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SŁOW O W STĘPNE

Organizacja biochem ii po lskiej po w ielk ich  zniszczeniach osobow ych 
i m ateria ło w y ch  osta tn ie j w o jn y  nie je s t rzeczą łatw ą. O be jm uje  ona 
w iele dziedzin, k tó ry ch  in te re sy  nie zawsze są zgodne. D ążenie do  u trz y 
m ania  na  odpow iednim  poziom ie n au k o w y m  w arszta tów  p racy  badaw 
czej, podczas gdy bieżące p o trzeb y  życiowe, a zw łaszcza d y d ak ty k a , są 
d alek ie  od  zaspokojenia; s ta ra n ia  o p rzy ro st liczbow y m łodych adep tów  
b iochem ii i ochrona p rzed  zniszczeniem  m łodego n ary b k u  biochem iczne
go; w alka  o p rzyznan ie  b iochem ii należnego m iejsca w  p lanow an iach  
państw ow ych, t ru d  p rzekonyw an ia  odpow iedzialnych czynników  p aństw o
w ych o konieczności odpow iedniego zaopatrzen ia  pracow ni biochem icz
nych; w alka o u trzy m an ie  k o n tak tu  z biochem ią św iatow ą; w ydaw nictw a 
biochem iczne: czasopism o arch iw alne  i przeglądow e oraz podręczniki
i m onografie —  to w szystko  stan o w i codzienną troskę K om ite tu  B ioche
m icznego Polskiej A kadem ii N auk a p rzede w szystk im  przew odniczące
go K o m ite tu  prof. d r  J ó z e f a  H e l l e r a .  W tej p racy  rzuca się w  oczy 
d ecydu jąca  rola przew odniczącego i to  zarów no w  in icjatyw ie, jak  i w  w y
konan iu . N ależało więc w  jak iś sposób stw ierdzić , że biochem icy polscy 
zda ją  sobie z tego spraw ę. O fiarow anie prac  zebranych  w  n in ie jszym  ze
szycie Acta  Biochimica Polonica  je s t tak im  w łaśn ie  w yrazem  u zn an ia  
ze s tro n y  au to rów  tych  prac i redak to rów . Ale to  n ie jes t w szystko. B y
łoby przecież w ielką n iespraw iedliw ością, gdybyśm y podnosząc zasług i 
o rgan izacy jne  pom inęli naukow ą działalność prof. H e l l e r a .  W  o k re 
sie trzy d z iestu  pięciu la t dokonał w ielkiej p racy  badaw czej; n ie porzucał 
je j w  najcięższych naw et w a ru n k ach , także i w  czasie o sta tn ich  o rgan iza
cy jnych  prac. P raca  badaw cza H e l l e r a  by ła  bardzo k onsekw en tna, 
o ściśle w ykreślonej lin ii rozw ojow ej. Idea ln y m  jej celem  to poznanie 
praw , ogólnie obow iązujących w  przem ian ie  żyw ych organizm ów , a b ad a
nych  n a  m ateria le  biologicznym  w y k azu jący m  m ożliwie najw iększą  roz
m aitość nasilen ia  tych  procesów; to  też w yb ó r H e l l e r a  pada n a  ow a
dy  z ich postaciam i rozw ojow ym i, p rzed staw ia jący m i w  ram ach  jednego  
g a tu n k u  bardzo rozleg ły  zakres n a tężen ia  przem ian  ustro jow ych. S kon
cen trow an ie  badań  n a  jed n y m  g a tu n k u  m otyla, w ilczom leczku Celerio  
(Deilephila) euphorbiae  pozw oliło na  dok ładne poznanie tego g a tu n k u , je 
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go w łaściw ości fizjologicznych i sposobu życia. Dzięki tem u  m ożna by ło  
un iknąć b łędów  polegających na nieznajom ości m ate ria łu  biologicznego 
będącego przedm iotem  dośw iadczeń. Spośród 130 ogłoszonych d ru k iem  
prac H e l l e r a  i jego w spółpracow ników  i uczniów  połow a do tyczy  
badań  p rzem ian y  owadów. Z akres zagadnień opracow yw anych  dośw iad 
czalnie obejm uje: k o n stru k c ję  ap a ra tu  oddechowego, pom iary  o d d y ch a
n ia  gąsienic, poczw arek i rozw inię tych  m otyli, zależność rozw oju  od 
zm ian tem p era tu ry , zagadnienia genetyczne, badan ia is to ty  chem icznej 
m ateria łu  pędnego w poszczególnych okresach rozw oju  owada, p rzem ia
nę białkow ą w  czasie przeobrażeń, badania rentgenologiczne gąsienic 
i poczw arek, różnice chem iczne poczw arek o ro zm aity m  okresie trw a n ia  
rozw oju poczw arkow ego (trzy  tygodnie, rok, d w a lata), sk ład  chem iczny  
hem olim fy, ch a rak te ry s ty k ę  chem iczną moczu m otyli, zw iązki fosforo
w e w  m etam orfozie, oddychanie m iazgi poczw arek. Z tej w ielk iej liczby 
badań  w yda ją  m i się szczególnie cenne te, k tó re  dotyczą fosforanów  i od
dychania m iazgi poczw arek. W roku  1930 stw ierdza  H e l l e r ,  że „w ie l
kość p rzem iany  m aterii jes t zawsze i niezaw odnie odw rotn ie  p roporcjo 
n a ln a  do zaw artości jonu  fosforanow ego” w  hem olim fie poczw arek; w a 
gę tego stw ierdzen ia  dopiero w  osta tn ich  latach  m ożem y odpow iednio  
ocenić. Rozpoczęte w la tach  1940 i 1941 badan ia  oddychania m iazgi po
czw arek n ak reśla ją  k ieru n ek  trw a jący ch  obecnie p rac  n ad  chinonow ym  
oddychaniem  ow adów ; n ie-cytochrom ow e oddychanie to jeden  z bardzo  
dziś ak tu a ln y ch  problem ów  biochem icznych. W 1950 roku  badan ia  
H e l l e r a  stw ierdz iły , po raz p ierw szy  w  lite ra tu rz e  biochem icznej, 
is tn ien ie  n ieorganicznych  p irofosforanów  w  świecie zw ierzęcym ; ich ro la  
jako  zw iązków  „bogatych w  en e rg ię” jest p rzedm io tem  obecnie p ro w a
dzonych badań.

D ruga połow a prac H e l l e r a  dotyczy rozm aitych  dziedzin. Na 
p ierw szym  m iejscu należy  tu  w ym ienić m etodę P a r n a s a  i H e l l e r a  
(1924) oznaczania am oniaku i prace nad  zw iązkam i azotow ym i k rw i, m ięś
ni i m leka. P rzem iana w ęglow odanów  p rą tk a  gruźlicy , ak tu a ln e  zagadnie
n ia  h ig ieny  zw iązane z pracą H e l l e r a  w  P ań stw o w y m  Zakładzie H i
gieny, w reszcie około 20 w ydaw niczych  pozycji, obejm ujących  p race 
podręcznikow e i re fera to w e to dalsza część tej d rug ie j połow y prac.

N aw et z tego w ielce pobieżnego zestaw ienia m ożna w yraźn ie  s tw ie r
dzić w agę p racy  badaw czej prof. H e l l e r a ,  a w ięc i w ielkość ofiary, 
jaką je s t podjęcie się licznych p rac  organizacyjnych . I w  tym  w łaśn ie  le
ży is to tn y  cel przedsięw zięcia, jak im  je s t nasz zeszyt A cta  Biochimica  
Polonica. P rzez  pośw ięcenie M u p rac  zaw artych  w  ty m  zeszycie chcem y 
w yrazić i podziękow anie za tru d  p rac  organ izacy jnych  i uznanie za do
konaną p racę badaw czą.

http://rcin.org.pl



SŁOW O W ST Ę PN E 437

Z aw arte  w  ty m  zeszycie p race  pochodzą w  pew nej części od bioche
m ików  p racu jących  poza Polską. Z asady  gościnności kazały  nam  um ieś
cić te  p race  n a  początku zeszytu; a r ty k u ły  au to rów  zam ieszkałych 
w  Polsce w ydrukow ano  w  dalszej części zeszytu  w  kolejności nadsy łan ia  
prac do redakcji.

K ończąc to  słowo w stępne chciałbym  dodać od siebie, że długa, bo 
zw yż cz terdziesto le tn ia  p rzy jaźń  łącząca m nie z prof. H e l l e r e m  
pozw ala m i na  ocenę Jego w artości osobistych  w  sposób bardziej w n ik li
w y od ty ch  ludzi, k tó rzy  nie tak  d ługo cieszą się Jego  p rzy jaźn ią ; d latego 
z wdzięcznością zgodziłem  się n a  propozycję kolegów , by  napisać w stęp  do 
n u m e ru  A cta  Biochimica Polonica, pośw ięconego sześćdziesięcioleciu prof. 
J ó z e f a  H e l l e r a .

Włodzimierz Mczołowski
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D IST R IB U T IO N  A N D  D IV E R SIT Y  OF H A EM O G LO BIN

Molteno Institute, University o f Cambridge

T h ere  a re  in  n a tu re  fo u r types of oxygen ca rrie rs  w hich  are  all 
m eta llo -p ro te in  com pounds, th e  m etal being e ith e r Fe o r Cu. T hey  can be 
classified as show n in Table 1.

T a b l e  1 

Oxygen Carriers 

Fe-Porphyrin-Protein J Haemoglobin

pe |  Ciilorocruorin

Fe-Protein J Haeinerythrin

Cu j Cu-Protein j Haemocyanin

W hile chlorocruorin , h aem ery th rin  and haem ocyanin  have a very  lim i
ted  d istrib u tio n  am ong some in v erteb ra tes , haem oglobin, as w ill be 
show n, is very  w idely  d is trib u ted  in  n a tu re .

D istr ib u tion  o f H a e m o g lo b in

As show n in Table 2, haem oglobin is p resen t, w ith  v e ry  few  excep
tions, in all v e rteb ra te s ; it occurs in som e rep resen ta tiv es  of p ractically  
ev e ry  phy lum  of the  in v erteb ra tes  and it w as recen tly  found in a few  
P rotozoa, F ung i and  P lan ts .

T he d is trib u tio n  and  physiological p ro p erties  of oxygen ca rrie rs  
including  haem oglobin w ere  exam ined  in som e detail by R e d f i e l d  (1933) 
in  h is m asterly  rev iew  on ’’The evolution of the  re sp ira to ry  function  of 
blood” w hich is freq u en tly  re fe rred  to by w o rk e rs  engaged in the s tu d y  
of th e  com parative physiology of resp ira tion . W e shall th e re fo re  exam ine 
here  on ly  those aspects of the d is trib u tio n  of haem oglobin w hich have 
not y e t reached  the  rev iew s and tex t books.
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T a b l e  2
Distribution of Haemoglobin

V ertebrates
Fish, Amphibia, Reptiles 
Birds, Mammals

All except a fern species of fish

Invertebrates
i Gasteropoda 

Molluscs 1 T .1 Lamelhbranch Several species

Insects
Chironomus
Gastrophilus and a fern other forms

Crustacea
Daphnia, Cheirocephalus and a fern other 
forms

Echinodermata
Holothuroidea Several species

Worms
Turbellaria, Nemertea 
Nematoda

Fein species
Ascaris and a fern other parasitic forms

Polychaeta
Oligochaeta
Hirudinea

Many species

Protozoa Paramecium, Glaucoma

Fungi
Yeast (Saccharomyces)
Moulds (Pénicillium, Neurospora)

Plants Root nodules of leguminous plants

H a e m o g lo b in  in  V erteb ra tes

H aem oglobin is p re sen t in p ractically  all v e rteb ra te s , being localized 
in  th e  nuclea ted  red  blood corpuscles or e ry th ro cy tes  of F ish, A m phibia, 
R eptiles and  B irds and  in th e  non-nuc lea ted  e ry th ro cy te s  of M am m als.

O nly a few  species of F ish  are know n to be com pletely  devoid of 
haem oglobin. I t  is w ell know n th a t th e  sm all pelagic and tra n sp a re n t 
larvae or lep tocephali of th e  European eel (Anguilla  anguilla  (L.)) are 
com pletely  devoid of haem oglobin as w ell as of blood corpuscles. These 
larvae d rif t passively  w ith  the  c u rren t across th e  N o rth  A tlan tic  from  
the  Sargasso Sea tow ards the coasts of Europe. T hey  develop in to  elvers 
w hich actively  m igrate  up  the  rivers and  stream s. A t th is stage of th e ir 
developm ent e ry th ro cy tes  w ith  haem oglobin appear in  th e ir  blood. The 
re sp ira to ry  req u irem en ts  of leptocephali, as th e ir  sm all size and  the
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D IS T R IB U T IO N  AN D ’ D IV E R SIT Y  OF H AEM O G LO BIN 441

tran sp a ren cy  of th e ir body indicate, m ust be very  low and can be fu lly  
sa tisfied  by the oxygen dissolved in th e ir  blood plasm a and o th e r body 
fluids.

Of special in te re s t in th is  respect is the recen t s tu d y  ca rried  ou t by 
R u u d  (1954) in  S ou th  G eorgia Island  on som e su b -an ta rc tic  fish devoid 
of haem oglobin. T hree species of fish: Champsocephalus gunnari  L onn- 
berg, Pseudochaenichthys georgianus N orm an and  Chaenocephalus acera
tus  (Lonnberg) w hich belong to the  fam ily  of C haen ich thy idae  w ere 
know n for a long tim e to  N orw egian w h a le rs  as ’’bloodless fish ” and to 
B ritish  w h a le rs  as ”ice fish ” , p robab ly  because of th e ir  tran sp aren cy . 
O th er species of th is  group  are found, off th e  Bouvet Island, P atagonian  
coast and the F a lk lan d  Islands. A ll these  species, according to previous 
observers, have colourless blood and  w h ite  gills. R u u d  was, how ever, 
th e  firs t to c a rry  ou t a q u an tita tiv e  s tu d y  of th e  blood of Chaenocephalus  
aceratus. The follow ing are  the  m ain re su lts  of th is  study: The fresh
blood of th is  fish  is p rac tica lly  tra n sp a ren t, ’’w ith  a sligh t yellow ish 
t in t” . A fte r being cen trifuged  the  p lasm a becom es w a te r clear and  the 
sed im en t which rep resen ts  about l°/o of th e  blood volum e is com posed of 
w h ite  cells. The blood shows no absorp tion  bands and histological stu d y  
rev ea ls  no blood corpuscles resem bling  those of v e rteb ra tes . The es tim a
tion of the O2 capacity  of the  blood eq u ilib ra ted  w ith  air gave on an 
average 0.67 —  0.77 p er cent oxygen by  volum e w h ereas  the  tw o species 
of fish w ith  norm al red  blood found in the  sam e region gave the  values 
of about 6 p er cent O2 by  volum e. The oxygen capacity  of Chaenocepha
lus  blood is th e re fo re  w ha t can be exp ected  if the  oxygen is s im ply  dis
solved in  th e  blood plasm a. The Fe con ten t of th is blood was found to be 
less th an  1 mgm. p er cen t instead  of 19— 27 mgm. p e r cent found  in red  
blood of d iffe ren t species of fish. W hat is, how ever, rem ark ab le  is th a t 
specim ens of Chaenocephalus aceratus  are 60 cm. o r m ore long and  w eigh 
m ore than  1 kg. The fish  seen alive appears to be v ery  sluggish w hen 
com pared  to o th e r fish from  th e  sam e reg ion  an d  is v e ry  sensitive to  lack 
of oxygen. It is p ro b ab ly  the sluggishness of th e  fish  and  its p resum ably  
low  m etabolism , th e  re la tiv e ly  large re sp ira to ry  su rface of its yellow ish- 
w h ite  gills, and  th e  w ell ae ra ted  w a te r a t less th an  2° C. th a t enable 
a fish  of such a large size to  su rv iv e  w ith o u t haem oglobin.

I t  m ust be rem em bered  on the  o th er h an d  th a t  som e species of fish 
which have red  blood do not alw ays use th e ir  haem oglobin as an oxygen 
c a rr ie r  and depend for th e ir  re sp ira to ry  ac tiv ity  upon th e  oxygen dis
solved in  th e ir plasm a. This w as c learly  d em o n stra ted  by  N i c 1 o u x  (1923) 
who found th a t carp , eels and  p ike w ere no t m uch affected  w hen th e ir  
w a te r  w as eq u ilib ra ted  w ith  a ir contain ing 2%  CO w hich  tran sfo rm ed
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about 90%  of th e ir  haem oglobin in to  carbon m onoxide haem oglobin  
which cannot act as an oxygen  ca rrie r. These species of fish use haem o
globin on ly  w hen the  oxygen tension  in th e ir  su rro u n d in g  m edium  is 
v ery  low  or w h en  th e ir  m etabolic ac tiv ity  increases th e  oxygen  re q u ire 
m ents of th e ir  tissues. In o th e r fish, such as m ackerel, haem oglobin is 
alw ays functional even w hen th e  su rro u n d in g  m edium  is w ell eq u ilib ra 
ted w ith  air.

H a e m o g lo b in  in  In verteb rates

Am ong the  in v erteb ra tes , as show n in  Table 2, the  d is trib u tio n  of 
haem oglobin is very  irreg u la r. I t  m ay be p re sen t in a few  rep resen ta tiv e s  
of a v e ry  large p hy lum  or o rd e r and  absen t in m an y  h u n d red s of o ther 
very  closely allied fo rm s o r rep laced  in some of th em  by o th e r oxygen 
ca rrie rs  such as ch lorocruorin , h aem ery th rin  or haem ocyanin . This is w ell 
show n by spectroscopic stud ies of blood, coelomic or periv isceral flu ids of 
molluscs, echinoderm s, Crustacea, insects, nem atodes and annelids. T he 
haphazard  d istrib u tio n  of oxygen  ca rrie rs  in in v e rteb ra te s  is w ell illus
tra te d  by the  stu d y  of po lychaetes belonging to th e  fam ily  of S erpu lidae . 
It was show n by F o x  (1949) th a t even w ith in  a single serp u lid  genus 
Spirobis  one species has chlorocruorin , an o th er has haem oglobin, w hile 
a th ird  has n e ith e r of these p igm en ts and y e t th e  h ab ita ts  of these  spe
cies a re  v ery  sim ilar. M oreover, the  rep resen ta tiv es  of the  genus Serpula  
have both  haem oglobin and ch lo rocruorin  in the  blood of the  sam e in d i
v idual, w hereas the genus Magelona, w hich also belongs to the polychae
tes, has h aem ery th rin  in  its blood corpuscles.

The d istrib u tio n  of haem oglobin in insects is of special in te rest. 
A lthough insects form  by fa r  the largest group  of in v e rte b ra te s  and 
ex h ib it the  g rea test v a rie ty  of re sp ira to ry  ad ap ta tio n s w hich are  well 
i llu s tra ted  by th e  larvae of D ip te ra  ( K e i l i n ,  1944), haem oglobin w as 
recorded  in on ly  a few  species of D ip tera  and  H em ip tera . Thus, am ong 
D ip tera  it was found in  th e  periv isceral flu id  of th e  larvae of certa in  
C hironom ids and  in the  trach eal cells and ce rta in  o th e r tissues of the  
larvae  of Gastrophilus  ( K e i l i n  and W a n g ,  1946). Am ong H em ip tera  
haem oglobin w as found in  Buenoa margaritacea  ( H u n g e r f o r d ,  1922; 
B a r e ,  1928) nad  Anisops producta  ( P o i s s o n ,  1926) w here  it is locar- 
lized in large m asses com posed of trach ea l cells s im ilar to those of 
Gastrophilus  larvae. I t  was also found  in  Macrocrixa geoffroyi,  w h ere  it 
fills th e  lum en of accessory glands of the  m ale gen ital system  (H a v i- 
1 a n d-B  r  i n d 1 e y, 1929). The fact th a t  ou t of m ore th an  500,000 species 
of know n insects haem oglobin w as recorded  in  so v ery  few  cases only 
ind icates how  v e ry  little  a tten tio n  w as given to th is aspect of entom ology.
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It m ay also be in te re stin g  to  note th a t haem oglobin has not yet been 
recorded  in  an y  of th e  rep resen ta tiv es  of P o rife ra  (sponges) and Coelen- 
te ra ta .

H a e m o g lo b in  in  c e lls  o f  P rotozoa  an d  F ungi

The o ccu rrence of haem oglobin, even  in  a v ery  low  concentration , 
w ith in  cells rich  in cytochrom e can easily  be recognized because the 
abso rp tion  sp ec tra  of com ponents (a, b an d  c) of cytochrom e especially  
th e ir  u-bands are  v e ry  sh arp  w hen the  com ponents a re  reduced  (aa -605, 
b a - 563 and  c“-550 m^) and vanish  w hen  th ey  are oxidized, w hereas 
in haem oglobin i t  is on ly  on oxygenation  to HbC>2 th a t the  tw o absorption 
bands (a and  |3) of the  la tte r  are  very  strong . T hey  d isappear on deoxyge
nation  or in p resence of CO, being rep laced  by  d iffuse  absorp tion  bands 
w hich  in th e  d ilu te  solution of the  p igm ent a re  h ard ly  perceptib le. The 
com ponents a, b an d  c of cytochrom e are not autoxidizable, and do not 
react w ith  e ith e r  C N ’ o r CO; th e ir  ox idation  is catalyzed by cytochrom e 
oxidase (cytochrom e CI3). This com ponent, th e  absorption bands of w hich 
are m asked by those of cytochrom e a, is autoxid izab le and reacts both 
w ith  CN ’ and CO w hich  in h ib it its ca ta ly tic  activ ity .

Thus, w hen  a ir is passed th ro u g h  a suspension of cells the  bands of 
cytochrom e d isappear and  are rep laced  by those of oxyhaem oglobin. 
W hen aeration  is in te rru p te d  and th e  oxygen of the  suspension is used 
up  in  the  cell resp ira tion , the  sh arp  absorp tion  bands of reduced  cyto
chrom e reap p ea r wrhile the  tw o bands of oxyhaem oglobin  are rep laced  by 
the  fa in t band  of haem oglobin w hich does no t m ask the  absorp tion  bands 
of cytochrom e.

On the  addition  of cyanide to ae ra ted  cell suspensions the bands of 
reduced  cy tochrom e can be seen side by  side w ith  those of oxyhaem o
globin. C yanide, by in h ib itin g  the reox ida tion  of the reduced  compo
n en ts  of cytochrom e, p rev en ts  the u tliliza tion  of oxygen in cell re sp ira 
tion. U nder these  conditions the  a-band  of oxyhaem oglobin w hich lies 
be tw een  the  bands a and b of cytochrom e appears as a n a rro w  b u t 
d istinc t band, w h e reas  the fl-band of oxyhaem oglobin  w hich  lies betw een 
cy tochrom e bands c and  d is h a rd ly  percep tib le .

I t  m ay be m en tioned  here  th a t the  absorp tion  bands of oxyhaem o
globin in Protozoa and  Fungi, like those of m yoglobin, lie n ea re r the  red  
en d  of th e  sp ec tru m  (a-582 and  p-545 mp) th an  the corresponding band 
of blood oxyhaem oglobin  (a-578, (3-539 min). W hen the  concentration  of 
haem oglobin in cells is su ffic ien tly  high th e  absorp tion  band of CO -hae- 
m oglobin can be seen at 574 and 539 mu. H ow ever, w hen  haem oglobin is 
oxidized to m ethaem oglobin , the  absorption bands of th e  la tte r  are m uch 
too feeble-and too diffuse to be seen a t such  a low  concen tration .
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H a e m o g lo b in  in  P rotozoa

The occurrence of haem oglobin in  P rotozoa, w hich is one of the  la r
gest p hy la  of the anim al kingdom , was for the  firs t tim e recorded  by  
S a t o  and T a m i y  a (1937) w ho discovered it in th e  ciliate Param ecium  
caudatum .  This d iscovery w as recen tly  confirm ed an d  ex ten d ed  to  ano
th e r  ciliate T etrahym ena  (Glaucoma) pyr iform is  and  the concen tra tion  
of haem oglobin in both ciliates w as d e te rm in ed  spectroscopically  
(K e i 1 i n and R y  1 e y, 1953). In  both  species haem oglobin can  easily  be 
recognized by the  appearance, on aeration  of the  suspension, of tw o bands 
a t 582 and  545 him-, by th e ir  d isappearance w hen th e  bands of reduced  
cytochrom e become visible and by  the  appearance of bands a t 574 and 
539 m[i on passing th rough  the  suspension a c u r re n t of gas m ix tu re  con
ta in in g  O2 and  CO.

A ssum ing th a t the  eq u iv a len t w eight of haem oglobin in ciliates is 
abou t 17,000, the  haem oglobin con ten t of Param ecium  from  several b a t
ches of cu ltu re  gave values (on a d ry -w eig h t basis) v ary in g  betw een  1.12 
and  1.74 per cent, w hereas haem oglobin of T etra h ym en a  w as found to 
v a ry  betw een  0.22 and 0.3 p e r cent.

T he p resence of haem oglobin in tw o v ery  com m on ciliates, Param e
cium  caudatum  and T e tra h ym en a  pyriform is,  suggests the possib ility  
th a t haem oglobin m ay have a m uch w ider d is trib u tio n  in P ro tozoa th an  
h ith e r to  suspected. H ow ever, th is p roblem  can be solved only  by  carefu l 
spectroscopic exam ination , u n d e r d iffe ren t conditions, of th ick  su sp en 
sions of these organism s. U n fo rtu n a te ly  p u re  m ass cu ltu re s  of P ro tozoa 
are no t o ften  easily  obtained .

H a e m o g lo b in  in  c e lls  o f  y ea st ( Saccharomy ces cerevisiae)

Of th e  num erous sam ples of com m ercial b a k e r’s yeast w hich  w ere 
exam ined  spectroscopically  a t d iffe ren t tim es o n ly  tw o sam ples, one 
o b ta ined  in 1936 and  the o th e r in 1940, revealed  the p resence of a w eak 
ban d  at about 583 m|^ The facts th a t th is  ban d  is visible o n ly  du ring  
v e ry  stro n g  aeration , th a t it d isappears and is rep laced  b y  th e  bands of 
reduced  cytochrom e w hen  ae ra tio n  is in te rru p te d  o r w hen th e  yeast 
suspension  is trea ted  w ith  carbon  m onoxide, ind icates, th a t i t  is the 
« -band  of oxyhaem oglobin. T he ban d  a t 583 m^i can be observed even 
in a m odera te ly  ae ra ted  suspension provided its  re sp ira to ry  ac tiv ity  is de
p ressed  by keeping  it a t about 0° C. o r by  trea tin g  it w ith  a narco tic  such 
as e th y l u re th an e . In  the  la t te r  case th is ban d  rem ains v isible to g e th er 
w ith  th e  bands of reduced  cy tochrom e b. In  yeast suspension tre a te d  w ith  
cyan ide and aera ted , th e  band  at 583 mu rem ains v isible in the presence 
of th e  bands of reduced  cy tochrom e (K e i 1 i n, 1953).
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L ate r, of sev e ra l cu ltu re s  of p u re  s tra in s  of yeast we exam ined , h aem o 
globin w as d e tec ted  in  tw o s tra in s  (67 and. 77) of the In s titu te  of B rew ing  
and  in a  s tra in  w e isolated  from  th e  top b re w er’s yeast of a  local C am 
brid g e  b rew ery . F ro m  stra in  77 (L 0j =  -8 2 , =  +  147), the  slow
grow ing  ’’pe tite  co lonie” s tra in  77A w as isolated a f te r  cu ltivation  in p re 
sence of acriflav ine  according to  E p h r u s s i ,  H o l t i n g e r  and C h i 
m e  n e s (1949). T his s tra in  ( Q0s =  -5, Qco, =  +250) w as fo u n d  to  
be rich  in cy tochrom e c, p rac tica lly  devoid of cytochromes) a +  an d  b 
and  rich  in  haem oglobin th e  co n ten t of w hich being as high as 0.127°/o 
of th e  d ry  w eigh t of y east (K e  i 1 i n and T i s s i è r e s ,  1954). W e sug 
gested  th a t  the  absorp tion  band  at abou t 580 m a of the  ’’p e tite  co lonie” 
m u tan t s tud ied  by  S ł o n i m s k i  and E p h r u s s i  since 1949 (see 
S ł o n i m s k i ,  1953) m ay also belong to haem oglobin.

T he fo rm ation  of haem oglobin in  yeast cells was confirm ed by  Y e a s  
(1956). B y cu ltiv a tin g  yeast aerobically  in  presence of a sm all co n cen tra 
tion  of an tim ycin  A (0.37— 2.5 ng./m l. of m edium ) he ob ta ined  y ea s t 
cells com pletely  devoid of cy tochrom e a b u t contain ing a typ ical haem o
globin.

H a e m o g lo b in  in  M ou lds

H aem oglobin in m oulds w as re cen tly  d iscovered on spectroscopic 
ex am in a tio n  of m ycelium  of Neurospora crassa and Pénicillium n o ta tu m  
( K e i l i n  and  T i s s i è r e s ,  1953). The m oulds used for th is e x a m i
na tio n  w ere  cu ltiv a ted  in a h igh ly  ae ra ted  flu id  m edia, h arv ested  on th e  
5 th  or 6th  d ay  of c u ltu re  and  w ashed  free  of n u tr ie n t m edium  g iv ing  
a  com pact fe lt-lik e  m ass of m ycelium . One of the d ifficu lties p re sen ted  b y  
th is  m ate ria l is  th a t  it cannot be easily  ae ra ted  so th a t on d irec t sp ec tro 
scopic ex am in a tio n  th e  m ycelium  inv ariab ly  shows the  ch a rac te ris tic  
absorp tion  bands of reduced  com ponents (a, b, and  c) of cy tochrom e. 
T here are, how ever, tw o w ays of overcom ing the d ifficu lty  of aera tion :
1) on quick  com pression an d  release of th e  fe lt some of the w a te r inco rpo
ra te d  in it is rep laced  by  a ir and  2) on tre a tin g  the  fe lt w ith  a li tt le  h y 
drogen p erox ide  w hich , being rap id ly  decom posed by  catalase, lib e ra te s  
oxygen in the  fo rm  of m in u te  bubb les w hich  are kep t im prisoned  w ith in  
th e  fe lt of m ycelium . U nder these conditions the  com ponents of cy to 
chrom e becom e ra p id ly  oxidized, th e ir  absorp tion  bands vanish  an d  are  
rep laced  by  th e  tw o bands of oxyhaem oglobin a t 583 and  545 mu, 
A lthough haem oglobin  can  be seen  in th e  w ild type of Neurospora crassa, 
it was p a r tic u la r ly  p ro m in en t in one of its  slow -grow ing m u tan ts . F rom  
this m ateria l a ce ll-free  e x tra c t rich  in haem oglobin w as easily  o b ta in ed  
w hich m ade i t  possible to  d e te rm in e  m ore p recisely  th e  ch a rac te ris tic  
p ro p erties  of th is  haem oglobin  and of som e of its derivatives.

http://rcin.org.pl



446 D. KEILIN, [8]

H a em o g lo b in  in  P lants

I t w as know n from  ea rly  tim es th a t the legum inous plan ts en rich  the 
soil m aking  it su itab le  for the  grow th  of cereals. T h at th ey  owe th is pro
p e r ty  to  th e ir  ab ility  of absorb ing  atm ospheric n itrogen  w as d em o n stra ted  
only in 1838 by B o u s s i n g a u l t .  It w as show n la te r  ( F r a n k ,  1879) 
th a t root nodules of these p lan ts  fail to develop in seedlings grow n in s te 
rile  soil b u t the b ac te ria  w h ich  w ere know n to be p resen t w ith in  nodules 
w ere considered to be of a parasitic  n a tu re . We owe to H e 11 r  i e g  e 1 and  
W i l f a r t h  (1888) the d em onstra tion  th a t the  n itrogen  fixation  takes 
p lace w ith in  rco t nodules and  to B e i j e r i n c k  (1888) th a t the  m icro
organism s in root nodules a re  sym biotic b ac teria  w hich can also be found 
free in  soil and can be cu ltiv a ted  upon su itab le  m edia. Follow ing these 
fu n d am en ta l discoveries ex ten siv e  investigations w ere ca rried  o u t on the 
s tru c tu re  and developm ent of root nodules b ro u g h t about by  d iffe ren t 
s tra in s  of Rhizobium ,  in d iffe ren t legum inous p lan ts, on the  physiology 
of th is sym biotic association and  on the  possible m echanism  of th e  n itro 
gen fixation .

W hen a fresh  and active roo t-nodule is cut o r c rushed  it inv ariab ly  
shows a b rig h t re d  p igm ent. A lthough th is  fact could scarcely  have been 
overlooked by num erous w o rk e rs  engaged in the  s tu d y  of roo t-nodu les and 
n itrogen  fixation  since 1888 y e t th is  pigm ent w as recorded and  its  n a tu re  
d iscussed fo r the f irs t tim e o n ly  in 1938 by  P  i e  t z. He believed it to  be 
th e  red  in te rm ed ia te  p roduct w hich appears on the  ox idation  of ty rosine 
o r of d ihy d ro x y p h en y la lan in e  catalysed  by ty rosinase and th a t  its fu n c
tion  is to  poise the ox ido-reduction  po ten tia l of nodules at a level fav o u r
able for th e  p ro lifera tion  of sym biotic bacteria.

A y ea r la te r  th e  p igm ent w as re in v estig a ted  by  K u b o  (1939) both 
in  situ  an d  in  frac tiona ted  e x tra c ts  of nodules. He exam ined  th is p igm ent 
spectroscopically  and id en tified  it as a haem opro tein  com pound analogous 
to haem oglobin.

The p igm en t was re -ex am in ed  by  B u r r i s  and H a a s  (1944) w ho 
agreed  w ith  K u b o  th a t it belongs to  th e  haem atin  com pounds but, 
co n tra ry  to his view s, th ey  found th a t ’’its behav iour tow ards oxygen 
ind icates th a t  it is not a  haem oglobin-like su b stan ce” ; th ey  concluded th a t 
th is p igm ent in s tead  of undergo ing  oxygenation, undergoes reversib le  
oxido-reduction .

A bout th e  sam e tim e, w hile re investiga ting  the  n a tu re  of the  p igm ent 
in root nodu les of d iffe ren t legum inous p lan ts  especially  those of th e  soya 
bean (K e i 1 i n  and  W a n g ,  1945), w e w ere able no t only to corroborate  
the p rev ious find ing  by K u b o  b u t to  estab lish  w ith o u t an y  e lem en t of
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d o u b t th a t  it is a typ ical haem oglobin rev ersib ly  com bining w ith  m olecu lar 
oxygen, th e  iron  of the oxygenated  com pound (Hb0 2 ) rem ain ing  in the 
d iv a len t s ta te . L ike haem oglobin i t  com bines reversib ly  w ith  CO and  on 
tre a tm e n t w ith  oxidizing agents like po tassium  fe rricyan ide  o r qu inone it 
undergoes ox idation  to  m ethaem oglobin . The spec trophotom etric  cu rves 
of its  3 m ain  deriva tives (Hb, H b0 2  and  HbCO) are of th e  sam e p a tte rn  
as those of o rd in a ry  haem oglobin excep t th a t the  a -b an d  of the oxygena
ted  com pound, like th a t of H b02  of som e in v erteb ra tes , is som ew hat low er 
th an  the  (1-band.

The a ffin ity  of th is  haem oglobin for oxygen, expressed  as O2 tension  
in m m . m erc u ry  w hich  corresponds to  50%  oxygenated  com pound at 
15° C., w as fo u n d  to  be less th an  0.1 m m . The re la tiv e  a ffin ity  of th is pig
m en t for O2 an d  CO expressed  as the  eq u ilib riu m  constan t

[HbCO] pO ,
K =  TT1 ^  —  at 15 C. w as found to be about 37.

[H bO a] pCO

T hat the  haem oglobin is in som e w ay  connected w ith  the  n itrogen  fix a 
tion  by nodu les is su p p o rted  by  tw o facts: (1) its  constan t presence in 
active nodules of ev e ry  legum inous p lan t so fa r  exam ined  and (2) the 
inh ib ition  of n itro g en  fixation  by  a low  p artia l p ressu re  of CO.

The p resence of haem oglobin in  root nodules of legum inous p lan ts  is 
of g reat biological in te re s t ap a rt from  its bearing  upon th e  m echanism  
of n itrogen  fixation . The root nodule haem oglobin p resen ts  the  f irs t case 
of the occurrence of th is p igm ent in p lan ts, although  o th e r haem opro te in  
com pounds such as cytochrom e, peroxidase and  catalase are know n in 
p lan ts . W hat is, how ever, of special in te re s t is th a t n e ith e r the p lan t cells 
alone, no r the sym bio tic m icroorganism s (R hizob ium ) cu ltiv a ted  sep a ra te ly  
are  capable of syn thesiz ing  haem oglobin. It is on ly  w hen th e  root cells are 
invaded  by specific sym biotic m icroorganism s and begin to p ro life ra te  
th a t haem oglobin is form ed. R hizob ium  not only  induces g row th  and  
m ultip lica tion  of cells, b u t also supplies these p ro life ra tin g  cells d irec tly  
o r in d irec tly  w ith  a fac to r necessary  for th e  sy n th esis  of haem oglobin 
( K e i l i n  and W a n g ,  1945).

K  u b o ’s find ings as w ell as ou r observations sum m arized  above w ere 
confirm ed  by V i r t a n e n  (1945) and V i r t a n e n  and L a i n e  
(1946). H ow ever, th ey  claim ed th a t in addition  to  haem oglobin the  root 
nodules alw ays contain  m ethaem oglobin, the  concen tration  of w hich  
increases w hen  the  p lan ts  are p laced in the dark . T hey  claim  to have 
found  th a t even  ’’d u rin g  cloudy days th e  brow n colour deepens in th e  
nodules as th e  balance is sh ifted  to m ethaem oglobin” . T hey  assum ed th a t
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in n itrogen  fixation  the function  of haem oglobin is connected no t so m uch 
w ith  its  p ro p e rty  of oxygenation  to  oxyhaem oglobin  as w ith  its  ox idation  
to  m ethaem oglobin. A lthough  th e  problem  of the m echanism  of n itrogen  
fixation  lies ou tside the  scope of th is  artic le  i t  can be m entioned  h ere  th a t  
we fa iled  to  confirm  th e  observations of these w orkers and could n o t 
accept th e ir  in te rp re ta tio n  (K e i 1 i n and S m i t h ,  1947). N e ith er th e  
ex p e rim en ta l evidence no r g en e ra l considerations su p p o rt th e ir  v iew  
th a t the  n itrogen  fixation  in roo t nodu les involves a cyclical change of the  
valency  of haem oglobin iron. M oreover, it seem s u n lik e ly  th a t oxido- 
reduction  reactions in  nodules are  ca ta lysed  by a com pound such  as 
haem oglobin, w hich  has the  rem ark ab le  p ro p e rty  of oxygenation  and is 
therefo re  an excellen t oxygen  c a rr ie r  b u t a v e ry  ineffic ien t cata lyst.

T he production  of roo t-nodules, th e ir  s tru c tu ra l ch arac te ristic s  and the  
s ta te  of th e ir haem oglobin  a t  d iffe ren t stages of developm ent of legum i
nous p lan ts  grow n u n d e r a g rea t v a r ie ty  of conditions w ere  re investiga
ted  by N o w o t n y - M i e c z y n s k a  (1949). One of th e  m ain re su lts  of 
th is  study , w hich  has a d irec t b earin g  on the  problem  discussed above, is 
the  dem onstra tion  ’’th a t the  g rea tes t increase of d ry  m a tte r  in the  p lan ts  
and  of th e ir n itrogen  com pounds occu rred  at th e  tim e w hen  the g reatest 
n u m b er of th e ir  root nodules show ed exclusively  red  co lou ra tion”, in  o th er 
w ords w hen the  p igm ent is p re sen t in  the s ta te  of oxyhaem oglobin.

D iv e r s ity  o f  H a e m o g lo b in s

The v ery  w ide d istrib u tio n  of haem oglobin in n a tu re  raises the pro
blem  as to the  sim ila rity  b e tw een  haem oglobins of d iffe ren t origin. T he 
re su lts  of an ex tensive s tu d y  of th is  p rob lem  carried  o u t by a g rea t v a rie ty  
of m ethods clearly  d em o n stra ted  th a t, a ltough all haem oglobins can be cha
rac terized  as haem o p rc te in  o xygen  ca rrie rs  they  show  nev erth e less  very  
m ark ed  q u an tita tiv e  d iffe rences in several of th e ir  p roperties , w hich  can 
be en u m era ted  as follows: 1) absorp tion  spectrum , 2) so lubility , 3) ease of 
crysta lliza tion  and c ry s ta llin e  s tru c tu re , 4) m olecular w eight, 5) am ino 
acid co n ten t of th e ir  p ro te in , 6) isoelectric point, 7) suscep tib ility  to  
d én a tu ra tio n , 8) a ffin ity  fo r O2 and  CO, 9) shape of O2 dissociation curve, 
10) an tigenic and several o th er p roperties .

W e shall now briefly  ex am in e  som e of these p ro p e rtie s  in  th e  same 
o rd e r as th ey  are  en u m era ted  above.

1. T hat t h e  a b s o r p t i o n  s p e c t r a  o f  h a e m o g l o b i n s  of 
d iffe ren t o rig ins are not the  sam e w as show n for th e  f irs t  tim e by  S o r  b y  
(1876) in his classical p ap e r ”On th e  E volution of H aem oglobin” . He found 
th a t th e  absorption bands of Planorbis  oxyhaem oglobin  lie abou t 3 mja.
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n ea re r th e  b lue en d  of the spec trum  th an  those of hum an  oxyhaem oglo- 
bin. H e also understood  th a t th is d ifference is due to the  d iffe rence in  
th e ir  p ro te in s. These observations w ere confirm ed by V i e s  (1922) and 
by A n s o n ,  B a r c r o f t ,  M i r  s k y  and O i n u m a  (1924) w ho ex ten 
ded  th em  to  the haem oglobin of a g reat v a rie ty  of organism s.

The d ifference in the  absorption  sp ec tra  is not confined to  th e  position 
of the bands bu t can be seen in  the  sharpness and  the  re la tive  heigh ts of 
«- and P-bands w hich are  rev ersed  in  th e  HbOo of root nodules ( K e i l i n  
and W a n g ,  1945) and  of Ascaris lumbricoides  ( D a v e n p o r t ,  1949).

2. T h e  s o l u b i l i t i e s  o f  h a e m o g l o b i n s  o f  d i f f e r e n t  
o r i g i n s  show very  m arked  varia tions. Thus, hum an haem oglobin is m ore 
soluble th an  haem oglobins of horse, ra t and guinea-pig. M uscle haem o
globin (myoglobin) of horse is soluble in 3M -phosphate b u ffe r (pH 6 .6) in 
w hich blood haem oglobin is p ractically  insoluble ( M o r g a n ,  1936). 
L a n d s t e i n e r  and H e i d e l b e r g e r  (1923) used the  m u tu al solu
b ility  te s t for d iffe ren tia tio n  of ce rta in  haem oglobins. T here m ay  also be 
a m arked  difference in so lub ility  betw een the oxygenated  (HbOo) and 
deoxygenated  (Hb) form s of the  sam e haem oglobin. W hereas in horse, ra t 
and  gu inea-p ig  Hb is m ore soluble th an  H b0 2 , in m an th e  reverse  is 
tru e  —  H b is less soluble th an  HbC>2. T his leads us to consider haem oglobin 
in sickle cell anaem ia, an  inborn  genetically  tran sm itted  blood d istu rbance . 
It is p rev a len t in some Negro com m unities in A frica, it occurs in about 1 in 
40 N egroes in the U nited  S ta tes, and  is also know n to occur in India, 
th e  Y em en and  Greece. In th is blood d istu rbance , w hile e ry th ro cy tes  in the 
a rte ria l blood are of norm al shape, about 30 to 60%  of e ry th ro cy tes  in the 
venous blood are ’’sick le” or ”o a t” shaped. T hat th is change in shape of 
e ry th ro cy te s  is p erfec tly  reversib le  and  is due to deoxygenation  of haem o
globin was dem o n stra ted  ex p erim en ta lly  in vitro. It w as show n by P  a u - 
1 i n g an d  h is co-w orkers (1949) th a t sickle cell haem oglobin has a sligh tly  
d iffe ren t isoelectric po in t from  norm al haem oglobin. H ow ever, the m ost 
s trik ing  p ro p e rty  of sickle cell haem oglobin determ ined  by P  e r  u t z and  
his co-w orkers (1950, 1951) is the low so lubility  of its deoxygenated  form . 
W hile the  so lubilities of sickle cell an d  norm al HbCU are about th e  sam e, 
the  so lub ility  of sickle cell Hb is 50 tim es low er th an  th a t o r no rm al Hb. It 
is the fact th a t the abnorm al haem oglobin becom es insoluble on deoxygene- 
tion th a t causes the d isto rtion  of ery th rocy tes.

The s tu d y  of the so lubility  of h u m an  haem oglobin at a constan t tem pe
ra tu re  and pH, bu t rising  sa lt concen trations en ab led  R o c h e  and 
D e r r i e n  (1953) to recognize in  the  blood both  of th e  adu lt and  foetus
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the  presence of several d istinc t haem oglobins w hich can also be d is tin 
guished by som e o th er p roperties .

3. T h e  e a s e  o f  c r y s t a l l i z a t i o n  a n d  c r y s t a l l i n e  
s t r u c t u r e .  H aem oglobin w as the  f irs t p ro te in  observed in the c ry s ta l
line fo rm  ( R e i c h e r t ,  1849). H ow ever, th e  ease w ith  w hich haem oglo
bin crysta llizes varies w ith  its origin. Thus, on lysing a th ick  cold su sp en 
sion of ra t e ry th ro cy tes  w ith  an eq u a l volum e of cold d istilled  w a te r an d  
leaving th e  solution a t 0°C. the  w hole of th e  haem oglobin tu rn s  in to  a solid 
c ry sta llin e  mass. T he sam e applies to  haem oglobin of the guinea-p ig  and  
dog. Horse haem oglobin in a cold, concen tra ted  solution w hen  tre a ted  w ith  
cold alcohol to a final co ncen tra tion  of about 20% , rap id ly  crysta llizes if 
le ft s tand ing  a t 0° C. O th er haem oglobins crysta llize m uch moire slow ly and 
o n ly  in th e  presence of v ery  high concen tra tions of salts. This applies for 
instance to hum an  haem oglobin w hich  in th e  presence of (NH4)2S0 4  r e 
m ains in  solution at a concen tra tion  as h igh as 63.8 g. of haem oglobin per 
100 ml. (D r  a b k i n, 1946).

The g rea t varia tion  in the  c ry sta llin e  form s of haem oglobin was know n 
to ea rly  w orkers on th is sub jec t and is w ell illu s tra te d  in the  classical w ork  
by R e i c h e r t  and B r o w n  (1909) w ho also found  th a t haem oglo
bin of th e  sam e origin m ay give th re e  successive crops of c ry sta ls  of d iffe
re n t shape. On crysta lliz ing  th e  oxyhaem oglobins of m an, dog and horse 
u n d er sim ilar conditions in the  p resence of (N H ^ S C h , th ree  d istinct types 
of c rysta ls  w ere  ob tained  belonging to the  te tragonal, o rthorhom bic and 
m onoclinic system s respectively  (D r  a b k i n, 1946).

The haem oglobin crysta ls  of ad u lt sheep and  foetal sheep, w hich are 
in the  form  of tr ian g u la r p la tes and  long needles respectively , w ere show n 
by  X -ray  stud ies ( K e n  d r e w  an d  P  e r u t z, 1948) to d iffe r also in 
th e ir  sy m m etry  and space groups as w ell as in  the  dim ensions of the  u n it 
ceils and  th e  X -ray  d iffraction  p a tte rn s .

4. T h e  m o l e c u l a r  w e i g h t  o f  t h e  h a e m o g l o b i n s  of 
d iffe ren t origins, as show n in th e  Table 3, varies betw een  17,000 and 
3,000.000. How ever, the  m olecular w eight of th e  haem oglobins of all b irds 
and m am m als and the  m a jo rity  of o th er v e r te b ra te s  is about 68,000. As 
each of these m olecules contains 4 haem  prosthetic  groups the  m olecular 
w eight per haem  group is ap p ro x im a te ly  17,000 w hich  is also the  m olecular 
w eigh t of m yoglobin.

5. T h e  a m i n o  a c i d  c o n t e n t  was p ro p e rly  de term ined  for 
the  p ro te in  of on ly  a few  haem oglobins, those w hich  could be p u rified  by 
crysta lliza tion  and ob ta ined  in su ffic ien t am ounts. F o r horse haem oglobin 
and horse m yoglobin a com plete balance sheet of th e  am ino acid con ten ts  is
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T a b l e  3

Molecular ujeights of different Haemoglobins (II) and Erythro- 
cruorins (I and III) according to Svedberg and Pedersen

L a m p e tr a ....................................................  17,000

C h iron om u s................................................ i 17,000
(34,000

G ly c e r a ........................................................  34,000

Fishes, birds and mammals . . . .  68,000
( 68,000

Amphibia and r e p t i l e s ..........................  1150,000
1290,000

D aphnia........................................................  400,000
P la n o r b is ....................................................  1,630,000
A r e n ic o la ....................................................  3,000,000
L um bricus....................................................  3,000,000

T a b l e  4

Amino acids in respiratory pigments according to Roche and Roche and Fontaine

Respiratory 
pigment of

Pigtnent 
classified as

Arginine 
(per cent)

Histidine 
(per cent)

Lysine 
(per cent)

Cystine 
(per cent)

Lampetra Erythro-
cruorin 3.52 3.37 7.51 4.40

Arenicola ,, 10.04 4.03 1.85 4.08
Glycera ,, 9.64 5.39 4.90 3.40
Lumbricus ” 10.07 4.68 1.73 1.47

Sabeila
(=Spirographis)

Chloro-
cruorin 9.64 2.38 3.64 1.64

Horse Haemo
globin 3.57 8.13 8.31 0.74

Horse (according to 
Tristram)

Haemo
globin 3.65 8.71 8.51 1.01
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already  available (see T r i s t r a m ,  1949). The haem oglobins of in v e r te 
b ra te s  have no t so fa r  been  investigated  in  su ffic ien t d e ta il and  the  an a ly 
tical re su lts  cannot be tak en  as final. H ow ever, the d a ta  fo r the  co n ten t 
of a few  am ino acids in d iffe ren t haem oglobins, sum m arized  in Table 4, 
c learly  show  th a t th e re  are  some s trik in g  d ifferences in the com position 
of th e  p ro te in  m oiety  of these haem oglobins.

6 . T h e  i s o e l e c t r i c  p o i n t  of haem oglobins as show n in 
Table 5 varies betw een  pH  4.6 and 7.5 and  although precise d e te rm in a 
tions w ere m ade in on ly  v e ry  few  cases, the d a ta  a lread y  available fo rm  
a com plete series of tran s itio n s  betw een  the  above m entioned lim its.

T a b l e  5

Isoelectric point of haemoglobins

Arenicola .
Chironomus 
Lampetra .
Notomastus 
Gastrophilus

4.6 T o a d f i s h ...................................  5 .75-5 .23
5.4 C y p r in u s ........................................... 6.5
5.7 H o r s e ...................................................  6.9
6.0 Man ...................................................  7.1
6.2 D o c k ...................................................  7.5

7. T h e  s u s c e p t i b i l i t y  t o  d é n a t u r a t i o n  by  alkali w as 
m ain ly  investigated  in o rd e r to d e term in e  the  d iffe rences betw een  th e  
adu lt and  foetal haem oglobins. It w as show n by B r i n k m a n  and  
J  o n x i s (1935) th a t hum an  foetal haem oglobin is m ore re sis tan t th an  
ad u lt haem oglobin. F ro m  th e  d a ta  based upon the resistance to d én a tu ra 
tion by alkali and so lubility  tests it w as ca lcu la ted  th a t ju s t a fte r b ir th  the  
in fan t blood contains abu t 80%  of foetal and  20%  of adu lt haem oglobin; a t 
th e  age of 4 m onths the re la tive  concen tra tions are  reversed , i .e . 19%  of 
foetal and 81%  of ad u lt haem oglobin; from  th e  age of 7 m onths onw ards 
th e  blood contains about 10%  foetal and  about 90%  of adu lt haem oglobin 
(see R o c h e ,  1953).

8 . T h e  a f f i n i t i e s  o f  h a e m o g l o b i n  f o r  o x y g e n  a n d  
c a r b o n  m o n o x i d e  d epend  upon th e  re la tiv e  velocities of the  
associations of haem oglobin w ith  these gases and  the  dissociation of the  
com plexes form ed. The specific d iffe rences in  the affin ities  of m am m alian  
haem oglobins for oxygen are m ain ly  due to the  d ifferences in  th e ir velo
cities of oxygenation. A ccording to  M i 11 i k a n (1936) th e  high oxygen 
affin ity  of m am m alian  m yoglobin is th e  re su lt of a h igh  association veloci
ty, th e  dissociation velocity  being of the  sam e o rder of m agnitude as th a t  of 
th e  blood haem oglobin of th e  sam e m am m al. The position is v e ry  d iffe ren t 
w ith  th e  haem oglobins of som e in v erteb ra tes . Ascaris suis is know n to
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have tw o k inds of haem oglobin w hich can be recognized by the d iffe ren 
ces in th e ir  absorp tion  spectra: haem oglobin of the body-w all and haem o
globin of th e  p e rien te ric  flu id  (K e  i l i n ,  1925). H ow ever, the  high affi
n ity  of th ese  tw o haem oglobins for oxygen w as found by D a v e n p o r t  
(1949) to  be due p rin c ip a lly  to  a v e ry  low  velocity  of deoxygenation. 
Thus, in th e  p resence of N a2S 2C>4 at about 20° C. and  pH  6 the  tim e (tso) 
for ha lf com pletion of deoxygenation  of p erien te ric  haem oglobin is about 
150 sec. w hereas fo r sheep haem oglobin i t  is 0.008 sec. In  o th er w ords 

oxygen  dissociated from  Ascaris haem oglobin about 19,000 tim es m ore 
slow ly th an  from  sheep haem oglobin.

The re la tiv e  affin ities  of haem oglobin fo r O2 an d  CO, w hich are ex -
[HbCO] p 0 2

pressed  as an  equ ilib rium  of p a rtitio n  co n stan t K =     as show n in
[H b02l pCO

T able 6 , varies considerab ly  from  570 (the value  fo r ch lo rocruorin  of 
Branchioma)  to 0.67, the value for haem oglobin in  the  tracheal cells 
of Gastrophilus  larvae.

T a b l e  6

K =
[HbCO] P0 2

[H b 02] pCO

Branchioma . . . . . . . 570 P la n o r b is ..................... . . .  40
Chironomus . . . . . . . 400 Rabbit .......................... . . .  40
H o r s e .......................... . . . 280 Root nodules . . . . . .  37
M a n .............................. . . . 230 Gastrophilus . , . . . . . . 0.67
A renicola..................... . . . 150 M y o g lo b in s .................

to1C
O

CM

T u b i f e x ..................... . . . 40

A v alue of K of 280 ind icates th a t  at ce rta in  w ell defined  conditions 
the a ffin ity  of horse haem oglobin for CO is 280 tim es h ig h er th an  for O2. 
It is, how ever, im p o rtan t to  note th a t a lthough  th e  association of haem o
globin w ith  O2 is about 36 tim es fa s te r  th an  its association w ith  CO, the 
dissociation of HbCO is about 10,000 tim es slow er th an  th a t of H b0 2 . The 
value 280 th ere fo re  rep resen ts  th e  ra tio  of 10,000/36. In  o th e r w ords the 
h igh a ffin ity  of haem oglobin fo r CO is due to slow  dissociation of the 
HbCO com plex.

9. T h e  s h a p e  o f  t h e  o x y g e n  d i s s o c i a t i o n  c u r v e  
of haem oglobin is g rea tly  in fluenced  by  the  ex p e rim en ta l conditions, such 
os d ilu tion , pH, sa lt concen tra tion  and  tem p e ra tu re . It w as found, how 
ever, th a t  haem oglobins of d iffe ren t origins, even w hen stud ied  u n d er sim i
la r  conditions, show  m arked  d iffe rences in the shape of th e ir  dissocia
tio n  curves. On th e  o th er h an d  the physiological function  of haem oglobin
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can be p roperly  understood  only  w hen its dissociation curve is  d e te rm in ed  
u n d er conditions w hich  are  as n a tu ra l as possible (see R e d f i e 1 d, 1933). 
Of g reat physiological significance is the d iffe rence betw een  the  blood and  
m uscle haem oglobins of th e  sam e anim al. The Oo dissociation cu rve of 
blood haem oglobin is S -shaped  and  its a ffin ity  fo r oxygen is low er th an  
th a t of m uscle haem oglobin, the  dissociation cu rve of w h ich  is in th e  
form  of a rec tan g u la r hyperbola . A t a low  oxygen tension, w hen  blood 
haem oglobin is about 80%  deoxygenated , m yoglobin is 80%  oxygenated , 
oxygen th u s being tra n s fe rre d  from  blood haem oglobin to m yoglobin. The 
la tte r  provides a tem p o ra ry  oxygen store w hich enab les th e  m uscle to 
bridge over the in te rm itte n t increases in  dem and  or decreases in the  supp ly  
of oxygen  ( H i l l ,  1936; M i l l i k a n ,  1936 and  1937).

10. A n t i g e n i c  p r o p e r t i e s  o f  h a e m o g l o b i n .  A lthough 
haem oglobins w ere  know n to be w eak  an tigens, it w as show n b y  H e i -  
d e l b e r g e r  and L a n d s t e i n e r  (1923) th a t th e  im m une sera  p ro 
duced by crysta lline  oxyhaem oglobin  reac t species-specifically  w ith  h ae
m oglobin solution. All native  deriva tives of haem oglobin such  as FIbOg, 
IlbCO  and m ethaem oglobin  give th e  sam e resu lts . On acid d en a tu ra tio n  
haem oglobin loses its an tigen ic p ro p e rty . A ntigenic specific ity  w as also 
used for d istingu ish ing  ad u lt and foeta l haem oglobins of th e  sam e species 
(D a r r o w ,  N o w a k o w s k i  and  A u s t i n ,  1940).

Am ong o th er p ro p erties  w hich  w ere found to  v a ry  w ith  th e  haem oglo
bin exam ined  are the ra te  of sp read in g  of th e ir  m onolayers in the  L ang- 
m u ir trough  and th e ir  e lec tro p h o re tic  m obilities.

R ela tio n sh ip s b etin een  h a e m o g lo b in s  an d  th eir e v o lu t io n

The g rea t v aria tio n s in  p rac tica lly  every  p ro p e rty  of haem oglobin so 
fa r  exam ined  estab lish  its  rem ark ab le  he terogeneity . It can be concluded 
th a t th e re  a re  m any  d is tin c t haem oglobins in  n a tu re  an d  since 
the p rosthe tic  group in all of th em  is the  sam e pro tohaem , th e  d iffe ren ces 
in th e ir  p roperties  are  d u e  to  the  d iffe rences in the  s tru c tu re  of th e ir  
p ro te in  m oiety.

In view  of some of the  v aria tio n s in the  p ro p e rtie s  of haem oglobins 
exam ined  in th e  p rev ious ch ap te r, it w as suggested  by S v e d b e r g  
and  E r i k s s o n  (1933, 1934) an d  fu r th e r  developed by S v e d b e r g  
and  P e d e r s e n  (1940) and  by  R o c h e  and F o n t a i n e  (1940) 
th a t haem oglobins should  be d iv ided  in to  tw o groups: 1) haem oglobin and
2) e ry th ro c ru o rin . The te rm  e ry th ro c ru o rin  accord ing  to th em  covers the 
haem oglobin-like p igm ents of all in v e rte b ra te s  as w ell as of cyclostom e fish
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am ong th e  v erteb ra tes , the  nam e of haem oglobin being reserved  for th e  
blood p igm ents of all o th e r v e rteb ra tes .

H ow ever, a deta iled  critica l ex am in a tio n  of the above classification 
(K e  i 1 i n  and H a r  t r  e e, 1951) failed  to support it. In fact one can 
not find  a single ch a rac te r of haem oglobins w hich m akes possible the  se
p ara tio n  of these p igm ents in to  tw o groups. Thus, the  isoelectric poin ts 
(Table 5) and  the  re la tiv e  a ffin ity  for O2 and  CO (Table 6) fo rm  a com 
p le te  series of tran sitio n s  w ith  rep resen ta tiv es  of ’’haem oglobin” sca tte red  
am ong those of ’’e ry th ro c ru o r in ”. M oreover, according to the  m olecular 
w eigh t, th e ir  g roup  of ’’haem oglobin” occupies an in te rm ed ia te  position 
betw een  tw o groups of ’’e ry th ro c ru o r in ” (Table 3). The sam e applies to  
p ractica lly  all o th e r p ro p e rtie s  so fa r  exam ined. The te rm  ery th ro c ru o rin  
should  th e re fo re  be abandoned  and th e  te rm  haem oglobin can be adopted 
fo r all haem oproteins w ith  p ro tohaem  as th e ir p rosthe tic  g roup  and  ca
pable of com bining reversib ly  w ith  m olecular oxygen.

The irre g u la r and  som ew hat hap h azard  d is trib u tio n  of haem oglobin 
ou tside the  v e rteb ra te s  is d ifficu lt to explain . It shows how ever th a t h ae
m oglobin could arise in  n a tu re  in d ep en d en tly  in d iffe ren t organism s. In  
fact, each cell of every  aerobic and  even  of some anaerobic organism s is to 
som e ex ten t a p o ten tia l p roducer of haem oglobin, since each organism , 
from  bacteria  and yeast to h igher p lan ts  and anim ais, contains cytochrom e 
com ponents w hich are haem opro te ins closely re la ted  to  haem oglobin.

Since ev e ry  organism  is capable of synthesizing  the  haem  nucleus, the  
fact th a t haem oglobin is not u n iversa lly  p re sen t is m ain ly  due to the  com 
p ara tiv e ly  lim ited  d is trib u tio n  of the  h igh ly  specific p ro te ins w hich, w hen 
u n ited  w ith  haem , im p a rt to its  iron th e  rem ark ab le  p ro p e rty  of com bining 
reversib ly  w ith  m olecular oxygen. ^

R E F E R E N C E S

A n s o n  M.  L., B a r c r 0 f  t J., M i r s k y A.  E. and O i n u r a a  S., Proc. Roy. Soc.
B 97, 61 (1924).

B a r e  C. O., Kansas Univ. Sci. Bull. 18, 265 (1928).
B e i j e r i n c k  M., Bot. Zbl.  39, 356 (1888).
B 0 u s s i n g a u 11, C. R., Acad. Sci. 6, 102 (1838).
B r i n k m a n  R. and J o n x i s  J. H. P., J. Physiol. 85, 117 (1935).
B u r r i s  R. M.  and H a a s  E., J. biol. Chem. 155, 227 (1944).
D a r r o w  R. R., N o w a k o w s k i  S. and A u s t i n  M. H., Arch. Pathol. 30, 873 

(1940).
D a v e n p o r t  H. E., Proc. Roy. Soc. B 136, 255 (1949).
D r a b k i n D. L., J. biol. Chem. 164, 703 (1946).
F o x  H. M., Proc. Roy. Soc.  B 136, 378 (1949).

http://rcin.org.pl



456 D. K EILIN [ 18 ]

F r a n k  B., Bot. Ztg. 37, 377, 393 (1879).
H a v i l a n d - B r i n d l e y  M. D., Trans. Ent. Soc. Lond. 77, 5 (1299). 
H e i d e l b e r g e r  M. and L a n d s t e i n e r  M. D., J. exper. Med. 38, 561 (1923). 
H e l l r i e g e l  H. und W i l f a r t h  H., Untersuchungen über die S tickstoffnährung  

der Gramineen und Leguminosen.  B eilageheft. 2. Ver. R tibenzückerind 1. (1888). 

H i l l  R., Proc. Roy. Soc. B. 120, 472 (1936).
H u n g e r f o r d  H. B., Canad. Ent. 54, 262 (1922).
K e  i l  i n  D., Froc. Roy. Soc. B 98, 312 (1925).
K e i l i n  D., Nature, Lond. 172, 390 (1953).
K e i l i n  D., Parasitology  36, 1 (1944).
K e i l i n  D.  and H a r  t r e e  E. F. Nature, Lond.  168, 266 (1951).
K e i l i n  D.  and R y l e y  J. F., Nature, Lond. 172, 451 (1953).
K e i 1 i n D. and S m i t h  J. D., Nature, Lond. 159, 692 (1947).
K e i l i n  D.  and T i s s i è r e s  A., Nature, Lond.  172, 393 (1953).
K e i ' l i n  D.  and T i s s i è r e s  A., Biochem. J. 57, X X IX  (1954).
K e  i l  i n  D. and W a n g  Y. L., Nature, Lond., 155, 227 (1945).

K e i l i n  D.  and W a n g  Y. L., Biochem. J. 40, 855 (1946).
K e n d r e w  J. C. and P e r u t z M. F., Proc. Roy. Soc. A  194, 375, (1948).

K u b o  H., Acta Phytochiny. 11, 195 (1939).
L a n d s t e i n e r  K.  and H e i d e l b e r g e r  M., J. Gen. Physiol.  6, 131 (1923). 

M i l l i k a n  G. A., Proc.. Rcy. Soc. B 120, 366 (1936).
M i l l i k  a n  G. A., Proc. Roy. Soc. B. 123, 218 (1937).
M o r g a n  V. E., J. biol. Chenu. 112, 557 (1936).
N i c l o u x  M., C. R. Soc. Biol. Paris  89, 1328 (1923).
N o w  o t n y-M  i e c z y ń s k a ,  Bull. Acad. Polonaise Sei. et Lettres ,  B. Sc. natur.

(1), p. 53 (1949).
P a u l i n g  L., I t a n o  M. A.,  S i n g e r  S. J. and W e l l s  I. C. Science 110, 

543 (1949).
P e r u t z  M.  F., L i q u o r  i A.  M.  and E i r i c h  F., Nature, Lond.  167, 

929 (1951).
P e r u t z  M. F. and M i t c h i s o n J. M., Nature, Lond. 166, 677 (1950).
P i e t z  J., Z. Bakt. (2) 99, 1 (1938).
P o i s s o n  R., Arch. Zool. exp. gen. 65* 182 (1926).
R e d f i e l d  A., Quart. Rev. Biol. 8, 31 (1933).
R e i c h e r t  E. T. and B r o w n  A. P., C rysta llography of Haemoglobin.  Publ.

No. 116 of Carnegie Institute, W ashington (1909).
R e i c h e r t  K. E. M üller’s Archiv,  p. 197 (1849).
R o c h e  J., Bull. Soc. Chim. Biol. 16, 793 (1934).
R o c h e  J. and D e r  r i e n .  Y., Sang  24, 97 (1953).
R o c h e  J. and F o n t a i n e  M., Ann. Inst. Océan. 20, 77 (1940).
R u u d  J., Nature, Lond.  175, 848 (1954).
S a t o  T. and T a m i y a  H., in Cytologia, Fujii Jubilee V olum e 1133 (Tokyo) (1937). 
S ł o n i m s k i  P., La formation des en zym es respirato ires  chez la levure.  A ctu

alités Biochim iques, no. 17. Paris: Masson et Cie. (1953).
S o r  b y  H. C., Quart. J. Micr. Sei. N. S. 16, 76 (1876).

http://rcin.org.pl



D IS T R IB U T IO N  AND' D IV E R SIT Y  OF H A EM O G LO BIN 457

S v e d b e r g  T. and E r i k s s o n  I. B., J. Amer. Chem. Soc. 55, 2834 (1933). 
S v e d b e r g  T. and E r i k s s o n-Q u e n s e 1 I. B., J. Am er. Chem. Soc. 56, 

1700 (1934).
S v e d b e r g  T. and P e d e r s e n  K. O., The Ultracentrifuge,  Oxford: C laren

don Press (1940).
T r i s t r a m  G. R., A dvances  in Protein C hem istry  5, 83 (1949).
V i r t a n e n  A. I. Nature, Lond. 155, 747 (1945).
V i r t a n e n  A.  I. and L a i n e  T., Nature, Lond. 157, 25 (1946).
V l è s  F., Arch, de Phys.  Biol. 2, 2 (1922).
Y ë a s  M., Exper.  Cell. Research  11, 1 (1956).

Otrzymano 23. 10. 1956 r.

{!»]

http://rcin.org.pl



http://rcin.org.pl



A C T A  B I O C H I M I C A  P O L O N I C A

V o l. I I I 195b NO 4

TADEUSZ MANN

FRUKTOZA W W Y D Z IE L IN IE  PĘCHERZYKÓW  N A SIE N N Y C H  
I JEJ R O LA  W M ETARO LIZM IE PLEM NIKÓW

Z Zakładu Fizjologii i Biochemii Reprodukcyjnej Uniwersytetu w Cambridge 

Dyrektor: doc. dr med. i f i l .  T. Mann, F. R . S.

W iadom ości dotyczące w ystępow ania i funkcji fru k to zy  u człow ieka 
i zw ierzą t ogran iczały  się p rzez długi czas niem al w yłącznie do danych  
dotyczących pew nych  schorzeń i odchyleń w przem ianie w ęglow odano
w ej. W ielu badaczy in teresow ało  się zagadnieniem  fruk tozem ii i fru k to - 
zu rii patologicznej, jak  rów nież kw estią  obecności fru k to zy  w p łynach  
obrzękow yck, lecz liczba badań  nad  w ystępow aniem  i p rzem ianą fru k to 
zy w  u stro ju  zdrow ego człow ieka i zw ierzęcia była znikom a. Pew nego 
rodzaju  w y ją tk iem  pod tym  w zględem  b y ły  prace nad  zaw artością f ru k 
tozy w  płynach  i w e k rw i płodu. P race  te pochodzą sprzed przeszło stu  
lat, k iedy  t o C l a u d e  B e r n a r d  (1855) zw rócił po raz p ierw szy uw a
gę na obecność w p łynach  płodow ych cukru  lew oskrętnego, podobnego 
pod w zględem  w łaściw ości do lew ulozy (fruktozy). W k ilka lat potem  
M a j e w s k i  w  sw ojej p racy  dok to rsk iej, przedłożonej w  roku  1858 
U niw ersy tetow i D orpackiem u, s tw ierdz ił ponad w szelką w ątpliw ość, że 
cuk ier p łynów  płodow ych jes t (częściowo p rzy n ajm n ie j) iden tyczny  
z fruktozą. W krótce po tem  zagadnienie fru k to zy  płodu stało  się p rzedm io
tem  szeregu badań, uw ieńczonych w  latach  osta tn ich  przeprow adzeniem  
dowodu ostatecznego, że fru k to za  k rw i płodu pochodzi z łożyska, i że 
tkanka łożyskowa m a zdolność p rzem iany  glikozy na fruk tozę (H u g g e 1 1, 
W a r r e n  i W a r r e n ,  1951).

F ruktoza uj p ły n ie  n a s ie n n y m

W ykazanie, że u człow ieka i zw ierząt is tn ie je  norm aln ie  inne jeszcze 
źródło fruk tozy , a m ianow icie w  płynie nasienia męskiego, dokonane zo
stało stosunkow o n iedaw no  ( M a n n ,  1946), a byłe ono w  dużej m ierze 
rzeczą p rzypadku  i w ynik iem  szczególnych okoliczności. P rzez  szereg lat 
poprzedzających odkrycie  fru k to zy  w  osoczu nasien ia m ęskiego głów nym
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przedm io tem  za in te resow ań  badaw czych au to ra  by ła  p rzem iana w ęglo
w odanow a, początkow o w  la tach  1930— 1935 w  pracow ni lw ow skiej J . K. 
P a r n a s a  w  zw iązku z zagadnien iem  fosforylacji w  m ięśniu  i w  d ro ż 
dżach ( M o z o ł o w s k i ,  M a n n  i L u t w a k - M a n n ,  1931; P a r n a s ,  
O s t e r n  i M a n n ,  1934; L u t w a k - M a n n  i M a n n ,  1935) a później 
w  In s ty tu c ie  F u n d acji M olteno w  C am bridge w zw iązku z badaniam i 
nad enzym am i w  roślinach  i p leśniach (M a n  n, 1938, 1944). W czasie 
dośw iadczeń nad  przem ianą cukrow ą i fosforanow ą g rzybni k rop id laka 
Aspergillus niger n ad a rzy ła  się sposobność do oczyszczenia oksydazy gli- 
kozow ej, tj. enzym u, k tó ry  u tlen ia  specyficznie i ilościowo cuk ier g rono
w y (na kw as glikonow y i wodę utlen ioną) nie n aruszając  p rak tyczn ie  in 
nych cukrów , a w szczególności fruk tozy . M ając do dyspozycji p re p a ra t 
oksydazy glikozowej sporządzonej z pleśni, au to r postanow ił użyć go do 
ilościowego oznaczenia glikozy w  różnych p łynach  ustro jow ych , a m ię
dzy in n y m i także w  p łyn ie  nasiennym . Było to  w  ro k u  1945, k iedy 
obecność cukru  reduku jącego  w płynie n asiennym  była już pow szechnie zna
na, ale  sądzono ogólnie, że cuk ier ten  jes t glikozą, i w ychodząc z tego za
łożenia, używ ano wszędzie, zarów no w  E uropie jak  i w  A m eryce, glikozy 
do sporządzania roz tw orów  d la  rozcieńczenia sp erm y  p rzy  sztucznym  za
p łodnieniu . W ręk u  au to ra  p róba oznaczenia ilościowego „glikozy” w  n a 
sieniu  dała  w ynik  całkow icie u jem ny , co skłoniło  go n a ty ch m iast do p rzy 
puszczenia, że w brew  usta lo n y m  poglądom  cu k ie r p ły n u  nasiennego nie 
może być glikozą. W ykonał więc szereg prób  chem icznych na cu k ry  
i stw ierdz ił, że cuk ier nasienia daje  w szystkie ch a rak te ry sty czn e  odczyny 
fruk tozy , a w dodatku, m ożna z niego o trzym ać łatw o k rysta liczny  gli- 
kosazon, a za tem  pochodną ch arak tery sty czn ą  n ie  ty lko  dla glikozy, lecz 
rów nież dla jej epim erów . O stateczna id en ty fik ac ja  n as tąp iła  przez izola
cję k rysta licznego  m ety lo fruk tosazonu , pochodnej ch a rak tery sty czn ej dla 
fruk tozy , a w reszcie przez oczyszczenie i zbadanie fru k to zy  jako  tak iej.

D ane dotyczące poziom u i zachow ania się fru k to zy  w  nasien iu  różnych 
zw ierzą t zebrano  k ilk ak ro tn ie  w  form ie a r ty k u łó w  spraw ozdaw czych 
( M a n n ,  1949; M a n n  i L u t w a k - M a n n ,  1951), a także książki 
( M a n n ,  1954), k tó ra  ukaże się w kró tce  rów nież w  języku  polskim , t łu 
m aczona z in ic ja ty w y  K om ite tu  B iochem icznego Polskiej A kadem ii N auk, 
pod redakcją  J ó z e f a  H e l l e r a .  Celem  tego a r ty k u łu  jest więc nie 
ty le  p rzedstaw ien ie  zarysu  całokształtu  badań ostatn iego  dziesięciolecia 
nad p rob lem em  w ystępow ania i roli fru k to zy  w  p łyn ie  nasiennym , ale ró w 
nież p rzedstaw ien ie  kró tk iego  opisu  tych  problem ów , k tó re  są obecnie 
p rzedm io tem  badań  au to ra  i jego zakładu. W pierw szym  rzędzie jednak  
a r ty k u ł ten  został nap isany  p rzez  au to ra  do n u m eru  specjalnego Acta Bio-
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chimica Polonica d la  uczczenia jub ileuszu  p rzy jaciela  i kolegi, J  ó z e f  a 
H e l l e r a .  %

P ęch erzy k i n a s ie n n e  ja k o  źró d ło  fruktozy

W przeciw ieństw ie do p łynów  i k rw i płodu, gdzie spo tyka się fruk tozę 
ty lk o  u pew nych, bardzo  nielicznych gatunków  zw ierzęcych, a w  dodatku  
zawsze w  tow arzystw ie glikozy, fru k to za  nasien ia  jes t rozpow szechniona 
w śród  bardzo licznych gatunków  zw ierzęcych  i stanow i p raw ie  zawsze ca
łość cu k ru  w  płynie nasiennym . U ssaków  spotyka się ją  w  stężeniach  od 
k ilku  mg °/o u k n u ra , do k ilkuset m g °/o u człow ieka, by k a  i try k a . Nie 
b ra k  je j w  p łynie nasiennym  kró lika, szczura i innych  gryzoniów , jak  rów 
nież u zw ierzą t ow adożernych, a w ięc u jeża i k re ta . Znaleziono ją  u n ie
k tó ry ch  ryb  a n aw et u ow adów  ( H u m p h r e y  i M a n n ,  1648; 
H u m p h r e y ,  1949; M a n n ,  1956). B adan ia  w ykazały , że u większości 
zw ierząt, ai także ú człow ieka, g łów nym  źródłem  fru k to zy  nasiennej są 
gruczo ły  znane pod nazw ą pęcherzyków  nasiennych  lub  vesículas sem ina
les (syn. glandulae vesiculares, glandulae seminales)  lub  też organów , k tó 
re anatom icznie i funkc jona ln ie  są zbliżone do pęcherzyków  nasiennych. 
T ak  np. u k n u ra  p łyn  w ydzie lany  w  pęcherzykach  nasiennych  zaw iera 
k ilkadziesią t mg °/o fruk tozy , chociaż b ra k  go zupełn ie  w  gruczołach Cow- 
pera , jąd rach  i najądrzach . Podobnie u byka, p łyn  w ydzie lany  w  pęche
rzykach  nasiennych  zaw iera  często około 1%  fruk tozy , podczas gdy gruczoł 
krokow y, na jąd rza  i jądra, nie zaw iera ją  w cale fruk tozy . M ożna śm iało 
tw ierdz ić , że zdolność w ydzielan ia fru k to zy  jes t w  tej sam ej m ierze specy
ficzną fu n k c ją  chem iczną pęcherzyków  nasiennych , w zględnie blisko z n i
mi spokrew nionych  narządów , jak  np. zdolność w ydzielan ia  lak tozy  w  m le
ku  przez gruczoły m lekow e. Specyficzność ta  uw ypuk la  się najdob itn ie j 
w  fakcie, że jeżeli w yciąć tkankę  gruczołow ą, k tó ra  w ydziela fruk tozę 
i przeszczepić pod skórę, to tk an k a  tak a  n ie  za traca  bynajm niej sw ojej 
poprzedniej zdolności i przeszczep tego ro d za ju  w ydziela  w  dalszym  cią
gu fruk tozę, i to w  stężen iu  rów nie w ysokim  jak  organ, z k tórego  po
chodzi (L u t w a k-M  a n n, M a n n  i P r i c e ,  1949).

R egu lacja  p ro ce so m  ttuorzen ia  i m y d z ie la n ia  fruktozy  
p rzez  h o r m o n  p łc io m y  m ę sk i

Od czasu przełom ow ych odkryć dokonanych  przez uczonych tej m ia
ry, co H u n t e r  (1792), B e r t  h o  l d  (1849) i B r o w n - S é q u a r d  
(1889), było w iadom e, że usunięcie ją d e r pociąga zanik pęcherzyków  n a 
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siennych, gruczołu krokow ego i in n y ch  narządów  dodatkow ych m ęskich, 
a także, że zaburzen ia  te m ożna usunąć aMbo przez pow tórne w szczepie
nie tk an k i jąd row ej, albo p rzez podaw anie w yciągów  sporządzonych z ją 
der. O becnie w iadom o już, że substancją  jąd row ą, n iezbędną dla n o rm al
nego rozw oju i czynności gruczołów  dodatkow ych m ęskich, je s t horm on 
płciow y m ęski. Do n iedaw na jednakow oż stw ierdzen ie  działania horm o
nu jądrow ego u ssaków  polegało n iem al w yłącznie na użyciu zw ierząt 
kastrow anych , i na m ierzeniu  w zrostu  i analizie histologicznej m ęskich g ru 
czołów dodatkow ych po w strzykn ięciu  p rep ara tó w  horm onow ych. M eto
da ta, m ająca w pew nej m ierze ch a rak te r  ilościowy, na  dużą skalę może 
być zastosow ana ty lko  do m ałych, n iekosztow nych zw ierząt lab o ra to ry j
nych, a więc szczura czy m yszy, gdyż użycie jej pociąga zawsze o p eracy j
ne w ydobycie i p rzygotow anie organów , a zabieg tego rodzaju  nie dałby  się 
zastosow ać ani u człow ieka, ani u kosztow nych dużych zw ierząt hodow la
nych. T rudność tę m ożna pokonać w  pew nym  stopniu , p rzez zastosow anie 
now ej m etody  do m ierzen ia działania horm onu płciowego męskiego, 
a m ianow icie przez analizę chem iczną p łynu  nasiennego.

P ierw szą próbę w tym  k ie ru n k u  w ykonaliśm y p rzed  k ilku  la ty  na 
k ró likach  ( M a n n  i P a r s o n s ,  1947, 1951), pob iera jąc za pomocą 
,.sztucznej pochw y” skonstruow ane j przez M a c i r o n e  i W a l t o n a  
(1930), p łyn  nasienny  od tych  sam ych zw ierząt, przed  k astrac ją , po ka
s trac ji i po zastosow aniu czystego testo steronu . P ró b a  ta  w ykazała, że 
fruk toza znika z p łynu  nasiennego w  ciągu dw óch do trzech  tygod
ni po w ykastrow an iu  k ró lika  i że pojaw ia się znow u niem al na tych - 

✓ m iast po w strzykn ięciu  testo steronu , albo po podskórnej im p ian tac ji ta 
b le tek  tegoż horm onu. W ynik i analogiczne o trzym aliśm y  w  latach  n astęp 
nych  u innych  zw ierząt, p rzede w szystk im  u byka ( M a n n ,  D a v i e s  
i H u m p h r e y ,  1949; M a n n  i W a l t o n ,  1953; M a n n  i  R o w -  
s o n ,  1956). Z badań tych  w y n ik a  jednoznacznie, że zdolność w y tw a
rzania fru k to zy  przez pęcherzyki nasienne zależy od obecności horm onu 
m ęskiego w  u stro ju  zw ierzęcia i że początek fu n k c ji w ydzieln iczej pęche
rzyków  nasiennych  zbiega się z tym  m om entem  w  rozw oju zw ierzęcia, 
w k tó ry m  jąd ra  zaczynają w ydzielać swój horm on. Tak w ięc obecność 
fru k to zy  w  p łyn ie  nasiennym  je s t bezpośrednim  w skaźnik iem , że pęche
rzyki nasienne w ykonują  już sw oją czynność w ydzielniczą, a jednocześnie 
jes t ona pośredn im  w skaźnikiem  fu n k c ji horm onu jądrow ego w  u stro ju  
m ęskim . Jako  p rzyk ład  zastosow ania oznaczenia fru k to zy  w płynie na
siennym  do badań endokrynologicznych zw iązanych z fu n k c ją  horm onu 
m ęskiego posłużyć mogą n astęp u jące  doświadczenia.
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S tosu jąc  m etodę bodźców e lek trycznych  do pobieran ia p łynu  nasien 
nego ( T h i b a u l t ,  L a p l a u d  i O r  t  a  v a n  t, 1948; R o w s o n  
i M u r d o c h ,  1954), udało  się nam  przeprow adzić analizę p łynu  nasien 
nego o trzym anego  od m łodych byczków  n a  długi okres czasu przed ich d o j
rzew an iem  płciow ym . Za pom ocą tej m etody  m ożna było stw ierdzić , że 
fru k to za  po jaw ia się w  p łynie nasiennym  m łodych zw ierząt już około 
5 m iesiąca życia, a w  8 lub  9 m iesiącu, tj. w  czasie k iedy  w  p łyn ie nasien
n y m  p o jaw iają  się dopiero pierw sze i to bardzo nieliczne plem niki, osiąga 
dość w ysoki poziom, m ianow icie stężenie 100— 200 mg°/o.

A nalogiczne w ynik i o trzym ano  u innych  g a tunków  zw ierząt, i w  każ
dym  w ypadku  udało  się stw ierdzić, że m om ent, w  k tó rym  fru k to za  poja
w ia się w  p łyn ie  nasiennym , a zatem  i m om ent, w  k tó ry m  horm on jąd ro 
w y  rozpoczyna sw oje działanie na pęcherzyki nasienne, w yprzedza na sze- 
reg tygodni lub  m iesięcy ten  m em ent, k iedy  p ierw sze dojrzałe p lem niki 
p rzedosta ją  się z jąd e r do p łynu  nasiennego.

R ola  p rzysad k i m ó z g o w ej

U sunięcie przedniego  p ła ta  p rzysadk i mózgowej pow oduje zan ik  czyn
ności horm onalne j jąd er, k tó ry  z kolei pociąga za sobą zanik  czynności 
wydzielnicze] w  dodatkow ych gruczołach m ęskich. T łum aczy to, dlaczego 
operacy jne  usunięcie p rzysadk i m ózgowej zawsze pociąga za sobą szybkie 
zn iknięcie fru k to zy  z p ły n u  nasiennego ( M a n n  i P a r s o n s ,  1950). 
Podobnie jak  u zw ierzą t kastrow anych  m ożna przyw rócić zanikłą funkcję  
w yćzieln iczą pęcherzyków  nasiennych  przez w strzykn ięcie  testo steronu , 
tak  i u zw ierząt pozbaw ionych przysadki m ożna to uczynić przez w strzy k 
nięcie bądź to w yciągów  przysadkow ych, bądź też oczyszczonego horm onu 
gonadotrofow ego sporządzonego z przysadki lub  łożyska. B adania nasze, 
częściowo będące jeszcze w  toku, w skazu ją na to, że czynnikiem , k tó ry  de
cydu je  dlaczego w  rozw oju norm alnego sam ca fru k to za  pojaw ia się w  pew 
nym  dokładn ie ok reślonym  m om encie, a nie w cześniej i nie później, jes t nie 
ty le  zdolność ją d e r  do p rodukow ania horm onu m ęskiego, ile zdolność p rzy 
sadki, k tó ra  z bliżej n ie znanych  jeszcze przyczyn jes t zdolna do w y tw arza
nia gonadotrofin  dopiero  w  pew nym  ściśle określonym  okresie rozw oju 
zw ierzęcia. N iedaw no przekonaliśm y się na przyk ład , że u m łodych byków  
m ożna z łatw ością pobudzić proces tw orzenia się fru k to zy  w  pęcherzykach  
nasiennych  naw et p rzed  4 m iesiącem  życia, o ile w strzy k n ąć  im  podskórnie 
p re p a ra ty  oczyszczonej gonado tro finy . P rzekonaliśm y  się rów nież, że 
w  w ielu  p rzypadkach  opóźnienia (n ieraz bardzo znaczne) w  tw orzeniu  
i w ydzie lan iu  fru k to zy  przez pęcherzyki nasienne, zwłaszcza u zw ierząt 
m łodych, są w yw ołane nie ty le  niedom ogą horm onalną  jąd e r jako takich,
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ale b rak iem  fu n k c ji gonadotrofinow ej, tj. b rak iem  norm alne j działalności 
p rzedniego p ła ta  p rzysadk i m ózgowej. T ak  n a  p rzy k ład  w iadom o było od 
daw na, że n iedokarm ian ie  lub  nieodpow iednie odżyw ianie osobników  m ło
dych, do jrzew ających , m oże w yw ołać zw łokę w  procesach do jrzew an ia  
płciowego z pow odu opóźnienia no rm alne j czynności gonadotrofinow ej 
p rzysadk i ( M o o r e  i S a m u e l s ,  1931; M u l i n o s  i P o m e r a n t z ,  
1941; N e l s o n  i H e l l e r ,  1948; P a z o s  i H u g g i n s ,  1945). N a
sze badania w skazu ją  na to, że w  tych  przypadkach  chem iczne oznaczenie 
poziom u fru k to zy  w  p ły n ie  nasiennym  może służyć jako p rzy d a tn y  
w skaźnik  do rozpoznania gonadotrofinow ej niedoczynności p rzysadk i 
i zw iązanej z n ią niedom ogi w ydzielniczej gruczołów  dodatkow ych m ęs
k ich  ( M a n n ,  1956).

M ech a n izm  p o irsta u ia n ia  fruktozy

O prócz ją d ra  i p rzysadk i trzeci jeszcze gruczoł dokrew ny, a m ianow i
cie trzu s tk a , spełnia w ażną, chociaż ty lko  pośredn ią  rolę w  regu lacji fu n 
kcji w ydzielniczej pęcherzyków  nasiennych  i tw orzen iu  się fruk tozy . Swój 
w p ływ  zaw dzięcza trzu s tk a  zdolności regu lacji poziom u glikozy we k rw i, 
a od poziom u tegoż cu k ru  we k rw i zależy w  pew nym  stopniu  nasilenie 
p rocesu  tw orzen ia  się fru k to zy  w  pęcherzykach  nasiennych . W ynika to  
p rzede w szystk im  z obserw acji, że u osobników  cierpiących na diabetes  
m ell i tu s  poziom  fruk tozy  w  nasien iu  jest często patologicznie zw iększony. 
W yn ika to rów nież z dośw iadczeń nad  kró likam i, u k tó ry ch  w strzykn ięcie  
aloksanu  pow oduje nie ty lko  cukrzycę i zw iązaną z ty m  hiperg likem ię, 
ale zw iększenie się rów nież poziom u fru k to zy  w p łyn ie nasiennym . B ada
n ia  nasze w skazu ją na to, że glikoza k rw i je s t substancją , z k tó re j pę
cherzyk i nasienne tw orzą fruk tozę , p raw dopodobnie poprzez następ u jący  
łańcuch  p rzem ian  enzym atycznych  ( M a n n  i L u t w  a k - M a n n, 1951):

Z a is tn ien iem  w yżej w ym ien ionych  reakcji enzym atycznych  p rzem a
w ia zdolność p rze tw arzan ia  p rzez  tk an k ę  pęcherzyków  nasiennych , in 
v i tr o , n ie  ty lko  glikozy, ale rów nież glikogenu i e s tró w  glikozofosfo-rowych 
i fruktozofosforow ych, na  w olną fruk tozę. Zasadnicza różnica w  przem ia
n ie  w ęglow odanow ej m iędzy pęcherzykam i nasiennym i a in n y m i tk an 
kam i polega n a  tym , że podczas gdy większość tk an ek  przem ien ia  e s try
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cukrow ofosforow e n a  kw as m lekow y, pęcherzyk i nasienne defo sfo ry lu ją  
te e s try  i w y tw arza ją  w ten  sposób w olne cukry , a m ianow icie glikozę 
z e s tru  glikozo-6-fosiorow ego, a fruk tozę z e s tru  fruk tozo -6-fosforow ego. 
Podczas gdy glikoza zostaje szybko zuży ta  przez pęcherzyki n asienne  ce
lem  w y tw orzen ia  fruk tozy , ta  o sta tn ia , gdy zostaje w ytw orzona, n ie zu
żyw a się, lecz jes t w y d a lan a  przez kom órk i w ydzielnicze pęcherzyków  n a 
siennych  w raz z ich w ydzieliną. Za istn ien iem  m echanizm u, k tó ry  p rze
tw arza  glikozę na  fruk tozę  w  pęcherzykach  nasiennych  p rzem aw iają  ró w 
nież o sta tn ie  badan ia  au to ra  belgijskiego H e r s a  (H e r  s, 1955), k tó ry  
stw ierdz ił, że glikoza zaw ierająca w ęgiel w  form ie rad io ak ty w n ej (14 C) 
zam ienia się w  pęcherzykach  nasiennych  try k a  na fruktozę.

Oprócz w yżej podanego m echanizm u istn ie je  możliwość pow staw an ia  
fru k to zy  w in n y m  jeszcze procesie, a m ianow icie przez u tlen ien ie  so rb i- 
to lu  (W i 11 i a m  s-A  s h m a n i B a n k s ,  1954). P ęcherzyk i nasienne , 
podobnie jak  różne inne narządy  zw ierzęce, a zwłaszcza w ą tro b a , zaw ie
ra ją  oksydazę sorbitolow ą, k tó ra  u tlen ia  sorbito l na fruk tozę. J e s t  jed n ak  
rzeczą w ątp liw ą, czy w w aru n k ach  fizjologicznych oksydacja ta  spełn ia  ro
lę w  procesie p rodukc ji fruk tozy  przez pęcherzyki nasienne. P roces tego ro 
dza ju  zależałby od obecności sorb ito lu , a w  tym  k ie ru n k u  b rak  jak  na 
razie k o n k re tn y ch  danych. Z d rug iej s tro n y  ch a rak te ry sty czn ą  cechą pę
cherzyków  nasiennych  (p rzynajm niej u n iek tó ry ch  ga tunków  zw ierzęcych, 
zw łaszcza u knu ra ) je s t zdolność nagrom adzan ia bardzo w ielkich  ilości 
innego heksito lu , m ianow icie inozytolu ( M a n n ,  1951).

F ruktoliza

P lem nik i posiadają  stosunkow o niedużą ilość w ew nątrzkom órkow ego  
m a te r ia łu  zapasowego, k tó ry  może im służyć jako  źródło en e rg ii p o trzeb 
nej do p rzeżyw ania i do u trzy m an ia  ruchów , i d latego są one w  dużej 
m ierze uzależnione od dowozu zew nątrzkom órkow ych  su b stan cji odżyw 
czych. I w a n o w  (1931) był pierw szym , k tó ry  zw rócił uw agę na ch a 
rak te ry sty czn e  zachow anie się p lem ników  psa, k tó re  p o tra fił p rzez d ługi 
okres czasu u trzy m ać p rzy  życiu za pom ocą glikozy; rów nież i on p ie rw 
szy p rzeprow adził jasno  dowód, że p lem niki nie za traca ją  zdolności p rze 
żyw ania i zużyw ania glikozy, jeżeli ze środow iska zostanie u su n ię ty  tlen  
lub jeżeli ich oddychanie zostanie z a tru te  za pom ocą cy jan k u . W krótce 
potem  R e  d e n  z (1933) w ykazał, że p lem nik i byka są zdolne do p rzeży 
w ania w  w aru n k ach  beztlenow ych, o ile dostarczyć im  bądź to glikozy, bądź 
też fruk tozy , albo m annozy. Inn i badacze, głów nie ze szkoły H u g g i n s a, 
w ykazali w  ty m  sam ym  czasie, że osocze nasien ia  ssaków  posiada cu k ie r 
reduku jący , k tó ry , jak  to już  w spom niano, uw ażano aż do roku  1945 za
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glikozę. W rezultacie  tych  badań  szybko p rzy ję to  za pew nik , że p rzeży 
w anie plem ników  w nasien iu  pełnym , a zatem  w  obecności osocza n asien 
nego, polega na g liko litycznym  rozkładzie glikozy. O dkrycie fru k to zy  
um ożliw iło zbadanie m echanizm u, k tórego  używ ają  p lem nik i do p rze
m ian w nasieniu.

P rzede w szystkim  należy  zaznaczyć, że p lem nik i sztucznie w ydobyte  
z na jąd rzy  nie m ają jeszcze do dyspozycji fru k to zy  i są przew ażnie n ie ru 
chom e; nab ie ra ją  zdolności do ruchów  dopiero  w zetknięciu  z osoczem 
nasienia, głów nie z w ydzie liną pęcherzyków  nasiennych , k tó ra  dostarcza 
im  fruktozy . W w arunkach  beztlenow ych p lem nik i rozk ładają  fruk tozę na 
kw as m lekowy, k tó ry  nagrom adza się w  p łyn ie  n asiennym  jako ostatecz
n y  p roduk t tzw. fruk to lizy  anaerobow ej. Ilość fruk tozy , k tó rą  p lem nik i 
na p rzyk ład  byka w ten  sposób rozk ładają, w ynosi około 1,5 do 2 mg na  10” 
plem ników  na 1 godz. w  tem p. 37°. L iczbom  tak im  dano nazw ę w skaźn ika 
fru k to lizy  ( M a n n ,  1948). W skaźnik  ten  może być u ży ty  do szybkiej oce
ny nie ty lko  m etabolicznej aktyw ności p lem ników , ale rów nocześnie do 
oceny stopnia ruchliw ości plem ników , gdyż ak tyw ność fruk to lity czn ą  za
chow ują one tylko tak  długo, jak  długo je s t u trzy m a n a  ich ruchliw ość.

D rogę rozk ładu  enzym atycznego f ru k 
tozy przez p lem n ik i w  w aru n k ach  b ez tle 
now ych p rzedstaw iono  schem atycznie na 
rys. 1. Pod  w ie lu  w zględam i przypom ina 
ona drogę rozk ładu  glikozy w  tk an k ach  
zw ierzęcych; tak  sam o ja k  w  glikolizie czy 
glikogenolizie rów nież i w  fruk to lizie  ro lę 
cen tra ln ą  spełn ia  kw as adenozyno! rój fos
forow y ( M a n n ,  1949). J e s t on nie ty l 
ko s ta ły m  i ch a rak te ry s ty czn y m  sk ład n i
k iem  kom órk i p lem nikow ej, ale od jego 
poziom u w  kom órce zależy szybkość, z k tó 
rą  p lem nik i zdolne’ są p rze tw arzać  fru k 
tozę na kw as m lekow y. W ynika to m iędzy 
innym i z p ew nych  badań  p rzep row adzo
nych  osta tn io  nad  isto tą  tzw. w s trz ą 

su chłodowego. Polega on, jak  to  w ykazał M i ł o w a n o w  i jego szkoła
(1952), na  nagłej u trac ie  zdolności p lem ników  do ruchu  pod w pływ em  
gw ałtow nego ochłodzenia. Na rys. 2 p rzedstaw iono  graficznie przebieg 
fru k to lizy  w  zaw iesinie p lem ników  try k a , badanej: 1) w  stan ie  św ieżym , 
w tem p. 37°; 2) po gw ałtow nym  oziębieniu do tem p. 5°, inkubacji
w  tem p. 5° przez 10 m in u t i n astępow ym  ogrzan iu  do tem p. 37°; 3) po
pow olnym  oziębieniu do tem p. 5° (tj. stopn iow ym  oziębianiu  z szybkością

ATP

T T
Fosfofruktoza

Dwufosfofruktoza

i
Fosfotrioza 

Kw. Fosfog/icerynowy 

Kw. fosfopirogronowy 

Kw. Pirogronowy

Fruktoza

Kwas
mlekowy

Rys. 1. Schem at fruktolizy  
w  nasieniu ssaków

http://rcin.org.pl



[9] FR U K T O Z A  ł FR U K T O L IZ A 467

nie w iększą niż 5° na godz.) i następow ym  ogrzaniu  do tem p. 37°. Z rys. 2 
w yn ika jasno, że gw ałtow ne oziębienie czyli „w strząs” pow oduje u tra tę  
zdolności fruk to lityczne j przez p lem niki, podczas k iedy  pow olne oziębienie 
b y n a jm n ie j n ie pow oduje tego efek tu  ( M a n n  i L u t w a k - M a n n ,  
1955). W toku  naszych dośw iadczeń okazało  się, że u tra ta  zdolności fru k -  
to iitycznej, w yw ołana nagłym  oziębieniem  kom órek  plem nikow ych, jes t 
zm ianą n ieodw raca lną  i je s t zw iązana z gw ałto w n y m  i n ieodw racalnym  
spadkiem  zaw artości w ew nątrz-kom órkow ego kw asu  adenozynotró jfosfo
rowego. B adan ia  nasze w skazują na to, że p lem nik i poddane „w strząsow i” 
różnią się od kom órek  no rm alnych  
b rak iem  zdolności do odbudow y, czy
li re sy n tezy  kw asu  adenozynotró j- 
fosforowego.

Obecność tlen u  m a n iew ielk iego 
stosunkow o s to p n ia  h am u jący  w p ływ  
na  fru k to lizę  p lem ników ; pod tym  
w zględem  p lem n ik i różn ią  się od 
w iększości tk an ek  zw ierzęcych, w  
k tó ry ch  w p ły w  tlen u  na  procesy  gli- 
kolityczne, czyli tzw . e fek t P asteu ra , 
w y stęp u je  o w iele w yb itn ie j. Tak 
więc naw et w  obecności czystego tle 
n u  p lem nik i p ro d u k u ją  w  zetknięciu  
z fruk tozą  w cale pow ażne ilości k w a
su  m lekowego. A erobow a fruk to liza  
jednakow oż, w  odróżn ien iu  od po
przednio  om ów ionej fruk to lizy  anae- 
ro-bowej, cechuje się m niejszym  n a 
grom adzeniem  się kw asu  m lekow e
go, k tórego część sp a la  się na  CO2 
i H 20 .

Oprócz kw asu  m lekow ego p lem n i
k i ssaków  są rów nież zdolne do u tle 
n ian ia  innych  kw asów  organicznych, 
m iędzy innym i kw asu  p irogronow ego i octowego. Co ciekaw sze, posiada
ją  one rów nież zdolność do u tlen ian ia  g licerolu, a za tem  substancji, k tó ra , 
jak  to w ykazali P o l g e ,  S m i t h  i P a r k e s  (1949), um ożliw ia za
m rażanie nasien ia  do tem p. -79°, m im o to  p lem niki po odm rożeniu  odzys
k u ją  sw oją ruchliw ość. W badan iach  p rzeprow adzonych  osta tn io  udało 
się nam  w ykazać, że p ro d u k tem  przem iany  g licero lu  jes t kw as m lekow y, 
i że dw uhydroksyaceton  zachow uje się pod ty m  w zględem  podobnie do

30 60
Inkub, n  temp. 37°

m in

Rys. 2. W pływ  „w strząsu chłodow ego” 
na fruktolizę w  plem nikach tryka

Fruktoliza beztlenow a w  zbuforow anym  
nasieniu: 1) św ieżym , 2) po gw ałtow nym
oziębieniu  do tem p. 5°, 3) po bardzo pow ol
nym  ozięb ien iu  do tem p. 5°
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glicerolu  (M a n .n  i W h i t e, 1956). M echanizm  p rzem iany  glicerolu 
u p lem ników  polega praw dopodobnie na tym , że naprzód u tlen ia  się on do 
dw uhydroksyacetonu , ten  z kolei zostaje ufosfory low any na fosfodw uhyd- 
roksyaceton , k tó ry  n astęp n ie  u lega przem ian ie  g liko litycznej n a  kw as 
m lekow y poprzez kw as pirogronow y. Pośród w ielu  su b stan c ji p rzez n as  
p rzebadanych  znaleźliśm y jeszcze jedną, k tó ra  zachow uje się podobnie 
do g licero lu  i dw uhydroksyacetonu . S ubstanc ją  tą  jes t sorbitol. P rzeko
naliśm y  się, że p lem nik i u tlen ia ją  sorb ito l na fruktozę, a cu k ier ten  z ko
lei zam ieniają na  kw as m lekow y; w yn ika z tego nagrom adzanie kw asu  m le
kow ego przez plem niki, do k tó ry ch  dodano sorbito lu . Proces u tlen ian ia  
zarów no glicerolu, jak  i so rb ito lu  je s t oczywiście zależny od obecności t le 
nu, a nagrom adzenie się kw asu  m lekow ego spow odow ane jes t tym , że m i
m o obecności tlenu  p lem nik i nie są w  s tan ie  dostatecznie szybko u sunąć 
llenow o  kw asu  m lekow ego przez oksydację na  CO2 i HoO.

L ok alizacja  sy stem u  fru k to lity czn eg o  u ieum ątrz k o m ó rk i  
p le m n ik o iu e j

N iedaw no nadarzy ła  się nam  sposobność do w ykonania pew nych  badań  
w nasien iu  byka, u k tórego  przed  dw om a m niej w ięcej la ty  stw ierdzono  
szybko postępującą u tra tę  płodności. B adania m ikroskopow e nasien ia  w y-

Rys. 3. N asienie niepłodnego byka, zaw ierające w itki 
plem nikow e (ruchliwe) pozbaw ione g łów ek  i głów ki 

plem nikow e bez w itek

kazały , że u tego zw ierzęcia większość (około 95°/n) p lem ników  znajdu je  
się w postaci odrębnych głów ek i w itek  (rys. 3) zupełn ie  od siebie oddzie
lonych. Za pomocą powolnego w irow ania udało  się rozdzielić głów ki, k tó 
re  jako  cięższe i n ieruchom e opadają  ła tw iej od w itek , k tó re , choć pozba-

T. M A N N
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w ionę główek, okazały  się wysoce ruch liw e. Przez k ilkakro tn ie  pow tórzo
ne przem yw anie ro z tw o rem  fizjologicznym  i w irow anie o trzym aliśm y  
w  końcu zaw iesiny  sk ład a jące  się w yłącznie z główek lub  w yłącznie z w i
tek . Na tych  to  zaw iesinach  w ykonano pom iary  fruk to lizy , zarów no bez
tlenow ej i tlenow ej, jak  rów nież oznaczania zużycia tlenu . W ynik i p rzed 
staw iono  na rys. 4; w idać z n ich  jasno, że zdolności fru k to lity czn a  i odde-

Rys. 4. Fruktoliza i zużycie tlenu przez w itk i i g łów ki plem nikow e
W itki i g łów ki otrzym ane przez w irow anie i  przem yw anie nasienia byka (por. rys. 3), za

w ieszono w  roztw orze Ringera zaw ierającym  fruktozę

chow a pochodzą w  przew ażającej części od w itek  p lem nika, a nie od ich 
główek. N adm ienić należy, że spostrzeżenia w ykonane za pomocą sp ek tro s
kopu m ikroskopow ego w ykazały , że całość system u  cytochrom ow ego, a za
tem  cy tochrom y a, b, c i tzw . cy tochrom  as, czyli oksydaza cytochrom ow a, 
zn a jd u ją  się w  w itkach, a nie w  głów kach plem ników . Zgodnie z p rzew i
dyw aniem  udało  się odnaleźć całość kw asu nukleinow ego w  głów kach, 
a nie w  w itkach .
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W płyuj e r g o tio n e in y  n a  fru k to lizę

Pośród czynników , k tó re  un ieruchom ią ją  albo naw et zab ija ją  p lem n i
ki, zn a jd u je  się szereg substancji, k tó re  zaw dzięczają tę  w łaściw ość zdol
ności łączenia się z g ru p am i su lfh y d ry lo w y m i w ew nątrzkom órkow ych  
białek  w itk i p lem nikow ej. Szczególną jadow itością odznaczają się pod 
ty m  w zględem  kw as chlorortęciow obędźw inow y i kwTas jodozobędźw i- 
now y. Toksyczność obydw u tych su b stan cji je s t szczególnie duża p rzy  
działan iu  na  p lem niki, k tó re  zostały  uprzednio  oddzielone od osocza n a 
siennego (przez w irow anie i p rzem ycie roz tw orem  fizjologicznym  soli); 
d ziałan ie  to je s t znacznie słabsze w  obecności osocza nasiennego. 
Zdolność przeciw działan ia  i n ie jako  zobojętn ian ia su b stan c ji w iążą
cych g ru p y  su lfhydry low e zaw dzięcza osocze częściowo w łasn y m  b iał
kom , a częściowo substancjom  red u k u jący m . Jed n ą  z tych  substanc ji 
udało  się nam  izolować z osocza nasiennego  k n u ra  w stan ie  czystym , k ry s 
talicznym . Je s t n ią  ergo tioneina , czyli b e ta in a  tio loh istydyny  ( M a n n  
i L e o n e ,  1953), su b stan c ja  zaw dzięczająca sw oje w łasności red u k u jące  
obecności g ru p y  SH zna jdu jącej się p rzy  p ierśc ien iu  im idazolow ym . Je j 
stężenie jes t specja ln ie w ysokie w  nasien iu  k n u ra , nie b rak  jej jed n ak  
u pew nych  innych  g a tunków  zw ierzą t, a szczególnie w  nasien iu  ogiera 
( M a n n ,  L e o n e  i P o l g e ,  1956). B adania nad  działan iem  antagonis- 
tycznym  ergo tioneiny  i czynników  un ieruchom ia jących  p lem nik i przez 
w iązanie g rup  su lfhydry low ych  w ykazały , że zarów no kw as ch lo rortęcio 
w obędźw inow y jak  i inne czynn ik i w iążące g ru p y  su lfhydry low e dzia ła ją  
ham ująco  w  pierw szym  rzędzie na procesy fru k to lizy  i na oddychanie 
plem ników . E rgotioneina przeciw dzia ła  ty m  procesom  ham ującym . Na ra 
zie n ie w iem y, jak  dalece działanie ergo tione iny  zw iązane jest z n o rm al
n ym  biegiem  fru k to lizy  w plem nikach . P rob lem  zależności fru k to lizy  od 
erg o tio n e in y  w ym aga dalszych badań, podobnie jak  w iele innych  p rob le
m ów, zw iązanych z obecnością d fu n k c ją  fru k to zy  w  nasien iu  i w  p łyn ie 
w yazieln iczym  pęcherzyków  nasiennych .

S tre szcz en ie

F ruk toza jes t n o rm alnym  sk ładn ik iem  p łynu  nasiennego u człow ieka 
i w ielu  ga tunków  zw ierzęcych; w  w iększości p rzypadków  pow staje  ona 
w  pęcherzykach  nasiennych  (vesiculae seminales) lub  gruczołach pokre
w nych. P roces w y tw arzan ia  i w ydzielan ia fru k to zy  jest regu low any  przez 
horm on p łciow y m ęski, pow stający  w  jąd rach ; pośrednio  proces ten  jest 
zależny  od czynności gonadotrofinow ej przedniego p ła ta  przysadk i mózgo
w ej. G łów nym  źródłem  fru k to zy  je s t glikoza k rw i, o sta tn io  jed n ak  w y
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kazano  is tn ien ie  dodatkow ych p rek u rso ró w  fruk tozy . P lem nik i p rzem ie
n ia ją  fruk tozę na  kw as m lekow y zarów no bezilenow o, jak  i tlenow o. 
W w aru n k ach  tlenow ych  kw as m lekow y ulega dalszem u spalen iu . P le m 
nik i posiadają  także zdolność u tlen ian ia  innych  substancji, a w  szczególno
ści glicerolu, dw uhydroksyacetonu  i sorb ito lu . P ro d u k tem  u tlen ien ia  gli
cerolu  jes t kw as m lekow y, k tó ry  praw dopodobnie pow staje  przez  p rze
m ianę glicerolu na dw uhydroksyaceton  z następow ą fosfory lacją n a  fcs- 
fodw uhydroksyace ton  i p rzem ianą g likolityczną tego zw iązku fosforow ego 
na  kw as m lekow y. P ro d u k tem  u tlen ien ia  sorb ito lu  je s t fruk toza , k tó ra  
z kolei ulega przem ian ie  na kw as m lekow y. Enzym y, k tó re  p rzep row adza
ją  rozkład  fruk to lityczny , zn a jd u ją  się w  w itce p lem nikow ej. Ich dz ia ła 
n ie jest zależne od obecności czynnych g ru p  su lfhydry low ych  w e w n ą trz 
kom órkow ych i od poziom u kw asu  adenozynotrójfosforow ego. E rgotio- 
neina dzięki w łaściw ościom  red u k u jący m  u trzy m u je  g rupy  su lfh y d ry lo - 
w e w  stan ie  czynnym .
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<$>PyKT03A B C EK PE TE  C EM EH H LIX  n y 3 L IP L K O B  M EE P O JIb  
B M ETAEO JIM 3M E C n E P M A T 0 3 0 H ^ O B

P  e 3 K> m e

<i>PyKT03a HBJIfleTCH HOpMajIbHbIM KOMnOHeHTOM CeMeHHOM JKHßKOCTM 
uejiOBeKa u MHornx b m ^ o b  x c m b o t h l ix ; b  óojiŁiiiMHCTBe cjiynaeB 0Ha o5pa- 
3yeTCH b  ceMeHHbix ny3ŁipbKax (vesiculae séminales)  m jim  b  poßCTBeHHbix 
}Kejie3ax. Ilpopecc o6pa30BaHMH u BbmejieHMH cjopyKT03bi peryjinpyeTCH 
nOJIOBblM My>KCKMM TOpMOHOM, 06pa3yK)UJ,MMCH B CeMeHHMKax; KOCBeHHO 
3T0T npopecc 3aBHCMT OT rOHaflOTpOCjDKTHeCKOM cjDyHKIlMM nepeAHed 
AOJiM rnnocJiMsa. TjiaBHbiM m c t o h h m k o m  cjDpyKT03bi HBjiaeTCH rjnoK03a 
KpoBM, o^HaKO, b  nocjieflHee BpeMH oÖHapyxteHO cymecTBOBaHwe ,n;o6aBOH- 
Hbix npe^BecTHHKOB cJ)pyKT03bi. CnepMaT030Mą;bi npeBpamaiOT c£>pyKT03Y 
b  MOJiOHHyio KMCJiOTy Kax aHaapoÓHbiM, Tax n  aapoÖHbiM nyTeM. B aapoß- 
Hbix ycjioBMHx MOJioHHaH KMCJiOTa no^BepraeTca ÆajibHenmeMy croparono. 
CnepMaT030MAbi oßjiaßaioT cnocoÖHOCTbio o k m c j ih t b  ßp y rn e  cyßcTamiMTi, 
B OCOÖeHHOCTM rJIHIjepOJIb, ^MOKCMapeTOH II COpÖHTOJIb. IIpO^yKTOM OKI1C- 
jieHMH rjmpepMHa h b j ih o t c h  MOJionHaa KMCJiOTa B03HiiKaiomaH, no Been Be- 
poHTHocTM, nyTeM npeBpanieHHH rjinpepnH a b  ßHOKcnapeTOH c nocneuyio-
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HJ,MM cj)OCCj)OpMJIJipOBaHHeM H a C^OCCjDOflMOKCMapeTOH M rJIHKOJIMTHHeCKMM 
n p e B p a m e H M e M  b  M O JioH H yio KHCJiOTy. B c j ie A C T B iie  OKMCJieHMH c o p S m t o j ih  
n o j iy n a e T C H  c j)p y K T 0 3 a , n o /jB e p r a io m a H C H  b  c b o i o  o n e p e ^ t  n p e B p a m e H H io  
b  M O JioH H yio KMCJiOTy. 3 h 3 m m b i,  n p oB O A H iH ,n e cjDpyKTOJiMTMHecKMH pacna.n;, 
H a x o A H T c a  b  x B o c T e  cneplviaT 030M T ];a . M x  ^ e iiC T B M e 3 a B n c n T  o t  H ajiM H w a  
aK TH BHBIX BH yTpM K JieTO H H BIX CepOBOAOpOAHCTbIX (cyjT bC ^rM A pH JIbH blx) 
(SH-) r p y n n ,  a T a x x c e  o t  y p o B H H  aA eH 03M H T pjicb occj3op H O M  KM CJioTbi. 3 p ro - 
TMOHeMH, 6 jiaro,n;apH BOCCTaHOBM TejibHbiM  c B o iic T B a M , y ^ e p x c w B a e T  c e p o -  
BOAopoAHCTbie (c y jib C ^ r M A p iiJ ib H b ie )  (SH-) rpynnb i b  c o c t o h h m m  aK T H B -
HOCTH.

FRUCTOSE IN THE SECRETION OF SEMINAL VESICLES AND ITS ROLE IN THE 
METABOLISM OF SPERMATOZOA

S u m m a r y

F ructose  is a no rm al co n stitu en t of sem inal p lasm a in m an and m any 
an im al species; in the  m ajo rity  of cases it o rig inates in the sem inal vesicles 
(vesiculae seminales)  o r in closely re la ted  glands. The process of form ation  
and secretion  of fructose is contro lled  by  the  m ale sex horm one produced 
in the testes; indirectly- it is dependen t on th e  gonadotrophic activ ity  of 
th e  an te rio r p itu ita ry . Blood glucose is th e  m ain  source of fructose fo r
m ation b u t recen tly  additional su b s tra te s  have been described. S perm ato
zoa m etabolize fructose to lactic acid, bo th  anaerobically  and aerobically. 
In  the p resence of oxygen, lactic acid undergoes fu r th e r  oxidation. S p er
m atozoa are also capable of oxidizing various o th e r substances, and in 
p a rticu la r, glycerol, d ihydroxyacetone and  sorbitol. Lactic acid w hich is 
the p roduct of glycerol m etabolism , arises p robab ly  by  the  oxidation of 
glycerol to d ihydroxyacetone w hich, in tu rn , is converted  to phospnodihy- 
d roxyacetone and th en  broken dow n g lycolitically  to lactic acid. The 
p rim ary  oxidation  p roduct of sorbito l is fruc tose  w hich, how ever, is sub
seq u en tly  m etabolized to lactic acid. The enzym es w hich ca rry  ou t th e  
fructo ly tic  processes are  localized in  th e  sp erm -ta il. T h eir action depends 
on the p resence of in tac t su lp h y d ry l groups in th e  sperm  cells, and on the 
level of adenosinetriphosphoric  acid. E rgoth ioneine, ow ing to reducing  
properties, m ain ta ins the  su lp h y d ry l groups in an active state.

O tr z y m a n o  16.8.1956 r.
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In tro d u ctio n

The phenom enon of enzym atic  ad ap ta tio n  m ay be observed  w hen 
m icro-organism s, g row n for some tim e on a  ce rta in  su b stra te , are  tra n s 
fe rre d  to a  m edium  of d iffe ren t com position. U n d er these circum stances, 
one of th ree  possib ilities m ay obtain : 1. The cells m ay  begin to grow  rig h t 
aw ay, ind icating  th a t th ey  can hand le th e  substances in the  new  m edium  
w ith o u t having to  undergo  any  changes. 2. T he cells m ay n ev e r come to 
grow , th u s  show ing th a t th e  new  su b s tra te  canno t be used by  th e  cells as 
th ey  are, and th a t th ey  are unab le to change in such a w ay  as to  be able 
to  u tilize it. 3. No g ro w th  m ay occur im m ed ia te ly , b u t a f te r  som e tim e, 
sh o rt o r long, th e  cells m ay s ta r t  g row ing  at a m ore o r less n o rm al ra te . 
In th is  last case obviously a change, an  adap ta tion , has oecured, by w hich  
the  enzym atic  range of the cells has been changed  so as to  enab le  the 
u tiliza tion  of the  new  su b stra te .

The onset of g ro w th  m ay be ex p la in ed  by  tw o  d iffe ren t m echanism s:
1. A m ong the  cells tra n s fe rre d  to th e  new  m edium  is a m u tan t, w hich 
no rm ally  produces th e  enzym e(s) in  question . W hen conditions a re  ch an 
ged, the bulk  of the  cells are  unable to grow , and  th e  m u tan t w ill th ere fo re  
m u ltip ly  and  rep lace th e  ’’n o rm al” ones. 2. A ll th e  cells p re sen t, and 
(or) th e  new  ones arising  from  cell d iv isions in the  new  m edium  m ay 
synthesize the enzym e(s). T he firs t case re p resen ts  a selection, an  adaptar- 
tion  based on gene tica l d ifferences, w hereas th e  second is a p u re ly  
physiological adap ta tion . G enerally , th e  f irs t ty p e  of ad ap ta tio n  is qu ite  
slow, i. e. the  lag phase is long. It th e  m u ta tio n  frequence  is say  10-', 
m any g enera tions are  necessary  before th e  m u ta n ts  prevail. The second 
type of adap ta tion  is on th e  o th er h an d  o ften  q u ite  fast, ran g in g  m aybe
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from  half an ho u r to som e few  hours. H ow ever, it  is u n w a rran te d  to d ra w  
any  conclusions abou t the  m echanism  of adap ta tion  on ly  from  the  
d u ra tio n  of the  lag phase.

Both types of ad ap ta tio n  are  know n to occur and o ften  it is possible 
by  p la ting  ex p e rim en ts  to decide w hich  m echanism  is a t w ork . Thus, if 
the sam e n u m b er of colonies is observed  on the  o ld  and  the  new  su b stra te  
obviously the ad ap ta tio n  process is of the  second type. The p resen t rev iew  
is concerned only  w ith  th e  m echanism  of th is physiological adap ta tion . 
It m ust be sta ted  th a t th e  rev iew  does not include all p e r tin e n t lite ra tu re , 
ra th e r  it has been a ttem p ted  to  m ake a selection so th a t all im p o rtan t 
aspects of the process are illu stra ted .

O ften  the  c rite rio n  used for d em o n stra tin g  the occurence of ad ap ta tio n  
has been the onset of g ro w th  of the m icro-organism s in th e  new  m edium . 
U nder these conditions a deta iled  analysis of the un d erly in g  m echanism  is 
excluded. For th is  purpose  it is necessary  to  follow  the  adap ta tio n  process 
by  determ in ing  th e  en zy m atic  ac tiv ity  in ex tra c ts  of the cells. Some 
adaptive processes a re  q u ite  com plex, includ ing  several enzym es. Thus, 
w hen b ac teria  ad ap t to one m etabo lite , th ey  m ay at the sam e tim e 
adapt to several o th e r  substances viz. in te rm ed ia te  com pounds arising  
du rin g  the m etabolism  of th e  added substance, provided  these are  not 
m etabolized by  co n stitu tiv e  enzym es. This phenom enon of sim ultaneous 
adap ta tion  has been em ployed  for investigation  of ox idative m etabolic 
p a th w ay s in b ac te ria  (cf. rev iew  by  S t a n i e r  [43]), by investigating  
w hich  of various possible in te rm ed ia te s  w ere a ttacked  a f te r  adap ta tion  to  
some substance, w h ich  was oxidized by Pseudomonas fluorescens.  In o th er 
instances, the  ad ap ta tio n  is c learly  a m a tte r  of producing only  one new  
enzym e. As w ill be seen  below, m ost of o u r know ledge about th e  m echa
nism  of enzym atic  adap ta tion , has been gained in stud ies of one-enzym e 
adaptations, in  w hich  the  process w as followed by enzym atic  analyses.

E nzym atic ad ap ta tio n  has been know n to occur in m icro-organism s 
since 1882, w hen  W o r t m a n n  published  his observation  th a t  certa in  
bac te ria  w hich  o rd in a rily  do no t produce am ylase, w ill syn thesize  th is  
enzym e w hen s ta rch  is p resen t as the sole carbon source (cf. the  rev iew  
by K a r s t r o m  [21]).

The beginning of th e  p re sen t e ra  in the  research  on enzym atic  ad ap ta
tion m ay be said to d a te  back to 1930 w hen K a r s t r o m  [20] advanced 
th e  follow ing generaliza tion  reg ard in g  the  syn thesis of enzym es in m icro
organism s: 1. C erta in  enzym es are  never syn thesized  by a given species, 
because the  genetical basis fo r p roducing  th is enzym e is lacking. 2. The 
enzym es w hich are syn thesized  by  a given species, the  species-specific 
enzym es, m ay be d ivided in tw o groups: The co nstitu tive  enzym es w hich
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are  alw ays form ed by  the  cells, and  the  adaptive enzym es w hich are 
p roduced  only of needed, i. e. conditioned by  th e  su b stra te .

M any y ea rs  had  to  pass, how ever, before tim e w as ripe fo r gaining 
a deeper in sigh t in  th e  m echanism  of the physiological enzym atic  adap ta
tion; thus, it w ill be seen from  the p re sen t rev iew  th a t m ost of th e  fu n d a
m en ta l w ork has been pub lished  d u rin g  the last five years. The most 
im p o rtan t re su lts  have been ob ta ined  on tw o system s, viz. th e  adaptive 
sy n th esis  of fl-galactosidase in Escherichia coli, and of penicillinase in 
Bacillus cereus. T hese are two instances of enzym atic  adap ta tion  w here 
o n ly  one enzym e is produced, and  the process of adap ta tion  m ay be 
follow ed d irec tly  by d e term in in g  the apparence of, o r increase in, enzym e 
ac tiv ity . In  th e  case of |j-galactosidase th e  in tro d u ctio n  by L e d e r b e r g  
[22] of o-n itrophenyl-(l-D -galactoside (NPG) as a su b s tra te  for th e  enzym e 
has been of g reat value. This substance is fa in tly  yellow , b u t upon 
exposu re  to P-galactosidase o -n itropheno l is libera ted , giving an  in tense, 
yellow  colour in alkaline solution. By m easu ring  pho tom etrically  the 
increase  in  colour the  ac tiv ity  of the  enzym e m ay be d e te rm in ed  in a sim ple 
w ay. A g rea t p a r t of w h a t is know n about th e  de ta iled  m echanism  of 
enzym atic  ad ap ta tio n  has been ob ta ined  from  w ork  w ith  th is  m ethod, 
m ain ly  by  M o n o d and his co-w orkers.

The use of enzym e determ ina tions, ra th e r th an  g row th  m easurem ents, 
fo r follow ing the  process of adap ta tion , has revealed  one v ery  im p o rtan t 
fact, viz. th a t  even  substances w hich cannot be u tilized  by an organism  
m ay  still provoke adaptive enzym e syn thesis ( M o n o  d,  C o h e n - B a z i r  e 
and C o h n  [30]. The w ord  ’’ad ap tiv e” im plicates a ce rta in  purpose, i.e. 
a f te r  adap ta tion  has occurcd the new  su b stra te  m a y b e  utilized. In cases 
w here  th e  m icro-organism s do not ’’ad ap t” , th ey  do  not benefit in any 
w ay  by producing  the  enzym e, and  M o n o d  and  C o h n  [29] th ere fo re  
suggested  to  change the  nam e of th is  process, catling  it instead  ’’induced 
syn thesis of en zy m es” . F o r substances w hich provoke such syn thesis of 
enzym es w as suggested  the  nam e ’’in d u cers” . In  those cases w here  enzym e 
syn thesis  occurs w ith o u t benefit to the cells in  an y  way, obviously  no 
selection can occur and  u n d er these circum stances there fo re , th e  m echa
n ism  m ust be the physiological and no t genetical one. I t  is possible to  sta te  
as a d ifference betw een  the  genetical and the physiological process th a t  
th e  fo rm er is a lw ays adaptive, w h ereas  the la t te r  in  th is  respect m ay v a ry  
from  case to  case.

T he m e c h a n ism  o f  in d u c tio n

As discussed by  M o n o d ,  C o h e  n- B a z i r  e and  C o h n  [30] th ree  
d iffe ren t hypo theses have been suggested  to ex p la in  th e  m echanism  of the  
induced syn thesis of enzym es:
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]. F u n c t i o n  h y p o t h e s i s .  This m echan ism  w hich  has been 
advanced  by  D u b o s [12] and  e lab o ra ted  by  H i n s h e l w o o d  [18] m ay 
in  a sim plified  w ay be expressed  by the  equation:

Enzyme +  substrate >  more enzyme +  other metabolities

T hus a certa in  am ount of the  enzym e in  question  has to be p resen t 
a lread y  before the addition of the inducer. By the  addition of th is substance 
which m ust be a su b s tra te  for th e  enzym e in  question , processes are 
in itia ted  w hich u ltim ate ly  lead  to sy n th esis  of m ore enzym e. T hus induc
tion is associated w ith  th e  function  of the  enzym e. One consequence of 
th is schem e is th a t the  phenom enon is au toca ta ly tic , i.e. as the enzym e 
itself is taking p a rt som ehow  in  th e  fu r th e r  syn thesis  of enzym e, the ra te  
of enzym e production  m ust increase ex p o n en tia lly  u n til a m axim um  ra te  
has been  reached  (fig. 1 , cu rv e  1).

2. E q u i l i b r i u m  h y p o t h e s i s .  This m echanism  has been sug
gested by Y u  d  k i n  [45], S p i e g e l m a n  (cf. [41]) and  M o  n o d  
[28]. According to  th is hypo thesis the  enzym e is in dynam ic eq u ilib riu m  
w ith  a p recursor. A fte r addition  of som e substance w hich  by form ing 
a com plex w ith  the  enzym e m ay stabilize the la tte r , th is eq u ilib riu m  is 
d istu rbed  and the  am ount of enzym e is increased:

Precursor enzume. Enzyme +  inducer >  stable, active complex

It is seen th a t according to th is  hypo thesis on ly  a ffin ity  betw een  
enzym e and inducer is requ ired , the  inducer need  n o t be su b stra te  fo r the 
enzym e. K inetica lly  th is hypo thesis  w ill give q u ite  a high ra te  of enzym e 
syn thesis  a t the beginning, decreasing  g rad u a lly  as th e  p reform ed 
p recu rso r is depleted , fin a lly  approach ing  a constan t value, corresponding 
to the ra te  of p roduction  of th e  p recu rso r (fig. 1, curve 2).

3. O r g a n i z e r  h y p o t h e s i s .  T his hypo thesis has been ad 
vanced  by M o n o d  [27] and  by E m e r s o n  [13]. A ccording to  th is 
schem e a substance provoking enzym e sy n th esis  does th is  by  som ehow  
d irec ting  ce llu lar p ro te in  synthesis. No req u irem en ts  a re  s ta ted  as to  the 
re la tion  betw een enzym e and  inducer, as the  effec t is ex e rted  on an 
ea rly  stage in  the enzym e syn thesis. These th ree  d iffe ren t possibilities 
w ere  tes ted  ex p e rim en ta lly  by  M o n o d ,  C o h e  n- B a z i r  e  and 
C o h n  [30]. V arious n a tu ra l an d  sy n th e tic  glucides, especially  galacto- 
sides w ere tes ted  in  E. coli w ith  respect to  th e ir  ab ility  to induce 
syn thesis  of p-galactosidase, and  to th e ir  u tiliza tio n  as en e rg y  source. A fte r 
ex trac tio n  and  pu rifica tion  of th e  enzym e from  the  bac te ria  ( C o h n  and 
M o n o d  [6]), the affin ity  betw een  enzym e an d  th e  various substances 
w as d e te rm in ed  by  com petition  experim en ts, an d  fin a lly  i t  w as ascer
ta in ed  w h e th e r the  substances w e re  hydro lyzed  by  th e  enzym e, i.e. 
w h e th e r  th ey  w ere  substra tes.
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The follow ing re su lts  w ere found: 1 . The induction  of enzym e sy n th e 
sis is no t connected  w ith  th e  u tiliza tion  of the inducer as energy  source. 
O n ly  one of all te s ted  substances w ould  supp ly  energy , viz. lactose, and

Fig. 1. The relation betw een bacterial grow th and synthesis of enzym e. Curve 1: 
T he course predicted by the function hypothesis. Curve 2: The course predicted by  
the equilibrium  hypothesis, and the one found experim entally  w hen the inducer  
is at the sam e tim e the only available energy source. AE represents the ’’e x ce ss” 
enzym e. Curve 3: The course found experim entally  under ’’conditions de gratu ite” 

and in already adapted cells

th is on ly  because glucose is lib era ted  by the hydrolysis, as galactose 
canno t be u tilized  by  th e  bacteria . 2. S yn thesis of enzym e is induced  also 
by  substances w hich  are  no t su b stra tes . Thus a-D -galactosides like m eli- 
b icse and  a-m ethy l-galactoside  w ould induce enzym e syn thesis  a lthough  
th e y  are  n o t hydro lyzed . Being a su b s tra te  fo r the  enzym e is th u s  no t 
a n ecessary  condition  fo r being an  inducer. T hat it is no t a su ffic ien t con
d ition  e ith e r  is show n by the  fact th a t o -n itro p h en y l-a-L -arab in o sid e  
is hydro lyzed  b y  th e  enzym e, b u t it  has no inductive pow er. These re su lts  
c lea rly  re je c t th e  f irs t hypothesis. 3. No connection w as found  betw een  
enzym e syn thesis  and  a ffin ity  to  the  enzym e. The sy n th e tic  substance 
th iophenyl-|3-D -galactoside does no t induce enzym e synthesis, i t  is not 
hydro lyzed  by th e  enzym e, bu t it has considerable a ffin ity  to the  enzym e, 
in h ib itin g  com petitively  th e  enzym e in vitro  and in  vivo. T he la tte r  w as 
show n by  th e  fact th a t  th is  substance inh ib its th e  g row th  of bac teria , in  
w hich  P-galactosidase is a constitu tive  enzym e, w hen th ey  are  grow n w ith
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lactose as an energy  source. T hus the  eq u ilib riu m  hypothesis m ay  be 
re jected . 4. O nly the o rgan izer hypothesis rem ains, and from  the  re su lts  
ob tained  w ith  the various substances it was possible to s ta te  th a t a neces
sa ry  condition for a substance to be an in d u cer is th a t it is e ith e r  free  
galactose o r contains an u n su b stitu ted  galactose rad ical (in a-or-|3-bindm g). 
This condition is not su ffic ien t, how ever, as ra ffinose, the  trisacch arid e  of 
fructose, glucose, and galactose, w hich is an cc-galactoside, does not induce  
enzym e synthesis.

T he findings of M o n o d, C o h e n - B a z i r e  and  C o h n  ten d  to 
em phasize the im portance of investigations on th e  m echanism  of induced  
enzym e synthesis. If it  is tru e  th a t the  in d u cer in  some w ay  controls th e  
enzym e syn thesis p roper, then  th e  s tu d y  of th is  m echanism  affo rds 
a m eans to investigate one of the m ost im p o rtan t biological processes, the 
ce llu la r syn thesis  of p ro te in s  an d  the m echanism s w hich  contro l th e  
specific ity  of the  products.

The possib ility  ex ists  th a t th e re  is a special m echanism  for th e  
syn thesis  of inducible (adaptive) enzym es, and  an o th er one for co n stitu 
tive enzym es. H ow ever, it  is q u ite  probable th a t the sam e k ind  of proces
ses are  a t w ork  in both  instances, indeed th e  arg u m en ts  advanced by 
C o h n  and M o n o d  [7] in su p p o rt of th is  ’’u n ita ry  hypo thesis” a re  
v e ry  convincing. T hus in m any  cases it has been observed  th a t the sam e 
enzym e is constitu tive  in one bacterial s tra in , and inducible in  ano ther. 
G enerally  inducib le enzym es a re  p a r tia lly  constitu tive , i.e. th ey  are  
syn thesized  even in the absence of added inducer, a lthough  at v e ry  low 
ra te s  (see e.g. Y u d k i n  [45], M o  n o d  [28]). T h a t the ind u cib le  
and constitu tive  enzym e are iden tica l is of course d ifficu lt to prove 
defin ite ly , bu t investigations of various physical p ro p e rtie s  of the enzym es 
have in several cases show n id en tity . T hus th e  co n stitu tiv e  and inducib le  
fl-galactosidase in E. coli w ere  tested , a f te r  pu rifica tion , w ith  respect 
to re la tive  a ffin ity  fo r d iffe ren t substra tes, ac tiva tion  by ions, th e rm a l 
inactivation  coefficient and im m uno-chem ical p roperties . No m easurab le  
d ifferences w ere  observed betw een  the enzym es (M o n o d and C o h n  
[29-]). C o n tra ry  to th is is the  observation  th a t  enzym es w ith  th e  sam e 
ca ta ly tic  p roperties, b u t iso lated  from  d iffe re n t species often , b u t not 
alw ays, ex h ib it various d ifferences [29]. It has also been discovered th a t 
m u ta tio n s m ay tran sfo rm  an inducib le  system  in to  a constitu tive  one, e.g. 
p-galactosidase in E. coli ( L e d e r b e r g  [23]. C o h e n-B  a z i r  e and  
J o 1 i t [5]), and th is m u ta tio n  seem s to  co rrespond  to a sim ple gene 
change. All these facts tak en  to g eth er seem  to  su p p o rt the  u n ita ry  
h ypo thesis  of C o h n  and M o n o d. It is  ev id en t th a t the  s tu d y  of the 
induced  syn thesis of enzym es only gains in im p o rtan ce  if the sy n th e tic
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m echanism  is iden tical fo r inducib le and  constitu tive enzym es, th e  m ain  
d iffe rence betw een  th e  tw o groups of enzym es being a question  of ra te  of 
syn thesis, determ ined  by genetical factors.

T he fu n ctio n  o f  the o rg a n izer

On the basis of the re su lts  m entioned  above and o thers to be described  
below , C o h n  and M o n o d [7J have suggested the follow ing schem a- 
tical p ic tu re  of the inductive process:

The assum ption th a t constitu tive  enzym es are syn thesized  by  in te rn a l 
induction  is rep resen ted  by the  a rro w  on the left from  ’’in te rn a l in d u ce r” 
to ”co-organizer”. This s tep  is supposed to be inh ib ited  (by a genetical 
factor) in the inducible s tra in  (block 3) and operative  in the co nstitu tive  
one.

It is fu r th e r  assum ed that, w h e th e r s ta rtin g  from  an e x te rn a l o r the  
in te rn a l inducer, a com m on active substance ( co-organizer) is form ed. 
This in tu rn  un ites w ith  a ce llu lar constituen t (presum ably  m acrom ole- 
cu lar o r particu la te , the apo-organizer) form ing the organizer. As w ill be 
discussed below, the s tab ility  of th is organizer com plex m ay  v ary . As 
various substances m ay function  as exogenous inducers, all giving rise to 
the  sam e co-organizer, a ce rta in  ’’inducer m etabo lism ” i.e. som e chem i
cal transfo rm ation , has to be assum ed ( P o l l o c k  [34]). N oth ing  is 
know n about the n a tu re  of th is transfo rm ation . T here is, how ever, e x p e ri
m ental evidence su pporting  the suggestion th a t the  exogenous in d u cers  
do not function  d irectly . W hen testing  a v a rie ty  of ca rbohydra tes fo r th e ir  
effec t on the d iffe ren tia l ra te  of synthesis (i.e. the  ratio : enzym e sy n th e 
sis/p ro te in  synthesis) of p-galactosidase in constitu tive  m u tan ts  of E. coli 
it w as found th a t pronounced effec ts  w ere  obtained  only  w ith  (l-galacto- 
sides (substra tes for the enzym e) and galactose. These substances w ould 
tem p o ra rily  inh ib it syn thesis  com pletely, bu t g rad u a lly  a p artia l reversal 
of the inh ib ition  was observed. Now, if the  exogenous inducers w ere
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them selves co-organizers, add ition  to co n stitu tiv e  stra in s w ould lead to  
a s ituation  in w hich tw o active substances, th e  in te rn a l co-organizer, an d  
the added inducer, w ould com pete in th e  syn thesis of enzym e. U n d e r 
these circum stances one w ould  not expect a com plete block of enzym e 
synthesis, bu t at m ost a decrease in th e  ra te  of synthesis. If th e  in d u ce r 
is assum ed to  be only a p recu rso r of the co-organizer, one m ay ea s ie r 
im agine that, by v irtu e  of s teric  analogy w ith  the  co-organizer, it m ay  
in te rfe re  w ith  the syn thesis of the organizer (block 4). Thiophenyl-fl-ga- 
lactoside which, as m entioned  previously , inh ib its the  enzym e in v ivo  
th e reb y  re ta rd in g  the g row th  in  co n stitu tiv e  stra in s, has no in fluence on  
th e  d iffe ren tia l ra te  of synthesis.

This substance does, on the o th e r hand, inh ib it the exogenous in d u c
tion  of P-galactosidase synthesis, m aybe in te rfe rin g  w ith  the  tra n s fo r
m ation of inducer to co-organizer (block 2). Block 1 rep resen ts  the  glucose 
’’d iaux ic” effect. The nam e ’’d iau x ie” w as in troduced  by M o n o d [26] 
to describe the following phenom enon: W hen e.g. a (1-galactosidase in d u 
cible s tra in  of E. coli is supplied  w ith  a m edium  contain ing  bo th  glucose 
and lactose, the ceils w ill grow  u n til all glucose is used, then  a lag phase 
occurs, a f te r  w hich the g ro w th  con tinues w ith  lactose as energy  source. 
Enzym e determ ina tions show' th a t no syn thesis of p-galactosidase occurs 
as long as any  glucose is left (L ^ v tru p  [24]) G lucose th u s  inh ib its the sy n 
thesis of ^-galactosidase, b u t th e  in h ib ition  is no t v e ry  specific (less th an  
the inh ib ition  by th icphenyi-fi-galactoside), suggesting th a t the effec t is 
ex e rted  on a v ery  ea rly  stage of inducer m etabolism . In the  schem atical 
p ic tu re  th e  inh ib ito ry  effect is rep resen ted  as p reven ting  the  p en e tra tio n  
of the  inducer, b u t the  tru e  m echanism  is unknow n.

The s tu d y  of the  k inetics of induced  syn thesis of enzym es has been 
facilita ted  by w orking u n d er ’’conditions de g ra tu ite ” (M o n o  d and 
C o h n  [29]), i.e. u n d er such conditions th a t n e ith e r inducer no r induced  
enzym e p lay  any  ro le  in  th e  ce llu la r m etabolism . W ith P-galactosidase 
in  E. coli th is condition is easily  m et, because, as m entioned  in the p rece
ding section, only  one inducer (viz. lactose) can be u tilized for en e rg y  
supp ly  and m any are not even hydro lyzed  by  the  enzym e. In  such a system  
it w as found ( M o n o d ,  P a p p e n h e i m e r  and C o h e  n-B  a z i r e 
[31]), th a t no enzym e syn thesis occurs w hen  grow th  is in h ib ited  (for 
instance by lack of sulfate). In logaritm ically  grow ing cells the ra te  of 
enzym e syn thesis is p roportional to  the  ra te  of g row th , in d ica tin g  th a t 
th e  synthesizing  capacity  (the organizer) is p roportional to  the n u m b er of 
new  cells form ed. Also, a constan t fraction  of all new  p ro te in  is enzym e 
pro te in , so th a t p lo tting  increase in  enzym e con ten t against increase in 
ceil n u m b er gives a s tra ig h t line th ro u g h  the  orig in  (fig. 1, cu rve  3).
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W hen the  inducer (lactose) is also th e  on ly  available en e rg y  source 
a som ew hat d iffe ren t re su lt is ob tained  ( B e n z e r  [1], L (1> v t r u p [24]). 
U nder these  conditions a lag period  is observed, du rin g  w hich enzym e 
syn thesis  occurs (cf. below), b u t also d u rin g  the e a r ly  p art of the grow th 
phase an ’’excess” of enzym e is p roduced  (fig. 1, curve 2). G rad u a lly  the 
ra te  of syn thesis  decreases, approaching  th e  value found  in a lready  adap
ted  cells, w hich u n d er sim ilar conditions w ould  give a s tra ig h t line 
th rough  the  orig in  (fig. 1, cu rve  3). T he ’’excess ’ enzym e (AE) d ivided 
by th e  am oun t of cells p resen t a t the beg inn ing  of the  ex p e rim en t gives 
a value closely corresponding to  the  no rm al co n ten t of enzym e [24]. The 
d iffe ren ce  betw een the  tw o k in d s of ex p e rim en t m igh t be in te rp re ted  as 
show ing th a t w ith  the  in d u cer as en e rg y  source bo th  old and new  cells 
acquire th e  enzym e, w hile o therw ise o n ly  new  cells produce the enzym e. 
H ow ever, as seen from  th e  ex p e rim en ts  of B e n z e r  [1], w hich are dis
cussed below, th is ex p lan a tio n  is w rong. In  bo th  cases all cells contain  
th e  enzym e, the on ly  d ifference being th a t w hen  th e  inducer and  the 
carbon source are d iffe ren t substances, th e  enzym e w ill be evenly  d is tr i
b u ted  am ong the cells from  th e  v e ry  beginning, w hile  in  the o th e r case 
th e  to ta l enzym e w ill firs t be p re sen t in a sm all fraction  of the  cells, bu t as 

enzym e syn thesis  continues, an  even  d is trib u tio n  w ill fin a lly  be obtained.

S yn thesis  of fl-galactosidase in E. coli ceases im m ed ia te ly  w hen  th e  in
ducer is rem oved. This m ay be ex p la in ed  by  assum ing th a t the o rgan izer 
is very  unstab le  and  is destroyed  in som e w ay  so th a t  continuous supply  
of inducer is needed.

It is th u s  no t v e ry  easy  to s tu d y  the  o rgan izer in th is  case, bu t in the 
induced  syn thesis of penicillinase (w hich ca ta lyzes the  reaction: P en ic il
lin 4- H 20 ^  penicilloic acid) in B. cereus  s tu d ied  by P  o 11 o c k  (see rev iew  
[34J) a system  w as found, in  w hich  the  o rgan izer is q u ite  stable. P enicillin , 
bu t not penicilloic acid, induces th e  enzym e syn thesis. I t w ould th e re fo re  
be im possible for a longer period  to keep  a co n stan t concen tra tion  of in 
ducer (except in a continuous-flow  cu ltu re ) because the  induced  enzym e 
destroys th e  inducer. A ctually , it w as found  by P o l l o c k  th a t on ly  
a sh o rt exposure  to th e  inducer is needed. T hus if  excess penicillin  w as 
rem oved a f te r  one m inu te  by adding; penicillinase to the  m edium , th e  en 
su ing  enzym e syn thesis w ould proceed  a t 50 p er cen t of the m axim um  
ra te . The ra te  of syn thesis w ould increase  w ith  longer exposu re  tim es up 
to five m inutes. W hen the  ra te  of enzym e syn thesis  w as d e term in ed  in 
the logaritm ically  grow ing cu ltu re , it w as found  to be constan t, indepen
d en t of the n u m b er of bacteria . This was m ost easily  ex p la in ed  by  assum 
ing th a t the  o rgan izer form ed a f te r  the  ex p o su re  to penicillin  w as qu ite  
stab le, and  able to continue its sy n th e tic  ac tiv ity  in  th e  grow ing cells.
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Using penicillin  labelled  w ith  35S P o l l o c k  and P  e r  r  e t [35] 
could show  th a t  about 100 m olecules of penicillin  w ere  re ta in ed  in each 
cell a f te r  th e  tre a tm e n t w ith  penicillinase. This penicillin  is no t h y d ro 
lyzed w hen  enzym e fo rm ation  begins, and  i t  th e re fo re  has to be assum ed 
th a t the penicillin  m olecules are  bound to some ce llu la r co n stitu en t to 
form  a com plex, the  p o stu la ted  organizer. The ex p erim en ts  of P o l l o c k  
(see [34]) has m ade it possible to d istingu ish  betw een th ree  phases in  th e  
process of induction : 1. P r i m a r y  i n t e r a c t i o n  p h a s e .  As 
m entioned  above, th is  phase is v e ry  rap id , and reflects p resum ab ly  th e  
p en e tra tio n  of penicillin  in to  th e  cell and th e  b inding to  some u nknow n  
receptor. This process m ust be dissociated from  the  ox idative m etabolism  
as it occurs even  u n d er anaerobic conditions. 2. L a t e n t  p h a s e .  
A fte r the  in te rac tio n  phase th e re  is an in te rv a l of 14 m inu tes d u rin g  
w hich  enzym e is fo rm ed at an increasing  ra te . D uring  th is  phase a g ra 
d u al fo rm ation  of o rgan izer m ay occur. The process is inh ib ited  by lack 
of Oo and by u ltrav io le t irrad ia tio n . 3. A c t i v e  p h a s e .  A t the  en d  
of the  la ten t phase enzym e production  con tinues linearly , w hich is in te r 
p re te d  as show ing th a t no fu r th e r  increase  in o rgan izer occurs. The 
enzym e syn thesis is in h ib ited  by lack of oxygen, b u t is re la tiv e ly  insen 
sitive to u ltrav io le t rad ia tion .

T he c h e m ic a l  nature o f  the o rg a n izer

The question  of about the  chem ical n a tu re  of the o rgan izer is d ifficu lt 
to  answ er defin ite ly . T h ere  are, how ever, m any  re su lts  show ing th a t 
ribonucle ic  acid (RNA) is som ehow  involved, a find ing  w hich is in com 
p le te  ag reem en t w ith  the  p re sen t no tions th a t RNA plays an im p o rtan t 
ro le in the  ce llu lar p ro te in  syn thesis ( C a s p e r s s o n  [3], B r a c h e t  
[2]).

Am ong th e  re su lts  sup p o rtin g  the  nucleic acid n a tu re  of the o rgan izer 
is the inh ib ition  by u ltrav io le t irrad ia tio n  of the processes d u rin g  the 
la ten t phase of penicillinase induction  in B. cereus  ( P o l l o c k  [34]).

In  th is co n tex t the  v ery  in te re stin g  re su lts  obtained  by G a l e  and 
F o l k e s  [16] m ay be m entioned . Cells of Staphylococcus aureus  w ere 
d is in teg ra ted  by  supersonic v ib rations. The broken cells p resen t in the 
su p e rn a ta n t a f te r  cen trifu g a tio n  could be show n to have lost about half 
of th e ir p ro te in  and nucleic acids. M ore nucleic acid (up to 75 p er cent 
of the  rem ain ing) m ight be rem oved by ex trac tio n  w ith  M NaCl or in cu 
bation w ith  ribonuclease o r desoxyribonuclease. It was show n th a t incor
poration  of labelled  am ino acids, associated w ith  increase in  p ro te in -N , 
occurs in such  p rep ara tio n s, w hen in cu b ated  w ith  a com plete m ix tu re
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of am ino acids. The ra te  of incorporation  was increased upon add ition  of 
p u rified  staphylococcal nucleic acid.

This in te re stin g  observation  w as ex ten d ed  b y  an investigation  of the 
ab ility  of the  d is in teg ra ted  cells to synthesize specific p ro te ins. The in 
duced syn thesis  of catalase, (3-galactosidase and the enzym e system  in 
volved in th e  fo rm ation  of acid fro m  glucose w ere  analyzed. T he cell p re 
parations, from  w hich  n ea rly  all nucleic acid had  been rem oved, w ere 
incubated  w ith  adenosine triphosphate , hexosephosphate, a com plete m ix 
tu re  of am ino acids, and  an ap p ro p ria te  inducer. To various tu b es  w as 
fu r th e r  added e ith e r  DNA, RNA o r  a p u rin e-p y rim id in e  m ix tu re , o r  th e  
la tte r  plus one of th e  nucleic acids. T he re su lts  w ith  (1-galactosidase are  
perh ap s the  m ost illu s tra tin g  because no detec tab le  traces of th e  enzym e 
was found before incubation, so th a t  p resum ab ly  no p re fo rm ed  o rgan izer 
was p resen t before th e  addition  of th e  inducer. A sm all am ount of enzym e 
could be d em o n stra ted  in the absence of nucleic acid, and a f te r  addition  
of e ith e r  RNA or DNA. A considerab ly  h igher ac tiv ity  (about five-fold) 
w as found a f te r  add ition  of th e  p u rin e-p y rim id in e  m ix tu re . F u r th e r  
addition  of DNA o r RNA seem ed to  decrease th e  effec t of th e  bases. The 
syn thesis  of enzym e in  the incubation  m ix tu re  w ould  proceed lin early  fo r 
th ree  hours. The increase  in  enzym e ac tiv ity  w as abolished w hen e ith e r  
the  am ino acid m ix tu re  w as o m itted  o r ch loram phenicol added, the  la tte r  
substance being know n  to in h ib it p ro te in  syn thesis in  these  b ac te ria  
( G a l e  and F o l k e s  [15]). The question  of w h e th e r or no t syn thesis  
of nucleic acid occured, was in v estig a ted  by adding 14C -labelled  u racil 
and  thym ine. Inco rpora tion  of u rac il occured w hen the  d is ru p ted  cells 
w ere  incubated  w ith  both  am ino acids and th e  p u rin e-p y rim id in e  m ix 
tu re . W ith  galactose added, the  ra te  of incorporation  w as increased  5 — 
6 tim es. T hym ine w as no t inco rpora ted  u n d er an y  circum stances.

R esults su p p o rtin g  these find ings w ere pub lished  by  C r e a s e r  
[11]. The induced  sy n th esis  of (3-galactosidase in S. aureus  w ill take  place 
in the  p resence of galactose and  a m ix tu re  of am ino acids. Also in  the  
living cells is th e  fo rm ation  of enzym e stim u la ted  by add ition  of a p u 
rin e-p y rim id in e  m ix tu re  [10]. A ddition  of the  p u rin e  analogues, 8-aza- 
guanine and  2 : 6-d iam in o p u rin e  in h ib its  the  syn thesis, b u t th e  in h ib i
tion  m ay be rev e rsed  by  various pu rines. W hen nucleic acid syn thesis  is 
m easured  by th e  incorporation  of 14C -uracil, w h ich  is p a r tly  converted  
to  thym ine and  cytosine, no in h ib itio n  w as found  w ith  concen tra tions of 
analogues w hich  in h ib it enzym e syn thesis. A nalyses show ed 8-azaguanine 
to  be inco rpora ted  in  RNA, bu t no t in  DNA, an d  it w as suggested  th a t  
incorporation  of th e  p u rin e  analogue m ight im pair the  n o rm al func tion  
o f RNA in  p ro te in  syn thesis.
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The im portance of RNA for the induced  syn thesis of (l-galactosidase 
w as also dem onstra ted  by the  re su lts  published  by P a r d e e  [32]. W ork
ing w ith  p u rin e  o r py rim id in e  req u irin g  m u tan ts  of E. coli, he found  
th a t the presence of these substances was needed for the enzym e sy n th esis  
to occur. M ustard  gas, w hich inh ib its DNA synthesis, had  no effec t on the 
induction .

Som e v ery  in te re stin g  re su lts  have been ob ta ined  by C o h e n  and  
B a r n e r  [4] w ith  a th y m in e  req u irin g  s tra in  of E. coli. T his s tra in  
m ay be induced  tc  syn thesize xylose isom erase in  th e  absence of thym ine , 
i.e. u n d e r conditions w h ere  no m ultip lication  can occur. As a con
sequence of th e  cytoplasm ic grow th accom panying the  syn thesis of xylose 
isom erase and the u tiliza tion  of xylose in the  absence of thym ine , th e  
cells lose the  pow er to m u ltip ly . A dap ta tion  u n d er these conditions 
appears as ’’adap ta tion  to  d e a th ”. The im portance of the  re su lts  lies in  
the fact th a t induced  syn thesis  occurs in the absence of DNA syn thesis, 
th u s ind icating  th a t the  cytoplasm  is th e  site of induction  and enzym e 
synthesis.

T aken together, these re su lts  seem  to w a rra n t th e  conclusion th a t an 
essen tia l p a r t  of the  sy n th e tic  appara tus (the organizer) is RNA. It is not 
su rp ris in g  therefo re , th a t m easu rem en ts of th e  incorporation  of 14CO» 
d u rin g  adap ta tion  to  lactose in E. coli show  th a t nucleic acid is sy n th e 
sized even d u rin g  the lag phase, before g row th  begins. It is in te re stin g  
to note, how ever, th a t the  ratios: p ro te in  syn thesis/nucleic  acid sy n th e 
sis, and enzym e sy n th esis /p ro te in  syn thesis are  h ig h er d u rin g  the  lag 
and ea rly  g row th  phase, ind icating  th a t the  m etabolism  d u rin g  induction  
is a t least q u an tita tiv e ly  d iffe ren t from  th a t cccu ring  d u rin g  no rm al 
g row th  (L (I> v t r  u p [25]) This is also ind icated  by  th e  w ork  of P a r d e e  
[33] w ho found a m uch h igher enzym e/p ro te in  ra tio  du ring  p-galactosidase 
induction , in the absence of uracil, w hen  w orking  w ith  a p y rim id in e  r e 

q u irin g  m u tan t, an d  in the  absence of an  en e rg y  source, w hen  w ork ing  w ith  
a no rm al s tra in  of E. coli.

T he so u rce s  o f  p ro te in  sy n th esis

The possibility  th a t the  enzym es syn thesized  by  induction  m ight be 
form ed from  p recu rso rs  a lread y  p resen t in the  cells has been discussed 
above, and it w as m entioned  th a t th e  k inetic  ex p e rim en ts  of M o n o  d, 
P a p p e n h e i m e r  and C o h e n - B a z i r e  [31] m ade th is  unlikely . 
Som e re su lts  by C o h n  and T o r r  i a n i [8] show ed th e  p resence in  
non-adapted. cells of E. coli of a p ro te in  (Pz) w ith  antigenic p ro p e rtie s  
v e ry  sim ilar to those of p u rified  (3-galactosidase from  th is  species. I t  w as
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found th a t the  induced  syn thesis  of (i-galactosidase w as accom panied by 
a sign ifican t drop in P z ( C o h n  and T o r r i a n i  [9]). T his re la tio n  
w ould  suggest th a t P z w as a p recu rso r of the  enzym e. H ow ever, various 
findings, especially  the  isotope ex p e rim en ts  to be rep o rted  below, disprove 
th is  possibility , and  it seem s th a t th e  close re la tio n sh ip  found betw een  
the tw o types of p ro te in  m ust be ex p la in ed  by assum ing th a t they  are 
syn thesized  by sim ilar m echanism s w ith in  th e  cell.

A no ther suggestion w hich has been advanced, especially  to  ex p la in  
th e  adap ta tion  occuring  in the  absence of an exogenous n itrogen  source 
(see below), is th a t th e  enzym es m ade useless u n d er th e  new  conditions 
a re  p artia lly  b roken  dow n and  re b u ilt in to  the  new  enzym es. T hus S p i e - 
g e l m a n  (see rev iew  [41]) show ed th a t in yeast cells ad ap tin g  to galac
tose in N -free m edium  the  glucozym ase d isappeared  sim u ltaneously  w ith  
th e  appearance of galactozym ase, and suggested  th a t a tran sfo rm atio n  of 
enzym es occured.

The question  about the source of p ro te in  syn thesis has been answ ered  
exp e rim en ta lly  in various ways. F irs t of all it  was show n th a t enzym e 
syn thesis a t least p a r tly  is a p ro te in  sy n th esis  de novo. In yeast cells it 
was found  th a t th e  induction  of galactozym ase w as in h ib ited  by am ino 
acid analogues ( H a l v o r s o n  and S p i e g e l m a n  (cf. [42]). By using 
m u tan ts  of E. coli defic ien t w ith  respect to  syn thesis of some am ino acid 
it w as show n by  M o  n o d ,  P a p p e n h e i m e r  and  C o h e n - B a -  
z i r e  [31] th a t induced  syn thesis  w as com pletely  blocked in the  absence 
of the p a r tic u la r  am ino acid. B oth ty p es of ex p e rim en t c learly  show  th a t 
incorporation  of am ino acids is involved in  the  induced  syn thesis  of e n 
zym es, bu t th ey  do not exclude th a t a p ro te in  p recu rso r m ay be involved 
also. This question  has been d efin ite ly  se ttled  by H o g n e s s ,  C o h n  
and M o n o d  [19] for the  fl-galactosidase syn thesis. C ells of E. coli w ere 
grow n in a m edium  con tain ing  rad ioactive su lfa te  (35 S), w hich is incorpo
ra ted  in to  organic com pounds. A bout 25 p e r cent of the labelled  m ateria l 
is ex trac tab le , consisting m ain ly  of g lu ta th io n e  (cf. R o b e r t s ,  A b e l -  
s o n ,  C o w i e ,  B o l t o n  and B r i t t e n  [38]) w hile the re s t is in co r
po ra ted  in  p ro te ins. By keeping  th e  cells u n d e r conditions of su lfu r s ta r 
vation for som e tim e, all the ex trac tab le  s u lfu r  w as inco rp o ra ted  into 
pro teins. A fte rw ard s  the  cells w ere  tra n s fe rre d  to a m edium  con tain ing  
a (3-galactosidase inducer, bu t no rad ioactive su lfate . A fte r an app ro p ria te  
tim e, the  new ly  fo rm ed enzym e w as e x tra c ted  and purified , and the  iso
tope co n ten t de term ined . The re su lts  show ed th a t the  isotope co n ten t 
in  the enzym e w as tco  low to allow  fo r th e  possib ility  of p ro 
te in  p recu rso r am ong the labelled  b ac te ria l p ro te in , an d  a com plete sy n 
thesis of enzym e th u s  proved.

[IS]
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The question  of the s tab ility  of ce llu la r enzym es, i.e. th e  possible 
rev ers ib ility  of th e  syn thesis  (dynam ic equ ilib riu m ) was also illu s tra te d  
by  th e  isotope ex p erim en ts . I t  w as found  th a t n e ith e r in the  p resence no r 
in  th e  absence of in d u cer w as any  appreciab le  exchange of isotope to  be 
detected  in the  enzym e a lread y  p resen t. The resu lts  of th is w ork  led to 
the  conclusion th a t the  ’’enzym e is ev id en tly  not in ’’eq u ilib riu m ” w ith  
a p recursor, no r w ith  an y  o th er p ro te in  w ith in  the  cells, n o r w ith  a pool 
of p recu rso rs or am ino acids” [19]. This s tab ility  of induced enzym es has 
also been show n by d e te rm in in g  enzym e ac tiv ity  d u rin g  d ead ap ta tio n ,
i.e. g row th  in th e  absence of induoer. B oth  w ith  n itra ta se  ( W a i n -  
w r i  g h t and  P o l l o c k  [44]) an d  (i-galactosidase in E. coli (R i c k e n- 
b e r g ,  Y a n o f s k y  and  B o n n e r  [37]) it w as found  th a t th e  
gradual d isappearance of enzym e w as a sim ple d ilu tion  effect, the am oun t 
of enzym e being constan t. These re su lts  shew ing  such rem ark ab le  s tab ili
ty  of specific ce llu la r p ro te ins, re je c t th e  g en e ra lly  accepted p ic tu re  of 
th e  dynam ic eq u ilib riu m  of the  ce llu la r co nstituen ts , being constan tly  
broken  dow n and  resyn thesized . It m ay be th a t these resu lts  on m icro
organism s w ill lead  also to  a rev ision  of o u r  concepts about the  dynam ic 
eq u ilib riu m  in m am m alian  cells [19].

I t  rem ains to  discuss the  sources of p ro te in  syn thesis  in n itro g en -free  
m edia. As w e have seen, the  possib ility  has been ru led  ou t th a t sem e o th er 
p ro te in  o r specific p recu rso r is available. O bviously the  cells m ust contain  
a ce rta in  re se rv e  of am ino acids, w hich can be m obilized. Such am ino 
acid reserves have been d em o n stra ted  in  yeast cells by  R o i n e  [39], 
and  it  w as d irec tly  show n by th e  w ork  of H a l v o r s o n  and  S p i e-  
g e l m a n  [17] th a t th is sto re  w as dep le ted  w hen yeast cells adapt to 
m altose. B acte ria l cells p robab ly  do not have such an  am ino acid reserve 
to any  g rea t ex te n t, b u t some m ust be p re sen t, as enzym e syn thesis does 
occur in th e  absence of n itrogen . P ro longed  s ta rv a tio n  leads to reduced  
enzym e syn thesis, ind icating  th a t th e  re se rv es  have been p a r tly  deple
ted . S ta rv a tio n  w ith  respect to the en e rg y  source (glucose), in th e  presence 
of n itrogen , has a g rea te r e ffec t on the  dep letion  of the  reserves th an  
n itro g en -sta rv a tio n  in the  p resence of glucose (L v t r  u p [24]).

In  th is co n tex t a b rief discussion of th e  o ften  s ta ted  ’’au to ca ta ly tic” 
n a tu re  of th e  adap tive process m ay be ju stified . T his question  has been 
d ea lt w ith  in  th e  rev iew  by S p i e g e 1 m a n [41], in  w hich several possi
b ilities of ex p la in ing  the au to ca ta ly tic  m echanism  a re  listed. A m ong these 
the  on ly  one acceptable in th e  ligh t of o u r p re sen t know ledge is th a t the 
inducer is a t th e  sam e tim e the o n ly  availab le  en e rg y  source. As energy  
supp ly  is d ep en d en t upon the enzym e, an d  enzym e syn thesis upon energy  
supply , an ’’au to ca ta ly tic” course of ad ap ta tio n  m ay be expected . O th er
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wise, m any d iffe ren t causes m ay be found  to ex p la in  th a t enzym e sy n 
thesis o ften  occurs at a g rad u a lly  increasing  ra te . T hus in  th e  re su lts  of 
P o l l o c k  [34] the exp lana tion  seem s to  be th a t th e  bu ild ing  up of the  
o rgan izer is a q u ite  slow  process. U n d er conditions d iffe ren t from  those 
em ployed  in  the lab o ra to ry  of M o n o d ,  an ’’au to ca ta ly tic a l” course of 
p-galactosidase in  E. coli w as observed  by P o r t e r ,  H o l m e s  and 
C r o c k e r  [36]. This phenom enon  could be alm ost com pletely  e lim in a
ted, p rov ided  conditions (inducer, concen tra tion , n itro g en  source, tem p e
ra tu re , oxygenation  etc.) w ere  optim al for enzym e synthesis.

S im ilar re su lts  w ere ob ta ined  w hen  the  adap ta tion  w as allow ed to oc
cu r in th e  absence of n itrogen  (L (1> v t r  u p [24]). ft w as found  th a t cells 
s ta rv ed  for a short period  w ith  respect to glucose, w ould  synthesize p-ga- 
lactosidase ’’au to ca ta ly tica lly ” w hen  tra n s fe rre d  to N -free m edium  con-

Fig. 2. Induced synthesis of /3-galactosidase 
in E. coli in n itrogen-free m edium . Inducer: 
lactose. Curve 1: Starved cells. 2. Log phase  

cells

ta in ing  lactose (fig. 2, cu rve 1). W hen cells w ere  tak en  from  a cu ltu re  in 
the  logaritm ic grow th  phase, th e  enzym e syn thesis  w ould im m ediately  
proceed a t m ax im um  ra te , and the am oun t of enzym e syn thesized  w ould  
be g re a te r  th an  in th e  f irs t  in stance  (fig. 2, cu rve 2), ind ica ting  th a t m ore 
reserves w ere available fo r the enzym e synthesis.
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A n a ly se s  o n  th e  ce llu la r  le v e l

Som e v ery  b eau tifu l ex p e rim en ts  have been pub lished  by B e n z e r  
[1] w hich  ac tu a lly  rep resen t an  analysis of th e  problem  on the  ce llu la r 
level. The basis of th e  w o rk  is th e  follow ing: In fection  of a b ac te ria l ce ll 
by a phage blocks enzym e syn thesis. Phage reproduction , cu lm inating  in  
lysis of th e  cell, requ ires th e  active m etabolism  of the  host. T hus if 
a p hage-in fec ted  cell is p laced  u n d er conditions w here  a given in tra c e llu 
la r enzym e is ind ispensable fo r m etabolism , developm ent of the  phage 
w ill be dependen t upon th e  presence of th e  enzym e before infection. If no  
enzym e is p resen t, no lysis occurs, and  if th e  cells lyze, th e  tim e of lysis 
wdil v a ry  w ith  the am ount of enzym e, th e  m ore enzym e, th e  sh o rte r  th e  
tim e req u ired  fo r lysis. The m ethod  m ay be m ade q u an tita tiv e  by m ea
su rin g  th e  enzym e re leased  in to  solu tion  by the  lyzed cells a t various 
stages d u rin g  lysis. The la tte r  process m ay be follow ed sim p ly  by d e te r
m ination  of the  decrease in optical density . By p lo tting  th e  fraction  of 
enzym e lib e ra ted  against th e  fraction  of cells lyzed, a cu rve w ill be ob
ta ined , th e  slope of w hich re p resen ts  the specific enzym e ac tiv ity  of th a t  
com ponent of the  popu lation  w hich is lysing. T hus the  d is trib u tio n  of the 
enzym e w ith in  the  cells can be investigated . The follow ing possib ilities 
as to  the  in trac e llu la r  d is trib u tio n  w ere suggested:

1. All cells contain  an  equa l am oun t of enzym e. In  th is  case a lin ea r 
re la tio n sh ip  is to be expected  (fig. 3, cu rve 1).

2. Some, e.g. half of the  cells contain  th e  enzym e, the  o th e rs  not. In  
th is  case th e  fo rm er cells w ould  lyze firs t, lib era tin g  th e  enzym e, w hich 
in tu rn , by  hydro lyzing  lactose in  th e  m edium , w ould su p p ly  en e rg y  to  
th e  cells w ith o u t enzym e. These w ould th en  lyze, b u t no  increase  in e n 
zym e w ould  be observed  (fig. 3, cu rve  2).

3. F ina lly , vary ing  am ounts of enzym e, d is tr ib u te d  a ro u n d  an ave
rage value, m ight be im agined. If so, a curve w ith  g rad u a lly  decreasing  
slope shou ld  be found (fig. 3, cu rve  3).

Using th is m ethod, B e n z e r  analyzed  the enzym e d is trib u tio n  d u r
ing  ad ap ta tio n  w hen 1 . in d u ce r an d  energy  source w ere  th e  sam e sub
stance, an d  2. w hen th ey  w7e re  d iffe ren t. In the f irs t in stance  qu ite  few  
cells con ta in  m ost of the  enzym e at the  beginning, bu t g rad u a lly  the cu l
tu re  becom es hom ogenous. In  th e  second case the popu la tion  is hom o
genous w ith  respect to co n ten t a t all levels of specific acivity , i.e. all 
cells p a rtic ip a te  at com parable ra te s  in th e  enzym e fo rm ation . This d iffe
rence corresponds to the  d iffe ren ce  in k in e tics of enzym e fo rm ation  ob
served  u n d e r th e  d iffe ren t conditions, as described  above.
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Som e o th er ex p e rim en ts  w ere m ade to  investigate  the  enzym e d is tr i
bu tion  d u rin g  deinduction  (deadaptation), w hen, as m entioned , th e  e n 
zym e is p rogressively  d ilu ted . It w as found  th a t also in th is  case th e  e n 
zym e is eq u a lly  d is trib u ted  am ong all th e  cells.

The ex p e rim en ts  by  E p h r u s s i ,  S ł o n i m s k i  and co -w orkers on 
the  induction  and  inh ib ition  of cy tochrom e oxidase syn thesis  in  yeast m ay 
not s tr ic tly  fall w ith in  the scope of th e  p resen t rev iew , as th e  m echan ism  
involved to a large  degree is genetical. T hey w ill be included , how ever, 
p a r tly  because of th e  very  in te re stin g  case of s im u ltaneous induction  of

Relative enzyme content per cell

Fig. 3. Three hypothetical distributions of enzym e 
in bacterial populations, and the corresponding  
curves to be expected from analyses w ith  the phage 

procedure (redrawn form  B e n z e r [1])

oxidative enzym es observed in th e  yeast cells, and  p a r tly  because th ey  
illu s tra te  a v ery  specific inh ib ition  of induced  enzym e syn thesis  (for 
deta ils  th e  re a d e r  m ay  re fe r  to the  rev iew s by  E p h r u s s i  [14] and  
S ł o n i m s k i  [40]). In  p la te  cu ltu re s  of Saccharomyces cerevisiae  
colonies a re  occasionally found  w hich  are  d is tin c tly  sm aller th an  th e
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others. Investigation  has show n th a t these colonies contain m u tan t cells, 
defic ien t w ith  respect to a n u m b er of re sp ira to ry  enzymes., e.g. succinic 
dehydrogenase and  cy tochrom e oxidase, w h ereas they  possess the  n o rm al 
fe rm en ta tiv e  pow er. E x p erim en ta lly  yeast lacking cytochrom e oxidase m ay  
be ob ta ined  in tw o d iffe ren t ways, by g ro w th  in  the absence of oxygen 
or in the p resence of some organic substance from  th e  group of acrid ines, 
e.g. euflav ine. The re su ltin g  cells are  d iffe ren t in  the tw o cases, as m ay 
be show n by p la tin g  them  on  eu flav in e-free  m edium  in aerobiosis. T he 
eu flav in e -tre a ted  cells give rise  to sm all colonies, the  cells of w hich  are  
stable, i.e. the inab ility  to synthesize cy tochrom e oxidase is re ta in ed  
indefin ite ly . The cells p rev iously  grow n anaerobically , on the  o th e r hand , 
w ill give rise to  cells w ith  a norm al co n ten t of cytochrom e oxidase. I t 
was shew n th a t the acrid ines do not act by  selecting  m u tan ts  a lread y  
p resen t, th ey  ac tu a lly  induce the  m u ta tio n . T here  are several ex cep tio 
nal fea tu res  abou t th is induction . T hus it occurs exclusively  w hen  th e  
cells a re  allow ed to  grow. N ex t th e  m u ta tio n  ra te  is v e ry  high, th e  spon
taneous ra te  being about 10-3 p e r cell generation , and in ce rta in  ran g e  
of acrid ine concen tra tion  th e  induced  m u ta tio n  ra te  is close to one, i.e. 
p rac tica lly  all buds fo rm ed  in  the  p resence of th e  chem ical are  m u tan ts . 
The th ird  ab n o rm a lity  is th a t  a n u m b er of d iffe ren t enzym es are lost 
sim ultaneously , w hereas g en e ra lly  a genic m u ta tio n  is associated w ith  
the  loss of on ly  one enzym e. The m ost reasonab le exp lanation  of these 
re su lts  is th a t norm al y east possesses a cytoplasm ic u n it endow ed w ith  
genetic con tinu ity , w hile th is  u n it is absen t in the  m u tan t. The loss of 
th is u n it is irrev ersib le  and  m ay occur spontaneously . The acrid ines are  
supposed to act by  p reven ting  the rep ro d u ctio n  of these units. In  su p p o rt 
of th is  ex p lan a tio n  it should  be m en tioned  th a t  the  various enzym es absen t 
in th e  m u tan t a re  all sed im entable, linked  to  p a rticu la te  m ate ria l in th e  
cell, as show n by  S ł o n i m s k i  by  d iffe ren tia l cen trifugation  of yeast 
hom ogenates. The enzym es absen t in th e  cells grow n anaerob ica lly  are 
not th e  sam e as in the m u tan ts , some of th em  are sed im entab le, o th ers  
not. In  yeast, oxygen th u s acts as an  in d u ce r of a chain of re sp ira to ry  
enzym es. W hen anaerob ically  g row n yeast is tra n s fe rre d  to aerobic con
ditions, the sy n th esis  of these enzym es takes place before cell g row th  
begins. This induction  is blocked by eu flav ine; some tim e a f te r  th e  add i
tion of th is substance no fu r th e r  increase in  re sp ira to ry  ra te  is to  be 
observed. It could be show n by enzym e d e te rm in a tio n s  on e x tra c ts  th a t  
eu flav in e  in h ib its  the  syn thesis of cy tochrom e oxidase. The effec t of the 
acrid ines is q u ite  specific, th e re  is no g eneral in h ib ition  of p ro te in  sy n 
thesis. T hus no effec t was found  on the  ad ap ta tio n  to  fe rm en ta tio n  of 
galactose, ra th e r  a s tim u la tion  w as observed.
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Two effec ts  of acrid ines have been described above, th e ir  m utagenic 
action  re su ltin g  in an irreversib le  block of the syn thesis of cytochrom e 
oxidase, and th e ir  in h ib ito ry  action on th e  induced (adaptive) syn thesis 
of cytochrom e oxidase. The second effec t m ight be a consequence of the 
f irs t  one, in  w hich  case th e  inh ib ition  of the induced syn thesis m ust be 
irrev ers ib le . T his question  w as e leg an tly  answ ered  by  S ł o n i m s k i  
by show ing th a t th e  inh ib ition  of enzym e syn thesis is alm ost com plete 
before the m u tan ts  begin to appear. T hus th e  in h ib ito ry  effect on enzy
m atic  induction  is sep ara ted  in tim e from  the m utagenic action. P robab ly  
a causal re la tio n  m ay u ltim ate ly  be found  betw een  these two phenom ena. 
A t the  m om ent these  resu lts  m ay serve as a h in t of th e  w ide-reaching  
scope and  im portance  of the s tu d y  of the  induced  syn thesis of enzym e.
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K. BELŻECHA i I. CHMIELEWSKA

W PŁYW  GLIKOZY NA W YK O RZY STA N IE PRZEZ O R G A N IZM  
LUDZKI P O D A N E G O  D O Ż Y L N IE  H Y DR O L IZ A T U  RIAŁKA KRWI 

RYDLĘCEJ

Z  Zakładu Chemii Fizjologicznej A . M . w Warszawie 

i K atedry Chemii Organicznej U. W.

W stęp

H ydro liza ty  b iałek  o dużej w artości biologicznej jak  kazeina, k re w  
i tk an k i m ięśni w prow adzono podczas II-w o jn y  św iatow ej do te rap ii chi
ru rg icznej, jak  rów nież do zw alczania n iedoborów  białkow ych. Z agadnie
nie to m a duże znaczenie kliniczne. W razie niem ożności podania pokarm u  
doustnie, np. w  stanach  pooperacyjnych  dostarcza się hydro liza ty  drogą 
pozajelitow ą. W w ielu p rzypadkach  podanie pozajelitow e h ydro liza tu  je s t  
czynnik iem  ham ującym  n ad m iern y  katabolizm  białkow y u stro ju  i bodź
cem  do syn tezy  w łasnych  białek.

C elem  lepszego w y korzystan ia  zw iązków  azotow ych wzbogaca się h y 
dro liza ty  w  różnego rodzaju  m ate ria ł kalo ryczny  — najczęściej w glikozę, 
[2, 5, 7, 20]. D odatek glikozy w edług  jednych  au to ró w  w pływ a bardzo ko
rzy stn ie  na p rzysw ajan ie  am inokw asów  h ydro liza tu  przez organizm  ludz
ki, [8 , 9, 10, 13, 14, 16], n a tom iast w ed ług  innych  au to ró w  h y d ro liza ty  
z glikozą, s tery lizow ane przez ogrzanie, w ykazu ją  w  stosow aniu pozaje
litow ym  obniżoną w artość biologiczną w porów naniu  z hydro liza tam i bez 
glikozy [3, 6 , 11, 12]. N iezgodność zdań na ten  tem at w ypływ a p raw d o 
podobnie ze stosow ania różnego typu  hydro liza tów , jak  rów nież różnego 
typu  p rzypadków  klin icznych.

W nin iejszej p racy  przeprow adzono badan ia  nad  w ykorzystan iem  h y 
dro liza tu  b iałka pełnej k rw i bydlęcej bez glikozy i w zbogaconego w  gli
kozę, podanego dożylnie ludziom  zdrow ym  jako  jedyne pożyw ienie azo
towe.

P odstaw ą oceny k lin icznej w artości hyd ro liza tu  były: 1) na jm nie jsza  
ilość N -całkcw itego hyd ro liza tu  w ystarcza jąca  do u trzy m an ia  dodatn iego
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bilansu azotowego, 2) odsetkow a ilość nie przysw ojonego N -am inow ego 
hydro liza tu  wyliczona ze wzoru:

..  * 100. (N-am in. w yd.-N -am in . w yd. 0)
°/o N -am in. m e przysw . =  ---------------

N -am in. pobr.
N -am in. wyd. —  ilość N -am inow ego w g, w ydalonego w  ciągu doby 

w  m oczu poszczególnych badanych  po podan iu  h y 
dro liza tu ;

N -am in. w yd. 0 — śred n ia  ilość N -am inow ego w g, w ydalonego w  moczu 
w dn i d ie ty  bezazotow ej;

N -am in. pobr. —  ilość N -am inow ego w g, podanego w  hydro lizacie  
w ciągu doby.

C z ęść  d o ś ir ia d c z a ln a

I. METODY ANALITYCZNE

N -całkow ity  oznaczano m etodą K je ld ah l’a, w  skali pó łm ikro  [4]. N w ol
nych  grup  am inow ych (am inokw asów  i w olnych g ru p  am inow ych pep ty - 
dów) oznaczano m etodą P o p e ’a i S t e v e n s ’a w  m odyfikacji A 1- 
b a n e s ’a i I r b y  [1].

n .  CH ARAK TERYSTYK A STOSOWANEGO H YDR O LIZATU

H ydrolizat b iałka pełnej k rw i bydlęcej o trzy m an y  m etodą uprzednio  
op isaną [15, 17] w ykazyw ał następ u jące  cechy:
W ygląd zew nętrzny : przezroczysta  ciecz o barw ie  jasno-żółtej (hydro li

zat bez glikozy) lub  brązow o-czerw onej (hydrolizat 
z glikozą).

Test n a  obecność ciał gorączkotw órczych: u jem ny .

Test na jałowość: posiew  u jem n y .

Skład chem iczny:

A m inokw asy  i pep tydy : 70 g/1000 m l 
N -całkow ity  (met. K je ld ah l’a) : 10,4 g/1000 m l 
N w olnych g ru p  a-am inow ych  (m et. P o p e’a i S tev en s’a):
6,0 —  7,1 g/1000 ml,
NaCl : 1,8 g/1000 ml, 
pH  6,6 —  6,8 .
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Zamartość aminokiuasóuj egzogennych w 1000 ml hydrolizatu

feniloalanina 2,7 g
izoleucyna 1,1 g
leucyna 8,4 g
lizyna 4,2 g
metionina 1,3 g
treonina 2,8 g
tryptofan 0,7 g
malina 3,9 g

R a z e m  25,1 g

arginina 2,4 g
histydyna 2,8 g

A m inokw asy  egzogenne s tan o w iły  w  stosow anym  hydro lizacie  36%  
całkow itej ilości am inokw asów , am inokw asy  zasadowe 13,4%.

C elem  o trzym an ia  h ydro liza tu  z glikozą dodaw ano do niego glikozę
0 czystości Ph. P. II do w lew ań dożylnych  w  ilości 50 g/1000 ml, m ieszano
1 stery lizow ano  w  w aru n k ach  id en tycznych  jak  hydro liza t bez glikozy, 
tj. p rzez  25 m in u t pod ciśnieniem  1,5 atm .

III. OPIS PR ZYPAD K Ó W

P rzeprow adzono ogółem  18 p rzypadków . W śród badanych  było 9 ko
b ie t i 9 m ężczyzn, w  w ieku od 23 do 64 lat, o w adze 40 do 72 kg.

P rzeb ad an y  m ate ria ł k lin iczny  dzieli się na pięć zasadniczych  serii 
dośw iadczeń:

S eria  I (9 przypadków , 1/1 —  1/9). B adania polegały  na podaw aniu  
dożylnym  różnych  ilości gram ów  azo tu  całkow itego na  kg w agi ciała 
h y d ro liza tu  bez glikozy. M iały one na celu  oznaczenie m in im alne j ilości 
g ram ów  azotu  całkow itego, n iezbędnej do uzyskan ia dodatniego b ilansu  
azotowego, oraz oznaczenie odsetkow ej ilości nie przysw ojonego azotu
am inow ego tego hydro liza tu .

: I
Seria II (3 p rzypadk i, I I /1 —  II/3). B adan ia po legały  na podaw aniu

dożylnym  hydro liza tu  z glikozą w  sposób iden tyczny  ja k  w  serii I. M iały 
one na  celu  oznaczenie m in im alne j ilości g ram ów  azotu  całkow itego, 
n iezbędnej do uzyskan ia  dodatniego b ilan su  azotow ego, oraz oznaczenie 
odsetkow ej ilości nie przysw ojonego azotu am inow ego tego hydro liza tu .

Seria III (2 p rzypadki, I I I /1 —  III/2). B adan ia tej serii stanow ią po
rów nanie p rzysw ojen ia  przez tego sam ego człow ieka hyd ro liza tu  w zbo
gaconego w  glikozę i h yd ro liza tu  bez glikozy.

S eria  IV (2 p rzypadki, IV/1 — IV/2). B adan ia  tej se rii stanow ią rów 
nież porów nanie p rzysw ojen ia  przez tego sam ego człow ieka obu typów  
hydro lizato rów , podanych w kolejności odw ro tne j niż w  serii III.
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Przypadek III/l K.B. (kobieta) wiek: 27 lat, waga: 70 kg

1 6,2 —6,2 0,18 _ _

2 — — — — 3,5 — 3,5 — 0,22 — —
3 H +  G 68,9 10,2 0,15 7,1 +3,1 6,96 1,36 1,15 16,5
4 H 68,9 10,2 0,15 7,7 +  2,5 6,96 0,68 0,47 6,8
5 — — — — 5.9 —5,9 — 0,24 —

Przypadek III/2 F.H. (kobieta) wiek: 37 lat, waga: 70 kg

1 6,1 —6,1 0,36 _ __
2 — — — — 5,9 —5,9 — 0,38 — —
3 H +  G 68,9 10,2 0,15 10,6 —0,4 6,96 1,54 1,17 16,8
4 H 68,9 10,2 0,15 8,8 +  1,4 6,96 0,79 0,42 6,0
5 — — — — 4,7 —4.7 — 0.36 — —

Przypadek IV/1 A.M. (mężczyzna) wiek: 63 lata, waga: 59 kg

1 6,5 — 6,5 0,78 _ __
2 — — — — 7,0 —7,0 — 0,87 — —
3 H 70,9 10,5 0,18 5,2 +  5,3 6,70 1,12 0,38 5,7
4 H 70,9 10,5 0,18 8,5 + 2 ,0 6,70 1,18 0,44 6,6
5 H +  G 70,9 10,5 0,18 8,7 +  1,8 6,60 1,76 1,02 15,5
6 H +  G 70,9 10,5 0,18 10,1 +  0,4 6,60 1,83 1,09 16,5
7 — — — — 7.0 —7,0 — 0,58 — —

Przypadek IV/2 S.H. (kobieta) wiek: 60 lat, waga: 61 kg

1 3,7 —3,7 0,33 __ __
2 — — — — 3,9 — 3,9 — 0,42 — —
3 H 71,6 10,6 0,17 5,1 +  5,5 6,60 0,73 0,34 5,1
4 H 71,6 10,6 0,17 7,9 +  2,7 6,60 0,78 0,39 5,9
5 H +  G 71,6 10,6 0,17 9,4 +  1,2 6,60 1,39 1,00 15,2
6 H +  G 71,6 10,6 0,17 9,8 + 0 ,8 6,60 1,28 0,89 13,5
7 — — — — 4,1 —4,1 — 0,43 — —
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Przypadek V/1 W.H. (kobieta) udek: 43 lata, maga: 46 kg

1 4,4 —4,4 0,15
2 H 68,9 10,2 0,22 8,6 +  1,6 5,94 0,41 0,27 4,5
3 H 59,5 8,8 0,19 8,0 + 0 ,8 5,13 0,38 0,24 4,7
4 H 50,0 7,4 0,16 7,3 +0,1 4,32 0,34 0,20 4,6
5 —
6 ■ \
7 — — — — 5,0 —5,0 — 0,14 — —
8 H +  G 63,5 9,4 0,20 5,0 + 4 ,4 5,90 1,04 0,90 15,2
9 H +  G 57,4 8,5 0,18 8,3 + 0 ,2 5,31 0,83 0,69 13,0

10 H +  G 48,0 7,1 0,15 7,2 —0,1 4,43 0,89 0,75 16,9
11 — — — — 4,6 —4,6 — 0,14 — —

Przypadek V/2 A.M. (mężczyzna) udek: 42 laia, maga: 60 kg

1 4,8 —4,8 0,17
2 H 62,8 9,3 0,16 7,9 +  1,4 5,40 0,45 0,28 5,2
3 H 56,8 8,4 0,14 8,3 +0,1 4,86 0,48 0,31 6,4
4
5

H 50,0 7,4 0,12 9,1 — 1,7 4,32 0,41 0,24 5,6

6
7 _ 4,5 —4,5 0,15
8 H + G 63,5 9,4 0,16 7,6 +  1,8 5,90 1,06 0,89 15,1
9 H +  G 57,4 8,5 0,14 8,1 + 0 ,4 5,31 0,85 0,68 12,8

10 H +  G 50,7 7,5 0,13 8,3 —0,8 4,72 0,88 0,71 15,0
11 — — — — 5,0 —5,0 — 0,18 — —

S eria  V (2 p rzypadk i, V /1 — V/2). B adania m ia ły  na celu  spraw dzenie 
w yników , uzyskanych  w  serii I, II, III i IV.

W czasie trw a n ia  dośw iadczeń badan i o trzym yw ali doustn ie  pełno-ka- 
loryczną d ietę  w ęglow odanow o-tłuszczow ą o n astęp u jący m  składzie: 
500 m l 10% k le ju  z m ąki pszennej, 200 —  250 g cukru , 150 —  200 m l so
ku owocowego, 500 g jab łek , pół cy try n y , 70 —  80 g tłuszczu (przetopione 
masło), w itam in y  w  pasty lkach  o raz  wodę w  nieograniczonej ilości. Za
w artość N w  diecie w ynosiła 0,8— 1,0 g. K aloryczność te j d ie ty  w ahała  
się od 2000—  2500 cal.
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K ażdą serię badań  rozpoczynano jed n y m  lub  dw om a dniam i k o n tro l
nym i, podczas k tó rych  badan i pozostaw ali w yłącznie na diecie bezazotow ej. 
W ciągu dalszych dw óch do cz terech  dni badań  podaw ano dożylnie h y 
dro lizaty . W szystkie serie kończono dniem  k o n tro ln y m  d ie ty  bezazotow ej.

T a b l i c a  2

Wartości bilansu azotoiuego po podaniu hydrolizatu bez glikozy

Nr przy
padku

Waga 
ciała in kg

Aminokwa- 
sy i peptydy 
hydrol, u; g

N całk. 
hydrol.

UJ g

N całk. 
hydrol, 
in g/kg

Bilans
azotowy

1/2 40 32,4 4,8 0,12 _
1/1 44 36,5 5,4 0,12 —
1/3 72 42,6 6,3 0,09 —
1/4 44 48,6 7,2 0,16 —

v/i 46 50,0 7,4 0,16 +
V/2 60 50,0 7,4 0,12 —
1/5 70 56,8 8,4 0,12 —

Y/2 60 56,8 8,4 0,14 +
1/3 72 57,4 8,5 0,12 +
1/9 . 52 63,5 9,4 0,18 +
1/8 64 6«3,5 9,4 0,15 —
1/6 68 68,2 10,1 0,15 +
1/7 70 68,9 10,2 0,15 +

1JI/1 70 68,9 10,2 0,15 +
I1I/2 70 68,9 10,2 0,15 +
IV/1 59 70,9 10,5 0,18 +
IV/2 61 71,6 10,6 0,17

1/8 64 76,4 11,3 0,18 +
1/5 70 78,4 11,6 0,17 +

Ze luzględu na to, że in początkoinych badaniach podstamą 
do inyliczenia ilości ml hydrolizatu podaiuanych jednorazoiuo 
badanym była ilość azotu całkoiuitego na kg wagi ciała, wartości 
11,3 i 11,6 g azotu całkoiuitego (diuie ostatnie pozycje tablicy) 
są luartościami inyższymi od martości mystarczających do utrzy
mania dodatniego bilansu azotoiuego

H y d ro liza ty  podaw ano badanym  dożylnie m etodą w lew ów  kroplow ych 
z szybkością nie przekracza jącą  60 —  80 kropel na m inu tę . Czas podaw a
n ia  każdych  100 m l hyd ro liza tu  w ah a ł się od 30 —  35 m inu t. W lew anie 
rozpoczynano o godz. 9 rano, licząc od tego czasu now ą dobę.

Mocz dobow y zbierano  do naczyń, do k tó ry ch  w prow adzano uprzednio 
n iew ielką  ilość to luenu  i tym olu  jako  środków  konserw ujących . Mocz po
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podan iu  hydro liza tu  bez glikozy m iał barw ę praw idłow ą, natom iast po p o 
d an iu  hydro liza tu  z glikozą by ł zabarw iony  ciem nobrązow o.

Po stw ierdzen iu  nieobecności b ia łka  przystępow ano w ciągu k ilku  go
dzin  do oznaczania w  moczu dobow ym  zaw artości azotu całkow itego o raz  
azo tu  w olnych grup  a-am inow ych. N -całkow itego w  kale nie oznaczano 
ze w zględu na to, że h y d ro liza ty  by ły  podaw ane dożylnie. Nie uw zględ
n iano  rów nież N -całkow itego, podanego w  diecie (0,8 —  1,0 g N-całk.), po
niew aż ilość ta jest tego sam ego rzędu, co ilość N-całk. w ydalonego  

w  kale.
Szczegółowe zestaw ienie w yn ików  d la  poszczególnych p rzypadków  

serii III, IV i V podano w  tabl. 1. W tabl. 2 i 3 zestaw iono dla w szystk ich  
przypadków  w artości b ilansu  azotowego, a w  tabl. 4 i 5 odsetkow e ilości 
n ie  przysw ojonego azotu am inow ego hydro liza tu  z glikozą i bez glikozy.

D yskusja

W yniki zestaw ione w  tabl. 2 pozw oliły na usta len ie  przeciętnej daw ki 
m in im aln e j N -całkow itego w  g ram ach  i odpow iadającej jej ilości g ram ów  
am inokw asów  i pep tydów  w y starcza jące j do u trzy m an ia  u ludzi zdrow ych 
dodatniego b ilansu azotow ego p rzy  podaniu  dożylnym  enzym atycznego  
h y d ro liza tu  b iałka pełnej k rw i bydlęcej bez glikozy w  w aru n k ach  opisa
nych w  części dośw iadczalnej.

D aw ka m in im alna N -całk. w  przeliczeniu  na kg w agi ciała w aha się 
dość znacznie (od 0,12 do 0,17 g). M niejszym  w ahaniom  ulega ilość g ra 
m ów  N -całk. w przeliczeniu  na  osobnika bez w zględu na wagę ciała. P rz e 
cię tna  daw ka m in im alna w ynosi 8,5 g N-całk., tj. 57,4 g am inokw asów  
i pep tydów  na człow ieka na dobę, co odpow iada 820 m l stosow anego h y 
dro liza tu ; daw ka g w aran tu jąca  u trzy m an ie  dodatniego bilansu  azotow e
go — 10,4 g N -całk., tj. 70 g am inokw asów  i pep tydów  na człow ieka na 
dobę, co odpow iada 1000 m l stosow anego hydro liza tu .

Takie sam e w artości o trzy m u je  się z zestaw ienia  wyników’ dośw iad
czeń przeprow adzonych  z hy d ro liza tem  w zbogaconym  w glikozę (tabl. 3).

W yniki te  n ie są zgodne z w ynikam i P a re ira ’y  i wsp. [13, 14], w edług 
k tó ry ch  azot podanych dożylnie am inokw asów  jest w  w iększym  stopn iu  
za trzy m y w an y  przez organizm  wówczas, gdy są one w prow adzone rów no
cześnie z glikozą (tzw. czynnik  rów noczesności ’’tim e fac to r”). Rozbież
ność w yników  należy praw dopodobnie tłum aczyć tym , że w w. au to rzy  
przeprow adzali badania n a  ludziach w yniszczonych, pozbaw ionych 
w  znacznym  stopniu  w łasnych  rezerw  azotow ych.

B rak  oszczędzającego am inokw asy  w p ływ u glikozy, jak  rów nież 
stw ierdzen ie  m niejszych w ahań  indyw idualnych  p rzy  w yznaczaniu  p rze
ciętnej daw ki m in im alnej N -całk., w ystarcza jącej do u trzy m an ia  dodat
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niego b ilansu  azotow ego w  gram ach n a  człow ieka na dobę niż w gram ach 
na kg w agi ciała na dobę (tabl. 2 i 3) n asu n ę ły  przypuszczenie, że czynn i
k iem  określa jącym  m in im alną ilość h y d ro liza tu  konieczną do u trzym an ia  
rów now agi azotow ej w stosow anych przez nas w aru n k ach  są zaw arte  
w  n im  am inokw asy  egzogenne. W tabl. 6 podano ustalone przez R o s e'g  o 
[21] m in im alne zapotrzebow anie dobowe człow ieka na am inokw asy  egzo
genne oraz ilość am inokw asów  egzogennych zna jdu jących  się w  820 ml 
(tj. p rzec ię tn e j daw ce m inim alnej) stosow anego hydro liza tu .

T a b l i c a  6

Rodzaj
aminokwasu

Minimalne zapo
trzebowanie dobo- 
we człowieka na 
aminokwasy egzo

genne w g 
wg Rose’go

Ilość aminokwasów 
egzogennych w g 
w 820 ml bada
nego hydrolizatu

Feniloalanina . . . . 1,10 2,21
I z o le u c y n a ................. 0,70 0,90
Leucyna ...................... 1,10 6,89
L iz y n a .......................... 0,80 3,44
Metionina ................. 1,10 1,07
T reo n in a ...................... 0,50 2,30
Tryptofan ................. 0,25 0,57
W a lin a .......................... 0,80 3,20

Ja k  w idać z tab licy , ilość gram ów  poszczególnych am inokw asów  egzo
gennych  jes t z w y ją tk iem  izoleucyny, m etio n in y  i try p to fan u  znacznie 
wyższa od ustalonego przez R o s e ’g o m inim alnego zapotrzebow ania do
bowego zdrow ego człow ieka na dane am inokw asy. W skazuje to, że te trzy  
am inokw asy  są praw dopodobnie czynnik iem  w yznaczającym  m inim alną 
ilość stosow anego hydro liza tu , w ystarcza jącą  do u trzy m an ia  rów now agi 
azotow ej w  w aru n k ach  opisanych w części dośw iadczalnej.

Zestaw ione w  tabl. 4 i 5 w artości odsetkow ej ilości nie przysw ojonego 
N -am inow ego hyd ro liza tu  bez glikozy (od 2,1 do 5,8, średnio  4,9) i wzbo
gaconego w  glikozę (od 10,8 do 17,9 średn io  15,4) w skazują, że N -am ino- 
w y  hydro liza tu  bez glikozy jest p rzy sw ajan y  przez ustró j w  znacznie 
w iększym  stopn iu  niż N -am inow y h y d ro liza tu  z glikozą.

Na ry su n k u  1 zestaw iono w ynik i serii III, IV i V badań, w  czasie k tó 
rych  podaw ano ty m  sam ym  ludziom  zarów no hydro liza t bez glikozy, jak  
i z glikozą. Ilości nie przysw ojonego N -am inow ego hydro liza tu  w yw ołane 
obecnością g likozy w ah ają  się od 8,6 do 10,8%, średnio  9,7%.
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Jed n ą  z przyczyn tego zjaw iska może być próg w ydalan ia nerkow ego. 
Podczas w lew ania h ydro liza tu  białkowego, zaw ierającego jak  w  b adanych  
p rzypadkach  7°/o am inokw asów  i peptydów , n astęp u je  podniesienie poziom u 
am inokw asów  w e k rw i i zjaw isko ,»przelewania” ('’overflow ”) nerkow ego. 
Po w zbogaceniu hyd ro liza tu  w  glikozę zwiększa się w  nim  odsetkow a za
w artość subtam cji organicznej (7 g am inokw asów  i peptydów  +  5 g gliko- 
zy/100 ml). To zw iększenie stężenia sk ładników  w prow adzonego dożylnie 
p łynu  może być przyczyną zw iększenia się zjaw iska „p rzelew an ia” n erko 
wego, a tym  sam ym  zw iększonego w ydalan ia N -am inow ego w  moczu.

[ 1 Hydrolizat bez glikozy

Hydrolizat z glikoza

Rys. 1.

D rugim  pow odem  zm niejszenia się resorpcji N -am inow ego może być 
obecność w  hydrolizacie z glikozą n ie  p rzy sw aja ln y ch  przez o rgan izm  
zw iązków, w ytw orzonych  w w yniku  reakcji sk ładników  h ydro liza tu  i do
danego cukru .

W reszcie trzecim  pow odem  upośledzonej resorpcji N -am inow ego m o
że być w ytw arzan ie się w  roztw orze hydro liza tu  i glikozy połączeń h a 
m ujących  norm alną resorpcję  N -am inow ego.

W r. 1955 C h r i s t e n s e n  i wsp. [6] opublikow ali w y n ik i sw ych 
badań nad  w y korzystan iem  am inokw asów  i pep tydów  podanego dożylnie 
h ydro liza tu  w łóknika wzbogaconego w  glikozę lu b  fruk tozę. W edług tych  
au to rów  podanie h ydro liza tu  autoklaw ow anego z cuk rem  pow oduje w po
rów naniu  z hydro liza tem  bez cukru  zw iększenie peptydem ii, k tó re j tow a
rzyszy odpow iednio zw iększona pep ty d u ria . A uto rzy  ci n ie s tw ierdz ili
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zw iększenia p ep ty d u rii po podaniu  s te ry ln ie  zm ieszanych roztw orów  h y 
d ro liza tu  i glikozy bez au toklaw ow ania ani też p rzy  dożylnym  podaniu  
roz tw oru  glikozy p rzed  w prow adzeniem  hydro lizatu . Podobne w y n ik i 
uzyskała jed n a  z nas w  badaniach w stępnych  publikow anych w  1954 r. [19].

W edług C h r i s t e n s e  n ’a i w sp. czynnikiem  ham ującym  resorpcję 
peptydów  nie są p ro d u k ty  reakcji m iędzy cukrem  a am inokw asam i lub  
pep tydam i, bow iem  au toklaw ow anie hyd ro liza tu  z glikozą n ie  pow oduje 
zm niejszenia się ilości w olnych am inokw asów  oznaczanych m etodą n in h y - 
d rynow ą ani też zm iany  k rzyw ej m iareczkow ania. Na tej podstaw ie auto
rzy  ci w y raża ją  przypuszczenie, że w  w y n ik u  au tok law ow ania hydro liza tu  
z cukrem  pow stają  m ałe ilości bliżej nie określonych  zw iązków, w y w ie ra
jących  w p ływ  h am u jący  na  m etabolizm  znacznej ilości pep tydów  h ydro 
lizatu.

P orów nanie  w yn ik ó w  badań C h r i s t e n s e  n ’a z w ynikam i uzyska
nym i przez nas je s t tru d n e  ze w zględu na inną technikę oraz inny  m ateria ł 
stosow any do badań.

1000 ml 7%  h y d ro liza tu  b iałka pełnej k rw i bydlęcej stosow anego przez 
nas zaw ierało 6,0 —  7,1 g N -am inow ego, w  czym  0,8 —  1,6 g N cc-amino- 
wego pep tydów  [18]. M im o tej dość znacznej różnicy nie zaobserw ow ano 
zm iany  w  odsetkow ej ilości nie przysw ojonego N -am inow ego hydro liza
tu  (tabl. 1).

S tw ierdzone przez nas zw iększone w ydalan ie N -am inow ego po poda
n iu  hydro liza tu  z glikozą m oże być częściowo pochodzenia nerkow ego, 
tj. w ynikać ze zw iększenia stężenia substanc ji organicznej w  podanym  
roztw orze. Jednakże głów ną przyczyną tak  dużych zm ian je s t raczej nie 
sam a obecność glikozy, lecz zm iany zachodzące w hydrolizacie w  czasie 
au toklaw ow ania z glikozą. W ydaje się najbardzie j praw dopodobne, że 
n astęp u je  połączenie cu k ru  z g rupą lub grupam i fu nkcy jnym i am inokw a
sów zasadow ych w olnych  lub zw iązanych w  pep tydach  hydro liza tu , p rzy  
zachow aniu bez zm ian g ru p  a-am inow ych i a-karboksylow ych. S p raw 
dzenie słuszności tego przypuszczenia m ożliwe jednak  będzie dopiero po 
przeprow adzeniu  analogicznych do opisanych w pracy  badań  z h y d ro li
zatem  w zbogaconym  w  znane ilości tych  am inokw asów .

W n iosk i

Na podstaw ie op isanych  w yników  m ożna w yciągnąć n astępu jące  
wnioski:

1. M inim alna ilość gram ów  azotu całkow itego enzym atycznego hydro
lizatu  -białka pełnej k rw i bydlęcej w ystarcza jąca  do u trzy m an ia  u ludzi
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dodatniego bilansu  azotowego przy  podaniu  dożylnym  w opisanych w a ru n 
kach w ynosi od 0,12 do 0,17 g w przeliczeniu  na kg wagi ciała.

2 . M niejsze w ahan ia  u zy sk u je  się przy  w yznaczeniu p rzeciętnej d aw 
ki m in im alnej azotu całkow itego h ydro liza tu  w ystarczającej do u trzy m a
n ia dodatniego b ilansu  azotowego w yrażonej w  g na  człowieka na dzień 
niż w g na kg w agi ciała na  dzień.

3. P rzecię tną  d aw ką m in im alną w ystarczającą do u trzym an ia  u ludzi 
dodatniego bilansu  azotow ego je s t 8,5 g azotu całkow itego, tj. 57,4 g am i
nokw asów  i p ep tydów  na człow ieka na dzień. Ilością g w aran tu jącą  u trz y 
m anie dodatniego b ilansu  azotow ego bez w zględu na wagę osobniczą jes t 
10,4 g azotu całkow itego, tj. 70 g am inokw asów  i pep tydów  na człow ieka 
na dzień, tj. 1000 ml stosow anego hydro liza tu .

4. M inim alna ilość g ram ów  azotu całkow itego h ydro liza tu  (ilość g ra 
m ów podanych am inokw asów  i peptydów ) w ystarcza jąca  do u trzy m an ia  
dodatniego bilansu  azotowego jes t tak a  sam a dla hydro liza tu  bez glikozy, 
jak  i dla h yd ro liza tu  wzbogaconego w glikozę, a za tem  tzw. „czynnik  
rów noczesności” (’’tim e fac to r”) nie ma znaczenia w  w aru n k ach  stosow a
nych w  nin iejszej pracy.

5. C zynnikiem  określa jącym  m in im alną ilość gram ów  am inokw asów , 
w ystarcza jącą do u trzy m an ia  w  badanych  w aru n k ach  rów now agi azoto
w ej, je s t ilość w y stęp u jący ch  w  m in im um  am inokw asów  egzogennych 
stosow anego hydro liza tu , tj. m etioniny , izoleucyny i tryp to fanu .

6 . Ś redn i °/o n iew y k o rzy stan ia  azotu am inow ego hydro liza tu  z glikozą 
[15,4] je s t trzy k ro tn ie  w yższy niż średn i %  n iew ykorzystan ia  azotu am i
nowego hydro liza tu  bez glikozy [4,9].

7. Ilości nie przysw ojonego azotu am inowego H ydrolizatu w yw ołane 
obecnością glikozy w ah a ją  się od 8 ,6%  do 10,8%, średnio  9,7% . W yniki 
te  n asuw ają  przypuszczenie, że w  czasie au toklaw ow ania hyd ro liza tu  
z glikozą pow stają  n ie  p rzysw ajalne  przez organizm  p rzy  podaniu dożyl
nym  połączenia glikozy z g rupą lu b  grupam i fu n k cy jn y m i reszt specyficz
nych am inokw asów  hydro liza tu .

P rof. d r  J . H ellerow i —  kierow nikow i Zakładu Chem ii F izjologicznej 
A. M. —  dzięku jem y za dyskusję  i uw agi, k tó re  dopom ogły p rzy  ostatecznej 
redakcji pracy.

P rof. d r  J. M ossakow skiem u —  kierow nikow i II K lin ik i C hirurg icznej 
A. M. —  dzięku jem y  za um ożliw ienie prow adzenia badań na te ren ie  k li
niki.

Doc. d r  J . M anickiem u dzięku jem y  z^ opiekę lekarską  nad  badanym i 
v/ czasie p row adzen ia dośw iadczeń i kontro lę  nad w lew am i dożylnym i hy
drolizatów .
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S treszcz en ie

Z badano  w pływ  glikozy na w ykorzystan ie  p rzez organizm  ludzki h y 
dro liza tu  b iałka pełnej k rw i bydlęcej do w lew ów  dożylnych, podanego ja 
ko jed y n e  pożyw ienie azotowe. S tw ierdzono, że m in im alna ilość g N -cał- 
kow itego hyd ro liza tu  w y starcza jąca  do u trzy m an ia  dodatniego bilansu 
azotow ego jest tak a  sam a d la  h ydro liza tu  bez glikozy, jak  i dla hydro liza
tu z glikozą. Ś red n i °/o n iew y k o rzy stan ia  N -am inow ego h ydro liza tu  z gli
kozą je s t trzy k ro tn ie  w yższy niż średn i °/o n iew ykorzystan ia  N -am inow e
go h y d ro liza tu  bez glikozy.
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BJIMHHME rJ H 0 K 0 3 B I HA M C nO JIb30B A H M E  H EJIOBEHECKH M  O P rA H H 3M O M  
B B E ^E H H O rO  B E H 03H B IM  riY T E M  m ^ P O JIM 3 A T A  BEJIK A  KPOBM

C K O TA

P  e  3 K) m e

A B T o p b i MCCJieAOBajiM BJinH H M e r jn o K 0 3 b i  H a M c n o j ib 3 0 B a H n e  H e .ir o s e -  
HecKM M  opraH M 3M O M  m A p o j iM 3 a T a  S e j iK a  n o j m o i i  k p o b m  CKOTa, BB O A H M oro  
B e H 0 3 H b iM  n y T e M  b  K a n e c T B e  eA H H C T B eH H oii a 3 0 T H o ii  K oH C T aT M -
p o B a H  cjjaKT, h t o  M H H M M ajibH oe K O .nH H ecTBo b  r p a M M a x  o 6 m ;e r o  N  m A p o -  
j iH 3 a T a  AOCTaTOHHoe a j i h  y g ep > K a H H H  n o j io x c w T e j ib H o r o  a 3 0 T H o r o  S a j ia H c a ,  
o a h o  m t o  TKe K a x  a j i h  r H A p o j i io a T a  6 e 3  rjiK >K 03bi, T a x  m a J ih  r n A p o j m 3 a T a  
c  r j n o K 0 3 0 ii .  C peA H H M  n p o p e H T  H e w c n o j ib 3 0 B a H H H  aM H H O B oro N  rM A pojiM - 
3 a T a  c  rjiK >K 030H  T p o e x p a T H O  B b iu ie  c p e A H e r o  n p o q e H T a  H e n c n o j ib 3 0 B a H M H  
aM H H O B oro N  rM A p o jiH 3 a T a  6 e 3  r j n o K 0 3 b i .  „

EFFECT OF GLUCOSE ON UTILIZATION OF INFUSED BOVINE BLOOD 
PROTEIN HYDROLYSATE IN HUMAN SUBJECTS

S u m m a r y

A  s t u d y  h a s  b e e n  m a d e  o n  t h e  e f f e c t  o f  g l u c o s e  o n  t h e  u t i l i z a t i o n  i n  h u 

m a n  s u b j e c t s  o f  b o v i n e  w h o l e - b l o o d  p r o t e i n  h y d r o l y s a t e  a d m i n i s t e r e d  i n 

t r a v e n o u s l y  a s  t h e  o n l y  n i t r o g e n  s o u r c e .  I t  h a s  b e e n  d e m o n s t r a t e d ,  t h a t  

t h e  m i n i m u m  q u a n t i t y  i n  g r a m s ,  o f  t o t a l - N  o f  h y d r o l y s a t e ,  s u f f i c i e n t  f o r  

m a i n t a i n i n g  a  p o s i t i v e  n i t r o g e n  b a l a n c e  i s  t h e  s a m e  f o r  t h e  h y d r o l y s a t e  

w i t h o u t  g l u c o s e  a n d  t h e  h y d r o l y s a t e  w i t h  g l u c o s e .  T h e  a v e r a g e  p e r c e n t a g e  

o f  t h e  n o n - a s s i m i l a t e d  a m i n o - N  o f  t h e  h y d r o l y s a t e  w i t h  g l u c o s e  i s  t h r e e  

t i m e s  h i g h e r  t h a n  t h e  p e r c e n t a g e  o f  t h e  n o n - a s s i m i l a t e d  a m i n o - N  o f  t h e  

h y d r o l y s a t e  w i t h o u t  g l u c o s e .
Otrzymano 28.6.1956 r.
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REDUKTAZA P -C H IN O N O W A  U M O T Y L A  W ILCZOM LECZKA
C E LE R IO  E U P H O R B IA E  L.

Z Pracowni Biochemii Ewolucyjnej Zakładu Biochemii P A N  
K ierownik pracowni prof. dr Irena Mochnacka

P rzem iana oddechow a m o ty li w  okresie poczw arkow ym  stanow i od 
d aw n a  ciekaw e zagadnienie w  fizjologii ow adów . W okresie tym  obserw u
jem y  gw ałtow ny  spadek  w ym ian y  gazowej, u trzy m u jący  się przez czas 
dłuższy, po czym  n astęp u je  w zrost na poziom  w yjściow y. P o w sta je  w ten  
sposób krzyw a k sz ta łtu  lite ry  U, odnajd y w an a u najrozm aitszych  g a tu n 
ków  przez p raw ie w szystk ich  badaczy, k tó rzy  się tą  sp raw ą zajm ow ali. 
K r o g h  [6] dla w y tłu m aczen ia  tego zjaw iska w ysunął hipotezę, że p rze
m iana m aterii m aleje  w  m iarę  postępu  histo lizy  sku tk iem  u b y tk u  zorga
n izow anej tkank i, następn ie  rośn ie  w  m iarę  postępującej budow y ciała 
m oty la  w  poczwarce. W edług K r o g h  a w ięc wielkość p rzem iany  w da
n y m  okresie  by łab y  p roporcjonalna do ilości tkank i zorganizow anej. Ten 
pogląd był szeroko p rz y ję ty  aż do lat w ojennych . W r. 1940 i 41 H e l l e r  
jak o  pierw szy  p rzeprow adził p om iary  oddychania miazgi poczw arek m e
todą  W arburga i s tw ierdz ił, że oddychanie to  daje się p rzedstaw ić w  cią
g u  rozw oju  poczw arkow ego przez k rzy w ą m ającą rów nież kszta łt lite 
ry  U. P raca  ta, k tó ra  z pow odu w aru n k ó w  w ojennych  m ogła być ogłoszo
n a  i to  ty lko  w  skrócie dopiero  w  r. 1947 [3a,b], w ykazała zatem , że m e
chan izm  reg u lac ji p rzem ian y  nie jes t n a tu ry  s tru k tu ra ln e j. N asunęło  to 
przypuszczenie, że g ra ją  tu  ro lę  zm iany  w  aktyw ności uk ładów  enzym a
tycznych  oddychania. H e l l e r  w ykazał w  te j sam ej pracy, że oddycha
n ie m iazgi poczw arek zim ujących  (w diapauzie) jest n iew rażliw e na tak ie 
stężen ia  KCN, k tó re  h am u ją  oksydazę cytochrom ow ą. Dodanie kozym azy 
(DPN) pow odow ało w zrost oddychania , p rzed łużen ie aktyw ności miazgi 
i w strzym yw ało  jej czern ien ie. H e l l e r  w yciągnął s tąd  wniosek, że ko- 
zym aza pośredniczy w  przenoszeniu  w odoru z m etabo litów  na zw iązki po
ś red n ie  m elanogenezy. W skazyw ało to na  rolę ty rozynazy  jako  końcow ej
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oksydazy. H e l l e r  pisze [3b str. 235]: „O pisane dośw iadczenia w y jaś
n iły  fizjologiczną rolę ty rozynazy . Z nane dotąd działanie ty rozynazy  z w y
tw orzeniem  m elanotycznego barw ika nie może być uw ażane za fizjologiczne 
już choćby dlatego, że w y stęp u je  ty lko  p rzy  zran ien iach . Z jaw isko to je s t 
obecnie zrozum iałe. W ciele nieuszkodzonym  istn ie je  rów now aga m iędzy 
form ą u tlen ioną pochodnych ty rozyny , pow stającą pod w pływ em  ty ro 
zynazy, a form ą zredukow aną, k tó ra  pow staje  stale z poprzedniej pod 
działaniem  dw uhydrokozym azy. Ta rów now aga zostaje zachw iana przez 
n ieograniczony dostęp tlen u  p rzy  zran ien iu  i grom adzi się form a u tlen io 
na, chinonow a, k tó ra  się już sam orzu tn ie  p rze tw arza  w m elan inę” .

W yniki H e l l e r a  zostały  po tw ierdzone przez innych  badaczy. 
W r. 1948 w ykazał W i l l i a m s  [13] zupełn ie  niezależnie i m etodą bez
pośrednią, że w  okresie  d iapauzy  uk ład  cytochrom ow y ulega rozłożeniu, 
a w  okresie rozw ojow ym  tw orzy  się na nowo. Równoległość m iędzy n a tęże
niem  oddychania całej poczw arki a miazgi, i enzym atyczną n a tu rą  reg u 
lacji po tw ierdzają  prace A g r e l l a  [1] i W o j t c z a k a  [14]. Z astrze
żenia w zbudziła ty lko  h ipoteza o roli ty rozynazy  jako  końcow ej oksyda
zy. S u s s m a n n  [12] na podstaw ie dośw iadczeń z inh ib ito ram i ty ro zy 
nazy, p rzeprow adzonych na n ie tk n ię ty ch  poczw arkach Platysamia cecro- 
pia L., o raz W o j t c z a k  [14] na podstaw ie podobnych dośw iadczeń na 
gąsienicach m olika woskowego Galleria mellonella  L. s tw ierdzają , że ty -  
rozynaza jest czynna jako końcow a oksydaza ty lko  w  oddychaniu  m iazgi, 
natom iast nie spełn ia tej funkc ji w  n ie tk n ię ty m  organizm ie.

T rzeba rów nież zaznaczyć, że od czasu badań  H e l l e r a  poznano in
ną rolę fizjologiczną tyrozynazy , m ianow icie jako czynnika pow odujące
go tw ardn ien ie  pow łoki ciała ow adów  [10] przez w y tw arzan ie  w ielofenoli 
garbu jących  białko. Jednakże  nowsze badania W o j t c z a k a  [16] w yka
zu ją  w  u derzający  sposób, że m axim um  aktyw ności ty rozynazy  u p>oczwar- 
ki w ystępu je  w  okresie m inim alnej ak tyw ności oksydazy cy tochrom ow ej, 
zaś ak tyw ność ta  spada gw ałtow nie w  m om encie, k iedy  zaczyna w zrastać 
czynność oksydazy cytochrom ow ej. N ależy więc zgodzić się ze stanow is
kiem  D a w s o n a  i T a r p l e y a  [2], że rola ty rozynazy  w  oddycha
n iu  ow adów  w ym aga dalszych badań.

N aw iązując do p racy  H e l l e r a  z 1940 —  41 badaliśm y oddychanie 
miazgi z zim ujących poczw arek C. euphorbiae  p rzy  użyciu różnych  sub
stra tó w  tyrozynazy . N ieoczekiw anie dobre w yniki, to  jes t rów nom ierne 
oddychanie u trzy m u jące  się przez całe godziny, o trzy m aliśm y  stosu jąc 
hydrochinon, k tó ry  nie je s t specyficznym  su b s tra tem  dla ty rozynazy . 
Okazało się, że do pew nego stopnia m ożna hydrochinon  zastąpić jego chi
nonem ; p rzy  czym  oddychanie początkow o nieznaczne nasilało  się stop

[21
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niowo. N asunęło to przypuszczenie, że miazga zaw iera red u k tazę  p-ch ino- 
now ą analogiczną do o dkry te j p rzez W o s i l a i t a  i N a s o n a  [17] 
w grochu. Podobny enzym  re d u k u ją cy  filochinon opisali M a r t i u s 
i S t r u f e  [7]. B adania nasze w ykazały  u C. euphorbiae  obecność re -  
d u k tazy  p-chinonow ej, co stanow i p rzedm io t obecnej pracy.

C zęść  d o św ia d c z a ln a
PRZYGOTOW ANIE P R E P A R A T U  ENZYMATYCZNEGO

Do badań  użyto poczw arek w  diapauzie oraz dorosłych m oty li Celerio  
euphorbiae.  Poczw arkę m otyla lub oddzielone ciało tłuszczow e, m ięsień 
lub  hem olim fę rozcierano w  szk lanym  hom ogenizatorze z ośm iokro tną 
ilością 0,1 M tiom ocznika w  0,1 M buforze fosforanow ym  o pH 6,5. H o- 
m ogenat w irow ano p rzy  5 tys. obr./m in . przez 15 m in. Z b ierano  ostroż
nie górną w arstw ę tłuszczu i odrzucano. P raw ie  k laro w n y  p łyn  służył 
jako p rep ara t enzym atyczny .

Tiom ocznik zastosow ano w  celu zaham ow ania oksydazy  fenolow ej, 
k tó re j aktyw ność w hom ogenatach poczw arki jes t duża i pow oduje szyb
kie ciem nienie oraz m ętn ien ie w yciągów  na sk u tek  w iązania się p ro d u k 
tów  działan ia ty rozynazy  w b iałk iem  [8]. P ow stające zm ętn ien ie  i zaciem 
nien ie uniem ożliw ia pom iar absorpcji.

A ktyw ność enzym u oznaczano przez pom iar szybkości u tlen ian ia  
D PN H  w  obecności p-ch inonu pod w p ływ em  dodaw anej m iazgi.

A ktyw ność enzym u podajem y w jednostkach  w prow adzonych d la  re -  
d u k tazy  chinonow ej przez W o s i l a i t a  i N a s o n a  [17], z tą róż
nicą, że pom iar aktyw ności był p rzeprow adzony  w  tem p era tu rze  20° a n ie 
w 25°. W o s i l a i t  i N a s o n  p rzy jm u ją  za jednostkę  taką ilość enzy
m u, k tó ra  pow oduje zm ianę lg —p— o 0,001 w  ciągu jed n ej m in u ty , u s ta 
loną przez pom iar pom iędzy 15 a 45 sekundą. P rzy  obliczaniu  aktyw ności 
została uw zględniona reakcja  n ieenzym atyczna oraz endogenne u tlen ia 
nie zredukow anej kozym azy w  nieobecności p-chinonu.

B iałko oznaczano po strącen iu  go kw asem  tró jch lorooctow ym . Osad 
białka odw irow yw ano, p rzem yw ano  dw u k ro tn ie  10°/o roz tw orem  tego 
kw asu i rozpuszczano w  2%  NaOH. O znaczenia przeprow adzono m etodą 
b iu re tow ą [5] oraz m etodą K jeldah ła  z końcow ym  ko lo rym etrow an iem  od
czynu N esslera.

PRZYGOTOW ANIE Z R E D U K O W A N E J KOZYMAZY (DPN H)

D PNH  otrzym ano przez enzym atyczną redukcję  kozym azy (DPN) za 
pom ocą dehydrogenazy  alkoholow ej. R edukcję przeprow adzono w m ie
szaninie zaw ierającej 31,3 ml 0,1 M fosfo ranu  aw usodow ego, 2 ml alkoho
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lu etylow ego 95%, 30 m l w ody, 20 mg D PN  o czystości 33%, oraz ty le  de
hydrogenazy  alkoholow ej, aby  red u k cja  trw a ła  ok. 30 m in. S topień  re d u k 
cji kontrolow ano spek tro fo tom etryczn ie, m ierząc p rzy rost absorpcji p rzy  
340 mu. Po zakończeniu reakcji m ieszaninę ogrzew ano przez 5 m in. na 
w rzącej łaźn i w odnej i nastaw iano  pH na 6,5 za pom ocą K H 2P O 4. Całość 
uzupełn iano  do objętości 100 ml. R oztw ór ten  o k reślam y  w  tekście k ró t
ko jako  DPNH.

Rys. 1. Porównanie reakcji enzym atycz
nej i nieenzym atycznej 

A — reakcja nieenzym atyczna  
B — reakcja z zagotow anym  enzym em  
C — reakcja enzym atyczna  
W arunki reakcji: 2,7 m l roztworu
DPNH, 70 jednostek enzym u, całość 
uzupełniono do 3 m l buforem  fosfora
nowym . R eakcję zapoczątkow ano przez 
dodanie 0,15 ml, (0.45 u M) roztworu  

p-chinonu

25 io mm
Rys. 2. Reakcja utleniania DPNH  
pod w pływ em  w yciągów  enzym a

tycznych
W arunki reakcji w  dośw iadczeniu  
podanym  w  reakcji C (rys. 1). Po 
praw ie całkow itym  w yczerpaniu  
DPNH nastawiono pH na 9 za po
mocą NaOH, dodano 0,1 m l 95°/o 
etanolu i dehydrogenazę alkoholow ą

DPN  otrzym ano  m etodą O h l m a y e r a  [9] z drożdży p iw nych. Za
w artość DPN w  p reparacie  oznaczano spek tro fo tom etryczn ie  po redukcji 
p rzez dehydrogenazę alkoholow ą. D ehydrogenazę alkoholow ą o trzym ano  
z drożdży p iekarsk ich  m etodą R a c k e r  a [11].

W YK A Z A N IE R E D U K T A Z Y  CHINONOWEJ

P rzebadano  szybkość u tlen ian ia  zredukow anej kozym azy p rzez  p-chi- 
non pod w pływ em  wyciągów’ z poczw arki w  okresie diapauzy. A ktyw ność 
enzym u m ierzono w  tem p era tu rze  20° p rzy  użyciu sp ek tro fo to m etru  
E ekm ana na podstaw ie spadku  absorpcji p rzy  340 m|r.
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R y su n ek  1 p rzedstaw ia  po rów nanie  szybkości u tlen ian ia  D PNH 
przez p-chinon enzym atycznie oraz  d la  kon tro li w  nieobecności enzym u.

S tężen ie red u k tazy  chinonow ej s ta ran o  się u trzy m ać w  zakresie, 
w  k tó ry m  is tn ie je  proporcjonalność pom iędzy szybkością reakcji a ilością 
enzym u p rzy  u ży ty m  stężeniu  zredukow anej kozym azy.

Rys. 3. K rzyw e absorpcyjne ilustru
jące rów noległość znikania DPNH  

i p-chinonu.
W arunki reakcji jak w  dośw iadcze
niu podanym  w  reakcji C (rys. 1):
----------------------  po upływ ie 0 min.
------------------------po up ływ ie 5 min.
K rzyw e uzyskane po odjęciu ab
sorpcji sam ych w yciągów  enzym a
tycznych

Rys. 4. K rzyw e absorpcyjne 
p-chinonu i zredukow anej kozy

m azy
----------------------  krzyw a p-chinonu
----------------------krzyw a DPNH
1,35 m l roztworu DPNH w  obj. 
3 ml.
0,075 ml (0,225 ą M) roztworu p -ch i
nonu w  obj. 3 m l

N ależało w ykazać, że zn ikanie w idm a zredukow anej kozym azy polega 
is to tn ie  na u tlen ien iu  D PN H, a nie np. na rozłożeniu go. W ty m  celu zre
dukow ano pow tó rn ie  pow stały  D PN  przez dodanie ak tyw nej dehydroge
nazy  alkoholow ej. N a rys. 2 podano przebieg  takiego dośw iadczenia. P ow ró t 
absorpcji do poziom u w yjściow ego w skazuje, że spadek absorpcji przy  
340 miA jes t w y n ik iem  u tlen ien ia  zredukow anej kozym azy.

Z kolei pozostało w ykazać, że zn ikające  z D PN H  atom y w odoru p rzeno
szą się is to tn ie  na  p-chinon. Dowód tego w idzim y na ry su n k u  3, k tó ry  po
d aje  absorpcje p-ch inonu  i D PN H, odczy tyw ane rów nocześnie w  czasie 
doświadczenia.

P rzedstaw ione  na ry su n k u  3 k rzyw e ob razu ją  absorpcję na początku 
reak cji i po up ły w ie  5 m in. P rzebieg  k rzyw ych  w skazuje, że zn ikaniu
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D PN H  (m aksim um  absorpcji p rzy  340 mu) tow arzyszy  rów noczesne zn i
kanie p-ch inonu (m aksim um  absorpcji okoł. 245 mp). S tandardow e k rzy w e 
D PN H  i p-chinonu podajem y d la  o rien tac ji na ry su n k u  4.

ROZMIESZCZENIE AKTYWNOŚCI R E D U K T A ZY  CHINONOWEJ W  CIELE POCZW ARKI I DOROSŁEGO MOTYLA

O znaczano ak tyw ność red u k tazy  chinonow ej w  ciele tłuszczow ym , 
m ięśniach i hem olim fie poczw arki w  okresie d iapauzy  oraz w ciele tłu sz 
czow ym  i m ięśniach dorosłego m otyla. W lim fie m oty la a k ty w 
ności nie oznaczano, gdyż ciało m oty la  jes t całe n ią p rzesiąkn ięte , tak  że 
n ie  m ożna jej oddzielnie uzyskać. Do badań używ ano m oty le n a jw y żej 
w  24 godziny po w ylęgu. W yniki p rzedstaw ia  tab lica 1.

T a b l i c a  1

Rozmieszczenie reduktazy chinonowej w ciele poczwarki i motyla 
Celerio euphorbiae

Nr do
świad
czenia

Aktywność w jednostkach re
duktazy chinonowej na 1 g 

białka wyciągu

Aktywność w jednostkach reduk
tazy chinonowej na 1 g tkanki

ciało tłu
szczowe mięśnie

hemo-
limfa

ciało tłu
szczowe mięśnie

hemo-
limfa

1
2
3

12000
15000
16000

31000
28000
26000

0
0

1830
2290
2450

1390
1260
1170

0
0

po
cz

w
ar

ka

1 60000 264000 8640 11880
2 51000 320000 — 7340 14400 — 3)
3 57000 308000 — 8210 13860 O

6

1 2 3 4 5 6

W ru b ry k ach  1 i 2 podana jes t ak tyw ność red u k tazy  chinonow ej p rze
liczona na 1 g białka, przechodzącego do m odera to ra . R ub ry k i 4 i 5 p rzed 
staw ia ją  aktyw ność, jak ą  zaw iera 1 g w ilgotnej m asy ciała tłuszczowego 
i m ięśni. Z danych  p rzedstaw ionych  w  tab licy  1 w idać, że ak tyw ność re 
d u k tazy  chinonow ej posiada zarów no b iałko m ięśni, jak  i białko ciała tłu sz 
czowego poczw arki i m otyla. A ktyw ności te j n ie  posiada na to m iast hem o- 
lim fa poczw arki. A ktyw ność red u k ta zy  chinonow ej w  ciele tłuszczow ym  
i m ięśniach dorosłego m oty la przew yższa k ilk ak ro tn ie  odpow iednią ak ty w 
ność u poczw arki w  okresie d iapauzy .
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D yskusja

W ykazanie obecności red u k tazy  chinonow ej u ow adów  przem aw ia sil
nie za w ystępow aniem  oddychania chinonow ego u tych  zw ierząt. P raw d o 
podobnie przyżyciow o nie p-ch inon  jest w łaściw ym  su b stra tem  tej red u k 
tazy, lecz jak iś inny , nie zdefin iow any związek. Z p racy  H e l l e r a  
i M o c h n a c k i e j  [4] nad  ciałam i red u k u jący m i n iecukrow ym i u w il- 
czom leczka w ynika obecność znacznej ilości polifenoli dających  odczyn 
b arw n y  Folina i C iocalteu. N ieogłoszone badania H e l l e r a  i S z a r 
k o  w  s k i e j w skazują na n ieidentyczność tych ciał z ty rozyną. Spotyka 
się bow iem  często miazgi o silnej aktyw ności ty rozynazow ej w stosunku  
do dodanej ty rozyny, k tó re  sam orzu tn ie  n ie czern ieją , m im o że są bogate 
w  zw iązki dające odczyny ty rozyny . M ożna więc przypuszczać, że w śród 
nich  zn a jd u je  się ciało, k tó re  w form ie chinonow ej stanow i su b s tra t dla 
badanej obecnie reduk tazy , zaś w  form ie fenolow ej su b s tra t dla fenoloksy- 
dazy. Ju ż  W o s i l a i t  i N a s o n  [18] p o trafili skojarzyć dośw iadczal
n ie  działanie tych  dw óch enzyińów , używ ając jako su b stra tu  o-naftochino- 
nu . H e l l e r  przypuszcza, że w łaściw ego su b s tra tu  należałoby szukać 
m iędzy p ro d u k tam i p rzem iany  tlenow ej ty rozyny . W p rzem ian ie te j w y

s tę p u je  m. in. kw as hom ogentyzynow y stanow iący  przejście od s tru k tu ry  
o rto  —  ch a rak tery sty czn ej dla działania ty rozynazy  —  do s tru k tu ry  para, 
sw oistej dla naszej reduk tazy . H ipoteza ta  będzie przedm iotem  następnych  
naszych badań.

N ależy też m ieć na w zględzie prace M a r t i  u s a i w spółpracow ni
ków  nad  udziałem  w itam in y  K  w  przem ianach  oddechow ych. M a r-  
t i u s  i S t r  u f e [7] w yosobnili z m itochondrićw  w ątro b y  św ińskiej 
enzym , działa jący  jako  red u k taza  filochinonow a. Podobny enzym  o trzy 
m ali W o s i l a i t  i N a s o n  [19] z E. coli, sądzą jednak , że jest to 
enzym  odrębny, n iż w cześniej przez n ich  opisana red u k taza  p-chinonow a 
z grochu [17]. Z agadnienie specyficzności enzym u z ow adów  dla w ita 
m iny  K  będzie rów nież przedm iotem  dalszych badań.

F ak t w ystępow ania red u k tazy  chinonow ej u m otyli do jrza łych  
w  znacznie w iększym  stężeniu  aniżeli u poczw arek pozw ala zrozum ieć 
w ynik i L. W o j t c z a k a  [15], że an i in h ib ito ry  oksydazy cytochro- 
m ow ej, an i in h ib ito ry  fenoloksydazy z osobna n ie  h am u ją  oddychania 
ow adów , działają natom iast łącznie. W idocznie system , dla k tó rego  oksy
dazą końcow ą jest ty rozynaza, is tn ie je  także u m oty la i w razie  zaham o
w an ia  oksydazy cytochrom ow ej w stępu je  na jej m iejsce, podobnie jak  
u pcczw ark i w  ok resie  diapauzy.
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S treszczen ie

Stw ierdzono obecność red u k tazy  chinonow ej u m oty la Celerio eu p h o r
biae. A ktyw ność enzym u znaleziono w  ciele tłuszczow ym  i m ięśn iach  
tak  u poczw arki w  okresie  diapauzy, jak  i u dorosłego m otyla. Nie po
siada jej natom iast hem olim fa poczw arki. A ktyw ność red u k tazy  ch ino 
now ej w  cieple tłuszczow ym  i m ięśniach dorosłego m oty la p rzew yższa 
k ilk ak ro tn ie  odpow iednią ak tyw ność w  ciele poczw arki.
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IIAPAXMHOHOBAH PEÆYKTA3A y  EAEOHKH EPA2KHMKA MOJIOHAtfHOTO
CELERIO EUPHORBIAE L.

P e 3 K) M e

H ajinune napaxnHOHOBoh pe,o;yKTa3L>i KOHCTaTnpoBaHO y  ôaôoHKn 
ôpaxŒMKa MOJionaMHoro Celerio euphorbiae.  A ktm bhoctb  3H3MMa HahAeHa 
b xcnpoBOM Tejie n  Mbiumax xax  KyxojiKH b nepnoA flnanay3bi, tb k
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pi y  B 3 p o c j i o i i  6 a 6 o H K P i; reMOjiPiMcJja x t e  k y k o j i k h  e i o  H e  o 6 jia ,n ;a eT . A k t h b -  
HOCTb XP1H0H0B0M  p e f ly K T a 3 B I  B PKPipOBOM T e j ie  PI M b im p a x  B3pOCJIOPl 6 a -  
6 o h k i i  b  H ecK O JibK O  p a 3  n p e B b im a e T  c o o T B e T C T B e H H y io  aKTMBHOCTb b  T e j ie  
KyKOJIKPl.

TIIE QUINONE REDUCTASE ACTIVITY IN HAWK-MOTH CELERIO EUPHORBIAE  L.

S u m m a r y

The p resence of quinone reductase has been proved in the haw k-m oth  
Celerio euphoriae  L. E nzym atic ac tiv ity  has been found  in the  fa t body 
and  in  th e  m uscles of th e  p upa  (during  diapause) as w ell as of the  adult, 
the reductase  ac tiv ity  in the  la tte r  form  being several tim es h igher than  
in  the pupal one. H aem olym ph, how ever, does not show  any  ac tiv ity  of 
th is  kind.

Otrzymano 28.6.1956 r.
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T. CHOJNACKI

PO ZIO M  W A P N IA  I M A GNEZU W PŁYNIE  
M Ó Z G O W O  R D ZE N IO W Y M

Z  Zakładu Chemii Fizjologicznej A . M . w Warszaivie

B adania zaw artości w apnia su row icy  k rw i w  zależności od stężenia 
b ia łka  [5, 8] uzasadn iają  pogląd, że w  p łyn ie m ózgow o-rdzeniow ym  zaw ie
ra jący m  białko będzie w apnia w ięcej niż w  p łynach  w olnych od białka. 
Z daw ałoby  się, że podobne rozum ow anie m ożna zastosow ać i do jonu  
m agnezowego. Dośw iadczalne spraw dzenie tego przypuszczenia chciałem  
przeprow adzić badając zaw artość Ca 1-2 i M g+2 w  p łynach  m ózgow o-rdze
niow ych o różnej zaw artości b iałka.

Dane z p iśm ienn ictw a o zaw artości w apn ia i m agnezu w  p łynie móz
gow o-rdzeniow ym  są dosyć skąpe. W artości podaw ane jako norm alne 
różnią się m iędzy sobą szczególnie jeśli chodzi o zaw artość m agnezu. Róż
nice te praw dopodobnie zależą od w yboru  m etody. M e r r i t  i F r e 
m o n t - S m i t h  [7] podają  jako w artośc i n o rm alne  3,01 —  3,55 mg°/o 
Mg 2 (średnio 3,04 mg°/o), i  5 mg°/o C a+2. W edług F l e x n e r a  [2] za
w artość  M g42 leży w g ran icach  3,04 —  3,67 mg°/o, a zaw artość C a^ 2 
4,00— 7,00 mg°/o. D ane S t u t z m a n a  i A m a l u s i o  [10] w ynoszą: 
M g 4-2 : 2,88 ±  0,15 mg°/o; C a+2 : 4,86 ±  0,1 m gft/c. W artości oznaczone 
m etodą w ersen ianow ą B u c k l e y a  i B a r t o  1 o t t i e go w ynoszą: 
M g+2 : 3,01 ±  0,06 mg°/o; C a+2 : 4,95 ±  0,11 mg°/o w edług innych auto
rów  [3].

Zaw artości w apnia i m agnezu oznaczałem  m etodą w ersenianow ą opu
blikow aną przez H o l a s e k a  i F l a s c h k ę  dla odbiałczonej su row i
cy  k rw i [4]. Zasada m etody  polega n a  tw orzen iu  zw iązków  kom plekso
w ych w ersenu  z jonam i dw uw artościow ym i m etali. P ew n y m  uproszcze
niem  stosow anej m etody  było pom inięcie odbiałczania w  p łynach  n o rm al
nych  lub zaw iera jących  niew iele białka. B adania kon tro lne  na p łynach  
w zorcow ych w ykazały , że dodanie b ia łka  surow icy  k rw i ludzkiej lu b  że
la ty n y  nie w pływ a n a  w yniki, gdy  ich stężenie nie przekracza 180 m g%  
p rz y  oznaczaniu m agnezu, a 100 mg°/o p rzy  oznaczaniu w apnia  (rys. 1, 2).

[521]
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N a podstaw ie tych  dośw iadczeń oznaczałem  stężenie obu jonów  bez 
oabiałczania, jeżeli zaw artość b iałka nie przekracza ła  100 mg°/o. P ły n y  
c w iększej zaw artości b iałka odbiałczałem  rów ną objętością 10% CCI3COOH 
i odw irow yw ałem  osad.

Znaleziono mg % Mg'1

3.70 -

2.80

2.30

2.20

Standard za b ie ra ł 2.55 mg % Mg2

 żelatyna
— ■— białka surowicy krwi ludzkiej

3 20 50 100 150 200 250
Stężenie białka w mg %

Rys. 1. W pływ  różnych stężeń białek na w y 
niki oznaczeń m agnezu w ersenem

Znaleziono mg % Ca':

080
Standard zaw iera! 

7 05 mg % Ca'2
 żelatyna
 białka surowicy krwi ludzkiej f

 ^ _o. 24.--"°

5 20 50 100 150 700 750
Stężenie białka w mg %

Rys. 2. W pływ  różnych stężeń białek na 
w ynik i oznaczeń w apnia w ersenem

W y k o n a n ie

O znaczenie m agnezu: Do 1 m l p ły n u  m ózgow o-rdzeniow ego lub  2 m l 
odbiałczu w  probów ce w irów kow ej dodaw ano 1 ml 1%  szczaw ianu amo
nu  i am oniaku do żółtej b a rw y  czerw ieni m ety low ej. Po 4 —  6 godz. do
lew ano 4 m l wody podw ójnie desty low anej i w irow ano 10 m in. z szyb
kością 1500 obr./m in . W p rze jrzy s ty m  p ły n ie  oznaczano m agnez, a osad 
zachow yw ano do oznaczenia w apnia. Do p ły n u  dodaw ano 2 m l 3N amo
n iaku , 1 ml IN  kw asu  solnego i 2 —  3 k rop le  0,5%  alkoholowego roztw o
ru  czerni eriochrom cw ej T. M iareczkow ano roztw orem  10—3M w ersenu  
do zniknięcia barw y  czerw ono-fiołkow ej, a po jaw ienia się niebieskiej.

Obliczenie: Ilość m l w ersenu  10~3M X 2,43 — mg %  M g+2.

Oznaczenie wapnia: Do odw irow anego osadu dolew ano 1 m l IN  kw asu 
solnego i 4 ml w ody podw ójn ie  desty low anej. Po rozpuszczeniu się osadu 
dodaw ano 2 m l 3N am oniaku , 2 —  3 k rop le 0,5%  roz tw oru  czern i erio - 
chrom ow ej T, oraz 2 —  3 k rop le  2%  roz tw oru  w ersen ian u  potasow o-m a- 
gnezowego i m iareczkow ano jak  w yżej.

Obliczenie: Ilość m l w ersenu  10—3M X  4,00 =  m g%  C a+2.

W ersenian potasow o-m agnezow y o trzy m an o  z kw asu  w ersenow ego 
m etodą P f e i f e r a  i O f f e r m a n a  [9].

Z aw artość b iałka oznaczałem  m etodą tan n in o w ą W. M e j b a u m  
K a t z e n e l l e n b o g e n  [6].

P rz y  w ie lo k ro tn y m  oznaczaniu  m agnezu i w ap n ia  w  tym  sam ym
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płynie śred n ia  odchy len ia z 10 oznaczeń w ynosiła d la C a "1 2 : 0,69%  w ar
tości śred n ie j, d la M g+2 : 1,2%.

W yniki

W ykonano 83 badania p łynów  m ózgow o-rdzeniow ych u dzieci w  w ie
ku od 10 m iesięcy do 6 la t. Z tego 70 p łynów  pobrano  w  różnych o k re 
sach gruźliczego zapalen ia opon m ózgowych. W 13 przypadkach  p łyny  
pobrano u dzieci w yleczonych po gruźliczym  zapaleniu  opon lu b  po p rze
by tym  p o d rażn ien iu  opon na innym  tle. W yniki badań podzielono na 
cz tery  g rupy :

I g r u p a ,  13 p rzypadków  obejm uje  p łyny  m ozgow o-rdzem ow e dzie
ci w yleczonych o średn ie j zaw artości b iałka 23 m g%  (10 —  34 m g% );

II g r u p a ,  21 p rzypadków  dzieci chorych o zaw artości białka 23 — 
50 m g%  (średnio 39 m g% );

III g r u p a ,  24 p rzypadk i dzieci chorych o zaw artości b iałka 50 — 
100 m g%  (średnio 76 m g% );

IV g r u p a ,  25 p rzypadków  dzieci chorych o zaw artości b ia łka  po
w yżej 100 m g%  (średnio 163 m g% ).

W yniki oznaczeń b iałka, w apn ia i m agnezu p rzypadków  g ru p y  I p rzed 
staw iono w  tab licy  1. W tab licy  2 u ję to  w artości średn ie poziom ów b iał
ka, wapnia, i m agnezu w  g rupach  I —  IV. Na podstaw ie danych  
przedstaw iono graficznie na ry su n k u  3 zaw artość C a+2 i M g "1"2 w  g ru 
pach I —  IV.

W artości n o rm alne  poziom ów jonów  C a+2 i Mg"* 2 w  p łynie mózgowo- 
rdzeniow ym  dzieci w yleczonych, zdrow ych nie odbiegają znacznie od 
n o rm  p rzy ję ty ch  dla dorosłych  oznaczonych innym i m etodam i [2, 3, 7, 
10]. Jak  w idać z tab licy  2 i ry su n k u  3, is tn ie je  zależność m iędzy pozio
m em  białka a w ap n ia  w  p ły n ie  m ózgow o-rdzeniow ym . P rzy  w yższej za
w artości b iałka rów nież stężenie w apnia jest wyższe. W idać to  w yraźn ie 
na w ykresach  zaw artości C a^ 2 (Rys. 3). M axim a funkc ji ilości p rzy p ad 
ków  p rzesuw ają  się w raz ze w zrostem  stężenia b ia łk a  ku w yższym  po
ziom om  C a+2. Inaczej zachow uje się jon  m agnezu. Nie m ożem y dostrzec 
zw iązku m iędzy poziom em  tego jonu  a zaw artością białka. Częściej, jak  
w yn ika z podanych w  tab licy  2 w artości średnich , zn a jd u jem y  obniżony 
poziom  M g+2 p rz y  w yższej zaw artości b iałka. Na ry su n k u  3 w ykresy  
zaw artości M g+2 w  g rupach  II —  IV p rzedstaw iają  k rzy w e o k ilku  m a
g m a c h  położonych dość bezładnie. M ożna tu  jedyn ie m ówić o średnim  
obniżeniu  zaw artości m agnezu we w szystkich  g rupach  dzieci chorych  
w  porów naniu  do średn ie j zaw artości u dzieci zdrow ych przedstaw ionej 
jako  w ykres g ru p y  I. Na uw agę zasługuje fak t, że p rzec ię tn a  dla dzieci 
zdrow ych (w yleczonych) do rów nuje  lub  naw et przew yższa średn ią  w a r
tość znalezioną d la  surow icy  k rw i.
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T a b l i c a  1

Zawartość białka, wapnia i magnezu w płynach 
mózgowo-rdzeniowych dzieci gr. I (wartości wmg% )

białko Ca+2 Mg+2

31 5,45 2,81

24 5,78 3,06

34 5,17 3,02

28 4,89 2,98

28 5,20 2,78

32 5,40 2,80

22 5,55 2,77

23 5,58 3,16

16 5,05 2,74 _

23 6,40 3,05

15 5,65 3,14

10 5,50 2,68

16 4,89 2,82

średnio 23 5,42 2,91
śr. odch.: ±  0,40 ±  0,18

T a b l i c a  2

Średnia zawartość wapnia i magnezu w płynach 
mózgowio-rdzeniowych o różnej zawartości białka 

(wartości w mg%)

Grupa białko Ca+2 Mg+2

I 23 5,42 2,91

II 39 5,76 2,36

III 76 5,80 2,43

IV 163 6,25 2,33
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Duża zaw artość m agnezu w  tkance nerw ow ej mózgowia, rdzenia 
i nerw ów  [1] su g e ru je  możliwość przechodzenia jonów  m agnezu z tk an 
ki nerw ow ej w prost do  p rzestrzen i podpajęczynów kow ej. B adania h isto
logiczne stw ie rd za ją  obecność połączeń p rzestrzen i podpajęczynów kow ej 
z p rzestrzen iam i okołonaczyniow ym i mózgowia i okołonerw ow ym i n er-

Rys. 3. Zawartość C a + 2  i M g + 2  w  czterech grupach m ózgow o-rdzeniow ych przed
staw ionych w  tablicy 1

R zym skie cyfry  oznaczają grupy; lin ie  przeryw ane średnią zaw artość C a + 2 * Mg +  2 w  płynach  
gr. I; jedna podziałka osi rzędnych oznacza 1 przypadek

w ów czaszkowych i rdzeniow ych [11]. M ożna by więc pom yśleć, że ciecz 
pochodząca z p rzestrzen i okołonaczyniow ych i okołonerw ow ych miesza 
się z p łynem  m ózgow o-rdzeniow ym  w y tw arzan y m  przez sp lo ty  naczynio
w e kom ór. G dybyśm y p rzy ję li ten  pogląd, to poziom  m agnezu w  płynie 
m ózgow o-rdzeniow ym  by łby  w yrazem  udziału, jak i bierze tk an k a  m óz
gow a w w y tw arzan iu  tego p łynu .

P rof. drow i W łodzim ierzow i M ozołow skiem u dzięku ję  za dyskusję  
i życzliwe sugestie.

S treszczen ie

M etoda oznaczania jonów  m etali p rzy  pom ocy w ersen u  n ad a je  się do 
oznaczania zaw artośc i C a4 2 i M g -1 2 w  p łyn ie  m ózgow o-rdzeniow ym . J e 
śli poziom b ia łka  w  p ły n ie  nie p rzek racza  100 mg°/o, m ożna do oznacza
n ia  w apnia i m agnezu używ ać p łynów  nieodbiałczonych.

Zaw artość w apnia  i m agnezu w  p łyn ie  m ózgow o-rdzeniow ym  dzieci 
zdrow ych n ie  odbiega znacznie od no rm  p rzy ję ty ch  d la  dorosłych, ozna-

!5]
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czonych innym i lub podobnym i m etodam i. Średnie poziom y obliczone  
na podstaw ie 13 oznaczeń u dzieci w ynoszą: C a"2 : 5,42 ±  0,40; M g ' 2 : 
: 2,91 ±  0,18 mg°/o.

Poziom y w apnia i m agnezu w  p łynach  o różnej zaw artości białka za
chow ują się odm iennie; poziom  w apnia jest za leżn y  od stężen ia  białka  
i w zrasta w raz z nim , natom iast m agnez tej zależności nie w ykazuje.
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yP O B E H b K A Jim M H  U  MArHMH B CnM H H O M 03rO BO H  DKM/IKOCTH

P e 3 io m e

MeTO# onpe,n;ejieHHH hohob MeTajuiOB npn noMomn BepceHa npnMeHHM 
k onpe^ejieHMio co,a;ep5KaHHH C a+2 u M g+2 b cnnHH0M03r0B0n jkh^kocth . 
Ecjih ypoBeHb SejiKa b 2kh,o,kocth He npeBbimaeT 100M r°/o, mojkho r j ih  
onpeą;ejieHMH Kajibpna n  MarHMH nojib30BaTBca pkhakoctbio, He y^ajiaa  
SejiKa.

CoAepPKaHwe Kajibpna n Marana b cnnHH0M03r0B0n hchakocth  3,n;opo- 
Bbix fleTen He OTKJiOHaeTca 3HanHTejibHbiM o6pa30M o t  npMHaTbix ,o;jih 
B3pocjibix . aopM onpeAeaaeM bix cxoahbimh hjih mhbimh MeToą;aMH. Cpeflune 
ypoBHH, BbiHHCjieHHbie Ha ocHOBaHHM 13 onpeą;ejieHHH, y  AeTeń paBHa- 
iOTca: Ca+2 :5,42 ± 0,40; M g+2 : 2,91 ± 0,18Mr°/o.

ypoBHH Kajibpna u Marana b xtnflKOCTax c pa3HbiM coAepxiaHneM  
SejiKa pearapyiOT otjimhhbim Apyr o t  .ąpyra o6pa30M; ypoBeHb Kajibpna 
3aBprcnT o t  KOHii;eHTpaij;nn SejiKa h noBbimaeTca BMecTe c Hen, Maranń 
>xe TaKoii 3aBncnMOCTn He npoaBJiaeT.
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CALCIUM AND MAGNESIUM LEVELS IN THE CEREBRO-SPINAL FLUID 

S u m m a r y

T he m ethod  of d e term in ing  m etal ions by verse ne m ay be applied to 
the  d e te rm in a tio n  of C a+2 and M g+2 in  cerebro-sp inal flu id . If th e  p ro 
te in  level does no t exceed  100 mg.°/o flu ids w hich have not been depro- 
te in a ted , m ay be used  fo r the  d e term in a tio n  of calcium  and m agnesium .

T h e  calc ium  and m agnesium  co n ten t in the ce rebro-sp inal flu id  of 
no rm al ch ild ren  does not d iffe r m uch  from  the s tan d a rd s  accepted for 
adu lts, d e te rm in ed  by  o th e r or s im ila r m ethods. M ean levels calcu lated  
on th e  basis of d e te rm in a tio n s in 13 ch ild ren  am ount to  : C a42 : 5.42 ±  
±  0.40; Mg+2 : 2.91 ±  0.18 mg°/o.

C alcium  and m agnesium  levels d iffe r in  flu ids w ith  various p ro te in  
con ten ts: the  calcium  level depends on th e  p ro te in  concen tra tion  and  in 
creases w ith  it, w h ereas th e  m agnesium  level show s no such dependence.

Otrzymano 28.6.1956 r.
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J. W . SZARKOWSKI 

B A D A N IA  N A D  O D D Y C H A N IE M  KIEŁKÓW PSZENICY

Z  Pracowni Biochemi Ewolucyjnej 
Zakładu Biochemii P A N  w Warszawie

Kierownik Pracowni: prof. dr Irena Mochnacka

R e i f e r ,  R u m i ń s k a  i K ą c z k o w s k i [ 2 ]  badali w pływ  
trak to w an ia  nasion  żelazicy jankiem  potasu  na plon i zaw artość alkaloi
dów  w D atura s tram on ium  L. S tw ie rdzili oni u roślin  trak to w an y ch  
w zrost a lkaloidów  w  całej roślin ie i w  nasionach oraz p rzedłużenie ok re
su kw itn ien ia .

N aw iązując do tych  ciekaw ych w yników  zaplanow ano podobne do
św iadczenia z nasionam i zbóż. Łącznie z ty m  postanow iliśm y zbadać 
w pływ  trak to w an ia  nasion żelazicy jankiem  na oddychanie kiełków . W b ra 
ku odpow iednich danych  w lite ra tu rz e  należało zacząć od oznaczenia n o r
m alnych w artości oddychania w  zależności od w ieku kiełka. B adania te 
stanow ią p ierw szą część pracy.

N astępn ie  przeprow adzono badan ia  na kiełkach w yrosłych  z ziaren 
trak to w an y ch  żelazicy jankiem  o różnym  stężeniu. D ośw iadczenia te, s ta 
now iące d ru g ą  część pracy, nie w ykazały  żadnego w p ływ u trak to w an ia  
nasion żelazicy jankiem  na oddychanie kiełków .

Z ajm ując  się oddychaniem  m yślim y dziś przede w szystk im  o en zy 
m ach oddechow ych. W edług J a m e s a  [1] najw ażniejszą oksydazą koń
cową tk an k i zarodkow ej jes t oksydaza cytochrom ow a. Czynność oksy
dazy cytochrom ow ej w m iarę  rozw oju rośliny może zanikać lub  być za
stąp iona w  różnych  o rganach  inną oksydazą końcową. C iekaw ym  i sto 
sunkow o m ało  zbadanym  je s t udział oksydaz końcow ych zaw iera jących  
m iedź w  procesach  życiow ych roślin . W trzeciej części p racy  p rzed sta 
wiono w stęp n e  badan ia nad w pływ em  tiom ocznika jako inh ib ito ra  oksy
daz m iedziow ych n a  w zrost i oddychan ie  części nadziem nej k iełków  
pszenicy.
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C z ę ść  d o ś ir ia d cza ln a

In tensyw ność oddychan ia części nadziem nej k iełków  pszenicy lub  ca
łego k iełku jącego  z iarna, badano m etodą m anom etryczną W arburga. 
W przedziałach  cen tra ln y ch  naczyniek  w arburgow skich  um ieszczano 
0,2 m l 10% w odoro tlenku  potasu . W szystkie pom iary  przeprow adzono 
w .ciem ności w  tem p era tu rze  30°. B adano pszenicę ja rą  (Tr it icum  vulga
re)  O stka chłopicka ze zbioru w  roku  1955.

1. BA DA NIE IN T E N S Y W N O Ś C I O D D Y C H A N IA  CZESCI N A D Z IE M N E J K IEŁKÓW  PSZEN IC Y  
W  ZA L E Ż N O ŚC I O D  W IEK U RO ŚL IN Y

Z iarna pszenicy m oczono w wodzie desty low anej w  tem p era tu rze  
pokojow ej do ukazan ia się kiełków , co trw ało  48 godzin. N astępnie w y k ła
dano je na podkład z w a ty  i b ib u ły  zw ilżany  w odą wodociągową. H odo
wlę prow adzono w tem p era tu rze  pokojow ej p rzy  n o rm aln y m  dostępie

T a b l i c a  1

Oddychanie części nadziemnej kiełków pszenicy w zależności od wieku kiełków

Czas min. .

Dzień wzrostu

II m
iv

V VI VII VIII IX X

0 -  30 1134 721 413 297 270 263 238 240 182
3 0 -  CO 728 609 345 247 215 229 189 217 180
6 0 -  90 677 578 328 213 203 202 224 196 163
9 0 -1 2 0 677 532 284 214 183 184 162 186 160

120 -150 819 421 264 179 180 168 186 180 152
150-180 533 471 287 184 185 168 171 169 153

Suma po
3 godz 4568 3332 1921 1334 1236 1214 1170 1188 990

Liczby wyrażają ilość y.1 O2 ui przeliczeniu na 1 g wagi świeżej. 
Wyniki są średnią z 3 doświadczeń.

św iatła . W odstępach jednodniow ych, począw szy od drugiego dn ia  w zro 
s tu  aż do dziesiątego, części nadziem ne kiełków  oddzielano od resz ty  
ro śliny  i 0,2 do 0,3 g (dwa do k ilk u  kiełków) um ieszczano w  wodzie w  n a 
czyńkach w arburgow skich . A bsorpcję tlen u  m ierzono w  odstępach pół
godzinnych przez trzy  godziny. W ynik i p rzedstaw iono  w  tab licy  1 i na 
ry su n k u  1.
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Z danych  p rzedstaw ionych  w  tab licy  1 i na ry sunku  1 w idać, że części 
nadziem ne k iełków  pszenicy w  p ierw szych  dniach w zrostu  oddychają 
bardzo in tensyw nie . W d rug im  dn iu  w zrostu  ilość zużyw anego tlenu  
w  ciągu trzech  godzin w  przeliczeniu  na 1 g w agi świeżej sięga 4500 ul. 
W następnych  dn iach  oddychanie m aleje  dość gw ałtow nie i około 5 dn ia

Elys. 1. Zależność oddychania od w ieku k ie ł
ków  (Tabl. 1)

zaczyna ustalać się m niej w ięcej na jednakow ym  poziom ie. Ilość zuży
w anego tlen u  w 6 , 7, 8 i 9 dn iu  w zrostu  stanow i około 25°/o ilości tlenu  
zużyw anego w  drug im  dniu .

Z tego fak tu  m ożna w yciągnąć p rak ty czn y  w niosek, że do badań nad 
w p ływ em  różnych czynn ików  na oddychanie części nadziem nej kiełków  
należy  brać k iełk i w  w ieku  pow yżej 5 dni. W ko lejnych  seriach dośw iad
czeń bardzo tru d n o  jes t u trzy m ać identyczne w arunk i tem p era tu ry , w il
gotności, n aśw ie tlen ia  i inne w pływ ające  na szybkość rozw oju kiełka. 
S tąd  w  ko lejnych  dośw iadczeniach id en ty czn y  w iek w  godzinach czy 
dniach  nie m usi być iden tyczny  z w iek iem  fizjologicznym . W okresie 
p ierw szych  d n i rozw oju , k iedy  zm iany  w  poziomie oddychania zachodzą 
szybko i na dużą skalę, już  m ałe różnice w  fizjologicznym  w ieku  rozwo
jow ym  mogą w yw ołać duże różnice w  „n o rm aln y m ” zużyciu tlenu . D la
tego też w ybór takiego okresu  życia kiełka, k iedy  w  ciągu szeregu dni 
zm iany  w  fizjologicznym  poziom ie oddychania są nieznaczne, pozw ala 
w  dużym  stopniu  w yelim inow ać b łędy  w ynikające  z w ahań  w  w arunkach  
w zrostow ych w  poszczególnych seriach  doświadczeń.
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2. W PŁ Y W  T R A K TO W A N IA  ZIA REN N A  O D D Y C H A N IE  KIEŁK ÓW  I CA ŁY CH  KIEŁKUJĄCYCH ZIA REN

a) K i e ł k i .  Z ia rn a  pszenicy moczono do  ukazania się k iełków  
w roztw orach  żelazicy janku potasu  w  tem p era tu rze  pokojow ej. Z ia rn a  
kon tro lne  moczono w w odzie desty low anej. We w szystkich  p rzypadkach  
czas m oczenia w ynosił 48 godzin. Stosow ano roz tw ory  żelazicy janku  0,1; 
0,3; 0,6 i 0,9%. Po ukazan iu  się k iełków  z iarna  w ykładano  na zw ilżany  
wodą wodociągową podkład  z w a ty  i bibuły. Hodowlę prow adzono w  te m 
p era tu rze  pokojow ej p rzy  n o rm aln y m  dostępie św iatła. Badano oddycha
nie części nadziem nej k iełków  7, 8 i 9-dniow ych. Części nadziem ne k ie ł
ków  oddzielano od resz ty  rośliny , um ieszczano w wodzie w naczyńkach  
w arburgow skich  i m ierzono absorpcję  tlen u  w  odstępach półgodzinnych 
przez trzy  godziny.

T a b l i c a  2

Średnie zużycie [J.1 0 2 przez części nadziemne kiełkom pszenicy 
myrosłych z ziaren traktomanych żelazicyjankiem potasu 

(na 1 g magi śmieżej na 3 godz.)

K3Fe(CN)6
u; %

D z i e ń  m z r o s t u

7 8 9

0
(kontrola)

1102 1020 925

° J 1071 1100 1002
0,3 1049 1169 . 959
0,6 1055 1231 1105
0,9 976 1039 1120

Ja k  wynikaj z tab licy  2, trak to w an ie  z iaren  żelazicy jankiem  w  stężen iu  
od 0,1 —  0,9%  nie w yw arło  w p ływ u  na oddychanie w yrosłych  z tych  
ziaren  kiełków  i cały  nasz m a te r ia ł dośw iadczalny może służyć do roz
p a try w an ia  zależności oddychan ia od w ieku kiełka.

b) C a ł e  z i a r n a  k i e ł k u i j ą c e .  Wobec u jem nego  w y n ik u  
badań nad w pływ em  żelazicy janku  n a  oddychanie w yrosłych  k iełków  
przeprow adzono badan ia nad  oddychaniem  całych k ie łku jących  ziaren .

Z iarna  pszenicy trak to w an o  sposobem  opisanym  pow yżej, używ ając 
żelazicy janku potasu  w  stężeniach: 0,01; 0,03; 0,06; 0,1; 0,3; 0,6; 0,9%. 
Z iarna  kon tro lne  moczono w  wodzie desty low anej. Po  48 godzinach k ie ł
ku jące z iarna um ieszczano w  naczyńkach  w arburgow skich  i m ierzono ab
sorpcję  tlen u  w odstępach  półgodzinnych przez trz y  godziny. W yniki
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T a b l i c a  3

Oddychanie kiełkujących ziaren pszenicy traktomanych żelazi- 
cyjankiem potasu 

[d 0 2 zużyte u; przeliczeniu na 1 g suchej masy ur ciągu 3 godzin.

Stężenie
K3Fe(CN)6

[Jil 0 2 na 1 g suchej masy m ciągu 3 godzin

d o ś w i a d c z e n i e  nr

1 2 3 4 5

0 439 421 434 444 424
0,01% 492 438 471 — —
0,03% 514 456 446 — —
0,06% 601 389 395 — —
0,1% 441 450 436 377 495
0,3% 358 452 — — —
0,6% 319 423 — — —
0,9% 311 383 — — —

T a b l i c a  4

Oddychanie kiełkujących ziaren pszenicy traktomanych żelazicy- 
jankiem potasu

fń 0 2 zużyte m przeliczeniu na 10 mg całkomitego azotu ziarna 
m ciągu 3 godz.

K3Fe(CN)6
UJ %

p.1 0 2 na 10 mg N m ciągu 3 godzin

d o ś w i a d c z e n i e  nr

1 2 3

0 145 142 161
0,1% 137 177 182
0,3% 131 106 147
0,6% 118 129 148
0,9% 108 117 142

w  przeliczeniu  na 1 g suchej w agi z ia rn a  zestaw iono w  tab licy  3. W tab li
cy  4 podane są ilości zużytego tlen u  przez k ie łku jące  ziarna trak to w an e  
i k o n tro ln e  w  przeliczeniu  na 10 m g azotu całkow itego ziarna. Azot cał
k ow ity  oznaczano m etodą K je ld a h la .p o  spalen iu  ziaren, po dośw iadcze
n iu  m ano m etrycznym .

Z danych  zaw artych  w  tablicach 3 i 4 oddychanie k ie łku jących  z iaren  
pszenicy  trak to w an y ch  przez 48 godzin żelazicy jank iem  potasu  nie jest
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534 J. W. SZ A R K O W SK I [6]

zw iększone w porów naniu  z oddychaniem  ziaren  kon tro lnych . W ynosi 
średnio  około 430 pl O-) na 1 g suchej m asy  na  trzy  godziny w zględnie 
około 140 pl O2 na 10 mg całkow itego azotu  ziarna. W yższe stężen ia  że la- 
zicy janku  obniżają n aw et in tensyw ność oddychania.

3 . W PŁYW  TIOMOCZNIKA

a) W p ł y w  n a  w z r o s t  k i e ł k ó w .  Z iarna  pszenicy moczono 
w wodzie desty low anej w  tem p era tu rze  pokojow ej do ukazan ia  się k ie ł
ków  (48 godzin). N astępnie w ykładano  po cz te ry  z ia rn a  na gazę n a p ię tą  
na naczyńkach szk lanych  cy lindrycznych  o  pojem ności około 20 ml. N a
czyńka napełn iano  w odą desty low aną tak , żeby gaza była zw ilżana. Po 
4 dniach części nadziem ne kiełków  zm ierzono, wodę w  naczyńkach  zastą -

T a b l i c a  5

Wpływ tiomocznika na wzrost części nadziemnej kiełków pszenicy

Nr
 

na
cz

yń
ka

Stę żenie tio

mocznika

Wielkość części nadziemnej kiełków pszenicy w mm

Pr
zy

ro
st

 
w 

ci
ąg

u 
5 

dn
i 

śr
ed

ni
o 

m
m

w dniu pod
dania działa
niu tiomo

cznika

po 2 dniach do 3 dniach po 5 
dniach

w
ie

lk
oś

ci
sk

ra
jn

e

śr
ed

ni
a

w
ie

lk
oś

ci
sk

ra
jn

e

śr
ed

ni
a

u
0 i

1  'u 
B 1Ź śr

ed
ni

a

w
ie

lk
oś

ci
sk

ra
jn

e

śr
ed

ni
a

1 0 22 26 65 74 98 107 123 136 110
30 84 115 140

? 0 25 29 68 76 102 107 128 138 109
32 84 117 150

3 0,1M 30 33 70 72 81 85 81 85 52
37 74 88 88

4 0,01M 32 36 78 88 105 116 120 130 94
39 95 122 138

25 60 83 104
5 0,001M 30 28 79 68 116 97 153 127 99

Czterodniowe kiełki pszenicy, wyrosłe na wodzie, hodowano przez 5 dni na roztworach 
tiomocznika. Rośliny kontrolne hodowano przez cały czas na wodzie. Temperatura poko
jowa, oświetlenie normalne
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T a b l i c a  6

Wplym tiomocznika na oddychanie iu ciemności części nadziemnej 
kiełkom pszenicy

Czas min.

Bez
inhibi

tora
fd

o 2/ig

Tiomocznik
0,01 M 0,1 M 0,5 M

to

O
"5.

.2 .3:3  s a o ® a h 
3 </i 3O o o 
H c/ia o vo 3  S-SO^

to

O
"5.

O 3 —~ “3 c c o1C g i;
3 t/i 3 O o o 
£ Ti -fi
eB O vO.a 9 -a

to

O
SL

¡ § 2  3 % 3 o o o3 in
3 ,-. O —o 

3  3  3  o "

0—30 251 240 4,4 198 21,1 57 77,3
30—60 223 213 4,5 173 22,4 38 83,0
60—90 233 220 5,6 173 25,8 33 *5,8
90— 120 233 218 6,4 165 29,2 33 85,8

120— 150 223 206 7,6 156 30,0 24 89,2
150— 180 198 195 1,5 150 24,2 21 89,4

Tiomocznik m buforze fosfor?, nomym 0,2 M o p il 7,0. 
Wyniki są średnią z trzech dośmiadczeń.

piono ro z tw o ram i tiom ocznika o różnych  stężeniach. Część naczyniek  n a 
pełniono ponow nie w odą —  te ro śliny  służyły  jakG kontro la . K orzonki 
roślin  by ły  całkow icie zanurzone w  płynach. Hodow lę prow adzono 
w  tem p e ra tu rze  pokojow ej, p rzy  n o rm aln y m  dostępie św iatła. Po  2,3 
i 5 dn iach m ierzono części nadziem ne kiełków . W yniki podaje tab lica 5.

W pływ  tiom ocznika na  w zrost k iełków  je s t na podstaw ie w yników  po
danych  w  tab licy  5 całkiem  w yraźny . W pływ  0,001 M roztw oru  zaznacza 
się słabo, d a je  się stw ierdz ić  p rzy  porów naniu  całego p rzy ro stu  w  ciągu 
5 dni. N a tom iast roz tw ór 0,01 M h am u je  w zrost m iędzy 3 a 5 d n iem  o po
łowę, zaś w  stężen iu  0,1 M w zrost m iędzy 2 a 3 dn iem  spada poniżej po
łowy, a m iędzy  3 a 5 d n iem  u sta je  zupełnie.

b) W p ł y w  n a  o d d y c h a n i e .  M ierzono oddychanie 5 -dniow ych 
k iełków  w  tem p era tu rze  30° w ciem ności. 0,2 —  0,3 g p o kra janych  po
przecznie k ie łków  um ieszczano w  naczyńku w arbu rgow sk im  w 0,2 M b u 
forze fosfo ranow ym  o pH 7,0 z d odatk iem  tiom ocznika o stężeniu  0,01; 0,1 
w zględnie 0,5 M. W dośw iadczeniach kon tro lne  pokro jone kiełk i um iesz
czano w  buforze fosfo ranow ym  bez tiom ocznika. P rzeprow adzono trzy  se
rie  dośw iadczeń, k tó re  d a ły  w yniki jakościow o zupełn ie  zgodne, jak k o l
w iek bezw zględne w artości w ykazu ją  w  poszczególnych seriach  duży  roz
rzu t. W yniki podano w  tab licy  6 .
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Widać, że tiomocznik w  stężeniu 0,01 M hamuje oddychanie k iełków  
w około 5%, w  stężeniu 0,1 M około 25°/o. Spadek oddychania zależy od 
w pływ u czasu doświadczenia, idzie przy obu tych stężeniach mniej w ięcej 
równolegle do kiełków  kontrolnych. Natom iast stężenia 0,5 M, które już 
w pierwszych 30 minutach daje zahamowanie 77%, powoduje znacznie 
szybszy spadek oddychania w  czasie. Jednak wobec wysokiego stężenia  
molarnego inhibitora trudno uważać wpływ7 ten za swoisty.

S tre szczen ie

1. Zużycie tlenu przez części nadziemne kiełków  pszenicy w ynosi 
w drugim dniu wzrostu około 4500j.il na 3 godziny na 1 g wagi świeżej. 
W ciągu 3,4 i 5 dnia spada stopniowo na około 1200 pl i utrzym uje się na 
tym poziomie do 9 dnia włącznie.

2. Moczenie ziaren pszenicy w roztworach żelazicyjanku potasu od 
0,01 do 0,9% nie w pływ a na oddychanie kiełków  ani kiełkujących ziaren.

3. Tiomocznik w  stężeniach 0,001 ; 0,01 i 0,1 M hamuje wzrost części 
nadziemnej kiełków* pszenicy odpowiednio do stężenia.

4. Tiomocznik w  stężeniach 0,01; 0,1 i 0,5 M hamuje oddychanie części 
nadziemnej 5-dniowych kiełków pszenicy odpowiednio w  5, 25 i 80%.

L I T E R A T U R A

[1] J a m e s  W. O., Biol. Rev. 28, 245, 1953.
[2] R e i f e r  I., R u m i ń s k a  A.,  K ą c z k o w s k i  J., A cta Biochim. Pol.  2, 315,

1955.

MCCJIEgOBAHUE gbIXAHM H POCTKOB nm E H H IJb l 

P e 3 k> M e

1. Mcnojib30BaHne KMCJiopoga Hag3eMHbiMM nacTHMM nmeHHHHbix
.pocTKOB pasHO Ha BTopofi geHb pocTa OKOJio 4500 U JI B Tenemie Tpex na- 

coB Ha 1 r cBexcero Beca. B npogojixceHne Tpex, neTbipex m iih th  gHeii 
oho nocTeneHHO nagaeT #0 1200 u j i  m Ha otom yposHe ygepxtMBaeTCH
go geBHTOrO gHH BKJIIOHMTeJIbHO.

2. MoHKa 3epeH nuieHMgbi b  pacTBopax xcejiesocMHepogMCToro KajiiiH 
o t 0,01 go 0,9% He BJiiineT Ha gbixaHne poctkob npopacTaioigjix 3epeii.

3. TMOMOHeBMHa B KOHgeHTpagMHX 0,001, 0,01, 01 M TOpM03MT pOCT 
Hag3eMH0M HaCTM nmeHMHHbIX POCTKOB, COOTBeTCTBeHHO KOHgeHTpagMM.

4. TiiOMoneBMHa b  KOHgeHTpagMM 0,01, 01 u 0,5 M TopM03MT gbixanne 
Hag3eMHbIX HaCTeil nHTJlgHeBHblX POCTKOB COOTBeTCTBeHHO B 5%,
25% M 80%.
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INVESTIGATIONS ON RESPIRATIONS OF WHEAT SEEDFINGS 

S u m m a r y

1- O xygen consum ption  of the su rface  portions of w heat seedlings 
d u rin g  the  2nd day  of g row th  am ounts to 4500 M/gm. fresh  w eight in 
3 hours. D uring  the 3rd, 4 th  and 5th days, i t  g rad u a lly  drops to 1200 m1, 
and  rem ains at th is level to  the 9 th  day.

2. W hen the w heat g ra ins w ere soaked in 0.01 —  0.9% potassium  fe r- 
ricyanide, no  difference w as observed  in the  resp ira tio n  of th e  seedling 
o r th e  g erm ina ting  grain .

3. T h iou rea  in 0.001; 0.01; 0.1 M concen tra tions inh ib its  the g row th  of 
th e  w h eat seedlings to  a degree corresponding  to  the concen tration .

4. T h iourea  in 0.01; 0.1; 0.5 M concen tra tions in h ib its  th e  re sp ira tio n  
of 5-day old w heat seedlings to the e x te n t of 5, 25 and 80%, respectively .

Otrzymano 28.6.1956 r.
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• I. MOCHNACKA i P. SZAFRAŃSKI

AKTYW NOŚĆ TRANSKETOLAZY W TKANCE NERWOWEJ  
GOŁĘBJ Z A W IT A M IN O Z Ą  Bx

Z  Pracowni Biochemii Ewolucyjnej Zakładu Biochemii P A N , Warszaica 

Kierownik Pracoieni: prof. dr I. Mochnacka

O dkrycie cyklu pentozow ego glikozy jako now ej w ażnej drogi m etabo
licznej cukrów  k ie ru je  naszą uw agę przede w szystk im  n a  cen tra ln y  układ  
nerw ow y, k torego m etabolizm  w  tak  znacznym  stopniu  jes t m etabolizm em  
cukrow ym . Poznan ie ilościowego udziału  cyklu pentozow ego i glikolizy 
w przem ian ie  różnych części mózgu m ogłoby posiadać duże znaczenie d la  
fizjologii i farm akologii cen tra lnego  uk ładu  nerw ow ego. M ogłoby się 
w praw dzie zdaw ać, że obie drogi m ają zbyt w iele p u n k tó w  stycznych  
(heksokinaza, zw iązki pośredn ie itp), by  rozważać możliwość w ybiórczego 
zaham ow ania jednej z nich. D ośw iadczenie w ykazało jed n ak  n ieraz, że 
nasze schem aty  i uogólnienia często zawodzą w  k o n fro n tac ji ze stanem  
fak tycznym .

A w itam inoza B i pow inna odbić się ham ująco nie ty lko  na glikolizie 
przedłużonej o cykl K rebsa, ale i na cyklu  pentozow ym . B rak  aw ufosfo tia - 
m iny  h am u je  bow iem  n ie ty lko  tlenow ą dekarboksy lację  kw asu p irogro- 
nowego, ale rów nież czynność transketo lazy . Mimo pozornej oczywistości 
tego założenia postanow iliśm y zbadać dośw iadczalnie, jak  się p rzedstaw ia  
cykl pentozow y w  m ózgu gołębia w  s tan ie  aw itam inozy  Bi. W ty m  celu 
badaliśm y reakcję  kata lizow aną przez transketo lazę:

R y bozo-5-fosforan +  rybulozo-5-fosfo ran  sedoheptu lozo-7-fosfo ran  +
aldehyd-3-fosfoglicerynow y.

Gołębie trzy m an o  n a  diecie pozbaw ionej w itam in y  B i w ed ług  P  e- 
t e r s a  i w spółpr. [5]. D ieta ta  sk łada się z nieograniczonej ilości au to - 
k law ow anego p rzez  6 godzin ryżu, soli kuchennej i tran u . Po 7 do 10 dniach  
tak iej d ie ty  gołębie p rzes ta ją  jeść i trzeb a  je  sztucznie karm ić. W 2 do

[5391
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3 tygodni w ystępu ją  typow e objaw y aw itam inozy, to jest opistho tonus, 
zaburzen ia  rów now agi i po rażen ia1.

Po  24 godz. od rozw inięcia się o strych  objaw ów  aw itam inozy  gołębie 
zabijano  przez dek ap itac ję  w  narkozie. W ypreparow ane mózgi i rdzenie 
kręgow e zam rażano i p rzerab iano  zaraz lub przechow yw ano w  - 18°. Ja k o  
kon tro li używ ano m ózgów  i rdzeni gołębi zdrow ych, karm ionych  ryżem , 
grochem  i pszenicą.

Z zam rożonych m ózgów i rdzeni kręgow ych robiono proszki acetono
we w  sposób podany d la  M ycobacterium  w  poprzednich pracach [2, 9]. 
Z 5 g m ózgu o trzy m u je  się od 0,75 do 0,8 g suchego proszku acetónowego, 
zaś z 5 rdzen ia  około 0,6 g. Ogółem  użyto  do doświadczeń 13 gołębi cho
rych  i 9 zdrow ych.

Z proszków  acetonow ych robiono częściowo oczyszczone p re p a ra ty  
enzym atyczne. P rep a ra ty k ę  tę  robiono w  n iskiej tem pera tu rze , nie p rze
k raczającej 3 °. 200 m g proszku acetonow ego rozcierano w m cździerzyku 
b ak te ry jn y m  z 8 m l 0,2 M roz tw oru  m odera to ra  w eronalow ego o pH 7,6. 
Po 20 m inu tach  ek s trak c ji roztw ór, po odw irow aniu  nierozpuszezonych 
części, zaw ierał około 60 mg białka. B iałko w ysalano  sta łym  siarczanem  
am onow ym  do nasycenia 0,75. A lkalizow ano do pH  7,6 —  2 N KOH i po 
15 m in u tach  sączono. Osad na b ibule przem yw ano  1 m l roz tw oru  siarcza
nu  am onowego o 0,75 nasycenia. Z eb ran y  z sączka osad rozpuszczano 
w 4 m l w ody desty low anej i d ializow ano przez 2 godz. do bieżącej w ody
0 tem p. 10°. Po dializie i doprow adzeniu  0,1 N KOH do pH  7,6 odw irow y
w ano części nierozpuszczone. O trzym yw ano około 5 ml roztw orów , k tó 
re  zaw iera ły  m niej w ięcej po 25 mg b iałka z mózgu lub  10,5 mg z rdze
nia. B iałko oznaczano m etodą b iu retow ą [4]. Tak o trzym ane p re p a ra ty  
enzym atyczne w  tem p. -15° nie tracą  sw ej ak tyw ności transketo lazow ej 
co n a jm n ie j p rzez 2 m iesiące.

W dośw iadczeniach badano szybkość zn ikania e s tru  rybozo-5-fosforo- 
wego (R-5-P) p rzy  pH  7,6, jak  rów nież pow staw anie sedoheptulozy. 
R -5-P  o trzym ano  z kw asu  inozynowego, jak  podano w  poprzedniej p ra 
cy [9].

N a rys. 1 podano skład i w ynik i jednego  z typow ych dośw iadczeń zu
żyw ania R -5-P. Z m ieszaniny inkubow anej pobierano  w  czasie: 0, 10, 25, 
50 i 90 m in u t po 0,4 m l i odbiałczano 10%  kw asem  tró jch lorooctow ym . Po 
odw irow aniu  osadu oznaczano rybozę m etodą orcynolow ą [7].

J a k  w idać n a  rys. 1, zarów no p re p a ra t enzym atyczny  z mózgu (I), jak
1 rdzenia (II) gołębi z aw itam inozą B i (linia p rzeryw ana) m etabolizu ją  do
dany  R -5-P . Szybkość p rzem iany  jes t naw et nieco w iększa niż w  p re p a ra 

1 A systentce mgr C z e s ł a w i e  M i c z k o  dziękujem y za pomoc w  tej fazie 
przygotow ania m ateriału.
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tach  ze zw ie rzą t zd row ych  i rów now aga u sta la  się przy  w iększym  zużyciu  
fosforybozy. I tak  d la  p rep ara tó w  z m ózgu p rzy  zużyciu 35%  R -5-P  u cho
rych  w porów nan iu  z 31%  u zdrow ych. D la p rep ara tó w  z rdzen ia  rów no
waga p rzesu n ię ta  je s t rów nież bardziej na praw o, p rzy  aw itam inozie — 
25%  wobec 22%  u zdrow ych.

W próbkach  m ieszanin  inkubow anych  0 i 60 m in u t przeprow adzano 
eystem ow ą reak cję  D i s c h e g o CyRI [lj. Typowe krzyw e spek trosko
pow e tych  odczynów  (rys. 2 i 3) w ykazały , że p ro d u k tem  przem iany  R -5-P

Rys. 1. Zużycie estru rybozo-5-fosforow ego przez 
preparaty z m ózgów  i rdzeni gołębi zdrowych  

i z aw itam inozą B,

Skład: 0,03 M R -5-P  1,6 ml; 0,01 M MgCl2 0,2 ml;
0,2 M bufor w eronalow y pH 7,6, 0,6 ml; 
roztw ór enzym u z mózgu (I) 1,6 m l za
w ierający 8 mg białka, lub z rdzenia 
(II) zaw ierający 3,4 mg białka. Temp. 37°.

------------------------gołąb zdrow y (kontrola)
------------------------gołąb z aw itam inozą B,

pod w pływ em  p rep a ra tó w  enzym atycznych  z tk an ek  nerw ow ych gołębi 
chorych  (linia p rzery w an a) jest, tak  jak  i w  p rzypadku  gołębi zdrow ych 
(lin ia  kropkow ana), sedoheptu loza —  m aksim um  absorpcji p rzy  około 
520 mu. Z p rep a ra tam i m ózgowym i w ykazano  naw et w iększe nagrom a
dzenie się sedohep tu lozy  p rzy  aw itam inozie, co może w skazyw ać n a  zw ięk
szoną ak tyw ność transke to lazy .

W yniki naszych dośw iadczeń św iadczą n iew ątp liw ie, że transke to laza  
w  mózgu gołębia zachow uje w  pełn i sw ą ak tyw ność podczas typow ego 
obrazu aw itam inozy  B i. N ieoczekiw any ten  fak t m ożna by  tłum aczyć 
dw ojako:
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1. T ransketo laza m ózgowa nie w ym aga do swego działan ia  obecności 
tiam in y  (dw ufosfotiam iny), w odróżnieniu od transketo lazy  ze szpinaku 
i w ą tro b y  [3] i z M ycobacterium  [9]. H ipotezę tę  m ożna by spraw dzić 
przez oznaczanie tiam in y  w  odnośnych p rep ara tach  enzym atycznych . Na 
razie pom inęliśm y ją  jako  m niej praw dopodobną.

2. T ransketo laza  mózgowa w  aw itam inozie B i rozporządza po trzebną 
ilością koenzym u. W ty m  p rzypadku  należałoby rozw ażyć dw ie m ożli
wości:

Rys. 2. Pow staw anie sedoheptulozy  
z R -5-P  pod w pływ em  preparatów enzy
m atycznych z mózgów gołębi zdrowych  
i z aw itam inozą B, (Krzywe spektrosko

pow e reakcji D i s c h e g o  Cy RI)

S k ’ad: 0,03 M R -5-P  0,45 ml; 0,01 M 
MgCl2 0,05 ml; 0,2 M bufor w e-  
ronałow y o pH 7,6, 0,15 ml; roz
tw ór enzym i 0,35 m l =  1,5 mg 
białka. Temp. 37°.

----------------- Inkubacja 0 min. — gołębie
zdrowe i chore

.......................inkubacja 60 min. — gołębie
zdrowe

----------------- inkubacja 60 min. — gołębie
z awitaminoza. B t

a) T kan k a  cen tralnego  uk ładu  nerw ow ego zachow uje m imo aw ita
m inozy całego u s tro ju  po trzebne stężenie dw ufosfo tiam iny .

b) Poziom  dw ufosfo tiam iny  spada w  cen tra ln y m  uk ładzie nerw ow ym  
podobnie jak  w całym  organizm ie, lecz transke to laza  jest tak  sil
nie zw iązana z koenzym em , że go nie trac i w  tych  w arunkach .
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W yniki szkoły W e s t e n b r i n c k a  przem aw iają  przeciw  hipotezie 2a. 
W m ózgu gołębi [6], u k tó rych  aw itam inozę w yw ołano przez podaw anie 
p iry tiam in y , stw ierdzono spadek średn ie j zaw artości dw ufosfo tiam iny  
z 2,61 na 0,78 pg na g św ieżej tkank i m ózgowej. O dpow iada to 70%  u b y t- 
Lowi; analogiczny u b y tek  dla w ątro b y  w ynosi 69,2%, m ięśnia sercowego

Rys. 3. P ow staw anie sedoheptulozy  
z R -5-P  pod w pływ em  preparatów en
zym atycznych z rdzeni kręgowych gołę
bi zdrow ych i z aw itam inozą Eh (Krzy
w e spektroskopowe reakcji D i s c h _ j  
Cy RI)

Skład: 0,03 M R -5-P  0,45 ml; 0,01 M 
M gCl2 0,05 ml; 0,2 M bufor w e-  
ronalow y o pH 7,6, 0,15 ml; roz
tw ór enzym u 0,35 ml =  0,63 mg 
białka. Temp. 37°.

---------------- Inkubacja 0 min. — gołębie
zdrowe i chore

.......................inkubacja 60 min. — gołębie
zdrowe

----------------- inkubacja 60 min. — gołębie
z aw itam inozą Bi

78% , m ięśnia piersiow ego 59,3%, a d la  nerk i 52,3%. Nie m ożna więc m ó
w ić o spec ja lnym  za trzym an iu  tiam in y  przez mózg jak o  całość. Pozostaje 
przypuszczenie, że sam a tran sk e to laza  mózgowa silniej w iąże dw ufosfo tia- 
m inę w  sto sunku  do innych  apoenzym ów  tego koenzym u.

15]
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Za tak im  tłum aczeniem  przem aw iałaby  obserw acja M o n f o o r t a  
[8], że w m ięśniu p iersiow ym  i sercu gołębia z aw itam inozą B i cłekarbok- 
sylaza a-ketog lu ta row a trac i znacznie m niej n a  aktyw ności niż dekarbok- 
sylaza pirogronow a. F ak t ten  najprościej w ytłum aczyć m ożna przez p rzy 
jęcie, że dekarboksylaza ke tog lu tarow a siln iej jes t zw iązana z koenzym em  
niż pirogronow a. P rzy ję liśm y  więc to przypuszczenie za hipotezę roboczą. 
W stępne nasze p róby  w ykazały , że nie u d a je  się oddzielić o d w raca ln ie  
dw ufosfo tiam iny  od tran sk e to lazy  mózgowej w  tak ich  w arunkach , w  ja 
kich przeprow adzaliśm y to  n a  transketo lazie  z M ycobacterium  [9j. D otych
czasowe próby  daw ały  n ieodw racalną inak tyw ację  enzym u.

Zachow anie aktyw ności transketo lazy  w  mózgu i rdzen iu  podczas n iedo
sta tk u  w  u stro ju  jej koenzym u zdaje się w skazyw ać n a  podstaw ow e zna
czenie cyklu pentozow ego dla m etabolizm u cen tralnego  uk ładu  nerw o
wego.

S treszczen ie

W p rep ara tach  z proszków  acetonow ych z mózgów i rdzeni kręgow ych 
gołębi zdrow ych i z aw itam inozą Bi badano ak tyw ność transketo lazy . 
A ktyw ność tego enzym u, k tórego koenzym em  jest dw ufosfo tiam ina, n ie  
jest zm niejszona u gołębi z aw itam inozą B i.

Zachow anie aktyw ności transketo lazy  podczas n iedosta tku  w u s tro ju  
jej koenzym u może w skazyw ać na podstaw ow e znaczenie cyklu pentozo
wego glikozy dla cen tra lnego  uk ładu  nerw ow ego.
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AKTKBHOCTB TPAHCKETOJIA3BI B HEPBHOtt TKAHM TOJIYBH 
CTPA^AIOIHErO A BM TA M M H 030M  B t

P  e 3 K> m e

A ktm bhoctb  TpaHCKeT0Jia3Bi wccjieAOBajiacb b npenapaT ax H3 apeTOHO- 
BblX nOpOUIKOB M3 CITMHHblX M TOJIOBHblX M03r0B KaK 3^0p0BbIX, TaK M CTpa- 
^aioipMx aBMTaMMH030M B i  rojiyBefi. A ktm biioctb 3Toro 3H3MMa, kodh3m- 
mom KOToporo HBJineTCH flMcJjoccjDOTMaMMH, He yMeHbinaeTCH y rojiySeii, 
CTpa^aiOmMX aBMTaMMH030M B l .

CoxpaHeHMe ax tmbhoctm TpancKeT0Jia3bi npn He,n,ocTaTKe ee K03H3HMa 
MOxceT yKa3bisaTb Ha ocHOBHoe 3HaneHne neHT03Horo pMKJia rjiK)K03bi ajih 
peHTpaJIbHOM HepBHOM CMCTeMbl.

TRANSKETOLASE ACTIVITY IN THE NERVE TISSUE OF PIGEONS SUFFERING FROM
VITAMIN Bi DEFICIENCY

S u m m a r y

T he ac tiv ity  of tran sk e to lase  has been  investigated  in p rep ara tio n s  of 
acetone pow der from  th e  b ra in  and  sp inal cord of n o rm al pigeons, and of 
pigeons su ffe rin g  from  v itam in  B i deficiency. The ac tiv ity  of th is  enzym e, 
th e  coenzym e of w hich is d iphosphoth iam ine , revealed  no decrease in 
pigecns su ffe rin g  from  v itam in  B* deficiency.

T he u n im p aired  tran sk e to la se  activ ity , in sp ite  of the deficiency of 
coenzym e, m ay  ind icate  the im portance of pentose cycLe of glucose to the 
cen tra l nervous system .

Otrzymano 31.7.1956 r.

[7)
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M. PIECHOW SKA

PIRO FO SFOR ANY PO DC ZA S KOPULACJI U M O T Y L A  
W ILCZOM LECZKA

Z  Pracowni Biochemii Ewolucyjnej Zakładu Biochemii P A N  w Warszawie 
Kierownik Pracowni: prof. dr Irena Mochnacka

H e l l e r  i w spółpracow nicy [5, 8J w ykazali, że sam ce m otyla w il- 
czom leczka (Celerio euphorbiae) zaw iera ją  znaczne ilości fosforu  odszcze- 
piającegó się podczas 7-m inutow ej hydro lizy  w  IN  HC1 w  100°. U sam ic 
zaś ta frak c ja  fosforow a zn a jd u je  się w  ilości 10-krotnie m niejszej. Dalsze 
badan ia  ( H e l l e r ,  K a r p i a k  i Z u b i k o w a  [6 , 7]) w ykazały , że 
około 80%  tej frak c ji u sam ca stanow i p irofosforan , k tórego  u sam ic m eto
dami chem icznym i nie udało  się w ykazać. P iro fosfo ran  lokalizuje się głów 
nie w  części b iałej p rzew odu w ytryskow ego (ductus ejaculatorius). Było 
to pierw sze w  lite ra tu rz e  stw ierdzen ie  w ystępow ania  znaczniejszych iloś
ci p iro fosfo ranów  w  świecie zw ierzęcym . W tym  sam ym  czasie N i e - 
m i e r  k o  i w spółpracow nicy [10] znaleźli u m olika w oskowego (Galleria 
mellGnella) duże ilości m etafosfo ranu  w  przew odzie pokarm ow ym  i odcho
dach. Oba te fak ty , k tó re  do dzisiaj pozostały  odosobnione, b y ły  w ielo
k ro tn ie  dysku tow ane , lecz n ie  znalazły  dotychczas biologicznego w y tłu 
m aczenia. W dyskusjach  na  p lan  p ierw szy  w ysuw ało  się zagadnienie, czy 
w ielofosforany  te  należy  uw ażać za p ro d u k t odpadkow y, czy też stanow ią 
one w ysokoenergetyczny sk ładn ik  u s tro ju  o określonych funkcjach . S tąd  
w ysunęło  się zagadnienie, jak i jest dalszy  los p irofosforanów  z przew odu 
w ytryskow ego, zw łaszcza w  okresie kopulacji.

C zęść  d o śm ia d cza ln a

MATERIAŁ I METODY

M otyle pochodziły  z w łasne j hodow li. P oczw ark i p rzed  w ylęgiem  od- 
osobniano, m oty le trzy m an o  bądź oddzieln ie jako  egzem plarze kon tro lne , 
bądź też łączono w  p ark i i obserw ow ano aż do sk ładan ia  ja j przez sam icę.
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W tedy zabijano je p rzez uśpienie e te rem  i p reparow ano  lub oznaczano 
frakcje  fosforow e w  całych  m otylach. M otyle k o n tro lne  analizow ano w  cią
gu pierw szego lub  drugiego  dnia po w ylęgu.

M o t y l e  k o n t r o l n e .  U sam ców  łatw o oddzielić przew ód w y 
tryskow y od obfitego ciała tłuszczowego. W ystępow ał on w  postaci je d n o 
lite j g rubej nici zw in ięte j w  kłębek. M ożna w n im  w yróżnić odcinek sza ry  
i  biały. U m otyli zaschn iętych  ciało tłuszczow e tw orzy  łącznie z p rzew o
dem  w ytryskow ym  dużą zb itą  grudkę, w  k tó re j m ożna w ykazać tak ą  sa
m ą zaw artość p iro fosfo ranu , jak  w  przew odzie św ieżym . U sam ic odw łok 
zaw ierał obok bardzo obfitego ciała tłuszczowego dużą ilość niezapłodnio- 
nych jajeczek.

T orebka kopu lacy jna  (bursa copulatrix), k tó ra  służy jako  zb io rn ik  d la 
nasienia, p rzed  kopu lacją  m a w ygląd pom arszczonego i pustego balonika.

M o t y l e  p o  k o p u l a c j i .  M otyle po kopulacji zabijano dopiero  
po złożeniu ja j p rzez sam icę. Ż y ły  więc o k ilka  dn i (2— 4) d łużej niż kon
trolne. U sam ców  znajdow ano ciało tłuszczow e w  skąpej ilości. P rzew ód  
w y try sk o w y  m iał postać w yschnięte j, cienkiej, pokurczonej nici, odcinek 
b iały  nie daw ał się odróżnić.

U ow adów  w yschn ię tych  tw orzy ł on z ciałem  tłuszczow ym  niew ielką 
g rudkę w dolnej części odw łoka. U sam icy ciało tłuszczow e i po kopulacji 
było przew ażnie obfite. T orebka kopulacyjna by ła  w ypełn iona b iałą m asą 
o dość tw ard e j konsystencji. R ozm iary  je j byw ały  różne, u n iek tó rych  sa
mic osiągała wielkość z ia rn a  pszenicy, u inn y ch  byw ała  m niejsza. W każ
dym  odw łoku znajdow ała się m niejsza lub w iększa ilość niezłożonych ja 
jeczek.

M e t o d y .  Całe m oty le  w yciągano 4°/o CCTCOOH, w  stosunku  1 : 50. 
W w yciągu oznaczano m etodą F i s k e g o  i S u b b a r o w a  [2]: 
1) o rto fosfo ran  (PG); 2) o rto fosforan  po 7 m inutow ej hydrolizie w  1 N HC1 
w  100° (P7); 3) fosfor ca łkow ity  (rozpuszczalny w  kw asie) po spalen iu  
w kwasie siarkow ym  z dod atk iem  kw asu  azotowego (Pc). N atężenie barw y 
odczytyw ano w  fo tom etrze stopniow ym  P u lfrich a  p rzy  filtrze  S 66 . Z róż
nic w yników  2— 1 obliczano A P 7, z 3— 2 fosfor es tro w y  P e- W yniki prze
liczano n a  początkow ą w agę m otyla, w yliczoną z początkow ej w agi po- 
czw arek za pom ocą w spółczynników  podanych przez H e l l e r a  [4],

Rów nocześnie z ana lizą  frak c ji fosforow ych robiono w  w yciągach 
tró jchlorooctow ych z  całych  m oty li lub  w ypreparow anych  części płcio
wych i osobno z re sz ty  ciała oznaczenia chrom atograficzne.

W n iek tó rych  dośw iadczeniach sporządzano specja lne w yciągi do chro
m atografii używ ając bądź w iększych, bądź m niejszych ilości 4%  kw asu 
trójchlorooctow ego. N a bibule W hatm ann  N r 1 n ak rap lan o  w yciągi w  iloś
ci 10— 15 pi oraz 5 ul l°/o standardów . C hrom atogram y rozw ijano  około
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18 godzin w  tem p. 22— 25° w  środow isku kw aśnym , używ ając roztw orów  
podanych  przez E b e l a  [1] (izopropanol 75 ml, w oda 25 ml, kw. tró j-  
chlorooctow y 5 g, am oniak  stężony  0,3 ml).

S tosow ano techn ikę w stępu jącą  jednokierunkow ą. C hrom atogram y 
w yw oływ ano  m ieszaniną 4%  m olibden isnu  am onu, 1 N HC1 i 60°/o HCIO4 
i ogrzew ano 7 m in u t w  85° w ed ług  H a n e s a  i I s h e r w o o d a  [3].

Ze w zględu n a  ich kruchość im pregnow ano gotowe chrom atogram y 
w parafin ie .

W ynik i

W tab licy  1 podane są w yn ik i ana liz  frak c ji fosforow ych u całych mo
ty li sam ców  k on tro lnych  (przed kopulacją).

T a b l i c a  1

Frakcje fosforoiue u samcóiu przed kopulacją u; mg % ruagi ciała

Nr om ada Po P7 Pc P E

7169 184 300 366 116 66
7160 175 270 291 95 21
7154 157 292 323 135 31
7146 161 212 262 51 50
7152 164 284 323 120 39
7271 161 236 312 75 76
7208 180 234 273 54 39
7178 151 209 257 58 48
7229 166 228 257 62 29
7331 134 191 252 57 61
7338 248 282 303 34 21
7416 220 292 318 72 26
7499 236 298 325 62 27

Średnia 179,7 256,0 297,0 76,3 41,0

Tablica 2 p rzedstaw ia  analogiczne w artości dla sam ic kontro lnych . 
W artości A P 7 u sam ic odpow iadają zaw artości kw asu adenozynotró j- 
fosforow ego (ATP) i adenozynodw ufosforow ego (ADP) [5, 8]. W ystępujące 
w  tab licy  w artości zerow e d la  A P 7 nie odpow iadają praw dopodobnie 
rzeczyw istości, są one w ynik iem  trudności w  uchw yceniu  d robnych różnic 
pom iędzy P 0 a P 7 w  rozcieńczonych roztw orach.
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T a b l i c a  2
Frakcje fosforome u samic przed kopulacją w mg% magi ciała

Nr oinada i Po P7 1 Pc I 4 P7 Pf

7221 64 64 111 0 47
7188 81 87 127 6 40
7156 74 85 113 11 28
7161 59 76 119 17 43
7223 59 72 117 13 45
7233 64 77 113 13 36
7380 75 91 128 16 37
7347 79 81 131 2 50
7358 65 76 114 11 38

j7407 60 75 112 15 37
7336 62 73 115 11 42
7388 70 79 122 9 43
7500 105 105 160 0 55
7659 113 121 193 8 72
7593 96 96 140 0 44

Średnia 75,0 83,8 127,6 8,8 43,8

T a b l i c a  3
Frakcje fosforouie u samcóin po kopulacji w  mg% luagi ciała

Nr oiuada Po P n Pc 4  P7 Pf

7143 136 136 164 0 28
7164 114 114 166 0 52
7265 95 118 159 23 41
7239 130 139 182 9 43
7260 148 166 199 18 33
7322, 96 113 147 17 34
7345 85 85 106 0 21
7317 140 150 214 10 64
7172 111 111 152 0 41
7279 59 75 106 16 31
7315 160 174 189 14 15
7274 77 102 139 25 37
7296 95 118 143 23 25
7266 91 114 150 23 36
7370 156 164 186 8 22
7272 129 139 181 10 42
7199 ' 105 121 171 16 50
7361 145 145 189 0 44
7468 150 161 190 11 29
7465 150 166 200 16 34
7464 243 261 304 18 43
7491 108 119 147 11 28
7488 122 131 166 9 35
7501 141 162 199 21 37
7626 81 109 161 28 52

Średnia 122,7 135,7 172,3 13,0 36,6

[4]
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W artości w  ciele 25 sam ców  po kopulacji zestaw ione są w  tab licy  3. W i
dzim y tu  spadek  średn ie j zaw artości 1 P 7 z 76,3 mg %  na  13,0 m g °/o. Ta 
pozostałość odpow iada praw dopodobnie ATP i ADP zaw arty m  głównie 
w  m ięśniach tu łow ia.

W tab licy  4 podane są w artości dla 25 sam ic po kopulacji i po złożeniu 
ja jek . W idzim y w  n iej w zrost frakcji /  P 7 z 8,8 mg °/o (tabl. 2) n a  
60,8 mg %>, to je s t o 52,0. O dpow iada to  z grubsza u trac ie  J  P 7 przez sam 
ca w  przebiegu  kopulacji.

T a b l i c a  4

Frakcje fosforoiue u samic po kopulacji uj mg% magi ciała

Nr omada Po P7 Pc a p 7 P E

7142 128 217 238 89 21
7228 77 166 176 89 10
7176 81 143 177 62 34
7290 138 196 225 58 29
7294 136 169 228 33 59
7383 89 193 250 104 57
7424 149 184 229 35 45
7251 196 232 249 36 17
7183 125 168 208 43 40
7244 66 125 155 59 30
7385 186 209 234 23 25
7283 83 143 204 60 61
7258 92 179 213 87 34
7310 85 147 200 62 53
7356 92 161 192 69 31
7240 117 184 217 67 33
7246 72 121 157 49 36
7250 134 189 221 55 32
7456 142 191 233 49 42
7463 97 167 208 70 41
7458 152 251 308 99 57
7497 209 238 258 29 20
7513 115 161 185 46 24
7595 119 197 239 ‘ 78 42
7649 106 176 222 70 46

Średnia 119,4 180,2 217,0 60,8 36,8
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T ablica 5 podaje zestaw ien ie  średn ich  w yników  z tablic 1 do 4.

P rzechodzim y obecnie do opisu w yników  analizy chrom atograficznej. 
Fo tografie  1 i 2 p rzed staw ia ją  ch rom atogram y  w ykonane z ty m i sam y m i
p łynam i, k tó re  służy ły  do analizy  chem icznej (tabl. 1—4). Fot. 1 p rzed 
staw ia  w yn ik i o trzym ane z w yciągam i z 3 sam ców  przed kopulacją i 5 sam 
ców po kopulacji. N a w szystk ich  w yciągach stw ierdzono  obecność plam  
odpow iadających ortofosforanow i. U sam ców  przed  kopu lacją  w y stęp u ją  
ponad to  w yraźn ie  p lam y, k tó ry ch  Rf pozw ala na  zidentyfikow anie ich ja 

ko pirofosforany . W w yciągach z 5 
sam ców  po kopulacji p lam  p iro - 
fosforanów  nie dostrzegam y.

Fot. 2 p rzedstaw ia  w ynik i ch ro 
m ato g ra fii w yciągów  z 10 sam ic,
z tych  5 p rzed  kopulacją , 5 po kopu
lacji. C hrom atogram  ten  stanow i
w iern y  neg a ty w  poprzedniego chro- 
m atogram u. Poza obecnym i w szędzie 
p jam am i ortofosforanów  w idzim y 
p lam y o R f ch a rak te ry sty czn y m  dla 

p iro fosfo ranu  u 5 sam ic po kopulacji. N a tom iast u 5 sam ic kon tro lnych  
an i ś ladu  p irofosforanów  nie dostrzegam y.

Dalszą w ym ow ną ilu strac ją  przenoszenia p irofosforanów  p rzy  kop u la
cji je s t fot. 3. B adano w yciągi z 5 p ar m oty li obserw ow anych  podczas ko
pu lac ji i zab itych  po zaczęciu sk ładan ia  ja j p rzez sam icę. Dla każdej p a ry  
lew y pasek  odpow iada w yciągow i z sam ca, p raw y  z sam icy. Na 5 bada
nych  par, w  4 w idzim y całkow ite przeniesien ie  p iro fosfo ranu  od sam ca 
do sam icy. Nieco odbiega w ynik  d la  p a ry  p ią te j, w  k tó re j p rzeniesienie 
było  n iecałkow ite . U obu p łci w idzim y jednakow o silne p lam ki pirofosfo- 
ranow e, słabsze n iż tam , gdzie cała ilość p iro fosfo ranu  skupia się u jednej 
płci.

W ten  sposób i m etodą chrom atograficzną w ykazaliśm y przenoszenie 
p iro fosfo ranów  podczas kopulacji z sam ca do sam icy.

Fot. 4 p rzedstaw ia  w ynik  chrom atograficznego  badan ia  lokalizacji p i
rofosforanów . P asek  A  p rzed staw ia  w yciąg z ciała sam icy po kopulacji 
i w y preparow an iu  to rebk i kopu lacy jne j. W idzim y w y raźn ą  p lam ę orto- 
fosforanow ą, b rak  natom iast p lam y  odpow iadającej p irofosforanom . P a 
sek B  odpow iada w yciągow i z w y p rep aro w an ej to rebk i kopu lacy jne j. Wi
dzim y tu  bardzo m ocną plam ę pirofosforanów , n a to m iast bardzo  słabo za- 
znaczoną plam ę ortofosforanów . P asek  C —  w yciąg z w ypreparow anych

T a b l i c a  5

Zestawienie średnich wyników zawar
tości 7-minutowej frakcji fosforowej ( ZlP?) 
u sam ców i samiczek przed i po kopulacji

1 mg % d?7

samce samice

przed kopulacją 76,3 8,8

po kopulacji 13,0 60,8

różnica — 63,3 +  52,0

[«]
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1. Standard orto- i piro- 
fosforanu

o' ! Sam ce przed kopu-
4. Sr J laC3ą (tabl- X>
5. Nr 7345
6. Nr 7370
7. Nr 7317
8. Nr 7322
9. Nr 7361

Sam ce po kopulacji 
(tabl. 3)

I plam y ortofosforanu  
II p lam y pirofosforanu

Fot. 1
Chromatogram w yciągów  trójchlorooctow ych z sam ców

1. Standard orto- i piro
fosforanu

2. Nr 7407
3. Nr 7358
4. Nr 7336
5. Nr 7388
6. Nr 7347

7. Nr 7424
8. Nr 7356
9. Nr 7251
10. Nr 7383
11. Nr 7250

Sam ice przed ko
pulacją (tabl. 2)

Sam ice po kopu la
c ji (tabl. 4)

I p lam y ortofosforanu  
II plam y pirofosforanu

Fot. 2
Chromatogram w yciągów  trójchlorooctow ych z samic
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i piro-1. Standard orto-
fosforanu

2. Sam iec Nr 7345
3. Sam ica Nr 7424
4. Sam iec Nr 7370
5. Sam ica Nr 7356
6. Sam iec Nr 7317
7. Sam ica Nr 7251

8. Sam iec Nr 7322
9. Sam ica Nr 7383

10. Sam iec Nr 7626
11. Sam ica Nr 7294

I plam y ortofosforanu  
II p lam y pirofosforanu

(Tabl. 3 i 4)

Fot. 3
Chromatogramy w yciągów  trójchlorooctow ych z 5 par m otyli 

po kopulacji

F o t. 4
Chromatogramy z części p łciow ych i reszty ciała sam ca i sam icy

Sam ica po kopulacji : A.
Nr 7176 B.
(tabl. 4) O.

D.

Sam iec po kopulacji : E.
Nr 7265 (tabl. 3) F.

Sam iec przed kopulacją : G.
Nr 7271 (tabl. 1) H.

I plam y ortofosforanu
II plam y pirofosforanu

po usunięciu  torebk i kopulacyjnej 
torebka k opu lacyjna (A. P7 =  62 mg%) 
w ypreparow ane jaja

Standard orto- i pirofosforanu

po usunięciu  przew odu w ytryskow ego  
przew ód w ytrysk ow y  (A  P7 =  23 mg%)

po usunięciu  ductus ejaculatorius  
ductus ejaculatorius  (A  P? =  75 mg%)
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1. Standard orto- i p irofosfora- 
ranu

Sam iec Nr 7370 : 2. przewód  
(Tabl. 3) w ytrysk ow y

3. reszta ciała

Sam ica Nr 7310 
(Tabl. 4)

4. jaja za
płodnione

5. jaja n ie za
płodnione

6. bursa co-  
pulatrix

7. reszta ciała

I p lam y ortofosforanu  
TI plam y pirofosforanu

Fot. 5
Chromatogramy narządów płciow ych sam ca i sam icy oraz jaj 

po kopulacji
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ja j te jże  sam icy dał ty lko  słabą plam ę ortofosforancw ą. P asek  E  p rzed sta 
w ia chrom atogram  w yciągu z sam ca tej p ark i po usun ięciu  części płcio
wych, w ykazu je  on jedyn ie silną p lam ę ortofosforanów . N astępny  pasek F 
p rzedstaw ia  chrom atogram  w ypreparow anych  części płciow ych samca, 
w ykazu jący  dobrze w idoczną p lam ę pirofosforanow ą i dość słabą plam ę 
ortofosforancw ą. R zut oka n a  tablicę 3 pokazuje, że badany  tu  sam czyk 
N r 7265 zachował po kopu lacji jeszcze 23 mg°/o A P 7 wobec średn ie j w  ta 
beli w ynoszącej 13 mg°/o. D la p o rów nan ia  m am y na sąsiednich  paskach 
G i H  podobnie trak tow anego  sam ca p rzed  kopulacją. Różnica w ystępu je  
w  chrom atogram ie z części płciow ych (H), k tóre dały  bardzo silną plam ę 
p irofosforanow ą.

W reszcie fot. 5 daje  p e łn ą  analizę chrom atograficzną innej p ark i m o
ty li po kopu lacji i złożeniu ja j. Z sam ca i sam icy w ypreparow ano  części 
płciowe. B adano rów niej ja ja  złożone (zapłodnione) i w ypreparow ane ja ja  
nie zapłodnione. Poza w y stęp u jący m i wszędzie orto fosfo ranam i ty lko  
w bursa copulatrix  m ożna stw ierdz ić  obecność pirofosforanów  i to  w  iloś
ciach rzędu  m niej w ięcej takiego, jak  u sam ca przed  kopulacją . M im o więc 
złożenia znacznej ilości ja j, zapas p iro fosfo ranu  w  torebce nie u lega w i
docznej redukcji.

Te w y n ik i św iadczące o tym , że zaw artość p irofosforanu  w  torebce 
n ie  m aleje  w idocznie p rzy  sk ładan iu  ja j, nasunęły  p y tan ie , czy w  ogóle 
is tn ie je  zależność m iędzy pozostałą zaw artością p irofosforanów  a ilością 
złożonych ja j. M yśleliśm y, że albo pirofosforanów  zostaje  w  torebce tym  
m niej, im  w ięcej ja j z łożyła sam ica, albo przeciw nie, że te  sam ice są 
w  stan ie  składać w ięcej ja j, k tó re  m ają w ięcej pirofosforanów . W yniki 
obserw acji dotyczących tego zagadnien ia p rzed staw ia ją  tablice 6 i 7. W ta 
blicy 6 zebrano  13 obserw acji o bejm ujących  parki, w  k tó rych  sam ica zło
ży ła m niejszą ilość jajeczek  od p rzec ię tn e j, to je s t 100. W grupie te j n a j
niższa ilość w ynosiła 3 jajeczka, najw yższa 91, a śred n ia  35 ja jeczek . A P 7 
u sam ców  m iała  p rzeciętną wairtość 10,5 mg°/o, u sam ic 58,4°/o. W drug iej 
g rupie tabl. 7, obejm ujące j 10 p ar, sam ice złożyły od 126 do 215 jajeczek, 
średnio  165. A P 7 u sam ców  w ynosiła 16,3 a u sam ic 64,3 mg°/o. W praw 
dzie średn ie w artości A P 7 są u obu płci wyższe niż w  g ru p ie  skąpo-ja jo - 
w ej, to jed n ak  rozrzu t poszczególnych w artości w  grupach  jest tak  duży, 
że tru d n o  tym  w ynikom  przyp isyw ać znaczenie. Tak w ięc badania n ie  po
tw ierd z iły  żadnej z w ysun iętych  hipotez.

D y sk u s ja

B adania zarów no chem iczne ja k  chrom atograficzne w ykazały  jedno
znacznie, że u w ilczom leczka n ieorganiczny  p irofosforan, zaw arty  w  m ęs
k im  przew odzie w y tryskow ym , zostaje przeniesiony  p rzy  kopu lacji p ra -
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T a b l i c a  6

Frakcja fosforowa 7-minutoma 
u samca i samicy po złożeniu 

malej ilości jaj

A P? mg% Ilość 
złożonych 
jaj (szt)

1
samiec

l
samica

0 89 41
0 89 18
0 43 50

23 62 8
9 58 10

16 59 70
18 33 32
17 104 50
0 35 48

14 23 91
11 36 20
18 99 17
11 29 3

Średnia
10,5 58,4 35,2

T a b l i c a  7

„Frakcja fosforowa 7-minutowa“ 
u samca i samicy po złożeniu 

dużej ilości jaj

A P7 mg% Ilość 
złożonych 
jaj (szt.)samiec samica

25 60 126

23 87 139

16 49 161

23 62 143

10 67 156

8 69 148

0 55 195

9 46 180

21 78 188

28 70 215

Średnia
16,3 64,3 165,1

w ie ilościowo do to rebk i kopu lacy jnej sam icy. W torebce tej pozostaje bez 
widocznego uby tku  poprzez cały  okres sk ładania ja j zapłodnionych nasie
n iem  z bursa copulatrix.  Odnosi się to naw et do tych  sam ic, u k tó ry ch  ilość 
złożonych ja j sięga górnej gran icy  spo tykanej. P iro fosforan  ten  pozostaje 
dalej n iezm ieniony w ciągu całego kilkunastodniow ego życia sam icy i po
dobnie jak  u sam ców, k tó re  nie kopulow ały, da się w ykazać w  zaschnię
tych  ciałach naw et po latach. W skazuje to na b rak  p iro fosfatazy  w  p rze
wodzie w y tryskow ym  i torebce kopu lacy jne j, naw et w  w aru n k ach  au to - 
lizy pośm iertnej.

Całość naszych badań  zdaje się w skazyw ać na  to, że rola p iro fosfera- 
nów  w iąże się w  jakiś sposób ze zdolnością za trzym ania  ak ty w n y ch  p lem 
n ików  w  torebce kopu lacy jne j.

M im o u jem nych  dotychczas w yników  badań nie m ożem y zasadniczo 
w ykluczyć udziału  p irofosforanu w  m etabolizm ie p lem ników , do czego ich 
w ysokoenergetyczny ch a rak te r zdaje  się je p redystynow ać. W każdym  
razie  ju ż  te obserw acje w ystarcza ją , by  odrzucić hipotezę, jakoby w ielo- 
fo sfo rany  n ieorganiczne u zw ierząt m iały  ch a rak te r w yłączn ie odpadkow y.
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S treszcz en ie

U m oty la  w ilczom leczka oznaczono m etodą F i s k e g o  i S u b b a -  
r o w  a frak c je  fosforanow e rozpuszczalne w  kw asie i obliczono fosfor 
7 -m inu tow y (A P 7) u samcai i sam icy przed kopulacją  i po kopulacji. W ięk
szość A P 7 będąca p irofosforanem  zn a jd u je  się przed  kopulacją  u sam ca 
w ductus  ejaculatorius,  po kopulacji da  się s tw ierdz ić  w  bursa copulatrix  
sam icy. Sam ica p rzed  kopulacją  n ie m a p irofosforanu.

P iro fosfo ran  nie przechodzi do zap łodnionych ja j w  uchw ytnej ilości, 
nie m ożna też w ykazać jego u b y tk u  w  bursa  podczas sk ładan ia  ja j.

N ie stw ierdzono zależności m iędzy ilością złożonych jaj a ilością p rze 
kazanego p rzez  sam ca pirofosforanu .

W ynik i te  znalazły  pełne potw ierdzenie w  badaniach  chrom atograficz
nych.
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nM POcDOCOATbl BO BPEMH KOnyJIHUMM  
y  EAEOHKH BPA2KHMKA MOJIOHAfłHOrO (CELERIO EUPHORBIAE)

P e 3 K> M e

n o  MeTo^y m c k e m C y 6 6 a p o B a  aBTopbi onpe^ejiMJiw y  6a6ou- 
km Spa^KHMKa MOJiouaMHoro (£)0C(f)aTHbie cjapaKijmi, pacTBopMMbie b  kmcjio- 
Te n ncuncjiMJin A  P7 y  caMija u  caMKM £0 u  nocjie KonyjiHijHM. B ojitin aa  
uacTŁ A  P7, npeflCTaBJiHiomaH coboii mipoc^occjDaT, Haxoą,nTCH flo Konyjin- 
u;mm b  ductus  ejaculatorius  caMija, nocjie KonyjiHijHw b  bursa copulatrix  
caMKM. CaMKa r o  KonyjmijMH nMpocjDOccjjaTa He MMeeT.

rinpo(£>oc(jDaT He nepexoą;HT b  onjio^oTBopeHHbie Hiiiia b  yjiOBMMOM ko-  
jiMuecTBe, a Taione Hejib3H oSHapyntMTb ero y6buin  b  buraa b  nepwoA 
KJiaflKM HHHeK.
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3aBMCMMOCTM M e>K gy KOJIHHeCTBOM OTJIOXteHHblX HMHeK h  k o j ik h c c t b o m  

n e p e g a H H o r o  caM gO M  n M p o c jjo c c ^ a T a  H e K O H C T aT M poB ajw .
3 t m  p e 3 y j ib T a T b i  H a m j i i i  n o j iH o e  n o g T B e p jK g e H M e  b  x p o M a T o r p a c J m -  

n e c K M x  i i c c j i e g o B a H w a x .

PYROPHOSPHATES IN THE HAW K-M OTH DURING COPULATION  

S u m m a r y

Acid soluble phosphate fractions w ere d e term in ed  by the  m ethod  of 
F i s k  e and  S u b b a r  o w  in th e  haw k-m oth , and 7 -m inu te phospho
rus (P7) ca lcu la ted  in th e  m ale and  fem ale before and a f te r  copulation. 
M ost of th e  A P 7 in th e  fo rm  of py rophosphate  is found  in  the  ductus  
ejaculatorius  of the m ale before copulation, w hereas a fte r copulation it m ay 
be d em onstra ted  in the  bursa copulatrix  of th e  fem ale. No pyrophosphate  
is ev id en t in th e  fem ale before copulation.

T he pyrophosphate does no t pass to the  fe rtilized  eggs in  detec tab le 
quan titie s , n e ith e r can  decrease of it  in  the  bursa  be d em o n stra ted  
d u rin g  egg laying.

No connection betw een  th e  n u m b er of eggs laid and  the am ount of 
pyrophosphate tran sm itte d  by the  m ale could be established.

These resu lts  w ere fu lly  confirm ed by chrom atographic studies.

Otrzymano 1.8.1956 r.
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NOW E SPO SO BY  ID E N T Y F IK A C JI AM INOKW ASÓW  NA  
C H R O M A T O G R A M A C H  J E D N O  I DW UKIERUNKOW YCH

Z  Zakładu Chemii Fizjologicznej A kadem ii Medycznej w Lublinie 
Kierownik Zakładu: Prof. dr J . Opieńska-Blaulh

Prof. drowi J . Hellerowi, przewodniczącemu Kom itetu Biochemicznego Polskiej Akadem ii Nauk 
dla uczczenia jubileuszu Jego działalności naukowej tę pracę poświęcamy.

W iele p rzyczyn  sk łada  się na tru d n o śc i w  ch rom atograficznym  roz
dzielaniu  am inokw asów . Test n in h y d ry n o w y  stosow any ogólnie do ich 
w y k ry w an ia  nie je s t bynajm niej sw oisty  ty lko  dla am inokw asów . P ep ty - 
dy, am iny  i ich pochodne należą rów nież do n inhydryno-dodatn ich . B ar
wa p ró b y  n in h y d ry n o w ej n ie  je s t jed n o lita  d la  całej g ru p y  związków, 
przy  ty m  o trzy m an e b arw y  nie są trw a łe  i zm ieniają się w  czasie.

P ró b y  id en ty fik ac ji k ilk u n astu  am inokw asów  na  jed n y m  chrom atogra- 
mie, n aw et dw ukierunkow ym , prow adzą często do pom yłek. P rzy  n a jle 
piej n aw et dobranym  g atu n k u  b ibu ły  i uk ładach  rozpuszczalników  w iele 
am inokw asów  o zbliżonych w spółczynnikach  Rp nie rozdziela się w  od
dzielne p lam y, lecz tw orzą skupiska tru d n e  do in te rp re tac ji. W spółczynni
ki R/r am inokw asów  w ykazu ją  dużą zm ienność naw et w  stosunku  do tego 
sam ego am inokw asu  spow odow aną ró żn y m i czynnikam i. Na w spółczynni
ki R f w p ły w a ją  bow iem  nie ty lko  g a tu n ek  bibuły, sk ład  fazy  ro zw ija ją 
cej, ale ponadto  i sk ład  jakościow y i ilościowy m ieszaniny  am inokw asow ej, 
w  końcu i substancje  tow arzyszące, np . sole m ineralne . W osta tn ich  la
tach  opracow ano w iele sposobów i m odyfikacji do znanej już podstaw o
wej tech n ik i ch rom atograficznej. W iększość z n ich  dotyczy  am inokw asów , 
cc stanow i oczyw isty dow ód najw iększych  w łaśnie trudności spo tykanych  
w  tej grupie zw iązków . C hrom atografia  w ie lok ro tna  [16], rech rom atogra - 
fia [9, 14, 15], kom binacja k ilku  technik , np. w stępu jącej i k rążkow ej, 
połączona ze zm ianą sk ładu  fazy rozw ija jące j [2], w ielobarw ne tes ty  róż
n icu jące n iek tó re  g ru p y  am inokw asów  u ła tw ia ją  bezsprzecznie analizę 
chrom atograficzną m ieszanin  am inokw asow ych, S a i f e r  i O r e s k e s  
[13] stosu ją aż trzy  te s ty  b arw n e różn icu jące am inokw asy, obok n in h y -
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drynow ego alloksanow y i izatynow y. Jednakow oż w przypadkach  badań  
m asow ych i konieczności oszczędności m ate ria łu , np. su row icy , p ły n u  
m ózgordzeniowego itp., d ąży m y  do tego, by p rzy  pom ocy jed n eg o  ty lk o  
chrom atogram u dw ukierunkow ego  przeprow adzić iden ty fikac ję  k ilk u n as tu  
am inokw asów .

W szystkie w yżej podane m odyfikacje oparte  bądź n a  różnicow aniu  
p rzy  pom ocy różnych faz rozpuszczalników , lub różnych tes tó w  w y w o 
ław czych są nieoszczędne w  m ateria le  w yjściow ym  i d ługo trw ałe . Nasz 
now y sposób odczytyw ania chrom atogram ów  am inokw asow ych op arliśm y  
na  spostrzeżeniu, że znaczne korzyści d a je  techn ika zim nego w y w o ły w a
nia odczynnikiem  n inhydrynow ym , poniew aż um ożliw ia no tow anie  cza
sów w ystępow ania zabarw ien ia  poszczególnych am inokw asów . P rzy  og rze
w aniu  chrom atogram u w y stęp u ją  od razu b arw y  ostateczne, a p lam y  w ie
lu am inokw asów  o zbliżonych w spółczynnikach Pt/.- zlew ają się w  jed n ą  
większą plam ę. D odatkow ą jeszcze korzyść w  proponow anej p rzez  nas 
technice stanowń w ystępow anie podczas .,zim nego” w y w o ły w an ia  b arw  
przejściow ych charak terystycznych  d la  n iek tó rych  am inokw asów .

C z ęść  d o św ia d cza ln a

Do badań używ ano: a) w zorcow e am inokw asy o najw yższym  g a tunku  
czystości, przew ażnie w  o ryg inalnych  handlow ych opakow aniach,

b) surow ice ludzkie fizjologiczne i patologiczne.
Do rozdzielania m ieszanin am inokw asow ych stosow ano: techn ikę  w stę 

pu jącą  jedno  i dw ukierunkow ą na b ibule W hatm ana N r 1 w  n a s tę p u ją 
cych układach  rozpuszczalników :

a) fenol-w oda (7 : 3)
b) fenol-w oda i p a ry  am oniaku,
c) propanol-w oda (7 : 3),
d) III— rz. butanol-H C O O H -w oda (695 : 100 : 295),
e) III— rz. bu tano l-m etano l-w oda (4 : 5 :1),
f) II I— rz. bu tano l-m ety loety loketon -w oda ( 2 : 2 :  1).
C hrom atogram y w yw oływ ano przez zanurzanie ich po rozw inięciu

w 0,2%  roztw orze acetonow ym  n in h y d ry n y  w  tem p era tu rze  pokojow ej 
(zim ny tes t n inhydrynow y). Id en ty fik ac ję  am inokw asów  na chrom atogra- 
m ach przeprow adzano na  podstaw ie:

a)  w spółczynnika Rf,
b) czasu w ystępow ania b arw  n a  bibule,
c) po jaw iania się b arw  przejściow ych,
d) s topn ia in tensyw ności plam  (natężenia zabarw ienia),
e) zm ian w ystępu jących  n a  ch rom atogram ie ogrzanym  do 100° po 

24 godzinach od m om entu w yw ołania.
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T a b l i c a  1

Zimny test ninhydrynomy 
(Bibuła Whatmana Nr. 1, temp. 15 — 18° , pH 6 — 7, modne roztmory czystych ami-

nokmasóm)

Lp.
Pochodzenie

preparatu

i

Aminokmas
czysty

Czas mystę- 
pomania bar

my (min)

B a r m y * Natę
że

nie** 
24 go
dziny

po
śred
nia

trmała 100°1,3-13 13-26 
P g

1 L i g h t  — Anglia Alanina 6—3 3—2 _ F R.F +  +  +
2 B. D. H. — Londyn (3-Alanina 120-60 60—45 oburódka

z .z
N R.F +

3 B. D. Ił. — Londyn Arginina 5—4 4—3 N R.F R.F +
4 R i e d e l  — Berlin Asparagina 25— 15 10—5 Ż.Br N R.F +
5
6

B. D. H. — Londyn Km. asparag. 17— 15 5—4 Ż.Br N.F. N.F +  .
prod, polskiej Km. a-amino- 

izomasłomy 300 30 R F F +
7 S c h e r i n g  — Berlin Cystyna 10 10—5 Ż.R RN F +
8 prod, polskiej Cysteina +
9 z importu bez bliższych 

danych Fendoalanina 6 4—3 _ R.F F +  +
10
11

prod, polskiej Glutamina 5 3—2 — F F +  +  +
M e r c k Glicyna 6 3—2 Ż.R F F T  -F

12 M e r c k Km. Glutamin. 5—3 2— 1 R F F +  +  +
13 L i g h t  — Anglia Histydyna 3 3 — R.F St.N ~F +  +
14 B. D. H. — Londyn Lizyna 5 3 R.F N.F N.F +  +
15 L i g h t  — Anglia Leucyna 6—5 4 — R.F F +  +
16 B. D. II. — Londyn Izoleucyna 6 - 5 — R.F F +  +
17 M e r c k Metionina 4—3 2 R F F +  +  +
18 B. D. H. — Londyn Ornityna 5—4 3—2 R F F +  +
19 B. D. H. — Londyn Prolina 6—5 2 Ż Ż.Br Ż.Br +  +
20 L i g h t  — Anglia Seryna 5—3 2 R F F +  +  +
21 B. D. H. — Londyn Tauryna 48—30 25 R F F +
22 L i g h t  — Anglia Treonina 8—5 5 R F F +  +  +
23 B. D. H. — Londyn Tryptofan 4 3 Ż.Br R F +  +
24 prod, polskiej Tyrozyna 8 8 R F F +  +
25 S c h u c h a r d t Walina 5 3 — F F +  +  +

* F - fiolet, N - niebieski, R - różomy, Ż - żółty, R. F - różomy fiolet, N. F - niebieski 
fiolet, R. N - różoma-niebieski, Ż. Br - żółty brąz, St. N - stalomo-niebieski.

* * +  +  -}- =  silna, -J- +  =  średnia, +  =  słaba, ±  =  ledmo midoczna.

i d e n t y f i k a c j a  a m i n o k w a s ó w
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T a b l i c a  2

Podział aminokwasów na grupy na podstawie różnic w czasie występowania bariuy w próbie
ninhydrynowej

Nr ami
nokwasu 
u j  rys. 1

Grupa

1

Aminokwas 2,6 f* g

Czas wy
stępowa
nia barwy 

(min.)

Barwy
pośred

nie

Strefa R/,’ 
fenol- 
woda 
(7:3)

1
2
O
4
5

I Metionina
Kuj. glutaminowy
Glicyna
Seryna
Ilistydyna

7— 10

Ż.Br

D
A
B
B
C

6
7
8 
9

10
11
12
13
14

11 Glutamina
Leucyna
Izoleucyna
Alanina
Feniloalanina
Lizyna
Ornityna
Treonina
Walina

10— 15

✓

C
D
D
C
D
C
B
C
D

15
16
17
18

III Arginina
Tyrozyna
Prolina
Tryptofan

15—20

Ż

C
C
D
D

19 IV Cysteina 20—30 A

20 Asparagina Z.Br B

21 Km. asparaginowy A

22 V Tauryna kilka do B
kilkuna
stu godz.

23 Kuj. a-aminoizomaslouy po ogrza C

24 /5- Alanina niu na C
tychmiast

560
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1.0

Rys. 1. Podział am inokw asów  na grupy na podstaw ie różnic w  czasie w y 
stępow ania barw y w  próbie ninhydrynow ej (objaśnienie na tablicy 2)

S e r i a  I

B adania przeprow adzono n a  am inokw asach  w zorcow ych w prow adzo
nych  na  bibułę w jednakow ych, ściśle określonych  stężeniach bez rozw i
jan ia  chrom atogram ów . R oztw ory l°/o i 0,1 °/o czystych  am inokw asów  na- 
k rap lan o  na bibułę p rzy  pom ocy dokładnie w yka lib row anej m ikropipetk i. 
Do badań  porów naw czych zastosow ano d w a stężenia am inokw asów : 
a) 1,3 —  13 pg i b) 13 —  26 [¿g. Dośw iadczenia w stępne w ykazały, że czas 
w ystępow ania  zabarw ien ia  d la  każdego am inokw asu  był zawsze jed n ak o 
w y p rzy  tych  sam ych stężeniach. N atom iast odw rotn ie, p rzy  zm ianach
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stężeń  am inokw asów  n ie  w ykazano  w yraźnej proporcjonalności do zm ian 
w  czasach w ystępow ania zabarw ień  (tabl. 1). Znaczne, bo blisko dziesię
c iokro tne dopiero zw iększenie stężen ia  am inokw asu w pływ ało na skróce
n ie  czasu w ystąp ien ia  barw y. D la n iek tó ry ch  am inokw asów  (np. ty ro zy 
ny, try p to fan u , izoleuęyny) naw et p rzy  te j znacznej zm ianie stężeń róż
nice w  czasie w ystępow ania  zabarw ień  nie by ły  uchw ytne. Oprócz ch a rak 
terystycznego , sw oistego d la  poszczególnych am inokw asów  czasu w y stę
pow ania zabarw ien ia  z n in h y d ry n ą  cenne są d la id en ty fik ac ji i inne ce
chy, swoiście zw iązane z poszczególnym i am inokw asam i, jak  zm iana od
cieni b arw y  p lam y w  zależności od czasu i tem p e ra tu ry  w yw oływ ania  
o raz  natężen ie  b arw y  oceniane w  jednakow ych um ow nych w aru n k ach  
(tabl. 1).

Rys. 2. Chromatogram dw ukierunkow y m ieszaniny am inokw asów  w  stę 
żeniach po 2,6 ng (objaśnienie na tablicy 3)
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S e r i a  II
B adan ia p rzeprow adzano  na rozw inię tych  chrom atogram ach jedno  

i dw u k ieru n k o w y ch  przy  użyciu am inokw asów  w zorcow ych (stężenie 
2,6 ¡Jg), w y m iary  b ibu ły  25 X  25 cm.
O kreślano: a) czas w ystąp ien ia  zabarw ienia ; b) w spółczynnik R f , c )  barw y  
pośredn ie , d) natężenie b arw y  po 24 godz.

Na podstaw ie różnic w  czasie w ystępow ania p lam  n a  chrom atogram ach 
jedno  i d w uk ierunkow ych  podzielono am inokw asy na  5 g rup  (rys. 1, tabl. 2).

T a b l i c a  3

Chromatogram dwukierunkowy mieszaniny aminokwasom wkroplonych w stężeniu 2,6« g —
każdego aminokwasu

1. propanol-woda 7:3 
I.kład. 2 fenol-woda 7:3

Czas
wystą
pienia
plamy
(min.)

R p

L. ko
lejno

ści
Nazwa aminokwasu fenol-

woda
propa-

nol-woda

Barwa
pośred

nia

Natęże
nie

barwy

1 Metionina+Walina 6 0,75 0,54 _ +  +  +
2 Leucyna+Izoleucyna+Fenyloalanina 7 0,80 0,65 — +  +  +
3 Kwas g lu ta m in o w y .......................... 7 0 ,26 0,19 — 4" 4~ 4~
4 Seryna ................................................... 8 0 ,34 0,27 — +  +  +
5 Glicyna ............................................... 8 0,39 0,26 Z. Br 4-4-4-
6 Histydyna .......................................... 8 0 ,63 0,21 — +  +  +
7 G lu ta m in a ........................................... 9 0 ,54 0,22 — +  +
8 Alanina ............................................... 11 0 ,55 0,36 — +  +
9 O rn ity n a ............................................... 12 0 ,34 0,12 — +  +

10 T reo n in a ............................................... 13 0 ,47 0 ,33 — 4- +
11 Lizyna ................................................... 14 0 ,49 0,14 — 4- 4-
12 Tyrozyna ............................................... 17 0 ,56 0,44 — 4-4-
13 Tryptofan .......................................... 18 0 ,75 0 ,54 — +  +
14 A r g in in a ............................................... 19 0,12 0 ,24 — 4-4-
15 P ro lin a ................................................... 19 0,88 0 ,44 Z _L1
16 Kwas asparaginouiy......................... 21 0,16 0,16 — +  +
17 A sparagina ........................................... 23 0,39 0,17 Br +
18 C y ste in a ............................................... 31 0,55 0,20 — +
19 Tauryna ............................................... do 24 

godz.
0,38 0 ,29 +  +

20 Kwas a-aminoizomasłowy . . . . po
ogrza

niu

0,63 0,66 +

21 [3-aIanina............................................... po
ogrza

niu

0,57 0,43 +  +
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P odane w  tab licy  2 czasy w ystępow ania p lam  nie odgryw ają bynajm niej 
ro li jako  w ielkości stałe, zależą bow iem  od w aru n k ó w  dośw iadczenia, np. 
w ym iarów  pasków  bibuły, doboru rozpuszczalników  i innych. M ają n a
tom iast znaczenie jako  w artości porów naw cze p rz y  u sta lan iu  kolejności 
w ystępow an ia  p lam  d la  poszczególnych am inokw asów .

W celu  id en ty fik ac ji w iększości am inokw asów  na  jed n y m  ty lko  chro- 
m atog ram ie  d w u k ieru n k o w y m  opracow ano n as tęp u jący  sposób postępo
w ania: M ieszaninę am inokw asów  n ak rap la  się n a  b ibułę (arkusz
25 X  25 cm ) i rozw ija  ch rom atogram  w  układach: propanol-w oda (7 : 3) 
i feno l-w oda (7 : 3) (w yniki podano na  rys. 2 i w  tab l. 3)
lub  w  uk ładach : III-rz . butanol-H C O O H -w oda (695:100:295) i fenol-w oda 
(7 : 3) (rys. 3 i tab l. 4).

Butanol 111-rz— HCOOH-H f )
6 9 5  : 1 0 0  : 2 9 5

R ys. 3. Chromatogram dw ukierunkowy m ieszaniny am inokw asów  w kro- 
plonych w  stężeniu po 2,6 //g  (objaśnienie na tablicy 4)
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T a b l i c a  4

C h ro m a to g ra m  d m u k ie ru n k o m y  m ie sz a n in y  a m in o k w a s ó w  w k ro p lo n y c h  w  s tę ż e n iu  2,6^» g —
d la  k aż d e g o  a m in o k w r su

1) III-rz. B u la n o l-H C O O H -w o d a  
a  ' 2) F e n o l-m o d a -f  p a ry  N H 3

L. K o
le jn o 

śc i
N azrna a m in o k m a su

C zas
w y s tą 
p ie n ia
p lam y
(m in )

R f

B a n ita
p o ś re d n ia

N a tę 
ż e n ie

b a rm y

feno l-
u to d a

+  p .N H 3

III-rz. b u 
tan o l +  
H C O O H
-fm o d a

1 A lan in a  ..................................................... 4 0,61
1»
0 ,54 +  +  +

2 M e lio n in a + W a lin a - fT ry p to fa n  . .. 4 0,73 0,66 — +  +  +
3 H isty d y n a  ................................................ 5 0,74 0,31 — +  +  +
4 K utas g l u t a m i n o i u y ............................. 8 0 ,26 0,45 — +  +  +
5 G l u t a m i n a ................................................. 8 0,59 0,35 — +  +
6 G licy n a  ..................................................... 8 0,41 0,38 Z .B r +  +  +
7 S e ry n a  .......................................................... 9 0 ,35 0,37 — +  +
8 L e u c y n a + Iz o le u c y n a  +  F e n y lo a la n in a 9 — +  +
9 T r e o n i n a ..................................................... 10 0 ,44 0,46 — +  +

10 O r n i t y n a ..................................................... 11 0,63 0 ,28 — +  +
11 P r o l i n a .......................................................... 11 0,68 0,60 Ż +
12 T y ro zy n a  ...................................................... 14 0,62 0 ,54 — +  +
13 A s p a r a g i n a ................................................. 22 0 ,45 0,29 Ż +
14 L i z y n a .......................................................... 22 0,79 — +
15 A r g i n i n a ..................................................... 22 0,79 0,30 — +
16 Kutas a s p a r a g in o i u y ............................. 24 0,16 0,36 — +  +
17 C y s t y n a ..................................................... 27 0 ,35 0,01 — +
18 C y s t e i n a ..................................................... 27 0,38 0,13 — +
19 T a u ry n a  ...................................................... d o  24 0,43 0,38 — +  4-

godzin

C hrom atogram y po całkow itym  w ysuszeniu  i usun ięciu  śladów  roz
puszczalnika zanurza się w  0 ,2°/o roztw orze acetonow ym  n in h y d ry n y , 
określa  czas w ystępow ania p lam  poszczególnych am inokw asów  i o bserw u
je  b arw y  pośrednie. N atychm iast po ukazan iu  się p lam y obrysow uje  się 
jej k o n tu ry  i oznacza cyfrą  w y n ik a jącą  z kolejności ukazyw ania  się plam . 
Ten sposób pozw ala nam  odczytyw ać bezbłędnie ch rom atogram y  d w u 
k ierunkow e zaw ierające dw adzieścia kilka am inokwasów .

S e r i a  III

O bejm ow ała id en ty fik ac ję  am inokw asów  z chrom atogram ów  d w u k ie 
runkow ych surow ic ludzkich. Jed en  ml surow icy  po odbiałczeniu i u su 
nięciu  substancji lipidow ych [5] n ak rap lan o  na b ibułę w  ilości odpow ia-

[9]
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dającej 0,1 —  0,2 ml surow icy  i rozw ijano  ch rom atogram  d w u k ieru n k o w y  
w  układach: propanol-w oda i fenol-w oda (rys. 4a, tabl. 5 a). D la k o n tro li 
rozw ijano  ch rom atogram y  w  tych  sam ych w aru n k ach  dośw iadczalnych:
1) am inokw asów  w ykazanych  w  badanej surow icy (rys. 4b, tab l. 5 b) oraz
2) surow icy  z dodatk iem  poprzednio  w ykazanych  am inokw asów  (rys. 4 c, 
tab l. 5c).

R y s . 4a . C h r o m a to g r a m  s u r o w ic y  p o  o d b ia łc z e n iu  i u s u n i ę c i u  l ip id ó w  
( o b ja ś n ie n ie  n a  t a b l i c y  5)

[10]
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[11] 567

Propanol-woda (7:3)

Rys. 4b. Chromatogram am inokw asów  w zorcow ych w ystępujących w  su- 
x row icy (objaśnienie na tablicy 5)

Fe
no

l-w
od

a 
(7

:3
)

ID E N T Y F I K A C J A  A M IN O K W A S Ó W
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R y s  4c. C h r o m a to g r a m  s u r o w ic y  p o  o d b ia łc z e n iu  i u s u n ię c iu  l ip id ó w  +  a m in o k w a s y  
w z o r c o w e  ( o b ja ś n ie n ie  n a  t a b l i c y  5)
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R y s  5. C h r o m a to g r a m  d w u k i e r u n k o w y  s u r o w ic y  k r w i  
( o b ja ś n ie n ie  n a  t a b l i c y  6)

569
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T  a b 1 i

C h ro m a to g ra m  su ro w ic y  p o  o d b ia lc z e n iu  i u su

a

C h ro m a to g ra m  d w u k ie ru n k o w y  su ro w ic y  k rw i 
( ilo ść  0,13 m l)

C h ro m a to g ra m  d w u k ie  
(stęż, 2,6

L.
 

k
ol

ej
no

śc
i

N azw a  a m in o k w a su
C

za
s 

w
y

st
ąp

ie


nia
 

pl
am

y 
(m

in
)

-aoa

o
s

fc.
Ch p

ro
p

an
o

l-
w

o
d

a

B
ar

w
a 

p
o

śr
ed


ni

a

i 
In

te
n

sy
w

n
o

ść

L.
 

k
o

le
jn

oś
ci

N a zw a  a m in o k w a s u

I G lu tam in a 8 0,56 0,22 — +  +  + 1 M e tio n in a
W a lin a

2 L e u c y n a
Iz o le u c y n a
F e n y lo a la n in a

9 0,81 0,57 — 2 L e u c y n a
Iz o le u c y n a
F e n y lo a la n in a

3 Kw. g lu tam in o w y S 0,27 0,17 — +  +  + 3 Kw. g la tu tam in o w y

4 M e tio n in a , W a lin a 11 0,74 0,52 — +  +  + 4 S e ry n a

5 A lan in a 13 0,54 0,34 — +  + 5 G licy n a

6 T y ro zy n a 13 0,51 0,46 — - f - f 6 G lu tam in a

7 G licy n a 15 0,41 0,22 Ż. Br. +  + 7 A lan in a

8 S cry n a 18 0,34 0,23 — +  + 8 T re o n in a

9 P ro lin a 18 0,87 0,42 Ż + 9 T y ro z y n a

10 Kw. a sp a ra g in o w y 20 0,20 0,16 — +  + 10 P ro lin a

11 C y s te in a 20 0,15 0,17 — +  + 11 T ry p to fa n

12 T ry p to fan 22 0,68 0,48 — + 12 Kw. a sp a ra g in o w y

13 O rn i ty na 28 0,32 0,14 _L
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c a 5

nięciu lipidóiu oraz chromatogramy kontrolne

b c

runkowy aminokwasów 

|^g)

Chromatogram surowicy krwi (ilość 0,13 ml) +  aminokwasy 
wzorcowe (stęż. 2,6 [J.g).

Cz
as

 
wy

 s
tą

pi
e

nia
 

pl
am

y 
(m

in
.) 

|

cd
"o
I
ocŁ>

CC pr
op

an
ol

-t
uo

da

Ba
riu

a 
po

śr
ed


ni

a

In
te

ns
yw

no
ść

L.
 

ko
le

jn
oś

ci

Nazwa aminokwasu

Cz
as

 
w

ys
tą

pi
e

nia
 

pl
am

y 
(m

in
.)

o
3
oa<u pr

op
an

ol
-iu

od
a

—
Ba

rw
a 

po
śr

ed


ni
a

N
at

ęż
en

ie
 

ba
rw

y

7 0,75 0,61 — +  +  4 1 Glutamina 8 0,52 0,23 — 4 4 4

8 0,77 0,71 — +  4  4 2 Leucyna
Izoleucyna
Fenyloalanina

8 0,80 0,66 — +  +  4

8 0,25 0,23 — +  +  4 3 Kw. glutaminowy 11 0,24 0,17 — 4  +  4

9 0,34 0,30 — +  + 4 Metionina, Walina 12 0,73 0,58 — 4 4 4

9 0,41 0,29 Ż.Br. +  + 5 Alanina 15 0,56 0,35 — +  +

10
|

0,56 0,26 — 6 Tyrozyna 15 0,55 0,51 — 4  +

11 0,56 0,39 — +  +  4 7 Glicyna 16 0,40 0,22 Ż Br. 4 4

12 0,46 0,38 — +  + 8 Seryna 18 0,33 0,22 — 4  +

13 0,59 0,49 — +  + 9 Treonina 18 0,47 0,28 — 4  +

18 0,88 0,53 Ż + 10 Prolina 19 0,86 0,50 Ż _L

19 0,72 0,58 — + 11 Kw. asparaginowy 20 0,16 0,16 — 4 4

20 0,16 0,18 — + 12 Cysteina 21 0,14 0,16 — 4 4

13 Tryptofan 23 0,71 0,51 — +

14 Ornityna 29 0,30 0,14 — +

571

http://rcin.org.pl



572 J . O P I E N S K A -B L A U T H , H . K O W A L S K A  i M . P I E T R U S IE W IC Z [16]

T a b l i c a  6

Chromatogram dwukierunkowy surowicy krwi (ilość 0,13 ml)

L. ko
lejno

ści
Nazwa aminokwasu

Czas 
wystą
pienia 
plamy 
w min.

Rf

Brawa
pośred

nia

Natę
żenie
barwy

fenol-
woda

propa
nol- woda

1 G lu ta m in a .......................................... 5 0,53 0,20 +  +  +
2 W a lin a + M e tio n in a ......................... 5 0,70 0,53 — +  +  +
3 Izoleucyna, Fenyloalanina, Lcucyna 5 0,79 0,71 — +  +  +
4 H is ly d y n a ........................................... 6 0,70 0,27 — +  +
5 Ku;, g lu tam in ow y .............................. 7 0,22 0,19 — +  +  +
6 G l i c y n a ............................................... 8 0,37 0,22 Z.Br +  +
7 S e r y n a ................................................... 8 0,33 0,23 — +  +
8 Alanina ............................................... 9 0,51 0,36 — +  +
9 Tyrozyna ............................................... 9 0,54 0,53 _ +  +

10 P rolina ................................................... 9 0,85 0,58 Ż +
11 Kwas asparaginow y......................... 10 0,12 0,14 — +  +
12 L iz y n a .................................................... 15 0,43 0,15 — +  +
13 C y s te in a ............................................... 16 0,12 0,20 _ +
14 O rn ity n a ............................................... 25 0,12 0,13 — +
15 T ryptofan .......................................... 25 0,67 0,55 — +

Rys. 5 z d o k ładnym  opisem  w tabl. 6 p rzedstaw ia  chrom atogram  d w u k ie
ru n k o w y  innej surow icy.

D y sk u s ja  i ujn ioski

R eakcja  am inokw asów  z n in h y d ry n ą  przebiega w edług  w zoru  [10].

aminokwas + ninhydryną dwuketohydnndyhdeno
dwuketohydrindamina

P ro d u k t b a rw n y  d w u k e to h y d rin d y lid en o -d w u k eto h y d rin d am in a  DYDA 
pow staje  z różną w ydajnością  d la  poszczególnych am inokw asów  [17]. 
P ak t ten  m a znaczenie p rzy  fo tom etrycznym  oznaczaniu  am inokw asów  
w  e lu a tach  z b ib u ły  lub w yciekach z kolum n. D la każdego am inokw asu
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[17] I D E N T Y F I K A C J A  A M IN O K W A S Ó W  5 7 3

spo rządza się k rzyw ą w zorcową. T rzeba jednak  stw ierdzić , że p rzy  in 
te rp re ta c ji  chrom atogram ów  bibułow ych w yw ołanych n in h y d ry n ą  często 
nie b ierze się pod uw agę różnych w ydajności barw nego p ro d u k tu  reakcji. 
Na sk u tek  tego popełnia się znaczne błędy  w  id en ty fik ac ji i p rzybliżonej 
ocenie ilościow ej.

D łuższa p rak ty k a  w  chrom atografii b ibułow ej am inokw asów  wykazan
ia, że op ieran ie  in d en ty fik ac ji p lam  am inokw asow ych na w spółczynnikach  
R f może prow adzić do błędów. P rzy k ład y  rozbieżności w  podaw anych  
p rzez różnych  au to rów  w spółczynników  R F w  jednakow ym  układzie ze
staw iono  w  tab licy  7.

T a b l i c a  7

W sp ó łczy n n ik i R/? m ed łu g  ró ż n y c h  a u to ro m

A m in o k m as

B ł o c k  [1]
L i n s k e n s

[8]
O  p  i e ń  s k a  

i m sp.

S a i f e  r,
O  r e s k e s 

te c h n ik a  [13] 
k rążk o m a

C o n  s d  e n

[3]

fe n o l-m o d a fe n o l-m o d a fe n o l-m o d a fe n o l-m o d a fe n o l-m o d a

R f

— -|-N II3(p ara ) +  N H 3(p a ra ) +  IIC N

R f Rf R f R f R f

A rg in in a 0,89 0,59 0,79 0,62 0,86 0,59

L izyna 0,81 0,46 0,79 0,46 0,86 0,46

O rn ity n a 0,79 0,63 0,32 0,83 0 ,83

Te dość znaczne różnice zm uszają do w yznaczenia w spółczynników  
am inokw asów  na  podstaw ie w zorcow ych chrom atogram ów  ro zw ija

n y ch  w  ściśle określonych  w arunkach , p rzestrzeganych  w danej serii do
św iadczeń.

N asz sposób id en ty fik ac ji am inokw asów  n a  chrom atogram ach  o b e jm u 
je  oprócz w spółczynników  R/. inne jeszcze czynniki zw iązane głów nie ze 
sw oistością te s tu  n inhydrynow ego. Z im ny  te s t n in h y d ry n o w y  (w yw oływ a
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nie w  tem p era tu rze  pokojow ej) um ożliw ia nie ty lko  rozdzielenie w ię k 
szości am inokw asów  w  jed n y m  chrom atogram ie dw ukierunkow ym , ale po
zw ala zastosow ać jeszcze inne sposoby identyfikacji, jak  czas w y stępow a
n ia  zabarw ienia, b arw y  pośredn ie  i natężenie  barw . W yw oływ anie w  100° 
n ie  daje  tych  możliwości. Nasze obserw acje pozw alają nam  podzielić a m i
nokw asy n a  k ilka g ru p  na podstaw ie różnic w  czasie w ystępow ania p lam . 
Szybkość w ystępow ania p lam  w  zim nym  teście n inhydrynow ym , na tężen ie  
b arw y  określane w  jednakow ym  czasie od m om entu  zanurzen ia  b ib u ły  
w  roztw orze n in h y d ry n y  zależne są  w  głów nej m ierze od rodzaju  am in o 
kw asu  (cechy swoiste), a w  znacznie m niejszym  stopn iu  od stężenia su b 
stancji.

T a b l i c a  8a

C z u ło ść  p ró b y  n in h y d ry n o w e j a  cz a s  in y s tę p o iu a n ia  z a b a r iu ie n ia

C z u ło ść  te s tu  n in h y d ry n o w e g o

A m in o k w as

C zas
z a b a r 
w ie n ia
(m in .)

N a tę 
żen ie
z a b a r 
w ie n ia

D e n t [4]
P r a  11

[ U ]

K i r h  y 
i B e  r  r  y

[7]

S a  i i e  r  i
O  r e s k  e s  

[13]

P  g <“ g / '  g

M e tio n in a  ............................................ 2 +  +  + 10,0 1,0 1,0 0,1

K u j .  G lu ta m in o w y .............................. 2— 1 +  +  + 3,0 0,1 0,5 0 ,3

G lic y n a  ................................................. 3— 2 +  +  + 1,0 0,1 0,25 0 ,2

H i s t y d y n a ............................................ 3 +  +  + 20,0 25 ,0 3 ,0 0 ,4

A r g i n i n a ................................................ 4— 3 H- 15,0 4 ,0 1,0 0,2

Km. A s p a r a g i n o w y ......................... 5— 4 -p 5,0 0 ,4 0 ,5 0 ,3

L i z y n a ...................................................... 3 +  + 15,0 4 ,0 1,0 0,1

T y ro z y n a  ................................................. 8 +  + 15,0 3 ,0 3,0 0,2

Nasze dane odnośnie do szybkości w ystępow ania zabarw ienia oraz n a 
tężenia zabarw ien ia  dla poszczególnych am inokw asów  pow innyby  w y k a
zyw ać rów noległość do w yników  badań  czułości tes tu  n inhydrynow ego  po
daw anych  przez różnych  au torów . N ależałoby przypuszczać, że am inokw a
sy należące do I g rupy  pod w zględem  szybkości w ystępow ania  plam , jak  
np. m etionina , kw as g lu tam inow y, pow inny się znaleźć w  szeregu czułości 
na początku. Nie stw ierdz iliśm y  jed n ak  tej rów noległości d la w ielu  am i
nokw asów  (tabl. 8a). Ja sk raw y m  przyk ładem  b rak u  w y raźn ej zależności 
m iędzy ty m i p aram etram i może być h istydyna. D aje o n a  w  naszych  p ró 
bach bardzo szybko zabarw ien ie  i zaliczam y ją do I g rupy , zaś w  teście 

n in h y d ry n o w y m  ogólnie zaliczana jes t do na jm nie j czułych. To samo d a  
się pow iedzieć o m etioninie .
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W tab licy  8a z-estawiliśmy dane d la  tych  am inokw asów , dla k tó rych  
b rak  ko re lac ji m iędzy czułością, natężen iem  zabarw ien ia  a szybkością 
w ystępow an ia  zabarw ienia jest najbardzie j w idoczny. W celu w yraźnego

T a b l i c a  8b

S zereg i k o le jn o śc i a m in o k w a s ó w  w  te śc ie  n in b y d ry n o w y m

C zas
z a b a rw .

1 2 3 4 5 6 7 8 A u to r

G l u < M e t< G ly < H i s < L y s < Arg<C A s p < T y r w ła sn e

N a tę ż e 
n ie  p la m M e t= G lu  = G Iy = H i s < Lys — T y r < A r g = A sp w ła sn e

C z u ło ść

G ly > G I u > A s p > M e t> L y s > A r g > T y r > H ist
D e n t  
i in n i [4]

M e t= L y s > T y r = A r g = G ly > G lu  = A s p > H ist S a  i f e  r 
i O r e s -  
k e  s [13]

podania b raku  kore lacji dla pew nych am inokw asów  m iędzy szybkością w y
stępow ania zabarw ienia , natężen iem  b arw y  i czułością ogólnie p rzy jm o
w aną, zestaw iono m alejące szeregi kolejności (Tabl. 8b). Nasze obserw a
cje  i w yn ik i dośw iadczeń pokryw ają  się z obserw acjam i S a i f e r a 
i O r e s k e s a ,  k tó rzy  przeprow adzali ostatn io  porów naw cze badania 
n a d  czułością te s tu  n inhydrynow ego (w 100°), izatynow ego i alloksano- 
w ego w  ściśle określonych w arunkach .

Pow yższe zestaw ien ia  w ykazu ją , ile sprzeczności w ystępu je  w  w yn i
kach  dla ty ch  sam ych am inokw asów  u różnych  au torów . Is to tn ą  t ru d 
ność stanow iło, że odczyn n in h y d ry n o w y  —  ocen iany  czy to w ed ług  n a 
tężen ia  zabarw ienia plam , czy też szybkości w ystępow ania  p lam  tylko 
w  nieznacznym  stopniu , jest w yrazem  stężenia am inokw asów  w  badanych  
m ieszaninach, a pozostaje p rzede w szystk im  w  zw iązku ze swoistością 
reak c ji dla każdego am inokw asu. W szystko to razem  dowodzi, jak  tru d 
n a  i n iepew na je s t in te rp re tac ja  chrom atogram u dw ukierunkow ego  m ie
szan iny  k ilk u n as tu  am inokw asów  w y stępu jących  w  różnych  stężeniach. 
P ow ierzchow na analiza oparta  w yłącznie n a  w spółczynnikach R f, w iel
kości p lam  i porów naw czej ocenie natężen ia  zabarw ien ia  p lam  prow adzi 
do w ielu błędów.
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W praw dzie p rzy  pom ocy naszego sposobu stosow ania i w y k o rz y s ty 
w ania tes tu  n inhydrynow ego  nie rozw iązujem y w szystkich trudności, ale 
u d a je  się nam  usunąć w iele w ątpliw ości, k tó rych  nie rozstrzygnęlibyśm y  
in n y m  sposobem.

K w a s  g l u t a m i n o w y  i k w a s  a s p a r a g i n o w y ,  oba ze 
s tre fy  A, rozdzielają się dobrze w  chrom atogram ie d w u k ie ru n k o w y m  
w układach: fenol-w oda i propanol-w oda. P rzy  zim nym  w y w oływ an iu  
w ystępu je  zawsze jako  jed n a  z p ierw szych  p lam  kw as g lu tam in o w y  
(I Gr.), a dopiero  znacznie później kw as asparag inow y (IV Gr.).

G l i c y n a ,  s e r y n  a,  a s p a r a g i n a ,  t a u r y n a  (S tre fa  B) 
d a ją  zw ykle na gorąco jed n ą  nie rozdzielającą się plam ę. P rzy  zim nym  
w yw oływ aniu  w ystępu je  n a jp ie rw  p lam a sery n y  (I Gr.) fioletow a, n a 
stępn ie  żółta p lam a glicyny (I Gr.), k tó ra  stopniow o ciem nieje, różow ieje  
i przechodzi w  trw a łą  fioletow ą. Znacznie później w ystępu je  żó łta p lam a 
asparag iny  (Gr. IV), k tó ra  zm ienia się na  brązow ą. W końcu w y stęp u je  
p lam a ta u ry n y  (Gr. V).

O r n i t y n a  i l i z y n a  (strefa B) (Gr. II) rozdzielają się dobrze 
dając oddzielne plam y.

H i s t y d y n a  i a r g i n i n a  (stre fa  C) mogą tw orzyć jed n ą  p la 
m ę n a  zasadzie zbliżonych w spółczynników  R/.-, ale p rzy  stosow aniu  z im 
nego w yw oływ ania p lam a h is ty d y n y  (Gr. I) w y stęp u je  -znacznie szybciej 
niż p lam a arg in iny  (Gr. III).

G l u t a m i n a ,  a l a n i n a ,  t y r o z y n a ,  t r e o n i n a  (s tre fa  C) 
rozdzielają się dobrze w  układzie fenol-w oda i propanol-w oda. P lam y  g lu 
tam in y  i a lan in y  (Gr. II) w y stęp u ją  szybciej niż p lam y ty ro zy n y  i treo n i- 
ny  (Gr. III). N ajpóźniej w  ty m  zespole w y stęp u je  p lam a ty rozyny.

P -alanina nie oddziela się w praw dzie od a-a lan iny , ale daje się od róż
nić z im nym  w yw oływ aniem .

P  r  o 1 i n a (stre fa  D) w y stęp u je  pod postacią żółtej p lam y oddzielnie.
M e t i o n i n a ,  w a l i n a  i t r y p t o f a n  (strefa  D) tw orzą zw y

kle jed n ą  plam ę. P rzy  z im nym  w yw oływ aniu  w y stęp u je  w  pierw szej fa 
zie w spólna p lam a m etion iny  (Gr. I) z w aliną (Gr. III), a  dopiero znacznie 
później słaba p lam a try p to fan u  (Gr. III). P rzy  p rzew ażającym  stężen iu  
m etion iny  p lam a je j w y stęp u je  w  p ierw szej kolejności szeregu am ino- 
kwasow ego, a jeśli jest p rzew aga w aliny, plam a ta w y stęp u je  później.

L e u c y n a ,  i z o l e u c y n a ,  f e n i l o a l a n i n a  (stre fa  D) dają  
jed n ą  p lam ę bez w zględu n a  sposób w yw oływ ania. Szybkość w ystępow a
nia p lam  jest d la w szystk ich  am inokw asów  jednakow a, a w spółczynnik i 
R f w  fenolu  i propanolu  zbliżone. Rozdzielenie m etion iny , w aliny , try p to 
fanu  oraz leucyny, izoleucyny i fen iloa lan iny  je s t m ożliw e na oddzielnym
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ch rom atogram ie dw uk ierunkow ym  w  układach: I ll- rz . bu tano l-m etano l- 
w oda ( 4 : 5 : 1 )  i I ll- rz . bu tano l-m ety loety loketon-w oda (2 : 2 :1).

Układ: I l l- rz . bu tanol-H C O O H -w oda i feno l-w oda-pary  am oniaku  za
lecany przez R o c k l a n d a  i U n d e r w o o d a  [12] m niej nadaje  
się do in te rp re ta c ji  chrom atogram u w edług  naszego sposobu.

R ozdzielenie i iden tyfikow anie  kw asu  asparaginow ego, g lu tam ino
wego, g licyny, seryny , asparaginy, tau ry n y , treon iny , g lu tam in y  nie po
w oduje tak  jak  w  poprzednim  układzie żadnych trudności. T yrozyna i a la
n ina  w praw dzie nie rozdzielają się, jako  oddzielne plam y, ale ich id en ty 
fikac ja  p rzy  zim nym  w yw oływ aniu  jes t ła tw a na podstaw ie różnic w  cza
sie w ystępow ania plam .

P ow ażniejsze trudności w y stęp u ją  p rzy  tym  zespole rozpuszczalników  
dia całej g ru p y  am inokw asów  zasadow ych, k tó re  w y stęp u ją  pod postacią 
jednej tru d n o  rozdzielającej się p lam y. P rzy  zim nym  w yw oływ aniu  uda
je się je częściowo identyfikow ać, m ianow icie n a  początku w ystępu je  p la
ma h istydyny , później o rn ity n y  i jeszcze później lizyny  w raz z argininą. 
Obie g ru p y  am inokw asów  ze s tre fy  D: m etioninow a i leucynow a tw orzą 
w  tym  układzie dw ie sm ugi. Iden ty fikow an ie  poszczególnych am inokw a
sów raczej nie d aje  się przeprow adzić. Z agadnienie rozm ieszczenia cysty 
ny  i cysteiny  na  chrom atogram ach  w  obu układach  rozw ija jących  nie jes t 
jeszcze rozw iązane. Dane z l i te ra tu ry  nie są zgodne i m ają b rak i. Zagad
nien ia rozm ieszczenia cy sty n y  i cyste iny  na chrom atogram ach nie dało 
się jeszcze rozw iązać z pow odu b rak u  dostatecznie czystych p repara tów .

Nasza techn ika  w zastosow aniu do surow ic daje w zasadzie niezłe w y
niki. W surow icach fizjologicznych (0,1 — 0,2 ml) zn a jd u jem y  zw ykle 
17— 18 am inokw asów . W kolejności w ystępow ania p lam  w ysuw a się na  
pierw sze m iejsce p rzed  kw asem  g lu tam inow ym  jeszcze g lu tam ina . W y
soka jej zaw artość w surow icy (8,3 ¡ag w  0,1 ml surow icy) uspraw iedliw ia 
tę kolejność.

P lam a m etio n in a -w a lin a -try p to fan  w ystępu je  znacznie później. Z n a j
d u je  to też uzasadnienie w  n ieznacznej zaw artości m etion iny  (0,39 ag) 
w  stosunku do w aliny  (2,9ug). Jed n o  z p ierw szych m iejsc za jm uje  łączna 
plam a leucyny  (2,7 ug), izoleucyny (0,89 ug) i fen iloa lan iny  (0,84 ug) (łącz
nie 4,43 ug). W dalszej kolejności występu,je zawsze glicyna (1,5 ug), se ry - 
na  (1,1 pg), h is ty d y n a  (1,2 ug), a lan in a  (3,4 ug), p ro lina  (2,4 ug), ty ro zy n a  
(1,0 ug). Z astanow ienia godny je s t b rak  plam  lizyny  i treo n in y  na  chro
m atogram ach w przew ażającej ilości badanych  przez nas surow ic w  je 
dnakow ych w arunkach , poniew aż zaw artości ich znajdyw ane m etodą ży
wic jonow ym iennych  w /g M o o r a  i S t e i n a  [10] są stosunkow o w y
sokie, lizyny  (2,7 ug) i treo n in y  (1,4 ag). O dw rotn ie  kw as asparaginow y 
znajdyw any  m etodą S t e i n a  i M o o r a  w  śladow ych ilościach w y
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s tęp u je  we w szystkich badanych  przez nas surow icach. Z agadnienia sk ła 
du  am inokw asow ego surow ic badanego techn iką chrom atografii d w u k ie 
ru n k o w ej naszym  sposobem  będzie p rzedm io tem  dalszych dośw iadczeń.

Z naszych dotychczasow ych dośw iadczeń w ynika, że zim ny tes t n in - 
h y d ry n o w y  um ożliw ia lepszą iden ty fikac ję  am inokw asów  niż w yw oływ a
nie n in h y d ry n ą  na gorąco. P rzy  z im nym  w yw oływ aniu  dadzą się w yko
rzystać  oprócz w spółczynnika Rf jeszcze inne w skaźniki sw oistości am ino
kw asów , jak  szybkość w ystępow ania p lam  i b arw y  pośrednie. N ależy je 
dnak  zawsze pam iętać, że tak  jak  w spółczynniki Rf,  tak  i czasy w ystępo
w ania p lam  w  zim nym  teście n in h y d ry n o w y m  nie stanow ią w ielkości 
s ta łych , lecz są zm ienne w zależności od w aru n k ó w  rozw ijan ia  i w yw o
ły w an ia  chrom atogram u. Dowodzą tego różnice w czasach w ystępow an ia  
zabarw ien ia  dla poszczególnych am inokw asów  w dw u różnych  uk ładach  
rozw ija jących  chrom atogram y dw ukierunkow e: fenol-w oda, p ropano l-
w oda oraz fenol-w oda +  p ary  N H 3 i n-butanoi-C H sC O O H -w oda.

S tre s z c z e n ie

Do w yw oływ ania am inokw asów  n a  chrom atogram ach  bibułow ych za
stosow ano zim ny tes t n in h y ary n o w y . W yw oływ anie n in h y d ry n ą  w tem 
p era tu rze  pokojow ej m a przew agę nad  stosow anym  pow szechnie w yw o
ływ an iem  w  100°, poniew aż um ożliw ia śledzenie czasu w ystępow ania po
szczególnych p lam  i b arw  pośrednich.

Nowe w skaźniki będące w yrazem  zarów no sw oistości am inokw asów , 
jak  i ich stężeń w  badanym  m ateria le , u ła tw ia ją  iden ty fikac ję  am inokw a
sów  na chrom atogram ach dw ukierunkow ych . W edług opracow anej przez 
nas m odyfikacji d la  odczy tyw an ia  chrom atogram ów  uw zględnia się:
1) w spółczynniki Rf,  2) czas w y stęp o w an ia  zabarw ienia , 3) b arw ę pośred

nią i trw ałą , 4) natężen ie  b arw y  (w izualnie) w ed ług  dow olnie przy jętego  
schem atu .

W g tej techn ik i u d a je  się na jed n y m  chrom atogram ie d w u k ie ru n k o 
w ym  n ajko rzystn ie j w  układzie fenol-w oda (7 : 3) i p ropanol-w oda (7 : 3) 
z identyfikow ać większość am inokw asów  zna jdu jących  się w  m ieszaninach 
w zorcow ych w  stężeniach około 2,5 ag. Do szczególnie in te re su jący ch  
sukcesów  powyższej techn ik i zaliczyć można: 1) rozdzielenie glicyny, se- 
ryny , asparag iny  i tau ry n y , 2) oddzielenie h isty d y n y  cd arg in iny , 3) od
dzielenie try p to fan u  od m etion iny  i w aliny.

Jed y n ie  ty lko  zespół leucyny, izoleucyny i fen iloa lan iny  nie d a je  się 
p rzy  pom ocy żadnego ze stosow anych przez nas sposobów’ rozdzielić. Roz
dzielenie tych  am inokw asów , podobnie jak  i m etio n in y  i w aliny , jest 
m ożliw e p rzy  pom ocy innego u k ład u  rozpuszczalników  rozw ijającego 
chrom atogram  dw ukierunkow y.
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HOBhIE M ETO ßbl MÄEHTMOMKAIJHM AMHHOKHCJIOT 
HA XPO M ATO rPA M M AX  B OßHOM  M B ABYX HAnPABJIEHMHX

P  e 3 io m e

JXjih npoHBjieHMH aMMHOKMCJiOT Ha öyMaxcHBix xpoMaTorpaMMax aBTopbi 
npMMeHMJIH XOJIOßHbIM HMHrMflpHHOBblM T0CT. IIpOHBJieHMe HMHrMApHHOM 
b KOMHaTHoii TeMnepaType oßjia^aeT TeM npenMymecTBOM Haß Bceoßme 
npwMeHHeMbiM npoHBjieHweM npn  TeMnepaType 100°, h to  co3AaeT bo3mojk- 
hoctm npocjie,a;wTb BpeMH BbiCTyruieHMH OTßejibHbix riHTeH m npoMexcy- 
TOHHblX OKpaCOK.

HoBbie nOKa3aTejin, BbipaJKaa xax  ocoöeHHOCTM, Tax h KomjeHTpapMM: 
aMMHOKMCJiOT b MCCJie^yeMOM MaTepMajie, oÖJiernaiOT MAeHTMcjDMKaijMio aMM- 
hokmcjiot n a  xpoMaTorpaMMax b Aßyx HanpaBjieHMHX. CorjiacHO pa3paoo- 
TaHHOM HaMM MOAHCjjMKaUMJl MMTKM XpOMaTOrpaMM, npMHHMaiOTCH BO BHM- 
MaHMe:

1) K03(£>c|DMU;MeHTbI,
2) BpeMH BbiCTyruieHMH OKpaCKM,
3) npoMe^KyTOHHaH m nocTOHHHan OKpacxa,
4) MHTeHCMBHOCTb OKpaCKM (BM3yaJIbH0) nO np0M3B0JIbH0 npMHHTOM 

cxeMe.
I I o j ib 3 y H C b  T a x o r o  p o A a  t6xhmkom, y ^ a e T C H  H a oahom x p o M a T o r p a M M e  

b  A ß y x  H a n p a B J ie m iH x  b CMCTeMe cjaeH O Ji-BOA a (7:3) m n p o n a H O J i-B O A a  (7:3), 
H aM Ö O Jiee B birO A H bIM  0 Ö p a 3 0 M , MAeHTHCjjMIJMpOBaTb ÖOJIbLHMHCTBO aMMHO
KMCJiOT, HaXOAHUlMXCH B C T B H A apT H blX  cmgchx n p n  K O H IjeH TpailM H X  n p M -
6jiM3MTejibHO 2,5 r.
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K ocoSeHHO MHTepecHbiM ycnexaM BBimeyKa3aHHon TexHMKM cjie^yeT  
npidHMCJIMTB:

1) pa3AejieHMe rjinqnHa, cepnHa, acnaparnH a m TaypnHa,
2) OTAeJieHne rncTMAWHa ot aprnHMHa,
3) OTAejieHMe TpMnTOcjiaHa ot MeTMOHMHa m BajiMHa.
T o j ib k o  K O M n jieK ca  j i e i in n H a ,  M 30J ieM i;n H a m c^eH M JiajiaH M H a H e y A a e T -  

c h  p a 3 A e jiM T b  h m  o a h m m  m 3  n p M M eH H eM b ix  HaMM MeTOAOB. P a 3 A e j ie H M e  
3TMX aMMHOKMCJIOT, paB H O  K aK  MeTMOHMHa M BaJIM Ha, B03MO2KHO n yT C M  
m h o m  CMCTeMBi, p a3B M B aiom ;eM  x p o M a T o r p a M M y  b  A s y x  H an p aB JieH M H X .

NEW METHODS FOR IDENTIFICATION OF AMINO ACIDS ON ONE AND 
TWO-DIMENSIONAL CHROMATOGRAMS

S u m m a r y

The cold ninhydrine test was used for developing amino acids on 
paper chromatograms. D eveloping w ith  ninhydrine at room tem perature 
has the advantage —  as compared w ith  the method of developing at 
100° C —  that it makes it possible to record time as the spots and interm e
diate shades successively appear.

N ew  indicators based on the particularities of the amino acids as w ell 
as on their concentration in the material investigated, facilitated indenti- 
fication on two-dim ensional chromatograms.

In confirm ity w ith the m odified method of reading chromatograms 
elaborated by the author, the following points are taken into account:

1) Rf coefficients,
2) time of appearance of colours,
3) intermediate and stable colours,
4) colour intensity (visual) according to any arbitrary scheme.
By this technique, and on a single chromatogram, most amino acids 

contained in standard m ixtures at a concentration of ca. 2,5 g. may be 
identified, preferably in the system  phenol-water (7 : 3) and propanol- 
water (7 : 3). The following are exam ples of the most successful applica
tion of this technique:

1) the partition of glycine, serine, asparagine and taurine,
2) partition of histidine and arginine,
3) partition of tryptophane from m ethionine and valine.
Only the group including leucine, isoleucine and phenylalanine cannot 

be separated by our methods.
The separation of these amino acids as w ell as m ethionine and valine is 

possible by means of another system  involving two-dim ensional chroma
tography.

Otrzymano 3.9.1956 r.
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B ak terie  kw asu  propionow ego z g a tu n k u  Propionibacterium sherm anii  
sy n te ty zu ją  znaczne ilości zw iązków  kobalam inow ych, a m ianow icie w ita 
min B 12p (czynnik  B ) oraz m niejsze ilości w itam inu  B j2 i innych , nie 
określonych  d o tąd  kobalam in [8, 9 , 10].

T en sam  m ikroorganizm  hodow any n a  pó łsyn tetycznych  pożyw kach 
ubogich w  jonow e żelazo (do 0,1 ixg F e ^ / m l )  w y tw arza  dużo w olnej ko- 
p ro p o rfiry n y  III [12]. P a w e ł k i e w i c z  i Z o d r o w  w ykapali, że 
b rak  jonów  żelazaw ych w  pożyw kach w pływ a nie ty lko  na pojaw ianie 
się w  hodow li w olnych po rfiry n , lecz rów nież n a  biosyntezę zw iązków  
kobalam inow ych [12], A u to rzy  ci s tw ierdz ili po jaw ian ie  się w  kom órkach 
b ak te ry jn y ch  w iększych ilości now ej h ydro filne j kobalam iny, obok syn 
tetyzow anego norm aln ie  w itam in u  B i2p. W idm o absorpcy jne nowego 
zw iązku było identyczne z w idm em  w itam in u  B i2P- P o jaw ian ie  się hy d ro 
filnej, n ie ek s trah u jące j się alkoholem  benzylow ym  kobalam iny  obser
w ow ano w ielokro tn ie  w  czasie badań  n ad  biosyntezą tych  zw iązków  przez 
Propionibacterium  shermanii.  Jed n a k  szczególnie dużo pow yższej kobala
m iny pow staje  w  hodow lach ubogich w  jonow e żelazo w  w arunkach , 
w  k tó ry ch  b ak te rie  propionow e sy n te ty zu ją  rów nocześnie w olną kopro- 
p o rfiry n ę  III. A nalizy  ilościowe w ykazały , że w  ty ch  hodow lach ilość now ej 
kobalam iny  dochodzi do 45%  w szystkich  zw iązków  kobalam inow ych, co 
w skazuje na bardzo  isto tną  rolę jonów  żelaza w  biosyntezie zw iązków  
z g ru p y  w itam in u  B i2.

Ju ż  p ierw sze próby  frakcjonow an ia  hydro filnej kobalam iny  w ykaza
ły, że n ie  je s t to  su b stan cja  jednorodna . M etodą jonoforezy  bibułow ej, 
p rzy  użyciu  kw asu  octowego jako e lek tro litu  przew odzącego [7], rozdzie
lono now ą kobalam inę na 2 głów ne frakcje , k tó re  nazw ano frak c jam i y  1
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i y 2. W ystępująca w  przew adze frak c ja  y  1 okazała się w  w aru n k ach  jono- 
forezy  substancją  słabo kw aśną, a ilościowo n in iejsza frak c ja  y 2 , słabo 
zasadow ą. N adto stw ierdzono w ystępow anie w  ilościach znacznie m n ie j
szych lub śladow ych 6 innych  zw iązków kobalam inow ych. Rys. 1 p rzed 
staw ia schem atycznie rozm ieszczenie na jonoforogram ie poszczególnych 
frak cji zna jdu jących  się w  surow ej hydro filnej kobalam inie. W dalszej 
części p racy  opisano w łaściw ości frak c ji y  1 i y 2 .

Rys. 1. Schem at jonoforogram u hydrofilnych kobalam in w yodrębnionych przez 
P a w e ł k i e w i c z a  i Z o d r o w a  [12] ż kom órek Propionibacterium shermanii.  
M iejsce zaznaczone kreskow aną linią w skazuje w zględne położenie w itam inu B 12 
na jonoforogram ie.

W yodrębnione przez P a w e ł k i e w i c z a  i Z o d r o w a  h y d ro - 
filne kobalam iny mogą być p ro d u k tam i pośredn im i b iosyntezy  w itam in u  
Bpj i dlatego ich poznanie może się przyczynić do zrozum ienia m echan iz
m u tej biosyntezy.

C z ę ść  d ośu iiad cza ln a

1. HODOW LA P R O P I O N I B A C T E R I U M  S H E R M A N I I  l  M ETODA W YO DR ĘBNIEN IA  
HYDROFILNEJ KOBALAMINY

M etodę hodowli b ak te rii propionow ych jak  i m etodę w y o d ręb n ian ia  
now ej kobalam iny opisali uprzednio  P  a w  e ł k i e w i c z i Z o d r  o w [12].

W edług tej m etody w p ierw  izoluje się w itam in  B ^ p  i B i2- Izolacja tych  
w itam in  polega n a  ich ek s trak c ji alkoholem  benzylow ym  z rozcieńczonego 
w odnego roztw oru  uprzednio  w ysyconego ch lorkiem  sodow ym  i zadanego 
nadm iarem  NaCN. W tych  w aru n k ach  hydro filna  kobalam ina pozostaje 
w  fazie w odnej. Z obojętnego lub słabo kw aśnego roz tw oru  w odnego moż
na ją zaadsorbow ać na  w ęglu ak tyw ow anym  i oczyścić w  znany  sposób
[8]. Z am iast adsorpcji na w ęglu m ożna rów nież użyć m etody  ek s tra k cy j
nej. w y trząsa jąc  słabo k w aśny  ro z tw ó r z roz tw orem  fenolu  i ch lo ro for
m u (1 :1 , v/v). Celem  zm niejszenia ciężaru w łaściw ego ro z tw o ru  w od
nego (wysyconego NaCl) należy  przed  ek strak c ją  rozcieńczyć go rów ną 
objętością wody. Zw iązki kobalam inow e przechodzą te raz  do fazy  fenolo
w ej. R oztw ór fenolow y sączy się przez sączek zw ilżony roz tw orem  feno
lu w  chloroform ie. Do k larow nego przesączu dodaje się 0,5 objętości 
n -b u tan o lu  i 1 objętość chloroform u, po czym  kobalam iny  re e k s trah u je
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się m ałym i p o rc jam i w ody. Połączone w yciągi w odne w y trząsa  się 3 -k ro t- 
n ie  z ch loroform em  i odparow uje pod zm niejszonym  ciśn ien iem  do sucha.

2. RO ZDZIAŁ HYDR0F1ŁISEJ K OBALAM INY N A  FRAK CJE y l  i y2

Stężony roz tw ór hydro filnej kobalam iny nanoszono w  form ie w ąsk ie
go paska na b ibu łę W hatm an  n r  3 i poddaw ano elek tro fo re ty czn em u  roz
działow i w 2 N CH3COOH z dodatkiem  0,015 proc. NaCN wg. m etody  
H o l d s  w o r t h a  [7] p rzy  gradieńcie napięcia ok. 8 V ólt/cm . Z roz
w iniętego  e lek tro fo ro g ram u  w ycinano paski b ibu ły  zaw ierające frak c je  
1/1 i y2 i e luow ano je  w odą zaw iera jącą ślady NaCN (dla zobo jętn ien ia 
śladów  kw asu  octowego). F rakc je  y  1 1 y2 po zagęszczeniu pod zm niejszo
nym  ciśn ien iem  ponow nie poddaw ano oczyszczaniu e lek tro fo re ty czn em u . 
Oczyszczone w  ten  sposób frakcje  służy ły  do dalszych badań.

3. WŁASNOŚCI FIZYKO-CHEMICZNE FRAK CJI y l  i v2

F rak c ji y l  i y 2 n ie  udało o trzym ać się w  postaci k rysta licznej. P od  
ty m  w zględem  są one pcdobne do w itam in u  B i2p (czynnika B), k tó ry  

rów nież n ie k ry sta lizu je . W idm a absorpcy jne obu frak c ji są także id en 
tyczne  z w idm em  w itam in u  J3i2p i posiadają  m aksim a absorpcji w  pas
m ach 320, 354— 355. 496— 498, 1 525— 530 mu, W łasności te  w skazu ją na 
b rak  n u k leo ty d u  w cząsteczkach obu kobalam in. O trzym ane k o n ce n tra ty  
frak cji y l  i y 2 są nierozpuszczalne w  m etano lu  i acetonie. Oba zw iązki 
d a ją  trw a łe  pochodne dw ucyjanow e w  roztw orze o bo jętnym  i słabo 
kw aśnym . P lam y  tych  pochodnych n a  b ibule u trzy m u ją  dość długo fio ł
kow e zabarw ien ie  typow e dla tych zw iązków  naw et w  stan ie  w ysuszo
nym . E lek tro fo reza  bibułow a przeprow adzona w buforze fosforanow ym  
o pH 6,5 (0,05 M bufor fosforanow y z dodatk iem  0,015 proc. NaCN) w sk a
zuje na kw aśny  ch a rak te r  kobalam iny  y l  i y2, p rzy  czym  frak c ja  y l  w ę
d ru je  nieco szybciej niż frak c ja  y2. W buforze o pH 7 kobalam ina y l  w ę
d ru je  2 razy  szybciej niż w itam in  B j2. C hrom atografia  bibułow a prze
prow adzona na b ibule W hatm an  N r 1 m etodą w stępu jącą  dała dla frak c ji 
y l  i y2  w artości R f 0,03 i 0,09 (rozpuszczalnik: w ysycony w odą sek .-b u ta - 
nol zaw iera jący  0,19 proc. tró jch lo rooc tanu  sodowego i ślady  cy janku  so
dowego, [5]). W itam in  B i2 d a je  p lam y o R f — 0,23 a w itam in  B i2P o Rf =  
-- 0,42. W kw aśnym  rozpuszczaln iku  (100 m l w ysyconego wodą sek .-bu - 
tonalu  +  1 m l C H 3COOH +  ślady  NaCN) w artości R f d la frakcji y l ,  y2,  
wit. Bi o i w it. B i2p w ynosiły  odpow iednio: 0,02; 0,04; 0,19; i 0,34.

4. CZYNNOŚĆ MIKROBIOLOGICZNA FRAK CJI y l i v2

M ikrobiologiczną ak tyw ność frak c ji y l  i y 2 zbadano p rzy  pom ocy m u- 
tan tu  Escherichia coli m etodą p ły to w ą wg B o g u c k i e j ,  I w a n o w 
s k i e j  i K ą k o l  [1], o raz p rzy  pom ocy Euglena gracilis wg m etody
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H e i n r i c h a  [6]. Wobec E .co ii  frak c je  y l  i u2 w ykazyw ały  podobną 
czynność jak  w itam in  B i2p. S tre fy  w zrostu  w yw ołane tym i kobalam inam i 
są m niej w yraźne (dyfuzyjne), od analogicznych s tre f  w zrostow ych w y 
w ołanych obecnością w itam in u  B 12, chociaż przy tych  sam ych stężen iach  
porów nyw anych substancji znacznie szersze. W tab licy  1 podano ś re d n i
cę plam  w zrostu  dla obu frak c ji i w itam in u  B 12.

T a b l i c a  1

Średnica plam irzrostu Escherichia coli 
u; mm*)

Stężenie 
u j  mu g/m'

Witamin Frakcja
y i

Frakcja

10 10,5 12 11,5

100 12,5 19,5 13,5

250 13,5 2 1 17

*) Na zestaloną pożyujkę agarouą nakła
dano krążki o średnicy 10 mm bibuły 
Whatman Nr 1 uprzednio zwilżone u j  
rozUuorze o określonym stężeniu czyn
nika ujzrostotuego i uysuszone przed 
nałożeniem na płytę.

Rys. 2. A ktyw ność w zrostow a w itam inu
B 12 (—) frakcji y l  ( ---------- ) i frakcji y2
(----------------- ) dla Euglena gracilis.  Na osi
rzędnych zaznaczono w artości procento
wej przepuszczalności św iatła acetono
wych w yciągów  chlorofilu z kom órek  
Euglena gracilis. Na osi odciętych stęże

nia substancji w zrostow ych w  yyg/m l

Czynność w zrostow a m ierzona m etodą Euglena gracilis w ynosiła  d la  
kobalam inu  y l  ok. 10°/o aktyw ności w itam inu  B 12, p rzy  czym  w yraźn ie  
zaznaczał się ham ujący  w p ływ  tego zw iązku w  stężeniach  w iększych niż 
1 ung/m l (Rys. 2). Nieco w iększą aktyw ność, bo ok. ló^/o ak tyw ności w i
tam in u  B 12, w ykazyw ała kobalam ina y2, u k tó re j n ie  obserw ow ano h a 
m ującego w pływ u w m iarę w zrostu  jej stężenia (Rys. 2). P rzedstaw ione 
w yżej badan ia aktyw ności m ikrobiologicznej frak c ji y l  i y 2 w ykonał 
w  K ated rze  M ikrobiologii R olnej doc. d r K. Z o d r  o w, za co sk ładam  
m u serdeczne podziękow anie.

5 . PRÓBY MIKROBIOLOGICZNEJ SYNTEZY W ITAM INU B nP  i B n  Z FR AK CJI y l  i  y2

Dla zorien tow ania się, czy frakcje  y l  i y'2 m ogą być zw iązkam i po
średn im i biosyntezy w itam in u  B j2p i B 12, w ykonano d w a dośw iadczenia, 
w  k tó rych  do dw udniow ej hodow li Propionibacterium shermanii  na po
żyw ce nie zaw ierającej k obaltu  dodano określone ilości frak cji y l  i y 2.
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W ty m  celu  rozm nożono w  ciągu 2 dni ink u b acji bak terie  kw asu  pro- 
pionow ego n a  pó łsyn tetycznej pożywce opisanej w pub likacji P a w e ł -  
k i e w  i c z a i Z o d r o w a  [12], lecz nie zaw iera jącej soli kobaltaw ych, 
natom iast zaw iera jącej sole żelazaw e w  ilcści 2,5 ug F e ++/'ml (dodane 
w  postaci jałow ego roz tw oru  FeSOą). N astępnie do jed n ej hodow li doda
no s te ry ln ie  420 ag frak c ji y  1, a do d rugiej 235 pg frak c ji y2. (Ilość doda
nych frak c ji określono spek tro fo tom etryczn ie  m ierząc absorpcję dodaw a-

T a b l i c a  2

Intensyinność rozwoju bakterii propionomych na pożywce bez 
soli Co + +

Próba

Obj. iu ml 25% 
Na2C 03 zużytego 
do neutralizacji 

kirasóiu

Sucha masa 
komórek m 15 ml 

hodomli in mg

Kontrolna 17 10,7
Z dodatkiem 420 y,g 
frakcji y l/0 ,5  Z 50 34,4
Z dodatkiem 235 y.g 
frakcji y2/0,5Z 48 35,9

nego roz tw oru  dla fali 580 m[i po p rzeprow adzen iu  odnośnej kobalam iny 
w  kom pleks dw ucyjanow y i p rzy jm u jące  E ¡°jiu — 105). T rzecią próbę 
trak to w an o  jako kon tro lną . P rzed  dodan iem  obu kobalam in hodow le po
siadały  sine podbarw ienie, k tó re  ustąp iło  w  czasie dalszej hodowli, lecz 
pozostało n iezm ienione w  próbie k o n tro ln e j. Od m om entu  dodan ia zw iąz
ków  kobalam inow ych k u ltu ry  hodow ano dalsze 8 dni. W trakc ie  hodow li 
dodaw ano d w u k ro tn ie  do w szystkich  prób  w  sum ie po 15 m l 20 proc. roz
tw oru  glukozy, a tw orzące się kw asy  o rgan iczne zobojętn iano  25%  roz
tw orem  w ęglanu sodowego. W tab licy  2 zestaw iono objętości zużytego do 
n eu tra lizac ji roz tw oru  w ęglanu  sodowego, jak  rów nież w agę suchej m asy 
kom órek  badanych  hodowli.

Dane tab licy  2 w skazują w yraźn ie  na różnicę in tensyw ności rozw oju 
bak te rii propionow ych w  próbie ko n tro ln e j w  po rów nan iu  z próbam i z do
da tk iem  kobalam iny  y  1 i y 2. Sole k obaltu  ’w ydają się być niezbędne dla 
norm alnego  rozw oju Propionibacterium shermanii.  Rolę soli kobaltaw ych 
mogą spełniać kobalam iny  y  1 i y2. Z fak tó w  ty ch  w yp ływ a w niosek, że 
d la b ak te rii propionow ych sole kobaltu  są po trzebne do syn tezy  kobala
m in, oraz że osta tn ie  zw iązki m uszą w  n ich  spełn iać w ażną funkcję .
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Po zakończeniu hodowli odw irow ano kom órki, dw ukro tn ie  p rzem y to  
je  0,8%  roztw orem  NaCl i następn ie  zaw ieszano w 200 ml w ody zaw ie
ra jące j ok. 50 m g NaCN. Po zakw aszeniu  roztw oru  5 N H 2SO4 do pH 
6,5 p róby  autoklaw ow ano 15 m in u t w  tem p era tu rze  110°. Po o stu d zen iu

usuw ano z roztw oru  substancje  sta łe  drogą w irow ania, a z k larow nego  
p ły n u  ekstrahow ano  kobalam iny  ro z tw o rem  fenolu w  chloroform ie (1 : 1, 
v/v). Po dalszym  oczyszczeniu, jak  opisano w  pkt. 1, w y o d ręb n io n e  
kobalam iny rozdzielono e lek tro fo re ty czn ie  w  2 N CH3COOH wg H o 1 d s -  
w o r t  h a  [7]. W próbie kon tro ln e j n ie stw ierdzono kobalam in. U zys
kane w  ten  sposób „obrazy kobalam inow e” b ak terii propionow ych p rzed 
staw ia schem at na rys. 3.

Z dośw iadczeń e lek tro fo re ty czn y ch  w ynika, że kom órki Propioni
bacterium  shermanii  hodow ane na pożyw kach pozbaw ionych Co++ w y 
k o rzy stu ją  podane im w  pożyw ce kobalam inow e frakc je  y l  i y2  i p rze 
kształcają  je  co najm niej w  3 inne kobalam iny . K obalam iny te m ożna 
zidentyfikow ać, na  podstaw ie położenia o raz  b arw y  na b ibule e lek tro fo ro - 
gram u, jako  w itam in  B i2p i w itam in B ^ . T rzecia kobalam ina jes t p raw d o 
podobnie 2 -m ety loaden inocy janokcbalam iną (czynnik A).

W trakcie badań  nad  p rodukcją  w olnych p o rfiry n  przez bak terie  k w a
su propionow ego z gatunku  Propionibacterium  shermanii  hodow anych n a  
pó łsyn tetycznych  pożyw kach ubogich w  jonow e żelazo (ca. 0,1 ag  
F e+ + /m l) P a w e ł k i e w i c z  i Z o d r o w  stw ierdz ili po jaw ien ie się 
w  kom órkach tego d ro b noustro ju  now ej hy d ro filn e j kobalam iny  [12]. 
W pracy  n in ie jszej w ykazano, że o trzy m an y  poprzednio  zw iązek nie je s t 
su b stan c ją  jednorodną, lecz jes t złożony głów nie z dw óch zw iązków , k tó -

Rys. 3. Schem at jonoforogram u kobalam in w yod
rębnionych z kom órek Propionibacterium shermanii  
hodowanych na pożyw kach bez Co++ a z dodat
kiem  kobalam in y l i y2.
Barwy plam  zaobserw ow ane po dłuższym  p rzecho
w ywaniu jonoforogram u:
czerw ono-fiołkow a
pom arańczow o-żółta

O m óiuieR ie  lugnikóuj

[6 T
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re nazw ano kobalam inam i y  1 i y2. O pisano szereg cech fizyko-chem icz
nych  o raz  w łasności m ikrobiologicznych tych  związków.

P o jaw ien ie  się w  dużych ilościach (do 45%  w szystk ich  kobalam in) ko- 
balam inow ych frak c ji y 1 i y2 w  hodow lach ubogich w  jonow e żelazo po
zw ala w ysnuć w niosek, że nowo izolow ane zw iązki są albo p roduk tam i 
pośredn im i b iosyntezy  w itam inu  S i 2p i dalej w itam in u  B 12 p rodukow a
nym i w hodow lach tych  bak terii na doborow ych pożyw kach, albo też są 
p ro d u k tam i n ienorm alnego  m etabolizm u zw iązków  kobalaminowrych, po
dobnie jak  k o p ro p o rfiry n a  III je s t n ien o rm aln y m  p roduk tem  przem ian  
p o rfiry n  [2]. Ja k  w iadom o k o p ro p o rfiry n a  III  nie je s t zużyw ana do dal
szych p rzem ian  w  łańcuchu  p rzem ian  po rfirynow ych , podczas gdy np. 
u ro p o rfiry n a  III będąca p ro d u k tem  pośred n im  tych  p rzekształceń  ulega

T a b l i c a  3

Podobieństwo kobalamin y l i y 2 z czynnikami i C0

Cechy
K o b a l a m i n y

y i J2 Cr c 2

W łasności elektrofo- 
retyczne przy pH 6,5 kwaśna kwaśna kwaśna kwaśna
Chromatografia bibuł, 
sek. butanol: 
CH3COOH: NaCN 
wąrtośći Pj 0,02 0,04 0,02 0,04
Aktywność mikrobio
logiczna*)
a) E. coli mutant
b) Euglena gracilis

+  +  +  
+

+  +  +  
+

+  +  +
+

+  +  +  
+

Dane dla czynników C± i C2 u'g K o n a  [11]
*) +  +  +  aktywność równa lub większa niż aktywność wit. B12 

+  aktywność ok. 15% aktywności wit. R12-

dalszym  zm ianom . W analogiczny sposób s ta ran o  się odpow iedzieć na 
postaw ione w  n in iejszej p racy  p y tan ie  i stw ierdzono, że bak terie  propio- 
now e hodow ane n a  pożyw ce bez Co"1 + p rzek sz ta łca ją  podane im  kobala- 
m iny  y l  i y2 w  w itam in  B \2P, w itam in  B 12 o raz  praw dopodobnie w  2-m e- 
ty loaden inocy janokobalam inę (czynnik A). W ynika stąd , że nowo izolowa
ne frakcje  y l  i y2  są zapew ne p ro d u k tam i pośredn im i b iosyntezy  po
w yższych kobalam in. Jed n ak  n ie  je s t w ykluczona, chociaż m niej p ra w 
dopodobna i in n a  d ro g a  p rzem ian  frak c ji y l  i y2. M ianowicie zw iązki 
te  mogą ulec n a jp ie rw  rozkładow i z uw oln ien iem  kobaltu , z k tórego n a
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stępnie zsyntetyzow ane zostają  de novo  w itam in  B i2P, w itam in  B 12 i 2-m e- 
ty loadeninocyjanokobal am ina.

Z pom iarów  in tensyw ności w zrostu b ak terii propionow ych (T abli
ca 2) stw ierdzono, że zw iązki kobalam inow e są niezbędne d la  's iln eg o  
rozw oju ty ch  bakterii. Z d rugiej s tro n y  w  syntezie kobalam in  pew ną rolę 
odgryw ać m uszą sole żelazaw e, gdyż ich niedobór h am u je  proces p o w sta 
w ania końcow ych zw iązków  te j grupy.

W łasności fizyko-chem iczne kobalam in y \  i y 2, np. zachow anie się 
elek tro fo retyczne, dane chrom atograficzne, jak  rów nież ich ak tyw ność 
m ikrobiologiczna w skazu ją na daleko idące podobieństw o lub  ich id e n 
tyczność z tzw. czynnikam i C i i C2 F o r d a  i P o r t e r a  (Tablica 3).

C zynnikiem  C nazw ali F o r d  i P o r t e r  jedną z kobalam in  w y 
odrębn ioną w  roku  1952 z ka łu  cieląt [4]. Później w ykazano, że su b s ta n 

cję tę m ożna rozdzielić m etodą ele
k tro fo rezy  lub  chrom atografii b ib u ło 
wej na 2 zw iązki, k tó re  nazw ano 
czynnikam i Ci i C2 [11]. W l i te ra tu 
rze b rak  je s t dotąd bliższych danych  
tyczących tych  związków, poniew aż 
nie izolowano ich dotychczas w  
w iększych ilościach, a ich obecność 
stw ierdza  się zazwyczaj m etodam i 
autobiograficznym i. Je s t rzeczą w iel
ce in teresu jącą , że czynnik  C p ow sta
je  z czynnika B (wit. B i2P/) w kom ór

kach m u tan tu  Escherichia coli, m ikroorganizm u używ anego do oznaczania 
w itam inów  g ru p y  B 12 [3]. Z akładając identyczność kobalam in y  1 i y 2 oraz 
C 5 i Co m ielibyśm y tu ta j do czynienia z procesem  odw ro tnym , jak i za
chodzi wr kom órkach Propionibacterium shermanii.

Oba procesy p rzedstaw ia  schem atycznie rys. 4.

S treszczen ie

1. S tw ierdzono, że szczep b ak te rii propionow ych z g a tu n k u  Propioni
bacterium  shermanii  hodow any na pożywce pó łsyn tetycznej pozbaw ionej 
jonow ego żelaza w y tw arza  obok w itam inu  B j2P (czynnika B) i w itam i
nu  B12, 2 now e kobalam iny, k tó re  nazw ano y  1 i y 2. W hodow lach tych  
ilość kobalam in y l  i y 2 dochodzi do 45°/o w szystkich  zw iązków  tej g ru 
py, ze znaczną przew agą kobalam iny y l  w  s to sunku  do y 2 .

2. K obalam iny  y l  i y2 posiadają w idm a absorpcy jne iden tyczne z w id 
m em  w itam in u  B i2p (czynnika B). M ożna je oddzielić od siebie i od w i
tam in u  B i2P m etodam i e lek tro forezy  lub  ch rom atografii b ibu łow ej. K oba
lam iny  y l  i y2  nie udało  o trzym ać się w  postaci k rysta licznej.

K obalammi/

Rys. 4. Przem iany kobalam in y x 
i Vz (Ci i C2) oraz w itam inu B12 

(czynnika B)
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3. Dane fizyko-chem iczne o*raz ak tyw ność m ikrobiologiczna kobala- 
m in y l  i y'2 w skazuje na daleko idące podobieństw o lub  identyczność tych 
zw iązków  z czynnikam i C i i C2 F o r d a  i P  o  r  t e r  a,

4. B ak terie  propionow e z g a tu n k u  Propionibacterium  shermanii  
p rzekształca ją  dodane do pożyw ki kobalam iny  y l  i y2  w  w itam in  B i2p, 
B i2 oraz 2-m ety loadeninocyjanokobalam inę (czynnik A).

5. Obecność soli kobaltaw ych w  pożyw kach jes t konieczna do bujnego 
w zrostu  b ak terii propionow ych. Rolę soli kobaltu  spełn ia ją  rów nież nowo 
w yodrębnione kobalam iny  y l  i y2.
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MCCJIEAOBAHMH n o  E M O C M H T E 3y K O B A JIA M M H O B blX  COEßMHEHMW.
M 30JIMP0BAHME H O BbIX KOBAJIAMI1HOB M3 KJIETOK 

P R O P IO N IB A C TE R IU M  SHERMANII

P  e 3 K) M e

1. KoHCTaTupoBajm, h to  niTaMM nponwoHOBbix öaKTepnü Bima P r o -  
pionibccterium shermanii,  KyjibTMBPipoBaHHbiii b  nojiycpiHTeTpmecKOPi nn - 
TaTejibHoh cpe^e, jinmeHHoii mohhofo xcejie3a, oöpasyeT Happmy c BPiTaMK- 
HOM B 12p (4)aKT0p B) VL BHTaMMHOM B 12, ßBa HOBblX KOÖajIäMMHa, Ha3BaH- 
HblX aBTOpaMM 7/1 PI 7/2. B 3THX KyjIbTypaX KOJIMHeCTBO KOÖaJiaMMHOB
i/i m 7/2 ßocTPiraeT 4 5 %  B cex  coeflpm eiipipi 3 tom  r p y n n b i c 3HanpiTejibHbiM  
n ep eB ecoM  KoöajiaMMHa y i  Hau z/2.

2. KoÖajiaMMHbi 7/1 m y z  o6jia£aiOT a6cop6u,noHHbiM Pi cnexTpaM Pi, 
IlAeHTPIHHbIMM CO CneKTpOM BIlTaMMHa B l2 p (4)aKTOp B). M x MOŻKHO OT/ie- 
jiMTb flp y r  o t  A p yra  m o t  BPrraMPiHa B i2p, nojib 3yflC b  MeTO^aMM 3jieK T poc]io- 
p e 3 a  m in  6yMa5KHoii xpoMaTorpacJiPiPi. H e  y ^ a j io c b  n o jiy m iT b  KOÖajiaMPi- 
HOB y i  M 7/2 B  KpilCTaJIJIMMeCKOM BM/ie.
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3. «í>m3hko- xMMMHecKHe A^HHtie, a TaKxce MWKpoSiiojiorMHecKaH a x - 
tmbhoctb KoóajiaMMHOB y  i m y  2 yKa3BiBaioT Ha AaJieKo nAymee cxoactbo
IIJIM MAeHTMHHOCTfa 3TMX COeAHHeHMM C c|)aKTOpaMM C l  H C'2 $ O p f l 3
H II o p t e p a.

4. IIponMOHOBbie SaKTepMii BM â Propionibacterium shermanii,  npe- 
o6pa30BBiBaiOT KoSajiaMMHbi y  i m y-¿, npnóaBJieHHbie k nMTaTejiBHoií 
cpe^e, b BMTaMMH B i2p, J3i2, a Taxxce b 2-MeTMJiaAeHMHii;MaHOKo6ajiaMMH 
(cjjaKTop A).

5. IIpiicyTCTBMe cojieh AayBajieHTHoro KoGajiBTa b nMTaTejibHbix cpe- 
Aax HeoSxoAMMO ajih SyiÍHoro pocTa nponnoHOBBix SaKTepMÍi. P o j i b  cojieii 
KOÓaJIBTa MCnOJIHHIOT TaKJKe H0B0M30JIIip0BaHHBie KOSajiaMMHbl y  i m y 2.

STUDIES ON THE BIOSYNTHESIS OF COBALAMINE COMPOUNDS

ISOLATION OF NEW COBALAMINES FROM CELLS OF PROPJONIBACTERIUM
S H ERM ANII

S u m m a r y

1. It has been established that a strain of Propionibacterium sherma-  
nii, grown on a sem isynthetic iron-free nutrient produced, in addition to 
vitam ins E>i2p (factor B) and B 12 also two new  cobalamines which have 
been termed y  1 and y2. Cobalamines y l  and y 2 account for up to 45 
per cent of all the compounds of this group present in the cultures, 
cobalamine y l  predominating over y2.

2. The absorption spectra of cobalamines y l  and y 2 are identical 
w ith that of vitamin B i2P (factor B). They can be separated from each 
other and from vitam in B i2P by electrophoretic methods or by paper 
chromatography. A ttem pts to obtain cobalamines y l  and y2 in the 
crystalline form have failed.

3. Physico-chem ical data and microbiological activity indicate that 
cobelamines y l  and y2 are very similar to, or possibly even identical 
with, the factors of Ci and Co of F o r d  and P o r t e r .

4. Propionic bacteria of the species Propionibacterium  shermanii  
transform cobalamines y l  and y 2 added to the nutrient medium, into 
witam ins B i2p and B 12 and into 2-m ethyladeninecyanocobalam ine (fac
tor A).

5. Presence of cobalt in nutrients is indispensable for prolific growth  
of propionic bacteria, but these salts may be successfully replaced by 
cobalamine y l  and y2.

O tr z y m a n o  3.9.1956 r.
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W  SPRAW IE D E Z A M IN A C JI PU RY N  PO D CZA S KWAŚNEJ  
H Y D R O L IZ Y  K W ASÓW  NUKLEINOW YCH

Z  Pracowni B iofizyki Zakładu Biochemii P A N  w Warszawie

H ydroliza kw aśna jes t często stosow ana do rozszczepienia kw asu ry 
bonukleinow ego (RN) w  celach ana litycznych  n a  wolne p u ry n y  i n u k leo ty - 
dy pirym idynow e. Po  hydro lizie  w  1 N HC1 (lub w in n y m  kwasie) uzyska
ne p ro d u k ty  rozkładu  rozdziela się p rzy  pom ocy chrom atografii b ibuło
wej, chrom atografii n a  w ym iennikach  jonow ych lub  też przez w y trącen ie  
p u ry n  w postaci soli srebrow ych  [4j. M im o doniesień  szeregu au to rów
0 ilościow ym  odzyskiw aniu  p u ry n  w  tak ie j p rocedurze A b r a m s  [1] 
stosu jąc m etodę rozcieńczeń izotopow ych oraz m etodę chrom atografii na 
w ym iennikach  jonow ych, s tw ierdz ił 7°/o-owy u b y tek  każdej z pu ryn ; 
przyczynę tego u b y tk u  A b r a m s  u p a tru je  w p ierw szym  rzędzie w  de- 
zam inacji p rzypuszczalnie zachodzącej podczas hydrolizy.

Pom im o pow ażnego udokum entow ania  poglądu przeciw nego, o b raku  
s tra t w  pu ry n ach  podczas hydrolizy , w ydaw ało  się nam , że w ynik i 
A b r a r a s a  mogą być słuszne, jeśli p ro d u k ty  dezam inacji aden iny
1 guan in y  —  h ipoksan tyna i k san ty n a  —  posiadają te sam e w artości Rf 
w rozpuszczalnikach zazw yczaj używ anych  w  chrom atografii b ibułow ej 
kw asu rybonukleinow ego. R ów nież p rzy  w y trącan iu  p u ry n  solam i s re 
brow ym i p ro d u k ty  dezam inacji guan iny  i aden iny  w y trąca ją  się razem  
z guan iną i adeniną i chociaż ich absorpcja  różni się od absorpcji zw iązków  
m acierzystych, to jed n ak  absorpcja ta  je s t jeszcze w ystarczająca, tak  że 
pew ien p rocen t dezam inacji mógł u jść dotychczasow ej uwadze.

S tw ierdziliśm y, że rzeczyw iście w  rozpuszczalnikach najczęściej stoso
w anych w  chrom atografii b ibułow ej p ro d u k tó w  hydro lizy  kw asu RN, 
m ianow icie w  rozpuszczalniku M a r k h a m a  i S m i t h a  [5] lub  
w  innych podobnych rozpuszczalnikach, k san ty n a  i h ipoksan tyna w ykazu
ją  w  przyb liżen iu  tak ie  sam e w artości R f, jak  guanina w zględnie adenina.

Ze w zględu na w ielok ro tne w ysiłk i pośw ięcone analizie składników  
kw asów  nukleinow ych uw ażaliśm y za w skazane zbadać, czy dezam inacja
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p u ry n  rzeczywiście m a m iejsce podczas hydro lizy  kw aśnej i jeśli tak , jak i 
może m ieć w pływ  na w yn ik i analiz.

W tym  celu w ybra liśm y  rozpuszczalnik do rozw ijan ia  ch rom atogram u  
p u ry n , w k tó ry m  w artości Rj d la guan iny  i k san ty n y  jak  też d la  aden iny  
i h ipo k san ty n y  są w ystarczająco  odległe od siebie: jes t to uk ład  C a r t e -  
r  a [3] sk ładający  się z 5%> w odnego roz tw oru  N a2HPC>4 nasyconego 
alkoholem  am ylow ym . P róbk i adeniny, guaniny , k san ty n y  i h ip o k san ty n y  
pochodziły z firm  „S chw arz” i „La R oche”. G uan inę i adeninę hydro lizo- 
w ano w  1 N HC1 w  tem p. 100° przez 60 m in. w  probów kach  ze szlifem .

B adano hydro liza ty  w  ilości w ystarcza jącej do w ykrycia dezam inow a- 
nej pochodnej, naw et gdyby  ćezam inac ja  zachodziła tylko w  0,5°/o. Obok 
h ydro liza tu  danej p u ry n y  um ieszczano na b ibu le dla porów nania roz tw ór 
tej p u ry n y  w stężeniu  ró w n y m  stężeniu  hydro liza tu  oraz m ałe ilości h a n 
dlow ej próbki dezsm inow anej pochodnej.

D odatkow e plam y o trzym ane na  chrom atogram ach  —  przypuszczalne 
dezam inow ane pochodne —  eluow ano 0,1 N HC1 w  p rzypadku  ad en in y  
i 0,01 N HC1 w  przypadku  guaniny .

E kstrahow ane substancje  iden ty fikow ano  p rzez porów nyw anie ich 
w artości R  ̂ i k szta łtu  k rzyw ej absorpcyjnej z odpow iednim i ek s tra k ta m i 
chrom atografow anych  p róbek  handlow ych. S pek tro fo tom etryczne ozna
czanie krzyw ej absorpcy jnej dostarczało  zarazem  danych p o trzebnych  do 
obliczenia stężenia. C hrom atografu jąc  znane ilości su b stan c ji m acierzys
tych, m ożna było stw ierdzić , jak i p rocent ulega dezam inacji.

W p rzypadku  aden iny  stw ierdzono około 1,5% (od 1 do 2% ) dezam i
nacji.

Jeśli chodzi o guaninę, n ie ty lko  hydro lizat, ale rów nież i roz tw ór od
dzielał na chrom atogram ie dodatkow ą plam ę. Id en ty fik u jąc  e lu a ty  tych  
plam  stw ierdzono, że k sz ta łt ich k rzyw ych  absorpcji odpow iada całkow i
cie krzyw ej absorpcji g u an in y  p rzy  d an y m  pH (w edług danych  B e a v e -  
n a ,  H o l i d a y a  i J o h n s o n a  [2]); okazało się więc, że p ew n a  m a
ła  część guan iny  (około 3 do 5%) przem ieszcza się w rozpuszczalniku 
C a r t e r a ,  podczas gdy cała re sz ta  guan iny  nie rusza z m iejsca. P rze 
m ieszczanie się tak iej ilości g u an in y  w  rozpuszczaln iku  C a r t e r a  m oż
na było  stw ierdzić  ty lko  w  naszych w aru n k ach  dośw iadczalnych, gdzie 
chrom atografow ano szczególnie duże ilości su b stan c ji —  od 200 do 
300 ug —  celem  uchw ycenia jak  najm niejszych  ilości dezam inow anej po
chodnej.

Poniew aż stężenie tej w ędru jące j części guan iny  było nieco w iększe 
w przypadku  hydro liza tu , m ożna było przypuszczać, że w  te j przem ieszcza
jącej się części hyd ro liza tu  je s t jakaś dom ieszka ksan tyny . C elem  sp raw 
dzenia tego przypuszczenia dodano do ch rom atografow anych  ilości 
250 ug — guan iny  w roztw orze i g u an in y  hydro lizow anej, po 5 ug ksan-
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ty n y , chcąc stw ierdzić , czy tak ie  ilości k san ty n y  stanow iące 2%  guan iny , 
będą w p ły w a ły  na zm ianę krzyw ej absorpcyjnej. Okazało się, że krzyw e 
absorpcji w ęd ru jące j części guan in y  u leg ły  w yraźnem u zniekształceniu , 
o trzy m an a k rzyw a, jak  m ożna było oczekiwać, stanow iła k rzyw ą addy-

tyw ną absorpcji g u an iny  i ab
sorpcji k san tyny . W pływ  dodat
ku k san ty n y  pokazany je s t n a  
w ykresie (Rys. 1).

Z w yn iku  tego dośw iadcze
nia m ożna w nioskow ać, że od
dzielająca się frak c ja  g u an in y  
nie zaw iera dom ieszki k san ty - 
ny, a w  każdym  razie nie za
w iera  jej w  ilości p rzekracza
jącej 0,5% , gdyż sądząc ze 
zm ian k sz ta łtu  k rzyw ej, spo
w odow anych 2%  dodatk iem  
ksan tyny , dom ieszka w iększa 
niż 0,5%  m usiałaby  zm ienić w  
sposób dostrzegalny  przebieg  
krzyw ej, co n ie m a m iejsca.

Na podstaw ie pow yższych 
w yników  m ożna tw ierdzić, że 

b łąd  w y n ik ający  z dezam inacji w  analizach  ilościowego oznaczania sk ła
du kw asów  nuk leinow ych , uw zględniając, że w  stosow anych pow szechnie 
rozpuszczaln ikach  p ro d u k ty  dezam inacji n ie  oddziela ją  się od sw ych su b 
stancji m acierzystych, m usi być niew ielk i i naw et w przypadku  aden iny  
n ie  p rzek racza praw dopodobnie 0,5%.

Rys. 1. W pływ  ksantyny na krzyw ą absorb- 
cji guaniny. E kstrakt dodatkowej plamy:
............................... hydrolizatu guaniny — 250 ug
------------------------hydrolizatu guaniny — 250 ug

+  5 gg ksantyny

S tre s z c z e n ie

H ydroliza kw asów  nukleinow ych w  1 N HC1 w 100° przez 1 godzinę 
pow oduje dezam inację m niej niż 2%  ad en in y  i 1%  guaniny . P rzy  analizie 
p u ry n  w hydrolizacie n ieuw zględnienie dezam inacji pow oduje d la aden i- 
ny  i guan iny  b łąd  m niejszy  od 0,5% ; błąd, k tó ry  m ożna pom inąć.
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n o  B o n p o c y  æ e s a m u h a i j u h  n y p M H O B
BO BPEM H  K M CJIO rO  m g P O J I H 3 A  H yK JIE Ü H O B blX  KMCJIOT

P  e 3 K) m e

r n g p o j iM 3  H y K jieH H O B b ix  k m c j io t  b  1 N HC1 n p M  100° b  T e n e H n e  OgHOTO 
naca B b i3 b iB a e T  g e sa M H H a iiM io  M e H e e , n e M  2°/o a g e m m a  m  1%  ry a H M H a . 
IIp M  a H a jiM 3 e  nypM H O B  b  r n g p o j iM 3 a T e  H e  rrpnH H TM e b o  B H M M aroie ge3aMn- 
HagM M  B e g e T  oTHOCM TejibHO a g eH M H a  m ryaH M H a k  ornnÓKe H M xee 0,5%>, 
He MMeiomeM 3HaneHMH.

ON THE QUESTION OF DESAMINATION OF PURINES DURING ACID HYDROLYSIS
OF NUCLEIC ACIDS

S u m m a r y

H ydrolysis of nucleic acids in IN  acid at 100° for 1 h o u r for ana lysis 
of p u rin es  re su lts  in désam ination  of less th an  2°/o adenine and  l°/o g u a
nine. If th is désam ination  is neglected  the e rro rs  in troduced  in th e  an a ly ti
cal re su lts  fo r adenine an d  guanine a re  less th an  0.5°/o, and fo r all p ra c ti
cal purposes m ay by ignored.

Otrzymano 6.9.1956 r.
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B A D A N IA  N A D  F O T O C H E M IĄ  RYBONUKLEAZY

Z  Zakładu Biochemii P.Z.H. w Warszawie

B adania nad  w p ły w em  prom ien iow ania pozafiołkowego na ry b o n u - 
kleazę (RNaza) p o d ję to  w  zw iązku z podobnym i badan iam i n ad  lizozy- 
m em  (S h u  g a r  [29]). C iężar cząsteczkow y obu enzym ów  w ynosi ok. 
15 000 i każdyi z n ich  sk łada się z jednego  łańcucha polipeptydow ego po
w iązanego szeregiem  m ostków  siarkow ych  ( A n f i n s e n  i w spółpr. [1], 
F r a e n k e l - C o n r a t  [5]). B rak w olnych g ru p  -SH  w  lizozym ie s tw ie r
dzono ju ż  dość daw no (F raenkel-C onra t, [5]) i w y d a je  saę dość pew nym , 
że podobnie p rzed staw ia  się sy tu ac ja  także w RNazie ( A n f i n s e n  
i w spółpr. [1], R a b i n o w i t c h  i B a r r o n  [23], S h u g a r  [32]). 
P odobieństw o obu tych  enzym ów , m iędzy innym i ich  term ostab ilność, 
szczególnie w  środow isku kw aśnym  ( S h u g a r  i S ' y r u c z e k  [33], 
G a j e w s k a  i S h u g a r  [7]), czyni in te re su jący m  porów nanie  w y
dajności kw an tow ej p rzy  ich in ak ty w ac ji św iatłem  pozafio łkow ym . R y- 
bonukleaza, w  p rzeciw ieństw ie do lizozym u, nie zaw iera try p to fan u ; po
n ad to  podczas gdy g ru p y  fenolow e lizozym u są w olne ( F r o m a g e o t  
i S c h n e k  [6], S h u g a r  [30], w  cząsteczce ry bonuk leazy  ok. 40%> 
w chodzi w  jak ieś w iązania w odorow e i może dysocjow ać w yłącznie p rzy  
alkalicznej d en a tu rac ji enzym u ( S h u g a r  [30], T a n f o r d i  w spó łpr. [34]). 
O ba te  czynniki w p ływ ają  na  w idm o absorpcy jne tych  dw óch białek, szcze
gólnie w  środow isku alkalicznym , gdy g ru p y  hydroksylow e fenolu  dyso
c ju ją  i praw dopodobnie w p ływ ają  na  ich zachow anie fotochem iczne.

W poprzedniej p racy  [27] w ykazano, że lizozym  podlega in ak ty w ac ji 
przez fo tosensybilizację w  obecności rybo flaw in y  jako  fo tosensybilizato- 
ra , rybonukleaza zaś w  identycznych  w a ru n k ach  pozostaje n iezm ien io
n a  i tę  różnicę w  zachow aniu  p rzyp isyw ano  brakow i try p to fan u  
w  RNazie. N ieco później O r  1 a n  s [22] badając  sensybilizow aną foto- 
oksydację przeciw ciał, doszedł do w niosku, że polega ona na fo tooksydacji 
pięcioczłonow ych p ierścien i try p to fan u  i h is ty d y n y ; stosow ał on  jak o  fo- 
tosensyb ilizato r eozynę. O statn io  W e i l  i S e i b l e s  [35] w ykazali, 
że rybonuk leaza  zostaje inak tyw ow ana z rów noczesnym  zniszczeniem
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reszt h istydynow ych, w  obecności b łęk itu  m etylenow ego jako  uczulacza. 
P raw dopodobnie zachodzący ty p  fo tooksydacji zależny jest w  p ew n y m  
s to p n iu  od isto ty  zastosow anego fotosensybilizatora. W yniki te  są in te re 
su jące  ze w zględu n a  m ożliw ą rolę fotooksydacji w  inak tyw acji en zy m ó w  
pod w pływ em  u ltra fio le tu  (pa trz  niżej).

Ja k  doniesiono ju ż  poprzednio  na podstaw ie w stępnych  pom iarów ,
o

w ydajność kw an tow a in ak ty w ac ji RN azy p rzy  długości fali 2537 A je s t  
nieco w iększa niż 0,026, lecz nie udało  się określić dokładnej w arto śc i, 
poniew aż zauw ażono, że w procesie inak tyw ac ji zachodzą jak ieś an o m a
lia (S h u g a r [29]). M a c L a r e n  w  1951 [17] podał w artość 0,026,
a nieco później w  1953 M a c L a r e n  i w spółpr. [19] proponow ali w a r
tość 0,027 przy pH 4,1.

M a te r ia ł  i m e to d y

Stosow ane próbki rybonuk leazy  były te sam e, jak  opisane p o przedn io  
[30] P orów nyw ano także próbki dostarczone przez d ra  A.D. M  a c L a r  e - 
n a. W początkow ej fazie p racy  ak tyw ność enzym ów  m ierzono tu r -

bidy m etrycznie m odyfikacją  m etody  
M c C a r t y e ’ g o  [15]. N astępn ie za
stosow ano poprzednio opisaną [31] m e
todę kolorym etryczną. O znaczenie s tę 
żenia enzym u i absorpcji w  u ltra fio lec ie  
opierano na podanych  uprzedn io  (S h  u - 
g a r [30]) s ta ły ch  sp ek tra ln y ch . P roces 
naśw ietlan ia , pom iar in tensyw ności 
św ia tła  i w yliczenie w ydajnośc i k w an 
tow ej opisano uprzednio  [29] z ty m  w y 
jątk iem , że stosow ano w  czasie obecnej 
p racy  dw ie różne lam py rezonansow e 
tirm y  T herm al Syndicate. In ten sy w 
ność św iatła  w padającego w ahała się 
w  zakresie 1,25 —  1,26 X  1017 k w a n 
tów /cm 2/m in. K rzyw a kalibra-cyjna a k 
tyw ności enzym ów  w  stosunku  do 
stężenia stanow iła  część składow ą każ
dego eksperym en tu .

N ależy być ostrożnym  p rzy  stepo
w aniu  m etody M c C a r t y e ’ g o  [15] 
do pom iaru  RNazy; po lega ona na  po

m iarze  gęstości op tycznej bardzo  drobnego s trą tu  n iezhydrolizow anego 
kw asu  RN pow stającego  p rzy  zakw aszeniu  m ieszaniny  reag u jące j. G ęstość 
op tyczna tego s trą tu  n ie jest sta ła , lecz w zrasta  stopniow o w  ciągu 6 m i

0.25 050 075 10
Stężenie enzymu

Rys. 1. Krzywa aktyw ności enzym u  
w stosunku do stężenia oznaczana 
metodą M c C a r t y ’e  g o [15] (gę
stość optyczna osadu m ierzona przy

4250 A)
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n u t, pozosta je  s ta łą  p rzez  k ilk a  n astęp n y ch  m inut, a n astęp n ie  stopniow o 
opada. S tw ierdz iliśm y , że p o w tarza ln e  w ynik i m ożna uzyskać m ierząc 
gęstość op tyczną s trą tu  w  5 — 6 m in u t po zakw aszeniu  próbki. Rys. 1 po
k azu je  typow ą k rzy w ą k a lib racy jn ą  aktyw ności enzym u w  stosunku  do 
stężen ia  w y k o n an ą  w  ten  sposób.

W y n ik i i d y sk u s je

S tosu jąc  m etodę M c C a r  t y ’e g o  do oznaczania RN azy stw ierdzo
no, że w  w y n ik u  k ró tk iego  naśw ie tlan ia , rzędu 0,5 — 4 m inu t, uzyskuje 
się początkow y w zrost ak tyw ności enzym atycznej. W zrost ten  w ynosi aż 
25%  początkow ej w artości, po czym  n astęp u je  n o rm aln a  inak tyw acja . 
Z jaw isko to  stw ierdzono  na 3 różnych  p repara tach  enzym atycznych

3 6 12 n  rn/n
Czas naświetlenia

min
Czas naświetlenia 

Rys. 2. Początkow a aktyw acja RNazy  
oznaczonej m etodą M c C a r t y ’e g o [15]

Rys. 3. Część krzyw ej z rys. 2 
między 4 i 20 m inutam i w  skali 

półlogarytm icznej

i w szerokim  zakresie stężeń i pH. W yniki typow ego dośw iadczenia po
kazano n a  rys. 2 p rzy  zastosow aniu  p róbk i RNazy uzyskanej od d ra  
M. M a c d o n a l d a  dzięki uprzejm ości p ro f. J . B r a c h e t a .  Ja k  
w idać z ry su n k u , po 4 -m in u tach  ak tyw ność enzym u rów na się ak ty w 
ności w czasie 0. Od tego m om en tu  in ak ty w ac ja  m a ch a rak te r reakcji 
pierw szego rzędu, jak  w idać n a  rys. 3; w yliczenie w ydajności kw antow ej 
in ak ty w ac ji d a je  w artość 0,040. W ynik  ten  jes t jednak  zbyt w ysoki, po
n iew aż absorpcja św iatła  p rzez enzym  w zrasta  od m om entu  n aśw ie tlan ia  
(patrz  rys. 4) i po zastosow aniu odpow iedniej k o rek ty  w artość  ta  w ynie
sie ok. 0,028. W n iek tó ry ch  p rzypadkach  ak tyw ność enzym u nie w z ras ta 
ła, lecz pozostaw ała p rak tyczn ie  bez zm ian w  ciągu dwóch do czterech  m i
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n u t, po czym następow ała  in ak ty w ac ja . N iestety , pom imo przeprow adzo
nej bardzo dużej liczby dośw iadczeń, w yn ik i n ie  zawsze b y ły  p o w tarza l
ne  i czasem  opisane zjaw isko  nie w ystępow ało, zaś enzym  podlegał in a k ty - 
w acji od m om entu  n aśw ie tlan ia  z w ydajnością  kw antow ą 0,025 do 0,030 
w  k w aśnym  środow isku.

A (A)
Rys. 4. W idmo absorpcyjne rybonukleazy  
(0,6 m g/m l w  H 2O) po naśw ietlaniu u ltrafio

letem  w  ciągu podanych okresów  czasu

N astępne eksperym en ty  o p a rto  wobec tego na  metodzie; ko lo rym e
try czn ej oznaczania RN azy ( S h  u g a r  [31]). S tosu jąc tę m etodę nie s tw ie r
dzono początkow ej ak ty w ac ji n aw et wówczas, gdy rów nolegle stosow a
na m etoda M c. C a r  t  y ’e g o w ykazyw ała  tak ą  ak tyw ację .

W zw iązku z tym  w arto  w spom nieć, że K a l n i t s k y  i R o g e r s
[9] stw ierdzili początkow y w zro st aktyw ności RN azy dochodzący niek ie
dy do 29%  przy  poddaniu  je j traw ien iu  karboksypep tydazą . S tosow ana 
przez nich m etoda oznaczania R N azy polega także na k w aśnym  s trącan iu  
n iezhydrolizow anego su b stra tu , jak  to m a m iejsce w  m etodzie M c C a r -

http://rcin.org.pl



[5] F O T O C H E M IA  R Y B O N U K L E A Z Y 599

t y e  g o . D ośw iadczenia ich w ykazyw ały, że ty lko  część cząsteczki ry b o n u - 
k leazy  n iezbędna jes t do no rm alne j działalności enzym atycznej i że za
obserw ow any w zrost aktyw ności łączy się z odszczepieniem  szeregu koń
cow ych am inokw asów . M ożna sobie w yobrazić ak tyw ację u ltra fio le tem  
jako  w ynik  odszczepienia części cząsteczki RN azy przez przerw anie  w ią
zan ia  peptydow ego. Nie m ożna jednak  uw ażać za stw ierdzone, aby

T a b l i c a  1

Stała inaktyiuacji (k) i iiydajność kwantowa (0 ) inaktywacji rybonukleazy przez promienie
ultrafiołkowe

PH Bufor k min - 1
% absorpcji 

światła 
przy 2537A

0

1,9 0,0lN  HC1 .............................. 0,150 1,50 0,042 ±  0,003
3,0 0,001N H C l .............................. 0,125 0,036 ±  0,003
3,6 0,025M o c t a n o w y ................. 0,100 ,, 0,029 ±  0,002
4,4 ,, ,, . . . . 0,100 , , 0,029 ±  0,002
5,6 0,025M fosforanowy . . . . 0,125 ,, 0,036 ±  0,003
6,3 ,, ,, . . . . 0,123 , , 0,035 ±  0,003
7,2 M ,, . . . . 0,110 0,032 ±  0,003
8,4 0,05M b u ran ow y ..................... 0,148 , , 0,042 ±  0,004
9,3 0.025M glikolowy ................. 0,174 2,5 0 030 ±  0,003

10,3 ,, ,, .............. 0,162 4,8 0,015 ±  0,002
12,0 0,01N NaOH .......................... 0,30 6,9 0,019 ±  0,002

p ierw o tn y m  z jaw isk iem  przy  fotolizie b ia łek  było p rzerw an ie  w iązania 
peptydow ego (p a trz  niżej). B ardziej p raw dopodobne w ydaje  się, że po
czątkow y efek t n aśw ie tlen ia  polega na p rzerw an iu  jak ichś w iązań d ru g ie
go rzędu, np. m ostków  siarkow ych. E n g e l h a r d  i E i k e n b e r g
[3] w ykazali, że fo tochem iczna hydro liza w iązan ia S-S m a m iejsce p rzy  
naśw ie tlan iu  a lb u m in y  surow iczej.

T rzeba zauw ażyć, że m etoda M c C a r  t y ’e g o oznaczania aktyw ności 
RN azy w y k azu je  w yłącznie początkow ą depolim eryzację kw asu RN, pod
czas gdy  m etoda ko lo ry m etry czn a  o p arta  jes t n a  późniejszych stadiach 
reakcji, zw iązanych z w yzw alan iem  w olnych  g ru p  kw asow ych (Shu- 
gar, [32]).

P rzy  zastosow aniu  m etody  ko lo rym etrycznej p rzeb ieg  in ak ty w ac ji 
m iał ch a rak te r  reak cji p ierw szego rzędu, k tó re j w ydajność kw antow a by
ła n iezależna od stężenia w  gran icach  od 0,01 —  0,50 mg enzym u/m l. 
W stosow anych czasach n aśw ie tlan ia  (do 20 m inu t) pow stający  ozon nie 
m iał w pływ u na  tem po  in ak ty w ac ji. Tablica 1 p rzedstaw ia stałe szybkoś
ci i w ydajności kw antow e in ak ty w ac ji w  rozcieńczonych roz tw orach
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(20 (ig/ml) p rzy in tensyw ności p rom ien iow ania wchodzącego 1,56 X  1017 
k w an tów /cm 2/m in. S tałe k  odpow iadają reakcjom  pierw szego rzędu  
i w  większości p rzypadków  stanow ią średnią szeregu oznaczeń. W ydaj
ność kw antow ą w yliczano z następu jącego  rów nania:

ilość cząsteczek zinaktuiroiuanychO  -----------------------------------------------
ilość zaabsorbowanych kwantów

=  9 ib ,
h  ’

gdzie CG oznacza początkow ą ilość ak tyw nych  cząsteczek w roztw orze, 
k  — stałą  szybkości in ak ty w ac ji pierw szego rzędu i Ia oznacza absorpcję 
roz tw oru  w czasie 0 (kw ant/cm 2/m in.).

R ów nanie uw zględnia zm niejszanie się absorpcji św ia tła  przez ak ty w 
ne cząsteczki w  przebiegu in ak ty w ac ji ( F i n k e l s t e i n  i M c L a r e n
[4], S h  u g a. r  [20], L a b  q 'y  r i e  i S h u g a r  [13])., C iężar czą
steczkow y rybonuk leazy  p rzy ję to  za 15 000.

W artości 0  w  pobliżu pH  4 w y k azu ją  dobrą zgodność z podanym i 
przez M c L a r e n a  i w spółpr. [19] d la  pH 4.1. Is tn ie je  jednak  znaczna 
zm ienność w ydajności kw an tow ej ze zm ianą pH, w  p rzeciw ieństw ie do 
sta łych  w artości w  przypadku  lizozym u w  ty m  sam ym  zakresie pH. 
Szczególnie ciekaw e je s t zm niejszen ie się 0  d la alkalicznych pH, gdzie 
absorpcja enzym u znacznie w zrasta  w  w yn iku  dysocjacji g ru p y  h y d ro k sy 
lowej reszt fenolow ych ( S h u g ar [30]); m ożna by raczej oczekiwać szyb
szej inak tyw ac ji enzym u w  tak  alkalicznych pH.

Podobnie jak  w  przypadku  lizozym u ( S h u g a r  [29]), cyste ina  nie 
chroni rybonuk leazy  od inak tyw ac ji, jak  czyni to w  p rzy p ad k u  dehy
drogenazy fosforotriozy, enzym u z ak ty w n ą grupą SH (S hugar [28]). 
M ożna jednak  zaobserw ow ać znaczne działanie ochronne cyste iny  w  s tę 
żeniu  10-3 —  10-2 M p rzy  pH  pow yżej 7, (kiedy to cyste ina  absorbu je

o
dość silnie prom ieniow anie o fa li 2537 A) dla m ałych stężeń enzym u 
(około 20 ng w  ml), z powodu silnej absorpcji cyste iny  w  porów naniu  
z absorpcją enzym u. Tego ro d zaju  „w ew nętrzne f iltro w an ie” odgryw a 
bezw ątp ien ia  isto tną rolę p rz y  naśw ie tlan iu  m ateria łu  biologicznego 
i p raw dopodobnie w  ten  sposób n iek tó re  sk ładnik i kom órki chronione są 
od bezpośrednich efek tów  prom ieniow ania. Z w róciliśm y już na  to uwagę 
w  innym  m iejscu w skazując, że fo tosensybilizacja może odgryw ać rów ną 
lub naw et w iększą rolę p rzy  naśw ie tlan iu  u ltra fio le tem  żyw ych kom órek, 
niż bezpośrednie e fek ty  p rom ien iow ania  ( S h u g a r  [27]).

W p rzeciw ieństw ie do szeregu doniesień w  lite ra tu rze , w skazujących 
na zw iększenie się w  obecności rozpuszczalników  organicznych in ak ty 
w acji enzym u i d en a tu rac ji b iałek  pod w pływ em  prom ien iow ania u ltra 
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fioletow ego, in ak ty w ac ja  spow odow ana naśw ie tlen iem  R N azy w 95%  
e tan o lu  (w k tó ry m  rozpuszcza się ona w  m ałych stężeniach  bez in ak ty 
w acji) nie różniła się od zachow ania w  w odnych roztw orach  p rzy  analo
gicznych pH.

Inak tyw acji rybonuk leazy  tow arzyszy  silny w zrost absorpcji nie ty l

ko w fali 2537 A , jak  podał M c L a r e n  [16], lecz w  całym  zasięgu w id
m a. Rys. 4 pokazu je  w idm o absorpcy jne enzym u w  wodzie, w  stężeniu  
(0,6 m g/m l) p rzed  i po różnych  okresach  naśw ietlan ia ; górna krzyw a od
p ow iada ok. 85%  inak tyw acji. W środow isku kw aśnym  w zrost absorpcji 
je s t w iększy, gdyż w artości gęstości optycznych w  m inim ach i m aksi
m ach dla tych  sam ych okresów  naśw ie tlan ia  są ponad d w ukro tn ie  w ięk
sze. P onadto  m ożna zaobserw ow ać, że po około 16-m inutow ym  naśw ie tla
n iu  dalsizy pow olny w zrost absorpcji zachodzi w dalszym  ciągu po u su 
nięciu  źródła prom ieniow ania , co w skazuje na obecność w tó rn y ch  reakcji. 
Nie ulega chyba w ątpliw ości, że zjaw isko to zw iązane jes t z fotooksyda- 
cją, zaś w  p rzy p ad k u  lizozym u w ykazano, że reszty  tryp to fanow e nieom al 
ilościowo u legają fo tooksydacji podczas inak tyw ac ji ( S h u g a r  [29]). 
Z b raku  dodatkow ych dow odów  nie m ożna jednak  tw ierdzić, jak  propo
n u ją  M c L e a n  i G i e s e  [20], że ty lko  arom atyczne am inokw asy 
wchodzą tu  w  grę.

I m  a h o r i [8j w ykazał, że część reszt ty rozynow ych pepsyny  podle
ga u tlen ien iu  do dw uoksyfen iloa lan iny  (DOPA) w w yniku  naśw ie tlan ia  
u ltrafio le tem . Jego m etoda polegała n a  hydrolizie naśw ietlonego  enzym u 
i następn ie  chrom atograficznym  rozdzieleniu  ty ro zy n y  i DOPA. Jego 
w niosek, że in ak ty w ac ja  u ltra fio le tem  pepsyny zw iązana jest w yłącznie 
z ty m  zjaw iskiem , nie w ydaje  się pew ny, poniew aż po 100%  inak tyw ac ji 
jeszcze ciągle obecnych jest 50%  reszt tyrozynow ych, zaś w  n ienaśw ie tla - 
nych  roztw orach  stw ierdzić  m ożna obecność m ałych ilości DOPA, po
w sta ły ch  praw dopodobnie podczas kw aśnej hydro lizy  przez u tlen ien ie.

N aśw ietlan ie  roz tw orów  w olnej ty ro zy n y  d a je  w  w yniku  ty lko  m ały  
w zrost absorpcji w  porów naniu  do w zrostu , k tórego  należałoby oczeki
wać, gdyby p ro d u k tem  in ak ty w ac ji by ła  DOPA. P rzy  ty m  sam ym  czasie 
naśw ie tlan ia  ry bonuk leazy  zachodzi znaczniejszy w zrost absorpcji (rys. 4). 
Lecz także i w  ty m  p rzypadku  znaczna część ty ro zy n y  n ie  u leg ła zm ia
nie, co w ykazu je  fak t, że zalkalizow anie roztw oru  do pH 12 (krzyw a D) 
doprow adziło  do znacznego dalszego w zrostu  absorpcji, k tó ry  był częścio
wo odw racalny  przez zakw aszenie. Tego należałoby w łaśn ie oczekiwać, 
gdyby  n iek tó re  re sz ty  ty ro zy n y  w  cząsteczce naśw ietlonej nie u legały  
zm ianom ; w  istocie k sz ta łt i położenie m aksim ów  krzyw ych  B, C, D 
p rzypom ina ją  bardziej ty ro zy n ę  niż DOPA. Dłuższe okresy  naśw ie tlan ia  
p row adzą do głębszych zm ian, lecz zjaw isko to nie in te re su je  nas w  zw iąz
k u  z inak tyw ac ją  enzym ów . W ydaje się, że najodpow iedniejszą m etodą

17]
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śledzenia w pływ u naśw ie tlan ia  na pojedyncze am inokw asy  jest kw aśna  
hydro liza białka z n astępu jącą  chrom atografią ; n ieste ty , zabieg ten  nie 
by łby  w olny od dodatkow ych trudności ze w zględu na w tó rn e  reak cje  
fotolizow anego białka w  przebiegu  kw aśnej hydrolizy .

P rzy  zastosow aniu chrom atografii b ibułow ej n ie stw ierdzono u w a ln ia 
nia się w olnych am inokw asów  lub  m ałych pep tydów  w  przebiegu in ak ty - 
w acji rybonukleazy . Podobne zachow anie stw ierdzono już w cześniej d la  
lizozym u (S h u g a r [29]). K a p ł a n  i w spółpracow nicy [10] donieśli
0 uw aln ian iu  się ty ro zy n y  z naśw ie tlanych  roztw orów  insu liny , po
tw ierdzając  w cześniejsze doniesienie M i t c h e l l a  i R i d e a l a  [21], 
że z m onom olekulam ych w arstw  in su liny  pod w pływ em  prom ieni u l tra 
fio letow ych ty rozyna przechodzi do roz tw oru . P rzedstaw ione przez M it
chella i R ideala dow ody op iera ły  się n a  chem icznym  oznaczeniu fenolu , 
co nie może być uw ażane za p ew ny  dow ód na obecność ty rozyny . P onadto  
nie wolno nam  sądzić, że zachow anie się m onom oleku lam ych  w arstw  odpo
w iada zachow aniu się roz tw oru , poniew aż w pierw szym  przypadku  czą
steczki są częściowo rozprostow ane. N ie udało  nam  się znaleźć w olnej ty 
rozyny  w  fotolizow anych roz tw orach  in su liny  n aw et p rzy  zastosow aniu 
stężonych roztw orów  i różnych  w arunków  naśw ie tlan ia . Tylko w jed n y m  
dośw iadczeniu stw ierdz iliśm y  ślady jakiegoś am inokw asu lub pep ty d u , 
k tórego  nie m ogliśm y z pew nością zidentyfikow ać z tyrozyną.

P ew n a ilość badaczy donosiła daw niej o uw aln ian iu  się jak ichś sk ład 
ników  z naśw ie tlanych  am inokw asów , op iera jąc  się często na oznacze
n iach chem icznych raczej m ało specyficznych. N a p rzyk ład  B e r t h e l o t
1 A m o u r e u x  [2] tw ierdzili, że uzyskali kw as indolocctow y z naśw ie t
lanego try p to fan u ; nie udało  nam  się tego potw ierdzić m etodą chrom ato
graficzną, co nie w y d a je  się dziw nym  ze w zględu n a  n iezm iern ie  szybką 
fo tooksydację kw asu indolooctowego przez u ltra fio le t (S h u g a r, n ie 
opublikow ane). A cety lo tryp to fan , k tó ry  jest nieco bardziej w rażliw y  na 
naśw ietlan ie , był źródłem  szeregu zw iązków  chrom atograficznie podob
nych  do uzyskanych  z try p to fan u , nie uw aln ia  jednak  ani kw asu indolo
octowego, ani try p to fan u . W ynik tak i jest zgodny z u zyskanym  przez 
M c L a r e n a i w spółpr. [19], k tó rzy  nie stw ierdz ili uw aln ian ia  się 
am inokw asów  z różnych arom atycznych  pep tydów  pod w pły w em  na
św ietlan ia.

S c h o c k e n  [25] podał, że o trzym ał w olną ty rozynę z naśw ie tlanej 
fenyloalan iny , k tó rą  w ykryw ał oznaczając ko lo rym etryczn ie  re sz ty  feno
lowe. M c L e a n  i G i e s e  [20] w ykazali ju ż  w cześniej pow staw a
nie g ru p  fenolow ych w  naśw ie tlanej fenyloalan in ie , lecz nie w ysuw ali 
sugestii co do is to ty  p roduk tów  reakcji. Nie udało nam  się znaleźć żad
nych dow odów  na pow staw anie w olnej ty ro zy n y  z feny loa lan iny , jakkol
w iek  M a t  s u d  a i w spółpr. [14] o sta tn io  podaw ali, że w  odpow ied
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nich w a ru n k ach  naśw ie tlan ie  feny loa lan iny  może prow adzić do pow sta
nia  ty ro zy n y , se ry n y  lub  alan iny .

W szeregu  przypadków  zostały  p rzedstaw ione dostateczne dow ody fo- 
to litycznego p rzerw an ia  w iązania peptydow ego w  cząsteczkach białka 
z u w a ln ian iem  m niejszych  fragm en tów  ( K a p ł a n  i w spółpr. [11, 12], 
R i d e a l  i R o b e r t s  [24]) i czasem  z agregacją (R i d  e a 1 i R a -  
b e r t s  [24]). Jed n a k  dow ody na  uw aln ian ie  się w olnych  am inokw asów  
są raczej skąpe z w y ją tk iem  p racy  M c L a r e n a  i w spółpr. [19] nad 
różnym i m odelow ym i pep tydam i.

W ydajności kw antow e dla ro zerw an ia  w iązan ia  peptydow ego są sto
sunkow o n iskie, zb y t niskie, aby w yjaśn ić n a  te j podstaw ie inak tyw ację 
tak ich  enzym ów  jak  lizozym, in su lina  czy rybonukleaza. Nie w yda je  się 
p rzypadkow ym , że te  trzy  b iałka in ak tyw ow ane są z w ydajnością  k w an 
tow ą stosunkow o w ysoką (od 0,024 —  0,045) i n iezby t różną, o ile uw zględ
n im y  zm ienność w ydajności kw an tow ej z pH. W szystkie trzy  posiadają 
m niej w ięcej ten  sam  ciężar cząsteczkow y, zaś ich k o nfigu rac ja  i ak ty w 
ność biologiczna oparta  je s t na m ostkach siarkow ych. S e 1 1 o w  [26] 
w skazał, że is tn ie je  pew na ko re lacja  m iędzy zaw artością  cy sty n y  i w y 
dajnością kw an tow ą d la  szeregu enzym ów , lecz byłoby przedw czesnym  
w yciągnąć w  tej chw ili w niosek, że ta  zbieżność m a w iększe znaczenie niż 
zbieżność m iędzy w ydajnością k w an to w ą i ciężarem  cząsteczkow ym  
( M c L a r e n  [18]). A naliza am inokw asów  z naśw ie tlanych  u ltra fio le 
tem  białek pow inna w yjaśn ić bliżej isto tę  zachodzących procesów.

W yrażam y podziękow anie Ob. Ob. R. G rzelakow i i A. Gołdzie za cenną 
pomoc techniczną. P raca  pow yższa była częściowo finansow ana z dotacji 
K om ite tu  B iochem icznego PAN.

S tre s z c z e n ie

U żyw ając ko lo rym etrycznej m etody  do b adań  rybonukleazy  w ykaza-
o

no, że in ak ty w ac ja  rybonukleazy  w  św ietle  u ltra fio le to w y m  przy  2537 A 
jest reakcją  pierw szego rzędu  z w ydajnośc ią  kw antow ą 0,029 ± 0,002 
w  okolicy p i l  4. W ydajność kw an tow a zm ienia się w raz ze zm ianą pH, n a
tom iast is tn ie je  w idoczna niezależność od stężenia. W zasadow ym  pH, 
p rzy  k tó rym  absorpcja św ia tła  przez enzym  w zrasta , w  w yniku  dysocja- 
cji g rupy  hydroksylow ej reszt fenolow ych w ydajność  kw antow a spada. 
Podczas procesu  in ak ty w ac ji w olne am inokw asy  i niskocząsteczkow e 
p ep ty d y  nie uw aln ia ją  się. Znaczny w zrost absorpcji spow odow any na
św ietlen iem  zależny jest od pH; k sz ta łt k rzyw ej w idm a absorpcji w skazu
je  na to, że ty lko część reszt ty ro zy n y  ulega przem ian ie, przypuszczalnie
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fotoutlenieniu. Przy zastosowaniu metody turbidim etrycznej do badania 
aktywności enzym u wykazano, że podczas pierwszych 0,5 —  4 minut na
świetlania zachodzi wzrost aktywności, po czym następuje inaktywacja. 
Omówiono wyniki oraz ogólny mechanizm inaktyw acji enzym ów  w  ultra
fiolecie.
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IlC C JIEpO B A H M H  ITO OOTOXMMMM P H E O H y K JIE A 3 b I 

P  e 3 K) m e

IIpM MCn0JIB30BaHMM KOJIOpMMeTpMHeCKOrO MeTOAa PJIH MCCJiepOBaHMM 
pM00HyKJiea3Bi noKa3aHO, h t o  MHaKTMBnpoBaHne pM6oHyKjiea3bi b  y jib rp a- 
cjaMOjieTOBOM CBeTe n p n  2537 A h b j ih b t c h  peaKujieM nepBoro nopnpKa 
C KBaHTOBBIM BblXOpOM 0,029 ± 0,002 no6jH130CTM pH  =  4. KBaHTOBbIM 
BblXOp H3MeHHeTCH BMeCTe C pH, OflHRKO CymeCTByeT BMflHMafl He3aBMCM- 
MOCTb OT KOHpeHTpapMH. Hpil LpeJIOHHOM pH, KOrpa aScOpÔpMH 3H3MMa 
B03pacTaeT, KBaHTOBbIM Bbixop napaeT b  pe3yjibTaTe ppiccopHapmi rMppo- 
KCMJibHOM rpynnbi cjaeHOJiOBbix ocTaTKOB. B TeneHMe npopecca m h s k t m -  
BiipoBaHHH, CBoGopHbie aMHHOKMCJiOTbi m h m 3 k o m o  jieKyjmpHbie nenTMpbi 
He nopBepraioTca rnppaTapMM. 3HaHMTejibHbm pocT aôcopôppm b  pesy n b - 
TaTe oôJiyneHMH 3 B b m c m t  o t  pH, x o t h  b m p  k p m b o m  cneKTpa aôcopÔpiiM 
yKa3bmaeT Ha t o , h t o  no Bceh BepoHTHOCTM, t o j ib k o  nacTb ocTaTKOB t m -  
po3MHa nopBepraeTCH c£>OTOOKMCJieHMK>. ITpMMeHHa TypÔMMeTpMHecKMM Me- 
rrop PJIH MCCJiepOBaHMH aKTMBHOCTM 3H3MMa OÔHapyPKMJIM, HTO BO BpOMH 
nepBbix 0,5 —  4 MimyT oSjiyneHMH HacTynaeT B03pacTaHMe 3H3MMaTM- 
H6CKOM aKTMBHOCTM, a 33T6M l!pOMCXOpMT MHaKTMBMpOB3HMe. PaCCMOTpeHbl 
pe3yJIbTaTbI, a TaKTKe cSiPMli MexaHM3M MHaKTMBMpOBaHMH 3H3I1MOB B yjIbT- 
paC^MOJICTOBOM CBeTe.

STUDIES ON THE PHOTOCHEMISTRY OF RIBONUCLEASE 

S u m m a r y

Using a co lo rim etric  p rocedure fo r ribonuclease assay, the in ac tiv a-
o

tion  of ribonuclease by  u ltrav io le t ligh t a t 2537 A is firs t o rd e r w ith  
a q u an tu m  y ield  of 0.029 ±  0.002 in the  neighbourhood of pH 4. The qu an 
tu m  yield  varies w ith  pH b u t is sensibly  independen t of concentration . 
A t alkaline pH  w h e re  th e  enzym e absorp tion  increases, as a re su lt of 
phenolic h y droxy l dissociation, the q u an tu m  yield  decreases. No free 
am m o acids o r sm all pep tides are re leased  du rin g  the inactivation  process. 
The m arked  increase in absorption, re su ltin g  from  irrad ia tio n , is depen
d en t on pH ; how ever, th e  shape of th e  absorption sp ec tru m  is such as to 
indicate tha.t only a portion  of the  ty rosine  residues are affected , 
p resu m ab ly  by  photo-oxidation . W hen a tu rb id im e tric  p ro ced u re  was 
used for enzym atic  assay, it was found  th a t du ring  th e  firs t 0,5 —  4 m i
n u tes  of irrad ia tio n  an  increase in enzym atic  ac tiv ity  occurred, follow ed 
subsequen tly  by  inactivation . These re su lts  are  discussed as w ell as th e  
general m echanism  of u ltrav io le t inactivation  of enzym es.

Ctrzym ano 10.9.1956 r.
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Z A ST O SO W A N IE  PREPARA TÓ W  H A N D L O W Y C H  DEZOKSYRY-  
BONUKLEAZY PACIO RK O W CO W EJ D O  CELÓW  

H IST O C H E M IC Z N Y C H

Z Zakładu Biochemii P Z H  i Zakładu Biochemii P A N  iv Warszaicie

O pracow anie m etod  o trzym yw an ia  oczyszczonych wzgl. k ry sta licz
nych  p re p a ra tó w  ry b o n u k leazy  (RN-azy) (K u n i t z [13]) i dezoksyry- 
bonukleazy  (DN-azy) ( F i s c h e r  i w spółpr. [9]; M c C a r t y  [17]; 
K u n  i t  z [14]) dało początek dużej ilości badań h istochem icznych nad 
lokalizacją i id en ty fik ac ją  kw asów  nukleinow ych w  kom órkach (B r a- 
c h e t  [3,4]; D e m p s e y  i W i s ł o c k i  [7]; S a n d e r s  [22]; 
P e a r s  [21]; C a t c h e s i d e  i H o l m e s  [6]; B r a c h e t  i S h a 
v e r  [5]; V e r c a u t e r e n  [26, 27]). Zastosow anie tych  p rep a ra tó w  
sta ło  się obecnie s tan d ard o w ą m etodą w badaniach histochem icznych, 
podlega jednak  pew nym  ograniczeniom  ze względu n a  dosyć kłopotliw ą 
p rep a ra ty k ę  i w ysoką cenę p rep a ra tó w  handlow ych. W Polsce z podanych 
w yżej pow odów  zastosow anie nuk leaz  do badań h istochem icznych było 
bardzo ograniczone.

P ew n e  szczepy paciorkow ców  hem olitycznych  u w a ln ia ją  do podłoża 
DN -azę znaną jako  s trep to d o rn aza  (SD-aza) razem  z ak ty w u jący m  plaz- 
m inogen b ia łk iem -strep łok inazą  (SK-aza). W yciągi hodow li zaw ierające 
SK -azę i SD-azę zna lazły  szerokie zastosow anie kliniczne.

W ciągu dw óch ub ieg łych  lat opracow ano odpow iednie m etody  częścio
w ego oczyszczania s trep to k in azy -s trep to d o rn azy  i s trep to d o rn azy  w olnej 
od s trep to k in azy  ( P a k u ł a  i w spółpr. [19,20]). P ie rw szy  z ty ch  p re 
p ara tó w  p ro d u k o w an y  jes t obecnie na skalę p rzem ysłow ą dla celów  lecz
niczych pod nazw ą firm ow ą „S trep td a za” i zaw iera 20 000 j. m. SK -azy 
i co n a jm n ie j 5 000 j.m . SD -azy w  am pułce. P ro d u k c ja  przem ysłow a 
SD -azy w olnej od S K -azy  p ro jek tow ana jes t na najb liższą przyszłość. 
P rzew idyw ane są am p u łk i zaw iera jące 10 000 j.m . SD -azy ze śladam i ty l
ko SK -azy.

U dostępnienie tych  p re p a ra tó w  zachęciło do przebadan ia  możliwości 
ich  zastosow ania w  badan iach  biochem icznych i cytochem icznych. P re p a 
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ra ty  te są dostatecznie tan ie , aby m ożna je było stosow ać także w p racy  
szkoleniow ej. K orzystną w ydaje  się także m ożliwość porów nania dz ia ła l
ności dezoksyrybonukleaz różnego pochodzenia.

E a s s e r m a n  [2] w  N iem czech doniósł o zastosow aniu p re p a ra tu  
am erykańskiego  „V aridase” , k tó ry  jest m ieszaniną SK -azy i SD -azy . 
W trakcie  naszej p racy  ukazała  się publikacja J a c k s o n  i D e s s a u  
f 12] z labora to riów  firm y  L ederle  o zastosow aniu dezoksy rybonuk leazy  
paciorkow cow ej do u su w an ia  barw iących się wg F e u l g e n a  su b 
s tan c ji z jąd e r kom órkow ych; ten  p rep a ra t SD -azy nie jest, zdaje się, 
jeszcze w prow adzony do handlu .

M a te r ia ł  i m e to d y

S trep tdazę, k tó rą  opisaliśm y pow yżej, o trzym ano  w darze od W ar
szaw skiej W ytw órni Surow ic i Szczepionek. P re p a ra t ten  zaw iera b u fo r, 
tak  że po rozpuszczeniu w  wodzie pH jogo wynosi około 8 . D odatkow o 
W W SS przygotow ała dla nas szereg am pułek  bez dodatku  buforu . SD -aza 
w olna cd  SK -azy była opisana poprzednio [20]. D ośw iadczenia po ró w n aw 
cze przeprow adzono z k rysta liczną dezoksyrybonukleazą trz u s tk i firm y  
W orth ington  i z p rep a ra tem  SK-SD firm y  W ellcome, dostarczonym  n am  
u przejm ie  przez WW SS.

B adania przeprow adzono na tkankach  szczura, a m ianow icie: n e rk i, 
w ątroby , jąd ra , m ięśnia szkieletow ego i ścianki żołądka. W ypróbow ano  
n astęp u jące  m etody u trw a lan ia : C arnoya, Susa, Z enker, S erra , H e id en -
heina, Bouina a także aceton. G łów nie używ ano jed n ak  m etody C arnoya. 
G rubość sk raw ków  w ynosiła  6p.

Po usunięciu  p arafin y  ze skraw ków  poddaw ano je dz ia łan iu  p re p a ra tu  
enzym atycznego, k tó rego  odpow iednią ilość rozpuszczano w  0,1 m l w ody 
w zględnie buforu . N a sk raw ek  nak rap lano  20 —  25 yl roz tw oru  i in k u b o - 
w ano w  w ilgotnej kom orze (p ły tka P etriego  z pew ną ilością w ody na 
dnie) przez 1 godz. w  37°. S k raw ki kon tro lne  pokryw ano  odpow iednią 
ilością w ody w zględnie buforu .

Obecność kw asu  dezoksyrybonukleinow ego badano barw iąc zielenią 
m ety low ą i p y ron iną wg B r a c h e t a  [3] oraz w g F e u l g e n a  [8J 
(hydroliza IN  HC1 6 —'1 8  m inu t w 60°, zależnie od rodzaju  tkanki).

W y n ik i i d y s k u s ja

W początkow ych dośw iadczeniach stw ierdzono, że zarów no p re p a ra ty  
handlow e S trep tdazy , jak  też przygotow ane w labo ra to rium , k tó re  w  po
m iarach  w iskozym etrycznych  w ykazały  odpow iednią ak tyw ność enzym a
tyczną, nie działały  na sk raw ki, niezależnie od sposobu ich u trw a lan ia . 
C elem  w yjaśn ien ia  tego zjaw iska przeprow adzono szereg dośw iadczeń 
z SD-azą w clną od SK-azy.
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Z aw artość am pułk i SD -azy rozpuszczano w  w odzie uzysku jąc  stężenie 
enzym u 10 000 j.m ./m l. D ziałaniu  tych  p repara tów  poddaw ano różne 
tkank i obserw ując zachow anie się jąd ra . N ajlepsze re z u lta ty  uzyskano 
na p re p a ra ta ch  u trw a lo n y ch  m etodą C arnoya. Podobne w ynik i uzyskano 
n a  sk raw kach  u trw alo n y ch  m etodą H eidenheina. P rz y  użyciu  25 pi 
n a  sk raw ek , je d n a  am pułka w y starcza ła  na  40 razy. P rzy  stężen iu  enzym u 
6.000 j.m ./m l, ją d ra  m ięśni i nerk i podlegały  straw ien iu , lecz jąd ra  w ą tro -

a> b)

Fot. 1. Jądro szczura, utrw alenie wg C a r n o y ’a, barw ienie w g  
F e u l g e n a ,  pow. 80 X

a) inkubacja z SK -SD, 6000 j. m. SD -azy/m l, w  37°, 1 godz.
b) inkubacja z H20

a) b)

Fot. 2. Wątroba szczura, utrw alenie w g C a r n o y ’a, barw ienie  
wg F e u l g e n a ,  pow. 320 X

a) inkubacja z SK -SD , 10000 j. m. SD -azy/m l w  37°, 1 godz.
b) inkubacja z H2Q

by ty lko  częściowo. P rzy  stężeniu  3 000 j.m ./m l uzyskano działanie ty lko 
n a  tkankę  jąd ra . W arto  zauw ażyć, że p lem niki w  p rep ara tach  tk an k i ją 
d ra  nie trac iły  barw iiw ości naw et pod działaniem  10 000 j.m /m l. DN-aza 
k ry sta liczn a  w stężeniach  5 0 — 100 pg/m l daw ała podobne w ynik i jak  
6 000 j.m . SD -azy na ml. R ezu lta ty  b y ły  identyczne zarów no p rzy  zastoso
w aniu  m etody  barw ien ia  F e u 1 g e n a jak  zielenią m ety low ą w edług  
B r a c h e t a .
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Pow yższe w ynik i uzyskane sam ą SD-azą n asu n ę ły  nam  w niosek, że 
b rak  aktyw ności SK -azy-SD -azy n a  sk raw ki może być w yw ołany  dużą 
siłą jonow ą środow iska spow odow aną przez obecność dodatkow ego białko 
S K -azy i soli. W iem y, że R N -aza podlega zaham ow aniu  w  w ysokich s tę 
żeniach soli lub naw et buforów  (S h  u g a r  [23], [24]), zaś K u n i t z [15] 
w ykazał zaham ow anie D N -azy w ysokim  stężen iem  soli; o sta tn io  A s a -  
h i n a  i O k a  [1] w ykazali, że także  SD -aza podlega zaham ow aniu  
w  obecności nadm iaru  jonów . W obec tego zaw artość k ilku  am pułek  
SK -azy-SD -azy  poddano d ializie w obec desty low anej w ody przez szereg 
godzin, lecz naw et wówczas p re p a ra t nie był ak tyw ny , dopiero  po dopro
w adzeniu  pH do 8,5 przez  ostrożne dodaw anie NaOH p rep a ra ty  s taw a ły  
się ak ty w n e i traw iły  ją d ra  w  sk raw kach  tk an k i ją d e r  i nerk i.

Na podstaw ie tych  w stępnych  dośw iadczeń W W SS przygotow ała pew 
ną ilość am pułek  SK -azy-SD -azy  w edług  bieżąco stosow anej p rocedury , 
lecz bez dodatku  bu fo ru  w końcow ej fazie p rod u k cy jn e j; pH  tych  p re p a 
ra tó w  w  wodzie w ynosi około 7, zaś ich ak tyw ność histochem iczna by ła  
ta  sam a co SD -azy (fo tografia 1 i 2). D odatek bu fo ru  do tych  p rep ara tó w  
nie w pływ ał na  ich ak tyw ność badaną na sk raw kach , o ile stężenie jego 
nie p rzekraczało  0,05 M. Pow yżej tego stężen ia ak tyw ność enzym u m ala
ła. A ngielski p re p a ra t hand low y  firm y  W ellcome, k tó ry  praw dopodobnie 
zaw iera także dużo buforu , okazał się rów nie n ieak ty w n y  jak  i polskie 
p re p a ra ty  zaw ierające bufor.

J a c k s o n  i D e s s a u  [12] donieśli o zastosow aniu SD -azy w ol
nej od SK -azy, przygotow anej n a  skalę lab o ra to ry jn ą  w firm ie L ederle  do 
celów histochem icznych. S tosow ali oni enzym  w  stężeniu  1 000 j.m ./m l 
w 37° przez jed n ą  godzinę, lecz odnaw iali roz tw ór enzym u co 15 m inu t. 
J e s t to  znacznie m niej w ygodne niż stosow ana przez nas technika, ponie
waż zaś w ynik i końcow e są te  sam e, n ie  próbow aliśm y jej stosować. 
A utorzy  ci w spom inają także k ró tko , że hand low y p rep a ra t SK -azy-SD - 
azy firm y  L ederle  daw ał im  te sam e rezu lta ty .

W trak c ie  naszej p racy  ukazała  się pub likacja  G h o s h a  [10], k tó ry  
w ykazał, że roz tw ór dezoksyrybonukleazy  trzu stk i m ożna przechow yw ać 
w  m inus 20° i naw et p rzy  w ie lo k ro tn y m  zam rażan iu  i odm rażan iu  nie 
trac i aktyw ności. Jakko lw iek  n ie  badaliśm y specja ln ie tego zagadnienia, 
s tw ierdz iliśm y jednak , że ro z tw o ry  obo jętne  SK -azy-SD -azy lub SD-azy 
m ożna przechow yw ać przez noc w  lodówce bez znacznej u tra ty  ak ty w 
ności. Dłuższe przechow yw anie pow oduje spadek aktyw ności. W ielokrot
nie przechow yw aliśm y roz tw ory  na suchym  lodzie bez w idocznej u tra ty  
aktyw ności. Często także rozpuszczaliśm y zaw artość am pułk i w  1 ml w o
dy, roz tw ór po rozdzieleniu  do 10 m niejszych  am pułek  liofilizow ano 
i używ ano w  m iarę potrzeby.
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D odatek jonów  m agnezu w  naszych badaniach nie zw iększał ak ty w 
ności p re p a ra tu , to też zan iechaliśm y go w  dalszej pracy. Na ten  tem at 
is tn ie je  rozbieżność m iędzy au to ram i, i tak  G i l b e r t ,  O v e r e n d  
i W e b b [11] o raz  M a z i a  i J a e g e r  [16] są zdania, że jo n y  m agne
zu są zbyteczne do aktyw ności enzym u wobec tkanek , zaś B r  a c h e t 
i S h a v e r  [5] w y raża ją  pogląd w ręcz przeciw ny.

Poniew aż w  w iększości prac nad  zastosow aniem  D N -azy do celów 
histochem icznych  posługiw ano się m etodą F e u 1 g e n a, uszło uw agi 
badaczy ew en tu a ln e  działanie tych  p rep ara tó w  na  plazm ę. W naszej p ra 
cy, stosując b arw ien ie  zielenią m ety low ą i pyroniną, zauw ażyliśm y, że 
niezależnie od sposobu u trw a len ia  skraw ków , plazm a trac i część sw ojej 
barw liw ości pod w pływ em  inkubacji z roztw oram i SK -azy-SD -azy, sa
m ej SD, k ry sta liczn ej D N-azy, p rep a ra tu  angielskiego SK -azy-SD -azy 
oraz z sam ym i buforam i, co odbija się w  różnym  stopniu  n a  różnych tk an 
kach. Szczególnie w yraźn ie e fek t ten  daje się zaobserw ow ać n a  sk raw 
kach w ątroby . S t o w e l l  i Z o r z o l i  [25] zaobserw ow ali podobne 
działan ie  roz tw orów  elek tro litów . Ich zdaniem  u lega w ypłukan iu  część 
kw asu  rybonukleinow ego. Podobny e fek t m a wg nich w oda desty low ana
0 tem p era tu rze  60°.

W zw iązku z podaną pow yżej obserw acją oznaczyliśm y także zaw ar
tość R N -azy w  naszych p rep a ra tach  SD-azy. J a k  w ykazał M c C a r t y  
[18], paciorkow ce w ydzie la ją do środow iska m ałe ilości R N -azy i nie jest 
w ykluczone, że m ałe ilości RN -azy ulegają zagęszczeniu w  p rep ara tach  
SD -azy. Analiza w ykazała  jednak , że jeśli naw et nasze p re p a ra ty  SD -azy 
zaw iera ły  RN-azę, ilość je j n ie m ogła w ynosić w ięcej n iż 1 [ig w  am pułce
1 może n ie  być b ra n a  pod uwagę.

N ależy także w spom nieć, że po u trw a len iu  m etodą Susy  nie m ożna 
stosow ać barw ien ia  zielenią m etylow ą, gdyż kw aśny  ten  u trw alacz  po
w oduje częściową hydro lizę kw asu  dezoksyrybonukleinow ego do kw asu  
apurynow ego, zaś ten  o s ta tn i n ie w iąże zieleni m etylow ej.
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nPM M FH EHIlE B rHCTOXMIvIMPI ITOJIbCKMX TOPrOBBIX IIPEIIAPATOB  
CTPEnTOKOKKOBOH A E30K CM PM B0H yK JIEA3bI

P  e 3 k) m e

MccjieAOBajiacb npwroAHOCTb rncToxmviMHecKnx pejieh  OTenecTBeH- 
Hbix ToproBbix npenapaTOB CTpenT0KMHa3bi co CTpenT0A0pHa30M (roproBoe 
Ha3BaHne: ,,S trep td aza”) m CTperrro,a,opHa3bi cboGoahom ot CTpenTOKMHasbi. 
PaGoTa coAep^KMT iioapoGhoctm OTHOCMTejibHO mctoaob c^nKcaiqiii, HeoGxo-
AMMOM K O H IieH TpailM M  3H 3H M 0B , BJIHHHMH MOJIHpHOM K O H peH TpaiJM M  G ycjóe-  
p a  m T.n. I ly T e M  c p a B H e m iH  MCCJieAOBajiH T o p r o B b in  n p e n a p a T  a H r jiM iłc K o r o  
n p oM cxo> K A eH M H  m K p M C T aju iM H ecK yio  A e 3 0 K C n p M 6 o H y K J ie a 3 y . B p a G o T e  
npMBOAHTCH p e 3 y jI b T a T b I , OTHOCHUlMeCH K paSJIM HHbIM  T H naM  T K a H eil.

T H 2 APPLICATION OF POLISH COiMMERCIAL PREPARATIONS OF STREPTOCOCCAL  
DESOXYRIBO N U CLK\SE IN HISTOCHEMISTRY

S u m m a r y

A s tu d y  has been m ade of the  app licab ility  of Polish com m ercial p re 
parations of strep to k in ase-strep to d o rn ase  (S treptdaza), and of s trep to k i
n ase -free  strep todornase , to  h istochem ical w ork . D etails are  p resen ted  
regard ing  m ethods of fixation , enzym e concen tra tions req u ired , influence 
of b u ffe r m olarity , etc., and  com parisons have been m ade w ith  an English 
com m ercial p rep a ra tio n  an d  w ith  c ry sta llin e  desoxyribonuclease. R esults 
ob tained  w ith  d iffe ren t types of tissue are  described.

Otrzymano 10.9.1956 r.
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A. PIGOŃ

W IELOCUKROW CE W O R G A N IZ M IE  U R O S T Y L A  W CZASIE  
Ż Y C IA  AK TYW NEG O  I EN C Y ST A C JI

Zakład Cytofizjologii U  J  w Krakowie  

Kierownik: doc. dr A . Pigoń

P raca  n in ie jsza  —  nap isana do specjalnego n u m eru  Acta Biochimica  
Polonica  poświęconego 60-leciu u rodzin  prof. d ra  J ó z e f a  H e l l e r a  —  
je s t jed n ą  z zam ierzonych prac dotyczących p rzem ian y  m ate rii p ew ne
go w ym oczka (Urostyla)  w  okresie życia aktyw nego i życia u tajonego , 
en cy stac ji. W dorobku naukow ym  prof. H e l l e r a  zn a jd u je  się w ie
le prac pośw ięconych podobnym  zagadnieniom , tzn . porów naniu  procesów  
biochem icznych w  organizm ie, przechodzącym  z ok resu  życia aktyw nego 
w  okres spoczynku, w  okres życia u tajonego.

P roces encystacji, w  czasie k tó rego  kom órka otacza się g rubą osłonką 
i na  pozór n ie p rze jaw ia  cech życia, je s t dość szeroko rozpow szechniony 
w śród  p ierw otn iaków ; rzadziej tra f ia  się w śród  organizm ów  w ielokom ór
kow ych. Fizjologia tego procesu je s t słabo poznana. M am y nieco danych  
dotyczących czynn ików  w yw ołu jących  przejście fo rm y  ak tyw nej w  cystę 
(proces encystacji) i cy sty  w  form ę ak ty w n ą (proces ekscystacji); li te ra 
tu rę  przedm io tu  zestaw ił van  W a g t e n d o n k  [13], ale n iew iele  p rac  
do tyczy  po ró w n an ia  p rzem ian y  m ate rii cysty  i fo rm y  ak tyw nej. W yjaś
n ien ie  procesu encystac ji m iałoby ogólno-biologiczne znaczenie; być może, 
przyczyniłoby  się do w y jaśn ien ia  procesów  w zrostu  i różnicow ania się 
u  organizm ów  w ielokom órkow ych. To zagadnienie zn a jd u je  się w  cen 
tru m  za in teresow ań  n au k  biologicznych.

M ateria ł

W ym oczki stanow iące p rzedm io t te j p racy  u trzy m u ję  w  hodow li od 
sty czn ia  1955 r. Hodow le w yprow adzone są z m ate ria łu  pochodzącego 
z m ałego, zaniedbanego ak w ariu m  w  Zakładzie Zoologii U J, gdzie w y 
m oczki te  w ystępow ały  pojedynczo w śród  d e tritu su .

[613]
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P rz y  próbach oznaczenia — posługiw ałem  się kluczem  K  a h 1 a 
[7] —  n ie  znalazłem  opisu, k tó ry  by odpow iadał hodow anem u w ym oczko
wi. K sz ta łt jego, w ielkość, uk ład  rzęsek i rozproszone jąd ro  p rzypom ina
ją  ł lem icych o s ty la  sphagni  ( S t o k  e s ) , Urostyla caudata  (S t o k  e s) 
i Urostyla grandis ( S t e i n ) .  Od H. sphagni w ym oczek różni się p o jed y n 
czą w odniczką tę tn iącą  i w ystępow aniem  g ru p y  szczecin w  pobliżu ty ln e 
go końca ciała („Transuersalcirren”). Od U. caudata  odróżnia go b rak  
chorąg iew ki rzęsek na końcu ciała i po jedyncza w odniczką tę tn iąca . W resz
cie od U. grandis  odróżn ia się is tn ien iem  ty lko dw óch rzędów  szczecin

na polu peristo m aln y m  („Frontalcirren”). 
N ie będąc system atyk iem , n ie czuję się 
pow ołanym  do opisyw ania now ych ga
tunków ; d latego  też w  tej p racy  okreś.arn  
wym oczka prow izoryczną nazw ą „Uro- 
styla, szczep A ” , tak  jak  określa łem  go 
w czasie dośw iadczeń. Poniżej podaję 
k ró tk i opis w ym oczka i jego rysunek . S ta 
now isko system atyczne tego g a tu n k u  zo
stan ie  określone w  przyszłości przez od
pow iedniego specjalistę.

Długość w ym oczka w ynosi 350 —  450!+ 
szerokość —  80— 140^. P eristom  za jm u je  
około V4 ciała. N a polu  peristo m aln y m  
zn a jd u je  się dw a rzędy  szczecinek, z k tó
rych  jed en  przechodzi na stro n ę  brzuszną. 
Na s tro n ie  brzusznej 11 rzędów  rzęsek 
rozdzielonych w ąsk im  zagłęb ien iem  bieg
nącym  w zdłuż ciała w ym oczka (po jednej 
s tro n ie  zag łęb ien ia  —  6 rzędów , po d ru 
giej —  5 rzędów , licząc razem  z rzędam i 
brzeżnym i, „Marginalreihen”). P rzy  koń

cu ciała zna jdu je  się g ru p a  6— 8 szczeci („Transversalcirren'’), k tó re  jed n ak  
n ie  dochodzą do końca ciała. W odniczką tę tn iąca  pojedyncza z k an a łem  do
prow adzającym  w zdłuż ciała (czasem w ygląda ja k  rząd  w odniczek). P ro - 
trichocysty  pod p sllik u lą  nieliczne, n ie  ułożone w  rzędy. P ro toplazm a 
n iep rze jrzy sta . Jąd ro  duże (m acronucleus), rozdzielone na k ilkadziesiąt 
części (około 50), k ilka (4— 12) jąd e r m ałych (m icronuclei). Różnice w za
b arw ien iu  jąd e r dużych i m ałych  i w  ogóle cały ap a ra t jąd ro w y  podobny 
do a p a ra tu  jądrow ego Urostyla grandis  [10, 11, 12], W ym oczek łatw o  się 
encystu je ; cysty są bardzo ciem ne, ku liste , średn icy  około 100+  otoczone 
p rz e jrzy s tą  b łoną grubości około 15u.

Fig. 1. Urostyla,  szczep A. a) — 
układ rzęsek na stronie brzusz
nej w ym oczka, b) — wodniczką  
tętniąca i aparat jądrowy; jądra 
4uże (m acronuclei) — kropko
wane, jądra m ałe (m icronuclei) —  

jednolicie czarne
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M eto d a

J ak  w spom niałem , w ym oczki używ ane do dośw iadczeń u trzy m u ją  się 
od ułuższego czasu w hodow lach. P ierw szą, w yjściow ą hodow lę zaszcze
p iłem  pojedynczym  osobnikiem  Urostyla. H odowle przeszczepia się do 
świeżego środow iska co k lik a  tygocmi (4 — 8). Hodowle prow adzono 
w  p ły tkach  P etriego  w  p łyn ie  P ringsheim a [b], do k torego  w rzuca się k il
ka  z iam  gotow anego ryżu  i k ilka Kawałków siana. B ak terie  rozw ija jące 
się w7 tym  środow isku stanow ią w ystarcza jący  pokarm  d la  hodow anych 
w ym oczków.

Hodowle prow adzono rów nolegle w  tem p era tu rach  + 1 8 °  i +  27° C, 
tak  że w ym oczków  hodow anych w  pew nej tem p era tu rze  używ ano do szcze
p ien ia  dalszych hodow li prow adzonych w tej sam ej tem p era tu rze . W y
m oczki hodow ane w  obu tem p era tu rach  stanow ią potom stw o tego samego, 
w yjściow ego osobnika.

Po przeszczepieniu do nowego środow iska w ym oczki rozm nażają  się 
szybko; w ciągu około 3 tygodni hodow la osiąga pełne zagęszczenie. Do do
św iadczeń i obserw acji używ ano w ym oczków  z około 2 —  3 tygodniow ych 
hodowli, tzn. w  końcow ym  okresie w zrostu . W hoaow lach tego ty p u  w y

m oczki odżyw iają się bak teriam i. B ezbak tery jnych  hodowli Urostyla  n ie 
próbow ano o trzym ać. By — o ile m ożności —  w yrów nać stan  fizjologiczny 
wym oczków, pobierano  je  z hodow li jednego w ieku , a przed dośw iad
czeniem  głodzono przez 24 godz. z w y ją tk iem  specja lnych  wypadków7,
0 k tó ry ch  będzie mowa.

E ncystację w ym oczków  m ożna wywTołać w następ u jący  sposób: z ho
dow li w ybierano  około 100 w ym oczków  posługując się p ipetką  z h am u l
cem [5] i um ieszczano je w 2 ml p łynu  P ringsheim a bez b ak te rii na 24 godz. 
N astępnie p rzenosiłem  w ym oczki do  2 ml świeżego p łynu  P ringsheim a na 
dalsze 24 godz. Po ty m  czasie w ym oczki przenosiłem  do m ałej objętości 
(0,2 —  0,3 ml) p ły n u  P ringsheim a, gazie w  przeciągu kilku  dn i encysto - 
w ała się część wym oczków . Te, k tó re  n ie encystow ały  się w ciągu k ilku  
dni, n ie  en cy sto w ały  się i p rzy  dalszym  głodzeniu. Ja k  widać, głodzenie 
w ym oczków je s t w ażnym  czynnikiem , w yw ołu jącym  encystację. W aru n 
ki, w  k tó ry ch  en cy stac ja  zachodzi, zostaną przedstaw ione w  oddzielnej 
publikacji.

O bserw acje w ykonyw ano prawdę w yłącznie n a  m ateria le  utrw ralonym
1 barw ionym . W ym oczki u trw a lan o  p łynem  C arnoya bez ch loroform u 
(recepta z 1885 r.). Na szkiełka nakryw kow e zanurzone w p łyn ie C arnoya 
w strzyk iw ano  w ym oczki w  jak  n a jm n ie jsze j ilości wody. W ym oczki opa
d a ją  na szkiełko i p rzy lep ia ją  się do mego. Po 40 m in. u trw a lan ia  szkiełko 
n ak ryw kow e de likatn ie  w y jm u je  się z u trw alacza i suszy. W ym oczki tak  
p rzygo tow ane są płasko rozciągnięte n a  szk iełku  i siln ie do niego p rzy le
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gają. Gdy chodziło o lepsze zachow anie k sz ta łtu  wym oczka, p re p a ra tó w  
n ie suszono. Wówczas ksz ta łt (rzęski itd .) je s t co p raw d a  lepiej zachow a
ny, ale w ym oczki ła tw o o d ry w ają  się od szk iełka w czasie dalszej proce
d u ry  p reparow ania.

O bserw acje uzyskane na całych w ym oczkach spraw dzano, oglądając 
sk raw ki wym oczków , grubości 5 —  9 u, uzyskane z fe rm  ak tyw nych  i róż
nych  form  encystacji. Do tego celu w ym oczki u trw a lan o  w p ły n ie  C arnoya 
(1885) i zatapiano w  celloidynie, a n astęp n ie  w  parafin ie .

G likogen barw iono m etodą B a u e r a  [8] (odczynnik Schiffa  po u tle 
n ian iu  kw asem  chrom ow ym ) po pokryciu  p re p a ra tu  celloidyną. K on tro lne  
p rep a ra ty  n ie  pokry te  celloidyną, poddaw ano traw ien iu  śliną przez 3 godz. 
w  tem p era tu rze  +  38° C [8], Ten d łu g i czas traw ien ia  śliną okazał się 
po trzebny  ze względu na znaczną grubość p rep ara tó w . W w ypadkach , gdy 
posługiw ano się skraw kam i, traw ien ie  ś liną  przez 1 godzinę w y starcza  d la  
całkow itego usunięcia glikogenu.

P o lisacharydy  inne niż glikogen barw iono p rzy  pom ocy reak cji PAS 
(odczynnik Schiffa po u tlen ian iu  kw asem  nadjodow ym , P eriod ic Acid 
Schiff) w edług  przepisu  L i 11 i e i G r e c o [8j. Wobec tego, że gliko

gen p rzy  tej reakcji daje  bardzo silne zabarw ien ie , zazw yczaj przed p rze
prow adzeniem  tej reakcji z m ateria łu  usuw ano  go p rzy  pom ocy traw ien ia  
śliną, jak  w  p rep ara tach  k on tro lnych  barw ionych  met-odą B a u e r a .

F o rm a  akty inna Urostyla

W protoplazm ie w ym oczków  u trw a lo n y ch  w okresie życia ak tyw nego 
m etodą B a u e r a  w y b arw ia ją  się bardzo liczne, d robne ziarenka (średnicy 
około 1 — 1,5 u). Z iaren k a  te n ie w y b arw ia ją  się, jeżeli w ym oczki poddano 
traw ien iu  śliną. D odatn i w ynik  reak c ji B a u e r a  i rozpuszczanie się 
z iarenek  pod działaniem  śliny  w skazu ją  na to, że m am y do czynienia 
z glikogenem  lub  jak im ś innym , bardzo podobnym  w ielocukrow cem . Z jo 
dem  ziarenka dają zabarw ien ie  żółtaw e lu b  czerw onaw e —  nie zaw iera ją  
w ięc skrobi.

P rócz glikogenu szereg innych  zw iązków  barw i się odczynnikiem  
Schiffa po u tlen ian iu  kw asem  nad jodow ym  (reakcja PAS). W ym oczki, na 
k tó rych  przeprow adzano  reak cję  PA S, b y ły  z 're g u ły  p rzed tem  poddane 
traw ien iu  śliną (by usunąć glikogen). W idzim y wówczas, że m ate ria ł b a r
w iący się czerw ono po p rzeprow adzeniu  reak c ji PA S zw iązany je s t z pelli- 
ku lą  p ierw otn iaka. N ajsiln iej zabarw iony  je s t „p rze ły k ”, nieco słabiej — 
lecz rów nież siln ie  —  rzęski, a zw łaszcza rzęski peristom alne. Rzęski na 
ciele w ym oczka barw ią się nieco słab iej, ale siln iej niż pelliku la . W pelli- 
ku li w idać m iejsca zabarw ione siln ie j i m iejsca barw iące się słab iej, ale
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nie dostrzega się żadnego charak tery sty czn eg o  uk ład u  m ateria łu  w y b ar- 
w ionego.

J a k  w spom niałem , po reak cji PA S s tru k tu ry  p rzełyku  w y b arw ia ją  się 
n a jin ten sy w n ie j. U n iek tó rych  jednak , bardzo nielicznych zresztą osobni
ków  nie s tw ierdz iłem  w y b arw ian ia  się przełyku . Jeśli p rzy  ty m  barw ione 
b y ły  ją d ra  kom órkow e (hem atoksyliną), to czasem  jąd ro  duże (macronuc-  
lens)  barw iło  się szczególnie słabo. Taki okresow y zanik  ap a ra tu  p rze ły 
kow ego m ógłby być zw iązany albo z podziałem  kom órki, albo z reorgan i
zacją, tj . zjaw isk iem  opisanym  przez D e m b o w s k ą  [3] u Stylonychia .

W śród w ielu  zw iązków  dający ch  dodatn ią  reakcję  PA S zn a jd u je  się 
rów nież kw as hyalu ronow y. W obec dodatniego w yn iku  reakcji PAS w  rzęs
kach  i pe lliku li m ożna b y  przypuszczać, że kw as h y alu ronow y  w ystępu je 
w  tych  s tru k tu rac h . P rzypuszczenie tak ie  oparte  je s t na fakcie, że szcze
cink i Urostyla  —  jak  u w szystk ich  H ypotricha  —  są w  rzeczyw istości zle
pionym i w iązkam i rzęsek, w  czym  m ógłby uczestniczyć kw as hyalu rono
w y. Ponadto , B a i r a t i  i L e h m a n n  [1] w ykazali obecność tego 
zw iązku w  p e llik u li innego p ierw o tn iaka, am eby. B y przekonać się, czy 
pelliku la  Urostyla  zaw iera kw as hyaluronow y, w ym oczki u trw alone, jak  
to opisano poprzednio, traw iono  śliną przez 3 godziny dla usunięcia gliko
genu, a następn ie  poddaw ano traw ien iu  roztw orem  h yalu ron idazy  (skład 
roztw oru: p łyn  R ingera 4 ml, b u fo r fosforanow y 0,1M pH =  7,1 2 ml, p re 
p a ra t hyalu ron idazy  „H yalas” Leo 50 V. R. E., k rop la  chloroform u). T ra 
w ien ie  hyalu ron idazą przeprow adzano w  tem p era tu rze  +  38° C przez 24 
i 48 godzin. K ontro lne p re p a ra ty  p rzetrzym yw ano  przez ten  sam  czas 
w  zbuforow anym  płyn ie R ingera z dodatk iem  chloroform u w  tem p era
tu rze  +  38° C. W ani jed n y m  w ypadku  po p rzeprow adzeniu  reakcji PAS 
n ie dało się stw ierdzić różnic w  in tensyw ności zabarw ienia pom iędzy p re 
p a ra tam i traw ionym i hyalu ro n id azą  a p rep ara tam i kon tro lnym i. A by skon
tro low ać aktyw ność enzym u, rów nocześnie z w ym oczkam i traw ien iu  h y a 
lu ron idazą poddaw ano sk raw ki z pępow iny cielęcia (grubości 8ij, u trw a 
lan e  p łynem  C arnoya 1885), gdyż w  pępow inie zn a jd u ją  się duże ilości kw a
su hyaluronow ego. K on tro lne  p re p a ra ty  pępow iny um ieszczano w  zbufo
row anym  płynie R ingera, jak  k o n tro ln e  p re p a ra ty  wym oczków . Po 24 go
dzinach  kw as hyalu ronow y  zostaw ał u su n ię ty  ze sk raw k ó w  pępow iny, 
sk u tk iem  czego po p rzep row adzen iu  reak cji PA S pępow ina n ie  traw iona 
b y ła  zabarw iona znacznie siln ie j niż pępow ina traw io n a  hyaluronidazą, 
jed n ak  i ta  w ykazyw ała w yraźne  —  choć lekkie —  zabarw ienie. T raw ie
n ie  dłuższe niż 24 godziny n ie  zm ienia tego obrazu.

Tak więc, dośw iadczenia op isane tu  w ykazu ją  w  ,,p rze ły k u ”, rzęskach 
i pelliku li Urostyla  obecność jak ichś substancji pokrew nych w ęglow oda
nom . Nie m a podstaw  przypuszczać, że w  s tru k tu ra c h  tych  w y stęp u je  
w  w iększych ilościach kw as hyalu ronow y.

15]
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W ym oczki hodow ane w  tem p era tu rze  +  27° i +  18° różnią się nieco 
w  wyglądzie. W ym oczki hodow ane w  tem p era tu rze  w yższej są nieco 
sm uklejsze, ich pro toplazm a je s t bardziej p rze jrzy sta , jasnobrązow a. 
W w yższej tem p era tu rze  w zrost hodow li je s t znacznie szybszy, hodow la 
osiąga też siln iejsze zagęszczenie niż w  tem p era tu rze  n iskiej. E ncystac ja  
w  tem p era tu rze  wyższej nie zachodzi lub zdarza się ty lko  w yjątkow o . 
Taki sam  w pływ  tem p e ra tu ry  na encystaeję obserw ow ał rów nież G i e s e 
[4] u Sty lonych ia  curvata.

Z aw artość po lisacharydów  wT kom órkach w ym oczków  hodow anych 
w  tem p era tu rze  +  18° i +  27° p rzedstaw ia  się różnie. W tem p era tu rze  
w yższej w ym oczki zaw iera ją  w yraźn ie m niej glikogenu niż w ym oczki 
hodow ane w  tem p era tu rze  niższej. Nie przeprow adzałem  tu  pom iarów  
ilościowych, lecz oceniając „na oko” w ym oczki hodow ane w  +  18° za
w iera ją  około 3 razy  w ięcej glikogenu niż w ym oczki hodow ane w  +  27°. 
Ta różnica w  zaw artości glikogenu nie jes t zw iązana z w iekiem  hodow li; 
rów nież  w ym oczki z hodowli świeżo zaszczepionej i szybko rosnącej za
w iera ją  m niej glikogenu niż w ym oczki w  tak ie j sam ej hodow li p ro w a
dzonej w tem p era tu rze  niższej. Poniew aż w  tem p era tu rze  wyższej w y 
moczki rozm nażają się szybciej, a rów nocześnie zaw iera ją  m niej glikogenu, 
nie m a pow odów  do przypuszczeń, że m niejsza  ilość glikogenu jes t re 
zu lta tem  gorszego odżyw ienia. Raczej różnice w  zaw artośc i glikogenu 
obrazow ałyby  różnice w m etabolizm ie, spow odow ane różną tem p era tu rą . 
Różnice te w idać rów nież w  b raku  encystacji w  tem p era tu rze  +  27°.

O ile m ożna sądzić z in tensyw ności zabarw ienia , ilość w ęglow odanów  
dających  dodatn ią  reakcję PA S jest tak a  sam a w  w ym oczkach hodow a
nych  w obu tem p era tu rach . Również ich uk ład  je s t tak i sam  („p rze łyk”, 
rzęski, pellikula).

G ło d z e n ie

Dośw iadczenia nad rolą w ęglow odanów  w  głodzeniu Urostyla. p rzep ro 
w adzano w* tem p era tu rze  +  16° i +  27°. W ym oczki hodow ane w  tem pe
ra tu rze  +  18° głodzono w  tem p era tu rze  +  16°, w ym oczki hodow ane 
w  +  27^ głodzono w  tej sam ej tem p era tu rze . W m oczki z dobrze rosną
cych hodow li um ieszczano w  k ilku  szalkach, około 80 w ym oczków  w  2 ml 
bezbak tery jnego  p łynu  P ringsheim a. P ły n  P rin g sh eim a zm ieniano co 
24 godziny. P ierw szą p a rtię  w ym oczków  u trw a lan o  bez głodzenia, w prost 
po w y b ran iu  ich z hodowli; następn ie  codziennie, co d ru g i lub co trzec i 
dzień u trw a lan o  kilkadziesiąt w ym oczków  na trzech  szkiełkach n ak ry w 
kow ych, aż co  w yczerpan ia  zapasu w ym oczków. U trw alone wym oczki 
barw iono m etodą B a u e r a  (pierw sze szkiełko), m etodą B a u e r a  po 
traw ien iu  śliną (drugie szkiełko), w reszcie w ykonyw ano reakcję  PAS na
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w ym oczkach traw ionych  śliną (trzecie szkiełko). U zyskane p rep a ra ty  po
kazyw ały  glikogen i inne w ęglow odany w  (różnych stad iach  głodzenia. 
Ilościowo g likogenu nie oznaczano, oceniano ty lko  jego ilość w edług  czte- 
ro-stopn iow ej skali: „dużo” =  wym oczek w ypełn iony  ziarenkam i gliko
genu; „ śred n io ” =  z iarenka rozproszone w  całej plazm ie, ale dość luźno; 
„ś lad y ” =  n iew ielkie ilości skupionych  ziarenek, głów nie w środkow ej 
części kom órki; „n ic” =  p lazm a zupełn ie pozbaw iona glikogenu, n a jw y 
żej gdzieniegdzie pojedyncze ziarenko.

W yniki uzyskane pokazują nieco in n y  przebieg  głodzenia w  tem p era
tu rze  +  16° i + 2 7 ° .  W tem p era tu rze  wyższej nie głodzone w ym oczki

Fig. 2. Schem at przedstaw iający przebieg głodzenia w zależności cd tem peratury  
(27° i 16°). Kółka w ew nątrz wym oczka przedstaw iają zapas glikogenu. Czas trw a
nia głodzenia (w godzinach) podaje skala u dołu rysunku. Grubość strzałek ozna
cza w  przybliżeniu ilość w ym oczków  (pełna grubość strzałki — 100°/o w ym oczków)

zaw iera ją  na ogół n iezby t w iele glikogenu (około 80°/o — „średn io”). 
W ciągu 24 godzin głodzenia w iększa część tego gJikogenu zostaje s tra 
w io n a—  sądząc na oko, około % , tak  że po 24 godzinach 90%  w ym oczków  
zaw iera  ty lko  „ś lad y ” glikogenu lub „n ic” . Pozostała resz ta  glikogenu 
zostaje zu ży ta  w olniej, jednak  po 100 —  120 godzinach głodzenia w tem 
p era tu rze  +  27° w ym oczki glikogenu p rak tyczn ie  n ie  zaw iera ją  (około 
90%  w ym oczków  — „n ic”). Ilość w ęglow odanów  zaw artych  w  pelliku li 
nie zm niejsza się w  ty m  czasie w  sposób w idoczny (taka  sam a in ten sy w 
ność zabarw ien ia po reak cji PAS). Dalsze głodzenie prow adzi do zm niej
szania się w ym iarów  w ym oczka i w reszcie do śm ierci.

inaczej przebiega proces w  tem p era tu rze  niższej. W ym oczki zaczyna
jące głodówkę zaw iera ją  w ięcej glikogenu sk u tk iem  hodow ania ich w  niż
szej tem p era tu rze . W czasie głodów ki glikogen znika z kom órki dość w ol
no, zw łaszcza w  n iek tó rych  wym oczkach. W śród w ym oczków  w y b ran y ch  
w p ro st z hodow li około 75%  osobników  zaw iera glikogenu „dużo” . Po
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30 godzinach głodzenia —  60°/o osobników  zaw iera glikogenu „dużo” . Po 
100 godzinach głodzenia —  tzn. tuż przed  zaczęciem  encystacji —  rów nież 
ckoło 60%  osobników zaw iera  „dużo” glikogenu. W ciągu następ n y ch  
100 godzin pew na część w ym oczków  encystu je  się; w szystkie cysty  zaw ie
ra ją  „dużo” glikogenu. Spośród nie encystow anych w ym oczków  po 220 go
dzinach głodzenia około 20%  zaw iera „dużio” lub  „średn io” glikogenu, 
pozostałe 80%  zaw iera ty lko  „ślady” lub  „n ic” . Jeżeli w  ty m  rach u n k u  
liczym y razem  fo rm y ak ty w n e i encystow ane w  czasie głodzenia, to po 
220 godzinach głodzenia około 60%  kom órek zaw iera  glikogenu „dużo” 
lub „śred n io ”.

W yniki głodzenia, zestaw ione na ry su n k u  2, w ykazu ją , że w  w yższej 
tem p era tu rze  glikogen je s t zużyw any znacznie szybciej i że en cy stac ji 
ulegają ty lko  wym oczki, zaw ierające pew ien zapas glikogenu w  o rg a
nizm ie. W ym oczki n ie posiadające zapasu glikogenu nie en cy stu ją  się, co 
zapew ne w iąże się z  fak tem , że w  wyższej tem p era tu rze  encystacja  z re 
guły nie zachodzi. P roces en cy stac ji m ożna by  tu  porów nać z procesem  
reg en erac ji u m nego w ym oczka (S ten tor  [14]).

R e g en era c ja

Około 300 osobników w ym oczków  hodow anych w  tem p era tu rze  +  27°, 
po w y b ran iu  ich z hodow li, lekko głodzono (2 godziny w  tem p era tu rze  
— 27° w  b ezb ak te ry jn y m  płynie P ringsheim a). W ym oczki dzielono na 
dwie g rupy : kon tro lną  i dośw iadczalną. W ym oczki w drugiej g ru p ie  p rze
cinano igłą szk laną w ‘/3 długości c iała licząc od przodu. W ten  sposób 
ty ln a  część, w iększa, by ła  pozbaw iona p eristom u  i p rzełyku , natom iast 
zaw ierała  w iększą część zapasu glikogenu. Co 60 m in u t (w innych  do
św iadczeniach —  co 24 godziny) u trw a lan o  po k ilkadziesią t w ym oczków  
operow anych i ko n tro ln y ch  i w ybarw iano  glikogen m etodą B auera  
w zględnie inne po lisacharydy  —  reak cją  PA S po traw ien iu  śliną m ate
ria łu  u trw alonego.

W ciągu  2 —  4 godzin w  tem p era tu rze  + 2 7 °  w ym oczki operow ane 
reg en eru ją  p eris to m  i p rzełyk . O ile m ożna sądzić po in tensyw ności za
barw ienia, ilość po lisacharydów  w  pelliku li n ie zm niejsza się w  sposób 
w idoczny sku tk iem  regeneracji. Być może, proces reg en erac ji zachodzi 
sku tk iem  u b y tk u  glikogenu; odnosi się co p raw d a  w rażenie , że po kilku  
godzinach regenerac ji glikogenu jest m niej w  kom órkach  operow anych  
niż w  kon tro lnych , ale zm iany te  są tak  drobne, że n ie d a ją  się u jąć  p rzy  
pomocy stosow anej tu  czterostopniow ej skali. W kom órce glikogen jest 
rozproszony m niej w ięcej rów nom iern ie ; sk u tk iem  tego n ie  d a  się prze
prow adzić dośw iadczeń tego typu , jak ie  W e i s z [14] w ykonał n a  w y
m oczku g a tu n k u  S ten tor  coeruleus.
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Encystacja

E ncystac ję  w ym oczków  w yw ołać m ożna głodząc je  w odpow iednio 
n isk iej tem p era tu rze . Po k ilku  dniach głodzenia ciało w ym oczka sk raca  
się, a cy top lazm a ciem nieje. N astępnie w  ciągu k ilku  godzin w ym oczek 
zaokrągla się, p rzyczepia do dna naczynia i otacza p rz e jrzy s tą  błoną. 
P rzez  n astęp n e  kilka godzin m ożna obserw ow ać ru ch y  wym oczka w e
w n ą trz  błony, ru c h y  te jed n ak  w kró tce usta ją . K om órka w ym oczka w  dal
szym  ciągu w ydziela  m ate ria ł tw orzący  błonę, tak  że ta  stopniow o g ru 
b ieje  przez 2 —  4 dni.

P onad  200 cyst, po u trw a len iu  p łynem  C arnoya, w ybarw iono m etodą 
B a u e r a .  W szystkie te cysty  zaw iera ją  „dużo” glikogenu. T rzeba jed n ak  
zw rócić uw agę, że sk u tk iem  zagęszczenia pro toplazm y p rzy  encystacji 
(objętość cysty  jes t m niejsza niż objętość fo rm y ak tyw nej) pozornie cy sty  
są bogatsze w  glikogen. K ilkadziesią t cyst poddano traw ien iu  śliną (3 go
dziny  w  tem p era tu rze  +  38°) i n astęp n ie  zabarw iono je m etodą B auera. 
T raw ien ie  śliną usuw a cały  m ateria ł dający  barw n ą reakcję  B auera; je s t 
w ięc to glikogen, jak  w  form ie ak tyw nej.

Rozłożenie w ęglow odanów  zaw artych  w  pelliku li n ie  ulega w  czasie 
encystac ji w iększym  zm ianom . R esorpcja peristom u  (rzęiski i przełyk) 
zaczyna się już u w ym oczków  zaokrąglonych, n ie  otoczonych błoną. P re 
p a ra ty  z tak ich  w ym oczków, na  k tó ry ch  przeprow adzono reakcję  PA S 
po up rzed n im  usunięciu  glikogenu śliną, w ykazu ją  czerw ono zabarw iony  
m ateria ł n a  pow ierzchni kom órki i słabe rzęski. P rze ły k  —  s tru k tu ra  n a j
siln iej barw iąca się u osobników  ak tyw nych  —  tu  barw i się słabo lu b  
zupełn ie  nie daje  się w ybarw ić. W cyście całkow icie w ykształconej m a te 
ria ł dający  się w ybarw ić  reakcją  PA S znajdu je  się w  cienkiej w arstew ce 
na pow ierzchn i p ro top lazm y, podobnie jak  w żyw ym  w ym oczku. W y- 
b ar wioną w a rs tw a  p e llik u la rn a  nie w ykazu je żadnych s tru k tu r  —  rzęsek, 
p rze łyku  czy tp. G ruba błona otaczająca cystę nie zaw iera śladu czer
w onego zabarw ien ia  po p rzeprow adzen iu  reakcji PAS.

Ekscjjstacja

O bserw acje podane poniżej zebrano na m ateria le  w ym oczków  ekscy- 
s tu jących  się sam orzu tn ie . Po k ilk u n as tu  lub  kilkudziesięciu dn iach  eks- 
cystac ji część cyst ulega reak tyw ac ji, czego p ierw szym  w idocznym  ob ja
w em  są ru ch y  w ym oczka w ew n ątrz  b łony  cysty . Po pew nym  czasie (kilka 
godzin —  k ilk a  dni) w ym oczek w ydosta je  się z b łony i zaczyna życie ak 
tyw ne. Często jed n ak  w ym oczek n ie  może w ydostać się z o taczającej go 
błony i ginie. M ateria ł, n a  k tó ry m  o p arto  obserw acje, je s t szczupły: około 
20 w ym oczków  w  każdej g rupie, gdyż ty lko  ty le  w ym oczków  ekscysto- 
w alo się sam orzu tn ie  z około 1500 cyst.
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Poniew aż w ysoka tem p e ra tu ra  uniem ożliw ia encystację, p rzypuszcza
łem, że będzie rów nież przyspieszać ekscystację  wym oczków, k tó re  en - 
cystow ały  się w  niższej tem p era tu rze . Rzeczy wiście, w  ciągu 24 — 48 go
dzin po um ieszczeniu w  tem p e ra tu rze  + 2 7 °  około 60%  cyst zostaje re a k 
tyw ow anych  (ruchy  w ym oczków  w ew n ą trz  b łony  cysty), lecz na ogół p ro 
ces nie dobiega do końca, gdyż w iększa część w ym oczków  nie może w y 
dostać się z błony i w reszcie ginie. D ośw iadczenia tak ie p rzeprow adzano 
w b ezb ak tery jn y m  płynie P ringsheim a zm ienianym  co 24 godziny; p ra w 
dopodobnie w ięc w pływ  flo ry  b ak te ry jn e j był tu  nieznaczny. W pływ  te m 
p e ra tu ry  i flo ry  b ak te ry jn e j na ekscystację  pełzaka w ykazała o sta tn io  
D u d z i a k  [2]. W arunk i ekscystacji będą w  przyszłości tem atem  dalszych 
doświadczeń.

W ym oczek bezpośrednio po opuszczeniu b łony cysty  różn i się m orfolo
gicznie od fo rm y prow adzącej życie ak tyw ne, ale zazwyczaj w  czasie n ie  
dłuższym  niż 2 godziny uzysku je w ygląd  typow y.

W ym oczki ekscystow ane sam orzu tn ie  u trw a lan o  bezpośrednio po ek s
cystacji (około 30 m in u t po opuszczeniu b łony  cysty) lub  przenoszono 
do czystego, s tery lnego  p ły n u  P rin g sh eim a o tem p e ra tu rze  + 1 8 ° ;  w y 
moczki te  u trw a lan o  następn ie  po 12 i 24 godzinach w  zw ykły  sposób.

R uchom e wym oczki w ew n ą trz  b łony  cysty  zaw iera ją  „dużo” lub  „ ś re 
d n io ” glikogenu. Zapas glikogenu m ale je  następn ie  dość szybko, pom im o 
niskiej tem p era tu ry , w  k tó re j w ym oczki b y ły  trzym ane, tak  że po 24 go
dzinach wym oczki zaw iera ją  „średn io” lub  „ślad y ” glikogenu. M ateria ł 
tw orzący  pelliku lę u fo rm y  ak tyw nej, u cy s ty  cienką w arstw ą  rozdziela 
pro toplazm ę od o taczającej ją b łony cysty . P rzy  ekscystacji w arstw a ta  
przechodzi na kom órkę; wym oczek, k tó ry  dopiero  co opuścił błonę cysty , 
m a pellikulę dającą silne zabarw ienie po reakcji PAS. N atom iast o pusz
czona błona cysty  nie zaw iera  lub  p raw ie nie zaw iera m ate ria łu  w y b ar- 
w iającego się p rzy  tej reakcji.

K ilkanaście godzin po ekscystacji w ym oczek zew nętrzn ie nie różni się 
niczym  od fo rm y ak ty w n e j, k tó ra  en cy stac ji n ie  przechodziła. R eakcja 
PAS przeprow adzona n a  w ym oczkach ekscystow anych, z k tó rych  u su 
n ięto  glikogen przez traw ien ie  śliną, w ykazu je  czasem  w ew n ą trz  ich p la
zm y skupienia w ybarw ionego m ate ria łu , p rzypom inające Wodniczki po
karm ow e. Zapew ne nie są to  jed n ak  Wodniczki, gdyż w ym oczki po ek s
cystacji p rzebyw ały  w  b ezb ak te ry jn y m  p łyn ie  P ringsheim a. Poniew aż 
nip je s t to  też glikogen, gdyż p rzed  barw ien iem  zhydrolizow ano go p rzy  
pom ocy enzym u d iastatycznego zaw artego  w  ślinie, m ożna przypuszczać, 
że w  12 —  24 godzin po ekscystacji w ew n ą trz  p ro top lazm y w ym oczka w y 
stępu je  m ateria ł zbliżony do m ate ria łu  budu jącego  pellikulę. Czasowo po
jaw ien ie  się tego m ate ria łu  zbiega się ze zm niejszaniem  zapasów  gliko
genu. Być może, że te  dw a zjaw iska pozostają ze sobą w  zw iązku; zbyt
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Fig. 3. Zmiany w  polisacharydach w  czasie  
encystacji i ekscystacji. Gruba linia ozna
cza m ateriał dający barwną reakcję PAS  
i nie ulegający hydrolizie pod w pływ em  hya- 
luronidazy i diastatycznego enzym u śliny. 
Kółka oznaczają glikogen, 
a) form a aktyw na, b) osobnik tuż przed en- 
cystacją, c) cysta, d) osobnik bezpośrednio  
po ekscystacji i błona cysty, e) osobnik około 
24 godziny po ekscystacji

a) b)
Rys. 4. G likogen w  komórkach Urostyla. a) osobnik z ho
dow li prow adzonej w  tem peraturze +  18°, b) osobnik  
z hodow li w  tem peraturze +  27°. Zarys kom órki źle  
w idoczny w  oryginalnej fotografii, tu został obw iedziony  

czarną linią. Pow. 140 Xhttp://rcin.org.pl



Rys. 5. P olisacharydy p el- 
liku li rzęsek i przełyku (re
akcja PAS po enzym atycz
nej hydrolizie glikogenu).

Pow. 300 X

a) ot
Fig. 6. Cysta Urostyla. B łona cysty  źle w idoczna, tutaj 
3/4 obwodu błony zostało obw iedzione czarną linią, a) 
w ybarw iony glikogen (reakcja B a u e r a ) ,  b) w yb arw io- 
ny m ateriał pellikularny (reakcja PA S po enzym atycznej 

hydrolizie glikogenu). Pow. 300 X
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szczupły m a te ria ł obserw acy jny  uniem ożliw ia jed n ak  jak iekolw iek  w nios
ki. D okładniejsze zbadanie procesu  ekscystacji w ym aga uprzedniego opra
cow ania m etody  w yw oływ ania ekscystacji u Urostyla. B adania tego typu 
p rzep row adzano  ju ż  na innych  ga tu n k ach  wym oczków  [13].

Z e s ta w ie n ie  w y n ik ó w

W ęglow odany w  organizm ie Urostyla  odgryw ają rolę budu lca  i m ate
r ia łu  zapasow ego. S ubstancje  w y b arw ian e  przy pom ocy reakcji PAS, w y
stęp u jące  w  p e llik u li i tw orach  p e llik u la rn y ch  (rzęski, przełyk), zaw ierają  
n iew ątp liw ie  w ęglow odany, jakko lw iek  ich bliższa ch a rak te ry s ty k a  n ie 
jest m ożliw a na  podstaw ie osiągn iętych  w yników . W ęglow odany te  m ają 
znaczenie d la  u trzy m an ia  s tru k tu ry  p ierw otniaka. Św iadczy o tym  m iejsce 
ich w ystępow an ia  (pow ierzchnia ciała) i b rak  w yraźniejszych  zm ian 
w  ich ilości w  czasie g łodzenia kom órki. Te w ęglow odany w ew n ątrz  p ro 
toplazm y zasadniczo nie w y stęp u ją , prócz —  być może — krótkiego okre
su po ekscystacji. P o jaw iające  się wówczas w protoplazm ie w ym oczka 
związki, dające reak cję  PA S a nie dające  się zhydrolizow~ać enzym em  
d iasta ty czn y m  śliny, różnią się od glikogenu, norm aln ie w ystępującego 
w pro toplazm ie kom órki, a p rzypom ina ją  raczej m ateria ł b u du jący  pelli- 
kulę. P oniew aż po jaw ien ie  się ty ch  zw iązków  zbiega się czasowo z pew nym  
uby tk iem  glikogenu, m ożna by przypuszczać, że te zw iązki pow stają  w ła
śnie z glikogenu. K ilkadziesią t godzin po ekscystacji następow ałoby  więc 
„odnow ien ie” pelliku li.

G likogen (lub zw iązek podobny  do glikogenu) w ystępu jący  w ew n ątrz  
p ro top lazm y w ym oczka m a ch a ra k te r  m ateria łu  zapasowego: zostaje zu
ży ty  podczas głodu. T w orzenie się zapasu glikogenu zależy od tem p e
ra tu ry : w yższa tem p e ra tu ra  hodow li nie sp rzy ja  odk ładan iu  glikogenu 
w  plazm ie. N ie m a powodów do przypuszczeń, że m ała ilość glikogenu 
u w ym oczków  hodow anych w  w ysokich tem p era tu rach  w yn ika z gorszego 
odżyw ienia, gdyż w  w yższej tem p era tu rze  w ym oczki rozm nażają się znacz
nie szybciej. Raczej należy w nosić, że podniesienie tem p e ra tu ry  p rzysp ie
sza różne p ro c e sy  życiowe k o m ó rk i w różnym  stopniu , sku tk iem  czego 
w ym oczki w  w yższej te m p e ra tu rze  szybciej dzielą się, odkładają m niej 
glikogenu, a en cy stac ja  nie może zajść, podczas gdy  w  niższej tem p e ra tu 
rze podziały  są w olniejsze, g rom adzony  w iększy zapas glikogenu i m ożliw a 
je s t encystacja . T aki w niosek zgadza się z w yn ikam i dośw iadczeń nad  w y
w oływ aniem  w zględnie ham ow aniem  podziałów  kom órkow ych p rzy  po
m ocy zm ian te m p e ra tu ry  [9, 15].
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Pragnę tu podziękować mgr B. W ęglarskiej (Uniwersytet Jagielloński 
w  Krakowie), która z wielką cierpliwością wprowadzała mnie w technikę  
paraf inow o-celloidynow ą oraz doc. drowi S. LcjDvtrupowi (Uniw ersytet 
w Góteborgu) za preparat hyaluronidazy.

S tre szczen ie

Substancje o charakterze wielocukrowców u wymoczka Urostyla  grają 
rolę materiału budulcowego lub materiału zapasowego. W pellikuli, prze
łyku i rzęskach w ystępują związki dające barwną reakcję PAS, praw do
podobnie jednak nie kwas hyaluronowy. Ich ilość nie ulega zmianom  
w czasie głodzenia. W procesie encystacji związki te utrzymują się na po
wierzchni protoplazmy, W komórce wymoczka występuje glikogen, który  
gra rolę materiału zapasowego, gdyż znika przy głodzeniu. Ilość glikogenu  
w  plazmie m aleje, gdy temperatura, w  której hodowano wymoczki, w zra
sta. Tylko wym oczki zawierające pewien zapas glikogenu mogą się en - 
cystować.
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nOJIMCAXAPMABI B OPrAHJ43ME U R O ST YL A  
B nE PM O flbl AKTMBHOH 2KM3HM M MHHHCTMPOBAHHH

P e 3 K> M e
BeujecTBa nojiMcaxapwAHoro xapaKTepa y nH<£>y3opnn Urostyla  nrpaior 

pojib CTpoMTejibHoro mjim 3anacHoro MaTepnajia. B nejijmxyjie, romjeBOAe 
m pecHiivKax BbiCTynaiOT coeAMHeHHH, Aaiomjie pBeTHyio peaKnjno ILK.III. 
oflHaxo, no Bceii BepoaTHOCTM, He rwajiypoHOBan KMCJioTa. Mx KOJinnecTBO 
He noABepraercH M3MeHeHHHM bo BpeMH ronoAaHMH. B npopecce mhijmcth-

[14]
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pOBaHHH 3TM COeAMHeHMH He yAepTKMBaiOTCH Ha nOBepXHOCTM npOTOnJia3- 
m b i . B KJieTOHKe MHc£>y3opMM BbiCTynaeT rjiHKoreH, nrpaK»m;MH p o jit  3a- 
nacHoro MaTepnajia, Tax xax  npn rojiOAaHmi o h  Mcne3aeT. KojiMHecTBO 
rjiMKoreHa b  njia3Me yMeHbmaeTCH, ecjin TeMnepaTypa KyjibTypbi M H (^ )y30-  
pMii B03pacTaeT. Tojibxo KHc}3y3opMH, coAep^Kamjie onpeAejieHHMM 3anac  
rjiMKoreHa, MoryT MHipiCTMpoBaTb.

POLYSACCHARIDES IN A CILIATE UROSTYLA  DURING ACTIVE LIFE 
AND ENCYSTMENT

S u m m a r y

In the  pe llicu lar s tru c tu re s  of Urostyla  (Fig. 1) —  pellicle, c irri, an d  
gu lle t —  P A S-positive substances a re  found (Fig. 5). T hey  are not r e 
m oved by  saliva o r hyalu ron idase digestion. The am ount of th e  p e llicu la r 
po lysaccharides is ap p rox im ate ly  constan t — as judged  by th e  in ten s ity  
of s ta in in g  —  irrespective of the  n u tritio n a l condition of th e  cell (well fed  
of starv ing). D uring  encystm en t th e  pellicu lar polysaccharides rem a in  on  
th e  su rface  of the protoplasm , ju s t below  the  cyst m em brane (Fig. 6b). 
T he m em brane  contains no PA S-positive m ateria l. In ex cy stm en t the  po
lysaccharides are incorporated  in to  the pellicle of the ex cy sted  cell, w hile 
th e  cyst m em brane is left free  of th em  (Fig. 3).

G lycogen reserves in  Urostyla  depend  on the  te m p e ra tu re  a t w hich  
th e  an im als w ere reared : less glycogen a t h igher te m p e ra tu re  (Fig. 4 a 
and  b). In  s ta rv in g  anim als glycogen disappears rap id ly  w h en  the cells 
a re  s ta rv ed  a t +  28°C, and m uch slow er w hen s ta rv ed  a t +  16cC. 
S ta rv a tio n  a t low er tem p era tu res  induces encystm en t; th is  process occurs 
on ly  w hen  a ce rta in  m in im um  am ount of glycogen is p re sen t in  the  
Urostyla  cell (Fig. 2). T herefo re the  cysts alw ays contain  glycogen 
(Fig. 6a).

Otrzym ano 1.10.1956 r.
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B A D A N IA  N A D  M E TA BO LIZM EM  G A L L E R I A  M E L L O N E L L A  L.
i B O M B Y X  M O R I  L.

Z Zakładu Biochemii Instytutu Biologii Doświadczalnej im. Nenckiego w Warszawie 

Kierownik: prof. dr W. Niemierko

Ow ady, ja k  dobrze wiadom o, za jm u ją  w  świecie zw ierzęcym  pod w ie
loma w zględam i w y ją tk o w e stanow isko. O bserw ujem y u n ich  n iespo ty 
kaną gdzie indziej różnorodność form , w ielką rozm aitość sposobu odży
w iania się, sw oiste cechy procesów  w zrostow ych i rozw ojow ych, p recy 
zy jną  ad ap tac ję  funkcji ustro jow ych  do w aru n k ó w  środow iska. Z tych 
w ięc pow odów  ow ady stanow ią w yjątkow o ciekaw y obiek t do w szelkie
go rodzaju  badań  biochem icznych i fizjologicznych.

B adania n ad  biochem ią i fizjologią ow adów  m ają w  Polsce sw oją u s ta 
loną trad y c ję . W ystarczy  w spom nieć o p ionierskich pracach  K o p c i a  
z dziedziny horm onów  ow adów , o licznych badaniach B i a ł a s z e w i c z a  
i jogo w spółpracow ników  z zakresu  fizjologii w zrostu  i rozw oju  ow adów  
oraz  o dobrze znanych  w p iśm ienn ic tw ie św iatow ym  pracach  H e l l e r a ,  
p row adzonych przez  niego n iep rzerw an ie  od przeszło trzy d z iestu  la t i do
tyczących /różnych s tro n  m etabo lizm u głów nie w ilozom leezka, Celerio  
e u phorb iae  L.

Prace w zakresie biochem ii ow adów , prow adzone w  ciągu osta tn ich  
ia t dziesięciu w  naszym  labora to rium , dotyczą z jed n ej s tro n y  sw oistych  
cech p rzem ian  chem icznych zw iązanych  ze specyficznym  try b e m  życia 
i odżyw iania się n iek tó ry ch  owadów , z d rug ie j zaś s tro n y  —  są poświęco
ne zagadnieniom  biochem ii w zrostu  i rozw oju. O biektam i badań  są mól 
w oskow y G alleria  m e l lo n e l la  L. i jed w ab n ik  m orw ow y B o m b y x  m o r i  L. 
W badaniach p row adzonych  n a  tych  dw óch organizm ach, odpow iednio do 
ich biologicznej i fizjologicznej swoistości, za in te resow an ia  nasze szły 
w  nieco odm iennych  k ie ru n k ach , aczkolw iek n iek tó re  z zagadnień opraco
w yw ano porów naw czo zarów no n a  jednym , jak  i na d ru g im  ow adzie.
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A rty k u ł n in iejszy  stanow i przegląd uzyskanych  p rzez  nas w a żn ie j
szych w yników , k tó re  w  większości p rzypadków  są ju ż  ogłoszone d r u 
kiem , częściowo jed n ak  są jeszcze n ie  opub likow ane1.

W ybór m ola woskowego, jako ob iek tu  badań  biochem icznych, b y ł 
zw iązany  z naszym i poprzednim i za in teresow aniam i z zakresu p rzem ian y  
lipidów . Owad ten, k tó ry  jak  pow szechnie w iadom o, je s t n iebezpiecznym  
pasożytem  uli pszczelich, że ru jący m  na w oszczynie, je s t w św iecie zw ie
rzęcym  niem al jed y n y m  organizm em  zdolnym  do żyw ienia się w oskiem . 
D anych, że zaw arty  w  woszczynie wosk je s t  is to tn y m  składnik iem  p o k a r
m ow ym , zuży tkow yw anym  przez gąsienice Galleria mellonella,  d o s ta r
czy ły  badania k ilku  daw niejszych au to rów  ( S i e b e r  i M e t a l n i k o w
[54], M e t a 111 i k o w  [23], D i c k m a n  [5], D u s p i v a  [6], M a n u n -  
t a [21] i inni). C ały szereg zagadnień zw iązanych  z p rzysw ajan iem  w osku 
pozostaw ał jed n ak  nadal bardzo m ało poznany. M iędzy innym i nie zostało  
w yjaśnione, k tó re  ze sk ładn ików  w osku gąsienice zużyw ają, a k tó re  w y 
dala ją , jak  przebiega traw ien ie  i chłom enie ty ch  tak  chem icznie in e rtn y c h  
su b stan c ji i jak i jest m echanizm  tych procesów . P rzy sw ajan ie  przez  gą
sienice Galleria mellonella  w osku, ze w zględu  n a  jego w y jątkow ą che
m iczną odporność, jes t jak  gdyby k rańcow ym  przyk ładem  m etabolizm u 
lipidów . Poznanie szczegółów tego procesu m ogłoby, ja k  się nam  w y d a je , 
m ieć bardziej ogólne znaczenie dla biochem ii lipidów .

A p rio ri m ożna było sądzić, że m etabolizm  w osku w  ciele Galleria  
mellonella  je s t procesem  n iezm iern ie  złożonym . W yśw ietlen ie tego z ja 
w iska w ydaw ało  się m ożliwe jedyn ie  na tle  g run tow nej znajom ości biolo
gii i ca łoksz tałtu  procesów  biochem icznych tego organizm u. Z tego też 
w zględu pierw sze nasze badania w  ty m  k ie ru n k u  ( N i e m i e r k o  [39], 
N i e m i e r k o  i C e p e l e w i c z  [40]) b y ły  prow adzone w  aspekcie 
biochem ii w zrostu  i rozw oju  m ola woskowego.

Pom im o że w  czasie p rzeprow adzan ia  tych  badań  napo tkano  na znacz
ne trudności, opisane jeszcze przez T e i s s i e r  [57] i zw iązane g łów nie 
z bardzo n ierów nom iernym  przebiegiem  w zro stu  różnych  osobników  i n ie 
możliwością dokładnego ziden ty fikow ania poszczególnych okresów  lin ie 
n ia  i w zrostu, n iem niej jednak  udało się w  badaniach  tych  uzyskać szereg 
w stępnych  danych, k tó re  posłużyły  za p u n k t w y jśc ia  do dalszych do
św iadczeń.

W yjaśniło  się m iędzy innym i, że p rocen tow a zaw artość lipidów , w yno
sząca u gąsienic m łodych 1 0 — 12°/o św ieżej m asy, w z ras ta  dość rap to w 
nie pc osta tn ie j w ylince, dochodząc do ponad  25%, co stanow i p rzecię tn ie

1 W niniejszym  artykule ograniczono się do w ym ienienia  zaledw ie niektórych  
tylko prac spoza naszego Zakładu. Obszerne p iśm iennictw o tyczące się om aw ianych  
zagadnień cytow ane jest w  poszczególnych publikacjach podanych w  dziale  
literatury.
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około  56%  w  obliczeniu na su b stan c ję  suchą. Ilość kw asów  nienasyconych 
zaw sze przew yższa ilość kw asów  nasyconych, szczególnie u gąsienic d u 
żych, stop ień  jed n ak  n ienasycenia jest stosunkow o niew ielki. Na po d sta
w ie oznaczenia liczby jodow ej, liczby rodanow ej i liczby kw asow ej m oż
na było  obliczyć, że w  sk ład  tłuszczów  gąsienic Galleria mellonella  w cho
dzą g łów nie kw asy  o długości łań cu ch a  węglowego Cie i C is i że g łów nym  
k w asem  n ienasyconym  je s t praw dopodobnie kw as oleinow y. W ten  sposób 
w y jaśn iło  się, że tłuszcze m ola woskowego pom im o żyw ienia się tego ow a
da zupe łn ie  sw oistym i lip idam i (woskiem), są na ogół podobne do tłu sz 
czów innych  zw ierząt. Różnią się one jed n ak  od tłuszczów  większości 
Lepidoptera ,  k tó re  zaw ierają  zw ykle znaczne ilości ( H i l d i t c h  [15]) 
kw asów  tłuszczow ych w ielonienasyconych.

W  om aw ianej naszej p racy  [40] w ykazano ponadto, że ilość pobieranej 
przez gąsienice woszczyny, zaw iera jącej p rzeciętn ie  około 50%  w osku, je s t 
bardzo duża. W przeciągu jed n e j doby gąsienica m oże pobrać ilość po
k a r mu  przew yższającą ciężar je j ciała.

J a k  w ynikało  z naszych dalszych  badań ( N i e m i e r k o  i W ł o d  a- 
w  e r  [44]), jedna gąsienica od m om entu  w yklucia  się z ja ja , gdy jej 
m asa w ynosi zaledw ie 0,01 —  0,02 mg, do osiągnięcia sw ojej ostatecznej 
w ielkości p rzed  przepoczw arczeniem  się (200 —  250 mg) w  przeciągu ca
łego sw ego okresu  w zrostu  pobiera z pokarm em  około 1 g sam ego w osku.

D la w y jaśn ien ia , k tó re  z g łów nych sk ładników  w osku i w  jak im  stop 
n iu  są p rzy sw ajan e  przez gąsienice, w ykonano szereg dośw iadczeń b ilan 
sow ych, w  k tó ry ch  oznaczano zarów no ilości poszczególnych substancji 
zużytkow anych, jak  i w yda lanych  ( N i e m i e r k o  i W ł o d a w e r  
[44]). U zyskane na podstaw ie tych  dośw iadczeń w ynik i w skazyw ały  na  to, 
że gąsienica p rzy sw aja  około 50%  spożytego wosku, pozostałą zaś ilość 
u suw a w w ydalinach . Na w y tw orzen ie  jednego m g tłuszczów  ciała gąsie
n ica zużyw a około 16 mg w osku; z ilości te j połow a zostaje w ydalona, d ru 
ga zaś połow a —  zm etabolizow ana.

Dane dotyczące zużytkow ania p rzez gąsienice poszczególnych sk ład 
n ików  w osku doprow adziły  do zupełn ie  n ieoczekiw anych w yników . O ka
zało się m ianow icie, że ilość zm etabolizow anych  substancji nie zm yd lają- 
cych się by ła zaw sze niem al d w u k ro tn ie  w yższa niż ilość zn ikających 
kw asów  tłuszczow ych. Pow yższe dośw iadczenia w skazyw ały  przede 
w szystk im  na przysw ajan ie  przez gąsienice w szystkich  głów nych sk ład n i
ków  w osku, tj .  kw asów  tłuszczow ych i w yższych alkoholi, możliwie, że 
rów nież i węglow odorów . O zuży tkow an iu  tych  o sta tn ich  substancji p rze
konały  ostatecznie nasze dalsze dośw iadczenia ( N i e m i e r k o  i W ł o 
d a w e r  [46], W ł o d a w e r  [60]), w  k tó ry ch  stw ierdzono, że gąsien i
ce są zdolne do p rzysw ajan ia  i m etabolizow ania n aw et p ara fin y  dodaw a
nej do pokarm u.

13]
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In te rp re tu ją c  uzyskane w ynik i w ysunęliśm y  przypuszczenie, że w ięk 
sze zużycie substanc ji nie zm ydlających  się w  porów naniu  z kw asam i 
tłuszczow ym i je s t być może zjaw isk iem  jed y n ie  pozornym . W ydaw ało się, 
że może ono zależeć od tego, że wyższe alkohole, a być może i w ęglow odo
r y  zaw arte  w w osku, u tlen ia ją  się w  czasie sw oich p rzekształceń  w  ciele 
gąsienicy do kw asów  tłuszczow ych. W skutek  tego obok norm alnego spa la
n ia  się kw asów  tłuszczow ych ustaw iczn ie zachodziłoby w y tw arzan ie  się 
now ych ich ilości, a za tem  ilość spalanych  w  u s tro ju  kw asów  tłuszczow ych 
jes t w iększa, niż w ynikałoby  to  z dośw iadczeń bilansow ych.

Celem  spraw dzen ia  słuszności tego przypuszczenia n astępne dośw iad
czenia w ykonano na gąsienicach głodzonych, k tó re  by ły  skazane n a  m e
tabolizow anie sk ładn ików  swego ciała, w zględnie zużycie jed y n ie  te j 
ilości w osku, k tó ra  zna jdow ała  się w  przew odzie pokarm ow ym  w  m o
m encie rozpoczęcia dośw iadczenia [45,46].

W yniki tych  dośw iadczeń d o starczy ły  dalszych argum entów , p rze
m aw iających  za słusznością w ysuniętego  przypuszczenia. W początkow ych 
okresach  głodu w  p ierw szym  rzędzie zn ikały  z ciała substancje  nie zm y- 
d la jące  się, natom iast ilość kw asów  tłuszczow ych bądź zm niejszała  się 
zaledw ie n ieznacznie, bądź pozostaw ała n a  poziom ie w yjściow ym , w  n ie
k tó ry ch  zaś dośw iadczeniach n aw e t się zw iększała.

B rak  możliwości zastosow ania w  naszych badan iach  su b stan cji zna
kow anych izotopam i p rom ien io tw órczym i n ie  pozwolił n a  d efin ity w n e 
rozstrzygnięcie sp raw y  p rzekształcen ia się w yższych alkoholi, a być mo
że i węglow odorów  w  kw asy  tłuszczow e. Z agadnien ie to  w  św ietle  n a 
szych dalszych dośw iadczeń p rzed staw ia  się w  sposób następu jący . 
P ob ie ran y  przez gąsienice wosk sk ład a  się zw ykle z około 60%  su b stan 
cji nie zm ydlających  się i około 40%  kw asów  tłuszczow ych, k tó re  w ystę
p u ją  pod postacią estrów . A naliza przew odu pokarm ow ego żeru jących  
gąsienic w ykazała  natom iast, że znalezione w  n im  lip idy  zaw iera ją  za
ledw ie 35%  su b stan c ji nie zm ydlających  się i 65%  kw asów  tłuszczow ych. 
Dość znaczna część kw asów  (około 25% ) w y stęp u je  p rzy  ty m  w  stanie 
w olnym . Po k ró tk o trw a ły m  głodzie ilość substancji n ie  zm yd lających  się 
znalezionych w  jelicie spada do 30% , podczas gdy całkow ita  ilość kw a
sów tłuszczow ych zm niejsza się ty lko  do 80%  poprzedn iej zawartości. 
W ten  sposób stosunek  substanc ji n ie  zm ydlających  się do kw asów  tłusz
czowych jeszcze bardziej p rzesuw a się n a  korzyść tych  osta tn ich . Ogólna 
ilość lipidów  znajdow ana w  przew odzie pokarm ow ym , w  porów naniu  
z ogrom ną ilością pobieranego przez gąsienice w osku, jes t nieznaczna. 
Św iadczy to o bardzo dużej szybkości p rzy sw ajan ia  tych  substancji. Należy 
wobec tego sądzić, że pow stające w sku tek  traw ien ia  w osku kw asy  tłuszczo
w e są szybko w chłan iane przez ścianki przew odu pokarm ow ego, a na ich 
m iejsce pow sta ją  nowe ilości kw asów  tłuszczow ych jako  p ro d u k ty  u tlen ie-
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m a su b stan c ji n ie zm ydlających się. Za słusznością tego poglądu p rzem a
w ia rów nież i ten  fakt ,  że procentow a zaw artość su b stan c ji n ie zm y d la ją
cych się w  lip idach  znalezionych w  ekskrem entach  je s t tak a  sam a, jak  
w spożyw anym  wosku. W ynika z tego, że przytoczonych pow yżej fak tów  
n ie  m ożna tłum aczyć zw iększonym  w ydalan iem  n ieprzysw ojonych  su b 
stan c ji nie zm ydlających  się.

Dla bliższego scharak teryzow ania  lipidów  je lita  oznaczano w  nich za
w artość fosfolipidów  ( N i e m i e r k o  i W ł o d a w e r  [47J, W ł o d a- 
w e r  [61]). S tw ierdzono, że u gąsienic żeru jących  w  tkance je lita , 
w  przeciw ieństw ie do innych  zbadanych  narządów , zaw artość fosfolipi
dów  je s t bardzo znaczna. N asunęło to przypuszczenie o m ożliwej ro li 
tych  su b stan cji w  p rzysw ajan iu  wosku. W ykonano w zw iązku z ty m  sze
reg dośw iadczeń, k tó ry ch  w yn ik i p rzem aw iają  za słusznością tego p rz y 
puszczenia. Jeże li gąsienice (o p rzeciętne j m asie 200 mg) znajdow ały  się 
w  stan ie  głodu, to już  po jed n y m  d n iu  zaw artość fosfolipidów  w  jelicie 
szybko spadała  z 400 —  500 [ig, do około 180 ¡ug, po dw óch dniach głodu 
w ynosiła ty lko  80 — 90 i^g, t j . zaledw ie 20%  w artości początkow ej. W cza
sie d łużej trw ającego  głodu dalszy spadek zaw artości fosfolipidów  był 
stosunkow o nieznaczny. M ożna było wobec tego sądzić, że fosfolipidy 
s tru k tu ra ln e  n ie zużyw ały  się, natom iast szybkiem u rozpadow i u legały  te 
fosfolipidy, k tó re  w y tw orzy ły  się w  jelicie w  zw iązku z pobieran iem  po
karm u. A rgum en tów  popierających  takie przypuszczenie dostarczy ły  do
św iadczenia, w  k tó ry ch  po k ró tk o trw a ły m  głodzie gąsienice ponow nie 
były  karm ione. W dośw iadczeniach tych  stw ierdzono, że po zaprzestan iu  
p rzy jm ow an ia  pokarm u bardzo szybko znika znaczna część fosfolipidów  
ze ścianek je lita , natom iast w  czasie ponow nego żerow ania n astęp u je  re - 
synteza fosfolipidów . N ależy przy ty m  podkreślić, że woszczyna, k tó rą  ży 
w ią się gąsienice, p rak tyczn ie  biorąc nie zaw iera fosfolipidów .

U zyskane w yn ik i w skazu ją  n a  to, że tk an k a  je lita  Galleria mellonella  
zaw iera bardzo ak ty w n e fosfatazy, pod k tó rych  w p ływ em  zachodzi za
obserw ow any w  pow yższych dośw iadczeniach rozpad i syn teza fosfolipi
dów. Szybki rozpad  fosfolipidów  dał się łatw o w ykazać zarów no w  do
św iadczeniach n a  w yizolow anych je litach  inkubow anych w  kam erze w il
gotnej, jak  i na inkubow anych zhom ogenizow anych je litach  ( W ł o d a 
w e r  [61]). D anych  ek sperym en ta lnych  o enzym atycznej syntezie  fosfoli
pidów  n ies te ty  jeszcze nie posiadam y. Nie u lega jed n ak  w ątpliw ości, że do 
badań nad  enzym atyczną sy n tezą  tych  substancji in vitro  je lito  gąsienic 
m ola w oskowego m ogłoby stanow ić bardzo  dogodny m ateria ł.

Rolę fosfolipidów  w  p rzy sw ajan iu  w osku przez Galleria mellonella  b a 
dano rów nież m etodam i cytochem icznym i ( P r z e ł ę c k a  [51]). Do w y 
k ry w an ia  fosfolipidów  w p rep ara tach  histologicznych zastosow ano reak 
cję E akera. Za pom ocą tej m etody  zbadano je lita  gąsienic znajdu jących  się
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w  różnych  stanach  fizjologicznych. U zyskane w ynik i całkow icie p o k ry 
w a ją  się z w ynikam i badań biochem icznych. S tw ierdzono m ianow icie, że 
obfite w ystępow anie fosfolipidów  w  kom órkach  nab łonka je lita  o b serw u je  
się ty lko  w  odcinku środkow ym  (tj. tym  gdzie zachodzą procesy ch łon ie- 
nia) i jed y n ie  u gąsienic żeru jących . W gąsienicach głodzonych, bądź też 
w  je lita ch  inkubow anych w  kam erze w ilgo tnej, ilość barw nych  g ra n u la 
cji, odpow iadających fosfolipidom , jest n a to m iast znacznie m niejsza, 
w zrasta  zaś, gdy głodzone gąsienice ponow nie zaczynają się odżyw iać.

N ależy  zaznaczyć, że nie posiadam y jeszcze dotychczas bliższych da
nych  co do ch a rak te ru  chem icznego fosfolipidów , pow stających  w  jelicie 
w  czasie żerow ania gąsienic. N ie w iem y, czy należą one do „k lasycznych” 
fosfatydów , czy też ze w zględu na  to, że tw orzą się one z jakichś p ro d u k 
tów  rozpadu  w osku, s tru k tu ra  ich je s t zupełn ie  sw oista. D otychczas u d a 
ło się jed y n ie  stw ierdzić ( W ł o d a w e r  [61], P r z e ł ę c k a  [51]), że 
spo tykam y w śród lipidów  je li ta  znaczną ilość acetalfosfa tydów . Z aw artość 
ich gw ałtow nie się zm niejsza pod w pływ em  głodu, w zrasta  natom iast po
now nie w  czasie żerow ania. N asuw a się wobec tego py tan ie , czy pow sta
w anie w  jelicie acetalfosfatydów , zaw iera jących , jak  wiadom o, w yższe 
a ld eh y d y  nie jes t jak im ś pośrednim  e tapem  u tlen ien ia  w yższych alkoholi 
w osku do kw asów  tłuszczow ych —  u tlen ien ia , k tó re  jak  sądzim y zacho
dzi w  czasie p rzysw ajan ia  wosku. Rola acetalfosfa tydów  w  św iecie zw ie
rzęcym  jest do chw ili obecnej bardzo niejasna. W p rzy p ad k u  zaś Galleria 
m ellonella  w  św ietle podanego przypuszczenia by łab y  ona p rzy n ajm n ie j 
częściowo zrozum iała.

J a k  ju ż  zaznaczono w yżej, badania nasze nad  m olem  w oskow ym  były  
prow adzone pod kątem  w idzenia poznania różnych  procesów  biochem icz
nych  zachodzących w  ty m  ustro ju . D latego też rów nolegle do badań bez
pośrednio  zw iązanych z in te re su jący m  nas zagadn ien iem  p rzy sw ajan ia  
w osku, s tud iow ano  rów nież inne procesy m etaboliczne, o k tó ry ch  będzie 
m ow a dalej.

W badaniach  nad  p rzem ianą fosforow ą ( N i e m i e r k o  i N i e m i e r 
k o  [25,26,27,30,31,32]) ustalono  przede w szystk im  zaw artość w  ciele gą
sienic poszczególnych zw iązków  fosforow ych zarów no  kw asorozpuszczal- 
nych, jak  i nierozpuszczalnych, tj. kw asów  nuk leinow ych  i fosfolipidów. 
W dalszych pracach  badano natężenie p rzem ian  fosforow ych u gąsienic 
głodzonych. W toku  badań, w  k tó rych  analizow ano zarów no ciało  gąsienic 
jak  i ich w ydaliny , zupełn ie nieoczekiw anie stw ierdzono, że ty lko  n ie
znaczna część fosforu zaw arta  w  w ydalinach  w y stęp u je  w  nich pod po
stacią ortofosforanów . W iększa natom iast część jes t jak im ś lab ilnym  
zw iązkiem , praw ie całkow icie p rzekszta łca jącym  się w  ortofosforan  
po 7 —  10 m inu tach  ogrzewTania w  100° z n  kw asem . Poniew aż pokarm  
gąsienic prak tyczn ie nie za*wierał, jak  się okazało, in n y ch  zw iąz

[6]
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ków  fosforow ych poza ortofosforanam i, należało sądzić, że znaleziony 
lab iln y  zw iązek  fosforow y pow staje w  ciele Galleria m ellonella .

W  dalszych  badaniach, w k tó ry ch  zastosow ano strącan ie  tego zw iązku 
so lam i b a ru  i ołowiu w  niskim  pH, odczyn z b łęk item  to lu idyny  oraz 
n iek tó re  inne reakcje, stw ierdzono, że znaleziony w  w ydalinach  Galleria  
lab iln y  zw iązek fosforow y jc t praw dopodobnie m etafosforanem , w edług 
zaś obecnie używ anej n o m en k la tu ry  — polifosforanem . Równocześnie 
stw ierdzono , że miazga z gąsienic zaw iera enzym y, k tó re  ten  zw iązek 
ła tw o  rozk ładają  do ortofosforanu .

A naliza  w ydalin  całego szeregu innych  ow adów  w ykazyw ała w nich 
obecność ty lko  ortofosf oranu . Jed y n y m  w y ją tk iem  był tzw. m ały  mól wos
kow y, A ch ro ea  grisella, w  którego  w ydalinach  w iększa część fosforu rów 
nież w ystępow ała  pod postacią zw iązku labilnego. Poniew aż A ch ro ea  tak  
ja k  i G alleria  żywi się w oskiem , nasunęło  się przypuszczenie o m ożliwej 
w spółzależności pom iędzy zdolnością p rzysw ajan ia  w osku a pow staw a
n iem  w  ciele tych  gąsienic polifosforanów .

O sta tn ie  badania cytochcm iczne prow adzone u nas przez P r z e ł ę c 
z ą  i W r o n i s z e w s k ą  [52] do pew nego stopnia popiera ją  pow yż
sze przypuszczenia. S tosu jąc m etodę W achsteina i P isano, w g E b e l a  
[7] dało się m ianow icie stw ierdzić  obecność obfitej ilości polifosforanów  
w  kom órkach  nab łonka je lita  gąsienic żerujących. N atom iast u gąsienic 
głodzonych ilość polifosforanów  była zawsze znacznie m niejsza i znow u 
się zw iększała, gdy gąsienice ponow nie o trzym yw ały  pokarm .

Dla bliższej ch a rak te ry s ty k i chem icznej lab ilnych  zw iązków fosforo
w ych, w ystępu jących  w  w ydalinach , zastosow ano ( N i e m i e r k o  
i W o j t c z a k  [35], W o j t c z a k  [62, 63, 64, 65]) celem  ich id en ty fi
kacji m etody  frakcjonow anego s trącen ia  solam i baru  i m anganu, m etody 
chrom atograficzne i dializę. N a zasadzie uzyskanych  w yników  m ożna było 
stw ierdzić , że w  sk ład  badanych lab ilnych  zw iązków  fosforow ych w cho
dzą nie ty lko  polifosforany, lecz rów nież i p irofosforany. Ilość ty ch  su b 
s tan c ji w  w ydalinach  je s t m niej w ięcej jednakow a. P róba iden ty fikac ji 
po lifosforanów  nie doprow adziła jeszcze do ostatecznych w yników , ale 
w ydaje  się, że m am y do czynienia z po lifosforanem  nie cyklicznym , iecz 
łańcuchow ym  o długości łańcucha dość znacznej.

Dalsze badan ia  nad  enzym am i w y stęp u jący m i w  m iazdze gąsienic 
doprow adziły  do w y k ry c ia  w ciele gąsienic Galleria m e l lo n e l la  fosfataz 
rozk ładających  om aw iane lab ilne zw iązki fosforowe ( N i e m i e r k o  
i W o j t c z a k  [35]). C elem  bliższego poznania tych  enzym ów  ( W o j 
t c z a k  [63, 65]) ustalono  ch arak te ry sty czn e  dla n ich  ak ty w a to ry  i in 
h ib ito ry . Specyficzną pirofosfatazę udało się ponadto  wyizolować z ciała 
gąsienic, dość znacznie oczyścić oraz  określić je j lokalizację w  narządach  
gąsienicy. S tw ierdzono, że najbardzie j ak tyw nym i pod względem  czyn

37]
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ności p irofosfatazy  są cew ki M alpighiego i ciało tłuszczow e. W przew odzie 
pokarm ow ym  czynność tego enzym u, w  przeciw ieństw ie  do czynności po- 
lifosfatazy, jes t słaba. Zastosow anie w yizolow anej z ciała gąsienic specy
ficznie działającej p irofosfatazy  pozwoliło w y k ry ć  obecność p iro fosfora
nów  w  następu jących  narządach  Galleria  m ellonella :  w  cew kach M alp i
ghiego, w  przew odzie pokarm ow ym  i ciele tłuszczow ym  [66].

S tosu jąc m etody cytochem iczne udało  się w ykryć , jak  podano w yżej, 
obecność polifosforanów  w kom órkach nab łonka je lita , ponadto  rów nież 
i wT św ietle  cewek M alpighiego [52].

D otychczasow e badania prow adzone w  naszym  lab o ra to riu m  n ad  w y 
stępow aniem  u m ola woskowego poli- i p iro fosforanu  nie pozw alają jeszcze 
na w yjaśn ien ie ich roli i znaczenia. Rola polifosforanów  w  świecie żyw ym  
jes t zresztą w ogóle n iejasna , aczkolw iek szereg au to rów  (np. S t i c h
[55]) w ysuw a przypuszczenie, że polifosforany m ogą odgryw ać rolę dona
to rów  energii. Poza w spom nianym  w yżej naszym  przypuszczeniem  o moż
liw ej współzależności pom iędzy zdolnością do p rzy sw ajan ia  wosku przez 
G alleria  a pow staw aniem  polifosforanów  w jej ciele nie p o tra fim y  jednak  
jeszcze powiązać m etabolizm u tych  su b stan c ji z określonym i procesam i 
biochem icznym i i fizjologicznym i tego organizm u.

R ów nocześnie z n am i H e l l e r  i jego w spółpracow nicy  [13,14] w y 
k ry li p irofosforan i niew ielkie ilości po lifosforanów  u Celerio  euphorb iae ,  
ponad to  S t i c h  i G r e l i  [56] na podstaw ie badań  histochem icznych 
p rzypuszczają, że po lifosforany w y stęp u ją  w  cew kach M alpighiego C u le x  
p ip iens.  Inne przypadk i w ystępow an ia  po lifosforanów  w  świecie zw ierzę
cym  nie by ły  opisyw ane, aczkolw iek enzym y rozk ładające  te substancje  
w ykryw ano  n iejednokro tn ie  (per. M atten h e im er [22]). P o lifosfo rany  były  
n atom iast znalezione przez cały  szereg autorów , zw łaszcza w  ciągu o sta t
nich k ilku lat, w yłącznie w  d robnoustro jach  ( M a n n  [20], E b e l  [7], 
S t i c h  [55], T h i l o  [58], M atten h e im er [22], H o f  f m a n n - O s t e n -  
h o f  [16], K o r n b e r g  [18] i inn i)2.

W in te rp re tac ji uzyskanych  przez nas w yników  należy zachow ać da
leko idącą ostrożność. N iezw ykłą zdolność G alleria  m e l lo n e l la  do p rzy 
sw ajan ia  w osku n iek tó rzy  au to rzy  ( D i c k m a n  [5], F l o r  k i n  [8], 
R y b i c k i  [53]) tłum aczą czynnością w  ich przew odzie pokarm ow ym  
b ak terii. B akterie takie w yizolow ane z ciała i hodow ane na  pożyw kach 
zaw iera jących  wosk n ie  ty lko go hydro lizow ały  [5], lecz rówmież w  pew 
nej m ierze u tlen ia ły  [8].

N ie m ożem y całkow icie w ykluczyć udziału  m ikroorganizm ów  w  om a
w ianych  procesach. P o rów nu jąc  jednak  bardzo powoli zachodzące i sto-

2 Obszerna literatura do roku 1952, dotycząca tego zagadnienia, podana jest 
w  artykule N i e m i  e r k o  [29]
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sunkow o bardzo n ieznaczne zm iany w wosku pod w pływ em  m ikroorga
nizm ów , obserw ow ane p rzez cytow anych autorów , z gw ałtow nie p rze
b iegającym i procesam i zuży tkow an ia  w osku w  ciele gąsien icy  sądzim y, 
że w  procesach ty ch  udział enzym ów  w ytw arzanych  przez Galleria m ello-  
nella  jes t w  każdym  bądź razie  bardzo isto tny. Zastosow anie an ty b io ty 
ków  być może pozw oli n am  n a  w yjaśn ien ie udziału  flo ry  b ak te ry jn e j 
w  om aw ianych  procesach.

Z upełn ie  n ied aw n o  ukazała  się p raca  F r i e d m a n  n a  i K e r n a  
[9], k tó rzy  opisu ją  n iezw ykle  ciekaw e zjaw isko w y stęp u jące  u p tak a  
Indicator m inor.  P ta k  ten  tzw. przew odnik  m iodow y (honey-guide) do
prow adza ludzi i jed en  z ga tu n k ó w  Carnivora, Mellivora ratel do dzik ich  
gniazd pszczelich. P rzy n ę tą  d la  tego p taka nie jes t m iód, lecz w oszczyna 
pozostająca po w y b ra n iu  m iodu p rzez doprow adzonego człow ieka lu b  
zw ierzę. P ta k  ten  ponad to  odżyw ia się rów nież ow adam i, lecz w oszczyna 
je s t jego głów nym  pokarm em .

W k ilku  p rzeprow adzonych  dośw iadczeniach au to rzy  w yizolow ali b a
k te rie  z p rzew odu  pokarm ow ego Indicator m inor  i s tw ierdz ili, że m ają  
one zdolności h y d ro lizy  w osku.

Po zastosow aniu  an tyb io tyków  p tak i przeżyw ały  n a  diecie z wosz- 
czyny, aczkolw iek nieco k rócej n iż zw ierzęta  kon tro lne . Na podstaw ie 
sw ych dośw iadczeń au to rzy  w ysuw ają  przypuszczenie, że Indicator m inor  
w ch łan ia  wosk p raw dopodobnie dzięk i florze b ak te ry jn e j przew odu po
karm ow ego.

W ydaje się, że bardzo  in teresu jące  by łoby bliższe zbadanie biochem iz- 
m u tego procesu, a m iędzy  innym i, w  naw iązan iu  do naszych  p rzypusz
czeń, spraw dzenie, czy u  Indicator m inor  w y stęp u ją  polifosforany.

W pracach naszego Z akładu  dotyczących różnych  s tro n  m etabolizm u 
Galleria mellonella  dużo uw agi pośw ięcono przem ianom  azotow ym  gąsie
nic. B adając m etabo lizm  azotow y gąsienic głodzonych ( Z i e l i ń s k a  [80, 
82]) dało się p rzede w szystk im  stw ierdz ić  jego bardzo w ysokie i dość ró 
w nom ierne n a tężen ie  w  ciągu całego ok resu  długotrw ałego  głodu ek sp e ry 
m entalnego. Ze w zględu, z jed n ej strony , n a  łatw ość p rzy sw ajan ia  wosku, 
z d rug iej s tro n y  na nagrom adzanie w  ciele gąsienic bardzo dużych ilości 
tłuszczów  oraz in tesyw ność procesów  ich spa lan ia  m ożna było  oczekiw ać, 
że m etabolizm  lip idów  dom inu je  nad  p rzem ianam i in n y ch  sk ładn ików  
ciała. Dane dośw iadczalne w ykazały  jednak , że m etabolizm  b iałkow y w  cza
sie głodu u s tęp u je  ty lk o  n ieznacznie p rzem ianom  lipidów . S tw ierdzono, 
że głów nym  o sta teczn y m  p ro d u k tem  przem ian  azotow ych u Galleria 
mellonella, tak  jak  u w iększości innych  ow adów  (por. p racę H e l l e r a  
[12]), jest kw as m oczowy. W skutek  w yw ołanego głodem  upośledzenia
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procesów  w ydalniczych w ytw orzony  kw as moczowy w  znacznej m ierze  
nagrom adzał się w  ciele gąsienicy. W ynika z tego, że badanie n a tęż en ia  
p rzem ian  azotow ych u ow adów  w  czasie głodu na podstaw ie sam ego ty l 
ko oznaczenia ilości w ydalonego azotu, jak  to często spo tyka się w  p iś
m iennictw ie, m oże łatw o doprow adzić do b łędnych  w niosków . W uzy sk a
nych  przez Z i e l i ń s k ą  w ynikach  [80, 82] zw raca na siebie uw agę fak t, 
że naw et w  osta tn ich  okresach głodu, bezpośrednio poprzedzających  
śm ierć głodową zw ierzęcia, sam a p ro d u k c ja  kw asu  moczowego nie u lega 
upośledzeniu. Św iadczy to o tym , że koordynacja  czynności bardzo złożo
nych  procesów  enzym atycznych , z czym  n iew ątp liw ie je s t zw iązana sy n 
teza kw asu  moczowego, m oże być w  u s tro ju  zachow ana naw et w ów czas, 
gdy zn a jd u je  się on w  s tan ie  daleko posun iętych  zm ian patologicznych.

W dalszych p racach  n ad  p rzem ianą azotow ą w  czasie głodu Galleria  
mellonella  ( Z i e l i ń s k a  [81, 83], Z i e l i ń s k a  i W r o n i s z e w -  
s k  a [84]) badano udział poszczególnych narządów  gąsienicy w  ty ch  p ro 
cesach. W pracach  tych  stw ierdzono, że zużytkow anie b iałek  w  czasie 
głodu zachodziło we w szystkich  zbadanych narządach , nie w ykluczając 
naw et in tegum en tu .

Szczególnie in ten sy w n y  okazał się rozpad białek  w hem olim fie i w  g ru 
czołach przędnych, z k tó ry ch  w  czasie d ługotrw ałego  głodu znikało około 
90°/o białek początkow o w  nich  zaw artych . In ten sy w n y  m etabolizm  b ia łek  
w gruczołach p rzędnych  zasługuje n a  spec ja lne podkreślenie . B ia łka  n a 
grom adzone w  ty m  narządzie tw orzą jedw ab, k tó ry  pow sta je  w  ciele 
gąsienicy w  o s ta tn im  okresie je j w zrostu . W norm alnym  przebiegu  p ro 
cesów rozw ojow ych ow ada jedw ab  je s t za tem  jed n y m  z ostatecznych  p ro 
duk tów  przem ian  azotow ych, usuw anym  z ciała pod postacią nici, z k tó 
rych  gąsienica przędzie swój kokon. S tw ierdzona przez Z i e l i ń s k ą  
m ożliwość p raw ie  całkow itego w ykorzystan ia jedw abiu  w  przem ianach  
głodow ych św iadczy wobec tego o znacznej plastyczności biochem icznej 
organizm u i m ożliwości całkow itego p rzestaw ien ia procesów  m etabolicz
nych  w  zależności od potrzeb  ustro ju .

P row adzone w  naszym  Z akładzie badania biochem iczne nad  głodem  
gąsienic Galleria mellonella  by ły  m ożliwe jed y n ie  p rzy  zastosow aniu 
pew nego sztucznego zabiegu, polegającego na nałożeniu  gąsieni
com  lig a tu ry  tuż  nad  głow ą. Bez tego zabiegu pozbaw ione p o k arm u  m a
łe gąsienice bardzo  szybko giną, natom iast gąsienice w iększe, zn a j
d u jące  się w osta tn im  okresie  w zrostu, n a ty ch m iast rozpoczynają 
snucie kokonu i  p rzepoczw arczają się. N akładanie owadom  lig a tu ry  m a 
częste zastosow anie w  badaniach ich czynności horm onalnych  (por. W i g- 
g l e s w o r t h  [59]). W przypadku  Galleria mellonella  n ak ładan ie  liga
tu ry  gąsienicom  po raz  p ierw szy  zastosow ał M e t a l n i k o w  [24]
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w sw oich badaniach  nad  długością ich życia. Ja k  op isu je  ten  au tor, gą
sienice z nałożoną ligatu rą , w  zależności od tem p e ra tu ry  otoczenia, mogą 
żyć p rzez szereg tygodni n ie pob iera jąc pokarm u, nie oprzędzając się i n ie 
u legając przeobrażen iu .

G dy zastosow aliśm y ten  zabieg w celu p row adzenia badań  nad m e ta 
bolizm em  głodow ym  Galleria melionella  ( N i e  m i  e r  k o  i w spółpracow 
nicy [41, 49, 50]) m ogliśm y stw ierdzić , że po nałożeniu  lig a tu ry  gąsienice 
s ta ją  się n iem al n a tychm iast n ieruchom e i bardzo słabo reag u ją  na  do
tknięcie. P o  up ływ ie  jed n ak  k ilku  lub  czasem  k ilk u n astu  dn i d a je  się za
obserw ow ać pew ien w zrost pobudliw ości gąsienic, k tó re  p rzy  najlże jszym  
dotknięciu  reag u ją  za pomocą gw ałtow nych  ruchów , a nieco' później za
czynają naw et dość in tensyw nie  poruszać się spontanicznie.

W zw iązku  z zaobserw ow anym  zjaw isk iem  nasunęło  się py tan ie , w  ja 
kiej m ierze wzm ożonej pobudliw ości odpow iada zw iększenie n a tężen ia  
m etabolizm u.

P rzeprow adzone badan ia w ym iany  gazowej gąsienic ( N i e m i e r k o  
i W o j t c z a k  [50]) w ykazały, że bezpośrednio po nałożen iu  lig a tu ry  
zużycie tlen u  przez gąsienicę zaczyna gw ałtow nie spadać i po up ływ ie  
k ilku  godzin stanow i zaledw ie Vs lub  naw et Vio w artości początkow ej. N a 
tym  nisk im  poziom ie zużycie tlen u  pozostaje przez d łuższy  okres czasu, 
różny  w  różnych  dośw iadczeniach i w ynoszący od k ilku  do k ilk u n astu  dni. 
Po upływ ie tego czasu zużycie tlen u  zaczyna w zrastać  bądź powoli, bądź 
naw et gw ałtow nie i w kró tce  po tem  gąsienica ginie.

P rzebieg  zużycia tlen u  u badanych  gąsienic p rzypom nia ł wobec te
go krzyw ą o kształcie lite ry  U, ch a rak te ry sty czn ą  dla zużycia tlenu  w  czar 
sie m etam orfozy u różnych  Lepidoptera  ( H e l l e r  [10] i inn i au torzy), 
w  szczególności zaś rów nież i u Galleria melionella  ( C r e s c i t e l l i  [4]). 
N ależy jednak  zaznaczyć, że jak  pow iedziano w yżej, gąsienice z nałożoną 
lig a tu rą  n igdy  nie w ykazyw ały  żadnych  objaw ów  m etam orfozy. W dąże
n iu  do w yśw ietlen ia  przyczyn wzmożonego zużycia tlen u  w  osta tn ich  
okresach  głodu gąsienic udało  się stw ierdzić  istn ien ie  pew nej k o re lac ji 
pom iędzy ty m  zjaw isk iem  a znaczną u tra tą  w ody i w ysychan iem  gąsien i
cy, k tó re  w  ty m  czasie m a m iejsce [50].

W ychodząc z pow yższych dośw iadczeń W o j t c z a k  p rzystąp ił do 
system atycznych  badań  w  zakresie enzym ów  oddechow ych mola wosko
wego. Jed n a  z prac  naw iązu je  do badań  H e l l e r a  [11] nad  oddycha
n iem  poczw arek w czasie m etam orfozy. H e l l e r  s tw ierdz ił, że przebieg  
zużycia tlen u  przez m iazgę z poczw arek d a je  tak ą  sam ą k rzyw ą o k sz ta ł
cie „U ” jak  oddychanie żyw ych poczw arek. W ykonane analogiczne do
św iadczenia na  m iazdze poczw arek Galleria melionella  ( W o j t c z a k  
[69]) w ykazały, że rów nież i u tego ow ada zużycie tlen u  przez m iazgę
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i przez poczw arkę są zupełnie podobne. Gdy natom iast porów nyw ano od
dychanie głodzonych gąsienic z oddychaniem  ich m iazgi nie zaobserw ow a
no p rzy ro stu  zużycia tlen u  przez miazgę, k tó ry  by odpow iadał w zm ożone
m u oddychaniu  gąsienic w  o sta tn ich  okresach posuniętego głodu.

System atyczne badan ia b y ły  następn ie  prow adzone nad  czynnością po
szczególnych enzym ów  oddechow ych pełn iących  u Galleria m ellonella  
fu n k c je  oksydaz końcow ych. Badano m iędzy innym i czynność fenoloksy- 
dazy i oksydazy bu rsz tynow ej w  czasie rozw oju i w  czasie głodu gąsienic 
[68,(39,70,73]. W badaniach tych  w ykazano m iędzy innym i, że oksydaza 
b u rsz tynow a jes t czynna w  ciągu całego okresu larw alnego, w kró tce zaś 
po przepoczw 'arczeniu się ak tyw ność jej spada niem al do zera, w zrasta  je 
dnak  następn ie , osiągając m aksim um  pod koniec m etam orfozy.

Fenoloksydaza natom iast z jaw ia  się praw dopodobnie dopiero po o s ta t
n iej w ylince i je s t bardzo ak ty w n a  u gąsienic w yrośn ię tych . Na podsta
wie szeregu  dalszych badań n ad  ty m  enzym em  zostało w y su n ię te  p rzy 
puszczenie, że fenoloksydaza m usi odgryw ać pew ną rolę w  procesach m e
tam orfozy  [72].

B adając udział poszczególnych oksydaz w  całkow itym  zużyciu tlen u  
przez gąsienice m ola w oskowego W o j t c z a k  stw ierdził, że w  m iazdze 
są czynne w  tych  procesach trz y  rodzaje enzym ów : oksydaza cy tochrom o
wa, fenoloksydaza i oksydazy niew rażliw e na KCN, praw dopodobnie oksy
dazy flaw inow e. P ro cen to w y  udział tych  enzym ów  w  oddychaniu  m iazgi 
je s t różny  w różnych  okresach  w zrostu  larw alnego [72].

Czynność pow yższych enzym ów  była badana m iędzy innym i za pom o
cą dodaw ania do m iazgi specyficznych dla n ich  inh ib itorów . W dalszych 
dośw iadczeniach [75], k tó re  m iały  n a  celu bliższe w yśw ietlen ie  tych  zagad
nień, in h ib ito ry  ham ujące  bądź czynność fenoloksydazy bądź cytochrom - 
oksydazy by ły  w prow adzane bezpośrednio do ciała, żyw ych gąsienic, po 
czym  m ierzono stopień  zaham ow ania zużycia tlen u  przez gąsienice. W y
nik i uzyskane n a  podstaw ie pow yższych dośw iadczeń by ły  dość nieoczeki
wane. W prow adzenie do organizm u bądź azydków , bądź tiom ocznika w y
w arło  zaledw ie n ieznaczny  w p ły w  n a  oddychanie gąsienic, aczkolw iek każ
dy  z tych  inh ib ito rów  w  dużym  stopn iu  ham ow ał oddychanie miazgi. Co 
w ięcej, m iazga sporządzona z gąsienic, do k tó ry ch  uprzednio  w prow adzo
n y  by ł k tó ry ś  z tych  inh ib itorów , w ykazyw ała  pow ażne zm niejszen ie zu
życia tlenu . W dalszych seriach  dośw iadczeń spróbow ano w prow adzić do 
organ izm u rów nocześnie obydw a inh ib ito ry , ham ujące obydw ie oksydazy. 
W przeciw ieństw ie do poprzednich  dośw iadczeń zabieg te n  spowodował 
ogrom ny spadek zużycia tlen u  p rzez  gąsienice, dochodzący do 70, a naw et 
do 90%.
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Na podstaw ie uzyskanych w yników  W o j t c z a k  [75] w ysuw a n a s tę 
p u jące  bardzo ciekaw e przypuszczenie. C ytochrom oksydaza i fenoloksyda- 
za zn a jd u ją  się w  ciele gąsienic Galleria mellotiella  w  stan ie  pew nego ro
dza ju  rów now agi fizjologicznej. K ażdy  z tych  enzym ów  może praw dopo
dobnie pełn ić rolę oksydazy końcow ej w ciele owada. G dy jeden  z tych  
uk ładów  zostaje  zaham ow any, d ru g i p rzy jm u je  na siebie jego funkcje . 
D opiero gdy obydw a szlaki oddechow e są zablokow ane, n astęp u je  bardzo 
znaczne zm niejszenie się zużycia tlen u  przez organizm . W ydaje  się, że 
pow yższa hipoteza o korelacji różnych  szlaków  m etabolicznych może m ieć 
zastosow anie w  szergu innych  przypadków , dając możność biochem icznej 
in te rp re tac ji różnych  p rzejaw ów  plastyczności procesów  życiow ych.

O statn io  rozpoczęto w  Zakładzie badan ia  nad  w ew nątrz-kom órkow ą 
lokalizacją enzym ów  u owadów. W o j t c z a k ,  C h m u r z y ń s k a  
i W o j t c z a k  [67], stosu jąc techn ikę frakcjonow anego w iro w an ia  ho- 
m ogenatów , zbadali rozm ieszczenie różnych enzym ów  oddechow ych i fosfa
taz  (ATPazy, p irofosfatazy , glieerofosfatazy kw aśnej i alkalicznej) w  na
stępu jących  frakcjach  kom órkow ych u Galleria mellonella: 1) w  jąd rach ,
2) w m itochondriach  i 3) w  m ałych ziarnistościach w raz z frak c ją  roz
puszczalną.

S tw ierdzono, że lokalizacja badanych  enzym ów  z w y ją tk iem  oksydazy 
cytochrom ow ej jes t n a  ogół podobna do lokalizacji w ystępu jące j u innych  
ow adów  w zględnie ssaków. Oksydaza cytochrom ow a w edług  nielicznych 
badań  innych au to row  na  ow adach w ystępu je  w yłącznie w  m itochon
d riach . W pracach  z naszego Z akładu  znaleziono ten  en zy m  zarów no 
w m itoehrondriach , jak  i we frak c ji rozpuszczalnej.

Jak  w spom niano, w  badaniach naszych nad  biochem ią Galleria m e llo 
nella  za in teresow ania  nasze do tyczy ły  m iędzy innym i zagadnień  zw ią
zanych  ze w zrostem  i rozw ojem  tego owada. Ze w zględu n a  trudności, na 
k tó re  w  tych badan iach  napo tkano  i o k tó ry ch  ju ż  w yżej by ła m owa, 
okazało  się, że mól w oskow y nie je s t jed n ak  dogodnym  ob iek tem  do badań 
procesów  w zrostu  i rozw oju  od s tro n y  biochem icznej. U zyskane przez nas 
w  ty m  zakresie w y n ik i noszą wobec tego ch a rak te r  raczej frag m en ta ry cz 
n y  3, W ym ienim y tu jedyn ie  prace nad  zm ianą zaw artości różnych  zw iąz
ków  fosforow ych, obserw ow ane w  czasie w zrostu gąsienic ( N i e m i e r k o  
[28]) i w czasie m etam orfozy  (N i e m  i e r  k o i W o j t c z a k  [36]), oraz 
cy tow ane już b ad an ia  dotyczące zm ian w  zaw artości kw asów  tłuszczo
w ych  [40] i w  ak tyw ności n iek tó ry ch  enzym ów  oddechow ych [69,73].

3 Niektóre z naszych analiz chem icznych były w ykonane oddzielnie na osob
nikach sam czych i sam iczych. W badaniach tych w ykorzystano sposób rozróżnienia  
płci u gąsienic Galleria mellonella  opisany przez W r o n i s z e w s k ą  [78].
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O biektem  bardzo odpow iednim  do badań nad  biochem ią w zrostu  
i rozw oju  je s t natom iast jedw abnik . W procesach jego on togenezy  po
szczególne s tan ia  i m om enty  w zrostu  i rozw oju dają się ła tw o  ro zg ran i
czyć i zidentyfikow ać i, co je s t szczególnie dogodne, przejście z jed n eg o  
e tap u  rozw oju do drugiego nie w ykazu je pow ażniejszych różnic in d y w i
dualnych  i u w szystk ich  hodow anych osobników  zachodzi w  barazo  do 
siebie zbliżonych odcinkach czasu.

W piśm iennictw ie pośw ięconym  biochem ii Lepidoptera  w iększość prac 
do tyczy  okresu  m etam orfozy. Badań nad  w zrostem  larw alnym  je s t n a to 
m iast znacznie m niej, dotyczą cne głów nie ostatn iego okresu w zrostu  g ą
sienic. O kres ten  z p u n k tu  w idzen ia biochem icznego jest z resztą  szczegól
nie ciekawy. W ciągu kró tk iego  czasu dochodzi do nagrom adzenia w ciele 
gąsienicy dużych  ilości su b stan cji zapasow ych, k tó re  są n astęp n ie  zu ży t
kow ane w  czasie m etam orfozy. Ponadto  w  okresie tym  zachodzą u n ie
k tó ry ch  ow adów, jak  np. u jedw abnika, skom plikow ane p rzem iany  azoto
we, doprow adzające do w y tw orzen ia  jedw abiu . O statn iem u okresow i 
w zrostu  jedw abn ika są pośw ięcone m iędzy innym i prace B i a ł a s z e w i -  
c z a [1, 2, 3], w  k tó rych  część w spom nianych przed chw ilą procesów  zo
s ta ła  w  pew nej m ierze w yśw ietlona.

Celem  badań  prow adzonych w  naszym  Zakładzie nad  biochem ią 
w zrostu  i rozw oju jed w ab n ik a  było poznanie ch arak tery sty czn y ch  p roce
sów biochem icznych, k tó re  zachodzą w  poszczegó]nych stad iach  rozw o
jow ych  począw szy od ja ja  i kończąc na  m otylu. G łów ną uw agę poświęco
no okresom  w zrostu, ze spec ja lnym  uw zględnieniem  okresów  snu  lin 
kowego.

Zasadnicza m etoda, k tó rą  się dotychczas posługiw ano w  naszych bad a
niach, polegała na oznaczeniu zaw artości różnorodnych sk ładn ików  ciała 
rozw ijającego się organizm u, jego tkanek  i narządów , na oznaczeniu na
tężenia procesów  oddechow ych oraz na  badan iu  aktyw ności enzym ów  
oddechow ych w  ca łym  przebiegu  ontogenezy. Z estaw iając i  porów nując 
ze sobą o trzym ane w ynik i uzyskiw ało się w  pew nej m ierze m ożność pozna
n ia  ch a rak te ru  m etabolizm u i jego ew en tu a ln y ch  zm ian w  poszczególnych 
m om entach  procesów  w zrostu  i rozw oju.

B adania nad  oddychaniem  B o m b y x  mori  b y ły  przeprow adzone w  cią
gu całego okresu  rozw oju ontogenetycznego począw szy od gąsienic w k ró t
ce po w ykluciu  się z ja ja  aż do form y im aginalnej. Oznaczano zarów no zu
życie tlen u  przez żywe gąsienice, poczw arki i m otyle, jak  i endogenne od
d ychan ie  miazgi, sporządzonej p rzew ażnie z tych sam ych  osobników  
( W o j t c z a k  [76,77]).

Zużycie tlen u  przez poczw arkę przebiegało  na  ogół w ed ług  krzyw ej 
o kształcie lite ry  „U**, ch arak te ry sty czn e j d la  m etam orfozy  szeregu ow a
dów. W przeciw ieństw ie jed n ak  do tego, co stw ierdzono poprzednio
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u Galleria [69, 73] i co opisał H e l l e r  d la  Celerio [11], endogenne oddy
chanie m iazgi z poczw arek przebiegało  rów nolegle do oddychania żyw ej 
poczw arki jed y n ie  w  p ierw szej połow ie m etam orfozy. W drugiej połowie 
tego okresu  zużycie tlen u  p rzez m iazgę znacznie spada, gdy rów nocześnie 
zużycie tlen u  przez poczw arkę u trzy m u je  się do końca m etam orfozy na 
bardzo w ysokim  poziom ie. W badan iach  czynności poszczególnych enzy
mów oddechow ych w  czasie m etam orfozy  w yjaśn iło  się, że w  pierw szej 
połowie m etam orfozy  znaczny udział w  funkcjach  oksydazy końcowej 
bierze praw dopodobnie fenoloksydaza, natom iast w  d rug iej połow ie tego 
okresu  w zm aga się ak tyw ność oksydazy cytochrom ow ej i oksydazy b u r
sztynow ej.

B adania W o j t c z a k a  nad  procesam i oddechow ym i w  okresie  la r
w alnym  jed w ab n ik a  doprow adziły  do bardzo in tere su jący ch  w yników , bę
dących w  zgodzie z naszym i innym i badan iam i biochem icznym i, o k tó rych  
będzie m ow a dalej.

Jak  dobrze w iadom o, rozw ój la rw aln y  gąsienic jedw abn ika składa się 
z pięciu stad iów  w zrostu  przedzielonych  okresam i snu  linkowego. W cią
gu każdego okresu  w zrostu  gąsien ica in tensyw nie  się odżyw ia i bardzo 
znacznie pow iększa ciężar sw ego ciała, natom iast w  okresach snu nie po
b iera  pokarm u i je s t zupełn ie  n ieruchom a. W zależności od tego oddycha
nie gąsienic, jak  ju ż  daw no stw ierdzono, je s t bardzo in tensyw ne w  czasie 
w zrostu  i żerow ania i bardzo obniżone w  okresach snu  linkowego. W p rze
ciw ieństw ie do tego ( W o j t c z a k  [76, 77]) poziom zużycia tlen u  przez 
miazgę był stosunkow o nieznaczny  w okresach  m iędzylinkow ych i bardzo 
wysoki w  okresie snu .

Zaobserw ow ana w ysoka ak tyw ność enzym ów  oddechow ych w okresie 
snu  linkowego była, jak  m ożna było sądzić, odbiciem  procesów  m etabolicz
nych, k tó re  zachodzą w  tym  czasie w  gąsienicy z dużą in tensyw nością. 
Szereg tak ich  procesów  został stw ierd zo n y  w  naszych badaniach za po
mocą analizy chem icznej ciała gąsienicy  i je j narządów  w  różnych m om en
tach  w zrostu  i snu  linkow ego. Z aobserw ow ano m iędzy innym i, że w  cza
sie snu linkow ego obok zn ikan ia  pew nej ilości tłuszczów  zachodzi dość 
in tensyw na sy n teza  fosfolipidów  (N i e m i e r  k o, W ł o d a w ę  r, W o j t 
c z a k  [33,34]). S tw ierdzono, że w y tw orzony  przez gąsienice w  czasie 
w zrostu  glikogen, k tó ry  grom adzi się głów nie w  ciele tłuszczowym , gdzie 
zaw artość jego dochodzi do 8°/o, zn ika  gw ałtow nie w  czasie snu linkow e
go, zm niejszając się do Vs sw ojej w artości poprzedniej ( N i e m i e r k o ,  
K ą k o l ,  Z a ł u s k a  [42]). Zaobserw ow ano, że rów nolegle ze znikaniem  
glikogenu zachodzi w y tw arzan ie  się ch ityny . B ardzo n iew ielka jej część 
je s t n astęp n ie  u su n ię ta  z ciała razem  ze zrzuconą skórką, znaczna nato 
m iast część ch ity n y  pod koniec ok resu  snu  ulega ponow nem u zm etaboli- 
zow aniu ( Z a ł u s k a  [79]).
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W szystkie te fak ty , jak  rów nież  n iek tó re  inne posiadane przez  n a s  
dane, w skazu ją  na  to, że okres snu  linkowego, podczas k tó rego  n a tężen ie  
zużycia tlen u  je s t niskie, gąsienica zaś n ie pob iera  pokarm u  i pozostaje  
zupełn ie  n ieruchom a, je s t m im o wszysjtko ty lko  pozornie s tan em  „b ioche
m icznego spoczynku”. W ty m  okresie n iew ątp liw ie  zachodzą bardzo is to t
ne p rzem ian y  biochem iczne doprow adzające w  k ró tk im  czasie do głęboko 
sięgającej p rzebudow y sk ładn ików  ciała, do zm iany ak tyw ności czynnych  
w  ciele enzym ów  i, być może, do pow staw ania now ych uk ładów  en zy m a
tycznych.

W badaniach nad  m etabolizm em  jedw abn ika  w czasie w zrostu  gąsie 
nic za jm ow ano się m iędzy innym i zagadnieniem  p rzy sw ajan ia  sk ładn ików  
nieorganicznych  pokarm u. W dotychczasow ych dośw iadczeniach udało się 
w ykazać is tn ien ie  zarów no w ybiórczego ch łonienia n iek tó ry ch  kationów , 
jak  też ich w ybiórczego grom adzenia w poszczególnych tk an k ach  i nar- 

rżądach  ( K i e ł b a s i ń s k a  [17]).

C h arak te ry zu jąc  procesy biochem iczne, k tó re  zachodzą u jedw abn ika  
w  ciągu całej jego ontogenzy, om ów im y ty lko n iek tó re  w ażniejsze i cie
kaw sze uzyskane przez nas w ynik i. Zaobserw ow ano przede w szystk im  już 
w  czasie p ierw szych  k ilku  dn i rozw oju em brionalnego znaczne zużycie g li
kogenu ( Z a ł u s k a  [79]). Zużycie to stanow i około 70°/o ilości g likogenu 
zaw artego  w  świeżo złożonych ja jach . Dalszy spadek zaw artości glikogenu 
n as tęp u je  dopiero po diapauzie, gdy rów nocześnie zaczyna w y tw arzać się 
ch ityna. P rzem iany  tych dw óch sk ładników  w  każdym  z n as tęp u jący ch  po 
sobie ko lejno  okresach w zrostu  w ykazu ją prawidłow ości, o k tó ry ch  po
kró tce ju ż  była m ow a w yżej. Do m etabolizm u glikogenu, rozpatryw anego  
od nieco odm iennej strony , jeszcze dalej pow rócim y.

W okresie  postd iapauzy  w  czasie rozw oju em brionalnego zaobserw o
w ano ponad to  bardzo in ten sy w n ą  syn tezę kw asów  nuk leinow ych  (N i e- 
m i e r k o ,  W ł o d a w e r ,  W o j t c z a k  [33,34]), ilość w ytw arzanego  
kw asu  dezoksyrybonukleinow ego była p rzy  ty m  w iększa n iż  ilość kw asu 
rybonukleinow ego. P rocen tow a zaw artość kw asów  nuk le inow ych  w  obli
czeniu n a  substanc ję  suchą jes t najw iększa u św ieżo w y k lu ty ch  gąsienic. 
W czasie całego okresu  w zrostu  ilość ta  stopniow o spada, n ie w ykazu jąc  je 
dnak, w  przeciw ieństw ie do p rzem ian  glikogenu, jak ichko lw iek  poważ
n iejszych w ahań  w  okresach snu linkowego.

W okresie  rozw oju em brionalnego  zaobserw ow ano w reszcie zużyw anie 
się ogólnej ilości lipidów  p rzy  rów noczesnej syn tezie  fosfolipidów  (N i e- 
m i e r k o ,  W ł o d a w e r  j'34a]). Analogiczne zjaw isko zachodziło, jak  
już było podkreślone w yżej, w  czasie każdego snu linkow ego. W okresie 
m etam orfozy  w ystępu je  zarów no rozpad fosfolipidów, ja k  i ich syn teza
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[34], [38]. P rzebieg  tych  procesów  ma ch a rak te r  krzyw ej o kształcie li
te ry  „U ” .

B ardzo znaczne grom adzenie się lipidów  w  ciele gąsienicy m a m iejsce 
w  ciągu ostatn iego  okresu  w zrostu  w czasie poprzedzającym  snucie koko
nu. Z jaw isko  to  zostało opisane p rzez różnych au torów , m iędzy in n y m i 
p rzez B i a ł a s  z e w i e  z a  [2], W naszych badaniach  ( N i e m i e r k o
[37]) dało  sdę stw ierdzić , że grom adzenie się tłuszczów  je s t zw iązane 
z p rzy rostem  w iększych ilości kw asów  nienasyconych  niż nasyconych 
i praw dopodobnie rów nież z d esa tu rac ją  kw asów  tłuszczow ych.

W badan iach  nad  m etabolizm em  lipidów  p od jęto  p róbę oznaczenia za
w artości w  ciele jedw abn ika  lip idów  w olnych  i lipidów  zw iązanych  
( N i e m i e r k o  i K u r o w s k i  [43], K u r o w s k i  [19]). Jak o  lip idy  
w olne uw ażano te z nich, k tó re  się rozpuszczają w  e terze  naftow ym , za 
zw iązane natom iast ty lko te, k ió re  się rozpuszczają w  rozpuszczalnikach 
organicznych po up rzedn im  zadziałaniu  alkoholem . P rzeprow adzone za po
m ocą tej m etody analizy, w  k tó ry ch  badane b y ły  gąsienice począw szy od 
czw artego  okresu  w zrostu , w ykazały , że zaledw ie około 30%  lip idów  w y
s tę p u je  w  ciele jako  lip idy w olne, w iększa ich część natom iast je s t zw iąza
na, praw dopodobnie z białkam i. W o sta tn im  okresie  w zrostu , ju ż  po za
p rzes tan iu  p rzy jm ow an ia  pokarm u, w  czasie rozpoczęcia snucia kokonu 
o b serw u je  się ja k  gdyby gw ałtow ne „uw aln ian ie  sie” lipidów  z ich połą
czeń i w  ciągu całego dalszego życia jed w ab n ik a  aż do stad iu m  imago  ilość 
lip idów  w olnych znacznie dom inuje stanow iąc 60% , u m otyla zaś naw et 
80%  w szystk ich  lipidów . N asuw a się przypuszczenie, że „uw oln ien ie s ię” 
lip idów  w okresie snucia  kokonu je s t być może raczej „uw oln ien iem  się” 
b ia łek  z ich połączeń lipopro teinow ych w  zw iązku z w y tw arzan iem  się 
jedw abiu .

Analogiczne zagadnienie p rzem ian y  zw iązków  w ieloskładnikow ych 
było badane w  dziedzinie m etabolizm u glikogenu ( Z a ł u s k a  [79]). 
S tosow ana m etodyka pozw alała nie ty lko  n a  oznaczenie zaw artości „w ol
n ego” i „zw iązanego” glikogenu, lecz rów nież n a  stw ierdzen ie  pow iązania 
g likogenu z różnym i frak cjam i b iałkow ym i. B adania by ły  prow adzone na 
gąsienicach z czw artego  i p iątego  okresu w zrostu  oraz w  czasie całego 
trw a n ia  m etam orfozy.

S tw ierdzono m iędzy innym i, że do końca życia larw alnego jed w ab n i
ka, znaczna część glikogenu je s t zw iązana z rozm aitym i frakc jam i 
białkow ym i. „U w alnianie s ię” glikogenu zachodzi dopiero  bezpośrednio 
p rzed  i w  czasie przepoczw arczania się. W m łodej poczw arce około 60%  
glikogenu w ystępu je w  s tan ie  w olnym . W przebiegu  m etam orfozy  może
m y  ponow nie stw ierdzić  w iązanie się glikogenu i jego  p rzerzucan ie  się 
z jed n e j frakcji białkow ej do d rug ie j.
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U zyskane dotychczas w yn ik i w skazu ją  na w y b itn y  dynam izm  p rze
m ian glikogenow ych. D ynam izm  ten  p rzejaw ia się nie ty lk o  od s tro n y  
rozpadu i odbudow y glikogenu, o czym  ju ż  by ła  m ow a w yżej, lecz być 
może jeszcze w  w iększym  stopn iu  od s tro n y  tw orzenia się i rozpadu  po
łączeń glikogenu z różnym i białkam i.

S tre s z c z e n ie

P rzedstaw ione w  n in ie jszym  arty k u le  najw ażn iejsze z uzyskanych  do
tychczas przez nas w yników  z badań nad  biochem ią ow adów  w yraźn ie 
w skazują nie ty lko  na w ielką różnorodność zachodzących w  n ich  procesów , 
lecz i na ich plastyczność. N a przyk ładzie Galleria mellonella  ze tknęliśm y 
się z istn ien iem  w  organizm ie zupełn ie  sw oistych biochem icznych m echa
nizm ów  adap tacy jnych , n a  przyk ładzie natom iast B o m b y x  m ori  m ieliśm y 
możność stw ierdzić , że w  przebiegu w zrostu  i rozw oju zw ierzęcia obok 
bezpośrednio uchw ytnych  i rzucających  się w  oczy zm ian m orfologicznych 
w y stęp u ją  częstokroć nie m niej ja sk raw e  zm iany  w  ch a rak te rze  procesów  
biochem icznych.
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MCCJIEÆOBAHMH n O  M ETAEO JIM 3M Y  
G A L L E R IA  MELLONELLA  L. u B O M B Y X  MORI L.

P  e 3  K>M e

B  cTaTbe AaeTCH oÔ3op HccjieAOBaHnn no ô m o x m m m m  HaceKOMBix, k o t o -  
p tie  B e j i n c t  b  T e n e H n e  n o c j ie ,n ,H n x  a g c h t u  j ie T  b  EnoxnMHHecKOÜ Jlaôopa- 
TopiiM MHCTUTVTa mmchm H eH pKoro.

Boru¡MHHaH m o jib  Galleria mellonella  nccjieAOEajiacb, rjiaBHbiM o6pa30M, 
c  t o h k h  3peHHH ee cnen;nc[DHHecKoii enocoÓHOCTM accnMMJinpoBaTb b o c k .  
PaÓOTbi ute no TyTOBOMy mejiKonpHAy B o m b y x  mori  ô b ijim  HanpaBJieHbi 
Ha M3yneHMe 6noxMMMHecKMx npopeccoB b o  BpeMH ero pocTa m pa3BHTMH.

Mccjie^OBajicH ^KnpoBoii, yrjieBOAHbin, a30TMCTbin, (JioccjpopHbin vl mh- 
HepajibHbin oÓMeH npn noMomn ne t o j i b k o  6noxnMHMecKMx, h o  TaK5Ke 
MaCTMMHO M IIMTOXHMHHeCKMX MeTOftOB. HeKOTOpbie paÔOTbl ÓblJIM nOCBH- 
HjeHbl, KpOMe Toro, AeHTejIbHOCTM cJiepMeHTOB, rjiaBHbiM o6pa30M OKMCJin- 
TejibHbix n  m x  pa3MenieHMK) b  Tejie HaceKOMbix.

TjiaBHbie BbiBOAbi c b o a h t c h  k  cneAyioineMy : c o a h o m  cTopoHbi y  HaceKO- 
Mbix HaÓJiiOAaiOTCH nopoił coBepineHHO CBoeo6pa3Hbie ônoxMMMHecKMe rrpo- 
n;eccbi, KaK HanpMMep, B03HMKH0BeHMe b Tejie Galleria m ellonella  6ojib-
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IHMX KOJIHHeCTB IIPipO- M nOJIMCjpOCCjjaTa. C APyrOH CTOpOHbl --- BO B peM H
p o c T a  m pa3BHTMH HaceKOMBix, Hapaą,y c SpocaiomiiMMCH b rjia3a Mopcjaojio- 
rilHeCKHMII H3MeHeHHHMM, HeOflHOKpaTHO B03HMKałOT HO MeHee HpKMe M3- 
MeHSHiiH b  xapaKTepe oÖMeHa BemecTB.

UNTERSUCHUNGEN ÜBER DEN STOFFWECHSEL BEI GALLERIA MELLONELLA  L.
UND B O M B Y X  MORI  L.

1
Z u s a m m e n f a s s u n g

Es w ird  e ine Ü bersich t gegeben ü b er die U n te rsu ch u n g en  auf dem  
G ebiete d e r Insektenbiochem ie, die w äh ren d  d er le tz ten  zehn  Ja h re  in  
dem  B iochem ischen L ab o ra to riu m  des N encki In s titu ts  d u rc h g e fü h rt 
w urden .

Die W achsm otte (Galleria mellonella)  w’u rd e  hau p tsäch lich  vom  S tan d 
p unk te  ih re r  spezifischen E igenschaft das W achs zu assim ilieren  s tu 
d ie rt; bei dem  S eidensp inner (B o m b yx  mori) w u rd en  dagegen in e r s te r  
Linie d ie biochem ischen Prozesse beobachtet, d ie m it d en  W achstum s
und  E n tw ick lungsvorgängen  v e rb u n d en  sind.

Es w u rd en  F e tts to ff-, K o h len h y d ra t-, S tickstoff-, P h osphor- und  M i
neralsto ffw echsel u n te rsu ch t. Dabei w’urden  sowohl biochem ische w ie 
teilw eise auch zy tochem ische M ethoden benu tz t. A usserdem  w urde  die 
T ätigkeit d e r Enzym e, haup tsäch lich  d e r O xydationsenzym e, und  ihre  
V erte ilung  im  In sek ten k ö rp er s tu d ie rt.

Die Ergebnisse rich ten  die A ufm erksam keit auf die E x isten z  bei den  
¡Insekten m ancherle i ganz e igen tüm licher biochem ischen Prozesse. A ls 
Beispiel d ien t die E n ts teh u n g  seh r grossen M engen P y ro - und  P o ly- 
phcsphate , die bei d e r W achsm otte festgeste llt w urde . Die R esu lta te , 
besonders jene die auf G ru n d  d er U n tersuchungen  des S eidensp inners 
e rh a lten  w urden , zeigen ausserdem  deu tlich , dass m an bei In sek ten  neben  
den  au ffa llen d en  m orphologischen V eränderungen , m anchm al n ich t 
w en iger scharf ausgepräg te S 'to ffw echseiveränderungen  beobachten  kann .

Otrzymano 22.10.1956 r.
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ELEKTROFOREZA P A SM O W A  W O B EC N O ŚC I A D SO R B E N TÓ W

Z Zakładu Chemii Fizjologicznej A M  w Krakowie 
Kieroivnik: prof. dr B. Skarżyński

P raw id łow y  rozdział e lek tro fo rę  tyczny uzależniony jest od licznych 
czynników , k tó re  m ożem y u jąć jako siły  rozdzielające (driving forces — 
spadek po tencja łu , rodzaj i s tężen ie  e lek tro litów ) i siły  oporu (resistive 
forces —  siły  pow ierzchniow e, lepkość roz tw oru  oraz zdolności adsorp- 
cy jn e  środow iska) [14, 18J. S iły  oporu  będą m iały  w artości niezm ienne 
p rzy  stosow aniu jednego i tego sam ego środow iska, natom iast będą zm ie
niać się w raz ze zm ianą rodzaju  środow iska. O dgryw ają one szczególną 
rolę p rzy  p rzeprow adzaniu  tzw . e lek tro fo rezy  pasm ow ej, gdzie środow is
kiem  są najrozm aitsze  su b stan cje  stałe, jak  b ibuła, agar, celuloza o raz  inne 
substancje  o ch a rak te rze  żelu lub  porow atym , w ysycone odpow iednim  
elek tro litem . Jakko lw iek  najczęściej stosow ana je s t p rzy  przeprow adzaniu  
elek tro fo rezy  pasm ow ej b ibuła, zastosow anie zn a jd u ją  rów nież tak ie  śro
dow iska jak : żel agarow y [10], m ieszanina agaru  i m etylocelulozy [16], 
sk rob ia  [12], sproszkow ane szkło [3], proszek z celulozy [17], p ek ty n y  pod
dane działan iu  enzym ów  [9] i jeszcze inne substanc je  [2]. Dla um ożliw ienia 
rozdziału  pew nych m ieszanin (cukry, sterydy) sk ładn ik i m ieszaniny  zosta
ją  uprzednio  p rzeprow adzane w  połączenia z innym i zw iązkam i, obdarzo
ne odpow iednim  ładunk iem  e lek try czn y m  [6, 11]. S tosow ane je s t rów nież 
e lek tro fo retyczne rozdzielan ie m ieszanin w  obecności ciał zm niejszających 
napięcie pow ierzchniow e (detergensy) [1, 13].

Jakko lw iek  do rozdziału elek troforetycznego , a szczególnie do roz
działu białek, zn a jd u ją  zastosow anie coraz to inne i now e środow iska, 
w pływ  ich na sam  proces e lek tro fo rezy  nie był dotychczas dokładniej ba
dany. T a okoliczność sk łoniła  nas do p rzeprow adzen ia odpow iednich do
św iadczeń, k tó rych  w y n ik i poniżej podajem y.
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M etod y

Środowisko, w  k tó ry m  przeprow adzano rozdział e lek tro fo retyczny , 
przygotow yw aliśm y w n astęp u jący  sposób: jako  sk ładn ik  podstaw ow y zo
stał uży ty  0,2%  ro z tw ó r agaru  w  odpow iednim  buforze. S tężenie to sto 
sow aliśm y jako ty lko nieznacznie wyższe od stężenia potrzebnego do w y 
tw orzen ia  żelu, n iem niej pozw alające ograniczyć ilość agaru  do m inim um , 
co jes t w ażne z tego w zględu, że sam  agar jes t e lek tro litem  i może z n ie 
k tó rym i b iałkam i w  odpow iednich w aru n k ach  daw ać kom pleksy, h am ując  
ty m  sam ym  rozdział e lek tro fo re tyczny . Do roz tw oru  agaru  w  tem p e ra tu 
rze ok. 60° dodaw ano odw ażoną ilość odpow iedniego adsorben ta, uzysku
jąc w  ten  sposób roz tw ór w zględnie zaw iesinę. U zyskaną w  ten  sposób 
m ieszaninę w ylew ano na  p ły tk ę  szklanną, a  po w y tw orzen iu  się żelu n a  
pow ierzchni p ły tk i um ieszczano ją  w  w ilgotnej kom orze w  pozycji pozio
m ej [15]. D la p rzeprow adzen ia e lek tro fo rezy  do celów  analitycznych  uży 
wano p ły tek  o w ym iarach  32 X  4 cm, d la  celów  p rep ara ty w n y ch  p ły tk i 
m iały  w y m iar 32 X 10 cm. K o n tak t p ły tek  z naczyniam i elek trodow ym i 
zapew niano przez połączenie p rzy  pom ocy k ró tk ich  pasków  bibuły , p rzy 
k lejonych  do w arstw y  żelu na  końcach pły tek . P róbkę m ającą być poddaną 
elek tro fo rez ie  nak ładano  p rzy  pom ocy szklannego pręcika lu b  p ip e tk i i po 
przedyfundow an iu  badanego roz tw oru  do w arstw y  żelu  w łączano p rąd  
o spadku po tencja łu  180 —  200 V p rzy  natężen iu  p rąd u  ok. 15 m A. Czas 
rozdziału  w ynosił 12 —  14 godzin. Po ukończeniu  e lek tro fo rezy  p ły tk i w y j
m ow ano z kom ory i suszono n a  pow ietrzu , a następn ie  barw iono roztw o
rem  czerni am idow ej 10 B [15]; b arw n ik  n iezaadsorbow any n a  białku  w y 
p łuk iw ano  czystym  m etanolem . Dla przeprow adzen ia ilościow ych ozna
czeń w ybarw ione p ły tk i zanurzano  w  p łynnej parafin ie , przez co uzyski
w ano n a leży tą  przejrzystość em ulsji. W ten  siposób przygo tow aną p ły tk ę  
um ieszczano w absorpcjom etrze [15] i w ykreślano  k rzy w e e lek tro fo re tycz- 
ne, po czym  pow ierzchnie k rzyw ych  p lan im etrow ano .

Pow yżej op isany  sposób postępow ania zastosow ano rów nież do oelów 
preparaityw nych. Na p ły tę  szklaną o rozm iarach  10 X 32 cm  w ylew ano 
zaw iesinę i po w ytw orzen iu  żelu nak ładano  badany  roz tw ór w  postaci w ąs
kiej sm ugi. W ten  sposób m ożna dobrze rozdzielić 2 —  3 m l roztw oru . Po 
ukończeniu  e lek tro fo rezy  na pow ierzchnię w arstew k i żelu  przyk ładano  
w ąski pasek bibuły, sk u tk iem  czego część substancji zaw artych  w  roz
dzielonych elek tro fo re tyczn ie  frakcjach  dyfundow ała  do b ibuły . N astępnie 
barw iono  bibułę o trzy m u jąc  tzw . odbitkę frakcji, pozw alającą na  określe
nie ich rozm ieszczenia n a  płycie. Po w ysuszeniu  żelu z rozdzielonym i 
frakcjam i na pow ietrzu  w  tem p era tu rze  pokojow ej do nieznacznej w il
gotności, zbierano p rzy  pom ocy szpatu łk i do probów ek odpow iednie odcin
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ki żelu, w y p łu k u jąc  n astęp n ie  zaadsorbow aną substancję  za pomocą w ła 
ściwego rozpuszczalnika.

Poniew aż zagadnieniem , k tó re  nas głów nie in teresow ało , była sp raw a  
elek tro fo re tycznego  rozdziału m ieszaniny  białek, a szczególnie surow icy 
k rw i, p rzygo tow yw aliśm y żel agarow y z dodatk iem  adsorbentów , k tó re  
zna jdow ały  już  uprzednio  zastosow anie w  chrom atografii białek.

S tosow aliśm y n astępu jące  adsorbenty : 
w odoro tlenek  g linu  świeżo w y trącan y  am oniakiem  z roz tw oru  soli g linu ; 
żel fosforanu  tró jw apniow ego, uzyskany  w g S w i n g l e  i T i s e l i u -  
s a  [19];
kaolin  oczyszczany (M erck); 
żel k rzem ionkow y (USP); 
b en to n it (BDH); 
gum a arabska (Light); 
sk rob ia  rozpuszczalna (BDH); 
celuloza sproszkow ana (W hatm an); 
ce lit 535 (Light);
H yflo -super Cel (Light); 
d w u tlen ek  ty ta n u  (M erck); 
sacharoza (BDH).

W yżej w ym ienione su b stan cje  były  dodaw ane do roztw oru  agaru  
w ilości od 0,5 do 20%  w ag./obj.

W g n ik i

B adania nasze ogran iczy ły  się n a  razie  do zagadnienia w pływ u adsor
ben tów  n a  rozdział e lek tro fo re tyczny  białek su row icy  k rw i. P ragn iem y  n a  
ty m  m iejscu  od razu  zaznaczyć, że spośród badanych  substancji adsor- 
bu jących , n iek tó re  nie n ad a ją  się do użycia jako środow isko d la  e lek tro 
forezy. Tym i sub stan c jam i są: w odoro tlenek  glinu, żel fosforanu tró jw ap 
niowego, kaolin, żel krzem ionkow y, ben ton it i gum a arabska. U niem ożli
w ia ją  one rozdział e lek tro fo re ty czn y  z pow odu dużej adsorpcji b iałek  lub  
sku tk iem  niem ożności uzyskania jednorodne j zaw iesiny.

Rys. 1 p rzedstaw ia  k rzyw e zależności szybkości w ędrow an ia  a lbum i- 
nów  surow icy  ludzkiej od stężenia adsorben ta, w ykreślone d la  tych  su b 
stancji, k tó re  w  w aru n k ach  dośw iadczenia daw ały  najlepsze m ożliwości roz
działu. J a k  z powyższego ry su n k u  w idać, każda k rzyw a przedstaw ia  po
dobny  przebieg; w  tych  sam ych w aru n k ach  dośw iadczenia szybkość w ę
d ro w an ia  album ino w  w zras ta  początkow o ze w zrostem  stężenia adsorben
ta, p rz y  p ew nym  stężeniu  je s t najw yższa, a n astęp n ie  p rzy  w yższych s tę 
żeniach m aleje. Dla każdego adso rben ta  is tn ie je  ch a rak tery sty czn e  o p ty 
m alne stężenie, p rzy  k tó ry m  ruchliw ość e lek tro fo retyczna jes t n a jw ięk -
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Rys. 1. Zależność szybkości w ędrow ania albu- 
m inów  surow icy ludzkiej od stężenia poszcze
gólnych adsorbentów:

 ------------   sacharoza
o_________ o skrobia
& ■ —a sproszkowana celuloza
 --------------T i0 2
□---------— a celit 535
u m H yflo-super Cel
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sza. Z w ykle to stężenie n ie przekracza 5°/o adso rben ta  w  zaw iesinie. P rzy  
stężen iu  op ty m aln y m  uzysku je  się' rów nież najlepsze w y n ik i rozdziału  
m ieszaniny  b iałek  surow icy.

Rys. 2. Fotografia elektroferogram ów  tej samej
surow icy ludzkiej w  obecności różnych adsor
bentów:
a) l°/o sacharoza
b) 1% skrobia
c) 4% sproszkowana celuloza
d) 5% celit 535
e) 5% H yflo-super Cel
f) 2%  T .0 2
W szystkie elektroferogram y barw iono czernią
am idową 10 B.

N a rys. 2 p rzedstaw iono  k ilka przyk ładów  rozdziału surow icy  ludzkiej 
p rzy  op tym alnych  stężeniach  adsorbentów . W szystkie e lek tro fero g ram y  
uzyskane w  tych  sam ych w arunkach  i z te j sam ej surow icy. N a uwagę 
zasługu ją różne ruchliw ości o raz różne ilości b ia łka  przypadające  na  po
szczególne frakcje , rozdzielone w obecności różnych adsorbentów .
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Rys. 3. W pływ  stężenia celitu 535, sproszkow a
nej celulozy i sacharozy na ilość białka przypa
dającego na poszczególne frakcje surow icy  

ludzkiej
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Różnice ilości b iałka przypadającego  na poszczególne frakcje  u zyska
n e  e lek tro fo re ty czn ie  p rzy  użyciu różnych  adsorben tów  ilu s tru je  w ym o
w n ie  rys. 3. P rzed staw ia  on zależność ilości białka w  poszczególnych fra k 
cjach  w  zależności od stężen ia adsorben ta, w ykreślone dla sacharozy, spro
szkow anej celulozy i celitu  535. Z aw artość b iałka w  poszczególnych fra k 
cjach  obliczano n a  podstaw ie p lan im etro w an ia  pow ierzchni k rzyw ych  elek- 
tro fo re ty czn y ch , w ykreślonych  p rzy  pom ocy absorpcjom etru . Ilość białka

Rys. 4. K rzyw a elektroforetyczna surowicy  
ludzkiej w ykreślona w  absorpcjom etrze po roz
dzieleniu 0,03 ml surow icy w obecności 

1% H yflo-super Cel

w e trakc ji a lbum inow ej m aleje  przy  wzroście stężenia adsorbentów . N a
tom iast ilość globuiinów -a w zrasta . W zrasta  rów nież ilość /?-globulinów 
z  w y ją tk iem  przypadków , w  k tó ry ch  była używ ana sacharoza. G lobuli
ny-;' nasilają  się początkow o w  m iarę w zrostu  stężen ia adsorbentów ; p rzy  
w yższych stężeniach  ich zaw artość m aleje.

Poszczególne ad so rb en ty  w p ływ ają  n ie  ty lko na przem ieszczenie b iałka 
pom iędzy poszczególnym i frakcjam i, ale doprow adzają  rów nież w toku 
elek troforezy  do u jaw n ian ia  się frakcji, nie dających  się zaobserw ow ać 
p rzy  zw ykłej e lek tro fo rez ie  na  b ibule.

Rys. 4 p rzedstaw ia  k rzy w ą e lek tro fo re ty czn ą  frak c ji białkow ych su ro 
w icy ludzkiej po rozdzieleniu  na żelu agarow ym  z dodatk iem  1%  H yflo-
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su p er Cel. P rzy  użyciu tego ad so rb en ta  w y stęp u je  przed  a lbum inam i n o 
wa, jeszcze szybciej w ęd ru jąca  frakcja , odpow iadająca praw dopodobnie 
frak cji V, opisyw anej przez n iek tó ry ch  au to rów  [5], Poza tym  w  ty ch  w a
ru n k ach  /-g lo b u lin y  rozdzielają się na  dwie frakcje.

Z m iana w  składzie frak c ji w  zależności od rodzaju  i stężenia ad so rb en 
ta  pow odow ana je s t adsorpcją białek na danym  podłożu. W celu bliższego 
ok reślen ia  w ielkości te j adsorpcji przygotow ano roz tw ór czystych a lbum i- 
nów  i czystych /-g lobu linów  surow icy  ludzkiej (frakcje V i II Cohna) 
v/ s to sunku  1 : 1 ,  um ieszczano 30 m-1 tego roz tw oru  na p rzygotow anych  
p ły tkach  z zaw iesiną adsorben tów  w żelu agarow ym  i po e lek tro fo re ty cz- 
nym  rozdzieleniu oraz w yb arw ien iu  określano stosunek  w artości liczbo-

Rys. 5. W pływ  stężenia sproszkowanej celu lo
zy (a) i H yflo-super Cel (b) na stosunek Alb/Gy.

Objaśnienie w  tekście

w ych tych  dw óch frakcji. Rys. 5 p rzedstaw ia  graficznie zależność s to su n k u  
album inów  do /-g lobu linów  od stężenia adsorben tów  w  zaw iesinie, w y k re 
ślone d la a) proszku celulozowego, b) H yflo -super Cel. P rzy  stężen iu  l°/o
sproszkow anej celulozy zm niejsza się ilość b iałka p rzy p ad ająca  na  a lbu
m iny  w  stosunku  do globulinów , natom iast p rzy  w yższych stężeniach  za
znacza się uby tek  /-g lobu linów  na korzyść album inów , w yrażając  się sto
sunk iem  A lb /G / 1,15 p rzy  20°/o stężeniu  adso rben ta  w  po rów naniu  ze sto
sunk iem  1,0 jako  w yjściow ym . W obecności H yflo -super Cel s tra ta  /-g lo 
bulinów  na korzyść album inów  w zrasta  jeszcze szybciej w raz ze w zrostem  
stężen ia  ad so rb en ta  i  p rzy  10°/o jego s tę ż e n ia ‘stosunek  A lb /G / w ynosi ok. 
3,3. W yjściow y stosunek  album inów  do /^g lobulinów  uzy sk u je  się p rzy  
stężeniu  ok. 0,5%  H yflo -super Cel. P rzy  użyciu  tego adso rben ta  pole zaw ar-
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/ 1  J 4  9  fl 7 $ 9 V n 12 13 U 15 cm

Rys. 6. K rzyw e rodziału białek surow icy metodą pre- 
paratyw ną, otrzym ane w  obecności: sproszkowanej 
celulozy, T i0 2 i celitu 535. Stężenia białka w  po
szczególnych frakcjach oznaczano spektrofotom etrycz- 
nie przy zastosow aniu reakcji biuretow ej. B iałko z ad

sorbenta w ypłukiw ano 5% roztw orem  NaCl.
o-----------o Proszek celulozowy
• ---------- •  T i0 2
o ---------- o Celit 535

Rys. 7. Spraw dzanie na bibule czystości frakcji album ino
w ej (a) oraż y-globulinów  (b) surow icy ludzkiej, w ydzielo
nych preparatyw nie, stosując m ieszaninę: 0,2% agar, 5% 
H yflo-super Cel i 3% sproszkowanej celulozy. E lektrofero- 
gramy barwiono czernią am idową 10 B, (bibuła M unktell 20)
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te m iędzy  frak cją  a lbum inów  i j^-globulinów w ykazu je  dużą absorpcję  
w  absorpcjom etrze , co jes t spow odow ane rozw leczeniem  globulinów .

Ilu s trac ją  w artości opisanego przez nas sposobu postępow ania d la  ce lów  
p rep a ra ty w n y ch  jest rys. 6. K rzyw e p rzedstaw ione n a  ty m  ry su n k u  zo
s ta ły  uzyskane w  n astęp u jący  sposób: 2 —  3 m l surow icy  rozdzielano  n a  
w iększej w arstw ie  żelu z adsorben tem  (patrz M etody), po czym  po elek- 
tro fo re ty czn y m  rozdzieleniu  i w ysuszeniu  w a rs tw y  adso rben ta  n a  po
w ie trzu  zeskrobyw ano w arstw ę ko lejnych  odcinków  szerokości 0,5 cm  
i w y p łuk iw ano  zaadsorbow ane białko 5%  NaCl. Z aw artość b ia łka  w uzy s
k an y ch  w  ten  sposób roztw orach  odpow iadających  k o le jn y m  odcinkom  
e lek tro fe ro g ram u  oznaczano m etodą b iu re tow ą wg G o r n a l l a  i w spó ł
p rac . [8].

Z w łasności n iek tó ry ch  badanych  adsorben tów  m ożna było w niosko
wać, że odpow iednio przygotow ana m ieszanina tych  su b stan cji będzie tw o 
rz y ła  środow isko um ożliw iające dokładniejszy rozdział poszczególnych 
frakc ji, niż to było osiągalne dotychczas. Dobre re z u lta ty  daje  m ieszan ina
0 składzie: 0,2%  agaru  +  5%  H yflo -super Cel +  3%  sproszkow anej ce
lulozy, zaw ieszona w  buforze w eronalow ym  o pH  8,6.

Rys. 7 je s t ilu s trac ją  czystości poszczególnych frak c ji b iałkow ych  roz
dzielonych na żelu agarow ym  p rzy  użyciu w yżej w ym ien ionej m ieszan iny  
adsorben tów . 3 m l su row icy  ludzkiej rozdzielano n a  szerokiej p łycie  
szk lanne j stosu jąc m ieszaninę agaru , H yflo -super Cel i celulozy sproszko
w anej, po czym  po um iejscow ieniu  frak c ji zeb rano  em ulsję  odpow iadającą 
poszczególnym  frak c jo m  do probów ek, w y p łuk iw ano  białko m ałą ilością 
5%  ro z tw o ru  NaCl, po czym  dializow ano w  buforze w eronalow ym  o pH 
8,6. Rys. 7 p rzedstaw ia  e lek tro fe ro g ram  n a  bibule frak c ji album inow ej
1 frak c ji y-globulinów  uzyskanych  w  ten  sposób z su row icy  ludzkiej. 
Z obrazu tego e lek tro fero g ram u  w yn ika całkow ita jednorodność uzyska
nych  białek.

O m ó in ie n ie  uiynikóuj

J a k  o ty m  była m ow a w e w stępie do n in iejszej pracy , zastosow anie 
różnych  adsorben tów  jako środow iska d la e lek tro fo rę  tycznego rozdziału 
było  p rzedm io tem  dociekań od k ilku  lat. W szyscy au to rzy , k tó rzy  op i
su ją  dośw iadczenia polegające n a  zastosow aniu adsorbentów , posługu ją  się 
ty m i su b stan c jam i w  postaci gęstej zaw iesiny  i jakkolw iek  p odkreśla ją  pe
w n e korzyści w yn ikające  z tego sposobu postępow ania, zw raca ją  jed n ak  
rów nież uw agę na znacznie dłuższy czas po trzeb n y  do p rzep row adzen ia  
rozdziału  w  po rów naniu  z czasem  w ym aganym  p rzy  e lek tro fo rez ie  w olnej 
lu b  bibułow ej: B adania nasze w skazują, że is to tn ie  stężenia adso rben tów  
uży w an e dotychczas przez innych  au to rów  m uszą stanow ić czynn ik  h am u -
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jący  w ędrow anie elek tro fo rę tyczne. Z badań naszych w ynika, że zależność 
szybkości w ędrow ania od stężeń  adsorben tów  je s t spraw ą bardziej złożoną, 
ale że p rzy  posługiw aniu  się sposobem  w tej p racy  podanym  m ożna p rze 
prow adzać e lek tro fo rezę osiągając korzyści, jalcie daje zastosow anie adso r
bentów  bez znacznego zm niejszan ia szybkości w ędrow ania.

M ałe stężen ia  adsorben tów  m ożna oczywiście użyć ty lko  w  m ieszaninie 
z odpow iednim  żelem , k tó ry m  w  naszym  w ypadku jest żel agarow y. C ha
rak te ry s ty czn y  przebieg  k rzyw ych  zależności szybkości w ędrow ania b ia ł
ka  od stężen ia  adsorben ta  dodanego do żelu jes t spow odow any zm ianą śro 
dow iska. P rzy  najn iższych  stężeniach  adsorbentów  ruchliw ość je s t m ała 
sku tk iem  ham ującego w pływ u żelu agarowego; w  m iarę w zrostu  stężen ia  
adsorben ta  żel agarow y u lega rozluźn ien iu , przez co ruchliw ość b iałek  
zw iększa się. P rzy  dużych stężen iach  adsorben ta  zbitość środow iska po
w oduje ham ow anie szybkości w ędrow ania, k tó re  m usi z reg u ły  w y stę 
pować zawsze w  tych  w arunkach , w  jak ich  dotychczas stosow ano adsor
b en ty  jako  środow isko d la  procesu elek tro fo rezy . N ależy rów nież zazna
czyć, że w zrost s tężen ia adsorben tów  w zm aga efek t e lek troosm otyczny. 
B iałka znoszone sk u tk iem  elektroosm ozy w  k ie ru n k u  bieguna p rzeciw ne
go zostają po drodze zaadsorbow ane i to w  stopn iu  ty m  w iększym , im  w ię
ksze je s t stężenie adso rben ta  zw iększające drogę p rzebyw ania p rzez czą
steczki b ia łka  z pow odu elektroosm ozy. Z jaw isko to oczywiście pow iększa 
s tra tę  frak c ji białkow ych. A nalogiczną zależność e fek tu  elek trcosm otycz- 
nego od stężenia adso rben ta  opisał rów nież B u l i  [4], podając środow isko 
zaw ierające jako  adso rben t proszek szklanny.

Zastosow anie p rzez nas żelu agarowego jako  podstaw y środow iska d la  
e lek tro fo rezy  pozw ala stosow ać m ałe stężen ia adsorbentów , a ty m  sam ym  
w yelim inow ać niedogodności, o k tó ry ch  była poprzednio  m ow a. S tw ie r
dziliśm y, że przy  użyciu  stężeń odpow iednich adsorbentów , obracających  
się w  gran icach  od 1 —  5% , e lek tro fo reza  b iałek  przebiega dostateczn ie 
szybko, rozdział na  frak c je  je s t o stry , a s tra ty  białek są m in im alne. O pie
ra jąc się n a  tych  założeniach m ożna sporządzić m ieszaninę odpow iadającą 
w szelkim  wym ogom . * >

O pisany przez nas sposób postępow ania, polegający na użyciu p ły tek  
szklannych p o k ry ty ch  w arstw ą  żelu agarow ego z dodatk iem  odpow ie
dnich adsorbentów , sp e łn ia  te  sanie zadania, jak ie  rozw iązuje e lek tro fo reza 
kolum now a, ale w  sposób prostszy  i w ygodniejszy. Posługując się naszą 
m etodą u zysku jem y  m ożliwość bezpośredniej analizy  ilościowej e lek tro fe - 
rogram u przez w ykreślan ie  k rzyw ych  w  absorpcjom etrze. P rep a ra ty w n y  
rozdział poszczególnych frak c ji białkow ych w  przypadku  e lek tro fo rezy  k o 
lum now ej polega na  e luow aniu  w iększym i ilościam i buforu  i zb ieran iu  
frak c ji p rzy  pom ocy odpow iedniego kolek tora. O trzym uje  się w ów czas roz
tw ory  bardzo rozcieńczone, p rzy  czym  nierzadko dochodzi do za tarc ia  się
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gran ic rozdzielanych frak c ji w  czasie eluow ania. Niedogodności e lek tro fo 
rezy  kolum now ej p rzy  jej zastosow aniu  do celów p rep ara ty w n y ch  nie 
w chodzą w  grę p rzy  użyciu p ły t szk lannych  p o k ry ty ch  żelem  zm ieszanym  
z adsorbentem . W yniki uzyskane przez n as  naszą m etodą w toku  p rep a - 
ra tyw nego  w ydzielania n iek tó ry ch  frak c ji b iałek  surow icy ludzkiej są zu 
p e łn ie  zadow alające.

M etoda stosow ania em ulsji adsorben tów  na p ły tk ach  szk lannych  może 
oddać rów nież duże usługi p rzy  badaniu  tak ich  substancji, k tó ry ch  w y k a
zyw anie n a  b ibule nastręcza  trudności z pow odu reagow ania b ibu ły  z uży
w anym  odczynnikiem . U zykaliśm y zadow alające w ynik i p rzy  w ykazyw a
n iu  cholesterolu  odczynem  L ieb e rm an n a-B u rh ard ta , nie dającym  zastoso
w ać się do e lek tro ferog ram ów  na bibule. P odobnie p rzedstaw ia  się sy tu a 
c ja  z w ykryw an iem  glikoproteddów odczynnik iem  M ollischa. O dczynnik 
M ollischa je s t bardzo czuły i p rostszy  od stosow anego w  celu  w y k ry w an ia  
cukrow ców  kw asu  nadjodow ego i fu k sy n y  siarczynow ej, lecz ze w zględu 
na użycie stężonego kw asu  siarkow ego n ie  n ad a je  się do trak to w an ia  
elek tro ferogram ów  n a  bibule. E lek tro fero g ram  uzyskany  w  em ulsji w  żelu 
agarow ym , p o trak tow any  odczynnikiem  M ollischa, zabarw ia się cały na 
jasno  różowo, natom iast m iejsca, w  k tó ry ch  zn a jd u ją  się g likoproteidy, 
p rzy b ie ra ją  barw ę ciem nofiołkow ą.

Ja k  w ynika z danych  om ów ionych w  części dośw iadczalnej naszej p ra 
cy, rodzaj i stężenie ad so rb en ta  używ anego p rzy  elek tro fo rez ie  b iałek  su 
row icy  m odyfikuje —  i to n ieraz  znacznie —  ilość b iałka przypadającego 
n a  poszczególne frakcje , jak  rów nież doprow adza do dalszego rozdziału 
frakcji, k tó re  w  zw ykłej e lek tro fo rezie  b ibułow ej w ęd ru ją  jako jednoro 
dne frakcje . U jaw nien ie now ych frak c ji b iałkow ych p rzy  użyciu e lek 
tro fo rezy  n a  adsorbentach  jes t od rębnym  zagadnieniem , k tó re  m usi być 
system atyczn ie badane. Z w raca na  nie uw agę rów nież F i o d i n i K u p k ę  
[7], k tó rzy  posługiw ali się jako  ad so rb en tem  sproszkow aną celulozą sto
su jąc  jednak  m etodę e lek tro fo rezy  kolum now ej. P om ija jąc  na ty m  m iejscu 
tę sp raw ę m usim y jednak  zw rócić uw agę z całym  naciskiem  na to, że p rzy  
posługiw aniu  się naszą m etodą do celów  analitycznych  w  każdym  w ypad
ku  m uszą być ściśle uw zględnione iden tyczne w a ru n k i przeprow adzania 
rozdziału. P rzy  posługiw aniu  się m etodą do celów p rep ara ty w n y ch  nie 
w chodzi to w  rachubę w w iększym  stopniu .

A ddendum : W chwili k iedy  praca ta była p rzygo tow an a  do druku, ukazała się p u 
blikacja autorów am erykańskich  P. B e r n f e l d a  i J. S.  N i s s e l b a u m a  
w  J. Biol. Cliem. 220, 851, 1956, w  k tó re j  doniesiono o zastosowaniu1 małych  
s tężeń  adsorben tów  jako  środowiska do e lek trofore tycznego  rozdzielania bia
łek surowicy, p rzy  użyciu m e tody  ko lum now ej.  C elem  w y tw o rzen ia  żelu auto
r zy  zastosowali skrobię rozpuszczalną z  doda tk iem  am ylozy. Jako adsorbenta  
u żyw ali  3% H yflo-super Cel. W ym ien ien i autorzy  doszli do podobnych re 
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zu lta tów  jak  m y, s tw ierdza jąc , że ty lko  określone stężenie adsorbenta je s t  o p 
tym a ln ym  dla e lek trof  or e tycznego rozdzielania; z b y t  duże stężenia utrudniają  
rozdział.

S tre s z c z e n ie

O pracow ano m etodę elek tro foretycznego  rozdziału białek surow icy, 
o p artą  na  zastosow aniu p ły tek  szklannych pokry ty ch  w arstw ą  żelu aga
rowego z dodatk iem  różnych adsorbentów . P rzebadano  w pływ  rodzaju  i s tę 
żenia adsorben tów  n a  rozdział e lek tro f ore tyczny  białek podając odpow ie
dnie recep ty  doprow adzające do najdogodniejszych w yników . A utorzy  w y 
kazali szczególną w artość te j m etody dla p rep ara ty w n eg o  oczyszczania b ia
łek na m ałą skalę.
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nOJIOCATblM 3JIEKTPOC&OPE3 B riPMCYTCTBMM A^COPBEHTOB

P e 3 io m  e

Pa3pa6oTaH MeTog 3jieKTpoc£>opeTHHecKoro pa3^ejieHMH SejiKOB cbrao- 
POTKM, OCHOBaHHbIM Ha npMMeHeHHW CTeKJIHHHBIX nJiaCTMHOK, nOKpBITBIX 
cjioeM arapoBoro xcejin c npn6aBKOM pa3JiMHHbix a/jcopSeHTOB. MccJiegoBa- 
JlOCb BJIMHHHe poga M KOHljeHTpaiJMM aflCOpSeHTOB Ha 3JieKTp0cjD0peTMHeC- 
Koe pa3AejieHMe SejiKOB, a TaKxce nptiBegeHbi cooTBeTCTBy Kupne pepenTbi 
BegyigHe k  Hawdojiee Bbiro^HbiM pe3yjibTaTaM.
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ABTopbi noKS3ajiM ocoSeHHbie AOCTonHCTBa 3Toro MeTo^a np n  npena- 
paTMBHOM OHMIIieHMM SejIKOB b  HeSojibiiiOM MacniTabe.

ZONE ELECTROPHORESIS IN STABILIZED MEDIA IN THE PRESENCE OF ADSORBENT

S u m m a r y

A m ethod for e lec tro p h o re tic  separation  of serum  p ro te in s  uses of glass 
slides coated w ith  agar gel contain ing  various adso rben ts  w as described. The 
effec t of d iffe ren t k inds and  concen tra tions of ad so rb en ts  on the e lec tro 
ph o re tic  separation  of p ro te ins w as investigated  an d  d irec tions assuring  
op tim al re su lts  are  given. The au th o rs  have d em o n stra ted  th e  special value 
of th is  m ethod  for sm all scale p rep ara tiv e  p u rifica tion  of pro teins.

Otrzymano 24.10.1956 r.
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H. HOMAŃSKA-SZAFRANGWA i J. OLEKSY

ELEKTROFORETYCZNY R O ZDZIAŁ ENZYM ÓW  SOKU 
TRZUSTKOW EGO PSA

Z Zakładu Chemii Fizjologicznej A . M . iv Krakowie 

Kieroicnik prof. dr B . Skarżyński, 

i z Zakładu Fizjologii A . M . w Krakowie  

Kieroicnik prof. dr J . Kaulbersz

Jak k o lw iek  obecność b ia łk a  w  soku trzustkow ym  psa została opisana 
po raz  p ierw szy  już  w  r. 1894 przez  J a b ł o ń s k i e g o '  [10], bardziej 
system atyczne badania , m ające  n a  celu  scharak teryzow an ie  tego białka, 
zostały  p rzep row adzone dop iero  w  p ierw szym  dziesią tku  la t bieżącego 
stu lecia. G l a e s s n e r ,  E l l i n g e r  i C o h n  oraz W o h l g e m u t h  
[9, 8, 19] rozdzielili b iałko soku trzustkow ego, stosując w ysalan ie  siarcza
nem  am onow ym , i stw ierdz ili, że b iałko to rep rezen to w an e  je s t zarów no 
przez album iny , jak  i g lobuliny . D e  Z i l  v a  [7] w y k ry ł rów nież obecność 
nukleopro te idów , czego n ie  p o tw ierd z iły  badan ia  W e c h s l e r a  [18]. 
Po dłuższej p rzerw ie , w  czasie k tó re j sp raw a b iałek  soku trzustkow ego 
nie budziła żadnego za in teresow ania , w  r. 1939 w rócił do tego zagadn ie
nia L a n g s t r o t h  i w spó łpracow nicy  [12], n ie rozstrzygając jed n ak  
ostatecznie sp raw y  ilości i rodzaju  białek, w ystępu jących  w  soku trz u s t
ko wj-m.

Dopiero zastosow anie opracow anej przez T i s e 1 i u s a m etody  e lek 
tro fo rezy  [17] sk ierow ało  zagadn ien ie  ch a rak te ry zac ji b ia łek  soku trz u s t
kowego n a  now e to'ry. M u n r o  i T h o m a s  [13] stw ierdz ili stosu jąc tę  
m etodę, że w soku  trzu stk o w y m  psa, uzyskanym  z p rzetok i trw ałe j, w y 
stęp u je  4 lub  5 frak c ji b iałkow ych, zależnie od zw ierzęcia d o starcza ją
cego sok, a n iezależnie od rodzaju  stosow anego bodźca i ogólnej zaw ar
tości białka. Badacze ci n ie  próbow ali jednak  określić rozm ieszczenia 
poszczególnych enzym ów  soku trzustkow ego  w  uzyskanych  przez n ich  
frakcjach  b iałkow ych. Z agadnienie to  podjęli dopiero  w  roku  1951 
B y r n e  i w spó łpracow nicy  [5]. P osługu jąc  się k lasyczną m etodą T iseliu - 
sa stw ierdzili, że w  soku trzu stk o w y m  psa w y stęp u je  6 frak c ji b iałko-
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w ych, k tó re  au torzy  ci określali ko le jn y m i lite ram i alfabetu . W ykazali, 
że 3 najw ażn ie jsze  enzym y soku trzu s tk o w e g o — pro teinaza, am ylaza 
i lipaza, są zlokalizow ane w  pew n y ch  określonych  frakcjach  b iałkow ych. 
W dośw iadczeniach tych  posługiw ano się sokiem  uzyskanym  z p rzetok i 
trw a łe j, przy  czym bodźcam i w ydzie ln iczym i by ły  rozm aite  rodzaje  po
żyw ienia. Ilościow y sto sunek  b ia łka  w  poszczególnych frak c jach  oraz 
zaw artość  enzym ów  w  odpow iednich frak c jac h  białkow ych pozostaw ały  
zasadniczo niezm ienne przy  użyciu  różnych  pokarm ów  w yzw alających  
p ro d u k c ję  soku trzustkow ego.

W  podobny sposób pod ję li zagadn ien ie elek tro fo retycznego  rozdziału  
enzym ów  soku trzustkow ego m ałżonkow ie D e l c o u r t  [6], posługując 
się e lek tro fo rezą  bibułow ą. W ykazali oni w  soku  trzustkow ym  psa —  po
dobnie jak  B y r n e  —  6 frak c ji b iałkow ych, k tó re  iden ty fikow ali z fra k 
cjam i białkow ym i surow icy. B adali rozm ieszczenie w  tych  frakcjach  fosfa
tazy, lipazy, esterazy  i am ylazy, dochodząc do w yników  nie p o k ry w a ją 
cych się całkow icie z w ynikam i badaczy am erykańsk ich . Z resztą praca 
D e l c o u r t ó w  m usi w yw ołać zastrzeżen ia  o charak terze  m etodycznym  
i m ery to rycznym .

S kąpe i obfitu jące  w niedom ów ienia i niezgodności p iśm iennic tw o do
tyczące p rob lem u e lek tro fo re tycznych  frak c ji b iałkow ych soku  trzu s tk o 
wego i rozm ieszczenia enzym ów  w tych  frak c jach  sk łon iły  nas do po
now nego p rzebadan ia  tego zagadn ien ia  i zw rócenia uw agi zarów no na 
dok ładne rozdzielenie frak c ji białkow ych, jak  i dokładne zlokalizow anie 
enzym ów  w  poszczególnych frakcjach . Zdecydow aliśm y się posługiw ać 
sokiem  trzu stk o w y m  psa, uzyskanym  z p rzetok i o strej, w ydzielonym  pod 
w pływ em  różnorodnych bodźców, albow iem  w łaśn ie  zależność ilościowe
go sk ładu  enzym ów  od rodzaju  bodźców  w yzw alających  p rodukcję  soku 
je s t w ciąż jeszcze zagadnieniem  sp o rn y m  w  fizjologii trzustk i. U żyw aliś
m y tro jak ieg o  rodzaju  bodźce —  kw as solny, sek re ty n ę  trzustkow ą i chlo
row odorek  p ilokarp iny .

M e to d a

D ośw iadczenia przeprow adzono n a  psach wagi 13 — 18 kg ze świeżo 
założoną przetoką trzustkow ą, g łodzonych przez 24 godziny p rzed  zab ie
giem . Zabieg ch iru rg iczny  w ykonyw ano  w  głębokiej narkozie m orfinow o- 
eterow ej, przechodząc na m ożliw ie n a jp ły tszą  narkozę w  czasie sam ego 
dośw iadczenia z pob ieran iem  soiku trzustkow ego. K an iu lę  szk laną w pro 
w adzano zew nątrz je litow o  do dolnego1 p rzew odu  trzustkow ego i po 
um ocnien iu  jej szw em  okrężnym  w yprow adzano  n a  zew nątrz , po  czym 
pow łoki brzuszne zam ykano. Czas trw a n ia  dośw iadczenia n ie  przekracza ł 
8 godzin [1],
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S am orzu tne  w ydz ie lan ie  soiku trzustkow ego  było znikom e.
Do pobudzen ia  go używano* n as tęp u jący ch  bodźców:
1) podgrzany do 37° C roz tw ór 0,4%  HC1 w prow adzano dodw unastniczo 

przez u p rzedn io  założony zgłębnik. Jednorazow a daw ka roztw oru  w y n o 
siła 150 —  200 m l; początek  w ydzie lan ia  soku następow ał po up ływ ie  
3— 5 m in, r

2) p rep a ra t se k re ty n y  trzustkow ej o trzy m an y  z b łony  śluzow ej je lita  
w ieprzow ego stosow ano dożylnie w  daw kach  po 20 ml. W ydzielanie po 
każdym  w strzy k n ięc iu  rozpoczynało się po upływ ie 30— 60 sekund  i trw a 
ło p rzeciętn ie  trzydzieści m inu t,

3) chlorow odorek p ilokarp iny  podaw ano dom ięśniow o w  daw ce 0,5 —
1,5 m g/kg  w agi psa. Początek  w ydzie lan ia  soku następow ał w  ciągu 
2— 9 m in u t po podaniu  p ilokarp iny .

Z ebrany  sok trzu stk o w y  poddaw ano rozdziałow i e lek tro fo retyczne- 
m u najpóźniej w  ciągu 6 godzin od p obran ia . R ozdzielano 0,2 m l soku 
w  buforze w eronalow ym  o  pH  8,6 na paskach  b ibu ły  W hatm an  n r  1 
o w ym iarach  10 X  33 cm. P o  ukończen iu  e lek tro fo rezy  odcinano pasek  
o szerokości 1 cm  i u sta lano  na n im  położenie poszczególnych frak c ji 
białkow ych przez w y b arw ian ie  roz tw orem  czerni am idow ej 10 B. Z po
zostałej, n ie  w y b arw io n ej części paska w ycinano m iejsca odpow iadające 
poszczególnym  frak c jo m  i w ypłuk iw ano  z n ich  b iałko roz tw orem  fiz jo 
logicznym  NaCl. W w ypłuczynach  odpow iadających  poszczególnym  fra k 
cjom  oznaczano zaw artość am ylazy, lipazy  i enzym ów  pro teo litycznych . 
O znaczenia całkow itego  azotu w  b ad an y ch  sokach przeprow adzano m ik ro - 
m etodą K jeldah la . P rocen tow y  rozkład b ia łka  n a  poszczególne frak c je  
e lek tro fo re tyczne  obliczano p lan im e try czn ie  z k rzyw ych  uzyskanych  p rzy  
pom ocy fo to ab so rp c jo m etru  z w y barw ionych  pasków.

Ilościow e oznaczanie enzym ów  przeprow adzano  p rzy  użyciu  n as tęp u 
jących  m etod: am ylazę oznaczano posługu jąc  się  m etodą B a  u  m a n n a  
[3] p rzy jm u jąc  za jednostkę  tę  ilość enzym u, k tó ra  rozkłada doi s tad iu m  
d ek stry n  lm l 1%  ro z tw o ru  skrobi i w  ciągu 30 m in, w  tem p. 38°( jednostka  
W ohlgem utha). M etodę tę  zm odyfikow ano określa jąc  końcow y m om en t 
reak cji p rz y  pom ocy fo toko lo rym etru , m ierząc ekstynkcję  p rzy  długości 
fali 580 mu. O znaczenia lipazy  p rzeprow adzano  m etodą P e r e z a  i W i 1- 
l e m o r t a  [15]; do ro z tw o ru  każdej frak c ji b iałkow ej dodaw ano bu fo ru  
glikokolow ego o* pH  9,4, roz tw oru  tau ro ch o lan u  sodu i tró jb u ty ry n y . 
M ieszaninę trzym ano  p rzez 2 godziny w tem p e ra tu rze  40°, po czym  p rze
prow adzano m iareczkow anie form olow e 0,4 N alkoholow ym  w odoro tlen
k iem  potasu. Za jednostkę  lipazy  p rz y ję to  tę  ilość enzym u, k tó ra  w w a
ru n k ach  dośw iadczenia h y d ro lizu je  1 m g  tró jb u ty ry n y . W ysokie pH  
środow iska (9,4) un iem ożliw ia rów noczesne oznaczanie esteraz, k tó ry ch
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ak tyw ność w ty m  oddziaływ aniu  nie przekracza  5%  [16], n a tom iast a k 
tyw ność lipazy  odpow iada jeszcze 30%  aktyw ności m aksym alnej.

E nzym y p ro teo lityczne oznaczano p rzy  pom ocy zm odyfikow anej m e 
tody K r i j g s m a n a  [11]. Do badan ia  używ ano m ieszaninę roz tw oru  
kazeinu  wg. K r i j g s m a n a ,  bu fo ru  fosforanow ego o pH  7,8 i w ody. 
10 m l te j m ieszaniny zadaw ano 1 m l roz tw oru  badanej frak c ji b iałkow ej 
i trzym ano  przez 1 godzinę w  tem p. 38°. R ozkład kazeinu oceniano n a  pod
staw ie nasilen ia  zm ętn ien ia  roz tw oru  po dodaniu chlorow odorku ch in id y 
ny. N asilenie zm ętn ien ia określano p rzy  użyciu fo toko lo rym etru  p rzy  d łu 
gości fa li 550 mir. Jak o  jednostkę  aktyw ności p ro teo litycznej p rzy ję to  tę 
ilość enzym u, k tó ra  w ciągu 1 godziny w  w aru n k ach  dośw iadczenia po
w odu je  zw iększenie przepuszczalności św iatła  o 10%.

Sok trzu stk o w y  uzyskiw any z p rzetok i okazyw ał od razu w y b itn ą  ak 
tyw ność proteo lityczną, n ie  w zm agającą  się po dodaniu  en terokinazy . 
F ak t ten , jakko lw iek  stoi w  po*zornej sprzeczności z pow szechnie p rzy ję 
ty m i podręczn ikow ym i opisami, znany  je s t w ielu  ek sperym en ta to rom  po-’ 
sługu jącym  się sokiem  trzustkow ym  uzysk iw anym  z p rze to k  trzu s tk o 
w ych [4, 14, 2].

W y n ik i

Do badań naszych użyliśm y sok trzustkow y  o trzym any  z 9 psów. 
W yniki tych  badań  zaw arte  są w  poniższych tablicach.

T ablica 1 p rzedstaw ia  zależność objętości soku w ydzielonego z prze
tok i o raz  zaw artego  w  soku b ia łka  od ro d zaju  zastosow anego bodźca. 
Z podanych  w artości liczbow ych w ynika, że najw iększe ilości soku zo
s ta ją  w y  dzielone pod w pływ em  sek re ty n y , najm niejsze  po użyciu  kw asu  
solnego. Z aw artość b ia łka  w  soku w ydzie lonym  pod  w pływ em  HC1 i pod 
w pływ em  sek re ty n y  je s t tak a  sam a, ale oczywiście abso lu tna  ilość w y 
dzielonego b ia łka  p rzy  użyciu  sek re ty n y  je s t n iem al p ięciokro tn ie  w ięk 
sza. O dm iennie p rzedstaw ia  się c h a rak te r  soku trzustkow ego w ydzielo
nego pod  w pływ em  p ilokarp iny . O bjętość soku trzustkow ego je s t w  tym  
w ypadku  d w u k ro tn ie  w iększa niż po użyciu  kw asu  solnego, na to m iast s tę 
żenia b ia łka  cz te rok ro tn ie  większe. W rezu ltacie  ilość b ia łk a  zaw artego  
w  m ałej ob jętości soku w ydzielonego pod w pływ em  p ilo k arp in y  odpo
w iada 2/3 ilości b iałka zaw artego  w  obficie w ydzie la jącym  się soku po 
zadziałan iu  sek re ty n ą . F ak ty  te  zresztą  pok ry w ają  się całkow icie z licz
nym i danym i piśm iennictw a.

D la nas in tere su jące  było zagadnienie ilości frak c ji b iałkow ych za
w arty ch  v/ soku trzustkow ym , w ydzielonym  pod w pływ em  różnych  bodź
ców, oraz  ilościowego rozm ieszczenia b ia łka  w tych  frakcjach . Zgodnie
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Objętości soku wydzielonego pod upływem różnych bodźców i stężenia białka w soku

L.p. Pies

0,4% HC1 Sekretyna Pilokarpina

Ilość 
HCl 
w ml

Ilość
ml

soku

0//o
białka

Ilość 
sekret, 
w ml

Ilość
ml

soku

°//o
białka

Ilość 
pilok. 
w mg

Ilość
ml

soku

°//o
białka

1
d
18 kg 60 25,0 2,62

2
d

16 kg 550 5,0 1,81 60 16,5 2,39 10 3,5 7,00

3
d

15 kg _ _ _ 100 22,5 1,38 15 25,0 5,36

4
d

17 kg 550 11,0 0,55 100 17,0 1,35 20 5,0 3,71

5
9

15 kg 550 2,5 1,60 100 16,0 1,40 20 0,0 ._

6
d

16 kg 600 3,0 1,60 100 31,0 0,94 16 7,5 7,17

7
d

13 kg 450 6,0 2,00 100 39,5 1,57 15 9,0 5,11

8
d

15 kg 300 0,5 2,73 80 17,5 1,59 10 3,0 8,12

9
d
13 kg 250 8,0 1,30 110 29,5 1,57 15 15,0 8,31

średnia 5,2 1,66 25,0 1,65 9,7 6,40

T a b l i c a  2

Procentowy rozkład białka w poszczególnych frakcjach elektroforetycznych soku

Bodziec %
białka

Frakcje soku

1 2 3 4 5 6 suma

Kwas solny 1,66 5,9 26,7 13,1 29,4 20,1 4,8 100

Sekretyna 1,65 7,0 21,0 12,5 30,9 19,4 9,2 100

Pilokarpina 6,40 9,6 20,8 15,7 27,2 19,6 7,1 100
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z w ynikam i B y rn e a  stw ierdziliśm y, że w  buforze w eronalow ym  o pH 8,6 
b iałko soku trzustkow ego rozdziela się w toku  e lek tro fo rezy  na 6 frakcji. 
P rocen tow y udział poszczególnych frak c ji w  ogólnej zaw artości b ia łka  
soku trzustkow ego podaje tablica 2 i ry su n ek  1. Z nam ienne jest, że w a r

tości d la  poszczegól
nych frak c ji b iałko

w ych n ie  zm ien ia ją  się 
v  soku trzu stk o w y m  
w ydzielonym  pod w p ły 
wem  różnych  bodźców. 
Rozm ieszczenie b ia łka  
w  tych  frak c jach  jes t
tak ie  sam o w  p rzy p ad 
ku obfitu jącego w  b iał
ko soku w ydzielonego 
pod w pływ em  p ilo k a r
piny, jak  i za w ie ra ją 
cym  stosunkow o m ałe 
ilości b ia łk a  soku  w y 
dzielonym  pod w p ły 
w em  k w asu  solnego i 
sek retyny .

T ablice 3, 4 i 5 podają  rozm ieszczenie badanych  p rzez nas enzym ów  
w  poszczególnych frak c jach  b iałkow ych soku trzustkow ego. Z tab e l tych  
w ynika, że aktyw ność enzym atyczna zw iązana je s t z pew n y m i o k reślony
m i frak cjam i i lokalizacja enzym ów  w  poszczególnych frak c jach  pozo
s ta je  n iezm ienną bez w zględu na rodzaj zastosow anego bodźca. L ipaza 
w ystępu je  głów nie w e frak c ji 5, am ylaza —  w e frak c ji 4. S łaba  ak ty w 
ność w skazująca na  zaw artość tych  enzym ów  w  in n y ch  frak c jach , d a ją 
ca się zaobserw ow ać szczególnie w  p rzy p ad k u  lipazy, na jp raw dopodob
niej spow odow ana je s t n iezupełn ie  dok ładnym  oddzieleniem  sąs iad u ją 
cych ze sobą frakcji, albo też je s t w yrazem  zaw artości esterazy , k tó ra  
w  naszych w aru n k ach  oznaczania lipazy okazu je  ak tyw ność bardzo' m ałą, 
n iem niej dającą się uchw ycić. Nieco inaczej p rzed staw ia  sie sp raw a z pro- 
teinazam i, aktyw ność p ro teo lityczna dom inu je  zdecydow anie w e frak c ji 
2, n iem niej je s t bardzo w yraźn ie  zaznaczona w e frak c ji 3. W  ty m  p rzy 
p ad k u  tłum aczenie n iedostatecznym  rozdziałem  obu frak c ji je s t  n iew y 
starczające. N asuw a się przypuszczenie, że m am y do czynienia z dw om a 
enzym am i pro teo litycznym i, a w ięc p rzypuszczaln ie  z try p sy n ą  i chym o- 
try p sy n ą , w ystępu jącym i w  dw óch różnych  frak c jach  białkow ych. S to
sow ana przez nas m etoda ok reślan ia  ak tyw ności p ro teo litycznej n ie  po
zw ala na odróżnienie obu tych  enzym ów , a  n ie s te ty  nie dysponow aliśm y

Rys. 1. Frakcje białkow e soku w ydzielonego po 
podaniu sekretyny. Krzywa uzyskana z elektro- 

forogram u przy użyciu fotoabsorpcjom etru
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T a b l i c a  3

Rozmieszczenie aktywności amylazy iu poszczególnych frakcjacli soku, 
wartości podane w jednostkach aktywności na 1 ing N

Nr
psa

Kwas solny Sekretyna Pilokarpina

frakcje: frakcje: frakcje:

1— 2 3 | 4 | 5 | 6 1— 2\ 3 | 4 | 5 6 1—2 3 4 5 6

1 0,0 3,3 525,0 19,2 0,0
2 3,4 - 48,3 - 6,9 2,6 5,2 538,0 0,0 0,0 0,0 0,0 266,5 0,9 0,0

3 0,0 9,0 904,0 36,0 0,0 0,0 0,0 678,0 35,1 0,0

4 0,0 0,0 113,6 - 0,0 0,0 0,0 232,5 18,6 0,0 0,0 0,0 337,0 27,0 0,0

5 0,0 0,0 31,2 0,0 0,0 0,0 0,0 37,4 0,0 0,0
6 0,0 0,0 63,0 0,0 0,0 0,0 13,2 600,0 0,0 0,0 0,0 0,0 697,0 13,8 0,0

7 0,0 0,0 169,0 0,0 0,0 0,0 0,0 - 0,0 0,0 0,0 0,0 489,0 - 0,0

8 0,0 0,0 686,0 0,0 0,0 0,0 0,0 392,0 2,0 0,0 0,0 0,8 1023,0 61,5 0,0

9 0,0 2,5 423,0 - 0,0 0,0 2,6 398,5 2,6 0,0 0,7 0,7 451,0 2,3 0,5

śr. 0,5 0,4 219,0 0,0 1,0 0,3 3,6 453,4 8,7 0,0 0,1 0,2 563,0 23,4 0,1

Średnie wartości wyrażone w jednostkach aktywności na 1 ml soku

śr. 1,3 1,1 580,0 0,0 2,6 0,8 9,5 1197,0 23,0 0,0 1,0 2,0 5760,0 239,5 1,0

syn tetycznym i pep tydarn i d a jący m i się zastosow ać jako sw oiste su b stra ty  
dla każdego z ty ch  enzym ów  z osobna.

Do in te re su jący ch  w yników  doprow adziły  ilościow e oznaczenia enzy
m ów  w  poszczególnych frakcjach , zależnie od rodzaju  zastosow anego 
bodźca w ydzielniczego. W ynik i te  zaw arte  są w tab licach  3, 4 i 5 i w y ra 
żone są v/ jed n o stk ach  ak tyw ności enzym atycznej przeliczonych na  1 m g 
azotu. Z w ykresów  z tab lic  3, 4 i 5 (rys. 2) w ynika, że zaw artość lipazy 
i am ylazy  zm ienia się w zależności od rodzaju  bodźca w  analogiczny spo
sób, to znaczy n a jm n ie jsze  ilości obu tych  enzym ów  w ydzielane są po uży 
ciu kw asu  solnego, na jw iększe  po  użyciu  p ilokarp iny . Inaczej p rz ed s ta 
w ia się sp raw a enzym ów  p ro teo litycznych , dla ty ch  enzym ów  nasiln ie j- 
szym  bodźcem  w ydzieln iczym  je s t sek retyna. Z aw artość enzym ów  p ro 
teo litycznych , przeliczona n a  1 m g azotu w  soku w ydzielonym  pod w p ły 
w em  p ilo k arp in y  i kw asu  solnego, je s t tego sam ego rzędu.

P orów nanie  ogólnej zaw artości b ia łka  w  soku trzu stk o w y m  oraz za
w artości b ia łka  w  poszczególnych frak c jach  (tab lica  1 i 2) z ak tyw nością 
enzym atyczną ty ch  fra k c ji (tablica 3, 4 i 5) w sk azu je  n a  to, że ilość w y 
dzielanych  enzym ów  je s t n iezależna od ilości białka. Sok uzyskany  po 
podan iu  kw asu  solnego zaw iera  o w iele m niej am ylazy i lipazy  niż sok
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T a b l i c a  4
Rozmieszczenie aktyinności lipazy in poszczególnych frakcjach, 

podane in jednostkach aktyiuności na 1 mg N

Nr
psa

Kmas solny Sekretyna Pilokarpina

frakcje: frakcje: frakcje:

1—3 4 5 6 1—3 4 5 6 1—3 4 5 j 6

1 _ _ _ _ 0,0 166,1 820,0 150,0 — — — —
2
3 — — — — 0,0 O o 

,

238,1 15,4 0,0 27,7 476,5 0,0
4 0,0 — 115,9 0,0 50,0 78,5 408,0 0,0 5,7 5,7 910,5 0,0

5
6 — 0,0 33,4 0,0 45,3 45,3 226,3 11,3 - - 405,0 0,0
7 21,2 26,4 175,2 10,6 27,0 - 592,5 13,5 12,5 - 777,0 24,9

8 7,8 - 50,2 7,8 0,0 - - 0,0 0,0 321,0 321,0 2,6
9 0,0 - 163,2 0,0 33,8 - 574,5 0,0 6,4 244,0 228,0 0,0

śr. 14,5 13,2 108,0 4,6 23,0 72,5 476,0 27,2 4,9 149,8 519,0 4,6

Średnie martości podane m jednostkach aktyinności na 1 ml soku

śr. 38,4 35,0 286,0 12,2 60,6 191,3 1250,8 71,4 50,1 1532,Oi 5310,0 47,1

T a b l i c a  5
Rozmieszczenie aktyinności enzymótu proteolitycznych m poszczególnych frakcjach, 

martości podane iu jednostkach aktyinności na 1 mg N

Nr
psa

Kmas solny Sekretyna Pilokarpina

frakcje: frakcje: frakcje:

1 | 2 | 3 | 4—6 1 | 2 | 3 4—6 1 2 3 | 4—6

1 _ _ _ _ 16,2 114,7 8,1 — — — — —

2 8,3 49,5 0,0 0,0 — 117,1 40,2 0,0 6,6 29,8 21,8 —

3 — — — — 0,0 165,5 84,2 9,0 — 53,6 35,0 3,5

4 - 159,0 0,0 0,0 46,2 92,6 - 0,0 0,0 77,7 43,8 —

5 — 55,4 6,2 0,0 - 13,4

6 0,0 39,3 16,5 13,4 — 166,5 100,0 6,7 6,6 66,2 29,7 15,3

7 53,1 114,5 53,1 3,1 59,5 178,8 51,5 35,7 8,6 109,0 77,1 60,0

8 139,5 0,0 0,0 32,3 64,6 58,5 12,3

9 - 33,6 0,0 0,0 - 55,7 0,0 0,0 - 19,5 6,5 1,2

śr. 20,4 75,4 12,6 2,8 30,5 116,0 40,6 6,4 10,8 60,0 38,8 18,4

Średnie martości myrażone m jednostkach aktymności na 1 ml soku

śr. 54,0 200,0 33,4 7,4 80,5 306,1 107,1 16,9 110,7 614,5 397,0 188,5
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Enzymy proteolityczne

Kwas solny Sekretyna Pilokarpina

Rys. 2. W ykres aktyw ności enzym atycznej frakcji soku w  zależności od bodźców
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uzyskany  po sek re tyn ie , jakko lw iek  stężen ie  b ia łka  je s t w  obu  w y p ad 
kach tak ie  sam o. Z aw artość enzym ów  p ro teo litycznych  w soku u zyska
n ym  po p ilo k arp in ie  je s t taka sam a lub  m niejsza, ja k  w  soku po kw asie 
solnym , chociaż stężenie b iałka je s t cz te ro k ro tn ie  większe.

U w zględniając ś red n ią  objętość soku w ydzielonego pod w pływ em  róż
nych  bodźców oraz zaw artość jed n o stek  każdego enzym u w  1 m l soku, 
m ożna obliczyć ilość jednorazow o w ydzielonego enzym u po zasto 
sow aniu  daw ki odpow iedniego bodźca. Ś redn ie  w y n ik i z tych  obliczeń ze
b rane  są w  tab iicy  6. Z danych  tej tab licy  w yn ika, że sok w ydzielony  po 
podaniu  sek re ty n y  zaw iera  dziesięć razy  w ięcej am ylazy i lipazy oraz
7,5 razy  w ięcej p ro te in az  niż sok w ydzie lony  po podan iu  kw asu  solnego. 
P ilo k a rp in a  pow oduje w ydzielanie ilości enzym ów  p ro teo litycznych  leżą
cej w  ty m  sam ym  rzędzie wielkości, w  jak ie j obraca się ilość ty c h  enzy
m ów  po zastosow aniu  sek re ty n y , n a to m ias t ilość am ylazy i lipazy  je s t 
w tym  w ypadku  d w u k ro tn ie  większa.

T a b l i c a  6
Przeciętna zamartość enzymom m całej objętości mydzielonego 

soku (m jednostkach aktymności)

Bodziec
Enzym

kmas solny sekretyna pilokarpina

A m ylaza..................... 3.450 30.750 59.050
Lipaza ..................... 2.190 39.500 67.300

Enzymy proteolityczne 1.700 12.760 12.720

O m óin ieriie  w y n ik ó w

Zastosow anie e lek tro fo rezy  b ibułow ej do b ad an ia  soku trzustkow ego 
psa, o trzym anego ze św ieżo założonej o stre j przetoki, w ykazuje, że 
w  w aru n k ach  dośw iadczenia b ia łk a  soku  ro zdzie la ją  się na 6 frakcji, w ę
d ru jąc y ch  z  różną szybkością. W ynik i te  u zy sk an e  przez nas p okryw ają  
się zarów no z danym i zaw arty m i w  p racy  B y r n e ’a i w spółpracow ni
ków  [5] uzyskanym i p rzy  zastosow aniu k lasycznej e lek tro fo rezy  T iseliu- 
sa, i D e l c o u r t ó w  [6] p rzy  użyciu e lek tro fo rezy  b ibułow ej, na to 
m iast pozostają w  sprzeczności z w yn ikam i M u n r o  i T h o m a s a  [13], 
uzyskanym i p rzy  zastosow aniu e lek tro fo rezy  ciągłej, k tó rzy  stw ierdzają  
w  soku trzu stk o w y m  psa ty lko 4 —  5 frak c ji b iałkow ych. Ilość tych  frakcji 
b iałkow ych jak  i procentow y stosunek  b ia łka  zaw artego  w  poszczególnych 
frak c jach  n ie  zm ienia się p rzy  zastosow aniu  poszczególnych bodźców 
i w  ty m  w ypadku  w ynik i nasze p o k ry w ają  się z w yn ikam i B y r n e ’a
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i w spółpracow ników , k tó rzy  pobierając sok z przetoki chronicznej nie za
obserw ow ali różnicy w  ilości i ch arak terze  frak c ji b iałkow ych  soku 
w  następstw ie  p odaw an ia  różnego rodzaju  pokarm ów .

W yraźne różnice n a to m iast zachodzą m iędzy w ynikam i naszym i a r e 
zu lta tam i badań B y  r n e ’a w  zakresie rozm ieszczenia różnych enzym ów  
w poszczególnych frakc jach . Zgodność zachodzi ty lko w  p rzy p ad k u  enzy
m ów  proteo litycznych , k tó re  w ykazaliśm y w e frak cji 2 podobnie jak  
B y  r  n e. A m ylazę stw ierdzaliśm y reg u la rn ie  we frak c ji 4, podczas gdy 
B y r n e  w y k ry w a ją  zaw sze w e frak c ji 5 i 6. L ipaza w ę d ru je  w ed ług  
B y r n e ’a z frak c ją  3, podczas gdy w  naszych dośw iadczeniach s tw ie r
dzam y ją  zaw sze w e frak c ji 5. Rozbieżności te  w yn ikają  praw dopodobnie 
stąd , że dokładny  rozdział m etodą T iseliusa je s t o w iele tru d n ie jszy  niż 
rozdział frak c ji o trzy m an y  w  toku e lek tro fo rezy  bibułow ej. Poza ty m  na 
dokładność oznaczeń ilościow ych w pływ a u jem nie  w e lek tro forez ie  T ise
liusa n ie  dający  się  dokładnie określić  stopień rozcieńczenia roz tw orem  
buforow ym  z naczyń  elek trodow ych. Zaznaczyć p rzy  ty m  nale/.y, że 
B y r n e  n ie  badał zupełn ie  enzym ów  w e frak c ji 4, w  k tó rej m y s ta le  
spo tykam y am ylazę. U m iejscow ienie lipazy we frakcji 3 w edług  B y r n  e ’a 
o p arte  je s t ty lko n a  jednym  dośw iadczeniu, podczas gdy zlokalizow anie 
je j w e frakcji 5 p rzez nas o p a rte  jes t na dośw iadczeniach w ie lo k ro tn ie  
pow tarzanych .

P orów nanie  naszych  w yników  dotyczących rozm ieszczenia enzym ów  
w poszczególnych frakcjach  b iałkow ych z w ynikam i D e l c o u r t ó w  je s t 
trudne, gdyż p raca  au to rów  fran cu sk ich  pom ija  te  szczegóły.

Zachodzi jeszcze jed n a  m ożliwość tłum aczenia różnic m iędzy w y n ik a 
mi uzyskanym i przez nas a w yn ikam i B y r n e ’a i w spółpracow ników . 
A utorzy  am erykańscy  badali sok uzyskany z p rzetok  chronicznych, p o d 
czas gdy m y korzysta liśm y z soku uzyskanego z p rzetok  świeżo założo
nych. Jakko lw iek  tak ie  tłum aczen ie  w ydaje  się m ało praw dopodobne, 
zam ierzam y w  najb liższej przyszłości przeprow adzić dośw iadczenia z so
kiem  uzyskanym  w tych  sam ych w arunkach , jak ie  zachodziły w dośw iad
czeniach B y r n  e ’a.

Inna znam ienna różnica m iędzy w ynikam i naszym i a w yn ikam i B y r -  
n e ’a polega na tym , że au to rzy  am erykańscy  nie zauw ażyli żadnej 
w yraźnej różnicy w  ilości poszczególnych enzym ów  w ydzielonych  
w zależności od różnych  rodzajów  pokarm ów . N atom iast w  naszych  
dośw iadczeniach stw ierdzam y zasadnicze różnice w  składzie enzym atycz
nym  soku trzustkow ego, zależnie od bodźców w yzw alających  p ro d u k c ję  
soku. Co p raw d a  w aru n k i dośw iadczeń, a p rzede w szystk im  ch a ra k te r  
bodźców w obu przypadkach  by ły  odm ienne, ale  tru d n o  przypuścić, że
by w yłącznie one pow odow ały tak  znam ienne różnice.
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Z dośw iadczeń naszych w ynika w yb itn ie  ch a rak te ry sty czn a  niezależ
ność różnych enzym ów  od ilości b iałka soku w ydzielonego pod  w pływ em  
różnych  bodźców. Równoległość w ahań  ilościow ych m ożna stw ierdz ić  je 
d yn ie  w odniesieniu  do  am ylazy i lipazy, na to m iast zaw artość enzym ów  
p ro teo litycznych  zm ien ia  się n iezależn ie od zm ian  w  zaw artości lipazy  
i am ylazy. Z upełn ie  n iezależną je s t ilość enzym ów  od stężen ia  b ia łka  
w  soku trzustkow ym . D otychczasow e dośw iadczenia zd a ją  się p rzem a
w iać za tym , że p rzew ażająca  ilość b ia łka  soku trzustkow ego  je s t b ia ł
k iem  nie  posiadającym  w łasności enzym atycznych. O czyw iście bardziej 
jednoznaczne w y jaśn ien ie  tej sp raw y  m ogą dostarczyć b ad an ia  p rzep ro 
w adzone w ten  sam  sposób, m ające  na celu  ilościow e ok reślen ie  pozosta
łych enzym ów  soku trzustkow ego. B adania tak ie  są w  te j chw ili w  peł
nym  toku w  naszych pracow niach.

S tre s z c z e n ie

A utorzy  rozdzielali p rzy  pom ocy elek tro fo rezy  b ibułow ej b iałko so
ku  trzustkow ego psa, uzyskanego z p rze to k i ostrej, i oznaczali w  poszcze
gólnych frak c jach  b iałkow ych zaw artość am ylazy, lipazy i enzym ów  p ro 
teo litycznych . S tw ierdzili, że n iezależn ie od bodźca w yzw alającego  p ro 
dukcję soku, b ia łka  soku trzustkow ego rozdzielają się n a  6 frakcji, cechu
jących  się n iezm iennym  w zajem nym  procen tow ym  stosunkiem . Enzym y 
p ro teo lityczne w ę d ru ją  z frak c ją  2 i 3, am ylaza z frak c ją  4, lipaza z fra k 
c ją  5. Z aw artość poszczególnych enzym ów  zm ienia się za leżn ie od  zastoso
w an ia  bodźca, ale w  sposób odm ienny d la  poszczególnych enzym ów .
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SJIEKTPOOOPETPIHECKOE PA3ÄEJIEHME 3H3MMOB  
COKA nO A JK EJiyßO H H O ii 2KEJIE3BI COBAKI1

P  e 3  io m  e

ABTopw pa3AeJiHJiM nyTeM öyMaxcHoro 3JieKTpoc])ope3a 6ejiOK coKa no^- 
yKejiyflOHHOM xcejie3bi coöaKM, nojiyneHHoro M3 ocTpon cJiMCTyjibi m on p e-  
gejiH JiM  b  oT^ejibHbix öejiKOBbix c|)paKu;MHx coßepxtaHne aM M Jia3b i, jmria- 
3 b l  M npOTe0.nHTMHeCKMX 3H 3M M 0B.

O h m  K O HCTaTM poBajiM , h t o  He3aBM CM M 0 o t  CTM M yjia, B b i3 b iB a io m ;e r o  n p o -  
M 3B 0A C TB0 c o K a , öejiK M  c o x a  n o ß x c e j iy g O H H o n  7 K e j ie 3 b i p a3A e.n a iO T C H  
Ha 6 4)paKu;M M , x a p a K T e p M 3 y io iij ;M x c H  h o c t o h h h o m  n p o p e H T H o n  B 3aM M 0-  
CBH3BK). üpOTeOJIM TM HeCKM e 3H3MMBI n ep eß B M ra iO T C H  COBMeCTHO C t |) p a K -  
Pmhmm 2 m 3, aM M Jia3a  — c c^paK R M eM  4, j iK n a 3a  — c c£>paKu;MeM 5. C o ,n ;ep -  
JKaHM e O T ßejTbH blX  3H3MMOB M 3M eHHeTCH B 3aBMCMM0CTM OT npM M eHCHHOrO  
C TM M yjia, HO pa3JIM HHbIM  o 6 p a 3 0 M  gJIH  K aiK ßO rO  3H3M M a.

ELECTROPHORETIC SEPARATION OF ENZYMES OF THE PANCREATIC JUICE IN DOG

S u m m a r y

T he au thors sep a ra ted  p ro te ins of the pancrea tic  ju ice of dogs, 
ob ta ined  th rough  an  acute fistu la, by m eans of p ap e r elec trophoresis  
an d  d e term in ed  in each  p a rtic u la r  p ro te in  th e  co n ten t of am ylase, lipase 
and  p ro teo ly tic  enzym es. It was found  th a t irrespective  of the  s tim u lan t 
used for re leasing  the  ju ice production , th e  p ro te ins divide in to  6 fraction  
charac te rized  by a constan t reciprocal p e r  cen t ra tio . The p ro teo ly tic  e n 
zym es trave l w ith  fraction  2 and  3, am ylase w ith  fraction  4, lipase w ith  
fraction  5. The co n ten t of the  enzym es varies, a lthough  in  a d iffe ren t w ay 
fo r each  p a r tic u la r  enzym e depend ing  on the  s tim u lan t applied.

Otrzymano 26.10.1956 r.
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