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J. HELLER and M. JEŻEWSKA

NUCLEIC ACIDS AND OTHER PHOSPHORUS FRACTIONS 
IN THE COURSE OF METAMORPHOSIS OF THE CHINESE 

TUSSUR MOTH ( ANTHERAEA PE R N Y I)

F rom  th e  In s titu te  o f B io ch em is try  and  B iophysics, Polish A ca d em y  o f Sc iences,
W arsaw

D ep a rtm en t o f E vo lu tio n a ry  B io ch em istry

The investigations w ere intended to explore the changes in the d istri
bution of phosphorus in the  course of m etamorphosis of the  oak-feeding 
tussur m oth x. There is am ple m aterial relating to the distribution of 
various phosphorus fractions in the Haw k-m oth in relation to the instar
[8], [9]. It appeared in teresting to obtain data  from a cocoon-spinning 
species. A fter all, a comparison of a variety  of general chemical da ta  
relative to the m etam orphosis of the  H aw k-m oth and to that of the 
m ulberry-feeding moth, revealed m ajor differences betw een the two 
species [7]. Furtherm ore, data  obtained from  the Hawk-m oth m erely 
indicate the sum -total of acid insoluble fractions. Consequently, it w as 
decided to determ ine more precisely the particu lar insoluble fractions 
especially w ith reference to the fraction of nucleic acids. The main issue 
involved was the question of w hether the transform ation of the nucleo- 
proteids of the chrysalis to those of the u ltim ate instar runs a gradual 
course w ithout shifting the equilibrium  betw een the m acrom oleeular and 
the m icrom olecular components, of w hether there is a transient rise in 
depolym erization w ith a resulting large pool of nucleotides or nucleo
sides, or even of free bases.

1 We a re  in d eb ted  to th e  M an ag em en t of th e  S c ien tif ic  N a tu ra l S ilk  In s t i tu te  
in M ilanów ek fo r m ak in g  av a ilab le  ch ry sa lides of A n th era ea  pernyi.

[3]
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J. HELLER AND M. JEŻEWSKA [2]

EXPERIMENTAL PART

The investigations involved an aestival generation of the oak-feeding 
tussur moth, w ith a chrysalid stage lasting roughly 25 days. The analyses 
concerned four life stages of the insect: the spinning larva, the freshly 
pupated chrysalis, chrysalis 10 days after pupation, and imagines im
m ediately after eclosion. Eggs w ere rem oved from some females and 
analysed separately. Also the spinning glands of some of the larvae were 
rem oved and analysed separately. The phosphorus was determ ined in 
lipid (P-lip.), acid soluble (P-sol.), nucleic acid (P-NA), and phosphopro- 
tein (P-p) fractions.

Considering the large fat content in the chrysalides, first the phospho
lipids w ere extracted  a fte r the  m ethod of W. Niemierko [15]. The insects 
were ground w ith a chilled 5 : 1 acetone : chloroform  m ixture, and sub
sequently heated three times for th ree m inute periods w ith a boiling 
3 : 1 alcohol : e ther m ixture. Both lipid fractions, the acetone-chloroform  
and the alcohol-ether ones, w ere pooled.

From  the residue, acid-soluble phosphorus compounds w ere ex trac t
ed first w ith distilled w ater overnight in a refrigerator, and subsequently 
twice w ith 0.15 M perchloric acid for 20 min. at a tem perature of 0°C. 
Most of the m icrom olecular phoshorus compounds dissolved in the w ater 
and the rem ainder was extracted  w ith perchloric acid. The combined 
w ater and 0.15 M perchloric acid extracts constituted tne fraction of 
acid-soluble compounds.

P relim inary  extraction w ith w ater was used owing to the presence 
in the  oak-feeding moth of large am ounts of soluble phosphorus com
pounds. In o rder to ex tract all of them  by proceeding after the method 
of Ogur and Rosen [17], extraction w ith  only perchloric acid had to be 
repeated m any times, w hereby the solutions obtained w ere excessively 
diluted. Both methods of extracting nucleic acid fractions yield the sam e , 
P-NA values.

A fter rem oving acid-soluble phosphorus compounds, it was attem pted 
to separate  nucleic acids by 0.6 M perchloric acid into the ribonucleic 
acid fraction (RNA), obtained at 0°C., and the desoxyribonucleic acid 
(DNA) at 70°C. [17]. However, the m ethod failed w ith regard to our 
m aterial. Tests for ribose and for desoxyribose w ere invariably positive 
in e ither of the two extracts obtained. Consequently, the phosphorus 
content of the fractions could serve as a basis not for calculating the 
nucleic acids separately, bu t for determ ining their over-all content. There
fore, extracts obtained w ith  the aid of perchloric acid in 0° and in 
70°C. w ere treated  as a single nucleic acid fraction (NA), in w hich 
am ounts of RNA and DNA w ere determ ined on evidence of amounts of

4
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[31 NUCLEIC ACIDS AND OTHER PHOSPHORUS FRACTIONS.. 5

ribose (R) and of desoxyribose (DR). A 0.6 M concentration of HC104 
was sufficient for separating nucleic acids from  proteins. Ths residue 
was dissolved in boiling 2 per cent NaOH, and this fourth  fraction con
tained the phosphorus of phosphoproteins.

Extracts by 0.15 M and 0.6 M perchloric acid still contained some 
protein which in terfered  w ith determ inations of pentoses and phosphorus 
hydrolyzable after Kerr. Therefore, one volume of ethanol was added 
to the solutions which w ere then left overnight in a refrigerator. A w hite 
precipitate, free of phosphorus, developed and was centrifuged.

Phosphorus was determ ined in all four fractions after digestion w ith 
sulphuric acid after the m ethod of Fiske and Subbarow [5]. Ribose was 
determ ined in the fractions of acid-soluble compounds and of nucleic 
acids after the method of M ejbaum  [14], and desoxyribose, also in both 
fractions, after Dische [4]. In the conditions entailed by the methods 
referred  to, colour is produced m erely by nucleotide pentoses combined 
with purines, w hereas those of pyrim idine nucleotides elude detection. 
In the nucleic acid fractions, we determ ined also phosphorus (P-hydr.) 
hydrolyzable after K err [10], i. e., the P split off from purine nucleotides 
by 1 hour digestion w ith 2 N H 2S 0 4 at a tem perature of 100°C. H ydro
lyzable phosphorus, when compared w ith  total P-NA, makes it possible 
to determ ine the ratio betw een purines and pyrim idines in the nucleic 
acid fraction. Consequently, determ inations of both pentoses and P-hydr. 
after K err enable us to calculate the fraction of purine nucleotides, 
w hereby the two m ethods provide reciprocal control.

RESULTS AND DISCUSSION

Tables 1— 6 present the results of analyses involving larvae, recent 
chrysalides, 10 day old chrysalides, and imagines. Beside the values for 
whole larvae, there are given results obtained from analyses of the 
removed spinning glands, and beside the values for whole females, those 
obtained separately from eggs. The contents of phosphorus, ribose and 
desoxyribose are given in mg. per insect and in mg. per cent. All de ter
minations were carried out parallel in duplicate, and the results showed 
adequate agreem ent. The figures quotes in the Tables are means ob
tained from five duplicate determ inations in which instars of the sam e 
age were used. For values indicated in mg. p e r  insect, their standard 
deviation was calculated.

I

Table 1 shows the results of determ ination of phosphorus of particu lar 
fractions from the four life stages referred  to before. By com paring data
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15] NUCLEIC ACIDS AND OTHER PHOSPHORUS FRACTIONS... 7

obtained from a young chrysalis w ith those obtained from  a larva, we gain 
a p icture of the changes occurring at the time of pupation. It can be seen 
tha t the total am ount of phosphorus is but slightly reduced. The appa
ren tly  paradoxical increase of 0.06 mg. in females should be a ttribu ted  
to the differences in the  weight of the respective specim ens used, and 
it is statistically  insignificant. A very distinct fall is revealed in the 
nucleic acid fractions. The decrem ent of phosphorus of this fraction is 
in females 1.2 mg. i. e., 41 per cent, and in males 1.34 mg., i. e., 56.5 
per cent of the original value. The reduction of P-NA content coincides 
w ith the term ination of the functions and atrophy of the spinning glands 
which accounts for almost 1/3 of the nucleic phosphorus of larvae. Also 
the fraction of protein phosphorus, present in the spinning glands in 
relatively large amounts, is reduced in the course of pupation. There is 
also a reduction in the lipid phosphorus fraction, whose presence was 
not revealed in the spinning glands. At the expense of these fractions, 
there is an increase in the fraction of soluble phosphorus. The la tte r 
accounts in fem ale larvae for 38.1 per cent of the  total phosphorus of 
the body, and rises during pupation to 59.6 per cent of the latter. In 
males, we can note a sim ilar rise from 35.7 per cent in the larvae to
68.4 per cent in recent chrysalides. These changes become clearly  m a
nifest in Table 2, where the values for particular fractions are indicated 
in per cent of total phosphorus.

T a b l e  2

C o n ten t o f P in  particu la r fra c tio n s in  per cen t o f su m  to ta l o f P ta k e n  as 100 per cen t
(C a lcu la tion  fro m  T ab le  1)

fem ales m ales
P -lip . P -so l. P -N A P -P P - l ip .1 P -so l. P -N A P -P

la rv a e  w ith  g lands 26.2 38.1 30.3 5.4 27.9 35.7 30.8 5.6
sp in n in g  g lands alone 0 18.3 64.6 17.1 0 17.4 73.0 6.6
recen t ch ry sa lid e s 18.9 59.6 19 2 2.3 15.2 68.4 15.6 0.8
10 day  old ch rysa lides 18.9 61.2 17.8 2.1 17.0 65.7 15.5 1.8
im ag ines w ith  eggs 23.9 55.4 16.3 4.4 30.3 48.4 16.4 4.9
eggs 18.1 61.5 16.5 3.9

The next life stage investigated was a 10 day old chrysalis, which is 
close to the middle of the entire  pupal stage. A comparison of the results 
of analyses of these chrysalides w ith data  obtained from  recent ones, 
outlines the changes taking place at the  tim e of reduced m etabolism  and 
morphogenetic quiescence.

Total phosphorus cannot be reduced at that time, since the chrysalis 
assim ilates no phosphorus compounds from w ithout and elim inates none.

http://rcin.org.pl



8 J. HELLER AND M. JE2EW SKA [6 ]

This m ay clearly be gathered from a comparison of results expressed 
in mg. per cent. The apparent drop by L I  mg. in the average content 
in females of this group, is due to the fact that the chrysalides of this 
group were larger and heavier than average. For males, on the other 
hand, the results obtained from the two groups are in agreem ent within 
the lim its of scattering. The distribution of phosphorus among the pa r
ticu lar fractions shows at that stage no statistically  significant changes.

F u rthe r data shown in Table 1 indicate phosphorus fractions in im a
gines im m ediately after emergence. The differences which can be noted 
by comparing them  w ith those for 10-day old chrysalides reveal the 
changes taking place when the m ature insect is being form ed inside the 
pupa. F irst of all, we note a decrem ent in total phosphorus, which is 
probably due to elim ination w ith the meconium, discharged upon eclosion, 
of some of the orthophosphate [8]. The changes are more strik ing in 
males: here the total phosphorus drops from 6.7 mg. to 2.4 mg., that 
is to say, by almost two thirds. Nevertheless, the content in mg. per cent 
rises from 139.5 to 181.5; this corresponds to the  pronounced reduction 
in the weight of the imago, as com pared to th a t of the chrysalis. The 
decrem ent of total phosphorus is accounted firs t and foremost by a de
crem ent of 3.2 mg. in the soluble fraction, and of 0.64 mg. in the phos^ 
phorus of nucleic acids. A fu rth e r 0.4 mg. is accounted for by the re
duction of lipid phosphorus.

In females, the differences are not as striking. The total decrem ent 
am ounts to 2.55 mg., w hereof almost 2 mg. are accounted for by a fall in 
the soluble fraction and correspond probably to the orthophosphate of 
the urine, while 0.56 mg. correspond to the  reduction in nucleic acid 
phosphorus. The phosphorus of lipid and protein  fractions fails to show 
m ajor changes. The less pronounced decrem ent of phosphorus in fem ales 
is at that stage explained by the large am ount of its compounds found 
in the eggs. The la tte r comprise more than half of the total phosphorus 
of the female imago; this refers above all to the  soluble and nucleic acid 
phosphorus, and also to the lipid phosphorus.

Table 2 shows the changes referred  to above in the distribution of
phosphorus still m ore clearly. The Table has been draw n up in such
a m anner tha t the values from the column “sum to ta l” in Table 1 have 
been assumed as 100 per cent, and the values for particu la r fractions are  
expressed in per cent of the form er values.

• II
Table 3 shows the content of ribose in the soluble and nucleic acid

fractions, separately for males and females, in life stages corresponding
to those in Table 1. Table 4 shows an analogical survey of desoxyribose
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10 J . HELLER AND M. JEZEWSKA 18]

contents. We can see tha t the process of pupation is attended by a fall 
in the two pentoses. The fem ales lose an over-all of 3.84 mg. of pentoses, 
tha t is to say 46.5 per cent of the content found in larvae. In males the 
loss amounts to 4.47 mg., which corresponds to 61.5 per cent of the 
original value. We can see that these changes run  parallel to the loss 
of the phosphorus of nucleic acids, which amounts at that stage to 41 
per cent in females, and to 56.5 per cent in males. The data shown in 
the Table indicate tha t there is a more pronounced loss of desoxyribose,
i. e., of desoxyribonucleic acid, especially in males where the decrem ent 
am ounts to 79 per cent, as compared to 47 per cent for ribonucleic acid. 
In females, the differences are less pronounced, although the losses are 
here also larger for the  desoxyribonucleic acid, viz., 56 per cent as com
pared to 41.5 per cent of ribonucleic acid. Sim ilarly as in the case of 
phosphorus, a m ajor proportion of the decrem ent of pentoses in the frac
tions of the two nucleic acids can be explained by involution of the 
spinning glands.

The desoxyribose of also the soluble fraction drops rapidly during 
pupation; a lesser, although still d istinct drop is revealed in the content 
of ribose in the fraction. In this respect, the behaviour of pentoses is 
unlike that of phosphorus in the case of which a part of the decrem ent 
of the phosphorus of the nucleic acid fraction was found to be accounted 
for by an increm ent of soluble phosphorus. Thus, the pentoses appear 
to play a lively p a rt in the metabolic processes at this life stage.

D uring the first half pf the pupal instar, the content of ribose in 
e ither fraction and sex shows no statistically  significant differences. D e
soxyribose increases in quantity  according to our results in both the de
soxyribonucleic and the soluble fractions.

As can be seen from  Table 1, the fraction of nucleic acids is at tha t 
life stage of the moth more notably  reduced in males and less so in  
females, owing to a considerable content of nucleic acids in the eggs. 
The relevant percentages are 32.2 for females, and 61.5 for males. L et 
us see w hether there is a proportionate decrem ent of pentoses. If the  
two pentoses are  considered in one, the fem ales lose in the course of the  
final m etam orphosis m erely 24.5 per cent of the pentose present at the  
m iddle of the chrysalid instar, and the males lose 46 per cent. We m ay 
see th a t the loss in pentoses is almost one th ird  less than the losses in  
nucleic acid phosphorus. However, the difference is spurious and due to 
the fact that a t  this instar a larger proportion of the pentoses presen t 
can. be detected in the nucleic acids. This will be discussed in more detail 
fu rth e r below. Consequently, the losses in pentoses taking place in the  
course of the developm ent of the insect appear to be less.
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In terp re ta tion  becomes still m ore complicated w hen the changes are 
considered separately for either of the two nucleic acids. The decrem ent 
of riboses is in females 15 per cent and statistically  insignificant. In 
males, on the o ther hand, we note considerable decrem ent am ounting to 
61.8 per cent of the ribose found in the chrysalides. The difference 
betw een the two sexes is explained by the large am ount of ribonucleic 
acid presen t in the eggs.

Desoxyribose dim inishes in females by 45.6 per cent, tests for desoxy
ribose in eggs being altogether negative. In males, the decrease amounts 
to 15.6 per cent and is statistically  not significant.

Pentoses are present also in the acid-soluble fraction, but ribose p re
dom inates. In the course of the development, the proportion of pentoses 
dim inishes in the soluble compounds; ribose diminishes in fem ales but 
slightly, as the imago contains still 78.5 per cent of the acid-soluble r i
bose found in the larvae. In males, the loss is more distinct, so tha t in 
the  chrysalis and the imago are revealed m erely 74 and 44.7 per cent 
respectively of the soluble pentose compounds of the larva. The content 
of desoxyriboses of the soluble fraction is sm aller. It dim inishes rapidly  
during pupation, appears to rise in the chrysalis, to disappear completely 
in the imago.

In the urine, neither of the pentoses could be detected.

I ll

Table 5 shows the results of determ inations of the nucleic phosphorus 
hydrolyzable a fte r K err [10]. This phosphorus is assum ed to be identical 
w ith that of purine nucleotides, i. e., of those to which both the pentoses 
determ ined are generally  assumed to relate. Consequently, the phospho
rus can be calculated on evidence of the values found for pentoses,, p ro
vided both assum ptions are correct. Table 5 shows on the left side expe
rim ental data and on the right the values calculated from pentoses. 
Agreem ent is sufficient.

Table 6 shows the proportion betw een the ribonucleic and the de
soxyribonucleic acid as calculated on evidence of ribose and desoxyribose 
contained in the fractions of nucleic acids. The values for pentoses in 
m illigram s have been converted into m olarity. The proportion is higher 
in females than in males and ranges betw een 1 and 3. Only in male im a
gines does it diminish to 0.7, w hereas in eggs only ribonucleic acid could 
be detected.

In the investigations referred  to above, pyrim idine nucleotides gave 
no reaction in the course of determ ination of e ithe r pentoses or phos
phorus hydrolyzable after K err. They can be reckoned indirectly by
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subtracting the phosphorus of purine nucleotides, determ ined after 
K err or calculated from pentoses, from the total phosphorus of the frac
tions of nucleic acids. Table 7 shows such a calculation in which the 
phosphorus of pyrim idine nucleotides is expressed in per cent of total

T a b l e  5
C om parison  o f phosphorus h yd ro lyza b le  a fte r  K err (P -hydr .) w ith  th e  a m o u n t o f 
p hosphorus ca lcu la ted  fro m  th e  su m  to ta l o f ribose and  desoxyr ibose  (P -pen to ses) ' 

in  th e  frac tion  o f n u c le ic  acids o f th e  o a k -feed in g  tu ssu r  m o th

P -h y d r . P -p en to se s

mg. stand .
dev ia tio n mg.% mg. stand .

dev ia tion mg.$

• F e m a l e s

la rv a e  w ith  g lands 1.82 0.12 15 5 1.78 0.07 15.2
sp in n in g  g lands a lone 0.53 0.08 39.4 0.61 0.04 45 6
recen t ch ry sa lid e s 1.13 0.09 14.6 0.95 0.03 12 3
10 day  o ld  ch rysalides 0.95 0.09 13.7 0.98 0.08 14.1
im agines w ith  eggs 0.67 0.08 17.5 0.73 0 10 19.1
eggs alone 0.30 0.09 16.4 0.31 0.05 16.7

M a 1 e  s

j la rv a e  w ith  sp in n in g  g lands 1.61 0.11 18.4 1.58 0.06 18.0
1 sp in n in g  g lands a lone 0.42 0.08 61.1 0.48 0.07 53.1

recen t ch ry sa lides 0.56 0.04 12 3 0 60 0.04 13.0
10 day  o ld  ch ry sa lid e s 0.55 0.02 11.4 0.72 0.02 14.9
im agines 0.38 0.04 28.2 0.40 0 03 29.6

H ydrolysis in  2 N H2S 0 4, 1 h ou r  a t 100°C.

T a b l e  6

The ra tio  o f R N A  to D N A  ca lcu la ted  as th e  m o lar ra tio  o f ribose to d e so xyr ib o se  
in  th e  fra c tio n  o f nuc le ic  acids o f th e  o a k -feed in g  tu s su r  m o th

fem ales m ales

la rv a e  w ith  g lands 2.0 1.1
sp in n in g  g lands a lone 1.7 ' 1.6
recen t ch ry sa lid e s 2.7 2.8
10 d ay  o ld  ch rysa lides 2.0 1.7
im agines 3.1 0.7
im ag ines w ith o u t eggs 1.4

nucleic phosphorus. We used in this case the values obtained after K e rr  
as well as those calculated from  pentoses. We can see from the tab le  
tha t the pyrim idine nucleotides are present in am ounts not m uch inferior 
to those of purine nucleotides. An exception are  only m ale imagines,

12
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TU J NUCLEIC ACIDS AND OTHER PHOSPHORUS FRACTIONS... 13

which appear to contain almost: exclusively purine nucleotides. In female 
imagines purines predom inate in almost the same m anner if eggs are 
disregarded.

T a b l e  7

C o n ten t o f phosphorus o f p y r im id in e  n u c leo tides  in  mg. per specim en  and  in  per  
c e n t o f to ta l phosphorus o f nuc le ic  acids.

T h e  va lu es  w ere  ob ta ined  by:
a) su b tra c tin g  h yd ro lyza b le  p hosphorus (Table 5) fro m  P -N A  (Table 1),
b) su b tra c tin g  phosphorus correspond ing  to  pen to ses (Table 5) fro m  P -N A  

(Table  1),
c) ca lcu la tion  o f m eans fr o m  “a” and “b”,
b) exp ress in g  m ea n  va lu es  “c” as p er  cen t o f P -N A .

la rv a e  w ith  g lan d s 
gLands a lo n e  
recen t ch ry sa lides 
10 d ay  old ch ry sa lid e s  
im agines w ith  eggs 
im agines w ith o u t eggs 
eggs a lo n e

la rv a e  w ith  g lands 
g lands a lone  
re c e n t ch ry sa lid e s  
10 day  o ld  ch ry sa lid e s  
im agines

a b c d
I

fem ales

1.48 1.52 1.50 45.5 !
0.53 0.45 0.49 46.2
0.97 1.15 1.06 50.5
0.79 0.76 0.77 44.5
0.51 0.45 0.48 40.7
0.09 0.04 0.06 14.1
0.42 0.41 0.41 57.6

1
m ales

; 0.76 0.79 0.77 32.7
0.42 0.36 0.39 46.4
0.47 0.43 0.45 43.7

1 0.49 0.32 0.40 38.9
1 0.02 0.00 0.01 2.5

However, th is in terp re ta tion  of our findings is not the only one pos
sible. An alternative in terp re ta tion  may assume in m oths a w eakening 
of bonds in pyrim idine nucleotides, w hereby pentoses are enabled to 
react and phosphorus to be split off after K err. In this case the purine : 
pyrim idine ratio could be analogical to the generally  found in biolo
gical m aterial.

IV

In the spinning glands, there  is a strik ingly  large am ount of phos
phorus in the fraction of nucleic acids. There is betw een three and four 
tim es m ore of it per w eight u n it than  in the whole larva or chrysalis, 
and it accounts for up to 65 per cent of the total phosphorus p resent in 
the gland. In agreem ent w ith  this high proportion of P-NA, we find in 
the  glands large amounts of ribose and desoxyribose. A pproxim ately
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half of the phosphorus of the fraction of nucleic acids can be determ ined 
after Kerr, consequently, ¿he ratio  betw een purine and pyrim idine nu
cleotides is close to 1. The am ount of RNA is larger than that of DNA, 
and their ratio ranges betw een 1.6 and 1.7. The fraction of acid-soluble 
compounds contains little  phosphorus, viz., betw een 16 and 18 per cent 
of total P contained in the gland. There is also little  ribose and desoxy- 
ribose in this fraction.

The large proportion of nucleic acids in the spinning gland is pro
bably associated w ith the synthesis of silk protein. This was noted already 
by Brachet (quoted after C hantrenne [3]). This view is fu rth e r supported 
by the fact th a t w hen the cocoon is ready and the gland become atro
phied, the nucleic acids of the la tte r  do not pass into the chrysalid but 
disappear.

V

In addition to the experim ents referred  to above, the fraction of acid- 
soluble compounds obtained from  10-days old chrysalides was assayed 
separately for free purines, pyrim idines, nucleosides and nucleotides. If 
the transform ation of the chrysalis into an imago involved a phase of 
histolysis attended by depolym erization of m acrom olecular components, 
it would be reasonable to expect exactly  at that phase m axim um  accum u
lation of sim ple components as m aterial for fu tu re  synthesis and histo
genesis.

From  the acid-soluble fraction we precipitated by classical methods 
nucleotides (by uranyl acetate) and nucleosides and free bases by silver 
n itra te  (a convenient procedure\w as quoted by K err [11], [12]). N either 
free bases nor nucleosides w ere found to be present in amounts suffi
cient to yield a precipitate of silver salts. U ranyl acetate produced a pre
cipitate containing ribose which dem onstrated the presence of nucleo
tides, but the amount of ribose was not in excess of the quantities detected 
in the fraction also at o ther life stages. Consequently, the possible tran s
form ation of nucleoproteids of the chrysalis proceeds gradually, w ithout 
a larger pool of depolym erization products being formed. These results 
are analogical to those obtained by H eller [6] in investigations on the 
transform ation of proteins. Contrary to surm ises assuming pupal histo
lysis to be attended by proteolysis, he failed to detect in the Hawk-m oth 
an accum ulation of free amino acids at the relevant stage.

VI

The results^of our investigations on the behaviour of nucleic acid in 
the course of developm ent of the oak-feeding tussur m oth are in agreem ent 
with those obtained by Levenbook [13] from Calliphora erytrocephala ,
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and by Niemierko et al. [16] from the m ulberry-feeding silk m oth (Bom- 
m y x  m oń). S im ilarly to the results obtained by these authors, we found 
a) the level of nucleic acids to be reduced during pupation, b) absence 
of m ajor changes in the chrysalid instar, and c) a second fall in the level 
of nucleic acids during the developm ent and ecdysis of the .mago. It 
ought to be emphasized that reduction in the level of nucleic acids is 
not attended by a rise of pentoses in the acid-soluble fraction.

In the papers by Agrell [1], [2], and by Sysakian and G um ilevskaja 
[19] interconversion of ribonucleic and desoxyribonucleic acids is claim ed 
to have been noted during different stages of metamorphosis. Leaving 
alone the fundam ental reservation that quantitative determ inations w ar
ran t conclusions relating m erely to differences in contents bu t not to 
a possible interconversion, our results failed to indicate fluctuations noted 
by the authors referred  to above.

G enerally, ribonucleic acid is agreed in litera tu re  to predom inate 
quantitatively  over desoxyribonucleic acid. Only Agrell [1], [2] found 
the DNA content in Calliphora erytrocephala to be larger, which can be 
a ttribu ted  to the method he used. In our experim ents, RNA : DNA ratio  
calculated from  the determ inations of phosphorus corresponding to ri
bose and desoxyribose of the fraction of nucleic acids differed betw een 
the two sexes (Table 6). The RNA to DNA ratio is for the oak-feeding 
tussur moth high, but below the value established by Levenbook [13] for 
Calliphora erytrocephala, by Niemierko and Associated [16] for the m ul
berry-feeding silk moth, and by Patterson [18] for Tenebrio molitor.

STRESZCZENIE

W gąsiennicy, poczwarce i m otylu jedw abnika dębowego oznaczano 
fosfor kwasorozpuszczalny, lipidowy, kwasów nukleinowych i białkowy. 
Fosfor całkowity spada nieznacznie przy zapoczwarzeniu, silnie zaś przy 
wylęgu m otyla (wydalanie ortofosforanu z moczem). Fosfor kwasów n u 
kleinowych spada przy zapoczwarzeniu w związku z inwolucją gruczołów 
przędnych, zmniejsza się fosfor lipidowy i białkowy, rośnie fosfor kwaso
rozpuszczalny.

W okresie poczwarkowym rozmieszczenie fosforu między wym ienione 
frakcje nie ulega większym zmianom.

Przy rozwoju m otyla zmniejsza się fosfor rozpuszczalny i fosfor kw a
sów nukleinowych, silniej u samców niż u samic, których ja ja  są bogate 
w związki fosforowe.

Zm iany zawartości rybozy i dezoksyrybozy biegną równolegle do zmian 
fo.-foru nukleinowego. Zm niejszeniu ilości pentoz we frakcji kwasów nu
kleinowych nie towarzyszy ich wzrost we frakcji rozpuszczalnej. Oznacza
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n ie  fo sfo r u  o d sz c z e p ia ln e g o  m eto d ą  K erra  d a je  w y n ik i z g o d n e  z w y n ik a m i 
d la  p en to z . W y n ik i, za r ó w n o  d la  p en to z  ja k  i d la  fo s fo r u  w g  K erra , rozpa
tr y w a n e  w e d le  p r z y jm o w a n e j  n a  o g ó ł in te rp re ta c ji, z d a w a ły b y  s ię  w sk a 
z y w a ć  n a  w y s tę p o w a n ie  u fo rm  d o jr za ły c h  p r a w ie  w y łą c z n ie  n u k le o ty d ó w  
p u r y n o w y c h .

G r u c zo ły  p r z ę d n e  z a w ie r a ją  u d erza ją co  d u żo  k w a só w  n u k le in o w y c h , co  
j e s t  p r a w d o p o d o b n ie  z w ią z a n e  z sy n te z ą  b ia łk a  jed w a b iu . Ja ja  za w ie ra ją  
p r a k ty c z n ie  sa m e  k w a s y  r y b o n u k le in o w e .

W  ża d n y m  o k r e s ie  n ie  s tw ie r d z o n o  g ro m a d ze n ia  s ię  p ro d u k tó w  d e p o li-  
m e r y z a c j i k w a só w  n u k le in o w y c h  w e  fra k c j i ro z p u sz cz a ln e j. P rz eb u d o w a  
n u k le o p r o te id ó w  w  p o c z w a r c e  m u si z a te m  zach o d z ić  s to p n io w o .
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S u m m a r y

A c id -so lu b le - ,  lip id -, n u c le ic  a c id -  and p ro te in -p h o sp h o r u s  w e r e  
d ete r m in e d  in  t h e  la r v a e , c h r y sa lid e s  and im a g in e s  o f  th e  o a k -fe e d in g  
tu ssu r  m o th . T o ta l p h o sp h o r u s  d im in ish e s  in s ig n if ic a n tly  d u r in g  p u p a tio n , 
an d  n o ta b ly  d u r in g  e c lo s io n  o f  th e  im a g o  (e lim in a tio n  o f  o r th o p h o sp h a te  
w ith  u rin e). P h o sp h o ru s  o f  n u c le ic  acid s d im in ish e s  d u r in g  p u p a tio n  in
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connection w ith the involution of spinning glands; there is also a decrem ent 
of lipid and protein phosphorus, w hereas the acid-solub’le phosphorus 
increases.

D uring the chrysalid stage, the d istribu tion  of phosphorus in the 
particu lar fractions does not change substantially .

Developm ent of the imago is attended by a decrease in acid-soluble 
and nucleic acid phosphorus, m ore so in males than in  females, eggs being 
rich in phosphorus compounds.

Changes in the contents of ribose and desoxyribose run  parallel w ith 
those of nucleic acid phosphorus. Reduction of the content of pentoses in 
the  nucleic acid fraction is not attended by a rise of the form er in the 
acid-soluble fraction. D eterm inations of the phosphorus hydrolyzable after 
K err are in agreem ent w ith  results for pentoses. Considered in the light 
of ra ther generally accepted in terpretations, the results for pentoses as 
well as those for phosphorus after K err appear to indicate that in imagines 
there are almost exclusively purine nucleotides.

Spinning glands contain a strik ingly  large am ount of nucleic acids, 
which is probably related w ith  the synthesis of silk protein. Eggs v irtually  
contain only ribonucleic acids.

No accum ulation in the  acid-soluble fraction of products of nucleic 
acid depolym erization was established in 10 day old chrysalides. 
Consequently, transform ation of nucleoproteids in the chrysalis m ust be 
assumed to proceed gradually.

O trzym ano  22.8.57 rw
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A C T A  B I O C H I M I C A  P O L O N I C A  
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R. KURNATOWSKI, A. SZYMKOWIAK, W . W IŚNIEW SKI i J. PAWEŁKIEWICZ

PREKURSORY BIOSYNTEZY NUKLEOTYDOCYJANOKOBALAMIN*)

5. BIOSYNTEZA WITAM1NU Bt2I|I I INNYCH NUKLEOTYDOCYJANOKOBALAMIN

Z K a te d ry  C hem ii O gólnej (k ie ro w n ik : z-ca  pro f. T. K o siń sk i) i  z  K a te d ry  B iochem ii 
(k ie ro w n ik : doc. d r J. P aw e lk iew icz) W yższe j S zk o ły  R o ln icze j w  P oznan iu

Badania całego szeregu ośrodków badawczych zajm ujących się budową 
chemiczną w itam inu B12 (grupa Folkersa w USA, zespoły Hodgkin, 
Todda, Sm itha i Petrova w Anglii) ustaliły wzór s truk tu ra lny  tego 
związku. Rozszerzenie tych badań na inne znalezione w  przyrodzie 
kobalam iny wykazało, że podobnie jak  w  cząsteczce w itam inu Bu 
w większości zbadanych dotąd kobalam in znajdują się ugrupow ania nu- 
kleotydowe. Poszczególne kobalam iny różnią się między sobą obecnością 
różnych zasad nukleotydowych. W w itam inie B12 zasadą nukleotydową jest
5,6-dwumetylobenzimidazol. W innych kobalam inach stwierdzono obec
ność szeregu pochodnych purynow ych. Zasady te mogą być wbudowywane 
do cząsteczki kobalam inowej na drodze mikrobiologicznej biosyntezy.

P race  nad m ikrobiologiczną biosyntezą różnych nukleotydocyjanoko- 
balam in, zarówno spotykanych w  przyrodzie jak  i innych, zawierających 
niespotykane w  przyrodzie zasady nukleotydowe datu ją  się od roku 1954. 
Procesy biosyntezy przeprowadzono przy pomocy szeregu drobnoustrojów  
jak  Propionibacterium sherm anii [15], [17], Escherichia coli [10], [11], [12],
[1], [3], Streptom yces griseus [5], [6], Corynebacterium diphtheriae [18]. 
Szersze omówienie problemu mikrobiologicznej biosyntezy podał w  pracy 
referatow ej Pawelkiewicz [16].

W naszym  laboratorium  do biosyntezy nukleotydocyjanokobalam in 
używano bardzo wydajnego szczepu bakterii kwasu propionowego: Pro
pionibacterium  shermanii.

Celem niniejszej pracy było otrzym anie przy użyciu tego drobno
ustro ju  trzech pochodnych zaw ierających-jako zasady nukleotydowe 5-hy-

*) C zęść rv : [18]

[19]
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droksybenzimidazol, 5,6-dwuchlorobenzimidazol, oraz 2,3-naftimidazol 
i porównanie własności tych pochodnych z opisanymi już w literaturze.

5-Hydroksybenzimidazolocyjanokobalam inę izolowali po raz pierwszy 
w 1953 roku Friedrich i B em hauer [13] z przeferm entow anyeh ścieków 
miejskich. Autorzy ci nazwali ten związek w itam inem  B121II. Poza w ita- 
minem  B 12 jest to jedyna naturalna kobalam ina czynna klinicznie i (sła
bo) biologicznie. Związek ten otrzym ali biosyntetycznie Robinson 
i współpr. [20] przy pomocy E. coli 113-3, oraz Fantes i O’Callaghan [7] 
przy pomocy Streptom yces griseus.

Tworzenie się „sztucznej” kobalam iny pochodnej 5,6-dwuchloroben- 
zimidazolu przy użyciu E. coli opisali Dellweg i współpr. [3] i Ford 
i współpr. [11], [12], oraz przy użyciu Streptom yces griseus Fantes 
i O’Callaghan [7]. Biosyntezę drugiej „sztucznej” pochodnej 2,3-nafti- 
midazolowej dokonali wspomniani wyżej Dellweg i współpr. [3] (E. coli), 
oraz Fantes i O’Callaghan [7] (S.tr. griseus).

CZĘŚC DOŚWIADCZALNA

Zw iązki u ży te  do doświadczeń

2,3-Naftimidazol otrzym ano z 2,3-naftalenodw uam iny m etodą Philipsa 
[19]. 1,5 g 2,3-naftalenodwuam iny rozpuszczono w 15 ml 15°/o kw asu 
solnego, dodano 5 ml 25°/o kwasu mrówkowego i gotowano godzinę pod 
chłodnicą zwrotną. Po ostudzeniu i zobojętnieniu amoniakiem  w ytrącony 
osad odsączono i przekrystalizowano z wodnego alkoholu po uprzednim  
odbarw ieniu węglem aktywnym . Tem peratura topnienia czystego związ
ku 218°.

5-Hydroksybenzimidazol otrzym ano z 5-<etolksybenzimidazolu synte
tyzowanego m etodą Pawełkiewicza i Nowakowskiej [17]. 2 g 5-etoksyben- 
zimidazolu zadano 25 ml 40% kwasu bromowodorowego i ogrzewano 1 go
dzinę na wrzącej łaźni wodnej pod chłodnicą zwrotną. Po ostudzeniu roz
tw ór zobojętniono amoniakiem, a w ytrącony osad rozpuszczono w wodnym 
alkoholu i odbarwiono węglem aktyw nym . Krystalizowano z wodnego al
koholu. Tem peratura topnienia otrzym anego związku 218°. Związek daw ał 
reakcję charakterystyczną dla grupy fenolowej z odczynnikiem  Miliona 
(czerwony osad) [8].

5,6-Dwuchlorobenzimidazol o tem peraturze topnienia 206° otrzym ano 
od prof. d r K. Bernhauera.

Hodowla szczepu

Do badań nad w ytworzeniem  w itam inów  grupy B 12 użyto pożywki 
zawierającej kwasowy hydrolizat kazeiny, trypsynow y hydrolizat kazei
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ny i roztw ory fosforanów, chlorku magnezu, siarczanu kobaltawego, s ia r
czanu żelazawego, pantotenianu wapnia, biotyny, glikozy. Hodowlę Pro- 
pionibacterium  shermanii przeprowadzono według m etody podanej przez 
Zodrowa i Pawełkiewicza [21].

Po dziesięciu dniach hodowli dodawano prekursorów  w ilości 20 mg 
na litr  hodowli. Kobalaminy izolowano z komórek bakterii propionowych 
po dalszych 6 dniach hodowli.

Izolacja w itam inów  z bakterii kwasu propionowego

Zawiesinę bakterii z 3 litrow ej hodowli wirowano na wirówce przy 
2000 obr./m in.; osad komórek bakteryjnych zawieszano w wodzie w ilości 
200 ml na litr  hodowli, dodawano 0,2 g cyjanku sodu, zakwaszano zawie
sinę 0,5 N kwasem  siarkowym  do pH  3 i przez 10 m inut ogrzewano w tem 
peraturze 60°. Następnie doprowadzano pH  do wartości 6 roztworem  wo
dorotlenku sodowego 15% i kom órki baktery jne wirowano. Płyn znad 
osadu zaw ierający w itam iny ekstrahowano 33% roztworem  fenolu w chlo
roform ie (v/v) i po zadaniu roztw oru fenolowego równą objętością chlo
roform u i 1/2 objętości alkoholu butylowego w itam iny reekstrahow ano 
m ałym i porcjam i wody. Wodny roztwór kobalam in przem ywano chloro
form em  celem usunięcia śladów fenolu i pod zmniejszonym ciśnieniem  
odparowywano do sucha. W celu rozdzielenia różnych kobalam in pow
stałych w syntezie, suchą pozostałość rozpuszczano w małej ilości wody, 
gęsty koncentrat nanoszono na paski bibuły chrom atograficznej W hatm an 
nr 3, po czym rozdzielano w itam iny elektroforetycznie według metody 
H oldswortha [14], stosując jako elektrolit 2N kwas octowy zaw iera
jący 0,01% cyjanku sodu. Po rozdziale paski bibuły suszono, a głów
ną frakcję kobalam in barw y fiołkowo-czerwonej, typowej dla nukleoty- 
docyjanokobalamin, przesuniętą o około 3 cm od m iejsca startu , ekstraho
wano wodą i odparowywano pod zmniejszonym ciśnieniem  do sucha. Su
chą pozostałość rozpuszczano w  m ałej ilości (ok. 2 ml) alkoholu m etylo
wego i przepuszczano przez kolum nę z tlenkiem  glinu. Tlenek glinu przy
gotowywano w następujący sposób: 100 g tlenku glinu do chrom atografii 
zalewano 3 litram i wody destylowanej i zawiesinę zakwaszano kwasem 
octowym do pH  6. Po 12 godzinach tlenek odsączano, kilkakrotnie prze
mywano wodą destylowaną i suszono na powietrzu. Nukleotydocyjano- 
kobalam iny w ypłukiwano z kolum ny alkoholem m etylowym, roztw ór od
parowywano do sucha pod zm niejszonym  ciśnieniem i krystalizowa ło 
dw ukrotnie z wodnego acetonu. K rystaliczny w itam in przem ywano jesz
cze acetonem i suszono na powietrzu.
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Badanie własności otrzym anych nukleotydocyjanokobalam in

Otrzym ane w stanie krystalicznym  nukleotydocyjanokobalam iny 
(NCK) badano metodami fizyko-chemicznymi i mikrobiologicznymi.

W idma absorpcyjne wodnych roztworów otrzym anych NCK były 
identyczne z widm am i podanym i przez innych autorów: dla 5-hydroksy- 
benzim idazolocyjanokobalaminy (5-hydroksy-BIA-CK) [13], 5,6-dwuchlo- 
robenzimidazolocyjanokobalam iny (5,6-dwuchloro-BIA-CK) [3] i 2,3-naf- 
tim idazolocyjanokobalam iny (2,3-naftimidazolo-CK) [4].

Oznaczono również metodą chrom atografii bibułowej wartości R, 
otrzym anych związków dla dwóch układów rozpuszczalnika. Jako stan
dardów  używano wit. B ,2 oraz wit. B1211I. W tym  celu wodne koncentraty 
NCK nanoszono obok siebie na pasek bibuły Schleicher-Schull n r  2315. 
Chrom atografowano w kierunku zgodnym z oznaczeniem dla tego gatunku 
bibuły, stosując raz rozpuszczalnik kwaśny, drugi raz rozpuszczalnik za
sadowy. Skład rozpuszczalnika kwaśnego był następujący: n-butanol 10 
cz., propanol-2 6,5 cz., woda 10 cz., kwas octowy 0,1 cz. (Wv), ślady NaCN

T a b l i c a  1

W artości R f dla ro zpuszcza ln ików : kw aśnego  i zasadow ego  — m eto d a  sp ływ ow a
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nuk leo ty d o cy jan o k  obala/miny R f
rozp. kw aśny rozp. zasadow y

5,6 -dw uohloro-B IA -C K 0,52 0,62

2,3-naftim idazo lo-C K 0,45 0,55

5-hyd roksy -B IA -C K 0,37 0,36

w itam in  B12III 0,38 0,36

w itam in  B ^ 0,48 0,56

i KC104 w  ilości potrzebnej do nasycenia. Rozpuszczalnik zasadowy 
w m iejsce kwasu octowego zawierał 0,25 cz. (v/v) 25% N H 4OH. W artości 
R f podano w tablicy 1.

Jak  w ynika z tablicy, wartości Rf dla otrzym anej 5-hydroksynukleoty- 
docyjanokobalam iny i B12I1I są zgodne.

Elektroforeza przeprowadzona przy izolowaniu w itam inów  potw ier
dziła obojętny charak ter nukleotydocyjanokobalam in, a niew ielkie prze
sunięcie w kierunku katody tłum aczy się zjaw iskiem  elektroosmozy.

Pom iar aktywności mikrobiologicznej otrzym anych witam inów prze
prowadzono przy użyciu Ochromonas malhamensis według metody Forda

1 K ry sta liczn y  B 12in o trzym ano  od p ro f. d r  K. B erm hauera.
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[9]. W zrost drobnoustroju mierzono nefelom etrycznie na nefelom etrze 
Pulfricha (nastawienie przysłon E, 4, f iltr  L2). W yniki tych pom iarów 
ilu stru je  w ykres (Rys. 1).

Rys. 1. A ktyw ność n u k leo ty d o cy jan o k o b a la 
m in  (NCK) d la O chrom onas m alham ensis.

N a osi rzędnych  p odano  odczy t n a  bębn ie  
nefe lo m etru  P u lfrich a . N a osi odcię tych  s tę 

żenie NCK w  ftfig /m l

O ----------- O wit. B,j
O ------------- O  5,6-dwuchloro-BIA-CK.
O —  _ — O  2,3-nafłim idazolo-C K
O ------------- O  5-hydroksy-BIA-CK

Jak  w ynika z wykresu, wzrost aktywności mikrobiologicznej 5,6-dwu- 
chloro-BIA-CK i 2,3-naftimidazolo-CK jest praw ie proporcjonalny do 
stężenia w itam inu, natom iast aktywność w itam inu B ł2 i 5-hydroksy-BIA - 
CK w zrasta silniej w niższych stężeniach niż w  wyższych. P rzyjm ując 
aktywność wit. B12 za 100%> otrzym ano wartości w ahające się w  zależno
ści od stężenia: dla 5,6-dwuchloro-BIA-CK 83-98%; dla 2,3-naftim idazo
lo-CK 74-93%; najm niejsze odchylenie — 67-71% dla 5-hydroksy-BIA-CK.

W yniki poszczególnych serii pomiarów m ikrobiologicznych na ogół 
pokryw ają się z w yjątkiem  jednego wypadku, gdy 5,6-dwuchloro-BIA- 
CK wykazywała nieco większą aktywność od w itam inu B 12 w najw yż
szym stężeniu. W yniki te różnią się nieco od danych Coates i Kona
[2], którzy podają względną aktywność otrzym anych przez nas związ
ków w porów naniu do aktywności wit. B ł2 =  100%, dla wit. Bt2III 50%, 
dla pochodnej 5,6-dwuchlorobenzimidazolowej powyżej 100% i dla związ
ku 2,3-naftimidazolowego 60%.

Oznaczenia mikrobiologiczne przeprowadziły m gr M. M alińska i mgr 
Z. Pędżiwilk w K atedrze Mikrobiologii Rolnej WSR, za co w tym  m iejscu 
składamy Im serdeczne podziękowanie.
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Dziękujemy również serdecznie prof. dr K. Bernhauerow i za użycze
nie nam  preparatów : 5,6-dwuchlo>~obenzimidazolu, 2,3-naftalenodwuam iny 
i krystalicznego w itam inu B12I„ oraz doc. d r K. Zodrowowi za pomoc 
przy pracach mikrobiologicznych

OMÓWIENIE WYNIKÓW

W yniki przedstawione w  niniejszej pracy stw ierdzają zdolność w łą
czania do ugrupowania nukleotydowego 5,6-dwuchlorobenzimidazolu,
2,3-naftimidazolu i 5-hydroksybenzim idazolu przez Propionibacterium  
shermanii.

STRESZCZENIE

1. K ontynuując badania nad biosyntezą pochodnych w itam inu  B12 
(nukleotydocyjanokobalamin) przy użyciu Propionibacterium shermanii 
otrzym ano trzy związki nukleotydocyjanokobalam inow e zaw ierające jako 
zasadę nukleotydową 5,6-dwuchlorobenzimidazol, 2,3-naftimidazol oraz 
5-hydroksybenzimidazol. W szystkie te pochodne otrzym ano w stanie k ry 
stalicznym.

2. O trzym ane krystaliczne nukleotydocyjanokobalam iny przebadano 
m etodami fizyko-chemicznymi oraz mikrobiologicznymi, określając ich 
aktywność mikrobiologiczną wobec Ochromonas malhamensis w  porów
naniu z w itam inem  B12.

3. Ustalono identyczność otrzym anych nukleotydocyjanokobalam in 
z analogicznymi pochodnymi w itam inu B 12 syntetyzow anym i przez inne 
drobnoustroje. 5-Hydroksybenzimidazolocyjanokobalam ina okazała się 
identyczna z w itam inem  B12TI] B ernhauera i Friedricha.
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PR EC U R SO R S IN  T H E  B IO SY N T H E SIS  O F N U C LEO TID EC Y A N O C O B A LA M IN S

V. THE SY N TH E SIS OF THE VITAMIN B 12 ]n AND OTHER NUCLEOTIDE CYANOCOBALAMINS

S u m m a r y
1. In  continued experim ents on the biosynthesis of nucleotidecyano- 

cobalamins by use Priopionibacterium shermanii three compounds have 
been obtained in crystalline form. They have contained as nucleotide 
bases: 5-hydroxybenzim inazole, 5,6-dichlorbenziminazole and 2,3-naphti- 
minazole.

2. The nucleotidecyanocobalam ins have been exam ined by means of 
physico-chem ical and microbiological methods. The compounds are bio
logically active for Ochromonas malhamensis.

3. The obtained data indicate that the cobalamins are identical w ith  
those which already have been prepared biosynthetically by use of o ther 
micro-organisms. 5-Hydroxybenziminazolecyanocobalam in is identical 
w ith the vitam in B12III of B ernhauer and Friedrich.

O trzym ano  17.10.57 r.
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D. SHUGAR, H. SIERAKOWSKA. A. SZENBERG

QUANTITATIVE STAINING WITH RADIOACTIVE 
INDICATORS: -  ALKALINE PHOSPHATASE

In s ti tu te  o f B iochem istry  and  B iophysics, Polish A ca d em y  o f Sc iences, W arsaw

Despite the extensive developm ent of histochemical procedures for 
enzymes, progress in this field is ham pered by the lack of suitable 
quan tita tive  techniques which are necessary, no t only for the comparison 
of the activity of d ifferent regions of a single tissue section as well as the 
activ ity  of sections of d ifferen t tissues, b u t also for critical studies on the 
validity  of the various techniques employed. Sim ple quantita tive  
procedures are also desirable in o rder to compare the behaviour of 
enzymes in tissue sections w ith that of the corresponding purified  enzyme, 
for exam ining the effect of d ifferent methods of fixation, and so on.

Considerable efforts have consequently been devoted to the 
developm ent of quantitative histochem ical techniques: [10, 14, 21]. In the 
Gom ori-Takam atsu [16, 35] procedure for phosphatases these include 
exam ination of the precipitate deposited in the incubated section not only 
by ordinary  m icrospectrophotom etry, bu t also by polarization microscopy
[3], electron miscroseopy [31], phase-contrast microscopy [17]; also chemical 
estim ation of the am ount of substrate  removed from the incubation 
m edium  as a result of enzym atic action [25]. A rather elegant, and fairly  
successful, m ethod from  the point of view of accuracy is tha t of Doyle 
[8] and Doyle, Omoto and Doyle [9] for alkaline phosphatase according 
to the Gom ori-Takam atsu procedure w ith  the substitu tion of lead for 
cobalt and chemical estim ation of the sulfide deposited in the  final lead 
sulfide precipitate. As pointed out by the authors this should be 
applicable to a num ber of enzymes for which the final step involves 
form ation of a sulfide precipitate. But it apparently  has not gained wide 
favour, presum ably because of the fact that it  is ra th e r cum bersom e and 
tedious for routine use on the large num bers of samples norm ally 
handled in histochemical investigations.

|27]
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O ur in terest in this problem  arose out of some studies on the 
developm ent of quantita tive  procedures for G ram  staining which w ere 
resolved by the use of l31I-labelled Lugol and ,4C-labelled c rysta l violet 
[32, 33], the final quantita tive  results being obtained by sim ple end- 
-w indow  counting of the stained bacterial smears. It becam e clear to us 
th a t such a technique should be applicable to a wide varie ty  of staining 
reactions, using appropriately  labelled substances, and fu rth e r w ork has 
confirm ed this.

It appeared to us som ew hat surprising that radioactive indicators 
had apparently  not previously been used for this purpose in  histochem ical 
techniques, not only for enzym es bu t also for the quan tita tive  estim ation 
of various tissue components in situ, e. g. the silver technique for glycogen 
and ascorbic acid [26], both of which should be susceptible of quan
tita tive  estim ation by the use of 110Ag. A carefu l survey of the 
lite ra tu re  disclosed the fact that Dalgaard [7] in 1948 suggested the use 
of 32P-labelled glycerophosphate for the quantitative histochem istry of 
alkaline phosphatase, bu t presented no experim ental results and 
apparently  did not pursue the m atter further. Three years la te r Aros, 
Barka, Posalsky and Gereeze [1] and Barka, Szalay, Posalsky and Kertesz
[2] used ThB, a na tu ra l isotope of lead, for the determ ination of alkaline 
phosphatase by substitu ting  lead for cobalt in the G om ori-Takam atsu 
procedure. It is som ew hat unusual th a t the lite ra tu re  is devoid of refe
rences to either of these publications.

BASIS OF PROCEDURF

In the present paper we shall outline the various procedures which 
we have applied to the quantitative determ ination  of alkaline 
phosphatase by means of radioactive indicators. Applications to o ther 
enzymes w ill be dealt w ith  elsewhere.

In the norm al G om ori-Takam atsu procedure the sections are 
incubated in a medium containing sodium glycerophosphate and 
a calcium salt, resulting in the form ation of a precip ita te  of calcium  
phosphate 1 at the sites of enzymatic activity. The section is then rinsed 
and flooded w ith  a solution of some cobalt salt, as a resu lt of which 
the precipitate is transform ed to cobalt phosphate by 'exchange. F inally  
it is imm ersed in ammonium sulfide solution, leading to the form ation

1 W h e th e r th is p re c ip ita te  is  h y d ro x y a p a tite  o r  som e o th e r  fo rm  o f ca lc ium  
phospha te , o r a m ix tu re  of sev e ra l ca lc iu m  p h ospha tes , is s t i l l  u n se ttled , b u t  is of 
no re lev an ce  a t th is point. W e hope to deal w ith  th is  q u estion  e lsew here .

2 8
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of a visible black or brow n-black precipitate  of cobalt su lf id e 2, 
delineating the sites of enzym e activity.

It follows from the above that the am ount of enzym atically hydrolyzed 
substra te  m ay be quantita tively  estim ated by incubation in a m edium  
containing either 32P-labelled glycerophosphate (or other substrate) or 
some salt of 45Ca, followed by end-window counting of the section. 
A variety  of o ther procedures m ay also be used, all of them  based on 
incubation in a non-labelled medium followed by exchange of one of the 
com ponents of the calcium phosphate precipitate w ith one which is 
labelled, such as the following: (a) exchange w ith 45Ca or 32P 0 4; (b) the 
use of 60Co in the exchange step; (c) the use of 35S in the final exchange 
step, a procedure which we have not used because of hazards involved; 
(d) the use of 110Ag in the exchange step in place of cobalt, as originally 
suggested by Gomori [16] and extensively applied by Feigin and Wolf 
(11, 12].

Obviously the most convenient procedure should be tha t involving 
incubation in a medium  labelled either w ith 45Ca or 32P-glycerophosphate, 
The principal reason for this is that the course of the reaction may then 
be followed continuously on a single section for any desired period of 
tim e by  m erely in terrup ting  the incubation at suitable intervals, 
washing and counting, and then continuing the incubation. F inally the 
preparation m ay be used e ither for staining or autoradiography. The 
use of 45Ca is the more convenient since labelled glycerophosphate m ust 
be prepared afresh regularly  as a result of phosphorus decay. For e ither 
of these, however, the quantita tive  results for enzymatic activity are not 
subject to the possible artifacts resulting from  the staining procedure 
used after incubation. W hile the o ther techniques outlined above m ay 
also be used to follow the course of the reaction, it will be shown below 
that they are less quantita tive  because of incom plete exchange, except 
in the case of silver; we have found them  to be much m ore useful for 
studying the validity of the various steps in the Gomori procedure. On 
the other hand 32P 0 4 exchange has thus far proved to be the most su it
able procedure for acid phosphatases, although (until we have obtained 
a 32P 0 4-labeiled preparation of glycerophosphate w ith  sufficiently high 
specific activity) we have also been using ThB for this purpose since 
continuous incubation on single sections is possible as in the case of 
alkaline phosphatase.

MATERIALS

The m ateria l used in these experim ents was pork kidney cortex, 
removed from  the anim al im m ediately after slaughter, fixed in chilled

2 T he ex ac t com position  o f th is p re c ip ita te  has a lso  been  p laced  in  d o u b t [20].
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acetone and paraffin-em bedded according to the procedure outlined by 
Glick [15]. In order to obtain com parative quantita tive  results in each 
experim ent, a cylinder of m aterial paralle l to the surface of the kidney 
was rem oved by m eans of a sharp  corkborer about 4 mm. in diam eter, 
thus providing sections uniform  both as regards surface area and 
histological structure. For any single experim ent sections w ere cut 
serially, after elim ination of the first few, at thicknesses of 6 or 8 p.

Substrates were all commercial preparations of N a a n d  Na-/3- 
-glycerophosphates, N a-phenylphosphate and adenylic acid (3'-phos- 
phate). Phosphate-labelled glycerophosphate was prepared according to 
the  procedure of Reid and Copenham [27]; the product we obtained in 
this w ay had a ra th e r low specific activ ity  and was used only in one 
series of experim ents. A ttem pts are being made to obtain a preparation 
w ith  h igher specific activity.

Incubation m edia w ere prepared according to Pearse [26] except that, 
instead of sodium diethyl barb iturate, 0.028M veronal-acetate b u f fe r3 
[23] was used, at a pH  of 9.5; pH  control was by means of the glass 
electrode, using a Radiom eter pH  m eter.

METHODS OF INCUBATION

From  the very beginning it was decided tha t incubation in Coplin 
jars  would be undesirable because of the larger quantities of isotopes 
required, w ith  a ttendant increased expense and hazards; and also because 
of the  high counts of control sections incubated w ithout substra te  and 
resu lting  from the exposure of the entire  surface of the slide to the 
labelled medium. Subsequently several trials w ere m ade in which the 
slides, cut to a size only slightly larger than the sections, were incubated 
in thin, shallow containers requiring only 0.2—0.5 ml. incubation m e
dium. W hile the results obtained were in agreem ent w ith those of the 
o ther procedures used, the controls still gave higher counts and 
eventually  this m ethod was abandoned, since it is less convenient as well.

The technique we found most su itab le  for incubation is based on the 
procedure used for Gram staining [32, 33] and involves covering of the 
section w ith  10— 20 pi of substrate  solution, delivered by m eans of 
constriction m icropipettes (“d rop” method). The slides are contained in 
covered P e tri dishes kept saturated  w ith  w ater vapour by means of wet

3 0  D . SHUGAR, H. SIERAKOW SKA, A. SZENBERG [4]

8 E nzym e ac tiv itie s  w ere  a b o u t 10-15% h ig h e r  in  v e ro n a l-a c e ta te  th a n  in vero n a l 
a t  th e  sam e pH . T his could , of course , b e  due  to  a  v a ria tio n  in  th e  so lub ility  
p ro d u c t of ca lc ium  p h o sp h a te  w ith  th e  b u ffe r  sy s tem  used. In  a  se p a ra te  s tu d y  we 
a re  in v es tig a tin g  th e  e ffec t of d iffe ren t b u ffe rs  on enzym e ac tiv ity .

http://rcin.org.pl
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filter paper. The cover on the P e tri dish should be slightly tilted so that 
no condensed drops of w ater fall on the slide during the incubation 
period. A fter incubating for a desired interval the slides are suitably 
rinsed (see below), dried briefly  under a curren t of air, counted and 
a fresh drop of substra te  solution applied. The quantities of isotope used 
in this way are minimal, e. g. w ith  45Ca in the substrate  m edium  at 
a level of 2 //C/ml., the am ount of calcium pipetted  onto a single section 
is of the order of 0.02— 0.05 /uC, so that pipetting m ay be done quite 
safely by means of a 50 cm. length of rubber tubing attached' to the m icro
pipette. One possible disadvantage to this procedure is tha t long incubation 
periods (e.g. overnight) w ithout change of substrate  solution are not 
practical since the pH  changes as substra te  is used up. For incubation 
periods of several hours, w ith hourly  or m ore frequent changes of 
substrate  (which are in any event necessary if we wish to follow the 
course of the  reaction), this procedure is quite satisfactory.

For purposes of sim plification fu rther details are included below 
under Results and Discussion. It should be emphasized th a t all results 
included here represent the m eans of several experim ents conducted 
sim ultaneously. Except w here otherw ise indicated, incubation tem pera
tures w ere at 37°C. The results of d ifferent experim ents are  not strictly  
comparable since variations in surface area of the sections were not 
always taken into account; furtherm ore variations in thickness of the 
sections which, according to Doyle [10], may be as high as 20% during 
a single cutting operations, could possibly be even g reater between series 
of sections prepared at d ifferen t times.

RESULTS AND DISCUSSION

Incubation by application of “drop” of substrate solution. Table 1 
illustrates the results of a typical experim ent conducted in this w ay 
using 2 controls (incubated w ithout glycerophosphate) and1 4 sections 
incubated with substrate. The average of these resu lts  is exhibited 
graphically in Fig. 1. From  the specific activity of the 45Ca in the 
incubation medium one m ay calculate the amount of calcium  deposited 
as a resu lt of enzyme action and hence also the num ber of substra te  
molecules hydrolyzed, if the composition of the calcium phosphate 
precipitate is known. In w hat follows 2,500 c.p.m. corresponds to about 
1 yg Ca; self-absorption corrections are, of course, unnecessary because 
of the low masses of the sections as well as deposited precipitates.

It will be observed th a t one of the sections incubated w ith substra te  
exhibits, on the average, 15-20% lower activity than  the o ther three, 
attributable perhaps to variation in thickness [10], It should be noted too
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that the  controls, representing calcium bound by some components of 
the tissue section, as well as by the surface of the album inized slides, 
rem ain reasonably constant and relatively low by com parison w ith  that

deposited as a resu lt of enzymatic 
activity. This is a factor of con
siderable im portance if the  section 
is to be used subsequently  for 
localization of sites of enzymatic 
activity by au to rad iog raphy4.

As m entioned above the  counts 
of control sections are  h igher if 
the en tire  slide is incubated in 
a Coplin jar. A fu rth e r disad
vantage is tha t the under surface 
of the  slide also adsorbs 45Ca, so 
that its  subsequent handing be
comes inconvenient. However one 
may incubate very  small slides in 
tiny  containers (flattened test- 
tubes, ispectrophotcmeter mlcro- 
cuvettes) in order to reduce the 
slide surface exposed to labelled 
medium and thus reduce the 

control counts. Fig. 2 dem onstrates the course of the  reaction followed in 
this way. Although the results are sim ilar to those obtained by means of

T a b l e  1

C ourse o f h yd ro ly s is  o f /3-glycerophosphate by 6y sections, 14 m m .2 area (substra te  
and contro l so lu tions con ta in  2 pC 4:Ca and 1 m g. CaCl2 per m l; sec tions counted  

u n d er a 4 m g ./cm .2 m ica w in d o w  counter)

In cu b a tio n
tim e

(hours)

C on tro l sec tions S ections in cu b a ted  w ith  su b s tra te  
(counts/m inute)

0.5 186 214 550 412 500 395
1.5 140 174 1300 1250 1280 940
2.5 176 180 2040 1824 1900 1500
3.5 174 200 2620 2640 2670 1900
4.5 164 192 3500 3500 3300 2800

4 In  v iew  of the  fa c t th a t  n u c lea r s ta in in g  is f re q u e n tly  observed  w ith  th e  cobalt, 
b u t n o t the  silver, te ch n iq u e  [11, 12], i t  is of im p o rtan ce  to know  w h e th e r  ca lc ium  
is bound  specifica lly  by  nuclei. T his w e a re  now  in v es tig a tin g  by  m eans of 
a u to rad io g rap h y ; p re lim in a ry  observa tions in d ica te  th a t  such  is n o t th e  case, a t  
least u n d e r  o u r ex p e rim en ta l conditions.

Fig. 1. C ourse  o f hyd ro ly sis of ^ -g ly 
cero p h o sp h a te  by  p o rk  k idney  co rtex  
section  in 45C a-m edium , by  “d ro p ” 
m ethod. O rd in a tes  in d ica te  am oun t of 
calc ium  deposited  in  sec tion  in  coun ts / 
m in. C urve  a, w ith  su b s tra te ; cu rv e  b, 
w ithou t su b s tra te ; c u rv e  c, d ifference  
betw een  a and  b. F o r fu r th e r  de ta ils  

see te x t and  T ab le  1

[01
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L7] QUANTITATIVE STAINING  W ITH RADIOACTIVE INDICATORS 33

the  “drop” method, the m ethod is now here near as simple technically; 
no te  in particu lar that the control counts are 2 to 3 tim es as high as in 
the “drop” method.

Fig. 3 dem onstrates the course of hydrolysis of /S-glycerophosphate, 
using phosphorus-labelled substrate, by  means of the “drop” method. 
Curve b in this figure represents a section inactivated by ultraviolet

Fig. 2. C ourse of hy d ro ly sis  o f ^ -g ly 
cero p h o sp h a te  by  pork  k id n e y  co rtex  
sec tion  in  45C a-m ed ium , by in cu b a tio n  
of sections on sm all slides im m ersed  in 
in cu b a tio n  m edium . C onditions o th e r 
w ise sam e as  fo r Fig. 1. C u rv e  a, w ith  
su b s tra te ; c u rv e  b, w ith o u t su b s tra te ; 

c u rv e  c, d iffe ren ce  be tw een  a and  b

light and used as control; the shape of the curve shows that inactivation 
was not complete, a fact which was verified by staining according to 
the Gomori procedure after incubation. In view of the low specific acti
v ity  of the glycerophosphate, fu rth e r experim ents in this direction w ere 
suspended pending the preparation of a product w ith higher specific 
activity 5. It is, however, w orth noting th a t the use of labelled substra te  
makes possible estim ation of am ount of substra te  hydrolyzed w ithout 
precise inform ation as to the composition of the calcium phosphate p re
cipitate (see above).

Rinsing procedure. Following incubation, according to the norm al 
Gom ori-Takam atsu procedure, the slide is rinsed, usually in w ater, prior

5 S ince  com ple tion  of th is  te x t  w e hav e  p re p a re d  labe lled  g ly cerophospha te  w ith  
co n siderab ly  h ig h e r  ac tiv ity , an d  a re  now  e x te n d in g  o u r stu d ies  w ith  th is  s u b 
s tra te . U sing sec tions to ta lly  in ac tiv a ted  by  h e a t a s  con tro ls , th e se  e x h ib it neg lig ib le  
counts a f te r  in cu b a tio n  w ith  fu ll s u b s tra te  m ed ium .

Incubation time (hrs.)
Fig. 3. C o u rse  o f h y d ro ly sis  o f 32P 0 4- 
lab e lled  g ly cero p h o sp h a te  by  p o rk  k idney  
co rtex  section , by „d ro p “ m ethod . O rd i
na tes  in d ica te  am o u n t of 32P 0 4 deposited  
in sec tion  in co u n ts /m in . C u rv e  a, n o rm a l 
section; cu rv e  b, section  exposed  fo r  10 
m in u tes to rad ia tio n  from  m e rc u ry  re so n 

ance  lam p  (258!7 A)
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to application of the cobalt solution. While several authors advise caution 
during this step, more usually it  is m erely suggested that the preparation 
should be rinsed, presum ably on the assumption that the solubility 
product of the calcium phosphate precipitate  is sufficiently low so that 
the  precipitate  will be unaffected during this step. We have noted that 
rinsing in distilled w ater even for short intervals of a few seconds to 
one or two m inutes results in the rem oval of appreciable am ounts of the 
precipitate, the relative am ount rem oved in a given time being greater 
the  sho rter the incubation period (or in  o ther words, the sm aller the 
am ount of calcium phosphate deposited), as would be expected.

The am ount of calcium phosphate deposit removed during rinsing 
m ay be reduced by using a solvent o ther than w ater. We have found that

40°/o acetone, a solvent used by 
Fredericsson [13] as incubation 
m edium  in order to obtain shar
per localization, patterns, remo
ves much less of the precipitate, 
presum ably because of the  lower 
solubility product of calcium 
phosphate in th is medium. Fig. 
4 exhibits the ra te  of removal 
of labelled calcium from prepa
rations incubated for different 
periods of time. It w ill be seen 
that the higher the in itial acti
vity of the section in counts/min. 
(i. e., the longer it  has been 
incubated) the less the percen
tage removal of deposited cal
cium. The rinsing procedure 
used here involved immersion 
of the entire slide in w ater or 
40% acetone and gentle con

tinuous swirling of the container. It is clear from the figure that 40%
acetone is much m ore suitable for this purpose than w ater.

We have found i t  more suitable to replace the rinsing step by one in 
which the slide is m erely dipped successively in two containers of 40%
acetone so tha t considerably less of the calcium phosphate deposit is
rem oved and this is the procedure we have followed throughout this 
work. It is our opinion, however, that this step requires fu rth e r  investi
gation since not only are quantitative results dependant on it, but so

Time of rinsing fmins)

Fig. 4. R em oval of ca lc ium  by rin sin g  in 
d is tilled  w a te r  (x x  x  x  x) o r  in  40°/o a ce 
tone  (o o o o )  of p o rk  k id n ey  c o rte x  sec 
tions p rev iously  in cu b a ted  in  lab e lled  ca l

cium  m ed ium
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[9] QUANTITATIVE STAINING  W ITH RADIOACTIVE INDICATORS 35

also are the localization patterns of enzymatic activity since it follows 
from  the above th a t diffusion of the precipitate  takes place during rinsing.

The rinsing step is also of some im portance after the transform ation 
of the calcium phosphate precipitate  to cobalt phosphate and again after 
exchange of the la tte r to cobalt sulfide. Fig. 5 dem onstrates the effect 
of gentle rinsing on the cobalt phosphate precipitate, using w ater or 40°/o 
acetone, the  sections having been p re
viously incubated in a non-labelled 
medium and the  calcium exchanged 
for ,i0Co. For the  final cobalt sulfide 
precipitate the rinsing step is of 
somewhat lesser im portance if it does 
not exceed one or two minutes.

2 4 6 8
hme of rinsing ,fminsj

Rig. 5. R em oval of c o b a lt by rin sin g  in 
d is tilled  w a te r  (x x x x x) o r in 40% ace
tone (o o o o) of sections p rev io u sly  in c u 
b a ted  in n o n -lab e lled  m ed iu m  a n d  th en  
im m ersed  in 1% 60CoCl.> fo r 5 m in u tes

Fig. 6. C ourse of hy d ro ly sis  of ^ -g ly ce ro 
p h o sp h a te  by p o rk  k id n ey  co rtex  section, 
fo llow ed  by p h o sp h a te  exchange w ith  
32PO ,. Series of sections in cuba ted , each  
fo r d e fin ite  tim e in te rv a l (abscissae); 
15 ,M1 d ro p  of 1% N a2H r-P 0 4 (3 //C /m l.) 
th en  app lied  to each  section  fo r 5 m ins. 
O rd in a tes  in d ica te  a m o u n t of S2PO . tak en4
up  by  each section , in  counts/'m in. U pper 
curve, sec tions in cu b a ted  w ith  su b s tra te ; 

low er cu rve , w ith o u t su b s tra te

If calcium is, however, exchanged for silver instead of cobalt the 
situation is entirely  different. In this case the am ount of silver rem oved 
even after 10 m inutes approxim ates to only several per cent, in w ater.

Methods depending on exchange of components of precipitate: These 
include procedures (a), (b) and (d) referred  to above, assuming that the 
various steps in the  Gom ori-Takam atsu technique are valid, i. e. th a t 
the replacem ent of calcium  by cobalt, o r calcium  by silver, is quan tita
tive. As w ill be shown below this is not always so. Nonetheless these 
procedures m ay be used for following the course of the  reaction if only 
relative m easurem ents are desired; in most instances this is all th a t is 
really  necessary, since w hat we w ant to do is com pare activities. The 
principal disadvantage is that continuous incubation is not possible

http://rcin.org.pl



36 D. SHUGAR, H. SIERAKGW SKA, A. SZENBERG [10]

since once the exchange step has been executed, fu rther incu
bation is out of the  question. Of g rea te r in te rest is the value oi these 
procedures in studying the valid ity  of the various steps in the Gomori- 
Takam atsu technique and, by analogy, the validity  of o ther histochemical 
techniques, by means of labelled substances.

The technique involves incubation of a series of sections in a Coplin 
ja r  containing non-labelled medium. A t definite tim e intervals one of 
the  slides is w ithdraw n and rinsed. Finally, a drop of the labelled salt 
solution is applied to each section, care being taken that all preparations 
are  exposed to the labelled solution for the  sam e length of time. The 
slides are then washed and counted.

It is quite clear that is a m uch m ore tedious technique than incuba
tion in a labelled medium, even if the accuracy attainable were the same.

32P 0 4 exchange. Fig. 6 shows the course of the reaction followed by 
phosphate exchange in this way. It w ill be seen tha t the controls remain 
reasonably constant bu t th a t the  curve of activity  vs. tim e exhibits 
a high initial value, w hile its slope is ra ther small. This is due to the

Fig. 7. R a te  of rep lacem en t of p h o sp h a te  com ponen t, of ca lc iu m  phosphate 
p re c ip ita te  in incu b a ted  sections, by  labe lled  phosphate . Sections f i r s t  incubseed 
(V2 h o u r and  2V2 hours) in n o n -lab e lled  m edium . T h en  d rop  of 1%  N a2H 32P 0 4 
(2Jt*C82P/m l.) ap p lied  fo r d e fin ite  tim e in te rv a ls  to each section  a n d  am o in t 

o f 32P04 ta k e n  up coun ted . D ashed  line  rep re sen ts  con tro l

fact that the heavier the precipitate of calcium  phosphate the  lower the  
percentage rate  of exchange of the phosphate component. Fig. 7 :hows 
the rate  at which this exchange takes place for two preparations incubat
ed for d ifferent tim e intervals. I t  will be seen that the initial rapid ra te  
of exchange quickly falls off and th a t even after several hours exciange
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is still fa r from  complete. It is, however, not possible by this means to 
determ ine the actual percentage exchange of phosphate th a t takes place; 
for th is purpose it would be necessary to incubate in the presence of 
labelled glycerophosphate so that the precipitate  itself contains labelled 
phosphate and then to exchange this w ith  non-labelled phosphate (see 
below for m easurem ents of calcium exchange).

Calcium exchange in Gomori- 
Takam atsu procedure. Fig. 8 ex
hibits the  ra te  of displacement of 
labelled calcium (in sections in
cubated in a medium containing 
45Ca) by non-labelled cobalt, by 
sw irling the en tire  slide in a 1%  
solution of cobalt chloride. From 
the various curves shown it is clear 
that, the higher the initial activity 
of the  section in counts/min. (i. e. 
the longer it has been incubated 
and therefore the greater the  cal
cium phosphate deposit) the less 
rapidly is the calcium displaced by 
cobalt; and the  more incomplete 
is the  exchange even a fte r con
siderable periods of time. The rate 
of th is exchange is logarithm ic 
only for the first m inutes follow
ing which the first-order rate 
rapidly falls off.

In the G om ori-Takam atsu procedure exchange of Ca by Co is allowed 
to proceed for 5 minutes. An exam ination of Fig. 8 shows that for the 
preparation w ith  an initial count of 3500 cpm exchange is only 70% 
complete after 5 m inutes; w hile for the one w ith  an in itial count of 
8400 cpm  less than 50% exchange has taken place during the same period 
of time. It is therefore to be expected th a t the Gom ori-Takam atsu p ro
cedure w ill not accurately portray  the enzym atic activity; previous 
quantitative m ethods have not been sufficiently accurate to dem onstrate 
this. However, Holter, Lovtrup and Rubin [20], on the basis of model 
experim ents w ith calcium  phosphate precipitates in gels, suggested tha t 
such m ight be the case. The effect of this phenom enon on localization 
patterns of enzym atic activity cannot be disregarded.

Fig. 8 . E x ch an g e  o f ca lc iu m  by  cobalt 
in in cu b a ted  sections. Sections in c u b a t
ed in  45C a-lab e led  m ed ium  u n til they  
a tta in e d  d e fin ite  co u n ts  (o rd ina tes  a t 
zero tim e  in  above  figure). E ach  sec 
tion  th e n  co n tin u o u sly  ag ita ted  in  1%  
C oCl2 an d  loss o f ca lc iu m  (ac tually  
rep la c e m e n t o f ca lc iu m  b y  coba lt) 
m easu red  by co u n tin g  a t  d e fin ite  tim e 

in te rv a ls  (abscissae)

HU
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For silver, however, the situation is com pletely different. From  Fig. 9 
it w ill be seen th a t calcium is quantitatively  replaced by silver in less 
than one m inute. This m ay partia lly  explain w hy localization patterns 
obtained w ith the silver technique are less subject to artifacts in that 
nuclear non-enzym atic staining is absent, w hereas under the same con
ditions the cobalt technique m ay show nuclear stain ing [11, 12]. Feigin 
and Wolf suggest that the lack of nuclear staining w ith  the silver method 

is due to the  failure  of silver to replace nuclear-bound calcium 
deposited, not as a result of enzymatic action, but ra th e r  through 
the form ation of complexes of calcium proteinate or nucleinate. 
If this were the case displacement of calcium by silver would 
not be as complete as indicated by Fig. 9; in addition one would 
expect control sections to exhibit nuclear staining. It seems to 
us that one m ay not exclude the possibility tha t it is cobalt 
which m ay be bound specifically by nuclei; Liquier-M ilw ard [22] 
has, in fact, reported  that cobalt forms complexes with nucleic 
acid derivatives and nucleic acids, and such complexes have been 
observed in vivo  by a num ber of w orkers (see ref. [11]).

Fig 10 exhibits the course of hydrolysis of glycerophosphate 
m easured by m eans of 45Ca and U0Ag. The upper curve is for 
45Ca which form ed part of the  incubation medium. Separate 
sections were incubated for the times indicated by the points

on the  curve. A fter w indow-count
ing the  sections, they w ere all 

~l ? 3 1 4— 1— 5 treated  for 5 mins. w ith  a 1°/*
Time of exchange (mms) solution of silver n itra te  labelled

Fig. 9. E xchange  of ca lc iu m  by s ilv e r with 110Ag and again counted, giv- 
in  in cu b a ted  section. S ection  in cu b a ted  [ng the  lower curve which exhibits 
in  « C a-lab e lled  m ed ium  u n til  co u n t practicaHy the sam e slope. By

suitable adjustm ent of the  specificw as 4850 cpm . T h en  a g ita ted  in  l°/o 
AgNO and  rem oval o f 45Ca m easu red  
by co u n tin g  a t  defin ite  tim e  in te rv a ls  activity of the labelled silver so-

(abscissae) lution the two curves m ay be m a d e
to practically  coincide.

W ith labelled cobalt the results are som ew hat variable, due to the 
incom plete replacem ent of calcium as indicated above.

Hydrolysis of d ifferent substrates. Fig. 11 exhibits the ra tes  of hydro
lysis of ^-glycerophosphate, phenylphosphate and adenylic acid (3'-phos- 
phate) by sim ilar sections. I t  w ill be seen tha t glycerophosphate is hy
drolyzed at about twice the ra te  for adenylic acid, but only 20°/o faster 
than phenylphosphate.

Cleland [6] has reported  that glycerophosphate and phenylphosphate 
were both hydrolyzed at about the  same rates, but Hancox and N icholas
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[18], using phase-contrast microscopy [17] as well as the Gomori-Taka- 
m atsu stain ing procedure claim th a t glycerophosphate is hydrolyzed 
m uch fas te r than phenylphosphate, bu t that this resu lt is by no means 
evident from  the stain ing procedure alone. W ith this la tte r conclusion
we are inclined to agree.

Fig. 10. C ourse o f hydro lysis  o f g lyce
ro p h o sp h a te  by  k idney  co rtex  section  
as m easu red  w ith  15Ca (u p p e r cu rve) 
an d  110A g (low er curve). S ee te x t fo r 

de ta ils

Fig. 11. R a tes  o f hyd ro ly sis  o f g lycerophos
p h a te  (GP), p h en y lp h o sp h a te  (PP) an d  
ad en y lic  ac id  (A3P) b y  k id n ey  co rtex  
section  u n d e r  id en tic a l cond itions, using, 

45C a-lab e lled  m ed ium  (3 /u C 45C a/m l.)

Unless the pH  of the incubation m edium  is strictly  controlled, it ap
pears to us that m easurem ents of the  com parative ra tes  of hydrolysis 
of d ifferent substrates a t a single pH  by d ifferent observers m ay be liable 
to erroneous in terpretation , in view of the known differences in pH 
optim um  of alkaline phosphatase towards different substrates in  vitro. 
Small differences in pH  of the  incubation m edium  m ay m arkedly affect 
the relative rates of hydrolysis of d ifferen t substrates, as can be seen 
from the pH -activity  curves for purified alkaline phosphatase on various 
substrates [28]. F u rtherm ore  even findings on tissue sections m ay not be 
entirely  com parable w ith  those on the purified enzyme; R uyter and Neu
m ann [30] for example, have shown th a t the pH optim um  of purified 
alkaline phosphatase is dependant, amongst o ther factors, on the sub
stra te  concentration. W ith labelled indicators it should now prove pos
sible to investigate this question in detail.

Effect  of tem perature on hydrolysis rate. Fig. 12 exhibits the ra te  of 
hydrolysis of glycerophosphate a t various tem peratures in the range 
15° — 51°C. The gradual falling off in activity a t 51° is undoubtedly 
due to heat inactivation of the enzyme which takes place slowly a t this
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tem peratu re  (see below). Between 24° and 45°C. the change of hydro
lysis ra te  w ith  tem peratu re  corresponds to an activation energy for the 
reaction of approxim ately 10 kcal./mole, a value which com pares favour-

Fig. 12. R a te  o f h yd ro ly sis of g ly ce ro p h o sp h a te  by 
k idney co rte x  sec tion  a t  d if fe re n t te m p e ra tu re s , using 

45C a-labe lled  m ed ium  (1 .5 ^ 0  4&Ca/m l.)

ably w ith that of Bodansky [4] for purified  bone phosphatase in  w.tro,
9.4 kcal./mole betw een 20° and 40°. On the o ther hand, below 20° the 
hydrolysis ra te  falls off more rapidly than one would be led to expect. 
We have observed the sam e phenomenon to an even m ore m arked extent 
fo r phenylphosphate and particularly  for adenylic acid. It therefore fol
lows th a t the tem perature dependence of the reaction ra te  does not 
strictly  accord w ith  the A rrhenius law. The reason for this is not d ear 
a t the moment, bu t we are studying this phenom enon in more detail 
and hope to extend it to additional substrates.

In a previous communication [34] we expressed the opinion that 
m easurem ents of the activation energy for hydrolysis of d ifferent sub
strates, together w ith localization patterns by means of auloradiogrEphy 
or staining, m ight provide a tool for distinguishing betw een phosphaiases 
of different, specificities. It is, however, clear from  the above that fu ither 
observations are required to establish the validity of this conclusion.

The effect of tem perature on the inactivation of phosphatase in issue  
sections is illustrated  by Fig. 13. Each curve represents the course of

http://rcin.org.pl



[15] QUANTITATIVE STAINING  W ITH  RADIOACTIVE INDICATORS 41

hydrolysis of glycerophosphate by a section which has previously been 
heated in a w ater bath at a given tem peratu re  for the tim e indicated in 
the  figure. It will be seen that 5' at 65° C. gives practically  100% inac-

Fig. 13. H ea t in ac tiv a tio n  of a lk a lin e  
ph o sp h a ta se  in k id n ey  c o rtex  sections. 
Sections f irs t heated  a t  te m p e ra tu re s  
in d ica ted  and  fo r  g iv en  periods, in 
d is tilled  w ate r. T hen  each  section  in c u 
b a ted  in  45C a-lab e lled  m ed ium  and  
cou rse  o f hydro lysis of g lycerophos

p h a te  fo llow ed fo r  2 hou rs

a ro u n d  sites of en zy m a tic  ac tiv ity . 
S u b s tra te  in cu b a ted  fo r  7 hou rs to 
a t ta in  p la te a u  a t  w h ich  po in t co u n t is 
4950 cpm . C alcium  p h ospha te  p re c i
p ita te  th en  rem oved  by  rin s in g  (as 
in d ica ted  by  a rrow ) in H 20  u n ti l c o u n t 
w as 1050 cpm . S ection  th en  ag a in  in 
cu b a ted  fo r  fu r th e r  2 ho u rs  w ith  the  

sam e su b s tra te

tivation. Even a t 55° appreciable inactivation takes place in 5'; it is 
therefore not surprising that the hydrolysis rate  at 51° (see Fig. 12) is 
not m uch greater than that at 45° and eventually  even falls below the 
la tte r  6.

Use of 2 substrates on same section. We have used another device in 
attem pts to decide w hether it is the same, or different, enzymes which 
attack  glycerophosphate, phenylphosphate and adenylic acid. As a given 
substra te  is hydrolyzed the resulting calcium  phosphate precipitate should 
deposit around the enzyme, eventually  leading to com plete suppression

6 A lth o u g h  enzym es a re  m ore  sen s itiv e  to h e a t- in a c tiv a tio n  in aqueous so lu tion , 
it  a p p e a rs  m o re  th a n  like ly  from  th e  above re su lts  th a t  a t  le a s t p a r t  of th e  d e le 
te r io u s  e ffec t of p a ra ff in  em bedd ing  on  enzym e ac tiv ity  in  th e  ca se  o f a lk a lin e  
p h o sp h a ta se  is due  to  th e  fac t th a t  th e  te m p e ra tu re  used  is c lose  to th a t  a t  w h ich  
th e  enzym e is fa ir ly  ra p id ly  in ac tiv a ted . I t  is in te re s tin g  to  no te , in  th is connection , 
th a t  M ichel, C h ev rem en t and  F irk e t [24] find  4 tim es a s  m uch  pho sp h a tase  a c tiv ity  
in sec tions em bedded  in m a rg a rin e  (tem p. 30°) as com pared  to  p a ra ffin -em b ed d ed  
sections.
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of activity since it  becomes m ore and m ore difficult for the substra te  
m olecules to attain  the enzyme site. T hat such is actually  the case is 
shown by the plateau attained in Fig. 14. If at this point some of the

precipitate is washed aw ay in w ater, 
thus partially  uncovering the en
zyme, and the  section again incu
bated, it w ill be found, to  attack the 
substrate  as before.

If, however, when a saturation 
points is reached, a d ifferen t sub
s tra te  is applied, then the activity of 
the  section w ill rem ain unaltered if 
the same enzyme is involved. If, on 
the o ther hand, a different enzyme
is involved and if, in addition, this
enzyme is d ifferen tly  located, then 
we should expect the  activ ity  of the 
section to  once m ore show an in
crease. We have carried  out several 
such experim ents by incubating si
m ilar sections w ith glycerophosphate 
and adenylic acid, a t 45°C. in order 
to m ore quickly a tta in  the  plateau. 
Following levelling off of activity in 

each section, the slides were rinsed and the  substra te  interchanged for 
fu rth e r incubation. It will be seen from  Fig. 15 th a t no increased activity
is observed in either section. Consequently it is the same enzyme which
attacks both substrates, if we exclude the possibility of two different 
enzymes w ith identical or closely sim ilar localization patterns.

It would be w orth conducting the above experim ent on two sub
stra tes such as glycerophosphate and napthylphosphate which are 
claimed by Burgos, Deane and Karnovsky [5] to be hydrolyzed by two 
different phosphatases with differing localization patterns.

CONCLUSIONS

The u tility  of quantitative m easurem ents in enzyme histochem istry 
was already evident from  the w ork of Doyle e t al. [9]. The above results 
considerably extend the applicability of quantita tive  techniques, not only 
for the estimation of the enzym atic activities of histochem ical p repara
tions but also for investigating quantitatively  the various steps involved

Fig. 15. Successive  h y d ro ly sis  of tw o 
su b s tra te s  by sing le  sec tion , using  
45C a-lab e lled  m edium . Sections f irs t 
in cu b a ted  w ith  g lycerophospha te  (GP) 
or p h en y lp h o sp h a te  (PP) fo r 9 hours 
to a tta in  p la te a u  fo llow ing  w hich 
su b s tra te s  in te rch an g ed  (as ind ica ted  

by a rrow s)
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in the preparation of sections, in the incubation procedure and in the final 
stain ing  techniques used for visualizing the sites of enzymatic activity.

A lthough we have not yet extensively investigated localization 
pa tte rn s  following incubation in m edia labelled w ith calcium or phos
phate, the prelim inary  autoradiogram s we have obtained to date w ith 
sections incubated in 45Ca-labelled m edium  indicate that reasonably good 
resu lts  are to be expected. While autoradiography is clearly less 
convenient than  a visual staining procedure, it should nonetheless 
exh ib it two distinct advantages over the latter; [1] artifacts introduced 
by the  staining procedure are elim inated; [2] photom etry of autoradio
gram s is a sim pler and m ore accurate procedure and more readily  
subject to control than w hen we have to deal w ith precipitates which 
are  m ost often g ranular in character.

The techniques outlined above also m ake possible the study of the 
kinetics of enzyme reactions in tissue sections, and comparison w ith  the 
behaviour of the corresponding purified  enzyme in vitro. Such data  
should be of considerable value in extrapolating to the behaviour of 
enzym es in living organisms.

F urtherm ore it will probably prove feasible, by using radioactive 
indicators, to extend the field of application of histochemical methods to 
additional enzymes, since the form ation of visible precipitates is no longer 
a prim e necessity. It should be pointed out th a t even in those instances 
w here substrates have been used in which stain production spontaneously 
accom panied enzymatic action (such as in the reduction of tetrazolium  
salts as a result of dehydrogenase activity [29]: or the form ation of indigo 
by the action of hydrolytic enzymes on appropriate indoxyl derivatives
[19]), the use of labelled substrates would also be of considerable value for 
quantita tive  work as well as for studying the kinetics of the reactions 
involved.

[17] QUANTITATIVE STAINING  W ITH RADIOACTIVE INDICATO RS 43

We should like to express our thanks to Mgr. T. Gołaszewski, Mgr.
F. Rzendowska and Miss H. Szemplińska for the ir assistance w ith some 
phases of this work.

STRESZCZENIE

Opisano kilka metod ilościowego histochemicznego oznaczania ak tyw 
ności fosfatazy alkalicznej przy użyciu radioaktyw nych wskaźników. Me- 
lody te  polegały na (a) inkubacji w środowisku zaw ierającym  znakowany 
wapń lub glicerofosforan, (b) inkubacji w nieznakowanym  środowisku 
a następnie w ym ianie jednego ze składników  osadu fosforanu wapnia na 
składnik radioaktyw ny. Dane ilościowe otrzym ano mierząc aktywność 
skraw ków licznikiem okienkowym.
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Najdogodniejsza m etoda polega na inkubacji w środowisku znakow a
nym, najlepiej przez 45Ca, gdyż istnieje wówczas możliwość ciągłej obser
wacji przebiegu reakcji na każdym  poszczególnym skraw ku oraz określe
nia lokalizacji enzymów na tychże skraw kach przy zastosowaniu auto- 
radiografii lub barwienia.

M etoda w ym iany oddaje duże usługi przy badaniu znaczenia poszcze
gólnych zabiegów stosowanych w opisanym przez Gomorii i Takam atsu 
sposobie oznaczania fosfatazy alkalicznej. Uzyskano dane ilościowe, szcze
gólnie dla określenia roli przem ywania oraz w ym iany w apnia na kobalt.

Stosując roztwór inkubacyjny zawierający 43Ca stwierdzono, że glice- 
rofosforan jest hydrolizowany dw ukrotnie szybciej niż kwas adenylowy, 
zaś o 20% szybciej niż fenylofosforan. Z pom iarów zależności szybkości 
hydrolizy glicerofosforanu od tem peratury  obliczono, że energia aktyw acji 
dla tej reakcji wynosi 10 kcal/mol. Zmierzono także przebieg inaktyw acji 
cieplnej fosfatazy alkalicznej w  skraw kach w  różnych tem peraturach.

Opisano metodę inkubacji skraw ków kolejno w dwóch substratach dla 
określenia czy ten sam enzym bierze udział w obu reakcjach.

Omówiono uzyskane rezultaty  oraz możliwości innego zastosowania 
podanych metod, a także znaczenie tych metod w rozwiązywaniu ilościo
wych problem ów w histochemii.
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S u m m a r y

A description is given of various procedures for the quantita tive  h i- 
stochem ical determ ination of alkaline phosphatase by means of radioac
tive indicators. The methods are based on (a) incubation in a calcium - or 
glycerophosphate-labelled medium, o r (b) incubation in a non-labelled 
m edium followed by exchange of one of the components of the calcium 
phosphate precip itate  for one which is radioactive. Q uantitative results 
are obtained by end-window counting of the incubated sections.

The most convenient procedure involves incubation in a labelled m e
dium, particu larly  w ith 45Ca, since the reaction m ay then be followed 
continuously for any desired period of time on a single section, and the 
same section m ay be used for staining or autoradiography to localize 
sites of enzymatic activity.

The exchange procedures are useful for studying the validity  of the 
various steps in the G om ori-Takam atsu incubation and staining method. 
Q uantitative data are presented regarding the validity  of each of these 
steps, particu larly  the rinsing procedures and the ex ten t of exchange of 
calcium for cobalt.
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Using a 45Ca-labelled incubation m edium  it was shown that glycero
phosphate is hydrolyzed at twice the ra te  for adenylic acid bu t only 20°/o 
faster than phenylphosphate. From  the tem perature dépendance of the 
rate  of hydrolysis for glycerophosphate, the energy of activation for the 
reaction is show n to be 10 kcal./mole. The heat inactivation of phospha
tase in tissue sections has also been m easured at various tem peratures.

A m ethod is described for incubating successively w ith  two substra
tes in  order to determ ine w hether the sam e enzyme is involved in both 
reactions.

The results are discussed and other applications of the m ethod are 
described, as w ell as the potentialities of the technique to various prob
lems in quan tita tive  histochem istry.

O trzym ano  28.10.57 r.

4 6  D. SHUGAR, H. SIERAKOW SKA, A. SZENBERG [20]
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HANNA WEHR

BADANIA NAD WŁASNOŚCIAMI PIROFOSFATAZY 
Z MIĘSNI KRÓLIKA

Z Z a k ła d u  C hem ii F izjo log icznej A k a d e m ii M ed yczn e j w  W arszaw ie  
K iero w n ik : pro f. dr J ó ze f H eller

W STĘP

Enzymy rozkładające nieorganiczny pirofosforan czyli pirofosfatazy 
są bardzo rozpowszechnione. Ich aktywność stwierdzono u bakterii [31], 
w drożdżach [5, 2], w tkankach roślinnych [9, 27], u owadów [29, 11]. 
W ystępują one również w  bardzo wielu tkankach i narządach ssaków 
[24, 28, 12, 6, 3, 35]. Wobec niew ielkiej ilości danych dotyczących piro
fosfatazy mięśni zw ierząt wyższych postanowiono częściowo oczyścić oraz 
zbadać własności pirofosfatazy mięśni królika.

Tem at ten jest szczególnie in teresujący z następujących względów: 
w piśm iennictw ie b rak  dotychczas wyraźnego rozgraniczenia między pi- 
rofosfatazą a tzw. rozpuszczalną ATP-azą aktyw ującą się magnezem. 
ATP-aza taka została izolowana z mięśni królika [16, 30]. Odpowiedni
kiem tego enzymu u zw ierząt niższych jest apyraza w ykryta w m ięś
niach szarańczy [10]. Autorzy stw ierdzili, że aktywność p reparatu  apy- 
razy w stosunku do pirofosforanu nieorganicznego (aktywność około 10 
razy m niejsza niż dla ATP) daje się oddzielić frakcjonow aniem  przy po
mocy siarczanu amonu. Nie było pew ne czy podobne rozdzielenie moż
liwe jest również w m ięśniach ssaków, gdzie rozpad ATP przebiega ina
czej, prowadząc do odłączenia tylko jednej reszty fosforanowej. W bie
żącej pracy w ykonano próby m ające na celu preparatyw ne rozdzielenie 
obu enzymów. W ykonano również niektóre doświadczenia w  celu porów 
nania własności pirofosfatazy i ATP-azy aktyw ującej się magnezem 
w preparatach, które posiadały aktywność obu enzymów.

[47]
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CZĘŚĆ DOŚWIADCZALNA

M ateria ł

Do badań używano wyciągu wodnego z mięśni królika lub frakcji biał
kowych otrzym ywanych przez wysalanie siarczanem  amonu. Pirofosforan 
sodowy Na4P 20 7 • 10 H20(PP) wolny od ortofosforanu. ATP otrzymywano 
metodą Szent-Gyórgyi [36]. Czystość otrzym anego preparatu  obliczona 
według zawartości fosforu całkowitego wynosiła 90%. Bufor boranowy
0 pH 8 przygotowywano według Sorensena [34]. Do oznaczania optimum 
pH używano zestawu buforów: octanowych i boranowych według Sóren- 
sena i weronalowego według Michaelisa [25]. MgCl2 • 6H20  suszony w tem 
peraturze 100° do stałej wagi. Chlorowodorek cysteiny (preparat handlo
wy) rozpuszczony w wodzie i doprowadzony do odpowiedniego pH  wodo
rotlenkiem  sodu.

Oznaczanie aktyw ności enzym atycznej

Mieszanina reagująca zaw ierała: 1 ml odpowiednio rozcieńczonego 
roztworu enzymu; 2,5 ml buforu boranowego pH  8; 0,1 ml cysteiny (40 
mikromoli); 0,2 ml MgCl2 0,1 M (20 mikromoli); 0,2 ml pirofosforanu 
0,01 M (odpowiada to 2 mikromolom czyli 124 m ikrogram om  P pirofos
foranu) względnie 0,2 ml ATP zawierające 2 mg ATP (odpowiada to 3,5 
mikromola czystego ATP lub 216 m ikrogram ów fosforu 7-minutowego 
czystego ATP). Całkowita objętość mieszaniny w ynosiła 4 ml, pH  kon
trolowano przy pomocy zestawu wskaźników i papierków  BDH. Po 30- 
m inutowej inkubacji w  tem peraturze 38° strącano białko przez dodanie 
4 ml 10% CCI3COOH. W przesączu oznaczano fosfor nieorganiczny m e
todą Fiske-Subbarow a w  m odyfikacji Lohm anna i Jendrassika [23], uży
wając jako czynnika redukującego kwas fosforomolibdenowy amidolu 
(2,4-dwuaminofenol). Zerowe próby zawierały te sam e składniki co pró
by właściwe. Kwas trójchlorooctowy dodawano do nich przed dodaniem 
substratu. Ażeby pirofosforan był narażony na działanie kwasu tak sa
mo długo w  próbach zerowych jak we właściwych, dodawano go do prób 
zerowych dopiero po okresie inkubacji. M iarą czynności enzymu była 
różnica między zawartością fosforu nieorganicznego w próbie właściwej 
w porównaniu z próbą zerową. Aktywność enzymów w yrażano jako ilość 
fosforu uwolnionego przez 1 mg azotu białka enzym u w  w arunkach do
świadczenia lub jako ilość fosforu uwolnionego przez 1 ml rozcieńczonego 
roztworu enzymu. Przy porównaniu aktywności pirofosfatazy i ATP-azy 
należy zwrócić uwagę na fakt, że rozbicie tej samej ilości wiązań przez 
oba enzymy powoduje uwolnienie różnych ilości fosforu: dwa razy więcej 
dla pirofosfatazy niż dla ATP-azy.

Białko oznaczano m etodą biuretow ą [17] w m odyfikacji Keysera
1 Yaughna [15].

48  H. WEHR [2]
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13] PIROFOSFATAZA Z MIĘŚNI KRÓLIKA 49

Oczyszczanie pirofosfatazy

Frakcjonow ano siarczanem  amonu p. a. in substantia w temp. 0°. Ilości 
siarczanu amonu obliczano posługując się nomogramem [8]. Sączono, lek
ko w ilgotne osady zbierano z sączka i rozpuszczano względnie zawieszano 
w wodzie destylowanej w objętości najczęściej 10 razy mniejszej niż roz
tw ór wyjściowy. O trzym ane w ten sposób frakcje przechowywano w chłod
ni, a przed użyciem dializowano ok. 48 godz. aż do zniknięcia reakcji na 
jony siarczanowe. Dializa powodowała często s tra ty  aktywności, dodanie 
cysteiny przyw racało jednak stan pierwotny.

T a b l i c a  1 

O czyszczan ie  i trw a łość  p iro fo sfa ta zy

F ra k c ja  w y trą c a ją c a  s ię  p rzy  n asy cen iu  
s ia rczanem  am onu

A ktyw ność p iro fosfa tazy  
(t<g P / l  m g b ia łk a

0,45 243
0,45—0,65 880
0,65— 1 9
0,50—0,60 298
0,60— 1 5
0,50— 0,55 1535
0,55— 0,60 1390
0,50— 0,55 177
0,55— 0,60 132
0,45— 0,65 880
to sam o  p o w tó rn ie  frak c jo n o w an e  
0,50—0,55 207
ten  sam  p re p a ra t  p rzech o w y w an y  około 

3 tygodn i w postac i n ied ia lizow anej 83
0,35 530
to sam o  po 1 tygodn iu  p rzechow yw an ia  

w postac i d ia lizow anej 0

1 m l roztw oru  en zym u ; 2,5 m l b u foru  boranow ego p H  8; 40 m ik rom oli cystein y; 
20 m ik rom oli M gCl2; 2 m ik rom ole  p lro fosforan u . C ałkow ita  ob jętość  m ieszan iny  

4 m l. In k u b a cja  30 m in  w tem p . 38°C

W yniki frakcjonow ania siarczanem  amonu przedstaw iają się w sposób 
następujący: pirofosfataza znajduje się głównie we frakcji „miogenowej” 
czyli w ysalającej się pomiędzy 0,45—0,65 nasycenia. Dokładniejsze frak 
cjonowanie wykazało, że najw yższą aktywność posiada białko w ytrąca
jące się przy 0,50— 0,60 nasycenia. Białko w ytrącające się powyżej 0,65 
nasycenia siarczanem  amonu nie posiada praktycznie aktywności enzyma
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tycznej pirofosfatazy. Frakcja globulinowa w ykazuje zawsze niew ielką 
aktywność pirofosfatazową. W najłatw iej w ytrącających  się globulinach 
aktywność ta jest najm niejsza, w m iarę zbliżania się do właściwej frakcji 
„pirofosfatazowej” aktywność osadu wzrasta.

Ponieważ pirofosfataza mięśni znajduje się w obrębie frakcji „mioge- 
now ej” (0,45—0,65 nasycenia (NH4)2S 0 4), w ydaw ało się interesującym  
sprawdzenie aktywności pirofosfatazowej miogenów krystalicznych otrzy
m anych metodą Baranowskiego [4]. Okazało się, że zarówno miogen A jak 
i miogen B nie m ają czynności pirofosfatazy. W czasie preparatyki stw ier
dziłam, że zalecone ogrzewanie do 52° inaktyw uje pirofosfatazę. Pom i
nęłam więc ten zabieg jak  również przew idziane po nim  ponowne w y trą 
canie siarczanem  amonu. O trzym any w  ten sposób krystaliczny miogen A 
również nie hydrolizował pirofosforanu.

Trwałość pirofosfatazy w przechowywanych w  chłodni rozpuszczonych 
frakcjach niedializowanych jest znaczna. Po kilku tygodniach przechowy
wania aktywność zmniejsza się wprawdzie kilkakrotnie, lecz nie zanika. 
Natomiast przy przechowyw aniu w postaci dializowanej często już po kil
ku dniach p repara t traci zupełnie aktywność. Pow tórne frakcjonowanie 
siarczanem amonu powodowało kilkakrotne obniżenie aktywności. Ta
blica 1 ilustru je  podane powyżej wyniki.

T a b l i c a  2

R ozm ieszczen ie  p iro fo s fa ta zy  i A T P -a zy  w  poszczegó lnych  fra kc ja ch  sia rczanow o
am o n o w ych

F ra k c ja  w y trąca jąca  
się p rzy  nasycen iu  
siarczanem  am onu

A ktyw ność  p iro fo sfa
tazy fig  P / l  m g b ia łk a

A k tyw ność  A T P -azy  
[ig P /l  m g b ia łk a

0,35 149 646
0,35— 0,50 319 402
0,50— 0,60 891 35
0,35 530 1060
0,35— 0,50 522 522
0,50—0,60 1557 77

1 m l roztw oru en zym u , 2,5 m l b u foru  boranow ego p H  8, 40 m ik rom oli cy stein y , 20 m ik rom oli M gCl2,
2 m ik rom ole p irofosforan u  lu b  3,5 m ik rom ola ATP. C ałkow ita  ob jętość  m iesza n in y  4 m l. In k u b acja

30 m in  w tem p . 38°

Rozpuszczalna ATP-aza w ytrąca się natom iast głównie przy stężeniu 
siarczanem amonu do 0,35 nasycenia. Aktywność ATP-azy w kolejnych 
frakcjach zmniejsza się, frakcja 0,50—0,60 posiada już aktywność bardzo 
małą. Białko strącone powyżej 0,65 nasycenia nie ma czynności ATP-azy. 
Przykłady ilustru jące rozłożenie obu enzymów w poszczególnych fra k 
cjach przedstaw ione są w tablicy 2.

50 £41
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133 PIROFOSFATAZA Z M IĘŚNI KRÓLIKA 51

Własności pirofosfatazy

We wszystkich opisanych doświadczeniach, z w yjątkiem  badania opti
mum pH, przez pirofosfatazę rozum iem y frakcję w ytrącającą się pomiędzy 
0,50 a 0,60 nasycenia siarczanem  amonu.

' O ptim um  pH. Do doświadczeń użyto dializowanego wyciągu wodnego 
z m ięśni, ponieważ istniała możliwość w ykrycia dwu lub więcej pirofosfa- 
taz o różnym  optim um  pH, z których każda mogła występować w innej 
frakcji białkowej.

W yciąg w odny wykazyw ał tylko jedno optim um  aktywności enzyma
tycznej pirofosfatazy między 7 a 10,2. Zależność aktywności od pH  przed
staw iona jest na rys. 1.

A ktyw acja  jonam i magnezu. Enzym wym aga do swego działania 
obecności jonów magnezu. Bez dodania Mg f+ nie stw ierdza się żadnej ak
tywności lub jest ona nieznaczna — wynosi tylko kilka procent aktywności 
w obecności Mg++. Z prac innych autorów  wynika, że właściwym  sub- 
s tra tem  dla pirofosfatazy jest kom pleks pirofosforanowo-magnezowy 
[7, 32]. Czynnikiem decydującym  jest więc nie stężenie magnezu, lecz 
stosunek molowy m agnezu do pirofosforanu. .

R ys. 1. O p tim um  p H  d la  p iro fo sfa tazy  
1 m l. d ia lizow anego  w yciągu  z m ięśni, 
2,5 m l 'buforu, 40 m ikrom oli cysteiny , 
20 m ik rom oli M gCl2, 2 m ik rom ole  p i
ro fo sfo ran u . C ałkow ita  ob jętość m ie

szan in y  4 m l.
In k u b a c ja  30 m in . w  tem p. 38°. 

D la pH  od 1,1 do 6 b u fo ry  cy tryn ianow e, 
d la  pH  7 b u fo r w erona low y  
d la  p H  od 7,7 do 11 b u fo ry  boranow e

Rys. 2. Zależność ak ty w n o śc i enzym u od 
s to su n k u  M g/PP  

1 m l. ro z tw o ru  enzym u, 2,5 m l b u fo ru  bo- 
ranow ego  pH  8, 40 m ik rom oli cyste iny , 
2—40 m ik rom oli M gCt2, 2 m ik rom ole  p iro 
fo sfo ranu . C a łkow ita  ob ję to ść  m ieszan iny  

4 m l. In k u b a c ja  30 m in. w  tem p. 38°

Ilość m agnezu potrzebną do m aksym alnego działania enzym u ozna
czano w  bieżącej pracy przy stałej ilości substratu , a następnie wyliczano 
optym alny stosunek molowy Mg/PP. W ynosił on 5 lub więcej. Poniżej tej 
wartości aktywność enzym u była znacznie mniejsza. Zależność aktyw 
ności enzym u od stosunku M g/PP podana jest na rys. 2. W yniki nie po
kryw ają się z w ynikam i Lohm anna [24], u którego optym alny stosunek 
magnezu do pirofosforanu wynosił 2.
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A ktyw acja  cysteiną. Cysteina jest aktyw atorem  reakcji enzymatycz
nego rozpadu pirofosforanu. W nieobecności cysteiny stw ierdziłam  w wie
lu przypadkach zupełny brak aktywności, w  innych aktywność była nie
w ielka i w zrastała przeważnie znacznie pod wpływem  cysteiny. Aktywacja 
następow ała natychm iast, czas preinkubacji cysteiny z enzymem nie od
gryw ał żadnej roli, natom iast długotrw ałe ich przechowyw anie razem (je
den dzień w tem peraturze 0°) powodowało lekki spadek aktywności.

Zbadano wpływ innych czynników działających ochronnie na grupy 
SH enzymów. Nie znaleziono aktyw acji przy użyciu glikokolu i 8-oksychi- 
noliny (Tablica 3).

T a b l i c a  3 

A k ty w a c ja  p iro fo s fa ta zy

5 2  H. WEHR [6 ]

A k ty w a to r S tężen ie  końcow e A ktyw ność 
(mg P  uw olnionego)

cyste ina lO - 2 M
2

55
glikokol 1 0 -2  M 1
8-oksy  ch ino lina 1 0 -2  M 4

1 m l roztw oru  en zym u , 2,5 m l bu foru  boranow ego p H  8, 40 m ik rom oli cystein y , 20 m ik rom oli 
M gCl2, 2 m ik rom ole p irofosforan u . C ałkow ita  ob jętość  m iesza n in y  4 m l. In k u b acja  30 m in

w tem p . 38°

R ys. 3. Z ależność ak ty w n o śc i enzym u od 
sto su n k u  M g/Ca 

1 m l ro z tw o ru  enzym u. 2,5 m l b u fo ru  bo
ran o w eg o  pH  8, 40 m ik rom oli cysteiny , 
10—40 m ikrom oli M gC l2, 1—20 m ik rom oli 
C aC l2, 2 m ik rom ole  p iro fo sfo ranu . C ałko
w ita  ob ję tość  m ieszan iny  4 ml. In k u b a c ja  
30 m in. w tem p. 38°. A ktyw ność w yrażano  
ja k o  ilość m ik ro g ram ó w  fosfo ru  uw o ln io 
nego  w  w a ru n k a c h  dośw iadczenia. Za 100°/o 
ak ty w n o śc i p rzy ję to  ilość m ik rog ram ów  
fo sfo ru  uw oln ionego  w n ieobecności w ap 
n ia  p rzy  s tężen iu  m agnezu  20 m ikrom oli 

w  in k u b ac ie

Inhibitory. Z czynników ham u
jących działanie pirofosfatazy prze
badano między innym i wpływ jo
nów wapnia, które są antagoni
stami jonów magnezu. Stwierdzo
no, że decydujące znaczenie posia
dają nie absolutne ilości magnezu 
i wapnia, lecz ich stosunek molo
wy. Przy stosunku magnezu do 
wapnia równym  1 stw ierdza się 
zaledwie ślady aktywności enzy
matycznej. Przy stosunku 10 ha
m owanie wynosi około 50%. Sto
sunki ilościowe pokazuje rys. 3.

Wysokie stężenia ortofosforanu 
ham ują działanie pirofosfatazy. 
Hamowanie staje  się w yraźne do
piero przy stężeniach równych 
2X10~:iM. Stężenia poniżej 10~:5M 
nie odgryw ają żadnej roli.
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[7 ] PIROFOSFATAZA Z M IĘŚNI KRÓLIKA

Silnym  inhibitorem  reakcji jest fluorek. W stężeniu końcowym  rów 
nym  5X 10~4M ham uje on rozpad pirofosforanu w 70%. P rzy  stężeniu 
5X 10~3 zahamowanie jest zupełne.

Użyte w tym  samym stężeniu cyjanek sodu i azydek sodu nie w ykazują 
żadnego działania hamującego. Przy stężeniach 5 X 10~2M cyjanki w ykazu-

T a b l i c a  4

H am ow an ie  p iro fo s fa ta zy

j Nr  dośw. In h ib ito r S tężen ie  ! S tężen ie
końcow e I koncow e 

cy ste in y

A ktyw ność  
(mg P  u w o l

nionego)
% zaham o

w an ia

1. — ! 1 0 -2  M 56 —
i flu o rek  sodu 5.10—5 M 58 0
; „ 5.10—4 M 17 70

„ 5.10-3  M 3 94
2. — — 50

i fluo rek  sodu 5.10—3M 0 100
azydek  sodu 5.10-SM  | 53 0

i 3. — — ” 40 —
jodooctan  sodu 5.10-3M  j 39 0
cy jan ek  sodu 5.10-SM  ; 44 0
azydek  sodu 5.10-SM  ! 41 0

i cy jan ek  sodu 5.10-2M 37 8
cy jan ek  sodu 5.10-1 M i 7 83

; 4 . — — 1 54 —
jodooctan  sodu 2,5.10-SM 54 0

„ 5.10-SM  j 54 0
„ 2,5.10—2M 42 22i

I „ 5 .1 0 -2M ! 27 50
— — 2.10-2M 52 —

jodooctan  sodu 5.10-2 M 43 17
— — ! 5.10-SM 52 —

jodooctan  sodu 5.10 -*M  ! 46 12
— — ' o 52*j —

jodooctan  sodu 2,5.10—3M 0 1 98
*)  D o tego  dośw iad czen ia  u ży to  celow o preparat en zym atyczn y , który p osiadał ak ty w n o ść  b ćż  

d o d a tk u  cy ste in y .
1 m l roztw oru en zym u , 2,5 m l. b u foru  boranow ego p H  8, 20— 60 m ik rom oli cy ste in y , 20 m ik ro 
m o li MgCl2, 2 m ik rom ole p irofosforan u . C ałkow ita  ob jęto ść  m ie sza n in y  4 m l. In k u b a cja  30 m in .

w  tem p . 38°

ją  zaledwie 8%  zahamowania, dopiero w 2 X 10~4M roztworze zaham owa
nie wynosi 80%. Jodooctan sodu 5 X 10~3M przy stężeniu cysteiny 10~2M 
również nie w ykazuje działania hamującego, 5 X 10~2M ham uje reakcję 
w 50%. Użycie wyższych stężeń cysteiny zmniejsza procent zaham ow ania 
jodooctanem, w preparatach  w ykazujących aktywność w nieobecności 
cysteiny zahamowanie jest zupełne już w  2,5X10“ 3M roztworze. P rzykła
d y  zebrane są w  tablicy 4.
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Specyficzność. Badano aktywność p repara tu  enzymatycznego w sto
sunku do następujących substratów : trójpirofosforan N a5P 3O 10 • 6H20 , tró j- 
m etafosforan Na3P 3O0 • 6H20 , tetram etafosforan N a3P 4Oi2 • 4H20 , sól Gra
ham a (NaPo3)x • H20 , glicerofosforan Na2C3H 70 (1P. Nie stwierdzono przy
rostu  ortofosforanu pod wpływem  prepara tu  enzymatycznego.

Porównanie własności pirofosfatazy i ATP -azy

Frakcjonow anie przy pomocy siarczanu amonu nie doprowadziło do 
całkowitego rozdzielenia pirofosfatazy i ATP-azy. Istn ieją dwie możliwo
ści: jedna — enzym „album inow y” (frakcja 0,50— 0,60 nasycenia siarcza-

T a b l i c a  5

P orów nan ie  n ie k tó ry c h  w łasności p iro fo s fa ta zy  i A T P -a zy

N r
dośw .

F rak c ja  
w y trąca jąca  się 
p rzy  nasycen iu  

sia rczanem  
am onu

S u b s tra t

A k ty w 
ność

p re p a 
ra tu

C zynn ik
dz ia ła jący

A k ty w 
ność po 

zad z ia ła 
n iu  

danego 
czynn ika

W ynik

1
1. 0,35— 0,50 P P 52 P rzechow . p rzez 53 bez zm ian

0,35—0,50 A T P 60 10 dni w  tem p. 0° 12 sp ad ek  80%

2. 0,50—0,60 P P 48 fluo rek  s tężen ie 11 sp ad ek  77%
0,36 A T P 27 5 .1 0 - ‘M 27 bez zm ian

3. 0,50 P P 36 orto fo sfo ran 15 spadek  59%
0,50—0,60 P P 58 stężen ie  3.10- 3 M 24 spadek  59%

1 m l roztw oru  en zym u , 2,5 m l bu foru  boranow ego p H  8, 40 m ik rom oli cy ste in y , 20 m lkrom oli 
M gCl2, 2 m ik rom ole  p iro fosforan u  lu b  3,5 m ik rom ola ATP. C ałkow ita  ob jętość  m iesza n in y  4 m l. 
In k u b a cja  30 m in  w tem p . 38°. A ktyw n ość w yrażano jak o  ilo ść  m ik rogram ów  fo sfo ru  u w o ln io 

n ego  w w aru n k ach  d ośw iad czen ia

nem  amonu) jest pirofosfatazą i wykazuje dodatkowe niespecyficzne dzia
łan ie  na ATP; odw rotna sytuacja byłaby we frakcji euglobulinowej (frak
c ja  0—0,35 nasycenia siarczanem  amonu): enzym  byłby ATP-azą rozkłada
jącą  niespecyficznie pirofosforan. D ruga możliwość polega na tym, że 
właściwe frakcje: pirofosfatazowa i ATP-azowa są zanieczyszczone drugim  
enzymem, frakcja zaś środkowa (0,35—0,50 nasycenia siarczanem  amonu) 
stanow i mieszaninę obu enzymów.

Przebadano wpływ różnych czynników (jak przechowywanie, inhibito
ry) na preparaty  posiadające aktywność w stosunku do pirofosforanu 
i ATP. Przechow ywanie roztworu, k tóry posiadał aktyw ność w stosunku 
do jednego i drugiego substra tu  (frakcja 0,35—0,50 nasycenia siarczanem  
amonu) wykazało większą labilność ATP-azy. Po 10 dniach przechowyw a
nia  w tem peraturze 0° aktywność pirofosfatazy pozostała bez zmian, na
tom iast aktywność ATP-azy spadła o 80%. Doświadczenie z inhibitoram i
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wykonano równolegle na różnych frakcjach. Dodanie fluorku w  stężeniu 
równym  5X 10-4M powodowało przeszło 70% zaham owania pirofosfatazy, 
natom iast na A TP-azę nie wpływało zupełnie.

Zbadano również wpływ ortofosforanu na aktywność pirofosfatazową 
w różnych frakcjach. Stwierdzono ten  sam  procent zaham owania w  obec
ności tych sam ych stężeń inhibitora niezależnie od tego, jaka frakcja była 
źródłem  pirofosfatazy. Porównanie własności pirofosfatazy i ATP-azy ze
stawione jest w tablicy 5.

DYSKUSJA

Zebranie podanych wyników pozwala przypuszczać, że występowanie 
aktywności pirofosfatazy i ATP-azy w tych samych preparatach  n ie  po
lega na niespecyficznym  działaniu jednego enzymu na dwa podobne pod 
względem struk tu ra lnym  substraty, lecz, że m am y do czynienia raczej 
z dwoma różnym i enzymami. Za istnieniem  dw u enzymów przem aw ia za
równo ich rozdzielenie w  poszczególnych frakcjach uzyskanych przez w y- 
salanie siarczanem  amonu jak i różnice we własnościach. ATP-aza silniej 
ulega inaktyw acji pod wpływem  przechowywania, pirofosfataza natom iast 
okazała się bardziej wrażliwa na ham owanie przez fluorki. Również jed
nakowo silne ham ow anie aktywności pirofosfatazy w różnych frakcjach 
przez ortofosforan przem aw ia za istnieniem  w nich tego samego enzymu.

W zrastające coraz bardziej w ostatnich latach zainteresow anie piro- 
fosforanami nieorganicznymi uzasadnione jest stw ierdzeniem  udziału 
pirofosforanu w w ielu najrozm aitszych reakcjach metabolicznych, jak  na 
przykład: synteza koenzymów [18, 33, 26], aktyw acja kwasów tłuszczo
wych [19], synteza wiązania peptydowego [13], synteza m ononukleotydów 
purynow ych i pirym idynow ych [20, 21, 22]. Bardziej interesująca sta je  się 
więc niew yjaśniona również dotąd rola pirofosfataz. Bardzo mało zajm o
wano się dotychczas spraw ą czy rozpad pirofosforanu katalizowany przez 
pirofosfatazę prowadzi do bezużytecznego uwolnienia tak  dużej ilości ener
gii, czy też energ ia  ta zostaje w jakiś sposób wykorzystana, na przykład 
za pośrednictw em  przeniesienia reszty fosforanowej na jakiś akceptor. W ia
dome jest, że zwykłe fosfomonoesterazy poza aktywnością hydrolityczną 
posiadają do pewnego stopnia działanie feraz — przenoszą resztę fosfo
ranow ą z jednego substra tu  na drugi [1]. Przypuszczenie, że pirofosfataza 
m ogłaby również być ferazą, wydaje się prawdopodobne także i z powodu 
w ykrycia w drożdżach [14] i w bezkomórkowych wyciągach M ycobacte- 
rium  smegmatis [37] enzymu przenoszącego resztę fosforanową z m etafo- 
sforanu na ADP. Enzym  ten — m etafosfokinaza — daje możliwość uży t
kowania energii zaw artej w metafosforanie. .

W bieżącej pracy  wykonano w stępne doświadczenia, aby w yjaśnić czy 
badany p repara t enzym atyczny z mięśni (frakcja 0,50—0,60 nasycenia
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siarczanem  amonu) nie posiada własności katalitycznych umożliwiających 
tego rodzaju reakcje przenoszenia reszty fosforanowej. Jako ew entualne 
akceptory reszty fosforanowej użyto następujące związki: glukozę, glice
rol, kwas pirogronowy i kwas cytrynowy. Oznaczano przyrost fosforu 
nieorganicznego oraz zawartość fosforu 7-minutowego przed i po okresie 
inkubacji. Próby zerowe i w łaściwe nie wykazyw ały różnic w ilości fo
sforu 7-minutowego. Nie jest wykluczone, że reakcja tego typu zachodzi 
w ściśle określonych w arunkach, które n ie zostały w  doświadczeniach 
uchwycone. Mogłoby to na przykład być sprzężenie z jakąś inną reakcją 
uw alniającą pirofosforan.

STRESZCZENIE

Pirofosfatazę z m ięśni królika oczyszczono częściowo przez frakcjono
wanie siarczanem  amonu. Najwyższą aktywność posiada frakcja w y trą
cająca się pomiędzy 0,50— 0,60 nasycenia. Miogen krystaliczny nie posiada 
aktywności pirofosfatazy.

Optim um  pH enzym u mieści się w granicach 7— 10,2. Do jego działa
nia niezbędne są wolne grupy SH oraz jony magnezu. Jony wapnia po
siadają działanie antagonistyczne w  stosunku do jonów magnezu. Sil
nym  inhibitorem  reakcji jest fluorek.

Enzym jest specyficzny w  stosunku do pirofosforanu nieorganicznego. 
Nie rozkłada innych polifosforanów ani glicerofosforanu. Pew na aktyw 
ność preparatu  w stosunku do ATP w ynika najprawdopodobniej z zanie
czyszczeń ATP-azą.
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IN V E ST IG A T IO N S ON T H E  PY R O PH O SP H A T A SE  O F R A B B IT  M U SCL ES

S u m m a r y

The pyrophosphatase of rabbit muscle was partially  purified by 
fractionated precipitation w ith amm onium  sulphate. The greatest 
activity was found in the fraction that was precipitated at the  sa turation  
betw een 0.50— 0.60. Crystalline myogen did not show pyrophosphatase 
activity.

The optim um  pH of the enzyme was betw een 7— 10.2. Free SH groups 
and m agnesium  ions w ere necessary for the activity. Calcium ions were 
antagonists in relation to m agnesium ions. Fluoride ions w ere found 
strong inhibitors of the reaction.

The enzyme was specific for inorganic pyrophosphate. It did not split 
o ther polyphosphates nor glicerophosphate. It was shown, that the slight 
activity of the preparation against ATP was a ttribu ted  to A TP-ase 
contam ination.

O trzym ano  14.9.57 r.
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J. TROJANOW SKI

CZĘŚCIOWE OCZYSZCZANIE TYROZYNAZY Z POCZWAREK 
S P H IN X  P IN A S T R I

Z In s ty tu tu  B iochem ii i B io fizy k i P A N  
D yrek to r: pro f, d r J ó ze f H eller

WSTĘP

Tyrozynazę w m ateriale  owadzim (larwa Tenebrio molitor) w ykrył 
B iederm ann [1]. P róbę w ydzielenia surowego p repara tu  enzym u z he- 
m olimfy poczwarek m otyli podjęli F iirth  i Schneider w roku 1901 [5], 
stosując jednorazow e w ytrącenie p repara tu  enzymatycznego siarczanem  
amonu. Następnie, badacze tyrozynazy owadziej ograniczali się tylko do 
sporządzania wyciągów tego enzymu w różnych rozpuszczalnikach, jak 
woda z dodatkiem  chloroform u [17], 0,l°/o kwas octowy [16], bufor fos
foranowy pH  =  7,4 [2], roztw ór NaCl [3] i inne.

Na podstaw ie badań Hellera [6] można przypisać tyrozynazie ważną 
rolę fizjologiczną w  oddychaniu owadów. Badania P ryora  i współprac. 
[15] w skazują na udział tego enzymu w procesie tw ardnienia powłoki 
ciała owadów.

Tyrozynazę udało się dotychczas wydzielić w stanie oczyszczonym 
jedynie z m ateriału  roślinnego [8, 9, 10, 12].

Próba w ydzielenia i oczyszczenia tyrozynazy owadziej jest przed
miotem obecnej pracy.

Przy w ydzielaniu tyrozynazy z owadów poważną trudność stanowi 
szybkie czernienie wyciągów i inaktyw acja enzymu w skutek endogen
nego utlenienia obecnych w miazdze fenoli. Jak  w ykazali H eller i Moch- 
nacka [7], w  ciele m otyla wilczomleczka znajduje się znaczna ilość po- 
lifenoli. Zasadniczym  w arunkiem  uzyskania aktywnego prepara tu  ty 
rozynazy jest zatem  szybkie usunięcie z miazgi związków fenolowych. 
W tym  celu zastosowano do w ytrącania enzymu 55% roztw ór wodny 
acetonu, w zorując się na metodzie oczyszczania tyrozynazy z ziemniaka 
w edług K ubow itza [10]. Dalsze stadia oczyszczania tyrozynazy opra-

[59]
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cowano niezależnie, gdyż należało uwzględnić odm ienne od roślinnego 
właściwości użytego m ateriału  owadziego.

W pracy niniejszej uzyskano trw ały  p repara t tyrozynazy owadziej 
o aktywności około 40-krotnie większej niż m ateriał wyjściowy.

CZĘŚC DOŚWIADCZALNA

1. Przygotowanie preparatu tyrozynazy

Do badań użyto poczwarek Sph inx  pinastri w stanie diapauzy do
starczonych w grudniu 1956 roku przez Zespoły Ochrony Lasu z róż
nych rejonów kraju . Z m ateriału  usunięto osobniki m artw e i zagrzy
bione. W tablicy 1 podano aktywność tyrozynazy w  świeżej miazdze 
poczwarek Sphinx pinastri w  porów naniu z innym i gatunkam i owadów.

Homogenat z poczwarek przygotowano w czterokrotnej ilości 0,15 M 
buforu fosforanowego pH  =  7,1 w m echanicznym  hom ogenizatorze 
szybkoobrotowym z ostrzami ze stali nierdzew nej, w którym  u trzym y
wano tem peraturę około 0°. Po odwirowaniu hom ogenatu w chłodzonej 
wirówce w tem peraturze —2° przy 1700 X g i odrzuceniu osadu oraz 
górnej w arstw y tłuszczowców uzyskano zawiesinę I, barw y jasnozielo
nej, zawierającą 24,5 mg suchej masy w 1 ml. Do zawiesiny tej dodano 
natychm iast aceton w  ilości 55% na objętość zawiesiny, chłodząc m ie
szaninę do tem peratury  —5°. W ytrącony acetonem osad niezwłocznie od
wirowano, odrzucając brązowy klarow ny roztwór, pozbawiony całkowi
cie aktywności tyrozynazowej. Osad zawieszono w 0,15 M buforze fos
foranowym  pH =  7,1. Zawiesinę wirowano przez 15 m inut przy 2000 X g 
w niskiej tem peraturze, otrzym ując po odrzuceniu osadu zawiesinę II, 
barw y jasnozielonkawej, o zawartości 14,5 mg suchej m asy w 1 ml. 
Zawiesina II przechowywana z dodatkiem  toluenu w  tem peraturze 0° 
wykazywała niezmienioną aktywność w  ciągu miesiąca.

Z zawiesiny II wytrącono przez zakwaszenie kwasem  octowym do 
pH =  4,7 żółtawy osad (Os), k tóry  oddzielano przez w irow anie w nis
kiej tem peratury  od zielonego, zupełnie nieaktyw nego płynu i przeno
szono do buforu o pH =  7. O trzym yw ano żółtawą zawiesinę III, k tó ra  
w 1 ml zawierała 8 mg suchej masy. Zawiesinę III można przechowywać 
w tem peraturze 0° z dodatkiem  toluenu przez 1 miesiąc. Zam rażanie tej 
zawiesiny powoduje nieodw racalne w ytrącanie kłaczkowatego osadu, któ
ry  jednak zachowuje aktywność enzymatyczną. Dializa w  niskiej tem 
peraturze wobec wody destylowanej nie zmniejsza aktyw ności zawie
siny III.

Zawiesinę III frakcjonowano dalej przez w irowanie w  niskiej tem 
peraturze. Przy 40 000 X g uzyskiwano praw ie całą aktyw ność enzym a-
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T a b l i c a  1

A u to r G a tu n ek  — tk a n k a

(MlOa na 
1 godz. 1 g 

św ieżej 
m asy

S u b s tra t

B h ag v a t i R ic h te r O donestis potatoria , la rw a , lim fa 5340 hom okatecho l
1938, [2]

Lasiocam pa quercifo lia , ls rw a , lim fa 623

Lasiocampa quercifolia, la rw a , 
skórka 3680

¡ » » Lasiocam pa quercifo lia , la rw a , 
w nętrzności 1001 ,,

B o m b y x  quercus, la rw a , hem olim fa 3310 »

i
B o m b yx  quercus, la rw a , sk ó rk a 8680 »

B o m b y x  quercus, la rw a , w nętrznośc i 2782 »

„

<

E um orpha elpenor, poczw., 
hem olim fa 5130 9

i „ E um orpha  elpenor, poczw., 
w nę trznośc i 3576

Locusta  m igratoria , im ago, 
w n ętrznośc i 1946

” P erip lane ta  am ericana, d o jrza ły  
ow ad, w nętrzności 141 ,,

” D ysdercus in te rm ed iu s ,  d o jrza ły  
ow ad, odw łok 4841

P ry o r 1955, [15] D rosophila  m elanogaster, la rw a ty ram in a -
do jrza ła 800 •HC1

” C alliphora erythrocepha la , la rw a  
d o jrza ła 1060 ,,

» T enebrio  m olitor, Larwa d o jrza ła 1900 V

H elle r 1947, [7] C elerio euphorbiae, poczw arka , 
m aks. 300 endogenny

” C elerio euphorbiae, poczw arka , 
m inim . 40 f9

B odine 1943, [3] M elanoplus d iffe ren tia lis , ja ja , 
20 d n i 600 ty ro zy n a

T ro jano w sk i 1957 S p h in x  p inastri, poczw arka 316 katecho l

61

http://rcin.org.pl



62 J. TROJANOW SKI [4]

tyczną w osadzie, k tóry  przenoszono do buforu o pH =  7, uzyskując bez
barw ną zawiesinę IV o zawartości 1 mg suchej m asy w  1 ml. A ktyw 
ności kolejnych frakcji w  toku oczyszczania preparatu  tyrozynazy przed
staw iono w tablicy 2.

T a b l i c a  2

K o le jn e  stad ia  oczyszczan ia  ty ro zy n a zy  z  p o czw a rek  S p h in x  p inastr i

Z aw ar O bj. A k ty w n o ść1- 2
tość

suchej
m asy

w
m g/m l

ca łk o 
w ita  

p re p a 
ra tu  

w  m l

pom iar m anom . po m ia r k o lo ry m etry czn y

P re p a ra t
Qo 2 dla
k a te -
cholu

Q 0  d la  
p -k re- 
zolu

A k d la 
k a te - 
cholu

A k d la  
p -k r e -  

zolu

A k dla  
ty ro 
zyny

A k d la 
p iro -  

gallo lu

; (I) hom ogenat o d 
w iro w an y  p rzy  
1700 X g 24,5 1000 7,9

•

7,8

(II) fra k c ja  w y trą 
cona z hom oge- 
n a tu  p rzez  w ysy- 
cen ie  acetonem  
do 55 % obj. 14,5 1000 9,4 8,1 28,7 15 11 18

(III) frak c ja  w y trą 
cona kw asem  
octow ym  p rzy  
pH  4,7 .

■
200 51 16*) 265 29*)

(IV) osad o d w iro 
w an y  p rzy  
40 000 X g

i
1 100 308

76**)
4 j***| 765 103***) 117**) 682

1 Q q  ozn acza  ilo ść  t le n u  w ¿tl pobraną w  aparacie W arburga przez 1 m g su ch e] m asy prepa
ra tu  w obec 8 m g su b stra tu  w tem p . 20° przy p H  7,1 w ciągu  1 godz. (Jedn ostk a u żyw an a przez

K eilin a  1 M anna [8 ])
2 Ak ozn acza  ak tyw n ość zm ierzon ą  ko lorym etryczn ie  po 15 m in . reakcji z 8 m g su b stra tu  przy

1000 E}<*
p H  7,1 1 w yrażoną jak o s to su n ek  —---------- — -----------m g su ch ej m asy

*) Po 1,5 god zin n ym  okresie in d u k cji.
**) Z d od atk iem  kropli 0,004% roztw oru  dopa.

***) B ez dod atk u  dopa, po  dw u go d z in n y m  okresie in d u k c ji.
H om ogen at I o trzym an o przez od w irow an ie  zaw iesin y  m iazg i poczw arki w 4-k ro tn ej ob jęto śc i

0,15 M b u fo ru  fosforanow ego  p H  =  7,1.

W preparacie IV (por. tabl. 2) oznaczono zawartość miedzi m etodą 
m ikrokolorym etryczną E rdm ann-M üller i H ornbartela w m odyfikacji 
Opieńskiej-B lauth i współprac. [13]. P repara t przed analizą dializowano 
przez 3 dni w chłodni wobec wody redestylow anej ze szkła. Spalano m eto
dą mokrą. Pom iaru ekstynkcji barwnego połączenia miedzi dokonywano 
w  rurkach absorpcyjnych o długości 5 cm w  fotom etrze Pulfricha przy
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filtrze S47. Przy -oznaczaniu uwzględniono ślady miedzi obecne w  od
czynnikach. Znaleziono 0,018% miedzi w przeliczeniu na suchą masę 
organiczną p repara tu  IV.

2. Frakcjonowane wirowanie preparatu

Wobec niemożności uzyskania klarownego roztw oru tyrozynazy 
z poczwarek Sph inx  pinastri postanowiono określić w  przybliżeniu sto
pień rozdrobnienia enzymonośnych ziarnistości. W tym  celu poddano 
frakcjonow anem u wirow aniu zawiesinę III w 0,15 M buforze fosfora
nowym pH — 7,1 (por. tabl. 3).

T a b l i c a  3

F ra kc jonow ane  w irow an ie  za w ies in y  ty ro zy n a zy  o w adzie j z  S p h in x  
p in a s tr i w  0,15 M bu fo rze  fo s fo ra n o w ym  o pH  7,1

F ra k c ja Qq  w obec k a techo lu

osad p rzy  1700 X g 55
osad p rzy  24 000 X g 168
osad p rzy  38 000 X g 300
p łyn  znad  osadu  przy  38 000 X g 17
p łyn  znad  osadu  p rzy  40 000 X g 2,4

Jak  w ynika z tablicy 3, m aksim um  aktywności w danych w arunkach  
stw ierdzano w  osadzie uzyskanym  przez 20-minutowe wirow anie przy 
40 000 X g. P łyn znad tego osadu w ykazywał tylko nieznaczną ak tyw 
ność (Qo =  2,4). P repara ty  odwirowane przy mniejszej szybkości m iały 
m niejszą aktywność.

3. Próby ekstrakcji enzym u z  ziarnistości

Część osadu (Os), wytrąconego kwasem  octowym, zawieszano 
w 0,15 M buforze fosforanowym pH  =  7,1. Zawiesinę wirowano w nis
kiej tem peraturze przy 240 X g i odrzucano nieznaczny osad. Tak uzy
skany płyn wirowano następnie w  ciągu 15 m inut przy 15 000 X g w nis
kiej tem peraturze. Uzyskany przy 15 000 X g osad zawieszano w 2 ml 
1% roztworu wodnego taurocholanu sodu i pozostawiano w lodzie na 
przeciąg 1 godziny, w strząsając. Po upływie tego czasu ponownie w iro
wano zawiesinę w  taurocholanie przy 15 000 X g. Przeprowadzona reakcja 
testowa z katecholem  w w arunkach porów nyw alnych w ykazała wzrost 
ekstynkcji E{rc8m po traktow aniu  tauroeholanem  z Ex =  0,4 do E2 =  1,85. 
W ten sposób wykazano, że tauroeholan zwiększa stopień dyspersji ziar
nistości enzymonośnych. Enzym pozostaje jednak nadal związany z ziar- 
nistościami, gdyż przesączenie przez sączek Seitz K zawiesiny p repara tu
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traktow anego przez godzinę 1% roztworem  taurocholanu usuwa z prze
sączu aktywność enzymatyczną. Podobny efekt jak  roztw ór taurocholanu 
daje woda.

DYSKUSJA

Częściowo oczyszczony prepara t tyrozynazy wydzielonej z poczwarek 
S p h in x  pinastri zawiera enzym związany z ziarnistościam i. Potrzebne są 
dalsze badania dla określenia morfologii tych ziarnistości. Również ba
dania W ojtczaka [18] i nie ogłoszone wyniki Szarkowskiej wskazują na 
praw dopodobieństwo związania tyrozynazy owadziej z elem entam i struk
turalnym i. Tyrozynaza u zw ierząt kręgow ych jest także zlokalizowana 
w struk turach  komórkowych. W  m elanocytach u myszy znaleźli Lerner 
i współprac. [11] tyrozynazę w m itochondriach i mikrosomach, z których 
nie udało się enzymu uwolnić. Danneel [4] stw ierdził zanik aktywności 
tyrozynazowej w  ekstrakcie z poczwarek Drosophila melanogaster po 
przesączeniu przez grubą w arstw ę azbestu.

Jak  się wydaje, tyrozynaza owadów jest więc zlokalizowana w ziar- 
nistościach komórkowych, analogicznie jak  tyrozynaza kręgowców. Stąd 
w ynika niemożność przeprowadzenia tego enzym u w stan  roztworu drogą 
prostej ekstrakcji buforem, jak to jest możliwe w przypadku tyrozynazy 
roślinnej. Stanowi to przeszkodę dla uzyskania czystego enzym u z m ate
ria łu  owadziego.

W m iarę oczyszczania tyrozynazy z poczwarek Sph inx  pinastri zaob
serwowano w ydatne zm niejszanie się stosunku aktywności krezolazowej 
do katecholazowej (por. tabl. 2). To samo stw ierdzili Keilin i Mann [8] 
odnośnie tyrozynazy z pieczarek.

Zawartość miedzi w  preparacie okazała się niew ielka i wynosiła 
0,018%, podczas gdy w czystym preparacie tyrozynazy roślinnej znajdo
w ano od 0,30% [8] do 0,20% [9] miedzi. P repara t nasz był oczyszczony 
tylko częściowo (około 40-krotnie) i w ydaje się, w analogii do badań 
Keilina i M anna [8], że niecała, oznaczona przez nas, miedź jest miedzią 
enzymu, przy tym  prawdopodobny jest fakt, że część znalezionej przez 
nas miedzi pochodzi od towarzyszących enzymowi zanieczyszczeń.

Doświadczenia z tauroeholanem  w skazują na możliwość zwiększenia 
stopnia dyspersji zawiesiny tyrozynazy owadziej przez działanie deter
gentam i.

Składam  serdeczne podziękowanie Panu Prof. Dr J. Hellerowi, Dy
rektorow i Insty tu tu  Biochemii i Biofizyki PAN za umożliwienie mi pracy 
w pracowniach Insty tu tu  oraz za cenne wskazówki i okazaną mi życzli

J. TROJANOW SKI [6]
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wość. D ziękuję również Pani A djunkt L. Szarkowskiej i Panu A djunkto- 
wi J. W. Szarkowskiem u za koleżeńską pomoc i dyskusje w toku w yko
nyw ania pracy.

STRESZCZENIE

Oczyszczano tyrozynazę z poczwarki Sphinx pinastri. Z hom ogenatu 
w ytrącano enzym  acetonem 55%, p repara t frakcjonow ano następnie przez 
zakwaszenie do pH =  4,7 oraz w irow anie przy 40 000 X g. P repara t uzy
skany w  postaci zawiesiny był trw ały  w tem peraturze 0° przez 1 miesiąc. 
Aktywność wobec katecholu wyniosła Qo, =  308, wobec p-krezolu 
Q os =  41, co przewyższa około 40 razy aktywność miazgi oznaczoną wo
bec katecholu. Zawartość miedzi w preparacie wynosiła 0,018%.
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PA R T IA L  PU R IF IC A T IO N  O F  T Y R O SIN A SE  FR O M  T H E  PU P A E  OF
S P H IN X  P IN A S T R I

S u m m a r y

Tyrosinase from  the pupa of Sph inx  pinastri was purified. The en
zyme was precipitated  from the hom ogenate by 55 per cent acetone. The
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preparation was fractionated, acidified to pH 4.7, and centrifuged at 
40 000 X g.

The preparation obtained in the form  of a suspension was stable for 
1 m onth at 0°C. A ctivity tow ard catechol was 308, and tow ard
p-cresol Qo„ =  41, which was roughly 40 tim es the activity of the 
homogenate determ ined w ith  reference to catechol.

Copper content of the preparation was 0.018 per cent.

O trzym ano 9.11.57 r .

6 fi [8 J
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A C T A  B I O C H I M I C A  P O L O N I C A  

V ol. V 1958 N o 1

A. GRUDZIŃSKA

ZAWARTOŚĆ SODU I POTASU W ŚLINIE CZŁOWIEKA

Z Z a k ła d u  C hem ii F izjo log icznej A ka d em ii M ed yczn e j w  G dańsku  
K ierow n ik: pro f. d r W ł. M ozo łow ski

Dzięki fotom etrii płomieniowej badania nad regulacją horm onalną 
i farm akologiczną gospodarki jonam i sodowymi i potasowym i objęły 
znacznie szersze kręgi, niż miało to miejsce dawniej. W zakres tych ba
dań włączono i ślinę. Zajmowali się tym  zagadnieniem  liczni autorzy. 
Jedn i z nich badali działanie takich hormonów jak  ACTH, desoksykor- 
tykosteron, kortison [2, 9]; inni zaś wpływ  czynników farm akologicznych 
jak  np. p ilokarpiny [6, 8]. W yniki prac poszczególnych autorów  w ykazują 
jednak stosunkowo znaczne różnice liczbowe. Istotą tych różnic zdaje 
się być to przede wszystkim, że ślina jest wydzieliną o bardzo zm iennym  

\ składzie; źródłem  zmienności składu śliny może być rozm aity udział róż
nych gruczołów ślinowych oraz zmienność wydzieliny poszczególnych g ru 
czołów. Je st więc rzeczą istotną znalezienie „norm alnych” wartości, 
z k tórym i można by porównać wyniki otrzym ane pod w pływem  różnych 
bodźców. W artości podawane jako norm alne przez różnych autorów w y
kazują bowiem  bardzo duże wahania, a średnie różnią się od siebie n ie
kiedy kilkakrotnie. Celem obecnej pracy było oznaczenie takich w arto 
ści w odniesieniu do jonów sodu, potasu i chloru. Jako wartości charak
teryzujące chemicznie ślinę oznaczano obok jej ilości także azot całko
w ity oraz aktywność amylazy.

METODY

Sód i potas oznaczano fotom etrem  płomieniowym  firm y Zeiss model 
III [3]; chlorki m etodą jodom etryczną Kinga z tym, że m ucynę w ytrącano 
nie w olfram ianem  sodu w 0,15 M kw. fosforowym, lecz tylko kwasem  
fosforowym  [4]; azot całkowity metodą K jeldahla (spalano z C uS 04, 
Na2S 0 4, destylowano do kwasu borowego); aktywność amylazy oznacza

167]
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no m etodą W illstattera i współpracowników według opisu Bertho i Gras- 
sm anna [1]; każde oznaczenie było w ykonane w dwóch rozcieńczeniach, 
których wyniki m usiały być proporcjonalne do ilości użytej śliny; w ra 
zie braku proporcjonalności stosowano większe rozcieńczenie.

Ślinę pobierano na czczo po wymyciu ust. Dla pobudzenia wydzielania 
śliny poruszano tylko językiem  i odpluwano. Czas zbierania zawsze w y
nosił 30 m inut. Ślinę po pobraniu odwirowywano.

WYNIKI I DYSKUSJA

Pierw sza seria oznaczeń dotyczy 12 osób obojga płci w wieku 20 do 30 
lat. Średnie wartości wraz ze średnim  odchyleniem  podaje tablica 1.

T a b l i c a  1

Ś red n ia  zaw artość  sodu, po tasu , chloru, azo tu  ca łkow itego  oraz a k tyw n o ść  a m y la zy
ślin y  człow ieka

L iczba
b a d a 
nych
osób

N -ca łk o w i- 
ty  mg%

A ktyw ność  am y 
lazy je d n o s tek  [1] 

w  100 m l ś lin y

Na-
m E /L

K-
m E /L

C l’
m E/L

Ilość m l 
ś lin y  w y 
dzie lonej 

w  30 m in.

12 46,0+13,0 10,5±6,2 10,4±3,9 22,0±4,7 22,0±3,7 16,0+6,0

Dane tej tablicy w ykazują bardzo duży rozrzut wartości. Może to 
być spowodowane albo tym, że skład śliny mimo pobierania w  tych sa
m ych w arunkach jest zmienny u tej samej osoby albo że poszczególne 
jednostki różnią się pod tym  względem od siebie. Należy również rozw a
żyć czy skład śliny pobieranej w tych sam ych w arunkach jest stały, np. 
czy w dwóch półgodzinnych okresach następujących po sobie można spo
dziewać się takiej samej zawartości badanych substancji (w dostępnym  
m i piśm iennictw ie brak  takich danych). Fakt dużej zmienności składu 
śliny może oczywiście być spowodowany rozm aitym  udziałem poszcze
gólnych gruczołów i byłoby rzeczą cenną uzyskanie danych, czy przez 
zbadanie składu śliny nie można by wnioskować o większym lub m niej
szym  udziale poszczególnych gruczołów. Dla uzyskania odpowiedzi na po
wyższe pytania przeprowadzono następną serię doświadczeń. Badano śli
nę 10 osób innych aniżeli te, których dane zawiera tablica 1. Każdą z osób 
badano w  dwóch różnych dniach. Każdego dnia zbierano ślinę w  dwóch 
porcjach w  odstępach półgodzinnych. Jednego dnia pierwsza porcja była 
śliną mieszaną, zaś drugą półgodzinną porcję pobierano po założeniu w ał
ka ligniny na ujścia gruczołów przyusznych celem ograniczenia udziału 
śliny  tych gruczołów. W innym  dniu u tej samej osoby zmieniano kolej
ność pobierania. W yniki liczbowe podają tablice 2a, 2b, 3a i 3b.
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T a b l i c a  2a

Z a w arto ść  sodu, potasu , chloru , azo tu  ca łkow itego  i a k tyw n o ść  a m y la zy  w  ślin ie  
m ieszane j pob ieranej w  p ie rw sze j ko le jności

L.
P- Sym b.

N -całko- 
w ity  
m g %

A ktyw ność  
am ylazy 

jed n o s tek  [1] 
w  100 m l 

ś lin y

Na'
mE/'L

K-
m E/L

C l’
m E /L

Ilość m l 
śliny  w y 
dzielonej 

w 30 m in.

D ata

1 Top. 42,0 26,8 7,3 21,2 20,8 20 10.111.
2 Lesz. 32.8 9,2 4,9 18,7 15,9 8 10.111.
3 L ut. 39,5 10,2 10,1 19.0 23,4 12 12.III.
4 Zabł. 40,6 13,5 12,4 18,2 20,2 23 12.III.
5 Żół. 30,2 13,5 10,5 12.8 15,8 32 13 IV.
6 Z ebr. 33,9 5,1 3,8 19,6 18,6 17 15.IV.
7 G r. 31,6 4,2 7,2 19,0 17,7 10 24.IV.
8 L or. 34,2 6,4 5,4 19,9 19,1 13 4.V.
9 Żyd. 44,0 3,7 7,6 19,9 30,1 5 29.V.

10 A ng. 74,5 23,0 14,7 29,5 25,3 1 5 20.V.

40,39+12,8 11,5±7,9 8,4+3,5 19,8+4,1 20,8+4,6 14,5+9

T a b l i c a  2b

Z aw artość  sodu, po tasu , chloru , azo tu  ca łkow itego  i a k ty w n o ść  a m y la zy  w  ślin ie  
z  ogran iczen iem  udzia łu  gruczo łów  p rzy u szn y c h  p o brane j w  drug ie j ko le jnośc i

L.
P-

Sym b.
N -całko-

w ity
mg%

A ktyw ność  
am ylazy  
jed n . [1] 
w  100 m l

ślin y

Na-
m E/L

K-
m E /L

C l’
m E/L

Ilość m l 
śliny  

w 30 m in.
D ata

1 Top. 26,3 8,8 5,5 18,7 17,7 15 10.111.
2 Lesz. 20,5 5,4 4,0 10,3 14,1 7 10.111.
3 L ut. 30,0 5,1 9,1 14,2 18,9 10 12.III.
4 Z abł. 35,8 8,8 8,7 16,0 16,6 15 12.111.
5 Zoł. 22,7 10,8 14,6 11,9 16,3 22 13.1V.
6 Z ebr. 19,2 2,4 3,8 16,8 17,7 15 15.IV.
7 G r. 23,3 1,7 4,5 16,8 14,4 9 24.IV.
8 L or. 18,5 2,0 4,1 16,7 14,9 13 4.V.
9 Żyd. 45,0 1,7 6,8 23,0 35,2 8 29.V.

10 A ng. 60,5 16,1 13,0 26,3 27,9 6 29.V.

30,2+13,4 6,3±4,8 7,4+3,9 17,1+4,8 19,4+5,9 12,045

Tablice 2a oraz 3b zaw ierają dane o składzie śliny mieszanej; tablice 
2b oraz 3a przedstaw iają skład śliny z ograniczonym  udziałem  gruczo
łów przyusznych. Z tych danych jest widoczne, że skład śliny u poszcze
gólnych jednostek nie ulega wielkim  wahaniom. W ystarczy porównać
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T a b l i c a  3a

Z a w a rto ść  sodu, po ta su  chloru , azo tu  ca łkow itego  i a k ty w n o ść  a m y la zy  w  ślin ie  
z  ogran iczen iem  u d zia łu  g ruczo łów  p rzyu szn ych , po b iera n e j w  p ie rw sze j ko le jności

L.
P-

Sym b.
N -całko- 

w ity  
m g %

A ktyw ność  
am ylazy  
jedn . [1] 

w  100 m l 
śliny

Na' 
m E L

K-
m E /L

C l’
m E /L

Ilość m l 
śliny  

w y d a lan e j 
w  30 m in.

D ata

1 Top. 28,6 6,5 4,7 18,2 21,7 10 8.V.
2 Lesz. 35,1 3,7 5,1 14,0 19,1 5 9.V.
3 L u t. 36,4 3,3 11,2 15,4 21,7 6 ll.V .
4 Zabł. 40,2 11,8 8,6 15,6 18,6 9 13.V.
5 Żoł, 22,4 6,5 15,5 10,3 20,0 19 15.V.
6 Z ebr. 17,6 1 .7 . 3,8 14,2 16,3 15 15.V.
7 G r. 23,0 2,0 3,8 14,5 15,5 12 20. V.
8 L or. 20,7 3,3 4,1 15,9 16,9 13 23 V.
9 Żyd. 42,6 1,7 9,1 23.0 30,7 5 8.VI.

10 Ang. 51,5___ j___ 11,3 15,0 23,0 33,2 6 8. VI.

31,8±11,1 5,2±3,8 8,1+4,5 16,444,0 21,3±6,0 10,0+5

T a b l i c a  3b

Z a w a rto ść  sodu, po tasu , chloru , a zo tu  ca łkow itego  i a k ty w n o ść  a m y la zy  w  ślin ie  
m iesza n e j p ob ierane j w  drug ie j ko le jn o śc i

L.
P-

Sym bol
N -ca łk o -

w ity
mg%

A ktyw ność  
jed n o s tek  [1] 

w  100 m l
ś liny

Na-
mE,/L

K-
m E /L

C l’
m E /L

Ilość m l 
ślin y  

w  30 m in.
D ata

1 Top. 51,3 23,0 4,7 20,2 21,7 14 8.V.
2 Lesz. 40.0 11,3 5,1 20,6 20,2 6 9.V.
3 Lut. 46.6 10,2 10,6 18,0 22,0 9 ll .V .
4 Zabł. 47,6 16,7 9.5 16,8 18,3 19 13.V.
5 Żół. 32,8 13,5 10,6 14,3 18,3 18 15.V.
6 Z ebr. 28,6 3,7 3,4 16,8 15,8 15 15.V.
7 G r. 30.8 5,1 5,5 17,8 18,9 14 20.V.
8 Lor. 33,3 12,9 6,3 18,3 20,0 15 23.V.
9 Żyd. 42,6 3,7 6,6 23.0 23,9 8 8.VI.

10 Ang. 66,0 13,5 14,5 25,3 32,6 4 8.v i . ;

41,9+11,4 11,3±6,1 7,7+3,5 19,1±3,2 21,2±4,6 12,0±5,0

w artości przypadków 10 i 6 tablicy 2a i 3b oraz 2b i 3a. G dy pierw 
szy z nich wykazuje w dwóch różnych dniach wysokie stężenie po
szczególnych substancji przy małej ilości wydzielanej śliny, drugi 
zachow uje się odwrotnie. Ogólnie biorąc można w oparciu o dane tych
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tablic stwierdzić, że skład chemiczny śliny w odniesieniu do badanych 
w tej pracy substancji jest dla poszczególnych jednostek znacznie m niej 
zmienny niż można by sądzić ze średnich wartości; duża dyspersja jest 
przede wszystkim  uw arunkow ana znacznymi różnicami osobniczymi.

Dane tablic 2a i 3b odnoszą się do tych samych osób z tym, że w ar
tości tablicy 2a dotyczą śliny pobieranej w pierwszej półgodzinie, a tabli
cy 3b w drugiej w  innym  dniu. Na podstawie tych liczb można przyjąć, 
że ślina wydzielana pobudzeniem przez ruch języka nie w ykazuje isto t
nie większych zmian między dwoma półgodzinnymi okresam i następu ją
cymi po sobie. Ma to znaczenie ze względów doświadczalnych, gdyż 
w oparciu o to można porównać skład śliny pod wpływem  różnych bodź
ców, biorąc jako porównanie skład śliny zbieranej w ciągu półgodziny 
przed stosowaniem bodźca.

W pływ ograniczenia udziału gruczołów przyusznych przedstaw iają ta
blice 2b oraz 3a. W porównaniu z danym i tablic 2a i 3b stw ierdza się w y
raźny spadek stężenia azotu całkowitego i aktywności amylazy, zaznacza 
się tendencja do zmniejszania stężenia potasu, natom iast nie widać jakiego
kolwiek wpływu na zawartość jonów sodowych i chlorkowych. Nie jest 
jednak możliwe związanie liczbowe stężenia azotu całkowitego z ak tyw 
nością amylazy względnie stężeniem  potasu.

Oprócz wyżej podanych wniosków liczby tablic 1, 2a oraz 3b mogą słu
żyć dla oznaczenia średnich wartości oraz ich dyspersji: azotu całkowitego 
42,6 ±  12,0 mg%; aktywności amylazy 11,1 ± 6,1 jednostek amylazowych 
w 100 ml śliny [1]; stężenia jonów sodowych 8,8 ± 3,3 mE/L; potasowych
20,3 ± 3,9 mE/L; chlorkowych 21,3 ± 4 , 1  mE/L oraz ilości wydzielanej 
śliny 14,0 ± 6.4 ml (w w arunkach naszego postępowania w ciągu pół go
dziny).

Dane omówionych tablic wskazują również na możliwość zmienności 
indywidualnej składu śliny. Wniosek ten wym agał kontroli doświadczal
nej i dlatego wykonano dla jednej osoby (Gr), której ślinę badano już 
w czterech półgodzinnych próbach, jeszcze pięć dalszych oznaczeń. Tablice 
4 i 4a podają wszystkie te dane w liczbie dziewięciu, z k tórych cztery do
tyczą śliny pobieranej z ograniczeniem udziału gruczołów przyusznych. 
W ydaje się więc uzasadniony pogląd, że skład śliny (przynajm niej w od
niesieniu do badanych składników) jest dla poszczególnych jednostek 
w różnych dniach mało zmienny.

Ponieważ zadaniem tej pracy było oznaczenie wartości norm alnych 
śliny dla badanych jonów nieorganicznych, należy zestawić uzyskane licz
by z danym i piśm iennictw a (Tablica 5).

Z zestawień tej tablicy widoczne jest, że w yniki obecnej pracy są zbliżo
ne do wyników Niederm eiera, Soiva’y, W arm ing-Larsena, natom iast odbie-
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T a b l i c a  4
Zaw artość  sodu, potasu , chloru oraz N -c a łk o w ity  i a k tyw n o ść  a m y la zy  w  ślinie 

m iesza n e j pob ierane j u  je d n e j osoby

L.
P-

Sym bol
N -ca łko 

w ity

A ktyw ność  
am ylazy 

jed nostek  [1] 
w  100 m l 

ś liny

Na"
m E /L

K-
m E/L

c r
m E/L

Ilość m l 
ś lin y  

n a  30 m in .
Data

1 Gr. 37,4 4,2 6,1 21,8 17,6 11 15.III.
2 Gr. 31,6 4,2 7,2 19,0 17,7 10 24.IV.
3 G r. 31,6 6,5 7,5 17,7 17,3 11 15.V.
4*) G r. 30,8 5,1 5,5 17,8 18,9 14 20.V.
5*) G r. 37,0 6,2 5,9 20,0 18,8 11 24.11.

33,7±3,2 5,2±1,1 6,4±0,8 19,2+1,7 18,0+0,7 11,4±1,5

*) ś l in a  m ieszan a  pob ierana w drugiej k o lejn ośc i

T a b l i c a  4a
Z aw artość  sodu, potasu , chloru  oraz N -c a łk o w ity  i a k tyw n o ść  a m y la zy  w  ślin ie  

z  ogran iczen iem  u d zia łu  ś lin ia n k i p rzy u szn e j pob ierane j u  je d n e j osoby

L.
P-

Sym bol
N -ca łk o 

w ity
m g $

A ktyw ność  
am ylazy 

jed n o s tek  [1] 
w  100 m l 

ś liny

Na'
m E/L

K-
m E/L

C l’
m E/L

Ilość m l 
ś lin y  

n a  30 m in .
D ata

1 G r. 23,0 2,0 3,8 14,5 15,5 12 20.V.

2 G r. 26,0 1,7 3,8 15,5 16,3 10 24.11.
3*) G r. 23,3 1,7 4,5 16,8 14,4 9 24.IV.
4*) G r. 24,0 2,0 4,8 15,6 13,8 11 15.III.

24,0±1,3 1,8±0,2 4,2±0,5 15,6+0,9 15,0+1,1 10,5±1,4

*) ś l in a  z ogran iczen iem  u d zia łu  ś lin ia n k i przyuszn ej p ob ieran a  w drugiej k o le jn o śc i

T a b l i c a  5
Z aw artość  jonów  sodow ych , po ta sow ych  i ch lo rko w ych  m iesza n e j ś lin y  człow ieka

w ed łu g  ró żn ych  au to rów

L .p . A u to r (N azw isko) N a’ m E /L K- m E /L CI’ m E /L

1 W arm in g -L arsen  
1952 [9]

8,3 (4 ,8 -14 ,6) 19,9 (6,0—26,6) - •»

2 W hite  1955 r. [10] 26,4±11,8 19,7+3.9 29,0+8,8
3 Soiva 1955 r. [6] 8,2 (3,0—14,7) 18,2 (13,3—23,3) 16,8(12,4—21)
4 N ied e rm eie r 1956 [5] 11,2±5,5 23,7+5,4 —
5 H andbook  of B iological 

D ata 1956 [7]
17,4 (8 ,7 - 23,9) 14,1 (12,8— 16,1) 15,5 (8,4—17,7)

6 O becna p raca 8,8+3,3 20,3+3,9 21,3+4,1

P race w ym ien ion e  pod: L. p . 1 i  3 pod ają  średn ie  oraz w n aw iasach  skrajne w artośc i;
pod 1. p. 5 śred n ie  w artości, zaś w naw iasach  zakres 95%; pod 1. p. 2, 4 i 6 śred n ie  w artości 
w raz z  dyspersją

A. GRUDZIŃSKA
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gają  bardzo znacznie od wartości podanych pod l.ip. 2, jak  również od zesta
wień z Handbook of Biological Data z 1956 r. [7]. Sprzeczne wyniki, podane 
w  tablicy 5 pod l.p. 2, tłum aczy to, że ślinę zbierano żując parafinę, a ślina 
pobierana przez żucie parafiny ma znacznie większe stężenie sodu, a nieco 
mniejsze potasu od śliny pobieranej bez żadnych bodźców [5]. N atom iast 
b rak  wytłum aczenia dla danych pod l.p. 5.

Oznaczenie w artości średnich, a w  większej jeszcze mierze stw ierdze
nie nieznacznej zmienności indyw idualnej składu śliny, a także wykazanie, 
że skład śliny nie ulega zmianie przy porów nyw aniu dwóch okresów pół
godzinnych następujących po sobie, stw arza w arunki um ożliw iające bada
nie wpływu rozm aitych czynników na skład jonowy śliny.

STRESZCZENIE

1. W ślinie mieszanej człowieka pobieranej w przeciągu 30 m inu t bez 
żadnych bodźców, średnie stężenie azotu całkowitego wynosi: 42,6 ±  12,0 
mg %; aktywność amylazy 11,1 ± 6,1 wyrażona w jednostkach używ anych 
przez W illstattera w  100 ml śliny; średnie stężenie sodu 8,8 ± 3,3 mE/L; 
potasu 20,3 ±  3,9 mE/L; chlorków 21,3 ±  4,1 mE/L; oraz ilość wydzielanej 
śliny 14,0 ± 6,4 ml. W artości te oznaczono w 32 próbkach śliny pochodzą
cych od 22 osób.

2. Ślina pobierana z ograniczeniem  udziału gruczołów przyusznych za
wiera m niejsze stężenie azotu całkowitego, m niejszą aktywność amylazy; 
zaznacza się tendencja zm niejszania stężenia jonów potasowych, natom iast 
stężenie jonów sodowych i chlorkowych nie ulega zmianie.

3. Skład jonowy śliny jest dla poszczególnych jednostek wielkością m a
ło zmienną. W ielki rozrzut wartości jest w dużej m ierze uw arunkow any 
różnicami m iędzy poszczególnymi jednostkam i.
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TH E C O N TEN T OF SO D IU M  AND  PO T A S SIU M  IN  H UM A N  SA LIV A

S u m m a r y

1. Analysis of m ixed saliva of m an collected w ithout stim uli over 30 
m inutes produced the following results: average concentration of total 
nitrogen: 42.6 ± 12.0 mg. per cent; activity  of amylase expressed in units 
used by W illstätter in 100 ml. of saliva: 11.1 ±  6.1; average concentration 
of sodium: 8.8 ± 3.3 mE/L; potassium: 20.3 ±  3.9 mE/L; chlorides:
21.3 ±  4.1 mE/L; total am ount of saliva secreted: 14.0 ± 6.4 ml. The 
values were obtained from  32 semples of saliva collected from 22 persons.

2. Saliva collected under conditions of restricted participation of 
parotid glands showed reduced concentration of total nitrogen, lesser 
activ ity  of amylase, and a tendency tow ards reduced potassium  ion 
concentration, w hereas the concentrations of sodium and chloride ions 
rem ained unchanged.

3. Ionic composition of the saliva varies little  as betw een particu lar 
individuums. Notable scattering  of the values is largely due to differences 
between particu lar individuums.

O trzym ano  9.11.57 r.
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S. ANGIELSKI

AMINOKWASY MOCZU BLIŹNIĄT JEDNO- i DWUJAJOWYCH

Z Z a kła d u  C hem ii F izjo log icznej A k a d e m ii M ed yczn e j w  G dańsku  
K iero w n ik : p ro f. d r W ł. M ozołow ski

Zagadnienia związane z ustaleniem  norm  i wpływ u pewnych czynni
ków fizjologicznych na zmienność biologiczną płynów ustrojowych u ludzi 
zdrowych były przedm iotem  prac naszego Zakładu [3,17,18,19]. Pojęcie 
normy, a ściślej „norm alnej zmienności” stosujemy do wszystkich płynów 
biologicznych, cechujących się pew ną stałością składu. Natomiast w odnie
sieniu do moczu zmienność wszystkich niem al składników jest cechą nor
malną, a stałość stanem  patologicznym. Wśród związków występujących 
w moczu w ilościach stałych dla danego osobnika w ym ienia się k rea ty 
ninę; w tej grupie związków należałoby rozważyć zachowanie się niektó
rych aminokwasów. Pierw szą trudnością w ilościowej ocenie w ydalania 
aminokwasów moczu jest znalezienie układu, w stosunku do którego w y
raża się te wielkości. Takimi układam i oprócz bezwzględnej ilości wydalo
nej w ciągu doby mogą być: a) ilość moczu, b) zawartość azotu całko
witego, c) zawartość kreatyniny, d) stosunek do wagi j  powierzchni cia
ła [11]. To, że wyniki tego rodzaju badań wyraża się w niejednolity 
sposób, spraw ia duże trudności w in terp retacji liczbowej norm alnych w ar
tości, a niekiedy uniemożliwia porów nanie wyników takich prac, w k tó
rych są podane różne układy odniesienia. Jednym  z najczęściej stosowa
nych sposobów w yrażania jest podawanie zawartości aminokwasów w do
bowej ilości moczu. W wielu pracach zwłaszcza w ykonyw anych z gene
tycznego punktu  widzenia odnosi się ilość wydalonych aminokwasów do 
zawartości kreatyniny. Takie ujęcie nasuw a wątpliwości, jak  to przedstaw ił 
już D ent [7]. Szczególnie ma to m iejsce wtedy, gdy oznaczenia dokonuje 
si^ jedynie w próbce moczu, a nie w  dobowej mieszanej ilości. Ponadto, 
stosowane m etody ilościowego oznaczania aminokwasów muszą podlegać 
krytycznej ocenie otrzym anych wyników. Że w tej dziedzinie m ają m iej
sce trudne do pogodzenia sprzeczności, świadczy choćby zestawienie po
dane przez Braunsteina i W ilenkinę, dotyczące w ydalania histydyny w mo-

[” ]
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czu kobiet w ciąży [4]. Nie b rak  jednak faktów, które zdają się mieć 
dostateczne podstawy doświadczalne: na przykład, w ydalanie 1-metylohi- 
stydyny związane jest z dietą mięsną [6,10,11,13], zawartość kwasu 

-aminoizomasłowego moczu m a natom iast podlegać kontroli genetycznej 
[5,12,13]. Co do innych aminokwasów zdania są podzielone; w edług badań 
B erry i współpracowników oraz G artlera i współpracowników [2, 12] 
wydalanie niektórych tylko aminokwasów ma być uw arunkow ane gene
tycznie; dotyczyć to ma kwasu /S-aminoizomasłowego, treoniny, lizyny, 
tyrozyny, inne natom iast aminokwasy, badane przez tych autorów, mają 
nie podlegać takiej kontroli. W ymienieni autorzy posługiwali się w  swoich 
badaniach porównaniem  zawartości aminokwasów moczu bliźniąt jedno- 
i dwujajow ych. Badane osoby były dorosłe (18—54 lat), zatem  ich „indy
widualność biochemiczna” zależała w m niejszym  stopniu od danych gene
tycznych, niż m iałoby to miejsce u dzieci bliźniaczych, k tóre z na tu ry  rze
czy podlegały krócej działaniu w arunków  otoczenia. Tym można by uza
sadnić celowość podjętych w tej pracy badań, a mianowicie porównania 
zawartości aminokwasów w dobowych mieszanych moczach bliźniąt jedno- 
i dwujajow ych w wieku od 2,5 do 5 lat. W tego rodzaju badaniach można 
by łatw iej wykazać zależność genetyczną wydalania poszczególnych ami
nokwasów.

METODY

Przedm iotem  badań były: trzy pary  bliźniąt jedno jajow ych i pięć par 
bliźniąt dwujajow ych w  wieku od 2,5 do 5 lat. Dzieci były zdrowe; pozo
staw ały pod opieką domową. Do badania brano tylko te dzieci, których 
rodzice chętnie godzili się na badania i podejmowali się trudu  starannego 
zbierania moczu. Badanie przeryw ano w razie choroby dziecka (miało to 
miejsce jeden raz) i danych tych nie podaje się w tej pracy. Również od
rzucono bez badania mocze, w  których m atka podawała w wątpliwość ze
branie całkowitego moczu dobowego. Przynależność do typu jedno- czy 
dwujajowego oparto na: a) uderzającym  podobieństwie lub jego braku, 
b) płci obydwu bliźniąt, c) grupach krwi, d) liniach papilarnych, e) cechach 
szczególnych. W związku z tym, że niektórzy rodzice nie zgodzili się na 
pobranie krw i od dzieci dla zbadania cech grupowych, w doborze b liźniąt 
dwujajow ych kierowano się zdecydowaną różnicą w wyglądzie zew nętrz
nym oraz różnicą w  płci. W tablicy 1 podano cechy, na podstaw ie których 
zaliczano bliźnięta do jednojajow ych.

Dobową ilość moczu zbierano dw ukrotnie w dowolnym  odstępie czasu 
od każdej pary  bliźniąt jednocześnie. U jednej pary  bliźniąt jednojajow ych 
i u jednej pary  bliźniąt dw ujajow ych zbierano dobowe ilości moczu cztero
krotnie, a to w  celu zbadania ewentualnej zmienności w ydalania amino-
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T a b l i c a  1
Z e s ta w ie n ie  cech, na  p o d sta w ie  k tó rych  s tw ierdzono  p rzyn a leżn o ść  do b liźn ią t

jed n o ja jo w ych

T ypy linii p ap ila rn y ch  
na dziesięc iu  palcach Sum a

in 
deksówP łeć G ru p y  k rw i rę k a  p raw a rę k a  lew a

N um er k o le jn y  palca 10
palców

I II II! IV V I II III IV V

A. Z. C hłopak AB, MN, R h + E E O O O J J O O J 217

J. Z. C hłopak AB, M N, R h + E E O O O J J O O J 216

I I

J. L. D ziew 
czyna B, MN, R h — E E E O E U J J J J 74

G. L. D ziew 
czyna B, MN, R h — E E E O E U J J J J 80

III

G .Z b. C hłopak nie oznaczano E E E E E J O J J J 145

K. Zb. C hłopak n ie  oznaczano E E E E E J O E O J 161

T yp y lin ii p ap ilarn ych  oraz o b liczen ie  su m y ind ek sów  pod ano w ed łu g  k lasy fik acji przyjętej 
w b ad an iach  d ak ty losk op ijn ych  w P olsce [14]

T a b l i c a  2
P orów nan ie  p rzyd a tn o śc i D o w ex  50 i Zeo K arb  215 dla odsolenia  ro z tw o ru  a m in o 
kw a só w . R o z tw o ry  a m in o kw a só w  za w iera ły  p rzed  p rzep u szczen iem  przez  ko lu m n ę  

1,5 g N aC l oraz 0,5 g K C l w  100 m l ro z tw oru

D o w e x  50 Z e o  K a r b 215

m g n a  100 m l 
ro z tw o ru O dzyska

no 
w  %

m g na 100 m l 
ro z tw o ru O dzyska

no 
w  %P rzed

odsole-
niem

Po
odso le-

n iu

P rzed
odso le-

n iem

Po
odsole-

n iu

H is ty d y n y  HC1 72 72 100 — — —

L izyny  HC1 36 36 100 — — —
A lan ina 30 31,5 105 60 53 88
T yrozyna 60 60 100 60 40 67
W alina 30 28,5 95 60 53 88
L eucyna 30 29 98 60 55 92
G lu tam in a 30 24 80 — — —
G licyna 30 29 98 60 51 85
S eryna 30 28,5 95 60 50 83
T reon ina 60 57 95 60 50 83
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kwasów w czasie. Aminokwasy oznaczano w  mieszanej dobowej (od go
dziny 800 do 800) ilości moczu; dla konserw acji dodawano kryształek ty 
molu. Analizę wykonywano w  dniu zakończenia zbierania moczu. Azot 
całkow ity oznaczano m etodą K jeldahla (spalając z C uS 04, Na2S 0 4 i desty
lując do kwasu borowego). Azot a-am inow y m etodą Trolla i Cannoniego 
[23], po uprzednim  usunięciu am oniaku przez zalkalizowanie moczu 
i w yparow anie w próżni nad stężonym  kwasem  siarkowym ; roz
puszczoną w wodzie suchą pozostałość zakwaszano do pH  5 — 6 na uniw er
salny papierek indykatorowy. Prócz tego oznaczano azot a-am inow y 
w próbce moczu odsolonego. W przebiegu odsolenia usuwa się częściowo 
i inne związki, które u trudniałyby  analizę chrom atograficzną; m iędzy in
nym i mocznik, kreatyninę, kwas moczowy, a także związki dające barw ny 
odczyn z n inhydryną, a nie będące wolnym i aminokwasami. Dla odsolenia 
moczu użyto Dowex 50 o wielkości z iam  100-200 oczek (mesh). P rzedtem  
próbowano do tego celu zastosować ekstrakcję różnymi stężeniam i etanolu 
zakwaszonego kwasem  solnym, oraz roztworem  fenolu w butanolu w sto
sunku 3:2 [25]. Próbowano stosować Zeo K arb 215 [20, 21]. W yniki zadowa
lające otrzym ano jednak tylko z Dowex 50. Przykładem  są dane tablicy 2.

Dla odsolenia dawano na kolum nę (wym iary 5 cm X 1 cm) po 5 ml mo
czu, po upływie 30 min. przepłukiw ano 40 m ililitram i wody podwójnie 
destylowanej, następnie eluowano 10 m ililitram i 6N NH4OH (w czasie 30 
min.). Regenerowano kolum nę 40 ml 2N HC1 i przem ywano 50 ml wody. 
Uzyskany eluat am oniakalny odparowywano w 40 do 50°; suchą pozosta
łość rozpuszczano w 1 ml zakwaszonego izopropanolu (4 ml HC1 6N w  1 1 
izopropanolu). 0,4 ml uzyskanego roztw oru uwalniano od amoniaku, jak 
podano przy oznaczaniu azotu a-am inowego w moczu nieodsolonym. Po
zostałą ilość odsolonego i zagęszczonego eluatu  poddano analizie chrom ato
graficznej. Stosowano rozdział jednokierunkow y, w stępujący na paskach 
bjbuły W hatm an n r  1 o szerokości 3 cm w  układzie n-butanol: kwas octo
wy: woda =  4 : 1 : 5 ,  rozwijano trzykro tn ie  w  tem peraturze 22—25° przez 
12 godz. każdorazowo. N akrapiano paski po 5, 10, 20, 40yl roztw oru (dwuj- 
krotnie każdą próbkę); odpowiadało to w przybliżeniu od 2 do 16^/g azotu 
a-aminowego w  każdej próbce. W układzie tym  oznaczano lizynę, h isty- 
dynę, glutam inę, alaninę, tyrozynę, m etioninę z waliną, fenyloalaninę oraz 
leucynę z izoleucyną. Inne związki, które dają barw ną reakcję z n inhydry 
ną, w ędrują w  użytych układach wolniej od wszystkich badanych w  tej 
pracy aminokwasów. O tym, że związki te  zdają się być peptydam i, świad
czy to, że po kwaśnej hydrolizie znikają odpowiadające im plam y. Dla roz
dzielenia kwasu asparaginowego, kwasu glutaminowego, seryny, glicyny 
i treoniny  stosowano układ fenol : woda =  75 : 25 na bibule W hatm an 
n r  1; przeprowadzono chrom atografię zstępującą, jednokierunkow ą w  cią
gu 20 godz. W oznaczeniu ilościowym postępowano według R. E. K ay’a

[4]
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i  współpracowników [16] z tą różnicą, że kolorym etrow ano w  aparacie 
Pufricha w m ikrokiw etach długości 5 cm przy użyciu filtru  S 57. Chomato- 
gram y układu fenolu suszono przez 48 godzin w tem peraturze pokojowej 
w  strum ieniu  powietrza. Sprawdzano tożsamość każdej plam y a) przez 
jednoczesne rozw ijanie standardu aminokwasowego, b) przez dodawanie 
odpowiedniej ilości badanego aminokwasu do próbki badanego moczu; ro
biono to każdorazowo dla kilku aminokwasów w każdym  układzie, c) przez 
reakcje właściwe dla danego am inokwasu (dla histydyny oraz argininy). 
D la moczu każdej pary  bliźniąt wykonywano ponadto chrom atogram  
dw ukierunkow y w układach: 1) fenol : woda w stosunku objętościowym  
75 : 25 i 2) n-butanol : kwas octowy : woda 4 : 1 : 5  (dw ukrotnie rozwi
jany). Celem tego rozdziału było także uwidocznienie plam , które przy

T a b l i c a  3

O d se tk i o d zy ska n ych  a m in o kw a só w  n a kra p ia n ych  do prób odsolonego m o czu

Z aw arto ść  
w  p ró b ie  

m oczu w  fig
D odano

W  fig
O dzyskano

W  fig
O dzyskano

w  %

1 H isty d y n a 5,1 5,0 9,8 98
2 L izyna 1.6 3,0 4,4 96
3 G lu tam in a 3,5 3,0 6,8 105
4 A lan in a 2,1 3,0 5,2 102
5 T yrozyna 2,3 5,0 7,0 97
6 F eny loa lan ina 4,1 5,0 8,6 94
7 L eucyna 2,3 3,0 4,8 91
8 K w as g lu tam inow y 2,4 3,0 5,4 100

9 S ery n a 2,6 3,0 5,7 98
10 G licyna 3,5 3,0 5,8 89
11 T reo n in a 1,9 5,0 6,7 97
12 K w as a sparag inow y 0 5,0 4,9 98

C hrom atogra fow an o: 1—7 w  u k ład zie  b u ta n o l: kw as o c to w y : w oda w s to su n k u  4 : 1 : 5 ,  a  8— 12 
w  u k ła d z ie  f e n o l: w oda w sto su n k u  75 :25 . Przeb ieg  ilośc iow ego  p ostęp ow an ia  jak  w tek śc ie

rozw ijaniu w układzie jednokierunkow ym  mogły odpowiadać dwóm lub 
większej liczbie aminokwasów. Chodziło tu szczególnie w układzie b u ta 
nol : kwas octowy : woda, o h istydynę w ędrującą razem  z m etylohisty- 
dyną, a w  układzie fenol : woda o glicynę z asparaginą. Ponieważ te am i
nokwasy, których nie oznaczano (m etylohistydyna, względnie asparagina), 
w ydalają się w ilości mniejszej od tych, które oznaczano (histydyna, 
względnie glicyna), nakropienie odpowiednio zmniejszonej ilości moczu 
pozwoliło w dużym  stopniu na zm niejszenie ich wpływ u w ilościowej oce
nie. Dokładność takiego ilościowego oznaczania jest w tych w arunkach 
obarczona błędem  10 do 15%.
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Należy zaznaczyć, że część glutam iny po przejściu przez kolumnę 
z Dowex 50 rozkłada się na kwas glutam inowy, ale dla tej sam ej długo
ści kolum ny i jednakowego czasu odsalania s tra ty  te wynoszą stale około 
20%; uwzględniono to przy podawaniu wyników. W używ anych układach 
walina w ędruje razem  z m etioniną; zabarwienia, k tó re  dają  te  amino
kwasy z ninhydryną różnią się natężeniem  od siebie i dlatego wyniki po
dane dla w aliny są obarczone stosunkowo większym  błędem. We wszyst
kich badanych moczach stwierdzono plam ę odpowiadającą kwasowi aspa
raginowemu, ale małe natężenie barw y nie pozwalało na ilościowe ozna
czenie.

Używano następujących substancji chemicznych: fenol, destylowany 
dw ukrotnie według [8], n-butanol f-m y Estron, kwas dl-asparaginowy, 
l-leucynę, lizyny jednochlorowodorek f-m y Schuchard, alaninę i glicynę 
f-m y Merck, dl-treoninę (Chemapol Czechosłowacja), walinę-ZSRR, hi- 
stydyny jednochlorowodorek f-m y Fluk, tyrozynę i fenyloalaninę niewia
domego pochodzenia (przepakowano w  Gliwicach), kwas glutam inowy 
(przepakowano w Łodzi), n inhydrynę B.D.H.-Londyn; glutam inę otrzy
mano od prof. dr J. O pieńskiej-B lauth.

WYNIKI DOŚWIADCZEŃ

Wyniki badań ośmiu par bliźniąt (trzech par jednoj aj owych i pięciu 
dwujajowych) przedstawiono w czterech tablicach. Tablica 4 podaje dane 
dla bliźniąt jednoj aj owych: G. i J. L. (dziewczynki, w wieku la t 2,5) oraz
G. i K. Zb. (chłopcy, w  wieku lat 3,5). Tablica 5 dotyczy bliźniąt dw ujajo
wych: M. (dziewczynka) i J. (chłopak) K. 2,5 lat; J  i D. R. (dziewczynki 
5 lat); J. i K. N. (chłopcy w  wieku 3,5 lat); K. i W. R. (chłopcy w  wieku 2,5 
lat). Dane tych dwóch tablic pozwalają na porów nanie różnic między ro
dzeństwem  bliźniaczym oraz różnic między poszczególnymi param i. Nato
m iast dla zbadania zmienności zachodzącej u tych samych osobników 
w różnych dniach, przeprowadzono oznaczenia zaw arte w tablicy 6 i 7 
(tablica 6 dotyczy jednej pary  bliźniąt jednoj aj owych A. i J . Z. (chłopcy 
w wieku 2,5 lat), badanych czterokrotnie w  różnych odstępach czasu w  cią
gu miesiąca. Tablica 7 podaje analogiczne dane dla jednej pary  bliźniąt 
dwujajow ych: M. i A. A. (dziewczynki w wieku 2,5 lat). Dane liczbowe 
tablic dotyczą: 1) ilości moczu wydalonego na dobę, 2) zawartości azotu 
całkowitego, 3) azotu a-am inowego przed i po odsoleniu oraz 4) ilości dw u
nastu aminokwasów wydalonych. W ostatniej pozycji tablicy podano azot 
a-am inow y, obliczony z zawartości poszczególnych aminokwasów. Ilość 
dobowa moczu bliźniąt jednoj aj owych zdaje się być bardziej do siebie 
podobna niż u dw ujajow ych; jednak dane liczbowe tablic 4 i 5 nie są do
statecznie przekonyw ające; dokładniejszą odpowiedź znajdujem y w  ta 
blicach 6 i 7.

80
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T a b l i c a  6

Z a w a rto ść  w o ln ych  am in o kw a só w  dobow ego m o czu  jed n o ja jo w ych  b liźn ią t A .Z . i J.Z .
w  w ie k u  2,5 la t

24.V III 27.VIII 6.VIII 19.VIII
A. Z. J. Z. A. Z. J . Z. A. Z. J. Z. A. Z. J .  Z.

Ilość dobow a m oczu w  m l 280 290 320 330 700 660 480 450

N -ca łk o w ity  w  g/'24 godz. 2,86 2,46

45

3,38 3,06 5,90 4,50 4,95 4,30

N -a-am in o w y  bez odso len ia
w mg/24 godz. 44 40 42 88 83 67 64

N -a -am in o w y  po odso len iu  
w mg/24 godz. 3S 40 31 32 80 75 56 54

.
m g am inokw asów  dobow ego m oczu

H istydyna 105 99 73 66 168 161 130 119 ;

G licyna 34 35 64 66 53 64 50
1

45 ;

G lu tam in a 34 42 21 22 98 105 80 67 i
1

S ery n a 28 25 0 0 39 40 42 36
i

A lan in a 18 17 10 10 33 33 13 13 |

T y rozyna 31 28 27 26 61 57 58 63 1
1

T reo n in a 14 16 0 0 67 61 13 10 |

L izyna 22 23 8 8 57 52 63 6 , !

F en y loa lan ina 8 7 4 3 11 13 11 9

K w . g lu tam in o w y 6 6 10 6 7 8 7 8

L e u c y n a '+  izoleucyna 3 4 2 2 6 6 5 4

W alina +  m e tio n in a 4 5 3 ' 3 8 9 5 6 !

O bliczony azot a -am in o w y  
am inokw asów  bad an y ch  w  m g 34 34 27 26 67 67 51 47

1

83
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T a b l i c a  7

Z a w a rto ść  w o ln ych  a m in o kw a só w  dobow ego m o czu  d w u ja jo w y c h  b liźn ią t A .A . i A M .
w  w ie k u  2,5 lat

10.YIII 18. V III 19.VIII 20. V III
A .A . M. A. A .A . M. A. A .A . M. A. A .A . M. A.

Ilość dobow a m oczu w  m l 940 810 730 520 640 760 670 1050

A zot całkow ity  w  g/24 godz. 3.72 3.64 6.60 3.90 5.00 5.28 — —

A zot a -am in o w y  bez odso- 
len ia  w  m g 24 godz. 61 93 93 67 51 64 53 65

A zot a -am inow y  po odso- 
len iu  w  mg/24 godz. 55 76 76 59 46 60 46 60

m g am inokw asów  dobow ego m oczu

H isty d y n a 144 168 210 120 105 161 89 130

G licyna 64 106 52 77 39 64 54 110

G lu tam in a 69 60 80 66 51 61 72 55

S e ry n a 3 22 47 38 33 38 26 12

A lan in a 49 41 48 44 27 19 36 13

T yrozyna 13 10 31 22 18 16 19 12

T reo n in a 8 16 26 41 9 14 13 21

L izyna 15 15 25 23 10 21 19 21

F en y lo a lan in a 4 5 13 10 9 6 4 10

K w . g lu tam inow y 6 4 5 6 6 — 8 10

L eucyna 5 4 6 4 3 3 3 —

W alina 5 3 6 5 3 3 3 4

O bliczony azot a -am in o w y  
am inokw asów  bad an y ch  w  m g 45 57 61 55 36 46 41 49
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Zawartość azotu całkowitego jest u wszystkich niem al bliźniąt bardzo 
podobna, co znajduje swoje uzasadnienie w  tym, że żyją one w tych sa
mych warunkach. Jedynie w parze J. 1 K. N. w ystępują duże różnice.

Azot a-am inow y stanowi 1% do 2%  azotu całkowitego; jego zawartość 
w obydwu typach bliźniąt jest w ew nątrz par do siebie bardzo podobna. 
Arnt a-aminowy po odsoleniu przedstaw ia się rozmaicie u różnych par, 
wykazując duże podobieństwo w ew nątrz par obydwu typów. Różnice 
między param i polegają (jak to widać najlepiej z porów nania danych ta 
blicy 4) na m niejszym  lub większym  ubytku azotu aminowego w prze
biegu odsolenia.

M ateriał liczbowy zaw arty w tablicach pozwala na scharakteryzow anie 
wydalania aminokwasów moczu zdrow ych dzieci. Dane piśm iennictw a 
ujmujące dobowe wydalanie poszczególnych aminokwasów u dzieci w tym  
w.eku są stosunkowo skąpe [15]. Na ogół można -stwierdzić (choć m ają  
miejsce i w yraźne odchylenia), że w najw iększej ilości wydala się h isty - 
dyna, na drugim  m iejscu stoją ilościowo glicyna i glutam ina, na trzecim  
znajduje się seryna, alanina, tyrozyna i treonina, a pozostałe am inokwasy 
wydalają się w ilości jeszcze m niejszej. Taki obraz w ydalania am inokwa
sów różni się istotnie od tego, co stw ierdzono (Dustin, Wolf, Norm an i Fow 
ler) dla dzieci w pierwszych sześciu m iesiącach życia, a jest raczej zbli
żony do tego, co w  moczu dorosłych znajdow ał Stein [22]. Dokładniejsze 
rozważenie danych liczbowych pozwala jednak na stw ierdzenie, że po
szczególne jednostki m ają pewien w łaściw y dla nich typ wydalania amino
kwasów. I tak dane dla J. K. (Tablica 5) stw ierdzają brak waliny, w ięk
szą lub równą ilość glicyny w porów naniu z histydyną, podczas gdy jego 
siostra M. K. wydala pewne ilości waliny, a histydyny wyraźnie więcej 
niż glicyny. Para  K. i W. R. cechuje się dużą ilością wydalonej tyrozyny, 
z tym, że mocz jednego z rodzeństwa (K. R.) zawiera w yraźnie więcej tego 
aminokwasu aniżeli mocz drugiego (W. R.). Para  J. i K. N. wydala w ięcej 
lizyny niż alaniny odm iennie od wszystkich innych.

Dla właściwej oceny wartości podanych wyników jest istotne zdanie 
sobie sprawy, jaką część azotu a-am inowego po odsoleniu stanowi azot 
a-am inow y badanych aminokwasów. Dlatego podano w e wszystkich ta -  
blicEch pozycję „obliczony azot a-am inow y badanych am inokwasów”. 
Warrości tej pozycji stw ierdzają, że w  postępow aniu doświadczalnym sto
sowanym w tej pracy nie uwidocznia się, w postaci jakich am inokwasów 
znajduje się 10 do 30% azotu a-am inow ego; w tablicy 5 ten brak jes t 
spowodowany w dużej mierze tym, że nie oznaczono glutam iny, we w szyst
kich innych dołączałby się brak oznaczania asparaginy, argininy, m ety lo- 
histydyny, kw asu /9-aminoizomasłowego. Uwzględnienie brakujących  
aminokwasów dałoby obraz pełniejszy, ale dla stw ierdzenia typów jednost
kowych dane przedstaw ionych tablic w ydają się wystarczające.
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Dane tablic 4 i 5 stw ierdzają, że podobieństwo dotyczące wydalania 
aminokwasów moczu bliźniąt jedno j aj owych jest szczególnie wyraźne. Róż
nice zawartości poszczególnych aminokwasów tych bliźniąt nie przekra
czają wielkości błędu stosowanej metody; natom iast u bliźniąt dw ujajo- 
w ych są w yraźnie większe od takiego błędu. Ten wniosek zdaje się mieć 
isto tne znaczenie dla genetycznej oceny tych zjawisk.

Dla stw ierdzenia, jakiej zmienności ulega w ydalanie aminokwasów mo
czu w różnych dniach, przeprowadzono oznaczenia zaw arte w tablicy 6 i 7. 
Tablica 6 podaje w yniki dla jednej pary  bliźniąt jedno j aj owych w ciągu 
czterech różnych dni; tablica 7 analogiczne dane dla bliźniąt dwujajowych. 
Dane tych tablic nie pozwalają na znalezienie łączności między ilością mo
czu, a zawartością azotu a-aminowego. Szczególną uwagę w  tych tabli
cach zwraca zmienność w ydalania w  różnych dniach poszczególnych am i
nokwasów u tej samej jednostki, np. około trzykro tne wahania histydyny, 
b rak  seryny i treoniny w niektórych dniach, przy znacznej zawartości 
w innych dniach, około dw ukrotne w ahania w zawartości glicyny. Podo
bieństwo sposobu reagow ania na w arunki zew nętrzne w ystępuje w yraź
nie u bliźniąt jednojajow ych (Tabl. 6), np. w tym, że brak  seryny i treoniny 
m a miejsce w tym  sam ym  dniu. Dane dla tych samych aminokwasów 
u bliźniąt dwujajow ych (Tabl. 7) wykazują w yraźną odmienność zachowa
nia się. W ocenie wyników liczbowych tych tablic można stwierdzić, że 
podobieństwo w ystępujące u bliźniąt jednojajow ych każe właściwie oce
nić wpływ genetyczny, natom iast różnice stw ierdzane w różnych dniach, 
a więc i odm iennych zew nętrznych w arunkach, w skazują na istotną rolę 
środowiska.

DYSKUSJA

W ydalaniem  aminokwasów moczu bliźniąt zajmowano się w Instytucie 
Badań Zmienności Człowieka w Columbia U niversity [2, 12]. Z wynikam i 
tych  badań należy porównać dane tej pracy. Porów nanie to nie jest łatwe, 
nie tylko dlatego, że wiek badanych jest różny w obydwu seriach prac, 
lecz także i to, że autorzy am erykańscy odnoszą uzyskane wyniki do ilości 
k reatyniny  wydalanej w  danej próbce moczu, a w pracy obecnej odnosi się 
wszystkie ilości do dobowego mieszanego moczu. Użycie kreatyniny  jako 
układu odniesienia w ydalania aminokwasów w  moczu dzieci k ry je  w so
bie większe możliwości błędów, niż analiza dobowego mieszanego moczu, 
k tó ra  powinna dać ściślejsze wyniki. O ile idzie o podobieństwo w ew nątrz 
par bliźniąt jednojajow ych, to w yniki tej pracy w ykazują większą zgod
ność, niż to ma miejsce u autorów  am erykańskich. W yraźnie to wystąpi 
przy  porównaniu bliźniąt tej samej pary.

Liczby porównawcze uzyskano, jak to podano w  pracy H. K. B erry  [1], 
przez obliczenie w ariancji a). Wartość <Ą równa się liczbowo różnicy w ar
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tości dla poszczególnych bliźniaków tej samej pary, podniesionej do kw a
d ra tu  i podzielonej przez dwa.

Zmienność w ydalania aminokwasów przez te same osobniki w różnych 
dniach jest w badaniach tej pracy znacznie większa niż stw ierdzają to ba
dacze am erykańscy. Uzgodnienie tych wyników dotyczących bardzo róż-

T a b l i c a  8

W ariancje w yd a la n ia  a m in o kw a só w  b liźn ią t te j  sam ej pary  w  oparciu  o tab lice  6 — 7

W a r  i a

u b liźn ią t 
je d n o - 

ja jo w y ch

i  c j e ct-2

u b liźn ią t 
d w u 

ja jow ych

2
Stosunek  at 

dw u ja jo w y ch  
do <Ą jed n o - 

ja jow ych

A nalog iczny  
stosunek  o2t d w u 

ja jo w y ch  do a\ 
jed n o ja jo w y ch  
w g p rac. [2,12]

H istydyna 27,0 725 27,0
G licyna 14,0 285 20,0 3,06
G lu tam in a 29,0 128 4,4 1,40
S ery  na 3,3 173 52,0 —

A lan in a 2.5 23 9,0 3,31
T yrozyna 4,4 112 25,5 3,2
T reo n in a 3,4 45 13,0 21,65
L izyna 4,2 43 10,0 4,6
F en y lo a lan in a 1,0 4 4,0 —
K w as g lu tam in o w y 1,6 14 9,0
L eucyna 0,13 1,9 7,0 1,3
W alina 0,38 3.6 9,5 7,4

nego m ateriału  biologicznego, ponadto wyrażonego w innym  układzie od
niesienia nie byłoby wdzięcznym zadaniem. Te sprzeczności nie są jednak 
istotne, jeżeli w ynik ogólny ujm ie się tak, jak  robią to autorzy am erykań
scy [12] (str. 118 i 119) w słowach „to, co się dziedziczy, to nie jest ściśle 

/określona ilość wydalanej substancji, ale taki sposób reagowania na w a
runki zewnętrzne, że w  danych w arunkach ma miejsce w ydalanie pew 
nych określonych ilości”.

Kierownikowi Zakładu prof. d r  W. Mozołowskiemu dziękuję za w y
bór tem atu  i życzliwe ustosunkow anie się w czasie w ykonyw ania i pisania 
tej pracy.

W dziedzinę daktyloskopii wprowadzili mnie i zawsze udzielali życzli
wej pomocy w  ciągu przeprow adzanych badań: ppor. A. Sw irniak, chor. 
M ichalina Ożga i chor. S tefan Ożga, k tórym  składam  za to podziękowanie.
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Pragnę także podziękować: prof. d r  T. Korzybskiem u za użyczenie 
Dowex 50, dr B. M ichejdżinie za oznaczenie grup krw i i prof. J. Opień- 
skiej-B lauth za użyczenie glutam iny.

STRESZCZENIE

1. Zbadano dobowy mieszany mocz ośmiu par bliźniąt (trzech par jed
nojajow ych i pięciu par dwujajowych), dzieci w wieku od 2,5 do 5 lat. 
Oznaczano ilość wydalonego moczu, azot całkowity, azot a-am inowy przed 
i po odsoleniu oraz dwanaście aminokwasów. Am inokwasy oznaczano 
chrom atograficznie na bibule.

2. Podobieństwo w ydalania aminokwasów moczu jest u bliźniąt jedno
jajow ych w yraźnie większe niż to, jakie spotyka się u bliźniąt dw ujajo
wych.

3. W ydalanie aminokwasów moczu jest zmienne w  czasie, to jest w róż
nych dniach. Jednak ta zmienność dotyczy obydwu jednostek tej samej 
pary  bliźniąt jednojajow ych w jednakow y sposób, co w yraża się zgodno
ścią aminokwasowego składu moczu w tym  samym dniu. U bliźniąt dwu
jajow ych zgodność ta jest w yraźnie mniejsza.
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AM INO A CIDS IN  TH E U RIN E O F M O NO - AND D IZY G O TIC TW IN S

S u m m a r y

1. Investigations involved 8 pairs of tw ins (three monozygotic pairs 
and five dizygotic ones), aged betw een 2,5 and 5 years. The total volume 
of urine elim inated by each tw in over 24 hours w as assayed quantitatively  
for total nitrogen, a-amino nitrogen before and, after desalting, and for 
twelve amino acids. Amino acids were determ ined by paper chrom ato
graphy.

2. Analogies in elimination w ith  urine of amino acids are in monozy
gotic twins d istinctly  greater than  those found in  dizygotic twins.

3. Elim ination w ith urine of amino acids varies betw een particu lar days. 
The changes, however, w ere parallel in both individuum s of a pair 
of monozygotic twins, which became m anifest in the identical amino acid 
composition of urine collected from the  two individuum s on the same day. 
In dizygotic twins, this sim ilarity is distinctly less manifest.

O trzym ano 5.11.57 r.
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A C T A  B I O C H I M I C A  P O L O N I C A  

Vol. V 1958 No 1

H. TEJIJIEP h M. EJKEBCKA

HYKJIEHHOBblE KHCJIOTbl H RPyVUE  OOCOOPHblE OiPAKlfHH 
IIPH METAM0PCP03E R Y B O B O rO  LUEJIKOriPflAA A N T H E R A E A  P E R N Y I

P  e  3 K> m e

B ry ceH m jax , KyxojiKax m imago  ^yôoB oro u ie jiK oiipn^a onpe^ejineTCH 
KMCJIOTOpaCTBOpMMbIM, JIMnOM̂ HblM h ÔejlKOBblM CJjOCĈ Op, a TaKXte c]joc-
4)op HyKJiewHOBbix kmcjiot. CoÆepxoHMe o6m;ero <4>occf)opa CHMXiaeTCH 
He3HaHMTejibHo iip n  3aKyKjmBaHMn, a CMJibHo nagaeT  n p n  B buiynjm Ba- 
hmm ôaôoHKM (Bbi^ejieHiie opTo<4>oc4>aTa b Move). 3>oc<4>op HyKJiewHOBbix 
KMCJioT n a^aeT  n p n  3aKyKJiMBaHMM b cba3m c MHBOjnoipieM npa^MJibHbix 
xcejie3, yMeHbinaeTCH jiMiiOM/jHbiM m ôejiKOBbiii c]joc<4>op, yBejiMHMBaeTca 
KOJiMHecTBo KMCJiOTopacTBopMMoro cfcroccjiopa.

y  KyKOJiKM pacnpe^ejieH M e (£>oc4>opa M exgjy BbimeyKa3aHHbiMM <4>paK- 
HMHMM He nOflBepraeTCH 3HaHMTeJIbHbIM M3M0H0HMHM.

IIpM pa3BMTMM ÔaÔOHKM paCTBOpMMblM c]3OC<4>0p M 4)OC<4>Op HyKJieMHO- 
Bbix kmcjiot yM eHbmaercH CMJibHee y  caMpoB, new y  caMOK, Hiiija koto- 
pb ix  ÔOraTbl 4j0CC|)0pHbIMM COe^MHeHMHMM.

Co^epxcaHMe pMÔ03bi m ,n;e3OKCMpM603bi M3MeHHeTca napajuiejibH O  M3- 
MeHeHMHM HyKJieMHOBoro cjjoccJjopa. YMeHbmeHMe co^epxcaHMH neHT03 bo 
cJjpaxpMM HyKJieMHOBbix km cjiot He conpoBOxcAaeTca yBejiMHeHMeM mx co- 
iiepxcaHMH b pacTBopMMOM cbpaKpMM. Onpe^ejieHM e rM/;pojiM3yeMoro cjjoe- 
cjjopa no  MeTO,o;y K e p p a  ÆaeT pe3yjibTaTbi, coBna^aiomM e c pe3yjibTaTaMM 
^ jih  neHT03. Pe3yjibTaTbi oripeflejieHMM KaK a jih  neHT03, Tax m æ ah 4)0C- 
dbopa n o  K e p p y , paccMaTpMBaeMbie corjiacHO oGmenpMHHTOM MHTepnpe- 
r a p n n  yKa3biBaiOT, h to  y  imago  ^yôoB oro m ejiK onpim a BCTpenaiorcH, no- 
BMflMMOMy, nOHTM MCKJIIOHMTejIbHO HypMHOBbie HyKJieOTMflbl.

IIpa/];MJibHbie xœ jieobi co^epxtaT  nopa3MTejibHO mhoto HyKJieMHOBbix 
kmcjiot; 3to CBH3aH0, noBM^MMOMy, c CMHTe30M ô e jix a  m ejiKa. HMija co- 
HepjKaT npaKTMHeCKM MCKJIIOHMTejIbHO pMÔOHyKJieMHOBbie KMCJTOTbl.

Hm b oæhom nepM o^e MeTaMopc]?o3bi He oÔHapyxceHO HaxonjieHMe n p o - 
AyKTOB ^enojiMMepM3au;MM HyK.aeMHOBbix kmcjiot b pacTBopMMoii cjjpaKpnM. 
Cjie^OBaTejibHo, nepecTpoiiK a HyKJieonpoTeM^OB b KyKOJiKe ÆOJixaia n p o - 
MCxo^HTb nocTeneHHo.

i
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P. KYPHATOBCKH H jp.

riPEKYPCOPbl BHOCHHTE3A HYKJIEOTHAUHAHKOBAJ1AMHHOB
5. BH'CCiHlHTe3 BHTaMHITa B|0 TII H flpjyTHX IBy!KJieOTHmHHaiH,Klo5aiJT'lM.HiHK>B

P  e  3  t o  m  e

1. ripn ą,ajibHeiimMx MCCJieą;oBaHHHx Haą onocMHTe30M BHTaMMHa B12 
(HyKJieoTną,PMaHKo6ajiaMn:HOB) ripn n oM om n  Propionibacterium shermanii 
6 b u m  n o jiy n e ttb i Tpn HyKJieoTM^pnaHKOÓajiaMMHOBbie coe,a;MHeHHH, co,n;ep- 
* a i i [ M e  b  K a n e c T B e  H y K J ie o T M ^ H o r o  o cH O B a H M H  5 ,6 -ą .M X J io p 6 e H 3 M M n A a 3 0 J i ,  

2.3-Hac|)TiiMMą;a30Ji m 5-rną;poKCM-6eH3HMMą;a30Ji. B c e  s tm  npon3BOAHbie 
SbiJin n o jiy n eH b i b  KpMCTajijmuecKOM BM+e.

2. IIojiyH eH H bie K p u c T a j iJ iM H e c K j- ie  H y K J ie o T n ą p n a H K O & a j ia M M H b i 6biJin
MCCJie^OBaHbl npw nOMOipn (|)M3HK0-XMMHHeCKMX M MMKpo6nOJIOTOHeCKMX 
MeTO^OB, npMneM onpeą;eJiHJiacb nx MMKpoónojioraHecicaH aKTMBHOCTb no 
OTHonieHMK) k Ochromonas malhamensis no cpaBHeHMio c BnTaMnHOM B12.

3. EbiJia ycTaHOBJieHa HfleHTMHHOCTb nojiyHeHHbix HyKJieoTMAPnaHKO- 
óajiaMMHOB c aHajiornHHbiMu npoM3Boą,HbiMn BMTaMMHa B12, BbmejiaeMbiMM 
ApyrMMM MMKpoopraHH3MaMM. 5~rną;poKCnóeH3MMHA a30JmMaHK06ajiaMHH 
OKa3ajiCH MAeHTUHHbiM c BMTaMMHOM B12 (Ii BepHrayapa n <£>ppmpjixa.

A. uiyrA P. r. r. c e p a k o b c k a  h a . u je h e e p i '
KOJIHHEOTBEHHOE OKPALUHBAHHE TIPH IIOMOIRH PAAHOAKTHBHbTX 

HHAHKATOPOB: IREJIOHHAB <t>OC<PATA3A

P e  3  K) m  e

OnncbmaeTCH HecKOJibKO MeTO^OB KOJinHecTBeHHoro rncTOXMMMHecKoro 
onpe/i;ejieHna aKTMBHOCTM mejiOHHoh c£>oc4)aTa3bi npn noMOipM pa^noaK- 
rnBHbix MHflHKaTopoB. 3 t m  MeTo^bi c o c t o h j i m  b : a) MHKyóapnw b  cpeą;e, 
c o ą ; e p 5 K a m e M  M e n e H b iM  K a jib ijM M  m jiw  r a u p e p o ^ o c ^ a T ,  6 )  n H K y 6 a u ,n i i  

b  cpeą;e, He co>o;ep5KaLu;eii m 3 0 t o h o b , c nocjieflyłom eii 3aMeHoń o a h o m  n3 
cocTaBHbix nacTeń oca/jKa c|)oc(|)aTa Kajibu;nH paAwoaKTnBHbiM ajieMeHTOM. 
KojinHecTBeHHbie ą;aHHbie SbiJin nojiyneHbi nyTeM M3MepeHna aKTMBHOCTw 
cpe3a npn noMOipn OKOHHoro cneTHMKa.

HanSojiee BbiroflHbih MeTO# c o c t o h t  b  MHKyóapnn b  MeneHoń cpe^e, 
jiynine Bcero, npn noMOiąw 45Ca, Tax xaK b  3 t o m  cjiynae b o s m o j k h o  He- 
npepbiBHoe HaSjnofleHne 3a x o a o m  peaKijMM Ha Kaxcą;oM OT êjibHOM cpe3e, 
a Tak^Ke jiOKajrn3au,MH cjjepMeHTOB Ha t o m  ace caMOM cpe3e npn noMomn 
a B T o p a A M o r p a ^ D M M  MJIH O K paC K M .
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M e T O ß  3 a M e H b i  y ,n ,o 6 e H  n p n  M CCJieAOBaHM M  3 H a n e H M H  O T A e j ib H b r x  M a -  

H n n y j iH n M M , r r p n M e H H e M b ix  b  o n n c a H H O M  T oM O p M  n  T a x a M a T c y  M e r o ^ e  

o n p e f l e j i e H M H  m ejiO H H O M  ( j ) o c c [ j a T a 3 b i .  n o j i y n e H b i  K O J in H e c T B e H H b ie  f l a H -  

H b ie ,  b  o c o ô eH H O C T M , æ j ih  o n p e A e j i e H n H  p o j i n  n p o M b r e a H H H , a  T a i o x e  3 a -  

M e H b l K aJIbU M H  KOÔ aJIbTO M .

I l p n  n p M M e H e H im  M H K y 6 a n ,M O H H o ro  p a c T B o p a ,  c o ^ e p x c a m e r o  45C a y e r a -  
H O B jie H O , h t o  r j m u ; e p o ( |) o c c j 5 a T  r n A p o j i M 3 y e T c a  B ^ B o e  ô b i c T p e e ,  n e M  a,n;e- 
H M J io B a n  KM CJiOTa m H a  2 0 %  ô b i c T p e e ,  n e M  cJ ieH H J ic jp o cc lia T . M 3 M 3 M e p e H n n  

3aB H C K M O C TM  C K o p o c T M  r M ,a p o j i n 3 a  r j i m j e p o c j j o c c j j a T a  o t  T e M n e p a T y p b i  3 b i -  

M MCJieHO, HTO D H ep rM H  aK TM BaUM M M  flJIH  3T 0M  peaK M ,M M  C O C T aB JIH eT  

10 K K C U i/m O A .

M 3 M e p H J io c b  T aK X ce T e n e H n e  T e n j iO B o n  M HaKTM BaijHH ip e j io H H o i i  4)O C -  

c |)a T a 3 b i  b  c p e 3 a x  b  p a 3 J iM H H b ix  T e M n e p a T y p a x .

OnwcbiBaeTCH M eTOÆ  MHKyôapnM c p e 3 0 B  n o o H e p e ,a ,H o  b  A B y x  c y ô c T p a -  
T ax r j i h  o n p e A e j ie H M H  —  n p n H M M a e T  jim  o n p e / j e j i e H H b i n  c ^ e p M e H T  y n a -  
cT M e  b  o o e n x  peaKijMHx.

O öcyjK ßaioTCH  n ojiyn eH H b ie  pe3yjib T aT b i, a  T a x x œ  B03M0>KH0CTb m h o t o  

îipMMeHeHMH npM Be^eHH bix m g t o a o b  h  m x  3HaneHMe npM pemeHMM k o j i m -  

necT BeH H bix npoÔjieM  b  t m c t o x m m m m .

r .  B 3 P

H C C JIEA O B A H H R  C B O B C T B  IIH PO a>O C cPA TA 3bI H 3 MblLLlU K PO JIH K A

P  e  3 i o  m  e

I lM p o 4 x )c 4 )a T a 3 a  M3 M b irn n ; x p o j iM K a  n acT M H H O  OHMin,eHa c ^ p a K U j io H M -  

pOBSHM eM  CepH O K M C JIblM  aMMOHMeM. H a M Ô O J Ib U iy iO  aK T M B H O C T b n p O H B -

j i n e T  (J )p aK u ,M H , B b m e j iH io m a H C H  M e x c ^ y  0 , 5 0 — 0 , 6 0  H a c b im e H H H . K p n -  

C T a ju iM H ecK M M  M M o r e H  H e  n p o H B j m e T  aKTM BHOCTM  n M p o 4 ) o c c j 5 a T a 3 b i .

O n T M M y M  p H  3H 3 M M a  3 a K J iiO H a eT C H  b  n p e ^ e j i a x  o t  7  æ o  1 0 , 2 .  Æ j ih  e r o  

,ąeMCTBMB neoôxo^M M bi cB oöoA H bie r p y n n b i  S H  a  T a ï o K e  m o h b i  M aran a . 
M o H b i x a j ib i j M H  np oH B .T iH K )T  a H T a r o H n c T n n e c K o e  ^ e i ic T B M e  n o  O T H o m e H M io  

K M OHaM  M arH M H . C M JIb H b lM  MHTOÔMTOpOM p e a K R M M  HBJIHIOTCH C ^T O pM C T bie  

MOHbl.

3 h 3 m m  n p o H B J iH e T  c n e p n c f i n H e c K o e  ^ e n c T B n e  n o  O T H o m e H M io  k  H e o p r a -  

H M H ecK O M y n n p o c j j o c i J i a T y .  Æ p y r n x  n o j in c f ) o c ( |> a T O B  m  r j i n n ; e p o 4 ) o c 4 ) a T a  

3H 3M M  H e  p a 3 J i a r a e T .  H e S o j i b i n a n  aK T M BH O C T b n p e n a p a T a  n o  O T H o m e H M io  

K A T <£>  H B JIH eT C H , n o  BCeM  B epO H T H O C T M , C JieA C T B M eM  3 a r p H 3 H e H M M  a f le H O -  

3 M H -3 -c |X )C 4 3 a T a 3 0 M .
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F. T PO H H O B C K H

M ACTHHHAH O H H CTK A  T H P 0 3 H H A 3 b I  H 3  KYKOJIOK S P H IN X  P IN A S T R I

P  e  3 io m e

rioßBeprajiacb oancTKe Tnpo3MHa3a M3 KyKOJiOK Sphinx pinastri. VÍ3  

roMoreHaTa c£>epMeHT ocaxipaaca 55% apeTOHOM, 3aTeM npenapaT 4>paK- 
UMOHMpoBajiCH nopKMCJieHMeM po pH — 4,7 m peHTpMcjDyrnpoBaHHneM npn 
40.000xg. üpenapaT, nojiyaemibin b BMpe cycneH3nn öbiji CTaÖHJieH npn 
TeMnepaType 0° b TeaeHne opHoro Mecapa. Aktmbhoctb no OTHomennio 
k Kaxexojiy cocTaBjiajia Qo2=  308, a no OTHomeHMio k p-Kpe30Jiy Q o ,= 4 l, 
HTO npeBbimaeT npn6jin3HTejibH0 b 40 pa3 aKTMBHOCTb roMoreHaTa, onpe- 
peaaeMyio no OTHomeHnio k xaTexoay.

C opepacaH ne M epn b  n p en ap aT e cocTaBJiajio 0,018%.

A. rPYA3HHCKA

COßEPHfAHHE HATPHH H KAJIHH B HEJIOBE4ECKOH CJIIOHE

P e 3 io m  e

1. E CMemaHHoii a e jio B e a e c K o ii cjnoH e, coôpaHHOM b T ea eH n e  30 MMHyT, 

6 e 3  npHMeneHMH K aK n x-jin ß o  CTMMyjioB, copepacaH M e o ö ip e r o  a 3 0 T a  co -  
CTaBJineT b  cpepHeivr 42,6 +12,0 ąu % ; aKTMBHOCTb aMMJia3bi, B bipaaœ H H aa  

b ep H H n p ax , npM M eHaeM bix B njiJibniT eT TepoM  11,1 +  6,1 epM Hnp b 100 m j l  

cjnoH bi; copepasaH M e H aT pna b cpepH eM  8 ,8 ±3,3  jhE/JI; K ajin a  20,3 + 3,9 
.mE/JI; x jio p n p o B : 21,3+4,1 jm.E/JI; KOJinaecTBO B b ip ea a eM o n  c jh o h b i 14,0 + 
±  6,4 m jl.  IIo jiyaeH H b ie  3H aaeH n a  h b jih k d tch  pe3yjibT aT 0M  o n p e p e j ie n n a  

32 n o p p n ii  c jh o h b i, b 3 h to í í  y  22 nejioBCK.

2. CjiioHa, B3HTan n p n  orpaHnaeHHM ya a cT n a  OKOJioyniHbix >Kejie3, 
copepjKMT M e H b in e  oö ip ero  a30Ta, M eHbinyio aKTHBHOCTb a M H J ia 3 b i ,  H a -  

ßjiiopaeT ca TenpeH pna yM eHbmemiH copepacaH na h o h o b  K ajina, Torpa Kax 
copepacaH ne m ohob HaTpna m x jio p a  He nopB epraeT ca M3MeHeHMio.

3. MoHHbiM cocTaB cjnoHbi aBJiaeTca p jia  OTpejibHbix j i m p  Majio M3Me- 
naio ipenca BeananHon. B ojibinaa CTeneHb p ncnepcnn  pe3yjibTaT0B b  3Ha- 
HMTeabHOM Mepe oOycaoBjieHa pa3JinanaM n Mentpy OTpejiHbiMn JinpaMM.
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C. AHFEJIbCKH

AMHHOKHCJIOTbl B MOHE OßHO- H /J,ByHHU,EBbIX EJIH3HEÍJOB

P  e  3  io  m  e

1 .  M c c j i e g o ß a j i a c b  c M e m a H H a n  c y T O H H a n  M o n a  b o c b m h  n a p  6 j iH 3 H e n ;o B  

( T p e x  n a p  o g H O H n p e B b i x  h  n n T H  n a p  g B y u H g e B b i x ) ,  b  B 0 3 p a c T e  o t  2 , 5  g o  

5  J ie T . O n p e g e j i H j i o c b  k o j i h h c c t b o  B b ig e j m e M O H  m o h h , o 6 i h h h  a 3 0 T ,  

a -a M ifH H b iM  a 3 0 T  g o  h  n o c j i e  o ö e c c o j i H B a H H H , a  T a K x x e  g B C H a g g a T b  a M H n o -  

k h c j i o t . A M M H O K n c jiO T b i o ö o 3 H a H a j iH C b  x p o M a T o r p a c |) H H e c K H  H a ß y M a r e .

2 .  C x O g C T B O  B b lg e J ie H H H  aM H HOKHCJIOT B M O H e y  O g H O a í ip e B b lX  5 jIH 3 -  

H e g O B  3 H a n H T e j ib H 0  ö o j i b i n e ,  n e M  t o , K O T o p o e  H a ö j n o g a e T C H  y  g B y a n g e -  

B b ix  6 j iH 3 H e n ;o B .

3. B b ig e j ie n n e  aMHHOKHCJIOT b  M ove H3MeHHercH co  BpeMeHeM, t o  ecT b
B pa3JIH H H bIX  gH H X . Pío 3 T a  H3M CHHHB0CTb OTHOCHTCH OgH H aK OBbIM  o ß p a -  

30M  k  o ö eH M  o c o ö h m  K a x t g o i i  n a p b i  o g H O H H g e B b ix  6 jiH 3 H e n ;o B , h t o  B b ip a -  

JKaeTCH OgHHaKOBbIM  aMHHOKHCJIOTHbIM COCTaBOM MOHH C OgHOTO H TOTO 

>Ke gH H .

Y  g B y H H g e B b i x  6 jiH 3 H e n ¡O B  T a x o e  c o ß n a g e H H e  H M e e T  M e c T o  b  3 H a n H -  

T e j ib H o  M e H b in e i i  C T e n e H H .
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