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I. Wrstęp

Adrenokortykotropina (ACTH) po 30 minutowej hydrolizie w rozcień
czonym kwasie solnym staje sę  prawie dwukrotnie aktywniejsza aniżeli 
przed hydrolizą. Takie częściowe hydrolizaty ACTH w porównaniu do 
„pełnych” preparatów stosowane śródskórnie dają efekt leczniczy już 
w dwudziestokrotnie mniejszych dawkach [1]. Fakt ten ma nie tylko duże 
praktyczne znaczenie, ale ciekawy jest również ze względu na swój me
chanizm.

Celem porównania działania ACTH w  zależności od sposobu podania, 
przebadaliśmy szereg składników krwi u ludzi zdrowych po jednorazo
wym zastrzyku 2 mg śródskórnie lub 40 mg domięśniowo. Badaliśmy 
zmiany w składnie krwi w zależności od czasu, jaki upłynął od podania 
hormonu jak i od warunków doświadczenia. Wykazaliśmy, że znTany we 
krwi wywołane jednorazowym podaniem częściowego hydrolizatu ACTH 
są takie same, bez względu na sposób podania, a uzyskane efekty zależą 
od warunków doświadczenia, co jest zgodne z zapatrywaniem na znaczenie 
ACTH w adaptacji ustroju do zmian środowiska.

II. Metody

1. C z ę ś c i o w y  h y d r o l i z a t  ACTH i j e g o  d a w k o w a n i e .  
Adrenokortykotropinę 1 hydrolizowano w  100°, przez 30 minut w 0,025 N

x *) Praca wykonana z dotacji Komitetu Biochemicznego PAN.
1 Izolowano z przysadek wieprzowych w  naszym Zakładzie wg T. B a r a n o w 

s k i e g o .
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218 WANDA MEJBAUM-KATZENELLENBOGEN I INNI [2]

HC1 i przechowywano w postaci suchego proszku [1]. Aktywność biolo
giczną takiego hydrolizatu oznaczano testem S a y e r s a  [17]. Stosowany 
przez nas preparat zawierał 2,5 międzynarodowych jednostek w miligra
mie. Nie stwierdzono obecności innych ciał czynnych przedniego i tylnego 
płata przysadki.

40 mg suchego hydrolizatu ACTH rozpuszczano w 4 ml 5°/o glikozy 
(pro injectione), sterylizowano przez trzykrotne zagotowanie i wstrzyki
wano domięśniowo 4 ml (100 jedn.) lub śródskórnie 0,2 ml (5 jedn.) 
w dwóch bąbelkach.

2. W a r u n k i  d o ś w i a d c z e n i a .  Badania przeprowadzono na lu- 
dz,-ach zdrowych, w  wieku 20 do 40 lat, pracownikach Zakładu Chemii F i
zjologicznej i studentach A.M. we Wrocławiu. Badanych podzielono na 
dwie grupy: „śniadaniową” i „czczą” . W grupie „śniadaniowej” badani 
spożywali około 300 ml herbaty, 30 g cukru, 200 g bułki, 50 g masła i 200 g 
jabłek. Po śniadaniu otrzymywali zastrzyk hydrolizatu ACTH w glikozie 
śródskórnie lub domięśniowo, względnie dla kontroli śródskórnie za
strzyk 5% glikozy. W grupie czczej badani pozostawali w  czasie doświad
czenia na czczo i otrzymywali hydrolizat ACTH lub 0,2 ml 5% roztworu 
glikozy (10 mg glikozy). Badani nie byli informowani o zawartości za
strzyków. W czasie doświadczenia nie wykonywali żadnych czynności po
łączonych z wysiłkiem fizycznym lub umysłowym.

3. P o b i e r a n i e  k r w i .
Przy domięśniowym podawaniu hydrolizatu ACTH pobierano krew 

z opuszki palca i z żyły dwa razy, na czczo i po 3 godzinach od zastrzyku. 
Przy śródskórnym podawaniu, krew z palca pobierano na czczo (o godz. 9) 
i po zastrzyku w  odstępach godzinnych —  w grupie „śniadaniowej” przez 
5 godz;n, a w grupie „czczej” przez 3 godziny. Krew z żyły pobierano 
dwukrotnie: na czczo i w  3 godziny po zastrzyku.

Z opuszki palca pobierano około 1 ml krwi, z żyły 10 ml. Krzep
nięcie krwi wstrzymywano heparyną 2 (1 jedn./ml). Natychmiast po po
braniu, część krwi wirowano przez 10 min. przy 2000 obrotach na m i
nutę i oddzielano osocze.

4. P r z e b a d a n e  s k ł a d n i k i  i s t o s o w a n e  m e t o d y  a n a 
l i t y c z n e .  K rew  pobrana z żyły: w  pełnej krwi oznaczano glutation ma- 
nometrycznie metodą glioksylazową [21] (metyloglioksal otrzymywano 
z dwuhydroksyacetonu [14], glioksalazę z drożdży [18], standard glutatio- 
nu 3 był chrcmatograficznie jednorodny). W osoczu oznaczano potas pola
rograficznie [15] oraz fosfatazę zasadową według B o d a n s k y ’ e g o  [2].

2 Otrzymaliśmy od J. R u g ę  go.
3 Otrzymaliśmy od mgr B. M o r a w i e c k i e j .
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K rew  z opuszki palca: w  pełnej oznaczano eozynofile według T h o r -  
n a [20] i cukier kolorymetrycznie [7]. Azot aminowy aminokwasów w oso
czu oznaczano kolorymetrycznie kwasem /9-naftochinoncsulfonowym 
[16], białka metodą taninową [11], globuliny po strąceniu 22% Na2S04 me
todą taninową [12], cholesterol kolorymetrycznie [6], cholinesterazę oso
cza wg N a c h m a n s o h n a  [13]. Aktywność cholinesterazy wyrażano 
w mg rozłożonej acetylocholiny (firmy la Roche) po 20 minutach, w tem
peraturze 37°, w moderatorze dwuwęglanowym o pH 7,4, po przeliczeniu 
na 1 ml osocza.

III. Wyniki i ich omóirienie

A. GRUPA „ŚNIADANIOWA”

1. D o m i ę ś n i o w e  p o d a n i e  40 m g  c z ę ś c i o w e g o  
h y d r o l i z a t u  ACTH

Siedem osób, po pierwszym pobraniu krwi na czczo, otrzymało do
mięśniowo po 40 mg częściowego kwaśnego hydrolizatu ACTH i śniada
nie o wyżej podanym składzie. W tablicy 1 przedstawiono średnie aryt
metyczne z wykonanych oznaczeń wraz z odchyleniem standardowym 
i średnie zmiany stężeń danych składników krwi po 3 godzinach. Obli
czony współczynnik „t”  podawano w  tabeli wyłącznie w  przypadkach, gdy 
wyznaczał prawdopodobieństwo (P) istotności zmiany stężenia równe lub 
większe od 95% [19]. Statystycznie istotną zmianę stężenia stwierdziliś
my tylko dla potasu i aktywności cholinesterazy osocza. Stężenie potasu 
spadało o 2,35 m g%  (t =  3,4; P =  98,5%), aktywność cholinesterazy 
wzrastała o 1,7 jedn. (t —  3,6; P =  97%). Prawdopodobieństwo istotności 
zmian stężenia dla pozostałych składników krwi wymienionych w tabli
cy 1 jest mniejsze od 95%.

Nie spotkaliśmy w piśmiennictwie danych odnośnie zachowania się 
cholinesterazy osocza po podaniu ACTH. Trudno więc brać obserwowa
ny przez nas wzrost aktywności tego enzymu za wynik działania ACTH. 
Stwierdziliśmy wprawdzie typową dla działania ACTH obniżkę poziomu 
potasu w surowicy, ale nie znaleźliśmy innych charakterystycznych zmian. 
Na podstawie takiego wyniku doświadczenia można przyjąć, że jednora
zowe podanie 40 mg hydrolizatu ACTH nie wpływa na skład krwi, a zmia
na stężenia jest wywołana innymi czynnikami zawartymi w  warunkach 
doświadczenia (np. spożycie śniadania). A le również można przyjąć, że 
zmiana stężenia potasu wynika właśnie z działania ACTH, a brak zmian 
w stężeniu innych składników krwi świadczy o nieodpowiednio dobra
nym czasie analizy, lub o niewłaściwych warunkach doświadczenia. Przy
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220 WANDA MEJBAUM-KATZENELLENBOGEN I INNI [4]

T a b l i c a  1

Skład krwi ludzi zdrowych przed i w  3 godziny po podaniu śniadania i domięśniowym 
zastrzyku 40 mg częściowego hydrolizatu ACTH

Składniki krwi n
Średni poziom +  a po

F.óżnica
poziomów

(jć)
po 3 godz.0 3 godz.

Potas (mg%) 4 16,4 ±  1,15 14,0 ±1,18 — 2,35**) (6) 
(t =  3 4)

N -N H 2 aminokwasów (mg%) 4 5,8 ±0,24 5,5 ± 0  57 -  0,3 (6)

Cukier (mg%) 6 75,0 ±8-3 74,0 ±2 ,0 — 1,0 (6)

Białko całkowite (g/100 ml) 7 7,9 ±1 ,0 7,9 ±0 .8 0,0 (12)

Albuminy (g/100 ml) 7 5,7 ±  0.56 5,4 ±0,9 — 0,3 (12)

Globuliny <g/100 ml) 7 22 +  1,13 2,5 ±0,64 4 0,3 (12)

Cholinesteraza osocza (jed. aktyw./l ml) 3 5,1 ±0,6 6,8 ±0,5 +  1,7*) (4) 
(t =  3,6)

Fosfataza zasadowa (jed Bodansky’ego) 5 3.7 ±  1.9 4,2 ±2,14 0,5 (8)

Cholesterol (mg|) 7 132,0 ±25 124,0 ±2 5  | — 7,3 (12)

Glutation (mg%)
5

24,2 ±  8,8 15,8 ±5 ,8  1 — 8,3(8)

Cyfry w  nawiasach podają stopnie swobcdy i współczynnik „t” , który podano wyłą
cznie w  przypadkach, gdy prawdcpodobieńslwo istotncści różnicy (P) jest równe lub 
większe od 95%. *) 9 5 % < P < 9 8 % ;  **) 9 8 % < P < 9 9 % ;  ***) 90% < P .  
n =  liczebność grup

- ± Y *  Irc _  ^  ~  odchylenie standardowe; a =  pojedynczy pomiar. A =  średnia 

arytmetyczna
x  =  średnia różnica pomiarów po 3 godzinach 

  f  tx(tx— 1)
t — x  1/ — —  — współczynnik braku istotnej różnicy dla grup o równej liczebnościP 2j (CL — A.)

tej drugiej możliwości zarówno spadek stężenia potasu jak i tłF§k ?mian 
w'innych składnikach krwi mogą służyć do porównania działamia ACTH 
w zależności od sposobu podania.

Dla ustalenia, która z dwóch wymienionych ewentualności ma miej
sce, zmieniliśmy postępowanie w dalszej części naszej pracy wprowadza
jąc grupy kontrolne, tzn. nie otrzymujące ACTH, oraz oznaczanie w okre
sach wcześniejszych i późniejszych niż 3 godziny. Interpretację wyników 
oparliśmy na różnicach stężeń pomiędzy grupą właściwą a kontrolną.

2. S r ó d s k ó r n e  p o d a n i e  2 m g  h y d r o l i z a t u  A C T H  

Po śródskórnym podaniu hydrolizatu ACTH oznaczaliśmy potas po 
3 godzinach, zaś inne składniki co godzinę przez 5 godzin. Ze związków, 
których stężenie według znanych efektów działania ACTH powinno się

http://rcin.org.pl



T a b l i c a  2

Wpływ śródskórnego podania 2 mg częściowego hydrolizatu ACTH na poziom składników krwi ludzi zdrowych po śniadaniu i na czczo

P o  ś n i a d a n i u N a  c z c z o
W

n
średni

poziom
początkowy

±  tr

średnia zmiana stężenia ±  o po upływie godzin n
średni 

poziom 
począt

kowy +  a

średnia zmiana stężenia +  a 
po upływie godzin

1 2 3 4 5 1 2 3

N  —  N H 2 a m  i n o k  w  a s ó w :  m g  w  100 ml o s o c z a

kontrola 
bez ACTH 5 6,26 ±  0,75 +  1,5 ±0,22 +  1,5 ±3 ,0 — 0,94 ±0,97 — 0,18± 1,7 0,0 ±  1,8 3 5,9 ±0,6 — 0,10±0,17 — 0,30 ±0,36 — 0,35 ±0,37

po ACTH 6 5,70 ±  1,90 — 0,05 ±0,60 +  0,08 ±  0,90 +  0,25 ±  1,60 +  1,40 ±1,55 — 0,7 ±0,8 13 5,7 ±1,3 — 0,64 ±0,33 — 0,80 ±0,33 — 1,0 ±0,40

Różnica zmian stężenia 
pomiędzy grupami:

— 3,55***) — 1,42 +  1,14 +  1,58 — 0,7 — 0,54**) — 0,50*) — 0.65**)

ACTH i kontrola (11; t =  5,4) (11) ( I l i (11) (11) (14; t — 2,6) (14; t =  2,45) (14; t — 2,8)

B i a ł k O C i  1 k  o w  i  t  e :  g w  100 m l O S O C Z a

kontrola 
bez ACTH 4 7,4 ±  0,24 + 0,90 ±1,1 — 0,12 ±0,53 + 0,55 +  0,95 +  0,45 ±0,13 0,0 ±0,89 4 6,35±0,95 0,0 ±0,7 +  0,15 ±0,20 0,0 ±0,24

po ACTH 4 6,8 ±  1,48 — 0,4 ±1,12 + 0,20 ±  1.48 — 0,10 ±  1,1 +  0,20 ±0,84 — 0,1 ±1,0 4 6,30±0,57 +  0,90 ±0,25 +  0,75 +  0,50 +  0,90 ±0,83

Różnica zmian stężenia 
pomiędzy grupami:

1,3***} +  0,32 — 0,65 — 0,25 — 0,10 + 0,90*) +  0,60 +  0,90
i

ACTH i kontrola (6; t =  5,2) (6) (6) (6) (6) (6; t =  2,45) (6) (6)

A l b u m i n y : g  w7 100 m l o s o C z a

kontrola 
bez ACTH 4 5,4 — 0,30±0,14 — 1,30 ±1,3 — 1,40 +  0,64 — 1,1 ±0,14 — 1,0 ±1,2 4 4,7 ±0,24 — 0,10 ±0.20 +  0,10 ±  0,14 + 0,10 ±0,10

po ACTH 4 4,7 — 0,40 ±0,8 — 0,10 ±  1,0 — 0,3 ±1,1 -  0,1 ±0,8 — 0,3 ±1,1 4 4,4 ±  0,7 0,0 +0,50 — 0,10 ±  0,50 — 0,10 ±0,75

Różnica zmian stężenia 
pomiędzy grupami:

— 0,1 +  1,2 +  1,1 +  1,0*) +  0,7 +  0,10 — 0,20 — 0,20

ACTH i kontrola (6) (6) (6) (6; t =  2,4) (6) (6) (6) (6)

G l o b u l i n y : g W 100 ml  o s o c z a

kontrola 
bez ACTH 4 1,7 + 1,1 ±0,13 +  1,1 ±0,7 +  2,0 ±  0,9 + 1,2 ±0,28 — 1,0 ±1,13 4 1,6 + 0,05 ±0,07 + 0,10 ±0,14 + 0,10 ±0,14

po ACTH 4 1,7 0,0 ±  0,48 +  0,1 ±0,7 + 0,26 ±0,46 + 0,40 ±0,17 + 0,25 ±0,73 4 1,6 +  0,90 ±1,26 + 0,70 ±0,46 + 1,10 ±0,89

Różnica zmian stężenia 
pomiędzy grupami:

— 1,1***) -1,0 — 1,8**) — 0,8*) +  0,75 +  0,85 +  0,60*) +  0,90

ACTH i kontrola (6; t =  4,3) (6) (6; t =  3,6) (6; t =  2,44) (6) (6) (6; t =  2,7) (6)

C u k i e r :  mg w  100 ml  p e ł n e j  k r w i

kontrola 
bez ACTH 4 80 ±  14 +  22,7 ±11 +  26,5 ±33 +  14,5 ±3 5 +  1,5 ±27,0 — 0,5 ±  1,0 4 66 ±10 — 9,0 ±10,0 — 9,0 ±10,0 — 10±18

po ACTH 4 73 ±10 +  26 ±  14 +  17,5 ±  7,0 +  2,8 ±2 2 +  10 ±2 0 +  4,5 ±17 4 73 ±20 +  11 ±13 +  3 ± 2 , 8 — 1±10

Różnica zmian stężenia 
pomiędzy grupami:

+  3 +  9 — 11,5 +  8,5 +  5 +  20*) +  12 +  9

ACTH i kontrola (6) (6) (6) (6) (6) (6; t =  2,4) (6) (6)

C h o l i n ę  s t e r a z a  w j e d n .  a k t y w n o ś c i  n a  1 ml  o s o c z a
kontrola 
bez ACTH 4 4,9 ±0,38 — 0,10 ±0,81 -  0,50 ±1,3 — 0,60 ±0,68 — 0,30 ±0,75 -  0,30 ±1,18 4 4,4 ±  0,12 — 0,30 ±0,7 — 0,30 ±0,75 — 1,0 ±0,83

po ACTH 5 4,4 ±0,64 +  0,50 ±  0,24 +  0,30 ±  0,47 -0 ,5  ±0,86 — 0,10 ±0,98 +  0,50 ±  0,49 9 3,6 ±  0,93 +  0,10 ±0,22 +  0,30 ±0,30 — 0,10 ±0,12

Różnica zmian stężenia 
pomiędzy grupami;

+  0,60 

171

+  0,80 

(7)

+ 0,1

(7)

+  0,20

(7)

+  0,8 

(7)

+  0,40 

(11)

+  0,60

(U )

+  0,90*) 

(11; t — 3,4)

E o z y n o f i l e :  %  c i a ł e k  b i a ł y c h

kontrola 
bez ACTH 5 2,2 ±  0,7 — 1,0 ±0,7 — 0,7 ±0,7 — 0,5 ±1,1 — 0,4 ±0,8 — 0,4 ±0 ,7 3 3,0 ±0,0 +  0,3 ±  0,8 +  0,3 ±0,50 +  0,3 ±0,5

po ACTH 6 2,7 ±1,0 — 0,05 ±0,7 — 0,9 ±0 ,9 — 0,8 ±  0,6 — 0,10 ±0,8 — 0,2 ±0 ,8 10 2,8 ±0,9 — 0,2 ±0 ,4 0,0 ±0,40 — 0,5 ±  0,6

Różnica zmian stężenia 
pomiędzy grupami:

+  0,95*) — 0,2 — 0,3 +  0,3 +  0,2 — 0,5 — 0,3 0,8

ACTH i kontrola (9; t — 2,33) (9) (9) (9) (9) (11) (11) (11)

P o t a s :  mg w 100 ml  o s o c z a
kontrola 
bez ACTH 6 17,8 ±  0,96 0,0 ±  0,43 6 17,1±1,15 +  0,7 ±  0,97

po ACTH 5 17,8 ±0,80 — 1,6 ±0,80 8 18,36±1,7 — 0,84 +  0,60

Różnica zmian stężenia 
pomiędzy grupami:

ACTH i kontrola

— 1,6***) 

(9; t =  4,0)

— 1,54***) 

(14; t — 3,7)

Opis jak w  tabl. 1, z tym że:

t =  x 1/ —Hł!— — 21 =  współczynnik braku istotnej różnicy dla grup o różnej liczebności,
X (n ,+n 2) • (a — A)'£

x — średnia różnica zmian stężenia pomiędzy grupami: „A C TH ” i „kontrola”http://rcin.org.pl
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zmienić, a nie zmieniało się po jednorazowym wprowadzeniu hormonu 
domięśniowo, wybraliśmy do oznaczania białka osocza-, aminokwasy i cu
kier. Zachowaliśmy oznaczanie aktywności cholinesterazy i ponadto ba
daliśmy jeszcze zmiany w stężeniu eozynofili, pommo kwestionowanego 
przez nas [4] jak innych autorów [3] znaczenia testu T h o r n a w oce
nianiu wydolności kory nadnerczy.

W  tablicy 2 zestawiono wyniki oznaczeń przeprowadzonych po śród- 
skórnym podaniu hydrolizatu ACTH, lub samej glikozy (doświadczenia 
kontrolne) w zależności od czasu i warunków doświadczenia. W  tablicy 
podano dla danego składnika krwi średni pozicm początkowy wraz z od
chyleniem standardowym, średnie zmiany stężenia (wzrost lub spadek) 
wraz z odchyleniem standardowym, w kolejnych godzinach upływają
cych od wykonania zastrzyku. Po każdej godzinie obliczano różnicę zrman 
stężenia pcmiędzy grupą otrzymującą ACTH i kontrolną. Współczynnik 
t podano podobnie jak w tablicy 1, w  przypadkach, gdy wyznaczał praw
dopodobieństwo istotności różnicy zmian równe lub większe od 95% [19].

W  lewej połowie tablicy 2 w kolumnach pozie mych oznaczonych jako 
„kontrola bez ACTH ” przedstawiono wyniki uzyskane po podaniu śnia
dania i śródskórnie glikozy. Jak widać, znacznym wahaniem ulega stęże
nie aminokwasów, białka całkowitego osocza, globulin, albumin, cukru, 
cholinesterazy i eozynofili. Po 3 godzinach stężenie wszystkich badanych 
składników krwi z wyjątkiem potasu wyraźnie odbiega od poromu po
czątkowego.

Po podaniu ACTH przebieg zmian w czasie dla poszczególnych skład
ników krwi jest wyraźnie odmienny niż w kontroli (tabl. 2, kolumny po
ziome oznaczone „po ACTH” ). Zm:any poziomów składników krwi stwier
dzone w kontroli, po podaniu ACTH cofają się całkowicie lub częściowo, 
z wyjątkiem cukru i cholinesterazy osocza. Okres trwania tego efektu 
jest różny dla poszczególnych związków. Stężenie aminokwasów przez 
3 godziny utrzymuje się na poziomie początkowym, po 4 godzinie wzra
sta, a w 5 spada poniżej poziomu początkowego. Stężenie białek krwi do 
5 godzin nie zmienia się. Eozynopenia rozpoczyna się dopiero w drugiej 
godzinie. W  przeciwieństwie do zachowania się białek, aminokwasów 
i eozynofili, pozicm potasu, który w kontroli nie zmieniał się, po poda
niu ACTH spada o 1,6 mg°/o.

Przy porównaniu grupy właściwej, tzn. otrzymującej ACTH z grupą 
kontrolną, widać różnice —  statystycznie istotne —  występujące po róż
nych czasach dla aminokwasów, białka całkowitego, albumin, globulin, 
eozynofili i potasu (tabl. 2, kolumny poziome oznaczone „Różnica zmian 
stężenia m:ędzy grupami” ). Tylko dla cukru i cholinesterazy osocza nie 
stwierdzono istotnych statystycznie różnic. Kolejność występowania róż
nic między grupami przedstawia się następująco: po pierwszej godzinie
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dla aminokwasów 1,5 mg°/o (t =  5,4; P =  99%), dla białka całkowitego 
1,3% (t =  5,2; P >  99%), dla globulin 1,1% (t =  4,3; P>99°/o). Różnice 
te są wysoce istotne. Po drugiej godzinie różnice dla wszystkich badanych 
składników krwi są nieistotne statystycznie. Po trzeciej godzinie różnica 
dla potasu wynosi 1,6 mg% (t =  4,0; P >  99%), dla globulin 1,8% ( t = 3,6; 
F < =  99%). W czwartej godzinie różnica dla globulin wynosi 0,8% 
(t === 2,4; P =  95%) i dla albunr.n 1,0% (t==  2,4; P =  95%).

Na podstawie istotności różnic występujących pomiędzy grupą wła
ściwą i kontrolną przebadane składniki krwi można podzielić na reagu
jące na podanie ACTH i na niereagujące. Do składników krwi reagują
cych na podanie ACTH należy potas, którego stężenie zmienia się w gru
pie właściwej a nie zmienia w kontroli, oraz białka osocza, albuminy, 
globuliny, eozynofile i aminokwasy, które chociaż po podaniu ACTH nie 
wykazują zmian, ale zmieniają się w kontroli. Do składników krwi nie 
reagujących na ACTH należy cukier i cholinesteraza osocza, ponieważ 
ich stężenia zmieniają się w  grupie właściwej i w  kontroli.

Po przeprowadzonej w ten sposób analizie zachowania się składników 
krwi w grupie „śniadaniowej” po jednorazowym podaniu śródskórnie 
2 mg częściowego kwaśnego hydrolizatu ACTH, można twierdzić, że za
równo zmiana stężenia potasu jak i brak zmian w stężeniu aminokwasów, 
białek krwi i eozynofili wynika z działania ACTH, a nie z warunków do
świadczenia (podanie śniadania, śródskórny zastrzyk glikozy). Ponadto 
wykazaliśmy, że sztywny czas trzech godzin nie jest optymalnym okresem 
dla wykazania efektu działania ACTH, ponieważ już po godzinie wystę
pują istotne różnice w stężeniu niektórych badanych składników krwi 
w grupie właściwej i kontrolnej.

3. P o r ó w n a n i e  w y n i k ó w  po  d o m i ę ś n i o  w y m  
i ś r ó d s k ó r n y m  p o d a n i u  h y d r o l i z a t u  AC'TH

Po upływie 3 godzin od śródskórnego podania ACTH i śniiadania nie 
występują istotne zmiany stężenia cholinesterazy osocza, białka całkowi
tego, albumin, globulin, cukru i  eozynofili; jedynie istotnie spada stęże
nie potasu z 17,8 mg% na 16,2 mg% ± 0,8. Zmiana stężenia wynosi 
1,6 mg% (t =  2,48; P  —  96%). Wprowadziliśmy oznaczanie zmienności 
składników krwi po różnych czasach, podejrzewając, że statystycznie 
istotne zmiany stężenia mogą występować dla wymienionych składników 
krwi w innych czasach. I tak stwierdziliśmy, że dla cukru istotna zmiana 
stężenia występuje tylko w pierwszej godzinie, z 73 na 99 m g %  ± 13. 
Zmiana stężenia wynosi 26 mg% ( t =  3,2; P =  98%), wywołana jest jed
nak podaniem śniadania. Zaś stężenie eozynofili zmienia się w drugiej 
godzinie i spada z 2,7% na 1,7% ± 0,4; zmiana stężenia wynosi 1% 
( t  — 2,2; P  —  95%) i wywołana jest również podaniem śniadania.
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Porównując zatem wyniki otrzymane po domięśniowym podaniu 
40 mg AC TH  (tabl. 1) z danymi otrzymanymi po podaniu zaledwie 2 mg 
tego samego hydrolizatu ACTH śródskórnie (tabl. 2: grupa „śniadanio
wa” po ACTH, czas 3 godziny) widać, że w obu przypadkach istotnie spa
da stężenie potasu i nie występują zrnany w  stężeniu cukru, amnokwa- 
sów, białka całkowitego, albumin i globulin. W odróżnieniu jednak do 
grupy otrzymującej hydrolizat ACTH dcm'ęśniowo, po podaniu śród- 
skórnym nie stwierdza się wzrostu aktywności cholinesterazy osocza. 
Przeprowadzona poprzednio analiza różnic pcmiędzy grupą otrzymującą 
ACTH śródskórnie a odpowiednią kontrolą rozstrzygnęła wątpliwości od
nośnie tak wpływu śniadania jak i czasu pobierania krwi na uzyskane 
efekty działania ACTH.

Ponieważ wyniki uzyskane u ludzi zdrowych po podaniu domięśnio
wo lub śródskórnie różnych dawek tego samego częściowego kwaśnego 
hydrolizatu ACTH, w  jednakowych czasach (3 godziny) są równorzędne, 
to można przyjąć, że w obu przypadkach uzyskany efekt biologiczny jest 
taki sam, pomimo dużej różnicy wysokości dawek. Oznacza to, że przez 
podanie drogą śródskórną zyskuje się około dwudziestokrotnie na aktyw
ności hormonu.

B. GRUPA „CZCZA”

Po wykazaniu w grupie „śniadaniowej” , że efekt działania hydroli
zatu ACTH zależy od warunków doświadczenia (jak śniadanie, glikoza 
śródskórnie), wpływających na zmienność składników krwi, należało prze
konać się, czy w  warunkach zapewniających ich niezmienność wystąpi 
efekt działania ACTH i jaki będzie jego charakter. Szczególnie ciekawym 
pod tym kątem widzenia będzie zachowanie się aminokwasów, cukru, 
eozynofili, białek i cholinesterazy, gdyż te składniki krwi w  grupie kon
trolnej „śniadaniowej” odznaczały się dużą labilnością stężeń i przeważ
nie reagowały na podanie ACTH stabilizacją pozicmu początkowego.

W drugiej (prawej) części tablicy 2 przedstawiliśmy wyniki uzyskane 
po podaniu śródskórnie hydrolizatu ACTH w glikozie lub samej glikozy 
ludzicm zdrowym pozostającym w czasie doświadczenia na czczo. Poda
nie śródskórne glikozy (grupa kontrolna) nie wpływa do 3 godzin na stę
żenie białek, aminokwasów, cukru i eozynofili. Dopiero w 3 godzinie uzy
skano wzrost stężenia potasu o 0,7 mg°/o, ale statystycznie nieistotny. 
Równocześnie spada aktywność cholinesterazy osocza, i to statystycznie 
istotnie, z poziomu początkowego wynoszącego 4,4 jedn. na 3,4 jedn. ± 
± 0,75. Spadek aktywności wynosi zatem 1,0 jedn. przy czym t  =  2,86 
a P  =  97 °/o.

Podanie hydrolizatu ACTH na czczo zmienia stężenie aminokwasów 
białka całkowitego, globulin, cukru i potasu, nie wpływa natomiast na
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stężenie albumin, eozynofili i cholinesterazy osocza. Podobnie, jak w gru
pach „śniadaniowych” podanie ACTH wywołuje spadek stężenia potasu 
W odróżnieniu jednak od grup „śniadan'owych” w tej grupie spada rów
nież stężenie N -NH 2 aminokwasów o 1 mg°/o (t =  2,45; P  =  98%) z pozio
mu początkowego wynoszącego 5,7 mg% do 4,7 m g%  ± 0,75.

W doświadczeniach na czczo porównanie zachowania się poszczegól
nych składników krwi grupy właściwej z grupą kontrolną wykazuje, że 
statystycznie istotne różnice znran stężeń występują w różnych czasach 
w następującej kolejności: po pierwszej godzinie różnica dla N-NH2 ami
nokwasów wynosi 0,54 mg% (t =  2,6; P =  68%), dla cukru 20 mg% 
(t =  2,4; P =  95%), dla białka całkowitego 0,9% (t =  2,4; P =  95%). 
W drug:ej godzinie różnica dla N-NH2 aminokwasów wynosi nadal 
0,5 mg% (t =  2,45; P =  97%), dla globulin 0,6% (t =  2,7; P =  97%). 
W trzeciej godzinie dla N-NH2 aminokwasów różnica wynosi 0,65 mg% 
(t =  2,8; P =  98,7%), dla potasu 1,5 mg% (t =  3,7; P >  96%) i dla choli
nesterazy osocza 0,9 jedn. (t =  3,4; P>99% ). Tylko dla albumm i eozy
nofili w wymienionych czasach istotne różnice pomiędzy grupami nie 
występują (tabl. 2).

Na podstawie tych wyników przebadane składniki krwi u osób pozo
stających na czczo można również podzielić na reagujące i niereagujące 
na podanie ACTH. Reagują zm'aną aminokwasy, białko całkowite, globu
liny, cukier i potas, natomiast cholinesteraza osocza reaguje cofnięciem 
zmian, które występują w kontroli. Nie reagują na podarne ACTH albu- 
nrny i eozynofile, przy czym zmiany nie występują ani w  grupie wła
ściwej ani kontrolnej.

C. PORÓWNANIE DZIAŁANIA HYDROLIZATU ACTH W GRUPIE „ŚNIADANIOWEJ” i „CZCZEJ”

Porównanie zachowania się składników krwi po podaniu ACTH w za
leżności od tego czy podano go wraz ze śniadaniem czy też na czczo wska
zuje na to, że efekt i zakres działania ACTH zależy od warunków do
świadczenia. W  przypadkach, gdy warunki doświadczenia zapewniają 
niezmienność stężenia danego składnika krwi, po podaniu ACTH może 
wystąpić aktualna zmiana jego stężenia, zaś w warunkach, które już sa
me przez się powodują zmianę stężenia, działanie ACTH może sprowadzić 
się do zahamowania wpływu takich czynników ubocznych, jak śniadanie 
lub glikoza śródskórnie; zaznacza s’ę to wtedy całkowitym lub częścio
wym cofnięciem zm:any po podaniu ACTH. Zakres działania ACTH w gru
pie „śniadan'owej” i „czczej” jest odmienny, gdyż występują różnice 
w zachowaniu się poszczególnych składników krwi w  obu grupach. W obu 
grupach działają jednak takie same mechanizmy powodujące, że pod 
wpływem ACTH występuje albo aktualna zmiana poziomu dla pewnych
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składników krwi, albo też brak zmian aktualnych przy składnikach labil- 
nych w kontroli.

W grupie „śniadaniowej“ z badanych składników krwi aktualna zmia
na dotyczy jedynego stabilnego w kontroli składnika, a mianowicie po
tasu, natomiast utrzymanie stężema na pozicmie początkowym obejmuje, 
ze składników labilnych w kontroli, aminokwasy, białko całkowite, albu
miny, globuliny i eozynofile, a nie odnosi się do cukru i cholinesterazy. 
W  grupie „czczej” aktualna zmiana poziomu ze składników stabilnych 
w  kontroli dotyczy nie tylko potasu, ale również am:nokwasów, białka 
całkowitego, globulin i cukru, nie obejmuje zaś albumin i eozynofili, na
tomiast utrzymanie stężenia na poziomie początkowym ogranicza się do 
jedynego labilnego w kontroli składnika krwi, a mianowicie do choline
sterazy.

W obu grupach 3-godzinny okres działania ACTH nie jest optymalnym 
dla uchwycenia wszystkich efektów działam a ACTH. Istotne różnice naj
częściej występują po pierwszej godzinie. Szybkość występowania znran
1 ich krótkotrwałość nie jest wywołana przemijaniem działania ACTH, 
gdyż odpowiedź ze strony różnych składników krwi mieści się w  prze
dziale czasowym od 1— 4 godzin.

W  doświadczeniach naszych potwierdziliśmy wielostronność działa
nia częściowych hydrolizatów ACTH, występującą już po jednorazowym 
podaniu preparatu tak śródskórnie jak i domięśniowo, znajdując nieza
leżnie od warunków doświadczenia spadek pozicmu potasu, a jedynie 
w  grupie „czczej” wzrost poziomu cukru (po 1 godz.), białka całkowitego 
(po 1 godz.), globulin (po 2 godz.) i spadek poziomu aminokwasów (po 1,
2 i 3 godzinie).

IV. Dyskusja

Dobrze znana jest wielostronność działania ACTH wyrażająca się po
przez hormony kory nadnercza wpływem na liczne składniki krwi, jak 
również jego ogólnie biologiczne znaczenie w  dostosowywaniu się orga
nizmów zwierzęcych do zm an środowiska. Badając zachowanie się skład
ników krwi w różnych warunkach eksperymentalnych, po jednorazowym 
podaniu ACTH tak domięśniowo jak i śródskórnie, wykazaliśmy wystę
powanie obu tych efektów. Wielostronność działania ACTH można w y
kazać tylko w warunkach zapewniających niezmienność danych skład
ników krwi, a udział jego w  procesach adaptacyjnych tylko w  warun
kach wywołujących zmienność stężenia składników krwi.

W  pierwszym przypadku mamy do czynienia z działaniem stymulu
jącym, gdyż ACTH wywołuje aktualną zmianę, w drug m z. działaniem 
stabilizującym, gdyż nie dopuszcza do wystąpienia aktualnej zmiany, 
której przyczyna znajduje się poza sferą działania ACTH. Ten sposób

[9]
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działania ACTH można wykazać u ludzi zdrowych jedynie przez porów
nanie z odpowiednią grupą kontrolną, w  której działają takie same czyn
niki dodatkowe, jak w  grupie poddanej działaniu ACTH. Działanie sta
bilizujące jest szersze, gdyż daje się wykazać dla takich składników krwi, 
dla których nie stwierdza się działania stymulującego, jak np. dla albu- 
m'n i eozynofili po śniadaniu, lub na czczo dla cholinesterazy osocza. 
ACTH nie wpływa na poziom eozynofili, przy ich nie zmieniającym s'ę 
pozicmie w grupie „czczej” , w grupie „śniadaniowej” działanie stabili
zujące pojawia się tylko w pierwszej godzinie i powoduje właściwie zwięk
szenie stężenia eozynofili nie dopuszczając do wystąpienia eozynopenii 
trawiennej. Efekt stabilizujący jest zatem antagonistyczny do działania 
bodźca dodatkowego. W zależności od warunków doświadczenia wykaza
liśmy występowanie obu efektów działania ACTH dla aminokwasów, biał
ka całkowitego i globulin. Weźmy za przykład zachowanie się aminokwa
sów i globulin po podaniu ACTH w grupie „czczej” i „śniadaniowej” . 
W grupie „czczej” ACTH obniża pozicm aminokwasów o 0,5 mg°/o w po
równaniu do kontroli, w  której stężenie ich nie zmienia s’ę, natomiast 
w grupie „śniadaniowej” ACTH obniża wprawdzie w  porównaniu do 
kontroli poziom aminokwasów o 1,5 mg%, lecz obniżka ta prowadzi ty l
ko do utrzymania poziomu początkowego obserwowanego przed poda
niem ACTH i śniadania. Oba efekty działania ACTH są w tym przypad
ku zgodne. A le przy nie zmieniającym się poziomie aminokwasów poda
nie ACTH wywołuje aktualny spadek stężenia i działanie jego jest od 
razu widoczne, a przy podwyższonym poziomie obniża go do wartości po
czątkowej i jest bezpośrednio niewidoczne, a można go wykazać tylko 
przez porównanie z równoległą kontrolą. Rozpatrując zachowanie s’ę 
globulin widać, że na czczo ACTH podwyższa w drugiej godzinie ich 
stężenie, natomiast po śniadaniu obniża do poziomu początkowego nie do
puszczając do wystąpienia po pierwszej, trzeciej i czwartej godzinie zwyż
ki pośniadaniowej. Oba efekty działania ACTH są w  przypadku globulin 
sprzeczne i rozkojarzone w czasie.

Odmienny zakres działania obu efektów i ich niezależność w czasie 
przemawia za innym mechanizmem działania ACTH w obu przypadkach. 
Stan ustroju decyduje o tym, który z tych mechanizmów dochodzi do 
głosu.

Zależność efektów działania ACTH od stanu ustroju dobrze wyjaś
nia rozbieżności badań nad biologicznym działaniem ACTH. Za przykład 
może służyć przegląd piśmiennictwa odnośnie zachowania się aminokwa
sów we krwi i ich zmian po podaniu ACTH. L o n g [9] podaje, że ACTH 
obniża pozicm aminokwasów, inni autorzy nie znajdują wpływu [10], lub 
podają, że pozicm aminokwasów wzrasta [8]. Wyniki te w  świetle przed
stawionych w tej pracy dowodów są tylko pozornie sprzeczne, gdyż praw
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dopodobnie w  pierwszym przypadku obserwowano działanie stymulujące 
ACTH, w  drugim stabilizujące, a w  trzecim wpływ innych czynników, 
których działanie było w pierwszych godzinach hamowane przez podanie 
ACTH. Istotny spadek poziomu aminokwasów stwierdzaliśmy wyłącznie 
w grupie „czczej” , natomiast w  grupie „śniadaniowej” przez trzy godziny 
brak zmian, a w czwartej znaczny wzrost stężenia aminokwasów, pole
gający prawdopodobnie na przesunięciu efektu bodźcowego śniadania 
na dalsze godziny.

Przekonywujące dowody na przyjęte przez nas stabilizujące działanie 
ACTH znajdują się również w pracach związanych z działaniem ACTH 
u ludzi chorych z patologicznie zmienionymi składnikami krwi. Poda
wanie ACTH w doświadczeniach klinicznych powoduje szybki powrót do 
normy globulin i albumin lub cholesterolu i jego estrów [5], podczas gdy 
przy prawidłowym stosunku albumin do globulin, lub cholesterolu do 
jego estrów ACTH nie wywołuje zm:an.

Biologiczne działanie ACTH przejawia się w dwóch niezależnych od 
siebie efektach polegających albo na wywoływaniu zmian w składzie 
krwi lub na cofaniu zmian wywołanych innymi czynnikami —  fizjologicz
nymi lub patologicznymi.

Streszczenie

1. Przebadano zmiany składników krwi ludzi zdrowych w odstępach 
godzinnych po śniadaniu —  przez 5 godzin, i na czczo —  przez 3 godziny, 
występujące po jednorazowym podaniu śródskórnie 2 mg (5 jedn.) hy
drolizatu ACTH w  glikozie (warunki hydrolizy: temp. 100°, 30 min, 
w 0,025 N  HC1) lub samej glikozy (grupy kontrolne). Dla wykazania 
wpływu ACTH porównywano wyniki oznaczeń nie tylko ze stanem po
czątkowym, lecz również ze zmianami w  grupach kontrolnych. Uwzględ
niono tylko różnice statystycznie istotne.

2. Przebadano zachowanie się potasu, aminokwasów, białka całko
witego, albumin, globulin, cukru, eozynofili i cholinesterazy osocza.

3. Wykazano, że zakres działania ACTH i uzyskane efekty zależą od 
warunków doświadczenia (śniadanie lub stan na czczo) i od okresu upły
wającego od podania zastrzyku.

4. Efekt działania ACTH  występuje dla różnych składników krwi 
w różnych okresach czasu (od 1 do 4 godzin).

5. Na czczo ACTH obniża poziom aminokwasów i potasu, zwiększa 
stężenie cukru, białka całkowitego i globulin, cofa spadek aktywności 
cholinesterazy osocza obserwowany w grupie kontrolnej, nie wpływa na 
poziom eozynofili i albumin.
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6. Po śniadaniu ACTH obniża poziom potasu, cofa zmiany w  poziomie 
aminokwasów, białka całkowitego, globulin i albumin obserwowane 
w kontroli, nie wpływa na poziom cukru i aktywność cholinesterazy 
osocza.

7. W 3 godziny po śniadaniu i domięśniowym wprowadzeniu 40 mg 
(100 jedn.) hydrolizatu ACTH występują takie same efekty działania 
ACTH jak po podaniu 2 mg śródskórnie.

8. Wyciągnięto wniosek, że ACTH działa w dwojaki sposób: (a) wy
wołuje zmiany —  efekt stymulujący, (b) cofa zmiany wywołane innymi 
czynnikami —  efekt stabilizujący; a przez podanie sposobem śródskór- 
nym uzyskuje się przynajmniej dwudziestokrotnie zwiększenie aktyw
ności hormonu.
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BJIHHHHE HHTPAflEPM AJIbHOrO B3E/1EHHH AAPEHOKOPTHKOTPOri- 
HOrO POPMOHA HA OEMEH BELU,ECTB V  3/(OPOBbIX JHO/(EH

P  e 3 io m  e

1. McCJie^OBaJIHCb ÓMOXMMMHeCKMe M3MeHeHMH COCTaBa KpOBM 3,n;opo- 

h l ix  jno/jeM nocjie  HHTpa^epM ajibHoro BBe^eHMH 2 mz (5 eflMHMii) rM ^po- 
jiM3aTa A C T H  b  rjiK)K03e (ycjiO Bna rn,n;pojiM3a: TeMn. 100°, 30 m u h , 

b  0,025 N  HC1) m caMofł rjnoK03bi (KOHTpojibHbie rp yn n b i), PIccjie^OBaHHB  

npon3BOTi;MJiiiCb KajKAŁiii nac nocne  3aBTpaKa b TeaeHMe 5 aacoB  m HaTO- 

m;aK b TeaeHMe 3 aacoB . ,Z(jth onpe^ejieHM H bjimhhmh A C T H  pe3yjibTaTbi 

CpaBHHBaJIMCb He TOJIbKO C MCXO,ąHbIMM flaHHblMM, HO M C H3MeH0HMHMH 

B KOHTpOJIbHbIX rp y n n a x . HpMHMMaJIMCb BO BHMMaHMe TOJIbKO CTaTHCTM- 

hockm flocTOBepHbie pe3yjibTaTbi.

2. McCJieflOBaJIHCb M3MeHeHMH COflepjKaHMH KaJIMH, aMMHOKMCJIOT, o6- 

m ero OejiKa, ajib6vM:nHOB, rjroSyjinHOB, caxapa, 303h h o (|>mjiocb m xo jim h3- 

CTepa3bi njia3Mbi.

3. IIoKa3aHO, h t o  .ąeMCTBMe A C T H  m .ąocTnraeMbie a4x|)eKTbi 3aBncaT  

o t  ycjiOBMM onbiTa ((HaTomaK mjim nocjie 3aBTpaxa) u  o t  BpeMeHn npo -  

m eAinero o t  moimcht a ero  BBe^eHMH.

4. 3(^>4)eKT fleńcTBna A C T H  H aS jno flaerca  fljia  pa3JinaHbix cocTaB- 

Hbix nacTeii k p o b m  b  pa3H bix npoM ejK yTK ax BpeMeHn (ot  1 ¿jo 4 aacoB  

nocjie BBe^eHMn).

5. H aT om aK  A C T H  cHHHcaeT co^epaiaHM e aMMHOKMCJIOT u  K ann a; 

yBejiMHMBaeT coflepncaHne caxapa , oSm ero  Senna n  rnoSynnHOB; n p e # -  

OTBpamaeT na^eroie aKTMBHOCTM xonnH3CTepa3bi Ha6mo,n;aeMoe b  k o h -  

TpoJibHbix rp y n n a x ; He BnnaeT  Ha coftepataHne anbSyMMHOB u K on n ae - 

CTBO 303HH04DHJI0B.

6. I lo c jie  3aBT paxa A C T H  cHurataeT co,n;ep}KaHne K ann a; npeAOTBpa- 

m aeT M3MeHeHHH b  co,zjep}KaHnn aMHHOKMcnoT, o6iu;ero Senna, rn o S y n n -  

h o b  h  ajibóyMHHOB, HaSnioAaeM bie b  KOHTponbHbix rp y n n ax , He BnnaeT  Ha 

coflepaeaHMe c a x a p a  m  aKTMBHOCTb xonnH3CTepa3bi njia3Mbi.

7. Hepe3 Tpn aaca nocjie 3aBTpaxa n  n o c j ie  BHyTpnMbimeaHoro BBe- 

AeHMa 40 mz (100 eflMHim) rn,ziponn3aTa A C T H  nonyaaiO Tca TaKMe aee pe- 

3yjibTaTbi flencTBna A C T H ,  K ax  nocne HHTpaą;epV*iaabHoro BBe^eHHa 2 mz.

8. A B T opb i npnxo,n;aT k  BbiBo^y, a r o  A C T H  0Ka3biBaeT ABoaKoe p,eiźi- 

CTBHe: (a) Bbi3biBaeT onpe^eaeH H bie  M3MeHeHna —  cTMMynnpyiomHM 3c£>- 
cJieKT, (6 ) npe,o;oTBpamaeT HHbie H3MeHeHna, Bbi3BaHHbie flpyrnM n  c|)aK-

TOpaMH ---  CTa6HaH3MpyiOmMii 3c£>c|)eKT. npw HHTpa^epMaabHOM BBefleHHH

AOCTHraeTca, no KpańHeń Mepe, ABa^uiaTMKpaTHoe ycnneHne ropMOHanb-
HOM aKTMBHOCTM.
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THE EFFECT OF INTRACU TANEO U S AD M IN ISTR A T IO N  
OF ADRENOCORTICOTROPIC HORMONE ON THE M ETABOLISM  OF H EALTH Y

MEN

S u m m a r y

1. An hourly survey was made of changes in blood components of 
healthy men following a single administration —  postprandial, 5 hours, 
and on empty stcmach, 3 hours —  of 2 mg. (5 units) of ACTH hydrolysate 
in glucose (conditions of hydrolysis: 100°C, 30 min., in 0.025 N HC.l) or 
glucose alone (control groups). In order to show the effects of ACTH, the 
results of determinations were compared not only with the original con
ditions, but also with the changes found in control groups. Only differen
ces statistically significant were taken into account.

2. The behaviour was examined of potassium, am'no acids, total 
protein, albumin, globulin, sugar, eosinophils, and serum cholinesterase.

3. It was demonstrated that the scope of action of ACTH and the 
effects obtained depend on the conditions in which the experiment is 
carried out, before or after a meal, and on the time elapsed since the 
injection.

4. The effects of ACTH with regard to various blcod components take 
various intervals, from 1 to 4 hours, to become manifest.

5. Injected on empty stcmach, ACTH reduces the level of amino 
acids and potassium: it raises the concentration of sugar, total protein 
and globulin: it compensates the lowering of serum cholinesteras>e activity 
observed in the control group and has no effect on the level of eosi
nophils and albumins.

6. Postprandial injections of ACTH reduce the level of potassium; 
they compensate the changes in the levels of amino acids, total protein, 
globulins and albumins observed in controls: they fail to affect the level 
of sugar and the activity of serum cholinesterase.

7. Three hours after a meal and intramuscular administration of 
40 mg., (100 units) of ACTH hydrolysate, the effects are like those follow
ing intracutaneous administration of 2 mg. of ACTH.

8. The conclusion was drawn that ACTH effects are twofold: a) it 
causes changes —  stimulating effects, b) it compensates changes due 
to the action of other agents —  stabilizing effects; adnrnistered by the 
intracutaneous route, the hormone gains at least twenty times in activity.

Otrzymano 25.1.1957 r.
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ULEPSZONA METODA OTRZYMYWANIA  
ANTYBIOTYKU TETAINY

II. O T R Z Y M Y W A N IE  CZYSTEGO A NTYBIO TYK U*)** )

Z Pracowni Biochemicznej Instytutu Medycyny Morskiej w Gdańsku 
Kierow nik pracowni: doc. kand. n. inż. E. Borowski

Tetaina, czynny antybiotycznie niskocząsteczkowy polipeptyd, wyizo
lowana została w stanie czystym z kultury szczepu ,,d” B. pumilus [1,5, 7|. 
Stosowano metodę rozdziału przeciwprądowego i preparatywną chroma
tografię bibułową. Ponieważ ilości antybiotyku otrzymywane tą drogą 
były znikome, konieczne było opracowanie metody umożliwiającej otrzy
mywanie tej substancji w większej skali. Zadanie to bardzo utrudnia 
i akt, że tetaina występuje w  obecności złożonego kompleksu nieczyn
nych polipeptydów o własnościach bardzo zbliżonych do samego anty
biotyku [5].

W pierwszej części pracy dotyczącej ulepszonej metody otrzymywa
nia tetainy podano metodę otrzymywania uwolnionego od pozostałych 
zanieczyszczeń kompleksu peptydowego zawierającego antybiotyk [2], Do 
pracy użyto wysokoaktywny wyselekcjonowany szczep Bn-180. Jako 
podłoże stosowano pożywkę syntetyczną Andersona M-9 zawierającą po
nadto kwas cytrynowy oraz wyciąg wodny z ziemniaka, który —  jak 
stwierdzono —  zawiera stymulatory wytwarzania tetainy [3, 4]. Kompleks 
peptydowy uzyskiwano przez adsorpcję na węglu aktywnym, elucję roz
tworem butanolu i następnie poddanie otrzymanego surowego materiału 
ciągłej ekstrakcji przeciwprądowej według V e r z e l e g o  [8] w ukła
dzie fenol woda.

W ten sposób otrzymano z dobrą wydajnością wysokoaktywny pre
parat zawierający znaczny procent tetainy. Jak wykazała chromatografia 
bibułowa, uzyskany preparat stanowi kompleks kilku, około sześciu, pep-

*) I część: Otrzymywanie kompleksu peptydowego [2],
**) Praca wykonana częściowo z dotacji Komitetu Biochemicznego PAN.

[231]
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tydów. Opracowana metoda nadaje się do zastosowania w  skali wielko- 
laboratoryjnej i półtechnicznej.

Celem niniejszej pracy jest opracowanie metody wyodrębnienia z kom
pleksu peptydowego czystej tetainy. W  toku pracy aktywność poszczegól
nych próbek oznaczana była metodą cylinderkową z zastosowaniem 
szczepu Shigella shigae jako drobnoustroju wzorcowego. Stężenie anty
biotyku 1 jedn./ml daje strefę zahamowania wzrostu o średnicy 23 mm 
Z danych chromatografii bibułowej wynika, że jedna jednostka odpo
wiada ok. 1 fig czystej tetainy [5]. Miareczkowanie tetainy wykonuje się 
według krzywej wzorcowej opartej na pomiarach stref zahamowania 
przy użyciu czystej tetainy. Standardów nie stosowano ze względu na 
trudności w przechowywaniu antybiotyku przez dłuższy czas (niezbyt 
duża trwałość). Przy przestrzeganiu ściśle standardowych warunków 
praktycznie nie mieliśmy rozbieżności w wynikach. Krzywe wykonane 
kilkakrotnie w dużych odstępach czasu pokrywały się ze sobą. Szczegóły 
metody biologicznej oznaczania tetainy będą przedmiotem innego donie
sienia (S. K r y ń s k i  —  w przygotowaniu do druku).

Użyty w obecnej pracy materiał (kcmpleks peptydowy) otrzymywano 
według metody podanej w pierwszej części pracy [2]. Uzyskiwany począt
kowo z bardzo aktywnych hodowli (1000 jedn./ml) preparat miał aktyw
ność wynoszącą 700— 1000 jedn./mg. W dalszej pracy ze względu na to, 
że stosowany do pożywki ziemniak miał znacznie mniejszą aktywność 
stymulacyjną (aktywności stymulacyjne ziemniaków ze zbiorów z róż
nych lat nie są jednakowe) otrzymywano hodowle o poziomie nie prze
kraczającym 400 jedn./ml, z których uzyskiwano preparat kcmpleksu 
peptydowego o aktywności 250— 500 jedn./mg. Otrzymywane w toku 
pracy porcje preparatu przechowywane były w lodówce w roztworze 
wodnym. Roztwory te używano bez wydzielania suchej substancji. W  pre
paracie można wykazać metodą chromatografii bibułowej obecność kilku 
składników dających pozytywną reakcję ninhydrynową. Chromatogram 
preparatu pokazany jest na rys. 1.

Ze względu na wielkie podobieństwo własności wszystkich składni
ków kompleksu, tetaina nie może być z niego wyodrębniona przez zasto
sowanie prostych metod: ekstrakcji, wytrącania i in. W pracy oparto się 
na wykorzystaniu niewielkich różnic współczynników rozdziału po
szczególnych składników kompleksu między dwa rozpuszczalniki (woda- 
rozpuszczalnik organiczny). Wydaje się, że jest to praktycznie jedyna 
droga prowadząca do wydzielenia aktywnego składnika kcmpleksu.

Wykorzystano chromatografię rozdzielczą na bibule jako test dla 
opracowania warunków wydzielenia tetainy. Zbadano w ten sposób około 
60 różnych układów rozpuszczalników. Najlepsze własności rozdzielcze 
wykazywał wspomniany wyżej układ (Rys. 1) zastosowany uprzednio do
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Rys. 1. Chromatografia bibułowa jed
nowymiarowa preparatu tetainy (kom

pleks peptydowy).
Bibuła Whatmana Nr 3. Rozpuszczalnik: 
III-rzędowy butanol (695)-kwas m rów
kowy (lO)-woda (295). Barwienie izaty- 
ną. Plama aktywna oznaczona strzałką

Rys. 2. Chromatogram bibułowy pre
paratu tetainy (kompleks peptydowy) 
Układ: n-butanol (50)-woda (50)-meta- 

nol (5). Barwienie ninhydryną.
1 — kompleks peptydowy. 2 — tetaina 

czysta

Rys. 3. Chromatografia bibułowa frakcji z rozdziału przeciwprądowego tetainy. 
Naniesione dolne warstwy (50//1). Rozpuszczalnik: III-rzędow y butanol (695) - kwas 
mrówkowy (10) - woda (295). Bibuła Whatmana Nr 1. Barwienie ninhydryną. Cyfry 
oznaczają r.umery elementów z aparatu Craiga, a — preparat rozdzielany, b —

czysta tetaina
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Rys. 4. Chromatogram bibułowy 
tetainy przed i po rozdziale prze- 

ciwprądowym.
Bibuła, rozpuszczalniki i barw ie
nie jak w rys. 3. 1 — preparat 
przed rozdziałem. 2 —  tetaina 

czysta po rozdziale

Rys. 5. Chromatogram bibułowy frak :ji z kolum
ny celulozowej.

Warunki chromatografii jak w  rys. 3. Cyfry 
oznaczają numery frakcji wychodzących z ko

lumny
a— preparat rozdzielany, b —  czysta tetaina

Rys. 6. Rozdział przeciwprądowy preparatu po chromatografii kolumnowej na
celulozie

X X substancja sucha
O ---------- O  aktywność względem Shigella shigae
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Numer Frakcji

Rys. 7. Chromatografia rozdzielcza na silicagelu preparatu tetainy 
Układ: n-butanol (50)-woda (50)-metanol (5). Frakcje eluatu po 100 ml.

X  X substancja sucha
O ---------- O  aktywność względem Słiigelia shigae

Rys. 8. Chromatografia bibułowa frakcji z kolumny silicagelowej (patrz rys. 7). 
Rozpuszczalnik, bibuła i barwienie jak w  rys. 3. Cyfry oznaczają numery frakcji 

wychodzących z kolumny, a —  preparat rozdzielany, b — czysta tetaina
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Rys. 9. Powtórna chromatografia kolumnowa tetainy na silicagelu 
Układ: n-butanol (50)-woda (50)-metanol (5). Objętości frakcji po 50 mi.

O   O  substancja sucha
X  X aktywność względem Shigella shigac.

Rys. 10. Porównanie obrazów chromatograficznych preparatów tetainy przed pierwszą 
chromatografią na silicagelu (a), po chromatografii (b) i po rechromatografowaniu (c). 

Rozpuszczalnik, bibuła i barwienie jak w  rys. 3
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preparatywnej chromatografii bibułowej tetainy [5]. Nie mógł on jednak 
być zastosowany do otrzymywania antybiotyku w większej skali ze 
względu na wysoki koszt trzeciorzędowego butanolu. Ponadto obecność 
kwasu może powodować przy większych porcjach przerabianego mate
riału, a więc i dłuższym czasie trwania procesu, częściową inaktywację 
antybiotyku. Idealny układ winien być łatwo dostępny, tani, możliwie 
nie zawierać kwasów i zasad i wreszcie dawać dostatecznie dobry rozdział. 
Układem, który najbardziej zbliża się do tych warunków, jest: n-butanol 
(50)-woda (50)-metanol (5) (części objętościowe). W układzie tym na chro- 
matogramie bibułowym (użyta górna warstwa) nie następuje całkowite 
rozdzielenie wszystkich składników kompleksu, jednakże plama antybio
tyku dobrze oddziela się od pozostałych składników już przy małej dro
dze wędrówki plam. Wadą układu jest bardzo wolne wędrowanie plam 
(mała rozpuszczalność składników kompleksu). Stwarza to konieczność 
użycia —  już na kolumnie —  względnie dużych ilości rozpuszczalnika. 
Zwiększenie rozpuszczalności substancji, np. przez zwiększenie zawartości 
metanolu, nie prowadzi do celu, gdyż chociaż szybkość wędrówki wów
czas wybitnie wzrasta, maleje stosunek R f składników.

Obraz chromatograficzny kcmpleksu peptydowego w tym układzie po
kazany jest na rys. 2. W  układzie tym zwraca uwagę odwrotna kolejność 
wędrówki plam w porównaniu z układem z rys. 1. Tetaina wędruje tu 
jako ostatnia, podczas gdy poprzednio szła jako jedna z pierwszych plam. 
Decydujący wpływ na odwrócenie kolejności wędrówki wywiera —  jak 
stwierdzono —  zawartość kwasu.

Opracowany —  przy zastosowaniu jako testu chromatografii bibuło
wej —  układ rozpuszczalników użyto do wydzielenia w skali preparatywnej 
czystej tetainy. Wydzielanie antybiotyku przeprowadzono —  wykorzy
stując różnice współczynników rozdziału składników kompleksu —  kil
koma sposobami: metodą rozdziału przeciwprądowego oraz metcdą chro
matografii rozdzielczej na kolumnie celulozowej i silicagelowej.

Wydzielenie tetainy z kcmpleksu peptydowego metodą rozdziału prze
ciwprądowego przy użyciu układu n-butanol (50)-woda (50)-metanol (5) 
przeprowadzono stosując aparaturę systemu C r a i g a  [6]. Pojemność 
elementów wynosiła po 4,5 ml każdej fazy. Aparat napełniano dolną war
stwą otrzymaną z wyżej wymienionej mieszanki rozpuszczalników, zaś 
górna warstwa była fazą wędrującą. Przy podanych wymiarach elemen
tów dopuszczalne obciążenie aparatury wynosi ok. 100 mg rozdzielanego 
jednorazowo preparatu. Więks: e ilości wprowadzonej do aparatu substancji 
na skutek niewielkiej jego rozpuszczalności w górnej fazie nie dają dobrego 
rozdziału, rozdzielane składniki w znacznym stopniu zachodzą na siebie.

Rozdział przeciwprądowy prowadzono na 50 elementach. Stosowano 
usuwanie fazy wychodzącej z ostatniego elementu. Po dokonaniu 200
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przejść rozdział prowadzono dalej metodą przepływu kołowego. Ogółem 
dokonano 350 przejść. Stopień oddzielenia tetainy od pozostałych skład
ników kompleksu zbadano metodą chrcmatografii bibułowej. Na rys. 3 
pokazany jest chrcmatogram bibułowy dolnych warstw poszczególnych 
frakcji naniesionych na arkusz w jednakowej ilości (50 //l). Wynika z nie
go, że w rezultacie przeprowadzonego rozdziału przeciwprądowego nastą
piło oddzielen;e tetainy od pozostałych składników kompleksu. Jednakże 
jeden ze składników częściowo zachodzi na frakcje, w  których znajduje 
się antybiotyk. Nie stanowi to jednak poważniejszej przeszkody, gdyż 
zakres wzajemnego nakładania się obu substancji nie jest duży. Po skoń
czonym rozdziale wybierano frakcje zawierające czysty antybiotyk, usu
wano z n;ch butanol i roztwór zagęszczano w próżni. Jak wynika z po
równania obrazów chromatograficznych przed i po rozdziale przeciwprą- 
dowym (Rys. 4), otrzymana substancja jest wolna od pozostałych skład
ników kompleksu.

Podana metoda nadaje się dobrze do otrzymywania niewielkich, kil- 
kudziesięciomiligramowych ilości czystego antybiotyku. Jednakże przy 
większej skali jest niewystarczająca ze względu na dużą pracochłonność 
(potrzebne duże hości rozpuszczalnika) i małą przelotowość aparatury. 
Z tego względu dwie dalsze opracowane metody: kolumnowa chromato
grafia rozdz'elcza na celulozie, a w szczególności chromatografia na sili- 
cagelu, przewyższają podaną metodę.

Chromatografię na kolumnie celulozowej przeprowadzono stosując 
proszek celulozowy Whatmana Nr 1. Spcmiędzy 60 układów rozpuszczal
ników przebadanych w chrcmatografii na arkuszach bibuły wybrano 
osiem najkorzystniejszych układów i zbadano przydatność ich w  chro
matografii kolumnowej. Najkorzystniejszym okazał s:ę znów układ n-bu- 
tanol (50)-woda (50)-metanol (5). Rozdział preparatywny prowadzono na 
kolumnie o średnicy 7 cm zawierającej 1 kg proszku celulozowego. W y
sokość słupa celulozy po uformowaniu kolumny wynosi około 80 cm. Ko
lumnę formowano z zawiesiny w  użytym do chromatografii rozpuszczal
niku. Ustalono empirycznie, że maksymalne obciążenie kolumny wyno
si 1 mg rozdzielanego preparatu na 1 g celulozy. W  ten sposób jednora
zowo na kolumnie można rozdzielić 1 g substancji. Substancję nanoszo
no z 10% roztworu wodnego, po czym przepychano rozpuszczalnik tak 
regulując nadciśnienie, aby ustaliła się optymalna szybkość wypływu 
eluatu wynosząca 100 ml/godz. Zbierano frakcje po 200 ml. W wycho
dzącym eluacie badano zawartość substancji suchej, aktywność oraz 
obraz chromatograficzny. Chromatogram bibułowy poszczególnych frak
cji wychodzących z kolumny obrazujący przebieg rozdzielania składni
ków kompleksu przedstawiony jest na rys. 5. Widoczne jest z niego, że
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tetaina idzie jako ostatni składnik. Stopień wydzielenia tetainy z pozo
stałych składników mieszaniny jest dobry. Dla dokonania całego pro
cesu należy przepuścić przez kolumnę około 7 litrów rozpuszczalnika. 
Z połączonych frakcji zawierających antybiotyk wolny od pozostałych 
składników kompleksu ekstrahowano ciało czynne małymi porcjami wody 
do zaniku reakcji ninhydrynowej, po czym ekstrakt zagęszczano w próżni.

Chromatografia kolumnowa na celulozie prowadzi do całkowitego od
dzielenia tetainy od pozostałych składników kompleksu peptydowego. 
Jednakże otrzymany preparat jest wtórnie zanieczyszczony substancjami 
wypłukującymi się z samej celulozy. Nawet najdłuższe wstępne przepłu
kiwanie kolumny czystym rozpuszczalnikiem nie doprowadza do otrzy
mania eluatu nie zawierającego substancji suchej. Jednakowoż ciała w y
płukiwane z celulozy dają się łatwo oddzielić od antybiotyku przez pod
danie materiału niewieloprzejściowemu (30 przejść) rozdziałowi przeciw- 
prądowemu w układzie fenol-woda. Dwukrotny rozdział przeciwprądowy 
w tych warunkach z wybraniem aktywnych frakcji prowadzi do otrzy
mania jednorodnej substancji dającej charakterystyczną krzywą rozdziału 
przeciwprądowego i jedną plamę na chrcmatogramie bibułowym. Skład 
preparatu otrzymanego w  wyniku chromatografii kolumnowej jest zobra
zowany na krzywych rozdziału przeciwprądowego (Rys. 6).

Trzecią metodą zastosowaną do wyodrębnienia czystej tetainy jest 
chromatografia kolumnowa na silicagelu. Uzyskano tutaj najkorzystniej
sze wyniki. Kolumnę silicagelową można doprowadzić do takiego stanu, 
że eluat nie będzie zawierał substancji suchej. Ponadto s licagel jest — 
w naszym wypadku —  wielokrotnie aktywniejszy od celulozy tak, że na 
kolumnie zawierającej tę samą ilość adsorbenta można w wypadku silica
gelu chrcmatografować do 10 razy większą ilość preparatu tetainy aniżeli 
na celulozie. W  pracy użyto silicagelu do chromatografii przesiany przez 
sito 100/200. Stosowano tę samą co wyżej mieszankę rozpuszczalników. 
Wyodrębnienie czystej tetainy prowadzono w dwóch etapach, poddając 
dwukrotnie chromatografii kolumnowej. W pierwszej chromatografii, 
wstępnej, otrzymano substancję już wysoce oczyszczoną zawierającą jed
nak jeszcze niewielkie ilości zanieczyszczeń. Z preparatu tego usuwano 
resztę zanieczyszczeń przez rechrcmatografowanie.

Kolumnę do chromatografii wstępnej formowano z zawiesiny silica
gelu w wymienionym rozpuszczalniku, po czym przepłukiwano ją jeszcze 
pewną ilością rozpuszczalnika. Empirycznie ustalono, że dopuszczalne ob
ciążenie kolumny wynosi 5— 10 mg rozdzielanego preparatu na 1 g adsor
benta. Stosowano kolumnę zawierającą 200 g silicagelu. Sredmca kolum
ny wynosiła 30 mm, zaś wysokość słupa adsorbenta 48 cm. Na kolumnę 
nanoszono 1— 2 g preparatu tetainy w roztworze wodnym (2— 3 ml), po
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czym przepuszczano rozpuszczalnik przez pewien czas bez nadciśnienia, 
później zaś włączano ciśnienie. Optymalną szybkość wypływu eluatu 
ustalono na około 65 ml/godz. Zbierano frakcje po 100 ml. Przebieg chro
matografii przedstawiają krzywe substancji suchej i aktywności (Rys. 7) 
oraz obraz chromatograficzny poszczególnych frakcji (Rys. 8). Jak widać, 
w procesie tym następuje prawie całkowite oddzielenie tetainy od pozo
stałych składników kompleksu. Frakcje zawierające antybiotyk są jedy
nie nieznacznie zanieczyszczone. Do dalszego przerobu brano frakcje 
aktywne (20— 28), z których wydobywano antybiotyk przez kilkakrotną 
ekstrakcję wodą do zaniku reakcji ninhydrynowej. Roztwór wodny za
gęszczano w próżni. Porównanie obrazów chromatograficznych substan
cji przed i po rozdziale na kolumnie pokazane jest na rys. 10.

Ilości otrzymanego w  wyniku chromatografii kolumnowej preparatu 
zależne są od aktywności wyjściowego materiału. Na przykład z 1,2 g 
preparatu o aktywności 1 jedn. w 5— 6 ¿ug otrzymywano 160— 200 mg 
substancji, zaś z tej samej ilości preparatu o aktywności 1 jedn. w 3 /ig 
otrzymywano około 400 mg. Aktywności otrzymanych substancji wahają 
się od 1,2— 1,5 //g dla jednej jednostki.

Chromatografię wstępną prowadzić można nieograniczenie długo na 
tej samej kolumnie. Tetaina wychodzi jako przedostatnia substancja. Jeśli 
po skończeniu chromatografii rozpocząć przerabianie następnej porcji, to 
zanim antybiotyk z tej porcji zacznie przechodzić do eluatu, ostatnia sub
stancja z poprżedniej zdąży już opuścić kolumnę. W  trakcie pracy uży
waliśmy tę samą kolumnę kilkanaście razy bez znrany adsorbenta, przy 
czym nie zauważyliśmy jakiejkolwiek zmiany zdolności rozdzielczych. 
Podobnie i zużycie rozpuszczalnika jest ekoncmiczne. Można używać stale 
te same porcje rozpuszczalnika regenerując go za każdym razem przez 
wypłukanie —  do zaniku reakcji ninhydrynowej —  zawartych w  nim 
substancji wodą zawierającą pewne ilości metanolu i butanolu będące 
w równowadze z górną warstwą układu n-butanol (50)-woda (50)-me- 
tanol (5).

Usunięcie ostatnich śladów zanieczyszczeń z otrzymanego preparatu 
tetainy osiągn:ęto przez poddanie kilku połączonych porcji antybiotyku 
powtórnej chrcmatografii. Do rechromatografowania stosowano kolumnę 
na szlifach i z dnem ze szkła porowatego (wykluczenie śladów zanieczysz
czeń z korków i węży, z tego samego względu wszystkie rozpuszczalniki 
destylowano z aparatury szlifowej). Stosowano także nieco dłuższą drogę 
rozdziału i mniejsze obciążenie kolumny. Średnica kolumny wynosiła 
20 mm długości, zaś słupa adsorbenta 78 cm. Kolumna zawierała 150 g 
silicagelu. Stosowano obciążenie około 500 mg preparatu jednorazowo 
na kolumnę.

http://rcin.org.pl



[7] OTRZYMYWANIE TETAINY. II. 237

W tym etapie oczyszczania silicagel poddawano wstępnej eluacji roz
puszczalnikiem usuwającym zawarte w  nim pewne ilości soli mineral
nych. Kolumnę formowano z zawiesiny silicagelu w wodnym 85°/o meta
nolu, po czym przepłukiwano ją jeszcze dwoma litrami tego rozpuszczal
nika, aż do uzyskania eluatu zupełnie nie zawierającego substancji su
chej. Następnie przepuszczano przez kolumnę 1 litr właściwego rozpusz
czalnika, po czym nanoszono roztwór wodny antybiotyku (500 mg w  1 ml) 
i chromatografowano. Stosowano ten sam rozpuszczalnik co w chromato
grafii wstępnej. Optymalna szybkość wypływu eluatu wynosi 50 ml/godz. 
Zbierano frakcje po 50 ml. tak jak i poprzednio określano frakcje aktyw
ne metodą chromatografii bibułowej. Wykreślano także krzywą substancji 
suchej i aktywności. Przebieg powtórnej chromatografii przedstawiają 
krzywe (Rys. 9).

Podobnie jak i poprzednio z wybranych frakcji aktywnych wydoby
wano antybiotyk przez ekstrakcję wodą do zaniku reakcji ninhydryno- 
wej. Ekstrakt wodny zagęszczano w  próżni. Otrzymany preparat jest już 
wolny od zanieczyszczeń. Na obrazie chromatograficznym jest już tylko 
jedna plama (rys. 10). Z 500 mg chromatografowanego preparatu otrzy
muje się około 300— 400 mg czystego antybiotyku. Aktywność preparatu 
wynosi 770— 1000 jednostek w miligramie (granica powtarzalności biolo
gicznej metody oznaczania).

Na tej samej kolumnie można chromatografować po kolei dwie porcje 
preparatu, po czym kolumnę należy oczyścić przez przepłukiwanie 85% 
wodnym metanolem (2 litry) i następnie 1 litrem użytego do chromato
grafii rozpuszczalnika, po czym kolumnę można znów dwukrotnie użyć 
itd. Oczyszczanie kolumny jest konieczne z tego względu, że —  jak to 
widać z rys. 9 —  zostaje na niej zatrzymana pewna część (ponad 20%) 
chromatografowanych substancji (krzywa substancji suchych splanime- 
trowana daje poniżej 80% ilości wyjściowej substancji). Substancje te 
z czasem mogą się dostać do eluatu.

Otrzymany czysty antybiotyk daje na chrcmatogramie bibułowym 
(Rys. lOc) jedną plamę. Przebadano go na jednorodność stosując też i kil
kanaście innych rozpuszczalników: mieszanki zawierające n-butanol, róż
ne kwasy, metanol, metyloetyloketon, alkohole propylowe, alkohol ben
zylowy, alkohol izoamylowy, fenol, kolidyna, lutydyna, octan etylu i nie
które inne. We wszystkich wypadkach otrzymano ten saYn wynik.

Czysta tetaina otrzymana w roztworze wodnym jest dosyć trwała 
i może być w  tym stanie przechowywana przez szereg tygodni w lodówce. 
Jednakże znacznie wygodniej jest otrzymać ją w  stanie suchym. Wydzie
lenie antybiotyku z roztworu wodnego przeprowadzić można bądź przez 
wytrącenie go acetonem, bądź też osuszenie roztworu w próżni wprost 
lub najlepiej stosując liofilizację. Wytrącenie acetonem przeprowadza się
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z 15% roztworu wodnego dodając powoli przy energicznym wstrząsaniu 
24-krotną objętość acetonu. Wydziela się bezbarwna substancja począt
kowo lekko kleista, która po dokładnym roztarciu szpatelką z acetonem 
staje się zupełnie krucha i sypka. Po odwirowaniu, przemyciu acetonem 
i usunięciu resztek rozpuszczalnika w  próżni otrzymuje się bezbarwną, 
bezpostaciową substancję. Wytrącona zostaje cała ilość antybiotyku za
wartego w roztworze wodnym. Ten sposób osuszania tetainy, chociaż pro
sty i szybki, ma tę niedogodność, że następuje przy tym pewna utrata 
aktywności, wynosząca około 30%. Metodą osuszania nie dającą prak
tycznie strat aktywności jest liofilizacja roztworu wodnego. Otrzymany 
tą drogą produkt posiada pełną aktywność użytego do osuszania mate
riału. Dotyczy to tylko czystego antybiotyku. Preparaty zanieczyszczone, 
otrzymane w  toku poprzednich prac, traciły w czasie liofilizacji znaczną 
część aktywności. Otrzymaną w stanie suchym tetainę przechowywano 
w eksykatorze nad chlorkiem wapnia w  temperaturze pokojowej.

Czysty antybiotyk w odróżnieniu od otrzymanych uprzednio zanie
czyszczonych preparatów nie jest zupełnie higroskopijny. Wilgotność pre
paratu przechowywanego nad chlorkiem wapnia wynosi 4,7% w stosun
ku do suszonego nad pięciotlenkiem fosforu. Tetaina nie posiada okreś
lonej temperatury topnienia. Preparat rozkłada się ze zbrunatnieniem 
i obfitym wydzielaniem gazu w temperaturach 100— 200° w  zależności 
od warunków ogrzewania (szybkość, początkowa temperatura aparatu) 
Antybiotyk jest doskonale rozpuszczalny w wodzie tworząc w trakcie 
odparowywania syrop. Rozpuszcza się też dobrze w lodowatym kwasie 
octowym, glikolu i nasyconym wodą fenolu, częściowo rozpuszcza się 
w metanolu; roztwór nasycony w temperaturze pokojowej jest 1,4%. Nie 
rozpuszcza się zupełnie w rozpuszczalnikach tłuszczowych, bezwodnym 
butanolu, estrach i acetonie.

Nie udało się otrzymać tetainy w stanie krystalicznym. Nie krystali
zuje ona z roztworów wodnych nasyconych siarczanem amonu, siarcza
nem magnezu i chlorkiem sodu pomimo kilkutygodniowego pozostawania 
w lodówce ( +  3°). Wytrącanie z roztworu acetonem, metanolem i in. roz
puszczalnikami daje produkt bezpostaciowy. Oziębianie nasyconego roz
tworu metanolowego mieszaniną stałego dwutlenku węgla i alkoholu 
(różnica temperatur około 100°) również nie powoduje wydzielenia sub
stancji. Także powolne odparowywanie roztworu metanolowego prowa
dzi do powstania szkliwa. Być może, że krystalizacja z odpowiednio do
branej mieszanki rozpuszczalników doprowadziłaby do celu. Jednakże 
mieszanek takich nie badano w tym kierunku ze względu na zbyt małą 
ilość antybiotyku, którą dysponowano.

18!
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W  zakończeniu pracy poczuwam się do obowiązku wyrażenia podzię
kowania pro f. d r S .  K r y ń s k i e m u  za zbadanie aktywności próbek 
antybiotyku, a także mgr inż. Z. B o r o w s k i e j  za pomoc przy opra
cowaniu niniejszego zagadnienia.

Streszczenie

Opracowano metodę wyodrębnienia czystego antybiotyku peptydo- 
wego tetainy —  wytwarzanego przez szczep B. pumilus —  z kom
pleksu peptydowego, w  którym ta substancja występuje przy preparatyce.

Antybiotyk izolowano z kompleksu —  otrzymanego przez adsorpcję 
z kultury na węglu i następnie poddanie ciągłemu rozdziałowi przeciw- 
prądowemu —  stosując chromatografię kolumnową na celulozie i sili- 
cagelu oraz 350 przejściowy rozdział przeciwprądowy. W  metodach tych 
stosowano układ rozpuszczalników n-butanol (50)-woda (50)-metanol (5).  ̂
Najlepszą jest metoda chromatografii rozdzielczej na kolumnie silicagelowej 

Czysty antybiotyk otrzymano w  stanie suchym przez wytrącenie ace
tonem lub liofilizację. Określono podstawowe własności czystej substan
cji. Jednorodność preparatu wykazano metodą chromatografii bibułowej. 
Aktywność preparatu wynosi 770— 1000 jednostek w  miligramie.
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yCOBEPIJJEHCTBOBAHHblH METO# nOJIYHEHHR AHTBBHOTHKA
TETAHHA.

II. BbmejieHne hhctoto aHTMÓwornKa.

P e 3 k> m e

Pa3paóoTaH MeToą, BbiAejieHKH HHCToro nenTn^Horo aHTMÓMOTnKa Te- 
ramia, —  cmrre3HpyeMoro iiiTaMMOM B. p u m i l lu s  —  W3 nenTMflHoro 
KOMnjieKca, c KOToptiM TeTanH Bbme.TiHeTCH bo BpeMH npenapaTHBHoro 
nojiyneHun.
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A htmSmotkk BtmejraeTCH m3 KOMnjieKca, nojiyneHHoro nyTeM a ,̂cop6- 
RMM M3 KyjIBTypaJIbHOM JKMAKOCTM Ha aKTMBMpOBaHHOM yrjie M npOTMBO- 
TOHHoro pacnpe^ejieHMH, nyreM xpoMaTorpac^nn Ha KOJiOHKax c pejuno- 
jio3oii m CMJiMKarejieM, a raKJKe 350-nepeHOCHoro npoTMBOTOHHoro pacnpe- 
.̂ejieHMH. IIpMMeHfljiacb CMCTeMa pacTBopnTejieii n-6yTaHOJi (50)-BOAa (50)- 

MeTaHOJi (5). HaMjiyniHMe pe3yjibTaTbi 6buiM nojiyneHbi MeTOflOM pacrrpe- 
AejiMTejibHOM xpoMaTorpac|)MM Ha KOJiOHKe M3 CMJiMKarejin.

Hmcthim rhtmOmotmk SbiJi nojiyneH b cyxoM BM^e npM noMoniM ocaxt- 
^eiiMH apeTOHOM mjim npn noMOipM JiMOc]3MJiM3au;nM. B b ij im  onpeflejieHbi 
ocHOBHbie cBoiicTBa HMCToro Beu;ecTBa. OflHopoflHOCTb npenapaTa 6buia 
^oxa3aHa npn noMomu 6yMax<Hon xpoMaTorpacjDnn. Aktmbhoctb npena
paTa cocTasjiHJia 770-1000 enHHnij Ha MMJiJinrpaMM.

AN  IMPROVED METHOD OF PR E PA R IN G  THE A N T IB IO T IC  TETAINE

II. PREPARATION OP THE ANTIB IOTIC IN  PURE STATE

S u m m a r y

A  method was devised for obtaining in pure state the peptide anti
biotic tetaine —  produced by strain“ /)” of B. pumilus —  from a peptide 
complex in which the substance occurs during the isolation process.

The antibiotic was isolated from the complex —  obtained by adsorp
tion on carbon from the culture and subsequent continuous counter- 
current distribution —  by using cellulose and silicagel column chromato
graphy and 350 transfer counter-current separations. The system of 
solvents used was: n-butanol (50)-water (50)-methanol (5). Silicagel 
column partition chromatography was most successful.

The pure antibiotic was obtained in dry state by precipitation with 
acetone or by freeze-drying. The basic properties of the pure substance 
were determined. The homogeneity of the preparation was pr’oved by 
paper chromatography. Activity of the preparation was 770,—10)00 units 
per miligram.

Otrzymano 7.5.1957 r.
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Tetaina jest niskocząsteczkowym termostabilnym małotoksycznym 
antyb otykiem wytwarzanym przez szczep —  B. pumilus. Antybiotyk 
ten został otrzymany w czystym stanie [1— 4, 8]. Wstępne badania nad cha
rakterem chemicznym tej substancji wykazały, że tetaina jest polipepty- 
dem. W  kwaśnym hydrolizacie antybiotyku znaleziono dwa aminokwa
sy: tyrozynę i alaninę (w przygotowaniu do druku). Na szczególną uwagę 
zasługuje fakt, że w  skład cząsteczki wchodzą tylko dwa różne amino
kwasy. Cząsteczka antybiotyku zawiera być może ponadto także część 
niepeptydową.

Celem obecnej pracy jest zbadanie —  przez zastosowanie elektrofo
rezy bibułowej —  czy tetaina posiada wolną końcową grupę aminową 
lub karboksylową lub też wolne obie te grupy jednocześnie. Ponadto, 
przez wyznaczenie punktu izoelektrycznego można w przybliżeniu okreś
lić stosunek wzajemny ilości wolnych grup karboksylowych do grup ami
nowych.

W pracy stosowano preparat czystej tetainy otrzymanej według poda
nej uprzednio metody [2, 4]. Do zasilania aparatury elektroforetycznej 
zastosowano stabilizator napięcia sieciowego dający stabilizację napięcia 
do kilku procent. Na wstępie dokonano wyboru odpowiedniej aparatury 
nadającej się do przeprowadzania dokładnych pomiarów ruchliwości 
elektroforetycznej substancji. Opierając się na danych literaturowych 
przeprowadzono próby pomiaru ruchliwości na różnego rodzaju apara
turach. Jako substancji wzorcowych użyto aminokwasy, a także tetainę. 
Stwierdzono, że do naszego celu nie nadaje się aparatura z paskami bi
buły umieszczonymi w  komorze wilgotnej. Otrzymywane wyniki są mało

*) Praca wykonana częściowo z dotacji Komitetu Biochemicznego PAN.

[2411
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242 E. BOROWSKI I J. KONOPA

powtarzalne. Ponadto trudno jest uwzględnić i wyeliminować szereg do
datkowych czynników występujących w tej metodzie i wpływających 
na wynik pomiaru ruchliwości, a wynikających z grzania się i parowania 
pasków. Metoda ta nadaje się dobrze do rozdzielania substancji drogą 
elektroforezy, jednakże nie jest odpowiednia dla dokonywania precyzyj
nych pomiarów ruchliwości. Inną metodą przeprowadzenia elektroforezy 
w podobnych warunkach (paski w powietrzu), lecz z wyeliminowaniem 
grzania się i parowania jest metoda, w której paski umieszcza się między 
dwie płytki szklane odprowadzające wydzielane ciepło i uniemożliwiające 
parowanie. Jednakże —  jak stwierdziliśmy —  i tutaj dokładność pomia
rów ruchliwości jest utrudniona na skutek rozmazywania się plam na 
pasku powodowanego bardzo silnym wciąganiem elektrolitu między 
płytki. Nawet bardzo znaczne obciążenie płytki ciężarkiem nie wiele tu 
pcmaga. Według K u n k e l a  i T i s e l i u s a  [9] posmarowanie pły
tek smarem silikonowym ma zmniejszać rozmiar tego zjawiska. W na
szych doświadczeniach stosowaliśmy powlekanie płytek innymi substan
cjami hydrofobowymi: parafiną i olejem parafinowym (smar silikonowy 
nie był dla nas dostępny). Okazało się, że nawet całkowite zalanie prze
strzeni między płytkami i bibułą olejem parafinowym nie zapobiegało 
sączeniu się elektrolitu i znacznemu powiększaniu plam.

Metodą, która okazała się odpowiednia dla dokonywania pomiarów 
ruchliwości elektroforetycznej, było umieszczenie pasków bibuły w ką
pieli niepolarnego rozpuszczalnika. Jest to niewątpliwie najdokładniejsza 
i najlepsza metoda elektroforezy bibułowej pozbawiona tych wszystkich 
niedoskonałości i wad, które posiadają pozostałe metody. Najczęściej sto
sowanym przez autorów środowiskiem do kąpieli jest chlorobenzen. Ma 
on jednak tę niedogodność, że będąc cięższym od wody stwaTza koniecz
ność stosowania bardziej skomplikowanych i mniej dogodnych w użyciu 
aparatur elektroforetycznych. Spotykane z kolei w literaturze media lże j
sze od wody (toluen, heksan i in.) nie mogły być w naszym wypadku za
stosowane ze względu na pewną rozpuszczalność w nich kwasu octowego 
(stosowano bufory octanowe). Stwierdziliśmy, że substancją dobrze speł
niającą rolę jako środowisko dla kąpieli i w naszym wypadku nadającą 
się do zastosowania jest olej parafinowy. Środowisko to —  nie stosowane 
dotąd przez autorów —  używaliśmy w  toku całej pracy.

Schemat stosowanej przez nas aparatury przedstawiony jest na rys. 1 
Pasek bibuły Whatmana Nr 1 o szerokości 7 cm i długości 34 cm rozpięty 
jest na rusztowaniu sporządzonym z rurek szklanych. Pasek wraz z rusz
towaniem umieszczony jest w dwóch naczyniach elektrodowych z bufo
rem. Objętość buforu w  każdym naczyniu wynosi po 1 1. Przestrzeń elek
trodowa —  dla wyeliminowania kontaktu z produktami elektrolizy — 
oddzielona jest od reszty buforu znajdującego sie w  naczyniu elektrodo

w i
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wym. Elektrody platynowe umieszczone są w rurach napełnionych tym 
samym co całe naczynie buforem. Rury te u dołu są zanurzone w znaj
dującym się w małych szalkach Petriego 3°/o agarze sporządzonym rów
nież na użytym do elektroforezy buforze. Pomiar napięcia dokonywuje 
się za pośrednictwem elektrod platynowych umieszczonych w zewnętrz
nym naczyniu z buforem w pobliżu miejsca zanurzenia paska bibuły

Rys. 1. Aparat do elektroforezy bibułowej 
1 — elektrody; 2 — przestrzeń elektrodowa; 3 — pasek bibuły Whatmana Nr 1 roz
pięty na rusztowaniu z rurek szklanych; 4 —  elektrody służące do pomiaru napięcia 
na końcach paska; 5 — naczynia elektrodowe z buforem (1 1.); 6 —  olej parafinowy; 
7 — szalki Petriego z 3°/o agarem sporządzonym na użytym do elektroforezy buforze

Całe to urządzenie umieszczone jest w większej komorze szklanej i zala
ne —  aż do pokrycia paska bibuły —  olejem parafinowym. Przed zanu
rzeniem paska wyrównywuje się poziom buforów w obu naczyniach 
elektrodowych.

Pomiary ruchliwości elektroforetycznej tetainy przeprowadzono sto
sując bufory o sile jonowej /j, =  0,1. Stwierdzono, że dalsze zmniejszanie 
siły jonowej nie zwiększa już ruchliwości antybiotyku w sposób widocz
ny zmniejszając jedynie pojemność buforu, co może wywrzeć niekorzyst
ny wpływ na dokładność pomiarów. Ruchliwość elektroforetyczną tetai
ny zbadano w zakresie pH 3,5— 8,5. Dla różnych zakresów stosowano bu
fory octanowe, fosforanowe i weronalowe sporządzone według B o y d a 
[5] i M i l l e r a  i G o l d e n a  [7]. Pomiary przeprowadzano w temp. 
pokojowej (stwierdzono, że w temp. + 2 °  nie uzyskuje się większych 
ruchliwości). Ze względu na to, że bufory M i l l e r a  i G o l d e n a  
przewidziane są dla temp. + 2 ° oraz dla wykluczenia małych niedokład
ności mogących powstać z niedostatecznej czystości odczynników, przy
jęto nie nominalne wartości pH buforów, lecz wartości otrzymane w wy
niku pomiaru potencjometrycznego. Jako punkt odniesienia przy pomia
rze ruchliwości (wielkość elektroosmozy) stosowano glikozę nanoszoną 
na pasek w  ilości 0.1 mg. Próbowano stosować też i inne substancje (wo
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da utleniona), jednakże glikoza jest najdogodniejsza. Glikozę nanoszono 
na środek paska, zaś po obu jej stronach (w kierunku szerokości paska) 
dawano badaną substancję. Po wysuszeniu w strumieniu powietrza pasek 
nasycano buforem po obu stronach linii naniesienia, czekano chwilę aż 
bufor podsiąkając zwilży i miejsce z naniesionymi substancjami, po czym 
pasek rozpinano na rusztowaniu i całość zanurzano do komory elektrofo- 
retycznej zalanej uprzednio olejem parafinowym i włączano prąd. Po 
skończonej elektroforezie z paska usuwano reszty znajdującego się na 
n:m oleju przez wypłukanie eterem. Dla ustalenia położenia plam pasek 
rozcinano wzdłuż na trzy części (jedna z glikozą i dwie zawierające ba
daną substancję). Glikozę wywoływano stosując odczynnik Patridge’a 
(kwaśny ftalan aniliny).

Położenie plamy tetainy początkowo ustalano barwiąc ją przez spry
skiwanie roztworem ninhydryny i ogrzewanie w  suszarce. Jednakże dla 
otrzymania plamy o dostatecznie silnym zabarwieniu koniecznym było 
użycie do elektroforezy dużych ilości substancji (ok. 0,15 mg). Ilość ta po
woduje wyczerpanie pojemności buforowej na obszarze zajętym przez 
plamę tak, że przy pH bliskim punktowi izoelektrycznemu substancja nie 
stykając się prawie z nowymi porcjami buforu (mała ruchliwość) daje 
błędne (za niskie) wartości ruchliwości. Konieczne w takim wypadku 
wstępne doprowadzenie nanoszonej próbki do pH odpowiadającego uży
temu buforowi wymagałoby zużycia znaczniejszych ilości preparatu. 
Z tego względu konieczne było poddawanie elektroforezie nieznacznych 
ilości antybiotyku i stosowanie do wykrywania jego położenia czulszego 
testu —  biologicznego. Pasek po usunięciu zeń oleju wkładano na ok. 
1 godz. do wanny z eterem w celu wyekstrahowania kwasu octowego 
(w wypadku stosowania buforu octanowego). Wysuszony od eteru pasek 
kładziono następnie na płytkę Petriego z agarem drożdżowym, na który 
posiano uprzednio szczep Shigella shigae. Po dobie inkubowania w  ter
mostacie wyznaczano położenie antybiotyku na podstawie powstałej stre
fy zahamowania wzrostu drobnoustroju wzorcowego. W celu uzyskania 
strefy zahamowania o odpowiedniej wielkości na pasek nanosić należy 
po 0,005 mg antybiotyku.

Pomiary ruchliwości elektroforetycznej tetainy przeprowadzono sto
sując napięcie 250 V  ( =  9,3 V/cm). Przez pasek w czasie elektroforezy 
płynie prąd 3— 4 mA. Czas trwania elektroforezy potrzebny dla dosta
tecznego przesunięcia plamy wynosił 12 godzin dla pH dających małe 
ruchliwości i 6 godzin dla pH, przy których ruchliwości były większe. 
W celu sprawdzenia stopnia dokładności obranej metody i stwierdzenia 
czy przyjęte warunki są odpowiednie, przeprowadzono pomiary ruchli
wości i wyznaczono punkt izoelektryczny histydyny i uzyskane wyniki 
porównano z danymi z literatury [6]. Elektroforezę (jonoforezę) tej wzor
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cowej substancji przeprowadzono stosując napięcie 350 V  i czas trwania 
procesu 6 godz. i 12 godzin. Położenie plamy aminokwasu określano bar
wiąc ją acetonowym roztworem izatyny (ogrzewanie w 100°). Dla uzy
skania wyraźnej plamy należało nanosić na bibułę ok. 100 /¿g aminokwa
su. Z uwagi na znaczną ilość substancji roztwór tej ostatniej doprowadza
no, przed daniem na pasek, do pH ta
kiego, jakie było w  użytym do elektro
forezy buforze. Otrzymana krzywa ruch
liwości histydyny (rys. 2) wyznacza 
wartość punktu izoelektrycznego równą 
pH 7,6. Cyfra ta odpowiada dokładnie 
wartości podanej przez M c  D o n a l d a  
i współautorów [6], Przebieg semej krzy
wej dawał niższe wartości ruchliwości 
dla poszczególnych pH niż otrzymane 
przez wymienionych autorów. Jest to 
zrozumiałe ze względu na to, że autorzy 
ci stosowali nieco inne warunki elektro
forezy, przede wszystkim znacznie 
mniejszą siłą jonową buforów (ruchli
wość maleje ze wzrcstem siły jonowej 
buforu). Różnorodność warunków w za
sadzie nie powinna —  poza kształtem 
krzywej —  wpływać na punkt przecię
cia jej z os‘ą pH tzn. na wyznaczaną 
wartość punktu izoelektrycznego. Zgod
ność uzyskanych wyników z danymi literatury świadczy o dostatecznej do
kładności obranej metody.

Krzywa ruchliwości elektroforetycznej tetainy przedstawiona jest na 
rys. 3. Antybiotyk porusza się w polu elektrycznym przy pH wyższych 
od 4,4 w kierunku anody, zaś poniżej tej wartości w kierunku katody. 
Przy pH =  4,4 substancja pozbawiona jest ładunku elektrycznego (punkt 
izoelektryczny tetainy). Dane powyższe świadczą o tym, że cząsteczka 
antybiotyku posiada wolne grupy końcowe zarówno karboksylową jak 
i aminową. Trudniej jest określić —  na podstawie otrzymanych wyni
ków —  czy stosunek obu końcowych wolnych grup jest jak 1 :1 , czy też 
jakiś inny. Z całą pewnością można jednak stwierdzić, że stosunek ten 
nie jest na korzyść grup aminowych, antybiotyk nie jest zasadowym. 
W takim wypadku wartości punktu izoelektrycznego dla aminokwasów 
zasadowych wahają się około pH =  10. Również zasadowe peptydy (np. 
wazopresyna) mają wysoki punkt izoelektryczny.

Rys. 2. K rzywa ruchliwości ele
ktroforetycznej histydyny 

Elektroforeza bibułowa. Bibuła 
Whatmana Nr 1. Bufor fosfora
nowy i octanowy o sile jonowej 
¿*=0,1. Napięcie 13 V/c~n. K rzy 
wa wyznacza wartość punktu izo

elektrycznego =  7,6.
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Trudniej jest wywnioskować czy tetaina nie jest peptydem kwaśnym 
Jej punkt izoelektryczny jest za wysoki jak na kwaśny peptyd lecz i za 
niski nieco jak na peptyd obojętny. Jednakże aminokwasy kwaśne po

siadają wartości punktu izoelektryczne- 
go zdecydowanie niższe, leżące w  po
bliżu pH =  3. Także i punkty izoelek- 
tryczne kwaśnych peptydów (np. gluta- 
tion) znajdują się w  tym zakresie. Anty
biotyk mógłby być kwaśnym peptydem 
przy wartości punktu izoelektryczne- 
go =  4,4 w tym przypadku, jeśliby po
siadał duży ciężar cząsteczkowy i nie
wielki nadmiar wolnych grup karboksy
lowych w stosunku do aminowych. Jed
nakże dane otrzymane uprzednio prze
mawiają za niskocząsteczkowym charak
terem antybiotyku. Najbardziej praw
dopodobnym wydaje się przypuszczenie, 
że wolne grupy końcowe w cząsteczce 
antybiotyku: karboksylowa i aminowa 
pozostają w  stosunku równoważnym 
z tym jednakże, że jakieś dodatkowe 
ugrupowanie wywiera wpływ na grupę 

karboksylową w kierunku pewnego zwiększenia jej kwasowości (lub 
zmniejsza zasadowość grupy aminowej).

W zakończeniu pracy wyrażamy podziękowanie proi. S. K r y ń s k i e -  
m u za przygotowanie płytek ze szczepem Shigella shigae.

Streszczenie

Stosując metodę elektroforezy bibułowej zbadano obecność wolnych 
końcowych grup aminowej i karboksylowej w  tetainie, polipeptydowym 
niskocząsteczkowym antybiotyku wytwarzanym przez szczep —  B. pu- 
milus.

Elektroforezę prowadzono w łaźni z olejem parafinowym. Stosowano 
bufory: octanowy, fosforanowy i weronalowy o sile jonowej /¿ =  0,1. Na
pięcie wynosiło 9,3 V/cm. Dla kontroli metody przeprowadzono pomiar 
punktu izoelektrycznego histydyny, uzyskując dane zgodne z literatu
rą. Zbadano ruchliwość elektroforetyczną tetainy w zakresie pH 3.5— 8.5.

Rys. 3. Krzywa ruchliwości ele
ktroforetycznej tetainy 

Elektroforeza bibułowa. Bibuła 
Whatmana N r 1. Bufor octano
wy, fosforanowy i weronalowy 
o sile jonowej /c — 0,1. Napięcie 
9,3 V/cm. Krzywa wyznacza war
tość punktu izoelektrycznego — 

=  4,4.

[6J
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U z y s k a n a  k r z y w a  w y z n a c z a  p u n k t  i z o e l e k t r y c z n y  t e t a i n y  p r z y  p H  =  4 ,4 . 

J e s t  t o  d o w o d e m ,  ż e  t e t a i n a  p o s i a d a  w o l n e  k o ń c o w e  g r u p y  a m i n o w ą  i  k a r 

b o k s y l o w ą .  W a r t o ś ć  p u n k t u  i z o e l e k t r y c z n e g o  w s k a z u j e  p o n a d t o  n a  t o ,  ż e  

s t o s u n e k  w z a j e m n y  t y c h  g r u p  w  c z ą s t c e  p e p t y d u  j e s t  p r a w d o p o d o b n i e  

j a k  1 : 1
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HCCJIEAOBAHHH XHMHHECKOrO CTPOEHHR TETAHHA.

1. 3JlEKTPO<t>OPETH4ECKHE HCCJIEHOBflHMS 

P  e  3  K ) M e

I l p n  n o M O iR M  3 j ie K T p o c | > o p e 3 a  H a  G y iv ia r e  a B T o p b i  n p o M 3 B e jm  o n p e p e -  
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T o p a  6 b u io  n p o H 3B e p e H o  o n p e p e j ie H n e  M3 03J ieK T p M H ecK o ii to h k m  th c tm -  

AM Ha. n o j iy n e H H b ie  p e 3y j ib T a T b i  c o B n a p a j in  c  J iM T ep a T yp H b iM H  paH H biM H

O n p e p e j iH J ia c b  s j i e K T p o c jo o p e T M H e c K a H  n o p B u x m o c T b  T e T a im a  n p n  p H  
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T e T a u H a  j i e x c u T  n p n  p H  =  4 ,4 . 3 t o  H B jm e T C H  p o K a 3 a T e j ib C T B O M  H a jiM H iiu  

b T e T a M H e  c b o S o p h b i x  K p a i iH M x  r p y n n  -  K a p S o K C M jih H o i i  m a M M H H o ii.
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MOMy, 1:1.
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STUDIES ON THE CHEMICAL STRUCTURE OF TETAINE

I. ELECTROPHORETIC INVESTIGATIONS

S u m m a r y

By means of paper electrophoresis free terminal amine and carboxylic 
groups have been found in tetaine, the low-molecular weight polypeptide 
antibiotic substance produced by strain of B. pumilus.

Electrophoresis was carried out in a paraffin oil bath. Acetate-, phos
phate-, and veronal buffers of ionic strength ¿¿ =  0.1 were used. The 
voltage applied was 9.3 V/cm.

The method was checked by determining the isoelectric point of 
histidine, and the data obtained were in agreement with those found in 
literature. The electrophoretic mobility of tetaine was determined within 
the range of pH. 3.5— 8.5. The curve obtained shows the isoelectric point 
to be at pH =  4.4. It proves that tetaine possesses the free terminal amine 
and carboxylic groups. Moreover, the value of the isoelectric point shows 
that the ratio of the two groups in the peptide molecule is probably 1 : 1
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IV. B A D ANIA  N A D  PRZEM IANĄ SIARKI W  THIOBACILLUS THIOPARUS  
PRZY Z A S T O S O W A N IU  36S

Z Zakładu Chem ii Fizjologicznej A. M. w Krakowie 
Kierow nik: prof. dr B. Skarżyński

Jednym z podstawowych zagadnień dotyczących metabolizmu tleno
wego autotrofa, Th. thioparus, jest mechanizm utleniania tiosiarczanu 
przez ten drobnoustrój, a więc mechanizm procesu będącego źródłem 
energii dla przyswajania C 02. Dotychczas zagadnienie to rozpatrywano 
na podstawie bilansu między rozłożonym przez drobnoustrój tiosiarcza
nem i ostatecznymi produktami tego rozkładu, którymi są jon SO7  oraz 
pierwiastkowa siarka. N a t h a n s o n  [1], który pierwszy zajmował się 
tą sprawą, przyjmował, że utlenienie tiosiarczanu przebiega przez sta
dium tetrationianu, powstająca w toku tej reakcji wolna siarka miała 
być wg N a t h a n s o n a  produktem reakcji wtórnej między tetratio- 
nianem a tiosiarczanem. Proces ten N a t h a n s o n  ujmował następu
jącymi równaniami:

1) 3 Na2S20 3 +  5 O =  2 Na2S0 4 +  Na2S4Ot;

2) Na2S4Ofi +  2 Na2S20 3 =  3 Na2S0 4 +  5 S .

S t a r k e y  [5] stwierdzając, że w toku utleniania tiosiarczanu przez 
Th. thioparus 60% siarki zamienia się na jon siarczanowy, a 40% na siar
kę pierwiastkową, sformułował przebieg reakcji w poniższy sposób:

5 Na2S20 3 +  H.O +  4 0 2 =  5 Na2S0 4 =  H2S0 4 +  4 S ,

nie usiłując wytłumaczyć poszczególnych etapów tej reakcji.
V i s h n i a c  [9] twierdzi, że utlenianie tiosiarczanu przebiega przez 

stadia politionianów, a to na tej podstawie, iż wykazał on, że Th. thio-

1249]
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parus utlenia nie tylko tiosiarczan, lecz również di, tri- i tetrationian. Po
glądy V i s h n i a c a  można ująć schematycznie w poniżej podany spo
sób:

s2o :t 
i  _ 

s,o ,
/  \

/
/  * \s \

S S30,f-------- S , 0 SO4
\  /

S5Ob~

Prowadzone od szeregu lat w naszym Zakładzie badania [2 , 4, 6 ] skło
niły nas do prób mających na celu wyjaśnienie powyżej przedstawionego 
spornego zagadnienia. W tym celu posłużyliśmy się tiosiarczanem zna
czonym 35S, co pozwoliło nam również śledzić losy siarki tiosiarczanu 
w obrębie samej kcmórki drobnoustroju, a więc przede wszystkim jej 
wbudowywanie w połączenia organiczne wytwarzane przez Th. thio- 
parus.

Metody

ZAPASOWA HODOWLA TH. THIOPAHUS

Szczep Th. thioparus wyizolowany ze źródła siarczanego w Swoszo
wicach k. Krakowa przenoszono w trzydniowych odstępach na pożywkę 
płynną o składzie: 5 g Na2S2Os • 5 H 20, 1 g NaHCOs, 0,2 g K 2H P04, 0,1 g 
NH 4CI, 0,05 g MgCl2 -6H 20, ślady soli Mohra, kobaltu i manganu roz
puszczone w 1 litrze wody destylowanej. Celem otrzymania większej 
ilości komórek bakteryjnych szczepiono 200 do 400 1 pożywki o powyż
szym składzie pozostawiając w temperaturze pokojowej przy równoczes
nym przepuszczaniu powietrza przez hodowlę dla zwiększenia stężenia 
tlenu w pożywce. Po trzydniowym okresie wzrostu (bakterie znajdują 
się wówczas w logarytmicznej fazie wzrostu) komórki sączono przez 
świece Berkefelda, oddzielano od elementarnej siarki przez różnicowe 
wirowanie, (siarka oddziela się od zawiesiny bakterii przy 1 0 0 0  obr./min. 
w c:'ągu 2  m;n. wirowama, natomiast bakterie odwirowywano przy 1 0  

tys. obr./min.), przemywano wodą destylowaną otrzymując czysty mate
riał do badania.

SYNTEZA TIOSIARCZANU ZNACZONEGO aiS

Dla wyjaśnienia zagadnienia, który z dwu atomów siarki tiosiarczanu 
jest wbudowywany w  organizm komórki, konieczne było otrzymanie na
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http://rcin.org.pl



[3J BIOCHEMIA SAMOŻYWNYCH BAKTERII SIARKOWYCH. IV. 251

drodze syntezy tiosiarczanu znaczonego z osobna w atomie zewnętrznym 
(grupa -SH) i wewnętrznym (grupa -S0 3H). Ponieważ dysponowaliśmy 
:,5S w  postaci siarczanu sodu, zaistniała konieczność opracowania meto
dy redukcji siarczanu do wolnej siarki, z której można by było otrzy
mać jedną lub drugą odmianę znaczonego tiosiarczanu. Metoda opraco
wana przez nas polega na ogrzewaniu suchego siarczanu sodu z wodor
kiem wapnia. Otrzymany siarczek rozkładano przy pomocy HC1, a w y
tworzony H235S utleniano roztworem jodu do wolnej siarki.

Do ok. 0,5 g nieradioaktywnego siarczanu sodu umieszczonego w moż- 
dzieżu dodawano zależnie od potrzeby określoną objętość roztworu

Na2'i',S0 4 odpowiadającą zwykle 1— 3 mC, po czym odparowywano do 
sucha promieniami podczerwonymi. Bezwodny siarczan rozcierano na
stępnie z ok. 0,5 g wodorku wapnia bardzo dokładnie, otrzymując silnie 
sproszkowaną mieszaninę. Proszek przenoszono do kolbki z trudnotopli- 
wego szkła. Ponieważ reakcja przebiega bardzo gwałtownie, co się obja
wia m. in. wyrzuceniem z kolby dużej ilości dymu wraz z grudkami za
wartości kolby, wskazane jest nałożenie na szyjkę kolby długiej rury 
szklanej, której drugi koniec skierowany jest do wyciągu, usuwającego 
radioaktywny pył. Przy możliwie szybkim ogrzewaniu palnikiem o w y
sokiej temperaturze, w pewnym momencie mieszanina w kolbie roz
żarza się gwałtownie, co świadczy o zakończeniu reakcji. Kolbę z tak 
otrzymanym siarczkiem wapnia przenoszono do aparatury (Rys. 1) do 
wywiązywania siarkowodoru i jego równoczesnego utleniania. Apara
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turę napełniano najpierw wodorem, a następnie bardzo powoli kropla
mi dodawano HC1 do kolby z siarczkiem. Wywiązujący się siarkowodór 
przechodził następnie do płuczki iz roztworem jodu w jodku potasu 
zakwaszonym HC1, gdzie ulegał utlenieniu. W razie wyczerpania jodu 
w pierwszej płuczce, siarkowodór był utleniany w następnej. Dla całko
witego zabezpieczenia załączono jeszcze płuczkę z roztworem chlorku 
kadmu, do której dołączono rurę skierowaną wprost do kanału wycią
gu. Po wyparciu siarkowodoru, przez aparaturę przepuszczano jeszcze 
przez dłuższy czas wodór celem całkowitego wypłukania siarkowodoru, 
a następnie płuczkę z koloidalną siarką po uprzednim zredukowaniu 
nadmiardu jodu stężonym roztworem siarczku sodu, pozostawiano na 
całą noc. Całość prac związanych z redukcją siarczanu oraz wywiązy
waniem i utlenianiem siarkowodoru wykonywano w  digestorium prze
znaczonym do prac z izotopami radioaktywnymi i zaopatrzonym 
w sprawnie działający wyciąg.

Odwirowaną siarkę o dużej aktywności właściwej gotowano następ
nie pod chłodnicą zwrotną z roztworem siarczynu sodu, otrzymując 
w ten sposób tiosiarczan znaczony w  atomie zewnętrznym, wg równa
nia: 35S +  Na2S03-> N a0 3S— 35 SNa. Radioaktywny tiosiarczan z roztwo
ru wytrącano przez dodanie odpowiedniej ilości etanolu, osad odsącza
no i suszono grzejnikiem podczerwonym. Otrzymany w powyższy sposób 
tiosiarczan wykazywał od 100 tys. do 1 250 tys. imp./min./g.

Dla otrzymania tiosiarczanu znaczonego w atomie wewnętrznym, 
umieszczano radioaktywną siarkę elementarną na łódce porcelanowej 
w rurze kwarcowej i spalano w atmosferze tlenu bez katalizatora. Ce
lem zatrzymania par siarki umieszczano w  rurze perełki szklane oraz 
azbest, gdzie zatrzymana nie spalona siarka mogła być powtórnie ogrza
na do temperatury reakcji z tlenem. Dwutlenek siarki chwytano w roz
tworze wodorotlenku sodu. Otrzymany siarczyn wytrącano alkoholem, 
sączono, przemywano alkoholem i rozpuszczano w wodzie. Gotując ra
dioaktywny siarczyn z tzw. siarką strąconą nieradioaktywną, otrzymy
wano tiosiarczan znaczony w atomie wewnętrznym w myśl równania:

Na2 35S 0 3 +  S - *  N a0335S —  SNa.

POMIAR RADIOAKTYWNOŚCI

Wszystkie pomiary radioaktywności wykonywano przy pomocy licz
nika Geigera-Miillera typu kielichowego z okienkiem mikowym o gru
bości 2  mg/cm2 o śr. 25 mm 1 połączonym z przelicznikiem binarnym

1 Posługiwano się licznikami produkowanymi przez Zakład Fizyki Ogólnej AGH 
w  Krakowie, kierowany przez prof. dr M i ę s o w i c z a .
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z mechanicznym rejestratorem co 256 impulsów. Tło licznika nieosło
niętego wynosiło 18— 25 iipp./min. Pomiary roztworów dokonywano na 
szklanej płytce Petriego, próbki stałe mierzono na miseczkach alumi
niowych o śr. 20 mm, głębokości 3 mm i grubości 1 mm. Miseczki 
umieszczano pod licznikiem w stałym położeniu na podstawce z pleksi- 
glasu w odległości 3 mm od okna licznika.

a) P o m i a r  r a d i o a k t y w n o ś c i  p o ż y w k i

Próbkę hodowli wirowano przy 10 tys. obr./min. celem oddzielenia 
bakterii i wolnej siarki, a następnie oznaczano aktywność w próbce nie
skończenie grubej. W niektórych przypadkach aktywność pożywki ozna
czano przez odparowanie 0 , 1  ml na miseczce aluminiowej i mierzono 
aktywność suchej pozostałości.

b) P o m i a r  r a d i o a k t y w n o ś c i  w o l n e j  s i a r k i

Elementarną siarkę z pożywki odwirowywano przy 1000 obr./min
w ciągu 2 min. Osad przemyto wodą i w postaci gęstej papki przenoszo
no na parowniczkę, po czym odparowywano do sucha w podczerwieni 
Osad rozpuszczano w CS2, roztwór przelewano na inną parowniczkę 
i znów odparowywano do sucha. (W  ten sposób usuwa się różne zanie
czyszczenia i nieliczne komórki bakteryjne, które zostały odwirowane 
wraz z siarką). Pozostałą grudkę czystej siarki rozpuszczano w  2— 5 ml 
CSa, odpipetowywano 0,025— 0,15 ml na krążek bibuły, a po odparowa
niu CS3 bibułę umieszczano na podstawce z pleksiglasu i mierzono 
aktywność.

c) P o m i a r  r a d i o a k t y w n o ś c i  b a k t e r i i

Aktywność bakterii oznaczano na miseczce aluminiowej w postaci
suchej próbki. W pomiarach, przy których było to konieczne, uwzględ
niano poprawkę na samoabsorpcję. W doświadczeniach, których czas 
wynosił więcej niż jeden dzień, uwzględniano poprawkę na fizyczny 
zanik pierwiastka obliczając ją ze wzoru: I =  I0x O^1/87, gdzie I —  jest 
aktywnością w  czasie t, I 0 —  aktywność w czasie 0. Wszystkie doświad
czenia z wbudowywaniem 35S do komórek przeprowadzano w temp. 
35°, używając łaźni wodnej podczas inkubacji.

Wyniki

Pierwsze nasze doświadczenia miały na celu wyjaśnienie losów po
jedynczych atomów siarki zawartych w  cząsteczkach tiosiarczanu 
Chodziło o stwierdzenie czy siarka grupy SH i siarka grupy siarczanowej 
w tym samym stopniu zostaje wykorzystana przez Th. thioparus, czy też 
jeden tylko z tych atomów bierze udział w metabolizmie drobnoustroju
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W tym celu do pożywki dodawano tiosiarczan znaczony w atomie 
wewnętrznym (0 :i35s — uzyskując roztwór, którego 1 ml dawał ok. 
6  600 irpp./min. Po zaszczepieniu zawiesiną Th. thioparus co kilka dni 
kontrolowano aktywność pożywki oraz siarki pierwiastkowej wydzielo

nej podczas utleniania tiosiarczanu 
Rys. 2 przedstawia zm any aktyw
ności w pożywce podczas dwutygod
niowego okresu wzrostu bakterii. Jak 
widać z krzywych, aktywność pożyw
ki zm'eniała się tylko w  przypadku 
hodowania bakterii na pożywce z tio
siarczanem znaczonym w  grupie SH 
Aktywność natcmiast nie ulegała 
zmianie w przypadku tiosiarczanu 
znaczonego w atomie wewnętrznym. 
Wolna siarka wydzielona podczas 
wzrostu bakterii nie wykazywała żad
nej aktywności. Pod koniec inkuba

cji bakterie odwirowano, przemyto kilkakrotnie wodą i badano na obec
ność radioaktywnej siarki. I w tym przypadku nie wykryto żadnej aktyw
ności w granicach błędu metody pomiaru.

Z powyższych danych wynika, że wewnętrzny atom siarki tiosarcza- 
nu nie wchodzi do komórki bakteryjnej i nie jest zużywany do procesów 
biologicznych. Wolna siarka wydzielona w czasie utleniania tiosiarczanu 
musi więc pochodzić z odszczepienia zewnętrznego atomu wg równania 
0 335s  — s - > 35S0 4 +  S. Analogiczne doświadczenie przeprowadzono do
dając do pożywki tiosiarczan znaczony w atomie zewnętrznym 
(0 3 s — 35Ś)- Krzywa a na rys. 2 przedstawia zmiany radioaktywności 
podczas wzrostu bakterii po odwirowaniu siarki i bakterii. Po sześciu 
dniach inkubacji w pożywce pozostaje zaledwie 1 0 %  pierwotnej aktyw
ności, ok. 90% aktywności zcstaje natomiast wydzielone w  postaci ele
mentarnej siarki, względnie wbudowane do bakterii, które wykazują 
w tym czasie wysoką aktywność właściwą. Z doświadczeń należy wnio
skować, że utlenienie tiosiarczanu odbywa się na powierzchni komórki, 
przy czym poprzez ścianę komórki przedostaje się tylko zewnętrzny atom 
siarki, natomiast pozostała część cząsteczki tiosiarczanu pozostaje w  po
żywce (patrz schemat na rys. 3).

Należy również zwrócić uwagę na fakt, że aktywność pożywki od 
dziewiątego dnia inkubacji zaczyna wzrastać. Jest to spowodowane w y
dalaniem do pożywki jonu 35S04, który wykazano przez wytrącenie w  po
staci Ba35S0 4 i oznaczono aktywność. Jak wskazują dalsze wyniki zawar
te w tej pracy, ok. 25% aktywności zawartej w  bakteriach wydziela się

1 oo B

Rys. 2. Zmiany radioaktywności po
żywki podczas hodowania bakterii na 
obu typach znaczonego tiosiarczanu
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w postaci jonu 35S04. Z uwagi na powyższe wyniki, wszystkie następne 
doświadczenia przeprowadzano z tiosiarczanem znaczonym w atomie ze
wnętrznym.

Celem zbadania szybkości przemiany 35S w obrębie komórek drobno
ustroju, bakterie hodowano przez 3 dni na pożywce radioaktywnej, na
stępnie oddzielono je od siarki i przemyto 3-krotnie wodą. Następnie

Rys. 3. Schemat przemian ^S-tiosiarczanu u Th. thioparus

przeniesiono komórki do pożywki nieradioaktywnej zawierającej wszyst
kie składniki zabezpieczające optymalny wzrost. Podczas wzrostu pobie
rano próbki odpowiedniej objętości, odwirowywano bakterie i oznaczano 
aktywność w całych bakteriach. Przebieg zmiany aktywności w  zależno
ści od czasu inkubacji przedstawia krzywa na rys. 4 (punkty jasne). Z ry
sunku tego widać, że w początkowym okresie krzywa szybko zbliża się 
do osi odciętych i po trzech dniach inkubacji w bakteriach pozostaje ok. 
30% pierwotnej aktywności. Dalszy spadek aktywności jest coraz powol
niejszy i po 11 dniach hodowania w  bakteriach pozostaje ok. 25% 35S.

Przebieg krzywej (punkty jasne) na rys. 4 pozwala na wysunięcie 
wniosku, znajdującego zresztą poparcie w  wynikach badań nad rozmiesz
czeniem aktywności zawartej w komórkach siarki w poszczególnych frak
cjach chemicznych. Mamy tu do czynienia z dwcma radioaktywnymi 
składnikami komórki; jednym odnawiającym sie bardzo szybko, z cza
sem biologicznym półodnowy ok. 1 dzień i drugim cechującym s'ę bio
logicznym czasem półodnowy ok. 10— 11 dni. Szybko odnawiający się 
składnik reprezentowany jest przez wolną siarkę, na którą przypada ok. 
60% całkowitej zawartości 35S w  komórce. Szybkie wydalanie wolnej 
siarki związane jest z intensywnym utlenianiem tiosiarczanu zachodzą
cym w obwodowych częściach komórki lub w samej ścianie.
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Druga krzywa na rys. 4 (punkty ciemne) przedstawia zanik aktywno
ści we frakcji białkowej komórek, pozostającej po ekstrakcji bakterii eta
nolem i kwasem trójchlorooctowym (patrz niżej). Frakcja ta początkowo 
zawiera ok. 30°/o aktywności 35S zawartej w komórce i wymiana siarki

Rys. 4. Szybkość odnowy *5S: O—
w całych bakteriach, • ------- •  we frakcji

białkowej

Rys. 5. Krzywe wydalania 
ł5S z bakterii do pożywki 
w postaci elementarnej 
siarki: O O oraz jo

nu S 0 4; : • -------- •

w tej frakcji przebiega bardzo powoli. Po 11 dniach wzrostu bakterii ok. 
5% siarki zostało wydalone z białek, przy czym w tym też czasie obie 
krzywe nakładają się, co wskazuje, że pozostała radioaktywność w  komór
kach zawarta jest jedynie w składnikach wielkocząsteczkowych.

Dla określenia stosunku wydzielonej aktywności w postaci elementar
nej siarki i w postaci jonu SO4 , hodowane uprzednio bakterie na pożyw
ce radioaktywnej (ok. 0,5 g wilgotnej masy) przeniesiono do dwu litrów 
pożywki nieradioaktywnej i codziennie z całej hodowli odwirowywano 
siarkę, a bakterie z pozostałą pożywką pozostawiano do dalszej inkubacji 
w  termostacie. Małą ilość pożywki odwirowywano od bakterii i po zada
niu BaCl2 badano aktywność osadu. Aktywność siarki elementarnej ba
dano, jak podano w opisie metody. Rys. 5 przedstawia przyrost aktyw
ności w  pożywce na skutek wydzielenia siarki oraz jonu SO4 . Jak widać, 
ok. 4 razy więcej aktywności wydala się w postaci wolnej siarki niż w po
staci SO4 . Wydzielanie radioaktywnej siarki kończy się po ok. 7 dniach 
inkubacji i krzywa w  dalszym swym przebiegu jest równoległa do osi 
odciętych. Przyrost aktywności w  postaci SO4 natomiast ciągle wzra
sta. Czas zakończenia wydalania wolnej siarki przypadający na okres 
7 dni jest zapewne nieco dłuższy niż w rzeczywistości, ponieważ trudno
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ści techniczne nie pozwalają na całkowite oddzielenie siarki zaokludowa- 
nej na bakteriach, stąd radioaktywność daje się oznaczać przez czas dłuż
szy niżby to miało miejsce w wypadku całkowitego usunięcia siarki 
z pożywki.

Krzywa wzrostu Th. thioparus w ciągu kilkunastodniowej inkubacji 
przedstawia charakterystyczny przebieg. Po 2— 3 dniach szybkiego po
działu kcmórek następuje kilkudniowy okres stacjonarny. Podczas tego 
okresu tiosiarczan zostaje zużywany z pożywki, ale wyzwolona w procesie 
utlenienia energia nie jest wykorzystywana na budowę masy bakterii. 
Po okresie zatrzymania podziału komórek znów rozpoczyna się okres 
dzielenia się bakterii, jakkolwiek powolniejszy niż bezpośrednio po 
przeniesieniu bakterii do świeżej pożywki.

W celu zbadania rozmieszczenia 
przyswojonej siarki we frakcjach 
chemicznych składników komórek, 
odwirowaną z płynnej części ho
dowli radioaktywnej masę bak
terii, po uprzednim oddzieleniu od 
siarki i przemyciu 3-krotnym wo
dą, ekstrahowano najpierw 60% 
wrzącym etanolem [8] w  ciągu 
15 min. (frakcja I). Po odwirowaniu 
pozcstałość wyciągano następnie 
5% roztworem kwasu trójchloro- 
octowego w temp. + 2 °  przez 
15 min. [3] (frakcja II), w  końcu 
wytrącony osad przemywano i za
wieszano go w odpowiedniej obję
tości 50% formamdu [7] (frakcja 
III). Frakcję rozpuszczalną w kwa
sie trój chlorooctowym przemywano trzykrotnie eterem celem usunięcia 
z roztworu kwasu trójchlorooctowego. Z każdej frakcji odpipetowywano 
na miseczkę alumniową określoną objętość roztworu (0,2— 0,5 ml) i po 
odparowaniu lampą podczerwoną mierzono aktywność, ważono i przeli
czano w imp./m'n./mg suchej masy.

Rys. 6 przedstawia zmiany aktywności właściwej podczas 14-dniowej 
inkubacji w całych bakteriach, we frakcji rozpuszczalnej w alkoholu oraz 
we frakcji nierozpuszczalnej w alkoholu i kwasie trój chlorooctowym, czyli 
w białkach. Frakcja II praktycznie nie zawiera radioaktywności (patrz 
niżej), dlatego na rysunku nie jest reprezentowana. Krzywa zmian aktyw
ności w pełnych bakteriach odpowiada mniej więcej krzywej wzrostu.

Rys. 6. Zmiany aktywności właściwej 
we frakcjach chemicznych komórek ho
dowanych na pożywce radioaktywnej: 
O O całej komórki, A  A frak
cja rozpuszczalna, • -------•  frakcja biał

kowa
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W pierwszym okresie wzrostu dużą aktywność właściwą wykazuje frak
cja I, podczas fazy stacjonarnej aktywność właściwa frakcji rozpuszczal
nej w alkoholu spada, natomiast aktywność frakcji białkowej powoli wzra
sta. Z chwilą rozpoczęcia się ponownego okresu szybkiego wzrostu, znów 
wzrasta aktywność frakcji I i III, lecz wolniej niż aktywność całych ko
mórek bakteryjnych. Można stąd wyciągnąć wniosek, że w  tym okresie 
wzrostu mikroorganizmu zahamowany jest proces wydalania siarki pier

wiastkowej. Po rozbiciu bakterii dzia
łaniem wrzącego alkoholu zostaje ona 
usunięta z obrębu kcmórek.

Odmiennie przedstawia się nato
miast sytuacja w logarytmicznej fa
zie wzrostu. Przyrost radioaktywno
ści we frakcji rozpuszczalnej w 60% 
wrzącym etanolu jak i we frakcji 
białkowej jest proporcjonalny do 
wzrostu radioaktywności w  całych 
komórkach. Rys. 7 przedstawia roz
mieszczenie siarki we frakcjach bak
terii podczas inkubacji na pożywce 
z radioaktywnym tiosiarczanem. Co 
godzinę pobierano 25-ml próbki za
wiesiny i po odwirowamu i przemy
ciu komórek, poddawano je frakcjo
nowaniu jak poprzednio. Frakcja roz
puszczalna w alkoholu zawiera ok. 
10% radioaktywnej siarki. Przy ba
daniu chromatograficznym niehydro- 
lizowana frakcja wykazuje kilka pkm 

barwiących się ninhydryną i wykazujących radioaktywność, poza tym 
stwierdza się kilka plam radioaktywnych nie barwiących się ninhydryną. 
Frakcja białkowa, nierozpuszczalna w alkoholu i kwasie trójchlorooctowym 
zawiera ok. 30% siarki w stosunku do ogólnej radioaktywności. Reszta 
radioaktywności, tj. ok. 60% znajduje się w postaci elementarnej siarki 
zawartej w komórkach, która po rozbiciu bakterii zostaje oddzielona od 
pozostałych składników.

Aby porównać rozpuszczalność składników komórkowych w  60% alko
holu i w 5% zimnym roztworze kwasu trój chlorooctowego, bakterie inku- 
bowano na pożywce radioaktywnej i w  określonych odstępach czasu po
bierano próbki zawiesiny, które dzielono na dwie różne części. Jedną 
ekstrahowano alkoholem, a drugą kwasem trójchlorooctowym. Rys. 8 
przedstawia rozmieszczenie radioaktywnej siarki we frakcjach I, II i III.

Rys. 7. Rozmieszczenie radioaktyw
ności we frakcjach komórek w  okre
sie stanu równowagi: O  O całe
bakterie, A  A frakcja białkowa,
•  •  frakcja rozpuszczalna w  a l

koholu
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Z wykresu widać, że aktywność frakcji rozpuszczalnej w  kwasie trójchlo- 
rooctowym jest nieco niższa niż aktywność frakcji rozpuszczalnej w alko
holu. Jest to prawdopodobnie spowodowane stratą aktywności podczas 
ekstrakcji tej frakcji eterem przed oznaczeniem, dla usunięcia kwasu trój- 
chlorooctowego z roztworu. Wskazuje również na to, że aktywność frakcji

Rys. 8. Porównanie radioaktywności 
frakcji chemicznych komórek rozpusz
czalnych w  60% etanolu: • -------•  i 5%
kwasie trójchlorooctowym : O O,
frakcja bi.alkowa po ekstrakcji kwa
sem trójch.lorooctowym: A-------a , frak
cja białko>wa po ekstrakcji etanolem:

® —u

Rys. 9. Metaboliczne przeniesienie 35S 
z frakcji rozpuszczalnej w  alkoholu
do frakcji białkowej: • --------• ,  po
15-min. zanurzeniu bakterii w  pożyw
ce radioaktywnej: A  ▲ , radio

aktywność w całych komórkach:

białkowych, jako pozostałości po obu zabiegach, jest w obu przypadkach 
taka sama» gdyż punkty oznaczeń uzyskane po ekstrakcji etanolem i kwa
sem trójchlorooctowym leżą na tej samej linii, w  granicach błędu do
świadczenia.

Należało przypuszczać, że frakcja rozpuszczalna w alkoholu lub 
w kwasie trójchlorooctowym jest zbiorem substancji wykorzystywanych 
podczas rozwoju bakterii do syntezy innych frakcji, np. syntezy połączeń 
wielkocząsteczkowych. Dla zbadania tego zagadnienia konieczne było 
otrzymanie kcmorek zawierających najwięcej radioaktywnej siarki we 
frakcji rozpuszczalnej w alkoholu. W tym celu komórki znajdujące się 
w log fazie wzrostu zanurzano na 15 m'n. do pożywki radioaktywnej za
wierającej t :osiarczan o aktywności ok. 1 000 000 imp./min., a następnie 
po szybkim odwirowaniu i przemyciu bakterii, przenoszono je do pożywki 
nieradioaktywnej o takim samym składzie. Podczas dalszej inkubacji po
bierano 25-ml próbki zawiesiny, które po odwirowaniu i przemyciu pod
dano chemicznemu frakcjonowaniu. Rys. 9 przedstawia znrany radioak
tywności w  poszczególnych frakcjach podczas pięciogodzinnego okresu 
inkubacji. Rad oaktywność w całych bakteriach przez pierwsze dwie go
dziny inkubacji utrzymuje się na tym samym poziomie i następnie zaczy-
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na się zmniejszać na skutek rozpoczęcia się wydalania elementarnej siar
ki z obrębu komórek. Frakcja rozpuszczalna w alkoholu, zawierająca po
czątkowo ok. 25% ogólnej radioaktywności, wykazuje szybki spadek 
aktywności, natomiast aktywność we frakcji białkowej wzrasta. Z prze
biegu krzywych wynika, że frakcja białkowa otrzymuje radioaktywność 
z puli frakcji rozpuszczalnej w  alkoholu.

Rys. 10. Metaboliczne przeniesie
nie 35S z frakcji rozpuszczalnej 
w alkoholu do frakcji białkowej 
po 3 min. zanurzeniu bakterii 
w pożywce radioaktywnej; ozna

czenia jak na rys. 11.

Rys. 11. Krzywe wbudowywania 
35S do frakcji rozpuszczalnej w
alkoholu: • -------- •  i do frakcji

b ia łkow ej: O—

Analogiczne doświadczenie wykonane w znacznie krótszych odcin
kach czasu ilustruje rys. 10. Komórki zanurzono do pożywki radioaktyw
nej tylko na 3 mm. i po ich odwirowaniu i przemyciu przeniesiono do 
pożywki nieradioaktywnej. Podczas dwugodzinnego okresu inkubacji 
radiaktywność w całych bakteriach utrzymuje się na tym samym po
ziomie. Początkowa aktywność frakcji rozpuszczalnej w alkoholu wynosi 
ok. 70% ogólnej aktywności, podczas gdy aktywność frakcji białkowej 
wynosi ok. 15%. Po kilkunastu mmutach inkubacji obie krzywe prze
cinają się, co jest dostatecznym dowodem przechodzenia radioaktywności 
z frakcji alkoholowej do frakcji białkowej.

Potwierdzenie powyższych danych wymagało zbadania szybkości 
wbudowywania 35S do poszczególnych frakcji komórki. Bakterie znaj
dujące s'ę w wykładniczej fazie wzrostu inkubowano w pożywce radio
aktywnej o aktywności ok. 10 000 imp./min./ml i w  krótkich odstępach 
czasu pobierano próbki zawieśmy. Po odwirowaniu i przemyciu bakterii 
ekstrahowano je jednakową objętością 60% alkoholu, a frakcję białko
wą zawieszano w takiej samej objętości 50% formamidu. Aktywność wła
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ściwą przeliczano w imp./min./ml. Przebieg zachodzących zm:an przed
stawiają krzywe na rys. 11. Mają one charakter prostych funkcji wykład
niczych. Jak widać, szybkość wbudowywania siarki we frakcję rozpusz
czalną w  alkoholu jest znacznie wyższa niż szybkość wbudowywania we 
frakcję białkową. Frakcja alkoholowa jest zatem metaboliczną pulą dla 
frakcji białkowej, przy czym ta ostatnia w początkowym okresie wzro
stu budowana jest jeszcze ze związków nieradioaktywnych, stąd jej ak
tywność właściwa jest niższa. Krzywe po dłuższym czasie inkubacji zbli
żają się do stanu równowagi, w  którym aktywność właściwa siarki 
w poszczególnych frakcjach jest taka sama.

Omóiuienie Lutników

Mechanizm utleniania tiosiarczanu przez Th. thioparus oraz kolejne 
etapy tego procesu są przedmiotem dyskusji, której centralnym zagadnie
niem jest sprawa ewentualnego utleniania tiosiarczanu przez pośrednie 
śtadia politionianów. Taką drogę dla procesu utleniania tiosiarczanu 
kreśli V i s h n i a c  [9], a to na podstawie pomiarów zużycia tlenu przez 
bakterie utleniające tiosiarczan. V i s h n i a c  wykazał przy tym, że 
istotnie tetra- i tritionian jest utleniany przez Thiobacilli, na co zresztą 
zwracało uwagę już przedtem kilku innych autorów badających to za
gadnienie. Niemniej w  pracy V  i s h n i a c a nie wykazano nigdy obec
ności tetrationianu w pożywce, w której bakterie utleniają tiosiarczan, po
dobnie jak nie zdołał go wykazać S t a r k e y  [5], jak i nigdy nie udało 
się wykazać tetrationianu w toku innych niepublikowanych jeszcze ba
dań, dotyczących tego zagadnienia, a prowadzonych w naszym Zakładzie.

Opisane w części doświadczalnej wyniki wykazują zdecydowanie, że 
Th. thioparus utlenia tylko atom siarki siarczkowej tiosiarczanu nie na
ruszając w ogóle reszty cząsteczki tego związku. Fakt ten przemawia 
przeciw poglądowi, który przypisuje zasadniczą rolę zamiany tiosiarcza
nu na tetrationian w  mechanizmie utleniania tiosiarczanu. W jaki sposób 
zostaje utleniona biologicznie siarka grupy SH tiosiarczanu, czy w tym 
procesie powstaje tiosiarczan a potem tetrationian, tego na podstawie na
szych dotychczasowych doświadczeń wykazać nie jesteśmy w stanie. 
W każdym razie możemy wykluczyć przypuszczenie, żeby tetrationian 
powstawał przy utlenianiu tiosiarczanu pożywki. Zdolność utleniania 
tetrationianu przez bakterie siarkowe nie może być użyta jako dowód 
popierający hipotezę V i s h n i a c  a, gdyż tetrationian zachowuje w dal
szym ciągu zasadniczą strukturę tiosiarczanu, tzn. posiada dwa siarczko
we atomy siarki.
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Z doświadczeń naszych wynika również, że siarka grupy siarczano
wej tiosiarczanu w ogóle nie wnika do wnętrza komórki drobnoustroju 
Fakt ten, jak również wielka szybkość, z jaką Th. thioparus utlenia tio
siarczan, przemawia za tym, że proces utlenienia siarczkowego atcmu siar
ki w tiosiarczanie zachodzi w najbardziej powierzchownych warstwach 
komórki. O losach pozostałej reszty cząsteczki tiosiarczanu nie można 
na razie niczego powiedzieć. Prawdopodobnie nie wchodzi ona już poza 
obrębem komórki, w pożywce, we wtórne reakcje z niezużytym jeszcze 
tiosiarczanem, rezultatem których jest powstawanie s:arki i jonu siarcza
nowego, za czym przemawiają przygotowane do publikacji nasze do
świadczenia.

Siarka radioaktywna wprowadzona w obręb komórek Th. thioparus 
rozmieszcza się w  związkach organicznych dających się oddzielić od sie-

Rys. 12. Schemat rozmieszczenia i przeniesienia metabolicznego ;15S w obrębie ko
mórek Th. thioparus

bie przez ekstrahowanie komórek wrzącym 60% etanolem. W ekstrakcie 
tym znajdują się związki zawierające siarkę, z których część reprezen
towana jest przez peptydy i substancje dające odczyn z ninhydryną. Po
łączenia pozostałe po ekstrakcji, zawierające radioaktywną siarkę, przy
padają na składniki białkowe. Poza tym pokaźna część radioaktywności 
reprezentowana jest przez siarkę pierwiastkową. Po osiągnięciu równo
wagi metabolicznej między komórkami a pożywką, 10% siarki zawartej 
w komórkach przypada na organiczne związki niskocząsteczkowe, 30% 
na białka i 60% na siarkę elementarną (patrz schemat na rys. 12).

Krzywe szybkości wbudowywania siarki do frakcji alkoholowej i biał
kowej wskazują na to, że frakcja alkoholowa jest pierwotnym zbiorem 
organicznych połączeń siarki, frakcja białkowa stanowi lokalizację wtór
ną. Opisane w części doświadczalnej krzywe przemawiają za tym, że frak
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cja związków siarkowych, rozpuszczalnych w 60% etanolu, jest metabo
liczną pulą wykorzystywaną do wytwarzania frakcji białkowej. Dalszym 
zadaniem naszym będzie identyfikacja produktów zawartych we frakcji 
alkoholowej i wyjaśnienie ich roli w mechanizmie utleniania tiosiarcza
nu. Badania idące w tym kierunku są w toku.

Streszczenie

Przeprowadzono badania nad mechanizmem utleniania i wbudowy
wania tiosiarczanu do komórek Thiobacillus thioparus. Autorzy zasto
sowali w badaniach tiosiarczan ze znaczoną 35S, przy czym cechowano albo 
siarkę siarczanową, albo siarkę grupy sulfhydrylowej tiosiarczanu.

W badaniach wykazano, że utlenieniu oraz wbudowywaniu w skład
niki komórki ulega tylko atom siarki zewnętrzny (grupy -SH) tiosiar
czanu. Atcm wewnętrzny (-SOsH) najprawdopodobniej nie wchodzi 
w obręb komórki. Grupa siarczkowa tiosiarczanu jest zarazem jedynym 
źródłem siarki związanej organicznie w komórkach tego drobnoustroju. 
Po chemicznym frakcjonowaniu komórek Th. thioparus stwierdzono, że 
ok. 10% radioaktywnej siarki pochodzącej z grupy s:'arczkowej tiosiar
czanu znajduje się we frakcji rozpuszczalnej w 60% wrzącym etanolu, 
30% we frakcji białkowej, pozostałą aktywność odnaleziono w elementar
nej siarce, uwolnionej z utlenionego tiosiarczanu.

W badaniach kinetycznych wykazano, że frakcja alkoholowa jest bu
dowana jako pierwsza i stanowi metaboliczną pulę dla frakcji białkowej.
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EHOXHMHH ABTOTPOOHbIX CEPHbIX E A K TE PH R

IV . HCCJlEAOBflHMSI H flfl M ETflEOJlH3M OM  CEPbl B THIOBACILLUS TH IO PA R U S  
i\  nPH nP H M EH EH H H  9!,S.

P  e 3 k > m e

Ilp0M3B0Anjm Cb MCCJie^OBaHMH H a# MexaHM3M0M OKMCJieHMH M BXOJK- 

Aerom  TMOcyjibcjDaTa m KJieTKM Thiobacillus thioparus. A b to p b i  npmm&hhjim 

b nccjiep;oBaHMHx TMOcyjib(J)aT, MeneHHbiii 35S, npuneM  npnMeHHJiacb 

MeTKa cepbi Ha cyjibc]3MTH0M mjim cyjib^rM ^pM JibH oii rp y n n e  T w ocy jib - 

(jaaTa.
ABTOpbl HaiHJIM, HTO OKHCJieHMK) H BHe^peHMK) B KJieTOHHyiO CTpyK- 

Typy  noABepraeTCH jn m ib  BHeiiiHMM aTOM cepbi (rp y n n b i -S H )  T n ocy jib - 

cjpaTa. BHyTpeHHMM aTOM (rp y n n b i - S 0 3H ), noBMAHMOMy, He npoHMKaeT  

b KJieTxy. Cyjib(|>HAHaH rp y n n a  Tnocyjibc^aTa HBJiaeTCH b t o  xce BpeMH 

CAIiHCTBeHHblM HCTOHHMKOM OpraHHHeCKM CBH3aHH0M CCpbl B KJieTKaX 

3TOrO MHKp00praHM3Ma. IIpM  XHMMHeCKOM 4>paKU;MOHMpOBaHHM KJieTOK 

Th. thioparus ycTaHOBJieHO, h to  npn6jiH3MTejibHO 1 0 %  paAuoaKTHBHoii 

cepbi cyjibcjDMAHoii rp y n n b i Tuocyjibc^aTa coAepxurrcH  bo c|)paKii;Hn p a c -  

TBopmvioii b  Kunnm eM  60% ) OTaHOJie, 3 0 %  b SejiKOBoh cjjpaKpMM, a ocT a jib - 

Haa aKTMBHOCTb 6biJia HaiiAeHa b  ajieMeHTapHon cepe, nponcxoA H m en  M3 

oKHCJieHHoro TnocyjibcjDaTa.

IIpM  KMHeTHHecKMx MCCJieAOBaHimx 6buro noKa3aHo, h to  cn n p T o p ac -  

TBopMMaa cJ)paKij,HH CHHTe3MpyeTca nepBoii: m  cocTaBJiaeT h c t o h h h k  a *713 

SejiKOBon cjDpaKifMH.

BIOCHEMISTRY OF AUTOTROPHIC SULPHUR BACTERIA

IV. INVESTIGATIONS INTO THE SULPHUR METABOLISM IN THIOBACILLUS THIOPARUS
W ITH THE AID OF MS

S u m m a r y
+  \ : ” : : L' ; ! >. ) ! . '

T h e  in vestigation s  concerned  o xydation , and  in co rp ora tio n  in to  the  

ce lls  o f Thiobacillus thioparus, o f th io su lphate . T h e  au th o rs  used  35S  fo r  

la b e llin g  w h ich  in v o lv ed  e ither su lph ate  su lp h u r o r the su lp h u r  o f  the  

th iol o f the th ioshu lphate .

; In  the cou rse  o f the in vestigation s  it w a s  re v e a le d  that o x y d a t io n ,  

and  in co rp ora tio n  into the ce ll com ponents, in v o lv e  m e re ly  the o u te r  

su lp h u r  atom  (o f the g ro u p  -S H )  o f  th iosu lphate . T h e  in n e r a tcm  ( - S 0 3H )  

m ost l ik e ly  fa i ls  to en te r in to  the cell. T h e  su lp h id e  g ro u p  is  at the sam e  

tim e the o n ly  source o f the su lp h u r o rg a n ic a lly  com bin ed  in  th e  ce lls  o f

u e i j
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[1 7 ] BIOCHEMIA SAMOŻYWNYCH BAKTERII SIARKOWYCH. IV. 265

the m'cro-organism. A fter chemical fractionation of Th. thioparus cells, 
about 10 per cent of the labelled sulphur frcm the sulphide group of the 
thiosulphate was found to be present in the fraction soluble in boiling 60 
per cent ethanol, and 30 per cent was found in the protein fraction: the 
remaining part was found in elementary sulphur released from oxydised 
thiosulphate.

Kinetic investigations revealed that the alcohol fraction is the first 
one to be built up and that it represents a metabolic pool for the protein 
fraction.

Otrzymano 27.5.1957 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  

Vol. IV  1957 No 4

A. MANITIUS

O TAK ZWANEJ HEMOLIZIE ODWRACALNEJ

I. Z M IA N Y  STĘŻEŃ J O N Ó W  N IEOR GANICZNYCH . ISTOTA REWERSJI

Z  Zakładu Chemii Fizjologicznej Akademii Medycznej w Gdańsku 
Kierow nik: prof. dr W. Mozołowski

Pod pojęciem rewersji albo odwrócenia hemolizy rozumieć należy 
proces charakteryzujący się tym, że hemoglobina, która przeszła z krwi
nek do roztworu i znajduje się w nim w stanie wolnym, ulega ponownemu, 
częściowemu związaniu ze stromata krw nek. Ponadto w procesie tym 
ani hemoglobina ani stromata nie zostają zdenaturowane.

Już w  r. 1897 S p i r o  (cytowane według [17]) zwrócił uwagę na zja
wisko, które wielu autorów uważało za „rewersję” hemolizy w podanym 
powyżej znaczeniu. Jeśli zhemolizować czerwone krwinki przez dodanie 
do nich wody destylowanej w ilości przekraczającej nawet wielokrotnie 
ich objętość, to po zadaniu takiego zupełnie zlakowanego płynu roztwo
rem soli, w ilości potrzebnej do doprowadzenia jego stężenia do izoto- 
nicznego z krwią, płyn ulega zmętnieniu i makroskopowo przypcmina za
wiesinę krwinek prawidłowych. Zjawisko to wywołało duże zaintereso
wanie wśród wielu badaczy w latach dwudziestych i trzydziestych bieżą
cego stulecia, dowodem czego były nie tylko badania nad mechanizmem 
samego zjawiska, ale również badania porównawcze przeprowadzane na 
krwinkach ludzi chorych [np. 4, 5, 7, 9, 12]. Proces ten określać będę 
w dalszym ciągu jako „rewersję” hemolizy.

Poglądy różnych autorów na istotę mechanizmu „rewersji”  były róż
ne. Na ogół jednak wszyscy zajmujący się tym zagadnieniem byli zgodni 
co do tego, że „rewersja” zachodzi wówczas, gdy nastąpiła tylko chromo- 
liza bez stromatolizy. Natcmiast co do tego, czy zjawisko to jest praw
dziwą czy też „pseudo-rewersją” , poglądy były sprzeczne. Jedni autorzy, 
m ędzy innymi B r i n k m a n  i S z e n t - G y ó r g y i  [6], w  szczegól
ności zaś S t a r l i n g e r  [16— 24] uważali, że opisany proces jest rze
czywistym odwróceniem hemolizy. Druga grupa autorów —  liczniejsza—

(267)
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268 A- MANITIUS [2]

reprezentowana m. in. przez B a r o n a  [1, 2], traktowała to zjawisko 
jako pozorną „rewersję” i tłumaczyła je  tym, że w  roztworze hypotonicz- 
nym krwinki pęcznieją tracąc równocześnie część swojej hemoglobiny; 
po doprowadzeniu płynu do izotonii następuje kurczenie się krwinek 
z równoczesnym zagęszczeniem pozostałego w ich wnętrzu barwika. Ba
dania przeprowadzone nad zawartością hemoglobiny w  płynie i krwin
kach w czasie hemolizy i po -jej „rewersji” dawały sprzeczne wyniki, 
a nawet te same wyniki były różnie interpretowane przez różnych auto
rów [np. 1, 2, 21]. Wyniki badań mikroskopowych były również niejed
nokrotnie sprzeczne.

W  ostatnich latach S t r a u b i współpracownicy [25, 26, 27] podjęli 
badania nad „rewersją” hemolizy i opierając się na stwierdzonych przez 
siebie własnościach przepuszczalności otoczki krwinek w czasie hemo
lizy i po jej „rewersji” , przeprowadzili szereg doświadczeń nad metabo
lizmem krwinek czerwonych, posługując się w tych badaniach krwinka
mi „rewertowanymi” . Ponieważ możliwość zastosowania tych krwinek 
dla badań nad przepuszczalnością wydawała się bardzo korzystna, posta
nowiłem opierając się na doświadczeniach S t r a u b a  i współpracowni
ków zbadać wpływ różnych czynników na „rewersję” hemolizy, by ewen
tualnie móc później użyć krwinki „rewertowane” do badań nad prze
puszczalnością błon komórkowych.

Poza badaniami nad wpływem różnych czynników na proces „re
wersji” usiłowałem również przeprowadzić doświadczenia mające na celu 
stwierdzenie, czy cały proces jest rzeczywistą czy też pseudorewersją he
molizy. Ponadto badaliśmy obraz mikroskopowy „rewersji” hemolizy. W y
niki tych ostatnich badań przedstawione są w oddzielnym komunikacie |11|.

Metody

I. OTRZYMYWANIE KRWINEK

Krwinki przeznaczone do hemolizy otrzymywano z krwi żylnej ludzi 
zdrowych, którą ’bezpośrednio po pobraniu odwłókniano, wytrząsając ją 
przez 15 minut z kulkami szklanymi. Następnie odwłóknioną krew sączo
no przez watę i przesącz wirowano przez 15 minut z szybkością około 
3000 obrotów na minutę. Po odwirowaniu płyn znad osadu krwinek le- 
warowano wraz z górną warstwą krwinek, w  celu usunięcia leukocytów. 
Otrzymaną masę krwinkową używano do dalszych badań. Nigdy nie mie
szano ze sobą krwinek pochodzących od różnych osobników.

2. OZNACZANIE SKŁADU JONOWEGO KRWINEK

a) H e m o l i z a  k r w i n e k  i i c h  „r  e w e r s j a” . Do odmierzonej 
objętości krwinek dodawano lodowatą wodę w  ilości różnej, w  zależności
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[3] HEMOLIZA ODWRACALNA. I. 269

od jakości wykonywanych badań. Czas trwania hemolizy wynosił na ogół 
15 minut; tylko w jednej serii doświadczeń był przedłużony do 48 godzin. 
Przez cały czas trwania hemolizy płyn trzymano w  temperaturze 0°. „Re
wersję” zhemolizowanych krwinek przeprowadzono dodając do zlakowane- 
go płynu takie ilości różnych roztworów, które doprowadzały stężenie śro
dowiska do izotonicznego z surowicą krwi. „Rewersję” przeprowadzano 
przy użyciu następujących płynów: 1,8% i 9% NaCl, 2,2% CaCl2, 10,8% 
glikoza i 20,6% sacharoza. „Rewertowane” krwinki odwirowywano i płyn 
znad osadu lewarowano. Do wszelkich analiz używano krwinki „rewer
towane” przemyte. Przemywanie przeprowadzano izotonicznymi roztwo
rami NaCl lub cukrów tak długo, dopóki płyn z przemycia nie był zupeł
nie bezbarwny. Do badań kontrolnych używano krwinki tego samego 
osobnika, niehemolizowane i przemyte płynem izotonicznym tyle razy, 
ile razy robiono to z krwinkami „rewertowanymi” .

b) O z n a c z a n i e  s odu,  p o t a s u  i w a p n i a  w k r w i n 
ka c h .  Do określonej objętości krwinek przemytych („rewertowanych” 
lub kontrolnych) dodawano odmierzoną ilość wody i w otrzymanym pły
nie oznaczano zawartość Na, K  i Ca przy użyciu fotometru płomieniowe
go firmy Zeiss, model III. Standardy zawierały NaCl, KC1 i CaCl2 w  róż
nych stężeniach. Przy sporządzaniu standardów uwzględniano znany 
wpływ jednych jonów na wielkość emisji świetlnej innych jonów [np. 13]. 
M mo uwag H a ł d  [10] mówiących o wpływie obecności żelaza na wynik 
oznaczania sodu przy użyciu fotometru płomieniowego, standardy nie za
wierały jonów żelaza, ponieważ, jak się okazało, wpływ ich był niewielki 
i w przeprowadzanych badaniach mógł być pominięty.

c) S p o s ó b  p r z e d s t a w i e n i a  w y n i k ó w .  Ponieważ wyniki 
uzyskane w poszczególnych doświadczeniach, przeprowadzanych w po
dobny sposób, różniły się między sobą niejednokrotnie bardzo znacznie, 
wyników nie przedstawiono w postaci wartości średnich, ale podano wyni
ki dwóch najbardziej między sobą różniących się prób, zaznaczając jedynie 
ilość wykonanych doświadczeń danego rodzaju. Wartości przedstawione 
w tablicach są średnimi z dwóch równoległych oznaczeń.

3. BADANIA NAD WIĄZANIEM HEMOGLOBINY PRZEZ STROMATA W CZASIE „REWERSJI”

Dla przekonania się czy w procesie „rewersji”  hemoglobina wiąże się 
ponownie ze strcmata krwinek, postanowiono wykorzystać hemoglobinę 
płodową, którą można odróżnić od hemoglobiny dorosłego na skutek, mię
dzy innymi, jej odmiennej szybkości wędrowania w  polu elektrycznym 
oraz różnej podatności na denaturację wodorotlenkiem sodowym.

a) O t r z y m y w a n i e  h e m o g l o b i n y  p ł o d o w e j .  Około 10% 
roztwór hemoglobiny płodowej otrzymywano sposobem podanym przez
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Błocka i współpracowników [3], hemolizując krwinki otrzymane z krwi 
pępowinowej.

b) R ó ż n i c o w a n i e  h e m o g l o b i n .  Ponieważ w  naszych wa
runkach rozdział elektroforetyczny hemoglobiny płodcwej i dorosłego nie 
był zadowalający, rozróżnianie obu rodzajów hemoglob n przeprowadzono 
metodą S p r i n g e r a  [15]. Metoda ta, oparta na reakcji Kruegera, polega 
na tym, że N/12 NaOH nie denaturuje w ciągu jednej minuty hemoglobiny 
płodowej, denaturując w tym samym czasie hemoglobinę dorosłego.

c) P r z e b i e g  d o ś w i a d c z e ń .  Do badań używano krwinki czło
wieka dorosłego, które przygotowywano sposobem podanym w pun.kc e 1. 
Krwinki te hemolizowano 1,2 objętością wody, a następnie cienie krwinek 
odwirowywano przy 12— 14 tysiącach obrotów na minuję przez 29 minut. 
Po odwirowaniu odpipetowywano górną warstwę płynu i na jej miejsee 
dawano tę samą objętość wodnego roztworu hemoglobiny płędowej. Po 
dokładnym wym eszaniu całego roztworu przeprowadzano „rewersję” , 
używając do tego celu &°/o NaCl. Otrzymane krwinki „rewertowane” prze
mywano izotonicznym roztworem NaCl i otrzymywano z nich hemoglo
binę sposobem podanym w punkcie 3a. Otrzymany roztwór badano na 
obecność hemoglobiny płodowej metodą S p r i n g e r a ,  której zasada 
podana została powyżej (pkt. 3b).

Wyniki

1. SPOSTRZEŻENIA OGOLNE

Potwierdzono spostrzeżenia innych autorów, że „rewersję” można prze
prowadzić nie tylko na krwinkach zhemolizowanych wodą, ale także po 
hemolizie wywołanej zamrażaniem i odmrażaniem krwinek, natcm ast 
hemoliza wywołana rozpuszczalnikami organicznymi, tak:'mi jak eter czy 
toluen, nie podlega „rewersji” . Słuszne również okazały się dawn:ej no
towane spostrzeżenia, że czynnikami wywołującymi „rewersję” są takie 
substancje jak: KC1, NaCl, CaCl2, sacharoza i glikoza, natomiast moczni
kiem „rewersji” przeprowadz ę nie można. Obraz makroskopowy „rewer
sji” jest podobny, jeśli używa się do jej przeprowadzenia KC1, NaCl, sa
charozę czy gl kozę. Otrzymuje się wówczas zawiesinę krwinek, które 
z łatwością można odwirować. Po odwirowaniu krwinki „rewertowane” 
układają s'ę w dwie warstwy: dolną —  ciemniejszą i bardziej zbitą oraz 
górną —  jaśniejszą i mniej zbitą. Obraz ten jest wyraźniejszy, jeśli do 
hemolizy użyje się wody w ilości 5— 10 krotnie większej aniżeli ob
jętość krwinek. Krwinki „rewertowane” dają się przemyć izotonicznymi 
roztworami soli lub cukrów, przy czym najłatwiej uzyskuje się całkowite 
ich przemycie używając izotoniczny roztwór sacharozy. Obraz „rewersji”

270 14)
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przy użyciu CaCl2 jest odmienny. Otrzymuje się wówczas zbitą masę 
krwinkową, trudną do przemycia. „Rewersję” daje się przeprowadzi nie 
tylko wówczas, gdy hemolizę przeprowadza się w temperaturze 0°, ale 
również wtedy, gdy hemolizuje się krwinki w temperaturze pokojowej. 
Stwierdzono także, że „rewersję” daje się z łatwością przeprowadzić na
wet po kilkadziesiąt godzin trwającej hemolizie. Krwinki „rewertowane” 
są znacznie oporniejsze na hemolizę osmotyczną aniżeli prawidłowe; po 
zadaniu ich nawet 50-krotną objętością wody tworzą zawiesinę, z której 
z łatwo śc:ą daje się odwirować składniki upostaciowane. Natomiast ete
rem lub toluenem msżna bez trudu zhemolizować krwinki „rewertowane” .

2. SKŁAD JONOWY KRWINEK „REWERTOWANYCH”

Otrzymane wyniki zestawiono w tablicach, z których wynika, że skład 
joncwy krwinek „rewertowanych” zależy od: a) rodzaju substancji, któ
rej roztwór użyto do przeprowadzenia „rewersji” (tablica 1), b) stężenia 
roztworu NaCl użytego do „rewersji” (tablica 1), c) objętości wcdy uży
tej do hemolizy (tabiica 2), d) czasu trwania hemolizy (tablica 3).

Tab l i c a  1
Zawartość sodu, potasu i wapnia w  krwinkach „rewertowanych” roztworami

różnych substancji 
Krwinki hemolizowano 1,2 obj. wody, przez 15 mm., w temp. 0°.

Krw inki kontrolne i „rewertowane” przemywano 10,3% roztworem sacharozy.
W krwinkach kontrolnych (nie hemolizowanych) zawartość potasu wahała się w  gra

nicach 335— 355 mg%, a zawartość sodu w  granicach 18— 29 mg%.
(W  tablicy podano wyniki dwóch doświadczeń, najbardziej odbiegające od siebie).

Ilość przeprowadzonych 
doświadczeń

Roztwór użyty do 
„rew ers ji”  hemolizy

Nr
doświad

czenia

mg% Stosunek 
Na : KNa K Ca

11 1,8 % NaCl I 100 100 — 1.0
II 174 95 — 1,9

6 9,0 % NaCl I 120 140 — 0.86
11 100 105 — 0,95

5 2,2 % CaCl2 I 15 48 15 0.31
II 22 46 21 0,48

9 20,6 % sacharoza I 18 126 - - 0.14
II 17 77 — 0,22

7 10.8 % glikoza I 21 101 — 0.20

/ II 25 98 — 0 24

Z przedstawionych wyników widać, że przy przeprowadzaniu „rewersji” 
chlorkiem wapnia, krwinki „rewertowane” zawierają tylko niewielką 
ilość jonów wapnia. Odnosi się wrażenie, że w odróżnieniu cd sodu i po-
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i' T a b l i c a  2

W pływ objętości wody użytej do hemolizy na zawartość sodu i potasu w  krwinkach
„rewertowanych”

Krw inki hemolizowano przez 15 min., w  temp. 0°. „Rew ersję” przeprowadzano 1,8°/» 
N a C l. Po „rewersji” krwinki przemywano 10,3°/o roztworem sacharozy. 

Krwinki kontrolne, nie hemolizowane zawierały 300— 343 mg°/o potasu i 20—26 mg°/o
sodu

Nr Objętość w cdy w stosunku mg%

doświadczenia do objętości krwinek Na K

1,2 165 91
I 5,0 120 58

10,0 80 20

U 5,0 130 60
10,0 100 25

1,2 148 95 i
III 5,0 110 60

10,0 95 32

1,2 105 88
IV 5,0 76 62

10,0 60 39

T a b l i c a  3

Wpływ czasu trwania hemolizy na zawartość sodu i potasu w  krwinkach
„rewertowanych”

Krw inki hemolizowano 1,2 obj. wody w  temp. 0°. „Rew ersję” przeprowadzano l,8°/o 
NaCl. Krwinki kontrol.ie i „rewertowane” przemywano 10,3°/o roztworem sacharozy. 
Krwinki kontrolne, nie hemolizowane zawierały 290— 344 mg% potasu i 18— 29 mg'Vo

sodu

Nr Czas trwania mg% Stosunek
doświadczenia hemolizy Na K N a : K

15 min. 174 95 1,9
I 24 godz. 105 208 0,5

48 godz. 80 192 0,4

II 15 min. 158 104 1,5
48 godz. 99 206 0,5

III 15 min. 160 114 1,4
24 godz. 105 278 0,4

IV 15 min. 
48 godz.

127
82

92
250

1,4
0,3

tasu wapń nie wnika w czasie „rewersji” do wnętrza krwinek, a znaj
dowane niewielkie jego ilości pochodzą z tych jonów, które uległy ad-
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sorpcji na powierzchni krwinek i podczas przemywania nie zostały usu
nięte; tym bardziej, że jak już wspomniano, krwinki „rewertowane” chlor
kiem wapnia są trudne do przemycia.

3. BADANIA NAD WIĄZANIEM HEMOGLOBINY W CZASIE „REWERSJI”

W  żadnej z przeprowadzanych pięciu prób nie udało się stwierdzić 
obecności hemoglobiny płodowej w krwinkach „rewertowanych” , otrzy
manych z „rewersji” cieni krwinek osobnika dorosłego, do których doda
no roztwór hemoglobiny płodowej.

Dyskusja

Przedstawione powyżej wyniki wskazują, że bezwzględna zawartość 
sodu i potasu w krwinkach „rewertowanych“ w ten sam sposób w różnych 
doświadczeniach, wykazuje dość duże różnice. Można jednak dopatrywać 
się pewnej stałości stosunku Na : K  w tychże krwinkach. Większość z w y
żej podanych wyników dałoby się wytłumaczyć tym, że w  czasie trwania 
hemolizy otoczki krwinek stają się przepuszczalne dla jonów sodowych 
i potasowych, które rozmieszczają się równomiernie między krwinkami 
a płynem otaczającym, zaś po doprowadzeniu płynu do izotonii otoczki te 
stają się ponownie nieprzepuszczalne dla tych jonów. Nie daje się jednak 
w ten sposób wyjaśnić wyniku doświadczeń, w  których krwinki w  stanie 
zhemolizowanym przechowywano w  temperaturze 0° przez różny okres 
czasu (15 min. 24 i 48 godz.); po „rewersji” tych krwinek chlorkiem sodo
wym zawierają one zupełnie różne ilości Na i K, a mianowicie stwierdza 
się, że przedłużenie okresu trwania hemolizy powoduje zwiększenie za
wartości potasu a zmniejszenie ilości sodu w krwinkach „rewertowa
nych” .

Badania nad możliwością wiązania hemoglobiny płodowej przez zhe- 
molizowane krwinki dorosłego w czasie ich „rewersji” dały wyniki nega
tywne. W  krwinkach „rewertowanych” nie znajdowałem hemoglobiny 
płodowej. Tak więc należy sądzić, że hemoglobina płodowa nie wiąże 
się w  procesie „rewersji” ze stromata krwinek osobnika dorosłego. W y
nik tych doświadczeń nie rozstrzyga wprawdzie tego czy zjawisko „re
wersji” hemolizy jest pozornym, czy też prawdziwym odwróceniem hemo
lizy, niemniej jednak przemawia on raczej za poglądem tych autorów, 
którzy traktują całe zjawisko jako „pseudo-rewersję” .

Praca była subsydiowana przez Komitet Biochemiczny Polskiej Aka
demii Nauk.
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Streszczenie

Krwinki otrzymane w procesie „rewersji” hemolizy badano na za
wartość jonów Na, K  i Ca. Stwierdzono, że zawartość tych jonów zależy
od rodzaju substancji, której roztwór użyto do przeprowadzenia „rewer
sji” , od objętości wody użytej do hemolizy oraz od czasu trwania he
molizy.

Stwierdzono, że hemoglobina płodowa nie wiąże się z krwinkami do
rosłego w czasie „rewersji” hemolizy.
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0  T A K  H A 3b IB A E M 0M  O B PATH M O M  TEMOJIH3E

I. H3MEHEHHH KOHUEHTPRUHH HEOPrflHHHECKHX HOHOB. CyiIi,HOCTb PEBEPCHH.

P e 3 K> m  e

B apnTpoijM Tax, no jiyneH H bix b n popecce  „p eB ep c jm ” reM0JiM3a, o n p e -  

.̂ejiHJiocb coflepxiaHMe hohob Na, K  h Ca. OSHapyxseHO, h to  coflepjKaHne 
3tmx mohob 3aBMCMT o t  n p u p o ^b i BeujecTBa, pacTBop KOToporo npnM e- 

HHJICH flJIH AOCTMXCeHMH ,,peBepCMH” , OT o5l>eMa BOflbl, npMMeHeHHOii RJIH 

reM0JiM3a n o t  npo,n;oji5KMTejibHocTji reMOJiioa

OxaBajiocb, h to  reMorjiobwH s m Sp m o h o b  He CBH3bisaeTCH c apHTpopM- 

TaMM B3pocjibix b  n poqecce  „peBepcMM” reM0JiM3a.

ON THE SO CALKED REVERSIBLE HAEM OLYSIS

I. CHANGES IN  THE CONCENTRATION OF INORGANIC IONS.
THE NATURE OF REVERSION

S u m m a r y

Red cells obtained in the course of haemolys;s “ reversion” were 
examined in respect of their content of Na K  and Ca ions, which was 
found to depend on the kind of substance used as a solute in carrying 
out “ reversion” , on the volume of water used in haemolysis, and on the 
duration of the latter.

It was found that during haemolys^ “ reversion” foetal haemoglobin 
fails to combine with the red cells of adults.

19] HEMOLIZA ODWRACALNA. I. 275
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S. HILLER i A. MANITIUS

O TAK ZWANEJ HEMOLIZIE ODWRACALNEJ

II. BADANIA  M ORFOLOGICZNE

Z Zakładu H istologii i Em briologii 
Kierow nik: prof. dr S. H iller 

i z Zakładu Chem ii Fizjologicznej Akademii Medycznej w Gdańsku 
Kierow nik: prof. dr W. Mozołowski

W części I pracy [6] podano, że mechanizm tzw. „odwrócenia” („re
wersji” ) hemolizy nie został dotąd wyjaśniony. Niektórzy autorzy, między 
innymi B r i n k m a n  i S z e n t - G y ó r g y i  [4], traktują to zjawisko 
jako właściwe odwrócenie hemolizy, podczas którego erytrocyty zhemo- 
lizowane w procesie „rewersji” po przeniesieniu ich do środowiska izo- 
tonicznego z krwią prawidłową wiążą hemoglobinę z tego środowiska. 
Inni, jak B a r o n  [1], P o n d e r  [7] i B e s s i s  [2] zwracają uwagę na 
towarzyszące zjawisku „rewersji” zmniejszenie się objętości krwinek i ty l
ko tym tłumaczą zwiększenie stężenia hemoglobiny w krwinkach „re- 
wertowanych” ; zjawisko to traktują więc jako pozorne odwrócenie he
molizy. Do tych argumentów autor pierwszej części tej pracy dodał ar
gument nowy: niemożność związania przez „rewertowane” krwinki doro
słego osobnika hemoglobiny płodowej. Argumentu tego nie można uznać 
jednak za rozstrzygający, ze względu na możliwość odmiennego zacho
wania się hemoglobiny płodowej, w porównaniu z hemoglob:ną dorosłego. 
Z tych względów przeprowadzono dalsze badania nad zjawiskiem „re
wersji” na drodze badań morfologicznych, przy użyciu mikroskopu fazo
wo-kontrastowego, podobnie jak przeprowadzili to w  nowszych pracach 
P o n d e r  [9] i  B e s s i s  [2]. Dla wywołania hemolizy i jej „rewersji” 
postępowano jak w części I.

Wyniki badań
Ć ' ! r : ’’ ; j >

1. „REWERSJA” Pp HEMOLIZIE WYWOŁANEJ 1,2-KROTNĄ OBJĘTOŚCIĄ WODY

A. K r w i n k i  k o  n t r o 1 n e. W mikroskopie fazowo-kontrastowym 
przy użyciu filtru ciemnozielonego, krwinki prawidłowe wykazują silne

[277]
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ściemnienie w grubszej części przybrzeżnej i ściemnienie słabsze w  cień
szych częściach centralnych. Krawędź krwinki silnie załamuje światło, 
dokoła niej powstaje w środowisku obraz jasnego halo (Fot. 1).

B. H e m o l i z a .  W hipotonicznym roztworze krwinki pęcznieją i po 
przekroczeniu krytycznej objętości ulegają hemolizie, tracąc część swej 
hemoglobiny, różną w różnych ciałkach. Współczynnik załamania światła 
przez krawędź krwinki (jej błonkę plazmatyczną) zbliża się do współ
czynnika środowiska, toteż krwinka odróżnia się od środowiska głównie 
różnicą stężenia hemoglobiny (Fot. 2).

C. „ O d w r ó c e n i e ” h e m o l i z y .  Dodanie hipertonicznego roztwo
ru soli do krwi zhemolizowanej powoduje następujące mrany. w wyglą
dzie krwinek. Część ich przyjmuje kształt zbliżony do kulistego, równo
cześnie zmniejsza się ich średnica i zwiększa znacznie wysycenie ich 
hemoglobiną. Inne krwinki przyjmują kształt krążków lub dzwoneczków. 
Zgrubiałe brzegi krwinek są silnie wysycone hemoglobiną, natomiast czę
ści centralne są prawie bezbarwne. Krwinki w tym stanie zawierają mniej 
barwika niż ciałka prawidłowe, wyraźnie więcej jednak, niż zawierały 
w  stanie zhemolizowania (por. Fot. 1, 2 i 3). Część krwnek ma brzegi, 
lub całą powierzchnię, pokryte stożkowatymi wypustkami również sil
nie wysyconymi barwikiem. Kontury wszystkich krwinek, podobnie jak 
krwinki kontrolne, silnie załamują światło. Obraz więc krwinek „rewer
towanych” po hemolize 1,2-krotną objętością wody destylowanej, wskazy
wać s'ę zdaje na przywrócenie pierwotnych optycznych właściwości błon- 
ce plazmatycznej i na zaabsorbowanie hemoglobiny ze środowiska. Ten 
drugi czynnik przemawia za możliwością występowania w tych warun
kach rewersji właściwej.

H. „REWERSJA" PO HEMOLIZIE WYWOŁANEJ 5, 10 i 30 KROTNĄ OBJĘTOŚCIĄ WODY

A. H e m o l i z a .  Krwinki zhemolizowane 5, 10 i 30-krotną objętością 
wody destylowanej dają w mikroskopie fazowo-kontrastowym obraz po
dobny (Fot. 4, 6 i 9), jak w  eksperymencie poprzednim: napęcznienia do 
objętości krytycznej, zaniku zdolności błonki plazmatycznej do silnego 
załamywania światła i utraty hemoglobiny.

B. „ O d w r ó c e n i e ” h e m o l i z y .  Po dodaniu do krwinek zhemo- 
lizowanych hipertonicznego roztworu zawies:na krwinek przypomina ma
kroskopowo tak samo rozcieńczoną zawiesinę krwinek prawidłowych 
w  roztworze fizjologicznym. Krwinki w  mikroskopie fazowo-kontrasto
wym załamują światło podobnie jak prawidłowe (Fot. 5, 7, 8, 10). Część 
ich przyjmuje kształt kulisty. Te mają średnee mniejsze niż krwinki 
„rewertowane” po hemolize 1,2 objętością wody i powierzchnia ich jest 
najeżona drobnymi stożkowatymi wypustkami. Nasycenie hemoglobiną
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Mikrofotografie od 1— 10 wykonano w mikroskopie „Lumipan" Zeissa przy użyciu 
imersji olejowej, fazowo-kontrastowej 90 X, A - l ,25 i filtru ciemnozielonego Zeissa. 
Mikrofotografie przedstawiają krwinki czerwone: 1. Prawidłowe. 2. Zhemolizowane 
1,2-krotną ilością wody destylowanej. 3. Krw inki zhemolizowane 1,2-krotną ilością 
wody i „rawertowane” w 0,9°/o NaCl. 4. Krwinki zhemolizowane 5-krotną ilością 
wody dest/lowanej. 5. Krw inki zhemolizowane 5-krotną ilością wody i „rewerto- 
wane” w (,9% NaCl. 6. Krw inki zhemolizowane 10-krotną ilością wody destylowa
nej. 7. i 8. Krw inki zhemolizowane 10-krotną ilością wody i „rewertowane” w 0,9%> 
NaCl. 9. Krwinki zhemolizowane 30-krotną ilością wody destylowanej. 10. Krwinki 

zhen.olizowane 30-krotną ilością wody i „rewertowane” w  0,9°/o NaCl.
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jest również mniejsze: małe w części centralnej, silniejsze w części przy
brzeżnej ciałka i wypustkach. Różnice lokalne w nasyceniu ciałka hemo
globiną występują najwyraźniej w krwinkach przyjmujących kształt 
płaskich krążków. Ściemnienie przez hemoglobinę jest w nich widoczne 
tylko w wypustkach i wąskim rąbku przybrzeżnym i to w tym węższym, 
im silniejszym rozcieńczeniem hemoliza została wywołana. Warto nad
mienić, że, według P o n d e r a  [9], w rąbku przybrzeżnym hemoglobina 
znajduje się wśród silnie zorientowanych cząsteczek lipoproteidowych 
i najtrudniej poddaje się wyługowaniu przy hemolizie.

Celem wyjaśnienia, czy tak znaczne zubożenie w  hemoglobinę tych 
„rewertowanych" krwinek nie jest następstwem znacznego jej rozcień
czenia w środowisku, w części doświadczeń, w których hemolizowano krew 
10 i 30-krotną ilością wody destylowanej, przed dodaniem do zhemolizo- 
wanej krwi hipertonicznego roztworu soli, dodano roztworu hemoglobiny 
uzyskanej z krwi tego samego osobnika. Obraz krwinek „rewertowanych” 
podobnie jak w analogicznych eksperymentach P o n d e r a  [7] nie zmie
nił się jednak w porównaniu do poprzedniego. Na podstawie powyższych 
obserwacji należy wnioskować, że krwinki zhemolizowane 5, 10 i 30- 
krotną objętością wody nie wydają się być zdolne do zwiększenia stęże
nia hemoglobiny kosztem środowiska; zachowują jednak zdolność do od
zyskania prawidłowej łamliwości światła przez błonkę plazmatyczną. „Re
wersja” w  tych eksperymentach ma najprawdopodobniej charakter re
wersji pozornej, takiej jaką opisywał P o n d  e r  [7— 9] oraz ilustrował 
B e s s i s  [2] zdjęciami w  mikroskopie fazowo-kontrastowym.

III. ZMIANY KSZTAŁTU KRWINEK ..REWERTOWANYCH”

J o 11 y  [5], P  o n d e r [7— 9], B e s s i s ,  B r i c k a [2, 3] i inni po
dali, że krwinki pozostawione między szkiełkiem podstawowym i nakryw
kowym po kilku godzinach często przyjmują kształt kuli pokrytej licz
nymi cienkimi wypustkami (postać jeżowca). Proces ten można przyspie
szyć przez kilkakrotne przemycie izotonicznym roztworem chlorku sodu 
lub potasu, lub przez dodanie lecytyny albo taurocholanu. To samo zja
wisko obserwowaliśmy w krwinkach „rewertowanych", szybko w krwin
kach poprzednio hemolizowanych 5, 10, 30 i 100-krotną objętością wody 
destylowanej, wolniej, gdy krwinki były hemolizowane 1,2-krotną obję
tością wody. P o n d e r [7] przypisuje to zjawisko w krwinkach (nie he
molizowanych i „nie rewertowanych“ ) utracie zaadsorbowanej na ich po
wierzchni substancji przeciwdziałającej kulistości kształtu (antispheric 
substance) związanej z albuminą surowicy, gdyż przeniesienie kulistych 
krwinek do surowicy, lub dodanie albuminy przywraca krwinkcm kształt 
prawidłowy. Podobny efekt można zdaniem P o n d e r a  [7] wywołać
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