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IN FO R M A C JA  D LA  A UTORÓ W

P o stęp y  B io ch em ii p u b lik u ją  a r ty k u ły  re fe ra to w e  ze w szystk ich  
dziedzin  b iochem ii n ie  d ru k o w an e  w  in n y ch  czasopism ach . A ry k u ły  
d ru k o w an e  w  P ostępach  B io ch em ii  n ie  m ogą być bez zgody R ed ak c ji 
p u b lik o w an e  w  in n y ch  czasopism ach . A rty k u ły  są hono ro w an e  w g u s ta ­
lonych  s taw ek . A u to rzy  o trzy m u ją  b ezp ła tn ie  25 o d b itek  p racy ; ż ą d a ­
n ie  dalszych  o db itek  (p ła tnych) n a leży  zgłosić p isem n ie  n a d sy ła ją c  
p racę . A u to ra  obow iązuje  k o re k ta  au to rsk a . K aszty  zm ian  te k s tu  w  k o ­
rekcie , poza p o p raw k am i b łędów  d ru k a rsk ic h  ponosi au to r.

R ed ak c ja  zastrzeg a  sobie m ożność w p ro w ad zen ia  sk ró tó w  i p o p ra ­
w ek  nie  w p ły w a jący ch  n a  tre ść  p racy .
F orm a m a szyn o p isu . M aszynopis p racy  i w szelk ie  za łączn ik i na leży  
n ad sy łać  w  dw u  egzem plarzach . M aszynopis p o w in ien  być n ap isan y  
jednostronnie:, z po d w ó jn ą  in te r l in ią , z m arg in esem  ok. 4 cm  po lew ej 
i ok. 1 cm po p ra w e j s tro n ie  o raz z n u m e ra c ją  s tro n . N a p ierw szej 
s tro n ie  na leży  zam ieścić  ty lk o : im io n a  (w p e łn y m i b rzm ien iu ) i  n a ­
zw iska  au to ró w , ich  s topn ie  i  ty tu ły  n au k o w e  w raz  z n azw am i p laców ek  
naukow ych , ty tu ł p ra c y  w  języ k u  po lsk im  i ang ie lsk im  o raz  om ów ie­
nie  te m a tu  p ra c y  w  języ k u  ang ie lsk im  (najwyżerj 5 w ierszy  m aszy n o ­
p isu).

R ozdziały  w  tek śc ie  na leży  oznaczyć n u m e ra c ją  rzy m sk ą  a p o d ro z ­
działy  — a rab sk ą . T y tu ły  n ie  w ydz ie lone  z te k s tu  n ie  po w in n y  być n u ­
m erow ane.

W tek śc ie  n ie na leży  zam ieszczać żad n y ch  tab lic , ry su n k ó w , sch e ­
m a tó w  i w zorów . W żąd an y m  m ie jscu  n a leży  pozostaw ać w olny  w ie rsz  
i oznaczyć: T ab lica  1, R ys. 1, S ch em at 1 lu b  liczbą rzy m sk ą  w  n a w ia ­
sie  — n u m e r odpow iedn iego  w zoru . W  tek śc ie  n a leży  odw ołać się do 
n u m e ra c ji w zoru  po słow nym  w y m ien in iu  zw iązku , np .: kw as g lu ta ­
m inow y (I).

P o w o łu jąc  się n a  l i tr a tu rę  na leży  podać  w  tekście , w  naw iasie , 
k o le jn y  n u m e r p o zyc ji w  sp isie  li te ra tu ry .
Z a łą czn ik i do te k s tu .  K ażdy  za łączn ik  należy  dołączyć n a  oddzie lnej 
k a rtce , o p a trzo n y  ko le jn y m  n u m erem  odp o w iad a jący m  u ży tem u  w  te k ś ­
cie np. T ab lic a  1, W zór I, Rys. 1 lu b  S ch em at 1. F o to g ra fie  i w y k re sy  
na leży  oznaczyć jak o  ry su n k i. W szystk ie  za łączn ik i na leży  oznaczyć 
u góry  nazw isk iem  a u to ra  i  począ tkow ym i w y razam i ty tu łu  p racy .

T ab lica  pow inna, zaw ie rać  n ag łó w ek  op isu jący  je j treść , je j ru b r y ­
k i p o w inny  być zaopa trzone  w  od p o w ied n i ty tu ł.

P o dp isy  i o b jaśn ien ia  pod ry su n k a m i i sch em atam i p o w in n y  być 
dołączone n a  oddzie lnej k a rtc e . O znaczen ia , k tó ry ch  n ie  m ożna n ap isać  
n a  m aszyn ie  należy  w y raźn ie  n an ie ść  czarnym  tuszem . W fo to g ra fiach  
i w y k re sach  należy  oznaczyć „g ó rę’ i „dó ł”.
L itera tu ra . W ykaz l i te r a tu ry  na leży  w y p isać  oddzieln ie , n a  o s ta tn ich  
s tro n ach  m aszynop isu , w  a lfab e ty czn e j ko le jności nazw isk  au to rów .
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Post. Biochem.  13, 495—503 (1967).

JEREM I SWIĘCKI*, B A R B A R A  LU BAS-LIBRANT**

Pamięci Marii Skłodowskiej-Curie, w setną rocznicę Jej urodzin

In Memory of Maria Skłodowska-Curie, on the hundredth Anniversary of Her
Birth

T he w o rk  an d  sc ien tific  ach ie v em en ts  of M aria  S k ło d o w sk a-C u rie  a re  p re sen ted . 
T he in f lu e n c e  of h e r w o rk  on th e  dev e lo p m en t of ra d io th e ra p y  of c an ce r is

em phasized .

W czasach obecnych, cechujących się dużą poczytnością licznych pa­
m iętników  i opracowań biograficznych należałoby oczekiwać pewnego 
stępienia wrażliwości na to, co charakteryzuje  geniuszy i ludzi w ybit­
nych. Tym bardziej zdum iew ającym  zjawiskiem  w dziejach k u ltu ry  
ludzkiej jest M aria Skłodowska-Curie, której setną rocznicę urodzin 
obchodzimy 7 listopada bieżącego roku. A że uroczystości związane są 
z nazwiskiem  najw ybitniejszej kobiety — naukowca naszego narodu, 
często osobisty stosunek żyjących jeszcze świadków jej sukcesów u b a r­
wia pew nym  subiektyw izm em  nastró j tegorocznych obchodów. Aż dziw 
bierze, jak bliska jest nam postać M arii Curie we wspom nieniach ży ją­
cych osób, które jeszcze m iały szczęście z nią współpracować, z jej um y- 
słowością współczesnego nam  naukowca, a jak bardzo jednocześnie na­
przód poszła od jej śmierci nauka i jak  bardzo zmienił się cały świat. 
W tym  postępie olbrzym i udział ma M aria Skłodowska-Curie, której 
fundam entalne odkrycia, związane z w yodrębnieniem  i zbadaniem  
własności pierw iastków  prom ieniotwórczych spowodowały burzliw y roz­
wój nie tylko fizyki i energetyki jądrow ej, lecz także m iały olbrzym i 
wpływ na postęp całej wiedzy przyrodniczej.

M aria Skłodowska urodziła się w W arszawie. Ojciec jej, W ładysław 
Skłodowski był nauczycielem  gim nazjalnym  przedm iotów ścisłych, 
a m atka prow adziła pensję. Po ukończeniu gim nazjum  ze złotym  m eda­
lem, przez kilka la t pracow ała M aria jako korepety torka i nauczycielka 
domowa na prowincji, pom agając finansowo licznej rodzinie, a zwłaszcza 
siostrze Bronisławie, studiującej w Paryżu  medycynę. Równocześnie sa­
ma uczy się, czyta, przerabia zadania i uczęszcza na w ykłady z dziedziny 
nauk przyrodniczych, prowadzone w tak  zwanym  U niw ersytecie L a ta ­

* D r m ed., d y re k to r  In s ty tu tu  O nkologii, G liw ice.
** M gr, In s ty tu t  O nkologii, G liw ice.
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496 J. SWIĘCKI, B. LUBAS-LIBRANT [2]

jącym. Słuchacze tego tajnego w okresie carskim  U niw ersytetu, patrioci 
i społecznicy, szerzyli naukę i rozbudzali patrio tyzm  wśród młodzieży. 
M aria pisze, w spom inając ten  okres: ,, ...każdy z nas w inien pracow ać 
nad udoskonaleniem  się w łasnym , jednocześnie zdając sobie spraw ę ze 
swej osobistej odpowiedzialności za całokształt tego, co się dzieje w  świe- 
cie, i z tego, że obowiązkiem każdego z nas jest pomagać tym , k tórym  
możemy stać się najbardziej użyteczni”. Całym  swoim życiem udowod­
niła, że pozostała w ierna tym  ideom.

Pierw sze prace laborato ry jne w ykonyw ała M aria w  L aboratorium  
Fizycznym  M uzeum Przem ysłu i Rolnictwa, przerabiając samodzielnie 
doświadczenia z zakresu fizyki i chemii.

Dopiero w 1891 roku mogła wyjechać do Paryża, by studiować na 
Sorbonie równocześnie fizykę, m atem atykę i chemię, uzyskując po 
dwóch latach licencjat z fizyki, a po trzech — z m atem atyki. Równo­
cześnie rozpoczyna pracę laborato ry jną — najp ierw  w  L aboratorium  
prof. Lippm ana, a potem  w Szkole Fizyki i Chemii, gdzie równocześnie 
pracow ał P io tr Curie, jej przyszły mąż i tow arzysz prac naukowych.

S taran ia  M arii o zapew nienie sobie po ukończeniu studiów m ożli­
wości pracy naukow ej w k ra ju  spełzły na niczym. Wychodzi za mąż za 
P io tra  Curie, decyduje się pozostać we F rancji i wspólnie z P iotrem  p ra ­
cować naukowo. Zdaje w owym czasie konkursow y egzamin nauczyciel­
ski i pisze rozpraw ę o m agnetyzm ie hartow anej stali.

W roku 1897 M aria Curie w ybiera sobie tem at pracy doktorskiej. 
Chce zbadać charak te r i źródło w ykrytego przez H enryka Becąuerela 
prom ieniow ania w ysyłanego sam orzutnie przez sole radu. Zagadnienie 
to jest ciekawe i nowe, a jedyne doniesienia na ten  tem at — to kilka ko­
m unikatów  Becąuerela, przedstaw ionych francuskiej Akadem ii Umie­
jętności w roku 1896.

W wilgotnej i ciasnej pracow ni Szkoły Fizycznej M aria Curie rozpo­
czyna swe wiekopomne badania nad prom ieniotwórczością uranu . Mon­
tu je  apara tu rę  elektrom etryczną i ocenia zdolność jonizacyjną w ysyła­
nych promieni. Stw ierdza, że ich natężenie jest proporcjonalne do ilości 
u ranu  zawartego w  badanych związkach i że promieniotwórczość stano­
wi atomową właściwość uranu , niezależną od czynników fizycznych. 
Przypuszcza, że własności prom ieniotw órcze mogą charakteryzow ać 
również inne pierw iastki i w sposób m etodyczny bada je po kolei; oprócz 
tego bada również liczne m inerały  i surowce skalne. W krótce odkryw a 
sam orzutną promieniotwórczość związków to ru  oraz kilku m inerałów  
(smółka uranow a, chalkolit, au tun it, toryt), k tó rych  aktyw ność prze­
wyższa czasem kilkakrotnie aktyw ność uranu . M aria Curie założyła, że 
smółka uranu, chalkolit i au tu n it zaw ierają niew ielkie domieszki nie- 
znanego jeszcze pierw iastka, znacznie bardziej radioaktyw nego od ura-: 
nu  i toru, i postanow iła wyodrębnić ten  pierw iastek  z rud m etodam i 
chemicznymi.
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[3] M A R IA  SK Ł O D O W S K A -C U R IE 497

Wobec tak  zdumiewającego w yniku prac żony P io tr Curie rzuca 
swoje ówczesne prace dotyczące badań kryształów  i przyłącza się do 
badań M arii. Odtąd przez szereg la t p racują  wspólnie nad w yodrębnie­
niem i zbadaniem  własności pierw iastków  prom ieniotwórczych. P race te 
były realizowane w w yjątkow o ciężkich i szkodliwych dla zdrowia w a­
runkach.

O dkryty  w lipcu 1898 roku pierw iastek, m etal zbliżony pod wzglę­
dem właściwości chemicznych do bizm utu, M aria Curie nazwała — na 
cześć swojej ojczyzny — polonem. Doniesienie o odkryciu drugiego ra ­
dioaktywnego pierw iastka, k tó ry  m ałżonkowie Curie zaproponowali 
nazwać radem , ukazało się w spraw ozdaniach A kadem ii Paryskiej 
w grudniu  1898 roku. Częściowo za w łasne pieniądze, w  szopie z prze­
ciekającym  dachem, wśród straszliw ych niewygód, P io tr i M aria Curie 
przeprow adzają gigantyczną pracę w yodrębnienia z blendy uranow ej 
pierwiastków , k tórych zawartość nie przekracza m ilionowej części pro­
centu przerabianej rudy. Pierw szy rok pracują  wspólnie nad chemicz­
nym  wydzieleniem  radu  i polonu oraz badaniem  promieniotwórczości 
otrzym yw anych stopniowo, coraz aktyw niejszych związków. Potem  roz­
dzielają prace — P io tr bada własności fizyczne radu  i istotę prom ienio­
twórczości, a M aria zajm uje się p repara tyką  chemiczną m ającą na celu 
otrzym anie czystych soli radu. W latach  1899— 1900 M aria i P io tr Curie 
ogłaszają kom unikat dotyczący elektrycznych własności w ysyłanych 
prom ieni i elektryczności indukow anej.

Na Kongres Fizyków w roku 1900 redagują spraw ozdanie ogólne
o pierw iastkach prom ieniotwórczych, które spotyka się z niezw ykłym  
zainteresowaniem , choć in te rp re tac ja  zjawisk podana przez autorów  by­
ła krytykow ana przez n iektórych ówczesnych uczonych o światowej 
sławie.

W roku 1902 M aria Curie w yodrębnia wreszcie kilkadziesiąt gram ów 
czystej soli radu i określa ciężar atom owy radu  rów ny 225 zapełniając 
puste miejsce 88 w układzie okresowym  M endelejewa. Sam a określa to 
jako „najw ażniejszą część pracy osobistej”, gdyż w edług ówczesnych 
poglądów, dopiero określenie ciężaru atomowego upoważniało autorkę 
do nadania radow i m iana pierw iastka chemicznego. N astępnie M aria 
bada szczegółowo własności chemiczne radu  oraz radonu — prom ienio­
twórczej em anacji, będącej produktem  rozpadu radu.

W jednej z prac już z roku 1900 M aria Curie form ułuje śmiałą, ge­
nialną hipotezę dotyczącą teorii przem ian prom ieniotwórczych, którą 
rozbudow ują następnie w Anglii R utherford  i Soddy. S tw ierdzają oni, 
że przy rozpadzie radu  wydziela się również hel. Teoria rozpadów pro­
m ieniotwórczych podważyła jedną z podstaw  fizyki ówczesnej — prze­
konanie o niezmienności pierw iastków  i niepodzielności atomu.

W szeregu krajów  uczeni odkryw ają dalsze p ierw iastki prom ienio­
twórcze: mezotor, radio tor, jon, p ro tak tyn , ołów prom ieniotwórczy.
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498 J. SWIĘCKI, B. LUBAS-LIBRANT [4]

Zidentyfikow ane zostają całe rodziny prom ieniotwórcze: rodzina uranu, 
to ru  i ak tynu  oraz oznaczone stałe i półokresy rozpadu pierw iastków .

M aria Curie stw ierdziła, że oprócz własności w ysyłania św iatła, s ty ­
m ulow ania przew odnictw a elektrycznego powietrza, fluorescencji szkieł 
i kryształów , rad  posiada również właściwość w ytw arzania dużej ilości 
energii, k tóra powoduje topnienie lodu oraz niszczenie substancji um iesz­
czonych w pobliżu. Nasuwa to M arii Curie przypuszczenie, że rad  może 
mieć pewne działanie fizjologiczne.

Zastosowanie radu  do celów leczniczych stworzyło konieczność p rze­
mysłowego wydobyw ania radu. Pow stają fabryki produkujące rad. M ał­
żonkowie Curie korespondencyjnie udzielali bezinteresownie producen­
tom wskazówek odnośnie produkcji radu. W ynalezione i ulepszone przez 
małżonków Curie m etody techniczne przem ysłu radowego są stosowane 
zresztą praw ie bez zmian do dzisiejszego dnia.

Dopiero w roku 1903 zdobywa M aria Curie ty tu ł doktora za pracę 
pt. „Badania nad ciałam i prom ieniotw órczym i”. W parę miesięcy póź­
niej, 10 grudnia 1903 roku, za te same badania nad ciałam i prom ienio­
twórczym i szwedzka Akadem ia Nauk przyznaje M arii Curie, wespół 
z P iotrem  Curie i H enrykiem  Becquerelem , doroczną nagrodę Nobla 
z dziedziny fizyki.

W listopadzie 1903 roku Królewskie Towarzystwo Naukowe w Lon­
dynie przyznało im jedno z najw yższych odznaczeń: M edal D avy’ego.

W roku 1904 P io tr Curie objął specjalnie dla niego utw orzoną K a­
tedrę  Fizyki Sorbony oraz został członkiem Akadem ii Nauk. Z tą chwilą 
zaistniała również dla M arii możliwość uzyskania po raz pierwszy w  ży­
ciu płatnego i oficjalnego stanow iska naukowego adiunkta przy katedrze 
fizyki. W szystkie dotychczasowe badania, uwieńczone odkryciem  radu 
i polonu i uhonorowane nagrodą Nobla, w ykonyw ała ona bezpłatnie, 
a jej obecność w laboratorium  była zupełnie nieoficjalna.

Pięknie rozw ijającą się pracę przecięła tragiczna śmierć P io tra  Curie 
wiosną 1906 roku. Jedynym  fizykiem , k tó ry  mógł objąć katedrę  po Pio­
trze Curie była w łaśnie M aria Curie. Została ona pierwszą kobietą — 
profesorem  we Francji.

Prowadzi w ykłady w Sorbonie, prowadzi badania, radzi i w ydaje po­
lecenia swoim uczniom i asystentom  oraz k ieru je  swe wysiłki na zdoby­
cie dotacji i zorganizowanie dużego, wygodnego i dobrze zaopatrzonego 
laboratorium  przeznaczonego do badań promieniotwórczości, którego 
otw arcia nie doczekał P io tr Curie. M aria Curie w ychow uje oprócz tego 
dwie córki: Irenę, k tóra w wiele lat później zostanie również wielkim  
fizykiem, i Ewę.

Profesorem  źwyczajnym  Sorbony została M aria Curie w roku 1908. 
Ogłasza w roku 1910 swe słynne, praw ie 1000-stronicowe dzieło o pro­
mieniotwórczości. W ydaje również poprawione i uporządkow ane „Dzieła
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Pio tra  C urie” oraz „Tabele stałych prom ieniotw órczych” i „Rodziny 
pierw iastków  prom ieniotw órczych”.

Prace M arii Curie koncentru ją się w tym  okresie na oczyszczaniu 
i w ydzieleniu chlorku radu, pow tórnej ocenie ciężaru atomowego radu  
oraz na wydzieleniu radu  w stanie m etalicznym , którego dokonuje w raz 
z A ndrzejem  Debierne bardzo subtelną m etodą chemiczną, przygoto­
w ując am algam at radu  przez elektrolizę roztw oru zawierającego 1 de- 
cygram  chlorku radu, za pomocą katody rtęciow ej. Uczona bada ponadto 
prom ieniow anie w ysyłane przez polon oraz odkryw a i opracow uje m e­
todę dozowania radu  przez pom iar aktyw ności wydzielającej się z niego 
em anacji.

W grudniu 1911 roku szwedzka Akadem ia N auk przyznaje M arii 
Curie indyw idualną nagrodę Nobla — tym  razem  w dziedzinie chemii. 
M aria Curie pozostała po dziś dzień jedynym  uczonym odznaczonym tą 
zaszczytną nagrodą dw ukrotnie za prace naukowe.

W roku 1909 postanowiono zbudować w Paryżu  laboratorium  rado­
we — m arzenie M arii i P io tra  z okresu ich wspólnej pracy.

W roku 1913 M aria uczestniczyła osobiście w uroczystym  otw arciu 
w W arszawie laboratorium  do badań nad promieniotwórczością. W yra­
ziła zgodę na kierow anie jego pracam i z Paryża, a bezpośrednie kierow ­
nictwo powierzyła dwom swoim najzdolniejszym  uczniom — Polakom: 
Janow i Danyszowi i Ludwikowi W ertensteinow i.

In sty tu t Radowy zbudowano w Paryżu wspólnym  kosztem Sorbony 
i In sty tu tu  Pasteura  przy ulicy P io tra  Curie.

W czasie pierwszej w ojny światowej uczona organizuje ruchom e 
punk ty  rentgenodiagnostyczne. Swoje doświadczenia z okresu wojny 
przedstaw ia M aria w książce. Pisze w niej: „H istoria rentgenologii w ojen­
nej jest przejm ującym  przykładem , jak  wielki i nieprzew idziany zakres 
praktycznych zastosowań może mieć w pewnych w arunkach odkrycie czy­
sto naukowe... O dkrycie naukowe zdobywa w ten sposób ostateczny za­
kres, k tóry  mu się z n a tu ry  rzeczy należał. Podobny rozwój widzimy 
w odniesieniu do leczenia radem  to jest do zastosowania w m edycynie 
prom ieni, w ysyłanych przez ciała promieniotwórcze... W ydaje się, że musi 
ono natchnąć nas większym  zaufaniem  do bezinteresow nych badań, 
wzmóc naszą cześć i uwielbienie dla n ich”.

Po zakończeniu w ojny M aria Curie z całą energią podejm uje prze­
rw ane badania naukowe. W okresie od roku 1919 do 1934 w jej labora­
torium  fizycznym  w Instytucie wykonano 483 prace naukowe, w tym  k il­
kadziesiąt prac doktorskich i dyplomowych. M aria Curie wyszkoliła 
w swym Instytucie również w ielu fizyków polskich. Pod jej kierunkiem  
w ykonyw ali swe pierwsze prace oraz prace doktorskie jej córka — Irena 
Jolliot-C urie oraz zięć — F ryderyk  Joliot, przyszli odkrywcy sztucznej 
promieniotwórczości (1934).

http://rcin.org.pl



500 J. ŚWIĘCKI, B. LUBAS-LIBRANT [6]

O statnie prace M arii Curie związane były z badaniem  rodziny ak ty ­
nu i pom iaram i widm owym i prom ieniow ania alfa, oraz redagow aniem  
uzupełnionej i obszernej w ersji dzieła o promieniotwórczości, k tóre uka­
zało się już po jej śmierci.

Głęboki hum anizm , jaki cechował zawsze Jej podejście do ludzi, 
spraw ił, że jako jedna z pierwszych poruszyła odpowiedzialność uczo­
nych za konsekwencje ich odkryć. Również jako członek M iędzynarodo­
wej Komisji W spółpracy In telek tualnej przy Lidze Narodów była rzecz­
nikiem  w spółpracy m iędzynarodowej w zakresie nauki.

Dalszą rozbudowę In sty tu tu  Radowego w Paryżu  prowadzi dzięki 
utw orzeniu w roku 1920 Fundacji im ienia Curie grom adzącej subwencje 
i dary  przeznaczone na naukow ą i leczniczą działalność In sty tu tu  Rado­
wego. W roku 1922 M aria Curie zostaje p rzy ję ta  jako pierwsza i jedyna 
kobieta w poczet członków Akadem ii N auk Medycznych.

Gorącym pragnieniem  M arii Curie było utw orzenie In sty tu tu  Rado­
wego również i w Polsce. W ysiłki i zapał zarówno samej M arii jak  i jej 
siostry, Bronisławy Dłuskiej, doprowadziły do realizacji tego projektu; 
w roku 1925 M aria przyjechała do W arszawy położyć kam ień węgielny 
pod gm achy In sty tu tu . Pierw szy rad  do celów lecznicznych uzyskała 
M aria jako dar Stanów  Zjednoczonych. Poświęcenie części leczniczej 
In sty tu tu  Radowego w W arszawie odbyło się w roku 1932.

W ielka uczona zm arła 4 lipca 1934 roku w Sancellemoz w Szw aj­
carii na złośliwą anem ię anaplastyczną, pow stałą w skutek długotrw ałej 
pracy ze szkodliwymi dla zdrowia substancjam i prom ieniotwórczym i.

Wielkość M arii Skłodow skiej-Curie uwidacznia się w całej jej syl­
wetce naukowca, patrio tk i, żony i m atki. Ani zdolności (dochowały się 
ustne relacje o jej w spaniałej pamięci), ani rola przypadku nie mogą 
w ytłum aczyć jej sukcesów. Cechowały ją  logiczność i jasność m yślenia 
naukowego, a nadto niezm ierna konsekw encja i pracowitość. W ystar­
czy — dla ilustrac ji — przypomnieć, że dla osiągnięcia sukcesów, z k tó­
rych  korzysta współczesna nauka i cywilizacja, m usiała opracować we­
spół z P iotrem  Curie nową metodę, zdolną w ykryw ać śladowe ilości radu 
i innych pierw iastków  prom ieniotwórczych, że analiza elektrom etryczna 
powstała w oparciu o założenie, iż promieniotwórczość jest właściwością 
atom ową badanej m aterii i że w w yniku tego powstała, jak  to określiła 
sama, „specjalna chemia, której narzędziem  stosowanym  rutynow o jest 
nie waga, lecz e lek trom etr”. Oto są początki nowej nauki — chemii ato­
mowej, nauki zajm ującej się budową m aterii.

Przypom nijm y sobie wreszcie, że wypow iadając w początkach badań 
nad promieniotwórczością u ranu  hipotezę atomowego jego przekształ­
cania się, była w swoich przypuszczeniach dość osamotniona. Nawet 
ówczesne zapatryw ania P io tra  Curie na promieniotwórczość, jak  to 
określiła M aria, m iały „dużo wspólnego z poglądem na zjaw iska cieplne”.

Stworzona przez małżonków Curie m etoda elektrom etrycznego ba­
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dania prom ieniow ania dziś jeszcze ma zastosowanie w m edycynie, gdzie 
służy jako najbardziej rozpowszechniona m etoda daw kow ania promieni. 
Użycie prom ieni jonizujących w m edycynie sięga przełom u XIX i XX 
wieku, gdy Stevens, Daniel, W alkhoff, P io tr Curie, Becquerel stw ier­
dzili, że działają one na tkanki.

Bardzo wcześnie M aria Curie stara ła  się pomóc w  rozw oju praktycz­
nego zastosowania pierw iastków  prom ieniotwórczych w medycynie. 
Uw ażała jednak, że nie można dopuścić, aby rozwój rad io terap ii opierał 
się wyłącznie na empirii, bez kontroli naukow ej istoty zjaw isk będących 
w ynikiem  działania radiopierw iastków . W yrazem  jej najgłębszych prze­
konań było stw orzenie w Insty tucie Radowym  w Paryżu  dwóch części 
badawczych: laboratorium  fizycznego oraz laboratorium  biologii i Cu- 
rie-terap ii, aby wspólnie rozwijać naukę o radzie.

Prędko przekonano się, że głównym  zastosowaniem radu  w m edycy­
nie będzie leczenie nowotworów złośliwych. Okazało się, że w yzyskując 
w tym  celu przede w szystkim  kom ponentę elektrom agnetyczną jego 
prom ieniow ania, można doprowadzić do całkowitego zniszczenia tkanki 
nowotworów złośliwych. N astąpił szybki rozwój nowej specjalności le ­
k a rsk ie j— radioterapii. Później, wprowadzenie izotopów prom ienio­
twórczych, będących w ynikiem  przekształcania zwykłych pierwiastków, 
zgodnego z przesłankam i teoretycznym i M arii Skłodowskiej-Curie, 
wzbogaciło znacznie współczesne możliwości doboru energii i rodzaju sto­
sowanych źródeł prom ieni. Rad jest obecnie tylko jednym  z licznych 
radiopierw iastków  używ anych w lecznictwie. Ale zasadnicze ustalenia 
dokonane w radioterapii na początku XX wieku, z przem ożnym  udziałem  
In sty tu tu  Radowego w Paryżu, obowiązują w praktyce do dziś. Prom ie­
nie jonizujące, niezależnie od ich pochodzenia oddziaływ ują na każdą 
żywą m aterię. Efekt ostateczny naprom ienienia żywych s tru k tu r  biolo­
gicznych zależy od ilości pochłoniętej energii. W w arunkach  prom ienio- 
lecznictwa, zdolność oddziaływ ania tkanek  na prom ienie czyli ich pro- 
mienioczułość jest różna, mimo, że teoretycznie wszystkie rodzaje ży­
wych kom órek i tkanek  są wrażliwe. Ogólnie biorąc, naprom ienianie 
dawkam i, stosowanym i w lecznictwie działa uszkadzająco. Jeżeli uszko­
dzenie naprom ienionej tkank i jest dostatecznie małe, zachodzą procesy 
napraw y, które mogą doprowadzić do zlikwidowania w tkance popro­
m iennych efektów niszczących drogą „uprzątan ia” kom órek nieżywych, 
w zrostu przetrw ałej części populacji kom órkowej i drogą procesów 
bliznowacenia. Podstaw ow ą zasadą um ożliw iającą wyleczenie znacznej 
części guzów nowotworowych przez naprom ienianie jest w yzyskanie róż­
nic, jakie istnieją w zakresie promienioczułości i zdolności do napraw y 
pomiędzy tkanką nowotworową a norm alnym i tkankam i podłoża i oto­
czenia, z konieczności naprom ienianym i we w spólnym  bloku.

Zasługą głównie szkoły In sty tu tu  Radowego w Paryżu  było w ykaza­
nie (Regaud) roli, jaką z punk tu  w idzenia efektu leczniczego spełnia
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czynnik czasu: przyjęto na ogół m etodę dzielenia zam ierzonej dawki 
prom ieni na m niejsze frakcje  podawane w ciągu przew ażnie kilku ty ­
godni. Dzieląc dawkę prom ieni na frakcje, możemy dobierać długość 
przerw  m iędzy naśw ietlaniam i i wielkość frakcji tak, aby istn iały  n a j­
lepsze w arunki napraw y dla tkanek  zdrowych, obciążając jednocześnie 
optym alną krytyczną daw ką prom ieni guz nowotworowy. Om awiane za­
gadnienia, jak  również zespół cech, które zwiemy wrażliwością nowo­
tw oru na promienie, są do dziś niezupełnie w yjaśnione. Wiadomo, że 
ogromne znaczenie ma w tym  budowa morfologiczna naśw ietlanych 
tkanek (nowotworu i jego podłoża z tkanek prawidłowych) oraz w arun ­
ki tlenowe. Tkanki w w arunkach  niedotlenienia w ykazują zmniejszoną 
wrażliwość na promienie.

Stosowane w radioterapii nowotworów prom ienie objęte są nazwą 
prom ieni jonizujących dla podkreślenia, że jonizacja w naśw ietlanych 
tkankach jest podstawowym  m echanizm em  fizycznym ich działania, m i­
mo, że promienie elektrom agnetyczne (X, y) w ytw arzają jonizację p ra ­
wie całkowicie drogą w ytw arzania elektronów  w tórnych. Najczęściej 
w lecznictwie używa się prom ieni X, y, elektronów, rzadziej prom ieni a. 
Różnią się one od siebie ilością energii traconej na jednostkę przebytej 
drogi, z czym łączy się wielkość wywołanego efektu biologicznego. 
Gęstość jonizacji jest w prost proporcjonalna do kw adratu  ładunku cząst­
ki jonizującej i odw rotnie proporcjonalna do kw adratu  szybkości. Na 
przykład cząstki a, cechujące się bardzo dużą gęstością jonizacji, wyw o­
łują silne ale ograniczone działanie uszkadzające na tkankę.

Gdy gęstość jonów jest mała, na przykład w przypadku prom ienio­
wania y o dużej przenikliwości, efekty  miejscowe są stosunkowo m niej 
nasilone. Energia w tórnych elektronów  uw alnianych na dłuższej prze­
strzeni w przebiegu tego prom ieniow ania w tkance m a znaczny rozrzut.

W edług teorii, k tóre zostały opracowane na podstawie badań na pro­
stych modelach biologicznych, jonizacje mogą działać dwoma sposobami.

W pierwszym  efekt dochodzi do skutku drogą działania bezpośrednie­
go, uszkadzającego ważne, z punk tu  widzenia funkcji biologicznych, s tru k ­
tu ry  w ew nątrz żywej komórki. Istnienie takich ważnych s tru k tu r  ko­
m órkowych w ykazała M aria Curie jeszcze w 1929 roku. Śm ierć lub 
uszkodzenie ważnej funkcji kom órkowej w ystępuje w tym  przypadku 
według praw  praw dopodobieństw a „trafien ia w cel” . Jak  w ynika z „ te­
orii trafien ia w cel” ustanie ważnej czynności kom órki może być w y­
nikiem  pojedynczej jonizacji; wykazano, że pojedyncza cząsteczka a 
może wywołać m utację genu.

Drugi sposób, w jaki oddziaływ ują produkty  jonizacji na funkcje bio­
logiczne przedstaw ia teoria działania pośredniego. Zakłada ona, że w wa­
runkach żywych organizmów złożonych dużą rolę odgryw a jonizacja wo­
dy, znajdującej się w kom órkach i tkankach. Pierwsze stw ierdzenia, do­
tyczące tego tem atu, biorą początek w pracach z pracow ni M arii Curie
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nad działaniem  cząstek a na wodę. Stwierdzono, że produkty  radiolizy 
wody (H-, OH-, H 0 2) silnie u tleniające, zm ieniają składniki chemiczne 
i prow adzą do zmian w s truk tu rze  kom órek i zaburzeń jej funkcji. Pod 
w pływ em  wym ienionych czynników istniejące równowagi chemiczne ule­
gają zwichnięciu, a procesy chemiczne mogą przebiegać w zmienionym 
k ierunku . Efektem  tego może być inaktyw acja enzymów, denaturacja  bia­
łek, zm iany właściwości koloidalnych lub lepkości protoplazm y, zmiany 
w błonach komórkowych, w gospodarce wodnej komórki, zmiany w za­
w artości w apnia i potasu. W rażliwość kom órki na prom ienie najw iększa 
jest w fazie spoczynkowej i we wczesnej profazie. M orfologicznie stw ier­
dza się po naśw ietlaniu uszkodzenia chromosomów, co prowadzić może do 
śm ierci komórki, do uniem ożliwienia podziału komórkowego lub do m u­
tacji genetycznych.

M aria Curie w raz z P io trem  Curie odkryła promieniotwórczość, ale 
Jej zasługi dla nauki światowej w ykraczają daleko poza to odkrycie.

W jubileuszow ym  setnym  roku upływ ającym  od urodzin M arii Skło- 
dow skiej-Curie, istn ieją  szczególne powody, aby w pierwszym  rzędzie 
lekarze, biolodzy i przyrodnicy w raz z całym  św iatem  nauki pod pa tro ­
natem  licznych organizacji m iędzynarodowych oddali hołd Jej geniu­
szowi.

W październiku br. odbędzie się w W arszawie m iędzynarodowe Sym ­
pozjum , poświęcone perspektyw om  fizyki jądrow ej i fizyki cząstek ele­
m entarnych  oraz chemii jądrow ej. Pod patronatem  UNESCO  odbędzie 
się rów nież w W arszawie zjazd popularyzatorów  nauki, a w domu uro­
dzin M arii Curie zostanie o tw arte  m uzeum  Jej imienia. Specjalne sym ­
pozja odbędą się też w Sorbonie, a w wielu uniw ersytetach św iata będą 
m iały m iejsce uroczyste sesje.

Je j działalność społeczna z lat młodzieńczych w k ra ju  i z lat sławy 
w okresie w ojny światowej i pracy w Lidze Narodów, świadczy o Jej 
wielkiej szlachetności, hum anizm ie i zaangażowaniu po stronie słusz­
nych spraw . Działalność patrio tyczna M arii — niestrudzona w alka o rea ­
lizację budowy In sty tu tu  Radowego w W arszawie, szkolenie polskich fi­
zyków i utrzym yw anie stałego kon tak tu  z k rajem  przez całe życie — 
jest dla nas Polaków powodem do praw dziw ej dumy.

Szlachetną i piękną postać M arii Skłodowskiej Curie, kobiety, która 
naukę ukochała nade wszystko, trafn ie  można określić słowami Ludw ika 
N atansona: „Twórcze m yślenie, sam otne pasowanie się z nierozwiązaną, 
często nie przeczuwaną przez nikogo zagadką, jest jedną z wielkich i czy­
stych radości, k tóre są duchowi ludzkiem u dostępne. Ale tę radość trze­
ba przepłacić. Okupić ją trzeba zmęczeniem dni pracow itych, trzeba ją 
zdobyć brnąc przez zniechęcenie i gorycz, trzeba ją posiąść w y trw a­
łością i hartem . Do naukowego badania powołani są tylko nieliczni, 
szczęśliwi i nieszczęśliwi zarazem ”.
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IR E N A  SZUMIEL*

Hormonalna regulacja czynności genów

Hormonal Control of Gene Function

T he re su lts  of sev e ra l b iochem ical, cy to g en tica l and  cy tochem ica l ex p e ri-  
m en ts  a re  rev iew ed , in d ica tin g  d ire c t or in d ire c t influen 'ce of ho rm ones on th e
tra n sc r ip tio n  of genetic  in fo rm a tio n . P o ss ib le  m echan ism s of h o rm o n a l co n tro l

of gene fu n c tio n  a re  d iscussed .

Term inu „horm on” użył po raz pierwszy w 1905 roku S t a r l i n g  
(21) dla określenia w ydzielanych do krw i przez odpowiednie gruczoły 
substancji o różnorodnym  działaniu fizjologicznym na określone narzą­
dy lub cały organizm  zwierzęcy. W latach  późniejszych z tej ścisłej de­
finicji fizjologicznej zapożyczono nazwę horm on dla szeregu związków 
endogennych, k tórych wspólną cechą jest działanie na organizm  w bar­
dzo m ałym  stężeniu i powodowanie w następstw ie znacznych zmian 
morfologicznych i m etabolicznych. W prowadzono pojęcie horm onu tk an ­
kowego i roślinnego, poszerzając w ten  sposób zakres, ale zmniejszając 
precyzję pierwotnego term inu . Ze względu na niezw ykłą różnorodność 
budowy i czynności biologicznej hormonów trudno  jest przyjąć jedno­
lity  m echanizm  ich działania. Przypuszcza się ponadto, że czynność 
poszczególnych hormonów jest w ielostronna: są one — jak to określił 
van O v e r b e e k  (49) — jak  klucze otw ierające wiele drzwi. Szereg 
doświadczeń przeprow adzonych nad horm onam i zwierzęcym i świadczy
o tym , że działanie ich może polegać na zm ienianiu przepuszczalności 
ścian kom órkowych (37, 39), aktyw acji białek enzym atycznych (19, 20, 
65) i wreszcie bezpośrednim  udziale w przem ianach m etabolicznych 
w charakterze koenzymów (75). N iemniej jednak można się spodziewać, 
że oprócz tych różnych właściwości większość hormonów posiada jedną 
wspólną cechę — mianowicie zdolność regulacji biosyntezy białek ko­
m órkowych. Przypuszczenie to jest logicznie uzasadnione: działanie hor­
monów powoduje zm iany cech morfologicznych i m etabolicznych rea li­
zowanych poprzez syntezę i następstw a działania białek komórkowych.

* D r, st. a sy s ten t K a te d ry  B iochem ii U n iw e rsy te tu  W arszaw sk iego .
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I. Wpływ hormonów aa biosyntezę białka

Pierw sze prace nad wpływ em  hormonów na biosyntezę białka pole­
gały na badaniu włączania radioaktyw nych aminokwasów do białek 
kom órkowych ssaków w następstw ie podania horm onu wzrostowego (34), 
insuliny (43), estrogenów (46), androgenów (13, 14), kortyzonu (10, 25, 35, 
38) i hormonów tarczycy (47, 52, 69). We wszystkich tych przypadkach 
stw ierdzano zwiększone w łączanie aminokwasów do białek. N o t e -  
b o o m  i G ó r s k i  (48) badając biosyntezę białka w macicy szczurzej 
w 2 i 4 godziny po podaniu estrogenu wykazali, że najbardziej in ten ­
sywne jest w łączanie aminokwasów do białek frakcji rybosomowej i ją ­
drowej, nieco słabsze do białek m itochondrialnych; nie następuje nato-

Rys. 1. W pływ  e s tro g en u  na  b iosyn tezę  b ia łk a  w  ró żn y ch  f ra k c ja c h  kom órkow ych
m acicy  sam icy  szczura (wg 48).

m iast zwiększenie biosyntezy białek frakcji rozpuszczalnej. W yniki ba­
dań nad wpływ em  estrogenów na biosyntezę białka w m acicy szczura 
przedstaw ia rysunek 1.

Na podstawie tych danych można było sądzić, że w pierw szym  sta ­
dium  działania estrogen powoduje zm iany w organellach kom órkowych 
związanych z biosyntezą białek, to jest w jądrze i rybosom ach, nie 
można było jednak określić m echanizm u jego działania. Teoretycznie 
wzrost biosyntezy białka mógł być spowodowany działaniem  horm onu 
na: 1) pulę aminokwasową, 2) proces aktyw acji aminokwasów, 3) pulę 
nukleotydową, 4) proces transk rypcji genu, to jest syntezę mRNA, 5) p ro­
ces translacji, to jest syntezę łańcucha peptydowego na rybosomie. W y­
niki pracy N o t e b o o m a  i G o r s k i e g o  sugerow ały w pływ  hor­
monów na dwa ostatnie procesy, zaś szczególną uwagę zwrócono na pro­
ces transkrypcji kiedy w licznych pracach (8, 30, 36, 40, 51, 70, 76, 77, 78) 
udało się stwiedzić, po podaniu zwierzętom  hormonów, w zrost syntezy 
RNA, oceniany na podstaw ie zwiększonego włączania znakowanego u ra ­
cylu. To samo spostrzeżenie uczynił na m ateriale  roślinnym  kilka la t

http://rcin.org.pl



[3] H O R M O N A LN A  R E G U L A C JA  GENÓW 507

wcześniej S k o o g (60) wykazując w pływ  kwasu indolooctowego na 
syntezę RNA w hodowlach tkankow ych; w yniki S k o o g a potwierdziły 
następnie prace C l e l a n d a  (5) i K e y ’ a (31,32).

W zrost syntezy RNA — jak się okazało — dotyczył przede wszystkim  
frakcji mRNA i można go było zahamować przez podanie aktynom y- 
cyny D (I), antybiotyku w ytw arzanego przez Streptomyces antibioticus. 
Stwierdzono, że zarówno in vivo  jak  in vitro  ham uje on syntezę mRNA

l  -N- metiflowalina L-N-metylowaUna 
Sarkozyna

L -p ro lin a  

D -w a li na
I

L -treom na  
Ic=o

Sarkozyna
L -p ro lin a

\ ..
D -w ali na

L -  treonina  -

c=o

I
oraz RNA rybosomów (18, 26, 55, 67) jak  również transport RNA z jądra  
do cytoplazm y (56). W łaściwości i działanie aktynom ycyny D omawiali 
niedawno w artyku łach  przeglądow ych R e i c h  i G o l d b e r g  (56) 
oraz G a ł a s i ń s k i  (15).

Zatrzym anie procesu transk rypcji genu (to jest syntezy mRNA) przez 
aktynom ycynę D w w yniku zablokowania m atrycy  DNA, a w na­
stępstw ie zaham owanie syntezy białek całkowicie znosiło skutki działa­
nia gonadotropiny (66), hormonów przytarczyc (54, 68) oraz niektórych 
hormonów sterydow ych (66, 72). Przykładem  ilustru jącym  to zjawisko 
mogą być w yniki doświadczenia U i  i M u l l e r a  (72), przeprowadzone 
na samicach szczura. W 3 tygodnie po usunięciu jajników  zwierzętom  
w strzykiw ano roztw ór soli fizjologicznej (grupa 1 i kontrolna) lub ak ty ­
nom ycyny D (grupa 2 i 3) i zaraz potem  roztw ór estradiolu (grupa 1 i 3) 
lub soli fizjologicznej (grupa 2 i kontrolna). N astępnie wszystkim  g ru ­
pom zw ierząt podawano dw ukrotnie (w 2 i 3 godziny po pierwszych za­
strzykach) urydynę znakow aną try tem  i glicynę znakowaną 14C. W go­
dzinę po ostatnim  zastrzyku, to jest w czw artej godzinie doświadczenia, 
zwierzęta zabijano i oznaczano ciężar macicy oraz radioaktyw ność frakcji 
RNA, białek i lipidów. W w ynikach doświadczenia przedstaw ionych na 
rysunku 2 w artości uzyskane dla zw ierząt grupy kontrolnej przyjęto 
jako 100% i oznaczono poziomą kreską. W grupie 1, a więc u samic, k tó­
re otrzym ały estrogen, widoczny jest znaczny w zrost zarówno ciężaru 
macicy (spowodowany pobraniem  wody) jak  i syntezy RNA, białek i li­
pidów w porównaniu z grupą kontrolną. Podanie aktynom ycyny D (gru­
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pa 2) powodowało znaczny spadek syntezy RNA przy u trzym yw aniu  się 
ciężaru macicy oraz syntezy lipidów i białek na poziomie zbliżonym do 
poziomu w grupie kontrolnej. Podanie estrogenu po aktynom ycynie D 
(grupa 3) dało w yniki zbliżone do w yników  w grupie 2, a zatem  ak tyno-

Grupa 1 
(estrogen)

Grupa 2 Grupa 3
(aktynomycynaD) (estrogen + .

aktynomycyna D)

R ys. 2. W pływ  estro g en u  i ak ty n o m y cy n y  D n a  c iężar m acicy  o raz  b io syn tezę  RNA, 
lip id ó w  i b ia łek  w  m acicy  u sam ic szczura  w g (72); om ów ienie  w  tek ście .

m ycyna D znosi w pływ  estrogenu zarówno na syntezę RNA, lipidów 
i białek, jak  również na w zrost ciężaru macicy.

Przedstaw ione w yniki sugerują, że istotą oddziaływania estrogenu 
na kom órki jest pobudzenie syntezy mRNA, co powoduje z kolei w zrost 
syntezy odpowiednich białek i dalsze zmiany, jak  wzmożoną syntezę 
lipidów i wzrost ciężaru m acicy w w yniku jej nawodnienia. Podobny 
w niosek w ydaje się słuszny dla wszystkich hormonów, wobec k tó rych  
stw ierdzono antagonistyczne działanie aktynom ycyny D.

1. Indukowana hormonalnie synteza mRNA

W 1964 roku K i d s o n  i K i r b y  (33) opublikow ali w yniki badań 
dostarczających szeregu nowych danych o wpływie horm onów na syn­
tezę mRNA. Badacze ci opracow ali m etodę rozdziału przeciw prądow ego 
mRNA z w ątroby szczura, dającą lepsze w yniki niż rozdział przy użyciu 
kolum ny z m etylow anej album iny lub w irow anie w  gradiencie stężeń 
sacharozy. M etodę tę  zastosowali następnie w badaniach nad biosyntezą 
mRNA indukow aną działaniem  hormonów.

Do doświadczeń używano dorosłych szczurów żywionych jednakow ą, 
zaw ierającą 20% białka dietą. Zw ierzętom  podawano odpowiednie h o r­
m ony i po upływ ie różnych okresów czasu — znakow any try tem  kw as 
orotowy. W 20 m inut potem  szczury zabijano, a w ątrobę natychm iast 
zam rażano w ciekłym  azocie. W ypreparow any następnie mRNA podda-
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wano rozdziałowi przeciw prądow em u i mierzono radioaktyw ność po­
szczególnych frakcji.

Rysunek 3 przedstaw ia w ykresy rozdziału radioaktyw ności we 
frakcjach  mRNA w ątroby szczurów, k tóre o trzym ały insulinę (a), hy-

R ys. 3. W pływ  horm onów  n a  b iosyn tezę  m R N A  w  k o m ó rk ach  w ą tro b y  szczura
w g ,(33)

a) insu lina, b) hydrokortyzon, c) tyroksyna, d) testosteron;
znakow any kw as orotow y podaw any w  5 m inut 15 m inut --------, 30 m i n u t --------, 60 m inut

po zastrzykn ięciu  horm onu; krzyw a kontrolna —

drokortyzon (b), tyroksynę (c) lub testosteron (d). Jak  widać z w ykre­
sów, badane horm ony w różnym  czasie od chwili ich podania w yw ołują 
selektyw ny wzrost lub spadek syntezy poszczególnych frakcji mRNA. 
Na przykład wpływ  insuliny zaznacza się bardzo silnie w 15 m inut po

2 P ostępy B iochem ii http://rcin.org.pl
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podaniu, a po upływie pół godziny zanika i poziom syntezy praw ie 
wszystkich frakcji mRNA jest bliski kontrolnego. H ydrokortyzon powo­
duje znaczne pobudzenie syntezy dwóch frakcji mRNA już po 5 m inu­
tach; po 30 m inutach synteza jednej z tych frakcji powraca do poziomu 
kontrolnego, natom iast drugiej — znacznie w zrasta. Działanie tyroksy- 
ny zaznacza się najsilniej w kom órkach w ątroby dopiero po upływ ie
1 godziny, choć widoczne zm iany w syntezie mRNA zachodzą już po 
upływ ie 15 m inut. Szczególnie in teresu jący  jest wpływ  testosteronu: 
pobudza on syntezę innych frakcji mRNA u samców niż u samic.

Skojarzenie omówionych wyników ze schem atem  M o n o d a ,  C h a n -  
g e u x ’a i J  a c o b a (45) genetycznej regulacji biosyntezy białka u bak­
terii oraz ze znanym i już wcześniej fak tam i horm onalnej indukcji sze­
regu enzymów pozwoliło K i d s o n o w i  i K i r b  y ’emu (33) na sform u­
łowanie hipotezy, według k tórej horm ony oddziałują jako efek tory  
allosteryczne na represory  genetyczne. Pojęcie allosterii w yjaśnione było 
w zamieszczonym niedawno w Postępach Biochemii artyku le  przeglądo­
wym  P u ż y ń s k i e j  (53).

2. Hormonalna indukcja enzymów

Rozważając m echanizm  horm onalnej indukcji enzymów nie można 
wykluczyć działania hormonów jako efektorów  allosterycznych bezpo­
średnio na istniejące już w komórce białko enzym atyczne (53). Istnieje 
jednak szereg faktów  w skazujących wyraźnie, że działanie horm onów 
polega nie na aktyw acji, lecz na pobudzeniu syntezy enzymów de novo. 
Dowodem tego są na przykład wyniki badań F e i g e l s o n a  i G r e e n -  
g a r d a  (11) nad wpływem  kortyzonu na syntezę oksygenazy tryp to fa- 
nowej w w ątrobie szczura. A utorzy ci oznaczali nie tylko aktywność, lecz 
także ilość białka enzymatycznego m etodą m iareczkowania roztw orem  
przeciwciała przygotowanego dla oksygenazy. Stwierdzili, że blisko pię­
ciokrotnem u wzrostowi aktyw ności oksygenazy tryptofanow ej w 4 go­
dziny po podaniu kortyzonu (1 mg na 100 g wagi ciała) tow arzyszy rów ­
nież pięciokrotny wzrost ilości antygenow o jednakowego białka enzy­
m atycznego (tablica 1). Podobne w yniki uzyskano u szczurów dla trans- 
am inazy tyrozyna: a-ketog lu taran  po podaniu kortyzonu (28, 29, 57).

W zrost syntezy de novo polim erazy RNA w jądrach kom órek macicy 
samic szczura pod wpływem  estrogenu w ykazali N o t e b o o m  i G ó r ­
s k i  (48) oznaczając aktyw ność tego enzymu u zwierząt kontrolnych 
(K), poddanych działaniu purom ycyny (P) ham ującej biosyntezę białka 
na poziomie translacji, estradiolu (E) oraz estradiolu i purom ycyny łącz­
nie (E +  P). M iarą aktyw ności polim erazy RNA była radioaktyw ność 
kwasu rybonukleinowego strącanego 5% kwasem  nadchlorow ym  po in­
kubacji jąder kom órkowych w roztworze CTP znakowanego try tem . 
W yniki przedstaw ione na rysunku 4 w skazują, że wzrost aktyw ności po-
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T a b l i c a  1

In d u k o w an a  synteza oksygenazy tryp to fanow ej w  w ątrob ie  szczura (wg 11)

A ktyw ność oksygenazy M iareczkow anie roztw o­
try p to fan o w ej rem  przeciw ciała

D ośw iadczenie ak tyw ność ml roztw oru
1 ml w ycią ­ % kontroli n a  1 m l % kontro li

gu z w ątroby w yciągu

K o n tro la 5,5 100 0,28 100
P odan ie  kortyzonu 25,3 460 1,41 500

lim erazy RNA po podaniu estrogenu ham ow any jest jednoczesnym  po­
daniem  purom ycyny, a zatem  pod wpływ em  horm onu następuje synteza 
de novo białka enzymatycznego.

K P E E+P

R ys. 4. In d u k c ja  e stro g en em  p o lim erazy  R N A  w  ją d ra c h  ko m ó rek  m acicy  szczu­
rze j w g (48).

W strzyknięcie estrogenu kogutom  powoduje w ich w ątrobie syntezę 
dwóch białek żółtka jaja  kurzego — fosfow ityny i lipow itelliny (58), 
pow stających norm alnie tylko w w ątrobie niosących się kur. Białka te 
przechodzą do osocza krw i i można je oddzielić od innych białek w w y­
niku ultraw irow ania (rysunek 5).

R ys. 5. In d u k c ja  e stro g en em  fo sfo w ity n y  i lip o w ite llin y  u k o g u tó w  w g (7) i (58)
białka osocza k ogutów  k o n tr o ln y c h ..........
b iałka osocza kogutów , którym  podano estrogen --------
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Przykładem  horm onalnej indukcji enzymu u roślin jest tworzenie 
a-am ylazy w kiełkujących ziarnach jęczmienia pod w pływ em  kwasu gi- 
berelowego wydzielanego przez zarodek (73, 74). Okazało się, że można 
spowodować syntezę a-am ylazy w nasionach pozbawionych zarodka 
umieszczając na w ew nętrznej ich powierzchni kroplę bardzo rozcieńczo­
nego roztw oru kwasu giberelowego. W ytworzona w kom órkach aleurono- 
wych a-am ylaza w yw oływ ała hydrolizę skrobi w sąsiadujących z nim i 
kom órkach endosperm y, powodując ich przezroczystość. Stwierdzono, że 
indukcja a-am ylazy za pomocą kwasu giberelowego zachodzi poprzez 
syntezę odpowiedniego mRNA, działanie kwasu giberelowego można bo­
wiem  znieść za pomocą aktynom ycyny D. Można zatem  przypuścić is t­
nienie daleko idących analogii m iędzy m echanizm am i działania p rzy ­
najm niej niektórych hormonów roślinnych i zwierzęcych. Potw ierdzało­
by to przypuszczenie o wpływie kwasu indolooctowego i cytokinin na 
różnicowanie kom órek roślinnych w hodowlach tkankow ych (61), a więc 
na proces zależny od regulacji funkcji genów.

II. Miejsce działania hormonów regulujących czynność genów

Omówione poprzednio w yniki badań K i d s o n a  i K i r b  y ’ego 
zdają się wskazywać, że pod ^wpływem szeregu horm onów następuje 
kolejna transkrypcja  pew nych genów w ściśle określonym  następstw ie 
czasowym i jednoczesne ham ow anie transkrypcji innych genów. Bezpo­
średnim  na to dowodem są obserw acje chromosomów politenicznych 
z kom órek śliniankow ych m uchówek (Diptera), m iędzy innym i larw y 
ochotka Chironomus tentans. A utoradiografia oraz wybiórcze w ybarw ie- 
nie białek, DNA i RNA wchodzących w skład chromosomów pozwalają 
stw ierdzić, że tak  zwane pierścienie Balbianiego — to jest m iejsca w k tó ­
rych  następuje rozluźnienie s tru k tu ry  i w ytw orzenie większych lub 
m niejszych nabrzm ień, zaw ierają duże ilości RNA i białka różnego od 
histonów. N atom iast histony w ystępują na terenie chromosomów poza 
pierścieniam i Balbianiego. M etodą autoradiografii m ożna było stw ier­
dzić, że do RNA w „pierścieniach” szybko włącza się podaw any larwom  
ochotka uracyl znakow any try tem . Podanie aktynom ycyny D powoduje 
zanik pierścieni Balbianiego i zaham owanie syntezy RNA. Na ry su n ­
ku 6a i 6b przedstaw iono autoradiogram y chromosomu IV ze ślinianek 
larw y ochotka, której podano radioaktyw ny uracyl lub radioaktyw ny 
uracyl i aktynom ycynę D. Z rysunku 6a widać, że pierścienie Balbia­
niego można określić jako miejsca, w których zachodzi transkrypcja  in ­
form acji genetycznej zaw artej w DNA — to jest synteza mRNA.

Pogląd ten  potw ierdza praca E d s t r ó m a  i B e e r m a n n a  (9), 
k tórym  udało się wyizolować ze ślinianek larw  ochotka kilkadziesiąt 
chromosomów IV zaw ierających w badanym  stadium  rozw oju po 3 pierś-
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Rys. 6. A u to rad io g ram  ch rom osom u IV z kom órek  ś lin iankow ych  la rw y  ochotka
a) po podaniu radioaktyw nego uracylu , b) po podaniu radioaktyw nego uracylu  i aktynom y- 

cyny  D w g (7) B — pierścień  Balbianiego.
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cienie Balbianiego rozmieszczone na obu końcach i w środkowym  odcin­
ku chrom osomu. K ażdy chromosom rozdzielono za pomocą m ikrom ani- 
pu lato ra  na części odpowiadające pierścieniom  dolnem u, środkow em u 
i górnem u; z każdej frakcji, o trzym anej przez połączenie homologicz­
nych odcinków chromosomów IV, ekstrahow ano RNA, hydrolizowano 
i rozdzielone m etodą m ikroelektroforezy zasady oznaczano spektrofoto- 
m etrycznie. Analizy wykazały, że RNA z każdego pierścienia B albia­
niego m a inny skład zasad, co jest zgodne z założeniem, że w każdym  
z pierścieni zachodzi transk rypcja  innego genu.

O bserw acja chromosomów śliniankow ych m uchówek w okresie prze- 
poczwarczania się w skazuje na pojawienie się pierścieni Balbianiego ko­
lejno w różnych m iejscach chromosomów w ściśle określonych odstępach 
czasu i kolejności. Przyspieszenie rozpoczęcia tego procesu i odpowiada­
jące m u zm iany w wyglądzie chromosomów można wywołać sztucznie, 
zastrzykując larw om  horm on ekdyson, powodujący linkę (42, 59, 63). 
Można zatem  w ysunąć przypuszczenie, że pod wpływ em  wytworzonego 
w organizm ie lub wprowadzonego z zew nątrz horm onu następuje kolej­
ne uaktyw nienie genów oraz synteza odpowiadających im białek; 
w skutek zmian czynności genów zachodzi m etam orfoza postaci larw al­
nej w poczwarkę, a następnie w postać dojrzałą.

Jedną z wczesnych zmian m orfologicznych następujących pod w pły­
wem ekdysonu jest sklerotyzacja — przekształcenie m iękkiego naskórka 
larw y w tw ardą okryw ę poczwarki. Proces ten  badano między innym i 
u larw  m uchy plu jk i Calliphora erythrocephala i stwierdzono, że w n a­
skórku zachodzi biosynteza N-acetylo-DOPA przy udziale dekarboksy- 
lazy DOPA. Enzym u tego brak  we wcześniejszych stadiach rozwojowych 
larw  Calliphora i — jak się okazało — jest on indukow any przez ekdyson. 
S e k e r i s  i L a n g  (59) wydzielili mRNA z jąder naskórka larw  
Calliphora tuż przed przepoczwarczeniem , w stadium  kiedy już nastąpiło 
wydzielenie w ew nętrzne ekdysonu oraz z larw  7-dniowych, kontrolnych. 
W ydzielony mRNA zastosowano w układzie syntetyzującym  białko in 
vitro , zawierającym  mikrc-somy z w ątroby szczura. Uzyskano syntezę 
dekarboksylazy DOPA tylko w przypadku mRNA z naskórka larw  bez­
pośrednio przed przepoczwarczeniem . Nie stwierdzono natom iast syntezy 
tego enzymu w układzie zaw ierającym  m ikrosomy szczura w ątroby bez 
dodatku mRNA lub po dodaniu RNA z larw  kontrolnych.

Doświadczenie to stanow i bezpośredni dowód w pływ u ekdysonu na 
derepresję genu, przejaw iającą się jako synteza odpowiedniego mRNA, 
a w następstw ie — białka enzymatycznego, którego działanie w yw ołuje 
określoną zmianę morfologiczną.

Zarówno prace nad chromosomami olbrzym im i ślinianek m uchówek 
jak  doświadczenia A 11 f r  e y ’a i wsp. (12, 27, 41) przeprowadzone na 
chromosomach oocytów płazów w skazują na to, że aktywność genów 
objaw ia się w częściach chromosomów o rozluźnionej struk tu rze, nato-
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*) b)

c) d)

Rys. 7. W pływ  n iek tó ry ch  h o rm onów  n a  zm ianę ab so rp c ji DNA w  czasie  og rzew a­
n ia  w  ro z tw o rze  b u fo row ym  w g (17)

A — różnica m iędzy absorpcją przy 260 mii preparatu DNA z dodatkiem  i bez dodatku horm onu
a) •  P-estradiol 1,25 X 10~5M, A  a-estradiol 1,27 X io~5M, DNA — 13,6 ng/ml ogrzew any w  bu­
forze o p ff 7,6
b) O insu lina 6,9 X 10-10M, A  insu lina 3,5 X io - 10M, DNA — 17 ng/ml, ogrzew ane w  buforze 
O pH 6,9 /
c) #  som atotropina 4,3 X 10~13M, A som atotropina zdenaturow ana term iczn ie 4,3 X 10-13M, ■ in ­
su lina 6,9 X io _lfM +  som atotropina 4,3 X io -1-’M. DNA — 17 ng/ml ogrzew any w  buforze o pff 6,9
d) 0  L-adrenalina 0,27 X lo_10M, A L-adrenalina 0,54 X 10~10Vl, DNA — 17 ng/ml w  buforze 
o pH 6,9.

m iast we fragm entach gęsto upakow anych synteza mRNA nie nastę­
puje.

Rozluźnienie s tru k tu ry  w ydaje się być spowodowane rozerw aniem  
wiązań wodorowych m iędzy łańcucham i podwójnej spirali DNA. Stopień 
tego rozerw ania można określić m ierząc absorpcję roztw oru DNA przy 
260 m^i. G o l d b e r g  i A t c h l e y  (17) zbadali w pływ  fizjologicznych 
stężeń hormonów na stan  w iązań wodorowych m iędzy łańcucham i DNA, 
oznaczając zależność m iędzy przyrostem  absorpcji przy 260 mji, a tem ­
pera tu rą  dla roztworów DNA, pochodzącego z łożyska ludzkiego, w bu­
forze z dodatkiem  i bez dodatku hormonów. Rysunek 7 przedstaw ia w y­
kresy tej zależności w przypadku 17-J3- i J7-a-estradiolu (a), insuliny 
(b), som atotropiny (c) i L -adrenaliny (d). Okazało się, że wszystkie ba­
dane substancje w yw ierały w pływ  na zm iany absorpcji DNA z w y ją t­
kiem  17-a-estradiolu — nieczynnego biologicznie izomeru aktywnego
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horm onu 17-(3- i zdenaturow anej term icznie som atotropiny. Dowodzi to 
istnienia ścisłych wymogów przestrzennych budowy dla zachowania ak­
tywności. Równoczesne dodanie som atotropiny i insuliny — hormonów 
działających antagonistycznie w testach biologicznych nie wywołało 
zm iany absorpcji DNA. Dalsze badania wykazały, że horm ony aktyw ne 
w stosunku do DNA łożyska były również czynne wobec p repara tu  de- 
zoksyrybonukleoproteidów  łożyska.

Na specyficzność zbadanych przez G o l d b e r g a  i A t c h l e y a  
oddziaływań horm onów na DNA w skazuje brak  ich aktyw ności wobec 
zdenaturow anego term icznie lub m echanicznie DNA łożyska (rysunek 8). 
DNA faga i B.subtilis oraz syntetycznych polim erów poli dAT i poli 
dG:dC; stężenie roztworów hormonów potrzebne do w yw ołania zmian 
absorpcji były bardzo niskie, natom iast nieczynne biologicznie związki 
organiczne powodowały podobne zm iany dopiero w nieporów nyw alnie 
większych stężeniach.

Pow staje zatem  pytanie, czy wym ienione horm ony istotnie działają 
bezpośrednio na określone receptory  w chromosomie, czy też m ają inne 
pierw otne miejsce działania w komórce, a dopiero jednym  z wczesnych

Rys. 8. W pływ  es trad io lu  (1,3 X 10“ 5 M) n a  zm ianę ab so rp c ji DNA (17 ug/m l) p o d ­
czas o g rzew an ia  w  pH  6,9 w  zależności od s ta n u  fizycznego DNA w g (17) 

A — różnica m iędzy absorpcją przy 260 mu preparatu DNA z dodatkiem  i bez dodatku horm onu  
#  n atyw ny DNA, A  DNA zdenaturow any term icznie, ■ DNA zdenaturow any m echanicznie.

skutków  tego działania jest pobudzenie lub ham ow anie procesu tran s­
krypcji. W ydaje się, że horm ony mogą działać bądź bezpośrednio, bądź 
też pośrednio, gdyż na przykład m etodą autoradiografii udało się stw ier­
dzić ścisłą lokalizację aldosteronu (50) i testosteronu (42) w jądrach 
komórkowych, natom iast progesteron (70) grom adził się wyłącznie w cy- 
toplazmie. Najpraw dopodobniej pośredni jest również sposób działania 
estrogenu; niedawno T o f t  i G ó r s k i  (71) w ykryli w cytoplazm ie 
kom órek macicy specyficzny receptor białkow y tego enzymu.

Doświadczenie K i m a  i C o h e n a  (34) w skazuje na pośredni wpływ 
tyroksyny na m ateriał genetyczny. Jak  wiadomo, horm on ten  wyw o­
łuje przyspieszenie m etam orfozy u kijanek, przyczym  jego podanie po­
woduje w zrost syntezy szeregu typów RNA w w ątrobie kijanki (23, 64),
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jak również indukcję syntetazy karbam ylofosforanu (22), ham ow aną 
przez aktynom ycynę D (16). Stw ierdzenie to sugerowało wpływ  bez­
pośredni, toteż badania K i m a  i C o h e n a  m iały za zadanie spraw ­
dzenie w pływ u tyroksyny na oczyszczone p repara ty  chrom atyny z w ą­
troby kijanek. Do badań użyto gatunku Rana catesbeiana. O trzym ana 
chrom atyna stanow iła m atrycę dla polim erazy RNA, a ilość powstałego 
RNA oceniano na podstaw ie włączania do niego cytozyny ze znakow a­
nego try tem  CTP.

Stwierdzono, że chrom atyna z w ątroby kijanek poddanych działaniu 
tyroksyny jest 20—50% w ydajniejszą m atrycą dla polim erazy RNA niż 
chrom atyna z w ątroby kijanek  kontrolnych (rysunek 9). Dla porównania

R ys. 9. S yn teza  DNA in  v itro  p rzy  zasto sow an iu  jak o  m a try cy  dla  p o lim erazy  DNA: 
A — p re p a ra tu  odbiałczonego DNA, B i C — p re p a ra tu  ch ro m a ty n y  z w ą tro b y

k ija n e k  w g (34)
£  k ijank i kontrolne, A  k ijan k i poddane działaniu tyroksyny.

podano wyniki uzyskane dla odbiałczonego — a więc pozbawionego hi- 
stonów — prepara tu  DNA; były one jednakow e dla DNA z kijanek kon­
tro lnych i otrzym ujących tyroksynę. N atom iast inkubacja jąder kom ór­
kowych w ątroby lub p repara tu  chrom atyny z kijanek kontrolnych w roz­
tworze tyroksyny nie spowodowała w zrostu syntezy DNA; uzyskane 
przez K i m a  i C o h e n a  w yniki można zatem  interpretow ać jako 
dowód, że tyroksyna działa na chrom atynę w sposób pośredni. Oddziały­
wanie to powodowałoby w następstw ie uw alnianie histonów z kom plek­
sów z DNA, w skutek czego nowe odcinki DNA mogłyby stanowić m a­
trycę w procesie transkrypcji.

W yniki prac B o n n e r a  i wsp. z lat 1962—63 (4, 24) sugerowały, że 
histony są czynnikam i blokującym i m atrycę DNA. O statnie w yniki prac 
B o n n e r a  i H u a n g a  (3) oraz B e n j a m i n a  i wsp. (2) zdają 
się jednak wskazywać, że właściwym  czynnikiem  blokującym  jest kom ­
pleks histon-RNA. Kom pleks tak i spełnia oba w arunki staw iane rep re-

http://rcin.org.pl



[13] H O R M O N A LN A  R E G U L A C JA  GENÓW 517

sorowi genetycznem u: 1) może być specyficzny w stosunku do danego 
genu dzięki kom plem entarnej s truk tu rze  składowego RNA (44) (same hi- 
stony mimo pewnej heterogenności — w arunku tego nie spełniają); 
2) może podlegać działaniu efektorów  allosterycznych dzięki zaw artoś­
ci składnika histonowego; zmiana konform acji histonu w pływ ałaby w te­
dy na oddzielanie RNA kom pleksu od DNA blokowanego genu.

Horm ony m ogłyby zatem  działać bądź na histonowe składniki repre- 
sorów •— jak  przypuszczają K i m  i C o h e n  — bądź jak  postulują 
G o l d b e r g  i A t c h l e y  — m ogłyby rozluźniać podwójną spiralę 
DNA genu, co wpływałoby z kolei na rozerw anie wiązania między DNA, 
a RNA wchodzącym w skład represora. W pływ na s tru k tu rę  genu mógł­
by być w yw ierany przez horm ony bezpośrednio lub za pośrednictw em  
receptorów  horm onalnych.

Taki m echanizm  działania nie może być uogólniony dla wszystkich 
związków biologicznie czynnych obejm owanych nazwą hormonów, w y­
daje się jednak słuszny dla znacznej ich liczby. Można przypuszczać, że 
poznanie istoty w pływ u hormonów na czynność genów mogłoby rzucić 
wiele św iatła na jeden z kluczowych problem ów współczesnej biologii — 
problem  różnicowania komórek.
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STEF AN  POZNAŃSKI*, JE R Z Y  JAKUBOWSKI**, 
JE R Z Y  RYMASZEWSKI***, ARNOLD REPS****

Niektóre właściwości kazeiny i jej genetycznych odmian

Some Properties of Caseins and their genetic Variants

T he g ene tic  po ly m o rp h ism  in case ins of cow s m ilk  as w ell as b iophysica l and  
b iochem ical p ro p e r tie s  of a -ca se in  in  com plex, |3, y and  x -case in s a re  rev iew ed .

Wstęp

Od pewnego czasu nom enklatura i klasyfikacja białek m leka k ro­
wiego, a szczególnie kazeiny, staw ała się coraz bardziej skomplikowana 
i chaotyczna. Opracowanie nowego system u klasyfikacji białek m leka 
pozwala na stopniowe włączanie do tego system u następnych składników 
lub frakcji, k tóre w przyszłości mogą być wyizolowane i scharak tery ­
zowane (68).

Do uporządkow ania nom enklatury  i klasyfikacji białek m leka w du­
żym stopniu przyczyniły się: rozwój nowoczesnej techniki laborato ry j­
nej, odkrycia genetycznych odm ian białek serw atkowych, wyizolowanie 
białek m leka zbliżonych do kazeiny i odkrycie genetycznych odmian 
as, (3 i %-kazeiny.

I. Kazeina jako kompleks i nomenklatura poszczególnych jej frakcji

Kazeina w ystępuje w m leku jako niejednorodny fosfoproteid, da ją ­
cy się w ytrącić przez doprowadzenie stężenia jonów wodorowych do 
pH 4,6 w tem peraturze 20°C.

W obrębie tak  zwanej kazeiny całkow itej rozróżnia się kom pleks a- 
-kazeiny oraz (3, y i x-kazeinę. Zarówno kom pleks jak  i poszczególne

* Doc. dr, k ie ro w n ik  K a te d ry  T echnolog ii M leczarsk ie j W yższej Szkoły  R o l­
n iczej w  O lsztynie.

** Dr, a d iu n k t K a te d ry  T echnologii M leczarsk ie j W yższej Szkoły  R o l­
niczej w  O lsztynie.

*** M gr inż., st. a sy s te n t K a te d ry  T echnologii M leczarsk ie j W yższej Szkoły  R o l­
niczej w  O lsztynie.

*+** M gr inż., st. a sy s te n t K a te d ry  T echnologii M leczarsk ie j W yższej Szkoły  R ol­
niczej w  O lsztynie.
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frakcje  kazeiny w zajem nie na siebie oddziaływują. C harak teryzu ją  się 
one odm iennym i właściwościami fizykochemicznymi. Kazeina całkow ita 
zaw iera najw ięcej a-kazeiny, k tó ra  składa się z trzech podstaw owych 
frakcji.

W kom pleksie a-kazeiny wyróżniono frakcję w rażliw ą na obecność

R ys. 1. R ozdział kaze in y  ca łk o w ite j (ch ro m ato g ra fia  ko lu m n o w a z D E A E -celulozą)
N anoszono 10 g kazeiny, bufor: 3,3M m ocznik, 0,02M im idazol, 0,02M m erkaptoetanol doprow a­
dzony do pH 7 za pomocą HC1. Gradient od 0 do 0.35M NaCl. Szybkość elucji 220 m l/godz., czas 

analizy 23 godz., objętość frakcji 20 m l (kolum na preparatyw na)
S zczyty  zakreskow ane zaw ierały  frakcje kazein  e lek troforetycznie jednorodne ’(elek troforeza

na żelu  skrobiow ym  w  pH 8,6).
W edług S. Poznańskiego (nie publikow ana)

R ys. 2. R ozdział x -kaze iny  B (ch ro m ato g ra fia  ko lum now a z D iM E -ce lu lozą) 
N aniesiono 2,7 g »-kazeiny otrzym anej w ed ług Z ittle i Custer, bufor: 3,3M m ocznik, 0,02M 
im idazol, 0,03M m erkaptoetanol doprow adzony za pom ocą HC1 do pH 7. Gradient od 0,02 do 
0,18M NaCl. Szybkość elucji 200ml/godz., czas analizy 26 godz., objętość frakcji 20ml (kolum ­

na preparatyw na) . 
Szczyt 2 reprezentuje frakcję podstaw ow ą »-kazeiny  

W edług S. Poznańskiego (nie publikowana)
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jonów wapniowych, jest nią as-kazeina, nierozpuszczalna w 0,4M roz­
tworze CaCl2 o pH  7 w tem peraturze 0 do 4°C. Nieco później stw ier­
dzono, że as-kazeina zawiera frakcje asl,2-kazeiny z ich genetycznym i od­
m ianam i (69, 70) oraz pewne inne frakcje, które um ownie nazwano 
frakcjam i podobnym i do as-kazeiny. Te inne frakcje  w ystępują bądź ja ­
ko odm iany niestabilne wobec jonów wapniowych, bądź też jako od­
m iany stabilizowane wobec tychże jonów przez x-kazeinę. x-Kazeina jest 
fosfoglikoproteidem  rozpuszczalnym  w 0,4M roztworze CaCl2 o pH 7 
w tem pera tu rze  0 do 4°C i ma zdolność stabilizowania asl,2-kazeiny wo-* 
bec jonów wapniowych. A-Kazeina, mało jeszcze zbadana frakcja  kom ­
pleksu a-kazeiny, jest również rozpuszczalna w 0,4M roztworze C-aCl2, 
ale nie ma zdolności stabilizowania ccs-kazeiny wobec jonów w apnio­
wych.

Oddzielną frakcję  kazeiny całkow itej stanow i (3-kazeina, rozpusz-* 
czalna w roztworze mocznika 4,6M, a nierozpuszczalna w 3,3M o pH  4,6. 
(3-Kazeina w ytrąca się w obecności jonów wapniowych w tem peraturze 
35°C, natom iast w tem peraturze 4°C jest stabilna wobec tych jonów.

F rakcja, nazw ana y-kazeiną, jest rozpuszczalna w 3,3M roztworze 
mocznika o pH 4,7, a nierozpuszczalna w 1,7M po dodaniu siarczanu 
amonowego.

Znanych jest kilka m etod otrzym yw ania poszczególnych frakcji hib 
kom pleksów białkowych kazeiny (19, 55, 70). Czyste frakcje  o trzym yw a­
no m etodą chrom atografii kolum nowej przy użyciu D EAE -celulozy (57). 
Rysunek 1 przedstaw ia chrom atograficzny rozdział kazeiny całkowitej, 
a rysunek  2 rozdział x-kazeiny.

II. Genetyczna niejednorodność poszczególnych frakcji kazeiny

A s c h a f f e n b u r g  i D r e w r y  (4) w 1957 roku pierwsi zwrócili 
uwagę na genetyczną niejednorodność białek m leka krowiego, dem on­
stru jąc  genetyczne postacie (3-laktoglobuliny A i B, a nieco później 
B e l l  (11) odkrył postać C. W 1961 roku A s c h a f f e n b u r g  (5) 
stw ierdził za pomocą elektroforezy na żelu skrobiowym  obecność trzech 
genetycznych postaci (3-kazeiny, które w ystępow ały w m leku indyw i­
dualnych krów, bądź pojedynczo: A, B lub C, bądź też param i: AB, AC 
lub BC. W 1964 roku obserw acje te potw ierdzili T h o m p s o n  i wsp. 
(71), k tórzy przeanalizow ali też częstotliwość w ystępow ania pojedyn­
czych postaci lub par tych odm ian u niektórych ras krów  bądź ich k rzy­
żówek. W tym  sam ym  czasie K i d d y  i J o h n s o n  (32) stw ierdzili 
lv m leku od tych sam ych ras krów  w ystępow anie genetycznych od­
mian as-kazeiny.

G r o s c l a u d e  (22) nie w ykrył (3-kazeiny C w m leku krów  nie­
których ras francuskich (norm andzkiej, flam andzkiej i Francaise-Fri-
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sonne-Pie-Noire), jak  również nie stw ierdził asl,2-kazeiny A, zam iast 
k tórej w ystępow ały na ogół a si,2-kazeina B i C, a tylko w przypadku 
jednej rasy asl,2-kazeina D. W ystępowanie asl,2-kazeiny D stw ierdził też 
K o n i n g (10).

Ciekawe w ydają się ostatnie doniesienia A s c h a f f f e n b u r g a  (6), 
że w m leku krów  w yhodow anych w Europie w przewadze w ystępują: 
(3-kazeina A, ^-kazeina A i asl)2-kazeina B, natom iast w m leku indy j­
skiego bydła zebu oraz afrykańskiego Boran (Kenia) stwierdzono w y­
stępow anie ctsl,2-kazeiny głównie pod postacią genetycznej odm iany C.

Stosowanie elektroforezy na żelu skrobiowym  lub na żelu poliakryla- 
midowym  do rozdziału u-kazeiny nie dało tak  zadaw alających wyników 
jak  w przypadku rozdziału (3 i as-kazeiny. N e e l i n  (40), w prow adzając 
niskie stężenia cysteiny lub 2-m erkaptoetanolu do buforu  m ocznikowe­
go przy strefow ej elektroforezie, stw ierdził obecność tylko dwu gene­
tycznych odm ian %-kazeiny: A i B. W yniki te potw ierdzili W o y c h l i k  
(78, 79) i S c h m i d t  (58).

Z doświadczeń G r o s c l a u d e  (23) wynika, że występowanie posz­
czególnych odm ian genetycznych kazeiny zależy od s tru k tu ry  genetycz­
nej poszczególnych osobników. Na przykład w m leku od krów  rasy  f ra n ­
cuskiej Montbeliarde  G r o s c l a u d e  (22) stw ierdził następującą czę­
stotliwość kom binacji w ystępow ania poszczególnych odm ian kazein:

*fPAxA =  41,30/o a ? ^ * B =  29,3o/o

<xcs$A>iA =  6, l^/o 0L<zfiAxB =  2,8°/o

ocf^By A =  15,8®/o <xBę>BxB=  2,9%

a.B&c xA =  0,4% af [3c źiB =  l,4°/o
orazas(3BxB m niej niż 0,l°/o.

Ciekawe są inform acje o przenoszeniu u bydła z ojca na córki genów, 
w arunkujących w ytw arzanie odpowiednich odm ian kazeiny (23, 32).

III. Niektóre właściwości fizyko-chemiczne poszczególnych frakcji kazein i ich 
odmian

1. Ruchliwość eleklroforetyczna

Genetyczne odm iany poszczególnych frakcji kazeiny i innych białek 
m leka zidentyfikowano w oparciu o różnice ruchliwości elektroforetycz- 
nej. Jak  podają T h o m p s o n  i wsp. (68), zajm ujący się nom enklaturą 
i klasyfikacją białek m leka kom itet zalecił do identyfikacji frakcji k a ­
zeiny elektroforezę strefow ą na żelu skrobiowym w buforze o pH  8,6 
w edług W a k e’a i B a l d w i n a  (86) lub według M c K e n z i e’g o i W a- 
k e ’a (30), bądź też na żelu poliakrylam idow ym  według P e t e r s o n a  
(47) lub A s c h a f f e n b u r g a  (7). W edług T h o m p s o n a  (73) z doś­
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wiadczeń sześciu poważnych ośrodków naukow ych wynika, że zachowa­
nie możliwie identycznych w arunków  elektroforezy ma szczególne zna­
czenie przy identyfikacji genetycznych odm ian poszczególnych frakcji. 
Dla inform acji podajem y względną ruchliwość elektroforetyczną niektó­
rych frakcji kazeiny i ich odm ian genetycznych (tablica 1).

T a b l i c a  1
W zględna ruchliw ość elektroforetyczną a Si,2 i P-kazeiny

(72, 74)

F rakcje  i ich odm iany 
genetyczne

N a żelu skrobiowym Na żelu  
poliakrylam idow ym

P-A 0,89 0,65
P-B 0,76 0,61
P-c 0,70 0,54

ocs-A 1,18 1,12
as-B 1,10 1,13
v-s~C 1,07 1,10

O statnio sygnalizuje się w ystępow anie w m leku niektórych ras by­
dła as-D i (3-D kazeiny. Nie określono jednak jeszcze dokładnie ich ruch ­
liwości elektroforetycznej. P e t e r s o n  i K o p f l e r  (48) donieśli, że 
przy zastosowaniu elektroforezy w buforze o pH 3 można w ykryć w ię­
cej genetycznych odm ian (3-kazeiny niż dotychczas oraz że ruchliwość 
elektroforetyczną, a tym  samym  i nom enklatura A, B, C, ustalone w śro­
dowisku zasadowym, nie pokryw ają się z ruchliwością elektroforetycz­
ną w środowisku kwaśnym . (3-Kazeina A ma reprezentow ać 5 do 6 feno­
typów (A, A’, B, C, D, E).

2. Ciężar cząsteczkowy

Ciężary cząsteczkowe poszczególnych odm ian kazeiny zestawiono 
w tablicy 2. s ,

Różnice w ciężarze cząsteczkowym x-kazeiny w ynikają z fak tu , że 
w pH  około 7 w ystępuje ona w postaci polim eru (63). S w e i s g o o d  
i B r u n n e r  (63) uw ażają, że polim er x-kazeiny zawiera w tych w a­
runkach  dwa lub więcej polipeptydow ych łańcuchów, k tóre są połączo­
ne m ostkam i dwusiarczkowym i. W obecności czynnika redukującego 
(2-m erkaptoetanol) połączenia dwusiarczkowe rozpadają się i pow stają 
3 cząsteczki, każda o ciężarze cząsteczkowym około 20 000.

Poszczególne frakcje kazeiny charak teryzu ją  się również różnym i 
punktam i izoelektrycznym i i izojonowymi. Z i t t l e  i C u s t e r  (87) 
zaobserwowali, że punkt izoelektryczny x-kazeiny odpowiada pH 3,7, 
a w artość punktu  izojonowego sięga pH 5,1. W przypadku as-kazeiny 
punk t izoelektryczny przypada przy pH  4,4, punkt izojonowy natom iast 
przy pH  4,7.

3 P ostęp y  B iochem ii http://rcin.org.pl
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T a b l i c a  2
C iążar cząsteczkow y xs, ß i x -kazeiny  oraz ich odm ian genetycznych

C iężar cząsteczkowy Pozycje
lite ra tu ry

Kom pleks a-kazeiny 27 000 41
a s-kazeiny m leka zbiorowego 27 000 83
a s-kazeina A 30 020 36

30 000 20, 26
28 000 21

as-kazeina B 30 023 36
30 000 20, 26
28 000 21

as-kazpina C 29 926 36
30 000 20 26
28 600 21

ß-kazeina m leka zbiorowego 25 000 45, 25, 41
24 000 64

ß-kazeina A 24 185— 24 282 50
ß-kazeina B 24 1 9 8 -2 4  294 50
ß-kazeina C 24 184—24 218 50
x-kazeina 16 300 82

19 000 58, 80, 81
19 500 85
24 000 62
55 000 16
60 000 63

Z doświadczeń P a y e n a  i M a r k w i j k  (45, 46, 51) oraz v o n  
H i p p e l  i W a u g h (25) w ynika, że ß-kazeina w m iarę w zrostu tem ­
p e ra tu ry  ulega dysocjacji. W 4°C jest monomerem, w 8,5°C przy  w yż­
szych stężeniach białka asocjuje częściowo, a w 20°C w ystępuje jako po­
lim er. W edług G a r  n i e r  a (16) ß-kazeina w m iarę w zrostu tem pera­
tu ry  od 25° do 40° ulega przekształceniu z tak  zwanej postaci I do po­
staci II. Przejście to jest procesem endoterm icznym , całkowicie odw ra­
calnym  (AH =  + 30  ±  3 kcal/mol), przebiega szybko i jest analogiczne 
dla trzech genetycznych odm ian ß-kazeiny A, B i C. Tylko postać II 
ulega polim eryzacji i jest nierozpuszczalna w obecności m ałych stężeń 
jonów Ca2+. Ma ona według G a r n i e r a  (16) bardziej pofałdowaną 
stru k tu rę  niż form a I.

P  a y e n s (46) zakom unikował, że również asl-kazeina w środowisku
o pH  bliskim 6,5 ma zdolność do asocjacji, przy czym jej genetyczne 
odm iany B i C w ykazują pewne zróżnicowanie. asl-kazeina C ulega 
w pH  6,5 szybkiej polim eryzacji. W m iarę w zrostu tem pera tu ry  (z 2,9° 
do 14°C) w zrasta liniowo ciężar cząsteczkowy tej odm iany genetycznej. 
Ciężar cząsteczkowy polim eru wynosi 113 000 ± 3000 i Payens sugeruje, 
że w tych w arunkach asl-kazeina C w ystępuje jako pentom er. a si-K aze-
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ina B jest m niej podatna do polim eryzacji. Ciężar cząsteczkowy poli­
m eru cxsl-kazeiny B wynosi 90 000. W 1% buforze fosforanow ym  o pH  7 
w tem peraturze 5°C as-kazeina o trzym ana według H i p p e 1’ a (25) daje 
tylko jeden szczyt sedym entacji (S20 =  5,2), w tem peraturze 85°C zaś 
o trzym uje się jeszcze dwa szczyty sedym entacji (S20 =  4,9 i 2,1), przy 
czym term icznie zm iany są łatwo odw racalne (31).

3. Właściwości fizyko-chemiczne x-kazeiny

W 1956 roku W a u g h  i H i p p e l  (82) otrzym ali z m leka frakcję 
kazeiny o niskiej zawartości fosforu, rozpuszczalną w obecności jonów 
Ca2+ i zdolną do stabilizacji asl-kazeiny w obecności tych jonów i na­
zwali ją x-kazeiną. W łaściwości fizyko-chem iczne tej frakcji są jeszcze 
praw ie nie znane. R i b a d e a u - D u m a s  i V e a u x  (56) wykazali, że 
kolostrum  (siara) zaw iera znacznie więcej x-kazeiny niż mleko norm alne 
(około 35% ogólnej zawartości białek) oraz, że x-kazeina siary charak­
teryzuje się wyższą zawartością kw asu sialowego.

W środowisku o pH  7 x-kazeina poddana u ltraw irow aniu  sedym en- 
tu je  jako polim er (S2o ~  13), natom iast w środowisku kw aśnym  w ystę­
puje jako m onomer. N atyw na x-kazeina bardzo trudno ulega rozdziało­
wi elektroforetycznem u. Redukcja obecnych w x-kazeinie grup dw u- 
siarczkowych polepsza jej rozdział elektroforetyczny. N e e 1 i n (40)

S ta rt Q60 072^77^83^090

R ys. 3. R ozdział e lek tro fo re ty czn y  x -k aze in y  A i B w ed ług  (58)
0,6 i 0,52 odpow iadają frakcjom  podstaw ow ym  «-kazeiny. C yfry rzym skie odpow iadają szczy­

tom  otrzym anym  na drodze chrom atografii kolum now ej z DEA E-celulozą

i równocześnie S c h m i d t  (59), w prow adzając niskie stężenia 2-m er- 
kaptoetanolu do roztw oru mocznika, wykazali, że x-kazeina jest też n ie­
jednorodna oraz, że w obrębie odm ian genetycznych tej frakcji w ystę­
puje różna ilość podfrakcji. S c h m i d t  (64) wykazał, że dodatek 2-m er- 
kaptoetanolu  do buforów  pozwala na zadow alający rozdział x-kazeiny 
na kolum nie z DEAE -celulozą (rysunek 3).

W o y c h i k  i K a l a n  (79) o trzym ali trw ałe  p repara ty  karboksy-
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amidoetylo-y.-kazeiny (CAM-x) poprzez alkilow anie za pomocą jodoace- 
toam idu uprzednio zredukow anej 2-m erkaptoetanolem  x-kazeiny. CAM- 
-y.-kazeina okazała się w tym  samym  stopniu podatna na działanie pod­
puszczki co natyw na x-kazeina. W a k e (85) otrzym ał trw ały  p rep a ra t 
S-karboksym etylo-y-kazeiny o własnościach podobnych do CAM -x-ka- 
zeiny.

4. Rola «-kazeiny w tworzeniu kompleksów

as-Kazeina n ietrw ała  w obecności jonów w apnia i ulegająca, całkow i­
tem u w ytrąceniu już przy stężeniu 0,01 M CaCl2 jest stabilizow ana 
przez ^-kazeinę (72, 87). Stopień trw ałości as-kazeiny w roztw orze zależy 
także od stężenia jonów wodorowych.

W edług T h o m p s o n a  i K i d d y  (72) asi-kazeiny B i C są jedna­
kowo stabilizowane przez x-kazeinę przy tym  samym  stosunku ilościo­
wym  łć/asi, natom iast asi-kazeina A w ykazuje raczej większą stabilność. 
a si-K azeina A praw dopodobnie silniej reaguje z x-kazeiną, tw orząc b a r­
dziej stabilną m icellę wobec Ca2+ niż x-kazeina z asi-B lub asi-C.

Ciekawe są obserw acje (14), że ochronne działanie ■K-kazeiny w  sto­
sunku do asl-kazeiny wobec jonów wapniowych zależy od kom binacji jo­
nów Ca2+ z innym i związkam i i od sposobu chłodzenia roztw oru. Na

R ys. 4. Z dolność rozpuszczan ia  a s-kaze in y
- 0 ----- przez n atyw ną «-kazeinę -X -------przez cyjanom etylo-*-kazeinę

W edług (81)

uwagę zasługuje też fakt, że x-kazeina strącona alkoholem  w ykazuje 
słabe zdolności stabilizow ania as-kazeiny (87). Z drugiej strony  CAM 
x-kazeina (79) stabilizuje asl-kazeinę w takim  sam ym  stopniu jak  na­
tyw na y.-kazeina (rysunek 4).

N a k a i i wsp. (44) wykazali, że łagodnie przeprow adzone u tlen ia ­
nie reszt tryp to fanu  w x-kazeinie powoduje tylko nieznaczne zm iany 
w cząsteczkach tej frakcji kazeiny i nie zmienia zdolności do stabilizo­
w ania asi-kazeiny wobec Ca2+.
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W wyższej tem peraturze również i (3-kazeina potrzebuje do swej s ta ­
bilizacji obecności x-kazeiny (88). W tem peraturze 0—5°C P-kazeina jest 
całkowicie rozpuszczalna w obecności jonów Ca2+, natom iast w tem pe­
ra tu rze  35—37° rozpuszcza się tylko 0,2 g/l w 0,03 M CaCl2 (rysunek 5).

Wiadomo również, że asl i P-kazeiny ulegają asocjacji z %-kazeiną, 
dając kom pleks zdolny do polim eryzacji i tw orzenia micelli w obecności

Rys. 5. S trą c a n ie  (3-kazeiny (0,15%> ro z tw ór) p rzez  C aC l2 w  pH  6,7 i 30°C
W edług (88)

jonów wapniowych. Zdolność do asocjacji asl-kazeiny z x-kazeiną (rysu­
nek 6) pierw si zaobserwowali G i l b e r t  i J e n k i n s  (19), co na­
stępnie potw ierdzili inni autorzy (15, 82).

R ys. 6. D iag ram y  z u ltra w iro w a n ia  kaze in y  a i a s i ich  m ieszan iny
W edług (15)

a. «-kazeina (3,8 m g/m l). Fotografow ano po 60 m in. (kąt 45°) b. a-kazeina (3,2 mg/ml). F oto­
grafow ano po 64 m in. (kąt 55°) c. M ieszanina «-kazeiny z as-kazeiną. Fotografow ano po 60 m in. 
(kąt 45°). «-kazeina 3,8 m g/ml, a -kazeina 3,2 m g/m l. Szybkość 39 460 obr/m in, tem peratura  

25,5°C (dla b — 25,5°C, 0,1M NaCl, pH  6,95)

G a r  n i e r (16) doniósł, że w m iarę asocjacji asl lub (3-kazeiny z x-ka- 
zeiną absorbcja św iatła dla tyrozyny ulega tłum ieniu. Zaobserwowano 
również przesunięcie barw y w k ierunku  czerwieni (ang. bathochromic  
shift)  i w zrost intensywności absorbcji podczas m ieszania x-kazeiny z asl 
lub P-kazeiną, nie stw ierdzono natom iast zmian w skręcalności optycz­
nej roztw orów  tych białek. Na tej podstaw ie w ysunięto przypuszczenie,
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że x-kazeina jest w iązana m ostkam i wodorowym i poprzez reszty  ty ro ­
zyny z grupam i karboksylow ym i asl lub (3-kazeiny.

N a k a i i wsp. (44) przychylają się jednak do hipotezy H i 11 
i L a i n g (83), że stabilizujące oddziaływanie ^-kazeiny wobec asl-ka- 
zeiny w arunkują  h istydyna lub hydroksy aminokwasy.

W 0,1 M roztworze NaCl o pH  7 pow staje pojedynczy kom pleks m ię­
dzy jedną cząsteczką asi-kazeiny lub (3-kazeiny a jedną cząsteczką x-ka- 
zeiny. W iązania z a s-kazeiną są prawdopodobnie bardziej trw ałe  niż 
z (3-kazeiną. Ustalono, że stała dysocjacji w tem peraturze 35°C dla po­
jedynczego kom pleksu as-%-kazeiny wynosi w tych w arunkach  0,3 •10"5 
g/l. W przypadku pojedynczego kom pleksu P-x-kazeiny stała  dysocjacji 
wynosi 0,7 • 10“ 5 g/l. Ciepło pow staw ania kom pleksów a2-x i (3-x-kazeiny 
praktycznie rów na się zeru. Całkowita przem iana wolnej energii A F35°c 
dla kom pleksu as-x-kazeiny wynosi 6350 ± 150 cal/mol (15), a dla (3-x-ka- 
zeiny 5500 ± 300 cal/mol (18). Pow staw anie om aw ianych kom pleksów 
jest zatem  związane z przem ianam i wew nątrzcząsteczkow ym i.

Zainteresow anych szczegółami, dotyczącym i zdolności stabilizow ania 
asi-kazeiny przez x-kazeinę oraz m echanizm em  pow staw ania micelli k a ­
zeinowych i ich struk tu ry , odsyłam y do ostatnio opublikow anych prac 
W a u g h  i N o b l e  (43,84).

5. Stabilność termiczna niektórych frakcji kazeiny

T e s s i e r  i R o s e  (67) zaobserwowali dwa typy m leka różniące 
się odpornością na ogrzewanie w 140°C: typ A charakteryzujący  się n a j­
m niejszą stabilnością w tej tem peraturze w zakresie pH  6,4 do 7,1 oraz 
typ B, którego stabilność stopniowo rosła w tym  zakresie pH. Mniej w ię­
cej 2/3 przebadanych krów dawało mleko typu A, chociaż w trzech p rzy­
padkach stw ierdzono również w ystępow anie m leka typu  pośredniego. 
Dodatek -/-kazeiny do m leka typu A obniżał lub całkowicie znosił labil- 
ność cieplną w zakresie pH  6,4— 7,1, przy czym dodatni w pływ  x-kaze- 
iny był w yraźnie zależny od początkowej jej zawartości w badanym  
m leku. Analizowane próby m leka typu A i B nie różniły się m iędzy sobą 
pod względem zawartości (3 i ccs-kazeiny, jak  również dodatek P i as-ka- 
zeiny do obydwu typów m leka nie zmieniał pierw otnych jego w łaści­
wości. Tessier i Rose są zdania, że stabilność term iczna m leka zależy od 
stosunku /t-kazeiny, w ystępującej na powierzchni micelli kom pleksu ka­
zeiny, do rozpuszczalnej (3-laktoglobuliny. Po usunięciu części x-kazeiny 
z powierzchni m icelli mleko typu B upodobniało się pod względem  te r ­
micznej stabilności do m leka typu  A. Jednak  również wielkość m icelli 
fosfokazeinianu w apnia w yw iera w yraźny wpływ  na term iczną stab il­
ność m leka (67). Mleko, którego micelle trudn iej ulegają sedym entacji' 
podczas w irow ania (30 000 obr./m in, ro tor Nr 30, Spinco L), w ykazuje 
term iczną stabilność zbliżoną do m leka typu  B.
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T a r a s s u k  i N u r y  (66) wykazali, że lekkie „zestarzenie” się 
x-kazeiny lub nieznaczny jej rozkład, w yw ołany przez enzym y (prawdo­
podobnie przez neuram idazę) (75), w dużym  stopniu decyduje o term icz­
nej stabilności białek mleka.

Ostatnio S c h m i d t  i K o o p s  (60) sugerują, że mleko zaw ierają­
ce ^-kazeinę B w ykazuje przy przerobie na mleko zgęszczone m aksim um  
stabilności term icznej w niższym zakresie pH  niż mleko zawierające 
x-kazeinę A.

K i r c h m e i e r  (33) dowodzi, że na stabilność term iczną m leka 
znacznie w pływ ają kwas glutam inow y i fosforowy zaw arte w kazeinie. 
Wyższe zawartości obu tych związków w cząsteczce kazeiny obniżają 
term iczną stabilność m leka. A utor ten zaobserwował znaczne w ahania 
sezonowe zarówno w zawartości kwasu glutam inowego jak  i fosforu 
w kazeinie m leka krowiego (34).

IV. Biochemiczne właściwości frakcji kazein

1. Chemiczna charakterystyka a s, 3 i >c-kazeiny

Dociekliwe badania T h o m p s o n a  i wsp. (72, 76) oraz K o n i n g a
i R o o i j e n a  (36) ujaw niły, że frakcje asi,2 i (3-kazeiny różnią się 
w niewielkim  tylko stopniu zawartością azotu, natom iast w dużym — 
zawartością fosforu. Bardziej jeszcze interesujące są obserwacje tychże 
autorów świadczące, że w obrębie genetycznych odm ian tak  as jak
i (3-kazeiny istnieją różnice w zawartości azotu, a genetyczne odm iany 
P-kazeiny różnią się z kolei tylko w niewielkim  stopniu zawartością 
fosforu (tablica 3).

Stwierdzono też w przypadku poszczególnych frakcji różnice w ilości 
reszt am inokwasowych w cząsteczce oraz w N i C końcowych am inokwa­
sów. W edług T h o m p s o n a  i K i d d y  (72) w asl,2-kazeinie i jej ge­
netycznych odm ianach arginina w ystępuje jako N-końcowy, a tryp tofan  
jako C-końcowy aminokwas. M e l l o n  i wsp. (38) podają dla P-kazeiny 
argininę i lizynę jako końcowe aminokwasy, chociaż opublikowane 
ostatnio przez K a l a n a  i wsp. (28) dane stw ierdzają, że w przypadku 
(3-kazeiny tylko arginina w ystępuje jako N-końcowy aminokwas. Ci sa­
mi autorzy sugerują, że w P-kazeinie w ystępuje Ileu-Ileu-W al lub Ileu- 
W al-Ileu jako C-końcowa sekwencja aminokwasów. T raktu jąc  oddziel­
nie karboksypeptydazą A poszczególne odm iany genetyczne (3-kazeiny, 
stw ierdzili oni w yraźne różnice w ilości uw alnianej izoleucyny i w aliny 
z tym, że z P-kazeiny C otrzym ali najm niejsze ilości tych aminokwasów.

W tablicy 4 przedstaw iono całkow itą zawartość reszt am inokwaso­
wych, jak  również indyw idualne różnice w składzie aminokwasowym  
poszczególnych odm ian genetycznych kazeiny.
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R ozpatrując całkow itą ilość reszt am inokwasowych dla poszczegól­
nych frakcji kazein, dochodzi się do wniosku, że mimo w yraźnych róż­
nic m iędzy as, ß i x-kazeiną ich genetyczne odm iany nie różnią się w spo­
sób istotny m iędzy sobą. A nalizując jednak ilość reszt aminokwasów 
w obrębie genetycznych odm ian danej frakcji stw ierdza się nieco cie­
kawsze fakty. K o n i n g i von R o o i j e n (36) podają, że as-kazeina C 
zawiera o jedną resztę kwasu glutam inowego więcej, natom iast o jedną 
resztę glicyny m niej niż as-kazeina B. A utorzy ci nie zaobserwowali róż­
nic w w ystępow aniu tych aminokwasów w ß-kazeinie D, chociaż K o- 
n i n g (35) w ysuw a przypuszczenie, że m iędzy tym i odm ianam i w ystę­
pują  różnice w resztach kwasu glutam inowego i asparaginowego. B ar­
dziej szczegółowe dane dotyczące składu aminokwasowego frakcji ka­
zein znajdzie czytelnik w litera tu rze  podanej w tablicy 4.

Na podstawie różnic w składzie am inokwasów poszczególnych od­
m ian genetycznych kazeiny w ym ienieni autorzy zgodnie przypuszczają, 
że różnice te są zdeterm inow ane genetycznie swoistą sekwencją nukleo- 
tydów w spirali kwasu rybonukleinowego (tak zwanym  kodem genetycz­
nym). Dla ß-kazeiny proponuje się następujący układ (40):

ß-kazeina aminokwasy kod genetyczny

A -Glu—Arg—G1u (NH2)- ..GAA..CGA..CAA..

B -Glu—Arg—Arg- ..GAA..CGA..CGA..

C -Liz—Arg—Glu(NH2) ..AAA..CGA..CAA

M utację aminokwasów Glu/Gli w as-kazeinie m ają w arunkow ać tró jk i 
nukleotydów  A AG/GAG (35).

K o n i n g (35) traw iąc p-kazeinę typu A i B trypsyną, otrzym ał z ge­
netycznej odm iany B — bogatszej o jedną resztę argininy — o jeden 
peptyd więcej i zaproponow ał dla niego następującą budowę: Ser (Leu.
2.Glu.Liz.Tre.Glu.2.Gli.Ser.3) Arg.

Jak  wiadomo >t-kazeina zawiera w swej drobinie również glukozę 
(glikopeptyd), k tóra, jak  w ykazano (55), związana jest tylko z jednym  
składnikiem  tejże kazeiny. Składnik ten w ędruje w pierwszej kolejności 
podczas elektroforezy na żelu poliakrylam idow ym  w buforze Tris- 
-EDTA-boraks-8M  mocznik o pH  9,2. Również glikom akropeptyd o trzy­
m any przez potraktow anie x-kazeiny podpuszczką w ykazał na elektro- 
forogram ie obecność glukozy w tym  sam ym  położeniu w jakim  w yka­
zuje ją natyw na x-kazeina. Potraktow anie x-kazeiny neuram idazą stop­
niowo obniża ruchliwość elektroforetyczną składnika zawierającego cu­
kry, a w końcu prowadzi do jego całkowitego zaniku na elektroforogra- 
mie (brak zabarw ienia z czernią amidową). Działanie neuram idazy pod­
czas dłuższego składow ania m leka przeznaczonego do produkcji m leka 
zagęszczonego obniża już wspom nianą term iczną stabilność kazeiny.
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2. Fizykochemiczne i biochemiczne zmiany w kazeinie pod wpływem podpuszczki

Po potraktow aniu  kazeiny podpuszczką wydziela się z roztw oru ka­
zeiny lub z m leka tak  zwana parakazeina. W ydzielanie z roztw oru ka ­
zeiny całkow itej względnie as lub P-kazein w form ie parakazeiny w y­
m aga obecności jonów wapniowych, natom iast x-parakazeina może się 
wydzielić również bez udziału tych jonów.

■n-Kazeina atakow ana jest przez podpuszczkę już w tak  zwanej enzy­
m atycznej (utajonej) fazie podpuszczkowego krzepnięcia m leka. W cza­
sie trw ania tej fazy w środowisku o pH  6,8 do 7 uw alnia się z każdego 
gram a kazeiny całkow itej 1,5 • 10—6 mola H+, podczas działania enzymu 
na samą %-kazeinę stw ierdzono natom iast uwolnienie 1,8 ± 0,35 *10-5 mo­
la H+ na 1 g x-kazeiny. Zaobserwowano jednak, że w zakresie pH  5,4 
do 7,4 ilości uwalnianego H+ jest stała w obu przypadkach, a różnice 
mieszczą się w granicach błędu m etody (17).

Bez względu na ilość podpuszczki dodanej do roztw oru x-kazeiny po­
w staje  w fazie krzepnięcia nierozpuszczalna frakcja  białka, zaw ierająca 
wszystkie am inokwasy siarkowe i arom atyczne oraz całą ilość histydyny
i argininy, jakie były obecne w rodzim ej x-kezeinie. Równocześnie po­
w staje frakcja  rozpuszczalna w 12% kwasie trójchlorooctowym , x-ka- 
zeinoglikopeptyd, nazyw any również glikom akropeptydem  o ciężarze 
cząsteczkowym około 8000 (27).

x-Kazeinoglikopeptyd zawiera praw ie całą ilość cukrów w ystępu ją­
cych w rodzimej x-kazeinie (27) i całą ilość kwasu sialowego (9, 10). 
Pew ne dane wskazują, że x-kazeina zawiera wiązania specjalnie wrażliwe 
na działanie podpuszczki, prawdopodobnie wiązanie estrowe między g ru ­
pą karboksylową C-końcowej reszty  fenyloalaniny a grupą hydroksy­
lową cukru. A utorzy przedstaw ili naw et schem at s tru k tu ry  x-kazeiny, 
w skazując ew entualne miejsce wrażliwego wiązania estrowego.

G a r n i e r  i wsp. (17) uw ażają również, że podpuszczka rozkłada 
w x-kazeinie w iązania typu estrowego. Przypuszczają jednak, że pod­
puszczka rozluźnia wiązania estrowe, w k tórych grupa karboksylow a 
jest zjonizowana. O kreślili oni również energię aktyw acji potrzebną dla 
rozerw ania tego wiązania estrowego jako rów ną 6500 ±  700 cal/mol, to 
jest bliską w artości energii potrzebnej do hydrolizy wiązania estrowego 
przez esterazę.

Z niedawno opublikowanego doniesienia D e l f o u r  i wsp. (13) w y­
nika, że x-kazeinoglikopeptyd zawiera bardzo n ietrw ałe reszty m etio­
niny, łatwo utleniające się w czasie hydrolizy kwasowej do sulfotlenku 
m etioniny. A utorzy przypuszczają, że reszty  m etioniny w ystępują jako 
końcowe w cząsteczce glikom akropeptydu i są poprzedzane przez alani­
nę. Zastrzegają jednak, że konieczne są dalsze badania w celu ustalenia 
czy grupy karboksylow e fenyloalaniny i reszty  m etioniny są ze sobą 
powiązane, czy też nie. Jedno, co, jak  się w ydaje, zostało ostatecznie
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stw ierdzone, to fakt, że jedynie x-kazeina ulega degradacji podczas 
wstępnej fazy działania podpuszczki na kazeinę. P rodukty  degradacji 
x-kazeiny nie m ają już właściwości koloidu ochronnego wobec działania 
jonów Ca2+. Po destrukcji ^-kazeiny spolim eryzowany kom pleks a, P 
i x-kazeiny koaguluje w postaci spolim eryzowanego kom pleksu para- 
kazeiny (fosforoparakazeinian wapniowy (15,1). Biorąc pod uw agę ob­
serw acje o koagulow aniu x-kazeiny w nieobecności jonów w apniow ych 
(42, 82) i stw ierdzenie, że z chwilą dodania podpuszczki do roztw oru as 
i y.-kazeiny bardzo szybko pow staje odpowiedni kom pleks (15) należy 
przypuszczać, że rola jonów w apniowych sprowadza się najp raw dopo­
dobniej do w ytrącenia tegoż kom pleksu z roztw oru.

Kom pleks as i x-kazeiny pow staje znacznie szybciej niż kom pleks 
enzym -substrat. W tem peraturze 35°C jedna gram ocząsteczka pod­
puszczki hydrolizuje jedną gram ocząsteczkę x-kazeiny w czasie około
0,01 sekundy. O bserwacja ta  w yjaśnia dobrze znany w praktyce fak t, że 
drobne ilości enzymu są całkowicie w ystarczające do uzyskania skrzepu. 
Tak szybkie powstawanie kom pleksu as-x lub P-x-kazeiny zabezpiecza 
przed w ytrąceniem  samej para-x-kazeiny i może być tłum aczone tym , 
że uwolnione z wiązania estrowego grupy karboksylowe lub rozluźnione 
wiązania imidowe grają  rolę w pow staw aniu nitek  para-x-kazeiny.

3. Oddziaływanie niektórych enzymów proteolitycznych na kazeinę

Pew ne enzym y pochodzenia roślinnego lub zwierzęcego oprócz k a ta ­
lizowania procesów proteolizy w ykazują właściwości koagulow ania ka­
zeiny. Jedne z nich koagulują kazeinę, w ykazując ograniczone działanie 
proteolityczne, inne natom iast, dokonując obu przem ian równocześnie, 
doprowadzają w krótkim  stosunkowo czasie do bardzo daleko posuniętej 
degradacji białek kazeiny. Dla przykładu przytaczam y w tablicy  5 cie­
kawe doświadczenia T s u g o  i Y a m a u c h i  (77), w k tó rych  m leko
o pH  6,85 traktow ano różnym i enzym am i zdolnym i do koagulacji ka ­
zeiny.

Z wym ienionych w tablicy 5 enzymów tylko krystaliczna pod­
puszczka i pepsyna m ają w tym  zakresie pH  selektyw ną zdolność p ro ­
teolizy kazeiny, to znaczy, że w procesie krzepnięcia m leka wyw ołanego 
ich działaniem  tylko x-kazeina ulega proteolizie, pozostałe zaś frakcje  
kazeiny pozostają nienaruszone (1, 36, 38).

Oczywiście w przypadku zanieczyszczenia handlow ej podpuszczki in ­
nym i enzym am i proteolitycznym i degradacja w czasie koagulacji k a ­
zeiny bywa dalej posunięta (65). W m iarę spadku pH  środow iska zarów ­
no podpuszczka jak  i pepsyna coraz w yraźniej traw ią pozostałe frakcje 
kazeiny, przy czym podpuszczka najin tensyw niej rozkłada kazeinę w  pH  
4,9—5,5 (2). N ajbardziej oporną na działanie podpuszczki okazała się
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T a b l i c a  5

K oagulacja b ia łek  m leka przez n iek tó re  enzym y pochodzenia roślinnego
lub zwierzęcego (77.)

Enzym  i pochodzenie
%  skoagulow anych b ia łek  m leka 

po 15 m in. j  po 2 godz.

Podpuszczka k ry sta liczna 69,8 69,7
P epsyna k ry s ta liczna 69,8 69,8
C hym otrypsyna krysta liczna 54,7 32,8
F icyna (w yciąg roślinny) 66,6 64,3
P ro teaza  k ry s ta liczna  z Aspergillus 60,6 41,0

oryzae
Pro teaza krysta liczna  ze Streptomyces 62,9 44,7

griseus
P roteaza k rystaliczna z Bacillus 57,9 35,5

subtilis
P ro teaza  z  Pesudomonas  

myxogenes
67,1 62,2

P-kazeina, podczas gdy w takich samych w arunkach x-parakazeina n a j­
wcześniej ulega degradacji (37, 52).

W odm ienny sposób działają na kazeinę enzym y proteolityczne po­
chodzenia bakteryjnego. Jak  w ynika z doświadczeń A n n i b a l d i  (3) 
enzym y bak terii nie w ytw arzających kw asu mlekowego (jak np. Alkali- 
genes  i Bacillus subtilis) intensyw niej traw ią kazeinę. W edług V a n  
d e r  Z a n t a  (89) zewnątrzkom órkowe enzym y Pseudomonas putrefa- 
ciens w ykazuje optim um  proteolizy a i (3-kazeiny oraz laktoalbum iny 
w pH  7— 7,5. Potw ierdzili to P e t e r s o n  i G u n d e r s o n  (49), k tó ­
rzy przeprow adzili proteolizę kazeiny za pomocą zewnątrzkom órkowych 
i w ew nątrzkom órkow ych układów proteolitycznych Pseudomonas flu-  
orescens. A m u n s t a d  (1) poprzez m acerację gliceryną suchej m asy 
kom órek bak terii w ytw arzających kwas m lekowy otrzym ał aktyw ne 
p repara ty  enzym atyczne. Oznaczając po inkubacji kazeiny z tym i p repa­
ra tam i N-rozpuszczalny w wodzie i N-am inowy stw ierdził on (2) dla 
Streptococcus diacetilactis i Lactobacillus casei m aksim um  aktywności 
proteolitycznej w granicach pH  6 do 6,8. W ykazał też, że słabą zdolność 
proteolizy posiadały p rep ara ty  uzyskane ze Streptococcus lactis i Strep ­
tococcus diacetilactis, a stosunkowo wysoką aktyw ność p repara ty  z jed ­
nego szczepu Bacterium cremoris. B o t t a z z i  (12), P o z n a ń s k i  
i wsp. (53, 54) również uzyskali dane świadczące, że układy enzym a­
tyczne Lactobacillus helveticus, Lactobacillus lactis, Streptococcus 
lactis, Streptococcus thermophilus  w ykazują ograniczoną zdolność t ra ­
wienia kazeiny. O statnio podobne w yniki uzyskali też H a m m o n d  
i wsp. (24), zadając wyjałow ione mleko zawiesiną kom órek różnych 
bakterii.
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Z a n t  i N e l s o n  (90), śledząc traw ienie kazeiny przez w ew nątrz­
kom órkowy enzym Streptococcus lactis, stw ierdzili dwa optim a: p ierw ­
sze główne w pH  7,0, a drugie m niej w yraźne w pH  5,5. W tym  sam ym  
zakresie pH  drugie optim um  aktyw ności enzym u Streptococcus lactis 
stw ierdzili też B a r i b o  i F o s t e r  (8). Doświadczenia w łasne (53, 54), 
przeprowadzone na kazeinie w zakresie pH  odpowiadającego drugiem u 
optim um  (pH 5,6) w ykazały, że w porów naniu do krystalicznej pod­
puszczki w ew nątrzkom órkow e enzym y Streptococcus thermophilus  
i Lactobacillus bulgaricus m ają słabą zdolność degradacji białek kaze­
iny. Śledząc stopień degradacji poszczególnych frakcji kazeiny pod 
wpływem  tych preparatów  enzym atycznych stwierdzono, że n a jin ten ­
sywniejszej proteolizie w pH  5,6 ulegała x-kazeina (52, 53, 54).
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M IE C Z Y SŁ A W  TRENKNER*, TAD EUSZ J. OTTO**

Biologia przeszczepów narządowych 

Biology of Organ Transplantation

B asic concepts of im m uno log ica l re ac tio n  on th e  tr a n sp la n te d  tis su e  and  its  
m o d ifica tion  a re  d iscussed . B iology and  c lin ica l ap p lica tio n  of tra n sp la n ta tio n  of

o rgans a re  p resen ted .

Osiągnięcia ostatn ich  lat w zakresie techniki i ap a ra tu ry  chirurgicz­
nej obudziły na nowo od daw na nurtu jące  ludzkość nadzieje związane 
z przeszczepianiem  tkanek i narządów  jako jedną z m etod chirurgii od­
twórczej. Sztuczne narządy jako sztuczna nerka, proteza serca czy apa­
ra ty  wspom agające oddychanie, jakkolw iek reprezen tu ją  najwyższy 
współcześnie poziom techniczny, m ają ograniczone zastosowanie i ogra­
niczony czas pracy. W wielu przypadkach jedynym  rozwiązaniem  było­
by zastąpienie zniszczonego narządu przez przeszczepiony zdrowy na­
rząd pobrany od innego osobnika. Obecny stan  techniki chirurgicznej 
pozwala na w ykonanie naw et bardzo skom plikowanych zabiegów, nie 
zapewnia jednak długotrw ałej czynności przeszczepionego narządu, w y­
jąwszy przypadki przeszczepów między bliźniętam i jednojajow ym i. Na­
tom iast w dziedzinie przeszczepów tkankow ych uzyskano znaczne osiąg­
nięcie czego przykładem  są: przetaczanie krw i oraz przeszczepy kości 
i skóry szeroko stosowane już w klinice.

Zależnie od stosunku pokrew ieństw a pomiędzy dawcą a biorcą roz­
różniam y autoprzeszczepy to jest takie w których dawca jest biorcą, izo- 
przeszczepy — między osobnikami identycznym i pod względem s tru k tu ry  
antygenów  tkankow ych, alloprzeszczepy, zwane dawniej homoprzeszcze- 
pam i — m iędzy genetycznie różnym i osobnikami tego samego gatunku 
i ksenoprzeszczepy, zwane dawniej heteroprzeszczepam i — m iędzy osob­
nikam i różnych gatunków  (53, 101).

Zależnie od miejsca, w k tóre zostaje przeszczepiony narząd rozróżnia 
się przeszczepy ortotopowe, gdy przeszczep um iejscowiony zostaje 
w swym praw idłow ym  anatom icznie położeniu i heterotopow e, gdy

* D r m ed., a sy s te n t K lin ik i C h iru rg ii K la tk i P ie rs io w e j In s ty tu tu  G ru ź ­
licy  w  W arszaw ie .

** Doc. d r m ed., K lin ik i C h iru rg ii K la tk i P ie rs io w e j In s ty tu tu  G ru ź­
licy  w  W arszaw ie.
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przeszczep zajm uje m iejsce n ienatu ra lne  na przykład nerka pod skórą 
szyi z unaczynieniem  od tętn icy  szyjnej i wyprow adzeniem  moczowodu 
na skórę szyi. L o n g m i r e  (87) wprowadził określenie „statyczny” dla 
przeszczepu spełniającego jedynie rolę podporową bez zdolności do ży­
cia i „w ita lny” , gdy zamierzona jest jego pełna funkcja m etaboliczna.

Autoprzeszczepy narządowe nie m ają znaczenia w praktyce klinicz­
nej, izoprzeszczepy mogą mieć tylko zastosowanie ograniczone ze w zglę­
du na m ałą liczbę bliźniąt jednojajow ych. Szersze zastosowanie znaleźć 
mogą jedynie alloprzeszczepy i ew entualnie ksenoprzeszczepy, jednak  
do pełnego powodzenia tych zabiegów konieczne jest opanowanie p ro­
cesów w ynikających z różnic im m unologicznych m iędzy przeszczepem 
a biorcą. Imm unologia przeszczepów tkankow ych jest dzisiaj dość do­
brze opracowana. W yniki tych badań mogą w znacznej m ierze być p rze­
niesione na przeszczepy narządowe, jednak badania nad tym i ostatnim i 
postaw iły cały szereg nowych pytań.

I. Reakcja immunologiczna

Punktem  wyjścia do badań nad reakcją immunologiczną było spo­
strzeżenie, że alloprzeszczepy tkankow e zachowują się w ciągu p ierw ­
szych dni po zabiegu identycznie jak autoprzeszczepy. Badania histopa­
tologiczne wykazały, że w okresie tym  dochodzi do unaczynienia p rze­
szczepu co klinicznie w yraża się jego zaróżowieniem. Jednakże piątego — 
szóstego dnia pojaw iają się nacieki kom órek jednojądrzastych wokół 
żył włosowatych, pow stają zakrzepy w naczyniach i przeszczep obum ie­
ra. Najogólniej proces odrzucania przeszczepu określić można jako od­
wrócenie procesu gojenia. Zjawisko przyspieszonego odrzucania (ang. 
second set reaction), w którym  ponowny przeszczep od tego samego 
dawcy jest odrzucany znacznie szybciej i gwałtow niej niż przeszczep 
pierw otny, w skazuje w yraźnie na immunologiczną istotę procesu odrzu­
cania (99). W ykazano, że uczulenie gospodarza na antygeny przeszczepu 
w ystępuje w około 48 godzin po w ytw orzeniu odpływu krwionośnego 
i chłonnego. Jednocześnie stwierdzono, że pełny obraz odczynu im m uno­
logicznego powstać może w przeszczepach tkankow ych w ielokrotnie 
wszczepianych to jest w w arunkach  wielokrotnego niszczenia pow sta­
jącego unaczynienia przeszczepu.

1. Czynniki komórkowe i humoralne

Od wielu lat prowadzone są badania m ające na celu w yjaśnienie czy 
reakcja immunologiczna biorcy ma charak ter kom órkowy czy hum oral- 
ny. Obecnie w ydaje się, że n a tu ra  procesu jest dwoista z przew agą od­
czynu komórkowego. Przed 40 la ty  M u r p h y  (114) wykazał, że obec­
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ność leukocytów biorcy w okolicy przeszczepu jest dowodem jego od­
rzucania. Naciek leukocytarny składa się z różnych komórek, w pewnym  
okresie naw et z kom órek w ielojądrzastych, przew ażają jednak kom órki 
jednojądrzaste, a wśród nich m ałe lim focyty. W mikroskopie elektrono­
wym stanow ią one populację zróżnicowaną pod względem kształtu  jądra  
i zaw ierają niewiele m itochondriów (165). W późnym okresie w nacieku 
pojaw iają się kom órki plazm atyczne. N iedokrw ienie przeszczepu w w y­
niku zmian w naczyniach i wokół nich w ystępuje znacznie szybciej 
i gwałtowniej w zespole przyspieszonego odrzucania doprowadzając 
w skrajnych przypadkach do tak  zwanego odczynu białego przeszczepu, 
w którym  nie o trzym uje on ukrw ienia i obum iera szybko bez objawów 
zapalnych (42).

Opisane zjawiska w skazują na kom órkowy charak ter procesu odrzu­
cania przeszczepu. Dalszych dowodów stw ierdzających udział elem en­
tów kom órkowych dostarczyły doświadczenia M i t c h i s o n a  i D u ­
b e  (110, 111) oraz L a w r e n c e ’ a (84). A utorzy ci uzyskiw ali przyspie­
szone odrzucanie przeszczepu u zwierząt, k tórym  uprzednio podano ko­
m órki układu chłonnego pochodzące od zwierzęcia z objaw am i reakcji 
immunologicznej na przeszczep. Zjawisko to nie występowało po poda­
niu surowicy biorcy o wysokim m ianie przeciwciał przeciw przeszczepo­
wi. W e a v e r ,  A l g i r e  i P r e h n  (164) umieszczając przeszczepy 
w kom orach Millipore, w k tórych wielkość porów nie pozwala na prze­
chodzenie elem entów komórkowych, osiągali długotrw ałe przeżycie prze­
szczepu mimo w ystaw ienia go na działanie przeciwciał, także w przy­
padkach poprzedniego odrzucenia tkanek tego samego dawcy.

Jakkolw iek udział elem entów  kom órkowych w procesie odrzucania 
nie ulega wątpliwości to nierozwiązana pozostaje kw estia co w arunkuje  
swoistość ich działania.

Udział przeciwciał hum oralnych w procesie odrzucania przeszczepu 
nie jest łatw y do wykazania, co w ynika w dużej m ierze z niedostatecz­
nej techniki doświadczeń i niejednolitości ich m etodyki. W ydaje się, że 
stosowane obecnie m etody są zbyt mało czułe dla w ykrycia przeciwciał 
po pojedynczych alloprzeszczepach tkankow ych, na których wykonano 
większość doświadczń, a różny czas w ystępow ania szczytu reakcji im m u­
nologicznej u trudn ia  ocenę wyników uzyskanych przez różnych au to­
rów (10,11). Przeciw ciała hum oralne we wczesnym okresie należą do 
19S y-globulin, w późnym — do 7S y-globulin i te różnice mogą tłum a­
czyć trudności w ich oznaczaniu. Nie znaleziono również pewnych do­
wodów udziału dopełniacza, dotychczas stw ierdzono tylko podwyższenie 
dopełniacza C 2 w zagrażającym  odrzuceniu nerk i u człowieka (58). Do­
niesienia o pozytyw nych próbach biernego przeniesienia wrażliwości na 
przeszczep są jak  dotąd nieliczne (156, 157). Ten brak  jednolitości w yni­
ków badań nad przeciw ciałam i hum oralnym i doprowadził do koncepcji 
przeciw ciał związanych z kom órką (18, 80). Inną koncepcję w ysunęli
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S t a r z l  i wsp. (151) na podstaw ie wyników badań przeszczepów w ą­
troby z użyciem leków im m unopresyjnych, zmniejszających odczyn ko­
mórkowy. A utorzy ci uważają, że p ierw otny m echanizm  jest hum oral- 
ny, jednak w przeszczepach prowadzonych bez leków im m unopresyj­
nych odczyn kom órkowy w ystępuje tak  szybko, że przysłania obraz 
pierw otny. Dopiero zastosowanie leków im m unopresyjnych zwalnia p ro­
ces odrzucania i umożliwia obserw ację zarówno fazy hum oralnej jak 
i komórkowej. W przypadku ksenoprzeszczepów przeciwciała w ystępują 
w większych stężeniach i są łatw iejsze do w ykrycia. W ysuwane są hipo­
tezy, że w tych przypadkach przeciwciało zdolne jest do zniszczenia 
przeszczepu bez udziału elem entów  kom órkowych (2).

2. Modyfikacja reakcji immunologicznej

Dążenie do przedłużenia czasu przeżycia alloprzeszczepów wywołało 
konieczność znalezienia sposobów wpłynięcia na reakcję imm unologicz­
ną zarówno od strony  biorcy jak i dawcy. Obecnie główny k ierunek ba­
dań zmierza do ograniczenia procesu odrzucania przez wpływ  na ośrod­
ki odpowiedzialne za powstawanie reakcji immunologicznej u biorcy.

Działanie na układ chłonny. W ykazanie udziału całego układu sia- 
teczkowo-śródbłonkowego, a w szczególności układu chłonnego w re ­
akcji immunologicznej doprowadziło w konsekwencji do badań nad moż­
liwością jego zaham owania. Stosowane m etody podzielić można na m e­
chaniczne (chirurgiczne) i biologiczne, w pływ ające na same kom órki 
układu chłonnego, lub na cały układ siateczkowo-śródbłonkowy. Na­
dzieje pokładane w splenektom ii i usunięciu regionalnych węzłów chłon­
nych biorcy z okolicy przeszczepu nie zostały spełnione (10, 143). Nieco 
lepsze w yniki uzyskano stosując blokadę układu siateczkowo-śródbłon- 
kowego błękitem  trypanu  (20, 103). B rak pełnego powodzenia tłum aczyć 
można tym, że pobudzenie układu siateczkowo-śródbłonkowego przez 
alloprzeszczep jest tak  silne, że zdolne jest do przełam ania blokady (48). 
Drenaż chłonki z przewodu piersiowego, zm niejszający liczbę m ałych 
limfocytów, ale nie usuw ający ich całkowicie, przedłużał czas przeżycia 
dla przeszczepów skóry; wpływ  ten  ustaw ał jednak w 18 dni po zam knię­
ciu przetoki (45, 54, 55). Liczbę lim focytów zmniejszano również stosu­
jąc surowicę anty lim focytarną (167) oraz naprom ienianie Y trium  90 lub 
źródłem prom ieni (3, umieszczonym w praw ym  przedsionku serca, uzy­
skując przedłużenie czasu przeżycia przeszczepów skóry u zw ierząt (166). 
W szystkie te m etody ze względu na krótkotrw ałość efektu nie znalazły 
zastosowania praktycznego.

Wywołanie tolerancji immunologicznej. M e  d a  w a r  (102) określa 
w następujący sposób w arunki nabycia to lerancji immunologicznej — 
,,jeśli zwierzę jest wystaw ione na działanie antygenu nim rozwinie się 
zdolność reagow ania przeciw niem u, w tedy zdolność ta jest upośledzona
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i przy stałej obecności antygenu może się nie ujaw niać nieskończenie 
długo”. Punktem  wyjścia prac M edaw ara było stw ierdzenie przez 
O w e n a  istnienia chim er ery trocy tarnych  u cieląt (128) i hipoteza 
B u r  n e t a, według k tórej istnieje znacznik (marker), pozwalający na 
odróżnienie kom órek w łasnych od kom órek dawcy, a zdolność do tego 
różnicowania nie istnieje w życiu płodowym i w krótce po urodzeniu (22, 
23). M edawar w wielu pracach, które przyniosły mu w 1960 roku na­
grodę Nobla w ykazał, że w strzyknięcie śródmacicznie, lub w krótce po 
urodzeniu myszom żywych kom órek (na przykład śledziony) z myszy 
niespokrewnionej prowadzi do przyjęcia się przeszczepów skóry pocho­
dzących od dawcy komórek. Tolerancję podtrzym uje powolne uw alnia­
nie antygenu z przeszczepu. M e d a w a r  (103) podkreśla, że ma to 
szczególnie znaczenie w przypadku przeszczepów narządowych, gdyż są 
one bezpośrednio włączone w układ krążenia biorcy. Ilość komórek, k tó ­
ra  konieczna jest do w yw ołania tolerancji, jest tym  większa im większe 
są różnice genetyczne pomiędzy dawcą a biorcą. N ajkorzystniejsze 
w okresie pozapłodowym okazało się dożylne podanie kom órek przysz­
łego dawcy. Tolerancję przeryw ało podanie kom órek układu chłonnego 
dorosłych zwierząt tego samego typu genetycznego co biorca (12). W yka­
zano, że zwierzęta u których wywołano tolerancję, są chim eram i pod 
względem kom órek układu chłonnego. P rzy jm uje się, że to lerancja jest 
wynikiem  zaham owania czynności kom órek odpornościowych, zaś jej 
wygaszenie jest w ynikiem  rozplem u nowych kom órek pochodzących 
albo z grasicy, albo rozw ijających się obwodowo pod jej wpływem  (33). 
Dotychczasowe próby wyw ołania to lerancji na ksenoprzeszczepy koń­
czyły się niepowodzeniem.

A u s t  i G u t t m a n n  (5) podają następujący wzór przydatny  dla 
oceny tolerancji: Tolerancja =  daw ka antygenu— (wydolność im m uno­
logiczna X niezgodność genetyczna). Niezgodność genetyczną można jed ­
nak ustalić obecnie tylko dla m ałej liczby gatunków  ssaków (myszy, 
chomiki).

Z pojęciem tolerancji wiąże się pojęcie odczynu przeszczepu przeciw 
biorcy (ang. graft-versus-host reaction, GVH reaction). Term in ten 
wprowadził w 1957 r. S i m o n s e n  (146), k tóry  jednocześnie z B i 1- 
l i n g h a m e m  i B r e n t e m  (14) stw ierdził swoisty zespół chorobowy 
u myszy, u których wywołano tolerancję na przeszczep. Zespół ten w y­
nikający z niemożności odrzucenia przeszczepu przez biorcę nazwano 
karłowatością (ang. runt disease). Pow staje on u zwierząt, u k tórych 
wywołano to lerancję w życiu płodowym lub zaraz po urodzeniu, a także 
w przeszczepach od homozygotycznego dawcy (AA) do biorcy będącego 
mieszańcem F x pomiędzy szczepem dawcy (AA) a homozygotą (BB). 
W ostatnim  przypadku biorca nie może odrzucić przeszczepu ponieważ 
nie ma w nim obcych antygenów , ale przeszczep może działać przeciw  
biorcy, gdyż ten  zawiera obce dla niego antygeny pochodzące od jed ­
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nego z rodziców (BB) mieszańca. Szybkość w ystąpienia objawów klinicz­
nych i ciężkość przebiegu karłow atości zależy od kom binacji typów  
szczepów. W najm niej korzystnych kom binacjach już po tygodniu w ystę­
puje  biegunka, łysienie, wyniszczenie i często zgon. Zm iany h istopato­
logiczne polegają na zm niejszeniu się liczby lim focytów i zastąpieniu 
ich przez kom órki plazm atyczne. W przypadkach przew lekłych dochodzi 
do powiększenia w ątroby i śledziony, zaniku grasicy, węzłów chłonnych 
i kępek Peyera, a nieraz i do zwłóknienia tkanki chłonnej. Podanie izo- 
gennych kom órek osobnika dorosłego lub kom órek osobnika wrażliwego 
na tkanki dawcy, albo surow icy zaw ierającej przeciwciała na antygeny 
daw cy łagodzi objawy, ale przeryw a tolerancję.

Wzmocnienie. W przypadku gdy następuje wygojenie się przeszczepu 
lub opóźnienie jego odrzucenia w w yniku obecności swoistej surowicy 
odpornościowej u gospodarza m am y do czynienia ze zjawiskiem  wzmoc­
nienia. Obecność surowicy odpornościowej przeciw przeszczepowi odróż­
nia to zjawisko od innych rodzajów bezodczynowości immunologicznej. 
N ajpew niejsze wyniki daje uodpornienie bierne izo- lub heterosurow icą 
odpornościową przeciw przeszczepowi. Jeśli jako pierwotnego m ateria łu  
im m unizującego używa się tkanki liofilizowanej, dochodzi najczęściej 
do wzmocnienia, a nie do uczulenia gospodarza. Tkanka liofilizowana 
nie ma, jak  się w ydaje zdolności w yw oływ ania znacznego odczynu ko­
mórkowego, ale w yw ołuje odczyn hum oralny. Często stw ierdza się jed ­
noczesne istnienie uczulenia i wzm ocnienia u badanych zw ierząt (76). 
M o o r e (113) stw ierdził, że wzmocnienie w ystępuje przy bardzo wysokim  
m ianie przeciwciał (1:8192 — 1:16384) i uważa, że w arunkiem  w ystąp ie­
n ia  tego zjawiska jest duży nadm iar przeciwciał po związaniu całej 
ilości antygenu. W zmocnienie obserwowano również przy ponownym  
przeszczepie od tego samego dawcy, dokonanym  po okresie przyspieszo­
nego odrzucania. Zagadnienie wzmocnienia przebadano głównie na no­
w otw orach myszy. W odniesieniu do tkanek praw idłow ych H a 1 a s z 
i O r l o f f  (60,61) wykazali, że podskórne podanie krw i dawcy przed 
przeszczepem nerki u psa znacznie przedłuża czas przeżycia przeszczepu, 
nie udało się jednak uzyskać podobnych wyników u innych zw ierząt 
i u człowieka.

Napromieniowanie. O bserwacje w ykazujące ham ujący wpływ  n a ­
św ietlania prom ieniam i Rentgena na w ytw arzanie przeciwciał (42, 159) 
były punktem  wyjścia do badań nad wpływem  naprom ieniania na d łu­
gość przeżycia alloprzeszczepów skóry u królików (39, 79), szpiku u m y­
szy, a naw et ksenoprzeszczepów szpiku od szczurów do myszy (49), co 
prow adzi do pow stania chim er. Nie zostały uwieńczone powodzeniem 
próby alloprzeszczepów szpiku u królików, psów i małp, gdyż konieczna 
daw ka prom ieniow ania prowadziła do zgonu w wyniku uszkodzenia 
uk ładu  nerwowego i przewodu pokarmowego. Przeszczepione kom órki 
szpiku rozw ijają się ortotopowo bez względu na sposób ich podania.
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Określono to jako in stynk t m ieszkalny (ang. homing instinct) (124), do­
tyczy on w szystkich kom órek układu krwiotwórczego. Po upływ ie pew ­
nego czasu kom órki dawcy zastępowane są kom órkam i gospodarza, 
a szybkość procesu rew ersji zależy w dużej m ierze od dawki prom ienio­
w ania (50). Alloprzeszczepy szpiku zm niejszają znacznie bezpośrednią 
śm iertelność poprom ienną jednak najczęściej między 21-ym a 70-ym 
dniem  po naprom ienianiu i przeszczepie dochodzi do pow stania choroby 
wyniszczeniowej, podobnej do karłowatości. W ielu autorów  uważa, że 
isto tą spraw y jest odczyn przeszczepu przeciw biorcy (35, 148). Istn ieją  
jednak  opinie, że ma tu  miejsce zarówno odczyn przeszczepu przeciw 
biorcy, jak  i biorcy przeciw przeszczepowi (147). Badania nad chim era­
m i poprom iennym i stw orzyły podstaw y do ratu jących  życie przeszcze­
pów szpiku u człowieka (znany przypadek atom istów jugosłowiańskich). 
Różnego rodzaju naprom ienianie stosuje się często w przygotow aniu do 
zabiegu i prow adzeniu przeszczepów narządow ych u człowieka.

Wycięcie grasicy. W dziedzinie biologii przeszczepów na rolę grasicy 
w skazał w 1961 roku M i l l e r  (105), uzyskując znaczne zm niejszenie 
nasilenia zjawisk odpornościowych po tym ektom ii w ykonanej tuż po 
urodzeniu. Zabieg ten prowadzi jednak do głębokich zaburzeń rozwojo­
wych, polegających na wyniszczeniu, a naw et powodujących zgon zwie­
rzęcia (106). Podobieństwo tego zespołu do choroby wyniszczeniowej 
u chim er poprom iennych i karłow atości jest uderzające (108, 163). W y­
konanie zabiegu w kilka dni po urodzeniu zmniejsza nasilenie objawów 
ubocznych przy zachowanym  wpływie na procesy immunologiczne (104). 
Na niewydolność układu chłonnego po usunięciu grasicy wskazuje obok 
zmniejszenia liczby lim focytów fakt, że do w yw ołania odczynu prze­
szczepu przeciw biorcy konieczna jest czterokrotnie większa liczba ko­
m órek układu chłonnego pochodzących od zw ierząt po tym ektom ii, niż 
od zwierząt nieoperowanych. Tym ektom ia u zw ierząt dorosłych ograni­
cza zdolność do regeneracji układu chłonnego, co sprzyja dłuższemu 
przeżyciu przeszczepów (4).

Istn ieją  dwie hipotezy m echanizm u działania grasicy w procesie doj­
rzew ania układu chłonnego, które zresztą wzajem nie się nie wykluczają. 
Według jednej działa ona na drodze hum oralnej, według drugiej jako 
środowisko, w k tórym  następuje dojrzew anie kom órek kolonizujących 
potem  obwodową tkankę chłonną, gdzie działają one już jako kom órki 
odpornościowe. Pierw sza koncepcja znajduje obecnie więcej zwolenni­
ków, gdyż dowody m igracji kom órkowej z grasicy nie są przekonyw u­
jące (108). Za hipotezą hum oralną przem aw iają także w yniki doświad­
czeń z zam kniętym i w kom orach Millipore skraw kam i grasicy, k tóre 
przeszczepiano zwierzętom  po tym ektom ii. Podobnie jak  wolne prze­
szczepy grasicy zapobiegały one w ystąpieniu objawów wyniszczenia (85,
107), powodowały odrzucanie przeszczepów skóry (125) oraz resty tuo ­
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w ały zdolność do w ytw arzania przeciwciał (82), mimo, że kom ora Milli- 
pore nie pozwala na przechodzenie elem entów  komórkowych.

W pływ  leków. Doświadczenie kliniczne, które wykazało korzystny 
wpływ  niektórych leków na przeżycie przeszczepów nerkow ych u ludzi 
wzmogło w ciągu ostatnich lat zainteresow anie lekam i im m unopresyj- 
nymi. S terydy  i ACTH przedłużające czas przeżycia alloprzeszczepów 
tkankow ych u królików, św inek m orskich, kurcząt i myszy, ale nie 
u m ałp (9, 31, 100, 149) użyte w dużych daw kach przeryw ają proces od­
rzucania nerk i u człowieka (115, 138). Są nieskuteczne w przeszczepach 
nerek u psów ale wykazano ich korzystne działanie w przeszczepach płuc 
u tych zwierząt (62, 122). Działanie sterydów  polega prawdopodobnie na 
w yw ieranym  przez nie działaniu przeciw zapalnym  co nie pozwala na 
grom adzenie się leukocytów w okolicy przeszczepu i ham uje czynność 
fibroblastyczną. Wchodzić może także w grę w pływ  na uw alnianie an ­
tygenu z przeszczepu i jego następow e przenoszenie od ośrodków odpo­
w iedzialnych za pow staw anie odczynu immunologicznego (142).

Z grupy antym etabolitów  pierwszym  badanym  związkiem była 6-m er- 
kaptopuryna powodująca upośledzenie czynności immunologicznych 
przez w pływ  na odczyn kom órkowy (141). Przedłuża ona przeżycie prze­
szczepów skóry u różnych gatunków  (98, 140), a także alloprzeszczepów 
nerkow ych (26, 28, 133, 169). Toksyczność tego leku dla szpiku u trudn ia  
w dużym  stopniu jego stosowanie (27). Inne leki jak  8-azaguanina, 6-aza- 
uracyl, azaseryna i 5-fluorouracyl nie w ykazyw ały w pływ u na prze­
szczepy nerkow e (170). A zatiopiryna (Imuran  firm y Burroughs Welco­
m e ) działająca podobnie do 6-m erkaptopuryny, przy m niejszej toksycz­
ności dla szpiku jest obecnie najpow szechniej stosowanym  lekiem im - 
m unopresyjnym  (27). K orzystne okazało się łączne stosowanie Imuranu  
i azaseryny (30, 115). A -m etopteryna (M ethotrexate), będąca antagoni­
stą kwasu foliowego ham uje w praw dzie pow staw anie przeciwciał hum o- 
ralnych u zwierząt i odrzucanie alloprzeszczepów tkankow ych (52, 162), 
nie m a jednak znaczenia w przeszczepach nerek (30, 170). Cechuje ją 
także znaczna toksyczność dla dużych zwierząt.

Czynniki alkilujące (iperyty  i etyloam iny) obniżają również reakcję 
immunologiczną, ich działanie jest wyraźniejsze, gdy podawanie ich roz­
poczyna się jednocześnie z podawaniem  antygenu, natom iast zastosowa­
ne po podaniu antygenu działają słabo. W yjątek stanow ią Myleran  
(Busulfan) i L-p-(dwu-2-chloroetylamino)-fenylanina(M elp7iaZan) (8). 
W szystkie te leki przedłużają czas przeżycia alloprzeszczepów nerko­
wych tylko w tedy, gdy stosowane są łącznie ze splenektom ią i kortyko- 
terap ią  i nie m ają obecnie większego znaczenia (6, 30).

Z antybiotyków  działanie im m unopresyjne w ykazują aktynom ycyny 
C i D, k tóre upośledzają m etabolizm  kwasów nukleinow ych i syntezę 
białka w w yniku blokowania tworzenia nowego mRNA (57, 73). A ktyno- 
m ycyna C stosowana łącznie z Im uranem  działa skutecznie w zagraża­
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jącym  odrzucaniu przeszczepów nerkow ych u zw ierząt (29, 30), a u lu ­
dzi w takich przypadkach daje nieraz w ybitną popraw ę kliniczną (115). 
Innym  obiecującym  antybiotykiem , niew ypróbow anym  jeszcze w prze­
szczepach nerkow ych w ydaje się być m itom ycyna (57).

Alkaloidy indolo-indolinowe: w inkrystyna i w inblastyna — związki 
nietoksyczne, stosowane w leczeniu nowotworów układu chłonnego u lu ­
d z i— przedłużają czas przeżycia przeszczepów skóry u zw ierząt (1) 
i mogą okazać się pomocne w przeszczepach narządowych. Ostatnio 
stwierdzono, że kwas £-am inokapronowy przedłuża czas przeżycia prze­
szczepów nerkow ych prawdopodobnie na drodze ham ow ania dopełnia­
cza (171). W ykazano również działanie im m unopresyjne Thalidomidu  
(Contergan) szczególnie podanego zarówno dawcy jak i biorcy (7) oraz 
3-m etylocholantrenu (158).

Adaptacja przeszczepu. Jest to zjawisko polegające na zmniejszeniu 
wrażliwości przeszczepu na zagrożenie ze strony biorcy utrzym ujące się 
mimo przytłum ienia procesu odrzucania. Zjawisko to znane było od 
dawna w odniesieniu do nowotworów. W przeszczepach tkanek  p raw id­
łowych stw ierdził je W o o d r u f f  w r. 1950 (168). Przeszczepy tarczy­
cy szczura po kilkum iesięcznym  ich pobycie w przedniej komorze oka 
przenoszono do tkanki podskórnej, gdzie w gajały  się całkowicie i u le­
gały unaczynieniu. M u r r a y  (116) stw ierdził, że pies z przeszczepioną 
nerką otrzym ując leki im m unopresyjne odrzucał szybko przeszczep skó­
ry  od dawcy nerk i lub innego dawcy, a także drugą nerkę dawcy pod­
czas gdy pierwsza zachowywała swą czynność. Z kolei nerka ta po­
w tórnie przeszczepiona psu nie otrzym ującem u leków im m unopresyj- 
nych było szybko odrzucana. M urray określa adaptację jako „delikatne 
zrównoważenie, swoiste dla antygenu obecnego w czasie podawania le­
ków im m unopresyjnych lub zwiększenia ich daw ki” . Fakt, 'że odrzucany 
jest w tórny przeszczep tego samego genotypu i że w pew nej liczbie 
przypadków  żyje i zachowuje całkowicie swą funkcję przeszczep p ier­
wotny, tłum aczyć można jedynie zm ianam i w struk tu rze  immunologicz­
nej samego przeszczepu (133).

3. Lokalizacja komórkowa i budowa antygenów zgodności tkankowej
i

O statnie lata  ugruntow ały  pogląd, że wywołanie zjaw isk odpornościo­
wych przez żywe kom órki zachodzi na drodze przekazania komórkom 
układu siateczkowo-śródbłonkowego biorcy jakiegoś czynnika subkomór- 
kowego. L a w r e n c e  (83) w ykazał u człowieka możliwość przenosze­
nia za pomocą wyciągu z leukocytów odczynu tuberkulinow ego, a inni 
autorzy — odczynu na antygeny bak tery jne  i antygeny alloprzeszcze- 
pów (51, 97). Proces nie m iał ani charak teru  uodpornienia czynnego ze 
względu na zbyt szybkie w ystępowanie, ani biernego ze względu na 
trw ałość zjaw iska i m ałą ilość czynnika potrzebną do jego wywołania
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(0,1 ml). Czynnik przenoszący w ytrzym yw ał 10 cykli zam rażania i roz­
m rażania, przechowyw anie przez trzy  miesiące w stanie zamrożonym 
i lizę wodą destylowaną.

W ykazano również możliwość przenoszenia wrażliwości na alloprze- 
szczepy skóry u myszy, królików i świnek m orskich za pomocą leukocy­
tów zam kniętych w kom orach Millipore, jak  również bezkomórkowych 
wyciągów węzłów chłonnych biorcy, k tóry  odrzucił przeszczep (81, 118, 
119, 134).

Budowa czynnika przenoszącego nie została dotychczas ustalona. 
W edług N a j a r j a n a  i F e l d m a n a  (120) jest on y-globuliną a więc 
przeciwciałem  działającym  na zasadzie przenoszenia inform acji im m u­
nologicznej. M a n n i c k  (92,93) doniósł, że RNA ekstrahow any 
z węzłów chłonnych uczulonego biorcy przyspieszał odrzucanie prze­
szczepów skóry. Z kolei T r a k a t e l l i s  i wsp. (160) w yw oływ ali to le­
rancję na izoprzeszczepy przez podanie mikrosomów, rybosomów lub 
wyciągów RNA przygotow anych ze śledziony. W edług tych autorów  
mRNA zaw arty  w tych prepara tach  powodował u gospodarza ciągłą bio­
syntezę antygenów  typu dawcy i w ten sposób prowadził do w ytw orze­
nia tolerancji. Nie można jednak wykluczyć, że podawane p repara ty  
zaw ierały w w ystarczającej ilości antygen zdolny do wywołania tole­
rancji przy m ałych różnicach genetycznych.

Prace sprzed k ilkunastu  lat wskazyw ały na jądro jako na miejsce 
lokalizacji antygenów  zgodności tkankow ej (13), jednak przeciw tem u 
poglądowi przem aw ia stw ierdzenie obecności tych antygenów  w p ły t­
kach krwi, które są elem entam i bezjądrzastym i (44). H e r z e n b e r g  
i H e r z e n b e r g  (68) lokalizują antygeny w błonie komórkowej, inni 
autorzy we frakcji m itochondrialnej lekkiej i ciężkiej (7) lub we frakcji 
m ikrosom alnej (127). Większość prac wskazuje na obecność antygenów  
w błonie zew nętrznej kom órek lub błonach różnych organelli kom órko­
wych, jednak spraw a ta  daleka jest od pełnego w yjaśnienia. Pierwsze 
próby w ydzielenia antygenów  zgodności tkankow ej podjęte zostały przez 
M e d a w a r a  i wsp. (19). Rozbite kom órki węzłów chłonnych zawie­
szone w wodzie destylow anej poddawane był działaniu ultradźw ięków . 
Do otrzym anego p repara tu  dodawano chlorek sodowy do stężenia 0,15M 
i całość poddawano w irow aniu przy 5 000 g w ciągu 10 min. W ten spo­
sób usuwano białka i DNA otrzym ując supernatan t nazw any przez Me­
daw ara „surow ym  preparatem  antygenow ym ” . Poddanie go w irowaniu 
przy 30 000 g dawało ,,osad antygenow y” . Skład osadu był następujący: 
60% białka, 35% lipidów, m ałe ilości DNA, RNA, różnych cukrów i am i- 
nocukrów. Nie ustalono, która frakcja  jest odpowiedzialna za aktywność 
antygenow ą. U trzym yw ała się ona po poddaniu p repara tu  działaniu 
RN-azy, DN-azy i amylazy, lizozymu, neuram inidazy i była w różnym  
stopniu w rażliw a na działanie enzymów proteolitycznych (10, 13, 16). Za­
sadnicza trudność polega na niemożności otrzym yw ania rozpuszczalnego
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w wodzie p repara tu  o zachowanych własnościach antygenow ych, co suge­
rowało ich lokalizację we frakcji lipidowej. Jednakże ekstrakcja roz­
puszczalnikam i tłuszczowymi daw ała frakcję  lipidową niezdolną do w y­
wołania wrażliwości na antygen, a pozostałość w ykazyw ała tylko ślady 
tej aktyw ności i nie wiązała przeciwciał hum oralnych. Połączenie obu 
frakcji nie przyw racało aktywności. Poddanie p repara tu  10-minutowemu 
działaniu tem pera tu ry  100° powodowało całkow ity zanik zdolności w ią­
zania przeciwciał hum oralnych jednak pozostawiało częściowo zdolność 
do wyw oływ ania wrażliwości.

M a n s o n (95), a następnie M o n a c o  (112) uzyskali z frakcji m ikro- 
som alnej kom órek śledziony myszy i z hodowli kom órek chłoniaka an ­
tygen zdolny do w yw ołania wrażliwości. F rakcja ta została poddana 
dekom presji w bombie azotowej, zhomogenizowana w 1,5M sacharozie 
i poddana ultraw irow aniu . Praw ie całą aktyw ność znaleziono w błonie 
zebranej na powierzchni supernatan tu , co wskazywało, że aktyw na sub­
stancja jest lipoproteidem . Zawiesina tego m ateriału  zachowywała ak­
tywność w czasie przechowyw ania w ciągu 7 dni w tem peraturze 5°C, 
a jego własności podobne były do własności osadu antygenowego Me- 
daw ara. M a n n i c k  (91) otrzym ał antygen o podobnych własnościach 
z p łynu z hodowli kom órek śledziony królika, a D a v i e s  (37) i inni (75, 
77, 78) z płynu z otrzew nej myszy ze swoistym i nowotworami. Niepo­
wodzenia w otrzym aniu antygenów  z innych narządów  na przykład 
z w ątroby mogą być związane z unieczynnieniem  ich w procesie eks­
trakcji (90).

II. Przeszczepy narządów doświadczalne i kliniczne

M ija obecnie 60 la t od w ykonania przez C arrela pierwszych prze­
szczepów nerek u psa. Przez wiele la t jednak nie uzyskiwano korzyst­
niejszych wyników w allo- i ksenoprzeszczepach u ludzi i zwierząt, głów­
nie z powodu niedoskonałości szwu naczyniowego, braku  leków obniża­
jących krzepnienie krw i i leków im m unopresyjnych. Nerka ze względu 
na stosunkowo prostą technikę operacyjną, swą parzystość, a przede 
w szystkim  na potrzeby kliniczne jest i obecnie najczęściej przeszcze­
pianym  narządem . Duży m ateria ł kliniczny pozwala już na wyciąganie 
pew nych bardziej ogólnych wniosków dotyczących przeszczepów narzą­
dowych.

Jednym  z podstaw owych zagadnień jest spraw a doboru dawcy. P rze­
szczepy izogeniczne nie zaspokajają potrzeb klinicznych, a w przypad­
kach przeszczepów allogenicznych pobieranie ich od żywych dawców jest 
obciążone problem am i n a tu ry  m oralnej i praw nej szczególnie wobec nie­
wielkich szans na d ługotrw ałe przeżycie przeszczepu. S tąd obowiązuje 
obecnie pogląd, że należy dążyć do pobierania narządów jedynie ze 
zwłok.
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Ze względu na to, że przeszczep musi być pobrany możliwie szybko 
po zgonie w yłania się z kolei problem  co należy uznać za objaw  zgonu, 
gdyż wobec postępów reanim acji zatrzym anie czynności serca nie w y­
starcza do jego stw ierdzenia.

N astępnym  zagadnieniem  jest ustalenie podobieństwa antygenów  
zgodności tkankow ej biorcy i potencjalnego dawcy. N e w t h  (123) podał 
m atem atyczną analizę podobieństwa genetycznego u ludzi przy jm ując 
jako punkt wyjścia podobieństwo pomiędzy bliźniętam i jednojajow y- 
mi, jak  również podobieństwa m iędzy rodzicami a potomstwem. Niezna­
jomość mocnych antygenów  zgodności tkankow ej u człowieka nie pozwa­
la na szersze zastosowanie tych obliczeń w praktyce. R a p p a p o r t  
i wsp. (136) zaproponowali em piryczną m etodę oceny zgodności tkanko­
wej m iędzy dwoma osobnikami polegającą na przeszczepieniu obojętne­
mu osobnikowi skóry zamierzonego biorcy, a następnie skóry zam ierzo­
nych dawców narządu. Zam ierzony dawca, którego skóra zostaje n a j­
szybciej odrzucona w ykazuje najw iększą zgodność tkankow ą z p rzy ­
szłym biorcą. Zasadą tej m etody jest opisany uprzednio proces p rzy ­
spieszonego odrzucania. B r e n t  i M e d a w a r  (21) opracowali u św i­
nek m orskich test, w którym  różnica antygenów  zgodności tkankow ej 
ocenia się na podstaw ie rozm iarów odczynu po śródskórnym  w strzyk­
nięciu lim focytów biorcy potencjalnym  dawcom (ang. normal lym phocy­
te transfer test, N L T  test). Test ten zastosowano następnie z dość do­
brym i w ynikam i w doborze dawców nerek u człowieka (43, 64). W edług 
S i m o n s e n a  test N L T  może służyć do w ykrycia niezgodności w za­
kresie mocnych antygenów  u człowieka (144, 145). Jeśli przypuszczenie 
to okaże się słuszne to elim inacje dawców o niezgodnych z biorcą m oc­
nych antygenach naw et przy pozostawieniu niezgodności słabych a n ty ­
genów pozwoli na zm niejszenie dawek leków im m unopresyjnych. Test 
N L T  nadaje się jednak tylko do w yboru żywych dawców, do oceny zgod­
ności tkankow ej dla zwłok pozostają m etody serologiczne. Obszerny 
przegląd obecnego stanu możliwości spraw dzania zgodności tkankow ej 
znajduje się w m onografii pod redakcją R u s s e l l a ,  W i n n a  i A m o -  
s a  (139).

1. Przeszczepy nerek

M iędzynarodowy R ejestr Ludzkich Przeszczepów Nerkowych podaje, 
że do 1.X.1964 r. wykonano 522 przeszczepy u 408 chorych, z k tórych 
żyje 106. Przeszczepianie nerki w ykonyw ane jest w przypadkach cał­
kowitego zniszczenia obu nerek przez różne procesy chorobowe, najczęś­
ciej u chorych z ciężką mocznicą. Obecnie jako zasadę przyjm uje się 
w yprowadzanie chorego z azotemii za pomocą hemodializy i w ykonanie 
wycięcia nerek chorego równocześnie z przeszczepem, lub w krótki czas 
po przeszczepie. Szybkie wycięcie zmienionych nerek ma na celu: 1. usu­
nięcie narządu odpowiedzialnego za istnienie nadciśnienia, które uszko­
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dzić może przeszczepioną nerkę, 2. usunięcie ew entualnego źródła an ty ­
genów paciorkowcowych, k tóre mogą wywołać kłębuszkowe zapalenie 
przeszczepionej nerki, 3. usunięcie źródła zakażenia pochodzącego z pro­
cesu o charakterze pyelonephritis  często istniejącego w zmienionej 
nerce.

Mocznica w yw ołuje stan  zmniejszonej odczynowości ustro ju  i sprzyja 
m niejszem u nasileniu procesu odrzucania, a w każdym  razie opóźnia jego 
w ystąpienie, stw arza jednak duże ryzyko operacyjne. Z tego względu 
konieczna jest popraw a stanu  chorego za pomocą hemodializy. Mimo, 
że w większości przypadków  przeszczepiona nerka podejm uje natych­
m iast swą funkcję, a ilość wydzielonego moczu może być w pierwszych 
dobach olbrzym ia, długotrw ałe powodzenie w przypadkach izoprzeszcze- 
pów nie przekracza 75% operowanych, a w alloprzeszczepach jest 
w większości przypadków  krótkotrw ałe. P rzepływ  krw i przez przeszcze­
pioną nerkę (34) m ierzony elektrom agnetycznie jest zmniejszony o około 
40— 60%, co m a być wynikiem  obrzęku będącego następstw em  przecięcia 
odpływ u chłonki. Po jego rekonstrukcji obrzęk zmniejsza się i przepływ  
krw i zbliża się do prawidłowego.

Niepowodzenie przeszczepu i proces odrzucania nerki tłum aczy się 
(34, 41, 71, 121, 131, 132) w sposób następujący: Małe krążące lim focyty 
biorcy zostają pobudzone przez antygen szybko uw alniany z przeszcze­
pu, w nikają do tkanki chłonnej i przem ieniają się w duże kom órki py- 
roninofilne. Kom órki te opuszczają tkankę chłonną, w nikają do prze­
szczepu i umieszczając się w kapilarach okołokanalikowych niszczą ich 
ściany. Przyczyną m artw icy w łóknikow atej tętn ic i tętniczek ma być 
przeciwciało hum oralne zapewne w kom pleksie z antygenem . W szystkie 
te zm iany naczyniowe doprow adzają do zatrzym ania krążenia w prze­
szczepie i jego obum arcie. Reakcja przeszczepu przeciw biorcy jest 
u ludzi z przeszczepami nerkow ym i rzadko obserwowana, choć E i k i n s 
(46) obserwował ją u szczurów.

Próby ksenoprzeszczepów nerek u człowieka znane są od roku 1910, 
ostatnio H i t c h c o c k  i wsp. (69) użyli nerek pawiana, a R e e m t s m a  
i wsp. (137) nerek szym pansa uzasadniając swe postępowanie podobień­
stw em  genetycznym  tych naczelnych do człowieka. Najdłuższe przeży­
cie ksenoprzeszczepu wynosiło 6 miesięcy, a częstszą niż odrzucanie przy­
czyną zgonu była posocznica, co w dużej m ierze w ynikało ze stosowa­
nia wielkich dawek leków im m unopresyjnych. Z punktu  widzenia im m u­
nologii zabiegi te nie m iały szans trw ałego powodzenia, ich uspraw ie­
dliw ieniem  były dram atyczne okoliczności kliniczne i nie możność uzy­
skania nerek  od żywych dawców lub ze zwłok. Należy podkreślić, że 
w brew  przew idyw aniom  w yniki w ksenoprzeszczepach nie były o wiele 
gorsze od wyników w alloprzeszczepach, co dowodzi jak  mało poznane 
są procesy immunologiczne i w skazuje na potrzebę dalszych badań pod­
stawowych.
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W przeszczepach nerkow ych stosowano samodzielnie lub łącznie 
wszystkie dostępne obecnie środki im m unopresyjne; wykonano jedno­
cześnie z przeszczepem splenektom ię i tym ektom ię (153) naprom ienia­
nie całego ciała i naprom ienianie miejscowe przeszczepu, naprom ienianie 
śledziony i grasicy, jak  również stosowano różne leki im m unopresyjne 
(72, 109, 117).

System y stosowania leków im m unopresyjnych są różne. W większości 
ośrodków podaje się stale antym etabolity  i kortykoidy rezerw ując ak ty - 
nom ycynę C i naśw ietlania prom ieniam i Róntgena na okres zagrażają­
cego odrzucania przeszczepu. Do połowy 1967 roku liczba wykonanych 
przeszczepów przekroczyła 1000.

2. Przeszczepy wąiroby

Pierw sze alloprzeszczepy w ątroby  u ludzi w ykonał w roku 1963 
S t a r z l  (150, 151, 152, 153) używ ając narządów zwłok. Stosowano per- 
fuzję zwłok, a następnie samej w ątroby i hipoterm ię, co pozwalało na 
lepsze zachowanie czynności narządu.

Zabiegi te poprzedziły rozległe badania doświadczalne na zwierzę­
tach, w których nie uzyskano jednak przeżyć sięgających ponad 30 dni. 
W pięciu przeszczepach ludzkich uzyskano 6, 7, 22 i 23 dni przeżycia, 
a jeden chory zm arł bezpośrednio po zabiegu. Po zabiegu poziom trans- 
am inazy szczawiooctowej, transam inazy pirogronowej i dehydrogenazy 
mleczanowej był podwyższony, ale szybko w racał do normy. Poziom 
alkalicznej fosfatazy podniesiony u w szystkich chorych przed zabiegiem 
obniżał się. W ykazano podwyższenie poziomu lizyny, histydyny, glicy­
ny, alaniny, seryny, waliny, glu tam iny i tau ryny  w surowicy. Obserwo­
wano zastępowanie haptoglobulin typu biorcy haptoglobinam i typu daw ­
cy, co stanow i jeszcze jeden dowód, że w ątroba jest ich źródłem. W za­
kresie im m unoglobulin zaobserwowano wzrost 1 M globulin. Wzmoże­
nie aktyw ności fibrynolitycznej po opanowaniu kwasem  e-am inokapro- 
nowym przechodziło w stan  wzmożonej krzepliwości. Poziom pro trom - 
biny był zazwyczaj niski i wynosił około 25°/o. Niedomoga w ątroby była 
bezpośrednią przyczyną zgonu tylko w jednym  przypadku, w pozosta­
łych obserwowano m asyw ne zatory płucne nierzadko zakażone. Po­
dobnie jak w allo i ksenoprzeszczepach nerkow ych prowadzonych przy 
użyciu leków im m unopresyjnych często nie w ystępow ał kom órkowy 
mechanizm odrzucania przeszczepu; zmiany w obrębie kom órek w ą­
trobowych, nabłonka kanalików  żółciowych i tętniczek odnoszą autorzy 
do działania przeciwciał hum oralnych. U psów z długim  przeżyciem 
nasilenie zmian było mniejsze. Tworzyły się pasma kolagenowe wokół 
żył centralnych i następow ała regeneracja kom órek w ątrobow ych (152). 
Przebieg procesu odrzucania obserw owany u zw ierząt ma być według 
P a r o n e t t o  (129) następujący: 1. uw alnianie antygenu, 2. tworzenie

http://rcin.org.pl



[15] BIO L O G IA  PR ZE SZ C ZEPÓ W 555

przeciwciała, 3. tworzenie kom pleksu antygen-przeciw ciało, 4. jego lo­
kalizacja w kom órkach w ątrobow ych, 5. niszczenie tych kom órek w w y­
niku reakcji cytotoksycznych.

3. Przeszczepy śledziony

S t a r z 1 wykonał 5 przeszczepów śledziony. W jednym  z nich u cho­
rego z agam m aglobulinem ią śledziona w ykazyw ała czynność przez 6 ty ­
godni na co wskazywało podniesienie poziomu y-globulin, inne nie przy­
niosły korzystnych rezultatów .

4. Przeszczepy serca

Dokonano wielu auto-i alloprzeszczepów serca u psów przy użyciu 
krążenia pozaustrojowego (40, 59, 88, 161). Za wczesne k ry te rium  odrzu­
cania uchodzi obniżenie w oltażu załamków w EKG. Zastosowanie środ­
ków im m unopresyjnych w tym  okresie pozwala na uzyskanie długo­
trw ałych  przeżyć (88) rzędu kilkudziesięciu dni. W tych przypadkach 
stopniowe nasilające się zw yrodnienie tętniczek i w łókien mięśniowych 
doprowadza do upośledzenia czynności serca i zgonu. Doniesiono o jed­
nej próbie ksenoprzeszczepu serca u człowieka (65). Serce pochodziło 
od szym pansa i utrzym yw ało czynność przez godzinę. Zabieg miał cha­
rak te r  heroiczny i nie należy się spodziewać — mimo opanowania pod­
staw owych problemów technicznych większych postępów w tej dziedzi­
nie do czasu rozwiązania zagadnień immunologii przeszczepów.

5. Przeszczepy płuc

Istn ieje  cały szereg doniesień o doświadczalnych przeszczepach płuc 
u psów (32, 38, 62, 64, 66, 74, 89, 122, 126). Uzyskiwano kilkunastodnio- 
we przeżycia naw et w przypadkach przeszczepu obu płuc. U człowieka 
wykonano przeszczep płuca w czterech przypadkach. Zabiegi te przepro­
wadzono u chorych z rakiem  płuca, u k tórych m ała rezerw a oddechowa 
nie pozwalała na wykonanie zwykłego zabiegu pneum onektom ii oraz u 2 
chorych z rozlanym i zm ianam i obustronnym i płuc jako ostatnią próbę 
popraw y ich czynności. Uzyskano kilkunastodniow e przeżycia po za­
biegu. W pracach doświadczalnych i w przeszczepach u ludzi przeszcze­
pione płuco zachowywało początkowo swą czynność pomimo odnerw ie- 
nia i odcięcia odpływu chłonki (3, 25, 47, 63). Przeszczep płuca jest szcze­
gólnie trudny. Zabieg w ym aga doskonałej techniki chirurgicznej ze 
względu na conajm niej dwa zespolenia naczyniowe i zespolenie oskrze­
la. Zakrzepy żylne w linii szwu naczyniowego są najczęstszym  powikła­
niem  zabiegu. Przebieg pooperacyjny ze względu na torakotom ię jest 
w wielu w ypadkach ciężki. Istn ieje  duża trudność oceny nasilenia pro­
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cesu odrzucania, a co za tym  idzie dawkow ania środków im m unopresyj- 
nych (24, 130). Zabieg w ykonuje się w terenie zakażonym, stale połą­
czonym ze św iatem  zew nętrznym , co bardzo znacznie zwiększa liczbę 
i rozm iary powikłań zakaźnych, szczególnie wobec stosowania środków 
im m unopresyjnych (70). Mimo tych wszystkich trudności w ydaje się, że 
płuco jest narządem , którego przeszczepianie może mieć w przyszłości 
znaczenie w klinice ludzkiej.

Jako dawcy w przeszczepach u ludzi wchodzą w grę jedynie zwłoki, 
w ydaje się możliwe utw orzenie w przyszłości banku przeszczepów płuc­
nych, bowiem jak  w ykazały badania B l u m e n s t o c k a  (17) na psach 
płuca przeszczepione po 24-godzinnym przechow yw aniu w komorze hy- 
perbarycznej zachowywały się podobnie jak  płuca przeszczepione bez­
pośrednio.

6. Przeszczepy żołądka i jelit

Przeszczepy żołądka i jelit w ykonał u psa L i 11 e h e i (86). S tw ier­
dzono, że izolowany żołądek znosi dwugodzinne niedokrw ienie w tem ­
peraturze pokojowej i conajm niej trzygodzinne w tem p. 5°C, a po prze­
szczepieniu zachowuje się czynnościowo podobnie jak  żołądeczek Hei- 
denhaina. Przeszczepione jelita  zachowywały swą czynność perystaltycz- 
ną, a w kilka dni po zabiegu obserwowano połączenie dróg chłonnych 
przeszczepu i biorcy. Mimo to przeżycie przeszczepu nie przekraczało 
kilkudziesięciu dni.

III. Uwagi końcowe

Przeszczepy narządowe w klinice ludzkiej m ają dopiero 12-letnią 
tradycję  i stosunkowo nieliczne sukcesy. Badania w tej dziedzinie p ro­
wadzone są bardzo intensyw nie, w wielu ośrodkach przy w spółpracy 
badaczy różnych specjalności. W ydaje się, że powodzenie zależy głównie 
od rozwiązania szeregu zagadnień immunologicznych. Już obecnie poz­
nanie możliwości spraw dzenia zgodności tkankow ej i możność stosowa­
nia leków im m unopresyjnych pozwala na przedłużenie przeżycia prze­
szczepów. Doskonali się również technika operacyjna i to zarówno 
wszczepiania jak  i pobierania narządów, głównie dzięki zakrojonym  na 
szeroką skalę badaniom  nad przeszczepami doświadczalnymi. Dalszym 
w arunkiem  będzie poznanie możliwości przechowyw ania narządów przez 
długi okres czasu tak, jak  jest to już możliwe w stosunku do niektórych 
tkanek. Niewiadomych jest jeszcze bardzo wiele, jednakże osiągnięte już 
w yniki upow ażniają do przypuszczenia, że pełne powodzenie przeszcze­
pów przynajm niej n iektórych narządów  jest spraw ą do rozwiązania 
w ciągu następnych la t kilkunastu.

http://rcin.org.pl



BIO L O G IA  PR Z E SZ C ZE PÓ W 557

L IT ER A TU R A

1. A i  s e n  h e r  A. C., N a ture  200, 484 (1963).
2. A l g i r e  G.  H. ,  W e a v e r  J.  M. ,  P r e h n  R. T., A n n .  N. Y .  Acad. Sei. 64, 

1009 (1957).
3. A l i e  a n  P ., H a r d y  J. D., J A M A  183, 849 (1963).
4. A u e r b a c h  R., Science  139, 1061 (1963).
5. A u s t  J.  B., G u t t m a n n  R. D., J A M A  183, 857 (1963).
6. B a k e r  R., G o r d o n  R. ,  R u f f  e r  J. ,  M i l l e r  G. H. J ., Arch .  Surg.  65, 

702 (1952).
7. B a s c h  R.  S., S t e t s o n  C. A., Transpl.  1, 469 (1963).
8. B e r e n b a u m  M. C., Path . Biol.  9, 963 (1961).
9. B i l l i n g h a m  R.  E., B r e n t  L. ,  M e d a w a r  P . B., Proc. Roy. Soc. L o n ­

don  Ser. B  143, 58 (1954).
10. B i l l i n g h a m  R.  E., K r o h n  P.  L.,  M e d a w a r  P. B., Brit.  Med. J. 1, 

1157 (1951).
11. B i l i n g h a m  R.  E., B r e n t  L., Brit .  J. E xp tl .  Path .  37, 566 (1956).
12. B i l l i n g h a m  R.  E., B r e n t  L. ,  M e d a w a r  P . B., Phil. Trans. Roy.  

Soc. L ond on  239, 357 (1956).
13. B i l l i n g h a m  R.  E., B r  e n t L.,  M e d a w a r  P. B., N a tu re  178, 514 (1956).
14. B i l l i n g h a m  R.  E., B r e n t  L., Transp la tion  Bull .  4, 67 (1957).
15. B i l l i n g h a m  R.  E., B r e n t  L. ,  M e d a w a r  P. B., T ransp la n ta t io n  Bull.

5, 377 (1958).
16. B i l l i n g h a m  R.  E., B r e n t  L., Phil. Trans. Roy. Soc. L o n do n  242, 439 

(1959).
17. B l u m e n s t o c k  D.  A. ,  L e m p e r t  M. ,  M o r g a d o  F., J. Thorac. Car-  

diovasc. Surg.  50, 769 (1965).
18. B o y  d e n  S. V., S o r  k  i n E., I m m u n o lo g y  3, 272 (1960).
19. B r e n t  L. ,  M e d a w a r  P.  B.,  R u s z k i e w i c z  M., C iba F o u n d a tio n  S ym ­

posium  on T ra n sp la n ta tio n , red . G. E. W. W olstenho lm e i M. P . C am eron , L it­
tle , B row n, B oston, 1962, s tr . 6—20.

20. B r e n t  L., M e d a w  a r  P. B., Proc. Roy. Soc. L o n d o n  Ser. B, 155, 392 (1962).
21. B r e n t  L.,  M e d a w a r  P. B., Brit.  Med. J. 2, 269 (1963).
22. B u r n e t  F.  M. ,  F e n n e r  F., H e re d i ty  2, 289 (1964).
23. B u r n e t  F.  M. ,  F e n n e r  F., M elbourne , M acm illan  1949.
24. B ü c h e r l  E. S., N a s s e r i  M., Laiig. A rch .  K lin .  Chir.  305, 282 (1964).
25. B ü c h e r l  E.  S., N a s s e r i  M. ,  P r o n d z y n s k i  B., J. Thorac. Cardio-  

vasc. Surg .  47, 455 (1964).
26. C a i n e  R. Y., L a n c e t  1, 41 (1960).
27. C a i n e  R. Y., T ran sp la n ta t ion  Bull . 28, 65 (1961).
28. C a i n e  R. Y., Brit. J. Surg .  48, 384 (1961).
29. C a i n e  R.  Y.,  M u r r a y  J . E., Surg. F o ru m  12, 118 (1961).
30. C a i n e  R.  Y.,  A l e x a n d r e  G.  P.  J., M u r r a y  J . E., A n n . N.  Y. Acad.  

Sei. 99, 743 (1962).
31. C a n n o n  J . A., L  o n  g m  i r  e W. P., A n n .  Surg.  135, 60 (1952).
32. C h i b a  C., J. E xp tl .  Med.  115, 853 (1962).
33. C l a m a n  H.  N.,  T a  I m a g e  D. W., Science  141, 1193 (1963).
34. C o h n  R.,  C o u n t z  S. L ., A m .  J. Surg .  108, 245 (1964).
35. C o n g  d o n  C. C., U r  s o  I. S., A m .  J. Pathol.  33, 749 (1957).
36. D a r m a d y  E. M.,  O f f e r  J.  M. ,  S t r a n a c k  F., Brit. Med. J. 2 (5415), 

976 (1964).
37. D a v i e s  D. A., B iochem . J. 84, 307 (1962).
38. D a v i e s  L.  G.,  R o s s e r  T.  H. ,  W e s t  L. R„ T h o ra x  20, 481 (1965).

5 P ostęp y  B iochem ii http://rcin.org.pl



558 M. T R E N K N E R , T. J. OTTO [18]

39. D e m p s t e r  W.  J. ,  L e n n o x  B., B o a g J . W., Brit. J. E x p tl .  Pa tho l .  31, 
670 (1950).

40. D e m  i c h o w  W. P ., D ie ex p e rim en te lle  T ra n sp la n ta tio n  leb en sw ich tig e r O r­
gane. V olk u. G esu n d h eit, B erlin  1963.

41. D e m p s t e r  W.  J.,  H a r r i s o n  C. V.,  S h a c k  m a n  R., Brit.  J. Med.  2 
(5415), 969 (1964).

42. D i x o n  F.  J. ,  T a 1 m  a g e W. ,  M a u r e r  P . H., J. Im m u n o l .  68, 693 (1952).
43. D o u s s e t  J. ,  R a p a p o r t  F.  T.,  C o l o m b a n i  J. ,  F e i n g o l d  N., 

T ransp lan ta t io n  3, 701 (1965).
44. D o u s s e t  J.,  R a p p a p o r t  F.  T., M a c h a d o  -  C a c t a n o  I. A. ,  S o ­

t o  R. ,  L e g r a n d  L., N ou ve lle  Rev . Franc. H em ato l.  5, 807 (1965).
45. D u m o n t  A.  E., M a y e r  D.  J.,  M u l h o l l a n d  J . H ., A n n .  Surg.  160, 

373 (1964).
46. E i k i n s  W. L., J. E xp tl .  M ed.  120, 329 (1964).
47. F a b e r  L.  P. ,  P e r s n e r  P. H., J. Thorac. Cardiovasc. Surg.  50, 761 (1965).
48. F i s c h e r  B.,  F i s c h e r  E. R., T ransp la n ta t ion  2, 228 (1964).
49. F o r d  C. E., H a m e r t o n  J.  L. ,  B a r n e s  D. W.  H. ,  L o u t i t  J . F ., N a ­

ture  177, 452 (1956).
50. F o r d  C. E., A dvances in  rad iob io logy , red . G . de H evesy, A. F o rsb e rg  i J . D. 

A bbo tt, O liv ier, L ondon, 1957, str. 197— 203.
51. F r e e d m a n  S. O., F i s c h e r  J.,  C o o k e  R. A., J. A l le rg y  28, 501 (1957).
52. F r i e d m a n  R.  M. ,  B u c k l e r  C.  E.,  B a r o n  S., J. E xp tl .  Med.  114, 173

(1961).
53. G o r  e r  P. A., L o u t i t  J.  F.,  M i c k i e m  H. S., N a tu re  189, 1024 (1961).
54. G o w  a n s J . L., Mc G r e g o r  D. D., C o  w e n  D. M., N ature  196, 651 (1962).
55. G o  w a n s  J.  L. ,  K n i g h t  E. J., Proc. Roy. Soc. Land on  Ser. B  159, 257 (1964).
56. G r a y  J.  G.,  R u s s e l l  P. S., P roceed ings of C onference  and  W orkshop  in 

T issue H is to co m p a tib ility  te s tin g , red . P . S. R ussel, H. W inn, D. B. A m os, 
W ash ing ton  1964.

57. G i u d i c e  G.,  N o v e l l i  G. D., Biochem . B iophys. Res. C om m .  12, 383 (1963).
58. G u i n e y E. J., A u s t e n  K.  F. ,  R u s s e l l  P. S., Proc. Soc. E xp tl .  Biol.  

Med.  115, 1113 (1964).
59. H a i r s t o n  P., J. Thorac. Cardiovasc. Surg.  50, 1 (1965).
60. H a 1 a s z N. A., J. Surg . Res.  3, 503 (1963).
61. H a l a s z  N. A,. O r  1 of f M. J., Surg. F o ru m  14, 206 (1963).
62. H a r d i n  C. A.,  K i t t l e  C. F., Science  119, 97 (1964).
63. H a r  d y J . D., W e b b  W.  R.,  D a 1 1 o n M.  L. ,  W a l k e r  G. R., A n n .  Surg.

157, 707 (1963).
64. H a r d y  J.  D.,  W e b b  W.  R. ,  D a l t o n  M. L., W a 1 k  e r  ' G. R., J A M A  

186, 1065 (1963).
65. H a r d y  J.  D.,  K u r r u s  F.  D.,  C h a r e z  C. M., J A M Ą  188, 1132 (1964).
66. H a r d y  J. D., E r  a s l a  n S., W  e b b W. R., A n n . Surg.  160, 140 (1964).
67. H e i l m a n  R.,  D u k e  D.  I., T u c k e r  D. F., Brit .  Med. J. 2 (5463), 687 (1965).
68. H e r z e n b e r g  L.  A. ,  H e r z e n b e r g  L. A., Proc. Nat. Acad. Sei. U.S. 47, 

762 (1961).
69. H i t c h c o c k  C. R.,  K i s e r  T.  R.,  T e l a n  d e r  R.  L. ,  S e l j e s k o g  E. L., 

J A M A  189, 934 (1964).
70. H i l l  B.  B., R o w l a n d s  D.  T.,  R i f  k i n d  D., N e w  Engl. J. Med.  271, 1021 

(1965).
71. H o r o w i t z  R.  E., B u r r o w s  L. ,  P a r o n e t t o  F. ,  D r e i l i n g  D.,  K a r k  

A. E., Transp lan ta t io n  3, 318 (1965).
72. H u m e  D.  M. ,  M e g e e  J.  H. ,  K a u f f m a n n  H.  M. ,  R i t t e n b u r y  M. S., 

P r  o u t  G. R., A n n .  Surg.  158, 608 (1963).

http://rcin.org.pl



f i g i  BIO LO G IA  PR Z E SZ C ZE PÓ W 559

73. H u r  w  i t z J ., A  u  g u s t  J . T., w  P ro g re ss  in  N ucleic A cid R esearch , red . J . N. 
D avidson, W. E. C ohn t. 1 A cadem ic P ress, N ew  Y ork , 1963, s tr . 59—92.

74. J u  v e n e l l e  A .A ., C i  t r e t  C.,  W i l e s  C.  E.,  S t e w a r d  J . D., J. Thorac.  
Cardiovasc. Surg .  21, 111 (1951).

75. K a l i s s  N., A n n .  N .Y .  Acad. Sei. 64, 977 (1957).
76. K a l i s s  N., w  M echan ism s of Im m uno log ica l T o lerance, red . M. H asek , A cad. 

P ress, N ew  Y ork , 1962, s tr . 413—29.
77. K a n d u t s c h  A .A ., S t i m p f l i n g  J. H ., C iba F o u n d a tio n  Sym posium  on 

T ra n sp la n ta tio n , red . G. E. W. W olstenho lm e, M. P. C am eron , L ittle  B row n, B o­
ston , 1962, s tr. 72—86.

78. K a n d u t s c h  A .A ., S t i m p f l i n g  J . H., T ransp lan ta t ion  1, 201 (1963).
79. K e n t  M., w  R ad ia tio n  B iology, red . J . H . M artin , A cadem ic P ress , N ew  Y ork  

1959, s tr . 68—71.
80. K  o p r  o w  s k  i H., F  e r  n a n d e s M. V., J  .Exptl .  Med.  116, 467 (1962).
81. K r e t s c h m e r  R.  R. ,  P e r e z - T a m a y o  R., J. E xp tl .  Med.  116, 879 (1962).
82. L a w  L. W., T r  a i n i n N., L e v y  R.  H. ,  B a r t h  W. F., Science  143, 1049 (1964).
83. L a w r e n c e  H. S., w  C iba F o u n d a tio n  S ym posium  on C e llu la r A spects of 

Im m u n ity , red . G. E .W . W olstenho lm e, M. O ’C onnor, B oston  1960, s tr . 243— 71.
84. L a w r e n c e  H.  S., R a p p a p o r t  F.  T.,  C o n v e r s e  J.  M. ,  T i l l  e t  W. S. 

w  C iba F o u n d a tio n  S ym posium  on T ra n sp la n ta tio n , red . G. E. W. W o ls tenho l­
me, M. P. C am eron , B oston  1962, s tr. 271—81.

85. L  e v  e y L. H., T r  a i n i n N., L a w  L. W., J. Nat. Cancer Ins t.  31, 199 (1963).
86. L i l l e h e i  R. C., J A M A  183, 861 (1963).
87. L a n g  m i r e  W.  P. ,  C a n n o n  J.  A. ,  W e b e r  R. A., w  C iba F o u n d a tio n  S y m ­

posium  on P re se rv a tio n  and  T ra n sp la n ta tio n  of N orm al T issues, red . G. E. W. 
W olstenho lm e, M. P. C a m e ro n , J . E th e rin g to n , L it tle  B row n, B oston  1954, 
s tr . 23— 40.

88. L o w e r  R.  R. ,  D o n g  E., S h u  m  w a y  N. E., S u rg ery  58, 110 (1965).
89. M a g o v  e r  n G. J., Y a t e s A. J., A n n .  N .Y .  Ac. Sei.  102, 676 (1964).
90. M a n d e l  M.  A. ,  M o n a c o  A.  P. ,  R u s s e l l  P .S . ,  J. Im m u n o l .  95, 673 (1965).
91. M a n n i c k  J.  A. ,  G r a z i a n i  J . T., E g  d a  h l  R. H., T ransp la n ta t ion  3, 321 

(1964).
92. M a n n  i c k  J. A., E g d a h 1 R. H., Dis. Chest.  46, 327 (1964).
93. M a n n i c k  J . A., S u rgery  56 (1), 249 (1964).
94. M a n o x  W. G., S u rg ery  56, 279 (1964).
95. M a  n s  o n  L. A., F  o s c  h i  G. V., P e l m  J., Proc. Nat. Acad. Sei. U.S.  48, 1816 

(1962).
96. M a r  c h i o r  o T. L., S u rg ery  54 (6), 900 (1963).
97. M a u r e r  P. H. J ., E xper .  Med.,  113, 1029 (1961).
98. Mc L a r e n  A., T ra nsp lan ta t io n  Bull .  28, 99 (1961).
99. M e d a w a r  P. B., J. A n a t .  79, 157 (1945).

100. M e d a w a r  P.  B. ,  S p a r r o w  E. M., J. E ndocrinol  14, 250 (1956).
101. M e d a w a r  P . B. w  C iba F o u n d a tio n  S ym posium  on T ra n sp la n ta tio n , red . 

G. E. W. W olstenho lm e, M. P. C am eron , B oston 1962, s tr. 1—5.
102. M e d a w a r  P. B., M echan ism s of Im m uno log ica l T o lerance , red . M. H asek , 

A cad. P ress , N ew  Y ork  1963, s tr . 17—20.
103. M e d a w a r  P . B., T ra nsp lan ta t io n  1, 21 (1963).
104. M i l l e r  J . F., A d v .  Cane. Res.  6, 219 (1961).
105. M i l l e r  J . F . A., L a nce t  2, 748 (1961).
106. M i l l e r  J . F . w  C iba F o u n d a tio n  S ym posium  on T ra n sp la n ta tio n , red . G. E. W. 

W olstenho lm e, M. P. C am eron , L it tle  B row n, B oston, 1962.
107. M i 11 e r  J . F ., O s o b a D., D u k  o r  P., A n n .  N .Y .  Acad. Sei. 124, 95 (1965).

http://rcin.org.pl



530 M. T R EN K N E R , T. J. OTTO [2 0 ]

108. M i l l e r  J.  F.  A.,  M a r  s h a l l  A.  H.  E., W h i t e  R. G., A d v .  Im m u n o l .  2, 111
(1962).

109. M u r r a y  J.  E., M e r r i l l  J.  P. ,  H a r r i s o n  J.  H. ,  W i l s o n  R.  E., D a m ­
m i n  G. J., N e w . Engl. J. Med. 268, 1315 (1963).

110. M i t e  h i  s o n  N. A., Proc. Roy. Soc. L o nd on  Ser. B  142, 72 (1954).
111. M i t c h i s o n  N. A., D u  b e  O .L ., J. E xp tl .  Med. 102, 179 (1965).
112. M o n a c o  A.  P.,  W o o d  M.  L. ,  R u s s e l  P .S ., T ransp lan ta t ion  3, 542 (1965).
113. M o o r e  D. B.,  P a r e i r a  M. D., T ransp la n ta t io n  3, 627 (1965).
114. M u r p h y  J . B., L ym hocy te  in  R esis tance  to  T issue G ra ftin g , M alig n an t 

D isease, and  T u b ercu lo u s  In fec tio n , N ew  Y ork  1926.
115. M o r  r  a y J . E., T ra nsp lan ta t io n  2, 147 (1964).
116. M u r  r  a y J . E., A n n .  Surg.  156, 337 (1962).
117. M u r r a y  J.  E., S h e i l  A.  G.  R. ,  M o s e l e y  R.,  K n i g h t  P. ,  Me  G a v i c  

J.  D., D a m m i n  G. J., A n n .  Surg.  160, 449 (1964).
118. N a j a r j a n  J.  S., F e l d m a n  J. D., J. E xp tl .  Med.  115, 1083 (1962).
119. N a j a r j a n  J.  S., F e l d m a n  J. D., J. E x p t l  Med. 117, 449 (1963).
120. N a j a r j a n  J.  S., F e l d m a n  J . D., T ransp la n ta t io n  1, 495 (1963).
121. N a t h a n  P., A n n .  N .Y .  Acad. Sei. 120 (1), II, 458 (1964).
122. N e p t u n e  W.  B., W e l k e r  R. ,  B a i l e y  C. P., J . Thorac. C ardiovacs Surg.

26, 275 (1953).
123. N e w t h  D. R., Tran sp lan ta t ion  27, 452 (1961).
124. N o w e l l  P.  C., C o l e  L.  J.,  R o a n  P. L., H  a b e r  m  e y e r  J . G., J. Nat.  Cane. 

Inst.  18, 127 (1957).
125. O s o b a  D., M i l l e r  J . F., J. E x p t l  Med.  119, 177 (1964).
126. O t t o  T. J. ,  T r e n k n e r  M., T h o ra x  21, 564 (1966).
127. ‘O t h A., C a s  t e r  m a n s  A., T ra nsp lan ta t io n  Bull .  6, 418 (1959).
128. O w e n  R. D., Science  102, 400 (1945).
129. P a r o n e t t o  F. ,  H o r o w i t z  R.  E., S i c u l a r  A.,  B u r r o w s  L. ,  K a r k  

A.  E., P o p p e r  H., T ra nsp lan ta t ion  3, 303 (1965).
130. P a r  s a  B., F a b e r  P. ,  S t a u b  W.  E., B e a t t i e  E. J., Dis. Chest.  45, 365 

(1964).
131. P o r t e r  L.  A. ,  C a i n e  R. Y., Z u  k o  s k i  C. F., Lab. Inves t .  13, 809 (1964).
132. P o r t e r  K.  A.,  J o s e p h  N.  H. ,  R e n d a l l  J.  M. ,  S t a l i n s k i  C., H o e h n  

R. J ., C a 1 n e R. Y., Lab. In ve s t .  13, 1080 (1964).
133. P  i e r  c e J . C., V a r  c o R. L., G o o d  R. A., S u rg ery  50, 186 (1961).
134. P o w e l l  A.  E., R a y  O.,  W h i t e n a c k  D.,  H u b a y  C. A. ,  H o l d e n  W., 

N atu re  193, 1198 (1962).
135. R a p p a p o r t  F.  T., C o n v e r s e  J . M., A n n .  Surg.  147, 273 (1958).
136. R a p p a p o r t  F.  T.,  T h o m a s  L. ,  C o n v e r s e  J.  M. ,  L a w r e n c e  H. S., 

Federa tion  Proc. 20, 36 (1960).
137. R e e m t s m a  K. ,  Mc C r a c k e n  D .B ., S c h l e g e l  J.  U. ,  P e a r l  M.  A. ,  P e ­

a r c e  C. W. ,  D e  W i t t  C. W. ,  S m i t h  P .E ., H e w i t t  R.  L. ,  F l i n n e r  R.  L. ,  
C r e e c h  O., A n n .  Surg.  160, 384 (1964).

138. R h e a  W. G., T ransp la n ta t io n  3, 380 (1965).
139. R u s s e l l  P .S .,  W i n n  H. J., A m o s  D. B. (red.), H is to co m p a tib ility  T esting , 

W ash ing ton  1965.
140. S c h w a r t z  R.,  D a m e s h e k  W., J . Clin. In ves t .  39, 952 (1960).
141. S c h w a r t z  R., S t a c k  J. ,  D a m e s h e k  W., Proc. Soc. E xp tl .  Biol. Med.  99, 

164 (1958).
142. S c o t  h ö r  n e  R. J., T ransp la n ta t io n  Bull .  3, 13 (1956).
143. S c o t h o r  n e R. J., A n n .  N .Y .  Acad . Sei. 73, 673 (1958).
144. S i m o n s e n  M., L a nce t  1, 1332 (1965).

http://rcin.org.pl



o i l  B IOLOGIA PR Z E SZ C Z E P Ó W  561

145. S i  m o  n s  e n  M., L ance t  1, 415 (1965).
146. S i m o n s e n  M., Path . Microbiol. Scand.  40, 480 (1957).
147. S i m o n s e n  M. ,  J e n s e n  E. w  B io log ical P ro b lem s of G ra ftin g , red . F. A l­

b ert, P . B. M edaw ar, B lackw ell, O xford , 1959, s tr . 214—36.
148. S m i t h  L.  H.,  C o n g d o n  C. C. w  R ad ia tio n  P ro tec tio n  and  R ecovery , red . 

A. H o llaender, P e rg g am o n  P ress , N ew  Y ork  1960, s tr. 242— 302.
149. S p a r r o w  E. M., J. Endocrinol.  9, 101 (1953).
150. S t a r z l  T.  E., M a r c h i o r o  T.  L. ,  W a d d e l l  W. R., Surg. G ynecol.  O bstet .

117, 659 (1963).
151. S t a r z l  T. E., M a r c h i o r o  T.  L.,  R o w l a n d s  D.  T.,  K i r k p a t r i c k

C. H. ,  W i l s o n  W. ,  R i f k  i n  d D.,  W a d d e l l  W. R., A n n .  Surg.  160, 411 (1964).
152. S t a r z l  T.  E., M a r c h i o r o  T. L. ,  P o r t e r  K. ,  T a y l o r  P.  D.,  F  a r  i s T.  D.,  

H e r r  m a n n  T.  J.,  H l  a d  C. J. ,  W a d d e l l  W. R., S u rg ery  58, 131 (1965).
153. S t a r z l  T. E., A n n .  Surg.  162, 749 (1965).
154. S t a r z l  T. E., S u rg ery  56, 296 (1964).
155. S t a r z l  T.  E., M a r c h i o r o  T.  L. ,  W a d d e l l  W. R., Radio logy  85, 369 (1965).
156. S t e t s o n  C. A., J  e n s e n E., A n n .  N.  Y. Acad. Sei.  87, 249 (1960).
157. S t e i m u l l e r  D., A n n . N.  Y. Acad. Sei 99, 629 (1962).
158. S t j e r n s w ä r d  J., J. Nat.  Cancer. Ins t.  35, 885 (1965).
159. T a l i a f e r r o  W. H., A n n .  N .Y .  Ac. Sei.  69, 745 (1957).
160. T r a k e t e l l i s  A .C ., A x e l r o d  A.  E., M o n t j a r  M. ,  L a m y  F., N a tu re  

202, 154 (1964).
161. T u r s k i  Cz., H om ologiczne d ośw iadczalne  przeszczepy  se rca  u psów . W a r­

szaw a 1963.
162. O p h o f f  D .E ., Proc. Soc. E xp tl .  Biol. Med.  99, 651 (1958).
163. W a k s m a n  B .H ., A r n a s o n  B.  G.,  J a n k  o v i e  B. D., J. E xp tl .  Med.  116, 

187 (1962).
164. W e a v e r  J.  M. ,  A l g i r e  G.  H. ,  P r e h n  R. T., J . Nat. Cane. Ins t.  15, 1737 

(1955).
165. W e i n e r  J. ,  S p i r o  D.,  R u s s e l l  P .S .,  A m .  J. Pathol.  44, 319 (1964).
166. W i n c h e l l  H.  S., P o l l y c o v e  M. ,  A n d e r s o n  A .C ., L a w r e n c e  J . H., 

Blood  23, 321 (1964).
167. W o o d r u f f  M. F. A., N ature  168, 35 (1951).
168. W o o d r  u f f M. F . A., T ra n sp la n ta tio n  of T issues and  O rgans, S p ring fie ld , I l l i ­

no is 1960.
169. Z u k o s k i  C. F., Surg. Gynecol.  Obstet .  112, 707 (1963).
170. Z u k o s k i  C. F. ,  L e e  H.  M. ,  H u m e  D .M ., J . Surg . Res.  2, 44 (1962).
171. Z u k o s k i  C. F. ,  S a c h  i a t e 11 o C. R. ,  T u r l e y  E. A., S u rg ery  58, 167 (1965).

http://rcin.org.pl



http://rcin.org.pl



Post .  Biochem.  13, 563—583 (1967).

BOGUMIŁ BARTOSIŃSKI*, B O L E SŁ A W  ZAGALAK**

Koenzymatyczne funkcje biotyny

Coenzymatic Functions of Biotin

T he ro le  an d  th e  m echan ism  of b io tin  ac tio n  in  th e  c a rb o x y la tio n  re a c tio n s  of 
ace ty l-C oA , p rop iony l-C oA , (3-m ethylcrotonyl-C oA  and  p y ru v a te , as w ell as ch em ica l 

sy n th esis  and  b io sy n th esis  of b io tin  an d  b io tin  enzym es a re  rev iew ed .

Biotynę jako jeden ze składników  tak  zwanych „bios II” wyizolował 
w 1935 roku Kogi (98, 99). M ianem bios określano wówczas nieznane sub­
stancje, k tóre dodane w m ałych ilościach do pożywki stym ulow ały w zrost 
drożdży. Z drożdży wyodrębniono czynnik, nazw any w itam iną H (niem. 
Haut — skóra), k tó ry  usuw ał objaw y łysienia u szczurów, wyw ołane 
przez karm ienie surow ym  białkiem  kurzym  (11). W 1940 roku okazało się 
że w itam ina H jest identyczna z biotyną (64) a następnie stw ierdzono, że 
przyczyną choroby skórnej u szczurów jest zaw arta w surow ym  białku 
kurzym  aw idyna — białko, które silnie wiąże się z biotyną (40). S tru k tu rę  
biotyny określono w pracow ni Du Vigneaud (137), a zespół Folkersa (69, 
70) z laboratorium  M ercka potw ierdził na drodze syntezy chemicznej.

I. Synteza

1. Synteza chemiczna

Syntezy chemiczne biotyny są trudne, ponieważ zaw iera ona trzy  asy­
m etryczne atom y węgla C2, C3 i C4, w skutek czego może się tworzyć osiem 
stereoizom erów lub cztery racem aty. W syntezie b iotyny dokonanej przez 
zespół Folkersa (69, 71, 206) wychodząc z S-karboksym etylocysteiny o trzy ­
mano trzy  z tych racem atów, a z jednego z nich, DL-biotyny, wydzielono 
D-biotynę drogą krystalizacji jej soli z L( +  )-argininą. Do rozdziału race- 
m atu  używano też estrów  kw asu d ( —)-migdałowego. W innych syn te ­
zach biotyny produktem  wyjściowym  były pochodne tiofanu (8, 9, 167). 
Przem ysłow ą m etodę otrzym yw ania biotyny opracowano w laboratoriach 
koncernu Hoffm ann-La Roche. Większość etapów  tej syntezy jest stereo-

* Dr, L a b o ra to r iu m  O rg an o p rep a ra tó w , Je len io g ó rsk ie  Z ak ład y  F a rm a c e u ty c z ­
ne, Je le n ia  G óra.
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564 B. B A R T O S IŃ SK I, B . Z A G A L A K [2]

specyficzna i tym  znacznie różni się ona od pozostałych m etod (60). Szcze­
gółowe opisy m etod syntezy D-biotyny można znaleźć m iędzy innym i 
w referatow ej pracy S t e r n b a c h a  (179).

Biotynę jako czynnik wzrostow y może zastępować u niektórych bak­
terii kwas pimelinowy (39, 41, 56, 185, 216, 218). Dodany do pożywki p ro­
m ieniotwórczy kwas pim elinowy w budow uje się w biotynę _(43, 44, 45). 
G rupa Lynena (120, 123) zbadała biosyntezę biotyny u Achromobacter sp., 
hodując go na pożywce zaw ierającej 3-14C-cysteinę, albo 14C 0 2 i oznacza­
jąc zawartość izotopu w produktach chemicznego rozpadu biotyny. W bu­
dowywanie izotopowego węgla z 3-14C-cysteiny w C5 biotyny, a węgla 
z 14C 0 2 w  mocznikową grupę karbonylow ą C ’ i w grupę karboksylową 
C10 biotyny sugerowało, że biotyna może być syntetyzow ana z cysteiny, 
pimelilo-CoA i fosforanu karbam ylu, przy czym pimelilo-CoA może po­

w stać z trzech cząsteczek malonylo-CoA w sposób analogiczny do syntezy 
kwasów tłuszczowych. M etaboliczne pochodzenie różnych atomów bioty­
ny ilu stru je  rysunek  1.

T r a u b (187, 188) na podstaw ie analizy rentgenograficznej oznaczył 
względną konfigurację biotyny (wzór I), jednak dopiero ostatnie badania 
rentgenograficzne bis-p-brom oanilidu N i-karboksybiotyny pozwoliły u s ta ­
lić absolutną jej konfigurację (rysunek 1) (189).

2. Biosynteza biotyny

'  ii \Cysteina \ v
\ Kwas pimelinowy

Rys. 1. M etaboliczne pochodzenie różnych  a tom ów  b io tyny
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II. Analogi biotyny

W kilka la t po odkryciu biotyny wyodrębniono lub otrzym ano syn te­
tycznie szereg związków pokrew nych biotynie, k tóre bądź zastępują ją 
będąc czynnikam i wzrostow ym i dla drobnoustrojów  lub zwierząt, bądź 
też są kom petycyjnym i inhibitoram i biotyny. Z autolizatów  drożdżowych 
wyodrębniono biocytynę (II A) (e-N-biotynylolizynę) (214, 215), k tórej 
s tru k tu rę  potwierdzono drogą syntezy chemicznej a także chemicznej de­
gradacji (207). Biocytynę można otrzym ać również w w yniku hydrolizy 
enzymów biotynow ych przez proteolityczny enzym ze Streptomyces gri- 
seus zwany pronazą (102). W arto tu ta j wspomnieć o biotynolu (II B), ana-

[3] F U N K C JE  BIO T Y N Y  565

SRHN NH| | HN NH i i
CH----CH CH----CH

CH2 CH— R ch2 ch-(ch2)4- cooh
XS

II 1
o  iii

CO c o/  \NH NH | | Nil XNH i
CH— CH CH----CH

ch3 ch2- ( ch2)4- c o o h
1 1

CH2 CH-(CH2)4—cooh  
o

IV V

R =<

'(CH2)4-CONH(CH2)4-CH.COOH (A) 
NH2

(ch2)4- ch2oh (B) 
(ch2)5- cooh (c )

logu biotyny pow stającym  przez redukcję estru  metylowego biotyny za 
pomocą LiAlH4 (34); nie jest on czynnikiem  wzrostow ym  stwierdzono 
jednak, że ulega enzym atycznem u utlenieniu  do biotyny. Do związków 
pokrew nych biotynie zalicza się też jej homologi o większej liczbie a to­
mów w ęgla w łańcuchu bocznym; są one silnym i kom petencyjnym i ana­
logami biotyny, a najsilniejszym  z nich jest D-homobiotyna (II C) (61, 
164). Analogam i biotyny są też sulfotlenki biotyny, pow stające w w yniku 
u tlenienia b iotyny rów nom olarnym i ilościami wody utlenionej. Proces 
ten  prowadzi do pow stania dwóch izomerów: prawo i lewoskrętnego, co 
jest w ynikiem  asym etrii grupy sulfotlenkow ej. L-sulfotlenek D-biotyny
(III), czynnik w zrostow y dla Neurospora crassa, w yodrębniono z Asper-
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566 B. B A R T O S IŃ SK I, B . Z A G A L A K [4]

gilus niger (217,218) oraz z Phycomyces blakesleanus (43, 44). Sulfotle- 
nek biotyny w ystępuje także w m leku. Poszczególne sulfotlenki m ają 
różną aktyw ność jako czynniki wzrostowe dla drożdży (138, 139, 140). In ­
ny analog, deztiobiotynę (IV) (38, 141) otrzym ano przez katalityczną re ­
dukcję D-biotyny a także syntetycznie (20, 36, 208). Dalszymi poznanym i 
związkami są analogi biotyny, które w miejsce siarki zaw ierają tlen. Je ­
den z nich, DL-oksybiotyna (V) m a własności zbliżone do b iotyny i jest 
czynnikiem  wzrostowym  dla drobnoustrojów  (37, 38).

III. Funkcje biotyny

Biotyna jest koenzymem  następujących enzymów: karboksylazy ace- 
tylo-CoA, karboksylazy propionylo-CoA, karboksytransferazy m etylom a- 
lonylo-CoA:pirogronian, karboksylazy (3-metylokrotonylo-CoA oraz k a r­
boksylazy pirogronianow ej.

1. Karboksylaza acetylo-CoA (ligaza acetylo-CoA: C 0 2(ADP)) (E.C.6.4.1.2.)

Stosunkowo dawno stwierdzono, że jony HCOJ- silnie stym ulu ją  syn­
tezę kwasów tłuszczowych w układach enzym atycznych pochodzenia zwie­
rzęcego lub roślinnego (21, 89, 122, 178). Ponieważ jednak 14C 0 2 nie był 
w budow yw any w łańcuchy kwasów tłuszczowych przez układy enzym a­
tyczne z drożdży lub z w ątroby gołębia (57, 89), przypuszczano, że gra 
on w syntezie kwasów tłuszczowych rolę katalityczną. W 1958 roku W a- 
k i 1 (198) stw ierdził, że do syntezy kwasu palm itynowego w układach en­
zym atycznych z w ątroby  gołębia potrzebne były dwie frakcje  białkowe. 
Jedna z acetylo-CoA, kwaśnego w ęglanu i ATP w obecności jonów M n2+ 
syntetyzow ała malonylo-CoA, druga zaś w obecności NADPH przepro­
wadzała malonylo-CoA w kwas palm itynow y. Również grupa Lynena (42, 
115, 116, 117) badając syntezę kwasów tłuszczowych u drożdży stw ier­
dziła, że układy enzym atyczne syn tetyzu ją  prom ieniotwórczy 3-14C-m a- 
lonylo-CoA z K H 14C 0 3 i acetylo-CoA w obecności jonów Mg2+ zgodnie 
z rów naniem

M f i 2 +

CH3—CO ~  SCo A +  KH*C03+ A T P  =  HOO*C—CH2—CO ~  SCoA +

+  ADP +  P f

Takie same w yniki otrzym ał G a n g u 1 y (55) badając p rep ara ty  zwie­
rzęce. Enzym katalizujący reakcję 1 nazwano karboksylazą acetylo-CoA 
(72, 129, 143, 198). W budowywanie octanu lub malonylo-CoA w wyższe 
kw asy tłuszczowe było silnie ham ow ane przez aw idynę (117, 199, 201, 202) 
co wskazywało na udział b iotyny w syntezie kwasów tłuszczowych. D ru­
ga frakcja  białkowa nazw ana syntetazą kwasów tłuszczowych (116, 118,
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119, 163) katalizow ała syntezę kwasów tłuszczowych z acetylo-CoA, k tó ry  
jest s ta rte rem  syntezy kwasów tłuszczowych (22, 200) i malonylo-CoA 
w obecności NADPH zgodnie z reakcją 2:

CH3—CO ~  SCoA +  n HOOC—CH2—CO ~  SCoA +  2n NADPH -f 2n H+ ^

^  CH3—(CH2—CH2)„—CO ~  SCoA +  nCoASH +  nC02 +  nH20  +  2nNADP

Syntetaza kwasów tłuszczowych zawiera jeden mol FMN. Enzym ten 
katalizuje kondensację m alonylo-CoA z acetylo-CoA lub innym  acylo- 
CoA, redukcję grupy ketoacylowej, odwodnienie grupy (3-hydroksyacylo- 
wej i w końcu redukcję nienasyconej a, (3-grupy acylowej, przy czym 
związki pośrednie nie są odłączane od enzym u aż do zakończenia syntezy 
całego długiego łańcucha kwasu tłuszczowego. Syntetaza kwasów tłu sz­
czowych wyizolowana z drożdży i oczyszczona około 80-krotnie, sy n te ty ­
zuje z acetylo-CoA i m alonylo-CoA głównie palm itylo- i stearylo-CoA. 
Zapotrzebowanie energetyczne na endoergiczną reakcję kondensacji kw a­
su karbonowego z kwasem  octowym wynoszące według L i p m a n n a
(112) 16 000 cal/m ol jest pokryw ane nie tylko z egzoergicznego rozbicia 
tioestru, lecz także z egzoergicznego procesu dekarboksylacji (119). Opi­
sana kondensacja m alonylo-CoA z acetylo-CoA połączona z dekarboksy- 
lacją jest analogiczna do biosyntezy kwasu 8-aminolewulinowego z suk- 
cynylo-CoA i glicyny, przebiegającej również w połączeniu z dekarboksy- 
lacją (58, 91, 151). W łaściwy p artn e r kondensacji z sukcynylo-CoA — 
połączenie fosforanu pirydoksalu i glicyny ma taką konfigurację e lek tro ­
nową jak  (3-ketokwasy z dużą tendencją do tw orzenia karbanionu i pod 
tym  względem przypom ina m onotioester kwasu malonowego (82, 115). 
W edług badań grupy Lynena (117) synteza kwasów tłuszczowych z m a- 
lonylo-CoA przebiega z utw orzeniem  m alonylo ~ S -enzym u, k tó ry  póź­
niej kondensuje się z aetylo-CoA w procesie połączonym z dekarboksy­
lacja zgodnie z reakcjam i 3 i 4.

HOOC—CH2—CO ~  SCoA +  H S -e rz y m ^

^  HOOC—CH2—CO ~  S-snzym 4- CoASH 

CH3-LCO ~  SCoA +  HOOC—CH2JLCO ^  S-enzym 

^  C H3—CO—CH2—CO ~  S-enzym +  C 0 2 +  CoASH

Z w ym ienionych enzymów tylko karboksylaza acetylo-CoA zaw iera 
biotynę, k tó ra  pełni rolę przenośnika dw utlenku węgla (195, 196, 201, 202). 
K atalitycznym  przenośnikiem  jest Nx-karboksybiotyna połączona poprzez 
E-aminową grupę lizyny z enzym em  (120, 143) (rysunek 2). K arboksylaza 
acetylo-CoA jest praw dopodobnie in vivo  związana z błonam i cytoplaz- 
m atycznym i (131, 220) i pełni rolę regu lato ra  szybkości syntezy kwasów 
tłuszczowych (18, 55, 100, 127, 142, 144, 219). Synteza malonylo-CoA 
z acetylo-CoA, H C 03~ i ATP jest silnie aktyw ow ana przez cy tryn iany  lub
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izocytryniany (21, 23, 62, 102, 127, 128, 130, 157, 194, 197, 202, 203). A kty­
w acja ta  ma prawdopodobnie charak ter działania allosterycznego (135). 
Niska tem pera tu ra  odwracalnie znosi aktyw ację (145, 194) a towarzysząca 
zmiana współczynnika sedym entacji, wskazuje, że w obniżonej tem pe­
ra tu rze  holoenzym ulega dysocjacji lub też przy jm uje inną s tru k tu rę

■ i n 11 n 1111111111111'1' 111... iiiniiiiiiiiiiiiiiim̂  O
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R ys. 2. P o łączen ie  en zy m -b io ty n a  w  k a rb o k sy laz ie  acety lo -C oA

przestrzenną. G rupa L a n e’a (62) oczyściła karboksylazę acetylo-CoA 
z w ątroby kurczęcia i zbadała w m ikroskopie elektronow ym . W stanie 
zaktyw ow anym  przez cy tryniany  enzym ma ciężar cząsteczkowy 7 800 000 
i jest wydłużoną cząsteczką o splecionej z włókienek struk turze, grubości 
70— 100 A i długości 7 000 A, zaw ierającą 20 cząsteczek biotyny. Brak 
cy trynianu  powoduje rozpad na mniejsze, n ieaktyw ne podjednostki
o średnicy 70—300 A. G rupa L ane’a (62) przypuszcza, że zaktyw ow ana 
cząsteczka może być także m atrycą, do której dołączone zostają cząstecz­
ki syntetazy  kwasów tłuszczowych, tworząc razem  m ultienzym  zarówno 
syntetyzujący jak  i zużywający malonylo-CoA. M alonylo-CoA może być 
także syntetyzow any z acetylo-CoA drogą transkarboksylacji ze szcza- 
wiooctanu lub szczaw iobursztynianu (1, 2, 80, 210). K arboksylaza acetylo- 
CoA jest ham ow ana przez długołańcuchowe pochodne acylowe CoA (19, 
145). Hamowanie to jest kom petycyjne w stosunku do aktyw atorów  jak i­
mi są cy tryniany  lub izocytryniany. Przypuszcza się, że jest to ham ow a­
nie drogą sprzężenia zwrotnego ponieważ długołańcuchowe pochodne acy­
lowe CoA są ostatnim i niskocząsteczkowymi produktam i pośrednim i 
w biosyntezie tłuszczów prostych i złożonych.

2. Karboksylaza propionylo-CoA (ligaza propionylo-CoA: C 0 2(ADP)) (E.C.6.4.1.3)

Kwas propionowy jest jednym  z głównych m etabolitów  w ytw arza­
nych przez florę bak tery jną  w żwaczu (126, 184). Przypuszczano, że jest 
on m etabolizowany drogą czterowęglowych kwasów, ponieważ propionian 
znakowany węglem  14C w pozycji a lub (3 przekształcał się w mleczan lub 
pirogronian, u których atom y a i (3 były rów nom iernie znaczone (109, 147). 
L a r d y  i P e a n a s k y  (109, 110) zauważyli pierwsi, że ekstrak ty  z mi-
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tochondriów w ątroby od szczurów żywionych paszą ubogą w biotynę w y­
kazują zmniejszoną zdolność karboksylow ania propionianu. P  e n n i n g- 
t o n  (152). zaobserwował, że w nabłonku żwacza owcy m etabolizm  kw a­
su propionowego jest uzależniony od obecności C 0 2. G rupa Ochoa (13, 24, 
48, 49, 50, 51, 133) wykazała, że najpierw  w zależnej od ATP reakcji pro- 
pionian estryfikow any jest do propionylo-CoA (reakcja 5), a następnie 
jest on karboksylow any kosztem hydrolizy w iązania w ysokoenergetycz­
nego z ATP do m etylom alonylo-CoA (reakcja 6). Związek ten  ulega izo-

Propionian +  HSCoA -f ATP =̂; Propionylo-CoA -f ADP -fP,- 5

m eryzacji pod wpływem  zaw ierającej koenzym  B12 m utazy m etylom alo- 
nylo-CoA (E.C.5.4.99.2) do sukcynylo-CoA (reakcja 7), k tó ry  później jest 
hydrolizow any na wolny bursztynian i CoA (reakcja 8). W 1961 roku g ru ­
pa Ochoa (132, 134) doniosła o istnieniu jeszcze jednego enzym u uczest­
niczącego w m etabolizm ie kwasu propionowego, epim erazy m etylom alo- 
nowej (E.C.5.1.99.1) (46) powszechnie błędnie nazyw anej racem azą m etylo- 
malonylo-CoA.

Propionylo-CoA +  HSCoA +  ATP ^M etyloTalonylo-C oA -f ADP +  P f 6- 

Metylo r  alonylo-CoA koenzym_ iI sukcynylo-CoA 7

Sukcynylo-CoA -f H20  ^ b u rsz ty n ia n  +  HSCoA 8

K arboksylacja propionylo-CoA jest ham ow ana przez aw idynę (65, 184). 
Karboksylazę propionylo-CoA wyodrębniono z m itochondriów w ątroby 
wołu (65, 66, 67, 68, 124, 125) i z serca świni (86, 88, 148, 186). Ma ona 
ciężar cząsteczkowy około 700 000 i zawiera 4 mole biotyny na 1 mol 
białka (87), co sugeruje, że enzym ten składa się z czterech podjednostek, 
każda o ciężarze cząsteczkowym 175 000. To przypuszczenie potwierdza 
także rozszczepianie enzym u pod w pływ em  mocznika na m ałe cząsteczki 
jednakow ej wielkości. Reakcja karboksylacji propionylo-CoA zachodzi 
w dwu etapach: aktyw ow anie dw utlenku węgla i powstanie w ysokoener­
getycznego połączenia C 0 2~ b io tyna-enzym  (reakcja 9) a następnie karbo­
ksylacja propionylo-CoA (reakcja 10).

Biotyna-e ^zym +  H C03 -j- A T P ^ = C 0 2 ~  biotyna-snzy n -f ADP +  P*

W reakcji 9 jeden mol C 0 2 jest pobierany przez jeden mol związanej 
z enzymem biotyny (86, 87, 106) i ilościowo przenoszony (reakcja 10) na 
propionylo-CoA. W reakcji 10 nie są potrzebne ani jony m agnezu, ani

C 02 ~  biotyna-enzym -f- propionylo-CoA ^  metylom alonylo-CoA -f

-f biotyna-enzym

nukleotydy adeniny i nieorganiczny fosforan (53, 85). Połączenie C 0 2~ b io -  
tyna-enzym  może natom iast reagować z ADP i Pj dając 1 mol ATP na 
1 mol związanego przez karboksylazę dw utlenku węgla (87). Rolę katali-
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tycznego przenośnika dw utlenku węgla spełnia i tu ta j N i-karboksybio- 
tyna (77, 85) związana przez e-aminową grupę lizyny z białkiem .

Steryczny przebieg procesu przeniesienia grupy karboksylowej z po­
łączenia C 0 2~ b io tyna-enzym  na propionylo-CoA badano używ ając kar- 
boksylazy z serca świni (161, 162). W w yniku karboksylacji propionylo- 
CoA pojawia się asym etryczny atom  węgla, a w związku z tym  możliwość 
pow stania dwóch epimerów. W procesie enzym atycznym  pow staje jednak 
tylko jeden izomer, nazw any ,,epim erem  a”, k tó ry  pod wpływ em  epim e- 
razy m etylom alonylo-CoA ulega izom eryzacji do „epim eru b ” (84, 132, 
161, 162), ten  zaś jest substra tem  dla m utazy m etylomalonylo-CoA. Epi- 
m eryzacja biegnie drogą enolizacji i jest odw racalna (161), co nasuwa 
przypuszczenie, że obydwa stereoizom ery „a” i ,,b” posiadają zbliżoną 
wartość energii w iązania w tym  asym etrycznym  atom ie węgla. Na pod­
staw ie analogii z innym i procesam i enzym atycznym i przypuszcza się, że 
karboksylaza propionylo-CoA jest stereospecyficzna względem atomów 
wodoru przy a-atom ie węgla propionylo-CoA i że tylko jeden z nich ulega 
wym ianie na grupę karboksylow ą (161). Nasuwa to pytanie czy karboksy- 
lacja propionylo-CoA zachodzi z zachowaniem konfiguracji przy a-atom ie 
węgla. W yjaśniono, że ,,epim er a ” m etylom alonylo-CoA m a konfigura­
cję l (161, 162, 176, 177). R e t e y  i L y n e n  (161) w ysuw ają więc p rzy­
puszczenie, że enzym atyczna karboksylacja propionylo-CoA biegnie z za­
chowaniem konfiguracji, a zatem  grupa karboksylow a zostaje w prow a­
dzona w miejsce, które uprzednio zajm ował wodór w ym ieniony w trakcie 
karboksylacji. Zgadza się to z ogólnie p rzy jętą  hipotezą o elektrofilnym  
przeniesieniu grupy karboksylowej z enzym u na karboanion akceptora 
(rysunek 3). W procesie tym  biotyna brałaby udział w postaci izomoczni-

Rys. 3. C hem iczny m echan izm  p rzenoszen ia  d w u tlen k u  w ęg la  z k a rb o k sy b io ty n y  na
su b s tra t w g (161)

W iązania u legające p o laryzacji przedstaw iono pogrubioną strzałką

kowej, R e t e y  i L y n e n  (161) proponują steryczny przebieg przenie­
sienia grupy karboksylowej na propionylo-CoA przedstaw iony na ry sun ­
ku 4.

Karboksylaza propionylo-CoA w ystępuje także u drobnoustrojów
i roślin. G i b s o n  i K n i g h t  (59) oraz K n i g h t (97) donieśli, że 
bezkomórkowe ekstrak ty  z Rhodospririllum rubrum  wiążą C 0 2 w obec­
ności propionianu, ATP i Mg2+, a reakcja ta  jest ham ow ana przez aw idy- 
nę. K arboksylazę propionylo-CoA w ykryto  w Mycobacterium smegma-

O

H
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R ys. 4. S te ryczny  p rzeb ieg  enzym atycznej k a rb o k sy la c ji p rop iony lo -C oA  
Skośne lin ie  rysunku przedstaw iają aktyw ną część enzym u. P rzyjm uje się, że b iotyna jest 
zw iązana z e-am inową grupą lizyn y  enzym u poprzez siarkę p ierścien ia  b iotyny, natom iast 

propionylo-C oA  poprzez obdarzone ładunkiem  grupy fosforanow e w g (161)

tis, gdzie także obserwowano ham ow anie wiązania C 0 2 przez awidynę 
(180), w Streptomyces erythraeus  (205), w Rhizobium meliloti i Rhizobium  
japonicum  (28) oraz u Nocardia corallina (12) i Flavobacterium  sp. (5). 
H a t c h  i S t u m p f  (73) przypuszczają, że i u roślin m etabolizm  kw a­
su propionowego biegnie drogą karboksylacji propionylo-CoA do m etylo- 
malonylo-CoA.

3. Karboksytransferaza metylomalonylo-CoA: pirogronian (E.C.2.1.3.1)

D e l w i c h e  (25, 30, 31) pierwszy doniósł, że bakterie  kwasu propio­
nowego dekarboksylują bursztynian  do propionianu, oraz że reakcja ta za­
leży od biotyny. Przypuszczano, że u tych bakterii węglowodany są m e­
tabolizowane do pirogronianu, z którego drogą karboksylacji powstaje 
szczawiooctan redukow any następnie do bursztynianu  a z tego po de- 
karboksylacji pow staje kwas propionowy i C 0 2. Droga m etabolizowania 
węglowodanów w bakteriach  propionowych okazała się odm ienna. Pod­
czas procesu dekarboksylacji uw alnia się nie wolny C 0 2, a inna jedno­
stka jednowęglowa (153, 184, 211, 212). Kwas bursztynow y nie jest bez­
pośrednio dekarboksylow any, lecz najp ierw  łączy się z koenzymem A. 
Sukcynylo-CoA jest izom eryzowany, w zależnej od koenzym u B12 reak ­
cji, do D-metylomalonylo-CoA, ten zaś jest epim eryzow any do L-metylo- 
malonylo-CoA i dopiero ten  ostatn i ulega dekarboksylacji w zależnej od 
biotyny reakcji do propionylo-CoA. D ekarboksylacja ta  zachodzi z jedno­
czesnym przeniesieniem  grupy karboksylowej z m etylom alonylo-CoA na 
pirogronian tak, że obok propionylo-CoA pow staje szczawiooctan (10, 29,
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92, 181, 183, 184, 150, 154, 213). K atalizująca tę ostatnią reakcję karboksy- 
transferaza m etylom alonylo-CoA: pirogronian, w yodrębniona z Propioni­
bacterium shermanii (210), zaw iera 1,5 .ug biotyny na mg białka i podob­
nie jak  karboksylaza z serca świni dysocjuje w 7M roztworze mocznika na 
podjednostki jednakow ej wielkości. K atalityczną rolę przenośnika dw u­
tlenku węgla spełnia i tu ta j N i-karboksybiotyna połączona poprzez grupę 
E-aminową lizyny z apoenzym em  (209). Szczególnie godne uwagi w trans- 
karboksylacji m etylom alonylo-CoA -pirogronian jest to, że reakcja  ta za­
chodzi bez udziału ATP. Podczas ferm entacji propionowej w Propionibac­
terium shermanii (schemat 1) pow staje stosunkowo dużo ATP, rozpad jed-

P irog ron ian  +  L-m etylom alo iylo-CoA ?=± szczaw iooctan +  propionylo-CoA 11 

Szczaw iooctan +  4H  ^  bu rsz tyn ian  +  H 20  12

B u rsz ty n ian  +  propionylo-CoA ;=s sukcynylo-CoA +  p rop ion ian  13

koenzym B 12
Sukcy aylo-CoA D-metylom alo iylo-CoA 14

D-metylomalonylo-CoA ^  L-metylom alonylo-CoA 15

sum a: P iro ^ ro iia n  +  4H  p ro p io n ian  +  H 20  

S ch em at 1. M etabo lizm  k w asu  p rop ionow ego  u P rop ion ibac ter ium  sh erm an i i

nej cząsteczki glukozy daje bowiem cztery cząsteczki ATP (4). B akterie  
te nie zaw ierają w ogóle karboksylazy propionylo-CoA i szczawiooctan 
może być regenerow any tylko drogą opisanej ostatnio (174, 175) syntezy 
z fosfoenolopirogronianu i C 0 2 przez karboksytransfosforylazę fosfoenolo- 
pirogronianow ą (reakcja 16). Biegnąc w k ierunku odw rotnym  reakcja  ta 
może być sprzężona z kinazą pirogronianow ą i ADP co prowadzi do syn­
tezy ATP. Tak więc rozbicie nieorganicznego pirofosforanu może pośred­
nio dostarczyć energii potrzebnej do w ytw orzenia wiązania w ysokoener­
getycznego.

Fosfosnolopirogronian -f- C 02 +  P ;^  szczawiooctan -f P P Ź 16

4. Karboksylaza ß-metylokrotonylo-CoA (ligaza 3-metyIokrolonylo-CoA:C02) (E.C.6.4.1.4)

P l a u t  i L a r d y  (1955) zauważyli w 1950 roku, że u szczurów 
karm ionych paszą ubogą w biotynę jest silnie zaburzony rozpad leucyny 
do acetylo-CoA i kwasu acetylooctowego przebiegający z pobraniem
1 cząsteczki C 0 2 poprzez kwas izowalerianowy. Dalsze badania (6, 7) w y­
kazały, że biologiczny rozpad leucyny przebiega poprzez ß-hydroksyizo- 
walerylo-CoA, k tóry  w zależnej od ATP reakcji ulega karboksylacji do 
ß-hydroksy-ß-m etyloglutarylo-C oA  (reakcja 17), a ten jest rozszczepiany 
na acetylo-CoA i kwas acetylooctowy (reakcja 18). Badania ekstrak tów

ß-hydroksyizowalsrylo-CoA -f ß-hydroksy-ß-metyloglutarylo-CoA

1 7
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P-hydroksy-p-metyloglutarylo-CoA5=sacetylo-CoA +  kwas acetylooctowy 18

wątrobowych wykazały, że zaburzenie rozpadu leucyny jest spowodowane 
brakiem  enzymu karboksylującego (204). G rupa Lynena (76, 113) badając 
m ateriał m ikrobiologiczny w ykazała, że do przem iany (3-hydroksyizow a- 
lerylo-CoA w (3-hydroksy-(3-metyloglutarylo-CoA potrzebne są trzy  enzy­
my: krotonaza, karboksylaza (3-metylokrotonylo-CoA i m etyloglutakona- 
za. Pierw szy z nich katalizuje odwodnienie (3-hydroksyizowalerylo-CoA 
do (3-metylokrotonylo-CoA (reakcja 19), drugi w obecności ATP karbo- 
ksyluje (3-metylokrotonylo-CoA do (3-metyloglutakonylo-CoA (reakcja 20), 
trzeci zaś uw adnia (3-metyloglutakonylo-CoA do (3-hydroksy-(3-metylo- 
glutarylo-CoA (reakcja 21).

CH3 c h 3
I I

CH3— C—CH2— CO ~  CoA ^  CH3—C = C H —CO ~  CoA +  HX> 19
I

OH

c 3h
I

CH3—C = C H —CO ~  CoA +  H C 03- +  ATP ^
20

c h 3
I

5=± HOOC—CH2—C = C H —CO ~  Co A +  ADP +  P ;

c h 3
I

HOOC -  CH2—C—CH—CO ~  CoA +  H ,0  ^
21

c h 3
I

— HOOC—CH2—C -  CH2-  CO ~  CoA
I

OH3
Karboksylazę (3-metylokrotonylo-CoA oczyszczano około 180-krotnie i w y­
kazano, że enzym  zawiera na 184 000 g białka 1 mol biotyny, k tóra łączy 
się z dw utlenkiem  węgla w stosunku 1:1 oraz że reakcja karboksylow ania 
(3-metylokrotonylo-CoA jest odw racalna (77, 93, 113). Biologicznie czyn­
nym  przenośnikiem  dw utlenku węgla jest N ^karboksybio tyna połączona 
poprzez grupę e-aminową lizyny z apoenzym em  (94, 114). Jest rzeczą god­
ną uwagi, że karboksylaza (3-metylokrotonylo-CoA może karboksylować 
także wolną biotynę w obecności H C 03“ , ATP i Mg2+ dając N i-karboksy- 
biotynę (reakcja 22); reakcja ta  jest specyficzna tylko dla D-biotyny. Do­
tychczas nie stw ierdzono by jakikolw iek inny enzym  mógł karboksylo­
wać wolną biotynę.

■ M g 2 +

Biotyna -f H C 03 +  ATP N,-karboksybiotyna +  AMP +  PP, 22

6 P ostęp y  B iochem ii http://rcin.org.pl
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5. Karboksylaza pirogronianowa (ligaza pirogronian: C 0 2(ADP)> (E.C.6.4.1.1)

Enzym karboksylujący bezpośrednio pirogronian do szczawiooctanu po 
raz pierw szy opisali U t t e r  i K e e c h  (190). K arboksylacja ta  ham ow ana 
przez awidynę, przebiega zgodnie z reakcją 23 i wym aga obecności H C 0 3“ , 
ATP, Mg2+ oraz acetylo-CoA. Enzym katalizujący tę reakcję w yizolo­
wano z m itochondriów w ątroby kurczęcia (90, 165, 191) oraz z m ate ­
ria łu  mikrobiologicznego (15, 54, 121, 168). Ma on ciężar cząsteczkowy 
około 665 000 i zawiera 4 cząsteczki biotyny na 1 cząsteczkę enzym u (165).

Pirogronian -f ATP +  HCO¡~ Mg2Aacetylo~CoA szczawiooctan +  A D P + P f 23

Karboksylaza pirogronianow a jest silnie aktyw ow ana przez acetylo-CoA, 
potrzebny w pierw szym  etapie karboksylacji, mianowicie podczas sy n te ­
zy z H C 03~ i ATP połączenia C 0 2~ b io tyna-enzym  (27, 166). K arboksy­
laza pirogronianow a jest sprzęgnięta z karboksylazą fosfoenolopirogronia- 
nową, k tó ra  kosztem rozbicia wiązania wysokoenergetycznego z GTP de- 
karboksyluje pow stały szczawiooctan do fosfoenolopirogronianu (74, 81, 
90, 171, 192). Zespolenie obu tych reakcji następuje w trakcie glukogenezy 
w tkankach w ątroby. A ktyw acja karboksylazy pirogronianow ej przez 
acetylo-CoA jest więc także sposobem regulacji in vivo poziomu glukozy 
w w ątrobie (75, 193). Szybkość karboksylow ania pirogronianu do szcza­
wiooctanu może być też regulow ana horm onalnie, m ianowicie po podaniu 
kortykosteroidów  w w ątrobie szczura silnie zwiększa się aktyw ność k a r­
boksylazy pirogronianow ej (81).

IV. Wiązanie biotyny przez apoenzymy

Jak  już wspomniano ekstrak ty  z m itochondriów w ątrób od szczurów 
z niedoborem  biotyny m ają obniżoną zdolność karboksylow ania propio- 
nylo-CoA. Szybkie reaktyw ow anie preparatów  można osiągnąć przez in- 
kubowanie in vitro skraw ków  wątrobow ych z D-biotyną (103). Z w ątrób 
szczurów z niedoborem  biotyny wyodrębniono układ enzym atyczny, k tóry  
katalizu je zależną od ATP syntezę holokarboksylazy propionylo-CoA łą­
cząc D-biotynę kow alentnie poprzez e-aminową grupę lizyny z apokarbo- 
ksylazą (102, 103, 104, 105). Układ taki wyodrębniono także z ekstrak tów  
nieoznaczonego drobnoustroju wyizolowanego z gleby (26, 52). E kstrak ty  
z Propionibacterium shermanii m ają zdolność syntezy holokarboksylaz 
propionylo-CoA i (3-metylokrotonylo-CoA z biotyny, ATP i apokarboksy- 
laz uzyskanych z w ątroby szczura lub z Achromobacter sp. (79, 103). 
Z ekstraktów  Propionibacterium shermanii otrzym ano enzym, k tó ry  syn­
tetyzow ał w obecności jonów Mg2+ i ATP holokarboksytransferazę m ety- 
lom alonylo-CoA:pirogronian z apokarboksytransferazy i bio tyny (107,
108). Z ekstraktów  Achrobacter sp. wyizolowano enzym syntetyzujący
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z apoenzymu, ATP i biotyny holokarboksylazę (3-metylokrotonylo-CoA 
(79). Chemicznie otrzym ana 5’-A M P-biotyna w pełni zastępuje zapotrze­
bowanie na ATP, biotynę i jony Mg2+ w syntezie holokarboksylazy pro- 
pionylo-CoA z w ątroby szczura (136, 172, 173) oraz holokarboksylazy 
(3-metylokrotonylo-CoA w układzie enzym atycznym  z Achromobacter sp. 
(79). Ponieważ m echanizm  działania om aw ianych syntetaz holokarboksy- 
laz jest identyczny i we wszystkich enzym ach biotynow ych biotyna p rzy ­
łącza się poprzez e-aminową grupę lizyny, można przypuszczać, że w bu­
dowanie biotyny do wszystkich apokarboksylaz przebiega w ten  sam spo­
sób. Jak  stw ierdzono pierwszym  etapem  jest aktyw acja b iotyny i pow­
stanie połączenia 5’-A M P-biotyna-enzym , k tóre następnie reaguje z apo- 
karboksylazą dając holokarboksylazę, w olny enzym i AMP. Enzym k a ta ­
lizujący ten proces (reakcja 24 i 25) nazwano ligazą biotyna :apokarboksy- 
laza.

M g 2 +

Biotyna +  ATP -f ligaza «=► 5’-AMP-fciotyna-ligaza +  P P f 24 

5’-AMP-biotyna-ligaza +  apokarboksylaza ^  holokarboksylaza +

+  AMP +  ligaza

V. Rola biotyny w procesie wiązania C 02 i karboksylacji

Przypuszczenie, że substratem  dla karboksylaz jest kw aśny węglan 
a nie dw utlenek węgla (83, 93) potw ierdzili O c h o a i wsp. (83) badając 
karboksylację przy  pomocy krystalicznej karboksylazy propionylo-CoA 
z serca świni w obecności NaHC180 3. Stwierdzono, że jeden z atomów 
ciężkiego tlenu  przenoszony jest na y-resztę kw asu fosforowego w ATP, 
k tó ra  uw alnia się jako znakow any ortofosforan, natom iast dwa pozostałe 
atom y ciężkiego tlenu  znaleziono w grupie karboksylowej m etylom alony- 
lo-CoA. Na tej podstaw ie grupa Ochoa (83) sugeruje m echanizm  wiązania 
dw utlenku węgla przedstaw iony na rysunku 5.

Jak  wspom niano karboksylaza-(3-metylokrotonylo-CoA może karbo- 
ksylować w nieobecności właściwego substra tu  także wolną D-biotynę. 
Pow stająca karboksybiotyna jest związkiem względnie trw ałym  (113). 
W tem peraturze 20° w czasie 30 m inut ulega dekarboksylacji tylko 14%, 
w niższej tem peratu rze związek ten  jest znacznie trw alszy, jest jednak 
bardzo w rażliw y na działanie jonów wodorowych naw et w tem pera tu ­
rze 0°. K arboksybiotyna jest bardziej trw ała  od ukarboksylowanego en­
zymu biotynowego. Działanie dwuazom etanem  na karboksybiotynę prow a­
dzi do pow stania trw ałego estru  metylowego N i-karbom etoksybiotyny, co 
wskazuje, że dw utlenek węgla wiąże się z atom em  N x a nie z N3 (94). 
Podobne w yniki otrzym ano działając na ester m etylow y biotyny chloro- 
m rów czanem  m etylu. Jakkolw iek reakcja ta  może teoretycznie prowadzić 
do pow stania estrów  m etylow ych Nx i N3-karbom etoksybiotyny, to jednak
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/ X II PH-(CH2)4- C - N - R

H

O

J \ s/
c h 2 ch -

0
1

ADP + H2PO 4 +  :cr-c—IjI I
CH------- CH O
I I . . II
CH2 CH—(CH2)4—C—N—R

R ys. 5. M echanizm  w iązan ia  d w u tlen k u  w ęg la  p rzez  k a rb o k sy lazę  CoA w  obecności
A T P  w g (83)

w 94% pow staje ester N1? ponieważ bliskość atomów N3 i C6 w biotynie 
u trudn ia  powstanie estru  N3 (187). Obydwa te estry  rozdzielono chrom a­
tograficznie. S tru k tu rę  estru  metylowego N i-karbom etoksybiotyny po­
tw ierdzono także rentgenograficznie (17) otrzym ując w yniki zgodne z su­
gestiam i grupy Lynena, że C 0 2-biotyna jest N i-karboksybiotyną. Sposób 
stabilizow ania karboksybiotyny dwuazom etanem  w ykorzystano także do 
w yodrębnienia 14C -karboksybiotyny z ukarboksylow anych za pomocą 
14C 0 2 enzymów biotynowych; karboksylazy (3-metylokrotonylo-CoA (95, 
96), karboksylazy propionylo-CoA (106), karboksytransferazy m etylom a- 
lonylo-CoA:pirogronian (209) oraz karboksylazy acetylo-CoA (146). S tab i­
lizowane enzymy biotynowe traw iono enzymami proteolitycznym i (pa­
paina, trypsyna, pronaza) otrzym ując prom ieniotwórczą N i-karbom eto- 
ksybiocytynę. Związek ten  traw iono biotynidazą i uwolnioną N i-karbom e- 
toksybiotynę estryfikow ano dw uazom etanem  w celu ponownej stabiliza­
cji. W yizolowany ester m etylow y N j-karbom etoksybiotyny skupiał całe 
piętno zaw arte w połączeniu C 0 2-biotyna-enzym . G rupa Lynena p rzy ­
puszcza, że biotyna, będąc pochodną mocznika ma słabe własności kw aso­
we w ugrupow aniu mocznikowym, można więc uważać N^-karboksybio- 
tynę za swego rodzaju bezwodnik kwasowy (113, 114). Spolaryzowane w ią­
zanie węgiel-azot umożliwia elektrofilne przeniesienie grupy karboksy­
lowej z karboksybiotyny na karboanion a lub (3-węgla substra tu  takiego 
jak  acetylo-CoA, propionylo-CoA, (3-metylokrotonylo-CoA lub pirogro- 
nian, a więc związki, w których grupy m etylow a lub m etylenow a m ają 
tendencję do tworzenia karboanionów w sąsiedztwie grup karbonylo- 
wych. P rzyjm uje się, że ta  elektrofilna transkarboksylacja jest odw ra­
calna, co wskazuje, że połączenie dw utlenku węgla z biotyną m a charak ­
te r  wiązania wysokoenergetycznego. Oznaczono (209) energię swobodną
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rozpadu ukarboksylow anej karboksytransferazy m etylom alonylo-CoA:pi- 
rogronian (reakcja 26). Uzyskując AF =  4700 cal/mol, co pozwala żali­

l i 4' +  C 02 ~  biotyna-enzym — biotyna-enzym +  C 02 26

czyć ukarboksylow ane enzym y biotynowe do grupy związków wysoko­
energetycznych, jednak o najniższym  poziomie energii.

VI. Uwagi końcowe

Biotyną jest też koenzymem karboksylazy geranylo-CoA (169), przy 
czym karboksylacja tego związku zależy od obecności ATP i Mg2+. P raw ­
dopodobnie biotyną bierze udział jeszcze w innych niezbadanych dotych­
czas w pełni reakcjach. Na przykład biotyną potrzebna jest do syntezy 
indukowanego enzym u — oksydoreduktazy (dekarboksylującej) L -jabł- 
czan:NAD (E.C.1.1.1.40) w Lactobacillus arabinosus (3, 14, 101, 156)
i w w ątrobie indyka (149). Enzym ten nie zawiera jednak biotyny ani też 
jego aktyw ność nie jest ham ow ana przez aw idynę (88). Gdy hoduje się 
Streptococcus lactis, Lactobacillus arabinosus i drożdże na pożywkach 
ubogich w biotynę aktyw ność karbam ylotransferazy  fosforan karbam y- 
lu:L-ornityna (E.C.2.1.3.3) i karbam ylotransferazy  fosforan karbam ylu:L- 
-asparaginian (E.C.2.1.3.2) jest obniżona, lecz nie stw ierdzono by enzym y 
te zaw ierały biotynę (32, 33, 47, 158, 159, 160, 182). Ponieważ jednak 
w procesie syntezy wym ienionych enzymów można zastąpić biotynę aspa- 
raginianem , asparaginą lub jej peptydam i (35, 111, 160, 170) można przy­
puszczać, że przy niedoborze biotyny obniżona może być aktyw ność k a r­
boksylazy propionylo-CoA lub karbokslazy pirogronianow ej co zmniejsza 
ilość fum aranu  a więc i kw asu asparaginowego.
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Z D Z IS Ł A W  W OJCIECH OW SKI*

Cykl fotosyntetycznej redukcji węgla u bakterii 

The Photosynthetic Carbon Réduction Cycle in Bacteria

T he in v es tig a tio n s  on th e  p h o to sy n th e tic  c a rb o x y la tio n  reac tio n s  and  th e ir  
p a rt ic ip a tio n  in th e  cycle of th e  réd u c tio n  of ca rb o n  com pounds in  b a c te r ia  a re

rev iew ed .

W ykonane w latach pięćdziesiątych prace C a l v i n a  i wsp. (9) do­
prowadziły do w yjaśnienia enzym atycznej reakcji w łączania dw utlenku 
węgla przez jednokom órkowe glony i sform ułow ania cyklu fotosyntetycz­
nej redukcji węgla nazwanego reduktyw nym  cyklem  pentozowym. Istotą 
tego procesu jest przyłączenie cząsteczki C 0 2 do cząsteczki rybulozo-1,5- 
-dw ufosforanu, redukcja do fosfotriozy kwasu S-fosfoglicerynowego, po­
wstałego w w yniku rozpadu produktu  przyłączenia i zużytkow anie fosfo­
triozy częściowo do regeneracji akceptora C 0 2 (tj. rybulozo-l,5-dw ufosfo- 
ranu), a częściowo do syntezy cukrów  i innych związków. Obok karbo- 
ksylacji rybulozo-1,5-dw ufosforanu znany jest u organizmów roślinnych 
szereg innych reakcji karboksylacji — przypisuje się im jednak drugo­
rzędne znaczenie. Z reakcji tych ilościowo najw ażniejsza jest reduktyw na 
karboksylacja kwasu fosfoenolopirogronowego (8), m niejsze znaczenie 
m ają prawdopodobnie reakcje karboksylacji a-ketog lu taranu  (32) i piro- 
gronianu (4).

R eduktyw ny cykl pentozowy był do niedaw na jedynym  znanym  cy­
klicznym  m echanizm em  redukcji węgla i przyjm owano powszechnie, że 
jest to m echanizm  ogólny, funkcjonujący zarówno u roślin wyższych, jak 
i u fotosyntetyzujących bakterii. Pogląd ten nie był w sposób w ystarcza­
jący poparty  dowodami doświadczalnymi.

B akterie  fotosyntetyzujące były często obiektem  w badaniach procesu 
świetlnego przenoszenia elektronów , natom iast problem  enzym atycznych 
reakcji w łączania C 0 2 i redukcji węgla był stosunkowo m niej badany. 
Zdolność niektórych bak terii fo tosyntetyzujących do w zrostu w ciem­
ności przy w ykorzystaniu związków organicznych z podłoża jako źródła 
energii i węgla nasuw ała od daw na przypuszczenie, że możliwe jest

* M gr, st. a sy s te n t K a te d ry  B iochem ii U n iw ersy te tu  W arszaw sk iego .
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funkcjonow anie u bakterii fotosyntetyzujących innych m echanizm ów fo- 
tosyntetycznej redukcji węgla, niż reduk tyw ny cykl pentozowy.

W latach 1964— 1965 stw ierdzono u bak terii fotosyntetyzujących w łą­
czanie C 0 2 zachodzące przy bezpośrednim  udziale zredukow anej na świe­
tle ferredoksyny (11, 13, 14 i 18). Stało się to punktem  w yjścia dalszych 
prac, k tórych rezulta tem  było w ykrycie przez E v a n s a ,  B u c h a n a n a  
i A r  n o  n a  w 1966 roku (19) nowego m echanizm u fotosyntetycznej re ­
dukcji węgla, nazwanego reduktyw nym  cyklem  kwasów karboksylowych.

I. Reduktywny cykl pentozowy u bakterii

W 1952 roku G l o v e r ,  K a m e n  i V a n  G e n d e r e n  (22) pierw si 
wykazali, że włączanie 14C 0 2 przez fotosyntetyzujące kom órki Rhodospi- 
rillum  rubrum  prowadzi do szybkiego powstawania znakowanego kwasu 
S-fosfoglicerynowego a następnie fosforanów cukrów. S t o p p a n i ,  
F u l l e r  i C a l v i n  (38), po przeprow adzeniu bardziej szczegółowych 
badań kinetyki w łączania 14C 0 2 do wcześnie znakujących się m etabolitów , 
doszli do wniosku, że m ikroorganizm y te w łączają C 0 2 na świetle głównie 
poprzez reduk tyw ny cykl pentozowy oraz w niew ielkim  stopniu — w re ­
akcji reduktyw nej karboksylacji kwasu fosfofenolopirogronowego. 
W ciemności natom iast przew aża ta  druga reakcja, jakkolw iek reduk tyw ­
ny cykl pentozowy jeszcze funkcjonuje.

W 1962 roku S m i l l i e ,  R i g o p o u l o s  i K e l l y  (37) stw ierdzili, 
że w ekstrak tach  z fotosyntetyzujących bakterii Chlorobium thiosulfa- 
tophilum  i Chromatium  znajdują się wszystkie enzym y reduktyw nego 
cyklu pentozowego z kluczowym enzym em  — karboksydysm utazą (kar- 
boksylazą rybulozo-2,5-dw ufosforanu) włącznie. Aktywności poszczegól­
nych enzymów cyklu były zbliżone do aktyw ności w fotosyntetyzujących 
tkankach roślin wyższych. W yniki uzyskane przez tych autorów  są w peł­
nej zgodzie z wcześniejszym i pracam i, w których wykazano, że kwas 
3-fosfoglicerynowy jest jednym  z pierwszych znakowanych produktów  
fotosyntezy z 14C 0 2 u Chromatium  (20, 21).

W ydaje się obecnie pewne, że reduk tyw ny cykl pentozowy lub jakiś 
jego w arian t funkcjonuje również u bak terii chem osyntetyzujących. Głów­
ny enzym reduktyw nego cyklu pentozowego — karboksydysm utazę zna­
leziono u wielu m ikroorganizm ów chem osyntetyzujących, m iędzy innym i 
u Thiobacillus thioparus (35), T . denitrificans  (28,42), T . thiooxidans  (39), 
T.novellus  (2), Hydrogenomonas sp. (10, 27) i Nitrobacter agilis (1), przy 
czym w kom órkach rosnących heterotrofow o obserw uje się spadek ak tyw ­
ności tego enzym u (2). Rozmieszczenie izotopu w produktach k ró tko trw a­
łej chem osyntezy z 14C 0 2 jest bardzo zbliżone do jego rozmieszczenia 
w produktach fotosyntezy z 14C 0 2 u glonów (1).
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II. Włączanie C 02 na świetle przy udziale zredukowanej ferredoksyny

W ostatnich latach  ukazało się wiele doniesień o bezpośrednim  udziale 
zredukow anej ferredoksyny w reakcjach włączania C 0 2 przez kom órki 
bakterii. Obecność enzymów katalizujących tego rodzaju reakcje w ykry ­
to w ekstrak tach  zarówno bak terii fo tosyntetyzujących (11, 13, 14, 18), 
jak  również nie fo tosyntetyzujących (3, 7, 33). Odkrycia te zasługują na 
szczególną uwagę z kilku względów:

1) Ferredoksyna jest jednym  z przenośników elektronów  uczestniczą­
cych w przepływ ie elektronów  zachodzącym na św ietle w chloroplastach 
(względnie chrom atoforach bakteryjnych) — to znaczy jest składnikiem  
apara tu  zamieniającego energię św ietlną w chemiczną.

2) Nigdy przedtem  nie obserwowano, aby zredukow ana ferredoksyna 
była bezpośrednio zużywana jako donator elektronów  w reakcjach reduk- 
tyw nej karboksylacji. Za w łaściwy czynnik redukujący  w ytw arzany w re ­
akcji św ietlnej uważano dotąd NADPH2 pow stający w w yniku przenie­
sienia elektronów  ze zredukow anej ferredoksyny na NADP (40).

3) Ze względu na w yjątkow o niski potencjał oksydo-redukcyjny w y­
noszący —420 mV przy pH  7 (tj. około 100 mV niższy, niż potencjał oksydo- 
-redukcy jny  NADP) udział ferredoksyny w reakcjach redukcji um ożli­
wia pokonanie barier energetycznych, dla k tórych przekroczenia poten­
cjał oksydo-redukcyjny dw unukleotydów  nikotynoam idoadeninow ych jest 
niew ystarczający.

1. Syntaza pirogronianu

K arboksylację acetylokoenzym u A do pirogronianu przy udziale zre­
dukow anej ferredoksyny (rów nanie 1) w ykazali po raz pierwszy B a- 
c h o f e n ,  B u c h a n a n  i A r n o n  (7) w ekstrak tach  z n iefotosyntety- 
zujących (lecz zaw ierających ferredoksynę) bakterii Clostridium pasteu- 
rianum.

O O
/ /  II

CH3C ~ S C o A  4 COz +  Ferredoksynazred —> CH3CCOOH +  HSCoA +

+  Ferredoksynautl-

Katalizow ane przez syntazę pirogronianu z tego m ikroorganizm u w łą­
czanie 14C 0 2 do acetylokoenzym u A i pow staw anie znakowanego na w ę­
glu grupy karboksylowej pirogronianu można obserwować w w arunkach, 
w  których zapewniony jest sta ły  dopływ zredukow anej ferredoksyny. 
Osiągnąć to można inkubując ekstrak ty  w ciemności w atm osferze wo­
doru, k tó ry  przy współudziale znajdującej się w nich hydrogenazy, służy 
jako donator elektronów  do redukcji ferredoksyny lub też inkubując eks­
tra k ty  na świetle w atm osferze argonu lub azotu z odpowiednio spre­
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parow anym i fragm entam i chloroplastów szpinaku, które m ają zdolność 
redukow ania ferredoksyny w obecności askorbinianu jako donatora elek­
tronów  i katalitycznych ilości 2,6-dwuchlorofenoloindofenolu. Z reduko­
wane nukleotydy nikotynoam idoadeninow e nie mogą zastąpić zredukow a­
nej ferredoksyny, co świadczy o jej bezpośrednim  udziale w syntezie 
pirogronianu z COz i acetylokoenzym u A (11). Udział ferredoksyny w re- 
duktyw nej karboksylacji „czynnego octanu” stw ierdzono również u in ­
nych nie fotosyntetyzujących, lecz zaw ierających ferredoksynę m ikroor­
ganizmów, a m ianowicie u Clostridium k luyveri  (3) i Clostridium acidi- 
-urici (33).

B u c h a n a n ,  B a c h o f e n  i A r n o n  (11 i 14) stw ierdzili katalizo­
wanie analogicznej reakcji przez bezkomórkowe ekstrak ty  z fo tosynte­
tyzujących bak terii Chlorobium thiosulfatophilum  i Chromatium  pod­
czas inkubacji na świetle z preparatam i nieoczyszczonych chrom atoforów  
z tych samych m ikroorganizm ów lub fragm entam i chloroplastów szpina­
ku. Syntezę pirogronianu z Chlorobium thiosulfatophilum  udało się. 
częściowo oczyścić, uzyskując około 30-krotny wzrost aktyw ności w łaś­
ciwej, przez frakcjonow anie białek ekstrak tu  na kolum nie z D EAE-ce­
lulozy oraz frakcjonow ane w ytrącanie siarczanem  amonu i alkoholem  (18).

Syntaza pirogronianu nie jest enzymem  specyficznym gatunkow o w o­
bec ferredoksyny. Ferredoksynę Chromatium  zastąpić można na p rzy ­
kład ferredoksyną szpinaku, przy czym nie obserw uje się zasadniczych 
zmian szybkości syntezy pirogronianu przez bezkomórkowy ekstrak t 
z Chromatium  (11).

2. Syntaza a-ketoglutaranu

W 1965 roku B u c h a n a n  i E v a n s  (13) wykazali, że bezkom órko­
we ekstrak ty  z Chlorobium thiosulfatophilum, obok reakcji reduktyw nej 
karboksylacji „czynnego octanu” , katalizują również reakcję włączania 
C 0 2 do sukcynylokoenzym u A (równanie 2).

O

HOOCCH2CH2C ~  SCoA -f C 0 2 +  Ferredoksynazredi — ^

O

HOOCCH2CH2C— COOH +  HSCoA +  Ferredoksynautl.

Reakcja ta  katalizow ana przez enzym nazw any syntazą a -ketog lu ta­
ranu  zachodzi podczas inkubacji bezkomórkowych ekstraktów  na św ietle 
z p reparatem  chrom atoforów bak tery jnych  lub fragm entam i chloropla­
stów szpinaku. Syntaza a-ketoglu taranu , podobnie jak syntaza p irogro­
nianu, nie w ykazuje specyficzności gatunkow ej wobec ferredoksyny. J e ­
żeli z ekstrak tu  usunie się rodzim ą ferredoksynę przez zatrzym anie na
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kolum nie z DEAE-celulozy — zdolność syntezy a-ketoglu taranu  przez 
ekstrak t można przywrócić dodając ferredoksyny z roślin wyższych (13).

Praw dopodobnie taki sam m echanizm  syntezy a-ketoglu taranu  istn ie­
je u fotosyntetyzujących bakterii Rhodospirillum rubrum. S h i g e s a- 
d a i wsp. (36), badając rozmieszczenie izotopu w kwasie glutam inow ym  
syntetyzow anym  na świetle przez nienaruszone kom órki R.rubrum  z 14C 0 2 
i I,4-14C -bursztynianu, wykazali, że synteza tego związku zachodzi w w y­
niku reduktyw nej karboksylacji bursztynianu i następnej am inacji pow­
stałego kwasu a-ketoglutarow ego.

III. Reduktywny cykl kwasów karboksylowych

W ykrycie reduktyw nej karboksylacji „czynnego octanu” i „czynnego 
bursz tyn ianu” przy udziale zredukow anej w reakcji św ietlnej ferredoksy­
ny było doniosłym w ydarzeniem  w badaniach fotosyntezy baktery jnej. 
Niemniej jednak m echanizm  regeneracji akceptorów C 0 2, to jest acetylo- 
koenzymu A i sukcynylokoenzym u A, pozostawał nadal nie w yjaśniony. 
Powszechnie przyjm uje się, że każde fotosyntetyczne włączanie COz za­
chodzi w procesie cyklicznym  ze względu na konieczność stałej regene­
racji akceptora dw utlenku węgla. Dalsze badania poszły więc w k ierun­
ku poszukiwania takiego cyklicznego mechanizm u, w skład którego wcho­
dziłyby obie omówione wcześniej reakcje karboksylacji.

W 1966 roku E v a n s ,  B u c h a n a n  i A r n o n  (19) przedstaw ili taki 
mechanizm  funkcjonujący — ich zdaniem  — u beztlenow ych fotosynte­
tyzujących bakterii Chlorobium thiosulfatophilum  i nazw any przez nich 
reduktyw nym  cyklem  kwasów karboksylowych. Cykl ten, będący w części 
odwróceniem cyklu kwasów trójkarboksylow ych, przedstaw iony jest na 
schemacie 1. Reduktyw ny cykl kwasów karboksylow ych zawiera cztery 
reakcje włączania C 0 2 (karboksylacji). Dwie z tych reakcji to omówione 
już reakcje reduktyw nej karboksylacji acetylokoenzym u A i sukcynylo­
koenzymu A (równanie 1 i 2), odw rotne do znanych z cyklu kwasów tró j­
karboksylow ych reakcji oksydatyw nej dekarboksylacji pirogronianu i a- 
-ketoglu taranu , które w w arunkach  aerobowych są w kom órkach nieod­
w racalne. U Chlorobium thiosulfatophilum  odwrócenie tych reakcji 
możliwe jest w w yniku bezpośredniego działania fotochemicznie zreduko­
w anej ferredoksyny — reduktora  o znacznie niższym potencjale oksydo- 
-redukcyjnym , niż inne znane reduk to ry  organiczne.

Pozostałe dwie reakcje karboksylacji w reduktyw nym  cyklu kwasów 
karboksylow ych — fosfoenolopirogronianu do szczawiooctanu (rów na­
nie 3) i a-ketog lu taranu  do izocytrynianu (równanie 4) są od daw na znane.

O—0  O
I I! 3

c h 2= c —c o o h  +  c o 2 +  h 2o _ h o o c c h 2c c o o h  +  p
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O||
HOOCCH2CH2Ć—COOH +  c o 2 + n a d p h 2 —

^ H O O C -  CH2CH(CCOH)- CH(OH)COOH +  NADP

Enzym katalizujący pierwszą z nich, karboksylaza fosfoenolopirogro- 
nianu, w ykryty  został w liściach szpinaku przez B a n d u r s k i e g o  
i G r e i n e r a  (8); różni się on od podobnych enzymów pochodzenia 
zwierzęcego (43 i 44) tym, że reszta fosforanowa nie jest przenoszona na 
ADP lub IDP, lecz uwolniona w postaci fosforanu nieorganicznego. Syn- 
taza fosfoenolopirogronianu — enzym syntetyzujący fosfoenolopirogro- 
nian z pirogronianu i ATP w ykryty  został niedawno przez C o o p e r a  
i K o r n b e r g a  u Escherichia coli (15), a jego obecność w ekstrak tach  
z Chlorobium thiosuljatophilum  wykazali B u c h a n a n  i E v a n s  (12).

E v a n s ,  B u c h a n a n  i A r n o n  (19) przedstaw ili dowody funkcjo­
nowania reduktyw nego cyklu kwasów karboksylowych u Chlorobium  
thiosuljatophilum,  w ykazując obecność wszystkich niezbędnych enzy­
mów w bezkomórkowych ekstraktach, mierząc ich aktyw ności oraz iden­
tyfikując znakowane m etabolity  powstające w w yniku k ró tko trw ałej fo­
tosyntezy z 14C 0 2. K inetyczne badania przeprowadzone przez tych au to ­
rów wykazały, że w krótkich czasach po podaniu 14C 0 2 pierwszym  poja­
wiającym  się trw ałym , znakowanym  produktem  fotosyntezy jest kwas 
glutam inow y (po 30 sekundach 75% całkowitej włączonej radioaktyw noś­
ci), powstający na drodze am inacji a-ketoglutaranu. M niejsze ilości rad io­
aktyw ności odnaleziono w kwasach bursztynow ym  i asparaginow ym . Na­
tom iast w związkach zaw ierających fosfor (kwas 3-fosfoglicerynowy i fos­
forany cukrów), które są m etabolitam i reduktyw nego cyklu pentozowego 
odnaleziono zaledwie 10% całkow itej włączonej radioaktyw ności. W yniki 
te  są zdecydowanie różne od uzyskiw anych przez C a 1 v i n a i wsp. (9) 
podczas badań nad fotosyntetycznym  włączaniem 14C 0 2 przez zielone glo­
ny, gdzie obserwowano copraw da szybkie znakowanie licznych am ino­
kwasów (między innym i kwasu glutaminowego i kwasu asparaginowego) 
oraz m etabolitów  cyklu kwasów trójkarboksylow ych — jednak w yraźnie 
wyprzedzało je pojaw ianie się radioaktyw ności w kwasie 3-fosfoglicery- 
nowym  i fosforanach cukrów.

Obecność poszczególnych enzymów niezbędnych do funkcjonow ania 
reduktyw nego cyklu kwasów karboksylowych wykazano w ekstrak tach  
z Chlorobium thiosuljatophilum, podając właściwe dla odpowiednich 
enzymów znakowane 14C substra ty  oraz potrzebne kofaktory i identyfi­
kując powstałe znakowane produkty. Porów nanie aktyw ności poszcze­
gólnych enzymów reduktyw nego cyklu kwasów karboksylow ych w eks­
trak tach  z szybkością włączania C 0 2 przez nienaruszone kom órki w ykaza­
ło, że aktyw ności wszystkich enzymów są w ystarczające do funkcjonow a­
nia cyklu.
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R eduktyw ny cykl kwasów karboksylow ych w ym aga do funkcjonow a­
nia oprócz zredukow anej ferredoksyny także zredukow anych dw unukleo- 
tydów nikotynoam idoadeninow ych (zarówno NADPH2, jak  i NADH2) oraz 
ATP. W szystkie niezbędne kofaktory pow stają w w yniku zachodzącego 
na św ietle w aparacie fotosyntetycznym  (chrom atoforach) przepływ u 
elektronów  lub w reakcjach sprzężonych z tym  przepływem . Ferredoksy- 
na, jako składnik fotosyntetycznego łańcucha przenoszącego elektrony, 
bierze udział w fosforylacji fotosyntetycznej dostarczającej ATP (5, 41). 
Przeniesienie elektronów  ze zredukow anej w procesie św ietlnym  fe rre ­
doksyny na NADP, katalizow ane przez fotosyntetyczną reduktazę NADP 
(25, 26), prowadzi do w ytw orzenia NADPH2 (6, 16, 17, 24, 34, 40). Rów­
nież bezpośredni udział ferredoksyny w redukcji NAD wykazano nie­
dawno u fotosyntetyzujących bakterii Chlorobium  i Chromatium  (45).

Jeden  pełny obrót reduktyw nego cyklu kwasów karboksylowych, 
w skład którego wchodzą cztery reakcje karboksylacji, prowadzi do pow­
stania netto  jednej cząsteczki czterowęglowego dwukarboksylowego kw a­
su. Liczne m etabolity  cyklu mogą być zużywane bezpośrednio do syntezy 
aminokwasów, tłuszczów i barw ników  porfirynow ych — niektóre możli­
wości tych syntez zaznaczone są na schemacie.

Octan
A a t p

¿ ^ C o A  
Acetylokoenzym  A

C ytrynian

C is-akon itan  

\ Glutaminian
Izocytryn ian

Zredukowana: 
ferredoksyna

Alanina

C02 /

NADH2

Szcza wiooctarf

Asparaginian

NADPH2 oc-ketoglutaran

Sukcynylokoenzym A
ATP----
CoA — '^B ursztyn ian  

Flamna  • H2 - - f £ ar.an 

/Jabłczan

S ch em at 1. R ed u k ty w n y  cyk l kw asów  k arb o k sy lo w y ch  (wg 19)

IV. Uwagi końcowe

Jak  już wspomniano, w ekstrak tach  z Chlorobium thiosulfatophilum  
wykazano obecność wszystkich enzymów niezbędnych do funkcjonow ania 
reduktyw nego cyklu pentozowego z kluczowym  enzymem  — karboksydys-
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m utazą włącznie (37). W ydaje się więc, że w tym  fotosyntetyzującym  m i­
kroorganizm ie w ystępują dwa równolegle działające m echanizm y cyklicz­
nej redukcji węgla w procesie fotosyntezy. Być może, reduk tyw ny cykl 
pentozowy jest m echanizm em  dostarczającym  cukrów, natom iast reduk ­
tyw ny cykl kwasów karboksylow ych dostarcza łańcuchów węglowych zu­
żywanych bezpośrednio do syntezy aminokwasów oraz lipidów. Brak na 
razie danych pozwalających na stw ierdzenie, jaki udział ma każdy z tych 
mechanizmów w ogólnym fotosyntetycznym  włączaniu C 0 2 przez bak te­
rie. Nie wiadomo również dotąd, jak  szeroko rozpowszechniony jest re ­
duktyw ny cykl kwasów karboksylowych. Zdaniem  E v a n s a, B u ­
c h a n a n a  i A r n o n a  (19) praw dopodobne jest, że cykl ten  funkcjo­
nuje również u innych fotosyntetyzujących bakterii. Przem aw ia za tym  
w ykryw anie aminokwasów takich jak alanina, kwas glutam inow y i kwas 
asparaginowy, jako głównych znakowanych produktów  kró tko trw ałej fo­
tosyntezy z 14C 0 2 u  Chromatium  (21) i Rhodospirillum rubrum  (23). Moż­
liwe również, że reduk tyw ny cykl kwasów karboksylowych lub jakiś jego 
w arian t funkcjonuje w beztlenowych, nie fotosyntetyzujących bakteriach 
zawierających ferredoksynę.
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J A N I N A  O PIEŃSKA-BLAUTH *

Metody elektrochromatograficzne 

Electrochromatographic Methods

T he d ev e lo p m en t an d  ap p lica tio n s  of e lek tro ch ro m a to g rap h ic  m ethods a re  rev iew ed .

I. Charakterystyka i rodzaje elektrochromatografii

M etodykę elektrochrom atografii w rozm aitych jej m odyfikacjach za­
licza się obecnie do jednej z najlepszych technik chrom atograficznych, 
w szczególności w zastosowaniu do analizy złożonych m ieszanin amino- 
kwasowych w m ateriale  biologicznym. W piśm iennictw ie b rak  dotych­
czas artykułów  przeglądow ych odnośnie elektrochrom atografii, jej uży­
teczności i krytycznej oceny. Dlatego przedstaw ienie chronologicznego 
rozw oju tej m etody w ocenie porównawczej z innym i technikam i, w opar­
ciu o prace źródłowe w łasne i innych autorów  może oddać usługi dla 
wielu pracow ni chemicznych i biochemicznych.

W definiow aniu elektrochrom atografii w poszczególnych podręczni­
kach i m onografiach nie ma jednolitego ujęcia. W polskim wydaw nictw ie 
„C hrom atografia” (37) definiuje się elektrochrom atografię jako ruch czą­
steczek w układzie chrom atograficznym  w yw ołany przez równoczesne 
albo sukcesywne stosowanie przepływ u rozpuszczalnika i sił e lektrycz­
nych. W edług definicji C a e s s o n a  (12) m etoda elektrochrom atografii 
jest kom binacją procesu elektroforezy i chrom atografii odbywających się 
równocześnie albo sukcesyw nie w dowolnej kolejności. Jako nośniki słu­
żyć mogą dla celów elektrochrom atografii bibuła, żele krzemowe, agar, 
celuloza, proszki celitowe, skrobia i sproszkowane żywice. W szystkie te 
m ateria ły  znajdują dziś zastosowanie w technice kolum now ej, bibułowej 
i płytkow ej. Spływ  buforu  po arkuszu bibuły lub w kolum nie, albo na 
płytce z adsorbentem  w polu elektrycznym  prostopadłym  do kierunku 
przepływ u nosi nazwę elektrochrom atografii ciągłej. Odróżniam y tech­
nikę wąskiego pasma, jeżeli bufor spływ a z jednego określonego miejsca 
na nośniku i technikę szerokiego pasma, jeżeli spływ  odbywa się w spo­

* P ro f. d r, by ły  k ie ro w n ik  K a te d ry  C hem ii F iz jo log icznej A kad em ii M edycz­
n e j w L ub lin ie .
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sób ciągły po całej powierzchni nośnika (rys. 1 i 2). Technika, w której 
oba procesy chrom atografii i elektroforezy przebiegają sukcesywnie nosi 
nazwę elektrochrom atografii nieciągłej.

M etoda elektrochrom atografii pozwala zwiększyć selektywność roz­
działu proporcjonalnie do różnic m iędzy ładunkam i składników badanych 
mieszanin.

R ys. 1. E le k tro c h ro m a to g ra f ia  c iąg ła  z p asm a w ąsk iego  (37)

Rys. 2. E le k tro c h ro m a to g ra f ia  c iąg ła  z p asm a szerokiego (37)

Jako jedni z pierwszych G r a s s m a n  i H a n n i g  (18, 19, 20) za­
stosowali m etodę elektrochrom atografii do rozdziału białek surowicy. Ich 
m etoda opiera się na zasadzie równoczesnego działania obu sił, to znaczy 
siły spływu buforu i siły pola elektrycznego działającej prostopadle do 
k ierunku  spływu buforu. Dobór odpowiedniego buforu, pH  i napięcia p rą ­
du umożliwił autorom  dokonanie preparatyw nego rozdziału białek suro­
wicy z 100 procentową wydajnością w zestawie kilkunastu  komór według 
w łasnego pro jek tu  (Elphor V).
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Szersze zastosowanie znalazła technika sukcesywnego rozdziału chro­
m atograficznego adsorpcyjnego lub rozdzielczego po elektroforezie według 
D u r  r u m  (14), S t r a i n a  (46), H a u g a r d a  (23), H a r t m a n a  (22)
i innych.

Do metod elektrochrom atograficznych zaliczano swego czasu orygi­
nalną m etodę K a m i e ń s k i e g o  znaną dziś pod nazwą elektrom etrycz- 
nej lub potencjom etrycznej (27, 28). A utor identyfikow ał rozdzielone 
chrom atograficznie na bibule związki na podstaw ie różnic w ich ładun­
kach elektrycznych przez przykładanie elektrody do odpowiednich miejsc 
na chrom atogram ie. W zależności od rodzaju badanych substancji stoso­
wano różne rodzaje elektrod. W m iejscach lokalizacji poszczególnych 
związków na bibule notowano różne potencjały. Zastosowana nieco póź­
niej w łaściwa nazwa m etody elektrom etrycznej okazała się uzasadniona. 
M etoda elektrochrom atograficzna w kom binacji chrom atografii adsorp- 
cyjnej na kolum nie i elektroforezy według D u r  r u m  (14) okazała się 
bardzo cenna w analizie preparatyw nej złożonych mieszanin.

II. Elektrochromatografia bibułowa

G runtow ne i wszechstronne opracowanie m etodyki elektrochrom ato- 
graficznej na bibule dla aminokwasów w płynach ustrojow ych i hydroli­
zatach białkowych podali B o u 1 a n g e r  i B i s e r  t e (5, 6, 7, 8, 11). Ich 
m etoda obejm uje kilka kolejnych etapów:

A) Elektroforeza pH — 3,9, bufor: pirydyna, kwas octowy, woda 
(30:100:487), bibuła Arches 304, lub W hatm an 1, (28X48 cm), 10—20 in-1 
roztw oru, 400 V, 4 godziny. Uzyskuje się rozdział kwasu cysternowego, 
siarczanu-0-tyrozyny, kwasu asparaginowego, glutaminowego, glutationu 
zredukowanego, kwasu a-am inoadypinowego, aminokwasów obojętnych 
(łącznie), kwasu (3-aminoizomasłowego, aminokwasów zasadowych (łącz­
nie), kolam iny i amin biologicznie czynnych.

B) I. E lektroforeza pH  — 3,9. II Chrom atografia. Ad I: bufor jak  w A. 
W hatm an 1, 400 V, 15 godzin lub 600 V, 7—8 godzin. Ad II: do w yboru 
układy: butanol, kwas octowy, woda (4:1:5), 24—30 godzin, spływowa lub 
butanol-p irydyna, kwas octowy, woda (30:6:24:20), 6—8 godzin, w stępu­
jąca albo też chloroform , m etanol, 90% kwas octowy (100:15:5), 6—8 go­
dzin, w stępująca.

C) I. E lektroforeza pH  — 3,9. II. Chrom atografia. Ad. I: bufor o pH 3,9,
1 N kwas octowy, W hatm an 3. Ad II: technika spływowa, układ n -bu ta- 
nol, kwas octowy, woda (4:1:5), 20 godzin; rechrom atografia dw ukierun­
kowa: n-butanol, kwas octowy, woda (4:1:5) oraz m etyloetyloketon, ace­
ton, woda (3:1:0,6), 24 godziny. Uzyskuje się dobry rozdział: seryny, gli­
cyny, waliny, m etioniny, tryp tofanu . P rzy  rechrom atografii dw ukierun­
kowej uzyskuje się rozdział leucyn.
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D) Rozdział aminokwasów zasadowych przeprow adza się po elucji 
z elektroforogram u stosując chrom atografię dw ukierunkow ą w układach 
butanol, kwas octowy, woda oraz fenol z wodą i amoniakiem. A utorzy sto­
sują również zam iast chrom atografii elektroforezę dw ukierunkow ą: I — 
elektroforeza, pH  11,7, bufor am oniakalny, Arches 304 (27X40 cm), 400 V, 
15 godzin; II — elektroforeza, pH  6,5, bufor-pirydyna, kwas octowy, woda 
(200:8:792), W hatm an 1 (47X57 cm), 400 V, 15 godzin.

A utorzy uzyskali za pomocą swej kom binowanej techniki dobre w yni­
ki mieszczące się przy oznaczeniach ilościowych w granicach błędu do 
10% dla większości znanych aminokwasów i do 25% dla tryp tofanu , hy- 
droksyproliny i asparaginy.

Większość innych kom binacji elektroforezy z chrom atografią ogła­
szanych przez różnych autorów  (14, 16, 24, 25, 30, 31, 32, 35, 52, 57) opiera 
się na wspólnej zasadzie elektroforezy w buforze kwaśnym  i chrom ato­
grafii w układzie butanolu z kwasem  octowym. N iektórzy z nich (24, 25, 
30) stosują elektroforezę wysokonapięciową (70— 100 V/cm).

Na technice zespołu francuskiego z Lille oparła się R e 1 v a s (42) 
w oznaczeniach ilościowych poszczególnych aminokwasów w płynach 
ustrojowych, stosując elucję bibuły 75% acetonem  w ciągu 30 min. i w y­
woływanie aminokwasów kw aśnych i obojętnych 1%  roztw orem  ninhy- 
d ryny w acetonie z dodatkiem  10% buforu fosforanowego o pH  7. Do w y­
wołania aminokwasów zasadowych posłużył 1%  roztw ór n inhydryny  
w acetonie z dodatkiem  6%  kw asu octowego. Oznaczenia przeprow adzano 
w spektrofotom etrze Unicam SP-500 przy 575 min, a dla asparaginy przy 
350 mfi. O dw rotną kolejność procesów elektroforezy i chrom atografii 
zastosowała B 1 a s s (9, 10) do rozdziału amin. Tego typu kom binację 
nazwano słusznie nie elektrochrom atografią ale chrom atoforezą. Bez 
w ątpienia m etodyka zaspołu B o u l a n g e r  — B i s e r t e  jest cenna
i użyteczna w zastosowaniu do analiz złożonych mieszanin am inokw a- 
sowych, ponadto jest doskonale opracow ana pod względem analitycz­
nym, ale nie uzyskała ona większego znaczenia i rozpowszechnienia z po­
wodu długotrwałości złożonego procesu rozdziału.

Natom iast nowsza m etoda zaproponowana przez F i s c h l a  i S e g a -  
l a  (15) okazała się dogodniejsza dla badań seryjnych am inoacydurii
i aminoacydemii, a przede wszystkim  znacznie krótsza. Oba procesy 
elektroforezy i chrom atografii przeprow adza się sukcesywnie tylko na 
jednym  arkuszu bibuły przyciętym  w kształcie lite ry  T. W celu zabez­
pieczenia od dyfuzji buforu stosuje się spryskanie oktanolem  części b i­
buły przeznaczonej dla chrom atografii. Napięcie prądu  wynosi około 
700 V, pH  buforu około 2,2, skład buforu: kwas octowy 7,8% i kw as 
m rówkowy 2,5% w stosunku 1:1, czas 1 godzina. Chrom atografię w ystę ­
pującą prow adzi się w układzie: butanol, kwas octowy, woda (4:1:1). Do 
znacznego skrócenia czasu przyczynia się w pierwszym  rzędzie elim i­
nacja wstępnego procesu przygotowawczego do analizy chrom atogra­
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ficznej, m ianowicie odsalania, k tóre jest niezbędne w chrom atografii 
dw ukierunkow ej. P rzy  stosowaniu chrom atografii dw ukierunkow ej jed­
nym  z układów  rozw ijających jest fenol. Na niekorzyść fenolu przem a­
wia długi czas rozw ijania i szkodliwy jego w pływ  na niektóre am ino­
kwasy. Omówiona technika F i s c h l a  i S e g a l a  posłużyła nam  po 
wprowadzeniu w łasnych m odyfikacji do badań nad am inoacydurią fizjo­
logiczną i patologiczną (38, 39, 40, 58, 59).

Na arkusz bibuły w ycięty w kształcie lite ry  T o w ym iarach poda­
nych na rysunku  (rysunek 3 i 4) nanosi się po 20—30 m-1 moczu p ier­
wotnego w dwu m iejscach na rozszerzonej części bibuły.

27cm

: • '• bariera z oktanolu _ • ;

12
cm

x pas elektroforezy 

x pas elektroforezy kontrolnej

, 42 cm

R ys. 3. W ykró j b ib u ły  do e lek tro c h ro m a to g ra f ii (15,38)

1 . k a m e ra  60X60 cm
2. n aczyn ia  e lek tro d o w e
3. e lek tro d y
4. s ta ty w  z p rę ta m i szk lanym i
5. b ib u ła

a. bariera z oktanolu
b. pas elek troforezy
c. pas kontrolny elek troforezy  
x. punkt startu

R ys. 4. K om ora  do e le k tro c h ro m a to g ra fii (38)
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Próba naniesiona niżej służy dla celów kontroli. Bezpośrednio po 
ukończeniu elektroforezy w yw ołuje się tylko pasek kontrolny po odcię­
ciu z arkusza. Obraz rozdziału uzyskany na pasku kontrolnym  stanow i 
podstaw ę dla ustalenia sposobu rozdziału chrom atograficznego. B arierę 
oktanolową, k tórej usunięcie z bibuły wym aga dłuższego czasu, ograni­
cza się tylko do 2 cm. Elektroforezę przeprow adza się w pH  2,2 w bufo­
rze lotnym  m rówczanowo-octanowym  w stosunku podanym  powyżej, 
przy napięciu 20 V/cm, natężeniu prądu 0,7— 0,8 mA, w czasie 1 godzi­
ny. Chrom atogram y po dokładnym  wysuszeniu i odparow aniu oktanolu 
rozw ija się dw ukrotnie w układzie butanol, kwas octowy, woda (4:1:1). 
P lam y wyw ołuje się jedno procentow ym  roztw orem  ninhydryny w ace­
tonie w pokojowej tem peraturze. Dopiero po kilku godzinach ogrzewa 
się chrom atogram y w suszarce do 60°. Podobnie przygotow uje się elek- 
trochrom atogram y z surowicy po odbiałczeniu 10°/o kwasem tró jchloro- 
octowym w stosunku 1:1. Po odwirowaniu usuwa się kwas tró jchloro- 
octowy przez k ilkakrotne w ytrząsanie z eterem  i nanosi na bibułę 60 ¡̂ 1 
co odpowiada 30 ¡ul surow icy przed odbiałczeniem. P rzykłady elek tro- 
chrom atogram ów  przedstaw iają rysunki 5— 8.

W prawdzie ani oryginalna m etoda F i s c h l a  i S e g a l a  ani n a ­
sza m odyfikacja nie pozwalają uzyskać na jednym  tylko elektrochrom a- 
togram ie doskonałego rozdziału 20—30 aminokwasów w ystępujących 
zwykle w m ateriale  biologicznym, ale inne zalety tej m etody jak znacz-

Elektroforeza pH-2,2

R ys. 5. E lek tro ch ro m a to g ram  am in o k w asó w  w zorcow ych  (pH  2,2) (38, 39, 40)

http://rcin.org.pl



[7] E LE K TR O C H R O M A TO G R A FIA 601

Elektroforeza pH-3,9 ^

R ys. 6. E le k tro c h ro m a to g ra m  am inokw asów  w zorcow ych  (pH  3,9) (38,39,40)

\J L iz -0 H  ^

Elektroforeza pH-3,9 

Rys. 7. E le k tro c h ro m a to g ra m  am in o k w asó w  zasadow ych  (38)
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a) b)

_  Gti 
'Ser 

'G/umẑ .
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Rys. 8. E lek tro ch ro m a to g ram  am inokw asów  w  m oczu dziecka
a) fizjo log iczn y  (39) ,
b) w osteochondritis (40)
c) w  n iedorozw oju um ysłow ym  (39)
d) w fen yloketon u rii (39)
e) w  osteodystrophia fibrosa (40)

ne skrócenie czasu analizy, ponadto możliwość w ykorzystania jednego 
elektroforogram u do chrom atografii w różnych układach równocześnie 
na odpowiednio odciętych paskach z pierwotnego arkusza T lub sukce­
sywnie, uzasadniają zaliczenie tej m etody do bardzo wygodnej i uży­
tecznej dla biochemii klinicznej. Stosowanie różnych układów rozw ija­
jących dla aminokwasów obojętnych, kw aśnych i zasadowych oraz kilku 
testów wywołujących um ożliwia właściwą identyfikację poszczególnych 
aminokwasów naw et w niezupełnie rozdzielonych plam ach. Podane 
przykłady elektrochrom atogram ów  z moczu w przypadkach schorzeń 
kostnych u dzieci, przy niedorozwoju umysłowym, w fenyloketonurii 
stanowią poparcie poglądu, że m etoda ta nadaje się może lepiej od in ­
nych do celów diagnostyki lekarskiej. Czas trw ania jednej serii analiz 
naw et przy kilkakrotnym  suszeniu i kilkugodzinnym  rozw ijaniu w róż­
nych układach nie powinien przekroczyć 24 godzin. Na uwagę zasługują 
również udane próby rozdziału aminokwasów podobną techniką opraco­
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w aną przez W r o ń s k i e g o  (56a, b). P rzy  zastosowaniu dwugodzinnej 
elektroforezy au to r uzyskuje rozdział aminokwasów na 6 stref. W d ru ­
gim k ierunku au to r stosował wyłącznie chrom atografię w układzie bu­
tanol, kwas octowy, woda.

Pom ysłową technikę elektrochrom atograficzną na wąskich paskach 
bibuły z przew ężeniam i w środku paska stosuje M a t t h i a s  (33). Dwie 
elektroforezy ze zm ienianym  kierunkiem  rozdziału (anoda katoda) 
przy napięciu około 150 V w buforze: pirydyna, kwas octowy, woda

b) c)

Rys. 9. E le k tro c h ro m a to g ra f ia  te ch n ik ą  M a t t h i a s a  (33)
a) w ykrój bibuły,
b) komora do elek troforezy.
c) chrom atogram y am inokw asów  kw aśnych , zasadow ych i obojętnych

i dw ukrotna chrom atografia w układach: butanol, kwas octowy, woda 
pozwalają rozmieścić oddzielnie na 3 połówkach pasków aminokwasy 
kwaśne, obojętne i zasadowe (rysunek 9, a, b, c).

W końcu wspomnieć należy o sukcesach techniki elektrochrom ato- 
graficznej w analizie peptydów. Identyfikacja peptydów  otrzym yw a­
nych podczas częściowej hydrolizy enzym atycznej białek znalazła 
obecnie szerokie zastosowanie w badaniach s tru k tu ry  białek. Technikę 
tę  znaną pod nazwą „fingerprinting” stosowali I n g r a m  (26), B a g 1- 
l i o n i  (1 , 2) do porów nania hemoglobin patologicznych z fizjologicz­
nymi. W tej samej komorze przeprow adza się równocześnie dla obu roz­
tw orów  kontrolnego i badanego elektroforezę na odpowiednio w yciętych
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arkuszach bibuły przy pH  6,5 w buforze: pirydyna, kwas octowy, woda 
według M i c h l a  (34), przy napięciu 19 V/cm w czasie 150 m inut. N a­
stępnie chrom atogram y rozw ija się w drugim  kierunku w klasycznym  
układzie butanol, kwas octowy, woda (rysunek 10 a, b).

R ys. 10. E le k tro c h ro m a to g ra f ia  h y d ro liza tó w  hem oglob iny  (fin g erp rin t)  (25)
a) w ykrój bibuły

b) elektrochrom atogram y hem oglobiny norm alnej A i patologicznej S (26)

Inną jeszcze kom binację elektroforezy i chrom atografii na bibułach 
jonowym iennych zastosowali S t r e e t  i N o g y  (47, 48) do rozdziału 
m ieszanin preparatów  farm aceutycznych z grupy barb ituranów  i sali­
cylanów. Główną zaletą ich techniki jest szybkość obu procesów. Elek­
troforeza trw a 30 m inut, chrom atografia 20 m inut.
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III. Elektrochromatografia cienkowarstwowa

Sukcesy chrom atografii cienkow arstw owej w ostatnim  pięcioleciu 
w ykazują w yraźnie jej wyższość nad chrom atografią bibułową i uzasad­
n iają podjęcie prób przystosow ania techniki elektrochrom atograficznej 
do pły tek  z adsorbentam i. Znaczne skrócenie czasu analizy, zwiększenie 
czułości spowodowane m niejszą powierzchnią plam  na płytkach w po­
rów naniu z bibułą, lepsze rozdziały składników w złożonych m ieszani­
nach podnoszą znaczenie tej m etody. Jednym i z pierwszych publikacji 
w dziedzinie elektrochrom atografii cienkow arstw owej są prace H o- 
n e g g e r a (24, 25). Pierw owzorem  dla techniki H o n e g g e r a  była p ra ­
ca z 1946 roku C o n s d e n a ,  G o r d o n a  i M a r t i n a  (13), którzy 
przeprow adzili elektroforetyczne rozdzielenia aminokwasów i peptydów 
na żelu krzem ionkowym . Na podstawie badań porównawczych przepro­
wadzonych na m ieszaninach aminokwasów i amin H o n e g g e r  ustalił 
optym alne w arunki dla ich rodziału. Z adsorbentów  użyteczne są żel 
krzem owy, kwas krzem owy (Kieselgur) i tlenek glinu. Z łatw ych do 
usunięcia z pły tek  buforów lotnych najlepszym i okazały się: 1) m iesza­
nina 2N kwasu octowego z 0,6N kwasem  m rówkowym, pH  2,0, 2) p iry ­
dyna, kwas octowy, woda w stosunku 1:10:90, pH  3,6, a z nielotnych —
0,1M cytrynian  sodowy pH  3,9. Do rozdziału chrom atograficznego stoso­
wano przew ażnie m ieszaniny: butanol, kwas octowy, woda (60:20:20)
i fenol z wodą (75:25) po usunięciu buforu po elektroforezie. Ilość sub­
stancji przypadająca na jedną plam ę nie przekraczała 10 kig, a objętość 
nanoszonego roztw oru wynosiła około 5 m m 3. Do wyw oływ ania plam  
służyły roztw ory n inhydryny (0,2% w acetonie lub w 0,5% kwasie octo­
wym). E lektrochrom atogram y suszono w 110— 115° w czasie 5— 10 min. 
W m ieszaninach aminokwasów i am in am inokwasy barw iły się szybciej 
od amin.

Oprócz H o n e g g e r a  elektrochrom atografię na p łytkach stosowali 
P a s t u s k a  (41), K a p ł a n  i S c h n e i d e r  (29), N y b o m  (36), 
H a n n i g  (21), S t e g e m a n  (44,45) i inni. Z adsorbentów  używane 
były najczęściej żele krzem owe czyste lub z domieszką buforu cy try - 
nianowego i celulozy MN 300. Elektroforezę przeprow adzano zwykle 
w buforze lotnym  w pH  około 2, czasem 3,9 przy napięciu około 400 V. 
Chrom atogram y rozw ijano na ogół techniką w stępującą w klasycznym  
układzie: butanol, kwas octowy, woda (4:1:1), czasem w układzie: chlo­
roform , m etanol, 17% am oniak (2:2:1). N y b o m  w prowadził jeszcze 
dodatkowo dwa inne układy: propanol, pirydyna, woda (5:1:2) i m etylo- 
etyloketon, kwas mrówkowy, woda (24:1:6). W ostatnich dwu latach do­
konano w technice elektrochrom atografii cienkow arstw ow ej dalszych 
udoskonaleń, a mianowicie rozszerzono zakres stosowanych adsorben­
tów. Bardzo użyteczne okazały się adsorbenty mieszane z celulozy i żelu 
krzemionowego w stosunku 10:4 +  60 ml H 20 . Zm odyfikowano również ko­
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603 J. O P IE Ń S K A -B L A U T H [12]

m ory do elektrochrom atografii przez w prowadzenie bloku chłodzącego ze 
szkła lub pleksiglasu dla dopływu bieżącej wody pod p ły tkę i specjalnych 
knotów łącznikowych z bibuły W hatmana  z osłonkami celofanowymi 
w m iejscach styku z p ły tką (53) (rysunek 1 1 ). Potrzebę chłodzenia podczas 
elektroforezy już naw et przy napięciach powyżej 10 V/cm podkreślał 
H o n e g g e r .  Celowe i użyteczne w ydaje się również zastosowane przez

R ys. 11. K om ora  ch łodzona do e lek tro c h ro m a to g ra fii c ien k o w ars tw o w ej (53)
A — płytka z adsorbentem , B — blok chłodzący, C — osłonk i celo fan ow e, D — knot z b ibuły

W a l k e r a  (53) nakraplan ie indykatora uniw ersalnego na płytce w kil­
ku m iejscach nad startem , w celu śledzenia praw idłowej m igracji sub­
stancji. E lektrochrom atogram y w ykonane tą m etodą przedstaw ia ry su ­
nek 12 .
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R ys. 12. E lek tro ch ro m a to g ram y  am in o k w asó w  w zorcow ych  (A), w  m oczu fiz jo lo ­
g icznym  (B), w  fen y lo k e to n u rii (C) i c y s ty n u rii (D) (53)

1. Liz, 2. Arg, 3. His, 4. Gil, 5. Ala, 6. Pro, 7. Wal, 8. L eu+ Ileu , 9. Met, 10. Fen, 11. Ser, 
12. Tre, 13. Glu, 14. Tyr, 15. Try, 16. Asp, 17. Pro-OH, 18. Cys, 19. BAIBA, 20. GluNHs,

21. Tau, 22. Asp. NHs.
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Spraw a kolejności nanoszenia próbek na p ły tk i i spryskiw ania ich 
buforem  podlega jeszcze dyskusji. Większość autorów  przychyla się do 
poglądu, że najp ierw  należy nanieść badany roztw ór na płytkę, a potem  
zwilżać p ły tkę buforem. Stosuje się dwa sposoby w prow adzania buforu: 
można spryskać od razu całą powierzchnię płytki buforem , lub zwilżać 
ją stopniowo za pomocą wilgotnego paska bibuły umieszczonego na k ra ­
wędzi płytki. Dyskusji podlega również kolejność obu procesów elek­
troforezy i chrom atografii. Na przykład R i c h a r d  (43) stosuje n a j­
pierw  chrom atografię, a potem  elektroforezę. Większość autorów  sto­
suje kolejność odwrotną. Dodatkowa procedura przem yw ania płytek  po 
elektroforezie wodą destylow aną wprowadzona przez T r o u g h t o n a  
(49) do elektrochrom atografii cienkow arstw owej jest uzasadniona. W a- 
d e  i M o r g a n  (51) wprowadzili ten  sposób do chrom atografii fosfo­
ranów  na bibule w celu zagęszczenia plam  i zm niejszenia ich powierzch­
ni. W zakresie układów rozw ijających notuje się w pracach poszczegól- v 
nych autorów  znaczną ich rozmaitość. Oprócz klasycznego układu b u ta ­
nolu z kwasem  octowym stosuje się układy z m etyloetyloketonem  w ce­
lu uzyskania dobrego rozdziału kwasu glutaminowego od treoniny, po­
nadto układy kom binowane z pirydyną i kwasem  octowym dające dobre 
rozdziały asparaginy i glutam iny.

Technika elektrochrom atografii cienkow arstw owej znalazła również 
zastosowanie i uzyskała przew agę nad bibułową dla enzym atycznych 
hydrolizatów  białek. Specjalne kom ory według G l a e s m e r a  (17) oka­
zały się pożyteczne w rozdziałach peptydów  dla celów preparatyw nych. 
Największe sukcesy odniesiono jednak za pomocą kom binacji e lek tro ­
forezy wysokonapięciowej z chrom atografią cienkowarstwową. Połącze­
nie walorów obu technik stosowanych wspólnie daje w ostatecznym  
efekcie najlepsze rezultaty . W edług T r o u g t h o n a  w kom binacji 
elektroforezy przy napięciu 50 V/'cm, pH  1,4, 20—30 mA, na płytce z ad­
sorbentem  m ieszanym  (celuloza +  żel krzemowy, 4:1) i chrom atografii 
w układzie butanol, kwas octowy, woda (5:1:4) dw ukrotnie, uzyskuje się 
z 20—40 m-1 fizjologicznego moczu pierwotnego około 30 plam  ninhy- 
drynopozytyw nych na jednej tylko płytce (rysunek 13). Czas analizy nie 
przekracza 24—36 godzin. W celu uzyskania lepszych rozdziałów stoso­
wano jeszcze dodatkowe układy rozwijające, na przykład fenol z wodą 
(80:20) i m etyloetyloketon, kwas octowy, woda (14:6:5). P rzy  wyższych 
napięciach dochodzących do 100 V/cm uzyskiwano jeszcze więcej plam  
ninhydrynopozytyw nych i były one lepiej rozdzielone. Zdaniem  autora 
czułość dla poszczególnych aminokwasów dochodzi przy tej technice do 
0,001 ¡̂ g.

Inni jeszcze autorzy (3, 4) uzyskali doskonałe w yniki rozdziału am i­
nokwasów obok cukrów i kwasów organicznych w m ateriale  roślinnym  
(wyciągi z liści) na jednej tylko płytce z adsorbentem  mieszanym  (celu­
loza +  żel krzemowy) przy napięciach 50 V/cm w dwu układach sukce-
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R ys. 13. E lek tro ch ro m a to g ram  am inokw asów  i zw iązków  n in h y d ry n o p o zy ty w n y ch
w  m oczu p ie rw o tn y m  (49)

1. Orn, 2. Liz, 3. Arg, 4. BAIBA, 5. His, 6. Gli, 7. Ala, 8. G li-G li, 9. peptyd, 10. Ser, 11. Wal, 
12. Ileu, 13. Leu, 14. Fen, 15. Tre, 16. GluNHs, 17. Asp, 18. AspNHs, 19. Cys, 20. Glu, 21. Pro-OH,
22. Tyr, 23. Try, 24. Met, 25, 26. Met-SOs, 27. kreatyna, 28. Tau, 29. m ocznik, 30. kw as cyste in ow y

R ys. 14. E lek tro ch ro m a to g ram  am inokw asów , cu k ró w  i o rgan icznych  k w asó w  (4) 
(■ ) A m inokw asy
(O) Produkty rozkładu am inokw asów : m et 1 — su lfotlenek  m etion iny; m et — su lfon  m etio ­
n iny; kw as pirolidono-karboksylow y (nie zaznaczony) znajduje się m niej w ięcej w  tym  
sam ym  m iejscu  co kw as cytryn ow y
(□ ) Cukry: raf — rafinoza, sach — sacharoza, sor — sorbitol, gluk — glukoza, fru  — fru ­
ktoza, k sy l — ksyloza, ryb — ryboza  
(A) K w asy organiczne
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sywnie stosowanych: 1) m etyloetyloketon, p irydyna, woda, kwas octo­
w y (70:15:15:2), 2) propanol, woda, octan propylow y, kwas octowy, p i­
rydyna (20:60:20:4:1) w czasie 4,5 godzin. Na uwagę zasługują dobre roz­
działy leucyny od izoleucyny, fenyloalaniny, (3-alaniny, tryp to fanu  i m e­
tioniny, kwasu glutam inowego i asparaginowego, g lu tam iny  i aspara- 
giny, glicyny i seryny, a ponadto cukrów  i n iektórych kwasów orga­
nicznych (patrz rysunek  14).

IV. Ocena metodyki elektrochromatograficznej

Przegląd różnych m odyfikacji techniki elektrochrom atograficznej 
jest spraw dzianem  stałego i ciągłego postępu w rozwoju m etod chrom a­
tograficznych. Jako układy modelowe dla w ykazania zalet tej techniki 
służyły głównie m ieszaniny am inokwasów wzorcowych lub z m ateria łu  
biologicznego. N iewątpliw ie elektrochrom atografia uzyskała aktualnie 
wyższość nad chrom atografią dw ukierunkow ą. Uproszczona procedura 
w stępna (zbędne odsalanie m ateriału), większa czułość m etody i znacz­
nie krótszy czas pełnej analizy zadecydowały o sukcesie tej techniki. 
Dalszy postęp stanow i zastąpienie bibuły adsorbentem  na płytce. Uzy­
skano w krótszym  czasie lepsze jeszcze rozdziały i większą czułość. N aj­
większe jednak sukcesy odniesiono w  elektrochrom atografii płytkow ej 
przy wysokich napięciach dochodzących do 100 V/cm. Świadczą o tym  
w yniki prób T r o u g h t o n a ,  k tó ry  uzyskiw ał w 20—40 |il p ierw ot­
nego moczu 30 do 55 plam  ninhydrynopozytyw nych i B i e l e s k i e g o ,  
k tó ry  rozdzielał na jednej płytce aminokwasy, cukrowce i kwasy orga­
niczne. Także w ykorzystanie tej techniki do analizy petydów  w enzym a­
tycznych hydrolizatach białkowych (f ingerprinting) (54, 55) stanowi do­
datkow y jej sukces.
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ADDENDUM

N a za in te reso w an ie  zasłu g u je  jeszcze je d n a  odm iana m eto d y k i e le k tro c h ro m a - 
to g ra fic zn e j n a  b ibu le : M c D o n a l d ,  R i b e i r o  i B a n a s z e k  (1) rozdz ie lili 
dw adzieśc ia  k ilk a  am inokw asów  s to su jąc  rów nocześn ie  siły  e lek try czn e  (e lek tro ­
forezę) w  jed n y m  k ie ru n k u  i ch ro m a to g ra fię  te ch n ik ą  w iró w k o w ą  — w  d ru g im  
(A p a ra tu ra  „ E lek trochrom a to fu g e  L a b lin e”). S y lv ia  B o t t o m l e y  (2) u zyska ła  znacz­
n ie  lepsze  rozdz ia ły  m ieszan in  am inokw asów  sto su jąc  zam iast b ib u ły  W h a tm an  
jo n o w y m ien n ą  b ibu łę  z D EA E . O p tym alne  w a ru n k i ro zd z ia łu  są n a s tę p u ją c e : ro z ­
p u szcza ln ik  — 0,005M NaCl, szybkość w iro w an ia  320 obr/m in , p rzep ły w u  rozpuszczały  
n ik a  1,0 m l/m in , n a tęż en ie  p rą d u  32 m A , nap ięc ie  800— 1000 V, czas trw a n ia  ro z ­
d z ia łu  około 50 m in. E lek tro ch ro m a to g ram y  w yw oływ ano  ro z tw o rem  ace tonow ym  
n in h y d ry n y  z 10% d o d a tk iem  k w asu  octow ego lodow atego . T e m p e ra tu ra  su szen ia  
po w y w o łan iu  50—60°C w  czasie 15—20 m in. B ezpośrednio  po w y w ołan iu  i w y su ­
szen iu  e lek tro ch ro m a to g ram u  p o ja w ia ją  się sw oiście zab arw io n e  p lam y  poszczegól­
nych  am inokw asów . U zyskano  d ob re  ro zd z ia ły  am inokw asów  w  m ieszan inach  w z o r­
cow ych, w  m oczu, su row icy  i w yciągach  z a ry tro cy tó w . P o n ad to  p rzep row adzono  
oznaczen ia  ilościow e i pó łilościow e w iększości am inokw asów . Z naczne sk rócen ie  
czasu  an a lizy  i w iększa  czułość p rz e m a w ia ją  na  ko rzyść te j techn ik i.

1 M c D o n a l d  H.  J.,  R i b e i r o  L.  P. ,  B a n a s z a k  L. J . A na l. C hem . 31, 
825 (1959).

2 S. B o t t o m l e y ,  A nal. B iochem . 18, 742 (1967).
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Post. Biochem.  13, 613—615 (1967).

RECENZJE

D evelopm ent of M etabolism  as R elated to N utrition (Sym posium  Prag 1966),
red. P. H ahn, O. K oldovsky, w yd. S. Karger A. G. B asel, N ew  York 1967

K siążk a  licząca  310 s tr . o b e jm u je  m a te r ia ły  o raz  d y sk u s ję  z trzec iego  k o le j­
nego sym pozjum  fiz jo log ii ro zw o jow ej zo rgan izow anego  przez  In s ty tu t  F iz jo log ii 
C zechosłow ackiej A k ad em ii N au k  (P raga  11—14 styczn ia  1966 r.), a pośw ięconego  
ro zw o jow i fu n k c ji m e tabo licznych  ze szczególnym  uw zględn ien iem  w p ły w u  poży­
w ien ia . 26 p rzed s taw io n y ch  p rac  oraz liczne w ypow iedzi w  d y sk u s ji u zu p e łn io n o  
w p ro w ad zen iem  od re d a k c ji i sp isem  uczestn ików . O koło 60 osób rep rezen to w a ło  
12 k ra jó w  eu ro p e jsk ich  (Szw ecja, F ra n c ja , W. B ry tan ia , CSSR, NRD, N RF, ZSRR , 
H o land ia , P o lska , B elgia, F in lan d ia , W łochy) i U SA. P o n ad to  w  o b rad ach  uczest­
n iczył p rzed s taw ic ie l U N IC E F, a p rzew odn ic tw o  było  w  ręk ach  d r R. A. Mc 
C ane z Z ak ład u  M edycyny D ośw iadczalnej U n iw ersy te tu  w  C am bridge . R ep rezen ­
to w an e  by ły  zak ład y  fiz jo log ii, k lin ik i p ed ia try czn e , spec ja lis tyczne  in s ty tu ty , m ię­
dzy innym i M atk i i D ziecka, Ż yw ien ia  itp .

W  ciągu  ob rad  om aw iano  m etabo liczne  fu n k c je  p rzew odu  pokarm ow ego  i p rz e ­
m iany  tłuszczow e, a tak że  ich  zm iany  w  czasie  rozw o ju  osobniczego. Poszczególne 
p ra c e  obejm ow ały  dość ró żn o ro d n e  a sp e k ty  zw iązane  z ty tu łe m  sym pozjum  i by ły  
p rzep ro w ad zan e  na  izo low anych  tk an k ac h , o rgan izm ach  zw ierzęcych , a  tak że  lu ­
dziach.

Do c iekaw szych  p rac  n ad  fu n k c ją  m e tabo liczną  p rzew odu  p o k arm ow ego  m ożna 
zaliczyć b ad an ia  nad  ro zw o jem  tra n sp o r tu  cu k ru  w  p rzew odzie  p o k arm o w y m  k u r ­
czą t (P. H. B ogner — USA) o raz  sy s tem ie  re g u lu ją c y m  ak ty w n o ść  a lk a liczn e j fo s­
fa tazy  w  d w u n astn icy  k u rc z ą t i m yszy (F. Moog i R. D. G rey  — USA), a  tak że  
w  je lic ie  c ienk im  w  czasie  rozw o ju  p łodu  ludzk iego  (A. D a h lq u is t i T. L in d - 
berg  — Szw ecja). Z espół badaczy  z C SSR  i NRD (O. K o ldovsky , A. H erin g o v a , 
J . H oskova, V. J irso v a , R. N oack, M. F rie d ric h  i G. Schenck) p rz e d s ta w ił c iek aw e 
i bardzo  obszerne  w y n ik i z zak resu  rozw o jow ej b iochem ii je l ita  c ienk iego , d o ty ­
czące zw łaszcza ak ty w n o śc i (3-galaktozydazy, enzym ów  p ro teo lity czn y ch  i lip o li- 
tycznych  ro snących  now oro d k ó w  szczurów , m yszy i k ró lików . P race  nad  ro zw o jem  
fu n k c ji je l ita  cienkiego  p łodu  człow ieka, zw łaszcza zw iązanych  z tra n sp o r te m  g lu ­
kozy są k o n ty n u a c ją  bad ań  g ru p y  uczonych czechosłow ackich  (V. J irso v a , O. K o l­
dovsky  i inni). W p racy  J . G . Lecce (USA) p rzed staw io n o  po g ląd y  na  te m a t a b ­
so rpc ji m ak ro cząsteczek  (w szczególności y -g lobulin ) p rzez  p rzew ód  p o k a rm o w y  
n ow orodka  w y k azu jąc  różn ice  g a tu n k o w e  w  ty m  procesie . O m ów iono ró w n ież  ro z ­
w ój ab so rp c ji je lito w e j w ita m in y  B 12 i am in o k w asó w  (T. H. W ilson (USA). P o n a d to  
p rzed staw io n o  i d y sk u to w an o  szereg  p rac  z zak resu  m etab o lizm u  tłu szczu  z w ra ­
ca jąc  uw agę n a  konieczność b ad ań  poszczególnych  enzym ów  w  ro zw o ju  o sobn i­
czym  o raz  w  zw iązku  z pożyw ien iem  i k o n tro lą  h o rm o n a ln ą  (P. H ahn , Z. D ra h o - 
ta , V. M elichar, M. N ovak  i E. H onova z CSSR, D. H u ll z W. B ry tan ii, Ch. M. V an  
D uyne z USA).

In te re su ją c e  w y n ik i (J. D obbing — W. B ry tan ia ) w sk azu jące  n a  m ożliw ość 
w p ływ u  n iedożyw ien ia  n a  zm iany  w  c e n tra ln y m  u k ład z ie  nerw ow ym , a  zw łaszcza 
w p ływ u  na  p rocesy  m ie lin izac ji w  zależności od ok resu , czasu  i n a tęż en ia  n ie d o -
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ży w ien ia  w yw oła ły  dość d łu g ą  d yskusję . N. B. M yan t (W. B ry ta n ia )  om ów ił ro lę  
ta rczy cy  w  rozw o ju  m ózgu ssaków . G ru p ę  p rac  pośw ięconych  ro zw o jo w i enzym ów  
rozpoczęła  H. B. B u rch  (USA) om aw ia jąc  poziom  m etab o litó w , zw łaszcza  c u k ro w ­
ców , jako  w sk aźn ik ó w  zm ian  podczas w zro stu  i ro zw o ju . Z ag ad n ien ia  zw iązan e  
z m etabo lizm em  m ocznika i, p iry m id y n  w  różnych  tk a n k a c h  podczas ro zw o ju  p ło ­
dów  i po u ro d zen iu  p rzed s taw ili N. K re tch m er, R. H u rv itz  (USA) i N. R a ih a  (F in ­
land ia ) o raz H. Illn e ro v a  (CSSR), a p racow n icy  In s ty tu tu  M a tk i i D ziecka  z W a r­
szaw y (J. B o janek , K. B ożkow a i S t. K urzepa) om ów ili c iek aw e  w y n ik i p rac  n ad  
poziom em  se ro to n in y  (5 HT) o raz  ak ty w n o śc ią  5 H T P  d ek a rb o k sy la z y  i oksydazy  
m onoam inow ej (MAO) w  cz te rech  podkom órkow ych  f ra k c ja c h  w ą tro b y  u 1 ,4 ,7 ,
10 i 14-dniow ych o raz  do rosłych  k ró lików . Z naczenie c e n tra ln e j re g u la c ji ze s tro n y  
u k ład u  nerw ow ego, syn tezy  i ak ty w n o śc i różnych  enzym ów  w  tk a n k a c h  em b rio ­
na ln y ch  i u do rosłych  ssaków  p rzed staw io n o  (V. S. I l j in  — ZSR R ) n a  p rzy k ład z ie  
w ą tro b y , m ięśn i i n e rek  k ró lik ó w  oraz  szczurów . D. G. W alk e r, H. H. K h an  > 
i S. W. E a ton  (W. B ry tan ia ) p rzed s taw ili w y n ik i b a d a ń  n ad  en zym am i k a ta l iz u ­
jący m i foisforylację heksoz u, now onarodzonych  św in ek  m o rsk ic h  i szczurów  
i zw rócili szczególną uw agę n a  w p ływ  w p ro w ad zan ia  w ięk sze j ilości g lukozy  do 
d ie ty  n a  ak ty w n o ść  g lu k o k in azy  w  w ą tro b ie . K. S ch re ie r i V. P o ra th  (NRF) p rz e d ­
s taw ili dane  o w p ływ ie  ilości b ia łk a  w  d iecie na  syn tezę  i ro zp ad  b ia łek  ró żn y ch  
n a rząd ó w  m łodych  szczurów  w  okresie  w zro stu . O m ów iono ró w n ież  (L. L e ib son  — 
ZSRR) p og lądy  i w y n ik i p rac , zw łaszcza rad z ieck ich  w  dz iedz in ie  czynn ików  en d o ­
k ryno log icznych  reg u lu ją c y c h  m e tabo lizm  cuk row ców  w  ro z w ija ją c y m  się za ro d k u  
k u rzy m . O bse rw ac je  do tyczące  ro zw o ju  cz te rech  ty p ó w  k o m ó rek  tr z u s tk i ssaków  
(szczur, św inka  m orska , człow iek) w  ok res ie  p łodow ym  i po u ro d zen iu  p rz e d s ta w ił 
B. H ellm an  (Szw ecja). Z w iązek  m iędzy  ro d za jem  tłu szczu  w  d iec ie  n iem o w lą t, 
a  a b so rp c ją  w ap n ia  by ł p rzed m io tem  re fe ra tu  E. M . W iddow son  (W. B ry tan ia ). 
O m ów ienia  b ad ań  n ad  hom ostazą  g lukozy  (A. S ch w artz  i in n i — USA ) o raz  ź ró d ła ­
m i en e rg ii (V. M elichar i in n i — CSSR) u now orodków  zak ończy ły  o b rady .

N ależy  podk reś lić , że w y d an e  m a te ria ły  zostały  o p raco w an e  b a rd zo  s ta ra n n ie , 
a  d y sk u s je  po każdej z p rac , ja k  rów n ież  d y sk u s je  ogólne po k ażd y m  dn iu  o b rad  
m im o, że n ie  w y cze rp u ją  zagadn ień , d a ją  c iekaw y  p rzeg ląd  s ta n u  b a d a ń  i p o g lą ­
dów  na  zw iązek  m iędzy  żyw ien iem  a m etabo lizm em  ro zw o jo w y m  u o rgan izm ów  
w yższych.

S t. B erger

M echanizm y reakcji biochem icznych, Lloyd L. Ingrahm ,
P aństw ow e W ydaw nictw o N aukow e, W arszawa 1966, str. 134

T łum aczy ł z ang ie lsk iego  Jacek  T erp iń sk i. T y tu ł o ry g in a łu  „B iochem ical M e­
ch an ism s” .

O m aw ian a  k s iążk a  je s t k ró tk ą , zw a rtą  ro zp raw ą  o m ech an izm ie  n ie k tó ry c h  
p o d staw o w y ch  re a k c ji b iochem icznych . A u to r p rzep ro w ad z ił w y k ład  w  dw u 
częściach. W p ie rw sze j części om ów ił, w  oparc iu  o w spó łczesne  w iadom ośc i z b u ­
dow y m ate rii, p o d staw y  teo re ty czn e  reag o w an ia  zw iązków  n ieo rg an iczn y ch  i o rg a ­
nicznych . T a część k siążk i zaw ie ra  om ów ien ie o rb ita li a to m o w y ch , p o w staw an ie  
o rb ita li  cząsteczkow ych i u k ład u  w iązań  sprzężonych. A u to r om ów ił ró w n ież  z ja ­
w isk a  tow arzyszące  tw o rzen iu  zw iązków  kom pleksow ych , re a k c je  p o d staw ien ia , 
s ta n y  prze jśc iow e, w iązan ia  jonow e itp . o raz  s c h a ra k te ry z o w a ł ro lę  m e ta li jak o
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k a ta liz a to ró w  re a k c ji chem icznych . W  o s ta tn im  rozdz ia le  a u to r  n aw iązu je , b a r ­
dziej bezpośrednio , do b iochem ii o m aw ia jąc  w iązan ia  w ysokoenerge tyczne  n a  
p rzy k ład z ie  ta k ic h  zw iązków  ja k  ad en o zy n o -5 ’-tró jfo s fo ra n , ak ty w n y  sia rczan  itp .

D ru g a  część k siążk i o b e jm u je  osiem  k ró tk ic h  rozdzia łów  o re a k c ja c h  e s try f i-  
k a c ji i hydro lizy , o re a k c ji e lim in ac ji, m echan izm ie  d ek a rb o k sy lac ji. D alej a u to r  
om ów ił re a k c je  u tlen ian ia , różne  ty p y  ko n d en sac ji, re a k c je  a lk ilo w an ia . O sobny 
rozdz ia ł pośw ięcony  je s t m echan izm om  p rz eg ru p o w y w an ia  a tom ów  w e w n ą trz  czą­
steczk i. A u to r rozw aża  n a  k ilk u  p rz y k ła d a c h  m ożliw ości różnych  m echanizm ów  
p rzeg ru p o w an ia . R ozdział ten  kończą ro zw ażan ia  n ad  ro lą  w itam in y  B 12 w  r e ­
ak c ja ch  p rzeg ru p o w ań  k w asu  g lu tam in o w eg o  w  k w as (3-m ety loasparag inow y i m e- 
ty lo m alo n y lo -k o en zy m u  A w  suk cy n y lo k o en zy m  A. Tę część k siążk i kończy k ró t­
k ie  om ów ienie m echan izm u tra n sa m in a c ji .

K ażd a  z dw u  części k siążk i z ao p a trzo n a  je s t w  osobny zestaw  li te ra tu ry , 
uw zg lęd n ia jący  p ra c e  p rzede  w szy stk im  z la t  p ięćdz iesią tych , a ty lk o  w  p o jed y n ­
czych p rzy p ad k ach  z ro k u  1960. W  ogólnej ocenie k s iążk i na leży  podkreślić , że 
a u to r  p rzy  om aw ian iu  poszczególnych re a k c j i  b iochem icznych  położył g łów ny n a ­
c isk  n a  s tro n ę  fizykochem iczną m ech an izm ó w , a po m in ą ł zupe łn ie  s tro n ę  fiz jo lo ­
giczną. P oza  ty m  w ie le  m echan izm ów  p o d an y ch  m a c h a ra k te r  w ysoce sp e k u la ty w - 
ny, o czym  a u to r  w spom ina  w e w stęp ie . K siążkę  tę  m ożna polecić jak o  s tu d iu m  
u zu p e łn ia jące  w  czasie n a u k i b iochem ii.

J . W. S za rk o w sk i

http://rcin.org.pl



http://rcin.org.pl



Post. Biochem.  13, 617—619 (1967).

SPRAWOZDANIA I KOMUNIKATY

Konferencja na temat biochemii ściany naczyniowej i miażdżycy, Poznań 16.12.1966r.

Rozw ój b ad ań  m e tabo lizm u  śc iany  naczyn iow ej łączy  się z p o szu k iw an iam i 
p rzyczyn  i m echan izm ów  p o w sta w a n ia  zm ian pato log icznych , zw łaszcza m iażdżycy, 
na leżących  do g łów nych  przyczyn  zgonów . C elem  k o n fe ren c ji zo rgan izow anej pod 
p a tro n a te m  Z arząd u  G łów nego P . T. B ioch. było om ów ien ie  dośw iadczeń , w y m ia ­
n a  pog lądów  oraz n aw iązan ie  w sp ó łp racy  w  te j dziedzin ie .

Z espołow y c h a ra k te r  czynników  w y w o łu jący ch  zab u rzen ia  p rzem ian  i zm iany  
naczyn iow e o raz k ró tk i p rzeg ląd  złożonych zagadn ień  dośw iadczalnych  s tan o w iły  
tre ść  uw ag w stęp n y ch  (A. H o rst, P oznań). D yskusje , k ie ro w an e  ko le jno  p rzez  
uczestn ików  k o n fe ren c ji, p op rzedza ły  k ró tk ie  p ro g ram o w e w p ro w ad zen ia  w  w y ­
b ra n e  zagadn ien ia . 1. G o sp o d ark a  ene rg e ty czn a  w  śc ian ie  tę tn icze j (H. K aro ń , P o z ­
nań), p rzy  pew nych  cechach  odrębności (odw rócony e fek t P a s te u ra ) , u za sad n ia  
słabszą  w ydajność  sp a lan ia  a tak że  syntez, w obec m a le jące j w  czasie zaw arto śc i 
zw iązków  w ysokoenerge tycznych . 2. E nzym atyczne a sp ek ty  p rzem ian y  lip id o ­
w ej (J. P a te lsk i, P oznań) do tyczą syn tez  o raz  różnic i zm ian  w  ak ty w n o śc i enzym ów  
k a ta lizu jący ch  h yd ro lizę  fosfo lip idów , g lice rydów  i e s tró w  ch o les te ro lu  w  śc ian ie  
tę tn icze j. S p ostrzeżen ia  w zro stu  ak ty w n o śc i lip idów  i sp ad k u  ak ty w n o śc i e s te razy  
cho lestero low ej, szybszej a k ty w a c ji kw asów  tłuszczow ych  w ie lon ienasyconych  
i na jw iększego  g ro m ad zen ia  e stró w  cho les te ro lu  z tak im i k w asam i w sk a z u ją  n a  
znaczenie  m echan izm u e s try fik a c ji w  śc ian ie  tę tn icze j, 3. L ip idy  i lip o p ro te id y  oso­
cza (J. P a lu szak , P oznań), k tó ry ch  b ad an ia  m ogą m ieć znaczen ie  pom ocnicze, p rz y ­
c iąg a ją  uw agę ze w zględu n a  znaczen ie  tra n sp o rto w e  i an ty g en o w e k o m ponen ty  
b ia łkow ej. 4. M etabolizm , zw łaszcza fosfo lip idów  (R. N iem iro , G dańsk), w  sensie  
w ym iany  poszczególnych sk ładn ików , p rzepuszczalności i s ta rzen ia  się śc iany  n a ­
czyniow ej, je s t słabo poznany . J a k k o lw ie k  w zg lędn ie  w ysoka ak ty w n o ść  fo s fo - 
lipazy  A i obecność fosfo lipazy  B w sk azu ją  n a  in ten sy w n ie jszy  k a tab o lizm  fo s fo li­
p idów  niż in n y ch  es tró w  kw asów  tłuszczow ych w  ścian ie  tę tn icze j, to je d n a k  b a d a ­
n ia  tych  procesów  i ich  p a to fiz jo log ia  są dop iero  w  p o czą tkach  (Z. W aligóra, P o z ­
nań). 5. M iażdżyca dośw iadcza lna  (T. C hruście l, Z abrze) n ie  p o tra f iła  do tąd  do­
s tarczyć  dobrego m odelu  zm ian  w y stęp u jący ch  u człow ieka. O prócz dalszych  p ró b  
w  tym  k ie ru n k u  są konieczne b ad an ia  tę tn icy  lu d zk ie j w  zak res ie  różnych  p rz e ­
m ian , szczególnie m oże w ęg low odanow ej, z uw zg lędn ien iem  u m ie jscow ien ia  ich  
w  poszczególnych w a rs tw ach . 6. Ś rodk i fa rm aceu ty czn e  (Z. K le in ro k , Zabrze), d z ie ­
lące  się na  szereg g ru p  dz ia ła jący ch  na  ro zm aite  p rocesy , n ie  spełn iły  do tąd  ocze­
k iw ań . 7. P o n ad to  om aw iano  zagadn ien ia : a. S tru k tu ra  chem iczna i d y n am ik a  
zm ian w  ścian ie  naczyn iow ej (J. H anzlik , L ub lin ) — dotyczy szczególnie ko lagenu , 
k tó rego  zaw arto ść  w  w a rs tw ie  w ew n ę trzn e j i środkow ej znaczn ie  w z ra s ta  w  m ia ­
rę  s ta rzen ia  się. b. K ry te r ia  i ep idem io log ia  m iażdżycy  o raz hem o d y n am ik a  tę tn ic  
(J. R ogusk i i J . H asik , Poznań) — o b e jm u ją  m iędzy innym i zagadn ien ia  p a ra -m ia ż -  
dżycy oraz zespołow e b ad an ia  m iażdżycy m ałych  tę tn ic , zw iększa jące  m ożliw ości 
rozpoznaw cze, c. C zynnik i genetyczne (D. R ożynkow a, L ub lin ) — m a ją  znaczen ie
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w  p oda tnośc i części ludzi n a  m iażdżycę, k tó re  tru d n o  ok reślić  w obec n iezn an y ch  
m echan izm ów  p o w staw an ia  zaburzeń .

P ostęp  podstaw o w y ch  b ad ań  w a ru n k u ją c y c h  poznan ie  p a togenezy  i sposobów  
zapob iegan ia  o raz  leczen ia  m iażdżycy  i innych  chorób  u k ład u  naczyn iow ego  je s t 
m ierny . R o zw iązan ie  ty ch  zagadn ień  n ie  w y d a je  się b lisk ie  w obec n ie d o s ta te c z ­
nych  zasobów  sił i środków , b ra k u  k o o rd y n ac ji w ysiłków  i w sp ó łp racy . U czestn icy  
k o n fe ren c ji po stan o w ili w ym ien ić  inform acje^ o p ro w adzonych  p ra c a c h  o raz  k o n ­
tynuow ać  w  p rzyszłości podobne sp o tk an ia  o zaw ężonej tem atyce .

J. P a te lsk i

X Międzynarodowy Kongres Medycyny Wewnętrznej

P o lsk ie  T ow arzystw o  In te rn is tó w  u p rze jm ie  zaw iadam ia , że X  M ięd zy n aro d o ­
w y K ongres M edycyny  W ew nętrzne j odbędzie się w  W arszaw ie  w  d n iach  11— 14 
w rześn ia  1968 ro k u .

T e m a t y  -

T em aty  g łów ne:

1. R ola zab u rzeń  enzym atycznych  w  p a togenez ie  chorób  w ew n ę trzn y ch
2. Z ab u rzen ie  p rzem ian y  b ia łkow ej

T em aty  doda tkow e:

1 . Z ag ad n ien ia  e tyczne, p ra w n e  i społeczne w e w spółczesnej te ra p ii i n au k o w y ch  
b ad an ia ch  k lin icznych

2. Z asto sow an ie  m etod  m a tem aty czn y ch  w  m edycyn ie  w ew n ę trzn e j
3. R e h a b ilita c ja  w  m edycynie  w ew n ę trzn e j
4. N ajnow sze  osiągn ięc ia  w  m edycyn ie  w ew n ę trzn e j

P r o g r a m

W ykład  w p ro w ad za jący  do każdego  te m a tu  głów nego i d o da tkow ego  w ygłosi 
zap roszony  m ów ca. O czeku je  się, że zgłoszone poza ty m  re fe ra ty  u w zg lęd n ią  
w szystk ie  a sp ek ty  każdego  z tem ató w . P ro g ra m  K o n g resu  będzie  o p raco w an y  w  te n  
sposób, by um ożliw ić uczestn ikom  m ożliw ie szybki i ja sn y  w g ląd  w  o s ta tn ie  o siąg ­
n ięc ia  w  ty ch  dziedz inach  z p u n k tu  w idzen ia  zarów no  n a u k  p o d staw o w y ch  ja k  
i m edycyny  p rak ty czn e j.

U tw orzone zo stan ą  sekc je  d la  p ew nej liczby u czestn ików  celem  sw obodnej w y ­
m ian y  zdań  w  zak res ie  sp ec ja lis ty czn y ch  n au k o w y ch  lu b  p rak ty czn y ch  zagadn ień . 
M ożliw ość osobistej d y sk u s ji s tanow ić  będzie  w ażny  e lem en t p ro g ra m u  K ongresu .

J ę z y k i

P odczas p len a rn y ch  zeb rań  język iem  u rzęd o w y m  będzie: — ang ie lsk i, f ra n c u sk i, 
n iem ieck i i ro sy jsk i p rzy  jednoczesnym  tłu m aczen iu .
P odczas zeb rań  sekcji m oże może być używ any  k tó ry k o lw iek  z języ k ó w  u rzęd o ­
w ych, z p ie rw szeń stw em  dla  języ k a  angie lsk iego .
N a zeb ran iach  sekc ji n ie  będzie  tłum aczy .
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P r o g r a m  t o w a r z y s k i

P rzed  rozpoczęciem  ja k  i po zakończen iu  K ongresu  zo rgan izow anych  zostan ie  
szereg a tra k c y jn y c h  w ycieczek  ce lem  um ożliw ien ia  uczestn ikom  ob e jrzen ia  P o lsk i
i zw iedzenia  n a jb liż szy ch  okolic. Podczas trw a n ia  K ongresu  odbędzie  się o fic ja ln e  
p rzy jęc ie  i k o n c e rt W arszaw sk ie j O rk ie s try  F ilh a rm o n ii N arodow ej. P rzew id z ian y  
je s t rów n ież  sp ec ja ln y  P ro g ra m  d la  P a ń  o raz  d la osób to w arzyszących  u czestn ikom  
K ongresu .

I n f o r m a c j e

D alsze in fo rm ac je  zo stan ą  p rze s łan e  w  odpow iedn im  czasie w szy stk im  człon­
kom  M iędzynarodow ego  T o w arzy stw a  M edycyny W ew nętrzne j o raz tym , k tó rzy  n a -  
deślą  K o m ite to w i O rg an izacy jn em u  k a r tę  pocztow ą z po d an iem  sw ego nazw isk a
i ad resu .

S e k r e t a r i a t

X  M iędzynarodow ego  K o n g resu  M edycyny  W e w n ę trz n e j :— W ydzia ł M edycz­
ny, In s ty tu t  D o skonalen ia  L ek a rzy  — W arszaw a, ul. Solec 93 — P o lsk a .
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J . H a n k iew icz
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S E R I A  P W N

WSPÓŁCZESNA BIBLIOTEKA NAUKOWA 
OMEGA 
w 1967 r.

Państw ow e W ydawnictwo Naukowe, spełniając życze­
nia Czytelników serii OMEGA, w prowadza od 1967 roku 
dalsze udogodnienia w sprzedaży, a mianowicie:
— pojedyncze tomiki będą dostępne w wolnej sprzedaży,
— można zamawiać kom plet lub w ybór tomików,
— zamówione tomiki będą — na życzenie — w ysyłane 

pocztą do domu.

Książki serii OMEGA dają encyklopedyczny przegląd 
wiedzy współczesnej w zakresie różnych dyscyplin oraz 
inform ują o aktualnych problem ach nauki.

Od roku 1963 w serii OMEGA ukazało się 68 tomików. 
W roku 1967 ukaże się 20 tomików pojedynczych, w ce­

nie zł 10,— za tom ik i 4 tomiki podwójne, w cenie zł 20,— 
za tomik.

Prospekty, inform ujące szczegółowo o tem atyce serii 
OMEGA w roku 1967, znajdują się w księgarniach „Domu
Książki’ .
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N ależy p odaw ać  ko le jn o : L. p., n azw isko  a u to ra  i p ie rw sze  li te ry  im ion 
(podaje się n azw isk a  w szy stk ich  au to ró w  w  ko le jnośc i p o d an e j w  o ry ­
g inale), sk rócony  ty tu ł czasopism a, tom  (podkreślony), s tro n ica  i ro k  
(w n aw iasach ). N p.: 3. B ogorad  L., G ran ick  S., Biol. C hem . 202 
793 (1953). W ykaz sk ró tó w  ty tu łó w  czasopism  p o d a ją  P ost. B iochem ., 7, 
601 (1961). C y tu jąc  k siążk i na leży  podać  ko le jn o : nazw isko  i p ierw sze  li­
te ry  im ion  au to ra(ów ), ty tu ł, m ie jsce  ii ro k  w y d an ia ; n p .: P rzy łęck i S. 
J., P o d ręczn ik  C hem ii F izjo log icznej, Łódź, 1947. C y tu jąc  a r ty k u ły  
w  p ra c y  zb io row ej na leży  podać  po ty tu le  tom  i n azw isk a  w ydaw ców , 
o raz  n a  końcu  stro n icę : np. S ch n e id e r W. C., w  M ethods in  E nzym o- 
iogy, torn III , red . S. P. C olow ick i N. O. K ap lan , N ew  Y ork  1957, 
s tr . 680.
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