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. Postepy Biochemii“ sg wydawnictwem Komitetu Biochemicznego Polskiej
Akademii Nauk (Wydziat I1).

Trzonem tresci ,Postepéw Biochemii“ beda referaty wygtaszane na Sympozjach
Komitetu.

Sympozja, stanowigce otwarte posiedzenie Komitetu, majg charakter konferencyj
roboczych. Sa one pomyslane jako dyskusje metodyczne, majace utatwi¢ planowa-
nie naukowe przez krytyczne naswietlanie zagadnien, ktére, zdaniem Komitetu, nie
sg w biezagcym planowaniu naszych placéwek badawczych uwzgledniane w zakresie
wystarczajacym.

Referaty i dyskusje majag poméc w przejSciu od og6lnie sformutowanych pro-
bleméw do scistego tematu roboczego, majg utatwi¢ dobér metod i scharaktery-
zowac gtéwne trudnosci, z ktérymi nalezy sie liczy¢ przy ich stosowaniu.

Artykuty zamieszczane w ,Postepach Biochemii“ nie sg dostownym powtérze-
niem referatéw wygtoszonych na Sympozjach. W ostatecznej ich redakcji znajduje
juz swoj wyraz wywotana przez nie dyskusja. PiSmiennictwo jest w nich z zasady
uwzgledniane znacznie doktadniej, niz to jest mozliwe w referacie przeznaczonym do
wygloszenia. Wreszcie znajdujg w nich odbicie nowe osiggniecia, opublikowane
w okresie miedzy odbyciem Sympozjum a oddaniem materiatu do druku.

Dzieki temu ,Postepy Biochemii“ bedg nie tylko utrwalonym dorobkiem Sym-
pozjow, ufatwiajgcym prace w zakresie planowania, ale réwnocze$nie beda stuzy¢
miodym pracownikom nauki i studentom jako lektura uzupeiniajgca, jako ,wypisy*
biochemiczne, utatwiajgce rozszerzenie wiadomosci nabytych z podrecznikéw. W ten
sposob Komitet Biochemiczny zamierza wypetni¢ luke szczegdlnie dotkliwg w dzi-
siejszej dobie, kiedy wiekszo$¢ miodziezy napotyka trudnosci wynikajgce z nie-
znajomosci jezykow obcych. Tego drugiego zadania nie spetnityby nalezycie same
Sympozja, ktére ze wzgledu na wysitek organizacyjny mogg odbywac sie nie cze-
$ciej niz dwa razy do roku. Redakcja zamierza zatem, poczawszy od drugiego
zeszytu, uzupetni¢ materiaty Sympozjow monograficznym opracowaniem innych
probleméw, wedtug ustalonego przez Komitet planu.

Trzecig wreszcie kategorig publikacyj w ,Postepach Biochemii“ beda krotkie
artykuty zwigzane z pobytem w Polsce naszych zagranicznych kolegéw z Krajow
Demokracji Ludowych lub tych sposrdd uczonych krajow kapitalistycznych, ktoérzy
wspolnie z nami wyznajg zasade, ze naczelnym przykazaniem uczonego jest praca
naukowa dla dobra ludzkosci.

Obecnie oddajemy do rgk Czytelnikdw pierwszy zeszyt, na ktéry sktadajg sie
materiaty | Sympozjum, odbytego w todzi w dn. 24 lutego 1952 r. na temat roli
biologicznej zwiazkéw fosforowych, oraz 11, odbytego dnia 8 pazdziernika 1952 r.
w Rokitnicy Bytomskiej, na temat biochemii nowotwordéw.

Zeszyt uzupeiniajg artykuty zwigzane z pobytem w Polsce R. L. M. Synge
i F. B. Strauba.
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J0zeF HELLER (WARSZAWA)

O ZWIAZKACH FOSFOROWYCH WYSOKIEJ ENERGII

Zrodiem energii substancji zywej sa procesy utleniania. ,Utlenianiem w najszer-
szym znaczeniu nazywamy odtgczenie elektronu. W Zzywej substancji donatorem
elektronu jest wodoér, ostatecznym za$ akceptorem tlen. Istota utleniania sprowadza
sie zatem w biologii do reakcji:

2H+ % 02 = H

Jest to reakcja bardzo silnie egzergoniczna. Z biologicznego punktu widzenia
obciazona jest jednak pewng wadg, wspdlng na og6t reakcjom, w ktérych bierze
udziat wodér — wyzwolona w niej energia przechodzi bezposrednio w energie
cieplng i rozprasza sie bezuzytecznie w otoczeniu. Taki przebieg ma rédwniez utle-
nianie skiadnikow ustrojowych, przeprowadzone za pomocag prostych uktadéw
enzymatycznych in vitro. Jezeli jednak reakcje katalizujemy za pomocg ztozonego
uktadu wielozaczynowego, na przyktad mitochondrialnego preparatu cykloforazy,
sprawa przebiega inaczej. W postaci ciepta otrzymujemy tylko niewielkg czes¢
energii, odpowiadajgcej utlenieniu uzytego substratu, reszta zostaje przetworzona
w energie chemiczng pewnych zwigzkdw o labilnej budowie, ktére przez przejscie
w forme stabilng, ubozszg w energie, moga wyzwoli¢ zawartg w nich nadwyzke
energii. Tego rodzaju zwiagzki, stanowigce jakby przenosniki energii, zawierajg
przewaznie grupy fosforanowe. Pierwszy niefosforanowy zwigzek, o podobnej funk-
cji akumulatorowej, poznano dopiero niedawno; jest nim koferment A o budowie
merkaptydowe;j.

Zwigzki wysokoenergetyczne odgrywajg doniostg role w metabolizmie zywej
substancji. Przenoszg one energie wyzwolong w egzergonicznych procesach katabo-
licznych na endergoniczne procesy anaboliczne. Dzigki nim splatajg sie w jedng
catos¢ procesy katabolizmu, dysymilacji. z procesami anabolicznymi, asymilacji.

W szkicu tym, ktérego gtdwnym tematem jest opisany wyzej proces transfor-
macji energii uzyskanej z procesow utleniajagcych w energie wysokoenergetycznych
zwigzkdw, omowie kolejno: a) przebieg utleniania, b) najwazniejsze typy zwigzkow
wysokoenergetycznych, c¢) dane doswiadczalne i pomiary dotyczace procesu trans-
formacji, wreszcie d) sposoby uzytkowania nagromadzonej po transformacji
energii.

PROCESY UTLENIANIA W SUBSTANCIJI ZYWE]

Utlenianie wodoru, ktéremu odpowiada redukcja tlenu, przebiega w substancji
zywej najrzesciej jako przeniesienie elektronéw z dwdch atoméw wodoru na atom
tlenu. Produktem utlenienia sg wiec dwa jony wodorowe i podwdjnie ujemny jon
tlenu, ktdre tacza sie ostatecznie na czasteczke wody. Energia wyzwolona w pro-
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cesie przejScia elektronu z jednego gramatomu wodoru na tlen da sie obliczy¢
jako iloczyn z fadunku elektrycznego i napiecia. tadunek elektryczny jednego
gramréwnowaznika. czyli 6.06x 1023 tadunkéw elementarnych nazywamy 1 faradem,
ktory odpowiada 96 500 kulombom. Przeptyw takiego tadunku pod napieciem
1 wolta odpowiada energii 96 500 dzauli. Mozemy obliczy¢ réwnowarto$¢ kaloryczng
dla tej ilosci energii, stosujagc réwnowaznik 0,239 kal. za 1 dzaul. W ten sposéb
obliczamy jako efekt energetyczny przeniesienia 1 F pod napieciem 1 V warto$¢
23 068 kal. (kalorii gramowych).

Wartosci energetyczne w tym artykule oznaczajg zawsze zmiany wolnei energfi
(A F) *. l1los¢ energii uwalniajgca sie w postaci ciepta (A H) moze by¢é mnieisza
od A F lub wieksza, zaleznie od réwnoczesnych zmian w entropii (A S), wedtug
rownania:

AF- AH—T As

Potencjat elektrody wodorowej o pH = 7, mierzony wobec elektrody wodorowej
normalnej, wynosi — 0,42 V. Potencjat elektrody tlenowej, mierzony w stosunku
do tej samej elektrody normalnej, wynosi + 0,81 V. Zatem napiecie, przy ktorym
odbywa sie przeniesienie elektronu z wodoru na tlen, wynosi 1,23 V. Mnozac
23 068 kal. przez 1,23 otrzymujemy 28 373 kal. Taka ilos¢ energii uwalnia sie
przez utlenienie jednego gramatomu wodoru na wode. Na powstanie gramczasteczki
wody przypada zatem 56 746 Kkal.

Ta ogromna ilo$¢ energii nie wyzwala sie w zywej substancji od razu. We-
drowka elektronu od wodoru na tlen odbywa sie etapami. Cata rdéznica potencjatu
1,23 V dzieli sie na odcinki. Energie kazdego etapu mozemy obliczy¢ podobnie,
jak to wyzej uczyniono dla catosSci procesu, tj. mnozac 23 068 kal. przez skok
potencjatu pomiedzy ciatem wyjsciowym a akceptorem wodoru lub elektronu na
danym etapie, wyrazony w woltach.

Musimy jednak uswiadomié¢ sobie przy tych rozwazaniach, ze pomiary poten-
cjatdbw oksydoredukcyjnych uktadéw biologicznych natrafiajg na szereg trudnosci,
wobec czego wiegkszo$¢ wartosci tych potencjatéw uzyskuje sie droga posrednig
przez wyliczenie ze zmian wolnej energii w przebiegu danej reakcji. Zatem droga
eksperymentalna jest wprost przeciwna do tej, ktéra ze wzgledu na jasnos$¢ wyktadu
postuzyliSmy sie wyzej. Faktycznie obliczamy réznice potencjatlu dzielagc zmiane
wolnej energii przez 2 X 2068 kal. **

Zmiane wolnej energii w danej reakcji wylicza sie, gdy to mozliwe, z danych
termochemicznych. a najczesciej ze statej rownowagi K wedle réwnania:

AF= —RTIhK

Ostateczng zatem podstawag eksperymentalng zarédwno dla oznaczenia zmian
wolnej energii, jak i potencjatu oksydoredukryjnego ukitadu jest zwykle oznacze-
nie K przez doktadny pomiar stezenn zwigzkéw reagujacych i produktéw reakcji
w punkcie réwnowagi w okre$lonej temperaturze.

Pierwszy etap utlenienia polega na aktywowaniu dwu atoméw wodoru w danym
substracie przez specyficzng dehydrogenaze i na przeniesieniu ich na wiasciwy

* Wedle propozycji z r. 1951 (Report of the Royal Society Committee on Symbols) zaste-
puja obecnie autorzy anglosascy symbol AF przez A G

gdzie A G° oznacza zmiane wolnej energii, obliczonej dla warunkéw standardowych, R stalg
gazowa, T temperature, a F = 2068 kal.
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akceptor. Akceptorem wodoru dla wigkszosci hydrogenaz jest kodehydrogenaza |
(synonimy: kodehydraza I, kozymaza). Jest to dwunukleotyd adeninopirydynowy
(DPN).

la. Kodehydrogenaza Il (fosfokozymaza).

Potencjat oksydoredukcyjny kozymazy wynosi:

E0O = — 0,282 V
(E0O = potencjal oksydoredukcyjny uktadu zawierajacego réwne ilosci formy
utlenionej i zredukowanej). Zatem skok potencjalu od — 0,42 wynidst 0,14 V,

co dla dwu gramatoméw wodoru daje energie 6480 kal. Wielkos¢ ta ma warto$¢
tylko orientacyjng, a to z trzech powodoéw:

1. Wyliczenia potencjatu kozymazy ze statej rdwnowagi K (por. wyzej) daja
rézne wartosci, zaleznie od tego, jaka reakcja postugujemy sie w doswiadczeniu.
Podana wyzej, og6lnie przyjeta wartos¢ — 0,282 V zostata wyliczona przez Bor-
sooka (1940) z réwnowagi uktadu: alkohol — aldehyd octowy. Bezposredni pomiar
potencjatu (Barron i Hastings, 1934) dat —0,29, Z réwnowagi miedzy kwasem



jabtkowym a szczawiowo-octowym mozna wyliczy¢ — 0,210. Wreszcie dla réwno-
wagi miedzy izopropanolem i acetonem obliczajg K. Burton i T. H. Wilson (1953)
(1) (w tej pracy omoOwione sg rowniez wczesniejsza cytowane tamze oznaczenia)
wartos¢ — 0,320, podang juz w 1949 r. przez Dixona. Niektorzy autorzy formutujg
to w ten spos6b, ze ,potencjat EO kozymazy przesuwa sie zaleznie od natury biatka
apofermentu, z ktérym koferment taczy sie w czasie reakcji“.

2. W ukladzie tym, podobnie jak we wszystkich, w ktérych przenosi sie nie
sam elektron, lecz caly atom wodoru, potencjat jest zalezny od pH, ktére moze
by¢ rozne w réznych miejscach komérki i w réznych momentach.

3. Aktualna warto$¢ potencjatu przesuwa sie wraz ze zmiang stosunku stezen
formy zredukowanej do utlenionej w granicach + 0,1 V.

Dla niektérych dehydrogenaz specyficznym akceptorem jest fosfokozymaza (ko-
dehydraza 11, TPN), bogatsza od pierwszej o jedng grupe fosforanows.

Nastepny etap utlenienia polega na przejsciu pary atoméw wodoru ze zredu-
kowanej kozymazy lub fosfokozymazy na rdzen aloksazynowy, zwigzany w postaci
kwasu fosforyboflawinowego albo dwunukleotydu flawinoadeninowego ze specyficz-
nym biatkiem enzymatycznym.

Dla zredukowanej kozymazy specyficznym zaczynem jest diaforaza, ktéra za-
wiera dwunukleotyd flawinoadeninowy, dla zredukowanej za$ fosfokozymazy re-
duktaza cytochromowa, zawierajgca nukleotyd flawinowy. Potencjat oksydoreduk-
cyjny tych zaczynéw, przy réznym stezeniu ich formy utlenionej i zredukowanej,
lezy w poblizu 0 (dla ,z6ttego fermentu” Warburga —0,06), czyli rowna si¢ mniej
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wiecej potencjatowi normalnej elektrody wodorowej. Skok potencjatu przy przej-
$ciu z kozymazy na flawine wynosi zatem okoto 0,28 V, a przeniesienie dwu gram-
atoméw wodoru wyzwala 12 900 Kkal.

Zredukowana forma enzymoéw flawinowych utlenia si¢ pod dziataniem uktadu
cytochromowego. Najlepiej zbadany cytochrom c, ktéry mozna wyosobni¢ z tka-
nek, jest chromoproteidem, ktérego grupe prostetyczng stanowi pierscien hemo-
wy. Polaczenie miedzy czedcig biatkowg a pierScieniem zelazoporfirynowym
jest w cytochromie c¢ trwalsze niz w barwnikach krwi, bo wystepuje
tu homeopolarne wigzanie miedzy resztami cysteinowymi a grupami winylowymi
na weglu 2 i 4 hemu. Forma hemowa cytochromu jest postacig zredukowang tego
zwiazku. Przez oddanie jednego elektronu na oksydaze cytochromowg cytochrom
¢ utlenia sie przechodzac w forme heminowg o zelazie trojwartosciowym. W ze-
tknieciu ze zredukowanym rdzeniem flawinowym reduktazy lub diaforazy cytochrom
¢ przyjmuje jeden elektron, przechodzac w forme zredukowang. Potencjat oksydo-
redukcyjny cytochromu ¢ wynosi + 0,254 V (2), a zatem skok potencjatlu miedzy
diaforazg a cytochromem wynosi 0,254 V, co dla dwoch elektronéw odpowiada
energii 11 700 kal. (liczac na gramczasteczke). Z jedng czasteczkg reduktazy Ilub
diaforazy muszg reagowac dwie czasteczki cytochromu. Nie wiemy, czy odbywa sig
to od razu, czy tez czasteczki cytochromu reaguja po kolei. Michaelis i wspdpra-
cownicy (3) przypuszczajg mozliwosé takiej jednostopniowej reakcji zaréwno dla
kozymazy, jak diaforazy, przyjmujac istnienie semichinonowych stadiéw posrednich.

Nalezy podkresli¢, ze wedréwka wodoru konczy sie na rdzeniu flawinowym.
Reakcja miedzy zaczynem flawinowym a cytochromem ma juz charakter inny. Cy-
tochrom przyjmuje i przenosi dalej sam tylko elektron, reszta za$ atomu wodoru,
tj. proton, przechodzi z diaforazy do s$rodowiska jako jon wodorowy.

Czton nastepny, a zarazem ostatni, oksydaza cytochromows, skiada sie ze swo-
istego biatka i rdzenia Zzelazoporfirynowego o budowie identycznej lub podobnej
jak w hemoglobinie Spirographis, ktéra podobnie jak chlorofil b posiada grupe
aldehydowg. Mechanizm oksydoredukcyjny oksydazy polega jak w cytochromie ¢
na kolejnym przejsciu zelaza z formy dwuwartoSciowej w tréjwartosciowa
i odwrotnie. Donatorem elektronu jest tutaj cytochrom c, a akceptorem tlen
atmosferyczny. Na jedng czasteczke tlenu trzeba czterech zredukowanych czasteczek
oksydazy cytochromowej. Réwniez o tym etapie nie wiemy, czy reakcja ta musi
przebiega¢ réwnocze$nie, skupiajac cztery czasteczki zredukowanej oksydazy przy
jednej czasteczce tlenu, czy tez moze nastepowac stopniowo. Potencjal oksydoreduk-
cyjny elektrody tlenowej przy pH =7 wynosi + 0,81, zatem skok od potencjatu
cytochromu ¢ wynosi 0,556 V, co odpowiada 25 610 kal. Jest to dwukrotnie wigk-
szy skok niz poprzednie i nasuwa przypuszczenie o0 jeszcze jednym etapie posred-
nim. Doswiadczenia jednak nie dajg dotad zadnych danych w tym kierunku.

Przedstawitem zasadniczg droge utleniania wodoru tych substratéw, ktére reagujg
z typowymi dehydrogenazami. Eksperymentalnie udato sie zrekonstruowac in vitro
caly ten cigg, od substratu do tlenu atmosferycznego z wytworzeniem wody —
w przypadku dehydrogenaz wspotpracujagcych z fosfokozymazg i reduktazg cytochro-
mowag. Jesli idzie o dehydrogenazy, dla ktérych specyficzna jest kozymaza, a na-
stepnie diaforaza, okazato sie, ze cytochrom c i oksydaza cytochromowg nie stanowig
wystarczajgcego przediuzenia, nie utleniajg in vitro zredukowanej diaforazy. Potrzeb-
ny jest jeszcze dodatkowy czynnik nieznanej dotagd budowy, badany przez Slatera (4),
charakteryzujacy sie wrazliwosciag na BAL (British anti-Lewisite) *. Istniejg tez
zaczyny, w ktérych nie mozemy wykaza¢ odrebnych katalizatoréw, odpowiedzial-



nych za poszczeg6lne, opisane wyzej etapy utlenienia. Mozemy pod tym wzgledem
podzieli¢ dehydrogenazy na trzy grupy. Do pierwszej nalezg opisane wyzej typowe
dehydrogenazy, przenoszace d w a atomy wodoru na kozymaze lub fosfokozymaze.
Liczne zaczyny tej grupy udato sie nie tylko wyosobni¢, lecz nawet wykrystalizo-
wac. Zaden z nich nie zawiera barwnej grupy prostetycznej. Drugg grupe stanowia
enzymy, ktore nie wymagajg obecnosci nukleotydéw pirydynowych i reagujg wprost
z enzymami flawinowymi. Wyosobniono juz niektére zaczyny tej grupy, lecz dotad
zadnego nie otrzymano w stanie czystym. Woreszcie trzecig grupe stanowig enzymy
przenoszace elektrony z substratu na cytochrom c pozornie bezposrednio. Nie udato
sie bowiem dotad wykaza¢ w tych ukladach oddzielnych przenosnikéw posrednich.
Enzymy tej grupy sa na ogét mocno zwigzane ze strukturg komoérkowsa i nie udato
sie dotagd wydzieli¢c ich w stanie czystym. Wyjatek stanowi dehydrogenaza droz-
dzowa dla kwasu mlekowego, ktéra jest rozpuszczalna i zawiera grupe prostetyczng
podobng do cytochromu b. Réwniez i ten enzym ulega zniszczeniu przy probach
oczyszczania. Przypuszczalnie dehydrogenazy grupy drugiej i trzeciej (przez nie-
ktorych autoréw okreslane jako dehydrogenazy oksytropowe) zawierajg przenos-
niki posrednie w postaci mocno zwigzanej grupy prostetycznej. U niektérych prze-
mawia za tym ich barwa.

Najwazniejszym enzymem w grupie trzeciej jest oksydaza kwasu bursztynowego,
zawierajagca w jednym kompleksie dehydrogenaze o flawinowej grupie prostetycz-
nej i oksydaze cytochromowa. Przy dziataniu tego zaczynu odtgczenie wodoru
z kwasu bursztynowego odbywa sie przy potencjale okoto 0, tak ze udziat kozy-
mazy jest wytgczony, a caty spadek potencjatu od odtgczenia wodoru do zredukowa-
nia tlenu wynosi tylko 0,81 V.

Oprocz oksydazy cytochromowej znamy jeszcze szereg innych, oksydaz reaguja-
cych wprost z tlenem. Najwazniejszag cechg zapewniajagcg oksydazie cytochromo-
wej wyjatkowe stanowisko jest to, ze przenosi sam elektron, wobec czego produk-
tem koncowym jest woda, powstajgca z pofaczenia dwuwarto$ciowego ujemnego
jonu tlenowego z dwoma jonami wodorowymi. Inne oksydazy przenoszg na czg-
steczke tlenu dwa atomy wodoru, dajgc w wyniku wode utleniong. Woda utleniona
stuzy jako substrat badz dla katalazy, badz dla réznychje r oksydaz. Katalaza roz-
ktada ja na wode i wolny tlen, peroksydazy przenoszg atom tlenu z wody utlers
nej na rézne zwigzki. Filogenetycznie oksydaza cytochromowg przedstawia wyzszy
stopien rozwoju, w organizmie zwierzecym stanowi tez gtéwng droge metaboliczna,
po ktérej przebiega ponad 95% catej przemiany.

OmawialiSmy dotad koleje atoméw wodoru odtgczonych od podtoza, az do ich
potaczenia sie z tlenem na wode. Nalezy z kolei zastanowi¢ sie, jakie sa dalsze
losy pozostatej reszty czasteczki. Z reguty zwigzek powstaly z innego przez odiacze-
nie dwu atoméw wodoru nie jest zdolny bezposrednio do oddawania dalszych ato-
méw wodoru. Podlega wiec takim przemianom, jak przytgczenie czasteczki wody,
odfgczenie CO:2 lub kondensacja z innym zwigzkiem. Produktem takirh przeksztat-
cen jest znowu zwigzek zdolny do oddania pary atomdéw wodoru. Gtdwny szlak
tego rodzaju przemian, wystepujacy w catym Swiecie zywej substancji, a w tkan-
kach zwierzecych stanowigcy prawie wylgczng droge przemian, znany jest pod na-
zwg cyklu kwasow trojkarboksylowych lub cyklu Krebsa.

Punktem wyjscia tego cyklu jest kwas octowy, ktéry jest wspélnym posrednim
ogniwem w metabolizmie wszystkich trzech zasadniczych rodzajow skiadnikow
ustrojowych. W przemianach cukrowcéw powstaje przez tlenowa dekarboksylacje
kwasu pirogronowego. W przemianie tluszczowej jest on fragmentem, odrywaja-
cym sie kolejno z #tancucha kwasu tluszczowego w przebiegu beta-oksydacji.
W przemianie biatkowej poszczeg6lne kwasy aminowe tracg grupe aminowg badz
przez transaminacje, badz przez tlenowag dezaminacje. Bezazotowa pochodna kwasu
aminowego wigcza sie zaleznie od swego charakteru chemicznego juz to w szlak
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przemian cukrowcowych, juz to ttuszczowych, ktére oba, jak wiemy, prowadzg do
kwasu octowego. Poglady te na role kwasu octowego zgodne sg z oceng ilosci
kwasu octowego powstajagcg w przemianie posredniej w ciggu doby. Ocene oparto
na pomiarach rozcienczenia wprowadzonego do organizmu szczura kwasu octo-
wego, naznaczonego weglem promieniotwdérczym, przez normalny kwas octowy, po-
wstajagcy w przemianie endogennej.

Gdyby u cztowieka o wadze 70 kg przyja¢ na jednostke wagi te same wartosci,
jakie otrzymano u szczura, wypadatoby na dobe 600 do 700 g kwasu octowego.

Jest to wynik zupetnie zgodny z wyobrazeniem, Zze prawie caty przyjety po-
karm przechodzi poprzez stadium kwasu octowego.

W cyklu kwaséw tréjkarboksylowych kwas octowy w postaci kompleksu z ko-
enzymem A faczy sie z kwasem szczawiowo-octowym na kwas cytrynowy uwalnia-
jac koenzym. Kwas cytrynowy przeksztatca sie poprzez kwas cis-akonitowy w kwas
izocytrynowy. Z kwasu izocytrynowego odigczajg sie dwa atomy wodoru tak, ze
pozostaje kwas szczawiowo-bursztynowy. Przez dekarboksylacje $rodkowej grupy
karboksylowej (przy udziale dwufosfotiaminy) powstaje kwas alfa-ketoglutarowy.
Kwas alfa-ketoglutarowy ulega dekarboksylacji potgczonej z utlenieniem. Produk-
tem tych przemian jest kwas bursztynowy, ktory przy udziale dehydrogenazy bur-
sztynowej przechodzi w nienasycony kwas fumarowy. Kwas fumarowy przechodzi
przez przylaczenie czasteczki wody w kwas jabitkowy, ktéry pod wplywem dehy-
drogenazy jabtkowej utlenia sie na kwas szczawiowo-octowy. Kwas szczawiowo-
octowy moze sie potgczy¢ z nastepng czasteczkg kwasu octowego na kwas cytry-
nowy i w ten sposéb cykl sie zamyka.

Z wszystkich komérek tkanek zwierzecych daje sie wydzieli¢ kompleks zaczy-
néw potrzebnych do wszystkich reakcji tego cyklu w postaci jednostki strukturalnej,
zachowujgcej sie jak jeden zaczyn. Ze wzgledu na to powiazanie z reakcjami cyklu
Krebsa nazwano ten kompleks cykloforaza (5). Badania nad cykloforaza
rozpoczete w r. 1946 zostaty umozliwione przez wprowadzenie ulepszonej techniki
rozdrabniania, czyli homogenizowania komorek. Homogenizaty wiruje si¢ najpierw
w zwyczajnej wiréwce celem oddzielenia grubszych resztek oraz jagder komérko-
wych, po czym odlany ptyn wiruie sie na szybkobieznej wiréwce, otrzymujac osad
ztozony gtébwnie z mitochondrii. Osad zawieszony w odpowiednim roztworze
solnym ma wszelkie wilasciwosci cykloforazy. Jest rzecza ciekawa, ze wiasciwosci
poszczeg6lnych enzyméw cykloforazy, zwigzanych w mitochondriach, réznig sie nie
tylko iloSciowo, ale nawet jakosciowo od wiasciwosci tychze enzyméw w stan;e cal-
kowitego oddzielenia. Zaczyny izolowane tracg tatwo swoje koenzymy, w mito-
chondriach koenzymy sg zwiazane S$ciSle ze swymi apoenzymami. Dalsze
réznice zachodzag w potozeniu optimum pH, powinowactwie do pod-
toza, wrazliwosci na rozne inhibitory. Jezeli do preparatu cykloforazy
mitochondrialnej doda¢ natychmiast odpowiednie substraty, to preparat ta-
ki katalizuje cato$¢ przemian cyklu w ciggu wielu godzin. Jesli jednak
przechowujemy preparat nawet w optymalnych warunkach, lecz bez substratow,
a wiec nie w stanie pracy, to w szybkiej kolejnosci traci on aktywno$¢ zwigzang
z poszczegblnymi skiadnikami.

W preparacie z nerek — juz po 1 do 2 godzin zachodzi potrzeba dodania
jonu magnezowego i AMP. Po dalszych kilku godzinach uktad wymaga juz uzupet-
nienia przez Mg, ATP, DPN i TPN. Po 10 godzinach zjawia sie potrzeba dalszych
dodatkdw.

Zakres dziatania zaczynowego cykloforazy jest bardzo szeroki. Preparaty mito-
chondriow katalizujg wszystkie reakcje cyklu trojkarboksylowego, poza tym utle-
nienie kwasow ttuszczowych. Katalizujg tez fosforylacje, zwigzane z utlenieniem,
synteze cytruliny i kwasu hipurowego, tlenowa dezaminacje szeregu aminokwasow,
transaminacje oraz niektore reakcje jednoweglowe, jak przemiana glikokolu w se-
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ryne. Dopiero poznanie strukturalnie zwigzanych komplekséw zaczynowych, jakimi
sg preparaty mitochondriowe cykloforazy, umozliwito eksperymentalne udowodnie-
nie powigzania, jakie zachodzi miedzy procesami utlenienia a fosforylacjg. Udato
sie wykazaé, ze zwigzki fosforowe wysokiej energii moga powsta¢ w wyniku prze-
mian cyklu Krebsa tam g d zie nastepuje odtgczenie pary atoméw wodr u z prze-
niesieniem na kozymaze.

Réwniez nastepne etapy wedrowki atoméw wodoru lub samych elektrondw, az
do potaczenia sie ich z tlenem, sa Zrddiem powstawania wigzan fosforanowych
wysokoenergetycznych.

Mechanizm powstawania wigzan wysokiej energii w zwigzku z procesem utle-
nienia udato sie wyjasni¢ tylko w niektérych przypadkach, ktére w dalszych roz-
dziatach omowimy szczegétowo. W wielu przypadkach ustalone fakty pozwalajg
jedynie na skonstruowanie mniej lub wiecej prawdopodobnych hipotez, w bardzo
wielu stwierdzono tylko istnienie transformacji, lecz o jej mechanizmie niczego nie
mozemy powiedzie¢. Istnienie powigzania wykazujemy posrednio: wigzanie grupy
fosforanowej przez glikoze na ester glikozo-6-fosforanowy odbywaé sie moze tylko
kosztem wigzania fosforanowego wysokiej energii, dostarczonej przez ATP. Skoro
wiec w jakim$ oddychajgcym uktadzie nastepuje estryfikacja miedzy fosforanem
a glikozg w ilosci wielokrotnie przewyzszajacej zawartos¢ ATP, mozemy uwazaé
to zjawisko za dowod przejsciowego utworzenia ATP w iloSci odpowiadajacej ilosci
zestryfikowanego z glikozg fosforu. Jesli za miare utlenienia wezmiemy ilo$¢ zuzy-
tego tlenu, to stosunek zestryfikowanego fosforu do zuzytego tlenu jest miarg wy-
dajnosci przemiany energii utlenien w energie wigzan fosforanowych. Wazng po-
mocg w S$ledzeniu tego przeksztatcenia energii jest okoliczno$é, ze szereg zwigzkow,
jak np. 2 4-dwunitrofenol, hamuje fosforylacje tlenowa, nie wptywajac na sam
przebieg procesow utlenienia

NAJWAZNIEJSZE TYPY ZWIAZKOW WYSOKOENERGETYCZNYCH

Poczatkiem znajomosci zwigzkéw o wysokiej energii bylo stwierdzenie przez
Meyerhofa i Suranyi (6), ze hydroliza fosfokreatyny wyzwala duze ilosci ciepta.
Na razie nie zwrocono na to wiekszej uwagi. Jednak w r. 1930 Lundsgaard (7)
wykazat, ze w skurczu alaktycznym miesnia zatrutegokwasem jodooctowym wyzwa-
la sie kosztem rozkiadu fosfokreatyny tyle samo ciepta, liczagc na jednostke pracy,
co W przemianie prowadzacej do wytwarzania kwasu mlekowego. Wiedziano juz
z prac Eggletondéw (8) z r. 1927 oraz Fiskego i Subbarowa z r. 1929 (9), ze
w normalnym miesniu fosfokreatyna rozpada sie w czasie pracy, a resyntetyzuje
sie w czasie spoczynku tlenowego. W r. 1931 Lundsgaard (10) obliczyt, Zze roz-
pad 2 czasteczek fosfokreatyny dostarcza tylez energii, co przemiana ¥ gl:kozy na
kwa s mkkowy, tj. 24 000 kal. Autor ten wnioskowat, Zze wysokoenergetyczne wig-
zania grupy fosforanowej sg normalnym Zrodtem energii dla pracy migénia. Zwraca
on tez uwage na duza wydajno$¢ przemiany energii pochodzacej z glikogenolizy
na energie wigzan fosforanowych oraz na fakt, ze wigzania te sag do dyspozycji
miednia nawet przy catkowitym zahamowaniu glikogenolizy. W r. 1934 badania
szkoty Parnasa (11), zwilaszcza Osterna oraz badania Lohmanna (12) wyjasnity
spos6b przenoszenia energii. Posrednikiem miedzy ogniwami tancucha glikol:tycz-
nego a fosfokreatyng okazat sie odkryty przez Lohmanna (13) w r. 1929 kwas
adenozvnotrojfosforowy. Poznano reakcje odtwarzania sie ATP z ADP kosztem
kwasu fosfopirogronowego (14) i fosforanu fosfoglicerolowego (15). Stwierdzono
zdolno$¢ przerzucania grup fosforowych przez te zwigzki wraz z energiag na kwas
adenozynodwufosforowv, z ktérego w ten sposdb odtwarzat sie kwas adenozyno-
trojfosforowy. Ciaggle iednak nie umiano jeszcze zrozumieé, skad biorg sie wigza-
nia fosforanowe wysokiej energii w nieobecnosci proceséw glikogenolitycznych.



Przetomowe znaczenie w tej kwestii miato poznanie fosforylacji sprzezonej z utle-
nianiem. Zjawiskofosforylacji oksydatywnej odkryt Engelhardt (16a, b) w r. 1930,
a wiec w czasie, kiedy rola zwigzkow fosforowych w przenoszeniu energii nie byta
jeszcze znana, stad prace te nie zwrocity wowczas nalezytej uwagi. Jedni z pierw-
szych podjeli to zagadnienie eksperymentalnie Belitzer i Czibakowa (17a) oraz
Kalckar (17b) w r. 1939.

Réwnoczesnie Lipmann wykazat powstawanie wigzan fosforowych ciat wysoko-
energetycznych przy utlenianiu ketokwaséw, tak ze ustalit sie poglad, iz wieksza
cze$¢ energii utlenian we wszystkich komorkach przechodzi w wysokoenergetyczne
zwigzki fosforanowe. Poglady te zebrat i przedstawit systematycznie w r. 1941
Lipmann (18) w artykule, ktéry jeszcze dzisiaj moze z pozytkiem stuzy¢ jako
wprowadzeni do tego zagadnienia.

Lipmann potozyt najwiekszy nacisk na badany przez siebie bezwodnik octowo-
fosforowy, ktéry uwazat za prototyp innych bezwodnikéw karboksylowo-fosforano-
wych (acylofosforany). Te klase ciat uwaza za gtdbwny trzon zwigzkdéw wysoko-
energetycznych (19).

Pod tym wzgledem przewidywania Lipmanna nie sprawdzity sie. Formg wyso-
koenergetyczng, czynng w rozlicznych przemianach kwasu octowego okazat sie
wyosobniony przez Lynena (20) zwigzek tego kwasu z kofermentem A. Wspdt-
czesne badania, zwiaszcza Ochoa (21) wskazujg na udziat kofermentu A w szeregu
przemian kwasow ttuszczowych.

Naszkicowany tu obraz rozwoju badan bytby niekompletny, gdybysmy nie pod-
kreslili specjalnie roli, jakg odegrata tu biochemia polska. Jest to tym potrzeb-
niejsze, ze w obcym pismiennictwie rola ta jest obecnie przewaznie przemilczana.
Zastuga Iwowskiej szkoty byto odkrycie fosforylacji (Parnas i Baranowski, 1935)
(15a) i zrozumienie znaczenia tego typu reakcji w substancji zywej, gdzie odwro-
cenie proceséw hydrolitycznych jest przewaznie praktycznie niemozliwe ze wzgledu
na olbrzymig przewage stezenia wody nad stezeniem wszystkich innych skiadni-
koéw. Dalsza, moze wazniejszg zastuga bylo zerwanie z pojeciem ,reakcji sprzezo-
nych* w tym znaczeniu, ze ,energia wyzwolona w jednych, miataby bez zwigzku
$cisle materialnego miedzy nimi stuzy¢é do zuzycia w innych, endotermicznych®
(Parnas, 14). Wykazano, ze koenzym dziata nie przez sama swojg obecnos$¢ (ATP,
ADP), lecz ze bierze czynny udziat w reakcji, oddajac lub przyjmujac grupe fo-
sforanowa. W tej samej pracy (14) szkicuje juz Parnas bardzo wyraznie mozli-
wos¢ fosforylacji oksydatywnej.

Po tym krotkim rysie historycznym przystepujemy do systematycznego omoé-
wienia zwiazkéw wysokoenergetycznych.

Z wyijatkiem odkrytych niedawno zwiazkéw kwasu octowego i bursztynowego
z kofermentem A, wszystkie znane nam zwigzki wysokiej energii sg pochodnymi
fosforowymi.

Fosfor wystepuje w zywej substancji jedynie w postaci pochodnych kwasu
orto-, piro- i trojfosforowego. Szczeg6lnie liczne sg estry kwasu ortofosforowego.
Do tej grupy nalezy wiekszo$¢ koenzymoéw, z ktérych wiele jest zarazem pochod-
nymi witamin. Energia wigzan estrowych jest rzedu 2 do 4 tys. kal. na mol.
W przeciwienstwie do tego energia wiagzan wysokiej energii jest rzedu 11 500 do
16 000 kal. Stosunki te przedstawia tabela |1, zaczerpnieta z artykutu Avisona
i Hawkinsa (22).

Znamy 4 typy wigzan pochodnych fosforanowych o wysokiej energii. Pierwszy
typ wystepuje w fosfagenach, tj. w fosfokreatynie u kregowcoéw i fosfoargininie
u zwierzat bezkregowych. Baldwin i Yudkin (23) twierdza, ze pierscienice za-
wieraja jaki$ trzeci odmienny fosfagen, ktorego zasadowej skiadowej nie zdotali
jeszcze zidentyfikowaé. W zwigzkach tych fosfor tgczy sie bezposrednio z azotem
aminowym.



Tabela 1

(kal.) pH Metoda pomiaru
Glicerolo-I-fosforan 2200 8,5 38 . . . ..
Glikozo-6-fosforan 3300 8.5 38 Pomiar rownowagi w reakcji
Fruktozo-6-fosforan 3350 8.5 38 hydrolizy enzymatycznej
Fruktozo-I-fosforan 4750 8.5 38 Réwnowaga z glikozo-I-fosfora-
Glikozo-I-fosforan 4750 8.5 38 nem
ATP grupa koricowa 11500 75 20 Wyliczenie
Kwas 1,3-dwufosfoglicerynowy 16 250 6.9 25 .
Acetylofosforan 14 500 6.3 Rownowaga  enzymatyczna
Kwas fosfopirogronowy 15900 ? % z ATP
Kwas fosfopirogronowy 15 850 ? 20 Wyliczenie
Fosfokreatyna 13 000 7.7 20 Réwnowaga enzymatyczna
Fosfoarginina 11800 7.7 20 z ATP

Fosfageny wystepuja w duzym stezeniu przede wszystkim w miesniach i tkance
nerwowej. Szczeg6lnie bogaty w ten zwigzek jest organ elektryczny ryb, ktérego
elementy sg przeksztatlconymi komdérkami miesniowymi. Potezne wytadowania tego
organu zdolne ogtuszy¢ wotu, a zabijaé mniejsze zwierzeta, czerpig swg energie
z rozktadu fosfokreatyny. W preparatyce i przy oznaczaniu ilosciowym duza trudnosé
stanowi nietrwato$¢ tego zwigzku. Prawie momentalnie rozpada sie on pod Kkatali-
tycznym dziataniem jonu molibdenowego, wchodzacego w skiad wielu odczynnikéw
na fosfor. W przeciwienstwie do tego na fosfoarginine dziata molibdenian stabilizu-

jaco.
Drugi typ stanowig pochodne wielofosforanowe. Nalezg tu: kwas adenozyno-

tréjfosforowy (ATP), kwas adenozynodwufosforowy (ADP) i pirofosforan nie-
organiczny (PP).

Kwas adenozynotrojfosforowy, wykryty przez Lohmanna (13), zajmuje centralne
miejsce w gospodarce energig. Wszystkie inne zwigzki wysokiej energii mogg prze-
rzuca¢ swe grupy fosforanowe wraz z fadunkiem energii na ADP i przetwarza¢ go
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w ATP. Odwrotnie tez, energia przenoszaca si¢ wraz z koncowg grupa fosforanowa
ATP moze by¢ uzyta we wszystkich reakcjach endergonicznych, ktérych przebieg
udato sie dotad zrealizowa¢. Wiazanie miedzy ryboza a pierwszg resztg fosforanowg
jest wigzaniem niskiej energii. Natomiast oba wigzania miedzyfosforanowe sg wigza-
niami wysokiej energii. Przez szereg lat istniata kontrowersja, czy ATP w meta-
bolizmie oddaje jedng czy obie grupy fosforanowe. Sytuacja wyjasnita sie, gdy
w r. 1943 Kalckar (24) wykazat istnienie zaczynu miokinazy. Enzym ten
katalizuje powstawanie z dwu czasteczek ADP jednej czasteczki ATP i jednej AMP
(kwasu adenilowego). Kwas adenilowy jest w tkankach zwierzecych nietrwaty.
Jezeli nie zostanie w krdtkim czasie z powrotem ufosforylowany, podlega dziataniu
dezaminazy, ktéra go zmienia na kwas inozynowy, zawierajacy hipoksantyne
W miejsce adeniny.

Najwczesniej wyjasniono role ATP w glikogenolizie. Heksokinaza przenosi gru-
pe fosforanowg z ATP na 6 wegiel glikozy, dajac glikozo-6-fosforan. Reakcja ta
potaczona jest z duza utratg energii, bo kosztem wigzania wysokoenergetycznego
powstaje wigzanie estrowe, przedstawiajace t)lko 3300 kal. Jakkolwiek zreduko-
wana, energia ta wystarcza na przeprowadzenie estru poprzez glikozo-I-fosforan
w glikogen. Wiazanie glikozydowe jest réwnowazne energetycznie z wigzaniem
estrowym fosforanu. Dlatego fosforoliza glikogenu moze sie odbywac¢ bez dopro-
wadzenia energii. W glikogenolizie ester glikozo-I-fosforowy przechodzi poprzez
glikozo-6-fosforowy w fruktozo-6-fosforowy. W tym miejscu potrzebne jest nowe
doprowadzenie energii, wiec do wegla pierwszego estru fruktozo-6-fosforowego przy-
tacza sie z ATP grupa fosforanowa. Podobnie jak i w wn iku dziatania heksokinazy,
mamy tutaj strate energii.

Straty te wywotane przez przejScie ATP w ADP wyrdwnujg sie w reakcji ADP
z fosfokreatyng. Fosfokreatyna stanowi zatem jak gdyby pogotowie energetyczne
mieénia. W dalszych etapach glikogenolizy regeneruje sie ATP z ADP Kkosztem
zwigzkdw, o ktoérych bedzie mowa nizej. Wtedy z kolei ATP reaguje z Kkreatyng,
odtwarzajagc fosfokreatyne i przechodzac w ADP. Reakcja ta zostala wyjasniona
przez Parnasa (11) oraz Lohmanna (12) i zapoczatkowata dzisiejszy Kkierunek
w pogladach na mechanizm krazenia energii.

Tego samego typu wigzania co w ATP wystepujg réwniez w pirofosforanach
nieorganicznych. Poglady na biologiczng role pirofosforandéw przechodzity zmienne
koleje. Pierwotnie Lohmann (25) izolujagc ATP uzyskat wskutek rozkiadu nieor-
ganiczny pirofosforan, ktéry uwazal za wiasciwy sktadnik tkankowy. Oba zwigzki
majg bowiem identyczng krzywa hydrolizy. Jednak Davenport i Sacks (26) wyka-
zali w r. 1929, ze w pierwotnym przesaczu uzyskanym z mie$nia nie da sie za po-
mocg specyficznej metody kolorymetrycznej wykaza¢ obecnosci nieorganicznego
pirofosforanu.

W latach pézniejszych uczeni radzieccy Ferdmann i Feinschmidt (27) twier-
dzili, ze udowodnili obecno$¢ nieorganicznego pirofosforanu w miesniu, wykazujac
nadwyzke grup w wiazaniu pirofosforanowym ponad oczekiwang zawarto$¢ pentozy.
Jednak badania Parnasa i jego szkoty (28) dowiodty, ze stosowana przez autoréw
radzieckich metoda dawata za niskie wartosci dla pentozy. Rdwnocze$nie uczniowie
Parnasa, Gibayto i Umschweif (29), znalezli czula i specyficzng metode oznaczania
nieorganicznych pirofosforanéw i dowiedli za jej pomocg nieobecnosci pirofosfo-
randbw w wyciggach migéniowych.

Dopiero po 10 latach odzywa w piSmiennictwie sprawa pirofosforanéw. Cori
(30) wykazuje pojawienie sie drobnych ilosci pirofosforanéw w czasie doswiad-
czen metabolicznych in vitro. RAwnoczesnie Mann (31) stwierdza wystepowanie
wiekszych ilosci meta- i pirofosforanéw u ple$ni Aspergillus niger. Kilka lat péz-
niej Wiame (32) znalazt te zwigzki w drozdzach. Wreszcie w r. 1950 Heller
i wspotpracownicy (33) znajdujg duze ilosci pirofosforandw w narzadach picio-
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wych samca motyla wilczomleczka. W tym samym roku Niemierkowie (34) wy-
kazuja w odchodach molika Galleria mellonella oprocz pirofosforanéw zawartosé
znacznych ilosci metafosforanow.

Na ogo6t przyjmowano milczaco, ze nieorganiczne pirofosforany przedstawiajg
ten sam typ wigzan wysokoenergetycznych co ATP. Poglad ten zachwiat sie, gdy
J. Roche (35) doniést, ze udato mu sie uzyska¢ synteze PP z ortofosforanu pod
dziataniem rozdrobnionej i przesianej zawiesiny S$luzéwki jelita. Z danych Roche‘a
wynika warto$¢ energetyczna wigzania PP okoto 1900 kal., co pozostaje w sprzecz-
nosci z catoksztattem naszych wiadomos$ci. Badania Meyerhofa (36) nie potwier-
dzity wynikéw Roche'a, pomiary za$ ciepta wyzwolonego przy enzymatycznej hy-
drolizie PP (37) daly warto$¢ 9000 kal. Stad mozna oceni¢ zmiane wolnej energii
w tej reakcji na okoto 10 000 kal.

Badania lat ostatnich wykazaly, Ze nieorganiczne pirofosforany nie sg w meta-
bolizmie produktami odpadkowymi, lecz ze biora w przemianach czynny udziat.
Jedne z pierwszych — badania Cornberga (38) wykazaly udziat pirofosforanéw
w syntezie dwunukleotydéw: kozymazy i flawinoadeninowego z odpowiednich mono-
nukleotydéw i ATP. Odwrotnie tez, dwunukleotydy te rozpadajg sie pod wpltywem
nieorganicznego pirofosforanu i swoistego enzymu na mononukleotyd nikotynowy
(NMN) i ATP wzglednie na kwas ryboflawinofosforowy i ATP.

W reakcji tej stata réwnowagi K wynosi okoto 1, wiec suma energii wigzan
PP i DPN jest réwna sumie energii obu grup, konicowej i przedostatniej, w ATP.
Ohlmeyer i Shatas (37) obliczajg energie wigzania P—O—P w DPN na nieco po-
nad 12 000 kal. Ostatnio Lipmann i wspotpracownicy (39) wykazali role pirofo-
sforanu w reakcjach kofermentu A. Rola biologiczna nieorganicznych wielofosfo-
rowych zwigzkéw o typie kwasu metafosforowego niezupetnie jest jasna.

Trzeci typ wigzan fosforanowych wysokiej energii przedstawia
kwas fosfopirogronowy.

Charakterystyczna konfiguracja polega tu na potgczeniu grupy
fosforanowej z weglem enolowym. Kwas fosfopirogronowy
reaguje z ADP, przy czym powstaje ATP i wolny kwas pirogro-
nowy. Energia wigzania fosforanowego kwasu fosfopirogronowego
jest wieksza niz energia grupy konicowej ATP. Dlatego przez

szereg lat nie umiano przeprowadzi¢ odwrocenia tej reakcji. Reakcja ta, odkryta
przez Parnasa i wspotpracownikéw (11), byta uwazana przez pierwsze lata za jedno
z gtdwnych Zrédet energii.
Czwartym typem wigzan jest potaczenie grupy fosforanowej z grupg karbo-
ksylowsa.
Pierwszy taki zwigzek wyosobnili Negelein i Bromel (15b) jako produkt enzy-
matycznego utlenienia fosfogliceroaldehydu. Jest to kwas 1,3-dwufosfoglicerynowy.
Bezwodnikowg strukture potwierdza wystepowanie praz-
ka absorpcyjnego przy 2400 A podobnie jak w bezwodniku
kwasu octowego. Zwigzek ten reaguje z ADP, dajac ATP
i kwas 3-fosfoglicerynowy.
Do tego samego typu nalezy odkryty przez Lipmanna
(40) acetylofosforan.
Lipmann uwazat go za prototyp innych acylofosfora-
néw, ktérym przypisywat dominujaca role w przenoszeniu
energii. Dzisiaj jednak wydaje sie, ze przemiany, o ktérych méwit Lipmann, od-
bywaja sie przy udziale kofermentu A.
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Badania nad koenzymem A zaczely sie¢ od stwierdzenia przez Nachmansona
(41), ze do acetylowania choliny niezbedna jest obecnos¢ ATP. Prace Lipmanna
i wspétpracownikdw nad acetylowaniem sulfonamidéw (42)
wykazaty obecno$¢ nieznanego dotad kofermentu, oraz ze
zwigzek ten zawiera kwas pantotenowy, wielofosforan ade-
nozyny i siarke zwigzang z kwasem pantotenowym. Shell
(cyt. wg Lynena, 20) wyjasnit, ze fragment siarkowy jest
beta-merkaptoetyloaming, a wreszcie Kaptan (cyt. wg Lip-
manna, 39) w r. 1952 wykazat, ze dodatkowa reszta fosforanowa jest najprawdopo-
dobniej zwigzana z trzecim weglem rybozy.

Za shusznos$cig powyzszego wzoru przemawiajg wyniki analizy grupy Lipman-
na, wykonane na najczystszych preparatach (39). Rola metaboliczna koenzymu A
wynika jasno z prac Lynena. Autor ten wyosobnit z drozdzy (20) kompleks ko-
fermentu ze zwigzang na siarce grupg acetylowg. Preparat ten przeprowadza
w obecnosci odnosnych enzymoéw bez dalszych dodatkow rézne acetylowania, np.
sulfonamidoéw, choliny, kondensuje z kwasem szczawiowo-octowym reszte acetylowg
na kwas cytrynowy, syntetyzuje kwas acetooctowy itp. Wigzanie miedzy siarka
a resztg acetylowg jest wigzaniem wysokiej energii. Kompleks ten jest diugo po-
szukiwanym ,.czynnym octanem®. Bierze on udziat w licznych przemianach kwasu
octowego, ktérych przeglad daje np. praca K. Bernharda (43). Sam koenzym mo-
zemy okre$li¢ jako przenosnik grup acetylowych miedzy uktadami donatoréw i ak-
ceptorow. Zarazem jako zwigzek wysokiej energii jest on ogniwem posrednicza-
cym w wymianie energii miedzy wysokoenergetycznymi zwigzkami fosforowymi
a pochodnymi acylowymi wysokiej energii. Do tych ostatnich nalezg précz ace-
tylo-CoA wykazane niedawno benzoilo-CoA i bursztyno-CoA. Przykiadem przenie-
sienia energii ,fosforanowej“ na acyle jest reakcja zachodzaca miedzy koenzymem
A, kwasem octowym i ATP. Jak wykazat Lynen (20), ATP reaguje z kofermen-
tem A, tworzac fosforylo-koenzym A. Kompleks ten wymienia reszte fosforanowg
na octanowg i powstaje w ten spos6b ,,czynny octan“ (acetylo-CoA).

1) ATP + CoA-  ADP + CoA-fosforan
2) CoA-fosforan + octan - acetylo-CoA + fosforan

Inng reakcje tego typu wykazat Lipmann (39). .

1) ATP + CoA AMP + CoA — pirofosforan
2) CoA-pirofosforan + octan - acetylo-CoA + pirofosforan
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Reakcja ta jest odwracalna: pirofosforan dziatajagc na acetylo-CoA daje piro-
fosforan koenzymu i kwas octowy. Pirofosforan koenzymu moze reagowa¢ z AMP
odtwarzajac ATP. W ten spos6b energia czynnego fosforanu przeksztatca sie w ener-
gie wigzan fosforanowych.

Rola metaboliczna acetylofosforanu nie przedstawia sie jasno na tle wspotczes-
nych badan. Wedtug Ochoa (21) u tych drobnoustrojow, ktére nie posiadajg enzymu
kondensujgcego octan z kwasem szczawiowo-octowym na kwas cytrynowy, jedyng
droga uwolnienia koenzymu A z jego zwigzku z kwasem octowym jest reakcja z nie-
organicznym fosforanem. Powstaje przy tym acetylofosforan i wolny koferment A,
ktorego krazenie zostaje w ten sposob zapewnione. Dalsza droga metaboliczna ace-
tylofosforanu musiataby i$¢ badz przez odwrdcenie tej reakcji, badz przez przenie-
sienie grupy fosforanowej na ADP z powstaniem wolnego kwasu octowego. Poniewaz
znane nam drogi metaboliczne kwasu octowego wymagajg aktywowania go kosztem
ATP, obie drogi stanowig pod wzgledem energetycznym S$lepy zautek.

Gromadzenie energii w zwigzkach chemicznych — wyzej opisane — nosi nazwe
wigzan wysokoenergetycznych. Nazwa ta, jakkolwiek przyjeta we wszystkich pra-
wie jezykach, nie oddaje istoty rzeczy i prowadzi czesto do falszywych interpre-
tacji, dlatego staraliSmy sie jej unika¢ w dotychczasowym wyktadzie. Najczest-
szym bledem jest tgczenie pojecia wigzan wysokoenergetycznych z pojeciem wigzan
mocnych. W rzeczywistosci jednak wigzania te, jako wyswobadzajgce energie, sg
wigzaniami stabymi i fatwo ulegajag rozerwaniu, natomiast niskoenergetyczne wig-
zania estrowe odznaczajg sie duzg statoscig i mogg by¢ okreslone jako wigzania
mocne. Do fatwo hydrolizujagcych nalezg fosfokreatyna, fosfoargi-
nina, obie grupy koncowe ATP i zwlaszcza acylofosforany. Sposrod
pochodnych estrowych #tatwo hydrolizuje glikozo-I-fosforan, doréwnujac pod tym
wzgledem ATP, natomiast wysokoenergetyczny kwas fosfopirogronowy hydrolizuje
3-krotnie wolniej. Wysokoenergetyczne zwigzki fosforowe rozpadajg sie powoli na-
wet w nieobecnosci wiasciwych enzyméw. Pod tym wzgledem wysokoenergetyczne
pochodne CoA sg o wiele trwalsze (Lynen, 20).

Na przyktadzie kwasu pirogronowego omoéwimy mechanizm powstawania na-
gromadzonej energii i damy probng interpretacje roli grupy fosforanowej.

Kwas pirogronowy powstaje przez odwodnienie kwasu glicerynowego. Ciepto
spalania kwasu pirogronowego wynosi 280 000 kal., kwasu glicerynowego za$
286 500 kal., stad A H = 6500 kal. Chcac obliczy¢ zmiane wolnej energii trzeba
w mysl réwnania

uwzgledni¢ zmiany w entropii. Entropia kwasu glicerynowego wynosi 48,9, kwasu
pirogronowego za$ 70,6, zatem przyrost entropii w tej reakcji wynosi 21,7, co
w temperaturze 25° (czyli 298° w skali bezwzglednej) daje 6450 kal. Te wielko$¢
trzeba doda¢ do réznicy ciepta spalania i otrzymujemy wtedy jako wolng energie
przejscia kwasu glicerynowego w pirogronowy: 12 950 kal. Z tego 6500 kal. wy-
zwala sie jako ciepto i rozprasza w otoczeniu, 6450 zuzywa sie na wzrost entropii.

Jesdli reakcje odwodnienia przeprowadzimy nie na wolnym kwasie glicerynowym,
lecz na jego estrze fosforanowym, to uwalnia sie niespetna 300 kal. Nadwyzka za-
tem okoto 12 600 kal. musi tkwi¢ w jakiej$ formie w powstatym zwigzku. Dodajgc
do tego 3000 Kkal., ktore trzeba doprowadzi¢ przy estryfikacji kwasu glicerynowego,
a ktore uwalniajg sie przy hydrolizie, dostajemy #gcznie 15 600 kal. jako nadwyz-
ke energii kwasu fosfopirogronowego ponad pirogronowym. Z tego 6450 kal. przy-
pada na zwiekszong entropie kwasu pirogronowego w stosunku do glicerynowego,
zatem przy hydrolizie kwasu fosfopirogronowego powinno sie otrzymaé¢ okoto
9000 kal. Warto$¢ uzyskana doswiadczalnie przez Meyerhofa i Schultza (44) wy-
nosi 8450 kal.
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Podobnie przedstawia sie takze sprawa transformacji energii w reakcjach utle-
nienia. Energia wyzwalajgca sie przy utlenieniu i rozpraszajgca sie jako ciepto
nie pojawia sie, jesli utlenieniu podlega odpowiednia pochodna fosforanowa, np.
gdy przez utlenienie grupy aldehydowej powstaje kwas 1,3-dwufosfoglicerynowy.
Tak samo nalezy sobie wyobrazi¢ reakcje z udziatem CoA zamiast grupy fosfora-
nowej.

Mechanizm tego ,zamagazynowania“ energii w kwasie fosfopirogronowym ttu-
maczymy wedle Oespera (45) ugrupowaniem enolowym powstatego zwigzku.
W kwasie pirogronowym forma ketonowa przedstawia znacznie nizsza zawartos¢
energii niz forma enolowa. Dlatego przemiana formy enolowej w ketonowa prze-
biega samorzutnie i prawie kompletnie, forma enolowa wystepuje zaledwie w S$la-
dach. Przy odwodnieniu kwasu glicerynowego powstaje forma ketonowa kwasu pi-
rogronowego, natomiast przy odwodnieniu kwasu 2-fosfoglicerynowego powstaje
wylacznie forma enolowa. Obecno$¢ grupy fosforanowej umozliwia trwanie formy
enolowej, usuniecie grupy fosforanowej dziata jak pociggniecie jezyczka spusto-
wego w broni palnej, wyzwalajac nagle przejscie formy enolowej w ketonowg
z uwolnieniem energii. Zrédlem energii jest zatem nie hydroliza per
se, tylko zapoczatkowana przez nig przemiana formy enolowej w ketonowa. Jesli
wyzwolenie reakcji nastgpi nie przez hydrolize, ale przez potagczenie sie kwasu fos-
fopirogronowego poprzez grupe fosforanowg z jakim$ akceptorem, energia moze
przejs¢ na akceptorowy sktadnik kompleksu i przeprowadzi¢ go w nietrwaly stan
aktywny.

Przy rozpadnieciu kompleksu grupa fosforanowa pozostaje przy akcepto-
rze i utrwala chwiejny w zasadzie stan wysokoenergetyczny tego ciata.

W stosunku do innych ciat wysokoenergetycznych interpretacja nie jest tak
prosta jak dla kwasu fosfopirogronowego, mozna jednak przypuszczaé, ze zasada
magazynowania energii jest podobna.

PRZEGLAD NAJWAZNIEJSZYCH REAKCJI EGZERGONICZNYCH
POWIAZANYCH Z POWSTAWANIEM ZWIAZKOW WYSOKOENERGETYCZNYCH

Najlepiej poznana dziedzing metabolizmu posredniego, dostarczajgca najwiecej
danych iloSciowych o przetwarzaniu uwalnianej energii na energie zwigzkow wy-
sokoenergetycznych, jest przemiana cukrowcowa, ktérg oméwimy tacznie z cyklem
kwaséw troj karboksylowych. Zgodnie z propozycjg Lynena (cyt. wg Holzera, 46)
mozemy procesy egzergoniczne, dostarczajgce w tym ciggu reakcji energii na two-
rzenie zwigzkéw fosforowych wysokiej energii — podzieli¢ na trzy kategorie: jako
pierwszg kategorie mozemy wydzieli¢ proces powstawania kwasu fosfopirogrono-
wego z kwasu 2-fosfoglicerynowego. Dwa wigzania wysokoenergetyczne powstajgce
przy tym z przerdbki z jednej czasteczki glikozy mozemy uwaza¢ po prostu za zwrot
energii wtozonej w proces glikolizy. Przypominamy bowiem, ze jedna czasteczka
ATP degraduje sie do ADP przy zestryfikowaniu glikozy na glikozo-6-fosforan.
druga za$ stuzy do umieszczenia w fruktozo-6-fosforanie drugiej grupy fosforano-
wej na weglu 1. Z jednej czasteczki dwufosfoheksozy powstajg wiec dwie czasteczki
kwasu fosfopirogronowego, ktére reaguja z dwoma czasteczkami ADP, odtwarzajac
2 ATP i przechodzac w dwie czasteczki kwasu pirogronowego. W ten sposéb za-
myka sie wewnetrzne krazenie energii i reszt fosforanowych, bedace beztlenowg fazg
przemiany cukrowej. Bilans ten nie ulega zmianie takze i wtedy, gdy za punkt

19



wyjscia wezmiemy glikogen. Na to bowiem, by reszta glikozowa weszta w sktad
glikogenu, musi najpierw glikoza przejs¢ w ester glikozo-6-fosforowy kosztem ATP.

Jako drugg kategorie przemian ujmuje Lynen fosforylacje substratowe, polega-
jace na oderwaniu od substratu i przeniesieniu na kodehydraze dwu atomdéw wo-
doru, w niektorych przypadkach fgcznie z dekarboksylacjg zwigzku. Takiej prze-
mianie towarzyszy wytworzenie jednego wigzania wysokiej energii.

Trzecig wreszcie grupe stanowig w ujeciu Lynena wilasciwe fosforylacje oksyda-
tywne, tj. powstawanie wysokoenergetycznych zwigzkéw fosforowych przy przecho-
dzeniu atomo6w wodoru lub elektronéw z kozymazy przez dalsze akceptory na tlen.
Kazdemu etapowiwedrowki pary atomoéwwodorulub pary elektronéw odpowiada
przejécie jednej czasteczki ADP w ATP. Nalezg tu takze takie utlenienia, w ktd-
rych wodér z substratu przechodzi wprost na flawine.

Jak przedstawilismy w rozdziale I, cata droga wodoru do tlenu moze odbywaé
sie w 4 etapach, z ktérych kazdy moze by¢ zrdédtem przetworzenia jednej czastecz-
ki ADP na ATP, a wiec posrednio zrodteml estryfikacji jednej czasteczki glikozy.
Na pierwszym etapie zachodzi fosforylacja substratowa, na trzech pozostatych —
fosforylacja oksydatywna.

Spodréd przemian substratowych omdwimy doktadniej grupe poznanych dotad
trzech przemian o wspélnym lub podobnym mechanizmie. Sg to: tlenowa dekar-
boksylacja kwasu pirogronowego, tlenowa dekarboksylacja kwasu alfa-ketoglutaro-
wego i utlenienie aldehydu 3-fosfoglicerynowego na kwas 1,3-dwufosfoglicerynowy.

Zrozumienie dekarboksylujagcego mechanizmu utlenienia kwasu pirogronowego
taczy sie scisle z pracami nad kofermentem A. Przez wiele lat wyniki byty sprzecz-
ne lub dopuszczaty rézne sposoby interpretacji, poniewaz postugiwano sie nieczys-
tymi preparatami zaczynowymi, stanowiacymi mieszanine indywidualnych fermen-
tow. Dopiero prace Severo Ochoa (47) oparte na oczyszczonych zaczynach z tka-
nek zwierzecych i z réznych drobnoustrojow wyjasnity, ze pirogronian w obecnosci
koenzymu A i DPN utlenia sig, dajagc acetylo-koenzym A, CO2 i DPNH2

Jezeli koenzym A obecny jest w matym stezeniu, jak w komorkach, reakcja
sie zatrzymuje skutkiem zwigzania calego koenzymu A z octanem. Dalszy bieg
reakcji zalezy od rodzaju dodanego enzymu i dalszych substratéw. Jesli dodaé
kwasu szczawiowo-octowego i enzymu kondensujacego, ktéry wystepuje we wszyst-
kich tkankach zwierzecych, to powstaje kwas cytrynowy, a uwolniony koenzym A
katalizuje utlenienie dalszych ilosci kwasu pirogronowego:

Reakcja ta nie dostarcza w tej formie wysokoenergetycznych zwigzkéw fosforo-
wych. Zwigzkiem wysokoenergetycznym jest tutaj kompleks acetylo-koferment A,
ktorego energia zuzywa sie na kondensacje z kwasem szczawiowo-octowym na kwas
cytrynowy.

Jezeli zamiast kwasu szczawiowo-octowego i enzymu kondensujgcego wprowadzi-
my fosfotransacetylaze wystepujaca u niektérych bakterii oraz fosforan nieorganiczny,
to otrzymamy acetylofosforan i wolny koferment A, utlenienie za$ pirogronianu
biegnie dalej, poki starczy fosforanu:

Reakcja ta moze by¢ posrednio zrddiem fosforylacji glikozy, je$li acetylofosfo-
ran przeniesie swg energie wraz z grupg fosforanowg na ADP. Powstaje wtedy
nieczynny kwas octowy:
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Kompleks acetylo-koferment A zostat po raz pierwszy wyosobniony z drozdzy
przez Lynena (20). Ostatnio Litllefield i Sanadi (48) w pracowni Greena przesle-
dzili utlenienie kwasu pirogronowego za pomocg bardzo czystych preparatéw enzy-
matycznych z mieéni piersiowych golebia, stosujac stechiometryczne ilosci kofer-
mentéw. Z pracy ich wynika, ze kompleks kwasu pirogronowego z fermentem ule-
ga najpierw dekarboksylacji na aldehyd. Do reakcji tej niezbedna jest dwufosfotia-
mina. W tym stadium reakcje uboczne moga doprowadzi¢ do powstania acetoiny.
Druga faza reakcji prowadzi do utlenienia aldehydu zwigzanego z kofermentem A
(we wzorze: CoA = RSH) na kwas octowy. Energia utlenienia miesci sie w for-
mie zwigzanej w potgczeniu kwasu octowego z kofermentem A.

11. Schemat utlenienia kwasu pirogronowego.

Autorzy otrzymali preparatywnie ten kompleks z systemu reagujacego. Wstep-
nym krokiem do utlenienia jest wedtug autoréw przytaczenie sie kofermentu A za
posrednictwem grupy sulfohydrylowej do grupy karbonilowej substratu. Wedtug
Lynena przytgczenie kofermentu A do grupy Kkarbonilowej kwasu pirogronowego
odbywa sie juz w pierwszej fazie. Dalszy wglad w szczegéty dziatania oksydazy
pirogronowej daly badania R. S. Schweeta i K. Cheslock (53). Autorzy ci badali
utlenianie kwasu pirogronowego, stosujagc jako akceptor wodoru zelazicyjanek po-
tasu. W tych warunkach powstaje kwas octowy w nieobecnosci DPN i koenzymu A.
Przy dodatku koenzymu A powstaje acetylo-CoA bez udziatu ATP, skad wnosimy,
ze istniat zwigzek wysokoenergetyczny wymieniajacy jaka$ cze$é sktadowg na CoA bez
doprowadzenia energii. Na nature tego zwigzku zdajg si¢ wskazywaé réwnoczesne
z poprzednimi badania L. J. Reeda i B. G. De Busk (54). Otrzymali oni przez na-
Swietlanie szczep Escherichia coli, u ktorego tiamina nie byla wystarczajgcym ko-
fermentem oksydazy pirogronowej, data sie jednak zastgpi¢ przez wyciag z drozdzy
lub z watroby. Systematyczne badania za pomocg wymienionego szczepu pozwolity
stwierdzi¢, ze wilasciwg kokarboksylaza jest zwigzek dwufosfotiaminy z kwasem
liponowym, nazwany przez autorow lipotiamidem. Uzyty mutant zatracit
zdolnos¢ syntezy lipotiamidu ze sktadowych. Syntetyczny zwigzek umozliwiat wzrost.
Na podstawie tych prac mozna by przypusci¢, ze pierwszym krokiem jest potacze-
nie enzymu z grupa karbonilowg substratu za posrednictwem S lipotiamidu. Naste-
puje dekarboksylacja i utlenienie, dajac wysokoenergetyczny kompleks zaczynu
z kwasem octowym. W nastepnej fazie wymienia sie enzym na CoA i uwalnia sie

21



».CZynny octan“. Zaburzenie w tej fazie mogtoby doprowadzi¢ do powstania ace-
toiny, tym bardziej ze lipotiamid ma dwie grupy sulfohydrylowe, mogtby sie wiec
taczy¢ rownoczes$nie z dwiema czasteczkami substratu.

Lipotiamid jest réwniez kofermentem tlenowej dekarboksylacji kwasu alfa-ke-
toglutarowego.

Opisane reakcje odpowiadajg pierwszemu etapowi utlenienia, tj. przeniesieniu
pary atoméw wodoru z substratu na, DPN. Przeniesienie tych atoméw z DPNH?2
na rdzen flawinowy, a dalej samych elektronéw przez uktad cytochromowy na
tlen — jest zrodtem dalszych trzech fosforylaciji.

W sumie wiec utlenienie kwasu pirogronowego na octowy dostarcza 4 wigzan
wysokiej energii.

Utlenienie kwasu alfa-ketoglutarowego nastreczato te same trudnosci badawcze
co utlenienie kwasu pirogronowego. Tutaj réwniez praa przygotowawcza Kaufma-
na (49) z pracowni Ochoa, ktory przygotowat czyste ukitady enzymatyczne, pozwo-
lita zrozumieé przebieg reakcji. W pewnym uproszczeniu; postugujac sie dodatko-
wymi informacjami z prac innych autoréw, mozemy przebieg tych reakcji przed-
stawi¢ nastepujaco: koferment A przylgcza sie grupa sulfohydrylowa do wegla
karbonilowego kwasu alfa-ketoglutarowego. W obecnosci dwufosfotlaminy i DPN
nastepuje pod wpltywem karboksylazy (por. wyzej o lipotiamidzie, ktory rdéwniez
przy tlenowej dekarboksylacji kwasu alfa-ketoglutarowego ma by¢ wiasciwym (54)
kofermentem) i dehydrogenazy odszczepienie grupy CO: i przeniesienie dwu ato-
mow wodoru na DPN. Wynikiem reakcji jest na tym etapie wysokoenergetyczny
zwigzek bursztyno-koferment A (succinyl-CoA).

Wystepowanie posrednie tego zwigzku udowodnili w pracowni Greena Sanadi
i Litllefield (50).

Zwiazek succinyl-CoA moze bra¢ udziat jako ,aktywny bursztynian® w reak-
cjach endergonicznych albo tez reagujac z ADP i fosforanem nieorganicznym
moze przejs¢ w wolny bursztynian i ATP. Ta ostatnia reakcja nie przebiega ste-
chiometrycznie, poniewaz interferuje z nig hydrolityczny rozpad kompleksu na wolny
bursztynian i koferment A.

Wystepowanie hydrolizujgcego zaczynu odréznia reakcje utlenienia kwasu alfa-
ketoglutarowego od utlenienia kwasu pirogronowego. Opisywalismy wyzej, jak
w oczyszczonych uktadach w obecnosci stechiometrycznych ilosci kofermentu A re-
akcja utlenienia kwasu pirogronowego zatrzymuje sie wskutek zwigzania catego

22



kofermentu. Przy utlenianiu kwasu alfa-ketoglutarowego nigdy nie dochodzi do
ustalenia takiej rownowagi, gdyz hydroliza succinyl-CoA dostarcza ciggle wolnego
koenzymu.

Alfa-ketoglutaran + CoA + DPN+ succinyl-CoA + CO2 + DPNH + H
succinyl-CoA + H2 —> bursztynian + CoA

alfa-ketoglutaran + DPN+ + H2 -(C°A) bursztynian + C02 + DPNH + H+

Dalsze utlenienia zredukowanej kozymazy dostarcza z trzech czasteczek ADP
3 ATP w procesie fosforylacji oksydatywnej.

Zarébwno zatem utlenianie kwasu pirogronowego, jak i kwasu alfa-ketoglutaro-
wego przebiega z wytworzeniem posredniego kompleksu acetylo-CoA lub succinyl-
CoA, w ktorym zachowuje sie czes¢ energii uzyskanej w utlenieniu. W gtéwnym
szlaku metabolicznym energia succinyl-CoA dostarcza wysokoenergetycznego wia-
zania fosforanowego, podczas gdy energia acetylo-CoA zuzywa sie na synteze cy-
trynianu.

Trzecig analogiczng reakcja okazato sie powstawanie kwasu 1,3-dwufosfoglicery-
nowego z aldehydu 3-fosfoglicerynowego i nieorganicznego fosforanu. W r. 1939
Warburg (51) podat prébe interpretacji tej reakcji. Wyobrazat sobie, ze
do grupy aldehydowej przytagcza sie  fosforanowa reszta nieorganiczna,
dajac zwigzek niskiej energii (wedtug terminologii dzisiejszej). Zwigzek ten
ulega dziataniu dehydrogenazy, oddajac dwa atomy wodoru na kodehydraze.
Rezultatem reakcji jest bezwodnik kwasowy fosfoglicerynofosforowy  (ester
Negeleina), ktéry reaguje z ADP dajac ATP i kwas 3-fosfoglicerynowy. Ostatnio
w pracowni Lynena sprawe tej reakcji podjat Holzer (52). Szukajgc analogii
z opisanymi wyzej reakcjami utlenienia kwasu pirogronowego i alfa-ketoglutarowego
zatozyt, ze i tu reakcja zaczyna sie od przytgczenia grupy sulfohydrylowej enzymu
do wegla aldehydowego substratu. Nie udato sie wprawdzie wykaza¢ udziatu koen-
zymu A w tej reakcji, ale Holzer udowodnit wrazliwosé dehydrogenazy na inhibi-
tory grup SH, z czego wynika, ze SH wechodzi jako grupa czynna w skiad samej
czasteczki biatka enzymatycznego. Zwiaszcza instruktywnie wypadly doswiadczenia
z inaktywacjg za pomocg kwasu jodooctowego. Wiadomo z prac Lynena, ze kwas
ten reaguje z grupg SH koenzymu A w ten sposlb, ze odszczepia sie¢ HJ, a reszta
kwasu octowego [—CH2COOH] przytacza sie do siarki, blokujagc w ten sposob
koenzym. Podobnie reaguje z kwasem jodooctowym dehydrogenaza triozy. Mozna
ja ochroni¢ przed zatruciem, jesli przed dodaniem kwasu jodooctowego pozwoli¢
jej na krétko zetknaC sie z triozg. Zachodzi tu wiec wyraznie konkurencja o grupe
SH miedzy fizjologicznym substratem, fosfotrioza, a inhibitorem-kwasem jodoocto-
wym. Wedtug Holzera zatem powstaje najpierw kompleks fosfotriozy z fermentem,
przy czym potgczenie zachodzi miedzy weglem aldehydowym triozy a grupag SH
fermentu. Kompleks ten zostaje utleniony przez przeniesienie dwu atoméw wodoru
na kozymaze, przez co wigzanie C—S staje sie wigzaniem wysokoenergetycznym.
W rozpadzie fosforolitycznym przy udziale nieorganicznego fosforanu uwalnia sie
zaczyn, wydzielajac wysokoenergetyczny kwas 1,3-dwufosfoglicerynowy. W ten
sposob ttlumaczony mechanizm utlenienia fosfotriozy upodabnia sie do omawia-
nych wyzej utlenien alfa-ketokwaséw. Ro6znica miedzy nimi polega na braku dekar-
boksylacji w ostatnio omoéwionej reakcji oraz na tym, Zze reagujaca grupa SH
wchodzi w skiad czasteczki biatkowej zaczynu, w poprzednich za$ reakcjach jest
sktadnikiem drobnoczasteczkowego kofermentu. Ta ostatnia rdéznica powoduje, ze
szlak reakcji triozy jest SciSle wyznaczony i przeniesienie energii moze sie odbyé
wylacznie na ADP, natomiast wysokoenergetyczny kompleks kofermentu A moze
reagowac¢ na rozne sposoby.



Zredukowana przy utlenieniu triozy kozymaza jest substratem dalszych reakcji,
przenoszacych wodér lub elektron na tlen, dostarczajac energii na trzy kolejne
fosforylacje oksydatywne.

Inne reakcje fosforylacji substratowej nie sg jeszcze nalezycie wyjasnione.

Mechanizm fosforylacji oksydatywnych jest dziedzinag prawie zupetnie nie zba-
dana. Nie wiadomo nawet, jakg forme ma pierwotny zwigzek wysokiej energii po-
wstajacy przy utlenieniu kozymazy. Pierwsza bezposrednig wskazowka, ze idzie
tu o pochodng fosforanowa, jest wynik doswiadczen Greena i wsp6tpracownikéw
(5) z PR i preparatem cykloforazy mitochondrialnej. Okazato sie, ze procesom
utlenienia towarzyszy znikanie nieorganicznego fosforanu. Fosfor ten przechodzi
w jaka$ posta¢, ktéra nie ulega wymyciu nawet przy starannym przemywaniu mi-
tochondriéw zimnym roztworem soli. Autorzy okres$lajg ten zwigzany fosforan jako
fosforan zelowy i uwazajg go za labilny ester fosforowy. Wedtug Greena moze tu
wchodzi¢ w rachube fosforylo-CoA. Wysuwano tez przypuszczenia, ze ,pierwotnym
estrem® (primary ester) jest ester fosforowy kozymazy tak nietrwaly, ze rozpada sie
juz w czasie odbiatczania. O pierwotnych zwigzkach wysokoenergetycznych odpow:a-
dajacych poziomom diaforazy i cytochromu w ogdle nic powiedzie¢ nie potra-
fimy. Wysuwano nawet watpliwosci, czy mozna moéwi¢ o Scistej lokalizacji poszcze-
golnych fosforylacji na przestrzeni miedzy DPN a tlenem. Slater (64) przypuszczat
nawet, ze ostatnim ,produktywnym® etapem jest przeniesienie elektronu na cyto-
chrom ¢, gdyz pracujagc w nieobecnodci oksydazy cytochromowej z cytochromem c.
jako ostatecznym akceptorem, otrzymat dla utlenienia kwasu alfa-ketoglutaro-
wego przez preparat sercowy te samg wartos¢ P : O co przy przeniesieniu elektro-
néw na tlen. Wyniki te jednak nie wydajg sie prawdopodobne, bo wskazywatyby
na wytworzenie trzech, wysokoenergetycznych wigzan kosztem zaledwie 26 000 Kkal.
Krebs (63) uwaza za rzecz udowodniong przez swoje badania, ze przejscie elek-
tronu z cytochromu c na tlen zwigzane jest z wysokoenergetyczng fosforylacja.
Przy utlenianiu bowiem kwasu bursztynowego w izolowanym uk#adzie, jak to prze-
prowadzit Krebs, moze powsta¢ przy redukcji cytochromu c tylko jedno wigzanie.
Doswiadczenie za$ wykazato doktadnie dwa wigzania, zatem drugie mogto powstac
jedynie przy utlenieniu cytochromu c tlenem za pomocg oksydazy cytochromowej.
Przytaczamy te kontrowersje dla naswietlenia, jak bardzo jeszcze nie sg ustalone
poglady na sprawe fosforylacji zwigzanej z utlenieniem.

Ostatnio otrzymaliSmy nowy bezposredni dowdd istnienia fosforylacji tlenowych
w pracy M. Cohn (66). Autorka przygotowata nieorganiczny kwas fosforowy,
w ktorym wszystkie 4 atomy tlenu byly izotopami O18 Kazda estryfikacja takiego
kwasu musi przy hydrolizie spowodowaé zastgpienie jednego atomu OI18 przez
016 wody. Przy utlenianiu kwasu alfa-ketoglutarowego za pomocg preparatu mito-
chondrialnego autorka stwierdzita, ze juz po godzinie 90% izotopowego tlenu ulegto
wymianie. Réwnoczesne pomiary zuzycia tlenu wykazaly, ze na jeden zuzyty atom
tlenu przypada okoto 10 wymian. Swiadczy to nie tylko o sprawnym przebiegu
fosforylacji, ale takze o tym, ze ,pierwotny ester® szybko przenosi dalej grupy
fosforanowe i ze takich przeniesien jest kilka pod rzad. Wymiana O18 zostaje cat-
kowicie zahamowana przez dodanie DNP, co S$wiadczy wyraznie o jej zwigzaniu
z oksydatywnymi fosforylacjami.

Podajemy ponizej krotki przeglad badan, ktére miaty na celu ilosciowe zba-
danie wydajnosci fosforylacji wysokoenergetyczne;.

W r. 1941 Colovick, Kalckar i Cori (55) podjeli prébe zbadania ilosciowego
zwigzku miedzy utlenieniem glikozy a fosforylacja, przy czym miarg byta ilo$¢
reszt fosforanowych, zestryfikowanych przez glikoze w postaci estru Hardena-
Younga. Znalezli 5 czasteczek estru na 1 czasteczke utlenionej glikozy, czyli 10 reszt
P na 12 atoméw O. Ten niezadowalajacy wynik $wiadczy o tym, ze (w warunkach
doswiadczen tych autoréw) niekontrolowane reakcje uboczne zuzywaty ponad 75%
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energii uzyskanej z utlenienia. S. Ochoa (56) wykazat przy utlenianiu kwasu piro-
gronowego przez miazge z moézgu goiebia, ze przynajmniej w fazie poczatkowej
przypadajg 2 zestryfikowane reszty fosforanowe na 1 atom zuzytego tlenu i pierw-
szy wskazat na mozliwosé, ze fosforylacja moze by¢ zwigzana nie tylko z oderwa-
niem atomoéw wodoru od podioza, ale takze z dalszymi fazami ich wedrowki ku
tlenowi. W r. 1943 (57) badajac estryfikacje zwigzang z utlenieniem kwasu alfa-
ketoglutarowego na bursztynowy otrzymuje stosunek P : O réwny 3. Dalszy postep
przyniosty dopiero badania oparte na preparatach cykloforazy. Hunter i Hixon (58)
badali ponownie fosforylacje przy przemianie kwasu alfa-ketoglutarowego na bur-
sztynowy i znalezli P : O = 3,4. Poniewaz dos$wiadczenia dajg wartosci minimalne,
nalezato przyjaé, ze powstaja 4 wigzania fosforowe.

Lehninger i Smith (59) ustalajg dla utlenienia kwasu beta-oksymastowego na
acetooctowy stosunek P : O = 2 do 3, przyjmujg wiec 3 i stwierdzajg, ze moga
to by¢ tylko fosforylacje oksydatywne, bo przeniesienie 2H na kozymaze uwalnia
najwyzej 1000 kal. i nie moze by¢ zrédtem energii fosforylacji.

Friedkin i Lehninger (60) wykazali za pomocag promieniotwdrczego P32, ze
podczas powyzszego utlenienia powstaje ATP32 Nalezy wiec przyja¢, ze utlenienie
zredukowanej kozymazy na wode daje 3 wigzania wysokoenergetyczne. lloraz 4 dla
catego utlenienia otrzymali réwniez Barkulis i Lehninger (61) oraz Judah (62).

Badania te prowadzono przewaznie w obecnosci fluorku celem zapobiezenia
defosforylacji powstatych estrow fosforocukrowych oraz dziataniu miokinazy,
a miarg ilosci wytwarzanego ATP byt przyrost estrow heksozofosforowych, powsta-
tych z glikozy i ATP dziataniem heksokinazy.

Tabela 1l

Objasnienia do tabeli I
* Symbol A G wprowadzono w r. 1951 (Report of the Royal Society Committee on Symbols)
na miejsce dawniej powszechnie uzywanego symbolu A F na oznaczenie zmiany wolnej energii.
Znak minus oznacza energie uwolniong, a wigc reakcje egzergoniczng, znak plus energie zwia-
zang w reakcji, a wiec charakteryzuje reakcje endergoniczne.
** 3 wigzania — w cyklu Krebsa, 4 wigzania — w razie przerwania cyklu i wymiany: acetylo-
CoA + fosforan — acetylofosforan + CoA.
*** Wartosci tej kolumny obliczono jako réznice z A G danej reakcji i A G utlenienia DPNH2
Redukcja DPN daje w reakcji 1 tylko 3,1 Kal., powstanie wiec wigzania wysokoenergetycznego
w 1 etapie wymaga dalszego wyttumaczenia. W reakcji 7 redukcja DPN daje 17,9 Kal., powsta-
nie wiec wigzania wysokoenergetycznego jest zrozumial. W reakcji 8 liczba w nawiasach moéwi,
ze redukcja DPN wymagataby doprowadzenia 16,2 Kal.,, zatem udziat DPN w tej reakcji
jest ze wzgledéw termodynamicznych niemozliwy. Reakcja 10 przebiega z udziatem DPN, jednak
ten pierwszy etap nie tylko nie wyzwala energii, ale wymaga doprowadzenia 7,1 Kal.

Nalezy pamieta¢, ze wszystkie te wyliczenia odnoszg sie do uktadéw w 50% zredukowanych.
Przy przesunieciu stosunkéw stezedn formy utlenionej do stezen formy zredukowanej zmieniajg
sie takze wartosci A G.
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Ostatnio H. A. Krebs (63) przeprowadzit bezposrednie oznaczenia, uzywajac
ortofosforanu z promieniotwdrczym P3 i mierzagc manometrycznie zuzycie tlenu.
Po 60 minutach rozdzielit chromatograficznie zwiazki fosforowe i oznaczyt ich spe-
cyficzng aktywno$¢, co po zastosowaniu odpowiednich poprawek pozwolito oznaczy¢
szybkos¢ reakcji ADP + P = ATP w badanym okresie. lloraz P/O przy utle-
nieniu kwasu bursztynowego na fumarowy wynosi 2, przy utlenieniu alfa-ketoglu-
tarowego na fumarowy 3. Stad iloraz dla reakcji alfa-ketoglutarowy — burszty-
nowy musi wynosi¢ 4. W ten sposéb dane poprzednich autoréw zostaty potwier-
dzone zupelnie inng technikg doswiadczalna. Badania te stanowig zarazem
potwierdzenie stusznosci metody posredniej, ktéra mierzy produkcje ATP z ADP
przez przyrost fosforylowanej glikozy.

Dla zrozumienia zwigzku miedzy dang reakcja a iloSciag powstatych zwigzkéw
wysokoenergetycznych niezbedna jest znajomos$¢ wolnej energii danej reakcji. Dane
takie, oparte bgdZz na danych termochemicznych, badZz na pomiarach statej réw-
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nowagi reakcji, przejrzat krytycznie i zestawit niedawno Krebs, 1953 (65). Poda-
jemy je w tabeli Il tgcznie z innymi danymi, zaczerpnietymi z monografii Avisona
i Hawkinsa (22).

Dane tej tabeli przedstawilismy graficznie na zataczonym schemacie fosforylowan.

ROZKOJARZENIE UTLENIEN | FOSFORYLACII

WspominaliSmy juz o dziataniu 24-dwunitrofenolu (DNP), pod wpltywem
ktorego ustajg fosforylacje zwigzane z utlenianiem. Skojarzona normalnie akcja
utlenienn i fosforylacji, utrzymujaca odpowiednio wysokie stezenie zwigzkéw wyso-
koenergetycznych w ustroju, zostaje rozkojarzona. Utlenienia biegng dalej, nawet
zostajg wzmozone, jednak uwolniona w nich energia rozprasza sie w otoczeniu jako
ciepto, bez korzysci dla pracy miesniowej lub proceséw anabolicznych.

Z tego rodzaju interpretacjg dziatlania DNP spotykamy sie po raz pierwszy
w r. 1945 w artykule Lardy'ego i Elvehjema (67). Autorzy ci wysuneli hipoteze,
ze zwigzki, ktére jak DNP hamuja uzytkowanie energii utlenien lub glikolizy,
wstrzymujg powstawanie wysokoenergetycznych zwigzkéw fosforowych. Przeglad
zwigzkéw o takim dziataniu znanych w r. 1945 podali autorzy w przytoczonej
tabeli 111.

Tabela I
Czynnik Pobudza Hamuje Pismiennictwo

DNP Oddychanie i glikoliza ~ Odtwarzanie; fosfagenu 1)
DNP Oddychanie i glikoliza ~ Asvmilacja 2)
DNP Oddychanie i glikoliza ~ Ruchliwo$¢ plemnikéow 3)
Azydki Fermentacja drozdzowa Asymilacja 4)
Wodzian chloralu Asymilacja, luminescen-

i chloreton Oddychanie cja 5)
Gramicydyna Oddychanie Asymilacja, wigzanie P 6)
Toksyna

dyfterytyczna Hydroliza ATP 7)

1) Ronzoni E., Ehrenfest E.: J. B. Ch. 115. 749, 1936. — 2) Pictet M .J. Cllinon C. E.:
J. Cell. Comp. Phvsiol. 22, 147, 1943. — 3) Lardy Il. A, Philips P. H.: .T B. Ch. 149. 177,
1943 _  4) Winzler R. Science 99, 327, 1946. — 5) McElrofy W. D.:. J. Cell. Comp.
Phvsiol. 23, 171. 1944. — Hotchkiss R. D.: Adv. in Enzym. 4, 153, 1943. — 7) Braun A. D..
Rattner M. Y.: Biochimija 7, 171, 1942.

Wplyw pobudzajgcy tych ciat na glikolize i utlenianie ttumaczg autorzy tym,
ze odpada zalezno$¢ tych proceséw od doptywu nieorganicznego fosforanu i ADP,
ktére normalnie stanowig czynnik ograniczajacy szybkos¢ glikolizy.

Teoria Lardy‘ego i Elvehjema uzyskata doswiadczalne podstawy dzieki pracy
Loomisa i Lipmanna (68), ktorzy wykazali, z2 DNP hamuje w matych stezeniach
w spos6b odwracalny fosforylacje, zwiazane z utlenianiem glutaminianu. Podobnie
dziata atebryna (68) oraz azydki (68), aureomycyna (Loomis 70) oraz szereg
barwnikéw oksydoredukcyjnych (71).

Specjalne zainteresowanie budzi¢ musi fakt powigkszenia listy zwigzkéw ,roz-
kojarzajgcych” o tyroksyne (72) przez Lardy'ego. Autor ten wykazat nastepnie
(73) wplyw tyroksyny na zwigkszenie rozpadu ATP i probowat oprze¢ na podob-
nym mechanizmie o0sd8lng teorie dziatania hormondéw. Obserwacje Lardy‘ego po-
twierdzit Martius (74) na mitochondriach z watroby szczura. Natomiast Lipmann
i wspoOtpracownicy twierdza, ze poszukiwali takiego efektu, lecz nie zdotali go nigdy
wykaza¢ (75) dla tyroksyny. Bardzo silne dziatanie otrzymali ci autorzy stosujgc
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zwigzek antagonistyczny, kwas 3,5-dwujodo-4-benzoilobenzoesowy. Tak wiec sprawa
tyroksyny jako czynnika rozkojarzajgcego nie jest jeszcze jasna.

Waznym postepem byto stwierdzenie przez Huntera i Spectora (76) w r. 1951,
ze rozkojarzeniu przez DNP i zwigzki podobnie dziatajgce ulegajg tylko oksyda-
tywne fosforylacje, zwigzane z dalszymi etapami utleniania zredukowanej kodehy-
drogenazy. Natomiast fosforylacje substratowe, takie jak przy utlenianiu kwasu
pirogronowego lub alfa-ketoglutarowego sg niewrazliwe na DNP. Tak wiec DNP
i podobnie dziatajace $rodki pozwalajg nam eksperymentalnie oddzieli¢ fosfory-
lacje oksydatywne od substratowych. Green i wspotpracownicy stwierdzili, ze (77)
DNP i gramicydyna hamujg aktywacje kwasdéw ttuszczowych przez przebiegajgce
réwnoczesnie reakcje cyklu trojkarboksylowego (tzw. efekt zaptonu, sparking phe-
nomenon). Mozna zatem przypuszcza¢, ze ten efekt oraz fosforylacja oksydatywna
posiadajg jaki§ wspolny etap wrazliwy na DNP (Green, 5).

Zwrocono réwniez uwage na ewentualny zwigzek miedzy dziataniem DNP
a efektem Pasteura, czyli hamujacym wptywem utlenienia na natezenie fermentacji.
Johnson juz w r. 1941 (78) wysunat przypuszczenie, ze efekt Pasteura jest na-
stepstwem lepszej wydajnosci fosforylacji oksydatywnej w poréwnaniu z fosfory-
lacja glikolityczng. Przemawia za tym fakt, stwierdzony przez Lynena (79), ze
proces oddychania drozdzy zmniejsza ilos¢ ortofosforanéw dosteonych dla fer-
mentacji. Seits i Engelhardt badali (80) w r. 1949 wptyw DNP, azydkéw, arsenianu,
karbaminianu etylu i azotynu sodowego na przebieg oddychania, glikolizy i fos-
forylacji u drozdzy, w erytrocytach i komoérkach nowotworowych. Autorzy ci
wykazali, ze zwiagzki chemiczne, znoszace efekt Pasteura, z reguly hamujg takze
fosforylacje oksydatywne. Judah i Williams (71) znajdujg, ze liczne zwigzki, znane
jako inhibitory fosforylacji oksydatywnej, hamujg efekt Pasteura w réznych tkan-
kach. Autorzy ci uwazajg jednak, ze hamowanie efektu Pasteura jest tak rdzne
w réznych tkankach danego zwierzecia i wykazuje takie rdznice gatunkowe, ze
przenoszenie wynikéw doswiadczen in vitro na stosunki in vivo wymaga nadzwy-
czajnej ostroznosci.

UZYTKOWANIE ZWIAZKOW WYSOKOENERGETYCZNYCH

Przyjmujemy dzi$, ze wszystkie procesy zyciowe, wymagajagce doptywu energii,
odbywajg sie bezposSrednim kosztem energii zawartej w zwigzkach wysokoenerge-
tycznych. Najbardziej uniwersalnym dostarczycielem energii jest ATP. Sposréd
energiochtonnvch czynnosdci zyciowych wysuwa sie bezsprzecznie na pierwszy plan
praca miesniowa. U osobnika ciezko pracujacego fizycznie rozchod energii na prace
miesniowag moze kilkakrotnie przewyzszaé wszystkie inne rozchody razem waziete.
Dzi$ uznaje sie ogoélnie, ze bezposrednim procesem pokrywajacym ten wydatek
energii jest przejscie ATP w ADP. Poglad ten opiera sie przede wszystkim na
stwierdzeniu, ze w miesniu zmeczonym lub stezatym ATP i fosfagen sg zuzyte,
ze miesien zatruty kwasem monojodooctowym moze wykona¢ tyle pracy, na ile
pozwala zawarty w nim zapas ATP i fosfagenu (7). Wiadomo za$ z prac Lohman-
na i Parnasa (11, 12), ze fosfagen w pracy mieé$niowej odtwarza ATP z ADP,
w spoczynku za$ sam sie odtwarza kosztem ATP, wzbogaconego w procesach
glikogenolizy. Bardzo silnym poparciem pogladu o bezposrednim zwigzku ATP
ze skurczem miesnia byto odkrycie w r. 1939 przez Engelhardla i Ljubimowa (81),
ze biatko kurczliwe miesnia, miozyn, posiada wszelkie wkasciwosci zaczynu
ATP-azy. Wreszcie prawie naocznym dowodem okazata sie obserwacja Szent-Gyor-
gyiego (82), ze widkna spreparowane z miozynu kurczg sie pod wptywem ATP.
Podobne dziatanie ma ATP, jak wykazano nastepnie, na miofibryle (83), a nawet
na wyosobnione widkienka miesne. Moze najbardziej przekonywajacy obraz zwigzku
miedzy ATP a pracg miesniowg dat Straub (84).
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Poglady Strauba mozna stresci¢ w nastepujacy sposéb: kurczliwym elementem
mies$nia jest aktomiozyn, polaczenie dwu biatek: miozynu i aktynu.
Aktyn wystepuje wolno w postaci globularnej (aktyn G), w aktomiozynie za$
w spolimeryzowanej formie fibrylarnej (aktyn F). W skiad kazdej czasteczki akty-
nu G wchodza 2 czasteczki ATP, potaczone z biatkiem prawdopodobnie za posred:
nictwem Ca. Przy polimeryzacji aktynu, a wiec takze przy tworzeniu aktomiozynu
ATP przechodzi w ADP z odszczepieniem ortofosforanu. Depolimeryzacja nastepuje
przez dotgczenie do zwigzanych grup ADP reszty fosforanowej, co wymaga wyso-
kiej energii, a wiec reszta ta musi pochodzi¢ z ATP S$rodowiska. W ten sposéb
przy depolimeryzacji zuzywa sie wolny ATP mie$nia, przechodzac w ADP, przy
polimeryzacji za$ uwalnia sie nieorganiczny fosforan ze zwigzanego ATP. Hydro-
lityczny rozpad ATP zawartego w stanie wolnym w miesniu, ktéry rzekomo prze-
biega przy pracy miesnia, bytby zatem zludzeniem powstatym przez zsumowanie
efektu dwu reakcji: 1) przeniesienia reszty fosforowej z wolnego ATP na zwigzany
ADP przy depolimeryzacji i 2) hydrolitycznego odszczepienia grupy fosforowej
ze zwigzanego ATP przy polimeryzacji aktynu. Zwigzanie ADP lub ATP
z aktynem jest bardzo S$ciste. Nukleotyd zwigzany nie podlega ani dializie, ani
dziataniu ATP-azy. Straub nie znajduje dotad danych (podobnie zreszta jak i inni
autorzy), ktére by pozwolity rozstrzygnaé, co w jego teorii odpowiada fazie skur-
czowej a co rozkurczowej miesnia.

Poza energiag mechaniczng moze tez w mie$niu z energii ATP powstawac ener-
gia cieplna. Dzieje sie tak w skurczach izometrycznych, ktére przebiegajg jako
drobne drgania fibrylarne pod wptywem zimna. Odczuwamy to jako dreszcze. Organ
elektryczny wystepujacy u niektérych ryb sklada sie z elementéw, ktére mozemy
uwaza¢ za przeksztatcone komérki miesniowe. Potezne wyladowania elektryczne
tego organu, ktéry np. u Electrophorus electricus wytwarza napiecie do 2000 V,
czerpig swa energie z rozktadu ATP. | w tym organie, jak w migéniu, bezposrednia
rezerwg energetyczna, ktéra pozwala natychmiast odtworzy¢ ATP, jest fosfokreatyna,
posrednim za$ dostarczycielem energii — przemiana cukrowcow.

Energia ATP moze sie réwniez przeksztatcic w $wiatto w odpowiednich narza-
dach zwierzecych. Wiadomo, ze w organach swietlnych dziata zaczyn lucyferaza
na niezbadany dotad doktadnie substrat zwany lucyferyng. Znalezienie
w lucyferynie fatwo rozpadajacych sie zwigzkéw fosforowych nasuneto McElroyowi
przypuszczenie, ze chodzi tu o ATP. Istotnie udato sie temu badaczowi (85) uzy-
skaé ze Swiecacych owadoéw oczyszczone wyciagi, ktére $wiecg po dodaniu ATP.
Intensywnos$¢ poczatkowa $wiatta i cata ilos¢ wysytanego S$wiatta jest wprost pro-
porcjonalna do ilosci dodanego ATP. Zanikanie $wiecenia przebiega réwnolegle do
przechodzenia ATP w ADP. Swiecenie nie wystepuje, jesli preparat nie zawiera
czynnej ATP-azy. Przywrécenie mu aktywnosci ATP-azy powoduje w obecnosci
ATP S$wiecenia. Tak wiec wydaje sie rzecza stwierdzong, ze réwniez Swiecenie zwie-
rzat czerpie potrzebng energie z ATP. Energia elektryczna i Swietlna wystepuje
jednak w Swiecie zwierzecym raczej wyjatkowo.

Druga wazng droga, na ktorej odbywa sie uzytkowanie energii ATP, jest praca
osmotyczna, zachodzaca bez przerwy we wszystkich tkankach. Jedng z najbardziej
charakterystycznych cech zywej substancji jest jej zdolno$¢ wchianiania swoich
wilasnych skiadnikéw znacznie szybciej, niz sg wchianiane skiadniki obce, chocby
0 podobnej budowie i takiej samej wielkosci czasteczkowej. Dalszg jej wiasciwoscia
jest umiejetnos¢ utrzymywania swego skitadu, odmiennego od sktadu otaczajacych
ja ptynéw. W ostatnich latach stato sie jasne, ze pozorna réwnowaga stezen, ktdrg
obserwujemy po obu stronach powierzchni granicznych, nie da sie wytlumaczy¢ pra-
wami chemii fizycznej. Liczne badania przeprowadzone w ciggu ostatnich kilkudzie-
sieciu lat na uktadach modelowych daty wyniki, ktére zawodzg przy prébach zasto-
sowania ich do zywej substancji. Prawa chemii fizycznej odnoszg sie do zamknie-
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tych ukfadéw termodynamicznych, a zywej substancji do takich zaliczy¢ nie mozna.
Procesy przebiegaja w niej bowiem przy statym doptywie energii. Obserwowane
rownowagi sg pozornie tylko réwnowagami w sensie termodynamicznym. Sg to
réwnowagi dynamiczne, podtrzymywane stale kosztem przebiegajacych rdwnocze$nie
przemian egzergonicznych. Nalezy przypuszcza¢, ze procesy prowadzace do tych
rbwnowag dynamicznych przebiegaja w obszarze powierzchni granicznych, gdzie
mozna oczekiwaC wystepowania w duzym stezeniu biokatalizatoréw, wbudowanych
w sposob przestrzennie zorientowany w strukture tych powierzchni (Straub 1952).

Juz wchianianie z przewodu pokarmowego (86) ma charakter pracy osmotycz-
nej i wykazuje duzg niezalezno$¢ od praw osmozy i dyfuzji. Wchianianie jelitowe
przebiega ze zuzyciem energii u wszystkich kregowcow i u wielu zwierzat bezkre-
gowych, u ktérych w tym Kkierunku prowadzono badania. Podobny charakter ma
wchianianie zwrotne w kanalikach nerkowych. W procesach tych fizjologowie juz
od dawna przypisuja ogromng role mechanizmowi fosforylacji produktéw wchia-
nianych.

Jako przyktad pracy, wykonywanej celem utrzymania sktadu komoérkowego od-
miennego od otoczenia, wybierzemy zagadnienie potasu. Krebs i wspotpracownicy
(87) badali za pomoca K4 wymiane potasu miedzy skrawkami kory moézgowej lub
siatkowki a otaczajgcym je plynem. Stezenie potasu w korze moézgowej byto
18-krotnie wyzsze niz w plynie otaczajgcym. Na poczatku doswiadczenia potas
dyfundowat do piynu i skrawki tracity do 40% potasu. Po kilkunastu minutach
jednak proces sie odwracat, tak ze po 30 minutach ustalata sie pierwotna roznica
stezenn i dala sie utrzymac przez nastepne kilkadziesigt minut. Warunkiem takiego
przebiegu bylo réwnoczesne utlenienie glikozy i glutaminianu. Réwnowaga utrzy-
mywata sie tak diugo, jak diugo oddychanie skrawkéw kosztem tych dwu substra-
tow przebiegato normalnie. R6wnoczesne pomiary aktywnosci wykazaty, ze w tym
stanie pozornej réwnowagi przebiegata zywa wymiana potasu miedzy skrawkami
a ptynem. Przy badaniu skrawkéw kory mdzgowej w ciggu 1 minuty wymieniato
sie okoto 4% wszystkich jonow K, zawartych w skrawku, a w przypadku siatkowki
nawet 7 do 10%. Praca potrzebna do utrzymania réznicy stezen w tych warunkach
wynosi dla mézgu 355 kal. na minute i kg, tj. okoto 2,5% catego metabolizmu
tego narzadu, ktéry wykazuje najwyzsza przemiane podstawowg w catym organi-
zmie. Podobng zalezno$¢ od metabolizmu réwnowagi dynamicznej w stezeniu potasu
krwinek wzgledem potasu osocza znalazt Straub (88), ktéry ocenia wydatek ener-
getyczny na ten cel na 10% catej przemiany materii w Kkrwinkach.

gdzie R oznacza statg gazowsa; T oznacza temperature absolutng, za$ — A F prace potrzebng na
przeniesienie 1 mola ze stezenia C1 do C2).

Omowilismy tu sprawe jednego tylko skitadnika, potasu, sposréd tak licznych
sktadnikow zywej substancji, ktérych stezenie jest inne niz w ptynach otaczajacych.
Nic wiec dziwnego, ze Krebs uwaza prace osmotyczng z tym zwigzang za jedna
z gtéwnych, jesli nie za przewazajacg sktadowa przemiany podstawowej, tj. rozcho-
du energii osobnika w absolutnym spoczynku. Role ATP w pokrywaniu tego roz-
chodu wykazat na krwinkach Straub (88).

Dalszym waznym sposobem uzytkowania energii ATP jest praca chemiczna przy
procesach syntezy. W ostatnich latach poznalismy blizej to zagadnienie na kilku
przyktadach, jak oméwiona juz synteza ,czynnego octanu“ z octanu i ATP (20, 39),
prowadzgca do syntezy kwasu cytrynowego, acetylocholiny, do acetylowania po-
chodnych sulfonamidowych itp. Dalszym przyktadem jest synteza glutaminy z kwasu



glutaminowego i amoniaku. Leuthardt i Bujard (89) wykazali udziat ATP w tej
reakcji. Ostatnio badali jg na oczyszczonym enzymie z Lupinus albus Denes i Garda
(90). Wedtug ich badan ADP hamuje kompetentywnie (przez wspétzawodnictwo)
synteze, co $wiadczy o powstawaniu posredniego zwiazku fosforowego z glutami-
nianu i ATP. Za takim mechanizmem przemawia roéwniez powstawanie w prze-
biegu syntezy réwnowaznej ilosci ortofosforanu (91).

W syntezie mocznika z ornityny trzykrotnie wystepuje faza wymagajgca udziatu
ATP, ktéry degraduje sie przy tym na ADP. Ostatnim wreszcie przyktadem bedzie
synteza glutationu specjalnie interesujgca ze wzgledu na powstajgce przy tym wig-
zanie peptydowe. Mozemy wiec ten proces uwaza¢ do pewnego stopnia za model
syntezy biatka, dla ktérej brak nam dotad odpowiednich danych doswiadczalnych.

Synteze glutationu z kwasu glutaminowego, cysteiny i glicyny badali Bloch
i wspotpracownicy (92—94). Nie oczyszczony zaczyn otrzymany z watroby golebia
katalizowat catkowitg synteze w obecnosci ATP. Ostatnio (93) otrzymali autorzy
oczyszczong frakcje, ktora dziatata tylko na y-glutamyloysteine taczac jg z glicyna.
Reakcja przebiega zatem w 2 etapach, z ktérych kazdy wymaga ATP.

Autorzy ci wykazali, ze dodanie ATP nie zawsze stwarza warunki do przebiegu
reakcji wymagajacych doprowadzenia energii. Dla wielu reakcji, podobnie jak dla
omawianej syntezy glutationu, potrzebna jest nie tylko obecno$¢ ATP, ale nie-
zbedne jest ponadto otrzymywanie stezenia ATP na wysokim poziomie. Je$li ATP
zuzywa sie, a nie odtwarza na nowo, stezenie spada. Przyczynia sie do tego ATP-aza,
obecna zwykle w preparatach enzymatycznych z tkanek jako zanieczyszczenie. Waz-
nym momentem hamujacym jest przy tym gromadzacy sie ADP, ktory konkuruje
o grupe fosforanowg z hipotetycznym posrednim zwigzkiem fosforowym. Optymalnie
zatem przebiega synteza tylko w takich uktadach, w ktérych stale ATP powstaje
z ADP, np. w obecnosci czynnego ukladu glikolitycznego. Zatem samo nagroma-
dzenie ATP nie stwarza jeszcze warunkéw do przebiegu reakcji endergonicznych.
Niezbedne jest krgzenie grup fosforanowych, regeneracjia ADP na ATP.
Mamy tu jeszcze jeden przyktad ogo6lnego zjawiska biologicznego, nazywanego
przez fizjologbw homeostaza: organizmy przeciwdziatajg probom naruszenia réw-
nowagi nie przez nagromadzenie ciatl zobojetniajagcych czynnik szkodliwy, lecz
przez state ich produkowanie lub uwalnianie w miare potrzeby.

Réwniez dla normalnego toku przemian w catym ustroju potrzebne jest state
krazenie energii zwigzkéw fosforowych. W razie zmniejszenia zuzycia dochodzi do
braku ADP. Sg dane przemawiajgce za tym, ze stan taki powoduje zahamowanie
proceséw oksydatywnych. Przypuszcza si¢ tez, ze w tym przypadku wzmaga sie
uwalnianie nieorganicznego pirofosforanu (77). Najprawdopodobniejszym zrodtem
powstawania pirofosforanu bytaby omoéwiona w tym artykule synteza dwunukleo-
tydéw z ATP i nukleotydu nikotynowego albo kwasu ryboflawinofosforowego.

UWAGI KONCOWE

Utlenienie wodoru, gtéwne zrddto energii ustrojow, dostarcza energii w formie,
ktéra bezposrednio nie moze by¢ ani wprost uzytkowana, ani przekazana procesom
asymilacji.

Bilanse energetyczne w postaci dominujacej przed dwudziestu laty w biochemii
nie majg istotnego sensu biologicznego. Odkrycie powszechnej zasady przeksztat-

31



cenia energii, fermentacji i utlenien w energie zwigzkéw fosforanowych, bogatych
w energie, pozwolito powigza¢ bezposrednio asymilacje z dysymilacja. Czym dla
przemiany materii byta nauka o dynamicznym stanie ustroju, tym dla przemiany
energii stato sie pojecie fosforanowych przenosnikéw energii. Dopiero oba te po-
jecia razem wziete pozwalajg nam zrozumie¢ zywy ustr6j jako twor dynamiczny
w ciggtej wymianie z otoczeniem, w ktérym bezustannie stany nieréwnowagi che-
micznej daza do wyrdéwnania, a réwnocze$nie powstaja nowe.

W ten sposob zarysowuje sie skomplikowany obraz dynamicznej réwnowagi,
ktéry nazywamy zyciem.
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WLODZIMIERZ NIEMIERKO (LODZ)

O METODACH ROZDZIELANIA ZWIAZKOW FOSFOROWYCH
W TKANKACH ZWIERZECYCH

Od czasu wykrycia kwasu kreatynofosforowego (Fiske i Subbarow 1927, Eggle-
ton i Eggleton 1927) i wyja$nienia jego znaczenia dla proceséw chemicznych
zachodzacych w mieg$niach ogromnie wzrosto zainteresowanie biochemikéw réw-
niez i szeregiem innych poznanych drobnoczasteczkowych zwigzkéw fosforowych,
jak kwas adenozynotréj-dw u- i jednofosforowy, estry heksozo- i triozofosforowe,
kwas fosfopirogronowy, acetylofosforan i nne. Dzigki licznym badaniom wielu
autoréw, wsérod ktorych obok Meyerhofa, Embdena, Cori'ch nalezy na jednym
z pierwszych miejsc wymieni¢ Parnasa i jego wspotpracownikéw, zostata w duzej
mierze poznana réznorodna rola wymienionych zwigzkéw w zawitych i szybko
po sobie postepujgcych procesach przemian weglowodanowych, przede wszystkim
w mies$niach, ale réwniez w innych tkankach zwierzecych oraz w mikroorganizmach
i czeSciowo w rodlinach. Wyjasnito sie nastepnie, ze przy bezposrednim udziale
niektérych z przytoczonych zwigzkéw fosforowych, przede wszystkim za§ ATP jako
donatora reszt fosforanowych i niejako uniwersalnego akumulatora energii che-
micznej, zachodzg przemiany nie tylko weglowodanéw, lecz prawdopodobnie réw-
niez thuszczéw i biatek.

Wymienione drobnoczasteczkowe organiczne potgczenia fosforowe, do ktérych
nalezy dotaczy¢ jeszcze nieorganiczne orto-, meta- i pirofosforany, sg wszystkie
razem obejmowane nazwg ,zwigzkéw fosforowych rozpuszczalnych w kwasach*.
Nazwa ta pochodzi stad, ze substancje te sg zwykle wyodrebniane z materiatu
biologicznego za pomoca dziatania kwasu trdjchlorooctowego, ktéry réwnoczesnie
stuzy przy tym do odbiatczania. Nalezy zaznaczy¢, ze zwigzki fosforowe rozpuszczal-
ne w kwasie sg rozpuszczalne réwniez w wodzie. Do pozostatych zwigzkéw fosfo-
rowych, ktére ze wzgledu na wymieniong, niejako klasyczng procedure postepowa-
nia analitycznego mozna nazwa¢ nierozpuszczalnymi zwigzkami fosforowymi,
zaliczcamy fosfolipidy, kwasy nukleinowe oraz, wystepujace na ogot
rzadziej, fosfoproteiny.

W czasach nowszych, szczeg6lnie dzieki zastosowaniu metody izotopowej, wy-
jasnito sie, ze znaczng aktywnos$¢ fizjologiczng wykazujg nie tylko rozpuszczalne
zwigzki fosforowe, o czym wiedziano juz wcze$niej, ale rowniez nierozpuszczalne
zwigzki fosforowe, przede wszystkim za§ kwasy nukleinowe (por. David-
son, 1950).

Z przytoczonych danych wynika, ze dla zrozumienia caloksztattu proceséw che-
micznych zachodzacych w organizmach zywych jest konieczne poznanie przemiany
poszczegblnych zwigzkéw fosforowych, z ktérg w ten lub inny sposéb jest zwigzana
wiekszos¢ zjawisk biologicznych. Wobec $cistego powigzania ze sobg w organizmie
wszystkich proceséw biochemicznych poznanie udzialu w nich zwigzkéw fosforo-



wych mozliwe jest w pelnej mierze jedynie za pomocg metod analizy chemicznej,
ktore pozwalatyby na réwnoczesne ilosciowe oznaczenie w tym samym materiale
biologicznym wszystkich zawartych w nim zwigzkéw fosforowych.

Systematyczny bieg analizy umozliwiajacy oznaczenie szeregu zwigzkéw fosfo-
rowych rozpuszczalnych w kwasie opracowat Lohmann (1923). Autor ten postu-
gujac sie do oznaczenia fosforu metodg Fiske i Subbarow (1925), za pomocg
ktorej wykrywa sie jedynie ortofosforany nieorganiczne, frakcjonowat zwigzki
fosforowe na podstawie fatwosci, z jakg ulegajg one hydrolizie, odszczepiajac orto-
fosforan w czasie ogrzewania z kwasem. W ten sposéb mozna byto w otrzymanym
z materiatu biologicznego wyciagu kwasu trojchlorooctowego wykry¢ ortofosforan
nieorganiczny, dajacy sie oznaczy¢ bezposrednio, nastepnie zwigzki fosforowe labil-
ne, hydrolizujgce sie po jednej minucie ogrzewania z kwasem (fosfokreatyna lub
fosfoarginina) i po 7 minutach ogrzewania (ATP), oraz zwigzki trudno hydroli-
zujace sie, odigczajgce ortofosforan po 30, 60 i 180 minutach ogrzewania. Po
catkowitym spaleniu wyciggu kwasu tréjchlorooctowego stezonym kwasem siarko-
wym i azotowym mozna bylo oznaczy¢t zw .catkowity fosfor rozpuszczalny i na-
stepnie z réznicy obliczy¢ zawarto$¢ fosforu zwigzkach nie ulegajacych
hydrolizie.

Metoda Lohmanna nie daje S$cistych wynikdéw. Jednym z jej stabych punktéw
jest miedzy innymi to, ze jak sie okazato, istniejg b ardzo labilne zwigzki, ktore
ulegajg rozpadowi juz w czasie samej procedury oznaczania fosforu wedtug Fiske
i Subbarow. Dlatego to, co sie oznacza w roztworze kwasu trojchlorooctowego przed
hydrolizag, nie odpowiada zawartosci w materiale biologicznym ortofosforanu nie-
organicznego, lecz przewyzsza go o ilo$¢ fosforu odigczonego od zwigzkéw bardzo
labilnych. Metoda Lohmanna, ma jednak te zalete, ze jest bardzo fatwa w wyko-
naniu i wymaga nieznacznych iloSci materiatlu badanego. Dla ogdlnej charaktery-
styki zawartosci labilnych i trudno hydrolizujgcych sie zwigzkéw fosforowych me-
toda ta jeszcze i obecnie ma czesto zastosowanie.

W czasach nowszych opracowany zostat szereg innych metod bardziej skom-
plikowanych, ale umozliwiajgcych  Scislejsze  rozfrakcjonowanie  zwigzkow
fosforowych rozpuszczalnych w kwasie. Metody te. szczegbtowo opisanp. w monogra-
fii Umbreita i in. (1945), polegaja na oddzieleniu od siebie zwigzkéw fosforowych
na podstawie réznej rozpuszczalnosci ichsoli mag nezowych, barowych, wapniowych

i innychwwodziei alkoholu. Oddzielone od siebie w powyzszy sposob frakcje
zwigzkéw fosforowych lub pojedyncze substancje sg nastepnie iloSciowo oznaczane
badZ poprzez zawarto$¢ w nich fosforu, badz jakimi$ innymi metodami, jak ozna-
czenie zawartosci glikozy, fruktozy, pentoz, puryn itd. Réwniez jednak i te metody
sg jeszcze bardzo dalekie od doskonatosci i wymagajag réznorodnych modyfikacji
w zaleznosci od specyfiki badanego materiatu. Ostatnio zaczely sie ukazywaé me-
tody rozdzielenia drobnoczasteczkowych zwigzkéw fosforowych za pomocg chro-
matografii bibutowej (Hanes i in., 1949, Bandurski i in., 1951, Opienska i in,,
1952, Doman i Kagan, 1952). Metody te niewatpliwie majg przed sobg wielkg
przysztosc.

Jezeli chodzi o zwiazki fosforowe nierozpuszczalne, to metody, ktére stuzg do
oznaczania kwaséw nukleinowych i fosfoproteinéw z jednej strony i fosfolipidéw
z drugiej strony, byly opracowywane przewaznie catkowicie niezaleznie od siebie.

Systematyczny bieg analizy przy ilosciowym oznaczaniu kwaséw nukleinowych
i fosfoproteinéw zostat podany dopiero w latach ostatnich gtdwnie przez Schmidta
i Thannhausera (1945) oraz Schneidera (1945, 1946), ktérych sposob postepowania
jest obecnie najbardziej rozpowszechniony. Autorzy ci rozpoczynajg catg procedure
od odbiatczania badanego materiatu kwasem tréjchlorooctowym, do ktérego prze-
chodzg przy tym rozpuszczalne zwigzki fosforowe. Nastepnie z osadu zawierajgcego
biatka, kwasy nukleinowe i lipidy usuwajg te ostatnie za pomoca ekstrakcji roz-
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nymi rozpuszczalnikami organicznymi (alkohol etylowy i metylowy, eter, chloro-
form). W otrzymanej w ten sposéb suchej pozostatosci oddziela sie od siebie frag-
menty zwigzkdw fosforowych pochodzacych z kwaséw rybonukleinowych i dezo-
ksyrybonukleinowych oraz z biatek. Samo rozdzielanie wykonuje sie za pomocg
prowadzonej w $ci$le okreslonych warunkach hydrolizy wspomnianej suchej pozo-
statosci kwasem tréjchlorooctowym na goraco (Schneider, 1945), badz 1 n KOH
z pOzniejszym dziataniem kwasu (Schmidt i Thannhauser, 1945). Schemat postepo-
wania wg Schmidta i Thannhausera jest nastepujacy:

Oddzielone wedtug powyzszego schematu fragmenty kwasow rybonukleinowych
i dezoksyrybonukleinowych sg nastepnie oznaczane najczesciej poprzez fosfor, ale
réwniez i poprzez pentozy lub puryny.

W czasach najnowszych Ogur i Rosen (1950) opracowali metode oznaczania
kwaséw nukleinowych w tkankach rosdlinnych. Zmodyfikowali oni ekstrahowanie
i frakcjonowanie tych zwigzkéw przez zastosowanie do hydrolizy zamiast kwasu
trojchlorooctowego kwasu nadchlorowego. Sposéb postepowania polegat na na-
stepujacych czynnosciach: 1) oddzielenie zwiazkéw rozpuszczalnych w gorgcym
70% alkoholu, 2) ekstrakcja lipidow goracym alkoholem i eterem, 3) usuniecie
z pozostatosci zwiazkéw rozpuszczalnych w kwasie nadchlorowym i 4) oznaczanie
w pozostatym osadzie fragmentéw kwasoéw nukleinowych i fosfoproteindw oddzie-
lonych od siebie za pomocg hydrolizy kwasem nadchlorowym. Metoda powyzsza
zostata przez autoréw sprawdzona réwniez na watrobie zwierzat ssagcych i data dla
kwasow nukleinowych wartosci zgodne z uzyskanymi za pomocg metody Schneidera.
Ogur i Rosen nie badali jednak zachowania si¢ przy tym sposobie postepowania
zwigzkéw fosforowych rozpuszczalnych w kwasie, jak réwniez nie interesowali sig,
jakiego rodzaju zwiazki fosforowe mogtly przechodzi¢ do gorgcego 70% alkoholu.
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Przechodzac do fosfolipidow, jako do trzeciej i ostatniej grupy zwigzkow
fosforowych, musimy zaznaczyé, ze analiza lipidow w ogdle, w szczeg6lnosci za$
rozdzielenie poszczeg6lnych frakcji fosfolipidow, ma swoja bardzo diugg historie,
ale do dnia dzisiejszego stanowi jeden z najtrudniejszych i najmniej opracowanych
dziatbw metodyki analizy biochemicznej (Thudichum, 1901; Thierfelder i Klenk,
1930; Hilditch, 1940; Bloor, 1943; Deuel, 1950). Postepowanie rozpoczyna sie
zwykle od wysuszenia materiatu biologicznego lub odwodnienia go za pomocg tych
lub innych substancji chemicznych. Z przygotowanego wysuszonego materiatu
ekstrahuje sie nastepnie lipidy w aparatach ekstrakcyjnych rozpuszczalnikami orga-
nicznymi, jak goracy alkohol, eter, benzen, chloroform i wiele innych. Dziata sie
réwniez bezposrednio na $wiezg substancje rozpuszczalnikami organicznymi, ktore
jednocze$nie odwadniajg badany material i przynajmniej czesciowo rozpuszczaja
lipidy.

Uzyskana po odparowaniu rozpuszczalnikow pozostatos¢ na ogét zawiera poza
lipidami rézne domieszki obce i zwykle wymaga oczyszczenia. Najczesciej stosuje
sie do tego eter naftowy, ktéry mato sie nadaje do bezposredniego ekstrahowania
lipidéw z materiatu biologicznego, ale jest za to ich najbardziej wybiérczym roz-
puszczalnikiem.

Dla og6lnego zorientowania sie w ilosci fosfolipidbw w badanym materiale
wystarcza spali¢ prébke oczyszczonego w powyzszy sposob ekstraktu kwasem siar-
kowym i azotowym i oznaczy¢ w nim zawarto$¢ fosforu, nazywanego fosforem
lipidowym. Natomiast iloSciowe wyodrebnienie fosfolipidow z ekstraktu i oddzie-
lenie od siebie poszczegdlnych ich frakcji bardzo rzadko moze doprowadzi¢ do
Scistych wynikéw, szczegélnie w skali mikroanaliz. Zasada oddzielania fosfolipidéw
polega przede wszystkim na ich nierozpuszczalnosci w acetonie. Dotyczy to jednak
jedynie chemicznie czystych zwigzkéw. Zachodzaca w znacznym stopniu wzajemna
rozpuszczalnosé réznych lipidow powoduje bowiem to, ze kazda z oddzielonych
frakcji zawiera bardzo znaczne domieszki innych frakcji. Oczyszczenie ich zwiazane
jest z koniecznoscig wielokrotnego strgcania i rozpuszczania poszczegdlnych frakcji
lipidowych i wymaga duzych ilosci materiatu. W czasach najnowszych ukazat sie
bardzo szczeg6towy i systematyczny opis ilosciowych oznaczern fosfolipidéw opra-
cowany na podstawie pismiennictwa i stosowany przez Brantego (1949) w zwiazku
Z jego badaniami nad lipidami uktadu nerwowego.

Podany powyzej krotki przeglad metod analitycznych, ktdére stuzg do badania
przemian fosforowych, wskazuje na to, ze do chwili obecnej brak jeszcze danych
o takiej metodzie postepowania, ktéra umozliwiataby réwnoczesne oznaczanie
zwigzkéw fosforowych nalezacych do wszystkich trzech oméwionych frakcji: zwigz-
kow fosforowych rozpuszczalnych w kwasie, kwasow nukleinowych wraz z fosfopro-
teinami i fosfolipiddw.

Trudnos$ci opracowywania tego rodzaju metody sg w duzej mierze zwigzane
z tym, ze wsérod zwigzkoéw fosforowych rozpuszczalnych istniejg, jak zaznaczono
wyzej, substancje bardzo labilne, ktére moga tatwo ulec rozpadowi juz w czasie
wykonywania samej analizy. Dlatego wszystkie metody, ktore stuzg do badan prze-
mian zwigzkdéw fosforowych rozpuszczalnych, rozpoczynajg sie od wyciggania tych
substancji z oziebionego materiatu biologicznego oziebionym roztworem kwasu
trojchlorooctowego i ich natychmiastowg dalszg analiza.

Z drugiej natomiast strony analiza fosfolipidow rozpoczyna sie od ekstrakcji
rozpuszczalnikami organicznymi materiatu uprzednio wysuszonego lub odwodnio-
nego S$rodkami chemicznymi. Tymczasem, jak wykazano w wielu przypadkach
(S. Niemierko, 1950), nawet suszenie na zimno w prdzni moze powodowac¢ daleko
idacy rozpad rozpuszczalnych zwiazkéw fosforowych zawartych w badanym ma-
teriale biologicznym i zjawianie sie znacznych ilosci ortofosforanu nieorganicznego.



Réwnoczesne oznaczanie i frakcjonowanie zwigzkéw fosforowych rozpuszczal-
nych w kwasie, potagczone z analizag kwaséw nukleinowych i oznaczeniem og6lnej
ilodci fosforu lipidowego, wydaje sie mozliwe przy zastosowaniu metody Schmidta
i Thannhausera lub Schneidera. Metody te nie pozwalaja jednak na réwnoczesne
oznaczenie zawartosci wody w badanym materiale, co w wielu przypadkach moze
mie¢ duze znaczenie, szczeg6lnie woéwczas, gdy dane te nie moga by¢ uzupetnione
specjalng analiza rownolegta, jak np. w badaniach drobnych narzadéw Iub drob-
nych organizméw.

Przytoczone wyzej dane sktonity nas (W. Niemierko, S. Niemierko i P. Wioda-
wer, 1952) do opracowania metody, ktéra dawataby moznos$¢ oznaczenia wody
i suchej substancji w badanym materiale, pozwalataby na oddzielenie zwigzkéw
fosforowych rozpuszczalnych, kwaséw nukleinowych wraz z fosfoproteinami i fos-
folipidow oraz umozliwiataby dalsze badanie poszczeg6lnych frakcji.

Wydawato sig, ze procedura postepowania, ktéra odpowiadataby powyzszym
wymogom, powinna rozpoczynac¢ sie od ilosciowego usuwania z badanego materiatu
wody i lipidow z mozliwoscig dalszego frakcjonowania lipidow i oznaczania po-
szczeg6lnych fosfolipidow. W otrzymanej suchej substancji odlipidowanej przy za-
stosowaniu kwasu trojchlorooctowego mozna bytoby oddzieli¢c od siebie zwigzki
fosforowe rozpuszczalne w kwasie i kwasy nukleinowe wraz z fosfoproteinami.
Nalezato przy tym zwréci¢ szczeg6lng uwage na to, aby ekstrahowanie lipidéow
i usuwanie wody nie pociggneto za sobg mozliwosci rozpadu labilnych zwigzkéw
fosforowych rozpuszczalnych.

Po licznych wstepnych prébach zdecydowano sie stosowa¢ do usuwania wody
i lipidow dziatanie na oziebiony materiatl biologiczny oziebionej mieszaniny ace-
tonowo-chloroformowej (5:1). Szczegblne zalety acetonu polegaja w tym przypadku
z jednej strony na jego wiasciwosciach odwadniajacych, z drugiej strony na jego
wybitnych wiasciwosciach bardzo tatwego rozpuszczania wszystkich lipidow poza
fosfolipidami. Niewielki dodatek chloroformu miat powodowaé rozpuszczenie row-
niez fosfolipidéw.

Po odparowaniu rozpuszczalnikéw organicznych i wody ekstrakt lipidowy, jak
sie okazato, catkowicie rozpuszczat sie w eterze naftowym, co wskazywato, ze nie
zawierat on domieszek obcych, Suma ekstraktu lipidowego i suchej substancji
odlipidowanej dawata mozno$¢ obliczenia catkowitej zawartosci substancji suchej
w badanym materiale, a zatem réwniez i wody.

Analizy wykonane na gasienicach mola woskowego, zawierajgcych w swoim
ciele bardzo duze ilosci ttuszczow obojetnych, wydawaly sie wskazywaé na to, ze
po 3—4-krotnym roztarciu gasienic na zimno z mieszaning acetonowo-chlorofor-
mowg i po nastepnym 2—3-krotnym roztarciu pozostatosci z samym chloroformem
z materiatu zostajg usuniete, praktycznie biorac, wszystkie lipidy wraz z fosfoli-
pidami. O ile bowiem odsgczong pozostato$¢ ekstrahowano dalej w aparacie ekstrak-
cyjnym w ciggu kilku godzin goragcym chloroformem, w uzyskanym w ten sposob
roztworze chloroformowym znajdowano najwyzej 1—2% tej ilosci lipidow (i fos-
foru lipidowego), ktéra uprzednio rozpuscita sie na zimno. Poniewaz wartosci te
znajdowaty sie w granicach btedu analiz, przystapiono w dalszych doswiadczeniach
do sprawdzenia najwazniejszego momentu procedury, mianowicie do oznaczania
w odlipidowanej na zimno pozostatosci (po odparowaniu w temperaturze pokojo-
wej resztek acetonu i chloroformu) zawartosci zwigzkéw fosforowych rozpuszczal-
nych w kwasie. W tym celu ekstrahowano je oziebionym 5% roztworem kwasu
tréjchlorooctowego i uzyskane wyniki zestawiono z danymi otrzymanymi za pomoca
bezposdredniej ekstrakcji kwasem tréjchlorooctowym materiatu Swiezego wg Schmidta
i Thannhausera.

Poréwnanie ze sobg tych danych pozwolito stwierdzi¢ catkowita zgodno$¢ wy-
nikéw uzyskanych nasza metodg i metoda Schmidta i Thannhausera. Dotyczyto to



zarébwno ogolnej zawartosci fosforu rozpuszczalnego, jak i fosforu nieorganicznego
oraz labilnych zwigzkéw fosforowych. Postepowanie nasze umozliwiato zatem usu-
wanie z materialu badanego lipidow i wody bez obawy roztozenia w czasie tej
procedury labilnych zwigzkéw fosforowych. Okazato sie ponadto, ze uzyskany
odlipidowany suchy materiat mozna przez czas dtuzszy przechowywaé¢ w eksykato-
rze, analiza bowiem tego materiatlu wykonana po kilku tygodniach wykazata, ze
zawarto$¢ fosforu nieorganicznego i fosforu zwigzkéw labilnych nie ulegta zadnej
zmianie.

Nastepne serie analiz miaty na celu poréwnanie ze sobg wynikéw uzyskanych
nowa metodg i metodg Schmidta i Thannhausera dla wszystkich trzech frakcji
zwigzkéw fosforowych, tj. 1) fosforu rozpuszczalnego, 2) fosforu kwasdéw nukleino-
wych i 3) fosforu lipidowego. Uzyskane dane wskazywaly na to, ze o ile pierwsza
frakcja dawata wyniki identyczne dla obu metod, to frakcje druga i trzecia stale
dawaty wyniki ze sobg niezgodne: procedura nasza w poréwnaniu z metodg
Schmidta i Thannhausera dawata stale nizsze wartosci dla fosforu lipidowego,
natomiast odpowiednio wyzsze wartosci dla fosforu nukleinowego.

Nasuneto sie przypuszczenie, ze ekstrahowanie Swiezej substancji acetonem
i chloroformem moze pozostawi¢ w stanie nierozpuszczalnym te lipidy, ktére w ma-
teriale biologicznym wystepujg w postaci lipoprotein. Z badan licznych autoréw
wynika (por. zestawienie pisSmiennictwa: Macheboef, 1936; Przytecki, 1941; Char-
gaff, 1944; ,Lipo-proteins“, 1949), ze lipoproteiny stosunkowo dobrze rozpuszczajg
sie w wodzie, natomiast zle albo wecale nie rozpuszczajg sie¢ w eterze etylowym. Roz-
pad lipoprotein i uwolnienie z nich lipidébw moze by¢ dokonane miedzy innymi
przez dziatanie alkoholu (Hardy i Gardiner, 1910).

Przystepujac do naszych badan braliSmy powyzsze dane pod uwage, niemnigj
jednak bylismy poniekad zasugerowani nastepujgcymi okoliczno$ciami. Po pierwsze
tym, ze jak wynika z doswiadczen Macheboefa i Sandora (1932), aceton w pew-
nych przypadkach jest zdolny do rozktadania lipoprotein na réwni z alkoholem.
Po drugie, stwierdzonym przez nas faktem, ze nawet wielogodzinna ekstrakcja go-
racym chloroformem rozpuszcza dodatkowo z badanego materiatu jedynie zupetnie
nieznaczne ilosci lipidéw wraz z fosfolipidami w poréwnaniu z ekstrakcja zimng
mieszaning acetonowo-chloroformowa. Po trzecie wreszcie — obawg zastosowania
alkoholu ze wzgledu na dobrze znany fakt przechodzenia do roztworu alkoholowego
réznych substancji nielipidowych, w tym nieokreslonych blizej zwigzkéw fosfo-
rowych.

W celu wyswietlenia kontrowersji powstatej przy pordéwnaniu naszej metody
z metodg Schmidta i Thannhausera, dotyczacej znajdowania przy ekstrakcji ace-
tonowo-chloroformowej zbyt niskich wartosci dla fosforu lipidowego i odpowiednio
zbyt wysokich wartosci dla fosforu nukleinowego, przystgpiliSmy do nastepujacych
doswiadczen.

Na material (gasienice mola woskowego), z ktdrego w wyczerpujacy sposéb
zostaty usuniete wszystkie substancje rozpuszczajgce sie w zimnej mieszaninie ace-
tonowo-chloroformowej i w gorgcym chloroformie, podziatano zimnym roztworem
alkoholowo-eterowym (3:1). Zebrane oddzielnie i zanalizowane na zawarto$¢ fosforu
wyciaggi acetonowo-chloroformowe z jednej strony i alkoholowo-eterowe z drugiej
strony daty mozno$¢ przekonaé sie, ze do alkoholu z eterem przechodzi dodatkowo
okoto 8—10% fosforu w pordwnaniu z iloScig rozpuszczajacg sie w acetonie
i chloroformie. W nastepnych doswiadczeniach przekonano sie, ze po dalszym
zadziataniu gorgcym alkoholem-eterem wydobywa sie z materialu jeszcze okoto
8—10% fosforu, w sumie zatem o okoto 15—20% wiecej niz przy dziataniu
mieszaniny acetonowo-chloroformowej i gorgcego chloroformu. Pozostato$¢ po od-
parowaniu alkoholu i eteru praktycznie biorgc catkowicie rozpuszczata sie w eterze
naftowym, a zatem, jak mozna bylo sgdzi¢, sktadata sie z samych lipidéw. Ogolna



ilos¢ tych dodatkowo wyekstrahowanych lipidow byta bardzo nieduza, natomiast
zawarto$¢ w nich fosforu byla znaczna i wynosita okoto 1,5%; byly to zatem po
czesci fosfolipidy.

Z przytoczonych doswiadczen nalezatlo wnioskowaé, ze mieszanina acetonowo-
chloroformowa nie rozktada i nie ekstrahuje przynajmniej czesci lipidéw, praw-
dopodobnie zwigzanych z biatkami, jako lipoproteiny.

Potaczenia te sg natomiast rozktadane przez dziatanie alkoholu-eteru, w zwigzku
z czym uwolnione lipidy, ktére sg w duzej mierze fosfolipidami, przechodzg do
roztworu.

W Swietle powyzszych faktéw opisana pierwotna procedura odwadniania i od-
lipidowania materiatu biologicznego za pomocg acetonu i chloroformu musiata
by¢ uzupetniona dziataniem na pozostato$¢ gorgcg mieszaning alkoholowo-eterowsa.
Nalezato jednak przede wszystkim sprawdzié¢, czy zmieniony spos6b postepowania
w dalszym ciggu pozostawia labilne zwigzki fosforowe rozpuszczalne w kwasie
w stanie nieroztozonym.

Wykonane analizy pozwolity stwierdzi¢, ze réwniez i po zastosowaniu zmody-
fikowanej procedury (wg ktérej ze Swiezego materiatu biologicznego sg usuwane
wszystkie lipidy, nie wytaczajac tych, ktére wystepowaly w postaci lipoproteinow)
zardbwno zawartos$¢, jak i skiad frakcji zwigzkéw fosforowych rozpuszczalnych sg
identyczne z tymi, jakie uzyskuje sie wedtug metody Schmidta i Thannhausera.

W tabeli zestawiono wyniki kilku analiz wykonanych obydwiema metodami na
gasienicach mola woskowego (W. Niemierko, S. Niemierko i P. Wiodawer, 1952).

P nieorg. P — 7 min. P catk. rozp.

Metoda stosowana Nr mg% mg% mg%

Schmidt i Thannhauser 1 15.2 15.8 113
2 145 185 116

3 14,8 22,5 117

Nowa metoda 4 15,8 189 114
5 134 17.2 104

6 14,6 26,3 115

Analogiczne wyniki otrzymano ponadto na innym materiale biologicznym, mia-
nowicie na watrobie i moézgu S$winki morskiej (W. Niemierko, S. Niemierko
i P. Wiodawer, 1953). | w tym przypadku po wyczerpujacej ekstrakcji $wiezego
materiatu acetonem i chloroformem mozna byto za pomocg alkoholu i eteru uwol-
ni¢ z pozostatosci okoto 10—20% dodatkowych ilosci fosfolipidow, ktére prawdo-
podobnie wystepowaty w tkance pod postacig lipoprotein. W przypadku analizy
watroby substancje, ktdre przechodzity do roztworu alkoholowo-eterowego, byty
dobrze rozpuszczalne w eterze naftowym. Swiadczylo to o tym, ze za pomoca sto-
sowanej procedury nie ekstrahowano domieszek obcych, nie lipidowych. Przy ana-
lizie moézgu natomiast czes¢ substancji dodatkowo wyciggnietych w powyzszy
sposéb alkoholem-eterem niecatkowicie przeszta do eteru naftowego. Zwigzane jest
to prawdopodobnie z tym, ze niektdére sktadniki lipidowe tkanki nerwowej, przede
wszystkim te, w ktérych sktad wchodzg oksykwasy, sg Zle rozpuszczalne w eterze
naftowym.

Wobec tego, ze cata frakcja alkoholowo-eterowa rozpuszczata sie w chloroformie,
sadzimy, ze i w tym przypadku skladata sie ona z samych lipidow.

Analizy wykonywane réwnolegle metodg naszg i metoda Schmidta i Thannhau-
sera pozwolity przekonac sie, ze we wszystkich zbadanych przez nas przypadkach
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zawartos$¢ i sktad frakcji fosforowej rozpuszczalnej w kwasie byly identyczne w obu
sposobach postepowania. Bardzo zblizona okazata sie rowniez zawarto$¢ fosforu
nukleinowego i fosforu lipidowego znalezionych obydwiema metodami. Jedno-
cze$nie dato sie jednak stwierdzi¢, ze usuwanie lipidéow wedtug Schmidta i Thann-
hausera z osadu po kwasie trojchlorooctowym niewatpliwie jest polgczone z jakas
zmiang w skiadzie lipidéw. Lipidy uzyskane po odparowaniu rozpuszczalnikdw
organicznych w tym przypadku, w przeciwienstwie do naszej metody, tylko czescio-
wo rozpuszczaty sie w eterze naftowym, przy czym pozostajacy osad zawierat duze
ilosci fosforu.

Dalsze badania nad wyswietleniem tego zagadnienia sa w toku.

Przytoczone i omoéwione powyzej fakty pozwalajg przypuszczaé, ze opracowana
przez nas metoda moze mie¢ ogdlne zastosowanie w badaniach przemian zwigzkéw
fosforowych w tkankach zwierzecych. Metoda pozwala:

1) oznaczy¢ w badanym materiale zawarto$¢ wody i substancji suchej;

2) wyodrebni¢ ze $wiezej substancji wszystkie lipidy wraz z fosfolipidami w spo-
s6b, ktéry, jak sie wydaje, nie powinien zmienia¢ ich sktadu i umozliwia ich dalsze
frakcjonowanie;

3) przechowywaé suchg substancje odlipidowang i oddziela¢ zwigzki fosforowe
rozpuszczalne w kwasie bez roztozenia labilnych zwigzkéw fosforowych;

4) frakcjonowa¢ kwasy nukleinowe i fosfoproteiny.
Schemat catej procedury jest nastepujacy:

Prowadzone obecnie dalsze doswiadczenia majg na celu wyjasni¢, czy i w jakiej
mierze omawiana metoda moze by¢ zastosowana rowniez w badaniach nad lipo-
proteinami. Wydaje sie ponadto, ze proponowana procedura rozdzielania frakcji
fosforowych moze mie¢ pewne znaczenie dla blizszej charakterystyki rozpuszczal-
nych zwigzkéw fosforowych. Tradycyjny sposéb ekstrahowania tych substancji
kwasem tréjchlorooctowym jest zawsze zwigzany z niebezpieczenstwem rozktadu
ewentualnie istniejgcych w badanym materiale potaczenn drobnoczasteczkowych
zwigzkow fosforowych z biatkami.

Wydaje sie, ze ekstrakcja suchej substancji odlipidowanej r6znorodnymi roz-
puszczalnikami, jak woda, roztwory soli, kwasoéw, zasad itd., w wielu przypadkach
bedzie mogta te sprawy wyjasni¢ (W. Niemierko i M. Dydynska, 1953).
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JANINA OPIENSKA-BLAUTH (LUBLIN)

OSIAGNIECIA METODY CHROMATOGRAFII BIBULOWE]
W ANALIZIE ZWIAZKOW FOSFOROWYCH

Metoda chromatografii bibutowej znajduje dzi§ szerokie zastosowanie w kazdej
dziedzinie badan chemicznych. W szczegolnosci zastuguje na podkredlenie znaczenie
tej metody dla rozdzielania mieszanin wielosktadnikowych w matej ilosci badanego
materiatu.

Na ogdét metoda powyzsza ma znaczenie gtdwnie do celow analizyjakosciowej,
Ale wcigz narastajaca liczba publikacji naukowych, obejmujacych ilosciowe oznacze-
nia za pomocg tej metody, rozszerza jej zasieg rowniez do celéow analizy ilosciowej.

Wiasciwego poczatku tej metody nalezy szukaé jeszcze w pracach Cwieta (1)
i Tannajewa (2). Do zapoznania sie z teoretycznymi podstawami i szczegétowym
opisem tej metody stuzy¢ moga jako prace podstawowe z tej dziedziny: Williams
R. T., Synge R. L. M. "Partition Chromatography” (3), Martin, Synge (4),
Partridge (5) oraz w polskim piSmiennictwie: J. Opienska-Blauth. O. Saktawska-
Szymonowa, M. Kanski (6), J. Opienska-Blauth, E. Drozdowski, M. Kanski (7),
T. Borkowski (8). Prostota urzadzen bez koniecznosci stosowania precyzyjnej apa-
ratury i nieskomplikowana technika przyczyniajg sie do rozpowszechnienia tej me-
tody. Jedyne moze trudnosci w naszych warunkach doswiadczalnych stanowityby
na razie sprawy zaopatrzenia sie w odpowiednig do celéw chromatograficznych
bibute i zestaw rozpuszczalnikéw organicznych, z ktérych n-butanol odgrywa naj-
wazniejszg role.

W szczeg6lnosci do badan biochemicznych i $ledzenia proceséw przemian metoda
chromatografii bibutowej okazata sie niezwykle cenna. W zagadnieniach metodycz-
nych przy badaniach posredniej przemiany rozdzielenie i identyfikacja fosforowych
metabolitow budzi nasze szczegdlne zainteresowanie. Szczegétowa bowiem netoda
frakcjonowania #z  kéw fosforowych opracowana przez Le Page i Umbreita (9)
wymaga stosunkowo znacznych ilosci materiatu wyjsciowego (5 -2 5 mg organicz-
nego P) i jak sami wyzej wymienieni autorzy wskazujg. metoda ich, jakkolwiek
moze by¢ stosowana z powodzeniem do badan nad skiadem tkanek roslinnych
i zwierzecych, nie nadaje sie do badahn metabolizmu, a w szczeg6lnosci przemian
u drobnoustrojow.

Do niedawna zastosowanie metod chromatografii bibutowej do wykrywania
i rozdzielania zwigzkoéw fosforowych napotykato trudnosci techniczne, co spowo-
dowato, ze liczba prac z tej dziedziny jest stosunkowo niewielka. Wyptywato to
rébwniez z trudnosci otrzymywania czystych substratow, a w niektérych przypad-
kach i z nietrwatosci tych zwigzkow w doswiadczalnych warunkach metody chro-
matograficznej.

Jako pierwszg i podstawowg prace doswiadczalng w zakresie chromatografii
zwigzkéw fosforowych wymieni¢ nalezy publikacje Hanesa i Isherwooda (10), ktd-
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rzy opracowali wyczerpujace sposoby chromatograficznego rozdzielania estrow hek-
s0zo- i pentozofosforowych za pomocg réznych uktadéw rozpuszczalnikéw. Autorzy
wyprébowali okoto 60 uktadéw rozpuszczalnikéw o charakterze kwasnym, alkalicz-
nym i obojetnym, mieszajacych sie i niemieszajagcych z woda. Zaden z wyprébo-
wanych przez nich ukfadéw nie nadawal sie do rozdzielania wszystkich estrow
fosforowych. Najkorzystniejsze warunki rozdzielenia dawaty nastepujagce ukilady:

1) Ill-rzedowy butanol, woda, kwas pikrynowy (80 ml + 20 ml + 4 g);

2) propanol, woda, amoniak (60 ml + 10 ml + 30 ml stez. NH3);

3) octan etylowy, woda, pirydyna (100 ml + 100 ml + 45 ml).

Do wywotywania chromatograméw stuzyt im test fosforowo-molibdenowy z siar-
kowodorem jako czynnikiem redukcyjnym. Test ten byt przeprowadzany na bibule
przed i po hydrolizie. Do celéw hydrolizy autorzy postuzyli sie odczynnikiem skia-
dajacym sie z 5 ml 60% kwasu nadchlorowego, 10 ml n-kwasu solnego, 25 ml
4% molibdenianu amonowego i wody do 100 ml catkowitej objetosci. Po 7-mi-
nutowym ogrzewaniu chromatograméw w 85° nawet najtrudniej hydrolizujace estry
ulegaja hydrolizie.

W drugiej z kolei pracy metodycznej, ktérej celem byto chromatograficzne roz-
dzielenie estrow fosforowych (Opieniska-Blauth, Madecka-Borkowska, Borkowski
(11), zastosowano do rozdzielenia jeden tylko uktad rozpuszczalnikéw — n-butanol,
pirydyna, kwas trojchlorooctowy 5% (40, 25, 45). Jako test wywotawczy stoso-
wany byt test benzydyno-molibdenowy (12). Hydroliza byfa przeprowadzana we-
dtug Hanesa i Isherwooda.

Weil-Malherbe (13) wykazat, ze molibdenian amonowy dodany do odczynnika
hydrolizujacego jest S$cisSle swoiscie dziatajgcym katalizatorem. Dlatego metoda
Hanesa i Isherwooda oparta na hydrolizie odczynnikiem molibdenowym moze
budzi¢ stuszne zastrzezenia. | tak, odnosnie do hydrolizy estru fruktozo-I,6-dwu-
fosforowego Opienska-Blauth, Madecka-Borkowska i Borkowski stwierdzili nega-
tywng Kkatalityczng role molibdenianu amonowego, analogicznie do spostrzezenia
Weil-Malherbe‘a dla fosfoargininy. W celu zidentyfikowania poszczegélnych estrow
autorzy wprowadzili oprécz testu benzydyno-molibdenowego na fosforany jeszcze
kilka innych testow barwnych rdznicowych dla czesci weglowodanowej, pozwalaja-
cych odrozni¢ ketozy od aldoz, heksozy od pentoz, grupe zwigzkéw adenozynofosfo-
rowych od estrow cukrowcowych.

I tak przystosowano do warunkéw wywotywania na bibule test anilinowy, re-
zorcynolowy, orcynolowy, floroglucynolowy (Bryson, Mitchell 14). Novelli (15)
opracowat i przystosowat do wywotywania na bibule szereg reakcji barwnych dla
cukrowcow. Najlepsze wyniki otrzymywat przy stosowaniu jako odczynnika wywo-
tujagcego beta-naftyloaminy (etanol absolutny 50 ml, n-butanol 50 ml, n HC1l
3,8 ml, woda 0,4 ml, naftyloamina 0,2% 0,1 ml, siarczan zelazowy 10% 1 kropla).
Po rozpyleniu odczynnika wywotujgcego suszy sie chromatogramy 10 minut
w 160—170°. Najwczesniej wystepuje zotta plama dla fruktozy, szybko brunatnie-
jaca, pozniej dla pentoz zabarwienie czerwonogozdzikowe. Aldozy dajg zéttobrunat-
ne zabarwienie.

W zwigzku z watpliwymi wynikami hydrolizy estrow fosforowych odczynnikiem
molibdenowym przedsiewzigte zostaty przez Szymone i Saklawska (16) proby
zastosowania do celéw hydrolizy na bibule wyciggu zawierajgcego fosfataze. Spo-
sob ten pozwolit autorom wykry¢ i zidentyfikowaé oprocz substratu glicerofosfo-
rany, wszystkie badane uprzednio estry heksozofosforowe, jak rowniez ATP i ADP.
Hydroliza enzymatyczna ma te wyzszo$¢ nad innymi, ze po pierwsze nie niszczy
bibuty, a po drugie nie rozklada komponenty organicznej, ktéra moze by¢ zba-
dana i zidentyfikowana po swojej linii innymi testami rézniczkowymi. Ten typ
hydrolizy stwarza znacznie szersze mozliwosci dla identyfikacji badanego zwigzku.
Hydroliza enzymatyczna pozwolita autorom na chromatograficzne opracowanie gli-
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cerofosforanéw odmian alfa i beta. Hanes i Isherwood nie uwzglednili tych zwigz-
kéow w swoich badaniach. Jak stwierdzili Opienska-Blauth i wspétpracownicy, za-
rowno alfa-, jak i beta-glicerofosforan nie ulegajg hydrolizie pod wptywem odczyn-
nika molibdenowego. Dopiero po zastosowaniu hydrolizy enzymatycznej oznaczono
wspotczynnik RF dla tych zwigzkéw. Nie znaleziono réznic miedzy wspo6tczynni-
kami RF dla glicerofosforanu alfa i beta. R6znice w natezeniu barwy plam alfa-
i beta-glicerofosforandéw stosowanych w tych samych ilosciach potwierdzaty na
drodze chromatograficznej, ze beta-glicerofosforan jest wihasciwym substratem dla
fosfatazy.

Jako trzecia chronologicznie praca metodyczna na temat chromatograficznego
rozdzielania estrow fosforowych ukazata sie w koncu 1952 r. publikacja Domana
i Kagana z Instytutu Biochemicznego Bacha w Moskwie (27). Najwieksze trudno-
§ci, zdaniem autoréow, w analizie chromatograficznej stwarza zagadnienie bibuty.
Najlepiej nadaje sie do tych celéw bibuta Iniana. Bibuta Schleichera-Schilla zda-
niem ich jest nieodpowiednia. Prawdopodobnie bibuta z leningradzkiej wytworni
bedzie najlepsza. Autorzy opracowali szereg ukiadoéw rozpuszczalnikéw, z ktd-
rych najwiasciwszy okazat sie uktad: metanol, kwas mréwkowy, woda. Do wywo-
tywania chromatogramoéw stuzyt im roéwniez test benzydyno-molibdenowy
specjalnie uczulony. Przy odpowiedniej technice i dobranym stezeniu benzydyny
udato sie autorom wuczuli¢ ten znany test dwudziestokrotnie. Do hydrolizy estrow
fosforowych stosowano hydrolize enzymatyczng za pomoca fosfatazy preparowa-
nej z jelita. Hydrolize przeprowadzano na bibule przy pH 8—9 w czasie pdéttorej
godziny. Za pomocg hydrolizy enzymatycznej udato sie autorom rozdzieli¢ wszyst-
kie wazniejsze estry heksozofosforowe, a ponadto glicerofosforan i kwas fosfogli-
cerynowy.

Wade i Morgan nie poddawali estréw hydrolizie, lecz oznaczali ich RF na drodze

stabilizacji na bibule pod postacig soli zelazowych. Za pomocag swojej techniki mo-
gli unikng¢ btedéw metody Hanesa i Isherwooda wynikajgcych z réznic w hydro-
lizie. Autorzy stosowali rozpylanie na bibule chlorkiem zelazowym (0,1% w 80%
etanolu), a po wysuszeniu w temperaturze pokojowej rozpylanie kwasem sulfosali-
cylowym (1%). Na stabo zabarwionym tle wystepowaly wyraznie biate plamy
estrow. Autorzy podkres$laja znaczenie utrzymania odpowiedniego pH w granicach
1,5—25.

Fletcher i Malpress (58) ustosunkowali sie tez krytycznie do metody Hanesa
i Isherwooda. Do swoich badan wprowadzili hydrolize enzymatyczng alkaliczng
monofosfoesterazg przygotowang metodg Schmidta i Thannhausera (60). Autorzy
oparli sie na technice Bandurskiego i Axelroda (59), ktérzy stosowali chromato-
grafie dwukierunkowa w ukiadach kwasnym i alkalicznym. Po sptywie rozpylali na
bibule 5% chlorek wapniowy w etanolu, a po wysuszeniu przeprowadzali hydrolize
enzymatyczng przez 4 godziny w 37°. Plamy ortofosforanow wywotywali w pierw-
szej fazie molibdenianem amonowym (5%), a po kilku minutach roztworem benzy-
dyny (50 mg chlorowodorku benzydyny w 10 ml kwasu octowego lodowatego po
rozcienczeniu woda do 100 ml). Za pomocag tej metody udawato sie wykrywaé
jeszcze 0,5 pug P.

Do badan enzyméw na bibule opracowana zostata specjalna technika (wedtug
Reida, 17) przygotowywania wyciggow enzymatycznych na agarze i powlekania
chromatograméw cienka warstwag agaru. W szczegdlnosci metoda ta byta zastoso-
wana do badah amylazy (Giri i Prasad, 18).

Coraz czeSciej spotyka sie w pismiennictwie biochemicznym zastosowanie me-
tody chromatograficznej do wykrywania i rozdzielania zwigzkéw fosforowych.
I tak, Caldwell (19) przystosowat metode Hanesa i Isherwooda do badan poréw-
nawczych nad zwigzkami fosforowymi w mie$niach roznych gatunkéw zwierzat.
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Autorowi udato sie za pomocg metody chromatografii bibutowej rozdzieli¢ i ziden-
tyfikowa¢ obok zwigzkdw adenozynofosforowych ATP, ADP, AMP, estry heksozo-
fosforowe i fosfokreatyne.

Rozszerzenie metody chromatograficznej na zwigzki fosforowe utatwito bada-
nie metabolizmu u drobnoustrojow. | tak, Cohen i Scott (20) zidentyfikowali me-
todg chromatograficzng na bibule w drozdzowych systemach enzymatycznych
ester rybozo-5-fosforowy otrzymany na drodze enzymatycznej z 6-fosfogli-
konianu. Horecker i Smyrniotis (21) rozdzielili dwa estry rybozofosforowe w en-
zymatycznych preparatach drozdzowych. Sladman i Barker (22) zastosowali chro-
matografie bibutowg do zidentyfikowania acetylofosforanu w preparatach Clostri-
dium Kkluyveri. Badania Bensona (23), Arnoffa, Vernona (24) i innych pozwo-
lity wykry¢ metabolity fosforowe w tkankach rodlinnych i zwierzecych metoda
chromatograficzng. Dulberg i inni (25) zastosowali do badan bakteryjnej fermen-
tacji metode chromatograficzng po uprzednim oczyszczaniu wyciagéw zywicami
jonowymiennymi. Do identyfikacji komponenty weglowodanowej stosowali dwa te-
sty: jeden dla aldoz z ftalanem aniliny (26), a drugi z naftorezorcynolem (27)
dla ketoz. Zastosowanie jonowymiennych zywic w celu usuniecia nadmiaru Kkatio-
néw i anionéw pozwolito na lepsze rozdzielenie chromatograficzne estrow fosforo-
wych, a w szczeg6lnosci estru Harden-Younga, estru glikozo-6-fosforowego, frukto-
zo-6-fosforowego, glikozo-I-fosforowego. Autorzy zalecajg dla estréw fruktozowych
stosowanie dtugotrwatej hydrolizy bromowodorem w 37° w ciggu 3 tygodni. Me-
toda chromatograficzna, tacznie z oczyszczaniem za pomocg zywic jonowymien-
nych, znalazta zastosowanie w badaniach glikolizy w preparatach Brucella suis
i pozwolita niejednokrotnie stwierdzi¢, ze schemat Embdena-Meyerhofa-Parnasa da
sie zastosowa¢ do badan przemian u bakterii (27). Szymona i Saklawska (28)
w badaniach na preparatach acetonowych Mycobacterium phlei stwierdzili meta-
bolity fosforowe za pomocag chromatografii bibutowej. Mommaerts i Rupp (29)
badali metoda chromatograficzng defosforylacje ATP w skurczu miesniowym. Dla
lokalizacji plam ATP, ADP i AMP stuzyla im metoda Cartera, polegajagca na
absorpcji przez adenozyne promieni ultrafioletowych.

Pierwsze chromatograficzne badania adenozynofosforanéw przeprowadzali Car-
ter (30), Snellman i Gelotte (31) oraz Cornberg (32). Do lokalizacji plam stuzyty
fluoresceina i promienie ultrafioletowe. Do sptywu byly stosowane fosforan dwuso-
dowy i alkohol izoamylowy. Lepsze wyniki otrzymywali Snellman i Gelotte przy
zastosowaniu 0,5% aminy laurynowej wraz z alkoholem n-amylowym. Cohn i Car-
ter (33) rozdzielali adenozynofosforany za pomocg zywic jonowymiennych, co
prowadzito do zwiekszenia objetosci badanego ptynu i bylo niewygodne do ozna-
czen fosforandw i rybozy. Bock i Alberty (34) rozdzielali adenozynofosforany me-
todg elektroforetyczng, Caldwell — chromatografia dwukierunkowsa. Eggleton
i Hems (35) w swoich badaniach nad miokinazg rozdzielali ATP, ADP i AMP za
pomocg chromatografii jednokierunkowej przy zastosowaniu dwu ukfadéw rozpu-
szczalnikow kolejno jeden po drugim. Autorzy podkreslajg wyzszos¢ swojej tech-
niki nad technikg poprzednikéw, Cohna, Cartera i Caldwella.

Wsrdéd prac metodycznych dotyczacych rozdzielania zwiazkéw fosforowych me-
toda chromatografii bibutowej brak nam systematycznego opracowania rozdziela-
nia fosfotrioz, kwasu fosfopirogronowego, kwaséw fosfoglicerynowych.

Uwzglednienie w metodzie chromatograficznej rozdzielania piro-, meta- i orto-
fosforandw budzi ws$réd biochemikéw zrozumiate zainteresowanie, poniewaz coraz
czesSciej pojawiajg sie wzmianki w piSmiennictwie o meta- i pirofosforanach, jako
ostatecznych metabolitach przemian fosforowych u roznych gatunkéw S$wiata zwie-
rzecego. Najwieksze trudnosci w identyfikowaniu tych zwigzkéw nastrecza brak
Scistych definicji chemicznych. Znane sg bowiem rézne metafosforany o budowie
tancuchowej i cyklicznej, o réznej masie czasteczkowej. Zrozumiate jest, ze zwigz-
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ki o tak roznej strukturze beda miaty inny wspdtczynnik RF i beda sie roznie za-
chowywaty podczas hydrolizy.

Eastman i Scott (36) zaproponowali do rozdzielenia orto-, piro- i metafosfo-
randw uktad sktadajacy sie z n-propanolu, wody i amoniaku (0,88) w stosunku
60 : 20 : 20. Systematyczne badania chromatograficzne nad fosforanami mineral-
nymi: kwasem ortofosforowym, pirofosforowym, tréjfosforowym, czterofosforowym,
pochodnym z soli Grahama, metafosforowym, tréjmetafosforowym, czterometafosfo-
rowym, z uwzglednieniem ich wzordéw elektronowych, przeprowadzit Ebel (37).

Do rozdzielenia stosowana byta chromatografia jednowymiarowa, ukiady kwas-
ne i alkaliczne. W uk}adzie zaproponowanym przez Opienska-Blauth i wspotpra-
cownikdw (butanol, kwas trojchlorooctowy, pirydyna) rozdzielenie orto-, piro-
i metafosforandw nie sprawia trudnosci. Podkresli¢ jednak nalezy, ze stosowane
byly preparaty handlowe bez Scistego okreslenia struktury chemicznej pirofosfo
ranu i metafosforanu. Wprawdzie meta- i pirofosforan majg wspotczynnik RF bar-

dzo do siebie zblizone, rozdzielenie ich nie nastreczato trudnosci ze wzgledu na
réznice w hydrolizie. Pirofosforan w poréwnaniu do metafosforanu hydrolizuje
bardzo stabo. Plama pirofosforanu jest zo6tta, metafosforanu niebieska.

Wykrywanie i identyfikowanie fosfokreatyny obok kreatyny
i kreatyniny moze budzi¢ zainteresowanie zarébwno ze wzgledu na role
fosfokreatyny w glikogenolizie, jak i niektére problemy kliniczne.

Badacze radzieccy, Einstein i Foming (38), opracowali sposob rozdzielania
i wykrywania obok siebie metodg chromatograficzng fosfokreatyny, kreatyny i kre-
atyniny. Z weczesniejszych prac nalezy wymieni¢ publikacje Maw (39) podajaca
chromatograficzne rozdzielanie kreatyny i kreatyniny. Wyzej wymienieni autorzy
stosowali do rozdzielenia tych zwigzkéw rozne uklady sktadajace sie z butanolu
i wody, kolidyny i wody. O ile sptyw i rozdzielenie Kkreatyny i Kreatyniny nie
stwarzaty zadnych trudnosci, to fosfckreatyna nie wykazywata w zadnym z tych ukta-
déw tendencji do sptywu i pozostawata zawsze na miejscu wkroplenia. W opracowa-
niu testbw wywotawczych autorzy oparli sie na znanym dla kreatyniny tescie Jaffego
z alkalicznym roztworem kwasu pikrynowego. Autorzy stosowali ten sam test dla
kreatyny po przeprowadzeniu jej w kreatynine. Przemiana kreatyny byta przepro-
wadzana wprost na bibule za pomoca 3-godzinnego ogrzewania paskéw bibuty w su-
szarce w 110°. Plamy kreatyny i kreatyniny wywotywano 10% +{ugiem sodowym
i nasyconym roztworem kwasu pikrynowego. Zdaniem autoréw test ten nadaje sie
tylko do celéw jakosciowych ze wzgledu na odwracalnosé reakcji kwas pikramino-
wy - « kwas pikrynowy. Do celéw analizy iloSciowej na eluatach z bibuty au-
torzy opracowali metode kolorymetryczng z kwasem 2,4-dwunitrobenzoesowym.

Badania Opienskiej-Blauth i Dominiczaka (40) dotyczg chromatograficznego
rozdzielania kreatyny i kreatyniny. Uktad butanol, pirydyna, woda, doskonale na-
dajacy sie do rozdzielenia kreatyny i kreatyniny, nie bedzie odpowiedni dla fosfo-
kreatyny, poniewaz w tym ukfadzie zwigzki fosforowe nie sptywajg, pozostajg
w miejscu wkroplenia, tak jak to zreszta stwierdzili badacze radzieccy w innych
uktadach.

Uktady kwasne i alkaliczne nie beda sie nadawaty réwniez do tych celow ze
wzgledu na nietrwato$¢ fosfokreatyny i hydrolize w tych warunkach.

Przy opracowywaniu testow wywotawczych dla fosfokreatyny, kreatyny i krea-
tyniny zainteresowanie moze budzi¢ test jodowy (Brante, 41), zastosowany do ba-
dan chromatograficznych wiekszosci zasad organicznych. Chromatogramy zanurza
sie w 0,5% alkoholowym roztworze jodu, suszy w strumieniu gorgcego powietrza.
Na chromatogramach wystepuja w miejscu zatrzymania zwiazkow z6tte plamy,
ktére nalezy ze wzgledu na ich nietrwato$¢ zaraz zaznaczy¢ otdwkiem. Test jodowy
ma wyzszo$¢ nad innymi, poniewaz te same chromatogramy moga by¢ zastoso-
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wane i do innych celéw po usunieciu jodu z bibuly, co nie daje wiekszych
trudnosci.

PiSmiennictwo dotyczace chromatografii kwaséw nukleinowych jest stosunkowo
bogate. Wymieni¢ tu nalezy prace Edstroma (42), Buchanana (43) i serie prac
Markhama i Smitha (44—51). Wszyscy wyzej wymienieni autorzy stosowali do
celow badan chromatograficznych hydrolizaty kwaséw nukleinowych, przygotowy-
wanych przez godzinne ogrzewanie substratbw w 100° w n HCl. Dla chromato-
graficznego rozdzielania nukleotydéw stosowano gtownie uktad skladajacy sie
z n-butanolu (77%), wody (13%) i kwasu mrowkowego (10%).

Chromatogramy wywotywano za pomoca lampy analitycznej kwarcowej metoda
Markhama i Smitha. Dla zidentyfikowania rybozy badZ dezoksyrybozy stosowano
na bibule odczyny histochemiczne wedtug Feulgena albo Dishego.

Badania Markhama i Smitha nad strukturg kwaséw rybonukleinowych przepro-
wadzane byly metoda chromatograficzng na alkalicznych hydrolizatach nukleopro-
teidow. Levene-Harris (52), Carter, Cohn, Loring, Luthy (53) badali metodg
chromatograficzng 4 izomery rybonukleotydowe. Badania Markhama i Smitha na
hydrolizatach otrzymanych za pomocg rybonukleazy wykazaty cykliczny cha-
rakter nukleotydéw pochodzacych z kwaséw rybonukleinowych. Poszczeg6lne nu-
kleotydy byty izolowane metodg chromatografii i elektroforezy bibutowej.

Do badan chromatograficznych stosowano ro6zne uktady rozpuszczalnikéw:
1) izopropanol-amoniak, 2) nasycony siarczan amonowy, izopropanol, octan sodo-
wy, 3) n-butanol, kwas mréwkowy. Obiema tymi metodami udato sie autorom zba-
da¢ po trawieniu rybonukleazg niektére polinukleotydy, cykliczne formy
dwunukleotydéw, trdéjnukleotydy.

Badania Markhama i Smitha przeprowadzone metoda chromatograficzng i elek-
troforezy na hydrolizatach kwaséw nukleinowych daly podstawe do szeregu wnio-
skow zwigzanych z poznaniem struktury kwaséw nukleinowych. Davidson i Smel-
lie (54, 55) opracowali systematycznie metode analizy hydrolizatow kwasow ry-
bonukleinowych, drozdzowych i watrobowych metodg jonoforezy. Zastosowanie do
badah radioaktywnego fosforu  (P3) pewolito wykry¢é oprécz czterech rybonukleo-
tydow jeszcze sze$¢ innych fosforowych nienukleotydowych zwigzkéow.

Fosfatydy stanowig te grupe zwiagzkéw fosforowych, ktérych chromatografia jest
bardzo stabo opracowana. Na uwage zastuguje praca Levina i Chargaffa (56). Au-
torzy ci interesowali sie przede wszystkim wykrywaniem choliny, ktérg po hydro-
lizie fosfatydu przeksztatcali w ester fosforowy i okreslali RF za pomoca testu
fosforanowego. W badaniach swoich autorzy stosowali wytgcznie tylko hydrolizaty
fosfatydow.

Przeglad badan nad rozdzielaniem zwigzkéw fosforowych metodg chromatogra-
ficzng wykazuje jeszcze duze braki, szczegblnie gdy zestawimy jg z osiggnieciami
w dziedzinie aminokwaséw i cukrowcéw. Udoskonalenie metod chromatograficznych
i rozszerzenie ich na zwigzki fosforowe jest szczeg6lnie wskazane, gdyz przede
wszystkim w badaniach przemiany posredniej zaznacza sie brak dobrych metod
analitycznych do rozdzielania i oznaczania metabolitow fosforowych. Najwieksze
trudnosci w osiggnieciu dobrych wynikéw polegajg na braku dobrych uktadéw
rozpuszczalnikdw. Na ogoét za pomoca jednego ukiadu nie udaje sie rozdzieli¢ na-
wet Kilku najwazniejszych metabolitéw estrow fosforowych. Test wywotawczy
opiera sie na reakcji barwnej dla jonu fosforowego, co jest zwigzane ze swoistymi
dla poszczeg6lnych zwigzkédw warunkami hydrolizy. Odczynnik molibdenowy
Hanesa i Isherwooda dziata $ciSle swoiscie na substraty fosforowe, podobnie i hy-
droliza enzymatyczna za pomoca fosfatazy nastrecza te same trudnosci.

Dla niektérych waznych zwigzkéw fosforowych (acetylofosforan, fosfokreatyna)
nie opracowano jeszcze optymalnych warunkéw sptywu i odpowiednich ukfadéw
rozpuszczalnikéw. Niemniej nawet i przy tych niedociggnieciach zasadniczej me-
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tody zaczeto wprowadzaé¢ proby chromatograficznego rozdzielania zwigzkéw fosfo-
rowych do badan metabolizmu i uzyskano powazne sukcesy. Badania nad mecha-
nizmem skurczu miegsniowego uzyskaly za pomocg tej metody nowe mozliwosci.
Najwieksze sukcesy osiggnieto w badaniach nad strukturg kwasow nukleinowych.
Wprowadzenie, obok metody chromatografii bibutowej, drugiej niezmiernie cennej
metody elektroforezy bibutowej rozszerzyto znacznie zakres badan analitycznych
wielkoczasteczkowcow i dynamicznego S$ledzenia procesow biologicznych.
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STELLA N1EMIERKO (tOD2)

O META- | POLIFOSFORANACH W ORGANIZMACH ZYWYCH

Rola, jaka pelnig zwiazki fosforowe w catoksztalcie proceséw biochemicznych,
zwrdcita uwage badaczy nie tylko na organiczne, lecz i na nieorganiczne potacze-
nia fosforu.

Jak wiadomo, nieorganiczne kwasy fosforowe réznig sie pomiedzy sobg stop-
niem uwodnienia i wielkoscia czasteczki. Mozna je sklasyfikowaé¢ w nastepujacy
sposéb:

2) Kwasy wielofosforowe, powstajagce z kondensacji dwoch, trzech i wiecej
czasteczek kwasu ortofosforowego i tworzace potgczenia tanicuchowe. Najprostszym
kwasem wielofosforowym jest kwas pirofosforowy, pochodzacy z kondensacji dwaoch
czasteczek kwasu ortofosforowego z uwolnieniem jednej czasteczki wody:

Wieloczasteczkowe potaczenia tancuchowe fosforan6w nosza nazwe polifosfo-
ranéw. Ich wzor ogélny jest:

3) Kwas metafosforowy powstaje przez odigczenie czasteczki wody z kwasu
ortofosforowego:

Metafosforany o powyzszym wzorze, powstajace z jednej czasteczki ortofosforanu
(kwas jednometafosforowy) nie istnieja. Stwierdzono natomiast wystepowanie
i udowodniono budowe cykliczng dla troj- i czterometafosforandw o nastepujacych
wzorach:
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Niektérzy badacze opisujg ponadto dwumetafosforany oraz o$miometafosfo-
rany (Topley, 1949), inni natomiast zaprzeczajg istnieniu tego rodzaju zwigzkéw
(Ebel, 1952). Istnieje rowniez dotychczas kontrowersja co do wystepowania heksa-
metafosforanu w postaci cyklicznej. Bardzo diugo przyjmowano s6l Grahama za
heksametafosforan pierscieniowy. Wedlug nowszych prac jednak (van Wazer,
1950)* jest to mieszanina polifosforanéw o duzym ciezarze czasteczkowym.

Obecnie przyjeta jest dla wielofosforanowych potaczen cyklicznych nazwa —
metafosforany, dla tancuchowych za§ — polifosforany (Lohmann
i inni). Przy bardzo duzej ilosci czasteczek (n) wzér sumaryczny polifosforanéw,
praktycznie biorgc, nie rézni sie od wzoru metafosforanéw i w obu przypadkach
jest (H3PO3)n. Nalezy jednak zaznaczy¢, ze nomenklatura wielofosforanowych zwiaz-
kéw nieorganicznych nie jest ujednostajniona jeszcze i bardzo czesto polifosforany
nazywane sg metafosforanami lub polimetafosforanami.

Zidentyfikowanie poli- i metafosforandw napotyka do$é duze trudnosci. Zwig-
zane jest to z réznorodng polimerig tych zwigzkéw, labilnoscig ich, tj. przechodze-
niem w ortofosforany, i trudnosciami zwigzanymi z oznaczaniem jednych w obec-
nosci drugich. Metoda oddzielania orto-, meta- i polifosforandw polega na stracaniu
solami Mn i Ba przy S$cisle okreslonym pH (Jones, 1942). W najnowszych czasach
zastosowano chromatografie bibutowg celem wykrywania omawianych zwigzkéw
(Ebel, 1952; Opienska, 1952).

Wystepowanie metafosforandw w Swiecie zywym po raz pierwszy zostato stwier-
dzone jeszcze w koncu ubiegtego stulecia przez Liebermana i nieco pdzniej przez
Ascoli. Wykryli oni obecno$¢ tego zwiazku w drozdzach. W tym samym mnigj
wiecej czasie zaobserwowano istnienie meta- i pirofosforanu w nasionach baweiny.
Przez dtugi okres czasu nie kontynuowano badan nad znaczeniem tych zwigzkdw
w procesach biochemicznych, dopiero okoto 1930 r. MacFarlane podjat je na no-
wo i od tego mniej wiecej czasu daje sie zauwazy¢ wzrost zainteresowania rolg
meta- i pirofosforanéw w $wiecie zywym.

Metafosforany poza drozdzami (Umschweif i Gibayto, 1937; Schmidt i wspotpr.,
1946; Wiame, 1947; Ebel, 1952 i inni) wystepujg takze w niektérych plesniach,
jak Aspergillus oryzae (Kitasato, 1928) ** Aspergillus niger (Mann, 1944;
Malngren i Ingelman, 1947—1950), Neurospora (Houlahan i Mitchell, 1948) oraz
u bakterii: Corynebacterium diphlheriae (Ebel, 1952) i Cyanophyceae (Ebel, 1952).

U zwierzat Heller i wspdtpracownicy (1950) stwierdzili wystepowanie piro-
fosforanu i $lady metafosforanu u samcéw Deilephila euphorbiae, gtéwnie w ductus
ejaculatorius simplex. Réwniez u owadéw, w wydalinach Galleria mellonella
S. Niemierko i W. Niemierko (1950) wykryli duze ilosci metafosforanu, najpraw-
dopodobniej za$ i pirofosforanu (S. Niemierko i A.W ojtczak, 1952). W tkankach
zwierzat wyzszych nie stwierdzono dotychczas obecnosci ani piro-, ani metafosfo-
randw. Fakt wykrycia bowiem pirofosforandw w miesniach w r. 1928 przez
Lohmanna zostat w pdzniejszych pracach tego autora i Parnasa obalony.

* Cyt. wg Ebela.
** Cyt. wg Neuberga et al.
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Najwiecej badan nad wystepowaniem i rolg piro- i metafosforanéw tyczy sie
Aspergillus niger i drozdzy. Mann (1944) wykazat, ze z ortofosforanu zawartego
w pozywce Aspergillus jest zdolny wytworzy¢ meta- i pirofosforan, przy czym wy-
razit poglad, ze mozliwe sie¢ wydaje, iz pirofosforan jest jedynie artefaktem po-
wstajacym z metafosforanu w trakcie analiz chemicznych. Mannoivi udato sie réw-
niez wykazaé, ze Aspergillus zawiera enzym, ktéry odszczepia grupe ortofosforano-
wa od szeregu zwigzkéw fosforowych, jak pirofosforan, metafosforan, heksameta
fosforan, alfa-fosfoglicerol, ester Cori‘ch i inne. Mann nie okre$lit wielkosci cza-
steczki wyosobnionego przez siebie metafosforanu, przypuszczat, ze moze to by¢
heksametafosforan (o wzorze cyklicznym).

Badania Manna kontynuowali Ingelman i Malmgren (1947—1950). Prace ich
poszty w kilku kierunkach. Jednym z gtéwnych zadan, ktére sobie postawili, byto
zbadanie, czy metafosfataza wystepujaca w Aspergillus rozktada polifosforany o bar-
dzo duzej czasteczce i jaki jest ewentualny mechanizm tej reakcji. W tym celu
wyzej wymienieni badacze sporzadzili syntetyczne polifosforany o diugich tancu-
chach. Stosujac szereg pomiaréw fizyko-chemicznych, jak badanie lepkosci, ozna-
czanie wspoétczynnika sedymentacji za pomoca ultrawirowania, okreslili wiasciwosci
otrzymanych produktéw, ktérych roztwory wodne okazaty sie koloidami. Ciezar
czasteczkowy tych zwigzkéw dochodzit do 2 000 000, liczba za$ czasteczek w tan-
cuchu wynosita 15 000—20 000.

Taki wielkoczasteczkowy polifosforan stuzyt za substrat dla enzymu wyodreb-
nionego z Aspergillus lub Proteus vulgaris. Wykazano, ze rozpad polifosforanow
zachodzi na drodze hydrolitycznego rozszczepienia potgczenia —P—O—P—
w fahncuchu. Poczatkowo powstajg duze fragmenty, ktére podlegaja stopniowej
degradacji. Hydroliza nie zachodzi zatem przez odigczenie grupy fosforanowej
z koncéw tancucha, jak to ma miejsce przy rozkiadzie pirofosforanu. W poczatko-
wych etapach enzymatycznej hydrolizy wielkoczasteczkowego polifosforanu nie two-
rzy sie zatem ortofosforan.

Wynik przytoczonych badan nasunagt Malmgrenowi i Ingelmanowi mysl o moz-
liwosci wystepowania u plesni wielkoczasteczkowych polifosforanéw. Wyizolowanie
takiego zwigzku w postaci niezmienionej nasuwa juz a priori powazne trudnosci,
wynikajace z labilnosci tego zwigzku z jednej strony, z drugiej za$ z obecnosci
w Aspergillus enzymu rozktadajgcego bardzo szybko polifosforany. Nalezato wiec
opracowac taka metode, ktéra pozwolitaby na usuniecie enzymu i innych substancji
organicznych, a nie wywotywataby rozpadu badanego zwigzku. Zastosowano ekstrak-
cje przy wysokim pH, przy ktérym rozpad polifosforanéw jest bardzo wolny. Wyciag
saczono przez wegiel aktywny dla zaabsorbowania enzymu i substancji organicz-
nych. Roztwor poddano nastepnie dializie, odparowano w prézni w niskiej tempera-
turze i otrzymano substancje rozpuszczalng w wodzie o ciezarze czasteczkowym
6000—7000. Badanie widma absorpcyjnego wyizolowanego zwigzku fosforowego
nie wykazato obecnosci kwasow nukleinowych. Autorzy wyrazajg poglad, ze sub-
stancja rodzima wystepujgca w Aspergillus niger moze mieé¢ jeszcze wiekszy ciezar
czasteczkowy, w czasie bowiem przeprowadzania analiz polifosforan mégt ulec cze-
$ciowej degradaciji.

Badania nad metafosforanami wystepujgcymi w drozdzach poszty w nieco in-
nym kierunku niz badania zwigzane z ple$niami. Wielu autoréw wykazato zaréwno
metodami chemicznymi, jak i histochemicznymi, ze metafosforan (MP) jest nor-
malnym sktadnikiem komérki drozdzy. Synteza metafosforanu wymaga obecnosci
ortofosforanu w pozywce, jonéw potasu oraz glikozy lub innego substratu. Synteza
metafosforanu moze zachodzi¢ zaréwno w warunkach tlenowych, jak i beztlenowych
(Wiame, 1947; Schmidt, Hecht, Thannhauser, 1946). Juni, Kamen, Spiegelman,
(1948), jak rowniez i inni autorzy zajeli sie nie tylko zidentyfikowaniem tego zwigz-
ku za pomoca szeregu reakcji jakosciowych, lecz takze udato im sie wyodrebnié
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dwie frakcje metafosforanu o odmiennych wiasciwosciach fizjologicznych. Jedna
z nich jest rozpuszczalna w kwasach i przechodzi do roztworu w czasie odbiat-
czania drozdzy kwasem tréjchlorooctowym. Druga znaleziono w frakcji zwigzkow
fosforowych nierozpuszczalnych w kwasie.

Ponizszy schemat ilustruje sposob postepowania Juni, Kamena
i wspotpracownikédw, za pomocg ktoérego wykryli oni obecnos¢ dwéch
frakcji metafosforanu, dajgcego charakterystyczne reakcje jakosciowe:

Metafosforan z frakcji nierozpuszczalnej w kwasach okazat sie zwigzkiem bio-
chemicznie bardziej czynnym niz metafosforan z frakcji rozpuszczalnej w kwasie.

Po dodaniu fosforu radioaktywnego do pozywki juz w krétkim czasie mozna
go byto wykry¢ we frakcji metafosforanu nierozpuszczalnego. Gromadzenie sie P
promieniotworczego w tej frakcji byto kilkakrotnie bardziej intensywne niz we
frakcji metafosforanu rozpuszczalnego. Przy braku fosforu w pozywce zawarto$¢
metafosforanu rozpuszczalnego ulega matym zmianom, natomiast ilos¢ metafosfo-
ranu nierozpuszczalnego wyraznie spada. W komorce drozdzy metafosforan nieroz-
puszczalny moze przeksztatcaé sie w ortofosforan. Reakcja ta jest odwracalna
i kierunek jej jest zalezny od natezenia przemiany w komorce. W obecnosci glikozy
OP — MP. Przy niskiej temperaturze, gdy natezenie metabolizmu spada, za-
chodzi reakcja odwrotna, MP —> OP. Jezeli drozdze, ktére uprzednio nagro-
madzity metafosforan, hodowa¢ w pozywce bezfosforanowej, to synteza kwasow
nukleinowych zachodzi przede wszystkim kosztem frakcji metafosforanu nierozpu-
szczalnego, a dopiero po wyczerpaniu sie jego zmniejsza sie ilos¢ metafosforanu
rozpuszczalnego.

Pomimo ze, jak oméwiono wyzej, z drozdzy zostaty wyodrebnione dwie frakcje
metafosforan 6w, roznigce sie swag aktywnoscig fizjologiczng, to jednak budowa me-
tafosforanu z drozdzy jest mniej doktadnie poznana niz polifosforanu z plesni.
Wedtug badan Voigta, a zwlaszcza Ebela, metafosforan drozdzy jest polifosforanem
wielkoczasteczkowym. Ebel opracowat specjalng metodyke do wyizolowania tego
zwigzku. Polega ona na zastosowaniu wymieniacza jonéw (Amberlite IR—100H),
ktory, pozwala na przeprowadzenie nierozpuszczalnych soli barowych polifosfora-
néw w odpowiednie kwasy rozpuszczalne, bez spowodowania znaczniejszej depoli-
meryzacji. Ebel wyraza poglad, Ze jego sposobem wyizolowane polifosforany sg
mato zmienione i bardzo zblizone do rodzimych. Na podstawie analiz chromatogra-
ficznych i oznaczen potencjometrycznych Ebel dochodzi do wniosku, ze w droz-
dzach wystepuje wiele polifosforanéw od tréjfosforanu az do homologu o ciezarze
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czasteczkowym okoto 1300. Obecnosci pirofosforanu nie stwierdzit. Polifosforany
drozdzy miatyby wiec tancuchy krotsze niz polifosforany z Aspergillus, wyosobnione
przez Ingelmana i Malmgrena. Niemniej Ebel przypuszcza, ze polisfosforany wyste-
pujace w Aspergillus moga znajdowac sie réwniez w drozdzach. Ponadto podkresla
on, ze w metodzie Malmgrena i Ingelmana, ktorzy stosowali dialize, polifosforany
0 mniejszej czasteczce dyuindowaly przez bione i w ogdle nie mogly byé ozna-
czone. Nasuwa sie w zwigzku z tym pytanie, czy rzeczywiscie w komorkach czy to
drozdzy, czy ples$ni znajduje sie wiele polifosforanéw o réznej wielkosci czasteczki,
czy tez wskutek techniki przeprowadzania analiz nastgpuje stopniowa degradacja,
ktora doprowadza do powstawania mniejszych fragmentow.

Zasadniczym zagadnieniem zwigzanym z wystepowaniem polifosforandw w $wie-
cie zywym jest wyjasnienie roli ich w procesach biochemicznych. Jednakze jest
to zadanie niezmiernie trudne, wymagajgce dalszych badan w tym kierunku.

Polifosforany, nazywane czesto wskutek nieujednostajnionego stownictwa meta-
fosforanami lub polimetafosforanami, sg zwigzkami makroergicznymi, zawierajg-
cymi wigzania bogate w energie. Z tego wiec wzgledu wielu badaczy sadzi, ze poli-
fosforany sg dostarczycielami energii przy procesach zwigzanych z syntezg nukleo-
proteidow. Przykitadem tej roli polifosforandbw moga stuzyé przytoczone wyzej
doswiadczenia Wiame'a, w ktérych przy braku ortofosforanu w pozywce kwasy
nukleinowe tworzg sie kosztem metafosforanéw z frakcji nierozpuszczalnej. Na
poparcie tej hipotezy mozna przytoczy¢ réwniez badania Lindegrena (1947) na
drozdzach. Stwierdzit on, ze zawarto$¢ w chromozomach wolutyny (ktéra jest we-
dtug niego identyczna z metafosforanem) zmniejsza sie po podziale komorki.
Lindegren przypuszcza, ze jedynie chromozomy pokryte wolutyng sg zdolne do
podziatu.

Wedtug Perlmana i Hermanna (1938) znane sg kompleksowe potgczenia kwasu
metafosforowego z biatkiem, $cislej z dodatnio natadowanymi grupami aminokwa-
sow. Tworzg sie krysztalty biatek z metafosforanem. Powstawanie takich kompleksow
in vitro (dokonywane na biatku jaja kurzego) mogtoby wskazywaé, ze i w orga-
nizmie moglyby istnie¢ takie polaczenia, ktére jednak w czasie przeprowadzania
analiz wskutek zbyt drastycznych metod analitycznych ulegajg rozbiciu. Dowodem
popierajagcym takie przypuszczenie bytoby wykrycie metafosforanu w frakcji zwigz-
kow fosforowych nierozpuszczalnych. MacFarlane, Wiame wysuwaig hipoteze istnie-
nia komplekséw kwaséw nukleinowych z polifosforanami. Ostatnio Ebel (1952)
przytacza dane histochemiczne, wedtug ktorych ziarnistosci metachromatyczne wy-
stepujgce w drozdzach znikajg nie tylko pod wplywem dziatania goracei wody,
kwaséw, tugu, co bytoby zrozumiate ze wzgledu na rozpad polifosforanéw pod
wptywem wymienionych czynnikéw i przechodzenie ich w ortofosforany, lecz réw-
niez pod wplywem dziatania rybonukleazy. Zjawisko to Ebel stara sie wyttumaczy¢
zaktadajagc, ze komorkowe ziarnistosci metachromatyczne zawierajg polifosforany
w potgczeniu z kwasem rybonukleinowym. Usuniecie kwasu RN pod wplywem
enzymu spowodowatoby rozpad substratu ziarnistosci metachromatycznych, a przez
to i polifosforandw.

Nalezy w tym miejscu przytoczy¢ ostatnie prace Dalcqa i Vakaerta (1952), we-
dtug ktoérych powstawanie in vivo barwy fiotkowej wskutek barwienia biekitem
toluidyny (reakcja metachromatyczna) nie jest testem specyficznym dla metafosfo-
ranéw i dla potaczen sulfonowych, jak to podaje Wiame i inni autorzy. Reakcja
metachromatyczna wedtug Dalcga i Vakaerta wskazywataby na obecnosé pewnych
sktadnikow, ktére nalezatoby identyfikowa¢ za pomoca jeszcze innych reakcji cha-
rakterystycznych.

Na ewentualng role meta- i polifosforanéw nie tylko u mikrooreamzmow, lecz
takze i u zwierzat mogtaby moze wskazywa¢ obecno$¢ meta- i polifosfataz u tych
ostatnich. Zostaty one wykryte nie tylko u szeregu plesni, drozdzy, bakterii, 0 czym
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juz podano wyzej, lecz ponadto czynnos$é tych enzymow zostata stwierdzona w narza-
dach zwierzat wyzszych, u ktérych ani meta-, ani polifosforanéw nie udato sie
wykry¢. Mattenheimer (1951) badat dziatanie wyciggdw z watroby, miesni, nerek
cztowieka, szczura, zaby zaréwno na okreslone pod wzgledem chemicznym substraty,
jak i na polifosforany wyekstrahowane z drozdzy. Poniewaz stwierdzit on, ze rézne
polifosforany sa w rozny sposob rozszczepiane pod wpltywem badanych wyciagow,
wiec stad wyprowadza wniosek, ze nie istnieje jaka$ jedna ,uniwersalna“ poli-
fosfataza dziatajgca na te skomplikowane zwiazki, jakimi sg polifosforany.

Ingelman wykazal, ze badane przez niego wyciagi z narzadéw zwierzecych nie
rozktadajg polimetafosforanu wielkoczasteczkowego wyizolowanego z Aspergillus.
Wydaje sie nam, zZe przyczyng tego jest to, ze do rozpadu takiego polifosforanu sg
niezbedne co najmniej dwa enzymy: jeden powodujgcy stopniowg degradacje i dru-
gi doprowadzajacy rozpad mniejszych fragmentéw az do ortofosforanu. Wskazy-
watyby na to ostatnio ogtoszone badania Krishnana (1952) nad Penicillium chry-
sogenum. Wykazat on, ze ,metafosfataza depolimeryzujgca“ rézni si¢ od ,meta-
fosfatazy“ odszczepiajacej grupe ortofosforanowa odmiennym optimum pH i réznym
wptywem ionéw Mg. Natomiast autor ten sadzi, ze enzymy tej plesni odszczepiajace
OP od ATP, pirofosforanéw i metafosforanéw sa najprawdopodobniej identyczne.
Obecno$¢ pirofosfatazy rowniez u zwierzat wyzszych wykazana zostata juz dawno
w wielu narzgdach, jak miesnie, S$luzéwka przewodu pokarmowego, biate ciatka
krwi i inne (Roche, 1950).

Badania S. Niemierko i W. Niemierko wykazaty obecno$¢ w ciele gasienic
mola woskowego enzymu lub ukfadu enzymoéw rozktadajgcych polifosforany z wy-
dalin tego owada. Z dalszych badan nad tym samym owadem wynika (S. Nie-
mierko i A. Wojtczak), ze w ciele gasienic Galleria mellonella wystepuje réwniez
i pirofosfataza. Proby majace na celu lokalizacje tych enzyméw w narzadach ga-
sienic wykazaty, ze wystepujg one gtéwnie w przewodzie pokarmowym i cewkach
Malpighiego. Na polifosfatazy wystepujagce u mola woskowego wybitnie aktywu-
jacy wptyw wywierajg jony Mg i Co, w mniejszym stopniu jony Mn: Hg i Ag
dziatajg hamujaco (dalsze badania w toku).

Z wynikéw badan Malmgrena nalezy sadzi¢, ze polifosfatazy drozdzy i plesni
sg roznymi enzymami. Fluorek i cyjanek sodu hamujg dziatanie enzymu z ples$ni,
natomiast cyjanek n:e wplywa na czynno$¢ enzymu z drozdzy, ponadto inne jest
ontimum pH dla dziatania obu enzyméw. Kwas jodooctowy, bedacy inhibitorem
dla bardzo wielu reakcji enzymatycznych, nie wotywa wg Malmgrena na czynnosé
polifosfataz zaréwno z plesni, jak i drozdzy. Nalezy natomiast podkresli¢, ze kwas
jodooctowy, podobnie jak NaF i azydek sodu, dziata hamujaco na synteze meta-
fosforanu w drozdzach (Wiame). Z poréwnania wiec danych Malmgrena i Wiame‘a
nalezatoby sadzi¢, ze procesy syntezy i rozpadu metafosforanu lub scislej poli-
fosforanu z drozdzy sa zwigzane prawdopodobnie z udziatem réznych ukfadow
enzymatycznych.

Wieloletnie prace Neuberga (1950) nad tréjfosforanem nieorganicznym TP
(Na-P301) nie wykrytym w organizmach zywych wskazuja, ze enzym z Aspergil-
lus oryzae moze rozktadac trojfosforan na P—P i O—P. Neuberg wyrazit poglad,
ze w komérkach, w ktérych znajduje sie MP. moze potencjalnie wystepowaé TP.
Dotychczas jednak (poza ostatnimi danymi Ebela) TP nie stwierdzono. Mozliwa
jest natomiast synteza in vitro TP z MP w Srodowisku alkalicznym (Michelson
i Todd, 1949)*:
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Na razie nie jest sprawdzona hipoteza Neuberga, wedtug ktérej MP powstawatby
z ATP poprzez kwas tréjfosforowy:

Polifosforany, jako zwigzki makroergiczne, odgrywajg najprawdopodobniej role
akumulatoréw energii i grup fosforanowych wykorzystywanych przy tworzeniu sie
nukleoproteidéw. Wskazujg na to badania Lindegrena i Wiaméa, o ktérych byta
mowa wyzej. Hofmann-Ostenhof i Weigert (1952) wyrazajg poglad, ze rola ,meta-
fosforandw polimerycznych” w drozdzach jest podobna do roli kwasu kreatyno-
fosforowego lub argininofosforowego. Metafosforan polimeryczny tworzytby sie
przez przeniesienie grupy fosforanowej z czasteczki donatora zawierajacego wigza-
nie makroergiczne na czasteczke akceptora, ktérym by byt istniejacy juz meta-
fosforan. Bytoby to naktadanie sie¢ monomeru na istniejacy juz polimer. Dona-
torem mogiby by¢é ATP. Reakcja zachodzitaby wedtug wyzej wymienionych auto-
réw w sposob nastepujacy:

Poglady te sg raczej natury spekulatywnej i nie sa poparte wynikami dos$wiad-
czen. Na bardziej ogélne znaczenie metafosforanéw w reakcjach biochemicznych
wskazuje Heyman i Rosenberg (1950). Wysuwaja oni hipoteze, Zze podczas reakcji
enzymatycznej pomiedzy octanem a ATP tworzgcg sie substancjg, dziatlajgca silnie
acetylujaco. jest acetylometafosforan. Bytby to pierwszy produkt posredniczacy
przy reakcji pomiedzy ATP i octanem przy przenoszeniu grupy fosforanowej. Po-
czatkowo zachodzitaby acetylacja za pomoca metafosforanu. nastepnie za$ piro-
fosforanu.

Badania Lipmanna i wspotpracownikéw (1952) pozwolity na czeéciowe wyja-
$nienie mechanizmu reakcji pomiedzy ATP i koenzymem A (CoA) i wykazanie
tworzenia sie pirofosforanu. Na zasadzie wynikéw doswiadczalnych podajg oni
nastepujace reakcje:

Na znaczenie pirofosforanéw w procesach biochemicznych rzucajg pewne Swiatto
prace Cornberga (1948, 1950). Wedtug prac tego autora enzym wyizolowany
i oczyszczony z drozdzy katalizuje nastepujaca reakcje zachodzacg w dwoch Kkie-
runkach:

gdzie NMN — mononukleotyd nikotynowy (nukleotyd pirydynowy), D P N — nukleotyd dwu-
fosfopirydynowy, tj. koenzym I.

Ponizsza tabela ilustruje niektére wyniki pracy Cornberga, wskazujagce na po-
wstawanie P—P przy syntezie DPN i znikanie P—P przy powstawaniu ATP.

Tabela
. Synteza Synteza
Substancja DPN  mikromole/ml ATP mikromole/ml
oznaczana
o' 60" A o' 60" A

NMN 2,50 0,0

ATP 2,20 1,36 —0,84 0,0 1,02 + 1,02
DPN 0,0 0,74 +0,74 1,50 0,61 —0,89
P-P 0,0 0,83 +0.83 1.80 0,79 —1.01
pPO4™ 0.11 0,13
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Otrzymane dane wskazywatyby na mechanizm syntezy koenzymu | oraz na po-
chodzenie i role pirofosforanéw. Wedtug Cornberga gromadzenie sie pirofosfora-
néw w niektérych organizmach (drozdze, plesnie) mozna bytoby wytlumaczyé
przez nastepujace reakcje zachodzace po sobie:

1) nieodwracalna hydroliza koenzymu |, zachodzaca pod wplywem dziatania
pirofosfatazy nukleotydowej: tworzy sie mononukleotyd (NMN) i kwas adeni-
lowy (AP);

2) fosforylacja AP do ATP. zachodzaca w czasie procesow oddechowych lub
w czasie fermentacji;

3) i wreszcie NMN + ATP -> P—P + DPN

Catos¢ tych reakcji przedstawia Cornberg jako nastepujacy cyKkl:

Zupeinie podobny cykl podaje Cornberg dla powstawania nukleotydu flawino-
adenilowego z mononukleotydu ryboflawinowego.

Z pracami Cornberga taczg sie hipotezy Nickersona i Mullina (1948) o me-
chanizmie przechodzenia fosforanéw przez blony komérkowe drozdzy dzieki
tworzeniu sie kompleksowego potgczenia (ewentualnie z koenzymem 1) na powierz-
chni komérki z nastepujacq dysocjacjg i przechodzeniem fosforanu do wnetrza
komorki.

Oprécz prac Cornberga na role pirofosforanéw wskazujg takze badania Greena
i wspotpracownikéw. Pirofosforan powstawatby jako produkt oksydacyjnej fosfo-
rylacji przy utlenianiu kwaséw bursztynowego, jabtkowego, a-glutaminowego
i innych w uktadzie cykloforaz przy jednoczesnym znikaniu ortofosforanow.

Dalsze badania powinny wyjasni¢, czy rola polifosforanéw ma bardziej ogdélne
znaczenie dla proceséw biochemicznych. Wydaje sie, ze wykrycie ich u owadéw
(Heller, S. Niemierko i W. Niemierko) moze wskazywa¢ na ich znaczenie nie
tylko w $wiecie mikroorganizméw lecz i w organizmach zwierzecych.
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GLOS W DYSKUSJI

STANISLAW E. KARPIAK (WROCLAW)

1 O PIROFOSFORANACH U CELERIO EUPHORBIAE

Z dotychczasowych badan nad wystepowaniem nieorganicznego pirofosforanu
w organizmach zwierzecych wynika, ze ilo$¢ jego w stosunku do catkowitego
fosforu jest niewielka. Duze nagromadzenie sie nieorganicznego pirofosforanu
w tkankach zwierzecych stwierdzili J. Heller i wspotpracownicy (1950) (1). Mo-
tyle — samce Celerio euphorbiae, zawierajg fosfor nieorganicznego pirofosforanu
w ilosci okoto 1 mg P, co wyraza sie stezeniem okoto 100 mg%. Frakcja za$
fosforu nieorganicznego pirofosforanu stanowi przecietnie okoto 30% og6lnej ilosci
fosforu w ciele motyla.

Stwierdzitem, ze w narzadach pilciowych samca motyla 82% catkowitego fosforu
przypada na fosfor hydrolizujgcy w ciggu 7 minut w 1n HCI w temp. 100°
a odpowiadajacy fosforowi nieorganicznego pirofosforanu. llo$¢ fosforu tej frakcji
przeliczona na ciezar narzadéw piciowych data wynik 1190,0 mg%, co odpowiada
3250.0 mg% anionu pirofosforanowego.

Cata niemal frakcja pirofosforanowa zawarta jest w ductus ejaculatorius
simplex, gdyz ilos¢ fosforu 7-minutowej frakcji przedstawiata sie nastepujgco:
jagdro — 2,4 mg%, gruczoty dodatkowe i ducfus ejaculatorius duplex — 7,8 mg%,
za$ ductus ejaculatorius simplex — 2044,0 mg%, czyli anionu pirofosforanowego —
5742.0 mg %.

Ductus ejaculatorius simplex daje sie podzieli¢ na dwa odcinki, oddzielone prze-
wezeniem. Pierwszy odcinek jest bezbarwny i przejrzysty, drugi za$, nieco grubszy
i znacznie diuzszy (okoto ¥ calej diugosci przewodu), jest wypetniony bialg
ziarnista treScig i wazy okoto 30 mg. Po przeanalizowaniu obu wspomnianych
odcinkéw okazato sie, ze pirofosforan miesci sie w drugim odcinku. Po przeliczeniu
na jego ciezar zawarto$¢ fosforu 7-minutowei frakcji wvnosi 2340,0 mg%, za$
anionu pirofosforanowego — 6573,0 mg%, czyli okoto 6,6%.

Tego rodzaju stezenie nieorganicznego pirofosforanu nalezy niewatpliwie do
rekordowych w sSwiec'e zwierzecym. Niestety, nie udato sie zbada¢ jeszcze ani
pochodzenia tego pirofosforanu, ani tez jego funkciji.

2. O WPLYWIE KRZEMU NA OZNACZANIE FOSFORU

Wiekszos¢ metod kolorymetrycznego oznaczania fosforu jest oparta na redukcji
kwasu fosforowo-molibdenowego z wytworzeniem biekitu molibdenowego. Biekit ten
powstaje jednak rowniez i przy redukcji innych potagczen kwasu molibdenowego,
w szczeg6lnosci kwasu krzemowo- i arsenowo-molibdenowego. Wobec tego jest
rzecza zrozumiala, ze w oznaczaniu fosforu przeszkadza obecno$¢ krzemu lub
arsenu. Pragne zatrzymac sie nieco nad zagadnieniem wplywu zawartosci krzemu
na oznaczanie fosforu.
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Zwazywszy, ze kwas krzemowo-molibdenowy daje w warunkach metody Fiske-
Subbarowa stabe zabarwienie, zwykle nie bierze go sie pod uwage, zapominajac
jednak, ze czasem ilos¢ jego w materiale biologicznym moze by¢ do$¢ duza;
w zwigzku z tym biad oznaczenia fosforu moze by¢ znaczny.

Krzem jest pierwiastkiem wystepujacym w calym Swiecie, zaréwno roslinnym
jak i zwierzecym. Wedtug Wiernadskiego (1933) Si nalezy razem z P, K i S do
trzeciej dekady pierwiastkow, tzn. do grupy pierwiastkéw, ktdérych ilos¢ w materiale
biologicznym osiagga od 0,1 do 1%. Winogradow (1938) podaje, ze zawartos¢ Si
w organizmach lagdowych przecietnie wynosi 1,5 X 10-3%, czyli ze krzem jest
si6dmym pierwiastkiem po O, C, H, Ca, N i K. Roéliny maja na ogét krzemu
znacznie wiecej niz zwierzeta, niemniej jednak, jak stwierdzajg K. King i Bett
(1938) (2), krzem wystepuje we wszystkich narzadach i ptynach ustrojowych zwie-
rzat. U zwierzat bezkregowych ilos¢ krzemu jest wieksza niz u kregowcow.
Na przyktad Uvarow (1948) (3) podaje, ze w popiele Schistocerca gregaria jest
11,9% Si02 Wiasne wstepne oznaczania krzemu w poczwarce motyla wilczomlecz-
ka, rozpuszczalnego w kwasach wykazaty, ze ilos¢ jego wynosi 104 mg%, w po-
szczeg6lnych za$ czedciach ciata zawarto$¢ krzemu jest nastepujaca: jelito 242 mg%
Si, mie$nie 122 mg%, ciato thuszczowe 178 mg% oraz hemolimfa 26 mg%.

Bardzo powaznym zrédiem krzemianéw jest szkio laboratoryjne, szczeg6lnie
kiedy pracuje sie w $rodowisku zasadowym, np. hydroliza zasadowa.

Intensywno$¢ barwy biekitu molibdenowego, powstajgcego przez redukcje kwasu
krzemowo-molibdenowego, zalezy w duzej mierze od jako$ci uzywanego czynnika
redukujgcego. Powodem tego jest fakt, ze krzem reaguje z kwasem molibdenowym
znacznie wolniej niz fosfor, a powstaty kwas krzemowo-molibdenowy ulega trudniej
redukcji niz kwas fosforowo-molibdenowy. Dlatego tez im bardziej czuty jest Srodek
redukujacy, tym wiekszy jest biagd oznaczania fosforu. Przyktadem niech stuzy
podana nizej tabela, w ktdrej zestawiono wyniki oznaczania krzemu metodg Fiske-
Subbarowa z zastosowaniem amidolu i eikonogenu.

Eikonogen Amidol
01 mg Si odpowiada 0,0060 mg P 01 mg Si odpowiada 0,0025 mg P
02 , ” 00075 , 0z , ” 0003 ,
03 - 00100 , 03 . ” 00050 ,

Poniewaz redukcja kwasu krzemowo-molibdenowego bardzo silnie jest uzalez-
niona od pH s$rodowiska w chwili oznaczania, nalezy sie liczy¢ z powaznym btedem
przy stosowaniu metod oznaczania fosforu, w ktérych srodowisko jest mniej kwasne
niz w metodzie Fiske-Subbarowa. Przykitadem niech bedzie oznaczanie krzemu przy
pH = 4,1 metodg Lowry i Lopez (1946). W warunkach tej metody 0,1 mg Si
przy uzyciu amidolu odpowiada 0,025 mg P, za$ przy uzyciu kwasu askorbino-
wego — 0,010 mg P. Na tym przykladzie widaé, ze przesuniecie pH do 4,1 po-
woduje dziesieciokrotny wzrost intensywnosci reakcji krzemowej w obecnosci
amidolu.

W poszukiwaniu substancji redukujacej, ktéra by w warunkach metody Fiske-
Subbarowa nie redukowata kwasu krzemowo-molibdenowego, a jedynie kwas
fosforowo-molibdenowy, przeprowadzitem pomysine proby z metolem. Jeszcze
w r. 1935 zostat on zaproponowany przez Muellera (4), jako ewentualny S$rodek
redukujacy obok amidolu. Okazato sie, ze metol nie redukuje wcale kwasu krze-
mowo-molibdenowego w warunkach metody Fiske-Subbarowa i nadaje si¢ do ozna-
czania fosforu w obecnosci krzemiandw.

Dla przykitadu, jak rézne moga by¢ wyniki oznaczania fosforu metodg Fiske-
Subbarowa w obecnosci krzemianéw i w zaleznosci od uzywanego $rodka reduku-
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jacego, podaje wyniki oznaczania fosforu w wyciggu tréjchlorooctowym zimujacej
poczwarki motyla wilczomleczka przy uzyciu metolu, amidolu i eikonogenu.

Z przedstawionej tabeli wynika, ze najwieksze roznice wystepujag w wartosciach
nieorganicznego ortofosforanu, przy czym w tym przypadku amidol i eikonogen
daly jednakowy wynik dla tej frakcji. Dziwne sie wydaje, ze przy uzyciu metolu
frakcje 2-minutowe i 7-minutowe sa znacznie wieksze niz przy zastosowaniu ami-
dolu lub eikonogenu. Pozornie bytoby to sprzeczne z dotychczasowymi stwierdze-
niami. Ot6z tlumaczy¢ to mozna sobie w ten sposéb, ze podczas hydrolizy zmniej-

Tabela

Metol Amidol Eikonogen
Ortofosforan nieorg. 38,4 mg% P 66,9 mg% P 66,9 mg% P
P 2-min. hydrol. 105 50 58 .,
P 7-min. hydrol. 163 25 33
P estrowy 334 242 411,
P catkowity 98,6 mg% P 98,6 mg% P 1171 mg% P

sza sie ilos¢ krzemianow wskutek ich wypadania, co powoduje zmniejszanie sie
przyrostu zabarwienia. Potwierdzajg to doSwiadczenia nad zachowaniem sie w tych
warunkach Kkrzemiandw.

Btgd w oznaczaniu fosforu w obecnosci krzemianéw zalezy réwniez od czasu,
odczytywania prob, gdyz kwas krzemowo-molibdenowy ulega redukcji znacznie
wolniej niz kwas fosforowo-molibdenowy. | tak np. juz po jednej godzinie przyrost
intensywnos$ci barwy préby moze dojs¢ do 30%.

Omawiajagc zagadnienie wptywu krzemiandw na oznaczanie fosforu pragne
zwr6ci¢ réwniez uwage na zagadnienie ich wplywu w zaleznosci od ich jakosci.
W dotychczasowych badaniach, odnoszacych sie do zagadnienia wystepowania
zwigzkdéw krzemowych w organizmach, brak danych dotyczacych rodzaju spotyka-
nych krzemiandéw. Dla pelnego opracowania zagadnienia wplywu krzemianéw na
wyniki fosforowe nalezaloby wiec zbada¢ rézne zwigzki krzemowe, nie tylko naj-
bardziej pospolite w laboratoriach, jak np. szkio wodne lub fluorokrzemian sodu.

Reasumujac mozna stwierdzi¢, ze przy oznaczaniu fosforu nalezy bra¢ pod
uwage nastepujace momenty: 1) mozliwos¢ wystepowania krzemianoéw, 2) ich ilos¢
i jako$¢, 3) oddziatywanie $rodowiska w momencie oznaczania fosforu, 4) rodzaj
uzywanej substancji redukujgcej, 5) czas odczytywania. Przy oznaczaniu fosforu
powinno sie: 1) pracowa¢ w jak najbardziej kwasnym S$rodowisku, 2) stosowac
stabe $rodki redukujace, np. metol, oraz 3) jak najszybciej odczytywac.
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BOLESLAW SKARZYNskI (KRAKOW)

STRUKTURA CHEMICZNA TKANEK NOWOTWOROWYCH

Morfologiczne podejscie do problemu nowotworéw, ktoére panowato wytacznie
w drugiej potowie ubiegtego stulecia, zawiodto pokitadane nadzieje. Metody ana-
tomii patologicznej i klasycznej histopatologii doprowadzity do nagromadzenia
nadzwyczaj bogatego materiatu faktycznego, nie zblizajac jednak nauki do wy-
jasnienia istoty nowotwordw. Opisano setki najréznorodniejszych zmian zachodza-
cych w obrebie komérek nowotworowych, nie znajdujgc wilasciwie ani jednej
zmiany, ktora by byla scisle swoista dla nowotwordw, a ktdrej nigdy nie spotykano
by w tkance prawidtowej lub tez chorobowo zmienionej, lecz nie cechujacej sie
nowotworowym wzrostem. RAwnoczesnie rozwoj biochemii, a szczegélnie jej metod
analitycznych, otwierat coraz to dalej siegajagce mozliwosci. Dla kazdego patologa
stawato sie jasne, ze istoty zmian lezacych u podstaw przejscia komdrki prawidto-
wej w nowotworowg szuka¢ nalezy w chemizmie komorki. Przypuszczano, ze wy-
kazanie réznic w skiadzie chemicznym i w mechanizmie proceséw chemicznych
rozgrywajacych sie w komorce, cechujgcych komdrki nowotworowe, wytlumaczy,
na czym polega istota powstawania nowotworéw.

Mniej wiecej od lat 50 rozpoczynajg sie systematyczne, coraz liczniejsze bada-
nia, majagce na celu uchwycenie tych réznic. Dzi§ piSmiennictwo z tego zakresu
jest juz bardzo obfite. Poddano gruntownej analizie chemicznej sktad tkanki nowo-
tworowej setek réznych guzéw ludzkich i zwierzecych, wystepujgcych samorzutnie
i wywotanych doswiadczalnie. Poréwnywano wielokrotnie owe dane analityczne,
zaczerpniete z materiatu nowotworowego, z wartosciami uzyskiwanymi przy analizie
tkanki prawidtowej, a mimo to do dzi§ olbrzymi wkiad pracy w tym zakresie nie
przyniost spodziewanych wynikow.

Nie ulega watpliwosci, ze wiele sktadnikéw strukturalnych oraz biokatalizatorow
wystepuje w nowotworach w innej proporcji niz w macierzystej tkance prawidtowej.
Co wiecej, dadzg sie nawet wyrozni¢ pewne prawidtowosci, wedtug ktérych prze-
biegajg zmiany struktury chemicznej w toku nowotworowego przeksztatcania tkanki
prawidtowej. Ale do dzi§ nie udalo sie z calg pewnoscig stwierdzi¢ w komor-
kach nowotworowych obecnosci jakich$ sktadnikéw chemicznych obcych tkance
prawidtowej, podobnie jak ani jeden ze szczeg6téw struktury chemicznej spoty-
kanej w tkance prawidtowej nie jest obcy w pewnych przypadkach w tkance
nowotworowej.

Przyczyng tych dotychczasowych niepowodzen jest nie tylko niedoskonato$é
naszych metod analitycznych, np. niemozliwos¢ uchwycenia subtelnych réznic struk-
tury chemicznej miedzy dwoma bardzo zblizonymi do siebie biatkami. Niewatpliwie
granice metodyki biochemicznej odgrywajg powazng role w dotychczasowych zni-
komych osiggnieciach w zakresie analizy chemicznej nowotworéw. Najwazniejszg
przyczyng sa jednak swoiste trudnosci techniczne zwigzane z badaniem tkanek
tego typu.
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Prawidtowe tkanki, nawet zblizone genetycznie i strukturalnie do siebie, moga
juz wykazywaé znaczne roznice sktadu chemicznego. Rdznice beda wieksze, jezeli
mamy do czynienia z tkankami o odmiennej budowie i cechujgcymi sie odmien-
nymi funkcjami fizjologicznymi. Chcac wiec uchwyci¢ réznice struktury chemicz-
nej miedzy tkanka prawidtowg a nowotworowa trzeba poréwnywaé ze sobg tkanki
homologiczne, trzeba réwnoczesnie przeprowadzi¢ analize tkanki macierzystej i no-
wotworu, ktéry z tej tkanki powstat. Niestety, pokazna ilo$¢ prac dawniejszych nie
spetnia tego zasadniczego warunku. Dlatego dzi$ te badania majg wiasciwie tylko
znaczenie historyczne.

Ale nawet woweczas, gdy zrozumiano konieczno$¢ poréwnywania ze sobg wyni-
kéw uzyskiwanych na podstawie rozbioru tkanki macierzystej i powstajagcego na jej
podtozu nowotworu, przeprowadzenie poréwnania obarczone jest z reguly powaz-
nymi Zzrodtami bledu. Przeciez kazdy nowotwor poddawany rozbiorowi chemicz-
nemu nie jest pod wzgledem morfologicznym jednolitym tworem. Bardzo czesto
ugrupowania komorek nowotworowych zmieszane sg z utkaniem prawidlowym
i w dwoch pozornie identycznych guzach stosunek komponenty nowotworowej do
tkanki prawidtowej moze wykazywa¢ wybitne réznice. Bardzo czesto probki tkanki
nowotworowej poddawane badaniu zawierajg wiekszy lub mniejszy odsetek ognisk
martwiczych. Wreszcie w kazdym obiekcie badanym, reprezentujgcym czyste utka-
nie nowotworowe, stosunek procentowy komdrek do zrebu miedzykomdrkowego
moze znacznie rdzni¢ sie procentowo.

Czyz mozna wiec dziwi¢ sie, ze wyniki oznaczenia jednego i tego samego skiad-
nika w takim samym nowotworze, przeprowadzone z jak najwieksza sumiennoscig
w dwoch réznych pracowniach, moga r6zni¢ sie znacznie ze soba? Nawet przy
zachowaniu jak najdalej posunietego krytycyzmu i doktadnosci w doborze badanego
materiatu otrzymywaé musimy bardzo znaczny rozrzut wynikéw i dopiero krytycz-
na ocena bardzo bogatego materialu zebranego w wielu pracowniach moze do-
prowadzi¢ z czasem do ustalenia pewnych Srednich wartosci, ktére by wyrazaty
réznice struktury chemicznej pewnego typu nowotworéw i struktury chemicznej
homologicznej tkanki prawidtowe;.

Na jedno wreszcie trzeba zwrdci¢ szczeg6lng uwage. Tkanka nowotworowa jest
tkanka rosnaca, a tkanki prawidtowe, z ktérymi najczesciej poréwnuje sie w toku
badan chemicznych nowotwory, sg tkankami, w ktorych brak wzrostu albo tez
wzrost jest bardzo ograniczony. Uwzgledniajac te okoliczno$¢ nalezatoby wiasciwie
strukture chemiczng nowotworu poréwnywaé ze strukturg chemiczng jakiej$ tkanki
szybko rosnacej, np. tkanki regenerujacej lub tkanki embrionalnej. Jednak w takich
poréwnaniach, ktére zreszta niejednokrotnie byly podejmowane, napotykamy znowu
na inne trudno$ci nie nadajagce sie do omawiania na tym miejscu.

Zatrzymatem sie dluzej przy tych wstepnych rozwazaniach dlatego, ze $wiado-
mo$¢ rozmaitych trudnosci, na jakie napotyka chemiczna analiza nowotworéw, wy-
jasni nam pewien niepokojacy fakt. Jak juz wspomniatem, chemizm nowotworéw
jest problemem, ktéremu poswiecono wiele najlepszych wysitkéw i pismiennictwo
dotyczace tego problemu dzi$ daje sie z trudem opanowaé przez jednego cztowieka.
Drobng ilustracje tempa, w jakim wzrasta zainteresowanie chemiczng strong nowo-
tworéw, moga by¢ cyfry podajace przecietng roczng ilo$¢ publikacji, dotyczacych
tylko biatek nowotworowych, w kolejno nastepujgcych po sobie dziesiecioleciach (1).

1885—95 1896—05 1906—15 1916—25 1926—35 1936—45
01 0,2 0,6 15 43 14,4

Niewatpliwie pokazna cyfra publikacji z dziedziny chemii nowotworow jest
bezwarto$ciowa. Dotyczy to szczeg6lnie prac wykonywanych bezkrytycznie w la-
boratoriach Kklinicznych. Ale nawet te badania, prowadzone z odpowiednim Kkry-
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tycyzmem, oparte na nienagannej metodyce, doprowadzajg przewaznie do sprzecz-
nych wynikéw. Niewiele znamy faktow z zakresu chemizmu nowotworéw, o ktérych
moglibysmy twierdzi¢, ze sg ponad wszelka watpliwo$¢ ustalone. Ustalenie tych
faktow jest zazwyczaj wynikiem wielu pojedynczych badan, dokonywanych w réz-
nych pracowniach, na réznym materiale, z r6znymi wynikami, ale w rezultacie da-
jacych wypadkowsa, ktéra wytrzymuje krytyke i stanowi skromny postep w naszej
dziedzinie wiedzy.

Dlatego z géry musze zaznaczy¢, ze obraz, ktéry pragne przedstawi¢, rozczaruje
wielu zainteresowanych. Wydaje mi sie, ze przyjdzie mi czeSciej mowi¢ o proble-
mach niz o faktach (2).

Sprzecznodci spotykamy od razu w zakresie danych dotyczacych mineralnych
sktadnikéw tkanki nowotworowej. Wszyscy sg zgodni co do tego, ze nowotwory
zawierajg wiecej wody niz prawidtowa homologiczna tkanka. Ten wzrost zawartosci
wody wynosi przecietnie 5—12%. Przyczyng owej hydratacji jest wykazana przez
wiekszo$¢ badaczy mineralizacja tkanki nowotworowej, przyrost skltadnikow mine-
ralnych. Na przyktad zawarto$¢ popiotu w doswiadczalnie wywotanych watrobia-
kach szczura jest okoto 40% wyzsza niz w zdrowej macierzystej tkance watro-
bowej (3). Natomiast niezupetnie wyjasnione jest, jakie skiadniki mineralne biorg
udziat w tym przyrosScie popiotu. Znaczna cze$¢ badaczy zajmujgcych sie tym
problemem moéwi o pokaznym wzroscie zawarto$ci potasu, a wybitnym spadku za-
wartosci wapnia. Co sie tyczy wapnia, to zdaje sie nie ulega¢ watpliwosci, ze kation
ten znika niemal z tkanki nowotworowej, natomiast sprawa potasu wcigZz jeszcze
jest otwarta.

Dla przyktadu podam tutaj wyniki systematycznych badan prowadzonych przez
Carruthersa i wspoOtpracownikéw w St. Louis, ktorzy co kilka dni poddawali ana-
lizie naskérek myszy pedzlowany substancjami rakotwdrczymi, od chwili rozpoczecia
doswiadczenia do chwili powstania nowotworu skory. Nie zauwazyli oni w toku
doswiadczenia zadnych wiekszych zmian zawartosci Na. K i Mg, natomiast szybki
i staty spadek Ca, Zn i Fe (4). Doswiadczenia te byly oparte na nienagannej me-
todyce, opracowane statystycznie i obejmujace caty okres przemian naskérka pra-
widtowego poprzez stadium hiperplazji az do stadium nowotworu. Ale analogiczne
doswiadczenia, przeprowadzane nad rozwojem eksperymentalnie wywotanego wa-
trobiaka u szczuréw, wykazujg odmienny charakter przesuniecia sktadu mineralnego
tkanki w toku kancerogenezy. Widzimy wiec, jak trudno uogélnia¢ wnioski, oparte
nawet na najsumienniej przeprowadzonych dos$wiadczeniach. A w danym wypadku
nalezy pamieta¢ o tym, ze zmiany w skiadzie mineralnym tkanki moga wybitnie
wplywaé na wiasciwosci fizyczne komdarki, na stan biatka, na aktywno$¢ enzymow.
GdybySmy dysponowali bardziej jednolitym materiatem doswiadczalnym z zakresu
sktadu mineralnego nowotworéw, moze niejedno zagadnienie stanetoby przed nami
w innym S$wietle.

W podobne rozbieznosci obfituje analiza zawartosci glikogenu, tego gtdwnego
materiatu pednego komdrki. Na ogo6t panuje przekonanie, ze istnieje pewna wspot-
zalezno$¢ miedzy zawartoscig glikogenu w tkance nowotworowej i szybkoscig jej
wzrostu, wyrazajaca sie szczeg6lnie duza zawartoscig tego wielocukrowca w szybko
rosngcych partiach guza. Ale skadingd nawet wzglednie mato ztosliwe nowotwory,
rozwijajace sie z tkanki macierzystej, ktora pierwotnie zawierata glikogen, cechujg
sie pokazng zawartoscig tej substancji i na odwrot (5).

Powazne sprzecznosci spotykamy réwniez w bogactwie analitycznych wynikéw
dotyczacych zawartosci ttuszczowcow w guzach. Jedni badacze twierdzg, ze zawar-
to$¢ fosforo-thuszczowcdw wzrasta w guzach ztoéliwych proporcjonalnie do wielkosci
ich wzrostu, inni tej zaleznosci nie widza, a nawet dopatrujg sie w guzach zmniej-
szonej zawartosci fosforo-thuszczowcéw w poréwnaniu z tkanka prawidtowa. W kaz-
dym razie fosforo-tluszczowce pozostajg w jakiej$ tacznosci ze wzrostem nowotwo-
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réw, gdyz szybko$¢ rozpadu i resyntezy fosforo-ttuszczowcéw w guzach doswiad-
czalnych jest znacznie wieksza niz w tkankach prawidtowych.

Niewatpliwy jest wzrost zawartosci cholesterolu w nowotworach. W tym
zakresie wszystkie wyniki bardzo licznych doswiadczen sg zgodne. Dla przyktadu
podam kilka cyfr: zawarto$¢ cholesterolu w miesniu macicy (przeliczona na suchg

wage) — 0,78%; w mieSniaku macicy — 0,75%; w miesaku macicy — 1,66%
(Jowett) (s). Zdrowa watroba szczura — 0,93%; hepatom szczura — 1,97%
(Kishi, Fujiwara i Nakahara) (3). Ale od razu nasuwa sie w zwigzku z tymi ba-
daniami jedno zastrzezenie — martwicze czeSci miesaka szczura zawierajg dwu-

krotnie wiecej cholesterolu niz czesci zywotne i rosnace. Fakt ten nie jest niespo-
dzianka, gdyz powszechnie wiadomo, ze cholesterol osadza sie szczegdlnie tatwo
w tkankach mato zywotnych. Ale jezeli wezmiemy pod uwage te okolicznos¢, ze
wiele badanych guzéw jest usianych drobnymi, trudno dostrzegalnymi ogniskami
martwiczymi, tatwo mozna sobie wyobrazi¢, do jak btednych wynikéw mogg dopro-
wadza¢ bezkrytyczne analizy.

Zrozumiate jest, ze podstawowa rola biatek w ksztattowaniu wszystkich zjawisk
zyciowych musiata skupi¢ na tym typie zwigzkdw chemicznych uwage biochemikéw
zajmujacych sie problemem raka. Poréwnania zawartosci biatka w tkance nowo-
tworowej i w homologicznej tkance prawidtowej nie doprowadzity do wykazania
znaczniejszych roznic. Ogoélna zawarto$¢ azotu w wysuszonej tkance watrobiakéw
jest tylko nieznacznie wyzsza w poréwnaniu z prawidiowg tkanka watroby szczu-
ra (3). Ale wyniki te nie Swiadczg jeszcze o niczym, gdyz w nowotworach nalezy
sie spodziewa¢ nie zmian iloSciowych, ale przede wszystkim zmian jako$ciowych
biatka. Wielu badaczy zajmujacych sie kancerologia doswiadczalng wypowiada
poglad, ze istota zmian chemicznych wiasciwych komdérce nowotworowej jest zmiana
jakosci zawartych w niej biatek (7).

Analiza wzajemnego stosunku poszczegdlnych frakcji biatkowych w nowotwo-
rach byla przeprowadzana kilkakrotnie, ale badania te nie przedstawiajg wiekszej
wartosci, poniewaz polegaja one na pordéwnaniu bialek nowotworu z tkankg pra-
widtowg niehomologiczng, poza tym frakcjonowanie biatka w tych przypadkach
przeprowadzane byto niewtasciwymi metodami. Jedna tylko stosunkowo nowsza
praca zastuguje na uwage. Hoffman i Schechtman poddawali elektroforezie wyciagi
z watroby szczuréw karmionych dwumetyloamino-azobenzenem. Stwierdzili oni, ze
w miare wyksztatcania sie zmian przedrakowych w watrobie, zmienia sie wzajemny
ilosciowy stosunek poszczegdlnych elektroforetycznych frakcji biatka watroby (s).
Przypuszczalnie zastosowanie elektroforezy bibutowej, wymagajgcej znacznie mniej-
szych ilosci badanego wyciagu, pozwoli rozszerzy¢ ten typ badan na znacznie
bogatszy materiat.

Innym sposobem podejscia do wykazania jakoSciowych zmian w biatkach nowo-
tworowych byta analiza sktadu aminokwasowego tych biatek. W tym kierunku prze-
prowadzono liczne badania, ale olbrzymia wiekszos¢é wynikéw pozostawia wiele do
zyczenia z powodu stosowania niewystarczajgcych metod analitycznych i z powodu
porownywania biatek nowotworu z biatkami nieodpowiednich prawidtowych tka-
nek (9). Stosunkowo najbardziej wiarygodne sg wyniki uzyskane przez Zbarskiego
i Mardaszewa, ktore nie wykazujg statystycznie uzasadnionych rdznic w zawartosci
kilku aminokwasow w biatkach prawidtowych i nowotworowych (10). Zaznaczyé
jednak nalezy, ze wszystkie te badania dotyczyly tylko pewnych aminokwasow, jak
np. aminokwasy zasadowe, cystyna i cysteina, tryptofan, a wiec aminokwasow,
ktore tatwo iloSciowo oznacza¢. Identyczna zawarto$¢ tych aminokwaséw w dwdch
biatkach homologicznych bynajmniej nic nie méwi o identycznosci samych biatek.
Na przyktad albumin osocza ludzkiego i osocza wotu zawiera 6 aminokwasow
w identycznych proporcjach, natomiast 7 innych aminokwaséw wystepuje w tych
dwoch albuminach w proporcjach zupetnie réznych. Wszystkie 3 aminokwasy zasa-
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dowe wystepuja w jednakowych iloSciach w hemoglobinach ré6znych gatunkéw
ssakow, a mimo to mamy przeciez do czynienia z odmiennymi biatkami.

Mimo tych zastrzezenn badania wyzej wymienionego typu moga stanowi¢ pod-
stawe do pewnych wnioskéw. Np. Greenstein twierdzi, ze stosunek ilosciowy cystyny
do cysteiny w réznych biatkach jednego i tego samego gatunku zwierzecego jest
w przyblizeniu wielkoscig stalg i dla kazdego gatunku charakterystyczng. Oznacza-
nie tego stosunku w rozpuszczalnych biatkach z tkanek prawidtowych i nowotwo-
rowych szczuréw i krolikéw nie wykazato zadnej réznicy, co Greenstein uwaza za
jeszcze jeden dowdd dawno znanego faktu, ze tkanka nowotworowa zachowuje
gatunkowe wiasciwosci nosiciela (11). Interesujgce byloby zbada¢, jak sprawa ta
przedstawia sie w nowotworach przeszczepianych z powodzeniem z jednego gatun-
ku zwierzecego na drugi, np. przeszczepianie nowotworéw do przedniej komory oka
lub tzw. rak Ehrlicha-Putnoky‘ego.

Jedynie w wyjatkowych przypadkach, gdy biatko witasciwe nowotworowi rozni
sie znacznie od prawidtowych biatek, daje sie ono wykaza¢ bez trudnosci. Przy-
ktadem takiego biatka jest biatko Bence-Jonesa, charakterystyczne dla spiczakow.
Z reguty jednak jakoSciowe zmiany biatek nowotworowych — jezeli takie w ogoéle
zachodzg — sg trudne do stwierdzenia. Analiza biatek nowotworowych musi ¢
w Kierunku wydzielania czystych biatek lub doktadnie scharakteryzowanych jedno-
litych frakcji biatkowych. Dopiero woéweczas, gdy chemik bedzie mogt podda¢ ana-
lizie analogiczne czyste frakcje uzyskane z guza i z tkanki prawidtowej, analiza
taka moze przynie$¢ jednoznaczne wyniki. Dotychczas udato sie to osiggna¢ w bar-
dzo nielicznych przypadkach. Kubowitz i Ott (12) uzyskali z jensenowskiego
miesaka szczura i z mieéni szczurow zdrowych krystaliczng dehydrogenaze kwasu
mlekowego. To zupetnie jednolite, czyste biatko wykazywato identyczne wiasnosci
fizyczne i chemiczne, mimo réznicy pochodzenia z tkanki prawidtowej i nowo-
tworowej (13).

W r. 1939 znany biochemik Kogl wystgpit z rewelacyjnymi wynikami badan,
ktore zdawaly sie rzuca¢ zupetnie nowe $wiatto na problem biatka nowotworowego.
Zdaniem Kogla cze$¢ aminokwasow w biatku nowotworowym reprezentowana jest
nie przez naturalne izomerony optyczne, a wiec aminokwasy nalezace do szeregu |,
lecz przez ich antypody optyczne, aminokwasy nalezace do szeregu d. Poniewaz
enzymy rozktadajagce wigzania peptydowe miedzy aminokwasami dostosowane sg
swoiscie do wiagzan powstajacych tylko miedzy I-aminokwasami, taricuchy ami-
nokwaséw zawierajgce d-izomerony sg odporne na dziatanie enzymow proteo-
litycznych. Tym ttumaczyt Kégl tendencje tkanki nowotworowej do destruktywnego
wzrostu i jej odpornos¢ na dziatanie samoregulacyjnych proceséw obronnych
ustroju obarczonego nowotworem. Zdaniem Kogla powstanie biatka nowotworo-
wego bytoby wiec wykolejeniem prawidtowej struktury przestrzennej aminokwasow,
wigczanych przez ustréj w czasteczke biatka (14).

Hipoteza Kdégla byta pozornie oparta na bogatym materiale doswiadczalnym
i postawiona przez badacza majgcego wielki autorytet. Wyzwolita szereg badan
kontrolnych, przeprowadzanych réznorodnymi metodami, niejednokrotnie o wiele
bardziej subtelnymi niz metody stosowane przez Kdégla (15). Niestety nikomu nie
udato sie potwierdzi¢ pierwotnych wynikéw. Stwierdzono jedynie, ze bardzo drobne
ilosci d-aminokwaséw znajdujg sie prawdopodobnie we wszystkich prawidtowych
biatkach, ale ze w nowotworach ta zawarto$¢ domniemanych d-aminokwaséw nie
jest wyzsza. Dzi$ zagadnienie d-aminokwaséw w biatkach nowotworowych uwazane
jest przez ogdt biochemikéw za sprawe majacg charakter wylgcznie historyczny,
chociaz Kdégl do dzi$ obstaje przy stusznosci swoich twierdzeh (16).

Prace Kdégla pociagnety jednak za sobg pewne korzystne konsekwencje zwraca-
jac uwage badaczy na zapomniane i lekcewazone w biochemii d-izomerony amino-
kwasow. Bedac swego czasu przekonany o stusznosci wywodéw Koégla, rozpoczatem
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poszukiwania enzyméw zdolnych do rozkitadu wigzan peptydowych wytworzonych
przez d-aminokwasy w tkankach nowotworowych i w krwi osobnikéw obarczonych
nowotworami. Stwierdzenie obecnosci takich d-peptydaz we krwi chorych na raka
zdawato sie otwiera¢ nowe mozliwosci chemicznej diagnostyki nowotworéw, okazato
sie jednak, ze owe d-peptydazy wystepujg réwniez w tkankach prawidtowych (17).
Zagadnienie d-peptydaz byto przez kilka lat obszerniej rozpracowywane w Kkilku
pracowniach, ale dzi§ sprawa ta przycichta, chociaz niewatpliwie problem ten
zastuguje na baczniejszg uwage.

Bezposrednio przed wybuchem wojny najwyzsze zainteresowanie biochemikéw
wzbudzity piekne prace Casperssona w Sztokholmie i Brachet w Brukseli nad prze-
miang kwaséw nukleinowych w komoérce. Subtelne metody histochemiczne opra-
cowane przez tych uczonych doprowadzity do stwierdzenia, ze kwasy nukleinowe
odgrywajg zasadniczg role w procesie syntezy biatek. Kwas dezoksyrybonukleinowy
(DRN) zlokalizowany w jadrze komérkowym zwigzany jest z synteza biatek jadra,
ale posrednio wptywa réwniez na synteze biatek cytoplazmy. Od kwasu rybonuklei-
nowego (RN) uzaleznione jest zndw pomnazanie sie biatek w cytoplazmie.

Wyniki tych badan zapowiadaty zupelnie nowe mozliwosci podejscia do pro-
blemu syntezy biatka w komodrce nowotworowej i pozwalaty rokowaé nadzieje, ze
istotnie w przemianie kwaséw nukleinowych odstoni sie tajemnica wzrostu nowo-
tworowego. Takie poglady wyrazat sam Caspersson, ktéry zastosowat swg technike
do badania komorek nowotworowych wykazujac, ze komorki te w odrdznieniu od
komérek prawidtowych cechuja sie znacznie wzmozong zawartoscig kwasow nu-
kleinowych, przy czym w nowotworach szybko rosnacych szczeg6lnie wzrasta ilosé
RN (18).

Niestety metoda Casperssona, pozwalajgca badaé¢ zawarto$¢ obu odmian kwaséw
nukleinowych w poszczegélnych komérkach, jest metoda technicznie bardzo trudnag,
ktorg w chwili obecnej postuguje sie zaledwie kilka pracowni. Olbrzymia wiekszos¢
naszych wiadomosci o kwasach nukleinowych w guzach opiera sie na znacznie
uproszczonych metodach histochemicznych Iub na metodach klasycznej analizy
chemicznej, ktore dopiero w ostatnich latach nalezycie wypracowano. Oznaczenie
og6lnej ilosci kwaséw nukleinowych w badanych tkankach jest stosunkowo pro-
stym postepowaniem, ale dokiadniejsze oznaczenie stosunku DRN do RN wymaga
bardzo szczegétowej i zmudnej techniki. Technika ta zostata jednak w ostatnich
czasach tak wysubtelniona, ze mozliwe jest w odpowiednich warunkach oznaczenie
DRN w pojedynczych olbrzymich chromozomach S$linianek Drosophili.

Oznaczanie og6lnej ilosci kwaséw nukleinowych w nowotworach doprowadzato
w wiekszoéci przypadkéw do stwierdzenia wzrostu ilosci tych zwigzkéw w poréw-
naniu z homologiczng tkanka prawidtowg. Bardziej rozbiezne sg wyniki badan
iloSciowego stosunku miedzy DRN a RN. Metodami chemicznymi rozwigzywali to
zagadnienie Davidson i Waymouth (19) oraz Schneider (20) stwierdzajac zgodnie,
ze oprocz ogblnego wzrostu zawartosci kwaséw nukleinowych w watrobiakach
szczura stosunek obu odmian kwaséw nukleinowych przesuwa sie na korzy$s¢ DRN
w poréwnaniu z prawidlowg watrobg. Do tych samych wynikéw doszedt Stowell
(21) badajac zawarto$¢ kwaséw nukleinowych w guzach ludzkich metoda histo-
chemiczna. Podobny wzrost ilosci DRN w stosunku do RN zaobserwowat Stowell
w nowotworach skéry wywotanych u myszy metylocholantrenem. Natomiast Dounce
(22) twierdzi, ze zawarto$¢ DRN w izolowanych jadrach komdérkowych watrobia-
kow jest o 50% nizsza niz w jadrach prawidlowych komorek watroby. Wiele
podobnych sprzecznosci spotykamy we wszystkich sprawach dotyczacych kwasow
nukleinowych w guzach (23). Prawdopodobnie na te rozbiezno$¢ wynikéw wptywaja
zarébwno trudnosci techniczne w oznaczaniu kwaséw nukleinowych, jak i rézno-
rodno$¢ materiatu poddawanego badaniu.

Na og6t przyjmuje sie, ze kwasy nukleinowe nalezace do jednego i tego samego



typu roznig sie miedzy sobg tylko co najwyzej masg czesteczkows, ale ze skladowe
nukleotydy wystepujg w tych kwasach zawsze w tym samym wzajemnym stosunku
1:1. Systematyczne badania Chargaffa wskazujg jednak na to, ze mamy do czynie-
nia z wieloma roznymi kwasami DRN i RN. Klasyczny stosunek poszczegdlnych
nukleotyddw, wyrazajagcych sie rownymi ilosciami kazdego z 4 nukleotydow w cza-
steczce kwasu, jest raczej ideatem; w rzeczywistosci stosunek ten nie wyraza sie
w liczbach catkowitych. Kwas rybonukleinowy wyosobniony z réznych narzadéw
zwierzecych cechuje sie roznym ilosciowym stosunkiem poszczegdlnych nukleoty-
dowych komponent. Mozliwe jest wiec, ze w toku powstawania komorki nowotwo-
rowej zmieniajg sie nie tylko ilosci obu typdw kwaséw nukleinowych, ale i ich
jakosci. Wedtug Chargaffa (24) w kwasie RN z prawidlowej ludzkiej watroby
stosunek nukleotydu adenilowego do gwanilowego ma sie tak, jak 1:3,2, natomiast
w kwasie RN z czesci watroby zmienionej nowotworowo 1:4,1. W kwasie RN wy-
osobnionym z nowotworéw drobiu stosunek nukleotydéw purynowych do pirydymi-
nowych wyraza sie cyframi 4,83:3,23. Sprawa zmian jakosciowych w strukturze
kwaséw nukleinowych nowotworéw jest wiec jeszcze otwarta i moze przynies$¢
ciekawe niespodzianki.

Bezposredni udziat kwaséw nukleinowych w procesach zyciowych komarki nowo-
tworowej udowodniony zostat w pieknych pracach Eulera i Hevesy‘ego (25). Po-
dawali oni szczurom obarczonym przeszczepialnymi nowotworami nieorganiczny
fosforan nacechowany radioaktywnym izotopem fosforu. Po pewnym czasie izotop
fosforu dat sie wykaza¢ w wiekszosci organicznych potaczenn kwasu fosforowego,
zawartych w organizmie szczura. Najwiecej jednak izotopowego fosforanu znajdo-
wano w kwasach nukleinowych tkanki nowotworowej. Swiadczy to o tym, ze kwasy
nukleinowe w komérkach nowotworowych w bardzo szybkim tempie rozpadajg sie
i resyntetyzuja. Szybko$¢ tego przeksztatcenia sie czasteczek kwaséw nukleinowych
w komorkach nowotworowych jest Kilkadziesigt razy wieksza od szybkosci prze-
miany kwasu nukleinowego w innych tkankach szczura. Jednorazowe krdtkotrwate
naswietlenie guza promieniami Roentgena redukuje szybko$¢ przemiany kwasow
nukleinowych niemal do tych wartosci, jakie obserwuje sie w tkance prawidtowej.
Zreszta z badan innych autorow wynika, ze naswietlenie promieniami Roentgena
przywraca wilasciwy nowotworom stosunek DRN do RN do wartosci charaktery-
stycznych dla tkanki prawidtowej.

Oczywiscie nie mozna poming¢ tutaj faktu, ze omoéwione powyzej zmiany ilo-
Sciowe i jakosciowe kwasow nukleinowych nie sg wytgcznie swoiste dla nowotwo-
rébw. Podobne zmiany opisano w tkankach szybko rosnacych, przede wszystkim
w tkankach embrionalnych. O wnioskach, jakie z tego faktu mozna wyciggnaé, nie
bedziemy na tym miejscu mowic.

Dotychczas przytoczylem dane dotyczace ewentualnych zmian iloSciowych i ja-
kosciowych w zakresie strukturalnych sktadnikéw komdrki nowotworowej. Nie chce
przez to powiedzie¢, ze biatka, kwasy nukleinowe lub fosforo-ttuszczowce sg wy-
tacznie biernymi elementami w budowie komérki, ale ich udziat w statycznej
strukturze nowotworéw wysuwa sie na plan pierwszy. Jednak o zachowaniu sie
komorki decydowac bedzie zesp6t reakcji chemicznych, rozgrywajacych sie miedzy
sktadnikami komarki nowotworowej, decydowaé¢ bedzie najogdlniej ujeta przemiana
materii. O jej charakterze, kierunku, o nasileniu poszczegélnych reakcji chemicz-
nych i o ich wzajemnym powigzaniu ze sobg decydowa¢ beda przede wszystkim
katalizatory zawarte w komoérce — enzymy. Wszystko przemawia za tym, ze swoiste
cechy komérki nowotworowej tkwig w jej dynamicznym charakterze, uwarunkowa-
nym odpowiednim zespotem enzyméw, a wiec ze enzymologia nowotworéw moze
nas zaprowadzi¢ szczegélnie daleko w dziedzine poznania istoty guza.

Poszczegblne tkanki ustroju zwierzecego r6znig sie przede wszystkim charakte-
rem odbywajacych sie w nich przemian chemicznych uwarunkowanych odpowied-
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nim zespotem enzyméw. llo$¢ i jako$¢ poszczegélnych komponent enzymatycznych
tego zespotu pozwala odrézni¢ od siebie tkanki, ktére skadingd s bardzo zblizone
do siebie pod wzgledem morfologicznym lub tez pod wzgledem statycznej struktury
chemicznej. Watroba na przyklad zawiera szczegblnie duze ilosci arginazy i kata-
lazy, btona s$luzowa jelita cechuje sie duzg zawartoscig zasadowej fosfatazy i este-
razy. Gruczoty chlonne szczegdlnie obfituja w dezoksyrybonukleinaze, oksydaza
cytochromowa jest enzymem w duzym stezeniu wystepujagcym w migéniu sercowym.
Dla kazdej tkanki prawidtowej mozna ustali¢ pewnego rodzaju szablonowy schemat
zespotu enzyméw, w ktérym pewne enzymy szczegOlnie wybitnie sg reprezentowane,
inne znéw wystepujg tylko w drobnych ilosciach albo tez brak ich zupetnie. Ten
schemat moze by¢ chemiczng cechg rozpoznawczg jakiej$ tkanki prawidtowe;j.

Nasuwajg sie z kolei zasadnicze pytania. Czy charakter zespotu enzymatycznego
tkanki prawidtowej zmienia sie przy jej przejsciu w tkanke nowotworowg? Czy
charakter enzymatyczny tkanki nowotworowej jest jej cechg swoistg, nie spotykang
w tkankach prawidtowych? Jasne jest, ze udzielenie odpowiedzi na te pytania
wymaga zmudnych i systematycznych badan, opartych niejednokrotnie na trudnych
metodach enzymologii. Wyjasnienie tej sprawy wymaga badan zawartosci w tkan-
kach prawidtowych i nowotworowych dziesigtkbw réznych enzyméw. Ale wyniki
takich badan nie tylko moga, ale muszg sta¢ sie bardzo waznym krokiem na drodze
poznania istoty nowotworéw. Swiadcza o tym dotychczasowe osiagniecia w tej
dziedzinie, ktére pozwole sobie najogélniej scharakteryzowadé.

Pierwsze badania w tym zakresie, przeprowadzane przez O. Warburga niemal
30 lat temu, doprowadzity od razu do osiggnie¢ stawiajgcych enzymologie nowo-
twordw na czoto problematyki biochemicznej. Dotyczyly one podstawowych proce-
sow zyciowych komorki nowotworowej, chemizmu oddychania tej komorki i spo-
sobu zaopatrywania jej w niezbedng do zycia energie.

Wiadomo, ze w kazdej tkance zwierzecej odbywa sie dwojaki rozktad podstawo-
wego materiatu energiodajnego, jakim jest glikozag. W obecnosci tlenu glikoza zostaje
spalona na CO2 i H20, w my$l réwnania: C6H1206 + ¢ 02 -6 H20 + ¢ C02
Mowimy, ze tkanka oddycha pobierajgc z otoczenia tlen i wydalajgc C02. W nie-
obecnosci tlenu potrzeby energetyczne tkanki pokrywane sg przez fermentacyjny
rozktad glikozy na kwas mlekowy, wg rownania C6H106 — 2 C3H603 Mowimy
woéwczas o beztlenowym rozpadzie cukru w tkance zwierzecej, o glikolizie.

Wypracowana przez Warburga bardzo pomystowa metoda pozwala oba te pro-
cesy rejestrowac ilosciowo. Mikrotomowe skrawki tkanki umieszczone w odpowied-
nim ptynie z dodatkiem glikozy zuzywajg tlen, ktérego ubytek w atmosferze otacza-
jacej skrawek mozna $ledzi¢ doktadnie. Objetos¢ tlenu zuzytego do spalania glikozy
W ciggu godziny, wyrazona w mm3 przeliczona na mg suchej wagi tkanki, jest
wyrazem intensywnosci oddychania danej tkanki. Okre$lamy ja symbolem QQO2

Jezeli jednak ta sama tkanka znajduje sie¢ w atmosferze azotu, pokrywa swoje po-
trzeby energetyczne rozkiadajagc glikoze beztlenowo na drodze glikolizy. Powstaje
z glikozy kwas mlekowy, ktory z weglanu zawartego w ptynie odzywczym wypiera
C02 Przyrost objetosci gazowego CO2 w $rodowisku, w ktérym znajduje sie ba-
dana tkanka, daje sie mierzy¢ w mmsz na mg suchej wagi tkanki i staje sie wy-
razem ilosci powstajagcego kwasu mlekowego, czyli intensywnosci glikolizy w wa-
runkach beztlenowych. Okreslamy go symbolem® , ktorego cyfrowa warto$¢
jest miarg natezenia glikolizy beztlenowej. Jezeli do tkanki glikolizujgcej w warun-
kach beztlenowych doprowadzimy tlen, glikoliza ustaje, a miejsce jej zajmuje od-
dychanie. Dostep tlenu hamuje glikolize.

Odmiennie zachowujg sie tkanki nowotworéw zto$liwych. W obecnosci tlenu
oddychajg, jakkolwiek QO2, nowotworu czesto ma nizsze wartosci od QX2 tkanki

macierzystej. W atmosferze azotu guz glikolizuje, przy czym intensywno$¢ gliko-
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lizy jest zazwyczaj wieksza niz w tkance macierzystej. Ale przy dostepie tlenu gli-
koliza guza tylko maleje w swym natezeniu, lecz nie znika. Tkanka nowotworu ce-
chuje sie wiec zdolnoscig do glikolizowania w tlenie. Glikolize tlenowg wyrazamy
symbolem @ Przyktadem niech beda nastepujace cyfry:

Wyniki badan Warburga odbity sie nadzwyczaj zywym echem w S$wiecie nau-
ki. Po raz pierwszy uchwycono konkretng ceche chemiczng, wyrdzniajacg tkanke
szybko rosngcego nowotworu od tkanki prawidtowej. Co wiecej, badania War-
burga wskazywaty na charakter zmian chemicznych zachodzacych w toku wyksztat-
cania sie nowotworu, doprowadzajac do wniosku, ze w nowotworach zachodzi
upos$ledzenie proceséw oddychania. Nowotworowe przeksztatcenie sie tkanki w mysdl
tych danych doswiadczalnych jest przestawieniem wiasciwego tkankom zwierzecym
tlenowego metabolizmu na droge fermentacji beztlenowej (26).

Wieloletnia kontynuacja badan Warburga, prowadzona w licznych pracowniach,
przyniosta pewne rozczarowanie. Pierwotne wyniki zostaty potwierdzone; istotnie
tkanki szybko rosnacych nowotworéw cechujg sie wybitng glikoliza tlenowa. Dean
Burk (27) na podstawie olbrzymiego materiatu doswiadczalnego podaje nastepu-
jace wiasnosci ztosliwych nowotwordéw:

Okazato sie jednak, ze pewne tkanki prawidiowe odpowiadajag tym kryteriom.
Glikolize tlenowa wykazujag — jakkolwiek w mniejszym stopniu — tkanki embrio-
nalne. Sposrod tkanek zwierzecia dorostego szczeg6lnie wybitng glikolizg tlenows
cechuje sie siatkowka i tozysko. Mniej intensywnie, ale nie mniej wyraZznie glikoli-
zuje w obecnosci tlenu $luzéwka jelita i kora mézgowa (28).

Mimo ze pierwotne wnioski Warburga musiaty ulec modyfikacji, znaczenie je-
go badan jest nader donioste. Z badan tych wynika, ze w nowotworach zachodzg
zmiany w ukfadzie enzymatycznym i ze enzymy Kkatalizujgce procesy utleniania
w komérce nowotworowej nie funkcjonujg tak jak w wiekszosci komdrek prawi-
diowych. Badania, o ktérych byla mowa, nie méwia jednak nic o tym, na czym
ta dezorganizacja ukladu enzymatycznego polega. Sprawe te mogly wyjasni¢ do-
piero systematyczne badania poszczegélnych enzyméw, prowadzone w ciggu ostat-
nich kilkunastu lat na wiekszg skale w wielu pracowniach biochemicznych.

lloSciowe oznaczanie poszczegblnych enzyméw w tkance nowotworowej dopro-
wadza na ogét do wynikéw zgodnych z poglagdami wysnutymi z badan Warburga
(29). W olbrzymiej wiekszosci badanych guzéw, zaréwno samorzutnych jak i wy-
wotanych doswiadczalnie, bardzo zmniejszona jest zawarto$¢ oksydazy cytochromo-
wej i cytochromow, a wiec czynnikdéw odgrywajagcych decydujacg role w procesach
tlenowego rozkitadu zwiazkéw organicznych. Moze w mniejszym stopniu, ale wy-
raznie zredukowana jest zawarto$¢ dehydrogenazy kwasu bursztynowego, a wiec
réwniez waznego dla procesow utleniania enzymu. Szczegdlnie wyraznie zmniejsza
sie w tkankach nowotworowych ilos¢ katalazy. Bezposredni udziat tego enzymu
w procesach utleniania nie jest jeszcze zupetlnie wyjasniony, ale z wymienionymi
powyzej — oksydazg cytochromowsg i cytochromami — 1taczy katalaze powinowac-
two strukturalne. Wszystkie te 3 sktadniki komérki sga hemoproteidami, wszystkie
zawierajg jako czes¢ sktadowa uktad hemu, analogiczny lub identyczny z hemem
zawartym w hemoglobinie.

Na jeden fakt nalezy zwréci¢ szczeg6lng uwage. Spadek zawartosci tych enzy-
mow hemoproteidowych ujawnia sie juz w okresie preneoplastycznym i zaznacza
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sie nie tylko w tkance nowotworowej, lecz i w tkankach zdrowych zwierzecia obar-
czonego nowotworem. Przeszczepianie nowotworu na zwierze zupeinie zdrowe po-
woduje po krotkim czasie obnizenie sie zawartosci katalazy i uktadu cytochromo-
wego nawet w znacznie od guza oddalonych tkankach (30). Nalezy przyja¢ dzia-
tanie guza na odlegtosé, wpltyw jakiego$ czynnika wysytanego z nowotworu do oto-
czenia i to czynnika, ktéry dziala jeszcze przed pojawieniem sie utkania nowo-
tworowego. Jezeli uwzglednimy towarzyszace czesto nowotworom anemie i spadek
ilosci najpospolitszego hemoproteidu — hemoglobiny, to zesp6t tych faktéow od-
stania szczegolnie wazne zagadnienie wybiegajace poza ramy mego referatu.

Na og6t te enzymy, ktore w tkance macierzystej okazuja wiekszg aktywnosc,
w rozwijajagcym sie z tej tkanki nowotworze wystepujag w mniejszych ilosciach (31).
Dla watroby charakterystyczna jest duza zawarto$¢ arginazy i dehydrogenazy
d-aminokwaséw; nowotwory watroby zawierajg tych enzymdéw niewiele. Btona $luzo-
wa jelita zawiera duzo zasadowej fosfatazy, rak jelita zawiera bardzo mato tego
enzymu. Zupetnie znikaja enzymy bedace wyrazem szczeg6lnego wyspecjalizowa-
nia tkanki macierzystej, jak np. pepsyna btony Sluzowej zolagdka lub esteraza jelita.
Wyjatek stanowi zasadowa fosfataza tkanki kostnej i kwasna fosfataza prostaty,
ktorych wzmozona zawartos¢ we krwi w przypadkach miesaka kosci lub raka ster-
czu stosowana nawet bywa do celéw rozpoznawczych. W tych jednak przypadkach,
gdy udawato sie przeszczepia¢ miesaka kosci myszy na inne myszy, bogata zawar-
to$¢ zasadowej fosfatazy znika juz w trzeciej lub czwartej generacji transplantatu.

Zmiany schematu enzymatycznego przy powstawaniu nowotworéw nie polegajg
wylgcznie na zmniejszaniu sie zawartosci enzymdw. Aktywnos$¢ pewnych enzyméw
wzrasta, szczegdlnie tych, ktére w tkance macierzystej zawarte bylty w matych
stezeniach. Tak np. hepatomy cechujg sie wieksza aktywnos$cig katepsyny i fosfa-
tazy w poréwnaniu z prawidtowg tkanka watrobowg. Na o0g6t we wszystkich no-
wotworach wzrasta znacznie aktywno$¢ enzyméw zwigzanych z przemiang kwasow
nukleinowych oraz z rozktadem biatek. Na jedno trzeba zwréci¢ uwage z caltym
naciskiem. Nie stwierdzono dotychczas ani jednego enzymu, ktory bytby swoistym
enzymem dla nowotworéw, nieznanym jako sktadnik tkanki prawidtowej. Nie moz-
na wykluczy¢ tego, ze w przysztosci taki enzym lub enzymy zostang opisane, ale
nawet i w takim przypadku nie zmieni to zasadniczego faktu, ze metabolizm ko-
morki nowotworowej stanowi wyraz iloSciowego, a nie jakosciowego odchylenia
od normy.

Znamienny jest fakt, ze w kazdym przypadku wzrostu lub zmniejszenia aktyw-
nosci enzyméw w toku kancerogenezy skrajne wartosci nie przekraczaig tych, jakie
spotykamy w tkankach prawidtowych. Nigdy nie znika catkowicie oksydaza cyto-
chromowa lub dehydrogenaza kwasu bursztynowego, ktdre sg enzymami wystepuja-
cymi w kazdej komdrce zwierzecej, cho¢ tylko w bardzo drobnych iloSciach. Wzrost
zawartosci fosfatazy w nowotworach watroby nigdy nie dochodzi do tych maksy-
malnych stezeh enzymu, jakie spotykamy w S$luzéwce jelita. Schemat zespotu enzy-
matycznego nowotworéw odpowiada raczej S$redniej zawartosci poszczeg6lnych
cztonéw zespotu, wyposrodkowanei z aktywnosci enzymatycznych réznych tkanek.
Mozna by raczej twierdzi¢, ze podane przeze mnie zmiany w zakresie poszczegol-
nych enzyméw sa wyrazem tendencji do osiggniecia pewnego przecietnego stanu
Sredniego. Szczeg6lnie wazne jest to. ze do tego przecietnego, szablonowego typu
zespotu enzymatycznego zdazajg zmiany zachodzace we wszystkich rozwijajgcych
sie nowotworach, bez wzgledu na charakter ich tkanki macierzystej.

W zwiazku z tymi wywodami przytocze pewien charakterystyczny przyktad. By-
ta juz mowa o tym, ze w olbrzymiej wiekszosci guzéw redukuie sie znacznie ak-
tywno$¢ oksvdazv cytochromowej i dehydrogenazy kwasu bursztynowego. Znamy
jednak wyjatki. Wspomniany juz poprzednio Carruthers, ktéry od lat systematycz-
nie bada zmiany zachodzace w skdrze zwierzecej poddawanej dziataniu metylocho-
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lantrenu, stwierdzit, ze w toku rozwoju w ten spos6b wywotanych nowotworéw
aktywno$¢ oksydazy cytochromowej i dehydrogenazy bursztynowej znacznie wzra-
sta w poréwnaniu z prawidlowym naskdérkiem (32). Pamieta¢ jednak nalezy, ze
prawidtowy naskorek zawiera oba wyzej wymienione enzymy w bardzo drobnych
ilodciach. Pozostaje to w zwigzku z bardzo stabym oddychaniem tej tkanki; na-
skdrek cechuje sie szczeg6lnie niskim Q02 W toku przeksztatcenia nowotworowego
aktywnos$¢ oksydazy cytochromowej i dehydrogenazy bursztynowej naskoérka wzra-
sta, nie osiggajac czesci aktywnosci tych enzymow, jaka spotykamy w wielu innych
tkankach. W rozwinietym juz nowotworze skory aktywno$¢ tych enzyméw lezy
w rzedzie wielkosci, jaki odpowiada aktywnosci ich we wszystkich nowotworach
wywodzacych sie z innych tkanek. Doswiadczenie to moze by¢ wiec klasycznym
przyktadem tendencji zmian w zespole enzymatycznym w kierunku osiggniecia pew-
nych przecietnych, wiasciwych wszystkim nowotworom wartosci.

Ten szablon ukfadu enzyméw w komdrce nowotworowej jest w pewnym stopniu
czym$ charakterystycznym dla tkanek nowotworowych. Jezeli na to pozwalajg do-
tychczas zebrane materiaty doswiadczalne, mozemy ryzykowac twierdzenie, ze wszyst-
kie szybko rosngce nowotwory charakteryzuja sie pewnym schematem zespotu en-
zymatycznego, bez wzgledu na pochodzenie i na charakter czynnika wyzwalajg-
cego powstanie guza. Jedynie nowotwory wywotane wirusami, bedace zresztg skad-
ingd nowotworami o wyraznie odmiennym biologicznym typie, odchylajg sie od
tego schematu. Gdybysmy mieli charakteryzowaé jaki$ nowotwor tylko na pod-
stawie aktywnosci i jakosci zawartych w nim enzyméw, to nie bylibySmy w stanie
odrézni¢ od siebie raka zotadka, raka jelita lub tez pierwotnego raka watroby,
mimo ze takie odroznienie tkanek macierzystych nie napotykatoby zadnych trud-
nosci. Struktura enzymatyczna komorki tkanki macierzystej ulega zatarciu, uste-
pujac miejsca strukturze zasadniczo wiasciwej znacznej wiekszosci nowotwordw.
Patologowie méwig o redukcji zrdéznicowania tkanki prawidtowej przy jej prze-
ksztatceniu sie w tkanke nowotworowa. Odpowiednikiem tych proceséw morfolo-
gicznych sa nowe, naszkicowane przeze mnie zmiany zespotdw enzymatycznych,
prowadzace od schematéw wysoce zréznicowanych do jednolitego schematu wiasci-
wego nowotworom.

Whioski, do ktérych dochodzimy, oparte sg na bardzo bogatym materiale fak-
tycznym. ktory zawdzieczamy gtéwnie kilku pracowniom od lat systematycznie zaj-
mujacych sie enzymologig guzéw. Zwigzane one sg z nazwiskami: Eulera w Sztok-
holmie, Zbarskiego i Mardaszewa w Moskwie, Greensteina w Bethesda w Stanach
Zjednoczonych, Carruthersa w St. Louis. Niewatpliwie materiat dotychczasowy nie
jest wystarczajgcy do ustalenia daleko idagcych wnioskéw. Znacznej wiekszosci tych
badan mozna by postawi¢ zarzuty, o jakich byta mowa na wstepie referatu. Nie-
jednolito$¢ i réznorodno$¢ materiatu doswiadczalnego, wadliwo$¢ uzywanych me-
tod analitycznych, niedostateczny krytycyzm w ocenie wynikow — to wszystko
z powodzeniem datoby sie zastosowa¢ do wiekszosci publikacji z zakresu bioche-
mii guzéw. Niemniej zbyt wiele faktéw powtarza sie w tych pracach, aby ttuma-
czy¢ je wylacznie btedem doswiadczalnym. Oczywiscie dalsze jeszcze liczniejsze ba-
dania sa konieczne, ale juz dzi§ mozemy sformutowaé pewne wypowiedzi na temat
chemizmu tkanki nowotworowej.

Kazdy lekarz mdgtby po zaznajomieniu sie z trescig tego referatu postawi¢ py-
tanie, jakie praktyczne korzysci daly dotychczasowe badania chemizmu nowotwo-
row? Czy zblizyty nas cho¢ troche do celu, jakim jest mozno$¢ skutecznego zwal-
czania raka? Trzeba wyzna¢ skromnie, ze dotychczas praktycznych korzysci brak,
ale sadze, ze to nie powinno byé powodem do zaniechania dalszych wysitkéw, lecz
raczej bodzcem do nowych wysitkéw. Droga dalszego postepowania jest juz w kaz-
dym razie wyznaczona.
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STANISLAW JOZKIEWICZ (ROKITNICA BYTOMSKA)

CHEMICZNE CZYNNIKI RAKOTWORCZE

Historia badania przyczyn powstawania nowotworéw datuje sie od poczatku
XVIIl wieku, kiedy chirurg angielski Pott opisat raka moszny u kominiarczykéw
i przypisywal go dziataniu sadzy na skore.

W miare rozwoju przemystu, w ciggu XIX stulecia, obserwowano coraz czestsze
przypadki raka skory, szczegdlnie u pracownikéw przemystu smotowego, parafino-
wego i weglowego. W r. 1887 opisano pierwszy przypadek raka wywotanego przez
olej mineralny przy naoliwianiu szpul u pracownikéw przemystu przedzalniczego
w Anglii (von Volkmann).

Te i podobne spostrzezenia, np. raka wargi u starych rybakéw, majgcych zwy-
czaj trzymania nasmotowanych sieci w zebach, raka antracenowego i naftowego,
doprowadzity do préb wywotania u zwierzat choroby sztucznie, a liczne badania
w tym Kkierunku wytworzyty z czasem pojecie chemicznych czynnikéw rakotwor-
czych. Tym mianem obeimujemy dzisiaj nie tylko ciata chemiczne, ktére wywotujg
nowotwory ziosliwe pochodzenia nabtonkowego, ale i te, ktére sg przyczyng po-
wstawania wszelkich innych nowotworéw.

Jezeli dla czynnikéw rakotwdrczych przyja¢ za podstawe ich podziatu budowe
chemiczng lub wvniki ich dziatania, czy tez wreszcie — surowce, z ktorych je
mozna wyodrebni¢, to ciata te mozna sklasyfikowa¢ w pewne grupy.

Pierwsza préba Hanaua (1889) wywotania raka skoéry u szczuréw i myszy
przez smarowanie skory smotg pogazowa z wegla brunatnego nie data wynikow
dodatnich. Dopiero dwadziescia lat p6zniej udato sie Japoriczykom — Yamagiwie
i Ishikawie wywota¢ nowotwory ztosliwe przez wecieranie smoty pogazowej w uszy
krolika. W trzy lata pdzniej Tsutsui, uczen Yomagiwy, wykazat, ze podobne zabie-
gi moga nawet stuzy¢ jako dogodna metoda biologiczna badania smoty rakotwor-
czej. Prawie réwnoczesnie Passy wywotal nowotwory ztoSliwe smarujac skére
myszy eterowvm wyciggiem sadzy. Te fakty wyraznie stwierdzaty, ze smola poga-
zowa ma zdolno$¢ wywotywania raka, nie wiedziano jednak. ktéra frakcja smoty
moze bvé tego przyczyna. Pierwsze préby nad destylacjg frakcyjng smoty i wy-
izolowaniem czynnych substancji rakotwdrczych, wykonane przez Blocha i Drei-
fussa w 1921 roku. wykazaty, ze substancje czynne znajdujg sie w wysokowrza-
cych frakcjach smoty.

Sztuczne substancje smotowe, uzyskiwane przez Kennavaxa w roku 1925 drogg
przegrzewania lub prazenia najrozmaitszych materiatdw, iak wegla, naftv, skéry,
wihoséw, drozdzy cholesterolu, lub droga przepuszczania acetylenu i izoprenu z wo-
dorem przez silnie ogrzane rury. wykazywaty takze czynnos$¢ rakotwdrcza i to tym
wyzsza, im wyzsza byta temperatura reakcji (450—12500.

W tej pierwszej fazie badan stwierdzono wiec, ze czynniki rakotworcze nalezg
do grupy weglowodorow, zbudowanych ze skondensowanych pierscieni aromatycz-
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nych. Jest to pierwsza grupa ciat rakotwoérczych o znaczeniu historycznym.
Pierwszym, wyosobnionym ze smoly, czystym zwigzkiem, wykazujagcym wyrazne
wiasciwosci  rakotworcze byt 1,2,5,6-dwubenzoantracen (1) oraz 3,4-benzopiren
(I1) (Kennaway, Hieger, 1930).

Badania spektrograficzne i preparatywne lat ostatnich wykazaly, ze 3,4-benzo-
piren znajduje sie w smole pogazowej w do$¢ znacznych ilosciach, dochodzacych
nawet do 1,5% (Berenblum, Schoental, 1943—45).

Doswiadczenia na zwierzetach z uzyciem zwiazkéw homologicznych antracenu
pozwolity na wyodrebnienie drugiej grupy substancji rakotworczych. Wpraw-
dzie dziatanie rakotwoércze 1,2-benzoantracenu (l11) jest bardzo stabe, wzmaga sie
ono jednak znacznie przez wstawienie grupy metylowej w pozycji 5 (1V). Wplyw
dodatkowego podstawnika na weglu pigtym uwidacznia sie juz zresztg w omawia-
nym uprzednio 1,2,5,6-dwubenzenoantracenie (1). Podobne wzmozenie aktyw-

nosci rakotworczej stwierdza sie dla pochodnych 1,2-benzoantracenu z dodat-
kowg grupg metylowg w pozycji 9 lub 10, z ktérych 10-metylo-1,2-benzoantracen
(V) jest najbardziej czynnym zwigzkiem tej grupy. Pozycje 5 i 10 sg wiec naj-
bardziej uprzywilejowane, skoro pozostate pochodne metylowe, z grupami CHz3
w innych miejscach czasteczki 1 ,2-benzoantracenu, wykazujg dziatanie bardzo stabe
albo nie sg aktywne w ogole.
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Ze zwiekszaniem sie ilosci grup CHs w 1,2-benzoantracenie obserwuje sie dal-
szy wzrost aktywnosci rakotworczej, np. 9,10-dwumetylo-I,2-benzoantracen (V1) lub
5,9,10-tréjmetylo-1-2-benzoantracen (VI1) s silnymi ciatami rakotworczymi tej
grupy.

Natomiast pochodne, zawierajgce ponad trzy grupy metylowe, wykazuja znacz-
ny spadek aktywnosci fizjologicznej. Podstawienie uprzywilejowanych pozycji 5,9
i 10 w 1,2-benzoantracenie innymi grupami, np. grupa nitrowa, tlenowg lub chlo-
rowcows, powoduje takze znaczne wzmozenie aktywnosci. Przeciwnie — grupa
fenolowa albo uwodorowanie poszczegélnych pierscieni 1,2-benzoantracenu znoszg
dziatanie rakotwdrcze zupeinie.

Woynika z tego, ze na stopien aktywnosci ciat rakotwdrczych tej grupy wptywa-

ja: jakos¢, ilos¢ i pozycje podstawnikéw, jednym stowem — aktywnosé jest
uwarunkowana pewng jakosciowa i optymalng konfiguracja samej czasteczki
zZwigzku.

Trzecia grupa ciat rakotworczych obejmuje pochodne metylowe 3,4-benzo-
fenantrenu (VII1) i chryzenu (1X), z ktérych zwiaszcza 2-metylo-3,4-benzofenan-
tren (X) oraz 3,4-dwumetylochryzen (XI1) sa wybitnymi substancjami rakotwor-
czymi.

Zastgpienie $rodkowego, szescioweglowego pierScienia pierscieniem piecio
weglowym powoduje obnizenie czynnosci rakotworczej; pochodne fluorenu (XI1)
wykazujg zmniejszong aktywnosc.

Wiasciwosci  rakotwoércze nalezy z kolei rozszerzy¢ na weglowodory cykliczne,
zawierajgce azot lub siarke, zwiaszcza na 2-aminopochodne naftalenu, antracenu

76



i fluorenu. Lacassagne i inni (1945) zwrdcili uwage na metylowe pochodne akry-
dyny (XI1I1), substancji macierzystej znanych antyseptykéw trypaflawiny i panfla-
winy. W dziataniu tych pochodnych obserwuje sie podobny wplyw pozycji grup
metylowych w czasteczce na wzmozenie sity rakotwdrczej, jaki juz opisano dla
zwigzkéw grup poprzednich. Pochodne 1,2-dwumetylowe sg wybitnie rakotworcze,
pochodne 3,4-dwumetyloakrydyny przewaznie nie wykazujg aktywnosci.

Ze zwigzkdéw cyklicznych zawierajgcych azot wymieni¢ jeszcze nalezy 3,4,5,6-
-dwubenzokarbazol (X1V), uwazany za jeden z produktéw posrednich, powoduja-
cych raka pecherza u farbiarzy. Podobnie dziatajg 2-aminofluoren (XV) i 2-ace-
tyloaminofluoren (XVI).

Cechg charakterystyczng tych ostatnich zwigzkéw jest to, ze wywotujg one raka

nie tylko lokalnie — co jest typowe dla ciat rakotwdérczych grup poprzednich —
lecz i w narzadach wewnetrznych, najczesciej w ptucach, watrobie i pecherzu mo-
czowym.

Przyktadem ciat rakotworczych zawierajagcych siarke jest otrzymana przez
Tilaka (1946) pochodna 9,10-dwumetylo-I,2-benzoantracenu, w ktdrej pierscien
benzenowy zastgpiono rodnikiem tiofenowym (XVII).

Omoéwione dotychczas zwigzki wystepuja w produktach suchej destylacji wegla
lub otrzymano je syntetycznie. Dziatanie fizjologiczne tych ciat mozna wykazac
przez pedzlowanie skéry lub wstrzykniecia podskérne. Pedzlowanie 2—3 razy w ty-
godniu myszy 0,3% roztworem benzopirenu (I1) w eterze lub benzenie, wywo-
tuje nowotwory skéry po 70— 100 dniach zabiegéw. Jest rzecza interesujaca, iz
minimalna ilo$¢ tych zwigzkéw, wyrazajaca sie niekiedy gamma wartosciami, zdol-
na jest do wywotania efektu fizjologicznego. W ten sposéb niektére z omdwionych
weglowodoréw aromatycznych stajag w jednym szeregu z ciatami czynnymi ustroju
— witaminami i hormonami.

W miare rozwoju naszych wiadomosci o sterydach stwierdzano, ze liczne zwigz-

ki naturalne tego typu — kwasy zO6iciowe, hormony piciowe — zawierajg skon-
densowany uktad pierscieniowy, podobny do ukitadu w weglowodorach rakotwor-
czych.

Jakkolwek mozliwos¢ powstawania chemicznych ciat rakotwdrczych w samym
ustroju zwierzecym byta brana pod uwage juz dos¢ dawno, to dopiero wykazanie
wiasciwosci rakotwdrczych niektorych zwigzkéw sterolowych stworzyto nowe per-
spektywy w tym zagadnieniu.

77



W r. 1933 Wieland, Dane, Cook i Haslewood otrzymali, przez odwodorowanie
kwasu dezoksycholowego, aromatyczny weglowodér 20-metylocholantren (XVII1).

Zwigzek ten o szkielecie steranowym, spokrewnio-
ny zatem strukturalnie z ciatami, ktére w przemianie
materii odgrywajg roznorodng, ale stale wazng role —
hormonami ptciowymi, hormonami kory nadnercza,
witaminami grupy D — okazat sie¢ wybitnie rako-
twérczy.

Woprawdzie szkielet metylocholantrenu zostat —
jak wida¢ — zaromatyzowany, a przez przylaczenie
pigtego pierScienia — powiekszony, ale jego che-
miczna +acznos¢ ze sterydami zostata udowodniona
przez przeprowadzenie cholesterolu i kwaséw zoicio-
wych w 20-metylocholantren (XVI1Il1) w warunkach
laboratoryjnych (Wieland, Cook, Fieser, Windaus, 1933). Fakt ten, ze sterydy,
naturalne dla ustroju zywego, moga by¢ przemienione in vitro w weglowodor
czynny rakotworczo, nasunat przypuszczenie, iz podobny proces moze zajs¢ in vivo.
Sterole, kwasy zétciowe, hormony meskie i zenskie, hormony kory nadnercza mo-
glyby zatem w procesach patologicznej przemiany materii ulega¢ degradacji az do
substancji zdolnej do wywotania raka. Przemiana ta polegataby na wytworzeniu
nowego pierscienia, a tym samym na stworzeniu uktadu wielopierscieniowego cha-
rakterystycznego dla weglowodoréw rakotwdrczych.

Do tej pory nie wiemy na pewno, czy tego rodzaju reakcje zachodzg w ustroju
zwierzecym, mozna to jedynie przyja¢ za wielce prawdopodobne. Faktem jest, ze
zaréwno kwas cholowy (X1X), jak i dezoksycholowy maja grupe hydroksylowag na

CL w takiej pozycji, ktéra utatwia zamkniecie
w bocznym tancuchu.

Potwierdzeniem tej hipotezy byty doswiad-
czenia Ghirona i Kennawaya, ktérzy powodo-
wali nowotwory tkanki tacznej u myszy przez
wstrzykniecie kwasu dezoksycholowego. Zagad-
nienie, czy sam kwas dezoksycholowy, czy tez
produkt jego metabolizmu wywotuje raka, nie
jest do tej pory rozstrzygniete.

Sterydy, a takze produkty ich przemiany
majg pierscienie uwodorowane. Natomiast uwo-
dorowanie pierécieni aromatycznych w zwigz-
kach rakotwdrczych, otrzymanych syntetycznie,
wplywa — jak juz wyzej wspomniano — na

zanik ich aktywnosci. Przemiany zatem sterydow w organizmie zwierzecym mu-
siatyby by¢ zwigzane z aromatyzacjg pierscieni dla wywotania czynnosci rakotwor-
czej. Na takie mozliwosci w ustroju zywym wskazujg naturalne hormony zenskie:
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estron (XX) i ekwilenina (XXI1), substancje z pierscieniami cze$ciowo aromatycz-
nymi.

Uktad ekwileniny powstaje najprawdopodobniej z bardziej uwodorowanego
uktadu cyklopentanofenantrenu. Jezeli uzna¢ te hipoteze za stuszng, to powstawa-
nie ciat rakotworczych w organizmach zwierzecych bytoby spowodowane zaburzenia-
mi w metabolizmie sterydéw, z ktérych — w warunkach normalnych powstajg hor-

mony piciowe lub hormony kory nadnercza, zas§ w warunkach wadliwej przemiany
materii — substancje rakotworcze.

Wedtug Fiesera (1941) kondensacja ekwileniny z kwasem pirogronowym
(schemat 1) moze prowadzi¢ do ukfadu, ktdry byitby zdolny do cyklizacji z wy-
tworzeniem dodatkowego pierscienia aromatycznego. Uwodorowanie zwigzku tak
powstatego datoby ukiad cholanlrenowy.

Ale ten ukitad stanie sie rakotwdrczym dopiero po usunieciu grupy OH z wegla
trzeciego, ktora w sterydach — jak skadingd wiadomo — jest do$¢ trwale zwig-
zana. Odszczepienie takie moze jednak zachodzi¢ niekiedy w ustrojach zwierzecych,
0 czym S$wiadczytby fakt wyizolowania z moczu samca z nowotworem nadnerczy
zwiazku nie majgcego grupy wodorotlenowej na weglu trzecim, tzw. A -3,5-andro-
standien-17-onu (X XI1).

Fieser (1941) uwaza ponadto sterole kory nadnercza
za zwigzki macierzyste dla substancji rakotwdrczych,
wystepujacych w ustroju. Za tg koncepcjag przemawia-
toby powstawanie raka z komoérek kory nadnercza
u myszy, ktérym wkrétce po urodzeniu wycieto jajniki
lub jadra. Jest rzecza charakterystyczng, ze réwnoczesne
podawanie dwuetylostilbestrolu tym zwierzetom do-
$wiadczalnym zapobiega powstawaniu raka kory nadner-
cza (Woolley i Little, 1946)

Ze jednak i hormony seksualne mogg by¢ zwigzkami
rakotwaorczymi, wynika¢ to, miatlo z prac Lacassagne‘a
(1937), ktory wywotat raka sutka u samcéw po wstrzyknieciu zeriskiego hormonu
plciowego, a wiec zwigzku naturalnego w ustroju zwierzecym. Doswiadczenia
wspomnianego autora rozwinieto szczeg6lnie w latach ostatnich, stosujgc naturalne
i syntetyczne estrogeny, pod wpltywem ktérych wywotywano nowotwory najrozmait-
szych narzadow (Burrows i Horning, 1947).

Stwierdzono przy tym, ze zwiazki syntetyczne: 5,6-cyklopentano-l,2-benzoantra-
cen i 3,4-benzopiren odznaczajg sie nie tylko zdolnoscig rakotwdrcza, ale i stabym
dziataniem estrogennym (Cook i Doods). Te obserwacje doprowadzity do syntezy
wielu sztucznych estrogendéw, wykazujgcych réwnocze$nie duzg czynno$¢ rako-
tworcza.
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W wyniku badann nad ciatami hamujacymi wzrost komérek wykryto nowg
grupe zwigzkéw o dziataniu rakotworczym. Punktem wyjsciowym w tym przypadku
byto spostrzezenie, ze wiele weglowodoréw aromatycznych o wiasciwosciach rako-
tworczych odznacza sie przy tym zdolnoscia hamowania wzrostu. Mozna byto
z tego wnioskowaé, ze odwrotnie — pochodne aminostilbenu (XXI1I1), jako sub-
stancje wysoce antywzrostowe, wykaza przy tym wiasnosci rakotwoércze. Badania
biologiczne potwierdzity stuszno$¢ tych wnioskow, przy czym szczegdlnie rako-
tworcza w tej duzej grupie zwigzkow, okazata sie pochodna przedstawiona wzo-
rem XXIV. Wykazano takze, ze
gtbwnym  warunkiem  aktywnosci
nowotworowej tych zwigzkow jest
obecno$¢ grupy aminowej w poto-
zeniu para wzgledem mostka etyle-
nowego.

Znaczna ilo$¢ pozostatych zwiagz-
kéw rakotworczych nalezy do barw-
nikbw azowych. Fischer w 1906
roku wywotat po raz pierwszy no-
wotwory nabtonka na uchu krélika
przez wstrzykniecie czerwieni pur-
purowej (XXV). Dzialanie tego barwnika, wedtug po6zniejszych badan, odnie$¢
nalezy do obecnosci w czasteczce fragmentu o-amido-azotoluenu, ciata o znacznym
dziataniu rakotwdrczym. W tej grupie zwigzkdw zaobserwowano takze wspoétzalez-
no$¢ miedzy chemiczng budowa (wptyw jakosci i ilosci podstawnikow) czasteczki
a jej aktywnoscig biologiczna.

Dziatanie rakotwdrcze barwnikdéw azowych jest o tyle godne podkreslenia mie-
dzy innymi, ze jeden z nich, tzw. zotcien mastowg (XXVI), stosowano do barwie-
nia thuszcz6w i margaryny. W do$wiadczeniach na zwierzetach wywoltywano nowo-
twory watroby przez zastrzyki tego barwnika.

W badaniach eksperymentalnych, opierajgc sie na analogiach z ciatami rako-
twoérczymi o znanej juz budowie chemicznej, syntetyzuje sie z dnia na dzien w la-
boratoriach catego $wiata nowe zwigzki o dziataniu rakotwérczym. Ze istnieje
mozliwo$¢ przypadkowego wykrycia rowniez takich zwigzkéw organicznych, Kkto-
rych struktura chemiczna nie wchodzi w grupy zwigzkéw wyzej omawianych,
$wiadczy o tym chocby fakt wykazania dziatania rakotwdrczego substancji wy-
krytej przez Browninga (1933). Ten zwigzek, zwany ,Styrylem 430“, nalezy do
barwnikéw grupy chinolinowej, o dos¢ skomplikowanej budowie (XXVII).
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Do zwigzkéw rakotwdrczych, ktére stojg poza grupami dotychczas opisanymi,
nalezy takze anilina (XXVIII) i jej pochodne, ktérych dziatanie odnosi sie do
raka anilinowego pecherza moczowego, zaobserwowanego juz przez Rehna (1895)

u pracownikéw przemystu anilinowego. Rak ten, wywotany dziataniem tych zwigz-
kéw na btone $luzowq pecherza, powstaje najczesciej po dwdch, a $rednio dopiero
po osiemnastu latach pracy w tym zawodzie.

Rak pecherza moze by¢ wywotany ponadto takze dziataniem beta-naftyloaminy
(XXIX).

Na uboczu grup ogélnych stoi wreszcie karbaminian etylu, zwany uretanem
(XXX), substancja o dziataniu m. in. nasennym, chemicznie spokrewniona z mocz-
nikiem. W ostatnich latach zauwazono (Nettelship, Henshaw, Jaffe), ze uretan,
wstrzykniety w postaci 10% roztworu lub podany w diecie w ilosci 0,2% wagi
pokarmu, wywotuje gruczolaki oskrzeli. Wedtug badan Larsena i Hestona (1945)
dziatanie rakotworcze ostabia sie w tych pochodnych uretanu, w ktérych podsta-
wiono wodory grupy aminowej lub zastgpiono grupe etylowag innymi resztami.

Osobng pozycje wsrdd czynnikéw rakotworczych zajmujg niektore pierwiastki,
a takze ich izotopy oraz pierwiastki promieniotworcze. Ich dziatanie wigze sie nie-
jednokrotnie z zagadnieniem rakéw zawodowych. Z tej racji poswiecono tym czyn-
nikom szczegdlnie wiele badan.

Niektére schorzenia wywotane arsenem lub zwigzkami arsenu sg znane od da-
wien dawna. Nowotwory ptucne obserwowano u gérnikéw zatrudnionych w kopal-
niach rud arsenowo-kobaltowych. Za przyczyne tzw. choroby reichensteinowskiej *
uwaza sie arsen zawarty w wodzie do picia. Diugotrwate stosowanie srodkéw lecz-
niczych zawierajagcych arsen moze by¢ takze przyczyng nowotworéw. Pomimo ob-
szernych badan nad arsenem i jego wiasciwosciami dziatanie arsenu nie jest do-
ktadnie wyjasnione, gtéwnie z powodu trudnosci w eksperymentowaniu na zwie-
rzetach. Duza toksyczno$¢ arsenu i jego zwiagzkéw sprawia, ze zwierzeta padajg
jeszcze przed zakonczeniem wiasciwego doswiadczenia. Przypuszcza sie, ze arsen
jest tylko czynnikiem wspoétdziatajgcym z innymi w powstawaniu nowotworu.
Stwierdzono np., ze diugotrwale zewnetrzne stosowanie arsenu do celéw leczni-
czych powoduje nadmierng pigmentacje skory. Arsen dziata w tym przypadku
jako czynnik draznigcy, ktéry prawdopodobnie wplywa réwnoczesnie na procesy
oksydoredukcyjne wewnatrz komoérki. Uwolnione przy tym pewne ciata chemiczne,
m. in. barwniki melaninowe, sg by¢ moze zwigzkami macierzystymi dla wiasciwych
weglowodoréw aromatycznych.

* Od miejscowosci kuracyjnej Reichenstein w Sudetach,
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Z innych metali o dziataniu rakotwdérczym na uwage zastuguja: nikiel, wywo-
tujacy raka nosa i ptuc u pracownikéw zaktadéw niklowych, i chrom — przyczyna
raka ptuc i zatok szczeki gornej u pracownikéw przemystu chromowego.

Liczne badania poswiecono dziataniu rakotworczemu pierwiastkéw radioaktyw-
nych. Dtugotrwate oddychanie pytem zawierajacym sole lub emanacje radu powo-
duje raka ptuc u gérnikéw z kopalni radu w Joachimstalu. Stwierdzono ponadto,
ze radioaktywny stront, pluton, cer i prazeodym powodujg powstawanie migsakow
kosci. W Ameryce znane sg przypadki miesakow kosci u miodych pracownikéw
trudnigcych sie malowaniem tarcz zegarowych Swiecacych w ciemnosci. Sole me-
zotoru i radu znajdujace sie w farbie uzywanej do tego celu wchtaniajg sie do
krwioobiegu tych robotnikéw, majagcych zwyczaj zwilzania pedzelka jezykiem.

Przedstawione powyzej przyktady réznych czynnikéw chemicznych, odpowiedzial-
nych bezposrednio lub posrednio za wywotanie ziodliwych zmian w tkance orga-
nizmu zywego, nie wyczerpujg oczywiscie wszystkich substancji, mniej lub wiecej
poznanych dotychczas w ilosci okoto 500. Faktem jest, ze rozwdj przemystu wigze
sie z poznaniem nowych czynnikéw rakotworczych i poznaniem nowych odmian
raka zawodowego. Poznaje sie raka zawodowego w narzadach, w ktérych go do-
tychczas nie widywano, a liczba tych przypadkéw znacznie wzrasta.

Rodzaj nowotworu, czas trwania okresu wylegania, wiek chorego, zaatakowany
narzgd — to momenty, ktére zaleza od charakteru czynnika rakotworczego» od
sposobu i nasilenia jego dziatania i od konstytucji chorego.

Wykryto wprawdzie wiele czynnikéw chemicznych swoiscie rakotworczych, za-
wartych w surowcach i materiatach, ale i sposéb produkcji wplywa takze na wy-
stepowanie nowotworow. Tak, np. raka ptuc u robotnikéw majgcych kontakt z so-
lami chromu spotykano wytacznie w Niemczech, u pracownikéw zas fabryk niklu
— wylgcznie w Anglii.

Nie ulega watpliwosci, ze z postepem metod eksperymentalnych i analitycznych
zwiekszy sie liczba nie znanych nam dotychczas substancji rakotworczych zawar-
tych w surowcach przemystowych, a takze w materiatach pokarmowych.

Na tym tle staje sie jasna konieczno$¢ naukowej organizacji przemystu i akcja
zapobiegawcza. Istnieje mozliwos¢ rozprzestrzeniania sie czynnych dawek ciat rako-
tworczych przez powietrze na znaczng odlegto$¢ od punktu fabrycznego, czego do-
wiodly badania Hiegera, ktory stwierdzit obecnos¢ rakotwoérczego 3,4-benzopirenu
w powietrzu fabrycznych dzielnic Londynu.

Dawki ciat rakotworczych, potrzebne do powstawania nowotworéw, sg wa-
gowo znikome. Najmniejsze czynne dawki, np. dwubenzoantracenu i benzopirenu
wynoszg 1,95 gamma, metylocholantrenu za$ 0,2 gamma *.

Zagadnienie najmniejszych dawek czynnych ciat rakotworczych i wyniki badan,
dotyczacych ciat o niskiej zdolnosci rakotwdrczej, zostaty ostatnio podwazone przez
badaczy radzieckich, ktérzy metoda fluorescencyjng stwierdzili w pracowniach do-
$wiadczalnych z ciatami rakotwérczymi slady tych ciat — na narzedziach, szkle,
fartuchach itp. Z tych przyczyn wiadomosci o wiasciwosciach rakotwoérczych od-
krywanych niejednokrotnie dla substancji, dotychczas o te w#asciwosci nie podej-
rzewanych, powinny by¢ brane z duza dozg ostroznosci.

Panuje przekonanie, ze sita rakotworcza niektorych substancji zwieksza sie lub
zmniejsza w niektorych przypadkach, w zaleznosci od stosowanych réwnoczesnie
rozpuszczalnikow. Z rozpuszczalnikow, ktore podwyzszajg dziatanie rakotwdrcze,
mozna wymieni¢ oliwe, olej sezamowy, parafing, benzen, cholesterol. Natomiast
niektore tluszcze zwierzece majg zdolno$¢ hamowania aktywnosci rakotwdrczej. Na
przyktad — sita rakotwdrcza 3,4-benzopirenu, wstrzykiwanego myszom podskor-
nie, wzrasta przez rozpuszczenie tego zwigzku w 3% roztworze cholesterolu w troj-

* 106 grama.
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kaprylinie, za$ zmniejsza sie, jezeli rozpusci¢ 3,4-benzopiren w trdjkaprylinie, za-
wierajacej 1,5% lecytyny.

Przy interpretowaniu wynikéw podobnych badan zalecana jest takze pewna
ostrozno$¢. Swego czasu postugiwano sie do zastrzykéw podskérnych roztworami
weglowodoréw rakotwoérczych w smalcu lub oliwie. Wykazano jednak z czasem, ze
te rozpuszczalniki moga same w pewnych warunkach sta¢ sie przyczyng powstawa-
nia nowotworéw ztosliwych. Czynne rakotworczo okazaty sie tluszcze ogrzewane
powyzej 270°. Nie wiadomo zatem, czy w pewnym stopniu przyczynag raka przewodu
pokarmowego nie jest spozywany thluszcz stapiany w gospodarstwie domowym.

Wysuwa sie ostatnio przypuszczenie, ze i cholesterol, jezeli nie jest sam w ma-
tym stopniu rakotwdrczy, to w kazdym razie moze by¢ nosicielem matych czaste-
czek rakotworczych. Rak skéry i ,dietetyczny” rak zotadka tacza obecnie niektd-
rzy badacze z fotochemicznymi lub termicznymi produktami utlenienia cholesterolu.

Badania nad chemizmem zwigzkéw rakotwdrczych wigzg sie z zagadnieniem
ich przemian i mechanizmu dziatania w ustroju zwierzecym.

Dziatanie rakotwdrcze jest funkcjg wielu czynnikéw: natury zwiazku rako-
tworczego, ilosci podawanej substancji, sposobu i czasu podawania, rodzaju zwie-
rzecia, jego pici i wieku, wrazliwosci indywidualnej i miejsca zastrzykniecia sub-
stancji rakotworczej. Na aktywno$¢ rakotwoércza, poza strukturg samego zwiagzku,
wywierajg ponadto wplyw czynniki towarzyszace, jak sktadniki pobieranego réwno-
cze$nie pokarmu, ilosci osobnikéw zyjacych razem i prawdopodobnie jeszcze inne
czynniki, dotychczas nie poznane.

Mottram (1945) wykazat, ze 3,4-benzopiren byt bardziej czynny wdéwczas, gdy
wecierano go w skére myszy o poéinocy, niz w zabiegach, dokonywanych w potudnie.
Prawdopodobnie storice byto tu czynnikiem hamujacym.

Moéwiagc o mechanizmie dziatania, nalezatoby zna¢ doktadnie drogi przemian
kazdego z tych tak licznych zwiazkéw rakotwoérczych. Stwierdzenie faktu, ze antra-
cen hamuje w znacznej mierze utlenianie sie benzoaldehydu, nasuwa przypuszczenie,
ze weglowodory rakotworcze dziataja hamujaco na normalne procesy oksydacyjne
komérki przez zatruwanie lub unieczynnianie enzymdw ustrojowych. Czynniki ra-
kotwoércze majg takze zaktéca¢ drogi normalnej syntezy biatka ustrojowego.

Dziatanie czynnikéw rakotwodrczych przyréwnuje sie do dziatania enzymdw. Je-
zeli jednak enzym pasuje do reakcji jak Kklucz do zamka, to ciato rakotwoércze
weciska sie w strumien normalnych reakcji zyciowych — jak wytrych, zmieniajac
jego kierunek i wprowadzajac je w nowe tozysko.

Dziatanie hamujace lub przyspieszajgce niektérych rozpuszczalnikéw, a takze
rézne stopnie ostabiania aktywnosci rakotwdrczej, np. przez stosowanie iperytu
i jego pochodnych, zestalonego dwutlenku wegla lub zwigzkéw chemicznych ze
stabo zwigzanym atomem chlorowca, to fakty, ktére z innymi obserwacjami wska-
zywalyby na to, ze czynnym rakotwOrczo nie jest sam zwigzek, lecz dopiero pro-
dukt jego metabolizmu.

O metabolizmie zwiazkéw rakotwoérczych wiemy na ogét jeszcze bardzo
mato. Skoro wezmiemy pod uwage, iz wiekszos¢ ciat rakotworczych to substancje
w wodzie nie rozpuszczalne, to nalezy raczej przypuszczaé, ze dopiero przemiana
na zwiazki rozpuszczalne odstania wiasciwosci biologiczne. Rozwazajagc metabolizm
substancji rakotworczych pod tym katem widzenia, trzeba mie¢ na uwadze, ze prze-
miany tych zwigzkéw w ustroju moga zachodzi¢ w kierunku wytwarzania zwigz-
kow aktywnych lub nieczynnych i Zze zwigzki rakotworcze moga ulegaé réznym
przemianom ustrojowym w zaleznosci od gatunku danego zwierzecia. | tak
np. 1,2,5,6-dwubenzoantracen (1) przemienia si¢ na inne produkty w organizmie
szczura niz u krolika, skoro u szczura wywotuje on z reguty powstanie nowotworu,
spotykanego u krélika na tej drodze doswiadczalnej tylko wyjatkowo.

Prawdopodobne zatem jest, ze swoista przemiana materii réznych organizméw
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w pierwszym przypadku sprzyja, w drugim za$ przeciwstawia sie rozwojowi wiasci-
wej czynno$ci substancji, uwazanej za rakotwdrcza. Tak postawiona hipoteza jest
podstawg rozlegtych badan nad losami substancji rakotwdrczych, a jej potwierdze-
nie zblizytoby nas bardzo do wyjasnienia mechanizmu proceséw nowotworowych
w ustroju. Co wiecej, mozna by wptywac na przebieg funkcji fizjologicznych w poza-
danym kierunku i zapobiega¢ w ten spos6b wytwarzaniu sie nowotworow.

Procesy utleniania z reguty stanowig pierwszy etap zmian, ktérym ulegajg obce
ustrojowi i szkodliwe substancje. Wprowadzenie grup fenolowych w pierscienie
aromatyczne jest tego typowym przyktadem. Podobnie zwiagzki rakotwoércze ulegajg
przynajmniej w pewnej mierze utlenianiu i sg wydalane z ustroju w postaci roz-
puszczalnych pochodnych fenolowych. Fenolowa grupa jest zazwyczaj wprowadza-
na do pozycji alfa rodnika naftalenowego lub do analogicznego potozenia w bar-
dziej ztozonych weglowodorach, w ktérych naftalen wchodzi w sktad szkieletu cza-
steczki. Poniewaz nie obserwuje sie podstawiania grupg OH w najbardziej czyn-
nych potozeniach mezo, nalezy przypuszczaé, ze weglowodér tgczy sie najpierw
z enzymem lub jakimi$ innymi sktadnikami komoérki — przez wegle 9 i 10, co
sprawia, ze tylko boczne tancuchy zostajg podatne do zaatakowania (Weil, Mai-
herbe, 1946).

Badania nad przemiang antracenu wykazaly, ze ten weglowoddér w ustroju ule-
ga przede wszystkim dziataniu nadtlenku wodoru celem przejscia w zwigzki roz-
puszczalne (Fieser, 1941). By¢ moze zatem, ze niektore weglowodory rakotwdrcze
przemieniajg sie w fenole przez stadium np. dioli i ich nastepne odwodorowanie.
Potwierdzeniem tego bylo wyodrebnienie takich dioli z moczu krélikéw, ktérym
podawano antracen lub naftalen. Wyodrebnione diole miaty konfiguracje cis, a diol
z moczu krélika byt optycznie czynna mieszaning formy d i I. W moczu krélikéw
u szczuréw znajdowano — obok dioli, takze monoglikuronidy, co potwierdza z ko-
lei obserwacje z ogdlnych detoksykacji ustrojowych.

Przeprowadzono roéwniez badania, szczeg6lnie w ZSRR (Morozenskaja), nad
przemianami, jakim ulegajg w ustroju substancje rakotwdrcze typu barwnikéw azo-
wych. W zwigzkach azowych wigzanie — N = N — zostaje rozerwane, a powstate
produkty ulegajg dalszym zmianom. W moczu krolika, ktéremu podawano dwu-
aminodwuazobenzen, wykryto p-aminofenol, p-fenylodwuamine oraz ich pochodne
acylowe. Produkty przemian ustrojowych aminostilbenéw sa analogiczne do pro-
duktow utleniania p-aminofenolu.

Wydaje sie, iz wiele $wiatta na mechanizm i produkty przemian zwigzkéw rako-
twérczych w ustroju rzucg coraz liczniejsze badania substancji wyciagowych z tka-
nek lub moczu oséb zmartych na raka (Szadow, ZSRR).

Jak tatwo zauwazy¢ z podanego przegladu zwigzkéw chemicznych, ciata ma-
jace rézng budowe chemiczng sa zdolne do wywotywania chorobowych zmian
w komorce, przy czym kohncowy wynik biologiczny jest we wszystkich przypadkach
jednakowy. Nasuwa sie zatem pytanie, czy istnieje jaka$ taczno$¢ miedzy tymi
réznymi zwigzkami, ktéra bytaby przyczyng ich jednakowej czynnosci biologicznej
i czy ta czynnos¢ ma zwigzek z budowag czasteczki.

Hipotez na ten temat jest mnoéstwo. Cook i Kennaway (1935) zaktadajg, ze
dziatanie rakotworcze zalezy od budowy zwigzku oraz ksztattu i rozmiaréw cza-
steczki. Do$¢ obszerne badania w grupie aminostilbenu (XXI11) wykazaly w du-
zym stopniu zalezno$¢ miedzy czynnoscig biologiczng a budowa chemiczna.

Wedtug Bergmanna (1942) koniecznym, choé¢ nie wystarczajacym warunkiem
czynnosci jest strukturalna wspoétzalezno$¢ substancji dziatajacych rakotworczo
i receptora komorkowego, z ktorym wspolnie wytwarzajg strukture rakotworcza.
Potwierdzenie pogladu Bergmanna miatyby stanowi¢ przyktady izomeréw benzo-
pirenu i dwubenzofluorenu, czynnych (XXXI, XXXI1I1) lub nie wykazujacych dzia-
tania rakotwdrczego (XXXII, XXXIV).
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Dalszym warunkiem aktywnosci — wedtug Bergmanna — jest obecno$¢ mostka
etylenowego w czasteczce zwigzku rakotworczego z podstawionymi arylami w po-
tozeniu trans.

Poglady Cooka i Bergmanna, wedtug ktérych wszystkie ciata rakotwdrcze maja,
w wiekszym lub mniejszym stopniu zbliza¢ sie do ,idealnej“ czasteczki rakotwor-
czej, nie ttumacza jednak dziatania wszystkich substancji rakotwdrczych.

Podobnie nie wystarczajaca jest hipoteza Fiesera (1941), wedtug ktérego wstep-
nym etapem dziatania biologicznego weglowodoréw rakotwdérczych jest tatwos¢ pod-
stawiania w potozeniu mezo. Podstawianie siarkg in vitro, zachodzace bez trudu,
pozwala przewidywa¢ mozliwosé polagczenia miedzy weglowodorem rakotwoérczym

a uktadem S—S czasteczki biatkowej in vivo. Rozerwanie wigzania S—S prowa-
dzitoby do przylaczenia weglowodoru rakotworczego przez siarke do czasteczki
biatka, z réwnoczesnym wytworzeniem ugrupowania sulfohydrylowego —SH (wg
schematu 2).

Wedtug Robisona (1946) dziatanie rakotwdrcze grupy fenantrenowej jest uwa-
runkowane podwoéjnymi wigzaniami przy weglach 9 i 10 ukiadu fenantrenowego.
Te zalezno$¢ potwierdzili rownocze$nie francuscy badacze A. i B. Pullman, stosujac
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w swych rozwazaniach teoretycznych mechanike kwantowa, dla uzyskania obrazu
rozmieszczenia elektrondw, odpowiedzialnych za aktywno$¢ czasteczki rakotwor-
czej.

Tak zwane wiazania 1 w zwigzkach chemicznych, sg stabsze — jak wiadomo —
od wigzan o . Elektrony m tych wigzan, luzniej zwigzane od innych, sg wiasnie
tymi, ktére warunkujg aktywnos$¢ rozpatrywanego ciata.

Opierajagc sie na wspodtczesnej elektronowej interpretacji wzajemnego wplywu
atomow i wynikajacym stad tzw. efekcie mezomerycznym, udato sie autorom po
skomplikowanych wyliczeniach matematycznych przewidzie¢ rozmieszczenie elek-
tronéw T w czasteczkach m. in. antracenu i fenantrenu, a wiec w typowych uktadach
aromatycznych weglowodoréw rakotworczych.

Nagromadzenie sie chmur elektronowych w pewnych szczytowych punktach cza-
steczki weglowodoru nadaje tym punktom szczeg6lng zdolno$¢ reaktywng. W cza-
steczce fenantrenu istniejg takie dwa szczyty najbardziej aktywne — na weglach
9 i 10, co tym samym potwierdza praktyczne obserwacje Robisona.

Przedstawione poglady, tacznie z hipoteza Pullman, ttumaczg w pewnym stop-
niu dziatanie rakotworcze uktadéw wielopierscieniowych. By¢ moze, ze dalsze roz-
wazania, oparte na zasadach mechaniki kwantowej, pozwolg w przyszto$ci na wnik-
niecie w mechanizm reakcji ustrojowych i rzuca $wiatto na sposob dziatania in-
nych substancji rakotworczych — aminostilbenow, barwnikéw azowych i uretandw.

Na zasadach mechaniki kwantowej jest oparta takze hipoteza Schrédingera
(1944), zmierzajgca do wyjasnienia dziatania wszystkich chemicznych czynnikéw
rakotworczych.

Poglad Schrddingera mozna w skrocie przedstawi¢ nastepujaco: Kazdy naj-
mniejszy uktad posiada pewng oddzielng ilo$¢ energii. Przejscie z jednego stanu
do drugiego jest kwantowane.

Do stanu nizszego ukiad moze przechodzi¢ samorzutnie, emitujac przy tym pe-
wien nadmiar energii.

Jezeli natomiast stan lub konfiguracja druga, w ktorg uktad przechodzi, posiada
energie wieksza, to przy tym przejsciu uktad musi pobraé energie z zewnatrz. Te
warunki sg spetniane tylko woéwczas, kiedy dwie konfiguracje sg sobie bliskie.

Inaczej przedstawia sie sprawa przy dwoch konfiguracjach zbyt od siebie od-
legtych. Wowczas przejscie ze stanu o wyzszej energii do stanu o nizszej nie od-
bywa sie spontanicznie i moze zajs¢ tylko przez stan posredni o energii wiekszej
niz energia stanu poczatkowego i korcowego.

W naszym zagadnieniu oznacza to, ze
przejscie od komorki zdrowej, normalnej,
0 wyzszym poziomie energetycznym (A),
do komdrki rakowatej, o poziomie nizszym
(B), zachodzi poprzez ieszcze wyzszy po-
ziom energetyczny (X),, do ktérego
powstania potrzebna jest pewna energia

z zewnatrz.
Przejscie z poziomu A do poziomu B wymaga zatem pewnej energii — jak
mowimy — ,minimum aktywacji“ (Y). Jak diugo dziata¢ bedzie energia mniejsza

od tego ,minimum®, zachodzi¢ beda wprawdzie pewne zmiany, ale wréca one do
stanu normalnego (A).

Natomiast — dostarczenie z zewnatrz energii wyzszej lub co najmniej roéwnej
owemu ,minimum aktywacji“, wywota przejscie stanu A do stanu B, a w naszym
przypadku — od stanu komoérki normalnej do rakowatej. Na dostarczaniu tego
Jminimum aktywacji“ polega¢ ma wiasnie rakotwdrcze dziatanie czynnikéw che-
micznych.

Odwrotnie — przejScie od stanu nizszego B (komorki rakowatej) do stanu
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wyzszego A (komérki zdrowej), wymagatoby energii wiekszej od minimum akty-
wacji Z. O ile jednak wiekszej — to niewiadoma, ktorej rozwiazanie datoby klucz
do zwalczania nowotwordw.

Promienie X, gamma, ultrafioletowe i pewne zwigzki chemiczne to dotychczas
znane czynniki, ktére moga by¢ uwazane za Zzrddta takich ilosci energii, jakie sg
potrzebne co najmniej do zahamowania dalszego wzrostu komdrek nowotworowych.

Prace Boylanda i Weigerta (1947) nad dziataniem 3,4-benzopirenu zdajg sie
wskazywaé, ze gldbwnym motorem dziatania rakotwodrczego nie jest sam weglowo-
dor, lecz wilasnie energia, ktora sie wyzwala w toku przemian tego zwigzku
w ustroju zywym.
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WLODZIMIERZ OSTROWSKI (KRAKOW)

BIOCHEMICZNA DIAGNOSTYKA RAKA

Oba poprzednie referaty dotyczyty waznych probleméw z zakresu biochemii
nowotwordw, ktérych ewentualne rozwigzanie odstoni szerokie perspektywy, ale
ktore dotychczas jeszcze bardz6 luzno wigzg sie z bezposrednim zastosowaniem
osiagnie¢ laboratoryjnych w praktyce lekarskiej. Przecietny lekarz zdaje sobie spra-
we z tego, ze nie mozna spodziewaé sie w blizszej przysztosci wyjasnienia istoty
raka na drodze badan chemicznych, ale spodziewa sie przynajmniej tego, iz bio-
chemik ufatwi mu walke z nowotworami. Klinicysta ceni sobie wysoko korzysci,
jakich dostarcza mu laboratorium chemiczne w rozpoznaniu réznych schorzen, spo-
dziewa sie wiec, ze i rozpoznanie raka bedzie ufatwione mu przez pracownie che-
miczng. Przeciez wczesne rozpoznanie wiasciwego nowotworu stanowi juz powazny
krok na drodze skutecznego leczenia. Dlatego — jak o tym doswiadczenie pou-
cza — Kklinicysci jeszcze bardziej domagajg sie od chemikdw metod, ktére by po-
zwolity na stwierdzanie istnienia nowotworéw juz wtedy, gdy klasyczne kliniczne
metody badawcze zawodza.

Pozornie mogtoby wydawaé sie nieprawdopodobne, Zze organizm zwierzecy,
rozporzadzajacy tak mistrzowsko wyspecjalizowanymi zdolno$ciami samoobrony
i samoregulacji, nie potrafi zmobilizowa¢ przeciw tkance nowotworowej jakichs
reakcji mozliwych do zarejestrowania w laboratorium. Mozna by réwniez spodzie-
waé sie, ze nowotwér, ktdrego wzrost rujnuje organizm swego nosiciela, jest zrod-
tem jakich$ szczegolnych zwiazkédw chemicznych, ktére nie powinny ujs¢ uwagi
chemika lub serologa. W rzeczywisto$ci rozumowanie takie okazuje sie nietrafne.
By¢ moze, ze istnieje samoobrona ze strony obarczonego nowotworem ustroju, ale
jezeli tak jest, to reakcje obronne musza mie¢ inny charakter niz te, ktére zwy-
klismy codziennie obserwowa¢. W przypadkach nowotworu mamy do czynienia
nie z ciatem obcym, komérka obcogatunkowa lub tez substancjami chemicznymi
obcymi organizmowi nosiciela, lecz mamy do czynienia z wiasnymi komadrkami
ustroju, zasadniczo cechujgcymi sie tymi wszystkimi wiasciwosciami, jakie cechuja
komérki prawidtowe.

Préby stwierdzenia jakich§ zmian chemicznych lub fizyko-chemicznych w ko-
morkach lub cieczach ustrojowych, ktére by Swiadczyty o rozwijaniu sie nowotworu
w badanym organizmie, podejmowane byly juz co najmniej od 50 lat (1). Istot-
nie. w ciggu tego czasu opisano takich zmian wiele i na tej podstawie obmyslono
liczne chemiczne metody rozpoznawcze dla nowotworu. Niektére z nich w olbrzy-
miej wiekszosci przypadkow raka dajg istotnie dodatnie wyniki, ale nie znamy
takiej, ktora by byta dodatnia w 100% badanych przypadkéw, a co gorsze, nie-
mal kazda z nich wypada dodatnio w pewnym odsetku przypadkéw, w ktérych
nowotworu nie ma.

Przez dtugi czas pokitadano wielkie nadzieje w metodach serologicznych (2).
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Mozna bytoby spodziewaé sie powodzenia tych metod, gdyby tkanka nowotworowa
byta czyms$ dla ustroju gospodarza obcym. Poniewaz jest tkanke wilasng, mozna co
najwyzej oczekiwa¢ w komdérkach nowotworowych jakich$ swoistych antygenow,
ktore tylko przy bardzo wysubtelnionej metodyce postepowania datyby sie uwydat-
ni¢. Wiele danych przemawia za tym, ze takie swoiste dla nowotworéw antygeny
sq istotnie w tkance rakowej zawarte. Szczeg6lnie rozlegte badania prof. Hirszfelda
i jego wspodtpracownikéow (3) oraz kilku innych wybitnych serologéw dowodzg
egzystencji takich antygenéw ponad wszelkg watpliwosé, ale wykazywanie tych an-
tygenéw oraz wiasciwych im przeciwciat wymaga tak subtelnej metody serologicz-
nej, ze jej zastosowanie na szeroka skale jest niemozliwe. Ponadto i w tym wy-
padku swoisto$¢ odpowiednich odczyndéw serologicznych moze okaza¢ sie wzgledna.

Niemniej poznano kilka zjawisk zachodzacych w surowicy osobnikéw ze ztosli-
wymi nowotworami dajacych sie rejestrowaé metodami chemicznymi. Zjawiska te
s§ wyrazem jak gdyby pewnego rodzaju serologicznej samoobrony organizmu.

Przede wszystkim nalezy zwréci¢ uwage na tzw. enzymy obronne wykryte przez
Abderhaldena (4). Wedtug Abderhaldena nie tylko biatka obce ustrojowi, ale na-
wet prostsze zwigzki chemiczne wyzwalajg powstawanie enzyméw swoiscie dosto-
sowanych do rozkfadu tej obcej substancji na prostsze zwigzki.

Miedzy innymi Abderhalden stwierdzit, ze juz we wczesnym stadium raka i mie-
saka pojawiajg sie w surowicy krwi enzymy proteolityczne, ktére swoiscie rozkta-
dajg biatko danego nowotworu. Na przykiad obronna proteinaza, powstajgca ha
skutek rozwoju raka ptuc, rozktada biatko raka pochodzacego tylko z ptuc, a nie
rozktada np. biatka raka macicy. Nawet nowotwory przerzutowe wywotujg powstawa-
nie odrebnych enzyméw obronnych. Zasadniczo wykonanie odczynu Abderhaldena
jest wzglednie proste. Mieszaning badanej surowicy z odpowiednim substratem dia-
lizuje sie wobec wody destylowanej, do ktdrej przechodza matodrobinowe produkty
rozktadu biatka nowotworowego. Za pomoca reakcji ninhydrynowej wykrywa sie
w dializacie produkty hydrolizy. Obecno$¢ ich jest dowodem rozktadu danego biat-
ka przez enzym obronny. Oczywiscie odczyn przeprowadza sie z réwnoczesng kon-
trolg. Obronne enzymy Abderhaldena sg wydzielane do moczu, skad moga by¢
wytracane acetonem, powtdrnie rozpuszczone w fizjologicznym roztworze soli i uzy-
wane do wykonania odczynu.

Ta pozornie prosta metoda przy zastosowaniu na wiekszg skale napotyka
duze trudnosci, przede wszystkim w przygotowaniu odpowiedniego substratu, od-
dzieleniu tkanki nowotworowej od S$ladu tkanki zdrowej oraz w uwolnieniu sub-
stratu od ciat dajacych reakcje z ninhydryna. Kolekcjonowanie czystych morfotycz-
nie tkanek wymaga duzych zasobow technicznych i odpowiednich umiejetnosci.
Odczyn Abderhaldena daje okoto 80% wynikéw pozytywnych u chorych cierpia-
cych na raka.

Pewng analogie do odczynu Abderhaldena stanowi odczyn opisany przez Fuch-
sa (4), polegajacy na wystepowaniu albo zanikaniu w surowicy chorych na raka
pewnych enzyméw proteolitycznych, skierowanych przeciw biatku osobnika chorego
na raka lub przeciw biatku embrionalnemu.

Za podstawe opracowania odczynu postuzyt Fuchsowi fakt, ze niektére surowice
maja zdolno$¢ rozpuszczania widknika pochodzacego od osobnikéw cierpigcych
na raka i pewne choroby infekcyjne, przy czym widknik musi by¢é pobrany z oso-
cza innego osobnika. Surowica osobnika zdrowego nie rozpuszcza wioknika dru-
giego osobnika zdrowego, ale rozpuszcza widknik luetyka, gruzlika lub cierpigcego
na raka. Wioknik zostaje réwniez nietkniety, jesli widknik i surowica pochodza
od dwu oséb, ale obu cierpigcych na raka. Jesli za$§ wioknik pochodzi od osobnika
zdrowego lub gruzlika, a surowica pobrana jest od osobnika obarczonego nowo-
tworem, wioknik ulega rozpadowi i reakcja wypada dodatnio.

W ciggu dalszych swoich badan, przy ktérych bardzo wydatnie wspétpracowali
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prof. Kowarzyk i prof. Zakrzewski, Fuchs zauwazytl, ze po zmieszaniu surowicy
pochodzacej od osoby cierpigcej na raka z wioknikiem osobnika réwniez cierpig-
cego na raka moze wystgpi¢ zmniejszenie reszty azotowej. Zamiast hydrolizy wiok-
nika obserwuje sie wiec synteze wielkomolekularnych potaczen azotowych z ciat
prostszych zawartych w surowicy. Fuchs ttumaczyt to zjawisko przyjmujac, ze
w substracie znajdujg sie antygeny nowotworowe, a w surowicy odpowiednie no-
wotworowe przeciwciata. Reakcjg pozytywng obronng nazywa ubytek reszty azoto-
wej ze Srodowiska reakcji, reakcja pozytywna — przyrost reszty azotowej. Wyste-
powanie pierwszego czy drugiego typu reakcji zalezy tylko od tego, czy w suro-
wicy przewazajg nowotworowe antygeny, czy nowotworowe przeciwciata.

Teoretyczne wyttumaczenie proceséw zachodzacych w toku reakcji Fuchsa jest
trudne. By¢ moze, ze nowe osiggniecia biochemii, dotyczace plazminy i fibrynolizy,
zmusityby Fuchsa do catkowitej rewizji jego pogladéw. Zagadnienie madgtby wy-
jasni¢ jedynie bliski wspotpracownik Fuchsa, prof. Kowarzyk, ktory z takim po-
wodzeniem pracuje w dalszym ciggu w tej dziedzinie. Techniczne wykonanie tego
bardzo subtelnego odczynu jest trudne i to moze czesciowo ttumaczy, dlaczego od-
czyn Fuchsa nie miat powodzenia. Ocena wartosci tego odczynu przez réznych ba-
daczy jest bardzo rozbiezna.

W latach przedwojennych dosy¢ duze zainteresowanie wzbudzit odczyn opisany
przez Freunda i Kaminer (4), polegajacy na zdolnosci surowicy osobnikéw zdro-
wych do rozktadania komérek nowotworowych. Surowica chorych na nowotwory
zdolnosci tej nie posiada. Zjawisko to ttumaczyt Freund w dosy¢ zawity sposéb,
przyjmujac egzystencje jakich$ hipotetycznych, swoistych zwigzkéw chemicznych,
od ktérych miataby zaleze¢ cytoliza komoérek nowotworowych. Odczyn ten kon-
trolowany byt w wielu pracowniach, u nas podobno z powodzeniem stosowat go
Wachtel w Krakowie. Na o0g6t ocena tego odczynu wypadia niekorzystnie. Nawet
ci badacze, ktérym udato sie powtdrzyé wyniki Freunda, stwierdzali pokazny odse-
tek wynikéw ujemnych w klinicznie stwierdzonych przypadkach raka.

Zarowno rozwdj tkanki nowotworowej, jak i jej wplyw na tkanki zdrowe po-
wodujg zmiany ilosciowe réznych enzyméw w organizmie zwierzecym. Zmienia sie
ilo$¢ niektérych enzyméw zawartych w krwi i fakt ten zostat w réznorodny sposob
wykorzystany do celéw rozpoznawczych.

Sposrod tych metod enzymatycznych na pierwszy plan wysuwa sie oznaczanie
fosfatazy w krwi (5). Poziom obu fosfataz, to znaczy zasadowej i kwasnej, wzrasta
znacznie w surowicy w okresie przerzutdw raka, przy czym fosfatazy te wykazujg
zwiekszong aktywno$¢ w poréwnaniu z fosfatazg wzieta z surowicy prawidtowej
przy dodaniu takiego aktywatora, jak np. jony magnezu. Prawidtowa fosfataza
zasadowa zwieksza swojg aktywno$¢ po dodaniu chlorku magnezu o ok. 6%, nato-
miast fosfataza w czasie rozwoju raka o ok. 42%.

Wozrost zawartosci fosfatazy zasadowej krwi jest szczegOlnie charakterystycznym
objawem dla nowotworéw kosci, specjalnie przy powstawaniu przerzutow. Warto-
Sci tej fosfatazy moga wzrasta¢ wowczas o kilkaset procent i dlatego badanie jej
poziomu ma niewatpliwie duza warto$¢ rozpoznawcza.

Fosfataza kwasna wzrasta bardzo wybitnie w przypadkach raka sterczu, a szcze-
golnie przy powstawaniu przerzutéw tego nowotworu. Zdaniem niektérych badaczy,
badanie fosfatazy kwasnej ma decydujgce znaczenie przy réznicowaniu miedzy prze-
rzutami raka sterczu do kosci i nienowotworowymi schorzeniami kosci. Techniczna
strona oznaczenia zawartosci fosfatazy jest wzglednie prosta (6), szczegdlnie przy za-
stosowaniu jako substratu estru fosforowego fenoloftaleiny, wprowadzonego do pra-
cowni chemicznej przez Talalaya.

W poczatkowych stadiach rozwoju raka wzrasta znacznie poziom lipazy w surowicy
(7), natomiast w ciggu dalszego rozwoiu nowotworu poziom tego enzymu spada
znacznie ponizej wartosci normalnej. Rona zrdéznicowat wystepujace w surowicy
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lipazy na zasadzie ich wrazliwosci na rdézne substancje chemiczne. Tak np. lipaza
trzustkowa jest wrazliwa na dziatanie chininy, lipaza surowicy — na chinine i atoksyl.
Bernhard stwierdzit, ze w przypadku raka lipaza odporna na dziatanie atoksylu
wystepuje w duzych iloSciach w surowicy i ze wraz z rozwojem raka zmniejsza
sie poziom ogdlnej ilosci lipaz. Zaznaczy¢ nalezy, ze lipaza odporna na dzialanie
atoksylu pochodzi z samego nowotworu. Poziom lipazy atoksyloodpornej zmniejsza
sie wraz z rozwojem nowotworu, ale jej poziom jest stale znacznie wyzszy niz w wa-
runkach prawidtowych. Po usunieciu nowotworu poziom lipaz wraca do stanu pra-
widtowego.

Wykonanie oznaczenia lipazy polega na zmieszaniu surowicy badanej z roztwo-
rem trojmaslanu glicerolu w odpowiednim buforze i w obecnosci atoksylu. Po od-
powiednim czasie inkubacji pozostaly roztwor maslanu oznacza sie stalagmome-
trycznie. Metoda ta daje ogdlnie ok. 65% wynikéw zgodnych z obserwacjg. U osob-
nikow zdrowych odczyn wypada dodatnio w 10%, ponadto wynik pozytywny
obserwuje sie w niektdrych procesach patologicznych nienowotworowych, jak prze-
rost sterczu i inne. Znamienne jest, ze wiasnie te jednostki chorobowe =zaliczane
sg do tzw. schorzen blastofilnych, a wiec okazujagcych tendencje do zwyrodnienia
nowotworowego.

W 1949 roku Menkes (8) zaobserwowat, ze surowica 0so6b z rozwijajacym sie
nowotworem — w odroznieniu od surowicy prawidlowej — posiada zdolno$¢ roz-
ktadu pentoz do kwasu mlekowego. Wykonanie odczynu polega na zmieszaniu ba-
danej surowicy z roztworem arabinozy i oznaczeniu kwasu mlekowego, wytworzo-
nego podczas reakcji (9). Co do diagnostycznej wartosci tego odczynu zdania sg
podzielone. Liczni autorzy twierdzg, ze odczyn ten nie jest swoisty i Zze nie ma
zadnego znaczenia diagnostycznego, gdyz szereg infekcyjnych schorzen daje wy-
niki podobne. Steen (10) natomiast badajac szczury, u ktérych wywotano miesaka
przez wstrzykniecie metylocholantrenu, otrzymat w 90% wyniki prawidtowe.

Pewne zwigzki chemiczne w obecnosci siarczku lub siarkowodoru zamieniajg
hemoglobine zawartg w erytrocytach na sulfohemoglobine dajacg sie identyfikowac
spektroskopowo. Znikanie sulfohemoglobiny z krwiobiegu jest zwigzane ze stanem
opornosci erytrocytéw. Sulfohemoglobina jest dopiero wtedy wydalana z ustroju,
gdy erytrocyt ulega rozpadowi. Dlatego tez zanikanie sulfohemoglobiny moze by¢
miarg wewnatrznaczyniowej opornosci erytrocytow, z tym zastrzezeniem, ze sulfo-
hemoglobina nie jest réwnoczesnie stale produkowana w ustroju skutkiem jakiego$
procesu patologicznego, np. chronicznego zatrucia.

Ryc. 1. Znikanie sulfohemoglobiny u myszy Ryc. 2. Znikanie sulfohemoglobiny u myszy
chorej z ca mammae +-9 dni. zdrowej + - 19 dni.
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Dod i wspotpracownicy (11) wykazali, ze znikanie sulfohemoglobiny z krwio-
biegu jest znacznie szybsze w przypadku rozwijajgcego sie raka, niz to ma miejsce
w warunkach prawidtowych. Badania te wykonano na zwierzetach doswiadczal-
nych wywotujagc eksperymentalnie przemijajacg sulfohemoglobinemie. Sulfohemo-
globinemie wywotuje sie przez podskdrne wstrzykniecie zawiesiny p-aminopropio-
fenonu i siarczku wapnia w oleju sezamowym. Nastepnie przez oznaczanie spek-
trofotometryczne krwi obserwuje sie w ciagu szeregu dni znikanie sulfohemoglo-
biny. Ro6znice w znikaniu sulfohemoglobiny w przypadku myszy zdrowych i my-
szy z rozwijajgcym sie rakiem ilustrujg przedstawione wykresy.

U myszy zdrowych sulfohemoglobina znika catkowicie dopiero po mniej wie-
cej okoto 19 dniach, za§ u myszy z wywotanym doswiadczalnie rakiem sulfohe-
moglobina znika juz po 9 dniach. Nie jest mi wiadome, czy metoda ta byta sto-
sowana u ludzi i z jakimi wynikami. W kazdym razie stosowana u zwierzat do-
$wiadczalnych ma dawac¢ dobre wyniki.

Oprécz zmian w zawartosci poszczeg6lnych enzyméw zachodzacych we krwi
chorych na raka mogg wystepowa¢ zmiany polegajace na pojawianiu sie¢ we krwi
sakichs nowych zwigzkéw o charakterze nieenzymatycznym. Substancje te moga
by¢ albo zidentyfikowane bezposrednio jako takie, albo w nastepstwie pewnych
zmian fizyko-chemicznych spowodowanych obecnoscig tych ciat w surowicy.

Taka zmiang fizyko-chemiczng dosy¢ charakterystyczng dla surowic os6b obar-
czonych nowotworami jest obnizenie potencjatu oksydoredukcyjnego surowicy, da-
iece sie doktadnie rejestrowal za pomoca polarografii (14).

W czasie przeptywu pradu elektrycznego przez roztwor elektrolitu powstaje
w pewnych warunkach prad skierowany przeciwnie, nazwany pradem polaryzacyj-
nym. Sita elektromotoryczna pradu powodujacego elektrolize musi osiggna¢ od-
powiednig wartos¢, aby przezwyciezy¢ przeciwnie skierowany prad polaryzacji i roz-
tadowania oraz aby przeprowadzi¢ rozdzial jonéw. Dla kazdego rodzaju jonow ta
sita rozdzielajaca elektrolizujacego pradu jest stalg wielkoscig charakterystyczna.
Napiecie tego pradu jest tym wieksze, im kation danego metalu lub czasteczka
zwigzku sg bardziej elektroujemne. Typowa krzywa polarograficzna ma poczatko-
wo przebieg réwnolegty do osi napie¢, po osiggnieciu tzw. napiecia depolaryzacji
krzywa wznosi sie prawie pionowo ku gdrze, osigga pewna wysokos¢ i zaczyna
znéw biec poziomo. Odcinek pionowy krzywej zwie sie falg polarograficzng
i wysoko$¢ tej fali jest funkcjg stezenia badanej substanciji.

Odpowiedni przyrzad do badania po-
wyzej przedstawionej zaleznosci skon-
struowat Heyrovsky i nazwat go polaro-
grafem (13). Nie polaryzujagca anode
przyrzadu stanowi duza masa rteci na
dnie naczynia elektrolitycznego. Nato-
miast idealnie polaryzujacg sie Kkatode
stanowi tzw. kroplowa elektroda rteciowa,
z ktoérej ze stalg szybkoscig wyptywajg
malenkie kropelki rteci do badanego roz-
tworu. Zaletg elektrody kroplowej jest to,
ze przy badaniu wystarcza minimalna
ilos¢ probki, aby wystapit proces katodo-
wy na powierzchni kropelki rteci. Po-

Ryc. 3. Krzywa polarograficzna (schemat). wierzchnia takiej elektrody jest zawsze
czysta, gdyz ciggle sie odnawia, a opada-
jaca kropla zabiera z sobg ewentualne zanieczyszczenia.

Natezenie powstajgcego w czasie oznaczania pradu roztadowania rejestruje sie
za pomocg galwanometru lusterkowego na papierze S$wiattoczutym albo tez za po-

92



mocg odpowiedniego mechanizmu piérkiem na zwyklym papierze. Oznaczenie po-
larograficzne przy pewnej wprawie i odpowiednim urzadzeniu trwa zaledwie dwie
do trzech minut. Stezenie badanej substancji, potrzebnej do oznaczenia, miesci sie

w granicach jednego mikrograma; jest to metoda nie tylko jakosciowa, ale i ilo-
Sciowa, za pomocg ktorej mozna otrzymaé absolutne wartosci stezenia badanych
substanciji.

Waldschmidt-Leitz w roku 1934 (12) spostrzegt, ze w surowicach ludzi cier-
piacych na raka wystepuje znaczne obnizenie ilosci grup sulfhydrylowych, wyste-
pujacych w cysteinie i zredukowanym glutationie, w poréwnaniu z surowicami
osobnikéw zdrowych. Znajdujgca sie w surowicy cysteina i SH-glutation dadzg sie
oznaczy¢ polarograficznie dlatego, ze wodér grupy SH, zwiaszcza w obecnosci nie-
znacznej ilosci soli metali ciezkich, jak kobalt i nikiel, tatwo jest redukowany na
powierzchni katody, a prad redukcji stoi w prostym stosunku do stezenia cysteiny
w roztworze. Na krzywej polarograficznej bedziemy mieli najpierw odpowiednio
wysoka fale polarograficzng odpowiadajacg soli dodanego kationu, a pdzniej
fale cysteiny, ktdérej wysoko$¢ bedzie zalezata od stezenia tej substancji w roz-
tworze. Grupy SH wbudowane w czasteczki biatka dajg sie réwniez oznaczy¢ w ten
sposoéb.

Na powyzej omowionej zasadzie opiera sie polarograficzna analiza surowic no-
wotworowych, opracowana po raz pierwszy przez Brdicke (4) w roku 1934. Brdic-
ka w ciggu swoich badan spostrzegt, ze jesli biatko surowicy zostanie przed ozna-
czeniem zdenaturowane, to fala polarograficzna charakterystyczna dla cysteiny
znacznie wzrasta, co wskazywatoby na odtworzenie grup sulfhydrylowych i dwu-
siarczkowych podczas denaturacji, zamaskowanych dotychczas w czgsteczce biatka.
Ten wzrost fali polarograficznej cysteiny po denaturacji biatka jest wielokrot-
nie wyzszy w przypadku surowic prawidtowych w poréwnaniu z surowicami nowo-
tworowymi i ten fakt stanowi charakterystyczng ceche odr6zniajacg surowice nowo-
tworowg w badaniu polarograficznym. Denaturacje biatka Brdicka przeprowadzat za
pomoca pepsyny w S$rodowisku kwasu solnego, nastepnie dodawat roztworu soli
kobaltu i przeprowadzat oznaczenie polarograficzne.

W niedtugim czasie po ogtoszeniu prac przez Brdicke, Meyer i Waldschmidt-
Leitz (15) spostrzegli bardzo interesujacy fakt, a mianowicie, ze jedli zdenaturo-
wane biatko surowicy zostanie usuniete z roztworu za pomocg kwasu sulfosali-
cylowego, a przesacz podda sie oznaczeniu
w polarografie, to fala polarograficz-
na cysteiny w przypadku przesgczu suro-
wic nowotworowych jest bez poréwnania
wyzsza niz w przypadku analogicznie
otrzymanych przesagczéw surowic prawi-
dtowych. Réznica w fali polarogra-
ficznej jest tak wybitna, ze modyfikacja
ta okazata sie diagnostycznie znacznie
pewniejsza niz metoda pomiaru zdenatu-
rowanego biatka. W przesaczu po odbiat-
czeniu znajduje sie wysokomolekularna
substancija, polarograficznie  aktywna, Ryc 4. Krzywa polarograficzna cysteiny
ktéra nie zawiera siarki i jej chemiczny
charakter nie jest dotychczas wyjasniony. Waldschmidt-Leitz utrzymuje, ze jest to
bezsiarkowy mukoid, wypadajacy pod dziataniem rozcieficzonego alkoholu, i ze ta
wiasnie substancja, czynna polarograficznie, jest charakterystyczna dla surowic no-
wotworowych. Brdicka natomiast twierdzi, ze substancja ta posiada grupy sulfohy-
drylowe i ze w surowicy wystepuje na skutek wadliwej przemiany biatkowej w cza-
sie rozwijajagcego sie nowotworu. Diagnostyka raka za pomocg polarografii jest
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bardzo wszechstronnie i szczegétowo opracowana. Polarografia posiada doskonate
znaczenie rozpoznawcze, lecz i tu, niestety, nie jest pozbawiona btedu, jak zresztg
wszystkie inne metody. Wyniki pozytywne uzyskuje sie rdéwniez przy wielu innych
schorzeniach nienowotworowych o charakterze zapalnym, a niejednokrotnie wynik
dodatni otrzymuje sie takze przy badaniu surowic osob zupetnie zdrowych.

Wybitny wzrost fosfatydow surowicy chorych na raka w poréwnaniu z surowicg
0s6b zdrowych postuzyt Dannmeyerowi (16) w 1937 roku do opracowania metody
diagnostycznej. Naswietlong uprzednio surowice Swiattem ultrafioletowym ekstra-
huje sie benzenem, w ktdrym rozpuszczajg sie wszystkie fosfatydy. Nastepnie w czy-
stym benzenie zanurza sie dwie elektrody potgczone z elektrometrem i wigcza sie
napiecie ok. 1,5 V. Benzen, bedac dielektrykiem, uniemozliwia powr6t struny elek-
trometru do punktu zerowego. Z kolei elektrody elektrometru zanurza sie do roz-
tworu badanego. Struna elektrometru opada do pewnego poziomu, ale nie wraca
do punktu zerowego wskutek tego, ze w roztworze wytwarza sie pewne przeciw-
napiecie (tzw. potencjat resztkowy), ktére jest spowodowane obecnoscig fosfaty-
déw rozpuszczonych w benzenie. Réznica odczytu elektrometru przy badaniu czy-
stego benzenu i ekstraktu surowicy jest miarg ilosci fosfatyddw w probce badanej.

Przedstawiona wyzej metoda daje ok. 80% wynikéw zgodnych z obserwacja
kliniczng, jakkolwiek jest stosunkowo mato znana i stosowana w pracowniach Kkli-
nicznych.

Byfa juz dzi§ o tym mowa, Zze tkanka nowotworowa posiada duzg zdolnoé¢
wigzania fosforu w swoich komodrkach. Okoliczno$¢ te starano sie poczatkowo wy-
korzysta¢ w leczeniu raka. Wstrzykiwano dozylnie fosfor radioaktywny, ktéry gro-
madzit sie w tkance nowotworowej, wydzielajac czasteczki beta, oraz dziatat ni-
szczagco na otaczajacg tkanke. Rezultaty tej metody leczenia okazaty sie jednak
niezadowalajace, chociazby z tego wzgledu, ze natezenie promieniowania konieczne
do zahamowania wzrostu nowotworu byto zbyt szkodliwe dla catosci ustroju i po-
wodowato martwice tkanek zdrowych.

Zdolno$¢ retencji fosforu w tkance nowotworowej zostata wykorzystana przez
Cramera i Pabsta (17) do opracowania metody diagnostycznej. Wstrzykiwali oni
podskérnie fosforan z radioaktywnym fosforem o natezeniu promieniowania ok.
250 p C, po czym po pewnym czasie oznaczali natezenie radioaktywnosci réznych
okolic ciata za pomocg licznika G—M. Stosujagc miniaturowe liczniki wpuszczali
je wraz z sondg do zotadka i dwunastnicy, do przetyku, tchawicy, oskrzeli i w ten
sposob wykrywali raki umiejscowione w dos$¢ gteboko potozonych narzadach.

Cramer i Pabst oznaczali najpierw wspotczynnik aktywnosci, tzn. stopien po-
winowactwa fosforu do réznych tkanek zdrowych, i nastepnie przez poréwnanie
z tkankami nowotworowymi oceniali zdolnos¢ retencji radiofosforu przez te tkanki.
Wykresy radioaktywnosci narzadéw zdrowych i narzadow z rozwijajagcym sie ra-
kiem przedstawione sg na ryc. 5a, b, c. lzotopowa metoda wykrywania raka daje
najwiekszy odsetek wynikdw pozytywnych, jakkolwiek i ta metoda nie jest pozba-
wiona btedu. Wyniki podobne do tych, jakie daje tkanka nowotworowa, dajg rézne
procesy zapalne skory z wytworzeniem tkanki granulacyjnej oraz owrzodzenia goleni.
Druga niedogodnosciag tej metody sa trudnosci techniczne zwiazane ze specjalng
aparaturg, a najwazniejsza moze jest trudno$¢ w uzyskaniu odpowiednich izotopéw.

Wymienione przeze mnie metody, mniej lub bardziej niedoskonate, dajace
mniejszy lub wiekszy procent btedu, s w kazdym razie oparte na pewnych kon-
kretnych przestankach i zwigzane z okreslonymi zmianami w surowicy, zachodza-
cymi w toku rozwoju nowotworu. Wszystkie jednak wymagajg pewnych technicz-
nych $rodkéw, niejednokrotnie nawet tak skomplikowanych, jak licznik Geiger-
Millera lub polarograf, nic wiec dziwnego, ze zastosowanie ich ogranicza sie do
dobrze urzadzonych laboratoriéw Klinicznych. Natomiast ws$rdd szerokiego ogétu
lekarzy z wielkim powodzeniem spotykaly sie najréznorodniejsze odczyny empi-
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ryczne, polegajgce na obserwowaniu zmian zachodzgcych w surowicy po potrak-
towaniu jej odpowiednimi odczynnikami, np. reakcja Bendiena, polegajgca na do-
dawaniu do surowicy mieszaniny kwasu octowego i kwasu wanadowego, odczyn
Botelha, ktory przed dwudziestu kilku laty i w Polsce miat licznych zwolennikdw,
odczyn Kahna i szereg innych analogicznych reakcji. Pojawianie sie stragtu biatko-
wego w danych warunkach miato by¢ dowodem obecnosci raka, brak odpowiedniego
zmetnienia byt wyrazem odczynu ujemnego. Zadna z tych reakcji nie wytrzymata
prob krytyki, dzi§ majg one tylko warto$¢ historyczna.

Nie wiadomo, jaki los spotka metode, ktéra dopiero w ostatnich latach znalazta
zastosowanie, opartg na obserwacjach dokonanych 15 lat temu przez dr Glassa

Ryc. 5a. — | — krzywa normalna. Il — krzywa dla carcinoma mammae. b — | — carcinoma
jadra kroélika. 1l — jadro zdrowe, ¢ — mastopathia cystica.

w Warszawie. Podstawg tej metody jest oznaczenie temperatury koagulacji cieplnej
biatek surowicy. Glass (18) odrdznia proces koagulacji cieplnej od zachodzacego
procesu flokulacji, np. w prébie Weltmanna, i zjawisko to ttumaczy wewnatrzcza-
steczkowym uwodnieniem biatek surowicy, gtéwnie frakcji albuminowej. Probe
wykonuje sie w ten sposob, ze odpowiednio rozciehczong surowice umieszcza sie
w fazni wodnej o temperaturze 80, 83, 89 i 950 na jedng minute. Po tym czasie
probowki wytrzasa sie i osad zbija na dnie, a nastepnie dodaje sie roztworu siar-
czanu magnezu lub soli kuchennej. Jesli surowica nie wykazuje zadnego zmetnienia,
okredla sie jg jako ,niekoagulujaca”, jesli natomiast osad po dodaniu elektrolitu
nie odrywa sie od dna, lecz pozostaje w dalszym ciggu zbity, surowice okresla
sie jako ,koagulujaca”.

W wielu stanach patologicznych, tgcznie z nowotworem ztodliwym, temperatura
koagulacji cieplnej jest wyzsza w poréwnaniu z wartosciami uzyskanymi przy ba-
daniu surowic prawidtowych.

W roku 1949 Huggins (18) i wspotpracownicy opisali nowg technike oznaczania
temperatury koagulacji cieplnej. Czas ogrzewania przedtuzyli do 30 minut w tempe-
raturze 1000 przy czym do roztworu dodawali okre$long ilos¢ soli kwasu jodoocto-
wego, o0znaczajac najmniejsza ilos¢ jodooctanu, ktéra zapobiega koagulacji badanej
surowicy. W przypadku réznych typow nowotworéw og6lnie metoda ta daje zaled-
wie ok. 50% wynikéw pozytywnych.

Wszystkie te reakcje strgtowe, podobnie zresztg jak stosowane na klinikach
w innych przypadkach odczyny Takata-Ary, Weltmanna, Wuhrmanna itd., sa wyra-
zem zmiany struktury fizyko-chemicznej mieszaniny biatek surowicy, spowodowanej
przesunieciem prawidtowego iloSciowego stosunku zachodzacego miedzy poszczegdl-
nymi frakcjami batek. Dzi§ zmiany te dajg sie uchwyci¢ o wiele doktadniej i scha-
rakteryzowa¢ o wiele lepiej przez zastosowanie metody elektroforezy. Metoda ta
wykorzystuje roznice szybkosci wedrowania réznych biatek surowicy w polu elek-
trycznym. Sadze, ze nie ma potrzeby omawiania na tym miejscu szczegétow tej
metody. W pierwotnej swej postaci metoda ta jest technicznie dosy¢ trudna i wy-
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maga kosztownej aparatury. Pozwala jednak dosy¢ doktadnie oznaczaé procento-
wy udziat poszczegdlnych frakcji biatek surowicy w ogdlnej ilosci biatka. Wiadomo,
ze metoda ta oddaje dzi$ klinikom nieocenione ustugi, wykazujac zmiany struktury
mieszaniny biatek surowicy w roznych schorzeniach. Nic wiec dziwnego, ze prébo-
wano jg zastosowac jako metode rozpoznawczg w przypadku schorzen nowotworo-
wych. Dotychczas zebrany materiat nie jest obfity, a wyniki dosy¢ rozbiezne. Z re-
guty stwierdza sie zmniejszenie og6lnej ilosci biatek ze specjalng redukcjg frakcji
albuminowej i w wiekszosci przypadkéw z wyraznym wzrostem frakcji alfa2-globu-
linbw (19). Po radykalnej operacji obraz elektroforetyczny surowicy wraca do nor-
my. Zmiang, ktéra najdtuzej utrzymuje sie po operacji, jest zmniejszenie ilosci albu-
minéw. Nie spotyka sie dotychczas zadnych przypadkéw hipoalbuminemii, w ktérych
po usunieciu przyczyny albuminy wracatyby tak powoli do wartosci prawidtowych,
jak w przypadkach z powodzeniem operowanego raka (20). Materiat dotychczas
zebrany nie wystarcza do wysnuwania uzasadnionych wnioskéw o wartosci elektrofo-
rezy jako metody rozpoznawczej. By¢ moze, ze zastosowanie elektroforezy w postaci
tzw. elektroforezy bibutowej (21), bedacej metodg prostsza i o wiele tansza,
utatwi zgromadzenie wiekszych ilosci danych (ryc. 6a i b). O zastosowaniu elek-
troforezy do rozpoznawania szczegdlnych nowotworéw cechujacych sie produkcja
swoich biatek, jak np. szpiczak, méwi¢ nie bede, gdyz sg to rzeczy juz ogoélnie
znane.

Omoéwione przeze mnie metody nie wyczerpuja jeszcze listy wszystkich préb
chemicznych stosowanych do rozpoznawania nowotwordéw. Wyszczegdlnione zostaty

Ryc. 6. Wykresy z elektroforezy bibutowej, a — krzywa prawidlowa, b — krzywa w przypadku
raka przetyku.

tylko te, ktore wzbudzity zywsze zainteresowanie, byly bardziej rozlegle kontrolo-
wane i ktérych wyniki przynajmniej w wiekszosci przypadkéw pokrywajg sie z roz-
poznaniem Kklinicznym. By¢ moze, ze niektére z tych metod przy ich doktadniej-
szym i bardziej systematycznym opracowaniu stang sie warto$ciowym, pomocni-
czym $rodkiem przy stawianiu rozpoznania w schorzeniach nowotworowych. Nie-
stety, jak juz to podkreslatem, nie ma metody 100% pewnej, jak réwniez nie ma
metody, ktéra by nie dawata pozytywnych wynikéw w schorzeniach nienowotworo-
wych. Charakter biologiczny nowotworéw stanowi powdd, dla ktérego wyszukanie
absolutnie swoistych metod rozpoznawczych dla raka wydaje sie bardzo mato prawdo-
podobne. Tak jak histopatolog przy badaniu napotyka przypadki, w ktérych mikro-
skop nie jest w stanie daé mu absolutnej odpowiedzi na to, czy badana tkanka jest
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nowotworem zto$liwym, czy nie, tak i chemik musi spotyka¢ takie przejSciowe
sytuacje, w ktérych granica miedzy nowotworowym a nienowotworowym chemiz-
mem ustroju jest zatarta.
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WANDA MEJBAUM KATZENELLENBOGEN (WROCLAW)
WPLYW HORMONOW NA NOWOTWORY

I. WSTEP

Do powstania i rozwoju raka * konieczny jest caly zespot czynnikow, wsrod
ktorych niewatpliwie odgrywaja role hormony i pewne sktadniki pokarmowe.

Wspo6lnym rysem wszystkich nowotworéw ztosliwych jest szybki i ztosliwy
wzrost. Za kryterium ztosliwosci przyjmuje sie zdolno$¢ dawania przerzutéw i moz-
no$¢ transplantowania. Nowotwor transplantowany zachowuje wiasciwosci nowo-
tworu pierwotnego. Zmiana komérki normalnej w nowotworowsa jest nieodwracalna.
Komorka, ktéra raz stanie sie komoérka nowotworowa, wiasciwosci tej nie traci
i moze pozostawa¢ w ustroju przez diuzszy czas w stanie utajenia — wzrost no-
wotworu wybucha nagle. Przyjmuje sie rowniez, ze tkanka nowotworowa nie
ma funkcji fizjologicznej, a jedynym jej zadaniem staje sie autonomiczny wzrost,
nie podlegajacy ogolnym regulacjom ustrojowym.

Wszystkie czynniki wywotujgce nowotwory okreéla sie jako czynniki rakotwor-
cze. Dla otrzymania nowotworéw eksperymentalnych nie wystarcza sam czynnik
rakotwdrczy, musi jeszcze wspoétdziata¢ cata grupa czynnikéw warunkujacych wraz-
liwos¢ gospodarza i jego tkanek.

Nie znamy jak dotad zadnego czynnika rakotwdrczego wywotujgcego nowotwor
u wszystkich zwierzat i w réznych narzadach. Natomiast kazdy z poznanych czyn-
nikéw rakotwdérczych daje zmiany nowotworowe okreslonych narzadéw u wrazli-
wych zwierzat. Umiejscowienie nowotworu jak i jego powstanie w duzej mierze
zalezy od sposobu podania czynnika rakotwdrczego, wieku zwierzecia, stanu meta-
bolicznego jego tkanek, pozywienia i wielu innych czynnikéw.

Nowotwory eksperymentalne mozna otrzymaé przez transplantowanie tkanki
rakowej lub podawanie jej przesaczéw (sarcoma Rous u kur), przez stosowanie
pewnych wiruséw, syntetycznych zwigzkdw chemicznych, hormonéw lub nawet
réznych czynnikéw fizycznych.

Najistotniejsza cechg nowotwordw, niezaleznie od ich etiologii, jest szybki i nie-
zalezny wzrost. Wzrost tkanki normalnej jest jedng z jej funkcji zyciowych, a zatem
w warunkach prawidtowych musi podlega¢ w organizmach wielokomdrkowych sy-
stemowi ogo6lnych regulacji ustrojowych.

Funkcje ustroju zalezne sg od ciat czynnych, do ktorych zalicza sie enzymy,
witaminy i hormony. Hormony stanowig w tym systemie ukiad nadrzedny. Zabu-
rzenia w stanie hormonalnym ustroju wplywajg na procesy enzymatyczne i w ten
sposéb zmieniajg tok przemian komorki. Nie znamy dziatania poszczeg6lnych hor-
monéw na enzymy. Prawdopodobnie pewne hormony hamujg aktywno$¢ jednego
lub kilku enzymdw, a inny hormon znosi to dziatanie. Tak wyglada w kazdym

* Stowa rak uzywam nie w znaczeniu anatomo-patologicznym, ale dla ogélnego okreslenia
nowotworéw ztodliwych.
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razie pierwszy poznany in vitro mechanizm dziatania hormondw na aktywno$¢ he-
ksokinazy. Wyciag z przedniego ptata przysadki hamuje jej aktywno$¢, a insulina
znosi to dziatanie (Colovick, Cori, Slein — 12).

Czy zaburzenia w systemie ogo6lnych regulacji ustrojowych, a wiec i hormondéw
mogg sta¢ sie przyczyng zmiany normalnego wzrostu komorki we wzrost nowotwo-
rowy i czy komoérka nowotworowa staje sie zupeinie niezalezna od normalnych
regulacji, czy tez w pewnej mierze im podlega? Odpowiedz na to pytanie, poza zro-
zumieniem mechanizmu wzrostu, moze da¢ réwniez $rodek do zwalczania nowotwo-
réw. Przez odpowiednie pokierowanie stanem korelacji ustrojowych mozna by nie
dopusci¢ do powstania komérki nowotworowej lub zatrzymaé wzrost nowotworu.

Hormony niewatpliwie wptywajg na rozwoj tak raka spontanicznego, jak i no-
wotworéw eksperymentalnych. Otrzymano nowotwory przez podawanie hormonéw
sterolowych, szczegdlnie estrogenéw i pewnych hormonéw przedniego ptata przy-
sadki. Hormony dziatajg rakotwoérczo tylko na narzady pozostajagce pod ich wply-
wem i to o ile sg stosowane przez dtugi czas i w spos6b ciggty — Lacassagne (54),
Dodds (20), Lipschiutz (62), Huggins (40), Twombly (84), Hertz (38). Op0zniaja
one lub przyspieszaja rozwdj i czestos¢ wystepowania niektérych nowotworéw
spontanicznych u zwierzat i ludzi. Przykladem moze by¢ dziatanie estrogenéw
i androgendw w leczeniu raka sutka u myszy i raka gruczotu krokowego u ludzi,
jak tez wplyw kortykosteroidow na biataczki i nowotwory uktadu limfatycznego
(Pearson, Eliel 74).

Wszystkie poznane dotad syntetyczne zwigzki rakotwdrcze hamujg wzrost tak
tkanki normalnej, jak i nowotworowej. Przez adaptacje komérki normalnej do
czynnika hamujacego wzrost powstaje komoérka nowotworowa o wzroscie niezalez-
nym. Wediug Spiegelmana (80) zmiana ta jest spowodowana adaptacjg enzyma-
tyczna w komoérce. W ten sposdb hormony hamujace wzrost komoérki moga stawac
sie ciatami rakotwo6rczymi.

Z drugiej strony hormony pobudzajgc tkanke czynig ja wrazliwg na dziatanie
toksyn i ciat rakotworczych (Lettrée 58, Boyland 10). W tym przypadku hormony
nie sg czynnikami rakotwdrczymi, ale wspdtdziatajg w powstaniu nowotworu.
W ostatnim dziesiecioleciu opisano liczne nowotwory o etiologii wirusowej tak
u roslin, jak i u zwierzat (9, 89). Stwierdzono zalezno$¢ miedzy pewnymi hor-
monami, szczegbélnie hormonami kory nadnercza i hormonu adrenokortykotropowego,
a infekcjami wirusowymi. Zagadnienie wplywu hormonéw na rozw0j raka
o etiologii wirusowej sprowadza sie zatem do poznania udziatu hormonéw w od-
pornosci i wrazliwosci gospodarza na infekcje.

Dziatanie hormonéw na nowotwory moze polegac:

1) na aktywacji lub hamowaniu wzrostu nowotworu;

2) na hamowaniu wzrostu komorki normalnej, ktéra przez adaptacje enzyma-
tyczng staje sie nowotworowsg;

3) na stworzeniu warunkéw miejscowych dla dziatania czynnika rakotwoérczego
przez kierowanie stanem czynnosciowym komorki.

Analizujac  wptyw hormonéw na nowotwory in vivo nie wolno wnioskowaé
wedle zasady: post hoc, ergo propter hoc. Wprowadzajgc hormon, zmieniamy caly
uktad wewnatrzwydzielniczy i wplywamy na cato$¢ proceséw ustrojowych. Wynik
dziatania hormonu zalezy nie tylko od danego hormonu, ale od wydolnosci catego
systemu regulacji. Odmienne efekty dziatania rakotwdrczego danego hormonu
u roznych zwierzat lub nawet u tego samego gatunku mogg by¢ uwarunkowane
réznicami w aktywowaniu i inaktywowaniu hormonu w tkankach.

Wynika stad, ze zagadnienie zwigzku miedzy hormonami a wzrostem nowo-
tworowym jest natury bardzo skomplikowanej. Nalezy specjalny nacisk potozy¢ na
powtarzalno$¢ wynikéw i zastosowa¢ jak najdalej idacg ostrozno$¢ w ich inter-
pretowaniu.
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Il. WPLYW HORMONOW STEROLOWYCH NA POWSTAWANIE
I ROZWO] NOWOTWOROW

1. Hormony sterolowe

Hormony sterolowe powstaja w korze nadnerczy, w gruczotach piciowych i w to-
zysku. Synteza ich w gruczotach jest pobudzana przez hormony przedniego ptata
przysadki. Aktywno$¢ biologiczna kory nadnerczy i gruczotow piciowych zalezy
od wydzielania hormonéw przez przysadke i odwrotnie, wydzielanie przez przy-
sadke zalezy od stezenia hormondw sterolowych we krwi. Kortykosteroidy, proge-
steron, cis-testosteron hamujg wydzielanie przez przysadke hormonu adrenokortyko-
tropowego (ACTH) i wywotujg atrofie kory nadnerczy; testosteron nie ma wplywu,
a estrogeny pobudzajg wydzielanie ACTH. Estrogeny i androgeny hamujg wydzie-
lanie gonadotropiny (tylakentryny), hormonu tyreotropowego i wzrostowego, po-
Srednio zatem, przez przysadke, wplywajg na wzrost ciata i na og6lng przemiane
materii.

Androgeny i estrogeny wplywajg na przemiane biatkowa, dajagc dodatni bilans
azotowy, w przeciwienstwie do hormondéw kory nadnercza, ktére pobudzajg gliko-
neogeneze i dajg ujemny bilans azotowy.

Hormony piciowe spetniaja w ustroju rézne funkcje. Poza dziataniem ogdlnym
poprzez przysadke wplywajg bezposrednio na wzrost i przemiany pewnych narza-
déw. Narzadami szczeg6lnie wrazliwymi na dziatanie hormonéw piciowych sg
wszystkie narzady zwigzane z drugorzednymi cechami piciowymi, jak macica,
gruczot piersiowy, pochwa, pecherzyki nasienne, gruczot krokowy, a poza tym ukiad
limfatyczny i kosciec.

Mechanizm dziatania estrogenéw na wzrost i metabolizm tkanek jest nieznany.
Hormony piciowe wywotujg zmiany w macicy zwigzane z cyklem rujowym, ktéry
polega na kolejnym pobudzaniu i hamowaniu wzrostu biony S$luzowej. Wykazano,
ze estrogeny in vitro hamujg mitoze w hodowli fibroblastéw (Lettrée 57), a andro-
geny sa bez wptywu. Duze dawki estrogenéw wywotujg u myszek nienormalnosci
w podziale limfocytow (Santisteban i wspotprac. 77). U zwierzat po Kkastracji
zmniejsza sie aktywno$¢ niektérych enzymdéw w narzadach docelowych dla hor-
monéw piciowych i wraca do normy po podaniu estrogenéw lub androgenéw
(Meyer, McShan 64). Hormony piciowe wplywraja na rozmieszczenie i aktywnosé
fosfatazy zasadowej i kwasnej w macicy, pecherzykach nasiennych, gruczole kro-
kowym i kosciach (Atkinson 3). Kochakian (50) #taczy wplyw hormonéw picio-
wych na aktywno$¢ fosfataz z ewentualnym udziatem tych zaczynéw w syntezie
biatka.

W r. 1944 Fishman stwierdzit, ze u myszek po kastracji spada w macicy ak-
tywnos¢ beta-glikuronidazy (28). Podanie estrogenu zwieksza jej aktywnosé
W macicy, a nie zmienia w watrobie (27). Kerr i Lewy (45, 46) potwierdzili spo-
strzezenia Fishmana i stwierdzili ponadto, Zze u miodych myszek (1 do 15 dni
zycia) beta-glikuronidaza jest o wiele bardziej aktywna niz u starszych. taczg oni
to ze zwigkszong zdolnodcig tkanek do wzrostu. Stezenie jej wzrasta w komdrkach
gruczotowych w czasie wydzielania i w tkankach rosngcych. Szczegdlnie duzo beta-
glikuronidazy znajduje sie w tkance rakowej, stwierdzono ja tez w plynie optuc-
nowym i otrzewnowym u chorych na raka (Fishman 2, 26, 27). Fishman postawit
hipoteze (25), ze enzym ten syntetyzuje glikuronidy estrogenu, jako pierwszy etap
uzytkowania ich w tkankach, a zwiekszona ilo$¢ beta-glikuronidazy odpowiada
zwiekszonej aktywnodci estrogendéw i innych steroli.

Estrogeny in vitro zmniejszajg oddychanie skrawkéw watrobowych i tkanek
nowotworowych przez hamowanie enzyméw oksydoredukcyjnych (dehydrogenaze
bursztynowa, jabtkowg, szczawiowo-octowg i oksydaze cytochromowsg), nie wyka-
zano jednak podobnego dziatania in vivo (64).
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Kora nadnerczy wytwarza hormony sterolowe regulujgce gospodarke solna,
wodng i biatkowa w ustroju. W korze zaleznie od pici, wieku i gatunku zwierzecia
powstajg réwniez hormony piciowe. Przy zachowanej przysadce mozna przez usu-
niecie jednego nadnercza, przez rozne czynniki toksyczne lub bodzce fizyczne
wywotaé przerost kory nadnercza, ktéremu towarzyszy zanik grasicy, inwolucja
tkanki limfatycznej i limfopenia we krwi. U zwierzat z usunietg przysadkag dziata
tak sarno podawanie ACTH. Diugie podawanie ACTH, tak jak i diugotrwaty wy-
sitek prowadzg do zupeinego znikniecia z kory nadnerczy cholesterolu, witaminy C
i do ustania syntezy hormonéw. Synteza hormonéw sterolowych w korze nadnercza
zwierzat bezprzysadkowych przebiega tak wolno, ze tylko w warunkach optymalnych
wystarcza do utrzymania zycia. Zwierzeta takie ging przy kazdym wysitku wyma-
gajacym zwiekszonej produkcji hormonéw korowych.

Niewydolno$¢ kory daje zesp6t wieloobjawowy, obejmujgc niewydolno$¢ prze-
wodu pokarmowego, ukfadu krazenia, zaburzenia wydalania przez nerki, ostabienie
sity i zmniejszenie masy mieSniowej, spadek wagi ciata, przerost tkanki limfatycz-
nej i grasicy, zmniejszong odporno$¢ na infekcje, urazy i wszelkie zmiany w oto-
czeniu. Od $mierci chroni wyciag z kory nadnercza, progesteron lub obecnos¢ tkanki
luteinizujgcej, natomiast podawanie estrogenéw znacznie pogarsza stan zwierzecia.

ACTH i kortyna utrzymujag w normie odpornos¢ zwierzecia na pewne infekcje
bakteryjne, ale réwnocze$nie znacznie zmniejszajg odpornos$¢ na niektore infekcje
wirusowe.

2. Eksperymentalne nowotwory wywotane estrogenami

Estrogeny — tak naturalne jak i syntetyczne — podawane przez dtugi okres
czasu i w duzych dawkach wywotujg u niektérych zwierzat nowotwory réznych
narzadow.

Ze wszystkich gryzoni najwrazliwsze na rakotwdrcze dziatanie estrogenéw
sa myszki, cho¢ i u nich podatno$¢ na zmiany nowotworowe zalezy od szczepu
hodowlanego. Znacznie mniej wrazliwe sg szczury i $winki morskie, a prawie zu-
petnie odporne sg chomiki. U pséw, matp, kotéw nie otrzymano nowotworéw po
stosowaniu estrogenéw lub innych hormonéw sterolowych.

Nowotwory wywotane estrogenem nie powstajg w miejscu wprowadzenia, rako-
tworcze dziatanie objawia sie tylko w narzadach, ktérych czynno$¢ kontrolowana
jest przez hormony piciowe.

Rakotwdércze dziatanie estrogenéw przewaznie jest znoszone przez réwnoczesne
podawanie androgenow, progesteronu lub kortyny.

U myszy ze szczepdw podatnych na raka otrzymywano przez podawanie estro-
gendéw u obu pici raka sutka, w pewnych przypadkach raka nadnerczy, nowotwory
gruczotéw piciowych (55, 53), nowotwory przysadki (17, 18), biataczke limfa-
tyczng i nowotwory weztéw limfatycznych (29, 30). U szczepdéw opornych na raka
opisano zmiany nowotworowe w pecherzu moczowym i raka szyjki macicy (54).

U szczuréw otrzymano nowotwory gruczotow piciowych i uktadu limfatycznego.

U swinki morskiej wywotano widkniaki macicy i jamy brzusznej (60). Zmiany
te nie sg ztoSliwe i ustepujg samoistnie po odstawieniu estrogenow.

Ostatnio Kirkman (49) otrzymat ztosliwy nowotwor nerki u chomikéw po
jednorazowym zatozeniu plomby podskérnej z dwuetylostilbestrolu. Po 250 dniach
od zatozenia plomby rozwijat sie zto$liwy nowotwdr nerki, ale tylko u samcow.
U samcow kastrowanych i u samiczek estrogeny nie wywotuja zmian w nerce.
Cholesterol podawany réwnoczesnie z estrogenem chronit samce od zmian nowo-
tworowych.

2-acetylo-aminofluoren podawany réwnoczes$nie z estrogenem wywotuje ztosliwy
nowotwor przysadki (5),
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3. Nowotwory spontaniczne

a. Rak sutka u myszy

Spontaniczny rak sutka jest powszechng chorobg dojrzatych samiczek, daje
czesto przerzuty do piuc, ulega bardzo rzadko regresji i daje sie transplantowac;
ma wiele podobienstwa do raka gruczotu piersiowego u kobiet.

W etiologii raka sutka u myszek majg znaczenie co najmniej dw’e grupy czyn-
nikéw: czynnik infekcyjny i odpornos¢ gospodarza. Badania nad rakiem sutka pro-
wadzono od poczatku XX wieku w wielu pracowniach na catym S$wiecie, a mimo to
wiasciwy czynnik infekcyjny uchodzit uwadze az do odkrycia przez Bittnera w 1936 r.
(7) czynnika ,incytujacego”, znajdujgcego sie w mleku myszek karmigcych.

Przez diugi czas uwazano, ze rak sutka u myszek jest uwarunkowany czynni-
kiem dziedzicznym i hormonalnym. Hodowle myszek podzielono na szereg szczep6w
réznigcych sie pomiedzy sobg czestoScig wystepowania raka sutka. W pewnych
szczepach rak sutka wystepuje w 100%, w innych jest chorobg rzadka. Bittner
stwierdzit, ze myszki szczendw wrazliwych, o ile nie sg karmione pr?ez matki, nie
zapadajg na raka sutka. Dalsze intensywne prace nad czynnikiem Bittnera prowa-
dzone w kilku pracowniach (Bittner 8, Dmochowski i Passey 21, 73, Graff 33,
Andervant 1) stwierdzity, ze jest on specyficznym wirusem, niszczejacym po 30-
minutowym ogrzewaniu w 60°, i ze da sie izolowa¢ z tkanek szczepdw myszek
wrazliwych na raka oraz stale wystepuje w duzych ilosciach w tkance rakowej.
Przenoszony jest przez mleko réwniez i matek zdrowych i moze pozostawaé nawet
przez 9 pokolen w stanie utajonym zachowujac zdolno$¢ samomnozenia sie, nie
dajagc zmian nowotworowych u gospodarza.

Z drugiej strony zebrano bardzo duzy materiat $wiadczacy o tym, ze sam
wirus nie wystarcza do wywotania zmian nowotworowych. Z poznanych czynni-
kéw warunkujgcych powstanie raka sutka wysuwajg sie na pierwszy plan hormony.

Juz z poczatkiem XX wieku prace Loeba (56, 63) wykazaly, ze usuniecie jaj-
nikéw u miodych myszek chroni je w znacznym stopniu przed wystapieniem raka
sutka. Cori (13) potwierdzit doswiadczenia Loeba nad wplywem owariektomii na
czesto$¢ wystepowania raka u myszek. Nastepnie stwierdzono, ze podawanie estro-
gendw znacznie zwiegksza czestos¢ wystepowania raka sutka (Goormaghtigh 32),
a testosteron chroni od jego powstawania (Jones 44). Przez diugotrwale podawanie
duzych dawek estrogenéw lub przez wszczepieniejajnikéw miodym kastrowanym
samcom otrzymano u nich raka sutka (Murrav 70. Lacassagne 53). Woolley (86)
wykazat, ze gonadektomia w pierwszych dniach zycia nie tviko nie chroni myszKki
przed wystgpieniem raka sutka, ale nawet znacznie przyspiesza wystapienie raka
u samiczek i wywotuje raka sutka u samcédw. Sekcja tych zwierzat wykazywata
zawsze zmiany w nadnerczach i to zaleznie od uzytego szczepu myszek, porzawszy
od hiperplazji nodularnej do typowych zmian rakowych, a czesto réwniez zmiany
nowotworowe w przednim pacie przysadki. U myszek poddanych wczesnej gonad-
ektomii narzady zwiazane z drugorzedowymi cechami piciowymi wykazywaty
stopienn pobudzenia odpowiadajacy dziataniu hormonéw piciowych, tak estrogenoéw,
jak androgenéw. Hormony te sg wydzielane przez raka nadnercza.

Po odkryciu rakotwodrczego dziatania estrogenéw w raku sutka przypuszczano,
ze poznanie mechanizmu dziatania syntetycznych. cyklicznych weglowodoréw i syn-
tetycznych estrogendéw wyjasni w petni mechanizm rakotworczego dziatania natu-
ralnych hormonéw piciowych. Olbrzymia ilos¢ prac nad rakotwoérczym dziataniem
hormondw sterolowych nie data wiasciwie zadnych praktycznych ani teoretycznych
rezultatdw. Ogtaszane prace petne czesto grubych bledéw eksperymentalnych za-
ciemniaty obraz i stwarzaly coraz silniejsze sugestie o rakotwdérczym dziataniu
hormonéw piciowych, ktére ciagle jeszcze nurtujg w poglagdach licznych klinicy-
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stbw. Pewnym drogowskazem w interpretowaniu zaleznosci raka sutka u myszek
od hormonéw piciowych staty sie prace Woolleya (86), ktére omoOwie szerzej przy
nowotworach wywotanych hormonami przysadki. Stwierdzit on, ze znaczenie hor-
monoéw w powstawaniu i rozwoju nowotwordw nie jest zwiazane z naturg danego
hormonu i z jego strukturg chemiczna, a zalezy od jego funkcji biologicznej i od
wplywu, jaki on wywiera na caty uklad wewnatrzwydzielniczy. Przez zmiane stanu
hormonalnego mozna u myszy przyspieszy¢ lub op6zni¢ rozwdj nowotworu i wpty-
na¢ na jego umiejscowienie.

b. Rak gruczotu piersiowego u kobiet

Etiologia raka gruczotu piersiowego u kobiet jest nieznana. Mechanizm hor-
monalny regulujacy wzrost gruczotu piersiowego u kobiet niewatpliwie wymaga
oprécz hormonéw piciowych jeszcze hormonéw nadnerczy i przysadki. Opierajac
sie na doswiadczeniach na zwierzetach i na statystyce klinicznej uznano, ze zabu-
rzenia funkcji jajnikow sg przyczyna raka piersi u kobiet. Nie stwierdzono jednak
nigdy zmian w wydzielaniu hormonéw w moczu; wydzielanie gonadotropiny
i estrogenéw nie odbiega od przyjetych norm dla danego wieku. Jedyna zmiana,
jaka stwierdzono u chorych na raka gruczotu piersiowego, jest znacznie zwiekszony
poziom beta-glikuronidazy we krwi (27).

Zaczeto stosowaé terapie hormonalng, ktéra nie data jednak spodziewanych
rezultatow. Leczenie stosuje sie w przypadkach nie nadajacych sie do operacji
albo w celach profilaktycznych po zabiegu operacyjnym. Twombly (84) na pod-
stawie duzego materiatu klinicznego podaje, ze tylko 50% kobiet leczonych hormo-
nami pitciowymi odpowiada na to leczenie. Na ogét u miodych kobiet otrzymuje
sie poprawe przez podawanie duzych dawek androgenu, a u starszych — estrogenu.
U miodych kobiet estrogen przewaznie pogarsza stan. Hormony piciowe, androgeny
i estrogeny szczegllnie dobry efekt leczniczy dajg w przerzutach do kosci tak raka
piersi, jak tarczycy, tagodza bodl, powoduja lepsze wapnienie przerzutéw, co stoi
prawdopodobnie w zwigzku ze specyficznym pobudzeniem osteoblastow.

c. Rak gruczotu krokowego

Przerost i rak gruczotlu krokowego sg chorobg wystepujacg tylko u ludzi.
Czesto$¢ raka gruczotu krokowego znacznie zwigksza sie z wiekiem. Juz
w XIX stuleciu zwrdcono uwage na to, ze u kastratow nie zdarza sie rak gruczotu
krokowego. Przypuszczano, ze zaburzenia w wydzielaniu hormonéw przez gru-
czoty pilciowe sg czynnikiem etiologicznym tak w tagodnym, jak i w ziosliwym
przeroscie gruczotu krokowego.

Zastosowano leczenie raka gruczotu krokowego przez operacyjne usuwanie jader
i stwierdzono niewatpliwy efekt leczniczy. Ustepowaty momentalnie bdle od prze-
rzutbw nowotworowych do kosci i znacznie poprawiat sie ogélny stan chorego.
Po dos¢ krotkim czasie jednak nastepowat nawrdt choroby i stan szybko sie po-
garszat. Operacyjne leczenie raka gruczotu krokowego nie zyskato wielu zwolenni-
kéw i zan;echano operacji, jako metody zbyt drastycznej.

Rozlegte badania Hugg:nsa (40, 41, 42. 43) nad wplywem hormonoéw piciowych
na gruczot krokowy, przeprowadzone na duzym materiale zwierzecym, ustality za-
leznos¢ gruczotu krokowego i jego funkcji, jak tez aktywnosci enzyméw od hor-
monow piciowych. Wozrost gruczotu krokowego, wydzielanie i stezenie fosfatazy
kwasnej Scisle zaleza od androgendéw i estrogendéw. Dziatanie tych hormondéw jest
antagonistyczne. Usuniecie jader wywotluje zanik gruczotu krokowego, zmniejszenie
wydzielania i znaczny spadek aktywnosci fosfatazy kwasnej. Podawanie testoste-
ronu znosi efekt kastracji i zwieksza stezenie fosfatazy kwasnej nie tylko w gruczole
krokowym, ale réwniez w surowicy, w pltynie nasiennym i w moczu. Dziatanie
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testosteronu jest hamowane przez estrogeny. Pewni autorzy uwazajg fosfataze
kwasng za drugorzedng ceche piciowa, gdyz aktywnos$¢ jej wzrasta w miare osig-
gania dojrzatosci piciowej. Charakterystyczny jest bardzo znaczny wzrost stezenia
fosfatazy kwasnej w surowicy u chorych na raka gruczotu krokowego, a brak zmian
w normalnie niskim poziomie fosfatazy przy tagodnym przeroscie gruczotu (Gut-
man 36). Oznaczanie tego enzymu we krwi stuzy za prébe diagnostyczng dla
raka gruczotu krokowego, jak tez daje wygodng i pewng metode S$ledzenia prze-
biegu zmian nowotworowych w tym gruczole.

Hormony piciowe poza dziataniem bezpos$rednim na gruczot krokowy wplywajg
rowniez na niego posrednio przez przysadke moézgowa. Estrogeny i androgeny ha-
muja wydzielanie gonadotropiny, co pocigga za soba zanik gruczotdw piciowych
i posrednio wplywa na prostate. Przez podawanie duzych dawek estrogendéw otrzy-
muje sie zanik jader i zanik prostaty, spadek wydzielania 17-ketosteroidéw i gonado-
tropiny w moczu. Podawanie duzych dawek androgenéw wywotuje réwniez zan:k
jader i przerost gruczotu krokowego. U zwierzat nie otrzymano nigdy raka gru-
czotu krokowego nawet przez diugotrwate podawanie duzych dawek androgendw,
a tylko u pséw wywotano przerost gruczotu krokowego.

Na podstawie tych danych doswiadczalnych Huggins w 1940 r. (42) zastosowat
w leczeniu raka gruczotu krokowego duze dawki estrogendéw, podawane przez
dtuzszy okres czasu, z wynikiem nadspodziewanie dobrym. Leczenie hormonalne
Hugginsa stato sie na 6wczesne czasy rewelacjg. Poprawa wystepowata wprawdzie
wolniej niz po zabiegu operacyjnym, ale trwata diuzej. Poza tym jest to leczenie
tanie i wygodne, gdyz mozna podawac syntetyczne estrogeny doustnie; nie daje ono
zadnych powikfan i nie pocigga za sobg przykrych dla chorego konsekwencji
kastracji.

Po leczeniu hormonalnym wystepujg z reguty nawroty zupetnie oporne na dalsze
leczenie. Nawro6t choroby po kastracji jest zupeinie niewrazliwy na stosowanie
estrogenéw i odwrotnie, nawr6t po leczeniu hormonalnym nie reaguje na zabieg
operacyjny. Leczenie raka gruczotu krokowego estrogenami jest jedng z najbar-
dziej konkretnych zdobyczy zastosowania hormondw w leczeniu i profilaktyce
choréb nowotworowych.

d. Biataczki limfatyczne i nowotwory weztéw limfatycznych

Spontaniczne biataczki limfatyczne i nowotwory weztéw limfatycznych wystepuia
czesto w pewnych szczepach hodowlanych myszy, a w innych szczepach zdarzajg
sie bardzo rzadko. Zmiany nowotworowe uktadu limfatycznego sg pospolita choroba
u ptakéw i dajag bardzo duzg S$miertelno$¢ w hodowlach kur (lymphomalosis
ptakéw). Spontaniczna biataczka limfatyczna u myszy i lymphomatosis ptakéw sa
infekcjami wirusowymi nabytymi w zyciu ptodowym. Gross (35) wykazat, ze myszki
niezaleznie od szczepu uzytego mozna zarazi¢ biataczka limfatyczng tylko w pierw-
szych dniach zycia przez podanie wyciggu lub przesaczu z komoérek biataczko-
wych otrzymanych z tkanek myszy chorych. Po siedmiu dniach zycia myszki stajg
sie zupelnie odporne na infekcje. Znane sa liczne infekcje wirusowe, na ktdre
wrazliwos¢ szybko spada z wiekiem (76).

Istniejg liczne podobienstwa pomiedzy biataczka i rakiem sutka u myszek. Ana-
logie nie ograniczajg sie tylko do charakteru infekcyjnego, ale odnoszg sie réwniez
do wplywoéw hormonalnych. W obu przypadkach infekcja przypada na pierwsze
dni zycia, a zmiany nowotworowe rozwijajg sie dopiero u myszek dojrzatych i dajg
sie w pewnym stopniu kierowa¢ czynnikami hormonalnymi. Przytocze fakty:

1. Usuniecie jajnikéw u dojrzatych myszek op6znia wystepowanie lub zmniej-
sza czesto$¢ biataczki limfatycznej. Dilugie podawanie estrogendéw przyspiesza
i zwieksza czestos$¢ biataczki (30).
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2. Usuniecie jader przyspiesza wystepowanie zmian biataczkowych, a podawanie
androgenu chroni od nich (30).

3. Usuniecie nadnerczy przyspiesza wystgpienie biataczki i znacznie zwieksza
wrazliwo$¢ myszy na implantowanie nowotworéw  ukiadu limfatycznego
(Sturm 81).

4. Podawanie hormonéw kory nadnercza lub ACTH chroni przed transplanto-
waniem biataczki i nowotworéw uktadu limfatycznego, a u zwierzat chorych
zmniejsza uszkodzenia lokalne i przedtuza zycie (Woolley 87, Murphy 71, 72).

Estrogen jest silnym czynnikiem leukemicznym, a androgeny i kortykosteroidy
dziatajg antagonistycznie. Moon (65) stwierdzit, ze dlugie podawanie estrogenow
zwierzetom zaréwno zdrowym, jak i ze zmianami nowotworowymi w uktadzie lim-
fatycznym, wywotuje nienormalnosci podziatu w limfocytach tkankowych. Adrenal-
ektomia zwigksza wrazliwos¢ zwierzat na estrogen (Seley 79).

Segal i Leblond (78) stwierdzili inwolucje catej tkanki limfatycznej po podaniu
ACTH u zwierzat normalnych i brak zmian u zwierzat z usunietym nadnerczem.
W 1945 r. Heilman i Kendall (37) badali wplyw ACTH i kortyzonu na przebieg
spontanicznej i eksperymentalnej biataczki u myszy i szczuréw. Stwierdzili, ze
ACTH Ilub kortyzon dziatajg tak samo litycznie na uktad limfatyczny u zwierzat
zdrowvrh, jak i u zwierzat ze zmianami nowotworowymi. Woolley (87) podaje,
ze ACTH Ilub kortykosteroidy znacznie zmniejszajg uszkodzenia miejscowe i prze-
dtuzajg zycie chorej myszy. Dziatanie tych hormondéw jest tylko czasowe.

Usuniecie z diety ryboflawiny dziata na wzrost nowotworéw uktadu limfatycz-
nego tak jak podawanie kortykosteroidow. Zwierzeta trzymane na diecie bez wi-
taminy B2 stajg sie¢ oporne na przeszczepianie nowotworu. Emerson (24) podawat
szczurom z imolantowang limfosarkomg kortyzon i diete bez ryboflawiny, spodzie-
wajgc sie szybszej regresji nowotworu. Podzielit zwierzeta na trzy grupy, ktérym
podawat:

1) 0.5 do 1 mg kortyzonu dziennie i diete bez ryboflawiny,

2) tylko diete bez ryboflawiny,

3) 1 mg kortyzonu i diete z dodaniem ryboflawiny.

Stwierdzit, ze dodanie ryboflawiny do diety znosi prawie zupeinie efekt leczni-
czy kortyzonu. Wszystkie myszki z grupy 3 ginety z powodu szybko postepujacych
zmian nowotworowych. Natomiast w grupie 1 efekt leczniczy bvt o wiele szybszy
niz w grupie 2. Juz po dwoéch dniach wystepowata znaczna ponrawa, po czterech
dniach guz nie dawat sie namacaé. $miertelnos¢ bvia jednak bardzo duza. Emerson
ttumaczy to toksycznym dziataniem szybko resorbujacej sie nekrotycznej tkanki
nowotworowej. Nieliczne myszki, ktére przezyty leczenie kortyzonem i ogranicze-
niem witaminowym, stawaly sie zupeinie odporne na ponowne transplantowanie
limfosarkomy.

Pearson i Eliel (74) zebrali duzv materiat klinicznv dziatania ACTH i korty-
zonu w leczeniu biataczki u ludzi. W przypadkach opisanych przez autoréw sto-
sowano bardzo duze dawki ACTH, od 100 do 200 mg dziennie przez pare miesiecy
az do wystapienia zespotu Cushinga. Stwierdzili czasowe znaczne zmniejszenie
naciekéw biataczkowych w watrobie, $ledzionie i weztach limfatycznych. Po wy-
raznej poprawie, tak w zmianach miejscowych, jak i w og6lnym stanie chorego,
wystepuje szybki nawrdt, znaczne pogorszenie stanu i zejScie $miertelne. Poprawe
otrzymuje sie nie we wszystkich biataczkach. Na leczenie kortyzonem lub ACTH
nailepiej reaguje ostra biataczka limfatyczna i agranulocytarna. Bardzo stabo
odpowiadaja chroniczne biataczki, a biataczki szpikowe sa zupetnie ooorne.

W Klinice Wroctawskiej stwierdzono podobny efekt leczniczy ACTH (preparat
wroctawski) w leczeniu réznych biataczek. Podawano ACTH tylko przez kika dni
i stwierdzano w ostrych biataczkach limfatycznych szybkie zmniejszanie sie nacie-
kéw biataczkowych w watrobie i $ledzionie, znaczng poprawe stanu ogdlnego,
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pomimo braku poprawy obrazu krwi. Zastosowanie transfuzji wraz z podawaniem
ACTH dato szybka poprawe obrazu krwi, znaczny wzrost ciatek czerwonych i spadek
limfocytow do normy (Gibinski 31).

4. Wptyw Kkortykosteroidow i ACTH na rozwdj
nowotworow

Badania nad wplywem kortykosteroiddw na wzrost nowotworéw datujg sie
zaledwie od paru lat. W 1942 r. Kuizenga (52) znalazt, ze podawanie kortyzonu
miodym szczurom zatrzymuje ich wzrost. Obserwacja ta wzbudzita zainteresowanie,
czy hormony kory nadnerczy nie beda w podobny sposéb wplywaé na wzrost
nowotwordw. Mechanizm dziatania hormonéw korowych w tym przypadku jest
dziataniem posrednim, gdyz polega na hamowaniu wydzielania hormonu wzrosto-
wego. Stwierdzono, ze kortykosteroidy dziatajg rowniez bezposrednio hamujgco na
wzrost pewnych tkanek. Szczegdlnie wrazliwa jest na dziatanie tych hormonéw
tkanka limfatyczna. Green (34) stwierdzit dziatanie hamujgce kortyzonu in vitro
na mitoze komorek w hodowli fibroblastéw. Znane jest réwniez lecznicze dziatanie
kortyzonu we wszystkich ranach zwigzanych ze znacznym bujaniem tkanki ziarni-
nowej. Kortyzon podany miejscowo wywotuje S$cienczenie nitek fibroblastow.

Baker i Whitaker (4) op:sali hamujacy wplyw kortyzonu na wzrost raka skory,
wywotanego metylocholantrenem.

Zebrano duzy materiat doswiadczalny dotyczacy stosowania kortyzonu w réz-
nych nowotworach, tak eksperymentalnych, jak i spontanicznych. Stosowanie
kortyzonu lub ACTH dawalo prawie zawsze poprawe ogo6lnego stanu, jednakze
wptyw hamujacy na wzrost nowotworéw stwierdzono jedynie przy nowotworach
wychodzacych z uktadu limfatycznego (82).

111. WPLYW HORMONOW PRZEDNIEGO PLATA PRZYSADKI NA POWSTAWANIE
I ROZWOJ NOWOTWOROW

1. Hormony przedniego ptata przysadki

Ptat przedni przysadki wytwarza hormony o naturze ciat biatkowych: hormon
wzrostowy, dwie gonadotropiny, hormon adrenokortykotropowy, laktotropowy
i tyreotropowy. Wydzielanie hormonéw przez przysadke zalezy od rdéznych czynni-
kéw, a miedzy innymi i od stezenia innych hormonéw we krwi. Ustala sie zatem
rownowaga w wydzielaniu hormondw, regulowana przez zuzycie hormonéw
w tkankach i ich stezenie we krwi. Zwiekszony poziom estrogenéw we krwi hamuje
wydzielanie gonadotropiny, a rdéwnocze$nie pobudza wydzielanie ACTH, ktéry
podwyzsza poziom hormonéw korowych. Kortykosteroidy hamuia wydzielanie
hormonu wzrostowego i tyreotropowego. Tak wiec zmiana stezenia jednego hormo-
nu we krwi odbija sie na catym ukifadzie wewnatrzwydzielniczym, wptywajac za
posrednictwem przysadki na synteze innych hormondw.

Usuniecie przysadki wywotuje atrofie gruczotéw wewnatrzwydzielniczych i na
odwr6t, usuniecie ktéregokolwiek gruczotu wewnatrzwydzielniczego wywotuje
zmiany morfologiczne i funkcjonalne w przysadce. Tak na przyktad po usunieciu
gruczotéw piciowych powstajg w przysadce komoérki kastracyjne, a podawanie
duzych ilosci estrogenéw lub androgendéw prowadzi do zaniku gruczotéw piciowych,
wywotanego zmianami fukcjonalnymi i morfologicznymi przysadki.

2. Nowotwory jagder i jajnikow
Biskind (6) w r. 1944 otrzymat eksperymentalnie nowotwdr jainika wszczepio-
nego do trzustki u dojrzatej i kastrowanej samicy szczura. Transplantowany jajnik

nie wywotuje cyklu rujowego, a po paru miesigcach rozwijajag sie w nim zmiany
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nowotworowe. Natomiast jajnik wszczepiony do pochwv zachowuje funkcje bio-
logiczng i nie powstajg w nim zmiany nowotworowe. Estrogen wydzielany przez
jajnik wszczepiony do trzustki lub $ledziony jest od razu inaktywowany przez
watrobe, tak ze poziom jego we krwi jest zbyt maty, by wywotaé ruje. DoSwiadcze-
nia Biskinda zwr6city uwage na role watroby w inaktywowaniu estrogendéw u gry-
zoni. Prace (Twombly, 84) z napiethowanym dwuetylostilbestrolem wykazaty, ze
do 80% ,podanego estrogenu wydziela sie do 24 godzin z zékcig, a tylko 20%
z moczem. Stwierdzono, ze estrogen nie nagromadza sie w zadnej tkance i jest
wychwytywany z krwi przez watrobe. U malp i prawdopodobnie u ludzi inakty-
wacja i wydzielanie estrogenéw z zo6icig nie ma takiego znaczenia jak u gryzoni.
U malp jajnik wszczepiony do trzustki nie traci funkcji biolog'cznej, pobudza nadal
cykl rujowy i nie powstaje w nim nowotwodr (van Wagenen 85).

Nowotwory gruczotéw piciowych transplantowanych do trzustki powstajg przez
trwate obnizenie poziomu estrogenu we krwi i zwiekszone przez to wydzielanie
gonadotropiny, ktdra pobudza przeszczepiony jajnik do statej i nadmiernej pracy.
Jajnik drazniony przez hormon przysadkowy przerasta, a po paru miesigcach
wzrost jego staje sie wzrostem nowotworowym. Przyczyng nowotworu jest w tym
przypadku zaburzenie réwnowagi w ukiadzie jajnik — przysadka, wywotane spad-
kiem poziomu estrogenéw we Krwi.

Prace Biskinda potwierdzili Li i Gardner (59, 60), ktérzy otrzymali podobne
nowotwory u myszek. Stwierdzili oni ponadto, ze podawanie kastrowanym dojrza-
tym myszom estradiolu lub testosteronu chroni je przed powstawaniem nowotworu
w gruczole przeszczepionym do trzustki lub $ledziony.

Juz w 1936 r. Cramer (17, 18, 19) zwr6cit uwage na centralne znaczenie przy-
sadki w powstawaniu nowotworéw po dlugim podawaniu estrogenéw. Stwierdzi
on, ze u myszy, ktérym podawat duze ilosci estrogenu, przysadka wykazywata
zmiany histologiczne i ulegata przerostowi, a inne gruczoty stawaly sie atroficzne.
Pobudzajace dziatanie estrogenu na przysadke mozna zahamowa przez podawanie
androgenéw. Stwierdzono, ze zmianom nowotworowym w gruczotach piciowych
stale towarzyszg zmiany morfologiczne w korze nadnerczy, w przysadce, w tarczycy,
a czesto i w innych gruczotach wewnatrzwydzielniczych.

3. Nowotwory nadnerczy

Inny ciekawy efekt zaburzenia réwnowagi hormonalnej pomiedzy wydzielaniem
przysadki i gruczotéw piciowych podaje Woolley (86). O tych pracach wspomina-
tam wvzej omawiajgc wptyw hormondéw sterolowych na rozwdj raka sutka u my-
szek. Woolley otrzymat raka nadnerczy, czynnie wydzielajacego hormony piciowe
u pewnych szczepéw myszy poddanych gonadektomii w pierwszych dniach zycia.
U wszystkich myszy, niezaleznie od szczepu, wczesna gonadektomia wywotuje
przerost kory nadnercza, ktéra przyjmuje na siebie funkcie wydzielnicza usunietych
gruczotow piciowych i funkcji tej nie traci nawet wtedv, gdy rozwinie si¢ rak.
Woolley udowodnit, ze istotnie etiologia tych zmian polega na zaburzeniu stanu
hormonalnego wywotanego usunieciem gruczotdw piciowych. Jednorazowe zatoze-
nie plomby podskornej z dwuetylostilbestrolu w drugim tygodniu zycia u myszy
kastrowanych zaraz po urodzeniu chroni myszki przed wystapieniem zmian nowo-
tworowych w nadnerczach. Podobnie dziata androgen, natomiast progesteron,
cis-testosteron i dezoksykortykosteron sa zupetnie nieczynne.

4, Nowotwory gruczotow wewnagtrzwydzielniczych u ludzi

Z obserwacji klinicznych znane sg ztosliwe nowotwory gruczotdw piciowych,
aktywnie wydzielajgce hormony. Szczeg6lnie duzo androgenéw wydzielajg nowo-
twory wychodzace z komorek interstycjalnych jader. Zwiekszone wydzielanie

107



17-ketosteroidbw w moczu dajg nie tylko nowotwory jader, ale takze nowotwory
jajnikow i kory nadnercza.

Bardzo ztosliwy nowotwor jader, jakim jest nabton:ak kosméwkowy, wydziela
duze ilosci gonadotropiny kosmowkowej. Stwierdzenie jej obecnosci w moczu
pozwala na kliniczne zréznicowanie pomiedzy stosunkowo tagodnym i podatnym
na leczenie seminoma a bardzo ztosliwym i zupetlnie odpornym na leczenie nabto-
niakiem.

Diugotrwate podawanie ACTH wywotuje przerost kory nadnercza i zespot
objawéw odpowiadajacy chorobie Cushinga. Choroba Cushinga taczy sie zawsze
ze zmianami w komorkach bazofilnych przysadki, wydzielajgcych ACTH, i jest
przewaznie spowodowana nowotworem nadnercza, czynnie wydzielajgcym hormony
korowe.

Znane sg réwniez ztosliwe nowotwory tarczycy, dajgce rozlegte przerzuty do
kosci, silnie wigzace iod. Powstawan:e hormonu w nowotworze ztosliwym i jego
przerzutach zalezy tak samo od hormonu tyreotropowego, jak i w normalnych
komorkach tarczycy.

5 Nowotwory wywotane hormonem wzrostowym

Pierwsze doswiadczenia nad wplywem hormonu wzrostowego na nowotwory
podjat Moon (66) w 1950 r. W Kkilku przypadkach otrzymat on limfosarkome
ptuc u dorostych szczuréw, ktérym podawat przez 485 dni duze dawki krystaliczne-
go hormonu wzrostowego. U wszystkich szczuréw stwierdzit przerost tkanki limfa-
tycznej i powiekszenie wzrostu ciata. W dalszych pracach wykazat Moon wraz
ze wspotpracownikami, ze przez podawanie duzych ilosci krystal’cznego hormonu
wzrostowego mozna wywotaé u innych zwierzat zmiany nowotworowe réznych
gruczotdw wewnatrzwydzielniczych (67, 68). U wszystkich tych zwierzat wystepuja
réwnoczesnie zmiany histologiczne w przednim ptacie przysadki i czesto gruczo-
laki (51). U zwierzat pozbawionych przysadki hormon wzrokowy nie wywotuje
zmian nowotworowych w gruczotach wewnatrzwydzieln‘czych (69).

Doswiadczenia Moona, ktére wymagajg jeszcze dalszego potwierdzenia, wska-
zywalyby na zasadnicza role przysadki w mechanizmie powstawania nowotworéw
w gruczotach wewnagtrzwydzielniczych. Wazne jest réwniez stwierdzenie, ze
hormon wzrostowy, czynnik regulujgcy wzrost somatyczny zwierzat, w pewnych
warunkach staje sie czynnikiem wywotujagcym wzrost nowotworu.

IV. DYSKUSJA | STRESZCZENIE

Prace Loeba, Lacassagnea, Lipschiitza i wielu innych badaczy udowodnity, ze
istnieje zalezno$¢ pomiedzy rakiem sutka myszy a hormonami plciowymi i ze
u pewnych zwierzat estrogeny podawane przez dtugi okres czasu w duzych dawkach
wywotujg raka réznych narzadéw. Od samego poczatku proby wytlumaczenia
mechanizmu rakotwdérczego dziatania estrogenéw napotykaty na wiele sprzecznosci
i nieiasnosci.

Przypuszczano pierwotnie, ze estrogeny, hormony normalnie powstajace w jaj-
nikach, sa takimi samymi zwiazkami rakotworczymi jak benzonireny, aminostil-
beny lub aminofluoreny (14, 15, 16). Rakotwdrcze dziatanie folikuliny ttumaczono
zatem analogig w budowie skondensowanych pierscieni sterolowych i rakotwérczych
weglowodordéw cvklicznvch.  Dziatanie rakotworcze estrogenéw nie pokrywato sie
jednak z dziataniem rakotwdrczym réznych syntetycznych zwigzkéw. Nie umiano
wyttlumaczyé sobie, dlaczego estrogeny dziataja w pewnych przypadkach rakotwor-
€zo, a W innych zatrzymujg rozwdj nowotwordéw. Tak rakotwérczy, jak i leczniczy
efekt otrzymuje sie tylko przez stosowanie duzych dawek i w sposob ciagghy.
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Réwniez fakt, ze podawanie hormonu antagonistycznego znosi dziatanie estrogenu,
nie pokrywat sie z teorig o rakotwdrczym dziataniu struktury sterolowej. Poza tym
raki estrogenowe otrzymywano tylko u niektérych gryzoni i tylko w pewnych na-
rzadach i to zaleznie od gatunku zwierzecia, a nawet od szczepu hodowlanego.
Uznano wiec, ze wrazliwo$¢ na rakotwdrcze dziatanie estrogendw jest zwigzana
z cechami dziedzicznymi.

Tymczasem okazato sie, ze na rozwdj raka mozna wplywaé nie tylko hormo-
nami, ale réwniez réznymi czynnikami zmieniajgcymi S$rodowisko wewnetrzne
ustroju. Doswiadczenia Tannenbauma (83) nad wplywem ograniczen kalorycznych
diety na rozw6j nowotworéw wykazaty, ze nowotwory dajg sie zatrzymaé¢ w swoim
rozwoju przez trzymanie zwierzat na diecie ubogiej kalorycznie. Brak pewnych
witamin zmniejsza rowniez czesto$¢ wystepowania raka i hamuje jego rozwdj.
To samo stwierdzono dla innych skiadnikéw dodatkowych pozywienia (11, 90).
Przypuszczano, ze ograniczenia dietetyczne stojg w zwigzku z zaburzeniami w syn-
tezie i metabolizmie hormonéw w tkankach i poprzez zmiane stanu hormonalnego
wptywajg na rozwoj nowotworu.

Réwnoczed$nie gromadzity sie fakty przemawiajgce za etiologia wirusowg pew-
nych spontanicznych nowotworéw. Obecnie znamy liczne nowotwory wywotane
przez wirusy (9, 89). W etiologii raka sutka u myszy hormony sg czynnikiem nie
mniej waznym od specyficznego wirusa, gdyz sg czynnikiem warunkujagcym rozwdj
nowotworu. Rakotworcze dziatanie estrogenéw w raku sutka u myszy sprowadza
sie do wptywu, jaki wywierajg na metabolizm tkanki. Tkanka tylko w pewnym
stanie metabolicznym staje sie wrazliwa na wirus. Badania wyswietlajace mecha-
nizm powstawania odpornosci gospodarza na infekcje wirusowe to droga, na ktérej
obecnie usituje sie rozwigzaé problem nowotwordw i ich zwalczanie.

Wrazliwo$¢ komorki na infekcje wirusowe jest uwarunkowana przez dziatanie
witamin, hormonéw i przez catg grupe czynnikéw nieznanych, wsrdd ktorych wiek
zwierzecia gra wazng role.

Pinkerton (75) stwierdzit, ze usuniecie tiaminy z diety zmienia psittacosis
przebiegajacg w postaci infekcji utajonej bez widocznych zmian patologicznych
w $miertelng chorobe z rozlegtymi nekrozami tkanek.

Wykazano, ze kortykosteroidy zwiekszajg szybko$s¢ mnozenia sie pewnych wiru-
sow, jak tez wplywajg na podatno$¢ gospodarza na zarazenie sie niektorymi
wirusami. Kilbourne i Horsfall (48) stwierdzili, ze jeden zastrzyk 2,5 do 5 mg
kortyzonu wywotuje u dorostej myszy nie wrazliwej na wirus Coxsackie zupeiny
spadek odpornosci i wrazliwo$¢ na infekcje taka jak u bardzo mitodych myszy.

Wykazano, ze testosteron i ACTH znacznie zwigkszajg szybko$¢ mnozenia sie
wirusa grypy i mumpsa w ptucach myszy (38). Kilbourne i Horsfall (47) znalezli,
ze podanie 1 do 5 mg kortyzonu do worka omoczniowego embriona kury bez-
posrednio przed zaszczepieniem wirusem grypy lub mumpsa zwieksza szybko$¢
mnozenia sie¢ wirusa w poréwnaniu do hodowli wirusa w embrionie kontrolnym
od 120 do 470%.

Opisano réwniez wirusy, ktére zaleznie od warunkéw pobudzajg wzrost komorki
lub wywotujg jej destrukcje. Najwazniejszym czynnikiem poznanym jest wiek
zwierzecia. Tak np. wirus fibromy u miodych krolikéw, podawany w matych
dawkach, wywotuje pojedyncze lub rozsiane widkniaki, a w duzych dawkach
Smiertelng chorobe potaczong z destrukcjg tkanek. U dorostych zwierzat, nieza-
leznie od dawki, wirus ten powoduje jedynie nowotwér w miejscu wstrzyknie-
cia (22).

Nie wiadomo, jaki jest mechanizm dziatania hormonéw na mnozenie sie wiru-
sow u zwierzat, nie wiadomo, czy wszystkie z poznanych infekcji takiemu dziataniu
podlegajg. Poznane fakty pozwalajg jednak na przypuszczenie, ze hormony mogg
mie¢ udziat w aktywacji utajonego wirusa nowotworowego, a to szczegdlnie hor-
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mony sterolowe, ktérych zwigzek z odpornosciag i wrazliwo$cia gospodarza jest
najlepiej poznany.

Piekne prace Duran-Reynalsa (23) wykazaly, ze wirus ospy u ptakéw moze sta¢
sie czynnikiem etiologicznym dla powstawania raka, o ile na zmiane ospowg za-
dziata sie bodzcem mechanicznym Ilub metylocholantrenem. Zwigzek rakotwdrczy
tak zmienia komérke, ze wirus, ktéry wywotuje stabg proliferacje tkanki, staje sie
wirusem wywotujacym nowotwor ziosliwy.

W Swietle etiologii wirusowej nowotworéw dziatanie rakotworcze zwiazkow
chemicznych da sie sprowadzi¢ do roli czynnikéw wptywajacych na stan czyn-
no$ciowy komorki, to znaczy do czynnikéw warunkujgcych rozw6j nowotworu.

Inng mozliwo$¢ tlumaczenia znaczenia estrogenéw w powstawaniu raka daty
prace Cramera, Blskinda, Moona. Opisano szereg nowotworéw wychodzacych
z uktadu wewnatrzwydzielniczego, dla powstania ktérych jedynym znanym i stoso-
wanym czynnikiem etiologicznym jest stan zaburzonej réwnowagi hormonalnej.
Whprowadzenie jednego hormonu moze wywota¢ zaburzenia tylko przy labilnosci
mechanizméw regulujacych wzajemne wydzielanie réznych hormonéw. Hormony
sterolowe schodzg do rzedu czynnikéw wywotujacych zaburzenia w wydzielaniu
hormonéw w przysadce, ktéra wysuwa sie obecnie na plan pierwszy.

Znaczenie ptata przedniego przysadki w powstawaniu i rozwoju nowotworéw
wystepuje wyraznie w badaniu mechanizmu powstawania eksperymentalnych nowo-
tworéw gruczotéw wewnatrzwydzielniczych. Gruczot wewnatrzwydzielniczy drazniony
przez czas dtuzszy i w sposob ciagty przez hormon tropowy przysadki ulega hiper-
trofii, ktéra z czasem przechodzi w hiperplazje, a w pewnych przypadkach we
wzrost nowotworowy. Hormon przysadki przez state trzymanie gruczotu podrzedne-
go w stanie pobudzenia staje sie czynnikiem etiologicznym dla powstawania
nowotworu.

Tak wiec pierwotna koncepcja o rakotworczym dziataniu estrogendw rozszerza
sie na catos¢ regulacji hormonalnych. Hertz (38) ostatnio podnosi centralne zna-
czenie przysadki w etiologii nowotworéw i uwaza, ze zmiany morfologiczne
i funkcjonalne przysadki sg przyczyna wzrostu patologicznego i nowotworowego,
tak jak prawidtowo funkcjonujgca przysadka jest warunkiem wzrostu normalnego.

Eksperymentalne otrzymanie nowotwordéw ztosliwych, czynnie wydzielajagcych
hormony, wskazuje na to, ze przemiany w tkance nowotworowej nie sg zupeinie
niezalezne od ogélnych regulacji ustrojowych, w kazdym razie pozostajg w tkance
nowotworowej wychodzacej z gruczotu wewnatrzwydzielniczego pod dziataniem
hormonéw przysadki.

Stwierdzenie zaleznosci wzrostu nowotwordw od stanu hormonalnego ustroju ma
znaczenie nie tylko teoretyczne, ale i praktyczne. Przez odpowiednie pokierowanie
stanem hormonalnym ustroju moze w przysztosci stanie sie mozliwe zatrzymanie
rozwoju raka lub niedopuszczenie do jego powstania. Na razie terapia hormonalna
nowotworéw nie ma wiekszego znaczenia i nie wychodzi poza krétkotrwaty efekt,
jaki otrzymuje sie przez stosowanie ACTH, kortyzonu lub estrogenéw w pewnych
biataczkach limfatycznych, raku gruczotu krokowego i raku gruczotu piersiowego.
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BOLESLAW SKARZYNSKI (KRAKOW)

WPLYW ODZYWIANIA | SKLADNIKOW POKARMOWYCH
NA ROZWOJ NOWOTWORU

Autonomia komérki nowotworowej jest jej najbardziej znamienng cecha, do-
minujacg we wszystkich rozwazaniach teoretycznych dotyczacych raka. Niezalezno$é
guzéw nowotworowych od fizjologicznych czynnikéw regulacyjnych czyni z nich
wiasnie owe niezwykle patologiczne twory, wobec ktérych zatamuja sie schematy
myslenia biologa i patologa oparte na klasycznej koncepcji harmonijnego wspot-
dziatania i wzajemnego przystosowywania sie tkanek ustroju. W rzeczywistosci owa
autonomia nowotworéw ma jednak niezbyt szerokie granice. Zalezno$¢ rozwijaja-
cego sie nowotworu od $rodowiska zewnetrznego, stwarzanego dla guza przez orga-
nizm nosiciela, jest niejednokrotnie dosy¢ znaczna. StyszelisSmy juz tutaj, ze czyn-
niki hormonalne wywierajg na kancerogeneze powazny wplyw i ze rozwdj
nowotworu bynajmniej nie przebiega niezaleznie od dziatania, jakie na komorki
nowotworowe wywierajg chemiczne czynniki regulacyjne. Do tkanki nowotworowej
docierajg wraz z krwig nosiciela przer6zne zwiagzki chemiczne, ktére przeciez w ten
lub inny sposéb muszg wptywaé na procesy zyciowe komorki guza.

Nowotwory nie sga oddzielone od s$rodowiska, w ktérym sie rozwijajg, jakims$
ochronnym pancerzem. Srodowisko to musi na nie wywieraé wplyw i modyf.kacja
Srodowiska w sensie tworzenia warunkéw niesprzyjajgcych powstawaniu i rozwo-
jowi nowotwor6w jest jedng z drdg, ktére mogg doprowadzi¢ do skutecznej walki
z rakiem. Poniewaz fizyko-chemiczna struktura tego $rodowiska uzalezniona jest
W znacznej mierze od sposobu odzywiania sie nosiciela nowotworu, zagadnienie
wplywu odzywiania na rozw06j nowotworéw poruszane byto juz od dosy¢ dawna.
Poczatkowo traktowane niesystematycznie i dorywczo zagadnienie to stanowito
w ciggu ostatnich kilkunastu lat temat szeregu prac doswiadczalnych, ktére w dzie-
dzine problematyki raka wnoszg nowe, ustalone juz fakty.

(0] wplywie jakosciowych i iloSciowych rdéznic odzywiania cziowieka na zapa-
dalno$¢ na raka myslato wielu statystykéw, analizujac odpowiednie cyfry uzyskane
z list zgondéw, statystyk szpitalnych i protokotéw sekcyjnych. Rozwazania te,

jakkolwiek oparte przewaznie na niedostatecznym materiale, doprowadzaty z reguty
do wniosku, ze rak jest bardziej pospolitym schorzeniem u ludzi dobrze odzywio-
nych, szczeg6lnie u otytych, niz u osobnikéw niedozywionych. Szczegdlng wartosé
majg cyfry zebrane w r. 1929 przez Dublina, ktéry na podstawie 192 000 kart
rejestracyjnych jednego z najwiekszych amerykanskich towarzystw ubezpieczenio-
wych doszedt do wniosku, ze zapadalno$¢ na raka u os6b o normalnej wadze ciata
wynosi w jego materiale 111 na 100 000. Natomiast u ludzi, ktérych waga ciata
przekraczata wiecej niz o 23% wage prawidlowa, zapadalno$¢ ta wynosi 143 na
100 000, a u o0s6b o wadze ciata 85% wagi prawidtowej zapadalno$¢ wyraza sie
cyfrg 95 na 100 000 (1).
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Innego rodzaju materiatu dostarczajg dane statystyczne dotyczace czestosci wy-
stepowania pierwotnego raka watroby. Jak wiadomo, na Archipelagu Malajskim
i wsréd Murzynéw w potudniowej Afryce ta posta¢ raka jest najpospolitsza
sposréd wszystkich lokalizacji nowotworéw; u Murzynéw Bantu reprezentuje pier-
wotny rak watroby okoto 40% wszystkich nowotworéw. Ludzi biatych, zyjacych
w tych samych warunkach klimatycznych, cechuje zapadalno$¢ na raka watroby
taka sama, jaka jest charakterystyczna dla warunkéw europejskich. Przez dtugi czas
myslano o wplywie konstytucji, o czynnikach rasowych itd., ale statystyki amery-
kanskie wykazaly, ze zapadalno$¢ na raka watroby u Murzynéw w Ameryce nie
rézni sie od zapadalnosci osobnikéw biatych. Dzi$ wszyscy badacze zajmujacy sie
tym zagadnieniem przyjmuja, ze przyczyng tak znacznej czestosci pierwotnego raka
watroby u Murzynéw potudniowo-afrykanskich jest sposéb odzywiania sie, przy
czym decydujacy wptyw w tym wypadku ma wywiera¢ nie obecno$¢ jakich$ szko-
dliwych czynnikéw w diecie, ale szczegdlny wzajemny stosunek biatka, ttuszczu
i witaminéw zawartych w pokarmie (2).

Z chwilg odkrycia chemicznych zwigzkéw rakotwdrczych poczety mnozy¢ sie
coraz to bardziej prace doswiadczalne, majace na celu wyjasni¢ problem wplywu
sposobu odzywiania zwierzat na zapadalno$¢ ich na chemicznie wywotane nowo-
twory. W okresie przedwojennym prace te byly liczne, nie brak byto réwniez
doswiadczen idacych w tym kierunku wykonywanych w Polsce, ale wszystkie te
badania majg dzi§ tylko warto$¢ historyczng. Przeprowadzane byly na ilosciowo
niewystarczajacym materiale, nie wytrzymywaty kryteriow statystycznych, oparte
byty na stosowaniu karmy o nieznanym sktadzie. Pdzniejsze badania przeprowa-
dzane bardziej sumiennie doprowadzaty z reguty do wykazania bezpodstawnosci
whnioskéw wycigganych z tych pierwotnych prac.

Niemniej, juz lata przedwojenne przyniosty réwniez szereg sumiennych badan
wskazujacych na pewien wplyw diety na wystepowanie nowotwordéw. Znany badacz
amerykanski, Strong, ktéremu nauka zawdziecza wyhodowanie pewnych homozy-
gotycznych szczepéw myszy, cechujgcych sie statg, liczbowo okreslong zapadalnoscia
na raka sutka, zaobserwowat, ze wiek myszy, w ktérym pojawiaty sie najczesciej
samorzutne nowotwory, zmienit sie z chwilg, gdy przeniost sie ze swa hodowlg
z Uniwersytetu Ann Arbor w stanie Michigan do New Haven w stanie Connecticut.
Przyczyne tej zmiany znalazt w odmiennej karmie, ktérg podawano myszom.
Podjat wiec doswiadczenia na wielka skale, karmigc setki mysz z jednego i tego
samego szczepu karma o odmiennym charakterze. W ciggu kilku lat zebral bogaty
material, ktory poddany statystycznej analizie wykazat ponad wszelkg watpliwosc,
ze charakter karmy wplywa na czesto$¢ wystepowania samorzutnych nowotworéw.
Na przykiad myszy pochodzace z stynnego szczepu CBA karmione zwykig handlo-
wa karmg ginely w 75—80% na nowotwory, natomiast karmione dietg, ktorej
podstawg byta magka owsiana, wykazywaly wystepowanie nowotworéw zaledwie
w 4% ogo6lnej ilosci hodowanych zwierzat (3).

Badania Stronga sg na og6t pomijane w pismiennictwie amerykanskim, a prze-
ciez majg one donioste ogdlnobiologiczne znaczenie. Czesto$¢ wystepowania samo-
rzutnych nowotwordw i wiek zwierzecia, w jakim nowotwory pojawiajg sie, jest
uwazany przez klasycznych genetykéw amerykanskich za charakterystyczng,
niezmienng ceche dziedziczna, ktéra w homozygotycznych szczepach mysz ma by¢
uwarunkowana odpowiednig kombinacjg gendéw. Sumienne i oparte na bogatym
materiale statystycznym badania Stronga wykazujg, ze ta cecha dziedziczna daje
sie zdecydowanie zmodyfikowaé dziataniem czynnikéw zewnetrznych. Dla nas
wazne jest to, ze badania Stronga wykazaly po raz pierwszy na bogatym materiale
do$wiadczalnym mozliwo$¢ wywierania wplywu na powstawanie samorzutnych
nowotworéw przez jakosciowe zmiany pozywienia.

W r. 1940 rozpoczgt Tannenbaum w Chicago badania, ktére po szeregu lat
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doprowadzity do ustalenia pewnych bardzo ciekawych faktéw. Hodowat on serie
myszy pochodzacych z jednego i tego samego szczepu na trzech typach karmy.
Jeden stanowita zwykla wyprébowana petlnowartosciowa dieta laboratoryjna,
z ktorej zwierzeta korzystaty do woli. Druga seria myszy otrzymywata te samg
karme, ale w ilosciach wydzielonych, nie odpowiadajacych catkowicie potrzebom
zwierzecia. Trzecia seria otrzymywata w dowolnych ilosciach karme z wybitnie
zredukowang zawartoscig weglowodanéw, a wiec diete pod wzgledem kalorycznym
niepetnowartosciowa. W ten sposéb hodowano myszy z homozygotycznych szcze-
péw, obarczonych wielka czesto$cia samorzutnych guzéw, zaréwno raka sutka, jak
i raka ptuc oraz biataczki. Poza tym w ten sam sposéb hodowano myszy, ktérych
skore pedzlowano czynnikami rakotwdrczymi. Doswiadczenia powtarzano wielo-
krotnie i zebrano material wytrzymujacy prébe krytyki statystycznej.

Wyniki badan Tannenbauma byly jednoznaczne. Ograniczenia Kkaloryczne
karmy redukowaty znacznie czesto$¢ samorzutnie wystepujacych guzéw, ponadto
przedtuzaty znacznie wiek 2w erzat, w ktérym zachodzito masowe pojawianie sie
nowotwordéw. Okres utajonego dziatania substancji rakotworczych byt réwniez
znacznie przedtuzony, a poza tym czesto$¢ dodatnich wynikéw pedzlowania skory
substancjami rakotworczymi znacznie malata. Natomiast ograniczenie dowozu
kalorii nie wywierato zadnego wplywu na rozwoj nowotworu, ktory sie juz pojawit.
W tym wypadku redukcja doprowadzanych z pokarmem kalorii raczej utatwiata
wystepowanie charfactwa nowotworowego (4).

Analogiczne badania, cho¢ nie tak rozlegte, powtarzano réwniez w innych pra-
cowniach, zawsze z tym samym zgodnym wynikiem — niedobdr kalorii utrudnia
powstawanie nowotworéw, natomiast nie wywiera Zzadnego wplywu na jego
rozwoj (5).

Wytlumaczenie tego ciekawego zjawiska nie jest tatwe. Poczatkowo przy-
puszczano, ze przyczyng opdznienia wystepowania nowotworéw jest niedostateczny
dowo6z energiodajnej glikozy do pierwotnego ogniska nowotworowego. Doktadniej-
sza doswiadczalna analiza wskazata jednak na udziat innych czynnikdw. Niedobér
kaloryczny obniza znacznie czynno$¢ gruczotow dokrewnych, szczegélnie gruczotéw
ptciowych i przysadki. Smutne obserwacje z obozéw koncentracyjnych i z getta
warszawskiego wskazuja szczegélnie dobitnie na ten fakt. Zmiany czynnosci tych
gruczotow dokrewnych w nastepstwie ograniczenia dowozu kalorii zostaty u zwie-
rzat doswiadczalnych wykazane niezbicie. Warunki, jakie stwarzal myszom
Tannenbaum, powodowaly pewnego rodzaju kastracje i hipofizektomie. Te okolicz-
nosci dostatecznie ttumaczg redukcje wystepowania samorzutnych guzéw sutka
u mysz podczas kalorycznego gtodowania. Czy w ten sam sposéb mozna wyttuma-
czy¢ zahamowanie wystepowania nowotworéw skoéry spowodowanych metylocho-
lantrenem, tego nie wiadomo i problem ten powinien by¢ dalej $ledzony.

Szereg badan przeprowadzano nad wplywem redukcji ilosci biatka w pokarmie
na wystepowanie nowotworow. Zdawato sie, ze wilasnie ograniczenie samego
budulca komdrkowego, jakim sg aminokwasy zawarte w bialtku pokarmowym,
powinno w jaki$ sposob dziata¢ na przebieg rozwoju nowotworéw. Zaréwno ba-
dania Tannenbauma, jak innych specjalistbw w zakresie tego problemu, np.
Kline’a i Rusha, nie wykazaly jednak zadnego wplywu ilosci biatka zawartego
w karmie na czesto$¢ wystepowania nowotwordw sutka, na szybko$¢ powstawania
nowotworéw doswiadczalnych i na rozwdj nowotworéw przeszczepionych.

W Swietle naszej znajomosci biologii nowotwordw, a szczeg6lnie ich przemia-
ny materii, nowotwory cechujg sie jednokierunkowym charakterem przemiany
biatkowej. Zawarto$¢ biatek w tkankach prawidtowych jest wyrazem réwnowagi
dynamicznej miedzy bezustannie przebiegajacymi procesami syntezy biatka z ami-
nokwaséw krazacych w ustroju i procesami rozkiadu biatka na pojedyncze amino-
kwasy. Zasob wolnych aminokwaséw w ustroju zwierzecym stanowi pule, z ktérej
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tkanki doroste zabierajg w jednostce czasu tyle aminokwaséw, ile ich réwnoczesnie
do tej puli oddajag. Tkanka nowotworowa korzysta z tej puli jednostronnie, wybie-
rajagc aminokwasy, ale ich nie oddajac. Jakkolwiek biatka nowotworu réwniez
ustawicznie ulegaja rozpadowi i resyntezie, to jednak aminokwasy powstate w toku
rozpadu nie wracajg do ogdlnej puli aminokwasowej ustroju, lecz zostajg od razu
wbudowane w nowopowstajace biatka nowych komorek. Pieknie ilustrujg ten
charakter przemiany biatkowej nowotworéw doswiadczenia Le Pagea i Pottera (6),
ktérzy postugiwali sie dodatkiem glikokolu nacechowanego radioaktywnym weglem
do karmy myszy obarczonych przeszczepialnym nowotworem. Nawet w stanie
zupetnego gtodowania zwierzecia izotopowy glikokol wbudowany byt przede
wszystkim w biatko nowotworowe. Mozna wiec z calg pewnoscig twierdzi¢, ze
nawet przy zupelnym braku biatka w pokarmie nowotwoér bedzie rost kosztem
aminokwasoéw powstajacych z biatka tkanek prawidtowych.

Wspomnie¢ nalezy o doswiadczeniach polegajagcych na karmieniu zwierzat
doswiadczalnych dieta, w ktorej dwa typowe egzogenne aminokwasy — cystyna
i lizyna, reprezentowane byly w niewystarczajgcych dla potrzeb ustroju ilosciach
(White i Andervant, 7). W pewnych seriach doswiadczen dieta cechujgca sie¢ nie-
doborem cystyny lub lizyny istotnie hamowata wystepowanie samorzutnych nowo-
tworéw lub tez nowotworéw wywotywanych czynnikami rakotwoérczymi. Powtdrzenie
tych badan w innych pracowniach wykazato jednak, ze zwierzeta na tak spreparo-
wanej karmie tracity apetyt, jadty znacznie mniej, a wiec ze obserwowane efekty
byty spowodowane nie niedoborem egzogennego aminokwasu, ale niedoborem
kalorycznym.

Doswiadczenia te moga stuzy¢ jako przykiad zrodet omyiek, ktére tak czesto
nasuwajg sie w toku doswiadczalnych badan nad tumorami.

Z domniemang rolg aminokwaséw w rozwoju nowotworéw logicznie wigze sie
bardzo ciekawy problem, zaktualizowany w onkologii dopiero w latach ostatnich.
Wiadome jest, ze niedobd6r choliny, szczegdlnie przy nadmiarze cystyny w pokar-
mach, jest co najmniej jednym z czynnikéw warunkujacych powstanie marskosci
watroby. Poniewaz marsko$¢ watroby — zdaniem anatomopatologéw — wigze sie
z zagadnieniem pierwotnych nowotworéw watroby, a przez niektérych uwazana jest
za pewnego rodzaju stan przednowotworowy, udziat choliny w kancerogenezie
zostat poddany doswiadczeniom. Copeland i Salmon karmigc szczury przez wiele
miesiecy dieta zawierajaca tylko minimalne ilosci choliny stwierdzili u 40 sposréd
69 szczuréw guzy (8). U szczurow hodowanych na identycznej diecie z dodatkiem
choliny zadnych nowotworéw nie byto. Podobne doswiadczenia przeprowadzono
z analogicznym wynikiem i w innych pracowniach. Nowotwory w ten sposéb wy-
wotane cechowaly sie rozng lokalizacjg: najczesciej wystepowaty w piucach,
w weztach chionnych i w watrobie. Szczegdlnie rdwnoczesne ograniczenie dowozu
biatka ufatwia wystepowanie nowotworéw zwigzanych z niedoborem choliny. Nie-
ktdrzy badacze twierdzg, ze w ogéle przewlekte niedozywienie jest jednym z czyn-
nikow wspotdziatajgcych w powstawaniu pierwotnego raka watroby na tle zmian
0 charakterze marskosci.

Cholina jest jednym z waznych elementéw w tzw. procesach transmetylacji
w ustroju zwierzecym, wynikiem ktérych jest powstawanie zwigzkéw cechujacych
sie odpowiednio zwigzang grupa metylowa. Tymina, metylopuryna wchodzaca
w sktad kwasu dezoksyrybonukleinowego, powstaje najprawdopodobniej endogennie
w ustroju zwierzecym przy udziale choliny. Mozliwe jest wiec, ze niedobor choliny
pociaga za sobg utrudnienie syntezy tyminy, co w dalszej konsekwencji ogranicza
synteze kwasu dezoksyrybonukleinowego. Moze to zaktoci¢ prawidtowy wzajemny
stosunek obu kwaséw nukleinowych i w ten sposéb wyzwoli¢ zaburzenia metabo-
lizmu komérki, doprowadzajace ostatecznie do przeksztatcenia nowotworowego.
Oczywiscie jest to tylko $miata hipoteza, ale nie ulegajgce watpliwosci powstawanie
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nowotworéw i to rozmaicie zlokalizowanych w nastepstwie niedoboru choliny
zmusza do powaznego zastanowienia sie nad tym problemem.

Ubocznie zaznaczy¢ nalezy, ze uretan, zwigzek silnie hamujacy procesy transme-
tylacji, jest réwniez substancjg powodujacg u mysz powstawanie nowotwordéw ptuc.

Doniosta rola witamindw w metabolizmie komoérek byta powodem, dla ktérego
wptyw nadmiaru lub niedoboru poszczeg6lnych witamindw na kancerogeneze byt nie-
zliczong ilo$¢ razy doswiadczalnie badany. Wiekszos¢ tych badan, szczeg6lnie daw-
niejszych, nie odpowiada kryteriom, jakie stosujemy do S$cistych doswiadczeh tego
typu. Ale nawet w tych licznych wypadkach gdy badania nad wplywem witaminow
na wzrost nowotwordw byly przeprowadzane z zachowaniem wszelkich wymogéw
Scistosci, uzyskane w rdéznych pracowniach wyniki sa tak rozbiezne, ze wysnucie
jakich$ jednoznacznych wnioskéw jest niemal niemozliwe. Dla przyktadu omdwie
w krotkosci problem roli witaminu A w kancercgenezie.

Witamin A jest niezbedny dla prawidlowej regeneracji naskdérka i nabtonkdw
i brak jego uzewnetrznia sie przede wszystkim w postaci charakterystycznej meta-
plazji i zrogowacenia tych tkanek. Ewentualna rola witaminu A w procesach zy-
ciowych innych narzadéow (poza siatkdwkga) do tej pory jest blizej nieznana. Gtow-
ne zapasy witaminu A w ustroju zwierzecym nagromadzone sg w watrobie. Zn kaja
one jednak z watroby nie tylko wéweczas, gdy w watrobie rozwijajg sie nowotwory
pod wplywem swoiscie dziatajgcych azozwigzkéw, ale nawet i w tym wypadku,
gdy do ustroju wprowadzane sg weglowodory rakotwdércze (9). Pociggneto to za
sobg przypuszczenie, ze weglowodory rakotwoércze wypierajg witamin A z jego
potaczen z biatkiem w prawidtowych komdrkach, zmieniajgc w ten sposob fizjolo-
giczne wiasciwosci biatka i torujac droge dla odpowiedniego wywotania zaburzenia
metabolizmu komorki (10). Niemniej nie stwierdzono jednoznacznie zadnego wpty-
wu niedoboru albo nadmiaru witaminu A na rozwéj nowotworéw zlokalizowanych
w narzadach wewnetrznych.

Oczywiscie, nalezato sie spodziewaé, ze ewentualna rola witaminu A w powsta-
waniu nowotworéw moze dotyczy¢ gtéwnie nowotworow skéry, wywotanych che-
micznymi czynnikami rakotwdrczymi. Stadium przedrakowe w tych przypadkach
wyraza sie wybitng hiperplazja naskérka i jego zrogowaceniem, a wiec stanem
cechujagcym awitaminoze A. Wraz z Ahlstrom przeprowadzatem swego czasu
doswiadczenia nad wplywem awitaminozy A na powstawanie nowotworéw skory
szczurdw pedzlowanych benzopirenem. Na dosy¢ bogatym materiale, bo liczagcym
przeszto 70 zwierzat, mogtem stwierdzi¢, ze niedobo6r witaminu A skraca okres
utajonego dziatania benzopirenu i ze zwieksza czestos¢ dodatnich wynikéw (11).
Podobne rezultaty osiggnieto réwniez pézniej w kilku innych pracown iach. W pi-
$miennictwie dotyczacym tego problemu znajduje sie jednak réwniez kilka sumien-
nie wykonanych prac, w ktérych takiego wplywu awitaminozy A nie stwierdzono.
Przyczyny tych sprzecznosci moga by¢ roézne, chocby stan rezerwy witaminu A
w tkankach szczura w czasie przebiegu doswiadczen, ale tego dyskutowaé teraz nie
bede. Chciatem tylko zwr6ci¢ uwage na trudnosci nasuwajgce sie w toku takich
badan.

Ubocznie musze zauwazy¢, ze awitaminoza A moze powodowaé w nabtonkach
zmiany zdecydowanie przypominajgce stan przedrakowy i przez to sta¢ sie przy-
czyng bardzo przykrych omytek. W roku 1913 Fiebiger w K o pnhadze wywotat po
raz pierwszy doswiadczalnie nowotwory btony $luzowej zotadka szczuréw, podajgc
im jaja oblenca Spiroptera. Badania te byly swego czasu wielkg sensacja, a Fiebiger
otrzymat za nie nagrode Nobla. Nikt jednak nie by} w stanie powto6rzy¢ doswiadczen
Fiebigera, a dokladniejsze badania wykazaty, ze rzekomy rak S$luzéwki zotadka
szczura byt prawdopodobnie metaplazja btony S$luzowej tej czesSci zotadka, ktéra
u szczura pokryta jest nabtonkiem plaskim, spowodowang niedoborem witami-
nu A (12).
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Udziat witaminéw grupy B w strukturze czasteczek réznych enzyméw musiat
nasung¢ mys$l o tym, ze zmiany ilosci tych witaminéw wprowadzanych do ustroju
zwierzecego powinny modyfikowa¢ rozwo6j nowotworéw. Pismiennictwo dotyczace
tego zagadnienia jest obfite (13); kazdy z witaminéw B byt badany jako czynnik
wplywajacy na powstawanie i wzrost nowotworow doswiadczalnych. Wiekszo$¢ tych
badann doprowadzita do wnioskow negatywnych. Ani hiperwitaminozy — ani hi-
powitaminozy B nie zmieniajg czestosci wystepowania nowotworéw samorzutnych
ani tez nie modyfikuja okresu utajonego dziatania czynnikéw rakotwdérczych na
skore. Ewentualne wyniki dodatnie albo ujawniaty sie jako biad doswiadczalny,
albo pozostajg faktami wyjgtkowymi, nie dajagcymi sie uogolnia¢. Na ogdét wszyst-
kie nowotwory zawierajg znacznie mniej poszczegdlnych witamindw B niz tkanka
prawidtowa, ale poniewaz wiadomo, ze kazde prawidlowo odzywiane zwierze za-
wiera w wiekszosci swych tkanek pewien nadmiar witaminéw B, mogacy ulegac
dosy¢ znacznej redukcji bez uszkodzenia fizjologicznej funkcji tkanki, zmniejszenie
zawartosci witaminéw w toku kancerogenezy nie moze by¢ zmiang istotng dla meta-
bolizmu guza nowotworowego. Spotykamy jednak pewien wyjatek — doswiadczalnie
wywotane nowotwory watroby, ktérych rozwdj jest zdecydowanie uzalezniony od
pewnych witamindw.

Juz pierwsi badacze japonscy, ktérzy odkryli rakotwdrczy wplyw barwnikéw
dwuazowych na tkanke watrobowa, stwierdzili zalezno$¢ powstawania nowotworéw
od charakteru karmy podawanej myszom lub szczurom. Diety o pewnej kombina-
cji sktadnikéw pozwalaly na ujawnienie sie nowotworu juz po uplywie wzglednie
krotkiego czasu, inne rodzaje karmy nie dopuszczaty w ogdle do powstania guza
watroby (14). Fakt, ze dodatek suszonej watroby lub drozdzy szczeg6lnie wybitnie
hamowat pojawianie sie nowotworéw watroby, spowodowanych dwumetyloamino-
azobenzenem, nasuwat przypuszczenie, ze czynnikiem przeciwdziatajgcym substancji
rakotwadrczej jest jaki$ witamin B.

Dalsze badania wykazaty, ze w drozdzach znajdujg sie dwa czynniki chemiczne
wplywajace na wystepowanie guzow watroby. Kensler stwierdzit, ze czynnikiem
hamujacym jest witamin B2 — ryboflawina, natomiast biotyna przyspiesza po-
wstawanie nowotworéw. Poniewaz biotyna jest tym witaminem, ktérego zawartosé
w tkankach ulega wzglednie najstabszej redukcji w toku rozwoju nowotworu, przez
czas jaki$ upatrywano w biotynie wazny czynnik utatwiajacy wzrost nowotworowy.
Prébowano wycigga¢ z tego konsekwencje praktyczne usuwajgc biotyne z diety
chorych na raka przez réwnoczesne podawanie awidyny, ktéra uniemozliwia wchia-
nianie biotyny z przewodu pokarmowego do krwi. Postepowanie takie nie dato
zadnego wyniku, podobnie jak bezowocne pozostawaly proby hamowania wzro-
stu nowotworéw doswiadczalnych przez ograniczenie podazy biotyny z pokarma-
mi (15). Niemniej pobudzenie wzrostu nowotwordw watroby przez biotyne zostato
wyraznie stwierdzone w toku doswiadczen, podobnie jak niezaprzeczony jest hamu-
jacy wplyw ryboflawiny na powstawanie watrobiakow po podawaniu dwuazowych
barwnikéw. Pamieta¢ jednak nalezy o tym, ze wywotane czynnikami chemicznymi
nowotwory watroby stanowig pewnego rodzaju odrebny typ nowotwordw, wyraznie
réznigcy sie wiasciwosciami biologicznymi od samorzutnych rakéw sutka lub ptuc
spotykanych u zwierzat doswiadczalnych i od miesakéw i rakéw wywotanych dzia-
taniem weglowodoréw rakotwaérczych.

Rozlegte badania nad mechanizmem dziatania barwnikéw dwuazowych na wg-
trobe, pociggajacym za sobg wystepowanie nowotworéw tego narzadu, doprowa-
dzity do wniosku, ze istotnym momentem w tym mechanizmie jest zahamowanie
pewnych proceséw utleniania. By¢ moze, ze substancje te porazajg funkcje pew-
nych enzyméw, niezbednych dla prawidtowego metabolizmu komérki watrobowej.
Poniewaz ryboflawina wchodzi w sktad koenzymoéw szeregu enzymow utleniajgcych,
niedobdr tego witaminu ufatwia dziatanie barwnika dwuazowego lub jego aktyw-

117



nych pochodnych, natomiast nadmiar ryboflawiny przeciwstawia sie temu dziataniu.
Koncepcja wspétzawodnictwa metabolitow zblizonych do siebie strukturalnie, lecz
nie rownowaznych z punktu widzenia funkcji fizjologicznych, okazata sie bardzo
owocna dla ttumaczenia mechanizmu dziatania biologicznego wielu zwigzkéw che-
micznych. By¢ moze, w ten spos6b nalezy ttumaczy¢ role ryboflawiny w utatwianiu
lub hamowaniu wystepowania nowotwordw watroby w nastepstwie dziatania barw-
nikow dwuazowych. Wiekszg trudno$¢ sprawia wyjasnienie udziatlu biotyny w po-
wstawaniu nowotworoéw watroby, gdyz dotychczas nie wykazano roli biotyny w prze-
biegu proceséw utleniania w komodrce. Niemniej antagonizm miedzy ryboflawing
a biotyng w procesie powstawania doswiadczalnych nowotworéw watroby jest fak-
tem nie ulegajgcym watpliwosci.

Antagonizm ten tlumaczy paradoksalne wyniki réznych doswiadczeh nad wpty-
wem odzywiania na rozwo0j doswiadczalnych nowotworéw watroby, stanowigcych
wymowng ilustracje trudnosci, na jakie badania tego typu napotykajg. Na przy-
ktad badacze amerykanscy twierdza, ze doswiadczalne nowotwory watroby wystepuja
u szczuréw o wiele szybciej przy karmieniu zwierzat ryzem brunatnym niz przy
karmieniu ryzem biatym, natomiast badacze japonscy dochodzg do wrecz przeciw-
nych wynikéw. Ryz brunatny zawiera wiecej biotyny i ryboflawiny niz ryz biaty.
Teoretycznie nalezatoby sie spodziewaé, ze karma oparta na uzywaniu ryzu bru-
natnego powinna sprzyja¢ powstawaniu nowotwordw, ale zawite stosunki wytwarza-
jace sie skutkiem antagonizmu miedzy tymi dwoma witaminami, skomplikowane
jeszcze przez zmienng zawarto$¢ witamindw w innych dodatkach do karmy, czynig
dla badacza sytuacje w toku doSwiadczenia trudng do rozstrzygniecia. Niewatpliwie
zawarto$¢ siarki, choliny i zawarto$¢ biatka w karmie stosowanej w toku doswiad-
czenia wptywa modyfikujagco na ostateczny efekt niedoboru lub nadmiaru biotyny
lub ryboflawiny. Dodatek suszonych drozdzy do karmy, odpowiadajacy 15% o0g6lnej
ilosci karmy, niemal catkowicie hamuje rakotworcze dziatanie dwumetyloaminoazo-
benzenu, natomiast jezeli dieta sktada sie w 50% z suszonych drozdzy, czestosé
wystepowania nowotworéw watroby jest znaczna. W pierwszym wypadku nadmiar
ryboflawiny doprowadzony z drozdzami wystarcza jako czynnik przeciwdziatajacy
dwumetyloaminoazobenzenowi, w drugim — zwierze dostaje wiecej jeszcze rybofla-
winy, ale rowniez znacznie wiecej biotyny, ktorej dziatanie utatwiajgce powstawanie
nowotworéw przewaza wowczas nad hamujacym dziataniem ryboflawiny.

Przytoczone powyzej przykitady ilustrujg trudnosci wytaniajgce sie w toku do*
Swiadczen nad wpltywem odzywiania na powstawanie do$wiadczalnych nowotworéw
watroby i trudnosci, na jakie napotyka wiasciwe komentowanie wynikow, a przeciez
doswiadczalne nowotwory watroby sa wiasnie tym typem nowotworéw, w ktérych
warunki wplywajace na przebieg procesu rakowacenia dajg sie jeszcze wzglednie
tatwo kontrolowaé. Sytuacja staje sie o wiele bardziej zawita, gdy mamy do czy-
nienia z doSwiadczalnymi nowotworami powodowanymi przez rakotwdércze weglo-
wodory aromatyczne albo z tzw. samorzutnymi nowotworami sutka i ptuc lub tez
samorzutnie wystepujagcymi biataczkami u zwierzat. Nie nalezy wiec dziwié sie, ze
mimo bogatego materiatlu zebranego w toku doswiadczen o wplywie odzywiania
na powstawanie nowotworéw wiemy bardzo niewiele. Niemniej wpltyw ten niewat-
pliwie istnieje, czego zresztag nalezato sie spodziewa¢. Autonomia tkanki nowotwo-
rowej jest tylko wzgledna. Nowotwdr wytamuje sie spod wptywu czynnikdéw regu-
lujacych harmonijne wspotdziatanie wszystkich tkanek zywego ustroju. Ale styka
sie ze swym otoczeniem, ze swym S$rodowiskiem zewnetrznym, jakim jest dla nowo-
tworu odzywcza ciecz miedzykomoérkowa, wobec czego sktad chemiczny tego $ro-
dowiska musi na rozwdj nowotworow wywiera¢ réwniez pewien wplyw. Na razie
jesteSmy dopiero we wstepnym stadium dociekan mogacych okresli¢c wptyw mo-
dyfikacji, jakim ulegajg ciecze tkankowe skutkiem zmian odzywiania, na powsta-
wanie i rozwéj nowotworow.
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R. L. M. Synge z Rowett Institute w Bucksburn (Aberdeenshi-
re, Szkocja) otrzymat w r. 1952 nagrode. Nobla za prace z zakresu
chromatografii. Jest wybitnym uczestnikiem Ruchu Pokoiu w Wiel-
kiej Brytanii. Brat Juz udziat w Kongresie Intelektualistow we
Wroctawiu (1948), za$ w r. 1952 odwiedzit Polske powtérnie
i w dn. 26. IX. wygtosit na zaproszenie Polskiej Akademii Nauk
wyktad o chromatografii. Ponizej podajemy przektad streszczenia
wyktadu, ktére prof. Synge przygotowat dla ,Postepéw Bioche-
mii“ (Red.).

R. L. M. SYNGE

ZASADY CHROMATOGRAFII

(Streszczenie autorskie wyktadu wygtoszonego w Warszawie 26. I1X. 1952 r.)

Chociaz obecnie istnieje wiele podrecznikéw z zakresu chromatografii, wigkszos¢
z nich traktuje przedmiot ten raczej empirycznie i dlatego pozadane byto przed-
stawienie nizej podanych zasad bez szerszego omawiania mozliwosci ich zastoso-
wania praktycznego. Takich mozliwosci istnieje obecnie bardzo wiele *.

Chromatogram jest to w zasadzie cialo z porowatego, nieelastycznego, rozdrob-
nionego materiatu (faza stata), przez ktére przeptywa pltyn (faza ruchoma).
Rozdzielenie c'at rozpuszczonych w roztworze zalezy od roznic w stanach réwnowagi
przy ich rozdziale pomiedzy fazg statg i ruchoma albo od mechanizmu fizyko-
chemicznego, okreslajgcego te stany rownowagi. Okresdlajagc to jako proces przeciw-
pradowy, mozna zastosowa¢ do chromatogramu pojecie ,wysokosci rownowaznej
pétce teoretycznej* (,height equivalent to a theoretical plate® — HETP). Skoro
rozdziat réwnowag nastepuje na izotermie prostej, mozna przy wywotywan u elu-
cyjnym obliczy¢ zasieg stref (frakcyj). Szybkos$¢ przesuwania sie strefy w stosunku
do przeptywu rozpuszczalnka, jak stwierdzono, zalezy jedynie od wygiecia izo-
termy odpowiadajacei, podczas gdy poszerzanie si¢ strefy, przy schodzeniu w doét
kolumny, zalezy od HETP.

Izotermy nieliniowe mozna wyprowadzi¢ matematycznie, przyjmuiac, ze
HETP = 0. Dajag one szerokie wstegi o jednym brzegu ostrym, a drugim nie-
wyraznym.

W badaniach nad substancjami dajacymi izotermy liniowe uzyskiwano czesto
HETP o wiele wezsze niz 1 mm, co tlumaczy wielkg zdolno$¢ rozdzielcza chro-
matograméw w poréwnaniu z kolumnami frakcjonujacymi i aparatami do ekstra-
howania cieczv — plynami.

Wedtug Tiseliusa mozna metody stosowane w chromatografii sklasyfikowaé
nastepuiaco:

1. Wywotywanie przez elucje. Mieszanine analizowana przepusz-
czamy przez kolumne i traktujemy S$wiezym rozpuszczalnikiem. Metoda ta byta
wielkim odkryciem M. S. Cwieta; poprzedni badacze, a szczeg6ln;e Schénhein, jak
sie zdaje stosowali jedynie analize frontalng. Wywotywanie elucyjne prowadzi do
zupelnego rozdzielen:a substancji i bylo szeroko uzywane, szczeg6lnie w zastoso-
waniu do substancji trudniejszych do rozdzielenia.

2. Analiza frontalna. Mieszanine analizowang wprowadza sie do
kolumny sposobem ciggtym. Zupeiny rozdziat substancji nie nastepuje, ale rdzne
sktadniki mieszaniny wykazuja rézne, daigce sie wykryé ta metoda fronty. Jest to
metoda uzyteczna dla badan analitycznych mieszanin o nieznanym sk#tadzie, ktorych
sktadniki dajg izotermy krzywe lub wykazujg nieodwracalne powigzania z fazg

* Patrz: L, Tiselius, Endeavour 1952 No 1,
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statg. Jest to jedyna dotad forma chromatografii szeroko stosowana w procesach
przemystowych, znana jako ,metoda pasemkowa“ przy zmiekczaniu wody, odbar-
wianiu weglem aktywnym, oczyszczaniu gazéw itp.

3. Wywotywanie przez wypieranie. Wprowadza sie tu
mieszaning anal:zowang do kolumny, wywolywanie za$ nastepuje za pomocag roz-
tworu substancji, ktéra kompetytywnie przemieszcza substancje podlegajace roz-
dzieleniu — do fazy statej. Dla uzyskania dobrych wynikéw trzeba, azeby sub-
stancje, ktére majg by¢ rozdzielono za pomocag tej metody, konkurowaly ze sobg
w procesie zajmowania miejsca w fazie statej. Substancje te uzyskuje sie z kolum-
ny w stanie czystym, lecz brak wyraznych przerw utrudnia uzyskanie wysokiej
wydajnosci czystego materiatu. Niemniej jednak duze ilosci materiatu, ktéry moze
by¢ rozdzielony, w stosunku do rozmiaréw kolumny czynig metode te wielce obie-
cujaca dla zastosowania jej w skali przemystowej, szczegdlnie tam, gdzie chodzi
0 bardziej wartosciowe materiaty chemiczne.

4, Zasada wypierania za pomocg nos$nikow (Carrier
displacement). Mieszanine analizowang wprowadza sie do kolumny, a wywotywanie
nastepuje przez zadawanie serig roztworow substancji, ktére majg powinowactwo
do fazy statej, posrednie pomiedzy powinowactwami kazdej ze substancji wymaga-
jacych rozdzielenia. Tu wiec pojedynczy czion serii substancji, ktére majg by¢
rozdzielone, wydziela si¢ (wolny od wszystkich innych skladnikéw mieszaniny)
w tgcznosci z frontem kazdego kolejno wypierajgcego roztworu. Pozadane
jest, azeby substancje analizowane dawaty sie tatwo oddziela¢ od roztworu prze-
mieszczajagcego (displacing agent) po chromatografowaniu (np. do analizy sub-
stancyj nielotnych dobrze jest uzywac jako czynnika przemieszczajgceeo — sub-
stancji lotnych). Zasadzie tej zawdziecza sie wiele sukcesow chromatografii. Dopiero
jednak teoretyczne jej wyjasnienie doprowadzito do uzyskania waznych zasto-
sowan.

Wszystkie powyzsze zasady zostaty sformutowane bez powotywania si¢ na nature
zjawisk fizyko-chemicznych warunkuiacych stany réwnowagowe rozdziatu. Moga one
by¢ rézne, a wiele z nich moze dziata¢ réwnocze$nie. Adsorpcja na powierzchniach
statych, rozdziat miedzy fazami ptynnymi, wymiana jonowa, tworzenie kompleksow
i innego typu mechanizmy rozwazano pokrotce, dyskutujagc ich dobre i zle strony.
Dla opisywania chromatogramoéw wskazane jest przyjecie terminologii proponowa-
nej przez Moora i Steina (Ann. Rev. Biochem. 1952, 21, 521), gdzie stany
fizyczne ruchomej i statej fazy uzyte sa do okreslenia rodzaju chromatografii,
a wiec: chromatograf a ptynno-stata, ptynno-ptynna, ptynno-zel, gazowo-stata, ga-
zowo-ptynna itp. Specjalny nacisk trzeba potozyé na prawdopodobng mozliwo$¢
zastgpienia spektrometrii masowej, jako metody analitycznej kontrolujgcej przeb'eg
proceséw przemystowych, ktore stosujg substancje lotne, przez rézne rodzaje chro-
matografii gazowe;j.

Chromatografia dowioda juz swej uzytecznosci przy rozdzielaniu wszelkiego
typu zwiazkéw o niskim ciezarze czasteczkowym. W toku opracowywania tych
metod zdobyto wiele wiadomosci, ktére po usystematyzowaniu pozwolg na wyjas-
nienie oddziatywan fizycznych zachodzacych ws$réd mnieiszych czasteczek i tym
sposobem beda mogty stworzy¢ podstawe do zaatakowania podstawowego pro-
blemu biochemii, tj. fizycznej podstawy specyficznosci dziatan pomiedzy ciatami
wielkoczasteczkowymi. W chwili obecnej biochemicy potrzebujg lepszych metod
dla rozdzielenia wiekszych drobin. Chromatografia wiekszych czasteczek przedsta-
wia rézne trudnosci, miedzy innymi nastepujace:

1 Przy wzrastajgcej masie czasteczkowej, jak to teoretycznie i doswiadczalnie
wykazat Bronsted, staje sie coraz trudniej dobra¢ taki system dwufazowy, w ktd-
rym nastepowatoby mniej wiecej réwnomierne rozdzielenie (miedzy obie fazy tak
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duzych czasteczek. Raczej system wielosktadnikowy przy doktadnym kontrolowaniu
temperatury zdaje sie dawac¢ pewne nadzieje.

2. Liczne adsorbenty i sorbenty, nadajgce sie doskonale do chromatografii ma-
tych czasteczek, posiadajg pory o wymiarach molekularnych, ktére nie przepuszczajg
drobin wigkszych.

Trudnosci te mozna by obej$¢, przynajmniej czesciowo, stosujgc adsorbenty
nieporowate tacznie z pltynami wielosktadnikowymi (adsorpcja wysalajaca itp.),
wielosktadnikowe systemy ptyn-ptyn oraz elektrokinetyczne ultrasaczenie. Te nie-
liczne wyniki, jakie otrzymano na tym polu, sg jednak wystarczajgce dla wyka-
zania, ze chromatografia rokuje wielkie nadzieje na pomyslne dokonanie rozdzielania
czasteczek wiekszych.

Podczas niedawnej swej wizyty w Polsce spotkat sie prof. Straub
Z pytaniami o doktadny przepis swojej metody oznaczania kwasu
adenozynotrdjfosforowego, ktora byta ogloszona tylko w jez. weger-
skim. Chcac udostepni¢ te wazng metode czytelnikom polskim przy.
stat nam prof. Straub tlumaczenie niemieckie, ktérego polski
przektad zamieszczamy (Red.).

M. KRAMER, E. PETTKO | F. B. STRAUB
MIKROMETODA OZNACZANIA KWASU ADENOZYNOTROJFOSFOROWEGO

Dotychczas rozporzadzano tylko jedng metoda oznaczania kwasu adenozynotr6j-
fosforowego (ATP): w trdjchlorooctowym wyciggu tkankowym oznaczano te ilo$¢
ortofosforanu, ktéra przyrasta w ciggu 7-minutowej hydrolizy w 1 n-kwasie w tem-
peraturze 100° C. Metoda ta opiera sie na fakcie, iz w przeciggu 7 minut wszystkie
wigzania pirofosforanowe ulegaja hydrolizie. Metode te mozna stosowaé tylko
wtedy, gdy obok ATP sg niewielkie ilosci fosforan6éw tak nieorganicznych, jak tez
ulegajacych hydrolizie. Poza tym minimalna zawarto$¢ ATP, pozwalajgca na uzycie
tej metody, wynosi okoto 0,2 mg.

Przy oznaczaniu ilosciowym zwiazanego w aktynie ATP powstaje problem spe-
cyficznego oznaczania niewielkiej jego ilosci przy stosunkowo duzej zawartosci
fosforanu nieorganicznego. Celem rozwigzania tej trudno$ci opracowano niniejsza
metode. Zaletg jej jest zwiekszona w stosunku do poprzedniej metody specyficzno$¢
oraz moznos$¢ oznaczania matych ilosci. Tak np. niniejszym sposobem mozna ozna-
czy¢ zawarto$¢ ATP w 0,1 ml krwi, podczas gdy stosujgc dawng metode trzeba by
uzy¢ 6—10 ml. Ujemng strong naszej metody jest to, iz nie nadaje si¢ do analiz
rutynowych, poniewaz kazdorazowo nalezy sporzadza¢ Swieze preparaty biatka.

Zasada metody: pod wplywem ATP spada lepkos¢ aktomiozynu, réwno-
cze$nie jednak ATP ulega rozkitadowi przez aktomiozyn, co w efekcie daje charak-
terystyczny przebieg w miare czasu wzrostu lepkosci w stosunku do wartosci
wyjsciowej. Najpierw oznacza sie lepkos¢ jako funkcje czasu uzywajgc kilku znanych
ilosci ATP, nastepnie przez interpolacje oznacza sie zawarto$¢ ATP w odpowiednio
przygotowanych ekstraktach. Przedstawiajg to krzywe na ryc. 1.

Roztwory:

1. Roztwér miozynu B w 0,5 M KCI

2. Roztwor KCI, zawierajagcy 3 M KCI i 0,2 M bufor fosforanowy o pH = 7,7. Stosunek
fosforanu pierwszorzedowego do drugorzedowego wynosi 1:9.

3. 0,06 M MgCl2

Roztwdr 1 sporzadza sie nastepujgco: zdekapitowanego krolika szybko obdziera
sie ze skory, po czym umieszcza na 10—15 min. w naczyniu napetnionym wodga

* Roztwor Webera: 0.6 M KCI, 0,01 M Na2CO3 i 0,04 M NaHCO3
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z lodem. Migénie oddziela sie od kosci i umieszcza miedzy kawatkami lodu, na-
stepnie suszy recznikiem i przepuszcza przez zwykig maszynke do mielenia miesa
z sitkiem o matych dziurkach. Na 100 g masy mie$niowej bierze sie 100 ml roztwo-
ru Webera* i oziebiajagc miesza przez 20 min. Mieszanine odstawia sie na 24 godz.,
po czym wiruje. Jezeli w miedzyczasie miesnie silnie nabrzmieja, nalezy przed
odwirowaniem rozcienczy¢ je ¥2—1 obj. roztworu Webera. Lepki roztwér, powstaty
po odwirowaniu, wlewa sie do 10 objetosci wody destylowanej, pod wplywem
czego straci sie miozyn B (zar6wno przy oznaczaniu miozynu B, jak i przy spo-
rzagdzaniu pozostatych roztwordéw nalezy uzywaé¢ wody przedestylowanej tylko z na-
czynia szklanego). Stragcony miozyn B nalezy odwirowaé, osad rozcienczy¢ niewielkg
iloscia wody i przemy¢, kilkakrotnie odwirowujac. W ten sposob zostang usuniete
rozpuszczalne w wodzie biatka, w pierwszym rzedzie miokinaza, ktéra moze prze-
szkadza¢ przy oznaczaniu.

Do przemytego miozynu B dodaje sie taka ilos¢ statego KCI, aby powstat 0,5 M
roztwor KCI. Czesci nierozpuszczalne nalezy odsaczy¢ przez warstwe waty i usunag.
Otrzymany w ten spos6b roztwér mozna przechowywaé przez 8—10 dni w tem-
peraturze 0° C.

Przygotowanie materiatu do badania. Materiat nalezy przy-
gotowa¢ w ten spos6b, aby obecny w nim ATP przeprowadzi¢ w neutralny roztwor
wodny, mozliwie nie zawierajgcy soli i catkowicie pozbawiony jakiegokolwiek
enzymu rozkiadajacego ATP. Jednak sposéb przygotowania materiatu zalezy od
jego charakteru. W przypadku tkanki miesniowej postepowano nastepujaco: okoto
0,1—2,0 g mie$ni szybko zwazono i roztarto z niewielka iloScia proszku szklanego
1 doktadnie dziesiecioma objetosciami 4% zimnego kwasu tréjchlorooctowego. Roz-
twor odwirowano, ptyn zobojetniono statym NaHCO3 w obecnosci czerwieni feno-
lowej jako indykatora. Jezeli do doswiadczenia uzywano miesni Swiezych,, roztwor
taki zawierat 0,2—0,4 mg ATP w jednym ml. Odpowiednio przygotowuje sie okoto
10-krotne rozcienczenie i oznaczenie przeprowadza sie w 1 ml tak rozcienczonego
roztworu.

Do oznaczania ATP we krwi nalezy
stosowa¢ aceton. 0,1 ml krwi miesza sie
wstrzasajac z 2 ml czystego acetonu i po-
zostawia na 1—2 godziny w temperaturze
pokojowej. Nastepnie odwirowuje sie, ace-
ton odlewa, a osad pozostawia do obe-
schniecia, po czym rozprowadza sie go
2 ml wody i po 10 minutach znowu wi-
ruje. Do oznaczenia zawartosci ATP we
krwi uzywa sie okoto 1 ml odstatego roz-
tworu w nastepujacych warunkach po-
miaru.

Przebieg pomiaru. Lepko$¢ roztworu mierzy sie wiskozymetrem
Ostwalda w temperaturze 0° C. Objetos¢ miedzy dwiema kreskami wiskozymetru po-
winna wynosi¢ 0,8 ml, dtugo$¢ kapilary 20 cm, czas wyptywu 0,5 M roztworu KCI
przy 0° C (przy uzyciu 2,5 ml ptynu) okoto 50—70 sekund. Czas wyptywu zalezy
oczywiscie od odpowiedniego wymiaru Kkapilary.

Przez rozcienczenie roztworu miozynu B 0,5 M roztworem KC1 uzyskuje sie
oznaczenie tej ilosci miozynu B, ktéra po uzupetnieniu tymze roztworem KC1 do
tacznej objetosci 2,5 ml wskazuje warto$¢ wzglednej lepkosci otrzymanego roztworu

#-2,1. Przygotowuje sie podstawowy roztwdér miozynu B w buforowej miesza-
ninie soli. Roztw6r ten przygotowuje sie w ten sposéb, by 1,25 ml ptynu uzupet-
niony do #acznej objetosci 2,5 ml, miat koricowa stezenie 0,5 M KC1 i wzgledng
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lepkos¢ 1,8—2,1. Na przyktad, jezeli okaze sie, ze 0,5 ml miozynu B trzeba roz-
cienczy¢ 2,0 ml 0,5 M roztworu KC1, aby uzyska¢ warto$¢ wzglednej lepkosci okoto
1,8—2,1, wtedy mieszanine badang nalezy sporzadzi¢ nastepujgco:

5 objetosci miozynu B
2,5 objetosci roztworu drugiego (KC1 plus bufor)
5 objetosci 05 M roztworu KC1

W mieszaninie tej ilo$¢ drugiego roztworu jest zawsze stata (15 czesci), pod-
czas gdy stosunek roztworu miozynu B do 0,5 M roztworu KC1 zmienia sie zaleznie
od stezenia miozynu B w poréwnaniu do podanych wyzej przyktadow. Z tej ilosci
mieszaniny bierze sie jednorazowo do wiskozymetru 1,25 ml. Do roztworu ochto-
dzonego do temperatury 0° C dodaje sie 0,25 ml roztworu trzeciego (MgCI2) i na-
tychmiast 1 ml odpowiednio rozcienczonego zobojetnionego i ozigbionego roztworu
ATP. Calo$¢ zostaje wymieszana za pomocg dmuchania przez kapilare wiskozyme-
tru, po czym uruchamia sie stoper mierzac czas doswiadczenia. W odpowiednich
odstepach czasu z pomocag innego stopera mierzy sie kilkakrotnie lepkos$¢ miesza-
niny. Otrzymane wartosci lepkosci w zaleznosci od czasu przedstawia sie graficznie
w uktadzie wspotrzednych (p. rycina). Przed oznaczaniem nalezy najpierw wykali-
browa¢ miozyn B wobec znanej ilosci ATP. Przeprowadza sie to w ten sposéb,
ze wykonujemy oznaczenie, np. z 0,01, 0,02 i 0,03 mg ATP. W badanych roztwo-
rach oznaczenie przeprowadza sie w ten sam spos6b. Otrzymane wyniki oblicza
sie nastepujgco: wykresla sie krzywe, nastepnie przy wartosci $redniej odlegtosci
miedzy najwyzszg i najnizszg wartoscig lepkosci przecigga sie linie prostg i punkty
przeciecia pojedynczych krzywych lepkosci, zaleznych od czasu, oznacza sie przez
liniowg interpolacje.

Uwagi. Poniewaz lepko$¢ zalezy w duzym stopniu od temperatury, wazne jest,
aby naczynie, w ktérym umieszczony jest wiskozymetr, byto catkowicie, az do dotu
napetnione kawatkami lodu. Do kontroli tego nalezy uzywac cylindra miarowego
0 pojemnosci jednego litra jako kapieli wodnej. Oznaczenie opiera sie na fermen-
tacyjnym rozszczepieniu ATP, dlatego jest szczegdlnie wazne, aby pH i stezenie
soli byly catkowicie identyczne. Szczeg6lne znaczenie ma obecno$é jonéw Mg,
$cislej bioragc przewaga ich nad jonami Ca. Przy podanej koncentracji jondw Mg
rozszczepianie ATP jest powolniejsze i jony Ca obecne w tkance nie przeszkadzajg
W 0znhaczeniu.

Specyficznos$é metody. Nie jest dotad znana zadna substancja, oprécz
ATP, zdolna do zmniejszania lepkosci miozynu B (aktomiozynu) i jednocze$nie
rozktadana przez niego. Fosforan nieorganiczny (w dostatecznie wiekszym stezeniu
niz ATP) wplywa na spadek lepkosci, sam jednak nie ulega rozszczepieniu, skut-
kiem czego zachodzacy spadek lepkosci w tym wypadku jest trwaty. Metafosforany
powoduja zmniejszenie lepkosci tylko przy stosunkowo wysokiej koncentracji. Ade-
nozynodwufosforan (ADP) przeszkadza tylko w tym wypadku, kiedy miozyn B
nie jest nalezycie oczyszczony i pozostaje w nim znaczna ilo$¢ miokinazy. Przy
oznaczaniu ATP w tkankach okazato sie, ze otrzymywaliSmy niewlasciwe wyniki,
jezeli obok ATP byly obecne stosunkowo duze ilosci ADP, poniewaz nie mozna
otrzyma¢ miozynu B catkowicie wolnego od miokinazy. W wypadku Swiezych
tkanek nie ma to jednak miejsca.
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