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A C T A  B I O C H I M I C A  P O L O N I C A

WAŻNE DLA AUTORÓW

K AŻDY  A U TO R  W IN IEN  D O K Ł A D N I E  ZA PO ZN A Ć S IĘ  Z T R EŚC IĄ  
„W YTYCZNYCH D LA  A U TO R Ó W ” JE SZ C Z E  PR Z E D  P R Z Y S T Ą PIE N IE M  DO P I 
SA N IA  SW EJ PR A C Y  I SK R U PU L A TN IE  STO SO W A Ć S IĘ  DO N IC H . PR A C E 
N IE  O D PO W IA D A JĄ C E  PO D  W ZGLĘDEM  FO RM Y  PO STA W IO N Y M  W YM OGOM  
N IE BĘDĄ M O G ŁY  BYĆ BRA N E PO D  U W AG Ę I ZO STA NĄ  ZW RO CON E A UTO 
ROM . FA K T  P R Z E S Ł A N IA  P R A C Y  DO R E D A K C JI UW AŻANY JE S T  JA K O  RÓW 
NOZNA CZN Y  ZE ZGODĄ A U TO R A  NA TREŚĆ  ..W YTYCZNYCH”.

WYTYCZNE DLA AUTORÓW

1. A cta B iochim ica P o lonica p u b lik u ją  prace b iochem iczne  i z dz iedz in  pokrew 
nych  biochem ii, zaw ie ra jące  n ie  ogłoszone dotychczas w yn ik i b ad ań  dośw iadczalnych . 
O głaszane p ra c e  w inny  zaw ierać  e lem en t now ości naukow ej. Języ k iem  p rac  zg ła 
szanych  do p u b lik ac ji w  A cta B iochim ica Polon ica  je s t ję z y k  po lski, lub  jed en  z ję 
zy k ó w  kongresow ych .

2. P race  pow inny  być p isan e  m ożliw ie zw ięźle, a le  zw ięzłość n ie  pow inna po 
w odow ać n ie jasnośc i p rzedstaw ien ia . A rty k u ły  są p rzeznaczone p rz e d e  w szystk im  
dla c zy te ln ika  w ysp ec ja lizo w a n eg o  w  d anym  tem acie , m im o to a r ty k u ły  pow inny 
być zrozum iałe  d la  ogółu czyte ln ików . O pis dośw iadczeń  pow in ien  być tak i, by  mógł 
je pow tórzyć każdy , k to  dysponu je  odpow iedn im  m aterja łem , w yposażen iem  i tech 
niczną spraw nością . N ależy un ikać  techn icznych  neologizm ów . U żyw ane sk ró ty  n a 
leży w yjaśn ić  w  tekście .

3. U k ł a d  a r t y k u ł ó w .  P race  należy  przesyła«' do red ak c ji w  p ostac i go
tow ej dio d ru k u , w  trzech  egzem plarzach  p isan y ch  na  m aszyn ie  jed n o s tro n n ie , z m a r 
g inesem  szerokości około 4 cm  po lew ej stro n ie  i około 1 cm  po p ra w e j s tron ie , z po 
d w ó jn ą  in te rlin ią  o raz  z n u m e ra c ją  stron . P ierw szy  egzem plarz należy  ¡pisać na p a 
p ie rze  p iśm iennym  (białymi). W tekście  m aszynop isu  n ie  należy  rob ić  żadnych  po
p raw ek , p rzek reś leń  lub pod k reś leń  na  m aszynie  ani a tram en tem . D opuszczalna n a j
w yższa ilość p o p raw ek  w ynosi trzy  na jed n e j s tro n ie . A u to r może p roponow ać ozna
czenia typograficzne  przez  odpow iedn ie  o k reś len ie  (tek st rozspacjow any , złożony 
kursyw ą, czcionką g ru b ą  itp.), a le  w y łączn ie  o łów kiem . N ie należy  s taw iać  k ropek  
po ty tu łach  i p o d ty tu łach , an i po  sk ró tach  tak ich  ja k : m l, cm, g, kg. D la w yrażen ia  
m ik rog ram u  służy sk ró t „n”, a n ie  ,,y” . N a osobnych  k a r tk a c h  poza te k s te m  p racy  
należy um ieścić: a) streszczen ie  polskie, b) cy tow aną  lite ra tu rę , c) tab lice , d) ry su n 
ki lu b  fo tografie  wtraz z o b jaśn ien iam i (pa trz , p k t. 8  i 9), e) pe łne  im ię  i nazw isko 
a u to ra  (-ów), ad res  d la  p rzes łan ia  k o rek ty  i h o n o ra riu m , oraz sk róconą w e rs ję  ty tu łu  
nie p rzek racza jącą  60 m iejsc  lite row ych , p rzeznaczoną d la  um ieszczenia  je j nad  
s tronam i te k s tu  p racy . N ależy podać nazw isko  i ad res  osoby upow ażn ionej do p rze 
p row adzenia k o rek ty  w  p rzy p ad k u  n ieobecności au to ra . W tekście  na leży  zaznaczyć
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ołów kiem  na  m arg in esie  w  p rzyb liżen iu  m iejsca , w  k tó ry ch  pow inny  być um ieszczone 
tab lice  i ry sunk i. Prace n ie odpow iadające w ym a g a n io m  za w a r ty m  w  p u n k c ie  3 zo 
staną  przep isane na ko sz t autora, a odpow iedn ia  kw o ta  zo s tan ie  potrącona z h o n o 
rarium  autorskiego.

4- Na p ierw szej s tro n ie  p racy  na leży  podać: im ię  i nazw isko  a u to ra  (-ów), 
ty tu ł m ożliw ie zw ięzły, ale  ja sn o  c h a ra k te ry z u ją c y  tre ść  p racy , zak ład  nau k o w y , 
w  k tó ry m  w ykonano  p racę  i nazw isko  k ie ro w n ik a  zak ład u , odpow iedzia lnego  za 
jego  działalność. W in te re s ie  au to ra  leży, aby ty tu ł  p ra cy  zaw ie ra ł w  n a jk ró tsz e j 
fo rm ie  podstaw ow y w yn ik  p racy , a n ie  ty lk o  zagadn ien ie . N ależy u n ik ać  ty tu łó w  
w  ro d za ju : „B adan ia  nad ...” . W skazane je s t  p odaw an ie  ju ż  w  ty tu le  głów nego w n io 
sku  w ynika jącego  z pracy , n a w e t w  p rzy p ad k u , gdy je s t  on negatyw ny . T y tu ł m oże 
w ted y  p rzy b rać  p ostać : „N iem ożność...” lu b  podobnie .

5. T e k s t  p r a c y  p o w in ien  sk ład ać  s ię  z n a s tę p u ją c y c h  części: a) zw ięzły 
w stęp  w y ja śn ia jący  cel i założenie p racy , b) opis m etod  dośw iadczalnych , c h a ra k te 
ry s ty k a , pochodzenie lub  sposób p re p a ra ty w n e g o  uzy sk an ia  używ anych  ch e m ik a 
liów  o raz  opis szczegółów, k tó re  są  p o trzeb n e  d la  p o w tó rzen ia  op isanych  d o św iad 
czeń i sp raw d zen ia  p rzep row adzonych  ob liczeń, c) op is w yn ików  u ję ty  m ożliw ie 
zw ięźle, na jlep ie j w  postaci tab lic  lub  w y k resó w , d) d y sk u s ja  o uzy sk an y ch  w y n i
kach , e) streszczenie  lub  w niosk i — ob ję to śc i n ie  p rzek racza jące j 3°/o rozm iarów  
p racy . S treszczen ie  lub  w niosk i w inny  być ta k  s fo rm u łow ane , aby zaw iera ły , w  p o 
stac i m ożliw ie n a jb a rd z ie j zw ięzłej, w y n ik i p racy  w raz  z g łów nym i d an y m i liczbo
w ym i. W nioski w inny  w yn ikać  bezpośredn io  z dośw iadczeń. W nioski pośredn ie  m ogą 
być zam ieszczone w  ty m  p u n k cie  w yłączn ie  pod w a ru n k ie m  w yraźnego  o k reś len ia , 
że m a ją  one c h a ra k te r  dy sk u sy jn y  lub  podobny.

6 . M e t o d y  d o ś w i a d c z a l n e  p o w in n y  być p rzed s taw io n e  bardzo  s ta ra n 
nie. Jeże li a u to r  posług iw ał się znaną  m e to d ą  pu b lik o w an ą , w y sta rczy  pow ołan ie  
się na odnośną p racę , ew en tu a ln ie  om ów ien ie  isto ty  d an e j m etody . N ależy  w ym ie
n ić w szelkie, n a w e t pozorn ie  n iew ie lk ie  odchy len ia  od p ie rw o tn e j m etody ; s tw ie r
dzen ie , że posług iw ano  się odnośną m etodą ,,z n iew ie lk im i m o d y fik ac jam i” n ie  je s t 
dopuszczalne.

7. S t ę ż e n i e  r o z t w o r ó w  posp o lity ch  kw asów  i zasad  w y raża  się  p o ję 
ciem  norm alności (N), n a to m ias t d la  ro z tw o ró w  soli na leży  posłużyć się po jęc iem  m o- 
low ości (M): 0,25 N  HC1, 0,15 M N aH 2P 0 4. S tężen ie  u łam k o w e należy  w yraz ić  sy s te 
m em  dziesiętnym , np. 0,25 N HC1, a n ie  N/4 HC1. P o jęc ia  „p ro cen t”, „%>” używ a się 
w  śc isłym  znaczeniu , tj. w  g ram ach  n a  100 g ram ó w  ro z tw o ru . P ro cen ty  objętościow e 
na leży  w yrażać  sym bolem  „%  obj./ob j-” , a p ro cen ty  w agow o-objętościow e 
„°/o w ag .ob j.”.

8 . P o s z c z e g ó l n e  t a b l i c e  p o w in n y  m ieć n ag łó w ek  op isu jący  ich treść. 
Sens tab lic  pow in ien  być zrozum iały  bez odnośzen ia  s ię  do te k s tu  p racy . N ie jes t 
kon ieczne  og łaszan ie  w szystk ich  liczbow ych  w yn ików  p o d obnych  dośw iadczeń, je 
żeli poda się w arto ść  ś red n ią  w raz  z jego „śred n im  od ch y len iem ”, ew . liczbę indy
w id u a ln y ch  rezu lta tó w .

9. R y s u n k i  i f o t o g r a f i e  n a leży  w ykonyw ać  w  p o stac i n ad a jące j się do 
rep ro d u k c ji, lub  p rzery sow an ia . K ażdy  ry su n ek , lub  fo to g ra fia  w in n a  być przygo
to w an a  n a  oddzielnej k artce . N a odw rocie  każdego  ry su n k u  lu b  fo tog rafii należy 
podać o łów kiem : nazw isko  au to ra , p ie rw sze  słow a ty tu łu  p racy , k o le jn y  n um er ry
su n k u  oraz p ie rw sze  słow a legendy, k tó ra  m a być um ieszczona pod  nim . Do ry su r-  
ków  i fo tog rafii należy  do łączyć w ykaz (na m aszynie) z a w ie ra jący  ko le jn e  num eiy  
w raz  z ty tu łam i i legendą . N ależy u n ik ać  p o d aw an ia  n a  ry su n k a c h  ob jaśn ień  teksto
w ych. N a fo to g ra fiach  n ie  należy  dop isyw ać żad n y ch  oznaczeń. J e ś li fo tografie  ta-
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kicth oznaczeń  w y m agają , n a leży  um ieścić  je  n a  p rzy p ię te j do fo tog rafii ka lce  te c h 
n iczne j. N ad m ie rn a  ilość ry su n k ó w  m oże być w y k o n an a  w yłącznie  n a  ko sz t autora. 
K rzyw e w y raża jące  zależności zb ad an e  e k sp e ry m en ta ln ie  w inny  m ieć w y raźn ie  za
znaczone p u n k ty , k tó ry ch  w arto śc i uzyskano  dośw iadczaln ie .

10. C y to w an ą  lite ra tu rę  na leży  w yp isać  na  oddzielnej k arc ie , w ym ien ia jąc  p o 
zycje w  a lfab e ty czn e j ko le jności au to rów . W w ykazie  p odaw ać  ko le jno : n u m er 
pozycji, n azw isk o  au to ra , p ie rw sze  l i te ry  im ion, sk rócony  ty tu ł czasopism a, tom  
(rocznik), p o czą tkow ą s tro n ę  a r ty k u łu  i ro k  w y dan ia . Np. [8] P a rn a s  J . K., A c ta  
Biol. E xp . 11, 292, 1937. Jeże li cy tow any  a r ty k u ł m a k ilk u  au to rów , należy  w  w y 
kazie l i te ra tu ry  podać n azw isk a  i początkow e lite ry  im ion w szystk ich  au to rów . D la 
cy to w an y ch  k siążek  (nie czasopism ) należy  podać  także  ty tu ł książk i, w ydaw cę, 
m ie jsce  o raz  ro k  w y d an ia . N p. [12] Ś n iad eck i J ., O f iz y c z n y m  w ych o w a n iu  d z iec i, 
T u row sk i, S anok , 1855. W ykaz u ży w an y ch  sk ró tów  czasopism  p o d a ją  R oczniki C he
m ii 26, 497, 1952. P ra c e  k ilk a k ro tn ie  cy to w an e  na leży  podaw ać jed en  raz, a  w szy st
k ie  odsy łacze  do te j p racy  p o w inny  m ieć ten  sam  num er. P ow o łan ie  się w  tek śc ie  
n a  odnośną  pozycję  cy tow anej li te ra tu ry  n a s tęp u je  p rzez w y m ien ien ie  n u m eru  p o 
zycji w y k azu  w  n aw iasie , np . [13].

11. A u to ra  obow iązu je  ko rek ta  au to rska , k tó rą  należy  zw racać  red ak c ji w  c ią 
gu trzech  dni. N ie odesłan ie  p rzep ro w ad zo n ej k o rek ty  w  oznaczonym  przez  re d a k 
c ję  te rm in ie  oznacza rezyg n a c ję  au tora  z um ieszczenia  p ra c y  w  b ieżącym  num erze  
czasopism a. Z aleca  się w yk o n an ie  k o re k ty  o łów kiem  kolorow ym , b a rw y  odm iennej 
od o łów ka k o rek to ra , a le  n ie  czerw onym . K oszty spow odow ane zm ianą tek s tu , poza 
p o p raw ą  b łędów  d ru k a rsk ic h , ponosi au to r.

12. A u to row i p rzy s łu g u je  'bezp łatn ie  25 egzem plarzy  o d b ite k  pracy. Ż ąd an ie  
w iększej ilości o db itek  w inno  być w yrażone  n a  p iśm ie, jednocześn ie  ze złożeniem  
p racy  w  red ak c ji, n a jp ó źn ie j p rzy  p ie rw sze j k o rekc ie  szpaltow ej. K oszt za d o d a tk o 
w e egzem p la rze  ponosi au to r.

13. R ed a kc ja  n ie  u w a ża  się za u p ra w n io n ą  do przeprow adzan ia  ja k ic h k o lw ie k  
zm ian  w  pracy  bez zgody  autora. D la d o konan ia  zm ian  u w ażan y ch  przez  re d a k c ję  za 
celow e, dw a egzem plarze p racy  odsy ła  się  au to row i, trzec i pozostaje  w  a k ta c h  r e 
dakcji.
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A C T A  B I O C H I M I C A  P O L O N I C A  

Yol. IV 1957 No 1

S. GROSS i T. WROŃSKA 

ODCZYTYWANIE PASKÓW Z ELEKTROFOREZY RIBUŁOWEJ

Z In s ty tu tu  M ed ycyn y  P racy w  Ł odzi 
D yrek to r: doc. dr J. N o fer

\

Wstęp

Od chwili w prow adzenia w 1950 r. [6] elektroforezy bibułowej do ba
dań analitycznych pojaw ił się w literatu rze cały szereg artykułów  opi
sujących różne sposoby odczytyw ania w yniku analizy. W analizie białek 
surow icy krw i paski, często nazywane proteinogram am i, poddaje się ba r
w ieniu odpowiednim  barw nikiem , po czym wysuszony pasek odczy
tu je  się:

1) na  drodze elucji i następnego pom iaru eluatu  w spektrofotom etrze,
2) na drodze bezpośredniego spektrofotom etrycznego lub absorpcjo- 

m etrycznego odczytyw ania pochłaniania poszczególnych frakcji na bibu
le. O dczytywanie to można prowadzić przy użyciu aparatury:

a) n ierejestru jącej lub
b) samo rejestru jącej.

Każdy z tych sposobów dostarcza wyniku, który zależy od konkret
nych w arunków  prow adzenia pom iaru, a przede wszystkim  od rodzaju 
użytej aparatu ry , przy czym otrzym ane wyniki są nieporównyw alne.

W ostatnich latach daje się zaobserwować dążność do coraz większego 
autom atyzow ania czynności związanych z odczytywaniem  proteinogra- 
mów i do konstruow ania coraz bardziej skom plikowanych i uniw ersal
nych aparatów  przeznaczonych do tych celów. Także i u nas w k ra ju  
obserw uje się dążność do konstrukcji uproszczonych samopiszących apa
ratów  z użyciem prym ityw nych części apa ra tu ry  dostępnych u nas w han
dlu. Celem tego artyku łu  jest omówienie kilku najw ażniejszych sposobów 
odczytywania proteinogram ów , zestawienie wyników otrzym anych przy 
użyciu różnych aparatów  dostępnych na naszym  terenie oraz zwrócenie 
uwagi na trudności konstrukcji aparatu , k tóry  dostarczyłby możliwie

[3]
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4 S . G R O SS i T. WROŃSKA [2]

obiektyw nych wartości rozkładu frakcji białkowych w  proteinogram ie. 
Za obiektyw ne można uważać w yniki tego rzędu wielkości, co wyniki 
elektroforezy w roztworze lub w yniki uzyskane m etodam i frakcjonow a
nego w ytrącania, chociaż obydwie te m etody oparte są na w ykorzystaniu 
innych własności białek i uzyskanie identycznych wyników we wszyst
kich tych metodach jest niemożliwe.

1. M ETODA ELU CJI

Ta najprostsza i w prowadzona do elektroforezy przez G r a s s m a n a  
[6] m etoda polega na pocięciu paska bibuły prostopadle do jego długości 
na odcinki szerokości ok. 0,5 cm i w yekstrahow aniu barw nika z każdego 
paska. Paski ekstrahuje się w osobnych probówkach jednakow ym i por
cjam i odpowiedniego rozpuszczalnika, przy czym ekstrakcję powinno się 
prowadzić w określonym  czasie i pom iar absorpcji powinien odbywać się 
zawsze po upływie tego samego czasu od chwili rozpoczęcia ekstrakcji 
(absorpcja ekstrak tu  jednostajn ie spada z biegiem czasu).

W przypadku elektroforezy białek surowicy znajdują najczęściej za
stosow anie dwa barw niki: czerń amidowa 10B lub też błękit bromofeno- 
lowy, z k tórych (ten ostatn i stosow any jest Chętniej ze względu na to, że 
powinowactwo jego do album in jest bardzo podobne do powinowactwa 
do globulin [16, 17]. Nie wym aga dzięki tem u stosowania współczynni
ków przeliczeniowych. Ponadto barw nik ten posiada większą wartość 
w spółczynnika absorpcji. W przypadku stosowania błękitu bromofenolo- 
wego elucję można prowadzić w  5 ml 0,1 n NaOH w ciągu 1 goćLz., 
po czym pom iar spektrofotom etryczny prowadzi się w długości fali 
A =  595 m//. O trzym ane w artości absorpcji odkłada się na wykresie, 
w którym  rzędne oznaczają wartości absorpcji, a odcięte odległość od po
czątku paska. W ten sposób otrzym uje się krzywą rozkładu frakcji w pro
teinogram ie.

Pole zaw arte pod krzyw ą jest planim etrow ane i stosunek pól zaw ar
tych pod poszczególnymi m aksim am i do sumarycznej powierzchni jest 
m iarą ilości poszczególnych frakcji białka. Opisany sposób wymaga, aby 
roztw ory barw nika zachowywały się zgodnie z praw em  Beera, mówią
cym o prostej proporcjonalności absorpcji i stężenia. Zgodność ta jest 
spełniona tylko dla bardzo niskich wartości absorpcji, o czym należy pa
m iętać przy in terp retacji wyników. Sposób ten posiada także inne wady 
związane z pom iarem  zbyt dużej ilości próbek eluatu  i z badaniem  zbyt 
m ałych wartości absorpcji leżących poniżej zakresu optym alnych stężeń. 
W większości pracowni pom iar absorpcji w ykonuje się p rzy  użyciu 
absorpcjom etrów  łatw iej dostępnych niż spektrofotom etry. W związku 
z tym  do pom iarów zostają w prowadzone dodatkowe czynniki zniekształ
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[3] ODCZYTYW ANIE PASKÓW Z ELEKTROFOREZY BIBUŁOW EJ 5

cające prostą proporcjonalność absorpcji (A) od stężenia (c). Jest to w y
nik iem  złej, filtrow ej m onochrom atyzacji światła, co ma miejsce w absorp- 
cjom etrach [7]. F iltry  przepuszczają zbyt szeroką wiązkę widmową, co 
pow oduje pojaw ienie się pozornych odstępstw  od praw a Beera. W przy 
padku am erykańskiego absorpcjom etru K letta, zaopatrzonego w f il tr  po
m arańczow y, w ykres zależności A  (absorpcji) od c (stężenie błękitu  bro- 
mofenolowego w roztworze) posiada w ygląd widoczny na rys. 1.

Rys. 1. Z ależność ab so rp c ji od s tężen ia  b łęk itu  
b rom ofenolow ego w  eluacie

Z w ykresu tego widać, że w m iarę wzrostu stężenia barw nika w ska
zania apara tu  (absorpcja) są coraz m niej w rażliw e na zmiany stężenia 
i w skazania te nie mogą być prostą m iarą stężenia barw nika.

W ykres posiada bardzo krótki odcinek prostej zależności absorpcji od 
stężenia, z tego powodu zmiana grubości naczyniek lub też rozcieńczenie 
badanego roztw oru tylko w ograniczonym  zakresie mogą być w ykorzy
stane dla wyelim inow ania niezgodności z praw em  Beera.

W związku z tym  konieczne się staje graficzne przeliczenie wskazań 
absorpcjom etru na stężenia barw nika i obliczanie procentowego udziału 
poszczególnych frakcji na drodze dzielenia każdej z nich przez sumę s tę 
żenia barw nika we wszystkich frakcjach. Dla ułatw ienia tnie się w tedy 
pasek na ty le części, ile frakcji białka zostało rozdzielonych. Z powodu 
znacznych różnic wielkości frakcji album in w  porów naniu do pozosta
łych należy dla zwiększenia dokładności w yników  rozcieńczać album iny 
w 3— 5-krotnie większej ilości roztw oru i następnie odczytane z w ykresu 
stężenia mnożyć przez wielkość zastosowanego rozcieńczenia (w stosunku 
do pozostałych frakcji). •

Na tej drodze można wyelim inować w pływ  ew entualnych niezgodno
ści z praw em  Beera.
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6 S. GROSS i T . W ROŃSKA [4j

W yniki uzyskane dla norm alnej krw i przy zastosowaniu tej metody 
są zbliżone do spotykanych w literaturze, jak  to widać z tablicy 1, czę
ściowo zaczerpniętej z artyku łu  O r ł o w s k i e g o  i K l e c z k o w 
s k i e g o  [13] i częściowo z książki A n t w e i l e r a  [1].

T a b l i c a  1
Przy toczone z li te ra tu ry  no rm y  zaw arto śc i frak c ji b ia łkow ych  k rw i 

o raz  w yn ik i w ła sn e

A u t o r
Ilość

p rzy p ad 
ków

A lbu
m iny

G l o b u l i n y

cc, «2 ß y

O j w i n J .A . ,  B a s o k  M .J. 
i O j w i n  W. J. [za 13] 10 58,0 13 ,9 13,3 16,5

D o l e  [za 1] —
63,2 

±  2,8
4,9

± 0 ,7
7,5 

±  1,3
12,7 

±  1,9
11,6

±  2,5

A r m s t r o n g  [za 1] —
55,2 

±  1,3
5,3

± 0 ,5
14,0

±  0,8
13,4

±  1,6
11,0 

±  0,7

A n t w e i l e r  [za 1] 20
63,2 

±  2,49
9,0 

±  1,75
13,7 

±  0,29
14,1 

±  1,92

K e m u l a  W.  i B a r 
t o s i e w i c z  W.  [9] 1 54,2 4,0 9,1 9,7 23,0

R e i n e r  i w spó łau to rzy  
[za 13] 80 56,8 15,9 12,8 14,4

W yniki w łasne  [8 ] 10
64,0

±  2,2
3,9

± 0 ,2 4
7,0 

±  1,03
9,4 

±  1,02
15,7 

±  1,29

2. METODA BEZPOŚREDNIEGO FO TO M ETRO W A N IA

a) p r z y  u ż y c i u  a p a r a t u r y  n i e r e j e s t r u j ą c e j :
Zasada oznaczania polega na przesuw aniu zabarwionego paska bibuły 

pom iędzy odpowiednio dobranym  źródłem  św iatła i fotoogniwem. Stosu
nek natężeń  prądów  w ysyłanych przez fotoogniwo w przypadku prze
św ietlania czystej i zabarwionej bibuły jest m iarą wielkości absorpcji, 
jaką w ykazuje badany punkt proteinogram u. W artości absorpcji odczy
tu je  się dla dużej ilości punktów  bezpośrednio ze skali aparatu , po czym 
nanosi się je  n a  analogiczny w ykres zależności absorpcji od długości 
paska, jak  o tym  była mowa w metodzie elucjl.

Pole zaw arte pod w ykresem  jest planim etrow ane, a poszczególne po
wierzchnie zaw arte pod odpowiednimi m aksim am i są m iarą wielkości 
poszczególnych frakcji białek. Sposób ten może znaleźć zastosowanie ty l-
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ko przy użyciu spektrofotom etru i to tylko w przypadkach pom iaru m a
łych w artości absorpcji, dla k tórych nie obserw uje się odstępstw  od p ra 
wa Beera. W przypadkach absorpcjom etru wyniki odbiegają od uzyski
w anych innym i metodami z powodu złej monoohrom atyzacji światła, p ro 
wadzącej do niezgodności z praw em  Beera, jak  o tym  była już częściowo 
mowa. W tych przypadkach przy ścisłej standaryzacji w arunków  pracy 
można uzyskać dobre wyniki korzystając z odpowiednich krzyw ych ka
libracji.

Spośród wielu absorpcjom etrów  tego typu można tu  wspomnieć 
o ostatnio w prowadzonym  przez firm ę Zeiss—Jena m odelu fo tom etru  
Pulfricha, dostosowanym  do odczytyw ania pasków z elektroforezy.

b) p r z y  u ż y c i u  a p a r a t u r y  s a m o r e j  e s t r u j  ą c e j :
Zasada postępow ania jest analogiczna jak  w poprzednim  przypadku. 

Zabarw iony proteinogram  przesuwa się pomiędzy źródłem św iatła m ono
chrom atycznego i fotoogniwem. P rąd  w ysyłany przez fotoogniwo poru
sza lusterko galw anom etru, rzucające wiązkę św iatła na przesuw ający 
się papier fotograficzny. Ruch papieru  fotograficznego jest sprzężony 
z ruchem  proteinogram u. Szybkość tego ruchu zależy od przekładni sprzę
żenia i ma w pływ  na wielkość otrzym ywanego pola. Zasadnicza różnica 
w ykresów  otrzym yw anych w aparatu rze samorej estruj ącej i n iere jestru - 
jącej polega na tym, że w pierwszym  przypadku otrzym any wykres jes t 
w ykresem  transm isji (przepuszczalności), a nie w ykresem  absorpcji, jak  
to ma miejsce w drugim  przypadku. A bsorpcja związana jest z przepusz
czalnością, określoną jako procent transm isji (T°/o) zależnością:

A =  l g i  =  acl  =  lg - |^  =  2 - l g T 7 „ >

gdzie a — współczynnik absorpcji, c — stężenie, l — grubość w arstw y, 
20 — natężenie prom ieniow ania przechodzącego przez bibułę, i  — na tę 
żenie prom ieniow ania przechodzącego przez zabarwioną bibułę.

JNTa skutek tego w ychylenia galw anom etru, a więc i pola zaw arte pod 
krzywą, pozostają w logarytm icznej zależności od stężenia barw nika, 
a więc wielkość pola nie może być m iarą zawartości poszczególnych fra k 
cji białkowych.

Aby tę wadę usunąć, należałoby otrzym any w ykres transm isji punk t 
po punkcie przeliczać na  absorpcję i planim etrow ać pole dopiero pod w y
kresem  absorpcji. Można także skonstruow ać aparaty  w ten sposób, aby 
w ynikiem  pom iaru był bezpośrednio w ykres absorpcji. Można to uzyskać 
stosując odpowiednie przekładnie kształtu  logarytmicznego, zm ieniają
ce w logarytm iczny sposób szybkość poruszania się lusterka w zależno
ści od wielkości mierzonej absorpcji. Można także stosować wzm acnianie 
prądu przy pomocy lam py w zm acniającej pracując na początkowym  lo
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garytm icznym  odcinku jej charakterystyki. Pierw szy z tych sposobów 
jest żmudny, pozostałe jeszcze w technice niedostatecznie opracowane 
na naszym  terenie. W samopiszących absorpcjom etrach do ostatnio omó
wionej w ady samopiszących spektrofotom etrów  (podawanie wykresów  
w jednostkach transm isji lub też w jednostkach 100 — T°/o) dochodzi 
jeszcze w pływ  złej m onochrom atyzacji św iatła.

Absorpcjom etry, w których stosuje się naw et dobre selektyw ne filtry, 
dają w yniki pom iarów pozostające w dużej niezgodności z praw em  Beera. 
Fakt ten wpływa na znaczne liczbowe rozbieżności wyników od wartości 
uznanych za właściwe, między innym i znaczne obniżenie wartości cyfry 
podającej zawartość albumin. Stosowanie św iatła m onochromatycznego, 
np. żółtej linii lam py sodowej, lub też filtru  dostarczającego prom ienio
wanie monochrom atyczne, np. f iltru  interferencyjnego, może zmniejszyć 
te różnice, wymaga jednak użycia bardzo silnych źródeł światła. N a sku
tek  tego w pływ u m onochrom atyzacji św iatła — wyników otrzym anych 
w absorpcjom etrach samopiszących nie można przeliczać na absorpcję, 
ponieważ odczytyw ana na skali absorpcjom etru wielkość nie m a nic 
wspólnego z właściwym pojęciem transm isji. Ostatnio w USA poja
wiły się samopiszące aparaty  do odczytyw ania proteinogram ów , zbudo
wane w  ten sposób, że wszystkie w ym ienione przez nas dotychczas wady 
zostały usunięte na drodze m echanicznych ulepszeń. Przykładem  może 
być apara t A nalytol [11] produkow any w  ostatnich dwóch latach przez 
firm ę Beckm an w Kalifornii. Jest to aparat samopiszący przeprowadza
jący w czasie pom iaru przeliczenia wskazań transm isji na absorpcję, jed
nocześnie elim inujący wpływ niezgodności z praw em  Beera. Przeliczenie 
odbywa się przy użyciu odpowiedniej przekładni o działaniu zależ
nym  od:

1) stosunku absorpcji do transm isji,
2) niezgodności wskazań aparatu  z praw em  Beera,
3) rodzaju użytego barw nika,
4) innych szczegółów metody, jak  rodzaj bibuły, szybkość poruszania 

się proteinogram u i inne.
Zakłady Zeissa w  Jenie produkują także podobny aparat przystoso

w any zarówno do światła przechodzącego, jak  i do odbitego. Na naszym 
terenie samopiszące urządzenia absorpcjom etryczne do odczytywania 
proteinogram ów  opisali O s t r o w s k i  i M i k  u c k i [14, 15], K e n  u - 
l a  i B a r t o s i e w i c z  [9] i R u s z k o w s k i  [20]. W dalszym ciągu 
przyrządy tego typu są ze względów aparaturow ych szczególnie chęmie 
konstruow ane w wielu laboratoriach na  naszym  terenie. W większości 
z nich w ykorzystuje się do re jestrac ji samopiszące części wchodzące 
w skład polarografu Heyrowskiego lub też w  skład elektrokardiografów. 
D etektorem  jest jak  zwykle fotoogniwo selenowe. W związku z tym  n a 
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leży tu  zwrócić uwagę na znaczenie szczegółów technicznych poszczegól
nych części użytych do konstrukcji apara tu ry  absorpcjom etrycznej. I tak 
np. wielikość w ytwarzanego w fotoogniwie fotoprądu jest zależna od w iel
kości natężenia światła padającego na nie, jednak zależność ta nie jest 
w prost proporcjonalna [7]. P rzy dużych wartościach natężenia światła 
następują  tym  większe odchylenia od proporcjonalności, im opór galwa- 
nom etru  jest większy. Zbyt duże natężenia św iatła powodują tak  zwane 
zmęczenie fotoogniwa, zaś zbyt małe powodują tak  nieznaczne w ychyle
nia galw anom etru, że odczytanie ich jest utrudnione. Fotoogniwa w yka
zują pewne opóźnienie w reagow aniu na zmiany oświetlenia, podobnie 
jak  i galw anom etry o zbyt m ałym  oporze wew nętrznym . Z tych to wzglę
dów przesuw anie paska przed szczeliną fotoogniwa nie może być zbyt 
prędkie. Szybkość przesuw ania paska wpływa poza tym  nie jednakowo 
na wielkość powierzchni znajdujących się pod poszczególnymi m aksim a
mi krzyw ej. Cechy te w skazują na konieczność wszechstronnego uwzględ
nienia własności poszczególnych części montowanego zestawu.

Oprócz wym ienionych czynników pochodzących z rodzaju użytego 
zestawu elektrooptycznego na wyniki pom iaru wpływa jakość bibuły 
proteinogram u. Bibuła silnie rozprasza światło, znacznie obniżając na tę 
żenie prom ieniow ania padającego na fotoogniwo. Wielkość rozproszenia 
zależy od gatunku bibuły. Stosunek ilości prom ieniow ania przechodzące
go do rozpraszanego jest zależny od wielkości absorpcji zabarwionych 
części bibuły. W szystkie wym ienione czynniki powodują (konieczność s tan 
daryzacji stosow anych w arunków  odczytu, ponieważ wyniki uzyskane 
przy zmianie niektórych czynników są zupełnie różne i ze sobą niepo
równywalne. Nie dają się one także w zajem nie przeliczyć.

Jakość uzyskiw anych krzyw ych rozkładu frakcji białkowych zbliża 
się dt) rozkładu znanego z elektroforezy Tiseliusa w przypadkach stoso- 
w anią odpowiednich filtrów  oraz nasycenia bibuły m ieszaniną o podob
nym  do celulozy współczynniku załam ania światła. F iltry  dobierane są 
w ten sam sposób, jak  w m etodach absorpcjom etrycznego oznaczania stę
żeń, a więc także w metodach elucji. B ibułę nasyca się najczęściej mie
szaniną alfa-brom onaftalenu z parafiną, salicylanem  m etylu, lakieram i 
saponowymi lub innym i [10]. Nasycanie m a na celu zmniejszenie wpływu 
rozpraszania światła.

W pływ m onochrom atyzacji św iatła oraz nasycania bibuły jest widocz
ny  na załączonych w ykresach otrzym anych dla tego samego paska 
(rys. 2—5). W ykresy zrobiono przy użyciu uproszczonego absorpcjom etru 
samopiszącego [9] życzliwie udostępnionego nam  przez m gr B arto
siewicza.

W yniki liczbowe przytoczone w tablicy 2 dla każdego rysunku w ska
zują na zupełną nieporównywalność otrzym anych danych. Widać, że je 
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dynie w ykresy otrzym ane z zastosowaniem  filtrów  i z nasyceniem  bibuły 
m ieszaniną zm niejszającą rozpraszanie mogą być półilościową m iarą za
wartości poszczególnych frakcji. W tych przypadkach wyniki otrzym ane 
przez planim etrow anie powierzchni zaw artych pod poszczególnymi m a
ksim am i krzywej rozkładu frakcji (po ew entualnym  uwzględnieniu róż-

Rys. 2. W ykres d la  p ro te in o g ram u  
bez użycia f i ltru  i bez a -b ro m o - 

n a fta le n u

Rys. 3. Wy.kres dla p ro te in o g ra 
m u z zastosow an iem  czerw onego 

f i lt ru

Rys. 4. W ykres d la  p ro te in o g ra -  Rys. 5. W ykres d la  p ro te in o g ra 
m u nasyconego m ieszan iną  a -b ro -  m u  nasyconego m ieszan iną  a -b ro -
m onafta lenu , lecz bez użycia f i l-  m o n a fta len u  z p a ra f in ą  o raz z za-

tru  s to sow an iem  czerw onego f i l t ru

nic wiązania barw ników  przez album iny i globuliny na drodze stosowa
nia odpowiednich współczynników przeliczeniowych) mogą być przy do
braniu optym alnych w arunków  pom iaru półilościową m iarą zawartości 
białka w poszczególnych frakcjach. Przy b raku  któregokolwiek z wym ie
nionych czynników w ykres może być tylko jakościową umowną m iarą 
wielkości poszczególnych frakcji, m ającą tylko znaczenie porównawcze, 
bardzo zresztą cenne w klinicznej ocenie schorzeń charakteryzujących
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T a b l i c a  2
D ane liczbow e w  % d la  p rzy to czo n y ch  ry sunków  2 — 5

A lbu
m iny

G l o b u l i n y

«i a 2 fi y

O dczyt bez  f i ltru  i bez a -b ro m o -  
n a fta le n u  (rys. 2 ) 29.9 8,2 15.0 18,9 28,0

O dczyt z f iltrem  czerw onym  bez 
a -b ro m o n a f ta le n u  (rys. 3) 38,2 6.3 13,1 16,2 26,2

O dczyt bez filtru  z użyc iem  
a -b ro m o n a f ta le n u  (rys. 4) 46.0 6,3 15,0 16,3 22,4

O dczyt z użyciem  filtru  i a - b r o -  
m o n a fta len u  (rys. 5) 47,0 5,0 10,2 15,4 22,4

O dczyt n a  spek tro fo to m etrze  B eck
m a n a  z użyciem  a -b ro m o n a f 
ta le n u

•

56.8 4,0 7,1 13,1 19,0

się w ielkim i zmianami wielkości frakcji, ale bezwartościowe dla oceny 
rzeczywistego stosunku frakcji oraz dla uchwycenia m ałych zmian ich 
wielkości.

3. WYNIKI O ZN ACZEŃ  1 DYSKUSJA

Dla przykładu podajem y porów nanie cyfr (tabl. 3) oraz typu w ykre
sów (irys. 6) przedstaw iających wielkości frakcji białkowych tej samej 
surow icy otrzym ane trzem a m etodam i:

1) m etodą elucji,
2) m etodą użycia n ierejestru jącego  spektrofotom etru (typu Beckma- 

na). Spektrofotom etr Beckm ana został tu taj zużyty w ten  sposób, że pro- 
teinogram  przesuw ano w aparacie w m iejscu przeznaczonym  do w sta
wienia naczynieik. Pom iary  odbyw ały się w odstępach co 0,5 cm, a w y
niki liczbowe otrzym ano przez planim etrow anie pola pod wykresam i za
leżności absorpcji od długości paska,

3) m etodą użycia trzech samopiszących absorpcjom etrów, opisanych 
przez różnych autorów  [14, 15, 20, 9].

Celem porów nania rezultatów  pom iarów wykonanych opisanymi spo
sobami jes t zwrócenie uwagi na możliwość istnienia znacznych rozbież
ności w yników  dla tej samej krw i, podawanych przez autorów stosu ją
cych różne m etody odczytywania proteinogram ów . Rozbieżności te m ają 
swe źródło w stosowanej metodzie odczytywania, a nie zależą od rodzaju
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badanego m ateriału doświadczalnego. Fakt ten zmusza do bardzo k ry 
tycznego ustosunkowania się do publikow anych norm  zawartości poszcze
gólnych białek we krwi, o ile jednocześnie nie są podane szczegóły sto
sowanej metody odczytywania proteinogram ów.

Rys. 6 . P rzeb ieg  k rzyw ych  służących do obliczenia p rocen tow ego  ro zk ład u  fra k c ji 
w  m etodzie  elucji", sp ek tro fo to m etru  n iepiszącego i abso rpcjom etiru  sam opiszącego. 
U w aga: jed n o s tk i A  odk ładane na osi rzędnych  p o siad a ją  d la  każdego z trz ech  w y 

k re só w  inne  znaczen ie  za leżn ie  od uży tego  a p a ra tu

Porów nanie to jest szczególnie ciekawe w obecnej chwili, k iedy w ięk
szość autorów  u nas w kraju  stara  się zautom atyzować proces odczyty
wania proteinogram ów  z użyciem prym ityw nych części apara tu ry  dostęp
nych u nas w handlu. Metodą dającą najlepszą zgodność wyników z w y
nikam i elektroforezy w roztworze oraz z różnym i m etodam i w ysalania 
białek surowicy krwi jest metoda elucji, którą z tego też względu szerzej 
opisano na początku artykułu.

a, i a2-globuliny zostały w tabeli podane w jednej wspólnej ko
lum nie jako a-globuliny dla ułatw ienia porów nania z wynikami innych 
autorów, którzy oznaczają a-gtlobuliny bez ich różnicowania. W tabli
cy 3 w  kolum nie oznaczonej literą  E podane są w yniki otrzym ane na dro
dze elucji.

W yniki otrzym ane m etodą elucji są bardzo zbliżone do wyników elek
troforezy swobodnej oraz metod wysalania. Jest to szczególnie w yraźnie 
widoczne w przypadku dużych wartości album in oraz niskich y -glo
bulin. Do wyników elucji bardzo podobne są w yniki otrzym ane na dro
dze pom iaru absorpcji proteinogram u w  spektrofotom etrze Beckmana. 
W yniki te podano w tabeli w kolumnie oznaczonej literą  B. W yniki te  są
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nieco mniejsze niż otrzym ane w metodzie elucji, ponieważ ze względów 
technicznych stosowana szczelina spektrofo tom etru  posiadała szerokość 
1 mm, co odpowiada wiązce 30 m/u, co z kolei powoduje pojawienie się 
nieznacznych, pozornych odstępstw  od p raw a Beera [7].

Kolum ny trzecia, czw arta i p iąta podają wyniki otrzym ane na samo- 
piszących absorpcjom etrach opisanych w  naszej literatu rze przez K e -  
m u l ę  i B a r t o s i e w i c z a  [9], przez O s t r o w s k i e g o  i Mi -  
k u c k i e g o  [14, 15] i używ anym  przez R u s z k o w s k i e g o  [20] 
w klinice In terny  Polowej w Łodzi i życzliw ie udostępnionych nam  przez 
autorów.

W artości otrzym ane przez autorów  są ilustracją omówionych w p ierw 
szej części a rtyku łu  przyczyn, a więc niskie wartości dla album in w ska
zują na duży wpływ odstępstw  od praw a Beera. Na skutek  obniżenia 
wartości dla album in autom atycznie zwiększa się procentow y udział fra k 
cji globulin. Szczególnie w yraźnie jest to widoczne na przykładzie y-glo
bulin. Poszczególne absorpcjom etry samopiszące dostarczają wyników, 
które są do siebie podobne, natom iast rozrzut odczytów dla różnych pa
sków tej samej krw i jest w metodzie absorpcjom etrycznej dużo większy 
niż w metodzie elucji. Przy pomocy absorpcjom etrów  można odczytywać 
tylko proteinogram y o bardzo dobrze rozdzielonych frakcjach, by unik
nąć przypadkow ych błędów zwiększających różnice. Na rys. 6 przedsta
wiono schem atycznie trzy  sposoby graficznego przedstaw ienia wielkości 
frakcji. W opisanej poprzednio metodzie elucji, gdzie całą frakcję ozna
czano sumarycznie, poszczególne frakcje można zobrazować tylko przy 
pomocy prostokątów, których wysokość jest m iarą wielkości frakcji.

W m etodach samopiszących kształt krzywej jest bezpośrednio w yni
kiem pomiaru, jak  to przedstaw ia schem atyczna linia przeryw ana rys. 6 
oraz w ykresy rys. 2—5, zaś pom iar przy użyciu spektrofotom etru  Beck- 
mana dostarcza wyników, które mogą być naniesione na w ykres zależno
ści absorpcji od stężenia. Krzyw a otrzym ana w tym  ostatnim  przypadku 
wykazuje dużo wyższe m aksima niż krzyw a absorpcjom etryczna. Miarą 
zawartości poszczególnych frakcji jest wielkość pola zaw arta pod poszcze
gólnymi maksimami. W artości absorpcji odkładanej na osi rzędnych po
siadają zupełnie inne znaczenie dla każdej krzyw ej. Są one zależne od 
elem entów konstrukcji poszczególnych aparatów  i są ze sobą nieporów
nywalne.

W nioski

Przedstaw ione w yniki wskazują, że uproszczone aparaty  samopiszące 
służące do odczytywania proteinogram ów  są bardzo wygodne w praktyce 
klinicznej, gdzie pozwalają na szybkie otrzym yw anie wykresów  służą
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cych do półilościowej oceny rozkładu frakcji białkowych surowicy, co ma 
duże znaczenie diagnostyczne. Przy użyciu tych aparatów  nie można jed 
n ak  otrzym yw ać dokładnych wyników ilościowych porównywalnych 
z w ynikam i elektroforezy swobodnej. Normy zawartości frakcji biał
kow ych otrzym ane przy użyciu tych uproszczonych absorpcjom etrów  nie 
są porów nyw alne z norm am i otrzym anym i na innych aparatach  i co n a j
gorsze — odpowiednie przeliczenie wyników jest zupełnie niemożliwe. 
Używ anie aparatów  samopisząeych, szczególnie prostych absorpcjom e
trów , jest zupełnie niedopuszczalne w przypadkach, gdy celem pom iarów 
m a być stw ierdzenie m ałych odchyleń od norm y. W tych przypadkach 
opisane w artyku le  własności aparatów  samopisząeych powodują właśnie 
zacieranie się m ałych różnic pomiędzy poszczególnymi badanym i prób
kam i.

W ydaje się nam, że ilościowe prace dotyczące ilościowego składu fra k 
cji białkow ych surow icy krw i w inny być zawsze wykonyw ane z użyciem 
m etod  elucji lub też bezpośredniego odczytyw ania proteinogram u przy 
pom ocy spektrofotom etrów . Użycie samopisząeych spektrofotom etrów  
jes t dopuszczalne tylko po w prowadzeniu jednego ze wspom nianych spo
sobów logarytm owania 'wskazań aparatu, co ma miejsce tylko w  najnow 
szych typach aparatów  znajdujących  się w handlu za granicą. Uproszczo
ne samopiszące absorpcjiometry mogą oddawać cenne usługi tylko w kli
nicznej diagnostyce lekarskiej. W dalszej konstrukcji tych uproszczonych 
absorpcjom etrów  należy jednak dążyć do użycia elem entów składowych 
posiadających odpowiednie własności. Najważniejszym i z tych elem en
tów  składow ych są filtry  oraz urządzenia przeliczające w artości t r a n s 
m i s j i  na  absorpcję.

W zakończeniu pracy miło jest nam  serdecznie podziękować drowi 
W. O s t r o w s k i e m u ,  mgrowd W. B a r t o s i e w i c z o w i  oraz 
drowi M. R u s z k o w s k i e m u  za w ielką życzliwość w udostępnieniu 
nam  ich apara tu ry  oraz w przedyskutow aniu szeregu, nie zawsze jedna
kowo przez nas in terpretow anych zagadnień, dotyczących elektroforezy 
bibułowej.

Streszczenie

Praca ma na celu porównanie różnych m etod odczytyw ania proteino- 
gram ów  oraz oceny pospolicie stosow anych w naszym k raju  absorpcjo
m etrów  sam opisząeych. Autorzy uw ażają za najpraktyczniejszą w na
szych w arunkach  metodę elucji barw nika z proteinogram u oraz absorp- 
cjom etryczne oznaczanie stężenia wypłukanego barw nika, co w dalszym 
ciągu pozwala na ustalenie wielkości frakcji białkowych.
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Samopiszące absorpcjom etry, stosowane dotychczas u nas w kraju, 
dostarczają wyników nieporów nyw alnych z elektroforezą swobodną 
i powinny znajdować zastosowanie tylko w ląboratoriach klinicznych. 
A paraty  te wym agają jeszcze dalszych ulepszeń, zanim  zostaną w prow a
dzone do laboratoriów  naukowych. Podano także zasady, jakim i należy 
się kierować przy w prow adzaniu dalszych ulepszeń w konstrukcji tych 
aparatów .
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IlpMMeHHeMBie ao HacToamero BpeMeHH b  Hainen CTpane caMonumy- 
mue aocop6u;noMeTpbi gaioT pe3yjiLTaTbi HecpaBHHMbie c 3JieKTpoc£>ope- 
3 0 M  B  paCTBOpe M AOJIlKHbl HaXOAMTb npilMeHeHMe TOJIBKO B KJIHHM VCCKHX  

jiaôopaTopwHX. 3 t h  annapaTBi TpeSyiOT eipe gajibHeHinero ycoBepineH- 
CTBOBaHTIH ffO BBegeHHH MX B H A J'H H BIX  JiaÔOpaTOpHHX. I I p M B e n e H b l  TaKJKe 
npHHpwnbi, KOTopbiMH cjiegyeT pyKOBOgCTBOBaTbca npn ÆajibHeHiiieM 
ycoBepmeHCTBOBaHHH KOHCTpyKijHH 3TMX annapaTOB.

IN T E R P R E T A T IO N  O F P A P E R -E L E C T R O P H O R E SIS  CHRO M A TO G RA M S

S u m m a r y

The authors compare various methods of analysing proteinogram s, 
and evaluate the self-recording absorptiom eters curren tly  used in this 
country. U nder existing conditions, the authors favour on practical 
grounds elution of the dye from  the proteinogram  and absorptiom etric 
determ ination of the eluted dye, which perm its subsequent quan tita tive  
determ ination of protein  fractions. The self-recording absorptiom eters 
h itherto  used in th is country  afford results th a t cannot be com pared 
w ith  those of electrophoresis in solution and should not be used in other 
than  clinical laboratories. _ These instrum ents call for fu rth e r im prove
m ents before being introduced into scientific laboratories. The paper also 
indicates the principles which should be taken into account in divising 
fu rth e r  im provem ents in the construction of these instrum ents.

O trzym ano  28.3.1956 r.
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P. MASTALERZ

SYNTEZA KWASU y-FOSFONOGLUTAMINOWEGO

Z In s ty tu tu  Im m u n o lo g ii i T erap ii D ośw . P A N  w e  W rocław iu  
d yrek to r: pro f. dr S. S lo p ek  

D zia ł B iochem ii, k ie ro w n ik : pro f. dr T. B aranow sk i

W toku poszukiwań inhibitorów  glutam inazy, zbliżonych s tru k tu ra l
n ie do kwasu glutam inowego, otrzym ano syntetycznie nie opisany dotąd 
kwas y-fosfonoglutam inowy (l-am ino-3-fosfono-propano-karboksylow y-l). 
Analogia s tru k tu ra ln a  tego związku (I) do kwasu glutaminowego (II) 
polega na tym , że grupa fosfonowa -PO(OH)2 zastępuje grupę ka r
boksylową kw asu glutaminowego w pozycji y. Istn ieje  również daleko 
idące podobieństwo do fosforanu seryny (III). W tym  w ypadku grupę 
CH2 zastępuje atom  tlenu.

HOoC-CH-CHo-CHo-PO (OH)a H 0 2C-CH-CH2-CH2-COoH
I I

NHo (I) NHo (II)

h o 2c -c h -c h 2-o -p o (o h )2

NH2 (III)

Kwas fosfonoglutam inow y jest przedstaw icielem  grupy związków za
w ierających atom  fosforu związany bezpośrednio z atom em  węgla. Tego 
rodzaju  organiczne związki fosforu nie w ystępują w organizm ach ży
w ych i nie były dotychczas badane w izolowanych układach enzym atycz
nych. W piśm iennictw ie znalazłem  zaledwie kilka pozycji dotyczących 
własności biochem icznych tych związków. M. N. K a b a c z n i k i wsp. 
[2] badali niedaw no dość wyczerpująco działanie biologiczne kwasów 
a-am inofosfonow ych o wzorze ogólnym

R-CH-PO(OH)2
I

n h 2
[19]
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P. P r e i s ,  T. C. M y e r s  i E. V. J e n  s e n  [1] podali syntezę fos- 
fonowych analogów kwasu glicerynowego i zapowiedzieli badanie ich 
zachowania się w reakcjach enzymatycznych. Zapowiedzieli również syn
tezy dalszych związków fosfonowych, analogicznych do natu ra lnych  m e
tabolitów.

Badania enzym atyczne z zastosowaniem opisanego w tej pracy kw asu 
fosfonoglutaminowego są w toku.

Część doświadczalna

1,3 g (0,056 mola) sodu rozpuszczono w 60 ml absolutnego etanolu, 
dodano 10,2 g (0,047 mola) dwuetylowego estru  kw asu acetam inom alono- 
wego i do powstałego roztworu wkroplono w ciągu 10 min. 11,5 g (0,047 
mola) dwuetylowego estru  kw asu /5-bromoetylofosfonowego. M ieszaninę 
ogrzewano na wrzącej łaźni wodnej przez 6 godzin. Po odsączeniu w y
dzielonego brom ku sodu odparowano rozpuszczalnik pod zm niejszonym  
ciśnieniem  a pozostały olej ogrzewano do w rzenia z 20°/o kwasem  solnym  
przez 8 godzin. Roztwór po hydrolizie odparowano pod zm niejszonym  
ciśnieniem  do sucha. Pozostałą szklistą masę rozpuszczono w 50 m l abso
lutnego etanolu, odsączono nierozpuszczalny osad nieorganiczny (chlorek 
sodu). Odparowano alkohol, pozostałość rozpuszczono w 50 ml wody i do
dawano m ałym i porcjam i tlenek srebra aż do ilościowego w ytrącenia jo
nu  chlorkowego, unikając nadm iaru  tlenku srebra. Po odsączeniu pow sta
łego chlorku srebra  roztwór zadano podwójną objętością alkoholu etylo
wego. O trzym ano 4,2 g krystalicznej substancji o tem peraturze topnienia 
190— 193°. Po dw ukrotnym  oczyszczeniu przez rozpuszczenie w wodzie 
i w ytrącenie alkoholem otrzym ano chrom atograficznie jednorodną sub
stancję o tem peraturze topnienia 206—208°.

W ydajność czystego produktu  3,6 g (37,2%).
W yniki analiz potw ierdzają przew idyw anie, że otrzym ana substancja 

jest kwasem y-fosfonoglutaminowym .
Znaleziono 7,84% N, 17,20% P.
Wyliczono dla C4H 10O3NP 7,65% N, 16,92% P.
Kwas y-fosfonoglutam inowy jest kwasem trój zasadowym. Równoważ

nik kwasowy wyznaczony przez m iareczkowanie formolowe wobec fe- 
nolftaleiny wynosi 62, wyliczony 61. M iareczkowanie potencjom etryczne 
w ykazuje trzy  stopnie dysocjacji kwasowej. p K  wyznaczone w przybli
żeniu z krzywej m iareczkowania wynoszą I =  2,5; II =  6,9; III =  10,3.

W ykonano chrom atogram  jednow ym iarow y na bibule W hatm an n r 1. 
Rozpuszczalnikiem był fenol nasycony wodą. Rozw ijanie chrom atogram u 
trw ało 8 godzin w temp. ok. 18°, w atm osferze zaw ierającej amoniak.
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Chrom atogram  wywoływano w zwykły sposób 0,l°/o alkoholowym  roz
tw orem  ninhydryny.

Streszczenie

Otrzym ano syntetycznie kwas y-fosfonoglutam inowy. M ateriałam i 
wyjściowymi do syntezy by ły  dw uetylow y ester kwasu acetam inom alo- 
nowego oraz dw uetylow y ester kw asu /3-bromoetylofosfonowego. W ydaj
ność m etody 37,2%.
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C H H T E 3  y -O O C O O H H H rjlY T A M H H O B O H  K H C JIO T bl 

Pe3K)M e

nojiyneHa cwHTeTMHecKM y-<£occf>OHMHrjiyTaMHHOBaH KHCJiOTa. Mcxofl- 
HbiM MaTepnajiOM hjih cnHTe3a 6biJin: AwaTHJioBbiń 3(£wp apeTaMHHMajio- 
HOBOH KHCJIOTbl M flHSTMJIOBblM 3C|DJip y -GpOMaTMJK̂ DOCCjlOHMHOBOM K M - 

CJIOTbl.
IIp0M3B0gHTeJIbH0CTb MeTO/ia 3 7 ,2 % .

SY N T H E SIS  O F y-PH O SPH O N O G L U T A M IC  A CID  

S u m m a r y

The synthesis of y-phosphonoglutam ic acid, a substance s tructu ra lly  
related  to glutam ic acid is announced, y-phosphonoglutamic acid has been 
synthesised by the usual m ethod of synthesis of amino acids, using 
diethylacetam inom alonate and diethyi-/S-brom oethylophosphonate as 
s ta rting  m aterials. Yield 37.2%.

O trzym ano  2.7.1956 r.
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W poprzedniej pracy [2] stw ierdziliśm y, że retencja azotu w organiz
m ie szczura w zrasta w m iarę w zrostu guza nowotworowego. Celem ni
niejszej pracy było zbadanie, czy po operacyjnym  usunięciu nowotworu 
bilans azotowy powraca do norm y nagle, czy też nieprawidłow o wielka 
retencja azotu u trzym uje się przez pew ien czas po operacji. W ostatnim  
wypadku moglibyśmy oczekiwać szybszego przyrostu  wagi ciała zwie
rzęcia. .

W yniki doświadczenia skłoniły nas do w ykonania kilku badań kon
trolnych, które m iały na celu próbę w yjaśnienia m echanizm u zmian 
w  bilansie azotowym zachodzących po usunięciu nowotworu.

Materiał i metoda

Doświadczenia wykonano na samcach szczura białego o wadze począt
kowej 120— 130 g. Sposób wszczepiania i charakterystykę mięsaka, spo
sób karm ienia zwierząt, zbierania w ydalin i oznaczania bilansu azoto
wego podano w poprzedniej pracy [2]. Zw ierzęta karm iono „dietą I”, któ
rej skład podano uprzednio. U zw ierząt obarczonych now otw orem  ozna
czanie bilansu azotowego rozpoczynano Około 12 dnia po wszczepieniu 
nowotworu. Zm iany w bilansie azotowym  wyrażono w odsetkach w  sto
sunku do norm alnego bilansu, k tóry  określano jako 100%. Za norm alny 
przyjęto  bilans azotowy szczurów zdrow ych lub  obarczonych nowotwo
rem  w okresie utajonego wzrostu guza.

Z w yjątkiem  wszczepienia now otw oru wszelkie zabiegi operacyjne 
przeprowadzano w narkozie eterow ej. Szczury w ciągu pierwszej doby 
po zabiegu otrzym yw ały do picia zam iast wody destylowanej fizjologicz-

[23]
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ny roztw ór NiaCl. Zw ierzętom  po usunięciu nadnerczy podawano w cią
gu pierwszej doby dietę w m niejszych porcjach, a za to częściej niż zw y
kle, tak  że dobowa ilość pożywienia podana tym  zwierzętom  była taka 
sama, jak  w innych grupach doświadczalnych.

W yniki badań

Począwszy od 18 dnia po wszczepieniu now otw oru bilans azotowy 
przyjm ow ał stopniowo coraz to wyższe wartości. W 24 dniu retencja azo
tu osiągnęła wartość o ok. 50°/o wyższą od norm y. Po operacyjnym  usu
nięciu now otw oru bilans azotowy obniżał się stopniowo i po 4 dniach

Rys. 1. B ilans azotow y w  tra k c ie  w z ro s tu -i po o p e racy jn y m  u su n ięc iu  now otw oru . 
M om ent operacji oznaczono s trz a łk ą  i sym bolem  „O p”. D rug ie  w zn iesien ie  krzyw ej: 
p rzed s taw ia  b ilan s 5 szczurów  w  czasie  rozw oju  n aw ro tu . L in ia  p rze ry w an a  — b i
lan s u szczura bez n aw ro tu . K ró tk a  p ionow a lin ia  na  początku  w y k re su  zakończona 
poziom ym i k resk am i ilu s tru je  m ak sy m aln e  odchy len ie  <w °/o) śred n ie j dobow ej b i

la n su  g rupy  szczurów  od n o rm y

przybierał wartości zbliżone do norm y, a następnie spadał nieco poniżej 
normy, osiągając 10 dnia po operacji najniższą wartość (Rys. 1). P rzyrost 
wagi zw ierząt po usunięciu guzów miał tempo zbliżone do przyrostu  wagi 
w okresie utajonego wzrostu nowotworu (Rys. 4).

Spośród 6 szczurów (którym  usunięto guz) u 5 zw ierząt nastąpił m iej
scowy naw rót nowotworu. Kliniczne objawy naw rotu  pojaw iały się m ię
dzy 5 a 9 dniem po operacji. Od 10 dnia po usunięciu guzów bilans azo
towy przybierał ponownie coraz to wyższe wartości. U jednego szczura,, 
u którego naw rót nie nastąpił, retencja azotu po okresie spadku wahała

[2Ji
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Cortison

się w  pobliżu norm alnych wartości (Rys. 1). Przyrost wagi tego zwierzę
cia by ł w yraźnie m niejszy niż zw ierząt z w tórnie rozw ijającym  się gu
zem (Rys. 4). Przez okres całego doświadczenia absorpcja azotu z prze
wodu pokarm owego utrzym y
wała się na jednakow ym  po
ziomie.

Przebieg bilansu azotowego 
po operacyjnym  usunięciu no
w otw oru nasunął konieczność 
zbadania w pływ u urazu na bi
lans azotowy w  w arunkach n a 
szego doświadczenia.

Zdrow e szczury po zadaniu 
urazu (zmiażdżenie mięśni bio
drowych) w ydalały z moczem 
znaczne ilości ciał azotowych, 
przez co bilans azotowy obniżał 
się, u trzym yw ał się jednak w 
obrębie w artości dodatnich 
(Rys. 2). Retencja azotu osią
gała najniższą wartość w 6 dniu 
po urazie, po czym następował 
wzrost ilości azotu zatrzym yw a
nego w ustroju. Zstępujący od
cinek krzyw ej bilansu po urazie 
podobny jest do krzyw ej b ilan
su po usunięciu nowotworu w 
poprzedniej grupie szczurów.
Absorpcja azotu z przew odu po
karmowego w om awianej grupie 
zw ierząt utrzym yw ała się na 
jednakow ym  poziomie w ciągu 
14 dni.

Próbowano następnie spraw 
dzić, czy uraz w pływ a na bilans 
azotowy za pośrednictw em  nad
nerczy, gdyż w piśm iennictw ie
w ielokrotnie podnoszono znaczenie nadnerczy w przystosowaniu prze
m iany m aterii do bodźców działających na szkodę ustro ju  (S e 1 y e-stress). 
W tym  celu zadawano uraz szczurom, którym  uprzednio usunięto nad
nercza. W takich doświadczeniach uraz nie wywoływał spadku bilansu 
azotowego, przeciwnie, już po samej adrenalektom ii bilans przybierał

Rys. 2 . P rzeb ieg  b ilan su  azotow ego po u raz ie  
u  szczurów  zdrow ych  o raz  po u raz ie  i k o rty - 
zonie u  szczurów  pozbaw ionych  nadnerczy . 
N adnercza  u su n ię to  w  m om encie  (,,A”), u raz  
zadano  w  m om encie  („T”). L in ia  p rz e ry w a 
na  p rzed s taw ia  b ilans u  szczura, k tó rem u  
usu n ię to  ty lk o  jed n o  nad n ercze  („A”), n a 
s tę p n ie  zad an o  u ra z  („T”) o raz  podano  k o r-  
tyzon  („C ”). W  trzec im  d n iu  po  p o d an iu  k o r 
ty  zon u  b ilan s  azotow y p rzy ją ł w arto śc i u je m 

ne (nie ob ję te  w ykresem )
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wartości wyższe od norm y i taki wzrost bilansu u trzym yw ał się nadal 
mimo zadaniu urazu. W 8 dniu po adrenalektom ii b ilans osiągał wartość 
wyższą o 80% od wartości przed usunięciem  nadnerczy (Rys. 2). Kortyzon 
podany zwierzętom tej grupy  spowodował gwałtow ny spadek bilansu, 
tak że po 48 godz. bilans przybierał wartości ujem ne (Rys. 2). Po usunię
ciu nadnerczy zwierzęta przybierały więcej na  wadze, natom iast po po
daniu kortyzonu waga zw ierząt spadała.

In teresujący jest przebieg bilansu azotowego u jednego szczura tej 
grupy, u którego w skutek błędu technicznego 'usunięto tylko jedno nad
nercze. U zwierzęcia tego bilans do chwili zadania urazu w ahał się w po
bliżu norm y, po urazie nastąpił spadek bilansu, a następnie powrót do

norm y (Rys. 2). Na podanie k o r ty 
zonu zwierzę zareagowało podob
nie jak  pozostałe.

U szczurów obarczonych nowo
tw orem  uraz (nacięcie skóry u pod
staw y guza, częściowe odłuszczenie 
skóry od guza i częściowe zmiaż
dżenie mięśni biodrowych po jed 
nej stronie) wywoływał gw ałtow 
ny spadek bilansu azotowego (Rys.
3). Przebieg krzywej bilansu był 
bardziej strom y niż krzywej po 
usunięciu guza w pierwszej grupie 
ż\vierząt (Rys. 1).

Opierając się na dotychczas 
przedstaw ionych w ynikach s ta ra 
liśmy się w następnej serii do
świadczeń wyłączyć wpływ urazu 
na bilans azotowy przez wycięcie 
nadnerczy u nosicieli nowotworu 
przed operacyjnym  usunięciem  gu
za. Większość szczurów obarczo
nych nowotworem  źle znosiła ad- 
renalektom ię. Zw ierzęta po zabie
gu były osłabione, apatyczne, spo
strzegano objawy atonii je lit oraz 
zmniejszone oddawanie moczu 
i kału. Następowe usunięcie guza 

nowotworowego powodowało pogarszanie się stanu  ogólnego zwierząt. 
Znaczna część szczurów padła wśród objawów ogólnęgo osłabienia oraz 
:niedrożności jelit lub biegunki. Jeden  szczur padł z objawami porażenia

Om przed zabiegiem Dni po zabiegu

Rys. 3. P rzeb ieg  b ila n su  azotow ego po 
u raz ie  („T”) u  szczurów  obarczonych
n o w o tw orem  (--------- ). Ś red n ie  uzyskano
.z 6 szczurów . P rzeb ieg  b ila n su  po ope
racy jn y m  usun ięc iu  guza („O p”) u  
szczurów -nosic ie li no w o tw o ru  (—x —) 
up rzedn io  podd an y ch  a d ren a lek to m ii 
(„A ”). W n aw iasach  podano  ilość szczu

rów , z k tó re j obliczono śred n ią
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ruchowego czterech kończyn i drgawek. Spośród 15 szczurów użytych do 
tego doświadczenia zaledwie 5 przeżyło okres dostatecznie długi do ozna
czenia bilansu. U czterech szczurów po adrenalektom ii spostrzegano w y
raźną regresję nowotworu.

Bilans azotowy po usunięciu now otw oru u szczurów, którym  cztery 
dni wcześniej usunięto nadnercza, spada do norm y i poniżej, u trzym uje 
się jednak  w obrębie w artości dodatnich (Rys. 3). Spadek bilansu w ystę
pow ał z w yraźnym  opóźnieniem w porów naniu ze spadkiem  po usunię
ciu guzów u  zw ierząt posiadających nadnercza, przy czym krzyw a b i
lansu m iała przebieg dwufazowy. W spomniane wyżej zmiany chorobowe 
spostrzegane u nosicieli nowotworu po adrenalektom ii w ikłają jednak 
obraz przebiegu bilansu azotowego.

Om óirienie tuynikóu;

W doświadczeniach naszych po operacyjnym  usunięciu guza nowo
tworowego retencja  azotu w organizmie nosiciela zm niejszała się i przy
bierała w artości zbliżone do norm y już w kilka dni po zabiegu. Tempo 
przyrostu  wagi ciała szczurów po usunięciu guza było zbliżone do szyb
kości wagi w okresie utajonego w zrostu now otw oru i do przyrostu  wagi 
ciała szczurów zdrowych tej samej płci i wieku, karm ionych taką samą 
dietą. Jeśli za k ry terium  unorm ow ania się przem iany białkowej p rzy j
m iem y bilans azotowy i przyrost wagi ciała, dojdziemy do wniosku, że 
zachwiana w skutek wzrostu now otw oru gospodarka białkowa [1], [2] po 
operacyjnym  usunięciu guza pow raca do norm y.

Z piśm iennictw a wynika, że również inne objawy zaburzenia m eta
bolizmu ustrojow ego po usunięciu now otw oru pow racają do normy: obni
żona w czasie w zrostu nowotworu aktywność katalazy w ątroby podwyż
sza się [8], wysokość fali polarograficznej surow icy krw i spada do w ar
tości norm alnych [11], norm uje się obraz b iałek  krw i [16], [17].

U zw ierząt doświadczalnych w w arunkach dowolnego odżywiania się 
spostrzegano po operacyjnym  usunięciu now otw oru szybszy przyrost w a
gi [6]. Zjawisko to można objaśnić zwiększonym pobieraniem  pokarm u 
po okresowej u tracie  łaknienia w okresie wzrostu nowotworu.

Godne uwagi jest obserwowane w pierw szym  doświadczeniu zjawisko 
szybkiego rozw oju naw ro tu  nowotworu. Okres utajonego w zrostu naw ra
cającego guza wynosił 5—9 dni, czyli był o połowę krótszy od okresu u ta 
jenia guza pierwotnego. Wzrost ilości zatrzym ywanego w  ustro ju  azotu 
w skutek rozw oju guza pierwotnego rozpoczynał się około 18 dnia po 
wszczepieniu now otw oru, natom iast rozw ijający się naw rót wywoływał 
wzrost retencji azotu już w 10 dni po usunięciu guza pierwotnego.
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W tym  okresie przyrost m asy tkanki nowotworowej nie w yw oływ ał jesz
cze widocznego przyrostu  wagi zw ierząt (Rys. 4). Zjawisko szybkiego 
rozwoju naw rotu można by tłum aczyć lepszym i w arunkam i odżywienia 
kom órek nowotworowych pozostawionych w obrębie pola operacyjnego 
w porów naniu z w arunkam i troficznym i pierw otnego wszczepu. Spo
strzegany jednak  w doświadczeniach na zw ierzętach i u ludzi szybszy 
wzrost przerzutów  odległych od ogniska pierwotnego, po jego operacyj
nym  usunięciu, skłania do przypuszczenia, że pewną rolę odgryw ają tu 
też w arunki ogólnoustrojowe. Gwałtowne usunięcie z ustro ju  p ierw otne
go guza nowotworowego może stw arzać bardziej korzystne w arunki m e
taboliczne dla rozw oju nowotworu w tórnie odrastającego po niedoszczęt- 
nej operacji. W odniesieniu do gospodarki azotowej ponowny rozwój gu
za nowotworowego powoduje szybszy w zrost retencji azotu w porów na
niu ze wzrostem  retencji azotu towarzyszącym  rozwojowi guza pier
wotnego.

Rys. 4. P rzy ro s t w agi c iała  szczurów  obarczonych  now o tw orem  (—o—). W agę zw ie
r z ą t bezpośredn io  po  u su n ięc iu  now o tw oru  p rzy ję to  za 100. L in ia  p ro s ta  ilu s tru je  
średn i p rz y ro s t w agi szczurów  tej sam ej płci i w ieku , pozosta jących  w  ta k ic h  sam ych

w a ru n k a c h

W kilku seriach doświadczeń próbow aliśm y wyjaśnić, czy spadek re 
tencji azotu spostrzegany u  nosiciela now otw oru po usunięciu guza nie 
jest wywołany urazem  operacyjnym . Spadek ilości azotu zatrzym yw a
nego w ustro ju  na skutek różnorodnych urazów  jest zjaw iskiem  znanym  
[5], [13], [21], spostrzeganym  również w w arunkach naszego doświadcze
nia (Rys. 2). D e  n o i x  i wsp. [4] wspom inają, że po usunięciu żołądka 
u chorych na raka tego narządu spostrzegano wzmożony katabolizm  
białkowy.

W edług panujących współcześnie poglądów u tra ta  azotu przez orga
nizm na skutek urazu zachodzi w w yniku uruchom ienia odruchu neuro-
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hum oralnego, którego końcowe ogniwo stanowi kora nadnerczy pobudzo
na do wzmożonego w ydzielania dokrewnego przez ACTH [12]. P rzerw a
nie  powyższego łańcucha odruchowego, np. przez usunięcie nadnerczy, 
przysadki lub  niektórych ośrodków podkorza na ogół znosi m etaboliczne 
efek ty  urazu. Również w naszym  doświadczeniu uraz zadany szczurom 
po uprzednim  usunięciu nadnerczy nie wywołał, jak  u zw ierząt zdro
wych, spadku bilansu azotowego. Jedynie u jednego szczura z pozosta
wionym  jednym  nadnerczem  pourazowy efekt w bilansie azotowym  był 
podobny do efektu pourazowego u zw ierząt zdrowych. Jednak  spadek 
bilansu u tego zwierzęcia był m niejszy niż u szczurów zdrowych.

Kortyikoidy podane w nadm iarze w yw ołują efekty m etaboliczne po
dobne do efektów obserwowanych po urazie (Rys. 2).

Związek horm onów kory nadnerczy z pow staw aniem  pourazowych 
efektów  w przem ianie białkowej jest więc niew ątpliw y [14]. Duży m a
teria ł dowodowy zebrany jest w  pracach przeglądowych [3], [7], [10], 
[15], [20]. W ysuwano jednak  zastrzeżenia, że horm ony kory nadnerczy 
nie są bezpośrednio odpowiedzialne za zwiększone w ydalanie azotu po 
urazie [13] i nie określają wielkości odczynu na uraz [9]. Wg R o b e r  t s a  
horm ony kory nadnerczy u łatw iają mobilizację białka tkankow ego.

Wypuszczenie guza nowotworowego szczurom, k tó rym  na kilka dni 
wcześniej usunięto nadnercza, powodowało spadek bilansu azotowego. 
Odczyn ten  występował jednak  z 4 dobowym opóźnieniem, tak  że dopie
ro  około 8 dnia po usunięciu nowotworu bilans przybierał wartości zbli
żone do norm y (Rys. 3). Po usunięciu guza bilans azotowy spadał mimo 
wyelim inow ania wpływ u urazu operacyjnego. Z powyższego doświadcze
n ia  w ynika też, że obecność nadnerczy nie jes t konieczna dla ustabilizo
w ania  się retencji azotu na  nowym, niższym poziomie po usunięciu 
z ustro ju  tkanki nowotworowej. Zjaw iska te przem aw iały  by za tym, że 
chociaż ustrój zwierzęcia również w nieobecności nadnerczy dostosowuje 
swój m etabolizm  do aktualnych potrzeb jego tkanek, to jednak  w  obec
ności horm onów nadnerczy proces ten przebiega spraw niej i szybciej.

In teresującym  jest, że ¡bilans azotowy od wysokich wartości, wyw o
łanych obecnością nowotworu, po usunięciu guza lub urazie spadał po
niżej normy, a dopiero potem  podwyższał się. Hom eostaza przebiegała 
jak  'gdyby w dwóch okresach; w pierw szym  m echanizm  obniżający bi
lans wyw oływ ał spadek retencji azotu poniżej normy, co z kolei w d ru 
gim okresie wyzwalało m echanizm  przeciw ny podwyższający retencję. 
P rzebieg tego odczynu przypom ina kolejność zmian w stężeniu glikoge
nu w w ątrobie, jakie spostrzegał D r e w s  u m yszy poddanych działaniu 
urazu [5].

http://rcin.org.pl



30 M. CHORĄŻY [8]

Streszczenie

1. Bilans azotowy u szczurów po operacyjnym  usunięciu przeszcze
pianego mięsaka pow racał do normy. O drastanie niedoszczętnie usunię
tego nowotworu spowodowało ponowny wzrost w artości bilansu azo
towego.

2. W w arunkach kontrolowanego odżywiania tem po przyrostu  wagi 
ciała szczurów po operacyjnym  usunięciu now otw oru nie zwiększało się 
i było zbliżone do tem pa przyrostu  wagi ciała szczurów zdrowych.

3. Pow rót bilansu azotowego do norm y po usunięciu guza now otw o
rowego zachodził również u zw ierząt pozbawionych nadnerczy. U zw ie
rząt posiadających nadnercza proces ten  zaczynał się jednak wcześniej, 
bezpośrednio po operacji i przebiegał szybciej.

4. Rozwój odrastającego now otw oru po jego niedoszczętnym  usu
nięciu postępował szybciej niż rozwój tkanki m ięsaka wszczepionego 
pierw otnie.

5. Szczury obarczone m ięsakiem  źle znosiły usunięcie nadnerczy. 
Następowe usunięcie guza pogarszało sitan ogólny, a w przew ażającej 
części naszych zw ierząt doświadczalnych spowodowało zgon.

Panu prof. K. D u x o w i  za udzielenie cennych uwag oraz pani inż. 
M. G r a b o w s k i e j  i żonie mojej K a z i m i e r z e  — asyst, techn. za
w ydatną pomoc techniczną składam  serdeczne podziękowanie.
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BJIHHHHE OFIEPALJHOHHOrO y/JAJIEHHH HOBOOEPASOBAHHH 
HA A30THbIH EAJIAHC Y KPblCbl

PesiOMe

1. A 30THLIM 6ajraHc y Kpbic n o c j ie  onepapM OH Horo y^ajieHMH n p ii3 H -  
bohhom  capKOMBi B 03B paipajicH  k  HopMe. Pa3BMTMe HegocTaTOHHo y u a jie H -  
H oii o n y x o jiM  BBi3Bajio BTopwHHoe yBejiMHeHMe a30T H oro SajiaH ca.

2. B  yCJIOBMHX KOHTpOJIMpOBaHHOTO nMTaHHH CKOpOCTB n p u p o cT a  B eca  
T ejia  x p B ic , n o c j ie  o n ep ap n oH H oro  ygajieHM H o n y x o jiw , He yBejiMHMBajiacB  
ji 6biJia npii6jiM3MTejibHO T axan  xce , x a x  y  3 a o p o b b ix  xp B ic .

3. Bo3BpaipeHJie a30THoro SajiaHca k  HopMe nocjie ypajieHMH ony- 
xojim  noHBJiHJiocb Taxxte y x^ m b oth b ix , y k o to p b ix  paHee 6bijim y^axeHBi 
HaAnoneHHHKM. OAHaxo, y  x cm b o th b ix  c HaAnoveHHHxaMH s t o t  npopecc 
HaHMHajicH paHBine (HenocpeACTBeHHO nocjie yAajieHMH onyxojiw) m npo- 
Texaji GbiCTpee.

4. Pa3BMTne pepwAMBMpyioipeM onyxojm  nocjie Henojmoro ee yAajie- 
hmh HacTynajio bbiCTpee, veM pa3BMTne nepBOHanajiBHo npnBHTOM cap-
KOMBI.

5. Y AajieHM e HaAnoveHHMKOB y  xp B ic , nopaxceH H B ix capxoMOM, b b i-  
3BiBajio THx^ejiBie ocjiox iH eraiH . YAajieHM e o n y x o jm  n o c j ie  a A p eH a jiex -  
tommm BBi3BiBajio yxyA m eH M e o b ip e r o  coctohhmh xp B ic , 6 ojibhim hctbo  k o -  
T opBix n o m 6 a j io .

THE E FF E C T  O F REM OVAL O F A TU M O U R  ON TH E N IT R O G E N  B ALA NCE IN
TH E R A T

S u m m a r y

1. The nitrogen balance of ra ts  a fte r the extirpation of transp lan tab le  
sarcoma was im m ediately restored to norm al values. The recurrence after 
the incom plete rem oval of the tum our was followed by a rapid  increase 
of retained nitrogen.
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2. The gain in w eight of tube-fed anim als after rem oval of tum our 
was about the sam e as in norm al rats.

3. The nitrogen balance after tum our rem oval fell to norm al level 
also in the adrenalectom ised rats. However, in the  non-adrenalectom ised 
anim als th is process began sooner, and the norm al values w ere reached 
more rapidly.

4. The grow th of locally recurring  sarcom a was more rapid  than the 
grow th of the p rim ary  tum our.

5. In tum our-bearing rats adrenalectom y was followed by num erous 
complications. The m ajority  of adrenalectom ised rats died after excision 
of tum our.

O trzym ano  6.9.1956 r.
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J. HELLER, P. S Z A F R A Ń SK I, L. S Z A R K O W S K A  i J. W . SZA R K O W SK I

BILANS ENERGETYCZNY WZROSTU HODOWLI
M YCOB'ACTERIUM  TU BERCULO SIS  H37Rv

Z  Zakładu C h em ii  Fizjologicznej A k a dem ii  M edycznej w  W arszaw ie  
K ierow nik:  prof. dr J. Heller

W r. 1946 i 1947 ogłosił E r n e s t  S y m  wyniki swoich badań z lat 
w ojny nad m etabolizm em  prątka gruźlicy [6, 7]. Pierw sza publikacja za
w ierała rozważania teoretyczne nad bilansowym  ujęciem  m etabolizmu 
drobnoustrojów  i obszerny  program  badań, w którym  badania nad m eta
bolizmem prątka gruźlicy  m iały stanowić pierwszą fazę.

Metoda stosowanai przez S y m a  polega na prowadzeniu hodowli 
w naczyniu zam kniętym  i na wyliczeniu całego bilansu węgla, wodoru, 
azotu i tlenu. O znacza się zużycie tlenu, w ydalanie C 0 2, ubytek substra
tów z pożywki, zaw artość węgla i azotu w pożywce powzrostowej i skład 
elem entarny  oraz wagę w yhodow anych prątków . S y m  i współpracow
nicy ogłosili ogółem 8 pełnych bilansów dla prątka zjadliwego [2, 4, 7, 9] 
stosując 4 różne pożywki. Planow ane były również pom iary kalorym e
tryczne, lecz przedw czesna śmierć badacza w sierpniu 1950 r. uniem ożli
wiła ich w ykonanie. W obecnej pracy podjęliśm y to zagadnienie, ozna
czając b ilans kaloryczny zjadliwego prątka  gruźlicy hodowanego na po
żywce S y m a  DGK, lecz w układzie otw artym . O trzym ane w yniki po
rów naliśm y z w ynikam i bilansowych doświadczeń S y m a  na tej samej 
pożywce, przeliczonym i na kalorie wedle ciepła spalania substratów . Ce
lem  tego porów nania jest źbadanie na odmiennej drodze doświadczalnej 
słuszności wniosków, które S y m  wyciągnął ze swoich bilansów m a
teriałow ych.

Część doświadczalna

W badaniach używano zjadliwego szczepu M ycobacterium  H37Rv ze 
zbioru In sty tu tu  Gruźlicy. Hodowlę prow adzono na 200 ml syntetycznej 
pożywki gliikozowej DGK S y m a  [8]. Po czterech tygodniach od mo

[33]
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m entu rozpoczęcia hodowli, kożuch baktery jny  oddzielono sącząc pożywkę 
przez filtr  Seitza z dodatkowym  sączkiem z bibuły. Bakterie na sączku 
przem ywano wodą destylowaną do zaniku reakcji na glikozę. Glikozę 
oznaczano metodą H o o g l a n d a  i M e n d e l a  [3], Przem yte drobno
ustroje autoklawowano i suszono w 105° do stałej wagi. Popłuczyny wraz 
z pożywką pobakteryjną odparowywano na łaźni wodnej do uzyskania gę
stego syropu, po czym resztę wody usuwano pod zmniejszonym ciśnieniem  
w temp. 50°. Podobnie traktow ano pożywkę wyjściową. Suszenie w próż
ni trw ało 3— 4 dni, po wysuszeniu ważono, szybko rozcierano i przygoto
wywano ok. 1,5 g naważki do oznaczeń kalorym etrycznych. Naważki za
wijano w ilościowe sączki o znanej wadze i tabletkow ano. W podobny 
sposób przygotowywano prątk i do spalań, biorąc w każdym  doświadcze
niu ilości ponad 0,5 g. Tak więc do spalań przygotowano trzy pożywki 
wyjściowe, trzy  pożywki pobakteryjne oraz trzy  porcje prątków. T ablet
kę wkładano do woreczka celofanowego i spalano w bombie kalorym e
trycznej pod ciśnieniem  20 atm. tlenu  [1]. Uprzednio oznaczono w artość 
cieplną celofanu i bibuły użytej do tabletkow ania pożywek i prątków . Na 
podstawie uzyskanych danych zestawiono bilans kaloryczny, obejm ujący 
energię zaw artą w pożywce wyjściowej, w wyhodowanej masie bak te
ry jnej, w pożywce powzrostowej oraz (z wyliczenia) energię rozproszoną 
podczas wzrostu bakterii. W yniki podano w tablicy 1.

Rubryka 2a tablicy 1 przedstaw ia ciepło spalania pożywki wyliczone 
z tablic 1 na podstawie jej składu. W 3 oznaczeniach bezpośrednich o trzy
maliśmy następujące wartości dla pożywki wyjściowej: 36 111, 37 376 
i 35 370 kal. P rzyjm ując jako czw artą w artość teoretyczną, tj. 36 310, 
otrzym ujem y jako średnią 36 293 i tę  w artość wprowadzam y do rubryki 
2b jako średnią wyjściową. W rubryce 3 podajem y wartość kaloryczną 
pożywki powzrostowej. Na wartość tę sk ładają się niezużyte substra ty  
oraz produkty niezupełnego utlenienia rozłożonych substratów . Przez 
odjęcie znalezionej wartości od 36 293 kal. pożywki wyjściowej o trzym u
jem y całkowity ubytek wartości kalorycznej pożywki w czasie wzrostu 
(rubryka 4).

W rubryce 5 podajem y wyniki otrzym ane przez spalanie w bombie 
bakterii z każdego doświadczenia osobno, po przeliczeniu na cały zbiór 
z 200 ml pożywki. Odejmując te w yniki od całkowitego ubytku wartości 
kalorycznej pożywki, otrzym ujem y właściwy w ydatek energetyczny pod
czas wzrostu. Masa wyrosłych prątków  była różna w każdym  z 3 doświad
czeń. Chcąc uzyskać podstawę do porów nania wyników poszczególnych 
doświadczeń, przeliczyliśmy wartości z rub ryk  4, 5 i 6, biorąc jako pod-

1 Chem iker K a len der  2, 247, 1925.
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T a b l i c a  1 
B ilans kalo ryczny  w z ro stu  M ycobacterium  H  37 Rv

D ośw iadczen ie  n r 1 2 3

1 S ucha m asa  w yhodow anych  p rą tk ó w  w  g 0,822 0,802 0,663

Ilość energ ii na 200 m l pożyw ki 
(w kaloriach)

2 P ożyw ka w yjściow a

a) teo re tyczna 36310 36310 36310

b) oznaczona (średnio) 36293 36293 36293

3 P ożyw ka p o b ak te ry jn a 21261 22588 22999

! 4 U bytek  w arto śc i ka lo ryczne j pożyw ki w  c za 
sie w zro stu 15032 13705 13294 !

1 5 B a k te r ie 5370 5037 4203

: 6 U tra ta  en e rg ii podczas w zro s tu 9662 8668 9091
1

Ilość e n e rg ii na  1 g suchej m asy 
b a k te ry jn e j (w kaloriach)

.

7 U b y tek  w arto śc i kalo rycznej pożyw ki w  cza
sie w zro stu 18300 17088 20051

8 B ak te rie 6533 6280 6339

9 U tra ta  en e rg ii podczas w zro stu 11767 10808 13712

10 E n e rg ia  z a w a r ta  w  b ak te r iach  w  p ro cen tach

u b y tk u  w arto śc i ka lo ryczne j pożyw ki 35,7 36,8 31,6
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staw ę 1 g suchej masy wyhodowanych prątków . W yniki tych  przeliczeń 
znajdujem y w rubrykach 7, 8 i 9.

W rubryce 10 wyliczyliśmy, jaką część całkowitej u tra ty  energii po
żywki w czasie wzrostu zamagazynowały bakterie  w swym  ciele.

Ta b l i c a  2
B ilans en erg e ty czn y  M ycobacterium  tbc. H 37 R v w  p ro cen tach  

pożyw ki w y jśc iow ej (w artości zaokrąg lone)

Pożyw ka w y jśc iow a 100

pozosta ło  w  pożyw ce p ow zrostow ej 61

uby tek
m asa  b a k te ry jn a

13l  39
en e rg ia  rozproszona 26)

W tablicy 2 zestawiliśmy bilans energetyczny naszych doświadczeń 
pod kątem  widzenia w ykorzystania pożywki. Na każde 100 kalorii w ar
tości cieplnej pożywki zużyło się podczas w zrostu licząc okrągło 39 kal., 
z czego 13 odnajdujem y jako wartość energetyczną wyhodowanej masy 
baktery jnej, pozostałe 26 zostało zużyte w czasie w zrostu i ostatecznie 
rozproszone w postaci ęiepła.

Przechodzim y obecnie do przeliczeń kalorycznych w yników  doświad
czeń S y m a .  W tablicy 3 przeprowadziliśm y wyliczenia kaloryczne 
zużycia substratów  podczas wzrostu M ycobacterium  tbc. w odniesieniu 
do 1 g suchej masy prątka. W tym  celu w ybraliśm y spośród bilansów 
S y m a  i współpracowników 3 doświadczenia, w których prątk i hodo
wano na tej samej pożywce DGK, co w naszych doświadczeniach [2]. 
Pierw sze dwa bilanse przeprow adzone były na szczepie H 37 Rv, trzeci 
zaś na  szczepie L, wyosobnionym z chorego. Jako  ubytek substra tu  po
daje S y m  wartości uzyskane przez odjęcie ilości każdego z trzech sub
stratów  znalezionych w pożywce powzrostowej od ilości substratów  za
w artych  w pożywce wyjściowej. Ilości te przeliczyliśm y na 1 g suchej 
masy zebranych prątków. O trzym ane tak  liczby podano w kolum nie 3. 
W artości te  wym nożyliśm y przez ciepło spalania jednego gram a danego 
substratu , posługując się tablicam i z Chem iker Kalender. W ten sposób 
otrzym aliśm y ilości kalorii podane w 4 kolumnie. O statnia kolum na po
daje sum ę kalorycznego ubytku  substra tów  w każdym  doświadczeniu. 
Średnia wartość z 3 doświadczeń wynosi 18 555 kalorii.

Liczbę tę, która przedstaw ia całkowitą wartość cieplną ubytku sub
stratów , możemy porównać z w artością otrzym aną przez nas na drodze 
kalorym etrii bezpośredniej. W yniki naszych doświadczeń przeliczone na
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T a b l i c a  3

P rze liczen ie  k alo ryczne b ilan su  m a te ria ło w eg o  S y m  a [2], W artości podane  
w  p rze liczen iu  n a  1 g suchej m asy  w yh o d o w an y ch  M ycobacterium  tbc.

N r
dośw .

S u b s tra t zużycie w 
m g

zużycie w  
ka lo riach

sum a w  
kal

1 glikoza 3418 12794

kw as g lu tam inow y 1033 3813 16742

kw as cy trynow y 54 135

2 glikoza 3925 14696

kw as g lu tam inow y 1109 4094 19026

kw as cy trynow y 95 236

3 glikoza 4232 15839

kw as g lu tam inow y 1038 3831 19897

kw as cy trynow y 91 227

Ś red n ia 18555

gram  suchej masy p rątka  podano w tabl. 1 (rubryka 7). Średnia z poda
nych tam  3 wartości wynosi 18 480 kalorii. Porów nując te dwie liczby 
trzeba pamiętać, że kalorym etria  bezpośrednia daje nam  wartość cieplną 
substratów , pomniejszoną o wartość cieplną ew entualnie obecnych pro
duktów niezupełnego utlenienia. Zatem  wartość otrzym ana przez spa
lenie bezpośrednie powinna być niższa od wartości wyliczonej z bilansu 
substratów  o wartość cieplną pośrednich produktów  przem iany. W na
szym  przypadku różnica obu wartości wynosi zaledwie 108 kalorii, co jest 
w granicach dokładności metod użytych. Potw ierdza to wniosek S y m a, 
że ¡prątki gruźlicy są doskonałymi utleniaczam i, nie ferm entującym i, lecz 
spalającym i rozłożone substra ty  aż do końca, tj. do dw utlenku węgla 
i wody. Zupełna praw ie zgodność wyników jest tu  na tu ra ln ie  przypadko
wa, w ystarczy choćby zwrócić uwagę z jak  różnych wartości indyw idual
nych powstały nasze przeciętne. W każdym  razie możemy wykluczyć fer
m entacyjny charakter m etabolizm u M ycobacterium  H37Rv. Gdyby bo
wiem tylko 30% ubytej ilości glikozy zachowało się w postaci np. kwasu 
mlekowego, to nadwyżka wartości obliczonej z bilansu S y m a nad na
szą w artością bezpośrednio oznaczoną m usiałaby być rzędu 4 tys. kal.

We wszystkich doświadczeniach oznaczyliśm y również wartość ener
getyczną w yhodow anych bakterii. Podaje je  w przeliczeniu na 1 g ru 
bryka 8 w tablicy 1. Odejm ując tę wartość od całkowitego ubytku  w ar
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tości kalorycznej pożywki, o trzym ujem y ilość energii w ydatkow aną 
i rozproszoną w postaci ciepła. Ilość ta wynosi w poszczególnych doświad
czeniach 11 747, 10 808 i 13 712 kal., średnio 12 089 kalorii. Dzieląc w artość 
energetyczną bakterii przez całkowite zużycie energii w czasie w zrostu 
(rubr. 7 tabl. 1) i mnożąc przez 100 otrzym ujem y wydajność energetyczną 
wzrostu. Wynosi ona średnio 34,7%, co świadczy o dużej ekonomii w zro
stu. Dla porównania przytaczam y, że w doświadczeniach R u b n e r a  [5] 
wydajność ta tylko w hodowli Escherichia coli osiągnęła podobną w ar
tość, mianowicie 30,8% dla B. pyocyaneus 27,7%, zaś dla V. cholerae 
17,0%, dla C. dyphtheriae  12,1% a dla S. typ h i  tylko 11,6%. Przytaczam y 
te  wartości tylko dla w stępnej orientacji nie przypisując im  głębszego 
znaczenia. Ekonomia wzrostu drobnoustroju jak  każdej żywej substancji 
zależy praw dopodobnie od wielu czynników, jak  fizjologiczny wiek ho 
dowli, zastosowane substra ty  i tem pera tu ra  hodowania. W dalszych p ra 
cach zam ierzam y zbadać wpływ  tych czynników dla stw ierdzenia, czy 
przy ich uwzględnieniu różnice m iędzygatunkowe w ekonomii wzrostu 
okażą się nadal istotne.

Streszczenie

Metodą spalania w bombie kalorym etrycznej zestawiono energetyczny 
bilans wzrostu hodowli M ycobacterium tbc. H37Rv. Oznaczono energię 
zaw artą w pożywce wyjściowej, pozostałą w pożywce powzrostowej oraz 
zaw artą w wyhodowanej masie baktery jnej. Przeliczono na kalorie bilans 
m ateriałow y S y m a i stw ierdzono zgodność obu wyników.

Energia zamagazynowana w ciele bak tery jnym  w aha sie od 31,6 do 
36,8% energii pobranej z podłoża.
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3HEPrETHMECKHH EAJIAHC POCTA KYJIbTYPbl 
M Y C O B A C T E R IU M  T U B E R C U L O SIS  H37 Rv.

Pe3K)Me

MeTO^OM C>KMraHMH B  KaJIOpMMeTpilHeCKOÜ ÔOMÔe 6bIJI COCTaBJieii 
OHepreTMHecKMÜ b a jia n c  p ocT a  x y jib T y p b i M ycobacterium tuberculosis 
H 37 Rv. Onpefle.nMJiM SH eprm o, co flep x ta tu y io cH  b  w c x o a h o m  nMTaTejiBHoń  
c p e f le , 3H ep rm o  o era B iiiy io cH  b  raiTaTejibHOM c p e ^ e  n o c j ie  pocT a, a TaKxce 
c o /ie p x c a m y io c H  b  B Bipam eH H oü 6aK T epn ajibH oh  M acce. B b ip a3m in : b  Ka- 
jiopM Hx M aT epuajibH biii ôa jiaH c C bi m  a, a T aK xte KO HCTam poBajm  c o r jia -  
COBaHHOCTb o ô o m x  pe3yjibTaTO B.

H aK onjieH H aa b 6aKTepnajibHOM T ejie  SHeprun KOJieÔJieTca Mexcp;y 31,6% 
m 36,8% SHeprMH, noHepnHyToii M3 miTaTejibHoii cpe^bi.

H E A T  B A LA N C E O F TH E G RO W TH  O F  M Y C O B A C T E R IU M  T U B E R C U L O SIS
H37Rv

S u m m a r y

Combustion in an oxygen-bom b calorim eter was used to determ ine the 
heat balance of grow th of a culture of M ycobacterium tbc. H 37 Rv. Energy 
determ inations concerned the in itial nu trien t medium, the post culture 
m edium , and the bacteria grown on the medium. The m aterial balance 
published by S y m was calculated in term s of calories and the experi
m ental results w ere found to agree w ith it.

The energy stored in bacteria varies from  31.6 to 36.8 per cent of the 
energy  taken up from  the nu trien t medium.

O trzym ano  5.11.1956 r.
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W. DRABIKOWSKI

MODYEIKACJA DWUACETYLOWEJ METODY OZNACZANIA 
KREATYNY I FOSFOKREATYNY

Z Z a kła d u  B iochem ii In s ty tu tu  B iologii D ośw iadcza lnej im . M. N enckiego  
K iero w n ik : prof. dr W ł. N iem ierko

Barw ną reakcję k reatyny  z dwuacetylem  w ykrył jeszcze w roku 1911 
V a l p o l e  [9]. Dodatek a -n a fto lu  w ydatnie zwiększa czułość tej reakcji 
(B a r r  i t  [1]). E g g l e t o n  i wsp. [3], E n n o r  i S t o c k e n  [4] 
i R a a b l a u f  i wsp. [6] opracowali w arunki tej reakcji um ożliwiając 
kolorym etryczne oznaczenie k reatyny  w ilościach 10—40 /<g w próbce. 
W reakcję z dw uacetylem  wchodzi jedynie kreatyna wolna. E n n o r  
i R o s e n b e r g  [5] zastosowali tę metodę również i do oznaczania fos
fokreatyny. Celem określenia wg tych autorów  ilości fosfokreatyny ozna
cza się w jednej próbce kreatynę wolną, a w równoległej próbce, po 
uprzedniej hydrolizie, k reatynę całkowitą. Z różnicy oblicza się ilość k rea
tyny związanej z fosforem. Metoda ta oddała duże usługi szczególnie tam, 
gdzie ze względu na niskie stężenie fosfokreatyny nie można jej było do
tychczas dokładnie oznaczyć [5, 2].

W m etodzie dwuacetylowej dodatek a-nafto lu  wpływa, jak  powiedzia
no wyżej, na znaczne podwyższenie czułości reakcji. Użycie a-nafto lu  po
ciąga jednak za sobą pewne niedogodności. Jedną z nich jest uboczna 
barw na reakcja a -nafto lu  z kwasem trójchlorooctowym , używanym  za
zwyczaj do odbiałczania. Reakcja ta jest katalizow ana przez światło, 
szczególnie u ltrafio letow e [3] i dlatego należy ją wywoływać w ciemności 
lub przy św ietle czerwonym. D rugą niedogodnością jest konieczność 
oczyszczania handlow ych preparatów  a-nafto lu  oraz konieczność każdo
razowego przygotow ania świeżych jego roztworów.

W pracy niniejszej w poszukiwaniu innych związków mogących zastą
pić a-naftol w reakcji k reatyny  z dw uacetylem  zatrzym ano się na 8-hy-

[41]
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42 W. DRABIKOW SKI [2]

droksychinolinie, k tóra wykazuje podobieństwo s tru k tu ra ln e  do a-naftolu 
i k tórą ostatnio zastosował S a k a g u c h i 1 zamiast a-nafto lu  do ozna
czania argininy.

Sposób postępowania i uzyskane wyniki

W doświadczeniach wstępnych wykonanych na roztworze standardo
wym  kreatyny  wypróbowano przede wszystkim  różne sposoby przyrzą
dzania roztw oru 8-hydroksychinoliny: 1) roztw ór alkoholowy, 2) roztw ór 
alkaliczny (NaOH) i 3) roztw ór kwaśny (kwas octowy). Przy zastosowa
niu pierwszych dwóch roztworów uzyskiwano przy oznaczeniach zbyt n i
ską gęstość optyczną, ponadto zaś same roztw ory szybko ulegały ściem 
nieniu. Zadowalające wyniki uzyskano jedynie p rzy  zastosowaniu roz-

Rys. 1. Z ależność m iędzy stężen iem  8 -h y d ro k sy ch i
no liny  (w  m g w  próbce) a gęstością  op tyczną E

tw oru 8-hydroksychinoliny w kwasie octowym, wobec czego do wszyst
kich dalszych prób używano jedynie tych ostatnich. Reakcję przeprow a
dzano w ten sposób, że do roztw oru k reatyny  dodawano dw uacetyl w ilo
ści podanej w metodzie E g g l e t o n a  i wsp. [3, 4, 6], a następnie roz
tw ór 8-hydroksychinoliny oraz taką ilość NaOH, by  stężenie końcowe 
ługu zgodnie z metodą E g g l e t o n a  wynosiło 0,3 N. (NaOH dodawano, 
ja k  i w poprzedniej pracy [2] zgodnie z R a a b l a u f e m  [6] bez wę
glanu sodu).

W doświadczeniach dalszych, również wykonanych na standardow ym  
roztworze kreatyny, sprawdzono wpływ  stężenia 8-hydroksyćhinoliny 
i wpływ  czasu trw ania reakcji na intensyw ność otrzym anego zabarwienia,

1 P ra c e  S a k a g u c h i  [ 7 , 8 ]  są nam , n ie s te ty , znane  jed y n ie  ze streszczen ia  
w  C hem . A b str .
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zbadano zależność między uzyskaną gęstością optyczną a stężeniem  krea
tyny i dobrano odpowiedni f iltr  do pom iarów fotom etrycznych.

W p ł y w  s t ę ż e n i a  8-h y d r o k s y  c h i n o l i n y  n a  i n t e n 
s y w n o ś ć  b a r w y .  Do próbek brano po 40 fig kreatyny, dodawano 
dwuacetyl, następnie różne ilości roztw oru 8-hydroksychinoliny w kwasie

Rys. 2. Zależność m iędzy czasem  w yw oływ an ia  
b a rw y  a gęstośc ią  op tyczną E

octowym  i w końcu roztw ór NaOH. Całość uzupełniano wodą do 10 ml. 
Oznaczenia w ykonyw ano po 20 min. stosując kuw etę o długości 1 cm 
i f iltr  Spekkera OG I. Rys. 1 przedstaw ia zależność między stężeniem  8-hy- 
droksychinoliny a otrzym aną gęstość optyczną. Jak  widać, w  m iarę wzro
stu jej stężenia gęstość optyczna wzrasta. P rzy  stężeniu 100 mg 8-hydro
ksychinoliny na 10 m l ostatecznej objętości roztw oru uzyskiwano dla 
40 /ag k reatyny  gęstość optyczną 0,365— 0,375. Jak  w ynika z krzywej na 
rys. 1, dalsze zwiększenie stężenia 8-hydroksy chinoliny w m ałym  już stop
n iu  wpływa na wzrost gęstości optycznej. W związku z tym  zdecydowano 
się pozostać przy tym  jej stężeniu i dodawać do badanych próbek w cza
sie w ykonyw ania analiz po 2 ml 5°/o roztw oru 8-hydroksychinoliny w 3 N 
kwasie octowym.

W p ł y w  c z a s u  t r w a n i a  r e a k c j i .  Zależność między gęstością 
optyczną a czasem w yw oływ ania barw y podaje rys. 2. Jak  w ynika z n ie
go, po 20 m inutach osiąga się m aksym alne zabarwienie, które jest trw ałe 
przynajm niej przez dalsze 15 min., po czym 'bardzo powoli się obniża.

Z a l e ż n o ś ć  p o m i ę d z y  d ł u g  o ś c i ą  f a l i  a e k s t y n k c j ą .  
Rysunek 3 podaje w artości gęstości optycznej w zależności od długości 
fali. Oznaczenia przeprowadzono na spektrofotom etrze Colemana. M aksi
m um  uzyskano przy około 250 m/i i dlatego wszystkie oznaczenia wyko
nywano przy użyciu odpowiadającego tej długości fali f iltru  zielonego.
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Z a l e ż n o ś ć  p o m i ę d z y  s t ę ż e n i e m  k r e a t y n y  a e k s 
t y n k c j ą .  Zależność tę ilustru je  rys. 4. Z rysunku wynika, że w gran i
cach stężeń od 10 do 40 /ug k reatyny  w próbce proporcjonalność jest zu
pełnie dobrze zachowana. P rzy  wyższych stężeniach k rea tyny  otrzym uje 
sie nieco niższe wartości gęstości optycznej.

R ys. 3. Zależność m iędzy ek s ty n k c ją  a d łu 
gością fa li

Rys. 4. Z ależność m iędzy stężen iem  k re a ty n y  (w yg  
w  próbce) a gęstością  op tyczną E

Szereg oznaczeń k reatyny  wykonano używ ając zam iast roztworu 8-hy- 
droksychinoliny w kwasie octowym roztw ór wodny chinosolu. (Chinosol 
jest siarczanem  8-hydroksychinoliny i z powodu zastosowania w farm acji 
jest w handlu łatwiej dostępny od wolnej zasady). Do próbek dodawano 
po 2 ml 10% roztw oru chinosolu. (Odpowiada to około 103 mg wolnej

http://rcin.org.pl



(5 ] OZNACZANIE KREATYNY I  FOSFOKREATYNY 4 5

zasady, a więc nieco więcej niż zawiera 2 ml 5°/o jej roztworu). Dla 40 /ug 
k reatyny  otrzym yw ano w tym  przypadku gęstość optyczną rów ną 0,370— 
0,380, a więc uzyskane wyniki były zgodne z wynikam i otrzym anym i przy 
użyciu roztworów 8-hydroksychinoliny w kwasie octowym.

Roztwory 8-hydro'ksychinoliny w kwasie octowym jak  i roztw ory chi- 
nosolu w wodzie mogą być używane naw et po upływie dłuższego okresu 
czasu (pół roku). Mimo że roztw ory te s ta ją  się stopniowo nieco ciem niej
sze, nie wpływa to jednak  na uzyskaną przy oznaczaniu k reatyny  eks
tynkcję.

Przed w ypróbow aniem  opisanej metody na m ateriale biologicznym 
sprawdzono, czy 8-hydroksychinolina nie daje, analogicznie jak  a-naftol, 
ubocznej reakcji z kw asem  trój chlorooctowym. W tym  celu do próbek 
roztw oru k reatyny  dodawano po 1 ml 10% kwasu trój chlorooctowego, zo
bojętniano go, a następnie wywoływano barw ę podanym  wyżej sposobem.

Gęstość optyczna dla 40/ug k reatyny
a) próbki trzym ane na świetle 0,365; 0,370; 0,366
b) próbki trzym ane w ciemności 0,367; 0,369; 0,370
c) próbki bez kwasu trójchlorooctowego 0,368; 0,370; 0,372

Jak  widać z przytoczonych liczb, nie ma różnic w wielkości gęstości 
optycznej między próbkam i zaw ierającym i kwas trój chlorooctowy (za
równo trzym anym i na świetle jak  i przechowywanym i w ciemności) 
a próbkam i kontrolnym i.

Całkowity przebieg analizy k reatyny  i fosfokreatyny wygląda na
stępująco:

Odczynniki:
1. 0,05% roztw ór dw uacetylu  1
2. 0,05 M roztw. soli sodowej kwasu p-chlorortęciobenzoesowego 1
3. 5%  roztw ór 8-hydroksycihinoliny w 3 N kw. octowym lub 10% roz

tw ór chinosolu w  wodzie 2
4. 12% (około 3 N) NaOH
5. S tandardow y roztw ór k reatyny  l.
M ateriał biologiczny hom ogenizuje się z 10% kwasem  trój chloroocto

wym, a następnie sączy. Przesącz zobojętnia się wobec p-nitrofenolu i roz
cieńcza do określonej objętości.

Do próbek przesączu (bezpośrednio — celem oznaczenia kreatyny  wol
nej lub po uprzednim  zhydrolizow aniu wg E n n o r a  i R o s e n b e r g a

1 D w uace ty l i k w as p -ch lo ro rtęc io h en zo eso w y  o raz  s ta n d a rd  k re a ty n y  o trzy 
m yw ano, ja k  w  p o p rzed n ie j p racy  [2].

2 U żyw ano 8-hydroksycih ino liny  p ro d u k c ji czeskiej („L achejna”), a ch inoso lu  p ro 
du kc ji po lsk iej („C e n tro fa rm ”).
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[5] — przy oznaczaniu sum y kreatyny  i fosfokreatyny) dodaje się 1 ml 
roztw oru soli sodowej kw asu chlorortęciobenzoesowego, 1 ml roztw oru 
dwuacetylu, 2 ml roztworu 8-hydroksychinoliny (lub roztworu chinosolu) 
oraz roztwór NaOH (3 ml w przypadku użycia 8-hydroksychinoliny i 1 ml 
przy użyciu chinosolu).

T a b l i c a  1
P o ró w n an ie  oznaczenia k rea ty n y  w olnej i zw iązanej z fo sfo rem  przy  zastosow an iu  
« -n a fto lu  i 8 -hyd roksych ino liny . O znaczenia p rzep ro w ad zan o  na  ty c h  sam ych 

w yciągach  k w asem  tró jch lo rooc tow ym  z m ięśn i ły d k o w y ch  żab Rana escu len ta . 
W yniki podano w  mg°/o. K ażda liczba je s t ś red n ią  z dw u rów no leg łych  oznaczeń

różn iących  się od siebie 0—3%

Ż aba
N r

a - n a f t o l 8 - h y d r o k s y c h i n o l i n a
k rea ty n a  w  m g t k re a ty n a  w  mg*„

w olna całkow ita zw iązana 
z fo sfo rem

w olna całkow ita zw iązana 
z fo sfo rem

151 137,5 314,0 176,5 140,6 314,5 173,9
152 339.5 400,0 60,5 343,7 398,7 55,0
153 134,5 335,0 201,5 132,1 338,0 205,9
163 210,8 368,0 157,2 211,4 363,4 152,0
164 239,3 358,9 119,6 239,8 357,4 117,6
165 130,6 354,0 223,4 133,5 358,5 225,0
166 207,0 324,0 117,0 209,2 320,0 110,8

Całość dopełnia się do 10 ml wodą i szybko miesza. Pow stające za
barw ienie oznacza się na absorpcjom etrze Spekkera po 20 min., stosując 
filtr  zielony OG 1, posiadający m aksim um  przy około 525 m/u. W każdej 
serii oznaczeń badano wielkość ekstynkcji dla standardu  kreatyny  i w ar
tość tę przyjm owano jako podstawę do obliczeń. Ślepą próbę stanowiła 
m ieszanina wszystkich odczynników nie zaw ierająca jedynie m ateriału 
badanego względnie standardu  kreatyny.

Opisaną powyżej m odyfikację dwuacetylowej m etody określania krea
tyny wypróbowano na m ateriale  biologicznym oznaczając ilość kreatyny 
i fosfokreatyny w wyciągach kwasem trójchlorooctow ym  z mięśni łydko
wych żab Rana esculenta. Szereg uzyskanych wyników jest podany w ta
blicy 1. Widzimy, że wyniki otrzym ane przy zastosowaniu a-naftolu 
i 8-hydroksychinoliny są ze sobą zgodne.

Opisana m odyfikacja dwuacetylowej metody oznaczania kreatyny przy 
pomocy 8-hydroksychinoliny ma, jak  się wydaje, szereg zalet w stosun
ku do metody, w której stosuje się a-naftol. Dwie niedogodności związane 
z użyciem a-nafto lu  — konieczność przeprow adzenia reakcji w ciemności 
oraz nietrwałość a-naftolu zarówno in substantia, jak  i w roztworze, zo-
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s t a ły  w  o p is a n e j  m o d y f ik a c j i  u s u n ię t e .  8 -h y d r o k s y c h in o l in a  n ie  d a je  ż a d 
n e j  b a r w n e j  r e a k c j i  z k w a s e m  tró j c h lo r o o c t o w y m . P r e p a r a ty  je j  in sub- 
stantia  n ie  u le g a j ą  r o z k ła d o w i, a  r o z tw o r y  m o g ą  b y ć  p r z e c h o w y w a n e  
p r z e z  d łu g i o k r e s  c z a su .

Streszczenie

v/ O p isa n o  m o d y f ik a c j ę  d w u a c e t y lo w e j  m e t o d y  o z n a c z a n ia  k r e a t y n y  
i f o s f o k r e a t y n y  s t o s u ją c  z a m ia s t  a - n a f t o lu  8 - h y d r o k s y c h in o l in ę .  O d c z y n 
n ik  t e n  d o d a je  s i ę  w  p o s t a c i  r o z tw o r u  w  k w a s ie  o c t o w y m  lu b  w  p o s ta c i  
w o d n e g o  r o z tw o r u  s ia r c z a n u  ( c h in o s o lu ) .

Z e  w z g lę d u  n a  t r w a ło ś ć  8 -h y d r o k s y c h in o l in y  o ra z  b r a k  u b o c z n e j  r e a k 
c j i z  k w a s e m  tró j c h lo r o o c t o w y m , u ż y w a n y m  d o  o d b ia łc z a n ia , o p is a n a  m o 
d y f ik a c j a  p o s ia d a  s z e r e g  z a le t  w  s t o s u n k u  d o  m e t o d y  s t o s u ją c e j  a - n a f t o l .

M e to d a  p o z w a la  n a  o z n a c z e n ie  k r e a t y n y  w  i lo ś c i  10— 40 ¡ug w  p r ó b c e .
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A M O D IFIC A T IO N  O F TH E D IA C ETY L M ETHO D  OF C REA TIN E E ST IM A T IO N

S u m m a r y

A modification of the diacetyl m ethod of creatine (and phosphocrea- 
tine) estim ation is presented consisting in the use of 8-hydroxyquinoline 
instead of a-naphthol. The reagent is added as a solution in acetic acid 
or as an aqueous solution of the su lfa te  (chinosol).

The present modification possesses several advantages over that using 
a-naphthol, among them  the stability  of 8-hydroxyquinoline and the 
lack of a side-reaotion w ith trichloracetic acid.

The m ethod enables the determ ination of creatine in quantities 
ranging from  10 to 40 m icrogram s in the sample.

Otrzymano 30.11.1956 r.

>
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T. KORZYBSKI

SYNOPTYCZNY SPOSÓB PRZEDSTAWIANIA WIADOMOŚCI 
STRUKTURALNYCH BIOCHEMII

Z Z akładu  B iochem ii P o lsk ie j A k a d e m ii N a u k  w  W arszaw ie

Postaiuienie zagadnienia

Stopień złożoności m ateriału  biochemii (zarówno statycznego jak  
i kinetycznego) wzrasta w ciągu ostatnich lat coraz bardziej. Równolegle 
do tego rosną także trudności w graficznym  przedstaw ianiu tego m ate
riału. Staje się on coraz trudniejszy do opanowania nie tylko dla począt
kujących, ale i dla zaaw ansow anych w przedmiocie. Jedną z przyczyn 
tego jest między innym i brak dostatecznie synoptycznego sposobu przed
staw iania. Sądzimy, że obecny (często tylko pozornie skomplikowany) 
m ateriał przez zastosowanie odpowiedniego sposobu stanie się znacznie 
prostszy. Ułatw i to także porozum ienie się między pracow nikam i w y
specjalizowanymi w wąskich dziedzinach biochemii. P rzy obecnych spo
sobach przedstaw iania także i zależności s truk tu ra lne  nie są dostatecznie 
przejrzyste. Zastosowanie nowego, łatwego, naocznego sposobu przedsta
wiania s truk tu ra lnych  wiadomości biochemii w ydaje się więc rzeczą po
żądaną.

Stosowane do odzwierciedlania budowy związków chemicznych sym 
bole chemii organicznej, a już tym  bardziej chemii nieorganicznej zupeł
nie nie odpowiadają tym  istotnym  cechom budowy związków organicz
nych, które są istotne dla komórki żywej. Symbole używane dotąd w bio
chemii, np. w podręczniku W e s t a  i T o d d a  z 1956 roku [4] są sym 
bolami bezpośrednio zapożyczonymi, praw ie bez zmiany, z chemii orga
nicznej. Treść chemii organicznej jest w ynikiem  m etod analitycznych 
i metod syntezy organicznej stosow anych przez ten dział chemii. Komórka 
żywa ma inny arsenał m etod zarówno przy biosyntezie jak  i przy analizie. 
Podpatryw anie tego arsenału syntetycznych i analitycznych metod sto
sowanych przez żywą komórkę jest celem biochemii. Celowi tem u w in
ny odpowiadać także i graficzne sposoby przedstaw iania m ateriału  s tru k 

[49]
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turalnego biochemii. W ydaje się, że wynalezienie takich sposobów przede 
staw iania rzeczywistości biochem icznej, które by jak  najbardziej zbliżały 
nas do praw dy biochemicznej, a jednocześnie były bardziej naoczne i p ro 
ste, nie tylko znacznie ułatw iłoby porozum iewanie się między sobą bio
chemików różnych specjalności, ale przede w szystkim  ochroniłoby bio
chemię od przeobrażenia się w naukę herm etyczną, co groziłoby jej p rzy  
dalszym wzroście tych tendencji, k tóre obserw uje się w  dotychczasow ym  
jej rozwoju.

Fakt istnienia tak  bardzo skomplikowanych narzędzi chemicznych, 
jakim i są na przykład niektóre koenzyny, narzuca konieczność poszuki
wania sposobów znacznego uproszczenia klasycznych sposobów p rzedsta 
wiania rzeczywistości chemicznej stosowanych przez chemię organiczną. 
W yrazem  tego jest istniejąca w biochemii tendencja do oznaczania złożo
nych cząsteczek za pomocą liter będących skrótam i nazwy części sk ła 
dowych. Sposób ten stanowi jednak wyłącznie stenograficzne uproszcze
nie samej n a z w y ,  ale nie odtw arza samej istoty cząsteczki czy je j 
części składowych. Ponadto skróty literow e nie zostały n iestety do tych
czas ujednostajnione i skodyfikowane (w pew nej m ierze z powodu róż
nic językowych), w ym agają więc każdorazowego podawania ich znaczenia.

Idealnym  niem al sposobem przedstaw ienia s truk tu ra lnej treści s ta 
tycznych i kinetycznych zagadnień biochemii są modele przestrzenne czą
steczek. Szerokie jednak  stosowanie tego sposobu musi być ograniczone 
z powodu trudności w budowaniu modeli cząsteczkowych, ich kosztu 
i często niedostatecznych danych odnośnie geom etrii przestrzennej. P o 
nadto modele atomowe cząsteczek o znacznym  stopniu złożoności unaocz
niają w niedostateczny sposób ich w ew nętrzny schem at czy struk tu rę .

Przy próbach zestawienia m ateriału  strukturalnego poszczególnych 
rozdziałów czy zagadnień biochemii zastosowaliśmy w jednej z prac (K o- 
r z y b s k i ,  P a r n a s  [2]) przed kilkunastu  laty nowy i jak  się obecnie 
wydaje, dość uniw ersalny sposób, k tóry może mieć szerokie zastosowanie. 
Sposób ten w ciągu ostatnich lat był przez nas coraz szerzej stosowany, 
tak że obecnie z powodzeniem udało się go wprowadzić do znacznej czę
ści m ateriału  biochemii, zarówno statyki, jak kinetyki.

Statyka

Przy opisie związków chemicznych, z którym i mamy do czynienia 
w biochemii (statyka), stw ierdza się podstawowy fakt w ystępowania grup 
związków chemicznych o zbliżonej budowie. Są to rodziny związków, któ
rych poszczególni przedstaw iciele m ają w znacznym  stopniu identyczną 
budowę częściową. Stosowany dotychczas w podręcznikach sposób przed
staw iania m ateriału  biochemii w postaci wzorów chemicznych nie od
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zwierciedla tego, jak  się wydaje, m ającego podstawowe znaczenie faktu 
biochemicznego. Dotychczasowy sposób polega najczęściej na przedsta
wianiu pełnych wzorów struk tura lnych  zupełnie tak, jak  to czyni chemia 
organiczna. W zory takie nie uw ypuklają dostatecznie ani podobieństw7 
i różnic w grupie związków do siebie podobnych, ani części składowych 
w przypadku złożonej cząsteczki. Proponow any przez nas sposób usuwa 
te niedogodności.

Na rys. 1 przedstawiono budowę związków sterydow ych w sposób sy
noptyczny. Na rysunku tym  linie poziome i pionowe przydzielają poszcze
gólnym zakresom  struk tu ry  odpowiednie nazwy związków czy grup związ
ków. Na rysunku pokazano w sposób ścisły budowę i podano nazwy 
kilkunastu  związków bez pow tarzania wspólnej struk tu ry . Poza wyżej 
przedyskutow anym i cechami rysunek ten ma również i tę zaletę, że na 
małej przestrzeni zawiera obfitą treść.

Dla naocznego pokazania struk tu ry , w przypadku złożonej cząsteczki, 
jej wzór s truk tu ra lny  zaopatrujem y w linie rozdzielające go na takie 
części składowe, które pow stają po hydrolizie. Składowym  tym  odpowia
dają ich nazwy obejm ujące zakresy poszczególnych składowych. Zakresy 
te często pokryw ają się częściowo. Poszczególne s tru k tu ry  w ynikają 
synoptycznie, naocznie i jednoznacznie z jednego wzrostu strukturalnego 
stanowiącego główną treść schem atu. W taki sposób opracowano budowę 
streptom ycyn w m onografii: K o r z y b s k i  T., K u r y ł o w i c z  W.: 
A ntybiotyki [3], na stronie 139.

Dalsze uproszczenie strukturalnego m ateriału  w biochemii można czę
sto osiągnąć przez usunięcie lite r jako symboli pierw iastków  chemicz
nych. Jeżeli w schemacie zastąpi się symbole C, O, N przez odpowiednie 
znaki, np. C punktem  czarnym, N — zielonym, a O karbonylow y kółkiem 
czerwonym, to najczęściej nie będzie konieczne umieszczanie specjalnych 
znaków dla H, obecność ich bowiem w ynika z układu atomów węgla, ich 
wiązań, azotu i tlenu. Takie postępowanie daje schem aty bardziej podobne 
do obrazu cząsteczek.

Na rys. 2 przedstaw iono w sposób synoptyczny przykładowo zależno
ści struk tu ra lne  między purynam i, pirym idynam i, pterynam i, ugrupow a
niem izoalloksazynowym związków flawinowych i zasadą nukleinową 
witam inu B ,2. Z rysunku wynika bezpośrednio częściowa wspólna s tru k 
tu ra  poszczególnych grup związków.

Kinetyka

Odnośnie p r o c e s ó w  biochemicznych trudności występujące 
w przedstaw ianiu m ateria łu  w zrastają. Dużym postępem  było zastosowa
nie przez B a l d w i n a  [1] dwóch splecionych półkolistych strzałek dla
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zobrazowania i graficznego opisu dwu sprzężonych reakcji. N ie zaspokaja 
to jednak  konieczności uczynienia sposobów przedstaw iania biochemicz
nych przem ian jeszcze bardziej synoptycznym i i bardziej przejrzystym i.

Fakt istnienia tzw. cykli m etabolicznych znalazł dotychczas swój od
powiednik w cyklicznym  ułożeniu na obwodzie koła poszczególnych e ta
pów procesu za pomocą pow tarzania (mało różniących się między sobą) 
chemicznych wzorów cząsteczek. W ydaje się, że kołowy sposób przed
staw iania tych procesów może u początkujących kojarzyć się niepotrzeb
nie z wyobrażeniem  cykliczności, czyli obrotowości p r z e s t r z e n n e j .  
Pojęcie cyklu, czyli koła, ma swój odpowiednik tylko w czasie, n ie ma go 
jednak  w przestrzeni, jak  to sugeruje cykliczna form a graficzna. Dlatego 
w ydaje się, że cykle m etaboliczne korzystniej jest przedstaw iać nowym  
sposobem, k tóry  jest podobny do zastosowanego przez nas do opisu s tru k 
turalnych  wiadomości statycznej części biochemii (por. rys. 1 Sterydy).

Sposób ten naocznie pokazuje stopniow e odryw anie lub przyłączanie 
poszczególnych atomów czy ich grup, ogólnie mówiąc, pokazuje kolejne 
zmiany, k tórym  podlega cząsteczka, bez potrzeby pow tarzania wzorów 
zarówno w idh części zmiennej, jak  niezm iennej. Przy tym  cząsteczka po
zostaje niejako w miejscu, a więc proces nie kojarzy się z jej ruchem  ko
łowym (rys. 3, 4 i 5).

Sposób ten daje ponadto jeszcze inną, może najw ażniejszą korzyść. 
Indyw idualizuje mianowicie poszczególne atomy. Jest te dezyderat, któ
ry  winien znajdować coraz częściej swój odpowiednik we w zorach czy 
schem atach. Do przedstaw ienia indywidualności poszczególnych atomów 
czy ich grup stosuje się sposób (dotychczas jedyny) polegający na zaopa
tryw aniu  ich w odpowiedni znaczek (np. w postaci gwiazdki). Gdy zacho
dzi konieczność jednoczesnego znakowania kilku atomów w cząsteczce, 
obraz sta je  się mało przejrzysty . Nasz sposób przedstaw iania może tu 
oddać znaczne usługi, naocznie bowiem pokazuje historię poszczególnych 
atomów związku metabolizowanego. Na j e d n y m  bowiem wzorze (jak 
gdyby na modelu) dokonują się kolejne przem iany (np. rys. 3, barw a czer
wona). Przem ianom  tym  odpowiadają podane obok nazw y związków. Czy
telnik może odtworzyć sobie w szystkie szczegóły każdego kroku przemian, 
odczytać nazwy związków w yjściow ych i wszystkich produktów  pośred
nich; w niektórych innych schem atach może odczytać także i nazwy enzy
mów rządzących poszczególnymi reakcjam i. W szystko to przedstaw ione 
jest na  j e d n y m  wzorze, bez konieczności uciekania się do niepotrzeb
nego, zapożyczonego z rów nań chemicznej stechiom etrii pow tarzania czę
ści lub całości wzorów. Dla pokazania indyw idualnej h isto rii poszczegól
nych autorów  w cyklu Krebsa B aldw in (“D ynam ie Aspects of Biochemi- 
s try” II wyd., 1952, strona 444) potrzebow ał aż 12 wzorów .W naszym  spo
sobie przedstaw ienia tego cyklu historia  poszczególnych atomów węgla

http://rcin.org.pl



£52 SYNOPTYCZNA BIOCHEM IA STRUKTURALNA 53

w ynika bezpośrednio ze schem atu (rys. 3). Na schem acie tym  widać bezr- 
pośrednio, że przy „pierwszym  obrocie” tego cyklu te  obydwa atom y wę
gla, k tóre weszły do cyklu jako reszta acetylową acetylokoenzym u A, n ie 
ulegają spaleniu na C 0 2. Przeciw nie, obydwa atom y węgla powstałych 
dwóch cząsteczek C 0 2 pochodzą z obydwu grup karboksylow ych kwasu 
szczawiowooctowego. Dopiero przy następnym  „obrocie” cyklu jeden 
z węgli, m ianowicie daw ny węgiel karbonylow y grupy acetylowej, wcho
dzący obecnie w  skład nowej cząsteczki kwasu szczawiowooctowego ule
ga spaleniu na C 0 2.

Na rys. 4 przedstaw iono jednocześnie cykl ornitynow y i biosyntezę 
pirym idyn, stosując m etodę synoptyczną. W tym  przypadku przedstaw io
no także om awiane przem iany na jednym , wspólnym  wzorze. Kolejność 
odczytyw ania przem ian cyklu om itynow ego (1, 2, 3, 4, 5) i biosyntezy 
pirym idyn (1, 2, 3, 4', 5') w skazują cyfry.

Na rys. 5 przedstaw iono w podobny sposób biosyntezę kreatyny.
Sposób nasz jest, jak  się w ydaje, nie tylko łatwiejszy, ale lepiej od

zw ierciedla procesy zachodzące w przyrodzie, jest poza tym  uniw ersalny. 
Dotychczasowy sposób przedstaw iania przem ian w postaci rów nań (w któ
rych  znak równości został zastąpiony dwiema strzałkam i) niepotrzebnie 
podkreśla ilościowy charak te r przem ian, podczas gdy nacisk powinien być 
położony na zm iany jakościowe zachodzące na przestrzeni ciągu m etabo
licznego. Dla ciągu takiego nie je s t odpowiednia form a równań, jako za
pożyczona ze stechiom etrii, tu ta j nie odgrywającej zasadniczej roli. Ste- 
chiom etryczny sposób przedstaw iania jest natom iast konieczny i istotny 
w  b i l a n s i e  danego cyklu (rys. 3 — na dole) — jedynie w tedy koniecz
ne jest zastosowanie równania, będącego ilościową form ą zmian w s tru k 
turze. Same zm iany natom iast najprościej można przedstaw ić za pomocą 
podanego w niniejszej pracy sposobu.

Proponow any sposób również dobrze nadaje się do przedstaw ienia 
biogenezy poszczególnych związków. Udało się przygotować odpowiednie 
schem aty obrazujące biologiczną syntezę, między innymi, układu puryno- 
wego lub rdzenia porfinowego.

Przy próbach jednostajnego zestaw iania m ateriału  opisowego bioche
mii napotkać można niekiedy zagadnienia, które prow adzą do postaw ienia 
pew nych hipotez o charakterze hipotez roboczych. P rzy  zestaw ieniu po
dobieństw  m iędzy s truk tu ram i pirym idyn, puryn, ugrupow ania izoalloksa- 
zynowego cząsteczki flawin, następnie p teryn , a także zasadowej części 
nukleotydu wchodzącego w skład w itam inu B12 (dwum etylobenzimidazolu) 
pow staje szereg pytań  odnośnie ew entualnej wspólnej drogi biosyntezy 
pewnej części tych ugrupow ań. Pow staje na przykład  zagadnienie, czy 
istnieje, czy też nie istn ieje wspólna h istoria  atom u węgla grupy m etyle
nowej kw asu pteroilow ego (łączącej ugrupow anie pterydynow e z resztą
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kwasu p-aminobenzoesowego) i węgla zajm ującego pozycję 5 w ugrupo
waniu izoalloksazynowym flawin. Taka form a zagadnienia wydaje się 
być złożona. Stanie się ona prosta po zastosowaniu omawianego w ni
niejszej pracy sposobu.

Różne drogi biosyntetyczne rdzenia pirym idynowego, inne w przy
padku, gdy n ie  jest on skondensowany z pierścieniem  imidazolowym 
i inne wtedy, gdy tak  jak  w purynach, jest on w ten  sposób skondenso
wany, są tego przykładem . Zagadnienia te jednak pow stają dopiero w te
dy wyraźnie, gdy sposób przedstaw ienia m ateriału  jest tak  uproszczony, 
jak w podanych przez nas schem atach.

Jedyną, jak  się wydaje, wadą proponowanego sposobu jest w ystępu
jąca niekiedy, choć nie często, trudność w znalezieniu graficznego roz
wiązania w przedstaw ianiu danego procesu na jednej płaszczyźnie. Spra
wa ta jednak znajduje różnorodne rozwiązania techniczne praktycznie 
biorąc dla wszystkich przypadków .

Streszczenie

1. Przedyskutow ano konieczność stosowania nowego,'uproszczonego, 
bardziej odpowiadającego rzeczywistości, synoptycznego sposobu przed
staw iania strukturalnego m ateriału  biochemii zarówno w dziedzinie s ta 
tyki, jak  i kinetyki biochemicznej.

Sposób taki przedstaw iono podając istotne cechy.
2. Przedstawiono kilka przykładów  proponowanego sposobu spośród 

(opracowanego już przez nas) większego m ateriału  schematów.
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1. PaccM OTpeHa neooxoflMMOCTL npnM eH em iH  HOBoro, yn p om eH H oro , 
6o.n ee cooTBeTC TByioiuero AencTBMTejibHOCTw, cuH orm iH ecK oro  MeTOAa 
npeflCTaBjieHMR cTpyKTvpHoro MaTepnajia no Shoxmmmu, xax  b oóJiacTii
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[7] SYNOPTYCZNA BIOCHEMIA STRUKTURALNA 55

6M0X0MMHeCK0M CTaTMKH, TaK M B objiaCTM 6MOXOMHHeCKOM KMHeTMKM aBTO- 
poM npe^CTaBJieH Taxon: MeTO# n ero cymecTBeHHbie xapaKTepHbie nepTbi.

2. IIpMBe^eHO HecKOJibKO npMMepoB Mcnojib30BaHMH npe^JiaraeMoro 
MeTo^a M3 3HaHMTejibHoro HMCJia cxeM (yxce pa3pa6oTaHHbix aBTopoM).

A SY N O PTIC  M EANS O F PR E SE N T IN G  TH E ST R U C TU R A L  NEW S 
O F B IO C H E M IST R Y

S u m m a r y

1. A discussion of the need of applying a new, more sim plified (con
form ing more to reality) and synoptic means of presenting the s truc tu ra l 
(static and dynamic) content of biochem istry. Such a procedure has been 
proposed, and its essential features presented.

2. There are presented several exam ples of the proposed m ethod 
(which have been selected from a larger num ber of diagram s worked out).

O trzym ano  17.12.1956 r .
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STERYDY

P raw a rep ro d u k c ji r y su n k ó w  zastrzeżon e

Rys. 1
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STR U KTU RALNE ZALEŻNOŚCI 

MIĘDZY B U D O W Ą : 

PIRYMIDYN, PUR YN, PTER YN , FLAW IN  

I ZASADY NUKLEINOWEJ WITAMINU B 12 

(DWUMETYLOBENZIMIDAZOLU)
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CYKL K W A S Ó W  TRÓJ K AR B O K S YL O W YC H
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C YK LO R N ITY N O W Y  „ UREOGENEŻA ( I, 2 .3 , 4  5 .) 

I BIOSYNTEZA PIRYMIDYN (1, 2 .3 ,4 ' ,5 ',) 

(POWIĄZANIE)
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BIOSYNTEZA KR EATYN Y 
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