (117).

W wyniku transaminacji (3-alaniny z kwasem keto-glutarowym ~108)
lub inozynowym (79) powstaje semialdehyd kwasu malonowego. Losy
poszczegoOlnych atoméw wegla (3-alaniny badano, postugujac sie amino-
kwasem znaczonym juz to na weglu 1, juz to na 2 lub 3 (58, 102); w dwie
godziny po parenteralnym podaniu (3-alaniny szczurom stwierdza sie¢ 90%
wegla grupy karboksylowej (Ci) jako COj powietrza wydechowego, jezeli
rbwnoczes$nie z (3-alaning podaje sie kwas p-aminobenzoesowy, to atomy
2 i 3 zjawiajg sie w grupie acetylowej wydalonego kwasu acetyloamino-
benzoesowego. Ani ten ostatni zwiazek, ani kwasy ttuszczowe szczura nie
zawieraly wegla grupy karboksylowej (Ci). Na podstawie tych faktow wy-
dawato sie mozliwe, ze powstaly z dezaminacji (3-alaniny semialdehyd
kwasu malonowego ulega aktywacji przez CoA na grupie aldehydowej,
nastepnie ma miejsce odszczepienie wegla 1 grupy karboksylowej, a pozo-
staty acetylo-CoA bierze udziat w dalszych przemianach. Za takim uje-
ciem przemawiatyby takze doswiadczenia (70, 94, 129) stwierdzajace, ze
kwas malonowy przy udziale ATP przechodzi w aktywng posta¢, ktora
ulega dekarboksylacji dajac acetylo-CoA.

ATP
Malonian + CoA-SH -> Malonylo-CoA @®)
Malonylo-CoA acetylo-CoA + CO2 )

IV. Proba schematycznego ujecia catosci omawianych przemian

Dla ujecia omawianych przemian w pewng cato$¢ wydaje sie szczegol-
nie wazne uwzglednienie loséw kwasu propionowego. Mechanizm utlenia-
nia kwaséw tluszczowych o rozgatezionym tancuchu oraz o nieparzystej
liczbie atoméw wegla sprawiat badaczom szereg trudnosci. Zgodnie z teorig
(3-oksydacji kwasy tluszczowe o parzystej liczbie atomow wegla daja
w wyniku spalan kwas octowy, natomiast utlenienie kwasow tluszczowych
0 nieparzystej liczbie wegli doprowadza do powstawania kwasu propiono-
wego. Ostatnio coraz czeSciej, szczegdlnie dzieki chromatografii rozdziel-
czej gazéw (74, 75) stwierdza sie, ze ttuszcze naturalne obok znacznej ilosci
kwas6w ttuszczowych o parzystej liczbie wegli zawierajg pewien odsetek
kwasow tluszczowych o nieparzystej liczbie atoméw (66). U przezuwaczy
powstaje kwas propionowy na drodze fermentacji bakteryjnej; po wessa-
niu w jelitach moze by¢ on uzyty do syntezy kwaséw ttuszczowych; po-
wstajgce w ten sposob kwasy maja nieparzystg liczbe atoméw wegli.

n



464 NATURALNE ~-AMINOKWASY [16]

0O powstawaniu kwasu propionowego z aminokwaséw byta juz mowa
poprzednio. Przedstawiono tam takze jedng z drédg przemian prowadzacy
do wytworzenia (3-alaniny w ustroju zwierzecym. Wiadomo obecnie, ze
karnozyna i anzeryna (w sktad ktérych wchodzi |3-alanina) nie powstaja,
jak dawniej przypuszczano, na drodze dekarboksylacji aspartylohistydyny
wzglednie aspartylometylohistydyny (90), lecz na skutek potgczenia sie
|3-alaftiiny z histydyng wzglednie metylohistydyng. Wobec tego zapotrzebo-»
wanie na (3-alanine u zwierzat nieprzezuwajacych, nie majacych wiec do-
datkowego zrodta kwasu propionowego z fermentacji bakteryjnej, bedzie
pokrywane kosztem endogennego kwasu propionowego. Poniewaz mieénie,
w ktérych wystepuja omawiane peptydy, stanowig powazng czes¢ masy
catego ciata zwierzecia, istnieje duze zapotrzebowanie na endogenny kwas
propionowy.U podstaw catoksztattu rozwazan nad przemiang kwasu pro-
pionowego byt fakt, Ze jest on substancjg giikogenng (85). Zaktadano przy
tym, ze ulega on a-oksydacji, tj. przechodzac stadium kwasu akrylowego
i mlekowego wytwarza pirogronian (73).

CH3H2XOOH —»CH2=CH + COOH —CH3CHOHCOOH —»CH3COCOOH -« (10)

Hipoteza ta nie znalazta potwierdzenia w pracach, w ktoérych uzywano
pietnowanego kwasu propionowego. W badaniach in vivo i in vitro wyka-
zano, ze rozmieszczenie pietna w kwasie pyrogronowym, mlekowym oraz
octowym, rdzni sie znacznie od tego, jaki nalezato oczekiwaé¢ zgodnie z hi-
potezg a-oksydacji kwasu propionowego (85, 116). Z drugiej strony jednak
stwierdzono nastepujace fakty: po podaniu promieniotwédrczego kwasu
propionowego wykazano znaczng radioaktywnos$¢ kwasu bursztynowego
(49, 77, 84), spalanie kwasu propionowego jest wyraznie hamowane przez
kwas malonowy (77, 99); pewne bakterie moga wytwarzaé¢ kwas propio-
nowy przez dekarboksylacje kwasu bursztynowego (130). Wymienione
fakty nasuwaty przypuszczenie mozliwosci karboksylacji kwasu propiono-
wego z wytworzeniem kwasu bursztynowego. Najbardziej prawdopodobne
wydawato sie przytgczenie CO2 na weglu 3 kwasu propionowego, podobng
bowiem przemiane wykazano w odniesieniu do kwasu p-hydroksyizowale~
rianowego (5, 6, 7), z ktérego po przytaczeniu CO2 powstaje kwas |3-hydro-
ksy-(3-metyloglutarowy.

ch3

|

CH3—C—CHXO mS mCoA + C02+ ATP —*
I
OH

CH3

|
—>HOOC—CH2—C—CH2+CO +S «CoA+AMP + PP (11)

|
OH
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Jednak okazato sie, ze przytgczenie CO2 ma miejsce na weglu 2 kwasu
propionowego i ze w ten sposéb powstaje kwas metylomalonowy czyli izo-
bursztynowy (45, 47, 77), ktéry w obecnosci izomerazy przechodzi w kwas
bursztynowy. Ochoa i wspdtpracownicy przedstawiajg etapy tych
reakcji w nastepujacy sposob (11, 45—48, 126).

CH3+CH2+COOH + CoA + ATP jzZl CH3+CH2+CO S «CoA + AMP + PP (12)
H

CH3+CHa+CO +S +CoA + ATP + c02M9%" Hooc—d-cO +5 - CoA + ADP + P

H

|
HOOC ¢«C—CO +S +CoA+ CH3CH2ZO S « CoOANCOOH «CH, *+CH2+CO S «CoA+

CH3
+ CH3+CH2+CO +S « CoA (14)

Pod wptywem acetotiokinazy, czynnej réwniez wobec kwasu propionowe-
go, zachodzi (reakcja 12) aktywaoja kwasu propionowego (71). Postac
nieaktywna tego kwasu nlie reaguje z dwutlenkiem wegla. Udziat acetotio-
kinazy w tej reakcji ttumaczy, zdaniem niektorych badaczy, dlaczego spa-
lanie kwasu octowego jest zahamowane w obecnos$ci kwasu propionowego.
Przyczyng (inhibicji bytaby konkurencja o ten sam einzym pomiedzy kwa-
sem octowym i propionowym (71, 100, 101); inni (91) przypuszczajg jednak,
ze kwas propionowy wptywa na przemiane kwasu octowego skierowujac
ja w innym kierunku anizeli spalanie na C02. Reakcja (13) ma miejsce
jedynie w obecno$ci ATP, dwutlenek wegla przytgcza sie do grupy mety-
lenowej kwasu propionowego. W ten sposob powstaje metylomalonylo-CoA
a ATP przechodzi w ADP iortofosforan.

Dotychczas ani w reakcjach chemii organicznej, ani w przemianach
biochemicznych nie jest znany typ przeniesienia grupy karboksylowej pro-
wadzgcego do powstania bursiztynylo-CoA z metylo-malonylo-CoA. Wy-
mienieni autorzy przypuszczajg mozliwo$é transkarboksylacji pomiedzy
metylomalonylo-CoA a propionylo-CoA, podang w reakcji (14). Utworzo-
ny bursztynylo-CoA zostaje zamieniony na kwas bursztynowy (57, 123
124), ktéry wchodzi w cykl kwasow trojkarboksylowych.

Catoksztalt przemian omawianych w tym sprawozdaniu ujmuje sche-
mat 6. Lewa strona schematu przedstawia powstawanie semialdehydu
kwasu metylomalonowego z waliny oraz kwasu (3-aminoizomastowego z ty-
miny. Obydwa powstate zwigzki tgczy ze sobg reakcja transamiinacji. Dwie
reakcje, a mianowicie oksydatywna dekarboksylacja kwasu a-ketoizowa-
lerianowego oraz rozpad kwasu ureidoizomastowego sg nieodwracalne; nie
jest wiec mozliwe przejscie tyminy w waline lub odwrotnie. Druga (pra-
wa) cze$¢ schematu opisuje powstawanie kwasu propionowego z izoleucy-
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ny oraz wytwarzanie (3-ialaininy z uracylu. Cigg reakcji analogiczny do
przemian walimy tgczy ze sobg kwas propionowy li p-alanine. Wytworzenie
kwasu bursztynowego z kwasu propionowego i (jak przypuszcza sig) z se-
mialdehydu kwasu metylomalonowego oraz, powstawanie aktywnego kwa-
su octowego z semialdehydu kwasu malonowego — witgczajg opisane
reakcje w cykl kwaséw trdjkarboksylowyeh. Nalezy zwréci¢ jednakze
uwage na to, ze nie wszystkie dane tego schematu sg w petni udowodnio-
ne; w szczegOlnosci zwigzanie semialdehydu kwasu metylomalonowego
z jego aktywng postacig jest nieudowodnionym przypuszczeniem. Mimo
jednak tej niepewnosci omoéwione badania ’zdajg sie taczy¢ w logicznie
zwigzang cato$¢. %
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KRYSTYNA JAKIMOWSKA*

Przemiana INH, PAS i T-40 w ustroju zwierzecym

Interesujgce zagadnienie metabolizmu leku w ustroju zwierzecym jest
dotychczas bardzo mato wyjasnione. Przyczyna tego lezy zarébwno w braku
znajomosci kierunku przemian, jakim moze ulega¢ w organizmie zywym
zwigzek obcy ustrojowi, jak i trudnosciach doswiadczalnych zwigzanych
z izolowaniem i identyfikowaniem poszczegélnych metabolitéw badanego
leku. Do metod najczesciej stosowanych w tych badaniach i dajacych naj-
lepsze wyniki nalezy chromatografia rozdzielcza wzglednie ekstrakcja
przeciwpragdowa. Metody te pozwalajg niekiedy na doktadne rozdzielenie
metabolitdw badanego leku, wystepujgcych w ptynach fizjologicznych naj-
czesciej w postaci mieszaniny kilku, a nawet kilkunastu zwigzkoéw, czesto
nawet umozliwiajg zidentyfikowanie poszczeg6lnych skiadnikéw. Jeszcze
lepsze wyniki mozna uzyska¢ stosujac leki zawierajgce atomy pierwiast-
kéw promieniotworczych, poniewaz radioaktywnos$¢ pozwala na $Sledzenie
drogi leku znaczonego i utatwia wykrycie jego metabolitow na chromato-
gramie. Jednak dysponowanie znakowanymi lekami przekracza jak do-
tychczas mozliwosci wielu laboratoriéw, totez prac tego typu jest stosun-
kowo mato.

Badanie metabolitéw leku wykonuje siie na zwierzetach, pobierajac dla
oznaczen i identyfikacji ptyny ustrojowe, poszczeg6lne narzady czy wyda-
liny. Uzyskany materiat analizuje sie najczesciej wyzej wspomnianymi
metodami. W przypadku interesujgcych nas chemioterapeutykéw prze-
ciwgruzliczych, badania dotyczg zaréwno krwi jak i moczu.

Hydrazyd kwasu izonikotynowego, kwas p-aminosalicylowy i kwas
bromosalicylohydroksamowy nalezg do lekow, ktérych dziatanie opiera sie
na reakcjach chemicznych, a nie — jak ma to miejsce np. ze srodkami nar-

* Mgr, st. asystent Prac. Farmak. Inst. Gruzlicy, Warszawa.
W pracy stosowane sg nastepujace symbole:

INH — hydrazyd kwasu izonikotynowego — izoniazyd

PAS — kwas p-aminosalicylowy

T-40 — kwas 5-bromosalicylohydroksamowy
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kotycznymi — na drodze procesdw fizyko-chemicznych. Stad tez wyptywa
znaczenie metod preparatywno-chemicznych w badaniach nad przemiang
tych lekow.

Trzy omawiane leki — INH, PAS i T-40 — stanowig grupe najczesciej
stosowanych w Polsce przeciwpratkowych chemioterapeutykéw syntetycz-
nych i pomimo stale pojawiajacych sie nowych preparatow, dotychczas nie
sg zastgpione innymi. Zmiany w terapii gruzlicy polegajg gtéwnie na roz-
maitym kojarzeniu tych trzech lekéw celem unikniecia lekoopomosci, szko-
dliwych dziatan ubocznych i zlej tolerancji osobniczej.

Przemiana INH

We krwi zwierzat otrzymujgcych izoniiazyd stwierdzono obok podanego
preparatu obecno$¢ kwasu (izonikotynowego, hydrazyny i amoniaku. War-
tosci stezenia INH we krwi podane przez niektdrych autoréw sa bardzo
wysokie (np. 118 mcg/rnl pio 45 min. od iniekcji dozylnej). Ttumaczy sie
to tym, ze pobierano krew od zwierzat otrzymujacych toksyczne, prowa-
dzace do drgawek dawki preparatu (19). Badania moczu ludzi czy zwierzat,
ktdrym podano izoniazyd, wykazato obecno$¢ nieznacznej ilosci niezmie-
nionego INH oraz kilku produktow jego przemiany, przede wszystkim N-
-izonikotynoilo-N'-acetylohydrazyny (4, 9, 16). Ta acetylowa pochodna sta-
nowi okoto 91°/0 wydalonego w ciagu doby INH. Jest ona mniej toksyczna
od izoniazydu, ale jednoczesnie wykazuje znacznie stabsze wtasciwosci tu-
berkulostatyczne.

Pierwsze prace omawiajgce przemiany izoniazydu w organizmie zwie-
rzecym nie dajg doktadnej identyfikacji jego metabolitow. Dopiero opu-
blikowane w 1957 badania Kruger-Thiemera wyjasnity szereg
mozliwos$ci biologicznego reagowania izoniazydu w ustroju, tgczag wiele
przemian w bardziej zwartg catosc.

Wedtug dotychczasowych danych liczba wydalanych w moczu produk-
tébw przemiany izoniazydu wynosi siedem. W moczu ludzi, krolikéw, Swi-
nek morskich i szczuréw wykryto nastepujace zwigzki:

IHN I I i

wolny kwas izonikotynowy

oizonikotynoiloglieyne

acetylo-INH

hydrazon kwasu pirogronowego

hydrazon kwasu alfa-ketoglutarowego (28).

Poza wyzej wymienionymi zwigzkami, ktére na chromatogramie znaj-
duja sie blisko siebie, w niewielkiej odlegtosci od acetylo-INH i hydrazonu
kwasu alfa-ketoglutarowego znajdujg sie dwa zwigzki:

N-N'-dwuizonikotynoilohydrazvna i

chlorek 1-metyloizoniazydu (13).



Tabela 1

Mozliwosci reakcji biochemicznych INH wg E. Kruger-Thiemera (14).

Postepy Biochemii, wktadka str. 472-47*
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Schemat przemian biochemicznych, w wyniku ktérych powstajg wy-
mienione zwiazki oraz kilka innych, nie wykrytych dotad, lecz zdaniem
Kriiger-Thiemera prawdopodobnych metabolitéw hydrazydu kwa-
su izonikotynowego, podany jest w tabeli 1.

Obecno$¢ w moczu niezmienionego izoniazydu nie nasuwa watpliwosci.
Pewina jego ilo$¢ zaleznie od zastosowanej dawki musi pojawia¢ sie w mo-
czu. Wystepowanie wolnego kwasu izonikozynowego ttumaczg autorzy
dwoma rownolegle przebiegajgcymi procesami.

Pierwszy — to hydroliza izoniazydu na kwas izonikotynowy i hydra-
zyne. Uwalnianie hydrazyny i powstawanie w niej amoniaku tgczy sie we-
dtug iniektdrych autorow z neurotoksycznym dziatem INH (14). Jedno-
czesnie nalezy zaznaczy¢, ze hydroliza izoniazydu tgczy sie $cisle z jego
inaktywacjg (13). Drugg mozliwg drogg powstania wolnego kwasu izoniko-
tynowego jest przeksztatcenie INH w N,N’-dwuizomkotynoilo-hydrazyne.
Wedlug Alberta i Reesa izoniazyd ulega rozktadowi w obecnosci
heminy z wytworzeniem wspomnianej N,N’-dwuizonikotynoilo-hydrazyny,
ktéra z kolei ulega dalszym przemianom, dajgc kwas izonikotynowy. Nato-
miast wedtug Kriiger-Thiemera zwigzek ten powstaje z niezmie-
nionego INH i kwasu izonikotynowego. Proces ten zachodzi takze i w nie-
obecnosci heminy, jednak bez poréwnania wolniej.

Wolny kwas izonikotynowy, jak wiele kwaséw organicznych, moze tg-
czy¢ sie in vivo z glicyna dajac izonikotynoiloglicyne. Przemiana ta zacho-
dzi gtéwnie w surowicy a poza tym prawdopodobnie w watrobie i nerce
(27). W reakcjach enzymatycznych prowadzonych in vitro (14) stwierdzono
powstanie potaczen kwasu izonikotynowego z réznymi aminokwasami,
jednak in vivo potaczenie takie zachodzi wytgcznie z glicyng (98).

Acetylo-izoniazyd powstaje w wyniku aoetylacji w sposéb podobny do
tworzenia sie w organizmie zywym acetylo-pochodnych sulfonamidow,
kwasu p-aminosalicylowego czy amin aromatycznych. W procesie tym bie-
rze udziat acetylo-koenzym A (27). Zdolno$¢ ustroju do szybkiego acetylo-
wanie jest cechg indywidualng (10)i z tego wzgledu obserwuje sie roznice
iloSciowe w wydalaniu acetylo-izoniazydu.

Acetylo-INH w wyniku hydrolizy moze da¢ kwas izonikotynowy i ace-
tylohydrazyne (10, 27).

Amid kwasu izonikotynowego, ktéry moze powsta¢ przez bezposrednie
odczepienie amoniaku od INH, wykryto tylko we krwi (20), natomiast nie
wystepuje on w moczu (14).

Poza wymienionymi juz hydrazonami kwasu pyrogronowego, alfa-keto-
gentarowego znaleziono w moczu potgczenie izonaizydu z kwasem dehy-
droaskorbinowym (14). Hipoteza, ze wytworzone hydrazony ketokwaséw sg
aktywng formg INH w ustroju, niie zostata potwierdzona.
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Powstawanie chlorku Inmetylo-dzoniazydu przebiega zgodnie z 0go6lng
zasadg wytwarzania amin czwartorzedowych w organizmie zywym. Nie
jest to jednak jedyna czwartorzedowa pochodna, jaka daje izoniazyd.
W 1954 r. Zatman i wspoéipracownicy wyodrebnili z krwi po podaniu
INH z64o zabarwiony zwigzek z maksimum absorpcji w 385 m|-ii wiasnos-
ciach zblizonych do wiasnosci DPN (29, 30). Zwigzek ten okazat sie analo-
giem nukleotydu pirydynowego, w ktérym INH zastepuje amid kwasu ni-
kotynowego, tworzac nowy, nieswoisty dla organizmu zywego uktad.

Autorzy zajmujacy sie oznaczaniem metabolitdw INH w moczu meto-
dami kolorymetrycznymi stwierdzajg obecno$¢ jeszcze jednego zwiazku,
ktérego wystepowanie nie nasuwa zadnych zastrzezen, cho¢ nie jest on
wymieniony przez wiekszo$¢ badaczy. Jest to kwas izonikotynurowy (18).
By¢ moze, ze to mato trwate potgczenie ulega rozkladowi w czasie chroma-
tografowania w z uwolnieniem kwasu izonikotynowego.

Poznanie produktéw przemiany INH wydalonych w moczu nie pozwala
na ustalenie mechanizmu jego dziatania. Przypuszczano, ze blokuje on de-
hydrogenazy, zastepujgc w DPN i TPN amid kwasu nikotynowego (20, 30).
Obecnie jednak bardziej prawdopodobna wydaje sie hipoteza Cole-
m an a wedlug ktérej mechanizm dziatania INH polega na przeniesie-
niu grupy hydi'‘azynowej na pirydoksal i zablokowaniu jego tego koenzy-
mu. tatwy rozpad hydrazon6éw izoniazydu wspomaga jego dziatanie in vi-
tro i in vivo. Kwestia szkodliwego wptywu INH na gospodarke weglowo-
danowg nie zostata wyjasniona.

Obecny stan wiedzy o przemianach INH w ustroju, cho¢ nie daje jesz-
cze catkowitego obrazu toczgcych sie proceséw w sensie zwartego cyklu,
pozwala jednak na wyrobienie sobie pogladu odnosnie wielu fragmentow
jego metabolizmu i mozliwosci reakcji biochemicznych, niemniej jednak
dopiero powigzanie wszystkich zebranych faktéw pozwoli na udzielenie
ostatecznej odpowiedzi.

Przemiana PAS-u

Kwas p-aminosalicylowy jest najstarszym z trzech omawianych lekow
przeciwgruzliczych. Pomimo wielu niekorzystnych dziatan ubocznych od
11 lat nalezy on do szeroko stosowanych chemioterapeutykéw. Zwigzek
ten jest szybko wchtaniany z przewodu pokarmowego po podaniu doust-
nym. Najwyzsze jego stezenie stwierdzono w nerce, nastepnie w ptucach,
w watrobie i krwi, gdzie znajduje sie w postaci zwigzanej z biatkami (26).
Szybkie wydalénie kwasu p-aminosalicylowego wolnego i zwigzanego
z moczem — po 6 godzinach 70% do 90°/o podanej dawki — wigze sie z jed-
nej strony z dobrym wchtanianiem z drugiej za$ z minimalnym rozktadem
preparatu przez tkanki. Przez jaki$ czas mozliwos¢ dekarboksylaeji PAS
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w zotgdku byta kwestig sporng. Niektérzy badacze przypuszczali, ze dzia-
tanie przeciwbakteryjne PAS-u zwigzane jest z tg reakcjg i wytwarzaniem
m-aminofenolu. Badania in vitro wykazuja istotnie nietrwato$¢ grupy kar-
boksylowej kwasu p-aminosalicylowego w $rodowisku kwasnym, nato-
miast cze$¢ autoroOw zaprzecza catkowicie mozliwosci analogicznej prze-
miany in vivo (23), inni iza$ opierajac sie na doswiadczeniach wykonanych
z PAS-em zawierajgcym 14C sg zdania, ze po podaniu doustnymi—I,5°/0
preparatu ulega dekarboksylacji (8). Pierwsze badania moczu ludzi czy
zwierzat otrzymujacych PAS wykazywaty obecnos¢ trzech potaczen z wol-
nymi grupami aminowymi i dwéch z grupami zwigzanymi. Do r. 1948
za gtéwne metabolity uwazano kwas acetylominosalicylowy, kwas amino-
salicylurowy, 4-aminosalicyioiloglicyne (17, 23, 25). Doktadna analiza mo-
czu wykonana metodg chromotograficzng wykazuje obecnos$¢ szeSciu, cza-
sami inawet siedmiu substancji, bedacych metaboliami kwasu p-amino-
salicylowego, metodg ekstrakcji przeciwpradowej, pieciu zwigzkéw. Na
chromatogramie moczu po podaniu PAS-u stwierdzono obecno$¢ nastepu-
jacych plam podanych wedlug kolejonSci wystepowania, co w pewnym
sensie moze by¢ scharakteryzowaniem niezidentyfikowanych substancji:

1. kwas p-aminosalicylurowy
X
PAS
X4 (?)

Kwas p-iacetyloaminosalicylowy
X2
m-aminofenol.

Z siiedmiu sktadnikéw zidentyfikowano cztery oznaczone numerami:
1, 3, 5, 7, natomiast pozostate trzy Xi, X2, X4 (?) — sg tylko czesSciowo
scharakteryzowane (27).

Pierwszy z omawianych metabolitow — kwas p-aminosalicylurowy —
nie przez wszystkich autorow wyizolowany byt z moczu totez niektorzy
zaprzeczajag mozliwosci jego powstawania w organizmie (123). Jednakze
Lehman i inni autorzy stwierdzili obecno$¢ kwasu p-aminosalicyluro-
wego we krwi, wprawdzie w stezeniu niewielkim, niemniej wykazujgcym
mozliwo$¢ jego biosyntezy (27).

Potgczenie oznaczone symbolem Xi wystepujace w ilosci mniejszej niz
10°/o wszystkich produktow PAS-u wykrywane jest tylko w $wiezym mo-
czu, co przemawia za jego nietrwatoScig. Zwigzek ten daje zote zabarwie-
nie z odczynnikiem Ehrlicha po rozpuszczeniu w wodzie czy dioksanie.
Z solami zelaza nie reaguje.

llos¢ wolnego kwasu p-aminosalicylowego w moczu zalezy od dawki
leku i indywidualnej zdolnoS$ci acetylacyjmej danego organizmu.

Pochodna X3 — nie umieszczona w wykazie substancji rozdzielonych

No s wN
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chromatograficznie, wykryta zostata w wyniku rozdziatu przeciwpragdo-
wego. Stanowi ona ok. 5°/0 wszystkich amin wydalonych z mocziu po po-
daniu PAS-u. Z odczynnikiem Ehrlicha daje stabg reakcje dodatnig, po
hydrolizie daje na chromatogramie plame o warto$Sci Rf PAS-u.

Produktu oznaczonego symbolem X4 (?) i wytwarzajgcego z odczynni-
kiem Ehrlicha intensywne zéite zabarwienie nie otrzymano metodg roz-
dziatu przeciwprgdowego, a jedynie na chromatogramach i to nie we
wszystkich probkach moczu. Jednak proba kontrolna — badanie moczu
0séb nie otrzymujacych PAS-u — wypada ujemnie co wskazywato, ze
potgczenie to jest jednak metabolitem podanego leku.

Kwas p-acetyloaminosalicylowy stanowi gtéwny metabolit PAS-u —
ilos¢ jego wynosi ok. 90% wydalonych w moczu produktow przemiany
PAS z zablokowang grupg aminowg — z czego wynika, ze acetylacja jest
zasadniczym mechanjizmem detoksykacyjnym tego preparatu. Wedtug
Bartoloniego tworzenie sie pochodnej acetylowej PAS-u jest Scisle
zwigzane z jego wiasciwosciami przeciwbolowymi, przeciwgoragczkowymi,
przeciwreumatycznymi (3). Poglad ten jest jednak odosobniony. Wielu
autoréw przypisuje lecznicze dziatanie kwasu p-aminosalicylowego zapo-
bieganiu acetylacji innych substancji podawanych jednoczes$nie.

Wiasciwosé ta zwigzana jest nie tyle z szybko$cig acetylowania, co
z duzg dawke PAS-u. Pojemnos¢ acetylacyjna ustroju posiada pewne gra-
nice. Duza liczba czasteczek kwasu p-aminosalicylowego wychwytuje re-
szty kwasu octowego. Inne aminy, np. INH, réwniez ulegaja acetylowaniu,
jednak ze wzgledu na matg dawke INH w porownaniu z dawkg PAS-u
jego chtonnos$é grup acetylowych jest bez poréwnania mniejsza. Prawdo-
podobnie synergizm PAS-u i INH oparty jest na tej zaleznosci (12).

Ostatnia z niezidentyfikowanych pochodnych oznaczona symbolem X2
jest przypuszczalnie pochodng fenolowg. Z odczynnikiem Ehrlicha daje
reakcje ujemng, z solami zelaza zabarwienie fioletowe.

Wykrycie w moczu m-aminofenolu bedacego gtownym produktem roz-
Kiadu PAS-u in vitro (25) i stanowigcego zawsze zanieczyszczenie tego
preparatu nie wykazywaloby jeszcze, ze powstat on w organizmie. Jednak
iloSci znalezione w moczu sg wyzsze od stwierdzonych w preparacie han-
dlowym.

Na tabeli 2 podany jest schemat mozliwych przemian PAS-u wedtug
Bagdasariana. Obok metabolitdw zidentyfikowanych znajdujg sie
tam zwigzki nie wykryte: ©-glikozyd PAS-u i ester kwasu siarkowego
(kwas 2-karboksy-5-aminofenolosiarkowy), ktore mogtyby powsta¢ w wa-
runkach biologicznych. Nie jest wykluczone, ze odpowiadajg one zwigz-
kom X. Obecnos¢ trzech aktywnych grup w czasteczce PAS-u (—COOH—
—NH2, —OH) daje mozliwo$¢ wytwarzania réznego typu produktéw prze-
miany.
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Tabela 2
Schemat przemian PAS-u wg Bagdasariana (2)
COOH CONH—CH2COOH CONHCH2COOH
o—Ccthv6 ANOH
V "
nh2 NH, NHCOCHS3
o-glikozyd ?AS’u 4-amino- 4-acetylo-amino-
salicylurowy hipurowy
COOH/
OH OH
-0-so20h|
COOH
V *
nh2 OH NH, NHCOCHS3
kw. 2-ka,rboksy- m-aminofenol m-acetylo-
5-amino-fenolo aminofenol
siarkowy NHCOCHS3

kw. acetylo-amino-salicylowy

Badania z kwasem p-aminosalicylowym znakowanym riadioaktywnym
weglem wykazaty, ze lek ten szybko przenika do tkanek ze zmianami sero-
watymi i osigga rowne stezenie w tkance watrobowej i ptucnei iuz w cig-
gu 30 minut (8).

Powaznym minusem leczenia gruzlicy kwasem p-aminosalicylowym
jest zaréwno duza dawka leku, jak i niekorzystne dziatanie uboczne. Z tego
wzgledu przed kilku laty powstat projekt zastgpienia PAS-u przez kwas
5-bromo-salicylohydroksamowy (T-40). Projekt ten nie zostat w petni
zrealizowany, niemniej istnieje w Polsce kilka duzych osrodkéw klinicz-
nych i sanatoryjnych stosujacych ten preparat.

Przmiana T-40

Kwas 5-bromosalicylohydroksamowy oznaczony symbolem T-40 po-
dany zwierzeciu dozylnie bardzo szybko znika z krwiobiegu. Spowodowane
to jest taczeniem sie tego zwigzku z biatkami osocza oraz zdolnoScig
do reakcji z niektorymi aminokwasami. W organizmie zwierzecym wy-
kryto enzymy katalizujgce proces #gczenia sie kwaséw hydroksamowych
z kwasem glutaminowym i asparaginowym (21, 25). W doswiadczeniach,
w ktorych do ptynu inkubacyjnego i miazgi watroby, nerki oraz mie$nia
dodano T-40, stwierdzono jego szybki zanik, natomiast po dodaniu tego
preparatu do miazgi tacznie z 0,1 n kwasem solnym wykrywano go nawet

5 Postepy Biochemii
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po dtuzszym czasie. Wskazuje to na enzymatyczny charakter przemiany
T-40. Tkanka watrobowa, jako najbardziej bogata w enzymy, najszybciej
metabolizuje preparat. Niewiele stabiej zachodzi ten proces w nerce (24).
Wyniki te potwierdzone sg wykryciem enzymu katalizujagcego powstawa-
nie kwaséw hydroksamowych z r6znych amidoéw i peptydéw w nerce oraz
w watrobie w czasie inkubacji z hydroksyloaming (21, 25). Badania nad
przemiang T-40 w organizmie krélika przeprowadzili Mc Isaak i Wil-
liams (11). Preparat podawano doustnie, metabolity T-40 oznaczano
w wydalonym moczu. Wykazano obecno$¢ dwoéch glikuronidéw A i B.
Glikuronid A zidentyfikowano jako kwas 4-bromo-2-karbamylofenylo-
-beta-D-glikuronowy. Po hydrolizie rozcienczonym kwasem otrzymano
z niego 5-bromosalicyloamid. Glikuronid B okazat sie kwasem 4-bromo-
-2-hydroksykarbamylofenylo-beta-D-glikuronowym. Po hydrolizie roz-
cienczonym kwasem otrzymano z niego kwas 5-bromosalicylohydroksamo-
wy, przy uzyciu bardziej stezonego kwasu — ~kwas 5-bromosalicylowy.
Oprocz glikuronidéw wydzielono réwniez odpowiednie potgczenie z kwa-
sem siarkowym. Autorzy przypuszczajg, ze pierwszg reakcjg detoksykacji
T-40 jest potaczenie z resztg kwasu glikuronowego lub siarkowego, a do-
piero po6zniej zachodzi redukcja grupy hydroksylaminowej do aminowej.
Przemiany te podane sg w tabeli 3.

Tabela 3
Przemiana T-40 wg W. M. Mc Isaaca (11)

COnuNH-+OH v//~"CO «NH «OH CO *NH2

OH OR

R = reszta kwasu siarkowego
lub -glikuronowego

T-40 u ludzi, krélikéw, szczuréw i myszy wydalany jest gtdwnie w po-
staci amidu. Inaczej zachowuje sie kwas salicylohydroksamowy — w tym
przypadku reakcja zatrzymuje sie po zablokowaniu grupy fenolowej
i wytworzone potgczenie nie ulega juz redukcji, 5-bromosa.licyloamid
jest zwiazkiem co najmniej dwukrotnie stabiej dziatajgcym tuberkulosta-
tycznie niz T-40. Brak jeszcze hipotezy przedstawiajgcej mechanizm dzia-
tania T-40. Wykrycie swoistych dla organizmu kwaséw hydroksamowych
nasuwa przypuszczenie, ze lek ten moze by¢ czynnikiem hamujgcym ich
normalny metabolizm.

Kazdy nastepny rok niosgcy ze sobg nowe lub ulepszone metody bada-
nia, obszerniejsza wiedze w dziedzinie biochemii, przynosi coraz wieksze
mozliwos$ci poznania przemian zachodzacych w ustroju zwierzecym.
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Zapewne najblizsze lata przyniosg dalsze materiaty, ktdre pozwolg

uja¢ przemiany omawianych lekdw przeciwgruzliczych w bardziej Scistej
formie.

n

11
12.
13.
14.
15.
16.
17.

18.
19.

20.

21.
22.

23.

24.

25.
26.

27.
28.
29.
30.
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TOM IV 1958 ZESZYT 4

WIKTOR RZECZYCK1*

Kwas neuraininowy

Kwas neuraminowy jest zwigzkiem wchodzgcym w skiad réznych gli-
koproteidéw i glikolipidow. Jest to substancja, ktéra z aldehydem p-dwu-
metyloaminobenzoesowym (odczynnik Ehrlicha) daje czerwone zabarwie-
nie* bez uprzedniego dziatania alkaliami. Ten witasnie odczyn doprowadzit
Blixa w 1936 roku do wykrycia w mucynie $linianek podszczekowych
wotu (4) zwigzku, ktoremu nadat poczatkowo nazwe ,weglowodan 1~
a w 1952 roku (5) ,kwas sjalowy”. W miedzyczasie Klenk otrzymat
z gangliozydéw madzgu przez dziatanie metanolowym roztworem chloro-
wodoru substancje, ktorg nazwat kwasem metoksyneuraminowym (40, 41).
Inni badacze izolowali z rozmaitych materiatow biologicznych zwigzki
o podobnych wiasciwosciach, nadajgc im rézne nazwy. Nadawanie zwigz-
kom o tej samej strukturze réznych nazw sktonito B lixa, Gottschal-
ka i Klenka (8) do uzgodnienia nomenklatury; zgodzono sie na to,
by nazwe kwasu neuraminowego otrzymat zwigzek o strukturze podanej
w schemacie I; kwasami sjalowymi nazwano acylowe pochodne kwasu
neuraminowego (N-acetyloneuraminowy, N,0-dwuacetyloneuraminowy,
N-glikoliloneuraminowy); preparat otrzymany przez K len k a z ganglio-
zydow mozgu zatrzymat swa dawng nazwe kwasu metoksyneuraminowego.

Wymienione zwigzki r6znig sie wiec od siebie rodzajem podstawnikow,
a mianowicie: w kwasie metoksyneuraminowym na weglu 2 grupg meto-
ksylowg, a w kwasach sjatowych podstawnikami acylowymi potagczonymi
z grupg aminowa i jedng z grup wodorotlenowych (32, 46). Obecnos$¢ réz-
nych podstawnikow w tych zwigzkach powoduje, ze niektére witasnosci
chemiczne sg rozne. | tak kwas metoksyneuraminowy nie reaguje z od-
czynnikiem Ehrlicha, nie redukuje, natomiast daje dodatni odczyn z nin-
hydryna. Kwasy sjalowe dajg barwne produkty kondensacji z odczynni-
kiem Ehrlicha, redukuja wodorotlenki metali ciezkich, ale nie reaguja
z ninhydryng. Odpowiednim postepowaniem otrzymuje sie z tych zwigz-
kéw kwas metoksyneuraminowy (44).

* Lekarz, Asystent Zaktadu Chemii Fizjologicznej Akademii Medycznej w Gdansku.

[481]
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Schemat |

/ \
H—C5-NH2 H—f—H

16 21 OH
C—H C
I\ / COOH
L \ ‘
H-C-OHO
H-C-OH
9
chZ2h

Kwas neuraminowy

W tabeli | zestawiono pochodne kwasu neuraminowego z podaniem
materiatu biologicznego, z ktérego je uzyskano; dane tej tablicy pozwolg
na unikniecie nieporozumien, wynikajgcych z nadawania rozmaitych nazw
przez roznych autoréw.

Tabela Il podaje jakie kwasy sjolowe izolowano z rozmaitych tkanek.

Izolacje pochodnych kwasu neuraminowego poprzedza hydroliza bio-
logicznego materiatu. Zazwyczaj w celu otrzymania pochodnej metoksy-
lowej dziata sie 2 do 5°0 metanolowym roztworem chlorowodoru w zato-
pionej rurze w temperaturze 105 do 110° C (41, 77). Jezeli chodzi o uzy-
skanie pochodnych N-acetylowych, stosuje sie tagodniejsze warunki (kwas
siarkowy 0,1 N lub stabszy) (57,61,66), temperatura hydrolizy waha sie
wtedy od 70°—100° C. W celu wydzielenia pochodnych kwasu neuramino-
wego stosuje sie zywice jonowymienne; kwas metoksyneuraminowy ad-
sorbuje sie najlepiej na silnych kationitach jak Dowex 50 (77), kwasy
sjalowe na silnych amonitach jak Dowex 1, Dowex 2, Amberlit IRA 400
(57,66,79); niektorzy autorzy uzywali odpowiednich gatunkéw wegla ak-
tywnego (80). Wymywanie przeprowadza sie wodg lub kwasami (66,77,79).
W wyniku liofilizacji eluatow, a nastepnie frakcjonowanej krystalizacji
otrzymuje sie oczyszczone pochodne kwasu neuraminowego. Wydajnosé
waha sie od 20°0 do 90% ilosci kwasu neuraminowego zawartego w ba-
danym materiale, w zaleznos$ci od sposobu postepowania i materiatu wyj-
Sciowego (57,66,79).

Kwas neuraminowy jest zwigzkiem nietrwatym i dlatego udato sie
izolowac tylko jego pochodne, tj. kwas metoksyneuraminowy, N-acetylo-
neuraminowy, N,0-dwuacetyloneuraminowy oraz N-glikoliloneuramino-
wy. Niektére wiasnosci fizyczne i chemiczne kwasu metoksyneuramino-
wego i kwasu N-acetyloneuraminowego podaje tabela IlI.
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KWAS NEURAMINOWY

Tabela |

Pochodne kwasu neuraminowego z podaniem materiatu biologicznego
z ktérego je uzyskano

Materiat biologiczny

Gangliozydy (41)

Gangliozydy (65)

Mucyna $linianek podszczekowych
wotu (24,43)

Mucyny: S$linianek podszczeko-
wych owcy (7), cyst jajniko-
wych (60), $luzu drég oddecho-
wych i moczonpiciowych (62,76),
Owomucyna (62)

Mucyna S$linianek podszczeko-
wych wotu (7)

Mucyna S$linianek podszczeko-
wych wieprza (7)

Stroma erytrocytéw  konskich.
Biochem. J. (Tokyo) 39, 175

(1952) cytowane za (46)
Mleko kobiece (81,82)

Siara kréw (50)
Siara kréw (51,52,54)

Gruczoty mleczne szczuréw (71)
Watroba (57), nerki (58) cztowieka
Biatka surowicy ludzkiej (61, 79)
Biatka surowicy

12)
Smoétka ludzka (61)

ludzkiej (10,11,

Fetuina (47)

Nadana nazwa

Kwas metoksy-
neuraminowy

Kwas sjalowy

Kwas metoksy-
neuraminowy

Kwas sjalowy

Kwas sjalowy

Kwas sjalowy

Kwas hematami-
nowy

Kwas gynamino-
wy

Kwas metaksy-
laktaminowy

O-acetylo-lakt-
amino-laktoza

Neuramino-lak-
toza

Kwas sjalowy

Kwas stalowy

Kwas metoksy-
neuraminowy

Kwas sjalowy

Kwas N-acetylo-
neuraminowy

483
Odpowiada pochod-
nej kwasu neura-
minowego

Kwas metoksyneura-
minowy

Kwas N-acetylo-
neuraminowy

Kwas metoksy-
neuraminowy

Kwas N-acetylo-
neuraminowy

Kwas N,0-dwuace-
tyloneuramiinowy

Kwas N-glikolilo-
neuraminowy

Kwas N,0-dwuace-
tyloneuraminowy

Kwas N-acetylo-
neuraminowy

Kwas metoksy-
neuraminowy

N,0-dwuace(tylo-
neuramino-laktoza

Neuramino-laktoza

Kwas N-acetylo-
neuraminowy

Kwas N-acetylo-
neuraminowy

Kwas metoksy-
neuraminowy

Kwas N-acetylo-
neuraminowy

Kwas N-acetylo-
neuraminowy
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Tabela Il
Kwasy sjalowe Blixa (7) z podaniem materiatlu biologicznego,
z ktérego je wyizolowano

Kwasy sjalowe

Kwas N-acetyloneuraminowy Kwas N-glikolilo- Kwas N,O-d_wuace-
neuraminowy tyloneuraminowy*
Cysty jajnikowe, smétka, biat- Mucyna $linianek Mucyna S$linianek
ka surowicy krwi, mucyna podszczekowych podszczekowych
Slinianek podszczekowych wieprza wotu, stroma ery-
owcy, gangliozjrdy, mleko trocytéow konia.

kobiece, owomucyna, wa-
troba i nerka ludzka,

* Nie wustalono, przy ktéorym atomie wegla kwasu neuraminowego znajduje sie grupa
O-acetylowa (7).

Do iloSciowego oznaczania kwasu neuraminowego w mukoproteidach
stuzg barwne odczyny z odczynnikiem Ehrlicha, Biata, rezorcynolowym,
z dwufeniloaming, tryptofanem w kwasie nadchlorowym (38,39,42,64,68,
75,78). Oczywiscie swoisto$¢ tych reakcji jest r6zna i wybdr metody po-
stepowania zalezy od rodzaju badanego materiatu. Dla oznaczania kwasu
neuraminowego w obecnosci heksoz najlepiej nadaje sie metoda orcynolo-
wa i rezorcynolowa (67); w obecnosci pentoz lepiej postuzy¢ sie odczynem
z dwufeniloaming (67). Dla identyfikacji i ustalenia jednorodnos$ci pochod-
nych kwasu neuraminowego stosuje sie metode chromatografii bibutowej.
Najczesciej uzywa sie uktadow: n-butanol—kwas octowy—woda 4:1:5
(66), lub 4:1:1 (77), butanol 1l rzedowy—kwas octowy—woda 4:1:5 (66),
n-butanol-n-propanol-0,1 NHC1 1:2:1 (68a). Jako wywotywacz moze stu-
zy¢ rozcieniczony odczynnik Biata (9) wzglednie odczynniki stuzace do wy-
krywania ketocukréw a mianowicie: orcynol — kwas tréjchlorooctowy;
naftorezorcynol — kwas tréjchlorooctowy; a naftol — kwas tréjchloro-
octowy (66).

Ustalenie budowy kwasu neuraminowego nie byto rzeczg tatwg. Ana-
liza elementarna i oznaczenie masy czasteczkowej kwasu N-acetyloneura-
minowego dato wzér sumaryczny C11H1909N (22). Krzywa miareczko-
wania (pKa = 2,6) wskazuje na obecno$¢ jednej grupy karboksylowej
w czasteczce (66). Ujemna reakcja z ninhydryna $wiadczy o zablokowaniu
grupy aminowej (26). Dla ustalenia potozenia grup wodorotlenowych po-
stuzono sie utlenianiem przy pomocy nadjodanu (46). Najwiecej jednak
danych dostarczyto badanie produktéw rozktadu. Gottschalk ogrze-
wajagc do 100° C mucyne z alkaliami (pH okoto 11) stwierdza powstawanie
kwasu a-karboksypirolowego i zjawisko to fgczy z rozpadem kwasu neura-
minowego (30,31,32). Kuhn i Brossmer wykazujg, ze przy ogrze-
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Wiasnosci fizyczne i chemiczne .kwasu metoksyneuraminowego
i N-acetyloneuraminowego

W asnosSci

Wrazliwo$é na zasady <31,46)

Wrazliwo$¢ na kwasy (41,46)

Ksztatt krysztatow (66,45)

Temperatura topnienia (22,46)

Skrecalno$¢ Swiatta spolary-
zowanego (22,46)

Oddzialywanie w roztworach
wodnych (46,66)

Odczyn redukcyjny (26,46)
Odczyn z minhydryng (26,46)

Reakcja barwna z odczynni-
kiem Ehrlicha (46,75)

Reakcja barwna z dwufenilo-
aming (78)

Reakcja barwna z odczynni-
kiem Biata (2,75)

Reakcja barwna z odczynni-
kiem rezorcynolowym (66)

Reakcja barwna z tryptofanem
w kwasie nadchlorowym (78)

Kwas metoksyneura-
minowy

Niewrazliwy

Rozktad z wytworze-
niem substancji
huminowych

ighty
Okoto 200° C (z roz-
ktadem)

[«ld = —55° (w Wo-
dzie)
Obojetne

Ujemny
Dodatni

Ujemna

Ujemna

Dodatnia

Dodatnia

Dodatnia

Kwas N-acetylo-
neuraminowy

Roziktada sie z wy-
tworzeniem a kar-
baksypirolu

Rozktad z wytworze-
niem substancji
huminowych

igiy

Okoto 185° C (z roz-
ktadem)

[a] g = —32° (w wo-
dzie)

Kwasne

Dodatni
Ujemny

Dodatnia

Dodatnia

Dodatnia

Dodatnia

Dodatnia

waniu kwasu N-acetyloneuraminowego z pirydyng i octanem niklu po-
wstaje N-acetyloglikozamina (53). Inni badacze otrzymali w wyniku roz-
ktadu kwasu N-acetyloneuraminowego kwas pirogronowy i N-acetylogli-
kozamine (83). Na podstawie tych faktébw Gottschalk atakze Kuhn
Brossmer podali hipoteze, ze kwas neuraminowy jest produktem
kondensacji aldolowej glikozaminy i kwasu pirogronowego. | rzeczywiscie
Gottschalk w 1957 roku dziatajgc w Srodowisku alkalicznym kwasem
pirogronowym na glikozamine otrzymuje kwas a-karboksypirolowy (34).

6 Postepy Biochemii
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Powstawanie tego kwasu z mieszaniny glikozaminy i kwasu pirogronowego
jak réwniez z kwasu neuraminowego objasnia Gottschalk w naste-
pujacy sposob (schemat 2) (34).

Schemat 2
I 1
CHOH CHOH—CH2
!\
hcnh2 c¢=o0
HCNH, ch2 | |
| | (CHOH)3COOH
| | /OH |
HC o CHaOH
I\ 'COOH
I\
(CHOH)a
|
CHgOH
Kwas neuraminowy
i v
H
HC=0 HCH HOHC- CH, HC -CH
| * zasada 14 5234 ]
HC—NH,+ C HC5 - -COOH -\ HC C—COOH
h¥ in
(CHOH)8 O COOH 1 N NH
Kwas pirogronowy (CHOH)3 Kwas 2-karboksypirolowy
CH20H | CHO(CHOH)a+ CH20H
D-glikozamina ch2oh Tetroza

Pochodna 4-hydroksy piroliny

Hipotetyczny zwigzek 11l schematu 2 bytby produktem posrednim za-
rowno przy rozpadzie kwasu neuraminowego, jak i w kondensacji D-gli-
kozaminy z kwasem pirogronowym, ktéra zachodzi dziataniem czynnikéw
chemicznych.

Synteze kwasu N-acetyloneuraminowego opisali w 1958 roku Corn-
forth i Gottschalk (22); w srodowisku alkalicznym w tempera-
turze pokojowej ma miejsce kondensacja N-acetyloglikozaminy i kwasu
szczawiowooctowego na kwas N-acetyloneuraminowy, przy czym z kwasu
szczawiooctowego odszczepia sie dwutlenek wegla; krystaliczny produkt
uzyskuje sie po adsorpcji na jonowymiennych zywicach, wymyciu i frak-
cjonowanej krystalizacji. Przebieg tej syntezy wyjasnia konfiguracje prze-
strzenng atomow wegla 5, 7 i 8. Dla ustalenia konfiguracji atoméw wegla
2 i 4 majg istotne znaczenie badania Kuhna i Brossmera (55).
Autorzy ci dziatajagc na kwas laktaminowy (kwas N-acetyloneuraminowy)
merkaptoetanem (C2H5SH) w kwasie solnym, otrzymali y merkapto-
-lakton. Zwigzek ten silniej skrecat S$wiatto spolaryzowane w lewo
(Md = —83°) niz kwas N-acetyloneuraminowy ([aj® — —32°); Wska-
zuje to, ze jezeli przyjmiemy oznaczanie konfiguracji wedtug E. Fisch e-
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r a, konfiguracja na weglu 4 bytaby minus. W roztworze dwumetylosulfo-
tlenku kwas laktaminowy wykazuje mutarotacje [a]® = —115°
(7 min.)) -> [a]p = —37° (23 min.) -> [a]® = —24° (warto$¢ koricowa).
Krystaliczny zwiagzek bytby wiec poczgtkowo w formie @ uktad prze-
strzenny atomow wegla 2 bytby minus.

Na sposéb zwigzania kwasu neuraminowego z innymi sktadnikami mu-
koproteiddw rzucajg nieco Swiatta badania Kuhna i Brossmera
oraz Gottschalka. Autorzy ci stwierdzili, ze zawsze przy hydrolizie
potaczenn kwasu neuraminowego zjawia sie takze galaktozamina lub inny
cukier. Oznaczajac wzrost wasnosci redukcyjnych po hydrolizie kwasami
i zasadami doszli do wniosku, ze potgczenie cukrowca z kwasem neurami-
nowym jest typu ozydowego (33,55). Kuhn i Brossmer izolowali
z siary krow potaczenie kwasu 0,N-dwuacetyloneuraminowego z laktoza,
z ktérego w Srodowisku zasadowym odszczepia sie reszta O-acetylowa.
Powstaty zwigzek, potaczenie kwasu N-acetyloneuraminowego, z laktoza
poddany metylowaniu a nastepnie hydrolizie daje 2,3,6-trojmetyloglikoze
i 2,4,6-trGjmetylogalaktoze. Wskazuje to, ze kwas N-acetyloneuraminowy
taczy sie z atomem wegla 3 galaktozy.

Znaczenie biologiczne kwasu neuraminowego jest tylko fragmentarycz-
nie zbadane. Znanym jest fakt, ze podczas inkubacji krwinek czerwonych
z hodowlg wirusa grypy B nastepuje hemaglutynacja — tworzy sie sieé
ztozona z krwinek czerwonych, pomiedzy ktérymi sg wirusy. Jezeli tak
wytworzony uktad aglutynacyjny utrzymuje sie nadal w temperaturze
37° C, nastapi rozpad tej sieci. Zostaja uwolnione krwinki czerwone oraz
wirusy. Takie wirusy majg zdolno$¢ ponownego zlepiania innych krwinek
czerwonych, natomiast uwolnione erytrocyty traca wtasnosci aglutyna-
cyjne. W oparciu o te doSwiadczenia przyjeto, ze w hodowli wirusa gry-
py B znajduje sie czynnik nazywany virus enzyme”, ktdry enzymatycznie
odszczepia z powierzchni erytrocytia substancje receptorowg, to znaczy te,
ktéra przytrzymuje wirus przy krwince (26). Podobne wiasnosci odszcze-
piania substancji receptorowej wykazuje przesacz hodowli przecinkowca
cholery. Enzym zawarty w przesgczu, a powodujacy to odszczepienie na-
zwano ,,receptor destroying enzyme (RDE)”. Zauwazono réwniez, ze pewne
substancje jak owomucyna (27), mucyna moczu (29,59,69,70), mukopro-
teidy surowicy krwi (14,15,63) i inne (25,26,48) zapobiegajg rozpuszczaniu
uktadu, ktéry powstat z aglutynacji krwinek pod wptywem wirusa. Jezeli
jednak wymienione mucyny inkubuje sie z hodowlg wirusa lub z przesa-
czem przecinkowca cholery, to tracg one te wiasnosci. Zjawisko to mozna
wyttumaczy¢ przyjmujac, ze wirus jak i przesacz hodowli przecinkowca
cholery odszczepia z mucyn i z powierzchni krwinek podobng substancje.
Blizsze badania wykazaty, ze w skiad tej substancji ,receptorowej” wcho-
dzi kwas neuraminowy. Zbadano dziatanie zaréwno ,virus enzyme”

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 mukoproteidow zawiera-
jacych kwas neuraminowy i stwierdzono, ze odszczepiajg one pochodne
kwasu neuraminowego w stanie wolnym. Prawdopodobnie substancjg re-
ceptorowga jest potgczenie kwasu neuraminowego z innymi cukrowcami
i biatkiem. Ostatnie doniesienia (36,37) wykazaty, ze pod dziataniem ,virus
enzyme” na krwinki pojawia sie w przesgczu zwigzek zbudowany z kwasu
N-acetyloneuraminowego i N-acetylogalaktozaminy, ktéry nastepnie ulega
enzymatycznemu rozkladowi na pojedyncze cztony. Substancja recepto-
rowa jest podobna chemicznie do mucyn hamujgcych rozpuszczenie sieci
zaglutynowanych krwinek. Dziatanie mucyn zawierajgcych kwas neura-
minowy bytoby wiec hamowaniem kompetyeyjnym.

Tabela IV*
~Kwas sjalowy” w surowicach normalnych i patologicznych

Kwas sjalowy oznaczony reakcja

Surowica Liczba dwufeniil i %
przypadkoéw ,wu e'nn oammow-a, mg oraz
Srednie odchylenie

Normalna 20 60 + 31

Czynna gruzlica 15 178 £ 12,6

Podostre bakteryjne

zapalenie wsierdzia 17 102 + 9,8
Zaawansowany rak 10 143 + 1311

Schorzenia parenchy- 8 9% + 3,2

matyczne watroby

* wedtug Winzlera (78).

Okazato sie, ze ilos¢ kwasu neuraminowego tkanek i ptynoéw ustrojo-
wych moze mie¢ znaczenie diagnostyczne w $ledzeniu przebiegu niekt6-
rych choréb. Wydaje sie, ze najwazniejsze kliniczne znaczenie moga mie¢
zmiany kwasu neuraminowego w biatkach surowicy krwi. Z biatek tych
wyizolowano glikoproteid, zwany orosomucyng (74), wedruje on razem
z frakcja elektroforetyczng o2 globulin a charakteryzuje sie wysoka za-
wartoscig kwasu neuraminowego (okoto 11°/0). W normalnej surowicy ilo$¢
tego kwasu, podawana przez réznych autorow, waha sie w granicach od
40 do 75 mg %> (3,9,23,38,39); okoto 45% catosci znajduje sie we frakcji 02,
a po 25% mniej wiecej we frakcji ai i @globulinowej (3,17,72). W czystej
frakcji y globulinowej nie ma praktycznie kwasu neuraminowego (3). Jak
wida¢ z tablicy IV, w chorobach nowotworowych i réznych stanach zapal-
nych, jak gosciec czy zapalenie wsierdzia, iloS¢ kwasu neuraminowego
znacznie wzrasta (20,78).
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Przebieg ostrej choroby gosécowej u dzieci mozna $ledzi¢ badajac za-
warto$¢ kwasu neuraminowego surowicy (21). Wzrost kwasu neuramino-
wego jest rdwnolegty do odczynu opadania krwinek Biernackiego i ma
wystepowaé o kilka dni wczes$niej. Niektérzy autorzy dopatrujg sie mo-
mentéw diagnostycznych w oznaczaniu stosunku kwasu neuraminowego
w poszczeg6lnych frakcjach elektroforetycznych (16). Zmiany w iloSci
kwasu neuraminowego w surowicy odbijajg sie na poziomie kwasu neura-
minowego w piynie mézgowo-rdzeniowym (13,73). Zwigzane jest to z jed-
nej strony z wzrastajaca iloscig biatka, ktore przedostaje sie z osocza do
ptynu mézgowo-rdzeniowego, z drugiej strony z wytwarzaniem kwasu
neuraminowego przez samg tkanke moézgowa (73).

Przedstawione dane o biologicznym znaczeniu kwasu neuraminowego
dotycza jednak spraw, ktére nie zdajg sie by¢ najistotniejszym terenem
dziatania tego zwigzku. Jego wystepowanie w licznych tkankach o bardzo
rozmaitej czynnosci, szczeg6lna struktura chemiczna tego zwigzku, jego
wielka wrazliwo$¢ na dziatanie réznych czynnikow pozwalajg snu¢ przy-
puszczenia o duzym, dotychczas nie poznanym znaczeniu biologicznym.
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tatkach redakcyjnych trzech nastepujgacych wykazéw:
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A. Wazniejsze archiwalne czasopisma majgce w tytule wyrazy: biochemia, chemia
fizjologiczna lub chemia biologiczna

Rok
zatozenia

1877

1905

1906

1906

1914

1922

1936

1942

1947

1954

Tytut

Hoppe-Seyler’s
Zeitschrift far

physiologische

Chemie

The Journal of
Biological Che-
mistry

The Biochemical
Journal

Biochemische
Zeitschrift

Bulletin de la So-
ciété de Chimie
Biologique
Journal of Bio-
chemistry
Biochimia

Archives of Bio-
chemistry and
Biophysics

Biochimica et
Biophysica Acta

Aota Biochimica
Polonica

Tytut
skrécony

Z. physiol.
Chem.

J. Biol. Chem.

Biochem. J.

Biochem. Z

Bull. Soc.
Chim. Biol.

J. Biochem.

Biochimia

Arch. Biochem
Biophys.

Biochim. Bio-
phys. Acta

Acta Biochim.
Pol.

Kraj

Niemcy

USA

Anglia

Niemcy

Francja

Japonia

ZSRR

USA .

Holandia

Polska

Jezyk

niemiecki

angielski

angielski

niemiecki

francuski

ang. franc.

niem.
rosyjski

angielski

ang. takze
franc. niem.

polski, tak-

ze ang.

Do poczat-
ku 1958 uka-
zato sie
309 tomow

229
67 )
329
39 )
44 99
22
2
26
4 99
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C. Wydawnictwa podajace, w jakich [bibliotekach znajdujg sie w Polsce biologiczne
czasopisma i wydawnictwa ciggte

Rok

. Autor Tytut
wydania y Wydawca
1951 A. i A, Szwej- Spis zagranicznych bio- Pafstwowy Instytut
cerowie logicznych czasopism i Biologii Dos$wiadczalnej
wydawnictw ciggtych im. M. Nenckiego
znajdujacych sie w bi-
bliotekach polskich
1952 A. Szwiejcero- Spis polskich biologicz- Instytut Biologii Dos-
wa i Groszy ri- nych czasopism i wy- wiadczalnej im. M. Nen-
sk a dawnictw ciggtych znaj- ckiego, Polskiej Aka-

dujacych sie w biblio- demii Nauk
tekach polskich

Sympozjum Metod Biatkowych

W Pradze trwalo w okresie od 2—14.V1.58 miedzynarodowe sympozjum poswie-
cone metodom oznaczania mikrostruktury biatek.

Sympozjum zostato zorganizowane przez Instytut Chemiczny Czechostowackiej
Akademii Nauk w wyniku podjetej uchwaty przez Miedzynarowy Komitet Biatkowy
w Liblicach (CSR) w 1956 r. Sympozjum miato na celu praktyczne przedstawienie
metod uzywanych przez czeskich biochemikéw i prowadzone byto przez zespo6t pra-
cownikéw naukowych Oddziatu Biochemii I.

W sympozjum wzigto udziat 20 oséb, w tym z Polski 7 (3 z Warszawy i po
1 z Gdanska, Krakowa, Lublina i Wroctawia), ZSRR — 4, CSR — 4, Butlgarii — 2,
Chin — 2, Wegier — 1

Program sympozjum byt nastepujacy:

1. Otwarcie i referat wprowadzajgcy o stosowanych metodach (F. Sorm — B. Keil)
2. lzolacja i krystalizacja biatek (V. Tomasek)

3. Przebieg i kontrola hydrolizy biatek (V. Holey$ovsky)

4. Elektroforeza — bibutowa i wysokowoltowa (Z. Prusik, J. Kara)

5. Chromatografia bibutowa (J. Vanecéek)

6. Chromatografia kolumnowa na weglu i jonitach (O. Mike$)

7. Przeciwpradowe rozdzielanie faz (O Mikes)

8. Metody oznaczania grup koncowych (B. Meloun, V. Kostka)

9. llosciowe oznaczanie aminokwaséw (Z. Zmrhal)

10. Zamkniecie sympozjum i dyskusja.

Cato$¢ zorganizowana zostata poza wyktadem wprowadzajgcym w formie Cwi-
czen. Zajecia trwaty od 8—12 i od 13—16 z 1-godzinng przerwag obiadowa. Uczestni-
kéw podzielono na 3-osobowe grupy, z ktérych kazda przerabiata codziennie inng
metode. Cwiczenia prowadzono w 3 jezykach: czeskim, rosyjskim i niemieckim. Do
¢wiczen przygotowane byly doskonale opracowane skrypty, obejmujace cze$¢ teore-
tyczng i praktyczng danej metody oraz podstawowg literature. Sposéb prowadzenia
¢wiczen byt jednolity, na wstepie czes$¢ teoretyczng szczeg6towo i krytycznie omawiat
prelegent ,a cze$¢ praktyczng wykonywali pod jego kierunkiem sami uczestnicy, taki
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system zaje¢ 9twarzal niezmiernie korzystne warunki do prowadzenia bezposredniej
dyskusji.

Organizacja sympozjum stata na bardzo wysokim poziomie zaréwno pod wzgla-
dem wyczerpujgcego opracowania poszczeg6lnych metod, samego przygotowania ¢wi-
czen, jak réwniez udostepnienia nowoczesnej aparatury. Szczeg6lne zainteresowanie
budzit aparat do elektroforezy wysokowoltowej, kolektory frakcji i aparaty do prze-
ciwpragdowego rozdzielania faz.

Wolne od zaje¢ praktycznych soboty poswiecono na zwiedzanie Zaktadéw Aka-
demii Nauk oraz zabytkoéw architektonicznych Pragi. W niedziele zorganizowano wy-
cieczki — jedng do Karlovych Varéw i okolicy, a drugg na Karlstejn.

Podczas catego sympozjum panowata bardzo serdeczna atmosfera i wielka zy-
czliwo$¢ okazywana wszystkim przez gospodarzy.

(Maria Piechowska)

Konkurs na prace eksperymentalng

Komitet Mikrobiologiczny przy Wydziale 1l Polskiej Akademii Nauk ogtasza
konkurs na eksperymentalne prace naukowe na temat:

»Zagadnienie z dziedziny metabolizmu drobnoustrojéw” z terminem nadsytania
prac do dnia 1 wrze$nia 1960 roku.
Regulamin konkursu jest nastepujacy:
1 Prawo zgtaszania prac konkursowych majg wszyscy pracownicy naukowi os$rod-
kéw krajowych, obywatele polscy.
2 Prace mogg by¢ indywidualne i zespotowe.
3. Do konkursu mozna zgtasza¢ prace nieopublikowane Ilub opublikowane nie
wczesniej niz w 1959 roku.
4. Autor lub autorzy mogg zgtasza¢ dowolng iilo$¢ prac.

Prace winny by¢ opatrzone imieniem, nazwiskiem i adresem autora (autoréow)
i nadestane na adres Komitetu Mikrobiologicznego PAN, Warszawa, Patac Kul-

tury i Nauki — Wydziat Il, w nieprzekraczalnym terminie do dnia 1 wrzes$nia
1960 roku (decyduje data stempla pocztowego) w trzech egzemplarzach maszyno-
pisu.

6 W pierwszej potowie wrzesnia 1960 roku Komitet Mikrobiologiczny PAN ustali
sktad 3-osobowego Sgdu Konkursowego, do ktérego moga wejs¢ tylko osoby,
ktére nie nadestaty prac na konkurs.

7. Sad Konkursowy przedstawia pisemng ocene prac i umotywowanie decyzji do
ostatecznej aprobaty Komitetowi Mikrobiologicznemu PAN. Decyzje Sgadu Kon-
kursowego wraz z aprobata Komitetu Mikrobiologicznego PAN zostang opubliko-
wane w czasopismach fachowych. Rozstrzygniecie konkursu nastgpi w terminie
do dnia 1 grudnia 1960 roku.

8. Nagrody w konkursie sg w zasadzie tréjstopniowe, ustala sie:

| nagrode w wysokosci zt. 7.000.—
1 ” » » ,» 5.000.—
11 - . . ,» 3.000.—

9. W zaleznos$ci od wynikéw oceny prac nadestanych na konkurs Sadowi Konkurso-
wemu i Komitetowi Mikrobiologicznemu PAN przystuguje prawo:
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a) przyznania trzech rownorzednych nagréd
b) zmniejszenia ilosci nagréd lub tp. zmian
m) nie przyznania zadnej nagrody.

Na zyczenie autoréw prace nagrodzone zostang opublikowane staraniem Komi-
tetu Mikrobiologicznego PAN.

Sekretarz Naukowy Przewodniczacy
Komitetu Mikrobiologicznego PAN Komitetu Mikrobiologicznego PAN

(Prof. dr R. Pakuta) Prof. dr K. Bassalik
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INFORMACJE | WSKAZOWKI DLA AUTOROW

1. Postepy Biochemii publikujg artykuty referatowe ze wszystkich dziedzin bio-
chemii nie drukowane w innych czasopismach. Artykuty drukowane w ,Postepach
Biochemii” nie moga by¢ bez zgody Redakcji drukowane w innych czasopismach.

2. Prace nalezy przesyta¢ do redakcji w 3 egzemplarzach. Maszynopis powinien
by¢ pisany jednostronnie z podwdjng interlinig, z marginesem okoto 4 cm po lewej
stronie i okoto 1 cm po prawej, oraz numeracjg stron. W tek$cie maszynopisu nie
nalezy robi¢ zadnych podkreslen na maszynie ani atramentem. Po tytutach nie
nalezy stawia¢ kropek.

3. Przestane do redakcji maszynopisy powinny by¢ w postaci gotowej do druku,
ilo§¢ poprawek nie moze przekracza¢ pieciu na jednej stronie.

Prace nie odpowiadajace wymaganiom zostang przepisane na koszt autora,
a odpowiednia kwota zostanie potracona z honorarium autorskiego.

4. Wszelkie rysunki, wykresy i fotografie nalezy ziozy¢ razem z ma-
szynopisem na oddzielnych kartkach, w postaci nadajacej sie do reprodukcji lub
przerysowania. Rysunki, wykresy i fotografie powinny by¢ ponumerowane, a w
tek$cie maszynopisu nalezy wskaza¢ na marginesie miejsca i rozmiary poszczegol-
nych klisz. U dotu rysunku, a przy fotografiach na odwrocie nalezy czytelnie po-
da¢ odpowiedni napis oraz tytut pracy i nazwisko autora. Ostateczne wykonanie
rysunkéw jest obowigzkiem redakcji. Nadmierna ilo§¢ rysunkéw moze by¢ wyko-
nana wytacznie na koszt autora.

5. Wzory lub cze$ci wzoréw i oznaczenia, ktorych nie mozna napisa¢ na
maszynie, powinny by¢ napisane recznie atramentem, bardzo wyraznie.

6. Tablice powinny mieé¢ nagtéwek opisujgcy ich tres¢. Sens tablic powi-
nien by¢ zrozumialy bez odnoszenia sie do tekstu pracy.

7. Cytowang literature nalezy wypisa¢ na oddzielnej karcie, wymieniajac
pozycje w alfabetycznej kolejnosci autorow. W wykazie podaé¢ kolejno liczbe po-
rzadkowg, nazwisko autora, pierwsze litery imion, skrécony tytut czasopisma, tom
(rocznik), strone i rok wydania. Np. 3. Bogorad L., Granick S., J. Biol. Chem. 202,
733, 1953. Jezeli cytowany artykut ma Kkilku autoréw, nalezy w wykazie literatury
poda¢ nazwiska i poczatkowe litery wszystkich autoréw. Dla cytowanych ksigzek
(nie czasopism) nalezy poda¢ takze tytut ksigzki, nazwisko naktadcy, miejsc oraz
rok wydania dzieta. Np. Przytecki S. J., Podrecznik Chemii Fizjologicznej, Leman-
ski, £6dz, 1947. Wykaz uzywanych czasopism podajg Roczmiki Cihemii 26, 497, 1952.
Powotywanie sie w tekscie na odnosng pozycje cytowanej literatury nastepuje
przez wymienienie numeru pozycji wykazu w nawiasie. Np. (10)

8. Autora obowigzuje korekta autorska, ktorg nalezy zwraca¢ redakcji
w ciggu 3 dni. Korekte nalezy wykona¢ kolorowym otéwkiem (nie czerwonym).
Koszty spowodowane zmiang tekstu w korekcie poza poprawkami btedéw dru-
karskich ponosi autor. Autorzy wydrukowanych artykutéw otrzymujg honorarium
i 25 bezptatnych odbitek pracy. Zadanie wiekszej ilosci odbitek nalezy zgtosié
piSmiennie przy zwrocie korekty autorskiej. Koszt tych odbitek ponosi autor.

9. Redakcja nie przeprowadza jakichkolwiek zmian w pracy bez zgody autora.
Dla dokonania zmian uwazanych przez redakcje za celowe dwa egzemplarze pracy
odsyta sie autorowi, trzeci pozostaje w aktach redakcji.



Cena zl 20.—

Cena w prenumeracie: p6troczna zt 40.—; rocznie z} 80.—

ZamoOwienia i wptaty przyjmuja: 1) Centrala Kolportazu Prasy
i Ksigzki ,,Ruch”, Warszawa, ul. Srebrna 12, konto PKO nr 1-6-100.020;
2) urzedy pocztowe.

Prenumerata za zleceniem wysytki za granice — 40% drozej. Za-
mowienia dla zagranicy przyjmuje Przedsiebiorstwo Kolportazu Wy-
dawnictw Zagranicznych ,,Ruch”, Warszawa, ul. Wilcza 46, konto PKO
nr 1-6-100.024.

Biezgce numery do nabycia w Ksiegarniach Naukowych Domu
Ksigzki i we Wzorcowni PWN, Warszawa, ul. Miodowa 10.

Informacji w sprawie egzemplarzy z poprzednich lat udziela Centrala
Kolportazu ,,Ruch”, Sprzedaz Prasy Zdezaktualizowanej, Warszawa,
ul. Srebrna 12, oraz Wzorcownia PWN, Warszawa, ul. Miodowa 10.
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