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I. Wstep.

W pracy niniejszej zapoznamy czytelnika z badaniami
ostatnich czasow nad wewnatrzkomérkowa przemiana azotowa
v kregowcow, zwlaszcza z mechanizmem tworzenia sie moczni-
ka w watrobie oraz z dezaminacja kwaséw aminowych w wa-
trobie i nerkach. W badaniach tych, dokonanych pod kierun-
kiem H. A. Krebsa ijego uczniow, postugiwano sie metodami
i technika stosowana w fizjologji komérkowe;j.

Dotychczas nie posiadamy wyczerpujacych danych o prze-
mianie azotowej; Prof. Delaunay z Bordeaux strescil dotych-
czasowe wiadomosci, w artykule zamieszczonym w Biologi-
cal Reviews w roku 1930, pod skromnym tytutem ,L‘ammo-
niaque”. W pracy tej czytelnik znajdzie ogélny przeglad za-
gadnienia. NiZej podane badania byly opublikowane po raz
pierwszy w czerwcu i wrzesniu 1932 roku.

11, Tworzenie sie mocznika w ustroju wedlug teorji Krebsa
i Henseleita.

Zdawna wiadomo, ze giéownym organem, w ktérym tworzy
si¢ mocznik jest watroba. Tem niemniej niewiele doswiad-
czen stwierdza, ze mocznik nigdzie po za watroba nie tworzy
sie, gdyz usuniecie tego organu jest zabiegiem niezmiernie zlo-
zonym, zazwyczaj koriczacym si¢ $miercia. Nawet mechanizm
tworzenia sie mocznika jest hypotetyczny i podlega zastrzeze-
niom. Zagadnienie to zostalo wznowione przez H. A. Kreb-
saiK. Henseleita, z Uniwersytetu fryburskiego, przy po-
mocy techniki manometrycznej oraz badan zawieszonych
czeséci organow. H. A. Krebs, dlugoletni wspélpracownik
Prof. Warburga z Berlina, wykazal, ze metody fizjologji
komoérkowej moga stuzyé¢ do rozwiazania zagadnienia przemia-
ny azotowej oraz zagadnient przemiany glucydow.

W. v. Knierim (1874) i E. Salkowski (1877} wy-
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kazali, ze sole amonowe, wprowadzone do ustroju ulegaja przy
pomocy CO,, zawartego w surowicy krwi, przemianie na mocz-
nik. Poczynajac od tego czasu zagadnienie mechanizmu two-
rzenia sie mocznika w ustroju nie postapilo naprzod. Sal-
kowski (1877) przypuszczal, zgodnie z syntezag Wo6hlera,
przejscie procesu przez cjanek amonowy. Drechsel (1880),
opierajac si¢ na doswiadczeniach in vitro, wyglosil hypoteze
przejscia procesu przez karbaminian amonowy. Ani jedna ani
druga z tych hypotez nie zostala udowodniona. Metody fizjo-
logji komérkowej, ktéremi poslugiwali si¢ Krebs i Hense-
leit szybko wyjasnily powyzsze zagadnienie. Ponizej podaje-
my teorje tworzenia si¢ mocznika, proponowana przez powyz-
szych autoréw. Udowodnienie tej teorji podamy w dalszym
ciagu niniejszej pracy.

Synteza mocznika polega na polaczeniu si¢ jednej drobiny
amoniaku z jedna drobing CO, w grupie aminowej ornityny;
jednoczesénie nastepuje wydzielenie jednej drobiny wody i two-
rzenie sie kwasu aminowego § ureidowego, cytruliny:

NH,
0=C
AN
CH,NH, CH,NH
I |
CH, CH,
| |
(1) C|H - NH, + CO, = CH, - HO
|
(IJHNHZ CHNH,
|
COOH COOH

Ornityna + Amoniak + CO, == Cytrulina -+ woda

Po tej pierwszej reakcji, idzie nastepna, ktéra jest rownie
reakcja syntezy i dehydratacji. Jedna drobina cytruliny dziata
na nowa drobine amoniaku i tworzy jedng drobing argininy
i jedna drobine wody.
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NH‘Z NHz
. N
CH,NH CH,NH
| l
CH, CH,
| l
(2) CH, -~ NH, = CH. + H.O
| |
CHNH, CHNH,
| l
COOH COOH
Cytrulina -}- Amoniak = Arginina -+ woda

Trzecia reakcja jest klasycznym odczynem hydrolizy argi-
niny, przemieniajacej si¢ na ornityne i mocznik przy udziale
arginazy (Kosseli Dakin, 1904), odgrywajacej niezmiernie
wazna role w przemianie komérkowej watroby u ssakéw.

HN, NH,
HN = C L O = C'\,
CH,NH CH,NH, NH,
\ !
(3) CH, - H,0= CH, "i“
l l
CH, CH,
| !
CHNH, CHNH.
| |
COOH COOH
Arginina - woda = Ornityna -- mocznik

Dwa pierwsze odczyny sa nowemi.
$wiadczalnym powyzszych
dzenia:

1°. Tylko tkanka watrobowa moze stworzy¢ mocznik
z amoniaku i z CO, (doswiadczenia ze szczurem, kotem i kro-
likiem).

2°, Tylko watroba ssakéw zawiera duza ilos¢ arginazy
(Edlbacher, 1927—1930). Inne tkanki zawieraja jej 100

Sprawdzianem do-
schematéw sa nastepujace dowo-
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do 1000 razy mniej. Jedynie z argininy moze powstaé mocznik,
i to w malych ilosciach.

3°, Szybkos$é tworzenia si¢ mocznika w skrawkach watro-
by, w obecnosci karbaminianu amonu, lub réznych kwaséw
aminowych, przebiega daleko stabiej niz w aobecnosci amoniaku.
Cyjanek amonu tworzy mocznik jedynie kosztem grupy amo-
nowej.

4°, Ornityna posiada specjalne dzialanie: przy nadmiarze
amoniaku, zwigksza katalitycznie ilosci utworzonego mocznika
i to w stosunku 200 do 400%. W obecnosci ornityny mozna
uzyskaé wieksze ilosci mocznika od tworzonych normalnie,
przewyzszajace niekiedy 30-krotna ilo$é mocznika odpowiada-
jaca odnosnej ilosci ornityny. Ornityna dziala wiec jako czyn-
nik posredni, stale powracajacy. Komérka watrobowa jest nie-
zmiernie wrazliwa na dzialanie ornityny. Stezenie 10 mg na litr
zawiesiny wystarczy aby wywolaé powyziszy efekt katalityczny.

Dzieki ornitynie mozna sprawdzié, ze z dwéch drobin
amoniaku i jednej drobiny CO, tworzy si¢ jedna drobina mocz-
nika, jak to potwierdzaja reakcje 1,21 3.

(4 R CH,NH, - CO, -+ 2NH, = R CH,NHC(==NH)NH, -} 2H,0
(5) R CH,NHC (=NH) NH, -- H,0 = R CH,NH, -+ CO (NH.),

W pierwszej swojej notatce Krebsi Henseleit przy-
puszczali, ze reakcja przebiega wedlug wzoréw 415, to jest bez-
posrednia przemiana ornityny w argining i hydroliza argininy.
Dodanie do tkanki watrobowej argininy daje taki sam efekt jak
dodanie ornityny.

5°. Cytrulina przyspiesza bardziej niz ornityna tworze-
nie si¢ mocznika w obecnosci amoniaku. Dzialanie cytruliny jest
rézne od dzialania ornityny: cialo to bierze udzial w reakcji;
doswiadczalny bilans wskazuje, zgodnie ze wzorem (2), ze dla
utworzenia jednej drobiny mocznika zostala zapozyczona jedna
drobina amoniaku z rozczynu i jedna drobina z cytruliny.

Tego rodzaju odczyny nieznane byly dotychczas w zywej
komérce. Tem nie mniej Knoop przypuszcza tworzenie sie
amino kwaséw z keto kwaséw przy pomocy kwaséw imidowych,
zblizonych do cytruliny.

6. Krebs wykazal, ze dezaminowanie aminokwaséw
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nastepuje nietylko w watrobie, jak dotychczas przypuszcza-
czano, lecz réwniez i w nerce; dezaminowanie nastepuje przy
jednoczesnem tworzeniu odnosnego kwasu o ketonowego. Deza-
minowanie w nerce jest Zrédlem tworzenia si¢ amoniaku moczu.

Oto caloksztalt niezmiernie ciekawych wynikéw; nalezy
teraz wskazaé, jakiemi drogami doswiadczalnemi twierdzenia te
zostaly uzyskane i przedyskutowaé teorje, postugujac sie dane-
mi cyfrowemi.

111. Technika badan.

Technika podana przez Krebsa jest znacznie latwiej-
sza od techniki opisanej przez Warburga (Métabolisme cel-
lulaire et métabolisme des tumeurs); metode te opiszemy doklad-
nie. Dla zapoznania si¢ z zasadami pomiaréw, czytelnika odsyla-
my do wyzej podanej pracy Warburga. Ponizej czytelnik
znajdzie przyktady metod stosowanych w fizjologji komérkowej,
stuzacych do uzyskania szybkich i precyzyjnych wynikow.

TABLICA 1.
Sklad rozczynu fizjologicznego Krebsa.
. ) Srednie stezenie w surowicy Nowy fizjologiczny rozczyn
Cialo | ssakéw | rebsa

|
Na 320 mg % ‘ 327 mg %
K-+ 22 | 23
Ca+ -+ 10 i 10
Mg+ | 25 2.9
CC— | 370 454
PO,~ — | 10 1
SO,—— | 11 11,4
HCO; — | 54 obj. % 54 obj. %
CO, (38%) | 2,5 obi. 2.5 obj. %
pH | 1.4 74

Krebsi Henseleit stale uzywali do swych doswiad-
czenn skrawkow tkanek, dokonanych przy pomocy brzytwy,
grubosci 0,3 do 0,4 mm. Grubszych skrawkéw nalezy unikaé,
gdyz czesé srodkowa skrawka znajduje si¢ w warunkach ana-
erobiotycznych, komérki czeéci srodkowej nie sa w stanie réw-



BIOLOGJA LEKARSKA 283

nowagi dyfuzji, dostatecznie szybkiej ze srodowiskiem bocz-
nem. Zagadnienie to bylo rozpatrywane i ustalone przez
O. Warburga (1928, A, V. Hilla (1930}, O. Meyerho-
fa (1932). Nalezy réwniez unikaé skrawkow cieriszych, gdyz
rozpadaja si¢ one pod wplywem koniecznego poruszania
naczynia. Uprzednie doswiadczenia wykazaly, ze skraw-
ki zachowuja sie jak tkanka normalna; natomiast tkanka zmie-
lona zachowuje sie inaczej i traci swe podstawowe wlasno$ci.
Skrawki, pobrane z organéw jeszcze cieplych s$wiezo zabitego
zwierzecia, przemywa si¢ w rozczynie fizjologicznym, przez
tréjkrotne kolejne mieszanie w 20 cm® roczynu fizjologicznego,
przy cieplocie pokojowej; zabieg trwa okolo 3 minut i ba-
dane tkanki nie maja czasu, aby ulec zmianom, natomiast mocz-
nik, ktory méglby sie znalesé w tych tkankach, jest wydalony.
Tkanki przenosi sie do rozczynu fizjologicznego, gdzie
sa nastepnie badane, w stosunku 3 do 8 mm. suchej tkanki
(15—40 mg swiezej tkanki) na 3 cm® rozczynu. Mamy wigc
duzy nadmiar rozczynu tak, Ze mozna utrzymaé podczas badar
wzglednie stale stezenie drobin odzywczych (glikoza i amoniak])
i stabe stezenie drobin odpadowych (mocznik).

Krebs poswiecil duzo uwagi zestawieniu rozczynu fizjo-
logicznego; podaje on nowy wzér, ktéry odtwarza mozliwie
najlepiej stezenie jonowe przecigtnej surowicy ssakoéw, zamiesz-
czone w tablicy 1.

TABLICA 2.
Sposéb przygotowania rozczynu fizjologicznego wedlug Krebsa.
i
dft)%iif:?:e Sel ; Uzywane stezenie I[n?ibelfz:?:lJ
S B B ‘ i
0,154 } NaCl 09 ¢ | 100
0.154 KCl 1,15 9 | 4
3 \ : N |
0.11 ’ CaCl, © 5 em®*=11 cm® AgNoai‘() :» 3
0.154 ¥ PO,KH, ‘ 2,11 ¢ ; 1
(wedlug Sérensena) }
0.154 MgSO,.7TH,0 | 3824 1
0,154 ! NaHCOj nasye. co, | 13 ¢ 21
: ! | 130
{ :
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Dla przygotowania rozczynu fizjologicznego Krebs
miesza izotoniczne rozczyny roézinych soli. Tablica 2 podaje
sktad tych rozczynéw izotonicznych. Po przygotowaniu rozczynu
nalezy go nasycié mieszaning gazowa w ilosci 5% CO,. Rozczyn
przechowywany we flakonach zamknigtych moze byé¢ konserwo-
wany niezmiernie dlugo; pozostawiony otwarty, traci CO,, sta-
je sie bardziej zasadowy, metny, straca fosforan wapnia i fosfo-
ran magnezu. Strat znika po przepuszczeniu przez mieszaning
5%/ CO,. Wskazane jest przygotowanie codziennie swiezej mie-
szaniny.

W wickszosci doswiadczen niezbedne jest dodanie glikozy:
do rozczynu dodaje si¢ 4 cm® 6%-wego rozczynu glikozy, co
stanowi okoto 2°,, glikozy i odpowiada stezeniu glukozy w su-
rowicy krwi; mozna réwniez rozpuscié 260 mg glikozy w 130
cm® pierwotnego rozczynu.

Czasteczki réznych tkanek umieszcza si¢ w zbiorniku, po-
jemnosci okoto 12 cm®, o plaskiem kwadratowem dnie (Ryc. 2).
Wobec tego, ze przy tworzeniu si¢ mocznika zbg¢dne sa pomiary,
naczyiika w ilosci 6-ciu naraz, sa przyczepione do jednej
i tej samej armatury ze szkla (Ryc. 1). Na poczatku doswiad-
czenia przez aparat przepuszcza sig przez przeciagg 10 minut prad
powietrza z dodaniem 5% CO, Przez ten okres czasu
zbiorniki sa wstrzasane w termostacie przy 37° (Ryc. 3). Po tym
czasie wstrzymuje si¢ przeplyw gazu i wstrzasa wszystkie zbior-
niki w ciggu jednej lub dwéch godzin. Po uplywie ustalonego
czasu, aparat rozklada sie, skrawki tkanek szybko usuwa, prze-
mywa woda destylowana, suszy i wazy. Plyn w ktérym skraw-
ki byly wstrzasane, stuzy do okreslenia ilosci mocznika i amo-
niaku.

Okreslenie ilosciowe mocznika uskutecznia si¢ przy po-
mocy metody manometrycznej przez dzialanie ureazy na mocz-
nik. Ilosciowe okreslenie moze byé przeprowadzone dwoma
ré6znemi sposobami, zaleznie od tego czy mamy do czy-
nienia z dwuweglanami, np. pH = 7,4 lub tez ze srodo-
wiskiem kwasnem, nie zawierajacem dwuweglanéw, np.
pH =>5.
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Ryc. 1. Przyrzad do seryjnego badania tkanki z punktu widzenia
iworzenia mocznika. Skrawki tkanek sa umieszczone w rozczynie fizjolo-
gicznym w naczyniach, z ktérych jedno figuruje na rysunku i jest oznaczo-
ne litera V; pozostale 5 naczyri moze byé umieszczone i polaczone z tym
samym aparatem. G-rurka ze szkla (o przekroju 13 mm.) laczaca, przy
obecnosci wszystkich naczyfi, z dwiema rurkami wloskowatemi A i Z, za-
mknietemi kranikami H. Przed rozpoczeciem badani przez aparat jest prze-
puszczany, w ciagu 5 minut, prad powietrza z 5% CO,, biegnacego od A
do Z. Sze$¢ naczynh swobodnie laczy sie z gléwng rurg G. R — oznacza czeséé¢
potrzebna do przytrzymania aparatu.

W pierwszym przypadku mamy do czynienia z absorbcja
CO, i utworzony weglan amonu przemienia si¢ w dwuweglan:

CO,;(NH,), + CO, + H,0 = 2CO,H(NH,)..

Roéwnanie to ma miejsce o ile w §rodowisku niema innego
kwasu, ktéry méglby si¢ potaczyé z weglanem amonowym,
zwlaszcza fosforanu. Metoda ta nie moze mieé¢ zastosowania
ani do surowicy, ani do krwi.

W drugim przypadku nastgpuje wydzielenie si¢ CO..

CO,(NH,), + 2H = 2NH, + H.0 -+ CO,
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Drugi ten odczyn daje nalezyte wyniki, niezaleznie od tego
jaki kwas znajduje si¢ w rozczynie, pod warunkiem jednak, ze
stezenie jonéw H jest dostateczne, aby dwuweglany nie utwo-
rzyly si¢ w rozczynie. Dotyczy to przypadku, gdzie pH = 5,
z tamponem kwasu acetylo octowego. Krebs tworzy ten

o

v

Ryc. 2—Przyrzad z ryc. 1,
pokazany pod katem pro-
stym. Rurka G laczy sie
ze zbiornikiem V, zawie-
rajacym skrawki bada-
nych tkanek. Plyn, znaj-
dujacy sie w miejscu V,
jest w stanie réwnowagi
gazowej z przestrzenia
G, polaczona rurks wlos-
kowata, widoczng nad
zbiornikiem G. G i V sa
potaczone standaryzowa-
nym stozkiem. Wielkos¢
naturalna jest prawie
trzykrotnie wigksza od
rysunku. Zestawienie
przyrzadu nie pozwala
na dokonywanie pomia-
réw podczas przebiegu
reakcji. Pomiary doko-
nywane sa po skonczo-
nej reakcji. (Obliczenie
mocznika, amoniaku i
aminokwaséw).

tampon przez rozpuszczenie 27,2 g. octa-
nu sodu (CH,;CO,Na 3H,0)i 6 cm® kwasu
octowego lodowatego w 100 cm?® wody.
Stezenie calkowite w jonach octanéw
jest okolo 3N, pH.

Przygotowanie ureazy nie natrafia
na duze trudnoséci; pomijajac preparaty
znajdujace si¢ w handlu, ktére nieza-
wsze s3 czynne, ureaze mozna przygo-
towaé tanim sposobem z wyciagu ziar-
nek soji. Wyciag uskutecznia si¢ przez
nalanie na 12 godzin czterokrotnie wig-
kszej wagowo ilosci wody na zmielone
ziarnka, mieszanine te odwirowuje si¢
i do rozczynu dodaje 1/10 objetosci po-
wyzszego odczynu octowego; tworzy sie
bialawy strat protein, ktéry odwirowuje
sie¢ w ciggu godziny. Uzyskany metnawy
plyn nadaje sie¢ do okreslenia mocznika.
Przechowywany w lodéwce nie traci
wartoéci w ciggu oémiu dni.

Miareczkowanie polega na zadzia-
taniu rozczynu ureazy 0,3 N z tamponem
octanowym, z rozczynem badanym i za-
kwaszonym réwniez 1/10 objetosci tam-
ponu octanowego. Mieszanina dwéch roz-
czynéw posiadajacych jednakowe pH
wykazuje bardzo male wahania parcia,
o ile rozezyn badany nie zawiera ureazy
Badanie uskutecznia sie w specjalnych

malych naczyrikach, stozkowatych, zawierajacych z boku mata
ampulke oraz naczynko posrodku (Ryc. 4). Naczyiiko srodkowe
narazie nas nie interesuje (stuzy ono do umieszczenia produktu
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absorbujacego gazy, jak np. NaOH dla pochloniecia CO,, jezeli
chcemy stwierdzi¢ ilosé zuzytego tlenu).

Do owalnego gléwnego zbiornika wlewa sie 3 cm® badanej
cieczy i 0,3 cm® tamponu kwasu acetylo - octowego; do bocz-
nej ampulki wlewa si¢ 0,3 cm® ureazy, Naczyrko stozkowate jest
dopasowane do manometru plynnego (ptyn Brodiego, zawiera-
jacy 46 g¢ NaCl w litrze wody oraz 5 g soli zétciowych, nasyco-
nych tymolem *}.

Ryc. 4.— Zbiornik walcowato-
stozkowaty, stuzacy do badan
przemiany gazowej i mierzenia
mocznika, W ostatnim przypad-
ku ureaze (w ilosci 0.3 cm.?) wle-
wa si¢ do bocznego naczynka B,
a badany rozczyn (3 cm.?) do
srodkowej czeéci naczynia H. W
tych razach srodkowego zagle-

Ryc. 3.— Zestawienia przyrzadu; ryc.
112 znajduja s‘iq wewnatrz termostatx'x. bienia E nie uzywa sie. Po uzy-
R, przyrzac_l. V}’ldOCZﬂY na ryc. 1, z wi-  gkanig rownowagi temperatury
docznym nizej zbiornikiem V; E - pod- | cisnienia w przyrzadzie, zawar-
stawka, ktéra mozina wstrzasaé w  tosé naczynka B wlewa si¢ do
%aszczyinie prostopadtej do rysunku.  naczynia H. Przyrzad laczy sie

anometr, widoczny na ryc. 5, jest z manometrem, wyobrazonym na
w podobny sposéb umieszczony w  ryc. 5. Polowa wielkosci rzeczy-

termostacie. wistej.

Catos¢ uktadu, to jest zbiornik stozkowaty (amputka boczna
jest zamknieta szklanym przytartym korkiem) i manometr
(ktérego kranik jest zamkniety tworzy przestrzen zupelnie za-

*) Manometry stozkowate najczesciej stosowane wyrabia na zamé-
wienie f-ma Rhéne-Poulenc w Paryzu.



288

BIOLOGJA LEKARSKA

mknig¢ta (Ryc. 5). Zbiornik stozkowaty zanurza sie¢ do termo-
statu tak, aby manometr pozostal na zewnatrz (Ryc. 3). Za-

|

H

o) |
q 1 |

i
ul
b_‘

Rye. 5—~Zbiornik do ba-
daf przemiany gazowej,
polaczony z manometrem
umieszczony na desecz-
ce. Zbiornik jest za-
nurzony do termostatu,
przyczem manometr znaj-
duje si¢ nazewnatrz ter-
mostatu. (Poréwnaj ryc.
3). Sruba w dolnej czes-
ci manometru stuzy do
regulowania poziomu pty-
nu w manometrze (okre-
§lenia s dokonywane
przy stalej objetosci i
zmiennem ci$nieniu, Wy-
soko§¢ manometru wyno-
st 300 mm.

zwyczaj wystarczy p6t godziny dla dopro-
wadzenia ci§nienia w manometrze dostanu
réwnowagi. Po ustaleniu parcia wylewa
si¢ ureaze¢ z bocznej ampulki do prze-
strzeni okraglej. Z ta chwila rozwija sie
reakcja, ktéra po poét godzinie nalezy
uwaza¢ za skonczong. Odczytuje sie
wowczas roznice wysokosci parcia. Roz-
nica parcia pomnozona przez objetosé
gazu w zbiorniku (objetoséé gazowa wie~
cej objeto$é¢ plynu, pomnozona przez
rozpuszczalno§é gazu w plynie), z uwzgle-
dnieniem poprawki cieptoty, daja obje-
tos¢ w mm?® sprowadzona do 0° i 760
mm parcia wydzielonego gazu. W jednej
serji badan, cieplota i objetos¢ plynu
w zbiorniku sa danemi ustalonemi
i pozwalaja na obliczenie tak zwa-
nej ,stalej zbiornika", ktéra pomnozona
przez réznice w parciu wykazuje obje-
to§¢ wytworzonego gazu. Wobec tego,
ze w przeciagu 30 minut zaréwno cie-
plota w termostacie jak i parcie baro-
metryczne moga ulagaé pewnym zmia-
nom, dla poré6wnania sporzadza si¢ drugi
aparat, ktérego zbiornik nie zawiara
mocznika, znajduje si¢ obok pierwszego
i stuzy jako termobarometr. Dla przy-
kladu podajemy, za Krebsem pro-
toku! doswiadczenia, umieszczony w ta-
blicy 3-ciej.

Wahania objetosci mierzy sie ze
$cisloécia do 2 mm® co przy catkowitej
objetosci, wynoszacej 200 mm® stanowi
§cisto§é z réznica do 1%. Bardzo nie-
wiele metod biologicznych, dajacychszyb-



BIOLOGJA LEKARSKA 289

kie wyniki jest bardziej scistych. Jezeli okresli¢é mocznik przy
pomocy metody xanthydrolowej, to nalezy zebraé, wysu-
szy¢ i zwazyé ze $cistoscia do 1% przesacz ogélnej wagi 3,5 mg,
co wprawdzie nie nasuwa trudnosci, lecz jest zabiegiem bardzo
delikatnym i wymaga posilkowania si¢ mikrowaga specjalnie
czula na 1/100-na mg. Z punktu widzenia manometrycznego
scislosé ta jest w przyblizeniu 10% w odniesieniu do ilo$ci mocz-
nika okolo 501, nie dajaca sie okresli¢ na drodze wagowej. Po-
siadamy wiec metode dostatecznie $cista dla celéw biologicznych,
gdzie inne metody nie daja wynikéw. Wrazliwos¢ meto-
dy mozna zwigkszaé niemal czterokrotnie, postugujac si¢ na-
czyniami bardzo malemi, ktérych liczba stala wynosi nie wigcej
jak 0,3. Mozna wowczas okresla¢ ilosci mocznika, wynoszace oko-
1o 10 7 i stwierdzaé nawet 1 7 mocznika. Wynika stad, ze meto-
dy manometryczne sa 10—100 razy czulsze od metod wagowych,
nawet przy uzyciu najbardziej czulych wag mikrometrycznych.
Metody te sa réwniez latwiejsze od mikrometod wagowych.

Okreslenie amoniaku zostalo uskutecznione wedlug P ar-
nasa (1924, 1926), przy pomocy przedestylowania i schwytania
amoniaku w rozczynie kwasnym. Male ilosci amoniaku (1do 10 ¥
tatwo mozna okresli¢ na drodze kolorymetrycznej, przy po-
mocy odczynnika Nesslera; wigksze ilosci mozna okresli¢ mia-
reczkowo. Wynika stad, Ze jedynie metody kolorymetryczne
moga rywalizowaé pod wzgledem czulosci z metodami mano-
metrycznemi.

Amoniak zostal wprowadzony do srodowiska pod postacia
1% -wego rozczynu, czyli 1,2 cm® — 1,8 rozczynu w 100 cm® ply-
nu fizjologicznego; koricowe stezenie wynosito wigc 120, wzgled-
nie 180 miligraméw amoniaku w litrze.

W wielu wypadkach ciekawe jest okreslenie nietylko two-
rzenia sie mocznika, lecz i nasilenia oddechu, t. j. ilosci pochlo-
nigtego tlenu i wydzielonego CO,. Pomiary te byly uskutecznione
wedlug metod Warburga. Nalezy podkresli¢, ze jezeli nate-
Zenie tworzenia si¢ mocznika jest znaczne, to, aby uzyskaé licz-
be CO, faktycznie utworzona podczas wydechu, nalezy od cat-
kowity liczby CO, odjaé¢ liczbe CO,, odpowiadajaca rozkla-
dowi dwuweglanow:

2HCO,NH, = CO(NH,). + 3H,0 + CO..
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Tak utworzone CO, moze byé w ilosci nieco wigkszej od
CO, wydechowego. Blad moze byé¢ duzy, jezeli bra¢ pod uwage,
ze cala ilosé CO, wydzielonego jest pochodzenia wydecho-
wego.

TABLICA 3.

Dzialanie ureazy na wiadomy rozczyn mocznika.

Szczegdélowy protokét przebiegu doswiadczenia (Krebs
i Henseleit 1932).

Cieplota 37,5°. Srodowisko gazowe: powietrze. Zbiornik
walcowo - stozkowy.

Naczynie 1 l Naczynie 2

Termobarometr ‘ Doswiadczenie
. S . ]
Gl6wna, owalnaf. | 3 cm® H,O 3cm?H,0--0,489mgmocznika
przestrzeﬁ{ .| 03 octanu pH =5,0 0,3 octanu, pH = 5,0

Boczna amputka . | 0,3 ureazy pH = 5,0 0,3 ureazy, pH = 5,0
| .

Objetosci
rozczynbw , 36 3.6
atmosfery ., . . 12,47
Stata naczynia dla

Cco,. . . .. 1,289

Réznice ciénienia | po poprawce

Brutto

po | termo-baromet.
10 min. mieszaniu ' —05 -+ 104 +104,5
20 " ] —25 + 144 +136,5
5 " ‘ —8,0 +132 4 140
CO, mocznika w
mmé, . . . . 1,289 X 140 = 180,5
Mocznik w mg . . 180,5 X 2,69 10-* = 0,487

Lepiej jest wyrazié wyniki otrzymane przy okreslaniu
przemiany wewnatrzkomoérkowej, przy pomocy prawidel poda-
nych przez Warburga i wielu innych autoréw (patrz ,,Meta-
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bolisme et fonctions des cellules”), w objetosciach gazowych
(sprowadzonych do 0° C. i 760 mm), podzielonych przez wage su-
chej tkanki oraz czas, wyrazony w godzinach; utrzymuje
si¢ tym sposobem godzinne natezenie przemiany materji w mm?®
na mg suchej substancji (lub cm® na gramy, lub litry na kg suchej
substanciji).

Przemiane mocznika wyraza si¢ w ilosci CO,, wydzielonego
w stosunku 1 drobiny CO, na 1 drobin¢ mocznika:

CO (NH.,)*® --2H - 2H,0 = NH, - CO,

Racjonalniej jest okresli¢ natezenie tworzenia si¢ moczni-
ka przy pomocy nastepujacego wzoru:

CO, mocznika w mm®

~ sucha substancja w mg X godziny

Liczby te sa proporcjonalne do liczby zniszczonych drobin
i bezposrednio moga byé poréwnane do natgzenia oddychania I,
lub tez do fermentacji Fco, lub Fy, liczby réwne oznaczaja je-
dnakowa ilo§é drobin tlenu, alkoholu, kwasu mlekowego lub
mocznika. Wiadomo, ze jedna drobina gazu odpowiada
22.412.000 mm®, poslugujac sie regula trzech, mozna okresli¢ ma-
se cial stalych, bioracych udzial w reakcji.

W przypadku z mocznikiem:

224 107
1 0o 2 — 3
mg mocznika 60 100 373 mm
1
1 mm?® CO, = 33— 2,67 10-* mg mocznika.

Szybkosé¢ znikania amoniaku mozna wyrazi¢ nastepujacym
wzorem:

mm® NH, (0°760)
sucha substancja w mg X godziny,

Ing, =
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biorac pod uwage, ze 21Nt odpowiadaja jednemu Iy, w przy.
padku gdy mocznik jest catkowicie utworzony kosztem amonia-
ku, zawartego w rozczynie. Stosunek wu, do Iu raz jest nizszy,
raz wyzszy od 2.

1V. Udowodnienie doswiadczalne teorji Krebsa i Henseleita

przy pomocy mikrometod manometrycznych.

1) Swoistoséé tworzenia sie mocznika w watrobie.

Jezeli wstrzasaé w ciagu dwoch godzin skrawki watroby
w wyzej opisanym rozczynie fizjologicznym, do ktérego dodano
120 mg NH? na litr, pod postacia NH,Cl, to amoniak z rozczynu
znika i powstaje mocznik.

Natezenie tworzenia si¢ mocznika jest zalezne od przy-
padkuy; I ; moze wynosi¢ od 1,2 do 6; srednia z 20 okresled wyno-
sifa 3,04. Przy powtarzaniu okresleri z réznemi cze¢sciami tej sa-
mej watroby, liczby sa bardzo rézne, zazwyczaj wyisze od przy-
puszczalnych bledéw doswiadczalnych. Oznacza to, e watroba
nie jest organem jednolitym, ze rézne czesci jej sa mniej lub wig-
cej czynne. Zaleznie od osobnikéw, spotyka si¢ watrobe mniej lub
wiecej bogata w zaczyny, zawierajaca wigksze lub mniejsze ilosci
rezerw, Ttlumaczy to wahania uzyskane przy badaniu watroby
réznych osobnikéw. Natezenie spada bardzo wyraZnie, jezeli
zwierze uprzednio byto glodzone w ciagu 24—48 godzin. W tablicy
4 podane sa wyniki doswiadczeri K r e b s a, dokonanych w warun-
kach bardzo podobnych. Przy sredniem natezeniu, wynoszacem dla
zwierzat normalnych 3,04, liczba ta spada do 1,58 dla zwierzat
{szczury) uprzednio glodzonych w przeciagu 24 godzin. Nie na-
lezy zapominaé, ze dla tych zwierzat okres 24 godzin odpowiada
okresowi 8 do 15 dni dla czlowieka. Przy [ y réwnem 3, ilo§¢ mo-
cznika na 1 mg suchej substancji i na godzine wynosi 87. Wynika
stad ze watroba szczura tworzy na godzing okolo 1% mocznika
w stosunku do swej wagi, a w ciagu doby !4 mocznika w stosun-
ku do swej wagi. Przemiana ta posiada te same cechy co fermen-
tacja mlekowa, okreslana anaerobioza (FL od 2 do 5) i nieco
stabsza od natezenia oddechowego (lo, od 7 do 15).
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TABLICA 4.

Wplyw stanu odkarmiana jednostki na tworzenie si¢ mocz-
nika. Skrawki tkanek sa umieszczone w rozczynie fizjologicznym
Krebsa, zawierajacym amoniak w stezeniu 120 mg/litr.

Pomiary Krebsai Henseleita, 1932

Zwierzeta karmione ‘ Glodzone 24 g. | Glodzone 48 g. '

Nr. " Iy Nr. f Iy | N 'y | N Iy

1| 119 | 1o 2,91 1 113 9 0.96
2 11,31 12 3,49 3 1,21 10 1.50
3 180 14 376 4 139 | 11 154
4 1,95 16 4,11 5 157 . 12 1.55
6 2,16 17 4,21 1 190 © 13 |, 218
8 2,55 19 5,98 8 223 14 2,62

Srednio: 3,04 : Sredniy: 1,58

Trzecia czes$é, a nawet czwarta, CO, utworzonego w czasie
wydechu, moze byé¢ przemieniona na mocznik; dalej zobaczymy,
7e mozna zwiekszy¢é natezenie tworzenia si¢ mocznika do takiego
stopnia, ze wicksza cze$é CO, wydechowego moze by¢ przemie-
niona, w miare tworzenia sie, na mocznik i wowczas Io,i Iy wyno-
sza od 10 do 22 (patrz tablice 16).

Jednoczesnie okreslenia ilosci ginacego amoniaku i powsta-
jacego mocznika wskazuja wyraznie na katalityczny charakter
tworzenia sie mocznika, przyczem wspoéfczynnik:

Gingce drobiny NH®* I
Tworzace sie drobiny mocznika Iv

jest zazwyczaj wiekszy od 2, co oznacza, ze watroba asymiluje
amoniak przy pomocy innych jeszcze odczynéw.

Tablica 5 wskazuje, ze po 48 godzinnem glodzeniu tworze-
nie sie mocznika zmniejsza sie, podczas gdy asymilacja amo-
niaku jest stata oraz, ze stosunek

Ing do 1. (123—1} zwieksza sie do 11,
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Odwrotny przypadek, gdzie stosunek jest mniejszy od 2,
jest latwiejszy do wyjasnienia: watroba zuzywa cze$é amoniaku
do dezaminacji swej wlasnej substancji.

TABLICA 5.

Tworzenie przez skrawki tkanek mocznika z amoniaku.

Pomiary Krebsa i Henseleita, 1932.

|
Nr. Sul‘):t.‘:g.cha | Stan osobnika Iy I Ing IIU
; e B o | NH?
i

1 | 1156 Karmiony 4,84 ! —11,4 = --2.38
2 | 1.20 — 5,84 —95 | —1,63
3 15,07 Glodzony 24 g. 223 ' — 524 | —218
4 ! 8,30 Glodzony 48 g. ! 098 | — 9.40 I —9,59

Duza ilosé cial azotowych nie wplywa na szybkosé¢ tworze-
nia sie¢ mocznika; dotyczy to wiekszosci kwaséw organicznych:
kwasu mréwkowego, mastowego, walerjanowego, bursztynowego,
malonowego i cytrynowego, wielowartosciowych alkoholéw, jak
gliceryna, cukréw niepodlegajacych fermentacji, jak sorboza.

Cukry podlegajace fermentaciji, jak glikoza i lewuloza oraz
ich pierwsze produkty fermentacji: laktat, pyrogronian, zwie-
kszaja sile tworzenia si¢ mocznika z 25 do 75%0; zwigkszenie
wystepuje zawsze przy stosowaniu komérek zwierzat zabitych
po 24 lub 48 godzinnem glodzeniu, posiadajacych zapasy gliko-
genu; moze ono nie wystepowaé w komérkach zwierzat odzy-
wianych normalnie. Jest to powszechna ,,inanicja komérkowa",
nie bedaca cecha swoista ani komérki watrobowej, ani tworze-
nia sie mocznika. Przemiana komérkowa zalezy wogéle od ste-
senia drobin odzywczych w danem s$rodowisku oraz od odzyw-
czych zapaséw swoistych dla kazdej komorki. Lewuloza i py-
rogronian naogol zwiekszaja bardziej Iu niz glikoza i mleczan,
aczkolwiek fakt powyzszy nie jest staly i zupelnie pewny.

Najwazniejsze doswiadczenia byly dokonane z tkankami
szczura; do$wiadczenia te byly powtérzone z tkankami krélika
i kota, a uzyskane wyniki byly zbiezne.
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Do badania poszczegélnych tkanek bardzo nadaja si¢ meto-
dy manometryczne: nerka, sledziona, miesien, mozg, jadra, biale
cialka krwi, czerwone ciatka krwi, szpik kostny, pluca, gruczoty
podszczekowe, trzustka, sluzéwka jelit, grasica, siatkowka, tozy-
sko, kosmowka, nie tworza mocznika w ilosci wymiernej. Wyzej
stwierdzilismy, Ze watroba wytwarza okolo 107 mocznika z 1 mg
suchej substancji na godzine; przy uzyciu 10 mg tkanki i obser-
wacji dwugodzinnej, tworzy si¢ 2007 mocznika. Przy pomocy me-
tod manometrycznych mozna wykryé i stwierdzi¢ 27 mocznika
Mozna wiec powiedzieé, Zze wyzej wyliczone tkanki w jednako-
wych warunkach tworza conajmniej 100 razy mniej mocznika niz
watroba.

Tworzenie sie mocznika zalezy w zupelnosci od nienaru-
szalnosci i calosci komorek watrobowych; miazga z tkanki watro-
bowej nie posiada wlasnosci tworzenia mocznika. Z tej tez racji
maszynki do miazdzenia, typu Lata pie nie sa wskazane i nie
nalezy ich uzywaé przy badaniu przemiany wewnatrz komorko-
wej. Skrawek tkanki i miazga tkankowa sa dwiema rzeczami zu-
pelnie odmiennemi.

Tworzenie mocznika jest wlasnoscia swoista komérek wa-
trobowych ssakéw, zwigzana z budowa komérki.

2) Wtiasnosci i repartycja arginazy.

Arginaze wykryli w roku 1904 Kossel i Dakin w wa-
trobie ssakéw. Ferment ten nie jest zwiazany z budowa komorko-
wa. Miazga komérek watrobowych przemienia arginine w ornityne
na réwni ze skrawkami.

Wedtug Edlbachera, ktéry duzo na ten temat praco-
wal, arginaze przygotowuje si¢ w nastepujacy sposéb: cielecg wa-
trobe rozciera si¢ i miesza z krzemionka w ilosci dostatecznej dla
utworzenia migkkiego ciasta i mase te poddaje sie dzialaniu pra-
syBuchnera, przy ucisku dochodzacym do 300 atmosfer. Wy-
ciekajacy jasny plyn chwyta si¢ do 10-krotnie wickszej objeto-
$ciowo ilosci acetonu, przy cigglem poruszaniu. Tworzacy sie osad
przemywa si¢ szybko trzy razy acetonem, paczem suszy w prézni
nad kwasem siarkowym. W ten sposéb otrzymuje si¢ proszek,
ktory mozna przechowywaé w ciggu wielu miesiecy. Dla utrzy-
mania rozczynu arginazy, miesza si¢ 1 g powyzszego proszku
ze 100 cm® wody, pozostawia na 12 godzin pod warstwa toluenu
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w termostacie przy 38° C., dla przetrawienia, poczem zlewa si¢
i przesacza. W ten sposéb otrzymany zaczyn komérkowy, ktérego
przygotowanie nie natrafia na duze trudnosci, moze by¢ przecho-
wywany. Zaznaczymy jednak, ze glicerynowe wyciagi watroby sa
réwnie czynne *}.

W slad za podstawowemi pracami Kosselai Dakina,
prace z arginaza zostaly powtérzone przez Huntera
iDauphinee w Anglji, Clementi we Wloszechi Edlba-
chera i jego uczniéw, w Niemczech. Ten ostatni autor wraz ze
swemi uczniami okreslit ilosé¢ arginazy w réznych organach zwie-
rzat ssacych i ptakéw. Tablica 6 zawiera powyisze dane, prze-
liczone przez Krebsa na Iy, tak Zze mozna je poréwnaé z inne-
mi danemi, zamieszczonemi w tej pracy. Z tablicy powyiszej
wynika, ze jedynie watroba ssakéw zawiera duza ilos¢ arginazy;
watroba ptakéw, prawie ze jej nie zawiera; z innych organéw, za-
ledwie nerka i jadra zawieraja male jej ilosci. Wigkszosé gruczo-
16w, tkanek miesniowych nie zawiera arginazy.

TABLICA 6.

Natezenie tworzenia sie mocznika z argininy (dzialanie argi-
nazy} w roznych tkankach.

Pomiary Edlbachera i wspolpracownikéw, przeliczo-
ne przez Krebsa i Henseleita, 1932.

| P % | :
Nemd S e Ry
throba} Kot | 2600 , Sledziona ‘ Szczur 0
. Swinka morska’ 4000 | Jajnik X { " 0
 Mysz | 4400 | Tarczyca i " 0
| Szczur ; 2000 ' Trzustka . )
Kogut | 3 ' Serce | " | 0
Nerka | Szczur ‘ 67 . Krew “ 0
Kogut 36 Migsien Swinka morska| 0
] Swinka morskai 34 . Tkanka rako- b
Jadro | Szczur 6 wata Mysz 0
{ Kogut 13 } |
| |

*) Odnosne wyciagi glicerynowe z watroby oraz innych organéw dla
celéw doswiadczalnych i opoterapeutycznych przygotowuja w Polsce Przem
Handl. Zak!. Chem. Ludwik Spiess i Syn. (Przyp. red.).
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Wydzielanie mocznika jest wlasnoscia swoista, wylacznie
zwierzat ziemnych: sauropsidea, bedace poczesci ptakami, pocze-
éci za§ stworzeniami wodnemi, wydzielaja moczany, o ile
nie wydzielaja soli amonowych, jak aligator. Bezkregowce
wodne zaréwno morskie jak i stodkowodne wydzielaja bardzo
malo lub nawet nie wydzielaja mocznika; u bezkregowcéw wo-
dnych, na wyzszym szczeblu organizacji, przewaza wydzielanie
amoniakalne, spostrzega si¢ to zwlaszcza u glowonogow, skoru-
piakéw i pijawek (Delaunay, 1927). Natomiast u mieczakow
ziemnych i u slimakéw, a zwlaszcza u slimakéw nagich, spotyka
sig silnie zaznaczone wydzielanie mocznika; slimak nagi 70% swe-
go azotu wydziela pod postacia mocznika, tak jak to spotyka sie
u ssakéw {(Delaunay, 1925). Niezmiernie ciekawe jest zesta-
wienie spostrzezeni dotyczacych mocznika, z faktami dotyczacemi
arginazy. Clementi,HuntneriDauphinee, nie znalezli
arginazy u bezkregowych morskich (kraby i rozgwiazdy), nato-
miast Clementi stwierdzil obecnos$é arginazy u slimaka. Po-
wyzsze dane fragmentaryczne nie przecza pojeciu ureogenezy,
zwiazanej z obecnoscia arginazy. Drobna czastka mocznika, jaka
stwierdza sie zawsze u bezkregowych morskich moze pochodzi¢
z innego zrédta. Od czasu prac Lohmannai Meyerhofa
(1927) wiadomo, ze arginina jest bardzo rozpowszechniona u bez-
kregowych, gdzie znajduje si¢ pod postacia kwasu argininowo-
fosforowego (patrz w tej sprawie u Meyerhofa, 1932), i pod
ta postacia odgrywa ona powazna role w skurczu mie$niowym.

W roslinach mocznik spotyka si¢ w wielu odmianach.
W pierwszym rzedzie znajduje si¢ on w grzybach, gdzie moze
dochodzié, jak np. w grupie licoperdaceae, do 10% wagi suchej
substancji (BambergeriLandsiedl, 1903, 1906, Gaze,
1903, Goris, Mascré, 1908, 1911). Fosse stwierdzil obec-
nosé mocznika w wielu nasionach (1912, 1913). I w an o w podat
ostatnio szereg odnosnych spostrzezen (1923), potwierdzonych
przez Gorisai Costy (1922).

Arginaza znajduje si¢ réwniez w wielu roslinach. Shiga
odkryl ja w roku 1904, Kiesel (1911, 1922} opublikowal mono-
grafje, poswigcong argininie i arginazie w roslinach. Mozliwe
wigc, ze podany przez K r e b s a mechanizm tworzenia si¢ mocz-
nika u ssakéw jest taki sam i u roslin; zagadnieniem fizjologji ko-
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morkowej jest wykazanie zbieznosci i wspolnoty mechanizmow
u réznych istot zywych.

3°.  Swoisto$¢ amoniaku, ciala moczniko-twérczego.

R. Fosse stwierdzil, ze raptowne utlenienie na zimno,
a nawet i na goraco, przy pomocy nadmanganianu potasu w pro-
szku, rozpuszczajacego duzg ilo§é zwyklych drobin organicznych,
jak: glikoze, gliceryng, alkohol metylowy, alkohol etylowy, fenol,
aldehyd mréwkowy, w obecnosci soli amoniakalnej ma wlasnosé
tworzenia mocznika w ilosciach zaleznych od danego ciala, lecz
zazwyczaj w duzych ilosciach. Z powyiszego F oss e wyprowa-
dza wniosek, ze ,zjawisko oksydacji jest tworzywem syntezy".
Nalezy podkresli¢ tatwosé z jaka mozna uzyska¢ mocznik in vitro
przez utlenienie réznych cial, z posréd ktérych najbardziej czyn-
nem jest aldehyd mréwkowy. Nie trzeba jednak zapomina¢, ze
u istot zywych, mechanizm syntezy jest bardziej okreslony i bar-
dziej szczegétowy niz raptowne utlenienie.

Za zwiastunéw tworzenia sie mocznika w ustroju uwazano
dwa ciala: cyjanian amonowy NH, . OCN i karbaminian amonu.
0=C < O.NH,NH, Hipoteza cyjanianu amonowego byla przed-
stawiona w sposéb wylacznie spekulatywny przez Dumasa
iCahoursa wr.1832; Salkowski wr.1877iHoppe
Seyler w1881 r. wznowili powyzsza hipoteze. Hofmeister
(1896) daremnie szukal kwasu cyjanowego w miazdze watrobo-
wej. Kwas cyjanowy do$wiadczalnie dodany do watroby, byl
znaleziony nienaruszony przy koficu do$wiadczenia, z czego wy-
nika, ze watroba nie posiada wlasnosci przemieniania i tworze-
nia cyjanu. Nicloux i Welter szukali w roku 1922 kwasu cy-
janowego we krwi, przy pomocy metod niezmiernie czulych i nie
stwierdzili jego obecnosci. Obecnie biochemicy, prawie jedno-
slosnie stwierdzaja, Ze cyjanian amonowy nie gra roli w tworze-
niu mocznika lub innych cial azotowych ustroju. Hipoteza kwasu
karbaminowego CO.HNH,, zostala podana przez Drech-
sela (1880} i potwierdzona przez licznych autoréw, bez do-
statecznego jej udowodnienia.

Krebsi Henseleit wznowili, postugujac sie swa ele-
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gancka i szybka metoda, zagadnienie pochodzenia mocznika
i stwierdzili, ze z cyjankéw nie mozna wyprowadzi¢ mocznika.
Przy probie badania komérek watroby zanurzonych w rozczynie
fizjologicznym mleczanu, ornityny i soli amoniakalnych, w érodo-
wisku fosforowem, wytwarzanie si¢ mocznika jest niezmiernie
slabe, w zwiazku z niewielka iloscia dwuweglanu sodu, zawarte-
go w danem s$rodowisku. Dodanie cyjanku amonu nie zwigksza
ilosci wytwarzajacego si¢ mocznika; natomiast po dodaniu dwu-
weglanu sodu ilo§é mocznika zwigksza sie trzykrotnie. Wyni-
ka stad, ze watroba wytwarza mocznik kosztem dwuweglanu
amonu, a nie kosztem cyjanku amonu. Jako zrédlo azotu byt
uzywany karbamid amonu: zachowuje si¢ on jak dwuweglan amo-
ru, gdyz pod wplywem cieploty, pH i odnosnego cisnienia CO,
wystepujacego podczas doswiadczenia, karbamid amonu prze-
mienia sie na dwuweglan amonu.

Wyprébowano réwniez szereg innych cial, w srodowisku po-
zbawionem soli amoniakalnych, z mysla zuzycia ich jako Zrédia
azotu dla mocznika; metylamina CH,NH,, cyjanamid CN.NH,,
dwucyjanamid (CN.NH,), dwucyjandwuamidyna (CN.NH,OH)-.
Wszystkie te ciala nie sa w stanie wytworzyé mocznik, a raczej
mocznik tworzy si¢ wolno, conajmniej sto razy wolniej niz przy
uzyciu dwuweglanu amonu.

Kwasy amonowe wytwarzaja mocznik daleko wolniej niz
dwuweglan amonu. Przy jednoczesnem uzyciu ich z dwuwegla-
nem amonu nie wykazuja zadnego dzialania, za wyjatkiem orni-
tyny, argininy, cytruliny, o ktérych wyzej wspominalismy. Do-
tychczas badano nastepujace kwasy aminowe i aminy: glicyna,
alanina, walina, leucyna, dwucysteina, asparagina, kwas aspa-
raginowy, kwas glutaminowy, fenyloalanina, tyrozyna, putrescy-
na, kadaweryna, lizyna, kreatyna, guanidyna, cholina, tryptofan,
histydyna. W spisie tym uderza homologiczny zwiazek ornityny;
lizyna, ktéra rézni sig tylko tem od poprzedniego zwiazku, ze dro-
bina jej zawiera o jedna grupe CH, wiecej. Kreatynina jest pra-
wie homologicznym zwiazkiem do argininy. Z powyzszego wy-
nika, swoisto$é soli amoniakalnych jako Zrédla azotu oraz swoi-
stosé katalityczna ukladu ornityny, cytruliny i argininy. Ponizej
przytoczymy kilka szczegoléw doswiadczalnych, dotyczacych te-
go zagadnienia.
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TABLICA 1.

Tworzenie si¢ mocznika przy pomocy skrawkéw watrobo-
wych, bez obecnosci amoniaku, z dodaniem oraz bez ornityny.
(KrebsiHenseleit, 1932).

Nr. Bez ornityny oin%t/;lx:;
,
1 0.12 0.45
3 0,20 0.60
4 0,26 0.34

4) Katalityczne dzialanie ornityny.

Zastuge odkrycia dzialania katalitycznego ornityny, beda-
cego podstawa teorji, nalezy przypisaé Krebsowi i Hense-
leitowi. Wyzej widzielismy, ze duza ilos¢ cial, zar6wno azo-
towych jak i nieazotowych, posiadajacych jakoby wlasnosé¢ wply-
wania na tworzenie sie mocznika, wlasnosci tych w rzeczywistosci
nie posiada. Heksozy fermentacyjne oraz produkty ich kwasnego
zdwojenia posiadaja wplyw bardzo staby. Natomiast dzialanie
ornityny jest wyrazne. Dzialanie to mozna podzieli¢ na 6 pun-
ktow:

a) dodanie ornityny, bez amoniaku, zwigksza nieznacznie
tworzenie sie mocznika;

b) dodanie ornityny do srodowiska posiadajacego amoniak,
bez innej drobiny organicznej, zwig¢ksza prawie dwukrotnie
ilos¢ wytworzonego mocznika;

c) dodanie ornityny do srodowiska, zawierajacego gli-
koze, lewuloze, potraja ilo§¢ wytworzonego mocznika;

d) najwieksza ilos¢ mocznika wystepuje w obecnosci mle-
czanu, niezaleznie od poprzedniego stanu odzywiania sie oso-
bnika;

e) najwieksza ilosé mocznika jest niezalezna, w ogélnych
zarysach, od ilosci dodanej ornityny, przyczem ilosé¢ drobin mocz-
nika, wytworzonego z czasem wzrasta w stosunku do ilosci drobin
ornityny, zawartej w srodowisku.
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TABLICA 8.

Tworzenie mocznika przez skrawki watroby, w obecnosci 120
lub 180 mg NH; na litr, z ornityna lub bez niej (Krebs i Hen-
seleit, 1932).

IU
Nr, ' Stan osobnika T Stezenie ornityny
L L0 vefit | 2enir

2 5 Karmiony 2,16 lI 6,18 ‘

4 | " 200 149

7 . 598 | 6.89

8 | Glodzony 24 godz. 1,27 1 3,31

10 ; " " " \ 1:64 l ! 7.37
12 | . 48 0.96 | 548

14 W wow { 2,62 & 517 |

f) bilans azotu doswiadczalnego wykazuje, ze prawie cal-
kowita ilo§é azotu mocznika jest pobrana z amoniaku zawar-
tego w rozczynie; ornityna natomiast znajduje sig, przy korcu do-
$wiadczenia, w ilosci niezmienionej, ze $cistoscia prawie do 2%.

Wynika stad, Ze scisle rozumowania zostaly potwierdzone
na drodze doswiadczalnej. Kilka cyfr stwierdza powyisze rozu-
mowanie:

a) tablica 7 wykazuje, ze bez dodania amoniaku tworzenie
si¢ mocznika, w wartosciach absolutnych, jest bardzo stabe; po
dodaniu 1 g ornityny na litr, ilo§¢ mocznika wybitnie zwigksza
sig, chociaz jest mniejsza od ilosci absolutnej;

b) tablica 8 wykazuje natomiast, ze dodanie ornityny w ilo-
$ci 1—2 ¢ na litr, w obecnosci amoniaku, zwieksza I, ktorego
warto$é dochodzi do 5—7, niezaleznie od tego w jakim stanie
znajduje sig osobnik, to jest czy jest karmiony, czy glodzony;

c) tablica 9 wykazuje rézine wartosci I; w obecnosci ornity-
ny, amoniaku i jednego z czterech nastgpujacych cial: mleczanu,
glikozy, lewulozy i pyrogronianu. Z tablicy wynika, ze najwig-
ksze dzialanie wystepuje w obecnosci mleczanu;

d) tablica 10 wskazuje na stala I;; w obecnosci mleczanu,
amoniaku i ornityny, w réznych stezeniach i dla zwierzat glodzo-
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nych lub karmionych. Ciekawe jest zestawienie liczb stalych
tej tablicy z odnosnemi liczbami tablicy. Réznice sa wyni-
kiem nietyle btedéw technicznych, ile réinorodnosci materja-
tu fizjologicznego. Jezeli komérka otrzymuje nadmiar pozywki
i katalizatora, jak to wykazuje tablica 9-ta, to liczby odchylaja
sie i réznica wynosi przecigtnie okolo 12%.

TABLICA 9.

Tworzenie sie mocznika w obecnosci amoniaku, ornityny
i jednego z czterech cial: mleczanu, glikozy, fruktozy i pyro-
gronianu, (190 mg/l. amoniaku, 100 mg/l. ornityny) (Krebs
i Henseleit, 1932).

Bez dodania Mleczan l Glikoza t Fruktoza | Pyrogronian
trzeciego ciala 2 g/l l 2 g./L | 2 g./L ‘ 2 g/l
R —— e L
I 482 | 1476 | 558 | o2 }
2,86 I 11,23 ; ; 9.04
TABLICA 10.

Tworzenie si¢ mocznika w obecnosci amoniaku, ornityny
i mleczanu ( 2 g/l. mleczanu, 0,12 lub 0,18 ¢/l. amoniaku).
Tkanki osobnikéw normalnych lub giodzonych.

Osobniki glodzone i Osobniki normalne
e — ] ‘ : - _
[o$¢ ornityn ! Tlo$¢ ornityny:
Nr. gL yny Iy 1 Nr., [ gL, Y yﬁ Iy
- = L o
1 : 0.1 I 8,53 T— 1 i 0.1 11,23
2 ! 0,1 ; 14.76 : 2 i 0,1 11,36
3 o1 ;95 | 3 | 20 I 8.25
4 o1 | e 4 | 20 | 98
5 o1 -~ 118 | 5 2,0 1165
érednia 10,84 i i érednia 10,37
. \
. |

e) tablica 11 wskazuje, zZe ornityna dziala dopiero w steze-
niu 5 mg/litr. Najwiecksze jej dziatanie jest przy stezeniu 20
mg/litr, Wynosi to 60 g ornityny na 10 mg suchej tkanki, czyli
1/500 cze$¢ wagowa masy komoérek ,katalizowanych”,



BIOLOGJA LEKARSKA 303

Z tablicy 12-ej mozna wyrobié sobie pojecie o ,efekcie ka-
talitycznym" ornityny w matych dawkach, w obecnosci mleczanu.
Ilo$é mocznika tworzonego w nadmiarze, w odniesieniu do zwy-
kiej ilosci ornityny, zwigksza si¢ nieskoriczenie z biegiem czasu.

f) Bilans azotowy podczas odczynu wykazuje lepiej role
katalityczna ornityny niz pomiary kinetyczne.

Tablica 13 wykazuje wyniki w wartosciach absolutnych,
dwdéch pomiaréw, gdzie sg wykazane:

1) Ilo$é amoniaku, ktéra zginela, obliczona w mm?® substan-
cji gazowej;

2) ilo§é¢ utworzonego mocznika, obliczona w mm® wytwo-
rzonego CO,.

1 mm® CO, mocznika, odpowiada 2 mm®* NH, rozczynu.

TABLICA 11.

Dzialanie ornityny na tworzeniu si¢ mocznika, w obecnosci
mleczanu. Rézne stezenia ornityny przy 2 g/litr mleczanu
{(KrebsiHenseleit, 1932).

Ilo$é ornityny l 1
mg./1. i U
—— b
0 | 398
5 {517
20 | 811
80 8,05
320 | 10,70
TABLICA 12.

Katalityczne dzialanie malych ilosci ornityny (Krebs
iHenseleit, 1932),

Catkowita |
Watroba | Ornpityna Objetosé Czas ilogé utwo- | Nadmiar Moczaik
Nr. mg. mg./l. plynu w minutach | rzonego mocznika —Om—
mocznika
i i
| a9 ( 0 0 120 | 112 i
479 | 10 30 | 120 | 500 | 388 7.6
2 | 389 0 0 10 | 240 411 |
L 389 10 1,0 | 240 | 828 { 41,7 245
3 1322 o 10 | 30 | 612 |
2| w0 1,0 ; 00 | 1128 | st6 | 304
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3) Okreslenie ilosciowe azotu pochodzenia aminowego zawar-
tego w rozczynie, to jest okreslenie ornityny w rozczynie. Ornity-
na byla okreslana ilosciowo przy pomocy reakcji z kwasem
azotowym, przy wydzielaniu azotu. 90% azotu reagowalo
w tych warunkach. Réwnanie odczynu nie odgrywa w tych
razach roli, gdyz chodzi jedynie o poréwnanie réznic miedzy
liczbami bardzo zblizonemi. Réznice te sa ponizej 2%o.

Z caloksztaltu danych liczbowych wynika, Ze ornityna od-
grywa gléwna role katalityczna w tworzeniu si¢ mocznika. Argi-
naza moze jedynie zastapié ornityn¢ w tej czynnosci. Arginina
w zetknieciu z komérkami watrobowemi tworzy natychmiast orni-
tyne. Twierdzeniom powyzszym mozna zarzucié¢, ze in vivo ko-
moérki zachowuja sie odmiennie niz in vitro. By¢é moze, Ze zmie-
niaja sie one catkowicie, tak Ze nawet zmieniaja swe czynnosci
z chwila, kiedy sa zdala od ustroju. Dopéki wyniki doswiadczal-
ne bardziej dokladne nie potwierdza tych zarzutéw, nalezy uwa-
2aé, ze jednakowo zachowuje si¢ komérka w ustroju zywym i ko-
mérka w naczyniu manometrycznem, gdzie zdradza tajemnice
swego mechanizmu.

TABLICA 13.

Bilans azotu podczas tworzenia si¢ mocznika w obecnosci
duzego nadmiaru ornityny.

Wielkosci sa wyrazone w mm®. W zalozeniu grupa aminowa

amino - kwaséw wynosi 22,4 na drobine (Krebs i Hen-
seleit. 1932).

I W Bxlans amoniaku ' Bilans mocznika Bilans aminowy
a' —— SOV U,

itroba w rozczynie | w rozczynie ;v rozczynie

l mg. przed | po |mniej \przed po wigcej }przed po |mniej

1
1 0932|365 | 783 | 287 | 0 | 1432 | 1432 ' 1879 \ 1849 | 30
2 88| 365 799 | 285 | O | 1386 | 1386 ' 1879 j 1842 | 31

5) Dzialanie cytruliny.
Cytrulina zostala wynaleziona w roku 1914 przez japonczy-
kéw Y. Koga i S.Odake w cytrynie (Citrullus vulgaris).
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Skiad cytruliny zostal ostatecznie ustalony przy pomocy syn-
tezy M. Wada w r. 1930. Jest to kwas 2 amino 2 moczowo-
walerjanowy

COOH . CHNH,.CH, CH,.CH,.NH.CO.NH..

Cialo to zajmuje miejsce posrednie miedzy ornityna,
ktora jest kwasem @ -amino-2 - amino-walerjanowym i arginina,
ktéra jest kwasem «-amino-9 - guanidyno-walerjanowym. Ciato
to powstaje w sposéb naturalny podczas gnicia argininy, na czem
Ackermann oparl jej przygotowanie. Postugujac sie probka
cytruliny, przygotowanej biochemicznie przez Ackermann a,
Krebsi Henseleit udowodnili posrednia role tego zwiaz-
ku w tworzeniu si¢ mocznika w watrobie.

Dla odegrania przez cytruling posredniej roli w tworzeniu sie
mocznika niezbedne sa dwa nastepujace warunki:

a) aby cytrulina, w obecnosci NH; i mleczanu szybciej prze-
twarzala mocznik niz ornityna;

b) aby mocznik, utworzony przy pomocy cytruliny, utworzyt
si¢ w polowie z amoniaku rozczynu i w polowie z samej cytruliny
w mysl wzoru (3).

TABLICA 14.

Tworzenie si¢ mocznika w obecnosci ornityny lub cytruliny.
W obydwoéch przypadkach srodowisko zawiera 2 gramy/litr
mleczanu i 120 mg/litr amoniaku Krebsi Henseleit 1932).

Iu
SRODOWISKO - )
I Dos$w, | II Dcéw.
Bez dodatku . . . . . . . . .. .. 1,94 4,45
2 g/l omityny . . . . . . . ... .. 9,82 8,85
2 gl cytruliny. . . . . . . . . ... 12,78 10,90
2 g 1 cytruliny bez amoniaku. . . . . 0 |

Rozpatrzymy warunki, w jakich obydwa doswiadczenia
przebiegaly:

a) tablica 14 wykazuje dwa doswiadczenia, w ktorych jest
podane Iy skrawkéw watrobowych bez katalizatora, w obecnosci
ornityny, w obecnosci cytruliny bez amoniaku lub z amoniakiem.
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Srodowisko zawiera 2 g/litr mleczanu i 120 mg/litr amoniaku.
W warunkach opfimum cytrulina tworzy o 25 do 30 wiecej
mocznika nizZ ornityna w tych samych warunkach;

b) przy tworzeniu bilansu mocznika i amoniaku, odnosne cy-
fry wykazuje tablica 15. Przy braku katalizatora, pod wplywem
watroby ubywa daleko wigcej amoniaku od ilosci potrzebnej dla
utworzenia mocznika. W obecnosci ornityny ilo§é utworzonego
mocznika jest wieksza i tworzy si¢ czesciej (10%) kosztem sub-

stancji watroby. Wspélczynnikiﬁf’?fk,_. jest nieco nizszy od 2.

mocznik

W obecnosci cytruliny wspélczynnik ten zbliza sie do
1 :1,38. W miarg¢ oddzialywania cytruliny i oddawania amoniaku
przemienia sie ona w ornityne, tak ze w ostatecznosci posiadamy
dwie kategorje odczynéw:

a) odczyny (2) i (3) kosztem dodanej cytruliny, ktére wy-
stepuja daleko szybciej i

b) sume odczynéw (1), (2) i (3) kosztem ornityny, utworzo-
nej i ornityny, ktéra powstaje w miare przeistaczania sie¢ w cy-
truline.

Z trzech nastepujacych po sobie odczynéw teoretycznych,
pierwszy wystepuje najwolniej i reguluje szybkos¢ zjawiska;
drugi odczyn przebiega szybciej, natomiast trzeci odczyn prze-
biega z szybkoscia 10-krotnie wigksza od poprzednich. Dwa
pierwsze odczyny sa zwiazane z budowa komérki, a nawet, jak to
dalej zobaczymy, z jej oddechaniem. Trzeci odczyn jest zaleiny
od rozpuszczalnego fermentu, daleko silniejszego od innych.

TABLICA 15.

Bilans azotowy tworzenia si¢ mocznika w obecnosci ornityny
i cytruliny.
(Krebsi Henseleit, 1932).

Czas . ..
. .| Nad M
Watrobal 1 cm 3 érodowiska z 2 mg. mleczanu [trwania| "8CF0r | Odd) | NH?

mg. oraz :“:'c’{‘ w mm? | w mm?® [Mocznik

i
|

568 | 042mg NH® . . . . . . . . . 90 35,0 1147 | 3.26
6,21 | 2 mg ornityny + 0,12 mg NH®* . .| 90 79.4 1440 | 1,81
5.96 | 2 mg cytruliny + 0.12 mg NH* . .| 90 | 97,4 | 1343 | 1,38
2,78 | 2 mg cytruliny . . . . . . . .| 90 0
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6) Fizjologiczne warunki tworzenia si¢ mocznika.

Teorja Krebsa i Henseleita, potwierdzona duza ilo-
$cia waznych spostrzezeri doswiadczalnych, jest teorja wylacz-
nie empiryczna, nie bioraca pod uwage zagadniert termodyna-
micznych. Synteza mocznika jest zasadniczo endotermiczna.
Z poséréd trzech proponowanych odczynéw, pierwszy, a byé mo-
ze i drugi, przebiega lacznie z pochlanianiem energji. Trzeci
odczyn jest egzotermiczny i spontaniczny. Opierajac si¢ na ro-
zumowaniu termodynamicznem, nalezy przyjaé pewnego rodza-
ju ,polaczenie” migdzy pierwszym odczynem, a byé moze i od-
czynem drugim, i jednym lub wieloma odczynami egzotermicz-
nemi. Autorzy nie zajmowali si¢ zagadnieniem rodzaju tego po-
laczenia. Stwierdzili oni, ze synteza mocznika laczyla si¢ z na-
tezeniem oddechu, lecz ze stan odwrotny nie byl rzeczywisty.
Wynika stad, ze polacznie to musi by¢ bardzo luZne. Przypomi-
na to zwykle ,,palenie”, oddech odgrywa role konieczna jednost-
ki energietycznej, tak jak spalanie gazu swietlnego wywoluje we-
wnatrz szklanego balonu odczyny endotermiczne; szybkos¢ spa-
lania gazu jest niezalezna od szybkosci odczynéw, ktére przebie-
gaja wewnatrz balonu; odwrotny stosunek jest niemozliwy; zwol-
nienie przyptywu jednostek cieplnych zwalnia odczyny endo-
termiczne, ktére maja miejsce wewnatrz balonu. Cos podobnego
cdbywa si¢ i w ustroju. Przez oddychanie nast¢puje ogrzanie ko-
morki i tym sposobem stwarza sig srodowisko podatne do po-
wstania syntez endotermicznych. W innej pracy wykazalem te
niezmierna energje, jaka zostaje wyzwolona dzieki oddechowi ko-
mérkowemu. Przerachujmy jeszcze raz, postugujac si¢ danemi
Krebsa. Wedlug tego autora dane cyfrowe dla komérek wa-
trobowych, w obecnosci mleczanéw, wynosza lo, = 22,4; wynika
stad, ze na kg suchej substancji w ciggu godziny, komorki zu-
zywaja 22 litry tlenu, czyli 1 drobine, ktéra spala trzecia czesé
drobiny kwasu mlekowego, czyli 30 g.

30, + CH,CH,0HCOOH = 3CO, - 3H-0,
liczac na 1 g 3,6 duze kalorje (Meyerhof 1932, str. 243)

wynika: 30 X 3,6 = 108 kaloryj na godzine.
Maly palnik Bunsena zuzywa 100 litréw gazu na godzi-
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ng. Przy sredniej 4 kaloryj na litr, wynika, ze palnik wytwarza
400 kaloryj na godz., czyli nie wiecej niz 4 kg suchej watroby lub
20 kg swiezej watroby. Sa to cylry znaczne, ktére odnosza sig do
$redniej wydajnosci cieplnej; w rzeczywistosci zjawisko oddecho-
we nie przebiega w calej komérce, gdyz zawiera ona tylko pewne
specjalne punkty, $cisle okreslone, punkty, znajdujace si¢ na
powierzchni komérki, jak to wykazal O. Warburg w swych
badaniach nad zaczynem oddechowym. Uwazajac mase komorki,
bioracej udzial w oddychaniu, za réwna dziesiatej czesci masy
suchej, czynimy zapewne duzy blad. Przyjmujac za podsta-
we 100 g masy katalitycznej dla 30 g¢ kwasu mlekowego na godzine,
warunki liczbowe przeolbrzymiamy, gdyz nie ulega watpliwosci,
2e drobiny kwasu mlekowego szybko zastepuja si¢ na plaszczy-
znach katalizujacych. Nalezy bra¢ pod uwage réwniez bezposred-
nie otoczenie, ktére pozwala innym drobinom, jak np. moczni-
kowi, na tworzenie sie endotermiczne. Wedlug tych przy-
puszczeni 108 kaloryj odpowiada 100 g¢ mocznika. Poréwnajmy
z kawalkiem antracytu, palacego sie w ciagu 8 godzin i wy-
dzielajacego 8640 kaloryj na 1 kg, to jest palacego si¢ przy sla-
bym doplywie powietrza, jak to ma miejsce pod kotlami ogrze-
wania centralnego. W paleniskach tych wegiel nie pali sie plo-
mieniem, lecz nagrzewa si¢ do barwy ciemno-czerwonej. 100 g
antracytu, w ten sposéb spalajacego sie¢, wytwarza scisle 108
kaloryj na godzine, przyczem spala si¢ w ciagu godziny 12,5 ¢
antracytu.

TABLICA 16.

Oddech komérkowy nie zwicksza si¢ z chwily, gdy zwigk-
sza si¢ tworzenie mocznika (KrebsiHenseleit, 1932).

SRODOWISKO II Io, Iu
0.18 g/l NH,, 2 g/l mleczanu . . . . . . . — 22,2 + 3.19
idem idem -} 0.1 g/l ornityny| — 20,8 + 11,83

Innemi slowy ,stezenie energji”, wystepujace w komoérce
w zwiazku z jej oddychaniem, nawet nie ograniczajac jej ,,plasz-
czyzn oddechowych”, nawet biorac pod uwage otaczajace ptasz-
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czyzny katalizujace, jest zblizone do zjawisk, wystepujacych
w kawalku spalajacego si¢ wegla. Syntezy endotermiczne moga
wystepowaé w komoérce zywotnej przez zwykle ,,nagrzanie”, przy-
czem wyzwolona energja, np. przy pomocy oddechu, znajduje
sie¢ w silnem stgzeniu w specjalnych uprzywilejowanych miej-
scach komérki.

Ponizej podajemy dane doswiadczalne, potwierdzajace po-
wyzsza hipoteze.

1) Synteza mocznika, zaréwno jak i oddychanie jest zwigza-
na z niepodzielnoscia budowy komérkowej.

2) Obojetne narkotyki, jak np. alkohol oktylowy, porazaja
zaréwno oddech jak i tworzenie si¢ mocznika.

3) Anaerobiosa wstrzymuje oddychanie i tworzenie moczni-
ka. Spostrzezenie powyisze zawdzigczamy odkryciom L6ffle-
ra (1917, 1920).

4) Mleczan pobudza oddychanie komérki watrobowej i jed-
noczesnie pobudza tworzenie si¢ mocznika (tablica 9).

5) Dodanie ornityny do komérek oddychajacych w obecno-
$ci mleczanu, pobudzajacego tworzenie si¢ mocznika, nie wply-
wa na zmiany oddechowe. Innemi stowy méwiac, z chwila zwiek-
szenia ,,palenia” komérkowego przez dodanie mleczanu (albo gli-
kozy, lewulozy, pyrogronianu) zwieksza si¢ synteze mocznika,
jezeli natomiast tworzenie si¢ mocznika zalezy od ornityny
jako katalizatora, to ,spalanie’ jest stale i natezenie odde-
chowe nie zmienia sie.

Krebs scisle sprawdzil powyzsze fakty. Tablica 16 za-
wiera liczby wykazujace, ze dodanie ornityny nie wplywa na na-
tezenie oddechowe.

7) Warunki fizyko-chemiczne tworzenia si¢ mocznika.

Krebs dokladnie zbadal wplyw stezen cial bioracych
udziat w réwnaniach (1) i (2) : CO,, NH, i H +, ktéry dziala po-
$rednio na dwa poprzednie ciala.

Réwnanie (1):

COOH. CHNH, . CH, . CH,CH:NH: + NH, + CO, =
COOH. CHNH, . CH,CH,CH.,NH:. CO.NH: + H:0.

wyraza reakcje, ktorej szybkosé zalezy od samego zjawiska
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(w obecnosci nadmiaru ornityny); mozna przewidzie¢, ze szyb-
kosé¢ tworzenia sie mocznika bedzie:

1) funkcja zwigkszajaca stezenie wolnego NH,;

2) funkcja zwigkszajaca stezenie wolnego CO,. Koncentra-
cja drobin obojetnych NH, jest funkcja zwiekszajaca pH; poni-
zej pH x = 6, praktycznie méwiac, niema drobin NH,; zjawia-
ja sie one dopiero przy pH réwnem lub wyiszem od 7.

Stezenie wolnego CO, zwigksza si¢ w miare jak pH zmniej-
sza sie. Zjawisko to musi posiadaé pewne optimum w srodowisku
fizjologicznem.,

Przypuszczenia powyzsze zostaly sprawdzone przez
Krebsa.

1) Przy pH = 7,4 i stezeniu amoniaku od 32 mg/ litr do
254 mg/litr (czyli od 2 10-® do 15 10-* N) Iu zwigksza si¢ z 4 do
15,7. Od tej chwili Iy nie zwigksza sig, pomimo zwigkszenia ste-
zenia NH,. Wynika stad, ze reakcja jest wrazliwa na steZenie
NH,, przy stezeniach 1%‘0 _ i ponizej, to jest przy rozciericzeniach,
ktére nie sa zbyt duze. Przy milinormalnem rozczynie amoniaky,
[u spada ponizej 1/10 wartosci optymalnej.

2) Wptyw CO, przy pH stalem, jest mniejszy, gdyz komér-
ka, wskutek oddychania, tworzy dostateczng ilos¢ CO, dla za-
bezpieczenia syntezy mocznika (tablica 16). Jezeli jednak ci-
snienie CO, przechodzi od jednego (tampon fosforanowy
w atmosferze CO,) do 40 (tampon dwuwegglanowy w obecno-
sci CO,), to Iu zwieksza sie z 2,3 do 7,8, to jest w przyblizeniu
1 do 3,4. Wynika stad. ze dziatanie CO, jest bardzo znaczne.

3) Rola pH jest bardziej zlozona, jak to zreszta mozna bylo
przewidzieé. Tablica 17 zawiera dane liczbowe, otrzymane przez
KrebsaiHenseleita.Z tablicy tej wynika, ze przy pH po-
wyzej 7, l y zmniejsza si¢ bardzo szybko. Maximum 1U wystegpuje
przy pH = 7,46; powyzej tej liczby wahania sa malo znaczne. Ina-
czej méwiac, z danych tych mozna wyprowadzié wniosek, ze ko-
mérka ,,broni sie” przeciwko zasadowosci, szybko przemienia-
jac zasade amoniakalna, w miare jak zwieksza si¢ pH. W zasa-
dzie najwazniejszg role odgrywa odczyn:

NH, + OH = NH, + H.O,
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w ktorym NH® moze powstaé dopiero wtedy, jezeli stezenie jo-
néw OH jest tego samego wymiaru lub wigksze od jonéw H.
Tym sposobem latwo mozna sobie wytlumaczyé raptowny spa-
dek Iu przy pH w poblizu liczby 7. W podobny sposéb nalezy
wytlumaczyé stezenie stosunkowo wigksze N/50 NH,, niezbedne
dla wystapienia optimum odczynu; jony NH* sa nieczynne, na-
lezy liczyé sig jedynie z drobinami NH? ktére biora udziat
w odczynie (1).

TABLICA 17.

Wahania tworzenia sie mocznika, w zaleznosci od funkcji
pH. (Krebs i Henseleit, 1932).

pH

|
I

6,57 6,87 BY 7,46

Iy 2,79 | 4,78 1,15 { 9,41

Na zakoniczenie musimy zaznaczyé, ze w danym przypad-
ku nie mozna zastosowaé réwnania liczbowego, prawa dziata-
nia mas, gdyz ani ornityna, ani cytrulina, ktére biora udziai
w odczynie nie znajduja si¢ w rozczynach. QOdczyn nie prze-
biega w jakims$ $rodowisku, lecz ma miejsce w okreslonych
punktach struktury komérkowe;j.

W tych warunkach cialami, ktére oddzialywuja sa absor-
bowane NH, i CO,; stezenie winno wplywaé i dziataé jak zja-
wisko adsorbcji, to jest w mysl zasad logarytmicznych. To wilas-
nie udowodnia badanie doswiadczalne Kreb s a.

V. Wplyw rozpuszczalnych zaczynéw na dezaminowanie
aminokwaséw w nerce.

Ustréj zwierzat ssacych odkarmia si¢ nie solami amonia-
kalnemi, lecz zlozonemi protydami (bialkanami), ktére pod
wplywem trawienia zamieniaja si¢ na kwasy aminowe. Te
ostatnie przedostaja sie do krwi i wraz z nia stykaja sie¢ z ko-
moérkami. Wedlug teorji klasycznej miejscem dezaminowania
jest watroba. Krebs (1932) wznowit zagadnienie, badajac je
ilosciowo. Z badan tych wynika, Ze watroba pochlania mala
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ilo§é kwasoéw aminowych; szereg innych tkanek pochlania ich
daleko wigcej niz watroba, aczkolwiek tkanki te nie dezaminu-
ja kwasow; tkanka, ktéra posiada najwieksza sile dezaminowa-
nia jest nerka. Sila destrukcyjna kwaséw aminowych w ner-
ce jest niezmiernie duza. Nerka rozklada prawie taka sama
ilos¢ drobin kwaséw aminowych, jaka pochlania drobin tlenu
do oddychania. Wiadomo réwniez, ze nerka posiada najwiek-
sze natezenie oddechowe ze wszystkich innych tkanek.

TABLICA 18.

Dezaminowanie i nat¢zenie (bez lub z alaning) réznych
tkanek szczura, Srednie cyfry (Krebs 1932).

INHQ IOZ
NARZADY 1A -
al:renzny z alaning |* n:l?:i‘:;em al::izny z alaning
!
1. Nerka —153 1 +1.72' +11 -+ 8,28 18,7 43,2
2. Watroba — 20, 41,07 l +234 | 4127 111 13,1
3. Trzustka — 08| 4045 1 +0.34 5.9 5.2
4. Jadro — 00| 0, 12 40,44 59 | 5.2
5. Migsiefi ‘
krezka — 29, +0 17 -+0.19 3.8 3.3
6. Mézg. . .| — 30! +064  -073 13,0 12,6
7. Sluzéwka l '
jelita, . — 23| +061 + 0,75 1,9
8, Tkanka ra- ‘
kowa. — 36| +013, 4026 43 5,1
9, Lozysko. — 00} +096| +093 ' 4,4 3.9

Powyzsza tablica jest wyjeta z ostatniej pracy Krebsa.

Liczby wyrazaja frakcje drobin i moga byé por6wnywane mie-
dzy soba. Dzialanie réznych tkanek bylo badane, wraz lub
bez alaniny, w kierunku stwierdzenia wlasnosci pochtaniania
kwaséw aminowych Ia (wyrazone w mm® na mg substancji su-
chej i na godzing, przyczem gramodrobina kwasu aminowego
stanowi a priori 22,4 litry), okreslenia ilosci utworzonego Inwn,
amoniaku, wyrazonych w mm?® na 1 mg substancji suchej i ra
godzine oraz natezenia oddechowego Ip, réwniez wyrazonego
w mm® na mg suchej substancji na godzine.

Z pobieznego rzutu na powyzsza tablice wynika, ze tkan-
ka nerkowa przoduje pod wszystkiemi wzgledami. Z przemia-
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ny NH, wynika, ze jedynie tkanka watrobowa i nerkowa zdol-
ne sa do dezaminowania, przyczem nerka posiada aktywnosé
sze$ciokrotnie wieksza od watroby. Pod wplywem dzia-
tania alaniny, natezenie oddechowe w komérkach nerkowych
zwieksza sie o 140%; podczas gdy odnosne zwickszenie dla
komoérek watrobowych wynosi zaledwie 18%, a inne komorki
prawie nie wykazuja tych wlasnosci.

Powyzsze doswiadczenie bylo dokonane z tkankami psa,
kota i czlowieka; wyniki sa stale: tworzenie si¢ amoniaku jest
aktywniejsze przy uzyciu tkanki nerkowej, niz przy uzyciu
tkanki watrobowej u zwierzat zaréwno migsozernych jak
i wszystkozernych.

Doswiadczenia te byly powtarzane poréwnawczo z caly
serja amino kwaséw, jednoczesnie z tkanka watrobowa
i z tkanka nerkowa. Wryniki liczcbowe Krebsa sa zbyt ob-
szerne, aby je tutaj podawaé. Strescimy je w kilku stowach.
W tkance watrobowej jedynie alanina w sposéb wyrazny przy-
czynia sie do amonogenezy oraz natezenia oddechowego; na
tkanke nerkowa natomiast dziala cala serja amino kwaséw;
ra tem samem poziomie co alanina znajduja si¢: ornityna,
kwas asparaginowy i kwas glutaminowy. Pozatem nastepujace
zwiazki posiadaja wyrazne dzialanie, aczkolwiek znacznie
slabsze: walina, leucyna, lizyna, seryna, fenylo-alanina (to ostat-
nie cialo zwieksza amonogeneze i bardzo niewiele oddech).
Stabe dzialanie posiadaja: glikokol, izoleucyna i histydyna.

Nash i Benedict wykazali w roku 1921, ze wigk-
sza cze$¢ amoniaku, wytwarzanego w nerce pochodzi z samej
nerki. W rzeczywistosci krew opuszczajaca nerke zawiera da-
leko wiecej amoniaku, niz krew wchodzaca do nerki. Nash
i Benedict, a nastepnie Bollmann i Mann
wyglosili przypuszczenie, zZe mocznik pochodzi z amoniaku mo-
czu. Latwo mozina udowodnié in vitro, ze tkanka nerkowa
nie jest w stanie wytworzyé amoniaku z mocznika. Wynika
stad, ze poprzednie przypuszczenie, oparte gléwnie na d»r
$wiadczeniach, zwigzanych z usunieciem watroby, przy pomo-
cy ktérych niema obiegu nietylko mocznika, ale nawet kwa-
s6w aminowych, nie sa uzasadnione.

Z drugiej strony nalezy udowodnié, ze catkowita ilosé
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amoniaku, zawartego w moczu, pochodzi z nerki nawet w przy-
padkach chorobowych. Wediug Krebsa Ixg, w nerce
ludzkiej wynosi 5, czyli 3,8 y amoniaku na godzing i na mg su-
chej substancji, czyli 3,8 mg amoniaku na godzine i na 1 g suchej
substancji. Jezeli przyjaé, ze przecietna waga nerki wynosi
60 g¢ N, to wtedy wyniki otrzymamy niemal nieprawdopodob-
ne; wypadnie okolo 230 mg amoniaku na godzing. Osobnik
normalny wydziela 10 do 40 mg amoniaku na godzine, w kwas»-
cie cukrzycowej ilo§é wydzielanego amoniaku dochodzi do 200
mg na godzing. Wynika stad, Ze pomiary manometryczne dajg
liczby w granicach mozliwosci czynnosci nerkowych,

Na tej drodze mozna zrozumieé znaczenie amonogenezy
nerkowej i wydzielania amoniaku w przypadku kwasoty: ner-
ka stale wytwarza duiy nadmiar amoniaku, a zwlaszcza przy
pokarmie miesnym. Nadmiar kwaséw w ustroju, przechodzac
przez nerke ulega automatycznemu zobojgtnieniu przez NH-.
Krebs objasnia to zasada ekonomiki: ustréj zatrzymuje jo-
ny Na, trudne do zastapienia, a natomiast wypuszcza jony
NH*, ktérych ma nadmiar. Zdaniem mojem, nalezy znalezé
mniej kraricowe wyjasnienie: jon NH* jest bardziej rozprzestrze-
niony w ustroju od jonu Na; jon Na jest ,hydrazowany”, to jest
posiada jak gdyby otoczke z drobin wody i jest jak gdyby poza
tkanka zdrowa, ktéra zawiera jedynie jony K. Sole NH* prze-
nikaja daleko latwiej $ciany nerki od soli Na. W najblizszej
naszej pracy zajmiemy si¢ zagadnieniem przepuszczalnosci jo-
noéw.

Ostre zapalenie nerek, niewydolno$é nerek powoduja,
jak wiadomo, znaczne zmniejszenie si¢ amoniaku w moczu.
Przyczyny tego nalezy szukaé w zaburzeniach w tkance ner-
kowej; komérki nerki traca w tych razach wieksza czes$é swych
wlasnosci dezaminowania. Nie posiadamy dotychczas po-
twierdzeri do$wiadczalnych powyzszego przypuszczenia; bylo-
by latwe potwierdzenie takie uzyskaé przez wywotanie zapale-
nia nerek u zwierzat, albo tez przez badanie chorych tkanek
u osobnikéw zmarlych na skutek zapalenia nerek lub podczas
zabiegu.

Hipoteza, ktéra nasuwa si¢ kazdemu interesujacemu sie
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zagadnieniem biochemji, dotyczy zagadnienia przemiany kwa-
su aminowego w kwas «-ketonowy:

(6) R CHNH,COOH, + O =R — CO — COOH - NH.,.

Dla sprawdzenia powyzszego hipotetycznego mechanizmu
Krebs dokonal serji doswiadczen niezmiernie prostych,

1) W obecnosci kwasu cyjanowodorowego N/500 lub, co
lepiej, kwasu arsinowego N/1000, oddychanie komoérki nerko-
wej w zetknigciu z glikoza jest prawie catkowicie zahamowane,
natomiast dezaminowanie przebiega normalnie. Wynika stad
réwnowaga i wyréwnanie migdzy atomami pochlonigtego tle-
nu i drobinami zwolnionego NH® Kwas ketonowy wytworzo-
ny, zbiera si¢ w rozczynie, gdzie latwo go okresli¢ ilosciowo.
Okreslenie czterech cial bioracych udzial w odczynie (6) zosta-
to dokonane przez Krebsa zgodnie z przewidywaniami, wy-
nikajacemi z réwnania. W tablicy 19, zapozyczonej z ostatniej
pracy Krebsa, znajdujemy wyjasnienie powyzszych faktow.

2. Oddech komérki nerkowej, znajdujacej si¢ w warun-
kach fizjologicznych wzmaga si¢ pod wplywem niektérych ami-
no kwaséw: np. pod wplywem dziatania alaniny lub kwa-
su glutaminowego oddychanie si¢ zwigksza dwukrotnie. Zja-
wisko to wystepuje niezaleznie od dezaminacji; jest ono swoiste
dla niektérych ketokwaséw. Kwas pyrogronowy, kwas
-2 ketoglutarowy posiadaja takiez samo dziatanie, jak odnos-
ne kwasy aminowe. Fenyloalanina i kwas fenylopyrogronowy
nie zwigksza natezenia oddechowego.

TABLICA 19.

Tworzenie kwasu pyrogronowego z alaniny w tkance nerko-
wej Ip wyraza ilo§é kwasu pyrogronowego, utworzonego przez
1 mg suchej substancji w ciggu godziny, okres§lanej w mm® przy
0% 760 mm (Krebs, 1932),

SRODOWISKO ' Io, ]INH3 Ia ! Ip
02 g/l glikozy . + . . . . . .. — 187 |+ 267 0
idem 4 As,0,N/1000 |- 32 {+ 165 L6
ldem. - Alanina N/1000 ' — 43,2 |+ 11,0 I-— 153 | 6
idem + idem - As;0, N/1000 i— 86 |4 100 |- 11T |+ 114
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3. Dezaminowanie w komérce nerkowej jest niezalezne
od samej budowy komérki; jest ono wynikiem pewnego fermen-
tu rozpuszczalnego w wodzie. Aby uzyskaé ferment dezami-
nujacy i utleniajacy, nalezy rozetrze¢ w mozdzierzu tkanke
nerkowa z piaskiem, wylugowaé przy pomocy tamponu fosfo-
rowego N/100 przy pH 7,4, odwirowaé, a wéwczas w rozczynie
znajdzie si¢ poszukiwany ferment. Po dodaniu do rozczynu alani-
ny i skiéceniu w obecnosci tlenu, wystepuje odnosny odczyn (6).
Jeden atom tlenu zostaje pochloniety przez jedna drobine ala-
niny, ktéra jednoczesnie znika, a na jej miejsce powstaje jedna
drobina NH* i jedna drobina pyrogronian. W powyzszych warun-
kach doswiadczalnych pyrogronian nie zmienia sie; natomiast
w zetknieciu z Zywa normalng komérka, zwiazek ten bardzo
szybko znika.

Dezaminowanie ustroju jest wigc wtasnoscia rozpuszczalne-
go fermentu, zawartego glownie w komérkach nerkowvych.
Krebs proponowal nazwaé ten ferment ,,dezamino-oksyda-
za"., Wprowadzone do ustroju protydy, pod wplywem szere-
gu znanych obecnie fermentéw, zawartych w przewodzie po-
karmowym: pepsyny, trypsyny i erepsyny, zamieniaja si¢ na
aminokwasy. W dalszym ciagu aminokwasy pod wply-
wem dzialania dezamino - oksydazy Krebsa podlegaja de-
zaminacji w watrobie i w nerkach. Utworzony amoniak podle-
ga syntezie przy pomocy komérki watrobowej i zamienia sig
na cytruling, a nastepnie argining; jest to jedyny moment,
w ktérym komoérka bezposrednio bierze udzial w przemianie
azotowej, postugujac si¢ odczynami prostemi, doktadnie juz zna-
nemi. Nastepnie arginina podlega rozkladowi przez dzialanie
arginazy watroby, zamieniajac si¢ na mocznik i ornityne. Or-
nityna nastepnie postuzy komérce watrobowej do utworze-
nia cytruliny i argininy, a mocznik zostanie wydzielony przy
pomocy nerek. W ten sposéb przedstawia sie obecnie cykl
przemiany azotowej protyd w ustroju normalnym. Nalezy zwré-
ci¢ uwage, ze fermenty odgrywaja tutaj wazna role, co zreszta
bylo przewidziane podczas badan nad fermentami rozpuszczalne-
mi, znajdujacemi si¢ w ustroju.

Caloksztalt wynikéw doswiadczalnych, uzyskanych przez
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Krebsa jest pierwszorzednej wagi. Tem nie mniej, z punk-
tu widzenia wazno$ci zagadnien fizjologicznych, nalezaloby
postawi¢ dwa zastrzezenia:

1. Watroba jest 5 do 10 razy wigksza od nerek. Nawet
jezeli natezenie dezaminacji, w odniesieniu do jednostki masy
tkankowej, jest 5 do 6 stabsze w watrobie niz w nerkach, to
lem nie mniej catkowita ilo§¢ dezaminowanych kwaséow jest
jednakowa w watrobie i w nerce; jest ona nieco wigksza w wa-
trobie. Nalezy jednak przyjaé, ze sila natezenia pracy fizjolo-
gicznej jest jednakowa in vitro i in vivo. Nie ulega watpliwo-
sci, ze zachodza tu réznice, o znaczeniu ktérych nie mamy do-
statecznych wiadomosci.

2. Opisane doswiadczenia zostaly dokonane ze zwierze-
tami miesozernemi lub wszystkozernemi. Trawozerne, jak np.
krolik, inaczej zachowuja sig. Zwierzeta te wydzielaja daleko
mniej amoniaku i wydzielina ta nie stoi w zwiazku z wa-
haniami w réwnowadze kwasowo - zasadowej. Panna Pipat
w pracy swej, dokonanej pod kierunkiem prof. Delaunaya
w roku 1929 dochodzi do nastepujacego wniosku: ,,Trudno jest
zgodzié sie na to, Ze nerka kroélicza wydziela amoniak tak sa-
mo jak nerka zwierzat migsozernych i czlowieka, gdyz ilos¢
amoniaku nie zgadza sie z wahaniami odczynéw pokarmowych
oraz z pH moczu”.

VI. Whnioski.

Krebs dochodzi do nastepujacych wnioskow:

Dezaminowanie aminokwaséw uskutecznia sie szyb-
ko w nerce oraz w watrobie, w tej ostatniej daleko wolniej,
aczkolwiek w podobny sposéb. Dziatanie to zaleine jest od
rozpuszczalnego fermentu, dajacego sie wydzieli¢ z komérki
nerkowego, noszgcego nazwe ,dezamino-oksydazy”. Pierwszym
produktem dezaminowania jest kwas a-ketonowy i amoniak. Kwas
a-ketonowy albo przechodzi do moczu (przypadek kwaséw
aminowych obcych dla ustroju), albo natychmiast ulega prze-
mianie, pod wptywem dzialania komérki nerkowej i pod wply-
wem oddechu. Amoniak pochodzi w czeéci z amoniaku moczu,
a w czedci, zazwyczaj wigkszej, ulega przemianie w watrobie.
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Mocznik tworzy sie w watrobie, jedynym organie posiada-
jacym wlasnosé wytwarzania mocznika, Tworzenie sie mocznika
przebiega wedlug nastepujacych kolejnych reakcyj:

(1) Ornityna + NH; + CO, == Cytrulina -+ H,O,
(2) Cytrulina + NH, == Arginina -+ H,0,
(3) Arginina + H,0 == Ornityna -+ Mocznik.

Odczyn (3), jest odczynem arginazy Kossela i Daki-
na, jest niezalezny od budowy komérki i przebiega znacznie
szybciej niz odczyny (1) i (2). Odczyn (1) reguluje szybkosé two-
rzenia si¢ mocznika, przyczem doswiadczenie wykazuje, ze two-
rzenie sie mocznika mozna przyspieszyé¢, zwickszajac, w pewnych
granicach, stezenie ornityny albo stezenie NH,, albo wreszcie
stezenie CO,.

Odczyny (1) i (2) sa prawdopodobnie zwigzane z budowa
komorki i stoja w zwiazku z oddychaniem komérkowem, gdyz
wystepuja energiczniej wraz ze zwigkszeniem si¢ oddychania. Nie
mamy podstaw do przypuszczenia, iz zachodzi tu zjawisko kuplo-
wania. Mozna przypuszczaé tworzenie si¢ w komérce zywej eu-
dotermicznej syntezy mocznika, jedynie dzigki sasiedztwu ener-
gji, wytworzonej przez oddychanie komérkowe.

Takie sa wnioski Krebsa. Wszelkie komentarze, staraja-
ce si¢ rozszerzy¢ zagadnienie, zaré6wno z punktu widzenia bioche-
micznego i klinicznego jak i fizjologicznego, sa zbedne. Wnioski
te mozna jedynie wowczas zbijaé, kiedy wniesie si¢ nowe dane
doswiadczalne, réwnorzedne do wynikéw otrzymanych.

Na zakoriczenie pozwole sobie wyrazié¢ glebokie podzigko-
wanie Prof. H. Delaunay, jednemu z najlepszych znawcow
przemiany azotowej, za przejrzenie niniejszej pracy przed jej
opublikowaniem i opatrzenie cennemi wskazéwkami i uwagami,
zwlaszcza dotyczgcemi zachowania si¢ nerki u zwierzat trawozer-
nych.
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