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W DWULECIE DZIALALNOSCI KOMITETU BIOCHEMICZNEGO
I WYDZ. PAN

Dziesieciolecie poprzedzajgce druga wojne $wiatowg byto $wiadkiem burzliwego
rozwoju biochemii, nauki powstatej dopiero w ostatnim ¢éwieréwieczu XIX wieku.

Biochemia X1X wieku i pierwszych 30 lat wieku XX nie byfa nauka jednolita.
Sktadaty sie na nia z jednej strony badania chemiczne sktadu zywych ustrojow,
z drugiej — badania prowadzone przez fizjologbw postugujacych sie metodyka
chemiczng. tacznie oba te kierunki dawaly obraz struktury chemicznej ustroju
i ttumaczyly chemizm proceséw raczej pozatkankowych, jak np. trawienie.

Dopiero badania lat trzydziestych pozwolity gteboko wnikngé w chemizm prze-
mian miesniowych. Pionierskie te badania, w ktérych wybitng role odegrata bio-
chemia polska, staty sie modelem badan nad wszelkimi rodzajami zywej substancji.
Wprowadzenie do arsenatu metod badawczych znakowania za pomoca izotopéw
pozwolito $ledzi¢ losy indywidualnych czasteczek w obrebie ustroju.

W latach czterdziestych bezposrednim celem badan biochemicznych staje sie
juz wysSwietlenie przemian chemicznych zywej substancji. Biochemia odkrywa za-
sadnicza jedno$¢ podstawowych przemian catego Swiata zywego. Przestaje byc¢
chemig skiadnikéw Swiata ozywionego albo fizjologia uzywajacg metod chemicznych.
Staje sie nauka odrebng, o wiasnych problemach, wiasnych metodach badawczych,
i wilasnym, uporzadkowanym uktadzie poje¢. Granice dzielace dotad specjalnosci
biochemiczne, takie jak biochemia cztowieka, zwierzat, roslin czy drobnoustrojéw,
zatarty sie w zupetnosci.

Wprowadzajgc pojecie stanu dynamicznego ustroju i wyjasniajgc mechanizm
powigzania przemian energetycznych, biochemia gteboko zmodyfikowata przyrodni-
czy sposOb patrzenia na Swiat.

Rozwo6j biochemii zdyskredytowat ostatecznie i usungt z biologii pojecia mecha-
nistyczne, podobnie jak swego czasu narodziny biochemii usunety resztki witalizmu.
Biochemia dzisiejsza stata sie dla wszystkich nauk biologicznych takg podstawa,
jakg dla nauk o Swiecie nieozywionym sg facznie fizyka i chemia. Stad jej nie-
zmiernie donioste znaczenie.

Podstawowe pojecia biochemii ,,metabolizm*“ i ,réwnowaga dynamiczna“ spo-
tykamy dzi$ na kazdym kroku w rozwazaniach kazdego biologa, czy nim bedzie
zoolog, botanik, mikrobiolog, czy tez patolog.

Szerokie praktyczne zastosowanie znajduje dzi$ biochemia we wszystkich dzie-
dzinach nauk lekarskich: w agrobiologii, nauce o zywieniu. przemysle lekéw i spo-
zywczym. Biochemia jest zatem nie tylko odrebng nauka, ale nauka o fundamen-
talnym znaczeniu.

W okresie miedzywojennym biochemia polska zajeta poczesne miejsce dzieki tak
wybitnym przedstawicielom, jak Biataszewicz, Marchlewski, Parnas, Przytecki i licz-
na plejada ich uczniow.

W chwili wyzwolenia biochemia polska znajdowata sie w bardzo ciezkiej sytua-



cji. Zabrakto tych Swietnych uczonych, ktérzy przed wojna nadawali charakter pracy
badawczej w tej dziedzinie. Wszystkie niemal laboratoria biochemiczne zostaty zni-
szczone, a réwnoczesnie rozrastajgce sie poteznie nauki biologiczne i medyczne wy-
magaty coraz to wydajniejszej i owocniejszej wspoltpracy tej podstawowej dyscy-
pliny. W ciagu wyjatkowo krétkiego czasu wigkszo$¢ pracowni zostata uruchomiona,
zaczeto ksztatci¢ miode kadry biochemiczne, rozwigzywa¢ aktualne problemy
i w ciggu kilku pierwszych lat powojennych biochemia polska przebyta najtrudniej-
szy okres powojennej regeneracji. Badacze pracujacy w tej dziedzinie zrozumieli od
razu koniecznos¢ koordynacji swoich wysitkéw, pracy zespotowej i planowania,
totez juz na poczatku r. 1950 kierownicy wazniejszych placéwek biochemicznych
w Polsce Ludowej samorzutnie zorganizowali konferencje majacg na celu stworze-
nie wspoblnej platformy porozumienia i wspoipracy. Konkretne formy znalazio to
porozumienie w postaci powotanej przez Ministerstwo Zdrowia w r. 1951 Komisji
Biochemicznej przy Radzie Naukowej tegoz Ministerstwa. Komisja ta, jakkolwiek
skupita tylko reprezentantéw biochemii cziowieka, przeprowadzita pod kierunkiem
prof. T. Baranowskiego pierwsze proby planowania pracy badawczej w placéwkach
podlegtych Ministerstwu Zdrowia i przyzwyczaita reprezentantéw biochemii do ze-
spotowego dyskutowania aktualnych probleméw.

Z chwilg powstania Polskiej Akademii Nauk rozszerzyt sie znacznie zakres moz-
liwosci skoordynowanej pracy w dziedzinie biochemii. Wyrazem zrozumienia potrzeb
tej gatezi nauki przez najwyzsza instancje naukowg Polski Ludowej byio powota-
nie do zycia w kwietniu r. 1952 Komitetu Biochemicznego, jako jednego z pierw-
szych komitetow PAN.

W skiad Komitetu wchodzg: prof. Tadeusz Baranowski (Wroctaw), prof. Antoni
Dmochowski (L6dz), prof. Jozef Heller (Warszawa), dr Jerzy Meduski (Warsza-
wa), prof. Wiodzimierz Mozotowski (Gdansk), prof. Wiodzimierz Niemierko
(£6dz), prof. Janina Opiefska-Blauth (Lublin), prof. Ignacy Reifer (Warszawa),
prof. Bolestaw Skarzynski (Krakéw), prof. Zdzistaw Stolzmann (Poznan). Prze-
wodniczacym Komitetu zostat prof. Jozef Heller, a sekretarzem dr Jerzy Meduski.

Poza tym w razie potrzeby Komitet zaprasza na swe posiedzenia réwniez innych
przedstawicieli biochemii.

W wyzej wymienionym skfadzie Komitet Biochemiczny przestat by¢ zespotem
specjalistow, zajmujagcym sie gtéwnie biochemia lekarska, ale objat swym zakresem
pracy roéwniez biochemie ro$lin i biochemie poréwnawcza.

Jednym z podstawowych zadan, jakich podjgt sie Komitet Biochemiczny, byta
organizacja biochemii w Polsce — jako nauki.

Poniewaz w pierwszch latach powojennych nie bylo najwyzszego osrodka koor-
dynujgcego rozwdj nauki polskiej, poszczegélne placéwki biochemiczne byly pod-
porzadkowane réznym resortom i rozwijaty sie w kierunkach rozbieznych.

Sprawy te poddano szczeg6towym dyskusjom, ktérych odbiciem jest wstep do
niniejszego artykutu, i stwierdzono jedno$¢ biochemii jako nauki. Realnym wyra-
zem tego bylo osiggniecie przez Komitet Biochemiczny w Panstwowej Komisji
Planowania Gospodarczego decyzji uznajacej biochemie za odrebng gatagz zawodowa.
Fakt ten ma donioste znaczenie, gdyz umozliwia ustalenie potrzebnej liczby bio-
chemikéw i stwarza ramy dla budowy Studium Biochemicznego.

Komitet Biochemiczny wypracowujac stopniowo formy swej dziatalnosci zajat

sie: planowaniem i organizacja badan naukowych, or-
ganizacjg dyskusji naukowej, organizacjg wydawnictw
biochemicznych, sprawa ksztatcenia i doskonalenia
kadr naukowych, popularyzacjg biochemii, kontaktami

z biochemia zagranicznag.
Posiedzenia Komitetu odbywaly sie zazwyczaj co miesigc (z wyjatkiem okreséw
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wakacyjnych). Cztonkowie Komitetu nie szczedzili trudéw w pracy, o czym wy-
mownie $wiadczy wysoka frekwencja na wszystkich posiedzeniach.

Ponadto Komitet zorganizowat 4 sympozja: na wiosne roku 1952 w todzi na
temat biochemii zwigzkéw fosforowych, w pazdzierniku 1952 r. w Rokitnicy By-
tomskiej — o biochemii nowotworéw, w kwietniu 1953 w Poznaniu (biochemia
kliniczna) i we wrzesniu 1953 w Biatymstoku sympozjum omawiajgce zagadnienie
zwigzkéw azotowych w roslinach.

Do roku 1953 planowanie w zakresie biochemii byto mechanicznym spisywa-
niem indywidualnych planéw zgtaszanych przez rézne osrodki badawcze. W r. 1953
plan powstat w wyniku realizowania wytycznych Komitetu i w zwiazku z tym, po
raz pierwszy w roku sprawozdawczym, propozycje tematyczne i opiniowanie prosb
o dotacje opieraly sie na ustalonych przez Komitet planach problemowych. Na rok
1954 Komitet wybrat i przekazat osrodkom w terenie nastepujace problemy bioche-
miczne uznane za najwazniejsze:

1) biochemia biatek z uwzglednieniem nukleoproteiddw,

2) biochemia ewolucyjna (problem ten potraktowano jako diugofalowy,
a w r. 1954 wskazano na tematy z zakresu biochemii ewolucyjnej drobnoustrojéw
i owadow),

3) aspekt biochemiczny bazy zywnosciowej panstwa.

Procz tego Komitet opierajgc sie na dyrektywach 1 Sesji Problemowej Wydz.
Il PAN, poswieconej zagadnieniu regeneracji, zalecit biochemikom zapoznanie sie
z tym zagadnieniem i, jeSli okaze sie to mozliwe, wilaczanie sie w opracowywanie
tematyki zwigzanej z zagadnieniem regeneracji.

Jednym z zadan realizowanych obecnie przez Komitet jest opracowanie diugo-
jatowego planu rozwoju biochemii polskiej. Zatozeniem jego jest taki rozwdj naszej
biochemii, by mozliwe stalo sie opracowanie kazdego problemu wynikajacego
z udziatu biochemii w procesie przebudowy spotecznej i gospodarczej kraju. Podsta-
wa planu bedg opracowywane obecnie nastepujace zagadnienia: organizacja bioche-
mii, przeszto$¢ i osiagniecia Swiatowe biochemii polskiej, sytuacja biochemii pol-
skiej po wyzwoleniu i stan obecny naszej biochemii.

Plan uwzgledni nastepujgce zagadnienia:

1) planowanie kierunk6w badan, a w szczegoélnosci a) problemow
wynikajacych z catosci planu PAN, b) probleméw wynikajagcych z kierunkéw roz-
woju biochemii i ¢) probleméw zmierzajagcych do wasciwego rozplanowania spe-
cjalizaciji;

2) organizacje planowania badan przez Komitet Biochemiczny.
Tu wesztyby sprawy takie, jak: zakres inicjatywy, metody kontroli wykonania, po-
wigzanie z resortami;

3) organizacje warunkow pracy — Instytut Biochemiczny, wy-
posazenie i zaopatrzenie osrodkéw biochemicznych;
4) zagadnienia kadr — gdzie chodzitoby o studium biochemiczne na

poziomie szkoty wyzszej, studium aspiranckie i kierunki ksztatcenia asystentow;

5) sprawy popularyzacji biochemii.

Sprawa dotacji na prace biochemiczne zostata obecnie uregulowana. Komitet
przejat opiniowanie w sprawach dotacji udzielanych przez PAN, jak i dotacji
udzielanych przez Min. Szkét Wyzszych. Kontrolujac dotowanie badan biochemicz-
nych w roznych resortach Komitet bedzie mogt wpltywac¢ na realizacje swoich pla-
now.

Sympozja organizowane systematycznie przez Komitet majg charakter konfe-
rencji roboczych. Sg one pomys$lane jako dyskusje metodyczne utatwiajgce plano-
wanie naukowe przez krytyczne naswietlanie zagadnienn, pomoc do przejscia od
og6lnie formutowanych probleméw do $cistego tematu roboczego, utatwienie dobo-
ru metod i scharakteryzowanie gtéwnych trudnosci, z ktérymi nalezy sie liczy¢
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przy stosowaniu tych metod. Wydrukowane materiaty sympozjéw bedg stuzy¢ mto-
dym pracownikom nauki i studentom za lekture uzupetniajagcg. Sympozja ponadto
stuzg niekiedy celom specjalnym, zwigzanym z kregiem oso6b interesujgcych sie dang
tematyka sympozyjng. Celem np. sympozjum |ll, odbytego w Poznaniu, bylo znale-
zienie wspodlnej platformy pracy miedzy biochemikami a klinicystami. Jedna z naj-
powazniejszych trudnosci byt tutaj brak zorientowania klinicystow w tym, co bio-
chemia moze da¢ klinice. Obrady wykazaty konieczno$¢ ustalenia szeregu polskich
norm Kklinicznych, wytypowania metod standardowych dla duzych pracowni ustugo-
wych, potrzebe rewizji sposobu specjalizacji lekarzy w dziedzinie analityki i ko-
nieczno$¢ rozwigzania szeregu innych zagadnierr; w tym celu Komitet powotat
Komisje Biochemii Klinicznej.

Celem specjalnym sympozjum 1V byto spopularyzowanie ws$rdd biochemikow
zagadnien zwigzanych z materiatem roslinnym oraz zblizenie botanikéw do zagad-
nien biochemicznych.

Komitet Biochemiczny zainicjowat i wspo6torganizowat (razem z Sekretariatem
Wydziatu 1l PAN) konferencje problemowa pt.: ,Biochemia a baza wyzywienio-
wa“. Konferencja ta odbyta sie 12 i 13 lutego 1954 r. w Warszawie. Na konferen-
cji tej przedstawiciele przemystu spozywczego wystapili przed zebranymi biochemi-
kami ze swymi trudnosciami w zakresie takich zagadnien jak biochemiczna przerdbka
niektérych produktéw ubocznych i odpadkéw przemystu rolnego oraz spozywczego,
celulozowego i widkienniczego czy straty produktéw spozywczych.

W wyniku tej konferencji biochemicy polscy podejmg niewatpliwie szereg prac
w zakresie omawianej tematyki.

Wzrastajgca produkcja naukowa placéwek biochemicznych w Polsce uczynita
aktualng sprawe wiasnych periodykéw. Zamierzenia Komitetu Biochemicznego byty
nastepujace: pierwsze — to stworzenie periodyku o charakterze referatowym, infor-
mujagcym o aktualnym stanie wiedzy biochemicznej w réznych dziedzinach. Periodyk
ten bedzie zamieszczat materiaty sympozyjne. Realnym owocem tego zamierzenia
sa wiasnie ,,Postepy Biochemii“, redagowane przez prof. J. Hellera, ktérych numer
2 zostaje oddany do ragk czytelnikébw. Drugie — to realizacja periodycznego wy-
dawnictwa, przeznaczonego do publikacji prac oryginalnych. Wydawnictwo to wy-
chodzi jako kwartalnik pod nazwa: Acta Biochimica Polonica. Wreszcie trzecie —
to seria monograficznych publikacji ksigzkowych, poswieconych metodykom specjal-
nym w biochemii, o ktérych zatwierdzenie wystgpit ostatnio Komitet Biochemiczny.

Najwazniejszym obecnie sposobem ksztalcenia kadr biochemicznych sa aspiran-
tury krajowe, utrzymywane przez: PAN, Ministerstwo Szkolnictwa Wyzszego i Mi-
nisterstwo Zdrowia. Zagadnieniem aspirantur biochemicznych kieruje obecnie w cato-
Sci Komitet.

Wyjazd czionka Komitetu prof. Baranowskiego na Wegry zapoczatkowat nasz
kontakt z biochemig wegierska. Dzisiaj, po wizycie w Polsce prof. F. B. Strauba,
cztonka prezydium Wegierskiej Akademii Nauk, nabrat on cech trwatosci. Ostatnio
przewodniczagcy Komitetu prof. J. Heller w ramach wymiany kulturalnej wyjechat
do NRD i zapoznat sie tam ze stanem biochemii.

W wyniku nawigzanych kontaktéow przebywato na Wegrzech trzech biochemikéw
polskich, a w Czechostowacji jeden.

Warto wspomnie¢ réwniez, ze przedstawiciele biochemii polskiej brali udziat
w | i Il Swiatowym Kongresie Biochemii, odbytym w Cambridge (1949) i w Pa-
ryzu (1952).

Obecne tempo rozwoju biochemii polskiej gwarantuje, ze ambitne zamierzenia
i plany Komitetu zostang zrealizowane.



WLODZIMIERZ MOZOLOWSK1

POJECIE NORMY | LICZBOWE UJECIE WYNIKOW W BIOCHEMII
KLINICZNEJ

Rozwdj medycyny jako nauki wymaga ilosciowego ujmowania zjawisk choro-
bowych. Zrozumienie koniecznosci takiego ujmowania jest niezbedne dla postepu
medycyny w ogole, a biochemii klinicznej w szczegélnosci. | do patologii daje sie
zastosowaé powiedzenie lorda Kelvina: ,Jezeli to, o czym méwicie, mozecie zmierzy¢
i wyrazi¢ liczbg, to juz co$ nieco$ o tym wiecie; jezeli tego nie mozecie wyrazié¢
liczbe, to wasze wiadomosci w tej sprawie sg skgpe i niewystarczajgce”. Przekonu-
jacym przyktadem jest pomiar temperatury ciala, ale takze dane biochemiczne doty-
czace poziomu cukru gronowego we krwi, zawartosci azotu niebiatkowego w suro-
wicy, wielkosci przemiany podstawowej itd. sg ilustracjg stusznosci wyzej zacyto-
wanego zdania. Liczbowe wyniki otrzymywane w biochemii Kklinicznej najczesciej
maja na celu poréwnanie danych uzyskanych u ludzi chorych z wartoSciami nor-
malnymi. Pojecie ,,normalny“ uzywamy w rdéznym znaczeniu: przecietny, najczest-
szy, typowy, zdrowy, idealny. W medycynie za osobe normalng uwaza sie taka,
u ktoérej nie mozemy stwierdzi¢ klinicznych objawéw choroby lub jakich$ szczegol-
nych brakéw.

Okreslenie to nie jest Sciste, jednak w braku $ciSlejszego musi nam wystarczy¢.
Dla ustalenia ,,normy“ wybiera sie dostatecznie wielka grupe oséb, ktére mozna
uwaza¢ za zdrowe i ktére sg pod wzgledem cech nie bedacych przedmiotem badania
mozliwie podobne do os6b badanych. Podobienstwo to dotyczy: wieku, pfici,
rasy, stanu fizjologicznego (np. cigzy), diety, warunkéw otoczenia itd. Dane uzy-
skane u o0s6b zdrowych beda ,,norma“ dla danej cechy. Ale zadnej wiasciwosci
biologicznej nie mozna wyrazi¢ jedng liczbg: wszystkie one sa zmienne, rozmaite,
tak jak rozne sa twarze réznych ludzi; nawet ws$réd miliona ludzi nie znajdziemy
twarzy zupetnie jednakowych. A wiec i warto$ci normalne sg zmienne, dlatego Scislej
jest mowi¢ o ,,normalnej zmiennosci“ niz o normie jako o wielkosci dajacej sie wy-
razi¢ jedna liczba. Précz tego musimy pamietaé, ze kazdy pomiar wymaga postu-
giwania sie i naszymi zmystami, i aparaturg pomiarowa. Czynnosci naszych zmy-
stébw sg przeciez i w fizjologicznych warunkach zmienne, a i aparatura pomiarowa
ma granice doktadnosci i jest stale obarczona pewnym bledem. Sposoby
wyrazania tej ,normalnej zmiennosci“ zaleza od badanych wiasciwosci bio-
logicznych: jedne z nich mozemy wyrazi¢ $cisle postugujgc sie $rednig arytme-
tyczng i Srednim odchyleniem, do innych nie mozemy stosowa¢ tych poje¢, lecz
ograniczamy sie do podania granic zmiennosci, w innych wreszcie, przy bardzo
wielkiej zmiennosci fizjologicznej, musi nam wystarczy¢ podanie jedynie rzedu
wielkosci ich wystepowania. W wyktadzie chce oméwié te trzy sposoby wyrazania
normy, a przy pierwszym z nich bede sie staral objasni¢ podstawowe pojecia sta-
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tystyki *. Statystyka lekarska posiada podreczniki, ktére wyjasniaja i najwazniejsze
pojecia, i spos6b ich stosowania bez uciekania sie do matematycznych wywodoéw
niedostepnych ogétowi lekarzy (1), ale na ogdt brak w nich przyktadéw potrzeb-
nych do zrozumienia postepowania w biochemii klinicznej. Po oméwieniu i zilu-
strowaniu przykfadami tych trzech sposobéw wyrazania normy bede sie starat —
réwniez na przykltadach — przedstawi¢ obecny stan naszych wiadomosci o nor-
mach w biochemii Kklinicznej oraz wykaza¢, jakie sg istotne braki w tej dziedzinie,
a wreszcie poda¢ drogi postepowania, ktére tym brakom mogtyby zaradzi¢. Chodzi
o doprowadzenie do tego, bySmy w mozliwie niedtugim czasie mieli dane liczbowe
okres$lajgce normalng zmienno$¢ waznych w biochemii klinicznej wiasciwosci do-
tyczacych ludzi zyjacych w Polsce.

Dla wyrazenia zmiennosci w liczbowej ocenie wynikow dos$wiadczalnych,
a w szczegOlnosci przy poréwnywaniu z warto$ciami normalnymi, stosuje sie na ogot
pojecia: Srednia arytmetyczna, $rednie odchylenie oraz Srednie odchylenie Sredniej
arytmetycznej. Najwiasciwsza droga uprzystepnienia tych poje¢ wydaje sie omo-
wienie odpowiednich przykladéw. Niech za pierwszy postuzy nam przykiad, w kté-
rym znamy warto$¢ prawdziwg, a wykonywane pomiary beda wykazywaty zmien-
no$¢ zalezng zaréwno od aparatury, jak i od pracownika wykonujagcego pomiar.
Postuzmy sie pomiarem skrecalnosci $wiatta spolaryzowanego przez roztwor glikozy
0 znanym stezeniu (2). Przez dokiadne odwazenie okres$lonej ilosci glikozy sporza-
dzono roztwor, ktéory w rurze o okreslonej dtugosci skreca swiatto spolaryzowane
o 1,00°. Wykonano dwa szeregi pomiaréw: | szereg — sto oznaczen — wykonat
pracownik mniej wprawny, |l szereg — réwniez sto oznaczei — pracownik bardziej
wprawny w polarymetrii.

Tabela |

Pomiar skrecalnosci plaszczyzny S$wiatta spolaryzowanego przez roztwér glikozy o znanym
stezeniu (wg Michaelis L., 2)

Odczytana Liczba odczytan
podzia ka Szereg 1 Szereg 1l
091 0] 0
0,92 1 0
093 0 0
0,94 3 0
0.95 4 1
0,96 7 2
0,97 9 8
0,98 11 14
0,99 1n b
100 un 17
101 1 16
1,02 10 15
1,03 8 6
1,04 8 4
1,05 4 1
1,06 1 o
1,07 1 o
1,08 0 0

* Prof. dr Hugo Steinhaus z Wroctawia udzielit mi wielu rad, ktére pozwolity mi podac¢
w tym wykiadzie objasnienie podstawowych pojec statystyki; dziekuje Mu za to i na tym
miejscu.

Pragne jednak z naciskiem zaznaczyé¢, ze za ewentualne bledy tylko ja jestem odpowie-
dzialny.



Tabela 1 zawiera uporzadkowane wyniki pomiaréw obydwu szeregéw. Pierwsza
kolumna podaje odczytang podziatke polarymetru z doktadnoscia do setnej czesci
stopnia, gdyz dany polarymetr pozwalal na odczytanie podziatki z takg doktad-
noscia.

W kolumnach drugiej i trzeciej podano, ile razy odczytano poszczegélne katy
w obydwu szeregach. Liczby tabeli 1 mozna przedstawi¢ graficznie (ryc. 1i 2) od-

mierzajgc na osi odcietych odstepy odpowiadajace jednej setnej stopnia, a na rzed-
nych liczbe poszczegolnych oznaczen. Najwiekszg czestos¢ wykazujg wartosci lezace
w poblizu wartosci prawdziwej; wartosci odbiegajgce od niej sa rozmieszczone
mniej wiecej réwnomiernie z obydwu stron. Im dalej od prawdziwej wartosci, tym
czestos¢ odczytan jest mniejsza. Gdybysmy mieli mozno$¢ zwiekszenia doktadnosci
odczytan (np. do 0,001°) oraz znacznego zwiekszenia liczby pomiaréw, otrzymali-
bySmy zamiast linii schodkowej krzywa ciggla o ksztatcie dzwonu, podobng do
krzywej podanej na ryc. 3.

Linia taka, noszgca nazwe krzywej Gaussa lub normalnej krzywej rozkiadu, jest
wiasciwa dla pomiaréw podlegtych przypadkowi, losowi. W tego rodzaju zjawi-
skach dzialajg liczne czynniki zwigzane zaréwno ze zmiennymi wiasciwosciami
obserwatora, jak i aparatu pomiarowego. Te bardzo liczne czynniki dziatajg za-
rowno w kierunku odczytania wartosci wyzszej od ,prawdziwej“, jak i nizszej od
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niej. Poniewaz jest mniej prawdopodobne, ze czynniki powodujgce odchylenia beda
przewaznie skierowane zgodnie, niz to, ze liczba czynnikéw dziatajacych w kierunku
zmniejszenia bedzie mniej wiecej taka sama jak liczba dzialajagcych w kierunku
zwiekszenia odczytan, przeto czestos¢ odczytan odlegltych od prawdziwej wartosci
bedzie mniejsza od czestosci bliskich tej prawdziwej wartosci. Rycina 3 przedstawia
takg krzywag Gaussa: na osi odcietych sg podane jednostki, w ktérych wyrazamy po-
miar, na osi rzednych zas liczba przypadkéw wykazujgcych takg samg wartosc.

Taka krzywa:

a) wykazuje najwiekszg liczbe przypadkéw dla sSredniej arytmetycznej, tj. sumy
wszystkich pomiaréw podzielonej przez liczbe przypadkéw; na ryc. 3 jest ona
oznaczona literg A;

b) jest symetryczna, tj. po obydwu stronach maksymalnej wartosci w réwnych
odlegtosciach od niej znajdujg sie réwne liczby przypadkéw;

Cc) przebiega w ten spos6b, ze punkt przegiecia krzywej, oznaczony literg B na
ryc. 3, lezy w odlegtosci réwnej 0,6 wartosci maksymalnej od osi odcietych; odle-
gtos¢ rzutu punktu przegiecia B na 0$ odcietych od $redniej arytmetycznej nazwano
Srednim odchyleniem (dyspersjg) i oznacza sie je literg a.

Pomiary roznych zjawisk, a takze pomiary tego samego zjawiska, przez roéz-
nych obserwatoréw i przy uzyciu réznej aparatury dadzg krzywe odmienne od
siebie, tj. o innej maksymalnej liczbie przypadkéw przypadajacych na $rednig
arytmetyczng, a takze o innym przegieciu krzywej, wyrazajgcym sie Srednim odchy-
leniem; jezeli jednak zjawiska te zalezg jedynie od przypadku, to krzywe przed-
stawiajgce czesto$¢ wystepowania beda miaty wspélne cechy wiasciwe normalnej
krzywej rozktadu, wymienione wyzej pod a, b i c. Poszczegdlne takie krzywe sg
jednoznacznie scharakteryzowane przez dwie liczby: $rednig arytmetyczng A oraz
Srednie odchylenie a, czyli dyspersje. Jezeli powierzchnie zawartg miedzy taka
krzywa Gaussa a osig odcietych podzielimy w ten sposéb, ze poprowadzimy prosto-
padte do osi odcietych przy podziatkach odlegtych o jedno sigma w jedng i druga
strone od S$redniej arytmetycznej, to otrzymamy trzy pola: jedno $rodkowe oraz dwa
boczne, rOAwe sobie. W normalnej krzywej Gaussa $rodkowa powierzchnia stanowi
dwie trzecie (doktadnie 68,27%) catej powierzchni, a poniewaz wielko$¢ powierzchni
wyraza liczbe przypadkéw, mozemy wnioskowaé, ze w razie normalnego rozkiadu
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wartosci dwie trzecie wszystkich oznaczeh znajda sie w polu objetym zakresem
dyspersji a w jedng i druga strone od $redniej, natomiast jedna trzecia (doktad-
nie 31,73%) bedzie lezata poza tym zakresem wielkosci. Powierzchnia ograniczona
odlegtoscig dwoch sigma w jedna i druga strone obejmuje 1920 catego pola (do-
ktadnie 95,45%), a powierzchnia wyznaczona przez potréjne Srednie odchylenie
sigma — w obydwie strony od Sredniej 33¥40m0 catego pola (dokltadnie 99,73%).
Na otrzymanie takich wynikbw mozemy jednak liczy¢ jedynie wtedy, gdy dany
rozrzut jest spowodowany tylko przypadkiem, a nie jakim$ systematycznym btedem,
oraz gdy mamy do czynienia z bardzo duzg liczbg przypadkéw. Przy mmiejszej
liczbie oznaczen (jak to jest zwykle w chemii klinicznej) musimy sie liczy¢ z wiek-
szym lub mniejszym odstepstwem od przewidywanych wynikow.

Powracajac do charakterystyki krzywych ryc. 1 i 2 nalezy obliczy¢ dane odpo-
wiadajace idealnym krzywym, do ktorych zblizalibySmy sie przy znacznym zmniej-
szeniu podziatki i zwiekszeniu liczby oznaczen. Poniewaz kazda taka krzywa jest
jednoznacznie okre$lona przez S$rednig arytmetyczng i $rednie odchylenie sigma,
nalezy obliczy¢ te wielkosci.

Tabela 2

Obliczanie $redniej arytmetycznej A obydwu szeregéw pomiaréw podanych w tabeli 1

Szereg Szereg 1
1 X 092 = 092
3 X 09%4= 2,82
4 X 095 = 3,80 1X 095 = 0,95
7 X 09% = 672 2 X 09% = 19
9 X 097 = 873 8 X 097 = 776
1 X 098 = 1078 14 X 098 = 1372
1 X 099 = 1089 16 X 099 = 1584
1 X 1,00 = 11,00 17 X 100 = 17,00
11 X 101 = 11,11 16 X 101 = 16,16
10 X 102 = 1020 15 X 102 = 1530
8 X 103 = 824 6 X 103 = 618
8 X 1,04 = 832 4 X 104 = 416
4 X 105 = 420 1X 1056 = 105
1 X 106 = 1,06
1 X 107 = 107 Razem = 100,04
Razem = 99,86
Po zaokragleniu:: Po zaokragleniu :
A = 100 A2 = 100

Na tabeli 2 obliczono $rednie arytmetyczne dla obydwu szeregbéw; wyniki zao-
kraglono do drugiego miejsca dziesietnego, zgodnie z powyzsza doktadnoscig po-
miaru. Obydwie Srednie arytmetyczne sg réwne wartosci prawdziwej, tj. takiej, jaka
nadato sie roztworowi przez odwazenie glikozy. Mimo to wyzej cenimy pojedyncze
wyniki drugiego szeregu, sg one bowiem bardziej zwarte okoto Sredniej: ich roz-
rzut jest mniejszy. Miara wielkosci rozrzutu jest $rednie odchylenie. Oblicza sie je
w ten sposéb, ze dla kazdej poszczegoélnej wartosci znajduje sie roznice od $red-
niej, wielko$¢ te podnosi sie do kwadratu, a sume wszystkich kwadratéw dzieli sie
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przez liczbe wszystkich oznaczen, tj. n (a przez n— 1, gdy liczba wszystkich przy-
padkéw jest mniejsza niz 30). Z uzyskanej liczby bierze sie pierwiastek kwadratowy.

Tabela 3

Obliczenie $redniego odchylenia ¢ obydwu szeregéw pomiaréw podanych w tabeli |

Szereg | Szereg |l
Odczytana (X—A) (X—AP Liczba Liczba
podziatka odczytai  (X—A) 2+m  odczytan (X—A)2+m
(m) (m)

0,91 —0,09 0,0081 0 0 0 0
0,92 —0,08 0,0064 1 0,0064 0 0
0,93 —0,07 0,0049 0 0 0 0
0,94 —0,06 0,0036 3 0,0108 0 0
0,95 —0,05 0,0025 4 0,0100 1 0,0025
0,96 —0,04 0,0016 7 0,0112 2 0,0032
0,97 —0,03 0,0009 9 0,0081 8 0,0072
0,98 —0,02 0,0004 1n 0,0044 14 0,0056
0,99 —0,01 0,0001 1 0.0011 16 0,0016
1,00 0 0 1 0 17 0
1,01 +0,01 0,0001 1 0,0011 16 0,0016
1,02 +0,02 0,0004 10 0,0040 15 0,0060
1,03 +0,03 0,0009 8 0,0072 6 0,0056
1,04 +0,04 0,0016 8 0,0128 4 0,0064
1,05 +0,05 0,0025 4 0,0100 1 0,0025
1,06 +0,06 0,0036 1 0,0036 0 0
1,07 +0,07 0,0049 1 0,0049 0 0
1,08 +0,08 0,0064 0 0 0 0

Tabela 3 przedstawia obliczenie $redniego odchylenia dla obydwu szeregow
omawianego pomiaru polarymetrycznego. Rozkiad pierwszego szeregu charaktery-
zuje zatem skrot 1,00 +-0,03°, a drugiego 1,00° +-0,02°.

Omawiany przykiad mial na celu wyjasnienie pojec¢: $rednia arytmetyczna
i Srednie odchylenie, natomiast nie odpowiada on zadaniu, ktére stawiamy sobie
zazwyczaj przy wykonywaniu pomiaru — przeciez prawdziwg wartos¢ znalisSmy,
gdyz roztwor glikozy byt w odpowiedni sposob przygotowany, a najczesciej dzieje
sie inaczej: wartosci prawdziwej nie znamy, lecz chcemy ja oznaczy¢ pomiarem.
Dlatego postuzymy sie drugim przyktadem, w ktérym do btedéw pomiaru dolgczy
sie czynnik zmiennos$ci biologicznej. Metodg Kramera i Tisdalla oznaczono (3)
zawartos¢ wapnia u 92 dorostych zdrowych mezczyzn i uzyskano wyniki, ktére po
uporzadkowaniu sg podane na tabeli 4.

Graficznie przedstawia to ryc. 4. A wiec i tutaj nie otrzymaliSmy jednej war-
tosci, lecz stwierdzamy rozrzut spowodowany zaréwno zmiennoscig biologiczng, jak
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i nie dajacymi sie usung¢ bitedami metody. O tym, ze rozrzut ten nie jest spowodo-
wany jakim$ btedem systematycznym, lecz tym, co nazywamy przypadkiem, Swiad-
czy: a) najwieksza czestos¢ odpowiadajgca S$redniej arytmetycznej wszystkich po-
miaréw oraz b) symetryczne rozmieszczenie innych wartosci z obydwu stron Sred-
niej arytmetycznej. O tym, czy krzywa ta odpowiada takze i temu, ze pole ograni-
czone wartoscig $redniego odchylenia w jedng i drugg strone od $redniej arytme-

tycznej obejmuje okoto 25 wszystkich

Tabela 4 oznaczen, przekonamy sie dopiero wtedy,
B _ ) ) gdy obliczymy $rednig arytmetyczng
Zawartos¢ wapnia W surowicy Krwi i  $rednie odchylenie. Normalna zawar-

92 zdrowych mezczyzn * i - Al . <z
tos¢ wapnia, a $cislej normalna zmienno$¢

» ) wapnia w surowicy krwi dorostych zdro-

Zawartosc Liczba wych mezczyzn, oznaczona metodg Kra-
wapnia poszczegdinych . . R

wmg w 100 ml wynikéw mera i Tisdalla, wynosi 10,1 +-0,4 mg

na 100 ml surowicy. Jezeli krzywa roz-

rzutu jest ,,normalna“, tj. spowodowana

g'g g przypadkiem, na zakres A +- g, tj.
9:2 3 101 = 0,4 mg%, a wiec miedzy 9,7
9,4 3 a 105 mg %, powinno wypada¢ oko-
9.6 4 to 23 wszystkich przypadkéw, tj. 61,
13'2 22 a wypada 63, natomiast na zakres
10”2 19 A = 2 0, tj. 101 = 0,8 mg%, a wiec
10,4 1 miedzy 9,3 a 10,9 — okoto 95% wszyst-
10,6 9 kich przypadkéw, tj. 87, a znajdujemy
i(l)’g g’ ich 84. Widzimy wiec, ze mimo sto-
112 1 sunkowo matej liczby oznaczen uzyskane
114 0 wartoéci sg zblizone do teoretycznie
Srednia arytmetyczna A = 101 mg%. przewidywanych. Korzys$¢ takiego liczbo-

Srednie odchylenie 0= 04 mg% . wego ujmowania wynikéw jest oczy-
wista: zamiast podawania mato przejrzy-
stego wykazu wszystkich oznaczen wyrazamy liczbg 10,1 *+ 0,4 mg % rozkiad od-
powiadajagcy normalnej zmiennosci u ludzi zdrowych. Na tej podstawie mozemy
przewidywaé, ze pojedyncza warto$¢ lezaca poza zakresem 9,3 a 10,9 mg% zdarza
sie stosunkowo rzadko, okoto jeden raz na dwadziescia. Wartos¢ taka, cho¢ nie
mozemy jej uznaé za patologiczng, kaze nam zwr6ci¢ uwage na nig jako na podej-
rzang. Natomiast warto$¢ lezagca poza zakresem A +-3 a tj. 10,1 =+ 1,2 mg%,
a wiec mniejsza niz 8,9 mg% lub wieksza niz 11,3 mg%, jest bardzo prawdopodob-
nie zjawiskiem patologicznym. Jaki zakres uznamy za wiasciwy dla normy, zalezy
od umowy. Najczesciej wartosci lezace poza granicami objetymi podwéjnym $red-
nim odchyleniem uwaza sie za podejrzane.

Dla wyjasnienia pojecia ,,$rednie odchylenie S$redniej arytmetycznej“ postuzmy
sie dalszym przyktadem. PostawiliSmy sobie nastepujace zagadnienie: czy pozycja
badanego osobnika ma wplyw na zawarto$¢ catkowitego azotu w surowicy krwi?
Poréwnano z sobag dwie pozycje: poziomag i skosna (54° od poziomu). Po pétgo-
dzinnym pozostawaniu badanego w danej pozycji pobierano krew z zyty tokciowej
i w surowicy oznaczano zawarto$¢ catkowitego azotu metodg Kjeldahla. Badano
osoby zdrowe w wieku od 20 do 30 lat. Wykonano po 20 oznaczen i uzyskano
w wyniku: dla pozycji poziomej 1,10 + 0,06, dla pozycji pochytej 1,23 =+ 0,05
graméw azotu na 100 ml.

Aby uzyska¢ odpowiedZz na pytanie, czy zawartos¢ catkowitego azotu w suro-
wicy krwi zalezy istotnie od pozycji, w ktérej pobierano krew, mozna postuzy¢ sie

* W oparciu o dane pismiennictwa (3)
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obliczeniem $redniego odchylenia S$redniej arytmetycznej. Dla uzmystowienia sobie
sensu tego pojecia mozna nastepujgco rozumowaé. Przyjmijmy, ze chcemy sie do-

wiedzie¢, jaka jest S$rednia zawarto$¢ catkowitego azotu surowicy u wszystkich
ludzi miedzy 20 a 30 rokiem zycia, zdrowych i nie wykonujacych pracy. Przyjmijmy
nastepnie, ze poziom azotu nie zalezy ani od miejsca przebywania, ani od czasu,
a wiec bedzie taki sam w r. 1953 jak w r. 1900 czy 2000. Catos¢ populacji objetaby

zatem wszystkich ludzi zdrowych w wieku

20 do 30 lat w przesztosci i przysztosci.

Taki zbiér os6b bytby nieskonczenie wielki.

Gdyby byto mozliwe zbadanie catej takiej

populacji, otrzymatoby sie zapewne normal-

na krzywa rozrzutu, tj. krzywa Gaussa.

Srednia artmetyczna tego olbrzymiego zbio-

ru bytaby wielkoscig reprezentujacg catg po-

pulacje. Otéz idzie o zblizenie sie do okres-

lenia tej Sredniej arytmetycznej. W tym celu

wybiera sie jaka$ przypadkowa grupe, tj.

takg, do ktérej miatby szanse dostania sie

kazdy zdrowy cziowiek w wieku 20 do 30

lat, i dla tej grupy oznacza sie $rednig aryt-

metyczng. Jest mato prawdopodobne, by uzy-

skana w ten sposéb $rednia arytmetyczna by-

fa identyczna ze $Srednig catej populacji. Ozna-

czenie Sredniej w innych réwniez przypadko-

wo wybranych grupach da zapewne wyniki

odmienne. Ale mozemy sie spodziewac, ze licz-

ne uzyskane w ten sposéb $rednie arytmetycz-

ne beda rozmieszczone symetrycznie z obydwu

stron lej idealnej S$redniej arytmetycznej Ryc. 4. Zawartos¢ wapnia surowicy u 92

wiasciwej dla catej populacji; mozemy przy- dorostych mezczyzn, oznaczona metodg

puscié, ze ich rozmieszczenie bedzie odpo- ~Kramera-Tisdalla. Odciete podaja zawar-
. . . toé¢ wapnia w miligramach w 100 ml;

wiadato normalnej krzywej rozrzutu. Oczy- rzedne — liczby poszczegélnych wynikow.

wiscie nie wiemy, w ktérym miejscu znaj- Wedtug Stutzmanna i Amatuzio (3).

dzie sie Srednia uzyskana dla jednej z grup,

ale gdybysmy mogli oznaczy¢ Srednie odchylenie dla ich rozkitadu, to mielibySmy

prawo wnioskowac¢, ze jest mato prawdopodobne, by taka S$rednia lezata w wiek-

szej odlegtosci niz dwa lub trzy $rednie odchylenia od tej charakterystycznej dla

catej populacji $redniej arytmetycznej. Otéz wiasnie to Srednie odchylenie takiego

zespotu Srednich arytmetycznych nazywa sie Srednim odchyleniem $redniej aryt-

metycznej. Oblicza sie je dzielac $rednie odchylenie o przez pierwiastek z liczby

o0s6b badanych danej grupy. Oznaczamy je literg S.
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Na pytanie, czy wartosci uzyskane w pozycji poziomej i pochytej nalezg do
jednej populacji, czy tez sg istotnie rézne, mozemy odpowiedzie¢, ze przynalezno$¢
do tej samej populacji jest mato prawdopodobna, jezeli suma trzykrotnych $Srednich
btedéw $redniej arytmetycznej, tj. 3 S1 + 3 S2 bedzie mniejsza niz rdznica oby-
dwu Srednich arytmetycznych, tj. A2— A1 Podstawiajgc uzyskane liczby widzimy,
26 3Si + 3S2= 3 X 0013 + 3 X 0011 = 0,039 + 0,033 = 0,072
A2— Al= 123 — 1,10 = 0,13.

Obydwie $rednie wartosci r6znig sie od siebie wiecej niz o sume trzykrotnych
Srednich odchyleh Sredniej arytmetycznej obydwu szeregéw. A wiec jest mato praw-
dopodobne, by obydwa badane szeregi nalezaty do tej samej populacji. Nasz wnio-
sek, ze pozycja istotnie wplywa na zawartos¢ catkowitego azotu w surowicy, jest
wiec uzasadniony.

Pojecia: $rednia arytmetyczna, $rednie odchylenie i $rednie odchylenie S$redniej
arytmetycznej sg istotne dla wyrazania liczbowych wynikéw dos$wiadczen, a w szcze-
golnosci dla liczbowego wyrazania normalnej zmiennosci. Podanie dwu pierwszych
wartosci oraz liczby zbadanych przypadkéw pozwala obliczy¢ zaréwno $rednie od-
chylenie $redniej arytmetycznej, jak i inne pochodne pojecia. Taki tez dezyderat
wysuwaja redakcje czasopism biochemicznych i w biochemii klinicznej nalezy ten
dezyderat uwzglednic.

Zmienno$¢ przypadkowa, wyrazajagca sie normalng krzywa rozkltadu, daje sie
Scisle charakteryzowac przez poprzednio omoéwione pojecia. Nie wszystkie jednak
skiadniki biochemiczne wykazujg tego rodzaju zmienno$¢; jezeli istnieje czynnik
dziatajacy jednokierunkowo, i to z rozmaitym natezeniem, to krzywa rozkiadu nie
bedzie symetryczna i poprzednio omoéwione pojecia nie majg $cistego zastosowania.
Dlatego tez stuszny jest dezyderat redakcji czasopism biochemicznych, by przy po-
dawaniu wynikow z wiekszej liczby doswiadczen okresli¢ réwniez rodzaj rozkiadu.
Wstepem wiec do liczbowego ujecia wigkszej serii liczbowych wynikéw jest ich
uporzadkowanie. Postuzmy sie jako przyktadem normalng zawartoscig bilirubiny
w surowicy. King (4) oznaczyt ten skiladnik u 100 zdrowych oséb i otrzy-
mat nastepujace wyniki:

Wyrazenie tego szeregu liczb $rednig arytmetyczng oznaczatoby co$ zupetnie innego
niz w poprzednich przyktadach. Gdy dla zawarto$ci wapnia $rednia arytmetyczna
pokrywa sie liczbowo z wartoscig najczesciej spotykang (modalng) oraz lezaca
posrodku szeregu liczbowego (mediang), to dla bilirubiny sg to trzy rézne liczbo-
wo wielkosci. Ryc. 5 unaoczni to lepiej niz powyzszy szereg liczb.

Podobny rozrzut nie jest czyms$ wyjatkowym. King (4) znajduje go dla licznych
skladnikéw krwi catkowitej (jak cholesterolu, kreatyniny, mocznika) oraz surowicy
(jak bilirubiny, potasu, amylazy, fosfatazy kwasnej i alkalicznej). Widocznie
zmienno$¢ wymienionych skiadnikow krwi zalezy nie tylko od przypadku, lecz od
jakiego$ czynnika dziatajgcego jednokierunkowo, ktéry zaznacza swoéj udziat raz
silniej, drugi raz stabiej. Tym czynnikiem moga by¢ zmiany stanu fizjologicznego,
zmiany patologiczne nie ujawnione w badaniu, wreszcie nienajrzadziej beda nimi
jakie$ btedy metody, ktére w réznych oznaczeniach wywierajg wiekszy lub mniej-
szy wptyw. Eliminowanie tego czynnika byloby zadaniem waznym, ale nie jest rze-
czg tatwa i nie zawsze mozliwg. Poniewaz za$ zdanie sobie sprawy ze zmiennosci
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normalnej jest podstawa biochemicznych badan Kklinicznych, nalezy jg wyrazié¢
liczbowo, ale juz inaczej, mniej $Scisle, niz mozemy to zrobi¢ dla zmiennosci pod-
legtej jedynie przypadkowi.

King (4) zaproponowat nastepujace postepowanie: dla okreslenia normalnej
zawartosci jakiego$ sktadnika przeprowadza sie u 100 zdrowych oséb jego oznacze-
nie, nastepnie porzadkuje sie uzyskane wy-
niki liczbowe i okresSla wartosci, ktére
obejmujg 98% oraz 80% wszystkich wy-
nikéw. Na przykiad dla potasu stwierdzo-
no, ze wartosci 13,5 oraz 21,7 mg w 100
ml obejmujg 98% wszystkich oznaczen,
pozostawiajac po 1% z kazdej strony
szeregu; wartosci za$ 15,1 oraz 19,6 mg %
stanowig dolng i gérna granice 80%
wszystkich przypadkéw, pozostawiajgc po
10% z obydwu stron szeregu liczbowego.

Ten sposéb pozwala nam przewidywac, ze
poziom potasu u ludzi zdrowych bedzie
z 80-procentowym prawdopodobienstwem
miescit sie w granicach 151 do 19,6
mg%. Znalezienie wiekszej lub mniejszej
wartosci nie pozwala nam okresli¢ jej ja-
ko nienormalnej, ale kaze zwr6ci¢ na nig
uwage jako na podejrzang. Natomiast
wartosci nizsze niz 13,5 oraz wyzsze niz
21,7 mg% mozemy z duzym prawdopodo-
bienstwem uwazaé¢ za nienormalne.

Tego rodzaju liczbowe ujecie normalnej

zmiennos$ci, chociaz mniej $ciste niz omo- Ryc. 5. Zawarto$¢ bilirubiny  surowicy
wione w pierwszej czesci wyktadu, moze U 100 ludzi zdrowych. Odcigte podajs za-
L K Lo . warto$¢ bilirubiny w miligramach w 100
speini¢ swoje zadanie i pozwoli¢ na po- ml: rzedne — liczby poszczegdlnych wy-
rownanie doswiadczalnie uzyskanych wy- nikéw. Wedtug Kinga (4).

nikbw z norma.

Poprzednie rozwazania dadzg sie zastosowac nie tylko do krwi i takich ptynéw
ustrojowych jak ptyn moézgowo-rdzeniowy, ale réwniez do poszczegélnych tkanek.
Nie mozemy natomiast wyzyska¢ poprzednich wywodoéw dla Scistego sprecyzowania
pojecia ,,normalnego“ moczu. Skiad ptynoéw ustrojowych i tkanek mimo ciggle
zmieniajacego sie ilosciowo i jakosciowo pokarmu, mimo rozmaitego nasilenia
czynnosci fizjologicznych utrzymuje sie w stosunkowo waskich granicach: urzadze-
nia regulacyjne daza do utrzymania skiadu chemicznego organizmu na mozliwie
mato zmieniajgcym sie poziomie. Istotng role w tej regulacji odgrywa wydalanie
przez nerki. Przez zwiekszenie wydalania jednych sktadnikéw, zmniejszenie za$
innych utrzymuje organizm statos¢ swojego skladu. Zdrowa nerka bedzie zatem
odpowiadata na zmienione warunki wydalaniem moczu o innym skladzie. Staty
sktad moczu bez wzgledu na rodzaj pokarmu i stan fizjologiczny ustroju jest wy-
razem chorej nerki. Zmienno$¢ sktadu moczu jest stanem normalnym, stato$¢ zas
patologicznym. Zrozumiate wiec, ze podawanie liczbowe skiadu normalnego moczu
bez uwzglednienia diety i warunkéw fizjologicznych jest bez zadnej wartosci.
W oparciu o takie rozwazanie zaproponowatem (5,6) wyrazanie normalnego sktadu
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moczu rzedem wielkosci skiadnikéw za okres 24 godzin. Taki skiad moczu podaje
tab. 5.

Tabela 5
Rzad wielkosci Substancja
w gramach
1000 g Woda
10 g Mocznik, chlorek sodowy
1g Kreatynina, kwas moczowy, amoniak.
potas, siarczany nieorganiczne, fosforany
01g Wapn, magnez, aminokwasy, cukier,
fenole, estry siarczanowe
001 g Biatko, ciata ketonowe, zasady puryno-
we, urobilinogen. indykan. kwas szcza-
wiowy i in.

W moczach patologicznych skiad moze ulec duzej zmianie. | tak np. w cukrzycy
glikoza moze wystepowa¢ w ilosciach rzedu 10 g, w ketonurii ciata ketonowe w rze-
dzie 1 g lub 10 g, w bialkomoczu biatko w rzedzie 1 g lub wiecej. Dla wiekszosci
sktadnikéw moczu tylko te wielkosci moga by¢ uwazane za patologiczne, ktore
réznig sie dziesieciokrotnie lub nawet stokrotnie od normalnego skiadu moczu.
Wyczuwa to dobrze klinicysta, ktéry postuguje sie przecigz metodami wykazujacymi
nie zmiane kilku czy Kkilkudziesiecioprocentows. lecz zmiane rzedu wielkosci dzie-
siecio czy stokrotna.

Oczywiscie rozumowanie to ma zakreslone granice. Wszystkie oznaczenia bi-
lansowe przy S$cisle okreslonym skiadzie pokarméw i okresSlonych warunkach bada-
nego wymagaja stosowania metod nie ustepujagcych czutoScia metodom badania
skfadnikéw krwi. Nastepnie nalezy pamietaé, ze niektére skiadniki wykazujg duza
statos¢ poziomu, np. ilos¢ kreatyniny wydalana na dobe jest u tego samego osob-
nika wielkoscig ulegajacg nieznacznym stosunkowo wahaniom bez wzgledu na
zmiane odzywiania, w zwigzku z czym byly nawet propozycje, by iloscig kreatyniny
zawartej w moczu z 24 godzin kontrolowac¢ skrupulatno$¢ zbierania moczu.

v

Na przedstawionych przyktadach staratem sie wykaza¢ i zmienno$¢ pojecia
»hormalnosci“, i to, ze w dazeniu do Scistego liczbowego wyrazenia wynikéw analiz
chemicznych musimy liczy¢ sie ze stanem naszej metodyki i ze zmiennos$cig fizjo-
logiczna ustroju. Sktad chemiczny krwi i ptynéw organizmu ludzi zdrowych chcemy
wyraza¢ ,.zmiennoscig normalng®, wyrazong przez $rednig arytmetyczng i przez
Srednie odchylenie. Tam, gdzie stwierdzany rozkiad nie daje krzywej Gaussa, mu-
simy z tej Scistosci zrezygnowac, ale podanie granic 80 i 98-procentowego rozrzutu
da nam wartosci dajgce sie wyzyska¢ przy ocenie normalnej czy nienormalnej za-
wartosci poszczegdllnych sktadnikéw. W ocenie normalnosci skfadu moczu przy nie
ustalonych warunkach zycia i diecie scistos¢ naszego ujecia spada do postugiwania
sie rzedem wielkosci.

Jezeli zwrocimy szczeg6lng uwage na sklad krwi, to niestety musimy stwierdzié,
ze jedng z istotnych trudnosci stanowi brak Scistych danych normalnej zmiennosci,
cho¢ sa one osiggalne dla metod, ktérymi dysponujemy. Ten brak jest w duzej
mierze przyczyng, ze wiele prac nie osigga celu zamierzonego przez autorow i ze
nie sa dostatecznie przekonujace. Totez zrozumialy jest dezyderat Komitetu Bio-
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chemicznego PAN, by obecne sympozjum dato podstawy ustalenia norm tych skiad-
nikéw, ktére maja dla kliniki istotne znaczenie. Aby dezyderat ten zostat zrealizo-
wany, nie mozna ograniczy¢ sie do zebrania danych zagranicznych, lecz trzeba je
opracowac¢ na naszym zespole ludzkim, ktéry przeciez i warunkami zycia, i wpty-
wem otoczenia moze sie rézni¢ od zespotéw, na ktérych opierajg sie wyniki obcego
piSmiennictwa. O tym, ze braki te wystepujg nie tylko u nas, mozna sie tatwo
przekona¢ z takich publikacji jak Krebsa (7), prac Sundermana i Boernera (8) lub
Totkaczewskiej (9). Niech dowodem tego bedzie brak Scistych danych co do nor-
malnej zawartosSci potasu w surowicy. Granice normy sg podawane: 12,1 do
25,4 mg w 100 ml (7) oraz 13,5 do 21,7 mg w 10 ml (4). Normalna zmienno$¢
wynositaby wiec, jesli chodzi o gérng granice, 50% w (7) i 38% w (4), podczas
gdy dla wapnia wynosi ona w (4) zaledwie 20 %, a dla sodu 12,5%. Nie wydaje
mi sie prawdopodobna taka wielka normalna zmienno$¢ i mamy tu do czynienia
raczej z niedostateczng $cistoscig stosowanej metody, ewentualnie takze z istnieniem
systematycznego btedu wynikajgcego stad, ze potas wywedrowuje z krwinek
(w ktérych znajduje sie w 10 razy wiekszym stezeniu) oraz z tego, ze rozne okresy
czasu, ktére uptywajg miedzy pobraniem krwi a oddzielaniem surowicy, powodujg
wieksze lub mniejsze przenikanie potasu z krwinek. Dla wynikéw badan Kklinicz-
nych ta wielka zmienno$¢ normy ma szczegolne znaczenie. Sg przeciez liczne prace,
ktore stosunkiem stezenia potasu do wapnia w surowicy starajg sie wyrazi¢ stany
odmienne od normalnego. Jaka za$ moze to mie¢ warto$¢, skoro wapn oznacza sie
ze stosunkowo znaczng dokiadnoscig, a potas wykazuje zmienno$¢ nie spotykang dla
innych skiadnikéw? Mozna by mnozy¢ przykiady, ktére wskazujg na stusznos¢ de-
zyderatu ustalenia norm skiadnikéw krwi. Zawartos¢ hemoglobiny we krwi byta
u nas Scisle oznaczana przez kilku badaczy, réwniez dla biatek w surowicy mamy
normalne wartosci uzyskane réznymi niezaleznymi od siebie metodami, ale liczne
inne skladniki czekajg na opracowanie.

W jaki sposéb powinniSmy przystgpi¢ do wykonania tej pracy? Przede wszyst-
kim nalezaloby ustali¢ poszczeg6lne grupy ludzi, zwlaszcza w zaleznosci od wieku
i pici. Dzieci wykazujg istotne réznice pod wzgledem wielu skiadnikéw krwi, np.
nieorganicznych fosforanéw, ale i tutaj nie znamy dokfadnych granic normalnych
wahan. Wptyw pilci przejawia sie czasem w ten sposob, ze jakis skitadnik krwi ma
wiekszg dyspersje u kobiet niz u mezczyzn, np. mocznik. Zdaje sie tutaj dziatac
cykl menstruacyjny, a wiec odpowiednio zestawiajgc grupy powinnismy uwzglednié
i ten wplyw. Zwrécono réwniez uwage na to, ze pozycja, w ktorej pobiera sie krew,
ma istotny wplyw na niektére sktadniki. Poréwnujac zawarto$¢ réznych skiadnikéw
w surowicy krwi pobranej od ludzi w pozycji poziomej i pochylej wykazaliSmy
istotne réznice w zawartosci biatek, cholesterolu i wapnia przy nie dajacej sie
stwierdzi¢ zmianie poziomu mocznika, sodu i chlorkdw. A przeciez znaczenie tej
obserwacji dla kliniki jest wielkie. Wszak czesto poréwnuje sie¢ wartosci uzyskane
u chorych lezacych z wartosciami ,,normalnymi“ u personelu, od ktérego pobiera
sie krew ambulatoryjnie. Rowniez wpltyw diety moze by¢ istotny.

Druga sprawg jest odpowiedZz na pytanie, jak wielka powinna by¢ grupa dla
oznaczania normalnej zmiennosci. Niekiedy mozemy sobie pozwoli¢ na sto i wiecej.
W innych wypadkach warunki zmuszaja do ograniczenia tej liczby, niekiedy nawet
dos¢ znacznego. Ale nabiera wtedy szczeg6lnej wagi dezyderat, obowigzujacy zreszta
przy podawaniu wszelkich norm, wyraznego podania liczby przypadkéw, ktéra po-
stuzyta do obliczenia Sredniej arytmetycznej i $redniego odchylenia.

Trzecig wazng sprawg jest doktadne podanie metody, ktérg sie postugiwano,
oraz wszelkich wprowadzonych modyfikacji; nawet zastapienie np. wirowania przez
sgczenie moze mieé istotny wpltyw, np. w oznaczaniu wapnia. Jak wielki wptyw na
wyniki ma rodzaj metody, dobitnie wskazujg dane dla cukru w krwi. uzyskane przy
uzyciu roznych metod, dane dla azotu niebiatkowego prz réznych sposobach odbiat-
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czania, dane dla biatek osocza wtedy, gdy stosuje sie oznaczenie azotu, refrakcje,
ciezar wiasciwy lub probe biuretowa. Z wyborem metody taczy sie takze koniecz-
nos¢ jej kontroli. Nie wolno opierajac sie na obcych wynikach ograniczy¢ sie jedy-
nie do $cistego wykonania metody. Przeciez i odczynniki pochodzag z réznych
fabryk, réwniez istniejg nie dajace sie SciSle sprecyzowac réznice indywidualne po-
szczeg6lnych pracownikéw, ktdre moga wywiera¢ wigkszy lub mniejszy wplyw na
uzyskane wyniki. Totez systematyczna kontrola metody na wzorcach i okreslenie
zmiennosci wywotanej btedem metody stanowi wazny punkt ustalenia normy, jak
i w ogoble uzycia metod biochemicznych. Sprawa ta jest tak wazna, ze i w publikacji
nie nalezy tego pominac.

Po czwarte, uzyskane wyniki liczbowe nalezy uporzadkowac dzielgc je na grupy.
Zakres objety przez jedng grupe zalezy i od dokfadnosci stosowanej metody, i od
liczby oznaczen. Uporzadkowanie takie pozwoli nam stwierdzi¢ rodzaj rozrzutu
i gdy rozrzut ten jest normalny, tj. odpowiadajacy krzywej Gaussa, obliczy¢ $rednig
arytmetyczng i $rednie odchylenie. Te dwie wartosci przy podaniu liczby badanych
przypadkéw wystarcza do uzyskania dalszych liczb waznych dla oceny wynikéw.
Gdy jednak rozrzut nie wyraza sie krzywag Gaussa, nalezy podaé skrajne wartosci
zmiennosci oraz granice 80- i 98-procentowego rozrzutu, nie zapominajgc oczy-
wiscie o liczbie badanych przypadkéw.

O tym, ze znajomos¢ takiej normalnej zmiennosci sktadnikéw waznych klinicz-
nie jest rzecza podstawowa, nikt nie bedzie powatpiewat. Ale nalezy wyraznie za-
znaczy¢, ze najscislejsze opracowanie statystyczne wynikéw nie da zadnego pozytku,
jezeli w samej metodyce i jej wykonaniu tkwig istotne btedy. Przeciez i najlepszy
rzemieslnik nie uzyska dobrego wyniku, jesli materiat, ktérym sie postuguje, jest
bez wartosci. A wiec dobre opanowanie metodyki musi stanowi¢ podstawe oznaczen,
ktére maja na celu ustalenie normalnej zmiennosci. Ale omdéwienie tych dezydera-
tow i wiasciwa ocena wartosci metodyki nie wchodzg w zakres mego wyktadu.
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ZDZISLAW STOLZMANN

METODY BIOCHEMII KLINICZNEJ, ICH SWOISTOSC | SPOSOB
INTERPRETACII

Zaréwno w badaniach biochemii klinicznej dazacych do rozwigzywania proble-
moéw teoretycznych, jak i w pracach prowadzonych dla celéw diagnostyki lekarskiej
istotnym i niezbednym warunkiem rzetelnosci wynikéw i wysnuwanych na ich pod-
stawie wn ioskdw jest doktadna metodyka chemiczna i jej wihasciwa interpretacja.

Omawianie warunkoéw, jakie powinien zachowa¢ biochemik i analityk w swej
pracy dla uzyskania wiarogodnych wynikéw, nie jest atrakcyjne i moze fatwo wy-
wotaé wrazenie, ze marnotrawstwem czasu byloby prowadzenie dyskusji nad zagad-
nieniem tak prostym i btahym oraz samo przez sie zrozumiatym, czy poswiecanie
mu osobnego wykitadu.

Dwie publikacje, ktore ukazaty sie w czasopismach zagranicznych — W. P. Belka
i F. W. Sundermana (1) oraz |I. D. P. Woottona i E. J. Kinga (2), a nastepnie
artykuty dyskusyjne (3) sg dowodem, ze zagadnienie to nie jest bltahe i ze jest
godne uwagi. Co wiecej, powinno ono wzbudzi¢ zainteresowanie tych wszystkich,
ktérzy majg styczno$¢ z pracowniami analitycznymi i na ich wynikach opierajg
swoje wnioski. Wymienione dwa gtéwne artykuly sg bowiem obrazem pracy labo-
ratoriéw szpitalnych.

Komitet Laboratoriow Towarzystwa Lekarskiego w stanie Pensylwania w za-
miarze sprawdzenia stopnia rzetelnosci i prawdziwosci wynikéw analiz wykonywa-
nych w pracowniach szpitali zorganizowat pewnego rodzaju ankiete. Mianowicie
po uprzednim porozumieniu sie z klinicystami i lekarzami i uzyskaniu ich zgody
na poddanie kontroli pracy pracowni analitycznych w szpitalach rozestane zostaty
do 59 laboratoriéw wodne roztwory takich substancji, ktére najczesciej, a moze
nawet stale, oznaczane bywaja w kazdym laboratorium klinicznym. Byly to wodne
roztwory glikozy, mocznika, soli wapniowej, chlorku sodowego w takich stezeniach,
jakie znajdujemy w krwi cztowieka. Nadto rozestano prébki surowicy ludzkiej dla
oznaczenia biatka catkowitego i albumin oraz dwie prébki krwi z dodatkiem cytry-
nianu sodowego dla oznaczenia zawartosci hemoglobiny. Zadaniem pracowni byto
oznaczenie ilosciowe skiadnikéw w rozestanych prébach i podanie wynikéw. Za-
wartosci sktadnikéw wszystkich 12 prébek byty dokiadnie znane, a po przestaniu
do poszczeg6lnych placéwek analitycznych ponownie skontrolowane dla upewnienia
sie, ze transport nie wptyngt na zmiane stezenia.

Cata akcje przeprowadzono w dwu etapach: jedng serie prébek, obejmujaca
oznaczenie 7 skiadnikéw w szesciu prébach, rozestano w jednym miesigcu, a druga,
obejmujgcg 6 skiadnikbw — w drugim. Wyniki catej akcji zestawione sg w ta-
beli 1.
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Substancja

Hemoglobina
Hemoglobina
Glikoza

Glikoza

Chlorek sodu
Biatko catkowite
Albuminy

Wapnh

Wapn

Azot mocznika
Azot mocznika
Chlorek sodu

Chlorek sodu

Zawartos¢ w 100 ml
dopuszczalny btad

Tab

ela 1

Analizy wrzesniowe

Liczba
prob

Analizy pazdziernikowe

98 g =+ 03g
151 g+ 05¢g
60 mg *= 10 mg

375 mg £ 30 mg
456 mg = 50 mg

66 g = 049

46 g £ 03¢
66 mg ¥ 05 mg
126 mg ¥ 05 mg
4 mg ¥ 5 mg
9 mg* 1 mg

642 mg * 50 mg
4471 mg * 50 mg

BEVEBRS

Wyniki
Dobre Btedne
17 34
21 31
33 19
27 24
30 14
18 29
9 35
14 29
14 30
14 27
21 21
28 15
28 15

Z duzym
btedem

~~wnrowh

~rOoRREBR

Juz przy pobieznym przegladzie tabeli 1 uderza duza liczba btednych wynikéw,

zestawionych w kolumnie 5. Jezeli zsumujemy liczby tej kolumny

i porbwnamy

z sumg wynikow dobrych, to okaze sie, ze wiecej byto wynikéw ztych anizeli do-

brych (323

i 274).

Nie uzasadnia takiego wyniku akcji wymagana nadmierna

doktadnos¢ oznaczen, ktora, jak wida¢ z kolumny 2, dopuszcza stosunkowo duzy

btad. Nadto trzeba zauwazy¢, ze rozestane préby byly w wiekszosci

roztworami

wodnymi, ktére nie wymagaja dodatkowych czynnosci nieodzownych w pracy ana-

Sktadniki i

ich stezenie

w prébkach wzorcowych

mg%

Wapn
Wapn
Chlorek sodowy
Chlorek sodowy
Glikoza
Glikoza
Azot mocznika
Azot mocznika

g%

Biatko catkowite
Albuminy
Hemoglobina
Hemoglobina

2

12,6
6,6

447

375

Tabela 2

Otrzymane wyniki ,.z wielkim btedem*

235 26,6

20
50

mg%
7 8 8 85 9 94 146 15 19
4 4 9,7 10 10 106 12 12 125 13
340 350 370 600 600 620 770 780
250 320 590 620 750
3 95 115 333 363 444 571
95 100 250 500 500 680
6 wynikbw od 5—-6 mg% 10 10 15 15 19
2 3 31 32 33 40 50 50 50
17,0 22,0 30,0 937
9%
45 45 84 85 86 85 90 119 120
15 25 60 64 65 7 10
88 88 84 85 120 121 13 131 156
125 180 181 17,0 171 175

17,7

60
50



litycznej na materiale biologicznym powiekszajacych niebezpieczenstwo popetnienia
btedu w oznaczeniu ilosciowym. W ostatniej kolumnie ujeto liczbowo wyniki odzna-
czajgce sie duzym btedem. Dla lepszego zilustrowania tej kolumny i dania pojecia
skali btedow, zestawitem w tabeli 2 liczby zebrane z wykreséw pracy oryginalnej.

Porownanie liczb zestawionych w tabeli 2 daje nam pojecie o wielkosci btedow
wynikéw, ktére zaliczono do grupy bardzo biednych.

W innym zestawieniu, majacym na celu ocene pracy poszczeg6lnych laborato-
riow na podstawie otrzymanych wynikéw, okazato sie, ze w akcji wrzesniowej na
52 pracownie nie byto takiej, ktéra by wykonata wszystkie analizy w dopuszczal-
nych granicach btedu, w pazdziernikowej zas na 44 pracownie byly zaledwie 2,
ktére wykonaty wszystkie 6 oznaczen w dozwolonych granicach biedu.

Podobng prébe kontroli pracy laboratoriéw szpitalnych przeprowadzit I. D. P.
Wootton i E. J. King (2) w Anglii. Do 21 pracowni rozestano probki tej samej
krnwd z dodatkiem cytrynianu oraz streptomycyny z zaleceniem oznaczenia w prze-
stanej prébie mocznika, azotu niebiatkowego, kwasu moczowego, kreatyniny, chole-
sterolu i chlorkéw, przy czym stezenie skladnikdéw nie bylo znane. W drugiej serii
rozestano do 36 pracowni prébki roztworéw wodnych o znanym stezeniu nastepu-
jacych skiadnikéw : mocznika, kreatyniny, kwasu moczowego, glikozy, chlorkow,
fosforanéw, potasu i wapnia.

W pierwszej probie nieznana byta autorom akcji zawartos¢ skladnikow krwi
i otrzymane cyfry wynikdw zestawiono w ten sposob, ze $rednig otrzymanych cyfr
oznaczono liczbg 100%, a poszczegdlne wyniki rdznigce sie od Sredniej dajg nam
obraz rozrzutu, co ujete zostalo w tabeli 3. Liczby wzieto z wykreséw pracy ory-
ginalnej.

Tabela 3

Zestawienie rozrzutu wynikéw analiz. 100% oznacza $rednig, otrzymanych cyfr

Z tabeli wida¢, ze rozrzut cyfr dla wszystkich oznaczen jest duzy, a szczegolnie
dla mocznika, dla ktérego wynosi od 40 do 180% wartosci Sredniej. Podobnie
przedstawia sie sprawa z kwasem moczowym i azotem niebiatkowym.

Powtorzona kontrola, tym razem juz na ptynach o znanym stezeniu, data wy-
niki zestawione w tabeli 4, w ktorej liczbg 100% oznaczono zawarto$¢ rzeczywistg
sktadnika rozestanych prob.

Jakkolwiek wiekszo$¢ wynikéw skupia sie dokota wartosci rzeczywistosci 100%,
to i w tym zestawieniu widzimy duzy rozrzut wynikéw dotyczacych oznaczania
mocznika, kwasu moczowego, fosforanéw i kreatyniny.

Wyniki obu ankiet moéwig za siebie. Trzeba szuka¢ przyczyny tego zjawiska
i wskaza¢ droge tym, ktérzy w zagadnieniu analiz klinicznych sg bezposrednio za-
interesowani. Cytowane artykut) o rozbieznosci wynikéw i nierealnosci liczb poda-
wanych w analizach sg przeciez obrazem pracy pracowni szpitalnych.

Wskazanie i znalezienie drogi unikniecia podobnych btedéw, zwrécenie uwagi
na ich zrédta jest wiasnie wytyczng niniejszego referatu. Trzeba poczyni¢ wszelkie
starania, by pracownie nie dawaty wynikow niewiarogodnych i przez to bezwarto-
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sciowych niezaleznie od tego, czy to beda laboratoria ustugowe przy szpitalach, da-
jace wyniki dla celéw diagnostycznych, czy pracownie naukowe, ktérych zadaniem
jest dostarczenie wynik6éw potrzebnych do rozwigzywania zagadnien naukowych.
Nalezy zastanowi¢ sie nad tym, co jest przyczyna, ze pracownie analityczne nie

Tabela 4

Zestawienie rozrzutu wynikéw analiz. 100% oznacza rzeczywistg zawartos¢ skiradnikéw

spetniajg dobrze swego zadania i wykonujg btedne analizy chemiczne. Trzeba odpo-
wiedzie¢ na pytanie, gdzie jest zrédio btedéw. Wydaje mi sie, ze sklada sie na to
wiele czynnikéw, ktére kolejno oméwie.

1 BRAK WYSZKOLONEGO PERSONELU

Pierwszym powodem bedzie zawsze brak personelu odpowiednio wyszkolonego,
ktéry by dobrze znat podstawowe zasady pracy analitycznej, albo personel niedo-
statecznie liczny, z czym zawsze musimy sie liczy¢. Jest to sprawa w naszych wa-
runkach szczegolnie aktualna, gdyz za szybkim rozwojem naszego szpitalnictwa nie
podaza rozwdj i organizacja pracowni analitycznych w klinice i szpitalu. Na pra-
cownikéw zatrudnionych w laboratorium, nawet dobrze wyposazonym w aparature
i przybory laboratoryjne, spada obowigzek wykonywania masowych analiz, ktérych
liczba jest niewspo6tmierna z wydajnoscig pracy personelu. Personel nawet najlepiej
wyszkolony nie jest w stanie nalezycie wykona¢ zadania. Nie tylko nie
zdgzy on dobrze wykona¢ zleconych analiz, ale nie ma moznosci sprawdza-
nia swej pracy na roztworach wzorcowych. A przeciez w kazdej pra-
cowni powinno sie skalibrowa¢ co pewien czas naczynia miarowe, sprawdzié¢
ciezarki wag analitycznych, by mie¢ pewnos¢, ze nie popetnia sie btedu juz w czyn-
nosci odmierzania czy odwazania. Kazda metoda wymaga co pewien czas spraw-
dzenia na wzorcowym roztworze i nastepnie na materiale biologicznym pobranym
u ludzi zdrowych. Jest to szczeg6lnie wazne, gdy zaczyna sie pracowaé $wiezo przy-
rzagdzonymi roztworami. Jestem przekonany, ze w tych pracowniach analitycznych,
ktére zasypywane sg analizami, tych podstawowych warunkéw rzetelnosci wynikow
analiz nie spetnia sie wcale wtasnie z braku czasu jako wtdrnej przyczyny niedo-
statecznej liczby pracownikéw. Wtedy w konsekwencji nalezy spodziewac sie takich
wynikéw pracy, jakie widzieliSmy w zestawieniu wymienionych na wstepie ankiet.

2 WLASCIWOSCI MATERIALU BIOLOGICZNEGO | NIESWOISTOSC METOD

Wiasciwosci chemiczne i fizyczne materialu biologicznego sa dalszg przyczyna,
dla ktérej praca z nim analityka jest trudna i wymaga szczegdlnej akuratnosci
i doswiadczenia. Jest to zwykle mieszanina wielu potaczen chemicznych, ktére czesto
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w czasie przechowywania ulegajg przemianom i przez to zmieniajg swe pierwotne
cechy. Dalszg trudnoscia jest to, ze szukany sktadnik znajduje sie w badanej prébie
w bardzo matym stezeniu, ilos¢ préby jest takze niewielka, co razem wziete podnosi
mozliwo$¢ popetnienia btedéw. Nie mozemy w takich warunkach stosowa¢ metod
klasycznej analizy, w ktérej wyodrebniamy szukang substancje w stanie czystym,
a nastepnie oznaczamy ja ilosciowo na podstawie swoistego odczynu.

Wiekszo$¢ metod stosowanych w biochemii klinicznej opiera sie na prébach
empirycznych, przez co sama metoda kryje w sobie Zrédio btedu. Pomingwszy nie-
liczne wyjatki, metody oznaczen ilosciowych sg oparte na odczynach nieswoistych,
to znaczy takich, ktére nie sg charakterystyczne wytacznie dla szukanej substancii,
jaka trzeba oznaczy¢ ilosciowo. Odczyn, na podstawie ktérego wykonujemy analize
czy to metodg miareczkowa, czy kolorymetryczng, jest nieraz wspdlny wielu poita-
czeniom chemicznym, nieraz bardzo réznym, ktére réwnoczesnie znajduja sie w ba-
danej probie. Okolicznos¢ ta sprawia, ze metody empiryczne wymagaja Scistego
zachowania warunkéw toku analizy. A czesto zdarza sie, ze metoda jest opracowana
dla okreslonego zakresu szukanej substancji. Nie trudno wiec zrozumieé, ze drobne
odchylenie od podanego w oryginalnej metodzie toku pracy musi prowadzi¢ do
otrzymania btednych wynikéw. Wystarczy mata zmiana stezenia jonéw wodorowych
przez dodanie nadmiaru kwasu czy zasady lub tez innego odczynnika chemicznego,
by zmieni¢ warunki $rodowiska i wptyngé na tok reakcji, a tym samym na wynik
analizy.

Przyktadem takim jest proces redukcji zelazicyjanku potasowego w powszechnie
znanej metodzie oznaczania cukru wg Hagedorna i Jensena (4). Stopien redukcji
w oryginalnej metodzie nie jest zupelny w obecnosci weglanéw i ilos¢ cukru nie
jest Scisle proporcjonalna do ilosci zredukowanego zelazicyjanku. Jezeli jednak
prowadzi¢ bedziemy redukcje w Srodowisku o pH = 10 przy zastosowaniu buforu
fosforanowego (Fujita i Iwatake oraz Fujita i Okamoto — 5), warto$¢ redukcji
jest doktadnie proporcjonalna do zawartego w roztworze cukru.

Metody sg zwykle opracowane dla okres$lonego zakresu stezen substancji, takich
stezen, z jakimi spotykamy sie w warunkach fizjologicznych. Dlatego metoda,
ktéra jest opracowana dla stezenia 1 n, nie zawsze bedzie doktadna dla stezen 1,5 n,
2 n itd. Metoda Hagedorna i Jensena (4) daje wyniki zadowalajgce dla zakresu ste-
zen nie przekraczajacych 120 mg%. Powyzej tej granicy stezen daje wyniki btedne,
dochodzace do 30% (Folin i Malmros — 6). Oryginalna metoda Hagedorna-Jensena
wymagata modyfikacji, ktéra zostata opracowana przez Wierzuchowskiego i wspot-
pracownikéw (7). Pozwala ona na oznaczenie glikozy nawet w stezeniach docho-
dzacych do 1700 mg %.

A oto jeszcze jedno zastrzezenie. W metodzie Millera i Van Slyke’a (8), w kto6-
rej stosuje sie do miareczkowania siarczan ceru, otrzymuje sie miarodajne wyniki
jedynie wtedy, gdy ilos¢ mocznika w krwi nie przekroczy poziomu 80 mg%.

Z powyzszych przyktadéw wynika jasno, ze w doborze metody nie moze byé
bezwzglednej dowolnosci. Trzeba kierowaé sie szeregiem wytycznych i nie postu-
giwac sie pierwsza lepszg metoda, zwlaszcza wtedy, gdy mamy do czynienia z mate-
riatem pochodzacym od ludzi chorych, u ktérych stosunki ilosciowe sktadnikéw
sg zmienione w poréwnaniu z normami fizjologicznymi.

Poruszone przed chwilg metody oznaczania cukru majg jeszcze jeden aspekt.
Méwimy w pracowni klinicznej o oznaczaniu cukru w krwi, moczu, ptynie mézgo-
wo-rdzeniowym. A przeciez nie oznaczamy cukru ani glikozy we wspomnianych
ptynach, bo korzystamy jedynie z jednej wiasciwosci glikozy, mianowicie wiasci-
wosci redukcyjnych. Mierzymy zawsze w metodzie na ,cukier* stopien redukcji
czynnika utleniajgcego i na tej podstawie obliczamy zawartos¢ glikozy. Powinnismy
jednak pamieta¢ o tym, ze utleniajg sie przy takim oznaczaniu nie tylko glikoza,
ale tez obecne obok glikozy inne skiadniki krwi posiadajgce réwniez wiasciwosci
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redukcyjne. Sg nimi: kwas moczowy, kreatynina, glutation, ergotioneina. kwas
glikuronowy, kwas adenilowy, ATP. Popetlniamy wiec pewien btgd moéwigc o ozna-
czaniu glikozy w krwi, btagd wynikajacy z samej metody, w ktérej oznaczamy sto-
pien redukcji wywotany wielu zwigzkami o roéznym charakterze chemicznym.
Oznaczamy zatem nie glikoze, lecz glikoze oraz ciata redukujgce poza glikoza,
wszystko jedno, czy do utlenienia bierzemy sole miedzi, rteci, zelazicyjanek potasowy
czy kwas pikrynowy. Jest rzeczag oczywista, ze stopien redukcji jest wywotany
w gtownej mierze obecng we krwi glikozg — tak jest przynajmniej w warunkach
fizjologicznych — i biad wynikajacy z samej metody moze nie by¢ brany pod
uwage, jezeli chodzi o wyniki dla celow diagnostyki lekarskiej. Trzeba jednak pa-
mietaé, ze ta sama zasada moze nie odnosi¢ sie do materialu patologicznego. Biad
wynikajacy z samej metody mozemy zmniejszy¢ przez usuniecie dodatkowych ciat
redukujacych stosujgc odpowiedni odczynnik, ktéry przy usunieciu biatka usuwa
jednoczesnie redukujgce zwigzki poza glikoza. Jezeli w przesagczach wg Folina
i Wu (9), przy ktérych zastosowano do odbiatczenia kwas wolframowy, znajduja
sie jeszcze takie substancje redukcyjne, jak kwas moczowy, kreatynina, glutation,
to mniej jest tych substancji w przesgczach wg metody Hagedorna-Jensena, w kto-
rej wytragcamy biatko wodorotlenkiem cynku. Zawierajg one co prawda jeszcze
substancje z grupami redukcyjnymi — SH oraz kwas moczowy. Dlatego wyniki
wedlug tej metody bedg zawsze wyzsze od faktycznego poziomu glikozy w krwi. Biad
metody zmniejszamy do minimum stosujac wodorotlenek kadmowy do odbiatczania
wg Fujita i lwatake (5). Przy uzyciu wodorotlenku kadmu otrzymamy wyniki naj-
bardziej zblizone do rzeczywistej zawartosci glikozy.

Powyzsze rozwazania nasuwajg wniosek, ze przy Kkazdorazowym
podawaniu wyniku oznaczenia trzeba cytowaé¢ metode,
wedtug ktérej wykonano badanie. Jest to konieczne z tego powodu
(a odnosi sie szczeg6lnie do badan naukowych), ze pozwala odbiorcy wyniku na
krytyczng i wihasciwg ocene liczb. Inaczej ocenimy wynik otrzymany metodg Hage-
dorna-Jensena, a inaczej — metodg Fujita Iwatake. Pierwsza daje wyniki wyzsze
0 30—40 mg % w pordéwnaniu z ostatnig. Jezeli np. mamy wynik zawartosci cukru
w krwi 70 mg %, to wedlug metody Fujita i lwatake jest on w granicach normy,
a wedlug metody Hagedorna-Jensena za niski w poréwnaniu ze stanem fizjologicz-
nym. Z drugiej strony wynik 110 mg % jest w metodzie Hagedorna-Jensena nor-
malny, a w metodzie Fujita i lwatake méwi o hiperglikemii.

Mozna wyeliminowa¢ btad wynikajacy z samej metody przez oznaczanie stopnia
redukcji dwukrotnie — przed i po fermentacji drozdzowej. Tego rodzaju oznacza-
nia zwykle nie stosuje sie w masowych analizach w Klinice.

Podobne btedy jak przy oznaczaniu cukru w krwi powtarzajg sie przy wykry-
waniu i oznaczaniu ilosciowym cukru w moczu. Obok kwasu moczowego i kreaty-
niny powiekszajg btad glikuroniany, ktérych ilo$¢ jest szczegdlnie duza po podazy
takich lekéw, jak chloral. antypiryna, kamfora, sulfonamidy, hormony estrogenne.
Wystarczy nieraz, ze mocz jest dostatecznie zageszczony, o duzym ciezarze wiasci-
wym, by z odczynnikiem Fehlinga odczyn redukcyjny wypadt dodatnio w przypad-
kach. w ktorych cukru nie byto.

Z drugiej strony obecno$¢ kreatyniny sprawia, ze mocz zawierajacy glikoze nie
daje wyraznego odczynu z odczynnikiem Fehlinga, poniewaz kreatynina tworzy
w nim zwigzek kompleksowy barwy zielonkawej i przez to zaciemniajgcy obraz
reakcji. Podobnie dziatajg duze ilosci soli amonowych w przypadkach kwasicy
utrudniajagc wydzielenie sie soli miedziawych. Czesto stosowany bizmutowy odczyn-
nik na cukier w moczu (Nylander) daje pozytywny wynik wtedy, gdy w moczu
jest duzo indykanu.

Wieksze ilosci cukru w moczu pozwalajg na stosowanie metody polarymetrycz-
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nej do oznaczenia ilosciowego. Takze i w tej metodzie sg btedy wynikajace stad, ze
W moczu sg inne ciala majagce te same wiasciwosci optyczne co glikoza.

Wezmy inny przyktad — tak czesto oznaczanego azotu niebiatkowego w krwi
czy surowicy. Trzeba zdawac sobie sprawe, ze cyfry uzyskane w tym oznaczeniu
zaleza w duzym stopniu od sposobu wytrgcania biatka i wzietego do strgcania
odczynnika. Wyniki oznaczeri wykonane na tej samej surowicy rézni¢ sie beda
w zaleznosci od tego, czy wytrgcaliSmy biatko wodorotlenkiem cynku (Somogyi —
10), czy wodorotlenkiem kadmu (Fujita — 5), czy wreszcie kwasem trgjchloro-
octowym. Po wytrgceniu biatka cynkiem czy kadmem nie przechodzg do przesgczu
lakie ciala, jak kwas moczowy, tioneina, glutation, przez co wyniki na azot poza-
biatkowy beda nizsze i nie obejmg azotu wymienionych zwiazkéw.

Poziom biatek w osoczu czy surowicy krwi zawsze interesuje klinicyste i ozna-
czenie tych sktadnikéow krwi jest waznym zadaniem pracowni chemicznej w Klinice.
Postugujemy sie kilku metodami wiecej lub mniej dokltadnymi. Najczesciej postu-
gujemy sie bardzo prostg w wykonaniu metodg pomiaru wspoétczynnika refrakcji.
Obecnie rozpowszechniona jest tez metoda Phillipsa i Van Slyke’a (11), nie wyma-
gajgca skomplikowanych przyrzadow i aparatury. Do dokladniejszych pomiarow
stosuje sie metode opartg na zasadzie odczynu biuretowego (12). Kazda z cytowa-
nych metod jest oparta na odmiennej zasadzie. Zrdédita bledéw i réznice wynikajg
stad, ze biatka surowicy sg heterogenng mieszaning wielu potgczen, z ktérych
wszystkie naleza do klasy biatek, ale roznig sie miedzy soba wielkoscig drobin,
zawartoscig azotu, zawartoscia w drobinie ciat nie bedacych biatkiem i innymi
wihasciwosciami. Metoda preparatywnego frakcjonowania udato sie wyizolowaé az
33 substancje biatkowe z normalnej surowicy krwi cziowieka (Wuhrman). Nawet
metoda Kjeldahla, ktérg jeszcze dzis uznaje sie za wzorcowa, opiera sie na zato-
zeniu, ze zawartos$¢ azotu w oznaczanym biatku wynosi dokladnie 16 % i dlatego
przyjmuje wspoétczynnik 6,25 jako staty mnoznik. Prace Hillera, Van Slyke’a
i in. (14) wykazaly co prawda, ze wspétczynnik taki jest stuszny dla surowicy nor-
malnej. Nasuwa sie jednak pytanie, czy bedzie tez stuszny dla surowic patologicz-
nych. Nawet w normalnej surowicy, biorgc pod uwage zestawienie frakcji biatko-
wych surowicy rozdzielonych wedlug Cohna (15) i procentowg zawarto$¢ azotu

w poszczegoélnych frakcjach, stwierdza sie duzg rozpietos¢ liczb — od 11.9 do
Tabela 5
Zawarto$¢ azotu we frakcjach biatkowych normalnego osocza krwi ludzkiej
Globulina : Osocze
Albumina Fibryno- jako
Alfa Beta Gamma gen Catosé
Azot w % 15,95 119 14,84 16,03 16.9 14,9
Wsp6tczynnik
biatkowy 6,27 841 6,73 6,24 592 6.72
16,9 %. Biatka te zawierajg réwniez sktadniki weglowodanowe, cholesterol i lipidy.

Jezeli bedziemy je traktowali jako przykiady symplekséw, czyli samodzielne jed-
nostki, to nie wolno nam odnosi¢ do nich wspotczynnika 6,25, lecz wspotczynniki
zaproponowane przez Cohna dla poszczegélnych frakcji, jak to wykazuje tabela 5.
Chyba ze potraktujemy oddzielnie skiladnik biatkowy, a oddzielnie reszte niebiat-
kowa, bo wtedy wspétczynnik biatkowy 6,25 bedzie stuszny.

W szerokiej dyskusji wykazano na cytowanych przyktadach metod oznaczania
cukru, azotu niebiatkowego oraz biatka ich niedoskonato$¢, a tym samym nie-
swoisto$¢. Ten empiryczny moment analiz klinicznych, ktéry przesadza istnienie
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btedu w samym zatozeniu metody, zobowigzuje do dokiadnego przestrzegania toku
analizy. Drobne na poz6r zmiany metody wymagajg zawsze préb kontrolnych na
roztworach wzorcowych i na surowicy normalnej. Kontrola taka daje ponadto obraz
doktadnosci pracy analityka oraz metody. Z otrzymanych kilkunastu préb kontrol-
nych mozemy sobie wyrobi¢ pojecie rozrzutu wynikéw w odniesieniu do $redniej,
co pozwoli nam na krytyczng ocene samych wynikow.

3. SPOSOB PRZECHOWANIA MATERIALU | ZMIANY PO POBRANIU

Czynnikiem, ktoéry wptywa na wartos¢ wyniku analizy, jest odpowiedni sposéb
konserwacji pobranego do badan materiatu. Jak stuszny jest ten postulat, niech wy-
kaza przyktady. Oznaczenie fosforu nieorganicznego w surowicy krwi da nam inng
wartos¢, jesli analize wykonamy na surowicy zaraz po oddzieleniu jej od skrzepu,
a inny, jesli zostawimy surowice ze skrzepem przez dobe lub dluzej w temperaturze
pokojowej. Zestawienie liczb w tabeli 6 najlepiej ilustruje te zmiany.

Tabela 6

Zawartos¢ fosforu nieorganicznego w mg%

D z i el a n a l iy
1 2 3 4 5 6 7
Surowica
ze skrzepem 2,05 3,10 6,20 6,50 7,95 7,50 7,60
Surowica oddzie-
lona od skrzepu 2,05 2,08 2,30 2,30 2,40 2,35 2,40

Poziom fosforu wzrasta w wyniku rozpadu pofgczen organicznych pod dziata-
niem fosfataz. Spostrzezenie to jest szczegoélnie cenne w przypadkach, w ktorych
prébe krwi trzeba przesyta¢ do odlegtego laboratorium. Oznaczanie fosforu w su-
rowicy krwi po Kilku dniach nie ma zadnej wartosci, jesli surowica stykata sie
przez ten czas z krwinkami. Surowica oddzielona od skrzepu i przechowywana
w chtodni nadaje sie do analizy nawet po kilku dniach.

Podobnie ma sie sprawa z oznaczaniem cukru w krwi, ktére wymaga natych-
miastowego wykonania analizy zaraz po pobraniu materiatu, poniewaz glikoza
ulega wtérnym przemianom przechodzac w kwas mlekowy, co oczywiscie ma wplyw
na ostateczny wynik analizy. Zmianom glikozy mozna zapobiec przez dodanie do
prébki krwi fluorku sodowego lub soli sodowej kwasu jodooctowego, jezeli wyko-
nanie analizy od razu jest niemozliwe. Taki sam efekt daje dodatek mieszaniny
izotonicznej siarczanu miedziowego i siarczanu sodowego, ktéry wstrzymuje gliko-
lize do 72 godzin (16).

Szczegodlnie duze znaczenie ma sposob przechowywania krwi przy oznaczeniu
potasu w surowicy czy w osoczu. Nieréwne rozmieszczenie jonéw potasowych
miedzy obie fazy krwi sprawia, ze trzeba zachowac¢ duze ostroznosci, by nie do-
pusci¢ do przenikania potasu z krwinek do osocza, co ma miejsce przy dtuzszym
stykaniu sie krwinek z surowicg czy osoczem, poniewaz krwinki po krotkim czasie
tracg swojg biologiczng zdolno$¢ zatrzymywania jonéw potasowych. Dlatego nalezy
zaraz po skrzepnieciu krwi oddzieli¢ surowice, a odrzuci¢ kazdg wykazujaca naj-
mniejszy $lad hemolizy.

Bardzo duzg ostroznos¢ trzeba zachowywaé przy przechowaniu i pobieraniu krwi
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na oznaczenie chlorkéw. Wedréwka chlorkéw miedzy krwinkami i osoczem, zalezna
od parcjalnego cisnienia dwutlenku wegla, nakazuje pobieranie materiatu i prze-
chowywanie go pod parafing.

4. WARUNKI POBIERANIA KRWI, CZAS, STAN USTROJU, POSTAWA

Nie tylko sposéb konserwacji krwi, ale tez i spos6b pobierania, jak i czas po-
brania nie sg bez wptywu na zawarto$¢ poszczegélnych sktadnikéw. Podobne zna-
czenie ma sStan na czczo czy po jedzeniu, rano czy wieczorem, pozycja stojaca czy
lezaca osoby badanej. Wartos¢ azotu niebiatkowego dla krwi pobranej na szczycie
trawienia ciat biatkowych jest duzo wyzsza niz w stanie czczosci (17). Surowica
krwi pobranej rano da inny wynik na zawarto$¢ albumin niz pobranej wieczorem.
To samo odnosi sie do globulin. Wykazano bowiem, ze poziom albumin jest naj-
nizszy w porze rannej, gdy tymczasem globulin jest najwiecej rano. Zatem wspot-
czynnik albuminy/globuliny ulega wahaniom w ciggu dnia (18).

Jak wplywa na zawarto$¢ biatka w surowicy krwi czas trwania zacisku zyty,
wykazuje Nordmann (19), wedtlug ktérego staza krwi zylnej trwajagca 6 minut
zmienita zawartos¢ biatka catkowitego z 7,3 na 9,5 %.

Nie bez wplywu na zawarto$¢ sktadnikdéw krwi jest postawa cziowieka w mo-
mencie pobierania materialu do badania. Wynika to z pracy Keysa i Butta (20),
Langego (21) i M. Zydowo (22). W pozycji stojacej zawarto$¢ biatka jest wieksza
w poréwnaniu z pozycja lezaca, przy czym roznice wynoszg do 14% (Zydowo). Jest
to wynik ultrafiltracji krwi przez $ciany naczyn wskutek zwiekszonego cisnienia
hydrostatycznego. Podobnie zwiekszone ilosci cholesterolu, kwaséw tluszczowych,
fosforu lipidowego poza biatkami stwierdzili w pozycji stojacej Keys i Butt.

Cytowane przykitady dowodzg, jak wazne jest to, w jakim czasie pobierana jest
krew i jaki jest wptyw tej czynnosci na wyniki analiz.

Wydaje mi sie, ze w referacie do$¢ wyczerpujaco poruszono najwazniejsze przy-
czyny btednych wynikéw analiz. Nie trudno bowiem o popetnienie biedu, jesli nie
zna sie tych wszystkich zagadnien, na ktore staratem sie zwrdéci¢ uwage.

Nalezy teraz zastanowi¢ sie nad tym, co zrobi¢, by zapobiec btedom i by nie
dopusci¢ do otrzymywania wynikow bezwartosciowych i nierzetelnych.

Wnioski, nasuwajace sie w tej dyskusji, ktdrych przestrzeganie miatoby byc¢
gwarancja rzetelnych wynikéw pracy analityka, postaram sie ujag¢ w kilka punktéw:

1. Kazda metode powinno sie przerobi¢ na roztworach o znanym stezeniu szu-
kanego sktadnika, a nastepnie na krwi, osoczu czy surowicy szeregu ludzi zdrowych
oraz na tym samym materiale, do ktérego dodano znane ilosci ptynu wzorcowego.
Na podstawie otrzymanych wynikéw mozemy oceni¢ doktadno$¢ metody, a na pod-
stawie rozrzutu liczb — Scistos¢ wiasnej pracy.

2. Tok oryginalnej metody musi by¢ S$cisle zachowany. Niedopuszczalne jest
wprowadzanie dowolnych zmian. Najmniejsza modyfikacja wymaga ponownej kon-
troli nie tylko na wzorcach, ale takze na materiale biologicznym z dodatkiem wzor-
cowego ptynu.

3. Trzeba stale zdawa¢ sobie sprawe, ze w wigkszosci metod biochemicznych
badang substancje oznacza sie posrednio, a metoda jest bardzo czesto oparta na
prébach empirycznych. Znajomos$¢ istoty metody powinna by¢ wytyczng w jej do-
borze. Przy wybieraniu metody musimy mie¢ na uwadze, do jakiego celu stuzy
wynik analizy i jaka jest wymagana doktadnosc.

4. Nalezy ustali¢ warunki pracy od chwili pobrania materiatlu do ostatecznego
wykonczenia badan. Na warto$¢ i ocene wynikéw ma wptyw szereg czynnikow, jak
czas pobrania materiatu, sposéb pobrania i konserwacja, stan badanej osoby i jej
postawa.
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5. Regularna kontrola naczyn miarowych, wagi i innych przyrzadéw pomia-
rowych. cho¢ sama przez sie zrozumiala, jest czynnos$cig, na ktorg czas znalez¢ sie
musi i ktoérg nalezy powtarza¢ w kazdej pracowni analitycznej w pewnych statych
okresach.

6. Wielkim bitedem bytoby ograniczenie sie do jednorazowej kontroli metody:
trzeba jg sprawdza¢ co pewien czas, zwlaszcza wtedy, gdy zmienia sie odczynniki.

Mozemy mie¢ pewnos$¢, ze praca analityka, w ktérej zostang wziete pod uwage
ujete w powyzszych punktach zalecenia, bedzie rzetelna, a jej wyniki dobre. Wtedy
tylko uzyskane liczby mogg sta¢ sie podstawg do wysnuwania wnioskow czy to
w celach diagnostycznych, czy tez w zagadnieniach teoretycznych.
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EDWARD KOWALSKI
O SYTUACIJI W BIOCHEMII KLINICZNEJ

Zadaniem sympozjum biochemii Kklinicznej jest wskazanie tej gatezi biochemii
wiasciwego miejsca w naukach lekarskich. Najwazniejsze zagadnienia, ktore nalezy
przy tym poruszyé, sa moim zdaniem nastepujace:

1) zdefiniowanie biochemii klinicznej jako nauki, okreslenie jej zadania, wska-
zanie jej whasciwego miejsca w zakresie biochemii i nauk klinicznych;

2) ustalenie, kto powinien zajmowac¢ sie biochemia kliniczng i jakie powinno
by¢ wyksztatcenie biochemikéw klinicznych;

3) ustalenie wytycznych, co do sposobu ksztatcenia kadry biochemikéw Kklinicz-
nych w Polsce.

Biochemia kliniczna jest gatezig biochemii zajmujaca sie zmianami chemiczny-
mi w réznych stanach chorobowych. Dazy ona do ustalenia zaleznosci pomiedzy
zmianami chemicznymi a objawami chorobowymi. Tak jak w biochemii w ogdl-
nosci, tak i w biochemii klinicznej mozna rozrézni¢ nastepujgce kierunki pracy:

a) biochemia kliniczna statyczna,

b) biochemia kliniczna dynamiczna,

c) biochemia kliniczna funkcjonalna.

Biochemia kliniczna statyczna rejestruje odchylenia od stanu
prawidtowego w skladzie chemicznym tkanek chorych lub ptynéw ustrojowych,
przede wszystkim osocza krwi. Ten kierunek badan rozwaza ustrdj jako skiadajacy
sie z milionéw czasteczek; biochemia kliniczna statyczna szuka réznic miedzy skita-
dem chorego i zdrowego ustroju, réznic ilosciowych i jakosciowych. Mozna ja
nazwaé patologig molekularna. W zakres tego kierunku wchodzi wieksza czes¢ ruty-
nowanych badan wykonywanych codziennie w pracowniach analitycznych klinik
i szpitali, jak np.: oznaczanie poziomu mocznika, cukru, cholesterolu w krwi itp.
lub tez badania o charakterze bardziej teoretycznym, jak np. ustalenie roéznic
w skladzie chemicznym tkanek nowotworowych i tkanek zdrowych albo ustalenie
natury chemicznej zmian wstecznych. Kierunek ten dostarcza klinice przede wszyst-
kim danych diagnostycznych. Do wiasciwej oceny wynikéw uzyskanych drogag ba-
dan analitycznych niezbedna jest znajomo$¢ norm oraz te dane statystyki, o kto-
rych byta mowa w referacie prof. Mozotowskiego.

Biochemia kliniczna dynamiczna odzwierciedla dynamiczny
aspekt wspodtczesnej biochemii. Biochemia dynamiczna rozpatruje w ruchu czastecz-
ki. z ktérych sklada sie ustroj. Kazda czasteczka ma swojg przesztos¢ i przysziose,
powstaje poprzez zawitg kolej przemian z pokarméw i tlenu Srodowiska zewnetrz-
nego. zamienia sie¢ w ustroju na inne czasteczki i jest ostatecznie wydalana. Kazda
czasteczka wigcza sie do toczacych sie nieustannie w ustroju proceséw posredniej
przemiany materii. Biochemia kliniczna dynamiczna bada odchylenia od prawidto-
wej posredniej przemiany w stanach chorobowych. Dla niej wszystkie choroby sa
chorobami przemiany materii i cechujg sie mniej lub bardziej charakterystycznymi
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odchyleniami w powigzanych ze soba drogach metabolicznych. Biochemia kliniczna
dynamiczna umozliwia doktadniejsze i wnikliwsze poznanie istoty zjawisk choro-
bowych, pozwala nieraz na wycigganie wnioskéw patogenetycznych i znalezienie
whasciwych metod leczniczych. Jako przyktady tego podejscia badawczego mozna
przytoczy¢ heksokinazowg teorie Cori’ch patogenezy cukrzycy, ostatnio ogtoszone
przez tych samych autoréw badania nad patogeneza choroby Gierkego i wiele in-
nych.

Biochemia kliniczna funkcjonalna bada zaleznosci miedzy
zmianami ukfadu chemicznego, zmianami w przemianie materii a zaburzeniem
funkcji. Usituje ona ttumaczy¢ objawy chorobowe zmieniong funkcjg ustroju i jego
narzadéw, funkcja czasteczek ilosciowo lub jako$ciowo odmiennych, wplywem za-
burzen przemiany materii na funkcje narzadu lub ustroju w catosci. PodejScie ta-
kie odzwierciedla jedno z zasadniczych zagadnien biologii w ogdélnosci, a miano-
wicie zagadnienie zaleznosci miedzy strukturg i funkcjg. Dla przykitadu podam zalez-
no$¢ miedzy budowa chemiczng hemoproteidéw i ich stosunkiem do tlenu. W za-
leznosci od struktury elektronowej atomu zelaza hemoproteid przytgcza luzno atomy
tlenu (hemoglobina) lub jest akceptorem elektronéw tlenu (cytochromy), lub wre-
szcie posiada wihasciwosci peroksydatyczne (katalazy i peroksydazy). Wiadomo, jak
wielkie znaczenie dla funkcji ustroju posiadajg wymienione wtasciwosci atomu zela-
za zwigzanego z pierécieniem porfirynowym i nosicielem biatkowym. Biochemie
kliniczng funkcjonalng interesujg oczywiscie odchylenia w budowie hemoproteidéw
i wynikajgce z tego zmiany funkcji. Poznano szereg zmian w budowie hemoglobiny,
warunkujacych zaburzenia jej funkcji, a co za tym idzie i objawy chorobowe, np.
zwigzanie zelaza z tlenkiem wegla lub innymi jadami, zmiany w strukturze glo-
biny, warunkujace wedtug Paulinga wadliwag funkcje hemoglobiny i czerwonych
krwinek w zespotach hemolitycznych.

Innym przykiadem ilustrujagcym zaleznos$¢ miedzy strukturg i funkcjg moze by¢
aktomiozyn, biatko kurczliwe miesnia prazkowanego. W przypadku tym wykazano
(Engelhart) najscislejsze zespolenie struktury i funkcji. Miozyn, biatko kurczliwe,
element strukturalny, jest réwnoczesnie enzymem rozktadajgcym ATP (kwas ade-
nozyno-trojfosforowy), ktoéry dostarcza energii dla skurczu miesnia.

Przedmiotem badan biochemii klinicznej funkcjonalnej jest sprawa zaleznosci
miedzy metabolizmem a funkcjg; bada ona np. zalezno$¢ miedzy metabolizmem
miesnia prazkowanego i jego czynno$cig, zalezno$¢ miedzy metabolizmem czerwo-
nej krwinki i jej funkcja, zaleznos¢ miedzy metabolizmem komoérek btony Sluzowej
zotadka i wytwarzaniem kwasu solnego, zalezno$¢ czynnosci wydalniczej nerek od
metabolizmu nabtonka nerkowego itd. Biochemia kliniczna funkcjonalna zajmuje
sie oczywiscie zaleznoscig miedzy zaburzeniami metabolizmu i wynikajgcym z nich
zaburzeniem funkcji w stanach patologicznych.

Dodam kilka uwag uzupetniajgcych do tego podziatu kierunkéw pracy w bio-
chemii klinicznej.

Po pierwsze, podziat ten, aczkolwiek historycznie w pewnym stopniu uzasad-
niony, jest oczywiscie sztuczny i moze mie¢ znaczenie tylko pomocnicze, metodolo-
giczne w opisywaniu i interpretacji badan naukowych. W rzeczywistosci wszystkie
trzy kierunki badawcze zazebiajg sie o siebie i nie dajg sie czesto od siebie oddzielié.
Wydaje sie, ze biochemie przysziosci coraz bardziej bedzie cechowato podejscie
funkcjonalne.

Po drugie, wyzej naszkicowane podejscie do biochemii klinicznej odzwierciedla
0go6lng tendencje rozwojowg nauk biologicznych i lekarskich, wyrazajaca sie w da-
zeniu do poznania ozywionej materii drogg analityczng, roziozenie jej na cegieiki,
z ktérych jest zbudowana, i wnikanie w ten sposéb coraz bardziej w jej giab.
Otwiera to coraz nowe aspekty poznawcze, odstania tajemnice, ktérych na wyz-
szych szczeblach organizacji materii nie jesteSmy zdolni poznaé. Poznano istote
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wielu choréb, wnikajac w poziom molekularny (awitaminozy, dyshormonozy, skazy
krwotoczne i wiele innych).

Po trzecie, metoda poznawcza analityczna kryje w sobie niebezpieczenstwo ol-
brzymiego btedu myslowego. Nie wolno mechanicznie przenosi¢ poznania zdobyte-
go na nizszym szczeblu organizacji materii na poziom wyzszy, stanowigcy nowg
jakos$¢. Oznacza to innymi stowy: nie wolno przenosi¢ biochemicznych danych ana-
litycznych na caty ustroj. Jezeli rozkladamy zegarek na czesci, z ktérych on jest
zbudowany, na kotka, Srubki, a nastepnie na atomy zelaza, to jest rzecza jasna, ze
znajomo$¢ tych atoméw zelaza, a nawet Srubek i kétek nie pozwala jeszcze na
poznanie zegarka w catosci. A o ile bardziej ztozona organizacje przedstawia ustroj
niz zegarek! Dlatego wysuwaja sie dwa wnioski zasadnicze: kazdy fakt znaleziony
na nizszym poziomie, powiedzmy na poziomie molekularnym, wymaga syntetycz-
nego ujecia, wymaga integralnego wiaczenia w syntetyczng cato$¢, stanowigcg no-
wa, wyzszg jakos¢. | z tego wynika drugi wniosek praktyczny: nie moze by¢ bio-
chemii klinicznej w oderwaniu od kliniki. Punktem wyjscia badan z zakresu bioche-
mii klinicznej jest chory cziowiek. Zagadnienia, problemy do rozwigzania z zakresu
biochemii klinicznej dotycza patologii klinicznej; chemia dostarcza jedynie meto-
dyki rozwiazywania zagadnien, a wnioski sg znowu natury klinicznej. Chory czto-
wiek jest punktem wyjscia i celem badan w zakresie biochemii Klinicznej.

Dla ilustracji zakresu pracy biochemii klinicznej i dla wykazania pewnych jej
osiggnie¢ podam niektére dziedziny patologii klinicznej, w ktére biochemia wniosta
istotne elementy poznawcze i moze sie poszczyci¢ znakomitymi osiggnieciami lecz-
niczymi. Na samym poczatku nalezatoby wymieni¢ dwie ogromne dziedziny pato-
logii klinicznej, ktére wiasciwie w catosci wchodzg w zakres biochemii klinicznej.
Sg to patologia awitaminoz i endokrynologia. Ogromny wktad biochemii w te dzie-
dziny patologii jest oczywisty; podawanie jednej Scisle okreslonej substancji che-
micznej — witaminy, ktérej brak powoduje objawy chorobowe, usuwa chorobe.
Poznanie natury chemicznej hormonéw oraz zaburzeri przemiany materii w scho-
rzeniach gruczotéw dokrewnych otworzyto ogromne mozliwosci lecznicze.

W zakresie nauki o zapaleniach badania Schadego i jego szkoty potrafity objas-
ni¢ gtdbwne cechy procesu zapalnego zmianami wiasciwosci fizykochemicznych
w wyniku miejscowych zaburzen przemiany materii. Menkin, wychodzac z zupehie
innych zatozen, usituje tlumaczy¢ istote wielu zjawisk zapalnych. Znalazt on swo-
iste biatka i peptydy powodujace migracje leukocytow, wysiekanie itp. Zjawiska
alergii w procesach zapalnych ttumaczono wyzwalaniem sie substancji histamino-
wych, co doprowadzito do odkrycia znakomitych lekéw antyalergicznych (anty-
styna itp.).

Biochemia nowotworéw jak dotychczas nie ziscita poktadanych w niej nadziei.
Pozwolita ona, co prawda, na wnikliwsze poznanie procesu nowotworowego i hawet
na jego doswiadczalne odtwarzanie, ale nie wykazala ani w tkance nowotworowej,
ani w chorym ustroju obecnosci lub nieobecnosci substancji chemicznej lub reakciji
metabolicznych, wiasciwych jedynie procesowi nowotworowemu. Wykazata ona pod
wzgledem chemicznym jedynie to, co juz bylo znane patologii komérkowej: jedno-
litos¢ systeméw enzymatycznych, ktére w warunkach zdrowia sg swoiste dla po-
szczegolnych tkanek. Badania ostatnich lat idg w kierunku poznania spaczenia syn-
tezy biatka w komdrkach nowotworowych, zwigzanego z zaburzeniami przemiany
kwaséw nukleinowych. By¢ moze, ze przyniosg one tak oczekiwang chemoterapie
choréb nowotworowych.

Wielkie triumfy Swiecita biochemia kliniczna w zakresie choréb krwi. Poznanie
przemiany zelaza, zawitych drég i mechanizméw jego wchtaniania w warunkach
fizjologicznych, magazynowania i zuzytkowania dla syntezy hemoglobiny pozwolito
nie tylko na lepsze zrozumienie powstawania niedokrwistosci niedobarwliwych, ale
dato réwniez podstawy wiasciwego leczenia. Poznano jednostki chorobowe zwigzane
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z brakiem zelaza tkankowego. Nie znamy jeszcze mechanizméw wigczania zelaza do
pierscienia protoporfiryny; poznanie go posunie niewatpliwie o dalszy krok na-
przéd leczenie niedokrwistosci niedobarwliwych. Patogeneza niedokrwistosci mega-
locytarnych stata sie o wiele jasniejsza od czasu wykrycia roli kwasu foliowego,
witaminy B12 i czynnika citrovorum w prawidlowej cytogenezie krwinki czerwonej.
Wyniki leczenia tymi substancjami sg tak znakomite, Zze niedokrwistosci megalocy-
tarne przestaty zastugiwaé na miano niedokrwistosci ztosliwej. Niedokrwistosci
hemolityczne od czasu odkrycia Paulinga nieprawidtowosci w budowie hemoglobiny
sg trafnie nazywane ,,chorobg molekularng“. Tym niemniej to wielkie odkrycie
oraz poznanie roli lizolecytyny w patogenezie tych zespotéw hemolitycznych nie
znalazto dotychczas terapeutycznego oddzwieku. Znajomos$¢ skaz krwotocznych po-
suneta sie ogromnie naprzéd dzieki odkryciu ztozonego mechanizmu wielu skiad-
nikbw ukiadu krzepniecia. Poznano skazy krwotoczne uwarunkowane brakiem jed-
nego biatka ukiadu krzepniecia (czynnika V, VII, globuliny przeciwhemofilowej)
lub nadmiarem substancji przeciwkrzepliwych podobnych do heparyny lub wreszcie
nadmierng czynnoscig fibrynolizyny. Poznanie tych faktéw i mozliwosci Scistego
poznawania i utozsamienia biochemicznego poszczegolnych skaz krwotocznych
otwiera wielkie mozliwosci lecznicze. To samo mozna powiedzie¢ o chorobach za-
krzepowych, w ktoérych doktadna znajomo$¢ mechanizmu Kkrzepniecia dostarcza
broni do ich zwalczania.

W ten spos6b mozna rozpatrywaé calg patologie kliniczng ,,z pozycji mole-
kularnych*. Wystarczy wymieni¢ poznanie mechanizmu stluszczenia watroby i za-
burzen biochemicznych czynnosci watroby, biochemie zmian wstecznych, bioche-
mie nadcisnienia, zaburzenia wydalania nerkowego, zaburzenia bedace wyrazem
patologicznej przemiany wapniowo-fosforowej, aby wykaza¢, ze rzeczywiscie cala
patologia kliniczna moze by¢ rozpatrywana z punktu widzenia biochemicznego.

Przytocze jeszcze jedng dziedzine patologii klinicznej, w ktérej biochemia nie-
Smiato stawia pierwsze kroki; jest to biochemia niewydolnosci miesnia sercowego.
Skurcz miesnia sercowego podlega podobnym prawom jak skurcz miesnia prazko-
wanego w ogolnosci. Aktomiozyn, réwnowaga jonowa potasu i wapnia oraz czyn-
nos¢ kwasu adenozynotréjfosforowego i adenozynotrgjfosfatazy sa wedtug stanu
naszych obecnych wiadomosci tymi czterema czynnikami, ktére warunkujg skurcz
miesnia; patologia skurczu miesnia sercowego moze by¢ wywotana zaburzeniami
w zakresie tych czterech czynnikéw. Co do aktymiozynu nie wiele wiadomo; by¢
moze, ze uszkodzenia miesnia sercowego spotykane w zaburzeniach przemiany biat-
kowej ustroju w dys- i paraproteinemiach, nazywane przez Wuhrmanna miokar-
dozg, ttumaczy¢ by sie daty zmianami w biatku kurczliwym miesnia sercowego.
Co do réwnowagi jonowej potasu i wapnia znany jest wptyw wiasciwego stezenia
jonéw potasu na przebieg skurczu widkna miesniowego — aktomiozynu in vitro.
Z Kliniki, zwlaszcza z elektrokardiografii, wiadomo, jak gtebokie zaburzenia wy-
wotuje hipokalenia (przedituzenie QT); wydaje sie, ze latwo jest wznies¢ pomost
miedzy zjawiskami chemicznymi obserwowanymi in vitro a zaburzeniami stwier-
dzonymi w klinice i rejestrowanymi elektrokardiograficznie. Zaburzenia w zakresie
ATP sa trudno uchwytne. Moga one by¢ uwarunkowane zmniejszong zawartoscig
ATP w miesniu sercowym albo zaburzeniami rozpadu ATP na skutek wadliwej
czynnosci ATP-azy. Zmniejszong zawartos¢ ATP w migsniu sercowym stwierdza
sie w stanach anoksji, gdyz synteza ATP odbywa sie w warunkach tlenowych.
Poza tym mozna spodziewa¢ sie zmniejszonej zawartosci ATP w miesniu
serca we wszystkich stanach, w ktéorych mamy do czynienia z zaburzeniami
posredniej przemiany materii, gdyz jak wiadomo, ATP jest resyntetyzowany przede
wszystkim na skutek oksydatywnych fosforylacji w cyklu Krebsa. Mozna uwa-
za¢ zaburzenia te za zaburzenia okresu spoczynkowego lub przemiany spoczyn-
kowej miesnia sercowego. Moga one by¢ wywotywane brakiem witamin, kofermen-
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téw proceséw posredniej przemiany, zatruciem (hamowanie reakcji fermentacyj-
nych) tyroksyng, ktéra prawdopodobnie rozprzega procesy fosforylacji i utlenienia.
W tych stanach skraca sie czas QT, co mozna interpretowac¢ jako skrocony czas
skurczu. W innych przypadkach, w ktérych zawartos¢ ATP w mie$niu sercowym
jest prawidtowa, mozna niewydolno$¢ miesnia sercowego interpretowaé jako osta-
bienie czynnosci ATP-azowej miozynu. Ta posta¢ niewydolnosci miesnia serca cha-
rakteryzuje sie elektrokardiograficznie przedtuzeniem czasu QT (Hegglin).

Jak powiedzialem, powyzsze préby interpretacji objawéw niedomogi migsnia
sercowego sg pierwszymi krokami czynionymi w tym Kkierunku. W zwigzku z tymi
probami wspomne o bardzo interesujacych wynikach wegierskich badaczy (Hor-
vath, Koraly i Szerb). Stwierdzili oni, ze glukozydy naparstnicowe w ilosciach
mikrogramowych przyspieszaja przejscie G-aktynu w F-aktyn, ale tylko wowczas,
gdy aktyn otrzymano z mieénia sercowego; na aktyn innych migsni glukozydy te
nie dziataja.

Po og6lnych uwagach dotyczacych zakresu biochemii klinicznej i naszkicowaniu
jej tematyki sprobuje przedstawi¢, jak wyobrazam sobie mozliwosci stworzenia nau-
kowej biochemii klinicznej w Polsce. Wydaje sie, ze w rozwigzaniu tego zagadnie-
nia moze nam przyj$¢ z pomocg, jak w wielu innych dziedzinach, przykitad Zwigz-
ku Radzieckiego, dlatego opisze w kilku stowach stosunki, ktére poznatem w prze-
sztym roku w Moskwie, zwiedzajac niektére instytuty Kliniczne.

W Zwiagzku Radzieckim przypisuje sie biochemii klinicznej duze znaczenie. We
wszystkich instytutach klinicznych istnieja oprécz rutynowanych pracowni anali-
tycznych pracownie biochemiczne badawcze, zajmujace sie biochemia Kkliniczng
w wyzej okreslonym znaczeniu. Kierownicy pracowni biochemicznych sa samo-
dzielnymi pracownikami naukowymi, czesto profesorami, wspélpracujgcymi z dzia-
tem klinicznym albo patofizjologicznym instytutu; zasadniczo sa oni niezalezni.
Tematyka naukowa miesci sie w problematyce naukowej instytutu.

Tak np. w pracowni biochemicznej Instytutu Terapii, zajmujgcego sie chorobg
nadcisnieniowg, pracuje sie nad przemiang adrenaliny w chorobie nadcisnieniowej,
szukajgc zaleznosci miedzy nig a symptomatologig kliniczng. Poza tym bada sie
przemiane fosforowo-wapniowg i jej wplyw na miazdzyce powstajgca w przebiegu
choroby nadcisnieniowej, sklad aminokwaséw oraz biatek surowicy w przebiegu
tej choroby i wiele innych zagadnieh biochemicznych zwiazanych z chorobg nadcis-
nieniows.

Jako przyktad powigzania badan biochemicznych z praktyka lecznicza podaje
nastepujagcy fakt. Stwierdzono podwyzszenie poziomu cholinesterazy w surowicy
w pewnych okresach choroby nadcisnieniowej, wobec czego zaczeto proby lecznicze
fosfakolem, preparatem chemicznym hamujgcym czynno$¢ cholinesterazy.

Kierownicy pracowni biochemicznych przy instytutach klinicznych sg na ogoét
z wyksztatcenia chemikami lub biochemikami. Wydaje sie, ze istniejg w Zwigzku
Radzieckim pewne trudnosci w obsadzeniu tych stanowisk wysoko wykwalifikowany-
mi biochemikami, gdyz biochemicy na og6t nie majg zainteresowan klinicznych
i wolg pracowac ,,czysto“ biochemicznie. Przeniesiono ostatnio dwdéch wybitnych bio-
chemikéw z Instytutu Biochemii do dwoéch przodujacych instytutéw klinicznych: do
Instytutu Terapii i Instytutu Chiurgii (Krieman i Konikowa).

Pomocniczy personel naukowy pracowni biochemii klinicznej sklada sie z leka-
rzy, chemikéw lub biochemikéw. Poza tym niektérzy aspiranci oddziatéw Kklinicz-
nych wykonujg prace kandydackie w pracowniach biochemicznych. Wszyscy pra-
cownicy pracowni biochemicznej biorg udziat w posiedzeniach klinicznych Insty-
tutu i sg obeznani z jego problematyka kliniczna.

Zaznaczam, ze oprocz opisanych pracowni biochemii klinicznej istniejg w in-
stytutach klinicznych pracownie chemiczne o innej tematyce. W Instytucie Hemato-
logii i Przetaczania Krwi np. istnieje oprécz dwoch pracowni biochemii klinicz-
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nej o wyzej zaznaczonym kierunku badan pracownia preparatywnej chemii, pra-
cownia koloido-chemiczna i pracownia chemiczna zajmujgca sie zmianami bioche-
micznymi zachodzacymi w krwi konserwowanej.

Z wyzej podanego wyrywkowego opisu biochemii klinicznej w ZSRR wydaje
mi sie niezmiernie godnym i cennym do nasladowania podziat na pracownie ruty-
nowe i pracownie biochemiczne badawcze. W pracowni rutynowej wykonuje sie
»na zamowienie* kliniczne badania wchodzace w skiad normalnej pracy szpitalnej
lub klinicznej. Zakres tych badan jest oczywiscie zalezny od mozliwosci kadrowych
danej pracowni, od wyrobienia kierownikéw tych pracowni i jest do uzgodnienia
miedzy klinicystami i kierownikiem danej pracowni. Trudniejsze badania, jak ozna-
czenie poziomu zelaza, sodu i potasu w surowicy lub ketosteroidéw w moczu, moga
oczywiscie wchodzi¢ w zakres pracy pracowni rutynowej, jezeli posiada ona odpo-
wiedni personel. Te same badania mogg rowniez wchodzi¢ w zakres pracy pra-
cowni badawczej biochemii kliniczne;j.

Jest rzecza jasna, ze do zakresu pracy pracowni rutynowej wchodzg réwniez
prostsze badania z innych dziedzin medycyny klinicznej, jak badanie morfologicz-
nego sktadu krwi, moczu i innych ptynéw ustrojowych oraz prostsze badania z za-
kresu bakteriologii i serologii.

Kierownik pracowni rutynowej nie musi by¢ specjalista biochemikiem; kazdy
lekarz po odpowiednim przeszkoleniu moze by¢ kierownikiem pracowni analitycz-
nej. Pracownie badawcze biochemii klinicznej nie wykonywajace rutynowych badan
zleconych przez klinicystéw, lecz majgce wilasng problematyke naukowa wchodzaca
w zakres biochemii klinicznej, znajduja sie przy instytutach naukowych i wiekszych
klinikach. Kierownik pracowni badawczej jest samodzielnym pracownikiem nauko-
wym wspotpracujgcym z klinicystami, z wyksztalcenia lekarzem z ukonczong spe-
cjalizacja w biochemii.

Rozwéj wspotczesnej medycyny wymaga stworzenia pracowni biochemii klinicz-
nej réwniez w Polsce. Najwiekszg trudnoscig w stworzeniu takiej pracowni w obec-
nej chwili jest brak odpowiednio wykwalifikowanych kierownikéw tych pracowni.
Biochemig kliniczng powinien zaja¢ sie lekarz posiadajacy odpowiedni staz i wy-
ksztatcenie zaréwno kliniczne, jak i biochemiczne. Ksztalcenie takich specjalistow
jest mozliwe przy katedrach biochemii akademii medycznych, w Instytucie Dosko-
nalenia i Specjalizacji Kadr Lekarskich, w Instytucie Biochemii oraz w tych insty-
tutach naukowych, ktére dysponuja juz obecnie wykwalifikowanymi biochemikami
(Instytut Gruzlicy, Instytut Wenerologii i Instytut Hematologii). Przed ksztatce-
niem biochemicznym, réwnolegle z nim lub po jego ukoriczeniu powinno odbywaé
sie ksztatcenie Kliniczne. Lekarze uznani przez kierownikéw wyzej wymienionych
zaktadéw lub pracowni biochemicznych za zdolnych do samodzielnej pracy nauko-
wej powinni by¢ przydzieleni do instytutéw naukowych lub do wiekszych klinik.

Bazg pracy biochemika klinicznego powinna by¢ pracownia przy instytucie kli-
nicznym lub klinice. Staty kontakt z klinicystami, udziat w posiedzeniach klinicz-
nych oraz mozno$¢ bezposredniego kontaktu z chorymi interesujgcymi z punktu
widzenia biochemii klinicznej sg nieodzownymi warunkami pracy biochemika Kkli-
nicznego. Umozliwia to poznanie zagadnien klinicznych, potrzeb kliniki, zdobycie
pewnego klinicznego sposobu myslenia, co jest niezbedne dla nadania wiasciwego
kierunku pracy.

Dla ilustracji wyzej podanych tez oraz jako prébe rozwigzania omawianych
zagadnien organizacyjnych i naukowych przedstawie organizacje pracy w Instytucie
Hematologii. W dziale klinicznym Instytutu Hematologii istnieje podziat na pra-
cownie: rutynowa analityczng i badawczg biochemii klinicznej (oprécz szeroko
rozbudowanego dziatu biochemii). Pracownia rutynowa wykonuje badania w za-
kresie tzw. analityki szpitalnej zaréwno chemicznej, jak i morfologicznej. Jej Kie-
rownik pracuje réwnoczesnie naukowo w pracowni badawczej. Staty kontakt pra-
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cownikéw laboratorium rutynowego analitycznego, pracowni badawczej oraz nau-
kowej pracowni hematologicznej, sprzyja podnoszeniu poziomu ich pracy.

W pracowni badawczej sg czynni lekarze zajmujacy sie wylacznie biochemiag
i lekarze klinicysci. Wszyscy ,biochemicy” majg staz kliniczny, petnia dyzury le-
karskie i majg staly kontakt z kolegami klinicystami. Znajg oni wszystkie intere-
sujgce przypadki i biorg udziat w naradach i posiedzeniach klinicznych. Lekarze-
klinicy$ci wykonujg w pracowni prace naukowe w zakresie biochemii klinicznej.

Tematyka tych prac miesci sie¢ w ramach probleméw planowych Instytutu: np.
w ramach problemu ,biatka osocza“ S. Niewiarowski pracuje nad zagadnieniami
krzepniecia i fibrynolizy. Wykazat on miedzy innymi istnienie 2 fermentéw czyn-
nych w procesie fibrynolizy oraz badat szereg powigzan miedzy krzepnieciem i fi-
brynolizg. Wspélnie z M. Kopec¢ przeprowadzat badania nad fibrynoliza w roéz-
nych stanach chorobowych i nad metodyka oznaczania czynnosci fermentéw fibry-
nolitycznych. Badania nad fibrynolizag doprowadzity do otrzymania przetworu
streptokinazy, aktywatora profermentéw fibrynolitycznych, majgcego duze znacze-
nie lecznicze (leczenie krwiakéw oplucnej i zapobieganie zrostom). Praca H. Zy-
wickiej nad zuzyciem protrombiny faczy sie z problemem krzepniecia.

W ramach problemu ,,Patofizjologia chorob krwi“, objetego planem naukowym
Instytutu Hematologii, opracowuje sie przede wszystkim dwa zagadnienia: prze-
miane zelaza w ustroju oraz zachowanie sie enzyméw osocza i krwinek w réznych
schorzeniach uktadu krwiotwérczego.

1. Zajaczkowski opracowat metody oznaczania zelaza surowicy krwi oraz zdol-
nosci wigzania zelaza przez biatka surowicy krwi. Z zestawionych badan poziomu
zelaza, krzywych absorpcji zelaza po doustnym i dozylnym obcigzeniu zelazem
oraz zdolnosci wigzania zelaza przez surowice, wycigga sie zaréwno wnioski nau-
kowe o bardziej ogélnym znaczeniu, jak rowniez bezposrednie wskazania do racjo-
nalnego leczenia niedokrwistosci u badanych chorych. Praktycznym wynikiem prac
nad przemiang zelazowg byla synteza przetworu zelaza do wstrzyknie¢ dozylnych.

Prace nad enzymami krwinek i osocza obejmujg badania zachowania sie karbo-
anhydrazy weglanowej (Z. Szott), katalazy i peroksydazy (M. Wozniewska), fosfataz
(M. Kucharska i 5. Roszkowski) i cholinesterazy (M. Kope¢) w roznych stanach
chorobowych, ze szczeg6lnym uwzglednieniem zaburzen hematopoezy. W zwigzku
z pracami nad karboanhydrazg Szott opracowat metodyke oznaczania cynku w 0soO-
czu i w krwinkach czerwonych. Prace te majg na celu ocene przydatnosci diagno-
stycznej oznaczania tych enzyméw we krwi oraz poznanie mechanizméw patogene-
tycznych badanych schorzen.



JERZY KRAWCZYNSKI

CHARAKTERYSTYKA STANU CHEMII KLINICZNEJ
W CZECHOSLOWACII

Przeprowadzenie dokladnej charakterystyki stanu chemii klinicznej w CSR prze-
rasta ramy tego referatu, tym bardziej ze w chwili obecnej chemia kliniczna w CSR
nie jest jeszcze catkowicie zorganizowana i dopiero po dokladniejszej analizie
obecnego stanu mozna by dostrzec gtéwne zarysy powstajacej struktury organiza-
cyjnej. Dlatego tez ogranicze sie do fragmentarycznego omdéwienia niektérych jed-
nostek laboratoryjnych, ktére w przysziosci stanowi¢ bedg zapewne zasadnicze
ogniwa organizacyjne.

Przebudowa catej stuzby zdrowia i przystosowanie jej do potrzeb panstwa
socjalistycznego wymagaty réwniez przebudowy w zakresie chemicznej diagnostyki
lekarskiej w kierunku coraz szerszego jej rozpowszechnienia, przy réwnoczesnym
podnoszeniu fachowego poziomu pracy w tej dziedzinie. Oprécz tych czysto prak-
tycznych wzgledéw nalezato tez wzigé pod uwage dazno$¢ do coraz Scislejszego
powigzania problematyki naukowej poszczegolnych specjalnosci klinicznych z pro-
blematyka biochemiczna.

Konieczno$¢ stworzenia jednolitej struktury organizacyjnej wytonita sie jednak
stosunkowo niedawno, dopiero w r. 1951, kiedy byto juz minimum warunkéw nie-
zbednych do realizacji tego zamierzenia.

Stworzenie jednolitej organizacji w zakresie chemii Kklinicznej uzaleznione jest
bowiem od nastepujagcych czynnikow:

1) odpowiednio przeszkolonych kadr pracowniczych, obejmujacych personel
kierowniczy, wyzszy, Sredni i pomocniczy;

2) odpowiednio przygotowanych zaktadéw pracy;

3) uswiadomionego pod wzgledem fachowym zespotu odbiorcéw, umiejgcych
w racjonalny spos6b wykorzysta¢ dostarczony mu materiat.

1. Istnienie personelu kierowniczego i wyzszego jest SciSle zwigzane z rozwojem
danej gatezi wiedzy. W CSR przed r. 1939 chemia kliniczna nie stanowita odreb-
nej galezi naukowej. Poszczegblne zagadnienia wchodzace w jej zakres byly opra-
cowywane w ramach zagadnieh z chemii lekarskiej lub poszczegdlnych specjalnosci
klinicznych, a zwlaszcza kliniki choréb wewnetrznych. Trzeba przyzna¢, ze obydwie
istniejgce przed wojng Kliniki Chorob Wewnetrznych Uniwersytetu Karola w Pra-
dze: klinika prof. Hynka i klinika prof. Pelnafa miaty biochemiczne nastawienie
w swej pracy naukowej. Dowodzi tego fakt, ze prawie wszyscy czionkowie obecnej
kadry kierowniczej sa wychowankami tychze klinik. Niezaleznie od tego kliniki te
wychowaty wielu klinicystéw biochemikéw, ktérych wkitad w rozwoj chemii klinicz-
nej jest tak duzy, ze i ich zaliczy¢é mozna do kierowniczej kadry w zakresie chemii
klinicznej.

Podczas okupacji hitlerowskiej rozwoj chemii klinicznej byt znacznie zahamo-
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wany, chociaz nie w tym stopniu co u nas. Wydziaty lekarskie zostaly wprawdzie
zamkniete przez okupanta, ale mozliwosci pracy naukowej istniaty nadal; réwmiez
nie ulegly likwidacji czasopisma naukowe, jak np. Casopis LekafFu Ceskich, w kt6-
rym w latach 1939— 1945 ukazato sie wiele interesujacych prac z zakresu chemii
klinicznej. W procesie ksztatcenia wyzszego personelu fachowego duza role ode-
graty istniejgce w okresie okupacji 2-letnie wyzsze szkoty techniczne, tzw. ,,Prumy-
slovki". W szkotach tych ksztalcita sie takze miodziez lekarska, najczesciej na wy-
dziatach chemicznych, zdobywajac w ten sposéb praktyczne i teoretyczne podstawy
wyksztatcenia chemicznego. Wiekszo$¢ obecnych kierownikéw pracowni chemiczno-
klinicznych rekrutuje sie wiasnie sposrod absolwentéw tych szkoét technicznych.

Natychmiast po wyzwoleniu wprowadzono szereg inowacji zmierzajgcych do
polepszenia istniejagcej sytuacji. Na wydziale przyrodniczym utworzono sekcje bio-
chemiczng (prowadzi jg doc. Kostif), co spowodowato w nastepstwie naptyw che-
mikow do laboratoriéw Kklinicznych. Przy Zakladzie Chemii Lekarskiej Uniwersy-
tetu Karola zorganizowano samodzielny oddziat chemii klinicznej, ktérego kierow-
nictwo zlecone prof. Suli. Na terenie calej republiki przystapiono do organizowania
czteroletnich $rednich szkét dla laborantéw medycznych. W programie nauczania
chemii lekarskiej potozono duzy nacisk na praktyczne przeszkolenie z chemii kli-
nicznej, szczegélnie w zakresie c¢wiczen, czesto kosztem wiasciwych ¢éwiczen bio-
chemicznych. Niezaleznie od tego, w ramach wyktadéw z propedeutyki choréb
wewnetrznych starano sie da¢ podstawy teoretyczne chemii klinicznej i powigzac
wiadomosci zdobyte na wykiadach z biochemii z medycyng praktyczng. W r. 1952
przeprowadzono kilka dalszych zmian, a mianowicie: czteroletnie szkolty dla labo-
rantow medycznych zmieniono na trzyletnie, zorganizowano dwuletnie wieczorowe
kursy dla laborantéw przyuczonych, a na Wydziale Lekarskim Uniwersytetu Karola
przystgpiono do organizowania Zaktadu Chemii Klinicznej wprowadzajgc na star-
szych latach medycyny obowigzkowe wyktady i ¢wiczenia z tego zakresu. Zaktad
Chemii Klinicznej powstat przez pofaczenie Oddziatu Chemii Klinicznej i Central-
nego Biochemicznego Laboratorium Klinicznego. Kierownikiem Zaktadu zostat
mianowany prof. dr J. HofFejsi. Przy Zakladzie Chemii Klinicznej ustanowiono na
razie 2 aspirantury.

Obecna sytuacja na odcinku kadrowym przedstawia sie wiec nastepujgco:
a) istnieje zalgzek kadry kierowniczej; b) istnieje dos¢ silna ilosciowo i jakosciowo
grupa personelu wyzszego z coraz wiekszg przewaga chemikéw; c) istnieje dos¢
liczebny i przygotowany pod wzgledem fachowym zespét Sredniego personelu labo-
ratoryjnego.

Uzupetnienie kadry kierowniczej jest procesem w pewnym sensie samoistnym,
zaleznym jedynie od rozwoju grupy wyzszego personelu laboratoryjnego, natomiast
doptyw personelu wyzszego jest zapewniony przez wprowadzenie wyktadow i ¢Ewi-
czen z chemii klinicznej na wydziale lekarskim, przez utworzenie sekcji biochemicz-
nej na wydziale przyrodniczym, oraz przez zorganizowanie aspirantur.

O poziomie naukowym kierowniczego i wyzszego personelu $wiadczy wielka ilos¢
publikacji naukowych z dziedziny chemii klinicznej, ukazujacych sie w czasopis-
mach fachowych krajowych i zagranicznych, a takze duza stosunkowo ilo$¢ wydaw-
nictw ksiazkowych poswieconych catkowicie lub czesciowo chemii kliniczne;j.

Kadra personelu Sredniego jest uzupeiniana przez absolwentéw trzyletnich szkot
laboranckich i dwuletnich kurséw dla laborantéw przyuczonych. Szkota dla labo-
rantow medycznych jest szkolg $redniag, ktérej ukonczenie daje prawo wstepu na
wyzsze studia. Program nauczania obejmuje m. in. 240 godzin chemii ogélnej,
nieorganicznej i organicznej, 60 godzin biochemii i 160 godzin chemii klinicznej.
Takie same uprawnienia, jak trzyletnia szkota laborancka, daja kursy dla personelu
przyuczonego. Wyktady i zajecia na tym kursie odbywajg sie w godzinach popo-
tudniowych i obejmujg 12 godzin tygodniowo. Ogoélnie mozna powiedzie¢, ze po-
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ziom fachowy laborantéw jest dos¢ wysoki. Wielu z nich opublikowalo powazne
prace naukowe.

W ramach obecnej reorganizacji chemii klinicznej powstat projekt przeprowa-
dzenia klasyfikacji personelu laboratoryjnego. Projekt ten moze w niedtugim juz
czasie zostanie zatwierdzony przez Ministerstwo Zdrowia, jako obowigzujagcy na
terenie catego panstwa.

Wedtug tego projektu personel laboratoryjny klasyfikowany jest nastepujgco:
pomocniczy pracownik — bez kwalifikacji; laborant — nieco przyuczony; tech-
niczny asystent | stopnia — po 4-miesiecznym kursie; techniczny asystent Il stop-
nia — po 4-miesiecznym kursie i rocznej praktyce; naukowy asystent | stopnia —
po trzy- lub czteroletniej szkole laboranckiej lub dwuletnich kursach doksztaitcaja-
cych; naukowy asystent |l stopnia — po trzy- lub czteroletniej szkole laboranckiej
i rocznej praktyce; pracownik naukowy | stopnia — po wyzszych studiach; pra-
cownik naukowy Il stopnia — po wyzszych studiach z pewnym naukowym dorob-
kiem.

Jest jednak widoczne, ze liczebnos¢ istniejacych kadr, aczkolwiek dos¢ duza,
nie pozwala na réwnoczesne zorganizowanie chemii klinicznej we wszystkich osrod-
kach. Dotyczy to zwlaszcza personelu kierowniczego wyzszego. Liczebnosé
kadry laboranckiej jest proporcjonalnie wyzsza, ale i tutaj zapotrzebowa-
nie w skali ogoélnokrajowej nie jest jeszcze catkowicie pokryte. Kadra
jest wiec czynnikiem, ktéry zmusza, aby rozciggna¢ catkowita realizacje planu
reorganizacyjnego na okres Kkilku lat. Totez zarzgdzenia kompetentnych wiadz
wskazujg na to, ze reorganizacja chemii klinicznej postepowac bedzie etapami, za-
czynajagc od osrodkéw centralnych.

2. Po wyzwoleniu w r. 1945 otworzono Uniwersytet Karola w Pradze, a zlikwi-
dowano istniejacy przez caly czas okupacji uniwersytet niemiecki. Wszystkie zaktady
i kliniki uniwersytetu niemieckiego zostaly przejete przez Uniwersytet Karola. Re-
stytuowano istniejgce dawniej kliniki i zatozono nowe, jak np. Il i IV Klinike
Choréb Wewnetrznych. Przy klinikach choréb wewnetrznych zorganizowano labo-
ratoria biochemiczne, nastawione na prace naukowo-badawcze danej kliniki.
W r. 1949 w oparciu o laboratorium 1 Kliniki Choréb Wewnetrznych powstato
Centralne Biochemiczne Laboratorium Kliniczne, jako jednostka o charakterze mie-
szanym, uzytkowo-naukowym. Laboratorium Kliniczne w ciagu kilku lat odegrato
wazng role w catym procesie rozwoju chemii klinicznej w CSR. W latach 1949—
1951 zorganizowato swoje filie w Karlovych Varach i w Instytucie Opieki nad
Matka i Dzieckiem w Pradze, ktére z biegiem czasu staly sie samodzielnymi jed-
nostkami.

Skiad personalny laboratorium wynosi 28 oséb: kierownik, jego zastepca, 5 asy-
stentow lekarzy i chemikéw, 13 laborantow i 8 sit pomocniczych. Laboratorium
posiada aparat do elektroforezy Tiseliusa, spektrofotometr ,,Coleman*, 4 fotokolo-
rymetry, pH-metr, fluorymetr, 2 aparaty Warburga, 2 polarografy, 2 fotometry,
wieksza ilos¢ wiréwek i wiele innej aparatury. Laboratorium wykonuje przecietnie
15 tys. analiz chemicznych miesiecznie.

Do zadan Centralnego Laboratorium nalezy prowadzenie biezacej pracy anali-
tycznej w ramach Panstwowych Szpitali Klinicznych i poliklinik, praca naukowa
w dziedzinie chemii klinicznej i prowadzenie prac organizacyjnych zwigzanych
z tworzeniem nowej struktury organizacyjnej w zakresie chemii kliniczne;j.

Prace biezace wykonuja laboranci, ktérzy co 3 miesigce zmieniajg swoje stano-
wiska. Praca laborantéw uregulowana jest normami, okreslajgcymi maksymalng
ilos¢ analiz, jaka laborant w danych warunkach moze wykona¢ w ciagu 8 godzin
pracy. Normy ulegaja zmianie w zaleznosci od wprowadzonych uproszczen meto-
dycznych i udoskonalenn organizacyjnych. Kliniki poinformowane sg o wysokosci
norm i stosownie do nich regulujg ilos¢ przysytanego materiatu. Normy nie doty-
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czg tzw. analiz ,,pilnych*“ (cukier we krwi i moczu, diastaza krwi i moczu, azot
resztkowy itp.). Centralne Laboratorium ma zorganizowang nocng i niedzielng
stuzbe. Do zadan personelu wyzszego nalezy: przystosowanie i wyprobowanie no-
wych metod analitycznych przed wprowadzeniem ich do pracy biezacej oraz zazna-
jomienie z nimi personelu laboranckiego. Personel wyzszy prowadzi tez systema-
tyczng kontrole pracy laborantéw i sprawuje nadzor techniczny nad catym labo-
latorium.

Wiekszos¢ publikowanych prac naukowych dotyczy samej metodyki laborato-
ryjnej, np. Slavik K: Mikrostanoveni amino-N v krevnim seru ninhydrynem —
Cas. Lek. Cesk. 1952, 91, 273; KofFinek J.: Stanoveni kyselych a alkalickych fosfa-
taz krevnibo sera Cas. Lek. Cesk. 1951, 90, 1220; Michalec C., Slavik K.: Nekolik
poznamek k stanoveni dusiku Nesslerovym cinidlem. Cliem. Listy, 1951, 45, 231;
Slavik K., Michalec C.: Nekolik poznamek k stanoveni tyrosinu a tyraminu Gern-
grossovou reakci. Cas. Lek. Cesk. 1952, 91, 301. Z innych zagadnien zwigzanych
z chemig kliniczng opracowano np. w r. 1952: "Wptyw riwanolu na biatka suro-
wicy“ i ,,Badania nad oddychaniem skrawkéw tkankowych w S$wietle teoretycznych
zatozen proby galaktozowej“. W latach 1949— 1952 wyszto z Centralnego Labora-
torium okoto 40 publikacji.

Jednym z gtéwnych zadan organizacyjnych Centralnego Laboratorium na lata
1952 i 1953 jest przygotowanie standaryzacji metod chemiczno-klinicznych.

Opracowano juz nastepujagce metody: a) chemiczne badanie moczu, b) ozna-
czanie diastazy we krwi i moczu, c) oznaczanie aminokwaséw we krwi i moczu,
d) oznaczanie kwasowosci soku zotgdkowego, e€) oznaczanie azotu niebiatkowego
we krwi metodg Kjeldahla, f) oznaczanie azotu niebiatkowego we krwi metoda
Folina, g) oznaczanie chlorkéw w moczu metoda Votocka.

Kazda metoda opracowana jest wedlug nastepujacego schematu: a) zasada me-
tody, b) potrzebna aparatura i szkto, c) ilos¢ odczynnikéw potrzebnych na 100
analiz, d) sposéb przyrzadzania odczynnikéw, e) sposéb przeprowadzania analizy.

Opracowany w ten sposob projekt metody zostaje przestany do przejrzenia
cztonkom Komisji Standaryzacyjnej powotanej przez Ministerstwo Zdrowia, a na-
stepnie przedyskutowany na posiedzeniu Komisji. Po zatwierdzeniu przez komisje
zostaje przestany do Ministerstwa Zdrowia.

Centralne Laboratorium Kliniczne jest wiec obecnie w CSR jednostka najwyz-
szego typu w schemacie organizacyjnym. Typ ten nalezy jednak traktowac jako
tymczasowy. Jest bowiem widoczne, ze duza ilos¢ pracy biezacej, jaka wykonuje
laboratorium, jest przeszkoda w realizacji jego najwazniejszych zadan, jakimi sa:
prace organizacyjne, doskonalenie personelu wyzszego i praca naukowa. Totez
istniejg juz konkretne projekty, aby Centralne Laboratorium przeksztatci¢ w za-
ktad o zdecydowanie naukowym charakterze, ktéry obejmie piecze nad rozwojem
chemii klinicznej w skali ogdélnopanstwowej.

Inny typ organizacyjny reprezentuje Laboratorium Zaktadu Opieki nad Matka
i Dzieckiem w Pradze. Typ ten mozna okresli¢ jako laboratorium obstugujace wiek-
szy zaktad leczniczy o do$¢ znacznym zréznicowaniu specjalistycznym.

Laboratorium to jest podzielone na 2 oddziaty: biochemiczny i hematologiczny.
Laboratorium nastawione jest przede wszystkim na prace biezgca, ustugows. Pro-
wadzone badania naukowe stanowig uboczny tor pracy. Laboratorium posiada:
3 fotokolorymetry ,Leitz*“, 1 fotometr ptomieniowy ,Zeiss“, 2 polarografy ,Hey-
rovsky“, 1 fotometr ,,Pulfrich“ oraz drobniejszag aparature naukowg (pH-metr,
polarymetr, refraktometr).

Skiad personalny wynosi 29 os6b, w tym 7 pracownikéw z wyzszym wyksztat-
ceniem i 14 laborantéw. Laboratorium obstuguje zaklad leczniczy o 450 t6zkach.
Prace biezace wykonuja laboranci i techniczni asystenci. Personel laborancki i tech-
niczno-asystencki zmienia swe stanowiska co 3 miesigce. Poniewaz zaklad posiada
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duzy oddziat dla niemowlat, laboratorium stosuje szereg metod chemicznych zmo-
dyfikowanych na mikrometody. Kontrole pracy biezacej przeprowadzajg pracow-
nicy naukowi. Podobnie jak w Centralnym Laboratorium ustalone sg normy dla
kazdego pracownika.

Przedstawicielem laboratorium Scisle zwigzanego z okres$long klinikg jest labora-
torium biochemiczne 111 Kliniki Chorob Wewnetrznych w Pradze prof. Charvata.
Obsada laboratorium sktada sie z 2 lekarzy, 1 chemika i 4 laborantéw. Obydwaj
lekarze pracujg takze jako Klinicysci. Laboratorium jest bardzo dobrze zaopatrzo-
ne w aparature. Posiada m. in.: spektrofotometr kwarcowy ,,Beckman“, spektrofo-
tometr ,,Coleman“, 3 fotokolorymetry, polarograf, aparat Warburga, pH-metr

Beckman*, fotometr ptomieniowy. Laboratorium obstuguje 11l Klinike Chordéb
Wewnetrznych. Wykonuje badania moczu i niektérych skladnikéw krwi interesu-
jacych specjalnie klinike. Pozostate badania przeprowadza Centralne Laboratorium
Kliniczne. W pracowni naukowej wykonuje sie m. in. oznaczanie ketosteroidow
w moczu, oznaczanie kwasu bursztynowego. W r. 1952 prowadzono w dalszym
ciggu badania nad ACTH oraz nad ciatami dajgcymi dodatnig reakcje Jaffego, jak
rowniez badania zmierzajgce do identyfikacji wydalanych z moczem ketosteroidow.

Ostatnim typem organizacyjnym, ktory nalezy omowié, jest typ laboratorium
istniejacego przy wiekszym szpitalu prowincjonalnym. Jako przykiad postuzy labo-
ratorium przy Szpitalu Miejskim w Morawskiej Ostrawie. Laboratorium to posiada
2 pracownie: biochemiczng i hematologiczno-bakteriologiczng. Obsada laboratorium
liczy 3 osoby, w tym 1 dyplomowana laborantka. Najprostsze badania wykonywa-
ne s3 w matych podrecznych pracowniach mieszczacych sie przy kazdym oddziale.
Laboratorium posiada 1 fotokolorymetr, 1 fotometr i troche drobniejszej apara-
tury. Laboratorium wykonuje wyfacznie prace biezaca.

Opisane wyzej typy laboratoriow klinicznych prezentuja zasadnicze ogniwa
organizacyjne, na ktérych ma sie opiera¢ przyszia struktura organizacyjna chemii
klinicznej w CSR. Przechodzac poszczegolne szczeble organizacyjne nalezy zwrocic
uwage na zjawisko stopniowego zwezania sie zakresu dziatania poszczegdllnych ty-
poéw laboratoryjnych, zmierzajgce do coraz $cislejszego wyspecjalizowania sie
w jednej dziedzinie analityki lekarskiej. Najnizszy organizacyjnie typ laboratorium
przeprowadza w ramach jednej pracowni badania chemiczne, hematologiczne i bak-
teriologiczno-serologiczne. W laboratorium wyzszego typu wykonuje sie jeszcze
i badania chemiczne i hematologiczne. Natomiast laboratoria najwyzszego typu na-
stawione sg juz wyitgcznie na badania biochemiczne.

Jednostek laboratoryjnych, ktére mozna zaliczy¢ do opisanych wyzej typow
organizacyjnych, jest w CSR wiele. Nie wszystkie posiadajg wprawdzie odpowiednio
liczebny i odpowiednio wyszkolony personel i nie wszystkie sg jeszcze nalezycie
zaopatrzone w sprzet i aparature. Ale widoczne jest, Zze istniejace braki dadzg sie
w ciggu kilku najblizszych lat usungé. Z jednej strony szybkie szkolenie kadr po-
zwoli na usuniecie niedociggnie¢ kadrowych, a z drugiej strony rozw6j przemystu
precyzyjnego, szklanego i chemicznego gwarantuje szybkie pokrycie niedoboru
zaopatrzeniowego.

Musimy wiec stwierdzi¢, ze istniejgca juz obecnie baza materialna, jaka repre-
zentujg poszczegdlne laboratoria, pozwala na rozpoczecie przebudowy organizacyj-
nej w dziedzinie chemii klinicznej w CSR, choéby w ograniczonym poczatkowo
zakresie.

3. Ostatnim czynnikiem potrzebnym do sprawnego funkcjonowania catego apa-
ratu organizacyjnego chemii klinicznej i nadajgcym calej pracy tego aparatu prak-
tyczny sens jest istnienie uswiadomionego pod wzgledem fachowym zespotu odbior-
cow, jakimi sa lekarze klinicysci. Lekarz praktyk nie przeszkolony w chemii kli-
nicznej nie potrafi wykorzysta¢ w odpowiedni sposob dostarczonego mu przez labo-
ratorium materiatu ani wyciggng¢ z niego whasciwych wnioskéw. W tych warun-
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kach istnieje niebezpieczenstwo, ze praca, nawet najbardziej wykwalifikowanych
fachowcow w dziedzinie chemii klinicznej, dysponujacych najlepiej wyposazonymi
laboratoriami, moze p6j$¢ na marne.

W CSR niebezpieczenstwo to zostato juz dawno spostrzezone. Wystarcza przej-
rze¢ powszechnie uzywany w CSR podrecznik chemii lekarskiej prof. Hamsika,
aby przekona¢ sie, ze najmniej polowa materiatu zawartego w czesci praktycznej
podrecznika poswiecona jest chemii klinicznej. Student na ¢wiczeniach z chemii
lekarskiej obowiazany jest przerobi¢ catkowite ilosciowe i jako$ciowe chemiczne
badanie krwi, ptynu moézgowo-rdzeniowego, ptynéw przesiekowych i wysiekowych,
sliny, tresci zotagdkowej i dwunastniczej, zotci, katlu i moczu. Wiasciwe cwiczenia
biochemiczne sg potraktowane w tym podreczniku w sposob bardzo lakoniczny.
Tego rodzaju system nauczania nie rozwigzuje catkowicie sprawy wyszkolenia leka-
rzy w dziedzinie chemii klinicznej, zbliza wprawdzie studenta do zagadnien che-
miczno-klinicznych, zwlaszcza od strony praktycznej, ale czyni to na koszt wihasci-
wej biochemii i co gorsze nie daje uzupetnienia teoretycznego, ktére powinno nau-
czy¢ studenta umiejetnosci interpretowania wynikéw laboratoryjnych. Uzupetnienie
tych brakéw w ramach wyktadéw z propedeutyki choréb wewnetrznych na I11 roku
studiow nie mogto da¢ réwniez o wiele lepszych rezultatéw, ze wzgledu na nie-
mozno$¢ szerszego rozwiniecia tematu, a takze z uwagi na niski jeszcze poziom
ogolnolekarskiego wyksztatcenia studenta |1l roku. Dlatego tez jako jedynie racjo-
nalne rozwiazanie tego problemu uznano zorganizowanie zaktadéw chemii klinicz-
nej i wiaczenie tego przedmiotu jako obowigzkowego do programu studiow lekar-
skich. Szczupto$¢ kadr Kkierowniczych nie pozwolita na razie na zorganizowanie
tego rodzaju zakladow przy wszystkich wydziatach lekarskich.

Od 1 pazdziernika 1952 rozpoczeto wyktady z chemii klinicznej na razie tylko
na Wydziale Lekarskim Uniwersytetu Karola w Pradze. Wedlug dyskutowanych
wczesniej projektow chemia kliniczna miata by¢ wyktadana na 11l i IV roku stu-
diow. Wyktady Il roku miaty obejmowaé metodyke ogdllna i szczeg6towa oraz
tzw. interpretacje ogoélng. Niezaleznie od tego student musiat przejs¢ normalne
wyszkolenie praktyczne z zakresu analityki chemiczno-klinicznej. Na IV roku miato
sie wyklada¢ tzw. interpretacje szczegOtowg ze szczegllnym podkresSleniem umie-
jetnosci interpretowania préb czynnosciowych. Cwiczenia na tym roku miaty by¢
réwniez poswiecone przede wszystkim prébom czynnosciowym. W ten sposob stu-
dent medycyny miat otrzymac catoksztaltt wyszkolenia chemiczno-klinicznego, ktory
by czynit z niego petnowartosciowego odbiorce wynikéw badan laboratoriow kli-
nicznych. O dalszych losach omawianego projektu i jego realizacji zadecyduja naj-
blizsze lata.

W chwili obecnej przecietny lekarz w CSR orientuje sie na ogét w zasadniczych
zagadnieniach chemii klinicznej i ma tzw. ,biochemiczne podejscie do zagadnien
klinicznych“. Nie jest jednak jeszcze przygotowany do glebszego analizowania za-
gadnien klinicznych pod katem biochemii, a wiec stanowi wilasciwie dopiero mate-
riat na pelnowartosciowego odbiorce prac laboratoriow.

Jak widzimy, wymienione na wstepie trzy warunki konieczne do przeprowa-
dzenia organizacji w zakresie chemii klinicznej nie sa catkowicie spetnione w CSR.
Stad tez zrozumiala jest ostroznosé, z jakag przystgpiono do realizacji tego projektu.
Realizacje projektu rozbito na etapy i przeprowadza sie ja na razie tylko tam,
gdzie istniejg juz obecnie odpowiednie warunki.

Biorgc pod uwage obecny stan chemii klinicznej w CSR i planowo rozpoczetg
dziatalnos¢ organizacyjng mozna sadzi¢, ze catkowita realizacja projektu organiza-
cyjnej przebudowy chemicznej diagnostyki lekarskiej moze nastgpi¢ w ciggu naj-
blizszych 3—4 lat.



JOZEF HELLER

PODSTAWOWE REAKCJE W ODDYCHANIU ROSLIN | ZWIERZAT

Przez oddychanie w szerokim tego stowa znaczeniu rozumiemy wszelkie procesy
metabolizmu posredniego, zaréwno kataboliczne, czyli dysymilacji, jak anaboliczne,
czyli asymilacji. Procesy dysymilacji dostarczajg energii chemicznej, procesy asy-
milacyjne umozliwiajg odnowienie substancji zywej przy zuzyciu energii. U zwierzat,
jako organizmoéw heterotroficznych, dysymilacja musi dostarczy¢ energii na prace
miesniowg, prace osmotyczng i inne przejawy zycia, a takze musi pokry¢ catkowity
wydatek energetyczny zwigzany z anabolizmem. U ros$lin oprécz energii uzyskanej
z dysymilacji, organizm wykorzystuje energie promienistg stonca przerabiajgc jg na
energie chemiczna.

Budowa chemiczna ciata zwierzecego i roslinnego wykazuje tak daleko idace
podobienstwa, ze mozemy mowi¢ o jednolitym skladzie biochemicznym zywej sub-
stancji.

Enzymy Kkatalizujagce szereg proceséw w zywej substancji posiadajg swoistos¢
zwigzang z naturg chemiczng substratu bez wzgledu na jego zwierzece czy roslinne
pochodzenie.

Juz te dwa zasadnicze fakty pozwalajg przypuszczaé, ze gtéwne szlaki metabo-
liczne sg wspodlne dla obu Swiatéw.

Zasadniczym procesem wyzwalajgcym energie chemiczng w 2zywej substancji
jest utlenienie. Wspotczesna chemia okresla jako utlenienie wszystkie procesy,
w ktorych rozpatrywany substrat oddaje elektron. Zatem zaréwno wiasciwe oksy-
dacje, jak i fermentacje sg utlenieniem.

Zasadniczym materiatem utlenianym, czyli donatorem elektronéw jest w zywej
substancji wodér. Zasadniczym akceptorem elektronéw zas jest tlen. Mozna wiec
uja¢ katabolizm Swiata zywego w postaci jednego podstawowego rownania chemicz-
nego: reakcji utlenienia wodoru na wode. Utlenienie to przebiega izotermicznie, jak
w ogniwie elektrycznym, ktérego biegunami sg wodoér i tlen. Praca takiego ogniwa
réwna sie iloczynowi z ilosci przeniesionej elektrycznosci i z napiecia, ktore w ta-
kim ogniwie wynosi 1,23 wolta.

Oddychanie zewnetrzne roslin i zwierzat polega na pobieraniu z atmosfery
tlenu i na wydalaniu dwutlenku wegla. Rola tlenu atmosferycznego ogranicza sie
do tego, ze pod wptywem wiasciwych katalizatoréw przyjmuje on na kazdy atom
dwa elektrony od dwu atoméw wodoru, przechodzac w dwuwartosciowy ujemny
jon. Jon ten w pofgczeniu z dwoma jonami wodorowymi daje czgsteczke wody.
Tlen wydalanego dwutlenku wegla nie pochodzi bezposrednio z atmosfery. Czescio-
wo jest to tlen zawarty juz pierwotnie w substracie utlenianym, czesciowo za$ po-
chodzi z wody, ktérej czasteczki przytgczajg sie w trakcie przemian do substratu,
przy czym wodér tej wody ulega utlenieniu na réwni z wodorem wiasnym ciata
wyjsciowego. Weglowi zatem przypisujemy w cyklu przemian energetycznych role
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bierng, role struktury, z ktérg zwigzany jest wtasciwy substrat utleniany — wodor.
W miare zuzywania wodoru pozostaje na weglu sam tlen i struktura likwiduje sie
stopniowo po jednym ogniwie odszczepianym jako CO2

Przejscie elektronu z wodoru na tlen nie odbywa sie od razu pod napigeciem
1,23 wolta. Proces utlenienia podzielony jest na kilka etapéw, z ktérych kazdy od-
bywa sie pod napieciem stanowigcym okreslong cze$¢ catosci, tj. 1,23 wolta.
Energia wyzwolona na kazdym etapie jest wprost proporcjonalna do réznicy napie-
cia, czyli do spadku potencjalu oksydo-redukcyjnego na danym etapie. Miedzy
poszczegblne etapy utlenienia wilaczone sg procesy przebudowujace strukture che-
miczng, najczesciej z przylaczeniem wody. Znaczenie tej przebudowy (poza wzbo-
gaceniem w woddr) polega na tym, ze ciato powstate przez utlenienie, a wiec od-
porne na dalsze utlenienie, a raczej podatne na redukcje, przeksztatca sie w ten
spos6b dajac nowa strukture znéw podatng na utlenienie. Na przykiad kwas fuma-
rowy powstaty przez utlenienie kwasu bursztynowego jest oporny na dalsze dziatanie
czynnikéw utleniajacych, a nawet, przy doprowadzeniu potrzebnej energii, fatwo
sie redukuje z powrotem na kwas bursztynowy. Przez przylgczenie wody kwas fu-
marowy przechodzi w kwas jabitkowy, ktéry jest juz odpowiednim substratem do
utlenienia.

Energia uwolniona na poszczegélnych etapach przeprowadzanych in vitro
ujawnia sie jako ciepto, ktére rozprasza sie w otoczeniu. W substancji zywej ener-
gia ta stuzy do wytworzenia struktur termodynamicznie labilnych, utrwalonych
przez zwigzanie z grupg fosforanowa. Przy usunieciu grupy fosforanowej zwigzki
te przechodzg w forme trwalg, ubozsza w energie od formy labilnej, a uwolniona
w ten sposOb roéznica energii moze wykona¢ prace chemiczng. Tego rodzaju ciata
nazywamy zwigzkami wysokoenergetycznymi. Powstajg one w kazdym etapie utle-
nienia wyzwalajagcym dostateczng iloS$¢ energii, dzieki czemu procesy utlenienia prze-
biegajg w zywej substan ji bez wyzwolenia tych ilosci ciepta, ktére im towarzysza
poza zywg substancja.

Te zwigzki wysokoenergetyczne, przede wszystkim kwas adenozynotréjfosforowy
(ATP), stanowig bezposrednie Zrédio energii dla wszystkich proceséw energio-
chtonnych zywej substancji. Z nich pochodzi energia pracy miesniowej, energia
pracy osmotycznej, stanowigcej powazny, cho¢ dotad czesto nie doceniany wydatek
energetyczny zaréwno u zwierzat, jak i u roslin, energia elektryczna i Swietlna.
Przede wszystkim za$ energia chemiczna endergonicznych proceséw ma w nich swe
bezposrednie zZrodlo. Stanowig one zatem zasadnicze ogniwo tgczace katabolizm
i anabolizm, procesy dysymilacji z procesami asymilacji, zapewniajac krazenie
energii. Krazenie to polega na tym, ze zwiazki wysokoenergetyczne wchodzg
w reakcje endergoniczne jako jedno z cial reagujacych, przechodzac przy tym
w forme niskoenergetyczng. Podobnie w reakcjach egzergonicznych biorg udziat
formy niskoenergetyczne, przechodzac kosztem energii wyzwolonej w reakcji w wy-
sokoenergetyczne.

Wspdiczesne pojecie stanu dynamicznego ustroju daje nam obraz metabolizmu
jako jednej niepodzielnej catosci, w ktérej poszczegélne ciggi reakcji krzyzujg sie
i wzajemnie uzalezniajg. Wyrdéznianie przemian cukrowcow, ttuszczowcow czy tez
innych szlakéw metabolicznych jest tylko pomocniczym uproszczeniem, utatwiajgcym
nam orientacje w tym labiryncie. Tak pojete szlaki metaboliczne sa wspélne dla
roslin i zwierzat.

Gtownym szlakiem przemian cukrowych jest glikoliza, prowadzaca przez kwas
pirogronowy do kwasu octowego. Przemiana tluszczowcéw odbywa sie droga, ktérej
zasadniczy przebieg odpowiada teorii beta-oksydacji, wysunietej przed 40 laty przez
Knoopa. Produktem beta-oksydacji jest znowu kwas octowy (lub kwas aceto-octowy,
co praktycznie na jedno wychodzi). Przemiana posrednia biatek jest pojeciem
zbiorowym, obejmujacym przemiane poszczegélnych kwaséw aminowych. Nie
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wszystkie koleje poszczegdlnych aminokwas6w sg nam dotad znane, te ktére znamy,
wyprowadzajg po dezaminacji na tor przemian badz cukrowych, badz tluszczo-
wych, tak ze w rezultacie dochodzi réwniez do kwasu octowego. Kwas octowy jest
zatem weztowym metabolitem. Dalsze przemiany tego kwasu przebiegaja w po-
wszechnie znanym cyklu kwasow trdjkarboksylowych (cykl Krebsa), ktoérego pro-
duktami koncowymi sg dwutlenek wegla i woda. Charakterystyczny dla tego cyklu
jest udziat w jego przemianach kofermentu A, jedynego ze znanych nam dotad
zwigzkéw wysokoenergetycznych, ktéry nie zawiera czynnej grupy fosforanowej.
Miejsce jej zajmuje w kofermencie A grupa — SH.

Naszkicowany uktad drég metabolicznych tacznie z cyklem trdjkarboksylowym
panuje ilosciowo nad catym obrazem przemian Swiata zwierzecego. Wedle przybli-
zonych obliczen w przemianach tych powstaje ponad 95 % catej energii i wydala-
nego dwutlenku wegla oraz zuzywa sie ponad 95 % catego tlenu pobranego przez
zwierze. Inne szlaki sg zupetnie podrzedne pod wzgledem ilosciowym, cho¢ nie
mniej istotne pod wzgledem jakosciowym. Opisany wyzej schemat mozna by nazwaé
w catosci systemem przemian fragmentéw dwuweglowych ze wzgledu na weziowsg
w nim role kwasu octowego.

Wystepowanie cyklu trojkarboksylowego u roslin nie ulega dzis watpliwosci.
Udowodniono obecnos¢ u roslin wszystkich zaczynéw cyklu, wykazano hamowanie
przez malonian, ktére prowadzi do nagromadzenia bursztynianu. Dotychczasowe
jednak badania nie pozwalajg na ocene ilosciowego znaczenia tego cyklu w Swiecie
roslinnym, wiemy tylko, ze jego udzial jest znacznie mniejszy anizeli u zwierzat.

Krazenie azotu jest u roslin znacznie bardziej urozmaicone i wychodzi daleko
poza szlaki wspélne ze zwierzetami, u ktorych po dezaminacji kwaséw aminowych
wydala sie amoniak albo wprost, albo po przerébce na mocznik lub kwas moczowy.
0 przemianie azotowej u roslin nie bede mowit szerzej, poniewaz zagadnienie to,
jako gtéowny temat obecnego sympozjum, bedzie omawiane doktadnie w nastep-
nych referatach.

Obok systemu przemian dwuweglowych zarysowal sie w ostatnich latach wy-
raznie szlak metaboliczny, ktéry mozna okresli¢ jako strumien przemian jednowe-
glowych. W przemianach tych, polegajagcych na przenoszeniu reszty jednoweglowej,
wystepuje koenzym powstajacy z kwasu foliowego Ilub folinowego (citrivorum
factor), ktéry ma tu role analogiczng do roli koenzymu A w przemianie reszt
dwuweglowych. Réwniez witamina B12 jest w jaki$ spos6b zwigzana z przemianami
jednoweglowymi.

Przemiany jednoweglowe obejmujg np. przeksztalcenie glicyny w seryne, homo-
cysteiny w metionine i inne reakcje metylujgce oraz synteze puryn z karboksaminy
imidazolowej. Nalezy tu réwniez przyswajanie dwutlenku wegla, reakcja, ktorg
jeszcze przed Kkilkunastu laty uwazano za ceche wilasciwg jedynie Swiatu roslinne-
mu, za jedno z gtéwnych kryteriow podziatlu Swiata zywego na czeS¢ zwierzecy
i roslinng. Odbywa sie ona réwniez i u zwierzat, jednak ilosciowo w stopniu nie-
znacznym. W zwigzku z asymilacjg dwutlenku wegla przemiany jednoweglowe od-
grywaja u roslin bez poréwnania wiekszg role anizeli u zwierzat, ograniczajac
w ten sposob udziat procentowy przemian dwuweglowych. Maty udziat przemian
jednoweglowych w metabolizmie wyzszych zwierzat i czlowieka warunkuje mate
stosunkowo zapotrzebowanie tych organizméw na w taminy potrzebne do tych
przemian.

Utlenianie substratéw na opisanych drogach metabolicznych przebiega w kilku
etapach, zanim wodér potgczy sie z tlenem na wode. Na kazdym etapie energia
wyzwolona z utlenienia jednej pary atoméw wodoru wystarcza na zwigzanie jednej
reszty fosforanowej na zwigzek wysokoenergetyczny. Pierwszy etap polega na prze-
niesieniu wodoru na kozymaze dziataniem specyficznej dla danego substratu de-
hydrogenazy. Zwigzanag z tym fosforylacje ADP nazywa sie fosforylacja substratowa.
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Dalsze fazy utlenienia wodoru zredukowanej kozymazy przebiegajg w trzech eta-
pach. Zwigzane z tym fosforylacje, zwane oksydatywnymi, stanowig gtéwne Zzrédio
zwigzkéw wysokiej energii. Na przykiad na 15 fosforylowan, ktére odpowiadajg
zupelnemu utlenieniu kwasu pirogronowego w cyklu tréjkarboksylowym, wystepuje
tylko jedna fosforylacja substratowa, a 14 oksydatywnych. W przeciwiefAstwie do
rozmaitosci donatoréw wodoru na pierwszym poziomie utlenian, na drugim wyste-
puje wylacznie zredukowana kozymaza jako donator wodoru.

Najwazniejszymi akceptorami wodoru od zredukowanej kozymazy lub fosfoko-
zymazy sa enzymy, zawierajace rdzen izoaloksazynowy, a wiec chromoproteidy fla-
winowe, pochodne witaminy B2 Ciala te w swojej formie utlenionej sg swoistymi
akceptorami wodoru od zredukowanej kozymazy Ilub fosfokozymazy. Nosza one
réwniez miano diaforazy lub reduktazy cytochromowej, poniewaz przenoszg elektrony
na cytochrom c, odszczepiajgc réwnoczesnie jony wodorowe.

Enzymy flawinowe sa bardzo rozpowszechnione w $wiecie zwierzecym, znale-
ziono je takze w kietkach roslinnych i ziemniakach. W wyzszych roslinach wykazano
wielokrotnie istnienie funkcji diaforetycznej, tj. przenoszenie elektronéw ze zredu-
kowanej kozymazy na cytochrom c, ale dotad nie stwierdzono w sposob przekonu-
jacy flawinowej natury czynnych tu enzymoéw.

Przeniesienie elektronéw z flawiny na cytochrom c jest potgczone z druga z kolei
fosforylacja oksydatywna. Trzecia zachodzi w nieustalonej dotad fazie przejscia
elektronéw z cytochromu c poprzez oksydaze cytochromowag na tlen.

U roslin wystepuja te same cytochromy a, b i ¢, ktére znamy ze Swiata zwie-
rzecego. Ponadto jednak stwierdzono niedawno (1) obecnos$¢ dalszych cytochromow,
ktérych dotad poza $Swiatem roslinnym nie spotkano. Sg to cytochromy b3 i f.
Ciekawy jest zwiaszcza cytochrom f, podobny na ogo6t do cytochromu c, lecz réz-
nigcy sie bardziej dodatnim potencjatem oksydo-redukcyjnym. Znamienny jest fakt,
ze wystepowanie jego ogranicza sie do zielonych czesci roslin. Wyrazono przy-
puszczenie, ze jest on katalizatorem nie procesu oddychania, lecz fotochemicznej
redukcji wody.

Konnicowym ogniwem enzymatycznym utlenienia, reagujgcym wprost z tlenem
jest oksydaza cytochromowa, przenoszaca na tlen elektrony ze swego zelaza, ktére
z formy dwuwartosciowej przechodzi w ten sposéb w tréjwartosciowg. Oksydaza
cytochromowsg jest tez ogniwem koncowym przy utlenianiu kwasu bursztynowego,
ktére odbywa sie z pominieciem kozymazy. ktacznie ocenia sie udziat oksydazy
cytochromowej w oddychaniu zwierzat na 97 %. U roslin oksydaza cytochromowa
jest bardzo rozpowszechniona; starsze prace opisujg ja pod nazwa oksydazy indo-
fenolowej. Nie ulega jednak watpliwosci, ze iloSciowy jej udziat w oddychaniu jest
znacznie mniejszy niz u zwierzat. Stwierdzono np., ze w kartoflu najwyzej 20%
catego oddychania idzie poprzez ten zaczyn.

Obok oksydazy cytochromowej duze znaczenie w oddychaniu roslin ma oksy-
daza polifenolowa, ktorg sie uwaza dzisiaj za identyczna z tyrozynaza. Enzym ten
zawiera miedz, ktéra aktywuje tlen, podobnie jak zelazo w oksydazie cytochromo-
wej. Polifenolaza utlenia fenole na odpowiednie chinony, ktére dziatajg nastepnie
jako akceptory wodoru. Nie wyjasniono dotad, czy chinony reaguja bezposrednio
ze zredukowang kozymazg, czy tez za posrednictwem dalszego ogniwa, np. zaczynéw
flawinowych. Rozpowszechnienie polifenolazy w $wiecie roslinnym jest na tyle
ograniczone, ze nie mozna o niej mowi¢ jako o powszechnie wystepujacym ogniwie
koncowym oddychania. Jeszcze bardziej ograniczone jest wystepowanie oksydazy
askorbinowej, réwniez enzymu miedziowego, dla ktérego akceptorem wodoru jest
utleniona forma kwasu askorbinowego. Przypuszcza sie réwniez istnienie w rosli-
nach uktadéw oddechowych, ktérych ogniwem terminalnym sg oksydazy nie za-
wierajgce metalu, np. samoutlenialne zaczyny flawinowe.

Reasumujac mozemy powiedzie¢, ze w Swiecie roslinnym wystepuje ukiad cyto-
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chromowy zasadniczo ten sam co w zwierzecym, lecz jego udziat iloSciowy w od-
dychaniu, dokladnie nie znany, jest z pewnos$cig znacznie mniejszy niz w $wiecie
zwierzecym. Obok tego typu oddychania spotykamy szereg innych ukiaddéw, ktorych
dziatanie mozemy okresli¢ jako oddychanie chinonowe.

Ciekawy przykitad wystepowania oddychania chinonowego u zwierzat udato mi
sie wykaza¢ (2) w miazdze poczwarek w czasie diapauzy zimowej. W okresie tym
uktad cytochromowy poczwarki ulega zniszczeniu i oddychanie odbywa sie poprzez
chinonowe pochodne tyrozyny.

Wielkie postepy poczynita w ostatnich 10 latach nauka o rozmieszczeniu
i wspotdziataniu enzyméw. Okazato sie, ze zaczyny katalizujace oddychanie (w naj-
szerszym tego stowa znaczeniu) zawarte sg w mitochondriach lub homologicznych
ziarnistosciach. Preparat z mitochondrii nazwano cykloforazg. Mieszczg sie tam
zaczyny katalizujgce wszystkie reakcje cyklu tréjkarboksylowego, przemiany kwa-
séw aminowych, glikolizy, a nawet tak ztozone ciagi reakcji, jak fosforylacje oksy-
datywne i utlenianie tluszczowcow. Preparat mitochondriowy otrzymany z okreslo-
nej masy tkanki wykazuje prawie peine natezenie metabolizmu macierzystej tkanki,
pozostata za$ reszta tkanki nie wykazuje prawie oddychania. Zawiera ona prze-
waznie zaczyny z grupy hydrolaz, czynne w procesach trawienia.

W Swiecie roslinnym, o ile mi wiadomo, opisano dotad tylko jeden preparat,
ktory mozna by poréwna¢ ze zwierzecymi mitochondriami (3). Z kietkéw fasoli
otrzymano nierozpuszczalne w wodzie czastki, wykazujagce witasciwosci bardzo po-
dobne do zwierzecych mitochondriéw. Barwig sie one jak mitochondria i maja
enzymatyczne wiasciwosci cykloforazy.

Swoistym rysem przemiany energetycznej zielonych roslin jest udzial energii
promienistej stoica w pracy asymilacyjnej. Chcac prawidtowo przeprowadzi¢ po-
réwnanie miedzy metabolizmem zwierzecym a roslinnym musimy zda¢ sobie spra-
we, ze fotosynteza, jako swoiste zjawisko charakterystyczne dla biochemii roslin,
a obce biochemii zwierzecej, ogranicza sie do jednego tylko procesu: rozszczepienia
wody z uwolnieniem tlenu i wodoru. Jest to odwrocenie podstawowej reakcji zycia,
wspolnej tak zwierzetom jak roslinom, do ktérego zwierzeta nie sg zdolne.

Rozszerzenie pojecia fotosyntezy poza ten fakt podstawowy prowadzi do zaciem-
nienia obrazu i w koncu do sformutlowan wyraznie juz falszywych. Kiedy
Bonner (4) w swoim podreczniku powiada, ze fotosynteza polega na redukcji dwu-
tlenku wegla kosztem energii stonecznej, to jest to sformutowanie niesSciste, nasu-
wajgce interpretacje, ze uwalniany w fotosyntezie tlen pochodzi z dwutlenku wegla.
Kiedy za$ rozszerza jeszcze dalej pojecie fotosyntezy twierdzac, ze ,,cukrowce
w ros$linach powstajg drogg fotosyntezy“, to dochodzi juz do wyraznie falszywego
obrazu. Z tego bowiem sformutowania wynika, ze metabolizm cukrowy stanowi
jakas wyodrebniong gataz przemian, ktérej mozna przyporzadkowaé energie okre-
Slonego pochodzenia. Jest to sprzeczne z pojeciem dynamicznego stanu ustroju.
Trzeba wiec ograniczy¢ pojecie fotosyntezy do podstawowej reakcji uwalniania
wodoru z wody albo trzeba rozszerzy¢ na caly metabolizm roslinny. W tym drugim
wypadku sformutowanie bedzie miato charakter przenosni wyrazajacej, ze kazdy
proces egzergoniczny pokrywany jest z ogo6lnego zapasu energii, ktérego bardzo
istotng skladowg jest dla roslin energia stoneczna.

Jezeli ograniczymy fotosynteze do podstawowej reakcji redukcji wody, to calg
reszte asymilacji roslinnej mozemy zrozumie¢ i wytlumaczy¢ nie wychodzac poza
pojecia znane nam z biochemii zwierzat.
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IGNACY REIFER
PRZEMIANA ASPARAGINY. GLUTAMINY | GLUTATIONU

Znaczenie asparaginy i glutaminy ograniczana do niedawna do roli magazyno-
wania i transportu produktéw ich enzymatycznego rozkiadu, a mianowicie: amo-
niaku, aminokwaséw i ketokwaséw. Roéwniez rola glutationu miata polega¢ wy-
facznie na jego udziale w biologicznych procesach oksydo-redukcji. Dopiero
w ostatnich Kkilku latach zwrécono uwage na pewne wspdélne cechy tych trzech
substancji zwigzane z ich konfiguracyjnym podobienstwem, ktére polega na tym,
ze zwigzki te posiadajg grupy aminowe podstawione nie w grupie o-karboksylowej,
lecz w grupie [, jak w asparaginie lub w grupie y-karboksylowej, jak w glutaminie
i glutationie. Ostatnie badania nad enzymatyczng katalizg syntezy tych zwigzkéw
wykazaly, ze wiazania te stanowia podstawe pokrewienstwa niektérych waznych
i wspolnych reakcji enzymatycznych dla wszystkich 3 substancji.

Niedawno wykryte syntezy enzyméw katalizujgcych synteze tych zwigzkéw i wy-
miane rodnika glutamylowego i asparaginylowego z innymi aminami pozwolity na
opracowanie nowej hipotezy roboczej, ktéra znacznie rozszerza role i znaczenie
tych zwigzkéw. Hipoteza ta widzi w asparaginie, glutaminie i glutationie substancje
biorace bezposrednio udzial w syntezie bialek jako pierwsze ogniwa, ktére przy
udziale wigzan fosforanowych bogatych w energie zapoczatkowuja de novo synteze
peptydow.

Jak wiadomo, chemiczna reaktywnos$¢ rodnika glutamylowego jest duzo wieksza
od aktywnosci rodnika asparaginylowego. W hydrolizie nieenzymatycznej wydziela-
nie amidowego amoniaku glutaminy odbywa sie juz w bardzo tagodnych warun-
kach. W pH 6,5 i w temperaturze 1000 w obecnosci buforéw fosforanowych gluta-
mina ulega ilosciowemu rozktadowi juz po uptywie 30 minut. W tych warunkach
asparagina hydrolizuje sie w ilosciach ponizej 3 %.

W wyniku hydrolizy w pH 6,5 powstaje z glutaminy amoniak i kwas pirolidon-
karboksylowy. Reakcja ta, w odroznieniu od hydrolizy asparaginy, nie jest hydro-
liza wigzania amidowego. Jest to raczej reakcja podstawienia amoniaku amidu przez
o-aminowg grupe kwasu glutaminowego i mechanizm ten mozna uwaza¢ za reakcje
wymiany, jako prototyp reakcji zachodzacych przy enzymatycznej katalizie wymiany
w przypadku glutaminy i glutationu. W bardziej kwasnych roztworach (pH 2—3)
kwas pirolidonkarboksylowy ulega uwodnieniu, przy czym nalezy pamietaé, ze réw-
niez kwas glutaminowy w pH 6,5 po dtuzszym ogrzewaniu do 1000 ulega cyklizacji do
zamknietego pieciocztonowego pierscienia kwasu pirolidonkarboksylowego (ryc. 1).

Nizszy homolog kwasu glutaminowego, kwas asparaginowy nie tworzy zwigzkéw
cyklicznych, natomiast homolog wyzszy, kwas a-aminoadipinowy jeszcze tatwiej
ulega cyklizacji anizeli kwas glutaminowy, i tak np. krystalizacja tego aminokwasu
z gorgcych roztworéw jest niemozliwa, poniewaz nawet kroétki okres ogrzewania
wystarczy, aby wytworzyt sie cykliczny bezwodnik kwasu aminoadipinowego.

Kwasowa deamidacja peptydéw glutaminy przebiega nieco inaczej i zalezy od
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wolnych wigzan amidu. Jezeli glutamina jest podstawiona w grupie a-karboksylowej,
woéwczas w wyniku hydrolizy kwasowej powstaje kwas pirolidonkarboksylowy, na-
tomiast jezeli amid podstawiony jest w grupie a-aminowej, wéwczas reakcja grup
aminowych miedzy wigzaniem amidowym i aminowym jest utrudniona. W rezul-
tacie grupa amidowa w peptydzie posiada duzo wieksza trwato$¢ i odpornos¢ na
czynniki, ktére normalnie powodujg tatwg i szybka hydrolize wolnej glutaminy.
Zdumiewajgco zachowujg sie peptydy asparaginy, poniewaz niezaleznie od tego,
czy sg podstawione w grupie karboksylowej, czy aminowej, wykazujg duzo wieksza
labilno$¢ anizeli wolny amid. Asparagina w pH=12 w temperaturze pokojowej
w czasie 50 minut nie ulega w ogdle rozkladowi, natomiast glicyloasparagina wy-
dziela 20 %, a asparaginyloglicyna 100 % amoniaku amidowego.

Ryc. 1

Z enzyméw katalizujgcych hydrolize amidéw aminokwaséw, szczegdlnie dobrze
zbadane zostaly glutaminazy tkanki ssakow. Ze wzgledu na kofaktory aktywizujgce
ich dziatalno$¢ dzielimy je na glutaminaze |, aktywowana przez fosforany i gluta—-
minaze |l aktywowang przez ketokwasy, jak np. kwas pirogronowy. Dzieki pewnym
réznicom we wiasciwosciach fizycznych obu enzyméw, jak np. odpornos$¢ na zwiek-
szone stezenia jondéw wodorowych i wyzsze temperatury, glutaminaza |l zostata
oddzielona od glutaminazy | i jej czeSciowo oczyszczone preparaty zostaly szcze-
gotowo zbadane. Mechanizm dziatania glutaminazy |l polega prawdopodobnie na
rozkladzie dehydropeptydu, ktéry powstaje przejsciowo pod wpltywem enzymow
z glutaminy i ketokwasu, po czym dehydropeptydaza rozktada y-glutamylodehydro-
peptyd do kwasu glutaminowego, amoniaku i ketokwasu. Dos$wiadczenia ostatnich
lat wykazaly, ze glutaminaza Il jest transaminaza, ktéra korzysta bezposrednio
z glutaminy w reakcji transaminacji. Przy uzyciu glutaminy zawierajacej N1
w grupie amidowej wykazano, ze a-aminowa grupa glutaminy zostaje przekazana
innym ketokwasom i ze amid kwasu glutaminowego jest w pewnych wypadkach
bardziej aktywny w transaminacji anizeli wolny kwas glutaminowy. Grupa amidowa
nie bierze udziatu w transaminacji, poniewaz okazato sie, ze caty NI5 znajduje sie
w amoniaku odszczepionym od glutaminy, a w grupie aminowej powstatych
aminokwas6w nie byto Sladu izotopu. Jako produkt przejsciowy powstaje
a-ketoglutaryl-y—-amid. Reakcja ta posiada duze teoretyczne znaczenie, gdyz obok
reakcji transferazy pozostaje ona do tej pory jedyng enzymatycznie katalizowang
reakcjg, w ktorej glutamina, a moze i asparagina biorg bezposredni udziat w pro-
cesach syntezy.

Enzymatyczny rozktad glutationu przedstawia bardziej ztozony obraz, bowiem
kwas glutaminowy pochodzacy z hydrolizy tréjpeptydu wystepuje w zaleznosci od
pH badz jako wolny aminokwas, badZ jako jego bezwodnik w postaci kwasu piro-
lidonkarboksylowego. W pH 7,4 caly wydzielony aminokwas wystepuje w postaci
bezwodnika, mimo ze w tych warunkach rozszczepiona glutamina przez glutaminaze
daje wylacznie kwas glutaminowy. Zjawisko to mozna wytlumaczy¢ w sposob po-
dobny do deamidacji glutaminy metoda nieenzymatyczng, a mianowicie przez wy-
miane o-aminowej grupy cysteinyloglicyny z a-aminowag grupg samego kwasu glu-
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tarninowego. W ten spos6b a-aminowa grupa reszty kwasu glutaminowego glutationu
posiada zdolnos¢ reagowania z wiasng y-karboksylowg grupa.

Przemiana amidow w drobnoustrojach i roslinach
wyzszych. W badaniach nad przemiang asparaginy i glutaminy w drobno-
ustrojach wykazano, ze amidy spetniajg istotne, odrebne i specyficzne funkcje poza
dostarczaniem organizmowi aminokwasoéw, ketokwas6éw i amoniaku. Tak np. glu-
tamina nie moze =zastgpi¢ asparaginy w rozwoju wielu szczepoéw Streptococcus
lactis. Réwniez w rozwoju Lactobacillus casei stymulacja asparaging jest dziesiecio-
krotnie wyzsza od dzialania glutaminy. Rola glutaminy jako podstawowego meta-
bolitu w przemianie drobnoustrojow zostata opracowana w badaniach nad Lacto-
bacillus arabinosus, ktory moze rozwija¢ sie na pozywce z kwasem glutaminowym
bez dodatku glutaminy. Na tej pozywce organizm wykazuje wyrazne opoOznienie
w rozwoju, ktére obecnos¢ glutaminy natychmiastowo likwiduje. Widocznie opdz-
nienie wynika z lpraku amoniaku do syntezy glutaminy, a dodatek soli amonowych
rzeczywiscie przyspiesza rozwd¢j drobnoustroju. Nieco poézniej podstawowa rola
glutaminy w przemianie zostata potwierdzona w doswiadczeniach z antymetabolita—
mi. W obecnosci sulfoksydu metioniny synteza glutaminy z kwasu glutaminowego
i amoniaku ulega zahamowaniu, rozwo6j bakterii zostaje zatrzymany i dopiero do-
datek glutaminy umozliwia normalny ich rozwéj. Konwersja kwasu glutaminowego
jest wiec podstawowym torem metabolizmu kwaséw dwukarboksylowych i przynaj-
mniej w pewnych wypadkach glutamina nie stanowi rezerw kwasu glutaminowego,
lecz wrecz przeciwnie, kwas glutaminowy razem z amoniakiem jest prekursorem
niezbednej glutaminy w przemianie niektérych drobnoustrojow. Z drugiej strony
rozwéj gronkowca ztocistego na pozywce z glutaming ulega zahamowaniu przy
dodatku antymetabolitu y-alkylamidu. Dodatek kwasu glutaminowego umozliwia
dalszy normalny rozwdj gronkowca. Bardzo istotng jest réwniez obserwacja hamo-
wania rozwoju Lactobacillus arabinosus i bakterii gnilnych Proteus vulgaris w obec-
nosci hydroksyloaminy. Obecnos$¢ amidoéw lub amoniaku przeciwdziata inhibicji
hydroksyloaminy. Hydroksyloamina bowiem faczy sie z acylem kwaséw glutamino-
wego i asparaginowego tworzac odpowiednie kwasy hydroksamowe, ktére blokuja
podstawowg przemiane kwaséw dwukarboksylowych.

Przemiana amidéw w roslinach wyzszych byfa przedmiotem dtugoletnich badan,
przy czym obiektem doswiadczalnym byly zazwyczaj kietki lub liscie odseparowane
od reszty rosliny. W roslinach amidy powstaja z amoniaku doprowadzonego z ze-
wnatrz i z weglowodanéw, ktére na torze podobnym do cyklu kwaséw tréjkarbo-
ksylowych dostarczajg amidom szkieletu weglowego. Poza tym amidy powstaja na
drodze degradacji biatek, jednak utlenianie cukrowcow stanowi gtéwne zrédio kwa-
sOw szczawiowo-octowego i o-ketoglutarowego do syntezy asparaginy i glutaminy
w roslinach wyzszych.

Etiolowane kietki roslin wykazujg wiekszg zawartos$¢ asparaginy i glutaminy,
ktore na Swietle lub po bezposrednim dokarmianiu weglowodanami wykazujg
zwiekszong synteze biatka kosztem nagromadzonych amidéw. U roslin, podobnie
jak u drobnoustrojow, amidy nie zastepujg sie wzajemnie. W gtodujgcych kietkach
i oddzielonych lisciach akumulacja glutaminy poprzedza akumulacje asparaginy,
a podczas rozktadu biatka ilos¢ asparaginy rosnie kosztem glutaminy. Starsze po-
glady roli amidéw jako wylgcznie detoksyfikatoréw amoniaku w roslinie sg w Swie-
tle ostatnich badan przedawnione, bowiem ilos¢ amoniaku w roslinie mozna znacz-
nie podwyzszy¢ bez wywotania réwnolegtych zmian w stezeniu amidéw.

Zrozumienie znaczenia amidéw zostatlo w ostatnich latach znacznie pogtebione
i obecnie widzimy w tych zwigzkach podstawowe substancje reakcji transaminacji.
W badaniach z izotopowym N15w amoniaku okazato sie, ze stezenie izotopu w gru-
pie amidowej kwaséw dwukarboksylowych jest znacznie wigksze anizeli w azocie
biatek, co wskazuje na silnie zwigkszong metaboliczng aktywno$¢ amidéw w poréw-

4 51



naniu z biatkami. Asparagina i glutamina posiadajg w grupie amidowej wigzania
i zawarto$¢ energii podobne do wigzania peptydowego, ktére mogg stuzy¢ jako
substrat reakcji enzymatycznych zapoczatkowujacych synteze biatka poprzez prze-
ksztalcanie sie w wigzania peptydowe.

Znaczenie glutationu i jego przemiana w materiale roslinnym nie sa jeszcze
zbadane. Przemiana glutationu w tkance zwierzecej jest niezmiernie szybka. W do-
Swiadczeniach in vivo Waelsch wykazal, ze pétokres trwania glutationu w watrobach
szczura i krélika wynosi od 2 do 4 godzin, w poréwnaniu ze 170 godzinami pdt-
okresu trwania biatka watroby. Na podstawie dos$wiadczenia, ze potokres amino-
kwasoéw potrzebnych do syntezy glutationu wynosi réwniez od 2 do 4 godzin, a wiec
ze synteza glutationu odbywa sie z tg samg szybkos$cia z wszystkich 3 aminokwasow
peptydu i na podstawie doswiadczehn z cysteing zawierajagcg S35 ktora réwniez
zostata wcielona w skiad glutationu w okresie 3 godzin, Waelsch przyjat, ze glu-
tation jest produktem posrednim miedzy wolnymi aminokwasami i biatkami, ktérym
trojpeptyd przekazuje swoje aminokwasy albo spetnia role regulatora mechanizmu
syntezy. Hipoteza Waelscha zostata w ostatnich latach potwierdzona, bowiem gluta-
tion, podobnie jak glutamina, jest przekaznikiem rodnika glutamylowego na inne
aminokwasy.

Synteza asparaginy, glutaminy i glutationu. Pierwszym
krokiem w biologicznej syntezie glutaminy byty doswiadczenia wykonane w r. 1935
przez Krebsa, ktéry wykazat, ze glutamina powstaje z kwasu glutaminowego i amo-
niaku w obecnosci systemu enzymatycznego i odpowiednich kofaktoréw tkanki
nerek lub moézgu kregowcéw. Amoniak i kwas glutaminowy znikaly z systemu,
a nowo powstaly zwigzek po izolacji zostat zidentyfikowany jako glutamina. W dru-
gim etapie badan ostatnich 5 lat zastgpiono materiat tkankowy przez ekstrakty bez-
komérkowe, przy czym w miejsce zrodta energii wynikajgcego z oddychania tkan-
kowego, doprowadzono z zewnatrz adenozynotrojfosforan. W ten sposob zdotano
oddzieli¢ reakcje syntezy od hydrolitycznego dziatania enzymoéw tkanki i przepro-
wadzi¢ doswiadczenia w Srodowisku mniej ztozonym o znanych substratach i zroé-
dfach energii. W r. 1949 wyjasniony zostat mechanizm udziatlu ATP w syntezie
glutaminy z kwasu glutaminowego i amoniaku w obecnosci bezkomdérkowych
ekstraktow watroby gotebia, jonéw Mg i ATP,

Jezeli w miejsce amoniaku system zawiera hydroksyloamine, wéwczas zamiast glu-
taminy powstaje kwas glutamohydroksamowy i podobnie jak w syntezie amidu propor-

cjonalnie do nowo powstatego produktu syntezy wydziela sie nieorganiczny fosforan.
COOH—CHNH2—CH2—CH2—COO—P+NHDH . COOH—CHNH2-CH2-CH2-CONHOH+H®04

Produktem syntezy enzymatycznej jest fosforanowy y-acyl kwasu glutaminowego,
ktéry z amoniakiem, hydroksyloaming i hydrazyna tworzy odpowiednie wigzanie
amidowe.

Kwas asparaginowy nie moze zastgpi¢ kwasu glutaminowego w reakcji i w wyzej
opisanych warunkach nie powstaje asparagina lub kwas aspartohydroksamowy
i ATP nie rozktada sie¢ do ADP i nieorganicznego fosforanu.

W r. 1950 Elliott wykryt obecno$¢ podobnych systeméw enzymatycznych w ma-
teriale roslinnym, a mianowicie w tubinie biatym i niebieskim. Denes w r. 1952
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wyizolowat z tubinu enzym w stanie czesciowo oczyszczonym i wyjasnit mechanizm
jego dziatania. Obecnos¢ enzyméw katalizujgcych synteze glutaminy wykazano row-
niez w bezkomoérkowych ekstraktach gronkowca ziocistego i w gnilnych bakteriach
Proteus vulgaris. Wszystkie preparaty enzymatyczne niezaleznie od tego, czy po-
chodza z organizméw zwierzecych, roslinnych lub drobnoustrojéw, katalizujg syn-
teze glutaminy tylko w obecnosci jonu Mg i ATP.

Wiegkszos$¢ uczonych przyjmuje niestusznie do tej pory, ze pierwszy i drugi etap
syntezy glutaminy, a wiec powstanie y-glutamyloacyl fosforanu i reakcja wymiany
z aminami katalizowane sg przez systemy enzymatyczne. Denes i Gazda w labora-
torium Strauba w Budapeszcie udowodnili niezbicie, ze rozktad acylu w obecnosci
amoniaku lub hydroksyloaminy przebiega spontanicznie w kilku minutach w czy-
stych roztworach wymienionych substancji. Denes i Gazda, podobnie zresztg jak
Elliott i Speck, nie zdotali wykryé y-acylu w systemie enzym-substrat, przeprowa-
dzili przeto synteze acylu kwasu glutaminowego i na syntetycznym produkcie udo-
wodnili jego nieenzymatyczny spontaniczny rozkiad.

Mniej wiecej w tym samym czasie, bo w r. 1948 Braunstein zademonstrowat
synteze glutationu z 3 skladowych aminokwasow tréjpeptydu w obecnosci oddy-
chajacej tkanki watroby szczura. Nieco pézniej otrzymano bezkomdrkowe ekstrakty
enzymu z watroby gotebia i stwierdzono, ze ATP i jon Mg, podobnie jak w syntezie
glutaminy, sg niezbedne w syntezie glutationu.

Mechanizm syntezy glutationu nie jest jeszcze dostatecznie wyjasniony i nie
wiemy, czy kwas glutaminowy, cysteina i glicyna wchodzgce w skilad peptydu two-
rzg glutation w toku jednej reakcji, czy tez powstajg zwigzki przejsciowe, korzysta-
jace tylko z jednego wigzania fosforanowego bogatego w energie do syntezy dwu-
peptydu, ktory za posrednictwem dalszego o P tworzy tréjpeptyd glutationu.
Ostatnie badania wykazuja, ze y-glutamylocysteina jest pierwszym czitonem syntezy
glutationu, ktéry w dalszej reakcji fosforylacji taczy sie z glicyng w obecnosci
dodatkowego ATP.

Synteza glutationu wymaga ATP jako Zrédia energii. Homogenizaty watrdb
gotebi, zawierajagce systemy enzymoéw katalizujagcych synteze glutationu traca bardzo
szybko swojg aktywmos$¢ nawet w temperaturze 0°. Po dodaniu gotowanych ekstrak-
tow z watrob gotebia lub drozdzy pierwotna aktywno$¢ homogenizatu jest przy-
wrdécona. W poszukiwaniu kofaktoréw katalizy okazato sie, ze inaktywacja i reakty-
wacja enzyméw katalizujgcych synteze glutationu zalezy od produkcji ATP zwigza-
nego z procesem glikolizy. Yanari, Snoke i Bloch w r. 1953 podajg metody otrzy-
mywania preparatéw watroby gotebia, ktére wykazujg 50-krotnie zwiekszong aktyw-
no$¢ katalizy syntezy glutationu z Y-glutamylocysteiny i glicyny w poréwnaniu
z wyciggiem watroby suszonej acetonem. W odréznieniu od wyciggéw nie oczysz-
czanych, preparaty te nie katalizujg syntezy glutationu z wolnych aminokwasoéw,
tj. kwasu glutaminowego, cysteiny i glicyny. Nieoczyszczone wyciagi traca przeszio
80% swojej aktywnosci po uptywie 6 godzin w temp. 0° lub po uptywie 1,5 godziny
w temperaturze 37°. Niektére wyciggi wykazuja bardzo niska wyjsciowa aktywnos$¢
bezposrednio po przygotowaniu ekstraktu. Wszystkie te mato aktywne albo nie-
aktywne preparaty odzyskujg zdolnos$¢ syntezy glutationu po dodaniu gotowanych
ekstraktow watroby gotebia. Wyciggi watréb ssakoéw nie katalizujg syntezy peptydu
i dodanie kofaktoréw w postaci czystych preparatow AMP, glutaminy, DPN, TPN,
B12, tréjglutaminianu pteroylu, fosforanu pirydoksalu i koenzymu A nie powoduje
syntezy glutationu. Natomiast czyste preparaty glikogenu reaktywujag nieczynne
systemy enzyméw i prawdopodobnie glikogen jest identyczny z kofaktorem watroby
gotebia, poniewaz wyciggi traktowane amylazg tracg wiasciwosci aktywatora kata-
lizy syntezy glutationu. Produkty przejsciowe procesu glikolizy, jak heksozodwu-
fosforany, kwas 3-fosfoglicerynowy i kwas pirogronowy zachowuja sie podobnie
jak glikogen. Rola glikolizy nie polega jednak na produkcji dodatkowego ATP
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w celu kompensacji jego strat na skutek czynnosci ATP-azy, ktéra znajduje sie
w wyciggach watroby gotebia w bardzo czynnej postaci; wplyw bowiem duzych
nadmiaréw ATP dostarczonego z zewnatrz jest minimalny w poréwnaniu z dodat-
kiem 100-krotnie mniejszej ilosci ATP razem z kwasem 3-fosfoglicerynowym. Po-
nadto preparaty czesciowo oczyszczone, ktére nie zawieraja ATP-azy, reaguja row-
niez wyraznie na kwas fosfoglicerynowy. AMP w duzych nadmiarach nie hamuje
katalizy, natomiast nawet mate ilosci ADP hamuja reakcje w 75 % w poréwnaniu
z kontrolg bez dodatku ADP.

Podobnie jak przy syntezie glutaminy, syntezie glutationu towarzyszy rozktad
ATP do ADP i nieorganicznego fosforanu. Rola kwasu fosfoglicerynowego nie po-
lega wiec na resyntezie ATP, poniewaz synteza glutationu jest niezalezna od jego
nadmiaru, polega ona natomiast na obnizeniu stezenia ADP w reakcji z kwasem
fosfopirogronowym, ktéry pod wptywem fosfokinazy przechodzi w enolowg forme
kwasu pirogronowego, przy czym ADP jest akceptorem reszty kwasu fosforowego.
Regeneracja ATP uniemozliwia akumulacje adenozynodwufosforanu, ktory jest
inhibitorem syntezy glutationu. Dalsze obserwacje potwierdzity hamujacy wptyw
ADP na reakcje syntezy, bowiem inaktywacja i reaktywacja enzymatycznego syste-
mu s3g duzo bardziej wyrazne w wyciggach nie oczyszczanych, a to ze wzgledu na
to, ze w Swiezych wyciggach ADP powstaje nie tylko w wyniku syntezy glutationu,
lecz takze przede wszystkim w wyniku rozktadu ATP przez ATP-aze. W poréwnaniu
7. wyciggami z watréb gotebich, wyciagi watréb ssakéw sg prawie nieczynne, mimo
ze ich zawarto$¢ glikogenu jest réwnie wysoka. Ekstrakty te moga by¢ aktywowane
do poziomu ekstraktéw watrob gotebich, jezeli systemowi enzym-substrat dostarczy
sie kwasu 3-fosfoglicerynowego. Ekstrakty watréb ssakéw suszonych acetonem wi-
docznie nie zawierajg w stanie czynnym enzyméw katalizujacych reakcje wczesniej-
szych etapow glikolizy. Glutation-fosfoferaza jest enzymem specyficznym i tylko
glicyna z wszystkich aminokwas6w powoduje ekwimolekularny rozkiad ATP i wy-
dzielenie nieorganicznego fosforanu. Fosforan powstaje natomiast podobnie jak
w przypadku syntezy kwasu glutamohydroksamowego w obecnosci y-glutamylocy-
steiny i hydroksyloaminy, a produktem syntezy jest kwas y-glutamylocystein-
hydroksamowy. Odszczepienie granicznego fosforanu z ATP jest jedynym Zrédiem
energii w syntezie glutationu, poniewaz syntezie peptydu odpowiada réwnowaznik
wydzielonego fosforanu i poniewaz zadne inne zrodto energii nie moze zastgpic
ATP. Opisany enzym nie katalizuje hydrolizy glutationu do wolnych aminokwasoéw,
ani nie katalizuje reakcji wymiany, jak wynika z doswiadczenn w systemach zawie-
rajagcych glutation, glicyne z izotopowym C i ATP, poniewaz nie mozna byto stwier-
dzi¢ izotopowego C w peptydzie.

Enzymatyczna synteza glutaminy i glutationu wykazuje zdumiewajgce podo-
bienstwa. W jednym i drugim wypadku ATP ulega rozszczepieniu do ADP i orto-
fosforanu. W jednym i drugim wypadku tylko jeden enzym katalizuje reakcje,
przy czym jon Mg jest niezbedny w reakcji syntezy. Zaden z enzyméw nie korzysta
z kofaktoréw, ktére ulegajg odszczepieniu przy dializie. Ponadto obie fosfoferazy
nie katalizujg reakcji odwracalnej hydrolizy substratéw i reakcji wymiany. Funkcje
obu enzyméw ograniczajg sie wylgcznie do reakcji syntezy. Jedyna réznica polega
na tym, ze synteza glutationu zwigzana jest z procesem glikolizy, w ktérym ADP
powstaty w wyniku réznorodnych reakcji enzymatycznych ulega regeneracji do ATP,
natomiast w syntezie glutaminy ADP nie jest czynnikiem hamujagcym reakcje.

Synteza glutationu jest do tej pory jedynym doswiadczalnie potwierdzonym
wzorcem powstawania wigzan peptydowych de novo z aminokwasOw przy udziale
wysokoenergetycznych zwigzkéw fosforanowych. Mechanizm syntezy glutationu nie
jest jedynym torem syntezy peptydoéw, bowiem enzymy proteolityczne w odpowied-
nich warunkach mogg réwniez zastapi¢ jeden iminowy sktadnik aminokwasowy przez
drugi i w ten sposéb tworzy¢ nowe peptydy. Nalezy jednak zaznaczy¢, ze te reakcje
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nie powiekszaja juz wyjsciowo istniejacych ilosci wigzan peptydowych, zamieniajg
one tylko skiadniki aminokwasowe peptydéw albo kosztem jednego peptydu moga
przedtuzy¢ peptydowy tancuch drugiego.

W ostatnich latach wykryto szereg systeméw enzymoéw, ktére katalizujg wymia-
ne rodnikéw asparaginylowych i glutamylowych amidéw i glutationu z jednego
aminokwasu na drugi bez udziatlu zewnetrznych zrédet energii. Reakcje te pozwalajg
przynajmniej hipotetycznie na wigczenie amidéw dwukarboksylowych aminokwasow
i glutationu w mechanizm biosyntezy zwigzkéw peptydowych. W r. 1949 Waelsch
wykryt w bakteriach obecno$¢ enzyméw katalizujgcych wymiane grupy amidowej
asparaginy i glutaminy z hydroksylaming i innymi aminami.

Enzymy te wykryte zostaly w toku badan nad fosfoferazami bezkomorkowych
ekstraktow bakterii Proteus vulgaris, ktére katalizujg synteze glutaminy z kwasu
glutaminowego i amoniaku. Jak juz wspomniano wyzej, enzymy te w obecnosci
jonéw Mg i ATP katalizujg synteze glutaminy lub kwasu glutamohydroksamowego,
jezeli hydroksyloamina zastgpi amoniak w reakcji z kwasem glutaminowym. Kiedy
Waelsch zastgpit w powyzszej reakcji kwas glutaminowy glutaming, wowczas ilos¢
wytworzonego kwasu hydroksamowego byta trzykrotnie wieksza, przy czym jak
Waelsch stwierdzit pézniej, reakcja ta jest niezalezna od obecnosci ATP i jondéw
Mg. Identyczna ilo$¢ kwasu hydroksamowego powstaje w obecnosci zewnetrznych
zrodet energii i jonébw Mg, jak i przy nieobecnosci tych dwu czynnikoéw, ktére sg
niezbedne w Kkatalizie syntezy kwasu hydroksamowego z kwasu glutaminowego
i hydroksyloaminy. Nieorganiczne fosforany, jony Mg, fluorki i kwas jodooctowy
nie hamujg reakcji enzymatycznej, co dowodzi, ze procesy glikolizy i fosforylacji
nie sg zwigzane z czynnoscia transferazy.

W rok pézniej wykryto podobne systemy enzyméw w tkance roslinnej i zwie-
rzecej, a znaczenie tych reakcji przybratlo na wadze, kiedy w roku 1950 wykryto
enzym w nerkach ssakow, ktory katalizuje wymiane rodnika glutamylowego gluta-
tionu z innymi aminokwasami. W ten sposéb ogolna reakcja wymiany transferaz
zostata powaznie rozszerzona:

Jak wynika z réwnania, reakcja polega na enzymatycznej katalizie wymiany
grupy asparaginylowej lub glutamylowej, a enzymy, ktére katalizujg reakcje, nazy-
wamy asparagino- lub glutamotransferazami [ATF, GTF(G) i GTF(glutation) ].

Wymiana grupy amidowej asparaginy i glutaminy z hydroksyloaming posiada
olbrzymie teoretyczne znaczenie, a to z tego wzgledu, ze jezeli w miejsce hydroksy-
loaminy wyobrazimy sobie aminokwasy, wéwczas reakcja ta mogtaby da¢ poczatek
syntezy y-glutamyl- lub [-asparaginyl-peptydéw, ktére droga jeszcze niepoznanych
reakcji moga przeksztalci¢ sie w normalne a-peptydowe wiazania. Rzeczywiscie
wszystkie aminokwasy sg w duzym stopniu inhibitorami glutamotransferazy
i w slkabszym stopniu asparaginotransferazy. Niestety proby wykrycia y-glutamyl
peptydéw za pomocg rozdzielczej chromatografii bibutowej byly negatywne, co
jednak syntezy peptyddéw nie wyklucza, poniewaz obecno$¢ peptydaz w systemie
moze uniemozliwi¢ wykrycie produktéw przejsciowych albo przemiana kwasu glu-
taminowego w kwas pirolidonkarboksylowy moze by¢, niezbednym warunkiem wy-
miany grupy amidowej z innymi aminokwasami. Amoniak i hydrazyna sg réwniez
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inhibitorami syntezy kwasu hydroksamowego. Reakcja katalizy transferazami jest
reakcjg odwracalna, poniewaz kwas hydroksamowy w obecnosci enzymu ulega
z amoniakiem wymianie do glutaminy i hydroksyloaminy, aczkolwiek réwnowaga
reakcji ustala sie znacznie na korzy$¢ syntezy kwasu glutamohydroksamowego.

GTF jest enzymem specyficznym, poniewaz acetamid, benzamid, amid kwasu
nikotynowego, glicylamid i inne nie tworzg z hydroksyloaming odpowiednika kwasu
hydroksainowego. Podobnie, podstawione zwiazki kwasu glutaminowego w pozycji
y-karboksylowej lub a-aminowej, jak y-glutamyloglutaminian, glicylglutamina Ilub
glutaminyloglicyna réwniez uniemozliwiajg wykorzystanie glutaminy jako sub-
straktu reakcji wymiany.

W odréznieniu od enzyméw pochodzenia mikrobiologicznego transferazy pocho-
dzenia roslinnego sa mato aktywne i nawet niedializowane wyciagi z dyni, wodo-
rostéw i brodawek roslin motylkowych sg czynne dopiero w obecnosci jonéw Mn
i fosforan6w. Dializowane wyciggi roslinne pozostajg nieczynne nawet po dodaniu
wymienionych kofaktoréow i odzyskujg swojg zdolnos¢ katalizy dopiero w obecnosci
zewnetrznych zrodet energii jak ADP lub ATP. Poniewaz bardzo mate ilosci ATP
aktywuja transferazy pochodzenia roslinnego, przeto przyjmuje sig, ze fosforany
adenozyny sa raczej kofaktorem anizeli substratem reakcji. Podobnie transferazy
pochodzenia zwierzecego katalizujg tylko w obecnosci jonu Mn i ATP, ktéry moze
by¢ zastgpiony przez koenzym A.

W tkance organizméw roslinnych i zwierzecych nie wykryto asparginotransfera-
zy, mimo ze udziat asparaginy w przemianie zwigzkéw azotowych w roslinach jest
jednym z najbardziej dominujacych czynnikéw. Prof. Straub w referacie w PAN
w Warszawie w kwietniu r. 1953 wyglosit przypuszczenie oparte na jeszcze nie
ogtoszonych wynikach, ze amidowa grupa glutaminy moze by¢ enzymatycznie prze-
niesiona na asparagine i vice versa. Fakt ten moze wytlumaczy¢ nie tylko nieobec-
no$¢ ATF, lecz réwniez akumulacje asparaginy w materiale roslinnym.

W pracy ogtoszonej w roku 1953, Elliott podaje metode otrzymania oczyszczo-
nych preparatow glutamoferazy i glutamotransferazy o katalitycznej aktywnosci
okoto 2000 razy wiekszej od wyjsciowego materiatu nasion zielonego grochu. Po-
niewaz stosunek enzymoéw otrzymanych z grochu mimo oczyszczania pozostawat
przez caty okres frakcjonowania prawie niezmieniony i poniewaz nie udato sie od-
separowac jednego enzymu od drugiego, Elliott wysungt nowe i raczej zdumiewa-
jace pytanie, a mianowicie, czy czynno$¢ syntezy i wymiany jest funkcjg jednego
i tego samego enzymu, czy tez sg to enzymy odrebne o bardzo podobnych wiasci-
wosciach fizycznych. Wprawdzie fosfoferaza jest maksymalnie aktywowana w obec-
nosci jonu Mg, a w mniejszym stopniu jonu Mn, a transferaza na odwrét, wpraw-
dzie istniejg pewne roéznice ilosciowe w aktywacji cysteing i w hamowaniu fluor-
kiem w odniesieniu do katalizy syntezy i wymiany, niemniej jednak Elliott pozo-
stawia otwartg kwestie tozsamosci lub odrebnosci.

Badania nad katalizag przez glutamylotransferaze reakcji wymiany rodnika gluta-
mylowego z innymi aminokwasami daly juz powazniejsze wyniki. Homogenizaty
nerek owiec i swin w obecnosci jonéw Mg, glutationu i innych aminokwaséw pod-
dane po odbiatczeniu rozdzielczej chromatografii bibutowej, wykazaty plamy, ktére
moga odpowiada¢ y-glutamyl-pochodnym leucyny, waliny i feny lalaniny. System glu-
tamo-transferazy katalizujgcy transport rodnika glutamylowego z glutationu na inne
aminokwasy jest tylko jedng z funkcji tego uktadu. Ten sam enzym przenosi rodnik
glutamylowy réwniez z vy-glutamyloglicyny na inne aminokwasy. Ponadto
y-glutamyloglicyna ulega w obecnosci enzymu podwojnej wymianie do glutamylo-
glutaminy i glicyloglicyny, co dowodzi, ze rodnik glutamylowy wielu y-glutamylo-
peptydéw moze by¢é wymieniony z réznymi aminokwasami,
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Transferazy, ktére katalizuja wymiane rodnika glutamylowego glutationu sg
prawdopodobnie identyczne z enzymami, ktére Kkatalizuja rozkitad glutationu do
kwasu pirolidonkarboksylowego i cysteinyloglicyny i sg odpowiednikami glutamo-
transferazy glutaminy. Natomiast enzym katalizujgcy rozkiad glutationu do kwasu
glutaminowego i dwupeptydu stanowi odrebny system i moze by¢ uznany jako od-
powiednik glutaminazy. Jak wiadomo, nieenzymatyczna ,hydroliza“ glutaminy
w pH 6,5—7 prowadzi do amoniaku i kwasu pirolidonkarboksylowego w odréz-
nieniu od wszystkich do tej pory znanych reakcji hydrolizy enzymatycznej, w kto-
rej wyniku powstaje zawsze kwas glutaminowy, nigdy za$ jego bezwodnik. Zjawi-
sko to ttumaczy dotychczasowe niepowodzenia wykrycia wymiany rodnika gluta-
mylowego glutaminy z innymi aminokwasami ze wzgledu na brak posrednictwa
aktywnego kwasu pirolidonkarboksylowego. W zwigzku z tym powstaje pytanie,
czy asparagino-transferaza i glulamotransferaza glutaminy biorg w ogéle jakikol-
wiek czynny udziat w biologicznej syntezie peptydow i czy ich obecnie rozszerzonej
roli nie nalezaloby ograniczy¢ do magazynowania i transportu rezerw ketokwaséw
i amoniaku z dodatkiem hydroksyloaminy w postaci kwaséw hydroksamowych.
Bardzo interesujgca jest obserwacja duzej aktywnosci tranferaz w brodawkach
roslin motylkowych, w ktérych przemiana zwigzkdéw azotu przebiega wihasnie przez
przejsciowg synteze hydroksyloaminy. Z drugiej strony obecno$¢ bardzo czynnych
transferaz w kietkach roslin wyzszych pozostataby w tym naswietleniu bez wyttu-
maczenia.

Zagadnienie amidéw w reakcjach wymiany i syntezy zwigzkéw peptydowych
i ich udzial w procesach biosyntezy w obecnosci transferaz zostalo wyraznie posta-
wione dopiero w badaniach ostatnich kilku lat. Pierwsze kroki w wyjasnieniu me-
chanizmu reakcji wymiany zostaly uwienczone sukcesem i wykazanie udziatu zwiaz-
kéw fosforanowych bogatych w energie w syntezie glutaminy i glutationu stanowig
doniosta zdobycz postepu nauk biochemicznych. Wykazano, ze ATP bierze udziat
w syntezie amidowych wigzan peptydowych dwukarboksylowych aminokwasow
i peptydéw w stosunku stechiometrycznym i ze produktem przejsciowym jest acyl
fosforanowy, ktory droga nieenzymatyczng ulega rozktadowi i stanowi zrodio ener-
gii dla nowych wigzan amido-peptydowych przy wydzieleniu odpowiedniej ilosci
nieorganicznego fosforanu. Nowo powstate wigzania amido-peptydowe mogg droga
katalizy enzymatycznej wymienia¢ swoje podstawione grupy aminowe i ta wymiana,
np. rodnika glutamylowego, jest podstawa syntezy y-glutamyloamidéw o roznej
dtugosci tancucha peptydowego. W ten spos6b przez wykorzystanie energii wigzan
amido-peptydowych moga zachodzi¢ reakcje syntezy droga enzymatyczng katalizy
reakcji wymiany.

Dalsze kroki syntezy peptydéw nie zostaty doswiadczalnie potwierdzone. Po-
wstawanie normalnych wigzan o -peptydowych z y-glutamyl peptydéw mozna sobie
wyobrazi¢ w sposéb nastepujacy.

1: y-glutamyl-aminokwas A + y-glutamyl-aminokwas B — y-glutamyl-amino-

kwas A — aminokwas B + kwas glutaminowy wg tego schematu synteza gluta-
tionu mogtaby dokona¢ sie na zasadzie nastepujacej reakcji: y-glutamylocysteina +
y-glutamyloglicyna — y-glutamylocysteinylglicyna + kwas glutaminowy, albo:

1. y —glutamyl-aminokwas A + aminokwas B -> aminokwas B aminokwas A +
kwas glutaminowy.

Przez wtérne usuniecie glutamylowej czesci trojpeptydu powstaje wg schematu
I normalny dwupeptyd aminokwaséw AB. Schemat |l obrazuje powstawanie dwu-
peptydéw o odwréconej kolejnosci aminokwaséw. W reakcji z dalszg czasteczka
y-glutamyl-peptydu tancuch peptydowy moze by¢ dowolnie przediuzony podobnie
jak w wypadku transglukozydacji syntezy polisacharydéw z dwucukrowcéw.

Kolejnos$¢ reakcji od syntezy amidéw do syntezy peptydéw mozna hipotetycznie
uja¢ w ramach nastepujacych czynnosci: 1) udziat ATP w powstawaniu pierwszego
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amido-peptydowego wigzania amidow, 2) wymiana rodnikéw dwukarboksylowych
aminokwaséw z innymi aminami, 3) przeksztatcenie y-glutamylowego peptydu
W a-peptyd i 4) reakcje wymiany, ktére prowadzg do przedtuzenia tancucha peptydo-
wego. Reakcje 1 i 2 sg w duzym stopniu doswiadczalnie potwierdzone. Bezposredni
udziat ATP w syntezie glutaminy i glutationu jest udowodniony, przy czym mecha-
nizm syntezy asparaginy jest jeszcze nie wyjasniony. Asparagina i glutamina katali-
zowane przez transferazy biorg udzial w reakcjach syntezy, korzystajagc z energii
wigzan amido-peptydowych, aczkolwiek wymiany grup amidowych z aminokwasami
nie zdotano potwierdzi¢. Szczegétowy mechanizm syntezy glutationu réwniez pozo-
staje do wyjasnienia, bowiem nie wiadomo jeszcze, czy jako produkt przejsciowy
powstaje acyl fosforanowy podobnie jak w syntezie glutaminy, czy tez produkty
przejsciowe nie zwigzane sg z udziatem wigzan fosforanowych bogatych w energie.
Wigzania peptydowe mogg powstawac¢ drogg wymiany z innymi peptydami i udziat
proteinaz w reakcjach wymiany prowadzacych do syntezy peptydéw i biatek pozo-
staje nadal podstawowym wzorcem syntezy, w ktérym posredni udzial wymiany
katalizowanej przez transferazy w obecnosci wysokoenergetycznych fosforanéw
mégtby rozszerzy¢é mozliwosci powstawania specyficznych biatek.

Scisty zwiazek miedzy asparaging, glutaming i glutationem a syntezag biatek,
mozliwo$¢ roli amidéw i glutationu jako substancji zapoczgtkowujgcych synteze
peptyddéw znacznie rozszerza i pogtebia znaczenie dwukarboksylowych aminokwa-
s6w w przemianie zwigzkéw azotowych. Badania ostatnich lat wskazujg droge, na
ktorej hipoteza ta moze znalezé swoje pelne doswiadczalne potwierdzenie.
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JERZY MEDUSKI

REAKCJE TRANSAMINACJI W ROSLINACH

Wstep. Kiedy przeglagdamy dorobek biochemii w zakresie biogenezy amino-
kwas6w, gromadzony w ciggu trzydziestu paru lat poprzedzajgcych odkrycie reakcji
okresdlanych dzisiaj jako przeaminowanie, transaminacja, nie trudno nam dostrzec,
ze odkrycie to byto pieknym ukoronowaniem systematycznie zbieranych faktow
i formutowanych uogoélnieA. W przypadku badan nad zwierzetami szereg kierunkéw
eksperymentalnych potwierdzit tworzenie prawie wszystkich — z wyjatkiem lizyny
— aminokwasow z odpowiednich ketokwaséw Nalezy wspomnie¢ tutaj: 1) wyniki
podstawiania w diecie zamiast niezbednych dla wzrostu badanego ustroju zwie-
rzecego aminokwasow, odpowiadajagcych im budowg ketokwaséw, 2) otrzymywanie
w moczu badanych zwierzat aminokwaséw nie wystepujagcych w przyrodzie, wted)
gdy zwierzetom tym podawano odpowiednie ketokwasy, 3) otrzymywanie podczas
perfundowania watroby albo w czasie inkubowania skrawkéw watrobowych in vitro
z mieszaniny amoniaku i ketokwasu — odpowiedniego aminokwasu.

Odpowiednich doswiadczen nad ustrojami roslinnymi bylo — o ile wiem —
mniej. Za tto odkrycia transaminacji w ustrojach roslinnych mozna by dzi$ uwazaé
stare doswiadczenia Bartholda Hansteena (1899). Badacz ten hodowat rosliny na
pozywkach ptynnych zawierajacych cukier i rozmaite zwigzki azotowe. Otrzymywat
on w niektérych przypadkach takich zestawien wzmozenie syntezy biatek badanej
rosliny. Przede wszystkim nalezy tu jednak wymieni¢ wnikliwie przedyskutowane
przez Chibnalla w klasycznej ksigzce ,,Metabolizm biatek w roslinie* (1939, polskie
wydanie, 1952) wyniki badan Pfeffera, Schulzego i Borodina nad rolg asparaginy
i glutaminy w przemianie biatkowej roslin.

Przeglad dotychczasowego dorobku biochemii ujawnit luke w pojeciach doty-
czacych przemiany posredniej aminokwaséw. Na niejasnosci istniejgce tutaj zwro-
cita np. uwage Dorothy M. Needham (1930) stwierdzajgc — po dodaniu do pre-
paratu miesnia piersiowego gotebia kwaséw glutaminowego i asparaginowego —
znikanie tych metabolitow, czemu nie towarzyszyto znikanie azotu aminowego. Ba-
daczka ta zwrdcita z kolei uwage na azot mocznikowy i amoniak i nie stwierdzita
ich wzrostu. Zaobserwowata natomiast wzrost kwasu bursztynowego. Obserwacje
swe Needham ujeta w takie sformutowanie: ,,Prawdopodobnie zachodzi tu pota-
czenie grupy aminowej z jakim$ czynnym rodnikiem weglowodanowym; gdy za-
chodzi nastepnie rozpad i utlenienie, grupa aminowa jest zatrzymywana w postaci
nowego aminokwasu®“. Jaki ukiad reakcji stoi u podstawy zaobserwowanych fak-
tow, na to Needham odpowiedzie¢ nie umiata. W latach 1936 i 1937 Szent-Gyoergyi
opublikowat szereg faktow wskazujgcych na to, iz miat do czynienia w badanym
przez siebie materiale z transaminacjami, ktérych woéwczas nie uwazat za nieznany
dotad typ bioreakcji. Badacz ten stwierdzat zwiekszenie szybkosci rozpadu kwasu
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szczawiowo-octowego w miesniu piersiowym gotebia i preparatach enzymatycznych
lego miesnia pod wptywem dodawania do ukfadu kwasu glutaminowego.

Odkrycie transaminacji enzymatycznej. Zastuga odkrycia
transaminacji przypada badaczom radzieckim Braunsteinowi i Kritzmann, ktorzy
w r. 1937 wykazali na takim samym obiekcie doswiadczalnym, jakiego uzywat
Szent-Gyoergyi, tj. w miesniu piersiowym golebia, istnienie reakcji nazwanej
Umaminierung — ,,przeaminowanie®“. Badali oni ukiad: 1 (+) — kwas glutami-
nowy + kwas pirogronowy = kwas alfa-ketoglutarowy + 1 (+) — alanina.

Dokonywane w trzy lata po6zniej badania Vickery i wspétpracownikéw (1940)
oraz Hevesy i towarzyszy (1940) wskazaly wyraznie na konieczno$¢ przyjecia
w tkankach roslinnych mechanizmu szybkiej wymiany grup aminowych, przy
wspoétdziataniu w tym procesie — jako zwigzkéw o podstawowym znaczeniu —
aminokwas6w dwukarboksylowych. Pierwsi z tych badaczy dodawali do pozywki
tytoniowi izotopowy chlorek amonu i analizujgc hydrolizaty biatek tkanki badanej
rosliny wykazywali, ze kwasy glutaminowy i asparaginowy zawierajag znamiennie
wiecej NI5 niz inne aminokwasy. Drudzy ze wspomnianych badaczy, badacze dun-
scy, wykonujac doswiadczenia nad stonecznikiem otrzymali takie same wyniki.

Oba zespoly jednak nie sformutowaly wyraznie, jakie czynnosci biochemiczne
kryjg sie za zaobserwowanymi faktami. Gdy przyszto do pierwszego przedstawienia
przebiegu transaminacji enzymatycznej, biochemia zwrécita sie do chemii orga-
nicznej o przyktady reakcji polegajagcej na wymianie grup aminowych. Potrzebnej
modelowej reakcji jednak wtedy nie znaleziono. Chemia organiczna znata od daw-
na dezaminacje aminokwaséw przez zwigzki zawierajgce grupe karbonilowa. Przy-
ktady takich reakcji organicznych zestawia Herbst (1944) w swym opracowaniu
monograficznym reakcji transaminacji i Braunstein w przeglagdowym referacie po-
Swieconym transaminacji (1947). Przykladami takimi sg: reakcja aminokwasow
z alloksanem, o-chinonami, izatyng, ninhydryna, metyloglioksalem itp. We wszystkich
tych reakcjach z wyjatkiem ninhydryny azot alfa-aminowy uwalniany jest jako
amoniak. W przypadku ninhydryny tworzony pierwotnie amoniak ulega dalszej
reakcji z odczynnikiem.

W reakcjach tych zazwyczaj dochodzi do powigzania dezaminacji z dekarbo-
ksylacjag aminokwasu. Jako stadia posrednie przyjmuje sie tutaj utworzenie zasady
Schiffa i przeksztalcenie lautomeryczne tej zasady. Modelu odpowiedniego dla wy-
tlumaczenia transaminacji biologicznych Owczesna chemia organiczna nie znata.
Dopiero w r. 1934 Herbst i Engel odkryli nastepujaca niebiologiczng transaminacje:
fenyloglicyna + kwas pirogronowy alanina + benzaldehyd + CO2 Reakcja
ta przedstawiona jest na schemacie 1.

W przedstawieniu odkrytej przez siebie transaminacji Braunstein i Kritzmann
wzorowali sie na modelu Herbsta (schemat 2),
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Schemat 2. Wg Braunsteina i Kritzmann, 1937. Stadium katalizowanym enzymatycznie jest
odwracalna zmiana prototropowa (,,wewnatrzczasteczkowa oksydo-redukcja“) w uktadzie mety-
len-azometina (wzajemne przeksztatcenie zasad Schiffa | i II).

Zgodnie z przedstawieniem w tym schemacie uwazano, iz stadium katalizowanym
enzymatycznie jest odwracalna zmiana prototropowa w moscie metylen — azo-

metina, W $lad za odkryciem pierwszej transaminacji enzymatycznej odkryto dwie
nastepne:

Kwas glutaminowy + kwas szczawiowo-octowy kwas asparaginowy -+ kwas
alfa—ketoglutarowy.

Kwas asparaginowy -+ kwas pirogronowy -~ alanina + kwas szczawiowo-
octowy.

Owczesna biochemia okre$lata transaminacje enzymatyczng jako reakcje miedzy
alfa-aminokwasem i alfa-ketokwasem, w wyniku ktorej dochodzi do przeniesienia
grupy aminowej z pierwszego kwasu na drugi. Produktami koncowymi transami-
nacji enzymatycznej jest alfa-aminokwas i alfa-ketokwas, z ktérych pierwszy odpo-
wiada w budowie pierwotnemu alfa-ketokwasowi, a drugi budowie pierwotnego
alfa-—aminokwasu.

Terminologia transaminacji. Wiele nieporozumien miedzy rézny-
mi szkotami biochemicznymi, zajmujgcymi sie zagadnieniem transaminacji, Spowo-
dowaty roznice terminologiczne. Ustalenie jednoznacznej terminologii jest tutaj
sprawg szczegolnej wagi. Badacze radzieccy nazwali enzymy zawiadujgce reakcjami
transaminacji ,,aminoferazami“. Amerykanska szkota biochemiczna, tlumaczac nie-
miecka nazwe z pierwszej zachodniej publikacji radzieckich badaczy Umaminierung
— na ,transamination*, uzyfa dla katalizujgcego te reakcje enzymu pochodnej na-
zwy ,transaminaza“, zgodnej z og6lnym okresSleniem ,transreakcje“ (transmetyla-
cje, transfosforylacje, transiminacje, transsulfuracje itp.). W referacie tym postu-
giwaé sie bede zgodnie z Marchlewskim i Skarzynskim (Chemia Fizjologiczna, t. II.
s. 251) okres$leniami: transaminaza, czynno$¢ transaminatyczna, reakcja transami-
nacji. Dla blizszego okreslenia transaminaz badacze amerykanscy uzywajg dwodch
przymiotnikéw, z ktérych pierwszy okresla wyjsciowy aminokwas, a drugi wyjsciowy
ketokwas. Dla blizszego okres$lenia transaminaz postugiwac sie bede okresleniami
badaczy radzieckich — dwoma przymiotnikami, z ktérych pierwszy odnosi sie do
aminokwasu wyjsciowego, a drugi do aminokwasu tworzonego w czasie bioreakciji.
Zgodnie z tym nazwy najdawniej znanych transaminaz bedag brzmiaty: transami-
naza glutaminowo-asparaginowa, transaminaza asparaginowo-alaninowa oraz trans-
aminaza glutaminowo-alaninowa. Ograniczenie dokfadniejszej nazwy transaminazy do
jednego przymiotnika okreslajagcego wyjsciowy aminokwas nie wydaje mi sie
(zgodnie z Terroinem, 1952, s. 125) wiasciwe.

Przy zestawieniu pismiennictwa biochemicznego dotyczacego transaminaz, na-
lezy zwréci¢ uwage na obocznosci w okresleniu szybkosci przebiegu reakcji trans-
aminaciji.

lloraz transaminacji, ktérym wyrazamy szybko$¢ tej bioreakcji, okresla sie
rozmaicie :
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Zwracam tu uwage na czeste stosowanie dla niegazowych substratéw jednostki
miary ,,mikrolitr. Powstata ona z wyrazenia: jeden mikromol = 22,4 mikrolitry.

Transaminacje niebiologiczne a enzymatyczne. Obec-
nie, w kilkanascie lat po odkryciu transaminacji enzymatycznych, znamy juz dos¢
doktadnie réznice miedzy nimi a transaminacjami niebiologicznymi oraz potrafimy
na podstawie dotychczasowych wynikéw badan, prowadzonych gtownie przez ra-
dziecka szkote Braunsteina i jego wspotpracownikéw, sformutowaé dos¢ dokiadnie
poglad na mechanizm transaminacji i role transaminacji biologicznych w przemia-
nie posredniej aminokwas6w w ustrojach zywych, a ws$réd nich, cho¢ w skromniej-
szej mierze, w ustrojach roslinnych.

Ponizej przytocze zestawienie Braunsteina wiasciwosci transaminacji niebiolo-
gicznych i wiasciwosci transaminacji enzymatycznych. Zestawienie w tej postaci zo-
stalo przedstawione przez Braunsleimi w r. 1947 w monografii pod tytutem:
» Transamination and the integrative functions of the dicarboxylic acids in nitrogen
metabolism*“. R6zni sie ono nieco od zestawienia tegoz autora na s. 70 i 71 ksigzki
»Biochimija aminokistothogo obmiena*“ wyd. 1949.

Transaminacje
enzymatyczne

Transaminacje
niebiologiczne

1 Odbywajg sie w temp. wrzenia jako 1 Sa reakcjami Kkatalizowanymi enzyma-

reakcja niekatalizowana. tycznie. Odbywajg sie szybko, w ni-
skiej temperaturze.

2. Przebiegajg najszybciej w roztworze 2. Optymalne pH: 74. Calkowite zaha-
kwasnym. Zahamowane catkowicie w mowanie ponizej pH 3,5 i powyzej pH
odczynie obojetnym lub zasadowym. 9,5.

3 Sa nieodwracalne na skutek dekar- 3. Catkowicie odwracalne. Dekarboksyla-
boksylacji aminokwasu. cja sie nie odbywa.

4. Zmiana elektromeryczna zachodzi ze 4. Zmiana elektromeryczna zachodzi ze
stratg elektronu ze zjonizowanej grupy stratg elektronu z alfa-atomu wegla
karboksylowej aminokwasu. Nie nata- aminokwasu po oddysocjowaniu

uchwiejnionego wodoru alfa jako jonu
wodorowego. Na pozycje alfa nowo-
utworzonego aminokwasu wchodzi jon
wodorowy wodnego $rodowiska.

dowana grupa COO jest oddzielona
jako CO2 Wodér alfa pierwotnego
aminokwasu zatrzymany jest w po-
wstatym aldehydzie. Na pozycje alfa
nowoutworzonego aminokwasu wchodzi
jon wodorowy wodnego $rodowiska
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(p. schemat 3).

Reakcja nie jest swoista, jesli chodzi
o konfiguracje wchodzacego w reakcje
aminokwasu, nawet gdy wyjsciowym
aminokwasem jest optycznie czynny
zwigzek; w wyniku reakcji otrzymuje
sie racemiczny nowoutworzony amino-
kwas.

Kwasy monokarboksylowe reaguja ta-
twiej niz dwukarboksylowe. Cystyna
i aromatyczne aminokwasy sg trans-
aminowane najtatwie;j.

Azot aminowy moze by¢ przeniesiony
na kwasy alfa-ketoacyloaminowe z
utworzeniem peptydow.

Reakcja jest stereochemicznie asyme-
tryczna. Wyjsciowy aminokwas musi
naleze¢ do serii 1 Utworzony amino-
kwas ma te sama konfiguracje.

Jednym z poczatkowych substratéw
musi by¢ kwas dwuzasadowy. Reakcja
osigga najwiekszg szybkos¢ z substra-
tami dwukarboksylowymi. Aminokwasy
aromatyczne, kwasy dwuaminowe, cy-
styna i kwasy hydroksyaminowe nie
reaguja.

Na podstawie posiadanych wiadomosci
przypuszcza sie, ze peptydy i kwasy
alfa-ketoacyloaminowe nie sg czynne
w transaminacji enzymatycznej.



Koenzym transaminaz. Juz badania Kritzmann z r. 1940 wykazatly,
ze oczyszczanie transaminaz przez adsorpcje, wysalanie czy dialize prowadzi do
zaniku czynnosci enzymatycznej. Odtworzenie czynnosci enzymatycznej nastepowato
po dodaniu gotowanego wyciggu miesnia sercowego $wini. Wnioskiem: czynnos¢
transaminatyczna zachodzi przy obecnosci cieptostatego, posiadajgcego niewielki ciezar
czasteczkowy koenzymu. W r. 1943 Braunstein i Kritzmann sporzadzali koncentraty
kotransaminazy asparaginowo-alaninowej z gotowanego wyciggu migsnia sercowego.
Badacze ci usuwali substancje nieaktywne octanem otowiu, octanem rteciowym
i azotanem srebra w odczynie stabokwasnym. Nastepnie stragcaniem solami srebra
w Srodowisku zasadowym wyosabniali frakcje czynna, ktdérg po dodaniu siarko-
wodoru stezali w prézni. 0,001 ml tak przygotowanego koncentratu miato czynno$é
mniej wiecej 1 ml wyjsciowego gotowanego wyciggu migsSnia sercowego.

Dalszy postep w badaniach nad koenzymem transaminacji zawdzieczamy bada-
czom amerykanskim Schlenkowi i Snellowi (1945), ktorzy stwierdzili po raz pierw-
szy, ze tkanki ubogie w pirydoksyne okazujg niska czynno$¢ transaminatyczna.
W przypadku Streptococcus faecalis okazato sie (Lichtstein, Gunsalus i Umbreit,
1945), ze koenzymem transaminazy jest fosforan pirydoksalu. Wyniki innych ba-
dan potwierdzaty réwniez role pirydoksalu jako koenzymu transaminaz. Schlenk
i Fisher np. doniesli, ze oczyszczone preparaty transaminazy zawierajg witamine
B6 (1945). Ponadto opierajgc sie na ciekawej obserwacji Snella, ze ogrzewanie
pirydoksalu z kwasem glutaminowym prowadzi do tworzenia pirydoksaminy i kwa-
su alfa-ketoglutarowego, co jest reakcjag odwracalng (Snell, 1945), ci sami badacze
zaproponowali schemat reakcji transaminatycznej (1947), zgodnie z ktérym po-
Srednim dawca grup aminowych jest pirydoksamina (p. schemat 4 i 5). W sche-
macie tym idac od alfa-ketokwasu (schemat 4) za pomoca pirydoksaminy zwiaza-
nej z biatkiem (transaminazy) dochodzimy do odpowiedniego aminokwasu, przy
czym pirydoksamina przeksztatca sie w pirydoksal. Jesli natomiast zwigzkiem wyj-
Sciowym jest alfa-aminokwas (schemat 5), to w wyniku reakcji za pomoca piry-



doksalu przeksztatcajgcego sie w pirydoksamine dochodzimy do odpowiedniego
alfa-ketokwasu.

Dane doswiadczalne uzyskiwane po opublikowaniu schematu Schlenka i Fishera
zdawaly sie poczatkowo bez zastrzezen potwierdzaé¢ ten schemat. Nieco pézniej spo-
strzezono fakty, ktére nasuwaty pewne watpliwosci. Za sprawe ustalong jednak uwa-
zano wystepowanie fosforanu pirydoksaminy w przyrodzie oraz to, ze fosforan ten
posiada okreslong czynnos$¢ biologiczng. Brano tutaj pod uwage mozliwose, ze
fosforan pirydoksaminy osigga swe wiasciwosci biologiczne dopiero po przeksztat-
ceniu go przez dany ustr6j w fosforan pirydoksalu (Gunsalus, 1950). Wiasnie
w fosforanie pirydoksalu zaczeto coraz powszechniej dopatrywac sie postaci, w kto-
rej pirydoksal czynny jest jako kotransaminaza. Po wynikach badan przeprowa-
dzonych przez O'Kane i Gunsalusa (1947) brano pod uwage mozliwos¢, ze piry-
doksal peini w ustroju nie jedng czynno$¢ koenzymatyczng, lecz kilka takich czyn-
nosci, bedac np. kodekarboksylaza aminokwasowa.



Poddano doktadnym badaniom strukture fosforanu pirydoksalu dla ustalenia
pozycji, ktorg zajmuje w zwigzku grupa fosforanowa. Istniaty tu juz od r. 1947
rozbiezne zdania. Karrer i Viscontini twierdzili, ze grupa fosforanowa fosforanu
pirydoksalu znajduje sie w pozycji 3. Gunsalus i Umbreit natomiast podali w wat-
pliwos¢ wyniki badan Kariera i Viscontini. Poréwnali bowiem 3-fosforan pirydo-
ksalu otrzymamy od badaczy szwajcarskich z preparatem wiasnym, o ktorym wie-
dziano, ze grupa fosforanowa na pewno nie znajduje sie w pozycji 3; w wyniku
stwierdzili, iz czynnos$¢ koenzymatyczna ich preparatu jest do 3000 razy wieksza
od czynnosci koenzymatycznej 3-fosforanu pirydoksalu. Po opublikowaniu tych
sprzecznych danych w wielu laboratoriach podjeto badania nad wyjasnieniem po-
tozenia grupy fosforanowej w fosforanie pirydoksalu. Jedng z takich prac jest pu-
blikacja J. Baddileya i E. M Taina (1951), ktérzy stwierdzili, ze wymyte zawiesiny
pateczki kwasu mlekowego zabarwialy sie w czasie syntezy fosforanu pirydoksalu
0 nieoznaczonej strukturze (= kodekarboksylazy) na kolor zétty, bardziej zoétty niz
rownoczasteczkowe roztwory pirydoksalu. Badacze angielscy w Swietle tych danych
przyjmowali dla fosforanu pirydoksalu strukture chinoidowg (wzér 5), ktéra thu-
maczy fakt wystepowania ciemnozéttego zabarwienia, brak reakcji na fenole i obec-
no$¢ reakcji na ketony w badanym przez nich preparacie fosforanu pirydoksalu.
Nie nalezy sadzi¢, ze prace Baddileya i Taina sg ostatnim stowem w tej sprawie.
Ogolnie biorgc jednak, na podstawie ostatnich badan przeprowadzonych w latach
1952 i 1953 przez Braunsteina, Szemiakina i wspotpracownikéw przyjmujemy dzi-
siaj udziat pirydoksalobiatek w przebiegu reakcji transaminacji. Badacze radzieccy
stwierdzili ostatnio udziat pirydoksalobiatek w szeregu innych bioreakcji, o czym
jeszcze dalej bedzie dokiadnie powiedziane.

Jak wiadomo, dla przebiegu wielu czynnosci enzymatycznych niezbedna jest
obecno$¢ pewnych kationéw. Czy dzieje sie tak réwniez w przypadku czynnosci
transaminatycznych — nie wiemy. Otrzymywane dotychczas preparaty transaminaz
nie s zbyt czyste, aby mozna byto rozstrzygnaé¢ udziat kationéw w tej bioreakcji.
Na prawdopodobienstwo takiego udziatu wskazuja modelowe doswiadczenia Baddi-
leya (1952) oraz fakt stwierdzony przez Snella i Metzlera (1952), ze nieenzyma-
tyczna reakcja miedzy pirydoksalem i aminokwasami, w wyniku ktérej powstaje
pirydoksamina i ketokwasy, katalizowana jest przez Slady miedzi, zelaza i glinu.

Uwagi o0 metodyce badania transaminaz. Na przykiadzie
poznawania czynnosci transaminatycznych wida¢ wyraznie, jaki wplyw na posta-
wienie sprawy ma wybdér metod analitycznych, sposéb przygotowania preparatu
enzymatycznego i warunki wykonywania pomiaru czynnosci enzymatyczne;j.

We weczesnych swych pracach szkola Braunsteina dla oznaczenia ,,dwuzasado-
wych aminokwasow* uzywata okreslania zmiany azotu aminowego w czeSciowo
oczyszczonej, nierozpuszczalnej w alkoholu frakcji Foremana kwasow dwukarbo-
ksylowych (Foreman, 1914).

Cohen chcagc poprawi¢ metodyke i mie¢ argumenty na zacie$nienie zakresu
reakcji transaminatycznych oznaczat kwas glutaminowy (1939) utleniajac go chlo-
raming T do kwasu beta-cyjanopropionowego, hydrolizowat ten ostatni do kwasu
bursztynowego, a kwas bursztynowy oznaczal manometrycznie uzywajac oksydazy
bursztynowej. Mierzyt zuzycie tlenu potrzebnego dla utlenienia enzymatycznego
kwasu bursztynowego do kwasu fumarowego.

Dalszy postep w metodyce oznaczato wprowadzenie okres$lania ilosci kwasu glu-
taminowego za pomocag swoistej dekarboksylazy Clostridium Welchii S. R. 12
(Krebs, 1948 i 1950). Metoda ta wolna jest od przeszkéd ze strony obecnej w ukta-
dzie glutaminy lub glutationu, a po dodatku 2% bromku cetylotréjmetyloamono-
wego staje sie jeszcze bardziej swoista, gdyz nie ma przeszkéd ze strony kwasu
asparaginowego, pirogronowego i alfa-alaniny.

Réwnoczesnie coraz doktadniej opracowywano metody oznaczania kwasu l-aspa—
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raginowego, opierajac je na roéznych zasadach: badz na uzyciu Leuconostoc mesen-
tcroides P—60 (Hac i Snell, 1945), badz na oznaczeniu polarymetrycznym kwasu
jabtkowego utworzonego dziataniem na kwas asparaginowy kwasem azotowym
(Roberts, 1947), badZ na sposobie Braunsteina, Niemczynskiej i Wilenkinej (1947),
dziatajac nan siarczanem metylowym i alkaliami, redukujgc utworzone kwasy fu-
marowy i maleinowy do kwasu bursztynowego i oznaczajagc ten kwas manorne-
trycznie. Mardaszew i Gtadkowa (1948) dekarboksylowali kwas asparaginowy bak-
teryjng dekarboksylazg drobnoustroju nazwanego Pseudomycobacterium i oznaczali
manometrycznie utworzony CO2 Wreszcie Krebs (1950) opracowat manometryczng
metode oznaczania kwasu l-asparaginowego.

Ostatnio opublikowano szereg metod kolorymetrycznych, enzymatycznych,
a zwlaszcza chromatograficznych, oznaczania kwaséw organicznych; metody te
moga mie¢ i majg znaczenie w studiowaniu transaminacji u roslin. Zestawia je
w swym przegladzie Burris (1953). Wspomne tu jedynie o nie przytoczonych przez
Burrisa a ciekawych studiach metodycznych nad analizg aminokwaséw przy uzyciu
chromatografii na krazkach bibuty. Sg to prace badaczy indyjskich (Giri i Rao,
1952; Giri, Krishnamurthy i Venkitasubramanyan, 1952; Giri, Radhakrishnan, Vai-
dyanalhan, 1952). Prace te zastugujg na przytoczenie przede wszystkim dla-
tego, ze opracowane metody zostaty przez nich z powodzeniem zastosowane
wiasnie do studibw nad transaminazami roslinnymi (Giri, Radhakrishnan i Vai-
dyanathan, 1952 ab).

Z osiggnie¢ metodycznych, ktére wplynety na poszerzenie zakresu badan nad
reakcjami transaminacji nalezy wspomnie¢ o metodyce przygotowania ketokwasow
odpowiadajgcych takim np. aminokwasom, jak walina, tyrozyna, fenyloalanina,
metionina, cytrulina i etionina (Meister, 1952).

Dla zorientowania czytelnika w sposobie przygotowania preparatu enzymatycz-
nego i warunkach wykonywania pomiaru czynnosci enzymatycznej podam kilka
szczegbtdbw metodycznych badan transaminaz roslinnych wedtug opisu Leonarda
i Burrisa (1947).

Badacze ci przygotowywali preparaty enzymatyczne homogenizujac lub rozcie-
rajagc z piaskiem tkanke. Badang probke chtodzono natychmiast po zmiazdzeniu lub
przed zmiazdzeniem do temperatury lodu, doprowadzono do pH 8, przecedzano
przez pi6tno i odwirowywano. Do badan uzywano pitynu znad osadu. Przygotowy-
wanie zarodkéw do badan polegato na wyjatowieniu nasion roztworem HgCI2
1:1000. Wyjatowione nasiona moczono w wyjatowionej wodzie destylowanej na
bibule w ptytkach Petriego, a potem poddawano kietkowaniu, inkubujac w wilgot-
nej komorze w ciemnosci, w 300 Zarodki wycinano z nasion i homogenizowano
w ochtodzonym do temp. 000,1 M buforze fosforanowym (pH = 8). Rosliny 2,
4 i 6-tygodniowe, uzywane w doswiadczeniach, rosty na piasku z syntetycznymi,
ptynnymi pozywkami. W okreslaniu prébek na tablicach Leonarda i Burrisa (1947,
p. nizej) ,liscie® oznaczajg jedynie tkanke liscia bez szyputki, a ,todygi“ ozna-
czaja i todygi i szyputki. Przebieg reakcji od kwasu glutaminowego + kwas
szczawiowo-octowy w kierunku kwasu alfa-ketoglutarowego + kwas 1-asparaginowy
studiowano w probéwkach o wymiarze 18 x 150mm trzesionych mechanicznie
w tazni wodnej o temp. 30a 5 ml preparatu transaminazy inkubowano z 2 ml
0,06 M kwasu szczawiowo-octowego w ciggu 10 minut. Nastepnie dodawano 2 ml
0,06 M kwasu glutaminowego i kontynuowano inkubacje w ciggu réznych okresow
czasu. Reakcje hamowano przez dodanie 1 ml 10 % kwasu siarkowego. Nastepnie
doprowadzono pH ukiadu do 2,0 i probdwki zanurzano na 1 godzine do wrzacej
wody, by roztozy¢ pozostaty kwas szczawiowo-octowy. W zawartosci po ostudzeniu
oznaczano manometrycznie kwas glutaminowy uzywajac dekarboksylazy bakteryjnej
(Umbreit i Gunsalus, 1945). Przebieg reakcji odwrotnej badano inkubujgc w na-
czyniu Warburga preparat enzymatyczny z 0,5 ml 0,038 M kwasu asparaginowego
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w temp. 30°. Po wyr6wnaniu temperatury wprowadzono z ramienia bocznego do
uktadu 0,5 ml M kwasu alfa-ketoglutarowego. Reakcja postepowata przez okreslony
czas. Reakcje hamowano dodajagc z drugiego ramienia bocznego 0,5 ml cytrynianu
aniliny. Pozwalato to jednocze$nie na oznaczanie powstatego w czasie reakcji kwasu
szczawiowo-octowego. Badane reakcje odbywaty sie w pH 8 To samo pH miaty
wszystkie dodawane substraty. W badaniach z ostatnich lat nastgpita zmiana prepa-
ratyki enzymatycznej transaminaz przez uzycie liofilizacji wyciggéw tkankowych,
co wraz z dodawaniem do ukiadu reagujgcego fosforanu pirydoksalu umozliwito
W znacznie szerszym zakresie poszukiwania przemian transaminatycznych w meta-
bolizmie ustrojéw zywych.

Dane o wystepowaniu czynnos$ci transaminatycznych
w ros$linach. Réwnolegle z odkryciem transaminacji enzymatycznej i wyrabia-
niu sobie ogb6lnego pogladu na ich mechanizm, postepowaty studia jakoSciowe
i iloSciowe nad rozmieszczeniem czynnosci transaminatycznych w rozmaitych ustro-
jach zywych oraz studia nad swoistoscig i warunkami przebiegu transaminaciji.
Dzi$ wiemy juz, ze czynnosci transaminatyczne spotyka sie zar6wno w ustrojach
zwierzecych, roslinnych, jak i w drobnoustrojach. Najbardziej dokfadnie zbadano
transaminazy zwierzece. Znacznie mniej danych mamy o transaminazach innych
ustrojow zywych. Wedtug zdania Cohena (1951, 1 c. s. 1058) najaktywniejszym
ze zbadanych ukladéw jest transaminaza glutaminowo-asparaginowa. Zgodn e z te-
matem niniejszego przegladu, omawiajagc wystepowanie czynnosci transaminatycz-
nych ustrojéw zywych, ogranicze sie do roslin.

Juz w pierwszych pracach nad transaminazami stwierdzono zrazu tylko jako-
Sciowo obecno$¢ ich w roslinach. Dane takie mamy w publikacjach badaczy ra-
dzieckich, np. u Kritzmann (1938). Euler i wspétpracownicy tw erdzili w r. 1938,
nie publikujac jednak doktadnych danych doswiadczalnych, ze spostrzegli u roslin
wyzszych czynnos$ci transaminatyczne. Virtanen i Laine (1938) wykazali w miazdze
grochu obecno$¢ transaminazy asparaginowo-alaninowej. Kritzmann w r. 1939 wy-
kazata czynnosci transaminatyczne w wyciggach przygotowanych z kietkéw grochu,
tubinu i dyni. Cedrangolo i Carandante w r. 1940 badali reakcje transaminatyczne
w rodlinach trawiastych i stragczkowych. Otrzymywali oni wyniki $wiadczace, iz
preparaty dehydrogenazy kwasu mréwkowego badanych obiektéw majg wihasciwosci
transaminaz asparaginowo-alaninowej, aspa-
raginowo-glutaminowej i alaninowo-glutami- Tabela 1
nowej. Wyniki te majg jedynie charakter
jakosciowy, badacze ci bowiem poréwnywali ~ Zmiany czynnosci transaminazy glutami-

. . ‘2 . . . nowo-asparaginowej w rozwijajagcych sie
jedynie szybkos¢ transaminacji odpowied- zarodkach owsa (wg Albauma i Cohena

nich preparatbw w obu rodzajach obiektéw. 1 c)
Wyss (1940) spostrzegat tworzenie dosé
znacznych iloSci kwasu asparaginowego po Wiek zarodka
dodaniu do miazgi brodawek grochu kwasu w godz. Qtn
szczawiowo-octowego. W przypadku tym nie
wiadomo jednak, czy autor mial do czynie- 2‘21 12(718
nia z reakcja transaminaciji. 48 4900
Albaum i Cohen (1943) badali czynnosci 72 5030
transaminatyczne w kietkach owsa i wyka- 9% 5650

zali, ze czynno$¢ transaminazy glutaminowo-
asparaginowej wzrasta z rozwojem zarodkéw owsa (p. tab. 1).

Rautanen (1948) wykazat obecno$¢ transaminazy glutaminowo-asparaginowej
w kietkujgcych nasionach, czesciach zielonych i korzeniach Pisum sativum. Trans-
aminazy glutaminowo-alaninowa i asparaginowo-alaninowa byly w preparatach
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Rautanena mniej czynne. Nieznaczng czynno$¢ enzymatyczng miat uktad: kwas
alfa-ketowalerianowy -+ walina.

Leonard i Burris (1947) opublikowali najpetniejszy dotychczas przeglad czyn-
nosci transaminatycznych u roélin. Badali oni transaminaze glutaminowo-asparagi-
nowg w czesciach 22 gatunkéw roslin w réznym wieku.

Jesli za autorami kierunek badanej reakcji od kwasu 1-glutaminowego oznaczymy
jako a, kierunek za$ od kwasu l-asparaginowego jako b, to wyniki Leonarda i Bur-
risa bedziemy mogli zestawi¢ w nizej podanych tabelach (tab. 2 i tab. 3, str. 69 i 70).

Przegladajac przytoczone dane zauwazymy, ze w soi, pomidorze i buraku
czynno$¢ transaminatyczna z wiekiem nieco zmniejsza sie, gdy tymczasem Kkartofel
w wieku 6 tygodni wykazuje nieco wigkszg czynno$¢ transaminatyczng niz 4 ty-
godnie wczesniej. Na ogo6t korzenie maja zawsze najwigkszg czynnos$¢ transamina-
tyczna, a szczegdlnie wysokie QT(N) majg korzenie marchwi. Prace publikowane
w ostatnich latach wskazujg na szeroki zakres czynnosci transaminatycznych w ros-
linach. Stumpf wykazal, ze alanina, kwas asparaginowy, kwas alfa-aminoglutarowy,
leucyna, izoleucyna, walina i norwalina oddajg swg grupe aminowg kwasowi alfa-
ketoglutarowemu w nastepujacych roslinach: kietki pszenicy, tubinu, dyni i grochu.
To samo ma miejsce w lisciach dyni (1951). Dalszym przykiadem takich prac moga
by¢ cytowane przez Burrisa (1953) badania Wilsona, i Kinga, gdzie wykazano, ze
w preparatach kietkéw biatego tubinu udato sie stwierdzi¢ 13 czynnosci transami-
natycznych.

Nicig przewodnig dla badacza zamierzajacego studiowa¢ czynnosci transamina-
cyjne w roslinach sa klasyczne dane takich prac o biochemii roslin, jak podrecznik
Czapka, przedstawiajgce rozmieszczenie w roslinach substratéow, o ktérych wiemy
dzisiaj, ze sg substratami transaminaz. Oznaczenia takie szeroko podjeto w ostat-
nich latach ze wzgledu na nowe mozliwosci analityczne.

Szereg studidow poswiecono zwilaszcza chromatograficznej identyfikacji wolnych
aminokwasow tkanek roslinnych, tzn. takich aminokwaséw, ktére nie wchodza
w skiad czasteczek biatkowych. Otrzymane wyniki zachecaja do badan czynnosci
transaminatycznych, gdyz wolnymi aminokwasami okazuja sie bardzo czesto wiasnie
czeste substraty transaminaz: kwas glutaminowy, asparaginowy, alanina, seryna czy
kwas alfa—aminomastowy (por. Wood, 1953).

Ilos¢ transaminaz. Ich swoistosé. W pracach nad rolg trans-
aminaz w przemianie posredniej aminokwaséw zajeto sie zagadnieniem swoistosci
tych enzyméw. Otrzymane wyniki, jesli chodzi o materiat roslinny sg bardzo nie-
kompletne. Zastuguja jednak, by o nich wspomnie¢. Zanim bedziemy mogli posta-
wi¢ sprawe swoistosci transaminaz, nalezatoby zda¢ sobie sprawe z ilosci niewatpli-
wie znanych enzymow transaminacji. Wedlug wczesnych pogladéw Braunsteina
i Kritzmann w ustrojach zywych istnieje kilkanascie roéznych transaminaz. Pogla-
dowi temu sprzeciwiat sie Cohen, ktéry w r. 1939 ilos¢ transaminaz sprowadzat do
trzech: transaminazy glutaminowo-alaninowej, asparaginowo-alaninowej i glutami-
nowo-asparaginowej. Pierwsza i trzecia z nich, wedlug 0’Kane i Gunsalusa (1947),
imituje w tkankach badanych obecnos¢ drugiej z wymienionych tutaj transaminaz.
0’Kane i Gunsalus twierdza mianowicie, ze transaminaza asparaginowo-alaninowa
jest artefaktem. Mieszanina bowiem dwoéch pozostatych enzyméw dziata¢ moze jako
oddzielna transaminaza, gdy w uktadzie obecny jest kwas glutaminowy. Powigzanie
owych 2 systeméw w obecnosci kwasu glutaminowego wygladatoby jak nastepuje:
kwas pirogronowy + kwas glutaminowy = alanina + kwas alfa-ketoglutarowy
oraz: kwas alfa-ketoglutarowy + kwas asparaginowy = kwas glutaminowy +
kwas szczawiowo-octowy. Sumaryczny efekt tych 2 reakcji dawatby: kwas pirogro-
nowy + kwas asparaginowy = alanina + kwas szczawiowo-octowy.
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Tabela

2

Transaminacja w tkance roslinnej. Badano reakcje h (wg Leonarda i Burrisa 1 c)

Roslina

Soja

Kartofel

Pomidor

Burak

Satata

Kapusta

Jeczmien
»,Mandzuria*
Jeczmien
,Korsbyg*

Marchew

Dynia
Zielone
pomidory
Zielone
jabtka
Groszek
pachnacy

Kalarepa

Zielona
fasolka

Klon
Sosha

Wiek w
tygodniach

10

10

Tkanka

lis¢

todyga
korzen
lis¢

todyga
korzen
lis¢

todyga
korzen
lis¢

todyga
korzen
lis¢

todyga
korzen
lis¢

todyga
korzen
lis¢

todyga
korzen
lis¢ +
todyga
korzen
lis¢ +
todyga
korzen
lis¢

todyga
korzen
lis¢ +
todyga

korzen
lis¢
korzen
owoc

7
lis¢

todyga
strak

lis¢
todyga

lisé
todyga
korzen
brodawki
lis¢

igly

Okres

transamina-

cji

minut

10
10
10
10
10

10

10

10

10

Utworzony kwas
szczawiowo—-octowy
mikro M

3,70
2,64
2,40
191
2,22
2,15
1,98
0,88
0,96
3,30
0,96
1,58
2,62
2,53
154
1,78
0,73
2,00
171
0,78
041
2,54

2,60
1,73

0,82
2,24
121
0,57
2,00

2,22

0,93
0,59

Qt(N)

111
14,4

6,1
13,2
25.7
16,1

82,0
81
73

194
8,4

17,6
8,0

85
231

24,6
15,6
48,3
10,0

9,0

18,6
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Tabela 3

Badano transaminacje w tkance ro$linnej. Kierunek reakcji b, Czas reakcji 10 minut (wg
Leonarda i Burrisa 1 c.)

Mikro M kwa-
o Wiek w su glutaminowego
Roslina tygodniach Tkanka '?ransamino— g Qt (N)
wane
Kartofel 2 korzen 7,85 146,3
todyga 6,51 102,2
lisc 8,70 29,0
Pomidor 6 lisé 6.25 35,2
korzen 9,24 1110
Groszek 12 strak 10,00 33,7
pachnacy
Dynia 10 lis¢ 1347 455
Jeczmien 2 lis¢ 7,90 442
..Korsbyg*

Przeciw pogladom uwazajagcym transaminaze asparaginowo-alaninowg za arte-
fakt przemawiajg jednak prace Mouldera, Venneslanda i Evansa (1945) oraz p6z-
niejsze badania Kritzmann i Samarinej (1949), ktére w dalszych swych pracach
potwierdzity istnienie swoistej transaminazy asparaginowo-alaninowej. Obecnie Co-
hen i Cammarata (1950) a takze Stumpf (1951) oraz Burris (1953) przyznaja
jednak racje badaczom radzieckim i dochodzg do wniosku, ze zakres transaminacji
jest nawet wiekszy, niz to poczatkowo przyjmowali badacze radzieccy, i rozcigga
sie na, co najmniej, 26 rozmaitych aminokwasow.

Powracajgc do sprawy swoistosci transaminacji enzymatycznej musimy stwier-
dzi¢, ze homologi kwaséw szczawiowo-octowego i alfa-ketoglutarowego moga wy-
stepowa¢ w transaminacjach jako akceptory grup aminowych, natomiast dwuzasa-
dowe sulfokwasy analogiczne do kwasu glutaminowego lub asparaginowego moga
wystepowac¢ jako donatory grup aminowych. Stwierdzono to w nastepujacych reak-
cjach:

I-alanina + kwas alfa-ketoadipinowy = kwas aminoadipinowy + kwas piro-
gronowy (a),

I-alanina + kwas mezoksalowy = kwas aminomalonowy + kwas pirogrono-
wy (b),

kwas 1-glutaminowy -+ kwas mezoksalowy = kwas aminomalonowy + kwas
alfa-ketoglutarowy (c),

kwas 1-cysteinowy + kwas pirogronowy — l-alanina + kwas sulfopirogrono-
wy (d),

kwas 1l-cysteinowy + kwas szczawiowo-octowy = kwas 1l-asparaginowy -+

kwas sulfopirogronowy (e),

kwas 1-cysteinowy + kwas alfa-ketoglutarowy = kwas l1l-glutaminowy + kwas
sulfopirogronowy (f),

kwas 1-homocysteinowy + kwas pirogronowy = I-alanina + kwas sulfo-alfa-
ketomastowy (g).

Ponadto, na razie w tkankach zwierzecych, stwierdzono obecno$¢ nastepujgcych
transaminaz:

glutaminowo-aminomastowej (h), glutaminowo-walinowej (i), glutaminowo-
leucynowej (j) oraz glutaminowo-izo-leucynowej (k).

Badania nad swoistoscig transaminaz nie wniosty dotychczas zbyt wiele dla
zrozumienia istoty biologicznej tych proceséw. Podobnie studia nad hamowaniem
tych bioreakcji nie daty réwniez wiele nowego.
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Inhibitory transaminaz. Studia nad inhibitorami transaminaz znaj-
dujg sie w stadium, ktére dowcipnie okresla Cohen w swej monografii o transami-
nazach (s. 1053) jako odczuwanie naglacej potrzeby odkrycia swoistego inhibitora
czynnosci transaminatycznych.

Znaczenie swoistych inhibitoréw dla studiéw metabolicznych nie wymaga spe-
cjalnego uzasadnienia.

Dotychczasowe badania pozwolity wprawdzie na zestawienie szeregu zwigzkéw
posiadajgcych 100% efekt hamujgcy czynno$¢ transaminatyczng, ale efekt stwier-
dzany w zadnym wypadku nie by} swoisty. W 100% hamujg transaminazy zwigzki
srebra, rteci, cynku, p-benzochinon w stezeniu 0,001 M, pochodne p-fenylenodwu-
aminy i sam ten zwigzek w stezeniu 3,5 X 10-2 M (Cohen i wsp6tpracownicy,
1942). Znane jest jednak dziatanie strgcajgce metali ciezkich na biatka, znamy
reakcje p-benzochinonu z aminami, szczegdlnie aminami aromatycznymi, znamy
wptyw p-fenylenodwuaminy na reakcje enzymatyczng. Braunstein zestawia wplyw
czynnikéw chemicznych na czynno$¢ transaminazy glutaminowo-alaninowej (tab. 4).

Tabela 4

Wptyw czynnikéw chemicznych na czynno$¢ transaminazy glutaminowo-alaninowej
(wg Braunsteina, 1949, rozdz. V s. 74)

Czynnik - Procent hamowania
che%iczny Stezenie molarne reakdji
Zelazicyjanek 2x 10-5 - 1x 10-2 10 — 15

Malonian 0,1 10
Malonian 0,01 6
Cyjanek 0,05 79
Cyjanek 0,01 50 — 56
Cyjanek 0,001 3— 30
Cyjanek 0,0001 0— 12
p-Benzochinon 0,001 100
p-Benzochinon 0,0002 28
Chinhydron 0,001 71
Hydrochinon 0,001 44
CaCp 01 85
CaCl2 0,04 50
CaCl2 0,02 25
BaCl2 0,02 25
BaCl2 0,2 83
SrCl2 04 62
ZnS0O4 0,001 36
CuSo4 0,001 85
Hg(CH3C00)2 0,001 89
Hg(CH3C00)2 0,0001 10
HgNO3 0,01 100
HgNO3 0,001 70
HgNO3 0,0001 16
AgNQO3 0,01 100
AgNQ3 0,001 70
AgNO3 0,0001 17

Tabela 4 nie daje nam wielu informacji o grupach czynnych swoistych dla
badanego uktadu enzymatycznego.

Szereg zwigzkéw zupetnie nie wpltywa na czynnosci enzymatyczne. Zacytowaé tu
mozna za Braunsteinem i Kritzmann (1937), Wyszepanem (1940) i Braunsteinem
(1947) brak hamowania przez: 1) narkotyki i inhibitory dehydrogenaz: chloroform,
toluen, alkohol kaprylowy, etanol w stezeniach od 10 do 15%, aceton, uretan
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0,02 M roztwory arsenianu, arseninu, seleninu, fluorku, jodooctanu i bromooctanu,
2) zwiazki tworzace kompleksy z ciezkimi metalami: 0,01 M pirofosforan, 0,02 M
siarkowodér, 0,02 M cysteina, 0,05 M glutation, 3) zwigzki o dziataniu redukujgcym
i utleniajgcym: 0,01 M kwas askorbinowy, zelazocyjanek, siarczan zelazawy, biekit
metylenowy, chlorek zelazowy, 4) zwiagzki reagujgce z grupami karbonilowymi:
0,002 M semikarbazyd, hydroksylamina, fenylohydrazyna, 5) jony: chlorkowy,
bromkowy, jodkowy, azotanowy, dwuweglanowy, octanowy, siarczanowy, fosfora-
nowy, sodowy, potasowy, amonowy, magnezu w stezeniach 0,1 M, siarczan manganu
w stezeniu 0,01 M, siarczan glinu w stezeniu 0,04 M i octan otowiu w stezeniu
0,001 M.

Braunstein w swej monografii (1947) podaje ponadto, ze transaminazy wrazliwe
sg na zwiazki blokujgce grupy SH—. Reaktywacja nastepuje tutaj pod wptywem
glutationu.

Nasycone dwukarboksylowe kwasy alifatyczne wzigte w nadmiarze hamuja,
wedtug Braunsteina (1947), czynnosci transaminatyczne w przypadku, gdy stezenia
kwasow glutaminowego lub alfa-ketoglutarowego sa niskie.

Gdy glebiej wnikniemy w powigzania czynnosci transaminatycznych z pozosta-
tymi czynnosciami enzymatycznymi ustrojow zywych, dostrzezemy by¢ moze
zwigzki, ktére w doswiadczeniu okazg sie swoistymi inhibitorami transaminaz, do-
tychczas bowiem studia nad hamowaniem transaminacji, jak wspomniatem wyzej,
nie daty nam zbyt wiele.

Rola transaminacji w przemianie ros$lin. Posiadane dzisiaj
wiadomosci o transaminazach roslinnych sg ciagle jeszcze bardzo niekompletne
i gtéwnie dotyczg jakosciowej strony zjawiska. Bardzo mato wiemy o typografii
transaminaz, o rozmieszczeniu czynnosci transaminatycznych w réznych gatunkach
roslin wyzszych i nizszych, o wystgpowaniu tych czynnosci enzymatycznych w po-
szczegoélnych stadiach rozwoju rosliny. Sytuacja taka utrudnia zrozumienie catego
znaczenia transaminacji w przemianie roslin. Juz w niewiele lat po odkryciu trans-
aminacji enzymatycznej mozna byto jednak wyrazi¢ poglad zgodny ze stanowiskiem
Chibnalla (1939), a sprowadzajacy sie do nastepujacych twierdzen:

1) kwasy asparaginowy i glutaminowy sa gtéwnymi aminokwasami dostarcza-
jacymi azot do syntezy innych sktadnikéw biatka roslin,

2) transaminacje sa trzonem mechanizmu szybkiej wymiany grup aminowych
w ustroju roslinnym,

3) nalezy bra¢ pod uwage mozliwos¢ udziatlu w transaminacjach roslinnych
innych jednokarboksylowych substratow (précz znanej juz alaniny czy kwasu piro-
gronowego).

Na tle og6lnego schematu syntezy aminokwaséw w roslinach (p. Chibnall, s. 88)
role reakcji transaminatycznych mozemy braé pod uwage na trzech poziomach
schematu 6.
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Na poziomie pierwszym, gdzie chodzitoby o utworzenie kwaséw asparaginowego
i glutaminowego, wystepowatyby transaminazy typu np. transaminazy alaninowo-glu-
taminowej czy innych wykazanych przez Stumpfa (1951).

Na poziomie drugim chodzitoby o utworzenie catego wachlarza alfa-aminokwa-
sow. Najprawdopodobniej wystepowaly tu rozmaite transaminazy glutaminowo-
albo asparaginowo-alfa-aminokwasowe, gdyz wydaje sie juz bardzo prawdopodobne,
ze wiekszo$¢ aminokwaséw w roslinach tworzona jest droga transaminacji. Wniosek
ten wysuwany przez Burrisa (1953) potwierdza, wedtug tego autora, fakt, ze do-
tychczas nie udato sie wykaza¢ obecnosci wielu innych wspdétistniejgcych drég
tworzenia alfa—aminokwasow.

Poziom trzeci, przedstawiajgcy najogoélniej reakcje tworzenia czasteczek biatko-
wych, zwigzany jest najprawdopodobniej réwniez z czynno$ciami transaminaciji.
Obecnie mamy trzy teorie tworzenia biatek w roslinie i dwie z nich uwzgledniajg
role transaminacji w tym procesie. Pominmy tu starg, polipeptydowsg teorie
(Fischer, 1902, Hofmeister, 1902), wedtug ktorej synteza biatek postepuje przez
stopniowg kondensacje aminokwasow tworzonych oddzielnie, a ktéra niewatpliwie
w pewnych przypadkach obowigzuje. Obie pozostate teorie, reprezentowane jedna
przez Stewarda ze wspoipracownikami (1947, 1950 ab) oraz przez Streeta (1949),
a druga — przez Linderstreema-Langa (1939), twierdza, ze synteza biatek idzie
droga inng, niz ich hydroliza.

Zgodnie z pierwszg z tych teorii uklady transaminacyjne dotgczajg grupy ami-
nowe do tancuchéw weglowych tworzacych szkielet czasteczki biatkowej. Zgodnie
z drugag — ketopeptydy utworzone na skutek kondensacji ketoaldehydéw lub keto-
kwaséw z aminokwasami przeksztatcajg sie drogag transaminacji w biatka.

Za obiema tymi teoriami przemawia fakt stwierdzania zaleznosci miedzy synteza
biatek, przemiang weglowodan6éw a transaminacjami. Przytoczy¢ tu nalezy zwlaszcza
prace Synge (1951), ktéry oznaczat w rajgrasie wolne i zwigzane aminokwasy. Te
ostatnie sg zwigzane najprawdopodobniej z cukrowcami.

Rola transaminacji w przemianie roslin nie ogranicza si¢ do udziatu w syntezie
aminokwas6w i biatek. Prace Gunsalusa i Tonzelicha (1952) wskazujg na jeszcze
jedna mozliwg role transaminacji w metabolizmie roslinnym. Autorzy ci wykazali
w przypadku Escherichia coli tworzenie kwasu glutaminowego z alfa-ketoglutaro-
wego w obecnosci adeniny, guaniny i cytozyny. Obecno$¢ amoniaku, natomiast,
takiego tworzenia nie powodowata. Autorzy wysnuwajg wniosek, ze tworzenie i prze-
ksztatcanie wzajemne puryn i pirymidyn odbywa sie réwniez droga transaminacji.

Na podstawie wynikéw otrzymanych w przypadku tkanek zwierzecych nalezatoby
bra¢ ponadto pod uwage jeszcze inne mozliwe role transaminacji w przemianie
roslin, jak np. ich udziat w dezaminacji z utlenieniem pewnych 1-aminokwaso6w.
Nasze dzisiejsze wiadomosci pozwalajg nam przypisywa¢ transaminacjom, tzn.
w najogodlniejszym skrécie reakcjom takim, jak

kluczowg role ws$réd bioreakcyj posredniej przemiany azotowej roslin.

Transaminacje a inne bioreakcje katalizowane przez
pirydoksalobiatka. W badaniach transaminaz daleko za sobg mamy sy-
tuacje, w ktérej dla wyttlumaczenia nieznanej bioreakcji trzeba byto postugiwac sie
niebiologicznymi modelami. DoszliSmy do etapu, w ktérym coraz to dokladniejsze
poznawanie istoty transaminacji enzymatycznej zblizyto nas nie tylko do poznania
metabolicznego znaczenia tych reakcji, lecz pozwolito nam rozpatrywac transamina-
cje jako przykiad pewnego ogolniejszego typu bioreakcji.

Obecnie, opierajgc sie na ostatnich badaniach Braunsteina i jego szkoty, do-
strzegamy pokrewienstwa, jakie zachodza miedzy katalizowanymi przez pirydoksa-
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lobiatka reakcjami transaminacji a innymi reakcjami katalizowanymi przez inne
holoenzymy, opartymi jednak na wspétudziale tego samego koenzymu i na tym
samym mechanizmie zasadniczej reakcji.

Podstawowg reakcjg fosfopirydoksalu w przemianach aminokwasowych jest
tworzenie z aminokwasami zasad Schiffa (azometyn) ogdélnego typu wzoru 6.
W zwigzkach tych (p. schemat 7), jak to stwierdzajg Braunstein i Szemiakin
(1952), na skutek ich wiasciwosci strukturowych, a takze na skutek wptywu S$ro-
dowiska zewnetrznego, mozliwe sa przemieszczenia uktadu elektronowego zmienia-
jace wihasciwosci atomu wegla w pozycji pierwszej i umozliwiajace powstanie azo-
metyn o charakterystycznych cechach chemicznych. Podstawowy typ reakcji enzy-
matycznych katalizowanych przez enzymy pirydoksalowe spotykamy:

1. W omawianych dotychczas transaminacjach (p. schemat 8).

2. Tworzenie azometyn (wzér 6) jest ttem racemizacji + i d-alanin przez
bakteryjng racemaze. Mechanizm tej reakcji wedtug Braunsleina i Szemiakina przed-
stawia schemat 9.

3. Zblizony do poprzednich jest przebieg reakcji alfa-dekarboksylowania
1-aminokwas6w, zachodzacy réwniez przy wspétudziale pirydoksalobiatek.
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4. To samo tyczy sie enzymatycznej beta-dekarboksylacji kwasu asparaginowego
dokonywanej w niektérych drobnoustrojach przez pirydoksalobiatka.

5. Rozkiad alfa-amino—gamma-ketokwasow kinureniny i 3-oksykinureniny za-
chodzacy pod wplywem enzymu kinureninazy przebiega réwniez poprzez utworzenie
azometyn typu przedstawionego we wzorze 6.

6. Z udzialem pirydoksalobiatek dochodzi do rozpadu enzymatycznego niekto-
rych beta-pochodnych aminokwaséw.

7. Podobnie, beta-podstawne alfa-aminokwaséw mogg ulega¢ enzymatycznej
kondensacji ze zwigzkami typu pochodnych beta-indolu, co odbywa sie réwniez
przy udziale pirydoksalobiatek.

8. Stwierdzono role pirydoksalobiatek w reakcjach enzymatycznego rozpadu
gamma-pochodnych alfa-aminokwaséw.

9. To samo da sie powiedzie¢ o kondensacjach enzymatycznych gamma-pochod-
nych alfa-aminokwaséw, co jest przemiang zblizong do przemian zachodzacych
w przypadku beta-pochodnych alfa-aminokwaséw (punkt 7).

Przedstawione wyzej zestawienia bioreakcji katalizowanych przez pirydoksalo-
biatka, dokonane przez Braunsteina i Szemiakina (1953), pozwalaja dojrze¢ w me-
chanizmie transaminacji biologicznej centralny punkt biochemicznej integracji

przemiany azotowej. Na tle tego przegladu inaczej — szerzej — widzimy role
transaminaz. ,,Rola transaminacji — zacytuje stowa odkrywcy czynnosci transami-
natycznej prof. Braunsteina (1947, s. 47) — nie ogranicza sie do udziatu jej

w syntezie, rozkladzie i przenoszeniu grup aminowych, ani nie ogranicza sie do
regulacji oddychania tkankowego przez tworzenie i usuwanie metabolitow posred-
nich oddychania. Dostarczajagc narzedzia szybkiego przeksztalcenia sie wzajemnie
szesciu gtéwnych skifadowych uktadu kwaséw dwukarboksylowych, tj. kwaséw glu-
taminowego, asparaginowego, alaniny, kwasu alfa-ketoglutarowego, kwasu szcza-
wio-octowego oraz kwasu pirogronowego, transaminazy grajag na réwni z dehy-
drogenazami kwasoéw amino-dwukarboksylowych, amidazami i enzymami cyklu
Krebsa czotowa role w chemicznej integracji przemiany azotowej“.
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ANNA NOWOTNY-MIECZYNSKA

O MECHANIZMIE WIAZANIA WOLNEGO AZOTU

Problem mechanizmu wigzania wolnego azotu jest przedmiotem sporu badaczy
bodaj od czasu odkrycia istoty tego zjawiska przez Hellriegla, Prazmowskiego,
Beijerincka i in. Problem ten najwidoczniej przedstawiat i nadal przedstawia ogrom-
ne trudnosci, jezeli nawet dzi$ przy nowoczesnych $rodkach i metodach badawczych
wcigz jeszcze dalecy jesteSmy od catkowitego wyjasnienia tej sprawy. Winogradski
(1949) w ostatnim zbiorowym wydaniu swoich prac przyznaje, ze 40 lat temu za-
gadnienie mechanizmu wigzania wolnego azotu wydawato sie mu duzo fatwiejsze
do rozwigzania niz w momencie pisania tych stéw. Trudno$¢ polega przede wszyst-
kim na tym, ze mechanizm ten jest $ciSle zespolony z zyciem komorki organizmu
i ze na zewnatrz tej komorki odtworzyé go nie mozna. W przypadku symbiotycz-
nego wigzania wolnego azotu badanie problemu mechanizmu jest jeszcze trudniejsze,
poniewaz zjawisko to jest wynikiem Scistej wspétpracy dwédch organizméw: rosliny
i bakterii.

W zwigzku z problemem mechanizmu wiazania czasteczkowego azotu wytania
sie przede wszystkim zasadnicze pytanie: czy mechanizm ten jest wspdlny dla
wszystkich organizméw uzdolnionych do korzystania z atmosferycznego azotu, czy
tez odrebny dla wolno zyjacych mikroorganizmoéw, jak azotobakter, Clostridium
i inne, i odrebny dla bakterii zyjacych w symbiozie z rosling motylkowa? Zdania
bylty i sg podzielone, jednak wiekszo$¢ badaczy z Fiedorowem (1952) na czele
przychyla sie raczej do opinii, ze mechanizm ten jest uniwersalny, a to na tej pod-
stawie, ze czynniki, ktére hamuja wigzanie wolnego azotu u wolno zyjacych bakterii,
wywierajg to samo dziatanie w systemie rosliny motylkowe — bakterie. Jednakze
w ostatnim dziesiecioleciu stwierdzono zasadnicza ro6znice miedzy wolno zyjacymi
bakteriami a organizmami, ktére wigza azot tylko przy wspétzyciu z rosling motyl-
kowa; réznice te stanowi czerwony barwnik brodawek korzeniowych, ktérym natura
obdarza rosliny motylkowe tylko wtedy, gdy aktywny szczep Rhizobium zakazi
wihasciwg sobie rosline i tylko tak diugo, jak dlugo trwa proces wigzania azotu
atmosferycznego. Barwnik ten jest jedynym tego rodzaju spotykanym w Swiecie
ros$linnym wskaznikiem biologicznym, oczywiscie obok zielonego barwnika, ktory
nam sygnalizuje fotosynteze. Do barwnika tego powrdce jeszcze, obecnie pragne
oméwi¢ najwazniejsze teorie mechanizmu wigzania molekularnego azotu, bedace
przedmiotem rozwazan od szeregu lat.

Mamy dwie teorie: teorie redukcji i teorie utlenienia molekularnego azotu.
Z teoriami tymi tacza sie dwa zagadnienia: 1) jak wyglada kluczowy produkt wia-
zania wolnego azotu, tj. ten ostatni zwiazek, ktéry ,wprowadza“ azot molekularny
w sktad aminokwaséw, 2) jaki system enzymatyczny katalizuje procesy wigzania
wolnego azotu?

Teoria redukcji ma za sobg ogromng wiekszos¢ zwolennikéw i stworzona
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byla przez Kostyczewa (1926) i Winogradskiego (1936). Pierwszy z nich badat
mechanizm wigzania wolnego azotu przez azotobakter i stwierdzit, ze okoto 25 %
produktéw tego wigzania znajduje sie w postaci zwigzkéw amoniakalnych (reszte
stanowity r6zne aminokwasy), natomiast Winogradski badat brodawki $wiezo od-
ciete od macierzystego korzenia w okresie najenergiczniejszego wigzania wolnego
azotu przez rosliny motylkowe i stwierdzit wydzielanie sie z nich amoniaku, przy
czym S$rodki antyseptyczne nie hamowaly tego wydzielania. Badania te potwierdzili
Demolon i Dunez (1938) znajdujac S$cista wspdéizaleznos¢ miedzy procesami odde-
chowymi brodawek a wydzielaniem sie z nich amoniaku. Winogradski i Kostyczew
wyciagneli z wynikéw swoich badan logiczny wniosek, ze pierwszym, a zarazem
kluczowym produktem wigzania wolnego azotu przez symbiotyczne i wolno zyjace
organizmy jest amoniak, ktéry faczac sie z ketokwasami daje odpowiednie
aminokwasy. Poglad ich popart réwniez i Prianisznikow (1945), ktéry wprawdzie
bezposrednio tymi sprawami sam nie zajmowal sie, jednak zawsze glosit teze, ze
alfg i omega przemian azotowych wszystkich organizmoéw, bez wzgledu na ich cha-
rakter fizjologiczny i zrédio azotu, jest amoniak.

Te dwa podstawowe dowody redukcyjnego wigzania wolnego azotu wywotaty
ozywiong dyskusje i jeszcze bardziej ozywiong dziatalno$¢ badawczg, ktéra jednakze
przez wiele lat nie dostarczyta wazniejszego materiatlu dowodowego do teorii Ko-
styczewa i Winogradskiego. Dopiero w ostatnich latach, gdy zyskaliSmy nowe na-
rzedzie do badania drég wigzania czastkowego azotu w postaci nacechowanego
azotu N215 S$ledzenie mechanizmu zrobito ogromne postepy. Ws$rdéd szeregu badan
z tego zakresu na uwage zastugujg badania szkoty Wilsona (1952). Wilson ze
swymi wspétpracownikami prowadzit badania na azotobakterze, Clostridium, Nostoc
muscorum i in. w ten sposéb, ze azot zwykly zastepowal azotem nacechowanym
w roéznych zwigzkach azotowych, jak amoniak, mocznik, azotany, azotyny i in.
i stwierdzit, ze tylko azot amoniakalny pobieraty te organizmy natychmiast i w ca-
tosci oraz odktadaty go potem w kwasie glutaminowym, mniej w kwase asparagi-
nowym i alaninie, ktére to zwiazki mogty zresztg powsta¢ z kwasu glutaminowego
dzieki dziatalnosci transaminazy glutaminowo-asparagnowej. Badaigc wpltyw roéz-
nych zwigzkéw azotowych na energie wigzania wolnego azotu przez azotobaktera
Wilson stwierdzit, ze tylko amoniak hamuje to wigzanie w 100%, natomiast inne
polaczenia, jak azotany czy azotyny, potrzebujg dopiero pewnego krétszego czy
dituzszego czasu do wywotania takiego hamujacego dziatania. Zjawisko to ttuma-
czone jest w ten spos6b, ze azotobakter majgc do wyboru azot molekularny i azot
amoniakalny natychmiast korzysta z azotu amoniakalnego.

Burris, Orcutt i Umbreit (1952; — réwniez ze szkoly Wilsona) badali sprawe
wigzania wolnego azotu na brodawkach korzeniowych roslin motylkowych, ale obrali
inng droge badawcza; mianowicie usitowali oni ustali¢ w brodawkach skiad amino-
kwaséw, charakterystyczny dla symbiotycznego wigzania wolnego azotu. Rozwdj
chromatografii utatwit im to zadanie i badacze stwierdzili, ze podobnie jak w azo-
tobakterze, pobrany przez zakazone rosliny motylkowe nacechowany azot N215 zo-
staje odtozony przede wszystkim we frakcji kwasu glutaminowego, mniej we frakcji
kwasu asparaginowego. Duzg porcje nacechowanego azotu znaleziono tez we frakcji
amoniakalnej, do ktérej zaliczamy obok amoniaku réwniez i zwigzki amidowe. Te
zbiezne wyniki badan prowadzone na wolno zyjacych bakteriach i na brodawkach
korzeniowych doprowadzity badaczy do zgodnego wniosku, ze najbardziej
prawdopodobnym kluczowym produktem wigzania wolnego azotu jest tylko
amoniak. Badania te jednak nie moga by¢ uwazane za kompletne, pozostaje
bowiem pytanie, jak wygladajg zwigzki posrednie miedzy azotem molekularnym
a amoniakiem? Zapetnienie tej luki jest, jak dotychczas, przedmiotem domystéw
i roznych spekulacji badawczych.

Teoria utlenienia molekularnego azotu, ktéra dotychczas miata bardzo
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nielicznych zwolennikéw i byfa najsilniej zwalczana przez Prianisznikowa, zostata
obecnie znowu wysunieta przez Virtanena (1952). Na podstawie swoich prac i na
zasadzie rozumowania badacz ten dochodzi do wniosku, ze drogi chemizmu wigza-
nia wolnego azotu sa odmienne dla bakterii tlenowych (azotobakter, Rhizobium
wespot z rosling motylkowg), a odrebne dla bakterii anaerobowych, jak
Clostridium i in. Wedtug finskiego badacza pierwszym produktem wigzania wolnego
azotu przez aeroby bylby produkt utlenienia czasteczkowego azotu, najprawdopo-
dobniej N20, natomiast dla anaerobéw produkt redukcji tegoz azotu. Poglad ten
uzasadnia Virtanen w nastepujacy sposob: kluczowym zwigzkiem pobierania wol-
nego azotu przez system rosliny — Rhizobium nie jest amoniak, lecz hydro-
ksylamina, a to dlatego, ze w zwigzkach wydzielanych z brodawek korzenio-
wych roslin motylkowych do podioza * znaleziono wprawdzie nieduze, ale stale
wystepujace ilosci kwasu oksiminobursztynowego. Zwigzek ten moégt, wediug niego,
powsta¢ tylko z syntezy hydroksylaminy z kwasem szczawio-octowym, ktorego
znaczne ilosci znalazt Virtanen w soku roslin motylkowych. Kwas ten niezwykle
szybko reaguje z hydroksylaming (duzo szybciej niz amoniak z kwasem ketogluta-
rowym), tworzac potgczenia oksymowe wedilug nastepujacego wzoru:

Réwnoczesnie Blom (1931) odkryt w produktach wigzania wolnego azotu u azo-
tobaktera znaczniejsze ilosci hydroksylaminy, a Enders (1935) to potwierdzit,
natomiast u Clostridium butyricum nie udato sie nikomu wykry¢ S$ladéw hydro-
ksylaminy ani tez zwigzkoéw, ktére by przez hydrolize dawatly hydroksylamineg;
stwierdzono jednak obecnos$¢ duzych ilosci polgczen amoniakalnych. Powyzsze wy-
niki badan, swoich i cudzych, naprowadzity Virtancna na mysl, ze mechanizmy
wigzania wolnego azotu u aerobowych i anaerobowych organizméw muszg byc¢
odrebne i sprawe te rozwaza dalej w nastepujacy sposoéb: Virtanen wychodzi z za-
tozenia, ze jesli nie znajdujemy réznic w sktadzie biatka w zaleznosci od tego czy
organizm (azotobakter, Rhizobium + ros$lina) syntetyzuje je z azotanéw, czy tez
z azotu atmosfery, to najwidoczniej te dwa metabolizmy wywodzace sie z dwu od-
miennych Zrédet azotu musza sie w jakim$ punkcie spotykaé; Virtrancn rozu-
muje dalej: jesli procesy pobierania azotu z azotanéw tlumaczymy sobie
stopniowg redukcja reszty azotanowej, wedlug nastepujacego  schematu:

H?0
NO3->NO2->N20->(NOH)2->NH20H->NH3 to najbardziej prawdopodobnym
zbieznym dla obu metabolizméw produktem pobierania azotu moégtby by¢ dla aero-
bowych organizméw zwigzek N20 wzglednie jego uwodnione potgczenie (NOH)2**,
jako najblizszy sasiad hydroksylaminy.

Dla silniejszego poparcia swoich wywodéw Virtanen przytacza jeszcze jeden
argument: jest rzecza od dawna wiadoma, ze molekularny wodér hamuje wigzanie
wolnego azotu, ale tylko u bakterii tlenowych, jak: azotobakter, Nostoc, Rhizobium
i in. natomiast bakterie beztlenowe, jak Clostridium, Chromatium i in.,, w swej
dziatalnosci pobierania wolnego azotu przez woddr nie sg hamowane. To hamujgce
dziatanie wodoru u aerobéw tlumaczy Virtanen (1952) zjawiskiem hamowania
przez wspoétzawodnictwo (inhibitory compétition), a mianowicie wspét-
zawodnictwem wodoru z azotem o tlen. Tak wiec za koncepcjg Virtanena przema-
wialyby nastepujgce przestanki: 1) w produktach wigzania wolnego azotu przez
tlenowce znaleziono hydroksylaminge, a u beztlenowcéw amoniak z wykluczeniem

* Srodowisko odzywcze rosliny.
** OH—N =N —OH.
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hydroksylaminy, 2) wodér hamuje wigzanie wolnego azotu tylko u aerobowych
organizméw, natomiast u anaerobdéw tego zjawiska nie stwierdzono.

Na podstawie powyzszych danych Virtanen kresli nastepujagcy schemat wigzania
czasteczkowego azotu przez bakterie tlenowe i beztlenowe:

Wedtug tego schematu pierwszym produktem wigzania wolnego azotu u tlenow-
coéw bytby produkt utlenienia N2 natomiast u anaerobow produkt redukcji N2
Kluczowym zwigzkiem bytaby nie tylko hydroksylamina, ale takze i amoniak
powstaty przez redukcje hydroksylaminy. O powstawaniu aminokwaséw: asparagi-
nowego z hydroksylaminy, a kwasu glutaminowego 2z amoniaku decydowataby
obecno$¢ ketokwasu; w pierwszym przypadku kwasu szczawio-octowego, w dru-
gim ketoglutarowego, zaleznie od tego, jakim w danym momencie dysponuje orga-
nizm (s. 78).

Gdyby teoria Virtanena okazata sie stuszna, to luka miedzy N2 a NH3 (na
ktéra zwrocitam uwage omawiajac badania Wilsona) bytaby w mys$l tej teorii za-
peitniona.

Catkiem odmiennie zapatruje sie na sprawe mechanizmu wigzania wolnego
azotu Prianisznikow; wedtug niego nie jest rzecza wazng, czy kluczowym produk-
tem wigzania czasteczkowego azotu jest amoniak czy hydroksylamina, ale rzecza
pierwszorzednej wagi byloby podpatrzenie przyrody, w jaki sposéb pod wzgledem
katalitycznym odbywa sie to wigzanie. Bylaby to wspaniata wskazéwka dla prze-
mystu, ktéry jak dotad nie zna metody wigzania molekularnego azotu w takich
warunkach jak rosliny motylkowe czy inne organizmy uzdolnione do tych funkcji,
tj. w normalnej temperaturze i pod normalnym cisnieniem.

Jak wiec wyglada aparat enzymatyczny, ktéry katalizuje procesy wigzania wol-
nego azotu? System ten, objety og6lng nazwg ,nitrogenazy“, jest wedilug
Fiedorowa (1946) wspdlny catej rodzinie bakterii korzystajgcych z atmosferycznego
azotu, a to na tej podstawie, ze czynniki takie jak tlenek wegla, hamujg wiazanie
tego azotu u wszystkich tego typu organizméw zaréwno tlenowych, jak i beztleno-
wych, symbiotycznych i wolno zyjacych. Wedtug Fiodorowa w skilad tego systemu
wchodzi grupa karboksylowa, aminowa i karbonilowa, i wlasnie ta ostatnia grupa
bierze, wedtug niego, bezposredni udziat w pobieraniu wolnego azotu dajgc w re-
zultacie amoniak i aminokwas.

Wedtug badan z ostatnich lat $ciSle z nitrogenaza jest zwigzany jeszcze inny
enzym — hydrogenaza, ktora specyficznie aktywuje molekularny wodér. Jej
obecnos¢ stwierdzono w azotobakterze i innych niedawno odkrytych bakteriach
zarowno tlenowych, jak i beztlenowych, uzdolnionych do pobierania azotu atmosfe-
rycznego, i na tej podstawie wysunieto przypuszczenie, ze wszystkie organizmy
zawierajgce hydrogenaze sg potencjalnymi nosicielami sit, ktére je uzdolniajg do
korzystania z czasteczkowego azotu. Jednakze, jak dotychczas, nie udato sie wykryé
hydrogenazy ani w brodawkach korzeniowych roslin motylkowych, ani w ich
bakteriach symbiotycznych. Mimo to Wilson (1952) jest zdania, ze brak hydroge-
nazy w brodawkach czy ich bakteriach bynajmniej nie dowodzi jej absolutnej nie-
obecnosci w systemie rosliny-bakterie. Wedtug niego hydrogenaza jest tak Scisle
zespolona z samym procesem wigzania wolnego azotu, ze znika natychmiast, gdy
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tylko czynne brodawki korzeniowe odetniemy od ich macierzystego korzenia lub
chocby tylko uszkodzimy. Dowodem takie] tacznosci bytby zaobserwowany fakt,
ze azot saletry hamuje wszystkie reakcje, ktére katalizuje hydrogenaza, a azot mo-
lekularny tego dziatania nie wywiera.

Jezeli jednak nie mamy pewnosci co do obecnosci hydrogenazy w brodawkach,
to mamy niezbitg pewnos¢, ze istnieje tam inny system, ktérego roli w procesach
wigzania wolnego azotu jeszcze nie rozumiemy. Role tego systemu spetnia czerwony
barwnik, ktéry wedlug Keilina (1945) jest hemoglobing identyczng z hemoglobing
krwi zwierzat kregowych, a wedtug Virtanena (1952) substancjg tylko do hemo-
globiny ogromnie zblizong, a to z powodu odmiennego sktadu aminokwaséw kom-
ponenty biatkowej. Gdy tylko na nowo odkryto barwnik czerwony w brodawkach
(na nowo — bo przeciez juz Prazmowski pisat o ,rézowo miesnym* zabarwieniu
brodawek grochu w okresie jego dziatalno$ci symbiotycznej), Virtanen natychmiast
wysunat koncepcje, ze rola tego barwnika polega na tym, ze jest on nosicielem
i przenosnikiem tlenu dla bakterii uwiezionych w brodawkach. Jednak koncepcje te
obalit Smith (1948) na podstawie swoich badan, w ktoérych wykazat, ze stopien
pobierania tlenu przez czynne i nieczynne brodawki (to jest niezdolne do wigzania
wolnego azotu i nie produkujace czerwonego barwnika) jest jednakowy i ze prze-
prowadzenie znajdujgcego sie w brodawkach barwnika w tlenkoweglowg hemoglobine
(przez co traci zdolno$¢ katalizowania wigzania wolnego azotu) nie ma wplywu na
pobieranie tlenu przez brodawki korzeniowe.

Obecnie Virtanen (1952) wysuwa inne przypuszczenie; by¢ moze rola czerwo-
nego barwnika polega na tym, ze drobina azotu atmosferycznego tgczy sie z jonem
zelaza hemoglobiny: Hb— Fe— N2 przez co miedzyatomowe wigzanie azotu zostaje
rozluznione, a cata drobina zyskuje w ten spos6b na aktywnosci, albo: ze barwnik
ten bierze udziat w utlenieniu molekularnego azotu przy réwnoczesnej zmianie ta-
dunku elektrycznego swego zelaza. Tej koncepcji przecza jednak badania Keilina,
ktéry w brodawkach znalazt tylko hemo- i oksyhemoglobine, natomiast w zadnym
razie nie stwierdzit methemoglobiny. Fiodorow reprezentuje poglad nielicznych ba-
daczy, ktérzy neguja udziat czerwonego barwnika brodawek w funkcjach wigzania
wolnego azotu, a to na tej podstawie, ze: 1) akacja i olcha (Alnus glutinosa) réw-
niez korzystaja z azotu atmosfery za posrednictwem brodawek, a jednak nie pro-
dukuja hemoglobiny, ze 2) azotobakter i inne wolno zyjagce bakterie obchodzg sie
bez hemoglobiny w swych czynnosciach pobierania wolnego azotu. Akacja i olcha
istotnie wigzg azot bez udziatu hemoglobiny, ale metabolizm azotowy np. olchy jest
odmienny od azotowej gospodarki roslin motylkowych i brodawki korzeniowe roslin
motylkowych sg bogate w kwas glutaminowy i asparaginowy, gdy tymczasem w bro-
dawkach olchy brak jest tych aminokwaséw, natomiast produkujg one duze ilosSci
1-cytruliny, ktérej z kolei w brodawkach roslin motylkowych nie znajdujemy. W bro-
dawkach olchy nie ma hemoglobiny, ale za to produkujg one okoto 15 razy wiecej
réznych potgczen hematynowych niz korzenie innych roélin; by¢ moze potgczenia te
spetniajg w brodawkach olchy te sama role co i hemoglobina brodawek roslin mo-
tylkowych. Jakkolwiek olche zakazajag odmienne od Rhizobium organizmy symbio-
tyczne, to jednak mimo to przypuszcza sig, ze mechanizmy tych roslin sg bardzo do
siebie zblizone.

Jezeli wciaz jeszcze brak nam dostatecznych dowodéw na udziat czerwonego
barwnika w procesach wigzania wolnego azotu, to jednak nie mogg nas nie intry-
gowac fakty, ze: 1) w wielkiej rodzinie roslin tylko motylkowe produkujg hemo-
globing, 2) ze jest ona niezawodnym wskaznikiem na przebiegajgce procesy wigza-
nia wolnego azotu, poniewaz tylko aktywne szczepy Rhizobium wesp6t z rosling
syntetyzujg ten barwnik, 3) ze barwnik ten zamienia sie w zielony, z chwilg gdy
procesy te ustaja (co jest potaczone z peknieciem pierscienia porfirynowego hemo-
globiny), 4) ze tlenkoweglowa hemoglobina brodawek hamuje wiazanie wolnego
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azotu podobnie jak tlenkoweglowa hemoglobina krwi blokuje rozprowadzanie tlenu
po organizmie zwierzat, ze wreszcie 5) nieodzownym warunkiem syntezy czerwonego
barwnika w brodawkach jest nie tylko obecnos¢ w pozywce zelaza, ale takze i mie-
dzi, znéw jak w Swiecie zwierzecym. Na powyzsze pytania i wiele innych, doty-
czacych mechanizmu wigzania wolnego azotu, nie znajdujemy jeszcze odpowiedzi,
nie umiemy przeciez jeszcze rozstrzygna¢ kwestii poruszonej na poczatku tego refe-
ratu — czy mechanizm ten jest uniwersalny dla wszystkich tego typu organizméw?
Dlatego problem mechanizmu wigzania wolnego azotu wymaga dalszych wnikliwych
i cierpliwych badan zaréwno biochemikéw, jak i mikrobiologéw i fizjologéw. Do-
piero takie zespotowe badanie problemu moze przynies¢ definitywne jego rozwig-
zanie.
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M. KANSKI, O. SAKLAWSKA-SZYMONOWA, M. SZYMONA

TRANSAMINACIJA ASPARAGINOWO-ALFA-KETOGLUTAROWA
(ASPARAGINOWO-GLUTAMINOWA) U MYCOBACTERIUM PHLEI

W poréwnaniu z obszernym pismiennictwem dotyczacym zagadnienia transami-
nacji w tkankach zwierzecych istnieje raczej niewielka liczba prac doswiadczalnych
poswieconych sprawie transaminacji u drobnoustrojow.

Od czasu pierwszej publikacji Lichsteina i Cohena z 1945 r. (1) dopiero ostat-
nie lata przyniosty kilka prac z tej dziedziny (2, 3, 4 i 5).

W dostepnym pismiennictwie nie spotkaliSmy wzmianek na temat transaminacji
u pratkébw kwasoodpornych poza przypuszczeniem wysunietym przez Edsona (6),
ze zuzywanie kwasu glutaminowego przez zawiesiny Mycobacterium moze by¢ zwig-
zane z procesem transaminacji.

Celem naszej pracy byto wykrycie transaminazy asparaginowo-alfa-ketoglutaro-
wej (asparaginowo-glutaminowej wg nomenklatury anglosaskiej), katalizujgcej
przeniesienie grupy aminowej z kwasu asparaginowego na kwas alfa-ketoglutarowy,
w dezintegratach acetonowych i zawiesinach komdrkowych Mycobacterium phlei.

Do badan nad zawiesinami hodowaliSmy pratki na ptynnym podiozu syntetycz-
nym wg Syma (7), natomiast do dezintegracji uzywaliSmy hodowli rosnacych na
pozywce statej Lowensteina. Do naczyniek inkubacyjnych dodawano zawiesing
pratkéw lub zawiesine proszku acetonowego, odpowiednie ilosci kwasu asparagino-
wego i kwasu alfa-ketoglutarowego rozpuszczone w buforze fosforanowym o pH 8,3.
inkubacje prowadzono w warunkach aerobowych w temp. 37° do 3 godzin (dezinte-
graty acetonowe) i do 72 godzin (zawiesiny komorkowe), po czym inkubacje
przerywano przez dodanie do mieszaniny 20 % kwasu tréjchlorooctowego. Przesa-
czone prébki poddawano analizie chromatograficznej bibutowej wstepujacej jedno-
kierunkowej.

Stwierdzono zwigkszenie sie wielkosci i natezenia plamy kwasu glutaminowego
na chromatogramach w miare czasu trwania inkubacji w poréwnaniu z prébkami
kontrolnymi, co dowodzi obecnosci aktywnej transaminazy asparaginowo-alfa-keto-
glutarowej. Wydaje sie, ze proces transaminacji zachodzi szybciej w dezintegratach
acetonowych niz w zawiesinach komdrkowych Mycobacterium phlei.

W dalszych doswiadczeniach prowadzonych w warunkach aerobowych oraz
w atmosferze azotu nie potwierdzono w odniesieniu do Mycobacterium phlei daw-
niejszego spostrzezenia Lichsteina i Cohena o hamujgcym wplywie tlenu na aktyw-
nos¢ transaminazy asparaginowo-alfa-ketoglutarowej.

Dodawanie przegotowanego wyciggu z miesnia sercowego jako zrodta koenzy-
mu (8) do uktadu dezintegrat — substraty nie wzmagato aktywnosci badanej trans-
aminazy, co zgadza sie¢ z doswiadczeniami Cammaraty i Cohena (9), ktoérzy
wykazywali, ze wyciggi z miesni dziatajg ,,aktywujaco* na réznorodne transami-

& 8



nazy jedynie ze wzgledu na zawartos¢ dos¢ znacznych ilosci kwasu glutaminowego,
a nie z powodu obecnosci w nich fosforanu pirydoksalu.
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MARIA BIELINSKA

ZMIANY CHEMICZNE TOWARZYSZACE PRZEMIENNEMU OWOCOWANIU
JABLONI

(Doniesienie tymczasowe)

Od trzech lat prowadzone sg w Instytucie Sadownictwa badania nad zmianami
chemicznymi towarzyszacymi przemiennemu owocowaniu jabtoni. Wiekszo$¢ na-
szych odmian jabtoni owocuje co drugi rok. Walka z tym zjawiskiem jest jednym
z kluczowych probleméw w sadownictwie, ktérego rozwigzaniu pos$wiecono duzo
uwagi w pracach badawczych Instytutu Sadownictwa i Zakladu Sadownictwa
SGGW.

Nad zmianami chemicznymi wystepujacymi przy przemiennym owocowaniu
prowadzono badania gtéwnie w Zwigzku Radzieckim i Stanach Zjednoczonych.
Whnioski wyprowadzone na podstawie tych badan byty jednak ré6znorodne i czesto
sprzeczne. Na o0g6t wszyscy badacze przyjmujg, ze chodzi tu o wyczerpanie zasobow
pokarmowych. Specjalng uwage poswiecono zwigzkom azotowym i weglowodanom.
My roéwniez postanowiliSmy przede wszystkim przesledzi¢ dynamike azotu i weglowo-
danéw (cukréw i skrobi) w lisciach i pedach jabtoni owocujacych i nie owocujacych.
Do doswiadczania wchodzity poczatkowo dwie, potem cztery odmiany: Grochéwka,
Wealthy, Antonéwka, Fameuse, ogdtem 21 drzew. Probki lisci poczatkowo pobie-
rano trzykrotnie, w okresie roéznicowania sie pagkow kwiatowych, tj. od poczatku
lipca do poczatku sierpnia, w nastepnych latach 4—5 razy w ciggu wegetacji:
1 — przed réznicowaniem sie pgkéw kwiatowych, 2 i 3 — w okresie réznicowania
sie, 4 — przed opadnigeciem lisci.

Stwierdzono co nastepuje: w badanych przypadkach ogdlna ilos¢ zwigzkow
azotowych w lisciach z drzew owocujagcych byta wyzsza niz z nie owocujgcych.
Réznica ta wystepowata nawet w obrebie jednego drzewa, wéwczas gdy oberwano
kwiaty z jednej jego potowy, skutkiem czego potowa drzewa owocowata, potowa nie.
Wyrazny byt réwniez spadek zawartosci azotu w ciggu wegetacji.

Tabela 1

Procentowa zawarto$¢ azotu ogolnego w suchej masie lisci jabtoni odm. Grochéwka 1951 r.

N " q D at a

umer porzadko rzewa

porzadkowy 26. VII 22. VI 18 IX 19. X

Drzewo 4 owocujace 2,60 2,57 2,39 192
Drzewo 5 owocujace 2,59 2,50 2,40 1.99
Drzewo 1 nie owocujgce 2,33 2,26 191 182
Drzewo 2 nie owocujace 2,40 2,35 2,22 194
Drzewo 3 nie owocujace 2,45 2,35 2,12 1,75
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Tabela 2

Procentowa zawarto$¢ azotu ogolnego w suchej masie lisci jabloni odm. Wealthy 1951 r.

Numer porzadkowy

27. Vvl
Drzewo 1, cze$¢ poétnocna owocujaca 2,44
cze$¢ potudniowa nie owocujaca 2,37
Drzewo 2, cze$¢ potudniowa owocujgca 2,73
czes¢ polnocna nie owocujaca 2,49

D at a
23. VI

2,32
2,28
2,52
2,13

20.

2,21
1,93
221
2,09

IX

20. X

brak danych
1,70
1,84
163

Owocowanie wptywato ponadto na przediuzenie okresu wegetacji, zmniejszenie
powierzchni lisci, a zwiekszenie ilosci aparatow szparkowych. Otrzymane wyniki
z oznaczen cukréw nie pozwalaja, jak dotad, na uchwycenie charakterystycznej re-

gularnosci w ich iloSciowym rozmieszczeniu.

W ostatnim roku badan przystagpiono do oznaczania azotu catkowitego i nie-
rozpuszczalnego, opierajac sie na twierdzeniu Ursulenki, ze na owocowanie zasadni-
czy wplyw ma zawarto$¢ substancji biatkowych w stosunku do ogélnej ilosci zwiaz-
kéw azotowych. Ponadto rozpoczeto badania nad zawartoscig sktadnikéw popiotu.



ZOFIA WYSOKINSKA

SPRAWOZDANIE Z PRAC ZAKLADU BIOCHEMII INSTYTUTU
MATKI | DZIECKA W ZAKRESIE BIOCHEMII ROSLIN

Zaktad Biochemii Instytutu Matki i Dziecka w Warszawie zajmowat sie miedzy
innymi zagadnieniem iloSciowego wystepowania kwasu askorbinowego w lisciach
niektérych roslin krajowych. Praca ta ma nie tylko znaczenie teoretyczne, lecz réw-
niez ma na celu ewentualne znalezienie ws$réd surowcéw krajowych takiego natu-
ralnego Zrédta witaminy C, ktére datoby sie wykorzysta¢ przy zapobieganiu stanom
hipowitaminozy, wystepujacym dos¢ czesto, zwhaszcza ws$rdd dzieci.

Ogo6tem przebadano na zawartos¢ kwasu askorbinowego okoto 50 gatunkéw
roslin. Stosowano metode miareczkowania za pomocg 2,6—dwuchlorofenoloindofe-
nolu. Badania rozpoczeto wczesng wiosng. Trwaty one do potowy sierpnia. Wybor
roslin przeznaczonych do badania byt poczatkowo przypadkowy, z tym ze nie brano
pod uwage drzew iglastych, co do ktérych wiadomo, ze zawierajg duzo kwasu
askorbinowego. Juz po pierwszych badaniach zauwazono, ze liscie drzew lisciastych
zawierajg na ogot wiecej kwasu askorbinowego niz liscie innych roslin zielonych,
chociaz i tu zdarzaty sie wyjatki.

Zawartos¢ kwasu askorbinowego we wczesnym okresie wegetacji (kwiecien-maj)
byta z reguty wyzsza niz w okresie pdzniejszym.

Srednig zawarto$¢ ponizej 50 mg % w $wiezej masie znaleziono w nastepujacych
rodlinach: 1) Skrzyp polny (Equisetum arvense), 2) Przetacznik lesny (Veronica
officinalis), 3) Podréznik pospolity (Cichorium intybus) , 4) Babka pospolita
(Plantago major), 5) Ostrozen polny (Cirsium arvense), 6) Mniszek pospolity
(Taraxacum officinale).

Najliczniejsza grupe stanowity rosliny o zawartosci od 50— 100 mg % kwasu
askorbinowego: 1) Wrotycz pospolity (Tanacetum vulgare), 2) Podbiat pospolity
(Tussilago Farfara), 3) Krwawnik pospolity (Achillea millifolium), 4) Bylica po-
spolita (Artemisia vulgaris), 5) Muchotrzew (Spergularia), 6) Trzykrotka pasko-
wana (Tradescantia zervina), 7) Mak ogrodowy (Papaver somniferum), 8) Powdj
polny (Convolvulus arvensis), 9) Rozchodnik ostry (Scdum acre), 10) Ziemniak
(Solanum tuberosum), 11) Komosa strzatkowata (Chenopodium bonus Henricus),
12) Rdest ptasi (Poligonum aviculare), 13) Pokrzywa zwyczajna (Urtica dioica),
14) Rumianek pospolity (Matricaria chamomilla), 15) Btawatek (Centaurea
cyanus).

Kwas askorbinowy w ilosciach 100— 200 mg % zawieraty: 1) Poziomka pospo-
lita (Fragaria vesca), 2) Ognicha (Sinapis arvensis), 3) Mieta polna (Mentha
arvensis) 4) Groch zwyczajny (Pisum sativum), 5) Fasola zwykia (Phaseolus
vulgaris).

Kwas askorbinowy w ilosciach 200— 250 mg % wystepowat wsréd roslin bada-
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nych jedynie w lisciach roslin z rodziny motylkowatych (Papilionaceae): 1) Lucerna
siewna (Medicago sativa), 2) Wyka plotowa (Vicia saepium), 3) R6zne odmiany
koniczyny (Trifolium).

Najbogatszymi w kwas askorbinowy okazaty sie liscie chrzanu (Cochlearia
armoracia), w ktérych znaleziono 500—700 mg %, co znacznie odbiega od zawar-
tosci w innych roslinach.

Sposréd krzewdw przebadano liscie czarnego bzu (Sambucus nigra), maliny
(Rubus idaeus), jezyny (R. fruticosus) oraz dzikiej rézy (Rosa canina). Zawar-
tos¢ kwasu askorbinowego wynosita w nich 99— 250 mg %.

W lisciach badanych drzew ilos¢ kwasu askorbinowego byta znaczna, gdyz prze-
kraczata w miesigcach wiosennych 150 mg %, dochodzac nawet do 300 mg %
(topola, osina).

Samo stwierdzenie do$¢ duzych ilosci kwasu askorbinowego w lisciach bada-
nych roslin nie bylo wystarczajace dla celéw praktycznych, gdyz liscie nie nadajag
sie do konsumpcji, poza tym brak jest ich w zimie i wczesng wiosng, kiedy najsil-
niej dajg sie odczuwaé¢ niedobory kwasu askorbinowego. Wobec tego poczyniono
préby konserwacji lisci jako mozliwego zrdédta witaminy C réwniez w miesigcach
zimowych.

Badania rozpoczeto od suszenia jako najtatwiejszej metody konserwujgcej,
nie wymagajacej skomplikowanych urzadzen oraz pozwalajgcej licie proszkowac
lub pastylkowa¢ i uzywaé jako preparat leczniczo-odzywczy. Mozna réwniez spo-
rzadza¢ napary z wysuszonych lisci w postaci herbatek lub uzywaé je jako surowca
do technicznego sporzadzania koncentratéw.

Zwykle suszenie niestety nie dawato pozytywnych rezultatéw, gdyz zawartos$¢
kwasu askorbinowego w suszu byia znikoma. Wobec tego postanowiliémy przed su-
szeniem wprowadzi¢ tak zwane blanszowanie lub siarkowanie. Czwarta metoda
polegata na suszeniu w promieniach podczerwonych. Najlepsze rezultaty w zacho-
waniu kwasu askorbinowego otrzymaliSmy przy siarkowaniu. W lisciach suszonych
promieniami podczerwonymi i w lisciach blanszowanych zawarto$¢ kwasu askorbi-
nowego byta takze wyzsza niz w lisciach suszonych zwyczajnie. Dane te odnoszg sie
do przeliczenia na suchg mase.

Inng pracg o charakterze praktycznym, dotyczaca rowniez witaminy C, byto okre-
Slanie jej zawartosci w sokach jarzynowych i owocowych podawanych dzieciom
w pierwszym roku zycia. Chodzito o stwierdzenie, jakg realng wartos¢ C-witaminowa
posiada sok zaleznie od sposobu jego sporzadzania i czasu przechowywania. Stwier-
dzono, ze najwieksze straty kwasu askorbinowego powstawaty w okresie sporzadza-
nia soku, zwlaszcza jezeli uzywano sprzetu metalowego (sita, tarki). Natomiast
zawartos¢ witaminy C w soku juz sporzadzonym spadata nieznacznie w czasie prze-
chowywania w ciggu 1—3 godzin. Nie zauwazono takze znacznych réznic pomiedzy
sokiem przechowywanym w temperaturze pokojowej i w lodéwce. Z przebadanych
5 sokéw, ktére sporzadzano z kalarepy, jabiek, marchwi, agrestu i porzeczek, naj-
lepszym Zrédtem witaminy C okazatly sie soki z agrestu, kalarepy i porzeczek. Na-
tomiast soki najczesciej praktycznie uzywane, tzn. marchwiowy i jabtkowy, miaty
mniejsza zawartos¢ kwasu askorbinowego. Mieszanki sporzadzane z powyzszych
sokéw wykazywaly nizsza zawarto$¢ kwasu askorbinowego, niz wynikato to
z obliczen.

Trzecia praca wykonywana w zaktadzie jest badanie skiadu chemicznego i war-
tosci odzywczych niektérych grzybéw krajowych. Do tego czasu opracowano pie-
czarki i piestrzenice. Oznaczono zawarto$¢ poszczegoélnych skiadnikéw pokarmowych
oraz wartos¢ kaloryczna. Grzybami zainteresowano sie nie tylko jako produktem
zywnosciowym, ale i ze wzgledu na wysoka zawarto$¢ w nich pektyny, oraz na mo-
zliwosé jednoczesnego wykorzystania biatka i innych skladnikow pokarmowych
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grzybow wraz z pektyng, uzywang w biegunkach dzieciecych. Interesujgce byto
stwierdzenie w grzybach miedzy innymi stosunkowo duzych ilosci miedzi i cynku,
ktére, jak wiadomo, wchodzg w skiad niektérych enzymow (tyrozynaza, fenolaza,
oksydaza kwasu askorbinowego). Wobec tego powstato zagadnienie, czy metale te
znajdujg sie tylko w postaci sktadnikéw enzyméw, czy tez w innej postaci. Dla
rozwigzania tego problemu mamy zamiar wykona¢ réwnolegte oznaczenie aktyw-
nosci enzymoOw i zawartosci odpowiednich metali.



KRYSTYNA MICHALSKA

PRACE Z ZAKRESU BIOCHEMII GRZYBOW | MYKOBAKTERII
W ZAKLADZIE BIOCHEMII INSTYTUTU GRUZLICY W WARSZAWIE

Zagadnienia opracowywane przez Zakiad Biochemii Instytutu Gruzlicy nie po-
zostaje w Scistym zwiazku z tematyka obecnego sympozjum poswigeconego biochemii
rodlin. Jednakze prace prowadzone ostatnio w zaktadzie na temat biochemii grzy-
béw i niektérych drobnoustrojow zazebiajg sie o problemy biochemii roslin, szcze-
g6lnie w zakresie roslin nizszych. Dlatego przedstawiam w skrécie sprawozdanie
z tych prac i plan naszych prac na przyszto$¢, wychodzac z zatozenia, ze drogg po-
rozumienia sie z innymi placéwkami fizjologii i biochemii roslin mozemy znalezé
pomoc w rozwiazaniu interesujagcych nas probleméw.

Chodzi tu o kontynuowanie kierunku, nakreslonego w swoim czasie dla zaktadéw
teoretycznych Instytutu Gruzlicy przez prof. E. Syma i rozpoczetego przez niego
osobiscie, mianowicie o blizsze zbadanie dobrze znanego i daleko siegajagcego podo-
biestwa w metabolizmie grzybéw i promieniowcéw z jednej strony, a mykobakterii
z drugiej, istnienie ktérego w Swietle nowszych prac wydaje sie nie ulega¢ watpli-
wosci. Wymaga ono jednak szerszego opracowywania z zastosowaniem do tych
obiektéw ostatnich zdobyczy biochemii, w szczeg6lnosci osiggnie¢ biochemii roslin.

Wspoélne cechy grzybéw i mykobakterii nie ograniczajg si¢ do podobiefstwa
morfologicznego, cech barwliwosci (kwasoopornosci), pokrewienstwa filogenetycz-
nego czy potozenia systematycznego, lecz siegajg w gtgb proceséw fizjologicznych,
przede wszystkim metabolicznych, u obu grup organizméw. Przy blizszym rozpa-
trzeniu okazuje sie, ze mozna znalezé¢ wiele wspolnych cech w biochemicznej cha-
rakterystyce i procesach przemiany u nizszych grzybow, zwlaszcza u Actinomycetes
i Proactinomycetes z jednej strony, a mykobakterii i mykokokéw z drugiej.

Zagadnienie roéznic i podobienstw biochemicznych tych dwoéch grup taksono-
micznych jest tak rozlegte, ze nie sposob zajag¢ sie nim w catosci. Dlatego przede
wszystkim wybralismy tylko jedng cze$¢ tego zagadnienia, mianowicie problem
zuzytkowania substratéw organicznych w ptynnych hodowlach tlenowych. W przy-
sztosci przy bezposredniej wsp6tpracy pracowni mykologicznej i mikrobiologicznej
Instytutu mamy zamiar zajag¢ sie réwniez problemem zapotrzebowan odzywczych
i czynnikbw wzrostowych, wytwarzania posrednich metabolitow, wplywu anaero-
biozy i substancji chemoterapeutycznych i grzybobdjczych na przemiane grzybéw
i mykobakterii.

Zagadnienie ilosciowego zuzytkowania substratéw organicznych w badanych
przez nas ptynnych hodowlach grzybéw i mykobakterii wymagato przede wszystkim
wybrania metodyki odpowiadajgcej pracy poréwnawczej. Chodzito o metode suma-
ryczng, ale nadajgca sie do porownywania metabolizmu ogélnego nawet przy roéz-
nych substratach dla poszczeg6lnych gatunkéw. Metoda Syma (1), w ktorej okresla
sie wszystkie pierwiastki chemiczne, odpowiada tym wymaganiom w catosci, ale
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nie moze by¢ zastosowana do badarn masowych ze wzgledu na jej trudnos¢ tech-
niczng. Metoda kalorymetryczna, stosowana przez Tausona (2), dotyczy przede
wszystkim przemiany energetycznej, ktérej badaniu oddaje niemate ustugi, ale nie
zawsze moze by¢ stosowana do wyliczania wydajnosci materiatowej.

WybraliSmy wobec tego tak zwang metode ,deficytu tlenowego®“, opracowang
w naszym zakladzie (3, 4). Metoda ta ze wzgledu na swg szybkos$¢, prostote i nie-
zalezno$¢ od jakiejkolwiek aparatury moze by¢ z powodzeniem stosowana na szerszg
skale w doswiadczeniach ilosciowych nad przemiana grzybéw, drobnoustrojow,
pierwotniakéw, jak przekonaliSmy sie w wielu do$wiadczeniach, i mozliwe, ze znaj-
dzie ona zastosowanie réwniez w biochemii wyzszych roslin.

Pod pojeciem deficytu tlenowego rozumiemy catkowitg ilos¢ tlenu potrzebng do
utlenienia danej substancji lub mieszaniny substancji organicznych do koncowych
produktéw utlenienia biochemicznego, tzn. wegla do CO2 wodoru do H20, siarki
do SO3itd., przy czym tlen i azot odpowiednio sie redukujg do wody i amoniaku.
Deficyt tlenowy poszczegélnych zwiazkéw, ich mieszanin oraz mieszanin naturalnych
0 znanym skiadzie pierwiastkowym moze by¢ wyliczony wedlug prostych wzoréw.
Dla $rodowiska o nie znanym skiadzie zostata opracowana metoda chemiczna pole-
gajgca na utlenieniu kwasem jodowym, sprawdzona na wielu réznych zwigzkach.

W powyzszy sposéb mozemy oznacza¢ deficyt tlenowy podioza przed szczepie-
niem lub po dowolnym czasie hodowli czy fermentacji oraz deficyt tlenowy powsta-
jacej biomasy. Wszystkie te wielkosci wyrazane sg w tych samych jednostkach —
miligramach tlenu — co daje moznos¢ nie tylko poréwnywania ich miedzy soba, ale
réwniez ustalania ogélniejszych zaleznosci.

Tak na przyktad wyliczany dla wielu grzybéw wspotczynnik ekonomiczny, tzn.
masa powstatej grzybni w procentach od ilosci zuzytego substratu wyraza sie zwy-
kle w jednostkach wagowych, co nie jest stuszne z tego wzgledu, ze ciatlo grzyba
sktada sie przewaznie z substancji wielkoczagsteczkowych, podczas gdy jako substraty
moga stuzy¢ substancje drobnoczasteczkowe. Po drugie, stawiajgc w mianowniku
spadek substratu, czyli jego zuzycie w jednostkach wagowych, nie uwzgledniamy
powstajagcych metabolitow posrednich, nie méwiagc juz o tym, ze korzystajgc tylko
z metody oznaczen wagowych musimy za kazdym razem wprowadzaé¢ poprawke
na popidt zaréwno grzybni, jak i podioza.

Metoda deficytu tlenowego pozwala na wyeliminowanie tych trudnosci. Powsta-
jaca biomasa i zuzyte substraty sg wyrazane w tych samych jednostkach, ewentu-
alnie powstajace metabolity uwzglednia sie przy oznaczaniu DT pozywki powzro-
stowej i to w tym wiekszym stopniu, im mniej one ulegly utlenieniu, wreszcie nie
ma potrzeby okreslania popiotu, poniewaz obecnos¢ skiadnikéw mineralnych do
pewnych granic nie przeszkadza przy okreslaniu deficytu tlenowego.

W pracy, ktérg wykonuje obecnie (3), przeprowadzitam poréwnawcze oznacze-
nia wspodtczynnika ekonomicznego nastepujacych drobnoustrojow: Streptomyces
griseus, szczepy 3475 i 134/6, hodowanych na pozywce Thornberry i Anderson
oraz pozywce z peptonem i wyciggiem miesnym, Aspergillus niger, szczepy 23 i 27
na pozywce Doelger-Prescotte’a, Pénicillium chrysogenum Q 176 na pozywce syn-
tetycznej z laktozg, kwasem octowym, azotanem amonu i sodu, fosforanami i sola-
mi magnezu, zelaza, cynku, miedzi, oraz na Mycobacterium phlei szczep 3 i Myco-
bacterium tuberculosis H37RV na pozywce Sautona. Kultury prowadzono w warun-
kach hodowli powierzchniowej. W pierwszych dos$wiadczeniach uzywano do ozna-
czen wspodtczynnika ekonomicznego metody wagowej i metody specyficznej dla da-
nego substratu, azeby poréwnaé¢ wyniki iloSciowe otrzymane przy ich uzyciu z wy-
nikami otrzymanymi metoda deficytu tlenowego. Doswiadczenia pozwolity stwier-
dzi¢, ze wspoéiczynnik ekonomiczny wyliczony metoda deficvtu tlenowego osiaga
wartosci przewaznie nizsze niz wyliczony innymi metodami, chociaz nie na wszyst-
kich obiektach. Poniewaz jednak wyniki uzyskane metodg deficytu tlenowego sa
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powtarzalne w danych warunkach doswiadczalnych i nie wykazujg tak znacznych
odchylen miedzy réwnolegtymi hodowlami, jak to ma miejsce przy uzyciu innych
metod, w doswiadczeniach poézniejszych wybratam metode deficytu tlenowego, tym
bardziej ze odznacza sie ona prostota manipulacji i stato$cig warunkow, w ktorych
przeprowadza sie analize. Okazato si¢ przy tym, ze mykobakterie stanowig bardzo
dobry obiekt doswiadczalny dla oznaczania wspo6iczynnika ekonomicznego opisang
metoda.

W pracy Odrzywolskiej (4), bedacej réwniez w toku, metoda deficytu tlenowego
znalazta zastosowanie przy wyliczeniu szybkosci reakcji zuzywania substratu przez
grzyby i mykobakterie. Jest przy tym mozliwe wyliczenie stalej szybkosci reakcji
w roznych okresach czasu dlatego, ze zar6wno zmniejszenie ilosci substratu, jak
i przyrost biomasy wyraza sie¢ w tych samych jednostkach.

Drugim Kkierunkiem prac z zakresu biochemii grzybéw wykonywanych w na-
szym zakladzie sg badania nad dzialaniem antybiotykéw i substancji chemotera-
peutycznych na przemiane posrednia.

W opublikowanej juz pracy ,,Wptyw streptomycyny na wytwarzanie kwasu cy-
trynowego przez Aspergillus niger“ (5) badatam wytwarzanie kwasu cytrynowego
w obecnosci roznych stezen streptomycyny, wychodzac z zatozenia, ze teoria Um-
breita, ttumaczaca dziatanie streptomycyny hamowaniem syntezy kwasu cytryno-
wego, nie ma ogélnego zastosowania.

Na czterech szczepach A. niger hodowanych na pozywce Doelger-Prescotte’a
ustalitam, ze wydajnos¢ kwasu cytrynowego nawet w obecnosci 5000 mcg/ml stre-
ptomycyny jest tego samego rzedu, jak w kontroli bez steptomycyny. Fakt mozli-
wosci wytwarzania kwasu cytrynowego w obecnosci streptomycyny stwierdzit row-
niez Blakeley na Mycobacterium phlei, wskutek czego Umbreit zmodyfikowat ostatnio
w spos6b zasadniczy swojg hipoteze.

Dla uzupeilnienia podam, ze Zakilad Mikrobiologii Instytutu Gruzlicy i pra-
cownia mykologiczna przeprowadzajg badania w kierunku zblizonym do biochemii
grzybow, zwiaszcza w zakresie antybiotykéw. Ostatnio Kostrzenski (6) opublikowat
swoje spostrzezenia nad szczepem A. niger, dziatajgcym antagonistycznie wobec
pratka gruzlicy, a Krakéwka (7) — nad zaobserwowanym przez niego zjawiskiem,
polegajagcym na odwrotnym, tzn. nie hamujgcym, a pobudzajgcym dziataniu prze-
sacz6w hodowli grzyba Candida albicans na pratki kwasooporne, ktérego istota
nie jest jeszcze znana. Mozliwe, ze odgrywa tu role powstawanie pewnych katabo-
litdbw, stanowigcych czynnik pobudzajgcy wzrost pratkéw kwasoopornych.

Z Zaktadu Biochemii wyszia réwniez praca Tysarowskiego (8) nad otrzymy-
waniem asparaginy z kietkujgcych w ciemnosci nasion biatego tubinu, co ma zna-
czenie praktyczne dla uruchomienia krajowej produkcji asparaginy, bedacej skiad-
nikiem wielu pozywek uzywanych miedzy innymi do wytwarzania tuberkuliny
i szczepionek przeciwgruzliczych.
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F. B. STRAUB

O ENZYMATYCZNEJ SYNTEZIE GLUTAMINY
(odczyt wygtoszony w PAN dn. 3. IV. 1953 r.)

Chciatbym tu omoéwi¢ dwa kierunki naszych prac w Zakiadzie Chemii Uniwer-
sytetu Medycznego w Budapeszcie. Oba kierunki majg za cel zbadanie biochemicz-
nej syntezy glutaminy z kwasu glutaminowego i amoniaku. Dawno juz poznano du-
za szybkos¢ syntezy amidéw w roslinach i podkreslano znaczenie amidéw kwasow
dwukarboksylowych jako rezerwy zwigzanego azotu. Pé6zZzniej odkryto synteze ami-
déw w ustroju zwierzecym i wykazano ich znaczenie w reakcjach detoksykaciji.

W Swiecie roslinnym w warunkach, gdy roslina moze gromadzi¢ materiat za-
pasowy, jak np. w kietkujgcych nasionach Lupinus albus, stwierdza sie czesto na-
gromadzenie asparaginy. Kiedy rozpoczyna sie dalszy rozwéj, ten materiat zapa-
sowy zostaje zuzyty. Przyjeto wiec, ze za pomocg tego tatwo syntetyzowanego ami-
nokwasu powstajg tylko rezerwy grup aminowych.

Stwierdzono, ze w organizmie zwierzecym asparagina nie odgrywa takiej roli,
natomiast glutamina stanowi szczegdlnie duza cze$¢ aminokwasowego azotu reszt-
kowego krwi. W tkankach, jak i w moczu wystepuje rowniez kwas glutaminowy,
gtéwnie w postaci glutaminy. Po usunieciu watroby Ilub po silnym draznieniu
zwigksza sie zawarto$¢ NH3 w moézgu, a w zwigzku z tym réwniez zawarto$¢ glu-
taminy. Dos$wiadczenia in vitro wykazujg, ze amoniak ma bardzo silne dziatanie
trujagce na tkanke moézgowg i ze dzialanie to mozna usung¢ przez dodanie kwasu
glutaminowego. Osiggnieto tez powazne kliniczne wyniki, okazato sie bowiem, ze
kwas glutaminowy znacznie hamuje czestos¢ drgawek o typie epileptycznym w petit
mal. Dziatanie to tatwo wytlumaczy¢ powstawaniem glutaminy i usunieciem w ten
spos6b amoniaku.

Na wstepie chciatbym jeszcze wspomnie¢, ze Krebs wykazat charakterystyczne
dziatanie kwasu glutaminowego, a mianowicie jego udziat w utrzymywaniu steze-
nia potasu w skrawkach moézgowych badanych in vitro.

Badania nad synteza glutaminy podjeliSmy nie tylko dlatego, ze uwazaliSmy
wyzej wymienione fakty za interesujgce i warte blizszego zbadania, ale réwniez
dlatego, iz naszym zdaniem synteza glutaminy jest punktem wyjSciowym do syntezy
biatka. Znane s3g juz doswiadczenia, w ktérych in vitro otrzymuje sie synteze
zwigzkéw o typie peptydow.

Wsréd tych reakcji synteza glutaminy jest jedyng reakcja, ktéra wchodzi
w skiad normalnego metabolizmu. Nie chce teraz zaczyna¢ dyskusji na temat moz-
liwosci udziatu tej reakcji w syntezie biatka. Wspominam tu jedynie te luzne roz-
wazania, poniewaz na ich wiasnie tle powstato nasze zainteresowanie dla syntezy
glutaminy.
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|. SYNTEZA GLUTAMINY W NASIONACH Lupinus ALsus

Prace mojego wspétpracownika G. Denesa (1) na oczyszczonych systemach z wa-
troby i Lupinus albus posunely sprawe wyjasnienia mechanizmu syntezy glutaminy.

Speck (2) i réwnoczes$nie Leuthardt i Buyard (3) stwierdzili, ze wyciagi spo-
rzadzone z proszku acetonowego z watroby tworzag w obecnosci ATP glutamine
z kwasu glutaminowego i amoniaku. Synteze te¢ mozna tatwo Sledzi¢ w ten sposob,
ze do wyciggéw dodaje sie kwasu glutaminowego i hydroksyloaminy. W obecnosci
ATP powstaje kwas glutamylohydroksamowy, ktéry fatwo da sie oznaczy¢ kolory-
metrycznie. SporzadzaliSmy enzym z nasion Lupinus albus, ktére kietkowaty 5 do 6
dni przy zwyczajnym laboratoryjnym oswietleniu. Po roztarciu materialu wyciska
sie ptyn, ktérego aktywnos$¢ enzymatyczng mozna zwiekszy¢é 20-krotnie przez stra-
canie w pH 52 i 4,2.

Synteze glutaminy za pomocg tego enzymu mierzono po inkubacji 1 lub 2-go-
dzinnej przy pH 6,5 w temp. 3CP. Powstaly kwas glutamylohydroksamowy ozna-
czano kolorymetrycznie w przesaczach tréjchlorooctowych. ZnalezliSmy oczekiwany
stosunek stechiometryczny: przy powstaniu 1 mola kwasu glutamylohydroksamo-
wego uwalnia sie 1 mol fosforanu nieorganicznego.

Ze chodzi tu rzeczywiécie o ferment syntetyzujacy glutamine, stwierdzilismy
w ten sposob, iz w analogicznych warunkach inkubowalismy zwiekszong ilos¢ fer-
mentu z ATP, kwasem glutaminowym i amoniakiem. Z mieszaniny inkubowanej
wyosobnilismy glutamine, ktdérg zidentyfikowaliSmy chromatografig bibutowg i ana-
liza chemiczng. Enzym jest specyficzny dla naturalnego kwasu glutaminowego, nie
dziata na kwas D-glutaminowy, jak roéwniez jest nieczynny wzgledem kwasu pteroi-
loglutaminowego, kwasu N-acetylo—glutaminowego i N-karbobenzoksyglutaminowego.
Te ostatnie wyniki dowodzag, ze enzym wymaga wolnej grupy aminowej w kwasie
glutaminowym.

Bardzo wazny jest fakt, ze enzym ten katalizuje reakcje kwasu glutaminowego
nie tylko z amoniakiem, ale roéwniez z innymi aminami, jak hydroksyloaming
i hydrazyng. Wida¢ to z wynikow podanych w tab. 1, gdzie dzialanie enzymu moz-
na byto mierzy¢ iloscia odszczepionego fosforanu, poniewaz enzym ten nie posiada
aktywnosci ATP-azy.

Tabela 1
Powstaty fosforan
nieorganiczny w y M
Kwas glutaminowy bez dodatku aminy 0,2
Kwas glutaminowy z chlorkiem amonowym 6,0
Kwas glutaminowy z hydroksylaming 4,6
Kwas glutaminowy z hydrazyna 4,6

Enzym jest nieaktywny w nieobecnosci jonéw dwuwarto$ciowych. Najlepiej
aktywuja jony Co-++, Mg++ i Mn-++. Jony kobaltu najsilniej aktywuja w stezeniu
0.005 M, podczas gdy dla maksymalnej aktywacji przez jony Mg potrzeba dwa razy
silniejszego stezenia (ryc. 1).

BadaliSmy doktadnie mechanizm tej syntetyzujagcej reakcji. Wczesniejsze prace
nad enzymem wystepujagcym w watrobie wskazywaly na mozliwosé, ze najpierw
w reakcji kwasu glutaminowego z ATP powstaje y-acylofosforan kwasu glutamino-
wego, ktory dopiero nastepnie reaguje z amoniakiem. Nie udato sie jednak wyka-
za¢ w mieszaninach inkubowanych acylofosforanu. Badania nasze w tym kierunku
nie daty réwniez wynikéw — nie wykazaliSmy acylofosforanu podczas syntezy
pod wptywem oczyszczonego enzymu z tubinu. SporzadziliSmy syntetyczny y-acylo-
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fosforan kwasu glutaminowego i za pomoca jego stwierdziliSmy, ze syntetyczny
y-acylofosforan kwasu glutaminowego w ciggu paru minut reaguje nieenzyma-
tycznie z amoniakiem lub hydroksyloaming, dajgc glutamine lub kwas gluta—-
mylohydroksamowy. Mozna wiec wiasciwie przyjaé, ze enzym nie katalizuje synteze
amidu, tylko synteze glutamylo-Y-acylo-
fosforanu, ktéry jednakze w mieszaninie
reagujgcej nie nagromadza sie w ilosciach
dajgcych sie oznaczyC.
Jezeli to przypuszczenie jest stuszne, to
wydaje sie mozliwe, ze enzym, ktéry
okreslamy jako syntetyzujagcy glutamine,
bierze réwniez udziat w innych procesach
syntetycznych. | tak np. Bloch (4) otrzy-
mat z proszku watrobowego preparat en-
zymatyczny, ktéry przeprowadzat synteze
glutationu w obecnosci ATP, kwasu glu-
taminowego i cysteinyloglicyny. Badalis-
my ten preparat enzymatyczny i stwier-
dzilismy, ze w obecnosci hydroksyloami-
ny wytwarza on kwas glutamylo-Y-hydro-
ksamowy. Dlatego wydaje si¢ nam praw-
dopodobne, ze synteza y-peptydéw, po-
trzebna do syntezy glutationu, Kkatalizo-
wana jest przez ten sam enzym. Tu réw-
niez powstaje najpierw glutamylo-y-acylo-
fosforan, ktoéry nastepnie przy udziale in-
nego enzymu reaguje z dwupeptydem
y-cysteinyloglicyna, dajac glutation.

Wiadomo, ze nasiona Lupinus albus
dzieki duzej zawartosci asparaginy stuzg
do przemystowego otrzymywania aspara-
giny. Glutamina za$ wystepuje w tych
nasionach tylko w matych ilosciach. Dlatego przypuszczano, ze w Lupinus albus
synteza asparaginy jest duzo silniejsza niz synteza glutaminy.

Nasze doswiadczenia wykazaty, ze nasiona Lupinus albus przeprowadzajg synteze
asparaginy nie wprost, lecz drogg posrednig. Wyciggi z tych nasion syntetyzujg
glutamine, ale nie syntetyzuja asparaginy. Wyciggi te zawierajg przy tym drugi
enzym, ktéry katalizuje transamidacje z glutaminy na kwas asparaginowy.
Stan réwnowagi tej reakcji enzymatycznej jest przesuniety na korzy$¢ asparaginy
i to jest przyczyng wystepowania w nasionach tubinu tak znacznej ilosci asparaginy.
W $wietle powyzszego nalezy uwaza¢ asparagine za rezerwe grup amidowych lezaca
nie w gtéwnym szlaku przemian, lecz na torze bocznym. Sytuacja jest tu podobna
jak w miesniu i w innych tkankach pomiedzy ATP a fosfokreatyng. Fosfokreatyna
powstaje przez transfosforylacje z ATP i jest rezerwg makroergicznych zwigzkéw
fosforanowych, jednak nie powstaje ani nie rozklada sie przez bezposrednig reakcje
swych skladnikow.

Il. SYNTEZA GLUTAMINY W METABOLIZMIE SZAREJ SUBSTANCIJI *

H. A. Krebs (6) zauwazyt, ze skrawki z szarej substancji moézgu szczuréw i mor-
skich swinek in vitro w obecnosci tlenu i glikozy, w temp. 37° oddajg potas do
ptynu, w ktéorym sa zawieszone. Utrate potasu mozna zahamowaé tylko przez doda-

* Badania te przeprowadzili w naszym zaktadzie dwaj aspiranci — G. Acs i R. Balazs (5).
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nie kwasu glutaminowego. BadaliSmy i catkowicie potwierdzilismy ten fakt. Po-
niewaz w naszych pracach nad zawartoscig potasu w ludzkich krwinkach znalezlismy
zalezno$¢ pomiedzy ATP a poziomem potasu w komoérkach, chcieliSmy na tym ma-
teriale doswiadczalnym zbada¢ wptyw kwasu glutaminowego na zawartos¢ ATP
w komorkach. Postugujac sie naszg opracowang przed paru laty metoda oznacza-
nia ATP (7) tatwo byto zrobi¢ seryjne oznaczanie ATP, poniewaz do tej metody
wystarczaja uzywane zwykle mate skrawki tkanki.

Moim zdaniem zawartos¢ ATP w komérkach jest miarg ich biologicznej wydol-
nosci. Jest juz przeciez rzecza dobrze wiadoma, ze wszystkie poznane procesy prze-
mian dostarczajgce energii — w koncu wytwarzajg ATP, i ze wszystkie czynnosci
zuzywajace energie, jak chemiczne syntezy, praca miesniowa lub praca osmotyczna,
zuzywajag ATP. Gdy spada zawartos¢ ATP w komorce, traci ona zdolnos$¢ wyko-
nywania swych funkcji. Poglad ten zgadza sie bardzo dobrze ze znanym faktem, ze
komorki szarej substancji mézgowej po krétkim okresie anaerobiozy nie mogg podjaé
swych funkcji i réwnolegle z tym stwierdza sie, ze po krétkiej anaerobiozie skraw-
ki moézgowe zawierajg juz bardzo mato ATP. Z wielu doswiadczehn wiadomo, ze
prawdziwg fizjologiczng zawarto§¢ ATP w szarej substancji mézgu mozna oznaczy¢
tylko wtedy, jezeli glowe zwierzecia natychmiast po dekapitacji wktada sie do cie-
klego powietrza. Jezeli najpierw otworzy sie czaszke i jak najszybciej wyjmie
mézg, a dopiero wtedy odbiatcza lub wrzuca do cieklego powietrza — to juz znaj-
duje sie duzo mniejsze ilosci ATP. Dla spreparowania skrawkéw tkankowych po-
trzeba co najmniej 5 minut. Juz w ciggu tego czasu zawartos¢ ATP spada na pe-
wien utamek zawartosci pierwotne;.

Ta strata ATP jest odwracalna, ale tylko w tym przypadku, gdy sie skrawki
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tkankowe wytrzagsa w obecnosci czystego tlenu w temp. 37°, w roztworze Krebsa-
Henseleita-Ringeira z dodatkiem gl.kozy. W tym przypadku stopniowo wzrasta za-
wartos¢ ATP, az osiggnie poziom wyjsciowy. Jezeli skrawki tkankowe w tym S$ro-
dowisku oddychajag, moga ten wyjsciowy maksymalny poziom ATP utrzymaé
(ryc. 2).

Jezeli przeprowadza sie do$wiadczenie w powietrzu zamiast w atmosferze tlenu,
to stwierdza sie zwolniong i niezupeilng resynteze ATP. W warunkach beztlenowych
nie stwierdza sie w ogéle resyntezy. Jeszcze bardziej interesujacy jest fakt, ze zaden
inny substrat poza glikoza nie moze zapewni¢ maksymalnej zawartosci ATP w sza-
rej substancji. Wida¢ to jasno z doswiadczenia podanego w tab. 2, w ktérym za-
miast glikozy dodawano do skrawkéw inne zwigzki znane jako dobre substraty.
Substraty te sg wprawdzie przez skrawki silnie zuzywane i praktycznie powodujg
takie samo zwiekszenie zuzycia tlenu co glikoza.

Doswiadczenie to pozwala wy-

ciggng¢ dwa wazne wnioski. Po Tabela 2
pierwsze, ze zuzycie tlenu nie jest
dobrg miarg wytwarzania energii, Wpltyw réznych substratéw na zuzycie tlenu i na

zawartos¢ ATP w skrawkach z moézgu morskiej

zawartoS¢  ATP  jest duzo lepsza Swinki. Wszystkie wartosci przeliczone na gram

miara. Po drugie, doswiadczenie to Swiezej tkanki
wykonane metodami biochemiczny-
mi dgje — o ile m|' wiadomo po Substrat ATP Q02
raz pierwszy — dowdd na od daw- w mg
na znane doswiadczenie fizjologicz-
ne, ze glikoza jest par exellenre Glikoza 10 23
substratem dla tkanki moézgowej. Kwas jabtkowy 04 24
. L ) Kwas mlekowy 03 22
Nastepnie badalismy, jak 2za- Kwas pirogronowy 04 21
chowuje sie poziom ATP, gdy utra- Kwas bursztynowy 0,4 2,0

ta potasu zostaje zahamowana przez
kwas glutaminowy. Wystarcza juz stezenie 0,01 M kwasu glutaminowego dla otrzy-
mania tego efektu. ZauwazyliSmy, ze w obecnosci glikozy, gdy zawartos¢ ATP jest
maksymalna, dochodzi do utraty potasu. W obecnosci glikozy i kwasu glutamino-
wego, gdy utrata potasu jest zahamowana, zawartos¢ ATP jest nizsza (tab. 3).
Z tego doswiadczenia musieliSmy najpierw wyciagna¢ wniosek, ze sprawa utrzy-
mania réznych stezen potasu pomiedzy komérkami a ptynem pozakomérkowym
nie jest taka prosta, ze mechanizm na-
Tabela 3 gromadzania potasu nie jest po prostu

B ) o ) funkcjg stezenia ATP.
e R o sonamyen ook, Okazalo sie, 26 Iowas. glutaminowy
glikozy skrawkach z mézgu $winki morskiej. = ma specyficzne dziatanie na obnizenie
Wszystkie wartosci podane po przeliczeniu na  poziomu ATP, inne znane zwiazki po-
1 g Swiezej tkanki . . . .

Srednie metabolizmu majg podobne
ATP dziatanie, ale dopiero w wyzszych ste-
w mg Qa2 zeniach, w ktérych mozna przyjaé, ze
przechodzg w kwas glutaminowy, jak

Glikoza 12 21 np. kwas asparaginowy. Glutamina ani

Glikoza + kwas gluta- kwas a-ketoglutarowy nie majg takie-
minowy 0,01 M 05 23 go dziatania. Substraty te, jak i kwas

Glikoza + kwas aspa- 08 ”s mlekowy, kwas pirogronowy i kwas
raginowy . .

Glikoza + glutamina 2 23 b_ursztyr_low_y, dodane razem z gl I_<oza

Glikoza + alanina 11 2,0 nie majg zadnego wpltywu na dziata-

Glikoza + kwas keto- nie glikozy — poziom ATP wzrasta
glutarowy 12 24 do maksymalnej wartosci.
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StwierdziliSmy nastepnie, ze dziatanie kwasu glutaminowego jest odwracalne.
Jezeli wstrzagsa sie skrawki tkankowe w obecnosci kwasu glutaminowego, to
zmniejsza sie w nich zawartos¢ ATP. Jezeli nastepnie przeniesie sie te skrawki do
srodowiska zawierajgcego glikoze bez kwasu glutaminowego, to wzrasta zawartos¢
ATP znowu do maksymalnej wartosci. Dzialanie jest proporcjonalne do stezenia
kwasu glutaminowego.

Poniewaz w warunkach beztlenowych zawartos¢ ATP w komérkach szybko spa-
da, a w warunkach tlenowych szybko wzrasta, to staje sie jasne, dlaczego za pomoca
fosforanu radioaktywnego stwierdza sie szybka wymiane fosforanu w ATP. Wy-
soki maksymalny poziom ATP w obecnosci glikozy oznacza zatem, ze synteza ATP
szybsza jest niz jego rozpad. Stosownie do tego wptyw kwasu glutaminowego moz-
na tlumaczy¢ badz w ten sposob, ze zwigzek ten hamuje synteze ATP, badz tez,
ze zwieksza jego zuzycie.

StwierdziliSmy, ze kwas glutaminowy w ogéle nie ma wptywu na zuzycie cukru.
Nastepnie zauwazyliSmy, ze w stosowanych przez nas stezeniach nie zachodzi gliko-
liza tlenowa, prawdopodobnie wiec kwas glutaminowy nie wptywa na synteze ATP
uwarunkowang przez utlenienie glikozy.

Natomiast stwierdziliSmy, ze skrawki tkankowe nie tylko pobieraty ze $rodo-
wiska dodany kwas glutaminowy, ale nawet go magazynowaty. Analiza skrawkoéw
tkankowych wykazata, ze wtedy, gdy w plynie zewnetrznym znajdowata sie gli-
koza razem z kwasem glutaminowym, to w skrawkach tkankowych zwiekszata sie
nie tylko zawarto$¢ kwasu glutaminowego, ale takze i glutaminy. Poniewaz w Kko-
moérkach kwas glutaminowy i glutamina stale sg rozkladane — nie mozna byto
ustali¢ bilansu i nie mozna doktadnie powiedzie¢, ile glutaminy powstato z doda-
nego kwasu glutaminowego. Jednak z doswiadczen, ktoérych wyniki przedstawia
tab. 4, mozna wyliczy¢, ze synteza glutaminy musiata by¢ intensywna. Jezeli prze-
liczymy, ile ta synteza moze zuzy¢ ATP, to wynika, ze na wytworzenie 1 mg gluta-
miny na 1 g tkanki w ciggu 15 minut potrzeba co najmniej 0,2 mg/g ATP na
minute. Jak widac¢ z tabeli, poziom glutaminy ustala sie na 1,2 mg/g. Jest to jednak
rébwnowaga dynamiczna miedzy synteza a rozpadem, w calym za$ systemie suma
glutaminy i kwasu glutaminowego stale si¢ zmniejsza.

Tabela 4

Kwas glutaminowy i glutamina w skrawkach z moézgu

nosci 100 mg% glikozy i 0,01 M kwasu glutaminowego.

Swiezej tkanki

Swinki morskiej inkubowanych w obec-
Wszystkie wartosci przeliczone na gram

Czas inkubacji Kwas glutaminowy Glutamina

w minutach w mg w mg
0 0,6 05
15 41 12
30 55 1,3

Obliczone zuzycie ATP jest z pewnoscig wartosciag minimalng. Mozna wiec

twierdzi¢, ze kwas glutaminowy juz w matym stezeniu

obniza zawartos¢ ATP

w szarej substancji, zuzywajgc go przy syntezie glutaminy. Synteza glutaminy dajac
bardzo duze zuzycie ATP silnie obcigza zapasy energii komaorki.

Przypuszczenie to poparliSmy nastepujgcym doswiadczeniem: badaliSmy dzia-
tanie kwasu glutaminowego po dodaniu amoniaku. W powyzej omawianych do-
Swiadczeniach nie dodawaliSmy amoniaku, synteza glutaminy odbywata sie kosztem
amoniaku powstatlego w komorkach. Amoniak sam wywotuje réwniez duzy spadek
zawartosci ATP.
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W innych tkankach zauwazyliémy réwniez podobne dziatanie kwasu glutami-
nowego. W skrawkach z watroby, w obecnosci glikozy lub innego zwiazku ulega-
jacego spaleniu, znajduje sie 0,5 mg ATP na gram Swiezej tkanki. Jezeli obok gli-
kozy doda sie réwniez kwasu glutaminowego, to zawartos¢ ATP spada do okoto
0,2 mg g. Podobne dziatanie stwierdzono i na siatkéwce wotu.

Resumujac mozna powiedzie¢, ze synteza glutaminy w przezywajacych skraw-
kach tkankowych jest reakcjag nadzwyczaj intensywna. Juz przy matych stezeniach
kwasu glutaminowego, stezeniach, ktére nie bardzo odbiegajg od fizjologicznego,
synteza jest tak intensywna, ze czesciowo wyczerpuje zapasy energii komoérki. Fakt
ten umocnit nas jeszcze bardziej w naszej hipotezie, ze reakcja ta jest zwigzana
z syntezg peptydéw lub biatka.
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F. B. STRAUB

O METABOLIZMIE CZERWONYCH CIALEK KRWI
(Odczyt wygloszony w PAN dn. 27. 111. 1953 r.)

Wiadomo, ze bezjagdrzaste czerwone ciatka krwi ssakéw pokrywajg swoje zapo-
trzebowanie energetyczne glikoliza oraz ze w dojrzatych komérkach nie przebie-
gaja zadne wazne przemiany tlenowe. Glikolize badano wielokrotnie albo za po-
mocg klasycznej manometrycznej metody Warburga, albo tez przez oznaczenie po-
wstatego kwasu mlekowego. Badania te wykazaly, ze mechanizm glikolizy w ery-
trocytach jest w zasadzie identyczny z mechanizmem glikolizy w miesniach i droz-
dzach.

ZajeliSmy sie metabolizmem erytrocytéw w tym celu, aby zbada¢ zwigzek po-
miedzy przemiang materii, strukturg i funkcjg. Obok wyzej wymienionych Kklasycz-
nych metod, uzupetnialiSmy przewaznie nasze badania nowg metods, a mianowicie
oznaczaniem zawartosci kwasu adenozynotréjfosforowego (ATP). Nasza nowa me-
toda oznaczania ATP (1) pozwala na oznaczenie ATP w 0,025 do 0,05 ml krwi.
W ten sposéb moglismy $ledzi¢ zmiany poziomu ATP w czasie. PrzyjeliSmy, ze
oznaczenie zawartosci ATP daje lepszy poglad na wydolno$¢é czynnosciowa danej
tkanki niz oznaczenie natezenia proceséw fermentacyjnych lub oksydacyjnych, pro-
cesow, ktére dostarczajg energii. Kwas adenozynotréjfosforowy jest tym zwigzkiem,
ktéry jest syntetyzowany w procesach dostarczajgcych energii i wcigz zuzywany
w procesach pochtaniajgcych energie. Zatem poziom ATP w danej chwili jest
miarg biochemicznej wydolnosci czynnosciowej komorki.

Najcze$ciej badana czynnoscig erytrocytéw zuzywajgca energie jest utrzymanie
nierébwnomiernego rozdziatu jondéw potasu miedzy komoérkami a osoczem. Nasze ba-
dania skierowane byly na wyjasnienie mechanizmu tej funkcji. W trakcie badan
w tym kierunku zrobiliSmy pare obserwacji nad mechanizmem hemolizy osmotycz-
nej, jak tez nad rozmieszczeniem enzyméw fermentacji w zwigzku ze skiadnikami
strukturalnymi komérki.

Nalezy najpierw krotko wspomnie¢ o doswiadczeniach, w ktoérych badaliSmy
mechanizm zwiekszenia stezenia jonéw potasu. W r. 1940 Wilbrandt (2) zauwazyt,
ze po zatruciu erytrocytow fluorkiem albo kwasem monojodooctowym nastepuje
szybkie wyptyniecie potasu. Po usunieciu zahamowania wyptyw ustaje.

Z drugiej strony wiadomo z badan Harrisa (3), ze podczas przechowywania
krwi przez pare dni w niskiej temperaturze erytrocyty oddajg potas do osocza. Pod-
czas inkubacji takiej krwi w temp. 37° komoérki znowu pobierajg potas z osocza.
W tym przypadku okazato sie wiec wyraznie, ze komoérki moga nagromadzaé potas
takze z roztworu o mniejszym stezeniu. Akumulacja ta zostaje zahamowana jadami
glikolizy, odbywaé sie moze tylko wtedy, gdy réwnoczesnie przebiega glikoliza.

W opisanych przypadkach stwierdza sie zwykle, ze wedréwce jonéw potasu to-
warzyszy idaca w przeciwnym kierunku wedréwka jonéw sodu. W piSmiennictwie
znajduje sie rézne poglady co do tego, ktéry z tych proceséw jest pierwotny. ta-
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two bowiem przedstawi¢ sobie, ze komérki przy uzyciu energii z przemian akumu-
lujg potas, a wedréwka sodu jest biernym ruchem wyréwnujacym. Mozna tez przy-
ja¢ na odwr6t, ze séd jest aktywnie wydzielany z komorki, a pobranie potasu jest
wywolanym przez to wtérnym biernym zjawiskiem. Istnieje nawet poglad, we-
diug ktérego oba procesy, tzn. akumulacja potasu i oddanie sodu sa niezalezne od
siebie, uwarunkowane procesami przemiany. Nie podejmujemy sie na razie roz-
strzygna¢, ktora z tych mozliwosci jest prawdziwa. BadaliSmy jedynie zaleznosc
miedzy metabolizmem a wedréwka potasu, nie zajmujgc sie blizej wedréwka sodu.

Na podstawie wyzej wymienionych i dobrze znanych w pismiennictwie danych
przyjeto, ze akumulacja potasu zwigzana jest z procesami metabolizmu, a w przy-
padku erytrocytéow zwigzana jest z glikolizag. O mechanizmie tej reakcji w ogéle
nic nie wiadomo. Trudno$¢ dotychczas nie pokonana polega na tym, ze reakcje te
mozna bada¢ tylko przy niezniszczonej strukturze komérki. W takim jednak do-
Swiadczeniu nie mozna nic blizszego dowiedzie¢ sie o mechanizmie reakcji. Wy-
sitki naszej pracowni szty w tym kierunku, aby stworzy¢ warunki doswiadczalnego
badania akumulacji. W tym celu badaliSmy: strukture komorki, metabolizm ko-
morki, zwigzek pomiedzy metabolizmem a strukturg i mechanizm hemolizy. Udato
nam sie w koricu osiggna¢ zamierzony cel i otrzyma¢ taki ukiad testowy, za po-
moca ktérego badanie akumulacji potasu stalo sie tatwo dostepne. Opisze najpierw
ten uklad testowy i wyniki osiggniete za jego pomocg, nastepnie krétko wspomne
0 niektorych naszych spostrzezeniach.

Postepowalismy w nastepujacy sposoéb: erytrocyty ludzkie zawieszano w okoto
trzykrotnej objetosci pltynu izotonicznego, zawiesine hemolizowano przez dodanie
1,4 obietosci wody. Przy tym stezenie jondéw spada z wartosci izotonicznej na
0,065 N. Po przechowaniu w temp. 0° przez 15 minut dodaje sie tyle 9 % NacCl,
aby z powrotem doprowadzi¢ do izotonii. Nastepuje wtedy znane zjawisko — od-
wrocenie hemolizy, ,rewersja“. Komorki odwirowuje sie i przemywa roztworem
NaCl. W ten spos6b otrzymujemy komorki, ktére stracity wiekszg cze$¢ swojej
hemoglobiny, z ktérych zostata usunieta wieksza cze$¢ potasu i ktére zamiast po-
tasu zawierajg séd. Przy tym odwréceniu hemolizy otoczka komorki staje sie zno-
wu nieprzepuszczalna dla kationow. Jezeli takie komoérki zawierajgce so6d zawiesi¢
w izotonicznym roztworze KCI, to stwierdza sie jedvnie nieznaczna wymiane ka-
tionéw. Takie komorki, ktére zawierajag okoto 0,14 M Na i 0,01 M K, inkubuje
sie w temp. 37° w obecnosci glikozy z roztworem izotonicznym, ktéry zawiera tyle
samo Na i K (0,14 M i 0,01 M). W takich doswiadczeniach nie stwierdza sie
wyraznego przesuniecia w stezeniu potasu, ale i glikoliza komérek jest prawie
zerowa.

Jezeli jednak przeprowadza sie doswiadczenie w ten sposéb, ze podczas hemo-
lizy dodaje sie jonéw magnezu 0.001 M i kozymazy 0,1 mg/ml, to po zawieszeniu
tych komoérek, jak wyzej podano, w temp. 37° stwierdza sie silna glikolize, a réw-
noczesnie potas w pitvnie stale spada, a zwieksza w komoérkach. To samo stwierdza
sie rowniez wtedy, gdv komdrki juz na poczatku inkubacji zawierajg wiecej potasu
niz ptvn zewnetrzny. W ten sposéb mozna otrzymaé¢ komorki wykazujace zjawisko
akumulaciji.

Dziatanie jonébw magnezu i kozymazy polega na tym, ze dodanie ich wyréwnuje
utrate tych zwigzkéw. Podczas hemolizy bowiem otoczka komorki staje sie dla tych
ciat przepuszczalna, przechodzg one do ptynu zewnetrznego i ich stezenie tak dalece
sie zmniejsza, ze glikoliza nie moze juz przebiega¢. Dodanie tych zwigzkéw w trak-
cie hemolizy zmniejsza ich ubytek.

Zwiekszona przepuszczalnos¢ otoczki komorkowej nie tylko utatwia wyjscie tych
waznych zwigzkéw z komorki, ale réwniez pozwala na wprowadzenie takich sub-
stancji, ktére zazwyczaj nie moga wejs¢ do komorki. Tak jest np. z arsenianem.
Arsenian, tak jak i fosforan, przenika bardzo powoli do erytrocytéw. Mata prze-
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puszczalno$¢ jest spowodowana wielowartosciowym tadunkiem przy fizjologicznych
wartosciach pH. Dlatego tez dotychczas nie mozna byto badaé¢ wpltywu arsenianu.
WykazaliSmy, ze arseniany juz w stezeniu 0,0025 M dodane do komoérek w czasie
wyzej opisanej hemolizy — a wiec gdy bitona komoérkowa jest rozluzniona — na-
tychmiast docierajag do komdérek powodujac zjawisko arsenolizy i w ten sposo6b
moga przyspiesza¢ glikolize. Wiadomo, ze w obecnosci arsenianu zwieksza sie gli-
koliza, ale réwnoczesnie wytgczona jest synteza kwasu adenozynotrojfosforowego.
Wiadomo roéwniez, ze glikoliza w erytrocytach jest Scisle zwigzana z obecnoscig ATP,
poniewaz ufosforylowanie glikozy jest punktem wyjscia glikolizy. Dlatego tez efekt
arsenianowy mozna wyraznie obserwowaé tylko przy uzyciu fruktozo-dwu-fosforanu
zamiast glikozy. W normalnych warunkach fruktozo-dwu-fosforan nie moze prze-
nikngé do erytrocytéw. Podczas trwania hemolizy btona komérkowa staje sie jed-
nak przepuszczalna i dla fruktozo-dwu-fosforanu.

WykonaliSmy zatem nastepujagce doswiadczenie. Erytrocyty hemolizowaliSmy
w obecnosci arsenianu w ten sposob, ze stezenie jondw z izotonicznego spadato na
0,065 N. Po 15 minutach zawiesine komorek przeprowadzaliSmy do izotonii za
pomocg 9 % NaCl. Po przemyciu zawieszaliSmy w temp. 37° w plynie izotonicz-
nym. Wynik takiego doswiadczenia jest podany na ryc. 1

Widaé, ze kosztem dodanego fruktozo-dwu-fosforanu zachodzi w komérkach
zywa glikoliza i ze arsenian przyspiesza powstanie kwasu mlekowego. Réwnoczesnie
okazuje sie jednak, ze komorki, ktére kosztem powstawania kwasu mlekowego aku-
muluja potas, w obecnosci arsenianu nie wykazujg juz akumulacji. Do$wiadczenie
to jest dowodem tego, co przypuszczano, ale czego dotad nie umiano dowies¢, ze
do akumulacji potrzebne sa procesy glikolityczne nie jako takie, ale wytwarzany

102



w tych procesach kwas adenozynotrojfosforowy. W doswiadczeniu z arsenianem
przebiegajag wszystkie reakcje glikolizy, sg nawet przyspieszone, nie powstaje jed-
nak ATP i dlatego nie ma akumulacji.

Poglad ten ugruntowaliSmy na kilku drogach. Ostatnio udato nam sie nawet
(G. Gardos) w czasie hemolizy wprowadzi¢ wieksze ilosci ATP do komorki. ATP
ma duzy tadunek, tak ze nawet podczas wyzej opisanej czesciowej hemolizy nie prze-
nika przez btone komodrki. Jezeli jednak do zhemolizowanych komorek dodaé stezo-
nego kwasnego roztworu ATP (pH 2,3) — w takim kwasnym roztworze dysocja—
cja ATP jest silnie cofnieta — to stwierdza sig, ze komorki pobraty ATP. W ten
spos6b mozna otrzymacé erytrocyty, ktdre zamiast potasu majg sod i zawierajg 10
razy wiecej ATP od normalnych. Jezeli takie komorki inkubuje sie w temp. 37°
z réwnoczesnym zahamowaniem glikolizy, np. kwasem monojodooctowym, to
stwierdza sie mimo braku glikolizy bardzo silng akumulacje jonéw potasowych.
Oczywiscie dzieje sie to kosztem dodanego adenozynotréjfosforanu.

Nastepne istotne pytanie dotyczy tego, w jaki spos6b komorki zuzywajg ATP
na akumulacje potasu. Dotychczas stwierdziliSmy tylko, ze proces ten mozna zaha-
mowac¢ fluorkiem. PrzeprowadziliSmy nastepujace doswiadczenie: sporzadziliSmy
komorki zawierajace sod, ktore fermentowaly fruktozo-dwu-fosforan. Dodanie 0,008
M fluorku, jak wiadomo, wyraznie hamuje glikolize erytrocytéw i przez to hamuje
réwniez akumulacje. Jezeli jednak do takiego systemu dodamy kwasu pirogrono-
wego, to znosi si¢ zahamowanie fluorkiem. Kwas pirogronowy bowiem utlenia
zredukowang kozymaze, ktéra nagromadza sie w obecnosci fluorkéw. Ze
w naszym doswiadczeniu kwas pirogronowy uruchamia z powrotem gliko-
lizg, sprawdzaliSmy przez oznaczenie ATP i kwasu mlekowego. W obecnosci fluor-
kéw i kwasu pirogronowego stwierdza sie ATP w ilosci wystarczajacej do akumu-
lacji, mimo to akumulacji nie ma. Wskazuje to na wrazliwo$¢ na mate stezenia
fluorku w procesach lub jednym z proceséw zachodzacych pomiedzy ATP a aku-
mulacjg potasu. Jest bardzo prawdopodobne, ze zachodzi tu reakcja transfosfory-
lacji. Nastepnym naszym zadaniem jest wykazanie akceptora.

W zwigzku z powyzszymi faktami uwazaliSmy za konieczne zbadanie enzyma-
tycznego rozktadu ATP. Badania te przeprowadzili moi wspotpracownicy T. Garzé
i A. Ullmann (4).

Jezeli do odwirowanych i zawieszonych w piynie izotonicznym krwinek dodaé
ATP, to nie mozna stwierdzi¢ jego rozkladu. Natomiast zhemolizowane krwinki
wykazujg aktywno$¢ ATP-azy. Z hemolizatdw krwi roznych zwierzat oraz cztowieka
wyosobnialiSmy ten enzym metodami uzywanymi zwykle w chemii enzyméw (stra-
canie siarczanem amonowym i zmianami w pH). W ten spos6b otrzymaliSmy zage-
szczenie enzymu 30 — 40-krotne. Dalsze oczyszczanie nie udato sie, chociaz aktyw-
no$¢ katalityczna oczyszczonego fermentu ciagle jeszcze byta raczej niska. Krotko
moéwigc okazalo sie, ze izolowaliSmy otoczke krwinek. ATP-aza jest zwigzana
z otoczka, od ktérej nie daje sie wyptukaé, a denaturacja fermentu postepuje réw-
noczesnie z denaturacjg otoczki. Stwierdzono to pomiarami aktywnosci katalitycznej
z réwnoczesnym badaniem zmian w strukturze za pomocag mikroskopu elektrono-
wego.

Chciatbym krdotko wspomnie¢ o paru charakterystycznych wiasciwosciach tego
fermentu. Enzym ten do swojej czynnosci wymaga Mg, nie aktywuje sie jonem Ca,
jest nadzwyczaj oporny na odczynniki dla grupy — SH, a réwnoczesnie jest hamo-
wany przez fluorek duzo silniej od innych ATP-az. Enzym ten odszczepia wszystkie
trzy reszty kwasu fosforowego jako fosforan nieorganiczny, odpowiednio do tego
odszczepia 2 mole fosforanu z adenozyno-dwu-fosforanu, a jeden mol fosforanu
z kwasu adenozyno-5-fosforowego. Dziata réwniez na pirofosforan. ale nie dziata
na fenylofosforan ani na glicerofosforan (ryc. 2),
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Zdjecia mikroskopem elektronowym wykazaty, ze preparat enzymu zawiera pra-
wie wytgcznie tylko otoczke erytrocytéw. Jasne jest jednak, ze ferment nie wyste-
puje na zewnetrznej powierzchni otoczki, poniewaz, jak juz wspomniano, nie na-
ruszone krwinki w ogole nie rozkiadajg dodanego ATP. Z drugiej strony nie moz-
na przyja¢, ze ferment jest umiejscowiony na wewnetrznej powierzchni otoczki.
Jest to szczegdlnie jasne w przypadku komdérek krwi Swini: glikoliza w tych

komérkach wytwarza mniej niz 1 mM
ATP na litr krwinek na godzine, podczas
gdy aktywno$¢ ATP-azy wobec ATP w
stezeniu takim jak w krwinkach odpowia-
da rozktadowi ponad 10 mM ATP na go-
dzine na litr komoérek. Podobne oblicze-
nia wskazuja, ze takze w ludzkich Kkrwin-
kach synteza ATP nie idzie tak szybko
jak rozktad przez ATP-aze. Mimo to
krwinki zawierajg stosunkowo duze iloSci
ATP. Wynika z tego, ze ATP-aza nie
wystepuje ani na wewnetrznej, ani na ze-
wnetrznej powierzchni komorki. PoézZniej
powrdce jeszcze do tego zagadnienia.
W nastepnym etapie naszych doswiad-
czen badaliSmy wptyw uszkodzenia struk-
tury komérki na metabolizm. W pogla-
dach na strukture erytrocytow wcigz je-
szcze panuje niezdecydowanie. Nadal po-
jawiaja sie zupelnie rézne poglady na
mechanizm hemolizy. Jedni przyjmuja, ze ciatka krwi majg btone nieprzepuszczalng
dla hemoglobiny, a wewnatrz komérek jest struktura widkienkowa, z ktorg wigza sie
czasteczki hemoglobiny. Wedtug drugiego pogladu komoérki, chociaz zawierajg otocz-
ke, nie majag wewnatrz zadnej struktury. Jedna z ostatnich teorii przyjmuje nawet,
ze forma i struktura erytrocytéw jest nadana przez quasi krystaliczny stan hemo-
globiny, ze otoczka juz w warunkach normalnych jest przepuszczalna dla hemo-
globiny, a hemoliza powstaje w ten spos6b, ze przez obnizenie stezenia soli agre-
gaty hemoglobiny rozktadajg sie. Nie chce wdawa¢ sie w dyskusje nad tymi réznymi
teoriami, opisze tylko nasze doswiadczenia nad hemoliza odwracalng, ktére zmu-
szajg nas do przyjecia okreslonego stanowiska.

Znane jest od dawna, ze przy hemolizie spowodowanej nie za duzg objetoscig
destylowanej wody ciatka krwi niezupetnie niszczeja. Hemolizat staje sie przej-
rzysty i lakowy. Skiadniki upostaciowane znikaja w obrazie mikroskopowym.
Jezeli do tego hemolizatu dodamy taka ilos¢ stezonego roztworu soli, ktéra dopro-
wadza ponownie do izotonii, to roztw6or metnieje, a w mikroskopie pojawiajg sie
z powrotem skiadniki upostaciowane. Fenomen ten opisano jako hemolize odwra-
calng i przyjeto, ze pod wpltywem utworzonej znowu izotonii hemoglobina wchodzi
z powrotem do komoérek. Nie udato sie jednak tego stwierdzi€. Godny uwagi jest
fakt, ze procent hemoglobiny uwalniajgcej sie podczas hemolizy jest prawie nie-
zalezny od objetosci wody, ktora sie hemolize powoduje.

W doswiadczeniach przeprowadzonych w naszej pracowni (S. Manyai i M. Sze-
kely — 5) badaliSmy rozmieszczenie podczas hemolizy trzech waznych skladnikow
komorkowych, a mianowicie: potasu, ATP i nieorganicznego fosforanu. Nastepnie
badaliSmy rozmieszczenie zelazicyjanku, o ktérym od czasu prac Keilina (6) wia-
domo, ze w ogole nie wnika do normalnej komorki. Oznaczenie rozmieszczenia
tych dodanych komdérkom z zewnatrz ciat dato wyniki, ktére podaje ponizej.
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O metodzie powiem tyle: odwidkniong krew ludzka odwirowuje sie i hemoli-
zuje komorki dwoma objetosciami wody w temp. Ooprzez 15 minut. Dla uniknie-
cia roztozenia dwu-fosfo-piridynowego nukleotydu (DPN) w hemolizacie i zacho-
wania w ten spos6b normalnego metabolizmu, dodawano zawsze 1/20 objetosci 4%
roztworu amidu kwasu nikotynowego. Po 15 minutach doprowadza sie do izotonii
przez dodanie odpowiedniej ilosci 9 % roztworu NaCl lub odpowiednio procento-
wego KCI. Pojawiajgce sie elementy upostaciowane mozna dobrze oddzieli¢ na
zwyktej wiréwce. Oddzielnie analizuje sie ptyn znad komoérek i komoérki na za-
wartos¢ dodanych substancji.

Jezeli dla otrzymania izotonii doda sie NaCl, to otrzymuje sie komorki, ktoére
wewnatrz zawierajg duzo NaCl. Po zawieszeniu takich komoérek w izotonicznym
roztworze KCI fatwo stwierdzi¢, ze w komoérkach jest zawsze mniej potasu niz
w ptynie zewnetrznym. Jezeli dla otrzymania izotonii uzywa sie roztworu KCI, to
poddane odwracalnej hemolizie komdrki (rewertowane) zawierajg takg samg ilos¢
potasu jak normalne. Po zawieszeniu takich rewertowanych, zawierajgcych potas
komérek w izotonicznym roztworze soli kuchennej stwierdza sie w nich — po na-
stepujgcych po sobie przemyciach — 330, 322, 286 mg % K.

Stan komorek przed doprowadzeniem do izotonii okreSlamy jako stan hipo-
toniczny, po doprowadzeniu do izotonii jako stan izotoniczny. Z rozmieszczenia po
tasu i sodu wynika, ze komdrki w stanie hipotonicznym sg przepuszczalne dla K i Na
natomiast w stanie izotonicznym sg prawie nieprzepuszczalne.

Zachowanie sie nieorganicznych jonow fosforanowych badaliSmy w ten sposodb,
ze w stanie hipotonicznym lub tez po nastawieniu izotonii dodawaliSmy komo6rkom
moderator fosforanowy w takiej ilosci, by ostateczne stezenie fosforanu byto
0,0065 M. Po doprowadzeniu do izotonii przemywano komorki czterokrotnie
w celu usuniecia zaadsorbowanych fosforanéw. Jezeli fosforan byt dodany do ko-
morek znajdujacych sie w stanie hipotonicznym, stwierdzaliSmy nastepujace roz-
mieszczenie fosforu, podane w tab. 1.

Fosforan znajdujacy sie w ptynie

uzytym do przemycia pochodzi z ko- Tabela 1

morek, ktére podczas przemywania

rozpadajg sie. Komorki rewertowane P w ug na mililitr
bowiem sg o wiele bardziej wrazliwe

niz komorki nienaruszone. Wida¢ jed- i

nak, ze w stanie hipotonicznym ko- komorek pe:muérzglid
moérek fosforan fatwo dostaje sie do

wnetrza. Przez przywrocenie izotonii

zostaje w komérce uwieziony i nie mo- Stan poczatkowy 150 155
7e juz przejs¢ otoczke. Fosforan do- ';8 ; gggmﬁ:ﬂ g? ﬁ
dany po doprowadzeniu do izotonii nie  pg 3 przemyciu 99 10

potrafi juz wejs¢ do komorki.

W doswiadczeniach z zelazicyjan-
kiem i ATP stwierdziliSmy, ze te duze jony, o wielokrotnym ujemnym tadunku, nie
przenikajg przez otoczke ani w stanie hipotonicznym, ani w izotonicznym komorki.

Wyniki te przedstawia tab. 2.

Nie wchodzac w dyskusje nad tymi wynikami chciatbym tylko podkresli¢, ze
zelazicyjanek oraz ATP réwniez w stanie hipotonicznym komorek nie przenikajg
przez otoczke. Jest to uderzajgce dlatego, ze w stanie hipotonicznym, tzn. podczas
hemolizy, duzo od nich wieksze czasteczki, jak hemoglobina i enzymy wewnatrz-
komoérkowe, przechodzg przez otoczke na zewnatrz.

Wszystkie te zjawiska mozna tatwo wytlumaczyé¢, jezeli sie przyjmie, ze otoczka
komoérkowa podczas hemolizy nie przerywa sie. PrzebadaliSmy wiele preparatow za
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Tabela 2

K om 6 r k i

Przepuszczalno$¢ ) W stanie w stanie
nienaruszone hipotonicznym izotonicznym
dla potasu 0 + 0
dla fosforanu 0 + 0
dla zelazicyjanku 0 0 0
dla ATP 0 0 0

pomoca mikroskopu elektronowego. Widzi sie czasem nieliczne otoczki ze szczeli-
nami lub tez z tzw. kraterami hemolitycznymi, ale to sg wyjatki. Wiekszos¢ pustych
otoczek jest nienaruszona. Musimy wiec przyjgé, ze po dodaniu wody, w stanie
hipotonicznym, rozluznia sie struktura otoczki, cisnienie osmotyczne wpedza wode
do komorki, powstate nadciSnienie wyciska na zewnatrz zawartos¢ komorki przez
mate otworki rozluznionej otoczki. Wyréwnuje sie nadcisnienie i rozciagniete
otworki zaciggajg sie. Wskutek niskiego stezenia soli struktura otoczki pozostaje
wcigz jeszcze rozluzniona i otworki w otoczce przepuszczajg mniejsze jony, jak
potas i fosforan. Po dodaniu soli az do uzyskania izotonii struktura otoczki powra-
ca do poprzedniej formy, gestnieje i znowu jony potasu i fosforanu nie mogg juz
tak szybko przenikac.

Zdawatoby sie, ze jest sprzecznos$¢ miedzy tym, ze duze czasteczki hemoglobiny
przechodza na zewnatrz, a duzo mniejsze od niej czasteczki zelazicyjanku i ATP
nie moga wnikna¢ do wnetrza. Nie ma tu jednak sprzecznosci, poniewaz hemoglo-
bina zostaje sitg wycisnieta i wyptywa mocnym strumieniem, ktéry stawia opor
czasteczkom posuwajacym sie od zewngtrz do wnetrza komorki. A gdy ten prad
ustaje, wtedy otwory ponownie sie zaciggaja.

W pismiennictwie znajdujemy pewne dane, ktdére pozornie nie zgadzajg sie z po-
danymi wyzej wnioskami i ze wszystkimi naszymi doswiadczeniami. Tak np. stwier-
dzono, ze tak zwane cienie (ghosts), tzn. zhemolizowane otoczki, sg w zupetnosci
przepuszczalne dla potasu. MogliSmy udowodni¢, ze ta wyrazna sprzeczno$¢ polega
w tych przypadkach na nieuwzglednianiu objetosci. Jezeli zhemolizuje sie komérki
dwiema objetoSciami wody, to stwierdza sie opisane przez nas zjawiska. Jezeli nato-
miast hemolizuje sie 20 objetosciami wody i bada naszg metoda przepuszczalnosé
otoczki w stanie hipotonicznym i izotonicznym, to mozna oceni¢ ilos¢ nie rozerwa-
nych otoczek. Fosforan dodany w stanie hipotonicznym komérek, po doprowadzeniu
do izotonii zostaje w 40 % zatrzymany. To znaczy, ze po hemolizie 20 objetoSciami
wody 60% otoczek jest zupetnie przerwanych, a 40 % jest wciaz jeszcze wzglednie
nienaruszonych.

W nowszym pi$miennictwie jest juz przyjete, ze cienie sg dla Na i K prawie tak
nieprzepuszczalne, jak komorki pierwotne, naturalnie o ile hemolize przeprowadza
sie ostroznie.

Wyzej podane wyniki pomoglty nam bardzo przy badaniu zmian w metabolizmie,
spowodowanych uszkodzeniem struktury komorki. Zmiany te badali w naszym Za-
ktadzie Szekely i Manayi (7). Sledzili oni przede wszystkim zawartos¢ ATP me-
todami wyzej wspomnianymi.

Odwidkniona krew, jezeli jest zaopatrzona w glikoze, moze przez pare godzin
w temp. 370 utrzymaé prawie niezmieniony poziom ATP. Roéwnoczes$nie przebiega
glikoza, ktérg mozna zmierzy¢. Po zhemolizowaniu dwiema objetoSciami wody, po
okoto 30 minutach zawartos¢ ATP w roztworze spada do potowy zawartosci po-
czatkowej. Dodanie do takiego osmotycznego hemolizatu nieduzych ilosci amidu
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kwasu nikotynowego prawie zupetnie zatrzymuje ubytek ATP. Wiadomo, ze
zewnetrzna powierzchnia krwinek zawiera aktywnag dwu-fosfo-pirydyno-nukleotydaze.
Rozktad dwu-fosfo-pirydynowego nukleotydu (DPN) aktywowany przez ten enzym
mozna zahamowaé¢ amidem kwasu nikotynowego. Poniewaz w osmotycznym hemo-
lizacie z dodanym amidem kwasu nikotynowego zawartos¢ ATP nawet po parogo-
dzinnej inkubacji pozostaje bez zmiany, jasne jest, ze odbywajgce sie tam procesy
syntezy i rozpadu sa tak zrownowazone jak w nienaruszonych komorkach. To
stwierdzenie zgadza sie w zupetnosci z wyzej wymienionymi wynikami, ze hemoliza
matg iloscia wody, chociaz powoduje wyptyniecie zawartosci komérek, nie oznacza
jednak zniszczenia najwazniejszych struktur. Stwierdzono réwniez klasycznymi meto-
dami manometrycznymi i oznaczaniem kwasu mlekowego, ze w osmotycznych he-
molizatach po dodaniu amidu kwasu nikotynowego utrzymuje sie poziom ATP
dzieki temu, ze jego synteza i zuzycie przebiegajag normalnie.

Nalezy podkresli¢, ze wyniki te dotycza krwi ludzkiej. Na materiale tym naj-
lepiej obserwuje sie zjawisko odwracalnej hemolizy. Krew kroélika, psa i kota nie
nadaje sie do tych doswiadczen, poniewaz odwracalno$¢ hemolizy zachodzi w nie-
duzym tylko stopniu. W zwigzku z tym amid kwasu nikotynowego moze w zupetno-
Sci zapobiec ubytkowi ATP tylko w hemolizatach krwi ludzkiej, w krwinkach wy-
mienionych zwierzat pomimo obecnosci amidu kwasu nikotynowego stopniowo
ustaje metabolizm.

Ludzkie krwinki mozna réwniez zhemolizowaé przez zamrozenie z nastepowym
odtajaniem. Taki mrozony hemolizat zachowuje sie zupeinie inaczej. Przy inkubacji
w temp. 370 potowa ATP w ciagu 5 do 10 minut rozkifada sie. Rozktad nie daje
sie zahamowa¢ amidem kwasu nikotynowego, chociaz i tu nalezy sie liczy¢ z dzia-
faniem DPN-azy. Przyczyna rozktadu ATP musi zatem by¢ nieco inna. W kazdym
razie mozna powiedzie¢, ze procesy rozkiadu w stosunku do proceséw syntezy majg
przewage.

Efekt ten analizowaliSmy w sposéb nastepujacy. Okazato s:e, ze w mrozonych
hemolizatach nie zachodzi glikoliza nawet w obecnosci amidu kwasu nikotynowego.
Ale jezeli zastgpi sie glikoze przez fruktozo-1:6-dwu-fosforan (FDP) lub tez jezeli
do hemolizatu obok glikozy doda sie ATP, to otrzymuje sie silna glikolize — powstaje
kwas mlekowy, i to z wiekszg szybkoscig niz w normalnej glikolizie. Gdy jednak FDP
lub ATP zuzyjg sie — przemiana natychmiast ustaje. Doswiadczenia te przeko-
naly nas o tym, ze w naszych mrozonych hemolizatach przyczyng zahamowania
przemiany jest brak reakcji heksokinazowej, brak reakcji fosforylujacej. Obserwacje
nasze stwierdzajgce, ze glikoliza zachodzi nie tylko po dodaniu FDP, ale réwniez
i po dodaniu ATP, wskazuja na to, ze enzym heksokinaza nie jest uszkodzony.
Mozna to byto réwniez potwierdzi¢ specyficznym oznaczaniem heksokinazy.

Wynika z tego, ze przyczyng zaburzenia metabolizmu w mrozonym hemolizacie
jest ustanie fosforylacji z powodu braku ATP, ze podczas zniszczenia struktury
jakas reakcja zuzywajgca ATP zostata zaktywowana. Poza heksokinaza i fosfohekso-
kinazag nalezy pomysle¢ jeszcze o ATP-azie. Te trzy enzymy sa najwazniejsze
z enzymoOw zuzywajacych ATP. Nie chce teraz zbyt szczegétowo analizowac¢ réznych
doswiadczen, wspomne tylko krétko, ze w mrozonych hemolizatach znalezliSmy zu-
petnie normalng zawarto$¢ heksokinazy. SkierowaliSmy wiec naszg uwage na
ATP-aze. Juz dawniej zauwazytem, ze np. z krwi $wini, a takze ludzkiej, otoczki
po chemicznym wyosobnieniu wykazujg tak wielka aktywno$¢ ATP-azy, ze glikoliza
nie moze jej dotrzymac¢ kroku. Dlatego przypuszczaliSmy, ze ATP-aza nie dziata
w komorce jako ferment rozszczepiajacy ATP i ze jej aktywnos$¢ hydrolityczna ujaw-
nia sie dopiero po zniszczeniu struktury. Przypuszczenieto poparliSmy doswiadcze-
niem. IzolowaliSmy otoczke z krwi ludzkiej w ten sposo6b, ze do komérek dodaliSmy
50 objetosci wody i dobrze chitodzac natychmiast odwirowali$my. Okazato sie, ze tak

107



otrzymane otoczki nie majg dzialania ATP-azy. Otoczki te po zamrozeniu i nastep-
nym odtajaniu wykazuja duzg aktywnos$¢ ATP-azy (ryc. 3).

Ogodlnie znane jest zapatrywanie, ze przez zniszczenie struktury komorki meta-
bolizm komorek w ten spos6b zawsze zostaje zaburzony, ze natezenie proceséw synte-
zy zostaje w tyle w stosunku do hydrolitycznych proceséw rozktadu. Przewaznie
jednak przyjmuje sie po cichu, ze stan ten powstaje przez uszkodzenie proceséw syn-

tetycznych jako bardziej skomplikowanych
i delikatniejszych. Doswiadczenia nasze
wykazuja, ze w przypadku glikolizy w
ludzkich erytrocytach sytuacja jest wias-
nie odwrotna. Metabolizm ustaje dlatego,
ze przez uszkodzenie struktury jeden z roz-
ktadajgcych fermentéw (ATP-aza) zostaje
zaktywowany.

Poruszam tu jeden z najbardziej in-
teresujacych probleméw nowoczesnej bio-
chemii — jak wptywa struktura komérki
na aktywno$¢ enzyméw wewnatrzkomor-
kowych. Badania biochemikéw radziec-
kich w tej dziedzinie sg pionierskie.
Szkota Oparina i w ostatnich czasach
gtéwnie Sisakjan (8) udowodnili, ze ak-
tywnos¢ enzyméw w komoérce jest regu-
lowana przez mniej lub bardziej silng ad-
sorpcje, tzn. przez adsorpcje i desorpcje.
Ma to swdj wplyw na caly metabolizm.

Do zagadnienia tego bardzo trudno jest podejs¢ metodycznie. PrzeprowadziliSmy
pare doswiadczen, ktére moga stuzy¢ za punkt wyjscia do dalszych badan. W do-
Swiadczeniach. w ktérych badaliSmy akumulacje potasu stosujac wyzej opisang
odwracalng hemolize, otrzymywaliSmy komérki zawierajgce Na i badaliSmy aku-
mulacje potasu w obecnosci glikozy w temp. 37a StwierdziliSmy, ze w obecnosci
glikozy w niektérych przypadkach nastepuje akumulacja potasu, w innych nato-
miast trwa ono tylko przez krotki czas, potem ustaje i zaczyna sie wyptyw potasu.
Réwnolegle przeprowadzone oznaczenia kwasu mlekowego wykazaty, ze wtedy, gdy

Tabela 3

Akumulacja K i powstawanie kwasu mlekowego w komoérkach rewertowanych zawierajagcych Na*

Dodatek 100 mg% glikozy 100 mg% fruktozo-

-dwu—fosforanu
Czas inkubacji w minutach: 0 60 120 0 60 120
Znaleziono m% K w plynie zewngtrznym 473 481 471 508 393
Obliczono mg% K w komorkach 74 — 716 65,6 — 75,1
Przyrost K w mg na 100 ml komérek — — (=24 — — +95
Znaleziony kwas mlekowy w mg na mil
zawiesiny 0,030 0078 0,078 0,048 0,102 0,180

* W hematokrycie oznacza si¢ prawdopodobnie réwnoczes$nie réwniez uszkodzone komorki,
ktére tatwo przepuszczaja K i Na. Zatem wartosci dla potasu w komoérkach, obliczone na pod-
stawie wartosci hematokrytu, sg stale mniejsze niz faktyczne. Objeto$¢ komérek w hematokrycie
oznaczano na poczatku i na koricu inkubaciji,
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zachodzi dobra akumulacja, powstaje kwas mlekowy. Wtedy za$, gdy ustaje aku-
mulacja ustaje réwniez powstawanie kwasu mlekowego (tab. 3). Réwnolegle prze-
prowadzone oznaczania ATP wykazaty, ze przy dobrej akumulacji potasu poziom
ATP pozostaje bez zmiany, podczas gdy w innych przypadkach zawarto$¢ ATP
spada do zera. Trzeba jeszcze dodaé, ze w tych warunkach doswiadczenia w obec-
nosci fruktozo-dwu-fosforanu nigdy nie zawodzi akumulacja potasu. Mozemy stad
wyciaggna¢ wniosek, ze brak lub ustanie akumulacji wywotane sa przez to, ze $réd-
komérkowo nastepuje aktywacja ATP-azy. Juz wyzej wspomniatem, ze komorki,
w przypadku gdy ich ATP-aza jest zaktywowana, nie mogg mimo biegnacej gliko-
lizy zachowa¢ poziomu ATP. Wydaje mi sie, ze uzyskaliSmy w ten sposéb ukiad
testowy, za pomocg ktérego mozna bada¢ rézne czynniki wplywajace na wewnatrz-
komoérkowsg aktywacje lub inaktywacje tego enzymu.
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wW Y D A W N I C T W A P Z W L

Zbigniew Kozar
TOKSOPLAZMOZA
1954 r., str. 188, ryc. 27, zt 20,80

*

Zagadnienie toksoplazmozy (odzwierzecej choroby zakaznej wywotanej
przez pierwotniak) powinno niewatpliwie budzi¢ znacznie wieksze,
niz to sie dzieje dotychczas, zainteresowanie ogo6tu specjalistéw: para-
zytologéw, biologéw, lekarzy weterynaryjnych, przede wszystkim leka-
rzy medycyny. Autor, jeden ze znawcéw i badaczy toksoplazmozy
w Polsce, postawit sobie zadanie zapozna¢ z tg ,,nowg" jednostka cho-
robowg ogét lekarzy i pobudzi¢ do pracy badawczej nad toksoplazmo-
za. Jest to szczegdlnie wazne, poniewaz liczne problemy dotyczace
toksoplazmozy, a miedzy innymi klinika tej choroby, wymaga jeszcze
dalszego wyjasnienia i pogtebienia. Do napisania tej pracy autor wy-
zyskat olbrzymie pismiennictwo Swiatowe (wydrukowane w Kksigzce
tylko czesciowo) i krajowe, a takze opart sie na wlasnym bogatym
doswiadczeniu. Toksoplazmoza wywotuje tyle réznorodnych objawéw
chorobowych i w tak licznych narzadach, ze musi by¢ przedmiotem
badan ze strony wielu gatezi medycyny: pediatrii, okulistyki, psychia-
trii, ginekologii itd.

Ksigzka dzieli sie na dwie czesci. W pierwszej najwiecej miejsca zaj-
muja zagadnienia etiologii i epidemiologii. Inne zagadnienia, jak Kli-
nika, rokowanie i leczenie zostaly potraktowane do$¢ pobieznie, co
jest najstabszg strong pracy. Cze$¢ druga natomast, poswiecona labo-
ratoryjnemu rozpoznaniu toksoplazmozy, zostatla opracowana szczeg6-
fowo. Takie ujecie uktadu ksigzki przez autora tlumaczy czeSciowo
fakt, ze whasnie diagnostyka toksoplazmozy jest bardzo utrudniona, co
jest przyczyna bardzo licznych btedéw rozpoznawczych nawet u do-
Swiadczonych lekarzy. Totez w czesci drugiej zostaly podane wszyst-
kie metody utrzymywania szczep6éw toksoplazm oraz wszystkie znane
dotychczas diagnostyczne préby immunobiologiczne.

Praca dra Kozara jest pierwsza w Polsce proba obszerniejszego ujecia
calosci zagadnienia toksoplazmozy.



WY DAWNICTW A P Z W L

E. N. Pawtowski
PARAZYTOLOGIA CZLOWIEKA
thum. z rosyjskiego
1954 r,, str. 337, ryc. 229, tabl. wielob. Il, opr. pt. zt 28—

*

W obliczu zadan, jakie stojg przed stuzbg zdrowia w zakresie zwal-
czania i profilaktyki chorob inwazyjnych, jak i wobec koniecznosci
ksztalcenia miodych kadr tej stuzby, specjalnie dotkliwy byt brak
w jezyku polskim dobrego podrecznika parazytologii cziowieka.

W takiej sytuacji niezbedne stato sie przyswojenie naszej literaturze
naukowo-dydaktycznej wiasciwego podrecznika. Musiat to by¢ pod-
recznik obejmujacy swym zakresem pasozyty naszych terenéw, a z dru-
giej strony, co bodaj najwazniejsze, oparty na wihasciwym Swiatopogla-
dzie, przesycony wiasciwym rozumieniem roli tej nauki i operujacy
pojeciami odpowiadajagcymi naszemu okresowi rozwoju spotecznego.
Podrecznik E. N. Pawlowskiego spetnia zadania takiemu dzietu sta-
wiane. Nie jest to formalne zestawienie i opis pasozytéw, nie jest to
rejestr parazytoz. Jest to peilny kurs parazytologii lekarskiej jako
nauki o catosci tego swoistego stosunku, jaki zachodzi miedzy paso-
zytami i zywicielami. Zagadnienie choréb inwazyjnych ujmuje on
w pekni, z uwzglednieniem zaréwno czynnikéw ekologicznych, jak i spo-
tecznych. Pionierskie sa ujecia drég rozwoju choréb transmisyjnych,
krazenia pasozytow w biocenozie, modyfikacji przystosowawczych
wséréd pasozytéow (np. Entamoeba); niezwykle cenne sg dane z biolo-
gii kleszczy, komaréw itd. Pozostawienie i wyjasnienie zagadnienia
epidemii czy endemii chor6b inwazyjnych w warunkach $rodowiska
naturalnego i kulturowego, wskazanie na zrédta i ogniwa choréb tkwig-
ce w najprzeroézniejszych $rodowiskach, wykrywanie prawidtowosci
rozwoju choréb transmisyjnych — to elementy niezbedne dla nauko-
wego i owocnego traktowania zagadnien higieny spotecznej.
Przyswojony polskiej literaturze naukowej podrecznik akademika
E. N. Pawtowskiego ,Parazytologia czilowieka“ moze i powinien sta¢
sie cenng i nieodzowng pomoca dla lekarzy nie tylko tych, ktérzy
interesuja sie specjalnie ,,pasozytnictwem®, jak moéwi przedstowie do
wydawnictwa, ale sadzi¢ nalezy — dla ogétu lekarzy, szczegélnie tere-
nowych, ktérym zagadnienia chordb inwazyjnych i walki z nimi nie

moga by¢ obce.

*
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