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P O S T E P Y B I O C H E M 1 |

TOM 111 1957 ZESZYT 3M

PAL ELODI

Uber einige mit der Kristallisierung von Eiweissen
Zusammenhangende Probleme*

Die Kristallisierung bietet die Mdéglichkeit Substanzen in reinem Zu-
stand zu gewinnen. Die Kristallisierung und ihre Methoden ergeben, ob-
wohl es sich um chemisches Verfahren handelt, im Zusammenhang mit den
Eiweissen auch in biologischer Hinsicht beachtenswerte Tatsachen.

Die Bedeutung der kristallinen Eiweisse ist vom biologischen Gesichts-
punkt zweifelhaft, da ja Eiweiss in kristallinem Zustand im Organismus nur
vereinzelt vorkommt, wie z.B. das in pflanzlichen Kernen, im Aleuron
anzutreffenden sog. Kristalloid oder das in gewissen Andmiefdllen sich
in den roten Blutkdrperchen Kkristallisierende reduzierte H&moglobin.
Deshalb will ich mich im weiteren mit einigen Eigentumlichkeiten des
durch Anwendung verschiedener Isolierungsverfahren gewonnenen, im
kristallinen Zustand befindlichen Eiweisses beschaftigen.

Die Herstellung von Eiweissen in kristallinem Zustand gelangt zuerst
Hoffmeister im Jahre 1889, als er Eieralbumin aus Hihnereiweiss
isolierte. Seither kennen wir mehr als hundert auf diese Weise herstellbare
Eiweisse.

Die zur Kristallisierung von Eiweissen angewandten Metoden stimmen
samtlich darin uberein, dass die Kristallisation durch die Dehydratations-
wirkung erfolgt. Die Dehydratation I&sst sich durch Salzlésungen verschie-
dener Konzentration, mit wasserléslichen Lésungsmitteln (Alkohol, Azeton
usw.) oder durch Einstellung des isoelektrischen pH erreichen. Nach unse-
ren bisherigen Kenntnissen sind die Kristallisierungsbedingungen ver-
schieden. Bei einer gegebenen Salz- und Lésungsmittelkonzentration sowie
einem bestimmten pH lasst sich im allgemeinen nur ein gewisses Eiweiss
kristallin herstellen. Mit anderen Worten: die Qualitat des herstellbaren
Eiweisses wird durch das Verfahren bestimmt. Wenn das Eiweiss in kri-
stallinem Zustand hergestellt werden kann, ist demnach auch seine ldenti-
fizierung leichter.

*Biochemisches Institut der Ungarischen Akademie der Wissenschaften, Budapest.
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Ein anderer Vorteil der Kristallisierung bei den Eiweissuntersuchungen
besteht darin, dass die Eiweisse nur in nativem Zustand kristallisiert wer-
den. Das kristalline Eiweiss bietet demnach gleichzeitig die Gewé&hr dafr,
dass die Denaturierung im Laufe des Verfahrens vermieden werden konnte.

Bei den chemischen Verfahren wendet man die Kristallisierung zur
Herstellung fester Substanzen in mdglichst reinem Zustand an. Durch
mehrmalige Umkristallisierung kann ein betrdchtlicher Teil der Substan-
zen von den sie verunreinigenden Begleitkomponenten befreit werden.
Auch bei einem Teil der Eiweisse wird die Reinheit der Préparate durch die
Umkristallisierung erhéht; im Hinblick auf die Labilitdt der Eiweisse be-
steht indessen nicht in allen Fallen die Mdglichkeit der hdufigen Umkristal-
lisierung ohne einer mehr oder minder grossen Denaturierung.

Bei der Reinigung der Eiweiisse durch Umkristallisation ergibt sich auch
noch eine andere Schwierigkeit. Bekanntlich wurden bei gewissen Prépa-
raten z.B. Fermenten, in kristallinen Préparaten verschiedene Fermenta-
ktivitdten beobachtet. So z.B. bei dem Baranowskichen (3) kristallinen Aldo-
lase-Préparat, welches liber Gldzerophoisphat-Dehydrogenase-Aktivitat ver-
fugt, ferner bei dem kristallinen Trypsin, das auch Esterase-Aktivitdt be-
sitzt, wéhrend bei der Glyzerinaldehydphosphat-Dehydrogenase (im wei-
teren PGAD) Transazetylase- (11) und Acetyl-Phosphatase-Funktion (18)
nachgewiesen werden kann usw. Zur Deutung der Erscheinung gibt es zwei
Mdoglichkeiten, die beide als gultig zu betrachten sind:

1. Bei einzelnen Eiweissen — Fermenten — muss ein polyfuktio-
neller Charakter angenommen werden, d.h. das gegebene Ferment
kann als Katalysator an verschiedenen Reaktionen teilnehmen. Hierzu ge-
héhren Trypsin und PGAD.

2. Die Eiweisse kdnnen Mischkristalle bilden. Gewisse Eiweisse
sind kristallographisch als isomorph zu betrachten, so dass infolge der
Kristallisierung an der Gestaltung des Kristalls mehrere Eiweisse teil-
nehmen kénnen. Zu dieser Gruppe gehort z.B. die Baranowskische Aldolase.
Die Aldolase lasst sich auch nach einer anderen Methode, nach Taylor und
Mitarbeitern (20) hersteilen, doch verfiigt dieses Prédparat nicht uber Gly-
zerophosphat-Dehydrogenase-Aktivitdt. Die erwdhnten Probleme hé&ngen
mit der Homogenitdt der Eiweisse zusammen. In den letzten Jahren fuhrten
zahlreiche Untersuchungen zu dem Ergebniss, dass wir unsere Auffassung
uber den Kklassischen Begriff der Eiweisshomogenitit revidieren mussen.
Friher wurde das Eiweiss als homogen angesehen, welches mit Hilfe der
Elektrophorese, durch die Ultrazentrifuge oder mit Léslichkeits- bzw. se-
rologischen' Methoden untersucht nur eine Komponente enthalt. Nach
Anwendung der mit der Entwicklung der Biochemie eingefiihrten neueren
Methoden — lonenaustausch-Chromatographie, Teilungsanalyse (counter
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current) usw. — stellte es sich jedoch von zahlreichen derartigen, als klas-
sisch homogen betrachteten Eiweissen heraus, das sie in mehrere Kom-
ponenten geteilt werden kdénnen.

Bei den im klassischen Sinne als homogen betrachteten Eiweissen sehen
wir demnach die Erscheinung der Mikroheterogenitdt, was zu bedeuten hat,
dass die Molekile eines gegebenen Proteins nur statistisch als identisch an-
gesehen werden und zwischen den Molekilen kleinere oder gréssere Unter-
schiede bestehen kdnnen. Die in dieser Hinsicht in der letzten Zeit erzielten
Resultate wurden von Co 1vin (4) zusammengefasst.

Laut Haurowitz (12) besteht ein Eiweiss nur im idealen Falle aus
vollig identischen Molekilen, ebenso vie ,,Art” oder ,reiner Stamm?” nicht
identisch sind, sondern aus Gruppen sehr &hnlicher Individuen bestehen.
Er hélt es deshalb fur zweckméssig, die Homogenitdt der Eiweisse nicht
den klassischen chemischen, sondern biologisch - chemischen
Anforderungen entsprechend festzustellen und spricht daher von Protein-
-Spezies oder Protein-Familien. Die Variation der individuellen Proteine
innerhalb der Gruppe steht mit der Biosynthese der Eiweisse im Zusam-
menhang.

Die Mikroheterogenitat I&sst sich auch mit kristallographischen Metho-
den beobachten. Perutzund Mitarbeiter (16, 17) hatten festgestellt, dass
das reduzierte menschliche Ha&moglobin drei einander &hnliche Kristall-
formen hat. Die drei Modifikation kénnen auch mit der Rontgendiffrak-
tionsmethode nachgewiesen werden. Von den drei anderen Modifikationen
des Hamoglobins, dem Oxy-, Carboxy- und Methdmoglobin, kennen wir
weitere drei Formen. Nach unseren Beobachtungen (8) tritt die Kombina-
tion der am Aufbau der Argininphosphoferase (Abb. 1. a, b,) teilnehmen*
den elementaren Formen (sechseckiges Prisma, Bipyramide und Basisflache)
(Abb. 1. ¢,) nicht in gleichem Ausmass in Ercheinung; in gewissen Féllen

Abb. 1. c. Kristallformen von Krebsmuskel
Argininphosphoferase (Kombination der he-
xagonalen Bipyramid, Prisma und Basisplatte)

dominiert die eine, in anderen Fallen die andere Form. Haurowitz (13)
vermochte nachzuweisen, dass sich die Kristallformen des embryonalen
und postembryonalen menschlichen Hamoglobins unterscheiden.
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Vorstehende Falle des Polymorphismus kann man als natidrlichen
Polymorphismus bezeichnen, da seine Ursachen mit der Struktur,
den Eigentimlichkeiten oder dem funktionellen Zustand des Molekils zu-
sammenhéngen.

Eine andere Form des Polymorphismus, mit der ich mich ausfuhrlicher
befassen mochte, ist der kinstliche Polymorphismus, fiur den
ich einige Beispiele anfiihren will: Baranowski und Mitarbeiter (3)
gewannen die Aldolase — die sogenannte myogene Aldolase — aus Kanin-
chenmuskel in Form von Oktaedern. Taylor und Mitarbeiter (20) stell-
ten Aldolase unter Abédnderung der Kristallisationsbedingungen in Form
von Nadeln, sechseckigen Plattchen und sechseckigen Bipyramiden her.
Warburgund Christian (21) aber isolierten aus Rattenmuskel spin-
delférmige Aldolase-Kristalle.

Aschaffenburg und Drewry (2) stellten von ihrem /?-Lactoglo-
bulin-Préparat fest, dass je nach dem angewandten Isolierungsverfahren
verschiedene Formen gewonnen werden kénnen. Kendrew und Mitar-
beiter (14, 15) konstatierten, dass die Kristallform des aus einer gegebenen
Art isolierten Myoglobins auf der Isolierungsmethode beruht. Durch An-
wendung einer dhnlichen Methode léasst sich hingegen Myoglobin aus ver-
schiedenen Arten in lbereinstimmender Kristallform isolieren.

Sehr interessant sind die mit Lysozym durchgefiuhrten Arbeiten von
Alderton und Fevold (1). Sie gewannen das Lysozym in verschie-
denen Kristallformen, teils durch Veranderung des pH der Kristallisierung,
teils dadurch, dass sie durch Zugabe verschiedener Anionen (Chlorid, Bro-
mid, Jodid, Nitrat, Carbonat) zur Mutterlauge unterschiedliche Lysozym
»Salze” herstellten.

Schliesslich will ich unsere eigenen einschlédgigen Untersuchungen kurz
berihren. Bei der vergleichenden Untersuchung der aus verschiedenen
Saugetieren isolierbaren PGAD beschaftigten wir uns aus mit den Kristal-
lisierungsverhaltnissen des Ferments wobei wir folgendes feststellten. (9,
19):

Wird das Ferment in Anwesenheit von Amoniumsulfat mit 0,7 Sétti-
gungsgrad bei schwach sauerem pH kristallisiert, erscheinen anfangs Zwil-
lingsformen, in Rosetten-, Garben- oder Facherform angeordnet. Werden
diese Substanzen ldngere Zeit hindurch im Kihlschrank ruhig gelagert,
kdénnen diese Formen erhalten bleiben, ja auch weiter wachsen (Abb. 2).

Abb. 1. a, b. Argininphosphoferase aus Krebsmuskel (Pontambius fluviatilis)
Abb. 2. Sdugemuskel PGAD. Zwillingsformen bei schwach saueren ipH (58—6,0) (aus
Kaninchen- und Schweinmuskel)
Abb. 3. Sdugemuskel PGAD. Prismaformen bei schwach saueren pH (5,8—6,0) aus Ka-
ninchen- und Rindmuskel)
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Um eine bessere Ausbeute zu erzielen, pflegten wir jedoch die Mutterlau-
ge wéahrend der lIsolierung nach dem Erscheinen der Kristalle bei Zim-
mertemperatur zu zentrifugieren, wobei die Initialformen verschwanden
und sich statt dessen langliche Prismaformen bildeten (Abb. 3). Diese lassen
sich ohne besonderen Eingriff nicht in die urspringlichen Formen zuriick
gestalten. Geben wir zur Mutterlauge irgendeine SH-Substanz (z.B. Cy-
stein), ein Reduktionmittel (Askorbinsiure) oder KCN, gewinnen wir durch
Umkristallisation den ursprunglichen Formen d&hnliche Zwilligsformen
(Abb. 4). Ahnliche permanente Formen erhalten wir, wenn wiahrend der
Isolierung 0,001 M Athylendiamintetraazetat zur Anwendung gelangt
(Abb. 5).

Aus dem Gesagten darf geschlossen werden, dass PGAD im Laufe der
Isolierung oxydativ umgewandelt wird. Die oxydierte Form weist andere
Kristallgebilde auf als die reduzierte. Der Prozess ist reversibel, durch
Wahl entsprechender Bedingungen lassen sich die Formen unbeschrénkt
ineinander umgestalten.

Unsere Beobachtungen lber die Kristallisation wurden auch durch an-
dere Untersuchungsergebnisise gestarkt. Die PGAD-AKktivitat ist namlich —
wenn wir die Prismenform untersuchen — nur in Anwesenheit von Reduk-
tionsmitteln (Cystein, Glutathion, Thioglykolisaure, KCN, Askorbinsdure
usw.) 10'0%-ig. Es bestehen auch Differenzen zwischen dem Molekularge-
wicht, den serologischen Eigentimlichkeiten usw. der oxydierten und re-
duzierten Formen (6, 7). Man kann feststellen, dass die erwahnten Unter-
schiede in der Kristallisierung mit dem funktionellen Zustand des Fermen-
tes Zusammenhéangen.

Das pH hat auf die Entwicklung der Kristallformen ebenfalls Einfluss.
Das Protein vermochten wir nicht nur in den erwé&hnten, in schwach saue-
rem Medium gewonnenen Formen, sondern auch in schwach alkalischem
Medium (pH 8,3 — 8,5) zu kristallisieren. Zu Beginn der Kristallisation
entstanden in diesem Falle — unabhdngig vom Ursprung des untersuchten
Fermentes — aus Sadugermuskel erst Kristallanhdaufungen (Abb. 6), die spé-
ter zur rhnombenformigen Plattchen zerfielen (Abb. 7). Neben diesen gewan-
nen Devenyi und Mitarbeiter (5) in starker alkalischen Medium (pH9)

Abb. 4. Reduzierte PGAD aus Rindmuskel in der Anwesenheit von Cystein, KCN bzw.
Askorbinséure

Abb. 5. Permanente Zwillingsfarme aus Kaninchenmuskel. Isoliert mit Anwendung von

0,001 M Athylendiamintetraacetat (Veraene)

Abb. 6. Sdugemuskel PGAD in schwach alkalischem Medium (pH 8,3—8,5) (aus
Schweiniemuske!)

Abb. 7. Rhombférmige Plattchen in schwach alkalischen pH (8,3—85) (PGAD aus
Schweinmuskel)

Abb. 8 Spindelformen in starker alkalischem Medium (pH9) (PGAD aus Rindmuskel)



246 P. ELODI [6]

Spiindelformen (Abb. 8), in starker sauerem Medium (pH5) garbenférmige
Kristalle.

Die letzgenannten Beispiele zdhlen zur Gruppe des kiunstlichen Po-
lymorphismus. Die verschiedenen Kristallformen kommen durch Veran-
derung der Kristallisierungsbedingungen zustande. Die Erscheinung des
kinstlichen Polymorphismus bietet uns die Mdglichkeit zu einigen Be-
merkungen Uber den Kristallisationmechanismus der Proteine. Die Un-
tersuchung der Kristallfformen der Proteine erfolgt durch zahlreiche umfan-
greiche Forschergruppen (Astbury, Bernal Bragg Corey,
Crowfoot, Patterson, Pauling, Perutz u.a.). Die Arbeit ist
ausserordentlich schwierig und kompliziert. Die Rodntgenstrukturunter-
suchungen dieser Gruppen befassen sich indessen vor allem mit dem Auf-
bau der bereits entwickelten Gebilde. Uber den Prozess der Enstehung der
Kristalle wissen wir jedoch nur wenig. Auf Grund obiger Angabe will ich
darzusitellen versuchen,, wie die Entwicklung des EiweisskristalLs vor sich
geht.

Einleitend erwéhnte ich bereits, eine gemeinsame Eigenheit des Kri-
stallisationsverfahrens bestehe darin, dass die Eiweissmolekiilen dehydra-
tiert werden. Die Dehydratation hat zur Folge, dass der Durchmesser der
die einzelnen Seitenketten umgebenden, gleichsam eine Schutzwirkung
austitbenden Wasserhillen abnimmt. Zwischen den ihrer schiutzender Wa.s-
serhille beraubten Seitenkettengruppen kénnen Beziehungen zustande
kommen, die zur Aggregation der einzelnen Molekule fihren. Die Stabili-
tat der zwischen den Molekiilen entstandenen Beziehung kann in einzelnen
Fallen so gross sein, dass sich Kristalle bilden.

Im Zusammenhang mit diesem kurz angedeuteten Prozess ergeben sich
verschiedene Probleme. Es muss festgestellt werden, dass sich das Eiweiss-
kristall von den Kristallen anderer Substanzen nicht grundsetz,lieh unter-
scheidet: in Rontgendiffraktionsuntersuchungen wurde ermittelt, dass die
Kristallstruktur auch hier aus Massenpartikelchen besteht, die sich in be-
stimmten Punkten und Ebenen des Raumes entsprechend, orientieren. Eine
Abweichung zeigt sich darin, dass die Proteine kein grosses Kristallisie-
rungsbestreben aufweisen, und die Adhésionskraft der Molekile ebenfalls
verhéltnismadssig gering ist, so dass die EiweisSkristalle wenig stabil sind
und nur in der Mutterlauge l&ngere Zeit hindurch aufbewahrt werden kén-
nen, bei der Austrocknung jedoch zugrunde gehen. Schliesslich vermochte
man die Eiweisse bisher nur in Form von Mikrokristallen herzustellen, was
bei den Rontgen- und polarisationsoptischen Untersuchungen einen ernst-
haften Nachteil bedeutet.

Der Mechanismus der Einweisskristallisierung wurde durch die Ver-
suche, die durch Veranderung des Milieus zu abweichenden Kristallfor-
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men fuhrten, einer KIarung n&hergebracht. Wir hatten vorstehend ange-
nommen, die Kristallbildung finde in der Weise statt, dass durch den
Zusammenschluss einzelner Seitenketten supramolekuldre Einheiten ent-
stehen. Die Verédnderung des Mediums beeinflusst den Zustand der Seiten-
ketten und bestimmt, welche Seitenketten in aktiven (dissozierten) Zu-
stand gelangen und welche zur Herstellung der Beziehungen ungeeignet
werden.

Die Situation wird weiterhin noch durch den Umstand kompliziert,
dass die Verhaltnisse des Mediums nicht nur auf die intermolekularen Be-
ziehungen zwischen den Eiweissen eine Wirkung auslben, sondern auch
die intramolekiilaren Bindungen, die rdumliche Orientation des einzelnen
Eiweissmolekils, das Verhé&ltnis zwischen den verschiedenen Seitenketten-
gruppen und das Drehungsgrad (foillding coiling) der Eiweissmolekiile
beeinflussen. Die globuldren Eiweissmolekiile kdnnen sich zu sehr vielen
Formen krimmen. Bei gleicher Aminosdurenzusammensétzung und Se-
guenz kann sich daher die Oberflache ausserordentlich variabel gestalten,
d.h. die Konfiguration des Eiweissmolekils das Zustandekommen der in-
termolekilaren Bindungen beeinflussen. In der Entwicklung der Zusam-
menschlisse, der das Kristall zusammenhaltenden Gitterkrafte sind sehr
variable Mdglichkeiten gegeben, d.h. die Bildung des Kristalls wird durch
viele Umstédnde beeinflusst. Wahrscheinlich ist eis darauf zurtickzufihren,
dass die Herstellung der Kristalle nur unter sehr genau bestimmten Be-
dingungen maglich ist.

Abb. 9. Bildung der Eiweisskristalle (schematisch)

Die hier dargelegte Hypothese weist mit Aschauungen Frey-Wyss-
ling s (10) uber die Struktur des Protoplasmas gewisse gemeinsame Ziige
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auf. Ein Unterschied besteht jedoch darin, dass man sich im Protoplasma —
ieils im Hinblick auf den dynamischen Zustand der die Zelle aufbauenden
Elemente, teils mit Rucksicht auf den hohen Wassergehalt des Protoplas-
mas — eine stdndige intermolekulare Bindung zwischen den Eiweissmo-
lekulen selbst temporér nicht vorstellen kann, wahrend diese Mdglichkeit
innerhalb der als statisch zu betrachtenden Eiweisskristalle gegeben ist.

Die Bildung der Eiweisskristalle ist in Abb. 9. auf Grund der Erschei-
nung des Polymorphismus schematisch veranschaulicht. Als Beispiel
wéhlten wir die in schwach saueren bzw. schwach alkalischen Medium wahr-
nehmbaren PGAD-Formen. Die Eiweissmolekiile stellten wir vereinfacht
als Kugel dar, an deren Oberflache sich in allen Richtungen des Raumes
verschiedene Seitenketten befinden. Bei der im schwach saueren Medium
entstehenden Form ist anzunehmen, dass sich Seitenketten miteinander
verbinden, die zusammen einen rechten Winkeil bilden. In einer Richtung
des Raumes besteht daher eine sehr ausgeprédgte Kristallisationstendenz,
wodurch in dieser verldngerte Prismen zustande kommen. Bei der anderen
Form bilden nicht samtliche Bindungen einen rechten Winkel, wodurch die
rhombenformigen Plattchen entstehen.

Auf Grund vorstehender Ausfihrungen glaube ich, dass es auch durch
derartige verhdltnismésig einfache Methoden und Untersuchungen gelin-
gen kann, den komplizierten Eigentimlichkeiten der Eiweisskristalle né&-
herzukommen und gewisse Fragen im Zusammenhang mit den funktionel-
len und strukturellen Eigenheiten der Proteine zu klaren.

Zusammenfassung

Auf Grund der polymorphen Eigenschaften der Eiweisskristalle wurde
versucht, einige Eigentiimlichkeiten der Proteine und den Entwicklungs-
prozess der Eiweisskristalle zu kléren.

Der Polymorphismus lasst sich bei den Eiweissen auf zwei Ursachen
zuruckfihren. Der natirliche Polymorphismus hédngt einerseits mit dem
funktioneilen Zustand der Proteine, anderseits mit dem Ph&nomen der
Mikroheterogenitdt zusammen. Der kiinstliche Polymorphismus steht in
Beziehung zu den lIsolierungsbedingungen der Eiweisskristalle. Auf dieser
Grundlage dirfte die Entstehung der Eiweisskristalle auf folgendem Me-
chanismus beruhen:

1. Auf Wirkung des dehydratierenden Agens verringert sich die die
Seitenketten schitzende Hydrathille, und die Seitenketten werden zur
Herstellung intermolekularen Verbindungen geeignet.

2. Es hangt von der Zusammensetzung des Mediums ab, welche Seiten-
ketten intermolekulare Bindungen zustande bringen kdnnen; die Verbin-
dung entsteht zwischen den in aktivem Zustand befindlichen Gruppen.
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3. Durch die Bindungen entwickeln sich die, das Kristallgitter zusam-
menhaltenden Kréfte, es entsteht das Kristall.
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RYSZARD WIKTOR SCHRAMM

Chromatografia bibutowa barwikow chloroplastow

I. Rys historyczny

Chromatografia, jedna z najpowszechniej dzisiaj stosowanych na $wie-
cie metod analitycznych, zawdziecza swoje powstanie i rozw06j badaniom
nad barwikami ro$linnymi. Ich ogromne znaczenie w $wiecie organicznym,
a réwnoczes$nie wielka labilno$¢ i zwigzane z tym duze trudno$ci w roz-
dziale i identyfikacji poszczegdlnych barwikdéw a nawet grup barwikéw
roslinnych zmuszaty badaczy do szukania nowych, delikatnych i skutecz-
nych metod analizy.

Pierwsze proby zastosowania zjawisk kapilarnych do analizy wskazy-
waty raczej na rozwdj chromatografii bibutowej. Poczatkéw ich nalezy szu-
ka¢ w pracach Rungego (37, 38) a nastepnie Schoenbeina (41),
a zwtaszcza jego ucznia Goppelsroedera, tworcy tzw. analizy ka-
pilarnej (12,13, 14,15,16,17). Zasada analizy kapilarnej polegata na adsorp-
cji substancji znajdujacej sie w roztworze na pasku bibuty zanurzonym
jednym korncem do tego roztworu. W -stosunku do obecnej chromatografii
bibutowej metoda ta rdézni sie tym, ze rozdziat barwikéw nastepuje wprost
z roztworu, bez udziatu specjalnego rozwijacza. Poczatkowo Goppe 1s-
roeder nie pracowat tez w naczyniach zamknietych, w atmosferze na-
syconej parami rozpuszczalnika; dopiero pod koniec swoich prac stosowat
zamkniete kamery, bardzo podobne do niektérych typow obecnie uzywa-
nych kamer chromatograficznych. Na skutek ekstrakcji alkoholem Gop-
pelsroeder otrzymywat w roztworze rownoczes$nie barwiki soku ko-
maérkowego (antocyjany, filawony itp.) oraz barwiki plastydowe (chlorofile
i karotenoidy), co réwniez zaciemniato mocno obraz.

M. S. Cwiet, uwazany za wiasciwego tworce chromatografii, opraco-
wat swojg metode kolumnowej chromatografii adsorpcyjnej, uzywang do
dzi$ w zasadniczo nie zmienionej formie, dla rozdzielenia barwikéw chloro-
plastow (7, 8,9). Cwiet znat prace Goppelsroedera i czesciowo je
powtarzat; podkreslat on trudnosci wynikajgce ze swobodnego odparowy-
wania alkoholu i odrzucat dziatanie zjawiska adsorpcji w analizie kapilar-
nej, co wedtug obecnych danych, szczeg6lnie w odniesieniu do chromato-
grafii bibutowej barwikéw chloroplastéw, nie jest w peini stuszne.

[251]
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Ale i metoda Cwieta nie predko zyskata uznanie. Zainteresowali sie
nig co prawda badacze chlorofilu, a przede wszystkim R. Willstatter,
jednakze do badan iswoich uzyt on niefortunnym przypadkiem jako adsor-
bentu weglanu wapnia, na ktérym chlorofil ulega rozktadowi. Spowodo-
wany tym brak odpowiednich wynikéw, poparty ogromnym autorytetem
Willstatter a, przesadzit na przeszto 20 lat o niepowodzeniu metody
chromatograficznej, ktéra poszta w zapomnienie. Sam Willstatter
probowat jg jeszcze zastosowa¢ w swoich badaniach nad enzymami (56),
jednak i tym razem bez powazniejszego rezultatu.

Peitny renesans i rozw6j metody chromatografii kolumnowej przynio-
sty dopiero znowu badania nad barwikami chloroplastow — karotenoidami
prowadzone przez szkote szwajcarskag (R. Kuhn, E.Lederer, A Win-
terstein, P. Karrer ii. od 1931 r.). Od tego czasu chromatografia
wkroczyta na dobre do pracowni, szczeg6lnie biochemicznych, jako piekna,
subtelna i prosta metoda analityczna, dajaca wyniki tam, gdzie zawodza
inne metody chemiczne i fizyczne. Byta tez z powodzeniem uzywana do
rozdziatu barwikow chloroplastow (47, 43 i i.).

Analiza kapilarna, niemal zarzucona w tym okresie, od czasu do czasu
oddawata jednak pewne ustugi. W r. 1927 Ky 1in (25) przy jej pomocy wy-
kazat obecno$é chlorofilu ¢ (chlorofucyny) i fukoksantyny w brunatnych
algach.

Bibuty jako absorbenta w metodzie chromatograficznej uzyt znowu
W. G.Brown (4) do rozdzielania barwikéw chloroplastéw. Zmodyfikowat
on znacznie metode kapilarng z ktérej wyszedt, uzywajac krgzkéw bibuty
umieszczonych miedzy dwiema ptytkami szklanymi, z ktérych gérna miata
w $rodku otwor. Przez ten otwo6r wprowadzat na bibute wycigg barwikéw
chloroplastow w dwusiarczku wegla oraz w dalszym ciggu czysty dwusiar-
czek wegla jako rozwijacz. Otrzymat dobry rozdziat karotenoidéw oraz
chlorofili ai b w postaci typowego chromatogramu kragzkowego. Jego mato
znana ciekawa praca stanowi bezposrednie ogniwo przejsciowo od metody
kapilarnej do chromatografii bibutowej w S$cistym tego stowa znaczeniu
i jest pierwszg prébag zastosowania chromatografii kragzkowej.

Zastosowanie bibuty w kapilarnej analizie adsorpcyjnej barwikéw oma-
wiat rowniez obszernie R. Lieseg ang (27, 28). Tymczasem jednak poja-
wita sie wiasciwa chromatografia bibutowa w zastosowaniu do analizy
aminokwasow (6), poczatkowo jako modyfikacja rozdzielczej chromato-
grafii kolumnowej (33), wkrétce rozrastajac sie niebywale jako specyficzna
mikrometoda analityczna.

Poczatkowo chromatografia bibutowa nie znalazta zastosowania w ana-
lizie barwikéw plastydowych. Dopiero w r. 1949 jeden z najwybitniejszych
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specjalistdw w dziedzinie analizy chromatograficznej, a «réwnocze$nie zna-
ny badacz chlorofilu, H. H. Strain wspomina, ze przy pomocy uwodnio-
nego etanolu mozna rozdzieli¢ na bibule chlorofile i ksantofile (50). Jednak-
ze juz w pare lat p6zniej niemal rownolegle ukazuje sie niezaleznie od sie-
bie kilka prac na temat chromatografii bibutowej barwikéw chloroplastow.

Chronologicznie pierwszymi sg doswiadczenia L. Markusa, wyko-
nane w roku 1950, referowane w lutym 1951 na sesji Podsekcji Biologicz-
nej IV. Sekcji Wegierskiej Akademii Nauk (31), a ogtoszone drukiem
w 1952 (32). Markus prowadzit szczeg6towe badania nad rozdziatem
ekstraktéw acetonowych barwikéw plastydowych z pomidoréw (Solarium
Lycopersicum) i szpinaku (Spinacea oleracea) metodg wstepujaca i zste-
pujaca uzywajac oSmiu gatunkéw bibuty (niemiecka, szwedzka i wegierska)
oraz kilkunastu rozwijaczy. Z bibut najlepszg okazata sie Schleicher &
Schiill 602, niewiele ustepowata jej takze bibuta Machery-Nagell 640d.
Do rozdzielania uzywat eteru naftowego, benzyny, benzenu, cykloheksanu,
chloroformu, metanolu, n-butanolu, cykloheksanolu, eteru i acetonu, uzy-
wajac mieszanin dwoch lub trzech rozpuszczalnikéw w réznych stosunkach.
Najlepszymi okazaty sie mieszaniny benzyna: aceton: metanol = 30: 1: 0,03,
benzyna: aceton: n-butanol = 20: 1: 0,3, benzyna: aceton: benzen = 40: 2: 1,
eter naftowy: aceton = 30: 1 oraz eter naftowy: aceton: toluen = 20: 1. 1
Przy uzyciu rozpuszczalnikdw z eterem naftowym nie wystepowata plama
feofityn, natomiast rozpuszczalniki zawierajgce benzyne dawaty wyraz-
nie oddzielong jedng plame feofityn. Kolejno$¢ rozdzielonych barwikow
byta we wszystkich przypadkach nastepujaca liczac od czota chromatogra-
mu: karoten, feofityna, ksantofil, chlorofil a, chlorofil b. Barwiki byty iden-
tyfikowane przy pomocy réwnoczesnej kontrolnej chromatografii bibutowej
czystych frakcji otrzymanych przez rozdziat chromatograficzny na kolum-
nie z cukrem jako absorbentem, oraz spektroskopowe. Nie podaje zadnych
oryginalnych zdje¢ ani rysunkdw, tylko schematyczne. Ciekawa ta praca,
ogtoszona po wegiersku (z krotkimi tylko streszczeniami w jezyku rosyj-
skim, angielskim i niemieckim) w pierwszym numerze nowopowstajgcego
pisma, pozostata niemal zupetnie nieznana i do wyjatkdw w literaturze na-
lezy cytowanie jej nawet przez najpowazniejszych znawcow tematu; nie
podaje jej nawet tak specjalny podrecznik jak Linskens (30).

Na krotko przed wydaniem peinego tekstu pracy Markusa ukazat
sie artykut L. Bauera (3), stanowigcy podstawe wielu pdzniejszych prac
i na ogdét uwazany za pierwszg powazng prace z dziedziny chromatografii
bibutowej barwikéw plastydowych. Bauer rozdzielit barwiki lisci trzy-
krotki (Tradescantia albiflora.) na bibule Schleicher & Schiill 2043 b suszo-
nej przed uzyciem w 105°. Stosowat chromatografie wstepujgcg jedno
i dwukierunkowag, nanoszac barwiki w postaci surowego roztworu wycis-



254 R. W. SCHRAMM [4

nietego z lisci. W metodzie jednokierunkowej z kilku prostych rozwijaczy
najlepsze wyniki dawat monochlorobenzen oraz — nieco gorsze — toluen;
inne rozdzielaty stabo. W metodzie dwukierunkowej na arkuszach bibuty
0 rozmiarach 10X 10 cm i wiekszych, stosowat Bauer dwie r6zne mie-

szaniny rozpuszczalnikéw: | — benzyna specjalna (blizej nie okreSlona,
nie podana nawet t. wrzenia): eter naftowy: aceton = 10: 2,5: 2, Il — ben-
zyna specjalna: eter naftowy: aceton: metanol = 10: 2,5: 1. 0,25; ta druga

mieszanina na chromatogramach jednokierunkowych dawata tylko wiek-
sze Hf chlorofili niz mieszanina |, pozostate barwiki rozwijata b. podobnie.
Otrzymat nastepujacy rozdziat barwikéw (mniej wiecej po przekatnej, li-
czac od czota chromatogramu): karoteny, feofityna a, ksantofil, feofityna b,
chlorofil a, ksantofil-epoksyd (?), chlorofil b, nieznany (karotenoid), oraz
produkty rozktadu chlorofilu (chlorofiliny) na miejscu natozenia materiatu.
Zamiast eteru naftowego w obu mieszaninach uzywat Bauer réwniez
monochlorobenzenu lub toluenu, co powoduje pewne przesuniecie na chro-
matogramie plam barwikéw chlorofilowych w stosunku do karotenoidow.

Rys. la. Chromatogramy jednokie- Rys. Ib. Chromatogram dwukierunko-
runkowe wy barwikéw lisci Tradescantia albi-

A — metanol, B — monochloirobenzen, j|0ra

C — toluen, D — mieszanina I, E — . .

mieszanina Il. | — karoten. 2 — ksan- 1 — karoten, 2 — ksantofil, 3 — ksantofil-

tofil, 3 — ksantofil-epoksyd (2), 4 — 2, epoksyd (?), 4 — ? 5 — etiorofil a, 6 —

cmarofii b, 7 — feofijtyna, a, 8 — feofity-

5 — qghlotfofil a, 6 — chlarofil b. e
na b, 9, 10 — chlorofilina a, b. Bauer (?)

Bauer (3

W tym samym niemal czasie opublikowat wyniki swoich badan M. Asa-
m i (2), ktory, nie znajac poprzednio omowionych prac, opisat swojg me-
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tode bardzo szczeg6towo. Jako materiatu uzywat lisci koniczyny bialej
(Trifolium repens), z ktérych ekstrahowal barwiki mieszaning metanolu
i acetonu 3:1 w ciemnosci i niskiej temperaturze. Stosowat chromatografie
wstepujacg na bibule Toyo 50 (do chromatografii). Sposréd bardzo wielu
zbadanych przez niego prostych rozwijaczy najlepsze wyniki dawaty we-
glowodory aromatyczne oraz czterochlorek wegla, i to zar6wno bezwod-
ne jak i nasycone wodag. Otrzymat na chromatogramie rozdziat nastepuja-
cych barwikéw: 3 karotenowce (karoten i 2 ksantofile), chlorofil b, chlo-
rofil a oraz brunatno-zielone plamy produktu rozktadu barwikéw na miej-
scu naniesienia materiatu. W przypadku uzycia toluenu (bezwodnego i na-
syconego wodg) i bezwodnego ksylenu wystepowaty zawsze po 2 plamy
chlorofili a i b. Nie podaje obrazu chromatogramu, tylko tabele z warto-
Sciami Rf (dla 100 jig nanoszonej substancji, t = 15 — 22°).

Asami badat rowniez zalezno$¢ pomiedzy wartoscia Rf a czasem
rozwijania chromatogramu i iloScig barwika. Stwierdzit, ze karotenoidy
ulegaja rozdziatowi na bibule mniej wiecej zgodnie z zasadami chromato-
grafii rozdzielczej (wielko$¢ Rf niezalezna od czasu rozwijania i ilosci bar-
wika), natomiast chlorofile, rozwijane z poczatku szybko, po pewnym cza-
sie zwalniajg tempo posuwania sie za frontem rozpuszczalnika, a w kofncu
zatrzymujg -sie na pewnej wysokosci mimo dalszego przesuwania sie czota
rozpuszczalnika. Szybkos$¢ przesuwania sie plam chlorofili i warto$¢ Rf
jaka ostatecznie osiggaja sa mniej wiecej proporcjonalne do stezenia bar-
wika, co przemawia raczej za chromatografig adsorpcyjna.

Grangaud i Garcia (18) rozdzielili przy pomocy chromatografii
wstepujacej na bibule Whatman 1, stosujac jako rozwijacz eter naftowy,
barwiki karotenoidowe kwiatdw Tecoma radicans; otrzymali rozdziat czte-

rech barwikéw: 2 z6tte i 2 czerwone, z ktdrych jeden zostat zidentyfikowany
jako kapsanton.

Spiteri i Nunez (46) badajgc zwigzki lipofilne rozdzielili na bi-
bule chlorofile i karotenoidy, uzywajgc m. i. jako fazy ruchomej alkoholi:
metylowego, etylowego i propylowego, za$ jako fazy stacjonarnej tréjgli-
cerydow oraz chloro- i bromonaftalenu. Zadnych wynikéw otrzymanych
na bibule nie podajg. Stosujagc w dalszym ciggu chromatografie kolumnowg
do rozdziatu barwikdéw ,,surowego chlorofilu” (36) otrzymali 8 pasm barw-
nych, z tego 5 zielonych, co $wiadczy ze w toku pracy chlorofile ulegty du-
zym zmianom.

Dwukierunkowa chromatografie bibutowg zastosowali znowu Lind,
Lane i Gleason (29); opierali sie oni w zasadzie na pracy Bauera,
nie znajagc wynikébw Markusa, ani Asami’ego. Rozdzielali barwiki
lisci soi (Soia hispida) na arkuszu bibuty Whatman 1 o boku 23 cm prze-
mytej w eterze naftowym, przy czym przy pierwszym rozwijaniu stoso-

2 Postepy Biochemii
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wali kolejno 3 rozwijacze. Krotkie uzycie acetonu miato za zadanie zagescié¢
naniesione w postaci okragtej plamy barwiki do waskiego paska; nastepnie
przy pomocy eteru naftowego oddzielali karoteny od chlorofili i wreszcie
przy pomocy I°/o roztworu n-propanolu w eterze naftowym przeprowadzali
petne rozwiniecie chromatogramu w jednym kierunku. W drugim kierun-
ku rozwijali mieszaning eteru naftowego i chloroformu 75: 25 otrzymujac
w rezultacie rozdziat barwikéw przedstawiony na rys. 2.

Niezupetnie zadowalajace wyniki rozdziatu barwikéw metodami opi-
sanymi powyzej sklonity badaczy do szukania sposob6w ich ulepszenia.
Strain (51) w swoich badaniach zastoso-
wat bibute (Eaton-Dikeman 301) impregno-
wang 10% roztworami wodnymi ilub me-
tanolowymi zwiazkéw poliwodorotleno-
wych jak glicerol i sorbitol, aby zapobiec
dehydrancji bibuty oraz sorpcji barwika na
widknach, stwarzajac tym samym warunki
bardziej odpowiadajace czystej chromato-
grafii rozdzielczej. Jako rozwijacza uzywat
eteru naftowego 4- 0,5% n-propanolu,
otrzymujac tadny rozdziat barwikéw.

Na bibule nie rozdzielaty mu sie karote-
ny oraz luteol i zeaksantol, ktére np. roz-
dzielajg sie na tlenku magnezu (49).
Strain stosowat réwniez chromatografie
bibutowg z odwrdceniem faz, nasycajac
bibute 5% roztworem wazeliny w eterze
naftowym i rozwijajagc chromatogram 80%
L — plama na miejscu  natozenia metanolem, jednak wyniki otrzymane tym

ekstraktu, 2 — 2, 3 — chlorofil b, Sposobem nie byty lepsze.

4 — chlorofil a, 5 — ksantofiie, 6 — ? Inng drogg poszedt Douin (10). Zba-
‘fluoryzujacy), 7 — ikaretony. Lind, .

Lane, Gieason (29 dawszy szereg rozwijaczy prostych zatrzy-
mat sie na metanolu analizujgc szczeg6towo
jego dziatanie jako rozwijacza w naczyniu zamknietym (w atmosferze na-
syconej parami metanolu) oraz w naczyniu catkowicie i czeSciowo otwar-
tym. W rezultacie doswiadczenn skonstruowat specjalny cylinder chroma-
tograficzny 20 cm diugosci 4,5 cm S$rednicy z 36 symerycznie rozmiesz-
czonymi otworami o $rednicy 2 mm, dzieki ktérym nasycenie parami at-
mosfery wewnatrz cylindra niebyto petne. W swojej pracy uzywat bibuty
Durieux 147, ktéra dawata lepsze rezultaty niz bibuty Whatmana, nasy-
conej wilgocig w granicach 8 — 15% (przez zawieszenie na 3 — 4 godziny

w zamknietym stoju zawierajgcym na dnie troche wody, w t. 5°). Douin

Rys. 2. Chromatogram dwukie-
runkowy barwikéw lisci Soia hi-
spida
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podkres$la znaczenie odpowiedniego uwodnienia bibuty dla dobrego roz-
dziatlu mieszaniny barwikOw przy pomocy stosowanej przez niego me-
tody. Barwiki ekstrahowat w t. ok. 5° acetonem, przemywal wodg z do-
datkiem siarczanu amonu i podejmowal eterem; roztwor barwikéw na-
nosit na pasek bibuty w postaci smugi otrzymujac na chromatogramie
poszczegdlne barwiki w postaci pasm na catg szeroko$¢ paska. Otrzymat
nastepujacy rozdziat barwikéw: 2 lub 3 ksantofile (w zaleznosci od ga-
tunku rosliny), chlorofil b, chlorofil a oraz karoteny (jako jedng smuge);
czasami miedzy chlorofilami a karotenami pojawiata sie smuga szarawa
(feofityny?).

Rys. 3 Rys. 4 Rys. 5
Rys. 3. Chromatogram jednokierunkowy
1 — karoteny, 2 — Luteod-zeaksamfcol, 3 — chlorofil, a, 4 — wiiolaksanitol, 5 — chlorofil b, 6 —
neoksamtoi. Str ain (51)

Rys. 4. Chromatogram jednokierunkowy barwikow lisci Tilia silvestris
1 — iksamtofil, 1, 2 ksaartofil 2, 3 — chlorofil, b, 4 — chlorofil, a, 5 — karoten D ouitn (10)

Rys. 5. Chromatogram jednokierunkowy
| — chlorofil b, 2 — chlorofil a, 3 — epoksyd, 4 luteiina, 5 — feofiityna b, feofiityma a, 7 — ka-
roteny.iSironwal (45
C. Sironvalopierat sie w swoich pracach na metodzie Bauera,
ktérag poddat pewnym drobnym modyfikacjom. Rozdzielat barwiki chloro-
plastéw badZ to z rozgniatanych wprost na bibule kragzkéw Swiezej tkanki
lisSciowej (44), przy czym jednorazowe naniesienie materiatu obejmowato
4 — 6 krgzkéw o powierzchni 0,25 cm2kazdy, badz z ekstraktu acetonowego
(45), stosujac chromatografie zstepujaca w stoju nasyconym parami eteru
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naftowego oraz uzywajgc jako rozwijacza zmodyfikowanego roztworu |
z metody dwukierunkowej Bauera o sktadzie benzen: eter naftowy lek-
ki: aceton = 10: 2,5: 2. Rozdzielajagc barwiki $wiezej tkanki otrzymat na-
chromatogramie (liczac od czota rozpuszczalnika): karoteny (nie rozdziela-
jace sie), 2 lub 3 (w zalezno$ci od rodzaju materiatu) dobrze rozdzielone
ksantofile, chlorofil a i chlorofil b. Z ekstraktow acetonowych poza wy-
mienionymi rozdzielat rowniez feofityny, powstajace juz to samorzutnie
w czasie preparatyki w kwasnych ekstraktach naturalnych (np. z mtodych
lisci Pélargonium), badz tez przy dodaniu drobnych ilosci kwasu do suro-
wego roztworu. W dostatecznym stezeniu feofityny widoczne sg jako plamy
barwne, w mniejszym wystepujg dopiero w Swietle UV.

Poszczegdlne barwiki chlorofilowe oznaczat ilosciowo w absorpcjome-
trze Hilgera-Spekkera wycinajgc plamy z chromatogramu i eluujac chloro-
formem lub eterem etylowym oraz wykorzystujgc odpowiednie maksima
absorpcji: 665 mji dla chlorofilu a, 645 mjj. dla chlorofilu b oraz 500 —
540 mjx dla feofityn (w roztworze eterowym). Metody swojej uzywat z po-
wodzeniem do oznaczania aktywnosci chlorofilazy (45).

Bibuty impregnowanej uzyli znowu Sporer, Freed i Sancier,
(48) do rozdziatu chlorofili. Stosowali oni bibute Whatman 1 nasycong 18%
wodnym roztworem cukrozy (sacharozy) i suszong nastepnie w 100°. Im-
pregnacja bibuty cukrozg miata zapobiec rozktadowi chlorofili, co udato
sie w pewnym stopniu. Metodga chromatografii wstepujgcej w atmosferze
azotu, w ciemnosci i temperaturze 5° przy pomocy n-heksanu + 0,5%
n-propanolu rozdzielili chlorofil ai b (b + b").

Same karotenoidy z czystych preparatdw rozdzielat Nune z (35) na
bibule impregnowanej trojglicerydami (np. oliwg z oliwek) uzywajgc jako
rozwijacza metanolu, etanolu, butanolu lub mieszaniny poszczegdlnych
alkoholi z pirydyna.

Chiba i Noguchi (5 opierajac sie na pracy Asami’ego (nie
cytuja zadnych innych autoréw) w dalszym ciggu rozdzielali chlorofile z li-
Sci koniczyny biatej (Trifolium repens) wyekstrahowane przy pomocy eteru.
Chromatogram rozwijali na bibule Toyo 50 metoda wstepujaca, w ciemno-
$ci, przy pomocy mieszaniny toluenu i 95% etanolu 20: 0,1, ktéra okazata
sie lepsza niz czysty toluen. Dla poréwnania uzywali jako standardu czy-
stego chlorofilu a wyizolowanego z krystalicznej chloroplastyny (chloro-
phyll-lipoprotein) otrzymanej z lisci koniczyny biatej przy pomocy zmo-
dyfikowanej metody Takashimy (55). Podobnie jak Asami stwier-
dzili zwiekszenie sie wartosci Rf chlorofili ze stezeniem barwika oraz
zmniejszanie z uptywem czasu; wyraznym okazat sie tu rowniez wplyw
rozwijacza: czysty toluen dawat rdznice znacznie wieksze niz mieszanina
toluenu i etanolu 20: 0,1.
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Przy pomocy chromatografii bibutowej (blizsze szczeg6ty nie sg podane
przez autorow) oraz spektrofotometrii udato sieHarderowi i Ko-
chowi (22) wykaza¢ obecnos¢ chlorofilu ai b u Pedinomonas tuberculata.

Lefort i Signol (26) przystosowali metode chromatografii bi-
butowej do szybkiego rozdzielania bardzo matych ilosci barwikéw chloro-
plastow rzedu miligrama. Stosowali metode jednokierunkowga wstepujaca
uzywajac bibuty Whatman 1 oraz mieszaniny eteru naftowego lekkiego
(t. wrzenia 36 — 42°), acetonu i benzenu w stosunku 17: 2: 1 (objetosciowo),
wybranej sposréd wielu prébowanych, jako rozwijacza. Materiat nanosili
badZz w postaci wycinanych kragzkow (wedtug Sironvala, leczw mniej-
szej ilosci 1 — 2 kragzkow) badz w postaci ekstraktu acetonowego z materia-
tu roslinnego zamrozonego w t. — 80° lub wyciggu eterowego z tego roztwo-
ru, przy czym wszystkie trzy sposoby nanoszenia dawaty im taki sam obraz
chromatograficzny. Wszystkie czynnosci (ekstrakcja barwikéw, nanosze-
nie na bibute i rozwijanie chromatogramu) byly dokonywane w Swietle
silnie przyémionym. Chromatogram rozwijali na przestrzeni 18 cm otrzy-
mujac ( z liscieni pomidoréw) nastepujacy rozdziat barwikéw: karoten,
feofityna, luteina, wiolaksantyna, chlorofil a, chlorofil b, produkty roz-
ktadu chlorofili w miejscu naniesienia barwiku. Badania ich potwierdzity
spostrzezenia poprzednikdw o zwiekszaniu sie warto$ci Rf ze stezeniem
chlorofili, z czego wyciggajg wniosek, ze rozdziat ich na bibule nastepuje
na drodze rzeczywistej adsorpcji. Podkreslaja, ze dla uzyskania $cisle re-
produkowanych wynikéw trzeba zachowaé stato$¢ warunkow, tj. dtugosci
rozwijanych chromatogramow oraz .stezenia (matego) barwikoéw. Przy roz-
wijaniu chromatogramu na diuzszej przestrzeni mozna tg metodg wydzie-
li¢ jeszcze foefityne b i feoforbid.

Do metody dwukierunkowej powrocili znowu Sapoznikow, Br on-
sztein i Krasowska ja (39). Chromatogram rozwijali na bibule
Whatman 10 rozmiarach 16X16 cm. Barwiki nanosili w postaci ekstraktu
etanolowego, etanolo-acetonowego 1: 3 lub w eterze naftowym, przy czym
wszystkie ekstrakty dawaty wedtug nich tak samo dobre wyniki. Jako roz-
wijaczy uzywali: | — benzen z eterem naftowym 3: 1 (obj.), Il — eter naf-
towy z 96% etanolem 14: 1 (obj.). Otrzymali nastepujacy rozdziat barwi-
kéw: karoteny, feofityna, ksantofile (wiolaksantol + luteol), chlorofil a,
chlorofil b, neoksantol.

Inna metoda tych autor6w, opracowana przy wsplipracy Majew -
skiej (40), stuzy przede wszystkim do analizy karotenoidéw. Peing ana-
lize przeprowadzajg na dwoch chromatogramach dwoma rozwijaczami.
Przy pomocy pierwszego, ktérym jest benzen z eterem naftowym 3: 1 (obj.)
rozdzielajg karoten, luteine i wiolaksantyne od nierozdzielonych chlorofili;
na osobnym chromatogramie przy pomocy drugiego rozwijacza, ktorym
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jest mieszanina benzenu, eteru naftowego i 96% etanolu 18: 6: 1 oddzie-
lajg neoksantyne od nierozdzielonej mieszaniny innych karotenoidéw
i chlorofili. W tej pracy roztwdr barwikéw nanosili na bibute w postaci
smugi otrzymujgc odpowiednio na chromatogramach pasma poszczegol-
nych barwikéw. W obu pracach oznaczali nastepnie ilosciowo karoten,
a w drugiej takze inne karotenoidy, kolorymetrycznie, eluujgc je z chro-
matogramu mieszaning etanolu i acetonu 1:3.

Osobny rozdziat w chromato-
grafii bibutowej barwikdéw plasty-
dowych stanowig prace Hagera
(20, 21). Analizujac szereg prac po-
przednich badaczy stwierdzit on,
ze stosowane przez nich metody
chromatografii bibutowej nie daja
zadowalajagcych wynikéw i nie po-
zwalajg na doktadniejszy rozdziat
sktadnikéw niz dawne metody kla-
syczne. W szczegdlnosci jesli chodzi
o karotenoidy, a zwitaszcza ksanto-
file, stosowane dotychczas metody
jednokierunkowe pozwalajg rozbié
je na dwie, maksimum trzy plamy.

Rys. 6. Chromatogram dwukierunkowy

1 — plama na miejscu natozenia ekstraktu,
2 — neoksantol, 3 — chlorofil b, 4 — chloro-
fil a, 5 — luteol, 6 — feofityna, 7 — karo-

teny. Sapoznikow, Bronszrtein,

Nieco lepsze wyniki daje metoda
dwukierunkowa, jednak nadaje sie
tylko do bardzo matych ilosci bar-
wikow, co z kolei nie pozwala p6z-

K ‘kaj 39 .. . . R .
rasows'kaja () niej na ich wymycie i oznaczenie

iloSciowe.

Hager wprowadzit w swojej metodzie caly szereg szczeg6tdw, majg-
cych na celu wyeliminowanie szkodliwych i zmieniajagcych obraz wptywéw
zewnetrznych. Chloroformowy wyciag, uzyskany na drodze homogenizacji
materiatu roslinnego, nanosi w ksztalcie smugi na calg szeroko$¢ (ok.
50 cm) arkusza bibuty Schleicher & Schiill 2071 dobrze wysuszonego
w t. 50°, zwinietego w ksztalcie walca i umieszczonego w specjalnej ka-
merze cylindrycznej odpowietrzonej i nasyconej parami rozwijacza. Roz-
wijajagc chromatogram na dtugosci ponad 50 cm (czas trwania ok. 24 godz.)
przy pomocy mieszaniny benzyna: benzen: chloroform: aceton: izopropa-
nol = 50: 35: 10: 0,5: 0,17, bez dostepu powietrza i Swiatta, uzyskat bardzo
piekny rozdziat barwikdw w postaci wyraZznie oddzielonych pasm, niekie-
dy pokrytych przez szerokie pasma barwikéw wystepujacych w specjal-
nie duzym stezeniu (chlorofil a i b). Z poszczeg6élnych grup barwikdéw
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udato mu sie wydzieli¢ cztery karoteny (/9-karoten, /5-karoten-dwu-epoksyd
i 2 niezidentyfikowane), 10 ksantofil! (lutedl, wiolaksantol, neoksantol, ze-
aksantol, ksantofil-epoksyd, chryzantemaksantol, flawoksantol i 3 niezin-
dentyfikowane), chlorofil a, chlorofil b oraz produkty ich rozkitadu: feofi-
tyny aib, feoforbidy ai b i wreszcie chlorofilidy na miejscu natozenia roz-
tworu. W innym wypadku przy zastosowaniu benzyny jako rozwijacza
(specjalnie dla karotenoidéw) otrzymat 17 odrebnych pasm o barwach od
z0ttej do czerwonej. Do identyfikacji barwikéw i oznaczen ilosciowych po-
szczegOlne paski wycinat z chromatogramu, suszyt pod préznia i eluowat.

Rys. 7. Chromatogram jednokierunkowy barwikéw lisci ro$liny obficie

naswietlonej
1 — Kkairoteinowiiec bezbarwny, fluoryzujacy (max, 271 mu w heUcsaruie), 2 — karo-
ten, 3 — mieszanina karot.enowcéw (max. 455, 4845 mu w chloroformie), gtéwnie
karoten-dwuepoksyd, 4 — feofityna a, 5 — jksantofil o (max 411, 466 mu w etanolu)
6 — feofiityna b, 7— luteol, 8 — zieaksantol, 9 — ksanitofll-eipoikisyd, 10 — wiolak&an-
tol, 11 — chryzianteimaksarutol, 12 — flawoksantol, 13 — kisanitofiil 1 (max. 431, 466 mu
w etanolu), 14 — ksantofil 2 (max. 4305 468 mu w etanolu), 15 — ksantofil 3
(max. 450 mu w etanolu), 16 — neoksantofil, 17 — feoforbid a, 18 — feoforbid b,
19 — chlorofilidy (w miejscu natozenia ekstraktu). Hager (20, 2il)

Metoda ta daje bez watpienia najlepsze wyniki, o ile chodzi o rozdziat
barwikow, jednakze nie nadaje sie do prac szybkich i seryjnych ze wzgledu
na skomplikowang aparature i procedure, dlugi czas trwania rozwijania
jednego chromatogramu oraz potrzebng stosunkowo duzg ilos¢ materiatu
(conajmniej 2 g masy roslinnej).

Na zastosowanie chromatografii bibutowej do badan seryjnych barwi-
kéw chloroplastéw zwrocili uwage Schramm i Organisciak (42),
ktorzy przeprowadzili szereg analiz 21 gatunkéw roslin rozwijajac barwiki
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badZ to bezposrednio ze Swiezej tkanki (wycinki rozgniatane na bibule),
badz tez z ekstraktow. W zwigzku z konieczno$cia dokonywania badan po-
rownawczych w czasie zwrdcili uwage na konserwacje barwikow w roz-
tworach. Ekstrakcje barwikdéw przeprowadzali mieszaning etanolu z ace-
tonem 2: 1, nastepnie ekstrakt suszyli pod préznig i podejmowali rozpusz-
czalnikiem, w ktérym barwiki byty dalej przechowywane. Najlepszym do
tego celu okazat sie chlorobenzen; podobne wiasciwosci wykazywaty chlo-
roform i eter naftowy, jednakze ich duza lotno$¢ powodowata szybkie
zmiany roztworu przy pobieraniu prébek. Do badah uzywali bibuty
Whatman 1 oraz rozwijacza benzyna (t. wrzenia 60°): eter naftowy
(t. wrzenia 48°): aceton = 10: 2,5: 1,5 (obj.) uzyskujagc metoda wstepujaca
jednokierunkowg nastepujacy rozdziat barwikow: karoten, feofityna a,
feofityna b, luteol, wiolaksantol, 2 niezidentyfikowane (feoforbidy?), chlo-
rofil b, chlorofil a.

Rys. 8.
Chromatogram jednokie-
runkowy barwikow lisci

Vesbascum thapsiforme
1 — /kairofcem, 2 — feofityna

Rys. 9.
Chromatogram jednokie-
runkowy barwikéw gyt-
tji interglacjalnej rozpu-

a, 3 — feofityna b, 4 — Lu- szczalnych w eterze

teol, 5—wiiolaksantol, 6—?, G — barwiiikd. ziieloine, Y —
7 — ?, 8 — chlorofil b. barwika zétte, R — barwi-
Schiramm, Organi$- ki czerwone. Ander-
eiaik (42). sen, Gundersen (1

Chromatografia bibutowa barwikéw plastydowych znalazta wkrétce
praktyczne zastosowanie w r6znego typu badaniach. Netien i La-
charm e (34) Sledzili przy jej pomocy wptyw terramycyny na tworzenie
sie barwikow u rzodkiewki, nanoszgc acetonowy wycigg w postaci pasma
i stosujgc chromatografie zstepujgcg w t. 4° na bibule Whatman 4
w atmosferze eteru naftowego. Przy uzyciu rozwijacza Bauera | roz-
dzielili nastepujace barwiki: karoteny, oksyksantofile, ksantofile, karote-
nole, chlorofil a, chlorofil b. Stwierdzili tg metoda, ze pod wptywem terra-
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mycyny spada zawarto$é chlorofilu a i karotenu, natomiast wzrasta ilosé
barwikow flawonowych.

W bardzo ciekawej pracy Andersen i Gundersen (1) stosujac
metode Sironvala rozdzielili barwiki plastydowe wystepujgce w po-
ktadach gyttji interglacjalnej liczacych ok. 100 000 lat. Wyodrebnione przez
nich barwiki zielone (produkty rozktadu chlorofilu fitoplanktonu) nie daty
sie zidentyfikowaé spektroskopowo z zadnymi znanymi obecnie; z karto-
noidéw obok szeregu niezidentyfikowanych znalezli luteol, fukoksantol
i /?-karoten.

Gundersen i Frii.s (19) wykazali obecno$é chlorofilu w rdzeniu
i promieniach rdzeniowych kilku gatunkéw drzew (Fagus silvatica, Salix
caprea, Corylus avellana) i oznaczyli przy pomocy chromatografii bibuto-
wej stosunek chlorofilu a do b, ktéry okazat sie najmniejszym z dotych-
czas stosunek w tkankach roslinnych (w granicach 1,1 — 1,9).

Il. Zagadnienia metodyczne

Zastosowanie chromatografii bibutowej do analizy barwikow zwigza-
nych ze strukturami plazmatycznymi komorek roslinnych napotyka na
liczne i duze trudnosci, totez prace z tej dziedziny przewaznie ciggle jesz-
cze borykaja sie z zagadnieniami metodycznymi. Interpretacja wynikow
musi by¢ bardzo ostrozna oraz uwzglednia¢ szereg czynnikow zwigzanych
z postepowaniem analitycznym.

Podstawowg trudnoscia, dajagcg o sobie zna¢ na kazdym kroku, jest row-
noczesne wystepowanie w analizowanym materiale dwoch zupetnie od-
miennego typu grup barwikéw: chlorofili i ich pochodnych oraz karotenow-
cow (beztlenowych i tlenowych), ktére réznig sie¢ miedzy sobg szeregiem
zasadniczych wiasciwosci (rozpuszczalnoscig, zdolnoScig adsorpcji itp.).

Pierwszg trudnoscig metodyczng, z jaka stykamy sie w analizie barwi-
kéw chloroplastéw, jest ich dobre wyizolowanie z materiatu roslinnego.
Barwiki chloroplastow wykazuja rézny stopien lipofilnosci (hydrofobowo-
§ci) — najsilniej karoteny, mniej ksantofile, jeszcze mniej chlorofile, ktére
obok wtasnosci jlipofi'lnych spowodowanych obecno$cig reszty fitolu wy-
kazujg rownoczesnie wyrazne cechy hydrofilne, wynikajgce z obecnosci
dodatkowego hydrofilnego pieciocztonowego pierScienia w rdzeniu porfi-
rynowym; niektdre pochodne chlorofili pozbawione fitolu (np. chlorofilidy)
nie wykazujg w ogole wiasnosci lipofilowych. Stad tez dobdr rozpuszczal-
nika ekstrahujagcego w petni wszystkie barwiki plastydowe nie jest tatwy.
R6zni badacze polecajg rézne rozpuszczalniki wzglednie ich mieszaniny,
stosowane ogdlnie do ekstrakcji barwikéw plastydowych. Z czystych roz-
puszczalnikow najczesciej stosowanym jest i najlepsze wyniki daje aceton,
zwykle 80—90% (stezenie konicowe) (10, 18, 26, 32, 34, 45, 46 i i.), ktory
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szczegOlnie dobrze ekstrahuje chlorofile. Rzadziej stosowane i mniej do-
godne sg alkohole. Dosy¢ dobrg ekstrakcje daje metanol, szczegdlnie o ile
chodzi o ksantofile. Etanol, najdawniej uzywany (7—9, 12—17) i jeszcze do
dzi$ niejednokrotnie polecany (21, 25, 36, 39), ekstrahuje stabiej chlorofile
a zwilaszcza feofityny (42), ktdre prawdopodobnie zawsze w drobnych ilo-
$ciach wystepujg w lisciach, zwtaszcza feofityna a (21), a szczegdlnie tatwo
powstajg z chlorofili w wiekszych ilosciach wtasnie w roztworach alkoho-
lowych (21), a takze karoteny. Dobre wyniki daje chloroform (20, 21), rzad-
ko zresztg stosowany, aczkolwiek pochodne chlorofili mogg tworzy¢ z nim
czastki krystaliczne. Inne rozpuszczalniki sg stosowane tylko w sporadycz-
nych wypadkach: dwusiarczek wegla (4), eter etylowy (1, 5, 10), eter nafto-
wy (29, 39), a ich przydatno$¢ do peinej ekstrakcji, zwtaszcza ostatniego,
bywa kwestionowana (21). Najdoktadniejszg wydaje sie ekstrakcja roz-
puszczalnikami mieszanymi, przy czym w zasadzie podawane sg dwa typy
tego rodzaju mieszanin: eter naftowy (wzglednie benzyna): alkohol [np.
eter naftowy: metanol = 3:7 — (43, 51)] oraz aceton: alkohol (np. aceton:
metanol = 1:3 (2), aceton: etanol 3: 1 (39, 40), 2: 1 (42)).

Przy wiekszej ilosci materiatu zachodzi konieczno$¢ rozdrobnienia go
celem mozliwie doktadnego wyekstrahowania barwikéw. Zwykle rozciera
sie w tym celu materiat roslinny w mozdzierzu z piaskiem kwarcowym
przez 15—30 minut, jednakze takie postepowanie nie wystarcza do petnego
wyekstrahowania, a diugi czas jego trwania w potaczeniu z dziataniem
tlenu powietrza, Swiatta oraz kwaséw organicznych soku komorkowego
sprzyja zmianom barwikow, szczegdlnie chlorofilu a oraz niektérych ksan-
tofili. W zadnym wypadku nie mozna rozdrabnia¢ materiatu roslinnego na
sucho przy wolnym dostepie powietrza; zawsze rozcierana masa musi by¢
zalana dostateczng iloScig rozpuszczalnika. Znacznie doktadniejsza wydaje
sie by¢ ekstrakcja w homogenizatorze (21), ktérg mozna przeprowadzié
w kilka minut, jednak przy bardzo intensywnym mieszaniu zachodzg tu
szczegOlnie dogodne warunki utleniania barwikow, totez tego rodzaju eks-
trakcja powinna by¢ przeprowadzona w atmosferze gazu obojetnego (np.
azotu).

Dla unikniecia niedogodnosci zwigzanych z ekstrakcjg barwikow nie-
ktérzy autorzy stosujg nanoszenie ich na bibute w postaci soku wycisnie-
tego z miazgi roslinnej (3) lub przez rozgniatanie wprost na bibule krgz-
koéw wycietych z lisci (26, 42, 44). Chromatogramy uzyskane w ten sposob
16Zznig sie dosy¢ znacznie od chromatogramoéw ekstraktow, zwilaszcza kon-
serwowanych (42), na ktérych wystepujg zawsze w sporej ilosci produkty
rozktadu chlorofili, przede wszystkim feofityny; jednakze wystepujaca na
miejscu rozgniatania krgzka brunatna plama chlorofilidow oraz czeste wy-
stepowanie plam feoforbidéw S$wiadczy, ze i w ten spos6b nie unika sie
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w peini rozktadu chlorofili, chociaz przebiega on nieco inaczej (odszczepie-
nie fitolu).

Wszystkie barwiki plastydowe, a w szczeg6lnosci chlorofile, sg zwigz-
kami mocno labilnymi, tatwo ulegajacymi zmianom pod dziataniem czyn-
nikdw chemicznych i fizycznych, co stwarza szczeg6lnie duze trudnosci
w ich analizie metoda chromatograficzng. Spos$rdéd czynnikéw powoduja-
cych zmiany barwikdw trzeba bra¢ pod uwage w pierwszym rzedzie tlen,
dalej stezenie jonow wodorowych (pH), obecno$¢ innych jonéw, stezenie
samego barwika, rodzaj rozpuszczalnika, wreszcie wptyw enzyméw, Swia-
tta i temperatury.

Tlen i alkalia zmieniajg chlorofile a i b w kilka chromatograficznie je-
dnolitych barwikdéw, spektroskopowe podobnych do barwikdw macierzy-
stych (53). Wyodrebniane przez niektérych badaczy tzw. chlorofile a i b’
sg izomerami, tj. odwracalnymi produktami alteracji zwyktych chlorofili.
Inne, tzw. chlorofile a" i b", uwazane tez przez niektérych autoréw (11)
za produkty izomeryzacji, mimo ze nie dadzg sie przeprowadzi¢ z powrotem
w chlorofile, sa produktami allomeryzacji spowodowanej utlenieniem (52,
53) prawdopodobnie labilnego atomu H przy weglu w potozeniu 10
(w pierScieniu pieciocztonowym) (21). Zwiazki te, ktérych nie powinno sie
wiasciwie nazywaé chlorofilami, mogg wystepowaé w drobnych iloSciach
jako naturalne sktadniki u roslin (53). Szczegdlnie wrazliwe sg chlorofile,
zwitaszcza chlorofil a, na dziatanie kwaséw. Juz niewielkie ilosci stabych
kwas6w, np. wystepujagce w soku komoérkowym, odszczepiajg z chlorofili
Mg przeprowadzajac je w feofityny a dalej nawet w feoforbidy (odszcze-
pienie fitolu); jednakze zaréwno feoforbidy jak i feofityny wystepuja
prawdopodobnie zawsze obok chlorofili w stanie naturalnym w tkankach
roslinnych w pewnych ilosciach, feofityna a nawet niekiedy w do$¢ du-
zych (21, 45). Johns ton i Watson (24) badali szczeg6towo spektro-
fotometrycznie zalezno$¢ autooksydacji chlorofilu (allomeryzacji) od ro-
dzaju rozpuszczalnika, stezenia barwika i obecnosci soli w roztworze.
Stwierdzili np., ze w acetonie nie nastepuje allomeryzacja, tylko powolny
rozktad chlorofilu, w alkoholach natomiast wystepuje zawsze zaréwno de-
gradacja jak i wyrazna allomeryzacja, przy czym w miare zmniejszania sie
ciezaru czasteczkowego w szeregu homologicznym alkoholi (od oktanolu do
metanolu) zmniejsza sie rozktad, natomiast silnie wzrasta allomeryzacja.
Sole przyspieszajg allomeryzacje, przy czym dziata gtéwnie kation; wpltyw
soli jest tez zwigzany z rodzajem rozpuszczalnika. W roztworach rozcien-
czonych powstaje jeden produkt utleniania, w stezonych zachodzi reakcja
drugorzedowa i powstajg dwa inne.

Swiatto bez watpienia dziata na szereg barwikéw plastydowych wywo-
tujac i katalizujgc réznego typu reakcje fotochemiczne, przede wszystkim
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izomeryzacji, jednakze uchwytnos$¢ tych zmian przy pomocy metody chro-
matograficznej nie zostata zbadana i wydaje sie, ze jest poza zasiegiem
doktadnosci dotychczas stosowanych prostych metod (42). Temperatura
dziata prawdopodobnie gtownie katalitycznie i w granicach stosowanych
normalnie przy izolacji barwik6éw oraz rozwijaniu chromatograméw nie
powoduje wiekszych zmian (2, 10), aczkolwiek podwyzszona dostrzegalnie
sprzyja izomeryzacji chlorofili (10, 53, 54). Wptyw enzyméw obecnych
w tkankach ro$linnych na zmiany barwikéw plastydowych w toku prepa-
ratyki nie byt rédwniez badany, chociaz wiasnie chromatografii bibutowej
uzyt Sironvalz powodzeniem do oznaczania aktywnosSci chlorofilazy
(45); nie mozna go jednak w zupetno$ci pomingé.

Przedstawiony wyzej obszerny zespét trudnosci zwiazanych z ekstrak-
cja i chromatografig barwikéw plastydowych praktycznie jest nietatwy do
rozwigzania. Wielu autoréw stosuje wiekszg lub mniejszg ostone przed
Swiattem w czasie preparatyki barwikéw i rozwijania chromatogramow
(2, 3, 20, 21, 26, 39, 40, 48, 51 i in.), znacznie mniej stosuje przy rozwijaniu
atmosferg gazu obojetnego (48) lub par rozwijaczy po uprzednim usunieciu
tlenu (21). Tlen zresztg wydaje sie wywiera¢ najwiekszy wptyw juz w toku
ekstrakcji barwikow a nastepnie dopiero przy suszeniu chromatogramu,
natomiast w czasie rozwijania w atmosferze wilgotnej zmiany powodowa-
ne dziataniem tlenu sg niedostrzegalne (42). Niektorzy badacze prowadzg
ekstrakcje w obnizonej temperaturze, zwykle 4 — 5° (2, 10), a czasami réow-
niez i rozwijanie chromatogramu (34, 48). Dla inaktywacji enzyméw sto-
suje sie niekiedy ekstrakcje acetonowg z materiatu zamrozonego w statym
dwutlenku wegla (26, 40). Dla zobojetnienia kwaséw organicznych soku
komorkowego praktykuje sie dodawanie przy rozcieraniu materiatu
w czasie estrakcji drobnych ilosci alkalizatora, najczesciej weglanu wap-
nia, rzadziej weglanu sodu lub zwigzkow organicznych jak dwumetylo-
anilina (54).

Zachowanie maksimum ostroznosci pozgdanych przy ekstrakcji barwi-
kéw oraz rozwijaniu chromatogramu spotyka sie wyjatkowo i wymaga
specyficznej i skomplikowanej aparatury (20, 21). Sprawa ta odgrywa oczy-
wiscie zasadniczg role, gdy chodzi o mozliwie doktadny rozdziat i identy-
fikacje wszystkich barwikéw i izomerow; w badaniach poréwnawczych,
gdzie zwykle chodzi o stosunki pomiedzy podstawowymi barwikami pla-
stydowymi a nawet ich grupami, tak dalece idgca ostrozno$¢ nie musi by¢
zachowana, a zmiany wywotywane czynnikami zewnetrznymi nie grajg
specjalnie istotnej roli, wazng natomiast, a wcale nie fatwa rzecza jest
utrzymanie statosci warunkéw pomiaréw poréwnawczych (42), kompli-
kujace sie juz chociazby wskutek réznego skiadu i pH ekstraktéw roslin-
nych.
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Waznag rzecza w badaniach poréwnawczych jest dobdér odpowiedniego
Srodka konserwujgcego barwiki. W najczesciej .stosowanych rozpuszczal-
nikach (aceton, alkohole) nastepujg z czasem daleko idace zmiany barwi-
kéw, w szczegolnosci chlorofili, objawiajace sie zarédwno spektroskopowo
(24) jak i chromatograficznie (42). Dobrymi rozpuszczalnikami konserwu-
jacymi sa takie, w ktérych nie tyle nie zachodza w ogéle zmiany barwi-
kéw, ile barwiki rozpuszczone czy to w stanie pierwotnym, czy zizomery-
zowane lub zallomeryzowane nie ulegajg w czasie dalszym widocznym
zmianom. Takimi okazaly sie eter naftowy, chloroform i chlorobenzen,
jednakze dwa pierwsze ze wzgledu na swg duzg lotno$¢ i zwigzane z tym
zmiany stezenia barwika w roztworze nie nadajg sie¢ do poréwnawczych
pomiaréw iloSciowych (42).

Identyfikacja barwikéw rozdzielonych na chromatogramie na ogdt nie
napotyka na wieksze trudnosci. Poszczeg6lne grupy barwikow réznig sie
miedzy sobg kolorem i czesto bywajg okreslane po prostu jako barwiki
czerwone (karoteny), zétte (ksantofile) i zielone (chlorofile). W grupie
chlorofili poszczegdlne barwiki rdznig sie miedzy sobag i moga by¢ iden-
tyfikowane wedtug odcieni. Bardzo wielu autoréw podaje warto$¢ Rf plam
barwikéw na uzyskiwanych przez siebie chromatogramach, jednak nie
moga one jstuzy¢ jako zupeinie obiektywny sprawdzian, gdyz zmieniajg sie
w zaleznosci od stezenia poszczegdlnych barwikdw oraz od czasu rozwija-
nia chromatogramu (2, 5, 42 i i.). Czesto stosowana i bez watpienia najdo-
ktadniejsza jest identyfikacja spektrometryczna (1, 20, 21, 29, 32, 39, 40, 51
ii.). Ultrafiolet moze stuzy¢ do wykrywania i — tgcznie z innymi czynnika-
mi, szczeg6lnie potozeniem plam — identyfikacji feofityn, feoforbidow
i niektérych karotenoiddw (21, 34, 45). Pomocne mogg by¢ réwniez pewne
reakcje chemiczne, rzadko zresztg stosowane (34, 51), oraz zastosowanie
chromatografii kontrolnej czystych preparatow barwikow (5, 32).

Sporadyczne oznaczenia iloSciowe opierajg sie w zasadzie na eluowaniu
plam (pasm) i okre$laniu stezenia na drodze absorpcjometrycznej (44, 45)
lub kolorymetrycznej (39, 40). W analizach poréwnawczych przyblizone
wnioski iloSciowe mozna wycigga¢ z potozenia (Rf), wielkosci i natezenia
barwy plam (42).

Teoretyczne wyttlumaczenie zasad chromatografii bibutowej barwikow
chloroplastow jest szczegdlnie trudne. Otrzymywanie chromatogramow za-
réwno w atmosferze nasysonej parami rozwijacza jak i przy niepetnym na-
syceniu, powodujgcym zmiany skiadu rozwijacza w bibule, przy pomocy
rozwijaczy hydrofobowych, bezwodnych, jak i hydrofitowych i zawieraja-
cych wode, na bibule specjalnie suszonej lub wtasnie specjalnie nawilgo-
conej, impregnowanej lub przemywanej, $wiadczy o tym ze zachodzi tu,
moze nawet réwnoczes$nie, szereg réznych procesow i jeszcze dtugo chro-
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matografia bibutowa barwikéw plastydowych bedzie sie opiera¢ wytgcznie
niemal na eksperymencie.

Przy rozwijaniu z zastosowaniem parujgcego rozpuszczalnika, w atmo-
sferze czesSciowego tylko nasycenia, Douin (10) przyjmuje kolejne osa-
dzanie sie barwikéw na bibule w miare spadku stezenia rozpuszczalnika
(metanolu) mieszajgcego sie stopniowo przy wznoszeniu sie z zaadsorbo-
wang na celulozie wodg, w zaleznoS$ci od ich rozpuszczalnosci. W podobny
sposéb wyjasniat Cw ie< (8) analize kapilarng Goppelsroedera.
Douin odrzuca mozliwos¢ zachodzenia adsorpcji barwikow na bibule
przy uzyciu rozwijaczy hydrofilowych (metanol), natomiast uwaza, ze rze-
czywista adsorpcja zachodzi przy stosowaniu rozwijaczy hydrofobowych,
ktére wskutek tego nie daja — jego zdaniem — dobrych wynikéw.

W normalnie stosowanych warunkach w statym nasyceniu parami roz-
wijacza takie ttumaczenie odpada. Wielu autoréw (2, 3, 20, 21, 25, 41, 43)
obserwuje rozwijanie sie chromatogramu na bibule zgodnie z zasadami
chromatografii adsorpcyjnej; dotyczy to szczeg6lnie chlorofili, przy nie-
ktérych pochodnych chlorofili i karotenoidach sprawa nie jest tak jasna.

Wydaje sie jednak, ze nie mozna wykluczy¢ zupetnie, przynajmniej
w stosunku do niektérych barwikéw i niektérych rozwijaczy, procesow
rozdzielczych. Niektérzy badacze z teoretycznego punktu widzenia podkre-
$lajg bardzo mate prawdopodobiefnstwo zachodzenia proceséw adsorpcyj-
nych na bibule w czasie rozwijania chromatogramu, zwtaszcza gdy w fazie
stacjonarnej znajduje sie woda (23). Ci sami autorzy udowodnili zreszta,
ze nie tylko woda, ale i rozpuszczalniki organiczne moga by¢ zwiazane
przez celuloze i tworzyé z nig faze stacjonarng. Z drugiej strony dane prze-
mawiajace za chromatografig adsorpcyjna przynajmniej pewnych barwi-
kéw wydajg sie niezbite. Podkres$lana juz podstawowa trudno$¢ wynikajgca
z obecnosci w analizowanym materiale ré6znego typu zwigzkow i tutaj daje
0 sobie znaé. Wydaje sie, ze postep w ttumaczeniu chromatografii bibuto-
wej barwikow plastydowych bedzie mozliwy tylko na podstawie szczegd-
towych prac nad poszczegdlnymi ich frakcjami.
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JANUSZ BEER

Biosynteza porfiryn

Porfiryny spetniajg w organizmach zywych bardzo réznorodne i wazne
funkcje jako skiadniki szeregu biokatalizatorow.

Chlorofil — akceptor energii $wietlnej w procesie fotosyntezy, hemoglo-
bina i hemocyjanina — przenosniki tlenu, cytochromy, oksydazy cytochro-
mowe, katalazy i peroksydazy-koenzymy enzymoéw oddechowych oraz wi-
tamina Bi2 — sg to substancje o pierwszorzednym znaczeniu dla organi-
zmow zywych. Nic wiec dziwnego, ze biosynteza porfiryn stata sie tematem
szczegoOlnie interesujgcym od czasu ostatecznego ustalenia budowy grupy
prostetycznej barwnika krwi i zielonego barwnika roslin, tj. od tego okre-
su, w ktérym badania Nenckiego, Marchlewskiego i Will-
stattera zostaty potwierdzone w szkole Hansa Fischera przez
synteze.

W ciggu ostatnich dziesieciu lat w kilku laboratoriach przeprowadzono
badania nad biosyntezg hemu i chlorofilu. Wyniki tych badan mozna trak-
towaé jako podstawe obecnych pogladéw na mechanizm biosyntezy wszyst-
kich zwigzkdw porfirynowych syntetyzowanych przez organizmy zwie-
rzece i roslinne.

Badania nad biosyntezg hemu umozliwito donioste odkrycie dokonane
przez Shem ina i wspétpracownikow w 1948 r., ze erytrocyty ptakéw
zachowujg zdolno$¢ do syntetyzowania hemoglobiny nie tylko w krazacej
krwi, lecz takze, przez pewien okres czasu, in vitro (49, 50). Stwierdzono,
ze synteza przebiega réwniez w hemolizatach krwi ptakéw. Ta wiasciwo$¢
pozwala w znacznym stopniu upros$ci¢ doswiadczenia, przy czym otrzymy-
wane wyniki tatwiej zinterpretowa¢ ze wzgledu na zahamowanie in vitro
wielu proceséw bhiochemicznych przebiegajacych w zywych organizmach.
Jak wiadomo, synteza hemoglobiny u ssakéw zachodzi w mtodych erytro-
cytach znajdujgcych sie w szpiku kostnym, erytrocyty dojrzate krazace we
krwi zdolnosci do syntetyzowania barwnika nie posiadaja.

Badania Shemina i Wittenberga nad biosyntezg hemu pro-
wadzone byty przy uzyciu krwi kaczek, ktérg inkubowano po dodaniu sub-
stratow znaczonych 14C wzglednie 15N. W takich warunkach tworzyta sie
znaczona hemoglobina, ktérg nastepnie poddawano rozszczepieniu na pro-

3 Postepy Biochemii [271]
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ste zwiagzki az do oddzielenia poszczeg6lnych atomdéw szkieletu porfiryno-
wego (62, 55). Rozszczepienie to miato na celu ustalenie pozycji, w ktérych
lokujg sie znaczone atomy uzytych do biosyntezy substratow.

We wzorze | podano numeracje pierscieni i poszczegbélnych atomow

uroporfiryny Ill, naturalnej porfiryny o najwiekszej ilosci atoméw wegla.
o COOH
I I
T CH2 #CHj

I I
« COOH o COOH

uroporfiryna Il (]

Pierscienie pirolowe oznaczono literami A, B, C, D, atomy w kazdym
z uktaddw pirolowych ponumerowano od azotu w kierunku dtuzszego pod-
stawnika, atomy reszty kwasu octowego oznaczono liczbami 6, 7, atomy
reszty kwasu propionowego liczbami 8, 9, 10, atomy wegla mostkéw meti-
nowych literami gerckimi a, 3 y, 5. Degradacje pierscienia porfirynowego
otrzymanej z heminy protoporfiryny przeprowadzano w nastepujacy
sposab:
W wyniku redukcji otrzymano mezoporfiryne, ktéra pod dziataniem
kwasu chromowego ulega rozszczepieniu na imid kwasu metyloetylomalei-
nowego (z pierscieni A i B), oraz kwas hematynowy (z pierscieni C i D).
Atomy wegla stanowigce mostki metinowe w wyniku rozszczepienia two-
rzg dwutlenek wegla, ktérego czynno$¢ promieniotwdrcza nie byta jednak
oznaczana ze wzgledu na obecno$¢ domieszek — produktéw reakcji ubocz-
nych.

Kwas hematynowy poddawano dekarboksylacji, przy czym powstawat
imid kwasu metyloetylomaleinowego i dwutlenek wegla z atoméw grup
karboksylowych porfiny CIO i D10. Obie frakcje kwasu metyloetylo-
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maleinowego byty oddzielnie utleniane czterotlenkiem osmu do imidu
kwasu metyloetylowinowego, ktéry po utlenieniu kwasem jodowym daje
kwasy pirogronowy i a-ketomastowy. Ketokwasy te rozdzielano chromato-
graficznie i przeksztatcano w 2,4-dwunitrofenylohydrazony. Hydrazony
poddawano oksydatywnemu rozszczepieniu odpowiednio do kwasu octowe-
go i dwutlenku wegla (atomy A5, B5, C5, D5) oraz do kwasu propionowego
i dwutlenku wegla (atomy A2, B2, C2 i D2). Kwas octowy i kwas propio-
nowy poddawano reakcji Schmidta i rozszczepiano przeprowadzajac
kolejno wszystkie atomy wegla w dwutlenek wegla. Takie postepowanie
pozwolito nie tylko na wydzielenie poszczeg6lnych atoméw wegla, lecz
rowniez na pordwnanie sumarycznej czynnosci promieniotwdérczej atoméw
znaczonych w produktach rozszczepienia z promieniotwérczoscia w czg-
steczkach wyjsciowych (55).

Badania nad biosyntezg hemu wykazaty, ze wszystkie cztery uktady pi-
rolowe tworzg sie wg jednego i tego samego mechanizmu. Juz w r. 1945
stwierdzono, ze jednym 1z substratow w syntezie porfiryny jest glicyna
(51,52). Nie ustalono jednak, czy glicyna jest isubstratem budujacym kazdy
z pierscieni pirolowych porfiryny. Ze wzgledu na to, ze dwa pierscienie
protoporfiryny majg jako podstawniki grupe metylowg i winylowa, a dwa
inne — grupe metylowg i reszte kwasu propionowego, mozna byto przy-
puszcza¢, ze mechanizm powstawania tych niejednakowych uktadéw pi-
rolowych jest ré6zny. W celu wyjasnienia tego zagadnienia wprowadzono
glicyne zawierajgca 15N do organizmu cztowieka i kaczki. Powstajgcy zna-
czony hem rozszczepiono i oddzielono zwigzki zawierajagce pierScienie
A i B od zwigzkéw zawierajagcych pierscienie C i D. Okazalo sie, ze zawar-
tos¢ 15N w pierscieniach A, B i C, D byta jednakowa (35, 61).

Tabela 1

Rozmieszczenie 15N w porfirynie syntetyzowanej
z glicyny znaczonej 15N (in vivo) (61 wg 56)

Zawarto$é¢ atomow 15N w °/o

w porfi- w pier$cie- w pierécie-

rynie niach AiB niachCiD
kaczka 0,293 0,292 0,295
cztowiek 0,113 0,112 0,113

Wyniki tych doswiadczen wskazywaty, ze w syntezie biologicznej por-
firyn powstaje prawdopodobnie najpierw uktad zawierajagcy jeden
pierscien pirolowy, a nastepnie z czterech takich uktadéw tworzy sie pier-
Scien porfirynowy. PéZniejsze doSwiadczenia, jak to zostanie przedstawio-
ne, wykazaty stusznos¢ takiej hipotezy.



Po stwierdzeniu, ze do biosyntezy uktadu porfirynowego wykorzysty-
wany jest atom azotu glicyny, nalezato oczekiwaé, ze wbudowujg sie do
niego réwniez atomy wegla tego aminokwasu.

W celu sprawdzenia przeprowadzono badania przy uzyciu glicyny zna-
czonej azotem 15N i radioaktywnym weglem 14C badZz w grupie karboksy-
lowej, bagdz w metylenowej.

W doswiadczeniach z H213NCH214COOH stwierdzono, ze do czastecz-
ki porfiryny nie wchodzg atomy wegla grupy karboksylowej glicyny
(28, 29, 40, 41). Natomiast podczas inkubacji erytrocytéw kaczki
H215N 14CH2COOH powstawat hem zawierajacy dwa razy wiekszg liczbe
atoméw 14C niz IoN (40). Wskazywato to, ze do czgsteczki hemu zostaje
wbudowane osiem atomow wegla grupy metylenowej glicyny (1, 37, 41).

Nalezato stwierdzi¢, ktére pozycje w czasteczce porfiryny zajmujg te
atomy wegla. W tym celu przeprowadzono synteze hemoglobiny przy uzy-
ciu glicyny — H2N14CH2COOH (1). Wydzielona hemina zostata poddana
rozszczepieniu wg podanego wyzej wzoru Il w celu oznaczenia promienio-
tworczosci kazdego z atomoéw. Potowe aktywnosSci znaleziono w pierscie-
niach pirolowych a potowe w czgstkach metinowych (tabela 2). Stwierdzo-

Zakreskowane czes$ci czasteczki pochodza z glicyny

Tabela 2

Rozmieszczenie promieniotwoérczego
wegla w protoporfirynie syntetyzo-
wanej z glicyny znaczonej 14C (62)

imp/min
porfiryna 5236
pierScienie A i B 1290
pierscienie CiD 1324
A+B+C+D 2614

reszta (mostki metinowe) 2620

no, ze czynnos¢ promieniotworcza frakcji tworzacych sie z pierscieni A'i B
byta roéwna, czynnosci frakcji powstajgcych z pierscieni C i D oraz, ze
cata promieniotworczos$¢ tych frakcji przechodzi do kwasu a-ketomastowe-
go. Rozszczepienie tego kwasu wykazato, ze 14C znajduje isie w jego gru-
pie karboksylowej, tzn. ze w kazdym z pierScieni pirolowych znaczony we-
giel zajmuje potozenie 72”.
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W ten spos6b wyjasniono pochodzenie 4 atoméw azotu i 8 atomow wegla
czagsteczki porfiryny.

W 1945 r. Bloch i Rittenberg (3) stwierdzili, ze hemina wyod-
rebniona po podawaniu szczurom kwasu deuterooctowego (CD3COOH) za-
wierata ciezki wodér. Badania te potwierdzili w r. 1948 Shemin i wsp.
(49). Wyniki te wskazywaty, ze przynajmniej niektére atomy tancuchdéw
bocznych porfiryny powstajg z metylowych grup kwasu octowego.

W celu wyjasnienia roli octanu w biosyntezie hemu przeprowadzono do-
Swiadczenie porownawcze inkubujac krew kaczek z octanem 14CH3COO~
lub z octanem CH314COO~ (35, 36, 37, 41). Dla sprawdzenia, czy te do-
Swiadczenia sg porownywalne, dodawano réwniez H215NCH2COOH. W oby-
dwu préobkach zawartosé 15N byta jednakowa.

Otrzymywang hemine poddawano rozszczepieniu, tak jak w poprzed-
nio omawianych doswiadczeniach i badano czynno$¢ promieniotwoércza
poszczeg6lnych produktéw. Wyniki podane ,s3 w tabelach 3i 4.

Tabela 3
Czynno$¢ promieniotwdércza poszozeg6lnych
czesci czasteczki protoporfiryny (55)
imp/min
doswiadczenie

z octanem
znaczonym Cl4

w grugie w grupie
metylo-  karbo-
wej ksylowej

porfiryna (mezoporfiryna) 23770 2910
pierscienie Ai B (imid kwa-

su metyloetylomaleinowego) 11620 456
pierscienie C i D (kwas

hematynowy) 11840 2620*
pierscienie A+B-fC+D

(imid kwasu metyloetylo-

maleinowego i kwas hema-

tynowy — suma) 23460 3080

* Czynno$¢ imildii kwasu metylo~tylofmaleanoiwego otrzymanego z kwasu hefmatynowego
przez dekarboiksylacje wynosita 450 imp/min.

Jak wynika z tabeli 3, octan nie bierze udzialu w tworzeniu mostkéw
metinowych; zaréwno w doSwiadczeniu z octanem znaczonym w grupie
metylowej jak i w doswiadczeniu z octanem znaczonym w grupie karbo-
ksylowej cata czynno$¢ promieniotwdrcza substratow lokowata sie
w pierscieniach i ich podstawnikach.
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Do szczeg6lnie ciekawych wnioskéw prowadzi analiza wynikéw dalsze-
go rozszczepienia (tabela 4 i zestawienie V).

Tabela 4

Czynno$¢ promieniotwdrcza fragmentow pierscie-
ni pirolowych (41 wg 56)

imp/min

doswiadczenie
z octanem
znaczonym 14C

W grupie w grupie
1 metylo-  karbo-
wej ksylowej

pierscienie A i B 11620 456
kwas pirogronowy 5440 206
kwas a-ketomastowy 5560 208

kwas pirogronowy i kwas

a-ketomastowy (suma) 11000 414

pierscienie C i D (bez

grup karboksylowych) 11840 450
kwas pirogronowy 5500 204
kwas a-ketomastowy 5480 190

kwas pirogronowy i kwas

a-ketomastowy (suma) 10980 e 394

(80) COOH tO (1170) COOH 10
CH2 9
* H> 9
Ve 1
6 HC , CH2 8 HX CH2 8
1/ 1 1
4 ¢—s-C 3 4  c-31-C 3
e 1l (II:
s
5 2 5 N
H H
1 1
doswiadczenie z u CHjCOOH  do$wiadczenie z CH3MCOGH
(V)

Jak widac¢ z tabeli 4, czynno$¢ promieniotworcza kwasu pirogronowego
ze wszystkich pierscieni jest odpowiednio rowna czynno$ci kwasu
a-ketomastowego.



17] BIOSYNTEZA PORFIRYN 277

W zestawieniu podano wyniki pomiarow radioaktywnos$ci poszczegol-
nych atoméw wegla w postaci indekséw przy odpowiednich atomach.

Po wprowadzeniu 14CH300OO0OH we wszystkich pierscieniach czynnos¢
promieniotwdrcza atoméw wegla grupy metylowej jest rowna czynnosci
atomow wegla 9 grupy winylowej wzglednie odpowiednich atomow tanh-
cucha reszty kwasu propionowego; czynno$¢ atom6éw oznaczonych nume-
rem 4 byta réwna czynnosci atoméw oznaczanych numerem 8 itd. Po
wprowadzeniu CH;{14COOH cata radioaktywnos$¢ lokowata sie w weglu 10.
Podane przy liniach przerywanych liczby oznaczajg ilo$¢ impulséw na mi-
nute rejestrowanych przez licznik Geigera.

Z podanych wynik6éw wysnuto nastepujgce wnioski:

1) wszystkie atomy wegla w czasteczce porfiryny — wylgczajac te,
ktore pochodzg z glicyny (atomy 2 i atomy mostkéw metinowych) moga
pochodzi¢ z kwasu octowego,

2) atomy 4,6, 8,9 przy biosyntezie porfiryn pochodza z grupy metylo-
wej kwasu octowego,

3) atomy 3 i 5 pochodzg gtdwnie z grupy metylowej,

4) atomy 10 gtéwnie z grupy karboksylowej,

5) ,.cze$¢ winylowa” pierscieni A i B (atomy 3, 8, 9) jest tego samego
pochodzenia co ,,czes¢ propionowa” piersScieni C i D (atomy 3, 8, 9, 10),

6) atomy 3, 8 i 9 czesci ,winylowej” ,,propionowej” i atomy 5 4 i 6
czesci ,,metylowej” pierScieni pirolowych sg tego samego pochodzenia.

7) czesci ,,winylowa”, ,propionowa” i ,,metylowa” tworzg sie z cztero-
lub tréjweglowego zwigzku, ktéry powstaje w organizmie z kwasu octo-
wego.

Zbadaniem, czy zwiazek, ktdry reagujac z glicynag tworzy ,cegietke
pirolowa” jest cztero- czy tez tréjweglowy, zajeli sieBufton, Bentley
i Remington (8) oraz Shemin i wsp. (41). Oznaczajagc czynnosci
promieniotwdrcze poszczegdlnych atomdéw porfiryny syntetyzowanej ze
znaczonego kwasu octowego wykazali, ze radioaktywno$¢ atomu 9 po po-
daniu 14CH3COOH (1130 imp/min) jest w granicach btedu rowna czyn-
nosci atomu 10 po podaniu CH314COOH (1170 imp/min). Jest to dowodem,
ze wegiel 10 wbudowywany jest razem z weglem 9 (oba doswiadczenia sa,
jak to wyzej wspomniano, porownywalne), a co za tym idzie zwigzek syn-
tetyzujacy ,.cegietke pirolowa” jest czteroweglowy. Gdy zawierat on tyl-
ko trzy atomy wegla, wowczas wytworzenie grupy karboksylowej wyma-
gatoby wiaczenia CO2, a co zatym idzie ilos¢ atomoéw znaczonych 10 by-
taby znacznie nizsza niz 9.

Doswiadczenia przeprowadzone z 14C02 wykazaty, ze dwutlenek we-
gla nie wiacza sie do czasteczki porfiryny oraz ze po podaniu octanu zna-



czonego w grupie karboksylowej wydziela sie promieniotwdérczy dwutle-
nek wegla (8, 41).

Dalsze badania miaty na celu identyfikacje jednostki czteroweglowej.
Wr 1949 Lemberg i Legge (31, 38, 37) wyrazili przypuszczenie, ze
jest nig kwas a-ketoglutarowy. W r. 1951 Shemin i Wittenberg
(55) wskazali na mozliwo$¢ powigzania biosyntezy porfiryn z cyklem kwa-
séw tréjkarboksylowych, przy czym zwigzkiem czteroweglowym bytby
sukcynylo-koezyn A.

Przypuszczenie to potwierdzity catkowicie doSwiadczenia przeprowa-
dzone zkwasem bursztynowym-1,4-14C (48), kwasem cytronowym-I,5-14C,
kwasem a-ketoglutarowym-5-14C i kwasem a-ketoglutarowym-I,2-14C
(7, 32, 63, 64).

Do dalszego wyjasnienia mechanizmu biosyntezy
cooH porfiryn przyczynity sie badania nad porfobilinoge-

n nem (PBG) otrzymanym w r. 1939 przez W a 1d e n-
| 2 strom i Vahlquistazmoczu chorych na ostrg
CH2 cH2 porfirie (59). W latach p6zniejszych zbadano ten zwia-
C-m c zek doktadniej (30, 60) a w r. 1953 ustalono jego budo-
NHHT N " * BBG ‘podtzas ogrzewania w 0,3 — 0,5 n HCL wy-
twarza uroporfine I1l. W warunkach zblizonych do
porfobilmogen tych, w jakich zachodzi biologiczna synteza porfiryn,
A np. inkubowany w bezkomdrkowym wyciggu z ery-
trocytéw kaczki PBG przechodzi w hem (4, 5, 44).
W zwigzku z omawianymi wyzej pracami Shemina i Witten-
berga, Cookson i Rimington wskazali na to, ze PBG moze
?OOH
HOOC CH2
| I
ch?2 ch2
(I:Hz ------ CIOR

| [
"COR ACH-COOH
HN-CtC
I
COOH

R —reszta koenzymu
(V1)

by¢ ,cegietkg pirolowg”, z ktdrej powstajg w warunkach biologicznych por-
firyny i zaproponowali nastepujgcy schemat powstawania tej cegiefki:
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Nieco pézniej Shemin i Russel (53, 47) stwierdzili, ze w syntezie
hemu ,,aktywny bursztynian” i glicyna mogg by¢ zastgpione przez kwas
5-aminolewu'linowy (6AL). Dodanie niepromieniotworczego 8AL do ukta-
du, w ktorym prowadzona jest synteza hemu z glicyny-14C i kwasu
bursztynowego 14C powoduje spadek czynnosci promieniotwdrczej porfi-
ryny o 80—90%. Natomiast synteza hemu przy uzyciu 8AL znaczonego
15N i 14C w potaczeniu 5 — prowadzi do otrzymania porfiryny zawieraja-
cej 66 razy wiekszg ilos¢ atomdéw 14C anizeli porfiryna otrzymywana
z glicyny-2-14C (54). Stwierdzono réwniez, ze homogenaty erytrocy-
tow kaczek, ktére nie majg zdolnosci syntetyzowania porfiryn z glicyny
i bursztynianu moga syntetyzowaé¢ hem z 8AL. Te i inne dane (33) wska-
zujg wyraznie na to, ze 8AL jest prekursorem porfiryn w syntezie biolo-
gicznej.

Shemin, Russel i Abramsky (54) przyjmujg nasltejpujacy
przebieg biosyntezy PBG:

COOH
COOH COOH COOH CH
i | | |
CH, ch? CH, cl,
CH, CH? Cy, i.0
COR o c=0 CH,
1
CH-NH, ch?%h?2 H,NH,C H.N
I
COOH COOH
COOH
I
HOOC CH,
| |
CH,
v -
.C. CH
h,nh,c? N
H

»Aktywny bursztynian” i glicyna kondensujg sie z wytworzeniem kwa-
su a-amino-(3-ketoadypinowego, ktoéry tracac czasteczke CO2 przech-
dzi w 8AL. Dwie czasteczki 8AL w nastepnej reakcji dajg jedng czgstecz-
ke PBG. Trzeba doda¢, zew r. 1955 Schmid i Shemin (44) wydzielili
z erytrocytdw kaczek frakcje biatkowa majacg wszelkie cechy enzymu ka-
talizujgcego te ostatniag reakcje. Pewne S$wiatto na dalsze przemiany PBG
rzucajg badania Falka, Dressela i Rimingtona (15 16) prowa-
dzone przy uzyciu hemolizatu krwi kurczat. Stwierdzili oni, ze przy prze-
puszczaniu powietrza PBG przechodzi w hemolizacie w mieszanine uro-,
kopro- i protoporfiryny, przy czym wydajno$¢ tej ostatniej siega 60%.



PBG

N HN? CH2CH2COOH

CH koproporfiryna Il
\Y A
NH
/
H h2
C
GH2 1
CH,; ch2
COOH1 COOH
-CO,
COOH
HOOC-CH hzch,-cooh
uroporfiryna 1l
/
HOOC-CH 'NH —CH2COOH

protoporfiryna

YVY

ch2 ch2
| .
ch2 ch?2
| |
COOH COOH

Vi)
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Przy przepuszczaniu azotu w analogicznych warunkach otrzymuje sie
tylko uro- i koproporfiryne. Pierwsza z nich w obecnos$ci powietrza prze-
chodzi w protopiryne, podczas gdy koproporfiryna pozostaje niezmienio-
na. Réwniez dodana bezposrednio do hemolizatu krwi kurczat uroporfiry-
na przy przepuszczaniu powietrza przechodzi w protoporfiryne (wydaj-
nos$¢ do 50°/0), a koproporfiryna, jak mozna byto oczekiwaé, nie ulega prze-
mianie. Podobne wyniki uzyskaliNeuberger i Scoll (38), uzywajac
jako sub.stratu 8AL.

Badania te wyjasnity mechanizm syntezy od stadium 8AL czy PBC
do porfiryn oraz ustality genetyczne zaleznoSci miedzy trzema podstawo-
wymi porfirynami. Zwigzkiem pierwotnym jest uroporfiryna. Przez de-
karboksylacje i odwodorowanie w warunkach aerobowych powstaje z niej
protoporfiryna. Przez samg dekarboksylacje tworzy sie koproporfiryna,
ktérg nalezy uznaé za produkt uboczny biosyntezy hemu.

Schemat IX przedstawia proponowany mechanizm biosyntezy hemu:

cykl kwaséw tréj-
karboksylowych

kwas a keto- sukcynylo- kwas
glutarowy koenzym A" bursztynowy
+
glicyna

|
kwas S-amino-
lewulinowy koproporfiryna

| t
porfobilinogen uroporfiryna

protoporfiryna

hem
(1X)

Nie wszystkie przejscia sg juz doktadnie zbadane, nie wiadomo réwniez,
dlaczego w wyniku syntezy biologicznej powstajg w wielkiej przewadze
izomery Il porfiryn.

Wszystkie mozliwe ze wzgledu na kolejno$¢ podstawnikéw przy pier-
$cieniach pirolowych izomery uro- kopro- i protoporfiryny mozna przez
dekarboksylacje i uwodornienie tancuchéw bocznych sprowadzi¢ do czte-
rech izomerycznych etioporfiryn. Na wniosek Hansa Fischera oznacza
sie je rzymskimi liczbami — I, I, 11, IV (wzér X)

Grupy metylowe w czasteczce etioporfiryny odpowiadajg grupom mety-
lowym kopro- i protoporfiryny i resztom kwasu octowego uroporfiryny,
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a grupy etylowe — resztom kwasu propionowego wszystkich trzech porfi-
ryn i grupom winylowym protoporfiryny.

W organizmach zywych syntetyzowane sg wytgcznie porfiryny ty-

pow I i Il (protoporfiryna tylko typu Ill) ze znaczng przewaga iloSciowa
porfiryn typu Il — stosunek porfiryn typu Il do porfiryn typu | wynosi
1500 : 1 (14).

Na pytanie, jaki jest mechanizm tworzenia sie czteropirolowego ukta-
du i w jaki sposéb reaguja ze sobg czasteczki porfobilinogenu, nie mozna
dzi$ jeszcze udzieli¢ jednoznacznej odpowiedzi. Istnieje jednak szereg hi-
potez.

Wedtug Ze i le’g o (65) powstawanie czasteczki porfiryny zwigzane jest
z wydzieleniem amoniaku i odwodorowaniem wg nastepujgcego sche-
matu:

Sprzegniecie sie wszystkich czterech pierscieni w reakcjach powyzsze-
go typu prowadzitoby jednak wytgcznie do powstawania porfiryny typu I
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Wedtug Treibsa i Otta (57), ktérzy przeprowadzili badania nad
syntezg uroporfiryny z pirolowego hydroksykwasu o wzorze XII i otrzy-

COOH

|
HOOC ch?2
I

CH, éhz
HOOC-
(X1
mywali uroporfiryne 111, reakcja przebiega w dwdch etapach. Najpierw

zachodzi taczenie sie jednostek pirolowych po dwie, przy czym podstawniki
przy weglu 2 (—CH20H) i przy weglu 5 (—COOH) moga tak samo szybko
reagowaé. W ten sposob powstajg w rownych ilosciach dwa pirylometany:

Ac Ac

HOOC CH, J k:h2oh

Ac Ac

HOOC -CH, COOH

Ac-reszta kwasu octowego
P - reszta kwasu propionowego

(X1

gdzie:

W drugim etapie zachodzi kondensacja pomiedzy tymi zwiazikami,
w wyniku ktorej otrzymuje sie uroporfiryne IlI.

Wedtug Shemina i wsp. (54) oraz Corwina i wsp. (12, 2)
w pierwszym stadium trzy czasteczki pochodnej pirolu tworza czasteczke
tréj pirolowa

Ac P Ac p

! U -d
Ac P X I c—+ wnen & »
H,N CHj ~ N Ac P P Ac
H NH
‘chnh.
H li
(X1V) Ac - reszta kwasu octowego

gdzie: P - reszta kwasu propionowego
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z wydzieleniem aldehydu mrowkowego. Zwigzek tréjpirolowy ulega roz-
padowi na dwu- i jednopierScieniowy. W zaleznos$ci od miejsca pekniecia
(na schemacie linie przerywane) powstajg dwa rozne pirylometany (A i B),
ktore sprzegajac sie tworzag czasteczke typu IllI.

Wiele danych wyjasniajgcych poszczegélne stadia biosyntezy porfiryn
przyniosty badania nad powstawaniem zielonego barwnika roslin (chloro-
filu ai b) wzor XV.

CH. oho]

§"d coocH
COO fityl
chlorofil a[b]

m (XV)

Jeszcze przed potwierdzeniem budowy chlorofilu w r. 1939 przez szkote
Hansa Fischera (22) na drodze syntezy, poznano zwigzek mogacy by¢
produktem posrednim biosyntezy tego barwnika. Jest nim protochlorofil
wyodrebniony w r. 1893 przez Monteverdego (34) z ro$lin kietku-
jacych w ciemnosci. Budowe protochlorofilu (wz6r XVI) ustalono w latach
1939—1940 (19, 20)

cif
COO fityl

pierScien D proto-
chlorofilu

(XV1)
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— r6zni sie on od chlorofilu obecnoscig jednego podwoOjnego wigzania
w pierscieniu D.

W ostatnich latach badania nad biosyntezg chlorofilu w jednokomoérko-
wym zielonym glonie Chlorella vulgaris prowadzone sg przez badaczy
amerykanskich Allmanai Salomona oraz Granicka. Wykazano,
ze homogenaty Chlorella moga syntetyzowac protoporfiryng z PBG (5).
Zdolnos¢ roslin do syntetyzowania tego uktadu znana jest od dawna (17, 18,
21, 42, 45, 58).

Hodujac Chlorella vulgaris na pozywce zawierajacej octan i glicyne
znaczone 14C stwierdzono, ze glon syntetyzuje promieniotwérczy chlorofil
(13), przy czym niewykorzystywany przy biosyntezie hemu wegiel karbo-
ksylowy glicyny wiacza sie do czasteczki chlorofilu. Tworzy on metyl
estrowy przy grupie karboksylowej pierscienia izocyklicznego. Pomiary
czynnosci promieniotworczej poszczegdlnych atoméw pozwolity na stwier-
dzenie, ze dawniejsza hipoteza, wedtug ktérej chlorofil b powstaje z chlo-
rofilu a, jest niestuszna, gdyz zawarto$¢ promieniotwérczego wegla w oby-
dwu barwnikach byta jednakowa. Gdyby chlorofil b powstawat z a, mu-
siatby by¢ zaobserwowany efekt ,,rozcienczenia”.

Granick pod wptywem naswietlania promieniami Rdntgena lub po-
zafiotkowymi otrzymat mutanty Chlorella, w ktdrych proces tworzenia sie
chlorofilu byt przerywany przez zablokowanie pewnych stadiéw tafcucha
reakcji enzymatycznych.

Jeden z tych mutantdw oznaczony symbolem W5B, majacy komorki
2 —3 razy wieksze niz normalny glon, wytwarzat brgzowy barwnik, ktory
jkazat sie protoporfiryna (23).

Z mutanta W5B pod dziataniem promieni pozafiotkowych otrzymano
nowy, jasnobrgzowy mutant oznaczony symbolem WsB17 (6), z ktérego
wyekstrahowano mieszanine porfiryn. Po rozdzieleniu metodami chroma-
tografii bibutowej i rozdziatu przeciwpradowego znaleziono porfiryny za-
wierajace 2, 3,4, 5, 6,718 grup karboksylowych (29, 39). W przewazajacej
ilosci wystepowaty zwigzki odwoéch grupach karboksylowych z jedna, dwie-
ma i bez grup winylowych w czgsteczce. Ostatni z nich okazat sie hemato-
porfiryng (wzér XVII) (27).

Przejscie od reszty kwasu propionowego uroporfiryny do grupy winylo-
wej protoporfiryny zachodzi prawdopodobnie na drodze (3-oksydacji zgod-
nie ze wzorem XVIII.

Wyniki badan zaréwno nad biosyntezg uktadu hemowego jak i chloro-
filowego wskazujg na to, ze mechanizm biosyntezy tych zwigzkéw jest do
stadium protoporfiryny wspélny. Przy biosyntezie hemu po utworzeniu
sie protoporfiny pozostaje tylko wbudowanie zelaza, w syntezie chloro-
filu musi mie¢ miejsce jeszcze kilka przemian. Kolejno$¢ niektérych z nich
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ustalono przy pomocy mutantéw. Z mutanta 60 wydzielono magnezopro-
toporfiryne wykazujac, ze nastepnym stadium po wytworzeniu sie proto-
porfiryny jest Wbudowanie metalu (24). Z jasnozielonego mutanta 31 a wy-

CH3

CHj CHj
I I
COOH COOH

hematoporfiryna (XVI)

dzielano magnezowinylofeoporfiryne a5 (25). Przejscie od magnezopro-
toporfiryny do magnezowinylofeoporfiryny a5 zachodzi prawdopodobnie
w czterech stadiach:

1) uwodorowanie jednej z grup winylowych do grupy etylowej,

2) utlenienie fancucha kwasu propionowego przy pierscieniu C,

3) estryfikacja grupy karboksylowej przy pierscieniu C metanolem i

4) zamkniecie pierscienia cyklopentanonowego.

COOH COOH

| |
CH, CH2 CH3 CHi CH2

| — U [ — Y

CH2 éo .CO. CHOH  CH

| | | | |
(XV111)

Stwierdzono (Z5), ze w mutancie 3la w temperaturze wyzszej niz 6°C
powstaje chlorofil, tzn. ze magnezo-winylofeoporfiryna ulega estryfikacji
fitolem i uwodornieniu pierscienia D. W temperaturze ponizej 6°C estryfi-
kacja nie zachodzi i magnezo-winylofeoporfiryna a5 ulega rozktadowi pod
wplywem Swiatla.

Przebieg biosyntezy chlorofilu a z glicyny i kwasu octowego podany
jest na schemacie XIX.

Tworzenie sie grupy aldehydowej chlorofilu b pozostaje dotychczas
niewyjasnione.
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Badania nad biosyntezg chlorofilu nie tylko potwierdzity dawniejsze
przypuszczenia wspolnego mechanizmu powstawania ,barwnika roslin”
i ,barwnika krwi”, lecz rdwniez wniosty wiele ciekawych przestanek po-
zwalajacych doktadniej zrozumie¢ przebieg niektérych reakcji. Tak do-
ktadne wnikniecie w mechanizm biosyntezy zwigzkdéw porfirynowych sta-
fo sie mozliwe dzieki zastosowaniu metody izotopowej.
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TOM 111l 1957 ZESZYT

J. GEYER-DUSZYNSKA i L. JANOTA-BASSALLK

W ptyw promieniowania na drobnoustroje

Naswietlanie organizméw zywych promieniowaniami jonizujacymi jak
promienie Roentgena, czastkami a, @czy tez promieniami ultrafioletowymi
wywotuje powstanie catego szeregu réznorodnych, nieraz skomplikowa-
nych zaburzen dotyczacych zaréwno funkcji catego organizmu jak i struk-
tury poszczego6lnych jego sktadnikéw.

Rozrozniamy nastepujgce efekty dziatania promieniowania: 1) efekt
og6lnobiologiczny, 2) wywotywanie piknie¢ i zmian strukturalnych
w chromosomach, 3) indukowanie mutacji genowych. Pomimo iz efekty te
sg SciSle ze sobg zwigzane, zwykle wyodrebnia sie je ze wzgledu na specy-
ficzng metodyke badan, wtasciwg dla kazdego z nich. Efekt biologiczny ba-
dany jest gtownie w oparciu o metody biochemii i fizjologii, przy badaniu
uszkodzen powstajacych w chromosomach pomocng jest metoda cytologicz-
na, natomiast mutagennym dziataniem promieniowan zajmuje sie specjalna
gataz genetyki, tzw. genetyka promieniowania. Jednak dopiero zestawienie
wynikow uzyskanych przy pomocy wszystkich metod daje nam petny obraz
wplywu promieniowania na organizm.

W pierwszym okresie badan nad wptywem promieniowania gtéwnym
obiektem byty organizmy wyzsze, zaréwno ro$linne jak i zwierzece. Do-
piero w ostatnich latach rozwinety sie bardzo intensywnie prace nad mikro-
organizmami, gdyz okazato sie, iz sg one z r6znych wzgledoéw niezmiernie
dogodnym do tego celu materiatem. NajczesSciej uzywane do nasSwietlan
byty drozdze, plesnie Neurospora, Pénicillium i Aspergillus, oraz bakterie
Staphylococcus aureus, Bacterium prodigiosum, Escherichia coli. Ostatnio
Nybom (22) wykazal, ze rownie dobrym materiatem do naswietlan sa
jednokomérkowe glony, jak np. Chlamydomonas eugametos.

Scharakteryzujemy pokréotce zasadnicze typy efektow dziatania pro-
mieniowania znane dla organizmow wyzszych, aby zorientowac sie na czym
one polegajg i na tym tle dopiero zastanowimy sie, jak przejawiajg sie one
u mikroorganizmoéw.

U organizméw wyzszych efekt biologiczny uzewnetrznia sie najjaskra-
wiej w doswiadczeniach, w ktérych caty organizm jest poddawany diugo-

ax [289]
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trwatemu, statemu dziataniu promieni o stabej intensywnosci, lub jest na-
Swietlany krétkotrwatymi lecz bardzo duzymi dawkami dla ustalenia letal-
nej dozy promieniowania. Jednak zachodzace przy tym przemiany sg tak
réznorodne, ze zwykle trudno jest ustalié¢, co byto bezposrednig przyczyna
Smierci organizmu, czy tez zorientowac sie w poszczegdlnych procesach
zachodzacych w nasSwietlanych tkankach. Dlatego duzo czesciej badany
jest wptyw pewnych okre$lonych nieletalnych dawek promieniowania,
przy czym naswietlany jest albo caty organizm, albo tylko poszczegélne
jego czesci. Czestym obiektem badan sg hodowle tkanek zwierzecych, stoz-
ki wzrostu korzeni i pytki roslin wzglednie komorki rozrodcze lub zarodki
zwierzat, jako systemy szybko dzielgce sie i dogodne zar6wno dla przepro-
wadzenia eksperymentu jak i analizy zachodzacym zmian. Typowymi
objawami wystepujacymi po naSwietlaniu s3: czasowe zahamowanie
aktywnos$ci mitotycznej komorek i zaburzenia w przebiegu obserwowa-
nych po tym okresie podziatow. Zaburzenia te wyrazajg sie w wystepowa-
niu tzw. lepkosci chromosoméw spowodowanej prawdopodobnie nagroma-
dzeniem sie na ich powierzchni nadmiaru zdepolimeryzowanych kwaséw
nukleinowych i pojawieniu sie peknie¢ w chromosomach, co powoduje z ko-
lei wysoce nienormalny przebieg podziatu, szczeg6lnie jego anafazy i telo-
fazy, oraz nierobwnomierny rozdziat chromosoméw do jader potomnych.
Komérki powstate w wyniku tych nienormalnych podziatéw czesto ging.
O silnym zaktéceniu metabolizmu komorki Swiadczy réwniez wystepujacy
niekiedy wzrost jej objetosci jak réwniez zaobserwowane w niektdrych
doswiadczeniach z kulturami tkankowymi (10) zwiekszenie stezenia kwa-
sow rybonukleinowych w protoplazmie, oraz wzrost wymiaru jaderek.

W badaniach nad mikroorganizmami natomiast najtatwiej uchwycic jest
wiasnie efekt letalny, totez interesowano sie tutaj przede wszystkim, jesli
chodzi o efekt biologiczny naswietlania, dziataniem letalnym. Badano zwig-
zek pomiedzy procentowgq iloscig przezywajacych komdrek a wysokoscia
zastosowanej dozy promieniowania, jej intensywnos$cig, frakcjonowaniem.
Badano réwniez wptyw temperatury, ilosci tlenu oraz innych dodatkowych
czynnikow na przebieg krzywej przezywalnosci, oraz zalezno$¢ jej ksztat-
tu od zastosowanego rodzaju promieniowania. Drugim znanym typem efek-
tu dziatania promieniowania u organizmow wyzszych jest pojawienie sie
pod wptywem naswietlania peknie¢ w chromosomach. Nastepnie wystepu-
je zjawisko rekombinacji uszkodzonych powierzchni i powstajg chromoso-
mowe zmiany strukturalne. Zmiany takie powstaja zaréwno w komadrkach
somatycznych jak i piciowych, gdy powstang w komdrkach piciowych
w potomstwie naswietlanych osobnikdéw, wystepujg tzw. strukturalne mu-
tacje chromosomowe. W nastepstwie tych mutacji moze pojawic¢ sie caly
szereg zmian dziedzicznych w cechach organizmu. Gtownym obiektem ba-
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dan nad chromosomowymi zmianami strukturalnymi byta Drosophila me-
lanogaster ze wzgledu na obecno$é olbrzymich chromosoméw S$linianko-
wych umozliwiajacych zaobserwowanie najdrobniejszych nawet zmian
w strukturze chromosomow i $ciste powigzanie ich ze zmianami w genoty-
pie. Do takich badan nadajg sie jedynie te organizmy, u ktérych zmiany
strukturalne w chromosomach sg tatwe do zaobserwowania. Z ro$lin do-
godna jest np. Zea mais, Tradescantia. Mikroorganizmy do tego typu badan
catkowicie sie nie nadaja, trudno jest tu bowiem stwierdzi¢ cytologiczne
wystepowanie jakichkolwiek zmian w chromosomach.

Trzeci typ efektu dzialania promieniowania na organizm, czyli tzw.
efekt genetyczny, jest to powstawanie mutacji genowych pod wptywem na-
Swietlania. Powstawanie mutacji genowych opisywane byto u wielu orga-
nizmoéw, zaréwno zwierzat jak i roslin oraz mikroorganizmow. Tutaj wia-
$nie mikroorganizmy jak np. Escherichia czy Neurospora staty sie szczegol-
nie w ostatnich latach czestym obiektem badan. Dajg one bowiem w poréw-
naniu z organizmami wyzszymi duzo wieksze mozliwosci otrzymania ol-
brzymiego ilosciowo materiatu w bardzo krotkim czasie przy Scistej kon-
troli warunkdéw doswiadczenia tak waznych jak np. chemizm S$rodowiska
zewnetrznego. U mikroorganizméw wywotano dziatajgc promieniami wie-
le mutacji dotyczacych ksztattu, barwy, wielkosci kolonii lub komérek,
craz zmian w systemie enzymatycznym prowadzacych do zmian w zdol-
nosci do syntez biochemicznych. Ostatnia grupa mutacji, tzw. mutanty
biochemiczne, jest szczegdlnie wazna, gdyz wielokrotnie pozwala na ana-
lize przebiegu skomplikowanych cyklow metabolicznych. Badania powyz-
sze wykazaly na drodze fizjologicznej, iz u mikroorganizméw istnieja okre-
$lone jednostki dziedziczne identyczne z genami organizméw wyzszych
i ze sg one utozone liniowo i sprzezone ze sobg w grupy analogiczne do grup
sprzezenia organizmow wyzszych (18, 19).

W celu zilustrowania tego zagadnienia przytoczymy szczegotowy przy-
ktad z prac Lederberga i Tatum z 1947 r. (17) Naswietlajagc Esche-
richia coli otrzymywali oni r6zne biochemiczne mutanty. Niekiedy powsta-
waty szczepy wykazujace jednoczes$nie kilka mutacji. Otrzymali np.
szczep, ktory utracit zdolno$¢ do syntetyzowania biotyny i metioniny i na
skutek tego nie magt rosngé na pozywce nie zawierajagcej tych substancji.
Inny szczep z tej samej serii doswiadczen utracit zdolno$¢ do syntetyzo-
wania proliny i treoniny. Zaden z nich nie mégt rosngé na minimalnej po-
zywce. Gdy szczepiono oba podwojne mutanty razem, normalnie nie uzy-
skiwano réwniez ich wzrostu. Jednak w niezmiernie rzadkich przypadkach
pojawiaty sie kolonie, ktore rosty w tych warunkach zupetnie dobrze. Cze-
sto$¢ ich wystepowania wynosita dk. 10-7. Komérki uzyskanej hodowli
zdolne byty syntetyzowac biotyne, metionine, proling i treonine. Pomiedzy



292 I. GEYEK-DUSZYttSKA | L. JANOTA-BASSALIK 4L

dwoma komorkami dwéch podwdjnych mutantéw zaszta wymiana odpo-
wiednich czynnikdw genetycznych. Jezeli oba podwo6jne mutanty hodowa-
ne we wspdllnej ptynnej pozywce rozdzieli¢ filtrem uniemozliwiajgcym
zetkniecie sie komorek, zjawisko wymiany czynnikdw dziedzicznych ni-
gdy nie zachodzi (8). Mamy wiec tu do czynienia z procesem wymiany za-
chodzacej w trakcie tgczenia sie komaérek, a nie ze zjawiskiem tzw. trans-
formacji. Powyzsze potwierdza fakt, ze w mieszanej hodowli kilku po-
dwoéjnych mutantdw wymiany czynnikéw dziedzicznych wystepujg tylko
pomiedzy dwoma typami mutantéw, co wskazuje, ze zawsze biorg w niej
udziat jedynie dwie komérki. Badania z podwdjnymi i wielokrotnymi mu-
tantami wykazaty, ze nie zachodzi tu catkowicie przypadkowa wymiana
czynnikdéw, lecz sa one sprzezone w grupy. Jedna z takich grup sprzezenia
obejmuje np. pietnascie czynnikéw. W dalszych badaniach nad czynnika-
mi dziedzicznymi stwierdzono, ze sg one utozone liniowo, zupetnie analo-
gicznie jak geny w chromosomach organizmoéow wyzszych.

Obserwacje °/o Crossing over dla poszczeg6lnych par czynnik6w umo-
zliwity skonstruowanie u E. coli dla niektorych grup czynnikéw genetycz-
nej mapy (19, 29).

Podobne prace prowadzone byty i nad wieloma innymi mikroorganiz-
mami. Uzyskano tu réwniez identyczne wyniki. Badania nad indukowa-
niem mutacji u mikoorganizmow umozliwity w wielu przypadkach prze-
prowadzenie doktadnej analizy ich systemu genetycznego i tym samym
w duzym stopniu przyczynity sie do wybuchowego rozwoju genetyki mi-
kroorganizmow w ostatnim dziesiecioleciu.

Jednym z zasadniczych probleméw dotyczacych wpltywu promieniowa-
nia na wszystkie organizmy jest mechanizm ich dziatania. Gtéwna podsta-
wa teoretycznych rozwazan byty prace dotyczace mutagennego dziatania
promieni jonizujgcych u organizméw wyzszych i mikroorganizméw oraz
letalnego u bakterii, wirusow i bakteriofagéw. Oba te efekty wykazujg pra-
widtowosci i moga by¢ ujete w postaci zalezno$ci matematycznych. Cze-
sto$¢ wystepowania zar6wno mutacji jak i zmian letalnych jest proporcjo-
nalna do zastosowanej dozy promieniowania. Zmieniajac rézne warunki
naswietlania mozna bada¢ wptyw tych zmian na przebieg indukowanego
procesu, co z kolei pozwala na okre$lenie jego charakteru. Mozna réwniez
przeprowadzi¢ pordwnanie pomiedzy wydajnoscig réznych rodzajéw pro-
mieniowania. Doze promieniowania wyraza sie w roentgenach. Pjzyjmuje
sie, ze przy naswietlaniu jednym roentgenem szeSciennego mikrona wody
wzglednie zywej tkanki zostang w tej objetosci wywotane dwie jonizacje.
Model dziatania promieni jonizujgcych na tkanke zostat skonstruowany
na podstawie analogii do dziatania ich na wode wzglednie roztwory wod-
ne réznych substancji. Naswietlenie wywotuje w roztworach dwa efekty:
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1) pierwotny, tzw. bezposredni, a mianowicie jonizacje, 2) wtérny, posred-
ni — pobudzenie cieplne.

W odniesieniu do materiatu biologicznego zostata wysunieta przez
Mullera (20), Timofeeffa -Ressovskyiego i Zimmera
(28) Lea (16) i innych teoria ,trafian” (ang. target theory, niem. Treffer
Theorie). Teoria ta przyjmuje, ze przyczyng zmian genetycznych induko-
wanych naswietlaniem jest jedynie efekt bezposredni promieni tzn. joni-
zacja, natomiast pobudzenie cieplne pozostaje bez wptywu. Mutacja w genie
powstanie wtedy jedynie, gdy czastka promieniowania trafi i wywota jo-
nizacje w obrebie jego objetosci wrazliwej, tzw. ,sensitive volume”. Jezeli
ilo§¢ jonizacji na tym odcinku drogi czastki czy fotonu, ktéry przetnie
chromosom, bedzie dostatecznie duza, w chromosomie powstanie pekniecie.
Np. dla chromosomdw Tradescantia L e a na podstawie danych ekspery-
mentalnych i rozwazan teoretycznych obliczyt, ze dostateczna ilo$¢ joni-
zacji dla wywotania pekniecia wynosi 15 do 20. Dowdd, ze dziatanie pro-
mieni wywotane jest pojedyncza jonizacja, oparty zostat na nastepujacych
faktach: 1) wydajno$¢ zmian jest wprost proporcjonalna do dozy; 2) dla
danej dozy efekt niezalezny jest od czasu naswietlania, znaczenie ma jedy-
nie ogolna ilos¢ zastosowanych jednostek promieniowania tzn. roentge-
néw, intensywnos$¢, czyli ich ilos¢ na minute pozostaje bez wptywu. Frak-
cjonowanie réwniez nie odgrywa roli; 3) wydajno$é danego rodzaju promie-
ni jonizujacych jest zwigzana z gestoscig jonizacji, stad przyjmuje sie, ze
pojedyricza jonizacja lub wigzka jonizacji wytworzonych przez pojedyn-
czg pierwotng czastke jonizujgca jest czynnikiem wywotujgcym zmiane.
Caloksztatt doSwiadczen przeprowadzonych do lat czterdziestych wska-
zywat réwniez na to, ze efekt promieniowania jest niezalezny od tempera-
tury, w ktérej prowadzimy naswietlanie, oraz od stanu fizjologicznego ba-
danego organizmu.

Zwigzek pomiedzy gestoscig jonizacji a wydajnoscig promieniowania
wymaga blizszego omoéwienia. Gesto$¢ jonizacji wzrasta dla poszczegdl-
nych rodzajow promieniowania w nastepujgcym porzagdku: promienie v,
promienie X, neutrony, czgstki a. Ny b om (23) podaje, ze na torze jonizu-
jacej czastki powstaje w tkance dla promieni y okoto 8 jonizacji na mikron
drogi. Dla promieni X okoto 100, dla neutronéw od 500 do 2000 w zaleznosci
od ich energii, dla czastek a za$ od 2000 do 10000. (Na torze promieni X
jonizacje roztozone sg rzadko. Jedynie na kohcu toru znajdujemy w nich
duze zageszczenie. Na torze neutronu zageszczenie jonizacji jest duze, na
torze czastki a jonizacje utozone sa jeszcze gesSciej). Przy wywotywaniu
mutacji genowych promienie X sg o wiele wydajniejsze niz neutrony czy
czastki a. Natomiast przy wytwarzaniu peknie¢ w chromosomach sprawa
przedstawia sie odwrotnie.
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Przy zastosowaniu identycznej dozy duzo wieksza ilos¢ rozsianych po-
jedynczych jonizacji wywotanych promieniami X trafia w objeto$¢ wrazli-
wg réznych gendéw niz w przypadku skupionych jonizacji wywotanych
przebiegiem czasteczek a. Stad wieksza wydajnosé tych pierwszych jako
czynnika mutagennego. Aby powstato pekniecie w chromosomie, musi
zaj$¢ w tym punkcie kilkanascie jonizacji. Tu wiec z kolei skuteczniejszym
jest uderzenie np. czasteczki a. Z doSwiadczer tego typu mozna zoriento-
waé sie w ksztatcie i wielkosci celu, ktory naswietlamy. Na tej podstawie
obliczano np. objeto$¢ wrazliwg genu, okre$lano wielkos$¢ i ksztatt wielu
bakterii i wirusow. Jezeli wydajnos$¢ dla wszystkich typdw promieniowa-
nia jest dla danego obiektu stata, wskazuje to, ze mamy do czynienia z ce-
lem kulistym. Wzrost wydajnosci w miare wzrostu gestosci jonizacji jest
wskazowkg, ze mamy do czynienia z celem podiuznym, lub ze celi tych
jest Kkilka i zjawisko wywotane promieniowaniem ma wiecej niz jedna
przyczyne. Przy inaktywacji wiruséw i bakteriofagéw jednym z gtéwnych
sposobdw rozrézniania, czy przyczyng jej byta pojedyncza mutacja geno-
wa, czy tez mamy do czynienia z biologicznym dziataniem letalnym na
caly mikroorganizm, byto wiasnie to kryterium. Drogg poréwnania wy-
nikOw z naswietlania promieniowaniami o réznej gestosci jonizacji czesto
okre$lano $rednice organizmdéw submikroskopowych. Np. Le a (16) podaje,
ze $rednica faga dezynterii S 13 wynosi okoto 16 mu. Ocena ta pokrywa sie
z obserwacjami nad wymiarami faga przeprowadzonymi metodg filtrow
kolodionowych.

Jesli chodzi o ocene teorii trafian, to nalezy podkreslic wielkg role,
ktérg odegrata ona pozwalajac na Sciste, matematyczne ujecie catego sze-
regu zjawisk i wykrycie licznych og6élnych prawidtowosci. Okazata sie ona
jednak zbyt duzym uogdlnieniem, gdyz wysuneta na plan pierwszy tylko
jeden z mechanizméw dziatania promieni, a mianowicie dziatanie bezpo-
Srednie przez wywotywanie jonizacji. Juz zeby obja¢ promienie ultrafiole-
towe, ktdre, pomimo iz nie sg jonizujgcymi, dziatajg zupeinie w podobny
spos6b na organizmy, wywotujagc mutacje genowe, pekniecia chromoso-
mow, inaktywacje mikroorganizméw itp., musiano uczyni¢ pewne dodat-
kowe zatozenia. Promienie utlrafioletowe dziatajg jedynie na drodze po-
budzania czasteczek, ktore je absorbujg. Jak wiadomo, okre$lone zwigzki
chemiczne absorbujg promienie o $ci$le okreslonej dtugosci fali, np. kwasy
nukleinowe wykazujg maksimum absorboji dla promieni o dtugosci 2600
A, biatka dla dtugosci fali — 2800 A itp. Nastepuje wtedy ich rozkad
przez rozerwanie pierscieni zasad purynowych i pirymidynowych. Aktyw-
no$¢ mutagenna promieni ultrafioletowych w duzym stopniu jest zalezna
od diugosci fali. Najwiekszg aktywnos¢ mutagenng wykazuje ultrafio-
let o dtugosci fali od 2500 do 2800 A z tym, ze dla r6znych organizméw
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maksima wydajno$ci sg rézne. Juz powyzsze fakty wskazuja na istnienie
jakiego$ posredniego mechanizmu dziatania promieni, gdyz trudno jest
wyjasni¢ dziatanie promieni ultrafioletowych przyjmujac za podstawe
teorie trafian pojedynczymi kwantami energii w okreslone cele. Odkrycie
mutagennego dziatania calego szeregu zwigzkéw chemicznych stworzyto
nowe mozliwosci teoretyczne dla wyjasniania dziatania czynnik6w muta-
gennych. Pierwszym zwigzkiem chemicznym, ktdrego mutagenne dziata-
nie zbadali w latach czterdziestych Auerbach i Robson, bytiperyt.
Wywotywat on mutacje zarébwno u Drosophila jak i wyzszych ro$lin, oraz
bakterii. W krdétkim czasie okazato sie, ze bardzo duza ilos¢ zwigzkéw che-
micznych jest zdolna indukowaé mutacje. Zwiagzki te nie maja zadnej
wspdlnej i charakterystycznej cechy chemicznej, nalezg do réznych grup,
niekiedy sg nimi substancje bardzo proste i czesto spotykane w warunkach
naturalnych (1, 2, 29, 31). Mutagenne dziatanie zostato wykazane dla wody
utlenionej, réznych nadtlenkéw zwigzkow organicznych, chlorkéw zelaza,
manganu i glinu, fenoli, formaliny, uretanu, rozmaitych substancji rako-
twdérczych itp. Niektore z nich odznaczajg sie pewng specyficznoscia, tj.
sq mutagenne tylko w stosunku do okre$lonych organizmoéw. | tak iperyt
i formalina wywotywaly mutacje u wszystkich badanych organizméw,
woda utleniona u Neurospora i bakterii, fenol i uretan u Drosophila, roslin
wyzszych i bakterii. Niektore z tych zwigzkdéw dziatajg mutagennie tylko
wtedy, gdy zostang zastosowane w pewnym Scisle okreslonym stadium cy-
klu zyciowego organizmu. Przyczyng roznic w dziataniu zwigzkéw che-
micznych na rézne organizmy mogg by¢ roznice w ich przenikaniu do ko-
morek wzglednie specyficzne warunki tam panujgce. Np. gdy w komorce
znajduje sie wieksza ilos¢ katalazy rozktadajacej wode utleniong, muta-
genne dziatanie tej ostatniej nie wystepuje.

Na ogdt wydajnos¢ mutagennego dziatania zwigzk6éw chemicznych jest
mniejsza niz promieniowania. Kdélmark i Westergaard (14)
przeprcftvadzili szczeg6towe badania dla poréwnania wydajnosci mutagen-
nego dziatania rdznorodnych zwigzkéw chemicznych i promieniowan
u Neurospora crassa. Wyniki ich potwierdzajg wspomniang powyzej regute,
jednakze bywajg wyjatki, a mianowicie 1:2, 3:4-diepoksybutan indukowat
20, 30 razy wiecej mutacji niz ultrafiolet, promienie X i iperyt. Autorzy
ci wykazali rowniez, ze r6zne geny sg w réznym stopniu uczulone na dzia-
tanie rédznych czynnikbw mutagennych. Wszystkie te badania przyczynity
sie do zwro6cenia uwagi na procesy chemiczne zachodzace pod wpltywem
naswietlania. Stalo sie jasnym, ze nie mozna przecenia¢ bezpos$redniego
wpltywu pojedynczych kwantow energii czy czastek promieniowania, lecz
nalezy uwzgledni¢ w co najmniej rdwnym stopniu mozliwe znaczenie efek-
téw posrednich. DoSwiadczenia Stone, Wyssg, Haasa nad Staphy-
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lococcus aureus (26) oraz Wagnera, Haddoxa, Fuersta, Sto-
n e (30) nad Neurospora dostarczyty rozstrzygajagcego dowodu, ze posredni
efekt naswietlania moze réwniez wywotaé powstawanie mutacji. W obu
przypadkach do naswietlanej uprzednio promieniami ultrafioletowymi po-
zywki wprowadzono nienaswietlane mikroorganizmy. U Staphylococcus
aureus powstata w tych warunkach duza ilos¢ mutantow odpornych na
streptomycyne, penicyling lub niezdolnych do fermentowania manitolu.
llos¢ znalezionych mutacji u Neurospora byta nieco mniejsza. Autorzy
uwazaja, ze czynnikiem mutagennym byta tu woda utleniona lub nadtlenki
zwigzkow organicznych, ktore utworzyty sie w pozywce pod wptywem na-
Swietlania. Jak wiemy, pod wptywem dziatania promieni X réwniez pow-
stajg w roztworach wodnych r6zne czynne rodniki jak OH,H, HO2, oraz
H202 i one to wtasnie mogltyby by¢ odpowiedzialne za wiekszo$¢ posred-
nich dziatan w odniesieniu do materiatu biologicznego. Tak wiec znaleziony
zostat wspdlny mianownik dla dziatania mutagennego i promieniowania
i zwigzkéw chemicznych. Jednak dalsze doswiadczenia wskazujg, ze
w szczegbtach posrednie dziatanie czynnik6w mutagennych moze wyka-
zywaé znaczne réznice.

Warto zaznaczy¢, ze na podstawie pordwnania biologicznego dziatania
promieni a czy neutronow z jednej strony, a promieni X iy z drugiej nie-
ktérzy autorzy dochodzg do wniosku, ze juz nawet model posredniego dzia-
tania promieni jonizujacych jest pomimo zasadniczo identycznego wyniku
nieco odmienny. Neutrony i czastki a dziatajg jak gdyby bardziej bezpo-
$rednio i dajg niekiedy efekt wiekszy niz spodziewany dla danej dozy, z tym,
ze zwyzki tej nie da sie wyttumaczy¢ wiekszg gestoscig jonizacji. Na pod-
stawie obserwacji nad wywotywaniem peknieé w chromosomach, w mikro-
sporach Tradescantia Conger i Gili es (4) stwierdzajg, Ze neutrony
sg ,wychwytywane” przez pewne atomy w tkance i powodujg ich promie-
niotwdrczy rozpad. Atomami wychwytujgcymi neutrony sg ich zdaniem
atomy azotu, wodoru i boru, wydzielajg one przy tym proton czy cagstke a.
Autorzy przypuszczaja, ze zachodzg tu nastepujace reakcje:

H1l+ n —a(H2 -> H2+ r
B0+ n-> (BU) —=aLi7+ a
N#4+ n-> (NH—-aClU+ vy

Wydzielane w tych reakcjach protony czy czastki a dziatatyby z kolei jo-
nizujaco dalej, zwiekszajgc efekt danej dozy neutronow. Hipoteze powyzszg
potwierdzajg doswiadczenia Congera z 1953 r. (5), w ktdrych naswie-
tlat on tkanki Tradescantia wzbogacone w bor przez uprzednie nasycenie
ich bardzo aktywnym w odniesieniu do neutronéw jego izotopem, a mia-
nowicie B10. Conger zaobserwowat duzy wzrost wydajnosci dla danej
dozy neutronéw. Ilos¢ zmian struktur?Inych w chromosomach wzrosta
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w tkankach nasyconych uprzednio borem 4 do 5 razy w poréwnaniu do
ilosci uszkodzen, ktére zanotowano w nienasyconej borem tkance. Wzrost
powyzszy nalezy wiec przypisa¢ dziataniu czgstek wybitych z atomu boru
przy radioaktywnej ich przemianie w L i7 po potaczeniu sie z neutronem.
Stusznos$é hipotezy co do odmiennego mechanizmu posredniego dziatania
promieni X i neutronéw potwierdza fakt, ze przy naswietlaniu promienia-
mi X zawarto$¢ boru w tkankach nie ma zadnego wptywu na ilo$¢ uszko-
dzen powstajacych w chromosomach.

Dla teoretycznych rozwazahn dotyczgacych modelu posredniego dziata-
nia promieni jonizujgcych zjawiska wystepujgce po naswietlaniu w wodzie
majg duze znaczenie. Woda jest objetoSciowo gtéwnym sktadnikiem komér-
ki, totez wyniki uzyskane dla wody sg niezmiernie pomocne przy zro-
zumieniu mechanizmu pos$redniego dziatania promieni w odniesieniu do
materiatu biologicznego. Pomimo ze byty one przedmiotem bardzo inten-
sywnych badan, procesy zachodzgce pod wptywem dziatania promieniowa-
nia w tak prostym ukiadzie jak woda nie zostaly jeszcze dostatecznie wy-
jasnione. W zwigzku z zaobserwowanymi réznicami w dziataniu réznych
typbéw promieniowania na organizmy zywe warto wspomnie¢, ze wystepu-
ja rowniez réznice w ich dziataniu na wode. Np. czastki a wytwarzajg H202
dziatajgc na czysta wode. Natomiast pod wpltywem promieni X czy y
H202 powstanie jedynie wtedy, gdy w wodzie rozpuszczone sg duze iloSci
tlenu.

Duze znaczenie teoretyczne majg rowniez badania nad dziataniem pro-
mieniowania na roztwory. Przy naswietlaniu roztworéw caly szereg czyn-
nikdw moze mie¢ wptyw na koncowy efekt naswietlania. Posrednio$¢ dzia-
tania polega tu na tym, ze energia promieniowania pochionieta jest przy
jonizacji rozpuszczalnika, ktérego zjonizowane lub pobudzone czasteczki
nastepnie dopiero reagujg z ciatem rozpuszczonym. Bellamy(13) uwaza,
ze kazdy czynnik wptywajacy na wydajno$¢ przenoszenia energii z rozpu-
szczalnika na ciato rozpuszczone, bedzie miat wptyw na skuteczno$é pro-
mieniowania. M. in. wtasnie Bel la my prowadzit doSwiadczenia nad
wpltywem promieniowania na wyizolowane z komorek okreslone substancje
chemiczne. Badany byt wptyw promieniowania na aktywno$¢ szeregu en-
zyméw jak: pepsyny, karboksypeptydazy, trypsyny, tyrozynazy; na poszr-
czegblne aminokwasy i kwasy nukleinowe. W doswiadczeniu z pepsyna
obnizono temperature roztworu ponizej punktu zamarzania. Okazato sig,
ze inaktywacja enzymu wywotana promieniowaniem spada gwattownie od
90 do 100 procent przy przejsciu rozpuszczalnika ze stanu ciektego w sta-
ty. Wynik ten mozna wytlumaczy¢ obnizeniem wydajnos$ci przenoszenia
energii promieniowania, co z kolei przemawia za posrednim mechanizmem
dziatania promieni. Inna metoda obnizania wydajnosci przenoszenia ener-
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gii z rozpuszczalnika na ciato rozpuszczone polega na dodawaniu tzw. pro-
tektordw, tzn. zwigzkéw szybciej reagujacych z jonami rozpuszczalnika
niz czasteczki biatka. Przykiadem protektordw moga by¢: mocznik, cy-
styna, glutation. Wg Dale (6,7) hamujace aktywno$¢ karboksypeptydazy
dziatanie promieni X jest bardzo silnie ostabione przez dodatek mocznika.

Mato mamy danych dotyczacych inaktywacji enzymow znajdujgcych
sie w produktach naturalnych. Poniewaz kazdy poszczegblny enzym sta-
nowi jedynie nieznaczng cze$¢ tzw. ciata rozpuszczonego, powinien by¢ on
bardzo dobrze chroniony przed posrednim wptywem promieniowania. Do-
Swiadczenia wykazaty, ze np. doza promieniowania potrzebna do zinakty-
wowamia katalazy w roztartych kartoflach wynosi 5 X 106 jednostek, gdy
tymczasem dla zinaktywowania czystego roztworu katalazy zawierajgcego
1mg enzymu w 1 ml potrzeba jedynie 25000 jednostek. W roztartych karto-
flach znajduje sie caly szereg sktadnikow komdrkowych mogacych dziataé
jako protektory (13).

Przy naswietlaniu pewnych uktadéw chemicznych duzy wptyw na prze-
bieg wywotywanych reakcji moze mie¢ ich sktad. Np. gdy naswietlamy
suchg leucyne, nie czujemy zadnego zapachu. Po dodaniu wody wydziela
sie zapach charakterystyczny dla aldehydu izowalerianowego. Przy na-
Swietlaniu leucyny w roztworze wodnym zaabsorbowana energia promie-
niowania wywotuje reakcje, w ktorej powstaje aldehyd izowalerianowy
i amoniak. Gdy naswietlamy suchg leucyne, rozpada sie ona z wydzieleniem
dwutlenku wegla i wodoru. Podobnie inne produkty rozpadu daje naswie-
tlania kazeina i sucha kazeina w roztworze wodnym. Czestym wynikiem
naswietlania zwigzkéw organicznych jest ich polimeryzacja wzglednie
depolimeryzacja. Spos6b naswietlania czesto wptywa na stopien tych pro-
cesOw. Wyzej przytoczone badania pozwalajg nam jedynie do pewnego
stopnia zblizy¢ sie do wyjasnienia wptywu promieniowania na organizmy.
Musimy bowiem pamietac, ze nie mozna przenosi¢ bez zastrzezen wynikéw
uzyskanych w doswiadczeniach z poszczeg6lnymi sktadnikami chemicz-
nymi na cate komdrki. W komorce nieuszkodzonej istnieje wspdtdziatanie
poszczegblnych jej sktadnikéw. Jednakze ustalenie typow wystepujacych
reakcji i obecnosci posredniego dziatania promieniowania obok bezpos$red-
niego dla poszczegolnych substancji chemicznych, mozna uwaza¢ co naj-
mniej za wskazowke, ze podobne procesy zachodzg réwniez i w nieuszko-
dzonych catych komérkach.

Z kolei zastanowimy sie nad badaniami, ktore wykazaty, ze rézne wa-
runki srodowiska zewnetrznego moga mieé modyfikujacy wptyw na wy-
niki naswietlania, a mianowicie na wysoko$¢ procentu powstajgcych mu-
tacji czy przezywalno$¢ naswietlanych organizméw. Czynnikami takimi sg
np. ilos¢ tlenu zawartego w otoczeniu naswietlanego organizmu, tempe-
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ratura, w ktorej prowadzimy dosSwiadczenie, stan fizjologiczny organizmu
(9). Role czynnikéw chronigcych organizm przed szkodliwymi dziataniami
promieni moga odegra¢ réwniez najréznorodniejsze zwigzki chemiczne.
Badania nad dziataniem wyzej wymienionych czynnikéw byty prowadzo-
ne w ostatnich latach bardzo intensywnie. W zasadzie wyniki ich dla réz-
nych organizméw sg identyczne i tak np. zmniejszenie koncentracji tlenu
w atmosferze otaczajgcej organizm w czasie naSwietlania zmniejsza jego
dziatanie mutagenne czy letalne zardwno u Drosophila i wyzszych roélin
jak u bakterii i grzybow. Ograniczymy sie tutaj do omoéwienia powyzszego
zagadnienia jedynie w odniesieniu do mikroorganizméw. Zaczniemy od
krétkiego zreferowania prac Hollaendera, Bakera i Ander-
sona (11) nad Estcherichia coli. Naswietlali oni kultury, z ktérych usu-
nieto tlen oraz kultury nasycone tlenem, i poréwnywali dziatanie letalne
okreSlonych dawek promieni Roentgena. Ilo$¢ organizméw w obu kultu-
rach byta identyczna i wynosita 2 X 10° na 1 ml. W kulturach odtlenio-
nych wrazliwosé bakterii na promieniowanie malata bardzo znacznie. Prze-
zywalnos$¢ ich 'byta wieksza 10 000 razy w stosunku do przezywalnosci kul-
tur przetlenionych. W kulturach odtlenionych tlen zastepowano azotem,
wodorem, helem lub dwutlenkiem wegla. Rodzaj gazu uzytego zamiast
tlenu dla wyréwnania ci$nienia nie odgrywat zadnej roli. W dalszym cig-
gu doswiadczen autorzy ci badali wptyw koncentracji tlenu na mutagenny
efekt promieni X. Uzyli dwoch szczepoéw E. coli — mutanta, ktérego wzrost
zalezny byt od obecnos$ci streptomycyny w pozywce oraz mutanta o defi-
cjencji purynowej, rosngcego jedynie w obecnos$ci adeniny. Badano pro-
cent powstajgcych pod wpltywem promieniowania mutacji zwrotnych, po-
legajgcych na odzyskaniu utraconej zdolno$ci doprowadzenia odpowiedniej
syntezy, przy czym oba szczepy naswietlane byty jednakowymi dawkami
promieni X w warunkach beztlenowych i w hodowlach silnie nasyconych
tlenem. W obu szczepach przezywalno$¢ w hodowlach silnie nasyconych
tlenem spadata bardzo znacznie dla identycznej dozy promieniowania. Pro-
cent mutacji zwrotnych w przypadku mutanta, ktérego wzrost uzaleznio-
ny byt od streptomycyny, byt staty dla danej dozy promieniowania, nieza-
lezny od obecnosci czy braku tlenu, w przypadku za$ mutanta o deficjen-
cji purynowej procent ten znacznie wzrastat, gdy naswietlanie prowadzone
byto w obecnosci tlenu. Np. dla szczepu o deficjencji purynowej przy na-
Swietlaniu w obecnos$ci duzej koncentracji tlenu dozg 50 kiloroentgenow
ilo§¢ mutacji zwrotnych wynosita 7200 na 108 przezywajacych komérek,
natomiast w atmosferze beztlenowej dla tej samej iloSci przezywajacych
bakterii zanotowano jedynie 300 mutacji zwrotnych. Fakty powyzsze wska-
zuja, ze o ile mechanizm powodujgcy $Smiertelno$¢ komdrek jest w obu
szczepach identyczny i w obu przypadkach uzalezniony w jaki$ sposob od



300 I. GEYER-DUSZYNSKA | L. janota-bassalik [12!

obecnosci tlenu, to procesy mutagenne w szczepie zaleznym od streptomy-
cyny i w szczepie wykazujacym deficjencje purynowga r6znig sie w spo-
s6b bardzo istotny. Doswiadczenia powyzsze jasno wykazujg, jak ztozonym
zjawiskiem jest mutacja. Proces mutagenny indukowany przez ten sam
czynnik moze przebiegac inaczej dla r6znych gendw. Obecnos¢ czy brak tle-
nu jest, jak widzimy, bardzo waznym czynnikiem, decydujacym o wplywie
promieni X na organizm. Zalezno$¢ powyzsza przemawia na korzysé po-
Sredniego dziatania promieni drogag wyzwalania wolnych rodnikéw.

Wrazliwo$¢ bakterii na naswietlanie mozna zmniejszy¢ rowniez przez
dodanie do pozywki réznorodnych zwigzkéw chemicznych. Doswiadczenia
tego typu prowadzone byty przez Hollaendera, Bakera i An-
dersona (11) przy wspétpracy Burnetta, Stapletona i Mor-
se (3). Wyro6zniajg oni nastepujace grupy protektorow: 1) zwigzki zawie-
rajace grupy sulfhydrylowe jak np. cysteina, 2,3-dwumerkaptopropanol
(BAL), kwas merkaptobursztynowy, kwas merkaptopyrogronowy. BAL,
ktéry ma dwie grupy SH dziata najsilniej, 2) zwiazki silnie redukujace, np.
Na2S204, 3) gliceryna, glikol propylenowy, glikol tréjetylenowy, alkohole
pierwszorzedowe jak etanol, metanol, propanol, 4) kwasy karboksylowe,
np. kwas bursztynowy, mréwkowy i in. Mechanizm ich ochronnego dzia-
tania w wiekszosci przypadkéw, jak sie wydaje, polega na usuwaniu tlenu
z otoczenia i z wnetrza komorki. W przypadku np. kwaséw wskazuje na
to fakt, ze gdy do naswietlanej kultury dodany zostanie jeszcze jaki$ inhi-
bitor oddechowy, np. cyjanek potasu, zmienia on catkowicie korzystny
wptyw protektora. Niektdre protektory wykazujg dziatanie addytywne.
Np. BAL podnosi procent przezywajacych komdrek bakterii o 18%, kwas-
ny siarczyn sodu o 18%, alkohol etylowy o 11%. Gdy dodamy do kultury
przed naswietlaniem jednocze$nie BAL i alkohol etylowy, ilo$¢ przezywajg-
cych bakterii wzrosnie do 41% alkohol etylowy i kwasny siarczyn sodu
do 40%, BAL i kwasny siarczyn sodu — do 37%. Wskazuje to na odmien-
ny mechanizm ich dziatania wzglednie na fakt, ze przy identycznym me-
chanizmie dziatatyby one w innych miejscach systemu komoérkowego. Jak
wiemy, pod wptywem dziatania promieni X na wode powstajg czynne rod-
niki jak H,0 H,H202 oraz HO2. Z innych Zr6det wiemy, ze H202 jest zwig-
zkiem mutagennym. Przy wiekszej ilosci tlenu rozpuszczonego w wodzie
ilos¢ powstajacych rodnikéw, a wiec i H202 bedzie wieksza. Na tej podsta-
wie jasne jest, ze kazdy zwigzek usuwajagcy tlen z kultury i z wnetrza
komérki zmniejszy ilos¢ H202, a wiec odegra role protektora.

Zagadnieniem, ktore byto przedmiotem licznych prac i teoretycznych
rozwazan, jest kwestia letalnego efdktu dziatania promieni na organizm.
U organizmow wyzszych np. u Drosophila znamy catg grupe tzw. letalnych
mutacji genowych lub polegajgcych na powstawaniu peknieé¢ w odpowied-
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nich miejscach w chromosomach. Uszkodzenia te powodujg $mieré organi-
zmu w réznych stadiach rozwoju zaleznie od typu mutacji, niekiedy juz
zygota noSzaca mutacje letalng nie jest w stanie rozwijaé sie dalej. Mutacje
bywajg dominujgce lub recesywne, u Drosophila np». stanowig one bardzo
powazng grupe mutacji powstajgcych pod wptywem naswietlania. U mi-
kroorganizmoéw niezmiernie trudno jest rozstrzygnaé, czy przyczyng $mier-
ci komorki naswietlonej jest indukowana przez promienie mutacja letal-
na, czy tez ginie ona w wyniku uszkodzen typu fizjologicznego.

W latach poprzedzajgcych 1948 r. wiekszo$¢ badaczy przyjmowata hi-
poteze, ze przyczyng $Smierci naswietlonej komorki bakterii jest powstanie
mutacji letalnej. Np. Lea (16) jest zwolennikiem powyzszej hipotezy
i poSwieca wiele prac dla udowodnienia jej przy pomocy teorii trafien.
L ea uwaza, ze komoérka bakterii ginie na skutek trafienia jednej czastki
jonizujacej czy kwantu energii w Objeto$¢ wrazliwa, ktorg utozsamia on
z jakim$ okre$lonym genem. Podstawg powyzszej teorii byty nastepujace
fakty: procent komorek bakterii inaktywowanych przy pomocy danej do-
zy promieniowania jest niezalezny od: 1) zageszczenia komdérek w hodowli,
2) intensywnos$ci promieniowania, 3) temperatury otoczenia w granicach
od 0 do 37°. Procent inaktywowanych komorek zalezy jedynie od gestosci
jonizacji, a wiec od rodzaju uzytego promieniowania. Duzo $wiatta rzucajg
na zagadnienie przyczyn $mierci mikroorganizmu prowadzone w ostatnich
iatach badania nad czynnikami zmieniajagcymi wrazliwo$¢ na promienio-
wanie. Gruntowna analize tego zagadnienia przeprowadza Stapleton
(13). Dzieli on czynniki modyfikujgce wrazliwo$¢ bakterii na promieniowa-
nie na dwie grupy, zaleznie od okresu ich dziatania w stosunku do momentu
naswietlania. Jedne z tych czynnikéw dziataja modyfikujaco na procent
przezywajgcych bakterii, gdy zostang zastosowane przed i w trakcie na-
Swietlania, wptyw drugich ujawnia sie przy zastosowaniu ich w okresie
po naswietlaniu. Do pierwszej grupy czynnik6éw Stapleton zalicza obec-
no$¢ wzglednie brak tlenu. Jak juz byto to powyzej omowione, usuniecie
tlenu z kultury znacznie zmniejsza wrazliwo$¢ bakterii na promienie i pod-
nosi procent ich przezywalnos$ci. Oprécz Escherichia coli badane tu byty
i inne bakterie, oraz drozdze. Dziatanie protekcyjne calegto szeregu zwigz-
kéw chemicznych polega, jak wiemy, na usuwaniu tlenu. Stapleton zbadat
doktadnie mechanizm rpotekcyjny jednego z nich, mianowicie kwasu bursz-
tynowego. Gdy do kultury E. coli dodamy przed naswietlaniem 0,01% roz-
tworu kwasu bursztynowego i bedziemy inkubowaé kulture w temp. 0°, nie
uzyskamy protekcyjnego dziatania teg<o zwigzku. Natomiast inkubacja
w ternp. 37° przez 30 min. przed naswietlaniem wywota znaczny spadek
$miertelnosci bakterii. Protekcyjne dziatanie kwasu bursztynowego znosi
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catkowicie dodatek inhibitorow oddechowych takich jak cyjanki, kwas
malonowy, jodooctan. Podobny uktad dziatania opisujg Kolmark
i Westergaard (14, 15 w pracy nad chemicznym indukowaniem
mutacji u Neurospora. Pod wptywem dziatania wody utlenionej obserwowali
oni znaczny procent mutacji zwrotnych dla mutanta o deficjencji adenino-
wej. Gdy do kultury dodano katalazy, woda utleniona tracita catkowicie
swe mutagenne dziatanie. Po dodaniu cyjanku potasu, ktory niszczy ka-
talaze, procent mutacji powstajgcych pod wptywem wody utlenionej gwat-
townie wzrasta. W dalszym ciggu badan Stapleton stwierdza, ze innym
czynnikiem ktéry zmniejsza Smiertelnosé bakterii, jest ich wysoka kon-
centracja w pozywce, ale dopiero powyzej 1011 komo6rek w 1 ml. Ochronny
wptyw koncentracji nie wystepuje, gdy pozywke nasycimy tlenem lub gdy
obnizymy temperature. Wysoka koncentracja dziata poprzez endogenne
oddychanie bakterii, ktédre usuwa tlen z kultury. Stapleton i Hol-
laend er (25) wykazali u Aspergillus terreus, ze zmniejszenie ilosci wo-
dy w sporach zmniejsza ich wrazliwo$¢ na dziatanie promieni. Wydajnos¢
promieniowania spada proporcjonalnie do spadku wody w konidiach. Po-
dobng zalezno$¢ znaleziono i u bakterii. Wydaje sie, ze przyczyna powyz-
szego jest zmniejszenie szybkosci dyfuzji aktywnych czastek. Gdy naswie-
tlamy Escherichia coli w temperaturze ciektego azotu, tj. —196°, spoda ilos¢
zinaktywowanych komérek w poréwnaniu do kultur naswietlanych w temp.
0°. Dalsze doSwiadczenia wykazaty, ze przy obnizaniu temperatury poni-
zej 0° istnieje pewien moment zwrotny we wrazliwosci bakterii na na-
Swietlanie. Jest nim temperatura kilku stopni ponizej zera, a mianowicie
punkt krzepniecia zawiesiny. Znamy liczne przyktady wskazujgce na réz-
nice we wrazliwosci bakterii w roznych fazach cyklu wzrostowego. ,,Mtode”
bakterie sg najwrazliwsze na promieniowanie, natomiast bakterie znajdu-
jace sie juz w tzw. ,,lag phase” sg odporniejsze niz w jakimkolwiek innym
momencie cyklu wzrostowego. U wyzszych organizméw zjawisko to jest
rowniez znane. Najwrazliwsze sg te komorki, ktére dzielg sie intensywnie,
np. tkanki merystematyczne u roslin, kietkujgce nasiona itp.
Przejdziemy z kolei do drugiej grupy protektorow wyrdznionej przez
Stapletona, a mianowicie tych, ktérych dziatanie ochronne wystepuje przy
zastosowaniu ich po naswietlaniu. Umieszczenie hodowli po naSwietleniu
w temperaturze réznej od optymalnej znacznie zwieksza procent prze-
zywajacych komorek. Doswiadczenia prowadzono w sposéb nastepujacy:
probki z naswietlanych i nienaswietlanych kultur E. coli przeszczepiano
na ptytki agarowe i inkubowano w temperaturze od 6° do 37° przez 24
godziny, a nastepnie przenoszono do termostatu o temperaturze 37°. Po-
stepowanie takie nie wptywa ma ilos¢ komorek w nie naswietlanych kultu-
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rach, natomiast w kulturach naswietlanych 24-o godzinne obnizenie temp.
inkubacji zwiekszato procent przezywajacych komorek. Najwiekszg prze-
zywalno$é otrzymywano dla kultur inkubowanych w temp. 18°C. Wyniki
powyzsze Stapleton tlumaczy tym, ze w temperaturach réznych od
normalnie optymalnej zmienia sie stosunek szybkos$ci przebiegu proceséw
syntetycznych i destrukcyjnych. Przy obnizaniu temperatury szybko$é obu
grup proceséw spada najwidoczniej w niejednakowy isposob, tak ze w temp.
18°C wystepuje przewaga procesow syntezy i .stad powstaje prawdopodob-
nie korzystny wptyw tej temperatury. Optymalne temperatury dla prze-
zywalnosci po naswietlaniu réznych szczep6éw. E. coli sg rézne. Staple-
ton znalazt trzy szczepy réznigce sie pod tym wzgledem. Gdy inkubujemy
je po naswietlaniu w temp. 37°C, przezywalno$¢ kazdego z nich jest inna,
natomiast przy inkubacji w temperaturze optymalnej dla kazdego szczepu
przezywalnosci ich sg prawie idetyczne. Wskazuje to, ze r6znice we wrazli-
wosci na naswietlanie majg swe zrédto w specyficznosci biochemicznej
kazdego szczepu.

Podsumowujac powyzsze badania mozna stwierdzi¢, ze proces inakty-
wacji bakterii pod wptywem promieni X jest zjawiskiem bardzo ztozonym
i moize by¢ modyfikowany przez caly szereg czynnikéw jak stan fizjolo-
giczny organizmu, temperatura, koncentracja tlenu. Inaktywacja bytaby
wiec wynikiem wewnatrzkomérkowego posredniego efektu wywotanego
przez powstawanie pod wptywem promieniowania czynnych wolnych rod-
nikbw w ptynach komorkowych. Wydaje sie, ze letalny efekt moze miec
wiele ré6znorodnych przyczyn i ze nie mozna inaktywacji ttumaczy¢ jedynie
powstawaniem mutacji letalnych, analogicznych do mutacji letalnych
u wyzszych organizméw. Bez watpienia mutacje tego typu moga powsta-
wac i by¢ przyczyng $Smierci w niektérych przypadkach, jednak w wiek-
szosci przypadkdéw przyczyny Smierci komorki nalezy szuka¢é w mechaniz-
mach fizjologicznych. Analizg tego zagadnienia zajmujg sie miedzy inny-
mi Power s i Ehret (24) wskazujac, jak trudno jest w przypadku
$Smierci jednokomoérkowego organizmu zdecydowac, czy powodem jego
Smierci byta mutacja genowa, czy tez mamy tu do czynienia z fizjologicz-
nym mechanizmem letalnego dziatania promieniowania. Kelner (12)
uwaza, ze takim mechanizmem fizjologicznym mogtoby by¢ np. catkowite
zahamowanie syntezy DNA, co z kolei uniemozliwiatoby synteze enzyméw
adaptatywnych. Newcombe (21) stwierdza, ze przyczyng $mierci ko-
marki moze by¢ zahamowanie wielu syntez wzglednie zmian ich produk-
tow koncowych. Jedng z takich syntez mogtby byé np. proces prowadzacy
do duplikacji genu. Przyczyny $mierci komdrki mogg by¢ rozliczne, w po-
szczeg6Inych przypadkach moze by¢ ona wywotana kilkoma réznymi i jed-
noczesnie dziatajacymi czynnikami.

5 Postepy Biochemii
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Mutagenne dziatanie promieniowania wykorzystane zostato do badan
majacych na celu wyjasnienie skomplikowanych proceséw metabolicznych.
Najlepszym materiatem do doswiadczen tego typu sg wiasnie mikroorga-
nizmy. Badania te zapoczatkowat w latach 40 Beadle uzywajac jako
organizmu dos$wiadczalnetgo grzyba Neurospora. Nastepnie przeprowadzo-
no podobne badania uzywajac jako materiatu najrozmaitszych plesni, droz-
dzy i bakterii.

Ogo6lna zasada teoretyczna pozwalajgca na biochemiczne interpreto-
wanie wynikow wspomnianych prac jest nastepujaca: pod wptywem na-
Swietlania mozemy otrzymaé u badanego organizmu mutanty, ktére utra-
city zdolno$¢ do syntezy jakiego$ waznego metabolitu, warunkujacego ich
normalny wzrost. Ktory z niezbednych czynnikéw wzrostowych nie moze
by¢ przez dany mutant syntetyzowany, mozemy tatwo sprawdzi¢ badajac
jego wzrost na pozywkach o roznym sktadzie. Jezeli ustalimy, ze czynni-
kiem tym jest, powiedzmy, jaki$ prosty zwigzek, mozemy uwaza¢ z do$¢
duzym prawdopodobiefstwem, ze bierze on udziat w reakcji biochemicznej
stanowigcej wazne ogniwo w taficuchu reakcji metabolicznych. Do badan
uzywane sg na ogot te organizmy, ktorych wymagania odzywcze sg proste.
Np. Neurospora rosnie normalnie na pozywce zawierajacej précz soli nie-
organicznych i cukru (jako zrodta wegla i energii), tylko jedng z witamin —
biotyne. Z powyzszego wynika, ze zdolna jest ona do syntezy catego szere-
gu najrozmaitszych aminokwaséw, witamin, kwaséw nukleinowych, zto-
zonych weglowodandw, tluszczy oraz innych zwigzkéw wchodzacych
w sktad protoplazmy. Jednakze nalezy pamieta¢, ze powyzsza metoda po-
débnie jak i inne jest ograniczona. Jezeli pod wptywem naswietlania lub
innych czynnikOw mutagennych powstanie organizm niezdolny do syntezy
metabolitu, ktdry nie przechodzi przez btone komdrkowa, a wiec nie mo-
ze by¢ pobrany z pozywki, organizm ten ginie i méwimy, ze mamy tu do
czynienia z mutacjg letalng. Dobrg ilustracjg badan prowadzonych przez
tzw. genetyke biochemiczng pozwalajaca na zrozumienie pewnych ogdlnych
prawidtowosci dotyczacych powstawania mutantéw biochemicznych sg np.
wyniki doswiadczen nad Neurospora, wyjasniajagce drobny wycinek prze-
mian zwigzkéw azotowych (31). W dosSwiadczeniach tych otrzymano mu-
tanty niezdolne do syntezy argininy. Pierwszy z nich wymagat dla normal-
nego wzrostu obecnosci w pozywce argininy, drugi mogt wykorzystaé albo
arginine, albo cytruline, trzeci rést jednakowo dobrze na pozywkach za-
wierajagcych procz skiadnikéw podstawowych ornityne lub tez cytruline
wzglednie arginine. Z powyzszego wynika, ze pod wptywem czynnika mu-
tagennego tancuch reakcji prowadzacych do syntezy argininy zostat przer-
wany u mutanta pierwszego przed samg argining, u mutanta drugiego
przed cytruling, ktdra musi by¢ prekursorem argininy, a u mutanta trze-
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ciego przed ornityna, ktéra z kolei jest prekursorem cytruliny. Innymi sto-
wami, otrzymane wyniki wskazujg na to, ze in vivo arginina powstaje na
drodze prostych reakcji tancuchowych z ornityny poprzez cytruline. Po-
nadto mozemy wyprowadzi¢ drugi, bardziej ogdlny wniosek, ze rézne ge-
netyczne mutanty, ktore sa niezdolne do syntezy tego samego zasadniczego
metabolitu, majg czesto zablokowany tafcuch reakcji w réznych miejscach.
Dany mutant zdolny jest do syntezy i normalnego wzrostu w obecnosci
kazdego z kilku zwigzkéw stanowigcych posrednie ogniwo w reakcjach,
ktére wystepuja za miejscem zablokowanym. Naturalnie przedstawiony
obraz jes»t bardzo uproszczony, czesto przerwa w tanicuchu reakcji zalezy
od catego szeregu czynnikOw otoczenia zewnetrznego i wewnetrznego.

Zalezno$¢ pomiedzy synteza kwasu pantotenowego a obecnoscig w ko-
madrkach 6kreslonego systemu dostarczajgcego dla takiej reakcji energii
zrozumiano dzieki uzyskaniu pod Wplywem naswietlania promieniami
ultrafioletowymi oraz promieniami X mutantéw niezdolnych w normal-
nych warunkach do syntezy tej witaminy. Neurospora ma sytem enzy-
matyczny katalizujgcy reakcje syntezy kwasu pantotenowego z kwasu
pantoj owego oraz (3-alaniny. Obecno$¢ tego systemu wykryto zardéwno
w samej grzybni, jak i w wysuszonych preparatach acetonowych. Wspom-
niane wyzej mutanty nie syntetyzujg kwasu pantotenowego. Jednakze jak
wykazano w doktadniejszych badaniach, mozna z nich uzyskaé preparaty
rownie aktywne pod wzgledem syntezy witaminy, jak preparaty otrzymane
z organizmu nienaSwietlanego. Stwierdzono ponadto, ze kultury mutan-
tow bardzo silnie przetlenione wytwarzajg kwas pantotenowy. Z powyzsze-
go wynika, ze utrata zdolnosci do syntezy kwasu pod wptywem naswietla-
nia spodowodana jest zaburzeniem nie w przebiegu samej reakcji, lecz
w systemie dostarczajgcym energii dla tej reakcji. Wykazano tu uzaleznie-
nie przebiegu jednej z zasadniczych reakcji syntezy od obecnosci innej rea-
kcji, a mianowicie utleniania.

Podobnych przyktadéw wykorzystania mutantéw biochemicznych dla
analizy przebiegu tancutha reakcji prowadzacych do syntezy najréznorod-
niejszych metabolitdw znamy w obecnej chwili juz bardzo wiele. Metoda
wywotywania u mikroorganizméw biochemicznych mutacji pod wptywem
dziatania promieniowania statla sie w ostatnich latach niezmiernie uzy-
tecznym narzedziem pracy w badaniach biochemicznych. Reakcje bioche-
miczne prowadzace do syntezy niezbednych metabolitow przebiegaja na
0g6t u wszystkich organizméw w bardzo podobny sposéb. Wyniki uzyska-
ne dzieki badaniu mutantow u mikroorganizméw sg wiec w duzym stop-
niu pomocne dla zrozulmienia ogdlnych drég metabolizmu u wszystkich,
organizméw zywych.

5*
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E. GASIOR i K. OBOJSKA

Przygotowanie ekstraktéw bakteryjnych do badan
enzymatycznych

Badanie ztozonego mechanizmu reakcji chemicznych komorki bakteryj-
nej dokonane moze by¢ albo in vivo na nienaruszonej komorce, albo in
vitro po zniszczeniu struktury komorkowej. Dyskusja, ktéra z metod ba-
dawczych jest wiasciwsza, wcigz trwa. Bez watpienia przebieg izolowanych
reakcji enzymatycznych na dezintegratach rézni sie od tychze reakcji za-
chodzacych w komoérce nienaruszonej. Jednakowoz do badan przemiany
posredniej, charakterystyki enzymu i mechanizmu reakcji enzymatycznej
potrzebne sg izolowane systemy enzymatyczne. Rozbicie komérki umozli-
wia ponadto poznanie funkcji fizjologicznych niektérych jej fragmentéw
strukturalnych.

Pierwsze proby niszczenia struktury komorkowej zapoczatkowat
w 1897 r.Biuchner rozcierajgc komarki drozdzy z piaskiem celem otrzy-
mania wyciggu zymazy (21). W 1903 r. Buchner i Ha hm (22) wyko-
rzystali do tych celéw prase hydrauliczng. Ich badania zapoczatkowaty
dzi$ juz powszechne stosowanie niszczenia struktury komorkowej mikro-
organizmow.

Sposoby prowadzace do otrzymania wyciggu bezkomorkowego sg rézne
i na ich dobér wptywa rodzaj drobnoustroju i formy zwigzania enzymow
w cytoplazmie komorki. Niekiedy udaje sie wyizolowaé enzym przez eks-
trakcje wodg lub buforami suchych preparatow drobnoustroju. Przewaznie
jednak stosuje sie liczne metody dezintegracji, ktérych skutecznos$¢ dla
danego materiatu ustalamy najczesciej doswiadczalnie.

Charakterystyke metod dezintegracji podat Hugo (79). Ogblne uwa-
gi na temat sposobu suszenia i dezintegracji mechanicznej podaje
Gunsalus (64).

Celem niniejszego referatu bedzie przeglad i opis:

A. Sposobéw ekstrakcji enzyméw z suchych preparatdw drobno-
ustrojéw i

B. Metod dezintegracji: 1) biologicznej, 2) chemicznej, i fizycznej.

[309]
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A. Sposoby otrzymywania wyciggow enzymatycznych przez
ekstrakcje suchych preparatéw drobnoustrojéw

Aktywne wyciagi bezkomoérkowe uzyskuje sie niekiedy przez bezpo-
$rednig ekstrakcje proszkéw bakteryjnych wodg lub buforami. Suchy pro-
szek odznacza sie w stosunku do wilgotnej masy bakteryjnej wieksza prze-
puszczalnoscig btony komorkowej, totez eksrakcja suchych proszlkow daje
czynne wyciagi niekdrych enzymow. Wydaje sie, ze istnieje Scista zalez-
no$¢ miedzy rodzajem suszenia a aktywno$cig enzymatyczng wyciggow.
Dotyczy to w pierwszym rzedzie enzymow tatwo inaktywujgcych sie. Su-
che preparaty nadajg sie do kilkumiesiecznego przechowywania w tempe-
raturze ponizej zera. Utatwia to znacznie gromadzenie materiatu do pre-
paratyki enzymatycznej.

Sposoby suszenia i ekstrakcji proszkow
1. Liofilizacja

Jest to spos6b suszenia polegajacy na wysublimowaniu wody z zamro-
zonych do kilkudziesieciu stopni ponizej zera bakterii pod cisnieniem
mniejszym niz 0,1 mm Hg. Preparaty liofilizowane wyrézniaja sie trwa-
toscig w wiekszym stopniu niz inne suche preparaty. Liofilizacja znajduje
szerokie zastosowanie do suszenia wyciagéw, czystych kultur itp.
(5, 44, 45, 92, 107, 141, 173).

2. Suszenie przy uzyciu rozpuszczalnikow organicznych

Mase bakteryjng zadaje sie kilkakrotna iloscig oziebionego (od —10°
do —20°C) acetonu, eteru, alkoholu lub mieszanin tych rozpuszczalnikéw,
miesza sie, odwirowuje albo sgczy przez lejek Biichnera. Proces ten pow-
tarza sie trzykrotnie i suszy w eksykatorze pod zmniejszonym cisnieniem
albo na powietrzu. Ga le i wspdip. (52) zastosowali te technike do otrzy-
mywania bezkomérkowych wyciggéow dekarboksylazy lizyny. Zawiesiny
bakteryjne E. coli i Bac. cadaveris traktowano pieciokrotng odjetoscig ace-
tonu, mieszano i saczono przez lejek Biichnera, przemywano eterem i su-
szono na powietrzu. Do proszku dodawano M/45 bufor boranowy w ilo-
§ci 1 ml na 20 mg proszku i ekstrahowano przez 2 godziny w temperatu-
rze 37°C.

Karboksylaze kwasu szczawiooctowego z Azotobacter vinelandii (120),
dekarboksylaze kwasu szczawiooctowego z Clostridium acetobutylicum
(30) oraz dehydrogenaze kwasu mlekowego z drozdzy (16) otrzymano z su-
chych preparatow tych drobnoustrojow.
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3. Suszenie pod zmniejszonym ci$nieniem

Wilgotng mase bakteryjng suszy sie w eksykatorze pod zmniejszonym
cisnieniem w obecnosci tlenku, chlorku lub siarczanu wapnia, pieciotlenku
fosforu albo siarczanu magnezu. Ekstrahuje sie roztworami zawierajgcymi
siarczki, cysteine lub glutation celem ochrony grup tiolowych enzymoéw.

Hughes i Wiliamson (78) otrzymali tg metodg glutaminaze
przez ekstrakcje suchych jbakterii Cl. welchii. Zamrozone komorki suszo-
no pod zmniejszonym cisnieniem nad pieciotlenkiem fosforu a nastepnie
ekstrahowano roztworem drugorzedowego fosforanu sodu z dodatkiem
chlorku potasu przez 15 godzin w + 2°C. Wydajno$¢ wynosita 80—90%
aktywnosci enzymu. Stadtman i Barker (142) przez ekstrakcje su-
chych bakterii rozcieniczonym roztworem siarczku sodu, a Stokes
i Campbell (145) przez ekstrakcje wodg otrzymali aktywne wyciagi
enzymatyczne.

4. Suszenie na powietrzu

Drozdze dajg sie suszy¢ i na powietrzu bez widocznych strat aktywnosci
enzymatycznej. Kilkumilimetrowg warstwe drozdzy suszy sie przez 2—3
dni w temperaturze 25—35°C. W czasie suszenia zachodzi cze$ciowa auto-
liza. Ekstrahuje sie woda albo odpowiednimi roztworami buforowymi przez
kilka godzin (75).

B. Metody dezintegracji i ekstrakcji enzymow
I. METODA BIOLOGICZNA

a) Autoliza stanowi najprostszg metode rozpuszczania otoczki ko-
morkowej. Proces ten dokonuje sie pod wptywem wewngtrzkomorkowych
fermentéw. Przeprowadzamy jg najczesciej wobec wody, roztworu bufo-
rowego i takich $rodkéw konserwujacych jak toluen, ksylen, tymol chlo-
roform itp. Procesy autolityczne sg zwykle dtugotrwate (2), kilku, a nawet
kilkunastodniowe, co w znacznym stopniu zmniejsza ich przydatnos¢
W preparatyce enzymow.

Bailey i Webb (10) wykorzystali autolize do wyizolowania hekso-
kinazy z drozdzy. 12,7 kg drozdzy kruszono i mieszano z 760 ml. toluenu
pozostawiajgc zawiesine w 38°C przez 3—5 godzin. Do roztworu dodawano
12 litrow zimnej wody i 100 g siarczku sodowego dziewieco-wodnego do-
prowadzajgc pH do 6—6,5 przy pomocy kwasu solnego. Autolizujgce droz-
dze pozostawiono w temperaturze 20—25°C przez 42 godziny i nastepnie
odwirowywano. Dodatek siarczku sodu hamowal, przez swoje ochronne
dziatanie na grupy tiolowe enzymu, inaktywacje heksokinazy.
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Virtanen i Tarnanen (165) otrzymali aspartaze przy pomocy
autolizy Bac. fluorescens liquefaciens w ciggu 2—3 dni w 37°C. Ob 0j-
ska (113) w celu otrzymania wyciggéw fosfataz z r6znych szczepéw myko-
bakterii zastosowata réwniez autolize. Proszek acetonowy bakterii zmie-
szany z poczwdérng objetoscig wody albo wilgotng mase bakteryjng zmie-
szang z podwoOjng objetoscig wody z dodatkiem toluenu i octanu etylu
poddawano autolizie przez 4—10 dni. Proces autolizy kontrolowano mi-
kroskopowo. Znamy inne jeszcze przypadki stosowania autolizy w prepa-
ratyce enzymatycznej (6, 18, 27, 32, 72, 76).

b) Liza bton komodérkowych przy pomocy
enzymow

1 Lizozym

W 1922 Fleming (40) zaobserwowat lize Micrococcus lysodeicticus
przez silny czynnik bakteriolityczny znaleziony w tkankach oraz w duzych
ilosciach w biatku jaja. Czynnik ten nazwano lizozynem. Wiemy, ze roz-
ktada on mukopolisacharydy bton komdérkowych niektérych bakterii.

Trawienie lizozymem przeprowadza sie mieszajac bakterie z krysta-
licznym preparatem enzymu w stosunku kilkanascie mg lizozymu na 1 g
bakterii. Czas trwania lizy wynosi zwykle kilka godzin,

Geortgi i wspotp. (54) otrzymali przy dodaniu lizozymu (Armour)
w ilosciach 100 mg/10 g Bac. stearothermofilus zawieszonych w 200 ml
0,067M buforu boranowego, aktywne struktury cytoplazmatyczne odpo-
wiadajgce, jak twierdzi autor, mitochondrion! z tkanek zwierzecych. Pen -
rose i Qua stel (117) przebadali aktywno$¢ réznych enzyméw w liza-
tach M. lysodeicticus i komorkach nienaruszonych. Stwierdzili, ze aktyw-
nosé¢ katalazy, fumarazy i innych enzymdw jest wieksza w preparatach
z komérek poddanych lizie niz w komérkach nienaruszonych. Odwrotnie
aktywnos$¢ niektérych enzymow byta mniejsza, a dehydrogenaza glukozy,
glicerofosforanu i kwasu glutaminowego ulegaja catkowitej inaktywaciji,.

Gorini i Crevier (58) doniesli, ze liza M. lysodeicticus powoduje
wydzielanie sie enzymow proteolitycznych wymagajacych do aktywacji
jonébw wapnia. Zwiekszenie czasu lizy powoduje inaktywacje lizozymu
przez bakteryjne fermenty proteolityczne. Dodatek szczawiooctanu
zmniejsza inaktywacje lizozymu, poniewaz wigze jony wapnia.

Poszczegdlne przypadki stosowania lizozymu cytujemy, a kazdy z nich
zawiera ciekawg inowacje metodyczng (41, 85, 73, 100, 101, 118, 125, 130,
166).

2. Inne czynniki bakteriolityczne

Do bakteriolitycznych enzymoéw nalezy enzym produkowany przez
Streptomyces albus. Dziatanie jego polega na rozpuszczaniu bton komor-
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kowych zawierajgcych ramnoze i heksozamine u Streptokokéw gru-
py A (95).

Enzymy trawigce streptokoki wytwarzane sg takze przez inne mikro-
organizmy np. Micromonospora i Nocardia cardneri (129). W/g W e 1-
scha (168) enzymy rozpuszczajgce btony komdrkowe stafilokokéw produ-
kowane sg przez szereg Actinomycetéw. Nie spotkano w literaturze zadnej
wzmianki o aktywnosci enzymatycznej lizatow otrzymanych przez dzia-
tanie czynnikow strepto i stafilolitycznych na bakterie. Podobnie jak lizo-
zym moga one znalez¢ zastosowanie w preparatyce enzymatycznej.

3. Enzymy proteolityczne

Enzymy proteolityczne znajdujg réwniez zastosowanie do niszczenia
struktury komoérkowej drobnoustrojéw. Np. Stickland (144) otrzymat
aktywng dehydrogenaze kwasu mréwkowego przy trawieniu komorek
E. coli w 37C. Ostatnio Myrback i Willstaedt donie$li o izolowa-
niu inwertazy drozdzowej przy pomocy trypsyny aktywowanej cy-
steing (106).

c) Trawienie przez bakteriofagi bton
komoérkowych

W 1953 r. Sher i Ma 1lette =zastosowali wirusa bakteryjnego
(bakteriofaga T2r +) do dezintegracji bakterii (136, 137). Zawiesiny E. coli
po trawieniu bakteriofagowym pozwalaty otrzymywaé aktywne wyciagi
dekarboksylaz argininy i lizyny.

Il. METODY CHEMICZNE
a) Liza glikokolem

W 1953 r. Maculla i Cowles (94) opisali nowy sposéb otrzymy-
wania lizy przy uzyciu glikokolu. W/g nich na lize bakterii majg wptyw
takie czynniki jak stezenie glikokolu, stosunek objetosci zawiesiny bakte-
ryjnej do objetosci glikokolu, wiek hodowli i czas jej inkubacji. Uzywano
roztworéw od 0,5 do 3M glikokolu inkubujac 1/2—18 godzin w 37°C. Naj-
korzystniejszy stosunek masy bakteryjnej do ilosci glikokolu wynosit
1 : 10 przy uzyciu IM rotzworu glikokolu. Stwierdzono ponadto, ze sto-
pien lizy komorek zmniejsza sie z wiekiem hodowli. Badania przeprowa-
dzone na zawiesinie E. coli, A. aerogenes i Bac. mesentericus wykazaty
obecno$é okoto 85°/0 biatka komdrkowego. Levine i wspotp. (90) ba-
dajgc dysymilacje seryny u Pasteurella pestis dezintegrowali bakterie IN
roztworem glikokolu. Rdwniez Gordon iinni (57) przeprowadzali dezin-
tegracje glikokolowg. Brak jest doktadnych danych na temat aktywnosci
enzymoéw otrzymanych tg metoda.
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b) Liza mocznikowa

Seibert i Fabrizio (133) wyizolowaly ze szczepéw Mycobacte-
rium czynng frakcje biatek, ktéra dawata dodatnig reakcje wigzania do-
petniacza, oraz reakcje tuberkulinowg. Bakterie umieszczano w 37°C
z dwukrotng iloscig mocznika na okres 72 godzin, czesto wstrzasajac za-
wiesine. Nastepnie dodawano 1 objetos¢ wody, saczono przez Seitza i pod-
dano dializie.

W 1956 r. Szymona (1955) w pracy nad metabolizmem glukozy
u Mycob. phlei zastosowat ekstrakcje mocznikiem proszku acetonowego
tych bakterii (30% mocznika + 2% weglanu sodu) celem izolacji czynni-
ka fosforylujgcego. 1 g proszku odttuszczano na gorgco mieszaning alko-
holu i eteru (3:1), a nastepnie pozostato$¢ ekstrahowano i odwirowywano.
Takze Seibert (134) i Obojisk a (113) stosowaly mocznik do estrakcji
biatek z pratkéw kwasoodpornych z catkowitym powodzeniem.

c) Ekstrakcja glicerolem

Sposobem tym wyizolowano (93a) enzymy proteolityczne i amyloli-
tyczne zkilku bakterii przez inkubacje z 40% glicerolem przez 4 dni w tem-
peraturze 39°C i 7 dni w 30°C.

d) Ekstrakcja n-butanolem

Sposob ten jpolega na dziataniu na zawiesine drobnoustroju w wodzie
lub buforze n-butanolem. Butanol rozpuszcza fosfolipidy bton komdrko-
wych oraz oddziatywuje swoiscie (104) na przeprowadzanie biatek do roz-
tworu. Inne alkohole nie posiadajg tej wtasnosci. Butanol nadaje sie przede
wszystkim do izolowania enzyméw zwigzanych z elementami struktural-
nymi komorki preparatywnie odpowiadajagcym mitochondrion i mikroso-
mom. Mechanizm dziatania n-butanolu i jego zastosowanie podaje Mor -
ton (105) i inni (4, 68).

I1l. FIZYCZNE METODY DEZINTEGRACII
a) Technika kolejnego zamrazania iodtajania

Kolejne kilkakrotne zamrozenie masy bakteryjnej do kilkunastu stopni
ponizej zera, a nawet do temperatury cieklego powietrza i odmrozenie po-
woduje rozbicie komaérek i utatwia izolacje wewnatrzkomdrkowych sktad-
nikéw. Black (17) wypreparowat dehydrogenaze aldehydowg zamrazajac
drozdze piekarniane w ciektym azocie. Po odmarznieciu ekstrahowat ko-
morki przez 5 dni roztworem buforowym o pH 8,3 w temperaturze okoto
5°C. Franke i Schillinger (46) przez pieciokrotne zamrazanie
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i odtajanie otrzymali aktywne wyciggi enzymatyczne z pragtkow kwasood-
pornych. Ta metoda zostata zastosowana do otrzymania wielu czynnych
wyciggow enzymatycznych (7, 8,9, 34, 42, 43, 108, 175, 176).

b) Dezintegracje mechaniczne
1. Technika recznego rozcierania u> mozdzierzu

Mechaniczne rozcieranie drobnoustrojow zardwno wilgotnej jak i su-
chej masy z dodatkiem czynnika rozcierajgcego, a w niektérych przypad-
kach i bez czynnika rozcierajgcego iprowadzi do zniszczenia struktury ko-
morkowej. Prostota metody, wzgledy ekonomiczne, a jednoczesnie sku-
teczno$¢ przyczynity sie do szerokiego jej zastosowania. Jako czynnikéw
rozcierajgcych uzywa sie pytu szklanego, kwarcowego, kaolinowego, zie-
mi okrzemkowej, pumeksu, a ostatnio coraz czeSciej specjalnie przygotowa-
nego tlenku glinu. Podstawowym zagadnieniem przy dezintegracji me-
chanicznej staje sie dobranie odpowiedniej wielkosci czasteczek proszku
uzywanego do rozcierania. Poleca ,sie zwykle czastki o Srednicy mniejszej
niz srednica komorki poddawanego dezintegracji drobnoustroju. Skutecz-
no$¢ i szybkoS$¢ dezintegracji zalezy w znacznym stopniu od stosunku,
w jakim mieszamy czynnik rozcierajacy z masg bakteryjng. Stosunek ten
w poszczegOlnych pracach jest rozny, zawsze jednak ilos¢ proszku roz-
cierajgcego jest kilkakrotnie wyzsza od masy bakteryjnej. Rozcieranie bak-
terii przeprowadza sie naogot w temperaturze niskiej, czesto w stanie za-
mrozonym w czasie od Kilku minut do kilku godzin. Zmielong na ciaggliwg
papke mase bakteryjng ekstrahuje sie wodg, buforami, rozcieficzonymi roz-
tworami chlorku sodowego, dwuweglanu sodu itp., a nastepnie odwirowuje
sie celem usuniecia proszku i resztek komérkowych. Duze trudnosci na-
strecza odwirowanie bardzo drobnego i lekkiego pytu szklanego. Nalezy
dodac¢, ze wysoka warto$¢ tlenku glinu jako czynnika rozcierajgcego zwig-
zana jest z jego zdolnos$ciami adsorpcyjnymi.

Wo Ife, Ivler i Rittenberig (174) otrzymali z Pseudomonas
jluorescens bezkomdrkowy wycigg enzymu utleniajgcego kwas jabtkowy.
Na 1 czes¢ bakterii suszonych nad siarczanem wapnia dodawano 1—1,5 cze-
$ci buforu fosforanowego o pH 6,1, 3, czesci proszku szklanego i mielono
kilka minut. W podobny spos6b inni autorzy (24, 55, 86, 132, 143) otrzy-
mywali wyciggi enzymatyczne. Reithel (124) zastosowat réwniez przy
uzyskiwaniu wyciggéw ze Streptococcus thermophilus technike mielenia
W mozdzierzu. Przemyta mase bakteryjna suszono pod zmniejszonym cis-
nieniem nad pieciotlenkiem fosforu, a nastepnie mielone z dwukrotng
iloscig proszku karborundowego w obecnosci buforu fosforanowego 0,02M
przy pH w 7 oziebionym mozdzierzu.
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Mclwain (97) pierwszy uzyt tlenku glinu do preparatyki enzymoéw
z drobnoustrojow. Bakterie zmieszane z kilkakrotna iloscig tlenku glinu
rozcierano intensywnie przez kilka minut i odwirowywano. Otrzymano
(97) ze Stroptococcus hemoliticus bezkomdrkowy wycigg dezaminazy ADP
i innych enzymoéw. Whea t i Aj 1(169) zastosowali ,alumine 303" ce-
lem izolowania cytratazy z E. coli. Bakterie oziebiano w moZdzierzu do
—20°C i rozcierano z roéwng iloscig tlenku glinu przez kilka minut.
Preparat enzymatyczny zawierat okoto 30 mg biatka w 1 ml ekstraktu.
W/g Gagsiora (53), ktory wzorujgc sie na metodzie Mcllwaina otrzy-
mat bezkomorkowy wyciag transaminazy przez rozcieranie proszku aceto-
nowego Mycob. phlei z trzykrotng iloscig tlenku glinu, najlepsze wyniki
uzyskuje sie przy 90"minutowej dezintegracji. Metode Mcllwaina sto-
sowato wielu autoréw (23, 28, 56, 67, 69, 83, 88, 109, 167, 169) z catkowi-
tym powodzeniem.

W 1955 r. Heller i Szafranski (71) przez rozcieranie proszku
acetonowego Mycob. phlei w mozdzierzyku bakteriologicznym i odwiro-
wanie otrzymali wyciagg enzymatyczny rozktadajacy 5-fosforyboze.

2. Mielenie w miynkach bakteryjnych

Dezintegracja mechaniczna moze by¢ przeprowadzona przy uzyciu
specjalnie skonstruowanych mtynkéw. Mozna jg stosowaé¢ zaréwno z do-
datkiem czynnikow rozcierajgcych jak proszek szklany albo rozciera¢ same
bakterie. Najstarszym tego typu urzadzeniem jest mtynek stozkowy opisa-
ny w 1903 r. przez Macfadyena i Rowlanda {93), a p06zniej
miynki kulowe (12). Wieksze zastosowanie znalazt dopiero miynek bakte-
ryjny wprowadzony w 1938 r. przez Booth-Greena (19) (schemat 1).

Oziebiona masa bakteryjna jest umieszczona pomiedzy poruszajagcymi
sie walcami i mielona. Chtodzenie odbywa sie za pomoca spiralnej we-
zownicy umieszczonej w wannie z lodowatg wodg. Czas dezintegracji zalez-
nie od mielonego drobnoustroju wynosi od 1do kilku godzin. Nie dodaje sie
w tym miynku czynnika rozcierajgcego. Booth i Green (19) wykazali,
ze komérki E. coli ulegajg catkowitemu zniszczeniu dezintegracji, podczas
gdy Bac. subtilis tylko w 45%, a Sarcina lutea po czterogodzinnym mieleniu
wykazuje 25% dezintegracji. Tym sposobem autorzy otrzymali z E. coli
dehydrogenazy: kwasu jabtkowego, glicerofosforowego, mréwkowego,
oksydaze cytochromowg, katalaze, peroksydaze i asparaginaze. Postugujac
sie mtynkiem Booth-Greena, Gale (51), Edson (37), Stumpf
(150), Abraham i Chain (1), Frantzl i Chargaff (47) oraz
Stone i Wilson (148) otrzymali wyciggi enzymatyczne. Ze wzgledu
na niski stopien rozbicia wiekszos$ci drobnoustrojow i wymagany dtugi czas
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dezintegracji, mtynek ten nie jest prawie stosowany. Nie dodajac proszku
szklanego w mitynie kulowym Youmans i wspotp. (177, 102) otrzymali
aktywne preparaty enzymatyczne z Mycob. H37Ra

Schemat 1. Mtynek bakteryjny
Bootha i Greena

(Booth V. H. and Green D. E. Biochem.
J. 32, 855, 193S)
0 — blok zewnetrzny dopasowany S$cisle
do ostony H, H — ostona blofcu, St —
filar obracajacy wewnetrzng czg$¢ miyn-
ka, R; J — wewnqtrzna cze$¢ mitynka,
Bi tozysko belki S2, B2 — tozysko belki
S2, D — koto transmisyjne belki, P —
pompa w modelu Bayliss i Mduller, Ci
1 C2 — zaciski stuzace do oproézniania
miynka, Ui — dodatkowe koto transmi-
syjne belki Si, U2 — dodatikowc koto
transttnisyjme belki Si, V — zbiornik na
wode z lodem do chtodzenia czes$ci mie-
lacej, N — podstawa miynka.

Lepsze sg miynki wykorzystujgce pyt szklany do rozcierania bakterii
jak np. wprowadzony w 1942 r. mtynek Uttera-Werkmana (163),
opisany doktadnie przez Kaltnitzky’ego i wspdtp. (81). Komdrki
bakteryjne zmieszane z proszkiem szklanym w stosunku 1 :2 i buforem fo-
sforanowym i stanowigce jednorodng paste miele sie miedzy dwoma kon-
centratrycznymi stozkami szklanymi z ktdrych wewnetrzny poruszany jest
motorkiem elektrycznym z szybko$cig 300 obr./min. Powierzchnie trace
ochtadzane sg mieszaning oziebiajacg znajdujaca sie w wewnetrznym stoz-
ku. (fotografia 1).

Uller iinni (164) badajgce stopien rozbicia komorek réznych drobno-
ustrojow podczas mielenia w miynku stwierdzajg, ze stosunkowo duzy
procent bakterii pozostaje nienaruszony. Drugg ujemng strong wyzej opi-
samego miynka sg trudnosci w obieraniu materiatu zmielonego. Postugujac
sie powyzszym miynkiem U 1le r i wspoip. (80, 82, 161) otrzymali szereg
wyciggow enzymatycznych z E. coli, a Ggsior transaminaze z Mycob.
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phlei (53). W 1956 r. ukazat sie¢ mtynek Nossala i Mortona (112)
(fot. 2).

Stanowi on modyfikacje mtynka Uttera-Werkmana. Cze$¢ mie-
laca miynka trojkatny ttuczek i dopasowana do niego nasadka wykonane
sq z twardej stali, a nie ze szkta jak w mtynku Uttera-Werkmana.
Oba mitynki posiadajg takg samg pojemnos$¢, roznig sie jednak szybkoScig
obrotow, mianowicie mtynek Nossala i Mortona wykonuje 1500
obr./min. Jako czynnika rozcierajgcego uzywa sie w nim szklanego czy
tlenku glinu zmieszanych w odpowiednim stosunku z mikroorganizmami.

3. Dezintegracja w zmodyfikowanym homogenizatorze
Pottera-Elvehjema

W 1950 r. Dockstader i Halvorson (33) opisali zmodyfikowa-
ny homogenizator Pollera<Elvehjema (122). Przy pomocy tego
aparatu dezintegrowali bakterie uzywajac jako czynnika rozcierajgcego
sproszkowanego szkia lub tlenku glinu. Szybko$¢ obrotow ttoczka wynosi
2000 obr./min. Przy zastosowaniu optymalnych warunkéw dezintegracji
w ciggu krotkiego czasu obserwowano rozbicie bakterii w 100%. Wyciag
z tablicy zawartej w pracy Dockstadera i Halvorsona umiesz-
czony ponizej (tablica 1) obrazuje zalezno$é pomiedzy: rodzajem mielenia,
stosunkiem komaérek do czynnika rozcierajacego i wody, czasem mielenia,
rodzajem czynnika rozcierajagcego, a iloscig zniszczonych komérek. W nie-
ktorych przypadkach nalezy przeprowadzi¢ wiele préb wstepnych, aby
natrafi¢ na najlepszy dla danego drobnoustroju sposob dezintegracji. | tak
np. Whiteheadowi iwspotp. (170) nie udato sie wyizolowa¢ sulfatazy
arylowej z Mycob. piscium przy recznym mieleniu bakterii w mozdzierzu
i ekstrakcji buforem. Dobre wyniki otrzymali dopiero po zastosowaniu zie-
mi okrzemkowej i zmodyfikowanego homogenizatora Potter a- Elve-
hjema. Dezintegrowano proszek acetonowy zmieszany z podwdjng ilo-
Scig ziemi okrzemkowej i podwdjng iloScig wody przez 15 minut w homo-
genizatorze zanurzonym do taZni oziebiajacej. Postugujac sie ta metoda
Strehleri Cornier (147), oraz Newburgh i wspotp. (109) otrzy-
mali pozytywne rezultaty. Do dezintegracji nie uzywali oni zadnego
czynnika rozcierajacego.

4. Dezintegracja w prasach bakteryjnych

Na uwage zastuguje prasa bakteryjna wprowadzona przez Hughes a
(77) (fot. 3). Dezintegracja odbywa sie w niskiej temperaturze i przez bar-
dzo krotki czas tarcia mechanicznego.

Drobnoustréj zmieszany z odpowiednim proszkiem umieszcza sie w dtu-

6 Postepy Biochemii
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gim oziebionym cylindrze. Doktadnie dopasowany ttok podnosi sie przy
pomocy sprezonego powietrza i opuszcza na umieszczong w cylindrze mase
bakteryjng. W metodzie Hughesa drobnoustr6j mieszany jest z prosz-
kiem pyreksowym, tlenkiem glinu, proszkiem cyrkonowym ZrSiC= albo
zelem krzemionkowym. Przy uzyciu optymalnych warunkéw dezintegracji
otrzymano catkowite zniszczenie komorek Cl. welchii, Lactobacillus arabi-

Tablica 1
W ptyw sposobu i warunkéw dezintegracji na ilo$¢ rozbitych bakterii
w/g Dockstadera i Halvorsona (33)
Stosunek
Stosunek .
komorek wody do % zni- Rodz_a;
Sposdb do ilosci ik _Czas_ szczo- cz_ynnl_ka
mielenia czynnika czyn.m a mielenia nych rozcierajace-
. rozciera- W min. Komérek g0
r(?zmera- jacego
jacego
1:2 1:2 5 463
mielenie 20 59.1 )
Alumina
reczne
1:4 1.2 5 59.1
20 90,6
1:2 3:5 5 95.3
20 99.3
w homogenizato-
rze 1:4 3:5 5 93.2 Nortona
Pottera- 20 99.2
Elvehjema
1:8 23:40 5 93,3
20 99,7
12 1 10 98,8
w homogenizato- ’ ' 20 99,4
rze Alumina
Pottera- 11 11 10 37,7 sproszkowana
Elveh jema ' ' 20 56,9
1:1 1:2 20 99,6
w homogenizato- 1:2 3:1 15 999 Hyflo
rze ' ' ' Super-Cell

Pottera-
Elvehj ema 40 42
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nosus, E. coli, Proteus morganii, i szeregu innych. Autor otrzymat z Cl. wel-
chii dekarboksylaze kwasu glutaminowego, glutaminaze i enzymy rozkta-
dajace heksozodwufosforany. La Riviere (89) uzyskat bezkomdrkowy
wyciag ze zmiazdzonych w prasie Hu g h e sa Pseudomonas putida. Prase
Hughesa stosowano do dezintegracji; Aerobacter aerogenes (29), spor
bakteryjnych (121) i grzybéw (13).

Fot. 3. Prasy bakteryjne Hughes’a
(w/g Hugo B. W. Bactjeriol. Revs. 18, 87, 1954)

A — komory wypetniane masa bakteryjna: 1) komora otwarta z wgtebieniami na
ttoki, 2) potowa komory z $ci$le dopasowanymi ttokami, 3) komora z ttokami,
widok ogdlny; B — inny typ prasy bakteryjnej Hughesa

5. Dezintegracja przez wytrzgsanie z drobnymi czgstkami
ciata statego

Zawiesina drobnoustrojow wytrzasana energicznie z proszkiem szkla-
nym albo kuleczkami szklanymi moze ulec dezintegracji. Uzywa sie naj-
czesciej proszku szklanego o wielkosci 50 do 500 mikronéw albo specjal-
nych kuleczek o $rednicy (300—100 mikronéw). W 1945 r. Gunsalus
i Umbreit (61) zastosowali specjalng metode dezintegracji z kulkami

6*
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szklanymi potgczong z jednoczesnym suszeniem mokrej masy bakteryjnej
pod zmniejszonym ci$nieniem. Lejek szklany zakorkowany szczelnie wy-
petnia sie olejem lekkim, we wnetrzu lejka umieszczamy kolbe szklana,
w ktdrej znajduje sie mokra masa bakteryjna poddawana dezintegracji.
Wylot kolby potaczony jest z motorkiem oraz pompa prézniowa (sche-
mat nr 2).

Kolba szklana

kolby*motJrkiem Schemat 2. Dezintegrator typu
Gunsaluis’a i Umbreita.
(w/g Umbreiit W. W, Burris R. H,
Stauffer J. F. Manametric Techniques unci
Related Method far the Study of Tis-
sue Metabolism, Minneapolis, wyd. 6,
1951).

Drobnoustroje w czasie ruchu obrotowego kolby sg dezintegrowane przy
jednoczesnym suszeniu. Czas catkowitego rozbicia wynosi 10 do 12 godzin.
Po dezintegracji powoli wpuszczamy powietrze do wnetrza kolby, a mate-
riat bakteryjny ekstrahujemy przy uzyciu odpowiedniego roztworu.

Fot. 4. Dezintegrator thanhowy typu Mickla
(w/g Hugo B. W. Bactieriol. Revs. 18, 87, 1954)
a — cylinder szklany, b — wystajaca cze$¢ belki

Mick le (99) w 1948 r. opisat nowy aparat do dezintegracji mikroorga-
nizmoéw (fot. 4).
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Na fotografii aparatu M ic k le’a umieszczonej powyzej wida¢ pare roz-
sunietych belek, ktére poruszane sg w zmiennym polu elektrycznym. Jeden
koniec kazdej z nich znajduje sie wewnatrz aparatu, na drugim za$ wysta-
jacym umocowany jest cylinder szklany o pojemnosci 15 ml albo w zmody-
fikowanym aparacie dwa cylinderki o fgcznej pojemnosci 50 ml. W cylin-
drach szklanych umieszczone sg zawiesiny bakteryjne o gestosci: 2—20 mg
suchej masy na 1 ml i kuleczki albo pyt szklany stanowigcy okoto 30°/0
wagi niszczonych bakterii. Szybko$¢ wytrzasania w zaleznosci od typu
aparatu wynosi 300—3000 drgain/min. Badania nad warunkami optymal-
nymi dla powyzszej metody byty prowadzone przez Furnessa (50)
i Coopera (26). Stwierdzono, ze efekt dezintegracji zalezy od takich
czynnikow jak wielko$¢ czastek szklanych, szybko$¢ wytrzasania, natura
i gestos¢ zawiesiny bakteryjnej. Trudinger >15) uzyt aparatu
Mick le’a do izolowania enzymoéw z E. coli. Bakterie zawieszano w $ro-
dowisku zawierajagcym 15 M chlorek potasu, 0,069 M fosforanu potasu
i 0,005 M trojhydroksymetyloaminometan (Tris) o pH 8. Do 11 ml za-
wiesiny zawierajacej 20 mg suchej masy w 1 ml dodawano 5 g kulek o $red-
nicy okoto 200 mikronéw dezintegrowano 20 minut. Ostatnio metoda
Mick le’a znajduje coraz szersze zastosowanie (25, 66, 70, 119, 123, 128,
140, 146, 157).

Bardzo ciekawe spostrzezenia uzyskat N ossa 1(110, 111) uzywajagc do
dezintegracji drozdzy ultra szybkiego dezintegratora o czestosci 5000
drgan/min. Zawiesine drozdzy z kulkami dezintegrowat w czasie 10—90 se-
kund i odwirowywat. Rezultaty jego badan wykazuja, ze rozdziat enzy-
moéw w otrzymanym ekstrakcie jest podobny do rozdzialu enzyméw
w ekstraktach z tkanek zwierzecych. Dehydrogenazy wiazg sie gtownie
z ziarnisto$ciami komdérkowymi, kiedy dezintegracja trwa bardzo krotko,
przy dtuzszym za$ czasie przechodza do roztworu catkowicie. Fumaraza
i akonitaza natomiast znajdowaty sie gtdwnie w niesedymentujgcym eks-
trakcie uzyskanym przy szybkosci obrotow wiréwki 30 000 g.

W 1954 r. Lamanna i Malette (87) wprowadzili nowy sposob
rozbijania mikroorganizméw przy uzyciu odpowiedniej wielkosci kuleczek
szklanych (200 milimikronéw) i homogenizatorow typu: Waring blendor
i Virtis (fotografia 5).

Homogenizator Virtis nadaje sie do matych ilosci suspensji (czas dezin-
tegracji 5 min.). Do wiekszych objetosci uzywano Waring blendor, gdzie
stosowano geste zawiesiny drobnoustrojow i duzg ilo$¢ kuleczek szkla-
nych. Zawiesina 450 g drozdzy w 600 ml i 800 g kuleczek dezintegrowana
90 min. wykazuje 99% rozbitych komérek. W r. 1956 Singer iinni (135)
zastosowali homogenizator Virtis do wyosobnienia mitochondrii z droz-
dzy. Nalezy jeszcze wspomnieé, ze generatory dzwiekowe i ultradzwieko-
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we moga zastagpi¢ aparaty Mickle’a czy Waring blendor. Do zawiesiny
bakteryjnej dodaje sie w takich wypadkach proszku szklanego (115) albo
karborundowego (39) i poddaje zawiesine dziataniu ultradzwiekéw. Mecha-
nizm dezintegracji jest wtedy bardziej ztozony.

Fot. 5. Dezintegrator ,,Waring blendor”
w.'g Umbreiit W. W., Bunris R. H., Stauffer J. F.
Manometrie Techniques uind Relateci Method
for the S>tudy loi Tsissiue Metabolism, Miinnea-

poiis, wyd. 5, 1948)
A — postawa deziinrbegratora z. motorskiem elek-
trycznym, B — ostania naktadania na podstawe
w czasie mojeleciia, C — cze$¢ przewodu poditg-
czanego do saecri

c) Dezintegracja wywotana zmianami
w ci$nieniu gazu

W 1951 r. Fraz er (48) doniést o nowej technice rozbijania bakterii
przy pomocy gwatltownego rozprezenia gazu. Autor umieszczat zawiesine
E. coli o gestosci 108 komorek na ml w cylindrze doprowadzajac gaz (azot,
tlenek azotu, argon, dwutlenek wegla) pod ci$nieniem 500 funtéw na cal2
(okoto 35 kg na cm2). Cylinder odwracano nad zbiornikiem wody lub roz-
tworu buforu i gwattownie zmniejszano cisnienie. Powodowato to pekanie
komadrek. Niska temperature zapewniato zjawisko Y oule—T hompso-
na. Niszczenie obejmowato 75% bakterii. Fra zer stwierdzit w ekstrak-
tach komdrkowych bakterii poddanych takiemu eksperymentowi aktywng
dehydrogenaze mréwczanowa.

Szafranski i Szarkowska (153) zastosowali do komorek

Mycob. phlei infiltracje pr6zniowg (schemat Nr 3).
Wolng od podtoza i starannie przemyta mase bakteryjna poddawano przez
30 min. cisnieniu 50 atm. dwutlenku wegla, nastepnie w ciggu 1,5 min.
obnizano cisnienie do 1 atmosfery. Wydostajacy sie z komorek dwutlenek
wegla powodowat wycisniecie pewnej czesSci protoplazmy. Gwattowne roz-
prezenie gazu moze (powodowac catkowite zniszczenie jstruktury komor-
kowej. Wydaje sie, ze metoda ta moze by¢ zastosowana w celach otrzymy-
wania aktywnych preparatéw enzymatycznych z mikroorganizméw, jesli
nie wchodzi w gre swoiste dziatanie dwutlenku wegla.



[17* PRZYGOTOWANIE EKSTRAKTOW BAKTERYJNYCH 325

d) Dezintegracja przy przejsciu przez
mate otworki

Mil ner i wspOtp. (103) i French i Milner (49) opisali
nowy sposéb dezintegracji polegajacy na przeci$nieciu przez maty otwo-
rek zawiesiny bakteryjnej pod cisnieniem okoto 60 ton. Aktywnos$¢ dekar-
boksylazy kwasu glutaminowego z E. coli wzrastata po takiej dezintegra-
cji siedmiokrotnie. Swiadczy to o uszkodzeniu btony komérkowej bakterii.
Przy dezintegracji drozdzy stwierdzono 20% rozbitych komorek.

B Filtr gorny Seitza do
jalowego wprowadzania
gazéw i odpowiednich
roztworow

A Przestrzen wiasciwa
do umieszczaniaf
drobnoustrojow

FUtr Seitza Cdo przeptuki-
wania drobnoustrojéw i
usuwania plynéw z wnetrza
bomby

Schemat 3. Aparat do infiltracji drobnoustrojéw
(w/g Szafranski P., Szarkowska L., Acta Biochim. Pol., 2, 199, 1955)

e) Dezintegracja ultradzwiekowa

Pret metalowy albo ptytka piezoelektryczna umieszczone w zmiennym
polu elektrycznym staja sie zrédtem fal ultradZzwiekowych lub dZzwieko-
wych. Fale te przeniesione na zawiesine bakteryjna wywotujag w niej ko-
lejne zgeszczenia i rozrzedzenia. Wytwarzajgce sie lokalne naprzemienne
dodatnie i ujemne ci$nienia wptywajg destrukcyjnie na znajdujgce sie tam
komérki. Zjawisko biologicznego dziatania fal ultradzwiekowych jest zja-
wiskiem ztozonym i obok efektu mechanicznego ultradzwiekéw dochodzi
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jeszcze wywotany przez nie efekt chemiczny, cieplny itp. Wyczerpujgce
dane dotyczace tego zagadnienia znalez¢é mozna w pracy Grabara (60)
iElpinera (38).

Znane sg trzy typy generatorow utlradzwiekowych: 1) syrenowe,
2) magnetoskrykcyjne (fot. 6) i 3) z ptytkg kwarcowg piezoelektryczng
(fot. 7).

Fot. 6. Generator ultradZzwiekowy magnetostrykcyjny typu Raytheon
czestosci drgan 10 kec.
(Hugo B. W. Bacteriol. Revs. 18, 87, 1954)

NajczeSciej stosowane sa aparaty drugiego i trzeciego typu. Ws$rdd apa-
ratbw magnetostrykcyjnych znane sg dwa aparaty pod nazwa Raytheon.
Pierwszy z nich posiada czesto$¢ drgan 9 kc (50 W), drugi zas 10 kc (200 W).
Réznig sie one ponadto wielkoscig naczynek; 9-kilocyklowy posiada obje-
tos¢ naczyrka 60 ml, 10-kilocyklowy 150 ml. Najlepsze warunki do dezin-
tegracji na Raytheonie otrzymuje sie przy zastosowaniu gestoSci zawiesin
50— 100 mg suchej masy w ml. Czas dezintegracji zalezy od natury drobno-
ustroju i wynosi od 10 min do 3 godz. Czesto$¢ drgan aparatow z plytka
kwarcowag nie daje sie regulowac i to stanowi ujemng strone tego typu ge-
neratordw. Takze czas dezintegracji na aparatach kwarcowych jest zawsze
dtuzszy niz na magnetostrykcyjnych. Zawiesiny bakteryjne, ktore bardzo
szytbko zagrzewajg sie podczas dezintegracji, chtodzi sie za pomocg ozie-
bianego oleju. W pewnych przypadkach dodaje sie do zawiesiny $rodkow
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redukujacych jak np. glutation, cysteine (98, 31, 53), a takze mate ilosci
eteru celem zapewnienia jednorodnego skiadu roztworu (59). Systematycz-
ne badania nad dezintegracjg ultradzwiekowg przeprowadzili w 1946 r.
Stumpf iwspbip. (151). Postugiwali sie oni aparatem o czestosci drgan
600 kc z ptytka kwarcowga. Zawiesiny bakteryjne umieszczano w stozko-
watych kolbach z ptaskim dnem w takiej odlegtosci od ptytki, aby uzyskac

Fot. Generator ultradzwiekowy z ptytka kwarcowg piezoelektryczng typu
MuUarda
(Hugo B. W. Bacteriol. Revs. 18, 8T, 1954)

maksimum drgan zawiesiny. Olej chtodzacy zawiesing przepompowywano
przez miedziang wezownice otoczong lodowatg wodg celem zabezpieczenia
niskiej temperatury.

Z wielu czynnikow, ktére wptywajg na efekt dziatania ultradzwiekéw,
autorzy wymieniaja czas dezintegracji, ksztatt naczyrnka i gesto$¢ zawiesi-
ny. Stwierdzono réwniez, ze poszczeg0Olne drobnoustroje wykazujg nieje-
dnakowg odporno$¢ na dziatanie ultradZzwiekéw. Najbardziej odporne sg
drozdze i mykobakterie. Brodie i wspotp. (20) w swoich badaniach do-
chodza do wniosku, ze dla kazdego oscylatora warunki dezintegracji musza
by¢ ustalane indywidualnie. Gagsier (53) i Obojska (113) zastosowali
do dezintegracji Mycob. phlei naczynka z dnem wklestym skupiajgcym fale
do wnetrza naczynka (fot. 8). Optymalna gesto$¢ zawiesiny wynosita 3 g
wilgotnej masy bakteryjnej na 10 ml buforu fosforanowego (53). Postugi-
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wano sie aparatem czeskim. Chirana o czestosci drgan 1 Mc z ptytka kwar-
cowg (fot. 9).

Metode ultradZwiekowg stosowato wielu autorow (3, 11, 20, 14, 31, 35, 63,
65, 76, 83, 114, 116, 126, 138, 149, 150, 152, 154, 159, 172, 178).

Fot. 9. Generator ultradzwiekowy z ptytka
kwarcowg piezoelektryczng typu Chirana o
czesto$ci drgan 1 Mc
Na zdjeciu widaazny jast: 1 «— zbdiortniiik na olej,
2 — .szklarnia sj
0. 8 aczynka ~do dezintegracji ioWy cylinder w ktérym Zinajdujie sie ptytka kwar-
bakterii. cowa

fy Metody potagczone

Czesto stosuje sie potagczone metody dezintegracji drobnoustrojéw, np.
dezintegracje ultradzwiekowa w obecnosci proszkéow szklanych czy karbo-
rundowych (39, 115). Berger i wspdip. (15) wyizolowali z Bact. megathe-
rium enzymy, ktdre rozktadajg kazeine wzglednie zelatyne technikg zamra-
zania i odmrazania, a nastepnie rozcieranie z piaskiem w obecnosci to-
luenu.

IV. WYBOR METODY DEZINTEGRACIJI

Przedstawione przez nas metody dezintegracji nie sg w jednakowym
stopniu skuteczne do niszczenia struktury komoérkowej danego mikroorga-
nizmu. Nie jest zatem rzeczg obojetng, jakg metode zastosujemy. Ze wzgled-
aéw praktycznych nalezy wyjs¢ od metod najprostszych i najtanszych, ta-
kich jak dezintegracja mechaniczna w mozdzierzu czy ekstrakcja suchych
preparatdw. W razie wynikdw negatywnych stosuje sie dopiero metody
instrumentalne.
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Nasuwa sie pytanie, czy na podstawie obecnych doswiadczen nad dezin-
tegracjami mozna przewidzie¢ skuteczno$¢ takiej czy innej metody dezin-
tegracji fizycznej do celdw izolowania okreslonego enzymu, czy grupy en-
zymoOw? Czy istniejg specyficzne metody dla pewnych struktur mikroorga-
nizmow i grup enzymdéw? Odpowiedz na te pytania jest dos¢ trudna. Uzy-
wane metody naogét nie sg specyficzne. Powszechnie wiadomo, ze réznice
w strukturze poszczeg6lnych drobnoustrojéw sg znaczne. Forma zwigzania
tego samego enzymu mimo identycznych funkcji spetnianych przez ten
enzym w roznych drobnoustrojach ibedzie inna. To sktania do przypusz-
czenia, ze ten sam sposéb dezintegracji zastosowany do réznych drobno-
ustrojéw prowadzi do réznych wynikow.

Wydaje sie na jpodstawie literatury i wtasnych spostrzezen, ze mielenie
z tlenkiem glinu, dezintegracja z kulkami szklanymi w aparacie Mick le’a
czy Waring blendor, dezintegracja w homogenizatorze Potter a-E 1v e-
hj ema i ultradzwieki stanowig najbardziej og6lne metody nadajace sie
do preparatyki wiekszosci enzymow bakteryjnych. Wybdr odpowiedniej
metody oprzeé trzeba na danych eksperymentalnych, wymaga to nierzad-
ko przebadania wielu sposobdéw i opracowania optymalnych warunkow
dezintegracji.

Ciekawe wyniki przy otrzymywaniu wyciggow dekarboksylaz amino-
kwas6w podaja SheriMalette (136). Autorzy ci zastosowali do dezin-
gracji E. coli metody: acetonowo-eterowg, autolize, lize glicynowa, lizo-
zym, bakteriofaga, dezintegracje z ziemig okrzemkowg, i wytrzgsanie
z kulkami szklanymi. Wyniki podajemy za autorami:

Aktywno$¢ enzymatyczna w nienaruszonych komoérkach 140 jed.

" ” w proszku acetonowym 450 ,,
” » po lizie bakteriofagiem 1350 ,,
” ” po autolizie 800
” » po lizie glikokolem 600 ,,

Wid mer i inni (171) celem izolowania cytochromu z Acetobacter
suboxydans stosowali cholan sodu, aceton, izooktylofenoksypolietoksyeta-
nol, kwas tréjchlorooctowy, n-butanol, hialuronidaze, lizozym i inne enzy-
my proteolityczne, oraz dezoksychodan. Tylko desoksycholan dat dobre re-
zultaty. W/g Gagsiora (53) wyrazne sg réznice w aktywnos$ci enzyma-
tycznej wyciggéw transaminazy z Mycobphlei otrzymanych przez dezinte-
gracje mechaniczna, ultradzwiekowa, autolize, lize mocznikiem i estrakcje
n-butanolem. Najlepsze wyniki otrzymano przy dezintegracji mechanicz-
nej w mozdzierzu.

Te ostatnie przyktady wskazujg na koniecznos$¢ indywidualnego przy-

gotowania aktywnych wyciggow enzymatycznych. Podejscie w wyborze
metody moze by¢ rézne.
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PIOTR MASLOWSKI

Elektroforeza bibutowa aminokwasow
przy zastosowaniu wysokich napiec

Wstep

W ostatnich latach jedng z najpowazniejszych metod stosowanych do
oznaczania aminokwasow stata sie metoda chromatografii bibutowej, wpro-
wadzona przez Consdena, Gordona i Martina (3) w 1944 r.
Metoda ta, gtéwnie chromatografii jednokierunkowej, jako najbardziej na-
dajacej sie do oznaczen ilosciowych, poza znaczng trudnos$cig w jej adapta-
cji, jest czasochtonna. Wiadomo bowiem, ze rozdzielenie wszystkich ami-
nokwaséw hydrolizatu biatkowego na jednym jednokierunkowym chro-
matogramie jest niemozliwe, a stosowanie kilku chromatograméw, rozwi-
jajacych sie przecietnie od 24 — 72 godz., przedtuza czas analizy do kilku
dni. Poza tym sama identyfikacja aminokwaséw prowadzi czesto do po-
mytek, poniewaz wspdtczynniki R/ wykazujg duzg zmiennos¢ nawet
w stosunku do tego samego aminokwasu, za$ test ninhydrynowy stosowa-
ny ogo6lnie do ich wykrywania nie jest bynajmniej swoisty tylko dla ami-
nokwaséw. Natomiast metoda elektroforezy bibutowej, gtownie przy za-
stosowaniu wysokich napie¢ w oparciu o metode chromatografii bibutowej
jako pomocniczej, pozwala uzyska¢ zadowalajacy i mozliwie doktadny roz-
dzial aminokwaséw w stosunkowo krotkim czasie.

Pierwsza wzmianka o uzyciu elektroforezy bibutowej ukazata sie
w 1937 r. w pracy Koniga (26), a nastepnie w 1939 r. w pracy K 1ob u-
sitzkiego i Koniga (23), ktérzy rozdzielili na paskach papieru
nasyconego roztworem elektrolitu z4ity barwnik jadu wezowego.

W celu odroznienia wedréwki duzych jonéw w polu elektrycznym —
elektroforezy Martin i Synge (31) wprowadzali pojecie jonoforezy
czyli wedréowki matych jonéw w polu elektrycznym. Haugaard
i Kroner (18) stosowali kombinacje chromatografii i elektroforezy bi-
butowej do rozdziatu aminokwaséw, a réwnoczesnie Wieland i Fi-
scher (44) badali potgczenia kompleksowe miedzi z aminokwasami ce-
lem ich ilosciowego oznaczenia. D ur rum (9, 12) stosowat dwuwymiarowa
elektroforeze bibutowa, a McDonald i wspotpracownicy (5 6) badali

7 Postepy Biochemii [335]
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ruchliwo$¢ aminokwaséw w polu elektrycznym w zaleznosci od pH roz-
tworow buforowych, réznicy potencjatéw, sity jonowej buforéw, tempe-
ratury, zjawiska elektroosmozy jak i adsorpcji oraz przydatnosci réznego
rodzaju bibut.

Metody te nastepnie Cremer i Tiselius (4) adaptowali do roz-
dziatu frakcji biatkowych. Od tego czasu datuje sie intensywny rozwoj
elektroforezy bibutowej w zastosowaniu do rozdziatu frakcji biatkowych
surowicy krwi (14, 35, 19, 21, 36). W metodach tych dobre wyniki uzyskuje
sie przy uzyciu pradu statego o niskich napieciach (100—220 V), gdy tym-
czasem do rozdziatu zwigzkéw o matym lub Srednim ciezarze czasteczko-
wym, na skutek dyfuzji i innych czynnikow, okazat sie nie wystarczajacy.
Stosowanie natomiast wysokich napieé¢ zwieksza szybko$¢ wedréwki jo-
néw, zmniejsza czas rozwijania elektroforegraméw a w zwigzku z tym od-
powiednio zmniejsza sie efekt dyfuzyjny. Dlatego tez pierwszy M ic h 1(32),
a nastepnie Kie kho fen i Westphal (22), Turba (41), Heil-
meyer wraz zwspoétpracownikami (20) oraz Wieland (47) i Lange
(29) duzo miejsca poswiecili w swych pracach metodzie elektroforezy bi-
butowej przy uzyciu wysokich napie¢. Na skutek jednak duzych trudnosci
technicznych oraz braku doktadnych teoretycznych podstaw mato jest prac
metodycznych na ten temat, szczegOlnie prac zwigzanych z rozdziatem
i oznaczaniem aminokwaséw. Co prawda ostatnio praca Dose i Ca-
puto (8) dosyé obszernie i doktadnie omawia to zagadnienie, jednakze
metoda ich wydaje sie nam zbyt skomplikowana i mato prawdopodobna do
stosowania w naszych krajowych warunkach, ze wzgledu na aparature przez
nich stosowang. Autorzy celem rozdzielenia i oznaczenia aminokwaséw
hydrolizatu biatkowego stosujag 4 rodzaje buforéw: o pH 6; 3,2; 1,9; 10, oraz
chromatografie bibutowag o dwoch rozpuszczalnikach. Rozdziat aminokwa-
sow hydrolizatu biatkowego wg Caputo i Dose przedstawiono w ta-
beli I.

Celem wiec naszej pracy byto systematyczne przesledzenie szczegdto-
wych warunkoéw, umozliwiajagcych rozdziat, w oparciu o dotychczasowe
osiggniecia w dziedzinie chromatografii i elektroforezy bibutowej. W wy-
niku tych badan opracowano metode, pozwalajaca na uzyskanie szybkiego
rozdziatu, wystarczajgcego do seryjnych analiz materiatu biologicznego,
przy zastosowaniu stosunkowo prostych urzadzen laboratoryjnych.

Czes¢ doswiadczalna
Odczynniki:
1. Aminokwasy f-my F. Hoffmann — La Roche

2. Ninhydryna f-my F. Hoffmann — La Roche
3. lzatyna otrzymana w Zakladzie Biochemii
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Tabela 1

Rozdziat aminokwas6éw hydrolizatu biatkowego wg Dose i

Elektroforeza pH 6,0
40 V/cm
60 min.

aminokw. zasadowe

I
elektroforeza pH 1,9

aminokw. obojetne

: 55 V/cm
| 90 min.
I |
lizyna arginina histydyna
(+ histydyna)
elektroforeza pH 1,9
' 45 V/cm
75 min.
I L]
glicyna alanina szybsza frakcja zas.

elektroforeza pH 10,0

45 V/cm
70 min.
N
ser. treon. met.| |[walina leuc.i-leuc. cyst.

chromatografia

fenol :woda 80:20
40 godz.
seryna treonina metionina

Kwas mrowkowy cz.d.a. Gliwice
Aceton cz.d.a. Gliwice

©® N oA

Chlorek kadmu cz.d.a. Gliwice

7%

Kwas octowy lodowaty cz.d.a. Gliwice

Kwasdny ftalan potasowy cz.d.a. Gliwice
Wodorotlenek sodowy cz.d.a. Lachema-Czechostowacja

Caputo (8

aminokw. kwasne

i
elektroforeza pH 2,3
i 60 V/cm
1 70 min.

kw. asparagin. kw. glutami n.

wolniejsza frakcja zas.

elektroforeza pH 10,0

45 V/ecm
70 min.
N N N N
feniloal.  tyr. trypt. prol.

chromatografia
n - butanol nasy¢. 2N NH,
40 godz,

| T y

walina leucyna i-leucyna
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Bufory:

1 pH 19 — 2 N kw. octowy, 0,6 N kw. mrowkowy (1:1)

2. pH 59 — 510 g kwasnego ftalanu potasowego,

0,86 g wodorotlenku sodowego do 1 litra.

Wywotywacze:

1. 75mg CdCl2, 6 ml wody, 0,3 ml CH3COOH, 100 ml acetonu, 2 g nin-

hydryny. taczono wg podanej kolejnosci ().
2. 0,2% roztwor izatyny w acetonie z dodatkiem 4% kw. octowego (37).

Komora elektroforetyczna

Komore elektroforetyczng naszej modyfikacji, przedstawiong na ry-
sunku nr 1, stanowi naczynie z mlecznego celuloidu z oszklonymi $ciana-
mi, o wymiarach 56 X 26 X 22 cm, zamkniete wieczkiem, na ktorym umo-
cowany jest motorek elektryczny i dwa mieszadetka. Naczynia elektrodo-
we stanowig dwie wanienki o wymiarach 8 X 8 X 15 cm potgczone most-
kami w ksztatcie litery U, z dodatkowymi wanienkami z przegroda, poza
ktdrg umieszczone sg elektrody weglowe. Klucze elektrolityczne wypetnio-
ne sg buforem, a konce rurek klucza zaopatrzone w btony z celofanu. Cata
komora wypetniona jest toluenem, ziebionym poprzez szklane chtodnice
biezagca wodg wzgl. solankg, szczeg6lnie w okresie letnim. Urzadzenia R i R
umieszczone w bocznych $ciankach komory umozliwiajg przeprowadzenie
rozdziatu elektroforetycznego substancji przy ciagle przeptywajacym bu-
forze. Stosuje sie to gtéwnie w przypadku substancji mieszajacych sie
z toluenem. Wéwczas mozna pominag¢ odprowadzanie ciepta uzywajac bar-
dzo rozcienczonego buforu (20, 30-krotnie), ktéry jednak szybko ulega roz-
ktadowi i stale musi by¢ odnawiany. Paski bibuty zawieszone sg nad chtod-
nica na dwoch pretach w ten sposéb, ze srodkowa ich cze$é jest pozioma,
przy czym konAce bibuty Obcigzone bagietkami szklanymi zanurzone sg
w wanienkach z elektrolitem.

W czasie procesu elektroforezy pH elektrolitu w naczyniach elektrodo-
wych ulega zmianie, dlatego stosowano zmiane biegunéw pradu po kazdym
rozdziale aminokwaséw. Toluen, ktorym napetniona jest komora, nasycat
sie po pewnym czasie roztworem elektrolitu, totez po dwudziestu pomia-
rach usuwano go, mieszano z roztworem tugu sodowego i bezwodnym siar-
czanem sodowym i destylowano.

Przygotawanie hydrolizatu

Wilgotny materiat badany suszono pod zmniejszonym ci$nieniem
w temperaturze 60°C do statej wagi, celem oznaczenia wody. Azot og6iny
oznaczano metodg K jeldah la. Do hydrozolizy pobrano takg ilo$¢ ba-
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danej substancji, zeby zawierata 100 mg biatka (N X 6,25) i przenoszono do
waskiej rurki szklanej z zawartoscig 10 ml réwnych objetosci 6 N HC1 i 90%
HCOOH. Rurke zatapiano i wrzucano do tazni z wodnym roztworem chlor-
ku wapniowego, wrzacego w temperaturze 110°C. Prébke hydrolizowano
przez 20 godzin, a nastepnie hydrolizat przenoszono iloSciowo do kolbki de-
stylacyjnej na 20 ml i zageszczano pod zmniejszonym ci$nieniem do sucha
w temperaturze 40°C. Pozostato$¢ dwukrotnie przeptukiwano 5 ml wody,
zageszczano prawie do sucha, a nastepnie suszono pod zmniejszonym cis-

Rys. 1. Komora elektroforetyczna

N — naczynia elektrodowe, K — Kklucz elektrolityczny, E — elektrody weglowe,
cb — chtodnice, T — kran do odprowadzenia toluenu, D — bagietki do zawieszania
bibuty, R — naczynka dlo wprowadzenia buforu, Kr — krany do wyprowadzenia

buforu
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niem w eksykatorze prézniowym nad NaOH i P205. Suchg pozostatos¢ roz-
puszczano doktadnie w 5 ml wody z dodatkiem paru kropli toluenu. Tak
otrzymany 2% hydrolizat przechowywano w lodéwce w temperaturze 0°C.

Badajac ilos¢ azotu ogolnego w probie przed hydrolizg i po hydrolizie,
stwierdzono ubytek azotu biatkowego wynoszacy od 3— 6%. Dzieje sie to
dzieki czeSciowemu rozktadowi tryptofanu, treoniny, seryny, cystyny i in-
nych aminokwasow.

Przygotowanie wyciggu wolnych aminokwasow

a) z tkanek roslinnych i zwierzecych:

2 g Swiezego materiatu rozcierano do-
ktadnie z taka iloscig bezwodnego etanolu,
azeby po rozcienczeniu nie przekroczyt
70 — 80%. Nastepnie przenoszono do apa-
ratu ekstrakcyjnego wedtug pomystu M a-
stowskiego i Mendeckiego(rys.
2) i saczono.

Osad zadawano jeszcze 3-krotnie 20 ml
75% etanolu.

Poszczegdblne probki ekstrahowano przez
20 min. Przesacze zbierano wspoélnie i za-
geszczano do 2/3 obj. w kolbce destylacyj-
nej pod zmniejszonym ci$nieniem w temp.
40°C. Zageszczony ekstrakt aminokwaso-
wy zadawano 3-krotng objetoscig chloro-
formu, wyktocano i pozostawiano na prze-
cigg 10 godzin. Warstwe chloroformowag
oddzielano od roztworu wiasciwego na lej-
ku rozdzielczym. Ekstrakt aminokwasowy
zageszczano pod zmniejszonym cisnieniem
w temperaturze 40°C, a nastepnie suszo-
no w eksykatorze prézniowym wobec
NaOH i p205. Suchg pozostato$¢ rozpusz-
czano w 2 ml wody z dodatkiem paru kro-

Rys. 2. Aparat do ekstrakcji
ciagtej wg P. Mastow-

skiego i J. Mendec-
kiego
K — krany tréjdrozne, L —

lejek do wprowadzenia sub-

stancji ekstahujacej, O — rurka

odprowadzajgca substancje wy-

ekstahowang, S —lejek Schot-
ta G4.

pel toluenu i przechowywano w lodowce
w temp. 0°C.

b) z surowicy krwi:

Badang probke surowicy krwi odbiat-
czano mieszaning metanolu i acetonu
(6 :2), przechowywano 30 min. w lodéwce
i sagczono na lejku Schotta wzglednie od-
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wirowywano. Przesgcz odparowywano w temperaturze 40° pod zmniejszo-
nym cisnieniem do sucha, a suchg pozostato$¢ rozpuszczano w $cisle okre-
$lonej ilosci wody z dodatkiem paru kropel toluenu.

Bibuta

Majac do dyspozycji skromny wybor gatunkéw bibuty, badaliSmy do ce-
6w elektroforezy tylko Whatman nr 1, 2, 4 oraz Macherey-Nagel nr 61, 214.
Najostrzejsze rozdzielenie pasm aminokwasdw uzyskaliSmy przy stosowa-
niu bibuty Macherey-Nagel nr 214. Stosowano paski bibuty o réznych wy-
miarach, gtéwnie zas o wymiarach 4 X 50 cm i 11 X 50 cm. Bibute przed
uzyciem zanurzano jednym koricem do naczynia z destylowang wodg i po-
zostawiano na 24 godziny. Miato to na celu wyeluowanie zanieczyszczen
organicznych, prawdopodobnie pochodzenia peptydowego. Jak wykazaty
bowiem badania Wielanda (48), zageszczony eluat brunatnej barwy, pod-
dany hydrolizie kwasem solnym, dawat na elektroforegramie szereg pa-
skow reagujacych z ninhydryna.

Nanoszenie roztworéw badanych na bibute

Stosowano dwojakiego rodzaju nanoszenie:

a) na suchg bibute,

b) na wilgotng bibute.

Ad a) Nanoszenie na sucha bibute stosowano dla roztworéow o matych
ilosciach ttuszczowcdw wzglednie dla roztwordw bardzo rozcieAczonych,
wymagajacych kilkunastokrotnego nanoszenia. W tym celu miejsce startu
na pasku bibuty zaznaczano otéwkiem, a na to miejsce nanoszono mikro-
pipetkg badana substancje. Kazda nastepng porcje aminokwaséw wprowa-
dzano dopiero po wyschnieciu pierwszej. Naniesiony prazek winien by¢
odlegty od brzegéw bibuty co najmniej o 1 cm. Szeroko$¢ prazka nie po-
winna przekracza¢ 2 — 3 mm. Po naniesieniu badanej substancji pasek bi-
buty zanurzano do elektrolitu w odlegtosci 1 cm od miejsca startu i prze-
ciggano w kierunku odwrotnym do kierunku rozwijania elektroforegra-
mu. Czekano nastepnie chwile, az elektrolit samorzutnie na skutek ,ssa-
nia” bibuty znajdzie sie w odlegtosci ok. 3 mm od miejsca startu. Pasek
nastepnie prasowano doktadnie watkiem fotograficznym miedzy dwoma
arkuszami bibuty na ptycie szklanej. Te samg czynno$¢ wykonywano z dru-
gq czescig paska bibuty elektroforetycznej.

Tego rodzaju postepowanie posiada te dobre strony, ze elektrolit we-
drujgcy do miejsca startu na skutek ,ssania” bibuty zageszcza naniesiong
substancje.

Ad b) Nanoszenie na wilgotng bibute stosowano w przypadkach duzej
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iloSci tluszczowcdw. Wdwczas nanoszono substancje za pomocg mikropi-

petki na uprzednio zwilzony i doktadnie wycisniety pasek bibuty.
Poszczegdlnych aminokwaséw nanoszono w ilosci 10—20 |ig w mie-

szaninie od 100 — 200 [xg. Ty’ez nanoszono badanego hydrolizatu.

Rozwijanie elektroforegramow

Po usunieciu nadmiaru elektrolitu z paska bibuty obcigzano jego korce
bagietkami i zawieszano w komorze elektroforetycznej napetnionej tolue-
nem chtodzonym do temperatury 10°C. Stosowano w zaleznosci od potrzeb
prad staty od 15 do 75V/cm. Natezenie od 0,8 — 2 mA na cm szerokoS$ci pas-
ka. Czas rozwijania od 30 — 120 min.

Suszenie elektroforegramow

Po rozwinieciu konce elektroforegramu wyciskano miedzy dwoma ar-
kuszami bibuty, a nastepnie zawieszano linig startowag do dotu i suszono
strumieniem powietrza w temp. 35°C. Usuniecie nadmiaru elektrolitu z kon-
cow paska bibuty posiada duze znaczenie. Podczas suszenia bowiem $Srodek
elektroforegramu o mniejszej zawartosci elektrolitu bedzie szybciej wysy-
chat, a tym samym zasysat ciecz z miejsc bardziej wilgotnych, co w rezul-
tacie ujemnie wptywa na ostro$¢ rozdziatu.

Wywotywanie elektroforegramow

Elektroforegramy wywotywano technikg zanurzeniowg, tzn. przecig-
gano pasek bibuty przez roztwér wywotywacza w kierunku zgodnym z kie-
runkiem rozdziatu aminokwas6w. Ten spos6b przeciggania paska bibuty
zapobiega rozmazywaniu sie plam. Do wywotywania uzywalismy 2% kad-
mowy roztwor ninhydryny. Po zwilzeniu bibuty wywotywaczem suszono
jg strumieniem cieptego powietrza (35°C), a nastepnie przechowywano 20
godzin w ciemnosci do catkowitego wystgpienia barwy.

Identyfikacja aminokwasow

Celem identyfikacji poszczegdélnych aminokwaséw, z wyjatkiem pro-
liny, ktorg identyfikowano 0,2% roztworem izatyny, postugiwano sie dwo-
ma sposobami:

1) Na pasek bibuty nanoszono rownolegle okreslong ilos¢ badanych ami-
nokwaséw oraz te samg ilos¢ aminokwasdw z dodatkiem mieszaniny wzor-
cowej. Wzmocniona barwa aminokwaséw wzorcowych wskazywata na obec-
no$¢ danych aminokwaséw w badanym roztworze.

2) Po rozwinieciu elektroforegramu wycinano waski pasek bibuty i wy-
wotywano. Po stwierdzeniu umiejscowienia sie poszczegélnych aminokwa-
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s6w wycinano je i eluowano woda. Poszczegolne frakcje sprawdzano chro-
matograficznie przy zastosowaniu dwdch rozpuszczalnikéw: n-butanol:
kwas octowy: woda (4:1:1), oraz izopropanol: kwas octowy: woda (70:15:15).

Przebieg analizy

Przebieg analizy aminokwaséw wg naszej metody mozna podzieli¢ na
trzy etapy (tabela 2).
Tabela 2

Rozdziat aminokwasow hydrolizatu biatkowego wg Mastowskiego

Lizyna  Histydyna Arginina Kw glutam. . Kw. asparag.
\
pH 59
15 Vicm
90 min
Aminokw. zasadowe Aminokw. obojetne Aminohw. kwasne
pH 1,9
75 Vicm
90min
Slic. - aminoma-l  Walna Treon. L cjst. Trypt.
Alan. S Ry Seryna Leuc. Metion. Feniloal Am

1. Rozdziat aminokwasOw na trzy frakcje.

2. Rozdziat aminokwaséw obojetnych.

3. Rozdziat aminokwaséw kwasnych i zasadowych.

Ad 1). Na pasek bibuty elektroforetycznej o wymiarach 11 X 40 cm na-
noszono w odlegtosci 2,5 cm od jednego brzegu bibuty 0,5 — 1 ml badanego
roztworu. Réwnolegle do pierwszego paska w odlegtosci 0,5 cm od drugie-
go brzegu bibuty nanoszono kilka [il tegoz roztworu jak tez probke kontrol-
ng. Elektroforegram rozwijano w buforze ftalowym o pH 5,9 w ciggu 40 min.
przy zastosowaniu pradu statego o napieciu 40 V/cm i natezeniu 2 mA/cm
szerokosci paska. Po rozwinieciu i wysuszeniu elektroforegramu wycina-
no pasek kontrolny i wywotywano. Po stwierdzeniu umiejscowienia sie
aminokwaséw kwasnych, zasadowych i obojetnych wycinano je, paski
umieszczano miedzy dwoma szklanymi ptytkami i aminokwasy eluowano
wodg w przeciggu 24 godzin. Do naczynka, do ktérego sciekat eluat, doda-
wano pare ml wodnego roztworu alkoholu izopropylowego i krople tolue-
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nu. Nastepnie eluaty aminokwasow obojetnych oraz wspolnie zasadowych
i kwasnych zageszczano pod zmniejszonym cisnieniem w temp. 40°C do
sucha i rozpuszczano w 1 ml redestylowanej wody z dodatkiem 1 kropli
toluenu.

Postepowanie tego rodzaju pozwala nie tylko na usuniecie z badanego
roztworu aminokwasow zasadowych, kwasnych i obojetnych, lecz rowno-
cze$nie uwalnia badang prébe od catego szeregu zwigzkéw towarzyszacych.
Ma to szczegdlne znaczenie gtownie w odniesieniu do ekstrakcji tkanko-
wych, ptynow fizjologicznych oraz innych materiatdw biologicznych.

Ad 2). Na pasek bibuty elektroforetycznej o wymiarach 4 X 50 cm
w odlegtosci 6 cm od anodowego korica bibuty nanoszono zageszczone ami-
nokwasy obojetne w postaci kreski o dtugosci 2 cm. Elektroforegram rozwi-
jano 90 min przy zastosowaniu buforu o pH 1,9, napieciu 75 V/cm i nateze-
niu 1— 1,2 mA/cm szerokoS$ci paska. Uzyskano rozdziat 13 aminokwaséw:
tryptofan, tyrozyna, cystyna, feniloalanina, prolina, metionina, treonina,
leucyna, walina, seryna, kwas a-aminomastowy, alanina, glicyna.

Elektroforegram przedstawiono na rys. 3.

Ad 3). Zageszczone wspolnie frakcje aminokwasow kwasnych i obojet-
nych nanoszono mikropipetkg na $rodek paska bibuty o wymiarach 4 X
X 40 cm i rozwijano 90 minut w komorze elektroforetycznej bez toluenu
przy zastosowaniu pradu statego o napieciu 15 V/cm i natezeniu 0,8 —
1 mA/cm szerokoSci paska. Otrzymano przy katodzie: arginine, histydyne,
lizyne, przy anodzie: kwas glutaminowy i kwas asparaginowy .

Elektroforegram przedstawiony na rys. 4.

Oznaczenie iloSciowe

W tym celu stosowano metode kolorymetrycznego oznaczania komplek-
su ninhydryno- kadmowego aminokwasow wedlug Barrolliera ().
Jak wiadomo, reakcja miedzy ninhydryng a aminokwasami nie zachodzi
stechiometrycznie. Barwa, jakg ona daje po reakcji z aminokwasami, zalez-
na od szeregu czynnikow jak: rodzaju elektrolitu, sposobu przygotowania
roztworu ninhydryny, zanieczyszczenia bibuty, temperatury i czasu su-
szenia elektroforegraméw, sposobu wywotywania itp. Przy zachowaniu
jednak dokfadnych i statych warunkow pracy mozna otrzymac¢ wyniki
powtarzalne, nie da sie jednak otrzymac jednakowego zabarwienia posz-
czeg6lnych aminokwaséw. Przeprowadzenie natomiast aminokwaséw wy-
wotanych ninhydryng w komleks kadmowy (1) pozwala otrzymac jedna-
kowo czerwone zabarwienie. Kompleks ten fatwo daje sie eluowaé¢ meta-
nolem i w roztworze oznacza¢ kolorymetrycznie.
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Rys. 3. Elektroforegram aminokwaséw obojetnych
pH 1,9; 75 V/icm; 1—12 MA/cm szer. paska, a) elektroforegram
aminokwaséw standainctowych, b) elektroforegram aminokwa-
s6w surowicy krwi, c) elektroforegram aminokwaséw hydro-

lizatu biatkowego tubinu.
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Rys. 4. Elektroforegram aminokwaséw kwasnych i zasadowych

pH 59; 15 V/cm; 08—1 MA/ szer paska, a) elektroforegram amino-

kwaséw standardowych, b) elektroforegram aminokwaséw surowicy
krwi, c) elektroforegram wolnych aminokwaséw tubinu
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W naszym przypadku postepowano nastepujgco: Pasek bibuty elek-
troforetycznej o szeroko$ci 10 cm i 50 cm dtugosci dzielono otéwkiem na
kilka réwnych stref. Na jedng z tych stref nanoszono 5”il badanego hydro-
lizatu, a na 'pozostate po 2.10~8 M kazdego z aminokwasow. Po rozwinie-
ciu i wywotaniu ninhydryng pordwnywano intensywnos$¢ zabarwienia ami-
nokwaséw wzorcowych z badanymi. Jezeli stezenie aminokwasdw hydroli-
zatu byto wyzsze niz wzorcowe, probe odpowiednio rozcieficzano i analize
powtarzano. Miato to na celu dobranie takiego stezenia aminokwaséw hy-
drolizatu, azeby nie przekraczato stezenie 2.10- 8 M, poniewaz tylko te wa-
runki spetniajg prawo Be er a.

Po oznaczeniu wstepnym okreslong ilos¢ hydrolizatu nanoszono réwno-
legle z aminokwasami wzorcowymi na pasek bibuty o wymiarach 10 X
X 50 cmirozwijano. Porozwinieciu, wysuszeniu i wywotaniu, obrysowywa-
no otdwkiem zarysy plam aminokwaséw badanych i wzorcowych a nastep-
nie wycinano. Wyciete paski krajano na drobne kawatki i wyktdcano 15 min.
z 5 ml metanolu. Eluat przenoszono do kiuwet mikrokolorymetru typu
KOL 52 i poréwnywano czerwone roztwory aminokwaséw badanych
zwzorcowymi przy zastosowaniu filtru oh = 496 m"i.

Dyskusja

Oznaczanie aminokwaséw nalezy do jednego z zasadniczych zagadnien,
jesli chodzi o poznanie metabolizmu ustrojowego. Sposrdd réznych dotych-
czas stosowanych metod jak: chromatografia bibutowa (3), kolumnowa (34),
metoda mikrobiologiczna (38), rozcieficzonych izotopdw (40) itp., jonofore-
za bibutowa przy zastosowaniu pradu statego o wysokim napieciu w opar-
ciu o chromatografie rozdzielczg, wydaje sie najdoktadniejszg i najprostszg.
Dlatego tez w ostatnim 10-leciu daje sie zaobserwowaé zainteresowanie ca-
tego szeregu badaczy mozliwie gruntownym rozpracowaniem tego zagad-
nienia. Jak dotychczas jednak, poza pracami Heilmeyera i wspotpr.
(20), oraz Dose i Caputo (8), szereg autoréw zajmujgcych sie elektro-
foreza bibutowa, nie zajmowato sig, o ile nam wiadomo, identyfikacja
wszystkich aminokwasow, podchodzac do tego zagadnienia raczej fragmen-
tarycznie, a gtéwnie kiadac nacisk na przydatnos$¢ jej do analizy r6znych
zwigzkdw biologicznych.

Mimo jednak szeregu prac metoda ta w dalszym ciggu nie jest wystar-
czajaco rozpracowana. Skitada sie na to wiele czynnikéw. Ograniczymy sie
tutaj do wyliczenia i omdéwienia najistotniejszych jak: rodzaju komar, elek-
trod, przestrzeni elektrodowych, pH elektrolitu, sposobu odprowadzania
ciepta Jo u.le a, rodzaju bibuty, sposobu jej zwilzania elektrolitem oraz
nanoszenia badanego roztworu.
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Wieland i Fischer (44, 45, 46) stosujg komore stanowigcg dwie
ptytki szklane, miedzy ktorymi znajduje sie ramka z masy plastycznej lub
szkta. Na te ramke napinajg bibute elektroforetyczng i przykrywajg ptytka
szklang. Durrum (9, 10, 11) zawiesza bibute w formie daszka na pozio-
mym drazku, za§ Grassmann i Hannig (16) umieszczajg na dwoch
pretach w ten sposob, aby srodkowa jej cze$¢ byta pozioma. Niektorzy au-
torzy proponujg umieszcza¢ paski bibuty miedzy ptytkami szklanymi z do-
brze uszczelnionymi brzegami, a celem odprowadzenia ciepta zanurzajg je
w tazni lodowej (20) wzglednie w chlorobenzenie (4,13).

Jak wykazaty nasze doswiadczenia, najdogodniejsze jest uzycie swobod-
nie wiszacego paska bibuty. Unika sie przez to przeszkéd w przemieszcza-
niu sie aminokwasow na styku wilgotnej bibuty z ptytkami, dzieki czemu
tworzgce sie prazki sg waskie i ostre.

Mich 1(32, 33) proponuje dwa rodzaje aparatury w zastosowaniu pra-
du o wysokich napieciach: a) do pracy na paskach bibuty, b) do pracy na ca-
tych arkuszach bibuty. Jako substancje odprowadzajgcg ciepto stosuje to-
luen, zas Kickhdéfen (22), Turba (41) i Lange (29) czterochlorek
wegla, Heilmeyer (200 — heksan, zaS Durrum (10) — heptan. Inny
sposéb odprowadzania ciepta z paskdw elektroforetycznych podajg: Kraus
(27) i Gross (17). Paski bibuty elektroforetycznej ktadg miedzy cienkimi
ptytkami szklanymi lub z masy plastycznej. Ptytki umieszczajg w metalo-
wej chtodnicy, chtodzonej biezaca woda. Chtodzenie takie w praktyce wy-
sokich napie¢ wydaje sie niepraktyczne, ze wzgledu na mozliwos$¢ prze-
bicia pradu.

W naszym przypadku, mimo ze heksan jest lepszym zwigzkiem odpro-
wadzajagcym ciepto, uzywaliSmy toluenu, poniewaz ten produkt jest naj-
tanszy i najbardziej dostepny na rynku krajowym.

Drugim czynnikiem odgrywajacym bardzo powazng role w procesie
elektroforezy bibutowej sg elektrody i urzadzenie przestrzeni elektrodo-
wych. Uzywano réznego rodzaju elektrod: cynkowych (44), grafitowych
(44), srebrnych (27) i platynowych (28).

W naszych badaniach najdogodniejszymi okazaty sie elektrody platy-
nowe i weglowe, mimo ze te ostatnie ulegajg stopniowemu rozpylaniu
w roztworze. Celem wiec zabezpieczenia elektrolitu stosowano btony celo-
fanowe wzglednie korki gipsowe, oddzielajace roztwor w naczyniach elek-
trodowych od reszty uktadu.

Bardzo powaznie zakiocajg przebieg elektroforezy zwiagzki wydzielane
na skutek elektrolizy zachodzacej przy elektrodach. W celu zabezpieczenia
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stosuje sie odpowiednie labirynty (4) wzglednie system mostkowy na dro-
dze miedzy przestrzenig elektrodowg a elektrolitem, w ktérym zanurzona
jest bibuta. Stosuje sie mostki agarowe (5), paski bibuty (42) wzglednie
korki gipsowe. Zapobiega¢ tez mozna dyfuzji umieszczajagc szklang wate
(28) pomiedzy oddzielnymi labiryntami uktadu elektrodowego.

Badania przeprowadzone przez nas wykazaty, ze najlepszy rozdziat ami-
nokwasow uzyskuje sie przy zastosowaniu klucza elektrolitycznego napet-
nionego stosowanym do elektroforezy elektrolitem. Celem za$ utrudnienia
konwekcji elektrolitu zaopatruje sie kofnce klucza w btony z celofanu
wzglednie w cienkie korki gipsowe.

Przy rozdzielaniu elektroforetycznym nieodzowny jest odpowiedni do-
bor elektrolitu oraz jego pH. Wptyw pH na szybko$¢ i kierunek wedréwki
aminokwaséw w polu elektrycznym ilu-

struje jonogram Mc Donalda (7) przedsta- B
Wiony na ryS. 5. ' startIeILI:y_na ’ Ia»lglutaminowy
Mich1(32) stosuje 10% kwas octowy pH4.2
z dodatkiem pirydyny do zadanego pH, cart euoyna fenyoslonma
Werner i Westphal (43) 2 N kwas pH=3,6
octowy i 0,6 N kwas mrowkowy (pH ok. 2), 1 H *
Spengler i Knede1(39) stosujg @t oo histydyna
dwa elektrolity: kwas octowy i mréwkowy m C +
(pH 1,9), oraz kwas octowy i pirydyna (pH hislydyna start k> glutaminowy
3,6),zas Dose iCaputo (8)cztery elek- Rys. 5 Schemat jonogramu
trolity — 15% kwas octowy i 5% kwas aminokwaséw wedtug
mrowkowy (pH 1,9), 2 N kwas octowy (pH Mc Donalda

2,3), 10% roztw. pirydyny i 1% roztw. kwa-
su octowego (pH 6) oraz 0,5% roztw. weglanu amonowego z 5 N amonia-
kiem (pH 10,0).

W naszych badaniach najlepszy rozdziat aminokwaséw obojetnych uzy-
skano przy stosowaniu 2 N kwasu octowego i 0,6 N kwasu mréwkowego
w stosunku 1:1 (pH 1,9). Natomiast aminokwasy zasadowe i kwasne tatwo
ulegajg rozdziatowi przy stosowaniu buforu ftalowego (pH 5,9).

Niezmiernie powaznym czynnikiem, wptywajgcym na rozdziat amino-
kwaséw jak tez na otrzymywanie powtarzalnych wynikoéw, jest sposéb na-
noszenia substancji oraz zwilzania bibuty. Niektérzy autorzy stosujg na-
noszenie punktowe (4, 22), inni w formie paska (25). Jedni uzywajg do tego
celu mikropipetki, inni — pedzelka (20, 30).

Werner i Westphal (43) polecajg umiesci¢ pod ptytke z nano-
szonym papierem watki zestalonego CO2. Wo6wczas nanoszona w postaci
waskiego paska substancja krzepnie i nie rozptywa sie. Chodzi bowiem
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0 to, azeby nanoszona plamka lub kreska zajmowata jak najmniejszg po-
wierzchnie i nie miata postrzepionych brzegow.

Bibute elektroforetyczng zwilza sie elektrolitem przed nanoszeniem sub-
stancji (4, 27) wzglednie po naniesieniu (46, 30). Pierwszy sposob ma te zig
strone, ze powoduje stosunkowo duzg adsorpcje, natomiast nieodzowny jest
przy nanoszeniu wiekszych iloSci roztworu wymagajacego kilkakrotnego
naktadania substancji.

W naszym przypadku stosowalismy zaréwno pierwszy jak i drugi spo-
s6b w zaleznoS$ci od stopnia rozcienczenia substancji oraz ilosci zwigzkow
towarzyszacych, gtéwnie ttuszczowcédw.

Badania nasze wykazaly tez, ze w celu otrzymania doktadnych i powta-
rzalnych wynikéw nalezy skutecznie przestrzega¢ nastepujacych warun-
koéw pracy:

1 Roztwor badanej substancji nie powinien zawiera¢ obcych elektroli
tow, gdyz wptyw ich zakldéca rozwijanie elektroforegramu.

2. Bibuta elektroforetyczng winna byé réwnomiernie nasycona buforem,
poniewaz réznica w wilgotnosci paskéw powoduje rozmazanie plam.

3. Nadmierna wilgotno$¢ bibuty nasyconej buforem prowadzi do za-
mazywania si¢ stref, za$ niedosycenie powoduje to, ze pasek wprowadzony
do przestrzeni elektrodowych dopaja sie buforem, co powoduje przesunie-
cie sie naniesionych substancji do $rodka.

4. Naniesiony pasek badanej substancji na bibute powinien by¢ rowny
1jak najbardziej waski. Przy nanoszeniu stosowaé mikropipetke z dobrze
oszlifowanym koricem, azeby nie uszkodzi¢ wiokien bibuly, co prowadzi
do wytwarzania sie ,,ogonow”.

5. Nie nalezy nanosi¢ duzych iloSci aminokwasow, szczegélnie lezg-
cych blisko siebie, gdyz tworza wspdlng plame utrudniajacg identyfikacje
i oznaczanie.

6. Nie nalezy stosowaé pradu o duzej mocy przekraczajgcej 2 mA/cm
szerokosci paska, gdyz to wptywa na zwiekszenie szybkos$ci wedrowki ami-
nokwaséw z jednoczesnym ostabieniem rozdziatu.

7. Ciecz odprowadzajgca ciepto, w naszym przypadku toluen, powinna
by¢ chemicznie czysta i nie zawieraé domieszek elektrolitu, co wptywa
ujemnie na rozdziat aminokwaséw. Dlatego tez po zakonczeniu pracy na-
lezy zlewaé go do oddzielnego naczynia a po kilkunastu pomiarach wykt6-
ci¢ ze zwigzkami zobojetniajgcymi i odwadniajacymi i przedestylowac.

Przy przestrzeganiu powyzszych wskazowek oraz przy pewnym opa-
nowaniu strony technicznej, metoda ta pozwala na mozliwie szybkie i do-
ktadne oznaczanie najwazniejszych aminokwasow w materiale biologicz-
nym.
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Streszczenie

1. Podano prosta i praktyczng aparature do elektroforezy bibutowej
aminokwasOw przy zastosowaniu wysokich napieé, jak tez sposéb nano-
szenia substancji na bibute, sposéb jej zwilzania elektrolitem, suszenia,
wywotywania i identyfikacji aminokwasow.

2. Przy zastosowaniu buforu ftalowego (pH 5,9) oraz octowo-mrowko-
wego (pH 1,9) w czasie od 60 — 90 min przy uzyciu pragdu stalego o na-
pieciu od 15 — 75 V/cm i natezeniu 0,8 — 2 mA/cm szerokosci paska roz-
dzielono i zidentyfikowano 18 aminokwasow.

3. Rozdzielone aminokwasy oznaczono w postaci kompleksu ninhydry-
no — kadmowego metoda kolorymetryczng przy uzyciu mikrokoloryme-
tru typu KOL 52 przy zastosowaniu filtru ol = 496 ~Nm.
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Henryk Wieland

4. V1. 1877 — 5. VIII. 1957

Dnia 5 sierpnia 1957 r. zmart w 81-ym roku zycia Henryk O.Wie-

land — emerytowany profesor chemii organicznej w Uniwersytecie im.
Bayera w Monachium. Podobnie jak Justus Liebig, Adolf
Bayer i Ryszard Willst &tter — jego poprzednicy na tym

stanowisku — przyczynit sie Henryk Wieland wybitnie do rozwoju
zardwno chemii organicznej jak i biochemii. Jako chemik z wyksztatcenia
wiasciwie oceniat znaczenie dobrego przygotowania laboratoryjnego dla
péZniejszych prac badawczych. Z tego wzgledu od 1925 r. opracowywat
unowoczes$niat zbiér ¢wiczeh z chemii organicznej L. Gattermanna
Die Praxis des organischen Chemikers. Rzadko ktéry podrecznik moze
poszczyci¢ sie tak wielkg popularnoscig a zarazem diugowiecznoscig, od
przeszto sze$édziesieciu lat znany jest dobrze studentom chemii, doczekat
sie trzydziestu kilku kolejnych wydan, z czego dziewietnascie opracowa-
nych przez Wielan da i byt wielokrotnie ttumaczony na inne jezyki
(miedzy innymi trzy ttumaczenia polskie).

Ro6znokierunkowe zainteresowania Wieland a koncentrowaty sie
na badaniu zwigzkéw naturalnych i przemian zachodzacych w organiz-
mach zywych — a wiec zagadnieniach bliskich dzi§ kazdemu biochemi-
kowi. Do 1949 roku wiele wazkich odkry¢ dokonano w jego laboratorium.
Przez szereg lat pracowat Wieland nad zwigzkami grupy sterydow:
sterolami drozdzy, kwasem zétciowym i jadami ropuszymi. Za wyjasnie-
nie znaczenia biologicznego i cze$ciowej budowy chemicznej kwaséw z0t-
ciowych otrzymat w 1927 r. nagrode Nobla.

Badania Wielanda i jego uczniow wniosty szereg nowych danych
w poznanie budowy alkaloidéw niektdrych gatunkdw roslin jak Lobelia,
Strychinos, Papaver somniferum. Interesowat sie réwniez skitadnikami
owadéw. Badajac barwniki skrzydet motylich ustalit budowe szkieletu
nowej grupy cyklicznych zwigzkéw azotowych o duzym znaczeniu biolo-
gicznym i wprowadzit dla nich nazwe pteryn.

8 Postepy Biochemii [351]
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Najwieksze jednak znaczenie maja prace Wieland a nad utlenia-
niem biologicznym. Jest on pierwszym badaczem, ktéry sformutowat i uza-
sadnit doswiadczalnie, ze olbrzymia wiekszos$¢ reakcji utleniania zwigz-
kéw organicznych polega na odigczeniu wodoru, czyli odwodorowaniu.
Ustalit, ze odwodorowanie wtasciwe réznym procesom fermentacji zacho-
dzi przy wspoétudziale enzymoéw odwodorowujgcych, zwanych dzi§ dehy-
drogenezami. W pracach nad utlenianiem tkankowym juz w 1913 r. zwro-
cit uwage na role dehydrogenaz w aktywacji utlenianych substratow, od-
faczaniu przy wspdtudziale odpowiednich posrednikéw wodoru i przenie-
sienie go na tlen czgsteczkowy.

Dzi$ dzieki pracom prowadzonym w dziesigtkach réznych instytutéw
i laboratoriow badania w tej tak bardzo istotnej dziedzinie biochemii po-
sunety sie znacznie naprzéd. Podwaliny ich stanowig w znacznej mierze
osiggniecia Wielanda zebrane przez niego w monografii Uber den
Verlauf des Oxydationsvorgange opublikowanej w 1933 r.

I. Chmielewska



SPRAWOZDANIA I RECENZJE

JOZEF HELLER

Sprawozdanie z podrozy naukowej do USA

Wyleciatem z Warszawy 15 kwietnia 1957 r. samolotem Sabeny i w dniu
16 rano wylagdowatem w Nowym Jorku. Po zatatwieniu formalnosci gra-
nicznych przesiadtem sie na samolot linii Northwestern i poleciatem do
Chicago na odbywajacy sie zjazd Federation of Amercan Societies for Expe-
rimental Biology. Do federacji nalezg towarzystwa: Chemii Biologicznej,
Fizjologii, Immunologii, Farmakologii, Patologii i Odzywiania. Byt to ol-
brzymi zjazd doroczny, obejmujacy 7500 uczestnikéw. Obrady odbywaty
sie w 2 grupach: biochemicznej obradujacej w Palmer House, i fizjologicz-
nej mieszczacej sie przy tej samej ulicy w hotelu Conrad Hilton. W kazdej
grupie odbywato sie jednocze$nie 4 do 5 zebran, najwiekszg frekwencjg cie-
szyta sie sekcja wiruséw i nukleoproteidow.

Zjazd dawat doskonalg sposobnos$¢ do szerokich kontaktow, dobrze zor-
ganizowana stuzba tgcznosci pozwalata na szybkie porozumienie sie. Ucze-
stnicy mieszkali na miejscu i przewaznie korzystali z restauracji mieszczg-
cych sie w tym samym gmachu. Obszerne halle, korytarze byty stale co
najmniej réwnie wypetnione jak sale wyktadowe. Potwierdza to ustalajaca
sie od szeregu lat opinie, ze rola duzych zjazdow naukowych polega przede
wszystkim na umozliwieniu osobistej wymiany pogladéw. Takze i dla mnie
byt zjazd doskonatg sposobnoscig do odnowienia dawnych znajomosci oraz
podyskutowania z kolegami, ktdrych odwiedzenie nie lezatlo w dalszych
planach mej podrozy (Stany Potudniowe i Zachodnie).

W piatek 19 kwietnia wyjechatem do Milkwaukee, gdzie spedzitem dni
Swigteczne w domu prof. Michata Laskowskiego. W poniedziatek 22
kwietnia, ktdry nie jest dniem Swigtecznym w Stanach, zwiedzitem Za-
ktad Biochemii Uniwersytetu Marquette, gdzie zapoznatem sie z pracami
Laskowskiego nad fosfodiesterazg. Poznatem sie rowniez z prof. Qui-
ck iem, znanym ze swych badan nad krzepnieniem krwi. W dniu tym od-
wiedzit Laskowskiego prof. Pfiffner, wybitny tereotyk i praktyk bio-
chemii witamin, a zwtaszcza Bi2. Zna on dobrze polskie prace z tego zakre-
su. Wieczorem przyjechatem autobusem do Madison, gdzie mnie oczekiwat
prof. Henry Lardy. W Madison spedzitem reszte tygodnia i poznalem za-
ktady Lardy’ego i Greena w Enzyme Institute, McArdle Laboratory for
Cancer Research, Zaktad Chemii Fizjologicznej Medical School, prowadzo-
ny przez P.P. Cohena oraz Zaklad Biochemii Agriculture College kiero-
wany przez Elveh jema. Zapoznalem sie réwniez z organizacjg Post-
graduate School, w ktérej kierownikiem jest Elvehjem, a wyktadajg czton-

kowie wszystkich wymienionych placéwek, na ktérych terenie odbywa sie
tez nauka.

g [3531
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Z Lardym dyskutowaliSmy na temat efektu Pasteura i rozkojarza-
nia fosforylacji, zwlaszcza nad rolg tyroksyny i jej pochodnych. Lardy
stwierdzit, ze tyroksyna we krwi wigze sie z pewnym okreslonym biatkiem,
zajmujacym pograniczne stanowisko miedzy albuminami a globulinami,
a w nerce przechodzi w trdjjodotyronine. Whrew panujgcym pogladom
wykazat Lardy, ze oba te ciata wywierajg ilosSciowo ten sam efekt na me-
tabolizm, tylko tréjjodopochodna dziata w czasie pieciokrotnie krétszym.
Stad w krétkotrwatych doSwiadczeniach powstaje mylne wrazenie, ze dzia-
fa ona pie¢ razy mocniej.

Nasuwa sie wniosek, ze formg aktywng jest wylgczenie trojjodotyro-
nina a tyroksyna, czyli czwérjodotyronina, objawia dziatanie tylko w mia-
re przechodzenia w trojjodopochodng. Obecnie Lardy pracuje nad synteza
pochodnej tyroksyny, majacej druga grupe wodorotlenowg w pozycji orto
do pierwszej. Syntezg tg zajmuje sie R. Doskotsh. J. Adler w pra-
cowni Lardy e’g o badat przemiany kwasu itakonowego (metylenobursz-
tynowy lub metylofumarowy) w mitochondria.ch z watroby $winki mor-
skiej i szczura. W przemianie tej bierze udzial nukleotyd gwanozynotrdj-
fosforowy, jony magnezu i koferment A. Produktami przemiany s3: ace-
tylo-CoA i kwas pyrogronowy.

Mc Murray dziata falami ultradzwiekowymi o mocy 10 kc na mito-
chondria zawieszone w wodzie (nie w moderatorach) przez 15 do 30 sekund.
Otrzymuje preparaty wykazujgce petne oddychanie przy zmniejszajgcej
sie zdolnosci fosforylacji, zaleznie od czasu dziatania ultradzwieku. W ten
sposéb dziatajac réznie dtugo ultradzwiekiem otrzymuje preparaty dajace
stopniowo coraz nizszy iloraz P:0. Rozbijanie przez czas dtuzszy niz 30
sekund uszkadza takze oddychanie az do zupetnego zaniku. Otrzymane pre-
paraty fotografowano w elektronowym mikroskopie. Na obrazie wida¢ obok
pojedynczych zachowanych mitochondriéw bardzo liczne kuleczki, o regu-
larnym ksztalcie, linearnie 10-krotnie mniejsze od mitochondriéw. Kulecz-
ka taka przedstawia zatem 1/1000 objetosci mitochondrium i odpowiada
ETP Greena (Electron Transporting Particie).

W pracowni Lardy’ego poznatem rowniez D. I. Arnona (fotosyn-
teza), ktory bawit tam z krotkg wizyta.

Drugi Zaktad w Enzyme Institute prowadzi D. E. Green. Dyskutowa-
liSmy z nim nad mechanizmem oddychania komorkowego w zwiagzku z kry-
tycznymi uwagami B. Chance’a. Green wypracowuje obecnie nowg kon-
cepcje ETP. Wychodzac z ustalonego faktu wysokiej zawartosci lipidéw
w tych czasteczkach, wyobraza je sobie jako submikroskopijng kropelke
lipidowa otoczong warstewka biatka. Poszczeg6lne przenos$niki elektronéw
jak flawiny i roézne pochodne hemowe znajdywatyby sie na powierzchni
tej kulki, pomiedzy nimi posredniczytby jaki$ uktad chinonowy rozpusz-
czalny w tluszczu, oscylujgcy miedzy poszczegblnymi akceptorami i prze-
noszacy atomy wodoru poprzez kropelke ttuszczu. Green twierdzi, ze
wyosobnit taki chinon, ale go dotad nie zidentyfikowat.

McArdle Laboratory zawiera 5 oddziatéw, ktérych kierownikami sa:
Van R. Potter, James Miller, Gerald Mueller, Char-
'es Heidelberger i G. Alvin Lepage.

Van Potter bada enzymy hepatoma w poréwnaniu z prawidtowag komor-
ka. Jako charakterystyczny rys dla nowotworu stwierdzit brak enzymu
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przenoszacego woddr miedzy DPN i TPN. Interesuje sie bardzo zagadnie-
niem ewolucji biochemicznej, przypisujagc kluczowg role nukleoproteidom.
Znany jest u nas ze swej metody homogenizacji komdrek, wypracowanej
wspolnie z bytym uczniem Schneiderem, ktéry jpodobnie jak i Pardee
oraz Siekiewitzsgjuz na whasnych placowkach naukowych w innych
Stanach.

Réwniez nad rakiem watroby pracuje James Miller z zong E 1-
zbietag ktora jest profesorem-asystentem (W USA sg trzy stopnie profe-
sorskie: assistant professor — ma wydzielong cze$¢ zaje¢ profesorskich,
associate professor — zwykle prowadzi samodzielnie cze$¢ zaktadu zarow-
no w zakresie dydaktyki jak i naukowo, oraz professor). Pracujg oni nad
rakowaceniem komorek watroby pod wptywem barwikéw. Ich hipotezg ro-
boczg jest zatozenie, ze nie sam barwik jest czynnikiem wywotujgcym, ale
jego potaczenie z biatkiem. Potaczenie to dziatajgc na sposdb antygenu po-
wodowatoby powstanie nowego nieprawidtowego biatka, wolnego juz
od barwika i to bytby dopiero bezposredni czynnik rakotworczy.

G. Mueller bada mechanizm dziatania estrogendéw na macice samicy
szczura przy wycieciu jajnikéw. Juz 6 godzin po wprowadzeniu estrogenu
wzmaga sie synteza uracylu i w ogole kwasu rybonukleinowego. Sam estro-
gen ulega przy tym rozpadowi i przemianom, dajgc produkty a) zwigzane
z biatkiem, b) rozpuszczalne w wodzie, c) rozpuszczalne w rozpuszczalni-
kach ttuszczowych. Nad pierwszg frakcjg pracuje Erich Hecker, sty-
pendysta z pracowni Butenandta (NRF).

Charles Heidelberger (syn M. Heidelbergera) pracu-
je nad chemoterapig raka, badajgc wptyw inhibitoréw in vitro na hodowle
tkankowg oraz in vivo na nowotwory u zwierzat. Niedawno ukazat sie
w ,,Nature” jego artykut w tej sprawie. Gtdwng trudno$¢ stanowi wyste-
powanie odmian komérek niewrazliwych na dany $rodek. By zniszczy¢ to
niebezpieczenstwo, chcag badacze przygotowa¢ mozliwie duzy asortyment
chemoterapeutykéw i stosowaé je réwnoczesnie.

Dr Lepage studiuje hamowanie syntezy puryn z myslg o zastosowaniu
wynikéw do chemoterapii raka. W jego pracowni R. K. Boutwell bada
czynniki przyspieszajgce lub hamujace proces karcinogenezy, zwiaszcza
wptyw kortizonu i zageszczenia zwierzat w matym pomieszczeniu. Kortizon
zmniejsza zuzycie glikozy, a przynajmniej diuzej utrzymuje sie we krwi
pietno wprowadzonej glukozy znakowanej. Nawigzujac do badan Beren-
haupta, ktory stwierdzit, ze synergetyczne dziatanie r6znych stabych karci-
nogenéw z olejem krotonowym daje 100% nowotworéw, Boutwell znalaz}
synergizm tego oleju z fenolem. Moze to mie¢ znaczenie w higienie prze-
mystowej. Podawanie kortizonu zmniejsza w tych doswiadczeniach cze-
sto$¢ wystepowania raka.

Zaktad Chemii Fizjologicznej w Medical School Uniwersytetu prowadzi
Philip P. Cohen, interesujgcy sie zagadnieniami biochemii poréwnawczej,
a przy tem zamitowany pedagog. DyskutowaliSmy nad szeregiem zagadnien
biologicznych, zwiaszcza nad reakcjami zwigzanymi z fosfokarbaminia-
nem. Duzo czasu poswieciliSmy sprawie nauczania biochemii dla studentoéw
medycyny. W Stanach Zjednoczonych szkota podstawowa (Grammar- lub
Elementary-schoo!) trwa 8 lat, nastepnie 4-letnia High School, po skoncze-
niu ktdrej mozna sie zapisa¢ do College, gdzie nauka trwa 4 lata. Sg College



techniczne lub humanistyczno-przyrodnicze, istniejg tez osobno zawodowe
College dla nauczycieli. Po skonczeniu College otrzymuje sie nizszy sto-
pieh naukowy ,bachelor”. Po dalszym roku mozna tam otrzymac tytut ma-
gistra w zakresie pedagogiki, humanistyki, biologii, fizyki, matematyki,
chemii. Mozna tez po College przejs¢ do wyzszej szkoty zawodowej jak me-
dycyna, prawo lub nauki rolnicze, ktére trwajg po 4 lata i dajg tytut zawo-
dowy. Dla otrzymania doktoratu potrzebne sg dalsze 4 lata ,,post graduated
teachnig”, a to juz przewaznie na wysokich stypendiadh bgaz Uniwersyte-
tow, badz National Science Foundation. Tak wiec na otrzymanie dyplomu
lekarza potrzeba co najmniej 20 lat nauki, na tytut doktora medycyny
24 lata. Biochemii uczg isie na wysokim poziomie w College, na medycynie
jest juz biochemia $ciSle medyczna. Studentéw na medycynie jest okoto
100, profesorow wyktadajgcych, ktérzy jednoczes$nie zajeci sg w nauczaniu
doktorantéw jest w Madison 5. Otrzymatem od prof. Cohena powielane
materiaty dydaktyczne, jak pytania kollokwialne i egzaminowe dla stu-
dentéw medycyny, ktére pozwalajg poréwnaé tamtejszy poziom wymagan
Z naszym.

W Zakladzie Cohena mozna wyr6zni¢ trzy odrebne pracownie. R.
McGil very prowadzi pracowni¢ przemiany cukrowc6w, pracuje obec-
nie nad enzymem fruktozo-1, 6-dwufosfataza, ktora aktywuje sie papaing.
Mc Gil very jest autorem tablicy metabolicznej, w ktdrej w réznych
kolorach zestawiono gtowne szlaki przemian. Tablice te spotykatem na-
stepnie niemal w kazdej pracowni, obok tablicy California Foundation,
podajgcej szczeg6towe szlaki przemian nukleinowych. Druga pracownia,
pod kierunkiem H. J. Sallacha, zajmuje sie ogdlnie metabolizmem
aminokwasow, aktualnie studiuje reakcje przeksztatcania glicyny w seryne.
Nad metabolizmem biatkowym pracuje Harold Deutsh.

Zaktad Biochemii w Agriculture College zajmuje ogromny ‘budynek
z witasng pilotkg do hodowania drobnoustrojow na skale pétechniczna.
Jest on najlepiej zaopatrzonym w aparature Zaktadem w Madison. Boga-
ctwo swoje zawdziecza dochodom z patentéw witaminowych profesora
Steenbocka i Elvehjema. Przykladowo wymienie dwa elektro-
nowe mikroskopy, ultrawiréwke preparatywng Spinco itp. Prof. C. A. E 1-
vehjem jest zamitowanym organizatorem pracy naukowej i ksztatcenia
doktorantéw. Pokazywat mi liste okoto 400 doktoréw biochemii, ktérzy sto-
pien swoj uzyskali w Madison od 1906 r. Spotkatem tam nazwiska wielu wy-
bitnych uczonych, zajmujacych liczne katedry biochemii na catym obszarze
Stanow. Innych wymieniat E 1lve hje m jako wybitne osobistosci w prze-
mysle.

W czasie pobytu w Madison wystuchatem wyktadu goscia z Bethesdy,
O. Hayaishi, o utlenianiach pochodnych tryptofanu.

W sobote 27 kwietnia przyleciatem do Bostonu-Cambridge i zamiesz-
katem w Domu Uniwersyteckim ,,Kirckland House”. W poniedziatek, wto-
rek i srode odwiedzatem kolejno biochemiczne pracownie nalezace do ,,Bio-
logical Laboratories of Harvard University”.

G. Wald pracuje nad biochemig widzenia. Wsp6lnie z panig Ruth
Hubbard przedstawili mi rozwo6j swych badah nad purpurg wzrokowg
zwierzat. Witamina A utlenia sie na aldehyd retinen redukujgc DPN (w ten
sposéb w procesie widzenia bierze udziat druga witamina, pochodna nia-
cyny). Retinen taczy sie z biatkiem opsyng na rodopsyne, ktdra na Swietle
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odbarwia sie uwalniajgc witamine A. Wychwytujgc w obecnosci opsyny
aldehyd hydroksylaming, mozna przesung¢ rownowage catkowicie w strone
utleniania. Udaje sie to z witaming z rybiej watroby, ale nie idzie z synte-
tyczng trans-trans. Badali wiec izomery zawierajgce konfiguracje cis
w réznych potozeniach, syntetyzowane dla nich w Zaktadach Eastman Ko-
dak. Znalezli w ten spos6b, ze wasciwg odmiang jest 11-cis, czyli neo-b.
Mato jej jest w naturalnej witaminie A, ktéra jest mieszaning r6znych
form. Wzrasta jej zawarto$¢ procentowa w krgzacej krwi, w siatkowce sta-
nowi ona witasciwy sktadnik. Przy odbarwieniu rodopsyny powstaje wy-
tagcznie forma trans-trans. Forma cis-trans ma energie wyzszg o 2 do 3 tys.
kalorii, przemiane w neo-b przeprowadza izomeraza, wykorzystujagc ener-
gie Swiatla. Z witaminy A2 powstaje porfiropsyna, charakterystyczna dla
zwierzat wodnych. Z siatkéwki oka kury izolowali jeden z barwikéw czop-
kowych — jodopsyne zawierajgcg retinen 'neo-b i inne biatko — fotopsyne.
Pani Hubbard proponuje dla jodopsyny nazwe: konopsyna od cone —
czopek, korzystajgc z podobiefdstwa nazwy rhodos do rod — precik. Auto-
rzy przeprowadzili in vitro synteze fotopsyny z retinenem2 otrzymujac
niebieski barwik — cyanopsyne. Istniejg posrednie dowody, ze barwik ten
wystepuje w oczach niektorych z6étwi. Z innych retinendw izo a daje odpo-
wiednio izorodopsyne i izoporfiropsyne, inne formy sg nieczynne. Ostatnie
badania nad minogiem zakonczyty kiklkuletni spér o nature barwika wzro-
kowego u tych zwierzat. Okazato sie, ze ptynac z morza do Wielkich Jezior
posiadajg porfiropsyne, w drodze powrotnej rodopsyne. Zalezy to od ro-
dzaju witaminy A w pokarmie.

T.H. Goldsmith bada budowe ztozonego oka owaddw. Indywidual-
ne ocelli mieszczg sie jakby w ciemnym worku z ommatynowych koma@-
rek. Komorki wzrokowe po 7 w okotku posiadajg kazda jedng rhabdomere,
u niektérych gatunkéw rhabdomery zrastajg sie w jednolitag wigzke. W elek-
tronowym mikroskopie rhabdomery wykazujg budowe plastra miodu, znaj-
duje sie w nich retinen, lecz nie wystepuje witamina A.

Norman Krinski bada witamine A w krwi d znajduje jg tylko
w postaci estru zwigzanego z lipoproteidem. Mtody badacz John Da w-
ling prowadzi ciekawe badania réwnolegte, oznaczajagc w réznych sta-
diach awitaminozy A poziom witaminy we krwi, watrobie i siatkbwce, po-
ziom rodopsyny i opsyny oraz prady czynno$ciowe siatkéwki i obrazy siat-
kéwki w elektronowym mikroskopie. Okazato sig, ze w miare postepu awi-
taminozy obniza sie i to powoli tylko poziom witaminy w watrobie. Po
wyczerpaniu tego zapasu spada nagle poziom jej we krwi, potem w siat-
kéwce, bezposrednio potem poziom rodopsyny, wreszcie powoli zaczyna
zanika¢ opsyna. Przy spadku zawartosci rodopsyny elektroretinogram wy-
kazuje zanik aktywnosci. Przy zaniku opsyny elektronowy mikroskop daje
obraz naruszenia struktury siatkowki.

M. Carrol Williams demonstrowat swoje metody operacyjne.
Operuje na lejku Buchnera wprawionym w stét, od dotu przepuszcza stale
strumien CO2, utrzymujgc w ten sposéb owady w narkozie. Poczwarkom
Cecropia wycina moézg i powstaly otwor zamyka szybkg z plastiku. Do
wszystkich operacji stosuje duze dawki antybiotykéw. Takie poczwarki
mogg do dwu lat zy¢ bez rozwoju i stanowiag doskonaty obiekt testowy do
doswiadczen hormonalnych, poniewaz przez szybke mozna bezpos$rednio
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obserwowaé procesy rozwojowe. Obecnie studiuje gtéwnie hormon juve-
nilny. Jak wiemy z badan Wiggleswortha, hormon ten, produko-
wany przez corpora allata, hamuje przeobrazenie komorek larwalnych
w komérki dojrzatego owada. Dotad badano dziatanie tego hormonu drogg
transplantacji corpora allata lub w doSwiadczeniach parabiotycznych, nie
udawato sie natomiast dotgd otrzymac¢ samego hormonu w ilosciach wy-
starczajgcych do dosSwiadczen.

Dopiero Williams stwierdzit u motyla samca jedwabnika Platysa-
mia cecropia nagromadzenie sie hormonu juvenilnego w odwitoku. Hormon
wycigga sie doskonale rozpuszczalnikami organicznymi, zwitaszcza eterem.
Nie wykazuje on specyficznosci gatunkowej, bo preparat z cecropii okazat
sie czyriny w stosunku do motyla bielinka, chrzaszcza Tenebrio molitor,
pluskwiaka Rhodnius prolixus i u karaczana. Po odpedzeniu rozpuszczal-
nika otrzymuje sie czerwono-ztoty oleisty ptyn. Ciekawg zagadkg jest gro-
madzenie si¢ tego hormonu w odwiokach samcow cecropii. Jakkolwiek bo-
wiem drobne ilosci hormonu mozna znalez¢é w réznych tkankach réznych
motyli obojga pici, to nagromadzenie sie stwierdzono jedynie u samcéw
tego jednego gatunku i tylko w odwtoku. Williams demonstrowat mi po-
czwarke, ktdra pod wptywem zastrzyku hormonu juvenilnego przeszia
przebrazenie w nowa, mniejsza poczwarke. Co prawda zmiana cuticuli nie
wystepuje tu samorzutnie, trzeba starg powitoke zedrze¢ mechanicznie,
przy czym oczywiscie nowa poczwarka ulega silnym uszkodzeniom.

Znaczne postepy poczynit Wi lliam sna drodze do wyjasnienia skom-
plikowanego wplywu temperatury na rozwdj poczwarek u cecropia. Jest
to gatunek wybitnie jednopokoleniowy, na 15 tys. obserwowanych w réz-
nych temperaturach osobnikéw, tylko u jednego udato sie stwierdzi¢ roz-
w0j bez diapauzy. Odbija to znacznie od stosunkéw u naszego wilczomleez-
ka, u ktérego na 8 tys. obserwowanych osobnikéw udato mi sie u ponad
3 tys. wywota¢ rozwdéj dorazny. Williams wykazat juz przed laty, ze
diapauza poczwarki jest nastepstwem przerwania czynno$ci neurosekre-
torycznej jej komérek médzgowych. Po uptywie kilku miesiecy w tempe-
raturze pokojowej komorki te podejmujg znowu dziatalno$¢ i pobudzaja
czynnos$é glandula thoracica, gdzie powstaje wtasciwy hormon przeobraze-
nia, zbadana przez Butenandta ekdyzyna. Ekdyzyna pobudza budo-
we tkanek imaginalnych i prowadzi do wylegu motyla. Czas diapauzy moz-
na skréci¢ przez oziebienie catej poczwarki lub tylko jej moézgu. Obecnie
dzieki dalszym badaniom tej pracowni (van der Kloot i samWil-
liams) mozemy o przebiegu tych zjawisk powiedzie¢ juz znacznie wiecej:

W chwili zapoczwarzenia ustajg zywe przedtem prady czynnoSciowe
mozgu i nie dadzg sie wywotaé nawet draznieniem elektrycznym, a pierw-
sze objawy czynnosci elektrycznej daja sie wykazaé¢ dopiero na kilka dni
przed koncem diapauzy. Réwnolegle na dwa dni przed zapoczwarzeniem
zaczyna sie gwattowny spadek cholinesterazy, ktdra znika zupetnie w chwili
zapoczwarzenia, by pojawié¢ sie w stabym stopniu pod koniec diapauzy.
Osobne doswiadczenia wykazaty, ze idzie tu o zanik enzymu, a nie o jego
zahamowanie. W okresie diapauzy gromadzi sie w mozgu jakie$ ciato
0 dziataniu cholinergicznym (acetylocholina?), ktérego aktywnos$¢ docho-
dzi do maksimum pod koniec diapauzy. Aktywnos$¢ acetylazy cholinowej,
badana w homogenatach z mézgéw zaréwno ziebionych jak nie ziebionych,
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pozostaje caly okres poczwarkowy bez zmian. W miare pojawiania sie
z powrotem cholinesterazy zawarto$¢ czynnika cholinergicznego spada
i w czasie rozwoju motyla utrzymuje sie na niskim poziomie, by wzrosng¢
pieciokrotnie tuz przed wylegiem. W moézgu poczwarek gatunkéw rozwi-
jajacych sie bez diapauzy zadna z opisanych zmian nie data sie zaobserwo-
waé. Autorzy przypuszczajg, ze bodzcem do syntezy cholinesterazy jest
nagromadzenie jej substratu, ciata cholinergicznego, ktére narasta szybciej
w temperaturze niskiej niz w wysokiej. W ten sposob chtodzenie dziata
jako bodziec skracajacy diapauze, a wiec przyspieszajacy rozwdj. Od mo-
mentu podjecia syntezy cholinesterazy przez mozg stosunki sie odwracaja
i zmiany temperatury dziatajg zgodnie z og6lnymi zasadami, tj. wyzsza
temperatura przyspiesza, nizsza opéznia rozwdj.

Ciekawym szczeg6tem badan byto zaobserwowanie przez Williamsa
nazwanej przez niego ,choroby zimowej” poczwarek. Polega ona na pora-
zeniach mies$ni odwitoka, ktére wystepujg pod wptywem zbyt diugiego
trzymania poczwarek w temperaturze 6° i nizej. Porazenia te zrazu od-
wracalne po przeniesieniu poczwarki do wyzszej temperatury, po dtuzszym
pobycie w zimnie stajg sie nieodwracalne i w koficu obejmuja i serce, pro-
wadzgc do $mierci poczwarki. William sow i udato sie wywotac te same
objawy u poczwarek nie chtodzonych przez przetoczenie im hemolimfy
z poczwarek chorych. Williams przypuszcza, ze mamy tu do czynienia z nie-
domoga detoksykacji koncowych produktéw przemiany azotowej. Prze-
mawiatoby za tym wypadanie biatego osadu, o wygladzie kwasu moczo-
wego, z hemolimfy osobnikéw, ktérym udato sie ozdrowie¢ po chorobie zi-
mowej.

Gerard Wyatt zajmowat sie ostatnio sktadnikami krwi motyli
i znalazt trehaloze, fosfocholing, aminoetanolofosforan, a-glicerofosforan
oraz wolny glicerol. Obecnie $ledzi metabolizm nukleinowy wypreparowa-
nych skrzydet poczwarki, ktére w ptynie odzywczym utrzymujg sie przez
dtugi czas i przechodzg procesy metamorfozy.

William Harvey opowiadat o swoich wynikach, ktére zdaja sie
wskazywac, ze niewrazliwo$é na cyjanek w diapauzie moze polega¢ na
nadmiarze ukiadu cytochromowego w stosunku do matych potrzeb odde-
chowych w tym okresie. Interesuje sie bardzo zaleznoscig procesow bio-
logicznych od temperatury. Pracuje tez nad wptywem zranienia na meta-
bolizm, przy czym doSwiadczenia wskazujg na to, ze ze zranionej cuticuli
wyzwala sie jaki$ czynnik, stymulujacy oddychanie.

W pracowni Williamsa odwiedzili mnie Tomasz Eisner
i Barbara Stay, by podyskutowa¢ obadaniach nad chinonami owa-
déw. Badajg oni p-chinony wydzielane przez karaluchy. Uzyskujg je z ootek
i oznaczajg metoda spektrografii masowej. Przypuszczajg, ze pierwotnie
wydzielane sg zwigzki fenolocukrowe, ktére sie nastepnie rozktadajg i utle-
niaja.

Zaktad prof. Thimanna przystosowany jest do badan z zakresu
fizjologii rodlin. Posiada pokoiki z regulowang automatycznie temperaturg
i wilgotnos$cia, oraz sztucznym $wiattem dziennym dziatajacym w automa-
tycznie regulowanych okresach. Azagwanina, jak wykazat Thimann,
hamuje synteze barwikdw antocjanowych, hamowanie da sie usung¢ przez
odpowiednio duze dawki ryboflawiny.
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W instytucie Chemicznym Uniwersytetu odwiedzitem Konrada
Blocha. Opowiadat o swoich pracach wspdlnie z G. Fraenklem nad ste-
rolami u owadéw. Prace te kontynuuje obecnie w Cambridge..

W samym Bostonie mieszczg sie wybitne placéwki biochemiczne w Ge-
neral Hospital i w Massashuset Technical Institute. Odwiedzitem w M.T.I.
dziat biologii. Jest to najbogaciej urzgdzone laboratorium ze wszystkich,
jakie zwiedzitem. Kierownikiem dziatu jest lrvin Sizer, Dr Bu-
chanan oprowadzat mnie po zakladzie zapoznajagc z pracownikami
i przedyskutowat doswiadczenia nad hamowaniem syntezy puryn.

W General Hospital, ktory nalezy do Harvard Medical School, pokazano
mi przede wszystkim amfiteatr, w ktérym dokonano pierwszej w Swiecie
narkozy eterowej (Ether-Dom). Nastepnie odwiedzitem Dziat Biochemii
kierowany przez P. C. Zamecnika. Pracujg wraz zR. B. Loftfiel-
de m nad synteza biatka. Loftfield pokazat mi swoj artykut na ten temat,
ktéry ma sie ukaza¢ w ,,Progress in Biophysics and Biochemistry”. Siedzg
metodg izotopowga wigczanie aktywowanych kwaséw aminowych. Zastatem
tam jeszcze Fritza Lipmanna, ktory przyjatjuz kierownictwo pra-
cowni w Instytucie Rockefellera w Nowym Yorku. Przenosi sie tam za kilka
miesiecy po przebudowaniu przeznaczonych dla niego pomieszczeh. Roz-
mawialiSmy wraz z panig Jones o ich pracach nad rolg fosfokarbami-
nianu. Lipmann jestraczej rozczarowany stosunkowo waskim zakre-
sem wystepowania w przyrodzie reakcji postugujacych sie tym mechaniz-
mem. Opowiadat o pracach nad enzymami aktywujgcymi rézne aminokwa-
sy, przebadat ich dotad 13. Przy tej sposobnos$ci dyskutowaliSmy o pracy
Szafranskiego z Workiem. Obecnie Lipmann interesuje sie
gtownie metabolizmem pochodnych kwasu siarkowego.

W poblizu Bostonu miesci sie College w Tufts, gdzie odwiedzitem K. D.
Roedera, autora znanego podrecznika fizjologii owaddéw. Pracuje on
gtownie nad modliszkami, ktdrych hoduje szereg réznych gatunkdw. Wspol-
nie z H. Mittelstaedtem, gosciem z Max Planck Institut badaja
odruchy chwytania pokarmu przez modliszke, postugujac sie specjalnie
skonstruowang aparaturg. Roeder zaprodukowat mi z taSmy magneto-
fonowej sprzezonej z oscylografem przebieg doSwiadczenia nad reakcjami
stuchowymi motyla. Rejestracja praddéw czynno$ciowych w nerwie stucho-
wym, powstajacych jako reakcje na dzwieki wydawane przez kwarcowy
wibrator, pozwolita okresli¢ na jakie czestotliwos$ci fal akustycznych reagu-
je motyl, a wiec jaki jest zakres jego zdolnosci styszenia. Miedzy innymi
widziatem na ekranie oscylografu reakcje émy na sygnaty ,radarowe”
wysytane przez nietoperza. Okazuje sie wiec, ze ¢ma ,styszy” te sygnaty.

W sobote 4 maja przelot do Washingtonu, gdzie pozostatem do wtorku
7 maja, zatatwiajac swe sprawy w Ambasadzie oraz w Dyrekcji National
Science Foundation. Dyrektorowie L. Levin i J. T. Wilson (bio-
logia i medycyna) udzielili mi obszernych wyjasnien o organizacji i za-
kresie pracy NSF i wzajemnie wypytywali o organizacje nauki i role
PAN-u w Polsce.

We wtorek 7 przyjechatem do Bethesdy stanowigcej jakby przedmiescie
Washingtonu. Instytuty Zdrowia (National Health Institutes) potozone sg
jeszcze za miejscowosciag, co daje odlegtosé od Srodmiescia Washingtonu
dobrych kilkanascie kilometrow. N.H.I. jest to kompleks budynkéw, z kt6-
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rych najwiekszy 14-pietrowy miesci kliniki i laboratoria, dookota za$ roz-
rzucone sg 2-pietrowe budynki poszczeg6lnych instytutow. Sg to: 1) Na-
tional Institute of Arthritis and Metabolic Diseases, 2) National Heart
Institute, 3) National Institute of Dental Research, 4) National Microbiolo-
gical Institute, 5) National Cancer Institute, 6) National Institute of Men-
tal Health i 7) National Institute of Neurological Diseases and Blindness.
Potozony o kilkaset metréw budynek gospodarczy posiada podziemne po-
tagczenie z budynkiem klinicznym.

W N.H.l. pracuje okoto 5000 ludzi, wydajg oni witasny dwutygodnik,
ktéry zajmuje sie gtownie sprawami bytowymi i zyciem towarzyskim,
a poza tym przynosi liste prac zgtoszonych do publikacji. Przecietnie lista
ta obejmuje w kazdym numerze 30 pozycji. Osobliwym rysem w krajobra-
zie sg olbrzymie parkingi Instytutu wypeinione szczelnie samochodami
0 zywych kolorach. Rézne kategorie pracowniko6w majg osobne parkingi,
np. pielegniarki, lekarze, administracja. W sasiedztwie N.H.l. po drugiej
stronie szosy znajduje sie podobnych rozmiaréw os$rodek naukowy Mary-
narki Wojennej z centralnym wiezowcem.

Moim gospodarzem w N.H.l. byt entomolog John Buck, kierownik
pracowni Fizykochemicznej Instytutu Arthritis. W Pracowni jego panie
dr. Keaster i dr Park badajg zalezno$¢ oddychania poczwarki
Phormia od cisnienia tlenu i znajdujg spadek oddychania z malejacym
cisnieniem parcjalnym tlenu juz od zawartos$ci 18% tlenu w atmosferze.
Dr St. Friedman znalazt w poprzednich pracach z G. Fraenklem
niezbednos$¢ karnityny w odzywianiu larwy Tenebrio. Obecnie opracowuje
zMcCarthym metode oznaczania tego ciata jako wstep do badan nad
jego metabolizmem. Buck badat ostatnio zjawisko niejednolitego wyda-
lania CO2 przez poczwarki. Wiadomo obecnie, ze wydalanie dwutlenku
wegla nastepuje w pewnych odstepach czasu jakby wybuchowo. Dr Buck
opracowat teorie tego zjawiska opierajacg sie na analogicznych zasadach
co teoria ,fizycznych ptuc” owadoéw.v

Rozbieznosci miedzy nazwag pracowni i instytutu a tym nad czym sie
pracuje spotkatem w Bethesdzie nie tylko u Buck a, jak o tym bede miat
sposobno$é mowié nizej. Sam Buck zartuje na ten temat, ze w Instytucie
Arthritis badania nad Arthropodami sg zupetnie na miejscu juz ze wzgledu
na wspolng etymologie tych nazw.

Na propozycje J. Bucka wygtositem referat o pracach Zaktadu Bio-
chemii Ewolucyjnej Instytutu Biochemii PAN. Ograniczytem sie gtéwnie
do badan nad pirofosforanami, tyrozynaza, metabolizmem tyrozyny i nad
cyklem pentozowym. Tamtejszym zwyczajem przerywano mi pytaniami,
na ktore bezposrednio odpowiada sie. Byto okoto 50 0s6b i dyskusja byta
do$¢ zywa, miedzy innymi brat w niej udziat Horecker.

Dr Horecker, ktorego pracownie zwiedzitem po wyktadzie, przed-
stawit mi wyniki wtasnie zakonczonej pracy nad metabolizmem pentozy
u L. plantarum. Przemiana prowadzi do octanu i kwasu mlekowego, da-
jac brutto 3, a netto 2 czasteczki ATP na jedng pentoze. Powstajagcy ace-
tylofosforan nie moze reagowac¢ z kofermentem A, natomiast fosforyluje
ADP na ATP. W dyskusji nad biologicznym znaczeniem cyklu pentozowe-
go wysungt Horecker przypuszczenie, ze idzie tu o produkcje TPNH,
ktdry nie zawsze i nie wszedzie da sie zastgpi¢ przez DPNH. Opiera sie
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przy tym gtownie na interpretacji prac Sutherlanda i wspotpracow-
nikdw nad dziataniem ACTH a fosforylazg w nadnerczu. Metabolizm steroli,
dwiec i hormonéw kory nadnercza wymaga wtasnie TPNH. ACTH akty-
wujgc fosforylaze wzmaga powstawanie fosfo-6-glikozy, a tym samym
natezenie cyklu pentozowego w nadnerczu. W dyskusji nad pracg Moch-
nackiej i Szafranskiego o transketolazie mézgowej, Horec-
ker stwierdzit, ze rowniez w watrobie znalazt transketolaze silnie zwiga-
zang z dwufosfotiaming, pominat to jednak w publikacji poniewaz nie przy-
pisywat temu wowczas wiekszego znaczenia. Transketolaza watroby row-
niez nie oddaje fosfotiaminy przy dializie. W pracowni Horeckera
pracuje H e p p e 1znany ze swych badan nad przemiang nukleinowg.

Nastepnie odwiedzitem Hermana Kalckara, ktory pracuje nad jedna
z form zaburzenia metabolizmu cukrowego u dzieci. Zaburzenie to po-
lega na niewydolnosci enzymu wymieniajagcego glikoze na galaktoze wnu-
kleotydzie uracylodwufosfoglikozowym. Normalnie pod wptywem enzymu
iosfogalaktotransferazy nukleotyd ten reaguje z 1-fosfogalaktozg uwalnia-
jac 1-fosfoglikoze a przechodzgc sam w nukleotyd galaktozy. Na tym szcze-
blu nastepuje epimeryzacja galaktozy na glikoze. Niedomoga fosfogalakto-
transferazy prowadzi do gromadzenia sie galaktozy. W badaniach tych
u Kalckara bierze udziat pani Szulmaj ster, stypendystka z Pa-
ryza z pracowni Ephrussi’ego.

Jako go$¢ naukowy Kalckara bawit wtasnie dunski uczony prof.
H.H.Ussing z Kopenhagi. Bada on wptyw wyciggu ze Srodkowej czesci
przysadki na przepuszczalnosé skory zaby. Przepuszcza przez skére roztwor
soli sodowej rejestrujgc napiecie pradow czynnosciowych, réwnoczesnie
obserwuje pod mikroskopem wyglad komorek skory.

0. Hayaishi prowadzi departament toksykologii. Na 15 pracowni-
kéw naukowych tej pracowni toksykologia zajmuje sie dwdch, ktorych
gtownym zadaniem jest $ledzenie piSmiennictwa. Reszta pracuje nad bio-
chemiag drobnoustrojow. Biezace tematy to synteza gramicydyny japon-
skiej, cyklicznego polipeptydu ztozonego z 8 aminokwas6w, oraz powsta-
wanie i metabolizm kwasu szczawiowego u drobnoustrojow. Kwas szcza-
wiowy powstaje obok acetylokonezymu A z kwasu szczawiowooctowego
dziataniem enzymu wymagajacego Mn++. Acetylo-Co-A ulega dekarbo-
ksylacji na formylo-Co-A, ktéry nastepnie rozpada sie na kwas mrowko-
wy i wolny koenzym. Hayaishi ma poruczone zorganizowanie kolo-
kwium o oksydazach na IV Kongresie Biochemikdw we Wiedniu.

J. P. Greenstein zajmuje sie metabolizmem kwasow aminowych u szczu-
réw in vivo. Szczury karmione sg wylacznie ptynem, zawierajgcym wszy-
stkie nieodzowne do utrzymania ich wzrostu sktadniki. W tych warunkach
szczury nie wydajg zadnych statych odchodoéw, co pozwala trzymac¢ ogrom-
ng ich ilos¢ w stosunkowo matej przestrzeni. Dr Greenstein interesuje
sie gtownie rolg poszczegdlnych aminokwaséw w stosunku do amoniaku.
Sa to badania niezmiernie kosztowne ze wzgledu na to, ze cate zapotrze-
bowanie azotowe szczuréw jest pokrywane przez czyste kwasy aminowe.

Tego samego dnia odwiedzitem w pracowni Wyekoffa Louisa Labawa
ktérego prace referowatem w ubiegtym roku na sesji problemowej o me-
tabolizmie wiruséw. L abaw zniechecit sie do badan nad fagami ze
wzgledu na matg powtarzalnosé wynikow. ZaczeliSmy dyskusje o fenome-
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nie maleinowym Kozinskiego (otrzymywanie >5 typhi bez ostonek
i ich liza po przeniesieniu do normalnej pozywki). L ab aw miat podobne
obserwacje u E. coli pod wptywem nadmiaru jonu wapniowego. Prébowa-
tem wyjasni¢ te i podobne zjawiska jako zahamowanie rozwoju wirusow
w zwiazku z obnizeniem metabolizmu komorki, co by dato przedtuzenie
istnienia formy lizogennej bakterii. Dyskusja przeszta na zagadnienia og6l-
nobiologiczne jak zaptodnienie i nowotwory. La ba w jest z wyksztatce-
nia fizykiem, obecnie pracuje nad ulepszeniem metod mikroskopii elektro-
nowej.

Nastepnego dnia odwiedzitem pracownie¢ E. R. Stadtmanna. Pani
Stadtmann pracuje nad reakcjg Sticklanda, tj. utlenieniem ami-
nokwasu sprzezonym bezposrednio z redukcjg innej czasteczki. Stad-
tmann interesuje sie takze metabolizmem owaddw, zaczat od gasienic
zerujacych na sosnie. Ze wzgledu na bogactwo terpenéw w tym materiale
oczekiwat obecnosci odpowiednich enzymoéw. Zachecony pierwszymi wy-
nikami wystat swa wspotpracownice panig Horning specjalnie do Me-
ksyku po larwy btonkéwek zerujagcych na agawach i obecnie prowadzi
nad nimi badania.

Pani Z. P. Smyrniotis (z pochodzenia Greczynka) przeszta do pra-
cowni Stadtmanna od Horeckera, z ktérym pracowata nad
cyklem pentozowym glikozy. Obecnie wyosobnita z gleby drobnoustroje
rozktadajace ryboflawine i studiuje te przemiany. Podobnie dr Schu 1-
majster, stypendysta z Zaktadu Fizykochemii Biologicznej w Paryzu,
wyosobnit bakterie rozktadajgce kreatyne i zaczynat wiasnie badania ich
metabolizmu.

Jako ostatnig w Bethesdzie odwiedzitem pracownie dr H. Mitoma
(oddziat chemii farmakologicznej w Heart Institute), ktory pracuje nad
przemiang cyklicznych aminokwaséw u drobnoustrojéw oraz nad stoso-
waniem aminokwasow do odzywiania parenteralnego. Specjalnie zajmuje
go obecnie oksyprolina, ktéra wydala sie w duzych iloSciach w moczu.
DyskutowaliSmy nad naszymi zagadnieniami zwigzanymi z przemiang ty-
rozyny u owaddw. Chciat mnie skontaktowac z swoim przyjacielem B. N.
La Du, ktéry pracuje rdwniez nad przemiang tyrozyny i ma podobne
trudnosci jak my. Niestety okazato sie, ze wtasnie zachorowat.

Sobote 11.V poswiecitem na wycieczke do Grand Rapids of Potomac.
W niedziele 12 zwiedzitem Galerie Narodowag. W poniedziatek 13 maja
wyjechatem kolejg do Filadelfii.

W Filadelfii miesci sie kilka szkét wyzszych. Odwiedzitem Jefferson
University i Pennsylvania University. W Jefferson University Medical
College pracuje Levenbook w Zaktadzie Biochemii, ktdrego kierow-
nikiem jest Cantarow. Nastepnie bytem w Zaktadzie Biochemii w Penn-
sylvania University Medical School u prof. Gurina. Jest on zamitowa-
nym pedagogiem, totez kilka godzin przedyskutowaliSmy o metodach i kto-
potach dydaktycznych w USA i u nas. Na uwage zastuguje wprowadzenie
przez niego kilku zadan izotopowych do programu ¢wiczen biochemicz-
nych dla studentéw medycyny. W Zaktadzie G ur ina pracuje prof. D. L.
Drabkin, zktérym dyskutowatem o jego publikacji nad wptywem tyro-
ksyny na enzymy oddechowe. Zakwestionowatem interpretacje ilosciowg
przemiany podstawowej podana w tej pracy. Drab k in o$wiadczyt, ze
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przytoczyt tylko dane zebrane z piSmiennictwa, nie zastanawiajgc sie
gtebiej nad. nimi i nie zamierza upierac sie co do ich stusznosci. B. She-
partzpracuje od lat nad oksydatywng przemiang tyrozyny. Przedysku-
towaliSmy szczegétowo nasze prace w tym kierunku. Podkreslit wielkie
trudnos$ci w rozwiagzywaniu tego zagadnienia.

Z Levenbookiem, u ktérego zamieszkatem, dyskutowalismy do
pézna w noc i cate nastepne przedpotudnie. Pracowat on ostatnio nad kwa-
sami nukleinowymi w jajach Drosophili. Znajduje prawie wytacznie (99%)
RNA, z duzg przewagg uracylu i adenozyny. Stosunkowo duzo nukleozy-
dow zwiaszcza dezoksy wystepuje w stanie wolnym. Obecnie bada wyste-
powanie i role glutaminy, ktéra tgcznie z kwasem glutaminowym stanowi
1% ciata ttuszczowego. W obecnos$ci chlorku amonowego wolny kwas prze-
chodzi w glutamine. Przemiane te katalizuje enzym o charakterze globu-
liny. Nawigzujac do prac nad szesciocztonowymi peptydami owadéw —
larwing i puping — wykazal, ze larwina tworzy sie réwniez przy karmie-
niu larw wylgcznie czystymi aminokwasami, jest wiec zwigzkiem endo-
genicznym. Larwy i gasienice majg duzo kwasu bursztynowego i cytry-
nowego, po zapoczwarzeniu ilo$¢ ta spada.

Levenbook potwierdzit w sposéb bardzo przekonywujacy moje do-
Swiadczenia z 1940 r. nad wptywem DPN na oddychanie i melanogeneze
miazgi owadow. Biorac mitochondria z tkanek larwy Gastrophilus a hemo-
lirnfe z Calliphora otrzymywat przez dodanie DPN, kwasu mlekowego i je-
go dehydrogenazy bardzo znaczne przediuzenie oddychania, zwiekszenie
ilosci pobranego tlenu i opdznienie czernienia.

Do University of Pennsylvania nalezy réwniez laboratorium Johnson
Research Foundation kierowane przez B. Chance’a Pracownia ta wy-
warta na mnie najwieksze wrazenie z wszystkiego, co oglagdatem w USA.
Wyekwipowanie stanowig tu nie aparaty seryjnej produkcji, lecz urzadze-
nie zestawione przez samego Chance’a. Jest np. przyrzad rejestrujacy,
w ktérym pisak przesuwa sie od strony lewej do prawej przez obracanie
korbg, réwnoczesnie ruch korby przenosi sie na monochromator zmienia-
jac w sposéb ciggly ditugosé fali Swiatta, zas wychylenia pisaka w gére
i dot rejestrujg wielkos¢ absorpcji przy danej dtugosci fali. W ten sposob
kilka obrotow korby pozwala wykresli¢ w sposéb ciggty widmo badanego
roztworu. Inny zestaw sktada sie z mikrokuwety, w ktorej zanurza sie wi-
brujagca mikroelektroda polarografu, z dwu monochromatoréw, przepusz-
czajacych na przemian przez kiwete promienie oznaczonej dtugosci oraz
z trzech przyrzadéw rejestrujgcych, zktdrych dwa zapisuja absorbcje osob-
no dla kazdego monochromatora, i trzeci dla polarografu. W ten sposéb
mozna rejestrowac¢ réwnoczes$nie preznos$¢ tlenu w kiwecie i absorbcje
przy dwoch dtugosciach fali. Przez odpowiednie nastawienie monochro-
matorow mozna bada¢ zmiany absorpcji wywotane przez redukcje lub utle-
nienie DPN, FAD, lub cytochromu, odczytujgc rdwnoczesnie preznosc tle-
nu w danym momencie. Chance demonstrowal mi preparat mitochon-
dridw, ktory w stanie réwnowagi zupetnie nie zuzywat tlenu, rozpoczynat
natomiast oddycha¢ za dodaniem ADP. Mozna byto przy tym S$ledzi¢ re-
dukcje poszczeg6lnych przenosnikdw elektrondw, az do wyczerpania ADP.
Demonstrowat mi réwniez ciekawy fenomen, ktory referowat 3 tygodnie
przedtem w Chicago na Federation Meeting, wywotujac tam bardzo zywa
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kontrowersje. Je$li mianowicie do wspomnianej zawiesiny mitrochondriow
doda¢ bursztynianu, nastepuje natychmiastowa i zupetna redukcja DPN.
Jest to nieoczekiwany efekt, bo jak wiadomo utlenianie bursztynianu omi-
ja DPN. Prawdopodobnie idzie tu o jakg$ reakcje przebiegajacg w sprze-
zeniu z utlenieniem bursztynianu, np. utlenienie kwasu jabtkowego.

Razem ze mng spedzit to potudnie u Chance’a B. Sacktor, pra-
cujacy w laboratorium wojskowym nad metabolizmem owaddéw, gtéwnie
much. Przywidzt on kilka swoich preparatéw do zbadania metodg Chan-
ce’a. Sposrod wspdbtpracownikéw Chance’a poznatem prof. Anderso-
na, ktdry wrécit niedawno z dtuzszego pobytu we Francji.

W $rode 15 maja pojechatem pociggiem do Nowego Yorku. Zakwatero-
watem sie jako gos¢ S. Ochoay w budynku Hall of Residence w New
York Bellevue Medical Center. Apartament przeznaczony dla 2 studentéw
kosztuje dziennie 8 dolaréw. Zaktad Ochoa’y przedstawia sie kadrowo dos¢
skromnie, natomiast duza ilo$¢ gosci, samodzielnych pracownikow, ktorzy
przyjezdzajg na rok lub diuzej, zmienia go praktycznie w duzy instytut,
w ktérym praca badawcza przestania zupetnie jego charakter dydaktyczny.
Pierwszego dnia Ochoa przedstawit mi w zarysie gtdbwnie kierunki badaw-
cze swego Zaktadu. W ciggu nastepnych dni odwiedzatem kolejno poszcze-
gb6lne pracownie, interesujac sie szczegGtami pracy.

W centrum zainteresowania pracowni Ochoa’y stoja badania zwigzane
z enzymem syntetyzujgcym polinukelotydy z dwufosfonukleotydéw, za-
sadg moze przy tym by¢ adenina, hipoksantyna uracyl, tymina, w stab-
szym stopniu reagujg nukleotydy gwaninowe. Do syntezy potrzebny jest
polinukleotydowy ,primer”, ktérego sktad chemiczny wptywa na wyhor
nukleotyddw z mieszaniny reagujacej. Stosujac r6zne metody fizyko —
chemiczne i enzymatyczne potwierdzit Ochoa zwspo6tpracownikamiiden-
tycznos$¢ szeregu syntetycznych polinukleotydéw z produktami otrzyma-
nymi przez frakcjonowanie naturalnych kwaséw nukleinowych. Punktem
wyjscia badan, ktére doprowadzity do odkrycia tego enzymu, byto poszu-
kiwanie rozpuszczalnego uktadu enzymatycznego, przenoszgcego nieorga-
niczny fosforan na ADP, czyli, bioragc metodycznie, wymieniajagcego kon-
cowy fosforan ATP na fosforan znakowany $rodowiska. Okazato sie przy
tym, ze wymiana taka idzie tym gorzej, im dokladniej oczyszcza sie pre-
parat ATP. Skierowato to uwage na swoistos¢ ADP, a potem dwufosfonu-
kleotydéw w og6le. Pracownia Oc h oa’y zajmuje sie produkcjg tego enzy-
mu, ktéry nazwano w analogii do fosforylazy — nukleofosforylazg. W su-
terynach miesci sie pilotka, w ktérej przeprowadza sie na skale potechnicz-
ng hodowle drobnoustrojow i wyosobnienie enzymu. Enzym jest niestety
bardzo nietrwaty i wymaga przechowywania w niskiej temperaturze. Roz-
syfa sie go wiec w zbiornikach z suchym lodem pocztg lotniczg. Ochoa
wspotpracuje obecnie z catym szeregiem placéwek biochemicznych w Sta-
nach i jego gabinet przypomina chwilami kwatere dowddztwa w czasis ope-
racji wojennej. W czasie naszej kilkugodzinnej rozmowy wielokrotnie prze-
rywaty nam miedzymiastowe rozmowy telefoniczne informujgce o wyniku
doswiadczen. Np. Hep pelz Bethesdy przetelefonowat caty komunikat
pozwalajagcy na wyrysowanie wykresu. Przewaznie przedmiotem badania
jest biosynteza biatka mierzona witgczaniem znakowanych aminokwasow.
Sztuczne polipeptydy stymulujg te synteze na réwni z naturalnym kwasem
rybonukleinowym. Najciekawszym przy tym jest to, ze dobo6r zasad w po-
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linukleotydach wptywa na wybor aminokwaséw sposrdd ich mieszaniny.
Istnieje tu jakis$ ,,code” trudny jeszcze w tej chwili do odcyfrowania.

Drugim z kolei kierunkiem sg badania nad utlenianiem kwasu propio-
nowego, ktére prowadzg goscie naukowi W. S. Beck i Alisa Tietz
Odkryli przy tym reakcje, ktéra nazwali izomeryzacjg kwasu izobursztyno-
wego, lecz wiasciwie jest to reakcja transkarboksylacji. Jesli bowiem izo-
bursztonylo-Co-A inkubowaé z enzymem i znakowanym propionylem CoA,
otrzymuje sie znakowany bursztynylo-CoA i nieznakowany propionylo-
CoA. Reakcja ta przebiega tylko w obecnosci fluorku i dwuweglanu. Auto-
rzy wiec przyjmujg jako hipoteze roboczg powstawanie H2PO3F, ktéry
wymienia fluor na grupe karboksylowg. Fluorofosforan jak tez karboksy-
fosforan sg jako bezwodniki kwasowe zwigzkami wysokoenergetycznymi.
Swiadczy o tym ich odwracalna rownowaga z ATP. Karboksyfosforan sta-
nowi analogie do Lipmannowskiego karbomylofosforanu. Jego funkcja zda-
je sie polega¢ na przenoszeniu grupy karboksylowej. Dr Ti et z pracuje
nad wydzieleniem i oczyszczeniem enzymu zapoczatkujgcego te reakcje
przez wiaczenie fluorku. Enzym ten nazywa fluorokinaza.

Do statych pracownikéw Zaktadu nalezg prof. R. C. Warner i dr
Gilvarg. Warner prowadzagc oddziat fizykochemiczny pomaga wniknaé
w budowe otrzymywanych w syntezie polinukleotydéw, stosujac pomia-
ry dyfuzji metoda interferometryczng, pomiary wiskozymetryczne lepko-
ci, elektroforeze, absorpcje Swiatta itp. Tymi metodami wykazat m. in.,
ze przy zmieszaniu roztwordw syntetycznych polinukleotydéw czysto ade-
ninowych i czysto uracylowych powstaje samorzutnie kompleks o masie
czasteczkowej odpowiadajacej sumie obu sktadnikéw. Dr Gi lv ar g bada
powstawanie kwasu diaminopimelinowego. Jest to ciato wystepujace
u wszystkich przebadanych bakterii z wyjagtkiem gramododatnich kokow
i u niebieskozielonych glonéw. M. Carsiotis bada odcinek cyklu Kreb -
sa miedzy kwasem cytrynowym a a-ketoglutarowym. Oczys$cit dehydro-
genaze izocytrynowg, aktywowang najlepiej przez mangan. Stosujgc me-
tody izotopowe nie zdotat wprowadzié pietna izotopowego do dodanego
Jkwasu szczawiowo-bursztynowego. Nasuwa to watpliwosci, czy kwas ten
wystepuje w ogole jako wolny produkt posredni, czy tez obecny jest tylko
w $ladowych katalitycznych ilosciach.

Do stalych wspotpracownikéw Och oa’y nalezy jeszcze G. W. E.
P laut, ktéry zajmuje sie biogenezg ryboflawiny.

W Bellevue Center odwiedzitem poza tym Zaktady Fizjologii i Mikro-
biologii. Zaktad Fizjologii prowadzi M. Rockstein, wybitny specja-
lista fizjologii owadow. Zajmowat sie zwiaszcza fosfatazami u much
i pszcz64 oraz cholinesteraza i zmianami zachodzacymi z wiekiem w aktyw-
nosci enzyméw. Katedre Mikrobiologii prowadzi A. M. Pappenhei-
m er Jr. Wziatem tam udziat w seminarium na temat mechanizmu zaka-
zania komoérki E. coli przez fagi serii T: Prof. Pappenheimer opo-
wiadat mi o bardzo ciekawych badaniach, ktére prowadzit zdrem Bern-
heimerem nad toksynami streptokokowymi. Zwlaszcza ciekawie sie
przedstawia rozpuszczalna pozakomdrkowa DPN -aza toksyczna dla leuko-
cytéw, przy czym wchianiaja jg jedynie leukocyty zwierzat zakazonych.
Praktyczne znaczenie dla badan nad Corynebacterium dypht. moze mieé
lizogenny fag dyfterytyczny, nad ktorym pracuje Barksdale.
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Pappenheimer interesuje sie bardzo owadami jako materiatem
do badan. Wspélniez C. M. Williamsem i z B. Chancem badal
role metaboliczng cytochromu b5 u owadéw oraz swoisto§¢ immunologicz-
ng biatka hemolimfy.

Ochoa zaproponowat, bym opowiedziat o naszych badaniach z dziedziny
biochemii poréwnawczej w ramach zebran seminaryjnych jego Zaktadu.
Udziat wzieli rowniez goscie z Instytutu Rockefellera i Columbia Univer-
sity. Specjalnie mite byto spotkanie z prof. Nowinskim (Texas), ktéry przy-
jechatl witasnie na kilka tygodni do New Yorku. W dyskusji zabierali gtos
gtownie Ochoa i Dische.

W Instytucie Rockefellera odwiedzitem M. Kunitza. Kunitz za-
demonstrowat mi krystalizacje pod mikroskopem swojej pirofosfatazy i dat
mi wiekszg jej probke. Oprowadzit mnie nastepnie po Instytucie, gdzie mia-
tem sposobno$¢ obejrzenia oryginalnych zestawéw Craiga oraz Stei-
na i Moora w obecnosciich twdrcow.

W najblizszym sgsiedztwie Instytutu Rockefellera miesci sie gmach
Instytutu Sloan-Kettering. Jest to szpital onkologiczny z doskonatymi la-
boratoriami badawczymi. Odwiedzitem tam J. Fox a, ktéry pracuje nad
inhibitorami syntezy puryn. Instytut ma sie przeprowadzié¢ do duzo wiek-
szego pomieszczenia, tymczasem jest tam bardzo ciasno i w laboratoriach
aparaty tarasujg przejscia. Duzym zgrupowaniem biochemikéw moze sie
pochwalié¢ College of Physicians and Surgeons Uniwersytetu Columbia.
Jest tam 13 profesoréw biochemii, przewaznie na etatach klinik, miedzy
innymi E. Chargaff, Z Dische, D. Nachmanson, Rit-
tenberg, Shemin, Sprinson i S Zamenhoff. Zwiedzi-
tem pracownie Chargaffa, Dischego i Zamenhoffa Nach-
manson byt w tym czasie za granica. Rittenberga, Shemina i Sprinsona po-
znatem pdzniej na posiedzeniu ,,Enzyme Club”, na zwiedzenie ich pracow-
ni nie starczyto mi juz czasu.

Chargaff interesuje sie bardzo rozwojem biochemii w Polsce, kt6-
ry $ledzi na podstawie ,,Biuletynu Il Wydziatlu PAN” i ,Acta Biochimica
Polonica” oraz ,Postepdw Biochemii”. Dische specjalizuje sie w od-
czynach cukrowych, poza tym bada biochemie soczewki oka. Zamen -
hoff pracuje nad biochemia transformacji u drobnoustrojéw, jest jed-
nym z czotowych przedstawicieli tego kierunku w Stanach.

»Enzyme Club” grupuje badaczy interesujagcych sie chemia enzymow,
z roznych Srodowisk Nowego Yorku. Posiedzenia zaczynajg sie¢ wspdlnym
obiadem, po czym odbywa sie wyktad z dyskusjg. Podczas mego pobytu
odbyt sie wyktad Pani Stadtman z Bethesdy o jej badaniach nad re-
akcjg Stick landa Na posiedzeniu tym poznatem oprécz wymienionych
juz badaczy z Columbia University paniag Sare Rattner i E Rac-
kera.

Prof. M. Heidelberger pracuje obecnie w Instytucie Mikrobiolo-
gii Ruthgers University w Nowym Brunswiku w Stanie New Jersy (nie-
spetna godzina drogi pociggiem pospiesznym z Nowego Yorku). Instytut
potozony jest samotnie, kilka kilometrow za miastem. Heidelberger opo-
wiada z zapatem, jak przed rokiem spedzit kilka miesiecy w Anglii uczac
sie nowej dla siebie techniki chromatografii, a potem rozpoczat nowe, ory-
ginalne badania nad strukturg wielocukrow bakteryjnych. Punktem wyj-

9 Postepy Biochemii
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Scia byta znana obserwacja, ze niektére surowice przeciwpneumokokowe
dajg strat z dekstranem. Heidelberger stwierdzit, ze te same surowice (anty
I, 1X, X1, XX i XXII) stragcajg rowniez glikogen. Zatozyt wiec, ze swo-
isto$¢ ta obejmuje poliglikozany posiadajgce wigzania 1—4 i 1—6 réwno-
cze$nie. W podobny sposéb charakteryzowat swoisto$¢ innych surowic na
podstawie ich odczynéw precypitacyjnych z wielocukrami o znanej budo-
wie. Odwracajagc zagadnienie probuje obecnie charakteryzowac rézne na-
turalne wielocukry roslinne, przez dobieranie reagujagcych z nimi surowic
0 znanej specyficznosci. Najblizszym wspotpracownikiem Heid elbe r-
gera jest Wactaw Szybalski, wychowanek Politechniki Gdan-
skiej, ktory interesuje sie gtéwnie genetyka drobnoustrojow.

Pieciotygodniowy okres waznos$ci wizy nie pozwolit przedtuzy¢ pobytu
w Nowym Yorku, gdzie biochemika intresowaé musi jeszcze wiele innych
placéwek, np. w Cornell University, gdzie pracuje Du Vigneaud. W piatek
24 maja pozegnatem goscinng pracownie prof. Ochoa’y i odleciatem do
Europy.
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P O S T E P Y B 1 O C H E M 1 1

TOM 111 1957 ZESZYT t4

JERZY KRAWCZYNSKI

Miedzynarodowy Kongres Chemii Klinicznej

Sztokholm 19 — 23 sierpnia 1957 r.

W dniach 19—23 sierpnia 1957 obradowat w Sztokholmie Miedzynaro-
dowy Kongres Chemii Klinicznej zorganizowany przez Szwedzkie Towa-
szystwo Chemii Klinicznej pod protektoratem Miedzynarodowej Federacji
Chemii Klinicznej (International Federation of Clinical Chemistry), Ko-
misji Chemii Klinicznej wchodzacej w sktad Miedzynarodowej Unii Chemii
Czystej i Stosowanej) (Commision of Clinical Chemistry of the Interna-
tional Union of Pure and Applied Chemistry), oraz Skandynawskiego To-
warzystwa Chemii Klinicznej i Klinicznej Fizjologii (Scandinavian Society
for Clinical Chemistry and Clinical Physiology).

W Kongresie wzieto udziat 400 delegatéw reprezentujgcych 31 krajow.
Najliczniejsza byta delegacja gospodarzy liczaca 89 cztonkéw. Liczne byty
tez delegacje panstw skandynawskich (Dania — 34 osoby, Finlandia — 28
0s0b, Norwegia — 18 oso6b), oraz delegacje: Wielkiej Brytanii — 44 osoby,
Niemiec — 36 0sob, Standw Zjednoczonych — 25 os6b, Holandii — 21 oséb
i Zwigzku Radzieckiego — 19 osob). W skiad delegacji polskiej wchodzity
3 osoby (Prof, dr Z. Stolzman, prof. dr L. Dziatoszynski i doc.
drJ. Krawczynski).

Obrady odbywaty sie na terenie Karolinska Institutet. Kongres otwar-
ty zostat przez szwedzkiego ministra Oswiaty p. Ing vara Lindella.
Honorowym Przewodniczagcym Kongresu zostat wybrany prof. D. Van
Sfyke.

Referaty podstawowe po$wiecone zagadnieniom stanowiacym zasadni-
czg tematyke Konkresu wygtaszano na posiedzeniach przedpotudniowych.
Po potudniu obrady odbywaly sie rownolegle w 3 a nawet 4 sekcjach. Na
posiedzeniach sekcji przedstawiano krotkie doniesienia zgtoszone przez de-
legatéw mniej lub wiecej zwigzane z zasadniczg tematyka Kongreslu.

Tematyka Kongresu obejmowata nastepujgce zagadnienia:

A. Wplyw hormondéw na przemiane elektrolitow,

B. Metody chromatograficzne i ich zastosowanie w Kklinice,

C. Chemia kliniczna wielocukrowcow,

D. System DPN+ i jego zastosowanie w chemii klinicznej.

Ad A: Referaty wprowadzajgce wygtosili: J. F. Tait (W. Bryt.) w imie-
niu wiasnym i wspotpracownikéw referat pt. ,,Correlation of adrenal ste-
roid concentrations and changes in electrolyte metabolism”, F. Bartter
(USA) referat pt. ,,On the hormonal regulation of body fluid volume and
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composition” oraz F. Prunty i McSwiney (W. Bryt.) referat pt.
»Some clinical considerations of body electrolytes in relation to hormone
action”.

W referatach tych omdéwiono m. in. nastepujace problemy: Wynikiem
dziatania hormondéw nadnerczy na przemiane elektrolitéw u zwierzecia po-
zbawionego nadnerczy jest zatrzymanie sodu, zwiekszone wydalanie potasu
z ustroju i doprowadzenie do normalnych wartosci cisnienia krwi i filtra-
cji kiebuszkowej. Ze znanych dotychczas mineralokortikosteroidéw naj-
wieksze znaczenie maja aldosteron i kortizol. Efektywno$¢ tych hormonéw
przy usuwaniu objawdw niewydolnosci nadnerczy nie jest jednak jednako-
wa w odniesieniu do kazdego objawu. Dziatanie hormonoéw zalezy tez od
warunkéw, w jakich znajduje sie organizm. Przy przewleklym podawaniu
ACTH dominujgcg role w przemianie mineralnej odgrywa kortizol, po
usunieciu przysadki mézgowej — aldosteron, a w syndromie adreno — ge-
nitalnym przebiegajagcym z objawami nadcisnienia — 17 — hydroksy —
dezoksykortikosteron i dezoksykortikosteron.

Metabolitami kortizolu wydalanymi z moczem sg: tetrahydrokortizol
i allotetrahydrokortizol. Po dozylnym podaniu znakowego kortizolu usta-
lono, ze jego okres poéitrwania w puli wymiennej ustroju wynosi 1,4 go-
dziny. Metabolizm aldosteronu studiowano przy pomocy aldesteronu zna-
kowanego tryterem. Okres pétrwania aldosteronu jest krotszy niz korti-
zolu i wynosi tylko 0,4 godz. Po 24 godz. wydala sie z moczem 49% po-
danej radioaktywnosci, z czego 33% w formie glukoronidow.

Kliniczne metody oznaczania aldosteronu ograniczajg sie do oznacza-
nia jego zawartosci w moczu po ekstrakcji przy pH — 1. Oznaczanie we
krwi napotyka na wielkie trudnos$ci. Przed oznaczeniem poleca sie prze-
prowadzi¢ oczyszczenie ekstraktu na drodze chromatograficznej.

Poddany zostat krytyce szeroko rozpowszechniony poglad Luetsche-
ra, wg ktérego istnieje $cista zalezno$¢ miedzy wydalaniem sodu i wyda-
laniem aldosteronu (wzrostowi wydalenia aldosteronu towarzyszy spadek
wydalania sodu i odwrotnie). Stwierdzono bowiem, ze przy obcigzeniu
ustroju sodem (20 gm dzienne) nastepuje spadek wydalania aldesteronu
i wzrost wagi ciata. Wzrost wydalania sodu zachodzi jeszcze 24 godziny
wczesniej, co dowodzi, ze proces ten nie jest regulowany tylko przez aldo-
steron. Wydalanie aldosteronu przez normalnego osobnika nie ulega w cig-
gu doby wahaniom. Wyraznym wahaniom dobowym podlega natomiast
wydalanie elektrolitow i kortizolu, co $wiadczy, ze aldosteron nie odgry-
wa wazniejszej roli w regulacji tych proceséw. W nerczycy przebiegajacej
ze znaczng utratg elektrolitéw zaobserwowano 10 X wieksze wydalanie
aldosteronu niz normalnie, a wiec zndw brak zaleznos$ci sugerowanej przez
Luetschera. Wydaje sie natomiast, ze zachodzi $cista zalezno$¢ mie-
dzy ilosciag wydalanego z moczem aldosteronu a objetoscig ptynu poza-
komoérkowego (PPK) w ustroju (odwrotna proporcjonalnos¢). Taka sama
zalezno$¢ wydaje sie istnie¢ miedzy wielkoscia filtracji ktebuszkowej a ilo-
$cig wydalanego aldosteronu.

Zwrocono tez uwage na znaczenie hormondw tarczycy w przemianie
elektrolitow. Istniejg dowody na to, ze hormon tarczycy moze ostabié dzia-
tanie ACTH na kore nadnerczy. Hormony piciowe: testosteron i estrogen
moga spowodowac zatrzymanie sodu i wody w ustroju. Wptyw estrogenow
na wydalanie sodu moze by¢ bardzo znaczny w okresie przedmiesigczko-
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wym imusi by¢ brany pod uwage przy badaniach nad metabolizmem elek-
trolitbw. Progesteron wptywa na gospodarke elektrolitowg ustroju w ten
sposob, ze powoduje zwiekszone wydalanie sodu z moczem i utrate wody
przez ustrdj.

Istniejgce zalezno$ci miedzy czynnoS$cig gruczotow wewnetrznego wy-
dzielania a gospodarkg elektrolitowg ustroju majg coraz wieksze znacze-
nie w diagnostyce laboratoryjnej.

Ad B. Wprowadzajacy referat pt. ,,Recent advances in chromatography”
wygtosit prof. Lederer z Paryza. W referacie autor daje og6lny obraz
ewolucji, jakiej ulegajg metody chromatograficzne, i przedstawia mozliwo-
$ci zastosowania chromatografii do celéw chemii klinicznej. Bardziej szcze-
gétowo omawia nastepujgce metody:

1. Chromatografie absorpcyjng z zastosowaniem standaryzowanych
adsorbenséw oraz tzw. adsorbenséw swoistych otrzymywanych przez po-
krycie obojetnego nosiciela substratem enzymu lub przeciwciatem adsor-
bujgcym swoiscie dany enzym lub antygen. Wymywanie poleca przepro-
wadzié¢ przy zastosowaniu roztworéw rozpuszczalnika o stale wzrastajacej
sile wymywajacej (gradient elution).

2. Chromatografie z uzyciem wymienniké6w jonowych. Technika ta
pozwala juz na chromatograficzne rozdzielenie biatek o c.cz. od 10 do 100
tys. Syntetyczne pochodne celulozy nadajg sie szczegdlnie dobrze do roz-
dzielania enzymdw a coraz szerzej wprowadzane sg do badan wymienniki
swoiste dla pewnych grup zwigzkow.

3. Chromatografie bibutowa ze szczegdlnym uwzglednieniem metod:
iloSciowych oraz metod z zastosowaniem radioaktywnych indykatoréw.

Autor zwraca tez uwage, ze w ostatnim czasie przy pomocy chromato-
grafii odkryto szereg nowych sktadnikéw wystepujacych w ptynach ustro-
jowych, jak np. lathosterol, rakotwo6rczy produkt utleniania cholesterolu,
nowy kwas uronowy w kwasie chondroitynosiarkowym itd. Przy uzyciu
chromatografii przebadano metabolizm rakotwé6rczego weglowodoru —
benzantracenu. Przeprowadzono tez szczegbtowg analize chromatograficz-
ng moczu ludzkiego wykrywajac przy tym wiele nowych sktadnikéw.

Identyfikacja substancji jedynie przez okre$lenie wartosci Rf jest uwa-
zana dzisiaj za niewystarczajaca i musi by¢ uzupetniona przez okre$lenie
niektérych wiasnosci fizycznych badanej substancji (np. punktu topnie-
nia).

Uzupetnieniem powyzszego referatu byt referat L. Huis int Veld
(Holandia) pt.: ,The use of chromatografie methods for clinical steroid
analysis”.

Chromatografia adsorpcyjna lub rozdzielcza jest stosowana przy kli-
nicznej analizie steroidow w nastepujacych celach:

1. Usuniecie substancji przeszkadzajgcych przy przeprowadzaniu ozna-
czen kolorymetrycznych lub spektrofotometrycznych,

2. Zwiekszenie czutosci metod analitycznych przez rozdzielenie od sie-
bie poszczegdlnych steroidéw cechujacych sie np. niejednakowym powino-
wactwem do odczynnika, z ktérym dajg reakcje barwna,

3. Zwiegkszenie wartosci diagnostycznej przeprowadzanych w labora-
toriach klinicznych oznaczen steroidéw w moczu przez mozliwos$é okresle-
nia ich pochodzenia (gonady czy nadnercza).
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Metody chromatograficzne w analizie klinicznej steroidow majg w pew-
nym sensie ograniczony zakres dziatania, szczego6lnie gdy chodzi o ich zna-
czenie jako metod ilosciowych lub potilosciowych.

Doktér C. Dent z Londynu w referacie pt: ,,Clinical applications of
aminoacid chromatography” omawia znaczenie chromatografii bibutowej
przy badaniu sktadu aminokwasowego ptynoéw ustrojowych. Sktad amino-
kwasowy osocza jest na ogot staty. Wahania w warunkach fizjologicznych
(np. po spozyciu biatek) sg niewielkie. Wszystkie wieksze zmiany (ilo-
Sciowe i jakosciowe) wskazujg wiec na istnienie powaznych zaburzen
w ustroju (przewaznie uszkodzenie watroby i nerek). Zmiany w moczu od-
bijajg sie na aminokwasowym sktadzie moczu. W ludzkim moczu stwier-
dzono ostatecznie obecnos$¢ 27 zidentyfikowanych aminokwaséw, 10 ami-
nokwasow niezidentyfikowanych i 26 peptydow. Sktad aminokwasowy mo-
czu osobnika zyjacego w standardowych warunkach jest na og6t staty.
Rdéznice pod tym wzgledem miedzy poszczegdlnymi osobnikami mogg by¢
jednak dos$¢ duze. Sktad aminokwasowy moczu moze byé uwarunkowany
tez czynnikami dziedzicznymi (u 5°%0 ludzi gtéwnymi aminokwasami moczu
sg glicyna i kwas beta-aminoizomastowy w odréznieniu od normalnie wy-
stepujacych jako gtowne aminokwasy: glicyny, tauryny i histydyny) oraz
stanem czynnos$ciowym nerek. W stanach patologicznych poza schorzenia-
mi watroby zmiany sktadu aminokwasowego moczu sa niemal wytgcznie
pochodzenia nerkowego. (Uszkodzenie nerek w otowicy, przy zatruciu k-
zolem, zaburzenie ich czynnoS$ci przy hipowitaminozie C i D u dzieci).
Nawet w chorobie Wilsona i przy galaktozemii zmiany sktadu aminikwaso-
wego moczu sg wynikiem uszkodzenia nerek przez gromadzgce sie w ustro-
ju: miedz i galakto”e.

Podajgc przyktady standéw patologicznych cechujacych sie nienormalng
aminoacidurig autor jeszcze raz podkresla role czynnika dziedzicznego jako
gtdwnej przyczyny wystepowania tych stanéw. Przy badaniu iloSciowych
zmian skltadu aminokwasowego moczu oraz mechanizmu patologicznej
aminoacidurii szczegblnie wazng role odgrywa chromatografia na wymien-
nikach jonowych zastosowana przez Moora i Steina, oraz testy oczyszczania
dla pojedynczych aminokwasow (renal clearances): jest to szczegdlnie waz-
ne przy badaniu zaburzen u heterozygot, u ktérych patologiczna aminoaci-
duria stanowi ceche recesywng nieznacznie wptywajaca na ilos¢ i skiad
wydalanych z moczem aminokwaséw.

Ad C. Wprowadzajgce referaty wygtosili: Prof. G. Blix (Szwecja) pt.
»Mucopolysaccharides and glycoproteins”, Prof. H. Schultze (NRF)
pt. ,,Klinisch interesante Polysacharidverbindungen”, oraz Dr P. Kent
(W. Bryt.) pt. ,,Recent development in the biochemistry of mucosubstan-
ces .

Blix rozréznia nastepujagce rodzaje mukopolisacharydow:

1. Mukopoliuronidy (kwas chondroitynosiarkowy, kwas hialuronowy
. heparyne),

2. Polisacharydy, w ktérych podstawowymi elementami strukturalny-
mi sa N: -acetyloglukozamina, N -acetylogalaktozamina, galaktoza i fuko-
za. Czasteczka tych polisacharydéw przedstawia sie jako spolimeryzowany
dos¢ dtugi tancuch, od ktérego odchodza drobne odgatezienia tworzone przez
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fukoze, heksozamine lub reszty kilku — cukrowcowe (substancje grupowe
krwi, niektdre polisacharydy wystepujagce w komorkach nabtonkowych).

3. Polisacharydy wchodzace w skiad $luzéw produktowanych przez ko-
morki nabtonkowe, w ktérych elementem strukturalnym jest kompenenta
weglowodanowa zbudowana z réznowaznych ilosci N -acetylohekzoaminy
i kwasu sialowego.

W surowicy spotyka sie glukoproteidy, ktérych cze$¢ weglowodanowa
zbudowana jest z jednostek strukturalnych skiadajgcych sie z mannozy —
galaktozy — heksozaminy i kwasu sialowego — heksozaminy. Sposob po-
wigzania czesci weglowodanowej z biatkami surowicy i jej struktura moga
ulega¢ znacznym zmianom w czasie choroby, co $wiadczy o duzym znacze-
niu diagnostycznym tych zwigzkow.

Schultze dzieli zwigzki, jakie tworzg weglowodany w organizmie
ludzkim i zwierzecym na 3 grupy, z ktérych ostatnia obejmuje zwigzki za-
wierajagce w czasteczce kwas uronowy.

Grupa | obejmuje zwigzki, w sktad ktérych wchodza glukoza, fruktoza,
ryboza i dezoksyryboza (produkty przemiany pos$redniej glukozy, estry
heksozofosforowe, glikogen, kwasy nukleinowe).

Grupa Il obejmuje tzw. ,glikopolipeptydy” i gliko(muko)proteidy,
w sktad ktérych wchodzi galaktoza, mannoza, fukoza, N -acetyloglukoza-
mina, N “acetylogalaktozamina i kw. sialowy.

Grupa 11l obejmuje poliuronidy B 1ix a.

Autor zwraca uwage na kliniczne znaczenie tych zwigzkdw, zwitaszcza
grupy Il i I, nie docenianych jeszcze dostatecznie z tego punktu widze-
nia. Przy identyfikacji tych zwigzkéw i okresleniu ich lokalizacji w tkan-
kach i poszczego6lnych komdrkach wielkg role powinna wg autora odegraé
cytochemia zwigzkéw wielocukrowcowych.

Praktycznie szczegOlnie wazne jest badanie zwigzkow wielocukrowco-
wych w surowicy. Dotyczy to zwiaszcza grupy Il, poniewaz zwigzki gru-
py Il wystepuja tam tylko w niewielkich ilosciach. Dotychczasowe bada-
nia nad glukoproteidami wystepujgcymi w surowicy, prowadzone przy po-
mocy elektroforezy bibutowej, sg niewystarczajagce. W obrebie opisywanych
najczesciej jako wigzacych weglowodany frakcji a i fi globulinowej spo-
tyka sie bowiem biatka zaréwno ubogie jak i bogate w weglowodany. Dla-
tego tez autor proponuje nastepujacy podziat biatek surowicy:

1) ubogie w weglowodany biatka surowicy z wytgczeniem y globulin,

2) bogate w weglowodany biatka surowicy z wytgczeniem vy globulin,

3) ubogie w weglowodany y globuliny,

4) bogate w weglowodany y globuliny,

5) bogate w weglowodany i ubogie w weglowodany immunoglobuliny.

Badanie glikoproteidow w surowicy ma szczegélne znaczenie diagnosty-
czne przy zapaleniu stawow, w zawale miesnia sercowego, w schorzeniach
watroby, w obrzeku sluzakowatym, w schorzeniach urazowych, nowotwo-
rowych itp.

Duze znaczenie diagnostyczne ma tez badanie moczu w kierunku wy-
krycia obecnosci produktow depolimeryzacji mukopolisacharydéw.

Kent opisuje szczeg6towo ostatnie osiagniecia w ustaleniu struktury
kwasu chondroitynosiarkowego, a m. inn. wyizolowanie dwucukrowca
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chondrozyny bedacej /?-glukuronozylo 1-, 3-glukozamina, co pozwolito usta-
lic, w jaki spos6b wiaze sie w czasteczce kwasu chondroitynosiarkowego
kwas uronowy. Na podstawie wiasnosci fizycznych oraz dziatania hialuro-
nidazy bakteryjnej, jak tez hialuronidazy wypreparowanej z jadra wotu
mozna wyréznié trzy typy kwasu chondroitynosiarkowego A, B i C.

W dalszym ciggu autor zajmuje sie zagadnieniem biosyntezy kwasu
chondroitynosiarkowego kolejno rozpatrujgc mechanizm wykorzystania
jonu siarczanowego przez organizm, proces biosyntezy aminocukrow i kwa-
s6w uronowych, oraz sam proces polimeryzacji.

Jon siarczanowy pochodzi z aminokwasow zawierajacych siarke i uwol-
niony ostatecznie z kwasu /?-sulfinylopyrogronowego powstatego w wyni-
ku transaminacji kwasu — cysteinosiarkowego i kwasu a keto-glutarowe-
go. W wyniku nastepujacych reakcji:

ATP + SO4 -> adenozyno -5 fosforosiarczan (AMPS) + pyrofosforan (PP)
AMPS -f ATP -> fosforoadenozyno -5- fosforosiarczan (PAPS) + PP

powstaje PAPS uwazany przez Kilza i Lipmanaza ,aktywny siar-
czan” spetniajagcy role donatora grup siarczanowych.

Glukozamina powstaje w nastepujgcych reakcjach bezposrednio z glu-
kozy:

glukoza -> ©ster glukozo -6 fosforowy + glutamina ester 6 -fosforowy-glukozaminy.

Grupa aminowa glukozaminy jest natychmiast acetylowana przez sy-
stem: acetylowany -CoA i ATP, w wyniku czego otrzymuje sie ester —
6-fosforowy N-acetylglukozaminy i CoA. Ester 6-fosforowy N-acetyloglu-
kozaminy znajduje sie w rownowadze z estrem 1 fosforowym N-acetyl glu-
kozaminy przy obecnosci estru 1,6 dwufosforowego glukozy.

W reakcji miedzy kwasem urydylotréjfosforowym (UTP) i N-acetylo-
glukozaming powstaje urydylodwufosfoacetyloglukozamina, ktéra ulega
przemianie w odpowiedni nukleotyd N-acetylo-galaktozaminy.

Biosynteza kwasu glukuronowego zachodzi prawdopodobnie w wa-
trobie z udziatem dehydrogenaz przez utlenienie UDP-glukozy do UDP-
kwasu glukoronowego. Zagadnienie polimeryzacji jako ostatniego stadium
biosyntezy polisacharydéw jest niejasne. Wydaje sie jednak, ze w procesie
tym szczeg0lng role odgrywajg nukleotydy urydylowe. Ostateczne wyjas-
nienie procesOw przemiany i biosyntezy polisacharydéw moze mie¢ nie-
powszednie znaczenie dla zrozumienia mechanizmu szeregu procesow bio-
chemicznych w réznych stanach patologicznych.

Ad D. W referacie wstepnym prof. H. Theorella (Szwecja) pt. ,,Ana-
lytical procedures based en DPN-linked enzyme systems” oméwiono teo-
retyczne podstawy uzasadniajgce zastosowanie tego typu enzymoéw do
analiz klinicznych. Autor jest zdania, ze tego typu oznaczenia wyprag z re-
pertuaru analityki lekarskiej wiele analiz powszechnie dzi$ przyjetych
i powszechnie uwazanych za klasyczne, gtdwnie ze wzgledu na nastepujace
zalety:

1) enzymy sprzezone z DPN lub TPN biorg posredni lub bezposredni
udziat w wielu reakcjach zwigzanych z posSrednig przemiang materii
w ustroju ludzkim,
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2) zredukowane koenzymy DPNH lub TPNH wykazujg maksimum ab-
sorpcji przy dtugosci fali $wiatta 340 mju, co umozliwia stosunkowe tatwe
ich oznaczenie metodami spektrofotometrycznymi,

3) DPNH jak i TPNH pobudzone swiattem o dtugosci fali 340 m{v da-
ja biato-niebieska fluorescencje, co umozliwia przeprowadzenie oznaczen
z doktadnos$cig do 10—8 mola,

4) Zaréwno DPNH jak i TPNH nie podlegajg autooksydacji, co umozli-
wia przeprowadzenie oznaczenn w warunkach aerobowych.

Prof. V. Hinsberg (NRF) w referacie pt. ,,Der diagnostische Wert
DPN-abhangiger Enzyme” stwierdza, ze z ok. 30 enzymoéw zaleznych od sy-
stemu DPN tylko niewielka ich cze$¢ znalazta zastosowanie w diagnostyce
laboratoryjnej.

Metody oparte na mierzeniu stezenia DPN i DPNH (pomiar réznicy
ekstynkcji przy 340 mju) mozna podzieli¢ na 3 grupy:

1) Metody, w ktérych znaczenie diagnostyczne posiada oznaczenie ak-
tywnosci samego enzymu (np. dehydrogenazy kwasu mlekowego (LD) al-
dolazy, transminazy glutamino-szczawiooctowej (GOT), transaminazy glu-
tamino-pyrogronowej (GPT) itd.

2. Metody, w ktérych enzym jest wykorzystany do oznaczenia innego
sktadnika, np. alkoholu, glukozy, kwasu mlekowego, kwasu pyrogrono-
wego itp.

3. Metody, w ktdrych enzym zalezny od DPN zostaje dodany do $ro-
dowiska celem uzyskania bardziej dogodnych warunkéw do wykonania
pomiaru.

Autor przewiduje, ze obok dzisiaj juz stosowanych w analityce lekar-
skiej enzymow, takich jak GOT, GPT, LD, MD i aldolaza, wiele innych
jeszcze enzymow zaleznych od systemu DPN DPNH (fosfoglicerokinaza,
dehydrogenaza kwasu jabtkowego i inne) znajdzie wkrotce praktyczne za-
stosowanie. Autor podkresla szczegdlne znaczenie diagnostyczne oznacze-
nia aktywnosci niektérych enzymow, a zwitaszcza aldolazy w schorzeniach
watroby i mie$ni oraz transaminaz w schorzeniach miesnia sercowego.

Prof. F. Wrdéblewski (USA) w referacie pt: ,,The clinical signifi-
cance of alterations in lactic dehydrogenase activity of body fluids”, opie-
rajac sie na bardzo bogatym materiale klinicznym, omowit znaczenie dia-
gnostyczne oznaczenia dehydrogenazy kwasu mlekowego (LD) w surowicy
ptynach przesiekowych (PP) i w piynie mozgowo-rdzeniowym (PMR)
w przebiegu roznych schorzen. Wzrost aktywnosci LD w surowicy spotyka
sie w wielu schorzeniach. Znaczenie diagnostyczne i rokownicze ma to
przede wszystkim w rozpoznawaniu zawatu sercowego (zmiany wystepujg
b. wcze$nie 6— 12 godzin po zawale), oraz w stawianiu prognozy co do
jego przezycia, poniewaz wzrost aktywnosci LD w surowicy jest proporcjo-
nalny do wielkosci uszkodzenia miesnia sercowego). Wzrost aktywnosci
LD powyzej 3000 jednostek przy normalnych wartosciach 200—680 jedn.
Iml -rokuje bardzo zle. Podwyzszenie aktywnos$ci LD w surowicy spotyka
sie w rowniez w chronicznych biataczkach szpikowych, w rozsianym ra-
ku, w ostrych schorzeniach homolitycznych, w ostrym zapaleniu watroby,
przy uszkodzeniu miesni szkieletowych, a sporadycznie w ostrych schorze-
niach nerek i trzustki.



376 J. KRAWCZYNSKI

We wszystkich tych schorzeniach enzym wydostaje sie zkomorek uszko-
dzonego narzadu i przenika do ptynu pozakomérkowego (PPK). Z powyz-
szego wynika jasno, ze wzrost aktywno$ci LD w surowicy nie jest préba
swoistg i przy ustalaniu rozpoznania odgrywa role pomocniczg (wyjatek
zawal miesnia sercowego).

W schorzeniach nowotworowych znacznie wieksze znaczenie prakty-
czne ma oznaczanie aktywnos$ci LD w ptynach przesiekowych. Przy scho-
rzeniach nienowotworowych aktywno$¢ LD w piynie przesiekowym jest
zawsze mniejsza niz aktywno$¢ LD w surowicy. W razie obecno$ci nowo-
tworu wystepuje zjawisko odwrotne. Nalezy zaznaczy¢, ze i hodowane in
vitro komorki rakowe wydalajag do Srodowiska znaczne ilosci LD. Znacze-
nie diagnostyczne tego zjawiska jest tym wieksze, ze moze mie¢ ono miejsce
nawet wtedy, gdy mikroskopowe badanie przesieku nie wykaze obecnosci
komoérek nowotworowych. W wynik leczenia nowotworu czy to hormona-
mi, czy tez iperytem azotowym mozna na odwrdt uzyskac obnizenie aktyw-
nosci LD w plynie przesieckowym bez wyraznego zmniejszenia ilosci ko-
morek nowotworowych stwierdzalnych mikroskopowo, co $wiadczy o wpty-
wie jaki wywiera stosowany s$rodek leczniczy na metabolizm komorek no-
wotworowych.

U oséb normalnych i u osobnikéw nie cierpigcych na schorzenia central-
nego systemu nerwowego (CNS) aktywnosé LD w PMR jest zawsze nizsza
niz aktywno$¢ LD w surowicy. W schorzeniach nowotworowych z przerzu-
tami do moézgu (biataczka limfatyczna z ogniskami w mozgu) aktywnos¢
LD w PMR jest podwyzszona. Pierwotne nowotwory mézgu nie wywotuja
podwyzszenia aktywnosci LD w PMR. W zapaleniach opon moézgowych
(takze w Meningitis thc.) w ostrym stadium spotykamy sie ze znacznym
podwyzszeniem aktywnos$ci LD w PMR. Mechanizm wzrostu aktywnosci
LD w PMR nie jest jasny. LD moze pochodzi¢ z leukocytéw lub tez ery-
trocytow pojawiajacych sie w wiekszych ilosciach w PMR w niektorych
schorzeniach, lub tez w wyniku uszkodzenia bariery mézgowo-rdzeniowe;j.

Na zakonczenie autor podkresla, ze dopiero dalsze badania moga osta-
tecznie pozwoli¢ na ocene praktycznego znaczenia z punktu widzenia kli-
nicysty*, oznaczen aktywnosci LD w ptynach biologicznych.

Sposrod 141 przedstawionych na Kongresie doniesien na specjalng uwa-
ge zastugujg nastepujace:

1 Chen Pai-En (ChRL) ,,Abnormalities of copper metabolism
in Wilsons disease”.

Przebadano 7 chorych. Oznaczano zawarto$¢ miedzi i ceruloplazminy w surowicy
moczu i kale. Zawarto$¢ miedzi w tkankach i moczu jest podwyzszona, natomiast
zawarto$¢ ceruloplazminy w surowicy i miedzi w kale jest obnizona. Fakty te prze-
mawiajg za tym, ze choroba Wilsona jest wrodzonym zaburzeniem metabolicznym
polegajacym na uposledzeniu biosyntezy ceruloplazminy w ustroju prowadzacym do
wzmozonego odktadania sie miedzi w tkankach. Autor sugeruje nazwe ,cupresis” lub
,acaeruloplasminosis” dla okre$lenia powyzszego schorzenia.

2. H. Dulce, T. Gunther, E Schutte (NRF): ,Influence
of adrenalectomy on water and electrolyt metabolism of organs”.

W niewydolno$ci nadnerczy nastepuje obnizenie poziomu sodu i chlorkéw suro-
wicy oraz zmniejszenie objetosci PPK. RdAwnocze$nie wzrasta poziom potasu w su-
wicy. Autorzy oznaczali zawarto$¢ potasu, sodu i chloru oraz wody zwigzanych $réd-
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komérkowo i pozakomdrkowo w tkance watrobowej, miesniowej i w skérze normal-
nego i pozbawionego nadnerczy szczura. Stwierdzono, ze po adrenalektomii nastepuje:

a) wzrost ilosSci wody zwigzanej Srodkomoérkowo w watrobie. Na — wchodzi do
komérek w stezeniu wiekszym, a chlorki w stezeniu mniejszym niz w ptynie poza-
komérkowym (PPK). Stezenie potasu spada zar6bwno w komorkach jak i PPK.

b) W miegdniu zawarto$¢ wody w komdrkach réowniez wzrasta. Chlorki gromadza
sie w komdrkach w stezeniu wiekszym niz w PPK. Zawarto$§¢ Na i K w PPK spada,
a pozostaje bez zmian w komédrkach.

¢) W skdrze nastepuje najwiekszy wzrost zawartosci wody. Przestrzen sodowa
pozostaje niezmieniona, tzw. ,zwigzany CI” jest obnizony.

Hormony nadnercza wptywajg wiec na:

a) w komoérkach watroby i miesnia na aktywny transport jonéw przez btone ko-
mdrkowa,

b) w skoérze na proces pecznienia kollagenu.

3. T. Aronsson, A Gronwall (Szwecja): ,Improved séparation

of serum proteins in paper electrophoresis — a new electrophoresis buffer”.
Autorom udato sie rozdzieli¢ biatka surowicy przy pomocy elektroferozy bibutowej

na 9 frakcji: frakcje przedalbuminowg oraz albuminy, *i, a2a az2b, Bi, B2, 83,y globuliny
stosujagc bufor sktadajacy sie z trihydroksymetylaminometanu (Tris), kwasu etylen-
diaminotetraoctowego (EDTA) i kwasu bornego.

4. 0. Foss (Norwegia): ,J131 as amplifier in paper electrophoresis
of law concentrated protein solutions”.

Przy stosowaniu elektroferozy bibutowej do badania ptynéw o matej zawartosci
biatka konieczne jest zageszczenie ptynu az do uzyskania stezenia biatka 1 g°/. Unik-
ng¢ tego mozna przeprowadzajgc jodowanie biatek przy pomocy Ji131 i odczytujac pro-
teinigramy metodg autoraidiografiii. W ten sposéb mozna przeprowadzi¢ elektroforeze
bibutowa roztwordw biatek zawierajacych Img°/o biatka.

5. M. Keler, Z Pucar, M. Petek (Jugostawia) ,Zweidi-
mensionale Elektrochromatographie und Triasfarbung normaler und pa-
thologischer humanen Sera”.

Stosujac technike dwuwymiernej elektrochromatografii przebadano szereg su-
rowic normalnych i patologicznych stosujac swoiste dla lipoidéw (czern sudanowa)
weglowodanéw (kwas nadjodowy — fuksyna) i biatek (czern amidowa) metody bar-
wienia. Stwierdzono, ze weglowodany wedrujg zawsze razem z frakcjami biatkowymi.
Natomiast lipoidy mozna podzieli¢ <na 3 grupy: 1) obojetne tluszcze zaadsorbowane
przez bibute na linii startowej, 2) swobodne lipoidy adsorbujace si¢ na bibule, po-
chodzace z chylomikronéw i frakcji lipoidowej takiej jak frakcja o2 -globulinowa.
Ta ostatnia frakcja lipoidowa sktada sie jeszcze z 2 komponent; jednej od poczatku
elektroforezy wedrujacej swobodnie i drugiej, ktdra poczatkowo wedruje z y-glo-
bulinami. 3) lipoidy nie adsorbujgce sie na bibule, silnie zwigzane z biatkami. W gru-
pie tej mozna wyréznic: ai, <2, B, y lipoproteidy. Dwuwymiarowa elektrochromatogra-
fia bardziej umozliwia zréznicowanie lipoidow w surowicy niz zwykta elektrofereza
bibutowa. W stanach patologicznych, w zachowaniu sie i sktadzie frakcji lipoidowych
dajg sie zauwazy¢ znaczne odchylenia od normy. Wszystkie przebadane przez nich
surowice patologiczne autorzy sklasyfikowali w obrebie 5 grup charakteryzujgcych
sie swoisitymi zmianami w obrebie frakcji lipoidowych.

6. G. Tonini, C. De Risie (Witochy): ,Paper electrophoresis
of cerebrospinal fluid (CSF) proteins”.



378 J- KRAWCZYNSKI [10]

Autorzy stwierdzili, ze biatka ptynu mézgowo-rdzeniowego pochodzg czesciowo
z surowicy (albuminy), cze$ciowo za$ z centralnego systemu nerwowego (frakcja
przedalbuminowa i globuliny). Sugerujg tez, ze wzrost zawarto$ci globulin moze by¢
wynikiem lokalnego podraznienia systemu siateczkowo-$rodbtonkowego.

7.P. Almquist, E Lausing (Szwecja: ,A study of serum
glucoproteins in cancer”.

Badania przeprowadzono na 224 pacjentach. W przypadkach wolnych od prze-
rzutéw stwierdzono wzrost policharydéw w obrebie frakcji «i i o2 glubulinowych,
a w przypadkach z przerzutami zaobserwowano zmiany zawarto$ci polisacharydéw
w obrebie albumin i [3 globulin. Zmiany te nie byly jednak znamienne statystycznie.

8. D. Baron, J. Bell, C Oakley: ,Transminase and Lactic
Dehydrogenase Estimationmin Serum and Cerebrespinal Fluid and Their
Clinical Significance”.

Przy zawale mie$nia sercowego aktywno$¢ transminazy w surowicy wzrasta
miedzy 6 a 72 godzinami po zawale, a aktywno$¢ LD miedzy 6 a 120 godzinami. W za-
torze ptuc aktywnos$¢ LD zwykle wzrasta a ST pozostaje bez zmian. Aktywnos$¢ ST
wzrasta po operacjach chirurgicznych serca, w martwicy watroby, w zéttaczce za-
kaznej i w czynnej marsko$ci watroby. W PMR aktywno$¢ transminazy wzrasta po
zakrzepach moézgowych, po krwotokach podpajeczynowkowych, przy guzach przy-
sadki i przy ropniach moézgu. Pierwotne nowotwory mdézgu nie powodujg wzrostu
aktywnosci itransminazy w PMR.

9. L. Dziatoszynski (Polska): , The clinical value of arylsulpha-
tase estimation in urine”.

Stwierdzono, ze w schorzeniach nowotworowych i w schorzeniach cechujgcych
sie stanami zapalnymi, jak réwniez w biataczkach wzrasta wyraznie wydalanie aryl-
sulfatazy z moczem. Oznaczanie arylsulfatazy w moczu moze by¢ jbardzo uzyteczne
w wykrywaniu przerzutéw pojawiajagcych sie po operacyjnym leczeniu nowotworu.

10. Thomas Laursen, F. Hansen: (Dania): ,,A fluorometric
method for determination of serum glutamic pyruvic transminase”.

Przedstawiono nowga metode oznaczania GPT z uzyciem kwasu ma-ketoglutarowego
i I-alaniny jako substatow. Aktywno$¢ enzymu wyraza sie w iloSci kwasu pyrogro-
nowego wytworzonego w ciggu 1 godz. przez 1 ml surowicy w okreslonych warunkach
doswiadczalnych. Kwas pyrogronowy oznacza sie¢ ilosciowo oznaczajac ilos¢ uwolnio-
nego DPN w obecnosci dehydrogenazy kwasu mlekowego i DPNH. Sam DPN ozna-
czany jest fluorymetrycznie w postaci produktu kondensacji z metyletylketonem.

11. R. Ordell (Szwecja): ,,Serum malic dehydrogenase (MD) esti-

mation and its clinical significance”.
Autor podaje posredni i bezposredni sposéb okreslania aktywnos$ci MD w suro-

wicy, z ktérych sposob posredni jest szczeg6lnie wygodny. Polega on na tym, ze ozna-
czenie aktywnos$ci transaminazy glutaminowo-szczawiooctowej (GOT) przeprowadza
sie kolejno w obecnosci i nieobecnosci preparatu MD dodanego z zewnatrz. Aktywnos$¢
MD obecnej w surowicy zwykle nie wystarcza do uzyskania optimum warunkéw
potrzebnych do oznaczenia aktywnos$ci GOT. W tym wypadku aktywno$¢ GOT jest
proporcjonalna do ilosci obecnej w surowicy MD. Oznaczenie w jednej probce krwi
3 enzymow MD, LD, GOT umozliwia szybkie rozréznienie zawatu mie$nia sercowego
od ostrych schorzen watroby i drég zotciowych, jak roéwniez rozréznienia zétaczki
hemolitycznej od hepatocelularnej i zastoinowej.
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12. G. Junger (Szwecja): ,,On the activity of electrophoretic com-
ponents of glutamic — oxalacetic transaminase in human serum”.

Stosujac technike elektroforezy kolumnowej w celulozie i skrobi przy pH—4,6
wykryto w oczyszczonym preparacie GOT 3 komponenty: niewielki iloSciowo sktad-
nik A, oraz sktadniki B i C wystepujgce przy pH wyzej 48 w postaci kompleksu AB.
Obraz elektroforetyczny preparatu GOT nie zalezy od tego, czy GOT pochodzi od
osobnika zdrowego, czy tez chorego, oraz od tego z jakiego narzgdu zostata otrzyma-
na. Aktywnos$¢ enzymatyczna poszczeg6lnych sktadnikéw zalezy od metody oznacza-
nia aktywnos$ci GOT. Komponenty B i C, kompleks BC dajg wyzsze wartosci w me-
todach, w ktérych stosuje sie fenylohydrazyne, niz w metodzie Kar m e na. Sktadnik
A daje natomiast warto$ci o potowe nizsze. Przy zastosowaniu innych metod najbar-
dziej aktywnym okazuje sie sktadnik A. Tak r6znorodne zachowanie sie sktadnika A
nie ma wigkszego wptywu na oznaczanie aktywnos$ci catkowitej GOT, poniewaz zawar-
to$¢ tego sktadnika w preparatach GOT nigdy nie przekracza 30%.

13. J. Verschure (Holandia): ,Studies on efficiency and accu-
racy of routine laboratory methods”.

Przestudiowano 2 problemy:

1. Wplyw oznaczen seryjnych na czas potrzebny do wykonania jednej analizy.
Celem byto znalezienie tzw. ,,optymalnej serii” dla biezgcej pracy.

2. Wptyw, jaki wywiera na szybko$¢ i dokiadno$¢ oznaczania zastgpienie zwy-
ktych pipet przez pipety automatyczne lub dyspensery.

Jak stwierdzono, automatyzacja pipetowania przy zwiekszonej doktadnos$ci wy-
nikéw pozwala przeprowadzaé oznaczenia w czasie o potowe krétszym.

14. E. Whitehead (USA): , The use of an automatic analyzer in
the clinical chemistry laboratory”.

Autor demonstrowal apairat pozwalajacy na catkowite automatyczne ilosciowe
oznaczenie glukozy, mocznika, wapnia i alkalicznej fosfatazy w jsurowicy.

W czasie korficowej sesji Prezydent Kongresu prof. dr J. Lehman
podsumowat wyniki obrad Kongersu stwierdzajgc miedzy in., ze Kongres
ten powinien w istotny sposob przyczyni¢ sie do rozwoju chemii klinicznej,
bedacej obecnie w trakcie wyodrebnienia sie jako nowej specjalnosci le-
karskiej i to zarowno pod wzgledem naukowym jak i organizacyjnym, a za-
razem sta¢ sie poczatkiem S$cisSlejszej wspdipracy miedzy chemikami kli-
nicznymi catego Swiata.

W czasie trwania Kongersu uczestnicy mieli moznos$¢ zwiedzania labo-
ratoriow klinicznych na terenie Sztokholmu. Spos$réd laboratoriéw, ktore
zwiedzit autor sprawozdania, za najlepiej urzgadzone i najbardziej nowo-
czesne nalezy uznac laboratorium przy szpitalu $w. Eryka w Sztokholmie
prowadzone przez doc. B. Josephsona.

W pomieszczeniach sasiadujgcych z salami obrad urzgdzona byta wy-
stawa aparatury laboratoryjnej. Udziat w wystawie wzieto 31 firm.

Z wystawionych aparatow zastugujg na wymienienie:

1. Wspomniany wyzej automatyczny analizator prod. ,Technicon In-
ternational” (USA).

2. Spektrofotometr ,,Beckman” model DK — 2 przeznaczony do bada-
nia w podczerwieni, ultrafiolecie i widzialnej czesci widma z catkowicie
automatyczng rejestracjg wynikow.
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3. Spektrofotometr ,Beckman” model B do badan w widzialnej czesci
widma, stosunkowo niedrogi i szczeg6lnie uzyteczny dla laboratoriéw che-
miczno-klinicznych.

4. Analytrol ,Spinco” prod. ,,Berkman” do odczytywania proteinogra-
mow bibutowych — catkowicie zautomatyzowany.

5. Aparat Astrupa do oznaczania pH krwi pCO02 itp. oraz potencjometr
typu TTT produktowany przez F*me Radiometer — Kopenhaga.

6. Celloscop, F-my. Ljungberg: Aparat do automatycznego liczenia czer-
wonych i biatych krwinek i do réznicowania tych ostatnich.

7. Aparatura do diagnostyki izotopowej F-my Phillips.
W czasie Kongresu zapoznano rowniez uczestnikdw z sytuacjg chemii
klinicznej na terenie Skandynawii.

Od szeregu lat chemia kliniczna w Skandynawii traktowana jest jako
odrebna specjalnos¢ lekarska posiadajgca wiasne stowarzyszenia nauko-
we i wtasne czasopisma. Na wydziatach lekarskich istniejg specjalne Zakta-
dy Chemii Klinicznej. Przyszli kierownicy laboratoriéw klinicznych i przy-
szli lekarze laboratoryjni (laboratory doctor) juz po uzyskaniu dyplomu
muszg przejs¢ specjalne przeszkolenie najpierw w zaktadach biochemii,
a potem w centralnych laboratoriach klinicznych. Zasadg organizacyjng
jest tworzenie przy szpitalach centralnych laboratoriéw klinicznych. La-
boratioria przykliniczne sg uwazane za oddziaty centralnego laboratorium.
Kierownik centralnego laboratorium jest catkowicie samodzielny pod
wzgledem fachowym i naukowym i ma te same prawa co kierownicy od-
dziatdw klinicznych. W laboratoriach centralnych oprécz badan chemiczno-
klinicznych prowadzi sie tez prostsze badania hematologiczne a czasem
i bakteriologiczne. Asystentami w laboratoriach sa najczesciej lekarze,
w wiekszych laboratoriach takze fizycy, chemicy, farmaceuci i biolodzy.
Personel techniczny ksztatci sie w 3-letnich szkotach laboranckich.

Z cztonkdw polskiej delegacji prof. Dziatoszyhski na posiedzeniu
sekcji C przedstawit wspomniane wyzej doniesienie, pozostali cztonkowie
na zebraniach sekcyjnych zabierali gtos w dyskusji. Prof. Stolzman
byt przewodniczagcym jednego z zebran sekcji C. Cztonkowie naszej dele-
gacji nawigzali tez szereg cennych kontaktow z pracownikami osrodkow
chemiczno-klinicznych réznych krajow.
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Pieciolecie Komitetu Biochemicznego Polskiej Akademii Nauk

1. Wstep

W pracach Podsekcji Podstawowych Nauk Lekarskich | Kongresu Nauki Pol-
skiej stan biochemii ujmowano w taki sposéb:

,Gatezig wiedzy, ktérej stan w tej chwili musi budzi¢ szczeg6lnie zywy niepo-
koj, jest biochemia. Ta nauka, majaca w Polsce pigkne tradycje wigzace sie nazwi-
skami Nenckiego, Marchlewskiego, Bagdzynskiego, Biatasze-
wicza, Parnasa Przyteckiego, znalazta sie w okresie powojennym
w szczegOlnie ciezkiej sytuacji. Jedng z gtéwnych przyczyn tego stanu jest bolesny
ubytek w latach wojny wielu najznakomitszych naszych pracownikéw w tej dziedzi-
nie, i to zardbwno zajmujacych wybitne stanowiska profesordw, jak i rokujacych naj-
lepsze nadzieje mitodych docentéw. Poniewaz odpowiednio szybkie uzupeinienie luk
w kadrach personalnych tej nauki byto niemozliwe przeto powstata taka sytuacja, ze
na 9 katedr tego przedmiotu w akademiach medycznych 3 pozostajg wcigz nieobsa-
dzone. Rozporzadzamy ponadto trzema habilitowanymi docentami i trzema kandy-
datami do habilitacji.

Niedostatek w zakresie kadr biochemikéw pogiebia sie skutkiem zwiekszenia
potrzeby specjalistow w tej dziedziinie na wydziatach farmaceutycznych akademii
medycznych, wydziatach matematyczno-przyrodniczych i rolniczych uniwersytetow
oraz wydziatach chemicznych politechnik, ktére w stusznym zrozumieniu olbrzymiej
roli tej gatezi chemii w réznych dziedzinach wspdétczesnych nauk przyrodniczych two-
rzag swe wtasne zaktady i katedry biochemii. Wreszcie specjalne pracownie bioche-
miczne tworzone przy takich instytutach, jak PZH., Instytuty przeciwrakowe, In-
stytut Medycyny Morskiej itd. wymagaja wykwalifikowanych specjalistow.

Zaznaczy¢ réwniez nalezy, ze wyksztatcenie pracownikéw naukowych w tej
dziedzinie, a zwtaszcza tych, ktoérzy mieliby pracowaé naukowo samodzielnie w za-
kresie biochemii $cis$le zwigzanej z medycyna, nastrecza szczeg6lne trudnosci. Wy-
magane jest, aby pracownik taki z wyksztatcenia byt lekarzem i miat gruntowne
zrozumienie problemoéw biologicznych i klinicznych. Réwnoczes$nie jednak musi opa-
nowa¢ odrebng technike badawczag i przyswoi¢ sobie chemiczny sposéb mysSlenia,
co — jak uczy doswiadczenie — nie jest sprawg prostg dla lekarza... Pamietaé¢ rowniez
nalezy o tym, ze pracownie biochemiczne sg — sposréd wszystkich teoretycznych
zaktadéw biologicznych — najbardziej uzaleznione w swej pracy badawczej od im-
portu zagranicznej aparatury i specjalnych, nieosiggalnych w kraju odczynnikéw.
To tez nawet najlepiej zaopatrzone zaktady biochemiczne narzekajag wcigz na po-
wazne braki, a zaktady znajdujace sie w stadium organizacji walczg z przeszkodami
z najwiekszg trudnos$cig. NiebezpieczeAstwo grozace biochemii polskiej tkwi jednak
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nie tyle w technicznych warunkach pracy, ile w braku dostatecznej ilosci wyspecja-
lizowanych juz pracownikdw naukowych. Ten brak pocigga za sobg niemozno$¢ roz-
toczenia nalezytej opieki nad mtodymi, rozpoczynajacymi dopiero swoéj staz naukowy
adeptami, co moze sie w przysztosci szczego6lnie dotkliwie odbi¢ na dalszym rozwoju
tak waznych badan biochemicznych. Zreszta trudnosci lokalowe, braki w aparaturze
i odczynnikach, niedostateczna liczbha wykwalifikowanych starszych pracownikéw
naukowych, przecigzenie pracg dydaktyczng wigza sie razem w zawity splot czyn-
nikow wzajemnie sie warunkujacych, a cigzacych niekorzystnie nad tg gatezig teo-
retycznych nauk lekarskich. W tej dziedzinie konieczny jest zbiorowy wysitek i wiek-
szy, jednorazowy wkiad materialny dla jak najszybszego usuniecia dotychczas pie-
trzacych sie trudnosci”.

W wyniku obrad | Kongresu Nauki Polskiej w zapatrywaniach na organizacje ba-
dan naukowych w Polsce zaznaczyt sie pewien przetom. Konieczno$¢ zbiorowego wy-
sitku, o ktorej moéwit w swym referacie cytowanym wyzej prof. Skarzynski
przybrata po Kongresie Nauki okre$long posta¢ organizacyjna. Ministerstwo Zdrowia
powotato przy swej Radzie Naukowej Komisje Biochemiczng. Przewodniczagcym Ko-
misji zostat prof. T. Baranowski, a cztonkami prof. prof. J. Blauth-Opien-
ska, J. Heller, B. Skarzynski, Z Stolzman oraz dr J. MedusKki.
W czasie prac Komisji dokooptowano do jej sktadu prof. W. Mozotowskiego
oraz doc. T. Korzybskiego. Zatozeniem piracy Komisji byt poglad sformuto-
wany w referacie jej przewodniczgcego, prof. T. Baranowskiego: ,Organizacja
biochemii w obecnej trudnej sytuacji kadrowej powinna by¢ zbiorowa, plany naukowe
skoordynowane, wprowadzone bardziej racjonalne metody pracy.” i dalej: ,Zagad-
nienie organizacji badan biochemicznych nie ogranicza sie do Stuzby Zdrowia, ale
dotyczy znacznie szerszego zakresu gospodarki narodowej”. Zastugg Komisji jest
wyodrebnienie z planu badan naukowych Ministerstwa Zdrowia zagadnien bioche-
micznych. Okazato sie przy tym, iz np. 41 zagadnien na 100 biochemicznych tematow
tyczyto biatek (w tym 2 prace o oznaczaniu biatek, 21 prob preparatyki, 12 prac o biat-
kach we krwi, 5 prac o enzymach proteolitycznych i 1 praca o biatkach tkankowych).
Jedynie dwie prace poswiecone byty przemianie posredniej, natomiast 53 prace bytly
oznaczeniami w badaniach kazuistycznych. Przemianom tluszczowcdw poswiecono
dwie prace, biochemii raka jedng i przemianom weglowodanowym jedng. W zwig-
zku z takim uktadem tematyki uznano za konieczne potozenie nacisku na rozwdj
nastepujacych kierunkéw biochemii: biochemii nowotworéw, nukleoproteidéw, drob-
noustrojow, antybiotykéw, przemiany posredniej, mies$nia, oraz metodyki badan bio-
chemicznych w Kklinice. Te kierunki prébowata Komisja na terenie Ministerstwa
Zdrowia popiera¢. Zastugg Komisji jest zorganizowanie w dn. 24 lutego 1952 r. sym-
pozjum biochemicznego w todzi poSwigconego organicznym zwigzkom fosforowym.
Lista uczestnikow tej pierwszej wytacznie biochemicznej konferencji obejmowata
70 nazwisk z wszystkich o$rodkéw kraju.

Wspomniane wyzej zatlozenia pracy Komisji przewidywaty przeksztatcenie jej
w oparty o wszystkie osrodki i rodzaje pracy biochemikéw — ogdlnopolski Komitet
Biochemiczny. Komitet taki powstal w maju 1952 roku jako Komitet Biochemiczny
Wydziatlu Nauk Biologicznych Polskiej Akademii Nauk. W skiad Komitetu weszli:

prof. prof., J. Heller — przewodniczacy oraz cztonkowie: T. BaranowsKki,
J. Opienska-Blauth, B. Skarzynski, W. Niemierko, Z Stolz-
man, |. Reifer oraz doc. J. Meduski. W czasie prac w skiad Komitetu

dokooptowano: prof. prof. A. Dmochowskiego, W. Mozotowskiego, J.
Chmielewska. Sekretarzem naukowym Komitetu zostat J. Meduski,



E] SPRAWOZDANIA 383

a w sktad sekretariatu wchodzita najpierw S. Horodynska, a nastepnie A.
Chrzanowska.

Komitet odbyt swe pierwsze posiedzenie plenarne 29 maja 1952 roku. Do chwili
obecnej, to znaczy do 6 pazdziernika 1957 zebran takich odbyto sige 35.

W ciggu pierwszego pieciolecia swego istnienia Komitet uksztattowat formy
i zakres swej dziatalnosci, poszerzajagc niejednokrotnie ramy nakreslone mu przez
ustawe i Wydziat Il PAN. Niniejsze sprawozdanie zamierza przedstawi¢ zakres i for-
my pracy Komitetu, zagadnienia finansowe Komitetu, a zwtaszcza jego dotacje; za-
mierzamy omowié¢ sytuacje specjalnosci ,biochemik” w Polsce, sprawy wydawnicze
Komitetu, stosunek Komitetu do polskich placdwek biochemicznych, wspdtprace Ko-
mitetu z innymi specjalnosciami, oraz krotko kontakty naukowe z zagranica.

W momencie, kiedy PAN dyskutuje nad swga organizacjg i rolg komitetéw nauko-
wych, doktadne przedstawienie rozwoju Komitetu moze sie okaza¢ waznym argumen-
tem w dyskusji i ewentualnie moze stuzy¢ jako model przy kodyfikacji dziatalnosci
komitetow naukowych.

Dotychczasowe wyniki naszej dziatalnoSci pozwalaja przypuszczac, iz pierwsze
pieciolecie istnienia Komitetu stato sie trwatym fundamentem pod budowe wspdicze-
snej biochemii polskiej.

2. Zakres i formy pracy w Komitecie

Na pierwszym plenarnym posiedzeniu Komitetu Biochemicznego w dniu 29 maja
1952 roku Sekretariat Wydziatu Il PAN postawit Komitetowi szereg zadan do wy-
konania. Zadania te uksztattowaty poraZz pierwszy zakres pracy Komitetu. Z czasem
naptywajgce biezace obowigzki 6w pierwotny zakres zmodyfikowaty.

Nalezato zapozna¢ sie i oceni¢ plan prac biochemicznych placéwek PAN i pla-
coéwek innych resortéw. Nie chodzito ani o rozszerzenie planu badan, ani o nadmierny
krytycyzm wobec poszczegélnych punktéw tego planu. Nalezato poprostu z problema-
tyki ocenianej wytowi¢ zagadnienia szczeg6lnie wazne. Od razu nasuneta sie koniecz-
no$¢ przedyskutowania okre$lenia ,szczeg6lnej waznosci”. Szczeble waznosci PAN,
a mianowicie problemy szczeg6lnie wazne dla gospodarki i kultury spoteczenistwa,
problemy wymagajace poparcia wtadz centralnych i wreszcie problemy wykonywane
z inicjatywy poszczegblnych badaczy, okazaly sie schematyczne i nie wiele pomogty
w ustawieniu planu. Dyskusja okazata, ze wazno$¢ problemow zalezy od stosunku
ich do podstaw biochemii, od zapotrzebowania spotecznego na wyniki badan bio-
chemicznych od stanu biochemii polskiej, jej dziedzin zaniedbanych i wymagajacych
szczegblnej opieki. Nalezato rowniez uwzglednia¢ fakt, iz gtbwnym odbiorcg wynikow
biochemika jest pracownik naukowy w medycynie, w rolnictwie, w weterynarii, ktd-
rego z kolei zadaniem winno by¢ przettumaczenie przyswojonego dorobku bioche-
micznego na jezyk praktycznych potrzeb resortowych.

Nalezato opracowa¢ wytyczne przysztych badan biochemicznych uwzgledniajac
ocene istniejgcego stanu rzeczy. Nalezato ustosunkowaé sie do programoéw zjazdéw
i konferencji naukowych, by zapewni¢ w nich nalezyty udziat biochemii. Nalezato
przedtozy¢é Wydziatowi Il projekt wydawnictw naukowych w zakresie biochemii.

Zwrécono sie do Komitetu o projekt sieci placowek biochemicznych juz to jako
witasnych instytutéw, juz to jako placéwek pomocniczych, wzglednie katedr afiliowa-
nych. Praca nad wypetnianiem tych zadah miata poméc do wypracowania regulaminu
Komitetu Biochemicznego. Juz na pigtym zebraniu Komitetu (22.X1.1952) okazato sie,
iz zakres zainteresowan Komitetu nalezy zwiekszyé. Wyptyneta sprawa szkolenia

10 Postepy Biochemii



384 SPRAWOZDANIA “

kadr biochemicznych, a zwtaszcza aspirantur. Nalezato ustali¢, jakie os$rodki bioche-
miczne w Polsce moga drogg aspirantury ksztatci¢ przysztych biochemikéw. W ptyneta
sprawa dotowania tych placéwek, ktérych plany badawcze zastugiwaly na poparcie.
Okazato sie réowniez celowe opiniowac¢ przydatno$¢ ksigzkowych pozycji wydawni-
czych z dziedziny biochemii.

Do Komitetu zwrocity sie katedry politechniczne z prosba, by Komitet utatwit
wprowadzenie do produkcji ich dorobku majgcego znaczenie dla puli odczynniko-
wej, wzglednie aparaturowej naszego rynku. Likwidacja Komisji Biochemicznej przy
Ministrze Zdrowia narzucita Komitetowi konieczno$¢ doktadniejszego zajmowania
sie problematyka lekarsko-biochemiczng.

Wynikta sprawa nagréd panstwowych dla biochemikdw, nagréd naukowych Ko-
mitetu Biochemicznego.

Po przyjeciu Polski do Miedzynarodowej Unii Biochemicznej i po ustaleniu
przez Prezydium PAN, ze Komitet Biochemiczny jest Narodowym Komitetem Bio-
chemii, Prezydium Polskiej Akademii Nauk w uchwale z dnia trzydziestego kwiet-
nia 1957 postanowito, ze Komitet Biochemiczny w stosunku do Unii Biochemicznej
bedzie miat obowiazki komitetu narodowego w stosunku do unii naukowej wchodzacej
w sktad International Council of Scientific Unions. Obowigzki te to: przygotowanie
dla Unii rocznych sprawozdan charakteryzujacych polski dorobek naukowy, dostar-
czanie Unii materiatéw bibliograficznych i w ogéle biezagcych materiatéw informa-
cyjno-sprawozdawczych; czuwanie nad wykonaniem uchwat Unii; wspoétdziatanie
w zakresie wspoétpracy Unii z pracownikami naukowymi w kraju; systematyczne
zbieranie informacji o pracach naukowych z zakresu problematyki Unii; ocena opra-
cowywanych w kraju materiatbw przeznaczonych do opublikowania w wwydawnd-
ctwach Unii; rozpowszechnianie materiatbw naukowych dostarczanych przez Unie;
informowanie o dziatalno$ci organizacyjno- naukowej Unii; wspotpraca z zaintereso-
wanymi resortami, stowarzyszeniami naukowymi ii naukowo-technicznymi w kraju
w zakresie dziatalnosci Unii. To ostatnie zadanie Komitet realizuje przez nawigzanie
Scislejszej wspotpracy z Ministerstwem Rolnictwa, Szkolnictwa Wyzszego oraz
wspomnianego wyzej Ministerstwa Zdrowia. Komitetowi po diugim okresie przygo-
towawczym udato sie zainicjowac¢ powstanie Polskiego Towarzystwa Biochemicznego,
ktérego statut jest w chwili obecnej (IV kwartat 1957) w rejestracji.

Do dalszych zadan Komitetu, jako komitetu narodowego nalezy wnioskowanie
o sktadzie oficjalnych delegacji na kongresy, zjazdy, sympozja organizowane przez
Unie, wzglednie Komitety Narodowe innych panstw nalezacych do Unii, a takze
merytoryczna ocena referatow i innych materiatdw naukowych kierowanych na
wspomniane, kongresy, zjazdy, czy sympozja. Komitet wysuwa do witadz Unii przed-
stawicieli polskiej biochemii, nawigzuje bezposSrednig naukowga i organizacyjng wspot-
prace z innymi Komitetami Narodowymi.

Wspomniana uchwata Prezydium PAN gwarantuje jednocze$nie Komitetowi otrzy-
manie w ramach budzetu PAN $rodkéw potrzebnych na prace natury organizacyjno-
administracyjnej, a w szczeg6lnosci na techniczne przygotowanie materiatow dla
Unii.

Zycie nie skorygowato jeszcze postanowiefn omawianych przez kwietniowa uchwa-
te Prezydium PAN. Pelna jej realizacja pogtebi znaczenie Komitetu.

Komitet obradowat zrazu w terminach miesiecznych. Porzgdek obrad plenar-
nych posiedzen uksztattowat sie tak, ze po odczytaniu i przyjeciu protokutu z po-
przedniego zebrania Przewodniczacy sktadat szczeg6towe sprawozdanie za okres
od ostatniego spotkania cztonkéw Komitetu, potem nastepowaty sprawy przekazane
przez Wydziat IX, a ostatnio i Wydziaty V i VI PAN. Z kolei omawiano zagadnienia
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biezace i wolne wnioski. W okresie miedzy zebraniami agenda Komitetu prowadzi
Przewodniczacy przy pomocy sekretarza wzywajagc niekiedy w szczegélnie waznych
sprawach dla wspo6lnego podjecia decyzji warszawskich cztonkéw Komitetu, tak
zwang: warszawska grupe robocza.

Procz zebrah plenarnych i posiedzen warszawskiej grupy roboczej Komitet zwo-
tywat sympozja naukowe, konferencje problemowe oraz sesje sprawozdawcze.

Sympozja stanowity otwarte posiedzenia Komitetu. Mialy one charakter konfe-
rencyj roboczych. Byly pomys$lane jako dyskusje metodyczne majace utatwi¢ plano-
wanie naukowe przez krytyczne naswietlanie zagadnien, ktére zdaniem Komitetu nie
sg w biezacym planowaniu naszych placéwek badawczych uwzgledniane w zakresie
wystarczajgcym. Referaty i dyskusje miaty poméc w przejsciu od ogo6lnie sformuto-
wanych problemdéw do $cistego tematu roboczego, miaty utatwi¢ dobdér metod i scha-
rakteryzowac¢ gtowne trudnosci, z ktérymi nalezy sie liczy¢ przy ich stosowaniu.

Komitet zorganizowat sze$¢ sympozjéw: na wiosne roku 1952 w todzi na temat
biochemii zwigzkéw fosforowych (wspdélnie z Komisjg Biochemiczng przy Ministrze
Zdrowia), w pazdzierniku 1952 w Rokitnicy Bytomskiej o biochemii nowotworow,
w kwietniu 1953 w Poznaniu (biochemia kliniczna) i we wrze$niu 1953 w Biatymstoku
sympozjum omawiajgce zagadnienie zwigzkéw azotowych w roslinach. V sympozjum
(ostatni kwartat 1954) poswiecone byto zastosowaniu badan polarograficznych w hio-
chemii.

Sympozjum VI odbyto sie w marcu 1955 roku w todzi i zajmowato sie kwasami
nukleinowymi i nukleoproteidami. Sympozjum to6dzkie byto ostatnim. Forma sympo-
zjow, zdaniem Komitetu, role swa spetnita. Pierwsze tédzkie oparte byto gtdwnie na
referowaniu przeczytanych obcych prac doswiadczynych. Odbyto sie ono w czasie,
kiedy pisma zagraniczne nie docieraty do wiekszo$ci biochemikéw i dlatego stanowito
ono powazne zrddito informacji w omawianym zakresie. Miato ono réowniez duzg role
pobudzajagcg. Sympozjum w Rokitnicy Bytomskiej czeSciowo oparte juz byto o do-
Swiadczenia wtasne. Stanowito ono bodziec nie tylko dla biochemikow, lecz takze dla
két naukowych w podstawowych dyscyplinach medycznych. Sympozjum poswiecone
biochemii klinicznej w Poznaniu miato zapoczatkowaé¢ $cislejszy kontakt miedzy
pracownikami klinik, a biochemikami w zakresie biochemii klinicznej. Nie zdalo ono
jednak pod tym wzgledem egzaminu. Inicjatywa w dziedzinie analityki klinicznej
przeszta catkowicie do resortu zdrowia. Stanowi¢ to moze ilustracje, ze wspOitpraca
nawigzuje sie trudno miedzy réznymi dyscyplinami w tych zakresach, gdzie z jednej
strony mamy pracownikéw resortowych, a z drugiej pracownikow zwigzanych z Pol-
skag Akademig Nauk, a nie posiadajacych osrodkéw badawczych w zakresie upra-
wianym przez odpowiedni resort.

Sympozjum biatostockie oméwimy szerzej przy przedstawieniu wspoétpracy Ko-
mitetu z innymi specjalno$ciami. Sympozjum polarograficzne zwrécito uwage na
mozliwosci metodyczne aparatury, ktéra w duzych ilosciach znajdowata sie w reku
biochemikdédw i stabo byta wykorzystywana.

Najlepszym sympozjum byto ostatnie, gdzie tematyka opierata sie gtéwnie
o witasne doswiadczenie referujgcych i wnosita czestokro¢ oryginalne mys$li w dzie-
dzinie biochemii kwaséw nukleinowych i nukleoproteidéw. Komitet zasadniczo z for-
my sympozjum nie rezygnuje i jeSli potrzeba bedzie zainicjowaé nowy kierunek ba-
dan, do formy tej powrdci.

Role sympozjéw speiniajg teraz sesje sprawozdawcze. Sesje te to robocze dyskusje
laboratoryjne, ktérych celem jest kontrola prac dotowanych. Sesje odbywajg sie
corocznie w réznych osrodkach biochemicznych. Posrednig forma miedzy sympozjum,
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a sesjag sprawozdawczg sa otwarte zebrania sprawozdawcze z miedzynarodowych
kongresow.

Wspomniane wyzej konferencje problemowe (w 1953 zorganizowano odbyta na
poczatku 1954 roku konferencje o bazie wyzywieniowej) sg prébg przekazania specja-
listom resortowym wynikéw pracy biochemikéw i nawigzania $ci$lejszych kontaktéow
miedzy os$rodkami biochemicznymi, a odpowiednimi placdwkami resortowymi. Po
konferencji o bazie wyzywieniowej przekazano cato$¢ zagadnienia odpowiedniej
powstatej w tym celu komisji problemowej PAN przy V Wydziale, ktéra inicjatywe
Komitetu przejeta. Ogélne wnioski z organizowanej przez Komitet konferencji pro-
blemowej tyczyly sprawy wzajemnego stosunku trzech nastepujacych cztonoéw: a)
laboratorium produkcyjnego i produkcji (kontrola zatwierdzonego procesu techno-
logicznego), b) instytutu resortowego opracowujacego proces technologiczny na pod-
stawie danych naukowych, c) instytutu badan podstawowych — w naszym przy-
padku o$rodka biochemicznego — ktérego zadanie polega na poszukiwaniu nowych
faktow naukowych. Praktyka podja¢ moze wyniki dziatalno$ci naukowej, jesli nauka
dostarczy praktyce nie tylko przydatnych obserwacji i faktéw, ale opracowany proces
p6ttechniczny produkcji oraz zorganizowang baze surowcowg. Instytuty teoretyczno-
badawcze nie sg zdolne do doprowadzenia wynikéw swej dziatalnosci do takiej wtas-
nie postaci i dlatego rolg instytutow resortowych jest posrednictwo miedzy labora-
torium teoretycznym i halg. produkcyjng. Niestety, pion posredni, pion instytutow re-
sortowych, pracuje zywiotowo bez usSwiadomienia sobie tej roli. Sie¢ dobrze pracuja-
cych instytutow resortowych, powigzanych z jednej strony z placéwkami badan pod-
stawowych, a z drugiej z produkcja, jest zagadnieniem o panstwowym znaczeniu, nie-
zwykle waznym dla postepu technicznego naszej produkcji i dla podnoszenia jakosci
tej produkcji i obnizenia jej kosztéw. OmoéwiliSmy szerzej te wnioski, gdyz winny one
w przyszto$ci wptynaé na zakres pracy Komitetu.

Dotychczas omowione formy dziatania Komitetu bedg wymagaé¢ zmiany, gdy ko-
nieczno$¢ rozszerzenia i nasilenia prac Komitetu pociggnie za sobg zwiekszenie udzia-
tu w dziatalnosci Komitetu wszystkich jego cztonkéw. Nowe formy byty niejedno-
krotnie przedmiotem dyskusji. Projekty szty w dwdch zasadniczych kierunkach.

Pierwszy Kkierunek omawiany na dwudziestym trzecim zebraniu plenarnym
9.X11.1954 przewidywatby wydzielenie z agend Komitetu czterech grup zagadnien
i przydziat ich czterem komisjom. Pierwszg z nich byta by istniejagca Komisja
Biochemii Klinicznej, bedagca w pewnym sensie dziedzictwem po Komisji Bio-
chemicznej Ministerstwa Zdrowia. Drugg Komisjg byta by Komisja Historii Biochemii.
Trzeciag Komisja byta by komisja aparaturowa reprezentujgca interesy biochemii pol-
skiej w zakresie aparatury na terenie PAN, a gdyby zaszta potrzeba takze i na terenie
innych resortdw. Czwartg komisjg byta by komisja Szkoleniowo-kadrowa ktéra prowa-
dzita by zagadnienie studium aspiranckiego w zakresie biochemii, oraz przystgpita by
do opracowania kierunk6w ksztatcenia asystentéw. Prezydium Komitetu — zgodnie
z projektem — koordynowato by prace poszczegélnych Komisji, prowadzito by referat
wydawnictw Komitetu i programéw wydawniczych, a poza tym referowato by zagad-
nienia planowania kierunkéw badan na plenarnych zebraniach Komitetu. Ponad to
Prezydium wykonywato by obowigzki Komitetu wobec Unii przygotowujgc materiat
na plenarne zebrania. Takie ujecie prac Komitetu pozwolito by na rzadsze organizo-
wanie zebran plenarnych bez obnizenia aktywnos$ci. Kazda z komisji miata by prawo
dokooptowa¢ z poza Komitetu tych biochemikdw, ktérych udziat stanowitby pomoc
w pracach Komisji, przez co powigzanie og6tu biochemikéw polskich z pracami Ko-
mitetu ulegtoby dalszemu wzmocnieniu.
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Drugi kierunek nowych form dziatalnosci Komitetu to oparcie i skoordynowanie
tej dziatalno$ci z Polskim Towarzystwem Biochemicznym. Projekt statutu tego to-
warzystwa przedyskutowany na trzydziestym czwartym posiedzeniu plenarnym Ko-
mitetu w dniu 28.VI.1957 roku moéwi, ze dla osiggniecia swych celéw to znaczy dla
popierania rozwoju biochemii i jej popularyzacji w spoteczenstwie Towarzystwo:

A) organizuje zjazdy, konkursy, zebrania naukowe i dyskusje, odczyty, wykta-
dy i kursy, n

B) inicjuje lub wydaje czasopisma naukowe, ksigzki i broszury z dziedziny bio-
chemii i jej zastosowania,

C) opiniuje o stanie i potrzebach biochemii polskiej i wystepuje w jej sprawach
wobec wtadz,

D) utrzymuje taczno$¢ z pokrewnymi stowarzyszeniami w kraju i za granicg,

E) zabiega i korzysta w subwencji wtadz i instytucji publicznych na poszczegdl-
ne cele PTBioch.,

F) powotuje sposréd swych cztonkéw komisje do wykonywania poszczeg6lnych
zadan.

Z powyzszego zestawienia wynika wyraznie mozliwo$s¢ powigzania dziatalnosci
Komitetu z dziatalnoscia Towarzystwa. Szczeg6ly organizacyjne wymagaja opra-
cowania. Nie ulega jednak watpliwos$ci, iz ten drugi kierunek oparty na wybieralnych
witadzach Towarzystwa jest bardziej demokratyczny i lepiej odpowiada chwili obecnej.

3. Zagadnienia finansowe Komitetu

Budzet Komitetu sktada sie z dwoch czesci: wydatkow wiasnych, to znaczy z ko-
sztow delegacji na r6zne rodzaje zebran, i z kosztéw sekretariatu oraz wydatkéw zwig-
zanych z dotowaniem przez Komitet prac uznanych za wazne. Na swym pierwszym
zebraniu uznano za wazne nastepujace kierunki badan biochemicznych:

a) biochemia nowotworéw,
b) biochemia wirusow,

c) biochemia drobnoustrojéw chorobotwérczych, glebowych, majacych znaczenie
przemystowe oraz ple$ni (antybiotyki),

d) biochemia miegénia,

e) biochemia kliniczna,

f) biochemia owadéw,

g) biochemia stadialnego rozwoju roslin i zwierzat,

h) biochemia procesu jarowizacji i krzyzéwek wegetatywnych,

i) biochemia herbicydéw i insektycydéw,

j) symbioza bakterii brodawkowych z ro$linami motylkowymi,

k) pierwiastki $ladowe.

Z dotacji w 1953 roku skorzystato 14 o$rodkéw biochemicznych z Poznania (Za-
ktad Chemii Fizjologicznej AM, Zaktad Chemii Organicznej AM, Zaktad Mikrobiologii
WSR, oraz Pracownia biochemiczna Zaktadu Chemii Organicznej Un. Poznanskiego),
Wroctawia (Zaktad Chemii Fizjologicznej AM) Lublina (Zaktad Chemii Fizjologicznej
AM), todzi (Zaktad Chemii Fizjologicznej AM i Zaktad Chemii Fizjologicznej UL),
Warszawy (Zaktad Chemii Ogdlnej AM, Zaktad Chemii Fizjologicznej Wydz. W etery-
narii SGGW, Dziat Biochemii PZH, Oddzial Biochemii Instytutu Gruzlicy), Rokitnicy
(Zaktad Chemii Fizjologicznej Slgskiej AM), Krakowie (Zaktad Chemii Fizjologicznej
AM). Ogo6lna suma dotacji wyniosta okoto 450 tysiecy ztotych. Sprawozdanie z prac
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dotowanych ztozyly osrodki dnia 21 marca 1954 roku w Warszawie. Sesja sprawoz-
dawcza wykazata, ze tematyke dotowang nalezy zwezi¢. Na rok 1954 Komitet wybrat
i przekazat osrodkom w terenie nastepujace problemy biochemiczne uznane za naj-
wazniejsze:

a) biochemia biatek z uwzglednieniem nukleoproteidow,

b) biochemia ewolucyjna (problem ten potraktowano jako dtugo-falowy, a w 1954
roku wskazano na tematy z zakresu biochemii ewolucyjnej drobnoustrojéw i owa-
déw),

c) aspekt biochemiczny bazy zywnosSciowej panstwa.

Dotacje na rok 1954 wyniosty sume 312 tysiecy ztotych. Tyczyly one précz osrod-
kow dotowanych w 1953 roku jeszcze Gdanska (Zakiad Chemii Fizjologicznej AM
i Oddziat Biochemii Instytutu Medycyny Morskiej i Tropikalnej); w Poznaniu po-
czeto dotowaé¢ Pracownie Fizjologii Porownawczej Zaktadu Zoologii Ogo6lnej UP.
Osrodek w Rokitnicy w 1954 nie byt dotowany.

W roku 1955 Komitet akceptowatl dotowanie 24 tematéw wykonywanych w 10
osrodkach badawczych na o0g6lng sume 245 tysiecy ztotych. Tematyka dotowana to:

a) biatka biologicznie czynne,

b) fizjologiczne i biochemiczne prawidtowos$ci rozwoju mikroorganizméw, ich
eksperymentalna zmiennos$¢ i selekcja,

c) biologia nowotworéw,

d) biologia wirusé6w i choroby wirusowe,

e) naukowe podstawy zywienia zhiorowego,

f) antybiotyki,

g) tematyka rézna o znaczeniu metodycznym.

Dotacje w 1956 roku objety kwote 163 tysiecy ztotych, przekazang 11 oSrodkom
(21 tematoéw) pracujagcym w zakresie biochemii klinicznej, przemiany drobnoustro-
jow, witaminologii, biochemii porownawczej, nukleoproteidéw, enzymologii ogdlnej,
antybiotykoéw i aspektow biochemicznych bazy zywnosciowej.

W roku 1957 wydano 179 tysiecy zlotych na dotacje dla 14 oSrodkéw (nowymi
osrodkami tutaj to Katedra Technologii Rolnej WSR Poznan, Katedra Chemii Orga-
nicznej UW w Warszawie, oraz Centralne Laboratorium Kliniczne AM Lublin). Te-
matyka dotowana tyczyta biochemii klinicznej przemiany drobnoustrojow, witami-
nologii, nukleoproteidéw, antybiotykéw, bazy zywieniowej, enzymologii ogélnej, oraz
biochemii systemu nerwowego. Szczeg6towy przeglad trzech pierwszych sesji sprawo-
zdawczych Komitetu Biochemicznego opublikowany zostat w ,Postepach Biochemii”.
O czwartej sesji sprawozdawczej donosi biezgcy numer ,Postepéw Biochemii”.

Cyfry podane tutaj dowodza zmniejszania ogélnych sum dotacji. Zmniejszanie
to szto réwnolegle z rozwojem placéwek wiasnych PAN. Odnosnie dotacji Komitet
wprowadzit zasade, ze z akcji subwencjonowania wyjete sg nie tylko placowki witasne
PAN, ale i placowki obce kierowane przez pracownikéw PAN.

W okresie sprawozdawczym Komitet korzystat z funduszéw dewizowych Wydzia-
tu Il dla przeszkolenia biochemikéw w zakresie metodyki biochemicznej przy uzy-
ciu izotopéw. Z dotacji przyznanych na wniosek Komitetu Biochemicznego na po-
wyzszy cet korzystali: prof. dr T. Baranowski, prof. dr I. Reifer, prof. dr
B. SkarzynhAski, doc. dr J. Medusiki, dr S. Karpiak, k n J. Brahms,
mgr. T. Szczepkowski, mgr. P. Szafranski i mgr. L. Wierzbowski.
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4. Specjalnos$¢ ,biochemik” w Polsce

Komitet Biochemiczny przeprowadzit ankiete w terenie, by z orientowac sie ilu
specjalistow biochemikéw potrzeba obecnie w Polsce. Okazato sie, iz w chwili obec-
nej potrzeba w kraju okoto jednego tysigca biochemikéw. Na wktad biochemikéw
czekajg nauki medyczne i praktyka stuzby zdrowia, czeka rolnictwo i hodowla oraz
zwigzane z nimi gatezie przemystu, czekajg zaktady Ministerstwa Szkét Wyzszych,
gdyz biochemia nie zajmuje dotychczas naleznego jej miejsca w ksztatceniu przyrod-
nikow w szerokim zrozumieniu tego stowa.

W tej sytuacji nalezato obmys$li¢ drogi wiodace do nasycenia zapotrzebowania
krajowego na biochemikéw. Drogg taka mogta by¢ rozbudowa powstatego w maju
1954 roku Zaktadu Biochemii PAN (obecnie Instytutu Biochemii i Biofizyki PAN).
Niestety warunki lokalowe uniemozliwity to. Drugg drogg ma by¢ zorganizowanie
studiéw specjalistycznych w zakresie biochemii na Wydziatach Biologii i Nauki o Zie-
mi uniwersytetow. W chwili obecnej studia takie zainicjowano w todzi i w Warsza-
wie. Na swym VII zebraniu plenarnym (28.1.1953) Komitet uchwalit zwréci¢ sie do
PKPG o wtgczenie biochemii jako odrebnej specjalnosci do kierunku biologicznego.
Pozytywna decyzja PKPG umozliwita dalsze kroki zmierzajagce do powstania studiow
biochemicznych. Dopiero 8 pazdziernika 1956 roku konferencja zespotu rzeczoznawcow
biologii Rady Gitéwnej w sprawie plandw studiéw dla II, IIl, IV, i V roku zdecydo-
wata programy specjalizacji biochemii, fizjologii i mikrobiologii. Umozliwito to stop-
niowe wprowadzenie programu szkolenia biochemikéw wspomnianego wyzej w W ar-
szawie i todzi. Na przeszkodzie petnemu rozwojowi studiéw stoja warunki lokalowe
i kadrowe uczelni.

Dotychczasowa praca osrodkéw szkolagcych biochemikéw nie prowadzi do na-
sycenia zapotrzebowania krajowego na pracownikow naukowych tej specjalnosci. Zy-
cie wymaga obsadzenia istniejagcych i powotania nowych katedr; powstania szeregu
zaktaddw biochemii stosowanej np. biochemii fermentacji przemystowych, biochemii
mikroorganizméw, biochemii zwierzat hodowlanych, biochemii genetycznej, czy in-
nych. Zrozumienie sytuacji biochemii, pomoc PAN i zainteresowanych resortow, oraz
duzy wysitek czynnych biochemikéw moze powoli poprawié¢ ztg sytuacje biochemii.

Procz sprawy ksztatcenia biochemikéw droga aspirantur, droga studium bioche-
micznego Komitet wystapit do PAN o ustanowienie dorocznych nagréd naukowych
im. Marcelego Nenckiego dla biochemikéw polskich za oryginalne — do-
Swiadczalne lub teoretyczne — prace z dziedziny biochemii, lub za prace z historii
biochemii polskiej opublikowane w polskich czasopismach, lub innych wydawnictwach
naukowych. Regulamin tych nagréd opublikowany bedzie w ,Postepach Biochemii”.
Rozwojowi biochemii towarzyszy¢ winna popularyzacja tej dziedziny wiedzy wsrod
spoteczenstwa. Komitet Biochemiczny zobowigzat swoich cztonkéw do brania udzia-
tu w akcjach popularyzacyjnych organizowanych przez Towarzystwo Wiedzy Pow-
szechnej, czy Towarzystwo Przyrodnikéw im. Kopernika.

5. Sprawy wydawnicze Komitetu

Juz na swym drugim posiedzeniu plenarnym w dniu 5.VI1.1952 roku Komitet
stwierdzit, ze w obecnym etapie rozwojowym biochemia polska winna posiada¢ do
swej dyspozycji wytgcznej dwa czasopisma:

a) czasopismo, ktore by zamieszczatlo opracowania mongraficzne poszczegdélnych
zagadnien, referaty przegladowe, oraz wyniki sympozjéw bhiochemicznych, sprawoz-
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dan pokongresowych i aktualnosci biochemiczne. Gtdwnym celem takiego czasopisma
to wspoétdziatanie w szkoleniu kadr miodych biochemikow.

b) czasopismo, w ktérym ukazywaty by sie biezagce publikacje doswiadczalne
wszystkich polskich placéwek biochemicznych. Publikacje winny posiadaé stresz-
czenia w jezykach kongresowych. Czasopismo to powinno réwniez zawiera¢ dziat krot-
kich doniesien, ktére w paru wierszach informowaty by ogét biochemikéw o biezg-
cych postepach prac doswiadczalnych.

Czasopisma takie powstaty. Pierwsze — przeglagdowe — otrzymato nazwe ,Po-
stepy Biochemii”. Pierwsze dwa numery wydato PZWL. Nastepne — PWN. W chwili
obecnej oprécz dwu numeréw wydanych w PZWL-u ukazat sie zeszyt trzeci tomu
trzeciego ,,Postepéw Biochemii”. W chwili obecnej czasopismo redaguje zespét: prof.
Heller, i doc. Meduski. Sekretarzem redakcji jest dr Piechowska.

Drugie czasopismo z pracami oryginalnymi powstato réwniez pod nazwg ,Acta
Biochimica Polonica”. W chwili obecnej ukazat sie juz zeszyt drugi tomu czwartego.
Zesp6t redakcyjny w chwili obecnej to: prof. Mozotowski, prof. Mochnacka
i prof. Korzybski.

Oba czasopisma zyskaly sobie duzg popularno$¢ w Polsce i poza jej granicami.
Sa one referowane przez najpowazniejsze czasopisma streszczeniowe i uwzgledniane
w przegladach bibliograficznych.

Préocz wtasnych czasopism Komitet Biochemiczny inicjuje i opiekuje sie wy-
dawnictwami ksigzkowymi z dziedziny biochemii. Przeglad akcji wydawniczej Ko-
mitetu w zakresie podrecznikéw i dziet biochemicznych zamieszczaja ,,Postepy Bio-
chemii”.

Ostatnio wychodzi cykl ttumaczen, stosunek Komitetu do ktérych wyraza sig
formutg: ,ttumaczono z inicjatywy i pod opiekag Komitetu Biochemicznego PAN”.
Z cyklu tego ukazaty sie ksigzki Bladergroena, o kinetyce proceséw biolo-
gicznych, Pipera: ,Analiza gleby i roslin”, w druku sg ksigzki Baldwina o bio-
chemii dynamicznej, Manna o biochemii nasienia, oraz Haldane o biochemii ge-
netycznej. Pierwsze dwie wydato Panstwowe Wydawnictwo Naukowe. Pozostate przy-
gotowuje PWRIL. Zamierzenia Komitetu w dziedzinie wydawniczej idg — procz
kontynuacji dotychczasowej akcji — w trzech kierunkach. Komitet rozwaza stwo-
rzenie cyklu oryginalnych monografii biochemicznych, zamierza wydawac zeszyty
metodyczne ,Postepéw Biochemii” poswiecone szczegétowemu opisowi bardziej zto-
zonych technik biochemicznych, a wreszcie zamierza wydawa¢ przy ,Postepach Bio-
chemii” zeszyty klasykéw biochemii polskiej gdzie by drukowano interesujace wyjatki
ze Swiatowego dorobku klasykéw biochemii polskiej.

Sprawg S$ciSle zwigzang z akcjg wydawniczag Komitetu jest zagadnienie polskiego
stownictwa biochemicznego. W czasie swej pracy Komitet zajmowat nieraz stanowi-
sko w sprawach stownictwa. Opracowat np. stownictwo aminokwaséw, peptydow
i biatek dla Komitetu Normalizacyjnego. Przedstawiciele Komitetu brali udziat w pra-
cach komisji stownictwa biologicznego. Na szczeg6towsze jednak opracowanie zastu-
guje catoksztalt zagadnienia. Prace stownikowe beda zmierza¢ do powstania Pol-
skiego Stownika Biochemicznego.

Sytuacja jest o tyle utrudniona, ze stownictwo biochemiczne musi sie opieraé
o ustalong klasyfikacje, ta za$§ w dziedzinie biochemii jest jeszcze przedmiotem roz-
wazah powotanego w tym celu miedzynarodowego ciata.
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6. Komitet, a polskie placéwki biochemiczne

W chwili powstania cztonkowie Komitetu reprezentowali prawie wszystkie czyn-
ne o$rodki biochemiczne i dlatego Komitet mégt uwazaé sie nie za instytucje nadrzed-
ng wobec polskich placowek biochemicznych, a za rodzaj autonomicznej rady nau-
kowej ogo6tu czynnych warsztatéw. W zwigzku z tym w pierwszych miesigcach swego
istnienia Komitet szczegétowo zajmowat sie analizg tematyki wykonywanej przez
poszczeg6lne os$rodki, podejmowat wizytacje pracowni itp.

Postawa taka byta wéwczas potrzebna, bo niektére osrodki badawcze ulegaty lo-
kalnym czynnikom spychajgcym je w kierunku $ci$le uzytkowym, a nawet ,wyrobni-
czym”.

Obecnie akcja dotacyjna i sesje sprawozdawcze sg gtdwng formg kontaktu Komi-
tetu z placowkami biochemicznymi. Powstanie Polskiego Towarzystwa Biochemicz-
nego utworzy mocng wiez organizacyjna nie tylko miedzy Komitetem a laboratoria-
mi, lecz takze miedzy placowkami.

Nie rozwigzang do chwili obecnej sprawg jest poruszany juz w niniejszym spra-
wozdaniu stosunek placdwek biochemicznych do resortowych instytutow naukowo-
badawczych. Konferencja problemowa Komitetu Biochemicznego pod tytutem ,Bio-
chemia a baza wyzywieniowa” wskazata na szereg mozliwo$ci badan naukowo-teore-
tycznych i naukowo-technicznych a takze badan praktycznych. Badania pierwszego
rodzaju to np. studia nad chlorellg, nad depolimeryzacjg enzymatyczng btonnika,
nad fermentacjg metanowo-octowg, nad fermentacjami wyzszych alkoholi, czy nad
tyrozynaza. Tematyke wysunieta przekazuje sie zainteresowanym komitetom nau-
kowym PAN. To samo winno sie odnosi¢ do problematyki badan naukowo-technicz-
nych zwigzanych z tematyka konferencji. Wymienimy przyktadowo zagadnienie fer-
mentacji cytrynowej i acetonowo-butanolowej, badania nad zastosowaniem amylazy
ple$niowej do proceséw scukrzenia, studia nad polepszeniem wykorzystywania ziem-
niaka, wywaru melasowego, drozdzy browarnianych, trocin i innych odpadkéw roslin-
nych. Niestety powigzania Komitetu z resortami nie gwarantowaty przenoszenia wy-
nikéw konferencji do prac resortowych. Zadaniem Komitetu jest takie zorganizowanie
wspotpracy z odpowiednimi resortami (oczywiscie uwzgledniajagc dziatalnos¢ Wy-
dziatbw PAN) by placéwki biochemiczne miatly tatwy kontakt z odpowiednimi pla-
cowkami resortowymi.

OmowiliSmy doktadniej sprawy wigzace sie z konferencjg problemowg o bazie
wyzywieniowej, gdyz nasuneta ona og6lne postulaty organizacyjne.

Juz na trzecim zebraniu plenarnym odbytym 19.1X.1952 roku Komitet postanowit
obja¢ ankietg Zawodowg wszystkich biochemikéw polskich. Sporzagdzona na podstawie
tej ankiety kartoteka jest uzupetniana i pozwala orientowaé¢ sie w mozliwos$ciach
kadrowych biochemii polskiej. Kartoteka wykazata deficytowe gatezie biochemii.

Dziedziny takie, w ktérych istniejg braki kadrowe to: biochemia weterynaryjna,
biochemia genetyczna, embriochemia, biochemia parazytologiczna, fermentacje prze-
mystowe, ze wymienimy pozycje najjaskrawsze. Poprawa sytuacji pod tym wzgledem
jest zadaniem biezagcym Komitetu.

Niewatpliwym osiggnieciem Komitetu w omawianym obecnie zakresie jest opubli-
kowanie w zeszycie drugim tomu trzeciego 1957 rok. ,,Postepéw Biochemii” M ateria-
téw do Rozwoju Biochemii Polskiej w okresie pierwszego pieciolecia Komitetu Bio-
chemicznego. Materiaty te sa najlepszg ilustracjg niniejszego sprawozdania, a wy-
kaz publikacji biochemicznych w tym okresie stanowi pierwszg probe polskiej bi-
bliografii biochemicznej.
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7. Wspotpraca Komitetu z innymi specjalnos$ciami

Biochemia, jej metodyka i sposob ujmowania zagadnien jest nieuchronnym eta-
pem rozwojowym dyscyplin doswiadczalnych zajmujacych sie przyroda ozywionag.
Jednym z wnioskdw tej sytuacji jest znaczenie biochemii dla fizjologii zwierzat i ro-
§lin, medycyny, czy mikrobiologii. Stad usitowania Komitetu nawigzania $cistej wspot-
pracy z tymi specjalnosciami. W 1953 roku Komitet delegowal jednego ze swych
cztonkéw na odbywajacg sie w Warszawie (23 i 24 1l) robocza konferencje fizjologéw
ros§lin. Komitet zaproponowat fizjologom ros$lin wspo6tudziat w organizacji sympozjum
poswieconego biochemii ro$lin. Sympozjum takie odbyto sie, nie przyniosto ono jednak
systematycznej wspdtpracy obu specjalnosci. Komitet bierze dotychczas udziat we
wszystkich zjazdach Polskiego Towarzystwa Fizjologicznego. Systematycznej wspoét-
pracy z fizjologami zwierzat i cztowieka nie ma jednak. Najlepiej moze przebiega
wspdétpraca z mikrobiologami. Udziat biochemikéw w konferencjach mikrobiologicz-
nych oraz w zjazdach Polskiego Towarzystwa Mikrobiologicznego jest dobrym punk-
tem wyjscia dla dalszej wspdtpracy. Organizacja studiéw biochemicznych i powig-
zanie ich na pierwszych latach ze studiami mikrobiologicznymi i fizjologicznymi wsp6t-
prace te zacie$ni. Dobrze rozwija sie wspoétpraca z naukami medycznymi.

Komitet nasz oddawna dostrzega brak kontaktu z Komitetem Nauk Chemicznych
Wydziatu Il PAN. Chemicy i biochemicy wspétpracujg S$cisle na arenie miedzyna-
rodowej. W 1955 roku w Brukseli zywa inicjatywa chemikéw doprowadzita do pow-
stania ciata koordynujacego dziatalno$¢ Unii Biochemicznej i Unii Chemii Czystej
i Stosowanej. W Polsce w tej chwili zadnych takich powigzan nie ma. Chemicy nie
wykazujg zainteresowania dla koordynacji poczynah z biochemikami.

By¢ moze, iz powotanie Polskiego Towarzystwa Biochemicznego pozwoli na sy-
stematyczniejsza wspotprace biochemikéw polskich z ininymi specjalno$ciami.

Nalezy tu stwierdzi¢, iz formy organizacyjne Polskiej Akademii Nauk nie sprzy-
jaja Scislejszej i bezposredniej wspdipracy Komitetow Naukowych PAN. W ciggu pie-
ciu ubiegtych lat ani razu np. nie obyto sie wspdlne zebranie aktywow Komitetéw
Naukowych na terenie Il Wydzialu PAN. Zebrania takie pomogly by unikngé¢ wie-
lotorowos$ci w pracy i osiggnac lepsze wspdtdziatanie.

Przyktadem wspoétpracy Komitetu z innymi specjalno$ciami byta sprawa zastoso-
wania izotopéw do prac badawczych w naukach biologicznych. Na dwudziestym
6smym posiedzeniu plenarnym w dniu 25.1X.55 r. Komitet Biochemiczny wyrazit go-
towos$¢ podjecia odpowiedzialno$ci za organizacje badan izotopowych w zakresie
nauk przyrodniczych w ramach Il Wydzialtu PAN. Komitet zwrdcit wéwczas uwage
na zupeiny brak przeszkolonych kadr i catkowity brak wyposazenia technicznego
i podkreslit, ze poziom badan w niektérych dyscyplinach nauk przyrodniczych, a zwta-
szcza w biochemii umozliwiat juz wéwczas wprowadzenie metody izotopowej do te-
matyki biezgcej. Wdéwczas rowniez Komitet wskazat na szereg warunkéw umozli-
wiajacych wprowadzenie metody izotopowej.

W wyniku tej oferty Prezydium PAN powzieto uchwate podang do wiadomosci
Walnego Zgromadzenia PAN naktadajacg na Komitet Biochemiczny obowigzek wdro-
zenia metod izotopowych w catej biologii. Niestety, précz uzyskania kilku stypen-
diow zagranicznych do systematyczniejszej realizacji propozycji Komitetu i uchwaty
Prezydium PAN nie doszto. Kontaktowanie sie osrodkéw powotanych przez Rzad do
zajecia sie metodyka izotopowg z Komitetem Biochemicznym réwniez nie jest zbyt
Sciste. Postulowane przez nas spotkania aktywoéw Komitetbw Naukowych mogto by
w tym i podobnych przypadkach wiele poméc.
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8. Kontakty naukowe z zagranicg

Biochemia polska brata udziat w pierwszym, drugim i trzecim Miedzynarodowych
Kongresach Biochemikow. Po kongresie Brukselskim Polska stata sie cztonkiem Mie-
dzynarodowej Unii Biochemicznej, o czym juz obszernie byta mowa. Nawiazano S$ciste
kontakty z biochemig Zwigzku Radzieckiego (sympozjum o pochodzeniu zycia w Mo-
skwie w lecie 1957), Stanéw Zjednoczonych (wizyta Przewodniczagcego Komitetu, oraz
Prof. Baranowskiego w USA), z biochemiag krajéw zachodnio-europejskich oraz
W egier i Czechostowacji. Nie mamy w chwili obecnej bezposrednich kontaktéw z bio-
chemiag krajow azjatyckich.

W Polsce przebywato na zaproszenie Komitetu Biochemicznego wielu wybitnych
biochemikoéw zagranicznych (jak np. laureat Nagrody Nobla prof. Synge, prof.
Fraenkel - Conrat, prof. Schramm, prof. Cook, prof. Theorell,
czy inni). Nawigzano juz wspoétprace doswiadczalng polskich biochemikéw z bioche-
mikami angielskimi, radzieckimi, amerykanskimi, czeskimi, francuskimi. Istniejg da-
ne, aby sadzi¢, ze wspdtpraca ta ozywiac sie bedzie nadal i pomoze Komitetowi w sy-
stematycznym ksztatceniu kadr biochemikéw polskich.
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IV. Sesja sprawozdawcza Komitetu Biochemicznego

IV sesja objeta sprawozdania z tematyki dotowanej w r. 1956 i czeSciowo w roku
biezagcym. Odbyta sie ona w Poznaniu w dniach od 6 do 7 pazdziernika. Obrady
otworzyt przewodniczacy Komitetu prof. dr J. Heller. Posiedzeniom przewodniczyli
prof. dr Z. Stolzman i prof. dr |I. Reifer. W sesji bralo udziat ok. 60
pracownikow naukowych z 14 osrodkéw. Dotacje w r. 1956 wyniosty 163 tys. zi.,
&w r. 1957 — 179 tys. zth

W pierwszym dniu obrad zgtoszono nastepujace sprawozdania:

1. Prof. dr T. Baranowski zlozyt sprawozdanie z prac wykonywanych
w Dziale Biochemii Instytutu Immunologii i Terapii Doswiadczalnej we Wroctawiu.
Opracowywano:

a) zagadnienia tyczace grup M i N, metod ich wydzielania i okre$lania ich aktyw-
nosci.

b) temat dotyczacy enterotoksyny gronkowcowej (praca w tym zakresie zostata
przerwana).

c) badania nad antymetabolitami zblizonymi do glutationu.

W dyskusji nad sprawozdaniem gtos zabrali doc. Meduski i doc. Borow-
sk i poruszajac sprawe obliczania ruchliwos$ci elektroforetycznych substancji gru-
powych w elektroforezie strefowej oraz przeprowadzanie doswiadczen antymetaboli-
tami grupowymi w sztucznych uktadach.

2. Doc. dr W. Ostrowski wygtosit sprawozdanie w imieniu nieobecnego na
sesji prof. dr. B. Skarzynskiego z prac wykonywanych przez Zaktad Chemii
Fizjologicznej w Krakowie. Omdwit:

a) mechanizm wigzania witaminu B12 z biatkami,

b) przemiane siarki w samozywnych bakteriach siarkowych przy uzyciu 3BS.

W dyskusji gtos zabierali prof. Pawet kiewicz oraz prof. Chmielew-
ska. Poruszono sprawe biosyntezy witaminu Bi12 oraz radioaktywnos$ci zwigzkéw
omawianych w temacie b.

3. Lek. R. Niemiro z Zaktadu Chemii Fizjologicznej A. M. w Gdansku zdat
sprawozdanie z pracy wykonywanej pod kierunkiem prof. dr. W. Mozotowskie-
go na temat préby chromatograficznego rozdziatu zwiazkéw wapniowych ultrafil-
tratu osocza krwi.

W dyskusji gtos zabierali prof. Reifer , prof. Opiefiska - Blauth oraz
prof. Chmielewska. Omowita czuto$¢ reakcji, odtwarzalnos¢ wynikéw oraz ko-
nieczno$¢ zachowania warunkéw doSwiadczenia.

4. Z kolei sprawozdanie ztozyt Zaktad Chemii Fizjologicznej A. M. w todzi pracu-
jacy pod kierunkiem prof. dr Br. Filipowicza. Po ogélnym wprowadzeniu
kierownika Zaktadu referowano szczeg6towo:

a) lek. H. Panusz préby izolowania dezoksyrybonukleazy z grasicy cielecej oraz
badanie jej aktywnosci.

[395]
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b) lek. B. Skoczylas moéwit o otrzymywaniu wysokospolimeryzowanej soli
sodowej kwasu dezoksyrybonukleinowego.

c) lek. A. Brzezinski mowit o przemianie weglowodanowej w mies$niu ser-
cowym.

W dyskusji gtos zabierat prof. Heller i doc. Meduski. Poruszono stoso-
wanie lecznicze tiaminy w intoksykacjach miesnia sercowego zamiast uzywanej ko-
karboksylazy oraz uktady metodyczne dogodne dla badania wptywu toksyn bakteryj-
nych na miesien sercowy.

5 Prof.drl.Chmielewska z Katedry Chemii Organ. U. W. méwita o metabo-
lizmie azotowym u ludzi zdrowych po podaniu dozylnym enzymatycznego hydrolizatu
biatka krwi bydlecej. Referowane przez nig badania sg dalszym ciggiem pracy roz-
poczetej w 1950 r. nad metabolizmem azotowym u ludzi po podaniu dozylnym hydro-
lizatu biatka krwi bydlecej. Prace prowadzone byty przez dr. Krystyne Betzecka
i dr Konstancje Raczynskag -Bojanowska z Zakltadu Chemii Fizjologicznej
AM w Warszawie przez doc. dr Jerzego Manickiego z Il Kliniki Chirurgicznej
AM w Warszawie oraz przez referentke z Katedry Chemii Organicznej UW.

W dyskusji gtos zabrat prof. Stolzman zapytujac o sposéb uzyskiwania hy-
drolizatéw oraz ich sterylizacji.

W drugim dniu obrad sprawozdanie ztozyt Zaktad Chemii Fizjologicznej AM
w Lublinie.

6. Prof.drJ. Opienska-Blauth wygtosita referat ogélny syntetyczny z prac
wykonywanych w Zaktadzie Chemii Fizjologicznej w Lublinie.

a) dr M. Szymona moéwita o fosforylacji glikozy przez metafosforany u My-
cobacteria,

b) lek. I. Madecka - Borkowska moéwita o zmianach biochemicznych
pateczfci okreznicy pod wpltywem inhibitora.

c) mgr.O0.Saktawska-Szymonowa mowita o transaminacjach aminokwa-
sow zasadowych.

d) mgr E. Gagsior referowat przystosowanie zywic jonowymiennych sulfofe-
nolowych do odsalania materiatu biologicznego w analizie chromatograficznej ami-
nokwasow.

e) prof. Opienska - Blauth poddata krytycznej ocenie testy barwne na
aminokwasy w analizie chromatograficznej na podstawie badan wtasnych 1 modyfi-
kacje wtasne w metodyce analizy chromatograficznej aminokwasow.

W dyskusji gtos zabierali prof. Heller, prof. Filipowicz, doc. Smo-
czkiewiczowa, prof. Pawetkiewicz, prof. Reifer. Omdwiono spra-
we stownictwa w pracy dr Szymony, zagadnienie stosownej techniki chromatograficz-
nej oraz rozdzielenia na zywicy zwigzkéw biorgcych udziat w cyklu ornitynowym.

7. Doc. dr E. Borowski z Instytutut Medycyny Morskiej i Tropikalnej
w Gdansku omoéwit postepy badan nad antybiotykiem tetaing wykonywanych w Pra-
cowni Biochemicznej tego Instytutu.

W dyskusji prof. Opienska-Blauth poruszyta sprawe organizacji kursu
chromatografii planowanego w Instytucie Medycyny Morskiej i Tropikalnej w Gdan-
sku w kierunku udostepnienia go pracownikom spoza Gdanska. Realizacja projektu
mozliwa jest dopiero po powrocie doc.,, Borowskiego ze Standw Zjednoczonych.

8. Prof. dr J. Pawetkiewicz z Zaktadu Mikrobiologii Rolnej WSR w Pozna-
niu wygtosit sprawozdanie z pracy o wytwarzaniu cyjanokobalamin przez Coryne-
bact. Diphteriae.
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9. Mgr Pedziwilk wygtosit w imieniu prof. dr. J. Janickiego kierownika
Zaktadu Technologii Rolnej WSR sprawozdanie z prac wykonywanych przez Zaktad
na nastepujace tematy:

a) wptyw kietkowania na wystepowanie witaminu Bi2 w nasionach ro$lin mo-
tylkowych,

b) wptyw sulfatiazolu na biosynteze witaminéw z grupy B12 przez Propionibact.
shernanii.

c) wptyw jonoéw metali Co, Cu, Mn na biosynteze syjanokobatamin przez Pro-
pionibact. shermanii.

d) wptyw réznych warto$ci pH podtoza na wydajno$¢ cyjanokobalamin przez
Propionibact. shermanii.

10. Dr J. Michejda z Zaktaidu Zoologii Ogdlnej UAM w Poznaniu zdat spra-
wozdanie z nastepujgcych tematéw wykonywanych w Zaktadzie:

a) polarograficzna metoda badania oddychania zwierzat wodnych,
b) wptyw wartoéci osmotycznych na oddychanie zyworodki,
c) fosforylacja tlenowa u S$limaka.

11. Doc. dr J. Meduski ztozyt sprawozdanie z prac na temat toksyny alfa,
czyli fosfolipazy C pateczki zgorzeli gazowej. Prace wykonywano w Pracowni Prze-
miany Posredniej PaAstwowego Zaktadu Higieny w Warszawie, oraz w Zaktadzie
Biochemii im. Bacha w Moskwie, a takze w Zaktadzie Biochemii ANM ZSRR w Mo-
skwie. W badaniach wspo6tdziatali mgr J. Zbrozyna, dr AL Zakrzewska,
mgr D. Olkowska, mgr B. Ortowska i O Klahr. W Moskwie wspdt-
dziatali kand. nauk W. D. Uspienska ja i kand. nauk M. S. Wotkow a.

a) Badania elektroforetyczne w bloku skrobiowym nad fosfolipazg C,
b) Oznaczanie ciezaru czasteczkowego fosfolipazy C przy pomocy inaktywacji
promieniami gamma.

c) O nowej metodzie oznaczania aktywnosci fosfolipazy C opartej na tescie le-
cyto-witelinowym.

12. Doc. drL. Diatoszynski =z Zaktadu Fizjologii Zwierzat WSR w Pozna-
niu omowit prace mad wplywem obcigzenia niektérymi truciznami na aktywno$¢
sulfatazy arylowej narzagdow myszy.

13. Mgr E. Sempinska w imieniu prof. dr A, Dmochowskiego z Za-
ktadu Biochemii Ut ztozyta sprawozdanie z badan:

a) nad kwasami nukleinowymi i nukleoproteidami #tusek tuszczycy oraz
b) nad nowg metodg oznaczania pirymidyn.

c) mgr Walter 2z tego samego Zaktadu moéwita o badaniach nad kwasami nu-
kleinowymi trzustki.

W czasie trwania sesji sprawozdawczej prof. dr W. Niemier ko przedstawit
zebranym sprawe organizacji Polskiego Towarzystwa Biochemicznego. Na zebraniu
cztonkéw zatozycieli Towarzystwa wybrano zarzad w skitadzie: prof. dr W .Nie-
mierk o — przewodniczacy, prof. dr I. Reifer — z-ca przewodniczacego, prof.
dr T. Korzybski, prof. dr B. Filipowicz oraz prof. dr Z. Stolzman —
cztonkowie Zarzgdu. Zadaniem nowego Zarzadu jest rejestracja Towarzystwa, wer-
bowanie cztonkéw i zwotanie walnego zebrania.
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Yl Krajowy Zjazd Polskiego Towarzystwa Fizjologicznego

W pazdzierniku br. w dniach od 16 do 19, odbyt sie w Warszawie w salach
Patacu Kultury i Nauki VIl Zjazd Polskiego Towarzystwa Fizjologicznego.

Zgodnie z tradycja posiedzenie plenarne w ostatnim dniu zjazdu poswiecone
byto pamieci jednego z wielkich polskich fizjologdw — profesora Adolfa Becka.
Podstawowga tematyka Zjazdu byta fizjologia uktadu nerwowego i fizjologia wstrza-
su. Te zagadnienia omawiano w referatach plenarnych w 1-ym i 3-im dniu Zjazdu,
oraz w szeregu komunikatéw w sekcjach. Na drugim posiedzeniu plenarnym wy-
gtoszono referat na temat antymetabolitow.

Poza referatami plenarnymi, na Zjezdzie wygtoszono 245 komunikatéw, z cze-
go 57 biochemicznych.

Obradowano w kilku sekcjach, ktorych tematyke utozono wedlug omawianych
zagadnien z zakresu:

1) fizjologii (uktad nerwowy, oddychanie i trawienie, krew i ukfad seroowo-
naczyniowy, fizjologia zwierzat hodowlanych, hipotermia),

2) biochemii (enzymy, nukleotydy i biochemia owadéw),

3) farmakologii.

Przedmiotem licznych komunikatéw byta metodyka biochemiczna, farmakolo-
giczna i fizjologiczna.

Zaréwno po referatach programowych, jak i po komunikatach wywigzywata
sie dyskusja — czesto bardzo ozywiona.

W ostatnim dniu Zjazdu odbyty sie demonstracje zabiegéw doswiadczalnych
w warszawskich zaktadach naukowych, oraz wyswietlane byty filmy naukowe.

W obradach wzigto wudziat kilku gosci zagranicznych: Prof. Anochin,

z ZSRR, ktory wygtosit referat o roli i czynno$ci uktadu siateczkowego (formatio
reticularis), prof. Laborit, =z Francji, ktéry wygtosit referat o hipotermii i go-
spodarce jonowej w ustroju, oraz prof. Anatol z Czechostowaciji.

Obrady z zakresu biochemii podsumowat prof. J. Heller. Podkres$lit staty

rozw6j prac biochemicznych w Polsce. Przed 6-ioma laty na zjezdiie we Wro-
ctawiu przewazaty prace metodyczne, przed 3-a laty w Krakowie byta juz pewna

ilo§¢ prac problemowych brakto jednak badan z dziedziny enzymatyki i zastoso-
wania izotopéw. Obecnie i ta luka zostatla zapetniona, w szeregu dziedzin obser-
wuje sle dalszy postep — tematyka jest skrystalizowana a osiggniecia bardzo in-
teresujace.

Ogblnego podsumowania obrad dokonal prof. Fr. Czubalski, zwracajac

uwage na znaczny wzrost zainteresowania fizjologiag i aktywny udzial w pracach
Zjazdu miodych naukowcdw.

Streszczenia komunikatow ze Zjazdu wydrukowano w Nr 3 — 3a tomu VIII,
Acta Physiologica Polonica 1957. Referaty plenarne i dyskusja po nich majg by¢
zamieszczone w najblizszym numerze tego czasopisma.

Barbara Kozarzewska-Saper
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TOM 11l 1957 ZESZYT 3/4

F.M. Burnet — Enzyme, Antigen and Virus. A Study of Macromolecular Pattern
in Action. Cambridge University Press 1956, stron 194.

Sir Macfarlane Burnet jest autorem dwoéch wiekszych prac: ,The Production of
Antibodies” wydanej w roku 1949 i ,Natural History of Infectious Disease” z roku 1952.
Obecna praca, podobnie do poprzednich, odznacza sie szerokimi horyzontami w przed-
stawieniu materiatu. Jej podtytut tylko do pewnego stopnia odzwierciadla zakres
poruszanych probleméw. Perspektywy, jakie daje ksigzka, sg znacznie szersze.

Wedtug stéw autora wypowiedzianych w przedmowie do omawianej ksigzki praca
ta ma by¢ esejem o biologicznej syntezie biatka, ma stanowi¢ takze cigg dalszy wzgled-
nie unowoczes$niong forme monografii autora o powstawaniu przeciwciat. Nastepnym
powodem do przygotowania tej pracy byto zainteresowanie autora w zagadnieniach
genetyki wirusa grupy i roli kwasu rybonukleinowego w tym problemie. Ostatnim
wreszcie punktem zainteresowania autora jest karcynogeneza. Wszystkie te gtdwne
kierunki omawiane w ksigzce sg powigzane ze soba wspdlng mys$la zmierzajgcg do
stworzenia ogo6lnej teorii biologicznej, ktéra by stanowita analogon do teorii informacji
zastosowanej Bo wyttomaczenia sposobdéw, jakimi postugujg sie komorki w przekazy-
waniu informacji przy powtarzaniu struktur biatkowych podczas nowotworzenia biat-
ka. Ta wspolna mys$l jednoczy ze sobg cztery gtéwne tematy ksigzki. Pewne zastrze-
zenie moze budzi¢ stowo ,antygen” uzyte w tytule. Tekst ksigzki sugerowatby raczej

umieszczenie stowa ,przeciwciato” zamiast ,antygen”, lub ico najmniej obydwu
stow obok siebie.

Ksigzka sktada sie z czterech rozdziatow gtéwnych i pigtego stanowigcego uwagi
konncowe i ogblne. Pierwszy rozdzialt omawia powstawanie indukowanych enzymow
u drobnoustrojow na przyktadzie przede wszystkim P-galaktozydazy i penicylinazy.
Autor omowit przy tym szczeg6towo role kwasoéw nukleinowych ze specjalnym
uwzglednieniem zagadnien zwigzanych z mechanizmami przenoszenia informacji
z substancji indukujacej na powstajgcy enzym. Drugi rozdziat stanowi nowoczesny
spos6b przedstawienia materiatu zawartego w poprzedniej pracy autora wydanej
wspolnie z Fennerem pt. ,,The production of Antibodies”. W rozdziale tym autor prze-
prowadza dyskusje pojecia ,self-marker” przy tworzeniu przeciwcial, zaczerpnig-
tego z poprzedniej pracy, a ktérego podstawg jest fakt, ze te same systemy komorek
wchodzg w gre przy usuwaniu zuzytych komorek — bez tworzenia przeciwciat —
i obcego ustrojowi materiatlu — z wytworzeniem przeciwciat. W rozdziale tym przed-
stawiono obszernie dane odnoszace sie do nowotworzenia czgsteczek biatka przeciw-
ciat. Bola kwaséw nukleinowych zostata w tym rozdziale rowniez szeroko uwzgled-
niona. W trzecim rozdziale omoéwiono gtéwnie ten rodzaj biosyntezy biatka, ktéry
nastepuje przy wzroscie nowotworu. | tutaj takze zastosowano podobne podejscie do
zagadnienia uwzgledniajac teorie ,self-marker”, a takze role kwaséw nukleinowych.
Czwarty rozdziat, o rozmnazaniu si¢ wirusa, jest wynikiem obszernych i majacych
podstawowe znaczenie dos$wiadczalnych prac autora. Problem ten przedstawiono
znowu pod podobnym katem widzenia. Ostatni wreszcie rozdziat zawiera gtéwne fi-
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lozoficzno-biologiczne zapatrywania autora na omawiane problemy. Tre$¢ tego roz-
dziatu znacznie wybiega poza ramy zakres$lone tytutem. Czytelnik znajdzie tam roz-
wazania nad podstawami pracy badawczo-naukowej, nad og6lnymi teoriami biolo-
gicznymi i ich znaczeniem. Zdaniem autora do takich ogo6lnych twierdzen, ktére coraz
silniej zostaja w biologii ugruntowane, .nalezy zapatrywanie, ze inowotworzenie biatka
nastepuje na czasteczkach kwasu nukleinowego. Autor analizuje dotychczas stosowane
w biologii sposoby podejscia do zagadnien, morfologiczny, fizyczny, i chemiczny.
,Biochemicy obecnie tak silnie dominujg w biologii, ze bytyby nierozsagdnym niedo-
cenianie tych osiggnie¢ uzyskanych w rozmaitych dziedzinach chemii zywej substan-
cji. Wyswietlenie proceséw, w ktérych zostaje spalana glikoza, jest arcydzietem ekspe-
rymentu i logiki, pozostawia ono nas jednak w gtebokiej nieSwiadomos$ci co do struktu-
ralnej podstawy i funkcjonalnej koordynacji proceséw, ktére zostaly wykryte...” (str.
162); poza fizycznym i chemicznym aspektem takze i podejScie morfologiczne, zda-
niem autora, jest konieczne, ale ,wydaje sie, ze usitlowanie zastosowania podejscia
morfologicznego, fizycznego i chemicznego dla zrozumienia procesdéw zyciowych
osiggneto juz stadium, w ktérym zyski zmniejszaja sie w stosunku do wktadanego
wysitku. Zblizamy sie do asymptotycznej bariery i byé moze niebawem stang sie
konieczne pewne modyfikacje horyzontéw i sposob6w podej$cia do teoretycznej bio-
logii” (str. 163).

Ksigzka Burneta wywiera na czytelniku duze wrazenie, zaptadnia jego mysli,
obejmuje bowiem wielkie horyzonty nauk biologicznych, w ktérych autor czesto brat
osobisty, eksperymentalny udziat. Wyk#tad jest jasny, uktad ksigzki przejrzysty. Drob-
ne przeoczenie przy wyktadzie budowy kwaséw nukleinowych (str. 22) gdzie podano,
ze zasady w RNA s3g zwigzane z drugim, a w DNA z trzecim weglem pentozy, zamiast
w obydwu przypadkach, z pierwszym — nie zmieniajg faktu, Zze udokumentowanie
tez wypowiedzianych przez autora jest na wysokim poziomie.

T. Korzybski



Miedzynarodowa Unia Biochemiczna (1UB)

Biuletyn Nr. 2* Listopad 1957

1. Nowi cztonkowie

W ptyneto podanie od Butgarii i zostato przyjete przez pozostate panstwa nale-
zace do IUB. W ten spos6b catkowita liczba panstw cztonkéw IUB wynosi 23.

Ponadto Peru i Szwajcaria zwrdcity sie z prosbg o informacje w sprawie czton-
kowstwa.

2. Miedzynarodowe Symposium na temat pochodzenia zycia na ziemi, Moskwa 1957

W Moskwie w dniach od 19 do 24 sierpnia 1957 odbyto sie pod protektoratem IUB
miedzynarodowe symposium na temat ,Pochodzenie zycia na ziemi”, zwotane przez
Akademie Nauk ZSSR. Na symposium przybyto okoto 50 naukowcéw, gtownie bio-
chemikéw z poza Zwigzku Radziieckiego oraz nieco liczniejsza grupa radzieckich
uczonych. Wygtoszone referaty dotyczyty 5 nastepujacych gtéwnych zagadnien:

a) Zaczatki powstawania na ziemi prostych zwigzkéw organicznych,

b) Przeksztatcanie siie pierwotnych zwigzkéw organicznych na ziemi.

c) Pochodzenie biatek, nukleoproteidow i enzymow.

d) Pochodzenie struktur i przemian.

e) Ewolucja przemian.

Akademia Nauk ZSSR wydata w jezyku angielskim i rosyjskim ksigzke pt. ,Po-
chodzenie zycia na ziemi”, zawierajacg sprawozdania z 43 prac przedstawionych na
Sympozium. Na zakorficzenie moskiewskiego Sympozium delegaci przejechali do Le-
ningradu na dwudniowe zwiedzanie instytutdw naukowych w tym miescie.

3.-Miedzynarodowe Symposium na temat chemii enzyméw, Tokio 1957

W Tokio i Kioto w dniach od 15 do 23 pazdziernika 1957 r. odbyto sie pod pro-
tektorem IUB miedzynarodowe symposium na temat chemii enzymdéw, zorganizowa-
ne przez Rade Naukowa Japonii przy wspoétudziale uniwersytetéw w Tokio i Kioto.
Na Sympozium reprezentowanych byto 22 panstwa; przybyto 108 naukowcéw z za-
granicy oraz ponad 800 badaczy japonskich. Gtdwna tematyka poruszana na Symipo-
zium obejmowata nastepujace zagadnienia:

a) Mechanizmy enzymatycznego przenoszenia grup.

b) Uktady enzymatyczne przenoszace wodor, tlen i elektrony.
c) Synteza biatek i enzymow.

d) Enzymy i przemyst.

* Biuletyn nr 1 zostat podany w numerze 4/56 Postepéw Biochemii.
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Referaty przedstawiane na tym Sympozium bedg wydane w tomie ,Proceedings
of the International Symposium on Enzyme Chemistry”.

4. IV Miedzynarodowy Kongres Biochemiczny

IV miedzynarodowy kongres biochemiczny odbedzie sie¢ we Wiedniu w dniach
od 1 do 6 wrzes$nia, 1958 r. pod przewodnictwem prof. Carla F. Cori. Sekretarzem
generalnym kongresu jest prof. O. Hoffman - Ostenhof. Zgodnie z obecnym
palnem program naukowy obejmowac bedzie: a) dwa gtéwne wyktady, ktore wy-
gtosi¢ majg prof. E. Chargaff (Nowy York) i prof. AL E. Braunstein (Moskwa)
b) dwanascie pot-dniiowych symposii odbywajgcych sie réownolegle w ciggu 4 dni,
c) cztery pétdmiowe kolokwia i d) komunikaty i pokazy, zorganizowane w 17 sekcjach.
Ponadto zorganizowana bedzie wystawa aparatury naukowej, ksigzek biochemicz-
nych i produktéw, ktadrych wytwarzanie opiera sie na badaniach biochemicznych.
Projektowane sg rowniez imprezy towarzyskie i wycieczki do ciekawych miejsc
w okolicy.

5. Komisja enzymatyczna

Prof. A, L. Lehhninger zgodzit sie wejs¢ w sktad komisji, powiekszajgc tym
samym liczbe cztonkéw zwyczajnych do 10.

Zebranie komisji odbyto sie w Paryzu w dniiu 22 i 23 lipca 1957 r. Przewodniczyt
prezes komisji dr M. Dixon, Na zebraniu tym postanowiono zaprosi¢ jako cztonka
korespodenta jezykoznawce, kté6ry pomagatby w zagadnieniach nomenklatury, a szcze-
gélnie w zagadnieniach zwigzanych z przyjeciem nowo powstalych nazw. Na propo-
zycje dra G ale’a zgodzit sie zosta¢ cztonkiem korespondentem ipodjgé te prace H. S.
Ditavies, Fellow of St. John’s College, Cambridge.

W biezacym roku przygotowano projekty szeregu uchwat i rozestano je miedzy
cztonkow komisji. Projekty te nastepnie omawiano na zebraniu w Paryzu, gdzie uzgod-
niono znaczng ich cze$¢ oraz powotano podkomisje dla rozpatrzenia pozostatych.

W godzinach popotudniowych 23 lipca odbyto sie tgczne posiedzenie Komisji
enzymatycznej IUB i Komisji nomenklatury biochemicznej IUPAC, na ktérym omoé-
wiono zagadnienia o wspdlnym zannteresowaniu.

6. Komitet koordynujacy dziatalno$¢ Miedzynarodowej Unii Biochemicznej
IUB oraz Miedzynarodowej Unii Chemii Teoretycznej i Stosowanej IUPAC

W Paryzu dnia 24 lipca 1957 r. odbyto sie 3-cie zebranie komitetu koordynujacego
dziatalno$¢ IUB i IUPAC, na ktorym zostatlo ztozone sprawozdanie z prac komisji
enzymatycznej oraz omawiano symposia, majagce sie odby¢ w latach 1958 i 59.

Dr J. Murray Luck powiadomit Komitet, ze Deutsche Chemische Gesellschaft
zwrocito sie z zaproszeniem i propozycjg, aby Miedzynarodowy Kongres w r. 1959
odbyt sie w Munich, sugerujac jednocze$nie, aby tematyka poruszana na Kongresie
obejmowata: a) chemie nieorganiczng i b) biochemie. Ze wzgledu na to, Zze organizo-
wanie miedzynarodowych kongres6w biochemicznych nalezy do IUB, Komitet koordy-
nujacy uznat, ze tematyka biochemiczna na kongresie w Munich powinna ograniczy¢
sie do 3 lub 4 symposii poruszajacych zagadnienia szczeg6lnie interesujace dla che-
mikéw. Na zakonczenie postanowiono, ze Komitet koordynujacy poleci Radom obu
Unii, by przy zawiadamianiu o przysztych kongresach lub sympasiach dotgczaty do
programéw drukowane o$wiadczenie, ze tematyka zebrarn zostatla za ustalona przy
wspo6tudziale Komitetu koordynujgcego IUB i IUPAC.
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7. Uroczysto$ci zwigzane z 100 letnig rocznicg powstania Société Chimique de France

Prezydent IUB zostal zaproszony jako przedstawiciel Unii na uroczystos$ci zwig-
zane ze 100-letnig rocznicg powstania Société Chimique de France. Poniewaz prezy-
dent sam nie mogt przyby¢ zastgpit go gtéwny sekretarz, ktéry wygtosit przemoéwienie
jako przedstawiciel Unii.

8. 8- plenarne posiedzenie Miedzynarodowej Rady Unii Naukowych ICSU

Prof. E. H. Stotz zgodzit sie reprezentowaé Unie na 8-ym plenarnym posiedze-
niu ICSU, ktére ma odby¢ sie w Waszyngtonie w r. 1958.

9. Komitet ICSU do spraw zwigzanych z abstraktami biologicznymi

W czerwcu 1956 r. w Bagneres de Bigorre Biuro wykonawcze ICSU postanowito
powotaé¢ komitet do spraw zwigzanych z abstraktami biologicznymi i zwrécito sie do
IUB o zamianowanie swego przedstawiciela. Prof. H. C. K. Westenbrink (Ho-
landia) zgodzit sie peini¢ te funkcje.

10. Konferencja Naukowo-Informacyjna

W zwigzku z zaproszeniem na konferencje naukowo-informacyjng ktéra ma od-
byé¢ sie w USA w r. 1957 gtéwny sekretarz Unii rozestat do cztonkéw zawiadomienia
z podaniem doktadnych informacja dotyczgcych konferencji.

11. Plany dotyczace przysztych symposii

a) W r. 1958 projektowane jest symposium na temat enzyméw hematynowych
w Canberra, Australia.

b) Projektowane jest wesp6t z Miedzynarodowa Unig Nauk Fizjologicznych IUPS
tagczne symposium na temat oddychania w 1958 r. prawdopodobnie w Rzymie.

¢) W zwigzku z zaproszeniem na symposium na temat mechanizmu dyskrymina-
cji chromatynowej u zwierzat i cztowieka organizowanym przez IUBS w lipcu 1958 r.

Unia Biochemiczna poda¢ ma nazwiska 2 lub 3 biochemikéw pracujacych w tej
dziedzinie, ktérzy mogliby wziigé¢ udziat w tym symposium.

12. Reprezentowanie 11B w Komitecie Sekcji Chemii Biologicznej IUPAC

W zwigzku z zakonczeniem okresu urzedowania prof. F lor k ina jako cztonka
Komitetu Sekcji Chemii Biologicznej IUPAC na stanowisko te powotano prof. R. H. S
Thompson &

13. Finanse

W r. 1957 IUB poraz pierwszy otrzymata finansowg pomoc od ICSU. Wyrazata
sie ona sumga 550 dolaréow, ktérg przeznaczono na zorganizowanie pierwszego zebra-
nia Komisji enzymatycznej, symposium moskiewskiego i symposium japonskiego.
Na cele te przeznaczono tacznie sume 6300 dolaréw i brakujagce 800 dolaréow dotozono
z funduszu optat cztonkowskich. Na poczatku 1957 r. saldo wynosito 2000 dolarow
i w ciggu roku wptyneto 2700 dolaréw z optat cztonkowskich. Wydatki wliczajagc wyzej
wspomniane 800 dolar6w wynosity 2300 dolaréw, tak ze pod koniec roku saldo w przy-
blizeniu wynosi¢ bedzie 2400 dolaréw. Przychody i rozchody za okres od ostatniej
Rady i posiedzenia plenarnego zostang doktadnie przedstawione Radzie podczas Kon-
gresu w Wiedniu.
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14. Publikacje

a) Origin of Life in Earth — sprawozdanie z miedzynarodowego sympozium
w Moskwie w sierpniu 1957 r. zostalo wydane przez wydawnictwo Akademii Nauk
ZSSR (w jezyku angielskim i rosyjskim).

b) Development of International Organization of Biochemistry E. H. Stotz.
Federation Proceedings (1956) 15, 807.

IV Miedzynarodowy Kongres Biochemikéw

Redakcja otrzymata od Generalnego Sekretariatu Kongresu nastepujacy Komu-
nikat z proshg o umieszczenie w ,Postepach”: ,IV Miedzynarodowy Kongres Bio-
chemii pod egidg Miedzynarodowej Unii Biochemicznej odbedzie sie w czasie od
1 do 6 wrzed$nia 1958 w Wiedniu. Wszelkie zapytania odnos$nie udziatu i zgtoszenia
Komunikatéw prosze kierowaé¢ do Generalnego Sekretariatu, Wien IX W &hringerstr.
42, Osterreich”.

Podajac powyzsze do wiadomosci informujemy, ze Komitet Biochemiczny PAN
2ajmuje sie organizacjg zbiorowego udziatu biochemikoéw polskieh w IV Kongresie.
M. in. Komitet stara sie o fundusze na ten cel za poSrednictwem Zarzagdu Unii Miedzy-
narodowej. Komitet rozestat juz pierwsze komunikaty o Zjezdzie i formularze zgto-
szen do poszczegdlnych osrodkéw. Osoby zainteresowane, do ktérych zaproszenia nie
doszty, moga sie zgtasza¢ o nie do Komitetu Biochemicznego PAN. Zgtoszenia i teksty
referatbw Komitet prosi rowniez kierowaé na jego rece

Rok Darwinowski w Polsce

Wydziat Nauk Biologicznych PAN podjgt na plenarnym posiedzeniu uchwate
w sprawie obchodu roku Darwinowskiego. Tekst uchwaty podajemy naszym czytelni-
kom w petnym tekscie.

»~Wydziat Nauk Biologicznych PAN po wystuchaniu i przedyskutowaniu referatu
przewodniczagcego Komisji Ewolucjonizmu PAN prof. dra K. Petrusewicza o projek-
cie obchodu roku Darwinowskiego podejmuje nastepujaca uchwate:

I. Wydziat Nauk Biologicznych powierza Komisji Ewolucjonizmu PAN, jako ro-
boczemu Komitetowi organizacyjnemu, przygotowanie programu obchodu roku Dar-
winowskiego (1959), zorganizowanie poszczegdlnych imprez z wigzanych z obchodem,
oraz zobowiazuje Komisje Ewolucjonizmu PAN do przedstawienia w terminie do 31
grudnia 1957 r.:

1) szczego6towego programu obchodu z uwzglednieniem metod propagandy jubi-
leuszu ws$r6d najszerszych kregéw biologéw i przedstawicieli innych specjalnosci,
ktére by nadaty uroczysto$ciom darwinowskim skale krajowa,

2) wnioskéw dotyczacych sktadu i zakresu dziatania Komitetu Obchodu Roku
Darwinowskiego przy Prezydium PAN, ktory obejmie protektorat nad uroczysto-
Sciami jubileuszowymi.

Il. Wydziat Il akceptuje nastepujacy ramowy program obchodu roku Darwinow-
skiego:

1. Jubileuszowe wydanie ,Dziet wybranych Darwina”.

Wykonanie tego zadania powierza si¢ Kolegium Redakcyjnemu Biblioteki Kla-
sykow Biologii przy Komisji Ewolucjonizmu PAN pod przewodnictwem prof. dra
T. Wolskiego, ktdre zapoczatkowato juz w r. 1956 opracowanie polskiego wydania
,Dziet wybranych”.
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Wydziat akceptuje wydanie w serii jubileuszowej nastepujacych dziet: Autobio-
grafia, O powstaniu gatunkéw, O pochodzeniu cztowieka, Dobér piciowy, Wyraz
uczu¢ u cztowieka i zwierzat, Zmiennos$¢ roslin i zwierzat w stanie kultury, Podréz na-
turalisty, Sprawozdanie z przebiegu posiedzenia Linnean Society w 1858 r., O krzyzo-
waniu i zapylaniu u roSlin; oraz prosi o poinformowanie Wydziatu o ostatecznym
projekcie Dziet wybranych jak rowniez o informacje biezaca o postepie prac w tej
dziedzinie.

2. Ogtoszenie konkursu na prace dotyczace rozwoju mys$li ewolucyjnej w Polsce
(1957 — jesien) oraz zorganizowanie w jesieni 1959 r. sesji PAN na temat rozwoju
idei ewolucji w Polsce. Zakres i warunki konkursu powinien opracowa¢ powotany
przez Komisje Ewolucjonizmu PAN zesp6t w sktadzie: prof. prof. Brzek, Konopka,
Makarewicz, Makower, Petrusewicz, Raabe, Skarzynski i Suchodolski. Bedzie on
rowniez czuwat nad przebiegiem prac konkursowych i zorganizuje sesje problemo-
wa PAN w 1959 r., na ktorej oprécz typowanego programu jubileuszowego beda re-
ferowane ostateczne wyniki konkursu lub jego przebieg. Program konkursu winien
by¢ przedstawiony Wydziatlowi do dn. 1.1.1958 r.

3. Ogtoszenie konkursu na prace badawcze (eksperymentalne lub terenowe)
w zakresie ewolucja organicznej i zorganizowanie w 1959 r. sesji problemowej PAN
poSwieconej tym zagadnieniom®).

Na sesji oprocz referatéw ogolnych bedg referowane prace uczestnikéw konkursu.
Wydziat akceptuje opracowane przez powotany juz przez Komisje Ewolucjonizmu
Zesp6t w sktadzie: prof. prof. Gajewski, Kaufman, Koztowski, Kunicki-Goldfinger,
Michajtow, Petrusewicz, Raabe, Stefanski, Szafer, Szaferowa, Wolski zakres pro-
blematyke .i warunki konkursu (zatacznik), oraz powierza wymienionemu zespotowi
czuwanie nad przebiegiem prac konkursowych i zorganizowanie sesji problemowej
PAN w 1959 r. Zobowigzuje sie Zesp6t konkursu do opracowania szczegétowego regu-
laminu i przedstawienie go Wydziatowi do 1.111.1958 r.

4. Wydanie szeregu broszur, ksigzek popularnych na réznych poziomach nauko-
wych, odczytow itp., tak by szeroko spopularyzowa¢ wsréd spoteczenstwa polskiego
posta¢c K. Darwina i jego role w nauce.

Zobowigzuje sie Komisje Ewolucjonizmu PAN do opracowania i przedstawienia
Wydziatowi zamierzen w tym zakresie oraz projektu udziatu cztonkéw PAN w tym
obchodzie.

5. Udziat w uroczystosciach jubileuszowych organizowanych w innych krajach,
a gtownie w Anglii. Nawiagzanie juz w r. 1957 kontaktu z Linnean Society, British
Museum, British Association i innymi organizacjami i instytucjami zainteresowany-
mi obchodem.

6. Propaganda roku Darwinowskiego poprzez Wydawnictwa PAN tak, by wia-
czy¢ sie do jego obchodu uczelnie wyzsze, towarzystwa, placowki naukowo-badawcze
itp.

Konkurs na prace badawcza z ewolucji organicznej

Komisja Ewolucjonizmu PAN, za zgodag Wydzialu Nauk Biologicznych PAN, ogta-
sza konkurs na prace badawczg z zakresu ewolucji $wiata organicznego.

Do konkursu zgtaszane by¢ moga prace badawcze oparte o jakgkolwiek dyscy-
pling biologiczng i prowadzone wtasciwymi jej metodami, w sposéb Swiadomy i udo-
kumentowany, wyjasniajagce lub w istotnym stopniu przyczyniajace sie do wyjasnie-
nia proceséw ewolucji $wiata organicznego.

*) Tekst konkursu podajemy ponizej.
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Zakres problematyki prac konkursowych obejmuje wiec badania nad jednostkami
podlegajacymi ewolucji, oraz procesem (przebieg, prawa i prawidtowosci), czynnika-
mi (przyczynami) specjacji i filogenezy.

Konkurs bedzie rozstrzygany trzy razy w latach 1959, 1960 i 1961. Prace odpo-
wiadajgce warunkom konkursu bedg referowane i dyskutowane na Sesji Proble-
mowej Wydziatu IlI, po czym Jury Konkursu odbedzie posiedzenie rozstrzygajace
wyniki.

Przedmiotem ostatecznej oceny Jury w kazdym z trzech terminéw mogg by¢ tyl-
ko prace zakonczone, wydrukowane lub opracowane do druku.

Termin zgtaszania prac na pierwsze (tzn. w 1959 r.) posiedzenie Jury uptywa
w zasadzie z dniem 1.VI11.1958 r. Do konkursu mogg by¢ zgtaszane prace podjete spe-
cjalnie na konkurs, lub rozpoczete przed ogtoszeniem konkursu, o ile odpowiadajg
warunkom konkursu (do udziatu w konkursie moga by¢ zgtaszane prace wydruko-
wane po ogtoszeniu konkursu).

W kazdym z trzech termindéw rozstrzygania konkursu przewiduje sie:

jednag pierwszg nagrode w wysokosci 10 000 zt.
dwie drugie nagrody po 5000 zt.
oraz pewng ilo$¢ wyréznien za walory metodyczne.

Regulamin konkursu bedzie opracowany i ogtoszony do 1.111.1958 r.



INFORMACIJE | WSKAZOWKI DLA AUTOROW

1. Postepy Biochemii publikujg artykuty referatowe ze wszystkich dziedzin bio-
chemii nie drukowane w innych czasopismach. Artykuty drukowane w ,,Postepach Bio-
chemii” nie moga by¢ bez zgody Redakcji drukowane w innych czasopismach.

2. Prace nalezy przesyta¢ do redakcji w 3 egzemplarzach. Maszynopis powinien by¢
pisany jednostronnie z podwdjng interlinig, z marginesem okoto.4 cm po lewej stronie
i okoto 1 cm po prawej, oraz numeracjg stron. W tek$cie maszynopisu nie nalezy robié
zadnych podkre$len na maszynie ani atramentem. Po tytutach nie nalezy stawiaé
kropek.

3. Przestane do redakcji maszynopisy powinny byé w postaci gotowe.j do druku,
ilo§¢ poprawek nie moze przekraczaé pieciu na jedynej stronie.

Prace nie odpowiadajagce wj*maganiom zostang przepisane na koszt autora,
a odpowiednia kwota zostanie potragcona z honorarium autorskiego.

4. Wszelkie rysunki, wykresy i fotografie nalezy ztozyé razem z ma-
szynopisem na oddzielnych kartkach, w postaci nadajgcej sie do reprodukcji lub prze-
rysowania. Rysunki, wykresy i fotografie powinny by¢ ponumerowane, a w tek$cie ma-
szynopisu nalezy wskaza¢ na marginesie miejsca i rozmiary poszczegdlnych klisz. U dotu
rysunku, a przy fotografiach na odwrocie nalezy czytelnie poda¢ odpowiedni napis
oraz tytut pracy i nazwisko autora. Ostateczne wykonanie rysunkéw jest obowigzkiem
redakcji. Nadmierna ilos¢ rysunkéw moze by¢ wykonana wytacznie na koszt autora.

5. Wzory lub cze$ci wzorédw i oznaczenia, ktérych nie mozna napisaé na maszynie,
powinny byé napisane recznie atramentem, bardzo wyraznie.

6. Tablice powinny mie¢ nagtéwek opisujacy ich tre$¢. Sens tablic powinien
by¢ zrozumiaty bez odnoszenia sie do tekstu pracy.

7. Cytowang literature nalezy wypisa¢ na oddzielnej karcie, wymieniajac
pozycje w alfabetycznej kolejnosci autorow. W wykazie poda¢ kolejno liczbe porzad-
kowga, nazwisko autora, pierwsze litery imion, skrécony tytut czasopisma, tom (rocz-
nik), strone i rok wydania. Np. 3. Bogorad L., Granick S., J. Bioil. Chem. 202, 793, 1953.
Jezeli cytowany artykut ma kilku autoréw, nalezy w wykazie literatury poda¢ nazwi-
ska i poczatkowe litery wszystkich autoréw. Dla cytowanych ksigzek (nie czasopism)
nalezy podaé¢ takze tytut ksigzki, nazwisko naktadcy, miejsc oraz rok wydania dzieta.
Np. Przytecki S. J., Podrecznik Chemii Fizjologicznej, Lemanski, £6dz, 1947. Wykaz
uzywanych czasopism podajag Roczniki Chemii 26, 497, 1952. Powotlywanie si¢ w tek-
$cie na odnos$ng pozycje cytowanej literatury nastepuje przez wymienienie numeru
pozycji wykazu w nawiasie. Np. (10).

8. Autora obowigzuje korekta autorska, ktorg nalezy zwracaé¢ redakcji
w ciggu 3 dni. Korekte nalezy wykona¢ kolorowym otéwkiem (nie czerwonym).
Koszty spowodowane zmiang tekstu w korekcie poza poprawkami btedéw dru-
karskich ponosi autor. Autorzy wydrukowanych artykutéw otrzymujg honorarium
i 25 bezptatnych odbitek pracy. Zadanie wiekszej ilosci odbitek nalezy zgtosié¢ pis-
miennie przy zwrocie korekty autorskiej. Koszt tych odbitek ponosi autor.

9. Redakcja nie przeprowadza jakichkolwiek zmian w pracy bez zgody autora.
Dla dokonania zmian uwazanych przez redakcje za celowe dwa egzemplarze pracy
odsyta sie autorowi, trzeci pozostaje w aktach redakcji.



Cena zt 40.-

Cena w prenumeracie: potroczna zt 40.—; rocznie zt 80.—

Prenumerate przyjmujg: 1) PaAstwowe Wydawnictwo Naukowe,
Warszawa, ul. Miodowa 10. Konto PKO Nr 1 — 6 — 100.214, 2) Centrala
Kolportazu ,Ruch”, Warszawa, Srebrna 12. Konto PKO 16—100.020, 3)
oddziaty ,,Ruchu” w Warszawie, w miastach wojewddzkich i powiato-
wych, 4) urzedy pocztowe i listonoisze.

Pojedyncze egzemplarze do nabycia w ksiegarniach naukowych oraz
we Wzorcowni PWN (Warszawa. Miodowa 10).

Prenumerata ze zleceniem wysytki za granice — rocznie zi 112.—
Zamoéwienia dla zagranicy przyjmuje Przedsiebiorstwo Kolportazu Wy-
dawnictw Zagranicznych ,Ruch”, Warszawa, ul. Wilcza 46, Konto PKO
nr 1—6—100.024.

Informacji w sprawie sprzedazy egzemplarzy z poprzednich okresow
udziela Panstwowe Wydawnictwo Naukowe, Dziat Czasopism, Warsza-
wa ul. Miodowa 10. \
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