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Jaczewski Z., Zaniewski I.. — The aection of Combe-
len on the stag (Cervus elaphus L.).

The experiments were conducted on 5 stags and
1 doe of the Red deer. Combelen was administered
intramuscularly in four and intraveneously in five
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cases. The table I shows the corresponding data. The
data show that the optimal intravencous dose for
stags is 20 ml of Combclen per 100 kg of body
weight. The Red deer is considerably less susceptible
to Combelen than the domestic animals.

L -leucylo-aminopeptydaza (LAP) w diagnostyce kliniczne;

Z Katedry Chemii Fizjologicznej
Kiercwnilk: prot

W  wielu pracowniach biochemicznych w
ostatnich latach obserwowa¢ mozZzna znaczne
zainteresowanie sie enzymami tkankowymi
craz oznaczaniem aktywnosci enzymow dla
potrzeb klinicznych. Enzymologia praktyczna
uroste dzisiaj do jednego z zasadniczych kie-
runkéw nowoczesnej diagnostyki. W tej chwili
trudno przewidzie¢ jake korzysci praktyczne
przyniesie rozwdj- badan enzymoéw tkankowych
i pltynéw ustrojowych w roéznego rodzaju sta-
nach fizjologicznych i patologicznych.

W patologii weterynaryjnej zakres badan
fermentéw plynoéw tkankowych ostatnio réw-
niez ulegl rozszerzeniu. W znacznej mierze
przyczyny tego zjawiska nalezy szuka¢ w ko-
niecznoscl wytyczania nowych drég wobec
niedoskonalo$ei wielu dotychezasowych metod
rozpoznawczych.

Wiele metod oznaczania aktywnosci enzy-
matyczne] zostato wprowadzonych jako proby
diagnostyczne w rozpoznawaniu niektérych
schorzen u ludzi. Majg on2 duze zmnaczenie
zwlaszcza w tych przypadkach, w ktorych
okreslenie schorzenia, lub rozleglosci zmian za
pomoca innych metod natrafia na duze trud-
nosci. Wydaje sie celowe zwrdcenie wiekszej
niz dotychczas uwagi na badania enzymolo-
giczne u zwierzat, moga one bowiem dostar-
czye wielu korzysei praktycznych.

Jednym z enzymow, ktéry wzbudzil w ostat-
nich latach szczegélne zainterecsowanie jest
l.-leucylo-aminopeptydaza (LAP).

Ogdlna charakterystyka chemiczna

LAP

W 1929 r. Lindenstrom — Lang (19) hydrolizujac
wyciggami ze $luzowki jelita $wini dwupeptyd leucy-
lo — glicyne wykazal, ze btona $luzowa jelita zawi-:-
ra nie znany dotad blizej ferment, ktéry autor na-
zwal leucylo - peptydaza. Badania Irvinga, Frutona
i Bergmana (14) a takze pozniej Lester — Smitha (16)
w znacznej mierze przyczynity sie do poznania cha-
rakteru i wtasciwosci chemicznych leucylo - peptyda-
zy. Okazalo sie, ze enzym ten hydrolizuje tylko te
peptydy, ktére posiadaja na koncu czgsteczki wolng
grupe alfa aminowa, stad tez ferment ten otrzymal
nazwe aminopeptydazy (Lester — Smith (17).

L — leucylo — aminopeptydaza jest fermentem,
ktory katalizuje synteze peptydow lgczac L — leucy-
ne z innymi aminokwasami oraz odlacza ten amino-
kwas w przypadku, gdy leucyna znajduje sie na kon-
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cu laccucha czgsleczki peptydu lub biatka., Jest to
wiec typowa egzopebptydaza.

Wg Spackmanna i wspodlprac. (24) LAP odznacza sig
niska zawartoscig tyrozyny a wysokg zawartofciq
leucyny, kwasu asparagincwego i glutaminowego.
Ciezar czgstkowy wymienionego fermentu wynosi
okoto 80.000 (Divon i Webb (4). Enzym jest czynny
w granicy pH 5,5—8,5. Optimum dzialania przypada
w pH 7,2. Aktywnoséc fermentu jest Scisle uzalezniona
cd wplywu jonow Mg+ oraz Mn+*t. Witamina C
oraz histydyna inaktywujg cze$eiowo aktywnosé LAY

Wystepowanie LAP

Dotychczasowe badania wykazaly, Ze LAP wyste-
puje w tkankach ludzkich, a je] stopien aktywmno$ci
zwigzany jest najprawdopodobniej z resyntezg biatka,
ozywicng regeneracja tkankows.

Najwiecej danych o wystepowaniu LAP u ludzi do-
starczyly prace Rutenburga, Goldbarga 1 Pinedy
z 1. 1958 (25}, Goldbarga, Pinedy 1 Rutenburga z r. 1959
(10), Arsta, Manninga i Delpa z r. 1959 (1), Goggela,
Creutzfelda i Murukesa z r. 1960 (8), Haschena z r.
1961 (13) oraz Notarbartolla z r. 1961 (21). Z prec
polskich badaczy nalezy wymienié prace Wilczoka
1 Steplewskiego (29) a takze prace Wilczoka i Vor-
brodta (20).

Aktywno$é LAP w surowicy krwi ludzi zdrowych
waha sic w granicach od 75 do 230 jednostek.

W krwinkach czerwonych aktywnos§é LAP jest
znacznie wyzsza anizeli w surowicy. Krew zhemoli-
zowana wykazuje 3,5-krotnie wyzszg aktywnosé LAP.
Srednic wartosei aktywnoscei LAP u kobiet sg nieco
nizsze anizeli u mezczyzn., W czasie cigzy Arsi
i wapbiprac. (1) wykazal zwiekszenie aktywnosci LAP.
W ostatnich 3 miesigcach cigzy oraz w okresie poro-
du aktywno$é LAP osigga najwyzisza wartodé. W
zwigzku z tym Bressler i Forsyth (3) podjeli probe
wykorzystania metody oznaczania aktywmnos$ci LAP
w diagnocstyce réznicowej cigzy. Takze Sciara i Bur-
res (23) probowali na podstawie oznaczen czynnosci
LAP w surowicy krwi rozpoznawaé cigze bliZniaczg.

Bastide 1 wspdiprac. (2) wykazali, ze réznice ak-
tywnosci LAP w krwi matki, tozyska oraz w krwi
noworodka sg stcsunkowo nieznaczne. U zdrowych
niemowlat nie stwierdza sie takze odchylen aktyw-
nosci LAP w pordownaniu z warto$ciami uzyskanymi
w badaniu o0s6b starszych (Rutenburg i wspolprac.
(26).

Interesujace wyniki badania aktywnosci LAP surc-
wicy krwi ludzkiej uzyskali Kowlessar 1 wsp. (15)
oraz Dubbs i wsp. (3). Poslugujgc sie metodg elektro-
forezy w zelu skrobiowym wymienieni autorzy wyka-
zali, ze najwyzsza aktywnoéé tego enzymu jest zwin-
zana u osob zdrowych z frakejag beta - globulin oraz
gtownic z frakejg alfa, — globulinows.

W stanach patologicznych u ludzi aktywnos$é LAP
badano w surowicy krwi i moczu w przypadkach no-
wotworowych.

Goldbarg, Pineda 1 Rutenburg (10) badajgc czynnosé
LAP w surowicy krwi, moczu, 26tci i tkankach, wy-
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kazali znaczne zwickszenie akiywnosci tego enzymi
w stanach nowolworowych {rzustki — jednego z na-
rzadow, odznaczajgcego sig ozywiona synteza bialk -
wg. W nowotworach, metoda histochemiczng allyw-
nos¢ LAP badali Monis, Nachlas i Seligman (20). Po-
za nowotworami u ludzi, zwigkszona aktiywnos$ée LAP
W surowicy krwi wykazano takze w zakazne] mono-
nukleozie (Goldbarg, Pineds i Rutenburg (9), w wi-
rusowym zapaleniu watroby, w ostrym zapaleniu
‘(L‘g)zusrtki I w zlltaczce mechanicznej (Fleisher i wsp.

W tkankach zwierzat badali aktywno$é LAP do-
tychezas jedynie Spackman, Lester — Smith i Brown
(24). Badacze ci izolowali wymieniony enzym i ozna-
czali jego aktywnos$é i inne wilasciwosdcei. Penadto To-
lanti 1 Hopsu (27) izolowali LAP z gruczolu mlecznego
szczum‘(:)w i krow, a Pearse i Tremblay (22) z tarczycy
SZCZUTOW.

Obecnoéé enzymu stwierdzono réwniez w wielll
roslinach oraz w mikroorganizmach.

Mechanizm dziatania LAP

Mechanizm dzialania LAP w zasadzie polega na:

a, kafalizowaniu syntezy peptydow przez polacze-
nie L — leucyny z innymi aminockwasami (teren ko-
morkowy wielu narzadow),

b. hydrolizie pepiydow i amidowych polgezen ami-
nokwasowych, uwalniajae z nich aminokwasy na po-
trzeby wewnatrzkomorkowe (feren komorek),

¢. na udziale w reakcjach transpeptydacii,

d. na odigezaniu I, — leucyny w przypadkach, gdy
znajduje sig ona na koncu lancucha czasteczki pepty-
du czy tez bialka. To ostatnie zjawisko zachodzi na
terenie blony $luzowej jelita clenkiezo.

Metody oznaczania aktywnosci LAP

Pierwsze pomiary ilosciowe aktywmosci LAP pole-
galy na oznaczaniu wolnych grup — COOH w leucy-
lo - glicynie metoda miareczkowsy Willstitiera (300
Poniewaz uZzyty w metodzie oznaczania tego enzymu
substrat mogt byé hydrolizowany rowniez orzez inne
fermenty, Smith (17) zastosowal specyliczny substrat
w postaci amidu L —leucyny. Byly to pierwsze pro-
by mpodejscia do ilosciowego oznaczania dzialania
enzymu. Trzeba jednak przyznaé, ze juz przed Smi-
them i Spackmanem (18), Gomori (11) dla potrzed
histochemicznych opracowal metode lcolorymetryczne-
go oznaczania aktywnosei niektéryeh peptydaz ,in
situ” stosujgc jako substrat beta naftyloamid w po-
lgczeniu z cdpowiednim aminokwasem. Wyzwolona
na drodze hydrolizy beta naftyloamina w wyniku dal-
szych reakeji chemicznych dawala polgczenia barw-
ne, tatwe do ilosciowego oznaczania.

Green i wspélpr. (12) do badan aktywnosci LAP
uzyli chlorowodorku L -leucylo - beta - naftyloamidu
jako substratu, a dla wyja$nienia specyficznosci suk-
stratu D i DL izomeréw wymienionego zwiazku. 2
uwagi na prace histochemiczne zastosowali odrebny
substrat: L -leucylo - 2-antranilamid. Podobnego sub-
stratu do ilosciowych oznaczen LAP w metodzie chro-
matograficznej uzyt Folk (7).

Dla potrzeb kliniki najbardziej prosta i doktadna
metodg ilo$ciowego oznaczania aktywnosci LAP oka-
zala sie metoda Goldbarga i Rutenburga (9), oparta
na kolorymetrycznym okreélaniu ilosci beta naftylo-
aminy, uwolnionej z substratu. Opracowanie metody
przyczynilo sie do rozwoju badan aktywnosci LAP
w tkankach i plynach ustrojowych.

Badania aktywnosdci
diagnostyczny w

LAP jako test
chorobach,

Niezwykle zainteresowanie sie aktywnoscig TLAP
tkankowej i plyndéw ustrojowych w szeregu chordb
wewnetrznych, zakaznych, skory i1 nowotworowych
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nalezy tlumaczyé w ten sposéb, ze uwazano, iz ba-
dania czynnosci wymienionego fermentu beda mogly
przyczyni¢ sie do szybkiego rozpoznawania chordb
Szezegélnie duZe znaczenie pokltadano w badaniu su-
rowicy krwi u chorych z nowotworami. Wyniki prae
obeyeh 1 polskich badaezy a mianowicie Wilczokn
i Steplewskiego, a takie Wilczoka i Vorbrodta dowio-
diy, Zze zmiany aktywnosci w sprawach nowotworo-
wych nie stwarzajg zbyt duZych nadziei diagnostycz-
nych., Wymienieni badacze ustalili, ze zwigkszenis
aktywnodei enzymu nie zalezy od dziatania samego
nowobworu, lecz raczej zwiazane jest wylacznie ze
zjawiskiem regencracji tkankowej. Niemmniej kazdy
proces chorcbowy, ktoremu towarzyszy zjawisko roz-
padania sie tkanki i réwnoczesna dgznos$é do resynte-
zy biatka, zwigzany byé moze z ozywiong aktywnoscia
peptydaz a wiec i LAP,

Nalezaloby mstali¢ charakterystyczny przedzial wa-
han aktywnosci LAP. Byé moze, ze inny przedziat wa-
han wystepowalby w tego rodzaju chorobach, w kto-
rych rozplem komoérkowy, ozywione nowstworzenie
tkanek jest wieksze, a inny przedzial wahan aktyw-
nosci L -leucylo - aminopeptydazy w przypadkach
chor6éb z ograniczong reaktywnoscia tkankows.
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