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J. HELLER and M. JEZEWSKA

NUCLEIC ACIDS AND OTHER PHOSPHORUS FRACTIONS
IN THE COURSE OF METAMORPHOSIS OF THE CHINESE
TUSSUR MOTH (ANTHERAEA PERNYI)

From -the Institute of Biochemistry and Biophysics, Polish Academy of Sciences,
Warsaw

Department of Evolutionary Biochemistry

The investigations were intended to explore the changes in the distri-
bution of phosphorus in the course of metamorphosis of the oak-feeding
tussur moth !. There is ample material relating to the distribution of
various phosphorus fractions in the Hawk-moth in relation to the instar
[8], [9]. It appeared interesting to obtain data from a cocoon-spinning
species. After all, a comparison of a variety of general chemical data
relative to the metamorphosis of the Hawk-moth and to that of the
mulberry-feeding moth, revealed major differences between the two
species [7]. Furthermore, data obtained from the Hawk-moth merely
indicate the sum-total of acid insoluble fractions. Consequently, it was
decided to determine more precisely the particular insoluble fractions
especially with reference to the fraction of nucleic acids. The main issue
involved was the question of whether the transformation of the nucleo-
proteids of the chrysalis to those of the ultimate instar runs a gradual
course without shifting the equilibrium between the macromolecular and
the micromolecular components, of whether there is a transient rise in
depolymerization with a resulting large pool of nucleotides or nucleo-
sides, or even of free bases.

! We are indebted to the Management of the Scientific Natural Silk Institute
in Milanéwek for making available chrysalides of Antheraea pernyi.

(3]
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4 J. HELLER AND M. JEZEWSKA [2}1

EXPERIMENTAL PART

The investigations involved an aestival generation of the oak-feeding
tussur moth, with 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-
mediately after eclosion. Eggs were removed from some females and
analysed separately. Also the spinning glands of some of the larvae were
removed and analysed separately. The phosphorus was determined 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 were extracted after the method of W. Niemierko [15]. The insects
were ground with a chilled 5:1 acetone : chloroform mixture, and sub-
sequently heated three times for three minute periods with a boiling
3:1 alcohol : ether mixture. Both lipid fractions, the acetone-chloroform
and the alcohol-ether ones, were pooled.

From the residue, acid-soluble phosphorus compounds were extract-
ed first with distilled water overnight in a refrigerator, and subsequently
twice with 0.15 M perchloric acid for 20 min. at a temperature of 0°C.
Most of the micromolecular phoshorus compounds dissolved in the water
and the remainder was extracted with perchloric acid. The combined
water and 0.15 M perchloric acid extracts constituted the fraction of
acid-soluble compounds.

Preliminary extraction with water was used owing to the presence
in the oak-feeding moth of large amounts of soluble phosphorus com-
pounds. In order to extract all of them by proceeding after the method
of Ogur and Rosen [17], extraction with only perchloric acid had to be
repeated many times, whereby the solutions obtained were excessively
diluted. Both methods of extracting nucleic acid fractions yield the same ,
P-NA values.

After removing acid-soluble phosphorus compounds, it was attempted
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 method failed with regard to our
material. Tests for ribose and for desoxyribose were invariably positive
in either of the two extracts obtained. Consequently, the phosphorus
content of the fractions could serve as a basis not for calculating the
nucleic acids separately, but for determining their over-all content. There-
fore, extracts obtained with the aid of perchloric acid in 0° and in
70°C. were treated as a single nucleic acid fraction (NA), in which
amounts of RNA and DNA were determined on evidence of amounts of
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31 NUCLEIC ACIDS AND OTHER PHOSPHORUS FRACTIONS... 5

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

Extracts by 0.15M and 0.6 M perchloric acid still contained some
protein which interfered with determinations of pentoses and phosphorus
hydrolyzable after Kerr. Therefore, one volume of ethanol was added
to the solutions which were then left overnight in a refrigerator. A white
precipitate, free of phosphorus, developed and was centrifuged.

Phosphorus was determined in all four fractions after digestion with
sulphuric acid after the method of Fiske and Subbarow [5]. Ribose was
determined in the fractions of acid-soluble compounds and of nucleic
acids after the method of Mejbaum [14], and desoxyvribose, also in both
fractions, after Dische [4]. In the conditions entailed by the methods
veferred to, colour is produced merely by nucleotide pentoses combined
with purines, whereas those of pyrimidine nucleotides elude detection.
In the nucleic acid fractions, we determined also phosphorus (P-hydr.)
hydrolyzable after Kerr [10], i. e., the P split off from purine nucleotides
by 1 hour digestion with 2 N H,SO, at a temperature of 100°C. Hydro-
lyzable phosphorus, when compared with total P-NA, makes it possible
to determine the ratio between purines and pyrimidines in the nucleic
acid fraction. Consequently, determinations of both pentoses and P-hydr.
after Kerr enable us to calculate the fraction of purine nucleotides,
whereby the two methods 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 deter-
minations were carried out parallel in duplicate, and the results showed
adequate agreement. The figures quotes in the Tables are means ob-
tained from five duplicate determinations in which instars of the same
age were used. For values indicated in mg. per insect, their standard
deviation was calculated.

-

I

Table 1 shows the results of determination of phosphorus of particular
fractions from the four life stages referred to before. By comparing data
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15] NUCLEIC ACIDS AND OTHER PHOSPHORUS FRACTIONS... 7

obtained from a young chrysalis with those obtained from a larva, we gain
a picture of the changes occurring at the time of pupation. It can be seen
that the total amount of phosphorus is but slightly reduced. The appa-
rently paradoxical increase of 0.06 mg. in females should be attributed
to the differences in the weight of the respective specimens used, and
it is statistically insignificant. A very distinct fall is revealed in the
nucleic acid fractions. The decrement 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
with the termination 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 pupauon. 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 latter
accounts in female 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 similar rise from 35.7 per cent in the larvae to
68.4 per cent in recent chrysalides. These changes become clearly ma-
nifest in Table 2, where the values for particular fractions are indicated
in per cent of total phosphorus.

Table 2

Content of P in particular fractions in per cent of sum total of P taken as 100 per cent
(Calculation from Table 1)

405 7 Ciaig R~ el N

' P-lip.| P-sol| P-NA| P-p | P-lip.| P-sol| P-NA| P-p
larvae with glands | 262 | 381 | 303 | 5.4 ( 279 | 35.7 | 308 | 5.6
spinning glands alone 0 18.3 i 64.6 | 17.1 0 174 | 73.0 | 6.6
recent chrysalides 18.9 | 59.6 | 192 | 23 | 152 | 684 | 156 | 0.8
10 day old chrysalides 18.9 | 612 | 178 21 |17.0 | 657 | 155 | 18
imagines with eggs 1239 | 554 | 163 | 44 /303 484 | 164 | 49

| eges | 18.1 | 615 | 165 | 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 with data obtained from recent ones,
outlines the changes taking place at the time of reduced metabolism and
morphogenetic quiescence.

Total phosphorus cannot be reduced at that time, since the chrysalis
assimilates no phosphorus compounds from without and eliminates none.
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8 J. HELLER AND M. JEZEWSKA (6]

This may clearly be gathered from a comparison of results expressed
in mg. per cent. The apparent drop by 1.1 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 agreement within
the limits of scattering. The distribution of phosphorus among the par-
ticular fractions shows at that stage no statistically significant changes.

Further data shown in Table 1 indicate phosphorus fractions in ima-
gines immediately after emergence. The differences which can be noted
by comparing them with those for 10-day old chrysalides reveal the
changes taking place when the mature insect is being formed inside the
pupa. First of all, we note a decrement in total phosphorus, which is
probably due to elimination with the meconium, discharged upon eclosion,
of some of the orthophosphate [8]. The changes are more striking 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 compared to that of the chrysalis. The
decrement of total phosphorus is accounted first and foremost by a de-
crement of 3.2 mg. in the soluble fraction, and of 0.64 mg. in the phos-
phorus of nucleic acids. A further 0.4 mg. is accounted for by the re-
duction of lipid phosphorus.

In females, the differences are not as striking. The total decrement
amounts to 2.55 mg., whereof 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
major changes. The less pronounced decrement of phosphorus in females
is at that stage explained by the large amount of its compounds found
in the eggs. The latter 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 ox
phosphorus still more clearly. The Table has been drawn up n such
a manner that the values from the column “sum total” in Table 1 have
been assumed as 100 per cent, and the values for particular fractions are
expressed in per cent of the former values.

e. 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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contents. We can see that the process of pupation is attended by a fall
in the two pentoses. The females lose an over-all of 3.84 mg. of pentoses,
that 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 that there is a more pronounced loss of desoxyribose,
i. e., of desoxyribonucleic acid, especially in males where the decrement
amounts 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. Similarly as in the case of
phosphorus, a major proportion of the decrement 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 distinct 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 decrement
of the phosphorus of the nucleic acid fraction was found to be accounted
for by an increment of soluble phosphorus. Thus, the pentoses appear
to play a lively part in the metabolic processes at this life stage.

During the first half of the pupal instar, the content of ribose in
either fraction and sex shows no statistically significant differences. De-
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 that
life stage of the moth more motably 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. Let
us see whether there is a proportionate decrement of pentoses. If the
two pentoses are considered in one, the females lose in the course of the
final metamorphosis merely 24.5 per cent of the pentose present at the
middle of the chrysalid instar, and the males lose 46 per cent. We may
see that the loss in pentoses is almost one third less than the losses in
nucleic acid phosphorus. However, the difference is spurious and due to
the fact that at this instar a larger proportion of the pentoses present
can. be detected in the nucleic acids. This will be discussed in more detail
further below. Consequently, the losses in pentoses taking place in the
course of the development of the insect appear to be less.
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Interpretation becomes still more complicated when the changes are
considered separately for either of the two nucleic acids. The decrement
of riboses is in females 15 per cent and statistically insignificant. In
males, on the other hand, we note considerable decrement amounting to
61.8 per cent of the ribose found in the chrysalides. The difference
between the two sexes is explained by the large amount of ribonucleic
acid present in the eggs.

Desoxyribose diminishes 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 pre-
dominates. In the course of the development, the proportion of pentoses
diminishes in the soluble compounds; ribose diminishes in females but
slightly, as the imago contains still 78.5 per cent of the acid-soluble ri-
bose found in the larvae. In males, the loss is more distinct, so that in
the chrysalis and the imago are revealed merely 74 and 44.7 per cent
respectively of the soluble pentose compounds of the larva. The content
of desoxyriboses of the soluble fraction is smaller. It diminishes 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.

II1

Table 5 shows the results of determinations of the nucleic phosphorus
hydrolyzable after Kerr [10]. This phosphorus is assumed to be identical
with that of purine nucleotides, i. e., of those to which both the pentoses
determined are generally assumed to relate. Consequently, the phospho-
rus can be calculated on evidence of the values found for pentoses, pro-
vided both assumptions are correct. Table 5 shows on the left side expe-
rimental data and on the right the values calculated from pentoses.
Agreement is sufficient.

Table 6 shows the proportion between 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
milligrams have been converted into molarity. The proportion is higher
in females than in males and ranges between 1 and 3. Only in male ima-
gines does it diminish to 0.7, whereas in eggs only ribonucleic acid could
be detected.

In the investigations referred to above, pyrimidine nucleotides gave
no reaction in the course of determination of either pentoses or phos-
phorus hydrolyzable after Kerr. They can be reckoned indirectly by
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subtracting the phosphorus of purine nucleotides, determined after
Kerr 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 pyrimidine nucleotides is expressed in per cent of total

Table 5
Comparison of phosphorus hydrolyzable after Kerr (P-hydr.) with the amount of
phosphorus calculated from the sum total of ribose and desoxyribose (P-pentoses)
in the fraction of nucleic acids of the oak-feeding tussur moth

1 | P-hydr. | P-pentoses

| s —ﬁlw stand. ﬁ\ ! _standii |

' Mg | geviation | ™% | ME- | geviation | MEP

‘ . [ 5.
Females
larvae with glands 1.82 0.12 l 155 | 1.78 0.07 { 15.2
spinning glands alone 0.53 0.08 | 39.4 | 0.61 0.04 | 456
recent chrysalides 1.13 0.09 146 | 0.95 0.03 [ 123
10 day old chrysalides 0.95 0.09 13.7 | 0.98 0.08 | 14.1
imagines with 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 les

larvae with spinning glands | 1.61 0.11 184 | 1.58 0.06 ' 18.0
spinning glands alone 0.42 0.08 61.1 | 0.48 0.07 53.1
recent chrysalides 0.56 0.04 123 | 0.60 0.04 13.0
10 day old chrysalides 0.55 0.02 11.4 | 0.72 0.02 I 14.9
imagines 0.38 0.04 28.2 | 0.40 0.03 | 29.6

Hydrolysis in 2 N H,SO,, 1 hour at 100°C.

Table 6

The ratio of RNA to DNA calculated as the molar ratio of ribose to desoxyribose
in the fraction of mucleic acids of the oak-feeding tussur moth

| females | males

larvae with glands | 2.0 1.1
spinning glands alone ‘ 157.° ‘ 1.6
recent chrysalides 2.7 [ 28
10 day old chrysalides ) 20 1119
imagines | syt alien i

imagines without eggs | 14

nucleic phosphorus. We used in this case the values obtained after Kerr
as well as those calculated from pentoses. We can see from the table
that the pyrimidine nucleotides are present in amounts not much inferior
to those of purine nucleotides. An exception are only male imagines,
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which appear to contain almost exclusively purine nucleotides. In female
imagines purines predominate in almost the same manner if eggs are
disregarded.

Table 7

Content of phosphorus of pyrimidine nucleotides in mg. per specimen and in per
cent of total phosphorus of nucleic acids.
The values were obtained by:
a) subtracting hydrolyzable phosphorus (Table 5) from P-NA (Table 1),
b) subtracting phosphorus corresponding to pentoses (Table 5) from P-NA
(Table 1),
¢) calculation of means from “a” and “b”,
b) expressing mean values “c” as per cent of P-NA.
a il b | c | d

females
el 2ot o NN T Y

larvae with glands 1148 | 152 | 150 | 455
glands alone 0.53 ‘ 045 | 0.49 | 46.2
| recent chrysalides 097 | 1.15 | 1.06 | 50.5
. 10 day old chrysalides 0.79 | 076 | 0.77 | 445
i imagines with eggs | 051 l 045 | 0.48 | 40.7
| imagines without eggs | 0.09 ' 0.04 | 0.06 | 14.1
eggs alone ' 042 | 041 | 0.41 | 576

' males
larvae with glands 0.76 ’ 0.79 | 077 | 327
glands alone 042 | 0.36 | 0.39 | 464
recent chrysalides 0.47 | 0.43 | 0.45 | 43.7
10 day old chrysalides 049 | 032 | 0.40 | 38.9
imagines | 0.02 | 0.00 l 0.01 | 2.5

However, this interpretation of our findings is not the only one pos-
sible. An alternative interpretation may assume in moths a weakening
of bonds in pyrimidine nucleotides, whereby pentoses are enabled to
react and phosphorus to be split off after Kerr. In this case the purine :
pyrimidine ratio could be analogical to the generally found in biolo-
gical material.

v
’

In the spinning glands, there is a strikingly large amount of phos-
phorus in the fraction of nucleic acids. There is between three and four
times more of it per weight unit than in the whole larva or chrysalis,
and it accounts for up to 65 per cent of the total phosphorus present in
the gland. In agreement with this high proportion of P-NA, we find in
the glands large amounts of ribose and desoxyribose. Approximately
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half of the phosphorus of the fraction of nucleic acids can be determined
after Kerr, consequentl;, the ratio between purine and pyrimidine nu-
cleotides is close to 1. The amount of RNA is larger than that of DNA,
and their ratio ranges between 1.6 and 1.7. The fraction of acid-soluble
compounds contains little phosphorus, viz., between 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 with the synthesis of silk protein. This was noted already
by Brachet (quoted after Chantrenne [3]). This view is further supported
by the fact that when the cocoon is ready and the gland become atro-
phied, the nucleic acids of the latter do not pass into the chrysalid but
disappear.

A"

In addition to the experiments referred to above, the fraction of acid-
soluble compounds obtained from 10-days old chrysalides was assayed
separately for free purines, pyrimidines, nucleosides and nucleotides. 1f
the transformation of the chrysalis into an imago involved a phase of
histolysis attended by depolymerization of macromolecular components,
it would be reasonable to expect exactly at that phase maximum accumu-
lation of simple components as material for future 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
nitrate (a convenient procedure.was quoted by Kerr [11], [12]). Neither
free bases nor nucleosides were found to be present in amounts suffi-
cient to yield a precipitate of silver salts. Uranyl acetate produced a pre-
cipitate containing ribose which demonstrated the presence of nucleo-
tides, but the amount of ribose was not in excess of the quantities detected
in the fraction also at other life stages. Consequently, the possible trans-
formation of nucleoproteids of the chrysalis proceeds gradually, without
a larger pool of depolymerization products being formed. These results
are analogical to those obtained by Heller [6] in investigations on the
transformation of proteins. Contrary to surmises assuming pupal histo-
lysis to be attended by proteolysis, he failed to detect in the Hawk-moth
an accumulation of free amino acids at the relevant stage.

VI

The results of our investigations on the behaviour of nucleic acid in
the course of development of the oak-feeding tussur moth are in agreement
with those obtained by Levenbook [13] from Calliphora erytrocephala,
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and by Niemierko et al. [16] from the mulberry-feeding silk moth (Bom-
myx mori). Similarly to the results obtained by these authors, we found
a) the level of nucleic acids to be reduced during pupation, b) absence
of major changes in the chrysalid instar, and c¢) a second fall in the level
of nucleic acids during the development 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 Gumilevskaja
[19] interconversion of ribonucleic and desoxyribonucleic acids is claimed
to have been noted during different stages of metamorphosis. Leaving
alone the fundamental reservation thar quantitative determinations war-
rant conclusions relating merely to differences in contents but not to
a possible interconversion, our results failed to indicate fluctuations noted
by the authors referred to above.

Generally, ribonucleic acid is agreed in literature to predominate
quantitatively over desoxyribonucleic acid. Only Agrell [1], [2] found
the DNA content in Calliphora erytrocephala to be larger, which can be
attributed to the method he used. In our experiments, RNA : DNA ratio
calculated from the determinations of phosphorus corresponding to ri-
bose and desoxyribose of the fraction of nucleic acids differed between
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 mul-
berry-feeding silk moth, and by Patterson [18] for Tenebrio molitor.

STRESZCZENIE

W gasiennicy, poczwarce i motylu jedwabnika debowego oznaczano
fosfor kwasorozpuszczalny, lipidowy, kwaséw nukleinowych i biatkowy.
Fosfor calkowity spada nieznacznie przy zapoczwarzeniu, silnie za§ przy
wylegu motyla (wydalanie ortofosforanu z moczem). Fosfor kwaséw nu-
kleinowych spada przy zapoczwarzeniu w zwiazku z inwolucja gruczoléw
przednych, zmniejsza sie fosfor lipidowy i bialkowy, roénie fosfor kwaso-
rozpuszczalny.

W okresie poczwarkowym rozmieszczenie fosforu miedzy wymienione
frakcje nie ulega wiekszym zmianom.

Przy rozwoju motyla zmniejsza sie fosfor rozpuszczalny i fosfor kwa-
séw nukleinowych, silniej u sameéw niz u samic, ktérych jaja sg bogate
w zwigzki fosforowe.

Zmiany zawarto$ci rybozy i dezoksyrybozy biegng réwnolegle do zmian
fosforu nukleinowego. Zmniejszeniu iloéci pentoz we frakcji kwaséow nu-
kleinowych nie towarzyszy ich wzrost we frakcji rozpuszczalnej. Oznacza-
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16 : J. HELLER AND M. JEZEWSKA (14]

nie fosforu odszczepialnego metoda Kerra daje wyniki zgodne z wynikami
dla pentoz. Wyniki, zaréwno dla pentoz jak i dla fosforu wg Kerra, rozpa-
trywane wedle przyjmowanej na ogoét interpretacji, zdawatyby sie wska-
zywaé na wystepowanie u form dojrzatych prawie wylacznie nukleotydow
purynowych.

Gruczoly przedne zawieraja uderzajaco duzo kwaséw nukleinowych, co
jest prawdopodobnie zwigzane z synteza biatka jedwabiu. Jaja zawieraja
praktycznie same kwasy rybonukleinowe.

W zadnym okresie nie stwierdzono gromadzenia sie produktéw depoli-
meryzacji kwaséw nukleinowych we frakeji rozpuszczalnej. Przebudowa
nukleoproteidow w poczwarce musi zatem zachodzi¢ stopniowo.
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Summary

Acid-soluble-, lipid-, nucleic acid- and - protein-phosphorus were
determined in the larvae, chrysalides and imagines of the oak-feeding
tussur moth. Total phosphorus diminishes insignificantly during pupation,
and notably during eclosion of the imago (elimination of orthophosphate
with urine). Phosphorus of nucleic acids diminishes during pupation in
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connection with the involution of spinning glands; there is also a decrement
of lipid and protein phosphorus, whereas the acid-soluble phosphorus
increases.

During the chrysalid stage, the distribution of phosphorus in the
particular fractions does not change substantially.

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

Changes in the contents of ribose and desoxyribose run parallel with
those of nucleic acid phosphorus. Reduction of the content of pentoses in
the nucleic acid fraction is not attended by a rise of the former in the
acid-soluble fraction. Determinations of the phosphorus hydrolyzable after
Kerr are in agreement with results for pentoses. Considered in the light
of rather generally accepted interpretations, the results for pentoses as
well as those for phosphorus after Kerr appear to indicate that in imagines
there are almost exclusively purine nucleotides.

Spinning glands contain a strikingly large amount of nucleic acids,
which is probably related with the synthesis of silk protein. Eggs virtually
contain only ribonucleic acids.

No accumulation in the acid-soluble fraction of products of nucleic
acid depolymerization was established in 10 day old chrysalides.
Consequently, transformation of nucleoproteids in the chrysalis must be
assumed to proceed gradually.

Otrzymano 22.8.57 n
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R. KURNATOWSKI, A. SZYMKOWIAK, W. WISNIEWSKI i J. PAWELKIEWICZ

PREKURSORY BIOSYNTEZY NUKLEOTYDOCYJANOKOBALAMIN®)

5. BIOSYNTEZA WITAMINU B, ; I INNYCH NUKLEOTYDOCYJANOKOBALAMIN

Z Katedry Chemii Ogélnej (kierownik: z-ca prof. T. Kosinski) i z Katedry Biochemii
(kierownik: doc. dr J. Pawelkiewicz) Wyzszej Szkoly Rolniczej w Poznaniu

Badania calego szeregu osrodkéw badawczych zajmujgcych sie budowa
chemiczng witaminu B,, (grupa Folkersa w USA, zespoly Hodgkin,
Todda, Smitha i Petrova w Anglii) ustalily wzér strukturalny tego
zwigzku. Rozszerzenie tych badan na inne znalezione w przyrodzie
kobalaminy wykazalo, ze podobnie jak w czgsteczce witaminu B,y
w wigkszo$ci zbadanych dotad kobalamin znajduja sie ugrupowania nu-
kleotydowe. Poszczegélne kobalaminy réznia sie miedzy sobg obecnoscia
roznych zasad nukleotydowych. W witaminie B,, zasadg nukleotydows jest
5,6-dwumetylobenzimidazol. W innych kobalaminach stwierdzono obec-
no$¢ szeregu pochodnych purynowych. Zasady te moga byé wbudowywane
do czasteczki kobalaminowej na drodze mikrobiologicznej biosyntezy.

Prace nad mikrobiologiczng biosynteza réznych nukleotydocyjanoko-
balamin, zaréwno spotykanych w przyrodzie jak i innych, zawierajacych
niespotykane w przyrodzie zasady nukleotydowe datuja sie od roku 1954.
Procesy biosyntezy przeprowadzono przy pomocy szeregu drobnoustrojéw
jak Propionibacterium shermanii [15], [17], Escherichia coli [10], [11], [12],
[1], [3], Streptomyces griseus [5], [6], Corynebacterium diphtheriae [18].
Szersze omdwienie problemu mikrobiologicznej biosyntezy podat w pracy
referatowej Pawelkiewicz [16].

W naszym laboratorium do biosyntezy nukleotydocyjanokobalamin
uzywano bardzo wydajnego szczepu bakterii kwasu propionowego: Pro-
pionibacterium shermanii.

Celem niniejszej pracy bylo otrzymanie przy uzyciu tego drobno-
ustroju trzech pochodnych zawierajacych-jako zasady nukleotydowe 5-hy-

*) Czedé IV: [18]

[19]
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20 R. KURNATOWSKI, A. SZYMKOWIAK I INNI [2)

droksybenzimidazol, 5,6-dwuchlorobenzimidazol, oraz 2,3-naftimidazol
i poréwnanie wlasnosci tych pochodnych z opisanymi juz w literaturze.

5-Hydroksybenzimidazolocyjanokobalamine izolowali po raz pierwszy
w 1953 roku Friedrich i Bernhauer [13] z przefermentowanych Sciekow
miejskich. Autorzy ci nazwali ten zwigzek witaminem B, . Poza wita-
minem B,, jest to jedyna naturalna kobalamina czynna klinicznie i (sta-
bo) biologicznie. Zwigzek ten otrzymali biosyntetycznie Robinson
i wspolpr. [20] przy pomocy E. coli 113-3, oraz Fantes i O’Callaghan [7]
przy pomocy Streptomyces griseus.

Tworzenie sie ,,sztucznej” kobalaminy pochodnej 5,6-dwuchloroben-
zimidazolu przy uzyciu E. coli opisali Dellweg i wspélpr. [3] i Ford
i wspolpr. [11], [12], oraz przy uzyciu Streptomyces griseus Fantes
i O’Callaghan [7]. Biosynteze drugiej ,,sztucznej” pochodnej 2,3-nafti-
midazolowej dokonali wspomniani wyzej Dellweg i wspélpr. [3] (E. coli),
oraz Fantes i O’Callaghan [7] (Str. griseus).

CZESC DOSWIADCZALNA

Zwiqzki uzyte do doswiadczen

2,3-Naftimidazol otrzymano z 2,3-naftalenodwuaminy metoda Philipsa
[19]. 1,5 g 2,3-naftalenodwuaminy rozpuszczono w 15 ml 15% kwasu
solnego, dodano 5 ml 25% kwasu mroéwkowego i gotowano godzine pod
chlodnica zwrotna. Po ostudzeniu i zobojetnieniu amoniakiem wytrgcony
osad odsgczono i przekrystalizowano z wodnego alkoholu po uprzednim
odbarwieniu weglem aktywnym. Temperatura topnienia czystego zwigz-
ku 218°.

5-Hydroksybenzimidazol otrzymano z 5-etoksybenzimidazolu synte-
tyzowanego metodg Paweltkiewicza i Nowakowskiej [17]. 2 g 5-etoksyben-
zimidazolu zadano 25 ml 40% kwasu bromowodorowego i ogrzewano 1 go-
dzine na wrzacej tazni wodnej pod chlodnica zwrotna. Po ostudzeniu roz-
twér zobojetniono amoniakiem, a wytracony osad rozpuszczono w wodnym
alkoholu i odbarwiono weglem aktywnym. Krystalizowano z wodnego al-
koholu. Temperatura topnienia otrzymanego zwigzku 218°. Zwiazek dawal
reakcje charakterystyczng dla grupy fenolowej z odczynnikiem Millona
(czerwony osad) [8].

5,6-Dwuchlorobenzimidazol o temperaturze topnienia 206° otrzymano
od prof. dr K. Bernhauera.

Hodowla szczepu

Do badan nad wytworzeniem witaminéw grupy B,, uzyto pozywki
zawierajacej kwasowy hydrolizat kazeiny, trypsynowy hydrolizat kazei-
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ny i roztwory fosforanéw, chlorku magnezu, siarczanu kobaltawego, siar-
czanu zelazawego, pantotenianu wapnia, biotyny, glikozy. Hodowle Pro-
pionibacterium shermanii przeprowadzono wedlug metody podanej przez
Zodrowa i Pawelkiewicza [21].

Po dziesigciu dniach hodowli dodawano prekursoré6w w ilosci 20 mg
na litr hodowli. Kobalaminy izolowano z komoérek bakterii propionowych
po dalszych 6 dniach hodowli.

Izolacja witaminéw z bakterii kwasu propionowego

Zawiesine bakterii z 3 litrowej hodowli wirowano na wiréwce przy
2000 obr./min.; osad komérek bakteryjnych zawieszano w wodzie w ilosci
200 ml na litr hodowli, dodawano 0,2 g cyjanku sodu, zakwaszano zawie-
sing 0,5 N kwasem siarkowym do pH 3 i przez 10 minut ogrzewano w tem-
peraturze 60°. Nastepnie doprowadzano pH do warto$ci 6 roztworem wo-
dorotlenku sodowego 15% i komorki bakteryjne wirowano. Plyn znad
osadu zawierajacy witaminy ekstrahowano 33% roztworem fenolu w chlo-
roformie (v/v) i po zadaniu roztworu fenolowego réwna objetoscig chlo-
roformu i 1/2 objetosci alkoholu butylowego witaminy reekstrahowano
malymi porcjami wody. Wodny roztwor kobalamin przemywano chloro-
formem celem usunigcia $ladéow fenolu i pod zmniejszonym ci$nieniem
odparowywano do sucha. W celu rozdzielenia réznych kobalamin pow-
stalych w syntezie, suchg pozostalo§¢ rozpuszczano w malej ilo§ci wody,
gesty koncentrat nanoszono na paski bibuly chromatograficznej Whatman
nr 3, po czym rozdzielano witaminy elektroforetycznie wedlug metody
Holdswortha [14], stosujac jako elektrolit 2N kwas octowy zawiera-
jacy 0,01°% cyjanku sodu. Po rozdziale paski bibuly suszono, a glow-
na frakcje kobalamin barwy fiolkowo-czerwonej, typowej dla nukleoty-
docyjanokobalamin, przesunieta o okolo 3 em od miejsca startu, ekstraho-
wano woda i odparowywano pod zmniejszonym ci$nieniem do sucha. Su-
chg pozostalo$é rozpuszczano w matej iloéci (ok. 2 ml) alkoholu metylo-
wego i przepuszezano przez kolumne z tlenkiem glinu. Tlenek glinu przy-
gotowywano w nastepujacy sposéb: 100 g tlenku glinu do chromatografii
zalewano 3 litrami wody destylowanej i zawiesine zakwaszano kwaserm
octowym do pH 6. Po 12 godzinach tlenek odsaczano, kilkakrotnie prze-
mywano woda destylowana i suszono na powietrzu. Nukleotydocyjano-
kobalaminy wyptukiwano z kolumny alkoholem metylowym, roztw r nd-
parowywano do sucha pod zmniejszonym ci$nieniem i krystalizowa)o
dwukrotnie z wodnego acetonu. Krystaliczny witamin przemywano jesz-
cze acetonem i suszono na powietrzu.
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Badame wlasnosci otrzymanych nukleotydocyjanokobalamin

Otrzymane w stanie krystalicznym nukleotydocyjanokobalaminy
(NCK) badano metodami fizyko-chemicznymi i mikrobiologicznymi.

Widma absorpcyjne wodnych roztworéw otrzymanych NCK byty
identyczne z widmami podanymi przez innych autoréw: dla 5-hydroksy-
benzimidazolocyjanokobalaminy (5-hydroksy-BIA-CK) [13], 5,6-dwuchlo-
robenzimidazolocyjanokobalaminy (5,6-dwuchloro-BIA-CK) [3] i 2,3-naf-
timidazolocyjanokobalaminy (2,3-naftimidazolo-CK) [4].

Oznaczono réwniez metoda chromatografii bibulowej wartosci R,
otrzymanych zwigzkéw dla dwoéch ukladéw rozpuszezalnika. Jako stan-
dardéw uzywano wit. B,, oraz wit. By,,,. W tym celu wodne koncentraty
NCK nanoszono obok siebie na pasek bibuly Schleicher-Schiill nr 2315.
Chromatografowano w kierunku zgodnym z oznaczeniem dla tego gatunku
bibuly, stosujac raz rozpuszczalnik kwasny, drugi raz rozpuszczalnik za-
sadowy. Sklad rozpuszczalnika kwasnego byl nastepujacy: n-butanol 10
cz., propanol-2 6,5 cz., woda 10 cz., kwas octowy 0,1 cz. (v/v), slady NaCN

Tablica 1l
Wartosci R, dla rozpuszczalnikéow: kwasnego i zasadowego — metoda splywowa

SEAS e
nukleotydocyjanokobalaminy o - =
| rozp. kwasny ]rozp, zasadowy |

f l

o - SUNRS— |

5,6-dwuoﬁi<:ro-BIA:c:—K [ 0,52 ‘ 0,62

2,3-nattimidazolo-CK e 745 > o;

7% Sshydria-BIAGE | om T 036
w-itamin Bl.zn; 7 A 0,38 | ‘%" & ;,3—6 \

F2-TL0E O e e Il S (T

i KCIO, w ilosci potrzebnej do nasycenia. Rozpuszczalnik zasadowy
w miejsce kwasu octowego zawieral 0,25 cz. (v/v) 25%0 NH,OH. Wartosci
R; podano w tablicy 1.

Jak wynika z tablicy, wartoéci R; dla otrzymanej 5-hydroksynukleoty-
docyjanokobalaminy i B,,;;; sa zgodne.

Elektroforeza przeprowadzona przy izolowaniu witaminéw potwier-
dzila obojetny charakter nukleotydocyjanokobalamin, a niewielkie prze-
suniecie w kierunku katody tlumaczy sie zjawiskiem elektroosmozy.

Pomiar aktywnos$ci mikrobiologicznej otrzymanych witaminéw prze-
prowadzono przy uzyciu Ochromonas malhamensis wedlug metody Forda

1 Krystaliczny By, otrzymano od prof. dr K. Bernhauera.
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[9]. Wzrost drobnoustroju mierzono nefelometrycznie na nefelometrze
Pulfricha (nastawienie przyston E, 4, filtr L2). Wyniki tych pomiaréw
ilustruje wykres (Rys. 1).

Rys. 1. Aktywnos$¢ nukleotydocyjanokobala-
min (NCK) dla Ochromonas malhamensis.
Na osi rzednych podano odczyt ma bebnie
nefelometru Pulfricha, Na osi odcietych ste-
zenie NCK w uug/ml

O————0O wit. B,,

O-—-==~ O 5,6-dwuchloro-BIA-CK
O— - —O 2,3-naftimidazolo-CK
O~ -=—0 b5-hydroksy-BIA-CK

Jak wynika z wykresu, wzrost aktywnos$ci mikrobiologicznej 5,6-dwu-
chloro-BIA-CK i 2,3-naftimidazolo-CK jest prawie proporcjonalny do
stezenia witaminu, natomiast aktywnoé¢ witaminu B,, i 5-hydroksy-BIA-
CK wzrasta silniej w nizszych stezeniach niz w wyzszych. Przyjmujac
aktywnos$¢ wit. B,, za 100% otrzymano warto$ci wahajace sie w zalezno-
Sci od stezenia: dla 5,6-dwuchloro-BIA-CK 83-98%; dla 2,3-naftimidazo-
lo-CK 74-93%0; najmniejsze odchylenie — 67-71% dla 5-hydroksy-BIA-CK.

Wyniki poszezegélnych serii pomiaréw mikrobiologicznych na og6t
pokrywaja sie z wyjatkiem jednego wypadku, gdy 5,6-dwuchloro-BIA-
CK wykazywala nieco wigksza aktywno$¢ od witaminu B,, w najwyz-
szym stezeniu. Wyniki te réznig sie nieco od danych Coates i Kona
[2], ktorzy podaja wzgledna aktywnos$é otrzymanych przez nas zwigz-
kéw w poréwnaniu do aktywnosci wit. By, = 100%, dla wit. By, ,, 50%,
dla pochodnej 5,6-dwuchlorobenzimidazolowej powyzej 100% i dla zwigz-
ku 2,3-naftimidazolowego 60%b.

Oznaczenia mikrobiologiczne przeprowadzily mgr M. Malinska i mgr
Z. Pedziwilk w Katedrze Mikrobiologii Rolnej WSR, za co w tym miejscu
sktadamy Im serdeczne podziekowanie.
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Dziekujemy réwniez serdecznie prof. dr K. Bernhauerowi za uzycze-
nie nam preparatow: 5,6-dwuchlorobenzimidazolu, 2,3-naftalenodwuaminy
i krystalicznego witaminu B,,,, oraz doc. dr K. Zodrowowi za pomoc
przy pracach mikrobiologicznych

OMOWIENIE WYNIKOW

Wyniki przedstawione w niniejszej pracy stwierdzaja zdolno$é¢ wiag-
czania do ugrupowania nukleotydowego 5,6-dwuchlorobenzimidazolu,
2,3-naftimidazolu i 5-hydroksybenzimidazolu przez Propionibacterium
shermanii.

STRESZCZENIE

1. Kontynuujgc badania nad biosynteza pochodnych witaminu B,,
(nukleotydocyjanokobalamin) przy uzyciu Propionibacterium shermanii
otrzymano trzy zwiazki nukleotydocyjanokobalaminowe zawierajgce jako
zasade nukleotydowa 5,6-dwuchlorobenzimidazol, 2,3-naftimidazol oraz
5-hydroksybenzimidazol. Wszystkie te pochodne otrzymano w stanie kry-
stalicznym.

2. Otrzymane krystaliczne nukleotydocyjanokobalaminy przebadano
metodami fizyko-chemicznymi oraz mikrobiologicznymi, okreslajac ich
aktywnos$¢ mikrobiologiczna wobec Ochromonas malhamensis w porow-
naniu z witaminem B,,.

3. Ustalono identyczno$é otrzymanych nukleotydocyjanokobalamin
z analogicznymi pochodnymi witaminu B,, syntetyzowanymi przez inne
drobnoustroje. 5-Hydroksybenzimidazolocyjanokobalamina okazala sie
identyczna z witaminem B,,,, Bernhauera i Friedricha.
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PRECURSORS IN THE BIOSYNTHESIS OF NUCLEOTIDECYANOCOBALAMINS

V. THE SYNTHESIS OF THE VITAMIN B, AND OTHER NUCLEOTIDE CYANOCOBALAMINS

Summary

1. In continued experiments 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-hydroxybenziminazole, 5,6-dichlorbenziminazole and 2,3-naphti-
minazole.

2. The nucleotidecyanocobalamins have been examined by means of
physico-chemical and microbiological methods. The compounds are bio-
logically active for Ochromonas malhamensis.

3. The obtained data indicate that the cobalamins are identical with
those which already have been prepared biosynthetically by use of other
micro-organisms. 5-Hydroxybenziminazolecyanocobalamin 1is identical
with the vitamin B,,,, of Bernhauer and Friedrich.

Otrzymano 17.10.57 r.
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D. SHUGAR, H. SIERAKOWSKA. A. SZENBERG

QUANTITATIVE STAINING WITH RADIOACTIVE
INDICATORS: — ALKALINE PHOSPHATASE

Institute of Biochemistry and Biophysics, Polish Academy of Sciences, Warsaw

Despite the extensive development of histochemical procedures for
enzymes, progress in this field is hampered by the lack of suitable
quantitative techniques which are necessary, not only for the comparison
of the activity of different regions of a single tissue section as well as the
activity of sections of different tissues, but also for critical studies on the
validity of the various techniques employed. Simple quantitative
procedures are also desirable in order to compare the behaviour of
enzymes in tissue sections with that of the corresponding purified enzyme,
for examining the effect of different methods of fixation, and so on.

Considerable efforts have consequently been devoted to the
development of quantitative histochemical techniques: [10, 14, 21]. In the
Gomori-Takamatsu [16, 35] procedure for phosphatases these include
examination of the precipitate deposited in the incubated section not only
by ordinary microspectrophotometry, but also by polarization microscopy
[3], electron miscroscopy [31], phase-contrast microscopy [17]; also chemical
estimation of the amount of substrate removed from the incubation
medium as a result of enzymatic action [25]. A rather elegant, and fairly
successful, method from the point of view of accuracy is that of Doyle
[8] and Doyle, Omoto and Doyle {9] for alkaline phosphatase according
to the Gomori-Takamatsu procedure with the substitution of lead for
cobalt and chemical estimation of the sulfide deposited in the final lead
sulfide precipitate. As pointed out by the authors this should be
applicable to a number of enzymes for which the final step involves
formation of a sulfide precipitate. But it apparently has not gained wide
favour, presumably because of the fact that it is rather cumbersome and
tedious for routine use on the large numbers of samples normally
handled in histochemical investigations.

127]
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Our interest in this problem arose out of some studies on the
development of quantitative procedures for Gram staining which were
resolved by the use of '*'I-labelled Lugol and '*C-labelled crystal violet
[32, 33], the final quantitative results being obtained by simple end-
-window counting of the stained bacterial smears. It became clear to us
that such a technique should be applicable to a wide variety of staining
reactions, using appropriately labelled substances, and further work has
confirmed this.

It appeared to us somewhat surprising that radioactive indicators
had apparently not previously been used for this purpose in histochemical
techniques, not only for enzymes but also for the quantitative estimation
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-
titative estimation by the wuse of !%Ag. A careful survey of the
literature disclosed the fact that Dalgaard [7] in 1948 suggested the use
of *°P-labelled glycerophosphate for the quantitative histochemistry of
_'alkaline phosphatase, but presented no experimental results and
apparently did not pursue the matter further. Three years later Aros,
Barka, Posalsky and Gerecze [1] and Barka, Szalay, Posalsky and Kertesz
i2] used ThB, a natural isotope of lead, for the determination of alkaline
phosphatase by substituting lead for cobalt in the Gomori-Takamatsu
procedure. It is somewhat unusual that the literature is devoid of refe-
rences to either of these publications.

BASIS OF PROCEDURE

In the present paper we shall outline the various procedures which
we have applied to the quantitative determination of alkaline
phosphatase by means of radioactive indicators. Applications to other
enzymes will be dealt with elsewhere.

In the normal Gomori-Takamatsu procedure the sections are
incubated in a medium containing sodium glycerophosphate and
a calcium salt, resulting in the formation of a precipitate of calcium
phosphate ' at the sites of enzymatic activity. The section is then rinsed
and flooded with a solution of some cobalt salt, as a result of which
the precipitate is transformed to cobalt phosphate by «exchange. Finally
it is immersed in ammonium sulfide solution, leading to the formation

1 Whether this precipitate is hydroxyapatite or some other form of calcium
phosphate, or a mixture of several calcium phosphates, is still unsettled, but is of
no relevance at this point. We hope to deal with this question elsewhere.
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of a visible black or brown-black precipitate of cobalt sulfide 2,
delineating the sites of enzyme activity. ‘

It follows from the above that the amount of enzymatically hydrolyzed
substrate may be quantitatively estimated by incubation in a medium
containing either 32P-labelled glycerophosphate (or other substrate) or
some salt of %Ca, followed by end-window counting of the section.
A variety of other procedures may also be used, all of them based on
incubation in a non-labelled medium followed by exchange of one of the
components of the calcium phosphate precipitate with one which is
labelled, such as the following: (a) exchange with #*Ca or **PO,; (b) the
use of %Co in the exchange step; (c) the use of *S in the final exchange
step, a procedure which we have not used because of hazards involved; -
(d) the use of !"°Ag 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 that involving
incubation in a medium labelled either with #Ca or 3*P-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
time by merely interrupting the incubation at suitable intervals,
washing and counting, and then continuing the incubation. Finally the
preparation may be used either for staining or autoradiography. The
use of *°Ca is the more convenient since labelled glycerophosphate must
be prepared afresh regularly as a result of phosphorus decay. For either
of these, however, the quantitative results for enzymatic activity are not
subject to the possible artifacts resulting from the staining procedure
used after incubation. While the other techniques outlined above may
also be used to follow the course of the reaction, it will be shown below
that they are less quantitative because of incomplete exchange, except
in the case of silver; we have found them to be much more useful for
studying the validity of the various steps in the Gomori procedure. On
the other hand **PO, exchange has thus far proved to be the most suit-
able procedure for acid phosphatases, although (until we have obtained
a %PO,-labelled preparation of glycerophosphate with 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 material used in these experiments was pork kidney cortex,
removed from the animal immediately after slaughter, fixed in chilled

2 The ;x_act composition of this precipitate has also been placed in doubt [20].
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acetone and paraffin-embedded according to the procedure outlined by
Glick [15]. In order to obtain comparative quantitative results in each
experiment, a cylinder of material parallel to the surface of the kidney
was removed by means of a sharp corkborer about 4 mm. in diameter,
thus providing sections uniform both as regards surface area and
histological structure. For any single experiment sections were cut
serially, after elimination of the first few, at thicknesses of 6 or 8 u.

Substrates were all commercial preparations of Na-a,f- and Na-g-
-glycerophosphates, Na-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 way had a rather low specific activity and was used only in one
series of experiments. Attempts are being made to obtain a preparation
with higher specific activity.

Incubation media were prepared according to Pearse [26] except that,
instead of sodium diethyl barbiturate, 0.028M veronal-acetate buffer *
[23] was used, at a pH of 9.5; pH control was by means of the glass
electrode, using a Radiometer pH meter.

METHODS OF INCUBATION

From the very beginning it was decided that incubation in Coplin
jars would be undesirable because of the larger quantities of isotopes
required, with attendant increased expense and hazards; and also because
of the high counts of control sections incubated without substrate and
resulting from the exposure of the entire surface of the slide to the
labelled medium. Subsequently several trials were made 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 me-
dium. While the results obtained were in agreement with those of the
other procedures used, the controls still gave higher counts and
eventually this-method was abandoned, since it is less convenient as well.

The technique we found most suitable for incubation is based on the
procedure used for Gram staining [32, 33] and involves covering of the
section with 10—20 ul of substrate solution, delivered by means of
constriction micropipettes (‘“drop” method). The slides are contained in
covered Petri dishes kept saturated with water vapour by means of wet

3 Enzyme activities were about 10-15%¢ higher in veronal-acetate than in veronal
at the same pH. This could, of course, be due to a variation in the solubility
product of calcium phosphate with the buffer system used. In a separate study we
are investigating the effect of ‘different buffers on enzyme activity.
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filter paper. The cover on the Petri dish should be slightly tilted so that
no condensed drops of water fall on the slide during the incubation
period. After incubating for a desired interval the slides are suitably
rinsed (see below), dried briefly under a current of air, counted and
a fresh drop of substrate solution applied. The quantities of isotope used
in this way are minimal, e. g. with *Ca in the substrate medium at
a level of 2 xC/ml., the amount of calcium pipetted onto a single section
is of the order of 0.02—0.05 uC, so that pipetting may be done quite
safely by means of a 50 cm. length of rubber tubing attached to the micro-
pipette. One possible disadvantage to this procedure is that long incubation
periods (e.g. overnight) without change of substrate solution are not
practical since the pH changes as substrate is used up. For incubation
periods of several hours, with hourly or more 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 simplification further details are included below
under Results and Discussion. It should be emphasized that all results
included here represent the means of several experiments conducted
simultaneously. Except where otherwise indicated, incubation tempera-
tures were at 37°C. The results of different experiments are not strictly
comparable since variations in surface area of the sections were not
always taken into account; furthermore 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 greater between series
of sections prepared at different times.

RESULTS AND DISCUSSION

Incubation by application of “drop” of substrate solution. Table 1
illustrates the results of a typical experiment conducted in this way
using 2 controls (incubated without glycerophosphate) and 4 sections
incubated with substrate. The average of these results is exhibited
graphically in Fig. 1. From the specific activity of the *Ca in the
incubation medium one may calculate the amount of calcium deposited
as a result of enzyme action and hence also the number of substrate
molecules hydrolyzed, if the composition of the calcium phosphate
precipitate is known. In what follows 2,500 c.p.m. corresponds to about
1 ug 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 that one of the sections incubated with substrate
exhibits, on the average, 15-20°0 lower activity than the other 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 albuminized slides,
remain reasonably constant and relatively low by comparison with that
deposited as a result of enzymatic
activity. This is a factor of con-
siderable importance if the section
is to be used subsequently for
localization of sites of enzymatic
activity by autoradiography *.
As mentioned above the counts
of control sections are higher if
the entire slide is incubated in
o o o —x—1—xb , _ a Coplin jar. A further disad-
/ncubfz!x‘on time (hrs.)4 vantage is that the under surface
Fig. 1. Course of hydrolysis of g-gly- of the slide also adsorbs **Ca, so
cerophosphate by pork kidney cortex that its subsequent handing be-
section in #Ca-medium, by “drop” comes inconvenient. However one
method. Ordinates indicate amount of may incubate very small slides in
ca.lcium depositeti in section in counts/ tiny containers (flattened test-
min. Curve a, with substrate; curve b, tubes, spectrophotcmeter micro-
without substrate; curve ¢, difference ¢
between a and b, For further details cuvettes) in order to reduce the
see text and Table i slide surface exposed to labelled
medium and thus reduce the
control counts. Fig. 2 demonstrates the course of the reaction followed in
this way. Although the results are similar to those obtained by means of

N @
T T

Activity (cpm x10%)
=

Table 1

Course of hydrolysis of g-glycerophosphate by 6u sections, 14 mm.* area (substrate
and control solutions contain 2 uC'"Ca and 1 mg. CaCl, per ml; sections counted
under a 4 mg./em.* mica wndow counter)

Inctxilr):;ion Control sections | Sections incubated with substrate

|

} (hours) { (counts/minute)

! 05 | 18 | 214 | 550 | 412 500 395

| 15 11140 e ng ) 1300 1250 1280 940

' 2.5 176 | 180 | 2040 1824 1900 1500 |
! 35 174 | 200 | 2620 2640 2670 1900 |
| 45 164 | 192 | 3500 | 3500 3300 2800

4 In view of the fact that nuclear staining is frequently observed with the cobalt,
but not the silver, technique [11, 12], it is of importance to know whether calcium
is bound specifically by nuclei. This we are now investigating by means of
autoradiography; preliminary observations indicate that such is not the case, at
least under our experimental conditions.
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7] QUANTITATIVE STAINING WITH RADIOACTIVE INDICATORS 33

the “drop” method, the method is nowhere near as simple technically;
note in particular that the control counts are 2 to 3 times as high as in
the “drop” method.

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

a
T
=]
S
T

Activity (comx107%)
N “
T T
8
T

Activity (comx107)
§ §

~
l

-~

S

S

2 3 5 7 3
Incubation time (s} Incubation time (hrs,)
Fig. 2. Course of hydrolysis of pg-gly- Fig. 3., Course of hydrolysis of 2PO,-
cerophosphate by pork kidney cortex labelled glycerophosphate by pork kidney
section in %Ca-medium, by incubation cortex section, by ,drop“ method. Ordi-
of sections on small slides immersed in nates indicate amour_lt of PO, deposited
incubation medium. Conditions other- in section in counts/min. Curve a, normal
wise same as for Fig. 1. Curve a, with section; curve b, section exposed for 10
substrate; curve b, without substrate; minutes to radiation from mercury reson-

curve ¢, difference between a and b ance lamp (2587 A)

4

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-
vity of the glycerophosphate, further experiments in this direction were
suspended pending the preparation of a product with higher specific
activity °. It is, however, worth noting that the use of labelled subsirate
makes possible estimation of amount of substrate hydrolyzed without
precise information as to the composition of the calcium phosphate pre-
cipitate (see above).

Rinsing procedure. Following incubation, according to the normal
Gomori-Takamatsu procedure, the slide is rinsed, usually in water, prior

5 Since completion of this text we have prepared labelled glycerophosphate with
considerably higher activity, and are now extending our studies with this, sub-
strate. Using sections totally inactivated by heat as controls, these exhibit neg'ligible
counts after incubation with full substrate medium.
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to application of the cobalt solution. While several authors advise caution
during this step, more usually it is merely suggested that the preparation
should be rinsed, presumably 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 water even for short intervals of a few seconds to
one or two minutes results in the removal of appreciable amounts of the
precipitate, the relative amount removed in a given time being greater
the shorter the incubation period (or in other words, the smaller the
amount of calcium phosphate deposited), as would be expected.

The amount of calcium phosphate deposit removed during rinsing
may be reduced by using a solvent other than water. We have found that
40°0 acetone, a solvent used by
Fredericsson [13] as incubation
| medium in order to obtain shar-
gt per localization, patterns, remo-

\ ves much less of the precipitate,
presumably because of the lower

solubility product of calcium
phosphate in this medium. Fig.
4 exhibits the rate of removal
of labelled calcium from prepa-

\ rations incubated for different
o \\x periods of time. It will be seen
w\:‘:: that the higher the initial acti-

. 1 T y X vity of the section in counts/min.
: : = 2 v (i. e., the longer it has been

Time of rinsing (mins)
incubated) the less the percen-

Fig. 4. Removal of calcium by rinsing in tage removal of deposited cal-
distilled water (x xxxx) or in 40% ace- cium. The rinsing proc dlite

tone (0ooo00) of pork kidney cortex sec- : : .
tions previously incubated in labelled cal- used here involved immersion

cium medium of the entire slide in water or

40% acetone and gentle con-

tinuous swirling of the container. It is clear from the figure that 40%
acetone is much more suitable for this purpose than water.

ad %
T T

Activity (cpm x 107°)
&
T

N

We have found it more suitable to replace the rinsing step by one in
which the slide is merely dipped successively in two containers of 40%
acetone so that considerably less of the calcium phosphate deposit is
removed and this is the procedure we have followed throughout this
work. It is our opinion, however, that this step requires further investi-
gation since not only are quantitative results dependant on it, but so
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also are the localization patterns of enzymatic activity since it follows
from the above that diffusion of the precipitate takes place during rinsing.
The rinsing step is also of some importance after the transformation
of the calcium phosphate precipitate to cobalt phosphate and again after
exchange of the latter to cobalt sulfide. Fig. 5 demonstrates the effect
of gentle rinsing on the cobalt phosphate precipitate, using water or 40%
. acetone, the sections having been pre- L
viously incubated in a non-labelled
medium and the calcium exchanged
for %°Co. For the final cobalt sulfide
precipitate the rinsing step is of
somewhat lesser importance if it does
not exceed one or two minutes.

20}

3+ x X

Activity (cpmxi0™3)

! ! ! L ' 1 1

1 2 3
Incubation time (hrs,)

Activity (cpmx 107%)

|

Fig. 6. Course of hydrolysis of g-glycero-
phosphate by pork kidney cortex section,
followed by phosphate exchange with
#PO,. Series of sections incubated, each
for definite time interval (abscissae);
15 ul drop of 1% Na,H *PO, (3 xC/ml.)

6 8

4
Time of rinsing {mins)

Rig. 5. Removal of cobalt by rinsing in
distilled water (x X X X X) or in 40% ace-
tone (0 000) of sections previously incu-
bated in mon-labelled medium and then
immersed in 1% %CoCl, for 5 minutes

then applied to each section for 5 mins.
Ordinates indicate amount of *PO, taken
up by each section, in counts/min. Upper
curve, sections incubated with substrate;
lower curve, without substrate

If calcium is, however, exchanged for silver instead of cobalt the
situation is entirely different. In this case the amount of silver removed
even after 10 minutes approximates to only several per cent, in water.

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 Gomori-Takamatsu technique are valid, i. e. that
the replacement of calcium by cobalt, or calcium by silver, is quantita-
tive. As will be shown below this is not always so. Nonetheless these
procedures may be used for following the course of the reaction if only
relative measurements are desired; in most instances this is all that is
really necessary, since what we want to do is compare activities. The
principal disadvantage is that continuous incubation is not possible
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since once the exchange step has been executed, further incu-
bation is out of the question. Of greater interest is the value o1 these
procedures in studying the validity of the various steps in the Gomori-
Takamatsu technique and, by analogy, the validity of other histochemical
techniques, by means of labelled substances.

The technique involves incubation of a series of sections in a Coplin
jar containing non-labelled medium. At definite time intervals one of
the slides is withdrawn 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 same length of time. The
slides are then washed and counted.

It is quite clear that is a much more tedious technique than incuba-
tion in a labelled medium, even if the accuracy attainable were the same.

2P0, exchange. Fig. 6 shows the course of the reaction followed by
phosphate exchange in this way. It will be seen that the controls remain
reasonably constant but that the curve of activity vs. time exhibits
a high initial value, while its slope is rather small. This is due to the

10

22 hrs.
- incubation

‘ =
-
s |
>
o
v g
‘e‘ I 2’7" S. :
S 4+ incubation
S
<

e g s e —— = —f——r——g
20 <0 60 7 100 120
Time of exchange (mins)
Fig. 7. Rate of replacement of phosphate component, of calcium phosphate
precipitate in incubated sections, by labelled phosphate. Sections first incubated
(*/2 hour and 2!/ hours) in non-labelled medium. Then drop of 1% Na,H*PO,
(2«C*P/ml.) applied for definite time intervals to each section and amoint
of 3P0s taken up counted. Dashed line represents control

fact that the heavier the precipitate of calcium phosphate the lower the
percentage rate of exchange of the phosphate component. Fig. 7 thows
the rate at which this exchange takes place for two preparations inabat-
ed for different time intervals. It will be seen that the initial rapi¢ rate
of exchange quickly falls off and that even after several hours exciange
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is still far from complete. It is, however, not possible Ly this means to
determine the actual percentage exchange of phosphate that takes place;
for this 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 with non-labelled phosphate (see
below for measurements of calcium exchange).

Calcium exchange in Gomori-
Takamatsu procedure. Fig. 8 ex-
hibits the rate of displacement of l |
labelled calcium (in sections in- il
cubated in a medium containing i
%Ca) by non-labelled cobalt, by ||
swirling the entire slide in a 1% il
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. e
the longer it has been incubated 2 g N R TN
and therefore the greater the cal- Ame o exchnge ()
cium phosphate deposit) the less
rapidly is the calcium displaced by
cobalt; and the more incomplete

=

Activity (comx10~°)
aH

N

Fig. 8. Exchange of calcium by cobalt
in incubated sections. Sections incubat-
ed in Ca-labeled medium until they
attained definite counts (ordinates at

is the exchange even after con-
siderable periods of time. The rate
of this exchange is logarithmic

zero time in above figure). Each sec-
tion then continuously agitated in 1%
CoCl, and loss of calcium (actually
replacement of calcium by cobalt)

only for the first minutes follow-
ing which the first-order rate
rapidly falls off.

In the Gomori-Takamatsu procedure exchange of Ca by Co is allowed
to proceed for 5 minutes. An examination of Fig. 8 shows that for the
preparation with an initial count of 3500 cpm exchange is only 70%
complete after 5 minutes; while for the one with an initial count of
8400 cpm less than 50°s exchange has taken place during the same period
of time. It is therefore to be expected that the Gomori-Takamatsu pro-
cedure will not accurately portray the enzymatic activity; previous
quantitative methods have not been sufficiently accurate to demonstrate
this. However, Holter, Lovtrup and Rubin [20], on the basis of model
experiments with calcium phosphate precipitates in gels, suggested that
such might be the case. The effect of this phenomenon on localization
patterns of enzymatic activity cannot be disregarded.

measured by counting at definite time
intervals (abscissae)
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For silver, however, the situation is completely different. From Fig. 9
it will be seen that calcium is quantitatively replaced by silver in less
than one minute. This may partially explain why localization patterns
obtained with the silver technique are less subject to artifacts in that
nuclear non-enzymatic staining is absent, whereas under the same con-
ditions the cobalt technique may show nuclear staining [11, 12]. Feigin
and Wolf suggest that the lack of nuclear staining with the silver method
is due to the failure of silver to replace nuclear-bound calcium
deposited, not as a result of enzymatic action, but rather through
the formation 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 may not exclude the possibility that it is cobalt
which may be bound specifically by nuclei; Liquier-Milward [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 number of workers (see ref. [11]).

Fig 10 exhibits the course of hydrolysis of glycerophosphate
measured by means of **Ca and '"?Ag. The upper curve is for
$5Ca which formed part of the incubation medium. Separate
sections were incubated for the times indicated by the points
on the curve. After window-count-
ing the sections, they were all
treated for 5 mins. with a 1%

Activity (cpm=107°)

1 i b ¢ T - 1 I

! 2 3 4

Time of exchange (mins)

Fig. 9. Exchange of calcium by silver

in incubated section. Section incubated

in %Ca-labelled medium until count

was 4850 cpm. Then agitated in 1%

AgNO, and removal of “*Ca measured

by counting at definite time intervals
(abscissae)

solution of silver nitrate labelled
with 1"?’Ag and again counted, giv-
ing the lower curve which exhibits
practically the same slope. By
suitable adjustment of the specific
activity of the labelled silver so-
lution the two curves may be made

to practically coincide.

With labelled cobalt the results are somewhat variable, due to the
incomplete replacement of calcium as indicated above.

Hydrolysis of different substrates. Fig. 11 exhibits the rates of hydro-
lysis of p-glycerophosphate, phenylphosphate and adenylic acid (3’-phos-
phate) by similar sections. It will be seen that glycerophosphate is hy-
drolyzed at about twice the rate for adenylic acid, but only 20% faster
than phenylphosphate.

Cleland [6] has reported that glycerophosphate and phenylphosphate
were both hydrolyzed at about the same rates, but Hancox and Nicholas

http://rcin.org.pl



QUANTITATIVE STAINING WITH RADIOACTIVE INDICATORS 39

(13]
[18], using phase-contrast microscopy [17] as well as the Gomori-Taka-
matsu staining procedure claim that glycerophosphate is hydrolyzed
much faster than phenylphosphate, but that this result is by no means
evident from the staining procedure alone. With this latter conclusion
we are inclined to agree.

3 y
3 4
e
i~ B 1 PP
' B %
S £
é 2+ \8,
@ 2, A3P
<. =
3 .
S
< L U n
1 1 1 1 n 1 1 1 |
05 10 15 2.0 : ! 2 3 4 5
Incubation time (hrs.) Incubation time {hrs.)

Fig. 10. Course of hydrolysis of glyce- Fig. 11. Rates of hydrolysis of glycerophos-
rophosphate by kidney cortex section phate (GP), phenylphosphate (PP) and
as measured with Ca (upper curve) adenylic acid (A3P) by kidney cortex
and '"Ag (lower curve). See text for section under identical conditions, using,
details #Ca-labelled medium (3 xC %Ca/ml.)

Unless the pH of the incubation medium is strictly controlled, it ap-
pears to us that measurements of the comparative rates of hydrolysis
of different substrates at a single pH by different observers may be liable
to erroneous interpretation, in view of the known differences in pH
optimum of alkaline phosphatase towards different substrates in wvitro.
Small differences in pH of the incubation medium may markedly affect
the relative rates of hydrolysis of different substrates, as can be seen
from the pH-activity curves for purified alkaline phosphatase on various
substrates [28]. Furthermore even findings on tissue sections may not be
entirely comparable with those on the purified enzyme; Ruyter and Neu-
mann [30] for example, have shown that the pH optimum of purified
alkaline phosphatase is dependant, amongst other factors, on the sub-
strate concentration. With labelled indicators it should now prove pos-
sible to investigate this question in detail.

Effect of temperature on hydrolysis rate. Fig. 12 exhibits the rate of
hydrolysis of glycerophosphate at various temperatures in the range
15° —51°C. The gradual falling off in activity at 51° is undoubtedly
due to heat inactivation of the enzyme which takes place slowly at this
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temperature (see below). Between 24° and 45°C. the change of hydro-
lysis rate with temperature corresponds to an activation energy for the
reaction of approximately 10 kcal./mole, a value which compares favour-

33

30

Activity (cpmx10°)

10]

as

1 A 1 1
! 2 3 4 5 §
Incubation time (hrs.)

Fig. 12. Rate of hydrolysis of glycerophosphate by
kidney cortex section at different temperatures, using
#Ca-labelled medium (1.5x%C %Ca/ml.)

ably with that of Bodansky [4] for purified bone phosphatase in wvitro,
9.4 kcal./mole between 20° and 40°. On the other hand, below 20° the
hydrolysis rate falls off more rapidly than one would be led to expect.
We have observed the same phenomenon to an even more marked extent
for phenylphosphate and particularly for adenylic acid. It therefore fol-
lows that the temperature dependence of the reaction rate does not
strictly accord with the Arrhenius law. The reason for this is not dear
at the moment, but we are studying this phenomenon in more detail
and hope to extend it to additional substrates.

In a previous communication [34] we expressed the opinion that
measurements of the activation energy for hydrolysis of different sub-
strates, together with localization patterns by means of autoradiogrephy
or staining, might provide a tool for distinguishing between phosphaiases
of different, specificities. It is, however, clear from the above that further
observations are required to establish the validity of this conclusion.

The effect of temperature on the inactivation of phosphatase in tssue
sections is illustrated by Fig. 13. Each curve represents the course of
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hydrolysis of glycerophosphate by a section which has previously been
heated in a water bath at a given temperature for the time indicated in
the figure. It will be seen that 5" at 65° C. gives practically 100% inac-

4 |
4+
Control
o
S
o~ § 3
o §
§. Tt /
= 3
g 55050 I
S
2 3
55°15'
1 | 1 1 1 ! 1 1 1 L
P 0 e e B TR i D
6595 Incubation time (hrs.)
3 £

Fig. 14. Inhibition of hydrolysis ot
adenylic acid by precipitate formation
around sites of enzymatic activity.
Substrate incubated for 7 hours to
attain plateau at which point count is
4050 cpm. Calcium phosphate preci-

Incubation tirme (hrs.)

Fig. 13. Heat inactivation of alkaline
phosphatase in kidney cortex sections.
Sections first heated at temperatures

indicated and for given periods, in

distilled water. Then each section incu-

bated in 4*Ca-labelled medium and

course of hydrolysis of glycerophos-
phate followed for 2 hours

pitate then removed by rinsing (as

indicated by arrow) in H,O until count

was 1050 c¢cpm. Section then again in-

cubated for further 2 hours with the
same substrate

tivation. Even at 55° appreciable inactivation takes place in 5’; it is
therefore not surprising that the hydrolysis rate at 51° (see Fig. 12) is
not much greater than that at 45° and eventually even falls below the
latter S.

Use of 2 substrates on same section. We have used another device in
attempts to decide whether it is the same, or different, enzymes which
attack glycerophosphate, phenylphosphate and adenylic acid. As a given
substrate is hydrolyzed the resulting calcium phosphate precipitate should
deposit around the enzyme, eventually leading to complete suppression

8 Although enzymes are more sensitive to heat-inactivation in aqueous solution,
it appears more than likely from the above results that at least part of the dele-
terious effect of paraffin embedding on enzyme activity in the case of alkaline
phosphatase is due to the fact that the temperature used is close to that at which
the enzyme is fairly rapidly inactivated. It is interesting to mote, in this connection,
that Michel, Chevrement and Firket [24] find 4 times @as much phosphatase activity
in sections embedded in margarine (temp. 30°) as compared to paraffin-embedded
sections.
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of activity since it becomes more and more difficult for the substrate
molecules to attain the enzyme site. That such is actually the case is
shown by the plateau attained in Fig. 14. If at this point some of the
precipitate is washed away in water,
thus partially uncovering the en-

A3p % S o

s | zyme, and the section again incu-

i o =0 =0 bated, it will be found to attack the
4 2 substrate as before.

. 6P \ If, however, when a saturation

8 I S points is reached, a different sub-

§.‘ & 43p strate is applied, then the activity of

3 E the section will remain unaltered if

& the same enzyme is involved. If, on

5 the other hand, a different enzyme

S YRR o T AT B is involved and if, in addition, this

Incubation time (hrs.) enzyme is differently located, then

Fig. 15. Successive hydrolysis of two  We should expect the activity of the
substrates by single section, using section to once more show an in-
*Ca-labelled medium. Sections first (cpease. We have carried out several
incubated with gl ; : : :
or phenylphospl'gxa)t',fcsez(‘lo’xl)’}),O:/(I::1 a;eh(o(t;.ll:s) Su.Ch exP?rlment.s iy, actiigRes
to attain plateau following which milar sections with glycerophosphate
substrates interchanged (as indicated ~ and adenylic acid, at 45°C. in order
by arrows) to more quickly attain the plateau.
Following levelling off of activity in
each section, the slides were rinsed and the substrate interchanged for
further incubation. It will be seen from Fig. 15 that 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 with identical or closely similar localization patterns.

It would be worth conducting the above experiment on two sub-
strates 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 utility of quantitative measurements in enzyme histochemistry
was already evident from the work of Doyle et al. [9]. The above results
considerably extend the applicability of quantitative techniques, not only
for the estimation of the enzymatic activities of histochemical prepara-
tions but also for investigating quantitatively the various steps involved
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in the preparation of sections, in the incubation procedure and in the final
staining techniques used for visualizing the sites of enzymatic activity.

Although we have not yet extensively investigated localization
patterns following incubation in media labelled with calcium or phos-
phate, the preliminary autoradiograms we have obtained to date with
sections incubated in *°Ca-labelled medium indicate that reasonably good
results are to be expected. While autoradiography is clearly less
convenient than a visual staining procedure, it should nonetheless
exhibit two distinct advantages over the latter; [1] artifacts introduced
by the staining procedure are eliminated; [2] photometry of autoradio-
grams is a simpler and more accurate procedure and more readily
subject to control than when we have to deal with precipitates which
are most often granular in character.

The techniques outlined above also make possible the study of the
kinetics of enzyme reactions in tissue sections, and comparison with the
behaviour of the corresponding purified enzyme in vitro. Such data
should be of considerable value in extrapolating to the behaviour of
enzymes in living organisms.

Furthermore it will probably prove feasible, by using radioactive
indicators, to extend the field of application of histochemical methods to
additional enzymes, since the formation of visible precipitates is no longer
a prime necessity. It should be pointed out that even in those instances
where substrates have been used in which stain production spontaneously
accompanied enzymatic action (such as in the reduction of tetrazolium
salts as a result of dehydrogenase activity [29]: or the formation 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
quantitative work as well as for studying the kinetics of the reactions
involved.

We should like to express our thanks to Mgr. T. Golaszewski, Mgr.
F. Rzendowska and Miss H. Szemplifiska for their assistance with some
phases of this work.

STRESZCZENIE

Opisano kilka metod ilosciowego histochemicznego oznaczania aktyw-
nosci fosfatazy alkalicznej przy uzyciu radioaktywnych wskaznikéw. Me-
tody te polegaly na (a) inkubacji w srodowisku zawierajacym znakowany
wapn lub glicerofosforan, (b) inkubacji w nieznakowanym S$rodowisku
a nastepnie wymianie jednego ze skladnikéw osadu fosforanu wapnia na
skladnik radioaktywny. Dane iloSciowe otrzymano mierzac aktywno$é
skrawkoéw licznikiem okienkowym.
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Najdogodniejsza metoda polega na inkubacji w $rodowisku znakowa-
nym, najlepiej przez *°Ca, gdyz istnieje woéwczas mozliwos¢ ciaglej obser-
wacji przebiegu reakcji na kazdym poszczegélnym skrawku oraz okresle-
nia lokalizacji enzyméw na tychze skrawkach przy zastosowaniu auto-
radiografii lub barwienia.

Metoda wymiany oddaje duze uslugi przy badaniu znaczenia poszcze-
gblnych zabiegéw stosowanych w opisanym przez Gomorii i Takamatsu
sposobie oznaczania fosfatazy alkalicznej. Uzyskano dane iloSciowe, szcze-
goblnie dla okreslenia roli przemywania oraz wymiany wapnia na kobalt.

Stosujac roztwor inkubacyjny zawierajacy *°Ca stwierdzono, ze glice-
rofosforan jest hydrolizowany dwukrotnie szybciej niz kwas adenylowy,
za$ o 20% szybciej niz fenylofosforan. Z pomiaréw zalezno$ci szybkosci
hydrolizy glicerofosforanu od temperatury obliczono, ze energia aktywacji
dla tej reakcji wynosi 10 kcal/mol. Zmierzono takze przebieg inaktywacji
cieplnej fosfatazy alkalicznej w skrawkach w roznych temperaturach.

Opisano metode inkubacji skrawkow kolejno w dwéch substratach dla
okres$lenia czy ten sam enzym bierze udzial w obu reakcjach.

Omoéwiono uzyskane rezultaty oraz mozliwosci innego zastosowania
podanych metod, a takze znaczenie tych metod w rozwigzywaniu ilo$cio-
wych probleméw w histochemii.
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Summary

A description is given of various procedures for the quantitative hi-
stochemical determination of alkaline phosphatase by means of radioac-
tive indicators. The methods are based on (a) incubation in a calcium- or
glycerophosphate-labelled medium, or (b) incubation in a non-labelled
medium followed by exchange of one of the components of the calcium
phosphate precipitate for one which is radioactive. Quantitative results
are obtained by end-window counting of the incubated sections.

The most convenient procedure involves incubation in a lakelled me-
dium, particularly with 4°Ca, since the reaction may then be followed
continuously for any desired period of time on a single section, and the
same section may 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 Gomori-Takamatsu incubation and staining method.
Quantitative data are presented regarding the validity of each of these
steps, particularly the rinsing procedures and the extent of exchange of
calcium for cobalt.
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Using a **Ca-labelled incubation medium it was shown that glycero-
phosphate is hydrolyzed at twice the rate for adenylic acid but only 20%
faster than phenylphosphate. From the temperature dependance of the
rate of hydrolysis for glycerophosphate, the energy of activation for the
reaction is shown to be 10 kcal./mole. The heat inactivation of phospha-
tase in tissue sections has also been measured at various temperatures.

A method is described for incubating successively with two substra-
tes in order to determine whether the same enzyme is involved in both
reactions.

The results are discussed and other applications of the method are
described, as well as the potentialities of the technique to various prob-
lems in quantitative histochemistry.

Otrzymano 28.10.57 r.
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WSTEP

Enzymy rozkladajace nieorganiczny pirofosforan czyli pirofosfatazy
sg bardzo rozpowszechnione. Ich aktywnos$é¢ stwierdzono u bakterii [31],
w drozdzach [5, 2], w tkankach roslinnych [9, 27], u owadéw [29, 11].
Wystepuja one réwniez w bardzo wielu tkankach i narzadach ssakéw
[24, 28, 12, 6, 3, 35]. Wobec niewielkiej ilosci danych dotyczacych piro-
fosfatazy miesni zwierzat wyzszych postanowiono czeSciowo oczyscié oraz
zbada¢ wlasnosci pirofosfatazy mieéni krélika.

Temat ten jest szczegélnie interesujacy z nastepujacych wzgledéw:
w piSmiennictwie brak dotychczas wyraznego rozgraniczenia miedzy pi-
rofosfatazg a tzw. rozpuszczalng ATP-aza aktywujaca sie magnezem.
ATP-aza taka zostala izolowana z mie$ni krélika [16, 30]. Odpowiedni-
kiem tego enzymu u zwierzat nizszych jest apyraza wykryta w mies-
niach szaranczy [10]. Autorzy stwierdzili, ze aktywno$¢ preparatu apy-
razy w stosunku do pirofosforanu nieorganicznego (aktywnos$é okolo 10
razy mniejsza niz dla ATP) daje sie oddzieli¢ frakcjonowaniem przy po-
mocy siarczanu amonu. Nie bylo pewne czy podobne rozdzielenie moz-
liwe jest rowniez w miesniach ssakéw, gdzie rozpad ATP przebiega ina-
czej, prowadzac do odlaczenia tylko jednej reszty fosforanowej. W bie-
zgcej pracy wykonano proby majace na celu preparatywne rozdzielenie
obu enzyméw. Wykonano réwniez niektore doswiadczenia w celu poréw-
nania wlasnoSci pirofosfatazy i ATP-azy aktywujacej sie magnezem
w preparatach, ktére posiadaly aktywnos$é¢ obu enzymoéw.

147]
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CZESC DOSWIADCZALNA

Materiat

Do badan uzywano wyciagu wodnego z mie$ni kroélika lub frakeji bial-
kowych otrzymywanych przez wysalanie siarczanem amonu. Pirofosforan
sodowy Na,P.0,-10 H,O(PP) wolny od ortofosforanu. ATP otrzymywano
metoda Szent-Gyorgyi [36]. Czystos¢ otrzymanego preparatu obliczona
wedlug zawartosci fosforu catkowitego wynosita 90%. Bufor boranowy
o pH 8 przygotowywano wedlug Sorensena [34]. Do oznaczania optimum
pH uzywano zestawu buforéw: octanowych i boranowych wediug Soren-
sena i weronalowego wedlug Michaelisa [25]. MgCl, - 6H,O suszony w tem-
peraturze 100° do stalej wagi. Chlorowodorek cysteiny (preparat handlo-
wy) rozpuszczony w wodzie i doprowadzony do odpowiedniego pH wodo-
rotlenkiem sodu.

Oznaczanie aktywnosci enzymatycznej

Mieszanina reagujgca zawierata: 1 ml odpowiednio rozcienczonego
roztworu enzymu; 2,5 ml buforu boranowego pH 8; 0,1 ml cysteiny (40
mikromoli); 0,2 ml MgCl, 0,1 M (20 mikromoli); 0,2 ml pirofosforanu
0,01 M (odpowiada to 2 mikromolom czyli 124 mikrogramom P pirofos-
foranu) wzglednie 0,2 ml ATP zawierajace 2 mg ATP (odpowiada to 3,5
mikromola czystego ATP lub 216 mikrograméw fosforu 7-minutowego
czystego ATP). Calkowita objeto$¢ mieszaniny wynosila 4 ml, pH kon-
trolowano przy pomocy zestawu wskaznikéw i papierkéw BDH. Po 30-
minutowej inkubacji w temperaturze 38° stracano bialko przez dodanie
4 ml 10% CCIl;COOH. W przesaczu oznaczano fosfor nieorganiczny me-
toda Fiske-Subbarowa w modyfikacji Lohmanna i Jendrassika [23], uzy-
wajac jako czynnika redukujacego kwas fosforomolibdenowy amidolu
(2,4-dwuaminofenol). Zerowe proby zawieraly te same skladniki co pré-
by wlasciwe. Kwas tréjchlorooctowy dodawano do nich przed dodaniem
substratu. Azeby pirofosforan byl narazony na dzialanie kwasu tak sa-
mo dlugo w prébach zerowych jak we wlasciwych, dodawano go do préb
zerowych dopiero po okresie inkubacji. Miarg czynnosci enzymu byla
r6znica miedzy zawarto$cia fosforu nieorganicznego w probie wlasciwej
w poréwnaniu z préba zerowa. Aktywno$é enzymow wyrazano jako ilosé
fosforu uwolnionego przez 1 mg azotu biatka enzymu w warunkach do-
$wiadczenia lub jako iloéé fosforu uwolnionego przez 1 ml rozcienczonego
roztworu enzymu. Przy poréwnaniu aktywnosci pirofosfatazy i ATP-azy
nalezy zwroécié uwage na fakt, ze rozbicie tej samej ilo$ci wigzan przez
oba enzymy powoduje uwolnienie réznych ilosci fosforu: dwa razy wiecej
dla pirofosfatazy niz dla ATP-azy.

Bialko oznaczano metodg biuretowa [17] w modyfikacji Keysera
i Vaughna [15].
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Oczyszczanie pirofosfatazy

Frakcjonowano siarczanem amonu p. a. in substantia w temp. 0°. IloSci
siarczanu amonu obliczano postugujac sie nomogramem [8]. Saczono, lek-
ko wilgotne osady zbierano z sgczka i rozpuszezano wzglednie zawieszano
w wodzie destylowanej w objeto$ci najczesciej 10 razy mniejszej niz roz-
twor wyjsciowy. Otrzymane w ten sposéb frakcje przechowywano w chlod-
ni, a przed uzyciem dializowano ok. 48 godz. az do znikniecia reakcji na
jony siarczanowe. Dializa powodowala czesto straty aktywnosci, dodanie
cysteiny przywracalo jednak stan pierwotny.

Tablica 1

Oczyszczanie i trwato$é pirofosfatazy

FrakcJa wytracajaca sie przy masyceniu Aktywnoéé plrofosfatazy
sxarczanem amonu ©g P/1 mg bialka
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 f
| 0,45—0,65 ‘ 880 ?
to samo powtdrnie frakcjonowane l
0,50—0,55 207
ten sam preparat przechowywany okolo i
3 tygodni w postaci niedializowanej | 83 !
0,35 ‘ 530
to samo po 1 tygodniu przechowywania ‘
* W postacx dxahzowanej 0 ‘

1 ml roztworu enzymu; 2,5 ml buforu boranowego pH 8; 40 mikromoll cysteiny;
20 mikromoli MgCl,; 2 mikromole pirofosforanu. Calkowita oObjetosé mieszaniny
4 ml. Inkubacja 30 min w temp. 35°C

Wyniki frakcjonowania siarczanem amonu przedstawiaja sie w spos6b
nastepujacy: pirofosfataza znajduje sie giéwnie we frakeji ,,miogenowe;j”
czyli wysalajacej si¢ pomiedzy 0,45—0,65 nasycenia. Dokladniejsze frak-
cjonowanie wykazalo, ze najwyzsza aktywno$¢ posiada bialko wytraca-
jace sie przy 0,50—0,60 nasycenia. Biatko wytracajace sie powyzej 0,65
nasycenia siarczanem amonu nie posiada praktyeznie aktywnosci enzyma-
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tycznej pirofosfatazy. Frakcja globulinowa wykazuje zawsze niewielka
aktywnoéé pirofosfatazowa. W najlatwiej wytracajacych sie globulinach
aktywno$é ta jest najmniejsza, w miare zblizania sie do wlasciwej frakeji
,,pirofosfatazowej” aktywnos$¢ osadu wzrasta.

Poniewaz pirofosfataza miesni znajduje sie w obrebie frakeji ,,mioge-
nowej” (0,45—0,65 masycenia (NH,).SO,), wydawalo sie interesujgcym
sprawdzenie aktywnosci pirofosfatazowej miogenéw krystalicznych otrzy-
manych metodg Baranowskiego [4]. Okazalo sig, ze zar6wno miogen A jak
i miogen B nie maja czynnosci pirofosfatazy. W czasie preparatyki stwier-
dzilam, ze zalecone ogrzewanie do 52° inaktywuje pirofosfataze. Pomi-
nelam wiec ten zabieg jak réwniez przewidziane po nim ponowne wytra-
canie siarczanem amonu. Otrzymany w ten sposob krystaliczny miogen A
roéwniez nie hydrolizowal pirofosforanu.

Trwalo$é pirofosfatazy w przechowywanych w chlodni rozpuszezonych
frakcjach niedializowanych jest znaczna. Po kilku tygodniach przechowy-
wania aktywnoéé zmniejsza sie¢ wprawdzie kilkakrotnie, lecz nie zanika.
Natomiast przy przechowywaniu w postaci dializowanej czesto juz po kil-
ku dniach preparat traci zupelie aktywnos$é. Powtérne frakcjonowanie
siarczanem amonu powodowalo kilkakrotne obnizenie aktywno$ci. Ta-
blica 1 ilustruje podane powyzej wyniki.

Tablica 2

Rozmieszczenie pirofosfatazy i ATP-azy w poszczegélnych frakcjach siarczanowo
amonowych

Frakcja wytracajaca A;(t ; = A R

s 3 ywno$é pirofosfa- | Aktywno§¢ ATP-azy
sie przy nasyceniu ; : :

. Marotinets aus, | 1) M8 Bil B HIpTEn | pe E/Amg BIRtER

0,35 | 149

} 646
0,35—0,50 319 ; 402 l
0,50—0,60 891 35 l
0,35 530 1060 |

| 035—0,50 522 522

I 0,50—0,60 ; 1557 M

1 ml roztworu enzymu, 2,5 ml buforu boranowego pH 8, 40 mikromoli cysteiny, 20 mikromoli MgCl,,
2 mikromole pirofosforanu lub 3,5 mikromola ATP. Calkowita objetos¢ mieszaniny 4 ml. Inkubacja
30 min w temp. 380

Rozpuszczalna ATP-aza wytraca sie natomiast giéwnie przy stezeniu
siarczanem amonu do 0,35 nasycenia. Aktywnos¢ ATP-azy w kolejnych
frakcjach zmniejsza sie, frakcja 0,50—0,60 posiada juz aktywno$¢ bardzo
mala. Bialko stracone powyzej 0,65 nasycenia nie ma czynno$ci ATP-azy.
Przyktady ilustrujace rozlozenie obu enzyméw w poszczegdlnych frak-
cjach przedstawione sa w tablicy 2.
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Wtasnosci pirofosfatazy

We wszystkich opisanych doswiadczeniach, z wyjatkiem badania opti-
mum pH, przez pirofosfataze rozumiemy frakcje wytracajaca sie pomiedzy
0,50 a 0,60 nasycenia siarczanem amonu.

* Optimum pH. Do do$wiadczen uzyto dializowanego wyciagu wodnego

~ z mie$ni, poniewaz istniala mozliwo$¢ wykrycia dwu lub wiecej pirofosfa-

taz o réznym optimum pH, z ktérych kazda mogla wystepowaé¢ w innej
frakeji biatkowej. ‘

Wyciag wodny wykazywal tylko jedno optimum aktywno$ci enzyma-
tycznej pirofosfatazy miedzy 7 a 10,2. Zaleznos$¢ aktywnosci od pH przed-
stawiona jest na rys. 1.

Aktywacja jonami magnezu. Enzym wymaga do swego dzialania
obecnosci joné6w magnezu. Bez dodania Mg ™ * nie stwierdza sie zadnej ak-
tywnosci lub jest ona nieznaczna — wynosi tylko kilka procent aktywnosci
w obecnosci Mg**. Z prac innych autoréw wynika, ze wlasciwym sub-
stratem dla pirofosfatazy jest kompleks pirofosforanowo-magnezowy
[7, 32]. Czynnikiem decydujacym jest wiec nie stezenie magnezu, lecz
stosunek molowy magnezu do pirofosforanu. '

8

Przyrost ugP
s 3
Przyrost ug P
8 38

1 1 1 20
2 4 6 8 0
PH 10
Rys. 1. Optimum pH dla pirofosfatazy 12345 o -
1 ml. dializowanego wyciggu z mieéni, Mg /pp

2,5 ml buforu, 40 mikromoli cysteiny,
20 mikromoli MgCly, 2 mikromole pi- Rys. 2. Zalezno§é aktywnoS$ci enzymu od

rofosforanu. Calkowita objeto§¢ mie- stosunku Mg/PP
szaniny 4 ml. 1 ml. roztworu enzymu, 2,5 ml buforu bo-
Inkubacja 30 min. w temp. 38°. ranowego pH 8, 40 mikromoli cysteiny,
Dla pH od 1,1 do 6 bufory cytrynianowe, 2—40 mikromoli MgCl,, 2 mikromole piro-
dla pH 7 bufor weronalowy fosforanu. Calkowita objeto§¢ mieszaniny
dla pH od 7,7 do 11 bufory boranowe 4 ml. Inkubacja 30 min. w temp. 38°

Ilo$¢ magnezu potrzebng do maksymalnego dzialania enzymu ozna-
czano w biezacej pracy przy stalej ilosci substratu, a nastepnie wyliczano
optymalny stosunek molowy Mg/PP. Wynosit on 5 lub wiecej. Ponizej tej
warto$ci aktywno$¢ enzymu byla znacznie mniejsza. Zaleznoéé aktyw-
noSci enzymu od stosunku Mg/PP podana jest na rys. 2. Wyniki nie po-
krywaja sie z wynikami Lohmanna [24], u ktérego optymalny stosunek
magnezu do pirofosforanu wynosit 2.
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Aktywacja cysteing. Cysteina jest aktywatorem reakcji enzymatycz-
nego rozpadu pirofosforanu. W nieobecnosci cysteiny stwierdzilam w wie-
lu przypadkach zupelny brak aktywnosci, w innych aktywno$é¢ byla nie-
wielka i wzrastala przewaznie znacznie pod wplywem cysteiny. Aktywacja
nastepowala natychmiast, czas preinkubacji cysteiny z enzymem nie od-
grywal zadnej roli, natomiast dtugotrwale ich przechowywanie razem (je-
den dzien w temperaturze 0°) powodowalo lekki spadek aktywnosci.

Zbadano wplyw innych czynnikoéw dzialajacych ochronnie na grupy
SH enzymé6w. Nie znaleziono aktywacji przy uzyciu glikokolu i 8-oksychi-
noliny (Tablica 3).

Tablica 3
Aktywacja pirofosfatazy
Aktywator Stezenie koncowe Akty wno‘Sé
(mg P uwolnionego)

e - 2
cysteina 10—2M 55
glikokol 10—2M 1
8-oksychinolina 10—2M 4

1 ml roztworu enzymu, 2,5 ml buforu boranowego pH 8, 40 mikromoll cysteiny, 20 mikromoli
MgCl,, 2 mikromole pirofosforanu. Calkowita objetos¢ mieszaniny 4 ml. Inkubacja 30 min
w temp. 38°

8

WNoSCi
o
S

% akty [
,7#§'$'7' T

~N
S

1 St

-
~b
a

10
Mg/Ca

Rys. 3. Zalezno$¢ aktywnos$ci enzymu od
stosunku Mg/Ca
1 ml roztworu enzymu. 2,5 ml buforu bo-
ranowego pH 8, 40 mikromoli cysteiny,
10—40 mikromoli MgCl,, 1—20 mikromoli
CaCl,, 2 mikromole pirofosforanu. Caiko-
wita objeto§¢ mieszaniny 4 ml. Inkubacja
30 min. w temp. 38°. Aktywno§¢ wyrazano
jako ilo$¢ mikrogramow fosforu uwolnio-
nego w warunkach doSwiadczenia. Za 100%
aktywno$ci przyjeto ilo§¢ mikregramow
fosforu uwolnionego w nieobecno$ci wap-
mia przy stezeniu magnezu 20 mikromoli
w inkubacie

Inhibitory. Z czynnikéw hamu-
jacych dzialanie pirofosfatazy prze-
badano miedzy innymi wplyw jo-
néw wapnia, ktére sg antagoni-
stami jon6w magnezu. Stwierdzo-
no, ze decydujace znaczenie posia-
daja nie absolutne iloSci magnezu
i wapnia, lecz ich stosunek molo-
wy. Przy stosunku magnezu do
wapnia rownym 1 stwierdza sie
zaledwie Slady aktywnosSci enzy-
matycznej. Przy stosunku 10 ha-
mowanie wynosi okolo 50%. Sto-
sunki iloSciowe pokazuje rys. 3.

Wysokie stezenia ortofosforanu
hamujg dzialanie pirofosfatazy.
Hamowanie staje sie wyrazne do-
piero przy stezeniach réwnych
2X10—3M. Stezenia ponizej 10—*M
nie odgrywaja zadnej roli.
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Silnym inhibitorem reakcji jest fluorek. W stezeniu koncowym réw-
nym 5X107*M hamuje on rozpad pirofosforanu w 70%. Przy stezeniu
5X10~—3 zahamowanie jest zupelne.

Uzyte w tym samym stezeniu cyjanek sodu i azydek sodu nie wykazuja
zadnego dzialania hamujgcego. Przy stezeniach 5 X 10—*M cyjanki wykazu-

Tablica 4

Hamowanie pirofosfatazy

ST Stezenie | Aktywnosé| .

Nr doéw.l Inhibitor | Etgzeme ! kogcowe ’(mg ¥> uwol-|  zahamo-
o e _| KoBcoWe | cysteiny | nionego) | BRI

155 ol — l - | 10—2m | 56 } —

’ " fluorek sodu I 5.10-5M | ,, | 58 0

' I b | 5.10—4M | it P A 70

| 5 | 5.10—3M | | 3 , 94

2 1 - | — 1 - , 50 . e

. fluorek sodu | 5.10-3M | & 0 ! 100

| azydek sodu | 5.10-3M i 53 0

3 — ; — 3 40 =

| jodooctan sodu | 5.10—3M " 39 0

i cyjanek sodu 5.10-8M | = 44 0

| azydek sodu | 5.10-3M = 41 0

| cyjanek sodu 5.10—2M s 37 8

cyjanek sodu | 5.10—1M b | 7 83

44t - ‘ = , 4 ; 54 ‘ =

| jodooctan sodu lz,s.m—sm ; . 5¢ | 0

i D | 5.10-3M | ks 54 ; 0

: " |25.10—2M | b 42 f 22

o | 510-2M | y ; 27 , 50

— ‘ - | 210—2M | 52 =

jodooctan sodu | 5.10—2M | 5 ! 43 17

- | - i 510—3M | 52 —

| jodooctan sodu 5.10 2M | I ' 46 12

= . = ' 0 52%) —

s jodooctan sodu 2,5.10-3M | 0 f i M

*) Do tego doSwiadczenia uzyto celowo preparat enzymatyczny, ktéry posiadat aktywnosé bez
dodatku cysteiny. !
1 ml roztworu enzymu, 2,5 ml. buforu boranowego pH 8, 20—60 mikromoli cysteiny, 20 mikro-
moll MgCl,, 2 mikromole pirofosforanu. Calkowita objetosé mieszaniny 4 ml, Inkubacja 30 min.
w temp. 38°

ja zaledwie 8% zahamowania, dopiero w 2 X 10—!M roztworze zahamowa-
nie wynosi 80%. Jodooctan sodu 5 X 10~3M przy stezeniu cysteiny 10—2M
réwniez nie wykazuje dzialania hamujgcego, 5 X 10—2M hamuje reakcje
w 50%. Uzycie wyzszych stezen cysteiny zmniejsza procent zahamowania
jodooctanem, w preparatach wykazujacych aktywno$é w nieobecnosci
cysteiny zahamowanie jest zupelne juz w 2,5X10-3M roztworze. Przykla-
dy zebrane sg w tablicy 4.
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Specyficznosé. Badano aktywnos$¢ preparatu enzymatycznego w sto-
sunku do nastepujacych substratéw: tréjpirofosforan Na,P;0,, - 6H.0, tréj-
metafosforan Na,P,0,:6H,0, tetrametafosforan Na,P,0,, -4H,0, s6l Gra-
hama (NaPo,)x-H,0O, glicerofosforan Na,C;H;O,P. Nie stwierdzono przy-
rostu ortofosforanu pod wplywem preparatu enzymatycznego.

Poréwnanie wlasno$ci pirofosfatazy i ATP-azy

Frakcjonowanie przy pomocy siarczanu amonu nie doprowadzilo do
calkowitego rozdzielenia pirofosfatazy i ATP-azy. Istnieja dwie mozliwo~
Sci: jedna — enzym ,,albuminowy” (frakcja 0,50—0,60 nasycenia siarcza-

Tablica 5
Poréwnanie niektérych wlasno$ci pirofosfatazy i ATP-azy
s : Aktyw- =
Frakcja Aktyw- noséy po
Nr wytracajaca sig nosé Czynnik zadziala-
przy nasyceniu| Substrat .y 2 : Wynik
dosSw. | giarczanem prepa- dzialajacy niu
amonu ratu danego
czynnika
1. 0,35—0,50 PP 52 Przechow. przez 53 bez zmian
0,35—0,50 ATP 60 10 dni w temp. 0° 12 spadek 80%
2. 0,50—0,60 PP 48 fluorek stezenie 11 spadek 77%
0,35 ATP 27 5.10—'M 27 bez zmian
3. 0,50 PP 36 ortofosforan 15 spadek 59%
0.50—0,60 PP 58 stezenie 3.10—3M 24 spadek 59|

1 ml roztworu enzymu, 2,5 ml buforu boranowego pH 8, 40 mikromoli cysteiny, 20 mikromoli
MgCl,, 2 mikromole pirofosforanu lub 3,5 mikromola ATP. Calkowita objetos¢ mieszaniny 4 ml.
Inkubacja 30 min w temp. 38°., Aktywno$¢ wyrazano jako iloé§¢ mikrograméw fosforu uwolnio-
nego w warunkach doswiadczenia

nem amonu) jest pirofosfatazg i wykazuje dodatkowe niespecyficzne dzia-
lanie na ATP; odwrotna sytuacja bylaby we frakcji euglobulinowej (frak-
cja 0—0,35 nasycenia siarczanem amonu): enzym bylby ATP-azg rozklada-
jaca niespecyficznie pirofosforan. Druga mozliwo$¢ polega na tym, ze
wlasciwe frakcje: pirofosfatazowa i ATP-azowa sg zanieczyszczone drugim
enzymem, frakcja za$ Srodkowa (0,35—0,50 nasycenia siarczanem amonu)
stanowi mieszanine obu enzymoéw.

Przebadano wplyw roznych czynnikéw (jak przechowywanie, inhibito-
ry) na preparaty posiadajace aktywnos¢ w stosunku do pirofosforanu
i ATP. Przechowywanie roztworu, ktéry posiadal aktywno$¢ w stosunku
do jednego i drugiego substratu (frakcja 0,35—0,50 nasycenia siarczanem
amonu) wykazalo wieksza labilnos¢ ATP-azy. Po 10 dniach przechowywa-
nia w temperaturze 0° aktywnos$¢ pirofosfatazy pozostata bez zmian, na-
tomiast aktywnos§é ATP-azy spadia o 80%. Doswiadczenie z inhibitorami
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wykonano réwnolegle na réznych frakcjach. Dodanie fluorku w stezeniu
réwnym 5>X10—*M powodowalo przeszlo 70% zahamowania pirofosfatazy,
natomiast na ATP-aze nie wplywalo zupelnie.

Zbadano réwniez wplyw ortofosforanu na aktywnoé$¢ pirofosfatazows
w roéznych frakcjach. Stwierdzono ten sam procent zahamowania w obec-
no$ci tych samych stezen inhibitora niezaleznie od tego, jaka frakcja byla
zrodlem pirofosfatazy. Por6wnanie wlasnosci pirofosfatazy i ATP-azy ze-
stawione jest w tablicy 5.

DYSKUSJA

Zebranie podanych wynikow pozwala przypuszczaé, ze wystepowanie
aktywnoéci pirofosfatazy i ATP-azy w tych samych preparatach nie po-
lega na niespecyficznym dziataniu jednego enzymu na dwa podobne pod
wzgledem strukturalnym substraty, lecz, ze mamy do czynienia raczej
z dwoma roéznymi enzymami. Za istnieniem dwu enzyméw przemawia za-
réwno ich rozdzielenie w poszczegélnych frakcjach uzyskanych przez wy-
salanie siarczanem amonu jak i réznice we wiasnoéciach. ATP-aza silniej
ulega inaktywacji pod wplywem przechowywania, pirofosfataza natomiast
okazala sie bardziej wrazliwa na hamowanie przez fluorki. Réwniez jed-
nakowo silne hamowanie aktywnosci pirofosfatazy w'réznych frakcjach
przez ortofosforan przemawia za istnieniem w nich tego samego enzymu.

Wazrastajace coraz bardziej w ostatnich latach zainteresowanie piro-
fosforanami nieorganicznymi uzasadnione jest stwierdzeniem udzialu
pirofosforanu w wielu najrozmaitszych reakcjach metabolicznych, jak na
przyklad: synteza koenzymoéw [18, 33, 26], aktywacja kwasow ttuszezo-
wych [19], synteza wigzania peptydowego [13], synteza mononukleotydéw
purynowych i pirymidynowych [20, 21, 22]. Bardziej interesujaca staje sie
wiec niewyjasniona réwniez dotad rola-pirofosfataz. Bardzo malo zajmo-
wano sie dotychczas sprawa czy rozpad pirofosforanu katalizowany przez
pirofosfataze prowadzi do bezuzytecznego uwolnienia tak duzej ilo$ci ener-
gii, czy tez energia ta zostaje w jaki$§ sposob wykorzystana, na przykilad
za poSrednictwem przeniesienia reszty fosforanowej na jaki$ akceptor. Wia-
dome jest, ze zwykle fosfomonoesterazy poza aktywnoscia hydrolityczna
posiadaja do pewnego stopnia dzialanie feraz — przenosza reszte fosfo-
ranowq z jednego substratu na drugi [1]. Przypuszczenie, ze pirofosfataza
moglaby réwniez by¢ feraza, wydaje sie prawdopodobne takze i z powodu
wykrycia w drozdzach [14] i w bezkomérkowych wyciggach Mycobacte-
rium smegmatis [37] enzymu przenoszacego reszte fosforanowa z metafo-
sforanu na ADP. Enzym ten — metafosfokinaza — daje mozliwo$é uzyt-
kowania energii zawartej w metafosforanie. .

W biezacej pracy wykonano wstepne doswiadczenia, aby wyjasnié¢ czy
badany preparat enzymatyczny z mieéni (frakcja 0,50—0,60 nasycenia

http://rcin.org.pl



55 H. WEHR (101

siarczanem amonu) nie posiada wilasnosci katalitycznych umozliwiajacych
tego rodzaju reakcje przenoszenia reszty fosforanowej. Jako ewentualne
akceptory reszty fosforanowej uzyto nastepujace zwiazki: glukoze, glice-
rol, kwas pirogronowy i kwas cytrynowy. Oznaczano przyrost fosforu
nieorganicznego oraz zawarto$é fosforu 7-minutowego przed i po okresie
inkubacji. Proby zerowe i wiasciwe nie wykazywaly réznic w ilosci fo-
sforu 7-minutowego. Nie jest wykluczone, ze reakcja tego typu zachodzi
w Sci$le okreSlonych warunkach, ktére nie zostaly w doswiadczeniach
uchwycone. Mogloby to na przyklad by¢ sprzezenie z jaka$ inng reakcja
uwalniajacg pirofosforan.

STRESZCZENIE

Pirofosfataze z miesni krélika oczyszczono czeSciowo przez frakcjono-
wanie siarczanem amonu. Najwyzsza aktywnos$¢ posiada frakcja wytra-
cajaca sie pomiedzy 0,50—0,60 nasycenia. Miogen krystaliczny nie posiada
aktywnosci pirofosfatazy.

Optimum pH enzymu miesSci sie¢ w granicach 7—10,2. Do jego dziala-
nia niezbedne sg wolne grupy SH oraz jony magnezu. Jony wapnia po-
siadajg dzialanie antagonistyczne w stosunku do jonéw magnezu. Sil-
nym inhibitorem reakcji jest fluorek.

Enzym jest specyficzny w stosunku do pirofosforanu nieorganicznego.
Nie rozklada innych polifosforanéw ani glicerofosforanu. Pewna aktyw-
no$¢ preparatu w stosunku do ATP wynika najprawdopodobniej z zanie-
czyszczen ATP-aza.
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INVESTIGATIONS ON THE PYROPHOSPHATASE OF RABBIT MUSCLES

Summary

The pyrophosphatase of rabbit muscle was partially purified by
fractionated precipitation with ammonium sulphate. The greatest
activity was found in the fraction that was precipitated at the saturation
between 0.50—0.60. Crystalline myogen did not show pyrophosphatase
activity.

The optimum pH of the enzyme was between 7—10.2. Free SH groups
and magnesium ions were necessary for the activity. Calcium ions were
antagonists in relation to magnesium ions. Fluoride ions were found
strong inhibitors of the reaction.

The enzyme was specific for inorganic pyrophosphate. It did not split
other polyphosphates nor glicerophosphate. It was shown, that the slight
activity of the preparation against ATP was attributed to ATP-ase
contamination.

Otrzymano 14.9.57 r.
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WSTEP

Tyrozynaze w materiale owadzim (larwa Tenebrio molitor) wykryl
Biedermann [1]. Prébe wydzielenia surowego preparatu enzymu z he-
molimfy poczwarek motyli podjeli Firth i Schneider w roku 1901 [5],
stosujgc jednorazowe wytracenie preparatu enzymatycznego siarczanem
amonu. Nastepnie, badacze tyrozynazy owadziej ograniczali si¢ tylko do
sporzadzania wyciagéw tego enzymu w réznych rozpuszczalnikach, jak
woda z dodatkiem chloroformu [17], 0,1°/0 kwas octowy [16], bufor fos-
foranowy pH = 7,4 [2], roztwo6r NaCl [3] i inne.

Na podstawie badan Hellera [6] mozna przypisa¢ tyrozynazie wazng
role fizjologiczna w oddychaniu owad6éw. Badania Pryora i wspélprac.
[15] wskazuja na udzial tego enzymu w procesie twardnienia powloki
ciala owadow.

Tyrozynaze udalo sie dotychczas wydzieli¢c w stanie oczyszczonym
jedynie z materiatu roslinnego (8, 9, 10, 12].

Proba wydzielenia i oczyszczenia tyrozynazy owadme] jest przed-
miotem obecnej pracy.

Przy wydzielaniu tyrozynazy z owadoéw powazng trudno$¢ stanowi
szybkie czernienie wyciggéw i inaktywacja enzymu wskutek endogen-
nego utlenienia obecnych w miazdze fenoli. Jak wykazali Heller i Moch-
nacka [7], w ciele motyla wilczomleczka znajduje sie znaczna ilo§é po-
lifenoli. Zasadniczym warunkiem uzyskania aktywnego preparatu ty-
rozynazy jest zatem szybkie usunigcie z miazgi zwigzkéow fenolowych.
W tym celu zastosowano do wytracania enzymu 55% roztwér wodny
acetonu, wzoriquc si¢ na metodzie oczyszczania tyrozynazy z ziemniaka
wedlug Kubowitza [10]. Dalsze stadia oczyszczania tyrozynazy opra-

(59]
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cowano niezaleznie, gdyz nalezalo uwzgledni¢ odmienne od ro$linnego
wlasciwosei uzytego materialu owadziego.

W pracy niniejszej uzyskano trwaly preparat tyrozynazy owadziej
o aktywnos$ci okolo 40-krotnie wigkszej miz material wyjsciowy.

CZESC DOSWIADCZALNA

1. Przygotowanie preparatu tyrozynazy

Do badan uzyto poczwarek Sphinx pinastri w stanie diapauzy do-
starczonych w grudniu 1956 roku przez Zespoly Ochrony Lasu z réz-
nych rejonéw kraju. Z materialu usunieto osobniki martwe i zagrzy-
bione. W tablicy 1 podano aktywno$é tyrozynazy w S$wiezej miazdze
poczwarek Sphinx pinastri w poréwnaniu z innymi gatunkami owadow.

Homogenat z poczwarek przygotowano w czterokrotnej ilosci 0,15 M
buforu fosforanowego pH = 7,1 w mechanicznym homogenizatorze
szybkoobrotowym z ostrzami ze stali nierdzewnej, w ktérym utrzymy-
wano temperature okolo 0°. Po odwirowaniu homogenatu w chlodzonej
wiréwce w temperaturze —2° przy 1700 X g i odrzuceniu osadu oraz
gornej warstwy tluszczowcow uzyskano zawiesine I, barwy jasnozielo-
nej, zawierajacg 24,5 mg suchej masy w 1 ml. Do zawiesiny tej dodano
natychmiast aceton w ilo$ci 55% na objeto$¢ zawiesiny, chlodzac mie-
szanine do temperatury —5°. Wytracony acetonem osad niezwlocznie od-
wirowano, odrzucajac brazowy klarowny roztwor, pozbawiony caltkowi-
cie aktywnoéci tyrozynazowej. Osad zawieszono w 0,15 M buforze fos-
foranowym pH = 7,1. Zawiesine wirowano przez 15 minut przy 2000 X g
w niskiej temperaturze, otrzymujac po odrzuceniu osadu zawiesine II,
barwy jasnozielonkawej, o zawarto$ci 14,5 mg suchej masy w 1 ml
Zawiesina II przechowywana z dodatkiem toluenu w temperaturze 0°
wykazywala niezmieniong aktywno$¢ w ciagu miesigca.

Z zawiesiny II wytracono przez zakwaszenie kwasem octowym do
pH = 4,7 zélttawy osad (Os), ktéry oddzielano przez wirowanie w nis-
kiej temperatury od zielonego, zupelnie nieaktywnego plynu i przeno-
szono do buforu o pH = 7. Otrzymywano zo6ltawa zawiesine III, ktéra
w 1 ml zawierala 8 mg suchej masy. Zawiesine III mozna przechowywacé
w temperaturze 0° z dodatkiem toluenu przez 1 miesigc. Zamrazanie tej
zawiesiny powoduje nieodwracalne wytracanie ktaczkowatego osadu, kt6-
ry jednak zachowuje aktywno§é enzymatyczng. Dializa w niskiej tem-
peraturze wobec wody destylowanej nie zmniejsza aktywnosci zawie-
siny III.

Zawiesine III frakcjonowano dalej przez wirowanie w niskiej tem-
peraturze. Przy 40 000 X g uzyskiwano prawie cala aktywno$¢ enzyma-
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Sphinx pinastri, poczwarka
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Tablica 1
#lO, na
Aut Gatunek — tkank havg b &l o at
utor unek — tkanka Swiezes ubstra
masy
Bhagvat i Richter| Odonestis potatoria, larwa, limfa 5340 homokatechol
1938, [2]
Lasiocampa quercifolia, lerwa, limfa 623 "
» ’ f Lasiocampa quercifolia, larwa,
| skorka 3680
i Lasiocampa quercifolia, larwa,
wnetrznosci 1001 »
Bombyx quercus, larwa, hemolimfa 3310 A
» Bombyx quercus, larwa, skorka 8680
”» Bombyx quercus, larwa, wnetrzno$ci 2782 S
Eumorpha elpenor, poczw.,
1 hemolimfa 5130 o
: . Eumorpha elpenor, poczw.,
i wnetrznosei 3576 5
Locusta migratoria, imago,
wnetrzno$ci 1946
Periplaneta americana, dojrzaly
owad, wnetrznosci 141 5
» Dysdercus intermedius, dojrzaly
owad, odwiok 4841 »
Pryor 1955, [15] Drosophila melanogaster, larwa tyramina-
dojrzala 800 +HCI1
Calliphora erythrocephala, larwa
dojrzala 1060 2
Tenebrio molitor, larwa dojrzala 1900 5
Heller 1947, [7) Celerio euphorbiae, poczwarka,
maks. 300 endogenny
Celerio euphorbiae, poczwarka,
minim. 40 3
Bodine 1943, [3] | Melanoplus differentialis, jaja,
20 dni 600 tyrozyna
Trojanowski 1957 316 katechol
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tyczna w osadzie, ktéry przenoszono do buforu o pH = 7, uzyskujac bez-
barwng zawiesine IV o zawarto$ci 1 mg suchej masy w 1 ml. Aktyw-
noéci kolejnych frakeji w toku oczyszczania preparatu tyrozynazy prz=d-
stawiono w tablicy 2.

Tablica 2

Kolejne stadia oczyszczania tyrozynazy z poczwarek Sphinx pinastri

, Zawar-| Obj. o Aktywnos¢!. 2

tos¢ | calko- | pomiar manom.l pomiar kolorymetryczny
suchej | wita . ‘
masy | prepa- | Qo,d1a| Qg dla| A, dla A, dla|A, dla|A, dla
w ratu | kate- | p-kre- | kate- | p-kre-| tyro- | piro-

mg/ml | w ml | cholu | zolu | cholu | zolu zyny | gallolu
: | ‘ |

Preparat

| (T) homogenat od- ‘ |

wirowany przy ! i |
1700 X g 24,5 1000 79 | 18 — — |
|(IT) frakcja wytrg- |
cona z homoge- |
natu przez wysy-‘
cenie acetonem

1000 9.4 l 8,1 28,7 15 1 R

|
do 55% obj. 145 | |
! (I1I) frakcja wytra- ! ‘ 1
! cona kwasem | | {
octowym przy I i f ,
| pH 4,7 8 | 200 | 51 |16% | 265 | 29% | [RR=
(IV) osad odwiro- ' J ! ‘
wany przy | | 76%%) l
40 000 X g S ! 100 308 ‘ 41%*%) i 765 | 103***)| 117**) | 682
| ,

‘QO, oznacza ilo¢ tlenu w ul pobrang w aparacie Warburga przez 1 mg suchej masy prepa-

ratu wobec 8 mg substratu w temp. 20° przy pH 7,1 w ciggu 1 godz. (Jednostka uzywana przez
8 Keilina 1 Manna [8])

2 Ay oznacza aktywno$¢ zmierzong kolorymetrycznie po 15 min, reakecjl z 8 mg substratu przy

1000 E458
1 cem

mg suchej masy
*) Po 1,5 godzinnym okresie indukcji.
**) Z dodatkiem Kkropll 0,004% roztworu dopa.
*+*) Bez dodatku dopa, po dwu godzinnym okresie indukeji.

Homogenat I otrzymano przez odwirowanie zawiesiny miazgi poczwarki w 4-Krotnej objetosci
0,15M buforu fosforanowego pH = T,1.

pH 7,1 1 wyrazong jako stosunek

W preparacie IV (por. tabl. 2) oznaczono zawarto$¢ miedzi metoda
mikrokolorymetryczng Erdmann-Miiller i Hornbartela w modyfikacji
Opienskiej-Blauth i wspélprac. [13]. Preparat przed analiza dializowano
przez 3 dni w chlodni wobec wody redestylowanej ze szkla. Spalano meto-
da mokra. Pomiaru ekstynkcji barwnego polaczenia miedzi dokonywano
w rurkach absorpcyjnych o dlugosci 5 cm w fotometrze Pulfricha przy
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filtrze S,;. Przy -oznaczaniu uwzgledniono $lady miedzi obecne w od-
czynnikach. Znaleziono 0,018° miedzi w przeliczeniu na suchg mase
organiczng preparatu IV.

2. Frakcjonowane wirowanie preparatu

Wobec niemozno$ci wuzyskania klarownego roztworu tyrozynazy
z poczwarek Sphinx pinastri postanowiono okresli¢ w przyblizeniu sto-
pien rozdrobnienia enzymono$nych ziarnisto$ci. W tym celu poddano
frakcjonowanemu wirowaniu zawiesine III w 0,15 M buforze fosfora-
nowym pH = 7,1 (por. tabl. 3).

Tablica 3

Frakcjonowane wirowanie zawiesiny tyrozynazy owadziej z Sphinx
pinastri w 0,15 M buforze fosforanowym o pH 7,1

Frakcja ‘ Qp, wobec katecholu
osad przy 1700 X g I 55
osad przy 24000 X g 168
osad przy 38000 X g 300
plyn znad osadu przy 38000 X g 17

| plyn znad osadu przy 40000 X g 24 '

Jak wynika z tablicy 3, maksimum aktywnos$ci w danych warunkach
~twierdzano w osadzie uzyskanym przez 20-minutowe wirowanie przy
40 000 X g. Plyn znad tego osadu wykazywal tylko nieznaczng aktyw-
no$¢ (Qo, = 2,4). Preparaty odwirowane przy mniejszej szybkos$ci miaty
mniejszg aktywnosé.

3. Préby ekstrakcji enzymu z ziarnistosci

Cze$¢ osadu (Os), wytraconego kwasem octowym, zawieszano
w 0,15 M buforze fosforanowym pH = 7,1. Zawiesing wirowano w nis-
kiej temperaturze przy 240 X g i odrzucano nieznaczny osad. Tak uzy-
skany plyn wirowano nastepnie w ciggu 15 minut przy 15 000 X g w nis-
kiej temperaturze. Uzyskany przy 15000 X g osad zawieszano w 2 ml
1% roztworu wodnego taurocholanu sodu i pozostawiano w lodzie na
przecigg 1 godziny, wstrzasajac. Po uplywie tego czasu ponownie wiro-
wano zawiesine w taurocholanie przy 15000 X g. Przeprowadzona reakcja
testowa z katecholem w warunkach poréwnywalnych wykazala wzrost
ekstynkeji E{'S po traktowaniu taurocholanem z E, = 0,4 do E, = 1,85.
W ten sposéb wykazano, ze taurocholan zwieksza stopien dyspersji ziar-
nisto$ci enzymonos$nych. Enzym pozostaje jednak nadal zwigzany z ziar-
nisto$ciami, gdyz przesgczenie przez saczek Seitz K zawiesiny preparatu
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traktowanego przez godzine 1% roztworem taurocholanu usuwa z prze-
saczu aktywnos$¢é enzymatyczng. Podobny efekt jak roztwoér taurocholanu
daje woda.

DYSKUSJA

Czesciowo oczyszczony preparat tyrozynazy wydzielonej z poczwarek
Sphinx pinastri zawiera enzym zwigzany z ziarnisto$ciami. Potrzebne sa
dalsze badania dla okre$lenia morfologii tych ziarnisto$ci. Rowniez ba-
dania Wojtczaka [18] i nie ogloszone wyniki Szarkowskiej wskazujg na
prawdopodobienstwo zwigzania tyrozynazy owadziej z elementami struk-
turalnymi. Tyrozynaza u zwierzat kregowych jest takze zlokalizowana
w strukturach komérkowych. W melanocytach u myszy znalezli Lerner
i wspolprac. [11] tyrozynaze w mitochondriach i mikrosomach, z ktérych
nie udalo sie enzymu uwolni¢. Danneel [4] stwierdzil zanik aktywnosci
tyrozynazowej w ekstrakcie z poczwarek Drosophila melanogaster po
przesaczeniu przez gruba warstwe azbestu.

Jak sie wydaje, tyrozynaza owadoéw jest wiec zlokalizowana w ziar-
nistoSciach komérkowych, analogicznie jak tyrozynaza kregowcow. Stad
wynika niemozno$¢ przeprowadzenia tego enzymu w stan roztworu droga
prostej ekstrakeji buforem, jak to jest mozliwe w przypadku tyrozynazy
ro$linnej. Stanowi to przeszkode dla uzyskania czystego enzymu z mate-
rialu owadziego.

W miare oczyszczania tyrozynazy z poczwarek Sphinx pinastri zaob-
serwowano wydatne zmniejszanie si¢ stosunku aktywno$ci krezolazowej
do katecholazowej (por. tabl. 2). To samo stwierdzili Keilin i Mann [8]
odnos$nie tyrozynazy z pieczarek.

Zawarto$¢ miedzi w preparacie okazala si¢ niewielka i wynosila
0,018%, podczas gdy w czystym preparacie tyrozynazy roslinnej znajdo-
wano od 0,30% [8] do 0,20%0 [9] miedzi. Preparat nasz byl oczyszczony
tylko czeSciowo (okolo 40-krotnie) i wydaje sie, w analogii do badan
Keilina i Manna [8], ze niecala, oznaczona przez nas, miedZ jest miedzig
enzymu, przy tym prawdopodobny jest fakt, Ze cze$¢ znalezionej przez
nas miedzi pochodzi od towarzyszacych enzymowi zanieczyszczen.

Doswiadczenia z taurocholanem wskazuja na mozliwos§é zwigkszenia
stopnia dyspersji zawiesiny tyrozynazy owadziej przez dzialanie deter-
gentami.

Skladam serdeczne podziekowanie Panu Prof. Dr J. Hellerowi, Dy-
rektorowi Instytutu Biochemii i Biofizyki PAN za umozliwienie mi pracy
w pracowniach Instytutu oraz za cenne wskazoéwki i okazang mi zyczli-
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wos$¢. Dzigkuje réwniez Pani Adjunkt L. Szarkowskiej i Panu Adjunkto-
wi J. W. Szarkowskiemu za kolezenska pomoc i dyskusje w toku wyko-
nywania pracy.

STRESZCZENIE

Oczyszczano tyrozynaze z poczwarki Sphinx pinastri. Z homogenatu
wytracano enzym acetonem 55%, preparat frakcjonowano nastepnie przez
zakwaszenie do pH = 4,7 oraz wirowanie przy 40 000 X g. Preparat uzy-
skany w postaci zawiesiny byl trwaly w temperaturze 0° przez 1 miesiac.
Aktywno$¢ wobec katecholu wyniosta Qo, = 308, wobec p-krezolu
Qo. = 41, co przewyzsza okolo 40 razy aktywno$é miazgi oznaczong wo-
bec katecholu. Zawarto$¢ miedzi w preparacie wynosita 0,018%.
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PARTIAL PURIFICATION OF TYROSINASE FROM THE PUPAE OF
SPHINX PINASTRI

Summary

Tyrosinase from the pupa of Sphinx pinastri was purified. The en-
zyme was precipitated from the homogenate by 55 per cent acetone. The
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preparation was fractionated, acidified to pH 4.7, and centrifuged at
40000 X g.

The preparation obtained in the form of a suspension was stable for
1 month at 0°C. Activity toward catechol was Qo,= 308, and toward
p-cresol Qo, = 41, which was roughly 40 times the activity of the
homogenate determined with reference to catechol.

Copper content of the preparation was 0.018 per cent.

Otrzymano 9.11.57 r.
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A. GRUDZINSKA

ZAWARTOSC SODU I POTASU W SLINIE CZLOWIEKA

Z Zaktadu Chemii Fizjologicznej Akademii Medycznej w Gdansku
Kierownik: prof. dr Wl. Mozotowski

Dzigki fotometrii plomieniowej badania nad regulacja hormonalng
i farmakologiczng gospodarki jonami sodowymi i potasowymi objely
znacznie szersze kregi, niz mialo to miejsce dawniej. W zakres tych ba-
dan wigezono i $line. Zajmowali si¢ tym zagadnieniem liczni autorzy.
Jedni z nich badali dzialanie takich hormonéw jak ACTH, desoksykor-
tykosteron, kortison [2, 9]; inni za§ wplyw czynnikéw farmakologicznych
jak np. pilokarpiny [6, 8]. Wyniki prac poszczegélnych autoréw wykazuja
jednak stosunkowo znaczne roéznice liczbowe. Istotg tych réznic zdaje
sie byé to przede wszystkim, ze $lina jest wydzieling o bardzo zmiennym
skladzie; zrédlem zmiennosci skladu $§liny moze byé rozmaity udzial réz-
nych gruczoléw Slinowych oraz zmiennoé¢ wydzieliny poszczegélnych gru-
czoléw. Jest wigc rzeczg istotna znalezienie ,normalnych” wartoSci,
z ktérymi mozna by poréwnaé¢ wyniki otrzymane pod wplywem réznych
bodzcéw. Wartoéci podawane jako normalne przez réznych autoréw wy-
kazuja bowiem bardzo duze wahania, a $rednie réznig sie od siebie nie-
kiedy kilkakrotnie. Celem obecnej pracy bylo oznaczenie takich warto-
Sci w odniesieniu do jondéw sodu, potasu i chloru. Jako wartosci charak-
teryzujace chemicznie $ling oznaczano obok jej iloéci takze azot calko-
wity oraz aktywno$¢ amylazy.

METODY

S6d i potas oznaczano fotometrem plomieniowym firmy Zeiss model
III [3]; chlorki metodg jodometryczng Kinga z tym, ze mucyne wytracano
nie wolframianem sodu w 0,15 M kw. fosforowym, lecz tylko kwasem
fosforowym [4]; azot catkowity metodg Kjeldahla (spalano z CuSO,,
Na,S0O,, destylowano do kwasu borowego); aktywno$¢ amylazy oznacza-

167)
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no metodg Willstittera i wspo6lpracownikéw wedlug opisu Bertho i Gras-
smanna [1]; kazde oznaczenie bylo wykonane w dwoéch rozcienczeniach,
ktérych wyniki musialy byé proporcjonalne do ilo$ci uzytej $liny; w ra-
zie braku proporcjonalnosci stosowano wigksze rozcienczenie.

Sline pobierano na czezo po wymyciu ust. Dla pobudzenia wydzielania
$liny poruszano tylko jezykiem i odpluwano. Czas zbierania zawsze wy-
nosit 30 minut. Sline po pobraniu odwirowywano.

WYNIKI I DYSKUSJA

Pierwsza seria oznaczen dotyczy 12 os6b obojga plci w wieku 20 do 30
lat. Srednie warto$ci wraz ze $rednim odchyleniem podaje tablica 1.
Tablica 1l

Srednia zawarto$é sodu, potasu, chloru, azotu calkowitego oraz aktywno$é amylazy
§liny czlowieka

o | o ko [ SR WOEE ainy: N K cr slllgic -
ada- -catkowi- 2 a' 2 i y-
lazy jednostek [1] £ %
nych q : dzielonej
S0 ty mgh w 100 ml $liny mE/L mE/L mE/L g i
12 46,0+13,0 10,5+6,2 10,443,9 | 22,01+4,7| 22,0+3,7| 16,016,0

Dane tej tablicy wykazuja bardzo duzy rozrzut wartoSci. Moze to
byé spowodowane albo tym, ze sklad $liny mimo pobierania w tych sa-
mych warunkach jest zmienny u tej samej osoby albo Ze poszczegélne
jednostki réznig si¢ pod tym wzgledem od siebie. Nalezy réwniez rozwa-
zyé czy sklad $liny pobieranej w tych samych warunkach jest staly, np.
czy w dwéch pélgodzinnych okresach nastepujacych po sobie mozna spo-
dziewaé sie takiej samej zawartosci badanych substancji (w dostepnym
mi pi$miennictwie brak takich danych). Fakt duzej zmienno$ci skiadu
sliny moze oczywiscie byé spowodowany rozmaitym udzialem poszcze-
gblnych gruczoléw i byloby rzecza cenna uzyskanie danych, czy przez
zbadanie skladu $liny nie mozna by wnioskowaé o wiekszym lub mniej-
szym udziale poszczeg6lnych gruczoléw. Dla uzyskania odpowiedzi na po-
wyzsze pytania przeprowadzono nastepna serie do$wiadczen. Badano $li-
ne 10 oséb innych anizeli te, ktorych dane zawiera tablica 1. Kazdg z os6b
badano w dwéch réznych dniach. Kazdego dnia zbierano §line w dwéch
porcjach w odstepach pélgodzinnych. Jednego dnia pierwsza porcja byla
§ling mieszang, za$ drugg pélgodzinng porcje pobierano po zalozeniu wal-
ka ligniny na ujscia gruczoléw przyusznych celem ograniczenia udzialu
§liny tych gruczoléw. W innym dniu u tej samej osoby zmieniano kolej-
nos$é pobierania. Wyniki liczbowe podaja tablice 2a, 2b, 3a i 3b.
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Tablica 2a

Zawarto§é sodu, potasu, chloru, azotu catkowitego i aktywnosé¢ amylazy w Slinie
mieszanej pobieranej w paerwszeg kole:nosct

| Aktywnosé | ; | g |
R N-catko- | amylazy Na’ K¢ | ~iciy gy vy
p. | Symb wity  jednostek [1]] mE/L mE/L | mEL | dzi ) Data
mg % | w 100 ml , l zxelon_eJ |
| élmy i l w 30 min. |
: :
1| Top. 420 | 268 73 | 212 | 208 20 | 1011
2| Lesz. | 328 | 92 49 187 | 159 8 10,111
3| Lut. 39,5 10,2 10,1 190 | 234 12 12,111
4| Zabt 40,6 135 12,4 182 | "202 23 | 12101
5| Zot. 30,2 13,5 10,5 12,8 15,8 32 131V
6| Zebr.| 339 | 51 38 | 196 | 186 17 15.1V
7| Gr. 818 | 43 72 |10 | a7 10 24.1V.
8| Lor. 34,2 64 | 54 | 199 19,1 13 4.V.
9 Zyd. 44,0 37 76 | 199 | 30,1 5 29.V.
10| Ang. 74,5 ] 23,0 i 14,7 g 29,5 i 25.3 5 20.V
4039+128l 11,547,9 ' 8,435 l198 41 208*46‘ 14549 |

Tablica 2b

Zawarto$é sodu, potasu, chloru, azotu catkowitego i aktywno$é amylazy w S$linie
z ograniczeniem udzialu gruczotéw przyusznych pobraneJ w drugzej kolejnosci

et Aktywnosé } ' ! e |
-caiko- amylez - | 0S¢ m
Lloomb.| wity | fedn. (1] L SR Cl §liny | Data
p. mg% w 100 ml mE/L mE/L ! mE/L w 30 min. j
Sliny i |
1| Top. 26,3 8,8 ! 55 | 187 17,7 15 10111
2| Lesz. | 205 54 | 40 | 103 14,1 7 10.111.
3| Lut. 30,0 5,1 | 91 V 14,2 18,9 10 12.111.
4| Zabt. | 358 88 | 87 | 160 16,6 15 | 1201
5/ Zot. 22,7 10,8 ' 146 | 119 16,3 22 | 13IV.
6| Zebr. | 19,2 2.4 38 | 168 177 | 13 | 18Iv.
7| Gr. 23,3 U o5 | 148 144 | 9 | 241V,
8/ Lor. | 185 | 20 | 41 | 167 | 149 n | v
9| Zyd. 45,0 17 | 48 23,0 35,2 8 | 29.V.
10| Ang. | 605 | 161 | 130 ' 26,3 29 | 6 20.V.
302:13,4| 63148 | 74*39‘171«%48;194%59 12,045 }

Tablice 2a oraz 3b zawierajg dane o skladzie $liny mieszanej; tablice
2b oraz 3a przedstawiaja sklad Sliny z ograniczonym udzialem gruczo-
6w przyusznych. Z tych danych jest widoczne, ze sklad $liny u poszcze-
g6lnych jednostek nie ulega wielkim wahaniom. Wystarczy poréwnaé

http://rcin.org.pl



7 A. GRUDZINSKA (41

Tablica 3a

Zawarto$é sodu, potasu chloru, azotu catkowitego i aktywno$é amylazy w S$linie
z ograniczeniem udzialu gruczoléw przyusznych, pobieranej w pierwszej kolejnosci

S Aktywnosé ' [ i Ilo$é ml |
-calko-| amylaz :
v Symb. wity jed)r:. (l}i ’ Na' ! K e fliny . | Data
P mEL mE/L | mEL | Wydalanej
mg % w 100 ml | | v $0imin
i §liny } ‘ :
| |
1| Top. 28,6 6,5 ! 47 L1182 21,7 i 10 8.V.
2| Lesz. 35,1 3,7 | 51 | 140 | 19,1 5 9.V.
3| Lut. 36,4 33 1112 154 | 21,7 | 6 11.V.
4| Zzbl 40,2 11,8 | 8,6 156 | 186 | 9 13.V. ‘
5| Zotl 22,4 6,5 | 155 10,3 20,0 | 19 | 15.V. |
6| Zebr. | 176 PR R S S T 16,3 15 15.V. |
7! Gr. ptag0ie i 2,0 [ 38 | 145 15,5 12 20.V.
8| Lor. | 207 l 38 | 41 ;159 16,9 13 23 V.
9| Zyd. | 426 ' 1.9 9,1 23.0 30,7 5 | 8.VI
10| Ang. | 515 ! 113 15,0 ! 230 | 332 : 6 | 8VIL
‘ lSlS*lllg 52438 |a1+4s 1164#40|213+60) 10045 | |

Tablica 3b

Zawarto$§é sodu, potasu, chloru, azotu calkowitego i aktywno$é¢ amylazy w S$linie
mieszanej pobieranej w drugiej kolejnosci

iN-calko- .Akty wnosé I ! Ilo§¢ ml :
T Symbol| wity jednostek [1] Na/' | K" S Gl Siny | Data
P. mg? w '190 ml mE/L mE/L mE/L B0 IE

Sliny

1| Top. | 51.3 | 23,0 ‘ 47 l 202 | 21,7 14 8.V.
2| Lesz. 400 | 113 | 5, 206 | 202 6 9.V.
3| Lut. 466 | 102 | 106 | 180 | 220 9 1L.V.
4| zabl. | 478 | 1867 | 95 | 168 18,3 19 13.V.
5| Zot. 328 | 13,5 [ 10,6 ’ 14,3 18,3 18 15.V.
6| Zebr 28,6 37 | 84 16,8 158 | 15 15.V.
7| Gr. 308 | 5,1 | 55 | 178 16,9 14 20.V.
8| Lor. 33,3 1290 | 63 | 183 20,0 | 15 23.V.
9| Zyd. 426 | 3.7 | 66 | 230 239 | 8 8.VL
10| Ang. ’ 66,0 ; 13,5 ‘ 14,5 1 25,3 326 | 4 8.VL |
| [4194114) 113461 | 77435 191432 21,2446| 120450

wartoéci przypadkéw 10 i 6 tablicy 2a i 3b oraz 2b i 3a. Gdy pierw-
szy z nich wykazuje w dwoch réznych dniach wysokie stezenie po-
szczegblnych substancji przy matej ilosci wydzielanej S$liny, drugi
zachowuje sie odwrotnie. Ogélnie biorgc mozna w oparciu o dane tych
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tablic stwierdzié, ze sklad chemiczny $liny w odniesieniu do badanych
w tej pracy substancji jest dla poszczegélnych jednostek znacznie mniej
zmienny niz mozna by sadzi¢ ze $rednich warto$ci; duza dyspersja jest
przede wszystkim uwarunkowana znacznymi réznicami osobniczymi.

Dane tablic 2a i 3b odnosza sie do tych samych os6b z tym, ze war-
toéci tablicy 2a dotycza $liny pobieranej w pierwszej péigodzinie, a tabli-
¢y 3b w drugiej w innym dniu. Na podstawie tych liczb mozna przyja¢,
ze $lina wydzielana pobudzeniem przez ruch jezyka nie wykazuje istot-
nie wiekszych zmian miedzy dwoma poélgodzinnymi okresami nastepuja-
cymi po sobie. Ma to znaczenie ze wzgledéw doswiadczalnych, gdyz
w oparciu o to mozna poréwnaé skiad $liny pod wplywem réznych bodz-
cow, biorge jako poréwnanie skiad $liny zbieranej w ciagu pélgodziny
przed stosowaniem bodzca.

Wplyw ograniczenia udzialu gruczoléw przyusznych przedstawiajg ta-
blice 2b oraz 3a. W poréwnaniu z danymi tablic 2a i 3b stwierdza si¢ wy-
razny spadek stezenia azotu calkowitego i aktywnos$ci amylazy, zaznacza
sie tendencja do zmniejszania stezenia potasu, natomiast nie widaé jakiego-
kolwiek wplywu na zawarto$§¢ jonéw sodowych i chlorkowych. Nie jest
jednak mozliwe zwiazanie liczbowe stezenia azotu calkowitego z aktyw-
no$cig amylazy wzglednie stezeniem potasu.

Oproécz wyzej podanych wnioskéw liczby tablic 1, 2a oraz 3b moga stu-
zy¢ dla oznaczenia $rednich warto$ci oraz ich dyspersji: azotu caltkowitego
42,6 + 12,0 mg®; aktywnosci amylazy 11,1 + 6,1 jednostek amylazowych
w 100 ml $liny [1]; stezenia jonéw sodowych 8,8 + 3,3 mE/L; potasowych
20,3 * 3,9 mE/L; chlorkowych 21,3 + 4,1 mE/L oraz iloéci wydzielanej
§liny 14,0 + 6,4 ml (w warunkach naszego postepowania w ciagu p6t go-
dziny).

Dane oméwionych tablic wskazuja réwniez na mozliwosé zmienno$ci
indywidualnej sktadu §liny. Wniosek ten wymagal kontroli do$wiadczal-
nej i dlatego wykonano dla jednej osoby (Gr), ktérej $line badano juz
w czterech pélgodzinnych prébach, jeszcze pieé dalszych oznaczen. Tablice
4 i 4a podajg wszystkie te dane w liczbie dziewieciu, z ktérych cztery do-
tycza $liny pobieranej z ograniezeniem udzialu gruczoléw przyusznych.
Wydaje sie wiec uzasadniony poglad, ze sklad §liny (przynajmniej w od-
niesieniu do badanych skladnikéw) jest dla poszczegdlnych jednostek
w réznych dniach malo zmienny.

Poniewaz zadaniem tej pracy bylo oznaczenie warto$ci normalnych
$liny dla badanych jonéw nieorganicznych, nalezy zestawié uzyskane licz-
by z danymi piSmiennictwa (Tablica 5).

Z zestawien tej tablicy widoczne jest, ze wyniki obecnej pracy sa zblizo-
ne do wynikéw Niedermeiera, Soiva’y, Warming-Larsena, natomiast odbie-
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Tablica 4
Zawarto§é sodu, potasu, chloru oraz N-catkowity i aktywno$é amylazy w S§linie
mieszanej pobieranej u jednej osoby

5 Aktywno$é " ! |
L :N‘calko- amy]azy Na: K ' cr Ilo§¢ ml
‘| Symbol | wity |jednostek [1] = { ] §liny Data
P. | mg?, w 100 ml mE/L i mE/L mE/L NaAe0 Tl
l ' ‘ §liny I
Sl el RS ; o 1 RIS i S
1 Gr. 37,4 42 | 6,1 | 21,8 | 17,6 I 11 15.11L
2 Gr. 31,6 4,2 7,2 ‘ 190 | 177 ! 10 24.1V.
3 Gr. | 31,6 65 | 15 7 g R L X 11 15.V.
4% Gr. | 308 51 |55 l 178 | 189 14 20.V.
5*| Gr. i 37,0 62 | o9 200 | 188 11 2411
af=d P
1 33,7432 { 52411 I 6,440,8 | 19, 2+1 7 I 18,0+0,7| 11,4+1,5

‘) Slina mleszana poblemna w druglej kolejnosci

Tablica 4a
Zawarto§é sodu, potasu, chloru oraz N-catkowity i aktywnos$é amylazy w §$linie
z ogramczemem udzialu ﬂtmankz przyusznej pobzeranej u jednej osoby

] | e | e
| Aktywnosé {
L {N‘ca"‘o"’ amyylazy y K X | Ilo§¢ ml
‘| Symbol | wity |jednostek [1] Na/ Cl | S$liny Data
p. mg$ w 'lpo ml mE/'L mE/L mE/L | na 30 min.
& | Sliny
—_ -S| | e
1 Gr. 230 | 20 Al w38 14,5 | 15,5 [ 12 20.V.
2 Gr. 26,0 i R 15,5 16,3 10 2411
3% Gr. 23,3 1,7 | 45 16,8 14,4 I 9 24.1V.
4% Gr. 240 20 | 48 15,6 | 138 | 11 15.111.
l 24,041,3 | 1,840,2 | 42405 | 15,6409 | 15,0+1,1 ’ 10,5+1,4

*) Blina z ogranlczenlen; udziatu éllnlahkl przyusznej pobierana w drugiej kolejnosci
Tablica 5

Zawarto§é jonéw sodowych, potasowych i chlorkowych mieszanej §liny cztowieka
wedlug réznych autoréw

aramln ~rt

L.p. Autor (Nazwxsko) T Na mE L I K' mE/L |_ Cl’ mE/L
1 | Warming-Larsen 8,3 (4,8 —14,6) ' 19,9 (6,0—26,6) ' —
1952 [9] . !
2 | White 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 | Niedermeier 1956 [5] | 11,2455 | 23,7154 | —
5 | Handbook of Biological, 17,4(8,7 -23,9) 14,1 (12,8—16,1) | 15,5(8,4—17,7)
Data 1956 [7] ' ‘ {
| 6 | Obecna praca l 8,8+3,3 ‘ 20,3+3,9 ' 21,3+4,1

Prace wymienione pod:

L. p. 1 1 3 podaja frednie oraz w nawlasach skrajne wartosci;

pod 1. p. 5 érednie wartoéci, za§ w nawiasach zakres 95%; pod 1. p. 2, 4 i1 6 frednie wartosci

wraz z dyspersjs
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gaja bardzo znacznie od wartos$ci podanych pod Lp. 2, jak rowniez od zesta-
wien z Handbook of Biological Data z 1956 r. [7]. Sprzeczne wyniki, podane
w tablicy 5 pod l.p. 2, ttumaczy to, ze $line zbierano zujac parafine, a $lina
pobierana przez zucie parafiny ma znacznie wieksze stezenie sodu, a nieco
mniejsze potasu od $liny pobieranej bez zadnych bodzcow [5]. Natomiast
brak wytlumaczenia dla danych pod l.p. 5.

Oznaczenie warto$ci $rednich, a w wigkszej jeszcze mierze stwierdze-
nie nieznacznej zmiennos$ci indywidualnej skladu §liny, a takze wykazanie,
ze sklad §liny nie ulega zmianie przy poréwnywaniu dwéch okreséw p6i-
godzinnych nastepujacych po sobie, stwarza warunki umozliwiajace bada-
nie wplywu rozmaitych czynnikéw na sklad jonowy §liny.

STRESZCZENIE

1. W $linie mieszanej czlowieka pobieranej w przeciggu 30 minut bez
zadnych bodzcow, Srednie stezenie azotu catkowitego wynosi: 42,6 + 12,0
mg °o; aktywno$¢ amylazy 11,1 * 6,1 wyrazona w jednostkach uzywanych
przez Willstattera w 100 ml §liny; $rednie stezenie sodu 8,8 + 3,3 mE/L;
potasu 20,3 * 3,9 mE/L; chlorkéw 21,3 + 4,1 mE/L; oraz ilo$¢ wydzielanej
$liny 14,0 + 6,4 ml. Wartosci te oznaczono w 32 prébkach §liny pochodza-
cych od 22 oséb.

2. Slina pobierana z ograniczeniem udzialu gruczotow przyusznych za-
wiera mniejsze stezenie azotu catkowitego, mniejsza aktywnoéé amylazy;
zaznacza si¢ tendencja zmniejszania stezenia jonéw potasowych, natomiast
stezenie jonéw sodowych i chlorkowych nie ulega zmianie.

3. Skiad jonowy $liny jest dla poszczegdlnych jednostek wielkoéciag ma-
o zmienng. Wielki rozrzut wartosci jest w duzej mierze uwarunkowany
réznicami miedzy poszczegélnymi jednostkami.
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THE CONTENT OF SODIUM AND POTASSIUM IN HUMAN SALIVA

Summary

1. Analysis of mixed saliva of man collected without stimuli over 30
minutes produced the following results: average concentration of total
nitrogen: 42.6 £ 12.0 mg. per cent; activity of amylase expressed in units
used by Willstdtter 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 amount 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
activity of amylase, and a tendency towards reduced potassium ion
concentration, whereas the concentrations of sodium and chloride ions
remained unchanged. '

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

Otrzymano 9.11.57 r.
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S. ANGIELSKI

AMINOKWASY MOCZU BLIZNIAT JEDNO- i DWUJAJOWYCH

Z Zakladu Chemii Fizjologicznej Akademii Medycznej w Gdansku
Kierownik: prof. dr Wi. Mozotowski

Zagadnienia zwigzane z ustaleniem norm i wplywu pewnych czynni-
kow fizjologicznych na zmiennos$¢ biologiczng plynéw ustrojowych u ludzi
zdrowych byly przedmiotem prac naszego Zakladu [3,17,18,19]. Pojecie
normy, a $cislej ,,normalnej zmiennosci” stosujemy do wszystkich plynoéw
biologicznych, cechujacych sie pewna staloécia sktadu. Natomiast w odnie-
sieniu do moczu zmienno$é wszystkich niemal skiadnikéw jest cechg nor-
malng, a stalo$¢ stanem patologicznym. Wsréd zwiazkéow wystepujgcych
w moczu w iloSciach stalych dla danego osobnika wymienia sie kreaty-
nine; w tej grupie zwiazkéw nalezaloby rozwazy¢ zachowanie sie niekté-
rych aminokwaséw. Pierwszg trudnos$cia w iloSciowej ocenie wydalania
aminokwasoéw moczu jest znalezienie ukladu, w stosunku do ktérego wy-
raza sie te wielkosci. Takimi ukladami oprécz bezwzglednej ilosci wydalo-
nej w ciggu doby moga byé: a) ilo§¢ moczu, b) zawartosé azotu calko-
witego, ¢) zawarto$é kreatyniny, d) stosunek do wagi i powierzchni cia-
la [11]. To, ze wyniki tego rodzaju badan wyraza sie¢ w niejednolity
sposéb, sprawia duze trudnoéci w interpretacji liczbowej normalnych war-
to$ci, a niekiedy uniemozliwia poréwnanie wynikéw takich prac, w kt6-
rych sg podane ré6zne uklady odniesienia. Jednym z mnajczesciej stosowa-
nych sposob6w wyrazania jest podawanie zawarto$ci aminokwaséw w do-
bowe]j ilosci moczu. W wielu pracach zwlaszcza wykonywanych z gene-
tycznego punktu widzenia odnosi sie ilos§¢é wydalonych aminokwaséw do
zawartoS$ci kreatyniny. Takie ujecie nasuwa watpliwosci, jak to przedstawit
juz Dent [7]. Szczeg6lnie ma to miejsce wtedy, gdy oznaczenia dokonuje
siz jedynie w probce moczu, a nie w dobowej mieszanej ilo$ci. Ponadto,
stosowane metody iloSciowego oznaczania aminokwaséw musza podlega¢
krytycznej ocenie otrzymanych wynikéw. Ze w tej dziedzinie majg miej-
sce trudne do pogodzenia sprzecznosci, §wiadczy choéby zestawienie po-
dane przez Braunsteina i Wilenkine, dotyczace wydalania histydyny w mo-

(73]
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czu kobiet w cigzy [4]. Nie brak jednak faktow, ktore zdaja sie mie¢
dostateczne podstawy do$§wiadczalne: na przyklad, wydalanie 1-metylohi-
stydyny zwigzane jest z dieta miesna [6,10,11,13], zawarto$¢ kwasu
B -aminoizomaslowego moczu ma natomiast podlega¢ kontroli genetycznej
[5,12,13]. Co do innych aminokwaséw zdania sa podzielone; wedlug badan
Berry i wspolpracownikéw oraz Gartlera i wspoélpracownikéw [2, 12]
wydalanie niektérych tylko aminokwaséw ma byé uwarunkowane gene-
tycznie; dotyczyé to ma kwasu f-aminoizomastowego, treoniny, lizyny,
tyrozyny, inne natomiast aminokwasy, badane przez tych autoréw, majg
nie podlegaé¢ takiej kontroli. Wymienieni autorzy postugiwali sie w swoich
badaniach poréwnaniem zawarto$ci aminokwaséw moczu blizniat jedno-
i dwujajowych. Badane osoby byly doroste (18—54 lat), zatem ich ,,indy-
widualnos$é biochemiczna” zalezala w mniejszym stopniu od danych gene-
tycznych, niz mialoby to miejsce u dzieci blizniaczych, ktére z natury rze-
czy podlegaty krocej dzialaniu warunkow otoczenia. Tym mozna by uza-
sadnié celowo$é podjetych w tej pracy badan, a mianowicie poréwnania
zawartos$ci aminokwasé6w w dobowych mieszanych moczach bliznigt jedno-
i dwujajowych w wieku od 2,5 do 5 lat. W tego rodzaju badaniach mozna
by tatwiej wykaza¢ zalezno$¢ genetyczna wydalania poszczegélnych ami-
nokwasow.

METODY

Przedmiotem badan bytly: trzy pary bliznigt jednojajowych i pie¢ par
bliznigt dwujajowych w wieku od 2,5 do 5 lat. Dzieci byly zdrowe; pozo-
stawaly pod opiekg domowa. Do badania brano tylko te dzieci, ktérych
rodzice chetnie godzili si¢ na badania i podejmowali sie trudu starannego
zbierania moczu. Badanie przerywano w razie choroby dziecka (mialo to
miejsce jeden raz) i danych tych nie podaje sie w tej pracy. Réwniez od-
rzucono bez badania mocze, w ktérych matka podawala w watpliwos¢ ze-
branie catkowitego moczu dobowego. Przynalezno$¢ do typu jedno- czy
dwujajowego oparto na: a) uderzajacym podobienstwie lub jego braku,
b) plci obydwu blizniat, ¢) grupach krwi, d) liniach papilarnych, e) cechach
szczegblnych. W zwiazku z tym, ze niektérzy rodzice nie zgodzili sie¢ na
pobranie krwi od dzieci dla zbadania cech grupowych, w doborze bliZnigt
dwujajowych kierowano sie zdecydowang réznica w wygladzie zewnetrz-
nym oraz roznicg w plci. W tablicy 1 podano cechy, na podstawie ktérych
zaliczano bliznieta do jednojajowych.

Dobowa ilo§¢ moczu zbierano dwukrotnie w dowolnym odstepie czasu
od kazdej pary bliznigt jednoczeénie. U jednej pary bliznigt jednojajowych
i u jednej pary bliznigt dwujajowych zbierano dobowe ilo$ci moczu cztero-
krotnie, a to w celu zbadania ewentualnej zmiennoéci wydalania amino-
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Tablica 1
Zestawienie cech, na podstawie ktérych stwierdzono przynaleznosé do bliZniqt
jednojajowych
Typy linii papilarnych
na dziesieciu palcach Suma
- g in-
Grupy krwi | reka prawa | reka lewa deliabe
. 10
Numer kolejny palca
St palcow
1ufmwv|v|1[u[mv]v

|

! Ple¢
|
|
|

|

||

AZ{Chlopak AB, MN, Rh + |E E|O|O0|O

x - - - — - — —
;J. Z Chlopaki AB, MN, Rh + |E |E
T Lo| DEEW=1 5 NN Bh— . |ElE
czyna ¢
II | e o e o e e
Dziew-
GiEof s lB MN, Rh - E|E
B LI - i ————— ___..-|__
G.Zb.| Chlopak | nie oznaczano E E
I = e W
K. Zb.| Chiopak | nie oznaczano E ' E

o|lo|o

l3(3|ojo|s| =27
7|3|olo|3| 216
IUJJJJ 74

]UJJJJ 80

|J|O|J|JT|J 145

i{JiO Elo|s]| 1a

Typy linil papilarnych oraz obuczenu;. sumy indekséw podano wedlug Kklasyfikacjli przyjetej
w badaniach daktyloskopijnych w Polsce [14]

Tablica 2
Poréwnanie przydatno$ci Dowex 50 i Zeo Karb 215 dla odsolenia roztworu amino-
kwaséw. Roztwory aminokwaséw zawieraly przed przepuszczeniem przez kolumne
1,5 g NaCl oraz 0,5 g KCl w 100 ml roztworu

Dowex 50 Zeo Karb 215
mg na 100 ml mg na 100 ml
roztworu Odzyska- roztworu Odzyska-
e no = Po no
&?z:lg- od;?le- W% ol:lx:soele- odspfe- w
L niem niu niem niu
Histydyny HCI 72 72 100 — —_ _
Lizyny HCI 36 36 100 — —_ -
Alanina 30 31,5 105 60 53 88
Tyrozyna 60 60 100 60 40 67
Walina 30 28,5 95 60 53 88
Leucyna | 30 29 98 60 55 92
Glutamina 30 24 80 — — —
Glicyna 30 29 ' 98 60 51 85
Seryna |30 28,5 95 60 50 83
Treonina I 60 57 95 60 50 83
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kwas6w w czasie. Aminokwasy oznaczano w mieszanej dobowej (od go-
dziny 8% do 8°) ilo$ci moczu; dla konserwacji dodawano krysztatek ty-
molu. Analize wykonywano w dniu zakonczenia zbierania moczu. Azot
catlkowity oznaczano metoda Kjeldahla (spalajac z CuSO,, Na,SO, i desty-
lujac do kwasu borowego). Azot a-aminowy metoda Trolla i Cannoniego
[23], po uprzednim usunigciu amoniaku przez zalkalizowanie moczu
i wyparowanie w pr6zni nad stezonym kwasem siarkowym; roz-
puszczong w wodzie suchg pozostalo$é zakwaszano do pH 5 - 6 na uniwer-
salny papierek indykatorowy. Procz tego oznaczano azot a-aminowy
w prébce moczu odsolonego. W przebiegu odsolenia usuwa sie¢ czeSciowo
i inne zwiazki, ktére utrudniatyby analize chromatograficzng; miedzy in-
nymi mocznik, kreatynine, kwas moczowy, a takze zwiazki dajace barwny
odczyn z ninhydryna, a nie bedace wolnymi aminokwasami. Dla odsolenia
moczu uzyto Dowex 50 o wielko$ei ziarn 100-200 oczek (mesh). Przedtem
prébowano do tego celu zastosowaé¢ ekstrakcje réznymi stezeniami etanolu
zakwaszonego kwasem solnym, oraz roztworem fenolu w butanolu w sto-
sunku 3:2 [25]. Probowano stosowaé Zeo Karb 215 [20, 21]. Wyniki zadowa-
lajace otrzymano jednak tylko z Dowex 50. Przykiadem sg dane tablicy 2.
‘Dla odsolenia dawano na kolumne (wymiary 5 ecm X 1 ¢cm) po 5 ml mo-
czu, po uplywie 30 min. przepltukiwano 40 mililitrami wody podwéjnie
destylowanej, nastepnie eluowano 10 mililitrami 6N NH,OH (w czasie 30
min.). Regenerowano kolumne 40 ml 2N HCI i przemywano 50 ml wody.
Uzyskany eluat amoniakalny odparowywano w 40 do 50°; suchg pozosta-
lo$¢ rozpuszczano w 1 ml zakwaszonego izopropanolu (4 ml HCI 6N w 1 1
izopropanolu). 0,4 ml uzyskanego roztworu uwalniano od amoniaku, jak
podano przy oznaczaniu azotu a-aminowego w moczu nieodsolonym. Po-
zostalg ilo$¢é odsolonego i zageszczonego eluatu poddano analizie chromato-
graficznej. Stosowano rozdziat jednokierunkowy, wstepujacy na paskach
. bjbuly Whatman nr 1 o szeroko$ci 3 cm w ukladzie n-butanol: kwas octo-
wy: woda = 4 :1:5, rozwijano trzykrotnie w temperaturze 22—25° przez
12 godz. kazdorazowo. Nakrapiano paski po 5, 10, 20, 40ul roztworu (dwu-
krotnie kazda probke); odpowiadalo to w przyblizeniu od 2 do 16ug azotn
a-aminowego w kazdej probce. W ukladzie tym oznaczano lizyne, histy-
dyne, glutamine, alanine, tyrozyne, metionine z waling, fenyloalanine oraz
leucyne z izoleucyna. Inne zwiazki, ktére daja barwna reakcje z ninhydry-
na, wedruja w uzytych ukladach wolniej od wszystkich badanych w tej
pracy aminokwaséw. O tym, ze zwigzki te zdaja sie by¢ peptydami, §wiad-
czy to, ze po kwasnej hydrolizie znikaja odpowiadajace im plamy. Dla roz-
dzielenia kwasu asparaginowego, kwasu glutaminowego, seryny, glicyny
i treoniny stosowano uklad fenol : woda = 75 : 25 na bibule Whatman
nr 1; przeprowadzono chromatografie zstepujaca, jednokierunkowa w cig-
gu 20 godz. W oznaczeniu ilo$ciowym postepowano wediug R. E. Kay’a
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1 wspélpracownikéw [16] z ta réznica, ze kolorymetrowano w aparacie
Pufricha w mikrokiwetach dlugosci 5 ¢m przy uzyciu filtru S;;. Chomato-
gramy ukladu fenolu suszono przez 48 godzin w temperaturze pokojowej
w strumieniu powietrza. Sprawdzano tozsamo$¢ kazdej plamy a) przez
jednoczesne rozwijanie standardu aminokwasowego, b) przez dodawanie
odpowiedniej ilo$ci badanego aminokwasu do prébki badanego moczu; ro-
biono to kazdorazowo dla kilku aminokwaséw w kazdym ukladzie, ¢) przez
reakcje wlasciwe dla danego aminokwasu (dla histydyny oraz argininy).
Dla moczu kazdej pary bliznigt wykonywano ponadto chromatogram
dwukierunkowy w ukladach: 1) fenol : woda w stosunku objetosciowym
75 : 25 i 2) n-butanol : kwas octowy : woda 4 : 1 : 5 (dwukrotnie rozwi-
jany). Celem tego rozdzialu bylo takze uwidocznienie plam, ktére przy

Tablica 3

Odsetki odzyskanych aminokwaséw nakrapianych do préb odsolonego moczu

Z‘:,“;ig%)iseé Dodano Odzyskano | Odzyskano
moczu W ug W HE8 = b ] | R ®
1 Histydyna 5,1 50 9.8 98
2 Lizyna 1.6 3,0 44 96
3 Glutamina 3,5 3,0 68 105
-+ Alanina 2.1 3,0 52 102
5 Tyrozyna 23 5,0 7,0 97
6 Fenyloalanina 41 5,0 8,6 94
o | Leucyna 2,3 3,0 48 91
8 Kwas glutaminowy 24 3,0 54 100
9 Seryna 2,6 3,0 5,7 98
10 Glicyna 3,5 3,0 5,8 89
11 Treonina 1,9 5,0 6,7 97
12 Kwas asparaginowy 0 5,0 49 98

Chromatografowano: 1—7 w ukladzie butanol: kwas octowy: woda w stosunku 4:1:5, a 8—12
w ukladzie fenol: woda w stosunku 75 :25. Przebieg iloSciowego postepowania jak w teksScle

rozwijaniu w ukladzie jednokierunkowym mogly odpowiada¢ dwém lub
wiekszej liczbie aminokwaséw. Chodzilo tu szczegélnie w ukladzie buta-
nol : kwas octowy : woda, o histydyne wedrujaca razem z metylohisty-
dyna, a w ukladzie fenol : woda o glicyne z asparaging. Poniewaz te ami-
nokwasy, ktérych nie oznaczano (metylohistydyna, wzglednie asparagina),
wydalaja sie¢ w iloSci mniejszej od tych, ktére oznaczano (histydyna,
wzglednie glicyna), nakropienie odpowiednio zmniejszonej ilo$ci moczu
pozwolilo w duzym stopniu na zmniejszenie ich wplywu w iloSciowej oce-
nie. Doktadnoé¢ takiego iloSciowego oznaczania jest w tych warunkach
obarczona bledem 10 do 15%.
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Nalezy zaznaczy¢, ze cze$¢ glutaminy po przej$ciu przez kolumne
z Dowex 50 rozklada sie na kwas glutaminowy, ale dla tej samej diugo-
$ci kolumny i jednakowego czasu odsalania straty te wynosza stale okoto
20°0; uwzgledniono to przy podawaniu wynikéw. W uzywanych ukladach
walina wedruje razem z metioning; zabarwienia, ktore daja te amino-
kwasy z ninhydryna réznia sie natezeniem od siebie i dlatego wyniki po-
dane dla waliny sa obarczone stosunkowo wiekszym bledem. We wszyst-
kich badanych moczach stwierdzono plame odpowiadajacg kwasowi aspa-
raginowemu, ale male natezenie barwy nie pozwalalo na iloSciowe ozna-
czenie.

Uzywano nastepujacych substancji chemicznych: fenol, destylowany
dwukrotnie wedtug [8], n-butanol f-my Estron, kwas dl-asparaginowy,
l-leucyne, lizyny jednochlorowodorek f-my Schuchard, alanine i glicyne
f-my Merck, dl-treonine (Chemapol Czechoslowacja), waling-ZSRR, hi-
stydyny jednochlorowodorek f-my Fluk, tyrozyne i fenyloalanine niewia-
domego pochodzenia (przepakowano w Gliwicach), kwas glutaminowy
(przepakowano w %odzi), ninhydryne B.D.H.-Londyn; glutamine otrzy-
mano od prof. dr J. Opienskiej-Blauth.

WYNIKI DOSWIADCZEN

Wyniki badan o$miu par bliznigt (trzech par jednojajowych i pieciu
dwujajowych) przedstawiono w czterech tablicach. Tablica 4 podaje dane
dla bliznigt jednojajowych: G. i J. L. (dziewczynki, w wieku lat 2,5) oraz
G. i K. Zb. (chlopcy, w wieku lat 3,5). Tablica 5 dotyczy blizniat dwujajo-
wych: M. (dziewczynka) i J. (chlopak) K. 2,5 lat; J i D. R. (dziewczynki
5 lat); J. i K. N. (chlopcy w wieku 3,5 lat); K. i W. R. (chlopcy w wieku 2,5
lat). Dane tych dwéch tablic pozwalaja na poréwnanie réznic miedzy ro-
dzenstwem blizniaczym oraz réznic miedzy poszczegélnymi parami. Nato-
miast dla zbadania zmiennoéci zachodzacej u tych samych osobnikéw
w roznych dniach, przeprowadzono oznaczenia zawarte w tablicy 6 i 7
(tablica 6 dotyczy jednej pary bliznigt jednojajowych A. i J. Z. (chlopcy
w wieku 2,5 lat), badanych czterokrotnie w réznych odstepach czasu w cig-
gu miesigca. Tablica 7 podaje analogiczne dane dla jednej pary bliZniat
dwujajowych: M. i A. A. (dziewczynki w wieku 2,5 lat). Dane liczbowe
tablic dotycza: 1) ilo$ci moczu wydalonego na dobe, 2) zawartoSci azotu
catkowitego, 3) azotu a-aminowego przed i po odsoleniu oraz 4) iloSci dwu-
nastu aminokwas6w wydalonych. W ostatniej pozycji tablicy podano azot
a-aminowy, obliczony z zawarto$ci poszczegélnych aminokwaséw. Iloé
dobowa moczu blizniat jednojajowych zdaje sie byé bardziej do siebie
podobna niz u dwujajowych; jednak dane liczbowe tablic 4 i 5 nie sg do-
statecznie przekonywajace; dokladniejsza odpowiedZ znajdujemy w ta-
blicach 61 7.
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" Tablica 6

Zawartosé wolnych aminokwaséw dobowego moczu jednojajowych bliniat A.Z. i J.Z.
w wieku 2,5 lat

24VIN | 21viD | evim | 19.vmI
Az|Jlz|Az|iz |Az|lz |Az]dz
Ilos¢ dobowa moczu w m! 280 ‘ 290 ’ 320 | 330 ‘ 700 | 660 | 480 | 450
Lo IS DR 2 e =
| |
N-catkowity w g/24 godz. 286 | 246 338 | 3,06 | 590 4,50 | 4,95 | 430
'N-c-aminowy bez odsolenia | | | o L L
S a iAo & | s mn ) e e | SHIE RTS8
N-e¢-aminowy po odsoleniu Vﬁi W ¥ I
i [ 54
w me/24 godz. ; 35 . 40 ! 31 32 | 80 | 75 56 il
: mg aminokwaséw dobowego moczu ‘
} W il T~ ‘
Histydyna ' 105 99 73| 66 168 161 | 130 119
i |
[Tkl 3o =< 2 ol S RIS T e
' 1
Glicyna | 34 35| 64 66 @ 53 64 50 45
St oo | o 1A e e e
Glutamina 34| 42| 21| 22| 98| 105| 80| 67
L A G HURP: i o 0| MR Y I |
Seryna 28| 25| "0 0| 39| 40| 42| 36
Alanina 18 17 10 10 33 33| 13 13
Tyrozyna 31 28 27 26 61 57 58 63
Treonina 14 16 0 0 67 61 13 10
Lizyna 22 23 ' 8 8 57 52 63 61
Fenyloalanina 8 7 | 4 3 11 13 11 9
ae TWRERIY & —eRlN e T Ol Sl 1o |
| !

Kw. glutaminowy 6 6 10 6 7 i 8 i 8
(— RUSSC0N L™ _; el
Leucyna+ izoleucyna 3 4 2 2 6| 6 5 4
Walina + metionina 4 5 3 3 8 9 5 6

Obliczony azot «-aminowy ARk
aminokwas6w badanych w mg &= &4 2 26 $1 | 91 Bl L
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Tablica 7

(103

Zawarto$é wolnych aminokwaséw dobowego moczu dwujajowych bliZniqt A.A. i AM.
w wieku 2,5 lat

10.vir | 18.VIil 19.VIII 20.VIII

~ |AaA |MA|AA [MA[AA |MA|AA[MA

Ilo§¢ dobowa moczu w ml 940 | 810 | 730 | 520 | 640 | 760 | 670 1050
Azot calkowity w g/24 godz. 3.72 | 3.64 | 6.60 | 3.90 | 5.00 | 5.28 _7—— 3 ~—
f;:‘:: :a:gi;:;;w:o::z s 61| 93| 93| 67 _;1 64| 53| 65
= :azig';;:";og; lap- 55( 76| 7| 59| 46| 60| 46| 60
mg aminokwaséw dobowego moczu y

Histydyna i 144 | 168 | 210 | 120 105—“‘161 ‘89 1;0—
Glicyna ~ 64 | 106 52 77 i; 64 54 | 110
Glutamina 69 60 80 66 g 51 61 _72 55
Seryna 3 22 47 38 33 38 26 12
Alanina 49 41 48 44 ‘ 27 19 36 13
Tyrozyna 3 13| 210 31 —__227 18 16 19 12
Treonina 8 16 26 41 9 147 i 13_ -fz_l
Lizyna i 15 15 25 23 10 21 i 19_ —”2_17
Fenyloalanina 4 5 13 10 9 6 4 _10_
Kw. glutaminowy 6 4 5 : -6 iy 6 —_ 8 3 10~
Leucyna N 5 4 6 4 3 3 3— —
Walina 5 3 6 5 3 3 3 __4—
S,Z?::E:’;s:zv:tb:;:x:;?m g| 45| 57| e1| 55| 36| 46| 41| a9
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Zawarto$¢ azotu catkowitego jest u wszystkich niemal bliznigt bardzo
pedobna, co znajduje swoje uzasadnienie w tym, ze zyja one w tych sa-
mych warunkach. Jedynie w parze J. i K. N. wystepujg duze réznice.

Azot a-aminowy stanowi 1% do 2% azotu catkowitego; jego zawartos$é
w obydwu typach bliznigt jest wewnatrz par do siebie bardzo podobna.
Arot a-aminowy po odsoleniu przedstawia sie rozmaicie u réznych par,
wykazujac duze podobienstwo wewnatrz par obydwu typow. Roéznice
miedzy parami polegaja (jak to widaé najlepiej z poréwnania danych ta-
blicy 4) na mniejszym lub wiekszym ubytku azotu aminowego w prze-
biegu odsolenia.

Material liczbowy zawarty w tablicach pozwala na scharakteryzowanie
wydalania aminokwaséw moczu zdrowych dzieci. Dane piSmiennictwa
ujmujace dobowe wydalanie poszczegélnych aminokwaséw u dzieci w tym
wieku sg stosunkowo skape [15]. Na og6l mozna stwierdzi¢ (choé maja
miejsce i wyrazne odchylenia), ze w najwiekszej ilosci wydala sie histy-
dyna, na drugim miejscu stoja iloSciowo glicyna i glutamina, na trzecim
znajduje sie¢ seryna, alanina, tyrozyna i treonina, a pozostale aminokwasy
wydalajg sie¢ w ilosci jeszcze mniejszej. Taki obraz wydalania aminokwa-
soéw rozni sie istotnie od tego, co stwierdzono (Dustin, Wolf, Norman i Fow-
ler) dla dzieci w pierwszych sze$ciu miesigcach zycia, a jest raczej zbli-
zony do tego, co w moczu dorostych znajdowal Stein [22]. Dokladniejsze
rozwazenie danych liczbowych pozwala jednak na stwierdzenie, ze po-
szezeg6lne jednostki maja pewien wiasciwy dla nich typ wydalania amino-
kwasow. I tak dane dla J. K. (Tablica 5) stwierdzaja brak waliny, wiek-
sza lub réwnga iloé¢ glicyny w poréwnaniu z histydyna, podczas gdy jego
siostra M. K. wydala pewne iloci waliny, a histydyny wyraznie wiecej
niz glicyny. Para K. i W. R. cechuje sie duza iloscia wydalonej tyrozyny,
z tym, ze mocz jednego z rodzenstwa (K. R.) zawiera wyraznie wiecej tego
aminokwasu anizeli mocz drugiego (W. R.). Para J. i K. N. wydala wiecej
lizyny niz alaniny odmiennie od wszystkich innych.

Dla wlasciwej oceny wartosci podanych wynikéw jest istotne zdanie
sobie sprawy, jaka cze$¢ azotu a-aminowego po odsoleniu stanowi azot-
a-aminowy badanych aminokwaséw. Dlatego podano we wszystkich ta-
blicach pozycje ,,obliczony azot a-aminowy badanych aminokwaséw”.
WartoSci tej pozycji stwierdzaja, ze w postepowaniu doswiadczalnym sto-
sowanym w tej pracy nie uwidocznia sie, w postaci jakich aminokwaséw
znajduje sie 10 do 30°% azotu a-aminowego; w tablicy 5 ten brak jest
spowodowany w duzej mierze tym, ze nie oznaczono glutaminy, we wszyst-
kich innych dolaczalby sie brak oznaczania asparaginy, argininy, metylo~
histydyny, kwasu p-aminoizomastowego. Uwzglednienie brakujgcych
amirokwaséw daloby obraz peliejszy, ale dla stwierdzenia typéw jednost-
kowych dane przedstawionych tablic wydaja sie wystarczajace.
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Dane tablic 4 i 5 stwierdzajg, ze podobienstwo dotyczace wydalania
aminokwaséw moczu bliznigt jednojajowych jest szczegélnie wyrazne. Roz-
nice zawarto$ci poszczegélnych aminokwaséw tych bliznigt nie przekra-
czaja wielkoSci bledu stosowanej metody; natomiast u bliznigt dwujajo-
wych sa wyraznie wieksze od takiego bledu. Ten wniosek zdaje sie¢ mie¢
istotne znaczenie dla genetycznej oceny tych zjawisk.

Dla stwierdzenia, jakiej zmiennosci ulega wydalanie aminokwaséw mo-
czu w roznych dniach, przeprowadzono oznaczenia zawarte w tablicy 6 i 7.
Tablica 6 podaje wyniki dla jednej pary bliznigt jednojajowych w ciggu
czterech réznych dni; tablica 7 analogiczne dane dla blizniat dwujajowych.
Dane tych tablic nie pozwalajg na znalezienie lagcznosci miedzy ilo$cia mo-
czu, a zawarto$cig azotu a-aminowego. Szczegdélng uwage w tych tabli-
cach zwraca zmienno$¢ wydalania w réznych dniach poszczegbélnych ami-
nokwaséw u tej samej jednostki, np. okolo trzykrotne wahania histydyny,
brak seryny i treoniny w niektérych dniach, przy znacznej zawartoSci
w innych dniach, okolo dwukrotne wahania w zawarto$ci glicyny. Podo-
bienstwo sposobu reagowania na warunki zewnetrzne wystepuje wyraz-
nie u bliznigt jednojajowych (Tabl. 6), np. w tym, ze brak seryny i treoniny
ma miejsce w tym samym dniu. Dane dla tych samych aminokwas6w
u bliznigt dwujajowych (Tabl. 7) wykazuja wyrazng odmienno$¢ zachowa-
nia sie. W ocenie wynikéw liczbowych tych tablic mozna stwierdzié, ze
podobienstwo wystepujace u blizniat jednojajowych kaze wlaSciwie oce-
ni¢ wplyw genetyczny, natomiast réznice stwierdzane w réznych dniach,
a wiec i odmiennych zewnetrznych warunkach, wskazuja na istotna role
srodowiska.

DYSKUSJA

Wydalaniem aminokwaséw moczu bliznigt zajmowano si¢ w Instytucie
Badan Zmiennosci Czlowieka w Columbia University [2, 12]. Z wynikami
tych badan nalezy poréwnaé¢ dane tej pracy. Poréwnanie to nie jest latwe,
nie tylko dlatego, ze wiek badanych jest ré6zny w obydwu seriach prac,
lecz takze i to, ze autorzy amerykanscy odnosza uzyskane wyniki do iloSci
kreatyniny wydalanej w danej probce moczu, a w pracy obecnej odnosi sie
wszystkie iloSci do dobowego mieszanego moczu. Uzycie kreatyniny jako
ukladu odniesienia wydalania aminokwaséw w moczu dzieci kryje w so-
bie wieksze mozliwosci bledéw, niz analiza dobowego mieszanego moczu,
ktéra powinna daé $cislejsze wyniki. O ile idzie o podobienstwo wewnatrz
par blizniat jednojajowych, to wyniki tej pracy wykazuja wieksza zgod-
no$é, niz to ma miejsce u autoré6w amerykanskich. Wyraznie to wystapi
przy poréwnaniu blizniagt tej samej pary.

Liczby poréwnawcze uzyskano, jak to podano w pracy H. K. Berry [1],
przez obliczenie wariancji ¢?. Warto$¢ ¢7 réwna sie liczbowo réznicy war-
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tosci dla poszezegélnych blizniakéw tej samej pary, podniesionej do kwa-
dratu i podzielonej przez dwa.

Zmienno$¢ wydalania aminokwaséw przez te same osobniki w réznych
dniach jest w badaniach tej pracy znacznie wieksza niz stwierdzaja to ba-
dacze amerykanscy. Uzgodnienie tych wynikéw dotyczacych bardzo roz-

Tablica 8

Wariancje wydalania ammokwaséw bliZniqt tej samej pary w oparciu o tablice 6 — 7

l 2 Wariancje o} , | Analogiczny
PRUNE T e S T Stosunek a; stosunek o7 dwu-
' u bliznigt | u bliznigt ! dquaJowych | Jajowych do 03
| jedno- dwu- do 0} jedno- jednojajowych
‘ JaJowych jajowych jajowych | wg prac. [2,12]
|
Histydyna 27,0 | 725 ! 27,0
Glicyna 140 | 285 20,0 3,08
Glutamina | 200 ‘ 128 F 44 1,40
Seryna i %8 [ 178 | 52,0 —
Alanina 2,5 1 23 ; 9,0 3,31
Tyrozyna 44 112 25,5 3.2
Treonina 34 45 ‘ 13,0 21,65
Lizyna | 42 43 } 10,0 46
Fenyloalanina -‘ 1,0 4 E 4,0 -
Kwas glutaminowy | 1,6 ; 14 | 9,0 =
Leucyna 0,13 | 1,9 | 7,0 ‘ 1,3
Walina } 038 | 3,6 . 9,5 | 7,4

nego materiatu biologicznego, ponadto wyrazonego w innym ukladzie od-
niesienia nie byloby wdziecznym zadaniem. Te sprzecznosci nie sg jednak
istotne, jezeli wynik ogélny ujmie sie tak, jak robig to autorzy amerykan-
scy [12] (str. 118 i 119) w stowach ,,to, co sie dziedziczy, to nie iest Scisle
okreSlona ilo§¢ wydalanej substancji, ale taki spos6b reagowania na wa-
runki zewnetrzne, ze w danych warunkach ma miejsce wydalanie pew-
nych okre$lonych ilosci”.

Kierownikowi Zakiadu prof. dr W. Mozolowskiemu dziekuje za wy-
bér tematu i zyczliwe ustosunkowanie sie w czasie wykonywania i pisania
tej pracy.

W dziedzine daktyloskopii wprowadzili mnie i zawsze udzielali zyczli-
wej pomocy w ciggu przeprowadzanych badan: ppor. A. Swirniak, chor.
Michalina Ozga i chor. Stefan Ozga, ktérym skladam za to podziekowanie.
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Pragne takze podzigkowaé: prof. dr T. Korzybskiemu za uzyczenie
Dowex 50, dr B. Michejdzinie za oznaczenie grup krwi i prof. J. Opien-
skiej-Blauth za uzyczenie glutaminy.

STRESZCZENIE

1. Zbadano dobowy mieszany mocz o$miu par blizniat (trzech par jed-
nojajowych i pieciu par dwujajowych), dzieci w wieku od 2,5 do 5 lat.
Oznaczano ilo§é wydalonego moczu, azot catkowity, azot a-aminewy przed
i po odsoleniu oraz dwanascie aminokwaséw. Aminokwasy oznaczano
chromatograficznie na bibule.

2. Podobienstwo wydalania aminokwaséw moczu jest u bliznigt jedno-
jajowych wyraznie wigksze niz to, jakie spotyka sie u bliznigt dwujajo-
wych.

3. Wydalanie aminokwaséw moczu jest zmienne w czasie, to jest w réoz-
nych dniach. Jednak ta zmienno$¢ dotyczy obydwu jednostek tej samej
pary blizniagt jednojajowych w jednakowy sposéb, co wyraza si¢ zgodno-
Scig aminokwasowego skladu moczu w tym samym dniu. U bliznigt dwu-
jajowych zgodno$¢ ta jest wyraznie mniejsza.
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AMINO ACIDS IN THE URINE OF MONO- AND DIZYGOTIC TWINS
Summary

1. Investigations involved 8 pairs of twins (three monozygotic pairs
and five dizygotic ones), aged between 2,5 and 5 years. The total volume
of urine eliminated by each twin over 24 hours was assayed quantitatively
for total nitrogen, a-amino nitrogen before and, after desalting, and for
twelve amino acids. Amino acids were determined by paper chromato-
graphy.

2. Analogies in elimination with urine of amino acids are in monozy-
gotic twins distinctly greater than those found in dizygotic twins.

3. Elimination with urine of amino acids varies between particular days.
The changes, however, were parallel in both individuums of a pair
of monozygotic twins, which became manifest in the identical amino acid
composition of urine collected from the two individuums on the same day.
In dizygotic twins, this similarity is distinctly less manifest.

Otrzymano 5.11.57 r.
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H. TEJIJIEP u M. EXHEBCKA

HYRJIEWHOBBIE KUCJIOTBI U JIPYIHE ®OCPOPHbLIE ®PAKIUH
ITPU METAMOP®O3E NYBOBOI'O INEJHOIIPAJA ANTHERAEA PERNYI

Pe3zwme

B rycenmnax, KyKoJKax u imago AyG0BOTo LIEJKONpsja onpenesercs
KMCJIOTOPACTBOPUMBINA, JIATIOMAHBIA M Oenkoseit docdop, a Takxke doc-
dop HykaemHOBBIX Kucjor. Copepikaume obuiero docdopa cHuzkaercs
HEe3HAYMTEJIbHO 1IpM 3aKyKJIMBAHMYM, & CMJIBHO MAfaeT Npy BLUIYIJIMBa-
Hym G6aboukm (BeizesneHue oprodpocthpara B mMove). Docdop HyKIEHMHOBBIX
KHMCJIOT NMajaeT NPy 3aKyKJIMBAHMM B CBA3KU C MHBOJIIOLMEN NPAAMIBHBIX
JKeJie3, yMEeHbIIaeTca JUIOMAHBIT 1 OenkoBeli docdop, yBeamunBaeTcs
KOJIMYECTBO KMCJIOTOPACTBOPUMOro cpocdopa.

Y KyKoJIKM pacrnpesenerue ¢occopa My BbILIEYKa3aHHLIMM (DpaK-
UMAMM HE TIOABEpPraeTcs 3HAYMTEJbHBIM M3MEHEHMSAM.

Ilpn pasBuTmyu 6abouku pacTBopmMbIi hocdop u docdop HyKIEeHHO-
BBIX KUCJIOT yMEHBIIAeTCA CUJIBHEE y CaMLOB, YeéM y CaMOK, Aila KOTO-
pBIX GoraTe! (hocOPHBIMU COEAMHEHUAMM. *

Conepzxkanne puboO3bI M AE30KCUPUOO3bI UBMEHAETCH MAPAJIIeTbHO U3-
MEHEeHMAM HYKJIEMHOBOro ¢hocopa. YMEHBILIEHNE COAEprKaHMUA IIEHTO3 BO
(parumy HyKJEMHOBBIX KMCJIOT HE CONPOBOXKAAETCHA yBEJIMYEHMEM UX CO-
IepxKaumsa B pacTBOpuMoi tbpakuuu. Onpepenesue rujipoamsyemMoro goe-
dopa no merony Keppa saer pesysbraTsl, COBIAAalLMe ¢ pe3yabTaTaMu
1A eHTOo3. PesyabraTel onpeAeseHmii Kak AJs IEeHT03, Tak u AJdA ¢oc-
dopa no Keppy, paccMarpuBaemble COITAcHO OBINECNPUHATON MHTEpHpe-
TAIMM yKAa3bIBAIOT, YTO y iMmago JyO00BOro IIEJKONPAAa BCTPEYAOTCHd, I0-
BUIMMOMY, TIOYUTH MCKIIOYMUTENHHO ITyPUHOBBIE HYKJIEOTHABL.

IIpapgniibHBIe KeJe3bl COAEPIKAT IOPA3UTENBHO MHOTO HYKJIEMHOBBIX
KMCJIOT; 9TO CBA3aHO, IIOBMAMMOMY, ¢ cuHTe3oM Oeska meska. flitma co-
AEPKAT NPaKTUYECKU MUCKJIIOYUTEJIBHO PpUOOHYKIEHMHOBBIE KMCJIOTHL

Hu B ogHOM nepmoze meramMopdo3bl He OOHApYKEHO HaKOIJIeHNe Ipo-
AYKTOB JIETIOJIMMepU3alMy HyKJIEeMHOBBIX KMCJIOT B PACTBOPMMOI (DpaKLIMA.
CrnenoBaTesbHO, IEpeCTPOiKa HYKJEONPOTEUAOB B KYKOJKE AOJIKHA IPO-
MCXO/IUTE TIOCTEIIEHHO.
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P. KYPHATOBCKH u ap.

ITPERYPCOPbl BUOCHHTE3A HYRJIEOTHAILIHAHKOBAJIAMHHOB
5. Buochnres suraMuua B, [ ¥ APYTHX HYKJICOTHIIHAHROOATAMHHOB

Pe3zwome

1. Ilpu pganpHEMIUMX MCCIETOBAHMAX HaJ OMOCHMHTE30M BuTamMmHa B,
(nykyIeoTuaimankobasrammHoB) npyu nomouw Propionibacterium shermanii
ObLIM MOJTYYeHbI TPU HYKJIEOTHAUMAHKOOaIaMMHOBBIE COEJVMHEHNH, Co/ep-
JKalye B Ka4yecTBe HYKJIEOTMIHOTO OCHOBaHMA 5,6-7uxJiopbeH3mmmuaasod,
2.3-HadpTMMAazosn u S-ruaporcu-6eH3MMmaazos. Bee 9T nmpom3BOjHBIE
GBLIM TIOJTyYEHBI B KPMUCTAJIIMYECKOM BUJE.

2. IlosyyeHHbIe KPUCTAJNIMYECKME HYKJICOTMALMAHKOOAJaMMHBI ObLIx
VICCJIe/IOBAHBL NPM NOMOIIM (PUIMKO-XMMUYECKUX U MMKPOOMOJIOTMYECKUX
METOJIOB, TIpUYEM ONpEeAeIANIach MX MUKpoOMosornyeckas aKTUBHOCTE IIO
orHoweHui Kk Ochromonas malhamensis 0 CpaBHEHMIO ¢ BUTAMMHOM B,..

3. Beura ycraHOBJIeHA MAEHTMYHOCTH IOJYYEHHBIX HYKJIEOTUALMAHKO-
6aJlaMMHOB C aHAJOTMYHBIMM IIPOM3BOAHBIMM BUTaMMHA B,,, BBIZEIA€MbIMMI
JIPYTUMM MUKPOOPraHM3MaMu. 5-I'MAPOKCMOSH3MMM a30JIIMaHKoDaIaMUH
oKazaJicA WAEHTUYHBIM ¢ BUTaMMHOM B,. (;; BepHrayspa u ®puzapuxa.

JI. HIVI'AP, T. I'. CEPAKOBCEKA u A. LLIEHBEPI

HOJIUYECTBEHHOE OKPAUIWUBAHHWE I[IPH [IOMOIUH PAJIHOAKTHUBHDBIX
HHAUKATOPOB: IIEJOYHASI ®OCDPATA3A

Peszwme

OmnuceIBaeTCs HECKOJBKO METOAOB KOJMYECTBEHHOTO TUCTOXMMMUYECKOro
onpefieilena aKTUBHOCTH LUEJIOYHOI (boccpaTasbl NPy IOMOLM PafHoaK-
TUBHBIX MHAMKATOPOB. OTM METOABLI COCTOAJM B: a) MHKybauum B cpeje,
cojepIKalleii MEYEHbI KajJblmit uim rauuepodocdar, 6) uHkybaumu
5 Cpezie, He COoAepzKauleil M30TOIIOB, C IIOCJEAYIOLIEeA 3aMEeHOM OIHON U3
COCTaBHBIX 4acTeil ocagka doccara KaabUMAa pPagMoOaKTUMBHBIM 3JI€MEHTOM.
KOJIMYeCTBeHHBIE JaHHbIe ObLIM MOJIyYeHbI ITyTeM M3MEepPeHMUs aKTUBHOCTY
cpesa TIpM IOMOLM OKOHHOTO CYeTYMKa.

HaubGosiee BBITOJHBIA METOA COCTOMT B MHKyDOalmm B MEYEHO! cpefe,
Jy4qiue Bcero, npy nomoum *Ca, Tak Kak B 9TOM clydae BO3MOZXKHO He-
IpephIBHOE HabJIIoeHue 32 XOAOM peakUMyu Ha KaxKJA0M OT/AEJbHOM cpese,
a TakKe Jokaiuzanus (PpepMEeHTOB Ha TOM YK€ CaMOM cpese Ipu TIOMOLLIA
aBTOpaaMorpadmMm MIM OKPACKM.

1T
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MeTroxn 3ameHbl yAaoOeH INpy MCCIEAOBAaHMM 3HAYEHMSA OTAEJBHBIX Ma-
HUILYIALYIA, TPMMEHAeMBIX B ormcaHHoM I'omopum m Takamarcy merone
omnpesiesieHuda 1eyouyHou cocedaraspl. IlosyyeHb! KOJMMYECTBEHHBIE aH-
HbIE, B OCODEHHOCTM, JJIA OIpe/eJIeHUs POJM IPOMBIBAHMA, a TaKKe 3a-
MEHBI KaJblusa KoDaabToM.

IIpu npumeHeHun MHKYOALUMOHHOIO pacTsopa, copepxkauiero **Ca ycra-
HOBJIEHO, 4TO rimuepodocdar rmaposm3yeTca BABoe OblcTpee, deM aze-
HuJIoBaA Kuciaora u Ha 20%0 ObicTpee, yem denmindocedar. VI3 n3mepenmii
3aBMCUMOCTM CKOPOCTM IMapoJim3a ramiepodocdara or TeMneparypbl Sbl-
YYCJIEHO, YTO OHEpPrMsA AaKTUBALMM [JIS 9TOM peakluy COCTaBJgeT
10 kxaa/moa.

M3mepsanoce TakKe TeYEeHME TENJIOBOM MHAKTMBALMM IIEJOYHOM doc-
(baTasbr B cpe3ax B PA3NMUHBIX TEMIIEPATypax.

OmuceiBaeTcA MeTO MHKyGalMyu Cpe30B ITOOYEepesHO B ABYX cybcrpa-
Tax JUIA ONpeJeJIieHMs — NPYHMMAeT JIX ONpesesIeHHblIA (pepMeHT yua-
¢THME B 00eMX peakumix.

ObcyzkaaTea MoJy4eHHbIe Pe3yJIbTaThl, & TakKe BO3MOXKHOCTb MHOIO
IIPMMEHEeHMsI TIPUBENEHHBIX METO/0B M MX 3HA4YeHMe NPU pelleHuy KOJm-
YeCTBEHHBIX NpobJieM B TMCTOXMMMHA.

I'. BOP

HCCIHIEJJOBAHHA CBOHCTB IHHPODOCPATA3BI U3 MBIl KPOJIUKA
Pezwome

IInpodpoccharaza u3 MBIl KPOJIMKA YaCTUYHO OYMILEHA (DPaKLMOHM-
poBaHMeM CepHOKMCAbIM amMMonueMm. Hambosbliyio aKTMBHOCTBE IIPOAB-
Jgsger dpakuma, Bbigensiomaaca mexay 0,50—0,60 naceuuenusa. Kpu-
CTAJTMYECKMII MUOTeH He INPOABJIAET aKTUBHOCTM Impodocdarassl.

Ontumym pH sH3mma 3akioyaercsa B npepesax or 7 go 10,2, s ero
JeicTeua HeobxXoaumel ¢BoOojHbIe rpymmel  SH a Takike MOHBI MarHus.
YoHb! KaabLiusa NPOABJIAIOT AHTATOHMCTUYECKOE JIEMCTBME 110 OTHOLICHMIO
K MoHaM marHusa. CUMIbHBIM MHIMOMTOPOM peakiyy ABJIAIOTCA (DTOPMCTBIE
JIOHBEI.

OH3uM NpoABIAET cneuupuyeckoe AeiCTBME 110 OTHOLIEHMIO K Heopra-
Hu4eckomy mmpodpocdary. Hpyrmx mosmdocdaror u ramuepodocdara
9H3uM He pasjaraer. HeGosblllad aKTMBHOCTH IIpeliapara II0 OTHOLIEHMIO

K AT® aBaserca, o BCeit BEPOATHOCTH, CIEACTBMEM 3arpA3HEHMI afleHo-
2uH-3-cocdaTazoii.

III
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I'. TPOAHOBCKH

YACTHYHASl OYUCTKA THPO3HHA3bI U3 KYHKOJIOK SPHINX PINASTRI
Peswome

ITopBeprasach OYMCTKE TUPO3MHAza M3 KyKoJok Sphinx pinastri. U3
romoreHara pepmeHT ocaxkmaicsa 55%0 ameroHom, 3arem npenapar pax-
LMOHMpoBaca noaxucaennem 70 pH=4,7 u neHTpudyrnpoBaHHMEM NIpPH
40.000><g. Ilpenapar, ITOJy4YEeHHBI B BMJE cycrneH3uu ObL1 crabuieH npu
Temneparype 0° B TedeHue OmHOro Mecsua. AKTMBHOCTH II0 OTHOLIEHMIO
K KaTexoJry cocrasyana Qo,= 308, a no orHomeHuIo K p-kpesoy Qo,=41,
YTO npesblIaeT npubansurenpHo B 40 pa3 akTMBHOCTH rOMOreHaTa, Onpe-
ZleJIIeMYIO II0 OTHOLUIEHMIO K KaTexoJy.

Conep:kanne meau B mpenapare cocrasJauo 0,018%.

A. TPY/I3HHCKA

COAEPIHAHHUE HATPHA U KAJIUA B YEJOBEYECHKOH CJIIOHE
Pes3wowme

1. B cvelIaHHOM YeJIoBEYeCcKoi cJiroHe, cobpaHHO B TeyeHue 30 MUHYT,
6e3 mpumeHeHMA KakuxX-aubo CTUMYJIOB, copepikaHue OOLero asora co-
craBifeT B cpepHem 42,6 12,0 #2%p; akTMBHOCTH aMmiIa3bl, BbIpayKeHHas
R eIMHMIAX, NpuMeHaemMbix Buusmrerrepom 11,1 16,1 eguuniy 8 100 ma
CJIIOHBI; copepxkaHue HaTpusa B cpexaHem 8,833 wE/JI; xamma 20,3+3,9
HE/JI; xnopupos: 21,3+4,1 #E/JI; xosmmyecTBO BhIAENsAEMOi ciroRbl 14,0
* 6,4 ma. IlomyyeHHble 3HAYEHMA ABJAIOTCA PE3YJILTATOM OIPEAEJICHUS
32 mopumil CJIIOHBI, B3ATOM y 22 YeJOBeK.

2. CioHa, B3ATaA NPU OTPAHMYEHMHM YYACTHA OKOJOYIIHBIX JKeJe3,
CO/IEPKUT MeHblile 0o0lIero az3ora, MEHBUIYI0 aKTMBHOCTH aMMJasbl, Ha-
Gioaerca TeHJEHIMA YMEHBIIeHUA COAEPIKaHUA MOHOB KaJiMudA, TOTZa Kak
coziep>KaHye MOHOB HATPMA M XJIOpa HE II0JBEpraeTcs M3MEHEHMIO.

3. VIoHHEBI/I COCTAB CJIIOHBI SBJAETCA AJS OTAEJNBHBIX JIMI[ MAJO0 M3Me-
HALIeCa BeJN4YyHOi. BoJbllladg cTeneHb AMCIepcun pe3yJibTaToB B 3Ha-
UUTEJIbHOM Mepe OOyCIJIOBJIeHAa pasiuMyuMAMM MEeXKAY OTAEJNHBIMU JIMLaMMu.

v
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C. AHI'EJIbCKH

AMHHORHC,IIOTI)I B MOYE OJHO- WU JIBYAHUIEBBIX BJIH3HEIIOB
Pezome

1. MccnenoBasiack cMelIaHHaA CyTOYHas MO4Ya BOCHMM map Gim3HeloB
(Tpex map OAHOANLEBBIX M NATHU NAp ABYSNMIEBLIX), B BO3pacTe oT 2,5 10
5 xer. OnpenenAsoch KOJMYECTBO BBIAEJAEMON MOYy, OOIMIA as3or,
a-aMMHHBIA a30T 0 ¥ rocje 06eccoNMBaHmuA, a TaKKe JBEeHa/laTh aMUHO-
KMCJIOT. AMMHOKMCIIOTHLI 0603HavYaduch Xpomarorpadudecku Ha Gymare.

2. CXoneTBO BBIIEJICHMA aMMHOKMCJIOT B MOYe Y OHOSLEBBIX 63—
HellOB 3HauMTeJbHO Gosblle, yeM TO, KOTOpoe Habirojgaercs y ABysifle-
BBIX GiM3HeNOB.

3. Beuesienye aMMHOKHMCIIOT B MOYe M3MEHAETCA CO BPEMEHEeM, TO eCTh
B pasiu4HbIX AHAX. Ho 9Ta M3MEHYMBOCTH OTHOCUTCA OAMHAKOBBIM OOGpa-
30M K obeum 0cobAM KazKIoil Mapbl OJHOAMLEBBIX OJM3HEL0B, YTO BBIpa-
*KAeTCA OJMHAKOBHIM AMMHOKMCJIOTHBIM COCTABOM MOYM C OZJHOTO M TOTO
Ke JTHA.

Y AByAiLEBBIX OJM3HELIOB TaKOe COBMNAJIEHME JMeeT MecTO B 3Hauu-
TEJIBHO MEHbIIEel CTeIeHM.
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