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S K R Ó T Y  U Ż Y W A N E  W  P R A C Y  
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NAD - dwunukleotyd nikotynamido-adeninowy . 
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Pi - fosforan nieorganiczny. 
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2 - suma stężeń nukleotydów ad en in owych. 
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l .  w s i ą ?  

Aforyzm Fryderyka G.Hopkinsa i "życie jest dynamiczną rów­

nowagą wielofazowego układu"(5 0) dobrze oddaje współczesne 

kierunki ujmowania procesów metabolizmu komórkowego* 

Żywe komórki są z punktu widzenia termodynamiki systemami 

otwartymi* Podstawowym warunkiem ich normalnej funkcji jest 

zachowanie ujemnej entropii« Wiąże się to z utrzymaniem równo­

wagi dynamicznej między skierowanym do komórki napływem związ­

ków bogatych w swobodną energię» a odpływem produktów degrada-

o ji tych związków« Naruszenie równowagi w kierunku przyrostu 

entropii/dodatniej/jest szkodliwe dla komórki 9 prowadzi do 

procesów patologicznych i śmierci« W związku z tym, podstawową 

funkcją mechanizmów autoregulacyjnyoh jest podtrzymanie tej 

równowagi dynamicznej i ustalenie szybkości przemian na pozio­

mie optymalnym dla danych warunków« 

Przemiana materii w nietkniętych komórkach zachodzi z po­

mocą wielkiej ilości enzymów, kofakt örów i jonów nieorganicz­

nych« Żywa komórka nie jest jednak niezróżnioowaną masą proto-

plazmy« Kie można jej uważać za homogenny, koloidalny twór 
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zawierający bezładnie rozłożone enzymy i substancje rozpuszczal­

ne« 0 funkcjach życiowych komórki decydują liczne oddzielone 

błonami przestrzenie odpowiedzialne za rozdział lub integraojt 

systemów enzymatycznych, tworzenie barier dyfuzyjnych i regulo­

wanie gradientów stężeń różnych substancji* Poszczególne enzymy 

lub złożone układy wieloenzymowe występują bądź to w postaci 

rozpuszczalnych białek w płynie komórkowym lub też najczęściej 

są przestrzennie zorganizowane w obrębie odpowiednich struktur 

błoniastych. To przestrzenne rozozłonowanie - kompartmentao ja -

poszczególnych układów wieloenzymowych i ciągów metabolicznych 

nie tylko nie przeczy zasadzie kompleksowości metabolizmu komór­

ki jako oałości, ale jest czynnikiem zwiększającym uporządkowa­

nie systemu i ważnym elementem wewnętrznej regulacji metabolizmu 

komórkowego* Aktywności poszczególnych układów wieloenzymowych 

podlegają samoregulaoji zarówno na drodze zabezpieczonej przez 

prawo działania mas /oo dotyczy głównie przemian łatwo odwracal­

nych/ bądź też na zasadzie sprzężenia zwrotnego, gdy produkt 

wpływa na aktywność lub syntezę któregoś z enzymów biorących 

udział w przemianie* 

Poszczególne układy wieloenzymowe, zlokalizowane w różnych stru­

kturach tego wielofazowego układu, jakim jest komórka, mogą 

być wzajemnie powiązane poprzez wspólne <fi$zymy, kofaktory i 

aktywujące jony nieorganiczne, a produkt jednego ciągu metabo­

licznego może być substratem innego* W ten sposób układy wielo­

enzymowe zlokalizowane w odpowiednich strukturach mogą na siebie 

wzajemnie oddziaływać i konkurować między sobą* Sprzężenie ich 

funkcji może zachodzić dzięki substancjom niskomolekulamym 

jak nukleotyĄy adeninowe, które cechują się niezbędną ruchli­

wością i mogą wpływać na samą strukturę 1 własności błon(5S,S£}# 
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Przykładem takiego kompleksowego, dynamicznego układa zdolnego 

do samoregulacjfc jest ciąg przemian metabolizmu energetycznego* 

Przemiany węglowodanów zaczynają się od wejścia glukozy do 

ciągu Parna sa - Embdena - Meyerhofa z wytworzeniem koAoowych 

produktów - kwasu pirogronowego i mlekowego» Ten ciąg przemian 

zlokalizowany jest w płynie komórkowym» W większości tkanek 

w warunkach tlenowych nie dochodzi do nagromadzenia kwasu mle­

kowego, natomiast powstający kwas pirog owy poprzez acetylo-

koenzym 1 wchodzi na drogę przemian tlenowych w cyklu Krebsa, * 

zlokalizowanym w mitoohondriach« Powstaje nieprzerwany ciąg 

katabolicznych przemian węglowodanów« Energia swobodna uwalnia­

na w czasie degradacji glukozy wiązana jest w postaci wysoko­

energetycznych wiązań A TP« 

Glikoliza jest procesem prawie 15 razy mniej energiodajnym niż 

oddychanie« Trzeba jednak pamiętać, że szlak katabolizmu węglo­

wodanów ma na oelu nie tylko dostarczanie energii, ale także w 

procesie tym powstają niskomolekulame produkty, które mogą być 

wykorzystane do syntez« Zapotrzebowanie na energię i metabolity 

pośrednie może kształtować się na różnym poziomie w komórkach 

różnych tkanek i narządów w zależności od ich zróżnicowania i 

stanu metabolicznego« Grupa tkanek embrionalnych, prawidłowe 

narządy o dużej aktywności regeneracyjnej oraz większość nowo­

tworów cechując się zwiększonym zapotrzebowaniem na materiał 

do syntez wykazuje obok wysokiej aktywności cyklu pentozowego 

wybitną aktywność glikolityczną zs równo w warunkach beztleno­

wych, jak i tlenowych« 

Jak wykazano, komórki nowotworowe zdolne są do produkcji energii 

w rófeym stopniu podczas glikolizy w warunkach beztlenowych, 
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jak 1 w przebiegu glikolizy tlenowej oraz w czasie o ody o han ia 

kosztem substratów endogennych ( ii, 412: ) • Quastel i Bickis 
podali wzór wdrażający te zależności w przypadku oddychania 1 

glikolizy w warunkach tlenoivychi 

6 0, • Q°o=K 
ATPoks. fosf. przy P/0=3 ATPglik. tlenowa 

Z wzoru tego wynika9 że w komórkach nowotworowych cechujących 

się wysoką glikolizą tlenową można oczekiwać hamowania oddycha­

nia po dodaniu glukozy« co też istotnie ma miejsce* 

Opisane odrębności metabolizmu węglowodanowego nowotworów 

wiązane były przez Walburga ściśle z samym procesem nowotworze-

nia9 którego przyczyną miało być jego zdaniem niedotlenienie 

i trwałe uszkodzenie oddychania nowotworów« Dalsze badania nie 

potwierdziły jednak tej konoepcji. Me wykazano w sposób prze­

konywujący uszkodzenia oddychania nowotworów, a pewne obniżenie 
¥ 

oddychania może mieć raczej charakter regulacyjny ̂ 2.3 

Obecnie, gdy umilkły spory wokół hipotez Warburga, zagad­

nienia regulacji metabolizmu w komórkach nowotworowych i prawid­

łowych nadal są przedmiotem żywego zainteresowania i lioznych 

badań« Wyrazem działania mechanizmów regulujących współzależność 

glikolizy i oddychania są efekty Psteura i Crab tree» 
http://rcin.org.pl



5 

Efekt, nazwany na cześć'odkrywcy efektem Pasteura, który można 

lapidarnie określić jako hamowanie glikolizy przez oddycha nie t 

a wyrażający się niższą aktywnością ciągu Parnasa - Embdena -

Heyerhof a w warunkach tlenowych w porównaniu z beztlenowymi, 

występuje we wszystkioh w zasadzie tkankach prawidłowych i no­

wotworowych^ Większość nowotworów cechuje się znacznie niższym 

efektem Pasteura niż tkanki prawidłowe. 

W 1929 r. Crabtree(3<i ) stwierdził w ha dania oh na nowotwo­

rach doświadczalnych hamowanie oddychania po dodaniu glukozy* 

Późniejsze badania wykazały, że efekt Crebtree występuje także 

w niektórych tkankaoh prawidłowych (41 » 9 4) • Oprócz glukozy 

wywołują go inne heksozy jak fruktoza i manno za ( H > ) • 

Mimo wieloletnich intensywnych badań w licznych ośrodkach^mecha­

nizmy biochemiczne efektów Pasteura i Crebtree nie zostały osta­

tecznie poznane* Dokładniejsze wniknięcie w istotę reakcji fos­

forylacji oksydacyjnej i glikolitycznej, postępy cytologii umoż-

liwiające powiązanie funkcji kouroVkowych z określonymi struktu­

rami, a także tendencja do dynamicznego i kompleksowego ujmowa­

nia zjawisk zachodzących w żywych organizmach umożliwiły jednak 

sformułowanie hipotez ujmującyoh w sposób ogólny współzależno­

ści między oddychaniem a glikolizą» 

Obecnie przyjmuje się, że efekt Pasteura może być wyrazem kon­

kurencji między enzymami glikoli tycznymi zawartymi w cytoplas­

mic a aparatem oksydacyjnej fosforylacji w mitochondria oh o 

ATP, który nagromadza się zdaniem Chance 'a (41,49,117) w mito­

chondria oh w przebiegu oksydacyjnej fosforylacji. Przedmiotem 

konkurencji między obu układami fosforylacji mogą być ABP i 

fosforan nAeorganiczny(H4,-HS", 446) • Istotną rolę może także 

odgrywać regulujący opływ nukleotydów adeninowych na aktywność 
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6 

fosfofruktokinazy /EC 2*7*1*11/, jednego z kluczowych enzymów 

oiągu glikolitycznego^ 6 )• 

Jeszcze bardziej konferowersyjny 1 niejasny jest mechanizm efektu 

Crabfcree. Poglądy wiążące ten efekt z konkurencją o AGP i fos­

foran nieorganiczny między układami fosforylacji glikolitycznej 

i oksydacyjnej (45,£S, M6) , z hamującym wpływem zakwaszania 

środowiska przez gromadzący się kwas mlekowy lub ze zmianą pE 

błon mitochondrialnych przez protony uwalniane w reakcji hekso-

kinazowej (83, 409) nie zostały powszechnie zaakceptowane^,«,5*,$3^ 

Szczególnie interesujące są poglttyäy Chance'a i wspł*(2 £ /ir.i 6 /i%4 

uwzględnia jące przestrzenny rozdział ciągu Parnasa-Qabdana-Meyer 

hofa od oksydacyjnej fosforylacji błoną mitochondrialną mało 

przenikliwą dla ATP* Przesunięcie stężeń ATP w kierunku mltochon 

driów miałoby prowadzić pośrednio do zahamowania glikolizy i 

oddychania* Według poglądów Pottera rozwijanych przez Ibsena 

i Overgaarda - Hansens i przyjmowanych przez wielu innych 

autorów (5*3,?8,83kluczową rolę w mechanizmie efektu Crab-

tree odgrywają aktywności heksokinazy /BO 2*7•!•!/$ kinazy 

adenylanowej /EC 2*7*4*3/ i de za mina zy AMP AC 3*5*4*6 / w bło­

nach mitochondriów nowotworowych* Obecnie przeważają poglądy 

łączące mechanizm efektu Crab tree z pierwszymi reakcjami oiągu 

glikolitycznego9 a szczególnie z reakcją heksokinazową, podno­

szącą rolę rozgraniczania przestrzennego systemów glikolizy i 

oddychania, rolę lokalizacji heksokinazy na błonach mitochon­

drialnych oraz udział nukleotydów adeninowych w tym zjawisku* 

Hola biologiczna efektu Orabtree ujmowana jest jako wyraz mecha­

nizmu utrzymującego równowagę między optymalną akumulacją energi: 

w postaci A£P a aapenieniem nieustannego napływu dostatecznej 

ilości związków pośrednich? mogących służyć jako materiał do 
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syntez / H 3 /• 

Nukleotydy edeninowe odpływają kluczową rolę w wewnątrz­

komórkowych procesach populacji metabolizmu energetycznego» 

ADP jako subs trat fosforylacji sprzężonych z oddychaniem i 

glikolizą jest, czynnikiem kontrolującym oba te procesy w żywych 

komórkach / 1^,1^x^3,43,85/• Powstający A$P jest niezbędny do 

foslorylovvonia helisoa wchodzących do ciągu glikolitycznego» , 

przez co może wpływać na szybkość glikolizy (^ 9 , ̂  oŁ0» Kwasy 

tłuszczowe będące głównym endogennym substratem oddechowym 

oitochondriów różnią się od innych substratów tymf że przed 

utlenieniem wymagają aktywacji. Niedobór ATP w mitoohondriaoh 

ao&e więo wypływać hamująco na utlenienie substretów endogennych 

(et , ^ o*) I Oprócz tego bezpatmdmlmgo działania nukleotydy 

adeninowe wywierają także niezwykle ważny wpływ regulująoy na 

aktywność szeregu enzymów metabolizmu węglowodanowego, jak fos-

fofruktokinaze , dehydrogenaza izooytrynianor/a /EC 1«1«1«42/ 1 

syntłfca cytrynianowa /SC , Hä) , Podkreślano też rolę 

A£P w utrzymywaniu pre widłowej struktury i funkcji oddechowej 

i  fos f o r y l a c y  j n e  j  oi t o c h o n d r i ó w  ( 4 1 3  )  • 

ASP jako uniwersalny dawca energii oraz substrat jest niezbędny 

do podtrzymania syntezy kwasów nukleinowych* Takie aktywacja 

aminokwasów przy syntezie białka jest uzależniona od ATPf a 

pomiar szybkości wbudowywania znakowanych aminokwasów do białka 

jest czułą metodą badania stanu energetyoznego komórek (i X , itl) 

Uwzględniając doniosłą ogólnobiologiczną rolę nukleotydów a dani* 

nowych wydaje się ważnym dokładne poznanie udziału tych nukleo~ 

tydów w mechanizmach regulacji metabolizmu energetycznego w ko« 

mórkach nowotworowych i prawidłowych« 
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Liczne dane z literatury oraz wyniki prac prowadzonych w 

naszyoi ośrodku od 1963 r. nasunęły możliwość wykorzystania 

2-dezoksy-D-glukozy w badaniach dotyczącyoh mechanizmów regula­

cji metabolizmu energe tyczne go w różnych komórkach nowotworowych 

i prawidłowych. 

fc-dezoksyglukoza /DG/ została wprowadzona do badań w 1952 r. 

przez grupę naukowców z Instytutu Franklina. Intensywne badania 

prowadzone następnie w licznych ośrodkach umożliwiły dość dok­

ładne poznanie działania tego dezoksyoukru» 

DG silnie hamuje wzrost fibroblastów i niektórych nowotworów 

hodowanych in vitro (8, 4$, 'iS) oraz wzrost drożdży (*SM4t)f 

a także przedłużali przeżycie zwierząt - nosicieli nowotworów 

doświadczalnych i hamuje wzrost tych nowotworów (3*, 3 8). Wyka­

zano» że dezoksyglukoza hamuje glikolizę 9 a przede wszystkim 

fruktolizę drożdży (44*0 9 różnych nowotworów (&,<zt, AA $) ± 

tkanek prawidłowych ((>4 , 0W/MC,<M3)t a także homogenatów i ukła 

dów cytoplazmatycznych różnych nowotworów (to, 8»%) • Stwierdzono 

też hamujące działanie DG na oddychanie endogenne licznych no­

wotworowi szczególnie wysiękowych (IłSSft rU3,4W) • a także nowo­

tworów i £ibroblastów hodowanych in vitro ( 4 3) • W pewnych 

warunkach dezoksyglukoza hamowała oddychanie skrawków kory 

mózgu (A 04) 9 pozostając bez wpływu na oddychanie skrawków 

wątroby i innych narządów prawidłowych^ 3)« 

DG szybko przenika przez błony komórko we 9 który to proces jest 

pobudzany przez insulinę (61,&0 9 a następnie ulega ufosforylo-

waniu do 2-dezoksyglukozo-6-fosf oranu /DGWHP/(s,r3,?*, 410), 

V większości komórek ssaków DG-6-F nie ulega dalszy« przemianom 

{SI , ) lub może być utleniany w śladowyoh ilośoiaoh (8,??) • 

Stwierdzono natomiast» że DG-6-P hamuje aktywność izomerazy 
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glukozofosforanowej /EC 5«3*1®9/ ( & , 8^,440) i dehydroge­

nazy glukozo-6-fosforanowej /EC 1.1.1.49/ -/8 ,4 6)» Intensywne 

fosforylowanie DG powoduje bardzo silne obniżenie zawartości 

ATPf A DP i sumy nukleotydów adeninowych, a także innych związ­

ków wysokoenergetycznych w komórkach licznych nowotworów 

*141 *8 , 44ł, 413) oraz w skrawkach kory mózgu ( -1 o ty )i 

drożdżach ( *4 co) . Nie stwierdzono tego zjawiska w skrawkach 

wątroby i nerki ( 4 t 3) • Wykazany został hamujący wpływ DG na 
syntezę kwasów nukleinowych w nowotworach (62., 38). 

Mechanizm tego wielokierunkowego, hamującego działanie 

2-dezoksyclukozy na metabolizm i wzrost wielu nowotworów, a 

także na metabolizm niektórych tkanek prawidłowych nie został 

wyjaśniony. Hamowanie glikolizy przez DG bywa tłumaczone jako 

wynik konkurencji między dezoksyglukozą a heksozami - substra-

tami ciągu glikoli tyczne go w procesie transportu do komórki 

lub na poziomie reakc ji heksokina zowej . Prawdopodobnym wydaje 

się sugerowany meohanizm działania DG na glikolizę na drodze 

hamowania aktysmości izomerazy glukozofosforanowej przez DG-*iHP# 

ze zwrotnym hamowaniem heksokina zy przez nagromadzający się 

G-6-P ( 8,84 , %%t 44 0). Podnoszono także udaiał dodatko7/ego 

mechanizmu, w którym obniżenie stężenia ATP pod wpływem DG 

może powodować hamowanie fosforylacji glukozy (40 ty) . Hamowanie 

syntezy kwasów nukleinowych i wzrostu komórek można tłumaczyć 

obniżeniem stężenia ATP i hamowaniem zużycia glukozy (61, <3 8) • 

Całkowicie niewyjaśniony jest mechanizm hamującego działania 

DG na oddychanie nowotworów wysiękowych. Obok poglądów przypi­

sujących działaniu DG wspólny mechanizm z efektem Crab tree, w 

których istotną rolę odgrywają zapewne nukleotyäy adeninowe, 
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szczególnie ADP ( 5"3 83), inni autorzy uważają "pseudoefekt 

Crabtree" wywołany przez DG za wynik innego mechanizmu (&6/0S, 

Tak więc w hipotezach wyjaśniających mechanizm działania dezo-

ksyglukozy na metaboliz» komórek» szczególną roi* przypisuje 

się nukleotydom adeninowym, a zwłaszcza zmianom w stężeniach 

ATP, które stoją w ścisłym związku z aktywnością i lokalizacją 

he k s o k i n a z y  w  b a d a n y c h  k o m ó r k a c h  (  %  ,  ̂ 1 3 ) .  

Przedstawione dane wskazują na możliwość wykorzystania 

2-dezoksyglukozy do badań mających na celu poznanie wzajemnych 

związków pomiędzy zachowaniem się stężeń nukleotydów adeni­

no wych a aktywnością oddechową i glikoli tyczną komórek nowo­

tworowych i prawidłowych* Nukleotydy adeninowe są bowiem 

wspólnym elementem łączącym mechanizmy regulacji metabolizmu 

energetycznego z postulowanym mechanizmem działania DG na ten 

metabolizm. Szczególnie istotne w takich badaniach wydawało 

się zastosowanie materiału nowotworowego i prawidłowego o 

różnej aktywności glikoli tyczne j9 a przede wszystkim różnej 

aktywności i lokalizacji wewnątrzkomórkowej niektórych enzymów. 

Badania te mogłyby przyczynić się do dokładniejszego poznania 

niektórych szczegółów mechanizmu regulacji metabolizmu ener­

getycznego z uwzględnieniem aspektu onkologicznego« a jedno­

cześnie ułatwić zrozumienie mechanizmu działania 2~dezoksy~D* 

glukozy na komórki. 

Celem pracy byłot 

1« Przebadanie wpływu 2-dezoksyglukozy na współzależności 

między zachowaniem się stężeń nukleotydów adeninowych a 

oddychaniem i glikolizą materiału prawidłowego i nowotworo-

wego ze zwróceniem szczególnej uwagi na dynamikę rozwoju 
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zmian w metabolizmie energetycznym pod wpływem 2-dezoksy-

2. Przebadanie działania 2-dezoksyglukozy na metabolizm ener­

getyczny komórek na poziomie odpowiednich, struktur subko-

mórkowycŁu 

3* Podjęcie próby weryfikacji hipotez sugerujących udział 

nukleotydów adeninowych, a zwłaszcza ATP w mechanizmie 

hamującego działania 2-dezoksygiukozy na metabolizm ener­

getyczny komórek nowotworowych i prawidłowych. 

glukozy* 
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2 .  M A T E R I A Ł  I  M E T O D Y  

2 »  1  •  M a  t  e  r  i  a  ł  d o ś w i a d c z a l n y »  

Obiektem badań były: rak wysiękowy Ehrlicha, wątrobiak 

Morrisa, spontaniczny rak sutka myszy, kora mózgu świnki 

morskiej oraz prawidłowa wątroba szczura^* 

Nosicielami raka wysiękowego Ehrlicha były myszy wsobnych 

szczepówi DBA/212 i C^H* Nowotwór przeszczepiano na drodze 

dootrzewnowego wstrzykiwania 0,5 al płynu wysiękowego roz­

cieńczonego roztworem 0,9% Na Cl w stosunku lii* Okres wzro­

stu guza wynosił 7 do 9 dni* Nosicielami wątrobiaka Morrisa 

były szczury wsobnego szczepu Buffalo» Samcom w wieku 6-8 

tyg. wstrzyknięto w mięśnie obu tylnych kończyn ok* 1 ml 

miazgi nowotworu zawieszonej w 0,9% NaCl w stosunku lii* 

Okres wzrostu guza wynosił ok* 8 tyg* 

Spontaniczny rak sutka myszy rozwijał się na ok.l-rocznych 

myszach szczepu wsobnego C^H. Do doświadczeń używane były 

guzy o średnicy 2-3 om* Korę mózgu pobierano ze świnek mor­

skich o wadze ok* 300 g. 

l W tym miejscu pragnę podziękować doc.dr M.Chorążemu, 

Kierownikowi Zakładu Biologii Nowotworów Instytutu Onkologii 

w Gliwicach za ofiarowanie doświadczalnego wątrobiaka Morri­

sa oraz szczurów wsobnego szczepu Buffalo, hodowanych dalej 

w zwierzętarni Centrum Medycyny Doświadczalnej i Klinicznej 

PAN* Dziękuję także mgr inż* Zofii Zaleskiej-Rutczyńskiej, 

Kierownikowi zwierzętarni w Zakładzie Histologii 1 Embriolo­

gii AM w Warszawie za ofiarowanie myszy szczepu C^H ze spon­

tanicznym rakiem sutka* 
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Wątroba pochodziła z białych szczurów wywodzących się ze 

szczepu Wistar. Do doświadczeń używano zwierząt o średnim 

wieku ok« 2 mies« i wadze ok« 200 g« 

2«2« Przygotowanie materiału do doświadczeń« 

Wszystkie czynności związane z pobieraniem i przygoto­

waniem do doświadczeń zarówno komórek nietkniętych oraz skra* 

wkówf jak i frakcji subkomórkowyoh prowadzono możliwie szyb­

ko w temp« 0-4°C« W preparatyce stosowano wirówkę z chłodze­

niem MSE typu "Magnum" a frakcję mikro soma Iną i cytoplazma-

tyczną otrzymywano przy pomooy ultra wirówki VAG-60 f.Janetsid. 

2« 2.1« Komórki i-f. 

Zwierzęta zabijano przez dekapitację lub zmiażdżenie 

szyjnego odcinka rdzenia kręgowego« 

Płyn wysiękowy pobierano do 0,9% roztworu JfaCl zawierającego 

ImM EDTA p pHx7»0 i wirowano przy 223 g w ciągu 5 min, osad 

zawieszano w w«w« roztworze i wirowano 5 min.przy 1 500 g« 

Osadzone komórki raka wysiękowego Ehrlicha zawieszano nas­

tępnie w środowisku Krebsa-Hingera z buforem fosforanowym 

/pH»7,4/ w stosunku wagowo-objętościowym li3 i dodawano do 

naczynek inkubacyjnych Warburga zawierających odpowiednie 

roztwoiy« 

Lite guzy nowotworowe i tkanki prawidłowe pobierano natych­

miast po zabioiu zwierzęcia, umieszczano w lodzie i oczysz­

czano z torebki łączno tkankowej, naczyń i ewentualnych 

ognisk martwiczych« Korę mózgu oddzielano dokładnie od 

istoty białej. 
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Tak przygotowany materiał cięto na skrawki o żądanej gruboś-

oi za pomooą aparatu opisanego przez lollwaina ( 80)» 

Skrawki wątroby i wątrobiaka Morrisa miały grubość 0,5 am» 

spontanicznego raka sutka 0,3 nim a skrawki kory mózgu 0,2 mm, 

Skrawki umieszczano w naczynkach inkubaoyjnyoh Warburga za­

wiera jących odpowiednie roztwory* 

2.2*2. Homogenaty. 

W celu otrzymania homogenatu komórek raka wysiękowego 

Ehrlicha płyn wysiękowy wirowano w rotworze 0,9% NaCl z ImM 

EDTA /pH=7,4/ przy 225 g przez 5 min., komórki zawieszano w 

0,25 M roztworze sacharozy z 1 mM EDTA /pH»7f4/ i po ponow­

nym odwirowaniu przy podanych wyżej warunkach osadzano je 

wirując przy 1 500 g przez 5 min. Osadzone komórki zawieszane 

w wodzie podwójnie destylowanej i homogenizowano w szklanym 

homogenizetorze Pottera-Elvejhema o małej "toleranojiw, wyko­

nując 8-10 przesuwów przy szybkich obrotaoh tłoka, a następ­

nie dodawano do homogenatu 2 M roztwór sacharoz aż do uzys­

kania ostatecznego stężenia sacharozy 0,25 M w 20% homogena-

cie. Tak otrzymany homogenat komórek raka Ehrlicha używany 

był bezpośrednio do oznaczeń enzymatycznych. Homogenat prze­

znaczony do badania oddychania i glikolizy przygotowywano w 

0,25 M mannitolu. 

20% homogenaty guzów litych i tkanek prawidłowych przezna­

czone do oznaczania aktywności heksokinazy uzyskiwano przez 

homogenizację tych tkanek w roztworze 0,25 M sacharozy 

Ą>H*7,4/ w homogenizatorze Pottera-Elvejhema z tefłonowym 

tłokiem o dużej "tolerancji", wykonując 10-15 przesuwów przy 

szybkich obrotaoh tłoka. Przed rozpoczęciem oznaczeń homoge-
http://rcin.org.pl
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na ty pozostawiano przez ok»30 min. w temp.0-4°C dla oddzie-

lenia strzępków tkanki łącznej i nie zhomogenizowanyoh 

fragmentów. 

2.2m3* jfrakoJe taitoohondriaIne» 

Frakcję mitochondrialną komórek wysiękowego raka Ehrli-

cha otrzymywano na drodze różnicowego wirowanie homogenatu 

komórkowego wg. metody podanej przez Borsta ( 4 i) • Homoge-

nat komórek raka wysiękowego Ehrlicha otrzymany wg» proce­

dury opisanej w rozdziale 2.2.2# rozoieńczano 1:1 0,25 M 

roztworem sacharozy i wirowano w ciągu 5 min. przy 700 g# 

Osad zawierający jądra i nierozbite komórki odrzucano, a 

supexnaatant wirowano w ciągu 10 min. przy 5 600 g# Superna­

tant zlewano a osad zawieszano w 7 nrt. 0,25 M sacharozy 

/ł>H»7,4/ i wirowano w oiągu 10 min# przy 12 500 g# Powierz­

chnię uzyskanego osadu mitochondriów przemywano kilkakrotnie 

małą ilością 0,25 M roztworu sacharozy, zawieszano w 0f25 M 

roztworze sacharozy i używano "bezpośrednio do doświadczeń# 

Frakcje mitochondrials prawidłowej wątroby szczura i wątro-

biaka Morrisa otrzymywano wg# metody Schneidera w modyfikacji 

liyersa i Slatera ( • Z badanego materiału sporządzano 

10% homogenat w 0,25 M roztworze sachai-ozy z 10 mM buforem 

(Eris /pHa7tV i 1 mM EDÜÜA w homogeniza torze Pot tera -Elve j-

hema z teflonowym tłokiem o dużej "tolerancji". Homogeniza­

cję prowAdzono w ciągu 30 sek. przy wolnych obrotach tłoka# 

Po osadzeniu strzępków tkanek ni ero zbitych komórek oraz 

jąder przez wirowanie w oiągu 5 min. przy 800 g, supernatant 

wirowano w ciągu 10 min. przy 7000 g. Osadzone mitochondria 
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zawieszano w 0,25 M roztworze sacharozy i wirowano ponownie 

w ciąga 10 min* przy 18 000 g. 

Po przemyciu powierzchni osadu małą ilośoią roztworu sacha­

rozy uzyskane frakcje zawieszano v 0t25 M roztworze sacharo­

zy i używano do doświadczeń. 

Frakcje mitochondrialne kory mózgu świnki mortflfciej otrzymy­

wano na drodze frakcjonowanego wirowania homogenatu wg. pro­

cedury zawierającej elementy metod opisanych przez Stahla 

k lf3p. (®3) i Ozawę i wsp. (SH ) • Półkule mózgowe dwu 

świnek morskich, wydobyte natychmiast po dekapitecji zwie- ' 

rząt, umieszczano w 0,3 M roztworze mannitolu z 1 mM EDTi 

/jpHx7f4/ o temp. 0°0 i po odrzuceniu istoty białej homoge­

nizowano w podanym wyżej środowisku /2 ml na 1 g tkanki/ 

w homogenizatorze z teflonowym tłokiem o dużej ntolerancji", 

wykonując 10 przesuwów przy wolnych obrotach tłoka. Następ­

nie homogenat przelewano do szklanego homogenizatora o małej 

"tolerancji" i homogenozowano wykonując 10-15 przesuwów przy 

szybkich obrotach tłoka. Po rozcieńczeniu za pomocą opisane­

go wyżej roztworu mannitolu uzyskany 10% homogenat wirowano 

w ciągu 10 min. przy 1 000 g. Osad odrzucano, supernatant 

wirowano w ciągu 10 min. przy 10 000 g. Osadzone mitochondrii 

zawieszano w 0,3 M roztworze mannitolu z 1 mM EDTA /pE«7,4/ 

i 0,3% albuminą bydlęcą /frakcja Y/ i wirowano w ciągu 10 

min. przy 5 000 g. Osad zawieszano w 0,3 M roztworze manni­

tolu z 1 mM EDTA, 0,3% albuminą i 8% ficollem /pH=7t;+/ i 

wirowano w ciągu 30 min. przy 12 000 g. Osadzoną frakcję 

mitochondriaIną przemywano kilkakrotnie 0,3 M roztworem 

mannitolu z 1 mM EDTA a następnie zawieszano w tym środowis­

ku i używano do doświadczeń. 
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Frakgje mitochondrialne, a także komórki raka wysiękowe­

go Ehr licha z niektórych uładów doświadczalnych poddane zosta­

ły badaniu w mikroskopie elektronowym, ̂  

Komórki oraz frakcje mitochondrialne uzyskane wg podanych 

wyżej metod utrwalano w 5 % roztworze aldehydu glutarowego 

w buforze fosforanowym /pH - 7,3/ przez 1 godz a następnie 

w 2 % roztwprze czterotlenku osmu z buforem fosforanowym 

/pH - 7»3/ przez 1,5 godz. Utrwalanie prowadzono w temp*0-4®C* 

Materiał odwadniano we wzrastających stężeniach alkoholu 

i acetonie, zatapiano w Epon 812 i ultracienkie skrawki skrawa­

no przy pomocy mikrotomu Bejchert Om U 2. Zdjęcia wykonywano 

w mikroskopie elektronowym JEM—7 A przy 80 kV* 

Ryc.1 -ilustruje frakcję mitochondriale komórek raka wysięko­

wego Ehr licha. Widoczne są mitochondria wykazujące większe 

obrzmienie niż mitochondria wątroby, oraz dAśó liczne uszkodze­

nia błony zewnętrznej. Frakcja zawiera lizosomy i nieliczne 

mikrosony. 

Hyc. 2 -ilustruje frakcję mitochondria Iną prawidłowej wątroby 

szczura. Widoczne są liczne mitochondria o dość dobrze zachowa­

nej strukturze, nieoo obrzmiałe* W większości z nich zachowane 

są podwójne błony i grzebienie mitochondrialne. Frakcja zawiera 

nieliczne zanieczyszczenia - lizosomy i mikrosomy. 

Ryc.3 -przedstawia frakcję mitochondrials kory mózgu świnki 

morskiej* Widoczae liczne mitochondria wykazują bardzo 

znaczne uszkodzenia struktury* Hie widać błon otaczających 

/ zewnętrznych i wewnętrznych / prawie we wszystkich 

1 / 
Kontrolę w mikroskopie elektronowym łącznie ze zdjęciami wy­

konano w Pracowni Mikroskopii Elektronowej CMDiK PAN w W-wie. 
W tym miejscu pragnę wyrazić podziękowanie doc*dr J.Borowiczowi 
za udostępnienie i pomoc w wykonywaniu kontroli mikroskopowej* 
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Rye. 1 KONTROLA W MIKROSKOPIE ELEKTRONOWYM 
FRAKCJI MITOCHONDRIALNEJ KOMÓREK 

RAKA WYSIĘKÓW EGO EHR LICH A 
(  x  28  000)  

Ryc. 2 KONTROLA W MIKROSKOPIE ELEKTRONOWYM 
RAKCJI MITOCHONDRIALNEJ PRAWIDŁOWEJ Y/ĄTROBY SZCZURA 

( X 15 000)  

• W- • , 
* 'HA <r 

r a http://rcin.org.pl
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Ryc. 3 KONTROLA W MIKROSKOPIE ELEKTRONOWYM 
FRAKCJI MITOCHONDRIALNEJ KORY MÓZGU ŚWINKI MORSKIEJ 

(x  U2 000)  
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mitochondriaoh. Bardzo gęsta matrix mitochondrialis markuje 

przebieg grzebieni b« licznych o niewidocznej błonie. Bada­

na frakcja zawiera nieliczne zanieczyszczenia - struktury 

przypomina jące synaptosomy oraz fragmenty mieliny« 

0 zachowanej zdolności badanych mitochondriów do sprzę­

żonej z oddychaniem aktywności fosforylaoyjnej świadczą wy­

niki badania oksydacyjnej fosforylacji mitochondriów zawar­

te w tabelach 43- 46 /układy kontrolne bez heksoz/ oraz 

wykresy polarograficzne zużycia tlenu przez te mitochondria 

w czasie oksydacyjnej fosforylacji/I$ro« 6 /• 

2« 2.4# Układy cyt opla zma tyczne# -=**!•• -.-mm. . -ŁT " - • • 

W badaniu glikolizy cytoplazmy mózgujikomórek raka Ehr-

licha posługiwano się frakcjami będącymi supernatantem uzys­

kanym po osadzeniu jąder, mitochondriów 1 większości lizoso-
V 

mów« 

Komórki raka wysiękowego Ehrlicha dwukrotnie przemywane 

przez wirowanie w 0,9% NaCl z lmtf EDTA /pH»7»0/ a następnie 

osadzone przez wirowanie w ciągu 5 min. przy 1 300 g zawie­

szano w wodzie podwójnie destylowanej i homogenizowanej w 

szklanym homogenize torze Pottera-Elvejhema o małej "toleren-

cjitt wykonując 10 przesuwów przy szybkich obrotach tłoka» 

Hastępnie dodawano 1,4 H roztwór KOI aż do uzyskania osta­

tecznego stężenia KCl 0,140 M w 20% homogenaoie. 

Korę mózgu homogenozowano w 4 częściach objętościowych 0,17? 

M roztworu KCl na jedną część wagową kory, stosując homoge-

nizator i warunki identyczne jak dla komórek raka Ehrlicha« 

Uzyskano w ten ąposób 20% homogenat o ostatecznym stężeniu 

KCl - 0,140 M« Tak przygotowane homogenaty wirowano w ciągu 
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20 min. przy 15 000 g. Oaad odrzucano, a zebrany się>ernatant 

używano do doświadczeń jako układ cytoplazma tyczny. 
( J i . vii *' . • 

Podobnie uzyskaną frakcją posługiwała się w swoich badaniach 

Hossowska (93) . Wykonana przez nią kontrola w mikrosko­

pie elektronowym wykazała, prócz właściwej cytoplazmy, obec­

ność fragmentów siateczki endoplazmatycznej« 

2• 2• 5• Inne frakc je komórkowe raka wysiękowego n Ehrlicha . 

grakcj« .jądrowa otrzymywano z homogenatu komórek raka 

Ehrliche w 0,25 M roztworze sacharozy, uzyskanego jak opisa­

no wyżej /rozdz.2.2.2./. Homogenat wirowano w ciągu 5 min. 

przy 700 g. Supernatant odrzucano, a osad zawierający jądra 

i nierozbite komórki zawieszano ponowiie w wodzie podwójnie 

destylowanej i homogenizowano jak w czasie przygotowywania 

homogenatu pierwotnegoJ Po doprowadzeniu stężenia sacharozy 

do 0,25 M uzyskany homogenat ponownie wirowano w ciągu 5 min. 

przy 700 g. Osadzoną frakcję jądrową zawieszano w 0,2? M 

roztworze sacharozy i używano w doświadczeniach.! 

grakc.ie mikrosomalna uzyskiwano po odwirowaniu homoge­

natu komórek raka Ehrlicha w 0,25 M sacharozie w ciągu 10 min 

przy 15 000 g. Uzyskany supernatant wirowano w ciągu 1 godz. 

przy 105 000 g. Osadzoną frakcję mikro soma Iną zawieszano w 

0,25 M sacharozie i używano bezpośrednio w doświadczeniach.1 

Frakcję cytoplazmatyozna /sok komórkowy - celi sap/ 

otrzymywano z 20% homogenatu komórek raka wysiękowego Ehrli­

cha w D,140 M roztworze KOI, uzyskanego jak opisano w rozdz. 

2.2.4. przez wirowanie w oiągu 1 godz. przy 105 000 g. ITzys-
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liany supernatant stosowano w doświadczeniach# 

Czystości traech ostatnich frakcji nie sprawdzano metodami 

morfologioznymi ani biochemicznymi. 

2*9» M e t o d y  b a d a ń  

2*3*1. Pomiar oddychania komórek« skrawków i frako.1l mito­

chondria Inycłu 

Oceny aktywnośoi oddechowej dokonywano metodą manome-

tryczną i polarograficzną. 

Pomiary zużycia tlenu przy pomocy metody manome-

tryoznej Warb urge prowadzone były wg zasad opisanych 

przez Umbreita (405") . Komórki, 3krawki oraz homogenaty 

raka wysiękowego Ehrlioha inkubowano w temp. 37°C przy sta­

łym wytrząsaniu* V każdym naczyńku« w 2 ml opisanego dalej 

środowiska inkuba cyjnego zawarte było zwykle 83f3 ms wilgot­

nej masy komórek raka wysiękowego Ehrliohaf ok. 100 mg wil­

gotnej masy skrawków tkanek prawidłowych lub guzów litych 

albo 6-8 mg białka homogenatów.j Odczytów manometryoznyoh 

dokonywano oo 10 lub 15 min. Czas inkubacji podano w opisie 

wyników dla każdego układu doświadczalnego oddzielnie. 

Przy badaniu oksydacyjnej fosforylacji mitoohondriów metodą 

manometryczną inkubację prowadzono w temp.25°C. Każde naczyn­

ko zawierało w końcowej objętości 2 ml odpowiedniego środo­

wiska inkubacyjnego 3 do 5 mg białka mitochondrialnego.' PO 

10 lub 15 min. oddychania w nieobecności akceptora fosfora­

nu dodawano z ramienia booznego odpowiednią ilość roztworu 

ABP. Odczytów manometryoznyoh dokonywano oo 2 lub 5 min. 

Przed i po 40 min. inkubacji oznaczano w zawiesinie mitochon-
http://rcin.org.pl
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driów stężenia nukleotydów adeninowych# Współczynnik fosfo­

rylacji ATP/O wyznaozäno dzieląc przyrost zawartości A3*P 

w naczynku, wyrażony w jumolach przez ilość tlenu zużytego 

w czasie oksydacyjnej fosforylacji po dodaniu ABP /stan 3/ 

wyrażoną w uga tomach# Iloraz kontroli oddeohowej HC wylicza­

no jako stosunek szybkości zużywania tlenu przez mitochond­

ria w czasie oksydacyjnej fosforylacji - po dodaniu ABP 

/stan 3/ do szybkości zużycia tlenu pod nieobecność ABP 

/stan 4/# 

Pomiary zużycia tlenu metodą polarografi-

o z n ą ̂  prowadzono przy użyciu elektrody tlenowej typu 

Clarka z zastosowaniem polarografów LP-55 /rejestracja na 

papierze światłoczułym/ lub LP-60 /rejestracja przy pomooj 

urządzenia samopiszącego/# 

Oddychanie komórek raka Ehrlicha badano w temp#37°C, a oksy­

dacyjną fosforylacja mitochondriów w temp# 25°C w termosta­

towanych naczynkach ze stałym mieszaniem zawartośoi# Osta­

teczna objętość płynu inkubacyjnego wynosiła lt3 lub 1,3 al« 

Elektroda Clarka, testowana wg zasad podanych przez Bayiesa 

( 3H) wykazywała płaskie plateau napięciowe w zakresie 

- 0,43 do - 0,95 V* 

W tym miejscu pragnę podziękować prof,dr L.Wojtczakowi 

za cenne rady dotyczące oznaczania tlenu metodą polarografi­

czną oraz za ofiarowanie specjalnej błony polietylenowej z 

ułatwioną dyfuzją tlenu, oddzielającej elektrodę od badanegc 

środowiska# Przygotowanie i wprowadzenie omawianej metody 

w Zespole Biochemii Centrum Medycyny Doświadczalnej i Kli­

nicznej PAN przeprowadziliśmy wspólnie z lek. Joanną Stro-

szna jder# 
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W ozasie oznaczeń katoda platynowa "była pola zezowana w sto­

sunku do elektrody odniesienia /Ag/AgCl/ napięciem -0,6 V. 

Kalibrację elektrody oraz obliczani.e szybkości zużycia tlenu 

i współczynnika ADP/O prowadzono metodą Chance'a 

2.3*2. Pomiar glikolizy 

Oceny aktywności glikoli tycznej badanego materiału 

dokonywano przez pomiar produkcji kwasu mlekowego* Inkubację 

prowadzono na aparacie Warburga w temp». 37° przy stałym 

wytrząsaniu. Za warunki tlenowe inkubacji przyjmowano obeo-

nośó powietrza o normalnym składzie jako fazy gazowej naozyn 

ka inkubacyjnego. W warunkaoh beztlenowych fazę gazową sta­

nowił azot* Czas inkubacji podano w opisie każdego z ukła­

dów doświadczalnych« Oznaczanie kwasu mlekowego wykonywano 

przed i po inkubacji« przyjmując różnioę stężeń za produkcję 

w badanym czasie. Stężenie kwasu mlekowego badano metodą 

enzymatyczną wg Horna i Brunsa ( 5*4) przy pomocy dehydro­

genazy mleczanowej /EC 1.1.1.27/ w reakcji sprzężonej z redu 

koją NAD. Białko strącano 6% kwasem nadchlorowym, a po odwi­

rowaniu odbiałczoną próbkę dodawano w ilości 100 ul do 

probówki zawierającej 0,41 M bufor glicyno wy Ą>H»9,0/, 0,33* 

roztwór hydrazyny, 2,2|ü RAD i 0,03 mg dehydrogenazy mlecza­

nowej po czym inkubowano w ciągu 1 godz. w temp. 25°C. Mie­

szaninę reakcyjną rozcieńczano wodą podwójnie destylowaną 

w stosunku 1:1 /ostateczna objętość 2,43 ml/ i oznaczano 

ekstynkcję powstałego zredukowanego NAD na spektrofotometrze 

Hilgera przy długości światła 340 mji. 
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2• 3• 3• Oznac zenie nukleotydów adeninowych» 

Oznaczania stężeń nukleotydów adeninowych dokonywano 

metodami enzymatycznymi przy użyciu reakcji sprzężonyoh z 

utlenianiem zredukowanego NAD. Pomiarów ekstynkcji dokonywa­

no na spektrofotometrze Hilgera przy 340 rnji* 

Przy oznaczaniu stężeń ATP, ADP i AMP w środowiskach zawie­

rających homogenaty, mitochondria lub układy cy top la zma tyczne 

badaną próbkę dodawano w stosunku lal do 6% kwasu nadchloro­

wego, a po odwirowaniu i zobojętnieniu supernatantu 1,3 M 

i strąceniu powstałego nadchloranu potasu dodawano do 

kuwet pomiarowy oh« 

Komórki raka wysiękowego Ehrlicha inkubowano przed oznacza­

niem w nich stężeń nukleotydów adeninowych w postaci 8,33% 

zawiesiny /w/v/ w roztworze Krebsa-Ringera. Białko strącano 

przez dodanie do 3 ml zawartośoi naczynka 200 ;il 60% kwasu 

nadchlorowego* 

Skrawki raka sutka myszy i wątroby w ilości 250 mg wilgotnej 

masy inkubowano w 2 ml roztworu Krebsa-Ringera, skrawki wą-

trobiaka Morrisa - 250 mg w 3 ml, a skrawki kory mózgu w 

ilości ok*300 mg w 2,5 ml tego roztworu* Białko strącano 

przez dodanie do zawartośoi naczynka inkubacyjnego 150 ,«1 

/a przy badaniu skrawków kory mó,zgu 200 pl/ 60% kwasu nad­

chlorowego, a następnie homogenizowano ręoznie w szklanych 

mikrohomogeni za torach Bounce'a. 

Po odwirowaniu w temp. 0°0 w ciągu 10 min# przy 500 g Ą>rzy 

oznaczaniu stężeń nukleotydów w skrawkach kory mózgu - w 

ciągu 15 min® przy 10 000 g/, supernatant zobojętniano 1,3 M 

roztworem a nadohloran potasu wytrącano przez zamro-
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źenie próbki i usuwano wirując w ciągu 10 min*przy 1 500 g. 

ATP oznaczano w otrzymywanym ekstrakcie metodą Buchera opi­

saną przez Adama (4) z użyciem kinazy fosfoglioeryniano-

wej /SC 2.7.2.3•/ i dehydrogenazy aldehydu fosfogliceryno-

wego /EG 1«2.1«12*A Badaną próbkę dodawano do kuwety za wie-
> ) 

rającej 4-3,7 oM trójetanolaminę Ą>H»7,6/, lf7 mM MgSO^, 

2,6 mM 3-£osfo-D-glioerynian i 0fl mM zredukowany HAD w 

2,75 ml objętości końcowej, a po oznaczeniu ekstynkcji poozą 

tkowej dodawano 0,1 mg dehydrogenazy aldehydu fosfoglioery-

nowego i 0,025 mg kinazy fosfoglicerynianowej. Zawartość 

ATP w próbce wyliczano ze spadku ekstynkcji zredukowanego 

HAD* 

Stężenia ADP i AMP w odbiałczonych i zobojętnionych próbka oh 

oznaczano wg metody opisanej przez Adama (SL) z użyciem 

kinazy pirogronianowej /EG 2#7»l*40»/t dehydrogenazy mlecza-

nowej /EG 1.1.1,27*/ i kinazy adenylanowej /EC 2.7«4#3«A 
. t ) "U • 

Badaną próbkę dodawano do kuwety zawierającej w 1,67 *&1 
ł ~ "  

objętości końcowej 0,15 M tró jetanolaminę Ą>H»7f5/» 0»45 mM 

fosfoenolopirogronian, 58,5 mM KCl, 18 mM MgSO^, 0,18 mM 

zredukowany HAD i 0,015 mg dehydrogena zy mleozanowej« 

Po oznaczeniu ekstynkcji początkowej dodawano 0,015 mg kina­

zy pirogronianowej i oznaczano spadek ekstynkcji zredukowa­

nego NAD, z którego wyliczano stężenie ADP w próbce® Spadek 

ekstynkcji zredukowanego NAD po dodaniu 0,03 mg kinazy ade­

nylanowej był miarą zaw%fcości AMP w próbce« 

2.3*4> 

Aktywność heksokinazy w homogenataoh i frakcjach mito-? 

chondrialnych oznaczano metodą spektrofotometryczną Benneta http://rcin.org.pl
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i wsp* w modyfikacji Beatfcie i wsp. ( 3) opartą na pomia­

rze powstającego G-6-P z użyciem dehydrogenazy glukozo-6-

f osf orano we j w reakcji sprzężonej z redukcją IfABP. 

Kuweta pomiarowa zawierała 15 mM ATP, 25 mM glukozę, 80 mtf 

Iris Ą>H*Qt0/t 3 mM EDTA, 19 mM MgClg, 1 mM KADP, 5 dehy­

drogenazy gluko zo-6-f osf orano we j i 10 ul badanej próbki 

/0,10 - 0,15 mg białka homogenatów lub 0,05 - 0,10 mg biał­

ka mitochondrialnego/ w ogólnej objętości 1,5 ml. Pomiarów 

szybkości przyrostu ekstynkcji powstającego zredukowanego 

IfABP dokonywano w temp. pokojowej na spektrofotometrze 

Hilgera przy 340 mu* 

Aktywność kinazy adenylanowej w homogenatach komórek 

raka wysiękowego Ehrlicha oznaczano spektrofotometrycznie 

przez pomiar szybkości powstawania ASP opisaną już metodą 

wg Buc bera. Pomiarów w temp.pokojowej na spektrofotometrze 

Hilgera przy 340 mu dokonywano w kuwecie zawierającej 10 mM 

ABP, 90 mM trójetanolaminę /fcH»7t6/, 3,5 mM MgS04, 5,3 mM 

3-fosfo-B-glicerynian, 0,21 mM zredukowany HAB, 0,4 mg dehy­

drogenazy aldehydu fosfoglicerynowego, 0,1 mg kinazy fosfo-

glicerynianowej i 20 ul badanego homogenatu /0,15 - 0,20 

mg białka/ w og.objętości 2,87 ml* 

Aktywność ATPaz /EC 3*6*1*3«/ mitochondriów komórek 

raka wysiękowego Ehrlicha i prawidłowej wątroby szczura 

oznaczano przez pomiar uwalnianego ortofosforanu wg zmodyfi­

kowanej procedur* Myersa i Slatera (>£") . Środowisko inku­

ba cyjne zawierało w 1 ml 50 mM Tris /pHs7,0/f 2 mM E&SA, 

15 mM SCI, 50 mM sacharozę, 5 mM A32P i zawiesinę mitochon­

driów w ilośoi 1-2 mg białka» Gdy badano wpływ Mg++ i 2,4 -

dwunitrofenolu, dodawano je w stężeniach! MgOl^ 7,5 mM i 
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DNP 0,1 mM. 

Inkubację prowadzono w temp. 25°C w ciągu 15 min,, po czym 

oznaczano stężenie fosforanu nie or gani o ano go przed i po 

inkasac ji. 

2.3*5» InneiM0znaczenia ilościowe. 

> 

Oznaczania stężeń glukozy i 2-dezoksy-

glukozy dokonywano metodą Huggetta i Mxona ( 5"$-) 

przy zastosowaniu oksydazy glukozowej /EC 1.1.3*4-./ i pero-

ksydazy/EC 1.11.1,7/ z użyciem roztworów standartowych 

glukozy i 2-dezoksyglukozy dla każdej serii oznaczeń. Próbkę 

odbiałczoną 3% kwasem nadchlorowym w ilości 0,1 mJL dodawano 

do probówki zawierającej w 2,5 ml objętości 0,10 M bufor 

fosforanowy /pH=y,0/, 0,100 mg peroksydazy, 0,6^5 ag oksy­

dazy glukozowej i 0,165 mg chlorowodorku, o-dianizydyny, 

po czym inkubowano 35 min. w temp. pokojowej. Ekstynkcję 

mierzono na fotokolorymetrze Collemsna przy 34-0 

Białko oznaczano metodą Lowry wg przepisu Layne'a 

( *> ^ ) z użyciem albuminy bydlęeej jako standartu, lub 

metodą Kjeldahla opisaną przez Kinga (60), 

Stężenie fosforanu nieorganicznego oznaczano meto­

dą Fiske i SubbaRowa wg Kinga (6 0), 

Przy oznaczaniu stężenia fosforanu nieorganicznego w komór­

kach raka wysiękowego Ehrlicha komórki zawieszone w czasie 

doświadczenia w środowisku Krebsa-Ringer a z buforem fosfora­

nowym osadzano przez wirowanie w ciągu 10 min. przy 1 500 

g w temp. 0 - 4-°G, następnie zawieszano w 0,9% roztworze 

NaCl z 1 mM ED TA i ponownie osadzano. Białko strącane przez 
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homogenize o ję w 6% kwasie nadchlorowym oddzielano przez od­

wirowanie* W uzyskanym ekstrakcie po zobojętnieniu go KgOO^ 

oznaczano stężenie fosforanu nieorganicznego /9i/» oraz 

absorpcję światła przy 260 mu /maksimum absorpcji dla zwią­

zków adenino wy oh/. 

A b s o r p c j ę  ś w i a t ł a  p r z y  2 6 0  m j i  ^ 2 6 0 ^  P r z e a  

opisany wyżej ekstrakt z komórek raka wysiękowego Ehrlioha 

jako orientacyjny wskaźnik zawratości związków adeninowyoh 

badano na spektrofotometrze Hilgera w kwarcowych kuwetach 

o drodze światła 1 cm« Wyniki przedstawiono w jednostkach 

ekstynkcji w przeliczeniu na 100% wyciąg komórkowy* 

2.3*6. Środowiska _inkubaoyjne, 

W doświadczeniach prowadzonych na skrawkach i komórkach 

nietkniętych /przy badaniu oddychania, glikolizy i stężeń 

nukleotydów adeninowyoh /badany materiał inkubowano w śro­

dowisku Krebsa-Ringera z buforem fosforanowym o pH*7,4 za­

wierającym 120 mM HaCl, 4,8 mM £01, 2,6 mM CaCl2, 1,2 mX 

MgSO^ i 15§6 mM bufor HagHPO^ - H01 /pH*7t4/. 

Skrawki kory mózgu inkubowano w środowisku Krebsa-Ringera 

o zmodyfokowanym składzie, zawierającym 120 mM NaOl, 2,6 mM 

CaCl2, 1,2 mM MgSO^, 1,2 mM KHgPO^, 50 mM bufor Iris - 101 

pH*7,4 oraz 4,8 lub 94,8 mM KOI* Sumaryczne stężenie jonów 

w środowisku inkuba cyjnym wynosiło więo 6 lub 100 mM* 

Przy badaniu oddychania, glikolizy i zaohowania się stężeń 

nukleotydów adeninowyoh w czasie inkubacji homogenatów 

komórek raka wysiękowego Ehrlicha posługiwano się środowis­

kiem inkuba cyjnym o skła dziel 10 mM bufor K^HPO^ - HCl 
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/pEs7tV» 50 mlS "bufor Tris-HOl /pH»7»Vt 15 mM KCl, 5 mM 

MgOl^t 116 mM mannitol, 5 mM bursztynian, 1,5 mM A£P, 0,2 mM 

NAD i 0,3 ml 20% homogenatu /6-8 mg białka/ w 0,35 M roztwo­

rze mannl tola« Ostateozna objętość mieszaniny inkubaoyjnej 

wynosiła 2 ml* 

W ozasie "badania oksydacyjnej fosforylacji mitochondriów 

komórek raka wysiękowego Ehrlioha, wątrobiaka Morrisa i pra­

widłowej wątroby szozura stosowano środowisko inkubacyjne 

podane przez Bo»sta (4&) o składzie: 50 mM sacharoza, 50 

mM bufor Tris-HCl /pH*7tV, 20 mM bufor KgHPO^ - HCl /pH* 

7,4/, 15 mM KCl, 5 mM MgCl2, 2 mM ED2A, 1% albumina bydlęca 

/frakcja V/, 60 mM bursztynlan i ok* 2,5 mg białka mitochon­

dria lne go. Przy inkubaojl mitochondriów wątroby na aparacie 

Werburgs środowisko inkuba cyjne nie zawierało albuminy, a 

przy badaniu oddychania elektrodą Clarka stosowano burszty-

nian w stężeniu 5 lub 10 mM« Ostateczna objętość mieszaniny 

intubacyjnej na aparacie Warburga wynosiła 2 ml, a w bada» 

niaoh polarograficznych 1,3 ml. 

Środowisko inkubacyjne stosowane przy badaniach oksydacyjnej 

fosforylaoji mitochondriów kory mózgu zbliżone do opisanego 

przez Ozawę i wsp« zawierało 0,3 M mannit, 10 mM 

bufor-Tris-HCl /pH*7tV, 20 mM bufor KgHPO^HCl /pH*7tVf 

10 mM KCl, 5 mM MgCl2, 2 mM SOTA, 0,4% albuminę, 10 mM bur­

sz tynian lub glutaminian i ok« 2,5 mg białka mitochondrial-

nego w ostatecznej objętości 2 ml przy inkubacji na aparacie 

Warburga lub 1,3 ml przy badaniu metodą polarograficzną« 

Stężenie ADP stosowane przy badaniaoh oksydacyjnej fosfory­

lacji mitochondriów podano w opisie wyników dla każdego ukła 

du doświadczalnego oddzielnie« 
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Glikolizę okładów oytoplazma tycznych komórek raka wysiękowe­

go Ehrlioba i kory mózgu świnki morskiej badano w środowis­

ku. inkuba cyónym o składzie zbliżonym do podanego przez 

Beattie i wsp« O) , zawierającym 0,4 mil AEP, 8 mM HgClg 

8 mM bufor KgHPO^-öCl /pH«7,4/, 24 mM amid kwasu nikotyno­

wego, 0,4 mM HAB, 20 mM bufor Tris-HCl /pH»7,4/, 10 mM glu­

kozę i 0,3 ml 20% układu oytoplazma tycznego w 0,14 M KCl, 

/j>~5 mg białka/ w ostatecznej objętości 2,5 ml» 

2.3*7• Odczynniki» 

Dehydrogenaza mleczan owa, kina ze fosfoglioerynianowa, 

dehydrogenaza aldehydu fosfoglicerynowego, kina za pirogro-

nianowa, kina za adenylanowa, oksydaza glukozowa, peroksy-

daza, dehydrogenaza glukozo-6-fosforanu oraz inne odczynniki 

do oznaczania kwasu mlekowego, nukleotydów adenino wy oh. i glu­

kozy pochodziły z firmy Boehringer# 

2-dezoksyglukozaf glukozo-6-fosforan, 2-dezoksyglukozo-6-

fosforan, A!EP, ADP, NAD, NADP, bursztynian sodu, mleczan 

litu, pirogronian sodu, jodooctan sodu, albumina bydlęca 

/frakcja 7/ - z firmy Sigma* 

Amid kwasu nikotynowego i kwas glutaminowy - z firmy BDH. 

Fruktoza i 2,4-dwunitrofenol - z firmy Merok. 

Ficoll - z firmy Pharmacia. 

IDIA i pewna ilość albuminy bydlęcej /fr.V/ pochodziły z 

firmy Light-Colnbrook. 

Tris - bufor - z firmy Fluka AG i Sigma. 

Mannit - z firmy Ohemapol /Praha/. 

Glukoza, mannoza i galiasktoza z firmy Motor /Warszawa/. 
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Pozostałe odczynniki pochodziły z Fabryki Odczynników Chemi 

cznych w Gliwicach. 
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Z a c h o w a n i e  s i t  s t ę ż e ń  a  u  k  1  e  o -

t y d ó y  a d e n i p o w y o h  a  o d d y c h a n i e  1  

g l i k o l i z a  k o m ó r e k  n o w o t w o r o w y c h  

i  p r a w i d ł o  w y  o h  w  o f r e o a o i o i  d  e  a  o  -

k s y g l u k o z y .  

W pierwszym etapie pracy badano wpływ dezoksyglukozy 

na zachowanie się stężeń nukleotydów adeninowyoh w powią­

zaniu z działaniem na oddychanie i glikolizę komórek nie­

tkniętych. Badania te prowadzone przede wszystkim na komór­

kach raka wysiękowego Ehrlicha obejmowały także skrawki 

guzów litychi wątrobiaka Morrisa i spontanicznego raka 

sutka myszy, oraz skrawki prawidłowej wątroby szczura i 

kory mózgu świnki morskiej. 

W omawianych doświadczeniach oznaczano zawartość ATP, A DP 

i AMP w komórkach po inkubacji w określonych warunkach oraz 

zużycie tlenu i produkcję kwasu mlekowego przez ten sam 

materiał w czasie inkubacji. 

Uzyskane wyniki zgrupowano w rozdziałach w zależności od 

pochodzenia badanego materiału. 
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3.1.1. Komórki raka wysiękowego Ehrlicha. 

W omawianych badaniaoh poza pomiarem aktywności odde­

chowej i glikoli tycznej i oznaczeniem zawartości nukleoty-

dów adeninowych w komórkach raka Ehrlicha, w niektórych 

doświadczeniach dla uzyskania orientacyjnej oceny stężenia 

związków adeninowych oznaczano absorpcję światła przy 260 

mp w wyciągu z "badanych komórek. W kilku doświadczeniach 

badano także wewnątrzkomórkowe stężenie fosforanu nieorga­

nicznego. 

Jak wynika z tabeli i w komórkach raka Ehrlicha w warun­

kach oddychania endogennego i podczas glikolizy tlenowej 

oraz beztlenowej utrzymywały się wysokie stężenia AQ2P, 

sumy nukleotydów adeninowych /charakterystyczna wysoka ab­

sorpcja światła przy 260 mja/ i fosforanu nieorganicznego. 

Także w obecności fruktozy, mannozyi galaktozy w warunkach 

tlenowych utrzymywało się prawidłowe stężenie nukleotydów 

adeninowych / !Tab. % /. Obserwowano wyraźne hamowanie 

oddychania badanych komórek w czasie inkubacji z glukozą 

/efekt Crab tree/, fruktozą i manno zą. Eeksozy te były rów­

no cennymi subs trata mi ciągu glikoli tycznego w warunkach 

tlenowych. Hatomiast galaktoza pozostawała bez wpływu na 

oddychanie komórek raka Ehrlicha i była bardzo słabo gliko-

lizowana. Jak wynika z tabeli! 14 w badanych komórkach wys­

tępował wyraźny efekt Pasteura. 

Dezoksyglukoza wywoływała głębokie zaburzenia metabo­

lizmu energetycznegot wyrażającego się różnego stopnia ha­

mowaniem glikolizy, oddychania i zmianami stężeń nukleoty­

dów adeninowych. W czasie inkubaoji komórek raka Ehrlicha 
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Wpływ 2-dezoksyglukozy na zachowanie się stężeń nukleotydów adenino wy oh i fosforanu 

nieorganicznego w komórkach wysiękowego raka Ehrlioha. 

Nr. 

Do św. 

Heksozy 
Obecne 
w środo­
wisku; 
inkub* 
AOaM/ 

Stężenia nukleotydów adeninogyoh 

T 

ATP I A DP 

jnkUbaOfe 
...I, iM* U ,•! € « N I  

Po 40 Blin, 

AMP i 

1* Bez 
substratu 
G 

~ I 06 
i; V» 

2«! Bez 
substratu 
G 
;DG 
G + DG 

Bez 
substratu 
G 
DG 
G • DG 

ATP ADP 

— 

* 
AMP Z ATP 

2,17 10,94 0,32 3,43 ! j 
2,10 1,0? 0,21 3,38 
0,40 0,69 " 

J ** I * I ~ I V - ,  

2,29 O,9* 0,63 3,86 2,24 0,53 
1,78 0,36 
0,44 0,51 
1,69 0,37 

1,73!0,74 0,52 2,99 2,07 0,31 
1,99 ;0,17 
0,31 
1,45 

0,33 
0,22 

0,19 1,28 

0,63 3,40 

?:§ 
0,35 2,41 11,54 

1,66 

0,33 2,76 
0,51 2,67 
0,50 
0,25 

1,14 
1,94 

1,79 

1,50 

Pi 
•Annole As w.n 

ABP AMP Z 
1— 

Przed:! 
inkub.! 

0,62 

P,44 

0,42 

0,36 

0,64 2,92 

0,79 2,77 

0,19 2,40 

p,39 2,25 J 

9,6 

5,4 5,91 

10,6 9,9 
8.5 
5.6 
4,0 

10,2 

6,2! 

31,0 

28,8 
29,6 23, 
16,9 
17.0 19, 

29,2 ~ 
26,4 25, 
14.1 
19tO 18, 

Pi - fosforan nśeorganiezn1 

260 - absorpoja światła przy 260 ojju/ w jednostkach ekstynkcji9 przeliczona na 100 % ekstrakt«/ 

02 - warunki tlenów, *2 - warunki beztlenowej 
i • 

i 
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T a b e 1 a 2. 
\ 

$p2yw 2-deaoksygl ukosy Ba oddychanie, głikollsę i zachodnie się stężeń nultleotydów 

adeninowych w komórkach rak© wysiękowego Bhrlioha inkubowacych w obecności różnych 

hokaoa w mzwkBoh tlenowychO 9^ 

Nr* 

Do św. 

Heksozy obecna 
w środowisku 
i33kubacy;}ny!3 
/10 ®M/ 

r 

G - glukoaa 

DG - 2~de soksygl ukoas 

F - fruktoz® 

-użycie tlenu 
/miole/lB $.©./ 

20 Einay 

Prodakcjs 
krasou mlekowego 
/inaole/lg w,ta./ 

20 sin/ 

Stężenia nukleotyd&r/ 
adeninowych 

, /psnplc/lft ®*nf/ 
Ą® AW AkW SL 

Man 

Gal 

manno zs 
galakfcoaa 

1. Bez substrata ' ia»9 Ü V * j 1,95 1,58 ; 1,30 4,83 

; 

DG 14,2 0,39 1,08 1 1,31 2,78 i 
; j 

a 1315 94,5 1,83 1,01 1,35 4,19 VjJ 
G ł DG 15t2 59,5 1,80 0,50 1,42 3,72 -v3 

F 11,1 9S,1 2,57 0,57 1,34 4,48 « 
F • DG 13#1 0,0 0,44 0,72 1,12 2,28 
Lion 10,6 100,1 1,75 0,55 1,46 3,76 
Man • DG U,7 75,8 1,83 0,41 1,48 3,72 
Gal 21,0 5,1 2,65 0,75 1,35 4,75 

. 

Gal • DG 12,1 7,a 0,28 0,47 1,46 2,21 

2. Bez substratu 
"v 

21,6 2,84 0,52 0,24 3,60 
t 

DG 13,9 0,48 0,49 0,24 1,21 
a 12,2 88,1 2,44 0,45 0,15 3,04 
G ł DG 

r 
15,8 67,0 2,51 0,34 0,13 2,98 

- ̂  r 

• r 13,9 78,0 3,05 0,31 0,17 3,53 i 

2? * DG 13,4 2,2 0,83 0,42 0,20 

Iftin 12,4 87,5 2,30 0,00 0,42 2,72 

llsn + DG vm 71,5 1,25 0,40 0,1? 1,82 

Gal 22,0 2,8 2,93 0,46 0,13 3,57 
Gel • DG 11,5 1,7 0,53 0,47 0,14 1,14 

## ^ 
Bas subetratu 13,4 1,85 o,ai 0,1? 2,83 i 
DG 9,6 0,36 0,32 0,6? 1,35 

G 9,1 61,5 2,13 0,63 0,24 3,00 

G •«• DG 10,6 51,5 1,76 0,65 0,12 2,53 

f 10,0 60,0 2,14 0,53 0,24 2,91 

F + DG 8,9 5,3 0,36 0,35 0,51 1,22 

4» Bez substratu 13,6 1,04 0,53 0,16 1,73 1 
DG 9,1 0,41 0,00 0,39 0,80 

i G 9,1 62,9 1,78 0,41 0,13 2,32 

G • DG 12,2 57,3 1,99 0,38 0,25 2,62 

W 11,2 56,0 1,62 0,44 0,18 2,24 

F «• DG 10,0 
. — { 

0,8 0,05 0,12 0,65 0,82 

5. Bez substratu 19,0 «* 2,00 0,76 1,15 3,91 

0 15,7 54,1 

Ifen 14,0 47,4 2,24 0,17 0,97 3,38 

mm • dg 14.3 46.6 : 1,78 1,57 0,86 4,21 i 
; 

6# Bez substratu 23,6 

i i 

\ 2,71 1,61 

Bjggg|g^MjHKESBSi 

1,39 5,71 
i f 
1 
* 

G 13,7 54,3 . 
; 1 

1 
i' . Man 12,9 50,3 2,02 1,09 1,33 4,44 

mm • BG 13,0 52,8 I 1,77 0,58 1,17 3,52 
i 
\ 

u » I» .- W -——i —i 
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w we runka Gh. tlenowych w obecności 10 mil dezoksyglukozy nas­

tępowało wybitne obniżenie stężenia A2?P i sumy nukleotydów 

adeninowych, co wyrażało się także znacznym obniżeniem 

absorpcji światła przy 260 mji /Tab« 4 /• Wewnątrzkomórko­

we stężenie fosforanu nieorganicznego ulegało w takich wa­

runkach wyraźnemu obniżeniu. W obecności DG dochodziło tak­

że do hamowania oddychania endogennego w podobnym stopniu 

jak w obecności glukozy, fruktozy i mannozy /Tab. 2. /• 

Wyniki przedstawione w tabeli 3 wskazują, że zachowanie 

się stężeń nukleotydów adeninowyoh w komórkach inkubowanyoh 

w warunkach beztlenowych bez substratu glikol i tycznego a 

w obecności DG nie odbiegało od stanu obserwowanego w ko­

mórkach kontrolnych /bez DG/« f obu wypadkach następowało 

obniżenie stężenia AIP z równoważnym przyrostem AMP« Stęże­

nie sumy nukleotydów adeninowych ulegało w tych warunkach 

nieznacznemu tylko obniżeniu w porównaniu ze stanem wyjś­

ciowym • Badano także wpływ DG na echowanie się stężeń nuk­

leotydów adeninowych w komórkach raka wysiękowego Ehrlicha 

glikoli żujących kosztem glukozy i innych Jleksoz /Tab« Z /« 

Jak wynika z tabeli U 1 w obecności glukozy i dezoksyglu-

kozy w stężeniach ekwimolarnych, zarówno w warunkach tleno­

wych jak i beztlenowych, dochodziło do mniejszego obniżenia 

stężenia AOJP i sumy nukleotydów adeninowyoh niż w obecnośoi 

samej tylko dezoksyglukozy« Podobny efekt wykazywała manno za 

/Tab. % /• Natomiast stężenie fosforanu nieorganicznego 

w komórkach raka wysiękowego Ehrlioha inkubowanyoh w obec­

ności glukozy i DG było nawet niższe od stężenia Pi w komór­

kach poddanych działaniu samej tylko de z oksy glukozy« Dalsza 

analiza wyników tabeli % wskazuje na hamowanie przez DG 
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T a b e 1 a 3 

Wpływ 2-dezoksy glukozy na zachowanie się stężeń nukleotydów adeninowych i glikoli ssę 

komórek wysiękowego raka Ehrl i cha w warunkach "beztlenowych#1 

TT 

Sr. 

w. 

Heksozy obecne 
w środowisku 
inkuba cyjnym 
„/lOmM/ 

Stężenie nukleotydów adeninowyoh /ümole/ls w,m./ 
Stan przed inkuba o ją Stan po 20 sin* inkuba* ji 

ATP AMP 

Produkcja kwasu 

mlekowego 

AIP ABP AMP ^ /pinoleAg w.m./20mln/ 

Bez substratu 

G • DG 

G + DG 

4. 

Bez substratu 

« 

G + DG 

Bez substratu 

G 

G * DG 

4-

1,43 >0,8$ 0,64 2,92 

1,68 0,85 0,54 3|07 

1,87 0,75 0f10 2,72 

1,46 0,49 0,25 2,20 

4. 

0,16 
1,76 

0,15 
0,70 

0,42 

0,51 

0,34 
0,80 

1,78 2,56 

0,53 2,80 
1,87 2,36 

0,49 1,99 

0,28 
1,73 

0,17 

0,75 

2,18 
0,98 

0,51 

0,29 

0,27 

0,65 

0,65 

0,63 

1,74 

0*58 

1,85 

0,51 

2,53 
2,60 
2,29 

1,91 
„L. 

T' 

1,57 0,14 

1,09 0,23 
.1 

0,14 2,97 

0,23 1,84 

0,25 1*94 

0,14 i 1,46 
J 

115,0 

108,8 

124,5 

120,5 

75.0 
64.1 

85 #4 
68,6 

G - glukoza; DG- 2-dezoksyglukoza 
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produkcji kwasu mlekowego w waruukaoh. tlenowych kosztem 

glukozy w granicaGh 3 - 37%% a kosztem mannozy w zakresie 

0 * 2%. Hamowanie glikolizy w warunkach "beztlenowych przez 

dezoksyglukozę podaną w stężeniu ekwimolamym z glukozą wa­

hało się w granicach 3** 18%• Obserwowano także tendencję 

do obniżania przez DG efektu Crabtree wywołanego -przez 

glukozę i mannozę# Dezoksyglukoza w obecności fruktozy i 

galaktozy wywoływała zmiany w zachowaniu się stężeń nukleo-

tydów a den inowych. identyczne jak w wypadku działania samej 

DG, Dochodziło do niemal całkowitego zahamowania produkcji 

kwasu mlekowego kosztem fruktozy i do dalszego obniżenia 

1 tak minimalnej produkcji kwasu mlekowego kosztem galaktozy. 

Obserwowano też tendencję do pogłębiania przez DG efektu 

CrabtÄfce wywołanego przez fruktozę oraz do wystąpienia 

hamowania oddychania pod działaniem galaktozy wre z z dezo-

ksyglukozą. 

W związku z obserwowanym słabym wpływem DG na stężenie 

ASP w komórkach Ehrlicha inkubowanych w obecności glukozy* 

wyniknął poruszony już w założeniach praoy problem możli-

wośoi udziału obniżenia AEP w mechanizmie działania dezoksy-

glukozy na glikolizę# Interesu jąoe wydawało się także dok­

ładniejsze poznanie wpływu DG na efekt Crabtree wywołany 

przez glukozę. W rozwinięciu tych badaÄ uwzględniono wpływ 

różnych stężeń DG na oddychanie, glikolizę i zachowanie się 

stężeń ATP w komórkach raka wysiękowego Ehrl ic ha inkub owa ~ 

nyoh w obecności 10 mM glukozy. Wyniki przedstawione są 

w tabeli W i na rycinie 4 • Jak wynika z tych danych, 

zarówno obniżenie przez DG efektu Crabtree jak i hamowanie 
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Wpływ różnych stężeń 2~dezoksyglukozy na oddychanie, glikolizy 1 zachowanie slf 

stężeń ATP w komórkach wysiękowego raka Ehrlicha^f 02 )-

Nr.-

Do Św. 

Stężenie 

glukozy 

/mli/ 

r 
Zużycie.tlenu Produkcja kwasu mlekowego 

1. 

2. 

0 
10 
10 
10 
10 
10 

o 

10 
10 
10 
10 

o 

10 
10 
10 
10 
10 

Stężenie 

Mg, ««wi. -./acw ».oie/lż -w 

Stężenie AIP po 
20 min.inkubacji 

2 
0 

0 

5 
10 
20 
30 

0 

0 

10 
20 

30 

0 

0 

5 
10 
20 

30 

«2 

25,2 
15.3 

16,6 
18,2 
17,0 
20.4 

25.3 
14.4 

16,9 

18,1 
20,6 

20,1 
15,1 

15,4 

15,0 
16,4 

18,4 

55,5 

55,5 
49,0 

45,5 

59,2 

56,0 
50,5 

45,5 
42,0 

65,4 

59,9 
54,4 

45,1 

59,1 

C>2 - warunki tlenowe S. - warunki beztlenowe 
i 

109,0 
108,5 

106,5 

77,0 

57,6 

105,0 

106,5 

82,5 

68,5 

100,7 

97.5 
88.6 
75,5 

61,9 

1,68 
1,25 

1,99 
2,14 

1,95 

2,13 

2,60 
1.97 

1.98 

1,93 

2,44 

2,21 
1,70 

1,44 

2,12 
l»79 

1,71 

0,89 

0,71 

2,04 
1,60 
0,84 

0,82 

1*52 

0,51 

0,83 

0,67 

0,60 

I 

5 

i 
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Rye. 4 WPŁYW DEZOKSYGLUKOZY NA GLIKOLIZĘ, 
ODDYCHANIE I ZACHOWANIE SIĘ STĘŻEŃ ATP 

W KOMÓRKACH RAKA WYSIĘKOWEGO EHRLICH A *) 

£ 
i* 

o 
£ 

-5? 
c 
o> %Ni QJ-

1-

0 

V 
-
V/ 
// 
Vs 

y 

Zd 

P 
Y 
% 

• warunki tlenowe 02  

warunki beztlenowe N2  

£ 

i 

uo-

30-

20 

10-

0 

Glikoliza (N2) 

Glikoliza (O2) 

—r 
0 

Oddychanie 

5 10 

Stężenie DG (mM) 

*) w środowisku inkubacyjnym obecna glukoza (10 mM) 
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glikolizy tlenowej "było w badanym zakresie stężeń propor­

cjonalne do logarytmu stężenia DG. Jednocześnie w warunkach 

tlenowych dochodziło do nieznacznego tylko obniżenia stęże­

nia AQIP. Glikpliza beztlenowa w porównaniu z glikolizą tle­

nową była znacznie słabiej hamowana przez niższe stężenia 

DG. Ulegała ona natomiast siJjnemu hamowaniu przez DG stoso­

waną w stężeniach wyższych niż stężenie glukozy, czemu to­

warzyszyło znaczne obniżenie stężenia ATP w badanych komór­

kach. 

5u 1.2. Wątróbiak Morrisa. 

Jednym z nowotworów litych wykorzystanych do badania 

wpływu dezoksyglukozy na metabolizm energetyczny byl wątro-

biak Morrisa. Tabela 5" przedstawia wyniki doświadczeń 

dotyczących wpływu DG na zachowanie się stężeń nukleotydów 

adeninowych, oddychanie i glikolizę skrawków wątrobiaka. 

Badany wątrobiak Morrisa jest nowotworem o dość niskiej 

aktywności oddechowej i glikolityczne j, wykazujący przy 

tym praktycznie brak efektu Pasteura i Crab tree. Oe chuje 

go także niskie stężenie nukleotydów adeninowych, szczegól­

nie ATP* Me wykazano istotnego wp2ywu DG na zachowanie się 

stężeń nukleotydów adeninowych i na oddychanie skrawków 

wątrobiaka. Stwierdzono natomiast wyraźne hamowanie gliko­

lizy w warunkach tlenowych /w 28-54$/ i beztlenowych /w 41-

615S/ przez DG zastosowaną w stężeniach równych stężeniu 

glukozy. 
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Wpływ 2-de zoksygl uko zy na za o ho wa nie się stężeń nukleotydów adeninowych, oddychanie 

i glikolizę skrawków wątróbiaka Morrisa(12) • 

TT 

Kr«-

Do ów. 

2« 

Heksozy obecne 
w środowisku 
inkuba cyjnym 

AO ®M/ 

Stężenie nukleotydów adeninowyeh w wa runka oh 
tlenowych //umole/lh „•iu/ 

Stan przed inkubacją Stan po 30 min*inkubacji 

Zażycie 
tlenu 

ASP ADlP AMP 

Produkcja kwasu 
mlekowego 

w#m/ //mole/Ig w.o/ 
J EŜ s/ 

ATP ABP AMP 

!•' i Bez substxetu 0,11 0,65 

a 

DG 

G + DG 

0,66 1,42 0,06 

0,07 

0,15 

0,17 
x 

Bez substratu 

G 

DG 

G * DG 

r -
Bez substratu 

G 

DG 

G • DG 

0,15 0,75 0,39 1,29 

0,05 i 0,44 0,11 0,60 

L 

0,16 
; 0,11 

i 0,15 
0,2? 

i 0,08 
0,06 
0,09 

i!̂ Li 

0,38 
0,44 

0,30 

0,61 

0,97 

0,32 

0,52 

0,31 

0,37 

0,38 

0,42 

®,35 

0,32 

0,45 

0,38 
0,45 

0,52 

0,40 

0,53 

0,78 

0,96 
0,83 
1,23 

1,65 

0,83 

1,20 

26,8 

0,51 1,09 

i 1J,1 14,4 

0,05 

0,06 
0,07 

0,05 

0,50 

0,50 

0*58 

0,49 
4- L 

27,4 

26,8 
28,3 

27,3 

; 8,o 

i 8,0 

3,7 

6,8 

7,1 

2,8 

G - glukoza; DG - 2-<łezok3yglukoza; ö0 - warunki tlenowej Hg - warunki beztlenowa. 
I 

* 
I 
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Spontaniczny rak sutka myszy. 

Jak wynika z tabeli 6 , która przedstawia wpływ DG 

na metabolizm energetyczny skrawków spontanicznego raka 

sutka myszy, nowotwór ten cechuje względnie wysoka gliko­

liza» zarówno w warunkach tlenowych jak i beztlenowycht 

wyraźny efekt Pasteura i zaznaczony efekt Crahtree. Stęże­

nie ATP w skrawkach oddycha jącyoh kosztem substratów endo­

gennych było tylko nieznacznie niższe od stężenia ATP po 

inkubacji z glukozą w warunkach tlenowych« Inkubacja skraw-

ków badanego nowotworu w środowisku zawierającym DG i w 

warunkach tlenowych prowadziła do wyraźnego obniżenia stę­

żenia .ATP w porównaniu z materiałem inkubowanym w obecności 

glukozy lub bez substratu. Suma stężeń nukleotydów adenino-

wych w skrawkach inkubowanych w obecności DG była niższa 

niż w skrawkach kontrolnych z glukozą, ale nie różniła się 

w sposób istotny od sumy stężeń nukleotydów adeninowych w 

kontroli bez heksoz. 

Obserwowano hamujący wpływ DG na oddychanie spontanicznego 

raka sutka myszy# To hamowanie w każdym z doświadczeń było 

większe niż efekt Grab tree wywołany przez glukozę. Efekt 

Crabtree wahał się w granicach 1-18%, a hamowanie oddycha­

nia przez DG od 11 do 31 %• W czasie inkubacji skrawków 

badanego nowotworu w obecności glukozy razem z DG /szcze­

gólnie przy stosunku tych heksoz 1:2/, obserwowano znacznie 

mniejsze hamowanie oddychania niż przy inkubacji z każdą 

z badanych heksoz oddzielnie. DG silnie hamowała glikolizę 

skrawków spontanicznego raka sitóka myszy, zwłaszcza w warun­

kach beztlenowych. 
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T a b  e - 1  a  6 
Wpływ 2-dezoksyglukozy na oddychanie, glikolizę i zachowanie się stężeń nukleotydów 

adeninowych w skrawkach spontanicznego raka sutka myszy* 

Stężenie 
2-dezoksy-
glukozy 
' AM/ 

Dośw. 

"• NU 

Zużycie tlenu j Produkcja kwasu 

^umole/lg w.B./g0dz//u|B0l̂ g0̂ /g0da/ 

OjŁ *£ 

Stężenie nukleotydów 
adeninowych w warunkach 

tl< 

43 »2 
42,7 
38,4 

34,4 

38,0 

i 26,5 
.__20±2 

62,4 

16,8 
8,0 

0,93 0,50 
1,13 0,42 
0,58 0,63 
0,59 0,74 

0,41 
0,47 

i 0,54 
0,56 

1,84 
2,02 
1,75 
1,89 

42,2 
37.1 
35,9 

31.2 
3§xZ. 

35,2 

27,8 
26,6 

64,7 

24,2 
IfbZ. 

1,10 0,27 
1,35 0,29 
1,09 0,53 
0,75 0,69 

0,33 1,70 
0,45 2,09 
0,30 1,92 
0,46 1,90 

37,4 
33,7 
25,6 

33,9 

31,2 

20,2 
14,2 

V — 

56,5 

12,6 
JŁmI 

0,96 0,10 
1,22 0,32 
0,46 0,22 
0,44 0,46 

0,62 
0,56 
0,48 
0,52 

1,68 
2,10 
1,16 
1,42 

* 

52,5 
43,2 
36,0 

3* 

36,3 

22,8 
17,8 

48,1 

10,5 
._§a. 

1,14 i 0,09 0,90 
1,59 0,12 0,78 
0,79 0,55 0,86 
0,88 0,61 0,78 

2,13 
2,49 
2,18 
2,27 

i 
O.. - warunki tlenowej ~ warunki beztlenowe. http://rcin.org.pl
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Prawidłowa wątroba szczura. 

Tabela 7 przedstawia wyniki badania wpływu DG na za­

chowanie się stężeń nukleotydów adeninowyoh i oddychanie 

skrawków prawidłowej wątroby szczura. Glukoza pozostawała 

bez wpływu na oddychanie skrawków wątroby« W badanym mate­

riale obserwowano dość niskie stężenia nukleotydów adeni-

nowych, przy czym w czasie inkubacji zarówno w obecności 

glukozy jak 1 bez substratu dochodziło do obniżenia stęże­

nia sumy nukleotydów adeninowyoh w porównaniu ze stanem 

wyjściowym. Dezoksyglukoza nie miała istotnego wpływu na 

oddychanie 1 zachowanie się stężeń nukleotydów adeninowyoh 

w skrawkach wątroby szczura«* 

35.1.5* Kora mózgu świnki morskiej* 

Szerzej rozbudowano zagadnienie wpływu DG na metabolizm 

energetyczny skrawków kory mózgu. Przebadano wpływ DG na 

zachowanie się stężeń nukleotydów adeninowyoh, oddychanie 

oraz glikolizę tlenową i beztlenową skrawków kory mózgu 

świnki morskiej z uwzględnieniem napływu jonów K*. Jak wyni­

ka z tabeli 8 , badane skrawki kory mózgu cechowało nis­

kie stężenie ATP i sumy nukleotydów adeninowyoh, zarówno 

w czasie inkubacji w obecności glukozy, jak i bez substra-

tów. W obecnośoi chlorku potasu /lOO mM/ uwidaczniało się 

dalsze obniżenie stężenia A£P, podczas gdy stężenia ADP 1 

AMP pozostawały niezmienione. W czasie Inkubacji skrawków 

kory mózgu świnki monfriej, zarówno w obecnośoi glukozy 

jak i bez substratu, dochodziło do dkiźenia się sumy stężeń 
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Wpływ 2-de z oksy glukozy na zachowanie się stężeń nukleoty&ów adenino wy oh i oddychanie 
skrawków prawidłowej wątroby ssozur«» 

— I Stężenie i Stężenie 

'>*»1 
/mM/ /mM/ 

Do św. 

1. 

2. 

Stężenie nukleotydów adeninowyoh 
/umole/1g w«m»/ 

IM NI I "NIMI i III i muw n^i>JIIIW -MAT-AWAY- >• *•- IWWWT TUWW m M W »• - M IMAMMWMMMMNHM» 

T' Sużyoie 
tlenu 

Prsed i. Po 1 go dz»inkubacji /jamole/lg w® bu/ 

AEP ! ADP L AMP AEP ADP ! AMP 

0 0 0,41 1,03 
} 

10 0 

20 0 i 
1 ; 

i 

0 5 
' .. . :• - "•. i 

0 10 ] j 

0 20 

0 50 
* 

• ; 

10 10 

10 50 , \ 

0 0 0,39 0,69 

10 0 

20 0 ' 
• 

0 5 I 
0 10 . 

0 20 . 

0 50 f j 

10 10 

10 5o i 

0,63 0,39 0,76 1,73 

0,54 0,31 0,77 1,62 
i • 

0,74 0,34 0,34 1,62 

0,73 0,31 0,67 1,76 

0.64 0,36 0,51 1,51 

0,55 0,30 0,53 1,36 

0,73 . 0,2? . 0,58 . 1,58 

0,56 0,31 0,30 1,17 

1 gods/ 

0,62 0,74 0,85 2,21 47,2 j 

i 0,69 
' i 

[ l • - . j < 

0,65 

-

0,88 2,22 

44,7 

41,5 

1 

0,59 0,40 0,72 1,71 42,8 
1 

S!. • " : i 
*} 42,3 

1 

0,61 0,27 0,74 1,62 42,4 

33,5 

43,0 

36,3 

40,7 

41,2 

43,9 

3* 0 0 

10 0 

20 0 

0 1 5 
0 10 

0 20 

0 50 
10 10 

10 50 

4. 0 
1 .' 

0 

10 0 

0 10 

i 0 50 

i io 10 

! 10 i 50 
1 . • 

0*41 0,52 1,41 2#3* 

0,52 

i 

1,46 2,6? 

0,62 0#35 0f30 lf27 

0,59 0,39 0,25 1,25 

46,3 

0,44 0,32 

0,55 0,20 0,41 

0,62 0,39 0,35 

0,42 0,38 0,18 

0,45 0,54 0fS8 

0,49 0,39 0,34 

50,0 

52,4 
0,47 1,05 40,7 

39,3 
0,26 1,03 39,a 
0,17 1,30 

0,35 1,11 

1,16 
1,36 

0,96 

1,27 
1*22 tmm 

0,52 0,27 0,38 1,17 
4 i 4 
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T a b e l a  X 

Wpływ 2-dezoksygłukozy na zachowanie się stężeń nukleotydów adeninowych w skrawkach 

kory mózgu świnki Borskiej(^2) 

Heksozy 
obecne w 
środowisku 

inkubaoyrjnyri 
/ 19 mM/ 

Stan przed inkubacją 

Stężenia nukleotydów adeninowych w warunkach tlenowych 

/'UBOle/gfa*'Jo 3ö mińnsjtuĉ  
"E8TTW Ml 10Ö oM 

A®P ADP AMP A'JP ADP ! AMP ' % ; AiEP I ADP ' AMP | % 

Bez heksoz 

Glukoza 

2-dezoksy-
glukoza 

L 

0,17 0,40 j 0,68 1,25 

±0,09 ±0,13 ±0,17 ±0*35 
0,22 I 0,27 I 0,47 0,96 0,12 j 0,33 0,47 1 0̂ 93 

±0,09 ±0,17 I±0,16 ±0,41 ±0,06 ±0,15 I ±0,18 ±0,38 

0,33 0,30 0,39 1,03j 0,13 1 0,33 j 0,47 0,94 

±0,11 ±0,16 i ±0,12 ±0,36 ±0,08 ±0,15 0̂,17 ±0,37 

-x. 

0,09 0,31 0,42! 0,82 0,08 0̂ 32 0,45 0,85 

±0,17 ±0,18 ±0,35 ±0,02 j ±0,15 ±0,18 —0,30 
£ 'i 

L i I i ] L_ 

±0,05 

Wartośoi podane w tabeli przedstawiają średnie z 5 doświadczeń ± przedziały ufnośoi /wt / 

obliczone wg skróoonej metody Dean'a 1 Mxon'a / 3 5 /. 

, j 
VIP 

I 

vO 

I 
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nukleotydów adeninowych« Po inkubacji skrawków kory mózgu 

w obeonośoi dezoksyglukozy doohodziło do obniżenia się ATP 

i sumy nukleotydów adeninowych w porównaniu z zawratością 
Ci 

ATP w skrawkach kontrolnych inkubowanych w obeonośoi glu-

kozy lub bez substratu« Ze względu na niskie stężenie ATP 

w układach kontrolnych w obecności 100 mtf KCl* w tych waru­

nkach wpływ DG był słabiej wyrażony. 

labela 9 przedstawia wpływ DG na oddychanie skraw­

ków kory mózgu świnki morskiej« Obecność substratu oddecho­

wego nie miała wpływu na aktywność oddechową skrawków w obe­

cności niskiego stężenia KCl. DG pozostawała bez wpływu na 

oddychanie w tyoh warunkach« W c aa sie inkubacji skrawków 

kory mózgu w obecności 100 mli KCl i odpowiednich substratów 

jak glukozy« fruktozy, mennozyf mleczanu i pirogronianu 
pobiuU-tiolA, 

dochodziło do wyraźnego zużycia tlenu /w obecności glukozy 

dwukrotne pobudzenie oddychania/« W układach kontrolnych 

bez substratów oraz w obecności galaktozy nie obserwowano 

pobudzenia oddychania« W czasie inkubacji skrawków bez sub­

stratów a w obecności 100 mM KCl dezoksyglukoza wywoływała 

wyraźne zahamowanie oddychania w porównaniu z układami kon­

trolnymi« 

Dezoksyglukoza nie wywierała istotnego wpływu na oddychanie 

skrawków kory mózgu inkubowanych w obecności glukozy oraz 

mannozy w stężeniach ekwimolarnych z DG« W przypadku oddyr 

cha nią kosztem mleczanu i pirogronianu DG Obniżała oddycha­

nie do poziomÄ kontroli bez substratuf natomiast w obecnoś­

ci fruktozy i galaktoay DG wywoływała bardzo wyraźne hamo­

wanie oddychania« W tym wypadku wyniki zużycia tlenu zbli­

żone były do wartości uzyskanych przy zastosowaniu DG bez 

http://rcin.org.pl
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T a b e 1 a 9 

Wpływ 2-dezoisyglukozy /10 mM/ na oddychanie skrawków kory 

mózgu świnki morskiej w obecności różnych substratów(ytM) 

Substraty 
obeone w 
środowisku 

1 

Zużyoio tlenu 

/amoleAs w.st./30 tain/ 
j 
i 

inkuba cyjnym 
/IG mM/ 

KOI 6 mM KCl 100 oK 

' Bez substratu 24,1 t 2,5 AO/ 24,9 4 1,2 AO/ 
1 

DG 23,0 t 3,2 AO/ 16,5 ± 

O
 

O
 

CM 

3 

ii G 
( 

25,0 t 3,4 / 7/ 50,3 i 7,8 / 7/ 

3 

ii 

] G + DG 23,3 t 2,7 / 7/ 45,3 - 6,3 / 7/ 
i 
5 

P 24,4 t 3,4 / 8/ 51,4 ± 7,4 / 8/ 
F • DG 22,2 t 2,7 / 7/ 19,0 t 4,6 / 6/ 

M 25,0 t 8,4 / 4/ 47,2 ± 13,2 / 4/ 
& 
1 

M + DG . 26,0 i 3,6 / 6/ 49,0 ± 4,7 / 6/ 1 

Gal 25,3 ± 3,3 / 5/ 25,1 i 3,2 / 5/ 
Gal DG 24,5 t 5,9 / 4/ 17,1 * 5,4 / 4/ 

L 28,6 t 6,6 / 5/ 48,9 * 7,2/ 5/ 
L ł DG 26,8 t 6,1 / 5/ 23,0 i 3,8 / 5/ 

P 32,8 t 6,5 / 4/ 45,6 i 20,4 / 4/ 
P + DG 26,8 i 7,2 / 4/ 21,6 ± 8,6 / 4/ 

-1 

Wartości podane w tabeli przedstawiają średnie i przedziały 

ufności /wt̂ / obliczone wg skróconej metody Dean'« i Dixoa'a,(35) 

Liczby w nawiasach przedstawiają ilość doświadczeń* 

G - glukoza 

DG Y 2-de z oksy glukoza 

1 - fruktoza 

M - mannoza 
Gal - galaktoza 

L - mleczan 

P - pirogronian 

http://rcin.org.pl



substrstów. Ha Hyc. 5" przedstawiono wpływ różnych stężeń 

DG na oddychanie skrawków kory mózgu w obecno śo i fruktozy* 

Każdy punkt na wykresie odpowiada wartaśoi średniej z 

3 doświadczeń. Jak wynika z wykresu» występowało hamowanie 

oddychania proporcjonalne do logrytmu stężenia dezoksyglu-

kozy# 

Otebela i częściowo rycina 5" zawierają wyniki "badania 

wpływu różnych stężeń de z oksyglukozy na glikolizę skrawków 

kory mózgu świnki morskiej. Produkcja kwasu mlekowego kosz­

tem glukozy "była pobudzana przez wysokie stężenia KCl w wa­

runkach tlenowych, natomiast hamowana w warunkach "beztleno­

wych, Skrawki inkubowane przy niskim stężeniu KCl wykazywa­

ły wyraźny efekt Pasteura. Eamowanie przez DG glikolizy 

tlenowej i "beztlenowej skrawków kory mózgu świnki morskiej 

zarówno w obecności niskich jak i wysokich stężeń KCl "było 

w przybliżeniu proporcjonalne do logarytmu zastosowanego 

stężenia DG. 

http://rcin.org.pl



T a b e l a  A  O  
Wpływ różnych stężeń 2-dezoksyglokozy na produkcję kwasu mlekowego przez skrami 

kory mózgu świnki morskiej w obecności glukozy lub fruktosęy. 

Heksozy obeone 

w środo wisku 

inkuba cyjnym 
/mM/ 

Produkcja kwasu mlekowego 
/amole/ i pv w»m. / ßcdz*/ - • - A 

Heksozy obeone 

w środo wisku 

inkuba cyjnym 
/mM/ 

°2 
— 

®2 

i' ß I * ' T« KCl 6 Bil ! KCl 100 012 KCl 6 bK i KCl 100 mM ! 

H
 
H
 
H
 
H
 
H
 
H
 
H
 

! 
O

O
O

O
O

O
O

O
O

 

O
O

O
O

O
O

O
O

O
 

H
 
H
 

0 

1 

2 

5 

10 

20 

30 

0 

1 

17,8 i 2,9 

17.6 * 6,4 

14.7 4 3,4 

11,0 i 3,2 

6,8 4 5,0 

4,7 - 2,7 

a,6 i 2,7 

4,4 - 3,0 

j -0,5 * 0,8 
1 

31,6 ± 5,1 

26,6 - 3,4 

21,6 — 4,3 

15,1 t 4,8 

9,3 * 3,1 

6,2 * 3,4 

1.5 " 0,9 

4.6 " 4,5 

-3,6 i 1,9 
J 

72,6 —22,6 

58,8 t i 

50,7 - 14,4 

25,2 ± 9,9 

i 15,2 i 7,2 

9,4 - 6,3 

8,3 t 0,4 
1 - " 

i 

19,0 i 11,4j 

12,5 i 9,9 I 

15,7 i 6,8 

11,2 i 3,3 ! 

6,8 i 3,1 

4,8 i 3,3 1 

3,1 i 2,0 

i 1 
Wartości podane w tabeli przedstawiają średnio z 4 doświadczeń £ przedziały 
ufności /wtw/oblic zone wg skróconej metody Deana i Dixon a / 3 5~ ̂  

02 - warunki tlenowet - warunki beztlenowe 

G - glukoza; F - fruktozaf DG - dezokayglukoza• 
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Rye. 5 WPŁYW DEZOKSYGLUKOZY NA GLIKOLIZĘ *) 
I ODDYCHANIE**) SKRAWKÓW KORY MÓZGU 

ŚWINKI MORSKIEJ 

•x oddychanie 
A glikoliza 02  16 mM KCl j 

•o glikoliza 02  1100 mM KCl) 
O glikoliza N2  (6 mM KCl) 

-• glikoliza Ni (100 mM KCl} 

90 

80-

70-

-,60 

50 

- 40 

30-

20 

10-

0 
0,5 10 5 2 20 

Stężenie DO (mM) 

*) w środowisku inkubacyjnym obecna glukoza 10 mM 
**) w środowisku inkubacyjnym obecna fruktoza 10 mM 
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J  •  2  •  D e  z o k e y g l u k o z a  3  a  a  k  1  e  o  t  y  d y  

a d e n i n o w e  w  h o m o g e n a t a c h «  m  i  t  o  -

c  h  o  n  d  r  i  a  c  h  i  c y t o p l a z m i e .  

Przedstawione wyżej badania wykazały istnienie znacz­

nych różnic we wrażliwości na działanie dezoksyglukoay mię«» 

dsy poszczególnymi badanymi nowotworami i tkankami prawid­

łowymi. Stwierdzono szczególnie silne działanie dezoksygla-

kozy na metabolizm energetyczny komórek raka wysiękowego 

Ehrlicha i skrawków kory mózgu świnki morökiej. W następny» 

etapie pracy przystąpiono do badań zmierzających, do powią­

zania zaobserwowanych efektów z odpowiednimi strukturami 

subkomórkowymi i ich funkcją biochemiczną# Badania te doty­

czyły głównie oddychania i oksydacyjnej fosforylacji mito-

chcndriów oraz glikolizy cytoplazmy wybranych nowotworów 

i tkanek prawidłowych» 

3.2.1. Oksydacyjna fosforylacja. 

Wyniki badania wpływu DG i innych heksoz na oddyohanie 

homogenatów komórek raka Ehrlicha przedstawiono w tabeli ii 

W tym układzie doświadczalnym nie wykazano wpływu żadmj 

z badanych heksoz na oddychanie homogenatów. 

Dalsze badania objęły frakcje mitochondriale komórek 

raka wysiękowego Shrlichaf wątrobiaka Morrina, prawidłowej 

wątroby szczura i kory mózgu świnki morskiej. Zdolnośó 

badanych frakcji do oksydacyjnej fosforylacji sprzężonej 

z oddychaniem była kontrolowana przy użyciu elektrody tle­

nowej Clarka. Eye« 6 przedstawia przykładowe, typowe 
http://rcin.org.pl



T a b e l a  <44 

Wpływ 2-dezoksyglukozy na zachowanie się stężeń nukleotydów adeninowsroh, oddychanie i produkcję 1 

kwasu mlekowego w czasie inkubacji homogenatów komórek wysiękowego rak© Ehrlicha w obecności 
różnych heksoz{}2) 

« 

Nr» 

Dośw« 

1. 

Keksozy obecne 
w środowisku 
inkuba cyjoym 

ami i 

Fszs 
gazowa 

Stężenie nukleotydów sdeninowych Produkcja 
kwasu 

Zużycie 
tlenu 

Bez heksoz 
DG 

2* Bez heksoz 
DG 
G 
G + DG 
F 

F ł DG 
Man 
Man + DG 
Gal 
Gal • DG 

X> o wie­
trze 

powie­
trze 

powie­
trze 

Bez heksoz 

Bez heksoz 

Bez hoksoz 

Stan orzed inkubacją f O 'l P* Ci cl z. ii ilmb a c ii mlekowego AimoleAmg 
/umole/L®g białka/ 
Diałka/godz/ godz/ AIP AW j AMP i AIP i ADP aecpT 

mlekowego AimoleAmg 
/umole/L®g białka/ 
Diałka/godz/ godz/ 

; 
,L., »u i. pm irnifi'.inuiniw ~T 

2,58 0,40 0,35 3,33 : 2,37 0,46 0,92 3,75 • ! 0,52 
i' 
\ 

\ i 
• 

. 4; .. j .: 0,32 0,62 0,87 1,81 
• . a •% 

0,54 
• ; , 2,74 t 

0,43 0,47 3,69 1,41 0,55 

2,80 0,65 0,09 3,54 3,33 0,37 0,07 3,77 0,63 
j i 0,44 0,19 0,79 1,42 r 0,51 

, .. ] 

... . i t K 
. . 1 .  T 3,68 0,19 0,02 3,89 1,72 0,54 

- i 
' .1 

K 1 - •; ' "I 2,86 0,31 0,14 3,31 1,64 0,52 
' ' j i i 

* •- • - 3,11 0,26 0,09 3,46 2,12 0,52 
i • j , 5 

l' 1 
i 2,32 0,80 0,35 3,47 1,74 0,71 

i 1 2,79 0,24 0,00 3,03 2,18 0,89 
i 

/ 
i : 3,47 0,27 0,00 3,74 2,22 0,69 
1 2,53 0,74 0,12 " 3,39 0,00 0,75 

i 7 1» i 
0,63 1.15 0,23 2,ca ; 

* 
\ 

0,00 0,77 

3,05 
i 

0,27 0,02 3,34 2,76 0,82 0,22 3,80 0,62 
i l 0,00 0,34 0,43 0,77 0,51 

\ •i 3,03 0,45 0,13 3,61 1,82 0,47 
V 

- l " 3,67 0,00 0,25 3,92 1,78 0,52 
I • J 3,69 0,36 0,06 4,11 2,12 0,43 

' ' '5 2,41 0,83 0,17 3,41 1,72 0,58 

" _ 1 '  > i- •• - ,. 3,26 0,47 0,06 3,79 1,88 0,50 
l f * 3,56 0,33 0,00 3,89 1,64 0,59 

' " ; I 2,77 0,88 0,27 3,92 0,10 0,62 

j' i 
i 

; ; i • ' •' ; * 
0,25 0,33 0,61 . ' . ,. . 1,19 

... . . - ' - •• , 0,12 0,63 

3,46 0,2 7 
i. . 

0,25 3>,98 
. ; i , 

0,63 
0,20 

1,63 
1,11 

1,45 
1,74 

3,71 
3,05 

I • 

I. 
\ ' , i- • • 1 
• 0,93 1,27 1,16 3,36 0,62 

i' 
j 

« 
i 1,08 1,35 1,42 3,85 0,64 

1' 
5 

1,18 1,25 1,26 3,69 0,52 ł ' * 
f 0,24 1.15 2,12 3,51 0,06 ; . 

i i 1 0,91 1,46 1»57 3,94 0,52 
1 l ; ' 

! ! 

! 
0,95 1,24 lf52 3,71 0,60 i \ *• 

i > i 
i 
l 0,90 1,54 1,38 3,82 0,08 \ " . I' 

1 
i 1 i ) i 

i 
i 0,28 1,23 1,19 2,70 0,15 

3,47 
i i 

ł * 
0,61 

i i 
0,32 ' 4,40 0,36 

0,11 
0,86 
0,55 

2,19 
2,39 

3,41 
3,05 • 5 . -i 

1 
} 

i 
i 1,76 0,86 0,38 3,00 1,99 ] 

1 ! 

1 I 
• ' i 0,73 1,25 2,10 4,08 1,90 i 

i 0,63 1,29 2,21 4,13 1,88 
] 

1 t  1 • 0,15 0,55 2,88 3,58 0,36 
f ~H • •' 
i 

< ! ? i  i  0,43 1,00 2,46 ; 3,89 1,75 i  * 

i  j  1 jj : 0,49 1,25 2,48 1 4,22 1.53 
I :• 

•i i  i ?• 0,36 0,91 2,57 3,84 0,00 
j  . i  i  .• « .  .  2 

I % 

i 
i  
i 

0,20 0 , 44 
L-™j 

2,66 3,30 0,00 i  i 
i i 

G - glukoza 
DG - 2-dezoksyglukoza 

F - fruktoza 
Man - manno za 
Gal - galaktoz© 
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AI P/O = 1,21» HC = 4.2 

ATF/O = QJ!8. 

ATP/O = 1,18 RC = 2.2 

60 sek 

57 -

Oyc, 6 PRZYKŁADY POMIARÓW AKTYWNOŚCI ODDECHOWEJ 
I FOSFORYLACYJNEJ MITOCHONDRIÓW 

METODĄ POLAROGRAFICZNĄ 
| ADP 

131,0 

J ADP 

100 
pg Ai O? 112,5 

ATP/O = 1,51 
RC = 3,5 

1315 

30 sek 

39,1 

\ADP 

pg At O2 135,0 

60 sek. 
15,5 

A — Frakcja miiochondrialna komórek raka wysiękowego Ehr Ucha. 
Stężenia: frakcja mitochondrialna-0,7 mg /  bursztynian-10 mM, A0P-125pM. 

B - Frakcja mitochondrialna wątrobiaka Morrisa. 
Stężenia: frakcja mitochondrialna - 2,6 mg, bursztynian -10 mM, ADP-125pM. 

C - Frakcja mitochondrialna prawidłowej wątroby szczura. 
Stężenia : frakcja mitochondrialna-2,A mg, bursztynian -10 mM, A DP-107pM. 

O - Frakcja mitochondrialna kory mózgu świnki morskiej. 
Stężenia: frakcja mitochondrialna-0,5 mg, bursztynian-10 mM, ADP- 87 pM. 

Zużycie tlenu: jjgatomy O2/mg białka/min. 

M-mitochondria B - bursztynian http://rcin.org.pl



wykresy polar o graficzne zużycia tlenu przez badane mito­

chondria. Przyrost ATP oznaczano w r$Łoległej próbce kon­

trolnej. Dla każdego doświadczenia wyliczano iloraz fosfo-

rylacyjny ATP/O oraz wskaźnik kontroli oddechowej BCf który 

V7 "ba dania oh polarograficznych obliczany był ze stosunku 

szybkości zużycia tlenu w stanie 3 do szybkości oddychania 

w stanie 4 po wyczerpaniu ADP. 

Jak wynika z wykresów kontrolnych badane frakcje mitochon-

ćtoielne cechował dość wysoki stopień sprzężenia oksydacyj­

nej fosforylacji z oddychaniem. W wypadku frakoji mitochon­

dria lnych z materiału nowotworowego obserwowano nieco niż­

sze wartości ilorazu fosforylacyjnego ATP/O w porównaniu 

z frakcjami mitochondrialnymi tkanek prawidłowych. Mito­

chondria wątrobiaka wykazywały w porównaniu z innymi bada­

nymi frakojami niższą aktywność oddechową w stanie 3# 

Badanie wpływu M na oksydacyjną fosforylacja frakcji 

mitochondrialnych obejmowało ocenę wpływu tej heksozy na 

zachowanie się stężeń nukleotydów adeninowych w zawiesinie 

fosforylujących mitoohondriów oraz na ich oddychanie w 

różnych stanach czynnościowych« Wyniki badania zachowania 

się stężeń ATP, ABP i AMP w zawiesinie badanych mitoohon­

driów nowotworowych i prawidłowych przedstawiono w tabeli 4L. 

Jedynie w zawiesinie aitochnndriów raka wysiękowego Ehrli-

cha wykazano wpływ DG na stężenie ATP, ADP i AMP. W odróż­

nieniu od układów kontrolnych mitoohondriów fosforylują -

oych w środowisku nie zawierającym heksozf oraz w obecnoś­

ci glukozy, w zawiesinie mitoohondriów raka Ehrlioha inku-

bowanych w obecności dezoksyglokozy nie dochodziło do nag­

romadzeni a ATP, utrzymywało się natomiast wysokie stężenie 

http://rcin.org.pl



T a b e l a  ii 

Wpływ 2-dezoksyglukozy na zachowania się stężeń nukleotydów adeninowyoh w zawiesinie mitoohondriów 

komórek wysiękowego raka £hrlioha, wątrobiaka Morrisa,.prawidłowej wątroby szczura i kory mózgu 

świnki morskiej^*!). 

Mitochondria 

/nnteriał/ 

172 

IÖV-

DOŚWa 
Przed ińktfbaoją 

Stężenie nukleotydów adeninowyoh /pmole/2 al środowiska inkubaoyjnogo/ 

Bez heksoz 
AIP ADP AMP L 

2,66 1,58 
0,26 0,10 

4,51 1,12 
4,51 1,12 
4,27 0,84 
4,14 0,86 

1,59 1,05 
1,54 1,02 
2,85 1,51 
2,96 1,47 

6,45 1,53 
4,56 1,42 
5,35 1,20 
5,35 1,20 

ATP ADP AMP IS 

Po 40 adnataoh inkubaoji 
• glukoza /20mM/ +2-dezoksyglukoza/20raM/ 

ATP ADP AMP ATP ASP AMP 

Wysiękowy 
rak Ehrlii oha 

Wątrobiak 
Morrisa 

1/ 
Prawidłowa 
wątroba 
szozura 

1-6. 

1. 
2." 
3. 
4. 

IV 
2. 
3v 
4. 

Kora mózgu 1. 
świnki 2« 
morskiej 3. 

4. 

0,95 
0,67 

0,15 
0,15 
0,33 
0,38 

0,26 
0,17 
0,36 
0,22 

0,24 
0,96 
2,65 
2,65 

5,16 
0,71 

5,78 
5,78 
5,44 
5,38 

2,90 
2,73 
4,72 
4,65 

8,22 
6,94 
9,20 
9,20 

4,66 
1,23 

5,70 
5.69 
5,39 
5,38 

2,42 
2,26 
4,36 
4,23 

5,08 
5.70 
7,32 
7,85 

0,62 
0,72 

0,64 
0,11 
0,09 
0,20 

0,23 
0,23 
0,19 
0,53 

1,84 
0,39 
2,29 
2,47 

0,38 
0,28 

0,55 
0,50 
0,32 
0,14 

0,32 
0,33 
0,23 
0,21 

0,74 
1,01 
0,6711 
0,7 3IH 

5,66 
1,28 

6,89 
6,30 
5,80 
5,72 

2,97 
2,82 
4,78 
4,97 

7,66 
7,10 
10,28 
,05 

4,36 
1,60 

5,54 
5,76 
6,05 
5,22 

2,52 
1,90 
4,30 
4,44 

5,41 
5,95 
6,92 
6,86 

0,85 
0,85 

0,60 
0,21 
0,15 
0,22 

P.23 
0,10 
0,18 
0,17 

ß,32 
0,34 
2,35 
2,38 

0,65 
0,58 

0,59 
0,46 
0,30 
0,22 

0,33 
0,31 
0,21 
0,19 

5,87 
0,86 

6,73 
6,43 
6,50 
5,66 

3,08 
2,31 
4,69 
4,80 

1,60 
0,84 

5,64 
5,67 
5,78 
5.49 

2,26 
2,36 
4.50 
4,47 

0,71 
1,04 
0,80. 
0, 

8,44 5,71 
7,33 5,80 
10,07 6,71 
,03 7,26 7910 

1,63 
0,38 

0,57 
0,28 
0,28 
0,00 

0,08 
0,18 
0,30 
0,34 

1.47 
0,75 
2,24 
2.48 

1,70 
0,62 

0,52 
0,52 
0,34 
0,22 

0,20 
0,32 
0,19 
0,34 

4,93 
0,79 

6,73 
6,47 
6,40 
5,71 

2,54 
2,86 
4,99 
5,15 

0,75 
1,27 
0,66 
0,64£ 

7,93 
7,82 
9,61 

p.0,38 

1/ J.Łazarewioz, J.Strosznajder, W.Bioz /?3 / 

2/ średnie z 6 doświadczeń - przedziały ufności /wt^/, obliozone wg Dean'a i Dixon'a /'S 5)' 

http://rcin.org.pl



- 60 -

dodanego ABP oraz AMP* Suma stężeń nukleotydów adeninowych 

ulegała przy tym nieznacznemu obniżeniu«? DG pozostawała na­

tomiast bez wpływu na stężenia nukleotydów adenino spy oh w 

ozasie oksydacyjnej fosforylacji innych badanych frakcji 

mitochondria lny oh /wątrobiak, wątroba« kora mózgu/« 

Tabela \ 3 przedstawia wyniki z przebadania «pływu DG na 
* 

zużycie tlenu przez frakcję mitoohondrialną raka wysięko­

wego Khrlicha • W tabeli tej 1 następnych opisujących 

oddychanie mltochondriów podano szybkość zużywania tlenu 

w poszczególnych stanach czynnościowych oraz współczynnik 

kontroli oddechowej BO wyliczony ze stosunku szybkości oddy­

chania w stanie 5 do szybkości w stanie 4 bez ABP. W tabe­

lach przedstawiono także iloraz fosforylacyjny ASP/O* Trak­

cje mitochondrialne raka wysiękowego Shrlicha inkubowane 

w środowisku nie zawierającym heksoz oraz w obecności glu­

kozy wykazywały prawidłową ewolucję przebiegu oddychania 

/względnie powolne oddychanie w stanie 4 bez ABP9 pobudze­

nie oddychania w stanie 3 po dodaniu ASP oraz zwolnienie 

oddychania w stanie 4 po wyczerpaniu się ADP/ V obecności 

DG nie obserwowano zwolnienia oddychania po wyczerpaniu 

się ABP /przejścia w stan 4/, natomiast utrzymywało się 

wzmożone zużycie tlenu po dodaniu ABP9 charakterystyczne 

dla stanu 3* Temu zachowaniu się oddychania badanych frak­

cji mitochondrialnych w obecności DG odpowiada opisane już 

utrzymywanie się wysokiego stężenia ABP w badanym układzie 

doświadczalnym/Sab* i /• W przypadku frakcji mitochond» 

rialnych poohodząoych z wątrobiaka i wątroby nie obserwo­

wano wpływu DG na przebieg oksydacyjnej fosforylacji /Tab. 44 

i /. Jedynie w przypadku frakcji mitochondrialnych 

http://rcin.org.pl



T a b e l a  / 3  

Wpływ 2-dezoksyglukozy na oksydacyjną fosforyleoję mitochondrlów komórek 

wysiękowego raka Ehrliche( WŹ), 

Nr# -

Dośw# 

Heksozy w 
środowisku 
inkuba cynnyra 

/20 fflii/ 

Zużycie tlenu 
/muss tony/log białka/m) my 

WspSIczymlE 
kontroli 
oddechowej 

R.C. 

Przyrost 

ATP 

/mole/ 

"Ilość 
tlenu 
zużytego 
w stanie 3 
/jigatony/ 

r» -

AIP^ 

0 

Nr# -

Dośw# 

Heksozy w 
środowisku 
inkuba cynnyra 

/20 fflii/ 
Stan 4 

/bez ABP/ 
Stan 3 

/fosforylacja/ 
ADP // 

Stan 4 
/wyczerpanie 

ADP/ 

WspSIczymlE 
kontroli 
oddechowej 

R.C. 

Przyrost 

ATP 

/mole/ 

"Ilość 
tlenu 
zużytego 
w stanie 3 
/jigatony/ 

r» -

AIP^ 

0 

1. Bez heksoz 

G 

DG 

107,0 

99,0 

113,0 

203,0 

219,0 

199,0 

125,0 

149,0 

1,90 

2,21 

1,76 

3,44 

3,85 

3,22 

3,30 

1,07 

1,17 

2. Bez heksoz 

G 

DG 

40,1 

50,0 

62,3 

157 »O 

165,0 

179t0 

81,0 

83,8 

154,5 

3,92 

3,30 

2,87 

4,95 
4,64 

3,76 

3,96 

1,32 

1,17 

Bez heksoz 

G 

DG 

154,0 

152,0 

185,0 

235*0 

220,0 

25̂ » 0 

173,0 

171,0 

1,53 

1,45 

1,37 

5,54 

5,13 

3,81 

3,57 

1,45 

1,44 

^# Bez heksoz 

G 

DG 

98,0 

99,0 

79,8 

2i0#0 

20Sf0 

200#0 

92,0 

88,0 

2,14 

2,08 

2,50 

4,10 2,56 1,60 

G - glukoza i DG - 2-dezoksy glukoza • 

http://rcin.org.pl



T a b e l a  4 4  

Wpływ 2-dezok3yglukozy na oksydacyjną fosforylaoję mitoohondriów MorrisaoZ). 

1 -
; Nr. Heksozy w 

środowisku 

T~ 
Zużycie tlenu 

/BUigatoBcr/l*g białka/min/ 

"WspóZozynnik 'Przyrost" 
kontroli AH> 

Hoić 
tlenu 
zużytego 
v staniej 
/jtgatory/ 

r„ 

Dośw, i inkuba cyjnym 
/20mM/ Stan 4 

/bez ASP/ 
Stan 3 

/fosforylacja 
Stan 4 

/wyczerpanie 
ADP/ 

-vuacüuuwcj 

P.C. 
* /umole/ 

Hoić 
tlenu 
zużytego 
v staniej 
/jtgatory/ 

/ 
' 0 

1 1. 
• 

Bez heksoz 

' Tt •' ] 

33.6 105,0 
- - L 

45,0 3,12 5,55 4,25 1,31 

i ! « 36»* 88,3 46,5 2,43 5,39 3,58 1,51 
1 I DG 35.7 95,0 45,0 2, 66 5,49 3,85 1.43 

Z.' Bez heksoz 26,4 

Ul 

77,0 37,0 r8
 

i 5» 54 3,18 1,74 
i G 

* 
39,3 95,0 40,5 2,42 

1 
5,61 3,85 1,46 

U. 
DG 25,7 101,5 45,0 3,95 

•i* rn -

1 5,52 4,12 1,34 

! 5. Bez heksoz 38,6 67,8 39,8 1,76 

J~"T~ 
5,OS 3,72 1,36. 

jm 
6 34,3 69,7 39,4 2,03 5,72 3,82 1,50 
DG 37,7 78,0 41,4 2,07 5,45 4,28 1,27 

J Bez heksoz 30,3 66,5 34,8 2,19 5,00 4,57 1,09 
G 36,4 68,0 35,6 1,87 J 4,84 4,66 1,04 

ł 

.. 

DG 32,1 66,4 34,7 2,07 i 
J» 

5,11 4,5* 1.13 i 
. 

G - glukoza} DG * 2-dezoksyglukoza. 

http://rcin.org.pl



I a b e 1 a AS 
Wpływ 2-dezoksygłukozy na oksydacyjną fosforylaoję mitoohondriów prawidłowej 

wątroby szczura (AOZ). 

i" 

Kr* . /muSBtomyyOMt białka/miru/ 

1 , — -
1 Współczynnik 
kontroli 

r~ 
Przyrost 'ilość ! 'C 

tlenu i ATP , 
Do św. inkuba cyjnym 

/20EM/ 
Stan 4 
/bez ADP/ 

Stan 3 
/fosforylaoda 

ADP/ 

Stan 4 
/wyczerpanie 

A DP/ 

oddechowej • Axr 

B.C. 

zużytego 
w stanie3 
ŷ Liga tomy/ 

-

/ 0 t 

! : 

i i. bez heksoz 26,4-
i 
89,4 41,4 

l 
3,39 2,16 1,47 1,47 

G 31*0 96,7 53.2 3 »12 2,26 1,62 1,39 
i 

!— J 
DG 24,4 74,0 44,7 

V 
3.03 2,00 1,21 1,65 

'• 2.' i bez heksoz 27,7 99,0 36,5 3»57 2,09 1,00 2,09 ! 
G 20,7 53,6 32,1 2,59 1,73 0,86 2,01 I 
DG 28,2 104,5 37,7 3.71 2,19 1,41 1,55 ; 

3.J 
> 

bez heksoz i Uf2 94,0 35.1 8,40 4,00 3.01 1,33 i 
G 14,5 86,0 39,6 5,93 3,94 3,45 1,14 

J 
DG 13,4 88,0 39.1 6,57 4,14 3,08 1,34 j 

6 - glukoza ; DG - 2-dezoksyglukoza. 

http://rcin.org.pl



• 64 • 

z kory mózgu w obecnośoi DG obserwowano tendenoję do szyb-* 

szego zażywania t^nu w stanie 4 po wyczerpaniu ADF w porów­

nania z układami kontrolnymi /Tab« 4 6 /• 

W dalszym etapie podjęto badania mające na celu pozna­

nie szczegółów działania DG na mltoohondrla nowotworu wysię­

kowego* 

tabela \ 7- 1 rycina 7* przedstawiają opływ DG na oksy­

dacyjną fosforylacji frakcji mitochondriaInej raka Ehrlioha 

w obecności glukozy, gltikozo-6-fosf oranu 1 dezoksyglukozo-

6-fosforanu« V obecności glukozy 1 G-6-P następowało znie­

sienie efektu wywołanego przez DG zarówno w odniesieniu do 

oddychania jak 1 zachowania się stężeń nukleotydów adenino-

wych«1 DG-6-P nie wywierał natomiast wpływu na wywołany 

przez DG, opisany wyżej efekt« V układzie doświadczalnym, 

w którym od początku eksperymentu frako je mltoohondrlalne 

inkubowano w obecności dezoksyglukozy 1 ADP, obserwowano 

długotrwałe utrzymywanie się przyspieszonego oddychania 

0 intensywności odpowiadającej oddychania w stanie 3 ml to« 

ohondriów kontrolnych« Dodanie G-6-P powodowało szybkie 

zahamowanie oddychania do poziomu odpowiada jąoego stanowi 

4 mltochondriów kontrolnych, czemu towarzyszyło, jak wynika 

z oznaczeń stężeń nukleotydów adeninowych, wyczerpanie się 

ABP* 

BycIna 8 przedstawia wykresy polarograficzne zużycia tle-
% 

na przez frakcję mitochondria Iną raka Ehrlicha w przebiegu 

oksydacyjnej fosforylacji w uwzględnieniem wpływu glukozy 

1 DG. Heksozy podawano do zawiesiny frakcji mitochondrial-

nych znajdujących się w stanie 4 po wyczerpaniu ABP« Jak 

wynika z wykresu po dodaniu DG dochodziło do pobudzenia 

http://rcin.org.pl



( T a b e l a  A G  

Wpływ 2-dezoksy glukozy na oksydacyjną fosforylację mitochondriów kory mózgu świnki morskiedfaoz) 

Hr. 

i DoŚw. 

•J 

r 
Heksozy w 
środowisku 
inkuba oyjnym 
/20 aiM/ 

Zużycie tlenu 
/nyigatomy/lmg białka /min/ 

Współozynnik!Przyrost'Ilość 
kontroli Ałp tlenu .«p 
oddechowej !zużytego 

_ a:, /umole/ :«r stanie 3 ^ A 
2.0. > l^ugatomy/ i 0 

Hr. 

i DoŚw. 

•J 

r 
Heksozy w 
środowisku 
inkuba oyjnym 
/20 aiM/ Stan 4 ł Stan 3 Stan 4 

/bez A DP/ /fosforylacja /wyczerpanie 
A DP/ AOP/ 

Współozynnik!Przyrost'Ilość 
kontroli Ałp tlenu .«p 
oddechowej !zużytego 

_ a:, /umole/ :«r stanie 3 ^ A 
2.0. > l^ugatomy/ i 0 

** Bez heksoz 

6 

DG 

18 fl 84,7 44,4 

12,3 87,5 | 48,5 

23#0 102,0 • 74,0 f 

4,68 

7,10 

4,43 

4,84 ; 2,84 

5,17 2,93 

4,47 3,45 

1,70 

1,76 

1,30 

2. 
1 

U ' . 

Bez heksoz 

G 

DG 

Bez heksoz 

G 

DG 

37#3 
27*2 
36,4 

83,2 57,5 

84,2 1 55,0 

91,4 76,0 

2,23 ' i 4,74 

3,10 4,99 

2,51 I 4,84 

3,52 

3,54 

3,63 

* 
1,41 « 

1,33 • 

3« 

i 

Bez heksoz 

G 

DG 

Bez heksoz 

G 

DG 

45,6 

46,5 

49,0 

103,0 

113,4 

93,5 

112,6 

77,5 
118,0 

45,6 

51,8 

69,5 

2,26 

2,44 

1.91 

4,67 

4,27 

4,06 

2,62 

2,84 

3,26 

1,78 

1,50 

1,24 

* 

L -

Bez heksoz 

G 

DG 
i. 

r*-v — 
36,1 

24,7 

39,1 

103,0 

113,4 

93,5 

112,6 

77,5 
118,0 

49,2 

39,0 

55,7 

3,12 

3,14 

3,02 

5,20 

5,21 

4,61 

2,51 

2.71 

2.72 

2,07 i 

1*9« 

i VÜ , i 

G - glukoza i DG - 2-de zoksygl uko za» 
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T a b e l a  \T-

Oksydacyjna fosforylacja i zachowanie się stężeń nukleotydów adeninowych w zawiesinie mitochondriów 
komórek wysiękowego raka Ehrlichs w-czasie oksydacyjnej fosforylacji w obecności 2-dezoksygluko zy w 

uwzględnieniem wpływu glukozy, gl uko zo-6-fosf oranu i de zoksyglukozo-6-f osf oranu. 

Nr* 
Doś 

Heksozy 
w 

środowi-
• sku inku­

ba cyjnym 

Stężenia nukleotydów adeninowych 
/iimole/2 ml środ.ink£b#/ 

Żuży 
/mjigato 

cie tlenu 
my/lmg białka/ 

min/ 

Współ­
czynnik 
kontro­
li odde-
> chowej 

R,C. 

Przy­
rost 
ATP 
/pmolę/ 

Ilość 
tlenu 
zuży­
tego w 
stanie 
, 3 
Alga tomy, 

AIP < 
' 

Nr* 
Doś 

Heksozy 
w 

środowi-
• sku inku­

ba cyjnym 
Przed iiikubac; ę Po 40 min«inkubac,ii Stan 4 Stan 3 

fosfo­
rylacja 

ASP 

Stan 4 
wyczer­
panie 

ADP 

Współ­
czynnik 
kontro­
li odde-
> chowej 

R,C. 

Przy­
rost 
ATP 
/pmolę/ 

Ilość 
tlenu 
zuży­
tego w 
stanie 
, 3 
Alga tomy, 

AIP < 
' 

Nr* 
Doś 

Heksozy 
w 

środowi-
• sku inku­

ba cyjnym ATP A DP AMP ATP AEP AMP "bez 
A DP 

Stan 3 
fosfo­
rylacja 

ASP 

Stan 4 
wyczer­
panie 

ADP 

Współ­
czynnik 
kontro­
li odde-
> chowej 

R,C. 

Przy­
rost 
ATP 
/pmolę/ 

Ilość 
tlenu 
zuży­
tego w 
stanie 
, 3 
Alga tomy, 

AIP < 
' 

1. Bez heksos 
DG 
DG+G 
DG+G-6-P 

DG+DG—6—P 
DG/Ü6+G-6-# 

0*2? 

f 

2,20 0,77 3,32 2.85 
1,46 

2,83 
2.86 
1,44 
2,80 

0,19 
1,47 
0,20 
0,17 
1,53 
0,22 

0,40 
0,59 
0,46 
0,39 
0,47 
0,41 

3,44 
3,52 

3,49 
3.42 
3,44 
3.43 

99,2 
79,2 
87.2 
95.3 
84.4 

217.4 
220.5 
208,2 
216,0 
228,2 
310,0 

82,8 

87,2 
90,6 

80,0 

2,19 
2,78 

2,39 
2,27 
2,70 

2.58 

2,56 
2.59 

1,47 

1,61 
1,59 

1,76 

1,59 
1,63 

2. Bez heksoz 
DG 
DG+G 

DG+DG-6-P 
DG/DG+G-6-P 

0,12 2,36 0,79 3,27 2,71 
1,70 
2,88 
2,98 
2,00 
2,88 

0,22 
1,00 
0,15 
0,01 
0,92 
0,09 

0,13 
0,28 
0,19 
0,12 
0,25 
0,14 

3,06 
2,98 
3,22 
3,11 
3,17 
3,11 

45,6 
60,0 
46,8 
54,2 
51,2 

150,4 
158,6 
151,6 
141,8 
142,2 
156,8 

65f2 

71,2 
62,2 

55,6 

3,30 
2,64 
3,11 
2,62 
2,78 

2,59 
-

2,76 
2,86 

1,62 

1,64 
1,52 

1,60 

1V68 
1+S8 

G - glukoza - 10 oM 
DG - 2-de zoksygluko za - 20 wM, 

G-6-P - glukozo-6-fosforan - 0f5afli 
DG—6—P - 2-de zoksy gl uko zo -6-fosföran - 0,5oM i 

.*&*• ^ g 
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Rye. 7 WPŁYW DEZOKSYGLUKOZY (20mM) 
NA OKSYDACYJNĄ FOSFORYLACJA MITOCHONDRIÓW 

KOMÓREK RAKA WYSIĘKOWEGO EHRLICH A 
W OBECNOŚCI GLUKOZY (10 mM), 

G - 6 - P  ( 0 , 5 m M )  i  D G - 6 - P  ( 0 , 5 m M )  

3 -

O 
•— 

.5 •Q 
CJł 
£ 

o 2 

c: 
CL) 

<D 
O 

3 1 

'N 

10 20 30 

Czas inkubacji (min) 

D O + D 0 - 6 - P  

G - 6 - P  

D G + G - 6 - P  

Kontrola 

DG + 0 

http://rcin.org.pl



Rye. 8 WPtYW GLUKOZY i DEZOKSYGLUKOZY NA PRZEBIEG 
OKSYDACYJNEJ FOSFORYLACJI MITOCHONDRIÓW 

K O M Ó R E K  R A K A  W Y S I Ę K O W E G O  E H R L I C H  A  [ 1 0 2 ]  

Mitochondria 
ADP Mitochoi dria 

A D P  

0,03 
0,11 

ATP/O '••1,63 

Glukoza 
100 pg At O2 

0.06 

A - Układ kontrolny bez heksoz 
B - Glukoza dodana w słanie U 

Mitochondria 
I ADP 

R. 0.-3,7 

'oksyglukoza 
100 pg AiOf/ll 

0,06 

60sek. 

0,09 

C - Dezoksyglukoza dodana w stanie 4 

Zużycie tlenu — jjgatomy 02/mg białka/min. 

Stężenia: Frakcje mitochondriale A-1, 50; B-1,50; C-1,08 mg białka, 
bursztynian - 5 mM, heksozy - 1 mM, Pi - 1 mM /  ADP - 180pM 

http://rcin.org.pl



oddychania do poziocu, jaki obserwowano w stanie 3* po­

budzenie oddychania trwało aż do pełnego zużycia tägkiu ze 

środowiska inkuba cyjnego. Po dodaniu glukozy dochodziło do 

przyspieszenia oddychania* szybko jednak następował powrót 

do powolnego oddychania jak w stanie 4* 

Tabela 48 i ryoina 3 przedstawiają wyniki badania wpły­

wu frakcji jądrowej, mikrosomalnej i oytoplazaatycznej raka 

wysiękowego Khrlicha na oksydacyjną fosforylację frakcji 

mitochondrialsj raka Ehrlicha w obecności DG. Hie wykazano 

wpływu wymienionych frakcji ani na charakter krzywych oddy­

chania. ani też na zachowanie się stężeń nukleotydów adeni-

nowych w zawiesinie badanych mitochnnririów. 

3.2.2.* Glikoliza* 

W tabeli ii przedstawiono wyniki badania wpływu dezo-

ksyglukozy na zachowanie się stężeń nukleotydów adeninowyoh 

w czasie glikolizy hoaogenatów raka wysiękowego Ehrlioha 

inkubowanych w warunkach tlenowych i beztlenowych w obecno­

ści różnych h&tesoz. W badanych homogenataoh utrzymywało się 

wysokie stężenie A£P w czasie inkubacji w warunkach tleno­

wych zarówno w środowisku nie zawiera jąoya heksoz jak i w 

obecności glukozy, fruktozy, oannozy i galaktozy.! Wszystkie 

te oukzy, oprócz ©alakfcozy, były substrata mi ciągu glikoli-

tycznego i ulegały przemianie z wytworzeniem kwasu mlekowega 

W obecności DG w warunkach tlenowych obserwowano wydatne 

obniżenie stężenia ATP i sumy stężeń nukleotydów adeninowyoh 

w homo gens ta oh inkubowanych bez innych heksoz* De zoksygluko— 

za w obecności glukozy, fruktozy i mannozy w nieznacznym 
http://rcin.org.pl



T a b e 1 a /£ 

Oksy da oy jna fosforylacja 1 zachowanie się stężeń nukleotydów adenino wy oh w zawiesinie mitochondriów 
komórek wysiękowego raka Ehrl i cha w obecności 2—dezoksyglukozy z uwzględnieniem wpływu różnych. 

frakcji suhkomórkowyoh. 

Nr.~| 
Do äw. 

!• 

Stężenie 
2-dezoksy-
Slukozy 

/mM/ 

2. 

O 
10 
10 
10 
10 
10 

o 
10 
10 
10 
10 
10 

Badane 
frakcje 
subko-
mórfcowe 

Stężenia nukleoty&ów adeninowyoh 
/jLimole/2 snl śród# inkuba oy.inego/ 

Przed inkubacna 

ATP 

0*60 

M+Mo 
M+0 
tt+J+Mo+G 

1 
JM 
M+Mo 
M+C 
U+J+Mo+0 

0,54 

A DP 

1»95 

AMP 

0.55 3»10 

Po 40 min inkubacji 

ATP 

1,85 0,52 2,91 

i 

2,58 
1,36 
1,33 
0,98 
1,45 
1,04 

2,57 
1,80 
1,74 
1,15 
1,74 
1,03 

ADP AMP 

0,18 
0,88 
0,96 
1,05 
0,80 
1|05 

0,22 
0,39 
0,42 
0,50 
0,41 
0,53 

0,43 
0,56 
0,65 
0,88 
0,53 
0,80 

0,41 
0,79 
0,83 
1,04 
0,77 
1,24 

3,19 
2,80 
2,94 
2,91 
2,78 
2,89 

Zużycie tlenu 
/ttjigatcoy/ag białka 
mitoohondrialnego/aiin/ 
Stan 4 1 StanJ 
/bezADP//fos£o-

rylac ja 
W 

"Stan̂ F" 
/wyczerp 
panie 
-±2E£ 

Wsp5FT 
czynnik 
kont roi 
odclecho< 
We j 

R.ü. 

i 

2, jo 
2, 99 
2,69 
2,92 
2,80 

49,4 
53,4 
68,0 
53,4 
62,7 
89,3 

69,3 
69.3 
70,2 
66,7 
74,6 
89.4 

172,0 60,0 
169,0 
178,0 
167,0 
168,0 
185,0 i 

170,0 
212,2 
215,0 
210,5 
205,5 
193,0 

72,0 

3,48 
3,16 
2,62 
3,13 
2,68 
2,07 

2,45 
3,06 
3,06 
3,16 
2,?5 
2,16 

Nazwa frakc.lii 

M — Dltoobondrialna 

J - jądrom 

Mo - mikrosomaIna 

0 - oytopla zmatyo zna 

Ilo6ćba danej frafcc.1l /mg białka/2 ml środowiska inkubaoyjnego/ 
ijjgśw.l Dofe.li " 

2,25 
0,93 
3,91 
2,07 

1,75 
1,00 
2,33 
1,20 

SJ o 
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- 71 -

Rye. 9 PRZEBIEG OKSYDACYJNEJ FOSFORYLACJI 
UKŁADÓW ZAWIERAJĄCYCH RÓŻNE FRAKCJE 

SUBKOMÓRKOWE RAKA WYSIĘKOWEGO EHRLICHA 
W OBECNOŚCI DEZOKSYGLUKOZY (10mM) 

1,0-

M — mitochondria 
J ~~ jądra komórkowe 
Mc ~~ mikrosomy 
C — cytoplazma 

A D P  
( 0,93 mri) 

M+J+Mc+C+DG 

M+J+DG 

M+Mc+DG 

M+C+D6 

M+DG 

10 O 15 20 25 30 

Czas inkubacj i  (min)  

35 UO 

http://rcin.org.pl



72 -

tylko stopniu hamowała glikolizę i wywierała mały vspływ na 

zachowanie się stężeń nukleotydów adeninowycłu W obecnośoi 

galaktozy de zoksy glukoza wywoływała wyraźne obniżenie stę­

żenia ATP i sumy stężeń nukleotydów adeninowych. 

Podczas inkubacji homogenatów w warunkach beztlenowych w 

układzie nie zawierającym heksozt oraz w obecności galakto-

zy# utrzymywały się niskie stężenia ATP przy podwyższonych 

stężeniach AMP. W przebiegu glikolizy homogenatu kosztem 

glukozy, fruktozy i niannozy w warunkach beztlenowych, obser­

wowano niższe stężenia ATP niż w warunkach tlenowych. Dezo-

ksyglukoza dodana bez innych heksoz lub wraz z ga laktozą 

powodowała dalsze obniżenie stężenia ATP przy nieznacznym 

tylko obniżeniu sumy stężeń wszystkioh nukleotydów adenino­

wych. Dezoksyglukoza wywierała w waruntech beztlenowych mały 

wpływ na zachowanie się stężeń ATP i produkcję kwasu mleko­

wego kosztem glukozy i mannozy» hamowała natomiast intensyw­

nie fruktolizę i wydatnie obniżała stężenia ATP w obecności 

fruktozy. 

Dalsze badania nad wpływem DG na glikolizę i zachowa­

nie się stężeń nukleotydów adeninowych prowadzono na ukła­

dach cytop la zma tycznych raka wysiękowego Ehr licha /lab. 19 /, 

i kory mózgu świnki morskiej /Tab. 10 /.W obu przypaäkaoh 

DG nie miała wpływu na zachowanie się stężeń nukleotydów 

adeninowych i produkcję kwasu mlekowego kosztem glukozy, 

obniżała natomiast stężenie ATP i intensywnie hamowała pro­

dukcję kwasu mlekowego kosztem fruktozy* 

http://rcin.org.pl



T 8 b e 1 a 13 

Wpływ 2-dezoksy glukozy na zaohowanie się stężeń nukleotydów adeninowyoh oraz glikolizę 
Ł fruktolizę układów cyt opla zma tyc znyoh. komórek wysiękowego raka Ehrlioha /warunki tlenowe/« 

Nr* 

Do św. 

L W -

Heksozy obeona 
w środowisku 
inkuba oyjnym 

/10BÄ/ 

Stężenie nukleotydów adeninowyoh /Umole/2ml środ# inkub/ Produkcja 
kwasu 
mlekowego 
/pmole/lmg 
białka/godz/ 

Nr* 

Do św. 

L W -

Heksozy obeona 
w środowisku 
inkuba oyjnym 

/10BÄ/ 

Przed inkuba oda Po 1 soda. inkuba c.1i 

Produkcja 
kwasu 
mlekowego 
/pmole/lmg 
białka/godz/ 

Nr* 

Do św. 

L W -

Heksozy obeona 
w środowisku 
inkuba oyjnym 

/10BÄ/ ATP A DP AMP Z ATP ADP AMP T 

Produkcja 
kwasu 
mlekowego 
/pmole/lmg 
białka/godz/ 

G 1,10 
' 

0,40 0,10 1,60 1,12 0,50 0,10 1,72 0,57 
I G ł DG 1,16 0,68 0,12 1,96 0,62 

P . 1*37 0,50 0,12 1,99 0,63 
P «• DG 0,32 0,70 0,22 1,24 0,17 

• _ 
^ * 2• G 1,11 0,22 0,26 1#59 1#37 0,24 0,21 1,82 0,59 

G 4* DG 1,22 0,36 0,21 1»79 0,59 
P 1#59 0,20 0,21 2,00 0,71 
P ł DG 0,14 0,45 1,50 2,09 0,07 

3> G 1.31 0,21 0,30 1,82 1.45 0,19 0,28 It 92 0,52 
G + DG 

. 

1#34 0,22 0,27 1»83 0,57 
P 1,49 0,27 0,29 2,05 0,57 
P * DG 0,15 0,50 1,08 lf?3 0,06 

—j , i J i 

G - glukoza; P - fruktoza; DG - 2-dezoksy gl uko za • 

http://rcin.org.pl



T a b e l a  ZO 

Wpływ 2-dezoksy glukozy na zachowanie stę stężeń nukleotydów adeninowych oraz glikolizę 

i fruktolizę układów oytoplazmatycznyoh kory mózgu świnki morskiej /warunki tlenowe/# 

Nr« • 

Do iw« 

Heksozy obeone 
w środowisku 
inkuba cyjnym 
AOmM/ 

Stężenia nukleotydów adeninowycJb. 
/jaaole/2 ml śród.inkub«/ 

Produkcja 
kwasu mlekowego 
/umole/lmg białka/ 

godz/ 

Nr« • 

Do iw« 

Heksozy obeone 
w środowisku 
inkuba cyjnym 
AOmM/ Prz€ id inkuba o.1a Po 1 Koda.inkubaoj |i__ 

Produkcja 
kwasu mlekowego 
/umole/lmg białka/ 

godz/ 

Nr« • 

Do iw« 

Heksozy obeone 
w środowisku 
inkuba cyjnym 
AOmM/ 

ATP ADtP AMP 2 ATP l_ADP . IMP TZ 

Produkcja 
kwasu mlekowego 
/umole/lmg białka/ 

godz/ 

Ü G 1,10 0,60 0,08 1,78 1,19 0,58 0,12 1,89 1,27 

6 • DG 0,95 0,70 0,15 1,80 1,39 
I 1,13 0,80 0,15 2,13 1,34 

_ f ł BI 0,32 0,45 0,96 
' 

1,73 0,38 

2»' * i,ii 0,16 0,26 1,57 0,63 0,75 0,43 1,81 1,00 

G + DG 0,60 0,59 0,76 1,95 1,08 

F 0,59 0,53 0,79 1.91 1,13 
r 

w 
F • DG 0,06 0,30 1,23 1,61 0,36 

fi G 1,12 0,21 0,16 1,49 1,03 0,33 0,21 1,57 1,04 

i G • DG 
! 

1,14 0,29 0,20 1,63 1,06 

F 1,03 0,38 0,17 1,58 lt36 
F • DG 0,12 0,33 1,00 1,45 0,24 

L.— - i - J _ ii -,._J ! .u ... i. 
. . . . . . . . . . .  . .  

G - glukoza; ?- fruktoza; DG - 2-dezoksyglukoza• 
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« 75 ** 

3*2«5* Aktywność heksokinazy, kinazy adenylanowej i ATPqz. 

0 ! < y ,  I ' . - *  f  
'  . "  /  '  .  V  

f' 

W dalszym rozwoju pracy postanowiono przebadać aktyw­

ność niektórych enzymów mogących "brać ädział w mechanizmie 

działania de zolisy glukozy na metabolizm energetyczny komórek« 

Pciai3ry aktywności heksokinazy w homogenatach 1 frak-

ojaoh mitochondria Inych prawidłowej wątroby szczura, kosy 

mózgu świnki morskiej, wątrobiaka Morrisa i komórek raka 

wysiękowego Ehrlicha oraz w homogenacie spontanicznego raka 

sutka myszy przedstawiono w tabeli 1 i • Hoaogenaty wątro-
* « 

"by i wątrobiaka Morrisa ceohowały się nieznaczną aktywnoś­

cią heksokinazy, wyższą aktywność tego enzymu wykazano w 

homesenacie spontanicznego raka sutka myszy, natomiast naj­

wyższą aktywność stwierdzono w homogenatach komórek raka 

Ebrlicha i kory mózgu świnki morskiej. Spośród badanych 

frakcji mitochondrialnych aktywność heskokinazy wykazano 

wyłącznie na mitochondriach kory mózgu i raka Ehrlicha. 

Wartości obrazujące aktywności tego enzymu były równe w 

przepadku obu frakcji mitochondrialnych. 

Aktywność kinazy adenylanowej oznaozano tylko w homo­

genacie komórek wysiękowego raka Ehrlicha. Wykazano wysoką 

aktywność kinazy adenylanowej /Tab, /•' 
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T a b e l a  U 

Aktywność heksokinezy w homogenatach 1 w Eli t oohondriaoh 

niektórych tkanek prawidłowych i nowotworów doświadczalnyołu 

fiateriał 
I 

Nr# 

>ośw. 
J 

i. 
2. 

3. 
4. 

Aktyn mość heksokinazY 
fiateriał 

I 

Nr# 

>ośw. 
J 

i. 
2. 

3. 
4. 

Eomoft-er lat Mi to ohondria fiateriał 
I 

Nr# 

>ośw. 
J 

i. 
2. 

3. 
4. 

yumole GrSP/min 
na 1 g w.m. 

mjłmola G6P/mla 
na lmg 'białka 

^umole G6P/min 
na 1 mg białka 

pa widłowa 
Itroba 
SCZUTŁ 

Nr# 

>ośw. 
J 

i. 
2. 

3. 
4. 

1.09 

1,13 

1,18 

1.10 

5,52 

5,72 

5,6ö 

5,84 

0,00 

0,00 

0,00 

0,00 

ara mózgu 
»inki 
orskiej 

1. 

2. 

3.' 

11,45 

11,80 

11,50 
" 

1X6 

130 

118 

0,49 
0,48 

0,48 

Dmórki 
jrsiękow^o 
ika 
Irlichs 

1. 
2. 

'* 

14,88 

14,63 

13,73 

102 

112 

104 

0,49 j 

0 ,48 

0,48 

Itrobiak 
arrisa 

1. 
2. 

3. 
4# 

0,28 

0,26 

0,21 

0,25 

2,42 

2,33 
1.69 

1.70 

0,00 

0,00 
0,00 

0,00 
- - — 

sntanicznj 
t sutka 
3zy 

\ %  
3. 
4. 

5. 

5.36 

4.37 
4,12 

3,82 

4.68 
_ nJ 

28,1 

28,3 

21,3 

26,6 

28,1 

. 

\ 

-6-P - gl uko zo-6-fo sf o ran. 
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T a b e l a  S . 5 L  

Aktywność kinazy s&esylanowej w homogensoie komórek raka 

wysiękowego Sbrlioha, 

r L
,
 : 
£
 

i i 

Aktywność kinazy a dany linowej 
Dośisr« usaole powat.AlP/tain m>tmola ao.r3t-.A5CP/tain 

na 1 g «.o. nu 1 ag Ma łka 

1. 6,05 76 

Z. 5,97 59 

3. 4,74 51 

W tabeli 1 3 przedstawiono wyniki pomiarów aktywności 

ATPaz we frakcja oh mitochondriainych komórek raka wysięko­

wego Ehrliche i prawidłowej wątroby szczura z uwzględni es 

niem wpływu jonów Mg*+
f &HP i dezoksyglukozy. W mitochon-

*ß 

driach raka Ehrliche stwierdzono wysoką aktywność wolnej 

A!EPazy i latentnej AT&azy zależnej od Mg**« Aktywność 

AOJPazy uzależnionej od Mi' była nieznaczna. W obeoności DG 

w badanych frakcjach aifcochonarialnych obserwowano niższe 

uwalnianie fosforanu nieorganicznego z A'iiP w porównaniu 

z grupą kontrolną bez iX*. Aktywność wolnej AUPazy we frak­

cji mitochondrifiLaej wątroby szczura była znaoznie niższa 

w stosunku do aktywności enzymu we frakcji mitoohondrialnej 

raka Ehr li cha. W wypadku wątroby stwierdzono nieznaczną 

talko aktywność latentnej A'ÜPazy pobudzanej przez Mg**f 

a wysoką aktywność A'-ßPazy uzależnionej oü D1&. Dezoksy -

glukoza nie miała «pływu na aktywność A£Paz aiitochondriów 
mß 

wątroby* 

http://rcin.org.pl
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$ a b e 1 a 2.3 

Aktywność A(EPaz w mitochondria ch komórek raka wysiękowego 

Ehrlicha i prawidłowej wątroby szoaura. 

Obecność dodatkowych Aktywność ATPaz 

substancji w środowisku ^mole uwaln»!?^/! mg białka/rain 

inkuba cyjny© 

mb** DHP DG • 

/7»5 bM/ /10"4*/ /20 fflM/ 
Bak Ehrliche Wątroba szczura 

«*» - - 0,56 * 0,11 0,17 * 0,09 

• «• - 1,36 * 0,76 0,71 * 0,36 

4M» • - 0,69 4 0,27 3,69 i 0,95 

• • - 1,66 i 1,37 3,74 i 1,28 

- • 0,59 * 0,43 0,31 i 0,13 

+ - • 1,00 ± 0,42 0,74 ± 0,55 

• • 0,71 * 0,14 3,55 * 1,12 

• + • 1,17 i 0,59 3,52 i 1,17 

1 -
Wartości podane w tabeli przedstawiają średnie 4 przedziały 

ufności /wty/ obliczone wg skróoonej metody Deana i Dixona 

/ 3 o /. w przypadku mitochondriór raka Ihrlicha średnie 

wyliczano z 4 dośw. a raitochondriów wątroby szczura z 5 dośw. 

D€r - 2-de zoksygl uko za 

BHP - 2,4-Klwunitrofenol» 

http://rcin.org.pl
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3.3. Działania dezofcayglukogy w 

ś w i e t l e  w s p ó ł z a l e ż n o ś c i  n  u  U  e  o *  

t  y  d  y  a d c n & a o w e  -  o d f r y g h a n l .  w  k  < » -

S - 6 . r  Ł a o h  r a k a  g y s l t f c o w e g o  B h r l l o h a  

W poprzedni oh rozdziała oh przedstawiono wyniki badań 

dotyczących działania dezoksyglukozy na metabolizm enege ty­

czny badanych komórek oraz Informacje pozwalające odnosić 

pewne elementy działania DG na komórki do aktywności bio­

chemicznej odpowiednich struktur subkomórkowych. Brakowało 

natomiast opisu dynamiki rozwoju zmian metabolizmu pod 

wpływem DG, których bliższe poznanie, a zwłaszcza kolejno­

ści występowania poszczególnych elementów efektu, może być 

szczególnie pomocne przy ustalaniu mechanizmu działania DG 

na komórki. W części preoy poświęconej tym zagadnieniom 

obiektem badań były wyłącznie nietknięte komórki raka wy 

siękowego Ehrlicha# 

3*3«1* ATP/ADP/AMP na tle sprzężenia glikoza m oddychanie«1 

{Dabela 44 i rycina 4 0 przedstawiają wyniki badania 

zachowania się stężeń nukleotydów adeninowyoh, oddychania 

i glikolizy komorek raka wysiękowego Ehrliche w pierwszych 

minutaoh po dodaniu glukozy do zawiesiny badanych komórek 

inkubowanych w warunkach tlenowych. W czasie 1 min« Inkuba«» 

oji początkowej w warunkach oddychania kosztem substratów 
\ 

endogennych w badanych komórkach utrzymywało się wysokie 

stężenie AW* W następstwie d>daala glukozy, po krótkim http://rcin.org.pl



T a b e l a  2.4 

Aktywność glikoli tyo zna w warunkach tlenowych oraz zachowanie się stężeń nukleotydów 

adeninowyoh w komórkach wysiękowego raka Ehrlioha /glukoza 5 mMA 

Czas 
inkubacji Hr. , 

mmmpw mpmmmm 

Zużycie glukozy Produkcja kwasu 
mlekowego 

Stężenie nukleotydów adeninowyoh 
/umola/lR w.m./ 

/min/ Do Św. /ufflole/lg w. su/ 
11 11 1 - IJ 1 J 

AunoleAg w.m./ AIP ABP AMP £ 

0 

v ai9 mi n 

i. , 
0,58 1,04 1,75 3,17 

2. 
W 

1,32 0,65 0,96 2.93 

1. 1« 0,86 0,62 1.15 2.63 

„ —- r 
2. 

-
1,07 0,69 1,04 2,80 

1,5 !• 2,4 3.6 1,27 1,16 1,30 3,73 
2m 2,2 2,7 0,94 0,77 0,87 2,58 

2 U 5*6 5,8 
— . 

1,18 0,85 1,38 3,4-1 
J 

2. 6,4 5,3 1,22 1.17 0,84 3,23 

JŚ li 6,4 8,0 1.19 0,95 1,15 3,29 
6.9 6.7 1.55 0,86 1,00 3,41 

4 1» 6,4 9,0 
2. 7,8 9,0 

5»* 1. 7,8 11,5 1,70 0,59 1,08 3,37 
2« 8,6 11.5 1,18 

1 
0,89 

— J 
1.17 3,24 

http://rcin.org.pl
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Rye. 10 ZUŻYCIE TLENU, PRZEBIEG GLIKOLIZY 
DACHOWANIE SIE; STĘŻEŃ NUKLEOTYDÓW ADENINOWYCH 

W KOMÓRKACH WYSIĘKOWEGO RAKA EHRLICHA 

Z u ż y c i e  t l e n u  

( p m o l e / g  w.m . / m i n )  

G l u k o z a  ( 5 m M )  

100 pg At O2 

OL. 
£ 

31> 
cC 
O 6 

i 
cC 

«3! 2-
E 

c — g <D I N) 
1\ 1\ to O 

o  

glukoza  (5mM) 

i 
9 KM 

1 2 3 U 
Czas inkubacji (min) 

ATP 
s AMP 
°ADP 

O CT) Q> 
£ O 
<u 

10 5 
O 
* 

-5 

0  

.ö £ 
O * 
* —« o> 

•o "i 
e o 
ex S 

is Nj 
O 

.OJ 
O 

^5 
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wstępnym okresie nieznacznego pobudzenia oddychania» obser­

wowano hamowanie zużycia tlenu /efekt Crab tree /Ryc# 4 0 /• 

Buźycle glukozy i produkcja kwasu mlekowego, intensywne w 

pierwszej minucie po dodaniu glukozy» osiągały następnie 

stan równowagi na nieco niższym poziomie* W omawianych 

doświadczeniach, w których próbki do oznaczeń pobierano w 

odstępach oo 1/2 - 1 min* nie stwierdzono istotnych zmian 

w zachowaniu się stężeń nukleotydów adeninowych po dodaniu 

glukozy* 

3.3.2. Zależności poniator zużywaniem dezctoralukozy a za­

chowaniem alf stężeń ATP, ABP, AMP 1 odĄyobaniem. 

Dane przedstawiona w Tab. 15" i aa Jfcro.f/i/£flotyozą za-

chowania się stężeń nukleotydów adeninowych i oddychania 

w pierwszych minutach po dodaniu DG w powiązaniu ze zuży­

waniem dezoksyglukozy przez badane komórki inkubowane w wa­

runkach tlenowych. Po 1 min. inkubacji w warunkach oddycha* 

nla kosztem substratów endogennych dodawano DG w stężeniu 

5 mil» V ciągu pierwszych JO sek« obserwowano bardzo szybkie 

zużywanie DG, które ulegało zahamowaniu w ciągu następnych 

2 min* Szybkość zużywania DG osiągała następnie stan równo­

wagi na bardzo niskim poziomie Atyo«41 A Już w ciągu 30 

sek. po dodaniu DG w okresie szybkiego jej zużywania docho­

dziło do obniżenia się stężenia ATP w komórkach« Po następ­

nych 30 sek« stężenie ASP osiągało b«niski poziom, na którym 

utrzymywało się dalej niezmiennie«! Temu obniżeniu stężenia 

ATP towarzyszył przejściowy wzrost ABP, który utrzymywał 

się ok«2 min«, a także utrzymujący się nieco dłużej przyrost 

http://rcin.org.pl



Tabela 25" 

Zachowanie się stężeń nukleotydów a deni nowych w komórkach wysiękowego raka Ehrl i cha 

w obecności 2-dezoksyglukozy 5 mM /warunki tlenowe/«1 

1~ "• 
Czas Nr.» 

inkubaoji n . 
/min/ 

Stężenia nukleotydów adeninowyoh 
/paoleAg w.tu/ 

Zużycie 

2-dezoksyglukozy 

/jüwole/lg w.m./ 

1~ "• 
Czas Nr.» 

inkubaoji n . 
/min/ AIP ABP AMP S 

Zużycie 

2-dezoksyglukozy 

/jüwole/lg w.m./ 

0 li? 1*4? 1,11 1,14 3,72 

2. 2,07 1,00 0,74 3,81 

1 1# 1#27 0,86 1.54 3,67 
2j 2,16 1,04 0,85 4,05 

1,5 1* 0,52 2,05 1,75 4,32 11,5 

2# 0,64 . 2,10 1»13 3,87 10,4 

2 li 0,05 1,80 2,37 4,22 15f4 
2« 0,38 1,70 1,59 3,67 12,0 

3 lv 0,21 1,26 2,16 3,63 18,2 

2. 0,21 1,04 1.34 2,59 12,8 

* 
4 lv 0,16 0,88 1,95 2*99 20,0 

2.< 0,27 0,91 0,82 2,00 15,2 

5 1. 0,11 0,89 1,77 2,77 20,8 

0,20 0,94 , 0,97 2,11 15,2 
r r . ,  

0,94 , 

http://rcin.org.pl
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Rye. 11 WPŁYW DEZOKSYGLUKOZY NA ZUŻYCIE TLENU 
I  Z A C H O W A N I E  S I Ę  S T Ę Ż E Ń  A T P ,  A  D P  i  A M P  
IV KOMÓRKACH WYSIĘKOWEGO RAKA EHRLICHA 

D G  ( S m M )  

Zużycie t lenu 

(ymole /g w.  m./min)  

100pg Al 02 

dezoksyglukoza (5 mM) 

ł  

o  A T P  

12  3Ą 

Czas inkubacji (min) 

http://rcin.org.pl
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Rye. 12 ZUŻYCIE DEZOKSYGLUKOZY PRZEZ KOMÓRKI 
WYSIĘKOWEGO RAKA EHRLICH A 

(POCZĄTKOWE STĘŻENIE 06-5 mM; WARUNKI TLENOWE) 

"Nj 

Czas inkubacji (min) 

http://rcin.org.pl
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AMP. Suma stężeń nukleotydów adenino wy ch ale gała szybkiemu 

obniżeniu* Po pierwszych 4 min* doświadczenia stężenia nuk­

leotydów adenino wyoh w badanych komórka oh osiągały poziom, 

który utrzymywał się dalej w niezmienionym stanie«4 Bardzo 

wyraźnie rysowała się zależność pomiędzy szybkością zużywa­

nia DO a zachowaniem się stężeń nukleotydów adeninowych, a 

zwłaszcza ATP i AD? w komórkach. 

Równolegle przeprowadzone oznaczenia szybkości zużycia tle­

nu przy pomocy elektrody Clarka wykazały dwufazowy oharak-
Do dodaniu DG. Po trwającym ok, 30 sek. przyśpieszeniu oddychania 
ter krzywej oddychaniaV7oEre"s ten odpowiada szybkiemu zu­

żywaniu DG i wysokiemu stężeniu ADP wewnątrz komórek/, 

dochodziło do zwolnienia szybkości zużycia tlenu» To hamo­

wanie oddychania rozwijało się w momencie wyczerpania ASP 

przy utrzymaniu się wysokiego stężenia ADP /Hyo. W /• 

J.J.J. Ocena zależności nukleotardy a danino we - oddychanie 

z uwzględnieniem WPŁTWU DKP i .lodoootanu. 

Dla dokładniejszego zbadania związków pomiędzy zacho­

waniem się stężeń ASP a szybkością zużywania heksoz przez 

komórki raka wysiękowego Ehrlioba, a także dla poznania 

upływu DG na oddychanie komórek w obecności rozprzęgacza 

oksydacyjnej fosforylacji, przeprowadzone odpowiednie bada­

nia z zastosowaniem 2,4-dwunitrofenolu /DUPA 

Jak wynika z tabeli U i fiyo. Ą 3 komórki reka Ehrliche 

inkubowane bez heksoz w warunkach tlenowych w obecności DKP 

zawierały znikome tylko stężenie A2P. Szybkość zużywania DG 

przez badane komórki utrzymywała się na bardzo niskim po­

ziomie, a stężenie ASP po inkubacji ulegało dalszemu obni­

żeniu. V tych samych warunkach zużywanie glukozy, początkowo http://rcin.org.pl



T a b e l a  £ 6  
Aktywność glikolityczna i zużycie 2-dezoksygluko zy przez koaórki wysiękowego raka 

Ehrlicha w obecności 2,4-dwunitrofenolu 10*^1 /warunki tlenowe, glukoza 5mM, 

de zoksygl ukoza 5 nKA 

Czas 
inkubacji 

/kin/ 

Br.L 

Dośw. 

Zużycie 
2-desoksyglukozy 
/jwole/lg w.m./ 

• •• -

Zużycie glukozy 
/umole/lg w.»./ 

Produkcja kwasu 
mlekowego 

/umole/lg w.B#/ 

Stężenie ATP ; 
/umoleAg w. nu/ 

Czas 
inkubacji 

/kin/ 

Br.L 

Dośw. 

Zużycie 
2-desoksyglukozy 
/jwole/lg w.m./ 

• •• -

Zużycie glukozy 
/umole/lg w.»./ 

Produkcja kwasu 
mlekowego 

/umole/lg w.B#/ 
w obeoaoAoi 
glukozy 

w obecności 
2-dezoksy-
glukozy 

1 1^ 1.9 2.4 13.5 0,33 

— 

0,19 
2« 0,7 3,4 17.6 0,15 0,12 

2 1* 1.9 12,0 20,9 
2« 3,6 

-

7,2 25.0 

3 1« 3.1 19,9 28,9 
2. 3.6 9,8 31,2 

4 1. 3.1 28,1 34,1 
2« 6.2 21,8 36,6 

5 1« 4.6 j 42,0 36,8 2,35 0,11 

L 2« 7.7 
- u 

35,8 43,4 2,51 
- mmj 

0,07 
1 

http://rcin.org.pl
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?yc. 13 ZALEŻNOŚCI POMIĘDZY ZUŻYCIEM GLUKOZY*) 
1EZ0KSYGLUK0ZY**), PRODUKCJĄ KWASU MLEKOWEGO 

A ZACHOWANIEM SIĘ STĘŻEŃ ATP W KOMÓRKACH 
R A K A  E H R L I C H  A  W  O B E C N O Ś C I  D N P ( I O ^ M )  

ATP 
2^3p  mole/g  w .m 

DG 
A T P  

0.09  p  mole/g  w.m.  

A T P  
0 ,20p  mole/g  w.m 

2 3 
Czas inkubacji ( min) 

* * )  p o c z ą t k o w e  s t ę ż e n i a  -  5  m M  

http://rcin.org.pl
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wolne, ulegało następnie bardzo znacznemu przyśpieszeniu* 

Obserwowano także wysoką produkcję kwasu mlekowego* Po 5 

min* inkubacji komórek w obecności glukozy i £20? dochodziło 

do ustalenia wysokiego stężenia A'E&. 

Ryoina iH przedstawia polarograficzne wykresy oddychania 

komórek raka wysiękowego Ehrlicha poddanyoh działaniu DUP 

w obecności glukozy 1 DG* Łatwo zauważyó, że rozprzężeniu 

oksydacyjnej fosforylaoji przez BHP towarzyszyło przyśpie­

szenie oddychania endogennego. Po dodaniu DO obserwowano 

nieznaczne zwolnienie szybkości zużywania tlenu, natomiast 

po dodaniu glukozy następowało dalsze przyśpieszenie oddy­

chania* 

Wyrażane przez licznyoh badaczy przypuszczenia, że 

mechanizm działania DG na oddychanie komórek raka Ehrlioha 

jest zbieżny z działaniem glukozy w obecności jodooctanu, 

uzasadniają oelowośó badania wpływu glukozy i jodooctanu 

na metabolizm tlenowy badanych komórek* Jak wynika z tabeli 

i ryciny 45" jodoootan nie «pływał na oddychanie 

endogenne ani na zachowanie się stężeń nukleotydów adenino-

wych w komórkach raka Ehrlioha* Natomiast po dodaniu glu­

kozy dochodziło do rozwoju zmian w stężenia oh nukleotydów 

adeninowych i oddychaniu ściśle odpowiadającym pod względem 

ilościowym i jakościowym zmianom wywołanym przez DG /ąye*4/ /* 

Produkcja kwesu mlekowego byJta w obecności jodooctanu całko­

wicie zahamowana* 

3.3.4. Zagadnienie optyaalayoh st»żeń BS w zależno 60 laah. 

nukleotydy adenino we - oddychanie* 

. „ i 

Obserwacje dotyczące powiązań pomiędzy zużywaniem DG, 

wyczerpywaniem się ATP w komórkach i hamowaniem oddychania 
http://rcin.org.pl
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Rye. H WPŁYW DNP (lO^M) NA ODDYCHANIE 
KOMÓREK WYSIĘKOWEGO RAKA EHRUCHA 

W OBECNOŚCI GLUKOZY (5mM) i DEZOKSYGLUKOZY (5mM) 

"użycie tlenu 
(pniole/g w,m./olnv! 

G l u k o z a  +  D N P  
D G  Glukoza 

2,01 
2,09 

1,UG 

1 min 

1,96 
0,65 

http://rcin.org.pl
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Rye. 15 ODDYCHANIE, ZUŻYCIE GLUKOZY ORAZ 
UCHOWANIE SIĘ STĘŻEŃ NUKLEOTYDÓW ADENINOWYCH 

W KOMORKACH WYSIĘKOWEGO RAKA EHRUCHA 
W OBECNOŚCI JODOOCTANU (10~*M) 

G l u k o z a  ( 5 m M )  

1,53 

Z u ż y c i e  ł l e n u  

( p m o l e  / g  w .  m  / m i n  )  

1,96 

100pg At O-

1 m i n  i , 0A9 

glukoza (5mM) 

A A MP 

oADP 
°ATP 

Czas inkubacji (min) 
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nasunęły potrzebę przebadania wpływu różnyoh niskioh stę­

żeń DG na oddychanie badanych komórek« Miało to na celu 

stwierdzenie istnienia ewentualnych progowych lub opty-

malnych stężeń DG hamujących oddychanie« Przyjmująo zuży-

cie DG w okresie szybkiego jej fosforylowania przez badane 

komórki /ok.20 /imoli na g w. «.komórek/ za ilość, która wy­

wołuje całkowite wyczerpanie związków wysokoenergetycznych 

komórki» można przypuścić, że stężenie DG w zawiesinie 

komórek równe ok* 20 uraoli/g w.m. może być progowym, na j-
ofcnćimit 

niższym stężeniem DG wywołującym stężenia ATP, a w konse­

kwencji zahamowanie oddychania.' (Tabele % 8 i £3 oraz 

rycina przedstawiają wyniki badania wpływu szeregu niskich 

stężeń DG na oddychanie i poziom ATP, ABP i AMP. Mierzono 

także zużycie DG przez komórki. 

Przy stosowaniu zawiesiny komórek w stężeniu 4,16% w/v, 

trwałe hamowanie oddychania wywoływało podanie DG w stęże­

niu co najmniej 24 x 41,6 ;aM, co odpowiadało 24 jamolom DG 

na 1 g w.m. komórek.' Zastosowanie DG w stężeniu 32 ;imoli/ 

g w.m. powodowało pogłębiebie hamowania, a dalsze zwiększa­

nie stężenia DG nie zmieniało jej obserwowanego efektu 

/Tab.^& Kyc. 46 /• Dezoksyglukoz© w stężeniu minimum 24 — • 

fimole na g w.m. wywoływała też trwałe obniżenie stężenia 

AEP i sumy stężeć nukleotydów adeninowych komórek /Tab. / 

Charakterystyczne, że maksymalne zużycie DG przez badane 

komórki wynosiło 26-27 jamoli w ciągu 30 min. bez względu 

na wysokość zastosowanego stężenia DG. 

Wyniki badania wpływu różnych stężeń DG na oddychanie 

komórek raka Ehrlicha w zawiesinie o stężeniu 2,08$ w A/ 

/dwukrotnie niższym niż omówione poprzednio/wykazało, że 
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T a b e l a  

Oddychanie komórek wysiękowego raka Ehrlioha w obecności bardzo małych stężeń 

2-4© zoksyglukozy( \ O %), 

' IIIIIIJWW-«—UL * 

Stężenie 

komórek 

/% w/v/ 

W 

2,08 

Stężenie 
2-dezbksy-
glukozy 

0 

41,6 

2 x 41,6 

4 x 41,6 

8 x 41,6 

16 x 41,6 

24 x 41,6 

32 x 41,6 

48 x 41,6 

80 x 41,6 

1/ Zużycie tlenu/jumole/lg w.ra»/10 min/ 
re okresie inkubacji 

0 min-10 min 

9,4 - 1,2 /12/ 
§5 i loj 

9,9 ł 1,0 / 8/ 
&P2±^ 

9,7 * 0,8 / 8/ 

9,4 * 1,2 / 8/ 

10 rain-20 min 

10,0 i 1,7 / 7/ 
jlć>6 i 16} 

8,4 i 3,4 / 5/ 

9,2 i 0,5 /12/ 
|94 - 7„1 

9.6 "• 0,7 / 8/ 
jioo i 15] 

9,2 i 0,7 / 8/ 
jioo i 12] 

9,5 i 1,0 / 8/ 
§7 i ill 

9.7 i 1,2 / 7/ 
f04il5] 
9,1 i 1,3 / 5/ 

20 min-30 min 

8,0 i 0,5 /12/ 

0 

4 x 41,6 

8 x 41,6 

16 x 41,6 

24 x 41,6 

32 x 41,6 

ł 27 i 
7,1 - 4,2 / 4/ 
[72-27) 

7,8 i 2,3 / 4/ 
[75 i 111 

6,8 i 2,9 / 4/ 
j 66 i 24; 

7,3 i 3,7 / 4/ 
[71 - 24] 

- 10 

6,9 i 2,5 / 4/ 
j72 i 14] 

5,4 i 0,8 / 4/ 
§3 i 14I 

5,1 - 1,5 / 4/ 
[49 1 W] 

5,4 t 1,2 / 4/ 
I I 

[53 * 1  ̂

- 10! 
8,3 * 0,8 / 8/ 
g? i w! 

i,8 i 0,8 / 8/ 
[96 i 15] 

8,5 i 0,9 / 8/ 
§7 - 14] 

8,7 i 0,5 / 7/ 
!?*?• 

8.1 i 1,0 / 5/ 

§7 - £lj 

7.2 i 1,8 / 4/ 
[75 i 171 

5,7 * 2,0 / 4/ 
§6 i ąg 

5,1 i 1,8 / 4/ 
fe,i izl 

5,1 * 1,2 / 4/ 
150 - 12; 

2/ Zużycie 
2-dezoksy-
glukozy 
/timole/lg 
w*m/30 min/ j 

1 

2 

4 

8 

15,1 

22,7 

26,6 

I 

% 
t 

8,8 i 1,8 / 5/ 9,3 - 0,4 / 5/ 9,0 i 3,9 / 5/ 
i 
I 

[88 i 16j [97 i 32[ & » * 5 Ö j  
9,2 - 2,7 / 5/ 9,5 - 1,7 / 5/ 8,8 ± 3,4 / 5/ 

I 

[92 t 24] [99 i 38 j [^ tell i . rt « ' --'v • ' - V 

9,0 ± 3,3 / 5/ 9,3 * 1,7 / 5/ 8,4 t 3,3 / 5/ 
[93 i 18] [97  ̂11] [90 i 45j 

5,0 * 4,1 / 5/ 6,6 £ 1,5 / 5/ 6,3 * 1,9 / 5/ 
[48 t 33 [66 t 7j 

5,8 t 2,3 / 5/ 5,7 - 1,2 / 5/ 5,9 1 3,3 / 5/ 
(64 - 111 |64 i 17| [72 * 581 

4,7 i 0,3 / 5/ 5,3 t 2,1 / 5/ 6,2 i 1,7 / 5/ \ 

[52 t 13] * |59 i lii gb t 241 

Wartości przedstawią średnie £ przedziały ufności / wt^/ obliczone wg« Dean's i Dixon'a ( ̂5") I 

Liczby w nawiasach przadstawi# ją ilośe duöwiödözaü. Liczby w nawiasach kwadratowych 

przedstawiają wartości przeliczone na procenty /średni® - przedziały ufności/ przyjmując za 

100 % dla każdego doświadczenia 10 min» wstępny okres oddychania bez 2-dezoksygłukozy -

średnio 9,8 - 0,20 /94/# 
2/ Średnie z dwu doświadczeń« 
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Rye. 16 PRZEBIEG ODDYCHANIA KOMÓREK 
WYSIĘKOWEGO RAKA EH RU CH A W OBECNOŚCI 

MAŁYCH STĘŻEŃ DEZOKSYGLUKOZY 

• — • — • kont ro la  
* — • — • s t ężen ie  DO U \ i  mole/gw.m.  

® —  — ®  s t ężen ie  DO 16  j j  mo le/g  w.  m.  
A — A— A s t ężen ie  DO 2U y  mole/g  w.  m.  
• —  • — • s t ężen ie  DO 32  p  mole/gw.m.  
o— O — O s t ężen ie  DO 48 p  mole/g  w .m.  
X — X — X s t ężen ie  DO 80  ; i  mole/g  w. m.  

• 

C z a s  i n k u b a c j i  ( m i n )  
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trwałe zahamowanie oddychania występuje poczynają« od 

stężenia DG 16 x 41,6 )M9 co odpowiada 32 umolom/g w«m* 

komórek /Oteb# 18 /• 

W związku z przedstawionymi wynikami nasunęło się 

pytanie, jak dalece trwałe i nieodwracalne jest obniżenie 

stężenia ATP i zahamowanie oddychania pod upływem dezoksy-

glukozy. Postanowiono przebadać wpływ lj? min. pre inkuba o ji 

komórek raka Ehrliona w środowisku zawierającym 5 mM DG na 

oddychanie i zachowanie się stężenia A (CP w tych komóAaoh 

po odwiz^owaniu, przemyciu i przeniesieniu ich do Arodowiaka 

nie zawierającego DG /badanie kontrolne nie wykazało obec­

ności DG w zawiesinie tyoh komórek/* Stwierdzono, że komór­

ki uprzednio poddane działaniu DG wykazywały trwałe obniżę* 

nie zawartości A22P i zahamowanie oddychania w porównaniu 

z komórkami kontrolnymi preinkubowanymi bez heksoz lub 

w obecności glukozy /2Jab. 30 /, 

Przeprowadzono także badanie komórek raka wysiękowego 

Ehrlicha w mikroskopie elektronowym«"^ Szczególną uwagę zwró­

cono przy tym na strukturę mitochondriów tych komórek podda­

nych działaniu DG /5mM/ a także inkubowanych w obeonośoi glu­

kozy /5 mM/ lub DKP /lCf"\l/, Komórki inkub owa no w środowisku 

Krebsa-Ringe ra w warunkach tlenowych w temp, 3?°C przez okres 

20 min* 

Mitochondria komórek raka Ehrlioha inkubowanych w środowisku 
St 

kontrolnym /Ryc. 43/ wykazują prawidłową strukturę, regular­

ny kształt, prawidłowo zarysowane grzebienie Ł dobrze wy syconą 

^ Badanie wykonane zostało wspólnie z Doc»dr J.Borowiczem 
w Pracowni Mikroskopii Elektronowej CMDiK PAN w Warszawie» 

http://rcin.org.pl



— 98 — 
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T a b e l a  3 0  

Wpływ preinkubacji komórek wysiękowego raka Ehrlicba w obecności. 

:ozy i 2-de zoksy glukozy na oddychanie i zachowanie się stężeń AB?,; 

Zużycie tlenu z _ Stę Lenie ATP 

mit b^7aneUw /^oleAs w.m.A godz/ ̂  J ̂ 
.__°5ęęnoścy ; Eoęz§tkow2 

Pó 30 «la. 
inkubacji 

ł Bez substrati 

j G 5 oM 
DG 5 OM 

Bez substratu 

G 5 nil 

DG 5 fflM 

* Bez substratu 

G 5 oM 

DG 5 nM 

! Bez substratu 

G 5 mM 

DG 5 bM 

45,7 

45,0 

37.4 

38,2 
41.5 

32.4 

54,7 

56.5 
44,9 

45,5 
46,4 

36,9 

4/Bez substratu 46,0 

8 5 « *  4 7 , 3  

DG 5 nM 37,9 

1,74 

1,63 

0,44 

1,97 

1,93 

0,39 

2,70 

1,53 
0,41 

2,36 

1,91 

0,49 

2,19 

1,75 

0,43 

- glukoza 

• 2-dezoksyglukoza 

- średnie arytmetyczne z 4-ch doświadczeń 

1,97 

1,70 

0,84 

2,35 
1,37 

0,55 

2,29 

2,06 
0,66 

2,66 
2f12 
0,86 

2,32 

1,82 
0,73 
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substancję podstawową. Komórki inkubowane w obeonośoi gluko-

zy /Ryc* / zawierają mitochondria nieco powiększone, z 

przejaśnieniami w obrębie substancji podstawowej i poszerze­

niem grzebieni. Hitochondria komórek ihkubowanych w obecno-
_ itt. 

ści DNP /Ryc. 9^%, /, nieregularnego kształtu, zawierają balo­

nowa te rozdęcia w obrębie grzebieni. Zmiany struktury mito-

chondriów komórek inkubowanych w obecności DG /Rye. 5L 

wydają się być jeszcze bardziej nasilone. Stwierdza się zwła-
* 

szcza ich spęcznienie, nieregularny kształt i zanik grzebieni 

http://rcin.org.pl
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4 .  D Y S K U S J A  

Zadania postawione przed tą praoą obejmują badanie 

wpływu dezoksyglukozy na metabolizm energetyczny materiału 

nowotworowego i prawidłowego, z uwzględnieniem zależności 

tego wpływu na oddychanie i glikolizę od zachowania się stę­

żeń nukleotydów adeninowych. Przewidywano konfrontację rezul­

tatów badań prowadzonych na komórkach nietkniętych z wynikami 

uzyskanymi przy użyciu odpowiednich struktur subkomórkowyoh. 

Wymagało to odpowiedniego doboru materiału doświadczalnego 

i określonych metod pomiaru metabolizmu energetycznego. 

W badaniach posługiwano się materiałem nowotworowym i 

prawidłowym o różnej aktywności glikoli tycznej. Większość 

doświadczeń prowadzono na komórkach raka wysiękowego Ehrlicha« 

Jest to nowotwór doświadczalny cechujący się wysoką glikolizą 

tlenową, wybitnie wyrażonym efektem Crabtree / 65 , 41H } 

i wyraźnym efektem Pasteura# Stosowanie zawiesiny tych komó­

rek umożliwiło badanie szybko zachodzących procesów metabo­

licznych i wykorzystanie metody polarograficznej do pomiaru 

zużycia tlenu. Badania te zostały uzupełnione doświadczeniami 

prowadzonymi na guzach litych - spontanicznym raku sutka my­

szy, szybko rosnącym i cechującym się wysoką glikolizą oraz 

wątrobiaku Morrisa dość wolno rosnącym i słabo glikolizują-

cym /i 0 8 /. Spośród narządów prawidłowych wybrano do badań 

wątrobę szczura, jako przykład tkanki słabo glikolizującej 

t 5 )9 a przy tym homologicznej do badanego wątrobiaka 

Th 

! 
ft" 
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Morrisa oraz korę mózgu świnki morskiej ze względu na jej 

wysoką aktywność glikolityczną i charakterystyczną lokali­

zację heksokinazy na błonach mitochondria lny ch / 3 /• 

Wyniki tej pracy potwierdziły występowanie w użytym materia­

le nowotworowym i prawidłowym opisanych cech metabolizmu, 

służących jako kryterium wyboru tych tkanek do badań# 

We wszystkich doświadczeniach stosowane były komórki raka 

wysiękowego Ehrlicha oddzielone od płynu wysiękowego na 

drodze wirowania w fizjologicznym roztworze chlorku sodu 

z EDTA. Możliwa przy tym postępowaniu utrata wewnątrzkomór­

kowego fosforanu i niektórych kationów wydaje się nie mieć 

istotnego znaczenia ze względu na dużą zawartość tych skład­

ników w stosowanym środowisku Krebsa-Ringera • Poza doświad­

czeniami prowadzonymi na komórkach nietkniętych i skraw­

kach tkanek, obiektem badań w tej pracy były też frakcje 

subkomórkowe, a przede wszystkim odgrywające kluczową rolę 

w metabolizmie energetycznym frakcje mitochondrialne i oy-

toplazmatyczne. Frakcje mitochondrialne z wątroby i wątro-

biaka otrzymywano metodą klasyczną / ̂  5" /, Mitochondria 

komórek raka wysiękowego Ehrlicha uzyskano wg metody Borsta 

/ \<o /z użyciem szoku osmotycznego. Wybrano tę metodę 

pomimo pewnych zastrzeżeń /możliwość ujemnego wpływu hipo­

tonii na mitochondria/ ze względu na jej stosunkowo wysoką 

wydajność, czego nie zapewniają inne dostępne metody prepa­

ratyki / ZH , /. Jak wykazała kontrolo w mikroskopie 

elektronowym /Rozdz. 2.£.3.fstr.^ / uzyskano oczyszczoną 

frakcję mitochondria Iną bez istotnych uszkodzeń struktury. 

Mitochondria te cechowały się dostatecznie wysokim stopniem 

sprzężenia fosforylaoji z oddychaniem /Rozdz.3*2.1.9 str.^<3/f 
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00 jest zgodne z wynikami Borsta / 4 6 , 47- /. Trudnośoi 

nastręczało natomiast otrzymanie frakcji mitochondrialnej 

kory mózgu świnki morskiej, cechująoej się zachowaną struk­

turą i nie zawierającej zanieczyszczeń. Zastosowano zmodyfi­

kowaną metodę w oparciu o prace Ozawy / & H /i Stahla/3 3 /• 

Uzyskana frakcja, zawierająca niewielką ilość zanieczyszczeń 

wykazywała w mikroskopie elektronowym bardzo znaczne uszko­

dzenia struktury /Rozdz.2.?.3*» str. W /• Pomimo tych uszko­

dzeń oraz zastosowania w środowisku inkubacyjnym jonów 

magnezu niezbędnych do aktywacji heksokinazy9 które działają 

jednocześnie na mitochondria mózgu jako czynnik rozprzęgają-

cy, uzyskana frakcja wykazywała cechy sprzężenia oksydacyj­

nej fosforylacji z oddychaniem /Rozdz.3*2*l» 9 str#£&/#! 

W badaniach aktywności glikoli tycznej posługiwano się ukła­

dami oytoplazma tycznymi komórek raka wysiękowego Ehrl i o ha 

1 kory mózgu świnki morskiej. Użycie tych frakcji, nie będą­

cych czystym sokiem komórkowym, odpowiadało założeniom prapy, 

w myśl których rozważania zależności regulujących metabolizm 

energetyczny dotyczyły dwu przestrzeni komórkowych - mito­

chondriale j i cytoplazmatycznej. Uzyskane preparaty układu 

oytoplazma tyczne go reprezentowały istniejącą w komórkach 

przestrzeń oytoplazma tyczną / 36 /. Stosowane w niek-
• % 

tórych doświadczeniach frakcje subkomórkowe raka wysiękowego 

Ehrliche - jądrowa, mikrosomalna i oytoplazma tyczna /sok ko­

mórkowy/ otrzymywane były wg klasycznych metod nie wymagają­

cych dyskusji. 

Przy badaniu oddychania, zarówno komórek, jak i frakcji mi­

tochondria lnych, obok klasycznej metody pomiaru zużycia tle­

nu metodą manometryczną Warburga, stosowano polarograficzną 
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metodę pomiaru przy pomocy elektrody Clarka® Stosowanie tej 

metody było niezbędne przy badaniu szybko zachodzących pro­

cesów i umożliwiało ciągły zapis intensywności zużywania 

tlenu. NMogodność metody polarograficznej polega na konie­

czności stosowania materiału w postaci jednorcsdnej zawie­

siny komórek lub struktur subkomórkowych, co w praktyce ogra­

niczyło jej zastosowanie w tej pracy do komórek raka wysię­

kowego Ehrlicha oraz frakcji mitochondrialnych» 

Przy badaniu oksydacyjnej fosforylacji mitochoiidriów iloraz 

fosforylacyjny obliczano jako stosunek ATP/0 przy czym przy­

rost ATP był mierzony w każdym doświadczeniu« Zanieczyszcze­

nia stosowanego preparatu ADP przez znaczne ilości ATP i AMP 

uniemożliwiły obliczanie ilorazu fosforylacyjnego ze stosun­

ku ADP/O / 3 ? /• W kontrolnych badaniach mitochondriów 

z użyciem elektrody tlenowej Clarka współczynnik kontroli 

oddechowej HC obliczano ze stosunku szybkości zużycia tlenu 

w stanie 3 ćk> zużywania tlenu w stanie 4 po wyczerpaniu ADP, 

Natomiast w badaniach dotyczących wpływu dezoksyglukozy i 

glukozy na oksydacyjną fosforylację mitochondriów, prowadzo­

nych techniką manometryczną, kontrolę oddechową wyliczano 

ze stosunku szybkości zużycia tlenu w stanie 3 do szybkośoi 

oddychania mitochondriów przed dodaniem ADP# Umożliwiło to 

prześledzenie zachowania się kontroli oddechowej w obecności 

DG choć w tym układzie doświadczalnym w przypadku mitochon­

driów komórek raka Ehrlicha nie obserwuje się przejścia w 

s/§®n 4. 

Badanie aktywności glikolitycznej komórek, skrawków i ukła­

dów cy top la zma tycznych polegało na pomiarze produkcji kwasu 
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mlekowego# W tabelach zawierających wyniki badania wpływu 
nie 

DG na glikolizę /przedstawiono produkcji kwasu mlekowego 

kosztem samej dezoksyglukozy. W odpowiednich doświadczeniach 

kontrolnych wykazano bowiem znikome tylko wartości przyrostu 

kwasu mlekowego, powstałego zapewne kosztem nagromadzonych 

w komórkach związków pośrednich ciągu glikoli tycznego/ 3 0 /, 

Podobne obserwacje poczyniła *akże Broniszewska / -i 3 /. 

Stężenia nukleotydów adeninowych oznaczano w tej praoy meto­

dami enzymatycznymi, które okazały się dostatecznie czułe 

dla dokonywania pomiarów w badanym materiale. W przypadku 

oznaczeń zawartości ATP w komórkaoh poddanych działaniu jo-

dooctanu istniało niebezpieczeństwo hamowania aktywności 

dehydrogenazy aldehydu fosfo glicerynowego w kuwecie pomia­

rowej przez jodoootan zawarty w badanej próbce. Jednakże 

oznaczenie wysokioh stężeń -ATP w badanych komórkach w obeo-

ności jodooctanu przed dodaniem glukozy /Bozdz.3*3*3®• str.&9/ 

świadczy o tym, że stężenie Inhibitora w próbce było zbyt 

niskie dla zahamowania reakcji zachodzącej w kuwecie pomia­

rowej i nie wpływało na wyniki. 

Przy oznaczaniu aktywności heksokinazy i kinazy a deny łano­

wej posługiwano się metodami spektrofotometry^ znymi ze wzglę­

du na ich wysuką czułość. Inne oznaczenia ilościowe /stęże­

nia kwasu mlekowego, glukozy, dezoksyglukozy, fosforanu i 

białka/wykonywano specyficznymi metodami enzymatycznymi lub 

metodami klasycznymi, nie wymagającymi odrębnej dyskusji. 

Badanie wpływu de zoksy glukozy na zachowanie się stężeń 

nukleotydów adeninowych w różnych komórkach i tkankach nowo­

tworowych i prawidłowych wykazało, że istnieją między nimi 

wybitne różnioe we wrażliwości na działanie tego dezoksy-
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cukru. Kie wyka258no "bowiem żadnego istotnego wpływu DG na 

zawartość ATP, ADF i AMP w skrawkaoh wątroby /oo obserwowa­

ła także Elzina C *4^2) V oraz wątrobiaka Morrisa. Nato­

miast w \sypadku komórek raka wysiękowego Ehrlicha oraz skraw­

ków spontanicznego raka sutka myszy i kory mózgu świnki 

morskiej stwierdzono znaczne zmiany w zachowaniu się stężeń 

nukleotydów adeninowych. Zmiany te są szczególnie demonstra-

tywne w komórkach raka Bhrlicha, na tym więc materiale prze­

prowadzono większość badań /Rozdz. 3.1.1. i 3.3./. W komór­

kach tego nowo twoxłu wysiękowego utrzymuje się stałe stężenie 

ATP w różnych warunkach metabolicznych /oddychanie kosztem 

substratów endogennych, glikoliza w warunkach tlenowych i 

beztlenowych/. Wyniki przedstawione na str. ̂  i str 3 8 

stanowią potwierdzenie spostrzeżeń innych autorów /W, 5H, -{%%/* 

Natomiast w obecności DG już w ciągu 1 min. dochodzi do trwa­

łego obniżenia się stężenia AÜCP w badanych komórkach. Obni­

żeniu się stężenia początkowo towarzyszy j>^zyrost ÄDP 

a następnie AMPf jednak wkrótce ich stężenia obniżają się, 

W ciągu kilku minut następuje spadek zawartości całej puli 

nukleotydów adeninoviych w komórkach, o czym świadczy też 

obniżenie absorpcji światła przy 260 mji /str. 38 /. Nato­

miast w warunkach beztlenowych, chociaż dochodzi do głębo­

kiego spadku stężenia ÄrÜP, nagromadza ją si§ równoważne iloś­

ci AMP i suma stężeń nukleotydów adeninowych nie ulega 

istotnemu obniżeniu /str./. Obserwacje te są zgodne z  

danymi opisanymi w litera tui'ze i interpretowanymi jako wynik 

aktywności heksokinazy, kinazy adenylanowej i dezaminazy 

/ 5"2> , tO , H , S ,4%2>/9 Kg tych poglądów; dezoksy-

glukoza szybko przenikająca do komórek ulega tam uiosforylo-
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waniu, przy czym następuje zużywanie znacznych ilości ATP# 

Po wyczerpaniu wewnątrzkomórkowego AIDP ulegają wykorzysta­

niu zapasy innych związków wysokoenergetycznych* W warunkach 

nadmiaru ADP i niedoboru ATP dochodzi do odtwarzania pew­

nych ilości A2P w x*eakcji z udziałem kina^/ adenyłanowejf 

co w konsekwencji prowadzi do nagromadzenia się w komórce 

AMP# Obniżenie się sumy nukleotydów adeninowych w obecności 

DG będące Jak wiadooo wynikiem działania dezaminazy AMPt ma 

miejsce jak wykazała nuinn. Gtrosznajder» wyłącznie w wa -

runkach tlenowych przy niezakłóconej aktywności oddechowej 

i fosforylac^ jnej komórek / 8 3 t iOl /# Dalsze badania t^y-

kazały, ;e aktywności heksokiaazy i kina 2^ adenylanowej w 

komórkach raka wysiękowego i-hrlichs /dGzäz^3^2.^3 f̂ atr.^S' / 

są dostatecznie wysokie aby zapewnić przebieg opisanych 

reakcji* Wyniki te są zbliżone do uzyskanych przez innych 

autorów / /. o fcym# że aktywność liniiml lnu 1 j od­

grywa kluczową rolę w obserwowanych zjawiskach» świadczyć 

może w pierwszym rzędzie porównanie aktywności togo enzymu 

w różnych komórkach 1 tkankach z zachowaniem się w nich 

nukleotydów adeninowych w obecności DG. \n skrawkach wątroby 

i wątrobiaka* w których nie obserwuje się zmian w stężeniach 

nukleotydów adeninowych pod wpływem DG« aktywność heksokina-

zy jest znacznie niższa niż w komórkach raka wysiękowego 

Ehrliche t a także kory mózgu i raka sutka myszy» Jak wis do-

mo obniżenie aktywności heskokinazy w komórkach wrażliwych 

na działanie dezoksyglukozy lub podobnie działających heksoz 

powoduje utratę tej wrażliwości / ** , 44 3 /• 

W komórkach raka wysiękowego Ehrlioba cechujących się wyso­

ką aktywnością heksokinazy można oczekiwać trwałego obniżę-
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nia stężenia ATP dopiero po zastosowaniu odpowiednio wyso­

kiego stężenia dezoksyglukozy, aby jej ilość dostępna dla 

komórki przekraczała wewnątrzkomórkowe zapasy związków 

wysokoenergetycznych. Istotnie, jak wykazano /str. 33/ 

trwałe zmiany w stężeniach ATP występują w komórkach pod­

danych działaniu DG w stężeniu oo najmniej ok»25 umoli/g 

w.m. komórek» Wykazano też /Bozdz.3.3*2., str» /, że w 

okresie, gdy dochodzi do szybkiego spadku stężenia ATP, 

jednocześnie ma miejsce "bardzo szybkie zużywanie DG przez 

komórki» Po wyczerpaniu się ATP zużywanie DG ulega wyraźne­

mu zwolnieniu» Tę zależność szybkości zużywania DG od wew­

nątrzkomórkowego stężenia ATP ilustrują wyniki doświadczeń 

przedstawione w Rozdz» 3*3*3*» str»86 /. W komórkach zatru­

tych DNP /zawierających znikome tylko ilości ATP/ zużywanie 

DG jest bardzo powolne, dochodzi też do dalszego obniżenia 

wewnątrzkomórkowego stężenia ATP. W tych samych warunkaoh 

zużycie glukozy, początkowo powolne, ulega szybko przywie­

szeniu wraz z przyrostem wewnątrzkomórkowego stężenia ATP. 

Wyniki te są zgodne z opisanymi już w literaturze / 3 3 , 

A \ (o /. Zwraca uwagę, że glukoza podana wraz z jodoootanem 

wywiera identyczny wpływ na zachowanie się stężeń ATP, ADP 

i AMP, oo i DG /Rozdz. 3.3.3., str.&3 /. Istotnie, po zablo­

kowaniu przez jodooctan dalszych reakcji ciągu glikolitycz-

nego, wykorzystywane są znaczne ilości ATP do fosforylowa-

nia glukozy, nie dochodzi przy tym do odnowy ATP w ciągu 

glikoli tycznym. Mechanizm zmian w stężeniach nukleotydów 

adeninowych jest tu więo taki sam, jak w przypadku działa­

nia dezoksyglukozy. 

Opisany silny wpływ DG na zachowanie się stężeń nukleotydów 
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adeninowych w komórka oh raka wysiękowego Ehrlicha ulega 

istotnej modyfikacji w wypadku stosowania DG wraz z niektó­

rymi innymi heksozami /Rozdz.3*l*l.• str. 35/. 0 ile fruk­

toza i gs laktoza nie miały wpływu na obserwowane zjawisko» 

to glukoza lub mannoza zastosowane w stężeniach równych z 

DG znosiły wywołane przez DG obniżenie stężenia ATP w komór­

kach. Wydaje się, że tłumaczenia tego zjawiska szukać nale­

ży w różnym powinowactwie badanych heksoz do heksokinazy. 

Ga laktoza, nie ulegająca fosforylowaniu w komórkach raka 

Ehrlicha (53 ) oraz fruktoza, dla której Km jest znacznie 

wyższa niż dla DG, nie mogą stanowić istotnej przeszkody 

w fosforylowaniu DG ( ? 6) .Km dla glukozy i mannozy są 

z kolei niższe niż dla DG, ich obecnoóć może więc znacznie 

obniżać szybkość fosforylowania DG. W przypadku glukozy 

może mieć też znaczenie mechanizm sugerowany przez Niren-

berga oraz Wicka C^O), wg których blokowanie przez 

dezoksyglukozo-6-fosforan izomerazy glukozo fosforanowej ma 

z kolei powodować nagromadzenie się glukozo-6-fosf oranu i 

zwrotne hamowanie heksokinazy. Możliwe, że konkurencja mię­

dzy DG a innymi heksozami o transport do komórek odgrywa 

pewną rolę w mechanizmie obserwowanych zjawisk. Badanie 

wpływu DG na zachowanie się stężeń nukleotydów adeninowych 

w homogenatach komórek raka Ehrlicha /Rozdz.3*2.2., str.6 3/ 

nie wniosło nowych elementów mogących wyjaśnić mechanizm 

działania tego dezoksycukru. Otrzymane wyniki zasadniczo 

odpowiadały danym uzyskanym z badania komórek nietkniętych. 

Wyjątek stanowi działanie dezoksyglukozy w obecności fruk­

tozy w warunkach tlenowych. W tym wypadku utrzymuje się 

wysokie stężenie ATP, czego nie obserwowano w warunkach 

beztlenowych. Być może w tym wypadku słaba nawet konkuren­http://rcin.org.pl
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cja między fruktozą a DG hamuje fosforylowanie DG na tyle, 

że oksydacyjna fosforylacja jest w stanie skompensować za­

życie ATP. 

Badanie wpływu DG na zachowanie się stężeń nukleotydów ade-

nino&ych w skrawkach spontanicznego raka sutka myszy /Rozdz. 

3.1.3«/ wykazało istnienie zmian w stężeniach ATP, ADP i 

Affi? o podobnym charakterze, jak w przypadku komórek raka 

wysiękowego Ehrlicha. Wyniki te są zgodne z danymi ElzinyC^^) 

uzyskanymi w badaniach na innych guzach litych. W przypadku 

raka sutka myszy obserwowano także wysoką aktywność hekso-

kinazy, niższą jednak niż w komórkach raka rjysiękowego Ehr­

licha /Rozdz,3«2.3* t str. 

Odrębnego omówienia wyoiagß zagadnienie wpływu DG na zawar­

tość nukleotydów adeninowych w skrawkach kory mózgu świnki 
/Ro x d i l J s /  

morskiej. W materiale tym wykazano wysoką aktywność hekso-

kinazy. Sytuację skomplikowała w tym wypadku konieczność 

badania tego pobudliwego materiału zarówno w warunkach 

spoczynkowych jak i w stanie pobudzenia, zgodnie z postula­

tami Webba (406) # Dość niskie stężenie ATP, które utrzymy­

wało się w badanym materiale w warunłsoh spoczynkowych 

/przy niskim stężeniu KCl/ w obecności glukozy lub bez 

heksoz, w obecności DG ulegało obniżeniu. W stanie pobudze­

nia / w obecności 100 mM KCl/ dochodziło do znacznego obni­

żenia się stężenia ATP, które ulegało pogłębieniu w obecnoś­

ci DG. Dezoksyglukoza wywierała więc na skrawki kory mózgu 

wyraźny wpływ obniżający stężenie ATP. Efekt ten jest zgod­

ny z obserwacjami poczynionymi przez Towera (40^) . ffie 

stwierdzono natomiast istotnego wpływu DG na sumę stężeń 

nukleotydów adeninowych. 
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Dalszym krokiem w "badaniu wpływu DG na zachowanie się 

stężeń nukleotydów adeninowych, a zwłaszcza w analizie me­

chanizmu tego wpływu, "było podjęcie doświadczeń z użyciem 

frakcji subkomórkowych - mitochondrialnej i cytcplazmatycz­

nej« Jak wykazano w Rozdz.3»2*l* dezoksyglukoza wywiera 

istotny wpływ na zachowanie się stężeń ATiP, ADP i AMP wyłą­

cznie w zawiesinie fosforylujących mitochondriów raka wysię­

kowego Ehrlicha, pozostając bez wpływu na aktywność fosfo­

ry la cyjną mitochondriów wątroby, wątróbiaka Morrisa i kory 

mózgu. W obecności DG w zawiesinie mitochondriów raka wy­

siękowego Ehrlicha w przebiegu oksydacyjnej fosforylacji 

nie dochodziło do na gromadzcnia się ATP i zużycia ADP i 

JUftP, jak to miało miejsce w układach kontrolnych i w obec­

ności glukozy» Wytwarzał się natomiast stan równowagi mię­

dzy tymi nukleotydamif przy czym utrzymywały się równe stę­

żenia ATPf ADP i ANP* Suma stężeń nukleotydów adeninowych 

ulegała przy tym nieznacznemu tylko obniżeniu, a dodanie 

innych frakcji subkomórkowych nie miało wpływu na te efekty. 

Dezoksyglukoza dodana wraz z glukozą lub G-S-P nie wywiera­

ła natomiast istotnego wpływu na zachowanie się stężań 

nukleotydów adeninowych w zawiesinie badanych mitochondriów. 

Interpretację uzyskanych wyników ułatwił znany z literatury 

fakt, że heksokinaza w komórkach wysiękowego r3k3 Ehrlioha 

zlokalizowana jest głównie na błonach mitochondrialnychC^SO/fi^ 

Wysoką aktywność heksokinazy na mitochondria oh raka Ehrli­

cha potwierdziły też wyniki uzyskane w tej pracy /Rozdz.3* 

2.3., str.V5/. Sam fakt, że opisany wpływ na zachowanie 

się stężeń nukleotydów adeninowych ma dezoksyglukoza, a 

glukoza i G-6-P znoszą ten efekt, przemawia za udziałem 
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heksokinazy w omawianym zjawisku* Jak wiadomo heksokinaza 

ssaków, w tym także enzym z komórek raka Ehrlicha, ulega 

niekompetytywnemu hamowaniu przez glukozo-6-fosforan£ ̂  ̂, 

*<>)$ 

W interpretacji działania DG na oksydacyjną fosforylację 

mitochondriów raka Ehrlicha brano także pod uwagę możli -

wość rozprzęgani8 procesów fosforylacji i aktywacji AOJPaz 

mitochondrialnych. Koncepcji tej przeczy fakt, że aktywność 

ATPaz mitochondrialnych komórek raka Ehrlicha nie jest pobu­

dzana przez DGf obserwuje się nawet nieznaczne zmniejszenie 

uwalniania fosforanu nieorganicznego z ATP w obecności DG 

/Rozdz.3»2.3., str.*?¥/, spowodowane zapeene konkurencją 

0 ATP między heksokinazą a ATPazami. 

Ponadto dodanie G-6-P do zawiesiny mitochondriów komórek 

raka Ehrlicha ihkubowanych w obecności DG powoduje powrót 

stężeń nukleotydów adeninowych do stanu obserwowanego w 

układach kontrolnych /Hozdz.3*2*l*, str.6L//, czego nie 

obserwowanoby w przypadku rozprzężenia oksydacyjnej fosfo­

rylacji mitochondriów* ATPazy zlokalizowane są zdaniem Aosa 

1 wsp.( H ) głównie na błonach komórkowych raka Ehrlicha« 

W związku z bezspornym udziałem heksokinazy mitochondrial-

nej w obserwowanym zjawisku, nieobecność jej na mitochon­

dria ch wątroby i wątrobiaka Morrsia w pełni tłumaczy brak 

wpływu DG na oksydacyjną fosforylację tych, mitochondriów. 

Natomiast tym bardziej niezrozumiały jest brak wpływu DG 

na oksydacyjną fosforylację mitochondriów mózgu. Jak wynika 

z oznaczeń enzymatycznych oraz licznych danych z literatury 

heksokinaza na mitochondriach mózgu jest niemniej aktywna 

niż na mitochondriach raka wysiękowego Ehrlicha /Rozdz.3*2*3* 
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str.^5/( 3 , 1-H )• Być noże ta zagadkowa rozbieżność 

wiąże się z uszkodzeniem struktury mitochondriów mózgu, 

stwierdzonym w mikroskopie elektronowym i solubilizacją 

oraz dezfeJŁtywac ją heksokinazy mitochon&rialnej lub też ze 

zbyt niskim stężeniem w środowisku inkubacyjnym niezbędnych 

aktywatorów heksokinazy - jonów magnezu» 

Badanie zachowania się stężeń nukleotydów adeninowyoh w 

układach cytop la zma tycznych komórek raka wysiękowego Ehrli-

chs, a także kory mózgu świnki morskiej przyniosło wyniki 

podobne do uzyskanych w doświadczeniach prowadzonych na 

materiale nietkniętym i na homogenatach komórek raka Ehrli-

cha w warunkach beztlenowych« Wykazano obniżenie się stęże­

nia ATP z równoważnym przyrostem AMP w obecności DG wraz 

z fruktozą, a brak wpływu dezoksyglukozy na stężenia ATP, 

ADP i AJv2P w obecności glukozy. W badaniach wpływu dezoksy-

glukozy na frakcje mitochondrialne /z wyjątkiem mitochon-

dr i ów mózgu/ i na układy cytoplazma tyczne wykazano więo 

istnienie warunków do wystąpienia pod wpływem dezoksygluko-

zy zmian w zachowaniu się stężeń nukleotydów adeninowyoh 

obserwowanych na komórkach nietkniętych. 

Opisanych właściwości zachowania się stężeń A!EPf A DP 

i AMP w komórkach nie można jednak traktować w sposób izo­

lowany od całokształtu metabolizmu energetycznego, a zwła­

szcza oddychania i glikolizy# Normalny poziom tych nukleo­

tydów w komórkach uzależniony jest od intensywności wewnątrz­

komórkowych przemian energetycznych, a jednocześnie zmiany 

w stężeniach A2P, A HP i AMP mogą wpływać na te przemiany. 

Zgodnie z założeniami praoy w poszczególnych układach doś­

wiadczalnych pomiary stężeń nukleotydów były w miarę możli­
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wości łączone z badaniami aktywności oddechowej i glikolity-

cznej badanego materiału. Pozwoliło to na uzyskanie poglądu 

na współzależności nukleotydy adeninowe - oddychanie i nu-

kleotydy adeninowe - glikoza. Okazało się to szczególnie 

owocne w badaniu mechanizmu działania DG na oddychanie komó­

rek raka wysiękowego Ehrłicha. 

Jak wynika z danych przedstawionych w Bozdz.3«l»l* szereg 

heksoz jak glukoza, fruktoza i mannoza oraz dezoksyglukoza 

wywołuje hamowanie oddychania komórek raka wysiękowego Ehr­

łicha. Efektu tego nie wykazuje galaktoza. Hamujący wpływ 

DG na oddychanie komórek raka Ehrłicha tym m.inn. różni się 

od hamowania wywieranego przez inne heksozyf że towarzyszy 

mu spadek stężeń ATP i sumy nukleotydów adeninowych. Dodanie 

glukozy do zawiesiny badanych komórek powoduje szybkie rozwi­

nięcie się hamowania oddychania, poprzedzonego b.słabofzazna-

czonym krótkim okresem pobodzenia. Nie obserwowano przy tym 

żadnych istotnych zmian w zachowaniu się stężeń nukleotydów 

adeninowych/Rozdz.3*3-*l*/* Nie uchwycono nawet znanego 

faktu krótkotrwałego obniżenia się stężenia ATP tuż po doda­

niu glukozy, z jednoczesnym przyrostem ADP, odpowiadającym 

w czasie wstępnemu pobodzeniu oddychania ( Lt 9 ) , Taki brak 

zmian w stężeniach ATP i ADP obserwuje się po podaniu nie­

wielkich stężeń glukozy C^O). W tym wypadku, gdy glukozę 

stosowano w stężeniu 5 mM, krótkotrwałe zmiany wewnątrzkomór­

kowej zawartości ATP i ADP zostały zapewne przeoczone ze 

względu na zbyt małą częstość pobierania próbek/co 1/2 min./. 

Suma stężeń nukleotydów adeninowych w czasie inkubacji komó­

rek z glukozą także nie uległa obniżeniu, wbrew wynikom ob­

serwowanym przez Overgaarda-Hansena(83). 
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Inaczej przedstawia się natomiast powiązanie oddychanie -

nukleotydy adeninowe w przypadku działania dezoksyglukozy 

/Rozdz.3«3«fc./. Po dodaniu DG obserwuje się wyraźnie zazna­

czony okres przyśpieszenia oddychania, któremu odpowiada 

wzrost stężenia ADP uwalnianego w komórkach w reakcji hekso-

kinazowej. Następnie mimo utrzymywania się wysokiego stężenia 

ADP, rozwija się hamowanie oddychania. Początek tego hamowa­

nia odpowiada w czasie osiągnięciu przez ATP bardzo niskiego 

stężenia, które utrzymuje się dalej w komórce niezmiennie. 

Wtedy też dochodzi do zwolnienia szybkości zużycia DG, co 

wskazuje na wyczerpanie się wewnątrzkomórkowych zasobów 

energetycznych. 0 tym, że zużycie ATP przy fosforylowaniu 

de z oksy glukozy może być bezpośrednią przyczyną hamowania oddy­

chania, świadczą też wyniki badania wpływu bardzo niskich 

stężeń DG. Wykazano mianowicie /Rozdz.3-3«4.» str. 33 /, że 

najwjższe stężenie DG wywołujące trwałe hamowanie oddychania 

/t.j. ok.25 ;umoli/ g w.m. komórek/ odpowiada stężeniu wyw-

wołującemu wyczerpanie ATP w komórkach /str. 53 /. Mniejsze 

stężenia. DG powodują, jak wynika z badań polarograficznych, 

przedłużenie okresu wzmożonego zużycia tlenu(S6 > 40 O . 

Zwraca uwagę fakt, że ilośó DG, jaka ulega ufosforylowaniu, 

wynosi ok.25 umoli/g w.m. komórek, co odpowiada stężeniom 

wywołującym trwałe zahamowanie oddychania. Przedstawione 

wyniki świadczą za słusznością poglądu, że hamowanie oddycha­

nia przez DG wiąże się przyczynowo ze spadkiem stężenia ATP. 

Analiza krzywej oddechowej oraz wykresu zachowania się stę­

żeń nukleotydów adeninowych w komórkach raka wysiękowego 

Khrlicha poddanych działaniu glukozy wraz z jednooctanem 

/Rozdz.3.3.3./ wykazuje identyczność tych wyników z uzyska­

i 
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nymi w doświadczeniach z użyciem dezoksyglukozy. Pozwala to 

przyjąć, że w obu wypadkach mechanizm hamowania oddychania * 

jest podobny, a różni się od klasycznego efektu Crabtree 

wywołanego przez glukozę. Zadania badaczy w tej sprawie s^ 

jednak podzielone {15", 5*3 , & > , & 6 , 4 o fc). 

Przedstawiony związek pomiędzy Y^emątrzkomórkowym 

niedoborem ATP w czasie fosforylowania DGt a hamowaniem oddy­

chania przez ten dezoksycukier nie tłumaczy jednak samego 

mechanizmu hamowania. Jak wynika z danych przedstawionych 

w Rozdz.3*3*4. hamowanie oddychania, oraz obniżenie zawartoś­

ci ATP w komórkach utrzymuj^ się nawet po usunięciu badanych 

komórek ze środowiska zawierającego DG. Fakt nieodwracalno­

ści hamowania oddychania przez DG wydaje się przemawiać prze­

ciwko udziałowi w tym zjawisku jakichś subtelnych mechaniz­

mów regulujących oddychanie. Dotyczyć to może zwłaszcza hipo­

tez przedstawionych przez Chance'a i wsp.fM^ , ̂ Xrb)oraz 

Ibsena ( 5 3 ) i Overgaarda-Hansena & ?>) . 

Poglądy Chance'a rozwinięte szeroko dla przypadku wpływu 

glukozy na metabolizm energetyczny komórek raka wysiękowego 

Ehrlicha, dotyczą też innych heksoz fosforylowanych w reak­

cji heksokinazowej, a więc glukozy w obecności jodooctanu 

i de z oksy glukozy (15") . Zakładają więc wspólny 

mechanizm hamowania oddychania przez te heksozy. W myśl oma­

wianej hipotezy u podstaw mechanizmów regulacji metabolizmu 

energetycznego w komórkach raka n^siękowego Ehrlicha leży 

oddzielnie ciągu glikolitycznego od oksydacyjnej fosforyla­

cji przez błonę mitochondrialną mało przenikliwą dla ATP. 

Dodana glukoza ulega fosforylowaniu w cytoplazmie badanych 

komórek z uwolnieniem znacznych ilości ADP. W proceach 
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fosforylacji sprzężonych z glikolizą część ADP ulega w cyto-

plazmie przekształceniu w ATP, który jest dalej wykorzysty — 

wany dla podtrzymania fosforylowania glukozy. Część ADP prze­

chodzi natomiast do mitochondriów, gdzie następuje odnowa ATP 

w procesach oksydacyjnej fosforylacji. W tym okresie oddycha­

nie ulega przyśpieszeniu. Zgodnie z przedstawionym na wstępie 

założeniem, ATP jest zatrzymywany w mitochondriach. Większość 

wewnątrzkomórkowego ATP ulega przemieszczeniu do mitochond -

riów. Brak ATP w cytoplazmie prowadzi do zwolnienia zużycia 

glukozy, hamowania glikolizy, a przy braku uwalnianego w 
* 

reakcji heksokinazowej ADP do hamowania oddychania. Omawiany 

mechanizm regulacyjny, przedstawiony w postaci schematycznej 

na Ryc.17# stał się podstawą dla konstrukcji przez Chance 'a, 

Hessa i Garfinkela matematycznych modeli na elektronicznych 

maszynach cyfrowych, które wyrażają postulowane mechanizmy 

współzależności glikolizy i oddychania w komórkach raka 

Ehrlicha(^£ , . Łatwo zauważyć, że w myśl hipo­

tezy Chance * a po dodaniu DG miałoby dojść, podobnie jak w 

przypadku glukozy, po wyczerpaniu się cytoplazmatycznych 

zapasów ATP, do nagromadzenia ATP wewnątrz mitochondriów, 

przy czym całkowita zawartość ATP w badanych komórkach nie 

uległaby obniżeniu. Ten wynik jest jednak całkowicie sprze­

czny z doświadczeniem. Jak pamiętamy, w obecności DG stęże­

nie ATP w komórkach raka wysiękowego Ehrlicha ulega wybit­

nemu obniżeniu. Wymieniano też i inne sprzeczności modelu 

Chance'a z wynikami doświadczalnymi ( ¥ ) . Model Chance* a 

i wsp., chociaż dość wiernie oddaje przebieg oddychania ba­

danych komórek w obecności różnych heksoz, nie obrazuje jed­

nak zachowania się siężeń nukleotydów adeninowych, jakie 
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Rye. 17 SCHEMAT WSPÓtZALEŻNOŚCI METABOLICZNYCH 

POMIĘDZY ODDYCHANIEM I GLIKOLIZĄ W KOMÓRKACH RAKA 
WYSIĘKOWEGO EHRLICHA 

ATP Pi ATP 

ATP t^U—, 

ADP 

ATP 
Pirogronian 

zapas 

HDP 

ADP ADP ADP 

Oksydacyjna 

fosforylacja 

Fosforylacja 

gl ikol i iyczna 

Fosforylowanie 

glukozy 

Wykorzystanie ATP 

(syntezy, transport i tp) 

o, 

wg Chance 122 ] 

Ryc. 18 SCHEMAT PROPONOWANEGO MECHANIZMU WSPÓtZALEŻNOŚCI 
5OMIĘDZY AKTYWNOŚCIĄ HEKSOKINAZY NA BŁONACH MITOCHONDRIALNYCH 

A HAMOWANIEM ODDYCHANIA PRZEZ GLUKOZĘ 
Glukoza 

ATP AMP —IMP ̂  Cytoplazma 
oksanłyna 

Glikoliza 

Inozyna 

IMP 

bTona zewnętrzna 
mitochondrium 

ADP 

oks. fost. 

ATP 

HK 

HK AMP-D 

HK -heksokinaza 

AMP-D-dezaminaza AMP 

R-5-P - rybozo ~ 5- fosforan 

FRPF -fosfo-rybozflo-pirofosforan wg Overgaarda - Hansena [831 
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realnie ma miejsce w komórkach w obecności DG. Przemawia to 

przeciwko założeniom hipotezy Chance'a i uniemożliwia przy­

jęcie ich za podstawę rozważań nad mechanizmem działania DG 

na metabolizm energetyczny komórek raka wysiękowego Ihrlicha. 

Odmienną hipotezę mającą tłumaczyć hamowanie oddychania komó­

rek raka wysiękowego Ehrlicha przez heksozy ulegające fosfo-

rylowaniu w reakcji heksokinazowej przedstawili iFbsen (5*3) 

i Overgaard-Hansen . Według tych poglądów kluczową rolę 

w mechanizmie efektu Crab tree pdgrywa aktywność keksokinazyf 

kinazy adenylanowej i dezaminazy AMP na błonach mitochondrial-

nych tych komórek /Ry®.18/. Autorzy przyjmują, że ATP i AMP 

łatwo przenikaji| przez błony mitochondrials, a ABP dostaje 

się z cytoplazy do miejsc oksydacyjnej fosforylacji dzięki 

aktywności kinazy adenylanowej, W obecności heksoz ulegają­

cych fosforylowaniu zlokalizowana na mitochondriach heksokina-

za skutecznie konkuruje z kinazą adenylanową o ATP, co po­

woduje unieczynnienie tego mechanizmu transportu ADPf a w 

następstwie hamowanie oddychania. Nagromadzający się AMP szyb­

ko ulega dezaminacji dzięki pobudzeniu aktywności dezaminazy 

AMP w środowisku zakwaszonym przez uwalniane w reakcji hekso­

kinazowe j jony wodorowe. Omawiana hipoteza łączy Hięc ściśle 

hamowanie oddychania przez różne heksozy z pierwszymi reakcja­

mi ciągu glikolitycznego - fosforylowaniem heksozf stawiając 

przy tym znak równości pomiędzy mechanizmem efektu Crabtree9 

a działaniem innych heksoz, w tym dezoksyglukozy. Interpreta­

cja mechanizmów współzależności glikoliza-oddychanie przedsta­

wiona przez Ibsena i Overgaarda-Hansena - posiadajednak sła­

be punkty. Nie uwzględniono w niej stosunku postulowanego 

mechanizmu transportu ADP do miejsc oksydacyjnej fosforylacji 
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w mitoehondriach wobec uznanego mechanizmu z udziałem trans-

lokazy wrażliwej na działanie atraktylozydów. 

Badania Klingenberga i innych autorów wykazały, że heksoki-

naza i kinaz a adeny łanowa zlokalizowane są na zewnątrz od 

translokazy ( H 6 *3 # $0) # Konieczne jest jednak dokładniej­

sze poznanie współzależności omawianych enzymów» Innym bra­

kiem ?/spomnianej hipotezy jest fakt, że chociaż wiąże ona 

hamowanie oddychania ze zmianami stężeń nukłeotydów adenino-

wych, nie uwzględnia istnienia głębokich różnic pomiędzy za­

chowaniem się stężeń nukłeotydów adeninowych w badanych ko­

mórkach w obecności glukozy i dezoksyglukozy, co może prze­

cież w istotny sposób wpływać na oddychanie komórek. Ponadto 

w myśl tej hipotezy hamowanie oddychania wiąże się ściśle 

z jednoczesnym fosforylov/aniem heksoz w reakcji heksokinazo-

wej. Nie tłumaczy to wykazanego doświadczalnie /Rozdz.3*3*4.» 

str. / utrzymywania się hamowania oddychania po przeniesie­

niu komórek do środowiska nie zawierającego DG. Mimo tych 

zastrzeżeń nic nie stoi na przeszkodzie aby przyjąć, że me­

chanizm przedstawiony przez Ibsena i Overgaarda-Hansena może 

odgrywać pierwszoplanową rolę w początkowym okresie działa­

nia DG na komórki* Dalej dochodzi jednak do nieodwracalnych 

zaburzeń metabolizmu energetycznego, które nie dają się wy­

jaśnić w oparciu o tę hipotezę« 

Trwałe hamowanie oddychania przez dezoksyglukozę można tłu­

maczyć wg. Letnanskyego (? 0 , 7 i) znacznym obniżeniem się stę­

żenia ADP w komórkach. Jednakże wyniki uzyskane z własnych 

badań /Rozdz.3.1*1• i / aie wykazały spadku ADP poni­

żej wartości obserwowanych w komórkach inkubowanych bez DG. 
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Znane z piśmiennictwa (5"^) i obserwowane w tej pracy 

/Rozdz.3.1 *1 •» str. 3 8 / obniżenie wewnątrzkomórkowej za -

wartości fosforanu nieorganicznego w komórkach wysiękowego 

raka Ehrlicha w obecności DG, wysuwano jako przyczynę hamo­

wania oddychania ) .Jak wykazały jednak badania 

Ibsena (5*3 , 5"5*) napływ fosforanu ze środowiska inkubacyjne-

go jest dostateczny dla utrzymania oddychania na prawidłowym 

poziomie. Endogennym substratem oddechowym komórek są kwasy 

tłuszczowe, które wymagają przed utlenianiem aktywacji. Wobec 

tego nasuwa się przypuszczenie, że obniżenie się stężeń 

związków wysokoenergetycznych w komórkach po zadziałaniu DG 

może powodować hamowanie oddychania w wyniku zmniejszonej 

aktywacji substratów endogennych (4 o? ) # Wiadomo bowiem, 

że do aktywacji kwasów tłuszczowych niezbędna jest obecność 

ATP lub GTP (441 3 , których stężenia ulegają wybitnemu 

obniżeniu w komórkach raka wysiękowego Ehrlicha w obecności 

DG (f 0 ) . Jak wynika z badań Sauermana 6 ) w obecności 

DG dochodzi istotnie do obniżenia utleniania kwasów tłusz­

czowych, co mogłoby popierać hipotezę o niedoborze endogen­

nego substratu oddechowego. Brak wpływu DG na utlenianie 

octanu egzogennego podważa z kolei tę hipotezę. Także wysu­

nięty przez Wojtaeaka (4i-i) pogląd* że aktywacja kwasów tłu­

szczowych może zachodzić kosztem wysokoenergetycznych, nie-

ufosforylowanych związków pośrednich oksydacyjnej fosforyla­

cji bez udziału ATP i GTP, nie popiera powyższego przypusz­

czenia. Jednakże w obecnej chwili w literaturze nie ma 

zgodności poglądów w kwestii udziału związków pośrednich 

oksydacyjnej fosforylacji w aktywacji kwasów tłuszczowych (8?) 
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Elzina ( 4 13) wskazała na możliwość innego mechanizmu hamowa­

nia oddychania przez DG. Lokalizacja heksokinazy na błonach 

mitochondrialnych raka wysiękowego Ehrlicha upoważnia do 

przypuszczenia, że w czasie fosforylowania DG dochodzi w 

pierwszym rzędzie do wyczerpania się wewnątrzmitochondrial-

nego stężenia ATP, cowofoec znacznej labilności mitochondriów 

nowotworowych /Emelot - ( 39 ) /może prowadzić do uszkodzenia 

struktury mitochondriów i hamowania ich aktywności oddecho­

wej i fosforylacyjnej. Istotnie, badania Packera (8 5* ) wyka­

zały, że w obecności DG dochodzi do pewnych zmian struktu­

ralnych mitochondriów raka Ehrlicha, z którymi mogą się wią­

zać zmiany funkcji fosforylacyjnej^ 44H ) . Podkreślano też 

duży wpływ nugleotydów adeninowych na własności struktur 

błoniastych komórki ( 5" & ) # o możliwości istnienia uszkodzeń 

struktury mitochondriów badanych komórek poddanych działa­

niu DG świadczą też wyniki kontroli w mikroskopie elektro­

nowym /Rozdz.3.3.4. j, str. IZH193/. 

Ostatecznie należy stwierdzić, że mechanizm hamowania oddy­

chania przez DG pozostaje nieznany. Wydaje się, że to zja -

wisko jest związane z obniżeniem się wewnątrzkomórkowego 

stężenia ATP i, że różni się w istotny sposób od klasyczne­

go efektu Crabtree wywołanego przez glukozę. To ostatnie 

stwierdzenie nie jest jednak powszechnie przyjęte (5"3,8^,407). 

Mimo to wskazać można na inne liczne fakty różniące oba te 

zjawiska. Jak wynika z danych przedstawionych w Rozdz . 3.3.3. ,  

str. 3 $ f dezoksyglukoza wywołuje hamowanie oddychania ko -

mórek raka wysiękowego Ehrlicha zatrutych DNP, podczas gdy 

w obecności glukozy dochodzi do pobudzenia pddychania 

& $ ) . 0 ile glukoza podana w bardzo nawet niskim stężeniu 
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Rye. 19 KOMÓRKI WYSIĘKOWEGO RAKA EHRLICH A 
PO INKUBACJI W ŚRODOWISKU KONTROLNYM. 

ZDJĘCIE W MIKROSKOPIE ELEKTRONOWYM. 
( X 3 1 6 0 0 )  

Ryc. 20 KOMÓRKI WYSIĘKOWEGO RAKA EHRLICH A 
PO INKUBACJI W OBECNOŚCI GLUKOZY. 

ZDJĘCIE W MIKROSKOPIE ELEKTRONOWYM. 
(  x  2 8 0 0 0 )  
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Rye. 21 KOMÓRKI RAKA WYSIĘKOWEGO EHRUCHA 
PO INKUBACJI W OBECNOŚCI DEZOKSYGLUKOZY. 

ZDJĘCIE W MIKROSKOPIE ELEKTRONOWYM. -
A - ( x  1 7 2 0 0 )  B -(X 3 7 2 0 0 )  

,y;' 

^ Sg®£ 

y:y^.^.; i 

. 1 di 

/?yc. 22 KOMÓRKI RAKA WYSIĘKOWEGO EHRUCHA 
PO INKUBACJI W OBECNOŚCI DWUNITROFENOLU. 

ZDJĘCIE W MIKROSKOPIE ELEKTRONOWYM. 
( x  5 9  2 0 0  )  
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wywołuje efekt Crab tree utrzymujący się do jej pełnego zuży­

cia, do hamowania oddychania przez DG dochodzi dopiero po 

dodaniu jej w odpowiednio wysokim stężeniu /Rozdz.3*3»4., 

str. $3/,, 5"&) . Natomiast zagadnienie, czy obserwo­

wane w tej pracy obniżanie przez DG efektu Crabtree, a także 

obniżanie przez glukozę hamującego wpływu fiG na oddychanie 

może być argumentem na rzecz odrębności mechanizmów działa­

nia glukozy i dezoksyglukozy, wydaje się wysoce dyskusyjne. 

Zjawisko to, opisane poprzednio, było także i negowane 

(X& ,8 3) # Wydaje się, że istotną rolę w opisanym zjawisku 

może odgrywać wzajemne hamowanie szybkości fosfprylowania 

glukozy i dezoksyglukozy na drodze konkurencji o heksokinazę 

oraz opisanego poprzednio /str• 4/ mechanizmu hamowania 

heksokinazy przez G-6-P nagromadzający się w komórce w wy­

niku hamowania przez DG-6-P izomerazy gluko^osforanu. 0 

tym, że szybkość fosforylowania glukozy ma istotny wpływ 

na głębokość efektu Crabtree świadczą badania Gumińskiej 

( 4 ST), która stwierdziła pogłębienie hamowania oddychania 

komórek przez glukozę w obecności insuliny. Przy takim 

ujęciu zagadnienia, wzajemne hamowanie obu heksoz na wejściu 

do ciągu przemian nic nam nie mówi o charakterze dalszych 

przemian i nie może być argumentem na rzecz odrębności me­

chanizmów działania obu tych heksoz. 

Pomimo tak wyraźnego działania glukozy i dezoksyglukozy oraz 

Innych heksoz na oddychanie nietkniętych komórek raka wysię­

kowego Ehrlicha nie wykazano żadnego wpływu tych heksoz na 

oddychanie homogenatów badanych komórek. Wyniki te wydają 

się świadczyć o niezbędności zachowania nietkniętej struk­

tury komórek dla utrzymania prawidłowych mechanizmów reguła-
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• _ J cji metabolizmu energetycznego. Być może przyczyna leży w nie- ( 
/ ' 

odpowiednim doborze składu środowiska inkub acyjne go, które w V 
• i /' 

niedostateczny sposób imituje środowisko wewnętrzne komórki. / f 

Jak wynika z dyskutowanych wyżej hipotez mających tłuma-

czyó istotę działania DG na oddychanie komórek raka wysięko­

wego Ehrlicha, bez względu na sprzeczności między nimi, klu­

czową rolę w mechanizmie działania przypisuje się zmianom 

w stężeniach nukleotydów adeninowych oraz działaniu hekso­

kinazy, jedynego enzymu biorącego bezpośredni udział w prze­

mianie DG. W oparciu o te kryteria można rozpatrzyć efekty 

działania DG na oddychanie innych tkanek nowotworowych 

i prawidłowych. Na tak poszerzonym materiale dało się po -

twierdzić istnienie równoległości między wpływem DG na oddy­

chanie i zachowanie się stężeń nukleotydów adeninowych, a 

stopniem aktywności heksokinazy. 

I tak więc nie obserwowano wpływu de z oksy glukozy na oddy­

chanie skrawków wątroby i wątrobiaka Morrisa, w których nie 

zanotowano także zmian w stężeniach nukleotydów adeninowych, 

a aktywność heksokinazy była bardzo niska. Natomiast w przy­

padku skrawków spontanicznego raka sutka myszy oraz kory 

mózgu świnki morskiej, cechujących się wysoką aktywnością 

heksokinazy, w których dochodzi w obecności DG do znacznych 

zmian w stężeniach nukleotydów adeninowych, dezoksy glukoz a 

wywołuje hamowanie oddychania. Na skrawkach spontanicznego 

raka sutka myszy obserwowano efekt Crabtree oraz hamujące 

działanie dezoksyglukozy na oddychanie, a także wzajemne ob­

niżanie tych efektów przez obie heksozy/Rozdz.3*1•3*» str.^B/. 

Wydaje się, że mechanizm tych zmian metabolizmu nie różni się 

od obserwowanego w przypadku komórek raka wysiękowego Ehrlicha. 

Badania wpływu DG na oddychanie skrawków kory mózgu świnki 
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morskiej prowadzono przy niskich i wysokich stężeniach KCl. 

Występował ta znany wpływ pobudzający wysokiejo stężenia KOI 

na oddychanie "badanego materiału w obecności odpowiednich 

substratów oddechowych przy jednoczesnym obniżeniu stęże­

nia ATP. Wzmożony rozpad ATP ma być zdaniem Mollwaina i wsp. 

( 4os) przyczyną tego pobudzenia oddychania. Dezoksygluko-

za nie miała wpływu na oddychanie skrawków kory mózgu przy 

niskim stężeniu KCl, natomiast przy wysokim stężeniu K* 

obserwowano w określonych warunkach głębokie hamowanie zu­

życia tlenu. Podobny efekt wywierają wg Mollwaina 

inne inhibitory /np. ma Ionian/. Hamujące działanie DG na od­

dychanie skrawków kory mózgu ma jednak dość złożony charak­

ter. Z jednej strony, ze względu na niezbędność endogennego 

substratu oddechowego* gdy substrstem takim jest heksoza, 

DG może wywoływać hamowanie oddychania poprzez konkurenoję 

z tymi heksozami w reakcji heksokinazowej. Ma to zapewne 

miejsce w przypadku fruktozy /Rozdz.3*l*5* 9 str. 5X /. Brak 

wpływu DG na oddychanie skrawków kory mózgu w obecności glu­

kozy i mannozy świadczy o wysokim powinowactwie obu tyoh 

hekeoz do heksokinazy. Istotnie, jak wynika z prac Crane'a 

( ̂ *•) Km heksokinazy dla DG jest znacznie wyższa niż dla 

glukozy i mannozy. Tower ) wykazał hamowanie oddycha­

nia skrawków kory mózgu inkubowanych w obecności glukozy 

przez DG stosowaną w wysokich stężeniach. Dezoksyglukoza 

wywołuje t8kże hamowanie oddychania skrawków inkubowanych 

w obecności mleczanu i pirogronianu. Ten efekt może być od­

powiednikiem hamowania oddychania komórek raka wysiękowego 

Ehrl i cha przez DG, do czego w przypadku kory mózgu istnieją 

wszystkie warunki - wysoka aktywność heksokinazy zlokalizo­
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wanej głównie na błonach mitochondrialnych i obniżenie 

stężenia AÜP w obecności DG. Czy istotnie mechanizm dzia­

łania DG na oddychanie komórek raka Ehrlicha i skrawków 

kory mózgu świnki morskiej jest w obu wypadkach taki sam, 

trudno jednak w tej chwili wyrokować. 

Działanie DG na oddychanie komórek nietkniętych i 

skrawków było porównywane z wpływem tego dezoksyoukru na 

oksydacyjną fosforylację mitochondriów /Rozdz.3*2.1./. 

W przypadku mitochondriów komórek raka Ehrlicha wykazano, 

że w przebiegu oksydacyjnej fosforylacji badanej frakcji 

mitochondrialnej w obecności DG następuje linijne przedłu­

żenie oddychania w stanie 3 w porównaniu z mitoohondriami 

inkubowanymi bez heksoz lub w obecności glukozy. Obrazowi 

temu odpowiadało omówione poprzednio /atolMfO/ zachowanie 

się stężeń nukleotydów 8deninowych - utrzymywanie się wy­

sokiego stężenia ADP i AMP, co jest przyczyną wzmożonego 

zużycia tlenu. Efekt ten wiązać należy z obecnością na bło­

nach badanych mitochondriów heksokinazy /Itozdz.3.2.3«» str. 

^5 / silnie hamowanej przez G-6—P ( 3, , <$0 , A 1 ć ) . 

Tym tłumaczy się brak wpływu glukozy na oksydacyjną fosfo­

rylację mitochondriów. Dowodem słuszności tej interpret80ji 

są wyniki badania wpływu DG na oksydacyjną fosforylację 

mitochondriów raka Ehrlicha w obecności glukozy i G-6-P. 

Zaobserwowano w tym wypadku zniesienie wpływu DG na oddycha­

nie i stężenia nukleotydów adeninowyeh w zawiesinie badanych 

mitochondriów. Badania metodą polarograficzną pozwoliły wy­

kazać, że glukoza wywołuje także pobudzenie oddychania mi­

tochondriów raka Ehrlicha, które ulega jednak szybkiemu 

Zahamowaniu wraz z nagromadzeniem się odpowiedniego stężę-
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nia G-6-P, Przyjmując, że 1 cząsteozce nagromadzonego G-6-P 

odpowiada 1 cząsteczka uwalnianego ADP, można z Byc»8 wyli­

czyć, że zahamowanie reakcji heksokinazowej i hamowanie zu­

życia tlenu przez mitochondria ma miejsce przy stężeniu 

G-6-P równym około 230 uM. Efekt ten, opisany także przez 

Sauera , a W nieco innym układzie doświadczalnym 

przez Koobsa (6H) t porównywany byfca do efektu Grabtree 

obserwowanego w komórkach nietkniętyoh# 

W obecności DG nie obserwowano żadnych zmian w przebiegu 

oksydacyjnej fosforylacji mitochondriów wątroby i wątrobia-

ka Morrisa /Rozdz.3*2.1#, str# co wydaje się zrozumia­

łe w związku z brakiem wpływu tego dezoksycukru na zachowa­

nie się stężeń nukleotydów adeninowych w zawiesinie bada­

nych frakcji mitochondria lny ch przy braku heksokinazy na 

błonach tych mitochondriów. W przypadku mitochondriów koiy 

mózgu, w zawiesinie których, mimo wysokiej aktywności hek­

sokinazy /jRozdz«3«2»3»/ nie wykazano zmian w zachowaniu się 

stężeń nukleotydów adeninowych w obecności DG /Rozdz#3#2.1./f 

Obserwowano nieznaczne tylko przyspieszenie oddychania w 

stanie 4 /po wyczerpaniu ADP/ w porównaniu z układami kon­

trolami. Może to być śladowym efektem aktywności heksokinazy# 

Wydaje się, że w przypadku działania DG na oddychanie mito­

chondriów kory mózgu można zastosować rozważania dyskusyjne, 

podane wcześniej /str*{{{ / przy omawianiu wp^wu DG na stęże­

nia nukleotydów adeninowych# Wydaje się więc, że wyniki ba­

dań wpływu DG na oksydacyjną fosforylację mitochondriów 

prawidłowych i nowotworowych z pewnymi wyjątkami potwier­

dziły poglądy wiążące wpływ DG na oddychanie komórek niet­

kniętych z aktywnością i lokalizacją wewnątrzkomórkową 
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heksokinazy« 

Zgodnie ze wstępnymi założeniami tej pracy "badano wpływ 

degoksyglukozy na glikolizę materiału prawidłowego i nowo­

tworowego, ze szczególnym zwróceniem uwagi na udział zmian 

w stężeniach nukleotydów adeninowych w mechanizmie hamowa­

nia glikolizy przez DG. 

Badania glikolizy komórek raka wysiękowego Ehrlicha /Rozdz. 

3.1.1., str. $5 / wykazało, że glukoza, fruktoza i manno za 

są równocennymi substratami ciągu glikoli tycznego w przeci­

wieństwie do galaktozy. W badanym materiale obserwowano 

wyraźny efekt Pasteura, a także silne pobudzenie glikolizy 

tlenowej w obecności DNP /Rozdz.3»3»3»/* Dezoksyglukozs 

bardzo silnie hamowała produkcję kwasu mlekowego kosztem 

fruktozy, czemu towarzyszyło wybitne obniżenie stężenia ATP. 

Natomiast w obecności glukozy i mannozy hamowanie produkcji 

kwasu mlekowego przez DG było znacznie słabiej wyrażone, 

a wewnątrzkomórkowe stężenie ATP nie ulegało istotnemu obni­

żeniu« Tę różnicę w działaniu dezoksyglukozy na glikolizę 

i fruktolizę wykazał już Nirenberg (£S) • Interesujące ar­

niki przyniosło badanie wpływu różnych stężeń dezoksygluko-

zy na produkcję kwasu mlekowego kosztem glukozy /Rozdz*3. 1.1./ 

W warunkach tlenowych hamowania glikolizy proporc jonalnemu 

do legarytmu stężenia DG nie towarzyszyło obniżenie się 

zawartości ATP w komórkach. Natomiast w warunkach beztleno­

wych przy stosowaniu wyższych stężeń DG hamowaniu glikolizy 

towarzyszyło obniżenie się stężenia ATP. Badanie glikolizy 

homogenatów komórek raka wysiękowego Ehrlicha przyniosło 

wyniki w zasadzie podobne do uzyskanych przy badaniu komó­

rek nietkniętych. Zwraca natomiast uwagę fakt, że w warun­
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kach tlenowych hamowanie przez DG produkcji kwasu mlekowego 

kosztem fruktozy było słabo zaznaczone, przy tym utrzymywa­

ło się wysokie stężenie A 23?, natomiast w warunkach beztle­

nowych obserwowano silne hamowanie fruktolizy przez DGf 

czemu towarzyszyło obniżenie się stężenia ATP. 

Dezoksyglukoza silnie hamowała wysoką glikolizę, zwłaszcza 

beztlenową, skrawków spontanicznego raka sutka myszy /Elozdz. 

3.1.3*/* Także w przypadku skrawków wątrobiaka Morrisa, 

który jest nowotworem słabo glikoliżującym, stwierdzono 

znaczne hamowanie przez DG produkcji kwasu mlekowego kosz­

tem glukozy, bez zmian w zachowania się stężeń A!EP /Rozdz. 

3.1.2./. Badanie skrawkowi glikolizy kory mózgu świnki mor-

skiej /Rozdz.3«l*5»/ potwierdziło znaną zależność produk­

cji kwasu mlekowego od stężenia KCl w środowisku inkubaoyj— 

nym. Występowało pobudzenie glikolizy w warunkach tlenowych, 

a hamowanie w warunkach beztlenowych przez wysokie stężenie 

KCl (4 om) . Dezoksyglukoza hamuje glikolizę w przybliże­

niu proporcjonalnie do legarytmu stężenia inhibitora, przy 

czym hamowanie jest procentowo podobne bez względu na obec­

ność tlenu i stężenie KCl w środowisku inkubaoyjziym. Fruk-

toliza skrawków kory mózgu jest bardzo silnie hamowana już 

przy niskich stężeniach DG. Badanie wpływu DG na produkcję 

kwasu mlekowego prowadzono także na układach cytoplazmaty-

cznych komórek wysiękowego raka Khrlicha i kory mózgu świnki 

morskiej. W obu wypadkach uzyskano podobne wyniki. Wykazano 

brak wpływu DG na glikoli zę układów c y top la zma tycznych i na 

stężenie ATP w środowisku inkubacyjnym, natomiast fruktoli-

za była silnie hamowana, a stężenie ATP ulegało w tych wa­

runkach znacznemu obniżeniu. 
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Ogólnie przyjęte Mpotezy tłumaczą hamowanie produkcji kwa­

su mlekowego przez DG konkurencją między tym inhibitorem 

a heksozami — substratami ciągu glikolitycznego o transport 

do komórek i o heksokinazę, a także zwrotnym hamowaniem 

heksokinazy przez G-6-P nagromadzający &T komórkach 

wobec zablokowania izom»erazy glukozofosforanowej przez 

DG—G-P ( • Ponadto Wick (MO) i £!ower Mom) sugerowali 

możliwość udziału dodatkowego mechanizmu, w którym obniże­

nie stężenia ATP pod wpływem 1X5 może powodować hamowanie 

reakcji heksokinezowej# Wydaje się, że uzyskane w tej praoy 

wyniki ujawniły możliwość występowania w określonych warun­

kach wszystkich wymienionych tu meohanizmów. Mniejsza niż 

w przypadku komórek nietkniętych i skrawków tkanek wrażli­

wość glikolizy homogenatów i układów cytoplazmatycznych raka 

wysiękowego Ehrlicha i kory mózgu świnki morskiej na działa­

nie DG nasuwa przypuszczenia, że nie uszkodzona błona komór­

kowa może być istotnie miejscem konkurencji między glukozą 

a dezoksyglukozą o dostęi> do komórki. Fakt, że produkcja 

kwasu mlekowego kosztem glukozy i mannozy - heksoz cechują­

cych się większym niż DG powinowactwem do heksokinazy, jest 

słabiej hamowana niż produkcja kwasu mlekowego kosztem fruk­

tozy, która ma niższe powinowactwo do heksokinazy niż DG, 

świadczy o znaczeniu konkurencji między DG a innymi hekso­

zami o heksokinazę. Ifejmniejsze znaczenie ma,jak się wydaje, 

mechanizm hamowania reakcji heksokinazowej w związku ze spad­

kiem stężenia ATP» Zjawisko to może występować w materiale 

cechującym się wysoką aktywnością heksokinazy /rak Shrlicha, 

kora mózgu/ w przypadku hamowania fruktolizy, a także przy 
bez 

hamowaniu glikolizy w warunkach/tlenowych przez wysokie 
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stężenia DG, nie ma natomiast znaczenia przy hamowaniu 

glikolizy w komórkach o małej aktywności heksokinazy / wą­

trób iak Morrisa/. 

Jak wynika z przedstawionych danych DG wywiera szcze­

gólnie silne działanie na metabolizm komórek nowotworowych 

inkubowanych w nieobecności glukozy / w warunkach oddycha­

nia kosztem substratu endogennego/, co wyraäa się wybitnym 

obniżeniem stężenia ATP i sumy nukleotydów adeninowycIloraz 

hamowaniem oddychania. Natomiast w obecności glukozy wraz 

z DG stężenia nukleotydów adeninowych utrzymują się w zasa­

dzie na normalnym poziomie, efekt Crabtree ulega obniżeniu, 

a hamowanie glikolizy przy równych stężeniach glukozy i DG 

nie jest zbyt silnie wyrażone. Komórki raka wysiękowego 

Ehrlicha inkubowane w obecności glukoz wraz z dezoksyglu-

kozą po przeszczepieniu nosicielom zdolne są do prawidło­

wego namnażania się (4°) • Poruszona sprawa wydaje się 

szozególnie istotna w związku z próbami stosowania DG w 

terapii nowotworów (37, Po podaniu DG 

do organizmu nieuniknione jest bowiem działanie jej w obec­

ności glukozy, li doświadczeniach in vivo obserwowano niezna­

czne hamowanie przez DG wzrostu nowotworów doświadczalnych 

i przedłużenie czasu przeżycia zwierząt - nosicieli guzów 

( , 3 & ) . Przyczyną zwolnienia wzrostu nowotworów jest, 

jak się wydaje, hamowanie przez DC syntezy DUJ! i w ko­

mórkach nowotworowych w związku z hamowaniem zużycia gluko­

zy i wchodzenia jej do cylrlu pentozowogo, a w następstwie 

obniżeniem syntezy nukleotydów ( G % , Natomiast stoso­

wanie DG w klinice zakończyło się niepowodzeniem z powodu 

braku efektó?/ terapeutycznych i wystąpienia u pacjentów 
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ogólnych objawów ubocznych zbliżonych do obserwowanych w 

hipoglikemii (U , 104), Ten ostatni efekt jest zrozumiały, 

gdy uwzględnimy dużą wrażliwość kory mózgu na działanie DU. 

0%3) 
Elzina proponowała stosowanie BG w o graniczonych przypad­

kach z ubyciem techniki krótkotrwałych perfuzji narządćw 

lub kończyn roztworem de zoksyglukozy nie zawiera jącyin glu­

kozy. Skuteczność tego sposobu kuracji fcakże wzbudzać może 

wątpliwości, gdyż jak wykazały badania, DG nie wywiera dzia­

łania cytotoksycznego. Komórki nowotworowe utrzymują swoje 

własności ż^dowe po 3 godz. inkubacji w obecności dezoksy-o 
glukozy, a obserwowane w tym okresie hamowanie mitoz cofa 

się po dodaniu glukozy (38 , m Ten 3posób stosowanie 

dezoksygliikozy mógłby być teoretycznie skuteczny wyłącznie 

w przypadku nowo*tworów o wysokiej aktywności heksokinazy. 

W praktyce zastosowanie dezoksyglukozy ogranicza się więc 

do prac eksperymentalnych, zwłaszcza dotyczących regulacji 

metabolizmu energetycznego. W tej pracy na przykład użycie 

DG pozwoliło na badanie związków pomiędzy zachowaniem się 

stężeń nukleotydów adeninowych a oddychaniem i glikolizą 

na materiale nowotworowym i prawidłowym. (Tskir. postawienie 

problemu siłą rzeczy odwróciło uwagę od innych aspektów 

działania DG na metabolizm komórek, wychodzących poza r&my 

celu niniejszej pracy. W zasadzie pominięto szczegółowe ba­

dania dotyczące mechanizmu hamowania przez dezoksyglukozę 

ciągu glikolitycznego i cyklu pentosowego z uwzględnieniem 

działania PG na niektóre kluczowe enzymy przemiany węglowo­

danowej /izomeraza glukozo—6—fosforanowa, dehydrogenaza 

glukozo-G-fosforanowa/. Z drugiej strony uzyskane w tej 

pracy informacje dotyczące mechanizmów regulacji metabolizmu 

http://rcin.org.pl



- 134- -

energetycznego zawężone są do niektórych aspektów roli 

ATP/ADP/AMP. Pozostawiono natomiast na uboczu inne ciekawe 

mechanizmy, w których nukleotydy adeninowe nie są bezpośred­

nio zaangażowane np. sprawę roli dehydrogenazy glicero-3-

fosforanowej /EC 1.1.1.8/ w regulacji aktywności glikoli-

tycznej H . Jednakże, po uwzględnieniu tych zastrze­

żeń należy stwierdzić, że w zakresie problematyki ograniczo­

nej do reś^/cji DG - nukleotydy adeninowe - oddychanie i gli­

koliza, problem mechanizmu działania DG na metabolizm komó­

rek splótł się w nierozerwalny sposób z zagadnieniami regu­

lacji metabolizmu energetycznego» Wykazano więc, że działa­

nie DG uzależnione jest od aktywności heksokinazy w bada­

nym materiale, w przypadku komórek raka wysiękowego Ehrli­

che i niektórych innych tkanek nowotworowych i prawidłowyoh, 

wyraża się obniżeniem stężeń ATP i sumy nukleotydów adenino-

wych a także hamowaniem oddychania* W obecności glukozy 

nie dochodzi pod wpływem DG do obniżenia stężenia ATP, choć 

obserwuje się miernego stopnia hamówanie glikolizy, nato* 

miast hamowanie fruktolizy i obniżenie się stężenia ATP w 

obecności fruktozy jest wybitnie wyrażone. Badania prowadzo­

ne na odpowiednich frakcjach subkomórkowych wykazały istnie­

nie warunków do wystąpienia pod wpływem DG zmian w metabo­

lizmie energetycznym, obserwowanych na komórkach nietknię­

tych. Nie przyczyniły się one jednak w istotny sposób do 

wyjaśnienia mechanizmu działania DG. Dla dalsago rozwoju 

pracy pomocne okazało się wskazanie Hackera (M4 ) , który 

podsumowując wyniki swoich badań nad mechanizmem efektu 

Pasteura prowadzonych na układach rekonstruowanych stwier­

dził, że "prawdziwy efekt Pasteura pozostaje badać tam, gdzie 
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on przede wszystkim występuje, w komórkach"• Zdanie to do­

tyczy oczywiście i innych mechanizmów regulacji metabolizmu 

komórek, w tym także mechanizmu działania dezoksyglukozy. 

Istotnie, badania przeprowadzone na komórkach nietkniętych, 

w których uwzględniono przede wszystkim dynamikę rozwoju 

zmian obserwowanych pod wpływem DG pozwoliły na wykazanie 

ścisłych powiązań między hamowaniem oddychania przez tę hek-

sozę a obniżeniem się stężenia ATP w komórkach, co wskazuje 

na wielką rolę ATP w utrzymaniu prawidłowej aktywności od­

dechowej i fosforylacyjnej mitochondriów. Zachowanie się 

stężeń nukleotydów adeninowych wydaje się natomiast nie 

odgrywać istotnej roli w hamowaniu glikolizy przez dezoksy-

glukozę- choć w pewnych warunkach /hamowanie glikolizy bez­

tlenowej przez DG w wyższych stężeniach/ można wykazać wpływ 

zawartości ATP w komórkach na ten efekt# Tak przeprowadzone 

badania mają jednak istotny brak - nie uwzględniają konrpart-

mentacji komórek, a więc wyniki badania stężeń nukleotydów 

adeninowych i fosforanu nieorganicznego stanowią średnie 

ze stężeń we wszystkich przestrzeniach komórki. Powstaje 

więo problem, czy takie wyniki mogą stanowić podstawę do 

rozważań nad możliwymi mechanizmami regulacji wewnątrzko­

mórkowej , bez uwzględnienia całej złożoności struktury 

wewnętrznej komórki, co jest oczywiście w obecnej chwili 

niemożliwe. Opierając się na opinii Engelhardta 

można na to pytanie odpowiedzieć pozytywnie# Badacz ten 

pisał: "Doświadczenie uczy, że termin "struktura" bywa 

zazwyczaj parawanem zasłaniającym naszą niew&dzę, a przy 

tym bardzo wygodnym parawanem, ponieważ można za nim ukr^ć 

niewiedzę każdego stopnia. /•••/ Nie jesteśmy przeto zbyt 
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skłonni ozęsto posługiwać się koncepcją struktury. Nie ne-

gując jej znaczenia na wyższym poziomie» nie dostrzegamy 

szczególnej konieczności uwzględnienia struktury w wypadku 

stanów elementarnych*1. Według Rackera ( &&) należy, zdając 

sobie sprawę z faktu, że nasze wyniki oboiążone są licznymi 

błędami, zbierać je i wykorzystywać "mająo nadzieję, że pew­

nego dnia, gdy zdołamy nagromadzić dodtateczną ilość arte­

faktów, będziemy mogli uzyskać z nich istotną informację 

dotyczącą zjawisk zachodzącyoh wewnątrz komórki n. Nie ule-

ga wątpliwośoi, że uzyskane wówczas informacje zbliżają nas 

do zrozumienia istoty powiązań struktury i funkcji zgodnie 

z nowoczesną koncepoją Hopkinsa. 

i 
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5 .  S T R E S Z C Z E N I E  N A J W A Ż N I E J S Z Y C H  

W T N I K O W 

Wykazano, że dezoksyglukoza wywołuje wybitne obniżenie 

stężenia ATP w komórkach raka wysiękowego Ehrlicha oraz 

skrawkach spontanicznego raka sutka myszy i kory mózgu 

świnki morskiej» N je obserwowano natomiast wpływu DG na za­

wartość ATP w skrawkach wątroby szczura i wątrobiaka Morrisa* 

Pomiary aktywności heksokinazy w badanym materiale wykazały, 

wysoką aktywność tego enzymu w komórkach i tkankach, w któ­

rych obserwowano obniżenie stężenia ATP w obecności DG, 

natomiast małą aktywność heksokinazy w materiale, w którym 

DG nie miała wpływu na zawartość ATP. 

W komórkach raka wysiękowego Ehrlicha inkubowanych w obec­

ności DG w warunkach tlenowych dochodziło do obniżenia się 

sumy stężeń ATP, ADP i AMP, natomiast w warunkach beztleno­

wych obniżenie się stężenia ATP było kompensowane przyros­

tem AMP i nie obserwowano istotnego obniżenia sumy stężeń 

nukleotydów adenin owych. Podobny efekt obserwowano na homo-

genatach komórek raka wysiękowego Ehrlicha» 

De z oksy glukoza wywierała hamujący wpływ na oddychanie komó­

rek raka wysiękowego Ehrlicha oraz skrawków spontanicznego 

raka sutka myszy i kory mózgu świnki morskiej» W przypadku 

komórek raka wysiękowego Ehrlicha hamowanie oddychania 

przez DG poprzedzone było okresem wzmożonego zużycia tlenu, 

któremu towarzyszyły przesunięcia w stężeniach ATP, ADP i 

AMP. Hamowanie oddychania rozwija się po osiągnięciu preez 
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ATP bardzo niskiego stężenia w komórkach, pomimo utrzymy­

wania się jeszcze przez pewien czas podwyższonego stężenia 

ADP. DG powodowała utrzymujące się hamowanie oddychania 

komórek raka wysiękowego Ehrlicha i obniżenie stężenia ATP 

dopiero po zastosowaniu jej w odpowiednio wysokim stężeniu, 

które odpowiada maksymalnemu zużyciu DG przez badane komór­

ki, Obniżenie zużycia tlenu i niskie stężenie ATP w komór­

kach raka Ehrlicha poddanych działaniu DG utrzymywało się 

także po przeniesieniu ich do środowiska inkubacyjnego nie 

zawierającego DG. 

Hamowaniu oddychania badanych komórek raka Ehrlicha przez 

glukozę nie towarzyszyły żadne zmiany w zachowaniu się stę­

żeń nukleotydów adeninowych. Glukoza podana wraz z jodoocta-

nem wywierała podobny do DG wpływ na oddychanie i zachowa­

nie się stężeń ATPf ADP i AMP. 

Badanie wpływu DG na oksydacyjną fosforylację frakcji mito-

chondrialnej raka wysiękowego Ehrlicha wykazało przedłuże­

nie oddychania w stanie 3* któremu towarzyszyło utrzymywa­

nie się wysokiego stężenia ADP i AMP w zawiesinie badanych 

mitochondriów. Efekt ten nie występował w obecności DG po­

danej wraz z glukozą lub G-6-P. DG nie wykazywała wpływu 

na oksydacyjną fosforylację mitochondriów wątroby i wątro-

biaka Morrisa, a działanie jej na zużycie tlenu przez frak­

cję mitochondrialną kory mózgu było bardzo słabo wyrażone. 

Wykazano wysoka$ aktywność heksokinazy na błonach mitochon-

driałnych raka wysiękowego Ehrlicha i kory mózgu świnki 

morskiej, a nieobecność heksokinazy na mitochondriach wą­

troby i wątrobiaka Morrisa. DG nie miała wpływu na aktyw­
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ność ATPaz mitochondriów raka wysiękowego Ehrlicha. 

Dü hamowała glikolizę komórek i tkanek nowotworowych oraz 

kory mózgu w warunkach tlenowych i beztlenowych. W przy­

padku komórek raka wysiękowego Ehrlicha działaniu DG na 

glikolizę w warunkach tlenowych nie towarzyszyły zmiany 

w zachowaniu się stężeń nukleotydów adeninowych, natomiast 

w warunkach beztlenowych obserwowano obniżenie stężenia 

ATP w komórkach. Fruktoliza w warunkach tlenowych i beztle­

nowych była silniej hamowana niż glikoliza, przy czym 

obserwowano wybitne obniżenie stężenia ATP w komórkach* 

W układach cytoplazmatycznych komórek raka wysiękowego 

Ehrlicha i kory mózgu świnki morskiej dazoksy glukoza nie 

hamowała glikolizy i nie miała wpływu na stężenia ATP. 

Silnemu hamowaniu fruktolizy przez DG towarzyszyło obniże­

nie stężenia ATP. 
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6 .  W N I O S K I  

i 

1. De z oksy glukoz a zmienia stosunki stężeń nudLeotydów ade-

ninowych w niektórych komórkach nowotworowych i praY/id-

łowych. Istnieje ścisła korelacja pomiędzy aktywnością 

heskokinazy w komórkach, a działaniem dezoksyglukozy 

obniżającym stężenie ATP, przy czym wrażliwym na dzia­

łanie DG okazał się materiał cechujący się wysoką aktyw­

nością heksokinazy. Wiel« danych wskazuje, że w ewolucji 

zmian stężeń ATP, ADP i AMP biorą udział także kinaza 

adenyłanowa i dezaminaza AMP. 

2. Istnieje wyraźna zależność między wysoką aktywnością 

heksokinazy i jej lokalizacją głównie na błonach mito­

chondrials ch, a hamowaniem przez DG oddychania szeregu 

komórek i tkanek nowotworowych i prawidłowych. Wydaje 

się, że hamowanie oddychania przez DG wiąże się przyczy­

nowo z obniżeniem stężeń ATP w komórkach. Dokładny me­

chanizm hamowania oddychania nie jest znany. Uzyskane 

dane wskazują, że istnieją różnice w mechanizmach hamo­

wania oddychania przez DG i efektu Crabtre». 

3. Wyłącznie w materiale cechującym się wysoką aktywnością 

heksokinazy hamowanie glikolizy i fruktolizy przez DG 

jest uY/arunkowane obniżeniem się stężenia ATP w komór­

kach. Podczas fruktolizy ten dodatkowy mechanizm wystę­

puje w warunkach tlenowych i beztlenowych, natomiast 

podczas glikolizy ma miejsce wyłącznie w warunkach 

beztlenowych. http://rcin.org.pl
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