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Since the  early  study on phospholipid biosynthesis in vitro, an 
observation was m ade th a t the  ability of tissues to  incorporate 32P in to  
phospholipids depends greatly on the presence of undestroyed tissue 
structure. In the  study  of Fishier et al. [8] the  incorporation of 32P-ort'ho- 
phosphate into liver phospholipids took place only in  slices. The homo­
genization of th e  tissue led to  the  com plete loss of the ability  to syn­
thesize phospholipids. Homogenization of brain tissue also brought about 
a  considerable lowering of 32P incorporation into phospholipids [10, 18].

The authors cited albove did not mention, however, w hether the  lowe­
red biosynthesis of phospholipids in ground tissue was due to  the  in­
hibition of th e  synthesis of phosphoric precursors, or the  second step  
was involved, i.e. the  incorporation of phosphoric esters into lipid ac­
ceptors. In th e  present paper an attem pt was m ade to  answer w hether 
the  homogenization of tissue did affect th e  synthesis of phospholipids a t 
the  stage of the  incorporation of phosphoric esters. The effect of s truc tu ra l 
changes brought about by freezing and thawing was also studied. Liver 
tissue was used in  th e  experim ents; the  intense biosynthesis of phospho­
lipids in  th is organ being well known. Furtherm ore th e  incorporation 
of phosphoric esters in to  phospholipids in other undestroyed tissues of 
guinea pig and their ability  to hydrolyze the  esters w ere studied.

EXPERIMENTAL 

Labelled substrates

12P-phosphocholine (32P C hol)l. This was obtained by the m ethod of 
Riley [17]. The solution of KH232P 0 4 (0.03 ml. containing 3.8 mg. P, 1.8 me)

1 A b b re v ia tio n s  used : PC hol, phosphocho line; P E t, phosphoe thano la rn ine ; P S er, 
phosphoserine; a-G P, a-g lycerophosphate .
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was added to 99 mg. of choline hydrochloride and 101 mg. P 2O5. The 
m ixture  was heated a t 155° for 15 hr. under reduced pressure (glass 
filter pump), hydrolyzed w ith 2 - 3 ml. of w ater in boiling w ater bath  
for 15m in., then pH was adjusted to 10 by addition of several ml. of 
saturated  hot Ba(OH)2 solution. The precipitated barium  phosphate was 
centrifuged and washed tw ice w ith 5 ml. portions of w ater. To th e  
combined (25 ml.) solutions 50 ml. of cold (-20°) absolute ethanol w ere 
slowly dropped in and the m ix ture  left for 24 hr. a t  -20°. The crystals 
of barium  ;-2PChoi w ere washed w ith some ml. of ethanol (60, 80 and 
100 per cent, successively) and dried in  a desiccator over K'OH. The 
yield of the  synthesis was about 30 per cent of the  used am ount of 
KH232PO/1. For each experim ent a fresh solution of sodium salt of 32PChol 
was prepared by precipitation of Ba2+ ions w ith  a small excess of 
0.5 M-Na2S0 4 . The specific activity  of the  used :i-PChol was 5 • 1 O ' to 
4 • 10r> imp./min./i-imol P.

32P-phosphoethanolamine (32PEt). This w as prepared according to 
Artom  [1] by heating 0.15 ml. of ethanolam ine w ith  0.1 ml. of Nav2H 32PO/, 
solution (0.34 mg. P; 1.9 me), and w ith  an excess of P 2Os (326 mg.). The 
m ixture  was heated for 3 hr. a t 185° and pressure 20 mm. Hg. The hydro­
lysis and the  precipitation of barium  phosphate w ere  perform ed as 
described for 32PChol. The combined solutions (about 100 ml.) w ere ap­
plied on D ow ex-l-form ate column (1IX  1.2 cm.). The column was washed 
w ith 100 ml. of w ater, then 32PEt eluted w ith  0.05m-formic acid. The 
eluate containing 32PEt was evaporated to dryness in  a  desiccator 
over KOH. For experim ents the dry residue was dissolved in  w ater 
and pH adjusted to 7 w ith 0.1 N-NaOH. The specific activ ity  of ,2PEt 
ranged from 2.4 • 104 to  3.1* 104 imp./min./Vmol P.

32P-phosphoserine (32PSer). This was prepared according to  the  method 
of Levene & Schormiiller [13] and purified on column chrom atography 
according to  Borkenhagen & Kennedy [3]. The solution of Na2H32PO/, 
(0.05 ml.; 0.75 mg. P; 1 me) was added to  100 mg. of DL-serine hydro­
chloride, then 189 mg. of P 0O5 w ere added and after m ixing left for 72 hr. 
a t room tem perature. The m ix ture  was then dissolved in 2 - 3 ml. of w ater, 
heated on a boiling w ater bath for 15m in. and satu rated  hot solution of 
Ba(OH)2 was added to reach pH about 10. The precipitate  of barium  
phosphate was centrifuged and washed 10 times w ith  5 ml. portions of 
water. The supernatant, and subsequent washings w ere combined (about 
70 ml.) and applied on a D ow ex-l-form ate column (11X1.2 cm.). The 
colum n was washed w ith about 150 ml. of w ater. The total radioactivity 
of th e  solution was adsorbed on the  ion exchange resin. The elution of 
32PSer was perform ed by the  gradient elution w ith  form ic acid. The 
mixing earner contained initially  300 ml. of w ater, and 0.5 m-HCOOH was
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placed in the  reservoir. Portions of 10 and 25 ml. w ere collected under 
continuous control of a counter for /?-radiation which was placed on 
the tube attached to the  column. It m ade thus possible to  follow directly 
the  course of elution of 32P compounds. The fraction containing 32PSer 
(between 265 and 315 ml. from the beginning of th e  elution) was eva-

Fig. 1. T he co lum n  ch ro m a to g rap h y  of ^-PSer on th e  ion ex ch an g e  res in  D ow ex- 
-1 -fo rm ate . T he scale  of rad io ac tiv itie s  of d if fe re n t frac tions is show n on th e  le ft of 
th e  figu re , th e  fu ll lin e  cu rv e  corresponds to  it. T he position  of th e  ch ro m ato g rap h ic  
spo ts of d if fe re n t frac tions is  show n on th e  righ t. P a p e r  ch ro m ato g ram  w as develop­
ed in  th e  fo llow ing so lven t system : isopropano l 75 ml., w a te r  25 ml., tr ich lo race tic  

ac id  5 g. an d  conc. am m on ia  0.3 ml. (cf. th e  tex t)

porated to  dryness in a desiccator over KOH. The specific activity of
sodium  salt of 32PSer used in the experim ents am ounted to 1.8-1 O'1 to
3.9 • 104 imp./min./pm ol P.

The results of column chrom atography of 32PSer w ere sim ilar to
those obtained by Borkenhagen & Kennedy [3]. According to these
authors the  fraction betw een 240 and 288 ml. contained phosphoserine. 
In our experim ent the  phosphoserine fraction was sim ilarly eluted 
although it  contained only 2/3 of the  radioactivity applied on th e  column. 
To identify the  rem aining phosphorus compounds, the  paper chrom ato­
graphy was carried out, and also the  elution of free serine was studied. 
The colum n chrom atography and the  paper chrom atogram  of all the 
eluted fractions are  presented in Fig. 1. It can be seen th a t free serine 
is eluted from  th e  colum n within the  first 75 ml., all o ther fractions do 
not contain it. The firs t radioactive fraction appears betw een 100 and
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130 ml. of the  eluate, and in the  paper chrom atography it has a low Re­
value and does not react w ith  ninhydrin. In the  used solvent system  for 
the  paper chrom atography polyphosphates reveal a sim ilar low R F [7J. 
They m ay arise during addition of P2O5 to  the  reaction m ix tu re  when in 
spite of continuous cooling w ith ice local tem peratu re  has been likely to  be 
too high. The second radioactive peak observed in  th e  course of column 
chrom atography corresponds to  phosphoserine. Paper chrom atogram  of 
this fraction shows a radioactive spot giving positive ninhydrin reaction 
and a blue colour w ith  m olybdate according to  Hanes & Isherwood [11]. 
The rem aining am ount of 32P cannot be eluted w ith 0.5 n-HCOOH, it 
consists of orthophosphate which can be washed out w ith 1n-HC1.

a-Glycero -^P-phosphate  (a-G32P). This was obtained from  glycerol 
and Na2H 32P 0 4 by the  m ethod of Bailly [2]. Na2H32P 0 4, 154 mg. (0.7 me) 
was m ixed w ith  0.5 ml. of glycerol, heated a t  160° for 6 hr. under 
reduced pressure. The m ix ture  was dissolved in about 5 - 6  ml. of w ater 
and pH adjusted to  10 by saturated  hot solution of Ba(OH)2. 
The centrifuged precipitate was washed several times w ith w ater 
and the  double volum e of absolute ethanol chilled to  - 20° was 
slowly dropped in to  25 ml. of combined supernatants. The precipitate of 
glycerophosphate was centrifuged after 24 hr., washed w ith  cold 96 per 
cent ethanol, dried, then dissolved in 1 ml. of n -H 2S 0 4. The solution 
was heated for 1 hr. on a boiling w ater bath, the  volume being always 
m ade up to  the  original one w ith w ater. G lycerophosphate thus prepared 
contained about 90 p>er cent of the  form  a (determ ined w ith th e  Burm - 
aster’s m ethod [4]). The solution of sodium glycerophosphate as used in 
experim ents was prepared by 20-fold dilution of a stock solution w ith 
water, then  neutralized w ith  0.1 N-NaOH. The specific activ ity  of a-G32P  
am ounted to  4 • 104 to 3.4 • 105 imp./iumol P.

Paper chromatography

The identification of the  obtained labelled esters of phosphoric acid 
was achieved by paper chrom atography on W hatm an No. 1 filter paper 
by adding the respective unlabelled and chrom atographically pure com­
pounds (PChol, PE t and PSer obtained according to  Plim m er and Burch 
[16], Outhouse [15], and N euhaus & Korkes [14], respectively and a com­
mercial sam ple of a-G P, BDH) to  the applied solutions. Two-dimensional 
chrom atography according to  Dawson [6] was applied, the  first descend­
ing run: phenol saturated  w ith  0.1 per cent am m onia solution; the  second 
ascending run: ethanol - conc. ammonia - w ater (61 : 29 :10 v/v). Also an 
ascending chrom atography according to Ebel [7] was applied w ith  two 
systems; the  acid solvent: isopropanol 75 ml., w ater 25 ml., trfchloracetic
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acid 5 g., cone, amm onia 0.3 ml., and the alkaline solvent: n-propanol 
30 ml., ethanol 30 ml., w ater 39 ml., conc. ammonia 1 ml.

To follow th e  cleavage of labelled esters during incubation: th e  ascend­
ing paper chrom atography on W hatm an No. 1 filter paper and the  solvent 
system s of Ebel [7], or phenol saturated  w ith 0.1 per cent am m onia was 
used. In  th e  last case the s ta rt line was placed 10 cm. above th e  border 
of th e  paper, and the  tim e of the  developm ent being prolonged to  36 hr.

To localise th e  radioactive spots the  chrom atograms w ere placed in 
contact w ith  X -ray film  for a suitable period of tim e. To detect the 
phosphoric compounds the  spots w ere developed w ith  m olybdate [11]. 
The chrom atogram s w ere sprayed w ith  the solution of n inhydrin (0.2 g. 
of ninhydrin, 95 ml. of butanol and 5 ml. of glacial acetic acid) in  order 
to detect the  spots of serine and ethanolam ine as well as PSer and PEt.

Incubation and assays

The incorporation of 32P labelled esters into phospholipids was stu ­
died in (1) tissue fragm ents 1 - 1.5 mm. thick, cut by means of scis­
sors a  few m inutes a fte r killing and removing the organ of guinea pig,
(2) sim ilar tissue fragm ents but frozen by placing them  in test tubes su r­
rounded w ith dry  ice for 5 min., then  warmed to 37° in  a  w ater bath,
(3) homogenates of tissue obtained by grinding i t  for 2 - 3  min. in a Pot- 
ter-E lvehjem  homogenizer w ith a m ix ture  of 0.13 M-NaCl, 5 m m-KC1, 
1.2mM-MgS04, 0.8 rrM-CaCl2 and 10 mM-phosphate buffer pH 7. This 
solution which was used by Freinkel [9] in his study on the  incorporation 
of 32P-orthophosphate in to  phospholipids of thyroid gland slices, is very 
sim ilar to the  phosphate Krebs-R inger solution. Experim ents w ith 
32PChol led to  the  conclusion th a t the  changes in reciprocal ratios 
among Na+, K r, and Mg2+ in the  isotonic solution brought about the  
decrease in the  rate  of incorporation of labelled ester into phospholipids 
by tissue fragm ents and homogenates.

E ither 0.5 g. portions of the tissue fragm ents added to 0.4 ml. portions 
of F reinkel’s salt solution, or 0.9 ml. of the  homogenate w ere incubated 
w ith  1 Mmole of the  labelled substrate (0.1 ml.) in test tubes (16 X120 mm.) 
on a 37° w ater bath  w ith  constant stirring. At definite in tervals the 
incubation was stopped by an addition of 2 ml. of ethanol and heating for
1.5 min. on a boiling w ater bath. Then the  tissue fragm ents w ere homo­
genized. These as well as the  deproteinized homogenates w ere centrifuged, 
the  sedim ents washed tw ice w ith 3 ml. of 70 per cent ethanol and the 
supernatants combined.

The aqueous and the  chloroform extracts w ere obtained according to 
Dawson’s procedure [5]. To obtain an aqueous ex tract the  combined
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supernatants were shaken vigorously for 5 min. w ith  25 ml. of chloro­
form, then  the upper phase wasi collected and paper chrom atography was 
made. In order to obtain the total lipids the  lower chloroform layer was 
added to the  washed sedim ents and the extraction was carried out for 
20 min. under reflux w ith  constant boiling. The ex tract was filtered 
through glass wool, then the clear filtra te  cooled and washed tw ice w ith 
double volumes of 0.1 n-HCI. Layers having been separated, the  upper 
one was completely sucked out by means of a p ipette  and discarded. 
The two fold washings w ith diluted hydrochloric acid proved to  rem ove 
completely the w ater soluble radioactive im purities out of the  chloro­
form phase. The first washing contained about 0.5 per cent of the  radio­
activity added as 32PChol to the  incubation m ixture. The second one 
contained no radiophosphorus. Samples of chloroform phase containing 
lipids w ere placed on tin  planchets 2 cm. in diam eter and a fte r evapora­
tion th e ir  radioactivity was m easured by means of BAT 25 -counter 
w ith a mica window (4 mg./cm.2). The content of phosphorus in the  
chloroform ex tract was assayed w ith the  King’s m ethod [12] after 
digestion w ith 0.8 ml. of perchloric acid (3-6 hr. at 150-160°).

RESULTS

The incorporation of labelled phosphoric esters into phospholipids of 
liver tissue and the effect of destroying its structure upon the  process 
is presented in Fig. 2. About 10-15 experim ents w ere perform ed w ith 
;!2PChol, a-G32P, and 32PEt for each one, but only the  results of the 
experim ents made sim ultaneously w ith  tw o or th ree labelled esters on 
the  same liver are  presented. The same change in phospholipid bio­
synthesis depending on the  preparation of the  liver sample was observed 
in all th e  experim ents.

The m axim um  amounts of 32P incorporated in to  phospholipids of the 
undestroyed liver tissue were not the same in various individuals. The 
m axim um  incorporation of 32PChol and a-G32P was about 1 - 2  per cent 
of the  am ount of ester added and 0.5 - 1 per cent for 32PEt. For a better 
comparison of parallel experim ents on different anim als the  values of 
specific activity are expressed in term s of per cent, the m axim um  value 
for each substrate  used being considered as 100. The absolute specific 
activity values which correspond to  100 of the  figure 2 are presented 
in the  table 1. In all experim ents the freezing and thaw ing of th e  tissue 
(columns filled w ith parallel full lines) greatly  im paired the  ability  to 
incorporate 32P-precursor into phospholipids. The homogenization (columns 
filled w ith  points) resulted also in a lowered biosynthesis. The most 
rem arkable effect of destroying tissue structure  was observed w ith
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32PChol incorporation. In the  case of a -G 32P and 32PEt the  incorporation 
into phospholipids of liver was lower bu t still distinct.

Two experim ents w ere made w ith 32PSer. As is seen in Fig. 2 (exp. 
No. 1) the  homogenization of tissue brings about an increase of incorpora­
tion on the  contrary to other phosphoric esters.

The 32PChol and 32PEt incorporation was still raising for 3 hr. and 
even 6 hr. lasting incubation. On the contrary, in the experim ents w ith 
a-G 32P the  radioactivity of phospholipids observed after 1 hr. was some­
w hat lower and th a t found after 3 hr. was considerably lowered (the data 
are  not presented in Fig. 2).

Fig. 2. Specific ac tiv itie s  of phospho lip ids ex tra c te d  from  gu inea  pig liv e r a f te r  
v arious periods of in cu b a tio n  w ith  a-G^-’P, 32pchol, 32ppt a n d  32pser in  re la tio n  
to d if fe re n t w ays of p re p a ra tio n  of th e  tissue : u ndestroyed  frag m en ts  (p lain  colum ns), 
frozen  tissu e  (colum ns stria ted ), an d  hom ogenized tissu e  (colum ns covered  w ith  
points). Specific a c tiv ity  (im p./m in ./m g.P) ex p ressed  as p e r cen t of th e  m ax im u m  

v a lu e  fo r  each  e x p e rim e n t an d  a g iven s u b s tra te
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T ab le  1

Specific  activities o f phospholipid fractions considered as 100 in the Fig. 2 

Itis assumed that the specific activity o f all the esters is identical, namely 105 imp./min./ ¡iffl. P. Calculations are based 

on this assumption in  view of different specific activities of the substrates

Incubation
with

Specific activity (imp./min./mg. lipid P)
Exp. 1 Exp. 2 Exp. 3 Exp. 4 Exp. 5

a-G 32P 5950 1210 2580 — 2450

32PChol 4810 3340 1910 3810 640

32PEt — — 580 2470 —

32pSer 1780 — — — —

Only a small part, about 0 .5 -2  per cent, of the  added precursor was 
incorporated into phospholipids on the incubation. In order to study the 
possible changes which the  rem aining am ount of substrates m ight undergo 

on incubation, the  aqueous extracts of incubates w ere subjected to  paper 
chrom atography. A fter some periods of tim e d ifferen t substrates w ere 
hydrolyzed to an ex ten t depending on the  kind of tifesue used. The

Fig. 3. T he in cuba tion  of 32pser w ith  liv e r tissue. (A) U n d estro y ed  fragm en ts, 
(B) P rev iously  frozen  fragm en ts , (C) T issue hom ogenates. In  th e  u p p e r  p a r t  of th e  
fig u re  th e  in co rp o ra tio n  of rad iophospho rus (im p ./m in ./m g .lip id  P) is p resen ted . 
T he lo w er one p resen ts  a u to rad io g ram  of ch ro m ato g ram s of aqueous e x tra c ts  of 

in cu b a tes  (so lven t system  as in  Fig. 1)

ex ten t of dephosphorylation did not depend on the  way of preparing 
the tissue sample. The autoradiogram s of chrom atogram s of the  aqueous 
ex tracts of different organs incubated w ith labelled substrates are 
presented in the  Figs. 3 and 4.
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Phosphocholine is alm ost not hydrolyzed at all by liver tissue during 
3 hr. incubation (Fig. 4), traces of 32P present in orthophosphate spot 
probably derived only from  the polyphosphates decomposed, representing 
the im purities of the  32PChol preparation. The liver tissue during 3 hr. 
brings about only a low degree of cleavage of 32PEt (Fig. 4). The great 
part of a-G 32P after 1 hr. incubation w ith liver tissue fragm ents is 
hydrolyzed to orthophosphate (Fig. 4). T hirty  m inutes after m ixing liver 
tissue w ith a-G 32P, i.e. in the  tim e of maximum  incorporation of radio- 
phosphorus into phospholipids the  rate  of the  cleavage is still a slight one. 
In the chrom atogram  of aqueous ex trac t of the incubate w ith a-G32P the 
presence of th ird  radioactive spot of an unidentified substance m ay be 
observed besides th a t of orthophosphate. The liver tissue brings about 
a conspicuous cleavage of 32PSer to  orthophosphate (Fig. 3).

:!2PChol is hydrolyzed to a greatest ex ten t by kidney tissue (Fig. 4), 
less by lung and brain and no cleavage was observed w ith  m uscle and 
heart. Adipose tissue (omentum) like liver hydrolyzes 32PChol to 
a m inute ex ten t only.

32PEt is hydrolyzed to  the  greatest ex ten t by kidney, less by lung and 
liver w hereas heart muscle and brain hydrolyzes it  to  a slight degree 
only (Fig. 4). There was no cleavage of 32PEt in  incubates of striated  
muscle and of adipose tissues.

a-G 32P  is dephosphorylated at a fairly  high degree by lung, liver, 
kidney, brain and striated  muscle. There is no hydrolysis of a-G 32P or 
a small one only w ith  heart muscle and adipose tissues. Liver, lung, brain 
and adipose tissues w ith a-G 32P bring about the  appearance of an 
unidentified phosphorus compound giving a spot placed between glycero­
phosphate and orthophosphate besides the usual orthophosphate spot 
(Fig. 4).

The incorporation of labelled substrates into phospholipids in different 
tissue fragm ents is presented in the upper parts of Figs. 3 and 4. In the  
experim ents w ith  32PChol a continuous (during 3 hr) rise of specific 
activity of phospholipids in the  following tissues is observed: liver, lung, 
kidney, striated  and heart muscle. They rise for the first half an hour 
only in brain and adipose tissues.

In the experim ents w ith 32PEt a continuous rise of the  specific 
activity of phospholipids can be observed in liver, lung, brain and adipose 
tissues. In the  rem aining tissues the specific activities m easured after 
30 min., 1 hr., and 3 hr. do not show any significant difference.

In the  experim ents w ith a -G 32P it was shown th a t the  lowering of the 
specific activity of phospholipids in the  tissues investigated, which is 
observed since the  first incubation hour is parallel to  the  cleavage of 
glycerophosphate.
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T ab le  2

Specific activities o f phospholipids from fractions o f  liver obtained from  fragments incubated with
l 2 PC hoi for 3 hr.

12o T . C H O JN A C K I AND T . K O R Z Y B S K I [1 0 /

Details in the text

imp./min./mg. lipid P Mean value of the ratio of 
specific activity of phospholi­

* pids of the fraction to that
Exp. 1 Exp. 2 Exp. 3 of the whole homogenate

Whole homogenate 4980 1550 1240

Fraction I (500 g) 2520 1000 1130 0.69±0.I2

Fraction II (15,000 g) 4600 1460 1320 0.98 ±0.04

Fraction III (supernatant) 5900 1720 1280 1.11 ±0.05

Using 32PChol and the undestroyed liver tissue an  attem pt was made 
to find which part of cellular structures did exhibit the  greatest ability 
to incorporate the ester into phospholipids. Fragm ents of liver tha t had 
previously been incubated w ith 32PChol for 3 hr. w ere homogenized at 
0° w ith  0.25m-saccharose solution. The homogenates w ere centrifuged 
and the following fractions obtained: (I) The sedim ent obtained a t 500 y,
(II) the  sedim ent obtained at 15 000 g, and (III) the  supernatan t of the  
sedim ent II. The specific activities of phospholipids of the whole homo- 
genate and of the fractions w ere estim ated by means of methods 
described above. It m ay be seen in table 2, tha t during the incubation 
a greater incorporation in to  phospolipids occurs to th e  fractions II and III.

DISCUSSION

The findings concerning the in vitro  incorporation of the exam ined 
esters into phospholipids of the undestroyed liver fragm ents of guinea 
pig lead to the conclusion that PChol and PEt are incorporated into 
phospholipids w ithout the previous dephosphorylation. When a-G 32P is 
the  substra te  the  isotope incorporation into phospholipids depends on 
the am ount of the  ester. The specific activity of phospholipids dim inishes 
w ith th e  progress of the  hydrolysis of glycerophosphate. In th e  experi­
ments w ith  PSer the liver hydrolyzes the  greater part of the ester to 
orthophosphate. As the cleavage of 32PSer is progressing the specific 
activity does not decrease as it is observed w ith a-G32P. It is difficult 
to evaluate to w hat ex ten t the  incorporation of 32PSer as a whole m ole­
cule does occur, or to w hat ex ten t the radioactivity of phospholipids is 
due to th e  synthesis from orthophosphate.
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In the  experim ents on the cleavage of 32PChol, 32PEt and a-G 32P by 
different tissues in vitro  it has been found th a t they bring about different 
degrees of dephosphorylation of the esters. These differences were also 
found by S trickland et all. [19] in extracts of brain, liver, kidneys, prostate 
and in testine mucosa at an optimum pH for alkaline and acid phosphatase 
and at high concentrations of the  substrates. In our experim ents the 
amounts of the  substrates incubated w ith  the tissues w ere very small, 
resem bling thus the amounts of endogenous substrates present in 
investigated sam ple and the  pH was close to  tha t of the tissue. Thus 
the results m ay provide a be tter approach to the déphosphorylation 
processes of the esters in various organs.

The lowered phospholipid synthesis resulting from the mechanical 
destruction of cell structure leads to  the  conclusion, tha t the metabolism 
of these compounds is connected w ith  the overall function of th e  cell. 
The effect of homogenization on the  intensity  of incorporation of 32PChol, 
32PEt and a-G 32P is found to be independent on the kind of medium 
used to homogenize tissues (isotonic saccharose solution, isotonic solutions 
with d iffe ren t ratios of K +, N a+ and Mg‘2+). During the  incubation of 
liver tissue w ith 32PSer only an increased incorporation of 32P into phos­
pholipids was observed after homogenization.

The changes observed in tissues on freezing and thaw ing resulted in 
a greater inhibition of the  incorporation of the  esters' in to  phospholipids 
than hom ogenization did. It should be m entioned that it was no t due to 
the  dim inished penetration of the  labelled esters in to  previously frozen 
tissue fragm ents. The determ ination of 32P contents in tissue fragm ents 
after incubation w ith  32PChol washed twice w ith 10 ml. portions of 0.9 
per cent NaCl led to the conclusion th a t the diffusion of the ester into 
the tissue was not decreased by freezing. Concentrations of 32PChol in 
the  tissue and in th e  medium w ere equal after 2 - 3  hr. incubation.

It seems th a t such a great degree of sensibility of the processes of 
phospholipid synthesis tow ards the  agents which affect tissue structure  
do not find any analogy in other metabolic pathways.

SUMMARY

The incorporation of 32P labelled glycerophosphate, phosphocholine 
and phosphoethanolam ine into phospholipids of guinea pig liver in vitro  
was several times lower w hen the tissue was either placed for 5 min. 
in dry ice and then thaw ed or homogenized. The homogenization led to 
the several times higher incorporation when phosphoserine was substrate. 
M aximum yield of 32PChol and a-G32P incorporation into phospholipids 
amounted to 1 - 2  per cent, the values for 32PEt and 32PSer were 1 per 
cent and 0.5 per cent, respectively.
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It was found th a t after a th ree hour incubation of the  fragm ents of
liver tissue w ith the substrates an intense dephosphorylation of 32PSer
and «-G32P and a small one of 32PChol and 32PEt took place. Among other 
tissues th a t of kidney brought about a complete hydrolysis of all the  
esters.
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W ŁĄ C ZA N IE ZNA KO W AN Y CH  32p ESTRÓW  FO SFOROW Y CH  G LICERO LU , 
CHO LINY , ETA N O LO A M IN Y  i SERY N Y  W FO SFO L IPID Y  N ARZĄD ÓW  ŚW IN K I

M O R SK IE J IN  V IT R O

S t r e s z c z e n i e

Włączanie glicerofosforanu, .fosfocholiny i fosfoetanoloaminy znako­
wanych 32P w fosfolipidy w ątroby świnki morskiej in vitro  było k ilka­
krotnie zmniejszone gdy tkankę umieszczono na 5 min. w tem peratu­
rze -70° a następnie odtajano, lub gdy ją  zhomogenizowano. Natomiast 
gdy substratem  była fosfoseryna homogenizacja powodowała kilkakrotny 
wzrost włączania. M aksymalna wydajność włączania w  fosfolipidy 
32PChol i a-G 32P wynosi około 1—2%, 32PEt około 1%, 32P Ser około 0.5°/o.

Po trzygodzinnej inkubacji fragm entów  tkanki wątrobow ej z bada­
nym i substratam i stw ierdzono intensyw ną defosforylację 32PSer i a-G 32P 
a nieznaczną 32PChol i 32PEt. Z innych tkanek nerka powodowała całko­
witą hydrolizę wszystkich badanych substratów .

O trzy m an o  6.7.1960
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Almost four years ago B. Sorbo found that alaninethiosulphonic acid 
and th io taurine m ight be formed under suitable conditions in the homo- 
genates of ra t liver [10, 11]. Sorbo’s experim ents w ere based on the 
reaction occurring in liver homogenates between /3-m ercaptopyruvic acid 
and sulphite.

HS—CH2—CO—c o o ~  +  s o 3= -> CH3— CO—c o o ~  +  s 2o 3=

The form ation of thiosulphate on the  above reaction was inhibited to  
a large ex ten t w hen some sulphinates were added to the  reaction m ixture, 
e.g. cysteinesulphinic acid or hypotaurine. This phenomenon could be 
explained by assuming th a t sulphinates as well as the  sulphite groups 
w ere acceptors of the  thiol group sulphur. Hence, the  form ation of 
thiosulphonic derivatives m ight be expressed by the following equation.

RS02H +  HS—CH2—CO—COOH -> RS02SH +  CH3—CO—COOH

Cavallini, De Marco and Mondovi [2] have shown th a t th io taurine was 
present in th e  u rine of rats fed w ith large doses of cystine. It had to  be 
concluded, therefore, th a t the  form ation of thiosulphonic derivatives w as 
not dependent on specific experim ental conditions, bu t was a norm al 
biological stage in the metabolism of su lphur in  the  living organism. 
Nevertheless, th e  question rem ains open w hether the  reaction betw een 
sulphinates and /S -m ercaptopyruvic acid is the  only source of th io­
sulphonic compounds in the  organism.

[1231
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Therefore we decided to investigate some sulphur compounds, other 
th an  ^-m ercaptopyruvic acid, containing su lphur a t the 0 to —2 oxidation 
degree and hence capable to  behave as donors of the SH group. Thio­
su lphate  was the compound investigated, the choice being suggested by 
th e  results obtained by Skarżyński, Szczepkowski and W eber [8] which 
had shown th a t only the  outer sulphur atom of thiosulphate is capable 
to be incorporated into organic tissue compounds. The degree of oxidation 
of th is sulphur and the  chemical struc tu re  of the  thiosulphate molecule 
suggested th a t in the  organism the reaction might also take place 
according to the  following scheme:

RS02-  +  “ S—s o 3-  r s o 2s~  +  s o 3=

In order to clear up this problem we undertook the study of reactions 
occurring between thiosulphate on the one hand, and cysteinesulphinic 
acid or hypotaurine on the  other, both w ithout biological m aterial and in 
haem olysates of norm al hum an red blood cells.

METHODS

The biological reactions betw een sulphinates and thiosulphate were 
studied in haemolysates of norm al hum an red blood cells. This m aterial 
was chosen in view of its easy availability w ithout any contaminations. 
Experim ents w ere carried out in phosphate buffers, pH 7.4, the 
incubation tim e being 2 to  3 hours at 38°. In experim ents performed 
in the  presence of haemolysates, 0.001 m solutions of thiosulphate (Merck),
0.01 m-cysteinesulphinic acid prepared as described below, and 0.01 m- 
-hypotaurine prepared after Cavallini et al. [3], w ere used. The substrates 
w ere  dissolved in 0.02 M-phosphate buffer, pH 7.4. The volume 
of the  incubated test was usually 5 ml. (2ml. of th iosulphate solution,
0.5 ml. of cysteinesulphinic acid or hypotaurine and 2.5 ml. of haemo- 
lysate). In control tests the substrate  solution was replaced by phosphate 
buffer. Standards solutions of alaninethiosulphonic acid and thiotaurine 
w ere prepared according to Cavallini, De Marco and Mondovi [4].

Erythrocytes obtained from 1 0 - 1 5  ml. norm al hum an venous blood 
sam pled into 2 ml. of 3.8°/o sodium citrate  were centrifuged for 3 - 4  
m inutes at 1000 r.p.m., then plasma, containing blood platelets and leuco­
cytes, was discarded. The erythrocytes w ere washed tw ice w ith  0.9"/o 
NaCl solution. The cell suspension finally  contained an average of 
8 to 9 million erythrocytes per cmm. The erythrocytes w ere haemo- 
lysed w ith twice tha t volume of w ater and incubated in  the 
presence of substrates, then the  protein was precipitated w ith  2 volumes 
of acetone at —5°. The acetone was separated from w ater w ith  the  excess
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of chloroform, the  sam ple being thus defatted, too. The erro r in determ ina­
tions of the  substrates due to  this of removing protein did not exceed 4 pe r 
cent.

Reactions w ithou t haemolysates w ere carried out w ith solutions 
diluted as in the  experim ents w ith  erythrocytes, as well as w ith con­
centrated  solutions a t m olar ratios of th iosulphate to sulphinates of 2 : 1, 
1 : 1 and 1 : 2. The pH applied was 7.4, and the  incubation tim e ranging 
from 10 m inutes to  2 hours, at 20°, 37° and 60°.

T ab le  1

Chromatographic identification o f  sulphur-containing aminoacids

Compound
Isatin [7] 
colour 
reaction

Azide
[13]

Nitro- 
prusside 

+  KCN [6]
AgNOi

Chloro-
platinate

[14]

FeCl3
[5]

KI +
+  HC1 

[5]

Alkaline 
cyanolysis 

at 100°

Cysteine violet-
pink +  + + _ + _ _ _

Cystine brownish-
violet +  + + _ + _ _ _

Cysteamine brown -j- + — + — — —

Cysteic acid brownish-
red

(trace
decol­
our.)

Taurine (v. weak) — — — — — — —

Cysteine sul- 
phinic acid blue

v. weak 
decol­
our.

— — + + + —

Hypotaurine blue
v. weak 
decol­
our.

— — + + + —

Alanine thiosul- 
phonic acid

blue-
violet +  +

(weak)
+ + + _ + +  +

Thiotaurine blue-
violet +  +

(weak)
+ + + _ + +  +

Cystine disul- 
phoxide (de­
composes)

brownish-
red

+
after
NaOH

+

.

+  +

The determ inations of the reaction products and substrates w ere 
perform ed after deproteinisation w ith the  m ethod of Sorbo [12]. In 
addition, each experim ent was verified chrom atographically. The samples 
w ere placed m arginally on circles of W hatm an No. 1 filter paper and 
partitioned  for 14 to 16 hours in two system s: butanol-acetone-w ater 

2
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(40 : 40 : 20) and tertia ry  isobutanol-w ater (70 : 30). The spots w ere deve­
loped w ith  ninhydrin or isatin; su lphur compounds w ere identified w ith  
the tests shown in Table 1 and compared to corresponding standards.

Synthesis of cysteinesulphinic acid
The applied m ethod was based on th a t described by Cavallini [3] in 

his report on the synthesis of hypotaurine. Cystine was the  originating 
compound for the  synthesis, as i t  had been in the  author’s procedure. 
Cystine disulphoxide was an interm ediate product in the  synthesis of 
cysteinesulphinic acid, the  form er being formed of cystine under the 
influence of hydrogen peroxide in the presence of iodine as catalyst. The 
disulphoxide was dism uted in a solution of ammonia, and the  cysteine­
sulphinic acid formed was purified on the  cationite Dowex 50 hydrogen 
form.

Procedure. 2.4 g. cystine dissolved in 10 ml. of HC1 solution (2.2 ml. 
33% HC1 +  8.8 ml. H20) was added w ith 50 mg. KI and 2.3 ml. 30% H20 2. 
The hydrogen peroxide was added drop by drop w hile the  solution was 
shaken vigorously. The brown-coloured solution resulting from  the  
liberation of iodine was left a t room tem perature for about 12 hours, then 
200 ml. acetone in 10 ml. portions was added, and vigorously m ixed again. 
The w hite  precipitate of cystine disulphoxide was filtered on a B üchner 
funnel and washed w ith 90 per cent acetone, then  w ith acetone and 
ether. The disulphoxide was recrystallized twice from w ater-aceton 
solution (1 :10). The substance showed a m elting point at 195°, bu t 
undervent decomposition in th is tem perature. No contam inations other 
than  traces of cystine w ere present.

Cystine disulphoxide (1.36 g.) was dissolved in 10 ml. of 1 m -am m onia 
and left for about 1.5 hours a t 30°. The solution was then  passed through 
a Dowex 50 H+ column (1.5X8 cm., 300 - 500 mesh). A fter w ashing th e  
column w ith w ater, two fractions w ere collected. The first one contained 
hydrochloric acid and traces of cysteic acid and it was discarded. 
Cysteinesulphinic acid was obtained w ithin the  second 100 ml. fraction, 
slightly acid, containing no chloride ions. This solution was concentrated 
in vacuo  over H2S 0 4 conc. The cysteinesulphinic acid obtained on this 
procedure did not contain any m ineral contam ination and appeared to 
be homogeneous on chrom atography. Its m elting point was 153°.

RESULTS

Reactions of sulphinic compounds w ith  thiosulphate w ithout erythrocytes

The reaction of 0.01 M-sulphinates (hypotaurine or cysteinesulphinic 
acid) w ith  0 .001m -thiosulphate was studied in five experim ents and the  
results indicated th a t at these substrate  concentrations no perceptible
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reaction occurred. As the concentration of the reacting solutions 
increased up to  0 .1m , and a t 38°, a slight decrease in th iosulphate was 
noted, as w ell as the appearance of thiosulphonates. However, w ithout 
tissue, the  reaction occurred only at 1 m -concentrations and at tem peratures 
above 60°. U nder these conditions the  reaction was immediate, the 
corresponding thiosulphonates being formed.

Nine determ inations w ere perform ed w ith 0.5 m-solutions of hypo- 
taurine and cysteinesulphinic acid a t 60°. It was found th a t the  reaction 
betw een sulphinates and th iosulphate a t the  ratio of 2 : 1 consumed 80 
per cent of the  thiosulphate, 76 per cent of the  theoretically  calculated 
am ount of thiosulphonates being formed. Chromatographically, tw o spots 
were found corresponding to  the  non-utilized sulphinates and the  formed 
thiosulphonic compound. Q uantitative analysis of th e  reaction betw een 
equivalent amounts of sulphinate and thiosulphate showed the  ra te  of 
60 per cent of th iosulphate utilization and th a t of thiosulphonates pro­
duction 58 per cent. The chrom atographic pattern  did not differ from 
that described above. W hen thiosulphate was employed in twofold 
excess it  was utilized by 50 per cent, and the production of th io taurine 
and alaninethiosulphonic acid was 40 per cent of the  theoretically 
calculated. Chrom atographically, th ree bands w ere obtained, correspond­
ing to  thiosulphonate and sulphinate, some chemical properties of which 
are listed in Table 1. The th ird  band was due to  an unidentified sulphur 
com poo rid.

Reactions of sulphinic compounds w ith  thiosulphate in haemolysates
of erythrocytes

These experim ents w ere carried out under conditions in which, in the  
absence of a biocatalyst, th e  reaction did not take place, i.e. 0 .0 1 m-sul­
phinate and 0.00 1m -thiosulphate solutions a t 37°. The addition of 
erythrocyte haemolysates led to the  production of thiosulphonic com­
pounds proportional to  the  am ount of the  added haemolysate.

A to tal of 24 experim ents was m ade using haemolysates. The results 
of this series of experim ents are shown in Table 2 and indicate th a t the 
thiosulphate w ith  hypotaurine reaction ra te  is higher than  th a t w ith 
cysteinesulphinic acid. H ypotaurine, in  the  presence of haemolysate, 
proved to  be a better acceptor for the th iosulphate su lphur than  the  
cysteinesulphinic acid. A fter the  incubation of haemolysates w ith  thio­
sulphate only, the form ation of traces of thiosulphonic compounds was 
always observed, probably as the  resu lt of th e  reaction of thiosulphate 
w ith the  sulphinic compounds present in the  haemolysates. Similarly, 
the addition of sulphinates w ithout th iosulphate to  haemolysates also led
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T a b l e  2
Formation o f  thiosulphonic compounds as the result o f  incubation o f haemolysates o f red blood cells 

with thiosulphate and sulphinate compounds 
Thiosulphate 2 /«moles, sulphonic compounds 5 /«moles and 2.5 ml. o f haemolysate (final volume 5 ml.) were incubated

2 hrs., 37°, pH 7.4

Incubation mixture

Thiosulphate
after

incubation
(/imole)

Thiosulphonic compounds formed 
(/¿mole)

Thiotaurine Aianinethio- 
sulphonic acid

Haemolysate, thiosulphate 1.6 trace trace

Haemolysate, hypotaurine 0 0.2 0

Haemolysate, cysteinesul - 
phinic acid 0 0 0.14

Denatured haemolysate, 
thiosulphate, sulphinates 2 0 0

Haemolysate, thiosulphate 
hypotaurine 0.85 0

, Haemolysate, thiosulphate 
I cysteinesulphinic acid 1.2 0 0.5

to  th e  form ation of traces of thiosulphonic compounds, probably due to 
th e  reaction w ith thiosulphate present in  the  haemolysates.

Chrom atographic analysis confirmed the quantita tive  findings. Thio- 
tau rine  and some tau rine  w ere chrom atographically identified a fte r 
incubation of haemolysates w ith  hypotaurine and thiosulphate. Chrom ato­
gram s of samples containing th iosulphate and cysteinesulphinic acid 
showed the presence of alaninethiosulphonic acid, cysteic acid, and traces 
of tau rine  and thiotaurine. Samples incubated w ith thiosulphate only did 
no t contain any thiosulphonic compounds, some traces only of an un ­
identified sulphur compound sim ilar to  th a t observed during the  reaction 
betw een an excess of thiosulphate and sulphinates w ithout haemolysate. 
In  chrom atogram s of samples containing only sulphinic compounds, only 
th e ir  oxidation products w ere found, such as taurine and cysteic acid.

DISCUSSION

The obtained results indicate th a t norm al hum an red blood cells 
possess an enzyme system  catalysing the reaction betw een thiosulphate 
and sulphinic compounds to give thiosulphonic compounds.

The experim ents dem onstrate such reactions in  the  erythrocyte 
haem olysates to  which th e  substrates, i. e. th iosulphate and sulphinic 
compounds, have been added. However, we are not able to  claim w ith 
certain ty  th a t the reactions of this type do occur also under physiological
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conditions. Nevertheless, it  m ay be assumed w ith a high degree of 
probability  th a t the  substrates of these reactions are biological 
m etabolites in erythrocytes. Hence, the  possibility th a t thiosulphonic 
compounds are form ed in biological reaction also exists [9].

It is su re  tha t red blood cells are able to oxidize cysteine to 
cysteinesulphinic acid, from  which hypotaurine is form ed by decarbo­
xylation [1]. Cysteine is also the  originating compound for the  biological 
form ation of th iosulphate [10]. Moreover, Sorbo claims th a t the  intensity 
of th iosulphate form ation in the  red blood cells is nearly  the  highest 
after th a t in the  liver and kidneys. Since both thiosulphate and sulphinic 
compounds are norm ally formed in erythrocytes, the  conditions also 
exist for th e  enzym atic production of thiosulphonic compounds.

As described in the  experim ental part, some trace amounts of 
thiosulphonic compounds are formed in erythrocyte haemolysates also 
a fte r th e  addition of one only of the  essential substrates. It is ra ther 
impossible to ascertain, as yet, w hether the  traces of th io taurine and 
alaninethiosulphonic acid found w ere not due to  experim ental error. 
The colorim etric m ethod of Sorbo employed m ight give rise to  an erro r 
in the  presence of protein, and the complete deproteinization of the  
haem olysates was not always possible. Still another eventuality  m ust 
be considered. U nder the  applied experim ental conditions alaninethio­
sulphonic acid and th io taurin  may be produced in much larger amounts, 
bu t i t  m ay im m ediately undergo fu rther transform ation. It is highly 
probable th a t thiosulphonic compounds are formed as interm ediate

S chem e of reac tio n s  of su lp h u r-c o n ta in in g  am inoac id s
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m etabolites. Therefore w e propose to  include these compounds into the  
schem e of the general m etabolism  of bivalent sulphur.

The authors express cordial thanks to Professor Dr. Bolesław Skar­
żyński for his help and valuable advice while th is w ork was in progress.

SUMMARY

The reactions betw een cysteinesulphinic acid or hypotaurine and 
thiosulphate w ere investigated in the  presence of haem olysate of hum an 
erythrocytes. It was found that the  erythrocytes catalysed these reactions. 
Products of reactions w ere identified chrom âtographically and determ ined 
colorimetrically. Alaninethiosulphonic acid was form ed from cysteine­
sulphinic acid and thiosulphate, th io taurine from  hypotaurine and 
thiosulphate.
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Z W IĄ ZK I SU LFIN O W E JA K O  B IO LO G IC ZN E A K C E PTO R Y  S IA R K I 
D W U W A RTO ŚCIO W EJ

S t r e s z c z e n i e

Badano reakcję kwasu cysteinosulfinowego lub hipotauryny z tio­
siarczanem  w obecności hemolizatu erytrocytów  ludzkich. Stwierdzono, 
że krw inki czerwone posiadają zespól enzym atyczny katalizujący tę 
reakcję. Oznaczono jakościowo i ilościowo produkty reakcji, stw ierdza­
jąc że z kwasu cysteinosulfinowego i tiosiarczanu powstał kwas ala- 
ninotiosulfonowy, zaś z h ipotauryny i tiosiarczanu — tiotauryna.

O trzy m an o  2.9.1960
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ENZYMIC SYNTHESIS OF LIGHT-SENSITIVE 
COBALTO (II)-CORRINS*

D ep a rtm en t o f B iochem istry , College of A gricu ltu re , Poznań  
H ead o f th e  D epartm en t: Prof. Dr J. P aw e lk iew icz

Pracę tę dedyku jem y Panu Profesorowi Dr Wt. M ozolowskiemu w  65 rocz­
nicę Jego urodzin.

In the course of investigations on enzymic synthesis of vitam in B12 
from  cobinamide and 5,6-dimethylbenziminazole [11] it has been found 
th a t the  initial red colour of the  reaction m ixture  changes to  yellow. As 
in the  described experim ent about 5 to  20 per cent only of the  added 
cobinamide was transform ed into vitam in B12, w hile the rest rem ained 
unchanged, one m ight suppose that during the  synthesis the initial com­
pound w as undergoing a prelim inary and reversible change, giving the 
yellow derivative, which was transform ed again into red  cobinamide in 
the  isolation process. Since later investigations [12] have shown that 
corrin compounds occur as light-sensitive derivatives in  the cells of 
propionic bacteria, discovered by Barker et al. [3, 20, 1, 2], and since it 
was found that the  light-sensitive derivative of cobinamide is charac­
terised by yellow colour, it became evident that it  was the light-sensitive 
derivative of cobinam ide that m ight have been the  in term ediate in the  
enzym ic synthesis.

The experim ents have confirmed th a t assumption. In the  enzymic 
system  from Propionibacterium shermanii, sim ilar to th a t described by

* In  th e  p re sen t p a p e r  cobalto  (I l)-co rrin s  g r é  also ca lled  S -(sensitive  to  ligh t)- 
co rrino ids. T he p re f ix  S a d d e d  to  th e  com m only  used  n am e of p a re n t su b s tan ce  
designates its  lig h t-sen sitiv e  d eriva tive . T hus S B i2 s tan d s  fo r v itam in  B i 2, an d  
S$*B]2 a n d  S B 12p fo r th e  d e riv a tiv es  of p seu d o v itam in  B 12an d  v itam in  B 12p (cobi­
nam ide), respective ly . See [19] on th e  su b jec t of cobalti (IH )-co rrin  no m en cla tu re .

T h is w o rk  has been  done p a r tly  th an k s  to  th e  fin an c ia l su p p o rt of B iochem ical 
C om m ittee  of th e  Section  of B iological Sciences of th e  P o lish  A cadem y of Sciences.

[131]
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Pawelkiewicz & Bartosinski [11] cobinamide is transform ed into its 
light-sensitive form. So a num ber of other S-corrinoids have been 
obtained. It has also been shown th a t an analogue synthesis m ay also 
be perform ed using an enzym ic system  from Nocardia lutea. Also B em - 
hauer et al. [5] have recently shown the  enzymic form ation of light- 
-sensitive cobinamide and vitam in B12 derivatives (“Corrinoidkonjugaten”) 
in a system  from P. shemnanii.

The details of the  m ethod used, arid the properties of a num ber of
S-corrinoids have been discussed in the  present paper. A prelim inary 
note has already been published [12].

EXPERIMENTAL 

Organisms and media

Propionibacterium shermanii. Propionic acid bacteria were grown on 
a sem i-synthetic medium of Pawelkiewicz & Zodrow [17], w ithout, 
however, the addition of cobaltous salts, and w ith the following modifica­
tions: (1) Acid casein hydrolyzate, prepared according to  [18], 120 ml.;
(2) Enzymic casein hydrolyzate, prepared according to  [18], 150 ml.;
(3) KH2P 0 4, 3g.; (4) MgCl2 -6H20 , 0.4 g.; (5) Tap w ater, ad 850 ml. The pH 
of the  medium has been adjusted w ith  1 N-NaON to 6.5, then it was 
distributed into flasks and sterilized in the  autoclave for 20 to 45 m inutes 
(depending on the volume) at 115°.

Then the following sterilized solutions w ere added to  the  medium: 
(6) Biotin (150 mg./500 ml.), 10 ml.; (7) Calcium pantothenate (100 
mg./250 ml.), 10 ml.; (8) Ferrous sulphate (100 mg. F eS 0 4 • 7H20/100 ml. 
acidified w ith a few drops of concentrated H2S 0 4 before sterilization in 
the  autoclave), 10 ml.; (9) 50 per cent (w/v) crystalline glucose (produced 
by the Potato Industry  Union, Poznan), 20 ml.

The propionic bacteria strains w ere kept in  the medium described 
above, w ith the  addition of 0.001 per cent cobaltous sulphate, in sealed 
glass vials a t 4°. 0.1 - 10 ml. samples of bacterial suspension w ere trans­
ferred w ith  Pasteur pipette  into test tubes, containing 10 ml. of fresh 
m edium  and incubated at 30° for th ree  days. Then 100 ml. portions of 
the  medium were inoculated w ith heavy grow th culture. They w ere 
incubated for nine days, the  pH .value was adjusted to  pH 6.5 - 6.8 w ith  
sterile  saturated  solution of sodium carbonate every th ree  days. At the  
sam e tim e fresh 50 per cent glucose solution was added, in amounts 
equalling 0.5 per cent of the  volume of the medium. Then 600 ml. portion 
of the  medium  was inoculated w ith  the culture, and a fte r 9 days’ in­
cubation, sim ilarly as above, it was used as inoculum for 7000 ml. of
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fresh m edium  in a 10 000 ml. flask. The resulting culture was incubated 
for 1 2 -1 5  days, acids being neutralized and glucose added in the  above 
described way.

Nocardia lutea. Stock culture of actinomyces strain  Nocardia lutea 1 
(Centralbureau voor Schimm elcultures, Holland) was m aintained on agar 
slant m edium  of the  following composition: (1) Beef extract, 2 g .; (2) Acid 
casein hydrolyzate, prepared according to [18], 5 ml.; (3) KH2P 0 4, 0.5 g.; 
(4) Agar, 1.5 g.; (5) Tap water, ad 100 ml. The pH was adjusted w ith 
1 N-NaOH to 7.2 and sterilized in the  autoclave at 115° for 10 min. A fter 
cooling to about 50°; (6) 50 per cent glucose solution, 2ml. was added, 
and. after stirring, the medium was distributed into sterilized test tubes.

Nocardia lutea  stra in  was incubated for 48 hrs. a t 37°, then was stored 
at 4° for tw o months.

For the experim ents Nocardia lutea was grown in a liquid medium, 
in a reciprocating shaker at 33°. The shaker performed 80 full oscillations 
of 10 cm. am plitude per m inute. The composition of the liquid m edium  -was 
as follows: (1) Acid casein hydrolyzate [18], 40 ml.; (2) Enzymic casein 
hydrolyzate [18], 20 ml.; (3) Yeast extract, prepared according to  [18], 8 g.;
(4) KH2P 0 4, 5 g.; (5) DL-cysteine hydrochloride, 10 mg.; (6) Nicotinic acid 
amide, 2 mg.; (7) Thiam ine (10 mg. thiam ine hydrochloride /100 ml.) 2 ml.; 
(8) Biotin (15 m g./500ml.), 1m l.; (9) Calcium pantothenate (100 mg./250 
ml.), 1.5 ml.; (10) Cobaltous sulphate (100 mg. CoS04- 7H.O/250 ml.), 2.5 ml.;
(11) Tap w ater, ad 1000 ml. pH was adjusted w ith 1 N-NaOH to 7.2 and 
the  medium in 150 ml. portions d istributed into 1000 ml. flasks, then 
3 ml. of 50 per cent sterile glucose solution per flask was added. The flasks 
were inoculated by means of platinum  loop from the slant and incubated 
in a shaker for 24 hrs.

The P. shermanii cells from  10 000 ml. culture, or the  N. lutea cells 
from 1000 ml. cultures w ere then centrifuged, a t 25 000 or 4 000 r.p.min., 
respectively, washed w ith w ater and dried w ith  acetone according to the 
method described by Bartosinski [4], The obtained bacterial powders w ere 
stored at - 10° for several months, w ithout loss of their enzymic properties.

Enzym ic incubation

Acetone dried P. shermanii cells (0.5 - 1 g.), or Nocardia lutea cells 
(2 g.) were ground in a m ortar at 4° w ith  15 ml. 0.05m-phosphate buffer, 
pH 7.0, and then 0.2 ml. of 50 per cent glucose solution, 0.25 ml.
0.2M-MgSO4, about 1 mg. adenine, and 3 - 10 mg. corrin compound were 
added. A fter thorough mixing, several drops of toluene w ere added, the

1 A ccording to  the  un p u b lish ed  da ta , su p p lied  by B. B arto sin sk i, th is  s tra in  
p roduces ab o u t 60 jtg of v itam in  B 12 p e r  1000 ml. o f m edium .
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thick suspension was stirred  again and then transferred  into a test tube 
(18 X 150 mm). A toluene layer about 2 cm. high was placed on its 
surface; the test tube was stopped w ith cotton wool and incubated at 
30° for 24 hrs.

Isolation and purification of S-corrinoids

All steps involving the isolation, separation and purifying of
5-corrinoids were perform ed in dark rooms or in dispersed red light.

A fter incubation the m ixture was transferred  into an Erlenm ayer
flasks, diluted to  80 - 100 ml., then acetic acids was added, in  order to  adjust 
the  pH to  4.5. The flask was placed in boiling w ater bath  and vigorously 
stirred  till the  liquid reached the temp, of 75°. A fter cooling, the  solution 
was filtered through W hatm an No. 4 paper and th e  corrin compounds 
w ere repeatedly extracted from the  clear filtra te  w ith  a  m ix ture  of phenol 
and chloroform ( 1 : 3 ,  v/v). Combined phenol ex tracts w ere washed w ith 
equal volume of water. Small quantities of coloured compounds which 
had passed into w ater w ere extracted again w ith a small am ount of 
extraction m ixture. One volume of chloroform and one volume of 
n-butanol were added to the  washed phenol extract. Corrinoids were 
reextracted from this m ixture  w ith small portions of w ater, till a complete 
decolorization of the organic phase was obtained. The resu ltan t solution 
was shaken vigorously th ree  tim es w ith chloroform, in order to  remove 
traces of phenol, then it was concentrated under reduced pressure in 
a w ater bath  at about 50°. The concentrated solution was applied to 
W hatm an No. 3 paper in the  form of a narrow  band, and separated by 
electrophoresis in 0.5m-acetic acid a t 5 - 8  Volt/cm. gradient during
6 - 1 2  hrs. The separated band of cobalto (Il)-corrin was eluted from the 
paper w ith w ater acidified w ith acetic acid (0.5 ml. acetic acid in 100 ml. 
water) according to Pawelkiewicz & W alerych [14]. The eluate was applied 
in the  form of a narrow  band on W hatm an No. 2 paper and the  chrom a­
tography was run by the descending technique using th e  following 
solvent system: n-butanol - propane-2-ol - acetic acid - w ater (1 0 0 :7 0 :
: 1 : 100, v/v). Eluates of the  samples purified by chrom atography were 
used for physico-chemical investigations.

Chemicals

Calcium pantothenate, biotin, thiam ine hydrochloride (Nutritional 
Biochemical Co.) nicotinic amide (General Biochem. Inc.) and 
DL-cysteine hydrochloride (K. K. Laboratories, Inc., Long Island City)
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w ere a gift from the Rockefeller Foundation. All inorganic salts were 
purchased from  Fabryka Odczynników Chemicznych, Gliwice, Poland.

The cobalti (Ill)-corrins: cobinamide (vitamin B12p) [7] and cobinamide 
guanosinediphosphate (cobalamin yl) [15] have been isolated from the 
cultures of Propionibacterium shermanii. Adenyl-cobamide cyanide 
(pseudovit. B12) has been isolated from P. arabinosum. 5,6-dim ethyl- 
benziminazolyl-cobamide cyanide (vitamin B12) [10], 5-hydroxybenzim ina- 
zolyl-cobamide cyanide (vitamin B12 n i) [8], 5-ethoxybenzim inazolyl- 
-cobamide cyanide [13], and 5-m ethylbenzim inazolyl-cobam ide cyanide 
[10] have been obtained biosynthetically, using P. shermanii and the 
appropriate nucleotide bases as precursors. 2-m ethyladenyl-cobam ide 
cyanide (factor A) was obtained from Prof. Dr. K. Bem hauer.

Hydroxyl corrinoid derivatives: 5.6-dimethylbenziminazolyl-cobamide 
hydroxide (vitamin B 12b), 5-ethoxybenziminazolyl-cobamide hydroxide 
and 5-methylbenzim inazolyl-cobam ide hydroxide were obtained using the 
following method:

About 20 mg. of cyano-derivative were dissolved in 200 ml. of w ater 
acidified w ith acetic acid to  pH 3, and irradiated w ith 250 w att tungsten 
lamp from  a distance of 20 cm. During irradiation the  solution was being 
cooled w ith cold water, stream ing around the  walls of the vessel, and 
a t the  same tim e a strong current of air, passing through the solution 
was removing cyanic acid which was being formed there. The progress 
of the reaction was followed by m easuring the absorption of the solution 
a t 355 and 361 mi-i. A fter the  photolysis was completed (i.e. the  absorption 
m axim um  was shifted from 361 to 355 mu), the sample was evaporated 
under reduced pressure, dissolved in about 10 ml. of w ater and applied 
on the  Carboxym ethyl-cellulose column (H+-form) which adsorbed the  
hydroxy-derivative. Traces of unchanged cyanoform were washed out 
from the column w ith w ater [16]. The hydroxy com pound was then  eluted 
w ith  0.1 m-acetic acid, th e  solution was evaporated under reduced pres­
sure to dryness, and used for enzymic experim ents w ithout fu rther 
purification.

RESULTS

The m ethod of isolation and purification of S-corrinoids

As there exists a considerable sim ilarity in physico-chemical properties 
betw een cobalto (Il)-corrins and the known common cobalti (Ill)-corrins, 
one m ight apply m ethods of isolation and purifying the  form er from 
biological m aterial which are very sim ilar or identical w ith those used 
for the latter. In these methods addition of cyanides should be elim inated 
and the samples should be protected against light. S-corrinoids are  more
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basic compounds in comparison to their oxidized forms, as a result of 
the presence of an additional adenine molecule. That feature facilitates 
separation of these compounds. U ntil now the column chrom atography 
methods using ion exchangers like Dowex-50 [1, 2], carboxym ethyl-cellu- 
lose [12] was applied for separation of complex m ixture. In sim pler cases, 
such as m ixtures from enzymic systems, electrophoresis o r paper chrom a­
tography proved sufficient. The absorption spectra of crystalline 
B12-coenzyme (SB12) and th a t of the compound obtained by enzymic 
process and purified as described in the  experim ental part, w ere practi­
cally identical.

Enzym ic preparation of S-corrinoids and their physico-chemical properties

Table 1 shows which ones of the  investigated cobalti (Ill)-corrins 
w ere transform ed into light-sensitive analogues by enzymic system  from 
P. shermanii and the absorption m axim a of the  reaction products. Fig 1 - 8  
show the  absorption spectra of the  S-corrinoids, obtained in the course 
of the experim ents.

Wavelength (mg) Wavelength (mg)
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Fig. 5

260 300 340 380 420 480 500 540 580~ 
Wavelength (m¡j¡

220 260 300 340 380 420 460 500
Wavelength ¡mg)

540 580

Fig. 1—8. T he ab so rp tio n  sp ec tra  of ( ------ ) th e  enzym atica lly  ob ta in ed  S -co rrino ids
an d  of ( ............ ) th e  p ro d u c ts  of th e ir  pho to ly tic  decom position  in  w a te r:
1) S B 12, c 1.88 • lO - 5 2) SB i2p. c 1.53 • 1 0 - 5 3) S y l 4) S T O 12, c 1.87 • 10~5 5) SFA , 
c 2 .5 1 -1 0 -5 6) S B 12III, c 2 .3 -1 0 -5 7) SM B -B i2> c 1 .6 4 - 1 0 - 5 8) S E thoxyB -B i2, c 2 .3 5 -1 0 -5 
T h e  m easu rem en ts  w e re  m ade  ev e ry  5 -1 0  mg, an d  in  th e  m ax im a  reg ion  e v e ry  1 mg,.

The experim ental data show th a t vitam in BJ2 is enzymically tran s­
formed into SB12 a t the  m ost in trace amounts in the  system  from 
P. shermanii, and on the other hand about 20 per cent is transform ed in 
the  system  from Noccirdia lutea. I t is w orth m entioning th a t attem ps to 
conduct tha t reaction in vivo, w ith growing or resting P. shermanii cells, 
have also given negative results.

S-corrinoids spectra obtained during the described experim ents are 
characterized by a strong m axim um  in  the 260-264 mu region. Such 
a maximum  is typical of the  cobalto (Il)-cor^n system, as well of 
cobinamide derivative which does no t contain additional adenine group, 
characteristic for “na tu ra l” S-corrinoids. The derivative was obtained by 
chemical reduction of cobinamide (unpublished data).

£7]
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T ab le  1

Enzymic synthesis o f  S-corrinoids in the system from  P. shermanii and their absorption spectra

Substrate
Symbol 

of product
Absorption maxima 

(mp)

5,6-Dimethylbenziminazolyl-cobamide cyanide 
(vit. B12) s b 12*

5,6-Dimethylbenziminazolyl-cobamide hydroxi­
de (vit. Bub) s b 12 262, 375—7, 525

Cobinamide (vit. B12p) s b 12p** 264,304,375, 462

Cobinamide guanosinediphosphate (cobalamin
yi) Syl 262—3, 376—7, 458—60

Adenylcobamide cyanide (pseudovit. Bi2) s ?p b 12 264, 305, 375, 462

2-Methyladenyl-cobamide cyanide (factor A) SFA 264, 305,375,460—2

5-Hydroxybenziminazolyl-cobamide hydroxide 
(hydroxy form of vit. B i2in) SBi2[[[ 260— 1, 293—5, 375, 520

5-Methylbenziminazolyl-cobamide hydroxide s m b -b 12 262, 375, 520

5-Ethoxybenziminazolyl-cobamide hydroxide SEthoxyB-Bj2 260, 375, 520

* SBj2 is formed in large quantities from vitamin B j2 in the enzymic system from Nocardia lutea. 
** SB j2p is formed too in the enzymic system from Nocardia lutea.

The absorption spectra of enzymically produced SBl2, S ÿ 'B ^ , and 
SB12p are  identical w ith those already published by Barker et al. [3, 20, 1, 2] 
and by Pawelkiewicz et al. [12], In the  spectra of SBJ2 and SMB12 we 
can observe a d istinct inflection in the  280-290 mu region, which m ay be 
caused by the presence of the respective benziminazole bases in their 
molecules. A sim ilar infection of the absorption curve m ay be seen in  
the spectra of SEthoxyB-B i2 in the  290-310 m a region, caused by the 
presence of 5-ethoxybenzim inazole [13]. The presence of 5-hydroxybenzi- 
minazole in SB12 In molecule (Fig. 6) is still m ore clearly pronounced. 
A slight m axim um  is visible here at 293-295 ma, It is known th a t 
5-hydroxybenzim inazolyl-cobam ide cyanide also absorbs at 295 mii [6]. 
On the  other hand, the  fact th a t absorption m axim a appear at 305 mu in 
the SB12p, S f /B12 and SFA spectra m ay be ra ther ascribed to the  existence 
of a d ifferen t chrom ophore group, which is absent in benziminazole 
derivatives. A very  pronounced absorption band in Syl a t 262 mp- 
is probably caused by the presence of additional guanine m oiety in its

molecule [15]. The absorption ratio equals 6.66 for this compound
d(460 m|x)

in comparison to 5.10 for ST B jo.
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Table 2

R f  values o f  S-corrinoids

Descending paper chromatography on Whatman No. 2 paper, solvent: n-butanol - propan-2-ol - acetic acid-w ater
(100 : 70 : 1 : 100, v/v). 20 hrs.

Symbol of the compound RF

Vitamin B |i 0.40
Cobinamide 0.48
s b 12 0.28
s b 12p 0.34
Syl 0.09
S!PB12 0.13
SFA 0.15
SBi21Ii 0.21
SMB-Bi2 0.24
SEthoxyB-Bi2 0.26

The R f  values for the obtained corrinoids and their electrophoretic 
properties are shown in Tables 2 and 3 respectively. It has been found 
th a t the order of spots of S-corrinoids on the chromatograms is the same 
as the order of the respective common corrinoids. This fact proves the 
analogy in s truc tu ra l change occurring in the transform ation: corrin 

S-corrin. As m ight have been foreseen, SB12, and SB12p, are m ore 
hydrophylic than vitam in B]2 and cobinamide respectively, and their R r 
values are also lower. All light-sensitive S-corrinoids are m ore basic than  
their cyanide cobalti (Ill)-corrin derivatives (Table 3). The basicity is

T a b l e  3

Electrophoretic properties o f  S-corrinoids in 0.5 M-acetic acid
The relative rate of migration is expressed in terms of R p , the distance moved by the compound divided by the distance 
moved by cobinamide. While vitamin B i2 is electroneutral at pH 3 (0.5 M-acetic acid), its position on electrophorograms. 

defined the starting point and permitted elimination o f the movements o f compounds by electroosmose

Symbol of the compound R b

Vitamin Bj2 0.00
Cobinamide 1.00
SB12 0.92
SBi2p 1.29
Syl 0.24
s ^ b 12 1.23
SFA 1.10
SBi2hi 1.24
s m b -b 12 1.16
SEthoxyB-Bi2 1.10
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increased by the  additional adenine m oiety present in their structures. 
This property  allows the easy separation of the  two classes of compounds. 
The differences in basicity between S-corrinoids them selves are  also of 
interest. And so, e.g. SB12p is more basic than  SB12, which property was 
used for separation those derivatives on carboxym ethyl-cellulose [12].

DISCUSSION

The experim ents perform ed in our laboratory [12] have shown that 
the  corrinoids appear in the cells of propionic bacteria as light-sensitive 
derivatives. And thus cobalti (Ill)-corrins, h itherto  isolated from these 
bacteria should be considered as artifacts which are form ed during the  
isolation of cobalto (Il)-corrins. The data obtained in the  present paper 
support the  conclusions. The m ajority of the investigated cobalti 
(Ill)-corrins are transform ed into cobalto (Il)-corrin derivatives in the 
enzymic system  from P. shermanii. Only, unexpectedly, vitam in B]2 did 
not change, or changed in trace amounts only into SB12. On the other 
hand, hydroxyl derivative of vitam in BJ2 (vit. B12b) readily enters into 
th a t reaction. As sim ilar results have been obtained in the  in vivo  
experim ents w ith  growing or resting P. shermanii cells, one m ay suppose 
th a t vitam in B (2 is for this m icroorganism ra th e r passive metabolite. It 
is, however, possible tha t such behaviour is the result of physiological 
sta te  of cells used in experim ents, such as their growth phase, age, the 
m edium  used, etc. Also data of Bernhauer et al. [5] stating th a t they 
succeeded in transform ing vitam in B l2 into light-sensitive “Cobalamin- 
konjugat”, fu rth e r support such an opinion. The present work has also 
show n th a t the  enzymic preparation from Nocardia lutea transform s 
vitam in B12 in to  SB12. This problem requires fu rther study.

The reaction of transform ation of cobalti (Ill)-oorrins into light- 
sensitive S-corrinoids is connected w ith the ir reduction to the  complex of 
bivalent cobalt [5, 9, 12]. The prelim inary experim ents have shown that 
enzymic reduction takes place in the presence of insoluble fragm ent of 
acetone powder of P. shermanii cells.

In the experim ents glucose was added to the  incubation m ixture, in 
order to increase the reductivity of the medium, although it had been 
shown th a t even w ithout th a t addition the reaction took place, bu t at 
a considerably lower rate. The ten-fold increase of the  used glucose 
concentration reduced the reaction tim e from 24 to several hours. In the 
dialyzed enzymic preparations, the  addition of FMN, DPN and of some 
salts, as Mo, accelerated the form ation of S-corrinoids. F u rther experi­
m ents have shown that the addition of adenine, which is one of the 
components of light-sensitive analogues is not necessary. Oxygen 
distinctly  inhibits the enzymic reduction of cobinamide. The red colour
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of cobinam ide on the surface of the reaction m ixture does not change, 
w hile the  sam ple becomes yellow in the deeper layers. For tha t reason 
the incubations w ere performed in test tubes, and toluene was placed 
on the surface of the liquid: it served as an antiseptic at the sam e time.

SUMMARY

1. It has been shown that the  suspensions of acetone dried Propioni- 
bacterium shermanii and Nocardia lutea cells transform ed eobalti
(Ill)-corrins into light-sensitive cobaito (Il)-corrins. Thus the  following 
compounds were converted into their light-sensitive analogues: 5,6-dime- 
thylbenzim inazoiyl-cobam ide cyanide (vitamin BJ2), cobinamide (vitamin 
B |2p), cobinamide guancsinediphosphate (cobalamin yl), adenylcobam ide 
cyanide (pseudovitamin Bpj), 2-m ethyladenyl-oobamide cyanide (factor A), 
5-hydroxybenzim inazolyl-cobam ide hydroxide (hydroxy-form  of vitam in 
B |2 m), 5-methylbenzim inazolyl—oobamide hydroxide and 5-ethoxyben- 
zim inazolyl-cobamide hydroxide.

2. A m ethod of isolation and purifying of the  cobaito (Il)-corrins 
from the enzymic systems has been described.

3. The absorption spectra and the chrom atographic and  electro­
phoretic properties of the obtained cobaito (Il)-corrins have been given.
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ENZY M ATY CZN A  SY NTEZA  ŚW IA TŁO C ZU ŁY C H  K O B A LTO (II)-K O R Y N

S t r e s z c z e n i e

1. Wykazano, że zawiesiny wysuszonych acetonem komórek Propio- 
nibacterium shermanii i Nocardia lutea przekształcają szereg kobalti
(Ill)-koryn w  światłoczułe kobalto (Il)-koryny. Otrzym ano w ten  sposób 
światłoczułe analogi: 5 .6-dwum ethylobenzimidazolylocyjano-kobamidu 
(wit. B12), kobinoamidu (wt. B12p), dwufosfoguanozyno-kobinoamidu (koba- 
lam iny yl), adenylocyjano-kobam idu (pseudowit. Bl2), 2-metyloadenylo- 
cyjano-kobanidu (czynnik A), 5-hydroksybenzim idazolylohydroksy-koba- 
m idu (hydroksy forma wit. B12 nI), 5-metylobenzim idazolylohydroksy- 
-kobam idu oraz 5-etoksybenzimidazolylohydroksy-kobamidu.

2. Opisano preparatyw ną metodę izolowania i oczyszczania ko­
balto (Il)-koryn z układów enzymatycznych.

3. Podano widma absorpcyjne otrzym anych kobalto (Il)-koryn oraz 
ich własności chrom atograficzne i elektroforetyczne.

O trzym ano  1.10.1960
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A NEW  PROCEDURE OF ULTRAFILTRATION AND ITS 
ADAPTABILITY IN STUDIES ON BINDING OF NUCLEOTIDES 

BY PROTEINS. PASSAGE OF ATP THROUGH CELOPHANE 
MEMBRANES IN PRESENCE AND ABSENCE OF PROTEIN

D ep a rtm en t o f B io ch em istry , N en ck i In s titu te  o f E xp erim en ta l B iology, W arsaw  
H ead of the  D epartm en t: Prof. Dr. W . N iem ierko

In the course of our studies on binding of ATP by proteins [7, 8] it 
appeared useful to replace the tim e consuming equilibrium  dialysis by 
a m ore rapid m ethod of u ltrafiltration. A modified ultrafiltra tion  vessel 
was constructed which enabled to use the centrifugal force to move 
solutions through the m em brane. Prelim inary experim ents w ith solutions 
of nucleotides alone showed a “reten tion” of nucleotides by the celophane 
m em brane which resulted in a decrease in the concentration of nucleo­
tides in initial portions of the  filtra te  and, in  the presence of proteins, 
m ight im itate  the  effect of binding of nucleotides by proteins. This effect 
of „ re ten tion” could be, however, excluded by forcing the whole volume 
of the  solution to pass through the m em brane. This was possible by 
covering the w ater solution by a layer of liquid paraffin. The present 
paper describes this new procedure and dem onstrates its adaptability  in 
studies on binding of nucleotides (and other substances of low molecular 
weight) by proteins.

METHODS

U ltrafiltra tion  was carried out in a vessel made en tirely  of plexiglass 
which is shown in Fig. 1. It is composed of th ree  parts (Fig. 1, A, B and C) 
which can be joined together by means of screw threads. A filtration 
m em brane is pu t on the perforated plate D, covered w ith  a rubber ring 
gasket, and fixed betw een parts A and B. The lower part (C) serves as 
a container for the  filtrate. It can be easily separated from other parts 
thus facilitating the  rem oval of portions of the  filtrate. F iltration mem-

ri43]
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Fig. 1. U ltra f iltra tio n  vessel in  m o un ted  an d  d ism oun ted  s ta te s  (ex p lan a ­
tion  in  th e  tex t)

branes were cut off of dialyzing tubings (Fisher Scientific Co, U.S.A) 
washed according to Hughes & Klotz [15].

Solutions (usually 2 - 3  ml.) were placed in the upper part (A) of the 
vessel and covered by a layer of 5 ml. liquid paraffin. The vessels were 
put into the cups and were centrifuged at 6000 r.p.m. (about 3500 g) at 2°. 
A fter 3 - 4  hours all the w ater phase was found in the  lower part (C) 
but th e  paraffin layer always rem ained unfiltered in the upper part (A).

Equilibrium  dialysis was carried out a t 2° in celophane dialyzing 
tubings (Kalle & Co, W iesbaden - Biebrich, Germany) w ith small amounts 
of thym ol added to the solutions in order to prevent beeterial growth. 
The details of the procedure of dialysis are described in Tables.

Adenine and its derivatives were determ ined spectrophotom etrically 
(S. P. 500 Unicam Spectrophotometer) at pH 7.0. Molar extinction at 
259 mp was taken as 15 400 according to Bock et al. [3]. In cases w here 
thym ol was present, ATP was determ ined by the ribose moiety according 
to Mejbaum [21], Phosphate was determ ined according to Fiske & Sub- 
barow [11]; sucrose by the anthrone method [2]; and album in by the  
b iu ret method [12].

ATP disodium salt and ADP sodium salt were obtained from Pabst; 
AMP was a product of N utritional Biochemicals Co., and adenosine of 
Fluka. Human serum  album in (fifth fraction of Cohn) was kindly offered 
by the Institu te of Hematology in Warsaw.
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RESULTS

Filtration of solutions of ATP  through celophane membranes

Prelim inary  experim ents showed that the concentration of ATP in 
the  initial portion of the filtra te  (approxim ately V2 to 2/;j of the  total 
volume) was much lower than in the  original solution, whereas the

T ab le  1

Passage o f ATP through celophane membrane in the course o f  filtration

2 - 5  ml. of solution o f ATP in 0.04 M-acetate buffer, pH 3.6, was filtered during 3 hours

Concentration of ATP (itim )

Expt. In the first portion of
No. In the original solution the filtrate O/2 - 2h  of In the residue

the original volume)

1 0.73 0.52 0.81
0.73 0.55 0.81
1.61 1.15 1.75
1.61 1.18 1.72

2 0.24 0.18 0.29
0.50 0.35 1.01
0.88 0.69 1.02

T a b le  2

Changes in the concentration o f  ATP in the filtrate in the course o f  filtration through celophane
membrane

Experiment A: 5 ml. of ATP solution in 0.04 M-acetate buffer, pH 3.6. Experiment B: 5 ml. of ATP solution in  0.04 
M-acetate buffer, pH 3.6, under a layer of liquid paraffin (3 ml.). In this case, all the solution passed the membrane

after 3 hours.
The concentration of ATP was determined in successive portions of the filtrate, collected within time limits (min.)

as indicated

Expt.

Concentration of ATP (mM )

In the 
original 
solution

In successive portions of the filtrate

0 -30
min.

30-60
min.

60-120
min.

120- 150 
min.

150-180 
min.

180-210
min.

210-270
min.

A
0.96
0.96

0.72
0.68

0.86
0.85

0.88
0.88

1.18*
1.19*

B
0.96
0.96

0.82
0.82

0.91
0.88

0.99
0.97

1.05
1.04

T h is  portion remained above the membrane after 210 min. o f filtration and passed the membrane only when 
a layer of paraffin was subsequently put on its surface.
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T a b le  3

Recovery o f ATP in the filtrate in the case when the whole solution passed the membrane

1.5 ml. o f ATP solution in 0.04 M-acetate buffer, pH  3.6, was centrifuged in the filtration vessel under a  layer o f liquid 
paraffin (5 ml.) until all the water phase passed the membrane (usually in about 3 hours)

Expt.
No.

Concentration of ATP (mM ) Recovery of ATP in 1
In the original 

solution
In the filtrate

the filtrate
°//o

1 0.055 0.056 101
0.108 0.111 102
0.165 0.173 104

2 0.220 0.214 97
0.276 0.267 97
0.317 0.318 100

3 0.378 0.363 96
0.440 0.434 98

filtration residue became more concentrated (Table 1). F u rthe r analyses 
(Table 2, exp. A) revealed tha t the  concentration of ATP increased in 
successive portions of the  filtrate. It was, however, impossible to  recover 
in the  filtra te  the  whole am ount of ATP as a certain volum e of the  
solution always rem ained in the  upper p a rt of the  vessel. In order to 
move th e  whole volume through the m em brane, a layer of liquid paraffin, 
as m entioned earlier, was put above the w ater solution. In this way the 
ra te  of filtration was increased but the  general character of th e  process 
rem ained unchanged, i.e. th e  concentration of ATP increased in the

T ab le  4

Changes in the concentration o f  ortho- and pyrophosphates and o f adenine nucleotides in the filtrate 
in the course o f  filtration through the celophane membrane

3 ml. samples of solutions neutralized to pH 7.0 by means of NaOH were filtered under a layer o f  5 ml. liquid paraffin. 
Three portions were collected in the course o f filtration within time limits as indicated, and the concentration of the solutes 
was determined. Each time when a portion of the filtrate was removed 1 ml. o f paraffin was added on the surface o f the 

residue. The filtration was complete after 3 hours

Concentration (mM)

Substance In the original In successive portions of the filtrate

solution 0 - 5 0  min. 50 - 100 min. 100 - 180 min.

AMP 1.01 0.72 0.92 1.44
Orthophosphate 1.04 0.75 0.93 1.36
ADP 1.01 0.63 0.83 1.53
Pyrophosphate 1.03 » 0.69 0.87 1.43
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course of filtra tion  and in final portions exceeded the concentration in 
the  original solution (Table 2, exp. B). If the en tire  volume of the 
solution passed the  mem brane, the  whole amount of ATP present in  the  
original solution could be recovered in the filtra te  (Table 3).

A “re ten tion“ of certain sm all ions by sem iperm eable m em branes has 
been observed long ago by E rshler [10] and by McBain & Stuew er [18] 
and explained as an effect of the  electric charge of the  ions and of 
a small perm eability of the m ebranes. In order to  exam ine the  effect of 
these two factors the  filtration of various adenosine phosphates, of adenine,

Fig. 2. C hanges in  the  co n cen tra tio n  of A TP, ADP, AM P, adenosine  an d  ad en in e  in  
th e  f i l t r a te  in  th e  co u rse  of f i ltra tio n  th ro u g h  th e  ce lophane m em brane .

3 ml. sam p les o f  1.0 m M -solu tions o f A TP, A D P an d  A M P n eu tra ly zed  by N aO H  to  
pH  7.0 (series A), o r 3 ml. sam p les of 1.2m\i -so lu tions of adenosine  an d  adeinine in  
0.04m -  ac e ta te  buffer, pH  3.6 (series B) w ere  filte re d  u n d e r  a lay e r of liqu id  p a ra ffin  
(5 ml. in  se rie s  A, an d  2 m l. in  se r ie s  B). T he f i ltra te s  w ere  collected  w ith in  tim e 
lim its  a s  in d ica ted  on th e  abscissa  a n d  th e  co ncen tra tion  o f th e  so lu tes w as d e te r ­
m ined . E ach  tim e, w hen  a  po rtio n  of th e  f i lt ra te  w as rem oved  a n  a d d itio n a l po rtio n  
of liq u id  p a ra f f in  (1 m l. in  se rie s  A, an d  3 m l. in  series B) w as a d d e d  on th e  

su rface  of th e  residue . T he fi ltra tio n  w as com plete  in  ab o u t 3 hours
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of adenosine, and of ortho-and pyrophosphates has been investigated and 
the influence of pH thereupon has been studied.

It is shown in Fig. 2 that an increased num ber of phosphate residues 
in the  molecule results in an increase in the ‘'reten tion” effect. The 
“reten tion” is also observed with ortho- and pyrophosphate (Table 4) 
but not w ith adenosine and adenine (Fig. 2). The degree of the “reten-

Fig. 3 Fig. 4

Fig. 3. E ffect of ipH on th e  ’’re te n tio n ” of A T P by th e  ce lophane  m em b ran e  in  
th e  course  of filtra tio n . 3 ml. sam ples of l.OSmM A TP, f re e  acid  o b ta in ed  from  
sodium  s a l t  by  m eans of A m b erlite  IR-120, pH  3.0 (expt. A), o r  sod ium  sa lt, pH  7.0 
(expt. B), w e re  filte red  u n d e r a  lay e r of 5 ml. liq u id  p a ra ffin .
S uccessive po rtions o f the  f i ltra te s  w ere  co llec ted  w ith in  tim e  lim its  as in d ica ted  
on th e  ab sc issa  a n d  th e  concen tra tio n  of A TP w as d e te rm ined . E ach tim e  w hen  th e  
f i l t ra te  w as rem oved  a  new  po rtion  of 1 m l. liqu id  p a ra f f in  w as a d d e d  on th e  

su rfa c e  of th e  residue. A ll th e  so lu tion  w as com plete ly  f ilte red  a f te r  3 hours 
Fig. 4. E ffec t of pH  on th e  ’’re te n tio n ” of o rth o p h o sp h a te  by th e  ce lo p h an e  m em b ran e  
in  th e  course  of f iltra tio n . 3 m l. sam p les o f l.OSmM o rth o p h o sp h o ric  acid , pH  
3.3, (expt. A), o r  of l.OSmM sod ium  o rtho p h o sp h a te , pH  7.0, (expt. B) w ere  fi lte re d  

u n d e r  a  la y e r  o f 5 ml. liqu id  p ara ffin . All o th e r cond itions as in  Fig. 3

http://rcin.org.pl



[7] NEW  U LT R A F IL T R A T IO N  PRO CED U RE 149

tion” of ortho- and pyrophosphates is only slightly sm aller than of 
the adenine nucleotides w ith one or two phosphate groups, respectively 1. 
“R etention” of ATP and orthophosphate increases with increasing pH 
of the m edium  (Fig. 3 and 4).

These results indicate tha t the “reten tion” of nucleotides by celophane 
m em branes is caused m ainly by the electric charge of ions, whereas 
the size of molecules may have a slight effect only. This is also proved by 
experim ents w ith  an acid dye, Orange II, and w ith sucrose. A high degree 
of “reten tion” was observed w ith Orange II, whereas sucrose was 
“retained” only slightly (the first portion of sucrose solution collected 
from 0 min. till 50 min. contained 95%; the second portion, from 50 min. 
till 100 min., 102% ; and the th ird  portion, from 100 min. till 180 min.. 
108% of the  initial concentration). It is suggested tha t this sm all “reten­
tion” of sucrose m ay be caused by its slightly acidic character.

Ultrafiltration of m ixed solutions of A TP  and proteins

Solutions of ATP and serum  album in were placed in the upper part 
of the filtra tion  vessel, covered w ith a layer of liquid paraffin, and 
centrifuged until the whole w ater phase passed through the mem brane. 
The results obtained in this way concerning the binding of ATP by 
the protein were compared w ith those obtained from equilibrium  dialysis 
experim ents.

Celophane m em branes obtained from Fisher Scientific Co. appeared 
not to be suitable for dialysis of nucleotides as the equilibrium , in  spite 
of a frequent stirring  or shaking, was attained only after 8 days (Table 5). 
This slow penetration of ATP through celophane m em branes is probably 
caused by the negative charge of the  molecules as is the case in  the 
filtration. This is evident from experim ents w ith adenosine where the 
equilibrium  is obtained in two days already. Among different kinds of 
celophane m em branes those produced by Kalle & Co. appeared most 
suitable, because the equilibrium  in the case of ATP was attained w ith 
these m em branes in 4 days 2. Hydrolysis of ATP during that tim e was

1 T he d eg ree  of “re te n tio n ” v aries  from  ex p e rim en t to  ex p e rim en t (cf. A M P 
in Fig. 2 an d  in  T ab le  4), p re su m ab ly  ow ing .to s lig h tly  d if fe re n t ex p e rim en ta l 
conditions, b u t p a ra lle l re su lts  from  th e  sam e  ex p e rim en t a re  a lw ays fa ir ly  s im ila r 
(e. g. T ab le  2). In  sp ite  of these  v a ria tio n s  th e  genera l C haracter of th e  process 
a n d  its dependence  on th e  n u m b er of ph o sp h a te  g roups a re  sim ila r.

2 W ith  th e  m em branes from  K alle  & Co. th e  “re te n tio n ” of nucleo tides in th e  
f i ltra tio n  w as  q u ite  s im ila r as w ith  m em b ran es from  F ish e r Scien tific  Co. b u t 
th e  ra te  of filtra tio n  w as sligh tly  sm alle r.
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T ab le  5

Equilibrium dialysis o f  adenosine and o f ATP

10 ml. H 2 0  was placed in dialyzing tubings (Fisher Scientific Co.) and equilibrated against 10 ml. of water solution of 
adenosine (0.454 mM) or ATP sodium salt (0.546 mM.). In one series the outer solution was stirred by bubling air, in

the other, the solution was not stirred

Substance
Time 

of dialysis 
(days)

Concentration inside the tubing (mM )

Calculated for 
the equilibrium

Found

Stirred i  N ot stirred

Adenosine 0.242
2 0.244 0.174
4 — 0.240

ATP 0.273
2 0.119 0.076
4 0.170 0.140
6 0.212 0.194
8 0.277 0.244

negligible (about 5% of ATP hydrolysed) and did not affect the  final 
results, notw ithstanding the  fac t that ADP and AMP are bound by proteins 
to a sm aller extent than ATP [7].

T ab le  6

Binding o f ATP by serum albumin as determined by equilibrium dialysis and by the present
ultrafiltration procedure

A. Dialysis. 10 ml. of a solution of serum albumin (5.6 mg./ml.) in 0.1 M-acetate buffer, pH 3.6, in the dialyzing tubing 
(Kalle & Co.) was dialysed against 10 ml. of 0.818 mM-ATP in acetate buffer, pH 3.6. In the control, acetate buffer

alone was placed inside the tubing.
B. Ultrafiltration. 2 ml. of solution containing serum albumin (2.8 mg./ml.) and ATP (0.409 pmoles/ml.) in 0.1 M-acetate 
buffer, pH 3.6, was filtered under a layer o f 5 ml. liquid paraffin during 3 hours until a complete passage o f the water 
phase through the membrane (the filter membranes were cut off of celophane dialyzing tubings, Fisher Scientific Co.).

In control test a solution o f ATP alone (0.409 ^moles/ml.) in 0.1 M-acetate buffer, pH 3.6, was filtered.
Each value, in both experiments, A and B, gives the mean of duplicate determinations

Concentration of ATP outside the 
tubing at equilibrium (mM )

Calculated amount of ATP bound 
by albumin

A. Dialysis Control 
(ATP alone) 

(a)

A TP+album in

(b)

umoles/ml.

( a - b )

[j.moles/g.
albumin

0.409 0.145 0.264 105.1
Concentration of ATP in the 

filtrate
(mM )

Calculated amount of ATP bound 
by albumin

B. Ultrafiltration Control 
(ATP alone) 

(a)

ATP+album in

(b)

umoles/ml.

( a - b )

[i.moles/g.
albumin

0.399 0.134 0.265 105.3
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Table 6 presents the results of one of the experim ents in which the 
data for the  am ount of protein bound ATP obtained by the  present 
u ltrafiltra tion  procedure and by equilibrium  dialysis are compared. As 
can be seen the results obtained by both methods are  practically identical.

Unespectedly enough it appeared that serum  album in diminished 
the “reten tion” of ATP during ultrafiltration. The difference between 
the concentration of ATP in the initial portions and in the  whole 
filtra te  was m uch lower in the presence than in the  absence of albumin. 
In dialysis experim ents serum  album in also increased the  rate  of 
penetration of ATP through celophane m em branes and shortened the 
tim e in which the equilibrium  was attained.

DISCUSSION

Various procedures of u ltrafiltra tion  by means of centrifugal force 
have been described by several authors. Coolidge [6] has used centrifuge 
tubes w ith  plates of sintered glass sealed in the m iddle of the  tubes. 
O ther authors used large centrifuge tubes in which dialyzing bags w ith 
the  solution w ere supported either by small containers of sintered glass 
[25] or by nickel nets [5].

It m ay be supposed th a t the modification of the u ltrafiltra tion  vessel 
described in the  present paper has some advantages as compared w ith 
the apparatus m entioned above although the  filtration surface is sm aller 
than in procedures w here filtration bags are used. The vessel is especially 
suitable for filtration of small volumes of solutions. The design of the 
vessel enables, if necessary, a rem oval of portions of the  filtra te  w ithout 
the  necessity of dismounting.

A “reten tion” of various substances of low m olecular w eight by 
semiperm eable m em branes has been already described by Ershler [10] 
and by McBain & S tuew er [18] who have also found th a t in  the  case 
of electrolytes the  greater is the  dilution the m ore pronounced is the  
“reten tion” . According to McBain & Stuew er [18] the  “reten tion” depends 
upon the  size of pores of the m em brane and, in the case of electrolytes, 
furtherm ore upon the electric charge of the  m em brane and the Donnan 
effect. In the  case of celophane m em branes used in the present investiga­
tion the  size of pores seemed to  have no considerable effect on the  degree 
of “reten tion” ; in sp ite  of the  differences in the size of molecules, ortho­
phosphate was “reta ined” to the  same ex ten t as AMP, and pyrophosphate 
as ADP; the  “reten tion” of the  tw o last substances was m ore pronounced 
than  th a t of the  two former. It seems th a t the  “reten tion” effect is 
caused m ainly by the  negative charge of ions of the solute to be filtered. 
An increase in  the  num ber of phosphate residues in the  nucleotide
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molecule, i. e. an increasing acidity of the compound, increased the 
“reten tion” effect. • Adenine and adenosine which do not form negatively 
charged ions are not “reta ined” whereas sucrose, probably owing to its 
slightly acidic character, is “retained” to a small extent. The assum p­
tion of th e  principal role of the electric charges in the “reten tion” phe­
nomenon is also in agreem ent w ith the observed effect of pH. ATP is 
less “reta ined” at pH 3.6, w here it forms tertia ry  anions, than at pH 
7.0. where the  dissociation of the  fourth proton is considerably advanced 
(pK 6.5) and w here the dissociation of the  amino group in the adenine 
ring is regressed [1,19].

A very slow dialysis of nucleotides through celophane m em branes as 
observed in  the  present investigation can also be explained by the 
negative charge of the molecules. This is indicated by a comparison of 
dialysis of ATP, adenine and adenosine. Our experim ents w ith dialysis 
of adenosine and the  experim ents of Leventhal [17] w ith  dialysis of 
adenine showed a rather quick equilibration whereas the equilibration 
of ATP in our experim ents was ra ther slow. There are only few  data 
concerning u ltrafiltra tion  and dialysis of nucleotides. M ommaerts [22] 
noted a very slow penetration of nucleotides through dialyzing mem­
branes and a “retention” of nucleotides during ultrafiltration. This slow 
penetration m ight have caused a m isinterpretation of some results on the 
binding of adenine nucleotides by actin [23, 24] as was recently pointed 
out by Martonosi et al. [20]. They have also found that ATP penetrates 
faster through celophane m em branes in the presence of G-actin. This is 
in agreem ent w ith our finding concerning a considerable increase in the 
penetration of nucleotides through celophane membranes in  the presence 
of serum  albumin.

The “reten tion” of nucleotides as observed by other authors and by 
ourselves m ay be explained as an electrostatic repulsion of the nucleotide 
anions by the  celophane m em brane as both are  negatively charged. 
W ilbrandt [26] has shown that an electrostatic field exists in the pores 
of celophane m em branes which is caused by the dipole moment of 
hydroxyl groups. It has been pointed out [cf. 9] tha t u ltrafiltra tion  is 
therm odynam ically equivalent to equilibrium  dialysis. It has been also 
shown [13,14] tha t u ltrafiltra tion  is accompanied by Donnan effect. 
However, in our experim ents the Donnan effect is probably negligible 
because of a ra th e r high concentration of the buffer solution.

In most studies, in which u ltrafiltration  has been used for m easuring 
the  binding of small molecules by proteins, only first portions of the 
filtrate  have been analysed [4,9,16]. In this w ay the  effect of “reten tion” 
has not been taken into account which may cause an erroneous in te r­
pretation of results. In the present investigation it has been shown that
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the  effect of “reten tion” can be overcome if the whole volume of the 
solution passes through the membrane. This has been possible by means of 
a layer of liquid paraffin  put on the surface of the  w ater phase. In this 
case u ltrafiltra tion  gives results which are comparable w ith those obtained 
by equilibrium  dialysis. It seems th a t this procedure m ay be used in 
various investigations concerning the interaction of micro- and macro- 
m olecular compounds. It has been already used in this Laboratory in 
studying the binding of ATP by serum album in [8] and the binding of 
nucleotides by actin (Drabikowski & Strzeleeka-Golaszewska, unpublished).

SUMMARY

A m odified procedure of u ltrafiltra tion  is described in which the 
centrifugal force is used to move solutions through the m em brane. 
A special vessel m ade of plexiglass is applied and a layer of liquid 
paraffin  is p u t above the  solution to be filtered. This increases the  rate 
of filtration and enables the whole volume of the solution to pass through 
the m em brane. I t has been shown th a t this procedure can be used for 
studying the binding of nucleotides (and o ther substances of low mole­
cu lar weight) by proteins. The results obtained in this way appeared 
to be identical w ith  those obtained by equilibrium  dialysis.

When the described procedure was applied to filtration of solutions 
of adenine nucleotides alone, it was observed that the concentration of 
the  substances in initial portions of the filtrate  was sm aller than  in the 
original solution and it increased in the  course of filtration. This “reten­
t io n ” of nucleotides was shown to be dependent on the negative charge 
o f nucleotide molecules. If the whole volume of the solution was filtered 
the nucleotide could be quantitatively recovered.

R E F E R E N C E S

[1] A lb e rty  R. A., S h ith  R. M. & Book R. M., J. Biol. C hem . 193, 425, 1951.
[2} A shw ell G., in  M ethods in  E nzym o logy  (S. P. C olow ick & N. O. K ap lan  eds.)

Vol. 3, p. 73, A cad. P ress  N. Y. 1957.
[3] Bock R. M., N an  S ing Ling, M orell S. A. & L ipton S. H., A rch . B iochem . B iophys.

62, 253, 1-956.
[4] B oyer P. D., B allon  G. A. & L uck J. M., J. Biol. C hem . 167, 407, 1947.
[5] B ra n d t R ehberg  P., A cta  Physiol. Scand. 5, 305. 1943.
[6] C oolidge T. B„ J. Biol. C hem . 135, 541, 1940.
[7] D rab ikow sk i W.. A c ta  B iol. E xper. 18, 223, 1958.
[8] D rab ikow sk i W., A cta  B iochim . Polon., in press.
[9] E dsall J. T. & W ym an J.. B iophysical C h em istry  Vol. 1, p. 595, A cad. P ress

N. Y. 1958.
Í 10] E rsh le r  B., K ollo id  Z. 68, 289, 1934.
£11] F iske  W. C. & S u b b aro w  Y.. J. Biol. C hem . 66, 375, 1925.

http://rcin.org.pl



154 W . N IE M IE R K O , W. D R A B IK O W SK I AND HANNA ST R Z EL EC K A -G O ŁA SZ EW SK A  [12]

[12] G o rn a ll A. G., B a rd an ill C. J . & Davdd M. M., J . Biol. C hem . 177, 751, 1949.
[13] G reenberg  D. M. & G ü n th e r L., J . Biol. C hem . 85, 491, 1930.
[14] G reenberg  D. M. & G reen b erg  M.. J. Biol. C hem . 94, 373. 19311.
[15] H ughes T. R. & K lotz I. M., in  M ethods o f B iochem ica l A na lysis , (D. G lick, ed.)

Vol. 3, p. 265, In te rsc ien ce  P u b lish ers , N ew  Y ork-L ondon  1956.
[16] K lotz I. M. & W alke r F. M., J. A m . C hem . Soc. 69, 1609, 1947.
[17] L ev en th a l D. E., Thesis o f U n ivers ity  o f Illino is, 1958. U n iv ers ity  M icrofilm s

Inc. Ann. A rbo r M ich.
[18] M cB ain  J. W. & S tu ew er R. F., J . P hys. C hem . 40, 1157, 1936.
[19] M arte ll A. E. & S chw arzenbach  G., H elv. C him . A c ta  39, 653, 1956.
[20] M artonosi A., G ouvea M. A. & G ergely  J., J . Biol. C hem . 235, 1700. 1960.
[21] M eijbaum  W., Z. physio l. C hem ie  258, 117, 1939.
[22] M om m aerts W. F. H. M., J. Biol. C hem . 198, 445, 1952.
[23] S tra u b  F. B. & F eu e r G., B ioch im . B iophys. A cta  4, 455, 1950.
[24] S tro h m an  R. C., B iochim . B iophys. A c ta  32, 436, 1959.
[25] T o th  A., B iochem . Z. 191, 355, 1927.
[26] W ilb ran d t W., J. Gen. P hysiol. 18, 933. 1935.

NOW A PRO CED U RA  U L T R A F IL T R A C JI W ZA STO SO W A N IU  DO B A D A N IA  
W IĄ Z A N IA  NUK LEO TY DÓ W  PR ZE Z  B IA ŁK A . PR ZEC H O D ZEN IE A T P PR Z E Z  

BŁONY CELO FAN OW E W OBECNOŚCI I N IEOBECN OŚCI B IA Ł K A

S t r e s z c z e n i e

Opisano zmodyfikowaną procedurę u ltrafiltracji, w której siła od­
środkowa w ykorzystyw ana jest dla wytworzenia ciśnienia powodującego 
przechodzenie roztworu przez błonę filtracyjną. U ltrafiltrację przepro­
wadzano w specjalnie do tego celu skonstruowanym  naczyniu z plexi- 
glasu. Na powierzchnię roztworu poddawanego u ltrafiltracji nakładano 
w arstw ę płynnej parafiny, co zwiększało szybkość sączenia i umożliwiało 
przesączenie całej objętości badanego roztw oru do końca. Wykazano, że 
powyższa procedura ultrafiltracji może mieć zastosowanie do badania w ią­
zania nukleotydów (i innych niskocząstkowych substancji) przez białka, 
ponieważ uzyskane wyniki okazały się identyczne z w ynikam i dializy w y­
równawczej.

Poddając filtracji czyste roztwory nukleotydów adeninowych zaobser­
wowano, że stężenie substancji w  pierwszych porcjach przesączu było  
niższe niż w  roztworze wyjściowym, a dopiero w dalszych porcjach prze­
sączu stopniowo wzrastało. Wykazano, że to ,,zatrzym yw anie“ nukleo­
tydów zależy głównie od ładunku jonów nukleotydowych. Jeżeli roztw ór 
badany zostaje przesączony w  całości, w przesączu odnajduje się całą 
wprowadzoną ilość nukleotydu.

O trzym ano  3.10. 1960
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Note added in proof. When our m anuscrip t had already been finished 
and presented to the  Editor, an abstract in the Review  Journal of USSR  
(Section Biol. Chem., 1960, No. 22) of a paper on Centrifugal F iltration  
M ethod by Koishiro Saito & Nariko H asum ura came to our attention 
(Japanese J. Med. Progress, 46, 698, 1959). Prof. Saito has kindly sent 
us afterw ards reprin ts of this and of th ree  other- papers on related 
subjects (Kashii-Yukinori, J. Physiol. Soc. Japan, 20, 318 and 325, 1958; 
Makoto Minoguchi, J. Juzen. Med. Soc., 65, 49, 1960). So far as we can 
understand from the short English sum m aries (all the papers are printed 
in Japanese) the  m ethod described by the Japanese authors appears to 
be very sim ilar to our procedure. The authors used it for determ ination 
of protein bound Ca, P, and Cl, and for determ ination of Hb-bound 
CQ). As can be read in one of the summ aries, “the inconvenience of 
retaining of some of the ions could be completely avoided by using collo­
dion m em brane prepared on a plane glass surface, though in this case the 
yield of the filtra te  suffered a slight decrease”. It seems, however, tha t 
the passage of the whole quantity  of w ater solution through the  mem­
brane, as used in our method, may be a safer procedure.

155

http://rcin.org.pl



http://rcin.org.pl



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

V ol. V III • 1961 No. 2

T. CHOJNACKI i MARIA J. PIECHOWSKA

BIOSYNTEZA FOSFOLIPIDÓW U OW ADÓW

I. WŁĄCZANIE 32P-FOSFOCHOLINY W FOSFOLIPIDY
U C ELE R IO  EU PH O RB1AE

Z akład  B io ch em ii E w o lucy jne j, In s ty tu t B iochem ii i B io fizyk i P A N , W arszaw a

Poznanie schem atu biosyntezy fosfolipidów zawdzięczać należy głów­
nie badaniom  ostatnich lat pracowni K om berga [17, 18] i K ennedy’ego 
[14]. P race Dawsona natom iast pozwoliły ustalić przypuszczalne prekur- 
sory fosfolipidów oraz produkty ich rozpadu w w arunkach in vivo  [7, 8 ]. 
Na podstaw ie tych prac wiadomo, że pochodzenie fosforu fosfolipidów 
może być co najm niej dwojakie: albo jest to reszta fosforanowa wbudowana 
w  cząsteczkę fosfolipidu w postaci a-glicerofosf oranu, jak to  ma miejsce 
w  opisanej przez K ornberga i Pricera syntezie kwasu fosfatydowego 
[18] i inozytofosfatydu przez Paulusa i Kennedy’ego [20], albo estry  
fosforowe choliny i etanoloam iny łączą się z cząsteczką D-a, /f-dwugli- 
cerydu, tw orząc fosfatydylocholinę lub fosfatydyloetanoloam inę [15]. 
Przy użyciu podwójnie znakowanej radioaktyw nym i węglem i fosforem 
fosfocholiny K om berg i P ricer [17] wykazali, że w przebiegu syntezy 
lecytyny w  preparatach bezkomórkowych w ątroby szczura, fosfocholina 
jest zużytkow ana bez uprzedniego rozłożenia. Jak  wykazali Ken­
nedy i Weiss [15], pośrednim etapem  tej reakcji jest powstawanie 
cytydynodwufosfocholiny, zaś drugi etap  stanowi reakcja między cyty- 
dynodwufosfocholiną i D-a, /?-dwuglicerydem. W analogiczny sposób od­
byw a się synteza kefaliny. Źródłem lecytyny może być również reakcja 
metylowaniia kefaliny, jak w skazują w yniki badań Brem era i Greenber- 
ga [3]. Jeśli chodzi o biosyntezę fosfatydyloseryny, z badań Hübschera 
i wsp. [13] w ydaje się, że w powstawaniu tego związku bierze udział 
wolna, nieufosforylowana seryna, i że proces ten nie ma analogii z bio­
syntezą fosfatydylocholiny i fosfatydyloetanoloam iny. Istnieją jednak 
również dane wskazujące na pow staw anie fosfatydyloseryny z ufosfo- 
rylow anej seryny  [16]. Poza tym  możliwa jest również droga powstawa­
nia kw asu fosfatydowego przez fosforylację dwuglicerydu, jak to ma 
m iejsce w  opisanej przez Hokinów [12] reakcji ATP z D-a, /9-dwuglicery- 
dem.
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Celem tej pracy było zbadanie, czy u Celerio euphorbiae synteza fos- 
fatydylocholiny zachodzi z ufosiorylow anej choliny. Na podstaw ie 
otrzym anych wyników stw ierdziliśm y, że zarówno in vitro  jak i in vivo  
fosfocholina zostaje wbudowana bez uprzedniego odłączenia ortofosfo- 
ranu. Pozwala to  przypuszczać, że biosynteza fosfatydylocholiny u ga­
tunku Celerio euphorbiae przebiega w podobny sposób jak u zw ierząt 
wyższych.

CZĘŚC DOŚWIADCZALNA

Odczynniki: Potrzebne do badań odczynniki otrzym ywano w edług 
następujących metod:
(1) Sól barową fosfocholiny m etodą Plim m era i Burcha [21].
(2) Znakowaną 32P-fosfocholinę (sól Ba) m etodą Riley’a [22] przez ogrza­
nie H332P 0 4 z chlorowodorkiem choliny w  ciągu 10 godzin w  155° 
pod zmniejszonym ciśnieniem.
(3) Sól barową fosfoetanoloaminy metodą Outhouse’a [19] przy użyciu 
POCl3.
(4) Znakowaną 32P-fosfoetanoloam inę (sól Ba) m etodą Artom a [2] 
z H332P 0 4.

Bliższe dane dotyczące syntezy znakowanych 32P-fosfocholiny 
i 32P-fosfoetanoloam iny podane zostały w poprzedniej pracy [5].

Stosowane do doświadczeń sole sodowe estrów  otrzym ywano przez 
w ytrącenie jonów Ba2+ niewielkim  nadm iarem  0,5 m -roztw oru Na2 S 0 4
(5) ATP uzyskano z mięśni królika m etodą Szent-G yórgyi’ego [24].

Material: Doświadczenia in vitro  przeprowadzono na ciele tłuszczo­
wym Celerio euphorbiae w  następujących stadiach rozwojowych: gąsie­
nice w  czasie ostatniej linki, gąsienice w  1 - 2 dni oraz w  4 - 5 dni po 
ostatniej lince, wrzeciona, poczwarki w 1 0 -1 4  dni po zapoczwarzeniu 
oraz dojrzałe m otyle (samce) w  około 6 godzin po wylęgu. Doświadczenia 
in vivo  przeprowadzano na gąsienicach w  4 -5 dni po ostatniej lince 
oraz na samcach m otyla w około 6 godzin po wylęgu.

Włączanie 32P -fosfocholiny w fosfolipidy  in  v itro

Ciało tłuszczowe owadów w ypreparow yw ano w  narkozie eterow ej 
i rozcierano w homogenizatorze Pottera-E lvehjem a z 0,1 m-buforem  fo­
sforanowym, pH 7,5 w  ilości 1 m l buforu na 150 mg tkanki.

M ieszanina inkubowana (1 ml) zawierała: 0,5 m l hom ogenatu ciała 
tłuszczowego (około 100 mg ciała tłuszczowego zaw ierające 2 - 3,55 mg 
N całkowitego w zależności od różnic indyw idualnych pomiędzy osobni­
kami tego samego stadium  i różnic spowodowanych różnym okresem 
rozwoju), 75 ąmoli buforu fosforanowego o pH 7,5, 25 urn oh MgCl2 oraz
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2,5 M-mola 32P-fosfocholiny lub 4 umole 32P-fosfoetanoloaminy. Aktywność 
właściwa 32P-fosfocholiny wynosiła od 5 • 104 do 1,5 • 105 imp./min./Mmol P; 
aktywność właściwa 32P-fosfoetanoloam iny wynosiła 3 • 104 im p./m in./ 
umol P.

Próbki inkubow ano w  probówkach okrągłodennych, 0  1,6 cm, wyso­
kości 12 cm, w  łaźni wodnej o tem peraturze 37° w  ciągu trzech godzin 
ze stałym  wstrząsaniem .

Inkubację przeryw ano dodaniem 2 m l etanolu i ogrzaniem w 100° 
w ciągu półtorej m inuty, po czym sporządzono z badanej próbki wyciąg 
wodny i wyciąg chloroformowy jak w  poprzedniej pracy [5] metodą 
Dawsona [7]. Wyciąg chloroformowy zaw ierający fosfolipidy przem y­
wano dw ukrotn ie  podwójną objętością 0,1 n-HCI dla usunięcia dom ie­
szek 32P-fosfocholiny. Ilość 32P włączoną w  trakcie inkubacji w  fosfoli­
pidy oznaczano m ierząc na miseczkach m etalowych radioaktyw ność od­
parow anej próbki przem ytego wyciągu chloroformowego pod licznikiem 
BAT 25. Fosfor fosfolipidów oznaczano m etodą Fiskego i Subbarowa [10] 
po spaleniu próbki wyciągu z H2S 0 4. Identyfikację powstałego 32P-fos- 
folipidu prowadzono badając chrom atograficznie radioaktywność pro­
duktów  łagodnej hydrolizy alkalicznej fosfolipidów ekstrak tu  chlorofor­
mowego m etodą Dawsona [6]. W wyciągu wodnym  zaw arte były rozpu­
szczalne związki fosforowe ciała tłuszczowego oraz niezużyty do syntezy 
duży nadm iar 32P-fosfocholiny. Ew entualne przem iany dodanego znako­
wanego estru  kontrolowano badając chrom atograficznie próbkę wyciągu 
wodnego w  układzie kwaśnym  rozpuszczalników według Ebela [9] i lo­
kalizując radioaktyw ne plam y m etodą autoradiografii. Azot w homoge- 
natach oznaczano m etodą Kjeldahla.

Włączanie 32P-fosfocholiny w  fosfolipidy  in vivo

Gąsienicom w strzykiw ano około 2 M-m ole 32P-fosfocholiny (9 • 104 
imp./min./(rmol P) w objętości 0,1 ml. Po założeniu luźno nicianej pod­
wiązki na  odnóże gąsienicy, igłę strzykaw ki wprowadzano poprzez jego 
szczyt ukośnie pod powierzchnią skóry na głębokość 1 -1 ,5  cm. W trakcie 
w yjm ow ania igły z ciała podwiązkę zaciskano celem uniemożliwienia 
wycieku hemolimfy. Motylom w strzykiw ano do odwłoku około 1 umol 
32P-fosfocholiny (5,9 • 104 imp./min./Mmol P) w  objętości 0,1 ml. Po 24 
godzinach m otyle oraz gąsienice, po usunięciu zawartości przewodu po­
karmowego, homogenizowano w  10% kwasie trój chlorooctowym (TC A) 
i oznaczano zawartość 32P m ierząc pod licznikiem radioaktyw ność prób­
ki homogenatu. N astępnie izolowano frakcję kwasorozpuszczalną i lipi­
dową m etodą Schneidera [23]. Metodę tę  zastosowano w  badaniach in vivo  
ze względu na obecność pyrofosforanu u m otyli samców. Pyrofosforan
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w ystępuje w  formie nie dającej się ekstrahow ać w oddziaływaniu obojęt­
nym  [11] stosowanym w m etodzie Dawsona, przechodzi zaś do TC A uży­
wanego przez Schneidera. Zawartość 32P we frakcji lipidowej i kwasoroz- 
puszezalnej oznaczano po odparowaniu próbek na miseczkach metalo­
wych; fosfor całkowity m etodą Fiskego i Subbarowa [10] po spaleniu 
próbki z H2SO4. Ekstrakty lipidowe uzyskane m etodą Schneidera zawie­
rają  radioaktyw ne zanieczyszczenia nielipidowe, wobec jednak dużej ra ­
dioaktywności fosfolipidów obecność ich można było pominąć.

WYNIKI

W yniki badań in vitro  włączania 32P-fosfocholiny w fosfolipidy ho- 
m ogenatu ciała tłuszczowego u różnych stadiów rozwojowych Celerio 
euphorbiae przedstaw iono na Rys. 1. W artość włączania wyrażono jako 
względną aktywność właściwą frakcji fosfolipidowej.

aktywność właściwa P  lipidowego 
W zględna aktywność właściwa — aktywność właściwa P  fosfocholiny *

Z 8 doświadczeń obejm ujących gąsienice w  czasie ostatniej linki oraz 
żerujące do 5 dni od ostatniej linki znaleziono średnią względną aktywność 
właściwą rów ną 3,6. W porównaniu do gąsienic włączanie u wrzecion, 
poczwarek i motyli było kilkakrotnie mniejsze.

W 9 doświadczeniach obejm ujących wrzeciona, poczwarki i m otyle 
względna aktywność właściwa frakcji fosfolipidowej w ahała się w gra­
nicach od 0,28 do 0,94. Po łagodnej hydrolizie alkalicznej [6] frakcji fosr- 
folipidowej ciała tłuszczowego gąsienic inkubowanego z 32P-fosfocholiną 
radioaktywność stw ierdzano chrom atograficznie tylko w  plam ie odpo­
wiadającej glicerofosfocholinie, co świadczy, że włączanie 32P  było w y­
razem  syntezy radioaktyw nej lecytyny.

W trakcie 3 godz. inkubacji ciała tłuszczowego z 32P-fosfocholiną nie 
stw ierdzono rozkładu dodanego estru  ani w ytw arzania 32P-ortofosforanu. 
W badaniu chrom atograficznym  plam a ortofosforanu zaw ierała pod ko­
niec inkubacji jedynie ślady izotopu. Wobec tego możemy przyjąć, że 
radioaktyw na lecytyna powstawała w reakcji włączania w m ateriał lipi­
dowy nierozłożonej fosfocholiny.

Badane w  jednym  doświadczeniu włączanie 32P-fosfoetanoloam iny 
w  fosfolipidy ciała tłuszczowego różnych stadiów rozwojowych Celerio 
euphorbiae jest podobne do włączania fosfocholiny. I tu  również in ten­
syw ne wbudowywanie znakowanego estru  obserwowano u gąsienic, n a ­
tom iast starsze stadia rozwojowe dawały bardzo niskie wartości.

W dalszych doświadczeniach badano w pływ  ATP i czynników ham u­
jących na wielkość włączania 32P-fosfocholiny w  fosfolipidy. W doświad­
czeniach użyto hom ogenatu ciała tłuszczowego w ypreparow anego z k ilku
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gąsienic żerujących po ostatniej lince. Włączanie wyrażono w procentach 
dodanego estru . Na Rys. 2 przedstawiono wpływ ATP. Jak  widać, w  próbie 
kontrolnej włączanie fosfocholiny zachodzi z praw ie niezm ienną szyb­
kością w  ciągu kilku pierwszych godzin, i po 6 godz. inkubacji 1,35%  
dodanej radioaktyw ności jest w budow ane w fosfolipidy. Dodanie 7 (¿moli

Rys. 1. W łączan ie  32P -fosfocho lm y  in  v itro  
w fo sfo lip id y  c ia ła  tłuszczow ego w  różnych  
s ta d ia c h  rozw ojow ych  C elerio euphorbiae. 
(A) gąsien ice  w  czasie  o sta tn ie j lin k i; (B) gą­
sien ice  że ru jące  w  1 - 2 dni po o s ta tn ie j l in ­
ce; (C) gąsien ice  żeru jące  w  4 - 5 dn i po 
o s ta tn ie j lince ; (D) w rzec iona ; (E) poczw ark i; 
(F) m o ty le  sam ce w  około 6 godzin  po w y ­
lęgu. P u n k ty  oznacza ją  w y n ik  jednego  do­

św iadczen ia . Szczegóły w  tek śc ie

Rys. 2. W pływ  A T P n a  p rze ­
bieg w łączan ia  32p_f0sfocho- 
liny  w  fosfo lip idy  hom ogena- 
tu  ciała tłuszczow ego gąsienic 
żeru jących , (o ) k o n tro la , (#) z 
A TP (7 ąm oli). S k ład  m iesza­
n iny  in k u b o w an e j i w a ru n k i 
in k u b ac ji podano  w  części 

dośw iadczalnej

ATP obniża znacznie włączanie znakowanego estru. Po 6 godz. inkubacji 
w  wyciągu chloroformowym znaleziono tylko 0,13% dodanej radioaktyw ­
ności. Obniżenie włączania powodowały również jony wapnia, cysteina 
oraz fluorek potasu (Tabl. 1).

T a b lic a  1

Czynniki hamujące syntezę in vitro 32P-fosfolipidów z i2P-fosfocholiny 
w homogenacie ciała tłuszczowego gąsienic żerujących

Skład mieszaniny inkubowanej i warunki inkubacji w tekście. Wyniki podano w procentach 32P-fosfocholiny wbudowanej
w fosfolipidy

Dodatek
(fimole) Dośw. 1 Dośw. 2

Kontrola 0,194 0,700
CaCl2 (12,5) 0,176 —

CaCl2 (50) 0,052 —

Cysteina (10) — 0,286
K F (40) — 0,042
Cysteina (10)+K F  (40) — 0,586
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T a b lic a  2

Rozmieszczenie i2P w frakcjach fosforowych gąsienic i motyli Celerio euphorbiae po 24 godz.
od wstrzyknięcia 3 2P-fosfocholiny

Dane dotyczące przebiegu frakcjonowania oraz wstrzykiwanych ilości 3JP-fosfocholiny podano w części doświadczalnej. 
Wyniki podano w procentach ogólnej ilości ” P zawartej w ciele owada oraz jako aktywności właściwe (imp./min.//rmol 
fosforu). Podano również stosunek aktywności właściwej frakcji lipidowej (A) do aktywności właściwej frakcji kwaso-

rozpuszczalnej (B)

Frakcja kwaso- 
rozpuszczalna

Frakcja lipidowa

Doświadczenie % ogólnej 
ilości 32P 
zawartej 
w ciele

aktywność
właściwa

(B)

% ogólnej 
ilości 32P 
zawartej 
w ciele

aktywność
właściwa

(A)

A/B

Gąsienice
I 42,0 9,9 52,5 35,3 3,6

II 42,6 11,8 55,3 29,4 2,5
III 44,2 20,5 40,3 23,8 1,2

Motyle
I 83,5 19,2 14,1 16,9 0,9

II 69,4 14,3 11,4 14,3 1,0
III 70,5 16,4 14,7 23,6 1,4

Badania nad włączaniem in vivo  32P-fosfocholiny w fosfolipidy u gą­
sienic i u motyli dały wyniki potwierdzające w yniki doświadczeń in  vitro. 
Po w strzyknięciu znakowanego estru znaleziono po 24 godz. znaczne w łą­
czenie izotopu w  fosfolipidy u gąsienic, natom iast u m otyli ilość 32P 
w  fosfolipidach stanow iła m ały procent całkowitej radioaktyw ności ozna­
czonej w  ciele motyla. U gąsienic aktywność właściwa frakcji fosfolipi- 
dowej była do trzech razy wyższa od aktywności właściwej frakcji kw a- 
sorozpuszczalnej, podczas gdy u motyli obie wartości były zbliżone do 
siebie (Tabl. 2).

DYSKUSJA

Rola fosfocholiny w  biosyntezie fosfolipidów oraz mechanizm jej w łą­
czania w  fosfolipidy zostały zbadane przez Kornberga i Pricera [17] oraz 
K ennedy’ego i Weissa [15] u zwierząt wyższych (wątroba szczura, w ątro­
ba kurczęcia). Przedstawione w  tej pracy badania in vitro  nad włącza­
niem 32P-fosfocholiny w  fosfolipidy ciała tłuszczowego Celerio euphorbiae 
wskazują, że również u  tego owada w  syntezie lecytyny bierze udział 
cząsteczka fosfocholiny jako całość. Dzięki zastosowaniu do doświadczeń 
buforu fosforanowego w ilości 30 wnoli P na 1 umol dodawanej do homo- 
genatu 32P-fosfocholiny można było wykluczyć możliwość włączania
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w fosfolipidy 32P-ortofosforanu, który mógłby powstać z rozpadu radio­
aktyw nej fosfocholiny. Obecność w  inkubacie nieznakowanego ortofosfo- 
ranu  w  stężeniu w ielokrotnie przewyższającym stężenie 32P-fosfocholiny 
stw arzała blok rozcieńczeniowy uniem ożliwiający przejście izotopu w fos­
folipidy via  ortofosforan. Badaniem chromatograficznym stwierdzono 
zresztą, że rozpad znakowanej fosfocholiny i powstawanie 32P-ortofosfo- 
ranu  nie zachodzi praw ie wcale w  ciągu kilkugodzinnej inkubacji. Chro- 
m atogram y wyciągów wodnych inkubatów 3- i również 6-godzinnych w y­
kazyw ały radioaktyw ność w  plam ie fosfocholiny, a ty lko ślady 32P w pla­
m ie ortofosforanu. Można wobec tego przyjąć, że nierozłożona cząsteczka 
fosfocholiny w budow ywana była w  fosfolipidy. Po łagodnej hydrolizie alka­
licznej frakcji fosfolipidowej około 70°/o zawartego w  niej 32P przecho­
dziło do fazy wodnej. W badaniu chrom atograficznym  radioaktywność ta  
odpowiadała plam ie glioerofosfocholiny. Świadczy to  o syntezie w  ciele 
tłuszczowym  radioaktyw nej lecytyny z 32P-fosfocholiny. W stosowanych 
w arunkach łagodnej hydrolizy alkalicznej metodą Dawsona [6] czysta 
lecytyna ulega hydrolizie w  84°/o. Trzeba przyjąć zatem, że w  ciele 
tłuszczowym  obok lecytyny w m niejszym  stopniu powstawały z dodanej 
fosfocholiny fosfolipidy niezm ydlające się, do których zalicza się sfingo- 
mielinę.

Synteza znakowanej lecytyny zachodziła z różnym natężeniem  
w  hom ogenatach ciała tłuszczowego różnych stadiów rozwojowych 
Celerio euphorbiae. W stadium  gąsienicy zachodziła ona wyraźnie, 
u wrzecion, poczwarek i m otyli praw ie wcale nie zaobserwowano w łą­
czania 32P-fosfocholiny w e frakcję fosfolipidową. Należy zaznaczyć, że 
różnice te  nie są spowodowane niejednakowym  stopniem  rozcieńczenia 
radioaktyw nego estru  przez w łasny nieznakowany substrat próbek ciał 
tłuszczowych z różnych stadiów rozwojowych owada. Próbki fosfocholiny 
izolowane chrom atograficznie z wyciągów wodnych różnych inkubatów 
nie w ykazyw ały znacznych różnic w aktywności właściwej pomiędzy sobą 
(oznaczenia te  wykonano posługując się metodą stosowaną w innej 
pracy [4]).

W doświadczeniu z 32P-fosfoetanoloam iną u gąsienic zachodziło w y­
raźne włączanie «w fosfolipidy dodanego estru, podczas gdy u starszych 
stadiów rozwojowych włączanie było bardzo niskie. Analogia między 
włączaniem  fosfocholiny i fosfoetanoloaminy może być tłum aczona tym 
samym  mechanizmem biosyntezy lecytyny i kefaliny [15].

O ile niskie wartości włączania u wrzecion i poczwarek pozostają 
w  zgodności z ogólnie znanym  spadkiem  procesów m etabolicznych’ u tych 
stadiów w  porów naniu do gąsienic, o ty le  nie stw ierdzenie włączania 
w ciele tłuszczowym m otyli stanowi niespodziankę wym agającą dalszego 
zbadania. W tym  celu sprawdzono in vivo  zdolność włączania znakowanej
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fosfocholiny w  fosfolipidy u gąsienic i u motyli. Również i w tych do­
świadczeniach stwierdzono niższe włączanie 32P  w fosfolipidy u m otyli 
w  porównaniu z gąsienicami.

Zauważone w homogenatach ciała tłuszczowego gąsienic obniżenie syn­
tezy radioaktyw nej lecytyny z 32P-fosfocholiny pod wpływem  ATP można 
wytłum aczyć możliwym w  tych w arunkach zmniejszeniem  ilości dw u- 
glicerydu, k tóry  jest akceptorem  fosfocholiny. W podobnie przeprowadzo­
nych doświadczeniach ze znakowaną fosfocholiną na tkance wątrobowej 
świnki morskiej (T. Chojnacki i T. Korzybski, dane niepublikowane) za­
uważono również obniżenie włączania fosfocholiny w  obecności ATP, 
podczas gdy ADP nie powodował tego efektu. W przeciw ieństw ie do w łą­
czania fosfocholiny ATP nie powodował obniżenia włączania w fosfo­
lipidy w ątroby 32P-a-glicerofosf oranu lecz wzrost o około 50%, co może 
być tłum aczone innym  m echanizmem włączania tego estru. Hokin i Hokin
[12] wykazali, że D -a, /3-dwugliceryd może być fosforylowany kosztem 
ATP. Pow staje w  tej reakcji kwas fosfatydowy, k tó ry  z kolei może brać 
udział w syntezie inozytofosfatydu [20]. Powyższa hipoteza o odciąganiu 
D -a, /3-dwuglicerydu z toru  lecytynowego do procesów powstawania in ­
nych fosfolipidów będzie potwierdzona wówczas, jeśli uda się wykazać 
reakcję Hokinów u Celerio euphorbiae.

H am ujący wpływ fluorku i cysteiny trudno powiązać z hamowaniem 
określonych etapów  biosyntezy lecytyny z fosfocholiny. Obniżenie syn­
tezy w  obecności jonów wapnia według K ennedy’ego i Weissa [15] polega 
na ham owaniu działania transferazy gliceryd - fosfocholiną.

Autorzy w yrażają serdeczne podziękowanie Prof. Dr I. Mochnackiej 
za cenne wskazówki i pomoc w przygotowaniu pracy do druku.

STRESZCZENIE

W biosyntezie lecytyny u Celerio euphorbiae bierze udział cząsteczka 
fosfocholiny. Natężenie włączania 32P-fosfocholiny badane w homogena­
tach ciała tłuszczowego jest niejednakow e w  różnych stadiach rozwojo­
wych owada. Jest ono najsilniejsze u gąsienic, podczas gdy u wrzecion, 
poczwarek i motyli jest nieznaczne. Również in vivo  włączanie w strzyk­
niętej znakowanej fosfocholiny w  fosfolipidy całych organizmów jest 
u m otyli blisko trzy razy niższe niż u gąsienic żerujących.
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BIO SY N TH ESIS O F P H O SPH O L IPID S  IN  INSECTS

I. IN C O R PO R A T IO N  O F 32P-PH O SPH O C H O L IN E IN T O  PH O S P H O L IP ID S  
OF C E LE R IO  E U P H O R B I A E

S u m m a r y

A molecule of phosphocholine takes part in  biosynthesis of lecithin in 
Celerio euphorbiae. The ra te  of incorporation of 32P-phosphocholine when 
followed in  homogenates of fat-body is not equal in various stages of the  
insect growth. It is the  highest in caterpillars, w hile it is a slight one 
only in spindle, pupa and moth. The incorporation of injected labelled 
phosphocholine into phospholipids, w hen observed in vivo, is also in  m oth 
1/3 of tha t in feeding caterpillars.

O trzym ano  5.11.1960
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T. CHOJNACKI

BIOSYNTEZA FOSFOLIPIDÓW U OW ADÓW

II. BADANIA NAD WŁĄCZANIEM 32p_ORTOFOSFORANU U MOTYLA
CELERIO EUPHORBIAE

Z a k ła d  B io ch em ii E iao lucyjnej, In s ty tu t  B iochem ii i B io fizy k i P A N , W arszaw a

W yniki badań nad biosyntezą lecytyny w różnych stadiach rozwojo­
w ych Celerio euphorbiae przeprowadzone in vitro  na hom ogenatach ciała 
tłuszczowego przy użyciu znakowanej 32P-fosfocholiny wykazały, że na­
tężenie biosyntezy w czasie rozwoju studialnego gąsienicy do m otyla 
spada [5]. Podczas gdy u  gąsienic w  fosfolipidach znajdow ano zwykle 
1 - l,5°/o 32P  dodawanego w postaci znakowanego estru, u  starszych s ta ­
diów rozwojowych włączanie wynosiło m niej niż 0,1%. Tak niska w ar­
tość leżała już w  granicach błędu doświadczenia. Z tego powodu nie 
można było wnioskować o m echanizm ie biosyntezy fosfolipidów w  ciele 
tłuszczowym  starszych stadiów rozwojowych. Również w  badaniach in 
vivo  stw ierdzono, że po injekcji znakowanej fosfocholiny wbudowywanie 
tego e stru  w  fosfolipidy było blisko 3 razy niższe u m otyli niż u  gąsienic 
żerujących [5]. W ynik taki mógł być jednak uw arunkow any słabą pene­
trac ją  w strzykniętego estru  do w nętrza komórek. U zw ierząt wyższych 
po w strzyknięciu 32P-fosfocholiny nie dochodzi również do oczekiwanego 
masywnego w budow ania izotopu w fosfolipidy tkanek. Tłumaczy się to 
nieprzepuszczalnością błon komórkowych dla estrów  kwasu fosforowe­
go [14], W związku z tym , interesujące było zbadanie u m otyli natężenia 
biosyntezy lecytyny ze znakowanego fosforanu nieorganicznego.

W tej pracy po w strzyknięciu m otylom  32P-ortofosforanu zbadano prze­
bieg włączania izotopu w  fosfolipidy. Śledzono również włączanie 32P 
w  cząsteczkę fosfocholiny, co pozwoliło wnioskować o roli tego estru  
w biosyntezie lecytyny.

U zyskanie danych o natężeniu biosyntezy lecytyny w całym organiz­
m ie owada pozwala porównać ten proces z przebiegiem lokalnego depo­
now ania w męskim  narządzie rodnym m otyla dużych ilości pyrofosforanu. 
Pyrofosforan, którego powstawanie związane jest prawdopodobnie z tw o­
rzeniem  lecytyny z fosfocholiny, pow staje pod koniec okresu poczwarko-

[167]
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wego i już po kilkunastu godzinach od m om entu wylęgu ilość jego 
się nie zwiększa [10, 12].

METODY

M otyle samce brane do eksperym entów pochodziły z własnej hodowli. 
W kilka godzin po wylęgu w strzykiw ano do ciała tłuszczowego 0,1 ml 
roztw oru Na2H32P 0 4 (5 ąC 32P; 10 ąg P). Ilość izotopu zawartego w ciele 
m otyla oznaczano każdorazowo po sporządzeniu homogenatu. Po upły­
wie odpowiedniego czasu od m om entu zastrzyku m otyle zabijano eterem  
i całe homogenizowano z 3 m l wody. Homogenat ogrzewano we wrzącej 
łaźni wodnej półtorej m inuty  i uzupełniano do 10 ml 96% etanolem. Dla 
uzyskania frakcji fosfolipidowej i frakcji rozpuszczalnej w wodzie po­
stępow ano jak poprzednio [4] według procedury stosowanej przez Daw- 
sona [7], która zapewnia uzyskanie frakcji fosfolipidowej wolnej od do­
mieszek związków fosforowych rozpuszczalnych w wodzie. Zastosowanie 
tej procedury było ważne szczególnie u m otyli zabijanych po krótkim  
czasie od zastrzyku, gdy włączanie S2P w fosfolipidy mogło być jeszcze 
nieznaczne, a niewielkie skażenie frakcji fosfolipidowej związkami roz­
puszczalnymi w  wodzie mogło spowodować błędne wyniki. Związki fosfo­
rowe frakcji rozpuszczalnej w  wodzie po przepuszczeniu przez kolumnę 
A m berlit IRC 50 (forma H f) chrom atografowano w układzie dw ukierun­
kowym według Dawsona [8] na bibule W hatm an No 1 przem ytej 2 n -kw a­
sem octowym.

M ateriał zaw arty w ekstrakcie chloroformowym poddawano łagodnej 
hydrolizie alkalicznej według Dawsona [6] i produkty  hydrolitycznej de­
gradacji fosfolipidów badano chrom atograficznie w układzie dw ukierun­
kowym na bibule W hatm an No 1 przem ytej 2 n-kw asem  octowym. Aktyw ­
ności właściwe lecytyny i kefaliny oznaczono na podstawie badania ich 
produktów  degradacji. W tym  celu wycinano z chrom atogramów radio­
aktyw ne plam y glicerofosfocholiny (GPChol) 1 i glicerofosfoetanoloaminy 
(GPEt) i oznaczano w nich zawartość 32P i fosforu całkowitego. W bada­
niu  chrom atograficznym  związki te nie różniły się od produktu fosforo­
wego łagodnej hydrolizy alkalicznej lecytyny (f-my Merck) i kefaliny 
uzyskanej z mózgu m etodą Folcha [3] (frakcja- V). W ycinek bibuły spalano 
w  0,2 ml 60% kwasu nadchlorowego w  suszarce w  155° w ciągu 12 go­
dzin, następnie hydrolizowano z 1 ml wody w ciągu 20 m inut, zobojęt­
niano stężonym amoniakiem i uzupełniano do 2 m l wodą. Zawartość 32P 
w  spalonej próbce oznaczano przy pomocy licznika do cieczy BAS 7. Za­

1 S tosow ane sk ró ty : A TP, ad enozyno tró jfo sfo ran ; CDPChol, cy tydynodw ufosfo - 
cho lina ; CMP, cy ty dyno jedno fosfo ran ; CTP, cy ty d y n o tró jfo sfo ran ; G PC hol, g lice ro - 
fosfocho lina; G PEt, g licerofosfoetanoloaim ina; PC hol, fosfocho lina; PP , p y ro fosfo ran .
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wartość fosforu w tej próbce oznaczano metodą Berenblum a i Chaina 
[1] stosując zamiast ¿zobutanolu n-butanol [2].

W podobny sposób oznaczano aktywność właściwą fosfocholiny po 
wycięciu radioaktyw nej plam y tego związku z chrom atogram u frakcji 
związków rozpuszczalnych w wodzie. Radioaktywne związki fosforowe 
lokalizowano na chrom atogramach m etodą autoradiografii, czas zetknię­
cia z kliszą wynosił 3 do 10 dni. N iektóre z tych związków zidentyfiko­
wano przy użyciu odpowiednich nieznakowanych substancji, a-glicero- 
fosforanu (f-my BDH) oraz fosfocholiny i fosfoetanoloaminy otrzym anych 
syntetycznie według metod podanych w poprzedniej p racy  [4].

Przy porównywaniu zawartości 32P w  poszczególnych frakcjach fosfo­
rowych w  zależności od czasu upływającego od m om entu zastrzyku izo­
topu, całkowitą zawartość 32P w ciele m otyla sprowadzono do wartości 
teoretycznej 106 imp./min. (5 M-C odpowiadało tej wartości w stosowanych 
w arunkach pomiaru). W poszczególnych doświadczeniach aktywność 
wprowadzana w dawce teoretycznej 106 imp./min. w ykazywała odchyle­
n ia  w granicach ± 30%. Odchylenia wzwyż należało odnieść do większej 
niż 0,1 ml ilości wprowadzonego roztworu Na2H32P 0 4, odchylenia w dół 
mogły pochodzić zarówno od błędu in m inus  przy injekcji, jak też mogły 
być spowodowane wydalaniem  z moczem.

Przy porównywaniu aktywności właściwych u różnych m otyli frakcji 
fosforowych i związków fosforowych uwzględniono również różnice w za­
wartości fosforu zależne od wielkości motyla. Po wprowadzeniu bowiem 
pewnej ilości izotopu do organizmu zawierającego m ało fosforu uzyskuje 
się wysoki stosunek 32P : 3lP. Jeśli natom iast zawartość fosforu jest w ięk­
sza, uzyskam y niższy stosunek 32P: 3lP po dodaniu tej samej co poprzed­
nio ilości izotopu. Dlatego u każdego m otyla oznaczano zarów no zaw ar­
tość 32P, jak  i fosfor całkowity. Oznaczone aktywności właściwe poszcze­
gólnych związków fosforowych lub frakcji fosforowych różnych motyli 
porównywano m iędzy sobą po pomnożeniu przez charakterystyczny dla 
każdego m otyla współczynnik k:

umowna aktywność właściwa fosforu całego motyla=    —— -----------
znaleziona aktywność właściwa fosforu całego m otyla 

Jako  umowną aktywność właściwą przyjęto wartość 2 • 104 imp./min. 
M-mol P, co odpowiadałoby 106 imp./min. w  ciele m otyla zawierającego 
50 u-moli fosforu całkowitego. Uwzględniono również poprawkę na pół- 
okres trw ania izotopu. Oznaczenia dla każdego badanego czasu wykonano 
na pojedynczych osobnikach.

WYNIKI I DYSKUSJA

Włączanie w strzykniętego motylowi 32P-ortofosforanu we frakcję 
fosfolipidową zachodzi bardzo powoli, osiągając maksimum  po około 18
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godzinach od m om entu podania izotopu (Rys. 1). W tym  czasie zawartość 
32P w tej frakcji stanowi około 25% całej ilości izotopu w  ciele motyla. 
Po osiągnięciu wspomnianego maksimum radioaktywność frakcji fosfolipi- 
dowej m aleje i po 72 godzinach stanowi już tylko 5°/o całości.

Aktywność właściwa frakcji fosfolipidowej osiąga maksimum około 12 
godziny po zastrzyku izotopu (Rys. 2). Przebieg narastania aktywności 
właściwych poszczególnych fosfolipidów zaw artych w tej frakcji daje 
jednak obrazy różne. K efalina w ykazuje większą ruchliwość m etaboliczną

Rys. 1. Z aw arto ść  32P  w e  frak c jach  
fosforow ych sam ca m o ty la  C. e u ­
phorbiae  w  różnych  m om en tach  
po zas trzy k u  32P -o rto fo sfo ranu . (# ) 
w yciąg  w odny; (o )  w yciąg  ch lo ro ­

form ow y

Rys. 2. A ktyw ności w łaśc iw e
(im p ./m in ./pm ol P) fosfo lip idów  
m otyli w ilczom leczków  w  róż­
nych  m om en tach  po w strzy k n ięc iu  
::2P -o rto fo sf o ranu . (o) e k s tra k t
ch lo ro fo rm ow y; ( □ )  lecy tyna ;

(A ) ke fa lin a

niż lecytyna. Znaczny wzrost radioaktywności kefaliny notowano w cią­
gu pierwszych 12 godzin od podania izotopu. Przebieg krzyw ej aktyw ­
ności właściwej lecytyny jest zupełnie odmienny. W łączanie 32P w  lecy­
tynę narasta  nieznacznie w ciągu pierwszych 18 godzin. M aksimum aktyw ­
ności właściwej tego związku zanotowano po upływ ie 36 godzin od po­
dania izotopu. Po upływie dalszych 36 godzin aktywność właściwa lecy­
tyny spadła tylko nieznacznie. Porów nując charakter krzyw ych aktyw ­
ności właściwych tych dwu fosfolipidów z przebiegiem krzywej ak tyw ­
ności właściwej frakcji fosfolipidowej badanej jako całość, widać, że ca­
łość fosfolipidów w ykazuje typ obrotu podobny do obrotu kefalin. Po­
nieważ aktywność właściwa frakcji fosfolipidowej jest wypadkową ak­
tywności właściwych poszczególnych fosfolipidów w niej zawartych, 
można przewidzieć z analizy krzyw ych rysunku 2 , że frakcja fosfolipi- 
dowa zawiera połączenia o jeszcze szybszym m etabolizmie niż obserwo­
w any w  przypadku kefaliny. Na fotografiach rysunku  3, które przedsta­
wiają autoradiogram y chrom atogramów hydrolizatów alkalicznych fosfo-
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Rys. 3. A u to rad io g ram  dw uk ierunkow ego  ch ro m ato g ram u  alkalicznego  hy d ro liza tu  
fosfo lip idów  m oty la  C. euphorbiae, (a) po 3 godz., (b) po  72 godz. od  w strzy k n ięc ia  
32P-ortx>fosforanu. (1) g licerofosfocholina, (2) g licero fosfoetano loam ina. K ie ru n ek  I :  
fenol nasy co n y  ro z tw o rem  0,1% NH^ (tech n ik a  zstępu jąca). K ie ru n ek  II: m ety lo - 
p ropan -2 -o l - w o d a  (62:38 v /v )-k w as tró j ch lorooctow y (10% w /v) (techn ika  w s tęp u ­

jąca) [6]

lipidów m otyla ekstrahow anych po upływie 3 i 72 godzin od podania 
izotopu, oprócz radioaktyw nych plam  glicerofosfocholiny i glicerofosfo- 
etanoloaniiny, powstałych w  trakcie łagodnej hydrolizy alkalicznej odpo­
w iednio z lecytyny i kefaliny, widać kilka innych radioaktyw nych plam. 
Te ostatnie mogą odpowiadać produktom  degradacji kwasu fosfatydowego, 
inozytofosfatydu czy serynofosfatydu. Przem ianie tych  w łaśnie po­
łączeń i kefaliny należy przypisać włączanie w  ciągu kilku pierwszych 
godzin większej ilości izotopu do frakcji fosfolipidowej. Synteza lecytyny 
bowiem jest w  tym  czasie jeszcze nieznaczna.

Obserwowane u m otyla wilczomleczka różnice między szybkością 
obrotu lecytyny i kefaliny pozostają w dobrej zgodności z wynikam i po­
dobnych badań u zwierząt wyższych in vitro  [6 ] i in vivo  [8, 15], u któ­
rych fosfolipidy można według malejącej szybkości obrotu mierzonego 
przy pomocy 3aP, uszeregować w  następującej kolejności: kwas fosfaty- 
dowy, dwufosfoinozytyd, kefalina i fosfatydyloseryna, lecytyna.

Badanie zawartości 32P w  frakcji związków rozpuszczalnych w  wodzie 
wykazało bardzo szybki odpływ z tej frakcji w strzykniętego 32P-orto- 
fosf oranu (Rys. 1). Najprawdopodobniej spowodowane to  jest deponowa­
niem 32P w białym odcinku przewodu wytryskowego w  postaci pyro- 
fosforanu, k tóry jak wykazano [10], n ie  przechodzi przy oddziaływaniu 
obojętnym  do frakcji związków rozpuszczalnych w  wodzie. Proces syn­
tezy pyrofosforanu w ciele samca przebiega rzeczywiście bardzo in ten­
syw nie w  ciągu kilku pierwszych godzin życia m otyla [12]. Na fotogra­
fiach rysunku 4 przedstawiono autoradiogram y chrom atogram ów związ­
ków fosforowych wyciągu wodnego m otyla po zastrzyku 32P-ortofosfo- 
ranu. Widoczne są na nich m iędzy innym i radioaktyw ne plam y glicero- 
fosforanu, fosfocholiny i fosfoetanoloaminy. Na podstawie prac w ielu auto­
rów wiadomo, że powyższe estry  stanow ią u zwierząt wyższych p rekur­
sor y fosfolipidów. W poprzedniej pracy [5] stwierdzono, że taką  samą 
rolę spełniają u gąsienic C. euphorbiae. Pow stanie tych estrów  z ortofo-
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sforanu u m otyli w skazuje na możliwość podobnej drogi syntezy fosfo­
lipidów również w  stadium  motyla.

Rys. 4. A u to rad io g ram  dw uk ierunkow ego  ch ro m ato g ram u  w yciągu  w odnego m oty la  
w llczom leczka, (a) po 1 godz., (b) po 72 godz. od w strzy k n ięc ia  :!2P -o rto fo sf o ranu . 
(1) fosfocholiną, (2) fosfoetano loam ina, (3) g licero fosfo ran , (4) g licerofosfocholina. 
(5) g licero fosfoetano loam ina. K ie ru n ek  I: feno l n asycany  roz tw o rem  0,t°/o N H 3 

(techn ika  zstępu jąca). K ie ru n ek  II : e tan o l - NH^ stęż. (c. w ł. 0,880)-w o d a ; (61 : 29 : 10)
(techn ika  w stępu jąca) [8]

Na chrom atogram ie frakcji związków rozpuszczalnych w wodzie uzy­
skanych z m otyla po upływie 72 godzin od podania izotopu widoczne są 
radioaktyw ne plam y odpowiadające glicerofosfocholinie i glicerofosfo- 
etanoloam inie. Jak  wykazał Dawson w badaniach prowadzonych na 
w ątrobie [7, 9], dw uestry te  są produktam i katabolizm u fosfolipidów. 
Obecność GPChol i GPEt w frakcji rozpuszczalnej w wodzie uzyskanej 
z motyla, u którego zaznaczył się już spadek aktywności właściwych lecy­
tyny  i kefaliny świadczy, że u C. euphorbiae rozpad fosfolipidów prze­
biega podobną drogą.

W celu wyjaśnienia roli fosfocholiny w procesie syntezy lecytyny 
u m otyla C. euphorbiae wykonano pom iary aktywności właściwych tych 
związków w kilku różnych m omentach na przestrzeni trzech dni od po­
dania izotopu. W yniki tych pom iarów przedstaw iono na rysunku 5. 
Maksimum aktywności właściwej fosfocholiny w ystępuje po upływ ie 6 -1 2  
godzin od zastrzyku 32P-ortofosf oranu. Po 18 godzinach zanotowano 
znaczny spadek tej wartości i podobnie niskie wartości po 36 i 72 godzi­
nach. Aktywność właściwa lecytyny narasta wolniej i osiąga m aksim um  
po około 36 godzinach. Z porównania przebiegu krzyw ych aktywności 
właściwych tych dwu związków wynika, że fosfocholiną może być u mo­
ty la  C. euphorbiae prekursorem  lecytyny, bowiem jej m aksim um  aktyw -
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ności w łaściw ej poprzedza m aksimum  obserwowane dla lecytyny, a część 
opadająca krzyw ej fosfocholiny przecina krzywą lecytyny w okolicy 
szczytu.

Rys. 5. A k ty w n o śc i w łaśc iw e (im p ./m in .^m o l 
P) fosfocholiiny i lecy tyny  m otyli C. euphorbiae  
w  ró żn y ch  m o m en tach  po w strzy k n ięc iu  3-P- 
o rto fo sfo ran u . (O) fosfocholina, (# ) lecy tyna

Opisane przez K ennedy’ego i Weissa [13], włączanie fosfocholiny 
w cząsteczkę lecytyny zachodzi w dwu etapach. W pierwszej reakcji z CTP 
i fosfocholiny pow staje cytydynodwufosfocholina i pyrofosforan nieorga­
niczny. W drugiej z cytydynodwufosfocholiny i D-a, jS-dwuglicerydu 
pow staje CMP i lecytyna. Przypuszcza się, że duże ilości PP nagrom a­
dzone w przewodzie w ytryskow ym  samca m otyla C. euphorbiae stanow ią 
produkt pierwszego etapu biosyntezy lecytyny. Z ilości PP znajdowanego 
w ductus ejaculatorius i zawartości fosforu lipidowego m otyla [11] w y­
nika, że ilość powstającej CDPChol może przewyższać jej zapotrzebowa­
nie dla syntezy lecytyny w całym ciele motyla. Proces lokalnego nagro­
m adzenia P P  nie wykazuje zgodności w czasie z zachodzącą w całym 
organizmie biosyntezą lecytyny. Po kilkunastu godzinach od wylęgu mo­
ty la  nie obserw uje się już zwiększania ilości PP w  narządzie rodnym  [12], 
podczas gdy biosynteza lecytyny w całym organizmie zachodzi bardzo 
w yraźnie jeszcze po tym  czasie. Z drugiej strony intensyw nej lokalnej 
syntezie PP w  pierwszych godzinach życia m otyla nie towarzyszy w tym 
czasie zwiększenie natężenia biosyntezy lecytyny w całym organizmie 
owada. Świadczy to  o niezużytkow aniu CDPChol powstającej z CTP 
i PChol w  drugim  etapie, tj. w reakcji z D-a, /?-dwuglicerydem. Praw do­
podobnie jest to spowodowane szybkim rozkładem cytydynodwufosfo­
choliny przez enzym  analogiczny do pyrofosfatazy nukleotydu [16]. Dzię­
ki tem u jedynym  nagrom adzonym  produktem  reakcji fosfocholiny z CTP 
jest pyrofosforan; cytydynodwufosfocholina n ie wchodzi w reakcję 
z D-a, /3-dwuglicerydem, lecz ulega rozpadowi. Produkty  tego rozpadu, 
fosfocholina i CMP, po uprzedniej fosforylacji do CTP mogą reagować po­
nownie z wytw orzeniem  następnej cząsteczki PP. Opisaną wyżej sytuację 
obrazuje następujący schemat:
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W nagrom adzeniu pyrofosforanu u m otyla C. euphorbiae może odgry­
wać rolę również reakcja CTP z fosfoetanoloaminą, stanowiąca pierwszy 
etap biosyntezy kefaliny [13J. W ykazanie w  niniejszej pracy zarówno 
fosfoefanoloaminy, jak i syntezy radioaktyw nej kefaliny w ciele m otyla 
w skazuje na taką możliwość.

A utor pragnie wyrazić podziękowanie Prof. Dr I. Mochnackiej i Prof. 
Dr J. Hellerowi za cenne wskazówki dotyczące badanego w tej pracy za­
gadnienia oraz za pomoc w przygotowaniu pracy do druku.

STRESZCZENIE

Zbadano in vivo  przebieg włączania 32P w fosfolipidy samca motyla 
Celerio euphorbiae. Maksimum aktywności właściwej frakcji fosfolipido­
wej p>o zastrzyku znakowanego ortofosforanu w ystępuje po około 12 go­
dzinach. Kefaliny w ykazują większą szybkość odnowy niż lecytyny. 
M aksimum aktywności właściwej kefalin osiągane jest po ok. 12 godzi­
nach, a lecytyn po 36 godzinach od podania izotopu. Porównanie przebie­
gu włączania 32P w fosfocholinę i lecytynę wskazuje, że fosfocholina 
może być prekursorem  lecytyny.

Przedyskutowano biosyntezę lecytyny u samca motyla Celerio 
euphorbiae w  związku z deponowaniem pyrofosforanu w jego ductus 
ejaculatońus, wskazując, że nie ma równoległości między procesem lokal­
nego nagrom adzenia PP, a natężeniem  biosyntezy w  całym ciele.

T . C H O JN A C K I
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B IO SY N TH E SIS OF P H O S PH O L IPID S  IN  IN SECTS

II . S T U D IE S  ON IN C O R P O R A T IO N  OF 3-'P-O R TH O PH O SPH A TE 
IN C EL E R I O E U P H O R B I A E  M OTH

S u m m a r y

The course of incorporation of 32P into phospholipids of the Celerio 
e.uphorbiae m ale m oth was investigated. Maximal specific activity of 
phospholipid fraction was found about 12 hours after injection of labelled 
orthophosphate. Cephalins showed higher rate of regeneration than 
lecithins did. Cephalins reached up their m aximal specific activity w ithin 
12 hours after isotope had been adm inistered while lecithins after 36 hours 
only. The course of incorporation of 32P into phosphocholine indicated 
that phosphocholine m ight be a precursor of lecithin.

The biosynthesis of lecithin in Celerio euphorbiae male moth has been 
discussed in relation to the  storage of pyrophosphate in his ductus 
ejaculatorius and it has been concluded th a t the process of local accu­
m ulation of pyrophosphate did not run in parallel w ith  the ra te  of bio­
synthesis of lecithin in whole body.

O trzym ano  5.11.1960
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A C T A  B I O C H I M I C A  P O L O N I C A  

V ol. V III 1961 No. 2

S. ANGIELSKI, J. ROGULSKI i JADWIGA BAŚCIAK

AMINOACYDURIA WYW OŁANA KWASEM MALEINOWYM

VIII. W PŁYW  PROGESTERONU NA OBRAZ ZATRUCIA KWASEM MALEINOWYM  
SZCZURÓW KARMIONYCH DIETĄ GALAKTOZOWĄ

P racow n ia  B iochem ii P ato log icznej In s ty tu tu  B iochem ii i B io fizyk i P A N  
i Z ak ład  C hem ii F izjo log icznej A M , G dańsk  

K iero w n ik : Prof. Dr W ł. M ozolow ski

W poprzednich doniesieniach [1, 2. 31 wykazano, że kwas maleinowy 
podany szczurom parenteraln ie wyw ołuje zespół objawów wielokierunko­
wego uszkodzenia kanalików nerkowych. W arunkiem  w ystąpienia peł­
nego obrazu zatrucia jest obecność laktozy lub galaktozy w diecie. Skąd­
inąd wiadomo, że młode szczury karm ione dietą zawierającą duże ilości 
galaktozy giną po kilkunastu dniach [91. Dorosłe szczury wolniej przybie­
rają  na wadze. Stwierdza się też wyraźne zaburzenia funkcji nerki przy­
pom inające zespół wielokierunkowego uszkodzenia kanalików nerko­
wych. K ilkakrotnie w zrasta wydalanie moczu a także cukru (przede 
wszystkim  galaktozy), amoniaku, wapnia i fosforu [9, 6 , 51 oraz azotu 
aminowego i ketokwasów [6 , 5, 3]. Stwierdzono ponadto badaniem  histo­
logicznym [5] zmiany degeneracyjne w  komórkach kanalików nerkow ych 
oraz w ykazano w ystępow anie zaćmy w soczewce oka [111.

Z drugiej strony wiadomo, że w galaktozemii dochodzi również do 
znacznych zaburzeń funkcji nerki [13]. W kilka dni po podaniu galaktozy 
dzieciom chorym  na galaktozemię w ystępuje wyraźna am inoacyduria bę­
dąca pochodzenia nerkowego [16]. Dochodzi też do zaburzeń w  stanie 
grup SH, co ma bezpośredni związek z tworzeniem  się zaćmy [10, 15].

W ostatnich latach ukazało się szereg prac dotyczących wpływ u róż­
nych czynników na przem ianę galaktozy. W doświadczeniach in vitro  
wykazano [20], że reakcją kontrolującą szybkość przem iany l - 14C-galak- 
tozy w  14C 0 2 jest reakcja epim eryzacji UDPGal w  UDPG 1. Reakcja ta  w y­
maga obecności katalitycznych ilości D PN +, jest natom iast ham ow ana

1 S to so w an e  sk ró ty : U D PG , u rydynodw ufosfo -g likoza; U D PG al, u rydynodw ufosfo - 
g a lak toza ; DPN, n u k leo ty d  dw ufosfop irydynow y; TPN , n u k leo tyd  tró jfo s fo p iry d y - 
now y.

[177]

http://rcin.org.pl



178 S. A N G IE L SK I, J .  R O G U U SK I i  J .  BAŚCIAK [2]

w znacznym stopniu przez zredukow aną postać nukleotydu. Dlatego te  
czynniki, które zwiększają poziom DPNH zm niejszają szybkość spalania 
galaktozy, natom iast czynniki obniżające poziom DPNH znacznie tę szyb­
kość zwiększają, Do pierwszych należą alkohol etylow y i różnego rodza­
ju  substra ty  aldehydowe, spośród drugich w ym ienić należy przede 
wszystkim  progesteron [22, 25,12, 26]. Tak, np. utlenianie galaktozy przez 
hom ogenat nerki zostaje zahamowane po dodaniu aldehydu glikolowego. 
Progesteron odwraca tę inhibicję praw ie całkowicie), prawdopodobnie 
przez zahamowanie w ytw arzania DPNH w reakcji dehydrogenazy alde­
hydowej [8]. Stwierdzono ponadto, że podanjie progesteronu dzieciom 
chorym na galaktozemię i otrzym ującym  galaktozę znakowaną na pierw ­
szym węglu zwiększa znacznie (z wartości bliskich zeru do około 10°/o) 
w ydalanie izotopu w wydechowym C 0 2 [7, 24, 23]. W doświadczeniach na 
szczurach wykazano, że progesteron opóźnia w ystąpienie zaćmy u szczu­
rów karm ionych dietą zawierającą galaktozę [23, 24].

Opierając się na tych  spostrzeżeniach zbadano wpływ  progesteronu 
na w ydalanie cukru i azotu aminowego przez szczury karm ione dietą ga- 
laktozową oraz wpływ progesteronu na obraz zatrucia kwasem m alei­
nowym.

METODY

Do doświadczeń używano białe szczury (samice), wagi 210 - 280 g. 
Zwierzęta karm iono dietą zawierającą 16°/o galaktozy. Do czasu rozpo­
częcia doświadczenia szczury przebyw ały na diecie przez okres 3 ty ­
godni. Pożywienie udostępniano zwierzętom 3 razy po 30 min. w ciągu 
doby. W tych w arunkach można było dość dokładnie określić ilość spo­
żytej przez szczury galaktozy. Po około 14 dniach przyzwyczajania do 
tego rodzaju karm ienia, ilości pożywienia spożywane przez te szczury 
były równe spożyciu szczurów, którym  pokarm  udostępniony był do woli. 
Zwierzęta przybierały norm alnie na wadze. Poza tym  w arunki doświad­
czenia, sposób zbierania i konserwacji moczu, przygotowanie roztworu 
m aleinianu do wstrzyknięć były takie, jak opisano w  doniesieniu V [2]. 
Azot aminowy oznaczano metodą Yemma i Cockinga [27]. Zawartość 
cukru redukującego w moczu oznaczano m etodą Somogyi’ego w m ody­
fikacji Nelsona [21]. Ilość wydalonej galaktozy określano na podstawie 
redukcji po ferm entacji, w  tym  celu mocz inkubowano przez 1 godzinę 
w 37°, z zawiesiną drożdży piekarskich przem ytych kilkakrotnie wodą. 
Zawartość glikozy w moczu obliczano przez odjęcie od całkowitej ilości 
cukru wartości odpowiadających galaktozie.

Odczynniki. Kwas m aleinowy cz.d.a (import radziecki). Progesteron 
(„Syntolutan“, Jeleniogórskie Zakłady Farmaceutyczne) am pułkowany 
roztwór olejowy zawierający 10 mg krystalicznego progesteronu w 1 ml.
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WYNIKI

Poprzednio wykazano [3], że szczury karm ione dietą nie zawierającą 
ani laktozy ani galaktozy w ydalają cukier w bardzo niewielkich ilościach, 
rzędu kilkudziesięciu mnoli na dobę. Na diecie mlecznej, zawierającej 
laktozę w ydalanie wynosi około 0,6 mmola. Natomiast ilości cukru wyda­
lane na dobę przez szczury karm ione dietą zawierającą galaktozę (16°/o

T a b lic a  1

Wpływ kwasu maleinowego na wydalanie cukru przez szczury karmione dietą galaktozową

Kwas maleinowy podano dootrzewnowo w dawce 40 mg/100 g wagi. Szczury (samice) wagi 210 - 280 g, do czasu wstrzyk­
nięcia maleinianu karmione były przez 10 dni dietą galaktozową. Liczby wyrażają średnie dobowego wydalania 5 szczurów.

W nawiasach wartości graniczne

Cukier (mmole/24 godziny)

Przed zatruciem kolejny dzień zatrucia
(średnio z 3 dni) 1 2 3 4 5

3,9 0,65 2,95 1,95 3,3 2,15
(2 ,0-6 ,2) (0,2- 1,0) (2,65 - 3,45) (1,1 -3,1) (2,0 - 4,35) (0,2 - 2,9)

masy, co jest równoważne ilości laktozy zawartej w diecie mlecznej) są 
znacznie większe. Średnie dobowe wydalanie u tych szczurów wynosi 
około 3,9 mmola, a więc ponad 6 razy więcej niż u szczurów karm ionych 
dietą mleczną.

R ysunek  1 . W y d alan ie  cu k ru  w z a tru ­
ciu  kw asem  m ale inow ym  przez  szczu­
ry  na różnych  d ie tach . K w as m ale ino ­
w y  w strzy k n ię to  doo trzew now o w  d a w ­
c e  40 mg/100 g w agi. W artości do ty ­
czące w y d a lan ia  cu k ru  na  d ie tach  bez- 
lak tozow ej i m lecznej w zięto  z p o ­
p rzedn iego  don ies ien ia  [3]. L iczby w y­
ra ż a ją  ś red n ią  dobow ego w y d a la n ia  4 
lu b  5 szczurów , n a  diecie ( • )  bezlak- 
tozow ej, ( □ )  m lecznej, i (a )  ga lak to - 

zow ej

Po podaniu kwasu maleinowego (40 mg na 100 g wagi, dootrzewnowo) 
w ydalanie cukru przez szczury karm ione dietą bezlaktozową, bądź mleczną 
osiąga w 1 lub 2 dniu wartości ponad 3-krotnie większe. W następnych 
dniach stopniowo powraca do norm y [3]. Całkiem odmiennie przedstaw ia
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się w ydalanie cukru przez szczury karm ione dietą galaktozową. Jak  w i­
dać z danych tablicy 1 w  pierwszym dniu po podaniu m aleinianu (w tej 
samej dawce) szczury w ydalają ponad 6 razy m niejsze ilości cukru niż 
przed zatruciem. W drugim  i dalszych dniach w ydalanie jest już w yraź­
nie większe i wykazuje wartości bliskie norm alnym . Porów nanie w yda­
lania cukru w  zatruciu kwasem m aleinowym przez szczury na różnych 
dietach przedstawia rysunek 1.

W pływ  progesteronu na wydalanie cukru i azotu aminowego przez 
szczury karmione dietą galaktozową

Jak  widać z danych tablicy 2 progesteron podawany domięśniowo 
w dawce 3 mg na 100 g wagi zwiększa praw ie dw ukrotnie w ydalanie cu­
kru. W zrasta nieco ilość wydalonego moczu. W ydalanie azotu am inowe­
go nie ulega widocznym zmianom (pewna tendencja zniżkowa). Progeste­
ron w strzykiw ano szczurom codziennie przez okres 7 dni. Zarówno diu- 
reza jak  i zwiększone w ydalanie cukru utrzym yw ały się przez cały ten 
okres na mniej więcej jednakowym  poziomie (Rys. 2). Nie stw ierdzona

T a b lic a  2

Wpływ progesteronu na diurezę oraz na wydalanie azotu aminowego i cukru przez szczury karmione-
dietą galaktozową

Szczury (samice) wagi 250- 340 g. Czas stosowania diety do chwili wstrzyknięcia progesteronu 14 dni. Progesteron 
wstrzykiwano codziennie w dawce 3 mg/100 g wagi, domięśniowo. Liczby wyrażają średnie dobowego wydalania 4 szczurów

W nawiasach wartości graniczne.

Diureza
(ml)

Azot aminowy 
(¡jtmole)

Cukier
(mmole)

Przed podaniem progesteronu (średnio 
z 3 dni)

12
(7 -17)

136 
(85 - 193)

3,32 
(2,36 - 4,34)

W czasie podawania progesteronu (śred­
nio z 7 dni)

17
(10-23)

106 
(59,5 - 162,5)

6,75 
(4,3 - 10,2)

Po odstawieniu progesteronu, kolejny 
dzień

1 16
(11-20)

— 6,9 
(4 ,9-8 ,1)

2 17
(14-20)

121
(75,5 - 163)

5,1 
(4,4 - 6,0)

3 16
(14-21)

— 4,6 
(3 ,4 -7 ,1)

4 14 
(13 - 16)

164 
(111 -283)

4,0 
(2,7 - 5,3)

5 12 
(8 - 16)

163 
(107- 195)

3,2 
(1,6- 5,6)
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kum ulow ania się działania hormonu. Po zaprzestaniu w strzykiw ania pro­
gesteronu w ydalanie cukru w przeciągu 5 dni stopniowo powraca do 
normy.

W pływ  progesteronu na obraz zatrucia kwasem m aleinow ym  szczura u  
karmionych dietą galaktozową

W doświadczeniu tym, podobnie jak poprzednio, w strzykiw ano szczu­
rom progesteron codziennie w dawce 3 mg na 100 g wagi, domięśniowo. 
Po odstaw ieniu progesteronu, następnego dnia w strzyknięto m aleinian 
w  jednorazowej dawce 40 mg na 100 g wagi, dootrzewnowo. W yniki 
podaje tablica 3 i częściowo rysunek 2. Jak  widać, w yraźnie w zrasta

R ysunek  2. W pływ  p ro g este ro n u  i k w asu  m aleinow ego n a  w y d alan ie  cu k ru  p rzez  
szczury  k a rm io n e  d ie tą  galak tozow ą. P ro g este ro n  w strzy k iw an o  codziennie  w  d aw ­
ce 3 m g /l00 g w agi. Po tygodn iu  jed n e j g ru p ie  zw ierzą t ( • )  odstaw iono  p rogesteron  
d ru g ie j g ru p ie  (O) odstaw io n o  p rogesteron  i następnego  d n ia  w s trzy k n ię to  k w a s  
m ale inow y w  daw ce 40 mg/100 g w agi. P odano  śred n ie  dobow ego w y d a lan ia  4 szczu­
rów . S trza łk am i oznaczono rozpoczęcie i zakończenie  po d aw an ia  p ro geste ronu  o raz  

w strzy k n ięc ie  k w asu  m aleinow ego

diureza i w ydalanie azotu aminowego. Ilości azotu aminowego wydalone 
w pierwszym  dniu  zatrucia są ponad 3 razy, a w  trzecim  dniu  ponad 
8 razy większe niż wartości przed zatruciem. Na piąty dzień po podaniu 
m aleinianu diureza i wydalanie azotu aminowego spadają dość raptow ­
nie, osiągając wartości, jakie szczury wydalały w  okresie przed poda­
niem  progesteronu. W ydalanie cukru ulega wyraźnem u zmniejszeniu; 
w pierwszym  dniu zatrucia ponad trzykrotnie, w drugim  dniu blisko 
siedmiokrotnie. Na piąty dzień szczury w ydalają ilości cukru tak ie  jak 
przed podawaniem  progesteronu. Z porównania tablic 1 i 3 widać, że
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T a b lic a  3

Wpływ progesteronu na obraz zatrucia kwasem maleinowym szczurów karmionych dietą galaktozową

W następnym dniu po ostatnim wstrzyknięciu progesteronu podano szczurom kwas maleinowy w dawce 40 mg/100 g 
wagi, dootrzewnowo. Pozostałe dane jak w tablicy 2. Liczby wyrażają średnie dobowego wydalania 4 szczurów. W na­

wiasach wartości graniczne

Diureza
(ml)

Azot aminowy 
(¡¿mole)

Cukier
(mmole)

Przed podaniem progesteronu (średnio 
z 3 dni)

13 
(7 - 19)

160 
(102 - 228)

3,53 
(2,06 - 4,95)

W czasie podawania progesteronu (śred­
nio z 7 dni)

16 
(10 - 23)

124 
(70 - 220)

7,50 
(5,5 - 10,5)

Po odstawieniu progesteronu wstrzyk­
nięto kwas maleinowy, kolejny dzień 
zatrucia

1 26 
(23 - 30)

468 
(261 - 770)

2,23 
(1,6-3,0)

2 18
(16-23)

— 1,15 
(0,4 - 2,3)

3 24
(16-32)

1107 
(806- 1320)

3,20 
(2,2 - 4,3)

4 19
(17-20)

916 
(794 - 1020)

4,16 
(2,25 - 5,3)

5 13 
(8 - 17)

190 
(119- 283)

3,10 
(0,7 - 4,8)

u szczurów traktow anych progesteronem  spadek w ydalania cukru po po­
daniu  m aleinianu jest mniej raptowny.

Z porównania danych tablic 2 i 3 widać, że po odstaw ieniu proge­
steronu tak  diureza jak w ydalanie cukru i azotu aminowego wracają do 
wartości z okresu przed podawaniem progesteronu, i że dotyczy to w rów ­
nym  stopniu szczurów zatrutych m aleinianem  jak i nie zatruwanych.

W ydalanie glikozy i galaktozy w  zatruciu kwasem  m aleinow ym  przez 
szczury traktowane uprzednio progesteronem

Szczury karm ione dietą galaktozową w ydalają z moczem około 3,5 
mmola cukru redukującego w ciągu doby. Z tego praw ie 99% stanowi 
galaktoza. Ilości glikozy wydalane na dobę są niewielkie, rzędu poniżej 
100 M-moli. Są to wartości równe w ydalaniu cukru przez szczury karm io­
ne dietą bezlaktozową [3], Praw ie dw ukrotnie zwiększone w ydalanie 
cukru redukującego w czasie podawania progesteronu odbywa się w y­
łącznie kosztem galaktozy. Progesteron jest więc bez w pływ u na w y­
dalanie glikozy. Jak widać z danych tablicy 4 w pierwszym  dniu po po-
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T a b lic a  4

Wydalanie glikozy i galaktozy po zatruciu kwasem maleinowym przez szczury traktowane uprzednio
progesteronem

Zawartość galaktozy w moczu określano na podstawie redukcji po fermentacji. Zawartość glikozy obliczano przez odjęcie 
od całkowitej zawartości cukru wartości odpowiadających galaktozie. Pozostałe dane jak w' tablicy 2 i 3

Cukier reduk. 
(mmole)

Galaktoza
(mmole)

Glikoza
(mmole)

Przed podaniem progesteronu (średnio 
z 3 dni)

3,53 
(2,06 - 4,95)

3,45 
(2,0 - 4,87)

0,08
(0,06-0,1)

W czasie podawania progesteronu (śred­
nio z 7 dni)

7,50 
(5,5 - 10,5)

7,43 
(5,4- 10,41)

0,07
(0,06-0,11)

Po odstawieniu progesteronu wstrzyk­
nięto kwas maleinowy, kolejny dzień za­
trucia

1 2,23 
(1 ,6-3 ,0)

0,92
(0,63-1,3)

1,31
(0,7-2,16)

2 1,15 
(0,4 - 2,3)

0,75 
(0,4-1,5)

0,40 
(0 ,0-0 ,8)

3 3,20 
(2,2 - 4,3)

2,14
(1,7-2,65)

1,06
(0,2-1,65)

4 4,16 
(2,25 - 5,3) O —i 

y
j

 

4̂ 
oo

C
A

C
A

0,98 
(0,6- 1,4)

5 3,10 
(0,7 - 4,8)

2,95 
(0 ,4-4 ,5)

0,15 
(0,0 - 0,3)

daniu kwasu maleinowego (i odstawieniu progesteronu), gdy całkowita 
ilość wydalanego cukru redukującego spada przeszło trzykrotnie (z 7,5 do 
2,23 mmola), spadek w ydalania galaktozy jest więcej niż siedm iokrotny 
(7,43 do 0,92 mmola), natom iast w ydalanie glikozy wzrasta blisko dwu­
dziestokrotnie (z 0,07 do 1,31 mmola). W drugim  dniu ulega zmniejsze­
niu wydalanie zarówno galaktozy jak  i glikozy. Na 5 dzień po podaniu 
m aleinianu ilości wydalanej galaktozy są już tylko nieznacznie niższe 
niż w okresie przed podawaniem progesteronu. W ydalanie glikozy osią­
ga wartości bliskie normalnym.

W pływ  kwasu maleinowego na przyswajanie i wydalanie s‘pożytej 
galaktozy przez szczury traktowane uprzednio progesteronem

Jak  widać z danych tablicy 5 szczury karm ione dietą zawierającą 
16°/o galaktozy w ydalają około jedną trzecią spożytej galaktozy. Galak- 
toza przyswojona, ulegająca przemianie, stanowi około dwie trzecie. 
W czasie podawania progesteronu szczury spożywają wyraźnie większe 
ilości pokarmu, a tym  samym  więcej galaktozy. O taką samą wartość
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w zrasta jednak i w ydalanie galaktozy, stanowiące obecnie około połowę 
spożycia. Połowa spożytej galaktozy ulega przemianie, ale bezwzględna 
ilość galaktozy przyswojonej nie zmienia się. Jest to  zgodne z danym i 
Barki i wsp. [4], którzy stwierdzili, że w ydalanie galaktozy jest propor­
cjonalne do jej spożycia. W ciągu 5 dni po odstawieniu progesteronu spo­
życie galaktozy nie ulega zmniejszeniu. Natomiast wyraźnie zmniejsza 
się w ydalanie galaktozy, spadając do wartości z okresu przed podawa­
niem  progesteronu (co stanow i obecnie około jedną piątą spożycia). W na­
stępstw ie tego wzrasta znacznie bezwzględna ilość galaktozy ulegającej 
przemianie. Stanowi ona obecnie około cztery piąte spożycia.

Szczury, którym  po odstawieniu progesteronu w strzyknięto kwas m a­
leinowy, spożywają znacznie mniejsze, w porównaniu z kontrolą, ilości 
galaktozy. W pierwszym dniu zatrucia bezwzględna ilość galaktozy przy­
swojonej nie ulega zmianie i stanowi około 90°/o spożycia. Bardzo znacz­
nie spada wydalanie. W drugim  dniu  zatrucia szczury spożyły tylko nie­
wielkie ilości galaktozy, wskutek czego, mimo nikłego wydalania, ilość 
galaktozy przyswojonej uległa znacznemu obniżeniu. W następnych 
dniach wartości galaktozy spożytej, wydalonej i przyswojonej, wykazują 
tendencję powrotu do wartości z okresu przed podawaniem progesteronu.

DYSKUSJA

W doświadczeniach na skraw kach wątrobowych wykazano, że u szczu­
rów karm ionych dietą z dużą zawartością galaktozy wzrasta aktywność 
glikozo-6-fosfatazy Tl7]. W związku z tym zamiana glikozy w glikogen 
i kwasy tłuszczowe ulega wyraźnem u zmniejszeniu. Natomiast spalanie 
do C 0 2 nie ulega zmianom. Stwierdzono też, że w soczewkach szczurów 
karm ionych dietą galaktozową spada znacznie spalanie glikozy na drodze 
cyklu pentozowego [18, 19]. Wiąże się to z inhibicją przez galaktozo-1- 
fosforan dehydrogenazy glikozo-6-fosforanowej. Kosztem cyklu pentozo­
wego m iałaby wzrastać aktywność cyklu glikolitycznego. W ykazano ponad­
to, że spożycie alkoholu zmniejsza tolerancję na galaktozę. Nie stwierdzono 
jednak, by etanol hamował aktywność jakiegokolwiek enzym u biorącego 
udział w spalaniu galaktozy [14]. W pływ jego m a charakter pośredni i po­
lega na zwiększaniu poziomu DPNH, który jest inhibitorem  epim erazy 
UDP-galaktozy [20]. Powoduje to zmniejszone utlenianie galaktozy. S ty­
m ulujący spalanie galaktozy wpływ progesteronu tłumaczą Topper i wsp. 
[26] jego ham ującym  działaniem na aktywność dehydrogenaz redukują­
cych DPN+. Isselbacher i McCarthy [12], którzy stw ierdzili, że podobnie 
jak DPN+ również i TPN+ stym uluje spalanie galaktozy, przypuszczają, 
że związane to  jest z aktyw acją dehydrogenazy glikozo-6-fosforanowei 
i zwiększonym utlenianiem  galaktozy poprzez cykl pentozowy. Wpływ 
progesteronu m iałby polegać na dostarczaniu TPN + w w yniku redukcji
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przez TPNH, nienasyconego wiązania w pierścieniu A steroidu. S tym u­
lację utleniania galaktozy przez progesteron stw ierdzono także in vivo  
[7, 24, 23], Podanie bowiem progesteronu dzieciom chorym  na galakto- 
zemię i otrzym ującym  galaktozę znakowaną na pierwszym  węglu zwięk­
szało znacznie wydalanie izotopu w wydechowym C O , .

Wobec tego można się było spodziewać, że po podaniu progesteronu 
szczurom karm ionym  dietą galaktozową, w skutek zwiększonego spalania 
galaktozy zmniejszy się jej wydalanie. Podobnie można było przypu­
szczać, że zm niejszeniu ulegną zaburzenia funkcji nerki u szczurów obar­
czonych galaktozą. Pewnym  potwierdzeniem  takiego przypuszczenia są 
dane [23, 24] stw ierdzające, że u szczurów karm ionych galaktozą proge­
steron opóźnia w ystąpienie zaćmy. Zwiększone spalanie galaktozy mo­
głoby również być przyczyną zmniejszenia objawów zatrucia kwasem 
maleinowym. Uzyskane w yniki nie potwierdzają w pełni tych przypu­
szczeń. W ydalanie azotu aminowego w czasie podawania progesteronu 
nie ulega bowiem wyraźnym  zmianom, wykazując w prawdzie pew ną ten ­
dencję zniżkową. Natomiast diureza, a zwłaszcza w ydalanie galaktozy, 
znacznie w zrastają. O ile przed podawaniem progesteronu szczury w yda­
lały około jedną trzecią spożytej galaktozy, to w czasie podawania pro­
gesteronu w ydalają około połowę. Bezwzględna ilość galaktozy przyswo­
jonej nie ulega żadnym zmianom. Dopiero po odstaw ieniu progesteronu 
uwidacznia się stopniowo przew idyw any wpływ hormonu. Ilość galak­
tozy ulegająca przysw ojeniu wyraźnie wzrasta. Na piąty  dzień po od­
stawieniu progesteronu stanowi ona blisko 80°/o spożycia wobec 70% 
w okresie przed podawaniem progesteronu i 50% w czasie w strzykiw ania 
hormonu. W wartościach bezwzględnych wzrost ten jest jeszcze w yraź­
niejszy. Równocześnie ilość galaktozy wydalonej spada do około 20%, 
wobec 30% w okresie przed podawaniem progesteronu i 50% w czasie 
w strzykiw ania hormonu. Nie ma to jednak większego w pływ u na obraz 
zatrucia kwasem  maleinowym. W każdym razie nie zm niejsza jego 
objawów.

Ilości azotu aminowego wydalane przez szczury po podaniu kwasu 
maleinowego są naw et praw ie dwa razy większe niż u szczurów nie trak ­
towanych uprzednio progesteronem. Można jednak mówić o pewnego 
rodzaju przesunięciu maksimum nasilenia am inoacydurii i d iurezy na 
trzeci i czwarty dzień zatrucia. Również spadek w ydalania cukru jest 
mniej raptow ny i wykazuje maksimum  dopiero na drugi dzień po za­
truciu. Spostrzeżenia te są zgodne z danymi Pescha i wsp. [24], którzy 
stwierdzili, że podanie progesteronu szczurom karm ionym  dietą galakto­
zową opóźnia w ystąpienie zaćmy, ale jej nie zapobiega.
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STRESZCZENIE

Szczury karm ione dietą galaktozową wydalają kilka razy więcej cuk­
ru niż szczury karm ione dietą bezlaktozową lub mleczną. Po podaniu 
kwasu maleinowego szczurom na diecie galaktozowej w ydalanie cukru 
gwałtow nie spada, przeciwnie niż u szczurów na diecie bezlaktozowej 
]ub mlecznej. W czasie podawania progesteronu ilość przysw ajanej przez 
szczury galaktozy nie ulega żadnym zmianom. Zwiększa się ty lko w na­
stępstw ie większego spożycia w ydalanie galaktozy. Dopiero po odstawie­
niu progesteronu znacznie wzrasta przysw ajanie spożywanej galaktozy. 
Podanie kwasu maleinowego szczurom traktow anym  progesteronem  w y­
wołuje typowy zespół objawów. Stwierdza się jednak przesunięcie głów­
nego nasilenia objawów uszkodzenia funkcji nerki na dalsze dni zatrucia.
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A M IN O A C ID U R IA  INDUCED W ITH  M A LEIC  ACID

V III . T H E  E F FE C T  O F PR O G E ST E R O N E  UPON T H E  P IC T U R E  O F  IN T O X IC A T IO N  
W IT H  M ALEIC ACID IN RATS FE D  W IT H  G A LA C TO SE D IE T

S u m m a r y

Rats fed w ith  galactose diet excrete several tim es m ore sugar than  
those kept on galactose-free or milk diet. A fter m aleic acid had been given 
to  rats fed w ith galactose diet the  excretion of sugar falls down rapidly 
in the  contrary to rats kept on galactose-free or m ilk diet. During the  
adm inistration of progesterone the am ount of assim ilated galactose does 
not undergo any change in rats. The excretion of galactose is then 
increased only as result of its increased consumption. The assim ilation 
of uptaken galactose increases considerably only after w ithdraw al of 
progesterone. The adm inistration of maleic acid to rats treated  w ith  
progesterone gives rise to  a typical syndrom. However, the main intensity  
of the symptoms of renal lesion is shifted tow ards la te r days of intoxi­
cation.

O trzym ano  10.11.1960
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COLORIMETRIC DETERMINATION OF y -GLUTAMYL 
TRANSPEPTIDASE ACTIVITY IN HUMAN SERUM AND TISSUES 

WITH SYNTHETIC SUBSTRATES

T he T h ird  M edical C linic, School o f M edicine, and D ep a rtm en t o f B io ch em istry , 
In s titu te  o f Im m u n o lo g y  and E xp erim en ta l T herapy o f th e  P olish  A ca d em y  of

Sciences, W roclaw

It was dem onstrated by Hanes et al. [7] using paper chrom atogra­
phic procedures th a t kidney extracts are able to catalyze transpeptida- 
tion  reactions from  glutathione or other y-glutam yl peptides. Kinoshita 
and Ball [11] described a procedure for m easurem ent of the  transpeptida- 
daition product, in  which arginine was used as acceptor of the  y-glutam yl 
moiety, w hile any y-glutam yl peptide could be employed as the donor. Fo- 
dor et al. [3] applied a m odification of the  Sullivan and Hess reaction [22] 
for the determ ination of cysteinylglycine liberated during the enzym atic 
cleavage of glutathione activated by various amino acids. Ball et al. 1'L] 
described two methods for the  determ ination of y-glutam yl transpep ti­
dase activity. One m ethod is manometrie, based on the  m easurem ent of 
CO uptake caused by cysteinylglycine which read ily  forms an iron- 
-carbon monoxide chelate. The second m ethod is based upon m easurem ­
e n t of the enzym e-dependent disappearance of glutathione by the  
alloxan procedure of Patterson and Lazarów [15].

The use of g lu tathione as the  donor of the  y-glutam yl moiety a t pH 
about 9, near the  optim um  for the  y-glutamy] transpeptidase bears some 
difficulties. The autooxidation of glutathione m ay be a t this pH a serious 
source of error. Not all authors reported to have good results w ith  the 
Sullivan and Hess m ethod for the  determ ination of cysteinylglycine as 
th e  product of enzym atic reaction [1].

The specifity of y-glutamyl transpeptidase seems to  be lim ited to  
the  y-glutam yl m oiety, w hile the  rem aining part of the  y-glutam yl 
peptide is apparently  of secondary importance. This view is supported 
by the  following findings. Not only glutathione m ay serve as substra te  
for y-glutam yl transpeptidase bu t also other y-glutam yl peptides as well
6 [189]
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[8, 11]. The enzym atic cleavage of glutathione is com petitively inhibited 
by other 7-glutam yl peptides [4]. It was dem onstrated th a t Y-glutamyl 
transpeptidase catalyzes the  reaction between glutathione and a wide 
variety  of amino acids and related compounds [18]. This type of specifity 
makes possible to devise rapid and precise methods for the  determ ina­
tion of Y-glutamyl transpeptidase activity on synthetic substrates 
obtained by combining the  Y-glutamyl residue w ith chromogenie groups. 
Substrates w ith  a chromogenie group linked to  other am ino acids has 
been described and used for the  determ ination of leucine am inopeptidase 
[5, 6], trypsin  [19], Chymotrypsin [17] and carboxypeptidase [16].

In the previous paper [23] the  use of some Y-glutamyl am inonitriles 
for th e  colorim etric determ ination of a  specific peptidase in serum  was 
described. Our fu rther studies (Clin. Chim. Acta, in  press) revealed th a t 
this activity is exhibited by a Y-glutamyl transpeptidase present in serum. 
Using these substrates it was dem onstrated [24] tha t the  activity of this 
enzym e changes in d ifferent pathological conditions, and m ay be useful 
in clinical diagnosis.

In the  present paper the  synthesis of Y-glutam ylnaphthylamides is 
described. These new substrates allow a rapid and precise determ ination 
of Y-glutamyl transpeptidase activity  in serum  and tissues. Y-L-glutamyl- 
-a-naphthylam ide was also successfully employed for the histochemical 
dem onstration of Y-glutamyl transpeptidase in kidney sections. (Albert Z., 
Orłowski M. and Szewczuk A., Nature, in press).

MATERIALS AND METHODS

Synthesis of substrates

y-L-glutam yl-a-naphthylam ide. 12.95 g. (0.05 mole) of phthaloyl-L- 
-glutam ic anhydride, obtained by the  m ethod of Sheehan and Bolthofer 
[20], w ere dissolved w ith  heating in 30 ml. of dry dioxane and a fte r  cooling 
7.15 g. (0.05 mole) of-a-naphthylam ine w ere added. The obtained solution 
was heated to  45° for 30 m inutes w ith  occasional stirring, and then  eva­
porated at reduced pressure. The rem aining oily product was dissolved in 
50 ml. of 1 m-sodium carbonate, filtered, diluted to  300 ml. w ith  w ater and 
then  acidified w ith  70 ml. of 2 n-hydrochloric acid. The precip itate  was 
filtered, washed w ith  distilled w ater and dried in a vacuum  desiccator over 
CaCl2. Afterwards it was dissolved in 250 ml. of e thyl alcohol and 7.45 g. 
(0.05 mole) triethanolam ine, and 8.1 g. (0.075 mole) of pure phenylhydra- 
zine were added. The m ix ture  was boiled for tw o hours w ith  refluxing, 
cooled, and 3 g. (0.05 mole) of glacial acetic acid w ere added. The m aterial 
was left over night a t 4°, then  filtered on a B uchner funnel, w ashed three 
tim es w ith  alcohol, once w ith  ether, and dried on air. The crude product
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was then  dissolved in 400 ml. of w ater w ith heating to  90 - 95°, 0.5 g. of 
charcoal w ere added, stirred, and filtered while hot. A fter 12 hours the  
crystalline product was collected on a Buchner funnel, washed w ith 
alcohol and dried in a vacuum  desiccator over CaCl2. The yield was 6 g. 
(44% theoretical) of pure  7-L-glutam yl-a-naphthylam ide. The m elting 
point was 185°, [a]£°= 28° (3% in 1 n-HCI).

Analysis gave: C, 66.33; H, 5.78; N, 9.95. Calculated for C15Hj60 3N2 : C, 
66.16; H, 5.93; N, 10.29. The a-am ino  nitrogen determ ined by the  
m ethod of Van Slyke [21] was 4.97%, in good agreem ent w ith  
theory  (5.15%).

y-D, L -glutam yl-a-naphthylam ide . This compound was obtained by the  
same procedure as th e  optical active L-isomer, starting  from  phthaloyl-D , 
L-glutam ic anhydride prepared by the  method of King and Kidd [10]. 
The m elting point and analytical results w ere sim ilar as for the  L-isomer.

y-L-glutam yl-fi-naphthylam ide. This compound was obtained in the  
same w ay as Y-L-glutam yl-a-naphthylam ide. The crude product was 
dissolved in 150 ml. of 0.5N-NaOH, quickly filtered, diluted to  400 ml. 
w ith  water, and precipitated by the  addition of 100 ml. lN -acetic  acid. 
The precipitate was filtered on a Buchner funnel and washed w ith  w ater 
and alcohol and then dried in vacuo over CaCl2. M elting point 205°. 
The specific optical ro tation could not be estim ated, since the  compound 
was alm ost insoluble in w ater and hydrochloric acid.

y-L-glutam yl-y-L-glutam yl-a-naphthylam idc. 780 mg. of phthaloyl-L- 
-glutam ic anhydride was dissolved in a hot solution of 816 mg. y-L-gluta- 
m yl-a-naphthylam ide in 3 ml. of glacial acetic acid. The solution was 
heated for 30 m inutes at 60°. Acetic acid was removed in vacuo, and the 
rem aining pow der was dissolved in 15 ml. of dry  dioxane. After 3 hours 
the  solution was filtered, condensed a t reduced pressure and dissolved in 
60 ml. 0.1 M-Na2C 0 3. The m aterial was precipitated by the  addition of 
30 ml. 0.5 n-HCI, filtered, washed w ith w ater and dried in a desiccator 
over CaCl2. 1.06 g. of this m aterial was dissolved in 9 ml. of 0.5 M-Na2C 03, 
and 1 ml. 2 m -hydrazine was added. A fter 2 days the m ixture was acidified 
to  pH 3 w ith fresh  distilled hydroiodic acid, filtered and concentrated 
under reduced pressure. 50 ml. of 99% ethanol was then added and the 
crystalline product was dried a fte r recrystallization from  99% ethanol 
w ith traces of w ater. M elting point 183 - 184° w ith  decomposition.

Analysis gave: C, 59.74; H, 5.61. Calculated for C20H23O6N3 : C, 59.85; 
H, 5.73. The a-am ino nitrogen determ ined by the  m ethod of Van Slyke 
was 3.21%, in good agreem ent w ith  theory (3.49%).

y-D ,L-glutam yl-glycylglycine. This was obtained by the m ethod of 
Kermack and M atheson [9].
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Method, for m easurem ent of y-glutam yl transpeptidase activity  in serum  
and urine w ith  y-L-glutamyl-a.-naphthylG.mide as substrate

The method is based on the  determ ination of a-naphthylam ine liberated 
during the enzym atic incubation after diazotization and conversion to  an 
azo dye by a modification of the  Bratton and M arshall procedure [2].

Reagents. A  substra te  solution was prepared by dissolving w itli 
heating 20 Mmoles of Y -glutam yl-a-naphthylam ide (5.42 mg.) per 1 ml. 
of 0.1m tris buffer, pH 9.0. This solution w as prepared fresh daily. 
25% trichloroacetic acid. 0.1% sodium nitrite  solution. 0.5% ammonium 
sulfam ate. 0.05% solution of N -(l-naphthyl)ethylenediam ine dihydro­
chloride in 95% ethanol.

Procedure. 0.5 ml. of the  buffer-substrate  m ix ture  and 0.25 ml. of 
w ater w ere m ixed in  a centrifuge tube and placed in w ater ba th  a t 37°. 
A fter tem perature equilibration the  reaction was started  by the  addition 
of 0.25 ml. of serum. The incubation was carried out for 120 m inutes and 
stopped by the  addition of 1 ml. of 25% trichloroacetic acid. A blank was 
prepared sim ultaneously w ith serum  added after trichloroacetic acid. 
The tubes w ere centrifuged, and 1 ml. of the  clear supernatan t was 
transferred  into a test tube. Diazotization of a-naphthylam ine was ac­
complished by the addition of 1 ml. of sodium n itrite  solution. A fter 3 
m inutes 1 ml. of ammonium sulfam ate solution was added in order to 
decompose excess sodium n itrite  and left for tw o m inutes. A fterw ards 
2 ml. of N -(l-naphthyl)ethylenediam ine dihydrochloride was added to 
each tube and allowed to stand in a w ater bath a t 37° for 2 hours. The 
optical density of the  azo dye was m easured in a Coleman Universal 
Spectrophotom eter at 560 mix against the  blank. The am ount of ct-na- 
phthylam ine liberated during the  incubation was calculated from 
a standard  curve prepared w ith 0.02 to  0.2 Mmoles of a-naphthylam ine in 
1 ml. 12.5% trichloroacetic acid. In the  described conditions no binding 
of a-naphthylam ine by serum  proteins could be observed and th e  same 
optical density was obtained w ith equal am ounts of a-naphthyla-mine 
determ ined directly or after incubation w ith serum  for tw o hours.

The enzyme activity in serum  was expressed in units (serum units) as 
the  am ount of micromoles of a-naphthylam ine liberated per 100 ml. of 
serum  in the described conditions.

The determ ination of enzyme activity in hum an urine was perform ed 
w ith 0.25 ml. of undiluted urine, using the same procedure as described 
for th e  serum.
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Assay of enzym e activity  in hum an tissues

The tissues were obtained from norm al hum ans who died in accidents. 
The enzym e activity was determ ined during  the first 24 hours post m ortem  
in  crude homogenates prepared in 0.85% sodium chloride solution w ith 
an all glass P o tte r homogenizer. The procedure applied was the  sam e as for 
serum . For the  activity m easurem ent in kidney preparations a 1% homo- 
genate and an incubation tim e of 3 to  10 m inutes was used. For all o ther 
tissues a 10%  homogenate was used and incubation times from 5 to 30 
m inutes. For some experim ents w ith  th e  kidney and liver the  homogenates 
w ere centrifuged for 10 m inutes a t  2000 r.p.m. and dialyzed over night 
against isotonic NaCl. The protein was determ ined by the  m ethod of 
M ejbaum  [13]. The enzym e activity in tissues was expressed in units 
(tissue units) as the  am ount of a-naphthylam ine liberated per g. of tissue 
protein and 10 m inutes in the conditions of the  assay method.

RESULTS

The identification of products of the enzym atic reaction

For the identification of the  products of enzyme action on y-L-glu- 
tam yl-a-naphthylam ide th is substrate  was incubated w ith  dialyzed serum  
of high activity and the  reaction was stopped by the addition of tw o 
volumes of hot ethanol. The proteins w ere rem oved by centrifugation 
and the  clear supernatan t was evaporated to  dryness. The rem ainder was 
dissolved in a  sm all am ount of 10%  isopropanol, freed from insoluble 
contam inations by centrifugation and used for chrom atography on 
W hatm an No. 1 paper in tw o solvent m ix tu res: (a) Butanol - pyridine - 
- w ater (1 : 1 : 1) and (b) butanol - acetic acid - w ater ( 4 : 1 :  5).

The R f value for y-L-glutam yl-a-naphthylam ide was in solvent (a) 0.69 
and in solvent (b) 0.71. A fter enzym atic incubation only m inute am ounts 
of glutam ic acid could be detected besides a-naphthylam ine. The m ain 
product of the  enzym atic reaction m igrated w ith  a R F value of 0.51 in  
solvent (a) and 0.59 in solvent (b). This product was eluted from chrom a­
togram s and th e  am ount of m aterial giving a positive n inhydrin  reaction 
was estim ated by the m ethod of Moore and Stein [14] before and after 
complete hydrolysis in 6 n-H CI a t 110°. The resu lt of this analysis was 
the  establishm ent th a t the  am ount of n inhydrin  positive m aterial 
increased tw ice after hydrolysis. The hydrolysis products w ere then  
identified as glutam ic acid and a-naphthylam ine. These results suggested, 
th a t the  analysed product is composed of tw o molecules of glutam ic acid 
and one m olecule of a-naphthylam ine. A pparently  the  substrate  serves

T5]
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both as donor and acceptor of the Y-glutamyl moiety in the enzymatic 
Y-glutamyl transfer reaction according to the following:

This concept was proved by the  comparison of the  product of the  
enzym atic reaction w ith a synthetic sam ple of y-L-glutamyl-Y-L-gluta- 
m yl-a-naphthylam ide. Both compounds m igrated w ith sam e R f values in

Fig. 1. Diagramatdc presentation of 
the chrom atographic analysis of the  
products o f enzym atic reaction. N in -  
hydrin positive spots. 01) — pure 
y-L -g lu tam yl-a -n ap h th y lam id e (2) — a 
blank sam ple of y -L -gh itam yl-a - 
-naphthylam ide after m ixing w ith  
dialysed serum w ithout incuba­
tion, (3) — the sam e as in  (2) but after  
incubation, (4) — synthetic y -L -g lu -  
tam yl- y -L -g lu ta m y l- a -naphthylam ide,
(5) — th e m ain reaction product after 
hydrolysis in  6 n -HOI, (6) — standard  

of glutam ic acid

both used chrom atographic solvent system s (Fig. 1). A mixed sam ple of 
both compounds m igrated as a single spot. An additional proof was 
obtained by the analysis of the m axim al am ount of a-naphthylam ine 
liberated during the  enzym atic reaction in dialyzed serum. In accordance 
w ith  equation (1) this m axim al amount was shown to be almost exactly 
50°/o (Fig. 2). The transpeptidation product y-L-glutamyl-Y-L-glutamyl- 
-a^naphthylam ide undergoes fu rther hydrolysis to  glutam ic acid and 
a-naphthylam ine during prolonged incubation w ith  crude homogenates 
from hum an liver and kidney.

Of in terest is the  course of enzym atic reaction in the  presence of 
glycylglycine. This peptide has an activating effect of about 90% if
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present in  an equim olar am ount w ith y-L-glutam yl-a-naphthylam ide. In 
the presence of an excess of glycylglycine the am ount of liberated 
a-m aphthylam ine amounted to  100%. This result m ay be in terp reted  tha t 
glycylglycine served as acceptor for the  whole y-glutam yl moiety of the  
substrate  according to equation:

y-L-glutam yl-a-naphthylam ide -r glycylglycine y-L-glutam yl-gly- 
cylglycine +  a-naphthylam ine (2)

In fact chrom atographic analysis revealed th a t in th e  presence of 
glycylglycine the  m ain reaction product is identical w ith  th e  synthetic 
obtained y-D,L-glutamyl-glycylglycine. These results confirm  th e  sugges­
tion th a t th e  investigated enzym e is y-glutam yl transpeptidase.

Fig. 2. a-Naphthylamiine liberated during the incubation of diialyzed serum  with
Y -L -g lu tam y l-a -n ap h th y lam id e

pH. The optimum pH was exam ined in tris buffer over the  pH range
7.2 to  9.2 (Fig. 3). A sharp  optim um  was found at pH 8.8 to  9.0. The same 
optim um  was found for the  liver and kidney enzyme.

Substrate concentration. The ra te  of enzym atic reaction was m easured 
w ith  substrate  concentrations from 2.5 to  20 fxmoles per 1 ml. of incuba­
tion m ix ture  (Fig. 4). M aximal activity could not be obtained w ith  sub­
stra te  concentrations as high as 20 umoles per 1 ml.

Time of incubation, and amount of enzym e. In the  described condi­
tions the  enzyme activity is proportional to  the  incubation tim e and 
am ount of serum or liver and kidney homogenates. If the  activity of a 
sample was too great to  give correct readings in the  spectrophotom eter, 
the  assay was repeated using an appropriate dilution of serum or homo- 
genate.

Assay of different substrates. The liberation of naphthylam ine by the 
serum  enzyme was investigated w ith the  following substrates: y-L-gluta- 
m yl-tt-naphthylam ide, y-D ,L-glutam yl-a-naphthylam ide, and y-L-gluta-

17]
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myl-fj-naphthylamide. The last substrate  was a t pH 9.0 almost insoluble 
and therefore all substrates were dissolved in 0.2 M-Na2C03  and assayed 
a t pH 10 in a final concentration of 5 pmoles per 1 ml. The rate of 
enzym atic reaction w ith  y-L -glutam yl-a-naphthylam ide was taken as 
100. A higher rate  (380%) was observed w ith  v-L-glutam y 1-(} -naphthy 1- 
amide, whereas the  ra te  w ith y-D ,L-glutam yl-a-naphthylam ide was 
slow er (70%).

The influence of glutathione (GSH). — Since GSH was frequently  used 
as substrate  for Y-glutamyl transpeptidase its influence on the  liberation 
of a-naphthylam ine was investigated. GSH was shown to be inhibitory 
in the  described reaction. The degree of inhibition was dependent on

Fig. 3. E ffect of pH on enzym e acti- Fig. 4. Rate o f enzym atic reaction as
v ity  (expressed as optical density) a function of concentration of sub­

strate

the  rela tive concentrations of GSH and Y-L-glutam yl-a-naphthylam ide. 
The graphical analysis of the  type of inhibition according to Lineweaver 
and Burk [12] revealed its competitive character.

Inhibitors and activators. In a final concentration of 10_3m, Cu2+ 
inhibited 20%, Zn2+, Co2+, Al3+ inhibited about 10%, Fe3+, Ca2+, Mg2+ 
w ere w ithout effect. A t a final concentration of 10—2 M, glycylglycine 
activated 90%, L-glutam ine 32%, L-arginine 35%, DL-m ethionine 12%, 
D ,L-alanine and D,L-serine w ere w ithout influence. N -ethylm aleim ide and 
iodoacetic acid inhibited 60% and 17% respectively.

Stability  of enzym e. Heating the serum  for 60 m inutes at 45° before 
the determ ination did not change the activity. 70% activity is lost a fter 
heating the  sam ple for 1 hour a t 55°. Heating the serum  for 5 m inutes at 
65° destroyed the  activity.

Enzym e activity in human serum and tissues. The enzyme activity  
was determ ined in sera of 34 healthy subjects between th e  ages of 8 to  55 
years. The m ean activity was 27.2 “serum  un its” (standard erro r of the

http://rcin.org.pl



[9] y -G L U T A M Y L T R A N SPE PT ID A SE 19?

T a b le  1

The distribution o f  y-glutamyl transpeptidase activity in human tissues

The activity is expressed in “tissue units” . 1 unit =  1 /(mole o f a-naphthylamine liberated per g. o f tissue protein
and 10 min. incubation. Details see text
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Mean 2225 86.5 184.5 34 11 1 1.5 7 21

m ean ±  2.1). In some pathological conditions particularly  in obstructive 
jaundice and carcinoma of the  liver the  enzyme activ ity  increased occa­
sionally 100 times over tha t found in normal subjects [23]. No activity 
was found in red blood cells. Considerable activity was found in hum an 
urine. The m ean activity  of 10 specimens of 24 hrs. urine from healthy 
hum an subjects was 128 “serum  un its” (standard e rro r of the  mean 
±  14,5).

The results of y-glutam yl transpeptidase m easurem ents in the tissues 
of 4 hum an subjects a re  sum m arized in Table 1. As m ay be seen the 
highest activity  was found in kidney tissue. Much lower activities w ere 
observed in pancreas and liver, while in other tissues only traces of 
activ ity  could be found. If the  activity in kidney was taken as 100, the  
relative activities for o ther tissues m ay be expressed as 8.3 for pancreas, 
3.9 for liver, 1.5 for spleen, 0.95 for intestine, 0.50 for brain, 0.31 for 
lung, 0.045 for heart muscle, and 0.067 for skeletal muscle.

The activity of sera in healthy subjects calculated per g. of protein 
and a 10 m inutes incubation tim e is 0.3 “tissue units”, assuming th a t the  
norm al value for serum  proteins is 7.5°/o. It m ay be seen from this calcula­
tion, th a t the enzyme activity  in norm al serum  is about 7000 times lower 
than  in  kidney and about 290 times lower than  in liver.

DISCUSSION

The use of y-L-glutam yl-a-naphthylam ide as substrate makes possible 
to  determ ine y-glutam yl transpeptidase activity in serum , urine and 
tissues. The activity determ ination is based on the  m easurem ent of 
a-naphthylam ine liberated during the enzym atic incubation. This is very 
easy to  perform. The new  substrate y-L-glutam yl-a-naphthylam ide 
introduced for this purpose does not change in contrast to  GSH in the
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conditions of the described method and during storage. The transpepti- 
dation reaction was established by the  identification of v-L-glutam yl-v- 
-L-glutam yl-a-m aphthylam ide as th e  m ain product of th e  enzym atic reac­
tion. This compound was identified both by chemical and chrom atographic 
analysis and by comparison w ith  a sam ple of synthetic  Y-L-glutamyl-Y- 
-L-glutam yl-a-naphthylam ide. The transpeptidation reaction proceeds 
w ithout the addition of amino adds or peptides since the  substra te  serves 
sim ultaneuosly as donor and acceptor of th e  Y-glutamyl moiety. The enzy­
m e assay is possible even in crude tissue hom ogenates in the  presence of 
high activities of other enzymes. A fu rther confirm ation for the  concept 
th a t Y -L-glutam yl-a-naphthylam ide is a substra te  for Y-glutamyl trans­
peptidase is the  form ation of Y-glutam yl-glycylglydne in  the  presence of 
glycylglydne. In th e  sam e w ay m ay be in terp re ted  the  competitive 
inhibition of GSH since this peptide was known as substrate  for Y-gluta­
m yl transpeptidase [7, 11, 18]. The properties of the enzym e (pH optimum, 
stability, activators and inhibitors, absence in red blood cells) are suggest­
ing th a t the  enzyme is d ifferent from th e  known peptidases present in 
serum . The enzyme is identical w ith th e  previously described by us 
“specific peptidase in blood serum ” [23]. The enzym e is probably a SH 
enzym e since an inhibition was dem onstrated w ith  N-ethylm aleim ide and 
iodoaoetic add .

Of interest is the  distribution of the  enzyme. The highest ad iv ity  
was found in kidney homogenates. The activ ity  in liver homogenates is 
over 20 times lower. The origin of the  serum  enzym e is not known, 
however the  changes observed in liver diseases [23, 24] m ay indicate tha t 
the  serum  enzyme originates from the  liver. The physiological function of 
the  kidney enzyme is not known, however the  possibility m ust be con­
sidered, th a t the  enzyme m ay be im portant in the  reabsorption of amino 
acids from the  kidney tubulus. F u rther w ork to test this possibility is 
in  progress.

We wish to  express our thanks to Prof. Dr T. Baranowski and Prof. 
Dr E. Szczeklik for helpful criticism of this paper. We are much indepted 
to  Miss K. Augustyniak for her technical assistance.

SUMMARY

A new m ethod was described for the  assay of Y-glutamyl transpepti­
dase activity. The m ethod is based on th e  colorimetric determ ination of 
a-naphthylam ine liberated enzym atically from Y -L-glutam yl-a-naphthy­
lam ide. The synthesis of this substrate  and other related compounds is

198
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given. Y-L-glutamyl-Y-L-glutam yl-a-naphthylamide was identified as the 
transpeptidation product. In the  presence of glycylglycine and Y-L-gluta- 
m yl-a-naphthylam ide the m ain reaction product was identified as Y-glu- 
tam yl-glycylglycine.

The transpeptidase activity in- sera of norm al hum an subjects was 
27.2 units ( lu n it =  1 Mmole of a-naphthylam ine liberated per 100 ml. 
serum, after a 2 hrs. incubation). The m ean activity in  u rine was 128 units. 
Some properties of the enzyme and its d istribution in m en w ere investigat­
ed. The highest activity  was found in kidney. In pancreas, liver and spleen 
the  activities am ounted to  8.3, 3.9, and 1.5 per cent respectively of tha t 
found in kidney. Only traces of activ ity  were found in intestine, lung, 
brain, heart and skeletal muscles. The origin of the serum  enzyme and 
th e  significance of the kidney enzyme was discussed.
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KOLORYMETRYCZNE OZNACZANIE AKTYW NOŚCI y-GLUTAM YLO - TRANS- 
PEPTYDAZY W SUROWICY I TKANKACH CZŁOWIEKA PRZY UŻYCIU  

SYNTETYCZNYCH SUBSTRATÓW

S t r e s z c z e n i e

Opisano nową metodę oznaczania aktyw ności y-glutam ylo-transpepty- 
dazy, opartą na kolorym etrycznym  oznaczeniu a-naftyloam iny uwolnio­
nej w czasie inkubacji enzymatycznej z y-L-glutam ylo-u-naftyloam idu. 
Podano metodę syntezy tego związku, jak  również innych pokrewnych 
związków. Jako produkt transpeptydacji zidentyfikowano y-L-glutam ylo- 
-Y-L-glutamylo-a-naftyloamid. W obecności glicylo-glicyny i y-L-gluta- 
m ylo-a-naftyloam idu głównym produktem  jest y-glutam ylo-glicylo- 
-glicyna.

Średnia aktywność enzym u w surow icy zdrowych osób wynosiła 27.2 
jednostki (1 jednostka =  1 M-mola a-naftyloam iny uwolnionej przez 100 ml 
surow icy w ciągu 2 godz.). Średnia aktywność w  moczu wynosiła 128 
jednostek.

Opisano niektóre własności enzym u i badano jego rozmieszczenie 
w tkankach u człowieka. Największą aktyw ność stw ierdzono w homoge- 
natach z nerki. Aktywność enzym u w trzustce, w ątrobie i śledzionie w y­
nosiła odpowiednio 8,3, 3,9 i 1,5% aktywności stw ierdzonej w  nerce. Tylko 
ślady aktywności stwierdzono w jelitach, płucach, mózgu oraz m ięśniu 
sercowym i szkieletowym.

Dyskutowano pochodzenie enzym u surowiczego oraz znaczenie fizjo­
logiczne enzym u nerkowego.

Otrzym ano 19.11.1960
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OTRZYMYWANIA DGLICERALDEHYDO -3 -FOSFORANU

Zakład  Biochemii Ins ty tu tu  Immunologii i Terapii D oświadczalnej im. L. Hirszfelda,
PAN, W rocław  

K ierow n ik  Zakładu: Prof. Dr  T. Baranowski

Praca poświęcona uczczeniu 65 rocznicy urodzin  
Profesora Dra Wł. Mozołowskiego

Pierw otna m etoda otrzym yw ania D-gliceraldehydo-3-fosforanu pole­
gała na rozszczepieniu D -fruktozo-l,6-dw ufosforanu przez aldolazę, w w y­
niku czego produkt był zawsze zmieszany z fosfodwuhydroksyacetonem  
[17]. W roku 1955 Ballou i Fischer [2] opisali dziewięciostopniową syntezę 
z m annitolu. Niedawno Klybas i współpr. [12] otrzym ali D-gliceraldehydo- 
-3-fosforan, zanieczyszczony innym i fosforanami cukrów, w reakcji utle­
nienia D-rybozo-5-fosf oranu przez czterooctan ołowiu.

W obecnej pracy zajęliśm y się utlenianiem  niektórych łatwo dostęp­
nych estrów  fosforanowych cukrów (fruktozy i glikozy) przy pomocy 
kwasu nadjodowego. Tego typu reakcje były prowadzone w obojętnym  
lub alkalicznym środowisku, przy czym otrzym ano fosfobiozę [6 , 7, 14]. 
lub też w kwaśnym  środowisku, nie wydzielając ostatecznych produktów 
reakcji [18, 16]. W ykazaliśmy, że przy utlenianiu kwasem nadjodowym 
D -fruktozo-l,6-dw ufosforanu w silnie kwaśnym  środowisku powstaje 
D -gliceraldehydo-3-fosforan obok kwasu fosfoglikolowego. Substancje te  
rozdzielono przez frakcjonow anie etanolem  ich soli magnezowych. O trzy­
mano również D-gliceraldehvdo-3-fosforan przez utlenienie D-fruktozo- 
- 6-fosforanu.

MATERIAŁY I METODY

D-glikozo-6-fosforan w form ie krystalicznej soli barowej oraz surow y 
D -fruktozo-l,6-dw ufosforan otrzym ano przez ferm entację sacharozy wg 
Orłowskiego [19]. Ten ostatni p reparat oczyszczono w następujący spo­
sób (Orłowski, doniesienie p ryw atne): ok. 250 g trudno rozpuszczalnych 
fosforanów baru w yekstrahow ano 5-krotną ilością wody, rozpuszczono

[201]
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w 1 n -HCI i odbarowano siarczanem  sodu. Przesącz zobojętniono i usunię­
to ortofosforan mieszanką magnezową. Po zakwaszeniu do pH 4 dodano 
480 ml 25% octanu baru i przesączono. O trzym any roztw ór doprowadzono 
do pH 8,4 i dodano 0,1 obj. etanolu. Osad odsączono, przem yto 10°/o e ta­
nolem a następnie acetonem i wysuszono. Uzyskano ok. 3 20 g D-fruktozo- 
1,6-dwufosforanu o czystości ok. 70%.

DL-Gliceraldehydo-3-fosforan otrzym ano syntetycznie m etodą Baera 
i Fischera [1].

D -fruktozo-6-fosforan otrzym ano przez częściową kwaśną hydrolizę 
D-fruktozo~l,6-dwufosforanu wg. Mandla i Neuberga [15].

Kwas fosfoglikolowy w formie krystalicznej soli barowej uzyskano 
z a-fosfoglicerolu metodą Fleury  i Courtoisa [9].

G rupy aldehydowe oznaczano jodom etrycznie m etodą McLeoda i Ro­
binsona [13].

D-gliceraldehydo-3-fosforan oznaczano wg Coopera i współpr. [5]: 
przy pomocy dehydrogenazy D-gliceraldehydo-3-fosforanu, oraz przy po­
mocy dehydrogenazy a-fosfoglicerolu (enzymu Baranowskiego) z dodat­
kiem izomerazy fosfotriozowej.

Chrom atografię przeprowadzono na bibule W hatm an Nr. 1. Przygoto­
wanie bibuły i wywołanie przy pomocy fosfatazy alkalicznej w ykonano 
wg. Baranowskiego i współpr. [3]. Do rozwijania chrom atogram u używano 
m ieszaniny: e ter izopropylowy - 90% kwas mrówkowy (90 : 60). Przy 
użyciu rozpuszczalnika: Ill-rz . butanol - woda - kwas pikrynow y (80 : 20 : 
: 2, v/v/w), chromatogram wywołano wg Hanesa i Isherwooda [11].

WYNIKI

W pierwszym etapie pracy badano reakcję utleniania D-glikozo-6-fosfo- 
ranu, D-fruktozo-6-fosforanu i D -fruktozo-l,6-dwufosforanu przez kwas 
nad jod owy w środowisku kwaśnym. W szystkie badane estry  użyto w for­
mie 0,1 M-roztworów w 0,5n-H C I odbarow anych na Dowex 50 (H+). U tle­
nienie prowadzono w 0° przez 10 min. przy pomocy 1 M-kwasu nadjodo- 
wego, po czym rozkładano pozostały kwas nad jodowy nadm iarem  glikolu 
etylenowego. M iarą powstałego D-gliceraldehydo-3-fosforanu było ozna­
czenie fosforu alkalicznie labilnego (Paik =  ilość fosforu odszczepionego 
w  1 N-NaOH w ciągu 20 m inut w temp. pokojowej). Jak  przedstaw iono 
na rys. 1. przy użyciu trzech lub więcej moli kw asu nadjodowego na jeden 
mol estru, w w arunkach doświadczenia, praw ie całkowita ilość fosforu 
D -fruktozo-6-fosforanu i 50% fosforu D -fruktozo-l,6-dw ufosforanu prze­
chodziła w fosfor labilny, z równoczesnym zniknięciem  fruktozy. Prze­
dłużenie czasu reakcji nie miało w pływ u na charakter krzywych. Uzy­
skane wyniki dowodzą, że 1 mol każdego z w ym ienionych estrów  fruktozy 
zostaje utleniony na 1 mol D-gliceraldehydo-3-fosforanu.
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Prawdopodobnie w w yniku utlenienia D -fruktozo-l,6^dwufosforanu 
obok kwasu m rówkowego powstaje trw ały  w środowisku silnie kw aśnym  
związek estrow y pomiędzy D-gliceraldehydo-3-fosforanem  a kwasem 
fosfoglikolowym (lub kwasem glikolowym w przypadku utleniania 
D -fruktozo-6-fosforanu). Związek ten hydrolizuje po zobojętnieniu, 
dając odpowiedni kwas i triozofosforan. Powstanie tego typu związku

Rys. 1. W pływ  ilości kwasu nad jodo­
w ego na pow staw anie fosforu alkalicz­
nie labilnego (Palk). U żyto następują­
cych substratów : ( • ) ,  D-fruktozo-1,6- 
dwufosforam ; ( o ) ,  D -fruktozo-6-fosfo- 

ran; (□  ) D -glikozo-6-fosforan

estrowego w  czasie utleniania D-rybozo-5-fosforanu przez kwas nadjo- 
dowy w  środowisku silnie kwaśnym  postulował M orrison i współpr. [18].

Zgodnie z powyższym przebieg utleniania D -fruktozo-l,6-dwufosfo- 
ranu można przedstawić następującym  schematem reakcji:

Natom iast związek estrow y przypuszczalnie powstały przy utlenieniu  
D-glikozo-6-fosforanu hydrolizuje już w  środowisku kwaśnym  i uw alnia­
ny D-gliceraldehydo-3-fosforan, jak  w ynika z rys. 1, jest dalej utleniany 
przez nadm iar kwasu nadjodowego.

O trzym yw anie D-gliceraldehydo-3-fosf oranu z D -fruktozo-l,6 -dw u-
f  os forami

3 m ilim ole (2,6 g 70% preparatu) D -fruktozo-l,6-dw ufosforanu w for­
m ie soli barowej rozpuszczono w  9 ml 1 n-HCI i odbarowano przy pomocy 
Dowex 50 (H+). O trzym any eluat (30 ml) po ochłodzeniu do 0° zadano 
zimnym lM-kwasem nadjodowym (12 ml) i pozostawiono na 15 m inut.

[?]

http://rcin.org.pl



204 A. SZEW CZU K , E L ŻB IE TA  W OLNY, M. W OLNY 1 T . B A R A N O W SK I [4 ]

Nadm iar kwasu nadj od owego rozłożono w temp. pokojowej przez dodanie 
2 ml glikolu etylenowego i po 30 m inutach doprowadzono do pH 7,2 przy 
pomocy 2N-NaOH. Po zadaniu równą objętością 96% etanolu  (ok. 70 ml) 
zostawiono w  0 ° na 2 godziny, po czym odsączono wykrystalizow any 
jodan sodu. Klarow ny przesącz zadano 9 ml. Im -octanu magnezu i równą 
objętością etanolu (ok. 130 ml). Po 1 godz. utworzony w  0° osad odwiro­
wano, przem yto etanolem  i wysuszono w próżni. O trzym ano 1,3 g suro­
wej soli magnezowej kw asu fosfoglikolowego. Uzyskany klarow ny roztwór 
zadano 6 m l 1 m-octanu w apnia i odstawiono na 3 godziny w 0°, miesza-

Rys. 2. Chromatogram związków* fosforowych:
(1), ortofosforan; (2) i (3), D L-gliceralde- 
hydo-3-fosforan, odpow iednio 1,7 fig i  0,85 
ug; (4), (5) i (6), preparat w łasny, odpow ied­
nio 1,35 fig, 0,75 fig i 1,5 fig; (7), D-fruktozo- 
-1,6-dwufosforan i ortofosforan. W idoczne 
zanieczyszczenia ortofosforanem  w  pozycjach
2 - 6  pochodzą z rozkładu D -gliceraldehydo- 
-3-fosfoi'anu w  czasie chrom atografii. P o ­
zycję 4 w ycięto  i poddano oddzielnem u w y ­

w ołaniu

jąc od czasu do czasu i pocierając ścianki bagietką. Utworzony krystalicz­
ny osad odwirowano, przem yto 3 razy 50% etanolem  (po 8 ml), a  następ­
nie 96% etanolem  i wysuszono w  próżni nad chlorkiem wapnia. O trzy­
m ano 320 mg preparatu  o zawartości 1,09 milimola dwuw odnej soli w ap­
niowej D-glioeraldehydo-3-fosforanu (wydajność 36% teoret.).

Chromatograficznie stwierdzono, że uzyskany preparat jest identyczny 
z syntetycznie otrzym anym  DL-gliceraldehydo-3-fosforanem  i posiada je­
dynie drobne zanieczyszczenia rozpoznane jako kwas fosfoglikolowy 
(Rys. 2).

Krzywa hydrolizy kwaśnej (Rys. 3) jest identyczna z analogiczną krzy­
wą otrzym aną przez Ballou i Fischera [2] dla syntetycznie uzyskanego 
D-gliceraldehydo-3-fosf oranu.
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Na podstaw ie wyników analiz przedstawionych w tabl. 1. czystość pre­
paratu  w  przeliczeniu na dwuwodną sól wapniową D-gliceraldehydo-3- 
-fosforanu wynosi ok. 33°/o. Ponieważ preparat ze związków fosforanowych 
jest zanieczyszczony tylko fosfoglikolanem, ilość soli wapniowej tego 
związku obliczona z różnicy między fosforem organicznie związanym 
a fosforem alkalicznie labilnym  wynosi 11,2%. Oprócz tego w preparacie 
oznaczono 3,0% jodanu wapnia. Pomimo wymienionych zanieczyszczeń 
nie stw ierdzono różnic podczas oznaczania aktywności enzymatycznej obu 
dehydrogenaz fosfotrioz pomiędzy otrzym anym  preparatem  a syntetycz­
nym  DL-gliceraldehydo-3-fosforanem  (w przeliczeniu na równoważną

R ys. 3. H ydro liza  D -g licera ldehydo -
3-fosfo ranu  w  1 n -HC1 w  100°.
( O) ,  preparat w łasny (°/o hydrolizy  

przeliczano na P alk)
■(•), w yn ik i u zyskane  przez B allou i 

F isch e ra  [2]

ilość D-formy). Próby wykazania biozy wg Borenfreunda i Dischego [4], 
tetrozy wg Dischego [8] i fruktozy metodą Roe [20] dały wynik nega­
tyw ny.

Z preparatu  uzyskano 2,4-dwunitrofenyloosazon metyloglioksalu me­
todą Baera i Fischera [1]. Analiza dla C15H12N80 8: obliczono — C : 41,67%, 
H : 2,80%; znaleziono — C : 41,86%, H : 3,09%.

T a b lic a  1

Analiza otrzymanego preparatu soli wapniowej D-gIiceraldehydo-3-fosforanu

Rodzaj oznaczenia Mikromole/mg % substancji

Fosforan nieorganiczny 0,05 0,75*
Fosfor alkal. labilny 3,40 83,3 +
Fosfor całkowity 4,00
Grupy aldehydowe 3,24 79,5 +
Dehydrogenaza D-gliceraldehydo-3-fos-

foranu 3,32 81,5 +
Dehydrogenaza a-fosfoglicerolu 3,36 82,5 +

(*) przeliczono na fosforan wapnia.
( + )  przeliczono na C 3H 50 6PCa.2H20 .

P repara t był substratem  dla otrzym ania D -fruktozo-l,6-dwufosforanu 
wobec aldolazy i izomerazy fosfotrioz. U tlenienie jodem wg Meyerhofa
7
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[17] dało kwas D-3-fosfoglicerynowy. Obie reakcje prześledzono chromato­
graficznie.

Powyższą metodą otrzym ano krystaliczną sól wapniową D-gliceralde- 
hydo-3-fosforanu (czystość ok. 80%) również z handlowego preparatu  
D -fruktozo-l,6-dwufosf oranu firm y BDH.

Oczyszczanie kwasu fosfoglikolowego

1,3 g surowej soli magnezowej kwasu fosfoglikolowego rozpuszczono 
w 10 ml wody i usunięto magnez przy pomocy Dowex 50 (Na'1'). 20 ml 
e luatu  zadano 6 ml 5N-NaOH i pozostawiono na 1 godz. w  celu rozłożenia 
obecnego D-gliceraldehydo-3-fosf oranu. Roztwór zobojętniono stężonym  
kwasem solnym i fosforan usunięto mieszanką magnezową. Przesącz 
zadano 10 ml Im -octanu baru  i równą objętością etanolu. Zebrany osad 
rozpuszczono w 20 ml In  -HC1, przesączono, dodano 5 m l 1 m -octanu baru 
i zobojętniono 5N-NaOH. Po doprowadzeniu do w rzenia roztwór szybko 
przesączono, osad zadano 10 ml 1 N-HNO3 i zobojętniono. Po 30 min. utwo­
rzony krystaliczny osad odwirowano, przem yto 3 razy wodą, a  następnie 
etanolem  i wysuszono w próżni nad chlorkiem wapnia. O trzym ano ok. 
750 mg (wydajność ok. 65% w przeliczeniu na użyty D-fruktoz!0- l ,6-dwu- 
fosforan) krystalicznej soli barowej kwasu fosfoglikolowego.

Analiza dla C4H4Oi2P2Ba3 • 4H20 : obliczono — 7,84% P, znaleziono —  
7,69% P. P reparat był chrom atograficznie jednorodny i identyczny 
z kwasem fosfoglikolowym otrzym anym  z a-fosfoglicerolu. Krzywe hydro­
lizy w  1 n -H 2S 0 4 i 1 N-CH3COOH nie wykazały odchyleń od analogicz­
nych krzyw ych podanych przez F leury i Courtois [10].

O trzym yw anie D-gliceraldehydo-3-fosf oranu 
z D-fruktozo-6-fosforanu

Do 50 m l 0,1m-D -fruktozo-6-fosforanu odbarowanego na Dowex 50 
(H+) i ochłodzonego lodem dodano 17,5 ml zimnego 1 M-kwasu nad jodo­
wego i po 15 min. wkroplono 1,5 ml glikolu etylenowego. Po 30 min. 
roztw ór zobojętniono do pH 7,0 przy pomocy 2N-NaOH, zadano równą 
objętością etanolu i odstawiono na 3 godz. w 0°. W ykrystalizow any jodan 
sodu odsączono, do klarownego przesączu dodano 14 ml 1 m -octanu wapnia 
i 14 m l etanolu i po 3 godz. stania w  4° odwirowano. Osad przem yto 
trzykrotnie 50% a następnie 96% etanolem i wysuszono w próżni nad 
chlorkiem  wapnia. Uzyskano 1,35 g dwuwodnej soli wapniowej D-gliceral- 
dehydo-3-fosforanu o czystości 65% (wydajność 68%  teo re t). Identyfika­
cję i oznaczanie czystości wykonano w  ten  sam sposób jak dla preparatu  
otrzym anego z D -fruktozo-l,6-dwufosforanu. Nasze obserwacje uzasad­
n iają  przypuszczenie, że czystość otrzym anego produktu jest uzależniona 
od czystości użytego wyjściowego preparatu  D-fruktozo-6-fosforanu.
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STRESZCZENIE

Opracowano prostą jednostopniową metodę otrzym ywania krystalicz­
nej soli wapniowej D-gliceraldehydo-3-fosforanu o czystości ok. 83°/o, 
polegającą na utlenieniu  kwasem  nadjodowym D-fruktozo-l,6-dw ufosfo- 
ranu. Jako  produkt uboczny otrzym ano z dobrą wydajnością czysty kwas 
fosfoglikolowy w  form ie soli barowej. Opisano również sposób otrzym y­
wania D-gliceraldehydo-3-fosforanu z D-fruktozo-6-fosforanu.
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A NEW METHOD OF PREPARATION OF D -G LY CER ALDEHYDE-3-PHOSPH ATE

S u m m a r y

A m ethod of preparation of crystalline calcium D-glyceraldehyde-3- 
phosphate (of 83 per cent purity) has been described. The m ethod is 
based on the oxidation of D-fructose-1,6-diphosphate by periodic acid.

As the by-product the pure barium  salt of phosphoglycolate was 
obtained.

D-glyceraldehyde-3-phosphate was also obtained by oxidation of 
D -fructose-6-phosphate by the  sim ilar method.

O trzym ano  22.11.1960
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ISOLATION OF y -GLOBULINS BY MEANS OF ZINC 
AND ALUMINIUM SALTS
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The m ethods employed for isolation of y-globulin on both laboratory 
and industrial scale are commonly based on the  ethanol fractionation 
elaborated by Cohn [5] and modified by several authors [cf. 8]. The 
application of organic solvents for protein fractionations has several 
drawbacks, and a num ber of attem pts have been made to  fractionate 
serum  by m aking use of specific interaction of m etal ions w ith proteins 
[7]. Cohn [6 and cf. 13] using zinc salt separated plasma proteins into 
tw o fractions, one of which contained y-globulins, fibrinogen and part of 
p-globulins ; fu rth e r purification of individual proteins from this fraction 
has not been described. Rejnek & Skvaril [11, 12] isolated 7-globulins 
w ith  zinc and alum inium  after prelim inary fractionation of serum  by 
m eans of Cohn’s Method 6 , w ith  a satisfactory yield. Lewin [10] purified 
hum an y-globulins by removal of o ther proteins w ith  alum inium ; 
7-globulins could have been precipitated w ith ethanol eventually.

The studies presented below had in view designing a simple method 
for isolation of hum an serum  7-globulin by use of zinc and alum inium  
salts, w ithout employing organic solvents.

MATERIALS AND METHODS

Serum  frozen a t —20° was used for the experim ents; the serum  was' 
obtained from  pooled hum an placental blood.

All fractionations and centrifugations w ere perform ed in the  cold 
room at 0° to 4°; all reagents w ere pre-cooled to about 4° before use. For 
equilibration, 1 8 -2 4  hours w ere allowed after m ixing the reagents w ith 
protein solution and prior to centrifugation.

Serum  was adjusted to the  required protein concentration w ith 
0.15M-sodium chloride brought to pH 7.4 w ith  NaOH.

r209]
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Zinc acetate was added as 0.5M-solution adjusted to  pH 6.5 w ith  NaOH. 
Am monium alum inium  su lfate dissolved in w ater was added to  protein 
solution in proportion 1 : 1 ; the  concentration of alum inium  was adjusted 
p rior to  m ixing w ith  protein. pH of final m ix tu re  of protein and preci­
pitating agent was adjusted w ith lM-NaOH or 1 m-HCI. Ionic strength  
of final m ix ture of protein and precipitating agent was adjusted w ith  
appropriate NaCl solution unless otherw ise indicated. M etal ions w ere 
removed from solutions and suspensions by means of Escarbo, sulfonated- 
-coal cation exchanger.

Nitrogen was determ ined by m icro-K jeldahl method; non-protein 
nitrogen was determ ined after precipitation of proteins by trichloracetic 
acid 10°/o. In several experim ents, proteins w ere determ ined spectro- 
photom etrically at 560 mu- by biuret method, essentially after Kingsley 
[9], pH was determ ined w ith  a glass electrode at room tem perature.

Moving boundary electrophoresis was carried out in  Fokal F apparatus, 
using w hite light, a t 2°. P rior to electrophoresis, all solutions w ere 
exhaustively dialyzed in cold against veronal buffer, pH 8 .6 , ionic 
strength  0 .1.

For the experim ents in which the d istribution of zinc was studied, to  
the  zinc solution was added a small am ount of Zn-65 (as zinc chloride). 
The radioactivity of solutions was determ ined after drying a small sample 
on a planchette; an end window Geiger-M uller counter and a decade 
scaler w ere employed for counting.

RESULTS 

Fractionation w ith  zinc

1 st variable: zinc concentration  (protein concentration, pH and ionic 
strength  constant). When ionic strength  was kept constant a t 0.15, pH at 
7.2, protein at 2.3% (w/v), and zinc concentration varied from 1 mM  to 
25 m M , th e  am ount of precipitated proteins as well as th e  am ount of zinc 
found in the precipitate increased throughout the  investigated range of 
m etal concentration (Fig. 1).

The precipitates form ed w ere separated, then dissolved using the  
m inim um  quantity  of 0.05 M-sodium citrate, dialyzed against distilled 
w ater for one day and then against veronal buffer pH 8 .6 , ionic strength  
0.1. The solutions w ere analysed in moving boundary electrophoresis 
w ith  the results shown in Fig. 2. The y-globulins are quantitatively  preci­
p itated  a t about 6 m M -Zn2+ w hile the  precipitation of a- and (5-globulins 
approaches completion only around 25 mM -Zn2+. The am ount of album in 
precipitated increases linearly w ith  increasing zinc concentration.

W hen zinc was added to  the  solution of purified y-globulin (pH 7.2,
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ionic streng th  0 .1, protein 1%), quantitative precipitation occurred beginn­
ing at about 6 mM-Zn2+, as indicated in Fig. 3.

2nd variable: protein concentration  (zinc concentration, pH and 
ionic streng th  kept constant). When only protein concentration is varied,

Fig. 1. P rec ip ita tio n  of p ro te in  by in ­
creasing  zinc co n cen tra tion , pH  7.2, 
ionic s tre n g th  0.15, p ro te in  co n cen tra ­
tion  2.3%. B roken  line: %  p rec ip ita ted  
p ro te in . So lid  line : gm ole  Zn2+ p e r g., 

p ro te in  p rec ip ita ted

Fig. 3. P rec ip ita tio n  of iso la ted  y-glo- 
bu lin  by  increasing  zinc co n cen tra tio n  
a t  pH  7.2, ionic s tre n g th  0.15, y  -g lobu­

lin  co n cen tra tio n  l°/o

Fig. 2. E lec tropho re tic  com position  of 
th e  p rec ip ita tes , fo rm ed  w ith  v arious 
zinc co n cen tra tio n s  a t pH  7.2, iOnic 
s tre n g th  OjIS, p ro te in  co ncen tra tion  
2.3%. (-o-), y -g lobulins; (-©-), a, /?-glo­

bu lin s; ( -» -) , a lb u m in

Fig. 4. P rec ip ita tio n  of se ru m  pro te in s 
a t  10 mM -Z n2+ , pH  7.5, ion ic  s tren g th  
0.15 a t va rio u s p ro te in  concen tra tions

other param eters of fractionation kept constant, (pH 7.5; ionic strength  
0.15 and zinc concentration 10 m M ), th e  am ount of proteins precipitated 
decreases w ith  increasing protein: zinc ratio, as seen in  Fig. 4.

3rd variable: hydrogen ion concentration (zinc concentration, ionic 
strength, and protein concentration constant). No precipitate is form ed
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when pH of the  solution is below pH 5.5 (10m M -Z n2+; ionic strength  
0.15). The amount of insoluble proteins then increases, reaching a m axi­
mum between pH 7 and 8 (see Figs. 5 and 6). The am ount of zinc found

Fig. 5. P rec ip ita tio n  of se ru m  p ro te in s  
in  v arious p H 's  by  10 m M -Z n 2 + ,  a t 
ionic s tre n g th  0.15 an d  p ro te in  concen­
tra tio n  2.84%. ( - • - ) ,  p ro te in  p rec ip i­
ta te d ; (-O-), zinc in  th e  p rec ip ita te ; 

(-» -), zimc in  th e  su p e rn a ta n t

Fig. 6. E lec tro p h o re tic  com position
of th e  p rec ip ita te s  fo rm ed  w ith  
10 m M -Z n 2+ a t  ion ic  s tre n g th  0.15, 
p ro te in  co n cen tra tio n  2.3% a t  v arious 
p H 's . (-O-), y  -g lo b u lin ; (-©-), a , ^ -g lo ­

b u lin s; (-®-) a lb u m in

Fig. 7. P rec ip ita tio n  of se ru m  p ro te in s 
w ith  10 m_M-Zn-’+, a t  pH  7.6, p ro te in  
c o n cen tra tio n  3.6%, a t  v arious ionic 
s tren g th s  ( - • - ) ,  %  p ro te in  p rec ip ita ted ; 
(-O-), zinc in  th e  p rec ip ita te ; (-C»-), 

z inc in  th e  su p e rn a ta n t

to

Fig. 8. E lec tropho re tic  com position  of
p ro te in  p re c ip ita te s  fo rm ed  w ith
10 mM-Zn2+, a t  pH  7.6, p ro te in  con­
cen tra tio n  3.6%  a t  va rio u s ionic
stren g th s . (-O-), y -g lobu lin ; (-©-)»

r, Æ-fflnihiilins- OrÎ-t a l b u m i n

in the  precipitate increases w ith increasing pH, but the am ount of zinc 
in th e  supernatant drops down sharply beyond pH 7.2 (Fig. 5).

The results of electrophoretic exam ination of protein precipitates 
form ed w ith 10 m M-Zn2_i~ at various pH 's are  shown in Fig. 6 . A m arked
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zone of optim um  precipitation of album ins and a - -f (3-globulins has 
been found betw een pH 7 and 8 . At pH's lower than  7, the solubility 
of Y-globulin decreases also sharply, but on the alkaline side, their 
tendency to dissolve is much less marked.

4th variable: ionic strength  (protein concentration, pH, and zinc
constant). The increase of ionic streng th  leads to a decrease of the am ount 
of protein precipitated (cf. Figs. 7 and 8), bu t it is not correlated w ith th e  
am ount of zinc present in the precipitate (Fig. 7). When sodium acetate 
was used instead of sodium chloride for adjusting the ionic strength, 
the  results w ere essentially similar.

The electrophoretic analysis of the  precipitates form ed is shown
in Fig. 8 . The album in and the  a- and (3-globulins become solubilized
by increasing ionic strength, bu t Y-globulin less strongly so. In sodium
acetate this difference was som ew hat more m arked.

Fractionation w ith  alum inium

The conditions for fractionation w ith  alum inium  salts were investigat­
ed using a dissolved precipitate of serum  proteins obtained a t 10 m \i- 
Zn2+, 0.1 ionic strength, 2.5°/o protein, pH 7.2. The precipitates w ere

Fig. 9. P rec ip ita tio n  of se ru m  p ro te in s 
a t  various p H 's  w ith  20 mM- a lu m in iu m  
sa lt, a t  1.23°/o p ro te in  concen tra tion . 
(-#-), to ta l p ro te in ; ( - o -) , y -g lobu lin ; 
(-C-), a, /3-globulins; (-(»-), a lbum in . 
H orizon ta l lines show  th e  percen tage  
of a p p ro p r ia te  fra c tio n  in  th e  in itia l 

p ro te in  so lu tion

Fig. 10. P rec ip ita tio n  of se ru m  p ro te in s  
by v a rio u s  co n cen tra tio n s of a lu m in iu m  
s a l t  a t  pH  7.0 an d  p ro te in  co n cen tra ­
tion  1.23%. ( - • - ) ,  to ta l p ro te in ; (-O-) 
y -g lo b u lin : (-«>), a, /3-globulins; (-(»-), 
a lb u m in . H orizon ta l lines show  th e  
p e rcen tag e  of a p p ro p r ia te  frac tio n  in  

in i t ia l  p ro te in  so lu tion

suspended in 0.16 m-sodium chloride, trea ted  batchw ise w ith cation 
exchanger in Na4- cycle, in order to rem ove zinc and to dissolve proteins. 

1st variable: hydrogen ion concentration (protein concentration and

213
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alum inium  concentration constant). The m ixture of protein and alum inium - 
ammonium sulfate was adjusted to  pH's indicated in Fig. 9. The final 
concentration of proteins was 1.23%, and th a t of alum inium  salt 20 m M . 
A scanty precipitate which form ed a t pH 4.2 increased sharp ly  w ith 
increasing alum inium  concentration and reached the  m axim um  a t pH 
5.5. No precipitate was form ed a t pH 9 and above (cf. Fig. 9).

The precipitates formed w ere dissolved in m inim um  quantity  of 0.5 m- 
-sodium  citrate, dialyzed overnight against distilled w ater and then  
exhaustively against veronal buffer pH 8 .6 , s trength  0.1. A sm all am ount 
of denaturated  protein was rem oved by centrifugation, and the super­
natan t analysed in electrophoresis. The results a re  shown in Fig. 9. It 
can be seen th a t an extensive precipitation of album in and of a- and 
(3-globulins occur in the  range pH  5 - 6.5, w hile th e  protein of a m obility 
sim ilar to  y-globulin present in th e  precipitate forms a sm all proportion 
of to tal y-globulin.

2nd variable: alum inium  concentration  (protein concentration, pH 
constant). The concentration of alum inium  was varied between 2 and 
30 m M , w hile pH was 7.0, and the  protein concentration m aintained 
a t 1.23%. From  Fig. 10 it m ay be seen th a t the  precipitation of album in 
and of album in and of «-and (3-globulins is m arkedly dependent upon 
alum inium  concentration. The am ount of Y-globulin in the precipitate 
does not seem to be influenced by alum inium  concentration. It m ay be 
th a t Y-globulins present in the  precipitate w ere occluded and/or absorbed 
by copious precipitate of o ther proteins.

Suggested procedure for y-globulin isolation

Serum  is diluted to 3% protein w ith sodium chloride, then precipi­
tated w ith  10 m M-zinc acetate, and pH adjusted to  7.6. Electrophoretic 
composition of this precipitate is: album in 22 - 30%, «-and (3-globulins 
41 - 46%, Y-globulin 29 - 36%. A fter standing overnight, the precipitate 
is rem oved by centrifugation a t 0° to 4° and suspended in  0.16 M-sodium 
chloride. The cation exchanger in Na+ cycle is added and the m ix ture  
s tirred  for an hour in cold. A slight drop of pH, to about 6.5 occurs, 
presum ably due to incom plete saturation of the resin w ith  sodium ion, 
and it helps in removing zinc completely. The supernatan t is collected 
by décantation or centrifugation; its protein content is about 3%. The 
solution is then treated  w ith equal volume of am m onium -alum inium  
sulfate so as to  yield the final m ix tu re  1.5% in protein and 0.5% in 
alum inium  salt; pH is adjusted to  5.5 w ith NaOH. A copious precipitate  
forms, which is removed by centrifugation in cold after a few hours 
of standing in cold. The supernatan t is then clarified by filtration through 
Seitz-filter pads. Zinc acetate is added to final concentration 1 mM in
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Zn2+ and pH is adjusted to 7.6 w ith NaOH. The m ix ture  is left overnight, 
and then the  precipitate of y-globulin removed by centrifugation.

Y-globulins are suspended in 0.16M-NaCl, trea ted  w ith  small quantity  
of cation exchanger in  Na+ cycle for one hour, and then  filtered  through 
Seitz EK -filter pads for sterilization. If needed, th e  resin m ay be removed 
before filtration, glycine and a preservative (merthiolate, tricresol) added 
and the  solution sterilized by filtration. The 10 - 15% concentration of 
y-globulin in the final solution m ay easily be achieved, even though 
losses a t these high concentrations become larger.

DISCUSSION

The described procedure for the  isolation of y-globulin is composed 
of th ree parts: in the  first step a preparation of serum  proteins enriched 
in y-globulin is obtained by fractionation w ith  zinc, and then, in the 
second step, the  ballast proteins are removed by alum inium  and a pure 
solution of y-globulins is obtained. The th ird  step consists of concentra­
tion of y-globulin by zinc precipitation. A ttem pts at em ploying alum inium  
fractionation alone w ere unsuccessful; both the  to tal yield of y-globulin, 
and their purity  w ere considerably decreased.

Fractionation w ith  zinc becomes efficient only at pH 7 or above. On 
the basis of the  experim ents presented above, it would appear th a t frac­
tionation at higher pH (above 8) would yield a m ore purified product, 
as a result of an increased difference in the solubility of y-globulins and 
other serum  proteins. This advantage is, however, offset by the  difficulty 
in centrifugation of the precipitates formed a t higher pH's.

When th e  pH of the  solution in which fractionation w ith zinc takes 
place is increased, the  binding capacity of precipitated proteins for zinc 
appears to increase; also the binding capacity for zinc appears to  be 
increasing w ith  increasing concentration of zinc. The data shown in 
Fig. 5 indicate tha t these phenomena may ra th e r be due to the precipi­
tation of insoluble zinc hydroxide than  to a tru e  binding of zinc by 
proteins.

The rather abrupt changes in the solubility of serum  proteins at pH’s 
above 7, and the  solubility characteristics of zinc hydroxide strongly 
point to the fact that an interaction betw een proteins and zinc hydroxide, 
ra ther than free Zn2+ ion is the m ain factor in th e  described process of 
fractionation. The fractionation by alum inium  is almost certainly a process 
of absorption on the  proteins on insoluble alum inium  hydroxide.

The purity  of the  final preparation of y-globulin compares favourably 
w ith  tha t of the  preparation obtained by th e  use of organic solvent 
fractionation. An electrophoretic pattern  of a typical preparation is
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shown in Fig. 11; in some preparations a component of a m obility 
corresponding to th a t of «j-globulins could be observed bu t never 
amounted to m ore than  1 - 2% of total proteins. The heterogeneity 
constant of several preparations, as calculated by the methods of A lberty

Fig. 11. E lec tropho re tic  p a tte rn  of hu m an  se ru m  y -g lobu lin  p u rif ied  by  zinc a n d  
a lu m in iu m  s a l t  frac tio n a tio n . V eronal b u ffe r  pH  8.6, ionic s tre n g th  0.1; 22.5 m A ;

5085 sec.

[1] a t pH 7.2, ionic strength  0.1, was 0.991 ±  0.022 S. D. x  10“ 5. The 
heterogeneity constant for ethanol fractionated hum an Yi-globulin at 
pH 5.4 was 0.26 • 10~ 5 and of its pseudo-globulin component 0.9 • 10 5; 
for hum an Y2“gl°kulin  at pH 7.2 the heterogeneity constant was 0 .9 - 1.2- 
• 10 5 [3] and for bovine Y-globulin isolated by electrophoresis-con vec- 
tion method [4] at pH 6.5 it was 0.67 • 10~ 5 [2].

The Y-globulin preparation obtained contained agglutinins against 
pertussis and typhoid, antibodies against influenza, haem agglutinins and 
diphtheria antitoxin. The la tte r determ ined by the  Ramon intracutaneous 
rabbit test exhibited 1.6 to  4.0 units per 1 ml. of 10% y-globulin solution, 
in several preparations; this indicates that the  antitoxin has been concen­
tra ted  1 0 - 2 5  tim es relative to the  native serum  employed.

SUMMARY

The m ethod described for isolating hum an y-globulins is composed 
of th ree steps: 1) obtaining a protein preparation enriched in y-globulins 
by zinc fractionation, 2) removal of ballast proteins by alum inium  frac­
tionation, 3) final concentration of y-globulins by zinc fractionation.

The four following param eters were varied independently for studying 
fractionation by means of zinc: zinc concentration, protein concentration, 
pH and ionic strength.

The following two param eters w ere varied independently for studying 
fractionation by means of alum inium : alum inium  concentration and pH-
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W Y O D RĘB N IA N IE y-G L O B U L IN  PR Z Y  PO M OCY  FR A C JO N O W A N IA  
SO LA M I CYN KU  I G LIN U

S t r e s z c z e n i e

Opisana m etoda w yodrębniania y-globulin z surowicy ludzkiej składa 
się z trzech etapów: 1) otrzym anie preparatu  wzbogaconego w y-globu- 
liny przy pomocy frakcjonow ania solami cynku; 2) usunięcie białek ba­
lastowych przy pomocy frakcjonow ania solami glinu; 3) ostateczne w y­
odrębnienie y-globulin z roztworu przy pomocy frakcjonow ania solami 
cynku.

Frakcjonowanie solami cynku przebadano w układzie czterech nie­
zależnych zm iennych: stężenie soli cynku, stężenie białka, pH i siła jo­
nowa.

Frakcjonowanie solami glinu przebadano w układzie dwóch niezależ­
nych zmiennych: stężenie soli glinu i pH.

O trzy m an o  6.12.1960
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A C T A  B I O C H I M I C A  P O L O N I C A  
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K. L. WIERZCHOWSKI and D. SHUGAR

PHOTOCHEMISTRY OF CYTOSINE NUCLEOSIDES 
AND NUCLEOTIDES. II*

In s ty tu t B iochem ii i B io fizy k i P A N , W arszaw a  
<In s titu te  o f B io ch em istry  and B iophysics, Polish A ca d em y  o f Sciences, W arsaw )

Evidence has previously been presented to  show that the  in itia l pho­
toproducts resulting from the  u ltraviolet (2537 A) irradiation of cytosine 
and its N-glycosides are the 5-hydro-6-hydroxy derivatives [17, 25, 21, 
20, 18], resulting from the uptake of a w ater molecule at the 5,6 double 
bond as in the  case of uracil and its N -alkylated derivatives and N-glyco­
sides [15, 23, 16, 14, 20].

The photoproducts of the  la tte r exhib it only end absorption in the  
quartz ultraviolet. By contrast the  photoproducts of the  N-glycosides’ 
of cytosine exhib it a new absorption band in the  neighbourhood of 
2400 A. For cytosine and 1-m ethylcytosine no such clearly defined band 
appears as a result of irradiation, and this difference in behaviour was 
ascribed to  some type of interaction betw een the pyrim idine and carbo­
hydrate rings in the  glycosides [25].

Additional evidence for such interaction was based on quantum  yield 
m easurem ents a t d ifferent pH values for the  various isomeric nucleotides. 
However, the  quantum  yields calculated a t th a t tim e w ere “effective” 
quantum  yields, no account being taken of th e  instab ility  of th e  photo- 
oroducts. For, unlike the  initial photoproducts of uracil glycosides, which 
are reasonably stable a t neutral pH at room tem perature, those of cytosine

* Part I, [25].

[219]
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and its glycosides are relatively  unstable and tend to revert spontaneously 
to the parent compounds in the  dark even at room tem peratu re  [17, 25, 
21, 20]. As a result an equilibrium  is established betw een the  forward 
(photochemical) and reverse (dark, therm al) reactions. If CG is the  initial 
concentration of the  cytosine glycoside, Ce the concentration at equilibr­
ium, /q and kr the  rates of th e  forw ard and reverse reactions, then

kr (Co Ce) — kf 1q (X Cej 
where a is a proportionality constant for the  am ount of light absorbed 
by Ce, whence

c =  k r C p
k 110 a — kr

assuming, of course, tha t the  photoproduct itself is radiation resistant 
(see below). Since kr is the  ra te  constant for a therm al reaction, the 
equilibrium  point is a function of I0 and tem perature. The value of k r 
is also pH dependent and, at m arkedly alkaline pH, is so high, as will 
be shown below, th a t quantum  yield m easurem ents require the exercise 
of special precautions. Furtherm ore, we have found that, for such 
compounds as d-pC and d-pC p1, the rate  of the  reverse reaction is 
so high by comparison w ith  the  quantum  yield, even a t neu tra l pH, 
that irradiation on a hot sum m er day requires fairly  high radiation doses 
to  m ake the photochemical reaction go.

The extension of the  above results for mononucleotides to  the  pho­
tochem istry of model oligo- and polynucleotides [27] indicated the 
necessity of a re-exam ination of the  kinetics of the reverse, dark, reaction 
and the  resultant influence on m easured quantum  yields; as w ell as 
a revision of some of the  conclusions previously arrived at w ith  regard 
to  these.

In the  interim  a paper appeared by Wang [22], in  which it was 
postulated that the  photoproducts of cytosine and its glycosides are not 
the 5-hydro-6-hydroxy derivatives, bu t ra ther tautom ers in which the  
proton on the Ni nitrogen has been shifted to position 5 w ith  the 
accompanying sh ift of the  5, 6 double bond to  N(, Cfi. The assum ptions 
on which th is conclusion was based are, in  our opinion, of doubtful 
validity, bu t we shall deal here w ith  only tw o of them  which are most 
relevant: (a) In form ulating the  reaction sequence for photoproduct for­
mation, as well as the  s truc tu re  of the  photoproducts, Wang implies 
explicitly tha t these will be of identical form for cytosine as w ell as 
its glycosides. His own form ulation, however, excludes such a possibility

1 T he fo llow ing sym bols w ill be  used  in  th is  te x t: C s tan d s  fo r cy tid in e , Cp 
is cytiidine-3G phosphate, pC is c y tid in e -5 '-p h o sp h a te ; w h ereas  a  p re f ix  d -re fe rs  
to th e  correspond ing  deoxy com pound ; Cp! is cy tid in e -2 ' : S '-cyclic p h o sp h a te ; U is 
u r id in e ; (I> is q u an tu m  y ie ld  in  m oles/eitnstein.
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since i t  requires th a t the Ni position on the pyrim idine ring be unsubsti­
tu ted  whereas, in fact, in the  glycosides it is. It is also contrary to  the  
observation [25] th a t cytosine and 1-methylcytosine ejxhibit identical 
photochem ical behaviour, (b) According to Wang the  new m axim um  
a t 2400 A exhibited by the photoproducts of cytosine glycosides is not 
show n by dihydropyrim idines; hence the  photoproducts cannot be 
5-hydro-6-hydroxy derivatives, since these also possess a saturated  5, 6 
double bond. This argum ent is based on an unw arranted generalization 
of the  finding of Batt et al. [1] th a t the dihydropyrim idines of 2,4-dio- 
xypyrim idines exhib it no selective absorption in the  quartz ultraviolet 
a t neu tra l pH. It would, on the other hand, certainly not be expected 
to  apply to  cytosine analogues since, following saturation of th e  5, 6 
double bond of these latter, there  is still conjugation betw een the 2-keto 
and the 3, 4 double bonds, which would be expected to possess selective 
absorption in the  ultraviolet. We have, indeed, shown that dihydrocyto- 
sine analogues do exhib it a m axim um  in the  neighbourhood of 2400 A 
[9] and th is provides fu rther evidence th a t th e  photoproducts of cytosine 
glycosides are, in fact, the 5-hydro-6-hydroxy deriv a tiv es2.

It m ust nonetheless be admitted, in  agreem ent w ith Wang [22], tha t 
the  natu re  of the  photoproducts of cytosine and 1-m etylcytosine is by no 
m eans as clearly established as for the  N-glycosides, and we have 
exam ined this question further.

Materials

Most of the  compounds employed are those previously referred to 
[18, 25]. We are gratefu l to Dr. A. M. Michelson for a gift of samples of 
d-Cp and d-pCp; cytidine-2’(3’), 5’-diphosphate was prepared as described 
by Hall & K horana [6], bu t using Cp as s ta rting  m aterial; attem pts to 
separate the  tw o isomers on ion-exchange columns w ere unsuccessful. Cp! 
was prepared by  a m ethod elsew here described [19], Glass distilled w ater 
was used throughout and the heavy w ater was 99.98°/o in DoO.

M ethods

These are essentially  the same as in previous studies [25, 27]. The 
irradiation source was a British Therm al Syndicate resonance lamp and 
irradiation was carried out in spectrophotom eter cuvettes. The radiation

2 This, is of course, n o t based  on d irec t chem ica l ev idence  since  th e  photo- 
p roduc ts  of cy tosine  g lycosides a re  too u n stab le  to  iso la te . I t  is, th e re fo re , th eo re ­
tica lly  possib le  th a t  th e  pho top roduc ts  a re  th e  5 -hydroxy-6-hydro  deriva tives. B u t 
th is  ap p ea rs  u n lik e ly  since  5 -su b stitu ted  cy tosine ana logues do n o t fo rm  rev e rs ib le  
ph o to p ro d u c ts  of th e  ty p e  h ith e rto  d iscussed  [26].

8
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was filtered through a 5 mm. layer of aqueous acetic acid (1 :1 )  to 
rem ove wavelengths below 2300 Â and the radiation incident on the  
cuvettes was in the  range 2.5 - 6.5 X 10—~ einsteins/cm 2/min. The special 
com partm ent of the  Hilger Uvispek was used for m aintaining solutions 
at any desired tem perature removed from ambient, during or subsequent 
to irradiation, by circulating w ater from a Hoeppler u ltratherm ostat. 
M easurements of pH w ere carried out w ith th e  glass electrode, using 
a Radiom eter pH m eter; m easurem ents of pH, or ra ther pD, in  heavy 
w ater w ere corrected as described by H art [7] and Mikkelsen & Nielsen 
[13] so tha t pD =  apparent pH +  0.4.

RESULTS 

Cytosine glycosides

In order to  obtain the absorption spectra of the  photoproducts of 
isomeric cytosine nucleotides, each was irradiated in 0.02 M -phosphate 
buffer pH 7 at a tem perature of 6 - 8 °, in order to inhibit the  reverse 
reaction. The results for Cp are shown in  Fig. 1(A), w here curve a is th a t

Fig. 1{A) P h o tochem ica l tran sfo rm a tio n  of Cp in  0.02 M -phosphate ¡buffer pH  7 a t  
6 - 8 °  a n d  a n  in c id e n t lig h t in ten s ity  (2537 A) of 2 .6 .11O-7 e in s te in  om .2/m in .: (a) P r io r  
to  ir ra d ia tio n , (b) F o llow ing  a tta in m e n t of pho tochem ical eq u ilib riu m , (d) A b so rp tion  
sp ec tru m  of pho to p ro d u c t deduced  from  cu rv e  b, (c) S p ec tru m  o b ta ined  fo llow ing  

com pletion  o f reverse , d a rk , reac tion .
Fig. 1(B) A bsorp tion  sp ec tru m  of Cp (cu rve  a) a n d  of its  p h o to p ro d u c t (cu rve  b).

of Cp, curve b is that for Cp and its  photoproduct at equilibrium , and 
curve c after w arm ing the  solution so th a t the  reverse reaction was 
carried to completion. Curve d is the  calculated spectrum  of
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th e  photoproduct obtained from curve b , the  absorption of which in 
the  neighbourhood of 2700 A indicates th a t 6°/o of the  Cp has not reacted. 
From  th e  difference betw een curves a and c i t  follows th a t 13°/o of the  
Cp has reacted irreversibly. The overall percentage of reversibility  is 
nonetheless quite high. The reverse reaction is quantitative so th a t curve

T ab le  1

Spectral constants for several isomeric cytosine nucleotides and their photoproducts

Nucleotide Photoproduct

¿max
(Â)

fm ax
(x 10-3).

¿max
(Â)

fm ax  
(X 1 0 - 3

X e
(A) (x 10-3)

C2'p 2710 8.6* 2400 12.5 2710 1.4
Cp 2710 8.9* 2400 13.0 2710 1.5
PC 2710 7.3* 2400 10.3 2710 1.2
d-pC 2710 8.6 2400 11.3 2710 1.4

* Values taken from table o f California Foundation for Biochemical Research.

d corresponds to curve c decreased by 6°/o. The extinction coefficient of 
the photoproduct m ay therefore be calculated from th a t for Cp, and 
Fig. 1(B) exhibits the  absorption spectrum  of Cp and its photoproduct 
Cp.HoO.

T ab le  2

Initial quantum yields and rate constants fo r cytosine N-glycosides 
10-4 M solutions in 0.02 M-phosphate buffer, pH 7

Compound

0 . 10-3

Temp. 22°
I0 =  6.5*10-7 

(einsteins/cm.2/min.)

Temp. 6 -8 °
Iq =  2.7*10-7 

(einsteins/cm.2/min.)

k • 10-s
(sec.-1)

Cytidine 10.8 _ __
Glucopyranosylcytosine 14.3 — —
C2' p 13.2 13.0 1.3
Cp 13.3 13.5 1.5
PC 9.2 8.8 0.6
PCp (2 ', 5 '; 3 ', 5 ') 10.2 — —
Deoxycytidine 7.4 — —
d-Cp 10.6 — —
d-pC 3.0 3.1 0.2
d-pCp 3.4 — —

For the  o ther isom eric nucleotides the photoproduct spectra differ 
only w ith  respect to  the  values of the  extinction coefficients, which are 
presented in Table 1.
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Calculations of the quantum  yields for the various nucleosides and 
nucleotides required elim ination of the influence of the  reverse reaction. 
This condition was approxim ated to in two different ways : (a) by  increasing 
the intensity  of the  incident radiation to  the point w here the  ra te  of the 
photochemical reaction was considerably greater than  th a t of the  reverse 
reaction (at room tem perature); (b) by taking advantage of th e  relatively 
high tem perature coefficient of the reverse reaction (see below), the  la tte r 
being sufficiently slow at 6 - 8° so tha t i t  exerts only a m inim al effect 
on the kinetics of the photochemical reaction.

At pH values not m arkedly alkaline, quantum  yield values obtained 
by both procedures differed a t m ost by  only 2 - 3°/o from  the  m ean (see 
Table 2), which is w ith in  th e  limits of experim ental error. The photo-

Fig. 2. F irs t o rd e r ra te  constan ts fo r  th e  d a rk  reac tion  C • H ^O —> C a t 25 
as a func tion  of pH

chemical reaction was also found to be first order, w ith  constant quantum  
yield, up to the point w here the reverse reaction began to in terfere with 
the m easurem ents.

A t pH values to the  alkaline side of 10 the situation is quite different. 
U nder these conditions the rate of the reverse reaction is so high for all 
cytosine glycosides as to appreciably affect quantum  yield calculations. 
For all compounds the reverse reaction is strictly  first-order and the 
dependence of the lst-o rder ra te  constant on pH is quantitatively  sim ilar 
to th a t illustrated  for cytidine in Fig. 2.

An exam ination of the  rate  constants a t neutral pH for nucleosides 
and nucleotides showed th a t the  values for the form er w ere all similar. 
By contrast the  values of kr for the  nucleotides w ere found to  be 
dependent on the position of esterification, the  5'-nucleotides exhibiting
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th e  highest values. Since at pH 7 the secondary phosphate hydroxyls are 
only partially  dissociated (pk cv> 6), rate  constants w ere also m easured a t 
pH 8.1, w here they a re  fully  dissociated. Table 3 lists the  ra te  constants 
a t 25° for all nucleosides and nucleotides a t pH 2,7 and 8.1. We shall revert 
to  these in the  Discussion (below).

Tab le  3

Rate constants at 25° for reverse reaction o f photoproducts o f cytosine analogues, i.e. for elimination
o f water molecule

Photoproduct
pH 2 pH 7 pH 8.1

kr (sec.-1 «104)

Cytidine 0.77 1.10(1.4) 1.25
Glucopyranosylcytosine — 1.50 —
C2'p 1.76 4.00 0.64
Cp 0.74 1.00 0.64
pC! 1.27 6.50 0.83
PCp pC2' P 1.90 4.60 1.40
Cp! — 6.30 0.85
2'3'-isoprop. cytidine — 1.20 ' 0.96
Deoxycytidine 0.94 1.70 1.48
d-Cp 0.94 1.34 1.83
d-pC 1.60 5.50 1.06
d-pCp 1.63 5.00 2.30

Ionic strength of medium : In view of the  im portance of the ionic 
streng th  of the  m edium  on the  behaviour of cytosine and  1-methylcy- 
tosine (see below) this effect was exam ined in the  case of cytidine, bu t was 
found to  be relatively  small. Addition of 0.1 M-NaCl at pH 7 resulted in 
an increase in the  ra te  of the  reverse reaction of only 30%. This effect 
m ay, however, be of some significance because of the  reported effect 
of salt concentration on th e  photoreactivation of microorganisms [11].

Activation energy of reverse reaction: The ra te  of the  reverse reaction 
for Cp a t neu tra l pH was m easured a t  th ree  different tem peratures, 25, 
30 and 50°. The rates w ere found to  f it an A rrhenius plot w ith  a Q10 
of 2.6 and an activation energy of 15.5 kcal/mole; this is to  be compared 
w ith  a value of 15 kcal/mole which w e have calculated from th e  data 
of Sinsheim er [21]. A lthough none of the  other isomers w ere exam ined, 
i t  is most likely th a t they  would all exhib it sim ilar activation energies. 
The application of such m easurem ents to  th e  behaviour of model oligo­
nucleotides has already been dem onstrated elsew here [27].
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Cytosine and 1-m ethylcytosine

I t has previously been pointed out th a t th e  photochem ical behaviour 
of both these compounds is similar, but differs appreciably from  that for 
the corresponding glycosides [25]. Since then  w e have found that the 
dihydroderivatives of all of these compounds exh ib it one selective absorp­
tion band in the ultraviolet a t about 2400 A [9]. Hence both  cytosine and 
1-methylcytosine m ight also be expected, on irradiation, to  exhibit this 
m axim um  sim ultaneously w ith  disappearance of th e  m ain m axim um  at 
2670 A.

In unbuffered m edium  one can, indeed, observe an increase in 
absorption at 2400 A for both compounds, bu t w ithout form ation of 
a clearly defined m axim um  (Fig. 3). Upon rem oval of the  irradiation 
source, th e  reverse reaction is placed in evidence by a decrease in absorp-

tion a t 2400 A  and a concomitant increase a t 2670 A , until finally the 
ratio  of extinction at 2670 to  th a t at 2400 A  is identical w ith  th a t for 
the  parent compound. The reverse reaction is stric tly  first-o rder w ith 
a ra te  constant a t  room tem perature  of 1.6 X 10—1 sec.-1 so th a t tVs is 
72 mins. This is sufficiently slow so th a t quantum  yields m ay be calculated 
directly from  the  decrease in absorption, th e  values being th e  same for 
both substances a t 2 X 10-3, hence quite  low.

An attem pt was made to place m ore clearly in  evidence the increase 
in absorption at 2400 A  by irradiation a t a  tem pera tu re  6 - 8 ° .  No differ­
ence could, however, be found, a  resu lt th a t m ight have been anticipated 
from  th e  fact th a t U/2 a t room tem perature  is so high.

The degree of reversibility  is dependent on th e  ex ten t of photoproduct 
form ation. Following 25% photolysis, reversib ility  is about 60%. It is 
even higher for sm aller doses but, following 80% photolysis no rever­
sib ility  can be observed.

Fig. 3. P h o tochem ica l tra n s fo rm a ­
tion  o f cy to s ine  in  aqueous, u n b u f­
fered , m ed iu m  a t  pH  7: (a) P r io r  to 
ir ra d ia tio n , (b) F o llow ing  90 m ins. 
ir ra d ia tio n  a t  room  tem p, a n d  in te n ­
s ity  of 3 .10-7 einsiteins/cm .2/m in. (c) 
F o llow ing  co m p le tio n  of th e  rev e rse  
reac tio n  by h ea tin g  a t  n e u tra l pH
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In the presence of 0.02 M-phosphate buffer a t  the  same pH, the quan­
tum  yield decreases about 35°/o. Following 10% photolysis some rever­
sibility m ay still be observed (about 50%), but beyond this point it 
decreases rap id ly  and the irrad iation  products exhibit appreciable absorp­
tion in th e  w avelength range 2800 - 3000 Â (cf Fig. 3). There is conse­
quently m ore than  one photochem ical reaction involved. In addition, the  
reverse reaction in buffered m edium  is m uch m ore rapid, the ra te  
constant being 10—3 sec. ~ l, corresponding to  a tVs of only 10 mins., this 
probably being the  reason for th e  decrease in m easured quantum  yield 
referred to above.

That the  buffer effect is due purely to the influence of the  ionic 
strength  of the  m edium  was dem onstrated by addition of NaCl to a con­
centration of 0.1 m. U nder these conditions no reversibility could be 
observed even after small irrad iation  doses. It should be recalled that, 
for cytidine, a sim ilar increase in ionic strength  of the medium resulted 
in an increase in the rate  of the reverse reaction of only 30%.

While it  appears from the  above fairly  well established th a t cytosine 
and 1-m ethylcytosine give rise to  reversible photoproducts, i t  is also 
quite clear th a t this is no t th e  only reaction resulting from irradiation. 
It is conceivable th a t the  radiation itself provokes partial reversibility. 
A nother possibility is tha t the  reversible photoproduct is slightly more 
photosensitive than the paren t compound so tha t an equilibrium  is 
established betw een the  form ation of reversible photoproduct and its 
destruction. On the  other hand, th e  lack of reversibility  after high irradia­
tion doses implies th e  form ation of non-reversible photoproducts. This 
problem requires fu rther study, b u t it  should be noted th a t cytosine and 
1-m ethylcytosine likewise d iffer in photochem ical behaviour from  the 
glycosides in non-aqueous medium, as well as in aqueous medium at 
pH 9 [281.

It was previously shown th a t the  isotope effect for photochem ically 
induced nucleophilic addition of a  w ater m olecule to the  5,6 double bonds 
of uracil and cytosine analogous is ku7o/kn,o — 2 .2, in accordance w ith 
expectations [25], if th e  reaction is as follows:

Isotope effect  for reverse reaction
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since opening of the  D-O bond requires a higher activation energy than  
does the  H-O bond [24].

The isotope effect for the  reverse reaction is, on the other hand, more 
complex than previously assumed since it m ust involve not only dissocia­
tion of th e  C-H (or C-D) bond at possition 5 of th e  photoproduct, bu t 
also th e  effect of the  acid-base properties of the  light or heavy water, in 
which the  elim ination reaction is carried out, on the  ra te  of a reaction 
catalyzed by hydrogen or hydroxyl ions.

A separation of these tw o effects for uridine and cytidine has been 
achieved in the following manner. The photoproduct of each substance 
was obtained in light and in heavy w ater and lyophilized. Each photo­
product was then divided into two portions, one of which dissolved in 
light, th e  other in heavy, w ater for m easurem ent of the  rates of the  
reverse reaction. The results are illustrated in Table 4.

T ab le  4

Isotope effect for elimination o f  water molecule from photoproducts o f  uridine and cytidine

Photoproduct
k-to° • 1 0 4  (sec t)

in H 2 0 , pH 1.6 in D 2 0 ,  pD 1.6

u h 2o 7.4 13.4
u d 2o — 7.1

£4 0 ° • 1 0 4  (sec t)
in H 2 0 ,  pH 1.6 in D 2 0 ,  pD  1.6

c  h 2o 5.1 1.5
c d 2o 3.4 1 . 1

¿ 2 5 °’ lO4  (sec t)
in H 2 0 , pH 11.6 in D 2 0 , pD 11.6

c  h 2o 84.5 7.8

As will be seen from the  Table, the elim ination of D20  from the 
photoproducts is slower than  for elim ination of H20 , as is to  be expected 
for a reaction involving rup tu re  of a C - D, as compared to  a C - H, bond. 
If, however, the  photoproduct is as follows in heavy w ater:

the observed isotope effect should be lower than  th a t expected theore­
tically since some molecules will elim inate an H atom instead of a D from
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position 5. For cytidine, on the other hand, where the rate  of the  reverse 
reaction is appreciable a t room tem perature, the equilibrium  established 
during irradiation will, in heavy w ater, lead to the exchange of both H 
atoms at position 5 for D. The isotope effect for cytidine photoproducts 
should consequently be greater than  for the photoproducts of uridine. 
Actually the reverse is true, the values being 1.9 for uridine and 1.5 for 
cytidine.

If we exam ine now the  effect of the  medium, it  will be seen from 
Table 4 th a t th e  photoproduct of uridine undergoes the elim ination 
reaction faster in heavy w ater so tha t k^o/kn^o  is 1.8, w hereas for the  
photoproduct of cytidine this ratio  is 0.3 under the  same conditions and 
as low as 0.1 in  alkali. Consequently, the  catalysis m echanism  is d ifferent 
for each photoproduct. For reactions catalyzed specifically by H30 “̂  or 
OH”  the  isotope effect kH.o/ko^o %1, whereas for general acid-base 
catalysis this ratio  is greater than unity. Hence the  elim ination reaction 
for the  photoproduct of uridine (and probably for other uracil derivatives) 
is catalyzed specifically, w hereas the reaction for the  photoproducts of 
cytosine derivatives belongs to  the  class of m ore general acid and base 
catalyzed reactions.

By analogy w ith the  scheme presented by Ingold [8] for the  mono- 
m olecular elim ination of w ater from an aliphatic double bond (mechanism 
Ej), the reverse reaction would be as follows:

so th a t for cytosine derivatives k3 >  k2, since only then w ill 
fcH2o/fcDlo >  1 [2]- By contrast, for uracil derivatives, w here th e  value 
of k3 is about 2 orders of m agnitude lower than  for cytosine analogues, 
fc3 <  /q and the elim ination reaction, which is the  slowest, determ ines 
the  kinetics of the  overall process. The concentration of the  conjugate

/H

acid H is higher in DaO than in H.,0 since heavy w ater possesses less 
,H02

basic properties than  light w ater [2, 24]. The photoproduct therefore  
competes m ore effectively for the  deuteron in DoO than  for the  proton in  
H20  so th a t the  reaction is more rapid in heavy, than in light, w ater.
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DISCUSSION

In P art I of this study [25] it was postulated tha t some type of hydro­
gen bonding m ust exist betw een one of the carbohydrate hydroxyls and 
the 2-carbonyl of the  cytosine ring. This was based on the  observed 
difference in  photochemical behaviour between cytosine and 1-m ethyl- 
cytosine on the one hand, and cytosine glycosides on th e  other. Although 
it could not be unequivocally established which of th e  sugar hydroxyls 
is most involved, the  observed low quantum  yields for the  5'-nucleotides 
and the  reduced quantum  yields for all the  glycosides at alkaline pH 
(where the  sugar hydroxyls are known to dissociate [4]), led to  th e  sugges­
tion th a t the  5 '-hydroxyl is probably the  one m ainly involved.

The results now obtained show th a t the  decreased quantum  yields 
previously observed at alkaline p H (> ll )  are due largely to  the  rapid 
reverse reaction prevailing under these conditions. Hence, although the 
original suggestion of the  involvement of one of th e  sugar hydroxyls in 
hydrogen bonding w ith  the 2-carbonyl of the  aglycon rem ains valid, the 
evidence favouring the  5 '-hydroxyl is now seen to  lack experim ental 
support.

T ab le  5

Comparison o f amino pK , quantum yields and rate constants for reverse reaction at pH  7.0 and 8.1,
at 25° for various cytosine analogues

'
Compound pK 10-3

k r  X 104  (sec !)

pH 7.0 pH 8.1

Cytosine 4.60 2 . 0 1 0 — .

1 -methylcytosine 4.55 2 . 0 1 0 —
Glucopyranosylcytosine 3.85 14.3 1.5 —
Cytidine 4.1 1 0 . 8 1 . 1 1.25
Deoxycytidine 4.3 7.4 1.7 1.48
C 2 'p 4.36 13.0 4.0 0.64
Cp 4.28 13.5 1 . 0 0.64
PC 4.50 9.0 6.5 0.83
pCp 2 ', 5' and 3% 5' — 1 0 . 2 4.6 1.4
Cp — 11.5 6.3 0.85
d-Cp — 1 0 . 6 1.3 0.83
d-pC 4.55 3.0 5.5 1.06
d-pCp — 3.4 5.0 . 2.30

For purposes of comparison we have assembled some pertinen t data 
in Table 5, from which it will be observed th a t th e  quantum  yields for 
nucleosides are m arkedly dependent on the n a tu re  of the  carbohydrate 
moiety, whereas the  rates of the reverse reaction^ are approxim ately the
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same. The decreased quantum  yield for deoxycytidine as compared to 
cytidine is carried over to the  corresponding nucleotides. It is even fu rther 
accentuated as between, e.g. pC and d-pC or Cp and d-Cp, thus hinting 
a t some participation of the  phosphate groups themselves in the  reaction. 
If any doubts existed on this score, they are at once dispelled by the
m arked decrease in the  rates of the reverse reaction for most of the
nucleotides in going from pH 7 to pH. 8.1, w here the  only modification 
resulting from change in pH is an increase in dissociation of the  secondary 
phosphate hydroxyls. It consequently follows th a t the  phosphate hydro­
xyls influence both the excited state of the  cytosine ring, as well as the 
stability  of the  resulting photoproduct. In part this interaction is most 
likely of the dipole-dipole type betw een the two functional, polar, phos­
phate and amino groups, such m utual interaction resulting in a modifica­
tion of the  pK values of the  two groups, the m agnitude of which is 
dependent on the distance betw een them  as has been shown in the case 
of amino acids. Both Loring et al. [12] and Cavalieri [3] profited from this
fact for identification of the a and b isomers of cytidylic acid, the
3'-isom er being that for- which the  amino pK is closest to  cytidine and the 
phosphate pKL more acid. The data for the  5'-nucleotides are in agree­
m ent w ith  this (Table 5) since, according to Furberg [5] th e  distance 
betw een the two functional groups is a m inim um  in these isomers. This 
is fu rther supported by the  proton m agnetic resonance studies of Jarde- 
tsky [10], on cytosine nucleotides. By comparison w ith  cytidine the  
phosphate group in isom eric nucleotides induces only a change in 
frequency of the  protons at positions 5 and 6 of the  pyrim idine ring, 
th is frequency shift being m axim al for the  5'-nucleotides as compared to 
a m ixture  of the  2’ and 3’ isomers.

The quantum  yields for the  cytidylic acid isomers lead to  th e  same 
conclusion, the  influence of the  phosphate group being m ost pronounced 
for the 5'-isomers. I t  is tru e  that th e  difference ¡between the  quantum  
yields for Cp and C2’p is not appreciable, bu t greater stability  of the  photo­
product of Cp suggests tha t this difference is real.

The influence of the  dissociation of the  phosphate group on photo­
product stability  m ay be in terpreted  in term s of catalysis of the  reverse 
reaction by a potentially  dissociable proton. Decreasing the pH from 8.1 
to  7.0 reduces the  degree of dissociation of the  secondary phosphate 
hydroxyls and increases the  concentration of acid in the  neighbourhood 
of the  hydroxyl group at C6 in the  photoproduct. The decrease in stability  
of the  photoproduct, in the  pH range w here niucleaside photoproducts 
exhib it practically no change in  stability, would therefore be due in part 
to  the  in tram olecular catalysis of th e  reverse reaction by the  proton 
involved in  secondary phosphate dissociation. The differences between

f!3 ]
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the  d ifferen t nucleotide isomers is therefore due to  two m utually  depen­
dent effects: (a) the  distance between the amino and phosphate groups, 
and (b) the  pK of the latter. The most unstable photoproducts are there­
fore those nucleotides w here the two functional groups a re  closest, i.e. 
the  5'-isomers. The quantum  yield and rate  of the  reverse reaction for the  
2’ : 3’ cyclic nucleoside suggest that its configuration differs from that 
observed using atomic models, if it is assumed th a t all th e  bonds in the 
carbohydrate ring are in one plane.

SUMMARY

A detailed study has been made of the reversible photoproducts 
resulting from the ultraviolet irradiation (at 2537 Â) of cytosine glyco­
sides, w ith special reference to the  kinetics of the  reverse reaction and 
the influence of pH, ionic strength  and tem perature. The photochemical 
reaction involves nucleophilic addition of a w ater molecule to  the  5,6 
double bond of the  pyrim idine ring; the  reverse reaction involves the  
acid-base catalyzed elim ination of this w ater molecule. Q uantum  yields 
previously calculated, and in  which the influence of the  reverse reaction 
was ignored, are found to be essentially unchanged except at highly 
alkaline pH where the velocity of the reverse, dark, reaction is extrem ely 
high. Both forw ard and reverse reactions a re  of first-order. Exam ination of 
the  isotope effect for the  reverse reaction has shown th a t i t  involves general 
acid and base catalysis, as compared to uracil and its glycosides w here 
specific acid-base catalysis is involved. It has been shown th a t the  photo­
chemical and reverse reactions are influenced no t only by interaction 
betw een the pyrim idine and carbohydrate rings (specifically the  pyrim i­
dine 2-carbonyl and one of the  carbohydrate hydroxyls) but, in the case 
of nucleotides, also by the degree of dissociation of th e  phosphate hydro­
xyls and the  position of estérification of the sugar. The activation energy
for the  reverse reaction is of the  order of 15 kcal./mole. For cytosine and
1-m ethylcytosine hydration of the  pyrim idine rings is not the  only 
reaction which takes place as a result of irradation, and th e  n a tu re  of 
these additional reaction(s) rem ains to  be clarified.
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FO TO C H E M IA  N UK LEO ZY DÓ W  I NUK LEO TY DÓ W  CYTOZYNY. CZĘŚC II.

S t r e s z c z e ń  i e

Przeprowadzono szczegółowe badania nad odwracalnymi fotoproduk- 
tam i powstającym i w w yniku naśw ietlania ultrafioletem  (2537 A) gliko­
zydów cytozyny ze specjalnym  uwzględnieniem  kinetyki reakcji odwrot­
nej i w pływ u pH, siły jonowej i tem peratury. Fotochemiczna reakcja 
obejm uje nukleofilne włączenie cząsteczki wody do podwójnego w iąza­
nia 5 - 6  pierścienia pirymidynowego, reakcja odwrotna stanowi katalizo­
wane przez kwas-zasadę odłączenie tej cząsteczki wody. Stwierdzono, że 
wyliczone poprzednio wydajności kwantowe, w których pominięto wpływ 
reakcji odwrotnej, nie wykazują istotnych zmian oprócz występujących 
w wysoko alkalicznych pH, gdzie szybkość reakcji odwrotnej jest szczegól­
nie wysoka. Obie reakcje są pierwszego rzędu. Bardziej szczegóło­
we badanie efektu  izotopowego na reakcję odwrotną, jak  też porównanie 
z uracylem  i jego glikozydami, gdzie w ystępuje specyficzna kwaso- 
zasadowa kataliza, wykazały, że zachodzi ona na drodze ogólnej kwaśnej 
i zasadowej katalizy.
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W ykazane zostało, że na reakcję fotochemiczną i odw rotną wpływa 
nie ty lko oddziaływanie wzajem ne między pierścieniam i pirym idyny 
i węglowodanu (szczególnie węglem 2 pirym idyny i jednym  z w odorotle- 
nów węglowodanu), lecz w  w ypadku nukleotydów, również stopień 
dysocjacji wodorotlenów fosforanu i pozycja estryfikacji cukru. Energia 
aktyw acji dla reakcji odwrotnej jest rzędu 15 kcal/mol. Dla cytozyny 
i 1-metylocytozyny uw odnienie pierścienia pirym idynowego nie jest je ­
dyną reakcją jaka zachodzi w w yniku naświetlania, a charakter dodatko­
wych reakcji pozostaje do wyjaśnienia.

O trzym ano  24.12.1960
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In a previous publication [26] we have reported on the preparation and 
properties of N -m ethyluridine-2 '(3 ')-phosphate and oligonucleotides of 
MeUp1 obtained by chemical synthesis [21], the resulting oligonucleotides 
containing a m ix ture  of 2',5' and 3',5' internucleotide linkages, w ith 
average chain lengths of up to 8,5 residues.

In view of the  in terest attaching to  such polymers, both from 
a physico-chemical view point and the ir behaviour towards enzymes [26], 
it appeared desirable to extend these studies to higher polymers, which 
w e have now done by established procedures: preparation of MeUMP, 
followed by phosphorylation to  MeUDP and polym erization of the  la tte r 
w ith  polynucleotide phosphorylase [9]. It has proved possible in this 
w ay to  prepare also copolymers of MeUp and Up and to exam ine all of 
these for secondary structure, complexing ability w ith poly-A, as well 
as th e ir behaviour tow ards enzymes.

MeUMP (II) was obtained by phosphorylation of N-m ethyl-2', 3 '-0 -iso - 
propylideneuridine (I) w ith P2O5 in 850/o phosphoric acid [11, 19], under 
conditions sim ilar to those employed for phosphorylation of isopropyli- 
deneuridine or benzylidenecytidine [19].

In the  latter procedure, following phosphorylation and addition of 
water, heating for 30 m inutes on a boiling w ater bath  to  decompose the 
polyphosphates form ed during phosphorylation results in partial (up to

1 T he fo llow ing n o m en c la tu re  is used  in  th is  tex t: A, adenosine ; U, u rid in e ; Up, 
urid ine-2 '(3 ')-pho& phate; UM P, u rid in e -5 '-p h o sp h a te ; UDP, ua id ine-S '-py rophospha te ; 
th e  p re f ix  “M e” re fe rs  to  th e  co rrespond ing  3 -m ethy l (N -m ethy l-) d e riv a tiv e ; poly-U , 
p o ly -u ridy lic  ac id ; po ly-A , po ly -adeny lic  ac id ; poly-U -M eU  (25) re fe rs  to a copolym er 
of U p a n d  M eU p co n ta in in g  250/o of th e  la t te r ;  th e  p ro ced u re  fo r o ligonucleo tides 
is i l lu s tra te d  by M eU pU p, in  w h ich  th e  3 '-h y d ro x y l of M eU p is  lin k ed  to  th e  5' of 
Up, th e  te rm in a l p h o sp h a te  be ing  on th e  3 ' of th e  la tte r .

[235]
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15%) dem ethylation of MeUMP. However, it  was found tha t the  heating 
tim e could be shortened to  15 m inutes for decomposition of polyphosphates 
(as w ell as for removal of the  isopropylidene group); under these condi­
tions dem ethylation is hardly  observable, and chrom atographicallv pure 
II m ay be obtained in 69% yield from I.

MeUDP (III) was then obtained in good yield by the  relatively sim ple 
modification of M iehelson [19] through the action of dibenzylphosphoro- 
chloridate on the tri-n-octylam ine salt of unprotected II. Following 
rem oval of benzyl groups by catalytic hydrogenation, III was precipitated 
as th e  calcium salt at slightly acid pH (5.5) w here II is m ore soluble and 
rem ains in solution. The m ethyl esters of MeUMP and related compounds 
are of some theoretical in terest and their properties will be described in 
a separate communication.

Poly-M eU was prepared enzym atically w ith  polynucleotide phosphory- 
lase as described by G runberg- Manago et al. [10]. The reaction w ent to  
completion in several hours at 30°, w ith  about 40% yield of polym er 
(with respect to  MeUDP). The yield is therefore lower, and the  equi­
librium  shifted m ore in the  direction of phosphorolysis than w ith  UDP 
and ADP as substrates. The reaction was also found to be completely 
inhibited when the reaction m ixture contained 35% MeUMP.

The foregoing is of in terest in relation to the  specificity of poly­
nucleotide phosphorylase, particularly  in view of the  fact that N -m ethyla- 
tion of Up confers resistance to  degradation by ribonuclease ([26], see 
below). Lengyel & Chambers [15] have shown th a t thiourid ine-5 '-pyro- 
phosphate is likewise a suitable substra te  for polynucleotide phosphory­
lase. On the other hand, we have found that the  enzym e is completely 
inactive against dihydro-M eUDP [cf. Ref. 22] so th a t arom aticity of the  
pyrim idine ring appears to be necessary. It should be recalled in this 
connection th a t oligonucleotides of dihydro-Up w ith  chain lengths of 
15-20 residues m ay be obtained sim ply by hydrogenation of chemically 
synthesized oligo-U on a rhodium  catalyst [12].

Acid hydrolysis of poly-MeU to mononucleotides resulted in an 
increase in optical density at the absorption maximum , 2620 A, of 9.8% 
The hyperchrom icity of the  high m olecular weight polym er is conse­
quently  the  sam e as for shorter chains. Since there is no possibility for 
form ation of intram olecular hydrogen bonds in the  m ethylated polym er 
(see also below), it follows th a t the  hyperchrom icity m ust be due to 
interaction of ji-electron orbitals of adjacent rings [13, 14. 20].

2 A lk a lin e  hydro lysis  to  m ononucleo tides of th e  m e th y la ted  p o ly m er is n o t 
perm iss ib le  since, as p rev iously  po in ted  ou t [12,26], a lk y la tio n  or su b s titu tio n  of 
bo th  n itrogen  a tom s of th e  p y rim id in e  rin g  ren d ers  th e  la t te r  a lk a li lab ile .
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The foregoing conclusion is based on the assumption that the  10% 
hyperchrom icity of poly-U and poly-MeU results from incorporation of 
the arom atic rings in the polynucleotide chain. A ttention has previously 
been draw n to  the observation of Shapiro & Chargaff [24] th a t deoxy- 
nucleoside diphosphates exhibit several %  hyperchrom icity w ith  respect 
to  the nucleosides, and tha t this may account for part of the hyperchrom i­
city  of polynucleotide chains [25].

It has been dem onstrated recently by Lipsett [17] that poly-U exhibits 
reversible secondary structu re  at low tem peratures, this being placed in 
evidence by a tem perature profile w ith a “m elting point”, Tm, of 
about 6 °. We have found that poly-MeU exhibits no secondary structure, 
even in th e  presence of 0.05M-MgCl2, its absorption spectrum  rem aining 
unaffected even a t 3-4°. Furtherm ore poly-MeU does not form a tw in- 
stranded  complex w ith  poly-A, e ither under standard conditions [4] or at 
higher ionic strength  and tem peratures of 3-4°.

In connection w ith the foregoing, we should like to draw  attention to  
the  30% hyperchrom icity exhibited by polyribosethym ine phosphate [8]. 
A ttention has previously been draw n to the fact that, since this polym er 
differs from  poly-U only in that the uracil residues are m ethylated in 
the  5-position, its high hyperchrom icity as compared to poly-U indicates 
an  appreciable difference in structu re  [25].

It now seems clear th a t this difference is due to  the  fact th a t poly­
ribosethym ine phosphate has a higher Tni than  poly-U and that i t  there­
fore exhibits secondary structure  well above room tem perature.

In view of the  dem onstration of the existence of a trip le-stranded 
complex of the form  poly-A-poly-U-poly-U, it has been suggested [6] 
that, in addition to the  normal hydrogen bonds predicted for the  W atson- 
-Crick model [28] betw een the  num ber 3 nitrogens of the pyrim idine 
and purine bases and the  pyrim idine 4-carbonyl and purine amino group, 
there  exists also th e  possibility of a second pair of hydrogen bonds, viz. 
betw een the  num ber 3 nitrogen of th e  second uracil residue and the 
num ber 7 nitrogen of the  adenine residue, as well as betw een the pyrim i­
dine 4-carbonyl and the  second hydrogen of the  adenine amino group. 
The foregoing results for poly-MeU dem onstrate tha t it suffices to  block 
th e  num ber 3 n itrogen in the  uracil ring to  prevent the form ation either 
of m ultip le  stranded complexes or of intram olecular secondary structure.

It would be of considerable interest to investigate the effect of m ethy- 
lation on tw in-strand  complexing in the  complex poly-G-poly-C, which 
is even m ore stable due to the form ation of 3 in terstrand hydrogen bonds 
[23]. Such trials w ill, of course, be possible only if m ethylated CDP and 
GDP prove to be substrates of polynucleotide phosphorylase. In our 
opinion the  use of such methods, for th e  blocking of groups suspected of 
9
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Adenine
Fig. 1. B locking of th e  n u m b e r 3 n itro g en  in  th e  u ra c il rings o f poly-M eU  prevents, 

fo rm a tio n  of m u ltip le  s tra n d e d  com plexes w ith  poly-A .

participating in  hydrogen bonding in  linear polynucleotides, should prove 
much mocre profitable in  investigations on com plem entarity than other 
proposed methods.

Enzymatic studies on poly-MeU confirmed and extended our previous 
findings [26]. The polym er proved to  be resistant to  ribonuclease, bu t 
was quantitatively hydrolyzed to  Me-UMP by purified snake venon 
phosphodiesterase at a rate  considerably faster than chemically synthe­
sized oligo-MeU. This is undoubtedly due to the fact th a t the  chemically 
prepared oligonucleotide contains a m ix tu re  of 2',5' and 3',5' linkages and 
a term inal phosphate at the  2'(3') position.

The enzym atic polym er was also hydrolyzed slowly by commercial 
preparations of alkaline phosphatase, testifying to the  presence in the  
la tte r of traces of an as yet unidentified phosphodiesterase [26].

Copolymers containing both  U and MeU w ere prepared by using 
substrate  solutions containing UDP and Me-UDP in the  proportions 4 :1 
and 3 :2. Following isolation of the  copolymers, acid hydrolysis to 
mononucleotides and chrom atography showed that the ir content of MeU 
was 5%  and 25%, respectively. The m ethylated diphosphates are therefore 
less readily incorporated into polymers by the enzyme, in agreem ent 
w ith the  results presented above for the  synthesis of homopolymers 
of MeU.

Exam ination of potential secondary structu re  in the copolymer contain­
ing 25% MeU, viz. poly-U-MeU(25), showed th a t only below 5.5° was 
there  an observable decrease in optical density, which attained 7.6% 
at 3.5° (lower tem peratures w ere not possible in these experim ents, using
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th e  Hilger compartm ent). The secondary structu re  of th e  copolymer 
therefore disappears above 5.5°; this is to  be compared w ith the 
corresponding tem perature  for the  sam e transition  in poly-U, 8 .5° [17], 
a result w hich we have confirmed.

Poly-U-MeU(25) also forms a tw in-stranded complex w ith  poly-A, 
the  resulting m axim um  hyperchrom icity being 17.2% for a m ixture 
of poly-A and poly-U-MeU(25) in th e  ratio  1 :3.3, i. e. w hen the num ber

notes u m poiy-U- weu 75;

Fig. 2. ‘-T itra tion  c u rv e” of poly-U -M eU  
[25] +  po ly-A  a t  10° in  0.15M -NaClt- 
+  0.015M -sodium c itra te . T he p o in t d e ­
n o ted  by a cross rep re sen ts  th e  h y p e r­
ch ro m ic ity  of po ly-U ■ hpoly-A  used  as 

a  co n tro l

Fig. 3. T em p era tu re  p ro files of ( • ) ,  
poly-U -M eU  [25] +  po-ly-A, an d  (x), 

poly-U - +  poly-A

o f  A residues equalled the num ber of unsubstituted U residues (Figs. 2 
and 3). U nder analogous conditions, a 1 : 1 m ixture of poly-A-poly-U 
exhibited a hyperchrom icity of 34%. It consequently follows, as already 
shown by Doty and Fresco & Alberts [5, 7] for m ultiple-stranded po­
lymers of poly-U and poly-AU, tha t the  m ethylated residues are pushed 
out of the  helix to form  “loops”. This is fu rther supported by the  fact 
th a t these “loops” m ay embrace two adjacent MeU residues since, as

Fig. 4. P ro b a b le  s tru c tu re  of tw in -s tra n d e d  com plex  of poly-U -M eU  [25] +  poly A
fcf. Ref. 5]
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will be shown below. poly-U-MeU(25) contains almost 10% of such 
adjacent pairs, and practically no tracts of th ree  MeU residues, so th a t 
the  tw in-strand complex of poly-U-poly-U-MeU(25) would have the  
structure  shown in Fig. 4.

It seems reasonable to expect th a t such a struc tu re  w ill not be as 
stable as the complex free of loops and, in fact, its Tm is only 34° (Fig. 3) 
as compared to a Tin of 58.5° for poly-A-poly-U under the same condi­
tions. The “m elting” curve for the  poly-A-poly-U-MeU(25) complex 
is m uch fla tter than  for poly-A-poly-U which is explicable on the 
assum ption tha t different portions of the  helix are dissociated at dif­
ferent tem peratures, in  the  range from 12.5° to 56°. In a control expe­
rim ent the  corresponding range for poly-A-poly-U was found to  be only 
4°, from 57 -61°.

The foregoing derives additional support from  the  observation that 
the  m axim um  hyperchrom ieity of poly-A-poly-U-MeU(25) is only 17% 
(as compared to  34%  for the  natural tw in-stranded polymer), testifying 
to the  fact th a t the  hydrogen bonds are considerably weaker.

Additional evidence for the  foregoing in terpreta tion  of the  shape 
of the  m elting curve for poly-A-poly-U-MeU(25) is provided by the 
behaviour of complexes of poly-U w ith  oligonucleotides of Ap containing 
a m ixture of 2', 5' and 3', 5' internucleotide linkages. We have made 
some prelim inary trials w ith  such oligonucleotides, of average chain 
length about 12 residues, and kindly supplied by Dr. A. M. Michelson 
[21]. Such oligonucleotides do not, of course, possess any secondary 
structure. However at room tem perature oligo-A (2', 5'; 3', 5') complexes 
readily w ith poly-U (3', 5') as indicated by the  resulting  hypochrom icity 
of the  m ixture, which attains a m axim um  of 14% at a ratio  of U: A of 
1: 1.  The resulting complex exhibits a m elting curve over the  tem pera­
tu re  range 9° to  36° w ith  a Tm of 21.5°. Sim ilar complexes have been 
reported by Lipsett et al. [18] for poly-U and oligo-A containing, however, 
only 3', 5' internucleotide linkages. It would obviously be of interest 
to  exam ine the properties of complexes of poly-U w ith  samples of 
oligo-A of d ifferent chain lengths but containing only 2', 5' linkages; 
this would, however, require the  use of some enzym e which would 
hydrolyze only the  3', 5' linkages in oligo-A (2', 5'; 3', 5').

We have also found th a t a basic dve such as toluidine blue is equally 
m etachrom atic against poly-MeU as against poly-U so th a t secondary 
structure is of no im portance in this case. This finding cannot, however, 
be generalized to include polymers containing am ino groups.

Acid hydrolysis of the copolymers resulted in the  form ation of Up 
and MeUp. Hydrolysis w ith  snake venom phosphodiesterase gave MeUMP

240
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and UMP, both of which were fu rther identified by hydrolysis w ith 
snake venom 5'-nucleotidase to  the  corresponding nucleosides.

On the  other hand, hydrolysis w ith ribonuclease gave Up plus two 
additional products w ith  R F values in  solvent systetm s A and B som ew hat 
lower than  tha t for Up; there  was no product of ribonuclease hydrolysis 
corresponding to  MeUp, nor were there any products corresponding to 
te tra -  or higher oligonucleotides, the  Rg values of which would be close

T a b le  1

Course o f  polymerization o f  N-methyl-UDP

Incubation time 
(hours)

Me-UDP
(%)

Poly-MeU
(%)

0 1 0 0 0

0.5 80.5 19.5
2 64.5 35.5

1 2 60 40
24 59.5 40.5

to 0 [21, 26]. The spectra of the  two above-m entioned spots, a t pH 7 
and 12, as well as chrom atography of the ir acid hydrolysates, indicated 
th a t they w ere (in order of decreasing R F values) a dinucleotide of the 
type MeUpUp and a trinucleotide such as MeUpMeUpUp. The quan tita­
tive proportions in the  separate fractions were determ ined following

T a b le  2

Products o f  ribonuclease hydrolysis o f  poly-U-Me U (25)

Hydrolysis products

Residue Copolymer
content

Mononucleotides
consisting

of

Dinucleotides
consisting

of

Trinucleotides
consisting

of•

Up
MeUp

75
25

63.7%
0 %

15.6%
15.6%

4.7%
9.7%

ribonuclease hydrolysis w ith  the  following results: out of the  25°/o MeU 
residues in the polymer, 15.6% occur singly, sandwiched betw een U 
residues: while 9.4% exist as tracts of tw o residues. There is no possibility

of form ation of other types of oligonucleotides, e.g. U3'-p +5 'M eU 3'p

since this would be susceptible to ribonuclease hydrolysis at the position 
indicated by the  dotted line (see Table 2).
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EXPERIMENTAL

N -m ethyl-2 ' ,3'-isopropylideneuridine (I): 1 gm. (3.5 mmole) 2',3'-iso- 
propylideneuridine, obtained according to  Levene & Tipson [16] 
was dissolved in 50 ml. m ethanol and cooled to 0°, following w hich an 
ethereal solution of diazomethane, from 10 gm. N -m ethylnitrosourea
[1], was added until a stable yellow colour was obtained. The reaction 
m ix tu re  was then left for 2 hrs. at 0° and overnight a t room tem perature. 
Completion of the reaction was verified by testing the  optical density 
of th e  product at 2620 A a t pH 7 and 13, which should be th e  same; 
and by chrom atography in solvents A and B (Table 3). The colorless 
solution was evaporated to dryness under reduced pressure, the  residue 
dissolved in 2 ml. hot ethanol, 0.5 ml. e ther was then  added and the  
m ix tu re  left a t 0° for crystallization. A fter 16 hours the  crystals w ere 
filtered, washed w ith  cold m ethanol and ether (yield 820 mg.) and an 
additional 120 mg. obtained from the filtrate; to ta l yield, 940 mg. or 
90% theor. Following recrystalization from ethanol - e th e r (1 :1 )  the  
m. p. was 182 - 183° and the product showed only one spot in solvents 
A and B. In a butanol - borate solvent system  the product did not form 
any complex. When 1 mg. was dissolved in 0.1 ml. n-HCI and left over­
night a t 37°, the  resulting product was chrom atographically identical 
w ith  N -m ethyluridine in solvents A and B.

Analysis: C, 51.92%; H, 5.87%; N, 9.36%. Calculated for C13H180 6N2: 
C. 52.35%; H. 6.0; N, 9.4%.

N -m ethyl-U M P  (II): 1 gm. (3.35 mmole) of I, finely powdered and 
previously dried over P2Or„ was added to a m ix tu re  of 4.5 gm. P 2O5 
in 6 gm. phosphoric acid [11, 19]. W ith exclusion of moisture, the  reac­
tion vessel was m echanically agitated in a 50° bath for 2 hrs. To the 
reaction m ix ture  was then added 75 ml. w ater and the whole then placed 
in a boiling w ater bath for 15 m ins.! The m ix ture  was then  cooled 
rapidly  to room tem perature and brought to pH about 6.5 w ith a sa tu ­
rated  barium  hydroxide solution. The barium  phosphate was then filtered 
off and washed w ith hot w ater, and the combined filtrates reduced to 
a volume of about 8 ml., brought to  pH 7.5 w ith barium  hydroxide and 
filtered  into a centrifuge tube. About 16 ml. ethanol was then  added 
to the  solution which was then left at 0° for 30 mins., and centrifugated 
to give th e  crude barium  salt of II, contam inated w ith  traces of UMP 
and N-m ethyl-U DP. The precipitate was washed w ith  ethanol and ether, 
again dissolved in a small volume of w ater and precipitated w ith ethanol 
to give 1.12 gm. dried Ba salt of II. The barium  salt was dissolved in 
20 ml. w ater and passed through a column of A m berlite IR-120 (H"1'

3 If h ea tin g  is undu ly  prolonged, p a rt ia l d ém éth y la tio n  occurs.
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T a b le  3 

Paper chromatography

The following solvent systems were used with ascending chromatography on W hatman No. 1:
(A ), propan-2-ol -N H 4OH (d =  0.88)-H 3O (70:10:20, v/v/v). (B), ethanol-M-ammonium acetate (70:30, v/v), R p  values

for t he various compounds are as follows

Compound
P g  in solvent

A B

Uridine 0.49 0.73
N-methyluridine 0.78 0.91
N-methyl-2',3'-0-isopropylidene uridine (I) 0 . 8 6 —
Uridine-5'-phosphate 0.18 0.26
N-methyluridine-5'-phosphate (11) 0.25 0.48
Uridine-5 '-pyrophosphate — 0 . 1 0

N-methyluridine-5'-pyrophosphate (III) — 0.16
Dihydrouridine-5 '-pyrophosphate — 0 . 1 0

Dinucleotide MeUpUp 0.9 0.18
Trinucleotide MeUpMeUpUp 0.4 0 . 1 2

Poly-(MeU) (IV) 0 0

form, 0  2 cm., length 8 cm.). The column was washed tw ice w ith  15 ml. 
portions w ater and the combined percolates concentrated under reduced 
pressure (temp, not exceeding 30°) to about 10 ml., following which w ater 
was removed by azeotropic distillation w ith benzene and ethanol. The 
ethanol solution (vol. about 9 ml.) was passed through a Schott G-4 
filte r in to  a centrifuge tube containing 50 ml. dry e ther a t 0° The resu lt­
ing precipitate was centrifuged down, washed firs t w ith  ethanol -  e ther 
(1 : 4), then w ith ether, and finally dried in vacuum  over P2O5 to  give 
780 mg. of II (69% theor.). The product exhibited only one spot in 
solvents A and B and was stationary in a butanol - borate solvent. Its 
spectrum  was identical w ith tha t of N -m ethyluridine-2 ' (3') - phosphate 
[26]. T reatm ent w ith snake venom 5'-nucleotidase resulted in hydrolysis 
exclusively to N-m ethyluridine.

¿max 2620 À; emax 8.8 x 103. Analysis: N, 8.12%; P, 9.32%. Calculated 
for C ioH ^O c^P: N, 8.28%; P, 9.46%.

N -m ethyl-U D P (III): 505 mg. (1.5 mmole) of II, previously dried in 
vacuum, was dissolved in  20 ml. dry dioxane, to which was then  added 
530 mg. (1.5 mmole) tri-n-octylam ine. The solution was fu rth e r dried 
by several distillations under reduced pressure w ith  addition of dry  
toluene, finally evaporated to  dryness and left overnight in vacuum 
over P2O5. The resulting tri-n-octylam ine salt of II was dissolved in 
10 ml. dioxane, to which was then added dibenzylphosphorochloridate 
(from 460 mg. dibenzylphosphite and 240 mg. N-chlorosuccinimide) in
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15 ml. dioxane - benzene (1 : 1), followed by the  dropwise addition of 
a solution of tri-n-buty lam ine (370 mg., 2 mmole) in 5 ml. dioxane- 
benzene (1 : 1). Chrom atographic control of the  reaction showed 
th a t over 90°/o of II was phosphorylated after 3 hours a t room 
temp. Solvent was then removed under reduced pressure and the residue 
shaken twice in e ther (30 ml.) and in petroleum  e ther (30 ml.). The 
e ther was decanted and the residual oily fluid dissolved in 20 ml. ethanol- 
w ater (6 : 4) and hydrogenated at atm ospheric pressure on a palladium  
catalyst [2]. The catalyst was removed by filtration  and the  solution 
brought to pH 5.5 w ith triethylam ine. The m ix tu re  was dehydrated by 
azeotropic distillation, filtered, and an excess of an ethanolic solution of 
calcium chloride added. The resulting crude calcium salt of III was 
centrifuged, washed w ith  ethanol -w ater (2 : 1) and ethanol. Exam ina­
tion of the  supernatan t showed th a t it  contained m ainly unreacted II 
and was therefore discarded. The crude calcium salt of III (540 mg.) was 
dissolved in water, 1 n-HCI added to  pH 3, and filtered into 25 ml. 
ethanol. The resulting precipitate was again dissolved in w ater and 
precipitated w ith  ethanol to  yield 510 mg. of the  calcium salt of III 
(73,3 theor.), giving only one spot in solvents A and B. T reatm ent w ith  
snake venom resulted in quantita tive  conversion to N -m ethyluridine (due 
to action of pyrophosphatase in venom).

¿m ax — 2620 A; £max —  8.74 X  103. Analysis: N, 6.37; P, 13.62%). Calcu­
lated for C10H14O12N2P 2Ca: N, 6.1°/o; P, 13,83%.

Poly-(N-m ethyl-U ) 23 mg. of the  calcium salt of N-m ethyl-UDP 
(III) was dissolved in 1 ml. w ater and calcium removed on a column 
of Am berlite IR-120 (H+). The solution was concentrated to  0.2 ml. and 
brought to  pH 7.6 w ith 1 N-NaOH, following which was added 0.2 ml.
0.2 M-tris buffer pH 8.1, 4 p-1. 1 M-MgCl2 and 40 ul. polynucleotide phospho- 
rylase [10]. Incubation was at 30° for 24 hours and the reaction was 
followed chrom atographically by the  disappearance of III and the  form a­
tion of polym er which rem ained a t the  starting  point on the chrom ato­
gram  (solvent B), w ith  results as shown in Table 1. The final yield of 
polymer, following two precipitations w ith  alcohol and exhaustive dia­
lysis, was 5.4 m g 4.

Acid hydrolysis. Exposure of the  polym er to  1 n-HCI for 14 hours 
at 37° resulted in complete hydrolysis w ith  the  formation, in solvents 
A and B, of only one product. N -m ethyluridine-2'(3 ')-phosphate.

Hyperchrom icity and secondary structure. Following acid hydrolysis

4 N o accu ra te  d a ta  a re  av a ilab le  a s  to  th e  m o lecu la r w eig h t of th e  po lym er. 
H ow ever sed im en ta tio n  c o n s ta n t m easu rem en ts  (p erfo rm ed  in  th e  lab o ra to ry  of 
P rof. P. Doty by Dr. K. W ierzchow ski) on  an  old, p a r t ia l ly  degraded , p re p a ra tio n  
gave a  m o lecu la r w e ig h t of 15,000.

http://rcin.org.pl



[11] P R E P A R A T IO N  AND P R O P E R T IE S  O F  H IG H  M OLECULAR PO LYM ERS 245

th e  increase in  absorption of a solution of polym er was 9.8% at 2620 A. 
At tem peratures down to  3°, no tem perature profile was observed for 
th e  polym er under conditions w here the  tem perature profile of poly-U 
was reproduced as described by Lipsett [17]; see below.

A ttem pted  complex form ation w ith  poly-A . U nder conditions as 
described by W arner [27] and Doty et al. [4] poly-A was “titra ted ” w ith 
poly-U to form the  usual 1 : 1 complex. Repetition of this procedure w ith 
poly-MeU gave only a m ix tu re  in w hich the  u ltraviolet absorption was 
always the sum of the  absorptions of poly-A and poly-MeU.

A ttem pted  synthesis of poly-(dihydro-U). 10 mg. of the  sodium salt 
of UDP was hydrogenated over a rhodium  catalyst [3] until th e  absorp­
tion at 2600 Â had com pletely disappeared [12]. The solution was then 
concentrated and incubated w ith  polynucleotide phosphorylase as des­
cribed above. No evidence for polym er form ation could be observed 
[cf. Ref. 22],

Test for secondary structure in poly-M eU . The optical density of 
a solution of poly-M eU in 0.01 M-MgCl2 was exam ined over a tem pera­
tu re  range of 75° to  4° in the  therm ostated cell com partm ent of the 
H ilger Uvispek w ith  a Hoeppler circulating ultratherm ostat. No change 
in absorption could be observed at 2620 Â, even w hen the  MgCl2 con­
centration was raised to 0.05 m. U nder analogous conditions poly-U exhi­
bited a tem perature profile as described by Lipsett [17].

Copolymers poly-U-M eU. These w ere prepared enzym atically as for 
poly-MeU. Two incubation m ixtures w ere used in which the  ratios of 
UDP to MeUDP were 4 : 1 and 3 : 2 respectively. The resulting copolymers 
w ere hydrolyzed in 1n-HC1 overnight at 37° and chrom atographed in 
solvents A and B. Products of hydrolysis contained only Up and MeUp 
and w ere eluted from chrom atogram s and estim ated 2620 Â. The ratios 
of MeUp to Up w ere found to  be 5% and 25% respectively.

Secondary structure of poly-U -M cU (25). The procedure was analogous 
to tha t for poly-MeU, above. From 5.5° to  3.5° (lower tem peratures 
could not be obtained) the  optical density decreased from 0.520 to 0.480,
i. e. a decrease of 7.6%.

Tw in-stranded com plex poly-A-poly-U-M eU(25). This was formed 
under standard conditions [4, 7] bu t a t 8 °. Optical density readings w ere 
then  recorded a t  increasing tem peratures to  establish the  tem perature 
profile (see Figs. 2, 3).

Enzym atic tests

Substrates w ere m ade up at a concentration of 10 mg./ml. in 0.1- 
m -buffer and enzym e added to a concentration of 1 mg./ml. unless 
otherwise indicated. The reaction m ixtures were then incubated at 37°,
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along w ith an appropriate  control; from  tim e to tim e samples were 
w ithdraw n for chrom atographic analysis.

Alkaline phosphatase. Two commercial preparations (Sigma and 
W orthington) w ere used w ith sim ilar results. Incubation was in borate 
buffer pH 8.7 w ith  addition of traces of Mg2+. U nder these conditions
(a) N -m ethyluridine-5 '-phosphate was hydrolyzed quantitatively  to 
N -m ethyluridine; (b) w ith poly-(MeU) traces of N -m ethyluridine were 
visible after 3 hours incubation, increasing to  10°/o after 5 hours and 
20%  at 20 hours.

Acid phosphatase was a gift of Dr. W. Ostrowski. Incubation of 
a m ixture  of II and III at pH 5 for 30 mins. was w ithout effect on III 
w hile II was quantitatively  hydrolyzed to N-m ethyluridine.

Snake venom  (Crotalus adamenteus) for which w e are indebted to 
Dr H. Fraenkel-Conrat. Incubation in borate buffer pH 9.2 w ith  addition 
of Mg2+; (a) N -m ethyluridine-5 '-phosphate (II) was hydrolyzed quan- 
titavely  to N -m ethyluridine; (b) N -m ethyluridine-5 '-pyrophosphate (HI) 
was hydrolyzed in 2 hours quantitatively to N -m ethyluridine.

Purified snake venom  5'-nucleotidase (prepared by Mrs. F. Rzendow- 
ska in this laboratory, along w ith snake venom phosphodiesterase, by salt 
elution from a cellulose column) at pH 8.8 in  borate buffer quantitatively  
hydrolyzed N -m ethyluridine-5 '-phosphate to N -m ethyluridine.

Snake venom  and purified phosphodiesterase. Incubation was at pH 
8.8 in  borate buffer w ith addition og Mg2+. W ith snake venom, poly-MeU 
exhibited, after 2 hours, the  presence of sm aller oligonucleotides, 
N -m ethyluridine-5 '-phosphate and N-m ethyluridine. Following 20 hours 
incubation, the  only product was N-m ethyluridine. W ith purified phos­
phodiesterase there  is initially form ation of sm aller oligonucleotides and, 
after 8 hours, the only product was N -m ethyluridine-5 '-phosphate.

Pancreatic ribonuclease (Sigma). Incubation at pH 7.2 in acetate 
buffer. No effect on poly-MeU was observed up to 8 hours. A fter 20 
hours there  was 10 - 15% hydrolysis to sm aller oligonucleotides, and even 
a fte r 40 hours no trace of monomers could be observed, under conditions 
w here poly-U was completely hydrolyzed in 1 hour. In one experim ent 
w here the enzyme concentration was increased 5-fold (so th a t ratio of 
enzym e concentration to substrate was 1 : 2) the  m ethylated  polym er 
was completely hydrolyzed to oligonucleotides after 20 hours, but w ithout 
appearance of monomer.

Polynucleotide phosphorylase (from A. vinelandi, kindly supplied by 
Dr. S. Ochoa): Incubation was in 0.2 M-tris buffer pH 8.1, containing in 
a volume of 0.5 ml.: 0.5 mg. poly-(MeU), 5 u-moles potassium  phosphate, 
5 nmoles MgCL and 5 nl. enzyme. The solution was incubated at 30c 
and samples taken for chrom atography at 30 min. intervals. The forma-
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tion of sm aller oligonucleotide was visible after 30 mins. A fter two hours 
there  was form ation of about 30% of III, which rem ained unchanged 
after 14 hours.

Hydrolysis products of poly-U-MeJJ [25]. Phosphodiesterase hydroly­
zed this copolymer quantitatively  to uridine-5 'phosphate and N-m ethy- 
luridine-S'-phosphate.

W ith ribonuclease, hydrolysis for 3 hours led to  th e  form ation of 3 
spots in  solvent system s A and B. The m ain hydrolysis product, w ith 
R F values of 0.17 and 0.25 in solvents A and B, was identified  as Up. 
The other two spots, w ith  lower R F values (see Table 3) w ere eluted 
and exam ined spectrally in the  wavelength range 2300 - 2900 A at pH 
7 and pH 13. It was established that the  centre and low er spots contained 
MeUp and Up in the ratios 1 : 1 and 1 : 2, respectively.- This was also 
verified in the following m anner: A larger quantity  of the  ribonuclease 
hydrolysate was chrom atographed on W hatm an 3 MM. The central and 
lower spots w ere eluted, the eluates concentrated and then  hydrolyzed in 
1 n-HCI overnight a t 37°. The hydrolysates were rechrom atographed in 
solvent systems A and B, again giving spots corresponding to MeUp and 
Up in the ratios 1 : 1 and 1 : 2 as above. Q uantitatively the  products of 
hydrolysis of poly-U-M eU [25] were therefore as given in Table 2.

SUMMARY

N -m ethyluridine-5 '-phosphate (MeUMP) and MeUDP have been 
'synthesized. MeUDP is a substrate  for polynucleotide phosphorylase, 
which has been used to  prepare poly-MeU. In contrast to  poly-U, poly-MeU 
exhibits no secondary structu re  under any conditions. Nor, in agreem ent 
w ith the W atson-Crick model, w ill poly-MeU form any complexes w ith 
poly-A. Blocking of one hydrogen in one of the arom atic rings suffices, 
therefore, to prevent form ation of m ultiple-stranded complexes or of 
intram olecular secondary structure. Furtherm ore the 10% hyperchrom - 
icity exhibited by the m ethylated polym er cannot be que to  any type 
of internal hydrogen bonding. Co-polymers of U and MeU have also been 
prepared; these exh ib it secondary s tructu re  and com plexing abilities 
w ith poly-A which are dependant on the ratio  of U to MeU in the chain 
and which are  in terp retab le  on the assum ption tha t MeU residues form 
"loops” outside these structures. P relim inary experim ents have also 
dem onstrated that poly-U will form m ultiple-stranded complexes with 
small oligonucleotides of adenylic acid containing 2', 5' internucleotide 
linkages. Dihydro-UDP was found to be inactive as a substrate for 
polynucleotide phosphorylase.
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Poly-M eU is resistant to pancreatic ribonuclease bu t is susceptible 
to snake venom phosphodiesterase. Commercial preparations of alkaline 
phosphatase have also been found to contain traces of some unidentified 
phosphodiesterase (which is presum ably present in various tissues) which 
will likewise hydrolyze the  m ethylated polymer.

The ribonuclease hydrolysis products of co-polymers of U and MelJ 
are qualitatively and quantitatively  in agreem ent w ith expectations.

A ttention is draw n to the advantages, in studies on com plem entarity 
in linear polynucleotides, of using methods for th e  blocking of specific 
groups suspected of participating in hydrogen bonding.
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O TRZYM YW A NIE I W ŁA ŚC IW O ŚC I PO LIM ERÓ W  KW ASU
3-M ETY LOURYDYLOW EGO O W Y SOK IM  CIĘŻA R ZE CZĄ STECZKOW YM

S t r e s z c z e n i e

Przeprowadzono syntezy 5'-fosforanu i 5'-pirofosforanu 3-m etyloury- 
dyny. Stwierdzono, że ten ostatni jest odpowiednim substratem  dla poli- 
nukleotydowej fosforylazy, przy pomocy której otrzym ano homopolimer 
kwasu 3-metylourydylowego (poli-MeU). Homopolimer poli-MeU nie w y­
kazuje obecności drugorzędowej s truk tu ry  i zgodnie z modelem W atson’a- 
Crick’a, n ie tw orzy kompleksu z homopolimerem kwasu adenylowego (po- 
li-A). Wobec tego zablokowanie jednego atomu tworzącego wiązanie wo­
dorowe w jednym  z pierścieni arom atycznych jest wystarczające dla 
uniemożliwienia zarówno utworzenia podwójnych łańcuchów kom pleksu 
jak i wewnątrzcząsteczkowej drugorzędowej struktury . Efekt hyperchro- 
m owy w  w yniku hydrolizy rzędu 10°/o, jaki posiada poli-MeU, nie może 
więc być związany z żadnym rodzajem wiązania wodorowego. Otrzym ano 
również kopolim ery kwasu urydylowego i 3-metylourydylowego (poli-U- 
MeU); w ykazują one obecność drugorzędowej s truk tu ry  i zdolność kom - 
pleksowania z poli-A, zależną od stosunku U : MeU w kopolimerze. M ak­
simum kompleksowania, jak w ynika z pomiarów hiperchromazji, p r z y ­

pada na równomolowy stosunek poli-A do reszt U w kopolimerze, co 
zinterpretow ano zakładając, że reszty MeU są ,.w ysunięte“ na zew nątrz 
podwójnego łańcucha kompleksu. We wstępnych doświadczeniach stw ier­
dzono, że poli-U tworzy dwułańcuchowe kom pleksy z oligonukleotydami 
kwasu adenylowego, zawierającymi również wiązania fosfodwuestrowe 
2',5. 5,6-dwuhydro-5'-pirofosforan urydyny okazał się nieaktyw ny jako 
substrat polinukleotydowej fosforylazy.

Poli-M eU jest odporne na działanie rybonukleazy z trzustki, a ulega 
działaniu fosfodwuesterazy z jadu węża. Handlowe preparaty  alkalicz­
nej m onofosfatazy zaw ierają ślady niezidentyfikowanej fosfodwueterazy 
(prawdopodobnie zaw artej w wielu tkankach), która również hydrolizuje 
poli-MeU.

Produkty hydrolizy kopolim eru poli-U-MeU przy pomocy rybonu­
kleazy określono jakościowo i oznaczono ilościowo.

Zwrócono uwagę, że m etoda blokowania tych pozycji, które zgodnie 
z teorią biorą udział w tworzeniu w iązań wodorowych pomiędzy linio­
wymi polinukleotydam i jest bardziej przydatna w  badaniach powino­
wactwa między zasadami niż inne proponowane metody.

O trzym ano  28.12.1960
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UDZIAŁ RODANAZY W METABOLICZNYM POWSTAWANIU  
TIOSIARCZANU

Zakład Chemii Fizjologicznej A ka dem ii  M edycznej w  K rakow ie  
K ierow n ik  Zakładu: Prof. Dr Bolesław Skarżyński

Ogólnie spraw ę ujmując, metabolizm siarki w ustro ju  zwierzęcym 
polega na jej utlenieniu do najwyższego — plus szóstego stopnia u tlenie­
nia. W w yniku takiego utlenienia może powstać bądź to  kwas sulfonowy 
zawierający siarkę związaną jeszcze z węglem, jak tego przykładem  jest 
tauryna, bądź też nieorganiczny siarczan. Tworzenie tauryny  z cysteiny 
zostało w ogólnych zarysach zbadane, przy czym jako stadia przejściowe 
uchwycono kwas cysteinosulfinowy i hipotaurynę, natom iast powsta­
wanie siarczanu w toku utleniania siatk i cysteiny jest jeszcze wciąż pro­
blemem wymagającym bliższego wyjaśnienia. Najprostszy do pomyśle­
nia mechanizm powstawania siarczanu polegałby na hydrolitycznym  roz­
padzie organicznych kwasów sulfonowych mogących powstawać w  pro­
cesach metabolicznych, a więc tauryny, kwasu cysternowego lub je­
go ketonowej pochodnej kwasu sulfopirogronowego: H2NCH2 • CH2S 0 3H, 
HOOC-CHNH2 -CH2S 0 3H, H 0 0 C -C 0 -C H 2S 0 3H. Hydroliza taka nie za­
chodzi jednak w w arunkach fizjologicznych [16]. Dotychczasowe badania 
doprowadzają nas do raczej nieoczekiwanego wniosku, że odszczepienie 
siarki od reszty organicznej może dokonać się albo w postaci siarczko­
wej, albo w  postaci siarczynowej.

W ytw arzanie siarkowodoru w  tkankach zwierzęcych zostało w yka­
zane [6] i wiąże się ono z desulfuracją cysteiny. Siarczyn może powsta­
wać w  procesach biologicznych przez rozłączenie wiązania siarki z wę­
glem w kwasach sulfinowych, czyli przez tzw. desulfinację, przez u tle­
nianie siarki i wreszcie przez redukcję siarczanów. Zaznaczyć jednak 
należy, że o zdolności tkanek zwierzęcych do utlenienia siarki w niosku­
jem y tylko na podstawie przesłanek pośrednich, a redukcja siarczanu 
nie odgrywa w tkankach zwierzęcych poważniejszej roli, z w yjątkiem  
woreczka żółtkowego ptaków  [7], Innym i słowy, zasadniczym źródłem 
siarczynu w ustroju jest desulfinacja.

[251]

http://rcin.org.pl



252 T . W . SZ C Z E P K O W SK I [2]

Proces desulfinacji [13] został wykazany doświadczalnie w czasie inku­
bacji tkanki wątrobowej królika z kwasem  cysteinosulfinow ym  [5], 
a dalsze badania [2] doprowadziły do wniosku, że proces desulfinacji 
poprzedzony jest transam inacją, czyli właściwą substancją m acierzystą 
siarczynu jest w tym  przypadku kwas sulfinylopirogronowy. Drugim  źród­
łem powstawania siarczynu może być h ipotauryna [3], ale m echanizm  
tego procesu nie jest znany, a wiele danych przem aw ia za tym , że hipo­
tauryna jako źródło siarczynu może odgrywać jedynie drugorzędną rolę [7].

Stwierdzenie, że metabolizm siarki biegnie poprzez w ytw orzenie siar­
kowodoru i siarczynu prowadzi do wniosku, że organizm zwierzęcy musi 
dysponować mechanizmem szybko przetw arzającym  te wysoce toksycz­
ne związki na produkty nieszkodliwe. Zresztą w  norm alnym  ustroju 
siarczki i siarczyny w ystępują co najwyżej w  ilościach śladowych. Szlaki 
metaboliczne, po których biegnie utlenianie siarczków i siarczynów nie 
mogą być uważane za wyjaśnione. Spośród obserwacji dotyczących utle­
niania siarczynu trzeba wymienić: (1) Enzym atyczna reakcja siarczynu 
z kwasem m erkaptopirogronowym , w w yniku której pow staje tiosiarczan 
[23], (2) U tlenianie siarczynu do siarczanu przez oksydazę ksantynow ą 
w obecności hipoksantyny [8]. (3) U tlenianie enzym atyczne przyśpiesza­
ne przez kwas dwutiooktanowy [8].

Odnośnie utleniania siarczku względnie siarkowodoru opisano nastę­
pujące fakty: (1) U tlenianie nieenzym atyczne do tiosiarczanu w obecno­
ści hem atyny, zdenaturow anej oksyhemoglobiny i cytochromu c [21]. 
(2) U tlenianie do wielosiarczków, które następnie u tlen iają się nieenzy- 
m atycznie do tiosiarczanu [24]. (3) W ytw arzanie ugrupow ań wielosiarcz- 
kowych z grup tiolowych enzymu przez przyłączenie do nich siarki 
z kwasu m erkaptopirogronowego [9]. (4) W prowadzenie siarczku sodu do 
żyły usznej królika w yw ołuje wzrost tiosiarczanu w  moczu [4].

Jak  widzimy, w  badaniach nad utlenianiem  siarczku zwrócono uwagę 
na powstawanie wielosiarczków i tiosiarczanu, brak  jest jednak w yja­
śnienia znaczenia tych procesów i ich m echanizm u.

Zupełnie nowe światło na mechanizm powstawania siarczanów rzu­
ciły prace Skarżyńskiego, Szczepkowskiego i W eber nad mechanizmem 
u tleniania tiosiarczanu [18, 19] i nad jego rolą m etaboliczną [25, 26]. 
Stosując tiosiarczan znakowany siarką radioaktyw ną 35S w  pozycji ze­
w nętrznej (*S-S03)= lub tiosiarczan znakow any w  pozycji wew nętrznej 
(S-*S03)= mogliśmy wykazać, że w ydaleniu w postaci siarczanu ulega 
bardzo szybko siarka w ew nętrzna. Siarka zewnętrzna zostaje zatrzym a­
na w  organizmie szczura przez znacznie dłuższy czas, co świadczy, że 
wchodzi ona w jakieś procesy metaboliczne. Z badań naszych wynikało, 
że w  ustroju zwierzęcym tiosiarczan jest szybko metabolizowany, i że 
być może jest on ważnym  ogniwem w przem ianach siarki. Szybki m e­
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tabolizm  tiosiarczanu mógł tłum aczyć dlaczego związek ten  w ystępuje 
norm alnie w moczu tylko w m ałych ilościach.

Dalsze nasze badania [25, 26] wykazały, że tiosiarczan jest głównym 
poprzednikiem  metabolicznym  siarczanu; innymi słowy, w ytw arzanie 
siarczanu w  organizm ie zwierzęcym poprzedzone jest w ytworzeniem  tio­
siarczanu.

Poznanie doniosłej roli m etabolicznej tiosiarczanu wysunęło z kolei 
zadanie w yjaśnienia m echanizm u jego powstawania w organizmie zwie­
rzęcym. Dotychczas poznana reakcja enzymatyczna, prowadząca do pow­
stania tiosiarczanu, przebiega pomiędzy kwasem m erkaptopirogronowym  
i siarczynem  [23] w myśl wzoru:

HSCH2 • CO • COOH f  S 0 3=  > CH3 • CO • COOH +  S203= (1)

Trudno jest jednak przypuszczać, żeby powyższa reakcja przedsta­
wiała jedyną drogę powstawania tiosiarczanu i dlatego postanowiłem 
prześledzić możliwość jego w ytw arzania w inny sposób, z udziałem in­
nych enzymów. Zamiarem moim było zbadanie możliwości reakcji siarcz­
ku i siarczynu w organizmie zwierzęcym, których wynikiem  powinno 
być powstawanie tiosiarczanu, a co za tym  idzie następnie również siar­
czanu.

STOSOWANE METODY I ODCZYNNIKI

Oznaczenia spektrofotom etryczne były wykonywane z pomocą spek­
trofotom etru „Uvispec“ f-m y Hilger.

Rodanazę otrzym ywano według m etody Sórbo [20] z w ątroby woło­
wej. Krystaliczny preparat po rozpuszczeniu w 0 , 0 1  m-roztworze octanu 
sodu dializowano wobec takiego samego roztworu octanu sodu celem 
usunięcia siarczanu amonu. Aktywność preparatów  wahała się w gra­
nicach 180-200 jednostek na miligram  białka. Do oddializowanych pre­
paratów  dodawano zgodnie z zaleceniem Sórbo album in uzyskany z suro­
wicy wołowej celem zapobieżenia denaturacji przez rozcieńczenie. S tę­
żenie album inu w preparatach stosowanych do oznaczeń wynosiło 0,025°/o. 
Album in pochodził z f-m y BDH.

Chrom atografię bibułową tiosiarczanu i jego pochodnych przeprow a­
dzano na bibule W hatm an Nr. 1, stosując jako rozpuszczalnik n-butanol - 
-  aceton - wodę ( 2 : 2 : 1  v/v). Barwienie plam  tiosiarczanu i jego tronowych 
pochodnych przeprowadzano azotanem  srebra  [17].

Dla oznaczenia tiosiarczanu obok siarczku i siarczynu, stosowano zmo­
dyfikowaną metodę K urtenackera i W ollaka [10], Badany roztwór w ilo­
ści 1 ml dodawano do 1 ml 20% roztworu azotanu kadmu. W ytrącony 
osad siarczku kadmu i ew entualnie połączenia kadm u z cysteiną odsą­
czano i przemywano na sączku wodą. Do przesączu dodawano 2 ml 38%

40
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roztworu aldehydu mrówkowego i 1 m l kwasu octowego, po czym 
miareczkowano jodem. W tych  w arunkach reakcji z jodem ulegał ty lko  
tiosiarczan. Dla m niejszych stężeń tiosiarczanu stosowano oznaczenia 
według metody Sórbo, polegającej n a  zamianie tiosiarczanu w rodanek 
w obecności cyjanku i jonów miedziowych [22].

Oznaczenia rodanku przeprowadzano kolorym etrycznie na podstaw ie 
barw nej reakcji rodanku z jonami żelazowymi. Postępowano zgodnie 
z przepisem Sórbo [20], w myśl którego do roztworu zawierającego ro­
danek dodaje się aldehydu mrówkowego celem usunięcia w pływ u tio­
siarczanu i innych związków siarkowych, przeszkadzających w  reakcji 
z żelazem. Odczynnik żelazowy sporządzono przez rozpuszczenie 100 g 
Fe(NOs)3 • 9H20  w 200 ml 65°/o kwasu azotowego i uzupełnienie wodą 
do 1000 ml. Pom iary ekstynkcji przeprowadzano przy długości fali 460mu.

Dwusiarczek sodu sporządzono przez ogrzanie na łaźni wodnej roz­
tw oru siarczku sodu i siarki koloidowej w stosunku molowym 1 : 1. 
W tak  uzyskanym roztworze obok dwusiarczku sodu w ystępują w  rów ­
nowadze z nim  inne wielosiarczki o ogólnym wzorze Na2Sx [14]. Roz­
tw ór w ykazuje barw ę żółtą, a  przeprowadzone przeze m nie oznaczenia 
rozkładu ekstynkcji wykazały, że najdogodniejsza do oznaczeń dwusiarcz­
ku jest długość fali 385 mą. Dla tej długości fali inne związki siarkow e 
nie w ykazują znaczniejszej absorpcji. Ze względu na trudności uzyska­
nia roztw oru dwusiarczku o ściśle oznaczonym składzie, niem ożliwe 
było oznaczenie wartości ekstynkcji molowej dla tego związku.

Cystyna używana do badań pochodziła z f-m y Riedel de Haen, cy­
steina z f-m y Fluka, a glutation z f-m y Eastman.

W niniejszej pracy symbolem R oznaczono rodnik aminopropionowy 
-CH2 -CHNH2 -COOH.

CZĘŚC DOŚWIADCZALNA

I . BADANIA NAD M ODELOW YM I R E A K C JA M I TR A N SSU L PU R A C JI

a) Reakcje w  układzie siarczek - siarczyn - cystyna

Rozważając możliwości reakcji siarczku i siarczynu, zwróciłem uw a­
gę na  n ie badane dotychczas zachowanie się tych związków w obecności 
dwusiarczków organicznych, takich jak np. cystyna. W stępne próby ja­
kościowe przeprowadzone m etodą chrom atografii bibułowej pozwoliły 
stwierdzić, że w  układach takich powstaje tiosiarczan. Dla bliższego okre­
ślenia przebiegu reakcji wykonano próby ilościowe w ten  sposób, że 
w  kolbie Erlenm eyera odważano odpowiednie ilości siarczku i siarczynu 
i rozpuszczano w 100 ml 0,1 N-roztworu wodorotlenku sodu. Do drugiej kol­
by odważano cystynę. Z pierwszej kolby odmierzano 50 m l roztw oru i do­
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daw ano do kolby zawierającej cystynę. Od tej chwili mierzono dokładnie 
czas, a zaw artość kolby mieszano. W określonych odstępach czasu pobiera­
no 1 m l m ieszaniny reagującej z obu kolb i dodawano do probówek zawie­
rających odm ierzony uprzednio 20%  roztwór azotanu kadm u w ilości 
1 ml. Roztwór w kolbie bez cystyny służył jako próba odniesienia. Wy­
tw orzony tiosiarczan oznaczano jodom etrycznie po dodaniu m etanalu 
w sposób opisany w części dotyczącej metod. W roztworze kontrolnym  
zaw ierającym  siarczek i siarczyn nie obserwowano znaczącego tworzenia 
się tiosiarczanu w  czasie doświadczenia. Graficzny obraz powstawania 
tiosiarczanu w  wyżej wym ienionych w arunkach przedstawia Rys. 1, 
k tó ry  obrazuje też wpływ zmiany stężeń siarczku i siarczynu.

Reakcje jakie mogą przebiegać w układzie siarczek - siarczyn - cystyna 
można sform ułować następująco:

R-S-S-R +  S= ^  R-S-S '  +  RS-  (2)

R-S-S-R +  SO 3“  R-S-SO3-  +  RS-  (3)

R-S-S +  SO3— RS -f- S-SO3— (4)

Do wytw orzenia tiosiarczanu może prowadzić reakcja (4), ale na szyb­
kość jej przebiegu wpływają reakcje (2) i (3). Za słusznością takiego

Rys. 1. R ys. 2.

Rys. 1. W y tw arzan ie  tio sia rczan u  w  uk ład z ie  s ia rczek  - s ia rczyn  - cystyna . S tężen ia  
odczynników : (I) s ia rczek  0,06 m, siarczyn  0,06 m ; (II) s ia rczek  0,24 m, siarczyn  
0,06m ; (III) s ia rczek  0,06 m, sia rczy n  0,24 m ; s tężen ie  cy styny  w e w szystk ich  p ró ­

bach  0,06m. T em p e ra tu ra  20°

Rys. 2. W y tw arzan ie  ro d an k u  w  uk ładz ie  s ia rczek  - c y jan e k  - cystyna . S tężen ia  od­
czynników : (I) s ia rczek  0,06 m, cy jan ek  0,06m ; (II) s ia rczek  0,24 m, cy jan ek  0,06 m ; 

(III) s iarczek  0,06 m, cy janek  0,24 m ; s tężen ie  cystyny  w e w szystk ich  p róbach  0,06 m .

T em p e ra tu ra  20°
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sform ułowania przem aw iają zmiany szybkości reakcji towarzyszące zmia­
nie stężenia siarczku i siarczynu (Rys. 1). Zwiększając stężenie siarczku 
przesuwam y w prawo równowagę reakcji (2) i zwiększa się w tedy stę­
żenie nadsiarczku cysteiny R -S -S - , z którym  może reagować siarczyn 
dając tiosiarczan. Zwiększenie stężenia siarczynu wpływa na równowagę 
reakcji (3), wskutek czego w zrasta stężenie cysteiny i równowaga reakcji
(2) przesuwa się na lewo, co połączone jest z ubytkiem  stężenia nadsiarcz­
ku cysteiny. Zahamowanie tworzenia tiosiarczanu przez siarczyn nie jest 
jednakże tak w ybitnie zaznaczone, gdyż spadkowi stężenia nadsiarczku 
cysteiny przeciwdziała zwiększone stężenie siarczynu potrzebnego do prze­
biegu reakcji (4).

Powyższe doświadczenia stanow ią dowód przem aw iający za udziałem 
w  reakcji nadsiarczku cysteiny, którego pow staw anie postulowano ostat­
nio [1], ale k tóry dotychczas nie został otrzym any w stanie czystym 
i scharakteryzow any.

b) Reakcje w układzie siarczek - cyjanek  - cystyna

Cyjanek reaguje z dwusiarczkami, to jest związkami zawierającymi 
ugrupow anie -S-S- w sposób podobny do siarczynu, przy czym przebie­
ga reakcja zwana cyjanolizą, połączona z rozkładem wiązania dwusiarcz- 
k owego [12]. To podobieństwo reakcji cyjanku do reakcji siarczynu skła­
niało do przeprowadzenia doświadczeń podobnych do opisanych pod 
punktem  (a), z tą  różnicą, że zamiast siarczynu zastosowano cyjanek. 
Sporządzono więc roztwór zawierający w 100 ml wody 6 mmoli cyjan­
ku potasu i 6 mmoli siarczku sodu, a następnie 50 ml tego roztworu do­
dawano do kolby Erlenm eyera zawierającej 3 mmole cystyny. W ściśle 
odmierzonych odstępach czasu pobierano z m ieszaniny reagującej 1 ml 
roztw oru i dodawano do probówek zawierających 1 m l 38°/o roztworu 
m etanalu. Następnie do m ieszaniny zaw artej w  probówkach dodawano 
5 m l roztw oru odczynnika żelazowego. Z barw nego roztw oru pobierano 
0,5 m l i dodawano do 10 m l wody, po czym stężenie rodanku oznaczano 
spektrofotom etrycznie. Zmiana stężeń odczynników w pływ ała na szyb­
kość i wydajność reakcji; zwiększenie stężenia siarczku zwiększało, 
a zwiększenie stężenia cyjanku hamowało szybkość i wydajność tworze­
nia rodanku. Graficzny obraz przebiegu tworzenia rodanku w zależności 
od stężenia składników reakcji przedstaw ia Rys. 2.

Podobnie jak reakcja powstawania tiosiarczanu w m ieszaninie siarcz­
ku, siarczynu i cystyny, tak  i w ytw arzanie rodanku może znaleźć w y­
tłum aczenie w  następujących reakcjach:

R-S-S-R +  S= R -S -S - +  R -S - (5)

http://rcin.org.pl



t7 ] RODANAZA W PO W STA W A N IU  TIO SIA R CZ A N U 257

R-S-S-R +  C N - R -S-C N - +  R-S~ (6)

R -S -S - +  CN~ R -S - +  SCN - (7)

Za udziałem  nadsiarczku cysteiny w powstawaniu rodanku świadczy 
przyśpieszenie reakcji po zwiększeniu stężenia siarczku i jej zaham owa­
nie po zwiększeniu stężenia cyjanku. Reakcja (6) jest zapew ne nieodw ra­
calna, gdyż w ytw arza się w niej tiazolidynowa pochodna cysteiny [15].

c) Reakcje dwusiarczku sodu z  siarczynem i cyjankiem

Nadsiarczku cysteiny nie udało się do tej pory wyizolować, ale jego 
odpowiednikiem strukturalnym  jest dwusiarczek nieorganiczny, na któ­
rego pow staw anie w układach biologicznych zwrócono ostatnio uwagę 
[9, 24]. Reakcja dwusiarczku z cyjankiem  prowadzi do powstania rodanku 
i jak wykazano, przebiega ona bardzo szybko, gdy stężenia odczynników 
są większe od 0,01 m [24]. Dla m ałych stężeń odczynników szybkość re­
akcji oczywiście m aleje i w tedy w yraźnie zaznacza się katalityczny wpływ 
rodanazy [24].

Reakcja dwusiarczku z siarczynem, podobnie jak analogiczna reakcja 
z cyjankiem, przebiega bardzo szybko gdy stężenia odczynników są więk­
sze od 0,01 m. Tak np. po zmieszaniu ze sobą 0,06 m roztworów dwusiarcz­
ku i siarczynu w równych objętościach, po upływ ie 2 min. 93°/o siarczy­
nu ulega zam ianie na tiosiarczan w tem peraturze 20°. Przebieg reakcji 
w roztw orach rozcieńczonych obrazują wartości podane pod punktem  
lic. Reakcje dwusiarczku z cyjankiem  i siarczynem  przebiegają według 
wzorów:

“ S -S - +  CN“  — S= +  C N S- (8)

-S -S -  +  S 0 3= S= +  -S -S O 3-  (9)

Dla porównania wzajem nych szybkości reakcji sporządzono w dwóch 
zlewkach następujące mieszaniny: (a) 10 ml 0,1 M-Na2S2 +  10 ml 0,1 
m-KCN +  10 m l wody; (b) 10 m l 0,1 M-Na2S2 +  10 ml 0,1 m-KCN +  
+  10 ml 0,1 M-Na2S 0 3. Po upływie 6 godzin oznaczono w zlewkach prze­
chowywanych w tem peraturze pokojowej wytworzony rodanek. W zlew­
ce (a) zawartość rodanku wynosiła 1 mmol, natom iast w  zlewce
(b) 0,75 mmola, przy czym powstało 0,25 m mola tiosiarczanu. Uzyskane 
wartości wskazują, że szybkość reakcji cyjanku z dwusiarczkiem  sodu 
jest trzykrotnie większa od szybkości reakcji siarczynu z dwusiarczkiem.
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n .  R E A K C JE  T R A N SSU L FU R A C JI KATALIZOW ANE PR Z E Z  RODANAZĘ

W ykazana w poprzednim  ustępie analogia pomiędzy mechanizmem 
niekatalizow anych reakcji prowadzących do powstania tiosiarczanu i ro­
danku skłania do przypuszczenia, że i w  żywych ustrojach tiosiarczan 
i rodanek mogą powstawać na drodze podobnych przemian. Oczywiście 
w w arunkach biologicznych trzeba brać pod uwagę o wiele m niejsze 
stężenia związków biorących udział w reakcji, niż te, jakie zastosowano 
w  modelowych doświadczeniach. Jeżeliby to  przypuszczenie było słusz­
ne, to  należało się spodziewać, że w  żywych ustrojach istn ieje  jakiś 
bioikatalizator, względnie biokatalizatory, które przebieg tych reakcji od­
powiednio przyśpieszają wtedy, gdy stężenie substratów  będzie bardzo 
małe.

Od około 30 lat znany jest enzym rodanaza, w obecności którego pow­
staje in  vitro  rodanek z tiosiarczanu i cyjanku [11] oraz dwusiarczku 
nieorganicznego i cyjanku [24]. Należało stw ierdzić jak  się zachowuje 
układ zawierający w znacznym rozcieńczeniu cystynę, siarczek i cyja­
nek, i w  razie stw ierdzenia katalitycznego w pływu rodanazy na ten układ, 
wyjaśnić czy rodanaza katalizuje analogiczną reakcję powstawania tio­
siarczanu w układzie cystyna, siarczek, siarczyn. Ciekawe było również 
zbadanie wpływ u rodanazy na reakcję dwusiarczku nieorganicznego 
z siarczynem.

a) K atalityczny w pływ  rodanazy w  układzie cystyna - siarczek - cyjanek

W celu zbadania katalitycznego w pływu rodanazy oznaczano ilości ro­
danku w układzie cystyna - siarczek - cyjanek powstającego po upływie 
1 min. sam orzutnie i w obecności enzymu. W tym  celu sporządzono 
w probówkach m ieszaniny o składzie opisanym w tablicy 1 przedsta­
wiającej równocześnie ilości powstałego rodanku. Układy II i IV przed­
staw ione w tablicy służyły jako odpowiednie próby porównawcze dla 
układów I i III. Składniki dodawano w  kolejności zaznaczonej w tablicy. 
Sporządzając roztwór siarczku z cystyną rozpuszczano najpierw  
0,5 mmola cystyny w 10 ml 0,1 M-roztworu siarczku sodu i tak uzy­
skany roztwór rozcieńczano wodą tuż przed zastosowaniem w doświad­
czeniu. Ilości powstałego rodanku oznaczano kolorym etrycznie dodając 
do poszczególnych próbek 1 ml m etanalu 38% i 5 ml odczynnika żela­
zowego. Siady zm ętnienia usuwano przez wirowanie. Uzyskane wartości 
ekstynkcji porównywano z wartościam i uzyskanym i dla standardowych 
roztworów rodanku sporządzonych z identycznym  dodatkiem bufona fo­
sforanowego i m etanalu. Czas doświadczenia ograniczono do jednej m inu­
ty  licząc się z tym, że rodanaza katalizuje reakcję między nadsiarczkiem

http://rcin.org.pl



[9] RODANAZA W  PO W STAW A N IU  TIO SIA R CZA N U 259

T a b lica  1

Wpływ rodanazy na szybkość wytwarzania rodanku w układzie cystyna - siarczek - cyjanek 
Aktyw ność rodanazy  0 ,7 j . / lm l .  T em p era tu ra  20°. Czas dośw iadczenia 1 m in u ta . Liczba

dośw iadczeń 6

; Nr układu 
; Rodanaza 

Octan-Na0,01 m +  albumin 0,025% 
, Bufor fosforanowy 0,1 m pH 7,7 

N a2S 0,002 m +  cystyna 0,001 m 
KCN 0,002 m 
Woda

I
1 ml

1 ml 
1 ml 
1 ml

11

1 ml

1 ml 
1 ml

1 ml

III

1 ml 
1 ml 
1 ml 
1 ml

IV

1 ml 
1 ml 
1 ml

1 ml

Rodanek powstały (pmole)

średnio 0,56 0,26 —
1 zakres 0,47—0,6 0,23—0,28

cysteiny i cyjankiem . Ponieważ szybkość powstawania nadsiarczku nie 
jest znana, więc po przedłużeniu czasu reakcji istniała ewentualność, że 
tworzenie nadsiarczku może być czynnikiem lim itującym  bieg reakcji 
w  układzie. W krótkim  okresie czasu wpływ rodanazy powinien być w y­
raźniejszy, gdyż działa ona na nacLsiarczek istniejący już początkowo 
w układzie. Czas m ierzono od chwili dodania cyjanku.

Uzyskane w yniki w skazują wyraźnie, że rodanaza katalizuje w ytw a­
rzanie rodanku z siarczku i cyjanku w obecności cystyny .'

b) K atalityczny w p ływ  rodanazy w  układzie cystyna  - siarczek - siarczyn

Celem zbadania w pływ u rodanazy na w ytw arzanie tiosiarczanu 
w układzie cystyna - siarczek - siarczyn oznaczano powstający tiosiarczan 
w  m ieszaninach reagujących opisanych w tablicy 2. Podobnie jak  w po- 
poprzednim  doświadczeniu odczynniki dodawano w kolejności przedsta­
wionej w  tablicy, w  identyczny sposób sporządzano też roztwór siarczku 
z cystyną. Roztwór siarczynu sporządzano przez rozcieńczenie tuż przed 
dodaniem  do układu roztw oru 0,1 m. Czas mierzono od chwili dodania 
siarczynu. Po upływ ie 1 m inuty  dodawano do układu 1 ml 0,2 M roztwo­
ru  octanu kadm u i po odwirowaniu osadu pobierano 3 ml płynu i ozna­
czano w nim tiosiarczan metodą Sorbo [22]. W tym  celu do badanego 
roztworu dodawano 0,5 m l 0,1 m roztw oru cyjanku potasu i 0,3 ml roz­
tw oru chlorku miedziowego, a następnie 5 ml odczynnika żelazowego. 
Odczytaną ekstynkcję porównywano z wartościami uzyskanym i dla stan­
dardow ych roztworów tiosiarczanu z dodatkiem fosforanu i octanu kad­
mu. Oznaczony kolorym etrycznie rodanek stanowił m iarę zawartości 
tiosiarczanu w badanym  roztworze. Roztwór siarczynu nie dawał śladów

http://rcin.org.pl



260 T . W . SZ C Z E P K O W SK I [10J

T a b lic a  2

Wpływ rodanazy na szybkość wytwarzania tiosiarczanu w układzie 
cystyna - siarczek - siarczyn 

A k ty w n o ść  ro d a n a z y  0 ,7 J . / lm l .  T e m p e r a tu r a  20°. C zas d o ś w ia d c z e n ia  1 m in . L icz b a

d o św ia d c z eń  6

N r układu 
Rodanaza
Octan-Na 0,01 m +  albumin 0,025% 
Bufor fosforanowy 0,1 m, pH 7,7 
N a2S 0,002 m +  cystyna 0,001 m 

N a2S 0 3 0,002 m 

Woda

I
1 ml

1 ml 
1 ml 
1 ml

II 
1 ml

1 ml 
1 ml

1 ml

III

1 ml 
1 m l 

1 ml 
1 ml

IV

1 ml 
1 ml 
1 ml

1 ml

Przyrost tiosiarczanu (u.mole)

średnio 0,65 — 0,24 —

zakres 0,55-0,78 0,20-0,28

rodanku traktow any m etodą Sórbo, nie uwzględniono go też w  próbach 
odniesienia.

Układy Nr II i IV stanow iły próby odniesienia odpowiednio dla ukła­
dów I i III.

Powyższe doświadczenia potw ierdzają sform ułow ane poprzednio przy­
puszczenie, że rodanaza może być biologicznym katalizatorem  również 
dla pow staw ania tiosiarczanu w  toku reakcji w ykazującej daleko idące 
podobieństwo do reakcji prowadzącej do powstawania rodanku.

c) K ata lityczny w pływ  rodanazy w  układzie dwusiarczek  - siarczyn

Dla zbadania katalitycznego wpływ u rodanazy na reakcję siarczynu 
z dwusiarczkiem  nieorganicznym, w czasie której powstaje tiosiarczan, 
zastosowano substraty  w znacznym  rozcieńczeniu i stężenie jonów wo­
dorowych zbliżone do tego jakie w ystępuje w tkankach. Zaznaczyć na­
leży, że ze względu na trudność otrzym ania roztw oru dwusiarczku sodu
0 ściśle określonym  składzie, wartość jego stężenia jest ty lko  przybliżona
1 odpowiada stężeniu siarczku, z którego otrzym ano dwusiarczek. Roz- 
w tór siarczynu sporządzony był w  0.01 M-buforze fosforanowym, pH 7,8. 
Najdogodniejszym sposobem oznaczania szybkości reakcji okazało się 
oznaczanie spadku ekstynkcji roztw oru dla długości fali 385 mu, gdyż, 
jak w ynika z przeprowadzonych badań, ekstynkcja dw usiarczku dla tej 
długości fali jest w ybitnie zaznaczona, a dla innych związków siarki nie 
w ykazuje znaczniejszych wartości.
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W naczyńkach spektrofotom etru „Uvispec“ Hilgera umieszczano:
(I) 0,5 m l HoO; 1 m l Na2S2 0,0025m; 1 ml Na2S 0 3 0 ,0 0 2 5 m ;  0,1 ml 

octanu sodu 0,01 m zawierającego 0,025% albuminu.
(II) 0,5 ml H20 ;  1 m l Na2S2 0 ,0 0 2 5 m ; 1 m l Na2SO:$ 0 ,0 0 2 5 m ; 0,1 ml 

roztworu rodanazy (0,1 j.).
(III) 0,5 ml H20 ; 1 ml Na2S2 0,0025 M; 1 ml buforu fosforanowego, 

pH 7,8, 0,01 m.

Rys. 3. W pływ  rodanazy na reakcję dwusiarczku nieorganicznego z siarczynem .
(I) ubyw anie dw usiarczku w  roztworze dw usiarczku i  siarczynu bez rodanazy;
(II) ten sam  układ z rodanazą. U byw anie dwusiarczku mierzono spadkiem  ekstynkcji

roztw oru  d la  długości fa li 385 mj*. S k ład  dośw iadczen ia  w  tekście

Pom iary przeprowadzono w  tem peraturze 2 0 ° .  Typowy obraz szyb­
kości spadku ekstynkcji dwusiarczku przedstawiono na Rys. 3, z którego 
widać, że rodanaza zdecydowanie przyśpiesza reakcję dwusiarczku 
z siarczynem.

OMÓWIENIE WYNIKÓW

Poprzednie badania [2 5 , 2 6 ] w skazują na to, że tiosiarczan jest głów­
nym  m etabolitem  w  biologicznych przem ianach siarki, prowadzących do 
powstania siarczanu jako końcowego produktu. Mechanizm powstawania 
tiosiarczanu nie jest jednak dostatecznie wyjaśniony; dotychczas opisano 
tylko jedną reakcję przebiegającą pomiędzy kwasem m erkaptopirogro- 
nowym i siarczynem [23], w toku której tiosiarczan może powstawać 
w warunkach fizjologicznych. Reakcja między kwasem  m erkaptopirogro- 
nowym i siarczynem  jest zapewne ważną drogą powstawania tiosiarcza­
nu, ale z pewnością n ie jest drogą jedyną i doświadczenia przedstawione 
w tej pracy w skazują na możliwość powstawania tiosiarczanu w w yniku 
innych reakcji.

Jedna z opisanych w  tej pracy dróg powstawania tiosiarczanu pro­
wadzi przez reakcję siarczku z siarczynem  w obecności dwusiarczku
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organicznego, druga przez reakcję dw usiarczku nieorganicznego z siar­
czynem. Obie reakcje są katalizowane przez enzym  rodanazę, którego 
rolę ograniczano dotychczas do udziału w procesie powstawania rodanku, 
a k tóra w  świetle opisanych w części doświadczalnej wyników zyskuje
0 w iele donioślejsze znaczenie biologiczne. Reakcje katalizow ane przez 
rodanazę prowadzące do powstawania tiosiarczanu można przedstawić 
następującym i wzorami:

R -S-S“ +  S 0 3= rodanaza  ; R_S~ +  -S -S 0 3“  (10)

-S -S -  +  S 0 3= rodanaza  S= +  ~ S -S 0 3~ (11)

W obu powyższych reakcjach pow staw anie tiosiarczanu związane jest 
z przejściowym powstawaniem  nadsiarczku cysteiny bądź też dw usiarczku 
nieorganicznego. Ewentualność powstawania nadsiarczku cysteiny brano 
już pod uwagę przy omawianiu reakcji cysteiny z siarką [9] i procesu 
degradacji cystyny w obecności pirydoksalu i jonów m iedziowych [1], 
dotychczas nie posiadamy jednak sposobu otrzym yw ania tego związku
1 nie znamy jego własności. Reakcje opisane w  tej pracy wskazują na to, 
że nadsiarczek cysteiny może powstawać w reakcji cystyny z siarkowo­
dorem, i że powstawanie tego związku spełnia ew entualnie ważne zada­
nie w  metabolizmie siarki.

Pow stawanie dwusiarczku nieorganicznego w toku m etabolizmu siar­
ki zostało udowodnione [9, 24], a doświadczenia opisane w tej pracy 
wskazują na to, że nieorganiczny dwusiarczek może reagować z siarczy­
nem prowadząc do powstawania tiosiarczanu, przy czym reakcja ta  jest 
katalizow ana przez enzym rodanazę. Dwusiarczek nieorganiczny byłby 
więc w  świetle tych faktów poprzednikiem metabolicznym tiosiarczanu.

Stw ierdzenie reakcji powstawania tiosiarczanu z siarczynu i siarczku 
kosztem jednoczesnej redukcji dwusiarczku organicznego w myśl ogólnej 
reakcji :

HS~ +  H S 0 3-  +  A-S-S-A -v  2ASH +  S20 3= (12)

rzuca pewne światło na biologiczne znaczenie tych przemian. Reakcja ta 
w skazuje, że m etabolity związków siarkow ych w pływ ają na równowagę 
pomiędzy grupam i tiolowymi i dwusiarcżkowym i i że stan  równowagi 
może być utrzym any dzięki jednoczesnemu działaniu mechanizmu utle­
niającego grupy tiolowe do dwusiarczkowych w myśl schem atu:
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Panu Profesorowi Dr B. Skarżyńskiem u składam  serdeczne podzięko­
w anie za zainteresowanie tą  pracą i zachętę do jej wykonania.

STRESZCZENIE

Badano reakcje prowadzące do powstawania tiosiarczanu, k tóry 
w św ietle ostatnich badań jest głównym m etabolitem  w  biologicznych 
przem ianach siarki wiodących do siarczanu. W yniki uzyskane i przed­
staw ione w  tej pracy wskazują, że tiosiarczan może powstawać z p ierw ­
szych nieorganicznych m etabolitów siarki, to jest z siarczku i siarczynu 
w obecności dwusiarczku organicznego (cystyna, utleniony glutation) oraz 
z dwusiarczku nieorganicznego i siarczynu, przy czym obie te  reakcje 
są katalizow ane przez rodanazę. Rodanaza katalizuje również reakcje 
powstawania rodanku w układzie siarczek - cyjanek - cystyna. Stw ierdze­
nie przebiegu powyższych reakcji rzuca nowe światło na mechanizm pow­
staw ania tiosiarczanu i na biologiczną rolę rodanazy.
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THE ROLE OF RHODANASE  
IN METABOLIC FORMATION OF THIOSULPHATE

S u m m a r y

Reactions leading to the form ation of thiosulphate which in th e  light 
of latest research results is the  m ain m etabolite in th e  biological transfor­
m ation of su lphur to sulphate, w ere investigated. The results obtained 
indicate th a t thiosulphate m ay be form ed from th e  firs t inorganic sulphur 
metabolites, i.e. from sulphide and sulphite  in  th e  presence of organic 
disulphide (cystine, oxidated glutathione) and from  inorganic diisulphide 
and sulphite. Both these reactions are catalyzed by rhodanase. The la tter 
also catalyzes rhodanate form ation in th e  system  sulphide - cyanide - 
cystine. The establishm ent of these reactions throw s new light on the 
mechanism of thiosulphate form ation and the biological role of rhodanase..

Otrzymano 3.12. 1960
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T. W. SZCZEPKOWSKI 

MODELOWE REAKCJE MECHANIZMU DZIAŁANIA RODANAZY

Z a k ła d  C hem ii F izjo log icznej A k a d e m ii M ed yczn e j w  K rakow ie  
K iero w n ik  Z ak ładu : Prof. Dr B olesław  S ka rżyń sk i

W toku badań nad procesem biosyntezy tiosiarczanu w ustroju zwie­
rzęcym uzyskano dowody na to  [17], że reakcje prowadzące do powsta­
w ania tego związku z pierwszych nieorganicznych m etabolitów  siarko­
w ych mogą być katalizowane przez enzym rodanazę opisany po raz pierw ­
szy w  1933 roku przez Langa [3]. Enzym katalizuje powstawanie rodanku 
z tiosiarczanu i cyjanku [3] oraz z dwusiarczku i cyjanku [14]. Zaobser­
wowano również wpływ katalityczny rodanazy na reakcje etanosulfo- 
t io n ia n u 1 i toluenosulfotionianu z siarczynem, nie wiążąc tego jednak 
z biologiczną rolą tego enzym u [13]. Rodanaza w ystępuje w pokaźnych 
ilościach w  większości tkanek zwierzęcych i w łaśnie fakt ten  pozostaje 
w  pewnej sprzeczności z bardzo ograniczoną produkcją rodanku zdają­
cego się występować właściwie ty lko jako uboczny produkt metabolizmu. 
W ykazany udział rodanazy w syntezie tiosiarczanu rzuca na ten  enzym 
zupełnie now e światło, wiążąc go z powstawaniem  jednego z głównych 
pośrednich m etabolitów  siarki [19, 20], co z kolei skłania do zajęcia się 
dokładniejszym  wyjaśnieniem  m echanizm u działania tego enzymu.

Badania Saundersa i Himwicha [5] zdawały się wskazywać na to, 
że grupą prostetyczną rodanazy jest jakiś ciężki metal, jednak Sorbo, 
k tóry  pierw szy uzyskał rodanazę w  postaci krystalicznej [11] przedstaw ił 
szereg dowodów przem awiających za występowaniem  czynnego ugru­
powania dwusiarczkowego w cząsteczce tego enzym u [9]. Mechanizm 
działania rodanazy m iałby według tego autora [10] polegać na reakcji 
tiosiarczanu z ugrupowaniem  dwusiarczkowym enzymu. Pow stający w ten

1 D la zw iązków  ty p u  R -SO 2SH zasto sow ałem  w  te j p racy  o k reś len ie  kw asy  su l- 
fo tionow e, w  od ró żn ien iu  od zw iązków  ty p u  R-S-S-SO.jH  nazw anych  kw asam i 
tio - w zg lędn ie  dw utiosu lfonow ym i [16],

[265]
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sposób związek reagowałby z kolei z cyjankiem, dając rodanek i siarczyn 
według wzorów:

—S —s —s - s o 3-
Enzym | + ' S—S 0 3-  —̂ Enzym (U

—S ‘ — s -

—s —s —s o 3-  —s
Enzym + CN~ Enzym | + CNS~ + S 0 3= (2)

—s -  —S

W myśl tej hipotezy istotnym  w arunkiem  w powstawaniu rodanku 
byłaby reakcja jonu cyjankowego z ugrupowaniem  -S-S-SO3“  przebie­
gająca z odszczepieniem siarczynu i przejściowym utworzeniem  ugrupo­
wania -S-SCN, z którego powstawałby rodanek. Do niedawna związki 
organiczne z ugrupowaniem  dwutiosułfonowym  -S-S-SO3-  nie były zna­
ne, a co za tym  idzie niemożliwe było modelowe sprawdzenie słuszności 
hipotetycznego mechanizmu działania rodanazy. Niedawno uzyskałem 
jednak pierwszy taki związek organiczny, posiadający ugrupowanie, jakie 
m iałoby powstawać w rodanazie pod wpływem  tiosiarczanu [16, 18]. 
Jest nim  kwas cysteinotiosulfonowy: HOOC • CHNH2 • CH2-S-S-SO3H,
którego powstawanie obserwowałem w czasie działania tiosiarczanu na 
cystynę i cysteiny na tetrationian. Preparatyw nie otrzym ałem  ten zwią­
zek utleniając jodem mieszaninę tiosiarczanu i cysteiny. Własności i do­
wód budowy kwasu cysteinotiosulfonowego przedstawiam  na innym  m iej­
scu [18], podając poniżej tylko sam sposób jego otrzym ywania. U tleniając 
jodem mieszaninę glutationu i tiosiarczanu otrzym ałem  również kwas 
glutationotiosulfonowy.

Posiadanie połączeń zawierających ugrupowanie -S -S -S 03~ umożli­
wiło przebadanie ich reakcji z cyjankiem, a więc przeprowadzenie mode­
lowej reakcji takiej, jaka według Sórbo byłaby istotna dla udziału roda­
nazy w toku biosyntezy rodanku. Niniejsza publikacja przedstaw ia w y­
niki tych badań.

Stosowane m etody i odczynniki

Do doświadczeń stosowano preparat L-cysteiny pochodzący z f-m y 
Fluka i glutation z f-m y Eastman. Uwodniony tiosiarczan sodowy pocho­
dził z Biura Obrotu Odczynnikami w Gliwicach i był chrom atograficznie 
jednorodny. Radioaktyw ny tiosiarczan znakowany siarką 33S w pozycji 
zewnętrznej pochodził z Radiochemical Centre Amersham.

Chromatogram y były rozw ijane w rozpuszczalnikach: (A) I-rzędowy 
butanol, aceton, woda w stosunku objętościowym 2 : 2 :1. (B) Fenol n a ­
sycony wodnym roztworem zawierającym  6,3% cytrynianu  sodu i 3,7%
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dwuwodorofosforanu sodu. Barwienie plam cysteiny i kwasu cysteino- 
tiosuifonowego oraz glutationu i jego pochodnych przeprowadzano iza- 
tyną lub n inhydryną, a  barw ienie plam  tiosiarczanu i jego pochodnych 
azotanem srebra  m etodą opisaną uprzednio [8].

A utoradiogram y sporządzano na błonach rentgenowskich f-m y Kodak.
O trzym yw anie kw asu  cysteinotiosulfonowego. Rozpuszczano 15 mmoli 

cysteiny w 10 m l w ody i roztwór oziębiano w lodówce do tem peratury  
ok. 0°. Osobno przygotow yw ano roztwór 100 mmoli uwodnionego tiosiar­
czanu sodu w 30 ml wody i również oziębiano do 0°. Do kolby Erlenm e- 
yera odważano 116 m moli jodu i 20 mmoli węglanu baru i oziębiano 
w lodówce w raz z poprzednim i roztworami. Tuż przed przeprowadzeniem 
reakcji m ieszano ze sobą oziębione roztwory cysteiny i tiosiarczanu, po 
czym otrzym aną m ieszaninę wlewano do kolby zawierającej jod i wę­
glan baru. Celem możliwie szybkiego przeprowadzenia reakcji, energicz­
nie wstrząsano kolbą. Koniec reakcji zaznaczał się trw ałym  brunatnym  
zabarwieniem roztworu, ponieważ jod dodany był w nadm iarze w sto­
sunku do cysteiny i tiosiarczanu. Po zakończeniu reakcji, roztwór sączo­
no przez sączek porcelanowy, celem oddzielenia od węglanu baru i nie­
wielkiej ilości cystyny. Do przesączu dodawano 800 - 900 ml acetonu 
i zostawiano w  lodówce na okres ok. 3 godzin. W ytrącony, objętościowo 
obfity osad soli barowej kwasu cysteinotiosulfonowego odsączano na sącz­
ku porcelanowym i na sączku przem ywano acetonem do zaniku b runat­
nego zabarwienia pochodzącego od jodu. Sól barowa powstaje z w ydaj­
nością praw ie ilościową.

Sól barową kwasu cysteinotiosulfonowego przeprowadzano w sól so­
dową w  ten  sposób, że po rozpuszczeniu jej w  małej ilości wody doda­
wano siarczan sodu. Po odsączeniu siarczanu baru, do przesączu doda­
wano m etanol do stężenia końcowego 70°/o i w ytrącano cysteinotiosul- 
fonian sodu dodatkiem  eteru  w ilości ok. 400 ml na 50 ml roztworu me­
tanolowego.

R adioaktyw ny kwas cysteinotiosulfonowy. R-S-*S-S03H w postaci soli 
sodowej otrzym ywano m etodą powyżej opisaną po zastosowaniu do reakcji 
tiosiarczanu sodowego znakowanego 35S w pozycji zewnętrznej (35S -S 03= ). 
W tym  przypadku stosowano jednak tiosiarczan w stosunku do cysteiny 
w  ilościach molowych 1 : 1.

Sól sodowa kwasu glutationosulfonowego. Związek ten otrzym ano 
utleniając jodem mieszaninę glutationu i tiosiarczanu. Reakcję przepro­
w adzano z zachowaniem w arunków  opisanych powyżej dla syntezy kw a­
su cysteinotiosulfonowego. Do reakcji stosowano 2 mrnole gllutationu 
i 20 mmoli tiosiarczanu. Sól sodowa kwasu glutationotiosulfonowego w y­
trąca  się z roztworu wodnego metanolem , całkowite w ytrącenie uzysku­
je  się niew ielkim  dodatkiem eteru.
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Tiosiarczan oznaczano kolorym etrycznie m etodą Sorbo [12]. W tym i 
celu do badanego roztw oru dodawano roztwór cyjanku potasu i roztwóir 
chlorku miedziowego, po czym w ytw orzony z tiosiarczanu rodanek ozna­
czano kolorym etrycznie z odczynnikiem  żelazowym.

Cyjanek oznaczano miareczkowo po oddestylowaniu go z badanegco 
roztworu, do którego dodano roztw ór kwasu borowego i po absorpcjii 
w roztworze azotanu rtęciowego [2]. N adm iar azotanu rtęciowego niee 
związanego oznaczano m iareczkując 0,05 N-roztworem rodanku potasui 
wobec roztworu ałunu żelazowego jako wskaźnika. Oddestylowanie cy­
janku przeprowadzano w aparacie Pam asa-W agnera przeznaczonym doi 
oznaczania azotu.

Odczynnik żelazowy służący do oznaczania rodanku sporządzano przez z 
rozpuszczenie 100 g Fe(N 03)3 • 9H20  w 200 ml 65% kwasu azotowegoj 
i uzupełnienie wodą do 1000 ml. Dla kolorym etrycznego oznaczenia ro— 
danku wobec tiosiarczanu stosowano dodatek m etanalu [11].

W szystkie oznaczenia przeprowadzano w tem peraturze pokojowejj 
ok. 20°.

Symbolem R oznaczono w tej pracy rodnik am inopropionow y/ 
HOOC • CHNH2 • CH2-, a symbolem G1 resztę glutationu pozostałą po od­
jęciu grupy wodorosiarczkowej.

CZĘŚĆ DOŚWIADCZALNA

Reakcje cyjanku z kwasem  cysteinotiosulfonow ym

Reakcje przeprowadzano zachowując w arunki stosowane podczas ozna­
czania rodanazy [11]. W probówkach umieszczano 1 ml 0,1 M-roztworui 
soli sodowej kwasu cysteinotiosulfonowego i dodawano do nich 1 m il 
m ieszaniny złożonej z równych objętości 0,2 M-roztworu pierwszorzędo— 
wego fosforanu potasu i 0,2 M-mianowanego roztworu cyjanku p o tasu .. 
W czterech równoległych próbkach oznaczano: (a) ilość powstałego ro­
danku, (b) ilość rodanku powstałego po dodaniu do m ieszaniny cyste iny ,,
(c) ilość wytworzonego tiosiarczanu, (d) ilość zużytego cyjanku.

Ilość powstałego rodanku oznaczano bezpośrednio w próbce dodające 
0,5 m l 38% m etanalu i 2,5 ml odczynnika żelazowego. Ilość z u ż y te g o  
cyjanku oznaczano miareczkowo po oddestylowaniu go z roztworu meto­
dą opisaną powyżej. W ytworzony w toku reakcji tiosiarczan oznaczano > 
po 50-krotnym  rozcieńczeniu próbki wodą. Do 1 m l rozcieńczonej próbki i 
dodawano 3,2 m l wody, 0,5 ml 0,1 m-KCN, 0,3 ml 0,1 m-CuC12 i 2 m il 
odczynnika żelazowego. Mierzono ekstynkcję roztw oru dla długości fali i 
460 mą. i stężenie tiosiarczanu oznaczano przez porównanie z wartościam i i 
ekstynkcji uzyskanym i dla wzorcowych roztworów tiosiarczanu trak to ­
w anych w identyczny sposób jak roztw ór badany.
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Dla kontroli próby (a) dodawano do roztworu cysteinotiosulfonianu 
sodu cyjanek po uprzednim  dodaniu m etanalu i odczynnika żelazowego. 
Dla kontroli próby (c) dodawano odczynnik żelazowy przed cyjankiem
1 chlorkiem miedziowym. W obu przypadkach zastosowanie odczynnika 
żelazowego zakwaszającego roztwór uniemożliwiało przebieg poniżej opi­
sanych reakcji.

Po zmieszaniu roztworu cysteinotiosulfonianu z cyjankiem  znikał wol­
ny cyjanek, ale wbrew tem u czego należało się spodziewać w myśl hipo­
tezy Sórbo, zasadniczym produktem  powstającym  z grup -S-S-SO3”  byl 
tiosiarczan. Reakcja przebiega tak  szybko, że już w czasie dłuższym niż
2 m inuty od chwili dodania cyjanku do roztworu cysteinotiosulfonianu 
skład ilościowy produktów reakcji nie ulega zmianie. Skład ten przed­
stawia Tablica 1.

T a b lic a  1

Wyniki oznaczeń produktów reakcji cyjanku z cysteinotiosulfonianem sodowym 
R eakcje przeprow adzano w tem p era tu rze  pokojowej 20°. Czas reakcji 2 m in u ty

Odczynnik
¡jimole

dodano oznaczono

Cysteinotiosulfonian sodu 100 _
Cyjanek potasu 100 0 ,0 0

Rodanek — 1—4
Tiosiarczan — 96—99

Ilość powstałego rodanku nie wzrastała, gdy do mieszaniny cysteino­
tiosulfonianu i cyjanku dodano cysteiny, jak by należało się spodziewać 
w myśl hipotezy Sórbo.

Dla bliższego zbadania reakcji zastosowano cysteinotiosulfonian zna­
kowany siarką 35S w pozycji środkowej R-S-*S-SO;5Na. Po zadziałaniu 
cyjankiem  w ilości molowej 1 : 1, mieszaninę reagującą poddawano chro­
m atografii bibułowej w rozpuszczalniku (A) i z uzyskanych chromato- 
gramów sporządzano autoradiogram y. Taki autoradiogram  przedstawia 
Fot. 1 i widać z niego, że główna aktywność zgromadzona jest w plamie 
odpowiadającej tiosiarczanowi, a tylko drobna część aktywności znaj­
duje się w miejscu plam y rodanku. Poza plam ą odpowiadającą tiosiar­
czanowi i rodankowi nie w ystępują na autoradiogram ie plamy odpowia­
dające innym związkom.

Powyższe w yniki nie tłumaczą jakim losom ulega w toku tej reakcji 
znaczna większość zużytego cyjanku. Należało przypuszczać, że wchodzi 
on w jakieś połączenie z resztą cysteiny. Dla w yjaśnienia tej spraw y przy­
gotowano chrom atogramy bibułowe rozwinięte w rozpuszczalniku (A) 
produktów reakcji cyjanku z cysteinotiosulfonianem. Chromatogramy bar-
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Fot. 1. A u to rad io g ram  p ro d u k tó w  reak c ji 
c y jan k u  z  cyste ino tio sn ifon ianem  znako­
w anym  s ia rk ą  (R -S -*S-S0 3Na) o trzy ­
m any  z ch ro m ato g ram u  rozw in ię tego  chro­
m ato g ra fią  w stęp u jącą  w  rozpuszczaln i­
ku  (A). D olna p lam a — tiosiarczan , górna 

słabo  zaznaczona — ro d an ek

wiono równolegle izatyną i azotanem srebra [8]. Barwienie azotanem  
srebra wykazało oprócz plam y tiosiarczanu jeszcze jedną plam ę bar­
wiącą się z wolna tym  odczynnikiem. Plam a ta  położona nieco powyżej 
plamy tiosiarczanu, prawdopodobnie odpowiada połączeniu cy janku 
z cysteiną, R F — 0,15 — 0,18. Połączenie to  n ie zawiera jednak wolnej 
grupy aminowej, gdyż chrom atogram y barw ione izatyną nie w ykazują 
żadnej plam y barw nej. Zagadnienie to  zostanie omówione podczas in te r­
pretacji otrzym anych wyników.

T a b lic a  2

Wyniki oznaczeń produktów reakcji cyjanku z glutationotiosulfonianem sodowym 
R eakcje  przeprow adzano w te m p era tu rze  pokojow ej 20°

Odczynnik
;j.mole

dodano oznaczono

Glutationotiosulfonian sodu 20 _
Cyjanek potasu 20 0 ,0 0

Rodanek — ślady
Tiosiarczan — 18—20

Reakcje cyjanku z glutationotiosulfonianem

Oznaczenia powstałego rodanku, zużytego cyjanku i powstałego 
tiosiarczanu przeprowadzano w sposób opisany powyżej. Do badań stoso­
w ano roztw ory bardziej rozcieńczone 0,02 M -glutationotiosulfonianu sodo­
wego. W yniki oznaczeń przedstaw ia Tablica 2.

Chrom atogram y m ieszaniny reagującej rozwijano w  rozpuszczalni­
ku (B). Po w ybarw ieniu izatyną na chrom atogramach produktów  reakcji 
cyjanku z glutationotiosulfonianem  uwidoczniają się dw ie plam y barw ne:
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jedna o R F 0,02, a  druga o R F 0,16. Glutationotiosulfonian daje w tych  
w arunkach ty lko  jedną plamę o R F 0.05.

DYSKUSJA

W m yśl hipotezy Sorbo [10] reakcje cyjanku z cysteino-tiosulfonianem  
i glutationotiosulfonianem  powinny wyrażać się następującym i w zoram i-

R -S-S-S03-  + C N - — R-S-SCN + S 0 3= (3)

G l-S-S -SO ,- + C N - Gl-S-SCN + S 0 3= (4)

W yniki podane w  części doświadczalnej w ykazują jednak, że głównym
produktem , powstającym  z grupy -S-S-SO 3-  pod wpływem działania
cyjanku, jest w olny tiosiarczan. Reakcja ta  więc jest reakcją cyjanolizy 
prowadzącą do powstania tiosiarczanu i jakiegoś połączenia grupy cyjan­
kowej z cysteiną względnie glutationem :

R -S -S -S O ,- + C N - — (RS)CN + - S - S 0 3~  (5)

Z teoretycznego punktu  widzenia taki w łaśnie przebieg reakcji cyjano­
lizy może znaleźć wytłum aczenie w oparciu o teorię elektronową. W cy- 
steinotiosulfonianie powinna w ystąpić polaryzacja wiązań między ato­
m am i siarki wywołana indukcyjnym  w pływem  grup: -C H 2- i - S 0 3 ~. 
W w yniku oddziaływania tych grup siarka związana z węglem w ystępu­
jącym na  -2  stopniu utlenienia powinna uzyskać ładunek dodatni, nato­
m iast siarka związana z grupą -SO3— powinna uzyskać odpowiednio la-

dunek ujem ny [15], w myśl schem atu: -CH2-S-S-SO3- .  Jon cyjankow y 
jako typowy podstaw nik nukleofilny powinien reagować przede wszyst­
kim z siarką posiadającą ładunek dodatni.

v
Pozostaje do w yjaśnienia spraw a połączenia cyjanku z cysteiną. Nale­

żałoby się spodziewać, że produktem  tym  jest tiocyjanoalanina 
HOOC • CH2NH2 • CH2-SCN. która w edług M authnera [4], a początkowo 
również Schóberla i Hamma [6], pow staje w  czasie cyjanolizy cystyny 
i posiada budowę liniową. Nowsze badania w ykazały jednak, że tiocyjano­
alanina ulega cyklizacji z wytw orzeniem  dwóch form tautom erycz- 
nych [7]:

HoC---------CH—COOH H2C CH—COOH

S N  S NH
\  /  \  /  

c —n h 2 C = N H
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Cykliczne tiazolinowe względnie tiazolidynowe pochodne tiocyjanoalaniny 
nie barw ią się n inhydryną [7] i wprowadzone do organizmu szczura nie 
ulegają metabolizmowi i nie mogą służyć jako źródło rodanku [21]. Fakt, 
że chrom atogram y produktów  reakcji cysteinotiosulfonianu z cyjankiem  
nie w ykazują obecności związków barw iących się izatyną, świadczy, że 
w toku reakcji pow stają cykliczne postacie tiocyjanoalaniny.

W przypadku reakcji glutationotiosulfonianu z cyjankiem przebiega­
jącej w m yśl podanych wyników w taki sam sposób jak reakcja cysteino­
tiosulfonianu z cyjankiem , pow stający produkt, Gl-SCN, może również 
ulegać przem ianom  wew nątrzcząsteczkow ym  [1]. Być może, że w ystępow a­
nie dwóch plam  barw iących się izatyną na chromatogramach produktów  
reakcji glutationotiosulfonianu jest w łaśnie wynikiem  istnienia dwóch ta ­
kich odmian.

Jakkolw iek wyniki badań przedstaw ionych w tej pracy przem aw iają 
przeciwko słuszności proponowanego przez Sórbo mechanizmu działania 
rodanazy, to jednak koncepcja grupy dwusiarczkowej jako aktyw nego 
centrum  tego enzym u w ydaje się być skądinąd uzasadniona. Rodanaza 
przecież katalizuje nie tylko reakcje m iędzy cyjankiem  i tiosiarczanem
[3], ale również m iędzy cyjankiem  i dwusiarczkiem  [14], m iędzy sulfo- 
tionianam i i siarczynem  [3], m iędzy dwusiarczkiem  nieorganicznym  i siar­
czynem [17] oraz między nadsiarczkam i organicznymi i siarczynem  [17] 
w myśl wzorów:

C N - + - S - S 0 3-  — C N S - + S 0 3= (6)
CN~ + “ S -S - — C N S - + S= (7)
S 0 3= + - S - S 0 2-R -S -S O 3-  + R-SOa-  (8 )
S 0 3= + - S - S -  — -S -S O 3-  + S= (9)
S 0 3= + -S -S -R  — - S -S 0 3-  + R S - (10)

Rozpatrując powyższe reakcje możnaby zaproponować wspólny m echa­
nizm dla w ytłum aczenia ich katalitycznego przebiegu, dający się wyrazić 
następującym  schem atem :

—S — S \
Enzym ! + ~  S—X Enzym S + X~

—S —s /
 g x  __g

Enzym S + CN~ (SOs=) Enzym | + CNS-  (_ S-SOg- )
—S /  - s

Oczywiście, zaproponow any schem at działania rodanazy jest również ty l­
ko hipotetyczny, jak  hipotetyczna była koncepcja Sórbo, ale w ydaje się 
on lepiej odpowiadać wszystkim  faktom  doświadczalnym.
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Panu Profesorowi Dr Bolesławowi Skarżyńskiem u serdecznie dziękuje 
za pomoc i zachętę do w ykonania tej pracy.

«

STRESZC ZEN IE

Przeprowadzono modelowe spraw dzenie mechanizm u działania roda­
nazy zaproponowanego przez Sórbo. Wykazano, że cyjanek reaguje ze 
związkami zawierającym i ugrupowanie dwutiosulfonowe -S-S-SO-T 
a mianowicie z otrzym anym  po raz pierwszy kwasem cysteinotiosulfono- 
wym i glutatioootiosulfonow ym  w  ten sposób, że odszczepia tiosiarczan. 
Reakcje te  nie prowadzą do powstania rodanku ani bezpośrednio ani po
dodaniu do produktów  reakcji cysteiny. Produktem  reakcji cyjanku z cy-
steinotiosulfonianem  oprócz tiosiarczanu jest tiocyjanoalanina ulegająca 
izomeryzacji do produktu nie barwiącego się ninhydryną względnie iza- 
tyną. Uzyskane fakty doświadczalne przem aw iają przeciw hipotezie Sórbo 
tłumaczącej mechanizm działania rodanazy.
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M3D:l  r e a c t i o n s  o f  t h e  m e c h a n i s m  o f  RHODANASE ACTION

S u m m a r y

A nxdel reaction to prove the mechanism  of the action of rhodanase 
suggest*} by Sórbo was carried out.

T ie -eactions of cyanide w ith compounds containing dithiosulphonic 
groups S-S-SO:i~, cysteinethiosulphonic acid (obtained for the  first time) 
and g'luathionethiosulphonic acid, w ere investigated. It was found th a t 
cyanide splits off the thiosulphate and the  rhodanate is not formed 
either drectly  o r after th e  addition of cysteine to  the  reaction product.

A ioher product of reaction of cyanide w ith  cysteinethiosulphate is 
thiocjaioalanine which undergoes isom erization to  a product which does 
not s’ah w ith  n inhydrin  or isatin. The experim ental results obtained are 
not in agreement w ith  the  hypothesis of Sórbo concerning the mechanism 
of rbxt&iase action.

O trzym ano  17.2.1961
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R E C E N Z J E  KS I Ą Ż E K

PR O B LEM S IN  PH O T O S Y NTHESIS. W. B l a d e r g r o e n .  A m e­
rican  L ec tu re  S enes. C harles  C. T hom as P u b lish ers , S pringfie ld , Illino is, 
USA. 1960. S tron  198. Rys. 70.

W b ad an iu  fo tosyntezy  bardz ie j n iż  in n y ch  z jaw isk  b iochem icznych zaznacza  się 
konieczność rów noczesnego o parc ia  się  n a  po jęc iach  i m etodach  zarów no  fizyki, ja k  
i chem ii. T en d ezydera t, co raz  m ocniej w y rażan y  przez w spółczesną b iochem ię, n ie 
je s t  ła tw y  do  w y p e łn ien ia  d la  w ie lu  czy te ln ik ó w  p rac  b iochem icznych. K siążk i 
B lad e rg ro en a  m ogą być w  te j d z ied z in ie  is to tn ą  pom ocą. T ak  ja k  „W stęp do en e rg e ­
ty k i i k ine tyk i p rocesów  biolog icznych“ (w ydany  w  po lsk im  tłum aczen iu  w  1957 r.), 
ró w n ież  i recenzow ana książka  u jm u je  te  zag ad n ien ia  p rzys tępn ie  a  ściśle.

K siążkę  m ożna podzielić n a  trzy  części: w  p ie rw sze j, o b e jm u jące j dw a rozdziały , 
są  p o d an e  podstaw ow e w iadom ości chem iczne  i fo tochem iczne n iezbędne p rzy  om a­
w ia n iu  fo tosyntezy ; w  d ru g ie j o m aw ia  s ię  energ e ty k ę  fo tosyn tezy ; w  trzecie j m ieści 
s ię  p rzed s taw ien ie  chem ii tego zjaiw iska. P o d an e  p iśm ien n ic tw o  o b e jm u je  p raw ie  
400 pozycji; n a jw ięk szy  je d n a k  w p ływ  n a  bieg m yśli B laderg roena  w y w arły  p race  
O tto n a  W arb u rg a ; um ieszczen ie  n a  p oczą tku  k siążk i fo tog rafii tego uczonego oraz  
d edykow an ie  m u  książki je s t tego z e w n ę trz n y m  w yrazem . A u to r p rzed s taw ia  n ie  
ty lk o  w y n ik i b ad ań  dośw iadczalnych , a le  tak że  op isu je  m etody  5] sposoby opraco­
w y w an ia  w yników . L iczne ryciny, w y k resy  i schem aty , a  ta k ż e  p iękny  p ap ie r 
i w  ogóle bardzo  s ta ra n n e  w y d an ie  u ła tw ia ją  czy tan ie  te j pożytecznej książki.

W ło d zim ierz  M ozo łow ski

B IO LO G IE  DER G A L L EN FA R B ST O FFE . T. K. W  i t h. G eorg T h iem e 
V erlag , S tu ttg a r t, 1960. 371 str., 19 rysunków . DM 59. D eutsche Ü b e r­
se tzung  von A. C lotten ,

M onografia W itha  s tan o w i now oczesne  i w szech stro n n e  op racow an ie  biologii 
b arw ik ó w  żółciow ych n a  tle  fak tó w  dośw iadczalnych  zeb ranych  przez au to ra , k tó ry  
m oże się pow ołać n a  w ła sn e  bogate  dośw iadczen ia  w  te j dziedzinie. W szechstronność 
u jęc ia  te m a tu  pow oduje, że książka  p rzem aw ia  do każdego  pragnącego  zaznajom ić  
się z  je j tre śc ią  n ieza leżn ie  od tego , czy będzie  n im  chem ik , an a lity k , fizjolog, 
b iochem ik  czy patolog. K ażdy  in te re su ją c y  się ze s tro n y  sw ej specja lnośc i b a rw i­
kam i żółciow ym i zn a jdz ie  w  m onografii w ie le  c iekaw ych  dan y ch  i odn iesie  n ie ­
w ą tp liw ą  korzyść.

W ith  op racow ał d la  sw ej m onografii w y n ik i licznych  b ad ań  og łaszanych w  róż­
nych spec ja listycznych  czasopism ach  całego św iata . W ybiera , c y tu je  i szerzej om aw ia 
ty lko  te  pozycje, k tó re  jego  zdan iem  są  is to tn e  d la  p o zn an ia  biologii b a rw ik ó w  żół­
ciow ych. A u to r uw zg lędn ił ponad  900 o ryg ina lnych  p rac  p rzew ażn ie  z o sta tn iego  
dw udziesto lecia. D zięki seg regacji u w y p u k la ją  się fa k ty  szczegółow o op raco w an e

[275]
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taik od s tro n y  ch em icznej i m etodycznej, ja k  i pa to fiz jo log icznej; zary sow u je  się 
o b raz  całości b adań  n a d  b a rw ik am i żó łciow ym i i w y stęp u ją  w y raźn ie  luk i w y m a­
ga jące  u zu pe łn ien ia  w  d a lszych  p racach  ek sperym en ta lnych .

D uża ilość cy ta tów  i drobiazgow ość fo rm y  m ogą w  p ierw szej chw ili zniechęcać 
czy te ln ika  n ie specja listę . Po  bliższym  je d n a k  poznan iu  treśc i i u k ła d u  książk i za ­
in te re so w an ie  i o r ie n ta c ja  w  całości po ruszanych  zagadn ień  w zrasta , gdyż au to r 
bardzo  u ła tw ia  z rozum ien ie  całości m a te ria łu  w p ro w ad za jąc  liczne s treszczen ia  
w  tek śc ie  poszczególnych rozdziałów . S treszczen ia  te  z eb ran e  ra z e m  da łyby  zw ięźle 
i jasno  n ap isan y  a r ty k u ł p rzed s taw ia jący  a k tu a ln y  s tan  b ad ań  n a d  b a rw ik am i 
żółciow ym i i o rien tu jący  za razem  o tem a ty ce  poszczególnych rozdzia łów  m onografii.

Całość au to r  podzielił na  11 rozdziałów , z k tó rych  każdy  m ożna czytać i korzystać  
z n iego bez konieczności z azn a jam ian ia  się  z tre śc ią  pop rzedn ich  i następnych . 
O kreślone  rozdziały  przeznaczone są d la  różnych  specjalności tak ich  ja k  chem ia, 
fizjo logia, b iochem ia, pa to log ia  lub  biologia. W p ierw szym  rozdzia le  zosta ła  om ó­
w iona n o m en k la tu ra  i budow a b a rw ik ó w  pyro low ych , ich  podział i  n a jw ażn ie jsze  
m etody  analityczne . N astęp n e  dw a rozdzia ły  zasta ły  pośw ięcone zagadnieniom , p rze­
m ian y  pośredn ie j b a rw ik ó w  żółciow ych. R ozdział IV p rzed s taw ia  now oczesne po­
g lądy  n a  patogenezę żółtaczek. D alsze rozdziały  in te re so w ać  ju ż  będą  szerszą grupę  
specja listów . Szczególnie in te re su jący  je s t rozdział, w  k tó ry m  a u to r  o m aw ia  w y ­
stęp o w an ie  i ro lę  barw ików '- pyro low ych  u  zw ie rzą t n iższych i w  roślinach . O sta tn i 
rozdział o św ie tla  k ry ty czn ie  w arto ść  d iagnostyczną poszczególnych m etod  an a lity cz ­
nych  stosow anych  w  k lin ikach .

M onografia  W itha  je s t rów nież b a rd zo  cen n y m  pod ręczn ik iem  m etcktycznym . 
A u to r p o d a je  cały  szereg  p rób  i m etod  ana lity czn y ch  n ie  o g ran icza jąc  się  jedyn ie  
d o  ich  opisu, lecz duży  n ac isk  zosta je  położony n a  in te rp re ta c ję  w yników , m ożliw ości 
p o p e łn ian ia  b łędów  i p rzy d a tn o ść  d an e j m etody  d la  d iagnozy  k lin icznej. P rzy  te j 
okazji a u to r  d y sk u tu je  celow ość w y k onyw an ia  p racoch łonnych  i kosztow nych  an a liz  
m ających  znaczen ie  ty lko  w  pew nych  b ad an ia ch  teo re tyczno -naukow ych  a  o w ą tp li­
w ej p rzydatności d la  u ży tk u  klinicznego.

M onografię W itha  m ożna gorąco polecić każdem u, k to  p rag n ie  b liżej zapoznać się 
z biologią b arw ik ó w  żółciow ych lub  p row adz ić  p race  badaw cze w  te j dziedzin ie .

W anda M ejb a u m -K a tzen e llen b o g en
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A C T A  B I O C H I M I C A  P O  L O N I C A  

V ol. V m  1961 No. 2

T. x o H h a i î k m  m  t . k o x î m e c k m

BKJHOHEHME cï>OC<î>OPHBIX 3cï>MPOB, rJIMIJEPOJIA, XOJIMHA, 
3TAHOJIAMMHA M CEPMHA, MEHEHBIX 32P  B t&OCOOJIHnMÆbl PA 3H BIX  

OPrAHOB MOPCKOlft CBMHKM IN VITRO

P e 3 k> m  e

BKJHOHeHHe rjiMqepoc^occjiaTa, 4>oc4>oxojiMHa m cjjoccjjoaTaHOJiaMMHa, 
Meventix 32P b  cJioccjDOJiimimbi neneHM MopcKOM cbmhkm in  v itro  yMeHbina- 
jiocb b  HecKOJibKO pa3 ecjin TKaHb 3aMopa5KHBajiM b  Teneroie 5 mmh. b t0m- 
nepaType — 70°, a 3aTeM pa3MopaxcMBajiM mjim m e  ecjm TKaHb roMoreHM3M- 
poBajiM. Ecjim «ce cyÓCTpaTOM Gbiji cjJOCĉ ocepMH, to  roMoreHM3au;MH Bbi3bi- 
Bajia yBejiMueHMe BKJiioHeHMH b HecKOJibKO pa3. MaKCMMajibHbiM n p o ij e H T  

B K JIK )H O H M H  B  (̂ OCĈ OJIMIIPfĄbl C O C T aB JIH Ji: f lJ IH  32PChol M a-G32P npwÓJIPi- 
3HTejibHo 1—2°/o, fijiH 32PEt rrpn6jiH3MTejibHO 1% w fijiH PSer okojio 
0,5%.

Ilpn TpexHacoBoii MHKy6aij;HM (JjparMeHTOB nonenHOM TKaHM c MCCJie ŷ- 
eMbiMM cyócrpaTcLMM HaôjnoAajiacb HHTeHCMBHaa Ae(|)OC(t>opMJiiiijMH 32PSer 
m a-G32P m He3HaHHTejibHaH ąe4x>CAopmjihijmh 32PChol m 32PEt. Ü3 APy- 
rnx HccjieAOBaHHbix TKaHeü rronenHaH TKaHb nojraocTbio rnAP0Jin3OBajia 
Bce Mccjre^yeMbie cyócTpaTbi.

H. M. 3rJIMHMHbCKM u T. CTEJIbMAIHMHbCKA

CyjIbOMHOBbIE COEAHHEHMH 
K A K  BMOJIOrHHECKME AKLJEnTOPbl AByXBAJIEH TH OÏÏ C EPbl

P e 3 K> m  e

MccjieAOBajiacb peaKijMH ipiCTeHHMJicyjibc|>MH)OBOH k m c j t o t b i  m jim  n flio - 
T aypM H a c  TM ocyjibcjiaTOM  b  rrpMcyTCTBMM reM 0JiM 3aTa apMTpoijMTOB n e j io -  

B e K a .  Y C T a H O B jr e H o ,  h t o  a p M T p o i jM T b i  c o A e p > K a T  c ^ e p M e H T a T M B H y io  c M C T e M y ,
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KaTajiM3npyiomyK) 3Ty peaHKpwio. Onpe^ejiajmcb KanecTBeHHo m KOJiMne- 
CTBeHHO npO^yKTbl peaKgMMJ yCTaHOBJieHO, HTO M3 ijMCTeMHMJicyjibcjDMHO- 
bom kmcjiotbi m TMOTyjibcjDaTa o6pa30Bajiacb ajiaHMHcyjibc|)MHOBaH KMCjioTa, 
a M3 TMnoTaypMHa m TMOcyjib^aTa — TMOTaypMH.

H. nABEJIKEBMH, B. EAPTOCMHbCKM m B. BAJIEPBIX

<t>EPMEHTATMBHbm CMHTE3 
CBETOHyBCTBM TEJIbHbIX KOBAJIbTO (II) - KOPPMHOB *

P e 3 io m  e

1. YcTaHOBjieHO, h to  cycneH3MM o6e3BC»KeHHbix ageTOHOM KJieTOK 
Propionibacterium shermanii m  Nocardia lutea n p e B b im a io T  p n g  ko- 
ÖaJIbTO ( I I I )  -  KOppMHOB B C B eTO H yBC T BM T eJIbH bie KOÖaJIbTO (II )  -  K O ppM H bl. 

TaKM M  o 6 p a 30M 6 b u m  n o j i y v e H b i  cB eT O v y B C T B M T ejib H b ie  a H a jio r M : 5 ,6 -g M -  

MeTMJi-6eH3MMM,zia3OJiMJiij;MaH0-K06aMMAa (bmt. B12), KOÖMHaMMßa (bmt. B l2p), 
^¡M4 x ) c o 4 ) o r y a H 03M HO-Ko6 M HaM M fla (x o ö a J ia M M H a  y j ) ,  a geH M Jip M aH O -K oG a-  

M M ga (nceB ,a;oB M T . B12), 2-M eT M JiageH M Jiu ,M aH o-K o6 aM M fla (c |)a K T o p  A), 5 -rM A -  

pOKCMÖeH3MMM7( a 30JIMJirM)HpOKCM-K06 aM M ga (rMjipOKCM 4 )0p M a  BMT. B12 i i i ) ,  

5 -MeTMJT6 e H 3M M M ga3OJIMJITMflpOKCM-K06 aMM7];a M 5- 3T0«CM 6 e H 3MMMAa30JIMJI- 

rM ^pOKCM -KOÖaM M ga.

2. OnMcaH MeTO# npenapaTMBHoro BbmejieHMH m ohmctkm KOÖaJib- 
TO (II )  - KOppM HOB M3 3H3MMaTMHeCKMX CMCTeM.

3 . IIpMBomHTCH c n e K T p b i n o rjio m eH M H  n o j iy n e H H b ix  KOÖajibTO (II )  -  K o p -  

PMHOB M MX XpOMaTOrpacjDMHeCKMe M 3JieKTp0(jD0peTMHeCKMe CBOMCTBa.

B. H EM EPK O , B. ßPA EM K O B C K M  m TaHHa C TIIIE JIEL (K A -rO JIA IIIE B C K A

MO^MOMIJMPOBAHHAH nP O IfE ^Y P A  yjIbTPA<£MJIbTPAH;MM 
M EE nPMMEHEHME K MCCJIEßOBAHMIO 

CBH3AHHBIX C EEJIKAMM HyKJIEOTMftOB. 
nPOHMKHOBEHME ATd> HEPE3 IfEJIJIOOAHOBblE M EM BPAHbl 

B nPMCyTCTBMM JA B OTCyTCTBMM BEJIKOB

P e 3 K> M e

OnMcaHa MOflMcjniijMpoBaHHaH npogegypa yjibTpac^MJibTpapMM, b koto- 
poii u,eHTpo6excHaH cMJia Mcnojib3yeTca gjia coagaHMH gaBJieHMH, Bbi3biBa- 
fOHj;ero npoHMKHOBeHMe pacTBopa vepe3 c^MJibTpapMOHHyio MeMÖpaHy. 
yjibTpa^MJibTpapMH npoBOßMJiacb b cnegMajibHo ajih stom pejiM ckoh-
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CTpywpoBaHHOM cocyąe H3 njieKCirrjiaca. Ha noBepxHOCTb pacrreopa, noą- 
BepraiomerocH yjibTpacjDiuibTpaiuiK HacjianBajica cjioii jkhakoto napa- 
4)MHa, HTO yBejIMHMBaJIO CKOpOCTb 4)MJIbTpau;MH M AaBajIO B03MO>KHOCTb 
npoc]3HJibTpoBaHMH Bcero oóneMa nccjie^yeMOM jkmakocth. noKa3aHo, hto 
BbiineonprcaHHaH npou,eą;ypa yjibTpatjoMJibTpau.mi MorateT npwMeHHTbca 
AJIH MOCJieąOBaHMH CBH3bIBaHHH HyKJieOTMAOB (u APy™X HH3KOMOJieKyJIHp- 
Hbix Bem,ecTB) SejncaMM, Tax xaK rrojiyneHHbie pe3yjibTaTbi nojiHOCTbio 
coBnaflajm c pe3yjibTaTaMM, rrojiyHeHHbiMM ripn noMOiąn KOMneHcaijiiOH- 
Horo AMajm3a.

noąB epraa c£wjibTpau;mi miCTbie pacTBopbi a,a,eHMJiOBbix HyKJieoraąoB 
6buio HaiiąeHO, h to  KOHijeHTpai^mi BeujecTB b nepBbix nopijwHx cjDWJib- 
Tpara SbUiM MeHbine, hcm b hcxo,h,hom pacrBope m. jihuib b cjieą;yiOLu;Mx 
nopu;MHx c|>MJibTpaTa KOHi^eHTpaijjiH rracTeneHHo B03pacTajia. YcTaHO- 
BJieHO, aro  3Ta „3aAepxcKa” HyKJieoTwąoB 3aBWCMT, rjiaBHbiM o6pa30M, 
o t  3apaąa HyKJieoTH,ąHbix mohob. Ecjih nccjieflyeMbiji pacTBop npoc^mib- 
TpoBaTb nojiHOCTbio, to  b cjomibTpaTe naxoAHT Bce BBeąeHHoe KOjmnecTBO 
Hy k JieoTMąa.

T. X O iiH A IIK M  h M ap n a  H. IIEX O B C K A

EM OCM HTE3 JIMIIMAOB V  H ACEKO M BIX

1. BKJiKDneHHe 32P  <t>occ£>oxojinH a b  c£>occ£>ojinnM flbi y C elerio  euphorb iae

P e 3 k )  m  e

B 6 HOCMHTe3e  JiepM TM H a y Celerio euphorbiae rrpM H H M aeT y n a c r r a e  

M O J ie n y j ia  c |> o c(|x > x o jiM H a . C K o p o c T b  b k j i k ) h o h h b  32P - ( | ) o c 4 > o x o jr n H a , o n p e -  

ą e j i a e M a a  b  r o M o r e H a T a x  a c P ip o B o r o  T e j ia  H e o ą ,n H a K O B a  b  p a 3H b ix  C T a ,n ;n H X  

p a 3BMTMH 3T o r o  H a ceK O M o ro . H a w 6o j i e e  H H TeH C M B H oe b k j i k d n e m i e  H a 6 j i io ą ;a -  

e r c a  y  r y c e m m ; ,  T orą;a  k a k  y  B e p e r e H O o 6 p a 3H b ix  cjjopM , y  KyKOJiOK m y  

60h k m  n p w M ep H O  b  T p w  p a 3a  M e H b m e , n e M  y  r y c e m m ;  b  n e p n o f l e  n o T p e Ó J ie -  

t o t o  M e n e H o r o  c |jo c c |)o x o j iM H a  b  o ó u jM e  c |)O c4x ) J in n i iA t i  o p r a m i 3M a y 6 a -  

S o h k m  n p w M e p H o  b  T p ii  p a 3a  M e H b m e , n e M  y  r y c e H H u ; b  n e p n o ą ; e  n o T p e ó J ie -  

HWH nMUJM.
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EMOCMHTE3 cDOCOOJIMIIMAOB y  HACEKOM blX.

II. HCC/lEflOBflHHSI HAfl BKJIIOHEHHEM ,2P OPTOOOCOflTfl 
y BflBOMEK C E L E R I O  E U P H O R B I A  E

P  e  3  K) M e

M c c j i e f l O B a j i o c t  B K j n o n e H M e  i n  v i v o  32P  b  4 > o c c £ > o J iM n n A b i y  c a M i j o B  

6 a 6 o n e K  C e l e r i o  e u p h o r b i a e .  M a K c m v iy M  y A e j i b H o n  b k t m b h o c t m  ( J j p a K i j n n  

4 > o c c £ > o jin i iH A O B  H a G j n o ^ a e T C H  n p n M e p H O  Hep 0 3  12 n a c o B  n o c j i e  m r b e K u n n  

M e n e H o r o  o p T o ^ o c ^ a a T a .  C K o p o c T b  o 6 M e H a  K e 4 ) a j i K H a  6 o j i b m e ,  h b m  c k o -  

p o c T b  o b M e H a  j i e u M T M H a .  M a x c H M y M  y A e j i b H o n  aK T M B H O C T M  K e c | ) a j m H a  

A O C T n r a e r c H  n e p e 3  12 n a c o B ,  a  j ie p M T M H a  n e p e 3  36 n a c o s  n o c j i e  BBe^eHMH 
K 3 0 T o r r a .  C p a B H e H n e  k p m b b i x  B K jn o n e H M H  32P  b  c ^ o c c J j o x o j i m h  m  j i e i j M T n H  

y x a s b r a a e T  H a  t o ,  h t o  ( J x x k J d o x o j i h h  M o a n e r  h b j i h t b c h  n p e K y p c o p o M  J i e i j n -

T M H a .

O S cy o K A a ercH  6 m o c m h t 0 3  JiepnTM H a y  ca M ija  6a6onK M  C e l e r i o  e u p h o r ­

b i a e  b  CBH3M c  H aK O iuieH H eM  nM potJjoccJjaTa b  d u c t u s  e j a c u l a t o r i u s .  A b t o p  

o 6 p a m ;a e T  BHMMaHMe H a OTcyTCTBMe n a p a jij ie jib H O C T n ' M excA y n p o p e o c o M  

j io x a j ib H o r o  H axonjieH M H  P P  m MHTeHCMBHOCTbio 6MOCMHTe3a J ie u M T M H a  b o  

BceM T e j i e .

C. AHrEJIbCKM , H. P O ry jIb C K M  m HABMra EACblJH K

AM M H O AIlM AyPM H , B b I3 B A H H A H  M AJIEMHOBOH KMCJIOTOH

VIII. EjiM H H M e n p o r e c T e p o H a  H a  K apT M H y o rp aB JieH M H  M ajiew H O B oii k m c jio t o m  
y  K p b ic  H a  ra j ia K T 0 3 H 0 ii  A n e T e .

P  e  3 K) m  e

K p b ic b i  H a ra jia K T 0 3 H o ii ^M eTe B bm ejin iO T  b  H ecx o jib K O  p a 3  S o j ib in e  

c a x a p a ,  neM  x p b ic b i  CKapM JiMBaeMbie 6 e 3 r a j ia K T 0 3 H o ii mjim m o jio h h o m  a m -  

e T o ii .  I l o c j i e  BBeAeHHH M ajieM HOBoii k m c j io tb i  x p b ic a M  Ha rajiaK T 03H 0M  

A n eT e , B b m e j ie H n e  c a x a p a  p e 3 K 0  n a A a e r  T orA a x a x  y  x p b ic  H a  m o jio h h o m  

mjim 6e3rajiaK T O 3H 0M  A ^ eT e , H a o S o p o T , s t o  B b m ejieH M e yBejiMHMBaeTCH. 

IIpM BBeAeHMM n p o r e c T e p o H a  k o j im h c c t b o  npM CBaM BaeM oii xpb icaM M  r a j ia x -  

T 0 3 b i H e  M 3M eHH ercH. yB ejiM H M B aercH  t o j i b k o  BCJieACTBMe 6 o j ib m e r o  n o r p e -  

SjieHM H B biA ejieH M e ra jia K T 0 3 b i. JIm hib n o c j i e  n p e x p a m e H M fl BBeAeHMH n p o -  

r e c T e p o n a  3H aH M rejibH 0 yBejiMHMBaeTCH npMCBaMBaHMe noT pebjineM O M  

rajiaxT O G bi. B B eA eH M e MajieMHOBOM k m c j io tb i  K pbicaM , n o J iy h a io ia m m  n p o r e -  

c r e p o H , B b i3 b iB a eT  tm h m h h b im  cm h a p o m . H a S jn o A a e T c n  j m n ib  n e p e M em e H M e  

H a n S o j ie e  MHTeHc m bhbex cm m itto m o b  noB pexcA eH M H  n o n  km  H a A aoiB H eim iM e  

AHM OTpaBJieHMH.

T. XOtfHAIJKM
I
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M. OPJIOBCKM n A. IIIEBHyK

KOJIOPMMETPMHECKOE OIIPEAEJIEHME AKTMBHOCTH 
y -rJIIOTAMMJI-TPAHCnEIITHHA3BI B CBIBOPOTKE 

M TKAHMHX HEJIOBEKA IIPM nOMOIIfH CMHTETMHECKMX CYBCTPATOB

P e 3 io m  e

O nM caH  HOBbiH M eroA  onp eA ejieH M H  aKTMBHOCTM y -r jiio T a M M J i-T p a H cn en -  

TM Ąa3bi, ocHOBaHHbiM H a KOJiopMMeTpHHecKOM onpeftejieH M M  a  -H a(|)T M Jia- 

MHHa, o c o B o 6 o 5 K fla e M o r o  b o  BpeM H MHKyôaijMM 4>epM eH T a c y - L - r j u o T a -  

MHJI-a-HaC^DTMJiaMMflOM. IIpMBOflMTCH OüMCaHMe CHHTe3a 3TOro COe^HHeHMH 

m flp y n ix  poĄ C T B eH H bix BenjecTB. B KanecTBe npo^yKTa TpaHcneiromaijMM 
6biJi H^eHTM(|DMij;iipoBaH y-L-rjiioT aM M Ji-y-L -rjiiO T aM M Ji-a-H acjD T M JiaM Pm . B 
npwcyTCTBMM rjiMHMJi-rJiMU,MHa M y-L -rjiiO T aM M Ji-a-H a4)T H JiaM M Ą a rjiaBH biM  

npo^yK T O M  HBJiaeTCH y-rjiiOTaMMji-rjiMi;Mji-rjiML]MH.

CpeĄHHH y^ejibHan aKTMBHOCTb c]DepMeHTa b  cbiBopoTKe 3ĄopoBbix j i i o -  

A Cm  cocTaBJiHJia 2 7 , 2  e#. (1  eAMHMija =  1 [ l  m o j i b  a-Hac^TMJiaMMHa, o c b o -

óoHCĄeHHbm 1 0 0  m j i  CbœopoTKM b  TeaeHMe 2  nacoB). Cpe^HHH aKTMBHOCTi» 
b  M o n e  c o c T a B J i H J i a  1 2 8  e ^ M H M p .

O n M C b iB a iO T C H  H e x o T o p b i e  cB O M C T B a c ^ e p M e H T a ;  M C C J ie ^ O B a j io c b  T a x x c e  

e r o  p a c n p e ^ e j i e H M e  b  T K a n a x  H e j i O B e x a .  H a M B b i c m a H  a K T M B H O C T b  H a ß j i i o -  

A a j i a c b  B T K a H H X  n O H K M . A K T M B H O C T b  c J je p M O H T a  B n O A X œ jiy Æ O H H O M  H c e -  

J i e 3 e ,  n e n e H M  m  c e j i e 3 e H K e  c o c T a B J i H J i a  c o o T B e r c T B e H H o  8 , 3 ,  3 , 9  m  1 , 5 %  a K -

TM BHOCTM , H a M Ą e H H O M  B  n O H K e .  C j i e ^ b l  aK T M B H O C T M  Ô b IJIM  H a M ß e H b l  B KMLLI- 

K a x ,  j i e r K M x  m  M 0 3 r y ,  a  T a n a t e  b  c e p ^ e H H O M  m  C K e j i e r H o i i  M b m i u , a x .

05cy>Ką;aeTca npoMCxo^K^eHMe CBiBoporoHHoro cjjepivieHTa m 4)M3mojio-  
TMHecKoe 3HaH0HMe noneHHoro c^epMeHTa.

A. IHEBHyK, 3JIB3KBETA BOJIbHbl. M. BOJIbHbl n  T. BAPAHOBCKM

H O B b lïï M ETO# nOJiyHEHM H D-rjIim EPAJIb^ErilJI-S-c& O Ct& ATA

P e  3  K) M e

P a 3 p a 5 o r a H  n p o c T O M  O Ą H O O T a n H b iM  m c t o ą  n o j i y n e H M H  K p M C T a j i j m n e -  

ck o m  K a j ib p M e B O M  c o j iM  D - r j i M u ; e p a j i b Ą e r M A - 3 - 4 3 0 c 4 ) a T a  n p M 6 j n i 3 M T e j i b H O  

8 3 %  H M C T O T b l. M e T O A  COCTOM T B  O K M C JI6H M M  D ~ 4 > p y K T 0 3 0 - l ,6 -Ą M ( J )O C ( |) a T a  

m oæhom  K M C JiO TO M . B K a n e c T B e  n o ô o H H o r o  n p o A y K T a  n o j r y n a j i M  c x o p o n i M M  

B b IX O ß O M  H M C T y iO  cjDOCCjpOTJIM KOJieByK) K M C JIO T y  B B M ^ e  G a p M e B O M  CO JIM .

OnMeaH TaKHie cnocoG nojiyneHMH D-rjiMii;epajib^erMA-3-(J)Oc4)aTa m3 
D - 4 > p y  K T 0 3 0 - 6 - 4 x ) c < ^ > a T a .
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P. KPA Y3E, K. HAMMCKM u K. 3AKHIEBCKM

BhlßEJIEHME TAMMA rJIOBYJIMHOB UPM. nOMOIRM  
cbPAKÜMOHMPOBAHMH COJIHMM IJMHKA M AJIIOMMHMH

P e 3 K) M e

OriHCBiBaeTCH mütoa BbmejieHMH raMMa-rjioöyjiMHOB M3 HejiOBenecKoii 
cbiBopoTKM, c o c t o h l u m m  H3 Tpex STanoB: 1. nojiyneHne npenapaTa 6ora- 
Toro raMMa-rjioöyjuTHaMH npn noMOipn 4>paKpnoHMpoBaHMH c o j i h m m  puHxa;
2. yąajieHMe öajuiacTHbix ôejiKOB npn noMOipn c^paKpnoHnpoBaHMH c o j i h m m  

ajiioMMHMH ; 3. OKOHHaTejibHoe BbipejiCHne raMMa-rjioöyjiMHOB m3 pac-
TBOpa npw nOMOLU/M cjjpaKpMOHMpOBaHMH COJIHMM pMHKa.

< È > paK U ,M O H M pO B aiT M e COJIHM M  R M H K a  M C C Jieß O B a JIO C b  B C M C T eM e n e T b i p e x  

H e 3 a B M C M M b ix  n e p e M e H H b i x :  K O H p e H T p a i iM H  cojien u /M H K a, K O H p e H T p a p n n  

Ö e J I K a ,  pH M M OHHOM  C M JIb l.

OpaKIfMOHMpOßaHMG COJIHMM aJIIOMMHMH MCCJiepOBaJIOCb B CMCTeMe 
pByx He3aBMCMMbix nepeMeHHbix: KOHpeHTpapnn cojim ajiiOMMHMH m pH.

K. BEXCXOBCKM n HIYrAP

OOTOXMMMH HYKJIE03MAOB M HYKJIEOTM^OB LIMT03MHA. II

P e  3 io m e

n p O B O f lH J I M C b  nOJtpOÖHbie MCCJieAOBaHMH Haß OÖpaTMMbEMM c])OTOnpO- 
TiyKTaMM, o6pa3yioLu;MMMCH b  pe3yjibTaTe oöJiyneHMH yjibTpa4)MOJieTOBbiMM 
jiynaMM (2557 Â) rjinKoanpoB u;MT03MHa. Ocoóoe BHMMaHne oöpaipaJiocb 
Ha KMHeTMKy oöpaTHOM peaKUiMM m  BjiMHHMe pH, MOHHOM cMJibi m TeMnepa- 
Typbi. <Í>OTOXMMMHecKaH peaKRMH oxBaTbiBaeT HyKjieo4>njibHoe npncoepn- 
HeHMe MOJieKyjibi Bopbi k  p b o m h o m  c b h 3 m  5— 6 nnpnMn^MHOBoro KOJibpa, 
oöpaTHan peaKpnn h b j i h c t c h  BbipejieHneM 3 t o h  MOJiexyjibi b o a b i ,  KaTa- 
JiM3Mpy eMbiM KMCJiOTon-mejiOHbio. y  CTaHOBJieHO, h t  O' BbiHMCJieHHbie paHee 
KBaHTOBbie BblXOpbl, B KOTOpblX He IipHHMMaJiaCb BO BHMMaHMe oóparaan 
peaKijHH He orpaxcaiOT cyipecTBeHHbix M3MeHeHMM 3a m c k j h o neimeM Tex, 
KQTopbie nponcxopaT npn b b i c o k o  rpejiOHHOM pH, rpe CKopocTb oöpaTHon 
peaKUjMM ocoöeHHo Sojibuian. O öparaan peaxpnH h b j i h g t c h  peaitpnen nep- 
Boro nopHpKa. Bojiee noppoÖHbie MccjiepoBaHMH M30ToriHoro 3c|x|)eKTa 
b  oóparaon peaKpMM, a Taioxe cpaBHeHne c ypapnjiOM m  ero npoM3BOAHbi- 
MM, rpe MMeeT m g c t o  cnepn^MHecKM KMCJiOTHO-ipejiOHHbiM KarajinB, noKa- 
3ajiM, h t o  oßpaTHan peaxpMH npoTeKaeT nyTeM oÖipero KMCJiOTHoro n ipe- 
JiOHHoro KaTajiM3a.
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IIO K a3aH O , HTO Ha (jDOTOXMMMHeCKyK) M Ha OÖpaTHyiO peaKU,MIO BJIMHeT 
n e  tojibko B3 anMOjieiicTBMe M eiK ^y KOJibpaMM nupiiMM^MHa ii yrjieBOAa. 
(ocoßeH H O  M ex c ^ y  yrjiepoA O M  2 nnpHMMAMHa h oahmm m3 tmapokctuiob 
v r jieB O A a ), ho T aK xce b c j iy n a e  HyKJieoTMAOB, c T en eH b  AM ceopnaijM M  r n A p o -  

kcmjiob c|)occjDopHOii KHCJiOTbi m no3wu;MH 3CTpMcJ)MKai];jiM caxapnAa. 0 6 -  
p a T H a a  peaK ijM H  o ö j ia ^ a e r  3 H ep rM eü  aKTMBaijMM nopH A K a 15 KKaji/M OJib. 

B  c J iy n a e  ijMT03MHa h  l-MeTMJiij;MT03MHa npMCoeAMHeHMe b o a b i  k  nnpMMM- 
AMHOBOMy KOJibn;y He HBJineTCH eAWHCTBeHHOÜ peaKij,neii, npoMcxoAHmen 
b p e 3 y j ib T a T e  oÖJiyneHMH. X a p a K T e p  stmx A o6aB O H H bix peaKijM M  n o x a  e in e  

H e BbIHCHeH.

b . rn op  m ä . n iy r A P

nO JiyH EH M E M CBOMCTBA nOJIMMEPOB 3 -METMJiyPMAMJIOBOH KHCJiOTbi 
C BbICOKMM MOJIEKyJIHPHbIM BECOM

P e 3 io m  e

ITpoBeAGH cMHTe3 5'-c]30'C(|)aTa m ö'-niipoc^occ^aTa 3-MeTMjiypwAMHa. 
y  CTaHOBJieHO, HTO nOCJieAHMM HBJIHeTCH COOTBeTCTByKHHHM C yßC TpaT O M  

A Jih  n o jiM H y K J ieo T M A -4 > o c c |)o p iiJ ia 3b i . n p n  n o M o m n  K O T o p o ii 6b iJ i n o j i y n e H  

r o M o n o j iM M e p  3 -M eTM JiypM A M JiO B oii KHCJiOTbi p o l i - M e U .  T o M o n o j iH M e p  

p o l i - M e U  H e  o ö J ia A a e T  b t o p m h h o m  C T p y x T y p o ü  m c o r n a c H O  m o a c j i h  

Y o T C O H -K p H K a  H e o 6 p a 3y e T  K O M n jie x c a  c  r o M o n o jiM M e p o M  aAeHM JiOBOÜ  

KHCJiOTbi p o l i - A .  T aK H M  o ö p a 30M Ö JioK M poB aH H e o a h o i d  aT O M a, o 6 p a 3y i o -  

l o m e r o  BOAOpOAHyiO CBH3b  B OAHOM M3 apO M aTH H eC K H X  K O Jiep  AOCTaTOHHO  

A J i h  t o t o ,  H T o ß b i C A ejia T b  H eB O 3M0>KHbiM o 6 p a 30B aH M e A B O H H b ix  p e n e n  

KOM ÜJieKCa M B H yT pilM O JieK yjIH pH O M  BTOpHHHOH C T p y K T y p b l. r u n e p x p O M O -  

B b ii i  acfjcJieKT n p n  r H A p o jiH 3e  n o p H A K a  10°/o, H a6 jiK>AaeM biM  b  c j i y n a e  

p o l i - M e U  H e  M O xceT  c j ie A O B a T e jib H o  6 b iT b  cB H 3aH  c  K a K o ü  j i h 6 o  B O A o p o A -  

HOM CBH3bK ). I lO J iy H e H b l T B K lK e K O nO JIH M epbl ypjJAMJIOBOÜ H 3 -M eT M Jiyp M -  

A h j i o b o m  KHCJiOTbi p o l i - U - M e U ; o h h  oÖ JiaA aiO T  b t o p h h h o m  c T p y K T y p o n  

H CnOCOÖHOCTbK) K0M IlJieK C006p a 30BaHMH c  p o l i - A ,  3aBHCHIH;eM OT COOTHO- 

m eH H H  U  : M e U  b  K o n o jiM M e p e . M aK C H M yM  K0M n jieK C O o6 p a 30 B a H H a  n o  

A aH H biM  o n p e A e j ie H H H  m n e p x p o M a 3MM, n o j iy n a e T C H  n p n  s k b h m o j i h p h o m  

COOTHOmeHMH p o l i - A  M OCTaTKOB U  B KO nO JIM M epe, HTO M05KH0 OÖ-bHCHMTb, 

n o j i a r a n  h t o  ocT a T K H  M e U  ,B b iA B H H y T b i” H a p y x c y  a b o m h o h  R e n w  k o m -  

n j ie K c a .  B n p e A B a p M T e j ib H b ix  o n b iT a x  ycT a H O B jieH O , h t o  p o l i - U  o 6 p a 3y e T  

A ß y p e n H b ie  K O M njieK C bi c  o jiM roH yK JieoT H A aM M  aA eH M JioB O Ü  KHCJiOTbi, 

coAepxiamHMH TaKxce c|)occ]50AM3c|DMpHbie c b h 3 m  2', 5'. 5,6-AHrHApo-5r-nM- 
p o cJ io cc jja T  y p n A M H a  O K a3a j i c n  H eaK T H B H biM  b  x a n e c T B e  c y ö c T p a T a  i i o j i m -  

H y  K JieOTMA-(£>o c c |)o p M J ia3b i .
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Poli-MeU y ctomhmba k agmctbiik) naHKpeaTMHecKon pnÔ0HyKJiea3bi, 
ho pa3JiaraercH no# Â MCTBMeM 4>oc4)opn3CTepa3bi 3MewHoro HAa. Ilpo- 
Aa>KHbie npenapaTbi mejiovHon MOHOc|x>e(|)aTa3bi coAepxtaT cjieąbi HenA^H- 
TM(|)Mij;MpoBaHHOM (|> o c (}x )A M 3 C T e p a 3 b i, c o A e p n t a m e n c H ,  noB H A H M O M y, bo 
MHomx TKaHHx, KOTopaa TaKxce rnApojiH3yeT poli-MeU.

IIpoAyKTbi rMAP0JiM3a KonojiMMepa poli-U-MeU npn noMoiqn pnôo- 
HyKJiea3bi oripeAejiHjincb KauecTBeHHo m kojinve cTBeHHO.

T. B. IHEnKOBCKM

POJIb POAAH A3bI B METABOJIMBECKOM CMHTE3E TM OCYJIb^ATA

P e 3 K) M e

M ccjie^ O B a jiM C b  p e a x ijM M , B e ^ y u j w e  k  o 6 p a 3 0 B a H n io  T n o c y j ib c j ja T a , k o -  

T o p b i i i  K aK  c j i e A y e r  M3 n o c j ie A H w x  c o o ô m e H n n ,  w B J iH e r c n  r jia B H b iM  M C T a-  

ô o j im t o m  b  Ô M O Jiom H ecK O M  o Ô M eH e c e p b i  b  p e 3 y j i b r a T e  K o r o p o r o  o 6 p a 3 y -  

e r c f l  c y j ib 4 > a T . P e 3 y j ib T a T b i ,  n o j iy n e H H b ie  m n p e A C T a B jie H H b ie  b  H a c T o n -  

m e n  p a ß o T e  y x a B b iB a io T ,  h t o  T M O cyjibcjjaT  m o j k o t  o 6 p a 3 0 B a T b C H  M3 n e p -  

B b ix  H e o p r a H M H e c K H x  M e T a ô o jin T O B  c e p b i ,  t .  e .  M3 c y j ib ( | ) n A a  n  c y jib c jjM T a  

B npMCyTCTBMM O praHMHOCKMX CyJIbcÿttfAOB (iJMCTMH, OKHCJieHHblM TJIIOTa- 

t m o h ) ,  a  T a K x c e  M3 H eo p ra H M n ecK M X  cy jib c |)H A ,0 B  n  cyjib cjjM T O B , n p n n e M  06e  
3TM peaK R M M  K a T a j in 3 n p y e T  p o A ,a H a 3 a . P o A a H a 3 a  K a T a j iM 3 n p y e T  T a n a t e  

peaKLÇMK) o 6 p a 3 0 B a H M H  p o ^ a H a r a  b  CMCTejvte cyjib cJjM A  -  p n aH M A  -  a m c tm h .  

Y C T aH O B jreH w e H a j in n n H  3 t h x  p eaK ijM M  r r p o j in B a e r  h o b b im  c s e T  H a  M e x a -  

HM3M o 6 p a 3 0 B a H M H  T M O cyjib c])aT a  m H a  Ô K O J io r iiH e cK y io  p o j i b  p o A a H a 3 b i .

T. B. mEITKOBCKM  

M OßEJIbHblE PEAKIJMM MEXAHM3MA AEÏÏCTBMil POAAHA3BI

P e 3  io m  e
ripoBOAHJiKCb MOAejibHbie onbiTbi ají a npoBepKM MexaHH3Ma a^wctbmh 

poAaHa3bi, np e aji oat eHHo ro Cëpôo. ycTaHOBJieno, hto pnaHMA, pearnpyeT 
c coeAHHeHMBMH, coAepjKamMMM AMTMOcyjibcjDOHOByio rpynroq>OBKy 
-S-S-SO 3- , a MM0HHO c BbiAieJieHHOM BnepBbie H ĉreMHTHOcyjibcjJOHOBon
M rJIIOTâTMOHTMOCyJlbcjjOHOBOM KMCJIOTOM, TaKKM OÔpa30M, HTO OTAGJIHeTCH 
rnnocyjib(|)MT. B 3tmx peaKH,nHx He o6pa3yiOTCH poAaHaTbi, hm HenocpeA- 
CTBeHHO, hm nocjie AOÔaBjieHMH k npoAyKTaM peaitiiMn ijHCTeHHa. IIpo-
AyKTOM  peaK R M M  AM aHM Aa C HMCTeMHTMOCyjIb(|)OHaTOM, K pO M e r M n o e y J I b -  

c|)M Ta, H B jiH ercH  t m o i i ; n a H a  j i aHM H, n oA B epraioiij;M M C H  M30M e p n 3au;nM  b  npo~ 
AyKT, H e  OKpaiHMBaïOIHiMMCH HMHPMApMHOM MJIM M30TMH0 M. Ilp M B eA G H H b ie  

4>aK T bi H e  c o B n a A a io T  c  T M noT e3o n  C ë p ô o ,  o Ó b H C H H io m e n  M e x a H H 3M 

neiicTBMH poAaHa3bi.
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OD REDAKCJI

Acta* Biochimica Polonica będą od zeszytu 3, tomu 8 ogłaszały prace 
tylko w języku angielskim. Podjęcie tej decyzji nie było łatwe. Przeciwko 
niej przemawiało przede wszystkim to, że trud przedstawienia wyników 
pracy doświadczalnej i ich teoretycznego objaśnienia jest znacznie m niej­
szy, jeżeli pisze się w języku ojczystym. Wśród argum entów przeciwnych 
naszej decyzji było także przekonanie, że publikując w języku obcym nie 
będziemy mogli osiągnąć pod względem stylistycznym  poziomu, jaki da 
się uzyskać, jćżeli pisze się w języku ojczystym. Nie na. ostatnim  m iejscu 
był też wzgląd sentym entalny, że nasze archiw alne czasopismo nie będzie 
podawało prac po polsku.

Za decyzją przemawiał jeden ważki argum ent. Ogłaszanie prac po pol­
sku jest poważnym utrudnieniem  w przekazywaniu uzyskanych zdobyczy 
biochemikom innych narodowości. Publikując zaś po angielsku udostęp­
niam y wyniki naszych badań wszystkim, praktycznie biorąc, biochemi­
kom, bo wszyscy oni korzystać muszą z piśmiennictwa w tym  języku. 
W ydaje nam  się, że podjęcie tej trudnej decyzji będzie pożyteczne dla 
polskiej biochemii.
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