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INFORMACJA DLA AUTOROW

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

Redakcja zastrzega sobie mozno$¢ wprowadzenia skrétéw i popra-

wek nie wptywajgcych na tre$¢ pracy.
Forma maszynopisu. Maszynopis pracy i wszelkie zatgczniki nalezy
nadsyta¢ w dwu egzemplarzach. Maszynopis powinien by¢ napisany
jednostronnie, z podwdjna interlinig, z marginesem ok. 4 cm po lewej
i ok. 1 cm po prawej stronie oraz z numeracjg stron. Na pierwszej
stronie nalezy zamiesci¢ tylko: imiona (w petnym brzmieniu) i na-
zwiska autordéw, ich stopnie i tytuty naukowe wraz z nazwami placowek
naukowych, tytut pracy w jezyku polskim i angielskim oraz omoéwie-
nie tematu pracy w jezyku angielskim (najwyzej 5 wierszy maszyno-
pisu).

Rozdziaty w teks$cie nalezy oznacza¢ numeracja rzymska a podroz-
dziaty— arabskg. Tytuty nie wydzielone z tekstu nie powinny byé nu-
merowane.

W tek$cie nie nalezy zamieszcza¢ zadnych tablic, rysunkéw, sche-
matéw i wzoréw. W zgdanym miejscu nalezy pozostawi¢ wolny wiersz
i oznaczyé: Tablica 1, Rys. 1, Schemat 1 lub liczbg rzymska w nawia-
sie—numer odpowiedniego wzoru. W tek$cie nalezy odwota¢ sie do
numeracji wzoru po stownym wymienieniu zwiazku, np.: kwas gluta-
minowy (1.

Powotujgc sie na literature nalezy poda¢ w tekScie, w nawiasie,
kolejny numer pozycji w spisie literatury.

Zatgczniki do tekstu. Kazdy zatgcznik nalezy dotgczy¢é na oddzielnej
kartce, opatrzony kolejnym numerem odpowiadajagcym uzytemu w teks-
cie np. Tablica 1, Wzo6r I, Rys. 1 lub Schemat 1. Fotografie i wykresy
nalezy oznaczy¢ jako rysunki. Wszystkie zalaczniki nalezy oznaczy¢
u goéry nazwiskiem autora i poczatkowymi wyrazami tytutu pracy.

Tablica powinna zawiera¢ nagtowek opisujacy jej tre$é, jej sens
powinien byé zrozumialy bez odnoszenia si¢ do tekstu a kazda rubry-
ka powinna by¢ zaopatrzona w odpowiedni tytut.

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

Literatura. Wykaz literatury nalezy wypisa¢ oddzielnie, na ostatnich
stronach maszynopisu, w alfabetycznej kolejnosci nazwisk autoréw.
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Post. Blochem. 12, 189—223 (1P66)

Edmunda Bankowska * W. T. Dobrzanski *, H. Osowiecki **

Transformacje bakteryjne

Bacterial Transformations

The properties of transforming DNA, competence of recipient population,
adsorption, penetration, integration and recombination of reacting DNA’s, phenotypic
expresion of transformed cells and interspecific transformations are discussed.

Komorki niektérych szczepéw bakteryjnych moga uzyskaé nowa,
trwatg ceche dziedziczng na skutek wnikniecia do nich kwasu dezoksy-
rybonukleinowego (DNA) pochodzacego ze szczepu nalezgcego do tego
samego lub pokrewnego gatunku bakterii. Zjawisko to polega na wbudo-
waniu do genomu komorki biorcy matego segmentu egzogennego DNA,
zawierajgcego nowy marker i zostato okreslone mianem transformaciji.

Zjawisko transformacji bakterii odkryt Griffith w 1928 roku (80).
Zakazit on myszki mieszaning bakterii, ktéra zawierata zywe, bezotocz-
kowe, a wiec niezjadliwe dwoinki zapalenia ptuc jednego typu i otoczko-
we, ale zabite dwoinki zapalenia ptuc innego typu. W organizmie myszKki
nastgpita dziedziczna zmiana cech dwoinek zapalenia ptuc; dwoinki bez-
otoczkowe staty sie chorobotwdrcze przez nabycie zdolnosSci wytwarzania
otoczek tego typu, ktory byt swoisty dla zabitych otoczkowych dwoinek
zapalenia phuc.. Stosujagc podobng mieszaning bakterii Dawson i Sia
(47) otrzymali analogiczne wyniki xn vitro. Badania Alloway’a (8)
wykazaty, ze transformacja otoczkowa dwoinek zapalenia ptuc zachodzi
tez in vitro w uktadzie, w ktorym martwe bakterie zastgpiono ekstrak-
tami z komérek dawcy. Z doswiadczen tych wnioskowano, ze z mar-
twych otoczkowych dwoinek zapalenia ptuc lub z ekstraktéw z nich otrzy-
manych, przenika do zywych bezotoczkowych komorek jaka$ substancja
warunkujgca powstanie otoczki.

Przez dtugi okres czasu natura chemiczna czynnika transformujacego
byta nieznana. Dopiero w 1944 roku Avery i wsp. (14) udowodnili, ze

* Dr, st. asystent Instytutu Biochemii i Biofizyki PAN w Warszawie
** Doc. dr, Zaktad Mikrobiologii i Higieny AM w Warszawie

** Dr, adiunkt Zaktadu Mikrobiologii i Higieny AM w Warszawie
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czynnikiem transformujacym jest DNA. Byto to wielkim krokiem naprzéd
w rozwoju badan biologicznych, poniewaz do tego czasu za czynng gene-
tycznie substancje uwazano biatko. Preparaty DNA zachowuja zdolnos¢
transformowania niezaleznie od stopnia oczyszczenia. Hotchkiss (90)
otrzymat z dwoinek zapalenia pluc preparaty transformujagcego DNA
(tDNA) o zawartosci biatka nie wiekszej niz 0,02°/0. Przy tym stopniu
oczyszczenia iloS¢ DNA, przypadajgca na jedng transformowang komorke
nie zawierata nawet jednej czasteczki biatka. Réwniez Zamenhof
i wsp. (240, 241) otrzymali wysoce oczyszczony preparat tDNA z Hem.
injluenzae. Niewielkie domieszki biatka, kwasu rybonukleinowego (RNA)
i czynnych serologicznie wielocukréw, nie mogty byé przyczynag aktyw-
nosci biologicznej preparatéw transformujgcych. PdzZzniejsze badania nad
transformacja, jak i odkrycie zjawiska transdukcji i koniugacji u bakterii,
oraz wyjasnienie mechanizmu zakazania komorek przez wirusy potwier-
dzity znaczenie kwaséw nukleinowych — DNA i RNA — jako jedynych
nos$nikow cech genetycznych.

Zdolno$¢ ulegania transformacji zaobserwowano u szeregu szczepOw
nalezacych do roéznych rodzajéow bakterii, a mianowicie: Hemophilus (4,
5, 76), Neisseria (7, 35, 36), Pneumococcus (96, 32, 139), Streptococcus (29,
158, 159, 168, 169, 170), Bacillus (85, 111, 122, 137, 198, 211), Moraxella
(25, 26), Rhizobium (15, 17, 244, 245), Agrobacterium (104) i Xanthomonas
(45, 46, 232). Boivinw 1945 roku (24), a niedawno M eh t a i wsp. (140)
doniesli takze o transformacji u Escherichia coli, jednak pomimo licznych
préb doswiadczenia te nie znalazty dotad potwierdzenia. Transformacje
u E. coli uzyskali natomiast Kaiser i Hogness (101) przy uzyciu
specjalnego systemu transformujgacego. Transformowali oni komérki mu-
tanta E. coli K12 niezdolne do fermentacji galaktozy w komérki fermen-
tujace, stosujac tDNA izolowany z faga lambda dg (fag defektywny, trans-
dukujacy geny galaktozy; pochodzi on z faga lambda, ktéry jest fagiem
tagodnym dla E. coli K12). Warunkiem tej transformacji byto poddanie
lizogennych komérek biorcy dziataniu faga lambda tuz przed lub réwno-
cze$nie z wprowadzeniem do hodowli tDNA. Za pomocg tDNA wyodreb-
nionego z transdukujgcych fagéw SP 10 i PBS 2 mozna rowniez wywotac
transformacje u Bac. subtilis (124, 148). Transformujacy DNA uzyskano
takze syntetycznie w ukladzie enzymatycznym Kornberga; doniesli o tym
Litman i Szybalski (120).

Specjalny rodzaj transformacji opisali Abel i Trautner (2.
Jest nim namnazanie wirus6w ospy krowiej w komorkach Bac. subtilis
po wprowadzeniu do komorek biorcy podjednostek wirusowych zawie-
rajacych gtéwnie DNA. Autorzy zaproponowali dla zjawiska tego nazwe
»transfekcja”, wskazujgc na pewne wiasciwosci réznigce je od klasycznej
transformacji.

Réznorodnos$¢ cech, ktore udato sie transformowac jest wzglednie duza.
Oprocz zdolnoSci syntezy wielocukréw otoczkowych przez Dipl. pneumo-
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niae, Hem. influenzae i Neisseria meningitidis, udato sie przekaza¢ zdol-
no$¢ syntezy niektérych enzyméw. U Dipl, pneumoniae wprowadzono za
pomocg tDNA zdolno$¢ syntezy dehydrogenazy mannitolu (96, 133), amy-
lomaltazy (108), enzymu fermentujagcego salicyne (13), dehydrogenazy
kwasu mlekowego (57, 231). U Bac. subtilis mozna wprowadzi¢ zdolnos$¢
syntezy sacharazy, (3-galaktozydazy, enzyméw potrzebnych do syntezy
kwasu antranilowego, indolu, tryptofanu i kwasu nikotynowego (9, 144,
211, 212), histydyny (55) oraz argininy (125). Mutantom Rhizobium mozna
w drodze transformacji przywroci¢ zdolno$¢ wytwarzania enzymu po-
trzebnego do syntezy cysteiny (16). Niezarodnikujace mutanty Bac. sub-
tilis przez transformacje moga uzyska¢ zdolno$¢ do sporulacji (198, 199).
U Agrobacterium opisano transformacje szczepéw niezjadliwych dla
roslin w kierunku zjadliwos$ci (104). U dwoinek zapalenia ptuc rosngcych
w postaci dwoinek (fil-) mozna indukowaé¢ zdolno$¢ do tworzenia tancusz-
kéw (fil+) (227), a u Bac. subtilis — ruchliwo$¢ (213). Jednak najczesciej
badane jest przekazywanie w transformacji cech opornosci na rézne
antybiotyki i inne leki. Czesto rowniez transformuje sie auksotrofy w pro-
totrofy; tego typu zmiany sa bardzo dogodne do badan, poniewaz umoz-
liwiajg selekcje transformantow, a zatem iloSciowy pomiar transformaciji.
Wedtug Zamenhofa i wsp. (242) w procesie transformacji mozna tez
przenie$S¢ genetyczne determinanty okres$lajgce stopien mutacji szeregu
cech w danym szczepie.

I. Niektore wiasciwosci preparatéw transformujgcego DNA

Stosujgc preparaty tDNA znaczone 3P udowodniono ostatecznie, ze
w procesie transformacji DNA jest rzeczywiscie pobierany do wnetrza
komorek (113, 237). Pobieranie tDNA przez komdrki i aktywnos$¢ trans-
formujaca zalezg od jego ciezaru czasteczkowego. Preparaty tDNA z bak-
terii otrzymywane normalnie stosowanymi metodami (126) zawierajg
czasteczki o ciezarze czgsteczkowym rzedu 1-107. Sg to wiec fragmenty
genomu bakteryjnego, a nie czasteczki odpowiadajgce catemu chromoso-
mowi. (W czasie preparatyki chromosomy bakteryjne pekajg, najprawdo-
podobniej w miejscach przypadkowych). Wskutek dziatania tzw. sit $cina-
jacych na czasteczki DNA w roztworze (np. podczas pipetowania roz-
tworu) wystepuje pekanie czgsteczek w potowie diugosci (88, 118). DNA
0 ciezarze czasteczkowym nizszym niz 1106 nie powoduje transformacji
bakterii (113, 114, 121, 182, 215). Lerman iTolmach (113, 114) wy-
kazali, ze wraz ze zmniejszaniem ciezaru czasteczkowego DNA nie tylko
maleje aktywnos¢ transformacyjna, lecz rdwniez zmniejsza sie ilos¢ DNA
whnikajacego do komoérek biorcy. Okazato sie przy tym, iz aktywnosé trans-
formacyjna jest Scislej uzalezniona od stopnia spolimeryzowania DNA niz
proces wnikania czasteczek. Spadek zdolnosci do wnikania i transfor-
macji jest niezalezny od sposobu degradacji DNA. Wystepuje on po dzia-
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taniu na DNA ultradzwiekéw, po tagodnym traktowaniu dezoksyrybo-
nukleaza (DN-aza) jak i po mechanicznej degradacji DNA.

Drugim warunkiem pobrania DNA przez komorki, oprocz stopnia jego
spolimeryzowania, jest zachowanie struktury dwuniciowej. Dwuniciowa
struktura charakterystyczna dla natywnego DNA moze zostaé zniszczona
w wyniku denaturacji (135) pod wptywem niskiego lub wysokiego steze-
nia jondw wodorowych (136), formamidu (138) czy podwyzszonej tem-
peratury.

Temperatura, w ktérej wystepuje denaturacja zalezy od rodzaju DNA,
sity jonowej i pH roztworu. W warunkach stosowanych przez wiekszos¢
autorow (0,015M cytrynian sodu w 0,15M NaCl o pH 7) (62, 128, 137)
denaturacja wszystkich preparatbw DNA zachodzi w granicach tempe-
ratur 60-120°C. W wyniku denaturacji dwuniciowa struktura DNA zostaje
zniszczona wskutek rozerwania wigzan wodorowych miedzy komplemen-
tarnymi niémi, rozwiniecia sie podwodjnej spirali i rozdzielenia nici (136).
Denaturacji DNA, zachodzacej w zakresie kilku stopni, towarzyszy efekt
hyperchromazji, tzn. wzrost absorpcji w 260 mia. Temperatura odpowia-
dajagca potowie tego przyrostu absorpcji zostata nazwana temperaturg
topnienia (temperatura krytyczna, temperatura przejscia) — Tm. Przy
danej sile jonowej i pH wartos¢ Tm roztworu DNA wykazuje liniowa
zalezno$¢ od procentowego udziatu sumy moli guaniny i cytozyny (G+ C)
w DNA — im wyzsza zawarto$¢ G+ C tym wyzsza jest Tm (129, 130).
Lepko$¢ roztworéw zdenaturowanego DNA jest nizsza niz preparatow
natywnego (50), natomiast wyzsza jest gesto$¢ w gradiencie CsCl (220)
a jednocze$nie DNA uzyskuje aktywno$¢ antygenowa, ktéra jest charak-
terystyczna tylko dla DNA w stanie jednoniciowym (115, 116). Zmienia
sie réwniez wrazliwo$¢ na dziatanie pewnych czynnikéw np. formal-
dehydu (214).

W czasie rozdzielania na pojedyncze nici w przebiegu denaturacji na-
stepuje spadek aktywnosci transformacyjnej DNA (51, 73, 81, 87, 114
134, 180).

Poszczeg6lne markery nie sa inaktywowane jednocze$nie a rdznica
temperatur inaktywacji dwoéch réznych markeréw moze siega¢ nawet
kilku stopni. W DNA dwoinek zapalenia ptuc np. cecha opornosci na
aminopteryne jest inaktywowana dopiero w temperaturze powyzej 93°,
podczas gdy temperatura inaktywacji cechy opornosci na mikrokokcyne
wynosi juz 89° (180). Wskazywatoby to, ze czasteczki niosace poszcze-
go6lne markery w danym preparacie DNA réznig sie zawartoscig G+ C.

Jednakze nawet zdenaturowane preparaty tDNA, poddane dziataniu
temperatury, powodujgcej zupeing denaturacje syntetycznego poli(dG):
:(dC) wykazujg resztkowg aktywnos$¢ transformacyjng (73, 87, 114, 134,
180). Wydaje sie, ze ta resztkowa aktywnosé w przypadku DNA z dwoinek
zapalenia ptuc oraz DNA z Hem. influenzae nie jest spowodowana wieksza
opornoscig na ogrzewanie niewielkiej frakcji dwuniciowego DNA, ani
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tez renaturacja zachodzacg mimo niekorzystnych warunkéw, ale jest wia-
$ciwoscig pojedynczych nici polinukleotydowych w zdenaturowanym pre-
paracie DNA. Wskazujg na to badania grupy Doty’ego (136, 184),
Guilda (8l) oraz Ginozy i Zim ma (73). Za takg koncepcjg prze-
mawia miedzy innymi fakt, ze procent pozostatej aktywnosSci jest nie-
zalezny od stezenia zdenaturowanego DNA. Wedlug Rownda i wsp.
(184) w przypadku Hem. influenzae bytyby to pojedyncze nici, najpraw-
dopodobniej zawierajgce duzg ilos¢ wewnatrzniciowych wigzan wodo-
rowych (20). Guild (81) uzyskat transformacje przy pomocy zdena-
turowanego DNA, ktéry w gradiencie CsCl zajmowal pozycje jednonicio-
wego DNA. Jednoniciowy DNA wnikat do komérek o wiele trudniej niz
natywny DNA, dwuniciowy, ale jego aktywno$¢ transformujgca odnie-
siona do iloSci pobranej przez bakterie (mierzonej pobraniem 3P) byta
nawet wyzsza niz aktywno$¢ dwuniciowego DNA natywnego. Wyniki
Guilda i Robinsona (84) a takze Suzuki i wsp. (221) $wiad-
czytyby, ze obie nici zdenaturowanej czasteczki DNA moga wywotywaé
transformacje, cho¢ jedna ni¢ niesie bezposrednio informacje, a druga
moze spowodowac przekazanie nowej cechy dopiero po zsyntetyzowaniu
nici komplementarnej obdarzonej markerem. Nowsze badania Rownda
i Lannayi (wg 135 wskazujg jednak, ze w zdenaturowanych prepa-
ratach DNA Hem. influenzae moga istnie¢ czasteczki tylko czesciowo zde-
naturowane, ktére zachowaly w pewnym stopniu aktywnos$¢ biologiczna.
W przypadku DNA Bac. subtilis natomiast wydaje sie bardziej prawdo-
podobne, ze aktywno$¢ resztkowa jest zwigzana z czasteczkami, ktére
zostaty nie catkowicie rozdzielone i w ktérych niewielkie fragmenty
zachowujg strukture dwuniciowg (21; Rownd i wsp. Abstr. Biophys.
Soc. 1963, TB-7, cyt. wg 135), co stwarzatoby wiekszg szanse reaktywacji
takich czasteczek niezaleznie od stezenia preparatu.

Zdenaturowane preparaty DNA, ktore utracity prawie catkowicie
aktywno$¢ moga jg w duzej mierze (do 60%) odzyska¢ przez powolne
chtodzenie. W czasie takiej renaturacji nastepuje powtdrne lgczenie sie
pojedynczych komplementarnych nici (135). Renaturacja jest tym wiek-
sza, im wyzsze jest stezenie DNA w roztworze. W czasie renaturacji moga
powstawaé czasteczki-hybrydy DNA, w ktérych kazda z dwdch nici po-
chodzi z innego zdenaturowanego uprzednio preparatu. Hybrydy takie
moga powsta¢ jedynie, jeSli sekwencje nukleotydowe ,rodzicielskich”
preparatdw DNA sg identyczne lub bardzo podobne; dlatego tez renatu-
racja moze byc¢ sprawdzianem heterologicznosci lub homologicznos$ci po-
szczeg6lnych DNA (131). Gdy renaturuje sie mieszanine zdenaturowa-
nych czasteczek DNA pochodzgcych z dwoch réznych mutantéw tego
samego szczepu, a wiec DNA, ktorych sekwencja nukleotydéw rézni sie
tylko na bardzo matym odcinku, to stopien renaturacji jest rownie wy-
soki jak przy renaturacji preparatu zawierajgcego DNA tylko z jednego
szczepu (201). W ten sposéb udato sie Herriottowi (87) otrzymac
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czasteczki hybrydy DNA Hem. injluenzae niosgce aktywnos$é transformu-
jaca pochodzacg réwnoczes$nie z obu ,,rodzicielskich” DNA. Mozna to byto
zaobserwowa¢ w wyniku renaturacji mieszaniny DNA Hem. injluenzae
opornego na nowobiocyne (katomycyne) i DNA Hem. injluenzae opornego
na streptomycyne (Sm). Pewien procent powstatych hybrydéw DNA
transformowat szczep biorcy jednocze$nie w kierunku opornosci na Sm
i nowobiocyne. Bresler i wsp. renaturujac mieszanine DNA z dwoéch
mutantéw Bac. subtilis rowniez otrzymali hybrydy majace zdolnos¢ trans-
formowania biorcow jednoczes$nie w kierunku obu, pierwotnie osobnych
cech (30, 31). Wyniki te mogg wskazywa¢ takze na ro6zny niz u dwoinek
zapalenia ptuc mechanizm pobierania tDNA i na odmienne jego losy we
wnetrzu komdrki biorcy. Sugerujg one, ze w przypadku Hem. injluenzae
i Bac. subtilis, tDNA nie tylko pobierany jest w formie dwuniciowej, ale
ze zachowuje on strukture dwuniciowa po wejsciu do komérek i prawdo-
podobnie w takiej postaci jest wbudowywany do genomu biorcy (167).

Po diugim ogrzewaniu roztworow DNA ponizej temperatury topnienia
wystepuje tzw. inaktywacja subkrytyczna DNA (72, 73). Powoduje ona
obnizenie, a nastepnie utrate aktywnos$ci transformacyjnej. Proces inak-
tywacji subkrytycznej jest nieodwracalny i straconej aktywnosci trans-
formacyjnej nie mozna reaktywowaé. Inaktywacja ta jest spowodowana
depurynacjg oraz rozcinaniem fancucha DNA na krotsze odcinki na skutek
hydrolizy wiagzan fosfodwuestrowych (53, 210). Wrazliwo$¢ poszczegdl-
nych markeréw na takie ogrzewanie nie jest jednakowa. Wydaje sie, ze
podstawg selektywnej inaktywacji subkrytycznej jest wielkos¢ marke-
réw — im wiekszy marker, tym bardziej jest wrazliwy- Swiadczy o tym
m.in. wieksza wrazliwo$¢ kompleksu markeréw sprzezonych niz poszcze-
g6lnych markerow badanych osobno (180, 210).

Szeroki profil topnienia preparatu DNA, obejmujacy kilka stopni,
wskazuje na niejednorodno$¢ jego czasteczek DNA pod wzgledem zawar-
tosci G+ C; np. profil topnienia DNA izolowanego z komérek organizméw
wyzszych wskazuje, ze réznice miedzy skrajnymi zawartosciami G+ C
w czasteczkach tego preparatu moga siega¢ kilku procent (71). Jak juz
wspominaliSmy, rd6zne temperatury inaktywacji poszczegdélnych marke-
row mogg réwniez sugerowac, ze czasteczki DNA niosgce poszczegdlne
markery réznig sie zawartosciag G+ C (180). Z drugiej strony wiadomo,
ze DNA heterogenny pod wzgledem sktadu nukleotydowego tworzy cha-
rakterystycznego ksztattu pasma przy wirowaniu w gradiencie CsCI.
Fakty te byty podstawg do prob rozdzielenia DNA na bardziej homogenne
frakcje o zwiekszonej zawartosci poszczegélnych markeréw. Roger
(179) frakcjonowata DNA dwoinek zapalenia ptuc przez czesciowag dena-
turacje w réznych temperaturach i nastepnie rozdzielata zdenaturowane
i natywne DNA na kolumnie z ziemi okrzemkowej pokrytej metylowang
albuming. Spos$rod badanych markeréw najmniej wrazliwg na ogrzewa-
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nie okazata sie cecha opornosci na aminopteryne. Aktywno$¢ transfor-
macyjng opornosci na aminopteryne znajdowano we frakcji natywnego
DNA pozostatej po czeSciowej denaturacji. Przy nasycajagcym stezeniu
DNA otrzymano okoto trzy razy wiekszg liczbe transformantow stosujgc
te frakcje, niz gdy uzywano DNA niefrakcjonowanego. Wydaje sie wiec,
ze frakcja o kilkakrotnie zwiekszonej specyficznej aktywnosci cechy opor-
nosci na aminopteryne zawierata stosunkowo wiecej opornych na ogrze-
wanie czasteczek DNA, niosagcych ceche opornosci na aminopteryne, niz
niezdenaturowanych czasteczek niosacych inne markery. Czesciowe roz-
frakcjonowanie aktywnosci transformacyjnej DNA dwoinek zapalenia
ptuc uzyskali rdwniez Rolfe i Ephrussi-Taylor (181) przy po-
mocy wirowania w gradiencie CsCl. Czasteczki DNA niosgce poszczegolne
markery byty bardziej homogenne pod wzgledem gestosci w gradiencie
CsCl niz caty preparat DNA i wykazywaty statg $rednig gestos¢ charak-
terystyczng dla danego markera, np. marker opornosci na streptomycyne
byt zwigzany z czgsteczkami DNA o wyzszej gestosSci niz wiekszo$é pre-
paratu DNA. Ganesan i Lenderberg (71) wykazali, ze rowniez
w poszczegblnych frakcjach tDNA z Bac. subtilis otrzymanych po wiro-
waniu w CsCl wystepujg roznice w aktywnosci specyficznej szeregu
markerdw. Zgodne z wynikami ultrawirowania byty profile inaktywacji
cieplnej wskazujagce na powigzanie roznych markerow z czgsteczkami
0 odmiennej zawarto$ci G+ C. Stosujac czeSciowg denaturacje a nastepnie
frakcjonowanie DNA w gradiencie CsCl Ganesan i Lederberg uzyskali
okoto dziesieciokrotny wzrost aktywnosci specyficznej jednego z marke-
row — his 1 (wymaganie histydyny). Czasteczki, z ktérymi zwiazany byt
marker his 1 wykazywaty o okoto 3% wyzszg zawarto$¢ G+ C niz caly
preparat DNA. Proby frakcjonowania tDNA metodg chromatografii précz
bardzo dyskusyjnych wynikobw Lermana (112) iBendicha (22, 23)
nie daty pozytywnych rezultatow.

Nalezy podkresli¢, ze nawet w uwienczonych powodzeniem prdbach
rozdzielenia czasteczek niosgcych r6zne markery zdotano uzyskaé tylko
kilkakrotny wzrost aktywnosci specyficznej. Wydaje sie, ze catkowite
rozdzielenie od siebie czasteczek DNA niosgcych rézne markery jest nie-
mozliwe, poniewaz czasteczki uzyskiwane w czasie izolacji DNA z bak-
terii powstajg w wyniku peknie¢ chromosomu w przypadkowych miej-
scach. Jednocze$nie prace Guilda (82, 83), Opary-Kubinskiej
1 Szybalskiego (149) oraz Mindicha i Hotchkissa (141)
wskazujg, ze rdéznice w krytycznej temperaturze inaktywacji poszcze-
golnych markeré6w moga by¢ spowodowane rézna sekwencjg nukleoty-
déw w czasteczkach niosgcych rézne markery, a nie r6znicami w procen-
towej zawartosci G+ C w tych czasteczkach. Mindich i Hotchkiss wska-
zujg rowniez na niemozliwo$¢ poréwnywania wynikéw otrzymywanych
réznymi metodami; wydaje sie bowiem, ze podczas gdy wartosé¢ Tm zalezy
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od sekwencji zasad w poszczegdlnych odcinkach DNA, to wyniki chroma-
tografii kolumnowej i wirowania w gradiencie gestosSci zaleza od prze-
cietnego sktadu zasad catej czgsteczki DNA.

Il. Wptyw promieniowania na transformujacy DNA

Badanie wptywu réznego rodzaju promieniowania na tbDNA daje infor-
macje zarbwno o samym zjawisku transformacji i wiasciwosciach tDNA
jak i o mechanizmie dziatania promieni na struktury biologicznie
aktywne.

Ostatnie lata przyniosty wiele nowych danych o mechanizmie dzia-
tania promieni UV na zywe komdrki i na izolowane skiadniki komorek
(patrz 48, 191, 202, 206, 207, 233). Z tego powodu oméwimy przede wszyst-
kim wptyw promieni UV na tDNA.

Naswietlenie transformujagcego DNA r6znymi rodzajami promienio-
wania obniza jego aktywno$¢ biologiczng. Podobny skutek wywotuje
rozpad atoméw 3P wiaczonych do DNA (66). Przy wzrastajacych daw-
kach energii, niezaleznie od rodzaju promieniowania, stopniowo zmniej-
sza sie aktywnos$¢ biologiczna tDNA. Stopien inaktywacji a w pewnej mie-
rze takze ksztatt krzywej inaktywacji zalezg od pochodzenia DNA, od
postaci i stezenia naswietlanego preparatu DNA, od badanego markera
oraz od warunkéw eksperymentu (166, inne pozycje pism. patrz 173, 196).
Stopien inaktywacji markera pod wplywem tej samej dawki promieni
UV moze by¢ rozny w zaleznosci od tego, czy aktywno$¢ badano w trans-
formacji homo- czy heterospecyficznej (Pakuta 155). W oparciu o ana-
lize krzywych inaktywacji tDNA po nasSwietleniu promieniami jonizuja-
cymi, usitowano okres$li¢ przyblizong wielko$¢ réznych markerdw wyra-
zong jako ciezar czasteczkowy. Obliczone warto$ci wahaty sie w grani-
cach 1¢105—1+106. Ostatnio wytania sie jednak coraz wiecej zastrzezen
czy obliczenia te rzeczywiscie prowadzg do okreslenia wielko$ci mar-
keréw (196).

Promienie UV w niewielkim tylko stopniu zmniejszajg zdolno$¢ wni-
kania tDNA do komoérek biorcy, uszkadzajg natomiast aktywno$é tDNA
w dalszych fazach transformacji, prawdopodobnie przede wszystkim zdol-
nos¢ integracji tDNA z genomem biorcy (114).

Kilku autoréw zajmowato sie zagadnieniem wrazliwos$ci na promienie
UV jedno- i dwuniciowego tDNA (natywnego, zdenaturowanego i rena-
turowanego cieptem). Cabrera-Juarez i Herriott (33) nie
stwierdzili réznic we wrazliwosci na promienie UV markeréw opornosci
na streptomycyne i nowobiocyne w natywnym i zdenaturowanym tDNA
z Hem. injluenzae. Natomiast Rebeyrotte (176) stwierdzit u dwoi-
nek zapalenia ptuc, ze marker opornosci na streptomycyne byt znacznie
bardziej wrazliwy na UV w jednoniciowym tDNA niz w dwuniciowym.
Badania wykonane przy uzyciu bakterii i bakteriofagbw $X174 wskazy-
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waty na wiekszg wrazliwos$¢ jednoniciowego DNA na UV (patrz Wacker
233). Nastepnie okazato sie jednak (99, 236), ze wrazliwos¢ DNA faga
$X174 w formie jednoniciowej i dwuniciowej jest de jacto taka sama,
a obserwowane poprzednio réznice zalezaly od wilasciwosci szczepoéw
bakteryjnych, na ktérych po naswietleniu UV fag byt namnazany. Roz-
biezne obserwacje Cabrery-Juareza i Herriotta oraz Rebeyrotte’a sugeruja
celowos$¢ skontrolowania i poszerzenia badan nad wrazliwoscig na pro-
mienie UV jedno- i dwuniciowego tDNA.

Poréwnywano takze wrazliwo$¢é na promienie UV réznych markeréw
w tym samym preparacie tDNA oraz takich samych markerow w tDNA
pochodzacych z réznych bakterii (np. 33, 114, 155, 189, 203, 216, 243).
Stwierdzono, ze wrazliwo$¢ poszczeg6lnych markerow moze sie dosé
znacznie réznié. Nie wszystkie obserwacje w cytowanych pracach sg ze
sobg zbiezne, oczywiscie w gre wchodzi¢ moga rdéznice doswiadczalne.
| tak Rupert i Goodgal (189), Stuy (216) oraz Setlow v Set-
low (203) doniesli, ze w tDNA z Hem. influenzae marker opornosci na
streptomycyne byt bardziej wrazliwy na UV niz marker opornosci na
nowobiocyne, natomiast Cabrera-Juarez i Herriott (33)
stwierdzili, ze marker opornosci na streptomycyne byt nieco mniej wraz-
liwy niz marker opornosci na nowobiocyne. Wydaje sie, ze wrazliwos¢
markera na UV jest tym wieksza im wiekszy jest marker. Markery sprze-
zone wykazujag wiekszg wrazliwosé na promienie UV, niz te same mar-
kery w przypadku ich oddzielnego wystepowania w tDNA, np. marker
opornosci na streptomycyne i nowobiocyne u Hem. influenzae (Stuy
216) *

Poréwnanie wrazliwosci na UV markera opornosci na streptomycyne
w tDNA z r6znych bakterii (Hem. influenzae, Dipl. pneumoniae, Strepto-
coccus challis i Streptococcus sanguis) wykazato, ze jest ona r6zna w réz-
nych tDNA — najwrazliwszym okazat sie marker w Hem. influenzae
(Pakuta 155).

W kwasie dezoksyrybonukleinowym promienie UV powodujg dime-
ryzacje tyminy, powstawanie dodatkowych wigzan miedzy komplemen-
tarnymi tancuchami DNA, powstawanie pewnych typéw wigzah miedzy
DNA i biatkiem w dezoksyrybonukleoproteidach, uwodnienie niektérych
zasad oraz prawdopodobnie inne dotagd niezidentyfikowane zmiany.
Wg Sellowa (202) dimeryzacja czasteczek tyminy sasiadujgcych
w tym samym tafAcuchu jest wsérdéd dotychczas poznanych zmian jedyna
tak znaczng iloSciowo zmiang, ze mozna nig ttumaczy¢ gteboki wptyw pro-
mieni UV na bakterie czy tDNA. Bezpos$rednim dowodem na istotne
biologiczne znaczenie dimeryzacji tyminy jest zwiekszanie sie iloSci dime-
réow w miare zwiekszania dawki UV oraz czeSciowe odzyskanie aktyw-

* Ponadto wrazliwo$¢ markera moze by¢ uzalezniona od sktadu i sekwencji
nukleotydéw (patrz J. Cellular Comp. Physiol. 64, nr 2 suppl. 1 (1964).
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nosci przez tDNA po rozszczepieniu dimeréw tyminy w procesie foto-
reaktywacji. Najnowsze obserwacje wskazujg jednak réwniez na mozli-
wos¢ powaznych skutkéw biologicznych fotohydratacji zasad DNA.

Zjawisku fotoreaktywacji uszkodzenn wywotywanych promieniami UV
w komérkach bakteryjnych oraz w preparatach tDNA naswietlanych in
vitro poswiecono wiele prac (97, 98, 188). CzesSciowa fotoreaktywacja in
vitro tDNA inaktywowanego promieniami UV zachodzi a) jeSli tDNA
naswietli sie¢ Swiattem widzialnym w obecnosci fotoreaktywujacych enzy-
mow zawartych w wyciggach z komérek E. coli lub z drozdzy piekarskich;
w ten sposob reaktywowano tDNA z Hem. influenzae i z Dipl. pneumoniae
(78, 127, 132, 162, 177, 185, 186, 187, 190), b) jesli zamiast enzyméw reak-
cje katalizuje octan uranylu (cyt. wg Wackera 233), ¢) jesSli na tDNA
zinaktywowany promieniowaniem o dtugosci fali 280 mu dziata sie nastep-
nie promieniowaniem o krdtszej fali (239 min) (203). Naswietlenie promie-
niami 239 mM nie zwieksza jednak stopnia reaktywacji tDNA, w ktérym
cze$¢ uszkodzen usunieto uprzednio dziataniem Swiatta widzialnego
w obecnosci enzymu z drozdzy piekarskich (204). Wynika to stad, ze me-
chanizm tych dwdch sposobow fotoreaktywacji jest taki sam i polega na
rozszczepieniu dimeréw tyminy powstatych pod wptywem promieni UV.
Zjawisko fotoreaktywacji nie wystepuje po naswietleniu tDNA promie-
niami X oraz w tDNA, w ktérym cze$¢ czasteczek tyminy zostata zastgpio-
na 5-bromouracylem (np. 234).

Fotoreaktywacja nie jest jedynym mechanizmem usuwajagcym uszko-
dzenia w DNA powstate po naswietleniu UV. CzeSciowe naprawienie
uszkodzen moze nastgpi¢ rowniez w ciemnosci. Ostatnio stwierdzono, ze
w trakcie reaktywacji w ciemnos$ci u niektoérych szczepow E. coli dimery
tyminy sg usuwane (wycinane) z DNA prawdopodobnie wskutek dziata-
nia pewnych nukleaz (np. 27, 28, 205).

Powyzej omdwiono dziatanie promieni UV na rézne markery juz obec-
ne w tDNA poddanym naSwietleniu. Wylania sie jednak pytanie, czy
promienie UV dziatajgce in vitro na tDNA mogg spowodowaé pojawienie
sie w nim nowych marker6w. Wiadomo, ze promienie UV indukujg in
vivo roznego rodzaju mutacje, a takze indukujg mutacje u bakteriofagéw
znajdujacych sie zarbwno w komorce jak i poza komdrka (48). Ponadto
w DNA wyizolowanym z komorki moga pojawié¢ sie nowe markery pod
wptywem takich mutagendéw jak HNO2 (89, 123, 217) czy hydroksyloami-
na (70). O powstaniu nowych markerdw po naswietleniu promieniami UV
tDNA z Bac. subtilis doniesli jak dotad jedynie Nester i Leder-
berg (144). Podobne préby z tDNA z Hem. influenzae i paciorkowcow
wypadly negatywnie (33, 150). Jensen i Haas (100) nie mogli stwier-
dzi¢ istnienia mutacji w tDNA izolowanym z komdrek Bac. subtilis bez-
posrednio lub wkrétce po ich naswietleniu promieniami UV. Autorzy ci
sq zdania, ze do ujawnienia tych mutacji niezbedna jest replikacja DNA.
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I1l. Etapy zjawiska transformacji

W zjawisku transformacji mozna wyrdzni¢ kilka etapoéw: uzyskanie
kompetentnej hodowli komoérek biorcy, adsorpcja i nastepne przenikanie
tDNA do kompetentnych komérek biorcy, wstepne tgczenie sie DNA
dawcy i DNA biorcy, wbudowanie DNA dawcy do genomu biorcy, kté-
rego wynikiem jest rekombinacja obu DNA i w koricu fenotypowe wyra-
zenie nowonabytej cechy.

1 Przygotowanie kompetentnej hodowli komérek biorcy

Rys. 1. Etapy transformacji

1. Kompetencja

Kompetencja bakterii jest przejsciowym stanem populacji, w ktérym
muszg sie znajdowaé komorki biorcy w chwili reakcji z tDNA, aby mogto
wystgpi¢ zjawisko transformacji. Liczba gatunkéw bakterii, ktdre do-
tychczas udato sie transformowac jest znikoma w poréwnaniu do liczby
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znanych gatunkoéw bakterii. Nie wiadomo czy przyczyng tego jest nie-
znajomos$¢ warunkéw niezbednych do uzyskania kompetencji w hodowli,
czy tez naturalna niezdolno$¢ do ulegania transformacji.

Czynnikiem ograniczajacym mozliwos¢ transformacji u szeregu ga-
tunkéw jest obecno$¢ w podiozu pozakomoérkowej DN-azy wytworzonej
przez populacje biorcy, jak to ma miejsce w przypadku szczepéw gron-
kowcdw ztocistych. Istnienie grubych otoczek $luzowatych moze réwniez
stanowi¢ przeszkode we wnikaniu DNA do wnetrza bakterii np. do dwo-
inek zapalenia ptuc, u ktérych jak wykazat Ravin (172) zdolno$¢ ko-
madrek do transformacji jest tym mniejsza, im grubsza jest ich otoczka.

Warunki dla uzyskania kompetencji u szczepow transformujgcych sie sg
bardzo swoiste. Dla kazdego gatunku wymagane jest odpowiednie podioze
i warunki hodowli. Hodowle dwoinek zapalenia ptuc stajg sie kompe-
tentne w podtozu z albuming lub surowicg (94). W hodowlach Hem.
influenzae obecno$¢ albuminy nie jest wymagana, ale potrzebne sg pod-
toza zawierajace inne biatka. Mozna co prawda uzyskaé kompetencje
Hemophilus w podtozu syntetycznym (109, 225), czy kompetencje dwoinek
zapalenia ptuc w podtozu bez albuminy (147), lecz wydajnosé transfor-
macji bedzie wowczas o wiele nizsza.

Wydaje sie, ze kompetencja zwigzana jest zaréwno z cyklem zycio-
wym poszczegblnych komdrek, jak i ze stanem fizjologicznym catej ho-
dowli. U poszczeg6lnych gatunkow kompetencja pojawia sie w roznym
wieku hodowli i trwa przez r6zne okresy czasu. Narastanie jej moze mieé
charakter falowy, jak u dwoinek zapalenia ptuc, co sugeruje powigzanie
kompetencji z fazami cyklu podziatowego bakterii (92, 228). Szybkos¢
pojawiania sie kompetencji zalezy od wielkos$ci inokulum: przy wiekszym
inokulum kompetencja pojawia sie wcze$niej (164, 228).

W hodowli bakteryjnej tylko czes¢ komdrek ulega transformacji. Wy-
dajnos¢ transformacji waha sie od utamka do kilkunastu procent popula-
cji biorcy w zaleznosci od gatunku bakterii i warunkéw doswiadczenia.
Niemniej jednak Thomas (228) na podstawie badan nad transformacja
dwoinek zapalenia ptuc oraz Schaeffer (193) w wyniku badan nad
transformacjg Hem. influenzae wnioskuja, ze w okresie szczytu kompe-
tencji wszystkie komorki w populacji moga by¢ kompetentne. Niewielka
wydajno$¢ transformacji Schaeffer ttumaczy tym, ze nie do wszystkich
komorek wnikajg czasteczki transformujgcego DNA niosgce badany mar-
ker, lub ze marker juz po wniknieciu nie wbhudowuje sie do genomu bior-
cy. Goodgal i Herriott (77) nie potwierdzili pogladu Schaeffera.
Autorzy ci na podstawie wyliczen wydajnosci transformantéw uzyskuja-
cych rézne markery uwazajg, ze w hodowli Hem. influenzae tylko czes¢
populacji staje sie kompetentna. Do podobnego wniosku doszli tez
Nester i Stocker (143, 145) na podstawie badan nad transformacja
Bac. subtilis. Stwierdzili oni, ze kompetentne komérki Bac. subtilis, w od-
réznieniu od niekompetentnych, sa niewrazliwe na penicyling, poniewaz
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rozmnazanie i wzrost komérek kompetentnych sg okresowo zahamowane.
Na tej podstawie mogli wykazaé, ze tylko cze$é populacji staje sie kom-
petentna, poniewaz pozostata cze$¢ bytla nadal wrazliwa na penicyline.
Komérki Bac. subtilis, ktore uzyskaly kompetencje pozostajg w tym sta-
nie przez kilka godzin. Wydaje sie wiec, ze u poszczeg6lnych gatunkéw
bakterii istniejg réznice w pojawianiu sie kompetencji.

Mechanizm powstawania kompetencji komorek, umozliwiajgcy wni-
kanie DNA do ich wnetrza, dotychczas nie jest zadowalajgco wyjasniony.
Jedng z préb ttlumaczenia tego zjawiska byta hipoteza Thomasa, tzw.
lokalnej protoplastyzacji komdrek (228). Hipoteza ta opierata sie na pew-
nych podobienstwach miedzy komoérkami kompetentnymi a czeSciowymi
lub catkowitymi protoplastami. Wedtug Thomasa po podziale komorki
czes$¢ jej powierzchni moze nie by¢ pokryta $Sciang komorkowa. Przez
te obnazone miejsca DNA moze wnika¢ do $rodka komoérek w sposob
mechaniczny lub czesSciowo mechaniczny. Na korzy$¢ tej hipotezy moze
przemawiac falowy wzrost kompetencji w hodowlach, w ktérych podziaty
sg zsynchronizowane (92). W okresie kompetencji nastepuje zwiekszenie
przepuszczalnos$ci $ciany komodrkowej nie tylko dla DNA, ale réwniez
dla DN-azy (106, 229). Za hipoteza tg przemawiajg takze obserwacje
Spizizena, ze prekursory zwigzkéw wystepujagcych w $cianie komor-
kowej hamujg transformacje (212), oraz ze komorki kompetentne, podob-
nie jak protoplasty, sag o wiele bardziej wrazliwe na szok osmotyczny
niz cata populacja (229). Nalezy przy tym zaznaczy¢, ze protoplastow
nie udato sie znalez¢ w hodowlach kompetentnych (211).

Przenikanie DNA prawdopodobnie nie jest jednak procesem zupetnie
biernym, co implikuje hipoteza protoplastyzacji. Gdyby proces ten byt
bierny woéwczas nie wyttlumaczalne byloby pobieranie przez komdrki
tylko wielkoczgsteczkowego DNA, a nie pobieranie innych zwigzkow
0 cigzarze czgsteczkowym tego samego rzedu, a tym bardziej zwigzkdéw
0 mniejszych czasteczkach — przede wszystkim DNA o ciezarze mniej-
szym niz 1X105—1X 106, czy oligonukleotydéw (121, 182). Przeciwko
hipotezie protoplastyzacji przemawia réwniez wybiérczos¢ w pobieraniu
DNA wystepujagca u niektérych transformujgcych sie gatunkéw bakterii
(194, 195). Wybidrczosé ta objawia sie tym, ze pewne szczepy dobrze po-
bierajg homologiczny DNA, a nie pobierajg lub pobierajg w zmniejszo-
nych iloSciach DNA heterologiczny. Obserwacje te wskazujg, ze mecha-
nizm kompetencji jest prawdopodobnie dos$é ztozony.

Fox i Hotchkiss (68) w przeciwienstwie do Thomasa sta-
rali sie dowie$é, ze pobieranie DNA przez komorki kompetentne jest
procesem czynnym. Wedtug tych autoréw na enzymatyczny charakter
procesu wskazuje zalezno$¢ miedzy rozwojem i spadkiem kompetencji
a temperaturg oraz miedzy stezeniem DNA a liczbg transformantéw.
Fox i Hotchkiss zaktadali, ze w okresie kompetencji bakterie syntetyzuja
na swojej powierzchni enzymy o swoistej zdolnosci wigzania DNA i wy-
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liczyli, ze kompetentne komorki dwoinek zapalenia ptuc majg na swej
powierzchni kilkadziesigt miejsc adsorpcji (enzymatyczne receptory).
Rdéwniez Stuy i Stern (219) wskazuja, ze pobieranie tDNA przez
kompetentne komérki Hem. influenzae nie ma charakteru biernego. Wy-
daje sig, ze kompetentne komérki Hem. influenzae posiadaja dwa miejsca
penetracji DNA (jedna komorka moze pobiera¢ jednocze$nie tylko dwie
czasteczki DNA). Kinetyka procesu pobierania DNA, wyrazna zaleznos¢
od temperatury, powodowanie przez 2,4-dwunitrofenol przedtuzenia lag-
fazy w pojawianiu sie transformantéow i zmniejszenia szybkosci jej poja-
wiania sugeruja udzial systemu enzymatycznego w przenikaniu DNA
przez Sciane komorkowa. Dalsze badania nad kompetencjg u bakterii,
cho¢ wniosty wiele nowych informacji, w dalszym ciggu nie dajg moznos-
ci stworzenia jasnego obrazu mechanizmu tego procesu.

Young iwsp. (239) stwierdzili istnienie réznic w sktadzie chemicz-
nym Ssciany komaérkowej u dobrze i stabo transformujgcych sie szczepdw
Bac. subtilis. Young i Spizizen (238) zaobserwowali u Bac. subtilis
obecno$¢ w $cianie komorkowej autolizujgcego enzymu, ktory dziata na
Sciany komorkowe uwalniajgc przede wszystkim N-kofAcowg alanine
i pewne niedializujgce heteropolimery. Aktywno$¢ tego enzymu jest naj-
wieksza w komorkach o wysokiej zdolnoSci do transformacji. Réwniez
badania Ephrussi-Taylor i Freed (60) nad dwoinkami zapale-
nia ptuc wskazujg na mozliwo$¢ zmian w S$cianie komoérkowej tych bak-
terii w czasie kiedy rozwija sie kompetencja. Autorki te wykazaty, ze
w okresie maksymalnej kompetencji zmniejszone jest wiaczanie lizyny.
Zahamowanie wi#aczania lizyny, ktéra wchodzi w skiad mukopeptydu
Sciany komorkowej przy normalnym pobieraniu innych badanych amino-
kwaséw, sugeruje zaktdcenie syntezy skiadnikdéw $ciany komdrkowej,
bez jednoczesnej zmiany w metabolizmie biatek. Autorki przypuszczajg,
ze podobnie jak u Bac. subtilis, w okresie kompetencji ro$nie-u pneumo-
kokéw aktywnosé enzymu autolitycznego, ktéry swoiscie uwalnia lizyne
z mukopeptydu Sciany komoérkowej. U Bac. subtilis, Ephrati-Elizur
(54) zauwazyt zalezno$¢ miedzy zdolnosciag do uzyskania kompetencji,
a opornoscig komérek na aktynomycyne D; w miare nabywania opornosci
malata zdolno$¢ do transformacji. Mozliwe, ze przyczyng jest tu réowniez
zmniejszenie przepuszczalnosci btony komorkowej, co zwieksza opornosé
na aktynomycyne, i co jednoczes$nie uniemozliwia przenikanie DNA do
wnetrza komdrek. Argumentem przemawiajgcym za powstawaniem
w $cianie komorkowej zmian umozliwiajgcych wnikanie DNA sg wyniki
badan Kaisera i Hognessa (101); wprowadzenie DNA, izolowa-
nego z poronnie transdukujgcych fagéw, do komorek E. coli byto mozliwe
jedynie po uprzednim ,przedziurawieniu” $cian komdrkowych bakterii
przez bakteriofaga. Wolne DNA fagowe moze réwniez zakaza¢ proto-
plasty, nie moze natomiast przenika¢ do normalnych komorek (208, 235).
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Zesp6t Pakuty wykazat istnienie w przesagczach kompetentnych ho-
dowli paciorkowcéw, czynnika powodujgcego przeksztatcenie komdrek
niekompetentnych w kompetentne (164, 165). Przy uzyciu tDNA znaczo-
nego 3P wykazano, ze potraktowanie niekompetentnych bakterii tym
czynnikiem wumozliwia im pobranie DNA (151). Czynnik ten mozna
wytraci¢ i zagesci¢ siarczanem amonu lub kwasem trdjchloroocto-
wym (19, 165). Jest to zwigzek wielkoczasteczkowy, najprawdopodobniej
biatko (wrazliwy na enzymy proteolityczne, inaktywuje sie w tempera-
turze powyzej 60°), a dotychczasowe dane, przede wszystkim za$ kinetyka
dziatania, wskazujg na jego enzymatyczny charakter. Dziatanie czynnika
wywotujgcego kompetencje zalezy zaréwno od czasu jak i temperatury,
a optymalna temperatura wynosi 37° jak w wiekszosci reakcji enzyma-
tycznych. Wydaje sie, ze czynnik ten wigze sie odwracalnie z powierzchnig
bakterii: tg samg porcjg czynnika po odwirowaniu komoérek mozna wy-
wota¢ kompetencje kolejno w kilku hodowlach bakteryjnych (157). Przy
dziataniu na druga z kolei hodowle bakterii, aktywno$¢ czynnika nieco
wzrasta, co moze sugerowac, ze ptyn zawierajacy czynnik, zawiera takze
jaki$ inhibitor, ktéry w czasie pierwszego kontaktu z komérkami jest
przez nie adsorbowany. Dziatanie czynnika wywotujagcego kompetencje
ogranicza sie prawie wytacznie do szczepu, przez ktéry zostat wytworzo-
ny. Udato sie jednak czynnikiem wytwarzanym przez szczep paciorkowca
Challis wymusi¢ kompetencje u nietransformujgcego sie w innych wa-
runkach szczepu paciorkowca Wicky (165).

0} wytwarzaniu podobnego wielkoczgsteczkowego czynnika odpowie-
dzialnego za kompetencje w hodowlach dwoinek zapalenia ptuc doniesli
ostatnio Tomasz i Hotchkiss (230). Czynnik nazwany zostat przez
autordw aktywatorem; wstepne badania sugerujg ze jest on biatkiem.
Wykazuje on wieksze niz u paciorkowcoéw powinowactwo do $ciany ko-
madrkowej i dlatego trudno jest wyodrebnié go z hodowli. Jednocze$nie
w hodowlach dwoinek zapalenia ptuc pojawia sie inhibitor, ktérego ilos¢
narasta w miare starzenia sie hodowli; inhibitor ten hamuje reakcje
wywotywang przez aktywator, wskutek czego komorki nie ulegaja trans-
formacji. Nava i wsp. (142) twierdzg, ze komérki kompetentne pneu-
mokokdw roznig sie od niekompetentnych obecnoscig specjalnego anty-
genu na powierzchni komorki. Felkner i Wyss (63) zaobserwowali
istnienie na powierzchni komdrek Bac. subtilis ,,czynnika kompetencji”,
ktorego nie udato sie wykaza¢ w komorkach niekompetentnych. Czynnik
ten mozna wymy¢ z powierzchni komoérek woda destylowang i po za-
geszczeniu mozna nim powodowaé przeksztatcanie komdrek niekompe-
tentnych w kompetentne. Felkner i Wyss uwazaja, ze czynnik z Bac.
subtilis w jaki$ sposéb wiaze sie z tDNA utatwiajac jego wnikanie do
wnetrza komérek. Natura chemiczna tego czynnika jest nieznana. Od-
wrotnie niz w przypadku czynnika prowokujgcego kompetencje u pacior-
kowcow, wydaje sie, ze czynnik z Bac. subtilis wigze sie nieodwracalnie

2 Postepy Biochemii
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z powierzchnig komorek — mozna go wyadsorbowac z roztworu przez do-
danie odpowiedniej iloSci niekompetentnych bakterii.

Pomimo znacznych postepdw w poznaniu mechanizmu czy mechaniz-
mow kompetencji, zagadnienie to nie jest catkowicie wyjasnione. Uzyska-
ne dane wydaja sie wskazywa¢ na roznorodnos$¢ proceséw kompetencji
u réznych transformujgcych sie szczepdéw, cho¢ trudno obecnie ocenié
czy réznice te dotyczg szczeg6téw tych mechanizméw czy ich natury.
Z wiekszo$ci ostatnich prac wynika, ze zlozony proces pojawiania sie
kompetencji jest prawdopodobnie w czesci przypadkéw zjawiskiem na-
tury enzymatycznej.

2. Wnikanie DNA do komérek biorcy

Pierwszg fazg przenikania DNA do wnetrza kompetentnej komorki
jest jego adsorpcja. Uzywajac DNA znaczonego P Lerman i Tol-
mach (113), a nastepnie inni autorzy (68, 76, 77) stwierdzili, ze czes¢
DNA adsorbuje sie nieodwracalnie, cze$¢ zas odwracalnie. Cze$¢ DNA
zaadsorbowang odwracalnie mozna usung¢ z powierzchni komorki dzia-
taniem DN-azy, przemywaniem lub ociepleniem ochtodzonej hodowli
(113). Dlatego tez tylko nieodwracalnie zwigzany DNA traktuje sie jako
taki, ktory przeniknat bariery komérkowe.

Kompetentne komdrki w chwili pobierania DNA nie muszg rosnac.
Badania Pakuty iwsp. (157) nad etapami transformacji paciorkowcow
wymuszonej przez czynnik wywotujagcy kompetencje wykazaly, ze mie-
rzone aktywnoscig transformacyjng pobranie tDNA przez komorki za-
wieszone w soli fizjologicznej wynosi zaledwie 10% ilosci tDNA pobra-
nego w peitnym podtozu. Dodanie do soli fizjologicznej bogatego podioza
transformacyjnego zwieksza pobieranie DNA proporcjonalnie do ilosSci
dodanej pozywki. Obecnos$¢ chloramfenikolu w podtozu bardzo nieznacznie
zmniejsza pobieranie DNA, co wskazuje, ze normalny metabolizm komor-
ki nie jest w tym procesie konieczny. Obserwacje te sg zgodne z wynika-
mi wczedniejszych badah Goodgala i Herriotta (74, 77) oraz
Stuya (218) nad Hem. influenzae. Ostatnio obserwacje te potwierdzili
rowniez Levin i Strauss (117). Brak wptywu chloramfenikolu na
pobieranie DNA przez kompetentne komérki wydaje sie wykluczaé¢ su-
gestie Kohiyamy i Saito (105 o pojawianiu sie pod wptywem
DNA indukcyjnej permeazy pozwalajgcej na wnikniecie DNA do wnetrza
komoérek. Nester i Stocker (143, 145) wykazali, ze réwniez ko-
morki Bac. subtilis po uzyskaniu kompetencji majg bardzo ograniczony
metabolizm: nie rosng, nie dzielg sie i sg niewrazliwe na penicyline. Po-
dobne rezultaty przyniosty obserwacje nad dwoinkami zapalenia ptuc,
u ktorych uzyskano transformacje dodajagc tDNA do kompetentnej ho-
dowli zawieszonej w podtozu nie podtrzymujacym wzrostu (68). Czynni-
kami hamujgcymi pobieranie DNA sg w przypadku Hem. influenzae
wersen i 2,4-dwunitrofenol (219 wg 196, str. 120).
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Pobieranie DNA przez komorki kompetentne nie ogranicza sie do DNA
homologicznego; do wnetrza komdérek moze rowniez wnikaé DNA izolo-
wany z osobnikdéw nalezgcych do innych gatunkéw, co wykazano dwiema
metodami. Pierwsza z nich polegata na poréwnaniu radioaktywnosci znaj-
dujacej sie wewnatrz komérek po podaniu znakowanego 3 DNA izolo-
wanego z réznych gatunkéw bakterii, a nawet z organizméw wyzszych.
W drugiej metodzie okre$lano obnizenie wydajnosci transformacji homo-
logicznej przez réwnoczesne dodanie homo- lub heterologicznego DNA
nie niosgcego markera, a wiec nietransformujgcego. Pakuta i wsp.
(161) wykazali zupetny brak wybidrczosci w pobieraniu DNA przez pa-
ciorkowce. DNA z réznych zrédet: z homologicznego gatunku, z innych
gatunkdw bakterii oraz z grasicy cielecej w jednakowym stopniu hamo-
waty proces transformacji paciorkowcéw. Takze dwoinki zapalenia ptuc
nie wykazujg zadnej swoistosci w pobieraniu DNA, co wykazali Ler-
man i Tolmach (113) przy pomocy DNA znakowanego 3P, oraz P a-
kuta iwsp. (161, 162) metodq wspdétzawodnictwa DNA w transformacji.
Spizizen wykazatl (212), ze réwniez komorki Bac. subtilis w jedna-
kowym stopniu pobieraja DNA pochodzgce z réznych Zrddet. Natomiast
szczepy z rodzaju Hemophilus wykazujag pewnag wybidrczos¢ w pobiera-
niu DNA: zahamowanie transformacji przez DNA z innych gatunkéw
Hemophilus jest mniejsze niz przez DNA homologicznego szczepu, a DNA
z odlegtych filogenetycznie gatunkéw bakterii np. z E. coli jak i DNA
z grasicy cielecej nie sg w ogole pobierane (194, 195, 197).

Wydaje sie, ze przenikanie transformujgcego DNA do komorek u réz-
nych gatunkéw bakterii nie zachodzi w jednakowy sposéb. Nie ma do-
tychczas mozliwosci bezposredniego $ledzenia procesu przenikania DNA,
mozna o nim jedynie wnioskowa¢ na podstawie losow DNA juz po pene-
tracji do komérek. Wiele danych wskazuje, ze u dwoinek zapalenia ptuc
do wnetrza komorek przenika tylko jedna ni¢ DNA, cho¢ warunkiem
wysokiej wydajnosci przenikania jest dodanie tDNA w formie natywnej,
dwuniciowej. Lacks (107) stwierdzit, ze w pierwszych minutach po
pobraniu przez dwoinki zapalenia ptuc tDNA znakowanego 3® cata radio-
aktywnos$¢é reizolowanego nastepnie z komoérek biorcy DNA znajdowata
sie we frakcji jednoniciowego DNA, oraz we frakcji fosforu nieorganicz-
nego. Rdéwnolegle przeprowadzone dosSwiadczenia biologiczne wykazaty,
ze DNA z komorek biorcow izolowany w pierwszych 10 minutach po po-
braniu tDNA, nie jest czynny biologicznie. Podobne wyniki uzyskali
uprzednio Fox (64) oraz Fox i Hotchkiss (69). Na tej podstawie
Lacks sugerowal, ze w czasie wnikania DNA do komorki, jego drugorze-
dowa struktura zostaje zniszczona, wobec czego wewnatrz komorki biorcy
mozna odnalezé DNA dawcy w formie jednoniciowej. Mozliwe, ze jest to
wynikiem dziatania jakiego$ typu DN-azy znajdujacej sie na powierzchni
komdrki, ktora degraduje tylko jedng z dwu nici DNA. Richardson
i wsp. (178) opisali egzonukleaze tzw. fosfataze DNA wyizolowang z E. coli,

2*



206 E. BANKOWSKA, W. DOBRZANSKI, H. OSOWIECKI [18]

ktéra dziata tylko na dwuniciowy DNA, rozpoczynajgc hydrolize od 3™-hy-
droksylowego korica kazdej nici. Dzieki temu okoto 50% kazdej nici zo-
staje zdegradowane i pozostaty DNA jest wiasciwie jednoniciowy, z obu
stron zakonczony grupami 5-hydroksylowymi. Przejscie formy jednoni-
ciowej w dwuniciowg w komdrce biorcy wymaga pewnego okresu czasu.
Po tym czasie, tzw. okresie eklipsy, mozna byto z komorek biorcéw
izolowac biologicznie czynny DNA, zdolny do przekazywania nowo na-
bytej cechy nastepnym komérkom biorcow.

Wyniki badan L acksa, dowodzace wnikania jednej tylko nici do
kompetentnych komdrek dwoinek zapalenia ptuc zostaly poparte przez
Foxa i Allena (67). Autorzy ci badali w gradiencie CsCl roztozenie
radioaktywnos$ci po wniknieciu do komoérek biorcow tDNA znaczonego
jednocze$nie D i 19N. Stwierdzili oni, ze w pierwszej minucie po pobraniu
tDNA, radioaktywnos$é znajduje sie we frakcji jednoniciowego DNA, ale
prawie natychmiast potem mozna jg odnalez¢ we frakcji dwuniciowego
DNA, bedacego hybrydem DNA biorcy i DNA dawcy. Z frakcja ta jest
zwigzana cata aktywno$¢ biologiczna nowo wprowadzonego DNA. Bada-
nia te jednak nie pokrywajg sie z poprzednimi badaniami Foxa (65),
z ktorych wynikato, ze do genomu biorcy whudowywany jest DNA dawcy
w formie dwuniciowej, nie podlegajacy w czasie penetracji do komorki,
roztozeniu na pojedyncze nici. Do tego wniosku Fox doszedt okre$lajac
stopien utraty aktywnosci biologicznej reizolowanego z komérek biorcy
DNA dawcy znakowanego 3XP; stopien inaktywacji reizolowanego DNA
byt identyczny ze stopniem inaktywacji oryginalnego DNA uzytego do
transformaciji.

Natomiast mechanizm wnikania DNA do komoérek Hem. influenzae
jest przypuszczalnie odmienny. U bakterii tych DNA prawdopodobnie
wnika jako struktura dwuniciowa. Przemawiajg za tym dos$wiad-
czenia Herriotta (87), ktory transformowal szczep Hem. influenzae
za pomoca hybrydu DNA, otrzymanego droga renaturacji mieszaniny
dwéch preparatow zdenaturowanego DNA. Jedna nié tego DNA pocho-
dzita z DNA szczepu opornego na nowobiocyne, a druga z DNA szczepu
opornego na streptomycyne. Hybryd DNA indukowat jednocze$nie trans-
formacje obu tych cech w jednej komérce biorcy. Zatem do komorki bior-
cy musiaty wnikac obie nici jednej czasteczki DNA, poniewaz dwie jedno-
cze$nie transformowane cechy lezaty na dwéch roznych niciach. Prawdo-
podobnie zatem DNA dawcy po wejsciu do komérek biorcy nie znajdowat
sie, nawet przejsciowo, w postaci jednoniciowej. Obserwacje Voll
i Goodgala (232) nad transformacjg u Hemophilus wskazujg na brak
okresu eklipsy po wniknieciu tDNA do komérek tego drobnoustroju, co
réwniez Swiadczytoby o przenikaniu do wnetrza komérek DNA w for-
mie dwuniciowej. Jednak Schaeffer (196, str. 138) uwaza, ze dane
z pracy Voll i Goodgala nie dowodza z catg pewnoscig, ze okres eklipsy
nie wystepuje u Hemophilus.
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Pene i Romig (167) frakcjonujac w gradiencie chlorku cezu DNA
izolowany ze Swiezo przetransformowanych komérek doszli do wniosku,
ze u Bac. subtilis, podobnie jak u Hem. influenzae, tDNA przenika i wbu-
dowuje sie do genomu biorcy w formie dwuniciowej. Do tego samego
wniosku doszli Bresler i wsp. (30, 31) uzyskujagc u Bac. subtilis jed-
noczesng transformacje dwdch cech przez hybryd DNA, w ktdrym kazda
z komplementarnych nici niosta tylko jeden z badanych markerow.

3. Wstepne taczenie sie w pary tDNA z genomem biorcy

Wedtug opinii Schaeffera (193) przed wbudowaniem markerow
do genomu biorcow i rekombinacjg, niezbedne jest wstepne potgczenie
sie w pary fragmentu DNA dawcy z chromosomem biorcy. Zdaniem tego
autora niska wydajnos$¢ transformacji heterospecyficznych spowodowana
jest strukturalng niezgodnos$cig transformujgcego kwasu dezoksyrybo-
nukleinowego i DNA w chromosomie biorcy. R6zna sekwencja zasad pu-
rynowych i pirymidynowych reagujacych fragmentow nie pozwalataby
wiec na doktadne dopasowanie sie odpowiednich obszar6w DNA dawcy
i biorcy, co w konsekwencji uniemozliwiatoby catkowicie lub czesciowo
integracje lub rekombinacje. W pewnym stopniu potwierdzity te kon-
cepcje badania Marmura i wsp. (137) przeprowadzone na pateczkach
z rodzaju Bacillus oraz Bankowskiej (18) na paciorkowcach, dwoin-
kach zapalenia ptuc i gronkowcach. Badania te wykazaty, ze gatunki,
ktorych DNA rézni sie zawartosciag G + C w granicach 0,5—1,0% nie
transformujag sie lub tylko z niewielka wydajnoscig. Jednak Callin
i Cunningham na podstawie badan nad transformacjami hetero-
specyficznymi u Neisseria (43) sugeruja, ze w przypadku tych drobno-
ustrojow zawarto$¢ zasad G + C niekoniecznie musi by¢ identyczna.

Przeciwko koniecznosci wstepnego taczenia sie w pary tDNA z chro-
mosomem przed jego integracjag wydajg sie przemawiaé wyniki C a-
valierego (44) i Ephrussi-Taylor (59). W lizatach dwoinki
zapalenia ptuc otrzymanych w ciggu pierwszych kilku minut po wniknie-
ciu tDNA do komérek, autorzy ci mogli stwierdzié¢ obecnos¢ tylko nisko-
czasteczkowych fragmentow DNA dawcy. Jednak Lacks (107) wyka-
zat, ze u dwoinki zapalenia ptuc DNA transformujacy mozna odnalezé
w komorkach biorcow nie tylko we frakcji oligonukleotydowej lecz row-
niez w postaci wysokoczasteczkowej struktury jednoniciowej. Potwier-
dzilito Fox i Allen (67), wykazujac, ze, w DNA izolowanym z trans-
formowanej populacji dwoinek zapalenia ptuc, DNA dawcy mozna odna-
lez¢ jedynie jako pojedyncza ni¢ potaczong w podwdjny tancuch z DNA
biorcy. Taki odcinek hybrydu DNA dawcy i biorcy obejmuje obszar
1-2 milionéw daltonéw, a DNA dawcy wydaje sie byé zwigzany kowa-
lentnie z genomem biorcy.
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Z prac Ravina i lyera (175) wynika, ze duzy wplyw na przebieg
wstepnego #gczenia sie nici DNA w pary i na wydajno$¢ rekombinacji ma
rébwniez wielko$¢ czasteczki tDNA, wnikajgcego do komérki biorcy.

4. Wbudowywanie markeréw dawcy do genomu biorcy

Fragment genomu dawcy przytagczony wstepnie do chromosomu biorcy
zawiera alternatywne cechy genetyczne w stosunku do markeréw biorcy.
Dla zastgpienia jednak cech biorcy przez markery dawcy muszg zaj$¢
okreSlone procesy. Istotg tych proceséw jest: 1) takie przylaczenie frag-
mentu DNA dawcy do genomu biorcy, ze fragment ten zaczyna sie repli-
kowaé jednoczed$nie z chromosomem biorcy, 2) powstanie powigzan po-
miedzy markerami istniejacymi i wprowadzonymi. Cato$é tych proceséw
okreslana byta czesto terminem ,integracja”. Ostatnio jednak Schaef-
fer (196), a takze Hayes (86) sugerujg ograniczenie stosowania poje-
cia ,integracja” tylko do zjawiska wbhudowywania tDNA, a dla proceséw
powstawania powigzain miedzy markerami rezerwujg termin ,rekombi-
nacja”.

U organizmdéw wyzszych posiadajagcych podwojny garnitur chromo-
somalny, znane sg dwa klasyczne schematy powstawania rekombinantéw:

a) crossing over, w ktorym chromosomy siostrzane pekaja w homologicz-
nych punktach i rekonstruujg sie przez wymiane i powtdrne potacze-
nie rozdzielonych czesci,

b) copy choice (zmiana wzorca wybor matrycy, konwersja) kiedy chromo-
somy rodzicielskie stanowig tylko wzorzec dla nowo syntetyzowanych
replik, kopiowanych z jednego lub kolejno z obydwdch homologicz-
nych chromosomdéw. W tym ostatnim przypadku kopiowanie moze sie
odbywaé synchronicznie lub niesynchronicznie.

Nie wiadomo jednak w jakim zakresie mechanizmy rekombinacji spo-
tykane u organizméw wyzszych odnoszg sie do haploidalnych bakterii,
zwiaszcza jesli uwzglednimy przyjety poglad, ze w komorkach bakterii
chromosomem jest dwuniciowa czgsteczka DNA, ktdra prawdopodobnie
wystepuje w postaci kolistej. Powazng komplikacja przy rozpatrywaniu
mozliwych mechanizmoéw rekombinacji w procesie transformacji jest tez
fakt, ze wnikajgca czasteczka tDNA stanowi jedynie fragment chromo-
somu dawcy — okoto 1/100 cze$¢ catego genomu. Dalsza komplikacja,
przynajmniej w przypadku transformacji pneumokokdw jest to, ze rea-
gujacy odcinek egzogennego DNA, tuz przed integracjg istnieje w postaci
jednoniciowej (107).

Zanim zajmiemy sie przedyskutowaniem mozliwych schematéw inte-
gracji i rekombinacji w transformacjach bakteryjnych, rozpatrzmy
uprzednio dostepne dane dotyczace wigczania sie egzogennych markerow
do genomu biorcow.
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Przekazywanie markeréw pojedynczych i sprzezonych. Z badan
Ephrussi-Taylor (56) nad przekazywaniem zdolnosci wytwarza-
nia otoczek u pneumokokéw oraz prac Younga i Spizizena

(237) nad zdolnoscig zarodnikowania u Bac. subtilis wynika, ze geny
istniejace w DNA dawcy sa alleliczne w stosunku do genéw wystepuja-
cych w genomie biorcy. Transformacja komorek biorcow polega wiec
na zastepowaniu markera istniejacego w chromosomie biorcy przez alle-
liczny marker znajdujgcy sie w tDNA dawcy. Przekazywanie cechy ge-
netycznej moze zachodzi¢ w kierunku obu postaci allelicznych genu.
U pneumokokéw mozna nie tylko przekazywaé zdolno$é wytwarzania
otoczek szczepom bezotoczkowym, ale takze szczepy otoczkowe mogg byé
skutecznie transformowane w postacie bezotoczkowe (226). Podobne re-
zultaty daty transformacje otoczek u serologicznych typéw ,b” i ,d”
gtadkiego szczepu Hemophilus (3). Jednak Awustrian i wsp. (12) ba-
dajac szczeg6towo przekazywanie otoczek u dwoinki zapalenia ptuc wy-
kazali, ze nie zawsze sytuacja jest tak prosta. Geny kompleksowe (np.
markery odpowiedzialne za synteze wielocukrowcéw otoczkowych, kt6-
rej poszczegdlne etapy sg kontrolowane przez determinanty S$cisle ze
sobg sprzezone) w procesie transformacji moga by¢ nie tylko wymieniane
na alleliczne, ale takze dodawane do gendéw juz istniejgcych w chromo-
somie biorcy.

Przy transformacji bakterii w stezeniach tDNA mniejszych od nasy-
cajagcego wiekszo$¢ markeréw przekazywana jest niezaleznie od siebie.
Takie transformanty rdznig sie od populacji macierzystej tylko jedna
cechg (11, 226), pomimo ze tDNA pochodzi z komorek réznigcych sie kil-
koma cechami w poréwnaniu z biorcami. Prawdopodobiefstwo jednoczes-
nego wiaczenia dwoch lub kilku markeréw dawcy do genomu biorcy jest
bardzo mate (91) i moze by¢ przedstawione zaleznoScia:

TAB< taxthb

gdzie T jest liczbg transformantow, zas A i B sg selekcjonowanymi mar-
kerami dawcy.

Niezalezne przekazywanie poszczeg6lnych markeréw w transformacji
dowodzi, ze znajdujg sie one na odrebnych fragmentach chromosomu
dawcy, lub w takiej odlegtosci na jednej czasteczce tDNA, ze w procesie
rekombinacji moze zosta¢c wbudowany tylko jeden z markerow. Jesli
markery nie sg sprzezone, wystepowanie nielicznych podwdjnych trans-
formantow S$wiadczy w kazdym razie o tym, ze mialy miejsce dwa
zjawiska rekombinacji. Nalezy przy tym zaznaczyé, ze do wnetrza tej
samej komorki biorcy moga wnikna¢ dwie czasteczki tDNA niosgce rézne
markery.

Pojawianie sie podwojnych transformantow jest wprawdzie zjawi-
skiem bardzo rzadkim, jednakze w przypadku niektérych markeréw
i przy uzyciu okre$lonych szczepéw dawcy i biorcy, transformanty po-
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dwdjne pojawiajg sie z duzg czestotliwoscig. Zjawisko to opisane zostato
po raz pierwszy przez Hotchkissa i Marmura (96), ktérzy badali
u dwoinki zapalenia ptuc transformacje dwu cech: opornos$ci na strepto-
mycyne i zdolnosci fermentowania mannitolu. Zdaniem tych autorow
jednoczesne przekazywanie tych cech jest mozliwe dlatego, ze w chro-
mosomie dwoinki zapalenia ptuc markery te sg sprzezone i geny znajduja
sie blisko siebie na jednej czgsteczce tDNA, dzieki czemu sg one wbudo-
wywane do genomu biorcy jako catos¢. Prawdopodobienstwo uzyskania
podwdjnych transformantéw przy badaniu cech sprzezonych jest wyso-
kie i moze by¢ przedstawione zaleznoscia:

Tab> TaX Tb

Wysokg czestotliwosé przekazywania cech sprzezonych uzyskano tak-
ze u szczepow nalezacych do rodzaju Hemophilus (75) i u Bac. subtilis
(144). Markery sprzezone szczegélnie czesto spotyka sie w przypadku ge-
néw kierujacych poszczegélnymi etapami syntezy jednego metabolitu.

Poréwnujgc czestotliwo$é przekazywania w transformacji cech poje-
dynczych i sprzezonych stwierdza sie, ze prawdopodobienstwo integracji
markerow pojedynczych jest jednak zawsze wieksze niz markeréw sprze-
zonych, nawet wowczas gdy te ostatnie znajdujg sie bardzo blisko siebie
na czasteczce tDNA.

Czestotliwo$¢ tacznego przekazywania markerdw sprzezonych jest, jak
sie wydaje, odwrotnie proporcjonalna do wielko$ci tych markeréw. Po-
twierdza to zalezno$¢ miedzy wrazliwosciag markeréw na ogrzewanie
w temperaturze subkrytycznej czy na promienie UV a prawdopodobien-
stwem integracji tych markeréw (103, 119). Rekombinacje kompleksowe
mozna skutecznie wyeliminowaé podnoszgc temperature inkubacji z 30
do 37° (103).

Badania nad pneumokokami wykazaty, ze sprzezenie gendw moze
takze wystgpi¢ w przypadku opornosci na antybiotyki. Jak doniesli
Sirotnak iwsp. (209) u dwoinki zapalenia ptuc istniejg trzy markery
opornosci na erytromycyne (erya erybi eryc), r6znigce sie stopniem wra-
zliwosci na ten antybiotyk. Jest rzeczg bardzo ciekawa, ze transformanty
z cechg erya_b transformujg sie stabo w kierunku eryc, a transformanty
erya_c nie przyjmujg w ogéle markera eryb. Podajgc 3P DNA autorzy ci
wykazali, ze szczepy z markerami erya_c nie pobierajg wcale DNA
a szczepy z erya_b pobierajg go tylko w nieznacznym stopniu.

Sprzezenie gendw odpowiedzialnych za oporno$¢ na streptomycyne
u dwoinki zapalenia ptuc opisali Rotheim i Ravin (183). Wykazali
oni, ze na jednej czasteczce DNA mogg sie znajdowac rézne geny strepto-
mycyno-opornosci. Geny te mozna jednak rozdzieli¢ w toku preparatyki
tDNA i woOwczas sg one przekazywane niezaleznie. Badajgc kinetyke
przekazywania markeréw sprzezonych u dwoinki zapalenia ptuc Kent
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i Hotchkiss (102) potwierdzili, ze sprzezenie spowodowane jest
wspatistnieniem gendw na tej samej czasteczce tDNA; integracja i rekom-
binacja tych marker6w wymaga wielokrotnych peknie¢ i powtdrnych
potaczen genomu biorcy i egzogennego fragmentu tDNA.

Interesujgce sg réwniez obserwacje co do przekazywania niektdrych
markeréw leko-opornosci w transformacjach heterospecyficznych.
Nickel i Goodgal (146) wykazali, ze markery oporno$ci na strepto-
mycyne i nowobiocyne u Hemophilus parainjluenzae nie sg sprzezone.
Po wprowadzeniu tych markeré6w w dwdch kolejnych procesach trans-
formacji do szczepu Hem. influenzae obserwuje sie ich genetyczne sprze-
zenie u biorcy, analogiczne do sprzezenia wywotywanego mutacjg szczepu
Hem. influenzae. Podobne doswiadczenia Ravina i De Sa (174)
przeprowadzone na dwoinkach zapalenia ptuc i paciorkowcach udowodni-
ty, ze markery oporno$ci na streptomycyne i erytromycyne sg u tych
bakterii homologiczne i sprzegaja sie w wyniku transformacji hetero-
specyficznej miedzy pneumokokiem a paciorkowcem szczepu Challis.

Mechanizmy integracji i rekombinacji w procesie transformacji
Hotchkiss (93) i Ravin (171) juz dos¢ dawno wykazali, ze inte-
gracja markerow streptomycyno-opornosci u pneumokokéw zachodzi
w czasie dwoch pierwszych podziatbw komérek po pobraniu tDNA. Po-
dobne dane co do czasu integracji markerdw przez pneumokoki uzyskata
Ephrussi-Taylor (58). Dzialata ona chloramfenikolem na komdrki
biorcow w réznych odstepach czasu po pobraniu przez nie tDNA i stwier-
dzita, ze jesli inhibitor doda sie wystarczajgco wczesnie, to blokuje on
wbudowywanie wprowadzonego markera. Autorka uwaza, ze moment,
w ktorym chloramfenikol przestaje wptywac¢ na wynik transformacji jest
konncem okresu integracji tDNA do genomu biorcy.

Jednak Fox i Hotchkiss (69) oraz Fox (64) dzieki zastosowaniu
techniki izotopowej i reekstrakcji DNA z transformantéw wykazali, ze
u pneumokokéw integracja i rekombinacja wprowadzonego markera do
genomu biorcy zachodzi juz po 5 minutach od chwili przerwania kon-
taktu tDNA z biorcg. Okres pierwszych pieciu minut jest fazg eklipsy
w czasie ktorej w lizatach nie stwierdza sie zadnej aktywnosci transfor-
mujacej. Podobne badania nad przekazywaniem marker6w sprzezonych
u tych samych szczepéw wykazaty, ze juz po szeSciu minutach od chwili
ustania kontaktu biorcy z tDNA pojawiajg sie transformanty z marke-
rami sprzezonymi. Rekombinacja markerdw zatem ma miejsce prawie
natychmiast po ich integracji.

Czas integracji u Hemophilus jest jeszcze krétszy. Voll i Goodgal
(232) stwierdzili, ze u tych drobnoustrojow brak jest fazy eklipsy. Jak
juz wspomniano powyzej okres eklipsy u dwoinki zapalenia ptuc zwig-
zany jest z wystepowaniem w tym czasie tDNA w postaci jednoniciowej.
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Wyniki Voll i Goodgala sugerujg wiec odrebnos¢ mechanizméw rekom-
binacji u pateczek hemofilowych i u dwoinki zapalenia ptuc. Za istnieniem
innego mechanizmu rekombinacji u Hemophilus przemawiajg takze omé-
wione juz uprzednio badania Herriotta (87), ktéry uzywajac hybrydu
tDNA z markerami opornosci na streptomycyne i nowobiocyne donidst,
ze do komorek biorcow wnikajg dwuniciowe a nie jednoniciowe czasteczki
tDNA i ze w tej postaci czasteczki te sg integrowane do genomu transfor-
mowanych bakterii.

Obserwacje Breslera i wsp. (30), wskazywa¢ mogg, ze mechanizm
integracji i rekombinacji u Bac. subtilis jest podobny do obserwowanego
u pateczek hemofilowych. Wedtug tych autorow podwdjnie auksotroficzny
szczep Bac. subtilis daje transformanty prototroficzne, po pobraniu hy-
brydu tDNA, w ktérym markery his oraz try (zdolno$¢ wytwarzania histy-
dyny i tryptofanu) pochodzity z dwdch réznych szczepéw dawcoéw. Taki
wynik transformacji wskazuje, ze tDNA do komorek biorcow wniknat
w catosci i jako struktura dwuniciowa zostat wbudowany do genomu
transformantéw.

Zarébwno z badan Foxa i Hotchkissa jak i Voll i Goodgala wynika, ze
procesy integracji i rekombinacji wprowadzonych markerow nie wyma-
gaja syntezy DNA. Reakcje wbudowania zachodzi¢ mogg gdy nie ma
syntezy DNA lub tez gdy sie ona dopiero rozpoczyna. Obserwacja ta ma
istotne znaczenie przy rozpatrywaniu, ktory z mozliwych mechanizmow
rekombinacji jest czynny w transformacji.

Proces rekombinacji przez zmiane wzorca (copy choice) jako wyma-
gajacy syntezy DNA w czasie integracji markerow do genomu biorcow
jest mato prawdopodobny w zjawisku transformacji. Znacznie czesciej
przyjmuje sie, ze w transformacji bakterii ma miejsce breakage and
reunion (pekniecie i ponowne pofgczenie sie) odpowiednik crossing over
u organizméw wyzszych. Proces ten, polegajagcy na wymianie odcinkéw
miedzy tDNA a chromosomem biorcy, zachodzi¢ moze takze przy cze-
Sciowej syntezie DNA w komérce, wymaga jednak hydrolizy i powt6r-
nego utworzenia sie wigzan dwuestrowych w reagujacych ze sobg tancu-
chach polinukleotydowych. Szybalski (222) przypuszcza, ze u Bac.
subtilis istniejg enzymy odpowiedzialne za pekniecie i ponowne potacze-
nie sie. Udowodnienie wystepowania tego rodzaju enzyméw u transfor-
mujacych sie bakterii stanowitoby w pewnym stopniu potwierdzenie dzia-
tania mechanizmu ,,breakage and reunion” w procesie transformacji.

Fox (65), sledzac wptyw rozpadu 3P na aktywno$¢ biologiczng tDNA
reekstrahowanego z transformantdéw stwierdza, ze proces integracji mar-
keréw u dwoinki zapalenia ptuc zachodzi juz w chwili rozpoczecia sie
syntezy DNA w komorce i ze wprowadzona czasteczka DNA dawcy two-
rzy hybryd z DNA biorcy. Odkrycie przez Lacks a (107) duzej ilosci
niskoczgsteczkowych fragmentow polinukleotydowych tDNA w okresie
integracji i rekombinacji sugeruje, ze tylko niewielka cze§¢ DNA dawcy
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jest wbudowywana do genomu biorcy. Jak wynika z prac Ca 1lin (40)
na Neisseria i Moraxella, u ktérych mechanizm integracji i rekombinacji
jest nieznany, diugos¢ tancucha polinukleotydowego integrowanego przez
biorce jest r6zna dla réznych komorek w tej samej populacji.

Uwzgledniajac dane Lack sa (107), Fox i Allen (67) na podstawie
wiasnych badan nad zachowaniem sie 3P-DNA dawcy w komorkach
biorcow proponujg u dwoinek zapalenia ptuc nastepujacy model whbu-
dowywania marker6w opornosci na streptomycyne i sulfonamidy (patrz
rysunek 2): 1 jedna z nici tDNA przytacza sie wstepnie do homologicz-
nego odcinka tancucha DNA biorcy; przytaczenie to zachodzi prawdo-
podobnie w miejscu w ktérym chromosom bakteryjny jest rozwiniety
(otwarty), (rys. 2a), 2. w miare jak ten proces postepuje egzonukleazy
bakteryjne hydrolizujg nie przytgczone nici tDNA (rys. 2b), 3. enzymy
zdolne do usuwania uszkodzen w DNA wycinajag odcinek DNA biorcy,
ktorego komplementarny region stanowi teraz przytagczony fragment
tDNA (rys. 2c i 2d), 4. nastepuje ustalenie ciggtosci chemicznej miedzy
fragmentem DNA dawcy i biorcy (rys. 2e). W wyniku dalszej replikacji
chromosomu i segregacji komdrek pojawityby sie wreszcie klony bakterii
obdarzone nowg cechg genetyczna.

Rys. 2. Wbudowywanie tDNA u dwoinek zapalenia ptuc (schemat opracowano we-

diug danych Foxa i Allena (67))
a — wstepne przytaczenie fragmentu tDNA; b — nukleazy hydrolizujg nieprzytagczone odcinki

tDNA; c-d — enzymy usuwajace uszkodzenia w DNA wycinajg odcinek DNA biorcy komple-
mentarny do przytagczonego fragmentu tDNA; e — ostateczne wbudowanie egzogennego frag-
mentu DNA

Niezaleznie od tego jaki mechanizm integracji i rekombinacji jest
czynny w procesie transformacji, nasuwa sie pytanie czy marker lub
markery egzogenne sg trwale wigczane do genomu biorcow czy tez two-
rzg z nim tylko trwate merogenoty jak to ma miejsce np. w transdukcji
(34). Wedtug Schaeffera (196) integracja marker6w matych w po-
robwnaniu z czasteczkg DNA polega na zastepowaniu w chromosomie
biorcy allelicznej postaci markera. W przypadku natomiast duzych mar-
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keréw (np. syntezy typowo swoistych wielocukréw u pneumokokéw)
wigczanie kompleksu gendéw do genomu biorcy przez zastgpienie duzego
odcinka chromosomu jest mato prawdopodobne. Markery takie sg przy-
puszczalnie tylko dodawane do juz istniejgcych w komérce gospodarza.

5. Wyrazenie fenotypowe markeréw wbudowanych do genomu biorcy

Zanim marker wbhudowany do genomu biorcéw ujawni sie fizjologicz-
nie w transformowanym potomstwie, mija pewien okres czasu zwany
okresem fenotypowego wyrazenia nowej cechy. Uwaza sie, ze okres ten
koniczy sie z chwilg ustalenia sie liczby transformantéw w populacji, po
czym nastepuje normalne rozmnazanie sie transformantow z takg sama
szybkoscia, jak rozmnazajg sie pozostate komorki w populacji. Okres feno-
typowego wyrazenia, jak réwniez okres, w ktérym liczba transforman-
tébw utrzymuje sie na statym poziomie, sg zalezne od rodzaju transformo-
wanej cechy i od badanych bakterii. Wedtug Greena (79) i Hotch-
kissa (92) w przypadku markera streptomycyno-opornosci u pneumoko-
kéw okres fenotypowego wyrazenia wynosi okoto 90 minut, podczas gdy
czas generacji u tych bakterii waha sie okoto 30 minut. Dla innych marke-
réw u dwoinki zapalenia ptuc np. opornosci na erytromycyne okres fenoty-
powego wyrazenia jest mniej wiecej taki sam jak dla markera opornosci
na streptomycyne. Ravin i DeSa (174) stwierdzili jednak, ze niektére
markery opornosci na erytromycyne u pneumokokéw wyrazaty sie feno-
typowo dopiero po okoto 6 godzinach. Pakuta i wsp. (164) doniesli, ze
u paciorkowcow cechy opornosci na nowobiocyne i erytromycyne wyrazajg
sie fenotypowo po okoto 95 minutach, a marker streptomycyno-opornosci
az po i25 minutach od chwili kontaktu z tDNA. Lacks i Hotchkiss
(108) analizujac u pneumokok6éw czas wyrazania fenotypowego markera
fermentacji mannitolu zaobserwowali, ze enzym byt wytwarzany w ma-
ksymalnej ilosci juz po 10 minutach, a szybko$¢ jego syntezy byta liniowo
zalezna od czestotliwosci transformaciji.

Fenotypowe wyrazenie wprowadzonych w transformacji markerow
zalezy od normalnych procesow metabolicznych. Goodgal (74) wyka-
zal, ze u Hemophilus fenotypowe wyrazenie transformowanej cechy nie
zachodzi, jeSli populacje komorek inkubuje sie w soli fizjologicznej lub
jesli metabolizm blokuje sie chloramfenikolem. Te same czynniki hamuja
fenotypowe wyrazenie transformowanych cech u paciorkowcéw (157).
Czynnikiem blokujagcym wyrazenie nowej cechy jest r6wniez 8-azagua-
nina (1).

IV. Transformacje heterologiczne

Zjawisko transformacji zachodzi nie tylko w obrebie gatunku, znane
sg réwniez transformacje heterologiczne, gdy dawca i biorca DNA nalezg
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do innych gatunkéw, a nawet do innych rodzajéw. Transformacje hete-
rologiczne (heterospecyficzne, interspecyficzne, miedzygatunkowe) zostaty
opisane po raz pierwszy dopiero w 1954 roku przez Balasse w obrebie
rodzaju Rhizobium (15, 17), a nastepnie przez Schaeffera i Ritza
(200) oraz Alexandra i Leidy(6)w rodzaju Hemophilus. W'na-
stepnych latach przeprowadzono szereg transformacji miedzygatunko-
wych w obrebie rodzajow: Streptococcus (18, 29, 158, 159, 160, 163,
168-170, 174), Bacillus (10, 131, 137), Neisseria (36, 37, 38, 42), i Mora-
xella (41). Uzyskano réwniez, ale jak dotad tylko w dwoch przypadkach,
transformacje miedzyrodzajowe, a to miedzy szczepami Neisseria i Mora-
xella (40) oraz miedzy szczepami gronkowcow i paciorkowcow (18, 49,
159). Okazato sig, ze wydajnosci transformacji miedzygatunkowych sa
prawie zawsze nizsze niz wydajnosci transformacji homologicznych.
Wedtug wielu autoré6w mozliwo$¢ przeprowadzenia transformacji miedzy-
gatunkowych i ich wydajno$¢ moga Swiadczy¢ o stopniu pokrewienstwa
dawcy i biorcy, a wiec moga by¢ kryterium stosowanym w taksonomii
(110, 131, 156, 195). Poniewaz w wiekszoSci przypadkow nie ma rdznic
w tatwosci penetracji DNA homologicznego i heterologicznego do komé-
rek biorcédw, rdéznice w wydajnosci transformacji musza by¢é spowodo-
wane procesami zachodzacymi wewnatrz komorki juz po wniknieciu DNA.
Schaeffer (192, 193, 194, 195) wykazat, ze nizsze wydajnosci w trans-
formacjach miedzygatunkowych sg spowodowane odmienng strukturg he-
terologicznego DNA, ktéry w duzo mniejszym stopniu ,pasuje’ do DNA
biorcy niz DNA homologiczny. Schaeffer wysunagt hipoteze tlumaczaca
nizsze wydajnosci transformacji miedzygatunkowych mniejszg zdolno$cia
taczenia sie heterologicznych czasteczek DNA w efektywne w rekombi-
nacji pary. Trudno$ci w taczeniu sie w pary heterologicznych DNA
sg spowodowane nie tylko odmienng strukturg samego markera, ale
przede wszystkim przylegtych do niego obszaréw czagsteczki DNA. Bada-
nie transformacji heterologicznych w obrebie Neisseria (39, 42), Bacillus
(137) oraz u paciorkowcow (18) wykazaly, ze istnieje zalezno$¢ miedzy
wydajnoscig transformacji a podobieAstwem przecietnego sktadu zasad
nukleinowych DNA. Prawdopodobnie przy takiej samej zawartosci G + C
w DNA biorcy i dawcy, nie tylko wydajnos$¢ transformacji jest wyzsza,
ale do genomu biorcy moze by¢é wbhudowany diuzszy odcinek DNA dawcy,
niosacy wiecej cech, niz woéwczas gdy istniejg réznice w ilosSciowym
sktadzie zasad DNA (39). Wynika z tego, ze identyczno$¢ lub duze podo-
bienstwo przecietnego skitadu zasad w DNA jest warunkiem udanej
transformacji miedzygatunkowej. Jest to warunek podstawowy, chociaz
nie jedyny poniewaz:
a) organizmy odlegte w systematyce moga posiadaé taki sam sktad zasad
w DNA, nigdy jednak nie transformujg sie wzajemnie,
b) spokrewnione organizmy o identycznym sktadzie zasad moga nie
dawac transformacji; konieczne jest podobiefAstwo sekwencji nukleo-
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tydow w DNA biorcy i dawcy przynajmniej w duzym obszarze czg-

steczki DNA, co jest mozliwe tylko przy jednakowym, lub bardzo

zblizonym przecietnym skiadzie zasad calego DNA.

Hipoteza Schaeffera nie jest jednak jedynym mozliwym wyttu-
maczeniem nizszych wydajnosci transformacji heterologicznych. Pewne
obserwacje wskazuja, ze w niektérych przypadkach DNA swoisty dla
gospodarza, w ktérym zostat zsyntetyzowany, jest podatny na dziatanie
czynnikéw degradujgcych po wniknieciu do komdrki nowego, réznego od
poprzedniego gospodarza (52, 223, 196-str. 126). Degradacja ta zachodzi
prawdopodobnie pod dziataniem nukleaz (52, 61, 223). Obserwacje te moga
sugerowac, ze niskie wydajnos$ci transformacji heterologicznych sg spo-
wodowane niszczeniem obcego DNA we wnetrzu niektérych komorek
biorcow, zanim jeszcze obce DNA mogto mieé szanse potaczenia sie w pare
z czasteczkg DNA biorcy. Celowe bytoby doktadniejsze przebadanie losow
DNA, po wniknieciu do komérek biorcy, w transformacjach heterolo-
gicznych, co pozwolitoby moze na zweryfikowanie obydwu hipotez.
W chwili obecnej dostepny materiat doswiadczalny wydaje sie przema-
wiaC za hipotezg Schaeffera.

V. Wystepowanie zjawiska transformacji w naturze

Proces transformacji wystepuje prawdopodobnie réwniez w przyro-
dzie i moze by¢ jednym z naturalnych mechanizmoéw ewolucji. Badania
Ottolenghi i Hotchkissa (152, 153) wykazaty, ze przesacze
normalnej hodowli lub hodowli potraktowanej streptomycyng wykazujg
aktywnos$¢ transformacyjng, ktdrg mozna unieczynni¢ DN-azg. Réwniez
we wsp6lnych hodowlach dawcy i biorcy powstawaty transformanty bez
dodawania DNA z zewnatrz. Zdolno$¢ uwalniania czynnika transformu-
jacego do podfoza ros$nie réwnolegle z rozwojem kompetencji, co moze
wskazywaé¢ na wiekszg przepuszczalnosé Sciany komoérkowej dla DNA
w obie strony. Ottolenghi i Mac Leod (154) potwierdzili takze
mozliwo$¢ wystapienia transformacji miedzy dwoma zywymi szczepami
dwoinek zapalenia ptuc jednocze$nie zaszczepionymi myszkom. Rowniez
Takahashi zaobserwowal wystepowanie w naturze transformacji
w obrebie Bac. subtilis (224), aCatlin — w obrebie Neisseria (36).
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WANDA LEYKO *

Zawartos¢ kwasu adenozynotrdjfosforowego (ATP)
w erytrocytach w przypadkach patologicznych

ATP Contents of Erythrocytes in Pathology

The ATP content of erythrocytes in pathology is reviewed. Two groups of
pathological cases: these in which the changes in ATP content were evident as well
as those in which no changes were observed are discussed.

Erytrocyty krwi ludzkiej zawierajg stosunkowo duze iloSci kwasu
adenozynotréjfosforowego (ATP). Zwigzek ten zawarty jest jedynie w ko-
maérkach krwi, natomiast brak go catkowicie w osoczu. Jego stezenie mo-
lowe w erytrocytach krwi zylnej wynosi 0,9mM-1,6mM, co odpowiada
5-10 mg'0» adeniny we krwi peinej. Dyskutujac role ATP w erytrocytach
wysuwano szereg hipotez, a mianowicie, ze zwigzek ten potrzebny jest do
utrzymania struktury komdrkowej, do transportu jonow, przede wszyst-
kim sodu i potasu, wreszcie w procesach przeciwdziatajagcych utlenianiu
oksyhemoglobiny itp. Nie udato sie jednak dotychczas potwierdzi¢ do-
Swiadczalnie tych hipotez przede wszystkim wobec braku odpowiednio
selektywnych metod oznaczania ATP w erytrocytach. Dopiero okoto
1960 r. udato sie opracowa¢ metody izolowania i ilosciowego okres$lania
zawartosci ATP oraz innych nukleotyddw, przy zastosowaniu jonitow,
przede wszystkim Dowex 1.

Do oznaczenia zawartosci nukleotyddw w erytrocytach najbardziej
przydatne okazaty sie dwie metody, opracowane, a nastepnie modyfiko-
wane przez Bartlett a (1, 2, 3, 4, 5) oraz przez Mili sa (24, 25)
i innych. Obie metody polegajg na rozdziale chromatograficznym estrow
fosforanowych na kolumnach wypetnionych zywicag Dowex 1. W pierw-
szej z nich jako roztwory wymywajace stosuje sie kolejno: 1 — 0,003n HC1,
Il — 0,01n HC1, 11l — 0,02n HC1, IV — 0,In NH4C1 i V — 0,2n NH4CL, VI —

*

Doc. dr kierownik Zaktadu Biochemii Analitycznej Katedry Biochemii Uni-
wersytetu t6dzkiego.

Wykaz skrotéw: 2,3-DPG — kwas 2,3-dwufosfoglicerynowy; HDP — heksozo-
dwufosforany; gpp — gosciec przewlekty postepujacy.
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0,5n NH4cClI, VII — In HC1. Otrzymuje sie siedem frakcji, ktore zawierajg:
I i I —nukleozydomonofosforany i Pi( IIl — ADP, IV — 2,3-DPG (kw.
2,3-dwufosfoglicerynowy), V— HDP (heksozo-dwufosforany), VI — ATP,
VII — niezidentyfikowany nukleotyd adeninowy. Zawarty w VI frakcji
ATP mozna tatwo zidentyfikowac, sporzadzajgc krzywa absorpcji w za-
kresie 220 — 300nm oraz oznaczajac stosunek molowy P:adenina. Obec-
no$¢ zwigzku adeninowego mozna dodatkowo potwierdzi¢, otrzymujac
fale polarograficzng adeniny (21). Jak wiadomo, zadna inna z puryn
i pirymidyn, obecnych w etrytrocytach, nie daje w tych warunkach fali
polarograficznej — jest to jedna z najbardziej selektywnych metod ozna-
czania pochodnych adeniny. Przy rozdziatach na kolumnach stosuje sie
rozny stopien rozdrobnienia Dowex 1 (mesh) najczeSciej w granicach:
20-50, 50-100, 100-200 mesh. Czas rozdziatu przy zastosowaniu warunkow
podanych w metodzie Bartletta wynosi 9-15 godzin.

W metodzie Millsa stosuje sie wymywanie w ciggtym gradiencie ste-
zen. Jako roztwory wymywajgce stuzg 0,5n kwas mréwkowy, 4n kwas
mrowkowy, 4n kwas mrowkowy +0,8n mréwczan amonu. Czas rozdzia-
tu na Dowex 1 (200-400 mesh) w warunkach opisanych w tej metodzie
wynosi okoto 50 godzin, a stosujagc zwiekszone cisnienie mozna go skro-
ci¢ do okoto 18 godzin. Otrzymuje sie znacznie wiecej frakcji niz w po-
przedniej metodzie, a mianowicie frakcje zawierajagce AMP, ADP, ATP,
IMP, HDP, 2,3-DPG, CDPX, NAD, NADP, UDPX, GTP i niezidentyfikowa-
ne frakcje A iB oraz mozna oznaczy¢ fosforan nieorganiczny. Drogg re-
chromatografii mozna réwniez wydzieli¢ dezoksypochodne np. cytydyny.
Przy zastosowaniu tej metody identyfikacja rozdzielanych zwigzkdéw jest
jednak ucigzliwa ze wzgledu na do$¢ znaczne pochtanianie w nadfiolecie
wykazywane przez same roztwory wymywajace. Mozliwe jest oznacze-
nie widma nukleotydéw dopiero przy nieco wiekszych diugosciach fal
i najczesciej przy wstepnych identyfikacjach oznacza sie stosunek ab-
sorpcji mierzonej w 280 i 260mM-. Stosunek ten przy pH 2 wynosi dla
ATP — 0,22, dla CTP — 2,12, dla UTP — 0,38, dla GTP — 0,67 (6). Ko-
nieczne jest jednak potwierdzenie takiej identyfikacji, np. chromatografig
na kolumnie roztworéw wzorcowych oraz innymi sposobami.

Przy zastosowaniu powyzszych metod analitycznych udato sie w prze-
ciggu ostatnich pieciu lat przeprowadzi¢ badania nad estrami fosforano-
wymi erytrocytéw w nielicznych jak dotad przypadkach patologicznych.

Pragnetabym omoéwi¢ te witasnie badania, biorgc jednak pod uwage
zawarto$¢ tylko jednego zwigzku tj. ATP. Omawiane z tego punktu wi-
dzenia stany patologiczne zostang podzielone na dwie grupy: pierwsza
z nich obejmowac bedzie przypadki, w ktérych nie zaobserwowano réznic
w zawartosci ATP w poréwnaniu z norma, druga grupa — przypadki,
w ktorych zaobserwowano obnizenie lub podwyzszenie ATP w poréwna-
niu z osobami zdrowymi.
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I. Stany patologiczne, w ktdrych nie zaobserwowano réznic
zawartosci ATP

Zostang tu omowione badania, dotyczace cukrzycy (diabetes mellitus),
stwardnienia rozsianego (sclerosis multiplex), niektérych choréb nowo-
tworowych (Maligna lymphoma disseminata, morbus Hodgini, adenocar-
cinoma disseminata, lymphosarcoma cystadenocarcinoma papillarum, car-
cinoma epidermoidale nasi) oraz wrodzonej anemii hemolitycznej nie-
sferocytarnej i sferocytozy.

Cukrzyce mozna okres$li¢é ogo6lnie jako chorobe przemiany materii,
a szczeg6lnie przemiany weglowodanowej. Wedlug Joslina i wsp.
(19) w schorzeniu tym obserwuje sie w catym organizmie obnizenie:
transportu glukozy, syntezy glikogenu, procesu glikolizy, fosforylacji
tiaminy, a takze przypuszczalnie przemiany kwasu pirogronowego, prze-
miany acetylo-CoA do kwasow tluszczowych i procesu syntezy biatek.
Jednoczesnie obserwuje sie wzrost przemiany acetylo-CoA do kwasu ace-
tooctowego, rozpadu kwasow tluszczowych, rozpadu biatek na aminokwa-
sy oraz glikoneogenezy. Nalezy nadmieni¢, ze przemiana pentozowa
w cukrzycy jest jeszcze niedostatecznie zbadana. Jak wynika z badan
Szczecinskiej i wsp. (31) w schorzeniu tym nie obserwuje sie
znamiennych réznic zawarto$ci ATP w stosunku do ludzi zdrowych, we-
dtug testu t Studenta p > 0,05. Szczecifnska przeprowadzata preparatyke
krwi w temperaturze pokojowej, a do rozdziatu zastosowata Dowex 1 X
X 8, 20-50 mesh, za$ jako roztwory wymywajace:’HC1 i NH4CL Zawar-
tos¢ glukozy we krwi chorych na czczo wynosita 136-335mg'°/o.

W badaniach nad istotg stwardnienia rozsianego w pierwszym rzedzie
poszukiwano przyczyn powodujacych demielinizacje lub jej sprzyjaja-
cych. Dopatrywano sie przyczyn tego schorzenia w zaburzeniach gospo-
darki ttuszczowej. Istnieje poglad (30), ze patomechanizm stwardnienia
rozsianego polega raczej na zablokowaniu syntezy tluszczéw, niz na
rozktadzie i eliminowaniu lipidow. Oprocz zaburzen w metabolizmie
tluszczowcdéw doszukiwano sie rowniez zaburzen w przemianie biatkowej
i weglowodanowej. Tak np. Jones i wsp. (18) uwazajg, ze zmiany
w metabolizmie weglowodanowym polegaja gtéwnie na zaktéceniu prze-
miany kwasu pirogronowego w surowicy chorych. W zwigzku z tym
w terapii stwardnienia rozsianego szeroko stosowana jest kokarboksylaza
i ATP. Cendrowski (8 uwaza, ze w schorzeniu tym istniejg bloki
metaboliczne w przemianie weglowodanowej miedzy kwasem pirogrono-
wym, mlekowym oraz acetylo-CoA, a takze miedzy kwasem a-ketoglu-
tarowym i glutaminowym. Jak wynika z badan Raczkiewicz i wsp.
(27) w stwardnieniu rozsianym nie obserwuje sie znamiennych roéznic
zawarto$ci ATP w stosunku do ludzi zdrowych (p> 0,05). Warunki pre-
paratyki krwi i rozdziatu byty takie same jak podano powyzej w przy-
padku cukrzycy.
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W badaniach Millsa i wsp. (26) nad chorobami nowotworowymi
erytrocyty zaréwno oséb zdrowych jak i chorych byty inkubowane z do-
datkiem glukozy, ktéry powodowat wzrost zawartosci cukru we Kkrwi
0 50mg%>. Inkubacje przeprowadzano przez 3 godziny w temperaturze
370C w atmosferze azotu. Tego rodzaju postepowanie Mills okresla jako
,»challenge” metaboliczny. Po inkubacji dalsza preparatyke przeprowa-
dzano w chtodni. Rozdziat wykonywano na Dowex 1X4, 200-400 mesh,
stosujac jako roztwory wymywajgce HCOONH4 W przypadkach lym-
phoma i carcinoma nie stwierdzono znamiennych r6znic w zawartosci
ATP w stosunku do ludzi zdrowych (p> 0,010).

Badania nad zawartoscig ATP we wrodzonych chorobach hemolitycz-
nych przeprowadzita Robinson i wsp. (28). Wrodzone anemie hemo-
lityczne dzieli sie ze wzgleddw hematologicznych na dwa zasadnicze
typy —typ | i typ Il, przy czym najwyrazniejsza rdéznica miedzy nimi
polega na przebiegu testu autohemolitycznego. W typie | — autohemoliza
krwi jest albo normalna albo lekko zwiekszona i mozna jg cofnaé przez
dodatek glukozy lub ATP. W typie Il — autohemoliza krwi jest znacznie
wzmozona, nie zmniejszajaca sie po dodaniu glukozy, natomiast zmniej-
szana przez dodatek ATP. Robinson i wsp. przebadali jedenascie oséb
zdrowych z zawartos$cia retikulocytdw ponizej 2°/o, jeden przypadek ane-
mii typu | (zawarto$¢ retikulocytéw 14,6°/0), trzy przypadki anemii typu
Il (retikulocyty 35—41%) i jeden przypadek dziedzicznej sferocytozy
(retikulocyty 1%). Krew preparowano w temperaturze 0-4°C, stosowano
rozdziat na zywicy Dowex IX 8, 300-400 mesh, a jako roztwory wymy-
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Rys. 1. Przypadki patologiczne, w ktoérych nie zaobserwowano réznic zawartosci
ATP w m(.iM na ml erytrocytéw
1 — Diabetes mellltus; HC1, NHA4C1, 20-50 mesh, temperaratura pokojowa, p > 0,05, 2 — Sclerosis
multiplex; HC1, NH4C1, 20-50 mesh, temperatura pokojowa, p > 0,05 3 — Lymphoma i carcino-
ma; HCOOH, HCOONH4, 200-400 mesh, inkubacja 3 godz., 37°C z glukozg, p > 0,10; 4 — wrodzona
niesferocytarna anemia hemolityczna (I i Il) i dziedziczna sierocytoza (S); HC1l, NH,C1, 300-400
mesh, temperatura 0-4°C
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wajgce stuzyty HC1 i NH4CL. Autorzy ci stwierdzili, ze poziom nie odbiega
od normy, jednak ze wzgledu na to, ze w przypadkach anemii wrodzo-
nych krew zawiera duzo retikulocytow, w ktorych jest prawie dwukrot-
nie wiecej ATP niz w erytrocytach, uwazajg oni, ze znalezione wartosci
oznaczajg obnizenie zawartosci ATP w dojrzatych erytrocytach. Autorzy
ci sadza, ze powodem ewentualnego obnizenia zawarto$ci ATP w erytro-
cytach dojrzatych moze by¢ obnizenie aktywnos$ci heksokinazy, oraz bli-
zej nie sprecyzowane defekty enzymatyczne, dziatajgce przed syntezg
2,3-DPG w anemii typu I, a za syntezg 2,3-DPG w anemii typu Il. Ponie-
waz jednak niezaleznie od interpretacji, znalezione wartosci ATP nie sa
obnizone w stosunku do normy, umieScitam je w tej whadnie grupie.
Warto tu moze dodaé, ze zgodnie z badaniami Hofmannai Rapo-
porta (16), retikulocyty w poréwnaniu z erytrocytami wykazujg mniej
aktywny uktad dehydrogenazy glukozo-6-fosforanu. Zawartosé ATP
i FAD jest w retikulocytach okoto dwukrotnie wieksza niz w erytro-
cytach.

Zawartosci ATP w erytrocytach w omdéwionych powyzej przypadkach
przedstawione sg na rysunku 1

Il. Stany patologiczne, w ktérych zaobserwowano réznice
w zawartosci ATP

Zostang tu omowione przypadki gos$éca przewlektego postepujgcego
(gpp), dziedzicznego podwyzszenia poziomu ATP w erytrocytach, pracy
w atmosferze CS2 oraz methemoglobinemi wywotanej u krélikéw i pséw
azotynem sodu.

Cechag charakterystyczng choréb gosccowych jest zanik chrzastki,
miesni, skéry i zanikanie kolagenu. Wyraza sie to spadkiem wagi ciata
i powoli postepujagca zmiang w obrazie biatek i ich utratg az do hypo-
proteinemii. W patogenezie gpp ma znaczenie wydzielanie hormonow
nadnerczy a sugeruje sie takze istnienie zwigzku z estrogenami. Naj-
czestszg zmiang we krwi w tym schorzeniu jest niedokrwisto$¢ typu nie-
dobarwliwej. Obserwuje sie we krwi niedob6r zelaza oraz niski poziom
witaminy C, réwniez poziom ryboflawiny lezy ponizej wartosci prawi-
dtowych. Z drugiej strony obserwowano zwiekszenie zawarto$ci kwasu
pirogronowego, aktywnos$ci transaminazy glutaminowo-pirogronowej, za-
warto$ci kwasu moczowego oraz kreatyny i kreatyniny. Uzyskano row-
niez dane $wiadczace o zwiekszonej aktywnos$ci aldolazy we wczesnym
okresie choroby, a zmniejszonej aktywnosci w pdézniejszych okresach.
Charakterystyczne sa takze w tym schorzeniu przesuniecia w obrazie
biatek surowicy krwi oraz substancji biatkowych zwigzanych z polisa-
charydami, gtéwnie gliko- i mukoproteidéw. Badania Haydu (11) nad
patogenezg gpp wykazaty zaburzenia w metabolizmie ATP. Stwierdzit
on w przypadkach gpp wzrastajagce zapotrzebowanie tkanek na ATP
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i jednoczesny wzrost aktywnosci ATP-azy (12). Dalsze badania tego au-
tora (13, 14) wykazaty, ze leki antymalaryczne oraz sole ztota i miedzi
hamuja aktywnos¢ ATP-azy. Natomiast wedtug Gyorki i Sandella
(10) oraz Lufta i Pakuty (24) nie ma réznic w aktywnosci ATP-azy
we krwi ludzi zdrowych i chorych na gpp. Ostatnio Lorenc i wsp. (23)
przeprowadzajgc preparatyke krwi w temperaturze 0-4°C i stosujac roz-
dziat na Dowex 1, 50-100 mesh, wykazali, ze u chorych na gpp wystepuje
obnizenie zawartosci ATP w erytrocytach o okoto 45% w poréwnaniu
z osobami zdrowymi (p < 0,05). Na tej podstawie wysnuto wniosek, ze
w gpp istnieje bezwzgledny niedobor ATP.

Ostatnio Brew er (7) doniost, ze u pewnego Murzyna, u ktdrego wy-
stepowat niedobdér dehydrogenazy glukozo-6-fosforanu, stwierdzono dwu-
krotnie zwiekszony poziom ATP w erytrocytach. Jak sie okazato ta anoma-
lia metabolizmu ATP byta dziedziczna, przy tym w rodzinie nie obserwo-
wano klinicznych i hematologicznych odchylen od normy. Zdaniem Bre-
wera podwyzszenie zawartosci ATP nie jest kontrolowane przez te
geny, ktére decydujg o wystepowaniu anemii sierpowatej i niedoboru
dehydrogenazy glukozo-6-fosforanu. Brewer nie zdotal jednak zidentyfi-
kowaé pierwotnej anomalii biochemicznej. Oznaczat on ATP metodg Bart-
letta, nie podat jednak blizszych szczeg6tow; zawartos¢ ATP wyrazit w mi-
kromolach ATP na gram Hb, przy czym za podwyzszone warto$ci uwazat
te, ktére lezg powyzej 4,0lnsMATP na g Hb. Przy przyjeciu zawartosci Hb
rownej 30g w 100ml krwi odpowiadatoby to 1203mixM ATP na Im| erytro-
cytéw. Dane Brew era umieszczone na rysunku 2 przeliczono w ten
wiasnie sposéb. Rodwniez Ziir cher iwsp. (32) donosza o przypadku dzie-
dzicznie podwyzszonej zawartoSci ATP w erytrocytach. Zdaniem tych
autorow w przebadanym przez nich przypadku przyczyng byta zwiekszona
aktywnos$¢ kinazy kwasu pirogronowego. Nalezy nadmieni¢, ze w rodzinie
badanej przez Brewera aktywnos$¢ tego enzymu byta normalna.

Podwyzszenie zawartosci ATP w erytrocytach zaobserwowano row-
niez u oséb pracujacych w atmosferze CS2 Dwusiarczek wegla ma szcze-
gélne powinowactwo do tluszczowcdw i charakteryzuje sie wybitng zdol-
noscig rozpuszczania lipidéw komodrkowych, co stanowi istote jego tok-
sycznego dziatania na organizm ludzki. Wiadomo, ze szczegdlnie bogata
w tluszcze jest tkanka nerwowa i z tym wigzaé nalezy fakt, ze u os6b pra-
cujacych w atmosferze CS2 objawy zatrucia wystepujg przede wszystkim
pod postacig zmian ze strony ukladu nerwowego. Wysunieto kilka roz-
nych hipotez, ttumaczgcych dziatanie CS2 na organizm. Wediug jednej
z nich CS2 moze wigza¢ sie¢ z aminokwasami i albuminami osocza, przy
czym grupa -NH2 przeksztatcataby sie w grupe sulfhydrylowa. Istnieje
rowniez hipoteza, ze CS2 powoduje przede wszystkim uszkodzenie nad-
nerczy, wywotujagc w zwigzku z tym zaburzenia hormonalne. Badania
przeprowadzone przez Raczkiewicz i wsp. (27) wykazaty, ze po
przepracowaniu 4 godzin w atmosferze CS2obserwuje sie znamienne pod-
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wyzszenie zawartosci ATP (p < 0,05) w stosunku do zawartosci tego
zwigzku przed rozpoczeciem pracy. Raczkiewicz zastosowata te same wa-
runki preparatyki i rozdziatu jak przy wspomnianych powyzej badaniach
nad stwardnieniem rozsianym.

Najwyrazniejsze zmiany zawartosci ATP w erytrocytach otrzymano
w przypadkach methemoglobinemii, wywotanej azotynem sodowym
u krélikéw i pséw (15). Roztwor NaNOz wprowadzano dozylnie w iloSci
90mg na kg ciezaru ciata u krolika i 100mg na kg ciezaru ciata u psa.
Krew pobierano przed wprowadzeniem NaNOzi 15 minut po wprowadze-
niu tego zwiagzku. W grupie zwierzat kontrolnych krew pobierano dwu-
krotnie w odstepach 15-minutowych z kazdego zwierzecia. Na podstawie
otrzymanych wynikébw Htynczak (15) stwierdzita, ze zar6wno u kré-
likow jak i pséw (p < 0,01) po wystgpieniu methemoglobinemii wzrasta
ilos¢ ATP w erytrocytach.

Zawartosci ATP w erytrocytach w omowionych powyzej przypadkach
przedstawione sg na rysunku 2.
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Rys. 2. Przypadki patologiczne, w ktérych zaobserwowano ro6znice zawartosci
ATP w muM na ml erytrocytéw
1— gpp; HCI, NHA4C1, 50-100 mesh, temperatura 0-4°C, p < 0,05, 2 — dziedziczny podwyzszony
poziom ATP (D — obnizona aktywno$¢ dehydrogenazy glukozo-6-fosforanu); 3 — praca w atmo-
sferze CS2; HCI, NH4C1, 20-50 mesh, temperatura pokojowa, p < 0,05; 4 — methemoglobinemia
u krélikéow (a) i pséw (b); HCI, NH4C1, 50-100 mesh, temperatura pokojowa, p < 0,01
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I11. Wplyw estrogenéw na zawarto$¢ fosforu w erytrocytach

Nukleotydy adeninowe we krwi zawarte sg, jak juz wspomniatam,
wytacznie w krwinkach. Z punktu widzenia metabolizmu tych zwiazkéw,
erytrocyt stanowi uktad wysoce autonomiczny. Jednak metabolizm ich
zwigzany jest niewatpliwie z innymi estrami fosforanowymi erytrocy-
téw, a te z kolei ulegaja wptywom réznych czynnikdw zewnetrznych.
Jednym z tych czynnikbw sg hormony estrogenne. Christensen
i Jones (9) wykazali, ze siarczan P-estradiolu i wolne estrogeny zmniej-
szajg przenikanie fosforan6w do wnetrza erytrocytéw. Lachowicz
(20) oznaczyta zawarto$¢ Pcatk erytrocytow oraz osocza w réznych okre-
sach cigzy, w przebiegu ktérej nastepuje staty wzrost zawartosci estro-
genow we krwi. Jednoczesnie przeprowadzata ona oznaczenia trzech
frakcji estrogendw tj. estronu, 27-(3-estradiolu i estriolu metodg 111 r i-
cha (17). Badania wykazaty zmniejszanie sie w erytrocytach zawartosci
Pcalk. przy zwiekszonej zawartosci estrogendéw (p < 0,01). Rozpatrujac te
zaleznos$¢ dla poszczegdlnych frakcji, stwierdzono, ze jest ona najwyraz-
niej zaznaczona dla 27-P-estradiolu.

Chciatabym raz jeszcze zestawi¢ powyzej omowione dane, podkresla-
jac te zaburzenia metabolizmu, ktére moznaby wykluczy¢ oraz te, ktore
mogg mie¢ wpltyw na zawarto$¢ ATP we wnetrzu erytrocytow.

Nastepujace zaburzenia ogo6lnoustrojowe nie maja wptywu na zawar-
to$¢ ATP w erytrocytach:
obnizenie: transportu i fosforylacji glukozy, syntezy glikogenu, glikolizy,
fosforylacji tiaminy, przemiany kwasu pirogronowego, (przy czym za-
kt6cenie tej przemiany moze doprowadzi¢ do podwyzszenia poziomu kwa-
su pirogronowego w surowicy), przemiany acetylo-CoA na kwasy ttusz-
czowe, wreszcie obnizenie syntezy biatek,
wzrost: przemiany acetylo-CoA na kwas aceto-octowy, rozpadu kwaséw
tluszczowych, biatek i glikoneogenezy.

Jak widaé z powyzszego zestawienia, bardzo powazne ogo6lnoustrojowe
zaburzenia metabolizmu weglowodandw, tluszczow i biatek nie wywierajg
wptywu na metabolizm erytrocytow.

Rowniez, jak wynika z badan w przypadku wrodzonej anemii hemo-
litycznej, zmiany w samych erytrocytach tj. w ich strukturze oraz meta-
bolizmie, zwigzane z obnizeniem aktywnosci heksokinazy oraz ewentual-
nymi defektami enzymatycznymi przed i po syntezie 2,3-DPG, miatyby
jedynie niewielki wptyw na zawarto$¢ ATP.

Co wiec mogtoby wplywaé na zawartos¢ ATP w erytrocytach? Ze
zmian zaobserwowanych w przypadku gpp moznaby sugerowaé, ze obni-
zenie zawartosci ATP moze by¢ zwigzane np. z obnizeniem pozio-
mu ryboflawiny, niedoborem Fe, zwiekszeniem zawartosci kwasu moczo-
wego, zwiekszeniem zawarto$ci kreatyny i kreatyniny we krwi u chorych
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na gpp. Nalezaloby tu moze jeszcze podkresli¢é zaburzenia przemiany
hormondw sterydowych, szczeg6lnie estrogendéw.

Podwyzszeniu zawartosci ATP towarzyszy:
w retikulocytach mniej aktywny uktad dehydrogenazy glukozo-6-fosfo-
ranu oraz zwiekszona zawarto$¢ FAD.
przy dziedzicznym podwyzszeniu ATP — w niektdrych przypadkach nie-
dobor dehydrogenazy glukozo-6-fosforanu,
przy pracy w atmosferze CS2— wigzanie grup —NH2 biatek i aminokwa-
sOw i ich przeksztatcanie w pochodne sulfohydrylowe, a wiec uszkodzenia
struktur biatkowych oraz uszkodzenie nadnerczy i zwigzane z tym zabu-
rzenia hormonalne,
w methemoglobinemii — wspdtdziatanie w procesie redukcji tworzacej sie
methemoglobiny zaréwno uktadu beztlenowej glikozy jak i cyklu pento-
zowego (przy utlenianiu glukozo-6-forsforanu do kwasu 6-fosfoglikono-
wego, pierwszyfm koenzymem dehydrogenazy, biorgcej udziat w tej
reakcji jest NADP).

Mozna tu jeszcze wspomnie¢ o dwoch pracach, ktore nie dotyczag
wprawdzie krwi, a poruszajg zjawiska by¢é moze w pewnym sensie analo-
giczne do zachodzgcych w erytrocytach. Skulachewi wsp. (29) stwier-
dzili w mitochondriach watroby, Ze w procesach oksydo-redukcji kom-
pleksu cytochromu b5 w ktérych pojawia sie wiagzanie wysokiej energii,
zachodzi bezposrednie oddziatywanie wzajemne nosnika i czesci adeni-
nowej nukleotydu. Longmuir i Mc Cabe (22) badajac transport
tlenu w skrawkach tkanek, doszli do wniosku na podstawie rozwazah
kinetyki dyfuzji tlenu, ze w procesie tym tlen tgczy sie z no$nikiem.

Na podstawie przytoczonych danych moznaby spodziewac sie zwiek-
szonych zawarto$ci ATP w erytrocytach w przypadkach, w ktérych wy-
stepuje zmniejszona aktywnos$é dehydrogenazy glukozo-6-fosforanu by¢
moze w zwigzku z tym zmniejszona ilos¢ NADP oraz by¢ moze zwiek-
szona zawarto$¢ FAD. Sadze, ze takimi przypadkami bytyby m.in. methe-
moglobinemie, oraz stany patologiczne zwigzane z przeksztatceniem HbOz
na jej pochodne. Nalezatoby tu réwniez bra¢ pod uwage wptyw hormo-
néw sterydowych a szczeg6lnie estrogendw.
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ELZBIETA WOJTECKA-LUKASIK *

Hydroksylacja proliny a biosynteza kolagenu

The Hydroxylation of Proline in the Synthesis of Collagen

The hydroxylation of proline to hydroxyproline during the synthesis of collagen
is discussed.

Kolagen, nierozpuszczalne widkniste biatko tkanki tgcznej, jest jedy-
nym biatkiem zwierzecym, ktére charakteryzuje sie wysokg zawartoscia
hydroksyproliny. Srednia zawarto$¢ jej w kolagenie ssakéw wynosi okoto
14%, u gadow znaleziono od 9,3% do 10,2%, a u ryb 5,8-7,9% (20). Duza
zawarto$¢ aminokwasow pirolidynowych (proliny i hydroksyproliny)
w tancuchu polipeptydowym powoduje pewne zmiany w strukturze cza-
steczki biatka (20). Aminokwasy te w miejscu azotu aminowego zawierajg
azot iminowy, w zwigzku z czym zamiast wigzania typu -CO-NH- poja-
wia sie wigzanie -CO=N-. Harrington (21) omawiajagc problem kon-
figuracji biatek, cytuje badania Paulinga wskazujgce, ze obecno$¢ amino-
kwasow pirolidynowych w tancuchu polipeptydowym wpitywa na utoze-
nie tego tancucha w przestrzeni, poniewaz pochodne proliny sg tymi
miejscami, w ktoérych tancuch polipeptydowy ulega zagieciu. O roli po-
chodnych proliny w przestrzennej konfiguracji biatek $Swiadczg przyto-
czone przez Harringtona (21) badania Szent Gyorgi’ego
i Cohen’a. Wykazali oni, ze w biatkach o zawartosci proliny mniejszej
niz 30 reszt na 1000 tancuchy polipeptydowe majg okreslong konfiguracje
przestrzenng, natomiast kiedy zawarto$¢ proliny jest wieksza konfiguracja
odpowiada przypadkowo zwinietemu tafcuchowi (random coil). Na sku-
tek braku protonu na azocie iminowym proliny i hydroksyproliny w biat-
kach bogatych w aminokwasy pirolidynowe mniejsza jest liczba wigzan
wodorowych, utrwalajgcych strukture fancuchdéw i to wiasnie powoduje
wystepowanie ,,random coil”.

Powstaje zagadnienie, czy do budowy czasteczki kolagenu jest wyko-
rzystywana wolna hydroksyprolina, czy tez powstaje ona z proliny juz
wbudowanej w kolagen lub w struktury prokolagenowe. Wytania sie
wobec tego dalsze zagadnienie, na ktérym etapie biosyntezy kolagenu
nastepuje hydroksylacja proliny i w jakim stopniu zalezy od niej powsta-
wanie kolagenu.

* Mgr, asystent Zaktadu Biochemii Instytutu Reumatologicznego w Warszawie.
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Biosynteza kolagenu przebiega w sposéb analogiczny do ogélnie przy-
jetego schematu dla innych biatek. Badania Lowthera (35 Proc-
kopa i wsp. (47) oraz Peterkofskyego i wsp. (41, 43) sugeruja,
ze miejscem biosyntezy kolagenu sa mikrosomy. Przeprowadzajagc bada-
nia przy uzyciu znakowanej proliny znaleziono najwyzsza aktywnos$¢ we
frakcji mikrosomalnej. Kretsinger iwsp. (30) stwierdzili, ze z syntezg
kolagenu zwigzane sg agregaty rybosomoéw tzw. polysomy. Doswiadcze-
nia japonskich badaczy Konno i Tetsuka (31) przeprowadzane in
vitro na materiale z ziarniniaka wskazuja, ze tworami bardziej aktywny-
mi od mikrosoméw w biosyntezie kolagenu sa ciezsze czastki zawarte we
frakcji 85S. Pojawiajg sie one w fibroblastach (56) podczas intensywnej
syntezy kolagenu. Wedlug Kajikawa i wsp. (28) sg one identyczne
z ergastoplazmg. Czastki aktywne w biosyntezie kolagenu moga by¢ po-
réwnywane do polysoméw lub do duzych tworéw obecnych w gruczotach
jedwabnika (39). Badania pod mikroskopem elektronowym wykazaty, ze
réznig sie one od mitochondriéw.

Peterkofsky i Undenfried (43) podali ogdlny schemat bio-
syntezy kolagenu z zaznaczeniem mozliwych miejsc hydroksylacji pro-
liny:

Pro-OH
PROLINA - »E-AMP~Pro —  » E~AMP~Pro-OH
AN
sthlA ~ Pro —————0 2— > SRNA- Pro-OH
. N 02 J
Inne biatka - sRNA~Pro  ——-—» SRNA'~ Pro- CH
nnnr* m<
N @ [ .
5RNA ~ Pro - polipep. — SRNA' ~ Pro-OH- polip.
nnnn nrr*
i ol *
Bogate wprolme —_ KOLAGEN +
mrekursory

hnnP - mRNA
Pro - prolina
Pro- CH-hydroksyprolina

1. Rola wolnej hydroksyproliny w biosyntezie kolagenu

Pierwsze badania nad wbudowywaniem wolnej hydroksyproliny bez-
posrednio w czasteczke kolagenu przeprowadzili Stetten i wsp. (57,
58) i wykazali, ze wolna hydroksyprolina nie bierze udziatlu w biosyntezie
kolagenu. Obserwacje Stettena potwierdzili Green i wsp. (17),
a nastepnie rédwniez Konno i wsp. (31) na podstawie pomiaru wigczania
3H-hydroksyproliny do ziarniniaka. Natomiast Mitoma i wsp. (38)
stwierdzili, ze wolna hydroksyprolina moze by¢ réwniez wigczana w ko-
lagen, jednak w znacznie mniejszym stopniu niz prolina. Ostatecznie
wydaje sie zatem, ze wolna hydroksyprolina nie bierze udzialu w bio-
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syntezie kolagenu lub jej udziat jest minimalny. Prekursorem hydroksy-
proliny w tym biatku jest wolna prolina lub jej potaczenia, ktére ulegaja
hydroksylacji w toku biosyntezy kolagenu.

2. Warunki biosyntezy kolagenu i hydroksylacji proliny

Niewiele wiadomo na temat warunkéw hydroksylacji proliny. Wy-
daje sig,' na podstawie licznych badan, ze proces ten ma charakter enzy-
matyczny. Ustalono, ze hydroksylacja proliny przebiega tylko w warun-
kach tlenowych. Jak wykazaly doswiadczenia z 18, pobierany tlen po-
chodzi wprost z tlenu molekularnego (11, 13, 14, 32, 48, 55). W warun-
kach beztlenowych szybkos$¢ hydroksylacji jest dziesieciokrotnie mniej-
sza (8). W czasie hydroksylacji nastepuje utrata wodoru z czwartego
atomu wegla C4 proliny. Stone i wsp. (59) stwierdzili utrate dwdch
atomdéw wodoru, jednak dosSwiadczenia Lamporta (3) a ostatnio row-
niez Prockopa i wsp. (50) wykazaty utrate tylko jednego atomu
wodoru.

Z badan Hurycha i wsp. (24) wynika, ze hydroksylacja proliny
przebiega w obecnosci jondw zelaza i miedzi oraz tlenu atmosferycznego.
Stwierdzono rowniez, ze cyjanki hamujg catkowicie hydroksylacje proliny
oraz synteze kolagenu, co sugeruje obecno$¢ metalu w enzymach hydro-
ksylujacych. Te hipoteze potwierdzajg takze wyniki doswiadczen prze-
prowadzonych z o-fenantroling i a,a-dwupirydylem, substancjami, ktére
wiazg zelazo dwuwartosciowe. Trudno ustali¢, czy fluorki majg specy-
ficzny wplyw na biosynteze kolagenu poza tym, ze usuwajg ze $rodo-
wiska magnez, ktory jest niezbedny do syntezy biatek. Réwniez dysku-
syjny jest wptyw pirofosforandw, ktére, pomimo ze wigzg metale, nie
hamuja syntezy kolagenu prawdopodobnie dlatego, ze $rodowisko za-
wiera interferujgce jony magnezu i wapnia. Z do$wiadczen tych mozna
wyciagnaé wniosek, ze substancje tworzace kompleksy z zelazem specy-
ficznie hamujg synteze kolagenu nie wptywajgc na synteze innych biatek.
Rowniez, jak stwierdzili Konno i wsp. (51). RN-aza, chloramfenikol
hialuronidaza, fiolet gencjanowy i penicylina sa stabymi inhibitorami
wigczania aminokwaséw w czgsteczke kolagenu, znacznie silniejsze dzia-
tanie wywiera natomiast p-chlororteciobenzoesan. Puromycyna hamu-
jaca specyficznie synteze bialek w rybosomach przez wczesne ogranicze-
nie wzrostu powstajgcego polipeptydu hamuje réwniez, jak wykazaty
badania Prockopa i wsp. (27) p6zniejsza hydroksylacje proliny w po-
lipeptydach. Rowniez aktynomycyna D hamuje powstawanie zwigzanej
z mikrosomami hydroksyproliny na skutek zahamowania syntezy
mRNA (2).

Z badan Greena iwsp. (18) wynika, ze kwas mlekowy w stezeniu
do 30 mM/1 wyraznie pobudza synteze kolagenu w fibroblastach in vitro
z réwnoczesnym zahamowaniem syntezy innych biatek. Mleczan sodu,
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podobnie jak kwas mlekowy, przyspiesza formowanie kolagenu lecz nie
hamuje syntezy niekolagenowych biatek. Dane te sugeruja, ze dzialanie
pobudzajace zwigzane jest z jonem mleczanowym, a hamujace z wodo-
rowym.

3. Mechanizmy hydroksylacji proliny

Hurych iwsp. (22), Fuimoto i wsp. (13, 14) oraz Stone i wsp.
(59) stwierdzili, ze hydroksylacja proliny jest niezbedna dla syntezy kola-
genu. Stone i wsp. (59) prowadzac badania z 3-proling wykazali, ze
w czasie formowania czasteczki kolagenu cze$¢ proliny wiaczana jest bez-
posrednio w tafAcuch polipeptydowy, a cze$¢ jej ulega hydroksylacji
w postaci kompleksu z SRNA i dopiero jako hydroksyprolina zostaje whu-
dowana w fancuch. Do podobnych wnioskéw doszli tez Coronado
i Wsp. (7). Inkubujgc embriony kurze z 14C-proling wyizolowali oni oraz
ppddali oczyszczeniu i identyfikacji substancje, ktéra okazata sie kom-
pleksem hydroksyproliny z sSRNA. W toku dalszych swych badan autorzy
ci ustalili, ze hydroksylacji ulega prolina w kompleksie (8). Wyniki ostat-
nich badan Jaksona iwsp. (6) s3g rowniez zgodne z powyzszg hipoteza.
Badacze ci przeprowadzali doswiadczenia na uktadach bardzo aktywnie
syntetyzujacych kolagen: 8-dniowych embrionach kurzych i ranach
w siddmym dniu gojenia sie. Znalezli oni w tych uktadach zwiazki, ktére
zidentyfikowali, podobnie jak Coronado, jako kompleksy hydroksyproliny
z SRNA. Jakson i wsp. przypuszczajg, ze kompleksy te sg zwigzkami
posrednimi w syntezie kolagenu i wypowiadajg sie za hipotezg, ze hydro-
ksylacja proliny nastepuje na poziomie kompleksu prolina-sRNA, a wiec
jeszcze przed potaczeniem proliny wigzaniem peptydowym. Wyniki do-
Swiadczen innych badaczy rowniez potwierdzajg te hipoteze (9, 36, 59).

Zupetnie inny poglad na mechanizm hydroksylacji proliny reprezen-
tuja Peterkofsky i wsp. (43, 44). Stwierdzili oni, ze po podaniu
embrionom kurzym znakowanej proliny tak in vivo jak i in vitro, w biat-
kach frakcji mikrosomalnej pojawia sie hydroksyprolina o wysokiej radio-
aktywnosci. Wysuneli oni hipoteze, ze substratami podlegajacymi hydro-
ksylacji w toku biosyntezy kolagenu sg zawierajgce proline polipeptydy
luzno zwigzane z mikrosomami poprzez sRNA. Do podobnych wnioskéw
doszli Juva i wsp. (27), ktérzy badali synteze kolagenu w obecnosci
réznych dawek puromycyny. Stwierdzili oni, ze po podaniu znakowanej
proliny embrionom kurzym znakowana hydroksyprolina nie pojawia sie
w czasie pierwszych 30 minut inkubacji,tj.w okresie, w ktérym prolina jest
wbudowana w polipeptydy zwigzane z mikrosomami. Dodanie puromy-
cyny w poczatkowym okresie inkubacji hamuje catkowicie synteze kola-
genu, a wprowadzenie puromycyny po 30 minutach inkubacji hamuje
synteze nieznacznie. DoSwiadczenia te sugeruja, ze po 30 minutach inku-
bacji wiekszos¢ proliny (ok. 70°/0) jest juz zwigzana peptydowo. Peter -
kofsky iwsp. (45) oraz Prockop i wsp. (52) opierajgc sie na wy-
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nikach doswiadczeA nad wptywem puromycyny, rybonukleaz i nad
inkorporacjg 4C-proliny w warunkach beztlenowych doszli do wniosku,
ze po 30 minutach inkubacji mikrosomy zawierajg znakowang proline
zwigzang peptydowo, ktéra w nastepnym etapie ulega hydroksylacjL
Autorzy ci nie znaleZzli dowoddéw wskazujgcych na obecno$¢ we frakcji
mikrosomalnej kompleksu proliny z sRNA. Pomiary absorpcji w ultrafio-
lecie wykazaty obecno$é¢ niewielkiej ilosci RNA (ponizej 10%). Stwier-
dzono ponadto, ze substraty i enzym hydroksylujgcy, hydroksylaza, wy-
stepujag w tej samej frakcji komdrkowej, a mianowicie w mikrosomach
(51). Reakcja hydroksylacji wymaga ponadto obecnosci nieenzymatycz-
nego czynnika wystepujacego w rozpuszczalnej frakcji biatkowej oraz
donatora wodoru. Tym nieenzymatycznym czynnikiem moze by¢ protei-
dowo zwigzany metal np. zelazo, gdyz wiele hydroksylaz wymaga obec-
nosci zelaza. Donatorem wodoru moze by¢ kwas askorbinowy lub 2-ami-
no-4-hydroksydwumetylopterydyna. Do$wiadczenia te potwierdzajg cat-
kowicie hipoteze, ze prolina jest wbudowywana bezposrednio w polipe-
ptydy zwigzane z mikrosomami, gdzie nastepnie ulega hydroksylacji.
Konno i wsp. (31) stwierdzili, ze polipeptydowe prekursory kolagenu
majg zapewne budowe podwojnie lub potrdjnie skreconego tahcucha
polipeptydowego. Ich zdaniem tylko tak zbudowany polipeptyd moze by¢
wiasciwym prekursorem czasteczki kolagenu. Inni badacze réwniez uzy-
skali wyniki potwierdzajgce omdéwiong hipoteze (5, 34).

4. Rola kwasu askorbinowego w biosyntezie kolagenu i hydroksylacji proliny

Znaczenie kwasu askorbinowego dla prawidtowej funkcji tkanki tgcz-
nej a szczegdlnie dla biosyntezy kolagenu jest przedmiotem wielu badan.
Robertson iwsp. (53), Gould i wsp. (15) orgz Stone i wsp. (59)
podajg, ze przy niedoborze kwasu askorbinowego obserwuje sie znaczne
zmniejszenie szybkosci syntezy kolagenu. Jak wykazaly doswiadczenia
Jaffereya i wsp. (25 przeprowadzone na 8-dniowych embrionach
kurzych, wusuniecie kwasu askorbinowego ze $rodowiska catkowicie
hamuje synteze kolagenu po czterech dniach. Synteza biatek niekolage-
nowych pozostaje nieuszkodzona. Brak kwasu askorbinowego jak podaja
Gross i wsp. (19) nie tylko wptywa na synteze nowego lecz takze po-
woduje destrukcje juz powstatego kolagenu. Robertson i wsp. (53,
54) oraz Gould i wsp. (15) podaja, ze kwas askorbinowy wplywa na
biosynteze kolagenu na etapie hydroksylacji proliny. Zdaniem ich w awi-
taminozie C nagromadzajg sie bogate w proline polipeptydy, ktére nie
ulegaja hydroksylacji, co znacznie obniza szybkos¢ powstawania kola-
genu. PoOzniejsze prace Goulda i wsp. (16) sugeruja, ze w niedoborze
kwasu askorbinowego powstaje metaboliczny defekt przemiany proliny
w hydroksyproline. Inni autorzy stwierdzili, ze kwas askorbinowy nie
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bierze wprawdzie bezpos$redniego udziatu w procesie hydroksylacji, jego
obecnos$¢ jednak jest konieczna do utrzymania w komorce prawidtowego
funkcjonowania uktadu hydroksylujgcego.

Stone iwsp. (59, 60) przedstawili schemat przemiany proliny w hy-
droksyproline, wg ktérego w syntezie kolagenu biorg udziat dwie pule
proliny, jedna z nich (PRO)' dostarcza proliny bezposrednio wbudowy-
wanej w kolagen, a prolina drugiej puli (PRO)1 przechodzi w hydroksy-
proline (HYDRO)*™; kwas askorbinowy bierze udziat w formowaniu hy-
droksyproliny.

Cmuchalowa i wsp. (6) stwierdzili, ze szybko$¢ hydroksylacji
proliny zalezy od poziomu kwasu askorbinowego. In vitro znaleziono
optymalne stezenie kwasu askorbinowego, przy ktorym obserwuje sie
maksymalng hydroksylacje proliny; in vivo natomiast wyraZznej zalezno$ci
nie stwierdzono. Wptyw kwasu askorbinowego na szybko$¢ hydroksylacji
in vivo jest rézny w roznych narzadach i zalezy od szybkosci odnowy
kolagenu. Im szybsza jest odnowa kolagenu, tym wiekszy jest wplyw
kwasu askorbinowego, stad tez wpilyw ten jest wyrazny w watrobie,
a znikomy w ptucach i miesniach.

W ostatniej pracy Peterkofsky i wsp. (45) donoszg, ze kwas
askorbinowy w hydroksylacji proliny spetnia role donatora wodoru lub
tez dziata posrednio poprzez utrzymywanie nukleotydu pirydynowego
w formie zredukowanej.

5. Rola hormonéw w biosyntezie kolagenu i hydroksylacji proliny

Zauwazono, ze hormony majg wptyw na biosynteze kolagenu. Kortyzol
i kortyzon wybitnie obnizajg szybko$¢ syntezy kolagenu podobnie jak
deksametazon i hydrokortyzol (1, 9, 10, 40). Mechanizm dziatania tych
hormonéw nie jest znany. Zdaniem Daughadaya i wsp. (9 hamuja
one wbudowywanie zwigzkéw posrednich, zawierajacych hydroksypro-
ling, do czasteczki kolagenu. Nocenti i wsp. (40) podajg, ze to obni-
zenie szybkosci syntezy kolagenu nie jest wywotane zahamowaniem hy-
droksylacji proliny. Ostatnie prace Mannera i wsp. (37) sugeruja, ze
hydrokortyzon hamuje nie tylko synteze kolagenu, lecz réwniez tworzenie
sie polisoméw, nie stwierdzono natomiast zahamowania syntezy mRNA
i hydroksylacji proliny. Zdaniem tych autorow hormony powodujg funk-
cjonalny defekt syntezy biatka poprzez zaburzenie substruktury komor-
kowej.

Flanagan i wsp. (12), badajac in vivo wptyw wyciagébw z przy-
tarczyc na szybkos$¢ syntezy kolagenu, stwierdzili znaczne obnizenie szyb-
kosci wiaczania znakowanej proliny do kolagenu.

Kao iwsp. (29) podaja, ze hormony zenskie: estron, estradiol i pro-
gesteron wybitnie podwyzszajg szybkos$¢ syntezy kolagenu.
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6. Uwagi koncowe

Mechanizm hydroksylacji proliny do tej pory nie zostal dostatecznie
wyjasniony. Przyjmuje sie istnienie dwéch mozliwych drég powstawania
hydroksyproliny w toku biosyntezy kolagenu:

1 hydroksylacja proliny zachodzi na poziomie kompleksu sRNA-prolina

i powstajgca w aktywnej formie hydroksyprolina wigczana jest w cza-
steczke kolagenu,

2. hydroksylacji ulegajag bogate w proline polipeptydy. Udziat kwasu
askorbinowego w biosyntezie kolagenu jest rowniez dyskusyjny. Nie
wyjasniono ostatecznie, czy bierze on udziat w hydroksylacji proliny,
czy we wigczaniu hydroksyproliny w czasteczke kolagenu, czy tez wpty-

wa posrednio zapewniajgc prawidtowe dziatanie uktadu hydroksylujacego
w komoérce.
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ALEKSANDER KOJ*

Metabolizm albuminy osocza w $wietle badan izotopowych

Metabolism of Plasma Albumin in the Light of Isotopic Investigations

Plasma albumin distribution in animal organism and the measurements of
catabolic and synthetic rates of this protein are discussed. Some regulatory me-
chanisms involved in the maintenance of constant level of plasma albumin are
reviewed.

niu losow wstrzyknietego do krwioobiegu preparatu biatkowego znako-
wanego izotopem promieniotworczym, zwykle izotopem jodu 13U. Pro-
blemy znakowania biatek stanowig odrebng dziedzine badan i przedsta-
wione sg w licznych monografiach (17, 59, 63) oraz pracach dosSwiadczal-
nych, jak to juz wspomniano w poprzednim przegladzie (49) posSwieco-
nym biosyntezie niektérych biatek osocza. Je$li 13J-albumina zachowala

Osocze krwi zawiera calg plejade biatek, ktérych pochodzenie, wias-
nosci fizykochemiczne i funkcje biologiczne sg rozmaite, co z kolei deter-
minuje swoisto$¢ i réznorodno$¢ metabolizmu. Przeglad niniejszy po-
Swiecony jest wybranym zagadnieniom przemiany albuminy, Kktora jest
gtownym sktadnikiem biatkowym osocza, a jej rola biologiczna jest scisle
okreSlona i polega przede wszystkim na utrzymywaniu statego cisnienia
onkotycznego.

Badanie metabolizmu albuminy in vivo polega najczesciej na Sledze-
w procesie znakowania swéj natywny charakter, to po wstrzyknieciu jej
czgsteczki mieszajg sie w krwioobiegu z biatkiem ustrojowym i podlegaja
wszystkim przemianom charakterystycznym dla tego biatka. W pierw-
szym okresie doswiadczenia aktywno$¢ wiasciwa albuminy osocza szybko
maleje wskutek przenikania do ptynu pozanaczyniowego i mieszania sie
z biatkiem zawartym w limfie. Rozréznienie miedzy pulg naczyniowg
i pozanaczyniowg albuminy jest zastuga pionierskich doSwiadczen Ster-
linga (82) i stanowi jedno z podstawowych zalozeA przy rozwazaniu
metabolizmu tego biatka. Sam proces rozktadu albuminy nie powinien
wptywaé na aktywnosé wiasciwg biatka, gdyz zawsze usuwana jest okres-

* Dr, st. asystent Zaktadu Chemii Fizjologicznej AM w Krakowie
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lona frakcja albuminy zawierajgca statg proporcje znakowanych i niezna-
kowanych czasteczek. Z drugiej jednak strony, wskutek rozktadu, zmniej-
sza sie wyktadniczo catkowita ilos¢ czasteczek znakowanego biatka
w ustroju. Natomiast procesy syntezy polegajace na dostarczeniu do kra-
zenia nowych nieznakowanych czasteczek musza prowadzi¢ do rozcien-
czenia pietna izotopowego i spadku aktywnos$ci wtasciwej. Szybko$¢ pro-
cesOw odnowy biatka mozna wyraza¢ w wartosciach wzglednych jako
frakcje puli ustrojowej (lub naczyniowej) roztozong lub wytworzong
w jednostce czasu, albo tez w warto$ciach bezwzglednych, np. w gramach
na dobe. Rozr6znienie tych pojeé wzglednej i bezwzglednej szybkosci
odnowy jest bardzo istotne dla dalszych rozwazan, gdyz w rzeczywistosci
pewne dane odnoszg sie wytgcznie do wartosci wzglednych, a inne do
bezwzglednych.

Albumina zawarta jest w osoczu krwi cztowieka w stezeniu 3,7-4,6%.
Odpowiada to w przyblizeniu 95-145g albuminy w catym tozysku naczy-
niowym, albo w przeliczeniu $rednio 1,5-2,0g na kg wagi organizmu (85).
Catkowita zawarto$¢ albuminy osocza w organizmie jest przeszto dwu-
krotnie wieksza i wynosi okoto 300g, co oznacza, ze wiecej niz potowa
albuminy znajduje sie w puli pozanaczyniowej. Wielko$¢ puli naczynio-
wej albuminy mozna wyznaczy¢ tatwo przez pomiar stezenia tego biatka
w o0soczu oraz przez okreSlenie objetosci osocza przy uzyciu biekitu Evan-
sa (24), lub dzieki zastosowaniu techniki rozcieficzenia izotopowego po
dozylnym wstrzyknieciu albuminy znakowanej izotopem jodu 13J (11,
17, 82).

Staty poziom albuminy osocza utrzymywany jest dzieki ztozonym
mechanizmom regulujgcym, ktore nie zostaly dotad wyjasnione we
wszystkich szczegotach. Nieustanna wymiana biatka miedzy krwia a prze-
strzenig pozanaczyniowg oraz zmienna szybkos$¢ proceséw rozktadu i syn-
tezy stanowig gtowne czynniki wyroéwnujgce wszelkie zaktécenia homeo-
stazy biatkowej osocza.

I. Specyficzne wiasciwosci i pochodzenie pozanaczyniowej puli
albuminy osocza

Pula pozanaczyniowa albuminy nie jest $ciSle ograniczona przestrzen-
nie, jak to ma miejsce z krwig krgzgcg, ale rozproszona jest w szczelinach
tkankowych i limfie, a zatem sklada sie z szeregu przedziatoéw, ktore nie
pozostajg ze sobg w bezposrednim kontakcie, co stwarza mozliwo$é nie-
jednorodno$ci. Wiadomo przeciez, ze limfa zawarta w poszczeg6lnych
narzadach rézni sie znacznie pod wzgledem sktadu, np. limfa krezkowa
od limfy skdrnej. Krazenie limfy jest znacznie wolniejsze niz krwi, co
jest dodatkowym czynnikiem odpowiedzialnym za niejednorodnos$¢ puli
pozanaczyniowej albuminy. Z puli tej nie mozna pobiera¢ zadnych repre-
zentatywnych probek, a informacje o skiadzie i rozmiarach puli majg
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zwykle charakter przyblizony i wtérny i opierajg sie na pomiarach skia-
du limfy, przepuszczalno$ci naczyn czy tez $ledzeniu loséw znakowanych
czasteczek wstrzyknietych do krwioobiegu. Zawarto$é pozanaczyniowej
albuminy w poszczeg6lnych przedziatach limfatycznych ustroju jest trud-
na do oceny, ale juz Humphrey iwsp. (41) zwrécili uwage na istotna
role skory i tkanki podskdérnej. Autorzy ci wykazali, ze skdra krélika za-
wiera okoto 0,79 albuminy osocza na I0Og tkanki, co w przeliczeniu na
caty organizm odpowiada 25% puli naczyniowej albuminy. Rotschild
i wsp. (74) pobierali chirurgicznie prébki skory i miesni cztowieka po do-
zylnym wstrzyknieciu znakowanej albuminy. Doszli oni do wniosku, ze
te dwie tkanki zawierajg u cztowieka prawie potowe puli pozanaczynio-
wej albuminy. Beeken iwsp. (3) w puli pozanaczyniowej wyrdzniajg
dwie czesci: wolno wymieniajgcg sie zawartag w skdérze i miesniach, oraz
drugg o szybszej wymianie z pulg naczyniowg (limfa trzewna). Doswiad-
czenia w pracowni Mc Farlane (11) wykazaly, ze réznica miedzy ty-
mi dwiema czeSciami puli w szybkosci wymiany z biatkiem krgzacym
w krwi, jest blisko dwukrotna, oraz ze wolniej wymieniajgca sie czes$é
stanowi okoto 60% puli pozanaczyniowej albuminy.

Sprawa obecnosci albuminy osocza wewnatrz komorek réznych na-
rzagdéw jest sporna, choé raczej przyjmuje sie, ze albumina wystepuje
gtéwnie w ptynie pozakomérkowym. Wprawdzie Gilllin i wsp. (25
przy uzyciu techniki fluoryzujacych przeciwciat wykryli albumine oso-
cza w komorkach réznych narzadéw, ale przypuszczalnie sa to ilosci
Sladowe. Gergely i Mitusova (23) postugujagc sie metoda immu-
noelektroforezy wykazali, ze komorki watroby maja zdolno$¢ wychwyty-
wania i magazynowania albuminy osocza po dozylnym wstrzyknieciu
hyperonkotycznego roztworu dekstranu. Specyficzne warunki dosSwiad-
czenia i zaobserwowane ilosci magazynowanej w komérkach albuminy
nie Swiadczg jednak, ze biatko to w warunkach fizjologicznych stanowi
istotny sktadnik komorek.

Jedynym miejscem syntezy albuminy osocza jest watroba; zatem al-
bumina pozanaczyniowa pochodzi z krwi przenikajac przez kapilary
tkankowe. Poszczeg6lne narzady wykazujg rozmaitg przepuszczalnosc
dla biatek osocza (57): watroba, $ledziona i jelito cienkie nalezg do naj-
bardziej przepuszczalnych, a miesien do najstabiej przepuszczalnych. Sto-
sujac znakowang albumine oraz dekstran o rozmaitej masie czgsteczko-
wej Mayerson iwsp. (57) doszli do wniosku, ze istniejg co najmniej
dwa niezalezne mechanizmy przedostawania sie biatek osocza z krwi do
ptynu tkankowego: obecno$¢ matych poréw w S$rodbtonku pozwalaja-
cych na przejscie czasteczek o masie ponizej 250 000, oraz czynne prze-
noszenie biatka przez komorki w procesie nazywanym ,cytopemphis”
dla odréznienia od zjawiska pinocytozy, gdy biatka sg wchtaniane i uzyt-
kowane przez komorke. Nie jest wprawdzie wykluczone, ze biatka mogg
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przenikaé przez $ciany naczyn wiosowatych w obu kierunkach, ale po-
nowne mieszanie sie biatek timfy i krwi nastepuje gtéwnie przez ujscie
piersiowego przewodu limfatycznego do naczyn zylnych.

Il. Metody pomiaru pozanaczyniowej puli albuminy

Jesli po dozylnym wstrzyknieciu znakowanej 13UJ-albuminy bedziemy
przez szereg dni pobierali prébki osocza i oznaczali aktywnosé witasciwg
biatka, uzyskamy charakterystyczng krzywga przedstawiong na rysunku 1.

Rys. 1 Zmiany w aktywnosci i rozmieszczeniu znakowanej 13lJ-albuminy osocza
podczas trwania doswiadczenia

I — Krzywa aktywnos$ci wtasciwej albuminy w osoczu; Il — Wyznaczona graficznie krzywa
dyfuzji albuminy do przestrzeni pozanaczyniowej; Il — Krzywa aktywnos$ci w puli pozana-
czyniowej; IV — Krzywa aktywnos$ci w catym organizmie;

R — Czas wyréwnania

Ksztatt dwufazowej krzywej | wynika stad, ze w pierwszym okresie
doswiadczenia znakowane biatko usuwane jest z osocza nie tylko wsku-
tek rozktadu, ale takze wskutek przenikania do puli pozanaczyniowej.
Krzywa | mozna roztozy¢ graficznie na sktadowe, z ktérych kazda repre-
zentuje proces 1-go rzedu. Wowczas krzywg | mozna traktowac jako
reprezentujgcag sume dwéch (lub wiecej) proces6w pierwszego rzedu
zgodnie z rownaniem (1):

X = Cie-ki‘+C2-M + ... ()

gdzie X oznacza stezenie znakowanej albuminy w osoczu w czasie t,
C — ekstrapolowang do czasu O aktywno$¢ poczatkowa, e — podstawe
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logarytméw naturalnych, k — stalg reakcji pierwszego rzedu. Wartosci
kxi k2mozna wyliczy¢ z zaleznosci: k = 0,693/Ti/2 przy czym Ti/2 odpo-
wiada biologicznemu poétokresowi wyznaczonemu graficznie z krzywej |
lub Il. Matthews (55) zaproponowata réwnanie pozwalajace wyliczy¢
stad mase albuminy pozanaczyniowej je$li znana jest pula naczyniowa:

Pula pozanaczyniowa CiC2(k2—ki)2
Pula naczyniowa (Cik2+ CXki)i

(2)

Interpolacja wyktadniczego odcinka krzywej | do czasu O (wartos$¢
CX odpowiada hipotetycznej poczatkowej aktywnosci wiasciwej albuminy
jesli zatozymy natychmiastowe rownomierne rozprowadzenie aktywnosci
w obu pulach (naczyniowej i pozanaczyniowej). Dzielagc aktywnos¢
wstrzyknietej albuminy przez te hipotetyczng aktywnos$¢ wiasciwg mo-
zemy wyliczy¢ catkowitg ilos¢ albuminy w ustroju, a warto$¢ Cx powin-
na odpowiada¢ procentowi puli naczyniowej w stosunku do catej puli
ustrojowej, jak to juz zaproponowat Sterling (82). Jednakze aby
metoda interpolacji byta wolna od btedéw musi by¢ spetniony warunek,
ze po wymieszaniu znakowanego biatka w obu pulach aktywnos$¢ wiasci-
wa albuminy we krwi i w limfie jest identyczna w kazdym punkcie ustro-
ju. Wymaga to zatozenia, ze rozktad albuminy odbywa sie z identyczng
szybkoscig w obu pulach proporcjonalnie do masy zawartego tam biatka.
Tymczasem wiadomo (co bedzie omdwione w dalszej czesci artykutu),
ze rozkiad i synteza albuminy zwigzane sg wytgcznie z pulg naczyniows.
Oznacza to, ze aktywnos$¢ wiasciwa albuminy w puli pozanaczyniowej be-
dzie po okresie osiggniecia rownowagi zawsze wyzsza niz w puli naczy-
niowej. Jednocze$nie wiemy, ze albumina limfy powraca stale do kraze-
nia powodujac podwyzszenie aktywnos$ci albuminy osocza. Stad tez na-
wet wyktadniczy odcinek krzywej | (kX nie reprezentuje wylgcznie od-
nowy biatka osocza, ale takze proceslredystrybucji. W rzeczywistosci
jedyny moment gdy aktywnosci witasciwe w obu pulach sg réwne jest
woéwczas, gdy zostaje osiggniete maksimum w puli pozanaczyniowej (R na
rysunku 1). Campbell i wsp. (8 opracowali metode pomiaru puli
pozanaczyniowej w oparciu o zasade, ze stosunek catkowitej aktywnosci
w obu pulach w momencie wyréwnania R odpowiada stosunkowi ilosci
albuminy w tych pulach. Praktycznie czas wyrdwnania mierzy sie spo-
rzadzajac wykres w skali potlogarytmicznej i odktadajgc aktywnos$¢ wias-
ciwa albuminy osocza oraz catkowitg aktywnos$é albuminy w puli pozana-
czyniowej (jako roznice dawki wstrzyknietej oraz zawartej w osoczu i wy-
dalonej z moczem w postaci jodkdw). Dzielgc nastepnie catkowitg aktyw-
no$é albuminy w puli pozanaczyniowej w momencie wyréwnania przez ak-
tywnos$¢ witasciwg albuminy osocza w tym momencie uzyskujemy wprost
mase puli pozanaczyniowej. Metodg tg mozna mierzy¢ pule pozanaczynio-
wag w stosunkowo krotkim doswiadczeniu (2-3 doby) zanim jeszcze ustali
sie wyktadniczy charakter krzywej, co jest niezbedne do interpolacji wg



248 A. KOJ [6]

Sterlinga lub wzoru Matthews, a ponadto mozna jg stosowaé nawet wow-
czas, jeSli wstrzykniety preparat znakowanej albuminy zawiera pewne
ilosci zdenaturowanego biatka, ktére jest szybko usuwane z krgzenia, co
w obu pozostatych metodach stwarza mozliwo$¢ znacznego btedu (pozor-
nie nazbyt wielka pula pozanaczyniowa). Niestety w praktyce doktadnosc
metody Campbella ograniczajg trzy czynniki:

1 maksimum catkowitej aktywnos$ci w puli pozanaczyniowej ma czesto
charakter ,plateau” i wowczas trudno ustali¢ wielko$¢ R;

2. aktywno$¢ w puli pozanaczyniowej okreslana jest tylko posrednio,
a wiec moze by¢ obarczona przypadkowym btedem;

3. dodatkowy btad moze powsta¢ wskutek akumulacji w wodzie ustro-
jowej jodku 131) pochodzacego z rozktadu biatka.

W praktyce doswiadczalnej i klinicznej najczeSciej stosuje sie prosta
ekstrapolacje wg Sterlinga, a tylko przy bardziej precyzyjnych pomiarach
uzywana jest metoda graficzna i wzor Matthews. Wielkos$¢ btedu wynikte-
go z uzycia metody ekstrapolacji zamiast wzoru (2) dla okre$lenia poza-
naczyniowej puli biatka zalezy od szybkosci katabolizmu i wielkoSci tej
puli. Przy stosunkowo wolnej odnowie albuminy osocza cztowieka réznice
w aktywnosciach witasciwych miedzy obu pulami sg niewielkie, a wyniki
uzyskane obiema metodami réznig sie z reguty nie wiecej niz o kilka pro-
cent. ROznice te mogg staC sie bardzo znaczne przy wzmozonym rozkta-
dzie albuminy (np. w proteinurii). Metoda czasu wyréwnania stosowana
jest najrzadziej, ale przy uzyciu preparatu zawierajgcego domieszke zde-
naturowanej znakowanej albuminy (wada wielu preparatéw handlowych)
nalezy ja poleca¢ z wyboru. Tablica 1 pozwala na pordéwnanie trzech
metod pomiaru pozanaczyniowej puli albuminy u cztowieka.

Tablica 1
Procentowa zawarto$¢ ustrojowej puli albuminy osocza cztowieka
w przestrzeni pozanaczyniowej mierzona trzema metodami

. Metoda Metoda czasu
Metoda ekstrapolacji ;
Sterli P ! graficzna wyrdéwnania _Pozyqa
(Sterling) . literatury
(Matthews) (Campbell i wsp.)
64,3 57,8 54.5 ©)]
60,0 58,3 54.5 (V)

Z danych zawartych w tablicy 1 widac¢, ze istniejg systematyczne roz-
nice wynikow zaleznie od uzytej metody i trzeba o tym pamieta¢ porow-
nujac rozmaite dane z piSmiennictwa.

I11. Znaczenie i funkcja pozanaczyniowej puli albuminy

Szereg badan do$wiadczalnych wskaZTrje, ze pozanaczyniowa pula
albuminy spetnia role kompensacyjna, utatwiajgcg utrzymanie statego
poziomu tego biatka w tozysku naczyniowym. Wasserman i wsp.



71 METABOLIZM ALBUMINY OSOCZA 249

(86) wykazali, ze intensywne krwawienie u psow (50ml na kg wagi) wy-
wotuje gwattowny spadek zawarto$ci albuminy osocza, ktéry jednakze
juz w okresie 24 godzin jest w duzej mierze wyréwnany dzieki przenie-
sieniu biatka z puli pozanaczyniowej. W sze$¢ dni po krwotoku zawartos$¢
albuminy w osoczu wracata do normy, natomiast pula pozanaczyniowa
byta blisko dwukrotnie nizsza niz przed doswiadczeniem. Podobne prze-
suniecie albuminy z puli pozanaczyniowej do krwi zaobserwowali inni
autorzy (87) u pséw z niedoborem biatkowym wywotanym przez diete
bezbiatkowg Ilub plazmafereze (upust krwi potgczony z ponownym
wstrzyknieciem zawiesiny krwinek w soli fizjologicznej). U pséw kon-
trolnych okoto potowa catkowitej ilosci albuminy znajduje sie w krwio-
obiegu, a reszta poza tozyskiem naczyniowym; przy niedoborze biatka
ustala sie przejsciowa réwnowaga gdy 2/3 catkowitej iloSci albuminy
znajduje sie w krwi, a tylko 1/3 w puli pozanaczyniowej.

Doniostg role puli pozanaczyniowej w kompensowaniu niedoboru albu-
miny osocza potwierdzili takze Rodionov iwsp. (73), Garrow (22)
oraz Matthews (56) w swoich doswiadczeniach z dtugotrwatg plazma-
ferezg u krolikow.

Wydaje sie, ze mniej istotna jest funkcja puli pozanaczyniowej
w przyjmowaniu nadwyzek biatkowych wywotanych np. diugotrwatymi
infuzjami albuminy (86).

IV. Katabolizm albuminy osocza i metody jego pomiaru

Podobnie jak inne biatka ustroju albumina osocza ulega nieustannej
odnowie: na dobe rozpada sie okoto 3,5-5,5% catkowitej puli albuminy
zawartej w organizmie cztowieka (3, 85). Anker (1) przytacza dwa
mozliwe wyjasnienia fizjologicznego katabolizmu biatka:

1. czasteczki biatka w organizmie ulegajg procesowi starzenia, zmianom
struktury i denaturacji — a wiec przestajg spetniaé swoje funkcje i zo-
stajg usuniete;

2. wiele komorek organizmu zawiera aktywne enzymy proteolityczne,
ktore trawig biatka przenikajgce tam w drodze dyfuzji lub pobrane
w procesie pinocytozy. Poniewaz synteza biatka wymaga wydatkowania
energii trudno wyobrazi¢ sobie jak w procesie ewolucji moglyby sie
utrzymac takie przypadkowe, ,,automatyczne” procesy rozkladu natyw-
nego biatka.

Szybkos$¢ rozktadu albuminy mozna mierzy¢ przy uzyciu znakowa-
nego biatka stosujgc rozmaite sposoby obliczen. Najprostsza metoda
polega na.wyzyskaniu informacji dostarczonych przez wyktadniczy od-
cinek krzywej | na rysunku 1. Wyznaczony graficznie biologiczny pot-
okres (/2 w dniach) pozwala na obliczenie szybkosci odnowy k z za-
leznosci k = 0,693/T12 W stanie rownowagi szybko$¢ syntezy biatka
odpowiada szybkos$ci jego rozktadu, a kx przedstawia frakcje catlkowitej
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puli albuminy ustroju rozktadang (lub wytwarzang) w ciggu doby. War-
tosci bezwzgledne szybkosci rozktadu albuminy w gramach na dobe moz-
na uzyskaé mnozac warto$¢ kx przez mase puli ustrojowej tego biatka.
Podobne informacje o warto$ci Tif2 i kxmozna w zasadzie uzyskac¢ z krzy-
wej IV odpowiadajgcej aktywnos$ci catego organizmu, co w doswiadcze-
niach na matych zwierzetach laboratoryjnych daje sie tatwo wyznaczy¢
eksperymentalnie (8).

Metoda ta jest prosta i czesto stosowana, ale niestety ma szereg ogra-
niczen, a przede wszystkim to, ze warto$¢ mierzona odpowiada w rzeczy-
wisto$ci wypadkowej procesdw syntezy i rozktadu. Gdy w czasie doswiad-
czenia wielko$¢ puli ustrojowej biatka ulega zmianie, warto$¢ kx moze
rézni¢ sie znacznie od rzeczywistej szybkoSci rozkiadu. Wreszcie, jak juz
zaznaczono poprzednio, ksztatt krzywej | na rysunku 1 odzwierciedla nie
tylko procesy odnowy, ale i zjawiska redystrybucji miedzy pulg poza-
i wewnagtrznaczyniowg. Btgd ten mozna wyeliminowac stosujgc rownanie
(3) zaproponowane przez Matthews (55):

Wzgledna szybkos$¢ katabolizmu kjk2

(frakcja puli ustrojowej albuminy odnawiana na dobe) — e lk2-fC 21
gdzie C i k majg znaczenie jak na rysunku 1

W oparciu o fakt, ze wolny jodek 13U powstajacy w wyniku rozktadu

znakowanej albuminy wydalany jest szybko i prawie wytacznie przez
nerki (przy jednoczesnym podawaniu nieradioaktywnego jodku potasu
dla zablokowania tarczycy), Campbell i wsp. (8) zaproponowali wy-
znaczanie szybkosci rozktadu albuminy z wzoru:

Aktywno$¢ wydalona z moczem na

Masa albuminy ulegajacej rozktadowi _ dobe (*"C) ~ ~ -
(gramy na dobe) Srednia akt. wk. (.iClg) albuminy
osocza

Metoda ta jest stuszna nawet wdweczas, gdy szybkos$¢ rozkiadu i wiel-
koS¢ puli zmieniajg sie w czasie doSwiadczenia. Wystarczy tylko okre-
§li¢ catkowitg aktywnos$¢ jodkéw wydalonych na dobe z moczem oraz
wyznaczy¢ S$rednig aktywnos$¢ wiasciwg albuminy osocza w tym okre-
sie. Jednorazowy pomiar jest mato reprezentatywny i stuszniej jest
wyznaczyé $rednig z wartos$ci uzyskanych w Kkilku kolejnych dniach.
Ostatnio zaproponowano uproszczenie tej metody pozwalajgce unikngé
dobowego zbierania moczu — nalezy tylko okres$li¢ w osoczu stosunek
aktywnos$ci zwigzanej z biatkiem oraz wolnych jodkéw (61). Niezbedne
jest jednak uzyskanie statych parametrow wydalania jodkéw z moczem
przez doustne podanie duzych ilosci nieznakowanego jodku oraz prze-
prowadzenie odpowiedniej analizy matematycznej.

Wyliczanie szybkosci katabolizmu z wzoru (4) powinno by¢ w zasadzie
stosowane w kazdym doswiadczeniu jako kontrola wynikow uzyskanych
metodg graficzng. Ta metoda bezposrednia moze zawie$¢ tylko wowczas,
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gdy w organizmie pojawig sie inne dodatkowe pozanaczyniowe miejsca
rozktadu biatka (np. w przebiegu gastroenteropatii wysiekowej), lub gdy
wystgpig zaburzenia w wydalaniu jodkéw do moczu.

Poréwnanie wynikow uzyskanych trzema metodami wyznaczania
szybkosci rozktadu albuminy osocza cztowieka przedstawiono w tablicy 2.

Tablica 2
Szybko$¢ katabolizmu albuminy osocza cztowieka
wyznaczona trzema metodami (wg 3)

Szybkos¢ Oznaczona metoda
katabolizmu albuminy A B C

w gramach na dobe 17,9 16,1 15,6
w mg/kg wagi/dobe 224 202 195

A — metoda graficzna; B — wedtug wzoru (3); C — wedtug wzoru (4)

Oznaczenia wykonane przez innych autoréw na ogét nie odbiegajg od
danych zawartych w tablicy 22 Cohen iwsp. (11) jako warto$ci normal-
ne rozktadu podajg 185mg na kg wagi na dobe (przy wahaniach 136-257),
co odpowiada okoto 4°/o catkowitej puli ustrojowej albuminy, a W a 1d-
mann i Laster (85) uzyskali dla zdrowych os6b wartosci 160-200mg
na kg wagi na dobe, co odpowiada 3,5-5,3% puli ustrojowej tego biatka.

Poréwnanie szybkoS$ci rozktadu albuminy u réznych zwierzat przed-
stawiono w tablicy 3. Mozna tatwo zaobserwowaé, ze waha sie ona znacz-
nie, bo od okoto 4°/0 u cztowieka do okoto 60% u myszy. Jesli te wartosSci
wyrazi¢ jako frakcje puli naczyniowej, to stajg sie one 2-3 razy wieksze.
Ze zmniejszeniem wagi ciata przyspiesza sie rozktad i odnowa biatek oso-
cza, co stanowi zjawisko analogiczne do zmian przemiany podstawowej.
Jak to jednak zaobserwowat Munro (68) ze spadkiem wagi ciata ro$nie
bardziej szybko$¢ rozktadu biatek osocza niz przemiana podstawowa.

Tablica 3
Poréwnanie szybkosci katabolizmu albuminy osocza u réznych gatunkéw ssakéw

Gatunek Szybkos$¢ katabolizmu Pozycja literatury
Cziowiek 4,6 (14)
Pies 84 (13)
Krélik 8,7 (58)
Szczur 21 '8
Mysz 58 (14)

Wzgledng szybko$¢ katabolizmu podano w procentach jako frakcje puli
ustrojowej albuminy odnawiang w ciggu doby. Wszystkie dane uzyska-
ne przy uzyciu 131J-albuminy.

V. Miejsce katabolizmu albuminy osocza

Mato jest problemow tak dyskusyjnych i spornych w zakresie meta-
bolizmu biatek osocza, jak okres$lenie miejsca rozktadu albuminy w ustro-
ju. Wiemy tylko z pewnoscig, ze szybkos¢ rozktadu nie jest jednakowa

5 Postepy Biochemii
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w catej puli ustrojowej albuminy i rozktad ograniczony jest do puli na-
czyniowej. Szereg autoréw (3, 8, 60, 70) wykazato bowiem, ze aktywnos¢
jodkow wydalanych z moczem, a pochodzacych z rozktadu znakowanej
albuminy, jest proporcjonalna do frakcji jodowanej albuminy zawartej
w osoczu, a nie do catkowitej ilosci znakowanej albuminy w ustroju.

Wzgledna szybko$¢ rozktadu albuminy wyrazona w procentach puli
naczyniowej jest wielkoscig zadziwiajgco statg dla danego organizmu
i tylko w wyjatkowych wypadkach ulega zaburzeniu. Jedno z mozliwych
ttumaczen (63) polega na tym, ze biatko z osocza przenika do miejsca
katabolizmu (lub pobierane jest w procesie pinocytozy) ze stalg szyb-
koScig, a wiec bezwzgledna iloS¢ roztozonego biatka zalezy od zawartosci
biatka w osoczu, a wzgledna szybko$¢ usuwania jest stata i niezalezna
od rozmiaréw puli tego biatka. Szybko$¢ odnowy rdznych biatek osocza
(np. albuminy i globulin) jest jednak odmienna, zatem niezbedne jest
dodatkowe zatozenie, ze szybko$¢ przenikania do miejsca rozktadu jest
charakterystyczna dla danego biatka.

Inkubacja znakowanej albuminy z peing krwig in vitro nie prowadzi
do uwalniania jodku, nalezy wiec przypuszczaé, ze rozktad biatka odbywa
sie nie w samej krwi, lecz w innych komérkach zawierajgcych enzymy
proteolityczne. Komorki te nie musza pozostawa¢ w fizycznej bliskosci
osocza, muszg jednak by¢ fatwo dostepne dla biatek krwi, przy czym
same nie zawierajg okreslonej puli albuminy. Warunkom tym odpowia-
dajg zardwno komérki srodbtonka naczyn, komorki parenchymy watroby,
komérki uktadu siateczkowo-$rodbtonkowego $ledziony, watroby czy in-
nych narzadéw, a nawet Swiatto przewodu pokarmowego. W takim tez
ujeciu nalezy rozumie¢ stwierdzenie, ze rozkiad albuminy ma miejsce
w obszarze pozostajgcym w bezposrednim i tatwym kontakcie z pulg
naczyniowa.

Doswiadczenia Millera iwsp. (34, 66) przy uzyciu techniki prefuzji
izolowanej watroby szczura wskazywaty na ten narzad jako gtéwne miej-
sce rozktadu biatka. Natomiast Gordon (10, 31, 32) doszedt do wniosku,
ze w organizmie szczura nie wiecej niz 10% rozktadu albuminy moze miec
miejsce w watrobie. Przyczyng tych rozbiezno$ci moze by¢ obecno$¢ zde-
naturowanych czasteczek, ktére znacznie szybciej sa usuwane z krgzenia
niz czasteczki natywne. Gordon (31) zaobserwowat, ze jesli znakowa-
ne biatko byto czeSciowo lub catkowicie zdenaturowane, to w czasie
pieciogodzinnej perfuzji az 20% aktywnosci pojawiato sie w postaci wol-
nego jodku. Je$li natomiast znakowang albumine przed doswiadczeniem
poddano biologicznemu oczyszczeniu (tzw. ,biological screening”) przez
wstrzykniecie na okres 48 godzin innemu zwierzeciu, wowczas ilos¢
albuminy roztozonej podczas perfuzji nie przekraczata 3,8% uzytej ak-
tywnosci biatka. Do podobnych wynikéw w doswiadczeniach in vivo na
krolikach doszedt Freeman (13). Stwierdzit on, ze po denaturacji
cieplnej albumina jest wychwytywana wybidrczo przez watrobe i po
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dwdch dniach pozostaje w krgzeniu nie wiecej niz 3°/0 aktywnos$ci zwig-
zanej z biatkiem. Przyspieszone usuwanie albuminy z krazenia moze by¢
w og6le wskaznikiem zaburzenia natywnego stanu biatka i obserwuje sie
je takze przy uzyciu preparatu albuminy frakcjonowanej alkoholem i ete-
rem, a nawet w przypadku, gdy podczas znakowania 131 zostaje przy-
taczona duza ilo$¢ jodu. Natywny charakter posiadajg tylko te preparaty
13J-albuminy, ktore zawierajg mniej niz jeden atom jodu na jedna cza-
steczke biatka (10, 20).

Zatem wydaje sie, ze watroba moze byé odpowiedzialna tylko za czesé
albuminy rozktadanej w ustroju. Katz i wsp. (47) oraz Sellers (80)
zwracajg uwage na mozliwy udziat nerki w katabolizmie albuminy oso-
cza i dochodza do wniosku, ze co najmniej 15% ilosci albuminy metabo-
lizowanej w ustroju przypada na ten narzad. Autorzy ci sugerujg ponad-
to, ze w chorobach i stanach zapalnych nerek rozktad albuminy w nerce
moze znacznie wzrosngé. Gillin i wsp. (29) przeprowadzili bardzo cie-
kawe doswiadczenia u myszy w celu lokalizacji rozktadu albuminy w or-
ganizmie. Oznaczali oni biologiczny potokres wydalania jodowanej albu-
miny u tych zwierzat po wycieciu 40% watroby, lub usunieciu nerek,
jelit, albo wreszcie po wstrzyknieciu ,,Thorotrastu” czy tuszu, ktére to
czynniki blokuja komdrki uktadu siateczkowo-$rodbtonkowego. Autorzy
ci dochodzg do wniosku, ze za rozktad albuminy u myszy odpowiedzialne
sq gtéwnie komaérki uktadu siateczkowo-srédbtonkowego, watroba i nerki.

Inni autorzy (2) wykazali natomiast, ze znakowana albumina inkubo-
wana in vitro ze skrawkami lub homogenatami tkanek szczura nie jest
w wyrazny sposob rozktadana — jedyny wyjatek stanowit homogenat
§ledziony. Ci sami badacze zauwazyli, ze in vivo u krolika znakowana
albumina przechodzi tatwo do przewodu pokarmowego. Obecnie nagro-
madzito sie duzo dowodéw przemawiajgcych za udziatem jelit w rozkta-
dzie albuminy, sporny jest tylko problem czy rzeczywiscie jest to gtdw-
ne miejsce rozktadu niektorych biatek osocza. Campbell i wsp. (9)
wykazali u owcy z przetokag jelitowag przedostawanie sie uchwytnych
ilosci znakowanej albuminy osocza do tresci jelitowej. Glenert i wsp.
(30) po wstrzyknieciu psu 13J-albuminy doszli do wniosku, ze 10% roz-
ktadu zachodzi w zotadku, okoto 40% w jelicie cienkim, 4% w jelicie
grubym, a reszta (tylko okoto 45%) odbywa sie w innych miejscach
ustroju. Uzywajac izolowanych operacyjnie segmentow jelita szczuréw
Beeken i Norman (4) stwierdzili wyrazne wydalanie i rozktad al-
buminy osocza w przewodzie pokarmowym tych zwierzat. Franks
i wsp. (18) usuwali rédzne odcinki przewodu pokarmowego krélikéw, a na-
stepnie badali u takiego zwierzecia szybko$¢ rozkladu albuminy osocza.
Ostatecznie doszli do wniosku, ze nie wiecej niz 50% rozktadu albuminy
(a przypuszczalnie znacznie mniej) ma miejsce w przewodzie pokarmo-
wym, a $cislej rzecz bioragc w gérnym odcinku jelita cienkiego i w zotad-
ku. Wyniki uzyskane przy intubacji dwunastnicy i jelita cienkiego
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z nastepng immunologiczng identyfikacjg albuminy zgodne sg z teza,
ze pewien przeciek biatka potgczony z trawieniem i reabsorpcjg pro-
duktéw wystepuje nawet u zdrowych ludzi (35 39). Jeejeebhoy
(43) zaobserwowal, ze doustne podawanie zywicy jonowymiennej (Am-
berlit IRA 400) w dawkach 5g co 4 godziny pozwala na odzyskanie w kale
zdrowych os6b okoto I°/o radioaktywnos$ci jodoalbuminy zawartej w ustro-
ju. Zaktadajac, ze zywica wigzac znakowane jodki powstajagce w jelicie
przy rozpadzie 13UJ-albuminy zapobiega ich reabsorpcji autor ten wyli-
czyt, ze okoto 20°/o rozkiadu albuminy w organizmie cztowieka zachodzi
w przewodzie pokarmowym. DoSwiadczenia te zostaly jednak podwazone
(45) przez stwierdzenie, ze znakowany jodek uwalniany przy rozkiadzie
13J-albuminy w tkankach moze by¢ wtérnie wydalany do sliny i soku
zotagdkowego. Zatem aktywno$¢ wydalona z katem po podaniu zywicy nie-
koniecznie $wiadczy o rozktadzie w obrebie swiatta przewodu pokarmowe-
go. Warto tu takze zacytowac spostrzezenia Waldmanna (84) doko-
nane przy uzyciu albuminy znakowanej 51Cr. Autor ten wykazat, ze
uwolniony chrom nie ulega wybiérczemu wydalaniu ani wyraznej resorp-
cji z przewodu pokarmowego, a po dozylnym wstrzyknieciu znakowanej
albuminy aktywnos$¢ wydalona z katem przez zdrowych ludzi jest bardzo
mata, rzedu 0,I°/o dawki w ciggu 96 godzin. Przemawia to przeciw kon-
cepcji, ze w normalnych warunkach wieksze ilosci alouminy osocza czto-
wieka rozkiadane sg w przewodzie pokarmowym. Miejsce rozkiadu albu-
miny pozostaje wiec nadal niewyjasnione, chociaz prawdopodobnie gtdw-
ng role odgrywajg narzady migzszowe, uktad siateczkowo-srddbtonkowy
i przewdd pokarmowy. Znaczenie przewodu pokarmowego zalezy przy-
puszczalnie od gatunku zwierzecia, ale u czlowieka, a przynajmniej
u zdrowych ludzi wydaje sie on spetnia¢ drugorzedng role w tym pro-
cesie.

V1. Przyspieszenie katabolizmu albuminy w stanach patologicznych

Wzmozenie katabolizmu albuminy wywotane jest najczesciej poja-
wieniem sie pewnych dodatkowych mechanizméw jej utraty lub rozkta-
du, np. przechodzenie biatka do moczu lub znaczna ucieczka do przewodu
pokarmowego. Albuminuria w przebiegu nerczycy czy zapalen nerek
moze wywotywac znaczng hypoproteinemie i przyspieszenie odnowy tego
biatka (5, 27, 46). Badanie metabolizmu albuminy w tych stanach przy
uzyciu znakowanego biatka jest utrudnione, poniewaz wskutek utraty
albuminy przez nerki powstaje znaczna réznica w aktywnosci witasciwej
miedzy pulg naczyniowg i pozanaczyniowa.

Na podstawie prac Kimbela i wsp. (48), Gordona i wsp. (33
8l), Schwartza i Jarnum (79 oraz Holmana i wsp. (39) zo-
stata wprowadzona nazwa gastroenteropatii wysiekowej dla okreslenia
stanéw gdy hypoalbuminemia rozwija sie w nastepstwie przenikania
znacznych ilosci biatek osocza przez uszkodzong S$luzowke jelit. Uszko-
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dzenia $luzéwki moga powstaé¢ wskutek choréb zakaznych, sprue, nowo-
tworu, utrudnienia krazenia zylnego lub limfatycznego, czy wreszcie
z przyczyn blizej niewyjasnionych. Zagadnienia etiopatogenezy i lecze-
nia zespotdw gastroenteropatii wysiekowej omawiane sg obszernie m. in.
w pracach Waldmanna (84, 85), Gordona (33) i Holmana
(39). W 1959 r. Gordon (33) zaproponowat uzycie poliwinylopirolidonu
(PVP) znakowanego 13U dla celdw diagnostycznych przy wykrywaniu
tego zespotu. Znakowany PVP o masie czgsteczkowej zblizonej do albu-
miny wstrzykiwany jest dozylnie i u zdrowych ludzi wydala sie‘z katem
tylko w $Sladowych ilosciach. Zaletg PVP jest to, ze nie jest on rozkta-
dany w jelitach nawet przez bakterie, a aktywno$¢ wydalona z katem jest
wprost wskaznikiem przecieku wielkoczagsteczkowych koloidéw do $wia-
tta jelit. Niestety PVP jest do$¢ szybko wydalany przez nerki jako sktad-
nik niefizjologiczny i utozsamianie jego zachowania sie w ustroju z albu-
ming jest uproszczeniem, a ponadto handlowe preparaty jodowanego PVP
sg bardzo drogie. Inna metoda diagnostyczna zaproponowana przez
Waldmanna (84) polega na dozylnym wstrzyknieciu albuminy zna-
kowanej 5ICr i nastepnej zbidrce katu przez 96 godz. Na podstawie da-
nych z piSmiennictwa (85) wydaje sie, ze ucieczka biatka do jelit wyste-
puje w najrozmaitszych jednostkach chorobowych i moze by¢ istotng
przyczyng hypoproteinemii.

Nasze doswiadczenia wskazujg (37, 38), ze w pewnych przypadkach
rozstrzeni oskrzelowych dochodzi do uszkodzenia $luzowki oskrzeli (ana-
logicznie jak $luzéwki jelit w zespole gastroenteropatii wysiekowej) w wy-
niku czego do plwociny przedostajg sie znaczne ilosci albuminy osocza.
Po wstrzyknieciu albuminy znakowanej 5ICr chory wydalit z plwocing
w okresie 96 godz. 3,34% podanej aktywnosci, co oznacza utrate na tej
drodze okoto P/o puli ustrojowej tego biatka w ciggu doby.

Davies i wsp. (12) zaobserwowali znaczny wzrost rozktadu albu-
miny osocza u chorych ciezko poparzonych lub tez po rozlegtych zabie-
gach chirurgicznych. Przypuszczalnie rozktad lub utrata albuminy za-
chodzity w miejscu uszkodzenia jako cze$¢ proceséw naprawy tkanko”
wej.

Przytoczone dane dotyczace proteinurii, gastroenteropatii, broncho-
patii czy oparzen i zranien ilustruja jak rozmaite moga by¢ patologiczne
mechanizmy przyspieszajgce proces usuwania albuminy osocza z orga-
nizmu.

VII. Mechanizmy regulujace szybkos$¢ katabolizmu albuminy

Nie ulega watpliwosci, ze szybkos¢ rozktadu albuminy in vivo znaj-
duje sie pod kontrolg hormonalng. Ogoélnie przyjmuje sie, ze hormony
kory nadnercza wzmagajg przemiane biatkowg i przyspieszajg katabo-
lizm, przy czym nastepuje przemieszczanie biatka z tkanki tgcznej i mies-
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ni do watroby i narzgdéw migzszowych (68). Rothschild i wsp. (75)
zaobserwowali, ze pod wptywem duzych dawek kortyzonu szybko$¢ roz-
ktadu albuminy wzrosta o okoto 27% przy jednoczesnym zwigkszeniu
syntezy o okoto 13%>, tak, ze w sumie ujemny bilans zaznaczyt sie tylko
w niewielkim stopniu. Zblizone wyniki uzyskali Grossman i wsp.
(36), ktérzy stwierdzili, ze podawanie ACTH Ilub hydrokortyzonu moze
doprowadzi¢ do przyspieszenia rozktadu albuminy o 30-80%. Wzmozenie
rozktadu biatek osocza towarzyszy tez ciezkim zakaZnym chorobom go-
rgczkowym.

Podobnie jak hormony kory nadnercza dziata tyroksyna, ktorej po-
dawanie wzmaga rozktad albuminy osocza (42). Natomiast hormony picio-
we (testosteron) i hormon wzrostowy prawdopodobnie zwalniajg szyb-
ko$¢ przemiany albuminy osocza (68).

Miller iwsp. (34) zaobserwowali, ze w watrobie szczuréw z cukrzy-
cg alloksanowg rozkitad albuminy osocza byt dwukrotnie szybszy niz
u zwierzat kontrolnych. Ten sam autor (66) w innych dosSwiadczeniach
z perfundowang watrobg szczura doszedt do wniosku, ze glukagon wy-
wiera wybitne dziatanie kataboliczne. Sladowe ilosci glukagonu (1 Mgy
podawany w ciggu 1 godz.) podwajaty szybkos$¢ rozktadu albuminy. Hy-
drokortyzon dodany do uktadu perfuzyjnego nie wptywat na katabolizm
biatka, natomiast w obecnosci glukagonu dziatat synergistycznie. Miller
jest zdania, ze przypuszczalnie réwniez dziatanie kortykosterydéw in vivo
zwiagzane jest z glukagonem. Kataboliczny wptyw glukagonu w uktadzie
z perfundowang watrobg mozna byto zahamowac¢ dodaniem insuliny. Te
bardzo ciekawe spostrzezenia Millera wymagajg jednak dalszego potwier-
dzenia dosSwiadczalnego.

Czynniki zewnetrzne wywierajg znacznie mniejszy wptyw na szyb-
ko$¢ katabolizmu. Friedberg (21) wstrzykiwal myszom znaczne
ilosci albuminy i wykazat, ze wzgledna szybkos$¢ rozktadu (czes¢ puli
naczyniowej lub ustrojowej rozkiadana na dobe) nie ulegata zmianie,
cho¢ bezwzgledna ilos¢ albuminy roztozonej wyrazona w mg na dobe
byta zwiekszona wobec wzrostu puli albuminy. Rothschild i wsp.
zaobserwawali, ze wstrzykiwanie dekstranu (76) lub indukowana hyper-
gammaglobulinemia (77) nie wywieraly wiekszego wptywu na wzgledng
szybkos$¢ rozktadu albuminy osocza u krolikéw. Matthews (56) usu-
wata u krolikéw okoto 15% objetosci osocza na dobe w ciggu 9 dni i po-
mimo wystgpienia ostrego niedoboru albuminy osocza obserwowata tylko
niewielkie obnizenie wzglednej szybkos$ci rozktadu.

Badania metabolizmu albuminy w przebiegu nerczycy (27, 46) wska-
zuja, ze nawet w przypadku statej i znacznej utraty albuminy osocza
przez nerke nie zmniejsza sie wzgledna szybkos$¢ rozkitadu tego biatka
w organizmie cztowieka, co mogtoby stanowi¢ prosty mechanizm kompen-
sacyjny dla utrzymania statego poziomu albuminy w osoczu.
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Réwniez wahania diety nie wywierajg wiekszego wptywu na wzgled-
ng szybko$é rozktadu albuminy osocza. Iber i wsp. (42) wykazali, ze
dopiero szeSciokrotne zwiekszenie zawarto$ci biatka w diecie wywotato
pewien wzrost frakcji albuminy rozktadanej na dobe. Gillin i wsp.
(28) badajagc w Meksyku niedozywione dzieci doszli do wniosku, ze
wzgledna szybko$é rozktadu nie ulegata zmianie po usunieciu niedoboru
biatka. Natomiast Picou i Water low (69) mierzagc bezposrednio
szybko$¢ rozktadu znakowanej albuminy u dzieci z ciezkim niedoborem
biatkowym zaobserwowali, Zze w skrajnych stanach wyniszczenia wzgled-
ne szybkos$ci byty wyraznie nizsze. Mozna sobie wyobrazi¢, ze po wyczer-
paniu wszelkich rezerw biatkowych ustroju maleje takze ilos¢ enzymoéw
odpowiedzialnych za rozktad albuminy, co prowadzi do zmniejszenia roz-
ktadu. Problem badan metabolizmu biatek osocza w stanach niedoboréw
zywieniowych jest do$¢ ztozony, a szczegdty przedstawia m.in. McFar-
lane (63).

Obserwowana u czlowieka stata wzgledna szybko$¢ rozkiadu albu-
miny osocza sugeruje, ze jest to proces pierwszego rzedu, tzn. ilos¢ biatka
roztozonego na dobe jest proporcjonalna do wielkosci puli. Jedynie Ree-
eve i Roberts (70) sa zdania, ze katabolizm albuminy odpowiada
reakcji zerowego rzedu: w dosSwiadczeniach na krolikach zaobserwowali
oni, ze wzgledna szybkos$¢ rozktadu zmienia sie zaleznie od wagi zwie-
rzecia, a ilo$¢ rozktadanego biatka w gramach na dobe na kg wagi jest
stata i niezalezna od stezenia albuminy w osoczu. Oznaczatoby to, ze
system enzymatyczny hydrolizujgcy biatko osocza jest w normalnych
warunkach wysycony substratem, a regulacja poziomu biatka w osoczu
odbywa sie wytacznie na drodze zmiennej szybkosci syntezy. Jednak
wszystkie dotychczasowe dane przemawiajg przeciw koncepcji Reeve
i Robertsa Humphrey i McFarlane (40) badajagc usuwanie
znakowanych przeciwciat przy rozmaitym ich stezeniu we krwi stwier-
dzili, ze jest to typowy proces pierwszego rzedu. Gillin (26) obserwo-
wat wyktadniczy zanik gamma globuliny i fibrynogenu wstrzyknietych
do krwi dziecka z wrodzona niezdolnoscig do syntezy tych biatek. Row-
niez ostatnie doswiadczenia nad metabolizmem fibrynogenu u krolikéw
(71) i ludzi (64) wskazuja na stalg wzgledng szybko$¢ rozktadu tego biatka
niezalezng od jego stezenia w osoczu i rozmiaru puli. Stwierdzenie, ze
rozktad odpowiada reakcji pierwszego rzedu ma istotne znaczenie dla
oceny mechanizméw regulujgcych homeostaze biatek osocza. Oznacza to
bowiem, ze kazda zmiana w rozmiarze puli albuminy, bez wzgledu na
przyczyne ja wywotujgcy, jest potgczona z proporcjonalng zmiang abso-
lutnych ilosci rozktadanego biatka. Zatem przy niezmienionej szybkosci
syntezy wielko$¢ puli albuminy musi wroci¢ po pewnym czasie do pier-
wotnego rozmiaru.
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VIII. Synteza albuminy osocza

Od dawna byto wiadomo, ze watroba jest gtdwnym miejscem syntezy
wielu biatek osocza, a doSwiadczenia Millera i wsp. (67) udowodnity,
ze albumina wytwarzana jest wylgcznie w tym narzadzie. Duzg ilos¢
informacji o roli watroby uzyskano podczas perfuzji izolowanego narzadu
petnag krwig niekrzepnaca, przy czym w odpowiednich warunkach watro-
ba pozostaje w peini aktywna metabolicznie przez okres co najmniej
6 godzin (31, 44, 67). Znakowane aminokwasy dodane do pitynu perfuzyj-
nego sa wychwytywane przez watrobe, ktéra po okoto 30 minutach za-
czyna uwalniaé¢ znakowane biatka. Jensen i Tarver (44) wyliczyli,
ze ilo$¢ albuminy wytwarzanej w tych warunkach przez watrobe odpo-
wiada Sredniej dobowej produkcji tego biatka w organizmie.

Rozmaite metody badania szybkosci syntezy biatlek osocza in vivo
zostaty obszernie przedyskutowane w poprzednim artykule (49), tutaj
wiec ogranicze sie do przedstawienia tylko podstawowych zagadnien.
Krzywa | na rysunku 1 uzyskana przy uzyciu 13UJ-albuminy odzwier-
ciedla gtéwnie zjawiska odnowy, a zatem w stanie réwnowagi metabo-
licznej organizmu mozna, jak juz wspomniano, wyliczy¢ stad szybkos$c
syntezy i rozktadu. Gdy rozktad nie jest rowny syntezie, lub gdy zachodzi
przeniesienie biatka netto miedzy pulami, sama metoda graficzna jest
oczywiscie niewystarczajgca. Wiemy jednak, ze proces rozkiadu nie
wptywa na aktualng aktywno$¢ witasciwg krazacego biatka, natomiast
rozciefczenie pietna izotopowego zalezy od doptywu nowych nieznako-
wanych czasteczek albuminy z watroby, czyli od szybkosci syntezy. JeSli
absolutny rozktad albuminy w gramach na dobe wyznaczony zostanie
metodg bezposrednig z ilosci znakowanych jodkéw w moczu (wz6r 4),
wowczas zaktadajac, ze spadek aktywno$ci witasciwej osocza odzwier-
ciedla procesy syntezy, mozna sie pokusi¢ o wyznaczenie szybkosci
syntezy. Analize matematyczng przeprowadzong przez réznych autoréw
(36, 55, 56) komplikuje fakt, ze w rzeczywisto$ci przy zaburzonej réwno-
wadze puli osoczowej biatlek obserwuje sie zawsze przeniesienie biatka
netto miedzy obu pulami. Matthews (56) proponuje nastepujacy
wzAr na wyliczenie sumy proceséw syntezy i przeniesienia (transferu)
albuminy z puli pozanaczyniowej do naczyniowej:

KO+ KT= k,+-~-k2 ®)
Xi

gdzie Kg— wzgledna szybkos¢ syntezy, Kt — wzgledna szybkos$¢ trans-
feru, Xx— aktywnos$¢ catkowita puli naczyniowej, X3— aktywnos$¢ cat-
kowita puli pozanaczyniowej, a pozostate oznaczenia (kxi k2) jak na ry-
sunku 1.

Inna metoda pomiaru szybkosci syntezy albuminy polega na podaniu
aminokwaséw znakowanych 14C i oznaczeniu radioaktywnos$ci wbudowa-
nej w biatka osocza w jednostce czasu. Do obliczehA niezbedna jest jednak
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takze znajomos$¢ aktywnosci wiasciwej aminokwasu-prekursora w ko-
mdrce watrobowej, gdzie zachodzi synteza biatka. Kwas hipurowy po-
wstajacy z glicyny lub mocznik z argininy sa przyktadami pozakomor-
kowych wskaznikéw aktywnosci wtasciwej prekursora w miejscu syntezy
(49). W metodzie zaproponowanej przez McFarlane’a (62) wstrzy-
kuje sie weglan sodu znakowany 14C, ktory w komorce watrobowej zo-
staje wbudowany m. in. w grupe guanidynowg argininy. Znakowana bio-
logicznie arginina uzytkowana jest natychmiast w miejscu syntezy do
produkcji mocznika i biatek osocza. Znajagc aktywnos¢ mocznika wydalo-
nego do moczu oraz aktywnos$¢ grupy guanidynowej argininy w albumi-
nie osocza mozna znalez¢ absolutng szybko$¢ syntezy tego biatka w gra-
mach na dobe niezaleznie od szybkos$ci rozktadu czy zmienionej wielkosci
puli ustrojowej (49). Ostatnie nasze doswiadczenia (50, 65, 72) wskazuja,
ze w warunkach réwnowagi metabolicznej daje sie uzyska¢ dostateczng
zgodno$¢ miedzy szybkoscig rozktadu mierzong niezaleznie przy uzyciu
13J-albuminy a szybkoscig syntezy mierzong metodg weglanowg, pod
warunkiem uwzglednienia wszystkich czynnikéw wpiywajacych na meta-
bolizm mocznika w organizmie.

IX. Adaptacyjna rola zmiennej szybkoSci syntezy albuminy

Wiele czynnikéw hormonalnych czy zewnetrznych wptywajacych na
szybkos$¢ rozktadu albuminy wywiera takze dziatanie na procesy syntezy.
Grossman i wsp. (36) zaobserwowali, ze ACTH (ale nie kortyzon)
zwieksza szybko$¢ wytwarzania albuminy. By¢ moze pod wptywem
ACTH powstaje w nadnerczach jaki$ czynnik anaboliczny. Natomiast
Rothschild i wsp. (75) sa zdania, ze rowniez kortyzon przyspiesza
synteze albuminy, cho¢ nie kompensuje to catkowicie zwiekszonego roz-
ktadu. Swick (83) wykazat, ze wyciecie tarczycy lub przysadki zmniej-
sza U szczurow szybko$é syntezy albuminy o 20—60°/0. Podawanie prepa-
ratobw tarczycy w diecie zwierzetom po tyreoidektomii przywracato stan
sprzed operacji, natomiast u zwierzat bez przysadki podawanie hormonu
wzrostowego pozostawato bez wptywu. Enerback i wsp. (16) sg od-
miennego zdania i uwazajg, ze hormon wzrostowy moze w tym wypadku
skorygowaé brak przysadki. Green i Miller (34) zaobserwowali, ze
watroba szczuréw z cukrzyca alloksanowg ma wyraznie zmniejszong zdol-
no$¢ wbhudowywania znakowanych aminokwaséw w biatka osocza. Moze
to wynika¢ z upoS$ledzenia gospodarki energetycznej komorki watroby
przy niedoborze insuliny.

Wahania zawartosci biatka w diecie powyzej pewnego minimum nie
wydajg sie wptywacé na szybkos$¢ syntezy biatek osocza (83). Natomiast
w przypadku niedoboru biatek osocza wywotanego gtodzeniem (22) lub
plazmaferezg (87) obserwuje sie wzmozone wbudowywanie znakowanych
aminokwaséw w albumine, co moze przemawia¢ za przyspieszeniem syn-
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tezy. Podobne zjawisko u poparzonych pacjentéw zaobserwowat Leven-
son iwsp. (52). Niestety te obserwacje majg tylko charakter jakosciowy
wobec niemozno$ci wyznaczenia rzeczywistych szybkos$ci syntezy biatek
osocza w tych badaniach. W doswiadczeniach na szczurach Swick (83)
wykazat, ze jednorazowe usuniecie trzeciej czesci kragzacej albuminy nie
wywierato wpltywu na synteze biatka w watrobie w ciggu nastepnych
48 godzin. Matthews (56) prowadzita przez kilka dni plazmafereze
u krélikéw i badata metabolizm albuminy znakowanej jodem dochodzac
do wniosku, ze zaburzenia w puli naczyniowej kompensowane sg gtow-
nie przez wzrost syntezy i przeniesienie netto z puli pozanaczyniowej.
Doktadny pomiar zmian szybko$ci wytwarzania albuminy pod wpltywem
infuzji lub plazmaferezy udato sie nam przeprowadzi¢ (51) przy uzy-
ciu metody weglanowej (Tablica 4).

Tablica 4
Wptyw infuzji osocza lub plazmaferezy na synteze albuminy osocza u kroélikéw (51)

loé¢ albuminy Synteza albuminy

% Warunki wstrzyknieta W mg/dobg sZyTlltigs
° doswiadczenia lub usunieta Okres Po infuzji W %
z w mg/dobe  kontrolny lub plazmafer.
1 Codzienna infuzja

osocza przez 4 dni 611 925 852 - 78
2. Jednorazowa plazma-

fereza 850 900%) 998 + 109
3. Codzienna plazmafereza

przez 3 dni 716 768 928 +20,8
4. Codzienna plazmafereza

przez 9 dni 812 768 1154 + 50,2
5 Codzienna plazmafereza

przez 10 dni 851 925 1242 + 34,4

*) Warto$¢ $rednia z innego dos$wiadczenia.

Wydaje sie, ze zmiany zaobserwowane w doswiadczeniach 1i 2 miesz-
czg sie w granicach btedu metody, natomiast w pozostatych przypadkach
mamy do czynienia ze znamiennym przyspieszaniem tworzenia albuminy.
Wyniki te, a takze dane z piSmiennictwa pozwalaja przypuszczaé, ze jed-
norazowe lub krotkotrwate zmniejszenie puli krazgcej albuminy nie wy-
wotuje zmiany w szybkos$ci syntezy (patrz takze (83)), a zaburzenie row-
nowagi kompensowane jest gtownie przez przeniesienie netto z puli
pozanaczyniowej. Dopiero w miare zubozenia tej puli obserwuje sie wy-
rownawczy wzrost syntezy. Hipoteze te potwierdzity rowniez badania
Rothschilda i wsp. (76, 77), ktdrzy wykazali, ze dozylne infuzje
dekstranu lub wywotana sztucznie hypergammaglobulinemia powoduja
wzrost puli pozanaczyniowej albuminy i zmniejszenie syntezy tego biat-
ka. Autorzy ci sg poza tym zdania, ze stezenie albuminy w puli pozana-
czyniowej wywiera bezposrednie dziatanie na watrobe: ubytek albuminy
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z ptynu s$rodmigzszowego watroby wywotuje spadek cisnienia onkotycz-
nego, co stanowi bodziec dla komoérek tego narzagdu do zwiekszonego wy-
twarzania i wydzielania albuminy osocza (78). Hipoteza, ze szybkos¢
syntezy albuminy kontrolowana jest przez cisnienie onkotyczne w miej-
scu syntezy, stanowi przykilad prostego sprzezenia zwrotnego i wydaje
sie by¢ bardzo obiecujgca dla zrozumienia mechanizméw homeostazy
biatkowej, jakkolwiek wymaga jeszcze dalszych dowodow dosSwiadczal-
nych.

Réwnie ciekawe sa spostrzezenia Drabkina i wsp. (7, 15, 53, 54)
dotyczace zjawisk adaptacyjnych w przebiegu eksperymentalnej nerczy-
cy u szczurdéw. Autorzy ci wykazali m. in., ze podczas regeneracji watro-
by znacznie szybciej wytwarzane sg biatka migzszowe niz biatka osocza,
podczas gdy w nerczycy watroba moze produkowac kilkakrotnie wiecej
biatek osocza niz normalnie, co $Swiadczy, ze ustr6j ma zdolno$¢ regulacji
syntezy rozmaitych biatek w watrobie zaleznie od aktualnych potrzeb.
Potwierdzajg to nasze badania wskazujgce, ze w nastepstwie plazmafe-
rezy zmiany w szybko$ci syntezy albuminy i fibrynogenu zachodzg zu-
petnie niezaleznie, mimo, iz oba biatka sg wytwarzane w tej samej ko-
morce watrobowej (51). Z drugiej strony wiadomo (53), ze watroba w ner-
czycy produkuje zwiekszong ilos¢ nie tylko albuminy, ale takze lipopro-
teidow, ktére nie sa wydalane z moczem (nerczyca lipoproteidowa). W tym
wiec przypadku jako reakcja na utrate jednego biatka zwieksza sie pro-
dukcja innego. Trudno to zjawisko wyjasni¢ jednoznacznie, ale przypusz-
czalnie w gre wchodzg tu problemy regulacji na poziomie mikrosoméw
zwigzane z informacjg genetyczng. Wiadomo zresztg, Zze adaptacyjny
wzrost watroby w nerczycy prowadzi nie tylko do zwiekszenia wagi tego
narzadu i zawartosci biatka, ale takze DNA i RNA (54). Zatem zjawiska
kontroli szybkos$ci syntezy biatek osocza w watrobie sg na pewno bar-
dziej ztozone niz kontrola rozktadu, ktory odbywa sie zgodnie z reakcja
pierwszego rzedu proporcjonalnie do rozmiaréw puli naczyniowej.

Jednym z czynnikéw wplywajgcych na szybko$¢ syntezy biatka jest
niewatpliwie stezenie aminokwaséw w miejscu syntezy, jak to juz wy-
kazat Borsook (6). Wptyw hormonéw kory nadnerczy na przemiesz-
czenie biatek ze skéry-i miesni do narzadéw migzszowych maogtby pole-
ga¢ na zmianie dystrybucji aminokwaséw. Drabkin i wsp. (15) zaob-
serwowali w ciezkiej nerczycy u szczur6w zmniejszenie zawarto$ci wol-
nych aminokwaséw w mie$niach a zwiekszenie w watrobie, przy czym
zmiany nie dotyczyty takich aminokwaséw jak anseryna czy tauryna,
ktore nie sg zwigzane z biosyntezg biatka.

X. Uwagi koncowe

Przedstawione powyzej rozwazania dotyczace mechanizmdw utrzy-
mujacych staty poziom albuminy osocza w ustroju oparte sg gtéwnie na
wynikach doswiadczen izotopowych, co ogranicza ich biologiczng spraw-
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dzalno$¢. Niemniej jednak wydaje sie, jak to juz przedstawit McFar-
lane (63), iz w granicach przecietnych wahan w zywieniu i mniejszych
urazéw dnia codziennego homeostaza biatek osocza utrzymuje sie dzieki
statosSci tak wzglednej szybkosci zamiany aminokwasow na biatko, jak
i wzglednej szybkosci proceséw katabolicznych. Przy wiekszych zabu-
rzeniach w rozmiarach naczyniowej puli albuminy ich skutki moga by¢
przez pewien okres czasu zmniejszone dzieki obecnosci puli pozanaczy-
niowej. Jesli zaburzenia te przynoszg duze i trwale zmiany w stezeniu
biatek osocza, to ulega zmianie szybkos$¢ syntezy, by¢é moze proporcjo-
nalnie do zmian cisnienia onkotycznego w przestrzeni $rédmigzszowej
watroby i w zaleznosci od odpowiedniej regulacji hormonalnej. Zmiana
szybkosci syntezy nie musi pozostawa¢ w zadnej zalezno$ci z wzglednag
szybkos$cia rozktadu, ktora jest stata (jako cze$¢ puli naczyniowej biatka
usuwanego na dobe). Katabolizm osigga wysokie wartosci z reguty do-
piero przy pojawieniu si¢ dodatkowych miejsc rozktadu czy utraty bial-
ka, np. w albuminurii czy gastroenteropatii wysiekowej. Zmniejszenie
wzglednej szybkosci proceséw katabolicznych obserwuje sie wyjgtkowo
w stanach krafcowych niedoboréw biatkowych.
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JANINA H. ROGOZINSKA *

Nomenklatura kinin roslinnych

The Nomenclature of Plant Kinins

The term of phytokinins, cytokinins and cytomins is discussed for all
kinins with kinetin-like activity, to avoid further confusion with animal physiology,
who have priority for the term kinins, a class of local hormones.

W roku 1956 Miller iwsp. (8) zaproponowali nazwe ,kinetyna” dla
zwigzku chemicznego stymulujgcego proces cytokinezy w tkankach
roslinnych. Pod wzgledem chemicznym jest to 6-furfuryloaminopuryna,
ktéra powstaje podczas starzenia sig, lub autoklawowania DNA w $rodo-
wisku kwasnym. Dla klasy zwigzkéw chemicznych, ktére ,podobnie sty-
mulujg cytokineze” autorzy wprowadzili nazwe kininy (8). Jednakze
wkrotce zorientowano sie, ze nazwe te wprowadzit Schachteri wsp. (1)
juz w 1954 roku dla okre$lonej grupy hormonéw zwierzecych. Wywodzi
sie ona od nazwy ,bradykinina” (od greckich stow: bradys — wolno
i kinein — poruszac), ktorg grupa z Sao Paulo w 1949 roku nadata odkry-
temu przez siebie hormonowi powstajgcemu z biatka krwi. Nazwa ,Kkini-
ny” stata sie wiec dwuznaczna, co w miare rozwoju badan i czestosci jej
stosowania, prowadzito do coraz czestszych nieporozumiend przy sporza-
dzaniu indekséw itp.

Budowa chemiczna i funkcja fizjologiczna kinin zwierzecych jest cail-
kowicie rézna od roslinnych. Jak obecnie wiadomo, kininy pochodzenia
zwierzecego stanowig grupe hormondw, wytwarzanych w zaleznosci od
potrzeby we krwi lub w tkankach, bez udziatu specjalnych gruczotow.
Sg one polipeptydami, o niskim ciezarze czasteczkowym i wywotujg
takie procesy jak kurczenie sie i rozluznianie miesni gtadkich, obnizanie
wzglednie podwyzszanie cisnienia krwi, zwiekszanie przepuszczalnos$ci
kapilar, rozszerzanie naczyn krwionosnych, wywotujg takze uczucie
bélu itp.

Natomiast kininy roslinne sg pochodnymi 6-aminopuryny, w ktérych
do grupy aminowej dotgczona jest niepolarna grupa arylowa lub alkilowa.
Do kinin ro$linnych zaliczamy kinetyne (8), 6-/Y,Y-dwumetyloallyloami-
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no/puryne (11), benzyloadenine (14) i inne aktywne syntetyczne pochodne
puryn (3), jak rowniez zeatyne (6-/Y-metylo-Y-hydroksymetyloallyloami”
no/puryne), aktywng substancje z endospermu kukurydzy (7) oraz aktywne
produkty naturalne o niecatkowicie oznaczonej strukturze chemicznej
(12). Substancje takie jak triakantyna 3-Y,Y-dwumetyloallyloadenina (11),
dezoksyadenozyna (2) lub adenina z podstawionymi grupami w pozycji
1 (4, 13), ktére nabywajg podobnej do kinetyny aktywnoS$ci wzrostowej
na skutek zmian chemicznych, nie sg uwazane za kininy roslinne. By¢
moze sg one ich prekursorami lub metabolitami pozbawionymi aktyw-
nosci.

Kininy roslinne, niezaleznie od stymulacji cytokinezy (w komadrkach
réznych roslin), wptywaja na wzrost objetosci komorek, zmieniajg szyb-
ko$¢ metabolizmu, aktywno$¢ enzymatyczng, zawarto$¢ kwasow nuklei-
nowych oraz indukujg organogeneze. Ponadto, wspdtdziatajg z auksynami
i giberelinami w ksztattowaniu dominacji wierzchotkowej, wptywaja na
kierunek przemieszczania prostych sktadnikéw organicznych i mineral-
nych, przerywajg okres spoczynku paczkdéw u niektdrych roslin oraz
zwiekszajg dtugowieczno$¢ tkanek i organow (10, 13).

Dwuznaczno$¢ nazwy ,kininy” spowodowala, ze niektdre oSrodki ba-
dawcze wystapity z propozycjag zmian nomenklatury. Proponuje sie pozo-
stawienie bez zmian dotychczasowego pojecia kinin stosowanego od kilku-
nastu lat w fizjologii i biochemii zwierzat (6, 9, 13). Na miedzynarodowej
konferencji w Gif-sur-Yvette w 1963, ktérej tematem byty naturalne
regulatory wzrostu roslin, Thimann (5 zaproponowat dla grupy sub-
stancji, zwanych dotgd kininami nazwe cytominy, a Moth es (9) sugero-
wat nazwe fito- lub cytokininy. W tym samym roku, L et ham (6) rowniez
proponuje nazwe cytokininy, podkresla jednakze, ze ma ona uzasadnienie
tylko w odniesieniu do pewnych testéw wzrostowych. W 1965 roku ukazat
sie artykut Skooga iwsp. (13), odkrywcéw kinetyny, dotyczacy termi-
nologii kinin. Wymienieni autorzy uwazajg, ze nazwa cytokininy jest naj-
wiasciwsza dla okre$lenia wszystkich substancji o aktywnosci biologicznej
podobnej do kinetyny. Nazwa ta wigze sie z najwczes$niej poznang wia-
§ciwoscig tych substancji stymulowania cytokinezy w komarkach roslin-
nych a, by¢ moze, réwniez w niektérych komérkach zwierzecych. Jed-
nakze substancje te, jak wspomniano wyzej, oddziatywujg na szereg
innych proceséw zachodzacych w organizmie roslinnym. Fakt ten jest
zasadniczg przyczyna polemicznego ustosunkowania sie do nazwy ,cytoki-
niny”, ktéra uwzglednia tylko jedng z jej witasciwosci. Nazwa ,,cytominy”
ma najmniej szans na powszechne przyjecie z racji swojej nowosSci oraz
zwigzania funkcji kinin réowniez tylko z cytokineza.

Z wymienionych propozycji nowych nazw dla kinin ro$linnych naj-
bardziej prawidtowg wydaje sie nazwa ,fitokininy”. Za stusznosScig tej
nazwy przemawia nawigzanie do nazwy stosowanej powszechnie juz od
dziesieciu lat przez botanikéw. Jednoczesnie, swym przedrostkiem pod-



13] NOMENKLATURA KININ 267

kreslg ona roslinny charakter zwigzku i jego funkcji. Nazwa ,,fitokininy”
bytaby w pewnym stopniu analogiczng do nazwy ,auksyn”, ktéra réw-
niez obejmuje chemicznie heterogenng grupe naturalnych i syntetycznych
substancji o aktywnosci biologicznej podobnej do kwasu 3-indoliloocto-
wego, oraz do nazwy ,gibereliny”, ktora odnosi sie do jeszcze innej grupy
chemicznie pokrewnych substancji, o wyraznie réznych wiasSciwosciach
fizjologicznych.

W chwili obecnej trudno przewidzie¢, ktéra z dwdch popularnych
nazw, ,cytokininy” czy ,fitokininy” zostanie powszechnie przyjeta. Naj-
wiasciwszym forum dla ustalenia ostatecznej nomenklatury kinin roslin-
nych byloby ponowne przedyskutowanie terminu na miedzynarodowym
zjezdzie botanicznym.

LITERATURA

Collier H. O. J.,, Scientific American 207, Nr 2-str. 111 (1962).

Hall R H, De Ropp R.S., J Am. Chem. Soc. 77, 6400 (1955).

Hamzi Q. H., Ph. D. thesis, University of Wisconsin 1965.

Ham zi Q. H., Skoog F. Proc. Natl. Acad. Sci USA 51, 76 (1964).

Kefford N. P. Science 142, 1495 (1963).

Letham D. S, N. Z. J. Bot. 1, 336 (1963).

Letham D. S, Shannon J S, McDonald I R. Proc. Chem. Soc.

str. 230 (1964).

8. Miller C O, Skoog F, Okumura F. S, Von Saltza M H, Strong
F. M., J. Am. Chem. Soc. 78, 1375 (1956).

9. Mothes K. Régulateurs Naturels de la Croissance Végétale, CNRS Paris
1964, str. 131.

10. Rogozinska J. H. Acta Soc. Bot. Polon, w druku.

11. Rogozinska J H, Helgeson J P, Skoog F. Physiol. Plantarum
17, 165 (1964).

12. Rogozinska J H,Helgeson J P, Skoog F,Lipton S. H,Strong
F. M., Plant Physiol. 40, 469 (1965).

13. Skoog F, Strong F. M, Miller C. O, Science 148, 532 (1965).

14. Strong F. M., Topics in Microbial Chemistry, John Wiley and Sons, New

York, 1958, rozdz. 3.

NOoO O WN R

6 Postepy Biochemii



http://rcin.org.pl



http://rcin.org.pl



LUDMILA SZARKOWSKA



Post. Biochem. 12, 269—270 (1966)

Ludmita Szarkowska
1921 — 1965

Dnia 17 listopada 1965 r. zmarta w Madison (USA) Doc. Dr Lud -
mita Szarkowska, kierownik Pracowni Oddychania Tkankowego
w Instytucie Biochemii i Biofizyki PAN w Warszawie.

Wyksztatcenie S$rednie odebrata w rodzinnym Puttusku. W okresie
okupacji kontynuowata nauke w Warszawie, poczatkowo w Liceum Che-
micznym a nastepnie na Wydz. Chemii Wyzszej Szkoty Technicznej. Opu-
Scita to miasto po powstaniu, wraz z calg jego ludnoscig. Po wojnie,
w 1945 roku rozpoczeta studia na Il roku Wydz. Chemii Politechniki
Gdanskiej, gdzie w 4 lata pézniej uzyskata dyplom mgr inz. chemii.

Juz w czasie studiow w 1948 roku rozpoczeta prace naukowg pod kie-
runkiem prof. E. Syma w pracowni biochemii Instytutu Medycyny Mor-
skiej i Tropikalnej w Gdansku. Jej pierwsza publikacja naukowa ukazata
sie w rok pézniej i dotyczyta metabolizmu pratka gruzlicy. W 1950 roku
przeniosta sie wraz z pracownig prof. Syma do Akademii Medycznej
w Warszawie. Przez nastepne sze$¢ lat kontynuowata badania nad meta-
bolizmem Mycobacterii. Jako pracownik Zaktadu Chemii Ogdlnej a na-
stepnie Zaktadu Chemii Fizjologicznej Akademii Medycznej zajmowata
sie dydaktyka oraz brata udzial w pracach organizacyjnych Instytutu
Biochemii i Biofizyki PAN, powstajgcego pod kierunkiem prof. J. Hel-
lera. W Instytucie tym pracowata od chwili jego utworzenia. W 1956 roku
odbyta staz naukowy w Instytucie Biochemii Wegierskiej Akademii Nauk
w Budapeszcie.

Kolejny okres dziatalnosci naukowej, rozpoczety pod kierunkiem prof.
J. Hellera, obejmuje badania nad oddychaniem chinonowym u owadow.
W 1959 roku przedtozyta z tego zakresu rozprawe doktorskg i uzyskata
w Instytucie Biochemii i Biofizyki PAN stopien doktora nauk przyrod-
niczych.

Badania nad rolg i miejscem chinonéw w tancuchu oddechowym pro-
wadzita do ostatnich chwil swego zycia. W 1961 roku zostata zaproszona
przez prof. T. Biichera do wspdtpracy w tej dziedzinie w kierowanym
przez niego Instytucie Chemii Fizjologicznej Uniwersytetu Phillipa
w Marburgu (NRF). Spedzita tam rok wspotpracujgc Scisle z dr. M. Klin-
genbergiem. Po powrocie do kraju kontynuowata badania w swojej pra-
cowni. W 1964 roku uzyskata w Instytucie Biologii Doswiadczalnej
im. Nenckiego stopien docenta na podstawie rozprawy habilitacyjnej
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pt. ,Badania nad ubichinonem i jego funkcjg biologiczng”. W 1965 roku
na zaproszenie prof. D. Greena wyjechata na roczny pobyt do Instytutu
Enzymologii w Madison (USA). W ciggu kilku miesiecy wykonata tam
doskonatg prace nad odtworzeniem aktywnosci DPNH oksydazy przez
koenzym Q. Praca ta jest 45 i ostatnig publikacjg naukowa Doc. Szar-
kowskiej.

Doc. Szarkowska byta jednym z czotowych biochemikéw polskich. Jej
pozycja naukowa i uznanie jakim cieszyly sie jej osiggniecia zardéwno
w kraju, jak i zagranicg wynikaty z niezwyktych zalet umystu i charak-
teru. Byta cztowiekiem catkowicie oddanym nauce, wybitnym zdolno$ciom
towarzyszyta bezprzykitadna pracowitosé. Jej skromno$¢, krytyczny sto-
sunek do wiasnych osiggnie¢ i wielka zyczliwo$¢ dla ludzi budzity po-
wszechny szacunek i sympatie. Ci, ktérzy mieli okazje pozna¢ Jg blizej,
darzyli Jg szczerg przyjaznia.

Jej $Smieré jest niepowetowang stratg dla polskiej biochemii.

Przyjaciele



Post. Biochem. 12, 271 (1966)

LAUREACI NAGRODY NOBLA W 1965 R.

André Lwoff, Jecques Monod i Francois Jacob

laureaci nagrody Nobla z dziedziny medycyny w 1965 r

W roku 1965 trzech wybitnych biologéw francuskich André Lwoff, Jacques
Monod i Francgois Jacob otrzymato nagrode Nobla z dziedziny medycyny. André
Lwoff jest profesorem mikrobiologii w Sorbonie, Jacques Monod — profesorem bio-
chemii Sorbony a Frangois Jacob — profesorem genetyki w Collége de France. Mimo
do$¢ roznych specjalnosci tgczag ich diugie lata bliskiej wspoOtpracy w stynnym
paryskim Instytucie Pasteura, gdzie wykonane zostaty wszystkie podstawowe ich
prace tak zaszczytnie wyrdznione przez jury Fundacji Nobla.

Najstarszy z tej tréjki A. Lwoff (ur. w r. 1902) od szeregu lat kieruje w Insty-
tucie Pasteura pracowniag fizjologii mikroorganizméw, J. Monod stoi na czele pra-
cowni biochemii komorkowej a F. Jacob jest kierownikiem pracowni genetyki
mikroorganizméw. Tam, przy bliskiej wspétpracy naukowej stworzyli jedng z pod-
stawowych na $wiecie placowek biologicznych, w ktérej rodza sie liczne koncepcje
wspoiczesnej biologii molekularnej bedacej jakby synteza fizjologii, genetyki i bio-
chemii zwigzkdéw wielkoczgsteczkowych przede wszystkim biatek i kwaséw nuklei-
nowych. Pracownia ta juz od lat byta istng Mekka dla licznych mikrobiologow,
genetykéw i biochemikow, ktérzy zjezdzali sie tu i wspolnie wykonywali prace.

A. Lwoff juz od lat znany byt jako wybitny protozoolog zajmujgcy sie zjawiska-
mi dziedziczenia cytoplazmatycznego u pierwotniakéw. Wykazat on, iz u tych orga-
nizmoéw liczne organelle cytoplazmatyczne zdolne sg do samoreprodukcji i ze obok
dziedziczenia jadrowego wystepuja tu rézne typy dziedziczenia pozajgdrowego. Ten
kierunek badan w ostatnim okresie coraz bardziej przycigga uwage biologow. Zo-
stat on wspaniale rozwiniety nie tylko na pierwotniakach np. przez Sonneborna,
Beale’a i innych, ale takze na innych organizmach; coraz wiecej danych wskazuje,
iz u bakterii istniejg poza jadrem liczne systemy przekazywania informacji dzie-
dzicznej. Dalsze badania Lwoffa oraz jego wspdipracownikéw Jacoba i Monoda
doprowadzity do sformutowania koncepcji episoméw, ktoéra, jak wiemy, w pewnym
stopniu zaciera granice miedzy dziedziczeniem jadrowym i pozajadrowym. Lwoff
prowadzit poza tym przez szereg lat podstawowe badania nad fizjologiag mikroor-
ganizmow i przyczynit sie w duzym stopniu do stwierdzenia u mikroorganizmow
roli witamin jako koenzymow.

Dla powstania wspodtczesnej koncepcji episoméw jak i w ogole dla bakterio-
logii i wirusologii najistotniejsze moze byly prace Lwoffa nad lizogennoscig bak-
terii. Wykazal on po raz pierwszy, ze bakterie lizogenne zawierajg wirusa w po-
staci profaga wigczonego do ich genomu. Na skutek indukcji profag oddziela sie
od genomu bakterii i namnaza sie juz niezaleznie jako fag. W ten sposéb wtasci-
wie zainicjowana zostata idea episomoéw, ktdra nastepnie rozwineli Monod i Jacob.
Poznanie natury bakterii lizogennych miato olbrzymie znaczenie dla dalszego roz-
woju genetyki bakterii i mogto by¢ nastepnie, miedzy innymi, wykorzystane takze
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do transdukcji, ktéra jest dzi$ jedng z podstawowych metod analizy genetycznej
bakterii. Z drugiej strony, koncepcja profaga wiaczonego do genomu bakterii
i wytwarzajgcego substancje represorowg hamujacag dziatalno$¢ jego gendéw i nada-
jacego specyficzng odporno$¢ bakterii byta jakby prekursorem idei regulacji funk-
cjonowania genéw rozwinietej w latach nastepnych przez Monoda i Jacoba.

J. Monod (ur. w r. 1910) rozpoczat prace naukowg réwniez od badan nad pier-
wotniakami. Badania te jednak szybko przerwata wojna. W czasie wojny rozpo-
czyna on pod kierunkiem Lwoffa badania nad metodami iloSciowej analizy wzrostu
kultur bakteryjnych. W tym czasie zaczyna sie¢ interesowa¢ kinetykag nie tylko
og6lnego wzrostu bakterii, ale takze procesami indukowania syntezy poszczeg6l-
nych enzyméw bakteryjnych. Gtéwnym obiektem jego badan na szereg lat stata sie
R-galaktozydaza, ktorej wytwarzanie w komoérce badanych przez niego szczepdw
jest indukowane przez obecno$¢ specyficznych substratow w pozywce — galakto-
zydow. Problem enzyméw induktywnych byt w owym czasie zupetnie nowy. Monod
wykazat, ze indukcja substratowa R-galaktozydazy polega na syntezie de novo czg-
steczek enzymu a nie na przeksztatceniu poprzednio juz istniejgcych biatkowych
prekursoréow enzymu. Wygladato wiec, ze w tym wypadku substrat indukuje ak-
tywnos$¢ genu produkujgcego enzym.

Kiedy jednak Monod otrzymat liczne mutanty E. coli produkujgce galaktozy-
daze bez obecnosdci induktora w pozywce, ~tak zwane mutanty konstytutywne, oka-
zato sie, ze sprawa wyglada wrecz odwrotnie. Substrat (galaktozydy) nie indukuje
aktywnos$ci genu, ale znosi dziatanie jakiej$ substancji represorowej, ktéra w szcze-
pach induktywnych hamuje aktywno$¢ genu produkujacego enzym. Szczepy kon-
stytutywne bylyby wiec mutantami jakiego$ genu-regulatora, nie wytwarzajacymi
represora, co powoduje, iz mogg wytwarza¢ enzym bez wzgledu na obecno$¢ sub-
stratu w pozywce. Nadal jednak nie bardzo bylo jasne w jaki sposéb i na jakie
elementy genomu dziata substancja represorowa.

Dalszy rozwo6j tych badan i ostateczne poznanie mechanizmu regulacji syntezy
enzymu wymagaty jednak postugiwania sie metodami genetycznymi. Rozpoczyna
sie wiec bliska wspotpraca miedzy Monod i Jacobem, ktory w tym okresie wraz
z E. Wollmanem znacznie juz rozwingt metody analizy genetycznej u E. coli.

F. Jacob (ur. w r. 1920) najmiodszy z catej nagrodzonej trdjki rozpoczat po
wojnie w pracowni Lwoffa wraz z Wollmanem a nastepnie z catym zespotem wsp6t-
pracownikéw cykl prac nad koniugacja u E. coli. Zjawisko to zostatlo wykryte
w r. 1946 przez Lederberga i Tatuma. Kiedy w nastepnych latach Cavalli-Sforza
i Hayes wykryli szczepy Hfr w wysokim stopniu przekazujace materiat dziedziczny
przy koniugacji oraz kiedy okazato sie, iz u E. coli istnieje odpowiednik zréznico-
wania piciowego i przekazywanie materialu genetycznego jest jednostronne od
komérki dawcy F+ czy Hfr do komoérki biorcy F~ powstat caly olbrzymi kompleks
zagadnien wymagajgcych wyjasnienia. Prace Jacoba i Wollmana z tego okresu
ustality caly szereg podstawowych faktow. Wykazujg oni w szeregu pieknych pu-
blikacji, ze z komoérek dawcy Hfr do komoérek biorcy F- przechodzi cze$¢ chromo-
somu i powoduje liniowe, kolejne przekazywanie znajdujacych sie na nim genéw.
Proces ten mozna bada¢, jak wykazali Jacob i Wollman, bgdZ na podstawie pro-
centu rekombinantéw z réznymi genami ws$rdd bakterii biorcéw, jak i z ,,zegarkiem
w reku” przerywajac wstrzgsaniem proces przekazywania chromosomu miedzy
koniugujacymi bakteriami, w roznych odstepach czasu od rozpoczecia koniugacji.
Prace te nie tylko ugruntowaly wiedze o kinetyce procesu koniugacji u bakterii,
ale takze wykazaly posrednio kolistos¢ chromosoméw bakterii, co nastepnie, na
drodze innych badan, zostato w petni potwierdzone.

Poza tym, przejscie typu F+ w Hfr tak jak i lizogenno$¢ datly sie wyttumaczy¢
integracjg w chromosomie bakterii w okreslonym miejscu, w pierwszym wypadku



[3] NAGRODY NOBLA 273

czynnika piciowego F w drugim za$ — profaga. Badajac proces koniugacji wykryto
zjawisko tzw. indukcji somatycznej polegajgce na tym, ze w momencie gdy z ko-
moérki dawcy Hfr, lizogennej w stosunku do faga np. K (jak na przyktad szczep
K12 badany przez Jacoba) odcinek chromosomu z profagiem wchodzi do komérki
biorcy, profag ulega indukcji i jako wolny fag powoduje lize komorek biorcy.
W ten spos6b mozna byto wykazal, ze rozne profagi majg rdézne, dla siebie wtasciwe
rejony w chromosomie bakterii, w ktore wigczaja sie. Dalsze badania wykazaty,
ze powstanie szczepow Hfr jest wynikiem integracji czynnika F, w okre$lonym
miejscu chromosomu bakterii, co powoduje dla kazdego typu Hfr witasciwg mu
kolejnos¢ przekazywania gendéw przy koniugacji, w zaleznosci od miejsca przyczepu
czynnika F. Przenoszenie przez fagi czy czynnik F cze$ci genomu przylegtego do
jego punktu przyczepu i powstawanie specjalnych typéw czeSciowych zygot stwa-
rza nowe mozliwosci analizy genetycznej u bakterii.

Badania nad czynnikami F czy profagami, ktére moga by¢ badz integrowane
w genomie bakterii, badz wystepowaé niezaleznie od niego w komdrce, doprowa-
dzity do zdefiniowania nowego typu jednostek dziedzicznych nazwanych przez
Jacoba i Monoda episomami, odgrywajacych tak istotng role we wspdiczesnych
koncepcjach biologii molekularnej.

Majac moznos$¢ doktadnego zlokalizowania gendéw w chromosomie a takze
badania ich komplementacji czy tez dominacji w cze$ciowych zygotach, w Kktorych
geny znajdujg sie badz na chromosomie badz na episomie, Monod i Jacob mogli
doktadnie wyjasni¢ mechanizm regulacji syntezy (3-galaktozydazy. W ten sposdb
wykazali oni, ze z genem, a wiasciwie z trzema genami strukturalnymi zawierajg-
cymi informacje o syntezie (3-galaktozydazy, permeazy i transacetylazy $cisle sprze-
zony jest gen operator, ktory reaguje na substancje represorowg produkowang przez
gen regulator, znajdujacy sie w zupetnie innym miejscu genomu bakterii. Represor
blokuje gen operator i wtedy geny strukturalne bedace pod jego wpitywem nie
przejawiajg swej aktywnos$ci. W szczepach induktywnych galaktozydy inaktywuja
represor, dzieki czemu operator jest aktywny. Otrzymawszy mutacje zaré6wno w ge-
nie regulatorze jak i w samym operatorze mozna byto wykaza¢, ze mutacje w genie
operatorze sg recesywne i gdy niezmutowany gen operator znajduje sie¢ na episomie
enzymy nie sg wytwarzane. Inaczej jest z mutacjami genu regulatora, ktére sa do-
minujace takze wtedy gdy znajdujag sie na episomie.

W wyniku szeregu pieknych doswiadczen Jacob i Monod wykazali, ze gen ope-
ratorowy i sgsiadujace z nim okreslone geny strukturalne stanowig ponadgenowg
jednostke skoordynowanej transkrypcji informacji dziedzicznej, w ktérej sasiednie
geny, kontrolujace zwykle Kilka réznych enzyméw zwigzanych z jednym cyklem
reakcji biochemicznych, sg podporzgdkowane jednemu genowi operatorowi zdol-
nemu do odbierania bodZcéw, powodujacych represje badz derepresje procesu
transkrypcji. Takg jednostke Monod i Jacob nazwali operonem.

W roku 196]', kiedy idea ta zostala po raz pierwszy opublikowana, wzbudzita
ona wielki entuzjazm ws$réd biologéw i zainicjowata caty szereg prac w roéznych
osrodkach, ktére w petni, przynajmniej u bakterii, potwierdzity stuszno$¢ tej hipo-
tezy. Aby wytlumaczy¢ dziatanie operatora na geny strukturalne polegajace na
ich wiaczaniu czy wytgczaniu Monod i Jacob zatozyli, ze odbywa sie to na drodze
inicjowania lub hamowania procesu transkrypcji informacji o syntezie enzymow
zawartej w DNA gendw strukturalnych operonu na specjalny, ktétkotrwaly rodzaj
RNA nazwany przez nich messenger RNA (mMRNA) czyli tzw. RNA informacyjny.

W chwili publikacji tej pracy byta to jeszcze tylko bardzo interesujgca hipoteza.
Jeszcze w tym samym roku ukazata sie jednak praca Jacoba wykonana wspdlnie
z Brennerem i Meselsonem Kktéra potwierdzita realno$¢ postulowanego mRNA.
W pracy tej wykonanej na uktadzie bakteria — fag, stosujac pulsowe znakowanie
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DNA, RNA i nowopowstajacych biatek wykazano, ze nowy RNA powstajgcy po
infekcji bakterii przez faga wchodzi w kontakt ze ,,starymi” rybosomami bakterii
i nastepuje synteza biatek wedtug informacji zawartej w DNA faga przy uzyciu
aparatu rybosomalnego bakterii. Nowo powstajgca drobna frakcja RNA byta witas-
nie owym postulowanym mRNA, ktéry przenosi informacje o syntezie biatek wpro-
wadzong przez DNA faga. Liczne badania nad mRNA prowadzone prawie jedno-
czeSnie i w nastepnych latach, w petni potwierdzity stuszno$¢ pierwotnego zato-
zenia Monoda i Jacoba. Koncepcja mRNA jest jedna z najbardziej podstawowych
w biologii molekularnej. Umozliwia ona w nastepnych latach Nirenbergowi i Ochoa
rozpoczecie prac nad rozszyfrowaniem kodu trojkowego dla aminokwaséw przez
uzycie w uktadach bezkomoérkowych syntetycznych polirybonukleotyddw ztozonych
z jednej lub dwdch zasad. W uktadach tych spetniaty one funkcje mRNA.

Prace ,wielkiej tréjcy” z Instytutu Pasteura stanowig punkty zwrotne w roz-
woju wspotczesnej biologii molekularnej. Rzutujg one w duzym stopniu takze na
dalsze perspektywy rozwoju biologii. Idea operonu regulujgcego przekazywanie
informacji od DNA do ukiadu produkujgcego biatka przez inicjowanie lub hamo-
wanie produkcji mRNA poprzez systemy represoréw i efektoréw dla catych zespo-
téw gendw moze w przysztosci staé sie podstawg wyjasnienia proceséow roéznicowa-
nia sie komdrek i tkanek u organizméw wielokomdrkowych. Monod i Jacob rozpa-
trujg obecnie (na razie teoretycznie) mozliwo$¢ istnienia catych uktadéw operonéw
réznego rzedu, ktore, nawzajem sie zazebiajac, mogtyby powodowaé kolejne wig-
czanie jednych a wytgczanie innych zespotdéw regulacyjnych. W ten sposéb mozna
bedzie, by¢ moze, wyttumaczyé przyczynowo procesy embrio- i onto-genezy wyz-
szych organizmow, gdzie niewgtpliwie w réznych komoérkach i tkankach tylko pew-
ne fragmenty og6lnej informacji dziedzicznej sg realizowane w postaci syntezy
okreslonych typow biatek.

Ostatnio, Jacob w bardzo interesujgcy sposéb wykazuje, ze regulowanie repli-
kacji DNA, ktora jak wiadomo jest bodzcem do podziatlu komérkowego moznaby
wyjasni¢ koncepcjg replikonu analogiczng do operonu. Jacob postuluje, ze zaréwno
chromosom bakterii jak kazda czgstka DNA episomalnego (wirusa czy np. czyn-
nika F) ma wiasny system replikonow czyli genéw regulujacych replikacje tych
jednostek. Analogicznie do operonu w skiad replikonu wchodzi gen replikator (ana-
log operatora), ktéry inicjuje replikacje kolistego DNA w okre$lonym miejscu
i z okreslong polarnosciag. Sygnatem, ktéry inicjuje dziatalno$¢ replikatora jest
substancja zwana inicjatorem, produkowana przez specjalny gen strukturalny ini-
cjatora znajdujgcy sie w innym miejscu na chromosomie. Podobny, witasny, od-
rebny system regulacji replikacji posiadaja episomy, dzieki czemu replikacja czy
to czynnika F czy fagobw w komorce nie jest zsynchronizowana z replikacja DNA
i podziatami bakterii. Gdy jednak episomy zostang wigczone do chromosomu bak-
terii, zostajg podporzadkowane replikonowi bakterii i replikujg synchronicznie
z DNA bakterii.

Hipoteza ta zyskuje juz pierwsze potwierdzenia doswiadczalne i moze sie
okaza¢ w niedalekiej przysztosci bardzo ptodna. Jacob przypuszcza, ze integrowany
w bakteriach Hfr czynnik F jest takze $ciSle zwigzany z btong komdérkowa, co thu-
maczytoby wybor miejsca kontaktu przy koniugacji z bakterig-biorca. Dalej system
ten zaktada, ze proces przekazywania chromosomu z bakterii Hfr do bakterii biorcy
jest zwigzany z jednoczesng jego replikacja, tak iz do komérki biorcy przechodzi
jedna z nowopowstajacych czasteczek DNA. Te niezwykle oryginalne koncepcje
moga sie okaza¢ w niedalekiej przysztoSci bardzo ptodne i moze wyjasnig jakie s3
sygnaly i ich receptory w komérkach, regulujace tempo i ilo$¢ podziatéw komor-
kowych. Sugerowany przez Jacoba zwigzek chromosomu bakterii z btong komérko-
wa poprzez czynnik F moze by¢ interesujgcym modelem nie tylko samej replikacji
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DNA ale i nastepujacego po niej rozdziatu dwdch kopii DNA oraz podziatu komor-
kowego.

Nie ulega watpliwosci, ze wielko$¢ prac nagrodzonych w tym roku nagroda
Nobla polegata nie tylko na umiejetnosci przeprowadzenia $wietnie pomyslanych
eksperymentéw, ale takze na umiejetnosci budowania niezwykle interesujgcych
hipotez roboczych, otwierajgcych zupeilnie nowe horyzonty. Wiekszo$¢ z nich
w krotkim bardzo czasie znalazta petne potwierdzenie w dalszych pracach doswiad-
czalnych, a inne otwierajg zupetnie nowe perspektywy przed tak gwaltownie roz-
wijajacg sie dzi$ biologia molekularna.

W. Gajewski

Robert Burns Woodward

laureat nagrody Nobla z chemii w 1965 r.

Szwedzka Akademia Nauk przyznata tegoroczng nagrode Nobla z dziedziny
chemii organikowi, ktéry catg swa dziatalno$¢ naukowg poswiecit badaniu zwigz-
kéw wystepujacych w organizmach zywych. Badania struktury produktéw natural-
nych, a zwlaszcza ostateczne jej potwierdzenie na drodze syntezy, jest tematyka
dominujaca niemal 150 publikacji Woodwarda.

R. B. Woodward urodzit sie 10 kwietnia 1917 roku. Studia chemiczne ukonczyt
w roku 1936 w Massachusett’s Institute of Technology, gdzie w 1937 roku uzyskat
doktorat. W tym samym roku rozpoczat staz na Uniwersytecie Harvarda, gdzie
w 1941 roku otrzymat stanowisko asystenta, a w latach nastepnych przeszedt wszyst-
kie szczeble kariery akademickiej uzyskujgc w roku 1950 stanowisko profesora
chemii organicznej, ktérej zajmuje do chwili obecnej.

Pierwsze prace poswiecit Woodward syntezom dienowym oraz badaniom zalez-
nosci wtasnosci spektralnych od budowy chemicznej, wybierajac jako obiekt ba-
dan — poliprenoidy. Ta grupa zwigzkéw pozostaje dotychczas w centrum jego
zainteresowan. Szczytowym osiggnieciem w tej dziedzinie byla catkowita synteza
szeregu naturalnych steroidéw opracowana przez Woodwarda w roku 1951. W syn-
tezie tej, wychodzac z 4-metoksy-toluchinonu-2,4 dobudowywat Woodward kolejno
poszczeg6lne pierscienie ukiadu cyklopentanofenantrenowego. Zwigzek wyjsciowy,
bedacy prekursorem pierscienia C szkieletu steroidowego poddano kondensacji
z butadienem dobudowujac pierscien D. Do tak powstatego zwigzku dwucyklicz-
nego dobudowano pierscien B na drodze formylowania, reakcji dienowej otrzyma-
nego potgczenia hydroksymetylenowego z etylo-winylo-ketonem i cyklizacji. Syn-
teza pierscienia A polegata na dotgczeniu reszty karboksymetylenowej do poprzed-
nio otrzymanego zwigzku, zablokowaniu jej i cyjanoetylowaniu pierscienia B, a na-
stepnie hydrolizie nitrylu, laktonizacji powstatego enolokwasu, reakcji z bromkiem
metylomagnezowym i alkalicznej cyklizacji. Ostatnim etapem byta kontrakcja
szesciocztonowego pierscienia D przeprowadzona na drodze utlenienia nadjodanem
otrzymanego poprzednio ukitadu glikolowego i cyklizacji powstatego dwualdehydu,
ktéra doprowadzita bezposrednio do dlax/ii/is bizdehydro-20-norprogesteronu
identycznego z naturalnym. Utlenienie grupy aldehydowej w pozycji 17 i estryfi-
kacja pozwolity na otrzymanie 3-keto-11(3-27«-dwuhydroksy-A-etiocholenianu me-
tylu, ktoéry zostat przeksztatcony poprzednio opisanymi metodami w cholestanol,
progesteron, dezoksykortikosteron, testosteron, androsteron, cholesterol i kortizon.
Innym $wiadectwem mistrzowskiego opanowania przez Woodwarda metodyki syn-
tezy w tej grupie zwigzkéw byto otrzymanie w roku 1957 wszystkich czterech poli-
prenoiddw wetny. Cholesterol zostat w wyniku szeregu przej$¢ przeksztatcony
w 1l4-metylo cholestanol, a ten w lanostenol, z ktérego otrzymano lanosterol, y-\ano-
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stenol i agnosterol. Wyrazem zainteresowania Woodwarda poliprenoidami sg réw-
niez prowadzone w r. 1963 prace nad strukturg santoniny i jej pochodnych.

Grupg zwigzkéw naturalnych, ktérej badaniu R. B. Woodward poswiecit znacz-
ng ilos¢ prac sa alkaloidy. Grupa ta, najbardziej zréznicowana pod wzgledem budo-
wy chemicznej sposréd wszystkich klas zwigzkéw wystepujacych w materiale bio-
logicznym, jest przedmiotem zainteresowania wielu badaczy. Zaréwno badania
struktury jak i syntezy zwigzkéw tej grupy natrafiaja na niespotykane gdzie in-
dziej trudnosci. W pracach Woodwarda nad tg grupa zwigzkéw zazebiajg sie pro-
blemy wyjasnienia struktury poszczeg6lnych potgczen jak i ich syntezy. Juz w ro-
ku 1944 dokonat Woodward catkowitej syntezy chininy wychodzac z 7-hydroksyizo-
choliny, ktérg przeprowadzit w wyniku szeregu reakcji w DL-homomerochinen.
Zwigzek ten po kondensacji z estrem kwasu chinowego i po rozdzieleniu stereoizo-
merow poddano konwersji Rabego otrzymujac chinine identyczng z produktem na-
turalnym. Synteze strychniny (1954), jednego z alkaloidéw o najbardziej skompli-
kowanej budowie, poprzedzity badania nad strukturg tego zwigzku prowadzone
od roku 1948. Cyklizacja fenylohydrazonu acetoweratronu doprowadzita do dwu-
metoksy-2-fenylo indolu. Ukiad indolowy w tym zwigzku stanowit szkielet, do
ktorego Woodward dobudowywal pozostate elementy struktury strychniny, nato-
miast pierscien dwumetoksyfenylowy ulegat rozerwaniu, a powstaty tancuch we-
glowy postuzyt do konstrukcji uktadu perhydrochinolinowego, znajdujacego sie
w czasteczce strychniny. W latach 1954-1956 prowadzi Woodward szeroko zakrojo-
ne prace nad strukturg alkaloidéw Veratrum. Badania te, prowadzone wspdlnie
z uczonymi szwajcarskimi (Prelog, Jeger i inni) pozwolity na ustalenie
budowy cewiny i wyjasnienie szeregu problemoéw strukturalnych zwigzkéw tej
grupy. Zakonczeniem prac nad budowg alkaloidéw Rauvolfia, prowadzonych od
1956 r., byta catkowita synteza rezerpiny dokonana przez Woodwarda w roku 1958.
Z szesciu wegli asymetrycznych, znajdujgcych sie w czasteczce tego alkaloidu —
pie¢ wbudowanych jest w jeden fancuch weglowy. Reakcja ds-addycji kwasu
winyloakrylowego do chinonu pozwolita Woodwardowi juz na pierwszym etapie
syntezy uchwyci¢ uktad zawierajacy wiekszo$¢ centréw asymetrii, poprowadzi¢ te
reakcje w pozadanym kierunku, a nastepnie dobudowaé mniej ztozone elementy
strukturalne czgsteczki rezerpiny.

Trzecig grupa zwigzkéw naturalnych, ktérej badaniom Woodward poswiecit
wiele uwagi sg antybiotyki. Studia nad przeksztatceniami terramycyny i badania
produktéw degradacji tej grupy zwigzkéw prowadzone przez Woodwarda doprowa-
dzajg do poznania w roku 1952 struktury aureomycyny i terramycyny. Pierwsza
catkowita synteza zwigzku nalezacego do tej grupy antybiotykéw jest réwniez
dzietem zespotlu Woodwarda. W 1960 roku publikuje on opis syntezy 6-demetylo-
-6-dezoksy-tetracykliny. Wychodzagc w bursztynianu i metoksybenzoesanu konstru-
uje Woodward w wyniku szeregu przej$¢ odpowiednio podstawiony tancuch kwasu
adypinowego, ktéry nastepnie ulega reduktywnej cyklizacji z utworzeniem pochod-
nej tetralonowej. Uktad ten stanowi szkielet, do ktérego Woodward dobudowuje ko-
lejno pozostate elementy strukturalne tetracykliny. W tym samym okresie, wspdl-
nie z badaczami szwajcarskimi (Hochstein) prowadzi Woodward studia nad
budowg antybiotykéw makrolidowych. W roku 1957 podaje strukture magnamycyn
A i B ustalajac rowniez konfiguracje niektérych sposrod 17 centrow asymetrii czg-
steczek obu tych antybiotykéw. W roku 1960 Woodward wspolnie z Hochsteinem
ustala budowe innego zwigzku z tej grupy — oleandomycyny. W ostatnich latach
w pracowni Woodwarda ustalono budowe streptonigryny (1962) i tetrodotoksyny
(1964).

Najwieksze zainteresowania sposréd prac Woodwarda wywotata jednak catko-
wita synteza chlorofilu opisana w roku 1960. Wychodzac z juz opisanych, stosun-
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kowo prostych pochodnych pirolu jak 2-(]3,|3-dwucyjanowinylo)-3,5-dwumetylo-4-
-etylopirol i 2,5-dwukarboksy-3-metylo-4-formylopirol, za pomocg niemal trzy-
dziestu typowo ,,woodwardowskich”, jednoznacznych pod wzgledem stereochemicz-
nym przej$¢ otrzymano chloryne eg, ktérg nastepnie, opierajac si¢ na znanych reak-
cjach, przeksztatcono w feoforbid a, a nastepnie w feofityne a i w chlorofil a, iden-
tyczny z naturalnym. Tak jak i w przypadku poprzednich wielkich syntez Wood-
ward wniost tutaj wiele nowego nie tylko rozwijajac metody syntezy, lecz réwniez
wyjasniajac niektore aspekty reaktywnos$ci porfiryn.

Woodward jest organikiem, ktéry wszystkie mozliwosci tej dyscypliny oddat
na ustugi badania zwigzkéw naturalnych. Nazwisko Woodwarda znajdujemy bez
trudu wszedzie tam, gdzie wiedza organika byta potrzebna dla pogtebienia znajo-
mosci sktadnikéw przyrody ozywionej. Woodward atakuje problemy nie tylko inte-
resujgce chemika lecz przede wszystkim te, ktére sa wazne dla biochemika, lekarza
czy farmakologa. Podat on nowe hipotezy biosyntezy alkaloidéw grupy strychniny
(1948), cholesterolu (1953) i antybiotykow makrolidowych (1957) w oparciu o ana-
logie strukturalne, reaktywno$¢ chemiczng i dotychczasowe dane o ich biogenezie.

Zastugi naukowe Woodwarda zyskaty uznanie wielu amerykanskich i zagra-
nicznych instytucji naukowych. Robert Burns Woodward jest doktorem h.c. dzie-
sieciu uczelni, honorowym cztonkiem brytyjskiego i niemieckiego towarzystwa
chemicznego oraz Irlandzkiej Akademii Nauk. Ponadto zostat szesnastokrotnie od-
znaczony medalami i wyréznieniami amerykanskimi. Nagroda Nobla jest kolejnym,
najwyzszym wyrazem uznania $wiata nauki dla osiggnie¢ Woodwarda.

S. Lewak



Konkurs naukowy

Komitet Mikrobiologiczny PAN zawiadamia uprzejmie o ogtoszeniu konkursu
naukowego na prace doswiadczalne z dziedziny metabolizmu drobnoustrojow
z uwzglednieniem kierowanych proceséw metabolicznych.

Regulamin konkursu przedstawia sie nastepujgco:

1. Wydziat Il PAN na wniosek Komitetu Mikrobiologicznego PAN ogtasza konkurs
na doswiadczalne prace naukowe z dziedziny metabolizmu drobnoustrojow
z uwzglednieniem kierowanych proceséw metabolicznych.

2. Do konkursu mozna zgtaszaé prace:

1) opublikowane po dniu 30 czerwca 1966 r. lub w ogdle nieopublikowane,
2) indywidualne lub zespotowe.

3. Prace zgtaszane do konkursu powinny by¢ wykonane w pracowniach Kkrajo-
wych.

4. Autorzy moga zgtasza¢ dowolng ilo$¢ prac.

5. Prace nalezy nadsyta¢ w trzech egzemplarzach w terminie do dnia 30 czerwca
1968 r. pod adresem: Wydziat Il PAN, Warszawa, Patac Kultury
i Nauki, przy czym prace nieopublikowane powinny byé przygotowane w for-
mie maszynopisu.

6. Wysoko$¢ nagrody wynosi:

I nagroda — 20.000 zt.
Il nagroda— 15.000 zt.
Il nagroda — 10.000 zt.

7. Wydziat 11 PAN powota do dnia 15 wrzes$nia 1968 r. na wniosek Komitetu Mi-
krobiologicznego PAN sktad sadu konkursowego, ktéry dokona analizy zgtoszo-
nych prac i w terminie do dnia 1grudnia 1968 r. dokona rozstrzygniecia konkursu.

8. Sadowi konkursowemu przystuguje prawo:

1) przyznania réwnorzednych nagrdéd,

2) nie przyznania zadnej nagrody,

3) zmniejszenia ilosci nagréd,

4) podziatu nagrody w przypadku pracy zespotowej.

9. Wyniki konkursu zostang opublikowane w jednym z czasopism mikrobiologicz-
nych.

Sekretarz Naukowy Z-ca Sekretarza Naukowego
Komitetu Mikrobiologicznego Wydziatu 1l PAN
Doc. Wt T. Dobrzanski Prof. Adam Drozdowicz
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RECENZJE

Martin D. Kamen. Primary Processes in Photosynthesis. Academic Press,
New York and London, 1963, str. 183.

Ksigzka ta jest pierwszg pozycja z serii Advanced Biochemistry, ktdérej redak-
torem jest Anthony San Pietro.

Jej autor, Martin D. Kamen, profesor chemii na Uniwersytecie w San
Diego, wspétodkrywca izotopu wegla— 14C zajmuje sie badaniami nad fotosyntezag
od okoto 30 lat. Szczeg6lnie interesujg go procesy energetyczne fotosyntezy i tym
procesom poswiecit w recenzowanej ksigzce najwiecej uwagi.

Rozdzial pierwszy zapoznaje czytelnika z réznymi definicjami fotosyntezy
oraz z niektorymi pojeciami z fizyki i chemii. W sposéb bardzo przejrzysty przed-
stawiono cigg procesow jakie odbywajg sie od momentu zaabsorbowania kwantu
energii Swietlnej do chwili wytworzenia koficowego produktu fotosyntezy. W roz-
dziale drugim opisany jest aparat asymilacyjny (sktad oraz budowa chloroplastow
i chromatoforéw a takze ich rozwdj). Stosunkowo duzo uwagi posSwiecit autor skiad-
nikom, ktére bezposrednio nie absorbujg Swiatta, ale w taki czy inny sposéb biorg
udziat w procesie fotosyntezy (niektére lipidy, chinony, zwigzki flawinowe, nukleo-
tydy pirydynowe, cytochromy). W rozdziale tym omdwiono takze: liczby kwantowe,
aktywne spektra w fotosyntezie, rézne formy chlorofiléw in vivo, role barwnikéw
towarzyszacych.

Zasadnicza cze$¢ tematu przedstawiona jest w rozdziatach IIl i IV. Rozdziat
trzeci poswiecony jest losom pochtonietego fotonu w czasie od 10~I%ek. do 10~%ek.
tj. w okresie procesow czysto fizycznych. Autor rozpoczyna rozdziat od omowienia
stanow energetycznych na przyktadzie prostego modelu, dalej zajmuje sie zmianami
w konfiguracji powtoki elektronowej w stanie pobudzenia, zasadg Francka-Con-
dona, podstawowymi prawami absorpcji i emisji Swiatta, sprawa spinu, czasokresem
trwania standw wbudzenia. Nastepnie omawia widma elektronowe drobin wielo-
atomowych i spektroskopie molekularng porfiryn i chlorofilow. Duzo uwagi po-
Swiecit autor omoéwieniu fluorescencji. Stara sie poda¢ pewne uogélnienia na pod-
stawie badania stopnia polaryzacji $wiatta fluorescencyjnego, wydajnosci kwanto-
wej, widm fluorescencyjnych chlorofilow, czasu trwania fluorecencji i stopnia jej
depolaryzacji. W rozdziale tym autor zajmuje sie takze migracjg energii, chlorofi-
lem w stanie trypletu, rezonansem elektronowym, witasciwo$ciami chlorofilu w sta-
nie ,,suchym” i ,,mokrym”, chemiluminescencjg a kornczy go przedstawienie ogol-
nego obrazu zjawisk wchodzacych w zakres fizyki radiacyjnej.

W rozdziale czwartym Kamen zajmuje sie okresem fotochemicznym, trwa-
jacym od 10~%ek. do 10-4sek. Dos$¢ szczegétowo opisuje fotochemie drobin chloro-
filu a nastgpnie omawia studia nad zjawiskami jakie zachodza w okresie od
10-5%ek. do 10~Xek. Autor przedstawia tu takze poglad o dwukwantowym procesie
w fotosyntezie na podstawie prac Witta i jego wspdtpracownikéw.

Recenzowana ksiazka w doskonaly spos6b wprowadza czytelnika w zrozumie-
nie wspotczesnych badan nad energetyczng strong fotosyntezy. Role te bedzie
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jeszcze spetnia¢ przez szereg lat, mimo, ze literatura (340 pozycji) obejmuje okres
do roku 1960. Aby jednak dobrze zrozumie¢ materiat w niej zawarty konieczna jest
znajomos$¢ pewnych poje¢ z fizyki Swiatta i chemii fizycznej, jak réwniez wyzszej
matematyki. Ksigzka, jak zresztg cata seria przeznaczona jest gtownie dla pracow-
nikéw naukowych.

S. Wieckowski

Chemistry and Biochemistry of Plant Pigments. Praca zbiorowa
pod redakcja T. W. Goodwina. Academic Press. London, New York 1965, str. 583

W ksigzce tej starano sie zgromadzi¢ wspdtczesna wiedze o chemii i biochemii
prawie wszystkich barwnikéw wystepujacych w $wiecie roslinnym (pominigto je-
dynie cytochromy). Wspo6tautorami jest 19-stu specjalistbw gtownie z Wielkiej
Brytanii i Stanéw Zjednoczonych.

Materiat przedstawiono w czterech czesciach. | cze$¢ dotyczy natury, rozmiesz-
czenia i biosyntezy r6znych barwnikéw roslinnych (rozdz.l — 12); 1l cze$¢ traktuje
0 funkcji poszczeg6lnych barwnikéw (rozdz. 13— 15); Il cze$¢ poswiecona jest
metabolizmowi barwnikéw w tkankach starzejgcych sie i zapasowych (rozdz. 16);
wreszcie w IV czeéci opisano metody badan poszczegélnych barwnikéw. Po kazdym
rozdziale podany jest wykaz literatury.

W pierwszej czesci ksigzki A. S. Holt opisat wystepowanie oraz najwazniej-
sze witasciwosci chemiczne i fizyczne chlorofildw. Biosynteze chlorofilu przedstawit
L. Bogorad omawiajac do$¢ dokladnie wszystkie etapy posrednie poczgawszy
od glicyny i kwasu bursztynowego. B. C. L. Weedon podat sposoby izolacji
1 og6lne wiasciwosci karotenoidéw, omowit strukture i zachowanie sie tych zwiaz-
kow w roéznych warunkach oraz ich stereochemie. Wystepowanie karotenoidéw
w S$wiecie roslinnym przedstawit T. W. Goodwin, omawiajagc wystepowanie
tych barwnikéw w zdolnych do fotosyntezy tkankach roslip wyzszych, mszakéw,
paprotnikéw i glonéw, oraz w niezdolnych do fotosyntezy tkankach roélin wyz-
szych (owoce, kwiaty, korzenie), jak réwniez wystepowanie karotenoidéw u grzy-
béw. T. W. Goodwin jest takze autorem rozdzialu traktujgcego o biosyntezie
karotenoidow. Colm Oh Eocha opisat strukture, wiasciwosci i biosynteze
fikobilin. Rozdziatl dotyczacy sposobow izolacji i oczyszczania oraz witasciwosci
fitochroméw opracowany zostat przez W. L. Butlera, S B Hendricksa
i H W Siegelmana; zawiera takze przypuszczenia autoréw dotyczace struk-
tury czesci chromatoforowej. T. Swain podat klasyfikacje flawonoidéw, opisat
chemiczng budowe oraz wiasciwosci flawonéw, flawonoli, chalkandéw, auronéw
antocyjanin i innych czerwonych barwnikéw. Natomiast wystepowanie flawonoidéw
i ich udziat w zabarwieniu roslin (kwiatow, owocow, lisci) opisat J. B. Harbor-
ne, a biosynteze flawonoidoéw, ich prekursory, zwigzki posrednie, izoflawonoidy,
wptyw Swiatta i inhibitory —H. Grisebach. R H Thomson opracowat
rozdziat o chinonach oraz rozdzial omawiajgcy inne barwniki wystepujagce w Swie-
cie roslinnym, zawierajace azot w czasteczce (cykliczne diemony, y-pyrony, skle-
rotioriny i barwniki pochodne kwasu wulpinowego) i nie zawierajgce azotu (fena-
zyny, fenoksazyny, melaniny).

Druga cze$¢ ksigzki rozpoczyna artykut C. P. Whittinghama zatytulo-
wany: ,,Funkcja w fotosyntezie”. Autor przedstawit fotochemie barwnikéw in vivo,
efekty zwigzane z rdéwnoczesnym os$wietleniem dwiema réznymi diugosciami fali
Swiatta, formy barwnikéw in vivo, reakcje fotochemiczne izolowanych chloro-
plastow, zmiany w absorpcji indukowane dziataniem S$wiatta, studia nad elektro-



[3] RECENZJE 281

nowym rezonansem paramagnetycznym oraz fluorescencje barwnikéw. Inne funk-
cje barwnikéw jak udziat w fototropizmie (u rodlin wyzszych i grzybéw), w foto-
taksji (glony, wiciowce) i w rozmnazaniu (u Phycomyces) opisat J. H. Burnett.
S. B. Hendricks i H A Borthwick sg autorami rozdzialu poswieconego
fizjologicznej funkcji fitochromow. Rozwazaja oni udziat tych barwnikéw w kon-
trolowaniu kwitnienia, tworzeniu antocyjanow, kietkowaniu nasion, kontrolowaniu
etiolacji, jak réwniez omawiajg reakcje wysoko energetyczne i sposob dziatania
fitochromoéw.

1 cze$¢ ksigzki stanowi rozdziat o zmianach barwnikéw w starzejgcych i
pasowych tkankach roélin opracowany przez C. O. Chichestera i T. O M
Nakayama.

Wreszcie w IV czeéci, poSwieconej metodom, M. Holden opisata metody
oznaczania chlorofildw. Autorka omowita przygotowanie materiatu, metody ozna-
czania, widma absorpcyjne tych barwnikéw w lisciu i w zawiesinach komdrek glo-
néw i bakterii, metody rozdzialu barwnikéw oraz metody oznaczania aktywnosci
chlorofilazy. Metody stuzgce do badania karotenoidéw przedstawit B. H. Davies.
Opisat on doktadnie sposoby izolowania, identyfikowania oraz iloSciowego ozna-
czania karotenoidéw. Oznaczanie flawonoidéw opracowat T. Swain.

Juz z powyzszego przegladu tre$ci wynika, ze w omawianej ksigzce barwniki
roslinne zostaly opracowane do$¢ wszechstronnie. Zwiaszcza cenne sa rozdziaty
poswiecone fitochromom i barwnikom mniej powszechnie znanym; nie czesto spoty-
ka sie bowiem og6lne opracowania tych zwiazkéw. Bardzo cenna jest takze czes¢
analityczna. Ostatnie zestawienie metod oznaczania chlorofilbw i karotenoidéw
pochodzi z przed okoto 10-ciu lat (artykuty w ,,Modern Methods of Plant Analysis”
pod red. K. Peach a i M. V. Tracey). Od tego czasu wiele metod ulepszono
i wprowadzono szereg nowych; zmiany te sg uwzglednione w omawianej ksigzce.

Wydaje sie, ze bedzie to cenna pozycja nie tylko dla specjalistow ale takze dla
wszystkich, ktérzy chcg pogtebi¢ swojg wiedze z chemii i biochemii barwnikoéw
roslinnych.

S. Wieckowski

Human Body Composition, Approaches and Applications, red. Josef Brozek,
Pergamon Press 1965, str. x + 311

Omawiana ksiazka zawiera referaty wygtoszone w czasie si6dmego sympozjum
zorganizowanego przez Society for the Study of Human Biology, a poswieconego
sktadowi ciata ludzkiego. Towarzystwo to, zatozone w 1957 roku stawia sobie za
cel ,,popieranie badan nad biologig ludzkich populacji i cztowieka jako gatunku
we wszystkich jej dziedzinach, szczeg6lnie nad zmiennoscia, genetyka i ewolucjg
cztowieka oraz nad jego zdolnos$cig adaptacji i ekologig”.

Artykuty zawarte w Kksigzce podzielono na trzy grupy: w pierwszej z nich
omoéwiono sposoby podejscia do badania skitadu ciata ludzkiego, w drugiej ich za-
stosowania do badar zdrowego cztowieka, a w trzeciej — zastosowania do badania
schorzen. Ksigzke konczy przypis zawierajacy dwa artykuty J. Brozka, z Kt6-
rych jeden zatytutowany jest ,,Sktad ciala a biologia cztowieka — epilog”. Z tego
epilogu dowiadujemy sie, ze literatura na temat skiladu ciala wzrasta bardzo
szybko, moznaby nawet powiedzie¢, ze wzrasta ,groznie”. Kiedy autor zaczynat
prace w tej dziedzinie okoto dwudziestu lat temu, liczbe odsytaczy dotyczacych
bezposrednio tego zagadnienia mozna byto wyliczy¢ na palcach jednej reki. W prze-
gladzie, ktéry napisat w roku 1953 cytowat juz 300 odsytaczy, a liczba pozycji lite-

zZa-
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raturowych cytowanych na sympozjum poswieconym skiltadowi ciala w Nowym
Jorku w 1963 roku przekroczyta 1500 pozycji i to po dokonaniu pewnej selekcji.
Jak pisze autor — w waskiej tylko dziedzinie chemicznego skiadu ciata — cytowano
w 1964 roku 800 pozycji pismiennictwa.

Wobec tak wielkiej liczby prac poswieconych skitadowi (nie tylko chemicznemu)
ciata cztowieka, szczegOlnie uderzajgce jest, ze — jak to wynika z catej omawianej
ksigzki — nasze wiadomosci o sktadnikach ludzkiego organizmu sg niekompletne
i czesto niepewne lub sprzeczne. Wiadomo na przyktad z referatu Elsie M. Wi d-
dowson, ze w ciggu biezacego stulecia przeprowadzono analize chemiczng jedy-
nie siedmiu zwitok ludzi dorostych. Jest to jedyne bezposrednie zrodio naszych
wiadomosci o gtdwnych skiladnikach organizmu cztowieka. Wszystkie inne badania
dokonywane sg metodami posrednimi, polegajagcymi np. na mierzeniu grubosci
fatdéw skérnych dla obliczenia catkowitej ilosci tluszczu, oznaczaniu rozciencze-
nia ciezkiej wody dla obliczenia catkowitej wody organizmu, czy tez na okreslaniu
rozciehczenia wstrzykiwanego 4K dla uzyskania wiadomosci o catkowitej ilosci
potasu w ustroju cztowieka. Do tej ostatniej metody redaktor ksigzki zdaje sie
przywigzywac szczeg6lng wage, poniewaz pozwala ona na zdanie sobie sprawy
z ogdlnej masy komoérek; interpretacji pomiaréw catkowitej zawartosci potasu
w ciele jest zresztag poswiecony osobny referat napisany przez A. Pfau.

Tematyka artykutdw zamieszczonych w ksigzce jest bardzo réznorodna i doty-
czy nie tylko ogo6lnej ilosci ttuszczu, wody, biatek i jonéw w organizmie ludzkim
w réznych stanach fizjologicznych i patologicznych, aczkolwiek te zagadnienia sg
gtownym przedmiotem zainteresowania wiekszosci autoréw. J. V. G. A. Drunin
w artykule pt. ,,Somatyczne standardy odniesienia” przedstawia trudnosci na jakie
napotyka kazdy badacz poszukujgcy statej wielkosci odniesienia dla jakiejkolwiek
wartosci okreslajacej liczbowo funkcje fizjologiczng; autor krytykuje np. stoso-
wanie powierzchni ciata jako standardu odniesienia dla wielkoSci przemiany
podstawowej. Podobnie wzrost i waga ciata nie sg standardami odniesienia dajg-
cymi sie czesto zastosowac. Ciekawe zestawienie mozliwych i dopuszczalnych strat
poszczeg6lnych sktadnikéw ciata przedstawit R. Passmorew referacie o maga-
zynach i zapasach ludzkiego ciata. *

Wiele artykutdw omawianej ksigzki zawiera bardzo ogélne uwagi wykraczajace
daleko poza ramy tematu okreslonego tytutem. Nie zawsze mozna sie z tymi uwa-
gami zgodzi¢, warto jednak niektore z nich zacytowac¢. | tak R. W. Parnell
w artykule ,,Rozmiary ksztatt i sktad ciata cztowieka” wskazuje na kilka ,herezji”
jakim jakoby ulegajg przyrodnicy. Jedng z nich nazywa ,herezja statystokra-
tyczng”, a przyczyne jej upatruje w tym, ze prestiz matematyki wzrost obecnie
tak znacznie, iz uzurpuje ona sobie prawo kontroli nad badaniami przyrodniczymi.
Moznaby diugo dyskutowaé na temat takiego sformutowania i jego stusznosci, ale
niewatpliwie wiele refleksji nasuwa koncowy fragment wypowiedzi autora: ,,...wie-
rze, ze dopoki zmienno$¢ indywidualna nie zostanie uznana dla jej wiasnej war-
tosci, studia nad zachowaniem czy. to z punktu widzenia socjologicznego, zywienio-
wego, ilosciowo-biochemicznego, fizjologicznego, farmakologicznego lub psychia-
trycznego, beda sie opieraty na fatlszywym zatozeniu, ze ludzie nie rdznig sie jedni
od drugich i ze wszystko mozna zrozumie¢, rozpatrujac te smutng statystycznie
abstrakcje — przecietnego cztowieka”.

Ksigzka stanowi¢ bedzie zaréwno dla biochemikéw, jak i dla specjalistéw od
zywienia i lekarzy interesujacag lekture i cenny zbiér danych potrzebnych w ich

pracy.
M. Zydowo
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Badania nad aminoacydurig u szczuréw w nerczycy doswiadczalnej
wywotanej aminonukleozydem (puromycyng) i chlorkiem rteciowym

HALINA KOWALSKA-PYLKA

Prace wykonano w Zaktadzie Biochemii Akademii Medycznej w Lublinie
Promotor: prof. dr J. OPIENSKA-BLAUTH

Uchwata Rady Wydziatlu Farmaceutycznego Akademii Medycznej w Lublinie nada-
jaca stopien naukowy doktora farmacji z dnia 26 czerwca 1964 r.

Przeprowadzono badania pordéwnawcze nad aminoacydurig u SzczurOw wywo-
tang podaniem aminonukleozydu i w zatruciu chlorkiem rteciowym. W moczu
szczuréw doswiadczalnych i kontrolnych karmionych dietg standardowa mierzono
diureze, oznaczano azot aminowy, biatko i aminokwasy technikg chromatografii
dwukierunkowej i elektrochromatografii.

Aminonukleozyd wywotywatl biatkomocz u wszystkich szczuréw, natomiast
hyperaminoacyduria wystepowata tylko u czesci zwierzat. Rodzaj hyperamino-
acydurii odpowiadat typom stwierdzanym w przypadkach nerczyc lipidowych u dzieci
(J. Opienska-Blauth, H Kowalska: Clin. Chim. Acta, 6 805 (1961)).
Badania te pozwolity okresli¢ szczegdtowo zmiany skfadu aminokwasowego w moczu
zwierzat doswiadczalnych w poréwnaniu z kontrolnymi i oceni¢ te zmiany w ro6z-
nych fazach uszkodzenia nerek, mianowicie w pierwszej fazie gdy uszkodzeniu
ulegajg kiebuszki, i w drugiej fazie — przy uszkodzeniu kanalikow nerkowych.

Natomiast w grupie zwierzat zatruwanych chlorkiem rteciowym, hyperamino-
acyduria wystepowata u wszystkich zwierzat juz na drugi dzien po zatruciu
(20-krotny wzrost azotu alfa-aminowego) i utrzymywata sie 14 dni. Hyperamino-
acydurii towarzyszyt wzrost diurezy i biatkomoczu. Przeprowadzono dyskusje nad
mechanizmem obu rodzajéow hyperaminoacydurii.

7 Postepy Biochemii
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Wptyw niektdrych antybiotykéw na wbudowywanie kwasu
glutaminowego-14C do bton komdrkowych Bacillus megatherium

MARIA PIETRUSIEWICZ

Prace wykonano w Zaktadzie Biochemii Akademii Medycznej w Lublinie

Promotor: doc. dr med. MAREK KANSKI

Uchwata Rady Wydziatu Farmaceutycznego Akademii Medycznej w Lublinie nada-
jaca stopien naukowy doktora farmacji z dnia 26 czerwca 1964 r.

Park, Johnson i Strominger stwierdzili, ze penicylina, bacytracyna
i nowobiocyna powodujg nagromadzanie sie prekursoréw btony komorkowej Sta-
phylococcus aureus, co wskazuje na zahamowanie proceséw jej syntezy. Spostrze-
zenie to potwierdzono doswiadczeniami izotopowymi, w ktérych wykazano, ze peni-
cylina hamuje wbudowywanie aminokwaséw do bakteryjnych bton komoérkowych.
Chloramfenikol w przeciwieristwie do penicyliny nie hamuje proceséw syntezy bton
komdérkowych, chociaz jest inhibitorem syntezy biatka.

Praca niniejsza miata na celu zbadanie wptywu niektérych antybiotykéw
a zwiaszcza bacytracyny i nowobiocyny na wbudowywanie kwasu glutaminowego
do btony komérkowej B. megatherium.

Mukopeptydy bton komoérkowych B. megatherium izolowano wediug metody
Parka i Hancocka polegajacej na kolejnej ekstrakcji zawartosci komoérek 5% kwa-
sem tréjchlorooctowym w temp. 0°, 75% etanolem w temp. pokojowej oraz 5°%
kwasem tréjchlorooctowym w temp. 90°. Pozostato$¢ stanowity mukopeptydy biton
komoérkowych. W uzyskanym preparacie zidentyfikowano chromatograficznie naste-
pujace skitadniki: alanine, kwas glutaminowy, kwas dwuaminopimelinowy, treonine,
glicyne, seryne, waline, leucyne, izoleucyne, glukozoamine, kwas muraminowy,
glukoze i galaktoze. Galaktoza nie byta wykrywana w badanych przez Saltona
szczepach B. megatherium. W celu blizszego scharakteryzowania frakcji muko-
peptydowej oznaczono iloSciowo: cukry — metodg antronowg Mokrascha, azot catko-
wity— metodg Burka i aminocukry — metodg Rondle’a i Morgana, rozdzielajac kwas
muraminowy od glukozoaminy na kolumnie celitowo-weglowej wedtug Perkinsa
i Rogersa. Wyniki oznaczen, wyrazone jako % suchej masy preparatu mukopepty-
dow przedstawiajg sie nastepujgco: azot catkowity 7,3%, cukry (glukoza + galak-
toza)— 15,3%, glukozoamina — 10,2%, kwas muraminowy — 9,7%.

Nastepnie zbadano wptyw penicyliny, chloramfenikolu, bacytracyny, nowo-
biocyny i neomycyny na wbudowanie kwasu glutaminowego-4C do mukopeptydow
bton komoérkowych B. megatherium.

Oznaczanie wrazliwosci badanego szczepu na stosowane antybiotyki przepro-
wadzono przy pomocy metody krgzkéw bibutowych. Do doswiadczen izotopowych
mase bakteryjng z 14-godzinnej hodowli B. megatherium na podtozu agarowym
zawieszano w podtozu ptynnym o nastepujgcym skiadzie: bufor fosforanowy o pH
7,0, alanina, glicyna, glukoza, kwas glutaminowy-4C (8 .iC), sole mineralne oraz
antybiotyk w stezeniu 1-100 |.ig/ml. Gestos¢ zawiesiny bakteryjnej wynosita 0,5mg
suchej masy na ml. Zawiesine wytrzgsano przez 2 godziny w temp. 37°. Po skon-
czeniu inkubacji w probie kontrolnej i w probie z antybiotykiem oznaczano zawar-
to$¢ izotopu (w przeliczeniu na 1 mg suchej masy) w catych komorkach oraz we
frakcji mukopeptydowej.
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Z badanych antybiotykéw jedynie penicylina hamowata wbudowywanie kwasu
glutaminowego do bton komoérkowych B. megatherium. Na podstawie uzyskanych
wynikow mozna wyciagng¢ wniosek, ze bacytracyna i nowobiocyna dziatajg w od-
mienny sposéb na B. megatherium niz na S. aureus. Mozliwe, ze hamujg one pro-
cesy syntezy blony komoérkowej ale na innym etapie niz penicylina.

Praca ukaze sie w druku w Acta Microbiologica Polonica w 1965 r.

Wptyw aminokwasoéw i ich pochodnych na zawarto$¢ glicyny
radioaktywnej w komoérkach raka Ehrlicha

MARIA SZWAJ

Prace wykonano w Katedrze Chemii Fizjologicznej Akademii Medycznej w Lublinie
Promotor: Prof. dr J. OPIENSKA-BLAUTH

Uchwata Rady Wydziatu Biologii i Nauk o Ziemi UMCS w Lublinie nadajgca sto-
pien doktora nauk przyrodniczych z dnia 10.VI.1964 r.

Badano wptyw aminokwaséw o rdéznej budowie chemicznej na przepuszczal-
no$¢ glicyny przez blony komérkowe. Do badahn zastosowano 8-dniowe komorki
raka Ehrlicha, transplantowane na myszach biatych szczepu A-Strong. Komorki
zawieszano w ptynie Krebsa-Ringera o pH 7,4, inkubowano z dodatkiem L-MC-gli-
cyny przez 90 minut i co 30 minut oznaczano radioaktywnos$¢ frakcji komdérkowej
rozpuszczalnej w etanolu i nierozpuszczalnej. Analogiczne doswiadczenia przepro-
wadzono kontynuujac inkubacje z dodatkiem réznych aminokwaséw. Obnizenie
zawartosci glicyny ,rozpuszczalnej” i ,,zwigzanej” spowodowane obecnoscig ami-
nokwasu konkurencyjnego obliczano w procentach w odniesieniu do préby kon-
trolnej (100%).

Przy doborze réznych aminokwaséw dodawanych do préb uwzgledniano mozli-
wosci wptywu diugosci tancucha alifatycznego aminokwasu, rozgatezienia tancucha,
ilosci grup aminowych (aminokwasy zasadowe) i karboksylowych (aminokwasy
kwasne), niektérych grup jak -OH, -SH i -S-CH3 pierscienia aromatycznego i hete-
rocyklicznego.

Z przeprowadzonych badan wynika, ze najwiekszy wptyw na obnizenie zawar-
tosci glicyny w komérce maja aminokwasy obojetne, jak np. alanina, seryna,
metionina (od 26 do 50°0).

W miare wzrostu dtugosci tancucha konkurencyjnego aminokwasu od 3 do 6
wegli jego wptyw na zawarto$¢ glicyny w komérce maleje (np. dla alaniny 40%.
norleucyny — 70%). Natomiast rozgatezienie tancucha alifatycznego aminokwasu
konkurencyjnego nie miato wiekszego wpltywu na zawartos¢ glicyny w komdrce.
Z aminokwaséw zawierajagcych inne grupy oprocz aminowej i karboksylowej
cysteina (-SH) najbardziej obnizata zawarto$¢ glicyny (okoto 26%c).

Aminokwasy aromatyczne i heterocykliczne wywieraly tylko nieznaczny wptyw.
Podobnie nie mialy tez wiekszego wptywu aminokwasy kwasne (kwas glutaminowy
czy tez asparaginowy) i zasadowe (lizyna).

Interesujgce wyniki otrzymano z aminami. O ile cysteamina nie miata wiekszego
wptywu na zawartos¢ glicyny w komérce, to tryptamina dawata obnizenie docho-
dzace do 31%.
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Otrzymywanie ceruloplazminy i badanie jej wtasnosci

ZBIGNIEW PRASAL

Prace wykonano w Katedrze Chemii Fizjologicznej Akademii Medycznej w Lublinie

Promotor: Prof. dr J. OPIENSKA-BLAUTH

Uchwata Rady Wydziatu Biologii-i Nauk o Ziemi UMCS w Lublinie nadajgca sto-
piert doktora nauk przyrodniczych z dnia 19 maja 1965 r.

Ceruloplazmina, niebieski miedzioproteid o witasnosciach oksydazowych wyste-
puje w osoczu krwi, w stezeniu 15—SOmg™o, ptynie moézgowo-rdzeniowym — 3mg°/o,
w watrobie i nerkach okoto 50|.ig/g Swiezej tkanki; jej wtasnosci biologiczne i fizyko-
chemiczne nie sg jeszcze doktadnie zbadane. W oparciu o klasyczng metode Holm-
berga i Laurella (1948) opracowano wiasng modyfikacje preparatyki i oczyszczania
ceruloplazminy wedtug schematu:

a) wyodrebnienie z surowicy wieprzowej a2globulin przy nasyceniu siarczanu
amonu 36—55°o,

b) frakcjonowanie a2globulin za pomoca etanolu (stez. kofncowe 15%) przy pH 55
i temp. od 0° do —5°,

c) denaturacja biatek balastowych mieszanine etanolu i chloroformu (9:1) w temp.
0° i pH 6,5,

d) oczyszczenie niejednorodnej frakcji ceruloplazminy przy pomocy wysokonapie-
ciowej elektroforezy kolumnowej (no$nik celulozowy, bufor weronalowy o pH 8,6,
napiecie 1500 V, temp. 10°).

Istotng réznice wiasnej modyfikacji od metody Holmberga i Laurella stanowi
ominiecie izoelektrycznego frakcjonowania przy pH 6,2 i frakcjonowania miesza-
ning etanolu i chloroformu (9:1) przy pH 5,5 oraz dodatkowe oczyszczenie w ostat-
niej fazie przy pomocy wysokonapieciowej elektroforezy kolumnowej w aparacie
LKB 3340. Frakcja koncowa, otrzymana wedtug postepowania Holmberga i Laurella,
jest elektroforetycznie niejednorodna, a wediug witasnej modyfikacji — jednorodna.

W toku preparatyki i oczyszczania oznaczano azot, biatko, miedz i aktywnos¢
oksydazowa ceruloplazminy. lloraz Cu:N w aktywnym preparacie ceruloplazminy
wynosit 0,0225 i byt zblizony do danych innych autoréw. State Michaelisa dla sub-
stratow ceruloplazminy: p-fenylenodwuaminy i kwasu askorbinowego 1,5.10-3M
i 95.10—-4M wyznaczano metodg manometryczng z szybkosci poczgtkowych reakcji
w warunkach nasycenia enzymu substratem, temp. 37° i pH 5,2. W pomiarach kine-
tycznych stwierdzono, ze cytrynian jest naturalnym kompetycyjnym inhibitorem
ceruloplazminy, co pokrywa sie z wynikami badan Friedena i wsp. (1964),

W oczyszczonym preparacie ceruloplazminy zidentyfikowano za pomocg trzech
technik chromatograficznych 18 aminokwasow (alanina, arginina, kwas asparagi-
nowy, cysteina, fenyloalanina, glicyna, kwas glutaminowy, histydyna, izoleucyna,
leucyna, lizyna, metionina, prolina, seryna, treonina, tryptofan, tyrozyna i walina).
Wedlug Kaspera i wsp. (1963) sktad aminokwasowy ceruloplazminy ludzkiej jest
taki sam.

Przedtuzona proteoliza a-chymotrypsyng w 0,05M buforze fosforanowym o pH
7,5 powodowata catkowita utrate aktywnosci enzymatycznej ceruloplazminy, zanik
niebieskiej barwy i odszczepienie miedzi blisko w 5% Wyniki te sg zgodne z dany-
mi Curzona (1958) dla ceruloplazminy ludzkiej. Cze$ciowe odszczepienie miedzi
podczas proteolizy potwierdza poglady o nieréwnocennosci 8 atoméw miedzi w czg-
steczce ceruloplazminy.
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Badajac zachowanie sie ceruloplazminy w obecnosci serotoniny (inkubacja obu
substancji w stosunku molowym 1:100 w 0,1M buforze octanowym o pH 56 w temp.
37° i w czasie 2 godzin) wykazano za pomocg techniki manometrycznej Warburga
i chromatografii cienkowarstwowej, ze serotonina rozkiada sie z zachowaniem
pierscienia indolowego, natomiast ceruloplazmina nie traci aktywnosci.

Zawartos¢ i biosynteza aminoheksoz w tozysku ludzkim

MICHAL JOZWIK

Prace wykonano w Katedrze Chemii Ogélnej Akademii Medycznej w Biatymstoku
Promotor: doc. dr med. JULIUSZ POPOWICZ

Uchwata Rady Wydziatu Lekarskiego Akademii Medycznej w Biatymstoku nadajgca
stopien naukowy doktora medycyny z dnia 9 marca 1965 r.

We wstepie pracy omoéwiono aktywnos$¢ metaboliczng tozyska oraz rdézne pro-
ponowane mechanizmy przechodzenia substancji przez bariere tozyskowa.

Omoéwiono nastepnie udziat weglowodandw w rozwoju tozyska, oraz udziat
tozyska w przemianach aminocukréw, a zwtaszcza badania:

Starka, dotyczace zawartosci glukozoaminy we frakcjach podkomoérkowych
fozyska ludzkiego,

Kalicinskiego, dotyczace zawartosci glukozoaminy we krwi zylnej matki
w czasie porodu i krwi pepowinowej ptodu,

oraz Boasa, ktory stwierdzit zwiekszone wydalanie aminoheksoz z moczem
od trzeciego do 6smego miesigca cigzy.

Sposréd znanych aminoheksoz najwieksze znaczenie biologiczne majg glukozo-
amina i galaktozoamina. Poniewaz badania Starka dotyczyty tylko glukozoaminy,
uzupetniono je oznaczajac zawarto$¢ glukozoaminy i galaktozoaminy w tkance tozy-
ska ludzkiego.

Aminoheksozy te, wchodzgce w skiad zwigzkéw ztozonych syntetyzowanych
przez tozysko, badz to mogg by¢ syntetyzowane w samym tozysku, badz tez sg
uwalniane ze zwigzkéw ztozonych wystepujacych we krwi. Bardziej biologiczng
drogg wydaje sie biosynteza aminoheksoz w tozysku, dlatego tez przeprowadzono
badania nad zdolnoscig tozyska do ich syntezy z glukozy.

Do doswiadczen uzywano tozysk ludzkich po klinicznie prawidiowej ciazy
i porodzie. tozysko wyptukiwano z zalegajacej krwi, rozdrabniano i hydrolizo-
wano w 4n kwasie solnym. Hydrolizaty po oznaczeniu w nich zawartosci azotu
oczyszczano na kolumnach z wymieniaczem jonowym Dowex-50. W oczyszczonych
hydrolizatach oznaczano og6lng zawarto$¢ aminoheksoz, a nastepnie ilosci glukozo-
aminy i galaktozoaminy po rozdzieleniu ich na kolumnie wypetnionej Dowex-50.

Biosynteze aminoheksoz badano w skrawkach i homogenatach ludzkiej tkanki
tozyskowej, ktére inkubowano w odpowiednim S$rodowisku z glukozg jednolicie
znakowang MC, a nastepnie hydrolizowano w 4n kwasie solnym. Hydrolizaty
oczyszczano na kolumnach z Dowex-50 i oznaczano w nich zawarto$¢ glukozoaminy.
Radioaktywnos$¢ glukozoaminy oznaczano po wyodrebnieniu fenyloosazonéw. Ponie-
waz fenyloosazony glukozy i glukozoaminy sg identyczne uzywano glukozy jako
no$nika. Radioaktywnos$¢ fenyloosazonéw byta wskaznikiem biosyntezy amino-
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heksoz z glukozy 14C w tkance tozyskowej. W przeliczeniu na Img azotu tkanki
tozyskowej ogélna zawarto$¢ aminoheksoz wynosita 55,9ng, glukozoaminy — 45,8ng,
a galaktozoaminy — 7,8[xg.

Skrawki i homogenaty tkanki tozyska ludzkiego syntetyzowaly glukozoamine
z glukozy-1C. llo$¢ powstajacej radioaktywnej glukozoaminy (w imp/min. na Img
azotu tkanki) wynosita odpowiednio po 30, 45 i 60 min. inkubacji w skrawkach:
17,8, 38,4, 40,0 i w homogenatach — 45,9, 62,7 i 73,4.

Prawdopodobnie droga biosyntezy glukozoaminy w tozysku ludzkim jest po-
dobna do schematu biosyntezy glukozoaminy w watrobie, podanego przez Comba
i Rosemana. Zdolno$¢ syntetyzowania glukozoaminy przez tozysko ludzkie,
pozwala przypuszczaé, ze moze ono réwniez syntetyzowaé glikoproteidy, mukopro-
teidy i glikozoaminoglukany.

Badania nad wigzaniem ATP i Ca oraz innych kationéw
dwuwartosSciowych przez G-aktyne

HANNA STRZELECKA-GOLASZEWSKA

Prace wykonano w Zaktadzie Biochemii Instytutu Biologii Doswiadczalnej
im. M. Nenckiego PAN w Warszawie

Promotor: doc. dr WITOLD DRABIKOWSKI

Uchwata Rady Naukowej Instytutu nadajgca stopien naukowy doktora nauk przy-
rodniczych z dnia 30 pazdziernika 1965 roku.

Preparaty G-aktyny zawierajg ekwimolarne ilosci zwigzanego ATP i Ca, znaj-
dujace sie w réwnowadze z wolnym ATP i Ca konieczne dla zachowania zdolnosci
G-aktyny do polimeryzacji i do tagczenia sie z miozyng. W zwigzku z sugerowanym
ostatnio w literaturze udziatem Ca w wigzaniu ATP przez G-aktyne zbadano wspoét-
zalezno$¢ miedzy wigzaniem Ca i ATP przez to biatko. W tym celu $ledzono uwal-
nianie Ca i ATP z ich potgczenia z G-aktyng w roznych warunkach inkubacji.
We wszystkich przypadkach stwierdzono, ze szybko$ci uwalniania zwigzanego Ca
i zwigzanego ATP byly sobie rowne. Obecno$¢ wolnych jondw Ca w roztworze
zwiekszata trwatos$¢ polaczenia Ca i ATP z G-aktyng w jednakowym stopniu, a obec-
no$¢ wolnego ATP chronita G-aktyne przed utratg zaréwno zwigzanego ATP jak
i zwigzanego Ca. Podczas inkubacji z Dowexem-50, ktory w sposéb ciggty usuwat
z roztworu wolne jony Ca, znacznie zwiekszata sie szybko$¢ spontanicznego uwal-
niania zaréwno Ca jak i ATP z ich kompleksu z G-aktyng. Podobnie, w obecnosci
Dowexu 1, tj. w warunkach statego selektywnego usuwania wolnego ATP z roz-
tworu, znacznemu przyspieszeniu ulegato uwalnianie nie tylko zwigzanego ATP, ale
i zwigzanego Ca. Wyniki te $wiadcza, ze zaréwno Ca stabilizuje wigzanie ATP
przez G-aktyne, jak i ATP stabilizuje wigzanie Ca. Wysunieto zatem przypuszcze-
nie, ze inaktywacja G-aktyny moze zachodzi¢ dwiema r6znymi drogami: 1) poprzez
uwolnienie zwigzanego Ca, co pocigga za sobg réwnoczesng dysocjacje potgczenia
G-aktyny z ATP, 2) poprzez uwolnienie zwigzanego ATP, pociggajace za sobg
dysocjacje kompleksu G-aktyny z Ca.

Badajac specyficzno$¢ wigzania Ca przez G-aktyne stwierdzono, ze szereg
innych kationow dwuwartosciowych moze zastepowaé Ca w jego potgczeniu



DOKTORATY 289

z G-aktyna, w stopniu zaleznym zardéwno od rodzaju kationu jak i od jego stezenia.
Powinowactwo réznych kationdw dwuwartosciowych do G-aktyny wzrasta w naste-
pujacym porzadku: Ni, Zn < Co< Mg < Cd < Ca< Mn. Kolejnos¢ ta, a takze brak
wymiany zwigzanego z G-aktyng Ca z jonami Sr i Ba, wskazujg ze powinowactwo
poszczeg6lnych kationéw do G-aktyny zalezy od wielkos$ci ich promienia jonowego.
Czeéciowe zastapienie Ca zwigzanego z G-aktyng przez wymienione wyzej kationy
nie zmienia takich witasciwosci G-aktyny, jak wigzanie ATP w ilosci 1 mola na
mol biatka i zdolno$¢ do polimeryzacji w 0,IM KC1. Pewne wtasciwosci aktyny
zalezg jednak od rodzaju zwigzanego kationu. Opracowanie procedury otrzymy-
wania preparatow G-aktyny zawierajacych Mg lub Mn jako jedyny zwigzany
kation dwuwartosciowy pozwolito stwierdzi¢ obnizenie trwato$ci wigzania ATP
w poréwnaniu z preparatami kontrolnymi, zawierajgcymi zwigzany Ca. Wydaje sig,
ze obecno$¢ zwigzanego Ca stwarza najkorzystniejsze warunki dla wigzania ATP
przez G-aktyne.

Cze$¢ pracy zostata opublikowana w Biochim. Biophys. Acta 71, 486 (1963) oraz
przedstawiona w postaci komunikatéow na zjazdach biochemicznych (VI Internat.
Congress of Biochemistry, New York 1964, Abstracts of Communications, VIII-28,
str. 649; Prace I-go Krajowego Kongresu Biochemii, £6dz, 1963, str. 15; IV Sympo-
zjum Polskiego Towarzystwa Biochemicznego, Gdansk 1965, str. 73).
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sty prac habilitacyjnych nie moga przekracza¢ 3 arkuszy druku. W uzasadnionych,
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Doc. dr Jerzy Trojanowski



Post. Biochem. 12, 291 (1966)

SPRAWOZDANIA

Sympozjum poswiecone porownawczej fitochemii

Cambridge 29.111. — 1.1V.1965 r.

Sympozjum to zostato zorganizowane przez Phytochemical Group. Brato w nim
udziat okoto 60 specjalistow—chemikéw, taksonoméw roélin i farmaceutéw. Giow-
nym celem spotkania byto przedyskutowanie w jakim stopniu wyniki badan fito-
chemii mogg byé wykorzystane w klasyfikowaniu roslin. Zajmowano sie przede
wszystkim tzw. wtérnymi produktami ro$lin, to znaczy zwigzkami chemicznymi,
ktorych wystepowanie w $wiecie roslinnym nie jest powszechne, lecz ogranicza sie
tylko do pewnej okreSlonej grupy systematycznej (w rzedzie, rodzinie, lub tylko
w niektérych gatunkach okreslonej rodziny). Zwigzki te sa pomocne dla taksonomii
szczeg6lnie w tych przypadkach, w ktérych cechy morfologiczne i anatomiczne nie
wystarczaja do okre$lenia przynaleznosci systematycznej jakiego$ osobnika. Studia
nad strukturg, biosynteza i wystepowaniem tego typu zwigzkéw moga przyczynié
sie takze do wyjasnienia ewolucji okreslonej grupy roslin.

Referat wprowadzajgcy wygtosit taksonom prof. V. H. Heywood z Liverpool.
Nakreslit on gtowne podstawy systemow stosowanych w klasyfikowaniu roslin,
omowit warunki jakim powinien odpowiada¢ kazdy system Kklasyfikacji oraz
wspomniat o trudnosciach na jakie napotyka taksonom. Referat prof. C. R. Men-
t~era 1z Paryza dotyczyt biogenetycznej klasyfikacji sktadnikéw roélin. Autor
zaproponowat, aby wtorne skladniki wystepujgce w roslinie dzieli¢ na podstawie
ilosci atomoéw wegla w drobinie — podobnie jak Ruzicka podzielit terpenoidy. Wysta-
pienie to wywotato ozywiong dyskusje. Pozostate referaty byly bardziej specjali-
styczne i zajmowaly sie budowa, biosynteza i rozmieszczeniem okreslonych grup
zwigzkéw chemicznych.

Dr F. A. B e1l z Londynu omo6wit wystepowanie niebiatkowych aminokwaséw
w réznych gatunkach Lathyrus i Vicia. Analizujgc wystepowanie, budowe i przy-
puszczalne drogi biosyntezy takich aminokwasow jak kanawaniny, neoargininy,
8-hydroksyargininy i in. w 53 gatunkach Lathyrus i 47 gatunkach Vicia starat sie
on wykaza¢ blizsze i dalsze pokrewiefistwa pomiedzy gatunkami w obrebie tych
dwéch rodzajéw.

Prof. R. Hegnauer z Leiden omdéwit wystepowanie alkaloidéw w S$wiecie
rodlin. Referat dr T. Mabry z Teksasu poswiecony byt betacyjaninom i betaksan-
tynom — barwniki te wystepujg w niektérych rodzinach nalezagcych do Centro-
spermae. Autor zaproponowal, aby rzad Centrospermae zarezerwowaé tylko dla
rodzin zawierajacych te barwniki. Wystepowanie hydroksychinonéw w S$wiecie
roslin omoéwit dr C. Mathis ze Strasbourga. Wykazat on, ze ten typ zwigzkéw
rzadko wystepuje u nagozalgzkowych i jednolisciennych. Sposréd dwulisciennych
wzglednie duze ilosci hydroksychinonéw (antro-, nafto-, i benzochinonéw) zawie-
rajg niektére rodziny (np. Rubiaceae), lub rodzaje (np. Rheum, Rumex, Rhamnus,
Juglans, Drosera, Hypericum). Dr A. H. Wiliams z Bristolu oméwit rozmieszcze-
nie dwuhydroksychalkanéw w owocach kilku gatunkéw i odmian jabtoni. Gliko-
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flawonom poswiecony byt referat prof. H. Wagnera z Monachium, a barwni-
kom flawonowym referat J. B. Horborne z Hertfordu.

Ponadto omawiano jeszcze nastepujace grupy zwigzkéw chemicznych: alkany
(dr G. Eglinton, Glasgow), acetyleny (dr J. D. Bu’l ock, Manchester), terpeny
(dr G. Weissman, Hamburg), karotenoidy (prof. T. W. Goodw in, Aberystwyth),
niektére polisacharydy, szczegdlnie stanowigce materiat zapasowy w roéznych gru-
pach rodlin (dr E. Percival Londyn), zwigzki siarki— aminokwasy zawierajace
siarke, tioglikozydy, proste sulfidy i polisulfidy (prof. A. Kjaer, Kopenhaga),
asperulozydy i aukubizydy (dr E. C. Beta-Smith, Cambridge), oraz ranunkulin
i zwigzki cyjanogenetyczne w obrebie 22 gatunkéw z rodziny Ranunculaceae
(dr Ruijgrok, Leiden).

Niektérzy prelegenci podkreslali trudnosci na jakie napotyka czesto chemo-
taksonom, np.'glikoflawony zostaly wyizolowane dotychczas z okoto 25 réznych grup
roslin a trudno sie dopatrze¢ jakiego$ pokrewienstwa pomiedzy tymi grupami.
W lisciach roslin wyzszych wystepuje zawsze ten sam kompleks barwnikéw karo-
tenoidowych (mogag wystapi¢ jedynie niewielkie réznice ilosciowe). Wieksze roznice
w sktadzie karotenoidow stwierdzono w kwiatach i owocach. Owoce mogg by¢
podzielone na cztery kategorie w zaleznosci od sktadu barwnikéw zottych: 1 zawie-
rajace karotenoidy charakterystyczne dla chloroplastéow, 2. zawierajace karotenoidy
ze znaczng przewaga karotendw, np. (3-karotenu, likopenu, 3. zawierajace barwniki
ze znaczng przewaga ksantofildw czesto bardzo specyficznych np. kapsantyny,
4. zawierajgce karotenoidy w postaci izomeru cis, np. pro-y-karoten.

Materialy z omawianego sympozjum zostang opublikowane w postaci ksigzki.

S. Wieckowski

111 Sympozjum
na temat biochemii i fizjologii alkaloidéw

W dniach 24—27 czerwca 1965 roku odbyto sie w Instytucie Biochemii Roslin
Niemieckiej Akademii Nauk w Halle/Saale w NRD Ill Sympozjum na temat ,,Bio-
chemia i fizjologia alkaloidéw” zorganizowanie staraniem i pod przewodnictwem
Prof. dr Kurta Mothesa.

W Sympozjum wzieto udziat ponad 250 naukowcéw z 21 krajéow (w tym 8 z Pol-
ski), reprezentujacych praktycznie wszystkie dziedziny badan nad alkaloidami
i zagadnieniami pokrewnymi.

Obrady byly bardzo bogate tematycznie. Ogétem wygtoszono 9 referatéow: referat
wprowadzajacy (K. Mothes) stanowigcy ogdlny przeglad zagadniehn dotyczacych
badan nad alkaloidami i 8 referatéow ramowych traktujagcych o badaniach w dzie-
dzinie poszczegblnych grup alkaloidéw w okresie miedzy Il i 11l Sympozjum. Bytly
to referaty dotyczace alkaloidéw steroidowych (Schreiber — NRD), alkaloidéw
pirydynowych i piperydynowych (Rapoport —USA), chinolizydynowych (H as-
se — NRF), izochinolinowych (Battersby —W. Brytania), indolowych sporyszu
(Pli eninger— NRF), innych indolowych (Leete—USA), alkaloidéw Vinca
rosea (Svoboda—USA) i tropanowych (Evans —W. Brytania). Ponadto z za-
planowanych 80 wygtoszono okoto 70 doniesien dyskusyjnych, dotyczacych wymie-
nionych grup alkaloidéw, a takze alkaloidow chinolinowych, pirolizydynowych,
chinazolinowych, muskaryny, kofeiny, damasceniny, alkaloidéw Delphinium, proto-
alkaloidéw Capsicum oraz zwigzkéw guanidynowych czynnych farmakologicznie.
Przewazaly doniesienia na temat badan nad biosynteza, kilka wystapien dotyczyto
struktury nowo izolowanych zwigzkéw, a ponadto poruszano zagadnienia chemo-
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taksonomii roslin alkaloidowych, skitadu alkaloidowego ros$lin i probleméw gene-
tycznych z nim zwigzanych, mikrobiologicznego rozktadu alkaloidéw, ich odbudowy
w organizmach zwierzecych, a kilka doniesien miato charakter metodyczny.

Najwiecej uwagi w referatach, jak rowniez dyskusjach oficjalnych i nieoficjal-
nych poswiecono zagadnieniom biosyntezy. O ile przed pieciu laty problem ten
jedynie sporadycznie badano przy pomocy zwigzkéw znakowanych, obecnie w kaz-
dej grupie alkaloidéw prowadzone sg tego typu badania, przy czym zastosowano
po raz pierwszy 13N do badania biosyntezy damasceniny (Munsche — NRD). Wsrod
badan z zastosowaniem 14C na uwage zastugujg zwitaszcza pomystowe prace L eete'a
(USA) nad asymetrycznym wbudowywaniem ornityny w czasteczke tropiny, fenylo-
alaniny w czasteczke kwasu tropowego i tryptofanu w pierscienn indolowy. Réwniez
interesujgce byly badania Schrotera (NRD) nad wigczaniem N-metylowych
pochodnych aminokwaséw w czgsteczki alkaloidow tytoniowych i tropanowych,
badania nad rolg tyrozyny w biosyntezie alkaloidow maku (Neubauer—NRD)
i szereg innych tego typu prac.

Stosunkowo wiele doniesien dotyczyto badan o charakterze enzymatycznym,
jak np. badania nad enzymami biorgcymi udziat w biosyntezie alkaloidéw chino-
lizydynowych (Hasse — NRF), nad enzymami biosyntezy alkaloidéw tytoniowych
(Schroter—NRD), nad powstawaniem berberyny przez enzymatyczne utlenianie
prekursoréw (Skursky— CSRS) i szereg innych.

Nalezy podkresli¢, ze coraz bardziej krytycznie ocenia sie doswiadczenia z kar-
mieniem radioaktywnymi prekursorami, zwitaszcza wprowadzanymi w wiekszych,
w poréwnaniu z fizjologicznymi, stezeniach. Uwaza sie, ze takie karmienie zmienia
bieg przemian w organizmie i wbudowanie wprowadzonego zwigzku nie musi
Swiadczy¢ o jego prekursorowym charakterze. Hasse reprezentuje poglad, ze jedy-
nie stwierdzenie aktywnosci enzymow Kkatalizujgcych poszczeg6lne reakcje bio-
syntezy moze prowadzi¢ do ustalenia jej drogi. Poglad ten przy niewatpliwej cze-
Sciowej stusznosci spotkat sie jednak z szeregiem gtoséw krytycznych z uwagi na
niskg specyficzno$¢ niektérych enzymoéw (np. esterazy hyoscyjaminy), jak i trud-
nosci w wykryciu enzyméw Kkatalizujacych przemiany wykazane uprzednio na
drodze chemicznej. Niewatpliwie jest faktem, ze coraz wigcej naukowcéw ujmuje
badania nad alkaloidami bardziej od strony fizjologicznej, niz chemicznej. Przewaga
ujecia fizjologicznego wydaje sie by¢é jednym =z najbardziej istotnych zjawisk
w obradach IIl Sympozjum.

Z naukowcoéw polskich w obradach wzieli udzial: w dziedzinie alkaloidéw
chinolizydynowych H. Podkowinska i E Nowacki (Poznan), B. Borkow-
ski, E Nalborczyk, i H Rybicka (Warszawa), w dziedzinie alkaloidéw
tropanowych J. Kaczkowski i R Zielinska-Sowicka (Warszawa)
i w dziedzinie alkaloidéw Delphinium H. Strzelecka (Warszawa). Wszyscy
wymienieni wygtosili w czasie obrad doniesienia, a E. Nowacki, E Nalbor-
czyk i J Kagczkowski zabierali ponadto gtos w dyskusjach.

Uczestnicy Sympozjum otrzymali maszynopisy referatdow ramowych, a do konca
1965 roku ma sie ukaza¢ petny tekst obrad.

J. Kagczkowski

Sympozjum na temat biochemii chloroplastéw

W sierpniu 1965 r. odbyto sie w Aberysthwyth (Wielka Brytania) sympozjum
dotyczace biochemii chloroplastow. Konferencja zorganizowana pod auspicjami
NATO zgromadzita okoto 150 naukowcoéw gtéwnie z Europy Zachodniej i Stanéw
Zjednoczonych. Problematyka sympozjum dotyczyta biochemii chloroplastéw w sze-
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rokim ujeciu nawigzujgc do ultrastruktury i zwigzkéw miedzy mechanizmem bio-
syntez a morfogeneza.

Obrady nad strukturg chloroplastow otworzyt referat przeglagdowy Menkego
(NRF) przedstawiajacy zarys metodyki badan i dzisiejszy stan wiedzy o strukturze
submikroskopowej tych organelli komérkowych. Szereg nowych danych dotycza-
cych struktur lamell chloroplastow wniosty komunikaty Miudhlethalera
(Szwajcaria), Krentza (NRF), von Wettsteina (Dania). Badacze ci ope-
rujgc badz to klasycznymi metodami mikroskopii elektronowej, badz to nowg
technikg unikajgcg utrwalania obiektu (Mdihlethaler) dochodza do dos$¢ zblizonego
obrazu ultrastruktury membran chloroplastu. Zasadniczg jego cechg jest obecnosé¢
globularnych komponent biatkowych zlokalizowanych w regularnym ukfadzie na
zewnetrznej lub zewnetrznej i wewnetrznej powierzchni warstw lipidowych. Zesp6t
kilku takich komplekséw wraz z odpowiednim obszarem warstwy lipidowej bytby
morfologicznie odpowiednikiem kwantosomu.

Referat pani Man ton (Anglia) ilustrowany Swietnymi zdjeciami z mikroskopu
elektronowego dat przeglad réznorodnosci struktur chloroplastéw w réznych gru-
pach systematycznych $wiata roslinnego i zwigzku tych struktur z innymi kom-
ponentami komorki.

Zagadnienie techniki izolowania chloroplastow bedace waznym elementem
metodycznym dla wiekszoséci badan biochemicznych zostato poruszone w kilku refe-
ratach. Wiekszo$¢ badaczy stosuje klasyczna technike izolowania wg Arnona. Oka-
zuje sie jednak, ze metoda ta nie daje jednorodnej frakcji chloroplastowej, ale mie-
szanine sktadajgca sie z catych chloroplastéw, chloroplastéw pozbawionych btony
zewnetrznej i warstwy biatkowej czyli tzw. systemoéw lamelarnych oraz fragmentéw
gran i lameli. Przedstawione zostaly préby rozdzielenia poszczegdlnych skiadnikéw
frakcji chloroplastowej przy zastosowaniu gradientu sacharozowego ciggtego
(Steer— Anglia), nieciggtego (Leech—Anglia) lub pola elektrycznego (P ac-
k er — USA).

Sesje poswiecong lipidom chloroplastow otworzyly referaty: Bensona
(USA) — dotyczacy charakterystyki chemicznej frakcji lipidowej oraz Blocha
(USA) i Stumpfa (USA) omawiajace biosynteze i metabolizm lipidéw u glonéV
i roslin wyzszych. Szereg komunikatéw przedstawionych w tym dziale dotyczyto
blizszego scharakteryzowania komponent frakcji lipidowej i ich roli jako elemen-
tow strukturalnych membran chloroplastu oraz jako komponent aparatu fotosynte-
tycznego.

Rezultaty swych badan nad biatkami chloroplastow przedstawit Criddle
(USA) charakteryzujac wtasnosci i sktad aminokwasowy poszczegdlnych frakcji biat-
kowych uzyskanych po rozbiciu chloroplastow detergentami. Dochodzi on do wnio-
sku, ze okoto 409> biatek to biatka strukturalne, wchodzace w skiad membran
chloroplastowych. Packer (USA) dat przeglad danych o biatkach kurczliwych
i przedstawit ich role w procesach zmiany ksztattu chloroplastéw. Okoto 6%0 0g6lnej
iloSci biatek wykazuje wiasnosci kurczliwe.

Z komunikatéw dotyczacych kwaséw nukleinowych wigkszos¢ traktowata o wy-
stepowaniu i roli DNA w chloroplastach. Przedstawiono szereg nowych danych
potwierdzajgcych obecno$¢ kwasow dezoksyrybonukleinowych w chloroplastach
(Brawerman —USA, Kirk —Anglia, Schiff —USA, Kisi er —lzrael).
DNA chloroplastu rozni sie od DNA jadrowego szeregiem wtiasnosci jak np. wielko-
Scig czasteczek, statg sedymentacji, wrazliwoscia na DN-aze itp. llos¢ DNA jak-
kolwiek mata (np. w szpinaku 3—5X10-15/chloroplast) jest jednak wystarczajgca
aby skiadnik ten mogt mieé¢ znaczenie genetyczne. Studia przeprowadzone przy
uzyciu mikroskopu elektronowego i odpowiednich metod enzymatycznych (Kis ler,
Bogorad) zdajg sie wskazywaé¢ na lokalizacje DNA w stromie chloroplastu.
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Role RNA w syntezie biatek chloroplastu naswietlit wyktad Wildmana
(USA). Role centréw syntezy przypisuje on rybosomom chloroplastu rézniacym sie
wielkos$cig i niektérymi wiasnosciami (np. wrazliwoscig na jony Mg) od rybosomoéw
cytoplazmatycznych.

Zagadnieniu barwnikéw fotosyntetycznych poswiecono do$¢ duzo uwagi. Od-
czyt Frencha (USA) dat przeglad poszczegdlnych form chlorofilow, ich wtas-
nosci optycznych oraz przynalezno$¢ do | lub Il systemu absorpcyjnego w apara-
cie fotosyntetycznym. Podobny przeglad dotyczacy karotenoidéw przedstawit
Str ain (USA). Pozostate komunikaty tego dziatu dotyczyty trzech kierunkow:
struktury chemicznej nowych lub mniej znanych barwnikéw (Jensen — karote-
noidy, O’h Eocha — biliproteiny), ochronnej roli karotenoidéw w aparacie foto-
syntetycznym (Krinsky — USA, Friend — Anglia) oraz zagadnien struktu-
ralnych jak wiasnosci komplekséw chlorofilu z biatkiem lub kierunkowos$¢ uktadu
drobin chlorofilbw w strukturach chloroplastowych (Thomas, Goedheer —
Holandia). Osobna sesja zainaugurowana wprowadzajacym referatem Granicka
(USA) poswiecona byta biosyntezie barwnikéw oraz zwigzkom miedzy biosynteza
a procesami morfogenezy. Odnos$nie tego ostatniego zagadnienia kilka interesuja-
cych referatow zostatlo przedstawionych przez wspotpracownikow von We 11-
steina.

Zagadnieniu wigzania C02 poswiecono mniej uwagi. Kilka komunikatéow z tego
dzialu dotyczyto asymilacji COz przez izolowane chloroplasty lub poszczegélne
frakcje preparatow chloroplastowych (Gibbs — USA, Kandier — NRF,
W aker — Anglia).

Natomiast jednym z centralnych probleméw na sympozjum byly zagadnienia
fosforylacji fotosyntetycznej. Obrady zainaugurowat $wietny odczyt Arnona
(USA) pt. ,Fosforylacja fotosyntetyczna 1954—1964” dajgcy przeglad historii od-
krycia fosforylacji cyklicznej i niecyklicznej oraz dzisiejszy stan badan uwzgled-
niajacy role ferredoksyny jako posrednika w transporcie elektronu i og6lnie dzi$
przyjety mechanizm dwu reakcji Swietlnych w fotosyntezie.

Liczne pozostate referaty tej sesji dotyczyly miedzy innymi mechanizmu trans-
portu elektronu i sekwencji posrednikéw biorgcych udziat w tym transporcie

(Forti — Wiochy, Hill — Anglia, Baltscheffsky — Szwecja), kinetyki
procesu fosforylacji (Amesz — Holandia, Caswell — Anglia), a takze trans-
portu oraz rozmieszczenia ATP w obrebie komoérki (Heber — NRF).

Przedstawione na konferencji komunikaty, ktorych tylko cze$¢ zostata wymie-
niona w powyzszym sprawozdaniu zostang opublikowane w formie ksigzki wydanej
przez Academic Press Inc. pod redakcjg T. W. Goodwina.

J. Zurzycki
Sprawozdanie Redakcji ,,Postepow Biochemii” za okres 1964—1965

Sprawozdanie obejmuje okres lat 1964—1965, tj. tomy X i XI ,,Postepow Bio-
chemii”, poniewaz w poprzednim sprawozdaniu (Postepy Biochemii 10, 163 (1964))
uwzgledniono materialy do konca rocznika 1963. W 1964 r. wydany zostat tom X,
a w 1965 r. tom XI. Wraz z zakoriczeniem prac zwigzanych z ukazaniem sig¢ tomu
X1 uptywa rdéwniez okres pracy dotychczasowego Komitetu Redakcyjnego: prof.
dr Ireny Chmielewskiej (redaktora) i doc. dr Witolda Brzeskiego
(sekretarza).

Wydany w 1964 r. tom X liczyt 40 arkuszy, wydany w 1965 roku tom XI—
42 arkusze. W dalszym ciggu okoto 90% objetosci przeznaczano na artykuty mono-
graficzne, a tylko okoto 109> na recenzje i materiaty kronikarskie.
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W tomie X opublikowano 27 artykutéw, a w tomie XI 29 artykutow. Wsrod
autorow artykutow w tomie X byto 8 profesoréw i docentéw oraz 19 innych pra-
cownikéw nauki, a odpowiednie liczby w tomie XI wynoszg 11 i 18.

Udziat poszczegolnych osrodkéw, tgcznie w obu latach sprawozdawczych, byt
nastepujacy: najwiecej artykutéw dostarczyta Warszawa — 34, nastepnie Lublin —
6, Krakow — 4, Gdansk i Poznan — po 3, Slask — 2, Biatystok, £6dZ, Szczecin i Wro-
ctaw—po 1. Znaczna przewaga artykutdéw z osrodka warszawskiego tlumaczy sie
z jednej strony liczebno$cig tego osrodka, z drugiej — tatwiejszym kontaktem re-
dakcji z autorami.

W tematyce wydrukowanych prac reprezentowane byty gtéwnie: enzymologia —
19 artykutéw, biosynteza i metabolizm — 10, biatka i kwasy nukleinowe — 11. Po-
zostate 16 artykutdéw obejmowato réznorodng tematyke. Zeszyt 1 tomu X wykorzy-
stano na opublikowanie dostepnych materiatéw z | Krajowego Kongresu Biochemii
(k6dz, wrzesien 1963), mianowicie 5 referatdw z sympozjum na temat utleniania
biologicznego oraz dyskusji nad referatami. W zeszycie 1 tomu XI znalazty miejsce
2 z 3 referatéw z Il Krajowego Sympozjum Biochemicznego (Kazimierz, wrzesieh
1964), na temat budowy i wiasnosci enzymow.

Poza artykutami monograficznymi na tres¢ tomoéow X i XI zlozyly sie recenzje
13 ksigzek, autoreferaty prac habilitacyjnych i doktorskich oraz sprawozdania i ko-
munikaty. W zeszycie 3 tomu X opublikowane zostaty ,,Reguly terminologiczne
polskiego stownictwa biochemicznego” W zeszycie 4 tomu X Redakcja zamiescita
opracowany w ukladzie problemowym wykaz okoto 230 prac, ktére ukazaty sie
w ,,Postepach Biochemii” w okresie dziesieciolecia istnienia czasopisma, tj. w la-
tach 1955—1964.

Obserwuje sie staty wzrost nakfadu ,,Postepéw Biochemii” od 890 egzemplarzy
w 1959 r. do 1330 egzemplarzy w 1965 roku, z czego niemal 200 egzemplarzy to
prenumerata zagraniczna. Innym wskaznikiem zainteresowania czasopismem jest
wymiana miedzy ,Postepami Biochemii” a innymi czasopismami lub osrodkami
naukowymi w Kkraju i zagranica, takimi jak ,,Postepy Higieny i Medycyny Doswiad-
czalnej”, ,,Senckenbergiana Biologica” (Frankfurt am Main), Goteborgs Universi-
tet — Medicinska Fakultetens Bibliotek, Institute of Scientific and Technical Infor-
mation of China. W 1965 roku z o$rodka informacji naukowej Miedzynarodowej
Rady Unii Naukowych (ICSU, International Council of Scientific Unions) wptyneto
pismo zawiadamiajace o wigczeniu ,,Postepow Biochemii” na liste wybranych cza-
sopism z dziedziny biologii, chemii i fizyki, z ktorych tytuly i streszczenia prac sg
stale zamieszczane w czasopismach referatowych podlegajgcych temu os$rodkowi.

»Postepy Biochemii” sa jednym z 10 czasopism polskich (na 1057 czasopism
z catego $wiata) zaliczanych w 1965 roku do tzw. Automatic Subject Citation Alert,
ASCA, redagowanego przez Biological Sciences Information Services of Biological
Abstracts.

I. Chmielewska,
W. Brzeski
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KRONIKA
POLSKIEGO TOWARZYSTWA BIOCHEMICZNEGO

Odczyty wygtoszone w 1965 r.:

Oddziat w Krakowie:

28.1.
25.11.

18.111.

13.V.

10.VI.
24 V1.

28.X.

20.X1.

9.XI1.

17.X11.

Reakcje fotochemiczne w fotosyntezie (Doc. dr Z. Kasprzyk).

Niektére problemy przemiany fosforanowej w bulwie ziemniaka (Doc.
dr B. Samotus).

Zastosowanie hodowli tkankowych w badaniach biochemicznych i wiruso-
logicznych (Dr Z. Porwit-Bdédbr, DrJ. Kosiorowski, Dr M Gu-
minska, Doc. dr Z. Zielinska).

Sprawozdanie z obrad Il Zjazdu F.E.B.S. w Wiedniu (Doc. dr W. Ostrow -
ski, Dr A. Ko j).

Entropia wzrostu heterotroféw roslinnych (Prof. dr F. Gérski).
Biochemiczne podstawy proceséw psychicznych (Doc. dr T. W. Szczep-
kowski).

Metabolizm Oddechowy tkanek roslinnych zakazonych wirusem (Dr Dwu-
razn a).

Genetyczna kontrola syntezy enzyméw — operon histydyny u Salmonella
typhimurium (Dr T. Ktopotowski).

Zalezno$¢ miedzy wrazliwoscia roslin na drugorzedowy butylo-4,6-dwuni-
trofenol a ich zdolnoscig do generacji ATP (Dr T. Wojtaszek).
Transport, dynamika usuwania z krwi i odktadania w tkankach troéjglice-
rydow limfy szczura badane przy uzyciu oliwy znakowanej 13J (Dr Z. Szy-
binski, Doc. dr T. Horzela i Mgr H. Wanat).

Oddziat w Gdansku:

10.XI.

Komunikaty o dziatalnosci Towarzystwa i referat ,Wptyw wielkoczgstecz-
kowych anionéw i kationéw na procesy oksydoredukcyjne mitochondriéw
(Lek. Marian Hillar).

Oddziat w Szczecinie:

22.XI.

Aminooksydazy i ich znaczenie biologiczne (Dr B. Ré6zycki).

Oddziat w todzi:

18.XI.

Badania nad wptywem hormonu wzrostu (STH) na metabolizm kwaséw
nukleinowych w watrobie szczura (Dr J. Baranowicz, Dr M. Gross
i mgr W. Turski).
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Oddziat we Wroctawiu:

29.1X. Inhibitory proteolizy (Prof. dr W. Mejbaum-Katzenellenbogen).

27.X. Heterogennos$¢ transpeptydazy gama-glutamylowej w surowicy i jej zasto-
sowanie kliniczne (Doc. dr M. Ortowski, Dr A Szczeklik, Prof.
dr E. Szczeklik).

Staze naukowe zagranica:
Oddziat w Krakowie:

Dr Patasinski (Katedra Technologii Rolnej WSR) pétroczny staz w Institut
fur Erndhrung, Deutsche Akademie der Wissenschaften, Potsdam.

Dr L. Konieczny (Zakt Chemii Fizjologicznej AM) poétroczny staz w National
Institute for Medical Research w Londynie.

Doc. dr T. W. Szczepkowski (Zakt Chemii Fizjologicznej AM) roczny pobyt
w Department of Biochemistry, University of Tennessee, Memphis, USA.
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STATUT
POLSKIEGO TOWARZYSTWA BIOCHEMICZNEGO*

Rozdziat I

Nazwa, teren dziatalnosci i siedziba

§ 1. Stowarzyszenie nosi nazwe Polskie Towarzystwo Biochemiczne (w dalszym
ciggu oznaczane skrotem PTBioch.).

§ 2. Terenem dziatalnosci PTBioch. jest Polska Rzeczpospolita Ludowa.

§ 3. Siedziba PTBioch. jest m. st. Warszawa.

Rozdziat Il

Cele i $rodki dziatania
§ 4. Celem PTBioch. jest popieranie rozwoju biochemii i jej popularyzacja.
§ 5. Dla osiggniecia swych celéw PTBioch.:
a) organizuje zjazdy, sympozja, zebrania naukowe, odczyty, wyktady i kon-
kursy,
b) wydaje i popiera czasopisma naukowe, ksiazki i publikacje z zakresu bio-
chemii,
C) opiniuje o stanie i potrzebach biochemii polskiej i wystepuje w jej spra-
wach wobec witadz,
d) utrzymuje taczno$¢ z pokrewnymi stowarzyszeniami w Kkraju i zagranica,
e) korzysta z subwencji witadz i instytucji publicznych na poszczegdlne cele
PTBioch.,
f) powotuje komisje do wykonywania poszczeg6lnych zadan,
g) towarzystwo opiera swa dziatalno$¢ statutowg na spotecznej pracy cztonkoéw,
§ 6. PTBioch. posiada osobowo$¢ prawng i moze nabywaé¢ majatki ruchome i nie-
ruchome.
§ 7. PTBioch. posiada wtasne pieczecie podtuzna i okragta z napisem Polskie To-
warzystwo Biochemiczne.

Rozdziat |III.

Prawa i obowigzki cztonkéw.

§ 8 Cztonkowie PTBioch. dzielg sie na zwyczajnych, honorowych i wspierajgcych.
§ 9. Cztonkiem zwyczajnym moze zosta¢ kazda osoba, posiadajgca dorobek nau-
kowy z biochemii lub dziedzin pokrewnych.

* Uchwalony przez IV Walne Zebranie Cztonkéw PTBioch. w dniu I.V1.1965r.
Zatwierdzony przez Urzad Spraw Wewnetrznych Prezydium Stotecznej Rady Na-
rodowej w Warszawie pismem z dn. 23.X.1965r. nr SW-111-3/46/65.

8 postepy Biochemii
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§ 10.

§11.

§12.

§13.

§ 14.

§ 15.

§ 16.

§17.

§ 18.

STATUT PTBioch [21

Osoba pragngca zosta¢ cztonkiem zwyczajnym PTBioch. skltada podanie do
Zarzadu Oddziatu, zataczajgc informacje o studiach, stopniach naukowych oraz
0 swych pracach naukowych; w Oddziatach nie majacych Zarzadu osoba kan-
dydujgca sktada podanie, kierowane do Zarzagdu Gitéwnego na rece Przewod-
niczagcego Oddziatu. Z miejscowosci, w ktérej nie ma Oddziatlu podanie moze
by¢ ztozone bezposrednio do Zarzadu Gidéwnego. O przyjeciu do Towarzystwa
decyduje Zarzad Oddziatu; w przypadku zgtoszen z Oddzialu nie majacego
Zarzadu o przyjeciu do Towarzystwa decyduje Zarzad Gtdwny. Decyzja o przy-
jeciu na cztonka zwyczajnego PTBioch. zapada zwyklg wiekszoscig gloséw.
Cztonkiem wspierajagcym moze byé kazda osoba prawna wptacajaca roczng
sktadke na rzecz PTBioch.

Cztonkéw honorowych wybiera Walne Zebranie PTBioch. wiekszoscig gtosow
w tajnym gtosowaniu na wniosek Zarzadu Gioéwnego.

Kazdy cztonek zwyczajny i honorowy ma prawo udzialu w obradach Walnego
Zebrania, prawo wyboru i wybieralnosci, prawo stawiania wnioskow i gtoso-
wania w sprawach PTBioch. Czlonkowie wykonywujg swe funkcje w ramach
Towarzystwa spotecznie.

Cztonkowie zwyczajni i honorowi moga otrzymywa¢ wydawnictwa poprzez
PTBioch. w ramach ustalonych sktadek.

Wysokos¢ sktadek cztonkowskich cztonkéw zwyczajnych ustala Walne Ze-
branie.

W razie nieoptacenia przez cztonka sktadek w ciggu dwoéch lat Zarzad Od-
dziatu, lub, w przypadku cztonka z Oddziatlu nie majgcego Zarzadu, Zarzad
Gtowny moze podja¢ uchwate o skresleniu cztonka.

Cztonek zwyczajny moze byé wykluczony z listy cztonkéw. Towarzystwa za
czyny nie licujgce z godnoscig cztonka lub za dziatalno$¢ na jego szkode. Wy-
kluczenie nastepuje na mocy uchwaty Zarzadu Gtéwnego wiekszoscig 2/3 gto-
séw, przy czym, na zadanie wykluczonego, motywy powinny by¢ zakomuniko-
wane na pi$mie. Wykluczonemu przystuguje prawo odwotania sie do Walnego
Zebrania..

Kazdy cztonek ma prawo wystgpienia z PTBioch., obowigzany jest jednak
powiadomi¢ o tym na piSmie Zarzad Giéwny oraz uregulowaé zalegte skiadki.

Rozdziat IV.

Wiadze stowarzyszenia.

§19.

§ 20.

§21.

§22a.

§22b.

Witadzami stowarzyszenia sa:

Walne Zebranie, Zarzad Gtowny, Komisja Rewizyjna,

Sad Kolezenski i Zarzady Oddziatow.

Naczelng wtadza PTBioch. jest Walne Zebranie. Wytycza ono Kierunki dzia-;
tania Towarzystwa, przeprowadza wybory Zarzadu Gtoéwnego i Komisji Rewi-
zyjnej, udziela lub odmawia absolutorium ustepujacemu Zarzadowi Gtdwnemu
1 rozstrzyga — jako ostateczna instancja — odwotania cztonkéw w sprawach
0 skreslenie z Towarzystwa.

Walne Zebrania dzielg sie na zwyczajne i nadzwyczajne. Zwyczajne Walne
Zebranie PTBioch. zwotuje Zarzad Gtéwny przynajmniej co dwa lata w zwigz-
ku z zakonczeniem kadencji Zarzadu Gtdwnego. Nadzwyczajne Walne Zebrania
zwotuje Zarzad Gtowny z wiasnej inicjatywy, na pisemne zadanie Komisji
Rewizyjnej lub na zgdanie nie mniej niz 1/3 cztonkéw zwyczajnych.

Zarzad Giéwny zobowigzany jest rozestaé zawiadomienia o zwotaniu Wal-
nego Zebrania wraz z porzgdkiem dziennym wszystkim cztonkom Towarzystwa
przynajmniej na dwa tygodnie przed wyznaczonym terminem zebrania.
Porzadek dzienny zwyczajnego Walnego Zebrania ustala Zarzad Giéwny.
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§23.

§ 24.

§ 25.

§ 26.

§27.

§28

§29.

§ 30.

§ 31

8§ 32.

§ 33.
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Walne Zebranie wybiera przewodniczagcego Walnego Zebrania Cztonkéw To-
warzystwa zwyklg wiekszoscig gtoséw. Z przebiegu obrad prowadzi sie proto-
két, za ktéry odpowiedzialny jest przewodniczacy zebrania i sekretarz powo-
tany przez przewodniczgcego.

Wyznacza si¢ dwa terminy Walnego Zebrania. Uchwaly Walnego Zebrania sg
prawomocne w pierwszym terminie, jezeli powziete zostaly w obecnosci nie
mniej niz potowy ogdlnej ilosci cztonkéw zwyczajnych PTBioch. O ile w pierw-
szym terminie Zebranie nie odbyto sie na skutek braku quorum, Walne Ze-
branie zwotane w terminie drugim, okreslonym przez Zarzad Gtéwny, jest
prawomocne bez wzgledu na ilo$¢ zebranych czitonkéw. Uchwaly zapadajg
zwykta wiekszoscig gtosow z wyjatkiem uchwal, dotyczacych zmian statutu,
wyboru cztonkéw honorowych i wykluczenia cztonkéw, ktérzy odwotali sie
do Walnego Zebrania. Uchwaty te wymagaja wiekszosci 2/3 gtoséw obecnych
na walnym Zebraniu.

Dziatalnoscia PTBioch. kieruje Zarzad Gitéwny zgodnie z postanowieniami
niniejszego statutu i dyrektywami Waln-ego Zebrania. Kadencja Zarzadu Gtow-
nego trwa dwa lata. Cztonkowie Zarzadu Giéwnego nie moga pozostawaé na
tym samym stanowisku diuzej niz przez dwie kolejne kadencje.

Zarzad Gléwny PTBioch. sklada sie z: prezesa, wiceprezesa i dziewieciu czton-
kéw Zarzadu Giéwnego w tej liczbie sekretarza i skarbnika oraz czterech pet-
nomocnikéw Zarzadu Gtéwnego do spraw wspoétpracy z innymi towarzystwami
naukowymi, do spraw zebran i zjazdéw naukowych, do spraw szkolenia oraz
do spraw wydawniczych.

Walne Zebranie wybiera w tajnym gtosowaniu oddzielnie: a) prezesa, b) wice-
prezesa, c) pozostatych dziewieciu cztonkéw Zarzadu Giéwnego oraz d) trzy
osobowg Komisje Rewizyjng. Walne Zebranie wybiera ponadto pieciu zastep-
cow, ktéorzy wchodzg do Zarzadu Gitdéwnego na miejsce ustepujacych w czasie
trwania kadencji cztonkéw Zarzadu Giéwnego.

\W razie ustgpienia prezesa w czasie trwania kadencji funkcje jego do najbliz-

szego Walnego Zebrania obejmuje wiceprezes.

Zarzad Giéwny organizuje przynajmniej raz na dwa lata sympozja lub zjazdy
naukowe.

Posiedzenie Zarzadu Gtéwnego zwotuje, nie rzadziej niz raz na kwartat, pre-
zes lub w jego zastepstwie wiceprezes. Posiedzenie Zarzadu Giéwnego powin-
no by¢ zwotane, jezeli zazada tego na pismie przynajmniej trzech cztonkéw
Zarzadu Gtéwnego lub na wniosek Komisji Rewizyjnej. Wszyscy cztonkowie
Zarzadu Giéwnego powinni otrzyma¢ zawiadomienie o posiedzeniu przynaj-
mniej na tydzien przed terminem wraz z proponowanym porzadkiem dzien-
nym.

Posiedzenia Zarzadu Gitownego sa prowadzone w obecnosci przynajmniej pie-
ciu cztonkéw Zarzadu Gidéwnego, w tym Prezesa lub Wiceprezesa. Uchwaty
zapadaja zwykta wiekszoscig gtosow z wyjatkiem spraw zastrzezonych w § 17.
W razie réwnej liczby gtoséw rozstrzyga gtos przewodniczacego. Przebieg obrad
jest protokétowany.

Zarzad Gioéwny zobowigzany jest co najmniej raz w roku zwotaé, wspélne
z przewodniczacymi Oddziatéw, zebranie Zarzadu Gtéwnego. Powiadomienie
0 terminie zebrania wraz z porzadkiem dziennym powinno by¢ rozestane do
wszystkich Oddziatéw przynajmniej na tydzien wcze$niej.

Prezes Zarzadu Gtdéwnego przewodniczy z urzedu na posiedzeniach Zarzadu,
reprezentuje PTBioch. we wszystkich jego stosunkach z wiadzami panstwowy-
mi i instytucjami naukowymi w kraju i zagranica, podpisuje razem ze skarb-
nikiem czeki, umowy i wszelkie zobowigzania materialne, inne pisma podpi-
suje Z drugim cztonkiem Zarzadu.
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8 34. Wiceprezes zastepuje prezesa w czynnosciach wymienionych w § 33, gdy pre-
zes z waznych powodow obowigzkdw spetnia¢ nie moze.

§ 35. Sekretarz prowadzi biuro Zarzadu Glownego, sporzadza protokéty z obrad
Zarzagdu Giéwnego i sprawozdania z dziatalnosci Towarzystwa.

§ 36. Skarbnik prowadzi ksiegowo$¢ Zarzadu Giownego, sporzadza zestawienia
i sprawozdania finansowe dla wiadz, Walnego Zebrania oraz Komisji Rewi-
zyjnej, prowadzi i podpisuje korespondencje dotyczacg zobowigzan material-
nych.

§ 37. Komisja Rewizyjna sktada sie z trzech oséb wybranych przez Walne Zebranie
na okres kadencji Zarzadu Gtoéwnego. Komisja Rewizyjna konstytuujac sie
wybiera sposrod siebie przewodniczgcego.

§ 38. Komisja Rewizyjna przeprowadza og6lng kontrole dziatalnosci stowarzyszenia
i jest obowigzana przynajmniej raz w okresie kadencji przed Walnym Zebra-
niem dokonaé¢ rewizji ksiag, dokumentéw kasowych, sprawdzi¢ stan majatku
i prawidtowos$¢ Sciggania sktadek cztonkowskich oraz ztozy¢ na piSmie spra-
wozdanie i wnioski Walnemu Zebraniu. Wsréd tych wnioskéw Komisja stawia
réwniez wniosek o udzielenie lub odmowienie absolutorium ustepujgcemu Za-
rzadowi Gitoéwnemu.

§39. Spory miedzy cztonkami, dotyczace Towarzystwa rozstrzyga bez odwotania
Sad Kolezenski. W tym celu kazda strona wybiera z grona cztonkéw zwyczaj-
nych lub honorowych Towarzystwa jednego arbitra, ci za§ wybierajg trzeciego
na superarbitra.

Rozdziat V.

Oddziaty PTBioch.

§40. W celu realizacji zadan PTBioch. mogg powsta¢ w poszczegélnych miejsco-
wosciach Oddziaty PTBioch. z inicjatywy Zarzadu Gtdwnego, albo z inicja-
tywy terenowej. Do powotania Oddzialu wymagany jest udzial przynajmniej
pietnastu osob.

§41. Glownym zadaniem Oddziatébw jest odbywanie posiedzen i konferencji nau-
kowych na terenie swojej dziatalnosci.

842. Nowo powstajgcy Oddzial wybiera przewodniczgcego, wiceprzewodniczgcego
i sekretarza. Gdy liczba cztonkéw Oddzialu wzrosnie do szescdziesieciu, Za-
rzad Glowny upowaznia przewodniczacego Oddziatu do zwotania nadzwyczaj-
nego Walnego Zebrania cztonkéw Oddziatu celem dokonania wyboru Zarzadu
Oddziatlu w sktadzie: przewodniczacy, wiceprzewodniczacy i trzech cztonkéw,
w tej liczbie sekretarz i skarbnik oraz trzyosobowej Komisji Rewizyjnej: Tryb
powotania Zarzadu Oddzialu oraz czas trwania kadencji jest taki sam jak
Zarzadu Gioéwnego.

843. Na pokrycie kosztow zwigzanych z dziatalno$cig Oddzialy otrzymujg fundusze,
ktérych wysokos$¢ ustala Zarzad Giéowny.

§ 44. Oddzialy obowigzane sg sktada¢ raz do roku Zarzadowi Gidwnemu sprawo-
zdania z dziatalnosci naukowej, organizacyjnej i finansowej.

Rozdziat VI

Majatek Towarzystwa.

§45. Majatek PTBioch. stanowig roczne sktadki, subwencje, dobrowolne ofiary
sktadane na cele PTBioch., dochdéd z odczytow i wydawnictw oraz majatek
ruchomy i nieruchomy. Wszelkie decyzje wtadz PTBioch. uszczuplenia w czesci
lub cato$ci majagtku nieruchomego wymagaja zgody wiadzy rejestracyjnej.
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Rozdziat VIL

Postanowienia koncowe.

8§ 46.

§47.

§ 48.

§ 49.

Zmiany statutu PTBioch. zapadajg na mocy Uchwatly Walnego Zebrania wigk-
szoScig 2/3 gtoséw. Projekt zmiany statutu powinien by¢ rozestany cztonkom
PTBioch. co najmniej na trzy tygodnie przed Walnym Zebraniem.
Rozwigzanie sie PTBioch. moze nastapi¢ jedynie na Walnym Zebraniu
PTBioch., jezeli za rozwigzaniem wypowie sie nie mniej niz 3/4 wszystkich
cztonkéw zwyczajnych i honorowych.

Likwidacje PTBioch. przeprowadza komisja ztozona przynajmniej z trzech
cztonkéw, wybranych przez Walne Zebranie.

W razie rozwigzania sie PTBioch. ostatnie Walne Zebranie okresli w drodze
uchwaly, ktéra podlega zatwierdzeniu wiadzy rejestracyjnej, przeznaczenie
majatku PTBioch.
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