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ACTA BIOCHIMICA POLONICA

WAZNE DLA AUTOROW

KAZDY AUTOR WINIEN DOKEADNIE ZAPOZNAC SIE Z TRESCIA
#WYTYCZNYCH DLA AUTOROW"” JESZCZE PRZED PRZYSTAPIENIEM DO PI-
SANTA SWEJ PRACY I SKRUPULATNIE STOSOWAC SIE DO NICH. PRACE
NIE ODPOWIADAJACE POD WZGLEDEM FORMY POSTAWIONYM WYMOGOM
NIE BEDA MOGLY BYC BRANE POD UWAGE 1 ZOSTANA ZWROCONE AUTO-
ROM. FAKT PRZESEANIA PRACY DO REDAKCJI UWAZANY JEST JAKO ROW-~
NOZNACZNY ZE ZGODA AUTORA NA TRESC ,WYTYCZNYCH”.

WYTYCZNE DLA AUTOROW

1. Acta Biochimica Polonica publikuja prace biochemiczne i z dziedzin pokrew-
nych biochemii, zawierajace nie ogloszone dotychczas wyniki badan doSwiadczalnych.
Oglaszane prace winny zawienaé¢ element nowosci naukowej. Jezykiem prac zgla-
szanych do publikacji w Acta Biochimica Polonica jest jezyk polski, lub jeden z je-
zykow kongresowych.

2. Prace powinny by¢ pisane mozliwie zwiezle, ale zwiezlo$¢ nie powinna po-
wodowac niejasnosci przedstawienia. Artykuly sa przeznaczone przede wszystkim
dla czytelnika wyspecjalizowanego w danym temacie, mimo to artykuly powinny
byé zrozumiale dla ogétu czytelnikow. Opis doswiadczen powinien byé taki, by mogt
je powtorzy¢ kazdy, kto dysponuje odpowiednim materialem, wyposazeniem i tech-
niczng sprawnoscig. Nalezy umikaé technicznych neologizméw. Uzywane skroty na-
lezy wyjasni¢ w tekscie. .

3, Uktad artykuléw. Prace nalezy przesyla( do redakcji w postaci go-
towej do druku, w trzech egzemplarzach pisanych na maszynie jednostronnie, z mar-
ginesem szeroko$ci okolo 4 cm po lewej stronie i okoto 1 ¢cm po prawej stronie, z po-
dwojna interlinig oraz z numeracjg stron. Pierwszy egzemplarz nalezy pisa¢ na pa-
pierze piSmiennym (bialym). W teks$cie maszynopisu nie nalezy robi¢ zadnych po-
prawek, przekreslen lub podkreslen na maszynie ani atramentem. Dopuszczalna naj-
wyzsza ilo$¢ poprawek wynosi trzy na jednej stronie. Autor moze proponowaé ozna-
czenia typograficzne przez odpowiednie okreSlenie (tekst rozspacjowany, ziozony
kursyws, czcionka grubg itp.), ale wylacznie olowkiem. Nie nalezy stawiaé¢ kropek
po tytulach i podtytutach, ani po skrétach takich jak: ml, cm, g, kg. Dla wyrazenia
mikrogramu stuzy skrét ,u”, a nie ,y”. Na osobnych kartkach poza tekstem pracy
nalezy umiesci¢: a) streszczenie polskie, b) cytowang literature, ¢) tablice, d) rysun-
ki lub fotografie wraz z objasnieniami (patrz, pkt. 8 i 9), e) pelne imie i nazwisko
autora (-6w), adres dla przestania kiorekty i honorarium, oraz sknécong wersje tytulu
nie przekraczajaca 60 miejsc literowych, przeznaczong dla umieszczenia jej nad
stronami tekstu pracy. Nalezy podaé¢ nazwisko i adres osoby upowaznionej do prze-
prowadzenia korekty w przypadku nieobecnosci autora. W tekscie nalezy zaznaczy¢
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-
oléwkiem na marginesie w przyblizeniu miejsca, w ktérych powinny by¢ umieszczone
tablice i rysunki. Prace nie odpowiadajace wymaganiom zawartym w punkcie 3 zo-
stanq przepisane na koszt autora, a odpowiednia kwota zostanie potracona z hono-
rarium autorskiego.

4. Na pierwszej stronie pracy nalezy podaé: imie i nazwisko autora (-6w),
tytul mozliwie zwiezly, ale jasno charakteryzujacy tre§¢ pracy, zaklad naukowy,
w ktorym wykonano prace i nazwisko kierownika zakladu, odpowiedzialnego za
jego dzialalno$é. W interesie autora lezy, aby tytut pracy zawieral w najkroétszej
formie podstawowy wynik pracy, a nie tylko zagadnienie. Nalezy unika¢ tytulow
w rodzaju: ,Badania nad..”. Wskazane jest podawanie juz w tytule gtéwnego wnio-
sku wynikajacego z pracy, nawet w przypadku, gdy jest on negatywny. Tytui moze
wtedy przybraé postaé: ,Niemoznos¢..” lub podobnie.

5. Tekst pracy powinien sklada¢ sie z nastepujacych czesci: a) zwiezdy
wstep wyjasniajacy cel i zalozenie pracy, b) opis metod doswiadczalnych, charakte-
rystyka, pochodzenie lub sposéb preparatywnego uzyskania uzywanych chemika-
libw oraz opis szczeg6low, ktére sg potrzebne dla powtérzenia opisanych doswiad-
czen i sprawdzenia przeprowadzonych obliczen, ¢) opis wynikéw ujety mozliwie
zwiezle, najlepiej w postaci tablic lub wykresow, d) dyskusja o uzyskanych wyni-
kach, e) streszczenie lub wnioski — objetosci nie przekraczajacej 3% rozmiaréw
pracy. Streszczenie lub wnioski winny by¢ tak sformulowane, aby zawieraly, w po-
staci mozliwie najbardziej zwiezlej, wyniki pracy wraz z gléwnymi danymi liczbo-
wymi. Wnioski winny wynikaé bezposrednio z doS§wiadczen. Wnioski posrednie moga
byé zamieszczone w tym punkcie wylacznie pod warunkiem wyraznego okre$lenia,
ze maja one charakter dyskusyjny lub podobny.

6. Metody do$§wiadczalne powinny by¢ przedstawione bardzo staran-
nie. Jezeli autor poslugiwal sie znang metoda publikowana, wystarczy powolanie
sie na odno$na prace, ewentualnie oméwienie istoty danej metody. Nalezy wymie-
ni¢ wszelkie, nawet pozornie niewielkie odchylenia od pierwotnej metody; stwier-
dzenie, ze posilugiwano si¢ odno$na metodq .,z niewielkimi modyfikacjami” nie jest
dopuszczalne.

7. Stezenie roztworodéw pospolitych kwasow i zasad wyraza sie poje-
ciem normalnosci (N), natomiast dla roztworéw soli nalezy postuzy¢ sie¢ pojeciem mo-
lowosci (M): 0,25 N HCI, 0,156 M NaH,PO,. Stezenie ulamkowe nalezy wyrazi¢ syste-
mem dziesietnym, np. 0,25 N HC], a nie N/4 HCIl. Pojecia ,procent”, ,%" uzywa sig
w §cislym znaczeniu, tj. w gramach na 100 graméw roztworu. Procenty objetosciowe
nalezy wyrazaé symbolem ,% - obj./obj.”, a procenty wagowo-objetoSciowe
%0 wag.obj.”.

8. Poszczegdlne tablice powinny mie¢ nagléwek opisujacy ich tresé.
Sens tablic powinien byé¢ zrozumialy bez odnoszenia sie do tekstu pracy. Nie jest
konieczne oglaszanie wszystkich liczbowych wynikéw podobnych doswiadczen, je-
zeli poda sie warto$é srednia wraz z jego ,Srednim odchyleniem”, ew. liczbe indy-
widualnych rezultatow.

9. Rysunki i fotografie nalezy wykonywaé w postaci nadajacej sig co
reprodukeji, lub przerysowania. Kazdy rysunek, lub fotografia winna by¢ przyge-
towana na oddzielnej kartce. Na odwrocie kazdego rysunku lub fotografii naleiy
podaé olowkiem: nazwisko autora, pierwsze stowa tytutu pracy, kolejny numer ry-
sunku oraz pierwsze siowa legendy, ktéra ma byé umieszczona pod nim. Do rysun-
kéw i fotografii nalezy dolaczyé wykaz (na maszynie) zawierajacy kolejne numery
wraz z tytulami i legenda. Nalezy unikaé podawania na rysunkach objasnien tekste-
wych. Na fotografiach nie nalezy dopisywaé¢ zadnych oznaczen. Je§li fotografie té-
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kich oznaczen wymagajg, nalezy umiesci¢ je na przypietej do fotografii kalce tech-
nicznej. Nadmierna ilo§¢ rysunkéw moze by¢ wykonana wylacznie na koszt autora.
Krzywe wyrazajgce zaleznosci zbadane eksperymentalnie winny mie¢ wyraZnie za-
znaczone punkty, ktérych wartosci uzyskano doswiadczalnie.

10. Cytowang literature nalezy wypisa¢ na oddzielnej karcie, wymieniajac po-
zycje w alfabetycznej kolejnosci autoréw. W wykazie podawaé¢ kolejno: numer
pozycji, nazwisko autora, pierwsze litery imion, skrécony tytut czasopisma, tom
(rocznik), poczatkowa strone artykuiu i rok wydania. Np. [8] Parnas J. K. Acta
Biol. Exp. 11, 292, 1937. Jezeli cytowany artykut ma kilku autoréw, nalezy w wy-
kazie literatury poda¢ nazwiska i poczatkowe litery imion wszystkich autoréw. Dla
cytowanych ksiazek (nie czasopism) nalezy poda¢ takze tytul ksiazki, wydawce,
miejsce oraz rok wydania. Np. [12] Sniadecki J., O fizycznym wychowaniu dzieci,
Turowski, Sanok, 1855. Wykdz uzywanych skrétow czasopism podajg Roczniki Che-
mii 26, 497, 1952. Prace kilkakrotnie cytowane nalezy podawac jeden raz, a wszyst-
kie odsylacze do tej pracy powinny mie¢ ten sam numer. Powolanie sie w tekScie
na odno$ng pozycje cytowanej literatury nastepuje przez wymienienie numeru po-
zycji wykazu w nawiasie, np. [13].

11. Autora obowiazuje korekta autorska, ktérg nalezy zwracaé redakeji w cig-
gu trzech dni. Nie odeslanie przeprowadzonej korekty w oznaczonym przez redak-
cje terminie oznacza rezygnacje autora z umieszczenia pracy w biezacym numerze
czasopisma. Zaleca sie¢ wykonanie korekty oléwkiem kolorowym, barwy odmiennej
od oléwka korektora, ale nie czerwonym. Koszty spowodowane zmianga tekstu, poza
poprawa bledow drukarskich, ponosi autor.

12. Autorowi przysluguje bezplatnie 25 egzemplarzy odbitek pracy. Zadanie
wiegkszej iloSci odbitek winno byé wyrazone na piSmie, jednocze$nie ze zlozeniem
pracy w redakcji, najpézniej przy pierwszej korekcie szpaltowej. Koszt za dodatko-
we egzemplarze ponosi autor.

13. Redakcja nie wwaza sie za uprawniona do przeprowadzania jakichkolwiek
‘zmian w pracy bez zgody autora. Dla dokonania zmian uwazanych przez redakcje za
celowe, dwa egzemplarze pracy odsyla sie autorowi, trzeci pozostaje w aktach re-
dakeji.
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Wstep

Od chwili wprowadzenia w 1950 r. [6] elektroforezy bibulowej do ba-
dan analitycznych pojawil sie w literaturze caly szereg artykuléw opi-
sujacych rézne sposoby odczytywania wyniku analizy. W analizie biatek
surowicy krwi paski, czesto nazywane proteinogramami, poddaje sie bar-
wieniu odpowiednim barwnikiem, po czym wysuszony pasek odczy-
tuje sie:

1) na drodze elucji i nastepnego pomiaru eluatu w spektrofotometrze,

2) na drodze bezposredniego spektrofotometrycznego lub absorpcjo-
metrycznego odezytywania pochtaniania poszezegélnych frakeji na bibu-
le. Odczytywanie to mozna prowadzié przy uzyciu aparatury:

a) nierejestrujacej lub
b) samorejestrujacej.

Kazdy z tych sposobow dostarcza wyniku, ktéry zalezy od konkret-
nych warunkéw prowadzenia pomiaru, a przede wszystkim od rodzaju
uzytej aparatury, przy czym otrzymane wyniki sa nieporé6wnywalne.

W ostatnich latach daje sie zaobserwowaé¢ daznoéé do coraz wiekszego
automatyzowania czynnos$ci zwigzanych z odczytywaniem proteinogra-
moéw i do konstruowania coraz bardziej skomplikowanych i uniwersal-
nych aparatéw przeznaczonych do tych celéw. Takze i u nas w kraju
obserwuje sie daznos$¢ do konstrukeji uproszezonych samopiszacych apa-
ratéw z uzyciem prymitywnych czesci aparatury dostepnych u nas w han-
dlu. Celem tego artykulu jest oméwienie kilku najwazniejszych sposobéw
odczytywania proteinograméw, zestawienie wynikéw otrzymanych przy
uzyciu réznych aparatéw dostepnych na naszym terenie oraz zwrécenie
uwagi na trudnosci konstrukeji aparatu, ktéry dostarczytby mozliwie

(3]
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4 S. GROSS 1 T. WRONSKA 2]

obiektywnych warto$ci rozkladu frakeji bialkowych w proteinogramie.
Za obiektywne mozna uwaza¢ wyniki tego rzedu wielko$ci, co wyniki
elektroforezy w roztworze lub wyniki uzyskane metodami frakcjonowa-
nego wytracania, chociaz obydwie te metody oparte sa na wykorzystaniu
innych witasnosci bialek i uzyskanie identycznych wynikéw we wszyst-
kich tych metodach jest niemozliwe.

1. METODA ELUCJI

Ta majprostsza i wprowadzona do elektroforezy przez Grassmana
[6] metoda polega na pocieciu paska bibuly prostopadle do jego diugosci
na odcinki szerokosci ok. 0,5 em i wyekstrahowaniu barwnika z kazdego
paska. Paski ekstrahuje sie w osobnych probéwkach jednakowymi por-
cjami odpowiedniego rozpuszczalnika, przy czym ekstrakcje powinno sie
prowadzi¢ w okreslonym czasie i pomiar absorpcji powinien odbywaé sie
zawsze po uplywie tego samego czasu od chwili rozpoczecia ekstrakeji
(absorpcja ekstraktu jednostajnie spada z biegiem czasu).

W przypadku elektroforezy bialek surowicy znajduja najczesciej za-
stosowanie dwa barwniki: czern amidowa 10B lub tez blekit bromofeno-
lowy, z ktérych ten ostatni stosowany jest chetniej ze wzgledu na to, ze
powinowactwo jego do albumin jest bardzo podobne do powinowactwa
do globulin [16, 17]. Nie wymaga dzieki temu stosowania wspéiczynni-
kéw przeliczeniowych. Ponadto barwnik ten posiada wieksza wartos¢
wspoélezynnika absorpeji. W przypadku stosowania blekitu bromofenolo-
wego elucje mozna prowadzi¢é w 5 ml 0,1 n NaOH w ciggu 1 godz.,
po czym pomiar spektrofotometryczny prowadzi sie w dlugosci fali
A =595 mu. Otrzymane wartoSci absorpcji odklada sie na wykresie,
w ktéorym rzedne oznaczaja wartoSci absorpcji, a odciete odlegtos¢ od po-
czatku paska. W ten sposob otrzymuje sie krzywa rozkltadu frakeji w pro-
teinogramie.

Pole zawarte pod krzywa jest planimetrowane i stosunek po6l zawar-
tych pod poszczegbélnymi maksimami do sumarycznej powierzchni jest
miarg iloSci poszczegélnych frakeji bialka. Opisany sposéb wymaga, aby
roztwory barwnika zachowywaly sie zgodnie z prawem Beera, moéwig-
cym o prostej proporcjonalnosci absorpcji i stezenia. Zgodnos¢ ta jest
spelniona tylko dla bardzo niskich wartosci absorpcji, o czym nalezy pa-
mietaé przy interpretacji wynikéw. Sposob ten posiada takze inne wady
zwigzane z pomiarem zbyt duzej ilosci probek eluatu i z badaniem zbyt
malych warto$ci absorpcji lezacych ponizej zakresu optymalnych stezen.
W wiekszoéci pracowni pomiar absorpcji wykonuje sie przy uzyciu
absorpcjometréow latwiej dostepnych niz spektrofotometry. W zwiazku
z tym do pomiardéw zostaja wprowadzone dodatkowe czynniki znieksztal-
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[3] ODCZYTYWANIE PASKOW Z ELEKTROFOREZY BIBULOWEJ 5

cajgce prosta proporcjonalnos¢ absorpeji (A) od stezenia (c). Jest to wy-
nikiem zlej, filtrowej monochromatyzacji $wiatta, co ma miejsce w absorp-
cjometrach [7]. Filtry przepuszczajg zbyt szeroka wiazke widmows, co
powoduje pojawienie sie pozornych odstepstw od prawa Beera. W przy-
padku amerykanskiego absorpcjometru Kletta, zaopatrzonego w filtr po-
maranczowy, wykres zaleznosci A (absorpeji) od ¢ (stezenie blekitu bro-
mofenolowego w roztworze) posiada wyglad widoczny na rys. 1.

Q4r

031062125 25 50 rfy,o mg/omi

Rys. 1. Zalezno$¢ absorpcji od stezenia blekitu
bromofenolowego w eluacie

Z wykresu tego wida¢, ze w miare wzrostu stezenia barwnika wska-
zania aparatu (absorpcja) sa coraz mniej wrazliwe na zmiany stezenia
i wskazania te nie mogg byé prostg miarg stezenia barwnika.

Wykres posiada bardzo krétki odcinek prostej zaleznosci absorpcji od
stezenia, z tego powodu zmiana grubosci naczyniek lub tez rozcienczenie
badanego roztworu tylko w ograniczonym zakresie moga by¢ wykorzy-
stane dla wyeliminowania niezgodnoéci z prawem Beera.

W zwiagzku z tym konieczne sie staje graficzne przeliczenie wskazan
absorpcjometru na stezenia barwnika i obliczanie procentowego udzialu
poszczegblnych frakeji na drodze dzielenia kazdej z nich przez sume ste-
zenia barwnika we wszystkich frakcjach. Dla ulatwienia tnie si¢ wtedy
pasek na tyle czesci, ile frakcji biatka zostalo rozdzielonych. Z powodu
znacznych réznic wielko$ci frakeji albumin w poréwnaniu do pozosta-
lych nalezy dla zwiekszenia dokladno$ci wynikéw rozciencza¢ albuminy
w 3—5-krotnie wiekszej ilo$ci roztworu i nastepnie odczytane z wykresu
stezenia mnozy¢ przez wielkoéé zastosowanego rozcienczenia (w stosunku
do pozostatych frakeji). '

Na tej drodze mozna wyeliminowaé¢ wplyw ewentualnych niezgodno-
$ci z prawem Beera.
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6 S. GROSS i T. WRONSKA [4)

Wyniki uzyskane dla normalnej krwi przy zastosowaniu tej metody
sq zblizone do spotykanych w literaturze, jak to widaé z tablicy 1, cze-
Sciowo zaczerpnietej z artykulu Orlowskiego i Kleczkow-
skiego [13] i czesciowo z ksigzki Antweilera [1].

Tablica 1

Przytoczone z literatury normy zawartosci frakeji biatkowych krwi
oraz wyniki wiasne

Ilosé Globuliny
Autor przypad-| AlPu- ‘ ‘
k6w miny @ o, : @ 7
|
Ojwin J.A, Basok M.J. | I
i Ojwin W.J. [za 13] 10 58,0 | 13,9 13,3 16,5
: 63,2 49 75 12,7 11,6
Rals Bl 53 Ll [Tl e | 2 es
St ron ohlea] b 55,2 5.3 14,0 13,4 11,0
5 + 13 +0,5 + 0,8 =+ 1,6 ==
: 63,2 9,0 13,7 14,1
Antweiler [za 1] 20 + 249 4175 + 020| -+ 192
Kemula W. i Bar-
tosiewicz W.[9) 1 54,2 40 | 9,1 9,7 23,0
Reiner i wspétautorzy | d
[za 13] 80 56,8 15,9 12,8 14,4
= 64,0 39 | 7.0 9,4 15,7
w ’ y »
Falel wrigime; [} 2 +22 | +024| = 103| =+ 102| = 129

2. METODA BEZPOSREDNIEGO FOTOMETROWANIA

a) przy uzyciu aparatury nierejestrujgcej:

Zasada oznaczania polega na przesuwaniu zabarwionego paska bibuly
pomiedzy odpowiednio dobranym zrédiem Swiatta i fotoogniwem. Stosu-
nek natezen pradéw wysylanych przez fotoogniwo w przypadku prze-
$wietlania czystej i zabarwionej bibuly jest miarg wielkosci absorpcji,
jaka wykazuje badany punkt proteinogramu. Wartosci absorpcji odczy-
tuje sie dla duzej iloSci punktéw bezposrednio ze skali aparatu, po czym
nanosi sie je ma analogiczny wykres zalezno$ci absorpcji od dlugosci
paska, jak o tym byla mowa w metodzie elucji.

Pole zawarte pod wykresem jest planimetrowane, a poszczegoélne po-
wierzchnie zawarte pod odpowiednimi maksimami sg miarg wielkosci
poszezegblnych frakeji bialek. Sposéb ten moze znalezé zastosowanie tyl-
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{5] ODCZYTYWANIE PASKOW Z ELEKTROFOREZY BIBULOWEJ 7

ko przy uzyciu spektrofotometru i to tylko w przypadkach pomiaru ma-
tych wartosci absonpcji, dla ktérych nie obserwuje sie odstepstw od pra-
wa Beera. W przypadkach absorpcjometru wyniki odbiegaja od uzyski-
wanych innymi metodami z powodu ztej monochromatyzacji swiatta, pro-
wadzacej do niezgodnosci z prawem Beera, jak o tym byla juz czeSciowo
mowa. W tych przypadkach przy Scistej standaryzacji warunkéw pracy
mozna uzyska¢ dobre wyniki korzystajac z odpowiednich krzywych ka-
libracji.

Sposréd wielu absorpcjometréw tego typu mozna tu wspomnieé
o ostatnio wprowadzonym przez firme Zeiss—Jena modelu fotometru
Pulfricha, dostosowanym do odczytywania paskéw z elektroforezy.

b) przy uzyciu aparatury samorejestrujacej:

Zasada postepowania jest analogiczna jak w poprzednim przypadku.
Zabarwiony proteinogram przesuwa sie pomiedzy zrédlem $wiatta mono-
chromatycznego i fotoogniwem. Prad wysylany przez fotoogniwo poru-
sza lusterko galwanometru, rzucajace wigzke §wiatla na przesuwajacy
sie papier fotograficzny. Ruch papieru fotograficznego jest sprzezony
z ruchem proteinogramu. Szybkos¢ tego ruchu zalezy od przekladni sprze-
zenia i ma wplyw na wielko$¢ otrzymywanego pola. Zasadnicza réznica
wykreséw otrzymywanych w aparaturze samorejestrujacej i nierejestru-
jacej polega na tym, ze w pierwszym przypadku otrzymany wykres jest
wykresem transmisji (przepuszczalno$ci), a nie wykresem absorpcji, jak
to ma miejsce w drugim przypadku. Absorpcja zwiazana jest z przepusz-
czalno$cia, okreslong jako procent transmisji (T%) zalezno$cia:

A= lg—li"—=acl= lg,;,—?/%=2 — 12T,
gdzie a — wspolczynnik absorpcji, ¢ — stezenie, | — grubo$¢ warstwy,
I, — matezenie promieniowania przechodzacego przez bibule, I — nate-
zenie promieniowania przechodzacego przez zabarwiong bibule.

Na skutek tego wychylenia galwanometru, a wiec i pola zawarte pod
krzywa, pozostaja w logarytmicznej zalezno$ci od stezenia barwnika,
a wiec wielkos¢ pola nie moze byé miara zawarto$ci poszczegélnych frak-
cji biatkowych.

Aby te wade usunaé, nalezaloby otrzymany wykres transmisji punkt
po punkcie przeliczaé na absorpcje i planimetrowaé pole dopiero pod wy-
kresem absorpcji. Mozna takze skonstruowa¢ aparaty w ten sposéb, aby
wynikiem pomiaru byl bezposrednio wykres absorpcji. Mozna to uzyskaé
stosujgc odpowiednie przekladnie ksztattu logarytmicznego, zmieniaja-
ce w logarytmiczny sposéb szybkoéé poruszania sie lusterka w zalezno-
$ci od wielkosci mierzonej absorpcji. Mozna takze stosowaé wzmacnianie
pradu przy pomocy lampy wzmacniajacej pracujac na poczatkowym lo-
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8 S. GROSS 1 T. WRONSKA [61

garytmicznym odcinku jej charakterystyki. Pierwszy z tych sposobow
jest zmudny, pozostale jeszcze w technice mniedostatecznie opracowane
na naszym terenie. W samopiszacych absorpcjometrach do ostatnio omé-
wionej wady samopiszacych spektrofotometréow (podawanie wykreséw
w jednostkach transmisji lub tez w jednostkach 100 — T9%) dochodzi
jeszcze wplyw zlej monochromatyzacji swiatla.

Absorpcjometry, w ktorych stosuje sie nawet dobre selektywne filtry,
daja wyniki pomiaréw pozostajace w duzej niezgodnosci z prawem Beera.
Fakt ten wplywa na znaczne liczbowe rozbieznosci wynikéw od wartosci
uznanych za wia$ciwe, miedzy innymi znaczne obnizenie wartosci cyfry
podajacej zawarto$¢ albumin. Stosowanie $wiatla monochromatycznego,
np. z6itej linii lampy sodowej, lub tez filtru dostarczajacego promienio-
wanie monochromatyczne, np. filtru interferencyjnego, moze zmniejszy¢
te réznice, wymaga jednak uzycia bardzo silnych zrédel Swiatta. Na sku-
tek tego wplywu monochromatyzacji $wiatta — wynikéw otrzymanych
w absorpcjometrach samopiszacych nie mozna przelicza¢ na absorpcje,
poniewaz odczytywana na skali absorpcjometru wielko§¢ nie ma nic
wspoélnego z wilasciwym pojeciem transmisji. Ostatnio w USA poja-
wily sie samopiszace aparaty do odczytywania proteinograméw, zbudo-
wane w ten sposob, ze wszystkie wymienione przez nas dotychczas wady
zostaly usuniete na drodze mechanicznych ulepszen. Przykladem moze
by¢ aparat Analytol [11] produkowany w ostatnich dwéch latach przez
firme Beckman w Kalifornii. Jest to aparat samopiszacy przeprowadza-
jacy w czasie pomiaru przeliczenia wskazan transmisji na absorpcje, jed-
noczeénie eliminujacy wplyw niezgodnosci z prawem Beera. Przeliczenie
odbywa sie przy uzyciu odpowiedniej przekladni o dzialaniu zalez-
nym od:

1) stosunku absorpcji do transmisji,

2) niezgodnoS$ci wskazan aparatu z prawem Beera,

3) rodzaju uzytego barwnika,

4) innych szczegdléw metody, jak rodzaj bibuly, szybkos$¢ poruszania
si¢ proteinogramu i inne.

Zaklady Zeissa w Jenie produkuja takze podobny aparat przystoso-
wany zaréwno do $wiatla przechodzacego, jak i do odbitego. Na naszym
terenie samopiszace urzgdzenia absorpcjometryczne do odczytywania
proteinograméw opisali Ostrowski i Mikucki [14, 15], Kemu-
la i Bartosiewicz [9] i Ruszkowski [20]. W dalszym ciggu
przyrzady tego typu sa.ze wzgledow aparaturowych szczegélnie cheinie
konstruowane w wielu laboratoriach na naszym terenie. W wigkszo$ci
z nich wykorzystuje si¢ do rejestracji samopiszace czeSci wchodiace
w sklad polarografu Heyrowskiego lub tez w sktad elektrokardiograiow.
Detektorem jest jak zwykle fotoogniwo selenowe. W zwigzku z tym na-
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7 ODCZYTYWANIE PASKOW Z ELEKTROFOREZY BIBULOWEJ 9

lezy tu zwré6ci¢ uwage na znaczenie szczeg6low technicznych poszezegdl-
nych czesci uzytych do konstrukeji aparatury absorpcjometrycznej. I tak
np. wielko$¢ wytwarzanego w fotoogniwie fotopradu jest zalezna od wiel-
koSci natezenia $wiatla padajacego na nie, jednak zalezno$é¢ ta nie jest
wprost proporcjonalna [7]. Przy duzych warto$ciach natezenia $wiatla
nastepuja tym wieksze odchylenia od proporcjonalnosci, im opér galwa-
nometru jest wiekszy. Zbyt duze natezenia $§wiatla powodujg tak zwane
zmeczenie fotoogniwa, za$ zbyt male powoduja tak nieznaczne wychyle-
nia galwanometru, ze odczytanie ich jest utrudnione. Fotoogniwa wyka-
zuja pewne opdznienie w reagowaniu na zmiany o$wietlenia, podobnie
jak i galwanometry o zbyt malym oporze wewnetrznym. Z tych to wzgle-
déw przesuwanie paska przed szczeling fotoogniwa nie moze byé¢ zbyt
predkie. Szybkos¢ przesuwania paska wplywa poza tym nie jednakowo
na wielko$¢ powierzchni znajdujacych sie pod poszczegélnymi maksima-
mi krzywej. Cechy te wskazuja na konieczno$¢ wszechstronnego uwzgled-
nienia wilasnosci poszczegblnych cze$ci montowanego zestawu.

Oprécz wymienionych czynnikéw pochodzgcych z rodzaju uzytego
zestawu elektrooptycznego na wyniki pomiaru wplywa jakos¢ bibuly
proteinogramu. Bibula silnie rozprasza $wiatlo, znacznie obnizajac nate-
zenie promieniowania padajacego na fotoogniwo. Wielko$¢é rozproszenia
zalezy od gatunku bibuly. Stosunek ilo$ci promieniowania przechodzgce-
go do rozpraszanego jest zalezny od wielko$ci absorpecji zabarwionych
czesci bibuly. Wszystkie wymienione czynniki powoduja koniecznoéé stan-
daryzacji stosowanych warunkéw odczytu, poniewaz wyniki uzyskane
przy zmianie niektérych czynnikéw sa zupelnie rézne i ze soba niepo-
rownywalne. Nie dajg sie one takze wzajemnie przeliczyé.

Jakos¢ uzyskiwanych krzywych rozkiladu frakeji bialtkowych zbliza
si¢ do rozkladu znanego z elektroforezy Tiseliusa w przypadkach stoso-
wania odpowiednich filtréow oraz nasycenia bibuly mieszaning o podob-
nym do celulozy wspélczynniku zalamania §wiatla. Filtry dobierane sa
W ten sam sposéb, jak w metodach absorpcjometrycznego oznaczania ste-
zen, a wiec takze w metodach elucji. Bibule nasyca sie najcze$ciej mie-
szaning alfa-bromonaftalenu z parafing, salicylanem metylu, lakierami
saponowymi lub innymi [10]. Nasycanie ma na celu zmniejszenie wplywu
rozpraszania §wiatta.

Wplyw monochromatyzacji $wiatla oraz nasycania bibuly jest widocz-
ny na zalgczonych wykresach otrzymanych dla tego samego paska
(rys. 2—5). Wykresy zrobiono przy uzyciu uproszczonego absorpcjometru
samopiszacego [9] zyczliwie udostepnionego nam przez mgr Barto-
siewicza.

Wyniki liczbowe przytoczone w tablicy 2 dla kazdego rysunku wska-
zuja na zupelna nieporéwnywalno$¢ otrzymanych danych. Wida¢, ze je-
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dynie wykresy otrzymane z zastosowaniem filtréw i z nasyceniem bibuly
mieszaning zmniejszajaca rozpraszanie moga by¢ polilosciowa miarg za-
warto$ci poszczegélnych frakeji. W tych przypadkach wyniki otrzymane
przez planimetrowanie powierzchni zawartych pod poszczeg6élnymi ma-
ksimami krzywej rozkladu frakecji (po ewentualnym uwzglednieniu réz-

A

T A

Rys. 2. Wykres dla proteinogramu Rys. 3. Wykres dla proteinogra-
bez uzycia filtru i bez «-bromo- mu z zastosowaniem czerwonego
naftalenu filtru
A

A
{ - ——
Rys. 4. Wykres dla proteinogra- Rys. 5. Wykres dla proteinogra-
mu nasyconego mieszaning «-bro- mu nasyconego mieszaning «-bro-
monaftalenu, lecz bez uzycia fil- monaftalenu z parafing orazzza-
tru ; stosowaniem czerwonego filtru

nic wiazania barwnikéw przez albuminy i globuliny na drodze stosowa-
nia odpowiednich wspétczynnikéw przeliczeniowych) moga by¢ przy do-
braniu optymalnych warunkéw pomiaru poélilosciowa miarg zawartosci
biatka w poszczegélnych frakcjach. Przy braku ktéregokolwiek z wymie-
nionych czynnikéw wykres moze byé tylko jako$ciowa umowng miara
wielkoSci poszczegélnych frakeji, majaca tylko znaczenie poréwnawcze,
bardzo zreszta cenne w Kklinicznej ocenie schorzen charakteryzujacych
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9] ODCZYTYWANIE PASKOW Z ELEKTROFOREZY BIBULOWEJ 11

Tablica 2
Dane liczbowe w % dla przytoczonych rysunkéw 2—5
Globuliny
Albu-
miny L ey a Y
Odczyt bez filtru i bez «-bromo-
naftalenu (rys. 2) 29.9 8,2 15,0 18,9 28,0
Odczyt z filtrem czerwonym bez
«-bromonaftalenu (rys. 3) 38,2 6.3 13,1 16,2 26,2
Odczyt bez filtru 2z uzyciem
«-bromonaftalenu (rys. 4) 46,0 6,3 15,0 16,3 22,4
Odczyt z uzyciem filtru i a-bro-
monaftalenu (rys. 5) 47,0 5,0 10,2 15,4 224
: LA 2 :
| Odczyt na spektrofotometrze Beck- ;
mana z uzyciem «-bromonaf-
talenu 56,8 l PR 13,1 19,0

.sie wielkimi zmianami wielko$ci frakeji, ale bezwartosciowe dla oceny
rzeczywistego stosunku frakeji oraz dla uchwycenia malych zmian ich
wielkosSci.

3. WYNIKI OZNACZEN 1 DYSKUSJA

Dla przykiadu podajemy poréwnanie cyfr (tabl. 3) oraz typu wykre-
sow (rys. 6) przedstawiajgcych wielkosci frakeji bialkowych tej samej
surowicy otrzymane trzema metodami:

1) metoda elucji,

2) metoda uzycia nierejestrujacégo spektrofotometru (typu Beckma-
na). Spektrofotometr Beckmana zostal tutaj zuzyty w ten sposob, ze pro-
teinogram przesuwano w aparacie w miejscu przeznaczonym do wsta-
wienia naczyniek. Pomiary odbywaly sie w odstepach co 0,5 em, a wy-
niki liczbowe otrzymano przez planimetrowanie pola pod wykresami za-
lezno$ci absorpcji od diugo$ci paska,

3) metoda uzycia trzech samopiszacych absorpcjometrow, opisanych
przez réznych autoréow [14, 15, 20, 9].

Celem poréwnania rezultatéw pomiaréw wykonanych opisanymi spo-
sobami jest zwroécenie uwagi na mozliwo$¢ istnienia znacznych rozbiez-
noSci wynikéw dla tej samej krwi, podawanych przez autoréw stosuja-
cych rézne metody odczytywania proteinograméw. Rozbieznosci te maja
swe zrédlo w stosowanej metodzie odczytywania, a nie zaleza od rodzaju

http://rcin.org.pl



(103

S. GROSS i T. WRORSKA

12

zoimatsojleg ‘e[nway — nowolrdiosqe —dy

1ysmoyqzsnyg — 5 —dy eUBWI9g ALdk(niysalaraiu Jjowojojoayycds — g
IONYIN ‘I1YsM0I}sQ — Xjowolddiosqe — Oy efon — g

2'SZ (09T 622 |P°LI (89T |1°6T |8'CT [€'9T |6°CT |11 €41 |L2I |1 |6°6 |6°0T |$'8 |9LF |C'OF [8'6S |1°19 oruparg
¢'9Z | 6% 6% |8'LT |0'LT [9'6T |9°ST |91 |9°21 | T°TT |8'02 |C'F1 |€CT |6'0T |601 |¥'ge 0'6% |2LP |L'8S 019 =5
292 | — |0'%C [¥'LT |2LT |8'LT | — |[S'S1 [0°CT |8°0T [0Sl | — |g‘eT (0L |8°OT [0‘TF | — |O°L¥ |9'29 |219 @)
S
981 (0’12 |6'12 |¥'81 |6°CT (€22 |0°1Z 612 |T'PT |QTT.|8IT |9°'GI |Z'CT |6'6 |I'IT |e'Lb |¥'2¥ |0'Eh | 0°8S me.s o
0'p€ [9°LZ | €22 |6°8T |L'9T |9°GT [L'8T |T'CT |8'2T |€IT |€'91 [0'L |T'ST [S'OT |8°0T |I'PE |9'9F un.pv 8'LS mn.:. Pmu
L
9'0% (8'%C |2'€Z [SPT |0'LT [$°0T |T'OT [€FPT [8TT [OTT (832 |€'CT |&PT [8°TT |OTT |2'98 |LTS |2'8% (619 |0°19 | _ ”
1 9 , Q.
_ _ =
dy|O% |9y | g |a |¥v |% |%v | @ | @ |¥% |% |% | g | @ |¥v|% |9v | & | a e

P/ S Vo ) D 5
£ ugirrmgqortigDn furwnqrvVv (A
erueM £34zopo

rweqosods 1urf{uzoa yosoLuewfzrjo ‘arwersourajord m ¥ageiq o3ery yoAu[o8azdozsod YyoAmojuadold 1§0}IeM SIUBUMOIO]

€ BOI[qEL



[11] ODCZYTYWANIE PASKOW Z ELEKTROFOREZY BIBULOWEJ 13

badanego materialu do$wiadczalnego. Fakt ten zmusza do bardzo kry-
tycznego ustosunkowania sie do publikowanych norm zawarto$ci poszcze-
gbélnych bialek we krwi, o ile jednocze$nie nie sg podane szczegély sto-
sowanej metody odczytywania proteinograméw.

A

wh /\\

ot / \

- ——Meloda elucji

Gty T Spektrofolometr niepiszacy ) \
2 —=—=—~Absorpcjomelr samop(s28cy / T
o5t \
- \
\ \
k \
a3 ‘ \
\
|| \
41+ \
L " T 1 A 1 TS L i 1 i L i It 1 |L 0 1

3 5 7 9 " ] ] 7 "

Rys. 6. Przebieg krzywych stuzacych do obliczenia procentowego rozkladu frakeji
w metodzie elucji, spektrofotometru niepiszacego i absorpcjometru samopiszacego.
Uwaga: jednostki A odkladane na osi rzednych posiadaja dla kazdego z trzech wy-
kreséw inne znaczenje zaleznie od uzytego aparatu

Poréwnanie to jest szczegélnie ciekawe w obecnej chwili, kiedy wigk-
szo$¢ autor6w u nas w kraju stara sie zautomatyzowaé proces odezyty-
wania proteinograméw z uzyciem prymitywnych cze$ci aparatury dostep-
nych u nas w handlu. Metoda dajaca najlepsza zgodno$é¢ wynikéw z wy-
nikami elektroforezy w roztworze oraz z réznymi metodami wysalania
bialek surowicy krwi jest metoda elucji, ktérg z tego tez wzgledu szerzej
opisano na poczatku artykulu. .

a, i ay-globuliny zostaly w tabeli podane w jednej wspélnej ko-
lumnie jako a-globuliny dla ulatwienia poréwnania z wynikami innych
autoréw, ktorzy oznaczaja a-globuliny bez ich réznicowania. W tabli-
cy 3 w kolumnie oznaczonej litera E podane sg wyniki otrzymane na dro-
dze elucji. v

Wyniki otrzymane metoda elucji sa bardzo zblizone do wynikéw elek-
troforezy swobodnej oraz metod wysalania. Jest to szczegdlnie wyraznie
widoczne w przypadku duzych wartosci albumin oraz niskich y-glo-
bulin. Do wynikéw elucji bardzo podobne sa wyniki otrzymane na dro-
dze pomiaru absorpcji proteinogramu w spektrofotometrze Beckmana.
Wyniki te podano w tabeli w kolumnie oznaczonej litera B. Wyniki te sa

http://rcin.org.pl



14 S. GROSS 1 T. WRONSKA [12)

nieco mniejsze niz otrzymane w metodzie elucji, poniewaz ze wzgledow
technicznych stosowana szczelina spektrofotometru posiadata szeroko$c¢
1 mm, co odpowiada wigzce 30 my, co z kolei powoduje pojawienie sie
nieznacznych, pozornych odstepstw od prawa Beera [7].

" Kolumny trzecia, czwarta i piata podaja wyniki otrzymane na samo-
piszacych absorpcjometrach opisanych w mnaszej literaturze przez Ke-
mule i Bartosiewicza [9], przez Ostrowskiego i Mi-
kuckiego [14, 15] i uzywanym przez Ruszkowskiego [20]
w klinice Interny Polowej w Lodzi i zyczliwie udostepnionych nam przez
autorow.

Wartosci otrzymane przez autoréw sg ilustracjg oméwionych w pierw-
szej czesci artykulu przyczyn, a wiec niskie wartoéci dla albumin wska-
zuja na duzy wplyw odstepstw od prawa Beera. Na skutek obnizenia
warto$ci dla albumin automatycznie zwigksza sie procentowy udzial frak-
cji globulin. Szczegblnie wyraznie jest to widoczne na przykladzie y-glo-
bulin. Poszczegblne absorpcjometry samopiszace dostarczajag wynikéw,
ktére sa do siebie podobne, natomiast rozrzut odezytéw dla réznych pa-
skow tej samej krwi jest w metodzie absorpcjometrycznej duzo wiekszy
niz w metodzie elucji. Przy pomocy absorpcjometréw mozna odezytywaé
tylko proteinogramy o bardzo dobrze rozdzielonych frakcjach, by unik-
na¢ przypadkowych bledéw zwigkszajacych réznice. Na rys. 6 przedsta-
wiono schematycznie trzy sposoby graficznego przedstawienia wielkosci
frakeji. W opisanej poprzednio metodzie elucji, gdzie calg frakcje ozna-
czano sumarycznie, poszczegblne frakcje mozna zobrazowaé tylko przy
pomocy prostokatéw, ktérych wysokosé jest miarg wielkosci frakeji.

W metodach samopiszacych ksztalt krzywej jest bezposrednio wyni-
kiem pomiaru, jak to przedstawia schematyczna linia przerywana rys. 6
oraz wykresy rys. 2—5, za$ pomiar przy uzyciu spektrofotometru Beck-
mana dostarcza wynikéw, ktére moga by¢ naniesione na wykres zalezno-
$ci absorpeji od stezenia. Krzywa otrzymana w tym ostatnim przypadku
wykazuje duzo wyzsze maksima niz krzywa absorpcjometryczna. Miara
zawartosci poszczegblnych frakeji jest wielkos¢ pola zawarta pod poszcze-
gélnymi maksimami. Wartosci absorpcji odkladanej na osi rzednych po-
siadaja zupelnie inne znaczenie dla kazdej krzywej. Sa one zalezne od
elementéw konstrukcji poszczegblnych aparatéw i s3 ze sobg nieporéw-

nywalne.

‘Whnioski

Przedstawione wyniki wskazuja, ze uproszczone aparaty samopiszac2
sluzace do odczytywania proteinograméw sg bardzo wygodne w praktyce
klinicznej, gdzie pozwalaja na szybkie otrzymywanie wykreséw stuza-
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cych do potilosciowej oceny rozktadu frakeji biatkowych surowicy, co ma
duze znaczenie diagnostyczne. Przy uzyciu tych aparatéw nie mozna jed-
nak otrzymywaé dokladnych wynikéw ilociowych poréwnywalnych
z wynikami elektroforezy swobodnej. Normy zawarto$ci frakeji bial-
kowych otrzymane przy uzyciu tych uproszezonych absorpcjometréw nie
sg por6wnywalne z normami otrzymanymi na innych aparatach i co naj-
gorsze — odpowiednie przeliczenie wynikéw jest zupelnie niemozliwe.
Uzywanie aparatéw samopiszacych, szczegélnie prostych absorpcjome-
tréw, jest zupelnie niedopuszczalne w przypadkach, gdy celem pomiaréw
ma byé stwierdzenie malych odchylen od normy. W tych przypadkach
opisane w artykule wlasnosci aparatéw samopiszacych powoduja wiasnie
zacieranie si¢ malych ro6znic pomiedzy poszczegblnymi badanymi préb-
kami.

Wydaje sie nam, ze iloSciowe prace dotyczace iloSciowego skiadu frak-
cji biatkowych surowicy krwi winny byé¢ zawsze wykonywane z uzyciem
metod elucji lub tez bezposredniego odczytywania proteinogramu przy
pomocy spektrofotometréw. Uzycie samopiszacych spektrofotometrow
jest dopuszczalne tylko po wprowadzeniu jednego ze wspomnianych spo-
sob6éw logarytmowania wskazan aparatu, co ma miejsce tylko w najnow-
szych typach aparatow znajdujacych sie w handlu za granicg. Uproszczo-
ne samopiszace absorpcjometry moga oddawaé cenne ustugi tylko w kli-
nicznej diagnostyce lekarskiej. W dalszej konstrukeji tych uproszczonych
absorpcjometréw nalezy jednak dazyé¢ do uzycia elementéw sktadowych
posiadajacych odpowiednie wlasno$ci. Najwazniejszymi z tych elemen-
tow skladowych sa filtry oraz urzadzenia przeliczajace warto$ci trans-
misji ma absorpcje.

W zakonczeniu pracy milo jest nam serdecznie podzigkowaé¢ drowi
W. Ostrowskiemu, mgrowi W. Bartosiewiczowi oraz
drowi M. Ruszkowskiemu za wielkg zyczliwo$¢ w udostepnieniu
nam ich aparatury oraz w przedyskutowaniu szeregu, nie zawsze jedna-
kowo przez nas interpretowanych zagadnien, dotyczacych elektroforezy
bibulowej.

Streszczenie

Praca ma na celu poréwnanie réznych metod odczytywania proteino-
gramow oraz oceny pospolicie stosowanych w naszym kraju absorpcjo-
metréw samopiszacych. Autorzy uwazaja za najpraktyczniejszg w na-
szych warunkach metode elucji barwnika z proteinogramu oraz absorp-
cjometryczne oznaczanie stezenia wyplukanego barwnika, co w dalszym
ciggu pozwala na ustalenie wielkosci frakeji biatkowych.

http://rcin.org.pl
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Samopiszace absorpcjometry, stosowane dotychczas u nas w kraju,
dostarczaja wynikow nieporownywalnych z elektroforezg swobodna
i powinny znajdowa¢ zastosowanie tylko w laboratoriach klinicznych.
Aparaty te wymagaja jeszcze dalszych ulepszen, zanim zostang wprowa-
dzone do laboratoriéw naukowych. Podano takze zasady, jakimi nalezy
sie kierowa¢ przy wprowadzaniu dalszych ulepszen w konstrukeji tych
aparatow.
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OTCYET I[MIOJIOCOK BYMAMHOI'O 3JIEKTPODPOPE3A

Pezrome

ITensro HacToALuelt paboThl ABJIAETCA CPABHEHME DPA3JIMYHBIX METO/I0B
OTCYeTa NPOTEMHOTPaMM, 2 TAK¥KE OLEHKa OOBIKHOBEHHO NPYMEHAEMBIX
B Halleil cTpaHe camonmuuyumx abcopbiuymomerpos. Hambonee mpakrTuyec-
KMM B HAlIMX YCJOBMAX ABTOPBI CHUTAIOT METOJ OSJIIOLMM KpacuTesd u3
TIPOTEMHOTrPaMMbI M abcopbLmmoMeTpuyecKoe OIpeiesieHne KOHLEHTpaLuu
BBIMIOJIOCKAHHOTO KPACUTEJIsi, YTO B JAJbHEHMIIEeM [103BOJIAeT yCTaHOBUTH
pa3Mepbl 6eIKOBBIX (hpaxImii.
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IIpmeHsemMBle [0 HACTOAILEr0 BpeMeHM B Hallleii CTpaHe CaMOIMILy-
e adcopbUMOMeTPhl AT pe3yJbTAaThl HECpPaBHMMbBIE C 9JIEKTpodope-
30M B PacTBOPE M JIOJKHBI HAXOAUTH IIPMMEHEHME TOJBKO B KIMHMYECKMUX
Jnaboparopuax. OTu anmapaTel TPeOYIOT elle AaJbHENIIero ycoBepIIeH-
CTBOBaHMA 10 BBEJEHMA UMX B HAaY4YHBIX JlabopaTtopuax. IIpuBesieHbI TakKe
NPMHLUIIEI, KOTOPBIMM CJEAYeT pPyKOBOACTBOBATHCA MpPM JajJbHElIeM
YCOBEpIIEHCTBOBAHUYM KOHCTPYKLMM 9THUX allapaTos.

INTERPRETATION OF PAPER-ELECTROPHORESIS CHROMATOGRAMS
Summary

The authors compare various methods of analysing proteinograms,
and evaluate the self-recording absorptiometers currently used in this
country. Under existing conditions, the authors favour on practical
grounds elution of the dye from the proteinogram and absorptiometric
determination of the eluted dye, which permits subsequent quantitative
determination of protein fractions. The self-recording absorptiometers
hitherto used in this country afford results that cannot be compared
with those of electrophoresis in solution and should not be used in other
than clinical laboratories. These instruments call for further improve-
ments before being introduced into scientific laboratories. The paper also
indicates the principles which should be taken into account in divising
further improvements in the construction of these instruments.

Otrzymano 28.3.1956 r.
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ACT A& B IO O0OBIEMITOR POLOGNYO A

Vol. IV 1957 No 1

P. MASTALERZ

SYNTEZA KWASU »-FOSFONOGLUTAMINOWEGO

Z Instytutu Immunologii i Terapii Dosw. PAN we Wroctawiu
dyrektor: prof. dr S. Slopek
Dziat Biochemii, kierownik: prof. dr T. Baranowski

W toku poszukiwan inhibitoréw glutaminazy, zblizonych struktural-
nie do kwasu glutaminowego, otrzymano syntetycznie nie opisany dotad
kwas y-fosfonoglutaminowy (1-amino-3-fosfono-propano-karboksylowy-1).
Analogia strukturalna tego zwiazku (I) do kwasu glutaminowego (I1I)
polega na tym, ze grupa fosfonowa -PO(OH), zastepuje grupe kar-
boksylowa kwasu glutaminowego w pozycji y. Istnieje réwniez daleko
idace podobienstwo do fosforanu seryny (III). W tym wypadku grupe
CH, zastepuje atom tlenu.

H02C-(|ZH-CH2-CH2-PO(OH)2 HO,C-CH-CH,-CH,-CO.H
NH, (I) NH, (I1)

H02C-(|3H-CH2-O-PO(OH)2
NH, (I11)

Kwas fosfonoglutaminowy jest przedstawicielem grupy zwigzkéw za-
wierajacych atom fosforu zwiazany bezposrednio z atomem wegla. Tego
rodzaju organiczne zwigzki fosforu nie wystepujg w organizmach zy-
wych i nie byly dotychczas badane w izolowanych ukladach enzymatycz-
nych. W piSmiennictwie znalazlem zaledwie kilka pozycji dotyczacych
wiasnosci biochemicznych tych zwigzkéw. M. N. Kabacznik i wsp.
[2] badali niedawno do$¢ wyczerpujaco dzialanie biologiczne kwaséw
a-aminofosfonowych o wzorze ogélnym

R-CH-PO(OH),

|
NH,

[19]
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20 P. MASTALERZ (21

P. Preis, T. C. Myers i E. V. Jensemn [1] podali synteze fos-
fonowych analogéw kwasu glicerynowego i zapowiedzieli badanie ich
zachowania sie w reakcjach enzymatycznych. Zapowiedzieli réwniez syn-
tezy dalszych zwiazkéw fosfonowych, analogicznych do naturalnych me-
tabolitow.

Badania enzymatyczne z zastosowaniem opisanego w tej pracy kwasu
fosfonoglutaminowego sa w toku.

Czeé¢ doswiadczalna

1,3 g (0,056 mola) sodu rozpuszczono w 60 ml absolutnego etanolu,
dodano 10,2 g (0,047 mola) dwuetylowego estru kwasu acetaminomalono-
wego i do powstalego roztworu wkroplono w ciggu 10 min. 11,5 g (0,047
mola) dwuetylowego estru kwasu f-bromoetylofosfonowego. Mieszanine
ogrzewano na wrzacej lazni wodnej przez 6 godzin. Po odsaczeniu wy-
dzielonego bromku sodu odparowano rozpuszczalnik pod zmniejszonym
ci$nieniem a pozostaly olej ogrzewano do wrzenia z 20% kwasem solnym
przez 8 godzin. Roztwor po hydrolizie odparowano pod zmniejszonym
ciénieniem do sucha. Pozostala szklista mase rozpuszczono w 50 ml abso-
lutnego etanolu, odsgczono nierozpuszezalny osad nieorganiczny (chlorek
sodu). Odparowano alkohol, pozostato$¢ rozpuszezono w 50 ml wody i do-
dawano matymi porcjami tlenek srebra az do iloSciowego wytracenia jo-
nu chlorkowego, unikajac nadmiaru tlenku srebra. Po odsaczeniu powsta-
tego chlorku srebra roztwér zadano podwéjna objetoscia alkoholu etylo-
wego. Otrzymano 4,2 g krystalicznej substancji o temperaturze topnienia
190—193°. Po dwukrotnym oczyszczeniu przez rozpuszczenie w wodzie
i wytracenie alkoholem otrzymano chromatograficznie jednorodna sub-
X stancje o temperaturze topnienia 206—208°.

Wydajnoéé czystego produktu 3,6 g (37,2%).

Wyniki analiz potwierdzaja przewidywanie, ze otrzymana substancja
jest kwasem y-fosfonoglutaminowym.

Znaleziono 7,84%0 N, 17,20% P.

Wyliczono dla C,H,,O;NP 7,65% N, 16,92%0 P.

Kwas y-fosfonoglutaminowy jest kwasem tréjzasadowym. Rownowaz-
nik kwasowy wyznaczony przez miareczkowanie formolowe wobec fe-
nolftaleiny wynosi 62, wyliczony 61. Miareczkowanie potencjometryczne
wykazuje trzy stopnie dysocjacji kwasowej. pK wyznaczone w przybli-
zeniu z krzywej miareczkowania wynoszag I = 2,5; II = 6,9; III = 10,3.

Wykonano chromatogram jednowymiarowy na bibule Whatman nr 1.
Rozpuszczalnikiem byl fenol nasycony woda. Rozwijanie chromatogramu
trwalo 8 godzin w temp. ok. 18°, w atmosferze zawierajacej amoniak.
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(3] SYNTEZA KWASU +-FOSFONOGLUTAMINOWEGO 21

Chromatogram wywolywano w zwykly sposéb 0,1%/0 alkoholowym roz-
tworem ninhydryny.

Streszczenie

Otrzymano syntetycznie kwas y-fosfonoglutaminowy. Materiatami
wyjéciowymi do syntezy byly dwuetylowy ester kwasu acetaminomalo-
nowego oraz dwuetylowy ester kwasu f-bromoetylofosfonowego. Wydaj-
nos¢ metody 37,2%b.

LITERATURA

[1] Preis S, Meyers T. C, Jensen E. V., J. Am. Chem. Sos. 77, 6225,
1955.

[2l Ryzkow W.Ek, Kabacznik M. N. Tarasewicz £ M,
Medwed T.J, Zejtlenok N. A, Marczenko N. K,
Wagzanowa B. A, Utanowa E. F, Czewurkina
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HBIM MaTepuajioM AJA CHMHTe3a ObLIM: AMITMIIOBBIA 9(bup aleTaMMHMAJO-
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ITpomsBozuTenbHOCTE MeToaa 37,2%.

SYNTHESIS OF »-PHOSPHONOGLUTAMIC ACID
Summary

The synthesis of y-phosphonoglutamic acid, a substance structurally
related to glutamic acid is announced. y-phosphonoglutamic acid has been
synthesised by the usual method of synthesis of amino acids, using
diethylacetaminomalonate and diethyl-p-bromoethylophosphonate as
starting materials. Yield 37.2%b.

Otrzymano 2.7.1956 r.
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WPLYW OPERACYJNEGO USUNIECIA NOWOTWORU
NA BILANS AZOTOWY U SZCZURA

Z Instytutu Onkologii — Oddzial w Gliwicach
Dyrektor: dr med. J. Swiecki
Zaklad Biologii Nowotworéw
Kierownik: prof. dr K. Dux

W poprzedniej pracy [2] stwierdziliSmy, ze retencja azotu w organiz-
mie szczura wzrasta w miare wzrostu guza nowotworowego. Celem ni-
niejszej pracy bylo zbadanie, czy po operacyjnym usunieciu nowotworu
bilans azotowy powraca do normy nagle, czy tez nieprawidlowo wielka
retencja azotu utrzymuje sie przez pewien czas po operacji. W ostatnim
wypadku moglibySmy oczekiwaé¢ szybszego przyrostu wagi ciala zwie-
rzecia.

Wyniki doswiadczenia skionily nas do wykonania kilku badan kon-
trolnych, ktére mialy na celu prébe wyjasnienia mechanizmu zmian
w bilansie azotowym zachodzacych po usunieciu nowotworu.

Material i metoda

Doswiadcezenia wykonano na samcach szczura bialego o wadze poczat-
kowej 120—130 g. Spos6éb wszczepiania i charakterystyke miesaka, spo-
s6b karmienia zwierzat, zbierania wydalin i oznaczania bilansu azoto-
wego podano w poprzedniej pracy [2]. Zwierzeta karmiono ,,dietg I”, kt6-
rej sklad podano uprzednio. U zwierzat obarczonych nowotworem ozna-
czanie bilansu azotowego rozpoczynano okolo 12 dnia po wszczepieniu
nowotworu. Zmiany w bilansie azotowym wyrazono w odsetkach w sto-
sunku do normalnego bilansu, ktéry okre§lano jako 100°. Za normalny
. przyjeto bilans azotowy szczuréw zdrowych lub obarczonych nowotwo-
rem w okresie utajonego wzrostu guza.

Z wyjatkiem wszczepienia nowotworu wszelkie zabiegi operacyjne
przeprowadzano w narkozie eterowej. Szczury w ciagu pierwszej doby
po zabiegu otrzymywatly do picia zamiast wody destylowanej fizjologicz-

(23]
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24 M. CHORAZY [2)

ny roztwér NaCl. Zwierzetom po usunieciu nadnerczy podawano w cig-
gu pierwszej doby diete¢ w mniejszych porcjach, a za to czesciej niz zwy-
kle, tak ze dobowa ilo§¢ pozywienia podana tym zwierzetom byla taka
sama, jak w innych grupach doswiadczalnych.

Wyniki badan

Poczawszy od 18 dnia po wszczepieniu nowotworu bilans azotowy
przyjmowat stopniowo coraz to wyzsze wartosci. W 24 dniu retencja azo-
tu osiggneta wartos¢ o ok. 50% wyzsza od normy. Po operacyjnym usu-
nieciu nowotworu bilans azotowy obnizal sie stopniowo i po 4 dniach

y przyjete) za 100
%

3

Op

r l

50k nawrot
!
bez nawrotu
D ey

3

I \\/ v

R A L

Dni po wszczepieniu nowotworu Dni po usunigciu nowotwory

Rys. 1. Bilans azotowy w trakcie wzrostu-i po operacyjnym usunigciu nowotworu.
Moment operacji oznaczono strzaltka i symbolem ,,Op”. Drugie wzniesienie krzywej
przedstawia bilans 5 szczguréw w czasie rozwoju nawrotu. Linia przerywana — bi-
lans u szczura bez mawrotu. Krétka pionowa linia na poczatku wykresu zakonczona
poziomymi kreskami ilustruje maksymalne odchylenie (w %) Sredniej dobowej bi-
lansu grupy szczuréw od normy

Bilans azotewy w procenfowym stosupku do norm,
3

przybieral wartoéci zblizone do mormy, a nastepnie spadal nieco ponizej
normy, osiggajac 10 dnia po operacji najnizsza warto$¢ (Rys. 1). Przyrost
wagi zwierzat po usunieciu guzéw mial tempo zblizone do przyrostu wagi
w okresie utajonego wzrostu nowotworu (Rys. 4).

Sposrod 6 szczuréw (ktéorym usunieto guz) u 5 zwierzat nastgpil miej-
scowy nawrét nowotworu. Kliniczne objawy nawrotu pojawialy sie mie-
dzy 5 a 9 dniem po operacji. Od 10 dnia po usunieciu guzéw bilans azo-
towy przybieral ponownie coraz to wyzsze wartosci. U jednego szczura,
u ktérego nawrdt mie nastapil, retencja azotu po okresie spadku wahata:
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3] BILANS AZOTOWY U SZCZURA 25.

sie w poblizu normalnych wartos$ci (Rys. 1). Przyrost wagi tego zwierze-
cia byl wyraznie mniejszy niz zwierzat z wtérnie rozwijajacym sie gu-
zem (Rys. 4). Przez okres calego doSwiadczenia absorpcja azotu z prze-

wodu pokarmowego utrzymy-
wala si¢ na jednakowym po-
ziomie.

Przebieg bilansu azotowego
po operacyjnym usunieciu no-
wotworu nasunag! koniecznosé
zbadania wplywu urazu na bi-
lans azotowy w warunkach na-
szego doSwiadczenia.

Zdrowe szczury po zadaniu
urazu (zmiazdzenie mies$ni bio-
drowych) wydalaly z moczem
znaczne ilosci ciatl azotowych,
przez co bilans azotowy obnizat
sie, utrzymywat sie jednak w
obrebie wartosci dodatnich
(Rys. 2). Retencja azotu osia-
gala najnizsza warto$¢ w 6 dniu
po urazie, po czym nastepowat
wzrost ilo$ci azotu zatrzymywa-
nego w ustroju. Zstepujacy od-
cinek krzywej bilansu po urazie
podobny jest do krzywej bilan-
su po usunieciu nowotworu w
poprzedniej grupie szczuréw.
Absorpcja azotu z przewodu po-
karmowego w omawianej grupie
zwierzat utrzymywala sie na
jednakowym poziomie w ciggu
14 dni. !

Prébowano nastepnie spraw-
dzi¢, czy uraz wplywa na bilans
azotowy za posrednictwem nad-
nerczy, gdyz w piSmiennictwie

Bitans azotowy w procentowym stosunku.do normy przyjele za 100
8

Cortison
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Dni przed urazem Oni po urazie

Rys. 2. Przebieg bilansu azotowego po urazie
u szczuréw zdrowych oraz po urazie i korty-
zonie u szczuréw pozbawionych nadnerczy.
Nadnercza usunigeto w momencie (,,A”), uraz
zadano w momencie (,T”). Linia przerywa-
na przedstawia bilans u szczura, ktéremu
usunieto tylko jedno nadnercze (,,A”), na-
stepnie zadano uraz (,T”) oraz podano kor-
tyzon (,,C”). W trzecim dniu po podaniu kor-
tyzonu bilans azotowy przyjal warto$ci ujem-
ne (nie objete wykresem)

wielokrotnie podnoszono znaczenie nadnerczy w przystosowaniu prze--
miany materii do bodzcéw dzialajgcych na szkode ustroju (S ely e-stress).
W tym celu zadawano uraz szczurom, ktérym uprzednio usunieto nad-
nercza. W takich doswiadczeniach uraz nie wywolywat spadku bilansu
azotowego, przeciwnie, juz po samej adrenalektomii bilans przybieral
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26 M. CHORAZY [4]

warto$ci wyzsze od normy i taki wzrost bilansu utrzymywal sie nadal
mimo zadaniu urazu. W 8 dniu po adrenalektomii bilans osiggal wartosé
wyzsza o 80% od wartosci przed usunigciem nadnerczy (Rys. 2). Kortyzon
podany zwierzetom tej grupy spowodowal gwattowny spadek bilansu,
tak ze po 48 godz. bilans przybieral wartosci ujemne (Rys. 2). Po usunie-
ciu nadnerczy zwierzeta przybieraly wiecej na wadze, natomiast po po-
.daniu kortyzonu waga zwierzat spadata.

Interesujacy jest przebieg bilansu azotowego u jednego szczura tej
-grupy, u ktérego wskutek bledu technicznego usunieto tylko jedno nad-
nercze. U zwierzecia tego bilans do chwili zadania urazu wahal sie w po-
blizu normy, po urazie nastapil spadek bilansu, a nastepnie powrét do
normy (Rys. 2). Na podanie korty-
zonu zwierze zareagowalo podob-
nie jak pozostale.

U szczuréw obarczonych nowo-
tworem uraz (naciecie skéry u pod-
stawy guza, czeSciowe odiuszczenie
skéry od guza i czeSciowe zmiaz-
dzenie mies$ni biodrowych po jed-
nej stronie) wywolywal gwattow-
ny spadek bilansu azotowego (Rys.
3). Przebieg krzywej bilansu byl
bardziej stromy niz krzywej po
usunieciu guza w pierwszej grupie
Zwierzat (Rys. 1).

Opierajac sie¢ na dotychczas
przedstawionych wynikach stara-
liSmy sie w nastepnej serii do-
Swiadezen wylaczy¢é wplyw urazu

8

Bilans azotowy w procentowym stosunku do normy przyjelej za 100
S

Y T W G $

Om przed zabiegiem  Oni po 2abiegu

Rys. 3. Przebieg bilansu azotowego po
urazie (,T”) u szczuréw obarczonych
nowotworem ( ). Srednie uzyskano
z 6 szczuréw. Przebieg bilansu po ope-
racyjnym usunieciu guza (,,Op”) u
szczuréw-nosicieli nowotworu (—x—)
uprzednio poddanych adrenalektomii
{,,A”). W nawiasach podano ilo§¢ szczu-
row, z ktorej obliczono $rednig

na bilans azotowy przez wyciecie
nadnerczy u nosicieli nowotworu
przed operacyjnym usunieciem gu-
za. Wiekszos¢ szczurow obarczo-
nych nowotworem zle znosila ad-
renalektomie. Zwierzeta po zabie-
gu byly ostabione, apatyczne, spo-
strzegano objawy atonii jelit oraz
zmniejszone oddawanie moczu
i kalu. Nastepowe usuniecie guza

nowotworowego powodowalo pogarszanie si¢ stanu ogélnego zwierzat.
‘Znaczna cze$¢ szczuréw padila wsréd objawoéw ogdlnego ostabienia oraz
niedroznosci jelit lub biegunki. Jeden szczur padt z objawami porazenia
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ruchowego czterech konczyn i drgawek. Sposréd 15 szczuréw uzytych do
tego doswiadczenia zaledwie 5 przezylo okres dostatecznie diugi do ozna-
czenia bilansu. U czterech szczuréw po adrenalektomii spostrzegano wy-
razna regresje nowotworu.

Bilans azotowy po usunigciu nowotworu u szczuréw, ktérym cztery
dni wezesniej usunieto nadnercza, spada do normy i ponizej, utrzymuje
si¢ jednak w obrebie wartosci dodatnich (Rys. 3). Spadek bilansu wyste-
powal z wyraznym opdznieniem w poréwnaniu ze spadkiem po usunie-
ciu guzéw u zwierzat posiadajacych nadnercza, przy czym krzywa bi-
lansu miata przebieg dwufazowy. Wspomniane wyzej zmiany chorobowe
spostrzegane u nosicieli nowotworu po adrenalektomii wiklaja jednak
obraz przebiegu bilansu azotowego.

Oméwienie wynikéw

W doswiadczeniach naszych po operacyjnym usunigciu guza nowo-
tworowego retencja azotu w organizmie nosiciela zmniejszata sie i przy-
bierata wartosci zblizone do normy juz w kilka dni po zabiegu. Tempo
przyrostu wagi ciala szczuréw po usunieciu guza byto zblizone do szyb-
kosci wagi w okresie utajonego wzrostu nowotworu i do przyrostu wagi
ciala szczuréw zdrowych tej samej pici i wieku, karmionych taka sama
dietg. Jesli za kryterium unormowania sie¢ przemiany biatkowej przyj-
miemy bilans azotowy i przyrost wagi ciala, dojdziemy do wniosku, ze
zachwiana wskutek wzrostu nowotworu gospodarka biatkowa [1], [2] po
operacyjnym usunieciu guza powraca do normy.

Z piSmiennictwa wynika, ze réwniez inne objawy zaburzenia meta-
bolizmu ustrojowego po usunieciu nowotworu powracajg do normy: obni-
zona w czasie wzrostu nowotworu aktywnos$¢ katalazy watroby podwyz-
sza sie [8], wysokos$¢ fali polarograficznej surowicy krwi spada do war-
to$ci normalnych [11], normuje sie obraz biatek krwi [16], [17].

U zwierzat do$§wiadczalnych w warunkach dowolnego odzywiania sie
spostrzegano po operacyjnym usunigciu nowotworu szybszy przyrost wa-
gi [6]. Zjawisko to mozna objas$ni¢ zwiekszonym pobieraniem pokarmu
po okresowej utracie tfaknienia w okresie wzrostu nowotworu.

Godne uwagi jest obserwowane w pierwszym dos§wiadczeniu zjawisko
szybkiego rozwoju nawrotu nowotworu. Okres utajonego wzrostu nawra-
cajacego guza wynosit 5—9 dni, czyli byl o polowe krétszy od okresu uta-
jenia guza pierwotnego. Wzrost ilosci zatrzymywanego w ustroju azotu
wskutek rozwoju guza pierwotnego rozpoczynal sie okolo 18 dnia po
wszczepieniu nowotworu, natomiast rozwijajacy si¢ mawrét wywolywal
wzrost retencji azotu juz w 10 dni po usunieciu guza pierwotnego.
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28 M. CHORAZY (63

W tym okresie przyrost masy tkanki nowotworowej nie wywolywat jesz-
cze widocznego przyrostu wagi zwierzat (Rys. 4). Zjawisko szybkiego
rozwoju nawrotu mozna by tlumaczy¢ lepszymi warunkami odzywienia
komoérek nowotworowych pozostawionych w obrebie pola operacyjnego
w poréwnaniu z warunkami troficznymi pierwotnego wszczepu. Spo-
strzegany jednak w doSwiadczeniach na zwierzetach i u ludzi szybszy
wzrost przerzutéw odleglych od ogniska pierwotnego, po jego operacyj-
nym usunieciu, sklania do przypuszczenia, ze pewna role odgrywaja tu
tez warunki ogélnoustrojowe. Gwaltowne usuniecie z ustroju pierwotne-
go guza nowotworowego moze stwarza¢ bardziej korzystne warunki me-
taboliczne dla rozwoju nowotworu wtoérnie odrastajacego po niedoszczet-
nej operacji. W odniesieniu do gospodarki azotowej ponowny rozwdéj gu-
za nowotworowego powoduje szybszy wzrost retencji azotu w poréwna-
niu ze wzrostem retencji azotu towarzyszacym rozwojowi guza pier-
wotnego.

ol
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Rys. 4. Przyrost wagi ciala szczuré6w obarczonych nowotworem (—o—). Wage zwie-

rzat bezposrednio po usunieciu nowotworu przyjeto za 100. Linia prosta ilustruje

$redni przyrost wagi szczuréw tej samej plci i wieku, pozostajgcych w takich samych
warunkach

W kilku seriach doswiadczen prébowalismy wyjasni¢, czy spadek re-
tencji azotu spostrzegany u mosiciela nowotworu po usunigciu guza nie
jest wywolany urazem operacyjnym. Spadek iloSci azotu zatrzymywa-
nego w ustroju na skutek réznorodnych urazéw jest zjawiskiem znanym
[5], [13], [21], spostrzeganym réwniez w warunkach naszego doswiadcze-
nia (Rys. 2). Denoix i wsp. [4] wspominaja, ze po usunieciu zotgdka
u chorych na raka tego narzadu spostrzegano wzmozony katabolizm
biatkowy.

Wedlug panujacych wspoéiczesnie pogladéow utrata azotu przez orga-
nizm na skutek urazu zachodzi w wyniku uruchomienia odruchu neuro-
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(71 BILANS AZOTOWY U SZCZURA 29

humoralnego, ktérego koncowe ogniwo stanowi kora nadnerczy pobudzo-
na do wzmozonego wydzielania dokrewnego przez ACTH [12]. Przerwa-
nie powyzszego lancucha odruchowego, np. przez usuniecie nadnerczy,
przysadki lub niektérych osrodkéw podkorza na ogél znosi metaboliczne
efekty urazu. Réwniez w naszym doswiadczeniu uraz zadany szczurom
po uprzednim usunieciu nadnerczy nie wywolal, jak u zwierzat zdro-
wych, spadku bilansu azotowego. Jedynie u jednego szczura z pozosta-
wionym jednym nadnerczem pourazowy efekt w bilansie azotowym byt
podobny do efektu pourazowego u zwierzat zdrowych. Jednak spadek
bilansu u tego zwierzecia byl mniejszy niz u szczuréw zdrowych.

Kortykoidy podane w nadmiarze wywoluja efekty metaboliczne po-
dobne do efektéw obserwowanych po urazie (Rys. 2).

Zwiazek hormonéw kory nadnerczy z powstawaniem pourazowych
efektéw w przemianie bialkowej jest wiec niewatpliwy [14]. Duzy ma-
terial dowodowy zebrany jest w pracach przegladowych [3], [7], [10],
[15], [20]. Wysuwano jednak zastrzezenia, ze hormony kory nadnerczy
nie sa bezposrednio odpowiedzialne za zwiekszone wydalanie azotu po
urazie [13] i nie okreslaja wielkosci odczynu na uraz [9]. Wg Robertsa
hormony kory nadnerczy ulatwiaja mobilizacje bialka tkankowego.

Wytuszezenie guza nowotworowego szczurom, ktérym na kilka dni
wcezesSniej usunieto nadnercza, powodowalo spadek bilansu azotowego.
Odczyn ten wystepowat jednak z 4 dobowym opéznieniem, tak ze dopie-
ro okolo 8 dnia po usunigciu nowotworu bilans przybieral wartosci zbli-
zone do normy (Rys. 3). Po usunigciu guza bilans azotowy spadal mimo
wyeliminowania wplywu urazu operacyjnego. Z powyzszego do$wiadcze-
nia wynika tez, ze obecnos$¢ nadnerczy nie jest konieczna dla ustabilizo-
wania sie retencji azotu na nowym, nizszym poziomie po usunieciu
z ustroju tkanki nowotworowej. Zjawiska te przemawialy by za tym, ze
chociaz ustr6j zwierzecia rowniez w nieobecnosci nadnerczy dostosowuje
swoj metabolizm do aktualnych potrzeb jego tkanek, to jednak w obec-
no$ci hormonéw nadnerczy proces ten przebiega sprawniej i szybciej.

Interesujacym jest, ze bilans azotowy od wysokich wartosci, wywo-
tanych obecnoscia nowotworu, po usunieciu guza lub urazie spadal po-
nizej normy, a dopiero potem podwyzszal sie. Homeostaza przebiegala
jak gdyby w dwéch okresach; w pierwszym mechanizm obnizajacy bi-
lans wywolywatl spadek retencji azotu ponizej normy, co z kolei w dru-
gim okresie wyzwalalo mechanizm przeciwny podwyzszajacy retencje.
Przebieg tego odczynu przypomina kolejno$é zmian w stezeniu glikoge-
nu w watrobie, jakie spostrzegal Dre ws u myszy poddanych dziataniu
urazu [5]. .

http://rcin.org.pl



30 M. CHORAZY (81

Streszczenie

1. Bilans azotowy u szczur6w po operacyjnym usunigciu przeszcze-
pianego miesaka powracal do normy. Odrastanie niedoszczetnie usunie-
tego nowotworu spowodowalo ponowny wzrost wartosci bilansu azo-
towego.

2. W warunkach kontrolowanego odzywiania temp6 przyrostu wagi
ciala szczuréw po operacyjnym usunieciu nowotworu nie zwiekszalo sie
i bylo zblizone do tempa przyrostu wagi ciala szczuréw zdrowych.

3. Powrét bilansu azotowego do normy po usunieciu guza nowotwo-
rowego zachodzil réwniez u zwierzat pozbawionych nadnerczy. U zwie-
rzat posiadajacych nadnercza proces ten zaczynal sie jednak wezesniej,
bezposrednio po operacji i przebiegal szybciej.

4. Rozwdj odrastajacego nowotworu po jego niedoszczetnym usu-
nieciu postepowal szybciej niz rozw6j tkanki miesaka wszczepionego
pierwotnie.

5. Szczury obarczone miegsakiem zle znosily usunigcie nadnerczy.
Nastepowe usuniecie guza pogarszalo stan ogélny, a w przewazajacej
czeSci naszych zwierzat do$wiadczalnych spowodowalo zgon.

Panu prof. K. Duxowi za udzielenie cennych uwag oraz pani inz.
M. Grabowskiej i zonie mojej Kazimierze — asyst. techn. za
wydatng pomoc techniczng skladam serdeczne podziekowanie.
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BJIHAHHE OINEPAIIHOHHOI'O YIAJIEHUSi HOBOOBPA3BOBAHUA
HA A3O0THBIH BAJIAHC ¥V KPBIChI

Peziome

1. AszoTHbIA 6anaHc y KpbIC 10CJI€ ONEPaLMOHHOTO YAAJeHUA MDHBM-
BOYHOJ CapKOMBI BO3Bpallajica K Hopme. Pa3Burue HenocTaTOYHO yAaJieH-
HOJ OMyXOJI¥ BBI3BAJIO BTOPUYHOE yBEJIMYEHME a30THOro HasaHca.

2. B ycnoBMAX KOHTPOJMPOBAHHOTO NMUTAHMA CKOPOCTh NMPUPOCTa Beca
TeJla KPBIC, ITOCJIE€ ONEePalMOHHOTO yAaJIeHMs ONMyXOJiM, He yBeJudyuBaJach
n ObL1a NpMOIM3UTENTBHO Takas 3Ke, KaK y 340POBBIX KPBbIC.

3. Bogppaulenye azorHoro GasaHca K HOpMe IOCJe YAaJeHMs Omy-
XO0JIM TIOABJIAJIOCH TaKXKe y JKMBOTHBIX, Y KOTOPBIX paHee ObLIM yAajeHbI
Haanoyeynuky. OHAKO, y >KMBOTHBIX C HAAIOYEYHMKaMy 3TOT IPOLECC
Ha4YMHAJICA paHblle (HEeroCpeACTBEHHO IOCJ]e YAAJEHMs OIyXO0Jy) U IIpo-
TexkaJ OwIcTpee.

4. PassuTtue peumamMBMPYIOLLEH OIMYXOJM I0CJ€ HEMOJHOrO ee yaaje-
HMA HacTynajo ObicTpee, yeM pa3BuTHME IE€PBOHAYAJbHO NPUBMUTON cap-
KOMBI.

5. VYpaneHme HAJANOYEHYHUKOB y KpPBIC, MOPAXKEHHBIX CapKOMOi, Bbl-
3bIBAJIO TAXKEJbIe OCJIOXKHEHMA. YJajieHue OIyXOoJy Iocje aAapeHaseK-
TOMMM BBI3BIBAJIO yXyAlleHue OOlIero COCTOAHMA KpbIC, OOJBILIMHCTBO KO-
TOPBIX riorubauio.

THE EFFECT OF REMOVAL OF A TUMOUR ON THE NITROGEN BALANCE IN
THE RAT

Summary

1. The nitrogen balance of rats after the extirpation of transplantable
sarcoma was immediately restored to normal values. The recurrence after
the incomplete removal of the tumour was followed by a rapid increase
of retained nitrogen.
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2. The gain in weight of tube-fed animals after removal of tumour
was about the same as in normal rats.

3. The nitrogen balance after tumour removal fell to normal level
also in the adrenalectomised rats. However, in the non-adrenalectomised
animals this process began sooner, and the normal values were reached
more rapidly. ;

4. The growth of locally recurring sarcoma was more rapid than the
growth of the primary tumour.

5. In tumour-bearing rats adrenalectomy was followed by numerous
complications. The majority of adrenalectomised rats died after excision

of tumour.

Otrzymano 6.9.1956 r.
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BILANS ENERGETYCZNY WZROSTU HODOWLI
MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS H37Rv

Z Zaktadu Chemii Fizjologicznej Akademii Medycznej w Warszawie
Kierownik: prof. dr J. Heller

W r. 1946 i 1947 oglosit Ernest Sym wyniki swoich badan z lat
‘wojny nad metabolizrmem pratka gruzlicy [6, 7]. Pierwsza publikacja za-
wierala rozwazania t:eoretyczne nad bilansowym ujeciem metabolizmu
drobnoustrojéw i obszerny program badan, w ktérym badania nad meta-
bolizmem pratka gruzlicy mialy stanowié pierwsza faze.

Metoda stosowana przez Syma polega na prowadzeniu hodowli
w naczyniu zamknietym i na wyliczeniu calego bilansu wegla, wodoru,
azotu i tlenu. Oznacza sie zuzycie tlenu, wydalanie CO,, ubytek substra-
tow z pozywki, zawarto$é wegla i azotu w pozywce powzrostowej i sktad
-elementarny oraz wage wyhodowanych pratkéw. Sy m i wspoéipracow-
nicy oglosili ogélem 8 pelnych bilanséw dla pratka zjadliwego [2, 4, 7, 9]
stosujac 4 rézne pozywki. Planowane byly réwniez pomiary kaloryme-
tryczne, lecz przedwczesna $mieré badacza w sierpniu 1950 r. uniemozli-
wila ich wykonanie. W obecnej pracy podjeliémy to zagadnienie, ozna-
czajac bilans kaloryczny zjadliwego pratka gruzlicy hodowanego na po-
zywce Syma DGK, lecz w ukladzie otwartym. Otrzymane wyniki po-
rownaliSmy z wynikami bilansowych doswiadczen Syma na tej samej
pozywce, przeliczonymi na kalorie wedle ciepla spalania substratéw. Ce-
lem tego poréwnania jest zbadanie na odmiennej drodze do§wiadczalnej
stuszno$ci wnioskéw, ktére Sy m wyciagnal ze swoich bilanséw ma-
terialowych.

Czes$¢ doswiadczalna

W badaniach uzywano zjadliwego szczepu Mycobacterium H37Rv ze
zbioru Instytutu Gruzlicy. Hodowle prowadzono na 200 ml syntetycznej
pozywki glikozowej DGK Syma [8]. Po czterech tygodniach od mo-

(33]
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mentu rozpoczecia hodowli, kozuch bakteryjny oddzielono saczac pozywke
przez filtr Seitza z dodatkowym saczkiem z bibuly. Bakterie na saczku
przemywano woda destylowana do zaniku reakecji na glikoze. Glikoze
oznaczano metoda Hooglanda i Mendela [3]. Przemyte drobno-
ustroje autoklawowano i suszono w 105° do stalej wagi. Popluczyny wraz
z pozywka pobakteryjna odparowywano na }azni wodnej do uzyskania ge-
stego syropu, po czym reszte wody usuwano pod zmniejszonym ci$nieniem
w temp. 50°. Podobnie traktowano pozywke wyjsciowa. Suszenie w préz-
ni trwato 3—4 dni, po wysuszeniu wazono, szybko rozcierano i przygoto-
wywano ok. 1,5 g nawazki do oznaczen kalorymetrycznych. Nawazki za-
wijano w ilo$ciowe saczki o znanej wadze i tabletkowano. W podobny
sposob przygotowywano pratki do spalan, biorgc w kazdym do$wiadcze-
niu ilosci ponad 0,5 g. Tak wiec do spalan przygotowano trzy pozywki
wyjéciowe, trzy pozywki pobakteryjne oraz trzy porcje pratkéw. Tablet-
ke wkladano do woreczka celofanowego i spalano w bombie kaloryme-
trycznej pod ci$nieniem 20 atm. tlenu [1]. Uprzednio oznaczono wartos¢
cieplng celofanu i bibuly uzytej do tabletkowania pozywek i pratkéw. Na
podstawie uzyskanych danych zestawiono bilans kaloryczny, obejmujacy
energie zawarta w pozywce wyjsciowej, w wyhodowanej masie bakte-
ryjnej, w pozywce powzrostowej oraz (z wyliczenia) energie rozproszong
podczas wzrostu bakterii. Wyniki podano w tablicy 1.

Rubryka 2a tablicy 1 przedstawia cieplo spalania pozywki wyliczone
z tablic ! na podstawie jej skladu. W 3 oznaczeniach bezposrednich otrzy-
maliSmy nastepujace wartosci dla pozywki wyjsciowej: 36111, 37 376
i 35370 kal. Przyjmujac jako czwarta warto$¢ teoretyczng, tj. 36 310,
otrzymujemy jako $rednig 36 293 i te¢ wartos¢ wprowadzamy do rubryki
2b jako $rednia wyjsciowa. W rubryce 3 podajemy warto$¢ kaloryczng
pozywki powzrostowej. Na warto$¢ te sktadaja sie niezuzyte substraty
oraz produkty niezupelnego utlenienia rozlozonych substratow. Przez
odjecie znalezionej wartosci od 36 293 kal. pozywki wyjsSciowej otrzymu-
jemy calkowity ubytek wartosci kalorycznej pozywki w czasie wzrostu
(rubryka 4).

W rubryce 5 podajemy wyniki otrzymane przez spalanie w bombie
bakterii z kazdego do$wiadczenia osobno, po przeliczeniu na caly zbi6r
z 200 ml pozywki. Odejmujac te wyniki od catkowitego ubytku wartosci
kalorycznej pozywki, otrzymujemy witasciwy wydatek energetyczny pod-
czas wzrostu. Masa wyrostych pratkow byla rézna w kazdym z 3 doswiad-
czen. Chege uzyskaé podstawe do poréwnania wynikéw poszczegélnych
do$wiadczen, przeliczyliSmy warto$ci z rubryk 4, 5 i 6, biorgce jako pod-

1 Chemiker Kalender 2, 247, 1925.
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Tablica 1
Bilans kaloryczny wzrostu Mycobacterium H 37 Rv

|
l Dos$wiadczenie nr v 1 2 3

| 1| Sucha masa wyhodowanych pratkéw w g 0,822 0,802 0,663

Ilo$¢ energii na 200 ml pozywki

(w kaloriach)
2 i Pozywka wyjsciowa
' a) teoretyczna 36310 | 36310 | 36310
b) oznaczona ($rednio) 36293 36293 36293
3 Pozywka pobakteryjna 21261 22588 22999

4 Ubytek wartosci kalorycznej pozywki w cza-

sie wzrostu 15032 13705 13294
5 Bakterie 5370 5037 4203
6 Utrata energii podczas wzrostu 9662 8668 9091

Ilo$¢ energii na 1 g suchej masy
bakteryjnej (w kaloriach)

7 Ubytek wartosci kalorycznej pozywki w cza-

sie wzrostu 18300 17088 20051
8 Bakterie 6533 6280 6339
9 | Utrata energii podczas wzrostu 11767 10808 13712

10I Energia zawarta w bakteriach w procentach

ubytku warto$ci kalorycznej pozywki 35,7 36.8 31,6

http://rcin.org.pl




36 J. HELLER, P. SZAFRANSKI, L. SZARKOWSKA 1 J, W. SZARKOWSKI (4]

stawe 1 g suchej masy wyhodowanych pratkéw. Wyniki tych przeliczen
znajdujemy w rubrykach 7, 8 i 9.

W rubryce 10 wyliczyliSmy, jaka cze$¢ catkowitej utraty energii po-
zywki w czasie wzrostu zamagazynowaly bakterie w swym ciele.

Tablica 2

Bilans energetyczny Mycobacterium tbc. H37Rv w procentach
pozywki wyjsciowej (wartosci zaokraglone)

Pozywka wyjSciowa 100
pozostalo w pozywce powzrostowej 61
ubytek
masa bakteryjna 13} 39
energia rozproszona 26

W tablicy 2 zestawiliSmy bilans energetyczny naszych doswiadczen
pod katem widzenia wykorzystania pozywki. Na kazde 100 kalorii war-
toéci cieplnej pozywki zuzylo sie podczas wzrostu liczac okraglo 39 kal,
z czego 13 odnajdujemy jako warto$¢ energetyczng wyhodowanej masy
bakteryjnej, pozostale 26 zostalo zuzyte w czasie wzrostu i ostatecznie
rozproszone w postaci ciepla.

Przechodzimy obecnie do przeliczen kalorycznych wynikéw doSwiad-
czeh Syma. W tablicy 3 przeprowadziliSmy wyliczenia kaloryczne
zuzycia substratéw podczas wzrostu Mycobacterium tbc. w odniesieniu
do 1 g suchej masy pratka. W tym celu wybraliémy sposréd bilanséw
Syma i wspélpracownikéw 3 do$§wiadczenia, w ktérych pratki hodo-
wano na tej samej pozywce DGK, co w naszych doswiadczeniach [2].
Pierwsze dwa bilanse przeprowadzone byly na szczepie H 37 Rv, trzeci
za$ ma szczepie L, wyosobnionym z chorego. Jako ubytek substratu po-
daje Sym warto$ci uzyskane przez odjecie ilosci kazdego z trzech sub-
stratéw znalezionych w pozywce powzrostowej od ilosci substratow za-
wartych w pozywce wyjSciowej. Ilosci te przeliczyliSmy na 1 g suchej
masy zebranych pratkéw. Otrzymane tak liczby podano w kolumnie 3.
Warto$ci te wymnozyliSmy przez cieplo spalania jednego grama danego
substratu, postugujac sie tablicami z Chemiker Kalender. W ten sposéb
otrzymali$my iloéci kalorii podane w 4 kolumnie. Ostatnia kolumna po-
daje sume kalorycznego ubytku substratéw w kazdym do$wiadczeniu.
Srednia warto$é z 3 doswiadczen wynosi 18 555 kalorii.

Liczbe te, ktora przedstawia catkowita wartos¢ cieplna ubytku sub-
stratéw, mozemy poréwnaé z warto$cia otrzymang przez nas na drodze
kalorymetrii bezposredniej. Wyvniki naszych do$§wiadczen przeliczone na
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Tablica 3

Przeliczenie kaloryczne bilansu materialowego Sy ma [2]. Wartoéci podane
w przeliczeniu na 1 g suchej masy wyhodowanych Mycobacterium tbe.

Nr Substrat zuzycie w | zuzycie w suma w

dosw. mg kaloriach kal

1 glikoza 3418 12794
kwas glutaminowy 1033 3813 16742

kwas cytrynowy ’ 54 135

2 glikoza 5 3925 14696
kwas glutaminowy 1109 4094 19026

kwas cytrynowy 95 236

3 glikoza 4232 15839
kwas glutaminowy 1038 3831 19897

4 kwas cytrynowy 91 227
Srednia 18555

gram suchej masy pratka podano w tabl. 1 (rubryka 7). Srednia z poda-
nych tam 3 warto$ci wynosi 18 480 kalorii. Poréwnujac te dwie liczby
irzeba pamieta¢, ze kalorymetria bezpesrednia daje nam warto$é cieplng
substratow, pomniejszona o wartoéé¢ cieplng ewentualnie obecnych pro-
duktéw niezupelnego utlenienia. Zatem warto$é otrzymana przez spa-
lenie bezposrednie powinna by¢ nizsza od wartosci wyliczonej z bilansu
substratéow o warto§é cieplna posrednich produktéw przemiany. W na-
szym przypadku réznica obu wartosci wynosi zaledwie 108 kalorii, co jest
w granicach dokladnosci metod uzytych. Potwierdza to wniosek Sy ma,
ze pratki gruzlicy sa doskonalymi utleniaczami, nie fermentujacymi, lecz
spalajacymi rozlozone substraty az do konca, tj. do dwutlenku wegla
i wody. Zupeina prawie zgodno$¢ wynikéw jest tu naturalnie przypadko-
wa, wystarczy choéby zwrécié uwage z jak réznych wartosci indywidual-
nych powstaly nasze przecietne. W kazdym razie mozemy wykluczy¢ fer-
mentacyjny charakter metabolizmu Mycobacterium H3TRv. Gdyby bo-
wiem tylko 30% ubytej iloéci glikozy zachowalo sie w postaci np. kwasu
mlekowego, to nadwyzka wartosci obliczonej z bilansu Sy ma nad na-
szg wartoécia bezposrednio oznaczona musialaby by¢ rzedu 4 tys. kal.

We wszystkich doswiadczeniach oznaczyliSmy réwniez wartoS¢ ener-
getyczng wyhodowanych bakterii. Podaje je w przeliczeniu na 1 g ru-
bryka 8 w tablicy 1. Odejmujac te warto$¢ od catkowitego ubytku war-
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tosci kalorycznej pozywki, otrzymujemy ilosé energii wydatkowang
i rozproszong w postaci ciepla. Ilos¢ ta wynosi w poszczegélnych doswiad-
czeniach 11 747, 10 808 i 13 712 kal., $srednio 12 089 kalorii. Dzielac wartos¢
energetyczna bakterii przez catkowite zuzycie energii w czasie wzrostu
(rubr. 7 tabl. 1) i mnozac przez 100 otrzymujemy wydajnos¢ energetyczna
wzrostu. Wynosi ona $rednio 34,7%, co $wiadezy o duzej ekonomii wzro-
stu. Dla poréwnania przytaczamy, ze w doSwiadczeniach Rubnera [5]
wydajnoé¢ ta tylko w hodowli Escherichia coli osiagnela podobna war-
to$é, mianowicie 30,8%0 dla B. pyocyaneus 27,7%, za§ dla V. cholerae
17,0%, dla C. dyphtheriae 12,10 a dla S. typhi tylko 11,6%. Przytaczamy
te wartoéci tylko dla wstepnej orientacji nie przypisujac im glebszego
znaczenia. Ekonomia wzrostu drobnoustroju jak kazdej zywej substancji
zalezy prawdopodobnie od wielu czynnikéw, jak fizjologiczny wiek ho-
dowli, zastosowane substraty i temperatura hodowania. W dalszych pra-
cach zamierzamy zbada¢ wplyw tych czynnikéw dla stwierdzenia, czy
przy ich uwzglednieniu réznice miedzygatunkowe w ekonomii wzrostu
okazg sie nadal istotne.

Streszczenie

Metoda spalania w bombie kalorymetrycznej zestawiono energetyczny
bilans wzrostu hodowli Mycobacterium tbe. H37Rv. Oznaczono energie
zawarta w pozywce wyjsciowej, pozostala w pozywce powzrostowej oraz
zawarta w wyhodowanej masie bakteryjnej. Przeliczono na kalorie bilans
materiatowy Syma i stwierdzono zgodnos§é obu wynikéw.

Energia zamagazynowana w ciele bakteryjnym waha sie od 31,6 do
36,8%0 energii pobranej z podloza.
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OHEPTETHYECKHH BAJIAHC POCTA RVYJIbTYPBI
MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS H37 Rv.

Pe3siome

MeTropom c3KuraHusa B KaJlopuMeTpudeckoit Oombe Obl1 cocraBied
oxepreTuyeckymit 6asanc pocra KyasTypbl Mycobacterium tuberculosis
H 37 Rv. Onpenennian SHEPruio, COAEPIKALIYIOCA B MCXOJHOM IMUTATEIbHON
cpeze, SHepTMiO OCTABLUYIOCA B NUTATEJNBHOW cpefe II0CJIe PoCcTa, a TakKe
cojiep3Rallyiocad B BBIpAlLleHHOV OakTepmasibHO macce. Beipasmian B Ka-
JIOpUAX MaTepuatbHbDI OasaHc CBIM a, a TakXKe KOHCTATMPOBAJM COTJIa-
COBaHHOCTL 000MX pe3yJabTaTOB.

HakomuienHas B aKTepMaJbHOM TeJle 9Heprua Kosebseres mexay 31,6%
n 36,8%0 oHepruyu, MOYEPNHYTOM U3 MUTATEJIBHO! CPEAsbI.

HEAT BALANCE OF THE GROWTH OF MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS
H37Rv

Summary

Combustion in an oxygen-bomb calorimeter was used to determine the
heat balance of growth of a culture of Mycobacterium tbc. H 37 Rv. Energy
determinations concerned the initial nutrient medium, the post culture
medium, and the bacteria grown on the medium. The material balance
published by Sy m was calculated in terms of calories and the experi-
mental results were found to agree with it.

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

Otrzymano 5.11.1956 r.
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W. DRABIKOWSKI

MODYFIKACJA DWUACETYLOWEJ METODY OZNACZANIA
KREATYNY I FOSFOKREATYNY

Z Zakladu Biochemii Instytutu Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego
Kierownik: prof. dr Wi. Niemierko

Barwng reakcje kreatyny z dwuacetylem wykryl jeszcze w roku 1911
Valpole [9]. Dodatek a-naftolu wydatnie zwieksza czulosé tej reakcji
(Barrit [1]). Eggleton i wsp. [3], Ennor i Stocken [4]
i Raablauf i wsp. [6] opracowali warunki tej reakcji umozliwiajac
kolorymetryczne oznaczenie kreatyny w ilo$ciach 10—40 ug w proébce.
W reakcje z dwuacetylem wchodzi jedynie kreatyna wolna. Ennor
i Rosenberg [5] zastosowali te metode réwniez i do oznaczania fos-
fokreatyny. Celem okreslenia wg tych autoréw iloéci fosfokreatyny ozna-
cza sie w jednej probce kreatyne wolna, a w roéwnolegiej probce, po
uprzedniej hydrolizie, kreatyne catkowita. Z réznicy oblicza sie ilos¢ krea-
tyny zwiazanej z fosforem. Metoda ta oddala duze ustugi szczeg6lnie tam,
gdzie ze wzgledu na niskie stezenie fosfokreatyny nie mozna jej bylo do-
tychczas dokladnie oznaczyé [5, 2].

W metodzie dwuacetylowej dodatek a-naftolu wplywa, jak powiedzia-
no wyzej, na znaczne podwyzszenie czulo$ci reakeji. Uzycie a-naftolu po-
ciaga jednak za sobg pewne niedogodnos$ci. Jedna z nich jest uboczna
barwna reakcja a-naftolu z kwasem tréjchlorooctowym, uzywanym za-
zwyczaj do odbialczania. Reakcja ta jest katalizowana przez $wiatlo,
szczegoblnie ultrafioletowe [3] i dlatego nalezy ja wywolywaé w eiemnos$ci
lub przy swietle czerwonym. Druga niedogodnos$cig jest koniecznos$é
oczyszczania handlowych preparatéw a-naftolu oraz koniecznosé¢ kazdo-
razowego przygotowania Swiezych jego roztworéow.

W pracy niniejszej w poszukiwaniu innych zwiazkéw mogacych zasta-
pi¢ a-naftol w reakeji kreatyny z dwuacetylem zatrzymano sie na 8-hy-

[41]

http://rcin.org.pl



49 W. DRABIKOWSKI [2)

droksychinolinie, ktéra wykazuje podobienstwo strukturalne do a-naftolu
i ktéra ostatnio zastosowal Sakaguchi! zamiast a-naftolu do ozna-
czania argininy.

Spos6b postepowania i uzgskane wyniki

W doswiadczeniach wstepnych wykonanych na roztworze standardo-
wym kreatyny wyprobowano przede wszystkim rézne sposoby przyrza-
dzania roztworu 8-hydroksychinoliny: 1) roztwor alkoholowy, 2) roztwor
alkaliczny (NaOH) i 3) roztwoér kwasny (kwas octowy). Przy zastosowa-
niu pierwszych dwoch roztworéw uzyskiwano przy oznaczeniach zbyt ni-
ska gesto$¢ optyczna, ponadto zas same roztwory szybko ulegaly Sciem-
nieniu. Zadowalajace wyniki uzyskano jedynie przy zastosowaniu roz-
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Zawartasc 8-hydroksychinoliny w probce

Rys. 1. Zalezno$¢ miedzy stezeniem 8-hydroksychi-
noliny (w mg w probce) a gestoScia optyczng E

tworu 8-hydroksychinoliny w kwasie octowym, wobec czego do wszyst-
kich dalszych préb uzywano jedynie tych ostatnich. Reakcje przeprowa-
dzano w ten sposéb, ze do roztworu kreatyny dodawano dwuacetyl w ilo-
$ci podanej w metodzie Eggletona i wsp. [3, 4, 6], a nastepnie roz-
twor 8-hydroksychinoliny oraz taka ilos¢ NaOH, by stezenie koncowe
lugu zgodnie z metoda Eggletona wynosilo 0,3 N. (NaOH dodawano,
jak i w poprzedniej pracy [2] zgodnie z Raablaufem [6] bez we-
glanu sodu).

W doswiadczeniach dalszych, réwniez wykonanych na standardowym
roztworze kreatyny, sprawdzono wplyw stezenia 8-hydroksychinoliny
i wplyw czasu trwania reakcji na intensywno$¢ otrzymanego zabarwienia,

! Prace Sakaguchi [7, 8] sa nam, niestety, znane jedynie ze streszczenia
w Chem. Abstr.
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3] OZNACZANIE KREATYNY I FOSFOKREATYNY 43

zbadano zalezno$¢ miedzy uzyskang gestoscia optyczng a stezeniem krea-
tyny i dobrano odpowiedni filtr do pomiaréw fotometrycznych.
Wplyw stezenia 8-hydroksychinoliny na inten-
sywnos$¢é barwy. Do prébek brano po 40 ug kreatyny, dodawano
dwuacetyl, nastepnie r6zne ilosci roztworu 8-hydroksychinoliny w kwasie
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Rys. 2. Zalezno$¢ miegdzy czasem wywolywania
barwy a gestoscig optyczna E

octowym i w koncu roztwér NaOH. Calo$¢ uzupeiniano woda do 10 ml
Oznaczenia wykonywano po 20 min. stosujgc kuwete o diugosci 1 cm
i filtr Spekkera OG I. Rys. 1 przedstawia zalezno$¢ miedzy stezeniem 8-hy-
droksychinoliny a otrzymang gesto$é optyczna. Jak wida¢, w miare wzro-
stu jej stezenia gesto$¢ optyczna wzrasta. Przy stezeniu 100 mg 8-hydro-
ksychinoliny na 10 ml ostatecznej objetosci roztworu uzyskiwano dla
40 ug kreatyny gesto$¢ optyczna 0,365—0,375. Jak wynika z krzywej na
rys. 1, dalsze zwiekszenie stezenia 8-hydroksychinoliny w malym juz stop-
niu wplywa na wzrost gestosci optycznej. W zwiazku z tym zdecydowano
sie pozosta¢ przy tym jej stezeniu i dodawaé do badanych prébek w cza-
sie wykonywania analiz po 2 ml 5% roztworu 8-hydroksychinoliny w 3 N
kwasie octowym.

Wpiyw czasu trwania reakecji. Zalezno$¢ miedzy gestoScia
optyczng a czasem wywolywania barwy podaje rys. 2. Jak wynika z nie-
go, po 20 minutach osiaga sie maksymalne zabarwienie, ktére jest trwate
przynajmniej przez dalsze 15 min., po czym bardzo powoli sie obniza.

Zalezno§é pomiedzy dtugosciag fali a ekstynkcja.
Rysunek 3 podaje wartosci gestosci optycznej w zalezno$ci od diugosci
fali. Oznaczenia przeprowadzono na spektrofotometrze Colemana. Maksi-
mum uzyskano przy okolo 250 mu i dlatego wszystkie oznaczenia wyko-
nywano przy uzyciu odpowiadajacego tej diugosci fali filtru zielonego.
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44 W. DRABIKOWSKI 4r

Zalezno$é¢ pomiedzy stezeniem kreatyny a eks-
tynkcja. Zaleznoé¢ te ilustruje rys. 4. Z rysunku wynika, ze w grani-
cach stezen od 10 do 40 ug kreatyny w probce proporcjonalnosé jest zu-
pelnie dobrze zachowana. Przy wyzszych stezeniach kreatyny otrzymuje-
sie nieco nizsze wartosci gestosci optycznej.
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Kreatyny w probce

Rys. 4. Zalezno$¢ miedzy stezeniem kreatyny (w ug
w probce) a gestoScig optyczng E

Szereg oznaczen kreatyny wykonano uzywajac zamiast roztworu 8-hy-
droksychinoliny w kwasie octowym roztwér wodny chinosolu. (Chinosol
jest siarczanem 8-hydroksychinoliny i z powodu zastosowania w farmacji
jest w handlu latwiej dostepny od wolnej zasady). Do prébek dodawano
ve 2 ml 10% roztworu chinosolu. (Odpowiada to okolo 103 mg wolnej
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zasady, a wiec nieco wiecej niz zawiera 2 ml 5% jej roztworu). Dla 40 ug
kreatyny otrzymywano w tym przypadku gesto$¢ optyczna réwna 0,370—
0,380, a wiec uzyskane wyniki byly zgodne z wynikami otrzymanymi przy
uzyciu roztworéw 8-hydroksychinoliny w kwasie octowym.

Roztwory 8-hydrcksychinoliny w kwasie octowym jak i roztwory chi-
nosolu w wodzie moga by¢ uzywane nawet po uptywie diuzszego okresu
czasu (p6t roku). Mimo ze roztwory te staja sie stopniowo nieco ciemniej-
sze, nie wplywa to jednak na uzyskang przy oznaczaniu kreatyny eks-
tynkcje.

Przed wyprébowaniem opisanej metody na materiale biologicznym
sprawdzono, czy 8-hydroksychinolina nie daje, analogicznie jak g-naftol,
ubocznej reakcji z kwasem tréjchlorooctowym. W tym celu do prébek
roztworu kreatyny dodawano po 1 ml 10% kwasu tréjchlorooctowego, zo-
bojetniano go, a nastepnie wywolywano barwe podanym wyzej sposobem.

Gestos¢ optyczna dla 40ug kreatyny
a) proébki trzymane na $wietle 0,365; 0,370; 0,366
b) prébki trzymane w ciemnosci 0,367; 0,369; 0,370
¢) probki bez kwasu tréjchlorooctowego 0,368; 0,370; 0,372

Jak wida¢ z przytoczonych liczb, nie ma réznic w wielkosci gestosci
optycznej miedzy prébkami zawierajacymi kwas tréjchlorooctowy (za-
réwno trzymanymi na $wietle jak i przechowywanymi w ciemnosci)
a prébkami kontrolnymi.

Catkowity przebieg analizy kreatyny i fosfokreatyny wyglada na-
stepujaco: '

Odczynniki:

1. 0,05% roztwér dwuacetylu !

2. 0,05 M roztw. soli sodowej kwasu p-chlororteciobenzoesowego !

3. 5% roztwoér 8-hydroksychinoliny w 3 N kw. octowym lub 10 roz-

twér chinosolu w wodzie 2
4. 12% (okolo 3 N) NaOH
5. Standardowy roztwor kreatyny !.

Material biologiczny homogenizuje sie z 10°% kwasem tréjchloroocto-
wym, a nastepnie saczy. Przesacz zobojetnia sie wobec p-mtrofenolu i roz-
ciencza do okreslonej objetosci.

Do prébek przesaczu (bezposrednio — celem oznaczenia kreatyny wol-
nej lub po uprzednim zhydrolizowaniu wg Ennora i Rosenberga

! Dwuacetyl i kwas p-chlororteciobenzoesowy oraz standard kreatyny otrzy-
mywano, jak w poprzedniej pracy [2].

* Uzywano 8-hydroksychinoliny produkeji czeskiej (,Lachema”), a chinosolu pro-
dukcji polskiej (,,Centrofarm”).
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46 W. DRABIKOWSKI (6]

[53] — przy oznaczaniu sumy kreatyny i fosfokreatyny) dodaje sie 1 ml
roztworu soli sodowej kwasu chlororteciobenzoesowego, 1 ml roztworu
dwuacetylu, 2 ml roztworu 8-hydroksychinoliny (lub roztworu chinosolu)
oraz roztwér NaOH (3 ml w przypadku uzycia 8-hydroksychinoliny i 1 ml
przy uzyciu chinosolu).

Ta bl:icra

Poréwnanie oznaczenia kreatyny wolnej i zwiazanej z fosforem przy zastosowaniu
a-naftolu i 8-hydroksychinoliny. Oznaczenia przeprowadzano na tych samych
wyciggach kwasem tréjchlorooctowym z miesni lydkowych zab Rana esculenta.
Wyniki podano w mg%. Kazda liczba jest Srednia z dwu réwnoleglych oznaczen
roznigcych sie od siebie 0—3%

: a-naftol e B-Q)iroksyic‘hjnolina*__'
Zaba | kreatynawmgy = | = kreatynaw mgi =
Nr ; | -
wolna catkowita ZWaEBDE wolna ' catkowita | ZWiazana
z fosforem | | | z fosforem ,
e R o e e e Reesw ol
151 ; 137,5 314,0 |‘ 176,5 140,6 ‘ 314,5 | 173,9 !
152 ' 3395 400,0 60,5 343,7 398,7 ! 55,0
153 | 134, 335,0 201,5 1321 | 338,0 ; 205,9
163 | 2108 368,0 ! 157,2 2114 | 363.4 152,0
164 239,3 358,9 | 119,6 239,8 | 3574 i17,6
165 130,6 354,0 2234 133,5 358,5 225,0
166 207,0 3240 117,0 209,2 320,0 ! 110.8

Calos¢ dopelnia sie¢ do 10 ml woda i szybko miesza. Powstajace za-
barwienie oznacza sie na absorpcjometrze Spekkera po 20 min., stosujac
filtr zielony OG 1, posiadajacy maksimum przy okolo 525 mu. W kazdej
serii oznaczen badano wielko$é ekstynkceji dla standardu kreatyny i war-
to$¢é te przyjmowano jako podstawe do obliczen. Slepa probe stanowila
mieszanina wszystkich odczynnikéw nie zawierajgca jedynie materialu
badanego wzglednie standardu kreatyny.

Opisang powyzej modyfikacje dwuacetylowej metody okreslania krea-
tyny wyprébowano na materiale biologicznym oznaczajgc iloé¢ kreatyny
i fosfokreatyny w wyciagach kwasem trojchlorooctowym z mies$ni lydko-
wych zab Rana esculenta. Szereg uzyskanych wynikéw jest podany w ta-
blicy 1. Widzimy, ze wyniki otrzymane przy zastosowaniu a-naftolu
i 8-hydroksychinoliny sa ze sobg zgodne.

Opisana modyfikacja dwuacetylowej metody oznaczania kreatyny przy
pomocy 8-hydroksychinoliny ma, jak sie wydaje, szereg zalet w stosun-
ku do metody, w ktorej stosuje sie a-naftol. Dwie niedogodnosci zwigzane
z uzyciem a-naftolu — koniecznosé przeprowadzenia reakeji w ciemnosci
oraz nietrwalo§¢ a-naftolu zaréwno in substantia, jak i w roztworze, zo-
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staly w opisanej modyfikacji usuniete. 8-hydroksychinolina nie daje zad-
nej barwnej reakcji z kwasem tréjchlorooctowym. Preparaty jej in sub-
stantia nie ulegaja rozkladowi, a roztwory moga by¢ przechowywane
przez dlugi okres czasu.

Streszczenie

v Opisano modyfikacje dwuacetylowej metody oznaczania kreatyny
i fosfokreatyny stosujgc zamiast a-naftolu 8-hydroksychinoline. Odczyn-
nik ten dodaje sie w postaci roztworu w kwasie octowym lub w postaci
wodnego roztworu siarczanu (chinosolu).

Ze wzgledu na trwato$¢ 8-hydroksychinoliny oraz brak ubocznej reak-
cji z kwasem tréjchlorooctowym, uzywanym do odbialczania, opisana mo-
dyfikacja posiada szereg zalet w stosunku do metody stosujacej a-naftol.

Metoda pozwala na oznaczenie kreatyny w ilosci 10—40.g w prébce.
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MOAHDHKEALMA JIBYAIIETHJIOBOI'O METO/IA OIIPEJEJNEHHA KPEATHHA
H ®OCPOKPEATHHA

Pesiome

PaspaboTanHasa MoauduKauMa ABYALETHJIOBOTO METOAA ONpeAeJeHMs
KpeatuHa u pocorpeaTHa OCHOBaHA HAa NPMMEHEHMM 8-OKCUXMHOJIMHA
BMECTO a-HadTona. OTOT peakTMB npubaBifeTrca B BHAE pacTBoOpa
B YKCYCHOJM KMCJIOTE MJIM B BUJ€ BOZHOrO pacTBopa cyibdaTa (XMHO30J1a).

BBuay cToiiKocTM 8-OKCMXMHOJIMHA M OTCYTCTBMA NODOYHON peaxkumyu
C TPHUXJOPYKCYCHOM KMCJIOTOM, yroTpebasemoit ana ypaneHusa 0eikos,
omucaHHasa MoauduKkauma objajjaeT pAAOM AOCTOMHCTB B CPABHEHMM C Me-
TOZIOM, NMPUMEHSAIINM a -HA(TOJI.

ITpeanaraemelit METO 1aeT BO3MOKHOCTD OIIPEJIENINTh KPEaTUHUH B KO-
anyectBe 10—40 ur.
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A MODIFICATION OF THE DIACETYL METHOD OF CREATINE ESTIMATION
Summary

A modification of the diacetyl method of creatine (and phosphocrea-
tine) estimation 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 sulfate (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-reaction with trichloracetic acid.

The method enables the determination of creatine in quantities
ranging from 10 to 40 micrograms in the sample.

Otrzymano 30.11.1956 r.
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T. KORZYBSKI

SYNOPTYCZNY SPOSOB PRZEDSTAWIANIA WIADOMOSCI
STRURTURALNYCH BIOCHEMII

Z Zaktadu Biochemii Polskiej Akademii Nauk w Warszawie

Postawienie zagadnienia

Stopien zlozonosci materialu biochemii (zaréwno statycznego jak
i kinetycznego) wzrasta w ciggu ostatnich lat coraz bardziej. Réwnolegle
do tego rosng takze trudnosci w graficznym przedstawianiu tego mate-
rialu. Staje sie on coraz trudniejszy do opanowania nie tylko dla poczat-
kujacych, ale i dla zaawansowanych w przedmiocie. Jedng z przyczyn
tego jest miedzy innymi brak dostatecznie synoptycznego sposobu przed-
stawiania. Sadzimy, ze obecny (czesto tylko pozornie skomplikowany)
material przez zastosowanie odpowiedniego sposobu stanie sie znacznie
prostszy. Ulatwi to takze porozumienie sie miedzy pracownikami wy-
specjalizowanymi w waskich dziedzinach biochemii. Przy obecnych spo-
sobach przedstawiania takze i zalezno$ci strukturalne nie sg dostatecznie
przejrzyste. Zastosowanie nowego, tatwego, naocznego sposobu przedsta-
wiania strukturalnych wiadomosci biochemii wydaje sie wiec rzecza po-
zadana.

Stosowane do odzwierciedlania budowy zwiazkéw chemicznych sym-
bole chemii organicznej, a juz tym bardziej chemii nieorganicznej zupel-
nie nie odpowiadaja tym istotnym cechom budowy zwiazkéw organicz-
nych, ktore sa istotne dla komérki zywej. Symbole uzywane dotad w bio-
chemii, np. w podreczniku Westa i Todda z 1956 roku [4] sa sym-
bolami bezposrednio zapozyczonymi, prawie bez zmiany, z chemii orga-
nicznej. Tre$¢ chemii organicznej jest wynikiem metod analitycznych
i metod syntezy organicznej stosowanych przez ten dzial chemii. Komérka
zZywa ma inny arsenal metod zaré6wno przy biosyntezie jak i przy analizie.
Podpatrywanie tego arsenalu syntetycznych i analitycznych metod sto-
sowanych przez zywa komoérke jest celem biochemii. Celowi temu win-
ny odpowiada¢ takze i graficzne sposoby przedstawiania materiatu struk-

[49]
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turalnego biochemii. Wydaje sig, ze wynalezienie takich sposob6w przed-
stawiania rzeczywisto$ci biochemicznej, ktére by jak najbardziej zblizaly
nas do prawdy biochemicznej, a jednoczesnie byly bardziej naoczne i pro-
ste, nie tylko znacznie ulatwiloby porozumiewanie sie miedzy sobg bio-
chemikéw réznych specjalno$ci, ale przede wszystkim ochronitoby bio-
chemie od przeobrazenia sie¢ w nauke hermetyczna, co groziloby jej przy
dalszym wzroscie tych tendencji, ktore obserwuje sie¢ w dotychczasowym
jej rozwoju.

Fakt istnienia tak bardzo skomplikowanych narzedzi chemicznych,
jakimi sa na przyklad niektére koenzyny, narzuca koniecznoéé poszuki-
wania sposobéw znacznego uproszczenia klasycznych sposobéw przedsta-
wiania rzeczywistosci chemicznej stosowanych przez chemie organiczna.
Wyrazem tego jest istniejagca w biochemii tendencja do oznaczania zlozo-
nych czasteczek za pomoca liter bedacych skrétami nazwy czesci skla-
dowych. Sposéb ten stanowi jednak wylacznie stenograficzne uproszcze-
nie samej nazwy, ale nie odtwarza samej istoty czasteczki czy jej
czesci sktadowych. Ponadto skréty literowe nie zostalty niestety dotych-
czas ujednostajnione i skodyfikowane (w pewnej mierze z powodu roéz-
nic jezykowych), wymagaja wiec kazdorazowego podawania ich znaczenia.

Idealnym niemal sposobem przedstawienia strukturalnej tresci sta-
tycznych i kinetycznych zagadnien biochemii sa modele przestrzenne cza-
steczek. Szerokie jednak stosowanie tego sposobu musi byé ograniczone
z powodu trudno$ci w budowaniu modeli czasteczkowych, ich kosztu
i czesto niedostatecznych danych odnos$nie geometrii przestrzennej. Po-
nadto modele atomowe czasteczek o znacznym stopniu zlozono$ci unaocz-
niaja w niedostateczny sposéb ich wewnetrzny schemat czy strukture.

Przy probach zestawienia materialu strukturalnego poszczegdlnych
rozdzialéw czy zagadnien biochemii zastosowaliémy w jednej z prac (K o-
rzybski, Parnas [2]) przed kilkunastu laty nowy i jak sie obecnie
wydaje, doé¢ uniwersalny sposéb, ktéory moze mieé¢ szerokie zastosowanie.
Spos6b ten w ciagu ostatnich lat byl przez nas coraz szerzej stosowany,
tak ze obecnie z powodzeniem udalo sie go wprowadzi¢ do znacznej czg-
$ci materialu biochemii, zar6wno statyki, jak kinetyki.

Statyka

Przy opisie zwigzkéw chemicznych, z ktérymi mamy do czynienia
w biochemii (statyka), stwierdza sie podstawowy fakt wystepowania grup
zwiazkéw chemicznych o zblizonej budowie. Sa to rodziny zwigzkow, kto-
rych poszczeg6lni przedstawiciele maja w znacznym stopniu identyczna
budowe cze$ciowa. Stosowany dotychczas w podrecznikach sposéb przed-
stawiania materialu biochemii w postaci wzoréw chemicznych nie od-
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zwierciedla tego, jak sie wydaje, majacego podstawowe znaczenie faktu
biochemicznego. Dotychczasowy sposéb polega najcze$ciej na przedsta-
wianiu peinych wzoréw strukturalnych zupelnie tak, jak to czyni chemia
organiczna. Wzory takie nie uwypuklaja dostatecznie ani podobienstw
i réznic w grupie zwiazkéw do siebie podobnych, ani czesci sktadowych
w przypadku zlozonej czasteczki. Proponowany przez nas sposéb usuwa
te niedogodnosci.

Na rys. 1 przedstawiono budowe zwigzkow sterydowych w sposéb sy-
noptyczny. Na rysunku tym linie poziome i pionowe przydzielaja poszcze-
go6lnym zakresom struktury odpowiednie nazwy zwiazkéw czy grup zwigz-
kéw. Na rysunku pokazano w sposéb Scisty budowe i podano nazwy
kilkunastu zwiazkéw bez powtarzania wspolnej struktury. Poza wyzej
przedyskutowanymi cechami rysunek ten ma réwniez i te zalete, ze na
malej przestrzeni zawiera obfitg tresé.

Dla naocznego pokazania struktury, w przypadku zlozonej czasteczki,
jej wzoér strukturalny zaopatrujemy w linie rozdzielajagce go na takie
czesci skladowe, ktére powstaja po hydrolizie. Skladowym tym odpowia-
dajg ich nazwy obejmujace zakresy poszczegélnych skladowych. Zakresy
te czesto pokrywajg sie czeSciowo. Poszczegblne struktury wynikaja
synoptycznie, naocznie i jednoznacznie z jednego wzrostu strukturalnego
stanowigcego gltéwng tres§¢ schematu. W taki sposéb opracowano budowe
streptomycyn w monografii: Korzybski T., Kurylowicz W.:
Antybiotyki [3], na stronie 139.

Dalsze uproszczenie strukturalnego materialu w biochemii mozna cze-
sto osiggna¢ przez usuniecie liter jako symboli pierwiastkow chemicz-
nych. Jezeli w schemacie zastapi sie symbole C, O, N przez odpowiednie
znaki, np. C punktem czarnym, N — zielonym, a O karbonylowy koétkiem
czerwonym, to najczesciej nie bedzie konieczne umieszczanie specjalnych
znakow dla H, obecnoé¢ ich bowiem wynika z ukladu atoméw wegla, ich
wigzan, azotu i tlenu. Takie postepowanie daje schematy bardziej podobne
do obrazu czasteczek.

Na rys. 2 przedstawiono w sposéb synoptyczny przyktadowo zalezno-
$ci strukturalne miedzy purynami, pirymidynami, pterynami, ugrupowa-
niem izoalloksazynowym zwiazkéw flawinowych i zasada nukleinowa
witaminu B,,. Z rysunku wynika bezposrednio czesciowa wspélna struk-
tura poszczegdlnych grup zwigzkow.

Kinetyka

Odnosnie proceséw biochemicznych trudnosci wystepujace
w przedstawianiu materialu wzrastaja. Duzym postepem bylo zastosowa-
nie przez Baldwina [1] dwoch splecionych poétkolistych strzalek dla
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zobrazowania i graficznego opisu dwu sprzezonych reakcji. Nie zaspokaja
to jednak koniecznosci uczynienia sposobéw przedstawiania biochemicz-
nych przemian jeszcze bardziej synoptycznymi i bardziej przejrzystymi.

Fakt istnienia tzw. cykli metabolicznych znalazt dotychczas swoj od-
powiednik w cyklicznym ulozeniu na obwodzie kola poszczegélnych eta-
péw procesu za pomoca powtarzania (malo réznigcych sie miedzy soba)
chemicznych wzoréw czasteczek. Wydaje sig, ze kolowy sposéb przed-
stawiania tych proceséw moze u poczatkujacych kojarzy¢ sie niepotrzeb-
nie z wyobrazeniem cyklicznos$ci, czyli obrotowosci przestrzennej.
Pojecie cyklu, czyli kola, ma swoj odpowiednik tylko w czasie, nie ma go
jednak w przestrzeni, jak to sugeruje cykliczna forma graficzna. Dlatego
wydaje sie, ze cykle metaboliczne korzystniej jest przedstawia¢ nowym
sposobem, ktory jest podobny do zastosowanego przez nas do opisu struk-
turalnych wiadomosci statycznej czeSci biochemii (por. rys. 1 Sterydy).

Spos6b ten naocznie pokazuje stopniowe odrywanie lub przylaczanie
poszczegblnych atoméw czy ich grup, ogdlnie méwige, pokazuje kolejne
zmiany, ktérym podlega czasteczka, bez potrzeby powtarzania wzoréw
zaréwno w ich czeSci zmiennej, jak niezmiennej. Przy tym czasteczka po-
zostaje niejako w miejscu, a wiec proces nie kojarzy sie z jej ruchem ko-
lowym (rys. 3, 4 i 5).

Sposéb ten daje ponadto jeszcze inna, moze najwazniejszg korzysc.
Indywidualizuje mianowicie poszczegblne atomy. Jest to dezyderat, kto-
ry winien znajdowaé coraz cze$ciej swoj odpowiednik we wzorach czy
schematach. Do przedstawienia indywidualnos$ci poszczegélnych atoméw
czy ich grup stosuje sie sposob (dotychczas jedyny) polegajacy na zaopa-
trywaniu ich w odpowiedni znaczek (np. w postaci gwiazdki). Gdy zacho-
dzi konieczno$¢ jednoczesnego znakowania kilku atoméw w czasteczce,
obraz staje si¢ malo przejrzysty. Nasz sposéb przedstawiania moze tu
oddaé znaczne uslugi, naocznie bowiem pokazuje historie poszczegdlnych
atomé6w zwigzku metabolizowanego. Na jedny m bowiem wzorze (jak
gdyby na modelu) dokonuja sie kolejne przemiany (np. rys. 3, barwa czer-
wona). Przemianom tym odpowiadaja podane obok nazwy zwigzkow. Czy-
telnik moze odtworzy¢ sobie wszystkie szczegoly kazdego kroku przemian,
odczytaé nazwy zwigzkéw wyjSciowych i wszystkich produktéw posred-
nich; w niektorych innych schematach moze odczyta¢ takze i nazwy enzy-
moéw rzadzacych poszczegélnymi reakcjami. Wszystko to przedstawione
jest na jednym wzorze, bez koniecznoéci uciekania si¢ do niepotrzeb-
nego, zapozyczonego z réwnan chemicznej stechiometrii powtarzania cze-
$ci lub calo$ci wzoréw. Dla pokazania indywidualnej historii poszczegél-
nych autoré6w w cyklu Krebsa Baldwin (“Dynamic Aspects of Biochemi-
stry” II wyd., 1952, strona 444) potrzebowal az 12 wzoréw .W naszym spo-
sobie przedstawienia tego cyklu historia poszczegélnych atoméw wegla
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wynika bezposSrednio ze schematu (rys. 3). Na schemacie tym wida¢ bez~
posrednio, ze przy ,,pierwszym obrocie” tego cyklu te obydwa atomy we-
gla, ktore weszly do cyklu jako reszta acetylowa acetylokoenzymu A, nie
ulegaja spaleniu na CO,. Przeciwnie, obydwa atomy wegla powstalych
dwoéch czasteczek CO, pochodza z obydwu grup karboksylowych kwasu
szczawiowooctowego. Dopiero przy nastepnym ,,obrocie” cyklu jeden
z wegli, mianowicie dawny wegiel karbonylowy grupy acetylowej, wcho-
dzacy obecnie w sklad nowej czasteczki kwasu szczawiowooctowego ule-
ga spaleniu na CO,.

Na rys. 4 przedstawiono jednoczeénie cykl ornitynowy i biosynteze
pirymidyn, stosujac metode synoptyczna. W tym przypadku przedstawio-
no takze omawiane przemiany na jednym, wspélnym wzorze. Kolejnosé
odczytywania przemian cyklu ornitynowego (1, 2, 3, 4, 5) i biosyntezy
pirymidyn (1, 2, 3, 4, 5") wskazuja cyfry.

Na rys. 5 przedstawiono w podobny spos6b biosynteze kreatyny.

Spos6b nasz jest, jak sie wydaje, nie tylko latwiejszy, ale lepiej od-
zwierciedla procesy zachodzace w przyrodzie, jest poza tym uniwersalny.
Dotychczasowy sposob przedstawiania przemian w postaci réwnan (w kté-
rych znak réwnosci zostal zastapiony dwiema strzalkami) niepotrzebnie
podkresla iloSciowy charakter przemian, podczas gdy nacisk powinien byé
polozony na zmiany jakosciowe zachodzace na przestrzeni ciggu metabo-
licznego. Dla ciggu takiego nie jest odpowiednia forma réwnan, jako za-
pozyczona ze stechiometrii, tutaj nie odgrywajacej zasadniczej roli. Ste-
chiometryczny sposéb przedstawiania jest natomiast konieczny i istotny
w bilansie danego cyklu (rys. 3 — na dole) — jedynie wtedy koniecz-
ne jest zastosowanie réwnania, bedacego ilosciowa formag zmian w struk-
turze. Same zmiany natomiast najprosciej mozna przedstawié za pomoca
podanego w niniejszej pracy sposobu.

Proponowany sposéb réwniez dobrze nadaje sie do przedstawienia
biogenezy poszczegélnych zwigzkéw. Udalo sie przygotowaé odpowiednie
schematy obrazujace biologiczna synteze, miedzy innymi, uktadu puryno-
wego lub rdzenia porfinowego.

Przy probach jednostajnego zestawiania materialu opisowego bioche-
mii napotka¢ mozna niekiedy zagadnienia, ktére prowadzg do postawienia
pewnych hipotez o charakterze hipotez roboczych. Przy zestawieniu po-
dobienstw miedzy strukturami pirymidyn, puryn, ugrupowania izoalloksa-
zynowego czgsteczki flawin, nastepnie pteryn, a takze zasadowej czeSci
nukleotydu wchodzacego w sklad witaminu B,, (dwumetylobenzimidazolu)
powstaje szereg pytan odnoénie ewentualnej wspélnej drogi biosyntezy
pewnej czeSci tych ugrupowan. Powstaje na przyklad zagadnienie, czy
istnieje, czy tez nie istnieje wspoélna historia atomu wegla grupy metyle-
nowej kwasu pteroilowego (laczacej ugrupowanie pterydynowe z resztg
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kwasu p-aminobenzoesowego) i wegla zajmujgcego pozycje 5 w ugrupo-
waniu izoalloksazynowym flawin. Taka forma zagadnienia wydaje sig
byé zlozona. Stanie si¢ ona prosta po zastosowaniu omawianego w ni-
niejszej pracy sposobu.

Rézne drogi biosyntetyczne rdzenia pirymidynhowego, inne w przy-
padku, gdy nie jest on skondensowany z pierScieniem imidazolowym
i inne wtedy, gdy tak jak w purynach, jest on w ten spos6b skondenso-
wany, sg tego przykladem. Zagadnienia te jednak powstajg dopiero wte-
dy wyraznie, gdy sposob przedstawienia materialu jest tak uproszczony,
jak w podanych przez nas schematach.

Jedyna, jak sie wydaje, wadg proponowanego sposobu jest wystepu-
jaca niekiedy, choé¢ nie czesto, trudno$¢ w znalezieniu graficznego roz-
wigzania w przedstawianiu danego procesu na jednej plaszczyznie. Spra-
wa ta jednak znajduje roznorodne rozwigzania techniczne praktycznie
biorac dla wszystkich przypadkow.

Streszczenie

1. Przedyskutowano konieczno$¢ stosowania nowego, uproszczonego,
bardziej odpowiadajgcego rzeczywistosci, synoptycznego sposobu przed-
stawiania strukturalnego materiatu biochemii zaréwno w dziedzinie sta-
tyki, jak i kinetyki biochemicznej.

Sposob taki przedstawiono podajac istotne cechy.

2. Przedstawiono kilka przykladéw proponowanego sposobu spo$réd
(opracowanego juz przez nas) wiekszego materialu schematéw.
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CHHOIITHYECKHHY METOJ] NPEJACTABJIEHHA
CTPYKTYPHBIX CBEJEHHH IO BHOXHMHH

Peziome

1. PaccMmoTpeHa HEOOXOAMMOCTH IIPHMEHEHMA HOBOro, YIPOLUEHHOIO,
6osee COOTBETCTBYIOLIETO AEMCTBUTEIBHOCTH, CHMHOMNTHYECKOr0o MeTo/Aa
NpeACTaBJICHNS CTPYKTYPHOIO MaTepuaja 1o OmoxmMuy, Xak B obJacTi
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61OXOMMYECKOIM CTATUKM, TaK M B 00J1acTH 6MOXOMUYECKO KMHETUKM aBTO-

POM NPEJCTABJIEH TAKO! METO/ M €ro CyLIeCTBEHHBIE XapaKTEpPHbIEe YePThI.
2. IlpuBeseHO HECKOJIBKO INPUMEPOB MCIOJIb30BAHUA IPEAJIaraeMoro

MeTOo/1a U3 3HAYMTEJBHOIO 4ymcja cxeM (yxke pa3paboTaHHBIX aBTOPOM).

A SYNOPTIC MEANS OF PRESENTING THE STRUCTURAL NEWS
OF BIOCHEMISTRY

Summary

1. A discussion of the need of applying a new, more simplified (con-
forming more to reality) and synoptic means of presenting the structural
(static and dynamic) content of biochemistry. Such a procedure has been
proposed, and its essential features presented. -

2. There are presented several examples of the proposed method
(which have been selected from a larger number of diagrams worked out).

Otrzymano 17.12.1956 r.

http://rcin.org.pl



-
od

[

I

: &
s Wy

-

>
Y ’
< . ~ 4
g
;
" v 3
s - w
& - -,
) .
L R
.
- 3
.
3 .
=
‘ -
= )
. . 3' .
-

-



STERYDY

(UGRUPOWANIA MACIERZYSTE)

E R G @) S T A N
CH,
AVB_ ' H 0 L. oaEa R
trans KWAS ALLOEGHOLANIONS .
a 'OOH
AL e @ PR OE GENS AR
ALLO- |-
AL NPDSR A0S T ~ASEN
CETIOALLOCHOLAN)
.. . SR . A
E el e | _____C_H}___.. 2; :
S S ;—oé-wo—o-—o—-o
Tl 17, ST (o0 Dk
g 16 B
R 1 1
R 2
Al A A
N | N 4
ui BT 1O C-H 0Ok ~AN
; P R E G N A N
cis
-00H
/8 KLWEA S CH O LELIAN O W X

K 0 P R ) S ] A N

RN P S E U D OCHOLES T A N

Prawa reprodukeji rysunkéw zastrzezone

Rys. 1

http://rcin.org.pl






STRUKTURALNE ZALEZNOSCI
MIEDZY BUDOWA:
PIRYMIDYN, PURYN, PTERYN, FLAWIN
| ZASADY NUKLEINOWEJ WITAMINU B,

(DWUMETYLOBENZIMIDAZOLU)

L, s B | |

FPIRYMIDYNY DWUMETYLOBENZIM|DAZOLJ

e T
P U R N N QY

P i E R Y N Y
FEr L0 & P W ! N Y
e =C
@ wegel czescr imidazolowe) puryn 1 dwumetylobenzi-
A - midazolu
o = N
A ; rybozy w nukleozydach
b miejsce przytaczenia C1{ rybitolu w ryboflawinie

Rys. 2

http://rcin.org.pl




i Pl
’ %,J;:, . 3
!v; ‘”‘%LL 1
TA &Y

. . ..‘ﬁ.;“r"\f. l&.

‘,.




CYKL KWASOW TROJKARBOKSYLOWYCH

_H1

-H,0

+CoA
+H,0

+H,0

b e e

CoA

(@)
g——0r <-—m
g (@] -mO >

SICZAWIOWO

l
— 0 j’ CDUHH -0CTOWY

"Hzo &

LR N
. e
SZCZAWIOWOBURS_ZTYr\_IOWY

s 0

A-KETOGLUTAROWY

CoAH

CoA-O H)
CDZ SUKCYNYLO-

OOH 1

URSZTYNOWY
0oH I

FUMAROWY

A

OOH

JABLKOWY

HOH

OOH

@)

Uwaga
Czerwono oznaczono

roznice budowy

_sz

SICZAWIOWOOCTOWY

BILANS:

(Jednego obrotu)

CGHSO’ +
K\A 2s
cytrynowy

2H,0 = 4H, + 2C0, + GCH,0,

Kwas

szczaw -oclowy
Rys. 3



;} },ﬂ‘#ﬂ “ Al

vk A "I Q :’.’iu "[ﬂuur‘%r.
)i \1 ‘\‘:Hl_zq el

-

‘1‘ o hl

‘Id.




CYKL ORNITYNOWY , UREOGENEZA (1.2.3,4.5)
| BIOSYNTEZA PIRYMIDYN (1,2.3.4'5)
(POWIAZANIE)

KWAS ARGININOBURSZTYNOWY

KWAS FUMAROW

&1 A B 3@ L N AP (BURSZTYNOWY);]
|
ORNITYNA|MOCZNIK

|
l I
| | //;@ |
. _IN
| o7 | | e |
| l I I ll |
e—e— @ | | e |
l ,V\w k/
N7
e | I @ | I @
. e
¢ | 1 a5 A
2 b ¢ Sots ey
©———ag 4| KWAS  KARBAMYLOASPARAGINOWY (otwarty)
KWAS O’E_QTOWY(cykhczny)_
5 RYB-® Co;
O] | KWAS URYDYLOWY

—

OR'NlTYNAE‘f_};ﬁ"N}:l3

2JCY T R U L I N A|KWAS ASPARAGINOWY

KWAS ARGININOBURSZTYNOWY

o =C @ =C0 e =N

Rys. 4

http://rcin.org.pl



v

& WA B FE

‘- .J' L
i
.

\k,{.,”. o .},_.7 b gy
1. Lﬂ'! LG i R B

‘-.1— ,.-... ﬂ-.-'—v




BIOSYNTEZA KREATYNY

(I 253" ‘&)
GLIKOCYJAMINA|M E TIO NI N A
WATROBA ¢ b
KREATY N A|HOMOCYSTEINA
I
'GRU?’A AM![)YNOWAI | |
| @ e
[ )
e | o | |
b ]I
| o-_—../o—-—o—'—o-I—S %
™ I | I
O—O'r I I I &
| | I I
| | | I
4 I I | I Q=8
| i |
® ®
| I | I
. I I | |
® | I I I
| : I I
® | |
I I | I
! GRUPA AMIDYNOWA ! I IL
B2 R G I N | NAlGlICYNA
— NERKA
2] ORNITYNA |GLIKOCYJAMINA
=C ® =CO0 e =N

Rys. 5

http://rcin.org.pl




3

http://rcin.org.pl

R




	S. GROSS i T. WROŃSKA ODCZYTYWANIE PASKÓW Z ELEKTROFOREZY RIBUŁOWEJ
	P. MASTALERZ  SYNTEZA KWASU y-FOSFONOGLUTAMINOWEGO
	M. CHORĄŻY WPŁYW OPERACYJNEGO USUNIĘCIA NOWOTWORU NA BILANS AZOTOWY U SZCZURA
	J. HELLER, P. SZAFRAŃSKI, L. SZARKOWSKA i J. W. SZARKOWSKI BILANS ENERGETYCZNY WZROSTU HODOWLIMYCOB'ACTERIUM TUBERCULOSIS H37Rv
	W. DRABIKOWSKI MODYEIKACJA DWUACETYLOWEJ METODY OZNACZANIA KREATYNY I FOSFOKREATYNY
	T. KORZYBSKI SYNOPTYCZNY SPOSÓB PRZEDSTAWIANIA WIADOMOŚCI STRUKTURALNYCH BIOCHEMII



