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INFORMACJA DLA AUTOROW

Postepy Biochemii publikujg artykuty referatowe ze wszystkich
dziedzin biochemii nie drukowane w innych czasopismach. Arykuty
drukowane w Postgpach Biochemii nie moga by¢ bez zgody Redakcji
publikowane w innych czasopismach. Artykuty sg honorowane wg usta-
lonych stawek. Autorzy otrzymujg bezptatnie 25 odbitek pracy; zgda-
nie dalszych odbitek (ptatnych) nalezy zgtosi¢ pisemnie nadsytajac
prace. Autora obowigzuje korekta autorska. Kaszty zmian tekstu w ko-
rekcie, poza poprawkami btedow drukarskich ponosi autor.

Redakcja zastrzega sobie mozno$¢ wprowadzenia skrétéw i popra-

wek nie wplywajgcych na tre$¢ pracy.
Forma maszynopisu. Maszynopis pracy i wszelkie zalgczniki nalezy
nadsyta¢é w dwu egzemplarzach. Maszynopis powinien by¢ napisany
jednostronnie:, z podwojng interlinig, z marginesem ok. 4 cm po lewej
i ok. 1 cm po prawej stronie oraz z numeracjg stron. Na pierwszej
stronie nalezy zamie$ci¢ tylko: imiona (w peinymi brzmieniu) i na-
zwiska autorow, ich stopnie i tytuty naukowe wraz z nazwami placéwek
naukowych, tytut pracy w jezyku polskim i angielskim oraz omowie-
nie tematu pracy w jezyku angielskim (najwyzerj 5 wierszy maszyno-
pisu).

Rozdziaty w tekscie nalezy oznaczy¢ numeracjg rzymska a podroz-
dziaty — arabska. Tytuty nie wydzielone z tekstu nie powinny by¢ nu-
merowane.

W teks$cie nie nalezy zamieszcza¢ zadnych tablic, rysunkéw, sche-
matéw i wzoréw. W zgdanym miejscu nalezy pozostawa¢ wolny wiersz
i oznaczy¢: Tablica 1, Rys. 1, Schemat 1 lub liczbhg rzymska w nawia-

sie — numer odpowiedniego wzoru. W tekScie nalezy odwotaé sie do
numeracji wzoru po stownym wymieniniu zwigzku, np.: kwas gluta-
minowy (1).

Powotujagc sie na litrature nalezy podaé w teksScie, w nawiasie,

kolejny numer pozycji w spisie literatury.
Zataczniki do tekstu. Kazdy zalgcznik nalezy dotaczyé¢ na oddzielnej
kartce, opatrzony kolejnym numerem odpowiadajgcym uzytemu w tek$-
cie np. Tablica 1, Wzo6r I, Rys. 1 lub Schemat 1. Fotografie i wykresy
nalezy oznaczy¢ jako rysunki. Wszystkie zatgczniki nalezy oznaczyé
u gory nazwiskiem autora i poczatkowymi wyrazami tytutu pracy.

Tablica powinna, zawiera¢ nagtéwek opisujacy jej tres¢, jej rubry-
ki powinny by¢ zaopatrzone w odpowiedni tytut.

Podpisy i objasnienia pod rysunkami i schematami powinny by¢
dotaczone na oddzielnej kartce. Oznaczenia, ktérych nie mozna napisac
na maszynie nalezy wyraznie nanie$¢ czarnym tuszem. W fotografiach
i wykresach nalezy oznaczy¢ ,gére’ i ,dot”.

Literatura. Wykaz literatury nalezy wypisa¢ oddzielnie, na ostatnich
stronach maszynopisu, w alfabetycznej kolejnosci nazwisk autoréw.
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JEREMI SWIECKI*, BARBARA LUBAS-LIBRANT**

Pamieci Marii Skilodowskiej-Curie, w setng rocznice Jej urodzin

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

The work and scientific achievements of Maria Sklodowska-Curie are presented.
The influence of her work on the development of radiotherapy of cancer is
emphasized.

W czasach obecnych, cechujacych sie duzg poczytnoscig licznych pa-
mietnikbw i opracowan biograficznych nalezatloby oczekiwa¢ pewnego
stepienia wrazliwosci na to, co charakteryzuje geniuszy i ludzi wybit-
nych. Tym bardziej zdumiewajacym zjawiskiem w dziejach kultury
ludzkiej jest Maria Sklodowska-Curie, ktorej setng rocznice urodzin
obchodzimy 7 listopada biezacego roku. A ze uroczystosci zwigzane sg
z nazwiskiem najwybitniejszej kobiety — naukowca naszego narodu,
czesto osobisty stosunek zyjacych jeszcze Swiadkéw jej sukceséw ubar-
wia pewnym subiektywizmem nastréj tegorocznych obchodow. Az dziw
bierze, jak bliska jest nam posta¢ Marii Curie we wspomnieniach zyja-
cych oséb, ktére jeszcze mialy szczescie z nig wspotpracowaé, z jej umy-
stowoscig wspotczesnego nam naukowca, a jak bardzo jednocze$nie na-
przéd poszta od jej $Smierci nauka i jak bardzo zmienit sie caty S$wiat.
W tym postepie olbrzymi udziat ma Maria Sklodowska-Curie, ktorej
fundamentalne odkrycia, zwigzane 2z wyodrebnieniem i zbadaniem
witasnosci pierwiastkdw promieniotworczych spowodowaly burzliwy roz-
woéj nie tylko fizyki i energetyki jadrowej, lecz takze miaty olbrzymi
wptyw na postep catej wiedzy przyrodniczej.

Maria Skiodowska urodzita sie w Warszawie. Ojciec jej, Wiadystaw
Sktodowski byt nauczycielem gimnazjalnym przedmiotéw Scistych,
a matka prowadzita pensje. Po ukonczeniu gimnazjum ze ztotym meda-
lem, przez kilka lat pracowata Maria jako korepetytorka i nauczycielka
domowa na prowincji, pomagajac finansowo licznej rodzinie, a zwilaszcza
siostrze Bronistawie, studiujacej w Paryzu medycyne. Réwnoczes$nie sa-
ma uczy sie, czyta, przerabia zadania i uczeszcza na wyktady z dziedziny
nauk przyrodniczych, prowadzone w tak zwanym Uniwersytecie Lata-

* Dr med., dyrektor Instytutu Onkologii, Gliwice.
** Mgr, Instytut Onkologii, Gliwice.
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jacym. Stuchacze tego tajnego w okresie carskim Uniwersytetu, patrioci
i spotecznicy, szerzyli nauke i rozbudzali patriotyzm ws$réd mitodziezy.
Maria pisze, wspominajac ten okres: ,, ...kazdy z nas winien pracowaé
nad udoskonaleniem sie witasnym, jednoczes$nie zdajgc sobie sprawe ze
swej osobistej odpowiedzialno$ci za catoksztatt tego, co sie dzieje w Swie-
cie, i z tego, ze obowigzkiem kazdego z nas jest pomagaé tym, ktorym
mozemy staC sie najbardziej uzyteczni”. Catym swoim zyciem udowod-
nita, ze pozostata wierna tym ideom.

Pierwsze prace laboratoryjne wykonywata Maria w Laboratorium
Fizycznym Muzeum Przemystu i Rolnictwa, przerabiajac samodzielnie
doswiadczenia z zakresu fizyki i chemii.

Dopiero w 1891 roku mogta wyjechaé¢ do Paryza, by studiowaé na
Sorbonie rownoczes$nie fizyke, matematyke i chemie, uzyskujac po
dwodch latach licencjat z fizyki, a po trzech — z matematyki. Rowno-
cze$nie rozpoczyna prace laboratoryjng — najpierw w Laboratorium
prof. Lippmana, a potem w Szkole Fizyki i Chemii, gdzie réwnocze$nie
pracowat Piotr Curie, jej przyszty maz i towarzysz prac naukowych.

Starania Marii o zapewnienie sobie po ukoAczeniu studiéw mozli-
wosci pracy naukowej w kraju spetzty na niczym. Wychodzi za maz za
Piotra Curie, decyduje sie pozosta¢ we Francji i wspdlnie z Piotrem pra-
cowac¢ naukowo. Zdaje w owym czasie konkursowy egzamin nauczyciel-
ski i pisze rozprawe o magnetyzmie hartowanej stali.

W roku 1897 Maria Curie wybiera sobie temat pracy doktorskiej.
Chce zbada¢ charakter i zrddto wykrytego przez Henryka Becauerela
promieniowania wysytanego samorzutnie przez sole radu. Zagadnienie
to jest ciekawe i nowe, a jedyne doniesienia na ten temat — to kilka ko-
munikatow Becaguerela, przedstawionych francuskiej Akademii Umie-
jetnosci w roku 1896.

W wilgotnej i ciasnej pracowni Szkoty Fizycznej Maria Curie rozpo-
czyna swe wiekopomne badania nad promieniotwdrczo$cig uranu. Mon-
tuje aparature elektrometryczng i ocenia zdolno$¢ jonizacyjng wysyta-
nych promieni. Stwierdza, ze ich natezenie jest proporcjonalne do ilosci
uranu zawartego w badanych zwiagzkach i ze promieniotwdérczos$¢ stano-
wi atomowg wiasciwos¢ uranu, niezalezng od czynnikow fizycznych.
Przypuszcza, ze wiasnosci promieniotworcze moga charakteryzowaé
rowniez inne pierwiastki i w sposéb metodyczny bada je po kolei; oprécz
tego bada réwniez liczne mineraty i surowce skalne. Wkrétce odkrywa
samorzutng promieniotwdérczo$¢ zwigzkow toru oraz kilku mineratéw
(smotka uranowa, chalkolit, autunit, toryt), ktorych aktywnosé prze-
wyzsza czasem kilkakrotnie aktywno$¢ uranu. Maria Curie zalozyla, ze
smétka uranu, chalkolit i autunit zawierajg niewielkie domieszki nie-
znanego jeszcze pierwiastka, znacznie bardziej radioaktywnego od ura-;
nu i toru, i postanowita wyodrebni¢ ten pierwiastek z rud metodami
chemicznymi.
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Wobec tak zdumiewajgcego wyniku prac zony Piotr Curie rzuca
swoje oOwczesne prace dotyczace badan krysztatéw i przytgcza sie do
badan Marii. Odtad przez szereg lat pracujg wspdlnie nad wyodrebnie-
niem i zbadaniem wiasnosci pierwiastkOw promieniotwdrczych. Prace te
byty realizowane w wyjatkowo ciezkich i szkodliwych dla zdrowia wa-
runkach.

Odkryty w lipcu 1898 roku pierwiastek, metal zblizony pod wzgle-
dem witasciwosci chemicznych do bizmutu, Maria Curie nazwata — na
cze$¢ swojej ojczyzny — polonem. Doniesienie o odkryciu drugiego ra-
dioaktywnego pierwiastka, ktory matzonkowie Curie zaproponowali
nazwa¢ radem, ukazato sie w sprawozdaniach Akademii Paryskiej
w grudniu 1898 roku. CzeSciowo za wtasne pieniadze, w szopie z prze-
ciekajgcym dachem, wsréd straszliwych niewygdd, Piotr i Maria Curie
przeprowadzajg gigantyczng prace wyodrebnienia z blendy uranowej
pierwiastkéw, ktérych zawarto$¢ nie przekracza milionowej czeSci pro-
centu przerabianej rudy. Pierwszy rok pracujg wspolnie nad chemicz-
nym wydzieleniem radu i polonu oraz badaniem promieniotwodrczosci
otrzymywanych stopniowo, coraz aktywniejszych zwigzkéw. Potem roz-
dzielajg prace — Piotr bada witasnosci fizyczne radu i istote promienio-
twoérczosci, a Maria zajmuje sie preparatykg chemiczng majgcg na celu
otrzymanie czystych soli radu. W latach 1899—1900 Maria i Piotr Curie
ogtaszaja komunikat dotyczacy elektrycznych wiasnosci wysytanych
promieni i elektrycznos$ci indukowanej.

Na Kongres Fizykéw w roku 1900 redagujg sprawozdanie ogoélne
0 pierwiastkach promieniotworczych, ktére spotyka sie z niezwyklym
zainteresowaniem, cho¢ interpretacja zjawisk podana przez autoréw by-
ta krytykowana przez niektérych éwczesnych uczonych o Swiatowej
stawie.

W roku 1902 Maria Curie wyodrebnia wreszcie kilkadziesigt gramow
czystej soli radu i okre$la ciezar atomowy radu réowny 225 zapetniajgc
puste miejsce 88 w ukladzie okresowym Mendelejewa. Sama okre$la to
jako ,,najwazniejszg cze$¢ pracy osobistej”, gdyz wedtug déwczesnych
pogladéw, dopiero okreslenie ciezaru atomowego upowazniatlo autorke
do nadania radowi miana pierwiastka chemicznego. Nastepnie Maria
bada szczegétowo wiasnosci chemiczne radu oraz radonu — promienio-
tworczej emanacji, bedacej produktem rozpadu radu.

W jednej z prac juz z roku 1900 Maria Curie formutuje $mialg, ge-
nialng hipoteze dotyczacg teorii przemian promieniotwdrczych, ktdrg
rozbudowujg nastepnie w Anglii Rutherford i Soddy. Stwierdzajg oni,
ze przy rozpadzie radu wydziela sie réwniez hel. Teoria rozpadéw pro-
mieniotwdérczych podwazyta jedng z podstaw fizyki 6wczesnej — prze-
konanie o niezmienno$ci pierwiastkow i niepodzielno$ci atomu.

W szeregu krajéow uczeni odkrywajg dalsze pierwiastki promienio-
tworcze: mezotor, radiotor, jon, protaktyn, oldw promieniotwdrczy.
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Zidentyfikowane zostajg cate rodziny promieniotwdrcze: rodzina uranu,
toru i aktynu oraz oznaczone state i pdtokresy rozpadu pierwiastkow.

Maria Curie stwierdzita, ze oprécz wiasnosci wysytania Swiatta, sty-
mulowania przewodnictwa elektrycznego powietrza, fluorescencji szkiet
i krysztatow, rad posiada réwniez wiasciwo$¢ wytwarzania duzej iloSci
energii, ktéra powoduje topnienie lodu oraz niszczenie substancji umiesz-
czonych w poblizu. Nasuwa to Marii Curie przypuszczenie, ze rad moze
mie¢ pewne dziatanie fizjologiczne.

Zastosowanie radu do celow leczniczych stworzyto konieczno$é prze-
mystowego wydobywania radu. Powstajg fabryki produkujgce rad. Mat-
zonkowie Curie korespondencyjnie udzielali bezinteresownie producen-
tom wskazowek odnos$nie produkcji radu. Wynalezione i ulepszone przez
matzonkow Curie metody techniczne przemystu radowego sg stosowane
zresztg prawie bez zmian do dzisiejszego dnia.

Dopiero w roku 1903 zdobywa Maria Curie tytut doktora za prace
pt. ,Badania nad ciatami promieniotwérczymi”. W pare miesiecy péz-
niej, 10 grudnia 1903 roku, za te same badania nad ciatami promienio-
twérczymi szwedzka Akademia Nauk przyznaje Marii Curie, wespot
z Piotrem Curie i Henrykiem Becquerelem, doroczng nagrode Nobla
z dziedziny fizyki.

W listopadzie 1903 roku Krolewskie Towarzystwo Naukowe w Lon-
dynie przyznato im jedno z najwyzszych odznaczen: Medal Davy’ego.

W roku 1904 Piotr Curie objat specjalnie dla niego utworzong Ka-
tedre Fizyki Sorbony oraz zostat cztonkiem Akademii Nauk. Z tg chwilg
zaistniata réwniez dla Marii mozliwo$¢ uzyskania po raz pierwszy w zy-
ciu ptatnego i oficjalnego stanowiska naukowego adiunkta przy katedrze
fizyki. Wszystkie dotychczasowe badania, uwieficzone odkryciem radu
i polonu i uhonorowane nagroda Nobla, wykonywata ona bezptatnie,
a jej obecno$¢ w laboratorium byta zupetnie nieoficjalna.

Pieknie rozwijajaca sie prace przecieta tragiczna $mieré Piotra Curie
wiosng 1906 roku. Jedynym fizykiem, ktory mogt objaé katedre po Pio-
trze Curie byta witasnie Maria Curie. Zostata ona pierwsza kobietg —
profesorem we Francji.

Prowadzi wyktady w Sorbonie, prowadzi badania, radzi i wydaje po-
lecenia swoim uczniom i asystentom oraz kieruje swe wysitki na zdoby-
cie dotacji i zorganizowanie duzego, wygodnego i dobrze zaopatrzonego
laboratorium przeznaczonego do badan promieniotworczosci, ktérego
otwarcia nie doczekatl Piotr Curie. Maria Curie wychowuje oprocz tego
dwie corki: Irene, ktora w wiele lat p6Zniej zostanie réwniez wielkim
fizykiem, i Ewe.

Profesorem Zwyczajnym Sorbony zostala Maria Curie w roku 1908.
Ogtasza w roku 1910 swe stynne, prawie 1000-stronicowe dzieto o pro-
mieniotwdrczosci. Wydaje rowniez poprawione i uporzgdkowane ,Dzieta
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Piotra Curie” oraz ,Tabele statych promieniotwdérczych” i ,Rodziny
pierwiastkow promieniotwdrczych”.

Prace Marii Curie koncentrujg sie w tym okresie na oczyszczaniu
i wydzieleniu chlorku radu, powtdrnej ocenie ciezaru atomowego radu
oraz na wydzieleniu radu w stanie metalicznym, ktérego dokonuje wraz
z Andrzejem Debierne bardzo subtelng metodg chemiczng, przygoto-
wujgc amalgamat radu przez elektrolize roztworu zawierajgcego 1 de-
cygram chlorku radu, za pomocg katody rteciowej. Uczona bada ponadto
promieniowanie wysytane przez polon oraz odkrywa i opracowuje me-
tode dozowania radu przez pomiar aktywnosci wydzielajacej sie z niego
emanaciji.

W grudniu 1911 roku szwedzka Akademia Nauk przyznaje Marii
Curie indywidualng nagrode Nobla —tym razem w dziedzinie chemii.
Maria Curie pozostata po dzi$ dzien jedynym uczonym odznaczonym tg
zaszczytng nagrodg dwukrotnie za prace naukowe.

W roku 1909 postanowiono zbudowa¢ w Paryzu laboratorium rado-
we — marzenie Marii i Piotra z okresu ich wspo6lnej pracy.

W roku 1913 Maria uczestniczyta osobiscie w uroczystym otwarciu
w Warszawie laboratorium do badan nad promieniotwdrczoscia. Wyra-
zita zgode na kierowanie jego pracami z Paryza, a bezposrednie kierow-
nictwo powierzyta dwom swoim najzdolniejszym uczniom — Polakom:
Janowi Danyszowi i Ludwikowi Wertensteinowi.

Instytut Radowy zbudowano w Paryzu wspolnym kosztem Sorbony
i Instytutu Pasteura przy ulicy Piotra Curie.

W czasie pierwszej wojny Swiatowej uczona organizuje ruchome
punkty rentgenodiagnostyczne. Swoje doSwiadczenia z okresu wojny
przedstawia Maria w ksigzce. Pisze w niej: ,,Historia rentgenologii wojen-
nej jest przejmujacym przyktadem, jak wielki i nieprzewidziany zakres
praktycznych zastosowan moze mie¢ w pewnych warunkach odkrycie czy-
sto naukowe... Odkrycie naukowe zdobywa w ten sposéb ostateczny za-
kres, ktéry mu sie z natury rzeczy nalezat. Podobny rozw6j widzimy
w odniesieniu do leczenia radem to jest do zastosowania w medycynie
promieni, wysytanych przez ciata promieniotwdércze... Wydaje sie, ze musi
ono natchng¢ nas wiekszym zaufaniem do bezinteresownych badan,
wzmoc naszg cze$¢ i uwielbienie dla nich”.

Po zakonczeniu wojny Maria Curie z calg energig podejmuje prze-
rwane badania naukowe. W okresie od roku 1919 do 1934 w jej labora-
torium fizycznym w Instytucie wykonano 483 prace naukowe, w tym Kil-
kadziesigt prac doktorskich i dyplomowych. Maria Curie wyszkolita
w swym Instytucie réwniez wielu fizykéw polskich. Pod jej kierunkiem
wykonywali swe pierwsze prace oraz prace doktorskie jej cérka — Irena
Jolliot-Curie oraz zie¢ — Fryderyk Joliot, przyszli odkrywcy sztucznej
promieniotwdérczosci (1934).
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Ostatnie prace Marii Curie zwigzane byty z badaniem rodziny akty-
nu i pomiarami widmowymi promieniowania alfa, oraz redagowaniem
uzupetnionej i obszernej wersji dzieta o promieniotworczosci, ktore uka-
zato sie juz po jej Smierci.

Gteboki humanizm, jaki cechowat zawsze Jej podejscie do ludzi,
sprawit, ze jako jedna z pierwszych poruszyta odpowiedzialno$¢ uczo-
nych za konsekwencje ich odkry¢. Rowniez jako cztonek Miedzynarodo-
wej Komisji Wspotpracy Intelektualnej przy Lidze Narodéw byta rzecz-
nikiem wspotpracy miedzynarodowej w zakresie nauki.

Dalsza rozbudowe Instytutu Radowego w Paryzu prowadzi dzieki
utworzeniu w roku 1920 Fundacji imienia Curie gromadzacej subwencje
i dary przeznaczone na naukowg i leczniczg dziatalnos$é Instytutu Rado-
wego. W roku 1922 Maria Curie zostaje przyjeta jako pierwsza i jedyna
kobieta w poczet cztonkéw Akademii Nauk Medycznych.

Goragcym pragnieniem Marii Curie byto utworzenie Instytutu Rado-
wego réwniez i w Polsce. Wysitki i zapat zarbwno samej Marii jak i jej
siostry, Bronistawy Dtuskiej, doprowadzity do realizacji tego projektu;
w roku 1925 Maria przyjechata do Warszawy potozy¢ kamien wegielny
pod gmachy Instytutu. Pierwszy rad do celéow lecznicznych uzyskata
Maria jako dar Standéw Zjednoczonych. PoSwiecenie czesci leczniczej
Instytutu Radowego w Warszawie odbyto sie w roku 1932.

Wielka uczona zmarta 4 lipca 1934 roku w Sancellemoz w Szwaj-
carii na zto$liwg anemie anaplastyczng, powstalg wskutek diugotrwatej
pracy ze szkodliwymi dla zdrowia substancjami promieniotwdrczymi.

Wielko$¢ Marii Sktodowskiej-Curie uwidacznia sie w catej jej syl-
wetce naukowca, patriotki, zony i matki. Ani zdolnosci (dochowatly sie
ustne relacje o jej wspaniatej pamieci), ani rola przypadku nie moga
wytlumaczy¢ jej sukcesow. Cechowaty ja logicznos¢ i jasno$¢ myslenia
naukowego, a nadto niezmierna konsekwencja i pracowito$¢. Wystar-
czy — dla ilustracji — przypomnie¢, ze dla osiggniecia sukceséw, z ktd-
rych korzysta wspotczesna nauka i cywilizacja, musiata opracowac we-
sp6t z Piotrem Curie nowa metode, zdolng wykrywac $ladowe ilosci radu
i innych pierwiastkéw promieniotwdrczych, ze analiza elektrometryczna
powstata w oparciu o zatozenie, iz promieniotwdrczos$¢ jest wihasciwoscia
atomowag badanej materii i ze w wyniku tego powstata, jak to okreslita
sama, ,specjalna chemia, ktorej narzedziem stosowanym rutynowo jest
nie waga, lecz elektrometr”. Oto sg poczatki nowej nauki — chemii ato-
mowej, nauki zajmujgcej sie budowg materii.

Przypomnijmy sobie wreszcie, ze wypowiadajac w poczatkach badan
nad promieniotwdrczoscig uranu hipoteze atomowego jego przeksztat-
cania sie, byta w swoich przypuszczeniach do$¢ osamotniona. Nawet
owczesne zapatrywania Piotra Curie na promieniotwdérczos$¢, jak to
okreslita Maria, miaty ,,duzo wspolnego z pogladem na zjawiska cieplne”.

Stworzona przez matzonkéw Curie metoda elektrometrycznego ba-
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dania promieniowania dzi$ jeszcze ma zastosowanie w medycynie, gdzie
stuzy jako najbardziej rozpowszechniona metoda dawkowania promieni.
Uzycie promieni jonizujagcych w medycynie siega przetomu XIX i XX
wieku, gdy Stevens, Daniel, Walkhoff, Piotr Curie, Becquerel stwier-
dzili, ze dziatajg one na tkanki.

Bardzo wczesSnie Maria Curie starata sie pomo6c w rozwoju praktycz-
nego zastosowania pierwiastkOw promieniotworczych w medycynie.
Uwazata jednak, ze nie mozna dopusci¢, aby rozw0j radioterapii opierat
sie wytgcznie na empirii, bez kontroli naukowej istoty zjawisk bedgcych
wynikiem dziatania radiopierwiastkdw. Wyrazem jej najgtebszych prze-
konan byto stworzenie w Instytucie Radowym w Paryzu dwodch czesci
badawczych: laboratorium fizycznego oraz laboratorium biologii i Cu-
rie-terapii, aby wspoélnie rozwija¢ nauke o radzie.

Predko przekonano sig, ze gtdwnym zastosowaniem radu w medycy-
nie bedzie leczenie nowotwordw ztosSliwych. Okazato sie, ze wyzyskujac
w tym celu przede wszystkim komponente elektromagnetyczng jego
promieniowania, mozna doprowadzi¢ do catkowitego zniszczenia tkanki
nowotworow ztosliwych. Nastgpit szybki rozwdj nowej specjalnosci le-
karskiej— radioterapii. POZniej, wprowadzenie izotopow promienio-
twérczych, bedacych wynikiem przeksztatcania zwyktych pierwiastkéw,
zgodnego z przestankami teoretycznymi Marii Skiodowskiej-Curie,
wzbogacito znacznie wspdtczesne mozliwosci doboru energii i rodzaju sto-
sowanych zrédet promieni. Rad jest obecnie tylko jednym z licznych
radiopierwiastkéw uzywanych w lecznictwie. Ale zasadnicze ustalenia
dokonane w radioterapii na poczatku XX wieku, z przemoznym udziatem
Instytutu Radowego w Paryzu, obowigzujag w praktyce do dzis. Promie-
nie jonizujace, niezaleznie od ich pochodzenia oddziatywujg na kazda
zywg materie. Efekt ostateczny napromienienia zywych struktur biolo-
gicznych zalezy od ilosci pochionietej energii. W warunkach promienio-
lecznictwa, zdolno$¢ oddziatywania tkanek na promienie czyli ich pro-
mienioczuto$¢ jest rézna, mimo, ze teoretycznie wszystkie rodzaje zy-
wych komdrek i tkanek sg wrazliwe. Ogdlnie biorgc, napromienianie
dawkami, stosowanymi w lecznictwie dziata uszkadzajgco. Jezeli uszko-
dzenie napromienionej tkanki jest dostatecznie mate, zachodza procesy
naprawy, ktére moga doprowadzi¢ do zlikwidowania w tkance popro-
miennych efektow niszczacych droga ,uprzatania” komorek niezywych,
wzrostu przetrwatej czeSci populacji komoérkowej i drogg procesow
bliznowacenia. Podstawowg zasadg umozliwiajacg wyleczenie znacznej
czesci guzow nowotworowych przez napromienianie jest wyzyskanie réz-
nic, jakie istniejg w zakresie promienioczutosSci i zdolnoSci do naprawy
pomiedzy tkankg nowotworowg a normalnymi tkankami podtoza i oto-
czenia, z konieczno$ci napromienianymi we wspolnym bloku.

Zastuga gtownie szkoty Instytutu Radowego w Paryzu byto wykaza-
nie (Regaud) roli, jakg z punktu widzenia efektu leczniczego spetnia
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czynnik czasu: przyjeto na og6t metode dzielenia zamierzonej dawki
promieni na mniejsze frakcje podawane w ciggu przewaznie kilku ty-
godni. Dzielac dawke promieni na frakcje, mozemy dobiera¢ dtugosc
przerw miedzy naswietlaniami i wielkos¢ frakcji tak, aby istniaty naj-
lepsze warunki naprawy dla tkanek zdrowych, obcigzajac jednoczesnie
optymalng krytyczng dawkag promieni guz nowotworowy. Omawiane za-
gadnienia, jak rowniez zesp6t cech, ktére zwiemy wrazliwoscig nowo-
tworu na promienie, sg do dzi$ niezupeinie wyjasnione. Wiadomo, ze
ogromne znaczenie ma w tym budowa morfologiczna naswietlanych
tkanek (nowotworu i jego podtoza z tkanek prawidtowych) oraz warun-
ki tlenowe. Tkanki w warunkach niedotlenienia wykazuja zmniejszong
wrazliwo$¢ na promienie.

Stosowane w radioterapii nowotworéw promienie objete sg nazwg
promieni jonizujagcych dla podkreslenia, ze jonizacja w naswietlanych
tkankach jest podstawowym mechanizmem fizycznym ich dziatania, mi-
mo, ze promienie elektromagnetyczne (X,y) wytwarzajg jonizacje pra-
wie catkowicie droga wytwarzania elektronéw wtdrnych. Najczesciej
w lecznictwie uzywa sie promieni X, vy, elektron6w, rzadziej promieni a.
R&znig sie one od siebie iloScig energii traconej na jednostke przebytej
drogi, z czym taczy sie wielkos¢ wywotanego efektu biologicznego.
Gestosé jonizacji jest wprost proporcjonalna do kwadratu tadunku czast-
ki jonizujgcej i odwrotnie proporcjonalna do kwadratu szybkosci. Na
przykiad czastki a, cechujace sie bardzo duza gestoscig jonizacji, wywo-
tuja silne ale ograniczone dziatanie uszkadzajace na tkanke.

Gdy gesto$¢ jonow jest mata, na przykiad w przypadku promienio-
wania y o duzej przenikliwos$ci, efekty miejscowe sg stosunkowo mniej
nasilone. Energia wtérnych elektronéw uwalnianych na diuzszej prze-
strzeni w przebiegu tego promieniowania w tkance ma znaczny rozrzut.

Wedtug teorii, ktére zostaly opracowane na podstawie badan na pro-
stych modelach biologicznych, jonizacje mogg dziata¢ dwoma sposobami.

W pierwszym efekt dochodzi do skutku drogg dziatania bezposrednie-
go, uszkadzajagcego wazne, z punktu widzenia funkcji biologicznych, struk-
tury wewnatrz zywej komorki. Istnienie takich waznych struktur ko-
morkowych wykazata Maria Curie jeszcze w 1929 roku. Smieré lub
uszkodzenie waznej funkcji komdérkowej wystepuje w tym przypadku
wedlug praw prawdopodobieinstwa ,trafienia w cel”. Jak wynika z ,te-
orii trafienia w cel” ustanie waznej czynnosci komérki moze byé¢ wy-
nikiem pojedynczej jonizacji; wykazano, ze pojedyncza czasteczka a
moze wywotaé mutacje genu.

Drugi sposob, w jaki oddziatywujg produkty jonizacji na funkcje bio-
logiczne przedstawia teoria dziatania posredniego. Zaktada ona, ze w wa-
runkach zywych organizmow ztozonych duza role odgrywa jonizacja wo-
dy, znajdujacej sie w komodrkach i tkankach. Pierwsze stwierdzenia, do-
tyczgce tego tematu, biorg poczatek w pracach z pracowni Marii Curie
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nad dziataniem czastek a na wode. Stwierdzono, ze produkty radiolizy
wody (H-, OH-, H 02 silnie utleniajagce, zmieniajg sktadniki chemiczne
i prowadzg do zmian w strukturze komdrek i zaburzen jej funkcji. Pod
wptywem wymienionych czynnikéw istniejace rownowagi chemiczne ule-
gajg zwichnieciu, a procesy chemiczne mogg przebiega¢ w zmienionym
kierunku. Efektem tego moze by¢ inaktywacja enzyméw, denaturacja bia-
tek, zmiany wiasciwosci koloidalnych lub lepkosci protoplazmy, zmiany
w btonach komérkowych, w gospodarce wodnej komérki, zmiany w za-
wartosci wapnia i potasu. Wrazliwo$¢ komdrki na promienie najwieksza
jest w fazie spoczynkowej i we wczesnej profazie. Morfologicznie stwier-
dza sie po naswietlaniu uszkodzenia chromosomoéw, co prowadzi¢ moze do
Smierci komorki, do uniemozliwienia podziatu komérkowego lub do mu-
tacji genetycznych.

Maria Curie wraz z Piotrem Curie odkryta promieniotwérczose, ale
Jej zastugi dla nauki Swiatowej wykraczajg daleko poza to odkrycie.

W jubileuszowym setnym roku uptywajacym od urodzin Marii Skto-
dowskiej-Curie, istniejg szczegdlne powody, aby w pierwszym rzedzie
lekarze, biolodzy i przyrodnicy wraz z caltym Swiatem nauki pod patro-
natem licznych organizacji miedzynarodowych oddali hotd Jej geniu-
SZowi.

W pazdzierniku br. odbedzie sie w Warszawie miedzynarodowe Sym-
pozjum, poswiecone perspektywom fizyki jgdrowej i fizyki czastek ele-
mentarnych oraz chemii jadrowej. Pod patronatem UNESCO odbedzie
sie rowniez w Warszawie zjazd popularyzatoréw nauki, a w domu uro-
dzin Marii Curie zostanie otwarte muzeum Jej imienia. Specjalne sym-
pozja odbeda sie tez w Sorbonie, a w wielu uniwersytetach $wiata beda
miaty miejsce uroczyste sesje.

Jej dziatalno$¢ spoteczna z lat miodzienczych w kraju i z lat stawy
w okresie wojny Swiatowej i pracy w Lidze Narodéw, Swiadczy o Jej
wielkiej szlachetnosci, humanizmie i zaangazowaniu po stronie stusz-
nych spraw. Dziatalno$¢ patriotyczna Marii — niestrudzona walka o rea-
lizacje budowy Instytutu Radowego w Warszawie, szkolenie polskich fi-
zykow i utrzymywanie statego kontaktu z krajem przez cale zycie —
jest dla nas Polakéw powodem do prawdziwej dumy.

Szlachetna i piekng posta¢ Marii Sktodowskiej Curie, kobiety, ktéra
nauke ukochata nade wszystko, trafnie mozna okres$li¢ stowami Ludwika
Natansona: , Twoércze mys$lenie, samotne pasowanie sie z nierozwigzang,
czesto nie przeczuwang przez nikogo zagadka, jest jedng z wielkich i czy-
stych radosci, ktére sg duchowi ludzkiemu dostepne. Ale te rado$¢ trze-
ba przeptaci¢. Okupi¢ jg trzeba zmeczeniem dni pracowitych, trzeba ja
zdobyé brnac przez zniechecenie i gorycz, trzeba jg posigé¢ wytrwa-
foscig i hartem. Do naukowego badania powotani s tylko nieliczni,
szcze$liwi i nieszcze$liwi zarazem?”.
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IRENA SZUMIEL*

Hormonalna regulacja czynnosci genow

Hormonal Control of Gene Function

The results of several biochemical, cytogentical and cytochemical experi-

ments are reviewed, indicating direct or indirect influen'ce of hormones on the

transcription of genetic information. Possible mechanisms of hormonal control
of gene function are discussed.

Terminu ,hormon” uzyt po raz pierwszy w 1905 roku Starling
(21) dla okre$lenia wydzielanych do krwi przez odpowiednie gruczoty
substancji o réznorodnym dziataniu fizjologicznym na okre$lone narzg-
dy lub caly organizm zwierzecy. W latach pdZniejszych z tej Scistej de-
finicji fizjologicznej zapozyczono nazwe hormon dla szeregu zwigzkéw
endogennych, ktérych wspdlna cecha jest dziatanie na organizm w bar-
dzo matym stezeniu i powodowanie w nastepstwie znacznych zmian
morfologicznych i metabolicznych. Wprowadzono pojecie hormonu tkan-
kowego i roslinnego, poszerzajac w ten sposéb zakres, ale zmniejszajac
precyzje pierwotnego terminu. Ze wzgledu na niezwyktg réznorodnosé
budowy i czynnosci biologicznej hormonéw trudno jest przyja¢ jedno-
lity mechanizm ich dziatania. Przypuszcza sie ponadto, ze czynno$¢
poszczegllnych hormonéw jest wielostronna: sg one — jak to okreslit
van Overbeek (49)— jak Kklucze otwierajgce wiele drzwi. Szereg
doSwiadczen przeprowadzonych nad hormonami zwierzecymi $Swiadczy
o tym, ze dziatanie ich moze polega¢ na zmienianiu przepuszczalnosci
$cian komorkowych (37, 39), aktywacji biatek enzymatycznych (19, 20,
65) i wreszcie bezposrednim udziale w przemianach metabolicznych
w charakterze koenzyméw (75). Niemniej jednak mozna sie spodziewac,
ze oprocz tych réznych wiasciwosci wiekszos¢ hormonoéw posiada jedng
wspblng ceche — mianowicie zdolno$¢é regulacji biosyntezy biatek ko-
mdrkowych. Przypuszczenie to jest logicznie uzasadnione: dziatanie hor-
monéw powoduje zmiany cech morfologicznych i metabolicznych reali-
zowanych poprzez synteze i nastepstwa dziatania biatek komérkowych.

* Dr, st. asystent Katedry Biochemii Uniwersytetu Warszawskiego.
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I. Wplyw hormonéw aa biosynteze biatka

Pierwsze prace nad wptywem hormondéw na biosynteze biatka pole-
galy na badaniu wigczania radioaktywnych aminokwaséw do biatek
komérkowych ssakéw w nastepstwie podania hormonu wzrostowego (34),
insuliny (43), estrogendéw (46), androgenow (13, 14), kortyzonu (10, 25, 35,
38) i hormonow tarczycy (47, 52, 69). We wszystkich tych przypadkach
stwierdzano zwiekszone witgczanie aminokwaséw do biatek. Note-
boom i Go6rski (48) badajac biosynteze biatka w macicy szczurzej
w 2 i 4 godziny po podaniu estrogenu wykazali, ze najbardziej inten-
sywne jest wigczanie aminokwasow do biatek frakcji rybosomowej i ja-
drowej, nieco stabsze do biatek mitochondrialnych; nie nastepuje nato-

Rys. 1. Wplyw estrogenu na biosynteze biatka w réznych frakcjach komdérkowych
macicy samicy szczura (wg 48).

miast zwiekszenie biosyntezy biatek frakcji rozpuszczalnej. Wyniki ba-
dan nad wplywem estrogendéw na biosynteze biatka w macicy szczura
przedstawia rysunek 1

Na podstawie tych danych mozna byto sgdzi¢, ze w pierwszym sta-
dium dziatania estrogen powoduje zmiany w organellach komérkowych
zwigzanych z biosyntezg biatek, to jest w jadrze i rybosomach, nie
mozna byto jednak okreslié mechanizmu jego dzialania. Teoretycznie
wzrost biosyntezy biatka moégt byé spowodowany dziataniem hormonu
na: 1) pule aminokwasowg, 2) proces aktywacji aminokwaséw, 3) pule
nukleotydowg, 4) proces transkrypcji genu, to jest synteze mRNA, 5) pro-
ces translacji, to jest synteze tancucha peptydowego na rybosomie. Wy-
niki pracy Notebooma i Gorskiego sugerowaty wptyw hor-
mondéw na dwa ostatnie procesy, za$ szczeg6lng uwage zwrécono na pro-
ces transkrypcji kiedy w licznych pracach (8, 30, 36, 40, 51, 70, 76, 77, 78)
udato sie stwiedzi¢, po podaniu zwierzetom hormondw, wzrost syntezy
RNA, oceniany na podstawie zwiekszonego wigczania znakowanego ura-
cylu. To samo spostrzezenie uczynit na materiale roslinnym kilka lat
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wcze$niej Skoog (60) wykazujac wplyw kwasu indolooctowego na
synteze RNA w hodowlach tkankowych; wyniki Skooga potwierdzity
nastepnie prace Clelanda (5 i Key’a (31,32).

Wzrost syntezy RNA — jak sie okazato — dotyczyt przede wszystkim
frakcji mRNA i mozna go bylo zahamowa przez podanie aktynomy-
cyny D (I), antybiotyku wytwarzanego przez Streptomyces antibioticus.
Stwierdzono, ze zaréwno in vivo jak in vitro hamuje on synteze mRNA

I -N- metiflowalina  L-N-metylowaUna

Sarkozyna Sarkozyna
L-prolina L-prolina
D-walina D-vcali'na
L -treomna L - treonina -

C=0 C=0

|
oraz RNA rybosomow (18, 26, 55, 67) jak rowniez transport RNA z jadra
do cytoplazmy (56). Witasciwosci i dziatanie aktynomycyny D omawiali
niedawno w artykutach przeglagdowych Reich i Goldberg (56)
oraz Gatasinski (15).

Zatrzymanie procesu transkrypcji genu (to jest syntezy mRNA) przez
aktynomycyne D w wyniku zablokowania matrycy DNA, a w na-
stepstwie zahamowanie syntezy biatek catkowicie znosito skutki dziata-
nia gonadotropiny (66), hormonéw przytarczyc (54, 68) oraz niekt6rych
hormonow sterydowych (66, 72). Przykiadem ilustrujacym to zjawisko
moga by¢ wyniki doSwiadczenia Ui i Mullera (72), przeprowadzone
na samicach szczura. W 3 tygodnie po usunieciu jajnikéw zwierzetom
wstrzykiwano roztwor soli fizjologicznej (grupa 1 i kontrolna) lub akty-
nomycyny D (grupa 2 i 3) i zaraz potem roztwdr estradiolu (grupa 1i 3)
lub soli fizjologicznej (grupa 2 i kontrolna). Nastepnie wszystkim gru-
pom zwierzat podawano dwukrotnie (w 2 i 3 godziny po pierwszych za-
strzykach) urydyne znakowang trytem i glicyne znakowang 14C. W go-
dzine po ostatnim zastrzyku, to jest w czwartej godzinie doSwiadczenia,
zwierzeta zabijano i oznaczano ciezar macicy oraz radioaktywnosé frakcji
RNA, biatek i lipidow. W wynikach doswiadczenia przedstawionych na
rysunku 2 wartosci uzyskane dla zwierzat grupy kontrolnej przyjeto
jako 100% i oznaczono poziomg kreskg. W grupie 1, a wiec u samic, ktd-
re otrzymaty estrogen, widoczny jest znaczny wzrost zaréwno ciezaru
macicy (spowodowany pobraniem wody) jak i syntezy RNA, biatek i li-
pidow w poréwnaniu z grupg kontrolng. Podanie aktynomycyny D (gru-
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pa 2) powodowato znaczny spadek syntezy RNA przy utrzymywaniu sie
ciezaru macicy oraz syntezy lipidow i bialek na poziomie zblizonym do
poziomu w grupie kontrolnej. Podanie estrogenu po aktynomycynie D
(grupa 3) dato wyniki zblizone do wynikéw w grupie 2, a zatem aktyno-

Grupa 1 Grupa 2 pa3
estrogen aD t
( ) (aktynomycynaD) (es rogmncyna D)

Rys. 2. Wptyw estrogenu i aktynomycyny D na ciezar macicy oraz biosynteze RNA,
lipidéow i biatek w macicy u samic szczura wg (72); omoéwienie w tekscie.

mycyna D znosi wptyw estrogenu zaréwno na synteze RNA, lipidéw
i biatek, jak réwniez na wzrost ciezaru macicy.

Przedstawione wyniki sugerujg, ze istota oddziatywania estrogenu
na komarki jest pobudzenie syntezy mRNA, co powoduje z kolei wzrost
syntezy odpowiednich biatek i dalsze zmiany, jak wzmozong synteze
lipidow i wzrost ciezaru macicy w wyniku jej nawodnienia. Podobny
whniosek wydaje sie stuszny dla wszystkich hormondw, wobec ktdrych
stwierdzono antagonistyczne dziatanie aktynomycyny D.

1. Indukowana hormonalnie synteza mRNA

W 1964 roku Kidson i Kirby (33) opublikowali wyniki badan
dostarczajacych szeregu nowych danych o wptywie hormon6éw na syn-
teze mRNA. Badacze ci opracowali metode rozdzialu przeciwpragdowego
MmRNA z watroby szczura, dajaca lepsze wyniki niz rozdziat przy uzyciu
kolumny z metylowanej albuminy lub wirowanie w gradiencie stezen
sacharozy. Metode te zastosowali nastepnie w badaniach nad biosynteza
mMRNA indukowang dziataniem hormondw.

Do doswiadczen uzywano dorostych szczurdw zywionych jednakowa,
zawierajacg 20% biatka dietg. Zwierzetom podawano odpowiednie hor-
mony i po uptywie roznych okreséw czasu — znakowany trytem kwas
orotowy. W 20 minut potem szczury zabijano, a watrobe natychmiast
zamrazano w ciektym azocie. Wypreparowany nastepnie mRNA podda-
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wano rozdziatowi przeciwpragdowemu i mierzono radioaktywno$¢ po-
szczegblnych frakcji.

Rysunek 3 przedstawia wykresy rozdzialu radioaktywnosci we
frakcjach mRNA watroby szczurow, ktére otrzymaly insuline (a), hy-

Rys. 3. Wptyw hormonéw na biosynteze mRNA w komérkach watroby szczura
wg ,(33)

a) insulina, b) hydrokortyzon, c) tyroksyna, d) testosteron;
znakowany kwas orotowy podawany w 5 minut 15 minut -------- , 30 minut-----—-- , 60 minut
po zastrzyknieciu hormonu; krzywa kontrolna —

drokortyzon (b), tyroksyne (c) lub testosteron (d). Jak widaé z wykre-
séw, badane hormony w réznym czasie od chwili ich podania wywotuja
selektywny wzrost lub spadek syntezy poszczeg6lnych frakcji mRNA.
Na przykiad wptyw insuliny zaznacza sie bardzo silnie w 15 minut po

2 Postepy Biochemii
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podaniu, a po uptywie pét godziny zanika i poziom syntezy prawie
wszystkich frakcji mRNA jest bliski kontrolnego. Hydrokortyzon powo-
duje znaczne pobudzenie syntezy dwoch frakcji mRNA juz po 5 minu-
tach; po 30 minutach synteza jednej z tych frakcji powraca do poziomu
kontrolnego, natomiast drugiej — znacznie wzrasta. Dziatanie tyroksy-
ny zaznacza sie najsilniej w komdrkach watroby dopiero po uptywie
1 godziny, cho¢ widoczne zmiany w syntezie mRNA zachodzg juz po
uptywie 15 minut. Szczeg6lnie interesujacy jest wpityw testosteronu:
pobudza on synteze innych frakcji mRNA u samcdw niz u samic.

Skojarzenie oméwionych wynikéw ze schematem Monoda, Chan-
geux’aiJacoba (45) genetycznej regulacji biosyntezy biatka u bak-
terii oraz ze znanymi juz wczes$niej faktami hormonalnej indukcji sze-
regu enzymdw pozwolito Kidsonowi i Kirb y’emu (33) na sformu-
towanie hipotezy, wedlug ktorej hormony oddziatujg jako efektory
allosteryczne na represory genetyczne. Pojecie allosterii wyjasnione byto
w zamieszczonym niedawno w Postepach Biochemii artykule przeglado-
wym Puzynskiej (53).

2. Hormonalna indukcja enzymoéw

Rozwazajgc mechanizm hormonalnej indukcji enzymdéw nie mozna
wykluczy¢ dziatania hormondéw jako efektorow allosterycznych bezpo-
Srednio na istniejgce juz w komérce biatko enzymatyczne (53). Istnieje
jednak szereg faktow wskazujacych wyraznie, ze dzialanie hormonéw
polega nie na aktywacji, lecz na pobudzeniu syntezy enzymdw de novo.
Dowodem tego sg na przyktad wyniki badan Feigelsona i Green-
garda (11) nad wptywem kortyzonu na synteze oksygenazy tryptofa-
nowej w watrobie szczura. Autorzy ci oznaczali nie tylko aktywnos$¢, lecz
takze ilo$¢ biatka enzymatycznego metoda miareczkowania roztworem
przeciwciata przygotowanego dla oksygenazy. Stwierdzili, ze blisko pie-
ciokrotnemu wzrostowi aktywnos$ci oksygenazy tryptofanowej w 4 go-
dziny po podaniu kortyzonu (1 mg na 100 g wagi ciata) towarzyszy row-
niez pieciokrotny wzrost ilosci antygenowo jednakowego biatka enzy-
matycznego (tablica 1). Podobne wyniki uzyskano u szczuréw dla trans-
aminazy tyrozyna: a-ketoglutaran po podaniu kortyzonu (28, 29, 57).

Wzrost syntezy de novo polimerazy RNA w jadrach komdrek macicy
samic szczura pod wptywem estrogenu wykazali Noteboom i Gdr-
ski (48) oznaczajac aktywnos$¢ tego enzymu u zwierzat kontrolnych
(K), poddanych dziataniu puromycyny (P) hamujgcej biosynteze biatka
na poziomie translacji, estradiolu (E) oraz estradiolu i puromycyny #tacz-
nie (E+ P). Miarg aktywnos$ci polimerazy RNA byta radioaktywnosé
kwasu rybonukleinowego strgcanego 5% kwasem nadchlorowym po in-
kubacji jader komorkowych w roztworze CTP znakowanego trytem.
Wyniki przedstawione na rysunku 4 wskazuja, ze wzrost aktywnos$ci po-



il HORMONALNA REGULACJA GENOW 511

Tablica 1
Indukowana synteza oksygenazy tryptofanowej w watrobie szczura (wg 11)

Aktywnos$é oksygenazy Miareczkowanie roztwo-

tryptofanowej rem przeciwciata
Doswiadczenie aktywnos¢ ml roztworu
1 ml wycig- % kontroli na 1 ml % kontroli
gu z watroby wyciggu
Kontrola 55 100 0,28 100
Podanie kortyzonu 253 460 141 500

limerazy RNA po podaniu estrogenu hamowany jest jednoczesnym po-
daniem puromycyny, a zatem pod wptywem hormonu nastepuje synteza
de novo biatka enzymatycznego.

K P E E+P

Rys. 4. Indukcja estrogenem polimerazy RNA w jadrach komdérek macicy szczu-
rzej wg (48).

Wstrzykniecie estrogenu kogutom powoduje w ich watrobie synteze
dwoéch biatek zottka jaja kurzego — fosfowityny i lipowitelliny (58),
powstajagcych normalnie tylko w watrobie niosgcych sie kur. Biatka te
przechodzg do osocza krwi i mozna je oddzieli¢ od innych biatek w wy-
niku ultrawirowania (rysunek 5).

Rys. 5. Indukcja estrogenem fosfowityny i lipowitelliny u kogutow wg (7) i (58)
biatka osocza kogutéw kontrolnych......
biatka osocza kogutéw, ktérym podano estrogen --------

2%
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Przyktadem hormonalnej indukcji enzymu u roslin jest tworzenie
a-amylazy w kietkujacych ziarnach jeczmienia pod wptywem kwasu gi-
berelowego wydzielanego przez zarodek (73, 74). Okazalo sig, ze mozna
spowodowaé synteze a-amylazy w nasionach pozbawionych zarodka
umieszczajagc na wewnetrznej ich powierzchni krople bardzo rozcienczo-
nego roztworu kwasu giberelowego. Wytworzona w komérkach aleurono-
wych a-amylaza wywotywata hydrolize skrobi w sgsiadujacych z nimi
komorkach endospermy, powodujac ich przezroczysto$¢. Stwierdzono, ze
indukcja a-amylazy za pomocg kwasu giberelowego zachodzi poprzez
synteze odpowiedniego mMRNA, dziatanie kwasu giberelowego mozna bo-
wiem znie$¢ za pomocg aktynomycyny D. Mozna zatem przypusci¢ ist-
nienie daleko idacych analogii miedzy mechanizmami dziatania przy-
najmniej niektorych hormonoéw roslinnych i zwierzecych. Potwierdzato-
by to przypuszczenie o wplywie kwasu indolooctowego i cytokinin na
réznicowanie komérek roslinnych w hodowlach tkankowych (61), a wiec
na proces zalezny od regulacji funkcji genow.

Il. Miejsce dziatania hormonéw regulujacych czynno$¢ genéw

Omowione poprzednio wyniki badan Kidsona i Kirb y’ego
zdaja sie wskazywaé, ze pod “wplywem szeregu hormonoéw nastepuje
kolejna transkrypcja pewnych genéw w S$ciSle okreslonym nastepstwie
czasowym i jednoczesne hamowanie transkrypcji innych gendéw. Bezpo-
$rednim na to dowodem sg obserwacje chromosoméw politenicznych
z komérek S$liniankowych muchdwek (Diptera), miedzy innymi larwy
ochotka Chironomus tentans. Autoradiografia oraz wybidrcze wybarwie-
nie biatek, DNA i RNA wchodzacych w skiad chromosoméw pozwalajg
stwierdzi¢, ze tak zwane pierScienie Balbianiego — to jest miejsca w kto-
rych nastepuje rozluznienie struktury i wytworzenie wiekszych Ilub
mniejszych nabrzmien, zawierajg duze iloSci RNA i biatka rdéznego od
histonow. Natomiast histony wystepujg na terenie chromosomoéw poza
pierscieniami Balbianiego. Metodg autoradiografii mozna byto stwier-
dzi¢, ze do RNA w ,pierscieniach” szybko witgcza sie podawany larwom
ochotka uracyl znakowany trytem. Podanie aktynomycyny D powoduje
zanik pierscieni Balbianiego i zahamowanie syntezy RNA. Na rysun-
ku 6a i 6b przedstawiono autoradiogramy chromosomu IV ze S$linianek
larwy ochotka, ktérej podano radioaktywny uracyl lub radioaktywny
uracyl i aktynomycyne D. Z rysunku 6a wida¢, ze pierScienie Balbia-
niego mozna okre$li¢ jako miejsca, w ktdrych zachodzi transkrypcja in-
formacji genetycznej zawartej w DNA — to jest synteza mRNA.

Poglad ten potwierdza praca Edstroma i Beermanna (9,
ktérym udato sie wyizolowaé ze S$linianek larw ochotka Kkilkadziesigt
chromosomow IV zawierajgcych w badanym stadium rozwoju po 3 piers-



Rys. 6. Autoradiogram chromosomu IV z komérek S$liniankowych larwy ochotka

a) po podaniu radioaktywnego uracylu, b) po podaniu radioaktywnego uracylu i aktynomy-
cyny D wg (7) B — pierscien Balbianiego.
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cienie Balbianiego rozmieszczone na obu koricach i w srodkowym odcin-
ku chromosomu. Kazdy chromosom rozdzielono za pomocg mikromani-
pulatora na cze$ci odpowiadajgce pierScieniom dolnemu, $rodkowemu
i gérnemu; z kazdej frakcji, otrzymanej przez potaczenie homologicz-
nych odcinkéw chromosoméw 1V, ekstrahowano RNA, hydrolizowano
i rozdzielone metodg mikroelektroforezy zasady oznaczano spektrofoto-
metrycznie. Analizy wykazaty, ze RNA z kazdego pierscienia Balbia-
niego ma inny skiad zasad, co jest zgodne z zatozeniem, ze w kazdym
z pierscieni zachodzi transkrypcja innego genu.

Obserwacja chromosoméw S$liniankowych muchéwek w okresie prze-
poczwarczania sie wskazuje na pojawienie sie pierscieni Balbianiego ko-
lejno w roznych miejscach chromosomoéw w S$cisle okreslonych odstepach
czasu i kolejnosci. Przyspieszenie rozpoczecia tego procesu i odpowiada-
jace mu zmiany w wygladzie chromosoméw mozna wywota¢ sztucznie,
zastrzykujac larwom hormon ekdyson, powodujacy linke (42, 59, 63).
Mozna zatem wysungé przypuszczenie, ze pod wptywem wytworzonego
w organizmie lub wprowadzonego z zewnatrz hormonu nastepuje kolej-
ne uaktywnienie gendw oraz synteza odpowiadajacych im biatek;
wskutek zmian czynno$ci genéw zachodzi metamorfoza postaci larwal-
nej w poczwarke, a nastepnie w posta¢ dojrzata.

Jedng z wczesnych zmian morfologicznych nastepujacych pod wpty-
wem ekdysonu jest sklerotyzacja — przeksztatcenie miekkiego naskdrka
larwy w twardg okrywe poczwarki. Proces ten badano miedzy innymi
u larw muchy plujki Calliphora erythrocephala i stwierdzono, ze w na-
skdrku zachodzi biosynteza N-acetylo-DOPA przy udziale dekarboksy-
lazy DOPA. Enzymu tego brak we wczes$niejszych stadiach rozwojowych
larw Calliphora i — jak sie okazato — jest on indukowany przez ekdyson.
Sekeris i Lang (59 wydzielili mRNA z jader naskorka larw
Calliphora tuz przed przepoczwarczeniem, w stadium kiedy juz nastapito
wydzielenie wewnetrzne ekdysonu oraz z larw 7-dniowych, kontrolnych.
Wydzielony mRNA zastosowano w ukladzie syntetyzujgcym biatko in
vitro, zawierajgcym mikrc-somy z watroby szczura. Uzyskano synteze
dekarboksylazy DOPA tylko w przypadku mRNA z naskdrka larw bez-
posrednio przed przepoczwarczeniem. Nie stwierdzono natomiast syntezy
tego enzymu w uktadzie zawierajgcym mikrosomy szczura watroby bez
dodatku mRNA lub po dodaniu RNA z larw kontrolnych.

Doswiadczenie to stanowi bezposredni dowdd wptywu ekdysonu na
derepresje genu, przejawiajaca sie jako synteza odpowiedniego mRNA,
a w nastepstwie — biatka enzymatycznego, ktérego dziatanie wywotuje
okre$long zmiane morfologiczng.

Zarowno prace nad chromosomami olbrzymimi $linianek muchdéwek
jak doswiadczenia A llfrey’a i wsp. (12, 27, 41) przeprowadzone na
chromosomach oocytéw plazow wskazujg na to, ze aktywno$¢ genow
objawia sie w czesSciach chromosoméw o rozluznionej strukturze, nato-
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*) b)

Rys. 7. Wptyw niektérych hormonéw na zmiane absorpcji DNA w czasie ogrzewa-
nia w roztworze buforowym wg (17)

A —robznica miedzy absorpcja przy 260 mii preparatu DNA z dodatkiem i bez dodatku hormonu
a) ¢ P-estradiol 1,25 X 10~5M, A a-estradiol 1,27 X io~5M, DNA — 13,6 ng/ml ogrzewany w bu-

forze o pff 7,6

b) O insulina 6,9 X 10-10M, A insulina 35 X io-10M, DNA — 17 ng/ml, ogrzewane w buforze
O pH 69 /

c) # somatotropina 4,3 X 10~13M, A somatotropina zdenaturowana termicznie 4,3 X 10-13M, m in-
sulina 6,9 X io_IfM + somatotropina 4,3 X io-1:M. DNA — 17 ng/ml ogrzewany w buforze o pff 6,9
d) 0 L-adrenalina 027 X lo_10M, A L-adrenalina 054 X 10~10M, DNA — 17 ng/ml w buforze
o pH 69

miast we fragmentach gesto upakowanych synteza mRNA nie naste-
puje.

Rozluznienie struktury wydaje sie by¢ spowodowane rozerwaniem
wigzan wodorowych miedzy tancuchami podwdjnej spirali DNA. Stopien
tego rozerwania mozna okre$li¢ mierzagc absorpcje roztworu DNA przy
260 m\i. Goldberg i Atchley (17) zbadali wptyw fizjologicznych
stezen hormondéw na stan wigzan wodorowych miedzy tancuchami DNA,
oznaczajac zalezno$¢ miedzy przyrostem absorpcji przy 260 mji, a tem-
peraturg dla roztworéw DNA, pochodzacego z tozyska ludzkiego, w bu-
forze z dodatkiem i bez dodatku hormondéw. Rysunek 7 przedstawia wy-
kresy tej zaleznosci w przypadku 17-J3- i J7-a-estradiolu (@), insuliny
(b), somatotropiny (c) i L-adrenaliny (d). Okazato sie, ze wszystkie ba-
dane substancje wywieraty wptyw na zmiany absorpcji DNA z wyjat-
kiem 17-a-estradiolu — nieczynnego biologicznie izomeru aktywnego
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hormonu 17-(3 i zdenaturowanej termicznie somatotropiny. Dowodzi to
istnienia Scistych wymogoéw przestrzennych budowy dla zachowania ak-
tywnosci. Réwnoczesne dodanie somatotropiny i insuliny — hormonéw
dziatajacych antagonistycznie w testach biologicznych nie wywotato
zmiany absorpcji DNA. Dalsze badania wykazaty, ze hormony aktywne
w stosunku do DNA tozyska byty rowniez czynne wobec preparatu de-
zoksyrybonukleoproteidéw tozyska.

Na specyficzno$¢ zbadanych przez Goldberga i Atchleya
oddziatywan hormonéw na DNA wskazuje brak ich aktywno$ci wobec
zdenaturowanego termicznie lub mechanicznie DNA tozyska (rysunek 8).
DNA faga i B.subtilis oraz syntetycznych polimeréw poli dAT i poli
dG:dC; stezenie roztworéw hormondéw potrzebne do wywotania zmian
absorpcji byly bardzo niskie, natomiast nieczynne biologicznie zwigzki
organiczne powodowaty podobne zmiany dopiero w nieporéwnywalnie
wiekszych stezeniach.

Powstaje zatem pytanie, czy wymienione hormony istotnie dziatajg
bezposrednio na okreslone receptory w chromosomie, czy tez majg inne
pierwotne miejsce dziatania w komérce, a dopiero jednym z wczesnych

Rys. 8. Wptyw estradiolu (1,3 X 10“5 M) na zmiane absorpcji DNA (17 ug/ml) pod-
czas ogrzewania w pH 6,9 w zaleznoS$ci od stanu fizycznego DNA wg (17)

A — rbéznica miedzy absorpcja przy 260 mu preparatu DNA z dodatkiem i bez dodatku hormonu
# natywny DNA, A DNA zdenaturowany termicznie, m DNA zdenaturowany mechanicznie.

skutkéw tego dziatania jest pobudzenie lub hamowanie procesu trans-
krypcji. Wydaje sie, ze hormony moga dziata¢ badz bezposrednio, badz
tez posrednio, gdyz na przyktad metodg autoradiografii udato sie stwier-
dzi¢ Scista lokalizacje aldosteronu (50) i testosteronu (42) w jadrach
komdérkowych, natomiast progesteron (70) gromadzit sie wytacznie w cy-
toplazmie. Najprawdopodobniej posredni jest rdwniez sposéb dziatania
estrogenu; niedawno Toft i Gorski (71) wykryli w cytoplazmie
komdrek macicy specyficzny receptor biatkowy tego enzymu.
Doswiadczenie Kima i Cohena (34) wskazuje na posredni wplyw
tyroksyny na materiat genetyczny. Jak wiadomo, hormon ten wywo-
tuje przyspieszenie metamorfozy u kijanek, przyczym jego podanie po-
woduje wzrost syntezy szeregu typow RNA w watrobie kijanki (23, 64),
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jak rowniez indukcje syntetazy karbamylofosforanu (22), hamowang
przez aktynomycyne D (16). Stwierdzenie to sugerowato wplyw bez-
posredni, totez badania Kima i Cohena mialy za zadanie spraw-
dzenie wpltywu tyroksyny na oczyszczone preparaty chromatyny z wa-
troby kijanek. Do badan uzyto gatunku Rana catesbeiana. Otrzymana
chromatyna stanowita matryce dla polimerazy RNA, a ilos¢ powstatego
RNA oceniano na podstawie wigczania do niego cytozyny ze znakowa-
nego trytem CTP.

Stwierdzono, ze chromatyna z watroby kijanek poddanych dziataniu
tyroksyny jest 20—50% wydajniejszg matrycg dla polimerazy RNA niz
chromatyna z watroby kijanek kontrolnych (rysunek 9). Dla poréwnania

Rys. 9. Synteza DNA in vitro przy zastosowaniu jako matrycy dla polimerazy DNA:
A — preparatu odbiatczonego DNA, B i C—preparatu chromatyny z watroby
kijanek wg (34)
£ kijanki kontrolne, A kijanki poddane dziataniu tyroksyny.

podano wyniki uzyskane dla odbiatczonego — a wiec pozbawionego hi-
ston6w — preparatu DNA; byty one jednakowe dla DNA z kijanek kon-
trolnych i otrzymujacych tyroksyne. Natomiast inkubacja jgder komor-
kowych watroby lub preparatu chromatyny z kijanek kontrolnych w roz-
tworze tyroksyny nie spowodowata wzrostu syntezy DNA; uzyskane
przez Kima i Cohena wyniki mozna zatem interpretowaé jako
dowod, ze tyroksyna dziata na chromatyne w sposob posredni. Oddziaty-
wanie to powodowatoby w nastepstwie uwalnianie histonéw z komplek-
sow z DNA, wskutek czego nowe odcinki DNA mogtyby stanowi¢ ma-
tryce w procesie transkrypciji.

Wyniki prac Bonnera i wsp. z lat 1962—63 (4, 24) sugerowaty, ze
histony sg czynnikami blokujagcymi matryce DNA. Ostatnie wyniki prac
Bonnera i Huanga (3) oraz Benjamina i wsp. (2) zdajg
sie jednak wskazywac¢, ze wiasciwym czynnikiem blokujagcym jest kom-
pleks histon-RNA. Kompleks taki spetnia oba warunki stawiane repre-
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sorowi genetycznemu: 1) moze by¢ specyficzny w stosunku do danego
genu dzieki komplementarnej strukturze sktadowego RNA (44) (same hi-
stony mimo pewnej heterogennosci — warunku tego nie spetniajg);
2) moze podlega¢ dziataniu efektoréw allosterycznych dzieki zawartos-
ci sktadnika histonowego; zmiana konformacji histonu wptywataby wte-
dy na oddzielanie RNA kompleksu od DNA blokowanego genu.

Hormony mogtyby zatem dziata¢ badz na histonowe sktadniki repre-
sorow — jak przypuszczajg Kim i Cohen —badZz jak postuluja
Goldberg i Atchley — mogtyby rozluznia¢ podwdjng spirale
DNA genu, co wptywatoby z kolei na rozerwanie wigzania miedzy DNA,
a RNA wchodzagcym w skiad represora. Wplyw na strukture genu maégi-
by byé wywierany przez hormony bezposrednio lub za posrednictwem
receptor6w hormonalnych.

Taki mechanizm dziatania nie moze by¢ uogdlniony dla wszystkich
zwigzkéw biologicznie czynnych obejmowanych nazwag hormonéw, wy-
daje sie jednak stuszny dla znacznej ich liczby. Mozna przypuszczaé, ze
poznanie istoty wptywu hormondéw na czynno$¢ gendw mogtoby rzucié
wiele Swiatta na jeden z kluczowych problemoéw wspoétczesnej biologii —
problem réznicowania komarek.
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Niektére wiasciwosci kazeiny i jej genetycznych odmian
Some Properties of Caseins and their genetic Variants

The genetic polymorphism in caseins of cows milk as well as biophysical and
biochemical properties of a-casein in complex, [3 y and x-caseins are reviewed.

Wstep

Od pewnego czasu nomenklatura i klasyfikacja biatek mleka kro-
wiego, a szczegOlnie kazeiny, stawata sie coraz bardziej skomplikowana
i chaotyczna. Opracowanie nowego systemu klasyfikacji biatek mleka
pozwala na stopniowe wigczanie do tego systemu nastepnych skitadnikéw
lub frakcji, ktore w przysztosci mogg by¢ wyizolowane i scharaktery-
zowane (68).

Do uporzadkowania nomenklatury i klasyfikacji biatek mleka w du-
zym stopniu przyczynity sie: rozwdj nowoczesnej techniki laboratoryj-
nej, odkrycia genetycznych odmian biatek serwatkowych, wyizolowanie
biatek mleka zblizonych do kazeiny i odkrycie genetycznych odmian
as, @i %-kazeiny.

I. Kazeina jako kompleks i nomenklatura poszczegoélnych jej frakcji

Kazeina wystepuje w mleku jako niejednorodny fosfoproteid, daja-
cy sie wytrgci¢ przez doprowadzenie stezenia jonéw wodorowych do
pH 4,6 w temperaturze 20°C.

W obrebie tak zwanej kazeiny catkowitej rozr6znia sie kompleks a-
-kazeiny oraz 3 y i x-kazeine. Zaréwno kompleks jak i poszczeg6lne
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frakcje kazeiny wzajemnie na siebie oddziatywujg. Charakteryzujg sie
one odmiennymi witasciwosciami fizykochemicznymi. Kazeina catkowita
zawiera najwiecej a-kazeiny, ktora skilada sie z trzech podstawowych
frakcji.

W kompleksie a-kazeiny wyr6zniono frakcje wrazliwg na obecnos$é

Rys. 1. Rozdziat kazeiny catkowitej (chromatografia kolumnowa z DEAE-celulozg)
Nanoszono 10 g kazeiny, bufor: 3,3M mocznik, 0,02M imidazol, 0,02M merkaptoetanol doprowa-
dzony do pH 7 za pomoca HCl. Gradient od 0 do 0.35M NaCl. Szybko$¢ elucji 220 ml/godz., czas
analizy 23 godz., objeto$¢ frakcji 20 ml (kolumna preparatywna)
Szczyty zakreskowane zawieraly frakcje kazein elektroforetycznie jednorodne ’(elektroforeza
na zelu skrobiowym w pH 86).
Wedtug S. Poznanskiego (nie publikowana)

Rys. 2. Rozdziat x-kazeiny B (chromatografia kolumnowa z DiME-celulozg)

Naniesiono 2,7 g »-kazeiny otrzymanej wedtug Zittle i Custer, bufor: 3,3M mocznik, 0,02M
imidazol, 0,03M merkaptoetanol doprowadzony za pomocg HCl do pH 7. Gradient od 0,02 do
0,18M NaCl. Szybko$¢ elucji 200ml/godz., czas analizy 26 godz., objeto$¢ frakcji 20ml (kolum-
na preparatywna) .
Szczyt 2 reprezentuje frakcje podstawowg »-kazeiny
Wedtug S. Poznanskiego (nie publikowana)
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jondw wapniowych, jest nig as-kazeina, nierozpuszczalna w 0,4M roz-
tworze CaCl2 o pH 7 w temperaturze 0 do 4°C. Nieco pOZniej stwier-
dzono, ze as-kazeina zawiera frakcje asl,2kazeiny z ich genetycznymi od-
mianami (69, 70) oraz pewne inne frakcje, ktére umownie nazwano
frakcjami podobnymi do as-kazeiny. Te inne frakcje wystepujg badz ja-
ko odmiany niestabilne wobec jondw wapniowych, bgdz tez jako od-
miany stabilizowane wobec tychze jonow przez x-kazeing. x-Kazeina jest
fosfoglikoproteidem rozpuszczalnym w 0,4M roztworze CaCl2 o pH 7
w temperaturze 0 do 4°C i ma zdolnos$¢ stabilizowania asl,2kazeiny wo-*
bec jondw wapniowych. A-Kazeina, mato jeszcze zbadana frakcja kom-
pleksu a-kazeiny, jest rdwniez rozpuszczalna w 0,4M roztworze C-aCl2
ale nie ma zdolnoSci stabilizowania as-kazeiny wobec jonéw wapnio-
wych.

Oddzielng frakcje kazeiny catkowitej stanowi (3-kazeina, rozpusz-*
czalna w roztworze mocznika 4,6M, a nierozpuszczalna w 3,3M o pH 4,6.
(3-Kazeina wytraca sie w obecnosci jonow wapniowych w temperaturze
35°C, natomiast w temperaturze 4°C jest stabilna wobec tych jondéw.

Frakcja, nazwana y-kazeing, jest rozpuszczalna w 3,3M roztworze
mocznika o pH 4,7, a nierozpuszczalna w 1,7M po dodaniu siarczanu
amonowego.

Znanych jest kilka metod otrzymywania poszczeg6lnych frakcji hib
kompleksow biatkowych kazeiny (19, 55, 70). Czyste frakcje otrzymywa-
no metodg chromatografii kolumnowej przy uzyciu DEAE-celulozy (57).
Rysunek 1 przedstawia chromatograficzny rozdziat kazeiny catkowitej,
a rysunek 2 rozdziat x-kazeiny.

I1. Genetyczna niejednorodno$¢ poszczego6lnych frakcji kazeiny

Aschaffenburg i Drewry (4 w 1957 roku pierwsi zwrdcili
uwage na genetyczng niejednorodno$¢ biatek mleka krowiego, demon-
strujac genetyczne postacie (3-laktoglobuliny A i B, a nieco plzniegj
Bell (11) odkryt posta¢c C. W 1961 roku Aschaffenburg (5
stwierdzit za pomoca elektroforezy na zelu skrobiowym obecnos$¢ trzech
genetycznych postaci (3-kazeiny, ktére wystepowaty w mleku indywi-
dualnych kréw, badZz pojedynczo: A, B lub C, badz tez parami: AB, AC
lub BC. W 1964 roku obserwacje te potwierdzili Thompson i wsp.
(71), ktérzy przeanalizowali tez czestotliwo$¢ wystepowania pojedyn-
czych postaci lub par tych odmian u niektédrych ras krow badz ich krzy-
zo6wek. W tym samym czasie Kiddy i Johnson (32) stwierdzili
Iv mleku od tych samych ras krow wystepowanie genetycznych od-
mian as-kazeiny.

Grosclaude (22) nie wykryt (3-kazeiny C w mleku krow nie-
ktorych ras francuskich (normandzkiej, flamandzkiej i Francaise-Fri-
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sonne-Pie-Noire), jak réwniez nie stwierdzit asl,>2kazeiny A, zamiast
ktdrej wystepowaly na ogo6t asi,>-kazeina B i C, a tylko w przypadku
jednej rasy asl,2kazeina D. Wystepowanie asl,>-kazeiny D stwierdzit tez
Koning (10).

Ciekawe wydajg sie ostatnie doniesienia Aschafffenburga (6),
ze w mleku krow wyhodowanych w Europie w przewadze wystepuja:
(3-kazeina A, "-kazeina A i asl)2-kazeina B, natomiast w mleku indyj-
skiego bydta zebu oraz afrykanskiego Boran (Kenia) stwierdzono wy-
stepowanie cosl,2kazeiny gtéwnie pod postacig genetycznej odmiany C.

Stosowanie elektroforezy na zelu skrobiowym lub na zelu poliakryla-
midowym do rozdziatu u-kazeiny nie dalo tak zadawalajgcych wynikow
jak w przypadku rozdzialu @i as-kazeiny. Neelin (40), wprowadzajac
niskie stezenia cysteiny lub 2-merkaptoetanolu do buforu mocznikowe-
go przy strefowej elektroforezie, stwierdzit obecno$¢ tylko dwu gene-
tycznych odmian %-kazeiny: A i B. Wyniki te potwierdzili Woychlik
(78, 79) i Schmidt (58).

Z doSwiadczen Grosclaude (23) wynika, ze wystepowanie posz-
czegblnych odmian genetycznych kazeiny zalezy od struktury genetycz-
nej poszczegolnych osobnikow. Na przyktad w mleku od krow rasy fran-
cuskiej Montbeliarde Grosclaude (22) stwierdzit nastepujaca cze-
stotliwo$¢ kombinacji wystepowania poszczeg6lnych odmian kazein:

*fPAXA = 41,30/0 a?”*B= 2930/0

s$AIN = 6,10 oxfiAxB= 2,8°/o

ocf"By A= 158®/o <BgBxB= 2,9%

aB&xA= 0,4% af[@zaB= 1,4°/o
orazas(3BxB mniej niz 0,l°/o.

Ciekawe sg informacje o przenoszeniu u bydta z ojca na corki gendw,
warunkujgcych wytwarzanie odpowiednich odmian kazeiny (23, 32).

I11. Niektére wiasciwosci fizyko-chemiczne poszczegélnych frakcji kazein i ich
odmian

1. Ruchliwos$¢ eleklroforetyczna

Genetyczne odmiany poszczegélnych frakcji kazeiny i innych biatek
mleka zidentyfikowano w oparciu o réznice ruchliwosci elektroforetycz-
nej. Jak podajg Thompson i wsp. (68), zajmujacy sie nomenklaturag
i klasyfikacja biatek mleka komitet zalecit do identyfikacji frakcji ka-
zeiny elektroforeze strefowg na zelu skrobiowym w buforze o pH 8,6
wedtug WakeaiBaldwina (86) lub wedtug McKenziegoi W a-
k e’a (30), badZz tez na zelu poliakrylamidowym wedtug Petersona
(47) lub Aschaffenburga (7). Wedlug Thompsona (73) z dos-
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wiadczen szesSciu powaznych osrodkéw naukowych wynika, ze zachowa-
nie mozliwie identycznych warunkéw elektroforezy ma szczegdlne zna-
czenie przy identyfikacji genetycznych odmian poszczeg6lnych frakcji.
Dla informacji podajemy wzgledng ruchliwo$¢ elektroforetyczng niekto-
rych frakcji kazeiny i ich odmian genetycznych (tablica 1).

Tablica 1
Wzgledna ruchliwos$é elektroforetyczng aSi,2 i P-kazeiny
(72, 74)
Frakcje i ich odmiany Na zelu skrobiowym _ Na ze.lu
genetyczne poliakrylamidowym

P-A 0,89 0,65
P-B 0,76 0,61
P-c 0,70 0,54
as-A 1,18 1,12
as-B 1,10 1,13
v-5~C 1,07 1,10

Ostatnio sygnalizuje sie wystepowanie w mleku niektérych ras by-
dta as-D i (3-D kazeiny. Nie okre$lono jednak jeszcze dokiadnie ich ruch-
liwosci elektroforetycznej. Peterson i Kopfler (48) doniesli, ze
przy zastosowaniu elektroforezy w buforze o pH 3 mozna wykry¢ wie-
cej genetycznych odmian (3-kazeiny niz dotychczas oraz ze ruchliwosé
elektroforetyczng, a tym samym i nomenklatura A, B, C, ustalone w $ro-
dowisku zasadowym, nie pokrywajg sie z ruchliwos$cig elektroforetycz-
ng w $rodowisku kwasnym. (3-Kazeina A ma reprezentowa¢ 5 do 6 feno-
typow (A, A’, B, C, D, E).

2. Ciezar czasteczkowy

Ciezary czasteczkowe poszczeg6lnych odmian kazeiny zestawiono
w tablicy 2. S ,

Roéznice w ciezarze czasteczkowym x-kazeiny wynikajg z faktu, ze
w pH okoto 7 wystepuje ona w postaci polimeru (63). Sweisgood
i Brunner (63) uwazaja, ze polimer x-kazeiny zawiera w tych wa-
runkach dwa lub wiecej polipeptydowych tancuchéw, ktére sg potaczo-
ne mostkami dwusiarczkowymi. W obecnosci czynnika redukujgcego
(2-merkaptoetanol) potgczenia dwusiarczkowe rozpadajag sie i powstaja
3 czgsteczki, kazda o ciezarze czgsteczkowym okoto 20 000.

Poszczegblne frakcje kazeiny charakteryzuja sie réwniez rdznymi
punktami izoelektrycznymi i izojonowymi. Zittle i Custer (87)
zaobserwowali, ze punkt izoelektryczny x-kazeiny odpowiada pH 3,7,
a warto$¢ punktu izojonowego siega pH 51. W przypadku as-kazeiny
punkt izoelektryczny przypada przy pH 4,4, punkt izojonowy natomiast
przy pH 4,7.

3 Postepy Biochemii
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Tablica 2
Cigzar czgsteczkowy xs, B i x-kazeiny oraz ich odmian genetycznych
Ciezar czasteczkowy _POZyCJe
literatury
Kompleks a-kazeiny 27 000 41
as-kazeiny mleka zbiorowego 27 000 83
as-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
B-kazeina mleka zbiorowego 25 000 45, 25, 41
24 000 64
B-kazeina A 24 185—24 282 50
R-kazeina B 24198-24 294 50
B-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 doswiadczen Payena i Markwijk (45, 46, 51) oraz von
Hippel i Waugh (25) wynika, ze R-kazeina w miare wzrostu tem-
peratury ulega dysocjacji. W 4°C jest monomerem, w 8,5°C przy wyz-
szych stezeniach biatka asocjuje czeSciowo, a w 20°C wystepuje jako po-
limer. Wedlug Garniera (16) R-kazeina w miare wzrostu tempera-
tury od 25° do 40° ulega przeksztatceniu z tak zwanej postaci | do po-
staci Il. PrzejScie to jest procesem endotermicznym, catkowicie odwra-
calnym (AH = +30 £ 3 kcal/mol), przebiega szybko i jest analogiczne
dla trzech genetycznych odmian R-kazeiny A, B i C. Tylko posta¢ Il
ulega polimeryzacji i jest nierozpuszczalna w obecnosci matych stezen
jonébw Ca2+. Ma ona wedtug Garniera (16) bardziej pofaldowang
strukture niz forma I.

Payens (46) zakomunikowat, ze réwniez asl-kazeina w $rodowisku
o pH bliskim 6,5 ma zdolno$¢ do asocjacji, przy czym jej genetyczne
odmiany B i C wykazujg pewne zroznicowanie. asl-kazeina C ulega
w pH 6,5 szybkiej polimeryzacji. W miare wzrostu temperatury (z 2,9°
do 14°C) wzrasta liniowo ciezar czgsteczkowy tej odmiany genetycznej.
Ciezar czasteczkowy polimeru wynosi 113 000 £ 3000 i Payens sugeruje,
ze w tych warunkach asl-kazeina C wystepuje jako pentomer. asi-Kaze-
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ina B jest mniej podatna do polimeryzacji. Ciezar czasteczkowy poli-
meru osl-kazeiny B wynosi 90 000. W 1% buforze fosforanowym o pH 7
w temperaturze 5°C as-kazeina otrzymana wedtug Hippela (25 daje
tylko jeden szczyt sedymentacji (SD= 52), w temperaturze 85°C za$
otrzymuje sie jeszcze dwa szczyty sedymentacji (S0 = 4,9 i 21), przy
czym termicznie zmiany sg tatwo odwracalne (31).

3. Wiasciwosci fizyko-chemiczne x-kazeiny

W 1956 roku Waugh i Hippel (82 otrzymali z mleka frakcje
kazeiny o niskiej zawartosci fosforu, rozpuszczalng w obecnosci jonow
Ca2+ i zdolng do stabilizacji asl-kazeiny w obecnos$ci tych jondéw i na-
zwali jg x-kazeing. Wiasciwosci fizyko-chemiczne tej frakcji sa jeszcze
prawie nie znane. Ribadeau-Dumas i Veaux (56) wykazali, ze
kolostrum (siara) zawiera znacznie wiecej x-kazeiny niz mleko normalne
(okoto 35% ogdlnej zawarto$ci biatek) oraz, ze x-kazeina siary charak-
teryzuje sie wyzszg zawartoscig kwasu sialowego.

W S$rodowisku o pH 7 x-kazeina poddana ultrawirowaniu sedymen-
tuje jako polimer (S20~ 13), natomiast w Srodowisku kwasnym wyste-
puje jako monomer. Natywna x-kazeina bardzo trudno ulega rozdziato-
wi elektroforetycznemu. Redukcja obecnych w x-kazeinie grup dwu-
siarczkowych polepsza jej rozdziat elektroforetyczny. Neelin (40)

Start Q60 0727777837090

Rys. 3. Rozdziat elektroforetyczny x-kazeiny A i B wedtug (58)

0,6 i 052 odpowiadaja frakcjom podstawowym «-kazeiny. Cyfry rzymskie odpowiadajg szczy-
tom otrzymanym na drodze chromatografii kolumnowej z DEAE-celulozg

i rownoczesnie Schmidt (59), wprowadzajagc niskie stezenia 2-mer-
kaptoetanolu do roztworu mocznika, wykazali, ze x-kazeina jest tez nie-
jednorodna oraz, ze w obrebie odmian genetycznych tej frakcji wyste-
puje rézna ilos¢ podfrakcji. Schmidt (64) wykazal, ze dodatek 2-mer-
kaptoetanolu do buforéw pozwala na zadowalajacy rozdziat x-kazeiny
na kolumnie z DEAE-celulozg (rysunek 3).

Woychik i Kalan (79) otrzymali trwate preparaty karboksy-
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amidoetylo-y.-kazeiny (CAM-x) poprzez alkilowanie za pomocag jodoace-
toamidu uprzednio zredukowanej 2-merkaptoetanolem x-kazeiny. CAM-
-y.-kazeina okazata sie w tym samym stopniu podatna na dziatanie pod-
puszczki co natywna x-kazeina. W ake (85) otrzymat trwaty preparat
S-karboksymetylo-y-kazeiny o witasnosciach podobnych do CAM-x-ka-
zeiny.

4. Rola «-kazeiny w tworzeniu komplekséw

as-Kazeina nietrwata w obecnosci jonéw wapnia i ulegajgca, catkowi-
temu wytrgceniu juz przy stezeniu 0,01 M CaCl2 jest stabilizowana
przez "-kazeine (72, 87). Stopien trwatosci as-kazeiny w roztworze zalezy
takze od stezenia jondw wodorowych.

Wedtug Thompsona i Kiddy (72) asi-kazeiny B i C sg jedna-
kowo stabilizowane przez x-kazeine przy tym samym stosunku iloscio-
wym té/asi, natomiast asi-kazeina A wykazuje raczej wiekszg stabilnosé.
asi-Kazeina A prawdopodobnie silniej reaguje z x-kazeing, tworzac bar-
dziej stabilng micelle wobec Ca2+ niz x-kazeina z asi-B lub asi-C.

Ciekawe sg obserwacje (14), ze ochronne dziatanie mK-kazeiny w sto-
sunku do asl-kazeiny wobec jondw wapniowych zalezy od kombinacji jo-
néw Ca2+ z innymi zwigzkami i od sposobu chtodzenia roztworu. Na

Rys. 4. Zdolno$¢ rozpuszczania as-kazeiny

-0 - przez natywng «-kazeing -X------- przez cyjanometylo-*-kazeine
Wedtug (81)

uwage zastuguje tez fakt, ze x-kazeina strgcona alkoholem wykazuje
stabe zdolnosci stabilizowania as-kazeiny (87). Z drugiej strony CAM
x-kazeina (79) stabilizuje asl-kazeine w takim samym stopniu jak na-
tywna y.-kazeina (rysunek 4).

Nakai i wsp. (44) wykazali, ze tagodnie przeprowadzone utlenia-
nie reszt tryptofanu w x-kazeinie powoduje tylko nieznaczne zmiany
w czgsteczkach tej frakcji kazeiny i nie zmienia zdolnosci do stabilizo-
wania asi-kazeiny wobec Ca2+.
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W wyzszej temperaturze rowniez i (3-kazeina potrzebuje do swej sta-
bilizacji obecnosci x-kazeiny (88). W temperaturze 0—5°C P-kazeina jest
catkowicie rozpuszczalna w obecnosci jonow Ca2+, natomiast w tempe-
raturze 35—37° rozpuszcza sie tylko 0,2 g/l w 0,03 M CaCl2 (rysunek 5).

Wiadomo réwniez, ze asl i P-kazeiny ulegaja asocjacji z %-kazeing,
dajac kompleks zdolny do polimeryzacji i tworzenia micelli w obecnosci

Rys. 5. Stragcanie (3-kazeiny (0,15%> roztwoér) przez CaCl2 w pH 6,7 i 30°C
Wedtug (88)

jonow wapniowych. Zdolno$¢ do asocjacji asl-kazeiny z x-kazeing (rysu-
nek 6) pierwsi zaobserwowali Gilbert i Jenkins (19), co na-
stepnie potwierdzili inni autorzy (15, 82).

Rys. 6. Diagramy z ultrawirowania kazeiny a i as i ich mieszaniny

Wedtug (15)
a. «-kazeina (3,8 mg/ml). Fotografowano po 60 min. (kat 45°) b. a-kazeina (3,2 mg/ml). Foto-
grafowano po 64 min. (kat 55°) c. Mieszanina «-kazeiny z as-kazeing. Fotografowano po 60 min.
(kat 45°). «-kazeina 38 mg/ml, a-kazeina 32 mg/ml. Szybko$¢ 39460 obr/min, temperatura
25,5°C (dla b — 25,5°C, 0,1M NaCl, pH 6,95)

Garnier (16) doniost, ze w miare asocjacji asl lub (3-kazeiny z x-ka-
zeing absorbcja Swiatta dla tyrozyny ulega ttumieniu. Zaobserwowano
rowniez przesuniecie barwy w kierunku czerwieni (ang. bathochromic
shift) i wzrost intensywnos$ci absorbcji podczas mieszania x-kazeiny z asl
lub P-kazeing, nie stwierdzono natomiast zmian w skrecalno$ci optycz-
nej roztwordw tych biatek. Na tej podstawie wysunieto przypuszczenie,
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ze x-kazeina jest wigzana mostkami wodorowymi poprzez reszty tyro-
zyny z grupami karboksylowymi asl lub (3-kazeiny.

Nakai i wsp. (44) przychylajg sie jednak do hipotezy Hill
i Laing (83), ze stabilizujagce oddziatywanie ~-kazeiny wobec asl-ka-
zeiny warunkujg histydyna lub hydroksy aminokwasy.

W 0,1 M roztworze NaCl o pH 7 powstaje pojedynczy kompleks mie-
dzy jedna czasteczka asi-kazeiny lub (3-kazeiny a jedng czasteczka x-ka-
zeiny. Wigzania z as-kazeing sa prawdopodobnie bardziej trwate niz
z (3-kazeing. Ustalono, ze stata dysocjacji w temperaturze 35°C dla po-
jedynczego kompleksu as-%-kazeiny wynosi w tych warunkach 0,3¢10"5
g/l. W przypadku pojedynczego kompleksu P-x-kazeiny stata dysocjacji
wynosi 0,7+10“5 g/l. Ciepto powstawania komplekséw a2x i (3-x-kazeiny
praktycznie rowna sie zeru. Catkowita przemiana wolnej energii A F35%C
dla kompleksu as-x-kazeiny wynosi 6350 + 150 cal/mol (15), a dla (3-x-ka-
zeiny 5500 £ 300 cal/mol (18). Powstawanie omawianych komplekséw
jest zatem zwigzane z przemianami wewnatrzczasteczkowymi.

Zainteresowanych szczeg6tami, dotyczacymi zdolno$ci stabilizowania
asi-kazeiny przez x-kazeine oraz mechanizmem powstawania micelli ka-
zeinowych i ich struktury, odsytamy do ostatnio opublikowanych prac
Waugh i Noble (43,84).

5. Stabilno$¢ termiczna niektérych frakcji kazeiny

Tessier i Rose (67) zaobserwowali dwa typy mleka réznigce
sie odpornoscig na ogrzewanie w 140°C: typ A charakteryzujacy sie naj-
mniejszg stabilnoscig w tej temperaturze w zakresie pH 6,4 do 7,1 oraz
typ B, ktérego stabilno$¢ stopniowo rosta w tym zakresie pH. Mniej wie-
cej 2/3 przebadanych krow dawato mleko typu A, chociaz w trzech przy-
padkach stwierdzono réwniez wystepowanie mleka typu posredniego.
Dodatek -/-kazeiny do mleka typu A obnizat lub catkowicie znosit labil-
nos¢ cieplng w zakresie pH 6,4—7,1, przy czym dodatni wptyw x-kaze-
iny byt wyraznie zalezny od poczatkowej jej zawartosci w badanym
mleku. Analizowane préby mleka typu A i B nie réznity sie miedzy soba
pod wzgledem zawartosci @i as-kazeiny, jak réwniez dodatek P i as-ka-
zeiny do obydwu typow mleka nie zmienial pierwotnych jego wiasci-
wosci. Tessier i Rose sg zdania, ze stabilno$¢ termiczna mleka zalezy od
stosunku /t-kazeiny, wystepujgcej na powierzchni micelli kompleksu ka-
zeiny, do rozpuszczalnej (3-laktoglobuliny. Po usunieciu czesci x-kazeiny
z powierzchni micelli mleko typu B upodobniato sie pod wzgledem ter-
micznej stabilnosci do mleka typu A. Jednak rdwniez wielko$¢ micelli
fosfokazeinianu wapnia wywiera wyrazny wplyw na termiczng stabil-
nos¢ mleka (67). Mleko, ktdrego micelle trudniej ulegaja sedymentacji'
podczas wirowania (30 000 obr./min, rotor Nr 30, Spinco L), wykazuje
termiczng stabilno$¢ zblizong do mleka typu B.
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Tarassuk i Nury (66) wykazali, ze lekkie ,zestarzenie” sie
x-kazeiny lub nieznaczny jej rozktad, wywotany przez enzymy (prawdo-
podobnie przez neuramidaze) (75), w duzym stopniu decyduje o termicz-
nej stabilnosci biatek mleka.

Ostatnio Schmidt i Koops (60) sugerujg, ze mleko zawieraja-
ce M-kazeine B wykazuje przy przerobie na mleko zgeszczone maksimum
stabilnosci termicznej w nizszym zakresie pH niz mleko zawierajace
x-kazeing A.

Kirchmeier (33) dowodzi, ze na stabilnos¢ termiczna mleka
znacznie wptywajg kwas glutaminowy i fosforowy zawarte w kazeinie.
Wyzsze zawartosci obu tych zwigzkéw w czasteczce kazeiny obnizaja
termiczng stabilno$¢ mleka. Autor ten zaobserwowal znaczne wahania
sezonowe zaréwno w zawartosci kwasu glutaminowego jak i fosforu
w kazeinie mleka krowiego (34).

IVV. Biochemiczne wiasciwosci frakcji kazein

1. Chemiczna charakterystyka as, 3 i >c-kazeiny

Dociekliwe badania Thompsona i wsp. (72, 76) oraz Koninga
i Rooijena (36) ujawnity, ze frakcje asi,2 i (3-kazeiny rdznig sie
w niewielkim tylko stopniu zawarto$cig azotu, natomiast w duzym —
zawartoscig fosforu. Bardziej jeszcze interesujace sg obserwacje tychze
autoréw Swiadczace, ze w obrebie genetycznych odmian tak as jak
i (3-kazeiny istniejg réznice w zawartosci azotu, a genetyczne odmiany
P-kazeiny r6znig sie z kolei tylko w niewielkim stopniu zawartoscia
fosforu (tablica 3).

Stwierdzono tez w przypadku poszczeg6lnych frakcji réznice w ilosci
reszt aminokwasowych w czasteczce oraz w N i C koAcowych aminokwa-
séw. Wedtug Thompsona i Kiddy (72) w asl,2kazeinie i jej ge-
netycznych odmianach arginina wystepuje jako N-koncowy, a tryptofan
jako C-koricowy aminokwas. Mellon i wsp. (38) podajg dla P-kazeiny
arginine i lizyne jako koricowe aminokwasy, chociaz opublikowane
ostatnio przez Kalana i wsp. (28) dane stwierdzajg, ze w przypadku
(3-kazeiny tylko arginina wystepuje jako N-kohncowy aminokwas. Ci sa-
mi autorzy sugeruja, ze w P-kazeinie wystepuje lleu-lleu-Wal lub lleu-
Wal-lleu jako C-koncowa sekwencja aminokwasow. Traktujgc oddziel-
nie karboksypeptydazg A poszczeg6lne odmiany genetyczne (3-kazeiny,
stwierdzili oni wyrazne rdznice w iloSci uwalnianej izoleucyny i waliny
z tym, ze z P-kazeiny C otrzymali najmniejsze ilosci tych aminokwasow.

W tablicy 4 przedstawiono catkowitg zawarto$¢ reszt aminokwaso-
wych, jak réwniez indywidualne réznice w skladzie aminokwasowym
poszczeg6lnych odmian genetycznych kazeiny.
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Rozpatrujac catkowitg ilos¢ reszt aminokwasowych dla poszczegol-
nych frakcji kazein, dochodzi sie do wniosku, ze mimo wyraznych réz-
nic miedzy as, B i x-kazeing ich genetyczne odmiany nie réznig sie w spo-
séb istotny miedzy soba. Analizujgc jednak ilos¢ reszt aminokwaséw
w obrebie genetycznych odmian danej frakcji stwierdza sie nieco cie-
kawsze fakty. Koning ivon Rooijen (36) podajg, ze as-kazeina C
zawiera 0 jedng reszte kwasu glutaminowego wiecej, natomiast o jedng
reszte glicyny mniej niz as-kazeina B. Autorzy ci nie zaobserwowali roz-
nic w wystepowaniu tych aminokwasow w R-kazeinie D, chociaz K o-
ning (35 wysuwa przypuszczenie, ze miedzy tymi odmianami wyste-
puja rdznice w resztach kwasu glutaminowego i asparaginowego. Bar-
dziej szczegOtowe dane dotyczace sktadu aminokwasowego frakcji ka-
zein znajdzie czytelnik w literaturze podanej w tablicy 4.

Na podstawie ré6znic w skiladzie aminokwaséw poszczegdlnych od-
mian genetycznych kazeiny wymienieni autorzy zgodnie przypuszczaja,
ze réznice te sg zdeterminowane genetycznie swoistg sekwencjga nukleo-
tydow w spirali kwasu rybonukleinowego (tak zwanym kodem genetycz-
nym). Dla R-kazeiny proponuje sie nastepujacy uktad (40):

R-kazeina aminokwasy kod genetyczny
A -Glu—Arg—Glu (NH2- ..GAA..CGA..CAA..
B -Glu—Arg—Arg- ..GAA..CGA..CGA..
C -Liz—Arg—GIu(NH2 JAAA..CGA..CAA

Mutacje aminokwaséw GIlu/Gli w as-kazeinie majg warunkowac tréjki
nukleotydow AAG/GAG (35).

Koning (35) trawigc p-kazeine typu A i B trypsyng, otrzymat z ge-
netycznej odmiany B — bogatszej o jedng reszte argininy — o jeden
peptyd wiecej i zaproponowat dla niego nastepujaca budowe: Ser (Leu.
2.Glu.Liz.Tre.Glu.2.Gli.Ser.3) Arg.

Jak wiadomo >t-kazeina zawiera w swej drobinie réwniez glukoze
(glikopeptyd), ktora, jak wykazano (55), zwigzana jest tylko z jednym
sktadnikiem tejze kazeiny. Sktadnik ten wedruje w pierwszej kolejnosci
podczas elektroforezy na zelu poliakrylamidowym w buforze Tris-
-EDTA-boraks-8M mocznik o pH 9,2. Réwniez glikomakropeptyd otrzy-
many przez potraktowanie x-kazeiny podpuszczka wykazat na elektro-
forogramie obecno$é¢ glukozy w tym samym potozeniu w jakim wyka-
zuje ja natywna x-kazeina. Potraktowanie x-kazeiny neuramidazg stop-
niowo obniza ruchliwos$¢ elektroforetyczng sktadnika zawierajacego cu-
kry, a w koiAcu prowadzi do jego catkowitego zaniku na elektroforogra-
mie (brak zabarwienia z czernig amidowg). Dziatanie neuramidazy pod-
czas diuzszego sktadowania mleka przeznaczonego do produkcji mleka
zageszczonego obniza juz wspomniang termiczng stabilnos$é kazeiny.



aluldazZeY-Xx M O3 ouozpaaImis AuMQSAd  9SOUIBO — XXX

0 = AufsAo  sorremez — ‘nuejordAay - weppelim z — x
6¢ 00 S Y—vv a spArdadoiewoxib
6¢ s g OT—9TT o xBUlaZRYRIRd

6, 9 ®RUBZRY-M OV & 9'85T 9T BUI9ZRY-X-0]A18W
6/ V EBUIBZEY-X (B O -oprweAsx)oqley-s
6. é &L P <RUIdZeY-X
-ojAlawouelAo-g
86'08'6¢ 0w & JT—E9T 1LET—99T g g euldzey-X
85'08'6¢ 0 & 9T —T9T 89T —G9T 8T vV eulazey-y
150§ 8 —V8T &€ 0lc—60¢ o D eulazey-d
150G B —r6TYre 0lc—60¢ I g euszed-g)
1605 % —G8T i 0c—602 I VvV BUIdZRY-d
9€ X & — G — Vi H  eulazey-se
9¢'Te €0 & 009 & 9T '8EC I O eBulazey-SE
9g'TC 00 € 009 ¥ 9lc '9gC I g eulazey-se
12 _ — 000 € — TeC I V BUISZEY-SD
0bfamoxza91skzo 9970915k70 M 9079s815kZ0 M
Ainjesarl] aloAzodniezd1o Bngpam  0u0z21|O mosemyouolwe  A1lzsagmosemyouiwe  eQgzol Aulazey aloxelq
uelwpo yosAuzoKieuab i 1 uiezey 1foxedy yoAujobszozsod sluiqoip M YydAmosemyoulwe 1zsal  950||

CRITCENY



[15] KAZEINY 535
2. Fizykochemiczne i biochemiczne zmiany w kazeinie pod wptywem podpuszczki

Po potraktowaniu kazeiny podpuszczka wydziela sie z roztworu ka-
zeiny lub z mleka tak zwana parakazeina. Wydzielanie z roztworu ka-
zeiny catkowitej wzglednie as lub P-kazein w formie parakazeiny wy-
maga obecno$ci jonéw wapniowych, natomiast x-parakazeina moze sie
wydzielié¢ réwniez bez udziatu tych jonow.

mn-Kazeina atakowana jest przez podpuszczke juz w tak zwanej enzy-
matycznej (utajonej) fazie podpuszczkowego krzepniecia mleka. W cza-
sie trwania tej fazy w Srodowisku o pH 6,8 do 7 uwalnia sie z kazdego
grama kazeiny catkowitej 1,5¢10—6 mola H+, podczas dziatania enzymu
na sama %-kazeine stwierdzono natomiast uwolnienie 1,8 £ 0,35*10-5 mo-
la H+ na 1 g x-kazeiny. Zaobserwowano jednak, ze w zakresie pH 54
do 7.4 ilosci uwalnianego H+ jest stala w obu przypadkach, a rdéznice
mieszczg sie w granicach biedu metody (17).

Bez wzgledu na ilos¢ podpuszczki dodanej do roztworu x-kazeiny po-
wstaje w fazie krzepniecia nierozpuszczalna frakcja biatka, zawierajgca
wszystkie aminokwasy siarkowe i aromatyczne oraz catg ilos¢ histydyny
i argininy, jakie byty obecne w rodzimej x-kezeinie. Réwnoczes$nie po-
wstaje frakcja rozpuszczalna w 12% kwasie tréjchlorooctowym, x-ka-
zeinoglikopeptyd, nazywany réwniez glikomakropeptydem o ciezarze
czasteczkowym okoto 8000 (27).

x-Kazeinoglikopeptyd zawiera prawie calg ilos¢ cukrow wystepuja-
cych w rodzimej x-kazeinie (27) i catg ilos¢ kwasu sialowego (9, 10).
Pewne dane wskazuja, ze x-kazeina zawiera wigzania specjalnie wrazliwe
na dziatanie podpuszczki, prawdopodobnie wigzanie estrowe miedzy gru-
pa karboksylowg C-koncowej reszty fenyloalaniny a grupg hydroksy-
lowag cukru. Autorzy przedstawili nawet schemat struktury x-kazeiny,
wskazujgc ewentualne miejsce wrazliwego wigzania estrowego.

Garnier i wsp. (17) uwazajag rowniez, ze podpuszczka rozkiada
w X-kazeinie wigzania typu estrowego. Przypuszczaja jednak, ze pod-
puszczka rozluznia wigzania estrowe, w ktdrych grupa karboksylowa
jest zjonizowana. OkreSlili oni rowniez energie aktywacji potrzebng dla
rozerwania tego wigzania estrowego jako réwng 6500 £ 700 cal/mol, to
jest bliskg wartosci energii potrzebnej do hydrolizy wiazania estrowego
przez esteraze.

Z niedawno opublikowanego doniesienia Delfour i wsp. (13) wy-
nika, ze x-kazeinoglikopeptyd zawiera bardzo nietrwale reszty metio-
niny, tatwo utleniajgce sie w czasie hydrolizy kwasowej do sulfotlenku
metioniny. Autorzy przypuszczajg, Ze reszty metioniny wystepuja jako
koncowe w czgsteczce glikomakropeptydu i sg poprzedzane przez alani-
ne. Zastrzegajg jednak, ze konieczne sg dalsze badania w celu ustalenia
czy grupy karboksylowe fenyloalaniny i reszty metioniny sg ze sobg
powigzane, czy tez nie. Jedno, co, jak sie wydaje, zostalo ostatecznie



536 S. POZNANSKI | WSP. [16J

stwierdzone, to fakt, ze jedynie x-kazeina ulega degradacji podczas
wstepnej fazy dziatania podpuszczki na kazeine. Produkty degradacji
x-kazeiny nie majg juz wiasciwosci koloidu ochronnego wobec dziatania
jonéw Ca2+. Po destrukcji ~-kazeiny spolimeryzowany kompleks a, P
i x-kazeiny koaguluje w postaci spolimeryzowanego kompleksu para-
kazeiny (fosforoparakazeinian wapniowy (15,1). Bioragc pod uwage ob-
serwacje o koagulowaniu x-kazeiny w nieobecnosci jonéw wapniowych
(42, 82) i stwierdzenie, ze z chwilg dodania podpuszczki do roztworu as
i y.-kazeiny bardzo szybko powstaje odpowiedni kompleks (15) nalezy
przypuszczaé, ze rola jonéw wapniowych sprowadza sie najprawdopo-
dobniej do wytragcenia tegoz kompleksu z roztworu.

Kompleks as i x-kazeiny powstaje znacznie szybciej niz kompleks
enzym-substrat. W temperaturze 35°C jedna gramoczasteczka pod-
puszczki hydrolizuje jedng gramoczgsteczke x-kazeiny w czasie okoto
0,01 sekundy. Obserwacja ta wyjasnia dobrze znany w praktyce fakt, ze
drobne ilosci enzymu sg catkowicie wystarczajgce do uzyskania skrzepu.
Tak szybkie powstawanie kompleksu as-x lub P-x-kazeiny zabezpiecza
przed wytraceniem samej para-x-kazeiny i moze by¢ tlumaczone tym,
ze uwolnione z wigzania estrowego grupy karboksylowe lub rozluZznione
wigzania imidowe grajg role w powstawaniu nitek para-x-kazeiny.

3. Oddziatywanie niektérych enzyméw proteolitycznych na kazeine

Pewne enzymy pochodzenia ro$linnego lub zwierzecego oprocz kata-
lizowania proceséw proteolizy wykazuja wiasciwosci koagulowania ka-
zeiny. Jedne z nich koaguluja kazeine, wykazujac ograniczone dziatanie
proteolityczne, inne natomiast, dokonujagc obu przemian réwnoczesnie,
doprowadzaja w krétkim stosunkowo czasie do bardzo daleko posunietej
degradacji biatek kazeiny. Dla przyktadu przytaczamy w tablicy 5 cie-
kawe dosSwiadczenia Tsugo i Yamauchi (77), w ktorych mleko
o pH 6,85 traktowano réznymi enzymami zdolnymi do koagulacji ka-
zeiny.

Z wymienionych w tablicy 5 enzymoéw tylko krystaliczna pod-
puszczka i pepsyna majg w tym zakresie pH selektywng zdolnos¢ pro-
teolizy kazeiny, to znaczy, ze w procesie krzepniecia mleka wywotanego
ich dziataniem tylko x-kazeina ulega proteolizie, pozostale za$ frakcje
kazeiny pozostajg nienaruszone (1, 36, 38).

Oczywiscie w przypadku zanieczyszczenia handlowej podpuszczki in-
nymi enzymami proteolitycznymi degradacja w czasie koagulacji ka-
zeiny bywa dalej posunieta (65). W miare spadku pH S$rodowiska zaréw-
no podpuszczka jak i pepsyna coraz wyrazniej trawig pozostate frakcje
kazeiny, przy czym podpuszczka najintensywniej rozktada kazeine w pH
49—55 (2). Najbardziej oporng na dzialanie podpuszczki okazata sie
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Tablica 5

Koagulacja biatek mleka przez niektdre enzymy pochodzenia roslinnego
lub zwierzecego (77.)

% skoagulowanych biatek mleka
Enzym i pochodzenie

po 15 min. |  po 2 godz.

Podpuszczka krystaliczna 69,8 69,7
Pepsyna krystaliczna 69,8 69,8
Chymotrypsyna krystaliczna 54,7 32,8
Ficyna (wyciag roslinny) 66,6 64,3
Proteaza krystaliczna z Aspergillus 60,6 41,0
oryzae

Proteaza krystaliczna ze Streptomyces 62,9 44,7
griseus

Proteaza krystaliczna z Bacillus 57,9 35,5
subtilis

Proteaza z Pesudomonas 67,1 62,2
myxogenes

P-kazeina, podczas gdy w takich samych warunkach x-parakazeina naj-
wczesniej ulega degradacji (37, 52).

W odmienny sposéb dziatajg na kazeine enzymy proteolityczne po-
chodzenia bakteryjnego. Jak wynika z doswiadczen Annibaldi (3)
enzymy bakterii nie wytwarzajagcych kwasu mlekowego (jak np. Alkali-
genes i Bacillus subtilis) intensywniej trawig kazeine. Wedlug V an
der Zanta (89) zewngtrzkomérkowe enzymy Pseudomonas putrefa-
ciens wykazuje optimum proteolizy a i (3-kazeiny oraz laktoalbuminy
w pH 7—7,5. Potwierdzili to Peterson i Gunderson (49), kto-
rzy przeprowadzili proteolize kazeiny za pomocg zewngtrzkomorkowych
i wewnatrzkomorkowych uktadéw proteolitycznych Pseudomonas flu-
orescens. Amunstad (1) poprzez maceracje gliceryng suchej masy
komérek bakterii wytwarzajagcych kwas mlekowy otrzymat aktywne
preparaty enzymatyczne. Oznaczajac po inkubacji kazeiny z tymi prepa-
ratami N-rozpuszczalny w wodzie i N-aminowy stwierdzit on (2) dla
Streptococcus diacetilactis i Lactobacillus casei maksimum aktywnosci
proteolitycznej w granicach pH 6 do 6,8. Wykazal tez, ze stabg zdolnos¢
proteolizy posiadaty preparaty uzyskane ze Streptococcus lactis i Strep-
tococcus diacetilactis, a stosunkowo wysoka aktywno$¢ preparaty z jed-
nego szczepu Bacterium cremoris. Bottazzi (12), Poznanski
i wsp. (53, 54) rowniez uzyskali dane $wiadczace, ze uktady enzyma-
tyczne Lactobacillus helveticus, Lactobacillus lactis, Streptococcus
lactis, Streptococcus thermophilus wykazuja ograniczong zdolno$¢ tra-
wienia kazeiny. Ostatnio podobne wyniki uzyskali tez Hammond
i wsp. (24), zadajac wyjatowione mleko zawiesing komodrek réznych
bakterii.



538 S. POZNAKNSKI | WSP. [18]

Zant i Nelson (90), Sledzac trawienie kazeiny przez wewnatrz-
komérkowy enzym Streptococcus lactis, stwierdzili dwa optima: pierw-
sze gtowne w pH 7,0, a drugie mniej wyrazne w pH 55 W tym samym
zakresie pH drugie optimum aktywno$ci enzymu Streptococcus lactis
stwierdzili tez Baribo i Foster (8). Doswiadczenia wiasne (53, 54),
przeprowadzone na kazeinie w zakresie pH odpowiadajgcego drugiemu
optimum (pH 5,6) wykazaty, ze w poréwnaniu do krystalicznej pod-
puszczki wewngtrzkomdrkowe enzymy Streptococcus thermophilus
i Lactobacillus bulgaricus majg staba zdolno$¢ degradacji biatek kaze-
iny. Sledzac stopien degradacji poszczegélnych frakcji kazeiny pod
wpltywem tych preparatéw enzymatycznych stwierdzono, ze najinten-
sywniejszej proteolizie w pH 5,6 ulegata x-kazeina (52, 53, 54).
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MIECZYSEAW TRENKNER*, TADEUSZ J. OTTO**

Biologia przeszczepdéw narzadowych
Biology of Organ Transplantation

Basic concepts of immunological reaction on the transplanted tissue and its
modification are discussed. Biology and clinical application of transplantation of
organs are presented.

Osiggniecia ostatnich lat w zakresie techniki i aparatury chirurgicz-
nej obudzity na nowo od dawna nurtujace ludzkos¢ nadzieje zwigzane
z przeszczepianiem tkanek i narzadéw jako jedna z metod chirurgii od-
tworczej. Sztuczne narzady jako sztuczna nerka, proteza serca czy apa-
raty wspomagajace oddychanie, jakkolwiek reprezentujg najwyzszy
wspoétczesnie poziom techniczny, maja ograniczone zastosowanie i ogra-
niczony czas pracy. W wielu przypadkach jedynym rozwigzaniem byto-
by zastgpienie zniszczonego narzadu przez przeszczepiony zdrowy na-
rzad pobrany od innego osobnika. Obecny stan techniki chirurgicznej
pozwala na wykonanie nawet bardzo skomplikowanych zabiegéw, nie
zapewnia jednak diugotrwatej czynnosci przeszczepionego narzadu, wy-
jawszy przypadki przeszczepdw miedzy bliznietami jednojajowymi. Na-
tomiast w dziedzinie przeszczepdéw tkankowych uzyskano znaczne osigg-
niecie czego przyktadem sa: przetaczanie krwi oraz przeszczepy kosci
i skory szeroko stosowane juz w Klinice.

Zaleznie od stosunku pokrewienstwa pomiedzy dawca a biorcg roz-
rézniamy autoprzeszczepy to jest takie w ktdrych dawca jest biorca, izo-
przeszczepy — miedzy osobnikami identycznymi pod wzgledem struktury
antygenow tkankowych, alloprzeszczepy, zwane dawniej homoprzeszcze-
pami — miedzy genetycznie réznymi osobnikami tego samego gatunku
i ksenoprzeszczepy, zwane dawniej heteroprzeszczepami — miedzy osob-
nikami réznych gatunkow (53, 101).

Zaleznie od miejsca, w ktOre zostaje przeszczepiony narzad rozrdznia
sie przeszczepy ortotopowe, gdy przeszczep umiejscowiony zostaje
w swym prawidlowym anatomicznie potozeniu i heterotopowe, gdy
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licy w Warszawie.
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przeszczep zajmuje miejsce nienaturalne na przyktad nerka pod skora
szyi z unaczynieniem od tetnicy szyjnej i wyprowadzeniem moczowodu
na skore szyi. Longmire (87) wprowadzit okreSlenie ,statyczny” dla
przeszczepu speiniajgcego jedynie role podporowa bez zdolnosci do zy-
cia i ,witalny”, gdy zamierzona jest jego peina funkcja metaboliczna.

Autoprzeszczepy narzgdowe nie majg znaczenia w praktyce klinicz-
nej, izoprzeszczepy moga mie¢ tylko zastosowanie ograniczone ze wzgle-
du na mata liczbe bliznigt jednojajowych. Szersze zastosowanie znalez¢
moga jedynie alloprzeszczepy i ewentualnie ksenoprzeszczepy, jednak
do pelnego powodzenia tych zabiegbw konieczne jest opanowanie pro-
cesOw wynikajacych z roznic immunologicznych miedzy przeszczepem
a biorcag. Immunologia przeszczepéw tkankowych jest dzisiaj do$¢ do-
brze opracowana. Wyniki tych badan mogg w znacznej mierze by¢ prze-
niesione na przeszczepy narzadowe, jednak badania nad tymi ostatnimi
postawily caty szereg nowych pytan.

I. Reakcja immunologiczna

Punktem wyjscia do badan nad reakcjg immunologiczng byto spo-
strzezenie, ze alloprzeszczepy tkankowe zachowuja sie w ciggu pierw-
szych dni po zabiegu identycznie jak autoprzeszczepy. Badania histopa-
tologiczne wykazaty, ze w okresie tym dochodzi do unaczynienia prze-
szczepu co klinicznie wyraza sie jego zar6zowieniem. Jednakze pigtego —
széstego dnia pojawiajg sie nacieki komdrek jednojadrzastych wokot
zyt wlosowatych, powstajag zakrzepy w naczyniach i przeszczep obumie-
ra. Najogolniej proces odrzucania przeszczepu okre$lié mozna jako od-
wrocenie procesu gojenia. Zjawisko przyspieszonego odrzucania (ang.
second set reaction), w ktorym ponowny przeszczep od tego samego
dawcy jest odrzucany znacznie szybciej i gwaltowniej niz przeszczep
pierwotny, wskazuje wyraznie na immunologiczng istote procesu odrzu-
cania (99). Wykazano, ze uczulenie gospodarza na antygeny przeszczepu
wystepuje w okoto 48 godzin po wytworzeniu odptywu krwionosnego
i chtonnego. Jednocze$nie stwierdzono, ze peitny obraz odczynu immuno-
logicznego powsta¢ moze w przeszczepach tkankowych wielokrotnie
wszczepianych to jest w warunkach wielokrotnego niszczenia powsta-
jacego unaczynienia przeszczepu.

1. Czynniki komérkowe i humoralne

Od wielu lat prowadzone sg badania majace na celu wyjasnienie czy
reakcja immunologiczna biorcy ma charakter komérkowy czy humoral-
ny. Obecnie wydaje sie, ze natura procesu jest dwoista z przewagg od-
czynu komérkowego. Przed 40 laty Murphy (114) wykazal, ze obec-
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no$¢ leukocytow biorcy w okolicy przeszczepu jest dowodem jego od-
rzucania. Naciek leukocytarny sktada sie z r6znych komérek, w pewnym
okresie nawet z komdérek wielojgdrzastych, przewazajg jednak komdrki
jednojadrzaste, a ws$rdd nich mate limfocyty. W mikroskopie elektrono-
wym stanowig one populacje zrdéznicowang pod wzgledem ksztattu jadra
i zawieraja niewiele mitochondriow (165). W pdéznym okresie w nacieku
pojawiajg sie komdrki plazmatyczne. Niedokrwienie przeszczepu w wy-
niku zmian w naczyniach i wok6t nich wystepuje znacznie szybciej
i gwattowniej w zespole przyspieszonego odrzucania doprowadzajac
w skrajnych przypadkach do tak zwanego odczynu bialego przeszczepu,
w Kktorym nie otrzymuje on ukrwienia i obumiera szybko bez objawdw
zapalnych (42).

Opisane zjawiska wskazujg na komdrkowy charakter procesu odrzu-
cania przeszczepu. Dalszych dowodéw stwierdzajagcych udziat elemen-
tow komorkowych dostarczyly doswiadczenia Mitchisona i Du-
be (110, 111) oraz Lawrence ’a (84). Autorzy ci uzyskiwali przyspie-
szone odrzucanie przeszczepu u zwierzat, ktorym uprzednio podano ko-
morki uktadu chionnego pochodzace od zwierzecia z objawami reakcji
immunologicznej na przeszczep. Zjawisko to nie wystepowato po poda-
niu surowicy biorcy o wysokim mianie przeciwcial przeciw przeszczepo-
wi. Weaver, Algire i Prehn (164) umieszczajac przeszczepy
w komorach Millipore, w ktérych wielko$¢ poréw nie pozwala na prze-
chodzenie elementéw komoérkowych, osiggali dtugotrwate przezycie prze-
szczepu mimo wystawienia go na dziatanie przeciwciatl, takze w przy-
padkach poprzedniego odrzucenia tkanek tego samego dawcy.

Jakkolwiek udziat elementow komdrkowych w procesie odrzucania
nie ulega watpliwos$ci to nierozwigzana pozostaje kwestia co warunkuje
swoistos¢ ich dziatania.

Udziat przeciwciat humoralnych w procesie odrzucania przeszczepu
nie jest tatwy do wykazania, co wynika w duzej mierze z niedostatecz-
nej techniki doswiadczen i niejednolitosci ich metodyki. Wydaje sig, ze
stosowane obecnie metody sa zbyt mato czule dla wykrycia przeciwciat
po pojedynczych alloprzeszczepach tkankowych, na ktérych wykonano
wiekszo$¢ doswiadczn, a r6zny czas wystepowania szczytu reakcji immu-
nologicznej utrudnia ocene wynik6w uzyskanych przez rdznych auto-
réw (10,11). Przeciwciata humoralne we wczesnym okresie naleza do
19S y-globulin, w pdznym — do 7S y-globulin i te réznice moga tluma-
czy¢ trudnosci w ich oznaczaniu. Nie znaleziono réwniez pewnych do-
wodow udziatu dopeiniacza, dotychczas stwierdzono tylko podwyzszenie
dopetniacza C 2 w zagrazajacym odrzuceniu nerki u cztowieka (58). Do-
niesienia o pozytywnych prébach biernego przeniesienia wrazliwos$ci na
przeszczep sa jak dotad nieliczne (156, 157). Ten brak jednolitosci wyni-
kow badah nad przeciwciatami humoralnymi doprowadzit do koncepcji
przeciwcial zwigzanych z komdrka (18, 80). Inng koncepcje wysuneli
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Starzl i wsp. (151) na podstawie wynikéw badan przeszczepbw wa-
troby z uzyciem lekéw immunopresyjnych, zmniejszajagcych odczyn ko-
morkowy. Autorzy ci uwazaja, ze pierwotny mechanizm jest humoral-
ny, jednak w przeszczepach prowadzonych bez lekow immunopresyj-
nych odczyn komérkowy wystepuje tak szybko, ze przystania obraz
pierwotny. Dopiero zastosowanie lek6w immunopresyjnych zwalnia pro-
ces odrzucania i umozliwia obserwacje zaréwno fazy humoralnej jak
i komérkowej. W przypadku ksenoprzeszczepéw przeciwciata wystepuja
w wiekszych stezeniach i sg tatwiejsze do wykrycia. Wysuwane sg hipo-
tezy, ze w tych przypadkach przeciwciato zdolne jest do zniszczenia
przeszczepu bez udziatlu elementow komaérkowych (2).

2. Modyfikacja reakcji immunologicznej

Dazenie do przedtuzenia czasu przezycia alloprzeszczepow wywotato
konieczno$¢ znalezienia sposobdw wplyniecia na reakcje immunologicz-
ng zaréwno od strony biorcy jak i dawcy. Obecnie gtéwny kierunek ba-
dan zmierza do ograniczenia procesu odrzucania przez wptyw na osrod-
ki odpowiedzialne za powstawanie reakcji immunologicznej u biorcy.

Dziatanie na uktad chtonny. Wykazanie udziatu catego ukiadu sia-
teczkowo-$rodbtonkowego, a w szczeg6lnosci uktadu chionnego w re-
akcji immunologicznej doprowadzito w konsekwencji do badaf nad moz-
liwoscig jego zahamowania. Stosowane metody podzieli¢ mozna na me-
chaniczne (chirurgiczne) i biologiczne, wptywajgce na same komorki
uktadu chtonnego, lub na caly uktad siateczkowo-$rédbtonkowy. Na-
dzieje pokiadane w splenektomii i usunieciu regionalnych weztéw chton-
nych biorcy z okolicy przeszczepu nie zostaly speinione (10, 143). Nieco
lepsze wyniki uzyskano stosujac blokade uktadu siateczkowo-$rédbton-
kowego biekitem trypanu (20, 103). Brak peinego powodzenia ttumaczy¢
mozna tym, ze pobudzenie ukladu siateczkowo-Srédbtonkowego przez
alloprzeszczep jest tak silne, ze zdolne jest do przetamania blokady (48).
Drenaz chionki z przewodu piersiowego, zmniejszajgcy liczbe matych
limfocytow, ale nie usuwajgcy ich catkowicie, przedtuzat czas przezycia
dla przeszczepow skory; wpltyw ten ustawat jednak w 18 dni po zamknie-
ciu przetoki (45, 54, 55). Liczbe limfocytébw zmniejszano réwniez stosu-
jac surowice antylimfocytarng (167) oraz napromienianie Ytrium 90 lub
Zzrodtem promieni (3 umieszczonym w prawym przedsionku serca, uzy-
skujgc przedtuzenie czasu przezycia przeszczepdw skory u zwierzat (166).
Wszystkie te metody ze wzgledu na krotkotrwato$¢ efektu nie znalazty
zastosowania praktycznego.

Wywotanie tolerancji immunologicznej. Me da w ar (102) okresla
w nastepujacy sposéb warunki nabycia tolerancji immunologicznej —
jesli zwierze jest wystawione na dziatanie antygenu nim rozwinie sie
zdoIno$¢ reagowania przeciw niemu, wtedy zdolno$¢ ta jest uposledzona
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i przy stalej obecnosci antygenu moze sie nie ujawnia¢ nieskofczenie
dtugo”. Punktem wyjscia prac Medawara bylo stwierdzenie przez
Owena istnienia chimer erytrocytarnych u cielgt (128) i hipoteza
Burneta wedlug ktorej istnieje znacznik (marker), pozwalajagcy na
odroznienie komorek witasnych od komorek dawcy, a zdolno$¢ do tego
réznicowania nie istnieje w zyciu ptodowym i wkrotce po urodzeniu (22,
23). Medawar w wielu pracach, ktére przyniosty mu w 1960 roku na-
grode Nobla wykazat, ze wstrzykniecie $rédmacicznie, lub wkrétce po
urodzeniu myszom zywych komorek (na przykiad S$ledziony) z myszy
niespokrewnionej prowadzi do przyjecia sie przeszczepdéw skéry pocho-
dzacych od dawcy komorek. Tolerancje podtrzymuje powolne uwalnia-
nie antygenu z przeszczepu. Medawar (103) podkresla, ze ma to
szczegOlnie znaczenie w przypadku przeszczepéw narzgdowych, gdyz sa
one bezposrednio wigczone w uktad krgzenia biorcy. 1lo$¢ komoérek, ktd-
ra konieczna jest do wywotania tolerancji, jest tym wieksza im wieksze
sa rbéznice genetyczne pomiedzy dawca a biorcg. Najkorzystniejsze
w okresie pozaptodowym okazato sie dozylne podanie komorek przysz-
tego dawcy. Tolerancje przerywato podanie komorek uktadu chionnego
dorostych zwierzat tego samego typu genetycznego co biorca (12). Wyka-
zano, ze zwierzeta u ktérych wywotano tolerancje, sg chimerami pod
wzgledem komoérek uktadu chtonnego. Przyjmuje sie, ze tolerancja jest
wynikiem zahamowania czynnos$ci komorek odpornosciowych, za$ jej
wygaszenie jest wynikiem rozplemu nowych komorek pochodzgcych
albo z grasicy, albo rozwijajacych sie obwodowo pod jej wptywem (33).
Dotychczasowe préoby wywotania tolerancji na ksenoprzeszczepy kon-
czyty sie niepowodzeniem.

Aust i Guttmann (5 podajg nastepujacy wzér przydatny dla
oceny tolerancji: Tolerancja = dawka antygenu—(wydolno$¢ immuno-
logiczna X niezgodno$¢ genetyczna). Niezgodnos$¢ genetyczng mozna jed-
nak ustali¢ obecnie tylko dla matej liczby gatunkow ssakéw (myszy,
chomiki).

Z pojeciem tolerancji wigze sie pojecie odczynu przeszczepu przeciw
biorcy (ang. graft-versus-host reaction, GVH reaction). Termin ten
wprowadzit w 1957 r. Simonsen (146), ktory jednocze$nie z B l-
linghamem i Brentem (14) stwierdzit swoisty zespét chorobowy
u myszy, u ktérych wywotano tolerancje na przeszczep. Zesp6t ten wy-
nikajacy z niemoznos$ci odrzucenia przeszczepu przez biorce nazwano
kartowatoscia (ang. runt disease). Powstaje on u zwierzat, u ktdrych
wywotano tolerancje w zyciu ptodowym lub zaraz po urodzeniu, a takze
w przeszczepach od homozygotycznego dawcy (AA) do biorcy bedagcego
mieszancem Fx pomiedzy szczepem dawcy (AA) a homozygotg (BB).
W ostatnim przypadku biorca nie moze odrzuci¢ przeszczepu poniewaz
nie ma w nim obcych antygenow, ale przeszczep moze dziataC przeciw
biorcy, gdyz ten zawiera obce dla niego antygeny pochodzace od jed-
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nego z rodzicow (BB) mieszanca. Szybko$¢ wystgpienia objawdw klinicz-
nych i ciezko$¢ przebiegu kartowato$ci zalezy od kombinacji typow
szczepow. W najmniej korzystnych kombinacjach juz po tygodniu wyste-
puje biegunka, tysienie, wyniszczenie i czesto zgon. Zmiany histopato-
logiczne polegajga na zmniejszeniu sie liczby limfocytow i zastgpieniu
ich przez komérki plazmatyczne. W przypadkach przewleklych dochodzi
do powiekszenia watroby i $ledziony, zaniku grasicy, weztéw chitonnych
i kepek Peyera, a nieraz i do zwtoknienia tkanki chtonnej. Podanie izo-
gennych komorek osobnika dorostego lub komorek osobnika wrazliwego
na tkanki dawcy, albo surowicy zawierajgcej przeciwciatla na antygeny
dawcy tagodzi objawy, ale przerywa tolerancje.

Wzmocnienie. W przypadku gdy nastepuje wygojenie sie przeszczepu
lub opOznienie jego odrzucenia w wyniku obecnosci swoistej surowicy
odporno$ciowej u gospodarza mamy do czynienia ze zjawiskiem wzmoc-
nienia. Obecno$¢ surowicy odpornosciowej przeciw przeszczepowi odréz-
nia to zjawisko od innych rodzajéw bezodczynowosci immunologicznej.
Najpewniejsze wyniki daje uodpornienie bierne izo- lub heterosurowicg
odpornosciowg przeciw przeszczepowi. Jesli jako pierwotnego materiatu
immunizujgcego uzywa sie tkanki liofilizowanej, dochodzi najczes$ciej
do wzmocnienia, a nie do uczulenia gospodarza. Tkanka liofilizowana
nie ma, jak sie wydaje zdolnosci wywolywania znacznego odczynu ko-
morkowego, ale wywotuje odczyn humoralny. Czesto stwierdza sie jed-
noczesne istnienie uczulenia i wzmocnienia u badanych zwierzat (76).
M oor e (113) stwierdzit, ze wzmocnienie wystepuje przy bardzo wysokim
mianie przeciwciat (1:8192 — 1:16384) i uwaza, ze warunkiem wystgpie-
nia tego zjawiska jest duzy nadmiar przeciwcial po zwigzaniu calej
iloSci antygenu. Wzmocnienie obserwowano rowniez przy ponownym
przeszczepie od tego samego dawcy, dokonanym po okresie przyspieszo-
nego odrzucania. Zagadnienie wzmocnienia przebadano gtéwnie na no-
wotworach myszy. W odniesieniu do tkanek prawidtowych Halasz
i Orloff (60,61) wykazali, ze podskérne podanie krwi dawcy przed
przeszczepem nerki u psa znacznie przedtuza czas przezycia przeszczepu,
nie udato sie jednak uzyska¢ podobnych wynikéw u innych zwierzat
i u cztowieka.

Napromieniowanie. Obserwacje wykazujgce hamujacy wplyw na-
Swietlania promieniami Rentgena na wytwarzanie przeciwciat (42, 159)
byty punktem wyjscia do badan nad wptywem napromieniania na dtu-
gos¢ przezycia alloprzeszczepéw skdry u krélikéw (39, 79), szpiku u my-
szy, a nawet ksenoprzeszczepow szpiku od szczur6w do myszy (49), co
prowadzi do powstania chimer. Nie zostaly uwienczone powodzeniem
proby alloprzeszczepéw szpiku u krélikow, pséw i matp, gdyz konieczna
dawka promieniowania prowadzita do zgonu w wyniku uszkodzenia
uktadu nerwowego i przewodu pokarmowego. Przeszczepione komdarki
szpiku rozwijaja sie ortotopowo bez wzgledu na spos6b ich podania.
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Okres$lono to jako instynkt mieszkalny (ang. homing instinct) (124), do-
tyczy on wszystkich komérek uktadu krwiotwérczego. Po uptywie pew-
nego czasu komdrki dawcy zastepowane sg komdrkami gospodarza,
a szybkos$¢ procesu rewersji zalezy w duzej mierze od dawki promienio-
wania (50). Alloprzeszczepy szpiku zmniejszajg znacznie bezpos$rednia
Smiertelno$¢ popromienng jednak najczesciej miedzy 21-ym a 70-ym
dniem po napromienianiu i przeszczepie dochodzi do powstania choroby
wyniszczeniowej, podobnej do kartowato$ci. Wielu autoréow uwaza, ze
istotg sprawy jest odczyn przeszczepu przeciw biorcy (35, 148). Istniejg
jednak opinie, ze ma tu miejsce zar6wno odczyn przeszczepu przeciw
biorcy, jak i biorcy przeciw przeszczepowi (147). Badania nad chimera-
mi popromiennymi stworzyty podstawy do ratujgcych zycie przeszcze-
péw szpiku u cztowieka (znany przypadek atomistow jugostowianskich).
Réznego rodzaju napromienianie stosuje sie czesto w przygotowaniu do
zabiegu i prowadzeniu przeszczepdw narzgdowych u cztowieka.

Wyciecie grasicy. W dziedzinie biologii przeszczepéw na role grasicy
wskazat w 1961 roku Miller (105), uzyskujac znaczne zmniejszenie
nasilenia zjawisk odpornosSciowych po tymektomii wykonanej tuz po
urodzeniu. Zabieg ten prowadzi jednak do gtebokich zaburzen rozwojo-
wych, polegajacych na wyniszczeniu, a nawet powodujgcych zgon zwie-
rzecia (106). PodobiefAstwo tego zespotu do choroby wyniszczeniowej
u chimer popromiennych i kartowatoSci jest uderzajgce (108, 163). Wy-
konanie zabiegu w kilka dni po urodzeniu zmniejsza nasilenie objawow
ubocznych przy zachowanym wptywie na procesy immunologiczne (104).
Na niewydolno$¢ uktadu chtonnego po usunieciu grasicy wskazuje obok
zmniejszenia liczby limfocytow fakt, ze do wywotania odczynu prze-
szczepu przeciw biorcy konieczna jest czterokrotnie wieksza liczba ko-
madrek uktadu chtonnego pochodzgcych od zwierzat po tymektomii, niz
od zwierzat nieoperowanych. Tymektomia u zwierzat dorostych ograni-
cza zdolno$¢ do regeneracji uktadu chionnego, co sprzyja diuzszemu
przezyciu przeszczepow (4).

Istniejg dwie hipotezy mechanizmu dziatania grasicy w procesie doj-
rzewania uktadu chtonnego, ktére zresztg wzajemnie sie nie wykluczaja.
Wedtug jednej dziata ona na drodze humoralnej, wedtug drugiej jako
$rodowisko, w ktérym nastepuje dojrzewanie komérek kolonizujacych
potem obwodowg tkanke chitonng, gdzie dziataja one juz jako komorki
odpornosciowe. Pierwsza koncepcja znajduje obecnie wiecej zwolenni-
kéw, gdyz dowody migracji komérkowej z grasicy nie sg przekonywu-
jace (108). Za hipoteza humoralng przemawiajg takze wyniki doswiad-
czen z zamknietymi w komorach Millipore skrawkami grasicy, ktore
przeszczepiano zwierzetom po tymektomii. Podobnie jak wolne prze-
szczepy grasicy zapobiegaly one wystgpieniu objawdéw wyniszczenia (85,
107), powodowaty odrzucanie przeszczepoéw skéry (125) oraz restytuo-
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waty zdolno$¢ do wytwarzania przeciwciat (82), mimo, ze komora Milli-
pore nie pozwala na przechodzenie elementow komdrkowych.

Wptyw lekéw. Doswiadczenie kliniczne, ktore wykazato korzystny
wptyw niektdrych lekdw na przezycie przeszczepdw nerkowych u ludzi
wzmogto w ciggu ostatnich lat zainteresowanie lekami immunopresyj-
nymi. Sterydy i ACTH przedtuzajace czas przezycia alloprzeszczepdéw
tkankowych u krolikow, swinek morskich, kurczat i myszy, ale nie
u matp (9, 31, 100, 149) uzyte w duzych dawkach przerywajg proces od-
rzucania nerki u cztowieka (115, 138). Sg nieskuteczne w przeszczepach
nerek u pséw ale wykazano ich korzystne dziatanie w przeszczepach ptuc
u tych zwierzat (62, 122). Dziatanie sterydoéw polega prawdopodobnie na
wywieranym przez nie dziataniu przeciwzapalnym co nie pozwala na
gromadzenie sie leukocytéw w okolicy przeszczepu i hamuje czynnos$é
fibroblastyczng. Wchodzi¢ moze takze w gre wptyw na uwalnianie an-
tygenu z przeszczepu i jego nastepowe przenoszenie od osrodkéw odpo-
wiedzialnych za powstawanie odczynu immunologicznego (142).

Z grupy antymetabolitdéw pierwszym badanym zwigzkiem byta 6-mer-
kaptopuryna powodujaca uposledzenie czynno$ci immunologicznych
przez wptyw na odczyn komoérkowy (141). Przedtuza ona przezycie prze-
szczepow skory u réznych gatunkdéw (98, 140), a takze alloprzeszczepdéw
nerkowych (26, 28, 133, 169). Toksyczno$¢ tego leku dla szpiku utrudnia
w duzym stopniu jego stosowanie (27). Inne leki jak 8-azaguanina, 6-aza-
uracyl, azaseryna i 5-fluorouracyl nie wykazywaly wptywu na prze-
szczepy nerkowe (170). Azatiopiryna (Imuran firmy Burroughs Welco-
me) dziatajgca podobnie do 6-merkaptopuryny, przy mniejszej toksycz-
nosci dla szpiku jest obecnie najpowszechniej stosowanym lekiem im-
munopresyjnym (27). Korzystne okazato sie #gczne stosowanie Imuranu
i azaseryny (30, 115). A-metopteryna (Methotrexate), bedaca antagoni-
stg kwasu foliowego hamuje wprawdzie powstawanie przeciwciat humo-
ralnych u zwierzat i odrzucanie alloprzeszczepéw tkankowych (52, 162),
nie ma jednak znaczenia w przeszczepach nerek (30, 170). Cechuje ja
takze znaczna toksyczno$¢ dla duzych zwierzat.

Czynniki alkilujgce (iperyty i etyloaminy) obnizajg réwniez reakcje
immunologiczng, ich dziatanie jest wyrazniejsze, gdy podawanie ich roz-
poczyna sie jednocze$nie z podawaniem antygenu, natomiast zastosowa-
ne po podaniu antygenu dziatajg stabo. Wyjatek stanowig Myleran
(Busulfan) i L-p-(dwu-2-chloroetylamino)-fenylanina(Melp7iaZan) (8).
Wszystkie te leki przediuzajg czas przezycia alloprzeszczepow nerko-
wych tylko wtedy, gdy stosowane sg #acznie ze splenektomiag i kortyko-
terapig i nie maja obecnie wiekszego znaczenia (6, 30).

Z antybiotykéw dziatanie immunopresyjne wykazujg aktynomycyny
C i D, ktore uposledzajg metabolizm kwaséw nukleinowych i synteze
biatka w wyniku blokowania tworzenia nowego mRNA (57, 73). Aktyno-
mycyna C stosowana #gcznie z Imuranem dziata skutecznie w zagraza-
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jacym odrzucaniu przeszczepéw nerkowych u zwierzat (29, 30), a u lu-
dzi w takich przypadkach daje nieraz wybitng poprawe kliniczng (115).
Innym obiecujacym antybiotykiem, niewyprébowanym jeszcze w prze-
szczepach nerkowych wydaje sie by¢ mitomycyna (57).

Alkaloidy indolo-indolinowe: winkrystyna i winblastyna — zwigzki
nietoksyczne, stosowane w leczeniu nowotworéw uktadu chtonnego u lu-
dzi— przedtuzaja czas przezycia przeszczepow skory u zwierzat (1)
i mogg okaza¢ sie pomocne w przeszczepach narzagdowych. Ostatnio
stwierdzono, ze kwas £-aminokapronowy przedtuza czas przezycia prze-
szczepow nerkowych prawdopodobnie na drodze hamowania dopetnia-
cza (171). Wykazano réwniez dziatanie immunopresyjne Thalidomidu
(Contergan) szczegélnie podanego zarowno dawcy jak i biorcy (7) oraz
3-metylocholantrenu (158).

Adaptacja przeszczepu. Jest to zjawisko polegajace na zmniejszeniu
wrazliwo$ci przeszczepu na zagrozenie ze strony biorcy utrzymujace sie
mimo przyttumienia procesu odrzucania. Zjawisko to znane byto od
dawna w odniesieniu do nowotwordw. W przeszczepach tkanek prawid-
towych stwierdzit je Woodruff w r. 1950 (168). Przeszczepy tarczy-
cy szczura po Kkilkumiesiecznym ich pobycie w przedniej komorze oka
przenoszono do tkanki podskoérnej, gdzie wgajaty sie catkowicie i ule-
gaty unaczynieniu. Murray (116) stwierdzit, Ze pies z przeszczepiong
nerkg otrzymujgc leki immunopresyjne odrzucat szybko przeszczep sko-
ry od dawcy nerki lub innego dawcy, a takze druga nerke dawcy pod-
czas gdy pierwsza zachowywata swa czynno$é. Z kolei nerka ta po-
wtdrnie przeszczepiona psu nie otrzymujgcemu lekOw immunopresyj-
nych byto szybko odrzucana. Murray okre$la adaptacje jako ,delikatne
zrébwnowazenie, swoiste dla antygenu obecnego w czasie podawania le-
kéw immunopresyjnych lub zwiekszenia ich dawki”. Fakt, 'ze odrzucany
jest wtoérny przeszczep tego samego genotypu i ze w pewnej liczbie
przypadkéw zyje i zachowuje catkowicie swg funkcje przeszczep pier-
wotny, ttumaczy¢ mozna jedynie zmianami w strukturze immunologicz-
nej samego przeszczepu (133).

3. Lokalizacja komérkowa i budowa antygenéw zgodnosci tkankowej
1

Ostatnie lata ugruntowaty poglad, ze wywotanie zjawisk odpornoscio-
wych przez zywe komorki zachodzi na drodze przekazania komérkom
uktadu siateczkowo-srédbtonkowego biorcy jakiego$ czynnika subkomor-
kowego. Lawrence (83) wykazat u cztowieka mozliwo$¢ przenosze-
nia za pomocg wyciggu z leukocytéw odczynu tuberkulinowego, a inni
autorzy — odczynu na antygeny bakteryjne i antygeny alloprzeszcze-
poéw (51, 97). Proces nie mial ani charakteru uodpornienia czynnego ze
wzgledu na zbyt szybkie wystepowanie, ani biernego ze wzgledu na
trwatos¢ zjawiska i matg ilos¢ czynnika potrzebng do jego wywotania
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(0,1 ml). Czynnik przenoszacy wytrzymywat 10 cykli zamrazania i roz-
mrazania, przechowywanie przez trzy miesigce w stanie zamrozonym
i lize wodg destylowang.

Wykazano rowniez mozliwo$s¢ przenoszenia wrazliwosci na alloprze-
szczepy skory u myszy, krélikéw i Swinek morskich za pomocg leukocy-
téw zamknietych w komorach Millipore, jak réwniez bezkomdrkowych
wyciggow weztéw chtonnych biorcy, ktéry odrzucit przeszczep (81, 118,
119, 134).

Budowa czynnika przenoszacego nie zostata dotychczas ustalona.
Wedtug Najarjana i Feldmana (120) jest on y-globuling a wiec
przeciwciatem dziatajagcym na zasadzie przenoszenia informacji immu-
nologicznej. Mannick (92,93) doniést, ze RNA ekstrahowany
z weztow chilonnych uczulonego biorcy przyspieszat odrzucanie prze-
szczepbw skory. Z kolei Trakatellis i wsp. (160) wywotywali tole-
rancje na izoprzeszczepy przez podanie mikrosomdéw, rybosomdw lub
wyciggbw RNA przygotowanych ze S$ledziony. Wediug tych autorow
mRNA zawarty w tych preparatach powodowat u gospodarza ciagtg bio-
synteze antygendw typu dawcy i w ten sposéb prowadzit do wytworze-
nia tolerancji. Nie mozna jednak wykluczyé, ze podawane preparaty
zawieraty w wystarczajacej ilosci antygen zdolny do wywotania tole-
rancji przy matych rdéznicach genetycznych.

Prace sprzed kilkunastu lat wskazywaty na jadro jako na miejsce
lokalizacji antygenow zgodnosci tkankowej (13), jednak przeciw temu
pogladowi przemawia stwierdzenie obecno$ci tych antygenéw w piyt-
kach krwi, ktore sg elementami bezjadrzastymi (44). Herzenberg
i Herzenberg (68) lokalizujg antygeny w btonie komédrkowej, inni
autorzy we frakcji mitochondrialnej lekkiej i ciezkiej (7) lub we frakcji
mikrosomalnej (127). Wiekszo$¢ prac wskazuje na obecno$¢ antygenow
w bionie zewnetrznej komorek lub btonach roznych organelli komorko-
wych, jednak sprawa ta daleka jest od pelnego wyjasnienia. Pierwsze
proby wydzielenia antygenow zgodnosci tkankowej podjete zostaty przez
Medawara i wsp. (19). Rozbite komorki weztéw chtonnych zawie-
szone w wodzie destylowanej poddawane byt dziataniu ultradZzwiekéw.
Do otrzymanego preparatu dodawano chlorek sodowy do stezenia 0,15M
i catos¢ poddawano wirowaniu przy 5000 g w ciggu 10 min. W ten spo-
s6b usuwano biatka i DNA otrzymujac supernatant nazwany przez Me-
dawara ,surowym preparatem antygenowym?”. Poddanie go wirowaniu
przy 30 000 g dawato ,,0sad antygenowy”. Skiad osadu byt nastepujacy:
60% biatka, 35% lipidow, mate ilosci DNA, RNA, réznych cukrow i ami-
nocukrow. Nie ustalono, ktéra frakcja jest odpowiedzialna za aktywno$¢
antygenowga. Utrzymywata sie ona po poddaniu preparatu dziataniu
RN-azy, DN-azy i amylazy, lizozymu, neuraminidazy i byta w réznym
stopniu wrazliwa na dziatanie enzymow proteolitycznych (10, 13, 16). Za-
sadnicza trudnos$¢ polega na niemoznosci otrzymywania rozpuszczalnego
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w wodzie preparatu o zachowanych witasnosciach antygenowych, co suge-
rowato ich lokalizacje we frakcji lipidowej. Jednakze ekstrakcja roz-
puszczalnikami tluszczowymi dawata frakcje lipidowg niezdolng do wy-
wotania wrazliwos$ci na antygen, a pozostatos¢ wykazywata tylko $lady
tej aktywnos$ci i nie wigzata przeciwcial humoralnych. Potgczenie obu
frakcji nie przywracato aktywnos$ci. Poddanie preparatu 10-minutowemu
dziataniu temperatury 100° powodowato catkowity zanik zdolnosci wia-
zania przeciwciat humoralnych jednak pozostawiato czesciowo zdolno$é¢
do wywotywania wrazliwosci.

M anson (95), a nastepnie Monaco (112) uzyskali z frakcji mikro-
somalnej komoérek $ledziony myszy i z hodowli komdrek chioniaka an-
tygen zdolny do wywotania wrazliwosci. Frakcja ta zostata poddana
dekompresji w bombie azotowej, zhomogenizowana w 1,5M sacharozie
i poddana ultrawirowaniu. Prawie calg aktywnos$¢ znaleziono w btonie
zebranej na powierzchni supernatantu, co wskazywato, ze aktywna sub-
stancja jest lipoproteidem. Zawiesina tego materialu zachowywata ak-
tywno$¢ w czasie przechowywania w ciggu 7 dni w temperaturze 5°C,
a jego wiasnosci podobne byty do wiasnosci osadu antygenowego Me-
dawara. Mannick (91) otrzymal antygen o podobnych wiasnosciach
z ptynu z hodowli komorek $ledziony krélika, a Davies (37) i inni (75,
77, 78) z ptynu z otrzewnej myszy ze swoistymi nowotworami. Niepo-
wodzenia w ofrzymaniu antygenéw z innych narzagdow na przyktad
z watroby moga by¢ zwigzane z unieczynnieniem ich w procesie eks-
trakcji (90).

Il. Przeszczepy narzadow doswiadczalne i kliniczne

Mija obecnie 60 lat od wykonania przez Carrela pierwszych prze-
szczepbw nerek u psa. Przez wiele lat jednak nie uzyskiwano korzyst-
niejszych wynikéw w allo- i ksenoprzeszczepach u ludzi i zwierzat, gtow-
nie z powodu niedoskonatosci szwu naczyniowego, braku lekéw obniza-
jacych krzepnienie krwi i lekbw immunopresyjnych. Nerka ze wzgledu
na stosunkowo prostg technike operacyjna, swg parzysto$¢, a przede
wszystkim na potrzeby kliniczne jest i obecnie najczesciej przeszcze-
pianym narzadem. Duzy materiat kliniczny pozwala juz na wycigganie
pewnych bardziej ogdlnych wnioskéw dotyczacych przeszczep6w narzg-
dowych.

Jednym z podstawowych zagadnien jest sprawa doboru dawcy. Prze-
szczepy izogeniczne nie zaspokajajg potrzeb klinicznych, a w przypad-
kach przeszczepéw allogenicznych pobieranie ich od zywych dawcow jest
obcigzone problemami natury moralnej i prawnej szczegdlnie wobec nie-
wielkich szans na diugotrwate przezycie przeszczepu. Stad obowigzuje
obecnie poglad, ze nalezy dazy¢ do pobierania narzadow jedynie ze
zwiok.
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Ze wzgledu na to, ze przeszczep musi byé pobrany mozliwie szybko
po zgonie wytania sie z kolei problem co nalezy uzna¢ za objaw zgonu,
gdyz wobec postepdéw reanimacji zatrzymanie czynnoS$ci serca nie wy-
starcza do jego stwierdzenia.

Nastepnym zagadnieniem jest ustalenie podobienstwa antygenow
zgodnosci tkankowej biorcy i potencjalnego dawcy. Newth (123) podat
matematyczng analize podobiefistwa genetycznego u ludzi przyjmujac
jako punkt wyjscia podobienstwo pomiedzy bliznietami jednojajowy-
mi, jak réwniez podobieAstwa miedzy rodzicami a potomstwem. Niezna-
jomos$¢é mocnych antygendéw zgodnos$ci tkankowej u cztowieka nie pozwa-
la na szersze zastosowanie tych obliczen w praktyce. Rappaport
i wsp. (136) zaproponowali empiryczng metode oceny zgodnosSci tkanko-
wej miedzy dwoma osobnikami polegajgcg na przeszczepieniu obojetne-
mu osobnikowi skdry zamierzonego biorcy, a nastepnie skory zamierzo-
nych dawcow narzadu. Zamierzony dawca, ktérego skoéra zostaje naj-
szybciej odrzucona wykazuje najwiekszg zgodno$¢ tkankowa z przy-
sztym biorcg. Zasadag tej metody jest opisany uprzednio proces przy-
spieszonego odrzucania. Brent i Medawar (21) opracowali u Swi-
nek morskich test, w ktérym ré6znica antygenéw zgodnosci tkankowej
ocenia sie na podstawie rozmiarow odczynu po $réodskdrnym wstrzyk-
nieciu limfocytéw biorcy potencjalnym dawcom (ang. normal lymphocy-
te transfer test, NLT test). Test ten zastosowano nastepnie z do$¢ do-
brymi wynikami w doborze dawcow nerek u cztowieka (43, 64). Wedtug
Simonsena test NLT moze stuzy¢ do wykrycia niezgodnosci w za-
kresie mocnych antygendéw u cztowieka (144, 145). Jesli przypuszczenie
to okaze sie¢ stuszne to eliminacje dawcdw o niezgodnych z biorcg moc-
nych antygenach nawet przy pozostawieniu niezgodnos$ci stabych anty-
genéw pozwoli na zmniejszenie dawek lekéw immunopresyjnych. Test
NLT nadaje sie jednak tylko do wyboru zywych dawcow, do oceny zgod-
nosci tkankowej dla zwiok pozostajg metody serologiczne. Obszerny
przeglad obecnego stanu mozliwosci sprawdzania zgodnos$ci tkankowej
znajduje sie w monografii pod redakcjag Russella, Winna i Amo-
sa (139).

1. Przeszczepy nerek

Miedzynarodowy Rejestr Ludzkich Przeszczepéw Nerkowych podaje,
ze do 1.X.1964 r. wykonano 522 przeszczepy u 408 chorych, z ktérych
zyje 106. Przeszczepianie nerki wykonywane jest w przypadkach cat-
kowitego zniszczenia obu nerek przez rézne procesy chorobowe, najczes-
ciej u chorych z ciezkg mocznicg. Obecnie jako zasade przyjmuje sie
wyprowadzanie chorego z azotemii za pomocg hemodializy i wykonanie
wyciecia nerek chorego réwnoczesnie z przeszczepem, lub w krotki czas
po przeszczepie. Szybkie wyciecie zmienionych nerek ma na celu: 1 usu-
niecie narzadu odpowiedzialnego za istnienie nadci$nienia, ktére uszko-
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dzi¢ moze przeszczepiong nerke, 2. usuniecie ewentualnego Zzrodia anty-
gendéw paciorkowcowych, ktére mogg wywotaé kiebuszkowe zapalenie
przeszczepionej nerki, 3. usuniecie zrodta zakazenia pochodzacego z pro-
cesu o charakterze pyelonephritis czesto istniejgcego w zmienionej
nerce.

Mocznica wywotuje stan zmniejszonej odczynowosci ustroju i sprzyja
mniejszemu nasileniu procesu odrzucania, a w kazdym razie opdznia jego
wystgpienie, stwarza jednak duze ryzyko operacyjne. Z tego wzgledu
konieczna jest poprawa stanu chorego za pomoca hemodializy. Mimo,
ze w wiegkszosci przypadkéw przeszczepiona nerka podejmuje natych-
miast swg funkcje, a ilos¢ wydzielonego moczu moze by¢ w pierwszych
dobach olbrzymia, dtugotrwate powodzenie w przypadkach izoprzeszcze-
péw nie przekracza 75% operowanych, a w alloprzeszczepach jest
w wiekszosci przypadkow krdtkotrwate. Przeptyw krwi przez przeszcze-
piong nerke (34) mierzony elektromagnetycznie jest zmniejszony o okoto
40—60%, co ma by¢ wynikiem obrzeku bedgcego nastepstwem przeciecia
odptywu chtonki. Po jego rekonstrukcji obrzek zmniejsza sie i przeptyw
krwi zbliza sie do prawidtowego.

Niepowodzenie przeszczepu i proces odrzucania nerki tlumaczy sie
(34, 41, 71, 121, 131, 132) w sposdb nastepujacy: Mate krazace limfocyty
biorcy zostajg pobudzone przez antygen szybko uwalniany z przeszcze-
pu, wnikajg do tkanki chtonnej i przemieniajg sie w duze komorki py-
roninofilne. Komorki te opuszczajg tkanke chionng, wnikajg do prze-
szczepu i umieszczajac sie w kapilarach okotokanalikowych niszczg ich
$ciany. Przyczyng martwicy widknikowatej tetnic i tetniczek ma byé
przeciwciato humoralne zapewne w kompleksie z antygenem. Wszystkie
te zmiany naczyniowe doprowadzaja do zatrzymania krazenia w prze-
szczepie i jego obumarcie. Reakcja przeszczepu przeciw biorcy jest
u ludzi z przeszczepami nerkowymi rzadko obserwowana, choé¢ Eikins
(46) obserwowat jg u szczuréw.

Proby ksenoprzeszczepow nerek u czlowieka znane sg od roku 1910,
ostatnio Hitchcock i wsp. (69) uzyli nerek pawiana, a Reemtsma
i wsp. (137) nerek szympansa uzasadniajgc swe postepowanie podobien-
stwem genetycznym tych naczelnych do czlowieka. Najdtuzsze przezy-
cie ksenoprzeszczepu wynosito 6 miesiecy, a czestszg niz odrzucanie przy-
czyng zgonu byta posocznica, co w duzej mierze wynikato ze stosowa-
nia wielkich dawek lekéw immunopresyjnych. Z punktu widzenia immu-
nologii zabiegi te nie mialy szans trwatego powodzenia, ich usprawie-
dliwieniem byly dramatyczne okolicznosci kliniczne i nie mozno$¢ uzy-
skania nerek od zywych dawcow lub ze zwiok. Nalezy podkres$li¢, ze
whbrew przewidywaniom wyniki w ksenoprzeszczepach nie byty o wiele
gorsze od wynikéw w alloprzeszczepach, co dowodzi jak mato poznane
sq procesy immunologiczne i wskazuje na potrzebe dalszych badan pod-
stawowych.
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W przeszczepach nerkowych stosowano samodzielnie lub #3cznie
wszystkie dostepne obecnie $rodki immunopresyjne; wykonano jedno-
czeSnie z przeszczepem splenektomie i tymektomie (153) napromienia-
nie calego ciata i napromienianie miejscowe przeszczepu, napromienianie
$ledziony i grasicy, jak réwniez stosowano r6zne leki immunopresyjne
(72, 109, 117).

Systemy stosowania lekéw immunopresyjnych sg rézne. W wiekszosci
o$rodkdw podaje sie stale antymetabolity i kortykoidy rezerwujgc akty-
nomycyne C i naSwietlania promieniami Rdntgena na okres zagrazaja-
cego odrzucania przeszczepu. Do potowy 1967 roku liczba wykonanych
przeszczepow przekroczyta 1000.

2. Przeszczepy wairoby

Pierwsze alloprzeszczepy watroby u ludzi wykonat w roku 1963
StarzIl (150, 151, 152, 153) uzywajac narzadow zwitok. Stosowano per-
fuzje zwitok, a nastepnie samej watroby i hipotermie, co pozwalato na
lepsze zachowanie czynnosci narzadu.

Zabiegi te poprzedzity rozlegte badania doswiadczalne na zwierze-
tach, w ktorych nie uzyskano jednak przezy¢ siegajacych ponad 30 dni.
W pieciu przeszczepach ludzkich uzyskano 6, 7, 22 i 23 dni przezycia,
a jeden chory zmart bezposrednio po zabiegu. Po zabiegu poziom trans-
aminazy szczawiooctowej, transaminazy pirogronowej i dehydrogenazy
mleczanowej byt podwyzszony, ale szybko wracat do normy. Poziom
alkalicznej fosfatazy podniesiony u wszystkich chorych przed zabiegiem
obnizat sie. Wykazano podwyzszenie poziomu lizyny, histydyny, glicy-
ny, alaniny, seryny, waliny, glutaminy i tauryny w surowicy. Obserwo-
wano zastepowanie haptoglobulin typu biorcy haptoglobinami typu daw-
cy, co stanowi jeszcze jeden dowdd, ze watroba jest ich zrodiem. W za-
kresie immunoglobulin zaobserwowano wzrost 1 M globulin. Wzmoze-
nie aktywnosci fibrynolitycznej po opanowaniu kwasem e-aminokapro-
nowym przechodzito w stan wzmozonej krzepliwos$ci. Poziom protrom-
biny byt zazwyczaj niski i wynosit okoto 25°/0. Niedomoga watroby byta
bezposrednig przyczyng zgonu tylko w jednym przypadku, w pozosta-
tych obserwowano masywne zatory ptucne nierzadko zakazone. Po-
dobnie jak w allo i ksenoprzeszczepach nerkowych prowadzonych przy
uzyciu lekow immunopresyjnych czesto nie wystepowat komadrkowy
mechanizm odrzucania przeszczepu; zmiany w obrebie komoérek wa-
trobowych, nabtonka kanalikow zoétciowych i tetniczek odnoszg autorzy
do dziatania przeciwciat humoralnych. U pséw z diugim przezyciem
nasilenie zmian byto mniejsze. Tworzyty sie pasma kolagenowe wokot
zyt centralnych i nastepowala regeneracja komorek watrobowych (152).
Przebieg procesu odrzucania obserwowany u zwierzagt ma by¢ wedtug
Paronetto (129) nastepujacy: 1 uwalnianie antygenu, 2. tworzenie
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przeciwciata, 3. tworzenie kompleksu antygen-przeciwciato, 4. jego lo-
kalizacja w komorkach watrobowych, 5. niszczenie tych komérek w wy-
niku reakcji cytotoksycznych.

3. Przeszczepy $ledziony

Starzlwykonat 5 przeszczepdw Sledziony. W jednym z nich u cho-
rego z agammaglobulinemia $ledziona wykazywata czynno$¢ przez 6 ty-
godni na co wskazywato podniesienie poziomu y-globulin, inne nie przy-
niosty korzystnych rezultatéw.

4. Przeszczepy serca

Dokonano wielu auto-i alloprzeszczepédw serca u pséw przy uzyciu
kragzenia pozaustrojowego (40, 59, 88, 161). Za wczesne kryterium odrzu-
cania uchodzi obnizenie woltazu zatamkéw w EKG. Zastosowanie $rod-
kéw immunopresyjnych w tym okresie pozwala na uzyskanie dtugo-
trwatych przezy¢ (88) rzedu kilkudziesieciu dni. W tych przypadkach
stopniowe nasilajgce sie zwyrodnienie tetniczek i widékien miesniowych
doprowadza do upoS$ledzenia czynnos$ci serca i zgonu. Doniesiono o jed-
nej prébie ksenoprzeszczepu serca u cziowieka (65). Serce pochodzito
od szympansa i utrzymywato czynnos¢ przez godzine. Zabieg miat cha-
rakter heroiczny i nie nalezy sie spodziewa¢ — mimo opanowania pod-
stawowych problemoéw technicznych wiekszych postepéw w tej dziedzi-
nie do czasu rozwigzania zagadnien immunologii przeszczepdw.

5. Przeszczepy ptuc

Istnieje caly szereg doniesien o doswiadczalnych przeszczepach piuc
u pséw (32, 38, 62, 64, 66, 74, 89, 122, 126). Uzyskiwano kilkunastodnio-
we przezycia nawet w przypadkach przeszczepu obu ptuc. U czlowieka
wykonano przeszczep ptuca w czterech przypadkach. Zabiegi te przepro-
wadzono u chorych z rakiem pluca, u ktorych mata rezerwa oddechowa
nie pozwalata na wykonanie zwyklego zabiegu pneumonektomii oraz u 2
chorych z rozlanymi zmianami obustronnymi ptuc jako ostatnig préobe
poprawy ich czynnosci. Uzyskano kilkunastodniowe przezycia po za-
biegu. W pracach doswiadczalnych i w przeszczepach u ludzi przeszcze-
pione ptuco zachowywato poczatkowo swg czynno$¢ pomimo odnerwie-
nia i odciecia odptywu chtonki (3, 25, 47, 63). Przeszczep ptuca jest szcze-
g6lnie trudny. Zabieg wymaga doskonatej techniki chirurgicznej ze
wzgledu na conajmniej dwa zespolenia naczyniowe i zespolenie oskrze-
la. Zakrzepy zylne w linii szwu naczyniowego sg najczestszym powikia-
niem zabiegu. Przebieg pooperacyjny ze wzgledu na torakotomie jest
w wielu wypadkach ciezki. Istnieje duza trudno$¢ oceny nasilenia pro-
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cesu odrzucania, a co za tym idzie dawkowania $srodkéw immunopresyj-
nych (24, 130). Zabieg wykonuje sie w terenie zakazonym, stale pota-
czonym ze Swiatem zewnetrznym, co bardzo znacznie zwieksza liczbe
i rozmiary powiktan zakaznych, szczego6lnie wobec stosowania $rodkow
immunopresyjnych (70). Mimo tych wszystkich trudnosci wydaje sie, ze
ptuco jest narzadem, ktorego przeszczepianie moze mie¢ w przysztosci
znaczenie w klinice ludzkiej.

Jako dawcy w przeszczepach u ludzi wchodzg w gre jedynie zwiloki,
wydaje sie mozliwe utworzenie w przysztosci banku przeszczepow ptuc-
nych, bowiem jak wykazaly badania Blumenstocka (17) na psach
ptuca przeszczepione po 24-godzinnym przechowywaniu w komorze hy-
perbarycznej zachowywaly sie podobnie jak ptuca przeszczepione bez-
posrednio.

6. Przeszczepy zotadka i jelit

Przeszczepy zotgdka i jelit wykonat u psa Lillehei (86). Stwier-
dzono, ze izolowany zotadek znosi dwugodzinne niedokrwienie w tem-
peraturze pokojowej i conajmniej trzygodzinne w temp. 5°C, a po prze-
szczepieniu zachowuje sie czynnosciowo podobnie jak zotadeczek Hei-
denhaina. Przeszczepione jelita zachowywaly swa czynno$¢ perystaltycz-
ng, a w kilka dni po zabiegu obserwowano polgczenie drég chionnych
przeszczepu i biorcy. Mimo to przezycie przeszczepu nie przekraczato
kilkudziesieciu dni.

I11. Uwagi koricowe

Przeszczepy narzadowe w klinice ludzkiej majg dopiero 12-letnig
tradycje i stosunkowo nieliczne sukcesy. Badania w tej dziedzinie pro-
wadzone sg bardzo intensywnie, w wielu osrodkach przy wspoipracy
badaczy réznych specjalnosci. Wydaje sig, ze powodzenie zalezy gtéwnie
od rozwigzania szeregu zagadnien immunologicznych. Juz obecnie poz-
nanie mozliwos$ci sprawdzenia zgodnosci tkankowej i mozno$¢ stosowa-
nia lekdw immunopresyjnych pozwala na przedtuzenie przezycia prze-
szczepoéw. Doskonali sie rowniez technika operacyjna i to zaréwno
wszczepiania jak i pobierania narzadéw, gtéwnie dzieki zakrojonym na
szeroka skale badaniom nad przeszczepami dos$wiadczalnymi. Dalszym
warunkiem bedzie poznanie mozliwosci przechowywania narzadow przez
dtugi okres czasu tak, jak jest to juz mozliwe w stosunku do niektorych
tkanek. Niewiadomych jest jeszcze bardzo wiele, jednakze osiggniete juz
wyniki upowazniajg do przypuszczenia, ze petne powodzenie przeszcze-
péw przynajmniej niektérych narzagddw jest sprawg do rozwigzania
w ciggu nastepnych lat kilkunastu.
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BOGUMIL BARTOSINSKI*, BOLESLAW ZAGALAK**

Koenzymatyczne funkcje biotyny
Coenzymatic Functions of Biotin

The role and the mechanism of biotin action in the carboxylation reactions of
acetyl-CoA, propionyl-CoA, (3-methylcrotonyl-CoA and pyruvate, as well as chemical
synthesis and bhiosynthesis of biotin and biotin enzymes are reviewed.

Biotyne jako jeden ze sktadnikéw tak zwanych ,bios 11” wyizolowat
w 1935 roku Kogi (98, 99). Mianem bios okreSlano wéwczas nieznane sub-
stancje, ktore dodane w matych ilosciach do pozywki stymulowaty wzrost
drozdzy. Z drozdzy wyodrebniono czynnik, nazwany witaming H (niem.
Haut — skora), ktéry usuwal objawy tysienia u szczuréw, wywotane
przez karmienie surowym biatkiem kurzym (11). W 1940 roku okazato sie
ze witamina H jest identyczna z biotyng (64) a nastepnie stwierdzono, ze
przyczyna choroby skérnej u szczuréw jest zawarta w surowym biatku
kurzym awidyna — biatko, ktére silnie wigze sie z biotyna (40). Strukture
biotyny okreslono w pracowni Du Vigneaud (137), a zespot Folkersa (69,
70) z laboratorium Mercka potwierdzit na drodze syntezy chemicznej.

l. Synteza

1. Synteza chemiczna

Syntezy chemiczne biotyny sg trudne, poniewaz zawiera ona trzy asy-
metryczne atomy wegla C2, C3i C4, wskutek czego moze sie tworzy¢ osiem
stereoizomerdw lub cztery racematy. W syntezie biotyny dokonanej przez
zespOt Folkersa (69, 71, 206) wychodzac z S-karboksymetylocysteiny otrzy-
mano trzy z tych racematéw, a z jednego z nich, DL-biotyny, wydzielono
D-biotyne drogg krystalizacji jej soli z L(+ )-argining. Do rozdziatu race-
matu uzywano tez estrow kwasu d(—)-migdatowego. W innych synte-
zach biotyny produktem wyjsciowym byty pochodne tiofanu (8, 9, 167).
Przemystowa metode otrzymywania biotyny opracowano w laboratoriach
koncernu Hoffmann-La Roche. Wiekszo$¢ etapow tej syntezy jest stereo-

* Dr, Laboratorium Organopreparatéw, Jeleniog6rskie Zaktady Farmaceutycz-
ne, Jelenia Gora.
= Dr, adiunkt Katedry Biochemii Wyzszej Szkoty Rolniczej w Poznaniu.



564 B. BARTOSINSKI, B. ZAGALAK 2]

specyficzna i tym znacznie r6zni sie ona od pozostatych metod (60). Szcze-
g6towe opisy metod syntezy D-biotyny mozna znalezé miedzy innymi
w referatowej pracy Sternbacha (179).

2. Biosynteza biotyny

Biotyne jako czynnik wzrostowy moze zastepowac u niektorych bak-
terii kwas pimelinowy (39, 41, 56, 185, 216, 218). Dodany do pozywKki pro-
mieniotwdrczy kwas pimelinowy wbudowuje sie w biotyne (43, 44, 45).
Grupa Lynena (120, 123) zbadata biosynteze biotyny u Achromobacter sp.,
hodujgc go na pozywce zawierajgcej 3-14C-cysteine, albo 14C02i oznacza-
jac zawarto$¢ izotopu w produktach chemicznego rozpadu biotyny. Whu-
dowywanie izotopowego wegla z 3-14C-cysteiny w C5 biotyny, a wegla
z 14C02w mocznikowa grupe karbonylowg C’ i w grupe karboksylowa
C10 biotyny sugerowato, ze biotyna moze by¢ syntetyzowana z cysteiny,
pimelilo-CoA i fosforanu karbamylu, przy czym pimelilo-CoA moze po-

Cysteina I \\ v
\ Kwas pimelinowy

Rys. 1. Metaboliczne pochodzenie réznych atomoéw biotyny

wstaé z trzech czasteczek malonylo-CoA w sposob analogiczny do syntezy
kwasow ttuszczowych. Metaboliczne pochodzenie r6znych atomoéw bioty-
ny ilustruje rysunek 1

Traub (187, 188) na podstawie analizy rentgenograficznej oznaczyt
wzglednag konfiguracje biotyny (wzér 1), jednak dopiero ostatnie badania
rentgenograficzne bis-p-bromoanilidu Ni-karboksybiotyny pozwolity usta-
li¢ absolutng jej konfiguracje (rysunek 1) (189).
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Il. Analogi biotyny

W kilka lat po odkryciu biotyny wyodrebniono lub otrzymano synte-
tycznie szereg zwigzkéw pokrewnych biotynie, ktore badz zastepuja ja
bedac czynnikami wzrostowymi dla drobnoustrojow lub zwierzat, badz
tez sg kompetycyjnymi inhibitorami biotyny. Z autolizatéw drozdzowych
wyodrebniono biocytyne (Il A) (e-N-biotynylolizyne) (214, 215), ktorej
strukture potwierdzono drogg syntezy chemicznej a takze chemicznej de-
gradacji (207). Biocytyne mozna otrzymac¢ réwniez w wyniku hydrolizy
enzymdw biotynowych przez proteolityczny enzym ze Streptomyces gri-
seus zwany pronazg (102). Warto tutaj wspomnie¢ o biotynolu (Il B), ana-
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CH2 CH—R ch2 ch-(ch24 cooh
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I 0 iii
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'(CH24-CONH(CH2$-CH.COOH  (A)
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logu biotyny powstajgcym przez redukcje estru metylowego biotyny za
pomocg LiAIH4 (34); nie jest on czynnikiem wzrostowym stwierdzono
jednak, ze ulega enzymatycznemu utlenieniu do biotyny. Do zwigzkow
pokrewnych biotynie zalicza sie tez jej homologi o wiekszej liczbie ato-
mow wegla w tancuchu bocznym; sg one silnymi kompetencyjnymi ana-
logami biotyny, a najsilniejszym z nich jest D-homobiotyna (Il C) (61,
164). Analogami biotyny sg tez sulfotlenki biotyny, powstajace w wyniku
utlenienia biotyny rownomolarnymi ilosciami wody utlenionej. Proces
ten prowadzi do powstania dwoch izomeréw: prawo i lewoskretnego, co
jest wynikiem asymetrii grupy sulfotlenkowej. L-sulfotlenek D-biotyny
(1), czynnik wzrostowy dla Neurospora crassa, wyodrebniono z Asper-
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gilus niger (217,218) oraz z Phycomyces blakesleanus (43, 44). Sulfotle-
nek biotyny wystepuje takze w mleku. Poszczeg6lne sulfotlenki maja
rozng aktywnos$¢ jako czynniki wzrostowe dla drozdzy (138, 139, 140). In-
ny analog, deztiobiotyne (IV) (38, 141) otrzymano przez katalityczng re-
dukcje D-biotyny a takze syntetycznie (20, 36, 208). Dalszymi poznanymi
zwigzkami sg analogi biotyny, ktére w miejsce siarki zawieraja tlen. Je-
den z nich, DL-oksybiotyna (V) ma wtasnosci zblizone do biotyny i jest
czynnikiem wzrostowym dla drobnoustrojow (37, 38).

I11. Funkcje biotyny

Biotyna jest koenzymem nastepujacych enzymoéw: karboksylazy ace-
tylo-CoA, karboksylazy propionylo-CoA, karboksytransferazy metyloma-
lonylo-CoA:pirogronian, karboksylazy (3-metylokrotonylo-CoA oraz kar-
boksylazy pirogronianowej.

1. Karboksylaza acetylo-CoA (ligaza acetylo-CoA: C02ADP)) (E.C.6.4.1.2))

Stosunkowo dawno stwierdzono, ze jony HCOJ- silnie stymulujg syn-
teze kwaséw ttuszczowych w uktadach enzymatycznych pochodzenia zwie-
rzecego lub roslinnego (21, 89, 122, 178). Poniewaz jednak 14C02 nie byt
wbudowywany w tafcuchy kwaséw tluszczowych przez ukilady enzyma-
tyczne z drozdzy lub z watroby gotebia (57, 89), przypuszczano, ze gra
on w syntezie kwasow tluszczowych role katalityczng. W 1958 roku W a-
kil (198) stwierdzit, ze do syntezy kwasu palmitynowego w uktadach en-
zymatycznych z watroby gotebia potrzebne byty dwie frakcje biatkowe.
Jedna z acetylo-CoA, kwasnego weglanu i ATP w obecnosci jonéw Mn2+
syntetyzowata malonylo-CoA, druga za$ w obecnosci NADPH przepro-
wadzata malonylo-CoA w kwas palmitynowy. Réwniez grupa Lynena (42,
115, 116, 117) badajac synteze kwasow tluszczowych u drozdzy stwier-
dzita, ze uktady enzymatyczne syntetyzujg promieniotwdrczy 3-14C-ma-
lonylo-CoA z KHMCO03 i acetylo-CoA w obecnosci jondw Mg2+ zgodnie
z rbwnaniem

CH3—CO~ SCOA + KH*CO03+ATP =" HOO*C—CH2—CO~ SCoA +
+ ADP + Pf

Takie same wyniki otrzymat Gangu 1y (55) badajac preparaty zwie-
rzece. Enzym katalizujgcy reakcje 1 nazwano karboksylazg acetylo-CoA
(72, 129, 143, 198). Whbudowywanie octanu lub malonylo-CoA w wyzsze
kwasy tluszczowe byto silnie hamowane przez awidyne (117, 199, 201, 202)
co wskazywato na udziat biotyny w syntezie kwasdw ttuszczowych. Dru-
ga frakcja biatkowa nazwana syntetazg kwaséw ttuszczowych (116, 118,



(5] FUNKCJE BIOTYNY 567

119, 163) katalizowata synteze kwaséw ttuszczowych z acetylo-CoA, ktéry
jest starterem syntezy kwasow tluszczowych (22, 200) i malonylo-CoA
w obecnosci NADPH zgodnie z reakcjg 2:

CH3—CO ~ SCoA + nHOOC—CH2—-CO ~ SCoA + 2nNADPH -f2nH+ "
N CH3—(CH2—CH2,;,—CO~ SCoA + nCoASH + nC02+ nH2D + 2nNADP

Syntetaza kwasow ttuszczowych zawiera jeden mol FMN. Enzym ten
katalizuje kondensacje malonylo-CoA z acetylo-CoA lub innym acylo-
CoA, redukcje grupy ketoacylowej, odwodnienie grupy (3-hydroksyacylo-
wej i w koncu redukcje nienasyconej a, (3-grupy acylowej, przy czym
zwigzki posrednie nie sg odtgczane od enzymu az do zakonczenia syntezy
catego diugiego tancucha kwasu tluszczowego. Syntetaza kwasow ttusz-
czowych wyizolowana z drozdzy i oczyszczona okoto 80-krotnie, syntety-
zuje z acetylo-CoA i malonylo-CoA gtéwnie palmitylo- i stearylo-CoA.
Zapotrzebowanie energetyczne na endoergiczng reakcje kondensacji kwa-
su karbonowego z kwasem octowym wynoszace wediug Lipmanna
(112) 16 000 cal/mol jest pokrywane nie tylko z egzoergicznego rozbhicia
tioestru, lecz takze z egzoergicznego procesu dekarboksylacji (119). Opi-
sana kondensacja malonylo-CoA z acetylo-CoA potaczona z dekarboksy-
lacjg jest analogiczna do biosyntezy kwasu 8-aminolewulinowego z suk-
cynylo-CoA i glicyny, przebiegajacej réwniez w potgczeniu z dekarboksy-
lacjg (58, 91, 151). Wiasciwy partner kondensacji z sukcynylo-CoA —
potgczenie fosforanu pirydoksalu i glicyny ma takg konfiguracje elektro-
nowg jak (3-ketokwasy z duzg tendencjg do tworzenia karbanionu i pod
tym wzgledem przypomina monotioester kwasu malonowego (82, 115).
Wedtug badan grupy Lynena (117) synteza kwasow ttuszczowych z ma-
lonylo-CoA przebiega z utworzeniem malonylo ~S-enzymu, ktéry po6z-
niej kondensuje sie z aetylo-CoA w procesie potgczonym z dekarboksy-
lacja zgodnie z reakcjami 31 4.

HOOC—CH2—-CO ~ SCoA + HS-erzym”
A HOOC—CH2—-CO ~ S-snzym 4- CoASH

CH3LCO ~ SCoA + HOOC—CH2ILCO " S-enzym
A CH3—-CO—CH2-CO ~ S-enzym + C02+ CoASH

Z wymienionych enzyméw tylko karboksylaza acetylo-CoA zawiera
biotyne, ktéra petni role przenosnika dwutlenku wegla (195, 196, 201, 202).
Katalitycznym przenos$nikiem jest Nx-karboksybiotyna potgczona poprzez
E-aminowg grupe lizyny z enzymem (120, 143) (rysunek 2). Karboksylaza
acetylo-CoA jest prawdopodobnie in vivo zwigzana z btonami cytoplaz-
matycznymi (131, 220) i peini role regulatora szybkosci syntezy kwasow
thuszczowych (18, 55, 100, 127, 142, 144, 219). Synteza malonylo-CoA
z acetylo-CoA, HC03~ i ATP jest silnie aktywowana przez cytryniany lub
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izocytryniany (21, 23, 62, 102, 127, 128, 130, 157, 194, 197, 202, 203). Akty-
wacja ta ma prawdopodobnie charakter dziatania allosterycznego (135).
Niska temperatura odwracalnie znosi aktywacje (145, 194) a towarzyszaca
zmiana wspotczynnika sedymentacji, wskazuje, ze w obnizonej tempe-
raturze holoenzym ulega dysocjacji lub tez przyjmuje inng strukture

NN 210 diiniiiiiiiiiiiiiin® 0]

Rys. 2. Potgczenie enzym-biotyna w karboksylazie acetylo-CoA

przestrzenng. Grupa L ane’a (62) oczyscita karboksylaze acetylo-CoA
z watroby kurczecia i zbadata w mikroskopie elektronowym. W stanie
zaktywowanym przez cytryniany enzym ma ciezar czasteczkowy 7 800 000
i jest wydtuzong czasteczkg o splecionej z widkienek strukturze, grubosci
70—100 A i dhugosci 7000 A, zawierajacg 20 czasteczek biotyny. Brak
cytrynianu powoduje rozpad na mniejsze, nieaktywne podjednostki
0 Srednicy 70—300 A. Grupa Lane’a (62) przypuszcza, ze zaktywowana
czasteczka moze by¢ takze matryca, do ktérej dotgczone zostajg czastecz-
ki syntetazy kwasdw ttuszczowych, tworzac razem multienzym zaréwno
syntetyzujacy jak i zuzywajacy malonylo-CoA. Malonylo-CoA moze by¢
takze syntetyzowany z acetylo-CoA droga transkarboksylacji ze szcza-
wiooctanu lub szczawiobursztynianu (1, 2, 80, 210). Karboksylaza acetylo-
CoA jest hamowana przez diugotancuchowe pochodne acylowe CoA (19,
145). Hamowanie to jest kompetycyjne w stosunku do aktywatorow jaki-
mi sg cytryniany lub izocytryniany. Przypuszcza sig, ze jest to hamowa-
nie drogg sprzezenia zwrotnego poniewaz diugotanicuchowe pochodne acy-
lowe CoA sg ostatnimi niskoczasteczkowymi produktami posrednimi
w biosyntezie tluszczédw prostych i ztozonych.

2. Karboksylaza propionylo-CoA (ligaza propionylo-CoA: C0XADP)) (E.C.6.4.1.3)

Kwas propionowy jest jednym z gtéwnych metabolitow wytwarza-
nych przez flore bakteryjng w zwaczu (126, 184). Przypuszczano, ze jest
on metabolizowany droga czteroweglowych kwaséw, poniewaz propionian
znakowany weglem 14C w pozycji a lub @przeksztatcat sie w mleczan lub
pirogronian, u ktérych atomy a i @byty réwnomiernie znaczone (109, 147).
Lardy iPeanasky (109, 110) zauwazyli pierwsi, ze ekstrakty z mi-
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tochondriéw watroby od szczuréw zywionych paszg ubogg w biotyne wy-
kazujg zmniejszong zdolno$¢ karboksylowania propionianu. Pennin g-
ton (152). zaobserwowat, ze w nabtonku zwacza owcy metabolizm kwa-
su propionowego jest uzalezniony od obecnosci C02 Grupa Ochoa (13, 24,
48, 49, 50, 51, 133) wykazata, ze najpierw w zaleznej od ATP reakcji pro-
pionian estryfikowany jest do propionylo-CoA (reakcja 5), a nastepnie
jest on karboksylowany kosztem hydrolizy wigzania wysokoenergetycz-
nego z ATP do metylomalonylo-CoA (reakcja 6). Zwigzek ten ulega izo-

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

meryzacji pod wpltywem zawierajgcej koenzym B2 mutazy metylomalo-
nylo-CoA (E.C.5.4.99.2) do sukcynylo-CoA (reakcja 7), ktéry pdzZniej jest
hydrolizowany na wolny bursztynian i CoA (reakcja 8). W 1961 roku gru-
pa Ochoa (132, 134) doniosta o istnieniu jeszcze jednego enzymu uczest-
niczagcego w metabolizmie kwasu propionowego, epimerazy metylomalo-
nowej (E.C.5.1.99.1) (46) powszechnie btednie nazywanej racemazg metylo-
malonylo-CoA.

Propionylo-CoA + HSCoA + ATP "MetyloTalonylo-CoA-fADP + Pf 6-
Metylor alonylo-CoA koenzym il sukcynylo-CoA 7

Sukcynylo-CoA -f HD ~bursztynian + HSCoA 8

Karboksylacja propionylo-CoA jest hamowana przez awidyne (65, 184).
Karboksylaze propionylo-CoA wyodrebniono z mitochondriéw watroby
wotu (65, 66, 67, 68, 124, 125) i z serca $wini (86, 88, 148, 186). Ma ona
ciezar czasteczkowy okoto 700 000 i zawiera 4 mole biotyny na 1 mol
biatka (87), co sugeruje, ze enzym ten skiada sie z czterech podjednostek,
kazda o ciezarze czasteczkowym 175 000. To przypuszczenie potwierdza
takze rozszczepianie enzymu pod wptywem mocznika na mate czgsteczki
jednakowej wielko$ci. Reakcja karboksylacji propionylo-CoA zachodzi
w dwu etapach: aktywowanie dwutlenku wegla i powstanie wysokoener-
getycznego potaczenia C02~biotyna-enzym (reakcja 9) a nastepnie karbo-
ksylacja propionylo-CoA (reakcja 10).

Biotyna-e ~zym + HCO03 - ATP"~=C 02~ biotyna-snzy n -f ADP + P*

W reakcji 9 jeden mol C02jest pobierany przez jeden mol zwigzanej
z enzymem biotyny (86, 87, 106) i ilosciowo przenoszony (reakcja 10) na
propionylo-CoA. W reakcji 10 nie sg potrzebne ani jony magnezu, ani

C02~ biotyna-enzym - propionylo-CoA ~ metylomalonylo-CoA -f
-f biotyna-enzym

nukleotydy adeniny i nieorganiczny fosforan (53, 85). Potgczenie C02~bio-
tyna-enzym moze natomiast reagowaé¢ z ADP i Pj dajac 1 mol ATP na
1 mol zwigzanego przez karboksylaze dwutlenku wegla (87). Role katali-
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tycznego przeno$nika dwutlenku wegla spetnia i tutaj Ni-karboksybio-
tyna (77, 85) zwigzana przez e-aminowg grupe lizyny z biatkiem.
Steryczny przebieg procesu przeniesienia grupy karboksylowej z po-
taczenia CO2~biotyna-enzym na propionylo-CoA badano uzywajgc kar-
boksylazy z serca $wini (161, 162). W wyniku karboksylacji propionylo-
CoA pojawia sie asymetryczny atom wegla, a w zwigzku z tym mozliwosé
powstania dwoch epimeréw. W procesie enzymatycznym powstaje jednak
tylko jeden izomer, nazwany ,,epimerem a”, ktdry pod wptywem epime-
razy metylomalonylo-CoA ulega izomeryzacji do ,epimeru b” (84, 132,
161, 162), ten za$ jest substratem dla mutazy metylomalonylo-CoA. Epi-
meryzacja biegnie drogag enolizacji i jest odwracalna (161), co nasuwa
przypuszczenie, ze obydwa stereoizomery ,a” i ,b” posiadajg zblizong
warto$¢ energii wigzania w tym asymetrycznym atomie wegla. Na pod-
stawie analogii z innymi procesami enzymatycznymi przypuszcza sie, ze
karboksylaza propionylo-CoA jest stereospecyficzna wzgledem atomoéw
wodoru przy a-atomie wegla propionylo-CoA i ze tylko jeden z nich ulega
wymianie na grupe karboksylowg (161). Nasuwa to pytanie czy karboksy-
lacja propionylo-CoA zachodzi z zachowaniem konfiguracji przy a-atomie
wegla. Wyjasniono, ze ,,epimer a” metylomalonylo-CoA ma konfigura-
cje 1 (161, 162, 176, 177). Retey i Lynen (161) wysuwajg wiec przy-
puszczenie, ze enzymatyczna karboksylacja propionylo-CoA biegnie z za-
chowaniem konfiguracji, a zatem grupa karboksylowa zostaje wprowa-
dzona w miejsce, ktére uprzednio zajmowat woddr wymieniony w trakcie
karboksylacji. Zgadza sie to z og6lnie przyjetag hipotezag o elektrofilnym
przeniesieniu grupy karboksylowej z enzymu na karboanion akceptora
(rysunek 3). W procesie tym biotyna brataby udziat w postaci izomoczni-

@)

H
Rys. 3. Chemiczny mechanizm przenoszenia dwutlenku wegla z karboksybiotyny na
substrat wg (161)
Wiagzania ulegajace polaryzacji przedstawiono pogrubiong strzatka

kowej, Retey i Lynen (161) proponujg steryczny przebieg przenie-
sienia grupy karboksylowej na propionylo-CoA przedstawiony na rysun-
ku 4.

Karboksylaza propionylo-CoA wystepuje takze u drobnoustrojow
i roslin. Gibson i Knight (59) oraz Knight (97) doniesli, ze
bezkomdrkowe ekstrakty z Rhodospririllum rubrum wigzag C02 w obec-
nosci propionianu, ATP i Mg2+, a reakcja ta jest hamowana przez awidy-
ne. Karboksylaze propionylo-CoA wykryto w Mycobacterium smegma-
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Rys. 4. Steryczny przebieg enzymatycznej karboksylacji propionylo-CoA

Skosne linie rysunku przedstawiajag aktywna cze$¢ enzymu. Przyjmuje sie, ze biotyna jest
zwigzana z e-aminowa grupg lizyny enzymu poprzez siarke pierécienia biotyny, natomiast
propionylo-CoA poprzez obdarzone tadunkiem grupy fosforanowe wg (161)

tis, gdzie takze obserwowano hamowanie wigzania C02 przez awidyne
(180), w Streptomyces erythraeus (205), w Rhizobium meliloti i Rhizobium
japonicum (28) oraz u Nocardia corallina (12) i Flavobacterium sp. (5).
Hatch i Stumpf (73) przypuszczaja, ze i u roslin metabolizm kwa-
su propionowego biegnie drogg karboksylacji propionylo-CoA do metylo-
malonylo-CoA.

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

Delwiche (25 30, 31) pierwszy doniost, ze bakterie kwasu propio-
nowego dekarboksyluja bursztynian do propionianu, oraz ze reakcja ta za-
lezy od biotyny. Przypuszczano, ze u tych bakterii weglowodany sg me-
tabolizowane do pirogronianu, z ktérego droga karboksylacji powstaje
szczawiooctan redukowany nastepnie do bursztynianu a z tego po de-
karboksylacji powstaje kwas propionowy i C02 Droga metabolizowania
weglowodanéw w bakteriach propionowych okazata sie odmienna. Pod-
czas procesu dekarboksylacji uwalnia sie nie wolny C02 a inna jedno-
stka jednoweglowa (153, 184, 211, 212). Kwas bursztynowy nie jest bez-
posrednio dekarboksylowany, lecz najpierw tgczy sie z koenzymem A.
Sukcynylo-CoA jest izomeryzowany, w zaleznej od koenzymu B12 reak-
cji, do D-metylomalonylo-CoA, ten za$ jest epimeryzowany do L-metylo-
malonylo-CoA i dopiero ten ostatni ulega dekarboksylacji w zaleznej od
biotyny reakcji do propionylo-CoA. Dekarboksylacja ta zachodzi z jedno-
czesnym przeniesieniem grupy karboksylowej z metylomalonylo-CoA na
pirogronian tak, ze obok propionylo-CoA powstaje szczawiooctan (10, 29,
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92, 181, 183, 184, 150, 154, 213). Katalizujaca te ostatnig reakcje karboksy-
transferaza metylomalonylo-CoA: pirogronian, wyodrebniona z Propioni-
bacterium shermanii (210), zawiera 1,5 .ug biotyny na mg biatka i podob-
nie jak karboksylaza z serca $wini dysocjuje w 7M roztworze mocznika na
podjednostki jednakowej wielko$ci. Katalityczng role przenos$nika dwu-
tlenku wegla spetnia i tutaj Ni-karboksybiotyna potaczona poprzez grupe
E-aminowg lizyny z apoenzymem (209). Szczeg6lnie godne uwagi w trans-
karboksylacji metylomalonylo-CoA-pirogronian jest to, ze reakcja ta za-
chodzi bez udziatlu ATP. Podczas fermentacji propionowej w Propionibac-
terium shermanii (schemat 1) powstaje stosunkowo duzo ATP, rozpad jed-

Pirogronian + L-metylomalo iylo-CoA ?=tszczawiooctan + propionylo-CoA n
Szczawiooctan + 4H A bursztynian + H2D 12

Bursztynian + propionylo-CoA ;=ssukcynylo-CoA + propionian 13
Sukcy aylo-CoA koenzym BJZD-metonman iylo-CoA 14
D-metylomalonylo-CoA A L-metylomalonylo-CoA 15

suma: Piro”roiian + 4H  propionian + HD

Schemat 1. Metabolizm kwasu propionowego u Propionibacterium shermanii

nej czasteczki glukozy daje bowiem cztery czasteczki ATP (4). Bakterie
te nie zawierajg w ogo6le karboksylazy propionylo-CoA i szczawiooctan
moze byé regenerowany tylko drogag opisanej ostatnio (174, 175) syntezy
z fosfoenolopirogronianu i C02przez karboksytransfosforylaze fosfoenolo-
pirogronianowga (reakcja 16). Biegnagc w kierunku odwrotnym reakcja ta
moze by¢ sprzezona z kinazg pirogronianowg i ADP co prowadzi do syn-
tezy ATP. Tak wiec rozbicie nieorganicznego pirofosforanu moze posred-
nio dostarczy¢ energii potrzebnej do wytworzenia wigzania wysokoener-
getycznego.

Fosfosnolopirogronian - C02+ P:;~ szczawiooctan -f PPZ 16

4. Karboksylaza B-metylokrotonylo-CoA (ligaza 3-metylokrolonylo-CoA:C02 (E.C.6.4.1.4)

Plaut i Lardy (1955) zauwazyli w 1950 roku, ze u szczurow
karmionych paszg uboga w biotyne jest silnie zaburzony rozpad leucyny
do acetylo-CoA i kwasu acetylooctowego przebiegajacy z pobraniem
1 czasteczki C02poprzez kwas izowalerianowy. Dalsze badania (6, 7) wy-
kazaty, ze biologiczny rozpad leucyny przebiega poprzez R-hydroksyizo-
walerylo-CoA, ktory w zaleznej od ATP reakcji ulega karboksylacji do
B-hydroksy-R-metyloglutarylo-CoA (reakcja 17), a ten jest rozszczepiany
na acetylo-CoA i kwas acetylooctowy (reakcja 18). Badania ekstraktow

R-hydroksyizowalsrylo-CoA -f B-hydroksy-B-metyloglutarylo-CoA

17
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P-hydroksy-p-metyloglutarylo-CoA5sacetylo-CoA + kwas acetylooctowy 18

watrobowych wykazaty, ze zaburzenie rozpadu leucyny jest spowodowane
brakiem enzymu karboksylujgcego (204). Grupa Lynena (76, 113) badajac
materiat mikrobiologiczny wykazata, ze do przemiany @hydroksyizowa-
lerylo-CoA w (3-hydroksy-(3-metyloglutarylo-CoA potrzebne sg trzy enzy-
my: krotonaza, karboksylaza (3-metylokrotonylo-CoA i metyloglutakona-
za. Pierwszy z nich katalizuje odwodnienie (3-hydroksyizowalerylo-CoA
do (3-metylokrotonylo-CoA (reakcja 19), drugi w obecnosci ATP karbo-
ksyluje (3-metylokrotonylo-CoA do (3-metyloglutakonylo-CoA (reakcja 20),
trzeci za$ uwadnia (3-metyloglutakonylo-CoA do (3-hydroksy-(3-metylo-
glutarylo-CoA (reakcja 21).

CH3 ch3

I I
CH3—C—CH2-CO ~ CoA" CH3—C=CH—CO~ CoA + HX> 19
I

OH
ch
CH3—CI=CH—CO~ CoA + HC03 + ATP "
ch3 20
5:iHOOC—CH2—C!=CH—CO~ CoA + ADP + P;
ch3
HOOC- CHZ—C!,—CH—CO~ CoA+ H,07 21

ch3
—HOOC—CHZ—CI - CH2 CO~ CoA

OH3
Karboksylaze (3-metylokrotonylo-CoA oczyszczano okoto 180-krotnie i wy-
kazano, ze enzym zawiera na 184 000 g biatka 1mol biotyny, ktéra taczy
sie z dwutlenkiem wegla w stosunku 1:1 oraz ze reakcja karboksylowania
(3-metylokrotonylo-CoA jest odwracalna (77, 93, 113). Biologicznie czyn-
nym przenos$nikiem dwutlenku wegla jest N*karboksybiotyna potgczona
poprzez grupe e-aminowg lizyny z apoenzymem (94, 114). Jest rzeczg god-
ng uwagi, ze karboksylaza (3-metylokrotonylo-CoA moze karboksylowaé
takze wolng biotyne w obecnosci HC03*, ATP i Mg2+ dajac Ni-karboksy-
biotyne (reakcja 22); reakcja ta jest specyficzna tylko dla D-biotyny. Do-
tychczas nie stwierdzono by jakikolwiek inny enzym mdgt karboksylo-
waé wolng biotyne.

g2

Biotyna -f HC03™ ATP """ N,-karboksybiotyna + AMP + PP, 22

6 Postepy Biochemii
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5. Karboksylaza pirogronianowa (ligaza pirogronian: C02ADP)> (E.C.6.4.1.1)

Enzym karboksylujgcy bezposrednio pirogronian do szczawiooctanu po
raz pierwszy opisali Utter iKeech (190). Karboksylacja ta hamowana
przez awidyne, przebiega zgodnie z reakcjg 23 i wymaga obecnosci HC03",
ATP, Mg2+ oraz acetylo-CoA. Enzym katalizujgcy te reakcje wyizolo-
wano z mitochondriéw watroby kurczecia (90, 165, 191) oraz z mate-
riatu mikrobiologicznego (15, 54, 121, 168). Ma on ciezar czasteczkowy
okoto 665 000 i zawiera 4 czgsteczki biotyny na 1 czasteczke enzymu (165).

Pirogronian -f ATP + HCOj~ MPAacetyloCoAszczawiooctan + ADP+Pf 23

Karboksylaza pirogronianowa jest silnie aktywowana przez acetylo-CoA,
potrzebny w pierwszym etapie karboksylacji, mianowicie podczas synte-
zy z HCO03~ i ATP potaczenia C02~biotyna-enzym (27, 166). Karboksy-
laza pirogronianowa jest sprzegnieta z karboksylazg fosfoenolopirogronia-
nowg, ktora kosztem rozbicia wigzania wysokoenergetycznego z GTP de-
karboksyluje powstaly szczawiooctan do fosfoenolopirogronianu (74, 81,
90, 171, 192). Zespolenie obu tych reakcji nastepuje w trakcie glukogenezy
w tkankach watroby. Aktywacja karboksylazy pirogronianowej przez
acetylo-CoA jest wiec takze sposobem regulacji in vivo poziomu glukozy
w watrobie (75, 193). Szybko$¢ karboksylowania pirogronianu do szcza-
wiooctanu moze by¢ tez requlowana hormonalnie, mianowicie po podaniu
kortykosteroidéw w watrobie szczura silnie zwieksza sie aktywnos$¢ kar-
boksylazy pirogronianowej (81).

IV. Wigzanie biotyny przez apoenzymy

Jak juz wspomniano ekstrakty z mitochondriow watréb od szczuréw
z niedoborem biotyny maja obnizong zdolno$¢ karboksylowania propio-
nylo-CoA. Szybkie reaktywowanie preparatbw mozna osiggnaé przez in-
kubowanie in vitro skrawkéw watrobowych z D-biotyng (103). Z watrob
szczurow z niedoborem biotyny wyodrebniono uktad enzymatyczny, ktory
katalizuje zalezng od ATP synteze holokarboksylazy propionylo-CoA {3-
czac D-biotyne kowalentnie poprzez e-aminowg grupe lizyny z apokarbo-
ksylazag (102, 103, 104, 105). Uktad taki wyodrebniono takze z ekstraktow
nieoznaczonego drobnoustroju wyizolowanego z gleby (26, 52). Ekstrakty
z Propionibacterium shermanii majg zdolno$¢ syntezy holokarboksylaz
propionylo-CoA i (3-metylokrotonylo-CoA z biotyny, ATP i apokarboksy-
laz uzyskanych z watroby szczura lub z Achromobacter sp. (79, 103).
Z ekstraktow Propionibacterium shermanii otrzymano enzym, ktory syn-
tetyzowal w obecnosci jonéw Mg2+ i ATP holokarboksytransferaze mety-
lomalonylo-CoA:pirogronian z apokarboksytransferazy i biotyny (107,
108). Z ekstraktow Achrobacter sp. wyizolowano enzym syntetyzujacy
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z apoenzymu, ATP i biotyny holokarboksylaze (3-metylokrotonylo-CoA
(79). Chemicznie otrzymana 5-AMP-biotyna w pelni zastepuje zapotrze-
bowanie na ATP, biotyne i jony Mg2+ w syntezie holokarboksylazy pro-
pionylo-CoA z watroby szczura (136, 172, 173) oraz holokarboksylazy
(3-metylokrotonylo-CoA w uktadzie enzymatycznym z Achromobacter sp.
(79). Poniewaz mechanizm dziatania omawianych syntetaz holokarboksy-
laz jest identyczny i we wszystkich enzymach biotynowych biotyna przy-
tacza sie poprzez e-aminowg grupe lizyny, mozna przypuszczaé, ze whbu-
dowanie biotyny do wszystkich apokarboksylaz przebiega w ten sam spo-
s6b. Jak stwierdzono pierwszym etapem jest aktywacja biotyny i pow-
stanie potaczenia 5-AMP-biotyna-enzym, ktGre nastepnie reaguje z apo-
karboksylazg dajac holokarboksylaze, wolny enzym i AMP. Enzym Kkata-
lizujgcy ten proces (reakcja 24 i 25) nazwano ligazg biotyna:apokarboksy-
laza.

Biotyna + ATP -f ligaza “» 5-AMP-fciotyna-ligaza + PPf 24
5-AMP-biotyna-ligaza + apokarboksylaza”~ holokarboksylaza +
+ AMP + ligaza

V. Rola biotyny w procesie wigzania C02i karboksylacji

Przypuszczenie, ze substratem dla karboksylaz jest kwasny weglan
a nie dwutlenek wegla (83, 93) potwierdzili Ochoa i wsp. (83) badajac
karboksylacje przy pomocy krystalicznej karboksylazy propionylo-CoA
z serca $wini w obecno$ci NaHC18 3 Stwierdzono, ze jeden z atomow
ciezkiego tlenu przenoszony jest na y-reszte kwasu fosforowego w ATP,
ktéra uwalnia sie jako znakowany ortofosforan, natomiast dwa pozostate
atomy ciezkiego tlenu znaleziono w grupie karboksylowej metylomalony-
lo-CoA. Na tej podstawie grupa Ochoa (83) sugeruje mechanizm wigzania
dwutlenku wegla przedstawiony na rysunku 5.

Jak wspomniano karboksylaza-(3-metylokrotonylo-CoA moze karbo-
ksylowa¢ w nieobecnosci wiasciwego substratu takze wolng D-biotyne.
Powstajgca karboksybiotyna jest zwigzkiem wzglednie trwatym (113).
W temperaturze 20° w czasie 30 minut ulega dekarboksylacji tylko 14%,
W nizszej temperaturze zwigzek ten jest znacznie trwalszy, jest jednak
bardzo wrazliwy na dziatanie jonéw wodorowych nawet w temperatu-
rze 0°. Karboksybiotyna jest bardziej trwata od ukarboksylowanego en-
zymu biotynowego. Dziatanie dwuazometanem na karboksybiotyne prowa-
dzi do powstania trwatego estru metylowego Ni-karbometoksybiotyny, co
wskazuje, ze dwutlenek wegla wigze sie z atomem Nxa nie z N3 (94).
Podobne wyniki otrzymano dziatajgc na ester metylowy biotyny chloro-
mréwczanem metylu. Jakkolwiek reakcja ta moze teoretycznie prowadzié
do powstania estrow metylowych Nxi N3karbometoksybiotyny, to jednak
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o}
ch?2 BH—(/CHzfﬁ-c“-N -R
J \ s/ H

ADP + H2PO4 + :cr-c— |
CHe- CH Q

. 1
CH2  CH—CHJ4—C—N-R

Rys. 5. Mechanizm wigzania dwutlenku wegla przez karboksylaze CoA w obecnosci
ATP wg (83)

w 94% powstaje ester NI? poniewaz blisko$¢ atomdw N3 i C6 w biotynie
utrudnia powstanie estru N3 (187). Obydwa te estry rozdzielono chroma-
tograficznie. Strukture estru metylowego Ni-karbometoksybiotyny po-
twierdzono takze rentgenograficznie (17) otrzymujac wyniki zgodne z su-
gestiami grupy Lynena, ze CO2biotyna jest Ni-karboksybiotyng. Sposdb
stabilizowania karboksybiotyny dwuazometanem wykorzystano takze do
wyodrebnienia 14C-karboksybiotyny z ukarboksylowanych za pomoca
14C02 enzymdw biotynowych; karboksylazy (3-metylokrotonylo-CoA (95,
96), karboksylazy propionylo-CoA (106), karboksytransferazy metyloma-
lonylo-CoA:pirogronian (209) oraz karboksylazy acetylo-CoA (146). Stabi-
lizowane enzymy biotynowe trawiono enzymami proteolitycznymi (pa-
paina, trypsyna, pronaza) otrzymujgc promieniotwdrcza Ni-karbometo-
ksybiocytyne. Zwigzek ten trawiono biotynidazg i uwolniong Ni-karbome-
toksybiotyne estryfikowano dwuazometanem w celu ponownej stabiliza-
cji. Wyizolowany ester metylowy Nj-karbometoksybiotyny skupiat cate
pietno zawarte w potgczeniu CO2biotyna-enzym. Grupa Lynena przy-
puszcza, ze biotyna, bedac pochodng mocznika ma stabe wiasnosci kwaso-
we w ugrupowaniu mocznikowym, mozna wiec uwaza¢ N”-karboksybio-
tyne za swego rodzaju bezwodnik kwasowy (113, 114). Spolaryzowane wig-
zanie wegiel-azot umozliwia elektrofilne przeniesienie grupy karboksy-
lowej z karboksybiotyny na karboanion a lub (3-wegla substratu takiego
jak acetylo-CoA, propionylo-CoA, (3-metylokrotonylo-CoA lub pirogro-
nian, a wiec zwiazki, w ktérych grupy metylowa lub metylenowa maja
tendencje do tworzenia karboaniondw w sasiedztwie grup karbonylo-
wych. Przyjmuje sie, ze ta elektrofilna transkarboksylacja jest odwra-
calna, co wskazuje, ze potgczenie dwutlenku wegla z biotyng ma charak-
ter wigzania wysokoenergetycznego. Oznaczono (209) energie swobodng
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rozpadu ukarboksylowanej karboksytransferazy metylomalonylo-CoA:pi-
rogronian (reakcja 26). Uzyskujac AF = 4700 cal/mol, co pozwala zali-

li4+ C02~ biotyna-enzym — biotyna-enzym + C02 26

czy¢ ukarboksylowane enzymy biotynowe do grupy zwigzkéw wysoko-
energetycznych, jednak o najnizszym poziomie energii.

VI. Uwagi koricowe

Biotyng jest tez koenzymem karboksylazy geranylo-CoA (169), przy
czym karboksylacja tego zwigzku zalezy od obecnosci ATP i Mg2+. Praw-
dopodobnie biotyng bierze udziat jeszcze w innych niezbadanych dotych-
czas w petni reakcjach. Na przyktad biotyng potrzebna jest do syntezy
indukowanego enzymu — oksydoreduktazy (dekarboksylujgcej) L-jabt-
czan:NAD (E.C.1.1.1.40) w Lactobacillus arabinosus (3, 14, 101, 156)
i w watrobie indyka (149). Enzym ten nie zawiera jednak biotyny ani tez
jego aktywnos$¢ nie jest hamowana przez awidyne (88). Gdy hoduje sie
Streptococcus lactis, Lactobacillus arabinosus i drozdze na pozywkach
ubogich w biotyne aktywnos$é karbamylotransferazy fosforan karbamy-
lu:L-ornityna (E.C.2.1.3.3) i karbamylotransferazy fosforan karbamylu:L-
-asparaginian (E.C.2.1.3.2) jest obnizona, lecz nie stwierdzono by enzymy
te zawieraly biotyne (32, 33, 47, 158, 159, 160, 182). Poniewaz jednak
w procesie syntezy wymienionych enzymow mozna zastapi¢ biotyne aspa-
raginianem, asparaging lub jej peptydami (35, 111, 160, 170) mozna przy-
puszczaé, ze przy niedoborze biotyny obnizona moze by¢ aktywno$¢ kar-
boksylazy propionylo-CoA lub karbokslazy pirogronianowej co zmniejsza
ilos¢ fumaranu a wiec i kwasu asparaginowego.
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ZDZISLAW WOJCIECHOWSKI*

Cykl fotosyntetycznej redukcji wegla u bakterii
The Photosynthetic Carbon Réduction Cycle in Bacteria

The investigations on the photosynthetic carboxylation reactions and their
participation in the cycle of the réduction of carbon compounds in bacteria are
reviewed.

Wykonane w latach piecdziesigtych prace Calvina i wsp. (9) do-
prowadzity do wyjasnienia enzymatycznej reakcji wigczania dwutlenku
wegla przez jednokomorkowe glony i sformutowania cyklu fotosyntetycz-
nej redukcji wegla nazwanego reduktywnym cyklem pentozowym. Istotg
tego procesu jest przytaczenie czasteczki C02 do czasteczki rybulozo-1,5-
-dwufosforanu, redukcja do fosfotriozy kwasu S-fosfoglicerynowego, po-
wstatego w wyniku rozpadu produktu przytgczenia i zuzytkowanie fosfo-
triozy czeSciowo do regeneracji akceptora C02 (tj. rybulozo-I,5-dwufosfo-
ranu), a czesciowo do syntezy cukrow i innych zwigzkéw. Obok karbo-
ksylacji rybulozo-1,5-dwufosforanu znany jest u organizmow roslinnych
szereg innych reakcji karboksylacji — przypisuje sie im jednak drugo-
rzedne znaczenie. Z reakcji tych iloSciowo najwazniejsza jest reduktywna
karboksylacja kwasu fosfoenolopirogronowego (8), mniejsze znaczenie
majg prawdopodobnie reakcje karboksylacji a-ketoglutaranu (32) i piro-
gronianu (4).

Reduktywny cykl pentozowy byt do niedawna jedynym znanym cy-
klicznym mechanizmem redukcji wegla i przyjmowano powszechnie, ze
jest to mechanizm ogélny, funkcjonujacy zaréwno u roslin wyzszych, jak
i u fotosyntetyzujacych bakterii. Poglad ten nie byt w sposéb wystarcza-
jacy poparty dowodami doswiadczalnymi.

Bakterie fotosyntetyzujace byty czesto obiektem w badaniach procesu
Swietlnego przenoszenia elektronéw, natomiast problem enzymatycznych
reakcji wiaczania C02 i redukcji wegla byt stosunkowo mniej badany.
Zdolno$é niektérych bakterii fotosyntetyzujacych do wzrostu w ciem-
nosSci przy wykorzystaniu zwigzkow organicznych z podtoza jako Zrédia
energii i wegla nasuwata od dawna przypuszczenie, ze mozliwe jest

* Mgr, st. asystent Katedry Biochemii Uniwersytetu Warszawskiego.
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funkcjonowanie u bakterii fotosyntetyzujgcych innych mechanizméw fo-
tosyntetycznej redukcji wegla, niz reduktywny cykl pentozowy.

W latach 1964— 1965 stwierdzono u bakterii fotosyntetyzujgcych wig-
czanie C02zachodzace przy bezposrednim udziale zredukowanej na Swie-
tle ferredoksyny (11, 13, 14 i 18). Stato sie to punktem wyjscia dalszych
prac, ktérych rezultatem byto wykrycie przez Evansa, Buchanana
i Ar nona w 1966 roku (19) nowego mechanizmu fotosyntetycznej re-
dukcji wegla, nazwanego reduktywnym cyklem kwaséw karboksylowych.

I. Reduktywny cykl pentozowy u bakterii

W 1952 roku Glover, Kamen i Van Genderen (22) pierwsi
wykazali, ze wigczanie 14C02 przez fotosyntetyzujagce komoérki Rhodospi-
rillum rubrum prowadzi do szybkiego powstawania znakowanego kwasu
S-fosfoglicerynowego a nastepnie fosforanéw cukrow. Stoppani,
Fuller i Calvin (38), po przeprowadzeniu bardziej szczegétowych
badan kinetyki wtgczania 14C02do wczesnie znakujacych sie metabolitéw,
doszli do wniosku, ze mikroorganizmy te wigczajg C02na Swietle gtownie
poprzez reduktywny cykl pentozowy oraz w niewielkim stopniu — w re-
akcji reduktywnej karboksylacji kwasu fosfofenolopirogronowego.
W ciemnosci natomiast przewaza ta druga reakcja, jakkolwiek reduktyw-
ny cykl pentozowy jeszcze funkcjonuje.

W 1962 roku Smillie, Rigopoulos i Kelly (37) stwierdzili,
ze w ekstraktach z fotosyntetyzujacych bakterii Chlorobium thiosulfa-
tophilum i Chromatium znajdujg sie wszystkie enzymy reduktywnego
cyklu pentozowego z kluczowym enzymem — karboksydysmutazg (kar-
boksylazg rybulozo-2,5-dwufosforanu) wigcznie. Aktywnos$ci poszczegol-
nych enzymdw cyklu byty zblizone do aktywnos$ci w fotosyntetyzujgcych
tkankach roslin wyzszych. Wyniki uzyskane przez tych autoréw sg w pet-
nej zgodzie z weczesniejszymi pracami, w ktorych wykazano, ze kwas
3-fosfoglicerynowy jest jednym z pierwszych znakowanych produktéw
fotosyntezy z 14C02u Chromatium (20, 21).

Wydaje sie obecnie pewne, ze reduktywny cykl pentozowy lub jaki$
jego wariant funkcjonuje rdwniez u bakterii chemosyntetyzujacych. Gtdw-
ny enzym reduktywnego cyklu pentozowego — karboksydysmutaze zna-
leziono u wielu mikroorganizméw chemosyntetyzujacych, miedzy innymi
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 komorkach rosngcych heterotrofowo obserwuje sie spadek aktyw-
nosci tego enzymu (2). Rozmieszczenie izotopu w produktach krétkotrwa-
tej chemosyntezy z 14C02 jest bardzo zblizone do jego rozmieszczenia
w produktach fotosyntezy z 4C02u glonéw (1).
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Il. Wigczanie C02 na Swietle przy udziale zredukowanej ferredoksyny

W ostatnich latach ukazato sie wiele doniesied o bezposrednim udziale
zredukowanej ferredoksyny w reakcjach wigczania C02 przez komorki
bakterii. Obecno$¢ enzymoéw katalizujacych tego rodzaju reakcje wykry-
to w ekstraktach zaréwno bakterii fotosyntetyzujgcych (11, 13, 14, 18),
jak réwniez nie fotosyntetyzujgcych (3, 7, 33). Odkrycia te zastuguja na
szczeg6lng uwage z kilku wzgledéw:

1) Ferredoksyna jest jednym z przenos$nikéw elektron6w uczestniczg-
cych w przeptywie elektronéw zachodzacym na $wietle w chloroplastach
(wzglednie chromatoforach bakteryjnych) — to znaczy jest skiadnikiem
aparatu zamieniajgcego energie Swietlng w chemiczna.

2) Nigdy przedtem nie obserwowano, aby zredukowana ferredoksyna
byta bezposrednio zuzywana jako donator elektronéw w reakcjach reduk-
tywnej karboksylacji. Za wasciwy czynnik redukujagcy wytwarzany w re-
akcji Swietlnej uwazano dotad NADPH2 powstajacy w wyniku przenie-
sienia elektronéw ze zredukowanej ferredoksyny na NADP (40).

3) Ze wzgledu na wyjatkowo niski potencjat oksydo-redukcyjny wy-
noszacy —420 mV przy pH 7 (tj. okoto 100 mV nizszy, niz potencjat oksydo-
-redukcyjny NADP) udziat ferredoksyny w reakcjach redukcji umozli-
wia pokonanie barier energetycznych, dla ktérych przekroczenia poten-
cjat oksydo-redukcyjny dwunukleotydow nikotynoamidoadeninowych jest
niewystarczajacy.

1. Syntaza pirogronianu

Karboksylacje acetylokoenzymu A do pirogronianu przy udziale zre-
dukowanej ferredoksyny (réwnanie 1) wykazali po raz pierwszy B a-
chofen, Buchanan i Arnon (7) w ekstraktach z niefotosyntety-
zujacych (lecz zawierajgcych ferredoksyne) bakterii Clostridium pasteu-
rianum.

0] 0
[/ |
CHX~SCoA 4 COz+ Ferredoksynazied —CH3CCOOH + HSCoA +
+ Ferredoksynautl-

Katalizowane przez syntaze pirogronianu z tego mikroorganizmu wia-
czanie 14C02 do acetylokoenzymu A i powstawanie znakowanego na we-
glu grupy karboksylowej pirogronianu mozna obserwowaé¢ w warunkach,
w ktorych zapewniony jest staly doptyw zredukowanej ferredoksyny.
Osiggna¢ to mozna inkubujac ekstrakty w ciemnosci w atmosferze wo-
doru, ktéry przy wspotudziale znajdujacej sie w nich hydrogenazy, stuzy
jako donator elektronow do redukcji ferredoksyny lub tez inkubujac eks-
trakty na Swietle w atmosferze argonu lub azotu z odpowiednio spre-
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parowanymi fragmentami chloroplastow szpinaku, ktére majg zdolnos¢
redukowania ferredoksyny w obecnosci askorbinianu jako donatora elek-
tronow i katalitycznych ilosci 2,6-dwuchlorofenoloindofenolu. Zreduko-
wane nukleotydy nikotynoamidoadeninowe nie moga zastgpi¢ zredukowa-
nej ferredoksyny, co Swiadczy o jej bezposrednim udziale w syntezie
pirogronianu z COzi acetylokoenzymu A (11). Udziat ferredoksyny w re-
duktywnej karboksylacji ,czynnego octanu” stwierdzono rowniez u in-
nych nie fotosyntetyzujgcych, lecz zawierajgcych ferredoksyne mikroor-
ganizmdw, a mianowicie u Clostridium kluyveri (3) i Clostridium acidi-
-urici (33).

Buchanan, Bachofen i Arnon (11 i 14) stwierdzili katalizo-
wanie analogicznej reakcji przez bezkomodrkowe ekstrakty z fotosynte-
tyzujacych bakterii Chlorobium thiosulfatophilum i Chromatium pod-
czas inkubacji na Swietle z preparatami nieoczyszczonych chromatoforéw
z tych samych mikroorganizméw lub fragmentami chloroplastow szpina-
ku. Synteze pirogronianu z Chlorobium thiosulfatophilum udato sie.
czeSciowo oczysci¢, uzyskujgc okoto 30-krotny wzrost aktywnosci wias-
ciwej, przez frakcjonowanie biatek ekstraktu na kolumnie z DEAE-ce-
lulozy oraz frakcjonowane wytrgcanie siarczanem amonu i alkoholem (18).

Syntaza pirogronianu nie jest enzymem specyficznym gatunkowo wo-
bec ferredoksyny. Ferredoksyne Chromatium zastagpi¢ mozna na przy-
ktad ferredoksyna szpinaku, przy czym nie obserwuje sie zasadniczych
zmian szybkoSci syntezy pirogronianu przez bezkomérkowy ekstrakt
z Chromatium (11).

2. Syntaza a-ketoglutaranu

W 1965 roku Buchanan i Evans (13) wykazali, ze bezkomorko-
we ekstrakty z Chlorobium thiosulfatophilum, obok reakcji reduktywnej
karboksylacji ,,czynnego octanu”, katalizujg réwniez reakcje wiaczania
C02do sukcynylokoenzymu A (réwnanie 2).

0
HOOCCHZXCHZXC ~ SCoA -f C02+ Ferredoksynazredi — n
@]
HOOCCH2H2Z—COOH + HSCoA + Ferredoksynautl.

Reakcja ta katalizowana przez enzym nazwany syntaza a-ketogluta-
ranu zachodzi podczas inkubacji bezkomérkowych ekstraktow na Swietle
z preparatem chromatoforéw bakteryjnych lub fragmentami chloropla-
stow szpinaku. Syntaza a-ketoglutaranu, podobnie jak syntaza pirogro-
nianu, nie wykazuje specyficznosSci gatunkowej wobec ferredoksyny. Je-
zeli z ekstraktu usunie sie rodzimg ferredoksyne przez zatrzymanie na
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kolumnie z DEAE-celulozy — zdolno$¢ syntezy a-ketoglutaranu przez
ekstrakt mozna przywroci¢ dodajac ferredoksyny z roslin wyzszych (13).

Prawdopodobnie taki sam mechanizm syntezy a-ketoglutaranu istnie-
je u fotosyntetyzujacych bakterii Rhodospirillum rubrum. Shigesa-
da i wsp. (36), badajgc rozmieszczenie izotopu w kwasie glutaminowym
syntetyzowanym na $wietle przez nienaruszone komdrki R.rubrum z 14C02
i 1,4-14C-bursztynianu, wykazali, ze synteza tego zwigzku zachodzi w wy-
niku reduktywnej karboksylacji bursztynianu i nastepnej aminacji pow-
statego kwasu a-ketoglutarowego.

I11. Reduktywny cykl kwaséw karboksylowych

Wykrycie reduktywnej karboksylacji ,,czynnego octanu” i ,,czynnego
bursztynianu” przy udziale zredukowanej w reakcji Swietlnej ferredoksy-
ny byto doniostym wydarzeniem w badaniach fotosyntezy bakteryjnej.
Niemniej jednak mechanizm regeneracji akceptoréw C02 to jest acetylo-
koenzymu A i sukcynylokoenzymu A, pozostawat nadal nie wyjasniony.
Powszechnie przyjmuje sie, ze kazde fotosyntetyczne wiaczanie COz za-
chodzi w procesie cyklicznym ze wzgledu na konieczno$¢ statej regene-
racji akceptora dwutlenku wegla. Dalsze badania poszty wiec w kierun-
ku poszukiwania takiego cyklicznego mechanizmu, w sktad ktérego wcho-
dzityby obie omowione wczesniej reakcje karboksylacji.

W 1966 roku Evans, Buchanan i Arnon (19) przedstawili taki
mechanizm funkcjonujgcy — ich zdaniem — u beztlenowych fotosynte-
tyzujacych bakterii Chlorobium thiosulfatophilum i nazwany przez nich
reduktywnym cyklem kwasow karboksylowych. Cykl ten, bedacy w czesci
odwréceniem cyklu kwas6w trojkarboksylowych, przedstawiony jest na
schemacie 1. Reduktywny cykl kwasow karboksylowych zawiera cztery
reakcje witgczania C02 (karboksylacji). Dwie z tych reakcji to omdwione
juz reakcje reduktywnej karboksylacji acetylokoenzymu A i sukcynylo-
koenzymu A (rownanie 1i 2), odwrotne do znanych z cyklu kwasow tréj-
karboksylowych reakcji oksydatywnej dekarboksylacji pirogronianu i a-
-ketoglutaranu, ktére w warunkach aerobowych sg w komdrkach nieod-
wracalne. U Chlorobium thiosulfatophilum odwrocenie tych reakcji
mozliwe jest w wyniku bezposredniego dziatania fotochemicznie zreduko-
wanej ferredoksyny — reduktora o znacznie nizszym potencjale oksydo-
-redukcyjnym, niz inne znane reduktory organiczne.

Pozostate dwie reakcje karboksylacji w reduktywnym cyklu kwasow
karboksylowych — fosfoenolopirogronianu do szczawiooctanu (réwna-
nie 3) i a-ketoglutaranu do izocytrynianu (réwnanie 4) sa od dawna znane.

0—0 0]

I I 3
ch2zc—cooh + co2+ hd_hoocchZcooh + p

7 Postepy Biochemii
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HOOCCH&HI—COOH + co2+nadph2—
"HOOC- CHXH(CCOH)- CH(OH)COOH + NADP

Enzym katalizujagcy pierwszg z nich, karboksylaza fosfoenolopirogro-
nianu, wykryty zostat w lisciach szpinaku przez Bandurskiego
i Greinera (8); rézni sie on od podobnych enzyméw pochodzenia
zwierzecego (43 i 44) tym, ze reszta fosforanowa nie jest przenoszona na
ADP lub IDP, lecz uwolniona w postaci fosforanu nieorganicznego. Syn-
taza fosfoenolopirogronianu — enzym syntetyzujagcy fosfoenolopirogro-
nian z pirogronianu i ATP wykryty zostat niedawno przez Coopera
i Kornberga u Escherichia coli (15), a jego obecno$¢ w ekstraktach
z Chlorobium thiosuljatophilum wykazali Buchanan i Evans (12).

Evans, Buchanan i Arnon (19) przedstawili dowody funkcjo-
nowania reduktywnego cyklu kwasow karboksylowych u Chlorobium
thiosuljatophilum, wykazujagc obecnos¢ wszystkich niezbednych enzy-
mow w bezkomorkowych ekstraktach, mierzgc ich aktywnosci oraz iden-
tyfikujgc znakowane metabolity powstajagce w wyniku krétkotrwatej fo-
tosyntezy z 14C02 Kinetyczne badania przeprowadzone przez tych auto-
row wykazatly, ze w krotkich czasach po podaniu 4C02 pierwszym poja-
wiajagcym sie trwatym, znakowanym produktem fotosyntezy jest kwas
glutaminowy (po 30 sekundach 75% catkowitej wtaczonej radioaktywno$-
ci), powstajgcy na drodze aminacji a-ketoglutaranu. Mniejsze ilosci radio-
aktywnosci odnaleziono w kwasach bursztynowym i asparaginowym. Na-
tomiast w zwigzkach zawierajgcych fosfor (kwas 3-fosfoglicerynowy i fos-
forany cukréw), ktére sg metabolitami reduktywnego cyklu pentozowego
odnaleziono zaledwie 10% catkowitej wiaczonej radioaktywnosci. Wyniki
te sg zdecydowanie rézne od uzyskiwanych przez Calvina i wsp. (9)
podczas badan nad fotosyntetycznym wigczaniem 14C02 przez zielone glo-
ny, gdzie obserwowano coprawda szybkie znakowanie licznych amino-
kwaséw (miedzy innymi kwasu glutaminowego i kwasu asparaginowego)
oraz metabolitdw cyklu kwasow trojkarboksylowych — jednak wyraznie
wyprzedzato je pojawianie sie radioaktywnosci w kwasie 3-fosfoglicery-
nowym i fosforanach cukrow.

Obecnos$¢ poszczegdlnych enzymoéw niezbednych do funkcjonowania
reduktywnego cyklu kwasow karboksylowych wykazano w ekstraktach
z Chlorobium thiosuljatophilum, podajac witasciwe dla odpowiednich
enzyméw znakowane 14C substraty oraz potrzebne kofaktory i identyfi-
kujgc powstate znakowane produkty. Poréwnanie aktywno$ci poszcze-
golnych enzymow reduktywnego cyklu kwaséw karboksylowych w eks-
traktach z szybkoS$cig wigczania C02przez nienaruszone komérki wykaza-
o, ze aktywnosci wszystkich enzymow sg wystarczajagce do funkcjonowa-
nia cyklu.
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Reduktywny cykl kwasow karboksylowych wymaga do funkcjonowa-
nia oprécz zredukowanej ferredoksyny takze zredukowanych dwunukleo-
tydéw nikotynoamidoadeninowych (zarbwno NADPH?2, jak i NADH2 oraz
ATP. Wszystkie niezbedne kofaktory powstajg w wyniku zachodzgcego
na Swietle w aparacie fotosyntetycznym (chromatoforach) przeptywu
elektronéw lub w reakcjach sprzezonych z tym przeptywem. Ferredoksy-
na, jako sktadnik fotosyntetycznego tancucha przenoszgcego elektrony,
bierze udziat w fosforylacji fotosyntetycznej dostarczajgcej ATP (5, 41).
Przeniesienie elektronow ze zredukowanej w procesie Swietlnym ferre-
doksyny na NADP, katalizowane przez fotosyntetyczng reduktaze NADP
(25, 26), prowadzi do wytworzenia NADPH?2 (6, 16, 17, 24, 34, 40). R6w-
niez bezposredni udziat ferredoksyny w redukcji NAD wykazano nie-
dawno u fotosyntetyzujgcych bakterii Chlorobium i Chromatium (45).

Jeden peiny obrét reduktywnego cyklu kwasow karboksylowych,
w sktad ktérego wchodzg cztery reakcje karboksylacji, prowadzi do pow-
stania netto jednej czasteczki czteroweglowego dwukarboksylowego kwa-
su. Liczne metabolity cyklu mogag by¢ zuzywane bezposrednio do syntezy
aminokwasow, ttuszczéw i barwnikéw porfirynowych — niektére mozli-
wosci tych syntez zaznaczone sg na schemacie.

Cytrynian
Octan Cis-akonitan
A atp \ Glutaminian
¢"CoA Izocytrynian
Acetylokoenzym A co2/
NADPH2  oc-ketoglutaran
Zredukowana:
ferredoksyna Sukcynylokoenzym A
ATP-—
CoA— '"Bursztynian
Alanina Flamna « H2- - f £ aran

NADH2 Jabiczar<

Szczawiooctarf
Asparaginian

Schemat 1. Reduktywny cykl kwaséw karboksylowych (wg 19)

IV. Uwagi koncowe

Jak juz wspomniano, w ekstraktach z Chlorobium thiosulfatophilum
wykazano obecno$é¢ wszystkich enzymow niezbednych do funkcjonowania
reduktywnego cyklu pentozowego z kluczowym enzymem — karboksydys-

7*
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mutazg wiacznie (37). Wydaje sie wiec, ze w tym fotosyntetyzujgcym mi-
kroorganizmie wystepujg dwa réwnolegle dziatajagce mechanizmy cyklicz-
nej redukcji wegla w procesie fotosyntezy. By¢ moze, reduktywny cykl
pentozowy jest mechanizmem dostarczajacym cukréw, natomiast reduk-
tywny cykl kwasow karboksylowych dostarcza tancuchdéw weglowych zu-
zywanych bezposrednio do syntezy aminokwasow oraz lipidow. Brak na
razie danych pozwalajgcych na stwierdzenie, jaki udziat ma kazdy z tych
mechanizméw w ogolnym fotosyntetycznym wigczaniu CO02 przez bakte-
rie. Nie wiadomo réwniez dotad, jak szeroko rozpowszechniony jest re-
duktywny cykl kwaséw karboksylowych. Zdaniem Evansa Bu-
chanana i Arnona (19) prawdopodobne jest, ze cykl ten funkcjo-
nuje rowniez u innych fotosyntetyzujagcych bakterii. Przemawia za tym
wykrywanie aminokwas6w takich jak alanina, kwas glutaminowy i kwas
asparaginowy, jako gtdwnych znakowanych produktow krdtkotrwatej fo-
tosyntezy z 14C02 . Chromatium (21) i Rhodospirillum rubrum (23). Moz-
liwe rowniez, ze reduktywny cykl kwasow karboksylowych lub jaki$ jego
wariant funkcjonuje w beztlenowych, nie fotosyntetyzujgcych bakteriach
zawierajgcych ferredoksyne.
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JANINA OPIENSKA-BLAUTH*

Metody elektrochromatograficzne
Electrochromatographic Methods

The development and applications of elektrochromatographic methods are reviewed.

I. Charakterystyka i rodzaje elektrochromatografii

Metodyke elektrochromatografii w rozmaitych jej modyfikacjach za-
licza si¢ obecnie do jednej z najlepszych technik chromatograficznych,
w szczegblnoSci w zastosowaniu do analizy ztozonych mieszanin amino-
kwasowych w materiale biologicznym. W piSmiennictwie brak dotych-
czas artykutéw przegladowych odnosnie elektrochromatografii, jej uzy-
tecznosci i krytycznej oceny. Dlatego przedstawienie chronologicznego
rozwoju tej metody w ocenie poréwnawczej z innymi technikami, w opar-
ciu o prace zrodtowe witasne i innych autorow moze odda¢ ustugi dla
wielu pracowni chemicznych i biochemicznych.

W definiowaniu elektrochromatografii w poszczeg6lnych podreczni-
kach i monografiach nie ma jednolitego ujecia. W polskim wydawnictwie
,Chromatografia” (37) definiuje sie elektrochromatografie jako ruch cza-
steczek w uktadzie chromatograficznym wywotany przez réwnoczesne
albo sukcesywne stosowanie przeptywu rozpuszczalnika i sit elektrycz-
nych. Wedlug definicji Caessona (12) metoda elektrochromatografii
jest kombinacjg procesu elektroforezy i chromatografii odbywajgcych sie
rownoczesnie albo sukcesywnie w dowolnej kolejnosci. Jako nos$niki stu-
zy¢ moga dla celéw elektrochromatografii bibuta, zele krzemowe, agar,
celuloza, proszki celitowe, skrobia i sproszkowane zywice. Wszystkie te
materiaty znajdujg dzi$§ zastosowanie w technice kolumnowej, bibutowej
i ptytkowej. Sptyw buforu po arkuszu bibuty lub w kolumnie, albo na
ptytce z adsorbentem w polu elektrycznym prostopadtym do kierunku
przeptywu nosi nazwe elektrochromatografii ciggtej. Odr6zniamy tech-
nike waskiego pasma, jezeli bufor sptywa z jednego okre$lonego miejsca
na nos$niku i technike szerokiego pasma, jezeli sptyw odbywa sie w spo-

* Prof. dr, byty kierownik Katedry Chemii Fizjologicznej Akademii Medycz-
nej w Lublinie.
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séb ciggly po catej powierzchni nosnika (rys. 1i 2). Technika, w ktorej
oba procesy chromatografii i elektroforezy przebiegajg sukcesywnie nosi
nazwe elektrochromatografii nieciggtej.

Metoda elektrochromatografii pozwala zwiekszy¢ selektywno$¢ roz-
dziatu proporcjonalnie do réznic miedzy tadunkami sktadnikéw badanych
mieszanin.

Rys. 1. Elektrochromatografia ciagta z pasma waskiego (37)

Rys. 2. Elektrochromatografia ciggta z pasma szerokiego (37)

Jako jedni z pierwszych Grassman i Hannig (18, 19, 20) za-
stosowali metode elektrochromatografii do rozdziatu biatek surowicy. Ich
metoda opiera sie na zasadzie réwnoczesnego dziatania obu sit, to znaczy
sity sptywu buforu i sity pola elektrycznego dziatajacej prostopadle do
kierunku sptywu buforu. Dob6r odpowiedniego buforu, pH i napiecia pra-
du umozliwit autorom dokonanie preparatywnego rozdziatu biatek suro-
wicy z 100 procentowg wydajno$cig w zestawie kilkunastu komoér wedtug
wiasnego projektu (Elphor V).
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Szersze zastosowanie znalazta technika sukcesywnego rozdziatu chro-
matograficznego adsorpcyjnego lub rozdzielczego po elektroforezie wedtug
Durrum (14), Straina (46), Haugarda (23), Hartmana (22
i innych.

Do metod elektrochromatograficznych zaliczano swego czasu orygi-
nalng metode Kamienskiego znang dzi$§ pod nazwg elektrometrycz-
nej lub potencjometrycznej (27, 28). Autor identyfikowat rozdzielone
chromatograficznie na bibule zwigzki na podstawie réznic w ich fadun-
kach elektrycznych przez przyktadanie elektrody do odpowiednich miejsc
na chromatogramie. W zaleznos$ci od rodzaju badanych substancji stoso-
wano rozne rodzaje elektrod. W miejscach lokalizacji poszczegdlnych
zwiazkéw na bibule notowano rézne potencjaty. Zastosowana nieco po6z-
niej whasciwa nazwa metody elektrometrycznej okazata sie uzasadniona.
Metoda elektrochromatograficzna w kombinacji chromatografii adsorp-
cyjnej na kolumnie i elektroforezy wedilug Dur rum (14) okazata sie
bardzo cenna w analizie preparatywnej ztozonych mieszanin.

Il. Elektrochromatografia bibutowa

Gruntowne i wszechstronne opracowanie metodyki elektrochromato-
graficznej na bibule dla aminokwasow w ptynach ustrojowych i hydroli-
zatach biatkowych podali Boulanger iBiserte (5 6,7 8 11). Ich
metoda obejmuje kilka kolejnych etapow:

A) Elektroforeza pH — 3,9, bufor: pirydyna, kwas octowy, woda
(30:100:487), bibuta Arches 304, lub Whatman 1, (28X48 cm), 10—20 inl
roztworu, 400 V, 4 godziny. Uzyskuje sie rozdziat kwasu cysternowego,
siarczanu-O-tyrozyny, kwasu asparaginowego, glutaminowego, glutationu
zredukowanego, kwasu a-aminoadypinowego, aminokwasdéw obojetnych
(tacznie), kwasu (3-aminoizomastowego, aminokwaséw zasadowych (lacz-
nie), kolaminy i amin biologicznie czynnych.

B) I. Elektroforeza pH — 3,9. Il Chromatografia. Ad I: bufor jak w A.
Whatman 1, 400 V, 15 godzin lub 600 V, 7—8 godzin. Ad Il: do wyboru
uktady: butanol, kwas octowy, woda (4:1:5), 24—30 godzin, sptywowa lub
butanol-pirydyna, kwas octowy, woda (30:6:24:20), 6—8 godzin, wstepu-
jaca albo tez chloroform, metanol, 90% kwas octowy (100:15:5), 6—8 go-
dzin, wstepujaca.

C) I. Elektroforeza pH — 3,9. Il. Chromatografia. Ad. I: bufor o pH 3,9,
1 N kwas octowy, Whatman 3. Ad II: technika sptywowa, uktad n-buta-
nol, kwas octowy, woda (4:1:5), 20 godzin; rechromatografia dwukierun-
kowa: n-butanol, kwas octowy, woda (4:1:5) oraz metyloetyloketon, ace-
ton, woda (3:1:0,6), 24 godziny. Uzyskuje sie dobry rozdziat: seryny, gli-
cyny, waliny, metioniny, tryptofanu. Przy rechromatografii dwukierun-
kowej uzyskuje sie rozdziat leucyn.
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D) Rozdziat aminokwaséw zasadowych przeprowadza sie po elucji
z elektroforogramu stosujac chromatografie dwukierunkowg w uktadach
butanol, kwas octowy, woda oraz fenol z wodg i amoniakiem. Autorzy sto-
sujg rowniez zamiast chromatografii elektroforeze dwukierunkowg: | —
elektroforeza, pH 11,7, bufor amoniakalny, Arches 304 (27X40 cm), 400 V,
15 godzin; Il — elektroforeza, pH 6,5, bufor-pirydyna, kwas octowy, woda
(200:8:792), Whatman 1 (47X57 cm), 400 V, 15 godzin.

Autorzy uzyskali za pomocg swej kombinowanej techniki dobre wyni-
ki mieszczagce sie przy oznaczeniach ilosciowych w granicach btedu do
10% dla wiekszosci znanych aminokwaséw i do 25% dla tryptofanu, hy-
droksyproliny i asparaginy.

Wiekszos¢ innych kombinacji elektroforezy z chromatografiag ogta-
szanych przez réznych autorow (14, 16, 24, 25, 30, 31, 32, 35, 52, 57) opiera
sie na wspdlnej zasadzie elektroforezy w buforze kwasnym i chromato-
grafii w uktadzie butanolu z kwasem octowym. Niektorzy z nich (24, 25,
30) stosujg elektroforeze wysokonapieciowg (70— 100 V/cm).

Na technice zespotu francuskiego z Lille oparta sie Relvas (42)
w oznaczeniach iloSciowych poszczegolnych aminokwaséw w piynach
ustrojowych, stosujgc elucje bibuty 75% acetonem w ciggu 30 min. i wy-
wotywanie aminokwasow kwasnych i obojetnych 1% roztworem ninhy-
dryny w acetonie z dodatkiem 10% buforu fosforanowego o pH 7. Do wy-
wotania aminokwaséw zasadowych postuzyt 1% roztwdér ninhydryny
w acetonie z dodatkiem 6% kwasu octowego. Oznaczenia przeprowadzano
w spektrofotometrze Unicam SP-500 przy 575 min, a dla asparaginy przy
350 mfi. Odwrotng kolejno$¢ proceséw elektroforezy i chromatografii
zastosowata B lass (9, 10) do rozdziatu amin. Tego typu kombinacje
nazwano stusznie nie elektrochromatografiag ale chromatoforezg. Bez
watpienia metodyka zaspotu Boulanger —Biserte jest cenna
i uzyteczna w zastosowaniu do analiz ztozonych mieszanin aminokwa-
sowych, ponadto jest doskonale opracowana pod wzgledem analitycz-
nym, ale nie uzyskata ona wiekszego znaczenia i rozpowszechnienia z po-
wodu diugotrwatosci ztozonego procesu rozdziatu.

Natomiast nowsza metoda zaproponowana przez Fischla i Sega-
la (15) okazata sie dogodniejsza dla badan seryjnych aminoacydurii
i aminoacydemii, a przede wszystkim znacznie krdtsza. Oba procesy
elektroforezy i chromatografii przeprowadza sie sukcesywnie tylko na
jednym arkuszu bibuty przycietym w ksztatcie litery T. W celu zabez-
pieczenia od dyfuzji buforu stosuje sie spryskanie oktanolem czesci bi-
buty przeznaczonej dla chromatografii. Napiecie pradu wynosi okoto
700 V, pH buforu okoto 2,2, skiad buforu: kwas octowy 7,8% i kwas
mréwkowy 2,5% w stosunku 1:1, czas 1 godzina. Chromatografie wyste-
pujaca prowadzi sie w uktadzie: butanol, kwas octowy, woda (4:1:1). Do
znacznego skrécenia czasu przyczynia sie w pierwszym rzedzie elimi-
nacja wstepnego procesu przygotowawczego do analizy chromatogra-
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ficznej, mianowicie odsalania, ktére jest niezbedne w chromatografii
dwukierunkowej. Przy stosowaniu chromatografii dwukierunkowej jed-
nym z uktadéw rozwijajgcych jest fenol. Na niekorzy$¢ fenolu przema-
wia diugi czas rozwijania i szkodliwy jego wpityw na niektdre amino-
kwasy. Oméwiona technika Fischla i Segala postuzyta nam po
wprowadzeniu wtasnych modyfikacji do badan nad aminoacydurig fizjo-
logiczng i patologiczng (38, 39, 40, 58, 59).

Na arkusz bibuty wyciety w ksztatcie litery T o wymiarach poda-
nych na rysunku (rysunek 3 i 4) nanosi sie po 20—30 ml moczu pier-
wotnego w dwu miejscach na rozszerzonej czesci bibuty.

27cm

s bariera z oktanolu_ « ;

X  pas elektroforezy
x pas elektroforezy kontrolnej

, 42cm

Rys. 3. Wykrdj bibuty do elektrochromatografii (15,38)

kamera 60X60 cm
naczynia elektrodowe
elektrody
statyw z pretami szklanymi
bibuta
a. bariera z oktanolu
b. pas elektroforezy
c. pas kontrolny elektroforezy
X. punkt startu

o R wNe

Rys. 4. Komora do elektrochromatografii (38)
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Préba naniesiona nizej stuzy dla celow kontroli. Bezposrednio po
ukoniczeniu elektroforezy wywotuje sie tylko pasek kontrolny po odcie-
ciu z arkusza. Obraz rozdziatu uzyskany na pasku kontrolnym stanowi
podstawe dla ustalenia sposobu rozdziatu chromatograficznego. Bariere
oktanolowa, ktorej usuniecie z bibuty wymaga dtuzszego czasu, ograni-
cza sie tylko do 2 cm. Elektroforeze przeprowadza sie w pH 2,2 w bufo-
rze lotnym mrowczanowo-octanowym w stosunku podanym powyzej,
przy napieciu 20 V/cm, natezeniu pradu 0,7—0,8 mA, w czasie 1 godzi-
ny. Chromatogramy po doktadnym wysuszeniu i odparowaniu oktanolu
rozwija sie dwukrotnie w uktadzie butanol, kwas octowy, woda (4:1:1).
Plamy wywotuje sie jedno procentowym roztworem ninhydryny w ace-
tonie w pokojowej temperaturze. Dopiero po kilku godzinach ogrzewa
sie chromatogramy w suszarce do 60°. Podobnie przygotowuje sie elek-
trochromatogramy z surowicy po odbiatczeniu 10%0 kwasem trdjchloro-
octowym w stosunku 1:1. Po odwirowaniu usuwa sie kwas tréjchloro-
octowy przez kilkakrotne wytrzgsanie z eterem i nanosi na bibute 60 "1
co odpowiada 30 jul surowicy przed odbiatczeniem. Przykiady elektro-
chromatogramo6w przedstawiajg rysunki 5—8.

Wprawdzie ani oryginalna metoda Fischla i Segala ani na-
sza modyfikacja nie pozwalajg uzyskaé na jednym tylko elektrochroma-
togramie doskonatego rozdzialu 20—30 aminokwaséw wystepujacych
zwykle w materiale biologicznym, ale inne zalety tej metody jak znacz-

Elektroforeza pH-2,2

Rys. 5. Elektrochromatogram aminokwaséw wzorcowych (pH 2,2) (38, 39, 40)
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Rys.
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Elektroforeza pH-39 ~

6. Elektrochromatogram aminokwaséw wzorcowych (pH 3,9) (38,39,40)

Rys.

\JLiz-0H ~

Elektroforeza pH-3,9

7. Elektrochromatogram aminokwaséw zasadowych (38)
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Rys. 8 Elektrochromatogram aminokwaséw w moczu dziecka

a) fizjologiczny (39)

b) w osteochondritis (40)

c) w niedorozwoju umystowym (39)
d) w fenyloketonurii (39)

e) w osteodystrophia fibrosa (40)

ne skrocenie czasu analizy, ponadto mozliwo$¢ wykorzystania jednego
elektroforogramu do chromatografii w réznych uktadach réwnoczesnie
na odpowiednio odcietych paskach z pierwotnego arkusza T lub sukce-
sywnie, uzasadniajg zaliczenie tej metody do bardzo wygodnej i uzy-
tecznej dla biochemii klinicznej. Stosowanie r6znych uktadéw rozwija-
jacych dla aminokwaséw obojetnych, kwasnych i zasadowych oraz kilku
testéw wywotujgcych umozliwia witasciwg identyfikacje poszczeg6lnych
aminokwaséw nawet w niezupetnie rozdzielonych plamach. Podane
przyktady elektrochromatogramdéw z moczu w przypadkach schorzen
kostnych u dzieci, przy niedorozwoju umystowym, w fenyloketonurii
stanowig poparcie pogladu, ze metoda ta nadaje sie moze lepiej od in-
nych do celow diagnostyki lekarskiej. Czas trwania jednej serii analiz
nawet przy kilkakrotnym suszeniu i kilkugodzinnym rozwijaniu w rdz-
nych uktadach nie powinien przekroczy¢ 24 godzin. Na uwage zastuguja
réwniez udane proby rozdziatu aminokwasow podobng technikg opraco-
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wang przez Wronhnskiego (56a, b). Przy zastosowaniu dwugodzinnej
elektroforezy autor uzyskuje rozdzial aminokwaséw na 6 stref. W dru-
gim kierunku autor stosowat wytgcznie chromatografie w uktadzie bu-
tanol, kwas octowy, woda.

Pomystowg technike elektrochromatograficzng na waskich paskach
bibuty z przewezeniami w Srodku paska stosuje Matthias (33). Dwie
elektroforezy ze zmienianym Kkierunkiem rozdziatu (anoda katoda)
przy napieciu okoto 150 V w buforze: pirydyna, kwas octowy, woda

b) 0)

Rys. 9. Elektrochromatografia technika Matthiasa (33)
a) wykroéj bibuty,
b) komora do elektroforezy.
c) chromatogramy aminokwaséw kwasnych, zasadowych i obojetnych

i dwukrotna chromatografia w uktadach: butanol, kwas octowy, woda
pozwalajg rozmiesci¢ oddzielnie na 3 potdéwkach paskéw aminokwasy
kwasne, obojetne i zasadowe (rysunek 9, a, b, c).

W koncu wspomnie¢ nalezy o sukcesach techniki elektrochromato-
graficznej w analizie peptydéw. ldentyfikacja peptydéw otrzymywa-
nych podczas czeSciowej hydrolizy enzymatycznej biatek znalazia
obecnie szerokie zastosowanie w badaniach struktury biatek. Technike
te znang pod nazwa ,fingerprinting” stosowali Ingram (26), Bag 1l
lioni (1,2) do poréwnania hemoglobin patologicznych z fizjologicz-
nymi. W tej samej komorze przeprowadza sie réwnocze$nie dla obu roz-
tworow kontrolnego i badanego elektroforeze na odpowiednio wycietych
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arkuszach bibuty przy pH 6,5 w buforze: pirydyna, kwas octowy, woda
wedtug Michla (34), przy napieciu 19 V/cm w czasie 150 minut. Na-
stepnie chromatogramy rozwija sie w drugim kierunku w klasycznym
uktadzie butanol, kwas octowy, woda (rysunek 10 a, b).

Rys. 10. Elektrochromatografia hydrolizatbw hemoglobiny (fingerprint) (25)
a) wykroj bibuty
b) elektrochromatogramy hemoglobiny normalnej A i patologicznej S (26)

Inng jeszcze kombinacje elektroforezy i chromatografii na bibutach
jonowymiennych zastosowali Street i Nogy (47, 48) do rozdziatu
mieszanin preparatéw farmaceutycznych z grupy barbituranéw i sali-
cylanéw. Gtowng zaletg ich techniki jest szybko$¢ obu proceséw. Elek-
troforeza trwa 30 minut, chromatografia 20 minut.
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I11. Elektrochromatografia cienkowarstwowa

Sukcesy chromatografii cienkowarstwowej w ostatnim piecioleciu
wykazujg wyraznie jej wyzszo$¢ nad chromatografig bibutowg i uzasad-
niajg podjecie prob przystosowania techniki elektrochromatograficznej
do ptytek z adsorbentami. Znaczne skrdécenie czasu analizy, zwiekszenie
czutosci spowodowane mniejsza powierzchnig plam na ptytkach w po-
rownaniu z bibuta, lepsze rozdzialy sktadnikow w ztozonych mieszani-
nach podnoszg znaczenie tej metody. Jednymi z pierwszych publikacji
w dziedzinie elektrochromatografii cienkowarstwowej sg prace H o-
neggera (24, 25). Pierwowzorem dla techniki Honeggera byta pra-
ca z 1946 roku Consdena, Gordona i Martina (13), ktorzy
przeprowadzili elektroforetyczne rozdzielenia aminokwasow i peptydéw
na zelu krzemionkowym. Na podstawie badan poréwnawczych przepro-
wadzonych na mieszaninach aminokwaséw i amin Honegger ustalit
optymalne warunki dla ich rodziatu. Z adsorbentéw uzyteczne sg zel
krzemowy, kwas krzemowy (Kieselgur) i tlenek glinu. Z tatwych do
usuniecia z plytek buforéw lotnych najlepszymi okazatly sie: 1) miesza-
nina 2N kwasu octowego z 0,6N kwasem mréwkowym, pH 2,0, 2) piry-
dyna, kwas octowy, woda w stosunku 1:10:90, pH 3,6, a z nielotnych —
0,AM cytrynian sodowy pH 3,9. Do rozdziatlu chromatograficznego stoso-
wano przewaznie mieszaniny: butanol, kwas octowy, woda (60:20:20)
i fenol z woda (75:25) po usunieciu buforu po elektroforezie. llo$¢ sub-
stancji przypadajaca na jedng plame nie przekraczata 10 kig, a objetosc
nanoszonego roztworu wynosita okoto 5 mm3 Do wywotywania plam
stuzyty roztwory ninhydryny (0,2% w acetonie lub w 0,5% kwasie octo-
wym). Elektrochromatogramy suszono w 110—115° w czasie 5—10 min.
W mieszaninach aminokwaséw i amin aminokwasy barwity sie szybciej
od amin.

Oprécz Honeggera elektrochromatografie na ptytkach stosowali
Pastuska (41), Kaptan i Schneider (29, Nybom (36),
Hannig (21), Stegeman (44,45 i inni. Z adsorbentéw uzywane
byty najczesciej zele krzemowe czyste lub z domieszkg buforu cytry-
nianowego i celulozy MN 300. Elektroforeze przeprowadzano zwykle
w buforze lotnym w pH okoto 2, czasem 3,9 przy napieciu okoto 400 V.
Chromatogramy rozwijano na ogét technikg wstepujacg w klasycznym
uktadzie: butanol, kwas octowy, woda (4:1:1), czasem w uktadzie: chlo-
roform, metanol, 17% amoniak (2:2:1). Nybom wprowadzit jeszcze
dodatkowo dwa inne uktady: propanol, pirydyna, woda (5:1:2) i metylo-
etyloketon, kwas mréwkowy, woda (24:1:6). W ostatnich dwu latach do-
konano w technice elektrochromatografii cienkowarstwowej dalszych
udoskonalen, a mianowicie rozszerzono zakres stosowanych adsorben-
tébw. Bardzo uzyteczne okazaty sie adsorbenty mieszane z celulozy i zelu
krzemionowego w stosunku 10:4+ 60 ml H2. Zmodyfikowano réwniez ko-
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mory do elektrochromatografii przez wprowadzenie bloku chtodzacego ze
szkta lub pleksiglasu dla doptywu biezacej wody pod ptytke i specjalnych
knotéw tgcznikowych z bibuty Whatmana z ostonkami celofanowymi
w miejscach styku z ptytka (53) (rysunek 11). Potrzebe chtodzenia podczas
elektroforezy juz nawet przy napieciach powyzej 10 V/cm podkreslat
Honegger. Celowe i uzyteczne wydaje sie rowniez zastosowane przez

Rys. 11. Komora chtodzona do elektrochromatografii cienkowarstwowej (53)
A — plytka z adsorbentem, B — blok chtodzacy, C — ostonki celofanowe, D — knot z bibuty

Walkera (53) nakraplanie indykatora uniwersalnego na ptytce w Kkil-
ku miejscach nad startem, w celu $ledzenia prawidtowej migracji sub-
stancji. Elektrochromatogramy wykonane tg metodg przedstawia rysu-
nek 12.

L ® 8i o
705 N . .
9 2o S ;
SO0 539 45 ° 200017
4o 12°0aan 2006 Ot J.I
1 3° 11S0 || 1
< 300V
Elektroforeza 300V Elektroforeza
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30 ¢ O | m 018
300V
300V | Elektroforeza
Elektroforeza

Rys. 12. Elektrochromatogramy aminokwaséw wzorcowych (A), w moczu fizjolo-
gicznym (B), w fenyloketonurii (C) i cystynurii (D) (53)
1. Liz, 2 Arg, 3. His, 4. Gil, 5 Ala, 6 Pro, 7. Wal, 8 Leu+lleu, 9. Met, 10. Fen, 11. Ser,
12. Tre, 13. Glu, 14 Tyr, 15 Try, 16. Asp, 17. Pro-OH, 18 Cys, 19. BAIBA, 20. GIluNHs,
21. Tau, 22. Asp. NHs.
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Sprawa kolejnosci nanoszenia prébek na ptytki i spryskiwania ich
buforem podlega jeszcze dyskusji. Wiekszos¢ autorow przychyla sie do
pogladu, ze najpierw nalezy nanie$¢ badany roztwdr na plytke, a potem
zwilza¢ ptytke buforem. Stosuje sie dwa sposoby wprowadzania buforu:
mozna spryska¢ od razu calg powierzchnie ptytki buforem, lub zwilzaé
ja stopniowo za pomocag wilgotnego paska bibuty umieszczonego na kra-
wedzi plytki. Dyskusji podlega réwniez kolejno$¢ obu proceséw elek-
troforezy i chromatografii. Na przyktad Richard (43) stosuje naj-
pierw chromatografie, a potem elektroforeze. Wiekszo$¢ autoréw sto-
suje kolejnos$¢ odwrotng. Dodatkowa procedura przemywania ptytek po
elektroforezie woda destylowang wprowadzona przez Troughtona
(49) do elektrochromatografii cienkowarstwowej jest uzasadniona. W a-
de i Morgan (51) wprowadzili ten sposéb do chromatografii fosfo-
ranow na bibule w celu zageszczenia plam i zmniejszenia ich powierzch-
ni. W zakresie uktadéw rozwijajacych notuje sie w pracach poszczegél-
nych autoréw znaczng ich rozmaito$¢. Oprocz klasycznego ukiadu buta-
nolu z kwasem octowym stosuje sie uktady z metyloetyloketonem w ce-
lu uzyskania dobrego rozdziatu kwasu glutaminowego od treoniny, po-
nadto uktady kombinowane z pirydyng i kwasem octowym dajgce dobre
rozdziaty asparaginy i glutaminy.

Technika elektrochromatografii cienkowarstwowej znalazta réwniez
zastosowanie i uzyskata przewage nad bibutowag dla enzymatycznych
hydrolizatéw biatek. Specjalne komory wedtug Glaesmera (17) oka-
zaty sie pozyteczne w rozdziatach peptydéw dla celéw preparatywnych.
Najwieksze sukcesy odniesiono jednak za pomocg kombinacji elektro-
forezy wysokonapieciowej z chromatografig cienkowarstwowg. Polacze-
nie walorow obu technik stosowanych wspdélnie daje w ostatecznym
efekcie najlepsze rezultaty. Wedlug Trougthona w kombinacji
elektroforezy przy napieciu 50 V/'cm, pH 1,4, 20—30 mA, na plytce z ad-
sorbentem mieszanym (celuloza+ zel krzemowy, 4:1) i chromatografii
w uktadzie butanol, kwas octowy, woda (5:1:4) dwukrotnie, uzyskuje sie
z 20—40 ml fizjologicznego moczu pierwotnego okoto 30 plam ninhy-
drynopozytywnych na jednej tylko ptytce (rysunek 13). Czas analizy nie
przekracza 24—36 godzin. W celu uzyskania lepszych rozdziatdbw stoso-
wano jeszcze dodatkowe uktady rozwijajace, na przyktad fenol z woda
(80:20) i metyloetyloketon, kwas octowy, woda (14:6:5). Przy wyzszych
napieciach dochodzacych do 100 V/cm uzyskiwano jeszcze wiecej plam
ninhydrynopozytywnych i byty one lepiej rozdzielone. Zdaniem autora
czuto$¢ dla poszczego6lnych aminokwasow dochodzi przy tej technice do
0,001 i"g.

Inni jeszcze autorzy (3, 4) uzyskali doskonate wyniki rozdziatu ami-
nokwasow obok cukréw i kwasow organicznych w materiale ro$linnym
(wyciagi z lisci) na jednej tylko ptytce z adsorbentem mieszanym (celu-
loza + zel krzemowy) przy napieciach 50 V/cm w dwu ukiadach sukce-

\Y
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Rys. 13. Elektrochromatogram aminokwasoéw i zwigzkéw ninhydrynopozytywnych
w moczu pierwotnym (49)
1. Orn, 2. Liz, 3. Arg, 4. BAIBA, 5 His, 6. Gli, 7. Ala, 8 GIi-Gli, 9. peptyd, 10. Ser, 11. Wal,

12. lleu, 13. Leu, 14. Fen, 15. Tre, 16. GIuNHs, 17. Asp, 18. AspNHSs, 19. Cys, 20. Glu, 21. Pro-OH,
22. Tyr, 23. Try, 24. Met, 25, 26. Met-SOs, 27. kreatyna, 28. Tau, 29. mocznik, 30. kwas cysteinowy

Rys. 14. Elektrochromatogram aminokwaséw, cukréw i organicznych kwaséw (4)

(m) Aminokwasy

(O) Produkty rozktadu aminokwaséw: met 1 — sulfotlenek metioniny; met — sulfon metio-
niny; kwas pirolidono-karboksylowy (nie zaznaczony) znajduje sie mniej wiecej w tym
samym miejscu co kwas cytrynowy

(O0) Cukry: raf — rafinoza, sach — sacharoza, sor — sorbitol, gluk — glukoza, fru — fru-
ktoza, ksyl — ksyloza, ryb — ryboza

(A) Kwasy organiczne
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sywnie stosowanych: 1) metyloetyloketon, pirydyna, woda, kwas octo-
wy (70:15:15:2), 2) propanol, woda, octan propylowy, kwas octowy, pi-
rydyna (20:60:20:4:1) w czasie 4,5 godzin. Na uwage zastugujg dobre roz-
dziaty leucyny od izoleucyny, fenyloalaniny, (3-alaniny, tryptofanu i me-
tioniny, kwasu glutaminowego i asparaginowego, glutaminy i aspara-
giny, glicyny i seryny, a ponadto cukréw i niektérych kwaséw orga-
nicznych (patrz rysunek 14).

IV. Ocena metodyki elektrochromatograficznej

Przeglad réznych modyfikacji techniki elektrochromatograficznej
jest sprawdzianem statego i ciggtego postepu w rozwoju metod chroma-
tograficznych. Jako uktady modelowe dla wykazania zalet tej techniki
stuzyty gtownie mieszaniny aminokwaséw wzorcowych lub z materiatu
biologicznego. Niewatpliwie elektrochromatografia uzyskata aktualnie
wyzszo$¢é nad chromatografia dwukierunkowga. Uproszczona procedura
wstepna (zbedne odsalanie materiatu), wieksza czuto$¢ metody i znacz-
nie krotszy czas peinej analizy zadecydowaty o sukcesie tej techniki.
Dalszy postep stanowi zastapienie bibuty adsorbentem na plytce. Uzy-
skano w krotszym czasie lepsze jeszcze rozdziaty i wiekszg czuto$é. Naj-
wieksze jednak sukcesy odniesiono w elektrochromatografii ptytkowej
przy wysokich napieciach dochodzacych do 100 V/cm. Swiadcza o tym
wyniki pro6b Troughtona, ktéry uzyskiwat w 20—40 |il pierwot-
nego moczu 30 do 55 plam ninhydrynopozytywnych i Bieleskiego,
ktéry rozdzielat na jednej piytce aminokwasy, cukrowce i kwasy orga-
niczne. Takze wykorzystanie tej techniki do analizy petydéw w enzyma-
tycznych hydrolizatach biatkowych (fingerprinting) (54, 55) stanowi do-
datkowy jej sukces.
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ADDENDUM

Na zainteresowanie zastuguje jeszcze jedna odmiana metodyki elektrochroma-
tograficznej na bibule: McDonald, Ribeiro i Banaszek (1) rozdzielili
dwadzie$cia kilka aminokwaséw stosujgc réwnocze$nie sity elektryczne (elektro-
foreze) w jednym kierunku i chromatografie technikag wiréwkowa —w drugim
(Aparatura ,,Elektrochromatofuge Labline™). Sylvia Bottomley (2) uzyskata znacz-
nie lepsze rozdzialy mieszanin aminokwas6w stosujagc zamiast bibuty Whatman
jonowymienng bibute z DEAE. Optymalne warunki rozdzialu sg nastepujace: roz-
puszczalnik — 0,0056M NaCl, szybko$¢ wirowania 320 obr/min, przeptywu rozpuszczaty
nika 1,0 ml/min, natezenie pragdu 32 mA, napiecie 800—1000 V, czas trwania roz-
dziatu okoto 50 min. Elektrochromatogramy wywotywano roztworem acetonowym
ninhydryny z 10% dodatkiem kwasu octowego lodowatego. Temperatura suszenia
po wywotaniu 50—60°C w czasie 15—20 min. Bezpos$rednio po wywotaniu i wysu-
szeniu elektrochromatogramu pojawiajg sie swoiscie zabarwione plamy poszczegdl-
nych aminokwas6éw. Uzyskano dobre rozdziaty aminokwaséw w mieszaninach wzor-
cowych, w moczu, surowicy i wyciggach z arytrocytéw. Ponadto przeprowadzono
oznaczenia ilosciowe i pétiloSciowe wiekszosci aminokwaséw. Znaczne skrdcenie
czasu analizy i wieksza czuto$¢ przemawiajg na korzy$¢ tej techniki.

1 McDonald H. J, Ribeiro L. P, Banaszak L. J. Anal. Chem. 31,
825 (1959).
2 S. Bottomley, Anal. Biochem. 18, 742 (1967).
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RECENZJE

Development of Metabolism as Related to Nutrition (Symposium Prag 1966),
red. P. Hahn, O. Koldovsky, wyd. S. Karger A. G. Basel, New York 1967

Ksigzka liczaca 310 str. obejmuje materiaty oraz dyskusje z trzeciego kolej-
nego sympozjum fizjologii rozwojowej zorganizowanego przez Instytut Fizjologii
Czechostowackiej Akademii Nauk (Praga 11—14 stycznia 1966 r.), a posSwieconego
rozwojowi funkcji metabolicznych ze szczegdlnym uwzglednieniem wplywu pozy-
wienia. 26 przedstawionych prac oraz liczne wypowiedzi w dyskusji uzupetniono
wprowadzeniem od redakcji i spisem uczestnikéw. Okoto 60 os6b reprezentowato
12 krajow europejskich (Szwecja, Francja, W. Brytania, CSSR, NRD, NRF, ZSRR,
Holandia, Polska, Belgia, Finlandia, Wtochy) i USA. Ponadto w obradach uczest-
niczyt przedstawiciel UNICEF, a przewodnictwo byto w rekach dr R. A. Mc
Cane z Zaktadu Medycyny Doswiadczalnej Uniwersytetu w Cambridge. Reprezen-
towane byty zaktady fizjologii, kliniki pediatryczne, specjalistyczne instytuty, mie-
dzy innymi Matki i Dziecka, Zywienia itp.

W ciggu obrad omawiano metaboliczne funkcje przewodu pokarmowego i prze-
miany ttuszczowe, a takze ich zmiany w czasie rozwoju osobniczego. Poszczego6lne
prace obejmowaty dos$¢ réznorodne aspekty zwigzane z tytutem sympozjum i byty
przeprowadzane na izolowanych tkankach, organizmach zwierzecych, a takze Ilu-
dziach.

Do ciekawszych prac nad funkcjg metaboliczng przewodu pokarmowego mozna
zaliczy¢ badania nad rozwojem transportu cukru w przewodzie pokarmowym Kkur-
czat (P. H. Bogner — USA) oraz systemie regulujgcym aktywnos$¢ alkalicznej fos-
fatazy w dwunastnicy kurczat i myszy (F. Moog i R. D. Grey — USA), a takze
w jelicie cienkim w czasie rozwoju ptodu ludzkiego (A. Dahlquist i T. Lind-
berg — Szwecja). Zespdét badaczy z CSSR i NRD (O. Koldovsky, A. Heringova,
J. Hoskova, V. Jirsova, R. Noack, M. Friedrich i G. Schenck) przedstawit ciekawe
i bardzo obszerne wyniki z zakresu rozwojowej biochemii jelita cienkiego, doty-
czace zwthaszcza aktywnos$ci (3-galaktozydazy, enzyméw proteolitycznych i lipoli-
tycznych rosnacych noworodkéw szczuréow, myszy i krolikow. Prace nad rozwojem
funkcji jelita cienkiego ptodu cziowieka, zwtaszcza zwigzanych z transportem glu-
kozy sa kontynuacjg badan grupy uczonych czechostowackich (V. Jirsova, O. Kol-
dovsky i inni). W pracy J. G. Lecce (USA) przedstawiono poglady na temat ab-
sorpcji makroczasteczek (w szczegélnosci y-globulin) przez przewéd pokarmowy
noworodka wykazujac roznice gatunkowe w tym procesie. Omdwiono réwniez roz-
woj absorpcji jelitowej witaminy B2 i aminokwaséw (T. H. Wilson (USA). Ponadto
przedstawiono i dyskutowano szereg prac z zakresu metabolizmu tluszczu zwra-
cajac uwage na konieczno$¢ badan poszczegblnych enzyméw w rozwoju osobni-
czym oraz w zwigzku z pozywieniem i kontrolg hormonalng (P. Hahn, Z. Draho-
ta, V. Melichar, M. Novak i E. Honova z CSSR, D. Hull z W. Brytanii, Ch. M. Van
Duyne z USA).

Interesujace wyniki (J. Dobbing — W. Brytania) wskazujagce na mozliwos¢
wptywu niedozywienia na zmiany w centralnym uktadzie nerwowym, a zwilaszcza
wptywu na procesy mielinizacji w zalezno$ci od okresu, czasu i natezenia niedo-
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zywienia wywotaty dos$¢ diuga dyskusje. N.B. Myant (W. Brytania) omoéwit role
tarczycy w rozwoju modzgu ssakéw. Grupe prac poswieconych rozwojowi enzymow
rozpoczeta H.B. Burch (USA) omawiajac poziom metabolitow, zwtaszcza cukrow-
cow, jako wskaznikéw zmian podczas wzrostu i rozwoju. Zagadnienia zwigzane
z metabolizmem mocznika i, pirymidyn w réznych tkankach podczas rozwoju pto-
déw i po urodzeniu przedstawili N. Kretchmer, R. Hurvitz (USA) i N. Raiha (Fin-
landia) oraz H. Ilinerova (CSSR), a pracownicy Instytutu Matki i Dziecka z War-
szawy (J. Bojanek, K. Bozkowa i St. Kurzepa) omdwili ciekawe wyniki prac nad
poziomem serotoniny (5 HT) oraz aktywnos$ciag 5 HTP dekarboksylazy i oksydazy
monoaminowej (MAO) w czterech podkomérkowych frakcjach watroby u 1,4,7,
10 i 14-dniowych oraz dorostych krélikow. Znaczenie centralnej regulacji ze strony
uktadu nerwowego, syntezy i aktywnos$ci réznych enzyméw w tkankach embrio-
nalnych i u dorostych ssakéw przedstawiono (V. S. Iljin — ZSRR) na przyktadzie

watroby, miesni i nerek krdlikéw oraz szczurow. D. G. Walker, H.H. Khan
i S.W. Eaton (W. Brytania) przedstawili wyniki badan nad enzymami katalizu-
jacymi foisforylacje heksoz u, nowonarodzonych $winek morskich i szczuréw

i zwrdcili szczeg6lng uwage na wplyw wprowadzania wiekszej ilosci glukozy do
diety na aktywno$¢ glukokinazy w watrobie. K. Schreier i V. Porath (NRF) przed-
stawili dane o wptywie ilosci biatka w diecie na synteze i rozpad biatek réznych
narzagdéw mtodych szczuréw w okresie wzrostu. Oméwiono réwniez (L. Leibson —
ZSRR) poglady i wyniki prac, zwtaszcza radzieckich w dziedzinie czynnikéw endo-
krynologicznych regulujacych metabolizm cukrowcéw w rozwijajacym sie zarodku
kurzym. Obserwacje dotyczace rozwoju czterech typéw komorek trzustki ssakow
(szczur, Swinka morska, cztowiek) w okresie ptodowym i po urodzeniu przedstawit
B. Hellman (Szwecja). Zwigzek miedzy rodzajem tluszczu w diecie niemowlat,
a absorpcja wapnia byt przedmiotem referatu E. M. Widdowson (W. Brytania).
Omoéwienia badan nad homostazg glukozy (A. Schwartz i inni— USA) oraz Zrodta-
mi energii (V. Melichar i inni— CSSR) u noworodkéw zakonczyty obrady.

Nalezy podkresli¢, ze wydane materiaty zostaty opracowane bardzo starannie,
a dyskusje po kazdej z prac, jak réwniez dyskusje ogdlne po kazdym dniu obrad
mimo, ze nie wyczerpuja zagadnien, dajg ciekawy przeglad stanu badan i pogla-
dow na zwigzek miedzy zywieniem a metabolizmem rozwojowym u organizmow
wyzszych.

St. Berger

Mechanizmy reakcji biochemicznych, Lloyd L. Ingrahm,
Panstwowe Wydawnictwo Naukowe, Warszawa 1966, str. 134

Ttumaczyt z angielskiego Jacek Terpinski. Tytut oryginatu ,Biochemical Me-
chanisms”.

Omawiana ksigzka jest krotka, zwartg rozprawag o mechanizmie niektérych
podstawowych reakcji biochemicznych. Autor przeprowadzit wyktad w dwu
cze$ciach. W pierwszej cze$ci omoéwit, w oparciu o wspdtczesne wiadomosci z bu-
dowy materii, podstawy teoretyczne reagowania zwigzkéw nieorganicznych i orga-
nicznych. Ta cze$¢ ksigzki zawiera omoéwienie orbitali atomowych, powstawanie
orbitali czasteczkowych i uktadu wiazan sprzezonych. Autor omoéwit réwniez zja-
wiska towarzyszace tworzeniu zwigzkéw kompleksowych, reakcje podstawienia,
stany przejSciowe, wigzania jonowe itp. oraz scharakteryzowal role metali jako
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katalizatorow reakcji chemicznych. W ostatnim rozdziale autor nawigzuje, bar-
dziej bezposrednio, do biochemii omawiajagc wigzania wysokoenergetyczne na
przyktadzie takich zwiazkéw jak adenozyno-5’-tréjfosforan, aktywny siarczan itp.

Druga cze$¢ ksigzki obejmuje osiem krétkich rozdziatéw o reakcjach estryfi-
kacji i hydrolizy, o reakcji eliminacji, mechanizmie dekarboksylacji. Dalej autor
omowit reakcje utleniania, rézne typy kondensacji, reakcje alkilowania. Osobny
rozdzial poswiecony jest mechanizmom przegrupowywania atoméw wewnatrz cza-
steczki. Autor rozwaza na kilku przyktadach mozliwosci réznych mechanizmow
przegrupowania. Rozdziat ten koncza rozwazania nad rolg witaminy B2 w re-
akcjach przegrupowan kwasu glutaminowego w kwas (3-metyloasparaginowy i me-
tylomalonylo-koenzymu A w sukcynylokoenzym A. Te cze$¢ ksigzki konczy krdt-
kie omowienie mechanizmu transaminacji.

Kazda z dwu czeSci ksigzki zaopatrzona jest w osobny zestaw literatury,
uwzgledniajacy prace przede wszystkim z lat pieédziesigtych, a tylko w pojedyn-
czych przypadkach z roku 1960. W og6lnej ocenie ksigzki nalezy podkresli¢, ze
autor przy omawianiu poszczeg6lnych reakcji biochemicznych potozyt gtéwny na-
cisk na strone fizykochemiczng mechanizméw, a pomingt zupeinie strone fizjolo-
giczng. Poza tym wiele mechanizméw podanych ma charakter wysoce spekulatyw-
ny, o czym autor wspomina we wstepie. Ksigzke te mozna poleci¢ jako studium
uzupeiniajgce w czasie nauki biochemii.

J. W. Szarkowski
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SPRAWOZDANIA | KOMUNIKATY

Konferencja na temat biochemii Sciany naczyniowej i miazdzycy, Poznan 16.12.1966r.

Rozw6j badan metabolizmu $ciany naczyniowej #gczy sie z poszukiwaniami
przyczyn i mechanizméw powstawania zmian patologicznych, zwtaszcza miazdzycy,
nalezacych do gtdwnych przyczyn zgondw. Celem konferencji zorganizowanej pod
patronatem Zarzadu Gléwnego P. T. Bioch. byto omoéwienie doswiadczed, wymia-
na pogladéw oraz nawigzanie wspo6tpracy w tej dziedzinie.

Zespotowy charakter czynnikéw wywotujagcych zaburzenia przemian i zmiany
naczyniowe oraz krotki przeglad ztozonych zagadnien dosSwiadczalnych stanowity
tre§¢ uwag wstepnych (A. Horst, Poznan). Dyskusje, kierowane kolejno przez
uczestnikéw konferencji, poprzedzaty krétkie programowe wprowadzenia w wy-
brane zagadnienia. 1. Gospodarka energetyczna w $cianie tetniczej (H. Karon, Poz-
nan), przy pewnych cechach odrebnosci (odwrécony efekt Pasteura), uzasadnia
stabszg wydajno$¢ spalania a takze syntez, wobec malejagcej w czasie zawartosci
zwigzkéw wysokoenergetycznych. 2. Enzymatyczne aspekty przemiany lipido-
wej (J. Patelski, Poznan) dotyczg syntez oraz réznic i zmian w aktywnosci enzymoéw
katalizujgcych hydrolize fosfolipidéw, glicerydéw i estrow cholesterolu w $cianie
tetniczej. Spostrzezenia wzrostu aktywnosci lipidéw i spadku aktywnos$ci esterazy
cholesterolowej, szybszej aktywacji kwaséw tluszczowych wielonienasyconych
i najwiekszego gromadzenia estrow cholesterolu z takimi kwasami wskazujg na
znaczenie mechanizmu estryfikacji w $cianie tetniczej, 3. Lipidy i lipoproteidy oso-
cza (J. Paluszak, Poznan), ktérych badania moga mie¢ znaczenie pomocnicze, przy-
ciggajag uwage ze wzgledu na znaczenie transportowe i antygenowe komponenty
biatkowej. 4. Metabolizm, zwtaszcza fosfolipidéw (R. Niemiro, Gdansk), w sensie
wymiany poszczegdlnych skitadnikéw, przepuszczalno$ci i starzenia sie $ciany na-
czyniowej, jest stabo poznany. Jakkolwiek wzglednie wysoka aktywno$¢ fosfo-
lipazy A i obecno$¢ fosfolipazy B wskazujg na intensywniejszy katabolizm fosfoli-
pidéw niz innych estrow kwasoéw ttuszczowych w $cianie tetniczej, to jednak bada-
nia tych proceséw i ich patofizjologia sa dopiero w poczatkach (Z. Walig6ra, Poz-
nan). 5. Miazdzyca doswiadczalna (T. Chrusciel, Zabrze) nie potrafita dotad do-
starczy¢ dobrego modelu zmian wystepujacych u cztowieka. Oprocz dalszych préb
w tym kierunku sa konieczne badania tetnicy ludzkiej w zakresie réznych prze-
mian, szczegbélnie moze weglowodanowej, z uwzglednieniem umiejscowienia ich
w poszczeg6lnych warstwach. 6. Srodki farmaceutyczne (Z. Kleinrok, Zabrze), dzie-
lagce sie na szereg grup dziatajacych na rozmaite procesy, nie spetnity dotad ocze-
kiwan. 7. Ponadto omawiano zagadnienia: a. Struktura chemiczna i dynamika
zmian w S$cianie naczyniowej (J. Hanzlik, Lublin) — dotyczy szczegdlnie kolagenu,
ktérego zawarto$¢ w warstwie wewnetrznej i $Srodkowej znacznie wzrasta w mia-
re starzenia sie. b. Kryteria i epidemiologia miazdzycy oraz hemodynamika tetnic
(J. Roguski i J. Hasik, Poznan) — obejmuja miedzy innymi zagadnienia para-miaz-
dzycy oraz zespotowe badania miazdzycy matych tetnic, zwiekszajagce mozliwosci
rozpoznawcze, c. Czynniki genetyczne (D. Rozynkowa, Lublin) —majg znaczenie
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w podatnos$ci czeéci ludzi na miazdzyce, ktére trudno okresli¢ wobec nieznanych
mechanizmow powstawania zaburzen.

Postep podstawowych badan warunkujgcych poznanie patogenezy i sposobow
zapobiegania oraz leczenia miazdzycy i innych choréb uktadu naczyniowego jest
mierny. Rozwigzanie tych zagadniefn nie wydaje sie bliskie wobec niedostatecz-
nych zasob6w sit i Srodkéw, braku koordynacji wysitkéw i wspétpracy. Uczestnicy
konferencji postanowili wymieni¢ informacje® o prowadzonych pracach oraz kon-
tynuowaé w przyszto$ci podobne spotkania o zawezonej tematyce.

J. Patelski

X Miedzynarodowy Kongres Medycyny Wewnetrznej

Polskie Towarzystwo Internistow uprzejmie zawiadamia, ze X Miedzynarodo-
wy Kongres Medycyny Wewnetrznej odbedzie sie w Warszawie w dniach 11—14
wrzeénia 1968 roku.

Tematy

Tematy gtéwne:

1. Rola zaburzen enzymatycznych w patogenezie choréb wewnetrznych
2. Zaburzenie przemiany biatkowej

Tematy dodatkowe:

1. zagadnienia etyczne, prawne i spoteczne we wspdiczesnej terapii i naukowych
badaniach klinicznych

2. Zastosowanie metod matematycznych w medycynie wewnetrznej

Rehabilitacja w medycynie wewnetrznej

4. Najnowsze osiggniecia w medycynie wewnetrznej

w

Program

Wyktad wprowadzajagcy do kazdego tematu gtownego i dodatkowego wyglosi
zaproszony mowca. Oczekuje sie, ze zgloszone poza tym referaty uwzglednia
wszystkie aspekty kazdego z tematéw. Program Kongresu bedzie opracowany w ten
spos6b, by umozliwi¢ uczestnikom mozliwie szybki i jasny wglad w ostatnie osiag-
niecia w tych dziedzinach z punktu widzenia zar6wno nauk podstawowych jak
i medycyny praktycznej.

Utworzone zostang sekcje dla pewnej liczby uczestnikéw celem swobodnej wy-
miany zdan w zakresie specjalistycznych naukowych lub praktycznych zagadnien.
Mozliwoé¢ osobistej dyskusji stanowié¢ bedzie wazny element programu Kongresu.

Jezyki

Podczas plenarnych zebran jezykiem urzedowym bedzie: — angielski, francuski,
niemiecki i rosyjski przy jednoczesnym ttumaczeniu.
Podczas zebran sekcji moze moze by¢ uzywany ktérykolwiek z jezykéw urzedo-
wych, z pierwszenstwem dla jezyka angielskiego.
Na zebraniach sekcji nie bedzie ttumaczy.
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Program towarzyski

Przed rozpoczeciem jak i po zakohczeniu Kongresu zorganizowanych zostanie
szereg atrakcyjnych wycieczek celem umozliwienia uczestnikom obejrzenia Polski
i zwiedzenia najblizszych okolic. Podczas trwania Kongresu odbedzie sie oficjalne
przyjecie i koncert Warszawskiej Orkiestry Filharmonii Narodowej. Przewidziany
jest rowniez specjalny Program dla Pan oraz dla oséb towarzyszacych uczestnikom
Kongresu.

Informacje

Dalsze informacje zostang przestane w odpowiednim czasie wszystkim czion-
kom Miedzynarodowego Towarzystwa Medycyny Wewnetrznej oraz tym, ktérzy na-
de$la Komitetowi Organizacyjnemu karte pocztowg z podaniem swego nazwiska
i adresu.

Sekretariat

X Miedzynarodowego Kongresu Medycyny Wewnetrznej:— Wydzial Medycz-
ny, Instytut Doskonalenia Lekarzy — Warszawa, ul. Solec 93— Polska.
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SERIA PWN

WSPOLCZESNA BIBLIOTEKA NAUKOWA
OMEGA

w 1967 r.

Panstwowe Wydawnictwo Naukowe, spetniajgc zycze-
nia Czytelnikéw serii OMEGA, wprowadza od 1967 roku
dalsze udogodnienia w sprzedazy, a mianowicie:

— pojedyncze tomiki bedg dostepne w wolnej sprzedazy,

— mozna zamawia¢ komplet lub wybo6r tomikdw,

— zamoOwione tomiki bedg — na zyczenie — wysytane
pocztg do domu.

Ksigzki serii OMEGA dajg encyklopedyczny przeglad
wiedzy wspotczesnej w zakresie réznych dyscyplin oraz
informuja o aktualnych problemach nauki.

Od roku 1963 w serii OMEGA ukazato sie 68 tomikdéw.

W roku 1967 ukaze sie 20 tomikéw pojedynczych, w ce-
nie zt 10,— za tomik i 4 tomiki podwodjne, w cenie zt 20,—
za tomik.

Prospekty, informujgce szczegétowo o tematyce serii
OMEGA w roku 1967, znajdujg sie w ksiegarniach ,Domu
Ksigzki’.
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Nalezy podawaé¢ kolejno: L. p., nazwisko autora i pierwsze litery imion
(podaje sie nazwiska wszystkich autoréw w kolejnosci podanej w ory-
ginale), skrécony tytut czasopisma, tom (podkreslony), stronica i rok
(w nawiasach). Np.: 3. Bogorad L. Granick S. Biol. Chem. 202
793 (1953). Wykaz skrotow tytutdéw czasopism podajag Post. Biochem., 7,
601 (1961). Cytujac ksigzki nalezy podaé kolejno: nazwisko i pierwsze li-
tery imion autora(6w), tytut, miejsce ii rok wydania; np.: Przytecki S.
J., Podrecznik Chemii Fizjologicznej, £6dz, 1947. Cytujac artykuty
w pracy zhiorowej nalezy poda¢ po tytule tom i nazwiska wydawcow,
oraz na koncu stronice: np. Schneider W. C., w Methods in Enzymo-
iogy, torn Ill, red. S. P. Colowick i N. O. Kaplan, New York 1957,
str. 680.
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