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P O S T E P Y B 1 O C H E M 1 1
TOM 1l 1956 ZESZYT 3

HUGO THEORELL
Sztokholm

Istota i mechanizm dziatania enzymow utleniajgcych

Wyktad po otrzymaniu Nagrody Nobla 12. XII. 1955 r.
(Nordisk Medicin, 5. I. 1956.)*

Niemal wszystkie reakcje zachodzace w zywej przyrodzie sg wyzwa-
lane i kierowane przez enzymy. Oczywistym jest wiec, ze cztowiek od
prawiekéw miat mozno$¢ spostrzegaC reakcje enzymatyczne, np. fermen-
tacje lub gnicie, i wiasciwie poczatkéw historii enzyméw mogliby$Smy
doszukiwac sie jeszcze u dawnych Grekdéw, albo nawet wczes$niej. Takie
podejscie do zagadnienia bytoby jednak bezsensowne, gdyz obserwo-
wanie jakiego$ zjawiska nie jest jeszcze jego objasnianiem. O wiele bar-
dziej stusznie mozemy twierdzi¢, ze nasza wiedza o enzymach jest wia-
Sciwie produktem badan wieku XX.

Enzymy sg pewnego rodzaju katalizatorami i w zwigzku z tym wska-
zane jest, aby wspomnie¢ o pochodzeniu pojecia katalizy. Pojecie to
sformutowat mdj szkolny kolega z gimnazjum w Link6ping, ktérego nie-
stety nie miatem nigdy zaszczytu pozna¢ osobiscie, gdyz byt on o 124 la-
ta starszy ode mnie. Byl nim twdrca Instytutu Karolinskiego** i Szwedz-
kiego Towarzystwa Lekarskiego, Jons Jakub Berzelius, ktéry w roku 1835
pisat: ,,Jest to wiasciwa zarowno nieorganicznej, jak i organicznej przy-
rodzie nowa zdolno$¢ wyzwalania chemicznej czynnosci, niewatpliwie
bardziej rozpowszechniona niz nam sie to dotychczas wydaje, ktorej
istota jest dla nas jeszcze nieznang. Gdy méwie o tej zdolnoSci jako o no-
wej sile, nie chce tym samym twierdzi¢, aby to byta zdolno$¢ niezalezna
od zachodzacych w materii elektrochemicznych stosunkdw. Przeciwnie,
nie moge przypuszczaé nic innego jak tylko to, ze zdolno$¢ ta jest pe-
wnym swoistym wyrazem tych elektrochemicznych zjawisk, lecz dopoki
nie znamy tej wewnetrznej zaleznosci, dogodniejszym bedzie dla na-
szych badan traktowaé jg jako site odrebng i daé jej szczegdlng nazwe.

* Z upowaznienia Autora przettumaczyt B. Skarzynski.
**) Wyzsza Szkota Lekarska w Sztokholmie.
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Postugujgc sie znang w chemii etymologig proponuje nazwac jg sitg ka-
talityczng, a rozktad spowodowany dziataniem tej sity — katalizg, tak
jak stowem analiza okreslamy rozdzielanie sktadnikéw materii przy za-
stosowaniu zwyktego chemicznego powinowactwa. Sita katalityczna
zdaje sie polega¢ na tym, ze ciala sa zdolne wyzwala¢ powinowactwa
drzemigce w danej temperaturze tylko przez swojg obecnos$¢."

Enzymy sa katalizatorami $wiata biologii, a opis sity katalitycznej
podany przez Berzeliusa jest zdumiewajgco dalekowzroczny — niemal
proroczy. Nalezy zwtaszcza zwroci¢ uwage na to, ze nasz uczony zde-
cydowanie wyklucza udziat innych sit niz sity chemiczne; wierzy, ze
gdy kiedy$ w przysztosci zostanie wyjasniony mechanizm ich dziatania,
wowczas sity chemiczne wystarczg dla wyttumaczenia tych, na razie
mistycznych, reakcji.

Trzeba byto czekaé przeszto 100 lat, aby mdc potwierdzi¢ stusznosc
pogladow Berzeliusa. Przetomowym byt rok 1926. Niemiecki chemik
Richard Willstatter wygtosit w Niemieckim Towarzystwie Chemicz-
nym odczyt, w ktérym sumowat wyniki swych wieloletnich prob, zmie-
rzajacych do otrzymania czystych enzyméw. Stosujgc rézne metody ad-
sorpcyjne oddzielat coraz to wiecej zanieczyszczen, towarzyszacych nie-
ktérym enzymom zajmujac sie szczeg6lnie tzw. peroksydazg — enzymem
bardzo rozpowszechnionym w $wiecie roslinnym. Otrzymat ostatecznie
tak mato substancji, ze przy zastosowaniu zwykiych metod analitycz-
nych roztwory tej substancji nie wykazywaly $ladu biatka, cukru, lub
zelaza, a mimo to wykazywaty w peini katalityczne dziatanie enzymoéw.
Wi illstatter wyciggnat z tych faktéw wniosek, ze enzymy nie zawieraja
biatka, cukrowcow lub zelaza, i ze w ogo6le nie nalezg do zadnego zna-
nego typu substancji chemicznych. Gotéw byt wierzy¢, ze dziatanie en-
zymoOw wywodzi sie z jakiejs nowej sity przyrody, a wiec formutowat
poglad ,ktory juz 90 lat wczesniej Berze lius odrzucit jako nieprawdo-
podobny.

Ironia losu zrzadzita, ze w tym samym roku badacz amerykanski
J. B. Sumner opublikowat prace, w ktorej donosit o otrzymaniu w kry-
stalicznej postaci enzymu ureazy, rozkladajgcego mocznik na dwutlenek
wegla i amoniak. Sumner otrzymat swojg krystaliczng substancje w po-
kaznych ilosciach, postugujac sie znacznie prostszymi metodami niz te,
jakich uzywat Willstatter dla swych préb oczyszczania enzymoéow. Kry-
staliczna substancja Sumnera byta czystym, bezbarwnym biatkiem.
W ciggu nastepnych kilku lat J. H. Northrop wraz z wspotpracownikami
otrzymat trzy dalsze krystaliczne preparaty enzymoéw — pepsyny, tryp-
syny i chymotrypsyny, ktére podobnie jak ureaza sg enzymami hydro-
lizujgcymi, rozktadajagcymi chemiczne wigzania z udziatem wody.
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Gdyby te odkrycia zostaty odrazu uznane i nie byty kwestionowane,
nie trzeba byloby czekaé dalszych 20 lat, aby Sumner wraz z Northro-
pem i Stanleyem otrzymali Nagrode Nobla. Nie byto to jednak tatwo
udowodnié, ze piekne krysztatki biatka sg istotnie czystym enzymem
a nie jakim$ nieczynnym nos$nikiem bardzo drobnych ilosci wiasciwego
enzymu. Zaréwno Sumner, jak i Northrop nagromadzili bogaty materiat
doswiadczalny, przemawiajgcy z duzym prawdopodobieAstwem za tym,
ze ich preparaty sg czystymi enzymami, ale nie zdotali dostarczy¢ do-
wodow nie budzacych watpliwosci. Rzeczywiscie w owym czasie dostar-
czenie takiego dowodu byto niemozliwe. Metody preparatywne i anali-
tyczne byty jeszcze niedostatecznie wysubtelnione — co zresztag w pe-
wnej mierze odnosi sie nawet i do chwili obecnej — aby z calg pewnos-
cig na ich podstawie mozna byto wykluczy¢ obecno$¢ drobnych ilosci
zanieczyszczehn w preparacie biatka. Totez z wielu stron podnoszono za-
strzezenia wobec twierdzen Sumnera i Northropa, przyczym oczywiscie
najwydatniej zaznaczat sie gtos szkoty Willstattera.

Z6tty enzym

Gdy w roku 1933 przybytem jako stypendysta fundacji Rockefellera
do Instytutu Ottona Warburga w Berlinie, Warburg i Christian otrzymali
z drozdzy z6to zabarwiony preparat enzymu utleniajgcego. Duza zawar-
tos¢ wielocukrowca o charakterze gumy ro$linnej Swiadczyta o tym, ze
preparat ten daleki jest od czystosci. Szczegdlnie interesujaca byta zotta
barwa tej substancji — barwa ta znikata przy redukcji i powracata
w obecnos$ci gazowego tlenu, z czego nalezato wnioskowaé, ze z6tty bar-
wnik bierze udziat w samym procesie enzymatycznej oksydo-redukcji.
Barwnik ten mozna byto oddziela¢ od nieznanego wielkoczgsteczkowego
nosnika, dziatajagc na enzym zakwaszonym alkoholem metylowym, po-
wodujac zarazem zanik wiasnosci enzymatycznych. Przeprowadzone
rownoczes$nie badania przez Warburga w Berlinie, Kuhna w Heidelbergu
i Karrera w Zurychu doprowadzity do okreslenia struktury zdttego bar-
wnika, nazwanego pézniej flaktoflawina, ryboflawing, lub witaminem B2:

Po raz pierwszy mozna byto powigzaé¢ dziatanie enzymatyczne z okre-
$long konstelacjg atomow. Okazato sie, ze szczeg6lny uktad enzymatycz-
ny (TPN — Zwischenferment), ktérego charakter wyjasniono pdzniej,
powoduje odszczepienie dwéch atomoéw wodoru z substratu (ester fosfo-
rowy heksozy), przenoszac je na atomy azotu flawiny, oznaczone we
wzorze cyfrg 1 i 10. Powstaje wéwczas bezbarwna leukoflawina, ktéra
zostaje ponownie utleniona gazowym tlenem, w nastepstwie czego wy-
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twarza sie nadtlenek wodoru i flawina. Flawina moze ulec ponownie re-
dukcji na leukoflawine, potem odda¢ pobrane atomy tlenowi itd. Ten
cykliczny proces trwa tak dtugo, dopoki wszystkie czasteczki substratu
nie stracg dwoch atomdédw wodoru, przechodzac w kwas fosfoglikonowy
przy réwnoczesnym powstawaniu odpowiedniej ilosci nadtlenku wodoru.
Po zakonczeniu tego procesu z6ity enzym pozostaje w postaci niezmie-
nionej, a wiec pozornie — tak jak to wyobrazat sobie Berzelius — samg
swojg obecnoscig wyzwolit powinowactwo chemiczne.

/ 0---NH,
(HCOH), —CU,-0 - P= 0

Lakto- (Rybo-)-namna. Witamina B2

Ester fosforowij, ,FMH" Biatko
Rys. 1

Nalezatoby odpowiedzie¢ na bardzo wazne pytania: dlaczego wolna
flawina nie posiada zdolnosci katalitycznych a uzyskuje je po potgcze-
niu sie z wielkoczgsteczkowym nos$nikiem? Co jest tym nos$nikiem? Aby
wyjasni¢ to zagadnienie zdecydowatem sie oczyszcza¢ z6ity enzym po-
stugujac sie opracowang przeze mnie metoda elektroforezy. W owym
czasie nie istniata jeszcze o wiele doskonalsza pod wzgledem technicz-
nym metoda elektroforezy, opisana przez Tiseliusa, lecz moja witasna
okazata sie nadspodziewanie dogodna. Zostaty usuniete wielocukrowce
reprezentujgce 80—90°/0 masy preparatu wraz z czeScig enzymatycznie
nieczynnych bezbarwnych biatek. Nastepnie stosujgc wytrgcanie siar-
czanem amonowym uzyskatem krystaliczny preparat, ktory w ultrawi-
rowce i podczas elektroforezy zachowywat sie jak jednolity zwigzek.
Enzym byt biatkiem o masie czasteczkowej 75000 zabarwionym zétto
przez komponente flawinowg; odpowiednia analiza wykazata, ze jedna
czasteczka flawiny przypada na jednag czasteczke biatka. Stosujgc dialize
roztworu enzymu w niskiej temperaturze wobec rozcieiczonego kwasu
solnego, mozna byto oddzieli¢ zétty barwnik od bezbarwnego biatka.
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Zarowno sama flawina, jak i wolne od flawiny biatko nie wykazywaty
witasnosci enzymatycznych, lecz jezeli w odczynie obojetnym zmieszano
roztwér flawiny z roztworem biatka witasnosci katalityczne powracaty
i to wowczas, gdy stosunek czasteczek obu komponent w mieszaninie
byt 1:1 Za tym, ze miedzy oboma sktadnikami powstawato w tych wa-
runkach potaczenie wskazywat m.i. réwniez fakt, iz zielonkawa barwa
i z64ta fluorescencja wolnej flawiny zmieniata sie w barwe czysto z6ha,
bez fluorescecji po zmieszaniu z biatkiem.

W owym czasie (1934) badania w zakresie zwigzkéw flawinowych
rozwijaty sie w gorgczkowym tempie. Richard Kuhn donosit, ze udato
mu sie odtworzy¢ zélty enzym mieszajgc syntetycznie otrzymang lakto-
flawine z moim bezbarwnym sktadnikiem biatkowym. Gdy jego praca
ukazata sie w druku, wiedzieliSmy juz w Berlinie, ze twierdzenie to jest
btedne, Moje doswiadczenia elektroforetyczne wskazywaty na to, ze
sama laktoflawina jest zwigzkiem obojetnym, natomiast odszczepiony
z z6ttego enzymu barwnik wedruje szybko do anody, ma wiec charakter
kwasny. Analiza na fosfor wykazata obecno$¢ 1 P w jednej czasteczce
barwnika i gdy wreszcie udato mi sie barwng cze$¢ z6itego enzymu
uzyskaé w czystym stanie okazato sig, ze jest ona estrem fosforowym
laktoflawiny, pewnego rodzaju nukleotydem; prawdopodobnym wiec by-
to przypuszczenie, ze kwas fosforowy jest tgcznikiem miedzy laktofla-
wing a biatkiem. Pokaze kilka prostych doSwiadczen przeprowadzanych
przy uzyciu zéitego enzymu, jego barwnej cze$ci zwanej dzi§ FMN
(flawinowy mononukleotyd) i jego bezbarwnej komponenty biatkowej.
(Nastepuje opis kilku typowych demonstracji wyktadowych).

Znaczenie wynikéw przedstawionych poprzednio badah mozna stre$-
ci¢ w postaci kilku zasadniczych twierdzen:

1. W toku odwracalnego procesu rozktadu zottego enzymu rozpada
sie on stale na jedng czasteczke apoenzymu i jedng czasteczke koenzy-
mu. Fakt ten dowodzi, ze mieliSmy do czynienia z czystym enzymem,
gdyz wynik ten bytby niezrozumiaty, gdyby sam enzym byt tylko zanie-
czyszczeniem naszego preparatu.

2. Enzym jest niewatpliwie biatkiem. PdZniej okazato sie, ze biatkami
sg wszystkie dotychczas uzyskane enzymy, ktoérych w czystym stanie
otrzymano przeszio setke.

3. Stwierdzono, ze pierwszy otrzymany w czystym stanie koenzym,
FMN, jest estrem fosforowym witaminu. Z czasem okazato sig, ze jest
to sytuacja pospolita w przyrodzie; takie witaminy jak amid kwasu niko-
tynowego, tiamina i pirydoksyna w analogiczny sposéb zostaja wbudo-
wane w koenzymy o charakterze nukleotyddw, tgczace sie odwracalnie
z biatkami.
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W .ciggu ostatnich 20 lat otrzymano liczne flawoproteidy, obdarzone
réoznymi wiasnosciami enzymatycznymi. Wiele spos$rod tych enzymow
zawiera zamiast FMN dwunukleotyd FAD, sktadajgcy sie z FMN i kwasu
adenilowego.

Postepy techniczne lat ostatnich umozliwity wyjasnienie sposobu i3-
czenia sie koenzymu z enzymem. Zo6iy enzym noszacy obecnie nazwe
,2dawnego" zdttego enzymu, ponownie stat sie dogodnym obiektem ba-
dan. W naszej pracowni skonstruowano bardzo czuty aparat pozwalajga-
cy rejestrowac¢ zmiany zachodzace w nasileniu fluoresceneji i umozliwia-
jacy tym samym $ledzenie szybkosci, z jakg maleje fluorescencja pod-
czas taczenia sie FMN z biatkiem, wzglednie szybkoS$ci narastania fluo-
rescencji podczas rozktadu enzymu na jego zasadnicze komponenty.
Szybkos$¢ reakcji miedzy koenzymem i biatkiem jest znaczna w odpo-
wiednich warunkach, lecz dzieki czutosci metody fluorescencyjnej mo-
gtem wraz z moim norweskiem wspdtpracownikiem, Agnarem Nygaar-
dem, przeprowadzi¢ doktadne oznaczenie statej szybkosSci tej reakcji.
OsiagnelisSmy to, postugujac sie bardzo rozcieiczonymi roztworami,
a wiec tworzac warunki, w ktérych szybkos$¢ reakcji jest bardzo mata,
po prostu dlatego, ze rzadko zachodzi mozliwo$¢ kolizji czasteczki FMN
z czasteczka biatka.

PrzeprowadzaliSmy nasze oznaczenia w réznych warunkach. Zmienia-
lisSmy kwasote Srodowiska, jego sktad jonowy oraz temperature i dziata-
liSmy na biatko r6znymi odczynnikami, ktére w znany sposéb wptywaja
na rézne ugrupowania atomowe w czgsteczce biatka. W ten sposéb uda-
to sie nam z duzym prawdopodobienstwem wykazaé, ze reszta fosforano-
wa w FMN wigze sie z pierwszorzedowymi grupami aminowymi biatka
a grupa iminowa FMN taczy sie z grupa fenolowg reszty tyrozyny, z ro-
wnoczesnym wygaszaniem fluorescencji.

Dotychczas nie jestesmy w stanie wyjasni¢ catkowicie, w jaki spo-
sOb czes¢ biatkowa enzymu wigzgca sie z koenzymem aktywuje go, czy-
nigc koenzym zdolnym do szybkiego taczenia sie z wodorem i szybkiego
odszczepiania go. Niemniej nieco wiadomos$ci w tym zakresie posiadamy.
Donioste znaczenie dla tego zjawiska posiada tzw. potencjat oksydacyj-
no-redukcyjny enzymu, ktory okre$la sie na podstawie wzajemnego sto-
sunku statych dysocjacji dla potaczenia biatka z utleniong, wzglednie
zredukowang postacig koenzymu. Z kolei state dysocjacji sg funkcjg sta-
tych szybkosci reakcji miedzy koenzymem i enzymem, dajgcych sie wy-
znaczy¢ zaréwno dla zéttego enzymu, jak i dla wielu innych enzymoéw.
Nie wchodzac w dalsze szczegdty pragne tylko podkresli¢, ze przytacze-
nie sie biatka do koenzymu wywiera nadspodziewanie duzy wptyw na
jego potencjat. W wielu wypadkach ten efekt potgczenia sie koenzymu
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z biatkiem jest uzalezniony wybitnie od zmian w stezeniu soli w $rodo-
wisku. Na tej podstawie mozemy snué pewne przypuszczenia, majace
znaczenie dla fizjologii.

Dehydrogenazy alkoholowe

Z kolei przejde do omowienia naszych prac o dehydrogenazach alko-
holowych, ograniczajac sie zresztg tylko do krotkich wypowiedzi, gdyz
enzymy te o wiele mniej nadajg sie do doswiadczalnych demonstracji
w toku wyktadu.

Te uktady enzymatyczne sg ztozone — podobnie jak i flawinopro-
teidy — z bezbarwnego biatka, tgczacego sie odwracalnie z koenzymem.

CH +2 H
HCANC-CO-NH, _ HC C-CO-NH
Il | -2H I I
HC. /JCH HC? /ICH wH
Ruboza O Rgtma Rybom
il i U -
0—p—o—P—o
L L
0 (6]
DPN DPNH

Rys. 2.

Tym koenzymem jest dwufosfopirydynowy nukleotyd, dawniej nazywa-
ny kozymaza, obecnie ,,DPN", gruntownie zbadany przez Hansa Eule-
ra, Karola Myrbacka, Ragnara Nilssoina i in. w Sztokholmie,
oraz przez Ottona Warburga i Waliera Christiana
w Berlinie. Koenzym ten zawiera jako aktywne ugrupowanie atomowe
amid kwasu nikotynowego, ktorego funkcja jest analogiczna do roli
flawiny w zéitym enzymie i polega na pobieraniu wodoru z jednego
zwigzku i oddawaniu go innemu zwiazkowi. Poza tym DPN zawiera ry-
boze, kwas fosforowy i adenine.

Dehydrogenazy alkoholowe wystepujag zaré6wno w $wiecie zwierzecym,
jak i roslinnym, np. w watrobie, drozdzach i grochu. Sg bezbarwny-
mi biatkami, ktére wspotdziatajagc z DPN moga utleniaé alkohol na alde-
hyd, jak to np. ma miejsce w watrobie, lub na odwr6t — redukowac
aldehyd na alkohol, jak to czynig drozdze. Enzym z drozdzy otrzymat
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w stanie krystalicznym Negelein i Wulff (1936) w instytucie
Warburga, enzym z watroby konskiej wykrystalizowali w naszym Insty-
tucie w Sztokholmie w r. 1948 Bonnichsen i Wassen.

Oba te enzymy odegraty pewng role w biochemii, poniewaz nada-
waty sie o wiele lepiej do badan kinetycznych, niz inne uktady enzyma-
tyczne. Zwitaszcza enzym watrobowy badalismy kilkakrotnie specjalnie
starannie, gdyz otwieratly sie tu szczegdlnie dogodne warunki doswiad-
czalne. Wszystkie enzymy wspoétdziatajgce z DPN mozemy bada¢ spek-
trofotometrycznie, $ledzac przebieg reakcji DPN++ 2H”;z:DPNH -f H+
poniewaz DPHN okazuje smuge absorpcyjng w pozafiotkowej czesci wid-
ma, przypadajgca na dtugosé fali 340 mu. Tego rodzaju doSwiadczenia wy-
konywane juz tysigce razy we wszystkich pracowniach Swiata. Przed pa-
roma laty zastosowaliSmy naszg metode fluorescencyjng, opierajac sie
na tym fakcie, ze DPHN w odré6znieniu od DPN 4 okazuje fluorescencje,
jakkolwiek znacznie stabszg od fluorescencji flawin. Poza tym enzym
watrobowy ujawnia jeszcze nowy efekt, ktdry okazat sie szczegOlnie
korzystny dla spektrofotometrycznych pomiaréw szybkosci reakcji.
W roku 1950 wykazatem wraz z Bonnichsenem, ze smuga absorpcyjna
zredukowanego koenzymu, przypadajaca na dtugos¢ fali 340 :njuprzesu-
wa sie do potozenia odpowiadajgcego 325 mu po potgczeniu sie koenzy-
mu z biatkiem. Na tej zasadzie mogliSmy wraz z Brittonem Chancem,
postugujagc sie jego wyrafinowang fotometryczng metodg, okresli¢ stalg
szybkos$ci dla tej nadzwyczajnie szybko przebiegajgcej reakcji.

Nie chce wchodzi¢ w dalsze szczegéty, pragne jednak zwréci¢ uwa-
ge, ze w tym wypadku mieliSmy do czynienia z bardzo zawitym przebie-
giem reakcji. Wynikato to stad, ze musieliSmy pracowaé¢ z mieszaning
trzech zwigzkow — biatka enzymu, koenzymu i substratu, w ktorej po-
nadto zaréwno koenzym, jak i substrat wystepujg réwnocze$nie w posta-
ci utlenionej i zredukowanej. Przebieg tej reakcji mozna najogélniej wy-
razi¢ tancuchem 9 kolejno idgcych po sobie etapdw, przy czym w etapie
ostatnim enzym uwalnia sie i moze rozpoczgé ponownie takg samg kolej-
nos¢ przemian. Ostatecznym wynikiem jest przeniesienie 2 atoméw wo-
doru z alkoholu na koenzym. W tym skrajnie uproszczonym schemacie
mamy wiec do czynienia z 9 czeSciowymi reakcjami, a dla kazdej z nich
nalezy oznaczy¢ 2 state szybkosSci. W sumie trzeba okresli¢ 18 statych
szybkosci, co jest olbrzymim zadaniem. W kazdym razie udato sie nam
ustali¢ odpowiednie wartoSci dla niektdrych z tych reakcji. ,

Kinetyka enzymu watrobowego jest odmienna i prostsza. Przebieg
katalizowanych przez ten enzym reakcji mozna wyrazi¢ tylko 3 réwna-
niami z 6 statymi szybkosci. W tym wypadku mogliSmy oznaczy¢é wszyst-
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kie 6 statych przy r6znym stezeniu jonéw wodorowych i przy réznym
sktadzie jonowym S$rodowiska, totez mozemy uwazaé kinetyke tego ukta-
du enzymatycznego za najlepiej poznang ze wszystkich (Theore 11,
Bonnichsen, Chance, Nygaard). Wykazane w powyzszy spo-
s6b rdéznice zachodzace miedzy kinetykg enzymu z drozdzy i enzymu
z watroby tlumaczg, dlaczego enzym drozdzowy wytwarza alkohol z al-
dehydu, podczas gdy enzym watrobowy przeprowadza te reakcje w Kie-
runku wrecz przeciwnym. Pewnego rodzaju kaprysem natury jest fakt,
ze ten sam koenzym, ktéry w drozdzach przenoszac wodor na aldehyd
wytwarza alkohol, wystepuje rowniez w watrobie, azeby zamieni¢ wpro-
wadzony do ustroju alkohol na aldehyd, ulegajacy juz dalszemu spalaniu.

Z chwilg, gdy wyjasniona zostata kinetyka dehydrogenaz alkoholo-
wych byto juz tylko prostg sprawg zastosowanie tych enzyméw do ilos-
ciowego oznaczania alkoholu, np. przy badaniu krwi. Metoda ta, zwana
metodg ,,ADH", jest rownie doktadna, jak sposéb postepowania opisany
przez Widmarka, ale o wiele bardziej czula, a przede wszystkim
swoista wytgcznie dla alkoholu etylowego. Obecnie jest ona ustawowo
wprowadzona do badan sadowych w Szwecji i w Niemczech zachodnich.

Hemoproteidy

Jeszcze przed moim wyjazdem do Berlina w 1933 roku zainteresowa-
tem sie zwigzkiem blisko spokrewnionym z hemoglobina. Byt nim bio-
chrom, odkryty w roku 1897 w toku badan spektroskopowych przez
K. AH. MoOrnera nazwany pozniej mioglobing. Mioglobine otrzyma-
tem w postaci krystalicznej w roku 1932.

Po powrocie z Berlina do Szwecji zajagtem sie oczyszczaniem innego
hemoproteidu cytochromu c, jednej z ,,histohematyn™ albo ,,miohema-
tyn", ktore opisat z koricem lat 1880 Irlandczyk Mac Munn, postugujac
sie skonstruowanym przez siebie spektroskopem. Hematyny Mac Munna
przez diugie lata egzystowaty tylko w drukowanych petitem uzupeinie-
niach do wiekszych podrecznikdw, poki je znowu nie wiydobyt na Swiatto
dzienne w roku 1925 Dawid Keilin w Cambridge. W r. 1936 uzyska-
tem cytochrom c w postaci preparatu o 80°/o czystosci, a w r. 1939 niemal
w 100% czysty.

Cytochrom c jest czerwonym biatkiem, zawierajgcym uktad porfiry-
nowy z zelazem i spetnia funkcje ogniwa w tanicuchu enzyméw biorg-
cych udziat w oddychaniu komoérkowym. Rola cytochromu c polega na
tym, ze zaleznie od warunkéw przytgcza lub oddaje jeden elektron, przy
czym zmienia sie rbwnoczeé$nie wartoSciowo$¢ atomu zelaza z lllgo stop-
nia utlenienia na ligi i odwrotnie. Cytochrom c jest substancja, z ktora
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pracuje sie z przyjemnoscia, nie tylko dlatego, ze posiada piekng barwe
lecz rowniez dlatego, iz jest niezwykle trwatym zwigzkiem. Ze 100 kg
miesnia serca konskiego mozna otrzyma¢ 3—4 g czystego cytochromu
c. Czasteczka tej substancji o masie czgsteczkowej 12 000 zawiera 1 czas-
teczke zelazoporfiryny.

(Nastepuje opis kilku wyktadowych doswiadczen z cytochromem c.)

Z powyzszych doswiadczed mozna wyciagng¢ wniosek, ze cytochrom
¢ nie reaguje z drobinowym tlenem, nie moze by¢ wiec ogniwem w tancu-
chu enzymoéw utleniajacych, znajdujacym sie najblizej tlenu. Niezdolno$¢
cytochromu ¢ do reagowania z tlenem byta zjawiskiem zastanawiajg-
cym, wymagajacym wyjasnienia. Inng ciekawg witasciwoscig cytochro-
mu ¢ jest szczegOlnie trwate potgczenie miedzy czeScig biatkowg tego
zwigzku, a zelazoporfiryna. W odr6znieniu od wiekszosci innych hemo-
proteidéw, barwna zelazoporfiryna nie daje sie odszczepia¢ przez doda-
tek acetonu zakwaszonego kwasem solnym. Poza tym przesuniecie smug
absorpcyjnych w widmie cytochromu wskazywato na to, ze znajdujace
sie w protoheminie nienasycone grupy winilowe, w heminie cytochro-
mu sg uktadami nasyconymi. W r. 1938 udato mi sie udowodni¢ ze czesé
porfirynowa cytochromu c¢ zwigzana jest z biatkiem za posrednictwem
2 atomow siarki, przynaleznych do czasteczek cysteiny biatka i to w ten
sposob, ze grupy winilowe zostajg zamienione na grupy a-tioetylowe,
stajac sie rownocze$nie ugrupowaniami atomowymi. W ten spos6b zosta-
ta wyjasniona trwato$¢ wigzania i przesuniecia smug widmowych. Pierw-
szy raz wiec udato sie wyjasni¢ istote chemicznego wigzania miedzy
grupa prostetyczng (w tym wypadku zelazoporfiryng) i czescig biatkowa
enzymu. Karl Gustaw Paul opracowat pé6zniej pomystowag metode
rozrywania mostkow siarkowych przy pomocy soli srebra i w ten spo-
sOb ostatecznie potwierdzit moje wnioski dotyczace tego szczeg6tu struk-
tury cytochromu c.

Smugi absorpcyjne cytochromu c wskazujg na to, ze jest on zwigz-
kiem typu hemochromogen6w, tzn. ze z zelazem zwigzane sa nie tylko
4 atomy azotu uktadu porfirynowego, lecz ponadto jeszcze jakie$ 2 do-
datkowe uktady atomowe, zawierajgce azot. Na podstawie pomiaréw ma-
gnetometrycznych, ktére przeprowadzitem w pracowni Linusa Paulinga
w Pasadenie, na podstawie analizy sktadu aminokwasowego, ksztattu
krzywych miareczkowania i pomiaréw spektrofotometrycznych dokona-
nych wspo6lnie z A. Akesonem wyciggnatem wniosek (1941), ze two-
rzagce hemochromogen, zawierajagce azot uktady atomowe, nalezg do hi-
stydyny, $cislej méwigc — sa reprezentowane przez uktady imidazolowe.

W ostatnim czasie posunelismy sie dalej w tym zakresie. W ubiegtym
roku Tuppy i Bodo w Wiedniu, stosujagc metode Sangera, rozpo-
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czeli badania nad kolejnosciag, z jakg wystepujg aminokwasy w odcin-
kach peptydowych pozostajgcych z cytochromu po jego rozktadzie enzy-
mami proteolitycznymi. Badaczom tym udato sie okresli¢ kolejno$¢ ami-
nokwasdéw w odcinku tancucha peptydowego, sagsiadujgcego z heming.
Badania te byty kontynuowane i wykonczone w naszej pracowni w Sztok-
holmie przez Tuppy’ego, Paleusa i Ehrenberga z nastepu-
jacym wynikiem:

12 3 4 5 6 7 8 9 10 1 122
Val- Glu—Lys — Cfj— Ala - 6Ia—Cg—H)'s—Thr— lal. Glu-Lys
/

Rys. 3. ktancuch peptydowy 1—12 jest potgczony z heming za posrednictwem dwdch
mostkéw wytworzonych przez atom ‘siarki cysteiny i wigzania histydyny z zelazem
(,,Var = aminokwas waiina. ,,Glu" = glutamina, ,Lys" = lizyna itd.).

Gdy w roku 1954 Linus Pauling wygtaszat swoj wyktad noblow-
ski w Sztokholmie, demonstrowat nowy typ modelu, pozwalajgcego ba-
da¢ przestrzenng konfiguracje tancuchow peptydowych tworzacych spi-
rale, lub pofatdowane warstwy. Nasuneta mi sie wowczas mysl rozstrzy-
gniecia w ten sam sposob, ktére z mozliwosci konfiguracyjnych bytyby
zgodne z egzystencjg mostkow siarkowych, wigzgcych tancuch pepty-
dowy z komponentg heminowg i z istnieniem uktadéw zawierajgcych
azot, wigzacych sie z zelazem. Pauling uprzejmie ofiarowat mi swoje
modele, ktore zaraz pokaze. Modele te wiec po raz drugi wystapig pod-
czas odczytu zwigzanego z przyznaniem nagrody Nobla.

Wraz z Ehrenbergiem skonstruowatem model heminy, w tej
samej skali, w jakiej ztozony byl model tancucha peptydowego po czym
wyprobowalismy wszystkie mozliwe warianty wigzan wodorowych
w tym celu, aby zbudowaé model peptydu heminowego, odpowiadajace-
go wszystkim wymogom wynikajagcym z naszej dotychczasowej wiedzy
0 strukturze cytochromu. Okazato sie, ze wiele tych wariantow mozna
byto wykluczy¢ ze wzgleddw przestrzennych, inne znow okazywaty sie
nieprawdopodobnymi z innych powoddw. Z pierwotnie rozwazanych 20
alternatyw pozostata ostatecznie tylko jedna — lewoskretna a-spirala
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z tancuchem bocznym cysteiny nr 4 potagczonym z tancuchem bocznym
porfiryny w pozycji 4 i z cysteing nr 7 potgczong z tancuchem bocznym
porfiryny w pozycji 2. Grupa imidazolowa przypadta woéwczas doktad-

Rys. 4. Model przestrzenny hemopeptydu powstajagcego z cytochromu c po trawieniu
pepsyna, skonstruowany z czesci metalowych odtwarzajgcych odlegtosci miedzy ato-
mami i kierunek wartosciowos$ci. tancuch peptydowy przedstawiajacy sie jako lewo-
skretna a-spirala, utrzymywana w swej strukturze dziataniem wigzan wodorowych, ogla-
dany jest w kierunku prostopadtym do osi diugiej. Oba mostki siarkowe (S) i grupa
imidazolowa histydyny odpowiadajg wtasciwemu potozeniu wigzan a sam tancuch pep-
tydowy przebiega rownolegle do ptaszczyzny heminy, przedstawionej jako jasna wielo-
boczna ptyta w dolnej czesci fotografii

nie w miejsce odpowiadajgce potaczeniu z atomem zelaza. Spirala pep-
tydowa przebiegata rownolegle do ptaszczyzny heminy.

Wydaje mi sie szczegOlnie interesujgcym fakt, ze mogliSmy czysto
chemicznymi metodami potwierdzi¢ egzystencje najwazniejszej spirali

Rys. 5. Model przedstawiony na rys. 4 ogladany w kierunku osi «-spirali, dla przejrzy-
stosci zaznaczono tylko te tancuchy boczne, ktére nalezg do lizyny (3), cysteiny (4),
cysteiny (7) i histydyny (8)

Paulinga i Core y'a. Bylo to osiggalne w naszym wypadku dzieki
tej szczegdlnej okolicznosci, ze mieliSmy do czynienia z krétkim tancu-
chem peptydowym, zwigzanym az w 3 miejscach ze sztywna strukturg
heminy. W toku przygotowania tego odczytu do publikacji ukazato sie
w Anglii doniesienie Arndta i Riley’a potwierdzajgce na pod-
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stawie analizy krystalograficznej egzystencje w .cytochromie ¢ lewoskret-
nej peptydowej a-spirali.

Na podstawie znajomosci ciezaru witasciwego cytochromu dochodzi-
my do wniosku, ze najprawdopodobniej uktad heminowy w cytochromie

Rys. 6. Hipotetyczny przekrdj przez czasteczke cytochromu c. Linig ciggta zaznaczony

hemopeptyd. Liniami kreskowanymi odszczepiane przez pepsyne czeSci czasteczki.

Przestrzen miedzy zewnetrznymi i wewnetrznymi kotami zajeta jest przez tafncuchy

boczne aminokwasow. Cztery tancuchy peptydowe otaczajg w ten sposob atom zelaza
(Fe), ze staje sie on niedostepnym dla gazowego tlenu

c jest otoczony spiralami peptydowymi ze wszystkich stron w ten spo-
séb, iz atom zelaza heminy jest odciety od kontaktu z tlenem. Tym ttuma-
czymy fakt,, ze zredukowanego cytochromu c nie mozna utleni¢ ga-
zowym tlenem, gdyz tlen w og6le nie dochodzi do atomu zelaza. Na-
tomiast dla elektron6w otwarta jest droga do atomu zelaza poprzez gru-
pe imidazolowag.

W ten sposOb zostaje wyjasniona struktura przestrzenna 1/6 czesci
catej czasteczki cytochromu, przy czym otwierajg sie mozliwosci wy-
jasnienia budowy reszty czasteczki. Nalezy podkresli¢, ze witasnie na-
sze badania nad konstytucjg chemiczng cytochromu c¢ pozwalajg wyttu-
maczyé swoisty sposdb reagowania tej substancji.

Peroksydazy i katalazy

Enzymy te sg hemoproteidami, a wiec zwigzkami spokrewnionymi
z hemoglobing i cytochromami. Efekty ich dziatania zaobserwowano juz
w ubiegtym stuleciu, w przypadku katalaz nawet z poczatkiem lat
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1800-nych, w przypadku peroksydaz w potowie XI,X wieku. Dokonanie
takich obserwacji byto nieuniknionym, totez Francuz Thenard, ktory
pierwszy otrzymat wode utleniong, wykryt rowniez dziatanie katalazy,
gdyz nadtlenek wodoru w zetknieciu sie z wiekszo$cig rodzimych ma-
teriatow biologicznych, rozktada sie na wode i gazowy tlen. Na hemo-
proteidowy charakter katalaz zwrocit uwage pierwszy raz w doku 1930
Zeile i Hellstrém w pracowni Eulera, a pierwszy krystalicz-
ny preparat katalazy z watroby bydlecej otrzymali Sum ner i Doun-
ce w r 1937.

Peroksydazy sg bardzo rozpowszechnione w $wiecie roslinnym. Gdy
w roku 1941 otrzymaliSmy po raz pierwszy Kkrystaliczng peroksydaze
z korzenia chrzanu, okazato sie, ze enzym ten whrew twierdzeniom Will-
stattera, zawiera zarowno biatko, jak i cukier oraz hemine, w wiec za-
wiera zelazo. Przyczyna btednych pogladéw Willstattera tkwita w tym,
ze mial on do czynienia z niezwykle aktywnym enzymem, okazujgcym
dziatanie nawet w bardzo wielkich rozcienczeniach. Tysigczna cze$¢ mg
enzymu rozpuszczona w litrze wody wykazuje jeszcze wiasnosci katali-
tyczne. Peroksydazy nie rozktadaja nadtlenku wodoru bezposrednio, lecz
»aktywuja" go w ten sposéb, ze nabiera zdolnos$ci utleniania hydrohino-
nu, aniliny i m. in. azotynu.

Peroksydazy wystepuja rowniez czasami w materiale pochodzenia
zwierzecego, np. w leukocytach (verdoperoksydaza, otrzymana w czy-
stym stanie w 1941 r. przez Kjella Agnera) i w mleku (laktoperoksy-
daza, otrzymana w czystym stanie kilka lat pd6Zniej przeze mnie
i Akesona).

Rola zaréwno katalaz jak i peroksydaz w zywych komérkach jest za-
zadniczo identyczna. Enzymy te wykorzystujg do utleniania trudno spa-
lajgcych sie substratow nadtlenek wodoru, powstajgcy podczas reakcji
gazowego tlenu z szeregiem samoutlenialnych substancji, takich jak fla-
winy, kwas askorbinowy itd. W zwigzku z tym interesujgcg jest obser-
wacja dokonana przez Agnera, ze verdoperoksydaza leukocytow
4- HOO2 moze odtruwaé toksyne zarazkéw tezca i blonicy, co zreszta
w pewnej mierze wyjasniatoby jedng z gtownych funkcji leukocytow.

Katalazy i peroksydazy reagujg z H200 wytwarzajagc naprzéd kom-
pleks barwy zielonej, a potem czerwonej. Studium tych komplekséw
otwierato wglad w niezmiernie zawite problemy, ktdére usitowalisSmy
rozwikta¢, stosujac odpowiednie kombinacje spektrofotometrii i bardzo
wysubtelnionych metod magnetometrycznych. Nasz amerykanski kolega,
Rritton Chance, ktory pracowat w latach 1946—1948 w Instytucie
Nobla, z powodzeniem opracowuje te zagadnienia.
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Na koniec pytanie. Co jest ostatecznym celem badan nad enzymami?

Pierwszym etapem musi by¢ zbadanie przestrzennej struktury wszyst-
kich enzyméw — mate i proste zadanie. Dotychczas poznaliSmy dopiero
najtatwiej dostepng széstg cze$¢ najmniejszej drobiny enzymatycznej,
cytochromu c.

Drugim etapem bedzie wyjasnienie rozmieszczenia i uporzagdkowania
enzyméw w strukturach komorkowych. Rozwigzanie tego zagadnienia
wypeini otwierajgcg sie przed nami przepasé, dzielgcg biochemie od
morfologii.

Medyczny Instytut Nobla, Karolinska Institutet, Stockholm 60

2 Postepy Biochemii
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Jonoforeza, polarografia, nefelometria
w badaniach nad kwasami nukleinowymi

Dobrze znanym jest fakt, ze niektére substancje koloidowe sg obda-
rzone tadunkiem elektrycznym. Jezeli przeto podda sie je dziataniu pola
elektrycznego nastepuje wéwczas przemieszczenie czastek, wedrowka,
ktérej kierunek — do katody wzglednie do anody — uwarunkowany jest
znakiem jakim obdarzona jest poruszajgca sie czastka. Zjawiska te zna-
ne byty dawno: Quincke w roku 1859 wprowadzit nazwe katafo-
rezca, Ostwald — anaforeza. Badaniami w tej dziedzinie zajmo-
wali sie: Helmholtz (1874, Nernst (1897), Guy (1910),
Deby i HOckel (1924) i wreszcie Tiselius (1930—37)r
ktéry za gruntowne opracowanie tej metody i zbudowanie analizatora
optycznego z wykorzystaniem zjawiska interferencji dostat w roku 1948
nagrode Nobla. Kazdy rok przynosit szereg nowych prac wprowadza-
jacych modyfikacje do klasycznej elektroforezy, np. zastosowanie réz-
nych podtozy dla wedrowki jonéw, jak: waty szklanej (Coo lidge)

(6), peretek szklanych (Svens son i Brattsen) (26), wtbkien
azbestowych (Butler i Stephen) (3), zelu krzemowego
(Consden i wsp) (5), czy tez agaru (Peniston Agar

i Mc C arthy) (24), i wreszcie potgczenie elektroforezy z zasadg
chromatografii bibutowej (19), (28), (1). Ta odmiana zyskata sobie kilka
nazw: elektroforeza bibutowa, elektrochromatografia, jonoforeza, jon-
toforeza (29).

Scislej rzecz biorac, elektroforeza i jonoforeza sa tym samym zja-
wiskiem i witasciwie roznica w nazwie nie jest odbiciem jakich$ cech
zasadniczych. Na ogd6t pod nazwg ,elektroforeza" rozumie sie przeptyw
czastek koloidalnych w polu elektrycznym, natomiast pod nazwg ,jo-
noforeza" rozumie sie wedréowke jonow w polu elektrycznym. W przy-
padku jonéw szybko$¢ V poruszajacych sie czastek wyraza sie
wzorem:

2 [315]
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gdzie e — tadunek jonu
H — natezenie pola
Y — lepko$¢ rozpuszczalnika

onr — wspotczynnik dla czgstek kulistych.

W przypadku elektroforezy sita przyciggania elektrostatycznego mie-
dzy wedrujgcymi czastkami koloidalnymi a jonami elektrolitu otacza-
jacego, powoduje, ze V jest mniejsze nizby to wynikato z podanego
wyzej wzoru. Przyjmuje sie za tym, ze z elektroforezag mamy do czynie-
nia wtedy, gdy szybko$¢ poruszajgcych sie czastek jest mniejsza lub
co najwyzej réwna (a).

Juz w roku 1937-39 Koénig i Klobusitzky (20 zasto-
sowali bibute filtracyjng w miejsce U-rurki Tiseliusa. W en
sposéb rozdzielali toksyny jadow wezy i mieszaniny roznych barwni-
kéw. Niezaleznie od nich Wieland i Fischer (28) zastoso-
wali te metode do rozdzielania mieszanin aminokwasow i peptydéw,
a Durrum (10, Cremer i Tiselius (7) adaptowali ja
do biatek. W roku 1952 Davidson i Smellie (8) zastoso-

wali jg w badaniach kwaséw nukleinowych do rozdzielania nukleo-
tydéw.

Poczatkowo metoda ta miata charakter analizy jakosciowej, pdzniej
jednak przez wprowadzanie coraz to nowych ulepszeh aparatury i to-
ku postepowania po rozdzieleniu, zaczeta nabiera¢ cech metody iloscio-
wej do rozdzielania i badania zaréwno jonow nieorganicznych jak
i zwigzkow organicznym, w tym olbrzymiej ilosci substancji biologicz-
nie czynnych. Rodzaje aparatur uzywanych do elektroforezy bibutowej
mozna podzieli¢ na dwa gtowne typy (16): takie w ktorych pasek bi-
buty umieszczony jest poziomo jak u Tieseliusa i Creme-
ra i takie w ktérych bibuta utozona jest w ksztatcie odwro6cone-
go ,V", jak podaje Durrum. Przy utozeniu ptaskim, poziomym,
szybko$¢ poruszania sie analizowanej substancji po bibule jest nieza-
lezna od miejsca nakroplenia, podczas gdy w drugim wypadku szyb-
kos¢ wedrowki uzalezniona jest od tego jak wysoko nad poziomem
buforu obierzemy miejsce startu. Oczywiscie w obu przypadkach zasa-
da metody pozostaje niezmieniona, a wiec mamy dwa naczynia wypet-
nione roztworem boforowym o odpowiedniej dla danego do$wiadcze-
nia sile jonowej i pH. W roztworze zanurzone sg elektrody. Oba naczy-
nia potaczone sg paskiem bibuty, ktérego jeden koniec zanurzony jest
w jednym roztworze, drugi w drugim. W ten sposéb pasek bibuty spet-
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nia role klucza elektrolitycznego. Jezeli teraz na pasku umiescimy jaka$
substancje o pewnym tadunku elektrycznym, to po wiaczeniu zrodta
pradu substancja ta bedzie poruszac sie po bibule w kierunku zaleznym
od jej tadunku: albo do katody, albo do anody, przy czym szybkos¢ tej
wedrowki przy okreslonych warunkach elektrycznych i witasciwo-
$ciach roztworu buforowego bedzie zalezna od specyficznej ruchliwo-
§ci poruszajgcego sie jonu wzglednie czastki. Wobec tego, jezeli na
bibule nakroplimy mieszanine réznych jonéw, czy zwigzkow, to w po-
lu elektrycznym jony o mniejszej ruchliwosci bedg porusza¢ sie wol-
niej, jony o wiekszej ruchliwosci — szybciej. Po pewnym czasie na-
stapi rozdziat jednych od drugich co witasnie jest celem tej metody.

Jest bardzo duzo odmian aparatury stosowanej do elektroforezy bi-
butowej. Jak juz wyzej wspomniano mozna je podzieli¢ na dwa zasad-
nicze typy: z bibuta umieszczong poziomo, albo w ksztatcie ,V*“, ale
oczywiscie kazdy z tych rodzajow ma sporo rozwigzan technicznych,
rys. 1, 2, 3.

Opracowanie doktadnych teoretycznych podstaw omawianej meto-
dy jest wilasciwie dopiero w stadium poczatkowym. llo$¢ parametrow
majacych wptyw na przebieg jonoforezy 1 oddziatywujgcych wzajemnie
na siebie jest duza. Ogranicze sie tutaj tylko do wyliczenia ich bez
blizszego omawiania kazdego z osobna. A wiec: rodzaj buforu, sita
jonowa, pH, napiecie i natezenie pradu, rodzaj bibuty, dtugos¢ i szero-
kos¢ paskow, temperatura i szybko$¢ parowania. Oczywiscie nie da sie
powiedzie¢, ktory z tych czynnikdw jest bardziej wazny, ktdéry mniej.
Wszystkie sg wazne, bo zmiana choc¢by jednego wptywa na pozostate
i zmienia warunki doSwiadczenia.

Jezeli chodzi o zakres zmian tych czynnikow, to zalezy od potrzeby,
i tak, buforow uzywa sie najczesciej nastepujgcych: mroéwczanego,
octanowego, cytrynianowego, weronalowego, boranowego, ftalanowe-
go, fosforanowego. pH stosuje sie wiasciwie w catej skali od 0 do 14,
napiecie w granicach od 2 do IIV/cm dtugosci paska, natezenie od
ok. 0,1 do 20 mA/cm szerokoSci paska, sita jonowa przewaznie okoto
0,0l — 0,3. Ostatnio wprowadza sie znacznie wyzsze napigecia niz poda-
ne poprzednio (11). Jest kilka gatunkéw bibuty nadajacych sie do pracy
ta metodag (30), w naszych warunkach najdostepniejszg jak dotychczas
jest bibuta W hatmana o roznej gestosci. Dilugosé paskow
40 — 70 cm, szeroko$¢ 2 — 7 cm.

Odnos$nie ostatniego z wymienionych parametréw — parowania,
trzeba sobie uSwiadomi¢, ze w czasie trwania jonoforezy w warunkach
okreslonego dosSwiadczenia mamy stan stosunkowo skromplikowanej
rownowagi, na ktory sktada sie pewna ilos¢ jednoczes$nie zachodzacych
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Typy aparatur stosowane do jonotorezy

Rys. 1 wg Durmma 10

Rys. 3. Typ aparatury opracowany i stosowany w Zakladzie “hemiii Fjzjologicznej
A. Mi w todzi (13).
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proceséw, a mianowicie: wedrowka jonéw w polu elektrycznym, dy-
fuzja, przeptyw roztworu buforowego wywotany elektroendoosmoza,
parowanie wody z paska bibuty wskutek ciepta J o u la, réwnowaga
hydrodynamiczna na bibule miedzy sitami kapilarnymi a sitg ciezkosci,
zmiany oporu elektrycznego wzdtuz paska bibuty. Do niedawna ci kt6-
rzy zajmowali sie zagadnieniem techniki elektroforezy na bibule stra-
rali sie przeszkodzi¢ lub przynajmniej zmniejszy¢ do minimum paro-
wanie wody, w tym celu umieszczali np. pasek bibuty miedzy ptytami
szklanymi i cato$¢ zanurzali w chlorobenzenie. Inni poprzestawali na
odpowiednim uszczelnianiu aparatury, w ktorej zawieszony byt pasek.
Jak wykazaly prace Macheboeufa i Rebeyrotte' a (22),
parowanie gra bardzo wazng role w rozdzielaniu badanych substancji
i raczej nalezy dazy¢ do opanowania jego regulacji, niz do zahamowa-
nia go. Wobec takich faktéw jonoforeze mozna podzieli¢ na dwa ro-
dzaje: 1) z parowaniem, czyli wysychajacg, nazywang mikrcelektro-
reoforezg i 2) w przestrzeni zamknietej, mokrg. Wymienieni autorzy
omawiajg szczegétowo teorie i zastosowanie mikroelektroreoforezy
w pracy podanej w piSmiennictwie.

Elektroforeza bibutowa ma obecnie olbrzymie zastosowanie. Korzy-
sta sie z niej szczegO6lnie w tych dziedzinach gdzie metody chemiczne sg
zbyt grube i gdzie dysponuje sie bardzo matymi iloSciami materiatu.
Ogélnie biorgc metoda ta rozdziela sie jony nieorganiczne, komplekso-
we jony organiczne, biatka, aminokwasy, lipoidy, weglowodany, ste-
role, hydrolizaty kwaséw nukleinowych itd. Poza tym jonoforeza znaj-
duje zastosowanie do celéw preparatywnych (30).

Jezeli jonoforeze stosuje sie w celu rozdzielenia badanej mieszaniny
na sktadniki, ,to nastepng czynnoscig jest okreSlenie potozenia tych
sktadnikow na bibule. Do tego celu prowadza r6zne sposoby: stosowa-
nie odczynnikdw chemicznych (reakcje barwne) (30), fluorescencja
w Swietle nadfiotkowym (30), absorpcja promieniowania nadfiotkowe-
go (technika fotograficzna Marhama i Smitha) (23), technika
wysokiej czestotliwosci (18), retencjografia (27) i wreszcie autoradio-
grafia (25).

Metody chemiczne majg te staba strone, ze chociaz dajg moznos¢
jakosciowego wykrycia badanej substancji, ,to jednak w mniejszym lub
wiekszym stopniu niszczg chromatogram, ktory przez to dla dalszych,
iloSciowych badan jest przewaznie stracony. Unika sie tego stosujac
wymienione wyzej metody fizykochemiczne. Nie wdajac sie w blizszy
opis tych metod trzeba wspomnieé, ze np. weglowodory rakotworcze,
witaminy i porfiryny mozna wykry¢ na bibule dzieki fluorescencji
w Swietle nadfiotkowym. Zwigzki pochodne puryn i pirymidyn mozna
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bardzo wygodnie wykrywa¢ korzystajac z faktu, ze wykazujg one
znaczng absorpcje promieni nadfiotkowych o okres$lonej dtugosci fali.
Dalej, potozenie plam na bibule mozna oznacza¢ stosujac technike wy-
sokiej czestotliwos$ci, gdzie rejestruje sie zaburzenia fal elektromagne-
tycznych przechodzacych przez plame na bibule. Retencjografia polega
na tym, ze pasek z rozdzielong mieszaning biatek zanurza sie w roztwo-
rze azotanu miedziowego. Przez plamy z biatkiem miedz dyfunduje wol-
niej (retencja) niz w czystej bibule. Po pewnym czasie bibute spryskuje
sie kwasem rubeanowodorowym, co daje plamy w zaleznosci od rozmie-
szczenia jonow miedzi. Wysokos$¢ frontu dyfuzji zalezy od iloSci biatka
w danym miejscu paska. Wykre$la sie z tego krzywg elektroforezy wg
odpowiedniego wzoru. Metodg ostatnio coraz powszechniej stosowang
jest autoradiografia polegajaca na zastosowaniu izotopéw promienio-
twdrczych. Elektroforezie poddaje sie substancje znaczone. Po rozdzie-
leniu na bibule mierzy sie radioaktywnos¢ paska, ktéra oczywiscie jest
najwieksza w miejscach najwiekszego zageszczenia substancji znaczo-
nej, albo robi sie zdjecie stykowe.

Moéwiac o zastosowaniu jonoforezy w roznych dziedzinach wspo-
mniano, ze miedzy innymi oddaje ona olbrzymie ustugi w badaniach
kwasow nukleinowych. Jezeli kwasy nukleinowe podda sie hydrolizie,
to w zaleznos$ci od rodzaju hydrolizy otrzymuje sie réznego typu pro-
dukty odbudowy. Warto tutaj przypomnie¢, ze od warunkéw hydrolizy,
a wiec od czynnikéw chemicznych, temperatury i czasu trwania zalezy
jakie produkty rozpadu sie o,trzyma. Biorgc pod uwage czynniki chemicz-
ne rozroznia sie hydrolize kwasng i alkaliczng. Interesujgce jest dzia-
tanie wodorotlenkow réznych metali: Pb(OH)2 daje w efekcie nukleo-
zydy, Zn(OH)2 i Cd(OH)2 — mononukleotydy, AI(OH)3 — oligonukleo-
tydy, przy zachowaniu innych warunkéw doSwiadczenia niezmienio-
nych.

Stosujac elektroforeze jbibutowa mieszanine takich produktéw moz-
na rozdzieli¢ dzieki temu, ze poszczeg6lne sktadniki mieszaniny zacho-
wuja sie réznie w polu elektrycznym.

I tak np. w $rodowisku kwasnym buforu octanowego o pH 3,2—3,5
mononukleotydy jako aniony wedrujg do anody. Najwolniej przesuwa
sie kwas cytydylowy (KC), szybciej adenylowy (KA), jeszcze szybciej
guanylowy (KG), najszybszy jest urydylowy (KU).

Wytumaczeniem takiego uszeregowania nukleotydéw poddanych
jonoforezie jest zatgczony ponizej wykres (rys. 4) (4). llustruje on zalez-
no$¢ tadunku czasteczki rybonukleotydu od pH. Przy pH ok. 3,5 KC ma
tadunek najmniej ujemny. Stad najwolniej przesuwa sie do anody. KU
reprezentuje tadunek najbardziej ujemny, stad jego szybko$¢ ku ano-
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dzie jest najwieksza — oddala sie najbardziej od miejsca startu. Z wy-
kresu wida¢ réwniez, ze na diagramie elektroforetycznym plamy odpo-
wiadajgce KC i KA powinny znajdowac sie blisko siebie; w znaczniejszym
od nich oddaleniu powinna by¢ plama KG, za$ najdalej plama KU. Tak
tez jest w rzeczywistosci — otrzymuje sie bowiem 'blisko siebie i naj-
blizej miejsca startu KC i KA, znacznie dalej KG, na konhcu zas KU.

Nukleozydy i wolne zasady
jako Kkationy w tych samych
warunkach przesuwajg sie do
katody. Z zasad nukleinowych
najszybciej wedruje adenina,
do$¢ daleko za nig guanina, na-
stepnie uracyl ,i cytozyna. Roz-
dzielenie trzech ostatnich zasad
nie jest doktadne. Z nukleozy-
dow najszybsza jest cytydyna,
ktora przesuwa siie jednak wol-
niej niz adenina. Za cytydyng
wedruje adenozyna, a urydyna
i guanozyna przesuwajg sie
bardzo niewiele i prawie nie
rozdzielajg sie. Trzeba przy tym
podkresli¢, ze kierunek wed-
rowki nie jest sprawa prosta.

Zalezy on od pH buforu a na-

wet przy jednakowym pH mo-

ze byc¢ rézny dla réznych bufo-  grys 4 w. E Cohn, J. Am. Chem. Soc. 72,
row. 1471, (19150).

Znajac powyzsze fakty moz-
na z nich wyciggng¢ wnioski czy hydroliza prowadzona w okre$lonych
warunkach spowodowata rozczepienie kwasu nukleinowego do stopnia
mononukleotydéw, czy tez dalej. Przy mozliwie statych warunkach do-
Swiadczenia diagramy elektroforetyczne dajg sie bardzo doktadnie pow-
tarzac.

Trzeba w tym miejscu przypomnie¢, ze przed wprowadzeniem chro-
matografii bibutowej i jonoforezy rozdzielanie i identyfikacja zasad
nukleinowych, nukleozydéw i nukleotydéw w takich mieszaninach jak
hydrolizaty kwasow nukleinowych byly mozliwe tylko metodami czy-
sto chemicznymi, niestychanie zmudnymi, wymagajacymi duzych iloSci
(ca 100 g) materiatéw wyjsciowych i dalekimi od iloSciowych. Nato-
miast do jonoforezy wystarczajg setne czeSci mililitra roztworu o odpo-
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wiednim stezeniu hydrolizatu kwasu nukleinowego, a wykrywacé sie dajg
mikrogramy badanych skladnikéw.

Jak wynika z ostatnich publikacji, metoda ta zostata doprowadzona
do perfekcji. Edstrom (11) np. rozdzielat kwas rybonukleinowy
(KRN) izolowany z pojedynczej komorki nerwowej. Jego ilosé w takim
przypadku wynosita 1 — 100 pgm (¢ pgm — 1,10~Gug — 1,10-12 Q).
Jonoforeze przeprowadzat na witoknie celulozowym. Catkowity rozdziat
na nukleotydy nastepowat na przestrzeni 0,5 mm dtugosci wtdkna, a pla-
my odpowiadajace poszczegélnym nukleotydom zupetnie dobrze roz-
dzielone i widoczne. Wyniki obserwuje sie oczywiscie przy odpowied-
nim powiekszeniu. Napiecie stosowane w tej pracy — ok. 500 V/mm
dtugosci wiokna.

Jezeli chodzi o praktyczne zastosowanie jonoforezy do badania kwa-
sow nukleinowych, to opierajac sie na szeregu przeprowadzonych przez
nas préb mozemy stwierdzié, ze w naszych warunkach najdogodniej-
szym okazat sie sposOb postepowania oparty na nastepujacych meto-
dach: kwasy nukleinowe izoluje sie z tkanki i rozdziela jonoforetycz-
nie wg metody David sona i Smellie (8), umiejscowienie
plam na bibule okre$la sie stosujac technike fotograficzng w nadfiolecie
wg Markhama i Smitha (23), spalenia na fosfor wykonuje
siewg Boulangera i Montreuil (2, ailoSciowe oznacze-
nia fosforu przeprowadza sie wg Fiske i Sub barowa (15).
Potaczenie tych metod, przy wprowadzeniu pewnych wtasnych modyfi-
kacji (12) daje wyniki zupetnie zadawalajgce. Do jonoforezy stosowano
aparature witasnego pomystu (13).

Metoda w skrocie przedstawia sie nastepujaco: Swieza tkanke po
zhomogenizowaniu, odwodnieniu i odlipidowaniu suszy sie w eksyka-
torze prézniowym do statej wagi. Suchy proszek w ilosci rGwnowaznej
5 g Swiezej tkanki ekstrahuje sie 10%-ym roztworem kwasu tréjchlo-
rooctowego w temperaturze poniezj 0°C, az do zaniku reakcji na fosfor
w przesaczu. Osad po odwirowaniu zadaje sie wodag i zobojetnia amo-
niakiem do pH ca 5,5. Po ponownym odwirowaniu poddaje sie go trzy-
krotnie jednogodzinnej ekstrakcji 10%'wym roztworem NaCl na wrza-
cej tazni wodnej. Z potgczonych przesgczéw wytrgca sie nukleoproteidy
dwiema objetosciami etanolu. Odwirowany osad poddaje sie nastepnie
18-godzinnej hydrolizie w 0,3 n KOH w temperaturze 37°C. Hydrolizat
zakwasza sie kwasem nadchlorowym 60%-wym do pH 3, odwirowuje
wytrgcony kwas dezoksyrybonukleinowy (KDN), nadchloran potasu
i biatko, a roztwdr zawierajacy rozpuszczone nukleotydy KRN poddaje
sie analizie. Cze$¢ tego roztworu spala sie w mieszanine stezonych kwa-
séw: siarkowego, nadchlorowego i azotowego (2) celem iloSciowego
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oznaczania fosforu rybonukleinowego Pkrn w catoSci, czes¢ za$ uzy-
wa sie do jonoforezy. Fosfor oznacza sie kolorymetrycznie na fotome-
trze Pulfricha (15).

Warunki w jakich mozna przeprowadza¢ jonoforeze: bufor octano-
wy, sita jonowa ok. 0,1, pH 3,5 napiecie 240 V, natezenie 0,3—0,5 mA,
bibuta Whatmana Nr. 1 paski 5 X 50 cm, temperatura pokojowa,
czas trwania jonoforezy — kilkanascie godzin. Substancje badang na-
krapla sie na paski w ilosciach réwnowaznych 50—100 |ig P« rn-

Po zakonczeniu jonoforezy pasek wyjmuje sie z aparatu, suszy (naj-
wygodniej lampg podczerwona) i okresla na nim potozenie plam odpo-
wiadajgcych poszczeg6lnym nukleotydom. Do tego celu nadaje sie bar-
dzo dobrze wspomniana wyzej metoda fotografii w nadfiolecie wg
Markhama i Smitha z uzyciem odpowiedniego filtru optycz-
nego (23). Metoda ta oparta jest na spostrzezeniu, ze wszystkie pochod-
ne puryn i pirymidyn wykazuja silng absorpcje w nadfiolecie w sa-
siedztwie 260 mu. Bibuta filtracyjna jest przezroczysta w tym zakresie
fal, tak, ze mozliwym jest naniesienie plam absorbujgcych substancji
na papierze fotograficznym przez zrobienie kontaktowej odbitki. Zro-
dtem Swiatta w tych doswiadczeniach moze by¢ lampa kwarcowa ,Ha-
nau" 450 Watt, 200 V. Lampa ta cechuje sie duzg emisjg przy okoto
254 mA Do zdje¢ nadaje sie papier fotograficzny krajowy Filmu Pol-
skiego B 34° 1 11 C. Zeby metode mozliwie 'najbardziej uczuli¢ poza-
dane jest uzycie filtrow w celu uzyskania $wiatta najbardziej mono-
chromatycznego o ww. diugosci fali, zwtaszcza gdy materiaty fotogra-
ficzne sg czute na wieksze diugosci fali Swiatta emitowanego przez te
lampe. Do tego celu nadaje sie filtr ptynny, dwuczes$ciowy, sktadajacy
sieg z mieszaniny roztworéw CO0SO4 i NiSC¥4 w odpowiednim stezeniu
i stosunku (C0SO4*7H20 — 100 g/l + NiS04-7H20 — 350 g/l) i z chloru
gazowego rozpuszczonego w CCl4.

Wysuszony pasek bibuty przypina sie do arkusza dykty, pod niego
wktada sie pasek papieru fotograficznego..Dykte wygina sie tukowato
w celu lepszego przylegania bibuty do papieru fotograficznego i naswie-
tla sie lampg. Czas naswietlania 10 — 20 sek., odlegtos¢ okoto 1 m.

Na zdjeciu po wywotaniu stwierdza sie obecno$¢ 4 plam odpowia-
dajagcych poszczegolnym nukleotydom rybonukleinowym, rozmieszczo-
nym w nastepujacej kolejnosci od miejsca startu: KC, KA, KG i KU.

W celu iloSciowego oznaczenia nukleotyddw w oddzielnych plamach
postepuje sie jak nizej: przez poréwnanie paska bibuly z fotografig
okre$la sie miejsce potozenia poszczegbélnych plam na fbibule. Bibute
nastepnie przecina sie na czesci w ten sposob, zeby kazda cze$é zawie-



324 S. GOLEWSKI, K. PILEK [10]

rata jedng plame czyli jeden z nukleotydéw. Czesci te spala sie wg
Boulangera i Montreil (2). Spala sie rowniez osob'no te
czesci bibuty na ktérych zdjecie fotograficzne nie wykazato obecnosci
zwigzkoéw purynowych. Produkty spalenia przenosi sie do okreslonej
objetosci i oznacza w nich PKrn postugujac sie fotometrem P u 1fr i-
cha wg metody Fiske i Sub barowa (15). Jezeli uzywa sie
kiuwet 5 cm, mozna jeszcze oznaczy¢ okoto 4 ~g Pkrn w jednej plamie.
Suma P oznaczona w kazdej czesci bibuty, po odjeciu zbadanej uprzed-
nio ilosci P przypadajacej na bibute czystg i uzywane odczynniki daje
Pkrn zawarty w jednym z 4-ch nukleotydow. z kolei Pkrn zawartego
we wszystkich czterech plamach powinna dac¢ ilo$¢ Pkrn nakroplong
pierwotnie do jonoforezy. W praktyce uzyskuje sie zgodno$¢é zupetnie
zadawalajacy.

Poniewaz atom Pkrn odpowiada jednej czasteczce zasady puryno-
wej lub pirymidynowej, ustalenie iloSci rpxrn daje mozliwo$¢ okresle-
nia wzajemnych stosunkéw molarnych zasad wystepujacych w bada-
nym KRN.

Polarografia

Metoda ta w zastosowaniu do oznaczania adeniny w wyciggach
tkankowych, obejmuje nastepujace czynniki (14):

1. odwodnienie i czeSciowe odlipidowanie zhomiogenizowanej tkan-
ki za pomoca mieszaniny acetonu i chloroformu, oziebionej do 0°C.

2. hydroliza otrzymanego proszku z tkanki przy uzyciu In H0SO4.

3. po doprowadzeniu kwasoty roztworu do ok. 0,5 n wytrgcanie pu-
ryn IM zawiesing Ag20.

4. ekstrakcja otrzymanego srebrowego osadu puryn za pomocg In
HC1 d 100°C.

5. polarografowanie otrzymanych ekstraktéw z odpowiednim do-
datkiem KOH i HCIOA4.

Poniewaz badane ekstrakty stosuje sie takze do oznaczeh nefelo-
metrycznych gdzie nadmiar chlorkéw jest szkodliwy, wprowadza sie
ekstrakcje osadu srebrowego puryn, 01 n HCl. Do polarografowania
bierze sie woéwczas bezposrednio ekstrakt lub rozciefAcza sie go odpo-
wiednio 01n HC1.

Podana metoda daje dobre wyniki zar6wno przy oznaczaniu adeniny
pochodzacej ze wszystkich jej zwigzkéw zawartych w tkance, jak i przy
oznaczaniu adeniny z kwasow nukleinowych tj. po odmyciu kwaso-
rozpuszczalnej frakcji tkanki za pomocag kwasu tréjchlorooctowego.
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Nefelometria

Metoda ta moze stuzy¢ do okres$lania zawartosci adeniny i guafriny
zaréwno w roztworach zawierajacych jednag z tych puryn, jak i ich mie-
szanine (27).

Puryny wytrgca sie amoniakalnym roztworem AgNO03 w obecnosci
roztworu albuminow jako koloidu ochronnego (17). Otrzymane zmet-
nienie oznacza sie na nefelometrze Pulfricha, wykreslajac odpo-
wiednie krzywe metnosci wzglednych i bezwzglednych dla roztworéow
adeniny i guaniny oraz mieszaniny tych puryn. Dla mieszaniny adeni-
ny i guaniny otrzymuje sie wyniki nizsze nizby to odpowiadato sumie
metnosci roztwordéw zawierajgcych poszczegdlne puryny. Przy oznacze-
niach mieszaniny puryn w ekstraktach otrzymanych z tkanki stosuje
sie wiec nastepujacy sposéb postepowania:

1. oznacza sie polarograficznie zawartos¢ adeniny w badanym ek-
strakcie,

2. znajac zawarto$¢ adeniny odmierza sie do oznaczenia nefelome-
trycznego objetosé roztworu, odpowiadajacg okreslonej ilosci adeniny
np. 30 |¢g i zawarto$s¢ adeniny odczytuje sie nastepnie z krzywej, spo-
rzadzonej uprzednio dla mieszanin 30 jHig adeniny z r6znymi iloSciami
np. 20 — 80 ng guaniny.

Otrzymuje sie dobrg zgodno$¢ miedzy sumg zawarto$ci adeniny
(z oznaczenia polarograficznego) i guaniny (z oznaczenia nefelometrycz-
nego), a azotem purynowym oznaczonym réwnolegle w badanych ek-
straktach mikrometode Kje ldah la
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P. SZAFRANSKI

Cykl pentozowy glikozy

W ciggu ostatnich kilku lat poglady na przemiane cukrowg rozwi-
nety sie w nowych kierunkach.

Coraz wieksze nagromadzenie faktow odbiegajgcych od klasycznego
schematu Em'bdena-Meyerhofa-Parnasa (EMP) spowo-
dowato, ze przypuszczenia o istnieniu innych drég metabolizmu cukro-
wego staty sie coraz bardziej realne.

Badania te nawigzujg do prac Warburga i Christiana
(81) z 1931 r, w ktoérych stwierdzono, ze ester glikozo-6-fosforowy
(G-6-P) jest utleniany przez hemolizaty czerwonych krwinek konia.

W rok po6zniej ci sami autorzy podali (82), ze podobne reakcje za-
chodzg przy uzyciu wyciggu Lebedewa. Dalsze badania War -
burga i wspotpracownikéw (83) dotyczyly mechanizmu dziatania
czesciowo oczyszczonej przez Negeleina i Gerischera (69
dehydrogenazy estru glikozo-6-fosforowego (,Zwischenferment”). Wy-
kazali oni rowniez, ze powstajagcy przez utlenienie G*6<P kwas 6-fosfo-
glikonowy (K-P-G) jest zuzywany przez wycigg Lebedewa. Lip-
mann wykazat oksydatywny charakter tej drogi (63), a dalsze badania
Warb urga i Christiana (8) oraz Dickensa (16, 17,
18) wskazaty na fosfopentoze jako na przejSciowy produkt bezposred-
niego utleniania fosfoglikozy. Podobne wyniki uzyskali Engel -
hardt i Barchasz (25 oraz Barchasz (2)badajac prze-
miane fosfoglikozy w ekstraktach z drozdzy. Na podstawie tych wyni-
kéw Engel hardt kilkanascie lat temu sugerowatl mozliwos¢ istnie-
nia nowej drogi przemiany .cukrowej.

Badania Lipmanna (63) nad wptywem kwasu bromooctowego
na oddychanie wyciggéw z drozdzy wykazaty brak wptywu tego inhibi-
tora na oddychanie, jakkolwiek w warunkach beztlenowych hamowanie
byto wyrazne. DosSwiadczenia (6) na tkankach mézgu i mie$Sni w obec-
nosci fluorku i kwasu jodooctowego daty podobne wyniki. Poniewaz
kwas jodooctowy i fluorek hamujg glikolize prawie catkowicie wyniki te

[327]
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wykazaty, ze istnieje droga spalania glikozy niezalezna od dehydro-
genazy aldehydu 3-fosfoglicerolowego, czy enolazy. Na podstawie tych
danych przyjat sie poglad sformutowany przez Dickensa w 1938r.
(17), ze oksydatywna przemiana glikozy polega na kolejnym utlenianiu
pojedynczych wegli kohcowych, az do triozy z ominieciem glikolizy.

W 1944 r. Emerson, Stauffer i Umbreit (26) podali
hipoteze, ze u roslin wystepujag dwa szlaki spalania cukrowcéw. Jeden
prowadzi przez glikolize do catkowitego spalenia w cyklu kwaséw
trojkarboksylowych, drugi zgodnie ze schematem podanym przez D i c-
k e nsa (17) poprzez kolejng dekarboksylacje. Po tych pracach przez
szereg lat bardzo niewiele uwagi poswiecono mozliwosci wystepowa-
nia bezposredniej drogi utleniania glikozy. Dopiero wykazanie przez
Rackera w 1948 r. istnienia tej drogi u E. coli, nastepnie
stwierdzenie przez Scotta i Cohena (78), ze ester rybozo—5
fosforowy jest produktem utlenienia fosfoglikozy oraz wykazanie przez
Horeckera i wsp6tpracownikéw (42), ze pierwszym etapem utle-
nienia kwasu 6-fosfoglikonowego jest 5-fosforybuloza, spowodowato,
ze badania nad nowga drogg przemiany cukrowej staty sie bardziej in-
tensywne.

Uzyskiwane poczatkowo wyniki nie przyniosty jednak spodziewa-
nych wyjasnien. Okazato sie, ze odbiegajg one znacznie od siebie
w réoznych warunkach dosSwiadczen i przy stosowaniu réznych substra-
tow. Dodajac np. do nieoczyszczonych preparatdw enzymatycznych
fosfopentoze jako Zzrddio fosfotriozy oraz aldehyd glikolowy uzyskiwa-
no nagromadzenie estru ksylozo-1-fosforowego (64). Zmieniajagc aldehyd
glikolowy na octowy stwierdzono powstawanie 5-fosfodezoksyrybozy
(71). Dodajac D i L — aldehydu glicerolowego uzyskano tworzenie sie
1-fosfofruktozy i 1-fosfosorbozy (68). Preparaty enzymatyczne z fosfo-
pentozg i erytrozg syntetyzowaly ester sedoheptulozo-l-fosforowy.
W zalezno$ci od warunkéw przeprowadzanych reakcji wykazywano
rowniez powstawanie takich zwigzkéw jak: monofosfoheksoza, dwufo-
sfoheksoza (22, 23), monofosfoheptuloza i dwufosfoheptuloza (43, 29,
44, 7) a takze dwufosforybuloza (7). Niejasng byta réwniez rola dwuwe-
glowego fragmentu, ktdry powstawat podczas tych reakcji. Wyniki te
sktonity do wiekszego oczyszczania preparatow enzymatycznych
i wreszcie do izolowania mozliwie czystych enzymoéw.

Decydujacym jednakze w tych pracach byto zastosowanie znaczo-
nych zwigzkdw, co pozwolito w znacznym stopniu wyjasni¢ mechanizm
proceséw enzymatycznych i pomogto uporzagdkowac poznane reakcje
w jeden cykl (45, 72, 37, 19). Cykl ten nazywano rozmaicie np. monofo-
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sforowy cykl glikozy, oksydatywny cykl, oraz pentozowy cykl cukrow-
cow. To ostatnie okreSlenie wydaje sie, przyjeto sie powszechnie.

Enzymy przemiany pentozowej znaleziono w preparatach zwierze-
cych (3, 71, 77, 43, 29, 22, 5), roslinnych (4, 1, 73, 5, 77) oraz u szeregu
drobnoustrojéw (38, 39, 37). Aktywnos$¢ tych enzymoéw waha sie w réz-
nych narzadach. Czynne sg wyciagi z miesnia sercowego (46), nato-
miast bardzo mato aktywne z mies$nia szkieletowego (46, 20). Duza
aktywno$¢ wykazuja preparaty ze szpiku kostnego, $ledziony, nerki,
nadnerczy i watroby (46, 21, 57). W tej ostatniej okoto potowy meta*
bolizowanej glikozy spala sie w cyklu pentozowym (8). W korze nad-
nercza znaleziono bardzo aktywnag dehydrogeneze 6-fosfoglikozy (58).

Jakkolwiek specyficznym kofermentem dehydrogenaz przemiany
pentozowej jest 'nukleotyd trojfosfopirydynowy (TPN) a w glikolizie
dwufosfopirydynowy (DPN) to jednak zaréwno w przypadku pierwszym
jak i w drugim sg wyjatki. Np. u niektérych roslin (kietki grochu) de-
hydrogenaza aldehydu 3-fosfoglicerolowego pracuje nie tylko z DPN,
lecz takze i z TPN (35). U niektérych szczepow bakteryjnych natomiast
znaleziono (85, 15), ze kofermentem dehydrogenezy 6-fosfoglikozy jest
DPN.

Warunkiem wigczenia glikozy zaréwno w przemiany glikolityczne
jak i w cykl pentazowy jest jej fosforylacja na 6-ym weglu. Reakcje
te katalizujg kinazy przenoszace reszte fosforanowg z trojfosfoadeno-
zyny (ATP) na czasteczke cukru. Moze to by¢ zaréwno glikokinaza jak
i heksokinaza, ktérej specyficzno$¢ nie ogranicza sie wytacznie do gli-
kozy. Pierwszym enzymem nalezgcym do przemiany pentozowej jest
dehydrogenaza G-6-P.

Dehydrogenaza estru glikozo-6-fosforowego i glikonolaktonaza

Dehydrogenaza estru glikozo-6-fosforowego wystepuje w tkankach
zwierzecych (21, 30, 31, 32) oraz u szeregu drobnoustrojéow (86, 14).
Wprowadzony przez Warburga termin ,,Zwischenferment" bywa
uzywany jeszcze do dzis. Metoda otrzymywania dehydrogenazy G-6-P
z drozdzy zostata opisana przez Negeleina i Gerischera
(69) a nastepnie przez Kornberga (60). Znacznie oczyszczone pre-
paraty zostaty otrzymane przez Glasera ;i Browna (28), ktérzy prze-
badali rowniez niektore wiasnosSci tego enzymu. Stwierdzili oni, ze
optymalne pH dla dziatania dehydrogenazy G-6-P wynosi 8,5 przy czym
jest ona hamowana przez jony fosforanowe. Na zasadzie kompetycji
hamujaco na ten enzym dziata 6-fosfo-D-glikozamina. Specyficznym ko-
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fermentem dehydrogenazy G-6-P jest TPN (83, 60) jakkolwiek u niekté-
rych mikroorganizméw jak np. Leuconstoc mesenteroides (14), Pseudo-
monas fluorescens (86), Mycobacterium ,tbc. var. hom. (40) akceptorem
wodorow okazat sie DPN. Dehydrogenaza G-6-P z L. mesenteroides rea-
guje zarowno z DPN jak i z TPN (14). Dehydrogenaza z P. fluorescens
redukuje DPN poprzez dehydrogenaze specyficzng dla TPN, z ktérej
wodory przenoszone sg przez transhydrogenaze zwigzang z nukleoty-
dem dwufosfopirydynowym. Do dziatania dehydrogenazy G-6-P nie sg
potrzebne jony (72), aczkolwiek enzym ten wyodrebniony z E. coli
aktywowany jest przez Mg++ luib Ca++ (79). Dehydrogenaza fosfogli-
kozy jest .czesto stosowana do ilosciowego oznaczania TPN na zasadzie
jego redukcji mierzonej przy 340 m*. W podobny sposéb mozna ozna-
czy¢ ilos¢ estru glikozo-6-fosforowego. Enzym ten uzywany jest row-
niez do oznaczania ATP w uktadzie, w ktorym obok ATP wystepuje
heksokinaza, glikoza i TPN. W ten sam posredni spos6b na podstawie
zmiany absorpcji przy 340 m|i mozna wnioskowa¢ o aktywnos$ci hekso-
kinazy. Podobnie przeprowadza sie oznaczanie estru fruktozo-6-fosforo-
wego oraz zwigzanej z tym izomerazy fosfoheksozowej. Dehydrogena-
za G-6-P moze by¢ réwniez uzyta do oznaczania glutationu na zasadzie
jego redukcji.

Mechanizm dziatania dehydrogenazy G-6-P badany byt poczatkowo
przez W arburga i wspolpracownikow (83) a nastepnie przez
Lipmanna i Cori (12). Ei ostatni wykazali, ze reakcja utlenie-
nia G-6-P przebiega w dwoch stadiach: 1) odwodorowanie pyranozowej
formy fosfoglikozy do <5-laktonu kwasu 6-fosfoglikonowego z utworze-
niem TPNH, 2) hydrolityczne otwarcie powstatego laktonu do kwasu
6-fosfoglikonowego. Ilustruja to nastepujgce schematy:

6-fosfoglikoza + TPN+;z? 6->fosfo-<5-glikonolakton + TPNH + H+

6-fosfo-6-glikonolakton + H20 —* kwas 6-fosfoglikonowy.

Horecker i Smyrniotis (47) badali odwracalno$¢ pierwszej
reakcji w uktadzie, w ktérym wystepowata dehydrogeneza G-6-P, 6-gli-
konolakton i TPNH oraz dehydrogeneza kwasu izocytrynowego i kwas
izocytrynowy potrzebny do regeneracji TPNH. Rownowaga ta jest prze-
sunieta w kierunku utlenienia G-6-P, jednakze odwracalnos¢ tej reakcji
jest wyrazna. Stwierdzono, ze powstajacy z fosfoglikozy <5-gliko'nolakton
ulega nieenzymatycznej hydrolizie i ze okres péttrwania laktonu w pH
7,4 wynosi okoto 1,5 min. Brodie i Lipmann (9 stwierdzili
ostatnio, ze hydroliza, ktora przebiega stosunkowo wolno w $rodowisku
obojetnym, jest katalizowana przez specyficzny enzym delaktonizujacy.
Obecnos¢ jego stwierdzono w preparatach z bakterii, drozdzy i watroby.



[51 CYKL PENTOZOWY GLIKOZY 331

Dehydrogenaza kwasu 6-fosfoglikonowego (K-P-G)

Badania nad dalszg przemiang kwasu fosfoglikonowego zostalty za-
poczatkowane przez Warburga i Christiana (83), ktorzy
stwierdzili nastepnie (84), ze koenzymem ibiorgcym udziat w tej reakcji
jest TPN. Jednakze u niektérych szczepow bakteryjnych akceptorem
wodoréw okazato sie rowniez DPN (40, 85, 15). Dehydrogenaza K-P-G
zostata nastepnie wyizolowana z drozdzy przez Horeckera i Smyr-
niotisa (48 'oraz z E coli przez Rackera (72, McNair,
Scotta i Cohena (67). Lipmann (63) wykazat, ze prze-
miana kwasu fosfoglikonowego ma charakter oksydatywnej dekarbok-
sylacja i sugerowat, ze w reakcji powstaje ester arabinozo-5-fosforowy.
Jednakze badania Dic kensa (17, 18) wykazatly, ze gromadzaca
sie w reakcji fosfopentoza jest 5-fosforyboza (R-5-P) poniewaz zuzywaja
ja wyciagi drozdzowe, ktdre nie rozktadajg 5-fosfoarabinozy. Scott
i Cohen (78 potwierdzili powstawanie estru rybozo-5-fosforowego
jako produktu utlenienia kwasu 6-fosfoglikonowego, a Horecker
i Smyrniotis (49) wyizolowali R-5-P z preparatéw drozdzowych.
Jednakze przy uzyciu oczyszczonej dehydrogenazy kwasu fosfogliko-
nowego (42) okazato sie, ze blizszym produktem utleniania K-P-G jest
nie fosforyboza, lecz ester rybulozo-5-fosforowy.

Zbadany przez Horeckera i wspotpracownikéw mechanizm
dziatania dehydrogenazy kwasu fosfoglikonowego (49, 50, 51) wyglada
nastepujgco:

Kwas-6-fosfoglikonowy + TPN+ 7 ester rybulozo-5-fosforowy +
+ C02 + TPNH + H+

Mechanizm ten zostat potwierdzony przy pomocy reduktywnej Kkar-
boksylacji 5-fosforybulozy w obecnosci TPNH i znaczonego dwutlenku
wegla (51). Wedtug Horeckera i wspdtpracownikédw (49, 50) utle-
nienie kwasu fosfoglikonowego zachodzi na weglu 3. Reakcje te przypo-
minajg oksydatywng dekarboksylacje innych hydroksykwaséw jak np.
izocytrynowego i jabtkowego. Podobnie jak w tamtych przypadkach pod-
czas utleniania K-P-G prawdopodobnie powstaje niewyosobniony keto-
zwigzek przyczym wspdlng cechg tych reakcji jest ich aktywacja przez
Mg++ lub Mn++. Koenzymem dekarboksylazy kwasu izocytrynowego
i jabtkowego jest takze TPN.

Przyjmujac hipoteze Horeckera, przypisujemy enzymowi biorg-
cemu udziat w tej reakcji dwie nastepujgce funkcje: I)-odwodorowa-
nie KPG do kwasu 3-keto-6-fosfoglikonowego i 2) dekarboksylacje po-
wstatego produktu z utworzeniem fosforybulozy.

3*



332 P. SZAFRANSKI [6]

Kwas 3-keto-6-fosfoglikonowy nie zostat jednakze wyizolowany.
Uehara (72 sugeruje inng droge utleniania K-P-G. Prowadzitaby
ona poprzez kwas 2-keto-fosfoglikonowy, ktéry rozpadatby sie na kwas
hydroksypirogronowy i fosforioze, a nastepna rekondensacja zdekar-
boksylowanego kwasu hydroksypirogronowego z fosfotriozg dawataby
ester rybulozo-5-fosforowy. Tego rodzaju hipoteza mogtaby by¢ poparta
przez wykazanie odwrotnej drogi, a mianowicie wigczenie znaczonego
dwutlenku wegla z utworzeniem kwasu fosfoglikonowego.

Jednakze odwro6cenie dekarboksylacji takich ketokwaséw, jak kwas
pirogronowy, czy hydroksypirogronowy zachodzi tylko w bardzo ma-
tym stopniu. Mozna przypuszcza¢ wobec tego, ze poSrednim zwigzkiem
w oksydatywnej dekarboksylacji kwasu fosfoglikonowego jest kwas
3-keto-6-fosfoglikonowy.

Fosfopentoizomeraza

Katalizuje ona odwracalng reakcje miedzy estrem rybulozo-5-fosfo-
rowym i rybozo-5-fosforowym z przesunieciem réwnowagi na korzys¢
tego ostatniego. Réwnowaga jaka ustala sie odpowiada stosunkowi 1:3.
Izomeraza fosfopentozowa zostata znaleziona w ros$linach (52) u zwie-
rzagt (53) oraz w drozdzach (49). Enzym ten zawiera grupe sulfhydrylowa,
jest jednak mato wrazliwy na dziatanie kwasu jodooctowego.

Poniewaz poczatkowym produktem oksydatywnej dekarboksylacji
kwasu fosfoglikonowego jest fosforybuloza, izomeraza fosfopentozowa
katalizuje powstawanie estru rybozo-5-fosforowego, ktéry poza cyklem
pentozowym jest potrzebny do syntezy kwaséw nukleinowych oraz
nukleotydow odgrywajacych role kofermentéw. U roslin wystepuje fos-
fopentokinaza (10), ktéra przenosi reszte fosforanowg z ATP na fo-
sforybuloze. Utworzona dwufosforybuloza jest akceptorem dwutlenku
wegla w procesie fotosyntezy.

Transketolaza

Jest to enzym rozktadajacy fosfopentoze zgodnie z réwnaniem:
5-fosforybuloza + 5-fosforyboza 7-fosfosedoheptuloza i- aldehyd
3-fosfoglicerolowy.

Znacznie oczyszczona transketolaza zostata wyizolowana przez R a c-
k era i wspbotpracownikéw z drozdzy piekarskich (74) oraz przez
Horeckera iinnych ze szpinaku i watroby (52). Wystepowanie
transketolazy stwierdzone zostato poza tym w komérkach bakteryj-
nych (86, 40). Enzym ten zawiera pirofosforan tiaminy (ThPP) jako gru-
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pe prostetyczna niezbedna do swego dziatania (52, 74). Poza fosfotiami-
ng aktywnos$é enzymu uzalezniona jest od obecnos$ci Mg++ (54). Kokar-
boksylaza w $rodowisku kwasnym jest dosy¢ luzno zwigzana z bial-
kiem i mozna pozby¢ sie jej stosujgc wytragcanie enzymu przy tym
oddziatywaniu lub dialize wobec roztworu kwasu etylenodwuamino-
czterooctowego (wersen). Podany przez Horeckera i wspbipra-
cownikéw (55) oraz R ac k e r a (75 mechanizm dziatania transketo-
lazy oparty zreszta na badaniach wielu innych autoréow (86, 7) polega
na przeniesieniu dwuweglowego fragmentu z estru rybulozo-5-fosforo-
wego na 5-fosforyboze co prowadzi do powstania 7-fosfosedoheptulozy
i trozy zidentyfikowanej jako oldehyd 3-fosfoglicerolowyl.

Dwuweglowa reszta aldehydowa w potgczeniu z enzymem okresla
sie jako ,aktywny aldehyd glikolowy". Specyficzno$¢ transketolazy
okazata sie stosunkowo niska. Zarowno prekursorami jak i akceptora-
mi ,aktywnego aldehydu" moze by¢ wiele zwigzkdw. Wsrod donato-
row dwuweglowego fragmentu sg takie jak: kwas hydroksypirogrono-
wy (37), 6-fosfofruktoza (75), 7-fosfosedoheptuloza, L-erytruloza (54),
5-fosfo-D-rybuloza, D-rybulozg, 5-fosfo-L-ksyluloza (37). Akceptorami
aktywnego aldehydu moga by¢: aldehyd glikolowy, glicerolowy, 3-fos-
foglicerolowy, 5-fosforyboza (53) 5-fosfodezoksyryboza (72), 4-fosfoery-
troza (37). Tak wiec transketolaza jest tranferazg o reakcje w ktorych
moze uczestniczy¢ ilustruje zatgczony rys. 1.

6-fosfofniktom 7-fosfosedopeptuto?a 5-fosfo-D-rybu/o?0
o
4- fosfoerytrola  5-fosforyb07Q aldehyd -3 - fosfo -
-0 - glicerolowy

L~erytrulota Jdehyd --— D-rubuloza
y ohkolonu Q gﬁlceroYowy U rVmoza
..aktywny aldehyd
glikolowy"
aldehyd 3-fosfo-
-L -glicerolowy
kwas hydroksypirogronowy 5. fosfo~L~ksylutoza

Rys. 1 Mechanizm dziatania transketolazy.

Wydaje sie, ze transketolaza wymaga do swego dziatania obecnosci
grupy alkoholowej i aldehydowej w substracie, przy czym kondensacja

1 Przypuszcza sie obecnie (80a), ze substratem dla transketolazy nie jest 5-fosfo-
rybuloza, a 5-fosfoksyluloza. Miataby ona powstawaé z 5-fosforybulozy pod dziataniem
odpowiedniej izomerazy.
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jaka zachodzi miedzy aldehydem glikolowym i akceptorem ma cha-
rakter kondensacji acyloinowej w wyniku ktérej powstaje a-oksyketon:

CHXOHCH :0+ O :HC—R jz2! CHOH—CO—CHOH—R

Mata specyficznos$¢ transketolazy sprawia, ze moze byé ona uzyta do
syntezy wielu zwigzkéw organicznych.

Jak wida¢ z zatagczonego rysunku droga powstawania fosfopentoz pro-
wadzi nie tylko poprzez kwas fosfoglikonowy. Pentozy moga tworzy¢
sie réwniez w obecnosci transketolazy jezeli istnieje jakie$ zrodto ,akty-
wnego aldehydu" oraz odpowiedni akceptor. Potencjalnym zrodiem
dwuweglowego fragmentu jest seryna, ktdra na drodze transaminacji
przechodzi w kwas hydroksypirogronowy (80), a ten z kolei moze by¢
prekursorem aldehydu glikolowego.

Transaldolaza

Enzym ten katalizuje rozpad estru sedoheptulozo-7-fosforowego
zgodnie z reakcja:

7-fosfosedoheptuloza ~  4-fosfo-D-erytroza + dwuhydroksyaceton,

dwuhydroksyaceton + aldehyd 3-fosfoglicerolowy 6-fosfofruktoza.
Transaldolaza zostata znaleziona zarowno u zwierzat (72), roslin (1)
jak i u drobnoustrojow (38). Horecker i Smyrniotis (56)
oraz Racker iinni (74 znacznie oczyscili transaldolaze z drozdzy
oraz zbadali wtasnosci tego enzymu.

Pierwsze doniesienia o wystepowaniu fosfoheptulozy w przemianie
cukrowej u drozdzy siegajg 1938 r. (76). Przez kilkanascie lat nie pa-
mietano o fosforylowanej heptulozie i dopiero sugestie Bensona (7)
o mozliwosciach udziatu fosfoheptulozy w fotosyntezie zwrécity pow-
tornie uwage na ten zwigzek. Horecker i Smyrniotis (43)
wykazali, ze ester sedoheptulozo-1-fosforowy moze powstawaé przy
udziale aldolazy z fosfodwuhydroksyacetonu i erytrozy. Horecker
(44) podat réwniez, ze wobec aldolazy miesniowej z fosfotetrozy i fosfo-
triozy .tworzy sie dwufosfosedoheptuloza. Synteza heptulozy moze wiec
by¢ katalizowana przez transaldolaze, aldolaze oraz transketolaze.
Reakcje te wyjasnity zagadke powstawania heptoz w przemianie cu-
krowej.

Specyficzno$é dziatania transaldolazy okazata sie znaczna. Donato-
rami dwuhydroksyacetonu moga by¢ tylko 7-fosfosedoheptuloza lub
6-fosfofruktoza, akceptorami natomiast tego zwigzku moze by¢ aldehyd
3-fosfoglicerolowy i 4-fosfoerytroza (56). Do chwili obecnej nie zostato
ustalone czy transaldolaza zawiera jaki§ koezym, jak rowniez brak
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blizszych danych o postulowanym zwigzku dwuhydroksyacetonu
z enzymem t. z. ,,aktywnym dwuhydroksy-acetonie".

Utworzona pod wptywem dziatania transaldolazy 6-fosfofruktoza
w obecnosci fosfoheksozoizomerazy zostaje zamieniona na ester gli-
kozo-6-fosforowy. Fosfofruktoza powstaje rowniez w cyklu pentozowym
w wyniku dziatania trynsketolazy jezeli akceptorem aldehydu glikolo-
wego jest 4-fosfoerytroza. Powstaty z kolei ester glikozo-6-fosforowy
ulega powtornym cyklicznym przemianom uwidocznionym na rys. 2.

Energetyczny efekt

Wiadomos$ci na ten temat sg niewystarczajgce. Poniewaz w cyklu
pentozowym istniejg tylko dwa stadia zwigzane z utlenieniem (G-6-P
i K-P-G) zysk energetyczny ograniczy sie do tych reakcji. Zaktadajac,
ze trzem fosforylacjom odpowiada jeden atom tlenu potrzebny do utle-
nienia czasteczki TPNH czy DPNH mozna przypuszczaé, ze spalaniu
jednego wegla glikozy towarzyszy powstanie sze$ciu czasteczek ATP.
Tak wiec spalenie catej czasteczki glikozy w cyklu pentozowym datoby
36 czasteczek ATP brutto. Glikoliza natomiast wraz z koAcowym spa-
laniem w cyklu Krebsa liczac od glikozy dostarcza 38 czasteczek ATP
netto. W poréwnaniu wiec z tg droga przemiany cukrowcéw cykl pen-
tozowy jest mniej energiodajny (41).

Regulacja hormonalna

Obserwacje Glock i Mc Lean (32) dotyczace aktywno-
§ci enzyméw cyklu pentozowego w tkankach zwierzat wskazujg, ze
droga ta jest regulowana hormonalnie. Autorzy ci wykazali, ze aktyw-
no$¢ enzymoéw utleniajgcych bezposrednio glikoze jest zwigzana z picig
szczura. Jest ona wyzsza w watrobie samic. Poziom tych enzyméw wzra-
sta rowniez w gruczole mlecznym w okresie laktacji. Tego rodzaju ba-
dania musza by¢é jednak prowadzone z duzg ostroznoscia. Gl o c k
i Mc Lean stwierdzili, ze ograniczone pobieranie pokarmu znacz-
nie obniza aktywno$¢ dehydrogenazy 6-fosfoglikozy i kwasu 6-fosfo-
glikonowego w watrobie szczura (33). Réwnocze$nie spada zawartosé
kwasow rybonukleinowych (19, 33). Aktywnos¢ wspomnianych dehydro-
genaz w watrobie ulega takze zmianom sezonowym, przy czym ilo$¢ ich
wzrasta latem a maleje zimg. Prace eksperymentalne (33, 34) wskazuja,
ze podczas cukrzycy wywotanej alloksanem poziom dehydrogenaz, bio-
racych udziat w cyklu pentozowym maleje w watrobie szczura do okoto
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Vg ilosci znajdywanych u zwierzat kontrolnych a réwnocze$nie spada
poziom kwasOw rybonukleinowych. Tyroksyna wzmaga prawie dwu-
krotnie aktywno$¢ obu dehydrogenaz, podczas gdy tiouracyl nie wy-
wotuje wiekszych zmian w stosunku do catkowitej aktywnos$ci enzy-
matycznej watroby. Podawanie krystalicznego hormonu wzrostowego
nie powoduje wyraznych zmian w zawarto$ci dehydrogenazy 6-fosfo-
glikozy w watrobie. In vitro krystaliczna insulina, hormon wzrostowy
oraz D, L-tyroksyna nie wptywajg na aktywno$é¢ obu omawianych de-
hydrogenaz.

Oméwienie cyklu pentozowego

Bezposrednie utlenianie glikozy w odréznieniu od poznanych dobrze
przemian cukrowych jest procesem kotowym. Fosfoglikoza, ktora jest
poczatkowym produktem, w tym cyklu ulega przemianom prowadzacym
do powtdrnego utworzenia tego zwigzku. Omawiane reakcje przedsta-
wione sg na rys. 2. Ufosforylowana na weglu 6 pyranozowa posta¢ gli-
kozy ulega pod dziataniem dehydrogenazy i TPN utlenieniu do kwasu
6-fosfoglikonowego. Proces ten przebiega bez udziatu jakichkolwiek
jonow, chociaz moze by¢ aktywowany przez rézne zwigzki. Przejscio-
wym produktem w tej reakcji jest b-lakton kwasu 6-fosfo-glikonowego,
ktéry pod wptywem glikonolaktonazy przechodzi w K-P-G. Powolna
delaktonizacja zachodzi réwniez bez udziatu enzymu, jednakze wyste-
powanie aktywnej glikonolaktonazy w komoérkach szeregu organizmow
Swiadczy o udziale tego fermentu w omawianej reakcji. Dalsza prze-
miana K-P-G prowadzi przez niewyizolowany zwigzek, ktory w/g Ho-
re ¢ k era jest kwasem 3-keto-6-fosfoglikonowym. Dekarboksylacja
tego kwasu daje w wyniku 5-fosforybuloze. Biorgca tu udziatl dehydro-
genaza jest zwigzana jak i w poprzedniej reakcji z TPN. Enzym ten po-
siada dwie funkcje: 1) .odwodorowuje kwas fosfoglikonowy i 2) odtacza
dwutlenek wegla. Po tej oksydatywnej dekarboksylacji K-P-G utworzo-
na 5-fosforybuloza ulega czesciowo dziataniu fosfopentoizomerazy, cze-
Sciowo za$ transketolazy. (patrz oddendum str. 9) Réwnowaga jaka usta-
la sie miedzy 5-fosforybulozg i 5-fosforybozg odpowiada okoto 75%
fosforybozy. Charakterystycznym jest fakt, ze uczestniczaca w tej re-
akcji izomeraza pomimo obecnosci grup sulfhydrylowych nie jest hamo-
wana przez kwas jodooctowy. W wyniku dziatania transketolazy 5-fos-
forybuloza zostaje roztozona na aldehyd 3-fosfoglicerolowy oraz dwuwe-
glowy fragment (p. X) str. 333). Zwigzkiem tym jest aldehyd glikolowy
zwigzany z enzymem i fosfotiaming, ktora jest koenzymem transketolazy.
Utworzony produkt nosi nazwe ,aktywnego aldehydu glikolowego".
Reaguje on z kolei z 5-fosforyboza dajac w wyniku 7-fosfosedohaptuloze



[11] CYKL PENTOZOWY GLIKOZY 337

6-rosft) -6 - glikonolakton kwas 3 -keto -6 - fbsfoglikonowij

kwas"6~ fhsfoglikonowij

Rys. 2
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i wolng transketolaze Reakcja transketolazowa katalizatora jest przez
Mg++. Powstata fosfoheptuloza zostaje rozbita przez transaldolaze na
dwa zwigzki. Jednym z nich jest 4-fosfoerytroza, drugim dwuhydroksy-
aceton. Ten ostatni w potgczeniu z enzymem okresla sie jako ,aktywny
dwuhydroksyaceton". Dotychczas nie znaleziono koenzymu transaldo-
lazy i przypuszcza sie, ze ferment ten pozbawiony jest reszty niebiat-
kowej. Dalsze przemiany prowadzg do utworzenia 6-fosfofruktozy. Mo-
ze ona jednak powstawaé w cyklu pentozowym dwoma drogami. Jedna
z nich katalizowana przez transaldolaze polega na kondensacji dwuhy-
droksyacetonu z aldehydem 3-fosfoglicerolowym. W reakcji drugiej
katalizowanej przez transketolaze bierze udziat 4-fosfoerytroza, ktora
jest akceptorem ,aktywnego aldehydu glikolowego". Utworzona w obu
przypadkach fosfofruktoza pod wpltywem izomerazy fosfohekozowej
przechodzi w 6-fosfoglikoze. G-6-P ulega kolejnym cyklicznym przemia-
nom. Procesy te zostaly wyjasnione dzieki zastosowaniu odpowiednio
znaczonych zwigzkéw. Rys. 2 tlumaczy reakcje syntezy i rozpadu
w oparciu o badania izotopowe. Ogdélna reakcja cyklu w ktorej zachodzi
spalenie trzech atomow wegla wyglada nastepujgco:

3 6-fosfoglikoza + 3 0> -> 2 6-fosfofruktoza + fosfotrioza +
+ 3C02+ 3 HoO

5-fosforubulom 6 - fosfofruktoza 5- fosfode/oksyrybo/o k»as 2-keto -3~de20ksy-
-6 - fhsfoglikononij

aktywny aldehyd aktywny dwuhydro- aldehyd octowy kwas pirogronowy
glikolowy. ksy aceton"

Rys. 3. Przemiana fosfotrioz.

Wspolne produkty przemiany cyklu pentozowego i innych przemian
cukrowych sprawiaja, ze zazebiajgce sie szlaki metaboliczne przebiegajg
obok siebie na zasadzie réwnowagi. Centralnym punktem wiekszoSci
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znanych przemian cukrowych jest fosfotrioza. Rys. 3 przedstawia mozli-
wosci metaboliczne aldehydu 3-fosfoglicerolowego.

Na odcinku fosfotriozy w cyklu pentozowym wspd6tzawodniczg nie-
watpliwie dwa enzymy: transaldolaza i dehydrogeneza aldehylu 3-fo-
sfoglicerolowego. Od aktywnosci obu tych enzymoéw zaleze¢ bedzie
intensywno$¢é krzyzujacej sie w tym miejscu przemiany glikolitycznej
i pentozowej. Nalezy podkresli¢ zasadnicze znaczenie glikolizy jako
beztlenowej drogi przemiany cukrowej w tkankach zwierzecych do kwasu
pirogronowego, a u roslin i drobnoustrojow do alkoholu lub innych pro-
duktow. Przemiany te w przeciwieAstwie do cyklu pentozowego hamo-
wane sg kwasem jodooctowym i fluorkiem. Przy porownawczych ba-
daniach obu tych drdg prébowano oznacza¢ catkowitg ilos¢ TPN i DPN
w badanym materiale. Proby te jednak nie daly zadawalajacych rezul-
tatow (19). Utworzona w cyklu pentozowym fosfotrioza moze réwniez
ulega¢ kondensacji z drugg czasteczkg aldehydu fosfoglicerolowego da-
jac w wyniku 1,6-dwufosfofruktoze. Zwigzek ten moze by¢é metabolizo-
wany zgodnie z drogg E. M. P. Moze on jednak przejs¢ pod wptywem
fosfatazy w 6-fosfofruktoze, a ta z kolei w fosfoglikoze. Droge ta sugeruje
Horecker ze wspotpracownikami (55) oraz Koczetow, Kktéry
badat przemiane wyciggéw z watroby szczura (59). Powigzanie cyklu
pentozowego z innymi szlakami metabolicznymi jest jeszcze mozliwe
na etapie kwasu fosfoglikonowego. Odkryta przez Entnera i D o-
udoroffa oraz innych (27, 66, 86, 61, 62) nowa droga spalania gli-
kozy jest zgodna w dwu pierwszych stadiach z cyklem pentozowym
(G-6-P i K-P-G). Dalsza przemiana kwasu 6-fosfoglikonowego w/g wspo-
mnianych autoréw biegnie poprzez kwas 2-keto-3-dezoksy-6-fosfogliko-
nowy do kwasu pirogronowego i aldehydu 3-fosfoglicerolowego. Takie
powigzanie réznych szlakéw metabolicznych przebiegajagcych obok sie-
bie na zasadzie rownowagi ma olbrzymie znaczenie w tym przypadku,
gdy szereg elementéw lub jeden z nich zostaje wykluczony z przemia-
ny. Powoduje to aktywacje innej drogi metabolicznej, ktéra w danych
warunkach jest mozliwa. Wykrywanie nowych cukréw a takze rézno-
rodno$¢ przemian jakim moga one ulegaC rozszerza coraz bardziej po-
glady na przemiane weglowodanéw oraz $wiadczy o olbrzymim boga-
ctwie metabolicznym zywych organizmoéw.
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Z ZAGRANICZNYCH PRACOWNI

A. PIGON
Zaktad Cytofizjologii U. J., Krakow.

Metody manometryczne opracowane
w Laboratorium Carlsberg

Laboratorium Carlsberg. Wr. 1875 dunski piwowar,
J.C. Jacobsen przeznaczyt czes¢ dochodu z Browaru Carlsberg,
ktéry byt jego wiasnoscig, na utworzenie pracowni naukowej, nazwanej
Laboratorium Carlsberg. Pracownia ta miata cele jczysto naukowe, nie
byta zwigzana tematyka badan z przemystem browarnianym. Po smierci
Jacobsena browar stal sie wtasnoscig fundacji; majatkiem tej
fundacji dysponuje Dunska Akademia Nauk. Browar i fundacja J a-
cobsen a istniejg do dzis. Do dzisiaj tez Laboratorium Carlsberg
otrzymuje z tej fundacji, za posrednictwem Dunskiej Akademii Nauk,
pienigdze potrzebne na optacenie personelu, zakup aparatury, czasopism
i ksigzek, i na inne wydatki zwigzane z prowadzonymi badaniami.

Laboratorium Carlsberg sktada sie z dwoch oddziatow: chemicznego
i fizjologicznego. Biblioteka, i czeSciowo administracja, sg wspolne.
Procz tych dwoch oddziatdw, ktore stanowig trzon Laboratorium, istnie-
ja okresowo bardziej specjalne, mniejsze oddziaty, np. oddziat cyto-
chemiczny, istniejgcy obecnie (pod kierownictwem H. H o lte r a),
czy oddziat fizjologii drozdzy, ktéry zostal zwiniety po Il wojnie Swia-
towej.

Dunska Akademia Nauk dysponuje pieniedzmi fundacji i wybiera
dyrektoréw oddziatdw, ktorzy zazwyczaj speiniajg te funkcje dozywot-
nio. Przyjmowanie pozostatego personelu nalezy do kompetencji tych
dyrektoré6w. Dyrektorami oddziatlu chemicznego byli poprzednio
Kjeldahl a po nim Sérensen. Obecnie jest nim K. Lin-
derstrom-Lang. Dyrektorem  oddziatu ~fizjologicznego  byli
Hansen i Schmidt, znany oceanograf, ktdrego nazwisko
wigze sie z badaniami biologii wegorza. Obecnie dyrektorem jest
O. Winge, genetyk, pracujgcy gtéwnie nad drozdzami. Zestawie-
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nie tych nazwisk wzbudza podziw dla umiejetnego doboru ludzi. Jak
wida¢, dyrektorami Laboratorium Carlsberg sg uczeni o $Swiatowej sta-
wie. Co wazniejsze, ludzie ci doszli do swych najpiekniejszych osiggniec
naukowych juz jako dyrektorzy Laboratorium.

W oddziale chemicznym, a ostatnio tez w oddziale cytochemicznym,
opracowano rézne metody ultra-mikroanalizy, ktore znalazty szerokie
zastosowanie w biochemii. Metody te w wiekszej czeSci sg rezultatem
wspotpracy dwoch uczonych, ktorych fotografie zamieszczamy. Sg to
Kaj Linderstrém-Lang, ' dyrektor oddzialu chemicznego,
i Heinz Holter, dyrektor oddzialu cytochemicznego Labora-
torium. W tym artykule przedstawiam metody manometryczne. Procz
nich opracowano jeszcze wiele innych metod, np. mikro-miareczkowa-
nie, ktore znalazto bardzo szerokie zastosowanie, m. in. w znanych ba-
daniach Linderstrom-Langa nad lokalizacja enzymoéw tra-
wiennych w komoérkach przewodu pokarmowego, metode oznaczania
zmian ciezaru witasciwego (,,gradient tube") zastosowang do pomiaru
aktywnosci niektérych enzyméw proteolitycznych, itd.

Nurek kartezjuszowski

Zasada. Nurek kartezjuszowski w formie, jakg mu nadali pracowni-
cy Laboratorium Carlsberg, przedstawia takie same mozliwosci i te sa-
mg doktadno$¢ pomiaru co aparat Warburga, jednak ilos$¢ materiatu
doSwiadczalnego potrzebna tutaj jest przeszio tysigc razy mniejsza.

Klasyczny nurek Kkartezjuszowski jest laleczkg szklang, obcigzong
odpowiednio otowiem, lecz poza tym wypeiniong powietrzem. Laleczka
ma w glowie otwor, zaciaggniety cienkg btong gumowg. Zanurzona w na-
czyniu z wodg laleczka powoli opada na dno. Gdy jednak w naczyniu
zmniejszymy ci$nienie, powietrze zawarte wewngatrz laleczki rozpreza
sig, btona gumowa wydyma sie nieco, i laleczka unosi sie ku po-
wierzchni. Przy zwiekszeniu ci$nienia w naczyniu (np. przez wttacza-
nie korka lub dmuchanie ustami) powietrze wewnatrz laleczki zmniej-
sza objeto$¢, a woda wciska do wnetrza btone gumowag; w rezultacie
laleczka nurkujeu Te zasade wykorzystali Linderstrom-Lang
i Glick (1937) i Linderstrom-L'ang (1937) do pomiaru
niewielkich zmian objeto$ci gazu. Laleczke zastepuje rurka szklana,
$rednicy okoto 1 mm, dtugosé okoto 12 mm, zatopiona i obcigzona na
jednym koncu. Wewnatrz rurki znajduje sie gaz (zazwyczaj powietrze)
i krople cieczy, zamykajgce szyjke. Menisk tych kropli dziata jak btona
gumowa klasycznego nurka kartezjuszowskiego. Zmiany cisnienia
w naczyniu, w ktérym nurek ptywa, powodujg zmiany objetosci zawar-
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tego w nim gazu i przesuwanie sie kropli cieczy w szyjce nurka. Na po-
czatku doSwiadczenia nurek napetniamy w odpowiedni spos6b, i umiesz-
czamy w naczynku, w ktorym ci$nienie daje sie regulowac i doktadnie
mierzy¢ (do 1 mm stupa wody). Zmieniajac cisnienie w tym naczynku
doprowadza sie nurka do unoszenia sie wewnatrz ptynu, tak, ze nurek
ani nie tonie ani nie ptywa przy powierzchni. Cisnienie, przy ktorym
nurek sie unosi, nazwiemy cisnieniem ré-
wnowagi. Po jakim$ czasie, np. po 10 minu-
tach, ponownie doprowadzamy nurka do sta-
nu unoszenia sie wewnatrz ptynu; tym ra-
zem jednak, jezeli objeto$¢ gazu w nurku
ulegta zmianie, ciSnienie rownowagi jest in-
ne niz na poczatku dosSwiadczenia. Powta-
rzajgc taki pomiar kilka razy, wyznaczamy
z duzg doktadnoS$cig szybkos¢, z jakg zacho-
dzi zmiana objetosci fazy gazowej wewnatrz
nurka. Ze wzgledu na mate wymiary, mie-
szanie ptynu wewnatrz nurka jest zbytecz-

ne; dyfuzja zachodzi szybciej niz badany
pro,ces.
Zasade nurka przedstawiong powyzej

ogtosili Linder stré m-Lang i Glick
w 1937 r. W oparciu o te prace rozwinieto
metode pomiaru nurkiem kartezjuszowskim
tez poza Laboratorium Carlsherg (np. Bo-
ell, Needham i Rogers, 1939). Labo-

Rys. 1 Napetnianie nurka

kartezujszowskiego

a. nurek. b. nurek przygotowany
do umieszczenia w naczynku flo-

ratorium Carlsberg pozostato jednak niewat-
pliwie najwazniejszym os$rodkiem, gdzie te
metode bardzo wszechstronnie opracowano,
udoskonalono, i zastosowano do wielu roz-
nych zagadnien. W obecnym stanie, metoda
nurka kartezjuszowskiego pozwala na bar-

tacyjnym. 1 — kropla denna, np.
materiat badany. 2 — kropla za-
mykajaca, 110N KOH. 3 — Kkro-
pla zamykajaca, olej parafinowy,
c. nurek unosi sie w $rodowisku
flotacyjnym. 1, 2, 3—jak poprzed-
nio, 4 — kropla wylotowa ze $ro-
dowiska flotacyjnego.

dzo precyzyjne i niezbyt trudne technicznie

pomiary, dajac wszystkie mozliwosci badawcze aparatu Warburga. Po-
nadto, mozna ja stosowaé tez w pracach, ktére aparatem Warburga nie
datyby sie wykonywac¢ ze wzgledu na mata ilo$¢ dostepnego materiatu
doSwiadczalnego.

Jak wykonaé nurka. Jak wspomniatem, nurek na ksztatt cienko-
$ciennej kapillarnej rurki szklanej, $redn. okoto 1 mm, diugosci okoto
12 mm. Jeden koniec tej rurki jest zatopiony i obcigzony ,,n6zkg", skut-
kiem czego nurek ptywa w pozycji pionowej. Nurki robi sie ze szkia,

4 Postepy Biochemii
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spetniajagcego nastepujgce warunki: 1. szkto musi sie dobrze obrabiaé
w ptomieniu, nie moze to wiec by¢ szkio, ktére przy diugim ogrzewa-
niu ,krystalizuje™ skutkiem wydzielania sie krzemionki, ani tez szkio
bardzo trudno .topliwe. 2. Nawet przy diugotrwatym ogrzewaniu szkio

nie moze wydzielaé gazu; niektdre gorsze gatunki szkia wytwarzajg
przy ogrzewaniu w swym wnetrzu banieczki gazu. 3. W S$cianie rurek,
z ktorych wyciagamy kapillary na nurki nie moze by¢ nitek powietrza.
Do obliczenia zmiany objetosci fazy gazowej w nurku musimy znaé
doktadnie gestosé szkta, z ktérego nurek jest zrobiony; kazda banka
gazu w tym szkle wprowadza btad do obliczen. Dobre szkio laborato-
ryjne (np. rurki jenajskie z czerwonym paskiem) zwykle spetniaja
wszystkie te warunki.

Z .odpowiedniej rurki szklanej wyciggamy na palniku Bunsena lub
na dmuchawce kapillary o $rednicy takiej, jakiej chcemy mie¢ nurki.
Nastepnie zatapiamy kapillare, rozdmuchujac nieco dno, i przytapiamy
nézke szklang (bez baniek powietrza). W robocie postugujemy sie
mikro-palnikiem, np. zrobionym z igty do strzykawek. Ostatnig opera-
cja jest rowne obciecie kapillary, tak by szyjka nurka miata okoto
10 — 12 mm ditugosci i nadanie nurkowi odpowiedniego ciezaru przez
przytapianie szkta do nézki. Gotowy nurek jest pokazany na rysunku la.

Napetnienie. Do pomiaru oddychania nurek napetniamy np. w taki
spos6b: W kropli ptynu na dnie nurka umieszczamy materiat doswiad-
czalny (np. pierwotniak, jajo lub zarodek zwierzecia wodnego). Szyjke
nurka zamyka sie kroplag NaOH lub KOH izotonicznego z roztworem,
w ktdrym jest badany przedmiot. Przy pracy z organizmami stodko-
wodnymi uzywamy 1/10 N KOH; rdznica w stezeniu jest praktycznie
bez znaczenia. Stupek powietrza rozdziela materiat badany i krople
tugu. Powyzej kropli tugu zamykamy szyjke nurka kroplg oleju para-
finowego, ktora uniemozliwia parowanie wody z nurka. Tak napetnio-
nego nurka umieszcza sie w naczyiku flotacyjnym, potaczonym z ma-
nometrem. W naczynku znajduje sie stezony roztwér soli, w ktorym
powietrze zle sie rozpuszcza. Skutkiem tego ubytek powietrza w nurku
spowodowany jest jedynie zuzyciem tlenu przez oddychajgcg komarke,
gdyz wytworzony CO?2 zostaje wigzany przez tug. Z r6znych Srodowisk
flotacyjnych najlepsza jest mieszanina roztworéw azotanu i chlorku
sodu, zaproponowana przez H o 1t e r a. Plyn ten zawiera tez nie-
wielkg ilos¢ taurocholanu sodu, ktdry oibnizajac napiecie powierzch-
niowe, ufatwia przesuwanie sie w szyjce nurka menisku: roztwor
soli/powietrze. Gorna cze$¢ szyjki nurka jest wypetniona tym roztwo-
rem soli do gtebokosci 1,5 — 2 mm (kropla wylotowa). W czasie robie-
nia nurka musimy mu nada¢ odpowiedni ciezar, dodajac lub ujmujac
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szkto do nozki, tak by nurek mégt sie unosi¢ w piynie. Ostateczna re-
gulacja pozornego ciezaru nurka odbywa sie przez wprowadzanie roz-
tworu soli do szyjki nurka na odpowiednig gtebokos$¢, np. odciggajac
powietrze cienka pipetka.

Termostat. Naczynko, w ktérym nurek sie znajduje (naczynko flo-
tacyjne) jest potagczone z manometrem wodnym i urzgdzeniem, pozwa-
lajacym zmieniac precyzyjnie cisnie-
nie w tym naczynku. Druga gatgz
manometru jest potgczona ze ,,sztucz
ng atmosferg”, ktdrg stanowi duza
pusta butla, obcigzona otowiem. Na-
czynko flotacyjne i sztuczna atmo-
sfera sg umieszczone w zbiorniku
wodnym o pojemnos$ci okoto 100 1
Temperatura tej kapieli wodnej da-
je sie regulowaé z doktadnoscig do
0.01°C. Silne mieszadto zapewnia
wyréwnaniie temperatury w catym

Rys. 2. Schemat aparatury pomiarowej.

Zbiorniku WOdnym- W ten SpOSOb Za- 1 — urzadzenie do zmiany ci$nienia w na-
pobiega sie zmianom objetoSci ga- czyfku flotacyjnym. 2 — naczyfko flota-
. . cyjne, 3 — nurek unosi sie w $rodowisku

Zu spowodowanym zmianami tempe- flotacyjnym (ptyn Holtera), 4 — manometr

ratury otoczenia i zmianami cisnie-
nia barometrycznego w czasie do-
Swiadczenia. Schemat aparatury po-
miarowej przedstawia rys. 2.
Pomiar. Bezpos$rednim rezultatem

wodny wskazuje ci$nienie réwnowagi, 5 —

sztuczna atmosfera, 2 i 5 umieszczone s

we wspdlnym termostacie wodnym, ktérego
tu nie pokazano

pomiaru jest zmiana cis$nienia, po-

trzebna dla doprowadzenia nurka do stanu unoszenia sie wewnatrz
cieczy w miare uptywu czasu doswiadczenia (ziP). Ze zmiany ci$nienia
wyliczamy interesujgca |nas zmiane objetosci fazy gazowej w nur-
ku, (*V), ktdéra nastgpitaby, gdyby poczatkowe cisnienie (P) nie zostato
przez nas zmienione. Mozna przyjaé, ze przy stosowanych ci$nieniach,
niewiele réznigcych sie od 1 atm. gaz wewnatrz nurka zachowuje sie
jak gaz doskonaty. Dla obliczenia zmiany objetosci fazy gazowej (;4V)
musimy znaC jeszcze objeto$¢ gazu w nurku na poczatku doswiadcze-
nia, (V), gdy nurek unosi sie wewnatrz cieczy pod cisnieniem P. Jezeli
gaz nie rozpuszcza sie w kroplach, stanowigcych tadunek nurka, to

* K _

=]
Obliczenie zmiany objetosci fazy gazowej w nurku jest nieco trudniej-
sze, gdy nurek zawiera gaz dobrze rozpuszczajgcy sie w kroplach pty-
nu, stanowigcych tadunek nurka (woda, olej do$¢ dobrze rozpuszczajg

AV = -
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np. C02). Obliczenie objetoSci fazy gazowej opiera sie na prawie
Archimedesa: unoszacy sie nurek wazy tyle, co wyparty przez niego
roztwér soli. Znajac gestosé roztworu soli, gesto$¢ szkia, z ktdrego nu-
rek jest zrobiony, ciezar nurka, objetos¢ i gestosé kropli ptynu stano-
wigcych tadunek nurka, wyliczamy tatwo objeto$¢ powietrza w uno-
szgcym sie nurku.

Modyfikacje napetniania. Przy napeinieniu nurka tak, jak wyzej
opisano, mozna mierzy¢ np. oddychanie. Jest to pomiar najprostszy, tak
jak w aparacie Warburga. Précz pomiaru oddy-
chania aparat Warburga daje jeszcze inne moz-
liwosci; mozna w czasie pomiaru przeprowa-
dza¢ pewne reakcje. W tym celu w aparacie
Warburga musimy stosowac¢ flaszki o dos¢
skomplikowanej budowie. W nurku, mieszanie
roznych ptynéw w czasie pomiaru uzyskujemy
tatwo przez odpowiednie napetnienie. Kropla
zamykajgca szyjke przesuwa sie w niej przy
zmianach cisnienia. Natomiast kropla lezaca
na S$cianie nurka tak, ze szyjka nie jest nig
zamknieta (,kropla boczna"), nie przesuwa sie
przy zmianach ci$nienia. Umieszczajac w nur-
ku blisko siebie krople boczng i krople zamy-
kajaca (rys. 3a) mozemy je zmieszaC w czasie
pomiaru przez chwilowe zwiekszenie cisnienia
(jesli kropla zamykajgca jest potozona nad
wiajacy mieszanie dwéch kroplq boczng) lub prze_z er?niejszeni.e ci$nie-
kropel w nurku w czasie Nnia (gdy kropla zamykajaca jest potozona pod

pomiaru. kropla boczng). Proces mieszania dwdch kro-
pel w nurku przez zwiekszenie cisnienia przed-

0

m

Rys. 3. Schemat przedsta-

a. krople przed zmieszaniem,

Ii—lkr?)pla zamg/kajq;a, 2*— stawia rys. 3.
ropla boczna, b. pod wpty- - .
wem ciénienia, ktore symbo- W niektdrych wypadkach aparatu Warbur-

lizuje strzatka, kropla zamy- ga uzywamy do pomiarow w atmosferze innej
fan’;"’}gsazaprzzfruo";fa ng)cxafzé"jci niz powietrze. Wymaga to przepuszczania
obie krople zmieszane gazu przez flaszki i manometry co umozli-
wia system kurkéw szklanych. Takie same

dosSwiadczenia mozna przeprowadza¢ i w nurku. Napetnienie nurkéw
odbywa sie woéwczas w komorze z masy plastycznej, wypetnionej woda.
Zewnetrzne powierzchnie pipetek i wewnetrzng powierzchnie szyjki nur-
ka pokrywa sie materiatem nie zwilzanym przez wode (silikon). Stosu-
jemy to zreszta i przy zwyktych doswiadczeniach, gdyz nurek pokryty
wewnatrz silikonem daje doktadniejsze pomiary i tatwiej go napetniaé
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(Schwartz 1949, Waterlow i Borrow, 1949). W tych warun-
kach woda nie dostaje sie do wnetrza nurka, uniemozliwiajac jednak
dostep powietrza. Po umieszczeniu nurka w komorze pod powierzchnig
wody, wypieramy z niego powietrze wprowadzajagc do nurka pipetke,
ktéra wttaczamy potrzebny gaz (np. azot). Rownoczes$nie woda w komo-
rze nasyca sie tym gazem. W czasie napetniania nurka przez wode w ko-
morze przepuszcza sie banieczki gazu, uzytego do napeiniania nurka.
Poprzez wode wprowadza sie do nurka pipetki, przy pomocy ktorych
umieszcza sie w szyjce krople ptynéw, stanowigce tadunek nurka.
Wreszcie, po napetnieniu, jeszcze przez jaki$ czas wprowadza sie do gor-
nej czesci szyjki nurka gaz (w naszym wypad-
ku azot). Nastepnie pipetkg odcigga sie nieco
gazu z szyjki nurka, tak ze woda z komory do-
staje sie do szyjki i zatyka ja, pozwalajagc na
wyjecie nurka z komory. Wode te zastepujemy
roztworem soli, w ktérym nurek jest zanurzony,
a nurka umieszczamy w naczynku flotacyjnym.
Spos6b napetniania opisany powyzej i przed-
stawiony na rys. 4. wprowadzili Waterlow
i Borrow w 1949. Poprzednio stosowany spo-
séb opracowany w Laboratorium Carlsberg, nie

Rys. 4. Nurek przygotowany
do napetnienia innym gazem
niz powietrze.

1 — komora z plastiku lub ce-
luloidu, 2 — woda, wypetnia-

jest juz uzywany. Klasyczny sposéb miat zasto-
sowanie w latach wojny i w pierwszych latach
powojennych, gdy nie byto silikonu, bez ktérego

jaca komore, 3 — uchwyt me-
talowy na nurka, 4 — nurek,
5 — rurka szklana, przez ktéra
doprowadzamy gaz do wody

6 — banieczki gazu; ktére na-

sycaja wode w komorze. Na

rysunku nie pokazano pipetek

stuzacych do wprowadzania

gazu do nurka i do napetnia-
nia nurka

napetnianie opisang metodg czesto sie nie udaje.

W wiekszo$ci doswiadczen rozpuszczalnosé
gazu unoszacego nurek w Srodowisku jest tak
mata, ze praktycznie nie wptywa na wynik do-
Swiadczenia. W niektorych wypadkach, gdy
np. w atmosferze gazowej wewnatrz nurka znajduje sie CO02, istnieje
niebezpieczenstwo, ze gaz z nurka bedzie ,uciekat" do $Srodowiska. Wow-
czas mozna w znacznym stopniu zahamowac¢ dyfuzje gazu, stosujgc korki
szklane w nurku. Sg to krotkie kawateczki (okoto 2 mm diugosci) kapil-
larnej rurki, zatopione po obu koncach, doktadnie wypetniajace szyjke
nurka, tak jednak, ze daja sie w niej swobodnie przesuwaé. Srednica kor-
ka szklanego powinna by¢é 50—80 \i mniejsza, od $rednicy wewnetrznej
szyjki nurka. Wewnatrz korka znajduje sie powietrze; powietrza tego
ma by¢ tyle, by korek wrzucony do naczyrnka flotacyjnego bardzo powoli
opadat na dno. Innymi stowy, korek zanurzony w $rodowisku flotacyj-
nym nie powinien prawie nic wazy¢. Korek szklany, umieszczony w szyj-
ce nurka pokazano na rys. 6.
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Pipetki. By wykorzysta¢ wszystkie mozliwos$ci jakie nurek daje,
trzeba moc go napetniaé mozliwie precyzyjnie. Pracownicy Laborato-
rium Carlsberg wprowadzili kilka typow pipetek, umozliwiajacych na-
petnienie nurka i wprowadzenie do niego zywego materiatu (pipetka
z hamulcem), czy tez bardzo doktadne odmierze-
nie ptynu doswiadczalnego (pipetka z przeweze-
niem).

Pipetki te do niezbyt doktadnego odmierzania
ptynu, jakich uzywamy przy wprowadzaniu do
nurka kropli oleju lub tugu, sporzgdzone sg z gru-
bosciennych kapillar szklanych uzywanych np.
w termometrach sztabowych. Jeden koniec ka-
pillary zatapiamy 1 rozdmuchujemy w banke
o dosy¢ cienkich $cianach. Z tej banki wyciaga

bl sie nastepnie zakonczenie pipetki. Na kapillarze
[ od tytu przyklejamy paseczek papieru milime-

\A trowego, tak ze stupek ptynu w pipetce widzimy
na tle tego papieru. Pipetke przedstawia rysu-
nek 5a.

Rys. 5 Pipetki do na- Materiat zywy do nurka wprowadzamy w bar-

petniania murka.

a. Pipetka z kapillary szkla-
nej do wprowadzania KOH
i oleju. b. Pipetka z hamul-
cem, do materiatu zywego,
1 — hamulec, 2 — ostona z
grubszej rurki szklanej, 3—
kit, przy pomocy ktérego
kapillara stuzaca jako pi-
petka (4) jest wtopiona w
ostone. C. Pipetka z prze-

dzo matej ilosci wody (1— 2 ~1). Wykonaé to
tatwo przy pomocy pipetki z hamulcem (Holler
1943), przedstawionej na rys. 5b. Pipetka skiada
sie z cienkoSciennej kapillary szklanej o takiej
$rednicy, Zze mozna ja tatwo wsungé do szyjki
uzywanego nurka. Kapillara ma jeden koniec
réwino obciety i gtadko obtopiony, lub nieco zwe-
zony, zaleznie od potrzeby. Drugi koniec kapil-

wezeniem (fragment w sil-

nym powiekszeniu). 1 —

gérne przewezenie. 2—dol-
ne przewezenie

lary wyciagniety jest w bardzo cienkg rureczke,
ktéra dziata jak hamulec dla przechodzacego po-
wietrza. Kapillare zanurzamy szerokim koncem
do wody; szybkos¢ wchodzenia wody do rurki
jest niewielki (1 — 5 mm na sek.), gdyz powietrze z rurki moze uchodzi¢
tylko bardzo wolno przez cienko wyciggniety koniec. Kapillara jest wto-
piona w ostonke z grubszej rurki szklanej przy pomocy odpowiedniego
kitu (np. kalafonia z woskiem, piceina). Ostone te tgczymy z wezem gu-
mowym. Materiat wciggamy do pipetki i wydmuchujemy go z niej usta-
mi, poprzez weza gumowego. Trzeba uwazaé, by do wyciagnietego kon-
ca kapillary, ktory gra role hamulca, nie dostaty sie kropelki wody, gdyz
powoduje to zazwyczaj zatkanie hamulca. Tylko czasami pomaga lek-
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kie ogrzewanie ostony w miejscu, gdzie znajduje sie hamulec, z réwno-
czesnym dmuchaniem do pipetki.

Gdy konieczne jest bardzo doktadne odmierzenie wprowadzanego
ptynu, np, gdy wprowadzamy preparat enzymatyczny, ktérego aktyw-
nos¢ chcemy oznaczy¢, konieczne jest zastosowanie pipetki z przewe-
zeniem (L e vy, 1936), ktérej czynng cze$¢ pokazano na rys. 5¢c. Rurka
szklana, okoto 10 cm diugosci i 4 mm S$rednicy, wyciagnieta jest na jed-
nym koncu w kapillare diugosci kilku centymetréw, tym ciefszg, im
mniejszg objeto$¢ ptynu mamy odmierza¢ naszg pipetkg. Kapillara ta
musi by¢ jednak dostatecznie cienka, by data sie wprowadzi¢ do szyjki
nurka. Na koncu kapillary jest czes¢ czynna pipetki; widzimy ja na
rys. 5¢c. Wylot pipetki jest silnie zawezony; powyzej jest drugie prze-
wezenie Swiatla kapillary. Oba przewezenia sg tak dobrane, ze menisk
cieczy tworzacy sie w dolnym przewezeniu (2) przerywa sie pod wyz-
szym ci$nieniem (np. 100 mm Hg) niz menisk tworzacy sie w gornym (1)
przewezeniu (np. 50 mm Hg). Jezeli do pipetki naciggniemy jakiego$
roztworu powyzej przewezenia gérnego a nastepnie wydmuchujemy ten
roztwdr niewielkim cisnieniem (np. 20 mm Hg), wéwczas roztwdr wy-
ptywa z pipetki do chwili gdy menisk dojdzie do przewezenia gdrnego.
Zastosowane cisnienie — 20 mm Hg — nie moze przerwac tego menisku,
gdyz na to potrzeba ci$nienia przynajmniej 50 mm Hg. Gdy nastepnie
zwiekszymy ci$nienie np. do 70 mm Hg, woéwczas roztwor wyptywa
dalej, az do chwili gdy menisk dojdzie do przewezenia dolnego. Ci$nie-
nie 70 mm Hg przerywa wprawdzie menisk w przewezeniu gérnym, lecz
nie moze go przerwa¢ w silniejszym przewezeniu na koricu pipetki; tu
dopiero cisnienie 100 mm Hg lub wiecej przerywa menisk cieczy. W ten
spos6b otrzymujemy bardzo doktadnie odmierzong objeto$¢ zawartg
miedzy przewezeniem gornym i dolnym, bez baniek powietrza, bez pry-
skania itd. Doktadno$¢ tej pipetki jest duza juz, gdy obstugujemy ja
ustami. Jezeli pipetke oprdzniamy stale takim samym ci$nieniem, np.
przy pomocy odpowiedniej pompy, doktadno$¢ odmierzania daje sie
jeszcze poprawié. Z opisu widac¢, ze pipetka przystosowana do odmie-
rzania roztworow wodnych moze nie nadawaé¢ sie np. do odmierzania
alkoholu, ze wzgledu na rdzne napiecie powierzchniowe tych cieczy.

Pipetki kalibrujemy w rézny sposob, w zaleznosci od wymaganej do-
ktadnosci: 1 wazac wode wydmuchang z pipetki (zwykle potrzeba Kil-
kunastu objetosci pipetki na jedno wazenie), 2. odmierzajgc pipetka
roztwor soli niehygroskopijnej o znanym stezeniu; po wysuszeniu wa-
zymy so6l, 3. najdoktadniejszy sposdb kalibrowania pipetek polega na
odmierzaniu pipetkg stezonego mianowanego roztworu (np. 1 N), ktéry
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nastepnie odmiareczkowujemy mianowanym rozcieficzonym roztworem
(1/100 N) z mikrobiurety (jodometria lub alkalimetria).

Przy napetnianiu nurka pipetki sg umocowane dokiadnie pionowo
w odpowiednim statywie, a nurek umieszczony w specjalnym uchwycie
daje sie podnosié¢ i opuszcza¢ pionowo przy pomocy kota i szyny zeba-
tej. Wprowadzenie pipetki do nurka jest wiec raczej nasuwaniem nurka
na nieruchoma pipetke.

Zastosowania. Nurek kartezjuszowski ma bardzo szerokie mozliwo-
§ci zastosowania w badaniach (biochemicznych i fizjologicznych. Przy-
ktadowo przedstawie tu trzy pomiary: oddychania, wspo6tczynnika odde-
chowego, i oznaczenia aktywnosci enzymu (oksydaza cytochromu, de-
karboksylaza lizyny).

Pomiar oddychania wymaga bardzo prostego napetnienia. (Rys. 6a).
W kropli dennej umieszczamy badany organizm, w szyjce nurka — kro-
ple zamykajgcg KOH i drugg krople zamykajgcg oleju parafinowego.

Rys. 6. R6zne napetnienia nurka

a. nurek napetniony do pomiaru oddychania. 1 — kropla
wylotowa ze $rodowiska flotacyjnego, 2 — kropla zamy-
kajaca z oleju parafinowego, 3 — kropla zamykajaca
z materiatem badanym, 4 — kropla denna, KOH. Materiat
badany mozna tez umies$ci¢ w kropli dennej, a wéwczas
KOH znajduje sie w kropli zamykajacej (3).
b. nurek napetniony do pomiaru wspétczynnika odde-
chowego. 1 — korek szklany, utrudniajacy dyfuzje CO2
z nurka, umieszczony w kropli wylotowej 2 ze $rodowi-
ska flotacyjnego, 2 — kropla wylotowa, 3 — kropla za-
mykajaca z oleju parafinowego, 4 — kropla zamykajaca,
1/50 N Ba(OH)2, 5 — kropla boczna, 02N HC1, 6 — kropla
zamykajaca, zawierajaca badany obiekt, np. amebe (7)
w odpowiednim $rodowisku (np. woda stawowa), 8 — kro-
pla boczna 1-N H2SOa4.
c. nurek napetniony do pomiaru aktywnosci dekarboksy-
lazy lizyny. 1 — korek szklany, potrzebny ze wzgledu na
produkcje CO2 w czasie reakcji enzymatycznej, 2 — kro-
pla zamykajaca ze $rodowiska flotacyjnego, w ktdrej
umieszczono korek, 3 — kropla zamykajaca z oleju pa-
rafinowego, 4 — kropla zamykajaca: preparat enzyma-
tyczny i bufor, pH = 585 5 — roztwor lizyny w kropli
bocznej.

Wytworzony przy oddychaniu CO2 zostaje zwigzany w KOH. Pomiar
wykazuje szybko$¢ pobierania tlenu.

Oznaczenie wspétczynnika oddechowego wymaga napetnienia bar-
dziej skomplikowanego, (rys. 6b). W nurku znajduje sig, idagc od dotu
ku gorze: 1 kropla boczna 1 N HO0SO4, 2. badany organizm w swym
fizjologicznym $rodowisku w kropli zamykajgcej, 3. kropla boczna

0.2 N HC1, 4. kropla zamykajaca szyjke nurka z 0. 02 N Ba (OH)2, 5. kro-
pla zamykajgca oleju parafinowego, 6. kropla $rodowiska flotacyjnego
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i szklany korek umieszczony w tej kropli. Przez pewien czas mierzymy
szybkos$¢ zuzycia tlenu przez oddychajagcy organizm; wydzielony CO2
zostaje zwigzany w Ba(OH)2. Nastepnie, przez silne zwiekszenie cisnie-
nia mieszamy krople boczne (kwas siarkowy wzgl. kwas solny) z kroplg
srodowiska zawierajagcego organizm, i z kroplag Ba(OH)2. Organizm ba-
dany zostaje zabity. Roztwor wodorotlenku baru ulega zakwaszeniu,
a wytworzony weglan baru rozktada sie i wydziela zwigzany dwutlenek
wegla. Pomiar ci$nienia réwnowagi po zmieszaniu pozwala wyznaczy¢
ilos§¢ wytworzonego dwutlenku wegla. W rezultacie otrzymujemy dane
do obliczenia wspotczynnika oddechowego. Gtowng trudnos¢ w takich
doswiadczeniach stanowi bezweglanowe wprowadzenie Ba(OH)2 do
nurka.

Aktywno$¢ enzymow mozemy mierzy¢ przy pomocy nurka wow-
czas, gdy reakcje enzymatyczng da sie przeprowadzi¢ w ten sposob, ze
w rezultacie reakcji zachodzi zmiana objetosci fazy gazowej. Tak np.
enzymy oddechowe czesto oznaczano w matych ilosciach materiatu do-
Swiadczalnego przy pomocy nurka kartezjuszowskiego (Schwartz
1949, Andresen, Holter i Engel 1951, Holter i Pol-
io ¢ k 1952) tez w pracowniach innych niz Laboratorium Carlsberg
Boell 1945 Humphrey i Humphrey 1948). Podaje tu
opis oznaczania dekarboksylazy lizyny, wykonany przy pomocy nurka
kartezjuszowskiego, i dla kontroli, przy pomocy aparatu Warburga,
przez Schwartza (1949).

W nurku umieszczamy w kropli bocznej roztwér lizyny, i nieco po-
wyzej — krople zamykajaca zawierajgcg preparat enzymatyczny w bu-
forze fosforanowym. Nastepnie, jeszcze wyzej w szyjce nurka umiesz-
czamy krople zamykajgcg oleju parafinowego, krople Srodowiska flo-
tacyjnego i w niej — korek szklany, gdyz w rezultacie reakcji w atmo-
sferze wewnatrz nurka pojawi sie dwutlenek wegla, ktéry tatwo dyfun-
duje. (Rys. 6¢). Przed zmieszaniem, przez kilkakrotne pomiary ci$nienia
rownowagi, stwierdzamy stato$¢ objetosci fazy gazowej w nurku; ewen-
tualnie mogtoby zachodzié¢ pobieranie lub produkcja gazu przez nie
oczyszczony preparat enzymatyczny. Po zmieszaniu kropli bocznej, za-
wierajagcej lizyne, z kroplg enzymu, oznaczamy szybkos$¢ produkcji dwu-
tlenku wegla, ktéra w tym wypadku jest miarg aktywno$ci enzymu.
Schwartz oznaczat aktywno$¢ tego samego preparatu enzymatycz-
nego w nurku i w aparacie Warburga; rezultaty dobrze sie zgadzaty.

Hodowla tkanek. W ostatnich czasach nauczyliSmy sie wykonywaé
pomiary na komorkach, rosngcych w hodowli tkanek (Sh ann on
Danes 1955). W itym celu hodowle tkanek prowadzi sie w krotkich
kapillarach (okoto 1 mm dtugosci) otwartych po obu kohcach, o takiej
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$rednicy, ze dadza sie umiesci¢ w szyjce nurka. Wzrost hodowli odbywa
sie wewnatrz kapillary, ktérg trzyma sie we flaszce Carrela, w ptynnej
pozywce do hodowli tkanek. Na czas pomiaru kapillare umieszcza sie
w szyjce nurka w kropli pozywki. Hodowla tkanek wprost wewnatrz
nurka nie daje rezultatow, gdyz objetos¢ ptynu jest itak mata, ze nie
pozwala na wzrost hodowli przez 48 godz., to znaczy przez okres czasu
potrzebny do uzyskania dostatecznie duzej iloSci komérek rosnacych.
Doswiadczenia nad przemiang materii komérek w hodowli tkanek wy-
magaja pracy w warunkach jatowych i pomiaru w temperaturze 37°C.

Zwiekszenie czutosci nurka

Zalezno$¢ miedzy zmiang ci$nienia réwnowagi a zmiang objetosci
fazy gazowej w nurku okre$la wzér podany juz poprzednio:

Objetos¢ fazy gazowej w nurku zwykle uzywanym wynosi okoto 10 jil.
Ro6znica cisnienia rdwnowagi, ktérg mozemy odczytaé wynosi 1 mm stu-
pa wody, t. zn. P X 10—4. Stad tez najmniejsze zmiany dajgce sie mie-

Rys. 7. Nurek przystosowany do pomiaréw oddychania pojedyrnczych ko-
mérek, o czutosci okoto 1000 jazy wyzszej ,od standartowego nurka Karte-
zjuszowskiego

1 — nurek, 2 — jajo jezowca, ktérego oddychanie mierzono, w kropli wody mor-

skiej, 3 — banieczka powietrza objetosci 01 — 0.05 pil. Banieczka ta stanowi

~wrazliwag*“ objeto$¢ nurka, 4 — kropla alkalicznego $rodowiska flotacyjnego,

w ktdrej jest umieszczony korek iszklany. Alkaliczno$¢ $rodowiska zapewnia po-

chtanianie CO2, 5 — korek szklany, pusty wewnatrz. Korek ten przyczynia sie

do zmniejszenia cigzaru nurka skutkiem czego ,wrazliwa“ objeto$§¢ gazu w nurku
jest bardzo mata. Nurek pltywa pionowo, korkiem na dét.

rzyé sg rzedu 10—3 jil. Zwiekszy¢ czuto$é nurka mozemy zmniejszajac
objeto$¢ gazu wewnatrz nurka lub zwiekszajagc doktadnos$¢ pomiaru ci-
$nienia rownowagi (w rezultacie, doktadno$é pomiaru AP). Obie*te me-
tody zastosowat Zeuthen w swoich mikro-nurkach. Poniewaz
zmniejszanie objetoSci gazu w nurku jest ograniczone ciezarem nurka
(zbyt mata objeto$¢ gazu nie wystarcza do uniesienia nurka w ptynie)
Zeuthen zastosowat duzy, pusty kore,k wsuniety gieboko w szyjke
nurka. Korek ten unosi nurka; poniewaz jednak korek jest catkowicie
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zamkniety, gaz w nim zawarty nie reaguje na zmiany ci$nienia. ,.Wra-
zliwa" objetosé gazu jest bardzo mata (0.1 — 0.05 (di); ta mata
objetos¢ reaguje na zmiany cisnienia i doprowadza nurka do stanu uno-
szenia sie; nie wystarczytaby ona jednak do podniesienia nurka, gdyby
nie byto lekkiego korka. W nurku Zeuthena wrazliwa objetos¢
gazu jest 100 X mniejsza niz w nurku zwyczajnym. Poniewaz jednak
manometr opisany przez Ze uth en a pozwala mierzy¢ bardzo drob-
ne zmiany ci$nienia (okoto 1/25 mm stupa wody) wrazliwosé aparatu
jest bardzo duza; okoto 1000 razy wieksza niz zwyktego nurka kartezju-
szowskiego. Przy pomocy tego przyrzgdu dato sie mierzy¢ bardzo drob-
ne zmiany w szybkosci oddychania, ktére towarzyszg podziatowi ko-
morki (badano jaja bezkregowcow morskich, Z e uth e n, 1955).

Waga pltywakowa

Innym zastosowaniem zasady nurka kartezjuszowskiego jest waga
ptywakowa. (Zeuthen 1948). W wypadku nurka ze zmiany cisnie-
nia rdGwnowagi wnioskujemy o zmianie objetosci fazy gazowej w nur-
ku; ciezar nurka w czasie pomiaru nie powinien ulegaé zmianom. W wa-
dze ptywakowej, odwrotnie,, objeto$¢ gazu jest stata, a zmieniamy
ciezar ptywaka. W swej obecnej postaci waga ptywakowa ma ksztaht
kulistej kolbki z bardzo ditugag i cienka szyjka (rys. 8). Do banki szkla-
nej przylepiony jest kotnierzyk z polystyrenu, ktéry stuzy za szalke
wagi. Waga jest zanurzona w wodzie i wypetniona nig tak, ze w bance
szklanej zostaje tylko niewielki pecherzyk powietrza, jak to pokazano
na rys. 8. Pecherzyk ten jest tak dobrany, ze przy ci$nieniu bliskim
atmosferycznego (réznica nie powinna wynosi¢ wiecej niz kilkanascie
cm stupa wody) waga unosi sie wewnatrz ptynu, tak jak to opisano przy
nurku (cisnienie rownowagi). Jesli na szalke potozymy jaki$ znany
ciezarek, cisnienie rownowagi ulegnie zmianie tym wiecej, im silnigj
waga zostata obcigzona. W ten spos6b mozna oznaczy¢ ciezar pozorny
(ciezar ciata zanurzonego, oznaczany skrotem RW) duzych, pojedyn-
czych komorek lub catych organizmoéw. Na bardzo matej wadze daje sie
wazy¢ potowke komérki Amoeba proteus (Mazia i Prescott,
1954), strate ciezaru ameby gtodzonej (Holter i Zeuthen, 1948)
itp. Na wadze odpowiednio wiekszej mozna wazy¢ jaja i kijanki ptazéw
(L6vtrup, 1953), lub jeszcze wieksze organizmy.

Podobnie jak w wypadku nurka, waga ptywakowa jest tym czulsza,
im mniejsza jest banieczka powietrza, ktora jg unosi. Trzeba wiec robic
wagi bardzo lekkie, ze szkia bardzo cienkiego. Ostatnio zastosowano
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jako materiat na szalki wag ptywakowych bardzo lekki plastik, ktéry

do pewnego stopnia unosi szklang cze$¢ wagi, tak ze odpowiednio mniej-

sza banka powietrza wystarcza, by wage podnie$s¢ z dna naczynka flo-

tacyjnego. Jak widaé, rozwiazanie jest nieco podobne jak przy mikro-
nurku Zeuthena. Pierwsze modele wagi pty-
wakowej miaty talerzyk szklany, gdyz w tym
czasie nie byto w Danii polystyrenu (wojna
i pierwsze lata powojenne). Taka cata szklana
waga jest ciezka, i trzeba duzego pecherzyka po-
wietrza by ja unie$¢. Czuto$¢ wagi bytaby wiec
niewielka. Zeuthen zastosowat tu wiec za-
mkniety zbiornik powietrza, ktory stuzyt tylko
do zmniejszenia ciezaru zanurzonej wagi. ,Wra-
zliwa" objetosé gazu bytla dzieki temu mala
(rys. 9)

Waga ptywakowa pozwala nie tylko oznaczaé
ciezar pozorny. Wazac ten sam przedmiot, np.
amebe, w dwoch srodowiskach o réznej gestosci
(np. w wodzie i w roztworze skrobii) mozna dos$¢
doktadnie wyznaczy¢ objetosé, ciezar w powie-
trzu i gesto$¢ tej ameby. Ciezar pozorny (RW)
zalezy, wediug prawa Archimedesa, od ciezaru,

Rys. 8. Waga plywako- ghietoéci i od gestoéci $rodowiska: RW = cie-
g:ciw Z’;:wr;)z’::nevjv Vsz zar — objeto$¢ x gestos¢ Srodowiska. Znajac
' dzie gesto$¢ dwdch srodowisk uzytych przy pomia-
L _ szalka z polystyrenu, rach, i odpowiednie wartosci RW, obliczamy cie-
na ktorej umieszcza sie Zar W powietrzu i objeto$¢. Procedura ta nie jest
wazony przedmiot, 2 — ba-  jednak czesto uzywana w Laboratorium Carlsberg,
nieczka powietrza, dzieki . . .
ktérej waga moze sie uno- 9dYZ opracowano tam inne, prostsze mikro-me-
sic w wodzie, 3 — szklana  tody oznaczania objetoSci (Ho 1ler, 1945) i ges-
Eﬁ:e,wfg_l ;Oézzdkjuvi';Z?apX toSci (LOvtrup, 1950). Wreszcie, wage ptywa-
sta w érodku (rurka), po- KOW@ mozna zastosowa¢ do pomiardw szybkosci
przez ktéra zmiany cisnie-  przenikania wody przez btonge komdrkowa, po-
E'yamngz%‘g;:”si;'if%’;z stugujac sie albo DaO jako wskaznikiem (pomiar
nieczke gazu 2 szybkosci dyfuzji wody), albo mierzagc zmiane cie-
zaru pozornego komorki umieszczonej w roz-
tworze hypertonicznym zwiazku, nie wnikajagcego do komérki (L6 v-
trup i PigonhA, 1951, Prescott i Zeuthen 1953).

Blizsze dane dotyczgce metod tu przedstawionych mozna znalezé
w podreczniku G 1i ¢ k' a (1949) i w oryginalnych pracach, ogtasza-
nych w wydawnictwie Laboratorium Carlsberg:
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K. Linder strém-Lang: On the theory of the Cartesian diver
micro respirometer. C. R. Trav. Lab. Carlsberg. Ser. Chim. 24.333—398.
1943.

H. H o1t e r: Technique of the Cartesian diver. C. R Trav. Lab.
Carlsberg. Ser. Chim. 24.399—478.1943.

Obie te prace w gwarze pracownikow Laboratorium Carlsberg nazy-
wa sie biblig, gdyz jest w nich zawarte wszystko, co trzeba
wiedzie¢. Niestety, na nazwe te zastugujg i dlatego, ze pewna
cze$¢ danych dotyczacych techniki jest juz przestarzata. Me-
toda nurka kartezjuszowskiego jest stale udoskonalona i po-
prawiona. Nowsze osiggniecia dotyczgce techniki znalezé
mozna w pracach podanych w spisie literatury. Zasadnicze
reguty metody zawarte sg w pracach, wymienionych wyzej.

Rys. 9. Stary model wagi pitywakowej, catly szklany

1 — szalka wagi, 2 — duza, catkowicie zamknieta objeto$¢ gazu, ktéra zmniej-

sza ciezar wagi zanurzonej, 3 — mata banka szklana, otwarta do $rodowiska

flotacyjnego poprzez cienka szklang kapillare. W tej bance znajduje sie
Lwrazliwa“ objeto$¢ gazu.

Waga ptywakowa, jej wykonanie, uzycie i kalibrowanie zostaty opi-
sane przez Zeuthena:

E Zeuthen: A Cartesian diver balance weighing reduced
weights (R. W.) with an accuracy of + 0.01 y. C. R. Trav. Lab. Carlsberg.
Ser. Chim. 26.243—266. 1948.
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KONGRESY | ZJAZDY MIEDZYNARODOWE

W. N1EM1ERKO

Sprawozdanie z Il Miedzynarodowej Konferencji
w Gandawie poswieconej biochemii lipidow

W okresie miedzy 27-ym a 30-ym lipca 1955 r. odbyta sie w Ganda-
wie Miedzynarodowa Konferencja poSwiecona problemom biochemii
lipidow. Byta to druga z rzedu konferencja dotyczaca tych problemow
urzadzona przez Komitet Organizacyjny Sympozjoéw Biochemii Lipidow
dziatajacy w Gandawie pod przewodnictwem prof. dr R. Ruy ssen a

Konferencja miata miejsce w dniach bezposSrednio poprzedzajgcych
Il Miedzynarodowy Kongres Biochemiczny w Brukseli, co w duzej
mierze utatwito wziecie w niej udziatu bardzo licznej rzeszy wybitnych
badaczy z catego Swiata. Dla scharakteryzowania Konferencji Gandaw-

skiej pod tym wzgledem wystarczy przytoczy¢ kilka nazwisk jej uczest-
nikow, jak Artom (USA), Bergstrom i Borgstrom

(Szwecja), Fraz er (Anglia), D. Green (US.A), Klenk (N.R.F),
Lovern (Anglia, Ly nen(NRF), Ochoa (USA) iinnych,
dobrze znanych nie tylko specjalistom z dziedziny biochemii lipidow,
lecz réwniez i ogoétowi biochemikow.

W zwigzku z uczestnictwem w Kongresie Brukselskim, do Gandawy
przybyta rowniez kilkunastoosobowa delegacja radziecka. Ze strony
Polski w Konferencji wzieli udziat I. Reifer i W. Niemier-
k 0. 0Ogo6lna ilos¢ uczestnikow wynosita okoto 250 osdb.

Obrady toczyty sie rownocze$Snie w czterech sekcjach, ktére byty
poswiecone nastepujagcym problemom:

Sekcja | dotyczyta witasciwosci fizyko-chemicznych lipidéw, ich bu-
dowy oraz metod ich rozdzielenia i analizy.

Sekcja Il zajmowata sie metabolizmem, w szczegélnosci za$ biosyn-
tezg lipidow, oraz uktadami enzymatycznymi, dziatajagcymi w tych pro-
cesach.

Sekcja Il byta poswiecona fosfolipidom oraz zagadnieniom trawie-
nia, chtonienia i transportu ttuszczéw.

[359]
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Sekcja IV obejmowata rdzne problemy, zwigzane z biochemia
lipidow.

Ogblna ilos¢ wygtoszonych komunikatéw wyniosta okoto 80. Ilos¢
ta byta mniej wiecej rownomiernie podzielona na wymienione wyzej
sekcje.

W Sekcji | znaczna ilo$¢ doniesien dotyczyta metod chromatogra-
ficznego rozdzielania lipidow, a zwiaszcza fosfolipidow, identyfikacji
ich sktadnikéw i préb ich ilosciowego oznaczania. Stuchajgc komunika-
tow odnosito sie wrazenie, ze ilos¢ prac poswieconych analizie lipidow
w ciggu lat ostatnich ogromnie wzrosta, nie mniej jednak trudnosci, na
ktére napotykajg badacze, sa tak znaczne, iz szczeg6ty budowy lipidow
sg jeszcze bardzo dalekie od wySwietlenia. Zagadnienia te w sposéb
syntetyczny przedstawit Lovern w swoim treSciwym komunikacie za-
tytutowanym , Niepewnos$ci w strukturze lipidow".

Niewatpliwie najwiecej zainteresowania wzbudzity posiedzenia
Sekcji 1l. Przedstawione komunikaty dotyczyty najbardziej palacych
zagadnien dynamiki przemian lipidowych, badanych gtéwnie od stro-
ny udziatu w nich poszczeg6lnych enzymoéw i koenzymoéw.

Jednym z bardzo ciekawych doniesien byt komunikat P. Hele
i Popjaka o enzymatycznej syntezie kwasoéw tluszczowych
w roztworach. Autorzy ci, wykonujac swoje badania na preparacie
z gruczotow mlecznych krélika, przesledzili poszczegdlne etapy syn-
tezy kwaso6w ttuszczowych z kwasu octowego i wyswietlili role nukleo-
tydu dwufosfopirydynowego w tych procesach. Komunikat byt ilustro-
wany wykresami przedstawiajgcymi wyniki chromatograficznego roz-
dzielania powstajacych kwaséw ttuszczowych, co pozwolito stwierdzié
zjawianie sie w czasie tej biosyntezy wszystkich cztonkéw szeregu pa-
rzystych kwasow ttuszczowych.

Dwa nastepne, réwniez bardzo ciekawe komunikaty Lynena i jego
wspoétpracownikdéw dotyczyty specyficznosci enzyméw biorgcych
udziat w przemianach kwasow ttuszczowych, ich rozmieszczenia w tkan-

kach zwierzecych i ich aktywnosci w poszczegdlnych narzadach
i tkankach.
Komunikat Sterna i Ochoa byt poSwiecony procesom

enzymatycznego rozpadu i syntezy kwasu acetooctowego. W badaniach
tych autorom udato sie otrzymaé¢ w stanie krystalicznym krotonaze,
ktéra jest wobec tego pierwszym uzyskanym krystalicznym enzymem
cyklu kwaséw ttuszczowych. Autorzy przedstawili dane o witasciwo-
$ciach tego enzymu, jego aktywnos$ci, rozmieszczeniu w poszczegél-
nych tkankach i sposobach wyizolowania.

Dalsze komunikaty tej sekcji dotyczyty aktywacji enzyméw utle-
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niajacych kwasy ttuszczowe (Rossi), wiasciwosci lipazy (komunikaty
Bergstréma i Desnuella), przemiajj kwasdw ttuszczowych o S$redniej
dtugosci tancuchéw weglowych (Weitzel), przemian kwasu propiono-
wego (Ochoa), biosyntezy cholesterolu (Popjak) i biogenezy kwasow
wielonienasyconych (Klenk).

Bardzo ciekawy komunikat wygtosit Favarger, w ktérym przedsta-
wit wyniki swoich badah nad biosynteza kwasow ttuszczowych w zy-
wym zwierzeciu. Autor wstrzykiwat myszom roztwory octanu, wzgled-
nie glukozy zawierajgce C14 i juz po trzech minutach () wykrywat we-
giel promieniotworczy w kwasach ttuszczowych jelita, ptuc, watroby
i tkanki ttuszczowej. Zastuguje na uwage fakt, ze na podstawie aktyw-
nosci promieniotworczej mozna byto sadzi¢, ze synteza kwaséw ttusz-
czowych szybciej zachodzi w tkance ttuszczowej, niz w watrobie.

W sekcji trzeciej komunikaty dotyczyty gtdéwnie nastepujacych za-
gadnien. Po pierwsze omawiano metabolizm fosfolipidow i czynnosci
lecytynaz, przy czym przedstawione byly prace zaréwno z dziedziny
hydrolitycznego rozpadu fosfolipidow w réznych tkankach, jak i ich
syntezy badanej za pomocg fosforu promieniotworczego. Po drugie,
omawiano chtonienie i przemiany steroli. Wieksza jednak cze$¢ prac
przedstawionych w tej sekcji dotyczyta jednego z wcigz jeszcze naj-
bardziej aktualnych probleméw biochemii lipidéw, mianowicie zagad-
nienia trawienia i chtonienia tluszczdw. Konferencja zgromadzita szereg
wybitnych przedstawicieli tego kierunku badan. W komunikatach przed-
stawiono wyniki badz popierajace, czeSciowo przynajmniej, poglad
0 chtonieniu zemulgowanych, ale nie zhydrolizowanych ttuszczéow
(Frazer), badz wskazujace na to, ze hydroliza przynajmniej do dwu lub
jednoglicerydow zawsze ma miejsca, i ze tluszcze sg przyswajane
gtdwnie w tej wiasnie postaci (Ahrens, Bergstrom, Borgstrom). Wyniki,
uzyskane przez tych ostatnich autoréw sg bardzo przekonywujace
1 dawne kraricowe poglady Frazera nie sg obecnie popierane nawet
przez niego samego. Zmudne i bardzo gruntowne badania nad chionie-
niem tluszczéw zostaly przeprowadzone przez grupe badaczy z Los An-
geles (Morehouse i wspoétpracownicy). Badacze ci stosujgc zwigzki
pietnowane weglem radioaktywnym mogli miedzy innymi stwierdzi¢, ze
glicerydy kwasow ttuszczowych o stosunkowo krétszych tanicuchach sa
do$¢ odjporne na hydrolize i te wiasnie glicerydy mogg by¢ czeSciowo
wchtaniane bez uprzedniego rozszczepienia.

Komunikaty sekcji czwartej dotyczyly bardzo rdéznych zagadnien.
Miedzy innymi Lesser i wspdtpracownicy przedstawili ciekawg metode
oznaczania o0g6lnej zawarto$ci ttuszczéw u cziowieka. Metoda polega
na wdychaniu w uktadzie zamknietym powietrza z domieszka cyklo-

5 Postepy Biochemii
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propanu. Znajac rozpuszczalno$¢ tego zwigzku w ttuszczach i wodzie
(52 : ) mozna byto, po ustaleniu sie réwnowagi, z ilosci pochtonietego
cyklopropanu obliczy¢ zawarto$¢ ttuszczdw w ciele. Autorzy przyta-
czajg na poparcie doktadnosci i przydatnosci swojej metody caly sze-
reg bardzo przekonywujacych doswiadczen kontrolnych wykonywanych
na szczurach. W doswiadczeniach tych wyniki uzyskane metoda cylko-
propanowg byty zgodne z wynikami uzyskanymi za pomocg bezposred-
nich analiz chemicznych.

Le Breton omowit swoje ciekawe badania nad rozmieszcze-
niem ttuszczéw, fosfolipidow i steroli w elementach strukturalnych ko-
moérek watroby. T homasson przedstawit obszerny materiat do-
tyczacy biologicznej wartosci okoto 20 naturalnych ttuszczéw i olejéw
i ich wptyw na zahamowanie proceséw wzrostowych u szczura. Kilka
komunikatow byto poSwieconych kwasom tluszczowym egzogenicz-
nym. Szczeg6lnie ciekawe w tej dziedzinie sg prace H o 1m an a
nad metabolizmem wielonienasyconych kwasow. Autor przyjmuje
istnienie w organizmie dwéch grup kwasdéw ttuszczowych, jak gdyby
niezaleznych od siebie fizjologicznie i biochemicznie. Jedna z nich
jest grupa kwasu linolowego (dwa wigzania podwojne), z ktérego moze
sie wytworzy¢ kwas- arachidonowy, druga jest grupa kwasu linolenowe-
go (trzy wigzania podwdjne), z ktérego powstajg w organizmie kwasy
z piecioma i szeScioma wigzaniami. Ogromne trudnosci metodyczne
w analizie chemicznej tego rodzaju zwigzkoéw zmuszajg jednak do
pewnej dozy sceptycyzmu w stosunku do wynikéw tych nie watpliwie
jednak ciekawych badan.

Z pozostatych komunikatéw tej sekcji zwracaly na siebie uwage
ciekawe prace Smitsa i Edgara poswiecone lipidom tkanki
nerwowej. Jedna z nich dotyczyta zawartosci gangliozydéw w mozgu,
druga — roli sfingolipidow w procesach mielinizacji wiékna nerwo-
wego.

W ostatnim dniu obrad odbylo sie jedno posiedzenie plenarne. Na
tym posiedzeniu David Green wygtosit piekny odczyt o katabolizmie
i anabolizmie kwasow 'ttuszczowych. W odczycie tym, opartym na
badaniach pracowni Lynena, Ochoa, Lehningera i innych wybitnych
biochemikéw, Green przedstawit pie¢ zasadniczych dobrze obecnie po-
znanych etapow reakcji, ktére prowadza do powstawania kwasu ttusz-
czowego Cn-2 i acetylu CoA, z kwasu ttuszczowego Cn, bgdz w kierun-
ku odwrotnym. W referacie swoim Green omoéwit te etapy od strony
enzymatycznej.

Poza posiedzeniami naukowymi jedno z posiedzen byto poswiecone
sprawom organizacyjnym. Zostato m. i. uchwalone, 1) ze ilo$¢ cztonkow
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w przysztych konferencjach nie powinna przekracza¢ 250 os6b, 2) ze
nastepna konferencja ma sie odbyé w roku 1956 w Brukseli w okresie
bezposrednio poprzedzajagcym Miedzynarodowy Kongres Fizjologiczny,
3) ze kazdy z uczestniczacych w konferencji krajéw ma mieé w komi-
tecie organizacyjnym swoich przedstawicieli. Ze strony Polski na przed-
stawicieli zostali wybrani dr Paulina W todawer iprof. dr W. Nie-
mierko.

Na zakonczenie tego krotkiego oméwienia konferencji nalezy pod-
kresli¢, ze organizacja jej byta wzorowa. Czas przeznaczony na wygta-
szanie komunikatéow byt wystarczajgco duzy i kazdy z autoréw miat
mozno$¢ przedstawi¢ wyniki swoich badan z dostateczng ilosScig nie-
zbednych szczegétow. Konferencja zgromadzita pokaznag liczbe specja-
listow i doskonatych znawcow w dziedzinie biochemii lipidow. Skut-
kiem tego dyskusja toczaca sie po poszczegélnych komunikatach nie
nosita charakteru formalnego, jak to po czesci bywa na duzych miedzy-
narodowych kongresach, lecz przeciwnie byta niezmiernie ozywiona
i bezposSrednia. Chwilami miato sie wrazenie, ze jest sie obecnym
w gronie dobrze znajgcych siebie oséb przeprowadzajacych twércza
narade robocza.

Wszystkie wygtaszane komunikaty, jak i cata dyskusja byty nagra-
ne na stilo, ponadto, kazdy z uczestnikow dyskusji byt proszony o nie-
zwioczne dostarczenie najwazniejszych jej tez. Wszystkie te dane beda
stuzyty jako materiaty do obszernej publikacji, ktéra pod redakcjg Po-
pjaka ukaze sie w druku w roku 1956. Publikacja ta bedzie zawieratla
petne teksty wszystkich komunikatéw oraz catg dyskusje.

W czasie trwania konferencji urzadzony byt pokaz aparatury nau-
kowej oraz wystawa najnowszego pisSmiennictwa biochemicznego.
Ponadto dla uczestnikow konferencji w przerwach pomiedzy posiedze-
niami zorganizowane byty wycieczki celem zwiedzenia Gandawy oraz
zobaczenia bezcennych dziet sztuki flamandzkiej zgromadzonych w mu-
zeach i kosciotach.

Zaréwno wysoki poziom naukowy samej konferencji jak i doznane
w czasie zwiedzania miasta wrazenia estetyczne ztozyly sie na to, ze
pobyt w Gandawie pozostawit po sobie niezatarte wrazenie.

5*
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RECENZJE I STRESZCZENIA

L. JANOTA

BADANIA R. K CLAYTONA NAD FOTOSYNTEZA, ODDYCHANIEM
ORAZ REAKCJAMI TAKTYCZNYMI RHODOSPIRILLUM RUBRUM

Bakterie fotosyntetyczne stanowig jeden z wyjatkowo ciekawych obiektéw ba-
dan naukowych. Mimo, iz duza ilo§¢ prac zostata im posSwiecona, metabolizm ich
nie zoistal jeszcze catkowicie wyjasniony. Brak réwniez do ‘tej pory wyczerpujacej
odpowiedzi na pytanie co jest bezposrednim powodem ireakcji taktycznych tych bak-
terii. Jednym z wielu badaczy zajmujacych sie bakteriami fotosyntetycznymi jest
Roderick K. C lay ton W 1955 roku opublikowat on w Archiv fir Mikrobiolo-
gie trzy prace ciekawe zarowno ze wzgledow tematycznych jak i metodycznych.

Zasadniczym celem tych prac byto okreSlenie i wyjasnienie zalezno$ci pomiedzy
reakcjami taktycznymi (reakcjami na S$wiatto i tlen) i metabolizmem Rhodospirillum
rubrum. Aby ustalenie i wyjasnienie takiej zaleznosci byto mozliwe, koniecznym byto
zbadanie metabolizmu tych bakterii w ciemnosci i na Swietle, a w szczeg6lnosci
w oparciu o wyniki przeprowadzonych doswiadczen., podanie réwnan z danymi liczbo-
wymi dla oddychania i fotosyntezy.

Uzaleznienie reakcji taktycznych od metabolizmu, a nawet bardziej szczegétowo,
bo od pewnych okre$lonych proceséw metabolicznych, autor opart na poréwnaniu za-
chowania sie bakterii w réznych warunkach Swietlnych i tlenowych (obserwacje mi-
kroskopowe) z przebiegiem proces6w metabolicznych w tychze warunkach. Dodatko-
we dane autor uzyskat na drodze poréwnania wptywu pewnych zwigzkéw chemicz-
nych jak biekitu metylenowego, chlorku tréjfenylotetrazolu i 2,4 dwunitrofenolu na
reakcje taktyczne i procesy metaboliczne badanych bakterii. Omawiane prace R. K.
Clayton a rozwigzujg postawione przez niego zagadnienie.

Hipoteza, iz reakcje taktyczne R. rubrum sg powodowane pewnym przejsciowym
zaktéceniem towarzyszacym spadkowi intensywno$ci metabolizmu zostata potwier-
dzona, o ile rozumiemy tu metabolizm jako asymilacje przez komdrki dwutlenku
wegla. Prace te stanowig jednocze$nie podstawe do dalszych badan, ktére rozwigzaty-
by zalezno$¢ miedzy reakcjami taktycznymi a asymilacja dwutlenku wegla bardziej
szczegbtowoi.

Badania te powinny by wyjasnié,, ktéry zwigzek wystepujacy w reakcjach meta-
bolicznych wywotuje bezposrednio reakcje taktyczne. Zwigzkiem tym wg hipotezy
autora maégtby by¢ kwas tiooktanowy, wzglednie zasadnicze znaczenie miatby stosu-
nek jonoéw zelazowych do zelazawych w cytochromie, lub innym podobnym zwigzku.
Bardzo duza warto$¢ prac RR. Kk Claytona polega nie tylko na tym, iz zasad-
niczy ich cel zostat ogdlnie osiggniety. Sa one dobrym przykiadem badan nad wy-
miang gazowa zwigzang z oddychaniem i fotosyntezg, ktére dzieki wykorzystaniu
danych z literatury, zastosowaniu odpowiednich metod, a szczegblnie pomystowej

1355]
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interpretacji otrzymywanych wynikéw, pozwolity na dalece posuniete wyjasnienie
skomplikowanego metabolizmu bakterii fotosyntetycznych.

Na podkreslenie zastuguje rowniez krytyczne podej$cie do stosowanych metod
i sprawdzenie stusznosci swych zastrzezen metodami dodatkowymi, jak np. w pracy
drugiej zastosowanie aparatu Benjamina R. P e t r i e. Jednakze mimo wspomnia-
nej juz duzej wartoéci prac R. K Claytona zawierajg one fakty, a zwlaszcza
interpretacje pewnych faktéw mogace wzbudzi¢ pewne zastrzezenia, wzglednie nada-
jace sie do szczeg6towego przeanalizowania.

W pracy pierwszej pt. ,Fotosynteza i oddychanie u Rhodospirillum rubrum" autor
przedstawit 1) ogdlne réwnania obrazujace fotosynteze i oddychanie itlenowe bada-
nych bakterii zuzywajacych rézne substraty organiczne, w warunkach wykluczajgcych
jednoczesne wystepowanie obu proceséw, 2) wplyw cyjanku, biekitu metylenowego,
chlorku trojfenylotetrazodu i 2,4-dwunitrofenolu na oddychanie i fotosynteze, 3) in-
tensywno$¢ oddychania endogennego bakterii w réznych warunkach, oraz 4) porow-
nanie pewnych aspektdw metabolizmu Rhodospirillum rubrum, Rhodopseudomonas
spheroides, oraz Rhodopseudomonas capsulatus.

Do badan autor zastosowal manometryczng metode W arb ur g a-B ar ci of-
ta w modyfikacji Schatza z 1952 r. pozwalajacg na jednoczesny pomiar po-
bierania tlenu, asymilacji -lub wydzielania dwutlenku wegla oraz wigzania dwutlenku
wegla przez tug powstajacy w naczyniu wskutek ziuzywania przez bakterie anionu
soli sodowej kwasu organicznego dodanej jako substratu. DosSwiadczenia majace na
celu okres$lenie wymiany gazowej w czasie oddychania przeprowadzane byty przy
catkowitym zaciemnieniu, w atmosferze powietrza z dodatkiem 3%> dwutlenku wegla.
W czasie doSwiadczeh majgcych na celu okre$lenie wymiany gazowej zwigzanej
z fotosynteza, naczynia byty oswietlone 25-cio watowymi lampami, przy czym inten-
sywno$¢ osSwietlenia byta kontrolowana. W tym wypadku pomiary byty prowadzone
w atmosferze azotu z dodatkiem 3% dwutlenku wegla. Do pomiaréw uzywano zawie-
sine bakterii w 0,003 M NaHCOs o gestosci 0,04 ml komoérek na 1 ml zawiesiny.
Przed pomiarem bakterie byty przez dwa dni gtodzone w celu zmniejszenia intensyw-
nosci oddychania endogennego.

W niektérych doswiadczeniach précz pomiaréw wymiany gazowej autor wy-
konat rowniez oznaczenia wegla w zuzywanym substracie wig metody O s b ur n a
i Werk mana z 1932 r. Metoda ta pozwalata wykry¢ 0,2 mg — atomu wegla.

We wstepie do swej pierwszej pracy autor omowit ostatnie dane z literatury na
temat metabolizmu bakterii fotosyntetycznych, a w szczegélnosci réwnania obrazu-
jace oddychanie i fotosynteze.

a) Oddychanie

1
— 02+ HA —»HX + A @)
1 1 1
— C02+ H2A — — HaO + A + — (CH20) ()]
b) Fotosynteza
(OH)
hv — H2OA"
(H)
(OH)+?H2A —»?A+ H2 3)

(H) + . co2 -> " (CHa0) (CHX) + -Z (Ha0) (4)
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Réwnania te wg autora musza by¢ przyjete z pewnym zastrzezeniem. Po pierwsze
materiat komérkowy powstajacy w procesie syntezy moze mie¢ wzdér sumaryczny
inny niz (CH20).,HaA->A" jest jréwniez pewnym symbolem, a ilo$¢ elektronow
przeniesiona z mola utlenianego substratu moze by¢ rézna. W koncu substancjg re-
dukowang moze by¢ nie tylko dwutlenek wegla, ale i pewne produkty posrednie, po-
wstajace z niecatkowicie utlenionego .,HaA".

Na podstawie przeprowadzonych doswiadczen autor miatl okreslong tylko cat-
kowitg ilos¢ zuzytego substratu, catkowitg iilos¢ pochtonietego 'tlenu, oraz catkowita
ilos¢ wydzielonego lub pochtonietego dwutlenku wegla. Wobec powyzszego n,ie maégt
on ani oddychania ani fotosyntezy przedstawi¢ w dwoéch TOwnaniach .rozbijajacych
omawiane procesy na cze$¢ zwigzang z utlenianiem i z redukcja.

Og6lne roéwnanie obrazujgce oddychanie i fotosynteze sg sformutowane przez
autora w spos6b nastepujacy:

a) Oddychanie

H2A + a Oa—>b C02+ m Ha0 + n (CH20y)

b) Fotosynteza
H2A + dCO02 m HD + n (CH2Yy)

W tablicy 1 podany jest zuzywany substrat i wartosci a, b, m, n, y dla oddycha-
nia oraz substrat i wartosci d, m, n, y dla fotosyntezy. Dla obu proceséw zostat
rowniez podany procent asymilowanego wegla, ktéry autor obliczyt dzielagc ilo$¢ ato-
méw wegla zasymilowanego przez ilo$¢ dostarczong w subsitracie.  Ogotem wiec
w tablicy 1 autor uzyskat na drodze doswiadczalnej jedynie warto$ci a, b i d.

Omawiajgc tablice 1 autor wyjasnia, iz duze wahania dla wartosci ,y" (np. gdy
substratem jest octan sodu y = 0,73 lub 0,66) wynikajg z tego, ze nawet niewielkie
réznice w wartosciach ,,a" i ,,b" powodujg duze r6znice dla ,y".

Oddychanie endogenne zostato uwzglednione jedynie, gdy substratem byt kwas
kapronowy (byt on zuzywany bardzo powoli). W innych wypadkach oddychanie
endogenne byto tak stabe, iz mogto nie by¢ brane pod uwage.

Autor podkres$lit réwniez duze wahania procentu asymilowanego wegla, wyciga-
gajac jednak ogolny wniosek, iz hodowla znajdujaca si¢ w gorszych warunkach fi-
zjologicznych (rozktadajagca substrat mniej intensywnie) mniej wydajnie przenosi
energie z proceséw utleniania na procesy asymilacyjne, innymi stowy, na mol zuzy-
tego substratu zuzywa wigcej tlenu i asymiluje mniej wegla.

Uwaga autora odno$nie roznic dla wartosci ,y" jest catkowicie stuszna, ale na-
lezatoby réwniez omoéwié réznice doéwiadczalnie 0'trzymanej wartoéci ,.a". Np. gdy
substratem jest kwas octowy ,a" w jednym wypadku réwna sie 0,72, w drugim —
1,17, gdy substratem jest kwas jabtkowy wartoéci ,a" wynoszg 1,07 i 1,71, gdy kwas
bursztynowy 1,68 i 2,18. Co prawda autor podaje (rowniez odpowiednie wartosci $red-
nie otrzymane z dziesieciu czterech czy tez siedmiu pomiaréw, ale przy pozostatych
szeSciu kwasach przytoczone wyniki odnoszg sie tylko do pojedynczych oznaczen. To
samo moznaby powiedzie¢ o wartosci ,,b".

Sprawa ta jest o tyle wazna, ze wartosci ,,,n', ,,n" i ,)y" sg catkowicie uzaleznione
od wartosci ,a" i ,b" i przy duzym bledzie w oznaczeniu tych ostatnich caly obraz
oddychania przy danym substracie moze wyjs¢ w spos6b niezgodny z rzeczywistoscia.
Poza tym autor przyjmuje, iz w produkcie otrzymywanym na drodze syntezy stosunek
wegla do wodoru jest staly i wynosi | : 2, a jstosunek tlenu do wegla jest zmienny
(CHi>Oy). Przyjmujac sytuacje odwrotng autor otrzymatby inne wartoéci dla ,m"
i odpowiednio inne warto$ci dla wodoru zawartego w syntetyzowanym produkcie.
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Wreszcie nie jest wykluczone, ze powstajgcy produkt komdérkowy ma inny stosunek
i wodoru i tlenu do wegla niz (CH20) np. (CHzOy). W tym wypadku znajac tylko
warto$¢ a i b nie moznaby obliczy¢ ,,m", ,,z" i,y

Tablica 1
Dane liczbowe dotyczace ogdlnych réwnarn oddychania i fotosyntezy R. rubrum

Oddychanie

Substrat a b m n y %c
kwas octowy 0,72 0,87 0,87 1,13 0,73 56
kwas octowy 1,17 1,29 1,29 0,71 0-66 35
kwas octowy ér. z 10 0,93 1,08 1,08 0,92 0,68 46
kwas kapronowy 4,7 2,8 2,8 3,2 0,94 53
kwas pyrogronowy 0,90 1,51 0,51 1,49 0,85 50
kwas jabtkowy 1,07 2,20 1,20 1,80 0,85 45
kwas jabtkowy 1,71 2,86 1,86 1,14 0,74 28
kwas jabtkowy $r. z 4 1,36 2,52 1,52 1,48 0,78 37
kwas bursztynowy 1,68 2,36 1,36 1,64 0,78 41
kwas bursztynowy 2,18 2,80 1,80 1,20 0,80 30
kwas bursztynowy ér. z 7 1,92 2,52 1,52 1.48 0,86 37

Foto synteza

Substrat d m n y %C
kwas octowy $r. z 10 —0,21 0,2 1,8 0,77 90
kwas kapronowy 1,5 - 15 7.5 0,86 125
kwas pyrogronowy — 0,70 -0.3 2,3 0,83 77
kwas jabtkowy $r. z 4 — 1,24 6,25 2,75 0,83 69
kwas bursztynowy $r. z 7 -0,68 - 03 3,3 0,89 82

Z danych przedstawionych przez autoira w tablicy 1 moznaby wyciagna¢ jeszcze
dodatkowe wnioski: 1) wspétczynnik oddechowy Rhodospirillum rubrum jest troche
wyzszy niz obliczony z réwnania catkowitego spalania danego substratu (np. przy
kwasie octowym wspétczynnik obliczony réwna sie 1, otrzymany réwna sie 1,1 do 12),
2) poréwnujac procent ilosci asymilowanego wegla przy oddychaniu i fotosyntezie,,
procent iten jest duzo wiekszy dla fotosyntezy.

W nastepnym rozdziale autor omawia wptyw cyjanku sodu na oddychanie oiraz
endogenny metabolizm Rhodospirillum rubrum. Na wykresie 1 autoir przedstawit
wptyw irédznych stezehn cyjanku na zuzywanie w procesie oddechowym przez R. rubrum
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kwasu bursztynowego. Po 100 min. bakterie niezatrute zuzyty caly substrat, wtedy tez
hamujace dziatanie cyjanku na zuzywanie substratu jest najwieksze.

Na tej podstawie wszystkie nastepne dane co do hamujgcego dziatania badanych
zwigzkéw chemicznych autoir uzaleznit od maksymalnej warto$ci zuzycia substratu
przez bakterie niezatrute po 100 min. zaktadajac, ze réwna sie ona 10.

W tablicy 2 autor podat dane obrazujace wptyw iréznych stezen cyjanku na zu-
zycie kwasu bursztynowego w procesie oddychania przez komorki niegtodzone,, gto-
dzone dwa, cztery i siedem dni. Warto$¢ ,,r* wyobraza ilo§¢ moli kwasu bursztyno-
wego roztozonego przez ml komdrek w ciggu
godziny, ,a" ilos¢ moli tlenu zuzytego na mol
roztozonego kwasu bursztynowego, ,.a — end" -&h
jest wartoscig ,a", od ktérej zostata odjeta
ilo§¢ tlenu zuzytego w oddychaniu endogen-
nym. / /

Omawiajgc tablice 2 autor stwierdza, ze 075
w wypadku intensywnego metabolizmu egzo-
gennego metabolizm endogenny jest tak sta-

by, ze moze by¢ nieuwzgledniony. Whniosek 050

ten autor opiera na danych oznaczonych I,

odnoszacych sie do komérek niegtodzonych. 10 700 0
Z drugiej strony powotujac sie na dosSwiad- czas, min

czenie Il i V (komorki gtodzone przez dwa ) )
i siedem dni), autor pisze, ze gdy metabolizm Wyk'res 1 th{W cyjanku na zuzy-
egzogenny jest staby, metabolizm endogenny Wanie w procesie oddychania R. ru-

zaznacza sie wyrazniej. brum kwasu bursztynowego

W tym -wypadku przynajmniej, gdy ste- krzywa 1od gory bez cyjanku
zenie cyjanku przekracza 0,5X10—4M nalezy  krzywa 2 . 12 X 10—*M CN
krzywa 3 ,, 25 X 10—4M CN

uwzgledni¢ poprawke na oddychanie endogen-
ne. Powyzsze wnioski autora wydaja mi sie
niecatkowicie stuszne. Komérki niegtodzone,
niezatrute (dosSwiadczenie 1) intensywniej zuzywajg substrat niz komérki gtodzone, nie-
zatrute (doswiadczenie Il i Ill, IV i V) a ich oddychanie endogenne jest na ogét
wieksze niz komérek gltodzonych. Oddychanie endogenne jest najstabsze u komdrek
gtodzonych dwa dni, niezatrutych (dane z dos$wiadczenia 1l.

Gdyby nie dosSwiadczenie IIl moznaby powiedzieé, ze oddychanie endogenne mo-
ze by¢ pominiete u komé.rek gtodzonych przez dwa dni, niezatrutych, co wigze sie
jednocze$nie z silniejszym zuzywaniem przez nie smbstratu w poréwnaniu z komor-
kami gtodzonymi cztery i siedem dni (doSwiadczenie IV i V).

Jednakze w dos$wiadczeniu Il komérki znajdujace sie w analogicznych warun-
kach co koméiki w doswiadczeniu Il miaty intensywniejsze oddychanie i egzogenne
i endogenne.

krzywa 4 , ., 50 X 10—4M CN

Ogo6lnie mozna stwierdzi¢, iz cyjanek hamujgc oddychanie egzogenne zwigksza
endogenne i w tym wypadku musi ono by¢ koniecznie brane pod uwage. Powyzsze
dziatanie cyjanku jest na ogo6t silniejsze u komoérek dtuzej gtodzonych, ale w pew-
nych wypadkach ostatni wniosek nie jest stuszny np. dla do$wiadczenia Il i IV.

Z danych przedstawionych w tablicy 2 autor wyprowadza jeszcze jeden wniosek,
a mianowicie, iz zwiekszenie stezenia cyjanku powoduje wieksze zuzycie tlenu na mol
substratu. Wniosek ten jest catkowicie stuszny, jednakze tablica 2 nasuwa dodatkowe
spostrzezenia.
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Tablica 2

Wptyw cyjanku na zuzywanie kwasu bursztynowego w procesie oddychania R. rubrum

i stez. cyjanku r a a-end
Mol X 10~4

| Komoérki niegtodzone 0 70 1,68 308

0,8 60 1,74 1,00

15 23 1,72 - 0,36

I Komérki gtodzone 2 dni 0 .14 2,06 2,02

0,5 8 2,80 2,10

1,0 4 3,86 2,38

2,0 2 5,68 2,92

11 Komérki gtodzone 2 dni 0 21 2,08 1,81

0,5 16 2,34 2,06

0,8 1 2,48 2,08

1,2 6 2,88 2,06

v Komorki gtodzone 4 dni 0 10 2,20 1,96

0,8 3,5 2,52 2,12

1 15 2 2,92 2,14

\% Komérki gtodzone 7 dni 0 5,5 2,60 1,94

o’ 0,8 2,1 4,14 2,18

15 1,2 8,6 3,46

Zmniejszenie sie intensywno$ci oddychania egzogennego zalezy nie tylko od
cyjanku, jak zauwazytam poprzednio, ale 'rowniez od gtodzenia komorek. Im diuzej sg
komarki gtodzone, tym wykazujg stabsze oddychanie egzogenne, oraz wieksze zuzy-
cie tlenu na mol subs<tratu. A wiec gtodzenie dziata w tym samym Kkierunku co za-
trucie cyjankiem. Ponadto dziatanie cyjanku i gtodzenie jakgdyby sie akumuluja,
gdyz im komorki sg dtuzej gtodzone tym nastepuje silniejszy spadek zuzycia substra-
tu pod wpltywem cyjanku.

Po omoéwieniu wptywu cyjanku sodu na oddychanie R. rubrum autor przedstawit
dziatanie 2,4-dwunitrofenolu, btekitu metylenowego, oraz chlorku tréjfenylotetrazolu
na oddychanie i fotosynteze badanych bakterii. Doswiadczenia autor przeprowadzit na
Swietle, w atmosferze azotu + 3%) dwutlenku wegla, w ciemnosci w atmosferze po-
wietrza + 3% dwutlenku wegla, oraz na $wietle w atmosferze powietrza +3%/o dwu-
tlenku wegla. Zuzywanym substratem byta s6l sodowa kwasu L-jabtkowego. Intensyw-
no$¢ Swiatta byta pieciokrotnie wieksza od wymaganej dla nasycenia iprocesu foto-
syntezy.

Poréwnujagc wykres 2 oraz wykres 3 i 4 mozna stwierdzié, iz 2,4-dwunitrofenol
hamuje zuzywanie substratu w procesie fotosyntezy mniej wiecej réwnie silnie jak
w procesie tlenowego oddychania. Jednakze, gdy fotosynteza odbywa sie w warun-
kach tlenowych hamujgce dziatanie 2,4-dwunitrofenolu jest duzo stabsze i to nie
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tvlko na zuzycie substiatu, lecz i na asymilacje wegla. Ponadto w warunkach tle-
nowych na Swietle zachodzi pobieranie tlenu, ktédre w nieobecnosci 2,4-dwunitrofenolu
jest catkowicie zahamowane przez fotosynteze.

Dla wyttumaczenia ostatniego faktu autoir przytacza hipoteze, iz dwunitrofenol do
tego stopnia zahamowal fotosynteze, ze tlen moze wspotzawodniczy¢é z (OH) przy
utlenianiu substratu.

Ogdlne zmniejszenie hamujacego dziatania dwunitrofenolu na $wietle w obecno-
§ci powietrza mogtoby by¢é wyttumaczone denaturacjg trucizny na drodze fotoche-

Wykres 2. Dziatanie dwunitrofenolu,

btekitu metylenowego i tetrazolu Wykres 3. Wptyw 2,4-dwunitrofenolu
na fotosyntetyczny rozkiad przez na rozkiad kwasu L-jabtkowego w
R. rubrum kwasu L — jabtkowego procesie oddychania R. rubrum
L— 2,4-dwunitrofenol t - zuzycie substratu
--btekit metylenowy pobieranie tlenu
tetrazol Xommmemm asymilacja wegla

micznego utleniania tlenem powietrza. Jednakze brak jest danych potwierdzajacych
to wyjasnienie.

Autor zwraca réwniez uwage na to, iz w ciemnosci dwunitrofenol w stezeniu
okoto 0,0004 M stymuluje pobieranie tlenu natomiast asymilacja wegla zmniejsza sig
stale wraz ze wzrastajgcym stezeniem trucizny. Gdy stezenie dwunitrofenolu wynosi
0,0001 M asymilacja jest zahamowana catkowicie, natomiast zachodzi jeszcze utlenia-
nie substratu. Wyniki 'te sa zgodne z pogladem, ze dwunitrofenol hamuje przenosze-
nie energii na procesy asymilacyjne, przeszkadzajagc w magazynowaniu energii
w ,wysokoenergetycznych wigzaniach fosforowych".

Poréwnujac wykres 2 z wykresem 5 i 6 oraz 7 i 8 mozna zauwazy¢ duzg analogie
w dziataniu biekitu metylenowego oraz chlorku tréjfenylotetrazolu na oddychanie
i fotosynteze R. rubrum. Aby catkowicie zahamowa¢ zuzywanie substratu w procesie
oddychania musza by¢ zastosowane wieksze stezenia blekitu metylenowego i chlorku
trojfenylotetrazolu niz stezenia wystarczajagce do zahamowania zuzywania substratu,
w procesie fotosyntezy. Wyzej wymienione dziatanie trucizn autor ttumaczy tym, ze
moga one stuzyé jako akceptory wodoru dla utlenianego substratu. Tym samym ha-
mujg one przenoszenie energii i wykorzystanie jej w procesach asymilacji co wida¢
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z przebiegu odpowiednich krzywych na wykresie 5 i 7. Dobrym wytlumaczeniem sil-
nego hamowania fotosyntezy przez btekit metylenowy bytoby zatozenie, iz barwnik
ten wspdtzawodniczy z (OH) jako akceptor wodoru utlenianego substratu (podobnie
jak w oddychaniu tlenowym, ale bez mozliwosci ireoksydacji) lub z dwutlenkiem wegla
jako akceptor wodoru redukujagcej substancji (H). Poniewaz jednak nie stwierdzono
nagromadzenia si¢ bezbarwnej formy biekitu metylenowego,, brak jest danym pod-
trzymujgcych te hipoteze. Podobnie jak w wypadku dwunitrofenolu, bitekit metyle-
nowy i tetrazol stabiej hamujg metabolizm bakterii na $wietle i w warunkach tleno-
wych, niz na Swietle w atmosferze azotu lub w ciemnos$ci i obecno$ci tlenu.

Wyzej streszczona dyskusja autora odnos$nie dziatania dwunitrofenolu, bitekitu
i tetrazolu, mimo, ze nie daje peinego wyttumaczenia dla uzyskanych wynikéw, jed-
nakze jest wysoce interesujgca i by¢ moze stanie sie podstawa dla nastepnych badan,
ktore pozwolg na petniejsze zrozumienie skomplikowanego metabolizmu bakteTii fo-
tosyntetycznych.

W pierwszej z dyskutowanych prac autor poréwnat réwniez metabolizm R. ru-
brum, Rhodopseudomonas spheroides i R. capsulatus na S$wietle, w warunkach tleno-
wych. Podczas, gdy w warunkach tych bakterie R. rubrum nie sg zdolne do pobie-
rania tlenu, R. spheroides i R capsulatus pobierajg tlen w iloSci 70°/0 w stosunku do
maksymalnego uzywania w ciemnosci.

Druga z omawianych prac pt. ,Wspo6tzawodnictwo miedzy metabolizmem zacho-
dzacym w Swietle i w ciemnos$ci u Rhodospirillum rubrum” miata na celu zbadanie
i iloSciowe okreslenie procesu fotosyntezy i oddychania w réznych warunkach os$wie-
tlenia |j dostepu tlenu. Przy stabym S$wietle i w obecnosci tlenu wspo6tzawbdnicza

Wykres 4. Wptyw 2,4-dwunitrofenolu

na rozktad kwasu L-jabtkowego w Wykres 5 Wptyw biekitu metyleno-
procesie oddychania i fotosyntezy wego na rozktad kwasu L-jabtkowego
R. rubrum w procesie oddychania iR rubrum

Objasnienia jak przy wykresie 3. Objasnienia jak przy wykresie 3.

pomiedzy soba dwa procesy: fotosynteza i oddychanie. Zuzywany substrat moze by¢
czeSciowo utleniony tlenem powietrza za poSrednictwem cytochromu i tzw. ,ciemnej
oksydazy" czesciowo za$ moze by¢ utleniony czynnikiem utleniajacym (OH) po-
wstatym z fotolizy wody za posrednictwem cytochromu i tzw. ,,foto-oksydazy". Aby
jednocze$nie okres$li¢ intensywno$¢ fotosyntezy i oddychania w réznych warunkach
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oSwietlenia i dostepu tlenu nalezy zmierzy¢ w tych warunkach zuzycie tlenu oraz
substratu.

Poniewaz zastosowanie w niniejszej pracy gazometrycznej metody Warburga
moze wzbudzi¢ szereg zastrzezen, autor przytacza te zastrzezenia,, ktéire mu sie na-
sunety i przeprowadza szczeg6towa nad nimi dyskusje.

1) Uchwycenie wspoétzawodnictwa pomiedzy fotosynteza a oddychaniem bytoby
niemozliwe, gdyby tlen byt zuzyty nie tylko do utleniania substratu, lecz TOwniez na
drodze fotooksydacji, redukcji czynnikiem redukujacym (H) lub w oddychaniu endo-
gennym. Istnienie fotooksydacji lub redukcji czynnikiem (H) autor wyklucza na tej
podstawie, iz silne oS$wietlenie hamuje prawie catkowicie pobieranie tlenu przez
R. rubrum.

Oddychanie endogenne moze by¢ ograniczone do minimum przez dwudniowe
gtodzenie komoérek.

2) Jednoczesna fotosynteza 'i oddychanie mogtaby zmieni¢ przebieg tego ostat-
niego procesu.

Dokonujagc pomiaru nie tylko pochtanianego tlenu i zuzywanego substratu, ale
i asymilowanego lub wydzielanego dwutlenku wegla oraz ilosci organicznego wegla
w pozywce po skonficzonym doswiadczeniu, autor stwierdzit, ze ogélna wymiana ga-
zowa jest sumg wymiany gazowej okresSlonej dla fotosyntezy i oddychania oddzielnie.
Wobec powyzszego oddychanie tlenowe w obecnosci fotosyntezy przebiega w sposob
niezmieniony.

3) Poniewaz przy stabym oSwietleniu fotosynteza jest ograniczona szybkoscig
absorpcji kwantow Swietlnych, a przy maltym dostepie tlenu oddychanie jest ograni-

Wykres 6. Wptyw biekitu metyleno- Wykres 7. Wptyw chlorku tréjfenylo-
wego na rozktad kwasu L-jabtkowego tetrazolu na rozktad kwasu L-jabtko-
w procesie oddychania i fotosyntezy wego w procesie oddychania R. ru-
R. rubrum brum
Objasnienia jak przy wykresie 3. Objasnienia jak przy wykresie 3.

czone szybko$cig dyfuzji gazu do komoérek, intensywno$¢ Swiatta i cisnienie tlenu sa
we wszystkich doswiadczeniach podane w uzaleznieniu od warto$ci wystarczajgcych
do nasycenia fotosyntezy i oddychania.

4) Przy matym dostepie tlenu nie ma pewnosci, ze jest on w réwnowadze z
nem rozpuszczonym w pozywce, tym bardziej, ze tlen rozpuszczony jest zuzywany

tle-
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przez bakterie. Poza tym poniewaz duza cze$¢ tlenu jest w czasie doSwiadczenia zu-
zyta (do 30°/0) dane odno$nie ci$nienia tlenu w poszczeg6lnych doswiadczeniach sa
Srednimi cisnienia zmiennego (malejacego).

Aby okiedli¢c wage ostatniego zastrzezenia autor oznaczat zuzycie substratu przez
bakterie przy réznym cisnieniu tlenu w procesie oddychania metodg W ar b u r-
ga, oraz metodg Benjamina R Petrie. W ostatniej metodzie dostep

tlenu do komoérek byt utatwiony, a staty prze-
ptyw mieszaniny gazow zapewnial niezmienne
ci$nienie tlenu. Wyniki otrzymane obu metodami
byty bardzo podobne co dowodzi, ze zastrzezenia
wymienione w ostatnim punkcie sg ma.o istotne.

5) W duzych granicach zmieniajacej sie in-
tensywnosci Swiatta cze$¢ komdrek jest dosta-
tecznie osSwietlona, cze$¢ za$ mniej lub wiecej
zacieniona. Wyrazem tego jest tagodny prze-
bieg krzywej obrazujacej zalezno$¢ zuzycia sub-
stratu od intensywnos$ci Swiatta (wykres 9). Wo-

C25- bec powyzszego autor podaje intensywno$é $wia-
tta tzw. $rednia, kazdorazowo wyliczong ze wzo-
ru:

. I §r
Wykres 8 Wptyw chlorku tréjfe- \VARY,
nylotetrazolu na rozktad kwasu oo i i .
- . Oznacza ona oS$wietlenie catej zawiesiny, gdy
L-jabtkowego w procesie oddycha- . A ) R
nia i fotosyntezie R rubrum. w Jedr_wstce objetosci dv intensywnos$¢ Swiatta
wynosi ly
Objasnienia jak przy wykresie 3 Intensywno$é $wiatta wystarczajgca do nasy-
cenia procesu fotosyntezy dla ,$redniej” bakterii
autor oznacza na wykresie 9. Jest to intensywno$¢, ktéra odpowiada punktowi prze-
ciecia sie dwuch przedtuzen, prostych czesci linii krzywej.
6) Nierébwnomierne os$wietlenie zawiesiny bakteryjnej moze spowodowaé pobie-

ranie tlenu przez komérki zacienione, mimo, ze intensywno$¢ $wiatta jest wystarczajgca

Wykres 9. Zuzycie substTatu w pro- Wykres 10. Zuzycie substratu w pro-
cesie fotosyntezy R. rubrum przy réz- cesie oddychania R. rubrum przy réz-
nej intensywnosci Swiatta nym ci$nieniu tlenu

do zupetnego wykluczenia oddychania tlenowego. Bigd wynikajacy z powyzszego
starat sie autor wyeliminowa¢ bioirgc do wszystkich oznaczen zawiesing o jednakowej
niewielkiej gestosci: 0,01 ml komdrek na ml zawiesiny.
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Pierwsze do$wiadczenia autora miaty na celu ustalenie intensywnosci S$wiatta
wystarczajgcej do nasycenia procesu fotosyntezy w warunkach beztlenowych, oraz
ustalenie ci$nienia tlenu wystarczajacego do nasycenia procesu oddychania tlenowe-
go w warunkach peinego zaciemnienia.

Tablica 3

Wyniki otrzymane z typowego dos$wiadczenia

ilos¢ fi moli
COawydzielona

Czas w min.

1o$¢ Mmoli 02
wymagany do

Naczynie | (e} R zuzyta na 10 )
zuz_yma 10 p moli substratu na 10 @ moli
ixmoli substratu substratu
1 0,165 0 600 0 2,7
2 0,165 0,42 200 8,0 9,8
3 0,165 0,83 135 9,5 11,3
4 0,165 4,2 128 9,8 11,2
5 0 4,2 128 11,5 12,6
6 zmienne 0 0 2,8
Tablica 4

Wyniki otrzymane z typowego do$wiadczenia

% substratu Ilo$¢ zuzytego Ilo$¢ zasymilo-
| C zuzytego substratu wanego w ciggu
w oddychaniu w ciggu godziny godziny

0,165 0 0 1,0 1,72
0,165 0,42 70 3,0 3,06
0,165 0,83 83 4,4 3,84
0,165 4,2 85 4,7 4,14
0 4,2 100 4,7 3,48
zmienne 0 0 4,9 8,43

Wyniki tych doswiadczen sg przedstawione na wykresie 9 i 10. Z wykreséw tych
wynika, iz maksymalna szybko$¢ zuzycia substratu w procesie fotosyntezy wynosi
4,9 umoli/godz. przy intensywnosci Swiatta powyzej 3,6 jednostek, przy czym nalezy
pamieta¢, ze 3,6 jednostek wystarcza dla $redniej" bakterii. Intensywno$¢ Swiatta
wystarczajagcego do nasycenia wszystkich bakterii musiataby wynosi¢ 6 jednostek.
Maksymalna szybko$¢ zuzycia substratu w procesie oddychania wynosi 4,7 n-mol/godz.
przy 24% powietrza w otaczajgcej atmosferze. Sposdéb interpretacji dalej otrzymanych
wynikéw autor omdéwit na jednym doswiadczeniu, ktérego wyniki przedstawione sg
na tablicy 3 i 4.

Doswiadczenie obejmowato sze$¢ roznych kombinacji o zmiennej intensywnosci
Swiatta i ci$nieniu tlenu. W czterech pierwszych naczyniach intensywno$¢ S$wiatta
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wynosita 0,6 jednostek czyli byta 0,165 razy wieksza od intensywnos$ci wystarcza-
jacej do nasycenia procesu fotosyntezy u ,Sredniej” bakterii. Wydaje mi sig, ze by-
toby prosciej powiedzieé¢, iz wynosita 16,5%> intensywnos$ci wystarczajacej do nasy-
cenia. Cisnienie tlenu w tych naczyniach byto nastepujace: 1) C = 0, 2) C — 042
czyli 0,42 razy ci$nienie wystarczajace do nasycenia .procesu oddychania, 3) C = 0,83,
4) C = 4,2. Naczynie piate byto trzymane w ciemnosci i w 100% ipowietrza, széste
w warunkach beztlenowych i parzy r6znych intensywnos$ciach Swiatta.

Na podstawie danych przedstawionych w kolumnie czwartej tab. 3 mozna zau-
wazy¢, dz przy stabym jednakowym os$wietleniu szybko$¢ zuzywania substratu wzrasta
wraz z coraz wiekszym dostepem tlenu. Poréwnujac za$ naczynie 34 i 5 widzimy, iz
przy peinym dostepie tlenu niezaleznie od tego czy bakterie sg stabo o$wietlone czy
nie szybkos$¢ zuzycia substratu jest taka sama. Na podstawie danych przedstawionych
w kolumnie pigtej wida¢ coraz wieksze zuzycie tlenu na 10 Mmoli substratu, ktére do-
chodzi az do peinej warto$ci zwigzanej wytacznie z oddychaniem, wynoszacej
11,5 Mmoli O2.

Roéwniez wydzielanie dwutlenku wegla zwieksza sie wraz z wzrastajgcym doste-
pem tlenu, précz jednego niewielkiego obnizenia wydzielania w naczyniu 4. Na pod-
stawie danych umieszczonych w tablicy 3 dla naczynia 5 i 6 autor utozyt dwa rowna-
nia dla oddychania i fotosyntezy:

a) Oddychanie
CH3 COOH + 1,15 02 — 1,26H2D + 1,26 C02+ 0,74 (CH2007)

b) Fotosynteza
CH3 COOH —» 0,28 HXD + 0,28 C02+ 1,72 (CH20068)

Dalej autor oblicza procent zuzycia substratu w procesie oddychania rozumujac

w sposéb nastepujgcy: jezeli zuzycie 10 usmoli octanu w procesie oddychania powo-
duje pobranie 11,5 //moli tlenu, to pobranie

8,0 /«noii tlenu jest zwigzane z zuzyciem

8
. X 10 czyli 7,0 moli substratu. Trzy pozo-

state «mole substratu musza by¢ zuzyte w pro-
cesie fotosyntezy. Wydzielanie dwutlenku we-
gla oparte na wyzej przytoczonych reakcjach
wynositoby: (7,0 X 1,26) + (3,0 X 0,28) = 9,6
,wmola co zgadza sie mniej wiecej z warto$cig
9,8 //mola otrzymang dos$wiadczalnie. W ko-
lumnie trzeciej tablicy 4 autor podaje procen-
ty zuzycia substratu w procesie oddychania
dla poszczegélnych naczyn. Poczatkowo wzra-

Wykres 11. Procent substratu zuzy-
tego w oddychaniu R. rubrum w za-
leznosci od ci$nienia tlenu przy réz-

nym o$wietleniu staja one bardzo gwattownie, przy intensyw-
Intensywno$¢ $wiatta nosci tlenu bliskiej intensywnos$ci wystarcza-
- —- 013 A A 061 jacej do nasycenia oddychania powoli. Stabe
O —o 0w A____A 0% Swiatto w naczyniu czwartym powoduje, iz
X- —X 031 O__ 0O 16 y ym p Je,
+ _+ o038 . x50 15% substratu zuzyte jest w procesie foto-
syntezy.

W kolumnie czwartej tab. 4 autor podaje catkowitg ilos¢ n-moLi substratu zuzyta
w ciaggu godziny. Dane te sg wyliczone z danych umieszczonych w kolumnie czwar-
tej tablicy 3. Liczba 4,9 dla naczynia szdstego, poniewaz jest zgodna z liczbg odczy-
tang na wykresie 3, musi oznacza¢ szybko$¢ zuzycia substratu przy S$wietle, ktérego
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intensywno$¢ wystarcza do nasycenia procesu fotosyntezy. Poréwnujac szybko$¢ zu-
zycia substratu w (procesie oddychania (naczynie 5) i fotosyntezy (naczynie 6) mozna
zauwazy¢, jiz w naczyniu 4 odpowiednia szybko$¢ powinna by¢ nieco wieksza niz
oznaczona.

W ostatniej kolumnie tablicy 4 podane sg ilosci ~-gatoméw wegla asymilowane-

go w ciggu godziny. lloSci te autor oblicza w sposéb nastepujgcy: Przy zuzyciu
10 /¢moli substratu, zawierajgcego 20 jigato-
moéw  wegla wydziela sie 9,8 /¢moli CO2,
a wiec ilos¢ wegla asymilowanego w czasie
200 minut wynosi 20 — 9,8 = 10,2 ugatomow,
w ciggu godziny 3,06 |ig. Warto$¢ 8,43 dla na-
czynia 6 zostata obliczona na podstawie row-
nania dla fotosyntezy.

Wszystkie wyniki przeprowadzonych po-
miaréw autor wykorzystat do odpowiednich
przeliczen jak i w wyzej przytoczonym przy-
ktadzie i przedstawit na wykresach. Wykres 12. Procent substratu zuzyte-

Wykres 11 obrazuje zalezno$¢ pomiedzy 90 W oddychaniu R. rubrum w zalez-
procentem zuzycia substratu w procesie oddy- hosci od intensywnosci $wiatta przy
chania a cis$nieniem tlenu przy réznych inten- réznym cisnieniu tlenu
sywnosciach S$wiatta. Wykres 12 obrazuje za-
lezno$¢ pomiedzy procentem zuzycia substratu w procesie oddychania a intensywnos-
cig Swiatta przy réznych ci$nieniach tlenu. Z powyzszych wykres6w wynika, iz im
wieksze jest cisnienie tlenu, tym wiekszy jest procent zuzytego substratu w odycha-
niu. Zalezno$¢ ta jest bardzo wyrazna dopd6ki ci$nienie tlenu jest mniejsze niz wystar-
czajace do nasycenia procesu oddychania przy catkowitym zaciemnieniu. Gdy cis$nie-

Wykres 13. Zuzycie substratu przez R. rubrum w zaleznosci od ci$nienia
tlenu przy rdéznej intensywnosci S$wiatta

Objasnienia jak przy wykresie 11

nie tlenu przekroczy powyzsza warto$¢, procent zuzycia substratu w oddychaniu za-
lezy jeszcze od ci$nienia tlenu, ale bardzo nieznacznie.

Zalezno$¢ te mozna zauwazy¢ wyrazniej na wykresie 12, z ktérego wynika, iz
przy intensywnos$ci S$wiatta pieciokrotnie przewyzszajacej intensywno$¢ wystarcza-
jaca do nasycenia fotosyntezy, oddychanie tlenowe w nikltym procencie zachodzi
jeszcze przy cis$nieniu tlenu C = 5, a przy cisnieniu C — 3 lub 1 juz nie zachodzi.

6 Postepy Biochemii
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Zalezno$¢ procentu zuzytego substratu w oddychaniu od intensywnos$ci $wiatta
widoczna jest dobrze na obu omawianych wykresach. Przy intensywnosci $wiatta
wzrastajagcej od 0 do 1, czyli do warto$ci wystarczajacej do nasycenia fotosyntezy.,
oddychanie tlenowe spada bardzo gwattownie, powyzej tej wartosci zuzycie sub-
stratu w oddychaniu zmniejsza
sie powoli, ale nawet przy duzym
dostepie tlenu jest stosunkowo
nieznaczne.

Na wykresie 13 autor przed-
stawit zalezno$¢ pomiedzy catko-
witym zuzyciem substratu a ci-
$nieniem tlenu przy réznej inten-
sywnos$ci Swiatta. Z wykresu tego
wynika, iz dopdki cisnienie nie
przekroczy warto$ci wystarczaja-
cej do nasycenia procesu oddy-
chania w ciemnosci, wzrost ci-
$nienia tlenu powoduje szybki
wzrost zuzycia substratu. Jednak-
ze dzieje sie tak w warunkach
zaciemnienia lub przy stabym

Objasnienia jak przy wykresie 11 dostepie $wiatta. Im $wiatto jest
silniejsze, tym zalezno$¢ pomie-
dzy catkowitym zuzyciem substratu a cisnieniem tlenu mniejsza. Gdy intensywnos$¢
Swiatta przekroczy warto$¢ wystarczajagca do nasycenia procesu fotosyntezy, zuzycie
substratu jest od poczatku wieksze niz maksymalne do oddychania, przy wzroscie
ci$nienia tlenu poczatkowo je-
szcze wzrasta, lecz gdy C prze-
kroczy 0,25 utrzymuje sie na sta-
tym poziomie Ilub nawet opada.
Po przekroczeniu przez ci$nienie
tlenu wartosci C = 1 zuzycie sub-
stratu jest prawie catkowicie za-
lezne od S$wiatta. Pewne zmniej-
szenie zuzycia substratu przy sil-
nym os$wietleniu i duzym cisnie-
niu tlenu autor ttumaczy w dy-
skusji mozliwoscig zatrucia pro-
duktami fotooksydacji.

Prosze sobie jednak przypom-
nie¢, iz autor zastrzegt uprzednio,
ze fotooksydacja nie wystepuje
u R. rubrum (gdyby wystepowata
nie mozna by na podstawie zuzy-
cia tlenu ustali¢ stosunku pomig- Objadnienia jak przy wykresie 11
dzy oddychaniem a fotosyntezg).

Jezeli nawet fotooksydacja u R. rubrum jest minimalna, a przy ci$nieniu tlenu prawie
zadna, zagadnienie jej wystepowania powinno by¢ blizej opracowane.

Wykresy 14 i 15 przedstawiajg wptyw roznej intensywnos$ci $wiatta oraz wzra-
stajgcego ci$nienia tlenu na zuzycie substratu w oddychaniu i fotosyntezie. Wykresy

Wykres 14. Zuzycie substratu w procesie oddy-
chania R. rubrum w zalezno$ci od cisnienia tlenu
przy roéznej intensywnos$ci S$wiatta

Wykres 15. Zuzycie substratu w procesie foto-
syntezy R. rubrum w zaleznosci od ci$nienia
tlenu przy réznej intensywnos$ci Swiatta
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te sg jakgdyby rozhiciem wykresu 13 z wykorzystaniem danych okres$lajgcych pro-
cent zuzycia substratu w oddychaniu i w fotosyntezie w réznych warunkach S$wietl-
nych i tlenowych. Wynika z nich ogélny wniosek, podkreslony przez autora w dyskusji,
iz badane bakterie chetniej wykorzystujag substrat w fotosyntezie niz w oddychaniu

tlenowym.

Wykres 16. Asymilacja wegla przez R rubrum w zaleznosci od
ci$nienia tlenu przy roznej intensywnos$ci S$wiatta
Objasnienia jak przy wykresie 11

Przy silnym S$wietle, nawet, gdy cisnienie tlenu jest duze, zuzycie substratu w od-
dychaniu jest minimalne. Odwrotnie, nawet przy duzym ci$nieniu tlenu, a do$¢ stabym
Swietle juz zachodzi fotosynteza. Mozna to zrozumie¢ biorgc pod uwage wyniki badan
Kamena i Vernon a iz fotooksydaza" bio-
rgca udziat w fotosyntezie jest bardziej aktywna
niz ,ciemna oksydaza" biorgca udziat w oddy-
chaniu tlenowym.

Wykres 16 rézni sie od wykresu 13 tym, iz
zamiast danych dotyczacych zuzycia substratu
zawiera dane odnos$nie catkowitej asymilacji weg-
la. Poniewaz zuzycie substratu w fotosyntezie
zwigzane jest z duzo wiekszg asymilacjg wegla
niz zuzycie substratu w oddychaniu, w obecnosci
Swiatta warto$ci rc sa duzo wieksze niz warto-
ci r. Na wykresie 16 wida¢ jeszcze silniejszy
wptyw fotooksydacji niz na wykresie 13.

Juz w 1948 r. A. Manten sformutowat hi-
poteze, iz fotoaktycznej reakcji Rhodospirillum
rubrum towarzyszy spadek intensywnos$ci foto-
syntezy. Hipoteza ta zostala potwierdzona bada-
niami Thomasa (1950) i Clay tona (1953).
W nastepnych swych pracach Clayton rozwingt hipoteze Man ten a i podal ja
w sposéb nastepujacy: poniewaz reakcje taktyczne wykazujg przystosowania sie, musza
by¢ one zwigzane z pewnym przej$ciowym zakléceniem towarzyszacym nagtemu spad-
kowi intensywnos$ci metabolizmu.

Gdyby hipoteza ta byta prawdziwa moznaby byto okresli¢ specyficzny iwigzek,

Wykres 17. Uzaleznienie intensyw-
nosci metabolizmu od cis$nienia
tlenu przy réznym oSwietleniu.
Wykres oparty na obserwacjach
reakcji taktycznych R rubrum

*9
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«ktéry po przekroczeniu krytycznego stezenia wywotuje reakcje taktyczne. W trze-
ciej z dyskutowanych prac mimo, iz nie udato sie jeszcze autorowi znalezé wyzej wy-
mienionego zwigzku, jednakze przedstawit on szereg danych przemawiajgcych za
stusznoscig swej hipotezy.

Bakterie, ktérych reakcje taktyczne autor obserwowal,, umieszczone byty w zamk-
nietej komorze o statlej temperaturze, oSwietlone zmieniajagcym sie, lecz kontrolowa-
nym $wiattem. Swiatto przed dojéciem do bakterii przechodzito przez szkietko pokryte
aluminium. CzeSciowe usuniecie aluminium pozostawito cze$¢ szkietka w ksztatcie
krzyza, nieostonieta. Cze$¢ ta przepuszczata o 20%> wiecej Swiatta niz pozostatosé.
Aby méc obserwowaé jednoczes$nie fotosynteze autor zabarwit zawiesine bakteryjna
czerwienig fenolowa, ktora na skutek wzrostu alkalicznosci pozywki zmieniata swe
zabarwienie. Przy odpowiednim dobraniu buforéw autor mégt odczyta¢ zmiany pH
do 0,2. Alkalizowanie pozywki byto powodowane uwalnianiem sie jonéw sodowych
z zuzywanego substratu.

Na irys. 1 przedstawiona jest reakcja bakterii na tlen wprowadzony w pecherzy-
ku powietrza w zmiennych warunkach S$wietlnych. O ile przy catkowitym zaciemnie-
niu bakterie wykazujg bardzo silng pozytywng aerotaksje, w miare co raz silniejsze-

$wigtTo silne
jJU pecherzyk
powietrza
bez $wiatta Swiatto sTabe
Swiatto Srednie
Swiatto silne $wiatto bardzo
silne Swiatlo silne Swiatto bardzo
Rys. 1 Aerotaksja R. rubrum silne
przy réznej intensywnosci Rys. 2. Wptyw tlenu na foto-
Swiatta taksje R. rubrum

go osSwietlenia aerotaksja pozytywna przechodzi w negatywna. W S$wietle posrednim
bakterie ustawiajg sie w pewnej odlegtosci od pecherzyka powietrza tworzac jakby
tuk, tzw. wstege w ksztalcie spirillum. Przesuwanie sie bakterii jest odwracalne,
a ich ustawienie charakterystyczne dla danej intensywno$ci Swiatta zachodzi w ciagu
kilku sekund. j

Na rys. 2 przedstawiona jest reakcja bakterii na S$wiatto,, oiraz wptyw tlenu wpro-
wadzonego w pecherzyku powietrza na fototaksje. W warunkach beztlenowych foto-
taksja jest wytacznie pozytywna. Po wprowadzeniu na koncu oS$wietlonej silniej linii
pecherzyka powietrza nastepuje zanik fototaksji, ktéra jest jakgdyby maskowana
przez aerotaksje pozytywng lub negatywng zaleznie od oS$wietlenia catkowitego.

Na podstawie przeprowadzonych obserwacji autor okreslit dla R. rubrum trzy cha-
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Tablica 5
Charakterystyczne intensywnos$ci S$wiatta dla R mb/rum w obecnosci réznych
substratow
Ilos¢
Substrat przeprow. iim la/ls
oznaczeh
kwas octowy 13 1,3 0,7
kwas propionowy 4 4,2 0,8
kwas mastowy 3 1,5 0,6
kwas walerianowy 3 1,7 0,6
kwas kapronowy 3 1,7 0,7
kwas jabtkowy 3 17 0,9
kwas bursztynowy 3 1,9 1,0
kwas fumarowy 3 1,8 1,0
kwas mlekowy 3 1,3 0,7
Tablica 6

Wptyw chemikalii na reakcje taktyczne i metabolizm iR rubrum w obecnosci
kwasu L — jabtkowego

Swiatto i war. Swiatto i war.
beztlenowe tlenowe
. aero-

Fototaksja  asymi- utlenia- taksja asymi- utlenia-
lacja nie sub- lacja nie sub-
wegla stratu wegla stratu

Bitekit 0 + + + + + +
metylenowy 0,2 — — — + + +
Mol X 10-3 0,5 —_ —_ —_ + + +

1,0 — — — — — -f
Tetrazol 0,2 + + + + + +
Mol X 10-3 05 + + + + + +

1,0 — — — — — +
Dwunitrofenol 0,2 + + + + +
Mol X 10“3 0,5 + + + +

1,0 + i + + + +

rakterystyczne intensywnos$ci S$wiatta: wystarczajgcg dla nasycenia procesu fotosyn-
tezy — IS®, dla nasycenia fototaksji I1S* oraz intensywno$¢ przy ktérej nastepuje przej-
Scie aerotaksji pozytywnej w negatywng. Intensywnos$ci te wahaty sie w rdéznych
doswiadczeniach do 50%, ale stosunki pomiedzy nimi w obecnos$ci tego samego sub-
stratu byty bardziej state (wahania do 20%). Zostaly one przedstawione na tablicy 5.
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Przed omoéwieniem tej tablicy chciatabym tylko zauwazy¢, jiz wahania w charaktery-
stycznych intensywnos$ciach $wiatta ttumacza brak ilosciowych okreslen pizy rys. 1li2
Z danych przedstawionych na tablicy 5 widaé, iz niezaleznie od substratu uzywanego
w doswiadczeniu intensywno$¢ $wiatta wystarczajaca dla nasycenia fototaksji jest
wieksza niz wystarczajagca do nasycenia fotosyntezy. Stosunek pomiedzy nimi jest
wyjatkowo duzy przy kwasie propionowym. Swiatto wywotujace przejécie aerotaksji
pozytywnej w negatywna jest na ogdt najstabsze.

Na tablicy 6 autor przedstawit wptyw biekitu metylenowego, chlorku tréjfenylc-
tetrazolu i dwunitrofenolu na reakcje taktyczne i metabolizm R. rubrum. W kolumnach
odnoszacych sie do fototaksji i aerotaiksji znak ,+ " oznacza silnie zaznaczong reakcje

taktyczna, , + stabe nagromadzenie bakterii ,— brak reakcji taktycznej. W ko-
lumnach odnoszacych sie do asymilacji wegla i zuzycia substratu znak ,,+ “ oznacza
intensywno$¢ procesu wiekszg niz dziesigta cze$¢ maksymalnej intensywnosci, ,z"
intensywno$¢ pomiedzy zero a dziesigta czescia maksymalnej, —" brak asymilacji

czy tez zuzycia substratu. Asymilacja i zuzycie substratu podane sg na Swietle w wa-
runkach beztlenowych i na Swietle w warunkach tlenowych. Z wynikéw przedstawio-
nych na tablicy 6 wynika, iz te same stezenia stosowanych czynnikéw chemicznych,
ktéore hamujg asymilacje wegla, hamujg réwniez reakcje taktyczne.

W obszernej dyskusji dotgczonej do pracy trzeciej autor omawia szczegbétowo
uzyskane i przedstawione wyniki. Na podstawie danych znajdujgcych sie w tablicy 6
moznaby byto wnioskowaé, iz ireakcje taktyczne R. rubrum sg wywotywane reakcja
biorgcg udziat w procesach anabolicznych. Nalezy jednak wzda¢ pod uwage, iz w obec-
nosci stosowanych zwigzkéw proces utleniania jest do pewnego stopnia zmieniony.
Gdyby na skutek tej postulowanej zmiany byto zahamowane przenoszenie energii na
procesy anaboliczne, asymilacja bytaby zahamowana jednocze$nie z ustaniem reakcji
taktycznych niezaleznie od tego czy reakcje te bytyby wywotane procesami anabo-
licznymi czy normalnym utlenianiem. Wobec powyzszego trzymajgc sie narazie hipo-
tezy, iz reakcje jtaktyczne R. rubrum zwigzane isg ze spadkiem intensywnos$ci metabo-
lizmu autor rozwaza z tego punktu widzenia ogé6lne wnioski wyciagniete z obserwacji
reakcji taktycznych. Sa one nastepujace:

1) Przy stabym lub $rednim os$wietleniu wystepuje fototaksja pozytywna (reakcja
na spadek os$wietlenia).

2) Niezaleznie od warunkéw nigdy nie zachodzi fototaksja negatywna (reakcja
na wzrost o$wietlenia).

3) Gdy cis$nienie tlenu przekroczy warto$¢ krytyczng nastepuje zanik fototaks”.

4) Przy catkowitym zaciemnieniu i w stabym Swietle wystepuje pozytywna aeio-
taksja (reakcja na spadek ci$nienia tlenu).

5) Przy $rednim os$wietleniu bakterie tworza wstege w ksztalcie ,spirillum" (reak-
cja na wzrost lub spadek ci$nienia tlenu).

6) Przy silnym $wietle wystepuje aerotaksja negatywna (reakcja na wzrost cis$nie-
nia tlenu).

Aby wyzej przytoczona hipoteza byta stuszna pierwsze trzy obserwacje wymagaja
spadku intensywnos$ci metabolizmu (t. zn. tego procesu metabolicznego, ktéry jest
zwigzany z wystepowaniem reakcji taktycznych) wraz ze zmniejszajgcg sie intensyw-
noscig S$wiatta we wszystkich warunkach. Spadek ‘'ten musiatby by¢ maty lub zaden
przy ci$nieniu tlenu powyzej jego krytycznej koncentracji. Zgodnie z obserwacjg
czwartg w ciemnoisci i w stabym S$wietle intensywno$¢ metabolizmu musiataby spadaé
wraz ze spadkiem ci$nienia tlenu,, a zgodnie z obserwacjg széstg w silnym Swietle
intensywnos$¢ ta spadataby wraz ze wzrostem ci$nienia tlenu. Wedtug obserwacji
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pigtej przy S$rednim o$wietleniu intensywno$é metabolizmu powinna by¢ maksymalna,
gdy cisnienie tlenu ma wartosci posrednie. Zaréwno wzrost jak i spadek ci$nienia
tlenu powinien w tych warunkach powodowaé¢ spadek intensywno$ci metabolizmu.

Wymienione zaleznos$ci pomiedzy intensywnos$cig metabolizmu a ci$nieniem tlenu
przy réznym os$wietleniu zostaty w sposéb schematyczny przedstawione na wykresie 17.
Poréwnujac wykresy 13i 16 z wykresem 17 autor stwierdza, iz przebieg krzywych przed-
stawionych na wykresie 16 jes>t podobny do przebiegu krzywych przedstawionych
na wykresie 17 z czego wynika, iz zamiast méwi¢ o metabolizmie og6lnie moznaby
reakcje taktyczne uzalezni¢ od asymilacji wegla.

Pozostaje do wyjasnienia jedynie brak zbieznosci krzywych na wykresie 16 przy
wiekszych ci$nieniach tlenu. Powyzszg trudno$¢ autoir ttumaczy zahamowaniem reakcji
taktycznych na skutek proceséw fotooksydacji, ktore nie wywierajg wptywu na me-
tabolizm. Jednakze, gdy przypomnimy sobie dyskusje na temat przebiegu krzywych
na wykresie 16 przeprowadzong przez autora w poprzedniej pracy, pewne ich pochy-
lenie przy wyzszych ci$nieniach tlenu autoir ttumaczyt wiasnie fotooksydacjg. Wyni-
katoby z tego wbrew ostatniemu twierdzeniu autora, ze fotooksydacja dziata hamujgco
i na reakcje taktyczne i na asymilacje, jednakze na asymilacje stabiej. Zgodnie z wy-
mieniong juz uwaga na temat zagadnienia fotooksydacji, po raz drugi nasuwa sie
konieczno$¢ blizszego jej opracowania.

W dalszym ciggu dyskusji autor rozwaza, ktoéry zwigzek biorgcy udziat w meta-
bolizmie moégtby wywotywaé bezposrednio reakcje taktyczne. Zwigzkiem tym maogiby
by¢ kwas tiooktanowy, wzglednie decydujacy wptyw miatby stosunek jonéw zelazo-
wych do zelazawych w cytochromie lub innym podobnym zwigzku Byta juz o tym
mowa we wstepie do niniejszej dyskusji. Jednakze do,piero nastepne prace wyswietlg
ten interesujacy problem.
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KOMUNIKATY POLSKIEGO TOWARZYSTWA
FIZJOLOGICZNEGO

Sprawozdanie z Konferencji Polskiego Towarzystwa Fizjologicznego na temat
fizjologii zatoki szyjnej i histaminy*
(Lublin, dnia 27 — 28. X 1955 r.)

Otwarcie Konferencji poprzedzito stowo wstepne przewodniczagcego Oddziatu lu-
belskiego PTF kol. W. H ot o b u t a oraz krétkie zagajenie prezesa Zarzadu
Gtéwnego PTF kol. T. Baranowskiego.

Pierwszy dzien obrad prowadzonych pod przewodnictwem prof. Fr. C z u b a 1
skiego poswiecony byt fizjologii zatoki szyjnej z referatem gtéwnym Kol. W. H o-
tobuta po ktérym wygtoszone zostaly cztery pokrewne referaty problematycznie.

W. Hotobut: Fizjologia zatoki szyjnej. We wstepnej czesci referatu au-
tor podaje historie poznawania czynnos$ci zatoki szyjnej, podkreslajac znaczenie daw-
nych prac Czerniaka, Heringa oraz J. P. i C. Heymansow. Nastepnie
przechodzi autor do bardziej szczegétowego omodwienia na tle zebranej wspdiczesnej
literatury obcej, oraz danych dosSwiadczalnych witasnych i swych wspdipracownikow
roli chemorecepcji kitebka (glomius carotieum), oraz mechano-recepcji $ciany zatoki

szyjnej.

Omawiajagc zagadnienia chemorecepcji kiebka autor przytacza klasyczne do$wiad-
czenia C. Heymansa iwsp6tpracownikéw, oraz u.v. Eulera itowarzyszy
wyjasniajace role hipoksemii i hiperkapnii jako adekwatnych bodZcéw dla odrucho-

wego mechanizmu regulujacego na tej drodze oddychanie. Prof. Hotobut pod-
dat ocenie wzajemny stosunek odruchowej chemoreceptywnej komponenty regulu-
jacej oddychanie do komponenty regulujacej je na tle automatycznej czynnos$ci osrodka
oddechowego.  Nastepnie autor omawia efekt szeregu S$rodkéw farmakologicznych
dziatajagcych na narzad krazenia i oddechowy poprzez chemoreceptory kiebka szyjnego
(lobelina, acetylocholina, nikotyna, cjanki, $rodki analeptyczne). Nieco dtuzej autor
zatrzymuje sie nad wykrytym przez siebie dziataniem histaminy na kiebek szyjny,
dokonujac analizy mechanizmu tego dziatania. Zdaniem autora histamina obniza ci$nie-
nie tetnicze krwi, oraz hamuje ruchy oddechowe dodatkowo jeszcze przez bezpos$redni
wplyw na chemoreceptory, o czym $wiadczg dosSwiadczenia z perfuzjg izolowanej zatoki
szyjnej, oraz wzmozona \mpulsacja z nerwéw Heringa, obserwowana w czasie
zapasci histaminowej. Mechanizm powyzszego odruchowego dziatania histaminy po-
lega na czynnym rozszerzeniu tetnic obwodowych, o czym $wiadcza pomiary ruchu
krwi dokonane metodg Cy bu lsikiego-K1lisieckiego Przy kofcu tej
cze$ci referatu omoéwione zostaja najwazniejsze teorie, dotyczace istoty pobudzenia
chemoreceptoréw.

Druga cze$¢ referatu dotyczy tu odruchowej czynnos$ci wywotanej mechanore-
cepcja zatoki szyjnej. W czesci tej uwzgledniono fakty uzyskane przez prof. H o-

*) Na podstawie uchwaly Sekretariatu Naukowego Wydziatu Il PAN ,,Postepy Biochemii*
z numerem biezacym przejmuja druk przegladowych i sprawozdawczych materiatéw Polskiego
Towarzystwa Fizjologicznego (Redakcja ,,Postepéw Biochemii®).

7 Postepy Biochemii [385]
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tobuta i W. Stazke dotyczagce poznania hemodynamicznej strony zjawisk
zachodzacych przy odruchach depresyjnych i presyjnych zatoki szyjnej, Pomiarami
szybkos$ci ruchu krwi w tetnicach, oraz pomiarami objeto$ci wyrzutowej serca stwier-
dzono ostabienie czynno$ci serca i rozszerzenie naczyn obwodowych w odruchach
depresyjnych zatoki,, za$ przeciwne efekty w odruchach presyjnych, jak np. w odru-
chu okluzji obu tetnic szyjnych wspdélnych. Koncowa cze$¢ referatu zawiera omowie-
nie wiasciwego, adekwatnego bodzca dla mechanoreceptorow, jakim wydaje sie by¢
nie sam wzrost ci$nienia w zatoce, lecz rozcigganie i op6r na to rozcigganie kurczli-
wych i elastycznych elementéw $cian zatoki.

W. S tazk a (Zaktad Fizjologii Akad. Med. Lublin) moéwit o ,,Pobudliwosci
odruchowej zatoki szyjnej przy r6znych cisnieniach“. W 15 dosSwiadczeniach, prze-
prowadzonych na psach w narkozie ewipanowej, podnoszono ci$nienie wewnatrz izo-
lowanej i unerwionej zatoki szyjnej przy pomocy systemu perfuzyjnego od zera do
roznych wysokosci. Obserwowano zawsze depresje cisnienia tetniczego.  Wartosci
progowe ci$nienia wewnatTzzatokowego wynosity od 74—90 mm Hg. Czuto$¢ odruchu
depresyjnego byta najwieksza w zakresach ci$nienia normalnego oraz dodatkowo
jeszcze w zakresie od 200—-240 mm Hg. Krzywa wykresu jest w tych miejscach naj-
bardziej stroma.

Depresyjny odruch zatoki szyjnej, zabezpieczajgcy stato$¢ ci$nienia krwi,, ma dwu-
stopniowy charakter, jaki umozliwia z jednej strony czute niwelowanie zmian ci$nie-
nia, zachodzacych w obrebie wartosci fizjologicznych, jak réwniez z drugiej strony
nadmiernie wysokich. W wiekszo$ci wypadkow depresje ci$nienia zachodzity bez
zwolnienia akcji serca.

Co sie tyczy zaleznosci reakcji oddechowych od stopnia podraznienia baiore-
ceptoréw, to warto$¢ progowa cisnienia wewngatrzzatokowego dla zmian oddychania
wynosita od 90—100 mm Hg. Jest zatem wyzszg od warto$ci progowej dla efektu
depresyjnego w narzadzie krazenia. UpoSledzenie oddychania uzewnetrzniato sie po-
czatkowo tylko zmniejszeniem amplitudy przy niskich i $rednich cisnieniach, za$ przy
ci$nieniach powyzej 200 mm Hg wystepowato catkowite zahamowanie ruchéw odde-
chowych.

W dyskusji nad referatem Kol. Hano zwré6cit uwage, ze jego zdaniem nie ma
dotychczas mozliwosci metodycznych odrdéznienia reakcji mechano- od chemorecep-
cyjnych. Kol. Kaulbersz, polemizujagc z Kol. Hano, przytacza liczne dowody
z piSmiennictwa, S$wiadczace o istnieniu wyraznej réznicy miedzy chemo-, a mecha-
norecepcja. Odnos$nie referatu W. H ot o b uta wyraza przypuszczenie, ze roz-
strzygniecie zagadnienia wptywu histaminy na zatoke szyjng bedzie zalezato od dal-
szych badan pragdéw czynno$ciowych w poszczegdélnych widknach nerwu Heringa.

Kol. Gutowsk.i podkresla znaczenie stanu czynnosciowego o$rodkéw na-
czynioruchowych w ksztattowaniu sie reakcji zatoki szyjnej, przy czym zwraca uwage
na staranno$¢ technicznego wykonania dos$wiadczen pracy H ot o b uta
i Stazk.

Kol. Szabuniewicz polemizuje zarébwno z wypowiedziami Kol. H a n o,
jak rowniez omawia krytycznie prace S t g z k i, podnoszac znaczenie roli ela-
stycznosci w reakcjach uzyskanych przy wzro$cie ciSnienia w zatoce szyjnej.

Kol. W alawski porusza zagadnienie roli elementéw Kkurczliwych i sprezy-
stych zatoki szyjnej w reakcjach przez nig wywotywanych. Obserwowany w dos$wiad-
czeniach Kol. Hotobuta wzrost amplitudy serca, jaki wystepuje przy odruchu
okluzji uwaza Kol. W a la w s k i za wyraz og6lnej adaptacji,, kragzenia, gdyz po-
dobne zmiany akcji serca zachodzag, gdy przez zaciskanie duzych zyt ograniczony jest
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doptyw krwi do serca. Ponadto Kol. W a la w s k i podnosi fakt, stwierdzenia du-
zej czutosci zatoki szyjnej na wysokie ciSnienia w doswiadczeniach S t g z k |,
czego jego zdaniem w warunkach klinicznych u ludzi sie nie spostrzega.

Kol. Hotobut w odpowiedzi przyznaje stuszno$¢ i znaczenie uwag dysku-
tantéw, udziela wyjasnien odnos$nie roli sprezysto$ci w ireakcjach zatoki szyjnej oraz
podkre$la mechanizm odruchowy, jaki zachodzi w zjawisku wzrostu amplitudy serca
przy zaci$nieciu tetnic dogtowowych.

Kol. St g z k a odpowiadajac podaje uzupetniajgce dane odnos$nie ukrwienia
ktebka szyjnego, oraz znaczenie pulsujgcych bodzcéw na zatoke, jako najbardziej
czutych.

T. Jacyna-Onyszkiewicz i W Hotobut (I Klinika Chirur-
giczna Akad. Med. i Z. Fizjologii Akad. Med. Lublin) przedstawiajg prace p. t. Zmia-
ny pobudliwo$ci odruchowej zatoki szyjnej w operacjach
chirurgicznych.

Autoirzy badali wptyw mechanizméw odruchowych, wyzwalanych z zatoki szyjnej,
w zakresie krazenia i oddychania w czasie zabiegéw operacyjnych, wykonywanych
w okolicy rozwidlenia tetnicy szyjnej wspolnej, jak wole, torbiel skrzelopochodna itp.

Ponadto z drugiej grupy chorych badano pobudliwo$¢ zatoki szyjnej na bodziec
mechaniczny w czasie réznych typowych operacji chirurgicznych jamy brzusznej
i konczyn.

W pierwszej grupie chorych u znacznej wiekszosci tj. w 15-tu przypadkach na 22,
stwierdzono, ze delikatne draznienie mechaniczne $cian zatoki szyjnej (pocigganie
pincetg, lub ucisk palcem) wywotuje nieznaczny spadek ci$nienia i zwolnienie tetna,
a wzrasta ilo$¢ oddechow.

Po blokadzie zatoki jedno-procentowa nowokaing wzrastajg wyraznie wskazniki
ci$nienia krwi, tetna i oddechéw, zmiany te utrzymujg sie okoto 30 min. Powtérne
draznienie mechaniczne po blokadzie zatoki nie wywotuje juz wyrazniejszych efektéw
depresyjnych.

Autorzy uwazaja, ze zmiany w zakresie krazenia i oddychania pod wptywem
bodzca mechanicznego sa wyrazem wypadkowej obu sktadowych odruchu zatoki szyj.
nej, mechano- i chemorecepcji. W zakresie oddychania przewaza wyraznie sktadowa
chemorecepcji, w zakresie krazenia przewaza nieznacznie sktadowa barorecepcji, po-
niewaz efekty depresyjne sg tlumione przez zamaskowane efekty presyjne napedu
chemoreceptorowego. Depresyjna rola odruchu barareceptownego ujawnia sie w catej
petni dopiero po wytgczeniu jego drogg nowokainowej blokady zatoki: wskazniki
ci$nienia, tetna i oddechéw wydatnie wzrastajag. Nietypowy przebieg reakcji odru-
chowej zaréwno na bodziec mechaniczny, jak i blokade nowokainowg u nielicznych
chorych tej grupy, autorzy ttumaczg dziataniem réznych czynnikéw, mogacych wpty-
wa¢ na krazenie i oddychanie jak: wptywy emocjonalne, zmieniona wrazliwo$¢ na
Srodek znieczulajgcy, wptyw premedykacji, czynnik hormonalny i inne.

U drugiej grupy chorych w czasie operacji wykonywanych w miejscu odlegtym
od zatoki (przepuklina, zylaki itp.) badano zachowanie sie krazenia i oddychania po
zastosowaniu bodZzca mechanicznego, ucisk palcem, nieodstonietej zatoki szyjnej. Spo-
§rod 15 chorych wyrazny efekt depresyjny wystapit u 7-miu chorych, u 4-ch efekt
ten byt znikomy, a u pozostatych 4-ch catkowicie przeciwny. Wiekszg rozbiezno$¢
wynikoéw tej grupy autorzy ttumaczg trudnos$cig kontroli bodZca mechanicznego pod
wzgledem jego wybiérczej doktadnosci w uzywanym w klinice sposobie badania.
Autorzy w krotkim rysie dajg przeglad dotychczasowych préb wykorzystania pobu-
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dliwosch odruchowej zatoki szyjnej w celach leczniczych, iprzede wszystkim we wstrza-
sie i dusznicy bolesnej, dajgc krytyczng ich ocene.

Na podstawie swoich badan klinicznych autorzy uwazajg, ze do préb leczniczych
wywotania efektu depresyjnego drogg mechanicznego ucisku palcem nalezy odnies¢
sie z duzg rezerwg. Natomiast blokade nowoikainowa zatoki szyjnej w czasie operacji
wykonywanych w jej okolicy (okolica wstrzgsorodna) uwazajg za postepowanie celo-
we i godne polecenia, jako sposob zabezpieczajacy przed wstapieniem wstrzasu.
W dyskusji Kol. Czarnecki zwraca uwage na to, ze receptory zatoki szyjnej
sg wrazliwe na dziatanie farmakologicznych $rodkéw znieczulajgcych. Silniejsze dzia-
tanie znieczulajace od nowokainy posiada antistina ktéra okazata sie, jak wykazaty
badania Czarneckiego, Kiersza i Mietkiewskiego, sku-
tecznym $rodkiem zwalczajacym wstrzgs barwikowy. Ogdlna hipotermia ustroju we
wtasnych doswiadczeniach na psach obnizata wrazliwo$¢ receptoréw zatoki szyjnej
w spos6b widoczny dopiero po obnizeniu temperatury 0l6—7° a catkowite zniesienie po-
budliwoéci zachodzito po obnizeniu o 9—10°.

J. Suchanek (Z Fizjologii Ak. Med. Krakow) moéwit o zmianach w obra-
zie .morfologicznym krwi po obustronnymodnerwieniu zatok
szyjnych (sinus caroticus).

Autor odnerwiat zatoki szyjne u pséw sposobem Czernikdéw «kiego,
oiraz dodatkowo smarowat $ciany odstonietych tetnic w okolicy zatoki 10 proc. roztwo-
rem fenolu.

Wptyw obustronnego odnerwienia zatok szyjnych na obraz morfologiczny krwi
wyrazat sie poczatkowo  obnizeniem iloSci krwinek czerwonych i hemoglobiny
o 20 — 28 proc. warto$ci wyjsciowych, nastepnie raptownym ich wzrostem, docho-
dzagcym w drugiej potowie miesigca do 20 proc. poziomu przedoperacyjnego. Ta
zwiekszona ilo$¢ czerwonych (krwinek i hemoglobiny utrzymywata sie przez okres 3
miesiecy. Rownocze$nie obserwowano sipadek ilosci retikulocytow w pierwszym ty-
godniu po odnerwieniu obu zatok, a nastepnie gwattowny wzrost ‘ich ilosci pomiedzy
8 — 11 dniem. W drugiej potowie miesigca zawarto$¢ retikulocytéw powracata do
noTmy. Wyniki zaobserwowane nie maja charakteru zmian, zwigzanych z przebiegiem
choroby pooperacyjnej.

W dyskusji Kol. Czubalski stwierdza, ze praca jest ciekawa, jednak jego zda-
niem wymaga petniejszej analizy mechanizmu dziatania.

Kol. W a law s k i wyraza watpliwo$é, czy zmiany we krwi obserwowane
przez autora sa wynikiem odnerwienia zatoki szyjnej,, ktora jest tylko drobnym frag-
mentem w mechanizmach regulacyjnych czynnosci szpiku kostnego.

Kol. M a$1in3k i podkres§la metodyczng doktadno$¢ przeprowadzonych przez
autora badan, niemniej jednak uwaza, ze badania powinny byé uzupetnione przy po-
mocy hematokrytu gdyz nVe mozna wykluczy¢ ewentualnego stanu zageszczenia krwi
na .skutek diugotrwatych zmian powstrzagsowych.

Kol. Szabuniewicz uwaza, ze fakty uzyskane przez autora nalezy uzna¢
za realne.

Kol. Kaulbersz wyjasnia mechanizm obserwowanej erytrocytozy na drodze
hipoksemii wywotanej odnerwieniem zatok szyjnych.

Kol. Suchanek wyjasnia, ze Teferat jego ma charakter doniesienia tymcza-
sowego, oraz, ze badania bedg w dalszym Ciggu prowadzone.

J. Rybacki (Z Fizjologii Ak. Med. Lublin) przedstawit prace p. t. ,Wptyw
odnerwienia zatoki szyjnej na obraz zapas$ci p©histamino-
wej".
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W 27 doswiadczeniach, przeprowadzonych na psach, podawano histamine w daw-
kach 0,3 — 1 mg dozylnie, lub do obu tetnic dogtowowych jednocze$nie, w warunkach
zachowanego, wzglednie zniszczonego unerwienia zatok szyjnych. W przypadkach in-
jekcji histaminy dozylnie obserwowano w warunkach odnerwionych zatok réznice
w zachowaniu sie¢ zmian ci$nienia tetniczego w poréwnaniu z podobnymi zmianami
zachodzacymi w przypadku podania takiej samej dawki histaminy przy zatokach za-
chowanych. Polegaty one na powolniejszym o 1 — 2 minut i p6zniejszym powrocie
ci$nienia tetniczego do poziomu wyjsciowego przy zatokach odnerwionych. Spadki
cisSnienia pohistaminowe byly w tej serii doswiadczern zawsze prawie jednakowej
gtebokosci i zachodzity po jednakowym okresie latencji niezaleznie od zachowania
lub zniszczenia unerwienia zatok szyjnych. W pewnej iloSci doSwiadczen podawano
histamine jednoczed$nie do obu ‘tetnic dogtowowych w warunkach =zatok zyjgcych
i odnerwionych. W tych razach po odnerwieniu wystepowat zawsze diuzszy o kilka
sekund okres latencji pohistaminowego spadku ci$nienia tetniczego, przy czym spadek
ten osiaggnat swe maksimum o kilkadziesigt sekund po6zniej, niz w przypadku iniekcji
takiej samej dawki histaminy przy zatokach zyjacych. Podobnie, jak przy dozylnym
wprowadzaniu histaminy przebieg krzywej ci$nienia tetniczego miat charakter mniej
stromy przy zatokach odnerwionych. Cisnienie powracato wtedy do poziomu wyjscio-
wego o S$rednio 2 min. poézniej, niz przy zatokach zachowanych. Doswiadczenia
kontrolne, w ktoérych podawano histamine w takich samych dawkach dozylnie, lub do
obu tetnic dogtowowych dwukrotnie, lecz bez odnerwiania zatok, wykazaly brak ja-
kichkolwiek réznic w obrazie przebiegu zapasci ikragzenia. Wyniki doswiadczen wska*
zujg na role unerwienia zatoki szyjnej na tle og6lnego obrazu zapasci pohistaminowej.
Po odnerwieniu zatok szyjnych obserwowano zawsze mniej sprawne, wolniejsze wy-
prowadzenie narzadu krgzenia z wywotanej zapasci. Nalezy przypuszczaé, ze w wa-
runkach normalnych duza role odgrywajg tu widkna baroreceptorowe, ktére byty
niszczone razem z wiéknami chemoreceptowymi.

Précz Teferatow po potudniu pierwszego dnia Konferencji odbyty sie w Zakladzie
Fizjologii Akademii Medycznej pokazy:

1) Pokaz metody mierzenia szybk oSci w tetnicy udowej przy
pomocy fotochemotachomet.ru Cybulskieg o-Klisieckiego w do-
$wiadczeniu na psie u$pionym. 2) Pokaz metody badania odruchu ok o-seir
cowego z réwnoczesnym zapisem reakcji naczynioruchowych przy pomocy pletyz-
mografiii palcowej, oraz zmian oddechowych przy pomocy pneumografii (na ludziach).
3) Pokaz metody chromaksymetry'cznej-ruchowej w badaniu na czto-
wieku. 4) Pokaz metody itengi ograficznej przy pomocy tengiografu Bouliite
na cztowieku. 5 Pokaz metody badania odruchéw warunkowych meto-
da lwanow-Smolenskiego z rejestracjg graficzna.

Drugi dzien obrad posSwiecony problemowi histaminy otworzyt referat programo-
wy Kol. J. Billewicza-Stankiewicza Obradom przewodniczyt prof.
Kaulbersz

J. Billewicz-Stankiewicz przedstawit zagadnienie histaminy
w fizjologii prawidtowej i patologicznej.

Autor w swym referacie zajat sie trzema problemami:

1) histaming jako mediatorem, przenoszacym impulsy nerwowe,

2) histaming jako podnieta powstajagca w czasie dziatania czynnikéw agresji na
powierzchnie skéry, a dziatajgcg na zakonczenie czuciowe, oraz 3) mechanizmem po-
histaminowego spadku cisnienia krwi.

Z pierwszym problemem wigzaly sie prace, 'tyczace rozmieszczenia histaminy
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w uktadzie nerwowym i wykazujace, ze uktad nerwowy zawiera mniej wiecej takie
same ilosci histaminy, jak i inne tkanki. Dalej autor dokonat przegladu prac, ktére
wykazaty, ze w czasie draznienia antidromowego korzonkdédw tylnych rdzenia powstaje
substancja, bedaca posrednikiem miedzy zakoAczeniami nerwowymi, a $ciang naczyn
krwionoénych. W wyniku dziatania tej substancji zachodzi rozszerzenie sie naczyn.
Substancja ta posiada wigkszo$¢ witasciwosci biologicznych i chemicznych histaminy,
rownoczesnie wykazuje jednak pewne cechy odrebne, co nasuwa przypuszczenie, ze
nie jest z histarring identyczna.

Problem drugi, jak wynika z prac omoéwionych w referacie mozna uznaC za
rozwigzany. Zaréwno dawniejsze prace L e w i s z i wspotpracownikéw, oparte na
metodzie analogii, jak tez nowsze wykazane przy pomocy $rodkéw przeciwhistamino-
wych (P arr ot iinni) wykazaly, ze w wyniku zadziatania na skoére podniet me-
chanicznych, termicznych, chemicznych i innych, powstaje w skdrze histamina, wy-
wotujgca na drodze odruchu osiowego rozszerzenie naczyn.

Problem trzeci — pohistaminowy spadek ci$nienia krwi nalezy rozpatrywaé¢ jako
rezultat oddziatywania histaminy na uktad krazenia jako catosci,, przy czym, pozadane
bytoby ostateczne stwierdzenie, jaka komponenta w dziataniu histaminy jest waz-
niejsza, sercowa, czy naczyniowa i jaka jest ich wzajemna zalezno$¢.

R. Kordecki i A, Trzebski — przedstawili prace p. t. Dziatanie hista-
miny wprowadzonej metodg cewnikowania serca i aorty.
(Z. Fizjologii Ak. Med. Warszawa).

15 psom wagi 8 — 16 kg wprowadzono w narkozie pentotalowej histamine

(5 Mg —400 |xg) do v. femoralis oraz przy pomocy eleastycznych cewknikéw na
przemian do aorty, do w. jugularis i do prawej komory serca oraz do lewej komory
serca. Spadek ci$nienia po podaniu histaminy do v. femoralis wystepowat po 12—19
sek., do prawej komory — po 8 — 12 sek., do aorty (ponizej tuku) — po 3 — 4 sek.
Po wprowadzeniu histaminy cewnikiem do lewej komory serca w wiekszosci wypad-
kow ani gtebokos¢ ani okres utajony spadku cisnienia nie roznity sie od efektu uzy-
skanego po podaniu tej samej dawki histaminy do aorty. W niektérych dos$wiadcze-
niach obserwowano jednak zmiany $wiadczace o krotkotrwatym zatrzymaniu serca
w rozkurczu. Zmiany te byty nieregularne wystepowaty tylko przy duzych dawkach.
Aby wyjasni¢ ten punkt wykonano serie doSwiadczen wprowadzajagc histamine bezpo-
$rednio do lewej tetnicy wieficowej przy pomocy metalowego zgiebnika wprowadza-
nego poprzez art. subclavia po otwarciu klatki piersiowej przy sztucznym oddechu.
Dopiero w tych warunkach udawalo sie stwierdzi¢ regularne zmiany na krzywej ci-
$nienia przemawiajacego za nagtym krdétkotrwatym porazeniem czynnos$ci lewej ko-
mory. Krzywa ci$nienia uzyskana w tych warunkach r6zni sie jednak znacznie swym
wygladem od krzywej uzyskanej przy zwykiej drodze podawania histaminy.

Stwierdzono, ze charakter krzywej pohistaminowej zmienia sie z jednofazowej na
dwufazowg (dwie fazy spadku) o ile wylot cewnika w aorcie znajduje sie doogonowo
od uj$cia art. coeliaca.

AL Trzebski moéwit o osSrodkowym, presyjnym dziataniu
histaminy. (Z Fizjologii Ak. Med. Warszawa).
W badaniach Taylora i Page (1951) i ostatnio K o v a c h a (1955)

spostrzegano przy sposobnos$ci analizy o$rodkowego dziatania adrenaliny i noradre-
naliny, wzrost ci$nienia krwi w naczyniach tutlowia psa po podaniu histaminy do na-
czyn gtowy, izolowanej pod wzgledem humoralnym i zaopatrywanej w krew przez
pSa __ donatora. W niniejszych dos$wiadczeniach autora wykazano, ze podobny efekt
otrzyma¢ mozna bez koniecznos$ci izolacji kragzeniowej gtowy. Stwierdzono takze, ze



Il SPRAWOZDANIE Z KONFERENCJI PTF 391

wskutek dziatania osrodkowego histaminy zmniejszeniu i skréceniu ulegajg efekty
hypotenzyjne tej aminy.

DosSwiadczenia w liczbie 46, wykonano na 10 psach wagi 8—15 kg. Histamine
w dawce 20 — 200 Mg wprowadzano w 0,3 — 0,5 ml roztworu fizjologicznego w kie-
runku domézgowym do tetnicy szyjnej wewnetrznej, lub do tetnicy szyjnej wspoélnej
po uprzednim odneirwieniu p6l recepcyjnych okolicy zatoki szyjnej (sposobem H e y-
m a n s a). Otrzymywano z reguty dwufazowg odpowiedZ ci$nieniowg hypertenzyno-
hypotenzyjng. Faza hypotenzyjna zalezna od obwodowego dziatania histaminy wy-
nosita od 74% do 89%>, a czas jej trwania od 62%> do 81% efektu uzyskanego po po-
daniu tej samej dawki do v. femoralis. W 7 doswiadczeniach wystgpit jedynie efekt
presyjny. Statle zmiany opisanego typu stwierdzano u pséw nienarkotyzowanych, unie-
ruchomionych przy pomocy d-tubokuraryny. Faza presyjna dochodzita wdéwczas do
5 mm Hg. U psoéw znajdujgcych sie pod narkoza barbiturowg i przy nieodneTwionej
okolicy zatoki szyjnej efekt hypertenzyjny wystepowat stabiej lub nie pojawiat sie
zupetnie (13 doswiadczen). Benadryl w dawce 3—5 mg/kg wagi znosi osrodkowe pre-
syjne dziatanie histaminy. Podobnie dziata dihydroergotamina (1/4 mg/kg wagi), prze-
dtuzajagc procz tego dziatanie hypotenzyjne histaminy.

Wysunieto przypuszczenie, ze presyjne dziatanie histaminy stanowi wyraz os$rod-
kowego mechanizmu kompensacyjnego czynnego w przebiegu tzw. wstrzasu hista-
minowego.

T. Garbulinski i P Strzelczyk (Z Fizjologii Ak. Med. Wro-
ctaw) przedstawili prace p. t. Dozylne i dotetnicze wlewanie krwi we
wstrzagsie histaminowym.

Praca miata da¢ odpowiedZz na pytanie, czy istnieje ,obwodowe skrwawienie sie"
w zapasci pohistaminowej, oraz rzuci¢ $wiatto na pierwotng przyczyne spadku cisnie-
nia krwi po histaminie We wstepnym zatozeniu przyjeto, ze jezeli bedzie sie w za-
pasci pohistaminowej, wystarczajaco szybko uzupetniaé tozysko naczyniowe wlewa-
niem krwi dozylnie lub dotetniczo, to spadek cisnienia krwi#xozwijajacy sie normalnie
z przyczyny naczyniowej, w tym wypadku nie powinien mie¢ miejsca. Dotetnicze wle-
wanie kirwi dotlenowej miato ponadto wykazaé, o ile niedotlenienie migénia serco-
wego wplywa na przebieg zapasci. Sztuczne utrzymywanie poziomu ci$nienia tetni-
czego na wys. 90 — 100 mm OHg przez uzupetnienie opro6zniajacych sie tetnic krwig
utlenowang, zabezpieczato serce przed gtodem tlenowym.

Doswiadczenie z dotetniczym wlewaniem krwi wykazato, ze mimo posiadania
wystarczajacych rezerw krwi utlenowanej, serce stabto natychmiast po wprowadzeniu
histaminy do krwiobiegu, co wydaje sie wskazywa¢ na to, ze niedomoga serca pow-
stajgca po dawce histaminy, nie jest uzalezniona od braku tlenu w naczyniach wien-
cowych serca. Takze uzupeinianie krwig tozyska zylnego nie ma wpitywu na przebieg
spadku cisnienia krwi po histaminie. jNie moze by¢ zatem mowy o0 wewnetrznym
skrwawianiu sie do naczyn wtasnych organizmu, jako o pierwotnej przyczynie wstrza-
su histaminowego. W ciggu poétto:rej minuty (w okresie zapasci) wprowadzono dozyl-
nie 400 mm krwi psu o wadze 5 kg. Wstrzasorodne dziatanie histaminy w zakresie
uktadu krgzenia skutecznie atakuje przede wszystkim serce i ono jedynie decyduje
tu o pierwotnym spadku cisnienia krwi. Analogiczne wyniki z pomocg tej metody
winno sie otrzyma¢ we wstrzasie barwnikowym i innych chemicznych.

W. Wcisto (Z Fizjologii Ak. Med. Krakbw) —Hemodynamiczne reakcje
we wstrzgsie histaminowym.

W konsekwencji rozwoju ergometrii komoér sercowych przystgpiono do zbadania
dynamiki komor podczas histaminowego wstrzasu. U kilkudziesieciu morfing zamro-
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czonych i zwykle nieuszkodzonych pséw wprowadzano dozylnie lub do lewej komory
chlorowodorek histaminy (0,03 — 0,1 mg/kg)., zapisujac jednocze$nie na kimografie:
cisnienie w tetnicach obwodowych i ptucnej, przedsionku iprawym i w zytach obwo-
dowych, objetos¢ koriczyn i ruchy oddechowe, a w wypadku otwarcia klatki piersio-
wej takze wyrzut komory i ci$nienie w lewym przedsionku. Dla wnikliwszego po-
znania mechanizmu rozwoju pohistaminowych zaburzen krazeniowych poréwnano je
z hemodynamicznym'! reakcjami ustroju na niektére czynniki doraznie obcigzajace
krazenie, jak szybkie zmiany objetosci krwi krazacej, hamowanie akcji serca draz-
nieniem nerwu blednego oraz czesSciowe czopowanie tozyska naczyniowego, powodo-
wane lozdymaniem balonikéw tkwigcych na cewnikach w zyle czczej dolnej,, tetnicy
ptucnej, aorcie piersiowej lub w komorach.

Z dotychczas przeprowadzonych obserwacji jasno wynika, ze inny jest mecha-
nizm dziatania histaminy, a inny czynnikéw nerwowych, czy mechanicznych. Typowg
reakcja hemodynamiczna, wystepujaca do 3 sekund po dosercowym, a nieco pézniej,
po dozylnym podaniu histaminy, jest nagty Sipadek ci$nienia w tetnicach obwodo-
wych, .przejsciowy wzrost ciSnieA w prawym serce i tetnicy ptucnej. Pletyzmogram
kofAczyny nie zmienia sie, wzglednie wykazuje zastéj krwi lub obkurczenie naczyn.
Wspélny wyrzut komorowy z poczatku dziatania histaminy przelotnie wz:rasta wsku-
tek kilku wiekszych prawokomorowych rzutéw. Szybko potem wyrzuty sercowe stajg
sie coraz mniejsze, przepetnione krwig komory wiotczejg i rozszerzajg sie, a skurcze
stajg sie coraz rzadsze i powolniejsze. Cisnienie w przedsionkach nieco wzrasta lub
pozostaje bez zmian, a to chyba gtdwnie z powodu rozciggliwosci ich $cian i okolicz-
nych zyt. Malejacy wyrzut komorowy przy przepetnionych krwia przedsionkach jest
jaskrawym dowodem niewydolnosci pompy sercowej. Ergometryczne pomiary komor
wykazuja wiec niewatpliwy udziat miesnia sercowego, zwtaszcza lewej komory,
w rozwoju pohistaminowych reakcji hemodynamicznych.

Kol. Mietkiewski w dyskusji zwraca uwage na znaczenie interorecep-
torbw w mechanizmie dziatania histaminy na krazenie. Z doswiadczen jego wspol-
nychz N.owaczkiewiczem i Nowakowskim wynika, ze istnieje

niewatpliwa wybidrczo$¢ interoreceptoréw na rézne ciata chemiczne, miedzy innymi
fakt, ze ozigbienie do 25° nie znosi hypotensyjnego dziatania histaminy, co Swiadczyto
by o tym, Zze niektére czynniki wstrzgsorodne niekoniecznie dziatajag poprzez zmiany
w metaboliZmie zakornczen nerwowych.

Kol.J.,. Hurynowicz moéwi o pracach tyczacych wptywu histaminy
i substancji przeciwhistaminowych na krzywg elektroencefalogiraficzng. Okazuje sie,
ze histamina nie zmienia potencjalu elektrycznego kory, natomiast $rodki przeciw-
histaminowe zmieniajg ksztatt krzywej w przebiegu padaczki u cztowieka i doswiad-
czalnej padaczki u zwierzat.

Kol. J. N ar e bsk i w badaniach wiasnych réwniez nie stwierdzit wptywu
histaminy na potencjat elektryczny mozgu, obserwowatl natomiast zmiany reobazy
i chromaksji btednikowej.

Kol J. WalawsKki nawigzujgc do referatu programowego kol. Bille -
wicza -Stankiewicza podaje, ze widkna histaminergiczne dziatajg przede
wszystkim woéwczas, gdy zachodza zjawiska tzw. regulacji patologicznej. Dalej doda-
je, ze ze wzgledu na krétkotrwato$¢ hypotensyjnego dziatania histaminy okreslenie
».zapas¢ histominowa" jest bardziej wtasciwa niz ,wstrzgs histaminowy". W odpo-
wiedzi na Teferat kol. Garbulinskiego w zwigzku z zagadnieniem co jest
pierwotng przyczyng spadku ci$nienia, dziatanie histaminy na serce, czy tez na na-
czynia Kol. W alaws ki podkresla, ze mamy niewatpliwie do czynienia ze zja-
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wiskiem bardzo ztozonym bezposredniego wpltywu humoralnego histaminy oraz dzia-
tania odruchowego (R y z e w s k i). Biorgc pod uwage nowsze dane o budowie
uktadu naczyn wioskowatych i drobnych naczyn tetniczych (metarteriole i potaczenia
tetniczozylne) nalezy przyjaé, ze pod wpltywem histaminy w pieiwszym momencie
zachodzi lepsze ukrwienie mie$nia sercowego. Rozszerzanie sie zwieraczy naczyn
wiosowatych prowadzi do uogdélnionego spadku cisnienia. Podobnie do histaminy
dziatajg inne substancje jak np. odbiatczona $lina. Trudno przypusci¢, aby ta ostatnia
dziatata réwniez na serce. Dyskusje czy histamina dziata na serce czy na naczynia
z punktu widzenia praktycznego uwaza¢ nalezy za mato istotna.

Kol. J. Billewicz-Stankiewicz mowi, ze w zwigzku ze spo-
strzezeniem Kol. Trzebskiego, iz histamina podana dotetniczo daje krétszy
efekt niz podana dozylnie, nasuwa sie my$l o wychwytywaniu histaminy przez tkan-
ke nerwowga. Z tym taczytaby sie kwestia wptywu histaminy na metabolizm tkanko-
wy. Jak mozna sie przekona¢ z pisSmiennictwa sa to zagadnienia stosunkowo mato
opracowane. W pracowni J. Billewicza-Stankiewicza Go6rny i towarzysze badali
wptyw histaminy na oddychane izolowanej tkanki watrobowej i moézgowej w apa-
racie Warburga. Przekonano sie, ze nie ma widocznych zmian zaréwno przy stosowaniu
duzych stezen histaminy jak i matych. ktaczyto by sie to ze spostrzezeniem Kol.
Mietkiewskiego, iz w .stanach hipotermii, gdy procesy utleniania sg zwolnione,
dziatanie histaminy pozostaje niezmienione. Wobec tego nasuwa sie mys$l, ze mamy
do czynienia z wiaczaniem sie histaminy w jakie$ inne ogniwa metabolizmu. Cho-
dzitoby o zbadanie na jakie ogniwa histamina wptywa.

Kol. F. Czubalski uwaza, ze bezposrednie doSwiadczenie sercowego, czy
tez naczyniowego dziatania histaminy, nie jest mozliwe. Sam jest zwolennikiem po-
gladu naczyniowego za czym przemawiatyby réwniez wyniki pracy Kordeckie -
go i Trzebskiego. Zagadnienie dziatania histaminy, jak wynika z pracy
Hotobuta oraz Trzebskiego jest o wiele szersze niz kwestia sporna.
Wynikéw dozylnego wprowadzania krwi w doSwiadczeniach Garbulinskiego
i Strzelczyka nie mozna uwaza¢ za argument na korzy$¢ tego czy innego
pogladu. Interpretacja bardzo tadnych i ciekawych krzywych Kol. W c i sty jest
do podwazenia.

Kol. J. W alaw sk i w uzupeinieniu odpowiedzi Kol. Kol. Garbulih-
skiemu i Strzelczykowi zaznacza, ze strofantyna jest jedynym jadem
dziatajgcym na serce, a nie na naczynia. Poza tym dodaje, ze podczas histaminowego
spadku ci$nienia krwi wytwarza sie w ustroju z histaminy adrenalina nawet po usu-

nieciu nadnerczy jak wykazata praca Kalety i Marczewskiego.
Pituitryna ma dziatanie przede wszystkim naczyniowe.

J Billewicz-Stankiewicz i Cz Popik (Z Patologii Ogél-
nej Ak. Med. Lublin) — Analiza sympatykominetycznego dziatania

histaminy na izolowane jelito cienk ie

Autorzy wykazujg przy pomocy metod biologicznych, ze faze hamowania ruchéw
wahadtowych izolowanego jelita cienkiego krélika spowodowang przez histamine,
odnie$¢ nalezy do powstajgcej w tkankach sympatyny.

Histamina dziatajac na izolowane jelito w stezeniu 1 : 120000 — 600 000 powo-
duje poczatkowo wzrost wysokos$ci ruchéw wahadtowych przy zwiekszonym napieciu
petli, p6zniej wyrazne zahamowanie amplitudy skurczéw ponizej wysokos$ci wyjscio-
wej przy zachowanym zwiekszonym napieciu, lub tez na tle napiecia, ktdre powr6cito
do poziomu prawidtowego. Plyn Tyrode'a pobrany z bezposredniego otoczenia petli
w okresie hamowania, przeniesiony do innego naczyrika z druga petla powoduje za-
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hamowanie ruchéw tej ostatniej. Ptyn ten wstrzykniety do tetnicy szyjnej kota
w u$pieniu uretanem powoduje wzrost napiecia trzeciej powieki, za$§ przetaczany
przez preparat naczyniowy zaby wywotuje wyrazne zmniejszenie liczby kropel od-
ptywajacej cieczy.

Autorzy zwracajg uwage, ze opisywane zjawisko stanowi fragment bardziej ogél-
nego biologicznego dziatania histaminy jako bodZzca sekrecyjnego dla wydzielania
sympatyny (adrenaliny) w r6znych narzadach.

J. Panasewicz z (Z Fizjologii Ak. Med. Warszawa) — moéwit o amtyparabio-
tycznym dziataniu chlorku potasu podawanego do og6lnego krwiobiegu w
przebiegu wstrzasu histaminowego u kotéw. Badania wykonano ina 10 nieu$pionych ko-
tach w warunkach ostrych doswiadczen. Chlorek potasu, w dawce 0,25 ml 10% roz-
tworu na | kg wagi, wstrzykiwano w przebiegu wstrzasu histaminowego dotetndczo
w kierunku dosercowym, do tetnicy szyjnej wspolnej lewej, lub do tetnicy udowej.
Dawka chlorku potasu byta tak dobrana, ze przy dotetniczym podaniu nie wywierata
hamujacego wptywu na czynno$¢ serca. W doswiadczeniach kontrolnych te same
dawki chlorku potasu podawano do zyty udowej, lub do izolowanego obszaru naczy-
niowego amputowanej konczyny tylnej kota, z zachowanymi jedynie potaczeniami
nerwowymi. W wyniku doswiadczen stwierdzono, ze chlorek potasu podawany do
ogo6lnego krwiobiegu, dotetniczo, wywierat takie samo dziatanie pobudzajgce na che-
moreceptory naczyniowe, jak po podaniu do izolowanego obszaru naczyniowego. Na
podstawie 18 do$wiadczen, wykonanych na 10 kotach, stwierdzono, ze kazdorazowe
szybkie dotenicze wstrzykniecie matych dawek stezonego roztworu chlorku potasu
w okresie hypotenzyjnego dziatania histaminy wywotywato reakcje dwufazows.
W pierwszej fazie dziatania obserwowano na krzywej tetniczego ci$nienia krwi wy-
stepowanie szybkich d przemijajacych wzrostéw ci$nienia, wraz z pobudzeniem czyn-
nosci oddechowej tj. takich samych zmian, jak przy pobudzeniu chemoreceptoréw
izolowanego .obszaru naczyniowego koriczyny tylnej kota, jednak o znacznie wiek-
szym nasileniu. W drugiej fazie dziatania chlorku potasu obserwowano znaczng po-
prawe pracy serca, czynnosci oddechowej, oraz szybki i nieodwracalny wzrost tetni-
czego ci$nienia krwi $rednio o 25 — 35fllo warto$ci wyjsciowej. W 2 dosSwiadczeniach
na 18 wykonanych udato sie uzyska¢ przez dotetnicze podanie KC1l natychmiastowy
powrdt obnizonego ci$nienia do wartosci wyjsciowych, znoszagc w ten sposéb catko-
wicie hypotensyjne dziatanie histaminy. Chlorek potasu, podawany dotetniczo w prze-
biegu wstrzasu histaminowego u kotéw, wykazywat wiec odruchowe dziatanie anty-
parabiotyczne i przeciwstrzgsowe, wyzwalajagc z chemoreceptorow naczyniowych im-
pulsacje pobudzajgce osrodek naczynioruchowy, oddechowy i o$rodek pracy serca.
Impulsacje powyzsze powodowaty na drodze odruchowej tomizacje uktadu sercowo-
naczyniowego poprawe czynno$ci oddechowej., regulujagc objeto$¢ krwi krazacej przez
podwyzszenie napiecia naczyn, pobudzenie czynno$ci serca i mobilizacje krwi ze
zbiornikéw. Chlorek potasu podawany w tych samych dawkach dozylnie nie wykazy-
wat pobudzajgcego dziatania na dynamike krgzenia, powodujac szybki spadek tetni-
czego cisnienia krwi i zgon badanych zwierzat wskutek nagtego zatrzymania czyn-
nosci serca.

J. Bugajski i J. Kaulbersz(Z Fizjologii Ak. Med. Krakéw) — Zawartos¢
histaminy w soku zotgdkowym uzyskanym po réznych
cach. Autorzy oznaczali poziom histaminy w soku zotadkowym u pséw po bodZcach
nerwowych i chemicznych. Po wstrzyknieciu 15 jednostek insuliny, a wiec przez po-
$rednictwo nerwu biednego, sok zotadkowy zawierat $rednio 28 gamma histaminy na
litr. W soku uzyskanym na drodze chemicznej przez podawanie psom bulionu, S$red-
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nia ilos¢ histaminy byta réwna 10 gamma na litr. Stosujac histamine, jako bodziec wy-
dzielniczy ilo$¢ jej w skou zotagdkowym zalezata od podskornie wprowadzonej dawki.

a) po wstrzyknieciu matych dawek 0,00 mg/kg, co 10 min,, $rednia wynosita
11,7 gamma na litr.

b) po dawkach 0,15 — 0,48 mg/kg, co godzine $rednia jej byta réwna 366,6 gam-
ma na litr.

Sok spontaniczny zawieral $rednio 10,3 gamma histaminy na litr. Autorzy przy-
puszczaja zgodnie z Emmelinem i Kahls.onem, Ze histamina jest
fizjologicznym posrednikiem w procesie wydzielania soku Zzotagdkowego.

Cz. Mas§linski i Karczewski (Z. Patomorfologii PAN Warsza.
wa) — Zapobieganie tzw. wstrzagsowi histaminowemu przez draznienie mdzgu pradem
elektrycznym. Swinki morskie draznione pradem elektrycznym, stosujac elektrody
0 specjalnej konstrukcji przykiadane do skoéry gtowy w okolicy skroniowo-czotowej.
Do draznienia uzywano impulséw prostokgtnych pragdu zmiennego o natezeniu
5 — 15 mM, czestotliwosci 50 c/s. Bezposrednio po draznieniu, trwajagcym zaleznie od
wagi zwierzecia 10 do 15 minut wstrzykiwano dozylnie histaming w dawce 0,66 mg/kg
wagi. Dawka ta wywotywata zawsze $miertelny (nieodwracalny) wstrzags u zwierzat
kontrolowanych. W wyniku doswiadczenia przezyto 29 zwierzat doswiadczalnych,
natomiast 9 z nich padto — przy czym czas przezycia po podaniu histaminy wydtuzyt
sie ' w poréwnaniu ze zwierzetami kontrolnymi 2 — 3-ikrotnie. Mechanizm tego zja-
wiska nie jest znany. Obecnie prowadzone sg dalsze badania. Zabierajac gtos w dy-
skusji Kol. J. K i e r s z podat, ze w badaniach wtasnych stwierdzit, ze wprowa-
dzenie histaminy do tetnicy udowej i nerkowej powoduje wzrost cisnienia Kkrwi.
Wprowadzenie histaminy do wyizolowanego odcinka aorty brzusznej (praca wspolna
z Wroblewskim) powoduje spadek ciénienia, ktéry jest jeszcze gtebszy, gdy
podwigzane zostaja tetnice dochodzace do nadnerczy. Opierajac sie na pracach
Czubalskiego oraz Billewicza-Stankiewicza i Popika
to ostatnie zjawisko wyjasni¢ mozna wytaczeniem dziatania adrenaliny. W zwigzku
z pracg Kol. Panasewicza dyskutant dodaje, ze stezenie 10°%0 roztworu
chlorku potasu nalezy uwazaé¢ za zbyt duze i bardzo odlegte od warunkéw ustroju.

Kol. B Gutowski moéwi o ztozonosci pohistaminowego spadku cisnienia
1 podkres$la celowo$¢ prac i dyskusji, ktére prowadzg do wyjasnienia tego zjawiska.
Wspomina réwniez o interkonwersji histydyny.

Kol. A. K 1lisieck i przypomina, ze spér o histamine istnieje od przeszio
50 lat. Wykonano w tym zakresie juz tysigce prac i nadal prowadzone sg stale po-
szukiwania. U nas ostatnio koordynuje te prace Komisja Wstrzagsowa, przy Minister-
stwie Zdrowia, gdyz wstrzags histaminowy jest jednym z rdznych wstrzagséw zwalcza-
nych przez lekarza. JesteSmy tu w podobnej sytuacji — moéwi dyskutant — jak hy-
draulik, ktory musi przeciez wiedzie¢ czy to pompa sie <psuje i powoduje uszkodze-
nie, czy tez uszkodzenie jest powodowane ucieczkg ptynu przez uszkodzone rury. Bez
stwierdzenia tego, co sie dzieje z krgzeniem krwi, a jedynie zajmujac sie samym cis-
nieniem nie rozstrzygniemy omawianych spraw. Dobrze stato sie, ze na tej Konferen-
cji sprawe histaminy wprowadzono na porzadek dzienny i, ze coraz wiecej miodych
pracownikéw naukowych nig sie zajmuje. Praca Kol. W c¢ i sty jest dyskutanto-
wi znana we wszystkich szczego6tach i nie widzi on zadnego punktu, ktérego nie da-
toby sie wyttumaczy¢ z jréwnoczesnym uwzglednieniem, ze i serce i naczynia sg zaata-
kowane jednocze$nie. Badanie to jest doskonatym uzupetnieniem badania spraw serca
innymi metodami. Odnosnie badan Kol. Maslinskiego: gdy przy draznieniu
pradem obserwujemy Zrenice widzimy, ze one rozszerzaja sie co jest dowodem dzia-
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lania na system sympatyczny. Zdarzato sie to u kotéw lezacych od 20 minut z otwarta
klatkg piersiowg, a po przeprowadzeniu pragdu w zdumiewajgcy sposob ozywiajacych
sie przy jednoczesnym rozszerzaniu sie zrenic. Jes>t to dowodem, ze prad pobudza ten
system rdzeniowy.

Kol. W a law s k i podkre$la, ze wstrzas histaminowy u cztowieka i zwierzat
powstaje tylko w warunkach sztucznych i odznacza sie krotkotrwa'toscig. Wstrzas
urazowy znacznie odbiega od histaminowego i nie jest z nim jednoznaczny. Wstrzas
u cztowieka leczymy podawaniem obwodowych $rodkéw naczyniowych i strofantyny.
Dlatego spér, czy histamina dziala na naczynia, czy tez na serce nie jest istotny.

Kol. K1isieck i stwierdza, ze wstrzagsy histaminowe wystepujg w zyciu,
a szczegdlnie przy zmiazdzeniu tkanek po zbyt diugim na nie ucisku. M. in. wasnie
0 zbadanie tych spraw zwr6cono sie do Komisji Wstrzagsowej Ministerstwa Zdrowia.

Kol. T. Jacyna-Onyszkiewicz w odpowiedzi profesorowi
Walawskiemu zaznacza, ze w klinice chirurgicznej spotykamy u ludzi wstrzas
histaminowy. Odr6zniamy wstrzasy pierwotne i wtérne. O ile wstrzas pierwotny jest
urazowy o tyle wtdrny jest toksyczny i uwazamy go wiasnie za histaminowy. Kazdy
wstrzas przy tzw. chorobie pooperacyjnej jest to chroniczny wstrzags histaminowy
1tak go sie dzi$ witasnie ujmuje. Leczy go sie z pewnym skutkiem gdzie nie dziataja
nawet $rodki nasercowe, a natomiast dziata osocze, podawanie chlorkéow itp. Dlatego
nie mozna moéwi¢, ze nie ma u czlowieka wstrzagsu histaminowego.

Kol. M oskwa stwierdza w zwigzku z pracg Ko. Maslinskiego,
ze efekty otrzymywane w referowanych badaniach nie wystepuja w warunkach na-
turalnych. Np. po ataku epilepsji nie uda sie wywota¢ natychmiast drugiego ataku, to
samo dotyczy astmy oskrzelowej. Najlepsze jest tu prawdopodobnie ttumaczenie
Pawtowa, ktéry mowit o ponadprogowym wyczerpaniu nie kwestionujgc, ze
réwniez tego prostszego mechanizmu nie trzeba traci¢ z oczu.

Kol. Pytasz stawia pytanie: jezeli nie ma analogii miedzy wstrzagsem hi-
staminowym a innymi, to czy uprawiamy wobec tego sztuke dla sztuki? Odnosnie
mozliwoséci przejscia histaminy w adrenaline — zgadza sie z wnioskiem Kol. B i 1
lewicza-Stankiewicza, ze histamina moze wptywa¢ na wydzielanie
adrenaliny, ale chyba nie na przeksztaScanie.

Kol. J. W a la w s k i podkre$la, ze histamina podawana w kropléwce
w spos6b ciggty powoduje wydzielanie soku zotadkowego, lecz nie obniza ci$nienia
krwi. We wstrzasie urazowym obok dziatania histaminy sg réwniez inne sktadniki.
W odpowiedzi Kol. Py t a ®z o w i zaznacza, ze zdaniem niektérych badaczy
histamina moze przeksztatca¢ sie w adrenaline.

Kol. J. Kaulbersz — mowi, ze dotychczas nie zostato zgodnie stwierdzo-
ne czy histamina obok kwasu solnego pobudza takze wydzielanie pepsyny. Wedtug
szkoty Babkina pod wptywem histaminy nie zachodzi wydzielanie pepsyny, nato-
miast H ay d e jest przeciwnego zdania: przypuszcza on, ze mate dawki histaminy
wzmagajag wytwarzanie pepsyny. Dalej dyskutant zaznacza, ze histaming mozna w pew-
nej mierze uwaza¢ za mediator wydzielania soku zolgdkowego o czym S$wiadczy

w pewnym stopniu praca Bugaj ews kiego. Pod wpltywem histaminy po-
wstaje w przewodzie pokarmowym nie tylko substancja adreneirgiczna jak to przed-
stawili Bil.lewicz -Stankiewicz i Popi k, lecz rdwniez najpraw-

dopodobniej acetylocholina, za czym przemawiajg doSwiadczenia z zastosowaniem
atropiny.

Wynikli obrad zebrat Kol. B. Sz ab uniewic z Stwierdzit on, ze od
czasu Zjazdu w 1954 r., na ktorym fizjolodzy polscy ukazali swéj dorobek, sa
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nowe osiggniecia, o ktdrych mozemy moéwi¢ i dyskutowaé. Nie wszystkie wygtoszo-
ne na Konferencji referaty wniosty co$§ nowego, wiele z nich jednak pokazato cie-
kawy dorobek. Szczeg6lnie podkresli¢ nalezy referaty: Kol. St g z k i, w ktérym
wykres$lony zostat nowy prég pobudliwo$ci receptoro6w o przeciwieAstwie do po-
przednio znanego, Kol. Suchanka, ktéry cho¢ powtarzat dawne doswiadcze-
nia, to jednak wykazatltez pewne nowe dosyé interesujgce metody, referat B u g a-
jews kiego, ktéory dotyczyl powstawania wiekszej ilosci histaminy podczas
fazy wydzielniczej, wyniki B il lewi cza -Stankiewicza i Po pika
dotyczace pohistaminowego adrenergicznego pobudzenia tkanek. W$réd ciekawszych
wyliczy¢ tez trzeba referat Ko. Trzeba kiego i $miale poczynania na zy-
wym cztowieku wykonane przez Kol. Jacyne-Onyszkiewicza i Ho-
lobuta.

W dyskusji ciagle przewijata si¢ sprawa mechanizmu spadku ci$nienia, ktére za-
chodzi ze wstrzasem histaminowym, a takze poruszane byty sprawy dotyczace dzia-
tania histaminy na zatoke tetnicy jszyjnej.

Druga sprawa, ktérag trzeba tu poruszy¢ to sprawy metodyczne. Wydaje sig, ze
w niektérych pracowniach naszych moga by¢é wyprodukowane bardzo tadne prace.
Na Konferencji przedstawiono wykresy, ktére mozna nazwaé eleganckimi, jak np.
pochodzace z pracowni lubelskiej, czy bardzo skomplikowane, wymagajace doskona-
tosci technicznej wykonanej przez Kol. W c i s te. Praca o bardzo powaznym zna-
czeniu, szczegblnie jesli chodzi o sprawy zwigzane z zatoka szyjna wykonano meto-
dami w peini fizjologicznymi*). W istocie rzeczy jednak dla badania interoreceptoréow
w obecnej fazie metodg z wyboru jest metoda elektroftzjograficzna. Z tego rodzaju
prac nic tu nie widzieliSmy, a i wyniki, ktoére reprezentowat prof. H ot o b u t
niestety nie pochodzg z naszych pracowni. Cieszy¢ sie nalezy, ze pewne analizy
takze i tu beda przeprowadzone. W moim przekonaniu — moéwit Kol. S zabunie-
wicz — jest to jednak za mato: powinnismy sie stara¢ by w tych badaniach do-
tyczacych recepcji wprowadzi¢ metode elektrofizjologiczng. Jej brak jest wielka bo-
laczka nie tylko tych, ktérzy swe wyniki tu referowali, ale i catej fizjologii polskiej.

W metodyce fizjologii dzisiejszej da sie wyr6znié¢, oprécz metod biochemicznych,
dajace bardzo duzo badanie zmian czuto$ciowych elektrycznych w elementach tkan-
kowych. Trzeba tu przypomnie¢ mikro- i ultramikroelektrody, przy pomocy ktdrych
mozna trafi¢ do poszczegélnych widékien miesnych, a nawet do komdérek motorycznych
przednich rogéw rdzenia. W tej dziedzinie nic jeszcze nie mamy. Uwazam, ze z na-
szej strony powinnismy walczyé jak najenergiczniej o to, aby$my mogli rozpoczaé
badania w tej dziedzinie. Oscylografy znajdujg sie u nas w niektérych pracowniach,
ale nie sg uzywane. Trzeba je nie tylko uzywaé, ale jeszcze i doskonali¢ sie w tym
uzytkowaniu. Do tego potrzebna jest nie tylko pomoc ze strony Panstwa, ktorg be-
dziemy mie¢ w najblizszym czasie,, ale tez i wyksztatcenie pracownikéw. Dlatego ko-
nieczne jest, aby nasi miodzi pracownicy naukowi mogli wyjechaé¢ zagranice i tam
nauczy¢ sie tych badan. Szkoda, ze w naszej dyskusji maty udziat braty miode kadry
naukowe. Sadzac z rozméw w kuluarach przypuszcza¢ mozna, ze duzag role odegrato
tu raczej pewne onie$Smielenie, gdyz ich wypowiedzi w czasie przerw byty niejedno-
krotnie $miate i ciekawe.

Podkresli¢ trzeba jeszcze jedng sprawe. Na zjazdach Towarzystwa, do roku 1954
nie odczuwato sie ducha fizjologicznego. Duch ten uwydatnit sie¢ bardzo silnie na na-
szej sesji. Do wytworzenia tej odpowiedniej i korzystnej atmosfery bardzo pomogta

*) dajagcymi nam wyniki posrednie.
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nam organizacja Zjazdu. Byta ona sprawna: na kazdym kroku mozna byto odczué
zyczliwos$¢ i opieke organizatordw, ktérzy Zjazd zainicjowali i doprowadzili do skut-
ku i ktorym w imieniu uczestnikow Zjazdu ztozyt 'Kol. Szabuniewicz
deczne podziekowanie.

Kol. W. Hotobut

ser-

dziekuje wszystkim obecnym za przybycie, wygtosze-
nie 'referatéw, udziat w dyskusji, przewodniczacym za kierowanie obradami i prze-
prasza za niedociggniecia organizacyjne.

Kol. J. Kaulbeirsz zamykajac Konferencje dziekuje raz jeszcze Kol.

Hotobut.owi i jego wspétpracownikom za urzadzenie Zjazdu i troskliwg opie-
ke nad uczestnikami.
Dyskusje ze stenogramu strescili: Prof. dr W. Hotobut i Doc dr

J. Billewicz-Stankiewicz.
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Errata do zeszytu 1, tomu Il, r.1956
~POSTEPOW BIOCHEMII”

Do podpisu pod rys. 4 dotgczy¢ zdanie:

,0d lewej do prawej: A, ax a2 3y~

Rys. 5. Na osi odcietych oznaczono °C zamiast c.
Tabl. 2. W tytule przedostatniej rubryki jest znak
R(12 zamiast E(12.

Rys. 6. Nie zamieszczono rysunku 6a, ktéry wygla-
da jak nastepuje:

(nlb). W spisie rzeczy wydrukowano btednie nazwis-
ko autora. Zamiast Magd as winno by¢ Magas.
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