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SEOWO WSTEPNE

Organizacja biochemii polskiej po wielkich zniszczeniach osobowych
i materialowych ostatniej wojny nie jest rzeczg latwa. Obejmuje ona
wiele dziedzin, ktérych interesy nie zawsze sg zgodne. Dgzenie do utrzy-
mania na odpowiednim poziomie naukowym warsztatow pracy badaw-
czej, podczas gdy biezgce potrzeby zyciowe, a zwlaszcza dydaktyka, sg
dalekie od zaspokojenia; starania o przyrost liczbowy mlodych adeptow
biochemii i ochrona przed zniszczeniem mlodego narybku biochemiczne-
go; walka o przyznanie biochemii naleznego miejsca w planowaniach
panstwowych, trud przekonywania odpowiedzialnych czynnikéw panstwo-
wych o koniecznosci odpowiedniego zaopatrzenia pracowni biochemicz-
nych; walka o utrzymanie kontaktu z biochemig §wiatows; wydawnictwa
biochemiczne: czasopismo archiwalne i przegladowe oraz podreczniki
i monografie — to wszystko stanowi codzienng troske Komitetu Bioche-
micznego Polskiej Akademii Nauk a przede wszystkim przewodniczgce-
go Komitetu prof.dr J6zefa Hellera. W tej pracy rzuca sie w oczy
decydujgca rola przewodniczacego i to zaréwno w inicjatywie, jak i w wy-
konaniu. Nalezalo wigec w. jaki§ sposéb stwierdzié, ze biochemicy polscy
zdajg sobie z tego sprawe. Ofiarowanie prac zebranych w niniejszym ze-
szycie Acta Biochimica Polonica jest takim wlasnie wyrazem uznania
ze strony autoréw tych prac i redaktoréw. Ale to nie jest wszystko. By-
loby przeciez wielkg niesprawiedliwosécig, gdyby$my podnoszac zastugi
organizacyjne pomineli naukowg dzialalno$é prof. Hellera. W okre-
sie trzydziestu pieciu lat dokonal wielkiej pracy badawczej; nie porzucat
jej w najciezszych nawet warunkach, takze i w czasie ostatnich organiza-
cyjaych prac. Praca badawcza Hellera byla bardzo konsekwentna,
o $cisle wykreslonej linii rozwojowej. Idealnym jej celem to poznanie
praw, ogélnie obowigzujacych w przemianie zywych organizméw, a bada-
nych na materiale biologicznym wykazujagcym mozliwie najwiekszg roz-
maito$¢ nasilenia tych proceséow; to tez wybér Hellera pada na owa-
dy z ich postaciami rozwojowymi, przedstawiajacymi w ramach jednego
gatunku bardzo rozlegly zakres natezenia przemian ustrojowych. Skon-
centrowanie badan na jednym gatunku motyla, wilczomleczku Celerio
(Deilephila) euphorbiae pozwolilo na dokladne poznanie tego gatunku, je-
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go wlasciwosei fizjologicznych i sposobu zycia. Dzieki temu mozna bylo
unikngé bledéow polegajacych na nieznajomosci materialu biologicznego
bedgcego przedmiotem doswiadczen. Spoérod 130 ogioszonych drukiem
prac Hellera i jego wspolpracownikow i uczniow polowa dotyczy
badan przemiany owadow. Zakres zagadnien opracowywanych doswiad-
czalnie obejmuje: konstrukcje aparatu oddechowego, pomiary oddycha-
nia ggsienic, poczwarek i rozwinigetych motyli, zalezno§¢ rozwoju od
zmian temperatury, zagadnienia genetyczne, badania istoty chemicznej
materialu pednego w poszczegdlnych okresach rozwoju owada, przemia-
ne bialkowg w czasie przeobrazen, badania rentgenologiczne gasienic
i poczwarek, réznice chemiczne poczwarek o rozmaitym okresie trwania
rozwoju poczwarkowego (trzy tygodnie, rok, dwa lata), sklad chemiczny
hemolimfy, charakterystyke chemiczna moczu motyli, zwigzki fosforo-
we w metamorfozie, oddychanie miazgi poczwarek. Z tej wielkiej liczby
badan wydaja mi sie szczegdlnie cenne te, ktére dotycza fosforanéw i od-
dychania miazgi poczwarek. W roku 1930 stwierdza Heller, ze ,wiel-
koéé przemiany materii jest zawsze i niezawodnie odwrotnie proporcjo-
nalna do zawartosci jonu fosforanowego” w hemolimfie poczwarek; wa-
ge tego stwierdzenia dopiero w ostatnich latach mozemy odpowiednio
oceni¢. Rozpoczete w latach 1940 i 1941 badania oddychania miazgi po-
czwarek nakre$laja kierunek trwajacych obecnie prac nad chinonowym
oddychaniem owadéw; nie-cytochromowe oddychanie to jeden z bardzo
dzi§ aktualnych probleméw biochemicznych. W 1950 roku badania
Hellera stwierdzily, po raz pierwszy w literaturze biochemicznej,
istnienie nieorganicznych pirofosforanéw w §wiecie zwierzecym; ich rola
jako zwigzkéw ,,bogatych w energie” jest przedmiotem obecnie prowa-
dzonych badan.

Druga potowa prac Hellera dotyczy rozmaitych dziedzin. Na
pierwszym miejscu nalezy tu wymienié metode¢ Parnasa i Hellera
(1924) oznaczania amoniaku i prace nad zwigzkami azotowymi krwi, mie$-
ni i mleka. Przemiana weglowodanoéw pratka gruzlicy, aktualne zagadnie-
nia higieny zwigzane z praca Hellera w Panstwowym Zakladzie Hi-
gieny, wreszcie okolo 20 wydawniczych pozycji, obejmujacych prace
podrecznikowe i referatowe to dalsza cze$¢ tej drugiej polowy prac.

Nawet z tego wielce pobieznego zestawienia mozna wyraznie stwier-
dzi¢ wage pracy badawczej prof. Hellera, a wiec i wielko$¢ ofiary,
jaka jest podjecie sie licznych prac organizacyjnych. I w tym wilasnie le-
zy istotny cel przedsiewziecia, jakim jest nasz zeszyt Acta Biochimica
Polonica. Przez po$§wiecenie Mu prac zawartych w tym zeszycie chcemy
wyrazi¢ i podziekowanie za trud prac organizacyjnych i uznanie za do-
konang prace badawczg.
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Zawarte w tym zeszycie prace pochodzg w pewnej czesci od bioche-
mikoéw pracujgcych poza Polska. Zasady goscinnosci kazaly nam umies-
cié te prace na poczgtku zeszytu; artykuly autor6w zamieszkatych
w Polsce wydrukowano w dalszej czeSci zeszytu w kolejnosci nadsylania
prac do redakcji.

Konczagc to stowo wstepne chcialbym dodaé od siebie, ze dluga, bo
zwyz czterdziestoletnia przyjazn laczagca mnie z prof. Hellerem
pozwala mi na ocene Jego wartosci osobistych w sposéb bardziej wnikli-
wy od tych ludzi, ktérzy nie tak dlugo cieszg sie Jego przyjaznia; dlatego
z wdziecznoscia zgodzitem sie na propozycje kolegéw, by napisa¢ wstep do
numeru Acta Biochimica Polonica, poS§wieconego sze$édziesiecioleciu prof.

Jozefa Hellera.
Wlodzimierz Mozolowski
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ACT A B'I 0CHTIMIINC A P O L ON I C'A

Vol. III 1956 No 4

D. KEILIN

DISTRIBUTION AND DIVERSITY OF HAEMOGLOBIN

Molteno Institute, University of Cambridge

There are in nature four types of oxygen carriers which are all
metallo-protein compounds, the metal being either Fe or Cu. They can be
classified as shown in Table 1.

Table 1

Oxygen Carriers

Fe-Porphyrin-Protein | Haemoglobin

Fe l Chlorocruorin
Fe-Protein l Haemerythrin
Cu { Cu-Protein ‘ Haemocyanin

While chlorocruorin, haemerythrin and haemocyanin have a very limi-
ted distribution among some  invertebrates, haemoglobin, as will be
shown, is very widely distributed in nature.

Distribution of Haemoglobin

As shown in Table 2, haemoglobin is present, with very few excep-
tions, in all vertebrates; it occurs in some representatives of practically
every phylum of the invertebrates and it was recently found in a few
Protozoa, Fungi and Plants.

The distribution and physiological properties of oxygen carriers
including haemoglobin were examined in some detail by Redfield (1933)
in his masterly review on "The evolution of the respiratory function of
bleod” which is frequently referred to by workers engaged in the study
of the comparative physiology of respiration. We shall therefore examine
here only those aspects of the distribution of haemoglobin which have
not yet reached the reviews and text books.

http:/#fh.org.pl



440 D. KEILIN (2]

Table 2

Distribution of Haemoglobin

Vertebrates
Fish, Amphibia, Reptiles All except a few species of fish
Birds, Mammals
Invertebrates
Gasteropoda -
Molluscs {Lamellibranch Several species
1 Chironomus
nBecis Gastrophilus and a few other forms
Daphnia, Cheirocephalus and a few other
Crustacea

forms

Echinodermata

Holothuroidea Several species

Worms
Turbellaria, Nemertea Few species
Nematoda Ascaris and a few other parasitic forms
Polychaeta
Oligochaeta Many species
Hirudinea
Protozoa Paramecium, Glaucoma
Funat Yeast (Saccharomyces)
e Moulds (Penicillium, Neurospora)
Plants Root nodules of leguminous plants

Haemoglobin in Vertebrates

Haemoglobin is present in practically all vertebrates, being localized
in the nucleated red blood corpuscles or erythrocytes of Fish, Amphibia,
Reptiles and Birds and in the non-nucleated erythrocytes of Mammals.

Only a few species of Fish are known to be completely devoid of
haemoglobin. It is well known that the small pelagic and transparent
larvae or leptocephali of the European eel (Anguilla anguilla (L.)) are
completely devoid of haemoglobin as well as of blood corpuscles. These
larvae drift passively with the current across the North Atlantic from
the Sargasso Sea towards the coasts of Europe. They develop into elvers
which actively migrate up the rivers and streams. At this stage of their
development erythrocytes with haemoglobin appear in their blood. The
respiratory requirements of leptocephali, as their small size and the
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s DISTRIBUTION AND' DIVERSITY OF HAEMOGLOBIN 441

transparency of their body indicate, must be very low and can be fully
satisfied by the oxygen dissolved in their blood plasma and other body
fluids.

Of special interest in this respect is the recent study carried out by
Ruud (1954) in South Georgia Island on some sub-antarctic fish devoid
of haemoglobin. Three species of fish: Champsocephalus gunnari Lonn-
berg, Pseudochaenichthys georgianus Norman and Chaenocephalus acera-
tus (Lonnberg) which belong to the family of Chaenichthyidae were
known for a long time to Norwegian whalers as "bloodless fish” and to
British whalers as "ice fish”, probably because of their transparency.
Other species of this group are found off the Bouvet Island, Patagonian
coast and the Falkland Islands. All these species, according to previous
observers, have colourless blood and white gills. Ruud was, however,
the first to carry out a quantitative study of the blood of Chaenocephalus
aceratus. The following are the main results of this study: The fresh
blood of this fish is practically transparent, "with a slight yellowish
tint”. After being centrifuged the plasma becomes water clear and the
sediment which represents about 1% of the blood volume is composed of
white cells. The blood shows no absorption bands and histological study
reveals no blood corpuscles resembling those of vertebrates. The estima-
tion of the Op capacity of the blood equilibrated with air gave on an
average 0.67 — 0.77 per cent oxygen by volume whereas the two species
of fish with normal red blood found in the same region gave the values
of about 6 per cent Oz by volume. The oxygen capacity of Chaenocepha-
lus blood is therefore what can be expected if the oxygen is simply dis-
solved in the blood plasma. The Fe content of this blood was found to be
less than 1 mgm. per cent instead of 19—27 mgm. per cent found in red
blood of different species of fish, What is, however, remarkable is that
specimens of Chaenocephalus aceratus are 60 cm. or more long and weigh
more than 1 kg. The fish seen alive appears to be very sluggish when
compared to other fish from the same region and is very sensitive to lack
of oxygen. It is probably the sluggishness of the fish and its presumably
low metabolism, the relatively large respiratory surface of its yellowish-
white gills, and the well aerated water at less than 2° C. that enable
a fish of such a large size to survive without haemoglobin.

It must be remembered on the other hand that some species of fish
which have red blood do not always use their haemoglobin as an oxygen
carrier and depend for their respiratory activity upon the oxygen dis-
solved in their plasma. This was clearly demonstrated by Niclou x (1923)
who found that carp, eels and pike were not much affected when their
water was equilibrated with air containing 2°% CO which transformed
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about 90% of their haemoglobin into carbon monoxide haemoglobin
which cannot act as an oxygen carrier. These species of fish use haemo-
globin only when the oxygen tension in their surrounding medium is
very low or when their metabolic activity increases the oxygen require-
ments of their tissues. In other fish, such as mackerel, haemoglobin is
always functional even when the surrounding medium is well equilibra-
ted with air.

Haemoglobin in Invertebrates

Among the invertebrates, as shown in Table 2, the distribution of
haemoglobin is very irregular. It may be present in a few representatives
of a very large phylum or order and absent in many hundreds of other
very closely allied forms or replaced in some of them by other oxygen
carriers such as chlorocruorin, haemerythrin or haemocyanin. This is well
shown by spectroscopic studies of blood, coelomic vr perivisceral fluids of
molluscs, echinoderms, crustacea, insects, nematodes and annelids. The
haphazard distribution of oxygen carriers in invertebrates is well illus-
trated by the study of polychaetes belonging to the family of Serpulidae.
It was shown by Fox (1949) that even within a single serpulid genus
Spirobis one species has chlorocruorin, another has haemoglobin, while
a third has neither of these pigments and yet the habitats of these spe-
cies are very similar. Moreover, the representatives of the genus Serpula
have both haemoglobin and chlorocruorin in the blood of the same indi-
vidual, whereas the genus Magelona, which also belongs to the polychae-
tes, has haemerythrin in its blood corpuscles.

The distribution of haemoglobin in insects is of special interest.
Although insects form by far the largest group of invertebrates and
exhibit the greatest variety of respiratory adaptations which are well
illustrated by the larvae of Diptera (Keilin, 1944), haemoglobin was
recorded in only a few species of Diptera and Hemiptera. Thus, among
Diptera it was found in the perivisceral fluid of the larvae of certain
Chironomids and in the tracheal cells and certain other tissues of the
larvae of Gastrophilus (Keilin and Wang, 1946). Among Hemiptera
haemoglobin was found in Buenoa margaritacea (Hungerford, 1922;
Bare, 1928) nad Anisops producta (Poisson, 1926) where it is loca~
lized in large masses composed of tracheal cells similar to those of
Gastrophilus larvae. It was also found in Macrocrixa geoffroyi, where it
fills the lumen of accessory glands of the male genital system (Havi-
land-Brindley, 1929). The fact that out of more than 500,000 species
of known insects haemogiobin was recorded in so very few cases only
indicates how very little attention was given to this aspect of entomology.
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It may also be interesting to note that haemoglobin has not yet been
reccrded in any of the representatives of Porifera (sponges) and Coelen-
terata.

Haemoglobin in cells of Protozoa and Fungi

The occurrence of haemoglobin, even in a very low concentration,
within cells rich in cytochrome can easily be recognized because the
absorption spectra of components (a, b and ¢) of cytochrome especially
their «-bands are very sharp when the components are reduced (a,-605,
b,-563 and c¢-550 mu) and vanish when they are oxidized, whereas
in haemoglobin it is only on oxygenation to HbOz that the two absorption
bands (« and B) of the latter are very strong. They disappear on deoxyge-
nation or in presence of CO, being replaced by diffuse absorption bands
which in the dilute solution of the pigment are hardly perceptible. The
components a, b and ¢ of cytochrome are not autoxidizable, and do not
react with either CN’ or CO; their oxidation is catalyzed by cytochrome
oxidase (cytochrome ag). This component, the absorption bands of which
are masked by those of cytochrome a, is autoxidizable and reacts both
with CN’ and CO which inhibit its catalytic activity.

Thus, when air is passed through a suspension of cells the bands of
cytochrome disappear and are replaced by those of oxyhaemoglobin.
When aeration is interrupted and the oxygen of the suspension is used
up in the cell respiration, the sharp absorption bands of reduced cyto-
chrome reappear while the two bands of oxyhaemoglobin are replaced by
the faint band of haemoglobin which does not mask the absorption bands
of cytochrome.

On the addition of cyanide to aerated cell suspensions the bands of
reduced cytochrome can be seen side by side with those of oxyhaemo-
globin. Cyanide, by inhibiting the reoxidation of the reduced compo-
nents of cytochrome, prevents the utlilization of oxygen in cell respira-
tion. Under these conditions the a-band of oxyhaemoglobin which lies
between the bands a and b of cytochrome appears as a narrow but
distinct band, whereas the f-band of oxyhaemoglobin which lies between
cytochrome bands c¢ and d is hardly perceptible.

It may be mentioned here that the absorption bands of oxyhaemo-
globin in Protozoa and Fungi, like those of myoglobin, lie nearer the red
end of the spectrum («¢-582 and p-545 mpu) than the corresponding band
of blood oxyhaemoglobin (¢-578, f-539 mu). When the concentration of
haemoglobin in cells is sufficiently high the absorption band of CO-hae-
mogiobin can be seen at 574 and 539 mu. However, when haemoglobin is
oxidized to methaemoglobin, the absorption bands of the latter are much
too feeble'and too diffuse to be seen at such a low concentration.
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Haemoglobin in Protozoa

The occurrence of haemoglobin in Protozoa, which is one of the lar-
gest phyla of the animal kingdom, was for the first time recorded by
Sato and Tamiya (1937) who discovered it in the ciliate Paramecium
caudatum. This discovery was recently confirmed and extended to ano-
ther ciliate Tetrahymena (Glaucoma) pyriformis and the concentration
of haemoglobin in both ciliates was determined spectroscopically
(Keilin and Ryley, 1953). In both species haemoglobin can easily be
recognized by the appearance, on aeration of the suspension, of two bands
at 582 and 545 mu, by their disappearance when the bands of reduced
cytechrome become visible and by the appearance of bands at 574 and
539 mp on passing through the suspension a current of gas mixture con-
taining Os and CO.

Assuming that the equivalent weight of haemoglobin in ciliates is
about 17,000, the haemoglobin content of Paramecium from several bat-
ches of culture gave values (on a dry-weight basis) varying between 1.12
and 1.74 per cent, whereas haemoglobin of Tetrchymena was found to
vary between 0.22 and 0.3 per cent.

The presence of haemoglobin in two very common ciliates, Parame-
cium caudatum and Tetrahymena pyriformis, suggests the possibility
that haemoglobin may have a much wider distribution in Protozoa than
hitherto suspected. However, this problem can be solved only by careful
spectroscopic examination, under different conditions, of thick suspen-
sions of these organisms. Unfortunately pure mass cultures of Protozoa
are not often easily obtained.

Haemoglobin in cells of geast (Saccharomyces cerevisiae)

Of the numerous samples of commercial baker’s yeast which were
examined spectroscopically at different times only two samples, one
obtained in 1936 and the other in 1940, revealed the presence of a weak
band at about 583 mp. The facts that this band is visible only during
very strong aeration, that it disappears and is replaced by the bands of
reduced cytochrome when aeration is interrupted or when the yeast
suspension is treated with carbon monoxide, indicates, that it is the
a-band of oxyhaemoglobin. The band at 583 mu can be observed even
in a moderately aerated suspension provided its respiratory activity is de-
pressed by keeping it at about 0° C. or by treating it with a narcotic such
as ethyl urethane. In the latter case this band remains visible together
with the bands of reduced cytochrome b. In yeast suspension treated with
cyanide and aerated, the band at 583 mu remains visible in the presence
of the bands of reduced cytochrome (Keilin, 1953).
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Later, of several cultures of pure strains of yeast we examined, haemo-
globin was detected in two strains (67 and 77) of the Institute of Brewing
and in a strain we isolated from the top brewer’s yeast of a local Cam-
bridge brewery. From strain 77 (¢, = -82, Qg = -+ 147), the slow
growing “petite colonie” strain 77A was isolated after cultivation in pre-
sence of acriflavine according to Ephrussi, Holtinger and Chi-
meénes (1949). This strain (Q,, = -5, ¢, = 1250) was found to
be rich in cytochrome ¢, practically devoid of cytochromes a + a3 and b
and rich in haemoglobin the content of which being as high as 0.127%
of the dry weight of yeast (Keilin and Tissiéres, 1954). We sug-
gested that the absorption band at about 580 mu of the "petite colonie”
mutant studied by Stonimski and Ephrussi since 1949 (see
Stenimski, 1953) may also belong to haemoglobin.

The formation of haemoglobin in yeast cells was confirmed by Y c¢as
(1956). By cultivating yeast aerobically in presence of a small concentra-
tion of antimycin A (0.37—2.5 ng./ml. of medium) he obtained yeast
cells completely devoid of cytochrome a but containing a typical haemo-
globin.

Haemoglobin in Moulds

Haemoglobin in moulds was recently discovered on spectroscopic
examination of mycelium of Neurospora crassa and Penicillium notatum
(Keilin and Tissiéres, 1953). The moulds used for this exami-
nation were cultivated in a highly aerated fluid media, harvested on the
5th or 6th day of culture and washed free of nuirient medium giving
a compact felt-like mass of mycelium. One of the difficulties presented by
this material is that it cannot be easily aerated so that on direct spectro-
scopic examination the mycelium invariably shows the characteristic
absorption bands of reduced components (a, b, and c¢) of cytochrome.
There are, however, two ways of overcoming the difficulty of aeration:
1) on quick compression and release of the felt some of the water incorpo-
rated in it is replaced by air and 2) on treating the felt with a little hy-
drogen peroxide which, being rapidly decomposed by catalase, liberates
oxygen in the form of minute bubbles which are kept imprisoned within
the felt of mycelium. Under these conditions the components of cyto-
chrome become rapidly oxidized, their absorption bands vanish and are
replaced by the two bands of oxyhaemoglobin at 583 and 545 muw.
Although haemoglobin can be seen in the wild type of Neurospora crassa,
it was particularly prominent in one of its slow-growing mutants. From
this material a cell-free extract rich in haemoglobin was easily obtained
which made it possible to determine more precisely the characteristic
properties of this haemoglobin and of some of its derivatives.
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Haemoglobin in Plants

It was known from early times that the leguminous plants enrich the
soil making it suitable for the growth of cereals. That they owe this pro-
perty to their ability of absorbing atmospheric nitrogen was demonstrated
only in 1838 by Boussingault. It was shown later (Frank, 1879)
that root nodules of these plants fail to develop in seedlings grown in ste-
rile soil but the bacteria which were known to be present within nodules
ware considered to be of a parasitic nature. We owe to Hellriegel and
Wilfarth (1888) the demonstration that the nitrogen fixation takes
place within rcot nodules and to Beijerinck (1888) that the micro-
organisms in root nodules are symbiotic bacteria which can also be found
free in soil and can be cultivated upon suitable media. Following these
fundamental discoveries extensive investigations were carried out on the
structure and development of root nodules brought about by different
strains of Rhizobium, in different leguminous plants, on the physiology
of this symbiotic association and on the possible mechanism of the nitro-
gen fixation.

When a fresh and active root-nodule is cut or crushed it invariably
shows a bright red pigment. Although this fact could scarcely have been
overlooked by numerous workers engaged in the study of root-nodules and
nitrogen fixation since 1888 yet this pigment was recorded and its nature
discussed for the first time only in 1938 by Pietz. He believed it to be
the red intermediate product which appears on the oxidation of tyrosine
or of dihydroxyphenylalanine catalysed by tyrosinase and that its func-
tion is to poise the oxido-reduction potential of nodules at a level favour-
able for the proliferation of symbiotic bacteria.

A year later the pigment was reinvestigated by Kubo (1939) both
ir situ and in fractionated extracts of nodules. He examined this pigment
spectroscopically and identified it as a haemoprotein compound analogous
to haemoglobin.

The pigment was re-examined by Burris and Haas (1944) who
agreed with Kubo that it belongs to the haematin compounds but,
contrary to his views, they found that ”its behaviour towards oxygen
indicates that it is not a haemoglobin-like substance’; they concluded that
this pigment instead of undergoing oxygenation, undergoes reversible
oxido-reduction.

About the same time, while reinvestigating the nature of the pigment
in root nodules of different leguminous plants especially those of the soya
bean (Keilin and Wang, 1945), we were able not only to corroborate
the previous finding by Kubo but to establish without any element of
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doubt that it is a typical haemoglobin reversibly combining with molecular
oxygen, the iron of the oxygenated compound (HbOs) remaining in the
divalent state. Like haemoglobin it combines reversibly with CO and on
treatment with oxidizing agents like potassium ferricyanide or quinone it
undergoes oxidation to methaemoglobin. The specirophotometric curves
of its 3 main derivatives (Hb, HbO2 and HbCO) are of the same pattern
as those of ordinary haemoglobin except that the «-band of the oxygena-
ted compound, like that of HbOs of some invertebrates, is somewhat lower
than the p-band.

The affinity of this haemoglobin for oxygen, expressed as Oz tension
in mm. mercury which corresponds to 50°% oxygenated compound at
15° C., was found to be less than 0.1 mm. The relative affinity of this pig-
ment for Oz and CO expressed as the equilibrium constant

[HECO] pO,

- t-15°C. found to be about 37.
(O] pCO a was found to be abou

R

That the haemoglobin is in some way connected with the nitrogen fixa-
tion by nodules is supported by two facts: (1) its constant presence in
active nodules of every leguminous plant so far examined and (2) the
inhibition of nitrogen fixation by a low partial pressure of CO.

The presence of haemoglobin in root nodules of leguminous plants is
of great biological interest apart from its bearing upon the mechanisin
of nitrogen fixation. The root nodule haemoglobin presents the first case
of the occurrence of this pigment in plants, although other haemoprotein
compounds such as cytochrome, peroxidase and catalase are known in
plants. What is, however, of special interest is that neither the plant cells
alone, nor the symbiotic microorganisms (Rhizobium) cultivated separately
are capable of synthesizing haemoglobin. It is cnly when the root cells are
invaded by specific symbiotic microorganisms and begin to proliferate
that haemoglobin is formed. Rhizobium not only induces growth and
multiplication of cells, but also supplies these proliferating cells directly
or indirectly with a factor necessary for the synthesis of haemoglobin
(Keilin and Wang, 1945).

Kubo’s findings as well as our observations summarized above were
confirmed by Virtanen (1945) and Virtanen and Laine
(1946). However, they claimed that in addition to haemoglobin the root
nodules always contain methaemoglobin, the concentration of which
increases when the plants are placed in the dark. They claim to have
found that even "during cloudy days the brown colour deepens in the
nodules as the balance is shifted to methaemoglobin”. They assumed that
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in nitrogen fixation the function of haemoglobin is connected not so much
with its property of oxygenation to oxyhaemoglobin as with its oxidation
to meth2emoglobin. Although the problem of the mechanism of nitrogen
fixation lies outside the scope of this article it can be mentioned here that
we failed to confirm the observations of these workers and could not
accept their interpretation (Keilin and Smith, 1947). Neither the
experimental evidence nor general considerations support their view
that the nitrogen fixation in root nodules involves a cyclical change of the
valency of haemoglobin iron. Moreover, it seems unlikely that oxido-
reduction reactions in nodules are catalysed by a compound such as
haemoglobin, which has the remarkable property of oxygenation and is
therefore an excellent oxygen carrier but a very inefficient catalyst.
The production of root-nodules, their structural characteristics and the
state of their haemoglobin at different stages of development of legumi-
nous plants grown under a great variety of conditions were reinvestiga-
ted by Nowotny-Mieczynska (1949). One of the main results of
this study, which has a direct bearing on the problem discussed above, is
the demonstration ”that the greatest increase of dry matter in the plants
ard of their nitrogen compounds occurred at the time when the greatest
number of their root nodules showed exclusively red colouration”, in other
words when the pigment is present in the state of oxyhaemoglobin.

Diversity of Haemoglobins

The very wide distribution of haemoglobin in nature raises the pro-
blem as to the similarity between haemoglobins of different origin. The
results of an extensive study of this problem carried out by a great variety
of methods clearly demonstrated that, altough all haecmoglobins can be cha-
racterized as haemoprotein oxygen carriers they show nevertheless very
marked quantitative differences in several of their properties, which can
be enumerated as follows: 1) absorption spectrum, 2) solubility, 3) ease of
crystallization and crystalline structure, 4) molecular weight, 5) amino
acid content of their protein, 6) isoelectric point, 7) susceptibility to
denaturation, 8) affinity for O and CO, 9) shape of Oz dissociation curve,
10) antigenic and several other properties.

We shall now briefly examine some of these properties in the same
order as they are enumerated above.

1. That the absorption spectra of haemoglobins of
different origins are not the same was shown for the first time by Sorby
(1876) in his classical paper ”On the Evolution of Haemoglobin”. He found
that the absorption bands of Planorbis oxyhaemoglobin lie about 3 mu
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nearer the blue end of the spectrum than those of human oxyhaemoglo-
bin. He also understood that this difference is due to the difference in
their proteins. These observations were confirmed by Vles (1922) and
by Anson, Barcroft, Mirsky and Oinuma (1924) who exten-
ded them to the haemoglobin of a great variety of organisms.

The difference in the absorption spectra is not confined to the position
of the bands but can be seen in the sharpness and the relative heights of
«- and B-bands which are reversed in the HbOs of root nodules (Keilin
and Wang, 1945) and of Ascaris lumbricoides (Davenport, 1949).

2. The solubilities of haemoglobins of different
origins show very marked variations. Thus, human haemoglobin is more
soluble than haemoglobins of horse, rat and guinea-pig. Muscle haemo-
globin (myoglobin) of horse is soluble in 3M-phosphate buffer (pH 6.6) in
which blcod haemoglobin is practically insoluble (Morgan, 1936).
Landsteiner and Heidelberger (1923) used the mutual solu-
bility test for differentiation of certain haemoglobins. There may also be
a marked difference in solubility between the oxygenated (HbOz) and
deoxygenated (Hb) forms of the same haemoglobin. Whereas in horse, rat
and guinea-pig Hb is more soluble than HbOp, in man the reverse is
true — Hb is less soluble than HbOs. This leads us to consider haemoglobin
in sickle cell anaemia, an inborn genetically transmitted blood disturbance.
It is prevalent in some Negro communities in Africa, it occurs in about 1 in
40 Negroes in the United States, and is also known to occur in India,
the Yemen and Gresce. In this blood disturbance, while erythrocytes in the
arterial blood are of normal shape, about 30 to 60%o of erythrocytes in the
venous blood are “sickle” or "oat” shaped. That this change in shape of
crythrocytes is perfectly reversible and is due to deoxygenation of haemo-
globin was demonstrated experimentally in vitro. It was shown by P a u-
lin g and his co-workers (1949) that sickle cell haemoglobin has a slightly
different isoelectric point from normal haemoglobin. However, the most
striking property of sickle cell haemoglobin determined by Perutz and
his co-workers (1950, 1951) is the low solubility of its deoxygenated form.
While the solubilities of sickle cell and normal HbOs are about the same,
the solubility of sickle cell Hb is 50 times lower than that or normal Hb. It
is the fact that the abnormal haemoglobin becomes insoluble on deoxygene-
tion that causes the distortion of erythrocytes.

The study of the solubility of human haemoglobin at a constant tempe-
rature and pH, but rising salt concentrations enabled Roche and
Derrien (1933) to recognize in the blood both of the adult and foetus
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the presence of ceveral distinct haemoglobins which can also be distin-
guished by some other properties.

3. The ease of crystallization and crystalline
structure. Haemoglobin was the first protein observed in the crystal-
line form (Reichert, 1849). However, the ease with which haemoglo-
bin crystallizes varies with its origin. Thus, on lysing a thick cold suspen-
sion of rat erythrocytes with an equal volume of cold distilled water and
leaving the solution at 0°C. the whole of the haemoglobin turns into a solid
crystalline mass. The same applies to haemoglobin of the guinea-pig and
dog. Horse haemoglobin in a cold, concentrated solution when treated with
cold alcohol to a final concentration of about 20%, rapidly crystallizes if
left standing at 0° C. Other haemoglobins crystallize much more slowly and
only in the presence of very high concentrations of salts. This applies for
instance to human haemoglobin which in the presence of (NH4)2SO4 re-
mains in solution at a concentration as high as 63.3 g. of haemoglobin per
100 ml. (Drabkin, 1946).

The great variation in the crystalline forms of haemoglobin was known
to early workers on this subject and is well illustrated in the classical work
by Reichert and Brown (1909) who also found that haemoglo-
bin of the same origin may give three successive crops of crystals of dilfe-
rent shape. On crystallizing the oxyhaemoglobins of man, dog and horse
under similar conditions in the presence of (NH4)2304, three distinct types
of crystals were obtained belonging to the tetragonal, orthorhombic and
menoclinic systems respectively (Drabkin, 1946).

The haemoglobin crystals of adult sheep and foetal sheep, which are
in the form of triangular plates and long needles respectively, were shown
by X-ray studies (Kendrew and Perutz 1948) to differ also in
their symmetry and space groups as well as in the dimensicns of the unit
ceils and the X-ray diffraction patterns.

4. The molecular weight of the haemoglobins of
different origins, as shown in the Table 3, varies between 17,000 and
3,000.000. However, the molecular weight of the haemoglobins of all birds
and mammals and the majority of other vertebrates is about 68,000. As
each of these molecules contains 4 haem prosthetic groups the molecular
weight per haem group is approximately 17,000 which is also the molecular
weight of myoglobin.

5. The amino acid content was properly determined for
the protein of only a few haemoglobins, those which could be purified by
crystallization and obtained in sufficient amounts. For horse haemoglobin
and horse myoglobin a complete balance sheet of the amino acid contents is

http://rcin.org.pl



13]

DISTRIBUTION AND DIVERSITY OF HAEMOGLOBIN

451

Table 3

Molecular weights of different Haemoglobins (I) and Erythro-

cruorins (I and III) according to Svedberg and Pedersen

Lampetra’. st I et 17,000
ChironOMIER S e e e 2 o, e e s 17,000 1
34,000
GIHCRIA . cuikries sdanivioh ek spie.teare 34,000
Fishes, birds and mammals 68,000
68,000 1
Amphibia and reptiles . . . . . . . 150,000
290,000
Daphnia’ s <ok o dn am i e i 400,000
PIAROTDIE, —oF v o sl iae el e e el o 1,630,000 1
ATCIICOlArp B v s b o 3,000,000
51y e TS B L e ST 3,000,000

Table 4

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

Respiratory Pigment Arginine Histidine Lysine Cystine
pigment of classified as | (per cent) (per cent) | (per cent) (per cent)
Lampetra Erythro-
cruorin 3.52 3.37 7.51 4.40
Arenicola v 10.04 4.03 1.85 4.08
Glycera o 9.64 5.39 4.90 3.40
Lumbricus o 10.07 4.68 1.73 1.47
Sabella Chloro-
(=Spirographis) cruorin 9.64 2.38 3.64 1.64
Horse Haemo-
globin 3.57 8.13 8.31 0.74
Horse (according to Haemo-
Tristram) globin 3.65 8.71 8.51 1.01
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already available (see Tristram, 1949). The haemoglobins of inverte-
brates have not so far been investigated in sufficient detail and the analy-
tical results cannot be taken as final. However, the data for the content
of a few amino acids in different haemoglobins, summarized in Table 4,
clearly show that there are some striking differences in the composition
of the protein moiety of these haemoglobins.

6. The isoelectric point of haemoglobins as shown in
Table 5 varies between pH 4.6 and 7.5 and although precise determina-
tions were made in only very few cases, the data already available form
a complete series of transitions between the above mentioned limits.

Table 5

Isoelectric point of haemoglobins

Arenicolaic’ <8< <t i S 4.6 Toadistos . oS e 5.75—6.23
Chironomus . . . . . . . 5.4 CUDHDGE o8 o s s oo 6.5
Lampeita. i . 0, 57 HOTB e o = I L e e 6.9
Notomastis's & & & . < % i 6.0 LT RS A e R Zel
Gastrophilus . . . . . . . 6.2 DACKT oo o0 % s o v e g 7.5

7. The susceptibility to denaturation by alkali was
mainly investigated in order to determine the differences between the
adult and foetal haemoglobins. It was shown by Brinkman and
Jonxis (1935) that human foetal haemoglobirf is more resistant than
adult haemoglobin. From the data based upon the resistance to denatura-
tion by alkali and solubility tests it was calculated that just after birth the
infant blood contains abut 80% of foetal and 20% of adult haemoglobin; at
the age of 4 months the relative concentrations are reversed, i.e. 19% of
foetal and 81% of adult haemoglobin; from the age of 7 months onwards
the blood contains about 10% fostal and about 90% of adult haemoglobin
(see Roche, 1953).

8. The affinities of haemoglobin for oxygen and
carbon monoxide depend upon the relative velocities of the
associations of haemoglobin with these gases and the dissociation of the
complexes formed. The specific differences in the affinities of mammalian
haemoglobins for oxygen are mainly due to the differences in their velo-
cities of oxygenation. According to Millikan (1936) the high oxygen
affinity of mammalian myoglobin is the result of a high association veloci-
ty, the dissociation velocity being of the same order of magnitude as that of
the blood haemoglobin of the same mammal. The position is very different
with the haemoglobins of some invertebrates. Ascaris suis is known to
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have two kinds of haemoglobin which can be recognized by the differen-
ces in their absorption spectra: haemoglobin of the body-wall and haemo-~
globin of the perienteric fluid (Keilin, 1925). However, the high affi-
nity of these two haemoglobins for oxygen was found by Davenport
(1949) to be due principally to a very low velocity of deoxygenation.
Thus, in the presence of NaS204 at about 20° C. and pH 6 the time (t30)
for half completion of deoxygenation of perienteric haemoglobin is about
150 sec. whereas for sheep haemoglobin it is 0.008 sec. In other words
oxygen dissociated from Ascaris haemoglobin about 19,000 times more
slowly than from sheep haemoglobin.

The relative affinities of haemoglobin for O and CO, which are ex-
[HbCO] pO,
[HbO,] pCO
Table 6, varies considerably from 570 (the value for chlorocruorin of
Branchioma) to 0.67, the value for haemoglobin in the tracheal cells
of Gastrophilus larvae.

pressed as an equilibrium of partition constant K = as shown in

Table 6

« _ [HbCO] po,

[HbOz] pCO
Bronchloma: ' 413 o s vats 570 Planothishre. o e iontes ags Tar's 40
Chironomus . . . . . . . 400 RGDDHE MR, s e e o 40
HORE W A e e 280 Root’nodules. . @ « o« @l 37
1 E IR B e 230 Gastrophilus . « « « « « o 0.67
Azenicola s T S 150 Myoglobins . . . . . . . . 28—51

AL DTSR T e e S 40

A value of K of 280 indicates that at certain well defined conditions
the affinity of horse haemoglobin for CO is 280 times higher than for Os.
It is, however, important to note that although the association of haemo-
globin with O is about 36 times faster than its association with CO, the
dissociation of HbCO is about 10,000 times slower than that of HbOs. The
value 280 therefore represents the ratio of 10,000/36. In other words the
high affinity of haemoglobin for CO is due to slow dissociation of the
HbCO complex.

9. The shape of the oxygen dissociation curve
of haemoglobin is greatly influenced by the experimental conditions, such
as dilution, pH, salt concentration and temperature. It was found, how-
ever, that haemoglobins of different origins, even when studied under simi-
lar conditions, show marked differences in the shape of their dissocia-
iion curves. On the other hand the physiological function of haemoglobin
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can be properly understood only when its dissociation curve is determined
under conditions which are as natural as possible (sce Redfield, 1933).
Of great physiological significance is the difference between the blood and
muscle haemoglobins of the same animal. The Os dissociation curve of
blood haemoglobin is S-shaped and its affinity for oxygen is lower than
that of muscle haemoglobin, the dissociation curve of which is in the
form of a rectangular hyperbola. At a low oxygen tension, when blood
haemoglobin is about 80°% deoxygenated, myoglobin is 80% oxygenated,
oxygen thus being transferred from blood haemogiobin to myoglobin. The
latter provides a temporary oxygen store which enables the muscle to
bridge over the intermittent increases in demand or decreases in the supply
of oxygen (Hill, 1936; Millikan, 1936 and 1937).

10. Antigenic properties of haemoglobin. Although
haemoglobins were known to be weak antigens, it was shown by Hei-
delberger and Landsteiner (1923) that the immune sera pro-
duced by crystalline oxyhaemoglobin react species-specifically with hae-
moglobin solution, All native derivatives of haemoglobin such as HbOg,
IIbCO and methaemoglobin give the same results. On acid denaturation
haemoglobin loses its antigenic property. Antigenic specificity was also
used for distinguishing adult and foetal haemoglobins of the same species
(Darrow, Nowakowski and Austin, 1940).

Among other properties which were found to vary with the haemoglo-
bin examined are the rate of spreading of their monolayers in the Lang-
muir trough and their electrophoretic mobilities.

Relationships between haemoglobins and their evolution

The great variations in practically every property of haemoglobin so
far examined establish its remarkable heterogeneity. It can be concluded
that there are many distinet haemoglobins in nature and since
the prosthetic group in all of them is the same protohaem, the differences
in their properties are due to the differences in the structure of their
protein moiety.

In view of some of the variations in the properties of haemoglobins
examined in the previous chapter, it was suggested by Svedberg
and Eriksson (1933, 1934) and further developed by Svedberg
and Pedersen (1940) and by Roche and Fontaine (1940)
that haemoglobins should be divided into two groups: 1) haemoglobin and
2) erythrocruorin. The term erythrocruorin according to them covers the
haemoglobin-like pigments of ali invertebrates as well as of cyclostome fish
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among the vertebrates, the name of haemoglobin being reserved for the
blood pigments of all other vertebrates.

However, a detailed critical examination of the above classification
(Keilin and Hartree, 1951) failed to support it. In fact one can-
not find a single character of haemoglobins which makes possible the se-
paration of these pigments into two groups. Thus, the isoelectric points
(Table 5) and the relative affinity for Os and CO (Table 6) form a com-
plete series of transitions with representatives of “haemoglobin” scattered
among those of "erythrocruorin”. Moreover, according to the molecular
weight, their group of “hacmoglobin” occupies an intermediate position
between two groups of “erythrocruorin” (Table 3). The same applies to
practically all other properties so far examined. The term erythrocruorin
should therefore be abandonéd and the term haemoglobin can be adopted
for all haemoproteins with protohaem as their prosthetic group and ca-
pable of combining reversibly with molecular oxygen.

The irregular and somewhat haphazard distribution of haemoglobin
outside the vertebrates is difficult to explain. It shows however that hae-
moglobin could arise in nature independently in different organisms. In
fact, each cell of every aerobic and even of some anaerobic organisms is to
some extent a potential producer of haemoglobin, since each organism,
fremn bacteria and yeast to higher plants and animais, contains cytochrome
components which are haemoproteins closely related to haemoglobin.

Since every organism is capable of synthesizing the haem nucleus, the
fact that haemoglobin is not universally present is mainly due to the com-
paratively limited distribution of the highly specific proteins which, when
united with haem, impart to its iron the remarkable property of combining
reversibly with molecular oxygen. ~
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TADEUSZ MANN

FRUKTOZA W WYDZIELINIE PECHERZYKOW NASIENNYCH
I JEJ ROLA W METABOLIZMIE PLEMNIKOW

Z Zakladu Fizjologii i Biochemii Reprodukcyjnej Uniwersytetu w Cambridge
Dyrektor: doc. dr med. i fil. T. Mann, F. R. S.

Wiadomosci dotyczace wystepowania i funkeji fruktozy u czlowieka
i zwierzat ograniczaly sie przez dlugi czas niemal wylgcznie do danych
dotyczacych pewnych schorzen i odchylen w przemianie weglowodano-
we]j. Wielu badaczy interesowalo si¢ zagadnieniem fruktozemii i frukto-
zurii patologicznej, jak rowniez kwestig obecnosci fruktozy w plynach
obrzgkowyck, lecz liczba badan nad wystepowaniem i przemiang frukto-
zy w ustroju zdrowego czlowieka i zwierzecia byia znikoma. Pewnego
rodzaju wyjatkiem pod tym wzgledem byly prace nad zawartoscig fruk-
tozy w plynach i we krwi plodu. Prace te pochodzg sprzed przeszlo stu
lat, kiedy to Claude Bernard (1855) zwroécil po raz pierwszy uwa-
ge na obecno$¢ w plynach plodowych cukru leweskretnego, podobnego
pod wzgledem wiasciwosci do lewulozy (fruktozy). W kilka lat potem
Majewski w swojej pracy doktorskiej, przedlozonej w roku 1858
Uniwersytetowi Dorpackiemu, stwierdzil ponad wszelkg watpliwos¢, ze
cukier plynéw plodowych jest (czeSciowo przynajmniej) identyczny
z fruktoza. Wkrétce potem zagadnienie fruktozy plodu stalo sie przedmio-
tem szeregu badan, uwienczonych w latach ostatnich przeprowadzeniem
dowodu ostatecznego, ze fruktoza krwi plodu pochodzi z lozyska, i ze
tkanka lozyskowa ma zdolnos¢ przemiany glikozy na fruktoze (Huggett,
Warren i Warren, 1951).

Fruktoza w plynie nasienngm

Wykazanie, ze u czlowieka i zwierzat istnieje normalnie inne jeszcze
zrédlo fruktozy, a mianowicie w plynie nasienia meskiego, dokonane zo-
stalo stosunkowo niedawno (Mann, 1946), a bylc ono w duzej mierze
rzeczg przypadku i wynikiem szczegélnych okolicznosci. Przez szereg lat
poprzedzajgcych odkrycie fruktozy w osoczu nasienia meskiego glownym
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przedmiotem zainteresowan badawczych autora byla przemiana weglo-
wodanowa, poczatkowo w latach 1930—1935 w pracowni lwowskiej J. K.
Parnasa w zwigzku z zagadnieniem fosforylacji w mig$niu i w droz-
dzach Mozolowski, Mann i Lutwak-Mann, 1931; Parnas,
Ostern i Mann, 1934; Lutwak-Mann i Mann, 1935) a pozniej
w Instytucie Fundacji Molteno w Cambridge w zwigzku z badaniami
nad enzymami w ro$linach i plesniach (Mann, 1938, 1944). W czasie
do$wiadczen nad przemiang cukrowa i fosforanowa grzybni kropidlaka
Aspergillus niger nadarzyla sie sposobnos¢ do oczyszczenia oksydazy gli-
kozowej, ‘tj. enzymu, ktory utlenia specyficznie i ilosciowo cukier grono-
wy (na kwas glikonowy i wode utleniong) nie naruszajgc praktycznie in-
nych cukréow, a w szczegblnosci fruktozy. Majac do dyspozycji preparat
oksydazy glikozowej sporzadzonej z plesni, autor postanowil uzy¢ go do
ilosciowego oznaczenia glikozy w roznych plynach ustrojowych, a mig-
dzy innymi takze w plynie nasiennym. Bylo to w roku 1945, kiedy
obecnosé cukru redukujgcego w plynie nasiennym byta juz powszechnie zna-
na, ale sadzono ogolnie, ze cukier ten jest glikozg, i wychodzac z tego za-
lozenia, uzywano wszedzie, zarowno w Europie jak i w Ameryce, glikozy
do sporzgdzania roztworéw dla rozcienczenia spermy przy sztucznym za-
piodnieniu. W reku autora préba oznaczenia ilosciowego ,,glikozy” w na-
sieniu data wynik catkowicie ujemny, co sklonilo go natychmiast do przy-
puszczenia, ze wbrew ustalonym pogladom cukier plynu nasiennego nie
moze by¢ glikozg. Wykonat wigc szereg prob chemicznych na cukry
i stwierdzil, ze cukier nasienia daje wszystkie charakterystyczne odczyny
fruktozy, a w dodatku, mozna z niego otrzymaé ratwo krystaliczny gli-
kosazon, a zatem pochodng charakterystyczng nie tylko dla glikozy, lecz
rowniez dla jej epimeréw. Ostateczna identyfikacja nastgpila przez izola-
cje krystalicznego metylofruktosazonu, pochodnej charakterystycznej dla
fruktozy, a wreszcie przez oczyszczenie i zbadanie fruktozy jako takiej.
Dane dotyczace poziomu i zachowania sie frukiozy w nasieniu réznych
zwierzat zebrano Kkilkakrotnie w formie artykuléw sprawozdawczych
‘Mann, 1949; Mann i Lutwak-Mann, 1951), a takze ksigzki
(M ann, 1954), ktora ukaze sie wkrotce rowniez w jezyku poiskim, ttu-
maczona z inicjatywy Komitetu Biochemicznego Polskiej Akademii Nauk,
rpod redakcjg Jozefa Hellera. Celem tego artykulu jest wigc nie
tyle przedstawienie zarysu caloksztaltu badan ostatniego dziesigciolecia
nad problemem wystepowania i roli fruktozy w plynie nasiennym, ale row-
niez przedstawienie krotkiego opisu tych problemoéw, ktore sg obecnie
przedmiotem badan autora i jego zakladu. W pierwszym rzedzie jednak
artvkul ten zostal napisany przez autora do numeru specjalnego Acta Bio-
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chimica Polonica dla uczczenia jubileuszu przyjaciela i kolegi, Joézefa
Hellera. .

Pecherzgki nasienne jako zrédilo fruktozy

W przeciwienstwie do plynow i krwi plodu, gdzie spotyka sie fruktoze
tylko u pewnych, bardzo nielicznych gatunkéow zwierzecych, a w dodatku
zawsze w towarzystwie glikozy, fruktoza nasienia jest rozpowszechniona
w$rod bardzo licznych gatunkoéw zwierzecych i stanowi prawie zawsze ca-
lo$é cukru w plynie nasiennym. U ssakéw spotyka sie ja w stezeniach od
kilku mg % u knura, do kilkuset mg %o u czlowieka, byka i tryka. Nie
brak jej w plynie nasiennym kroélika, szczura i innych gryzoniow, jak row-
niez u zwierzat owadozernych, a wiec u jeza i kreta. Znaleziono ja u nie-
ktérych ryb a nawet u owadow (Humphrey i Mann, 1948;
Humphrey, 1949; Mann, 1956). Badania wykazaly, ze u wigkszosci
zwierzat, a takze u czlowieka, gléownym zrédiem fruktozy nasiennej sa
gruczoly znane pod nazwa pecherzykow nasiennych lub vesiculae semina-
les (syn. glandulae vesiculares, glandulae seminales) lub tez organow, kto-
re anatomicznie i funkcjonalnie sg zblizone do pecherzykéw nasiennych.
Tak np. u knura plyn wydzielany w pecherzykach nasiennych zawiera
kilkadziesigt mg %o fruktozy, chociaz brak go zupelnie w gruczotach Cow-
pera, jadrach i naijgdrzach. Podobnie u byka, plyn wydzielany w peche-
rzykach nasiennych zawiera czesto okolo 1% fruktozy, podczas gdy gruczot
krokowy, najadrza i jadra nie zawierajg wecale fruktozy. Mozna $mialo
twierdzié, ze zdolnos¢é wydzielania fruktozy jest w tej samej mierze specy-
ficzng funkecja chemiczng pecherzykéw nasiennych, wzglednie blisko z ni-
mi spokrewnionych narzadéw, jak np. zdolnoé¢ wydzielania laktozy w mle-
ku przez gruczoly mlekowe. Specyficznos¢ ta uwypukla sie najdobitniej
w fakcie, ze jezeli wycigé tkanke gruczolowa, ktéra wydziela fruktoze
i przeszczepi¢ pod skore, to tkenka taka nie zatraca bynajmniej swojej
poprzedniej zdolnosci i przeszczep tego rodzaju wydziela w dalszym cia-
gu fruktoze, i to w stezeniu rownie wysokim jak organ, z ktorego po-
chodzi (Lutwak-Mann, Mann i Price, 1949).

Regulacja proceséw tworzenia i wydzielania fruktozy
przez hormon plciowy meski

Od czasu przelomowych odkry¢ dokonanych przez uczonych tej mia-
ry, co Hunter (1792), Berthold (1849) i Brown-Séquard
(1889), bylo wiadome, ze usuniecie jader pocigga zanik pecherzykéw na-
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siennych, gruczolu krokowego i innych narzadéw dodatkowych meskich,
a tskze, ze zaburzenia te mozna usung¢ aMo przez powtérne wszczepie-
nie tkanki jgdrowej, albo przez podawanie wyciagéw sporzadzonych z ja-
der. Obecnie wiadomo juz, ze substancjg jadrows, niezbedna dla normal-
nego rozwoju i czynnosci gruczoléw dodatkowych meskich, jest hormon
piciowy meski. Do niedawna jednakowoz stwierdzenie dzialania hormo-
nu jadrowego u ssakoéw polegalo niemal wylgcznie na uzyciu zwierzat
kastrowanych, i na mierzeniu wzrostu i analizie histologicznej meskich gru-
czolow dodatkowych po wstrzyknigciu preparatéw hormonowych. Meto-
da ta, majgca w pewnej mierze charakter ilosciowy, na duzg skale moze
by¢ zastosowana tylko do matych, niekosztownych zwierzat laboratoryj-
nych, a wiec szczura czy myszy, gdyz uzycie jej pocigga zawsze operacyj-
ne wydobycie i przygotowanie organow, a zabieg tego rodza;u nie dalby sie
zastosowa¢ ani u czlowieka, ani u kosztownych duzych zwierzat hodowla-
nych. Trudnos¢ t¢ mozna pokcnaé w pewnym stopniu, przez zastosowanie
nowej metody do mierzenia dzialania hormonu plciowego meskiego,
a mianowicie przez analize chemiczng plynu nasierinego.

Pierwsza probe w tym kierunku wykonali$my przed kilku laty na
krolikach (Mann i Parsons, 1947, 1951), pobierajgc za pomocg
nsztucznej pochwy” skonstruowanej przez Macirone i Waltona
(1930), ptyn nasienny od tych samych zwierzgt, przed kastracjg, po ka-
stracji i po zastosowaniu czystego testosteronu. Proba ta wykazala, ze
fruktoza znika z plynu nasiennego w ciggu dwéch do trzech tygod-
ni po wykastrowaniu krolika i ze pojawia sie¢ znowu niemal natych-
miast po wstrzyknieciu testosteronu, albo po podskérnej impiantacji ta-
bletek tegoz hormonu. Wyniki analogiczne otrzymaliSmy w latach nastep-
nych u innych zwierzat, przede wszystkim u byka (Mann, Davies
i Humphrey, 1949; Mann i Walton, 1953; Mann i Row-
son, 1956). Z badan tych wynika jednoznacznie, ze zdolnos¢ wytwa-
rzania fruktozy przez pecherzyki nasienne zalezy od obecno$ci hormonu
mgskiego w ustroju zwierzecia i ze poczatek funkcji wydzielniczej peche-
rzykow nasiennych zbiega sie¢ z tym momentem w rozwoju zwierzegcia,
w ktorym jadra zaczynajg wydziela¢ swoj hormon. Tak wigc obecnos¢
fruktozy w plynie nasiennym jest bezposrednim wskaznikiem, ze peche-
rzyki nasienne wykonuja juz swojg czynno$¢ wydzielniczg, a jednoczesnie
jest ona posrednim wskaznikiem funkcji hormonu jadrowego w ustroju
mgskim. Jako przykiad zastosowania oznaczenia fruktozy w plynie na-
siennym do badan endokrynologicznych zwigzanych z funkcjg hormonu
meskiego postuzy¢ moga nastepujace doswiadczenia.
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Stosujgc metode bodzcow elektrycznych do pobierania plynu nasien-
nege (Thibault, Laplaud iOrtavant, 1948; Rowson
i Murdoch, 1954), udalo si¢ nam przeprowadzi¢ analize pltynu nasien-
nego otrzymanego od mlodych byczkow na dlugi okres czasu przed ich doj-
rzewaniem plciowym. Za pomocg tej metody mozna bylo stwierdzi¢, ze
fruktoza pojawia si¢ w plynie nasiennym mlodych zwierzat juz okolo
5 miesigca zycia, a w 8 lub 9 miesigcu, tj. w czasie kiedy w plynie nasien-
nym pojawiaja sie dopiero pierwsze i to bardzo nieliczne plemniki, osigga
dos¢ wysoki poziom, mianowicie stezenie 100—200 mg®b.

Analogiczne wyniki otrzymano u innych gatunkéw zwierzat, i w kaz-
dym wypadku udalo sie stwierdzi¢, ze moment, w ktérym fruktoza poja-
wia sie¢ w plynie nasiennym, a zatem i moment, w ktorym hormon jadro-
Wy rozpoczyna swoje dzialanie na pecherzyki nasienne, wyprzedza na sze-
reg tygodni lub miesiecy ten moment, kiedy pierwsze dojrzale plemniki
przedostajg sie z jader do plynu nasiennego.

Rola przysadki mézgowej

Usuniegcie przedniego plata przysadki mézgowej powoduje zanik czyn-
nosci hormonalnej jader, ktory z kolei pocigga za sobg zanik czynnosci
wydzielnicze; w dodatkowych gruczotach meskich. Tlumaczy to, dlaczego
operacyjne usuniecie przysadki mozgowej zawsze pocigga za sobg szybkie
znikniecie fruktozy z plynu nasiennego (Mann i Parsons, 1950).
Podobnie jak u zwierzat kasirowanych mozna przywroécié zanikla funkcje
wyczielniczg pecherzykéow nasiennych przez wstrzykniecie testesteronu,
tak i u zwierzat pozbawionych przysadki mozna to uczynié przez wstrzyk-
nigcie badz to wyciagéw przysadkowych, badz tez oczyszczonego hormonu
gonadotrofowego sporzgdzonego z przysadki lub iozyska. Badania nasze,
czeSciowo bedace jeszeze w toku, wskazuja na to, ze czynnikiem, ktéry de-
cyduje dlaczego w rozwoju normalnego samca fruktoza pojawia sie w pew-
nym dokladnie okreslonym momencie, a nie wezesniej i nie poézniej, jest nie
tyle zdolnos¢ jader do produkowania hormonu meskiego, ile zdolnoéé przy-
sadki, ktora z blizej nie znanych jeszcze przyczyn jest zdolna do wytwarza-
nia gonadotrofin dopiero w pewnym $ci$le okreslonym okresie rozwoju
zwierzecia. Niedawno przekonaliSmy si¢ na przyklad, ze u mlodych bykow
mozna z latwoscig pobudzi¢ proces tworzenia sie fruktozy w pecherzykach
nasiennych nawet przed 4 miesigcem zycia, o ile wstrzykngé im podskérnie
preparaty oczyszczonej gonadotrofiny. PrzekonaliSmy sie réwniez, ze
w wielu przypadkach opdznienia (nieraz bardzo znaczne) w tworzeniu
i wydzielaniu fruktozy przez pecherzyki nasienne, zwlaszcza u zwierzat
mlodych, s3 wywolane nie tyle niedomoga hormonalng jader jako takich,
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ale brakiem funkcji gonadotrofinowej, tj. brakiem normalnej dzialalnosci
przedniego plata przysadki mozgowej. Tak na przyklad wiadomo bylo od
dawna, ze niedokarmianie lub nieodpowiednie odzywianie osobnikéw mio-
dych, dojrzewajacych, moze wywolaé¢ zwloke w procesach dojrzewania
plciowego z powodu opoéznienia normalnej czynnosci gonadotrofinowej
vrzysadki (Moore i Samuels, 1931; Mulinosi Pomerantz
1941; Nelson i Heller, 1948, Pazos i Huggins, 1945). Na-
sze badania wskazuja na to, ze w tych przypadkach chemiczne oznaczenie
poziomu fruktozy w plynie nasiennym moze stuzyé jako przydatny
wskaznik do rozpoznania gonadotrofinowej niedoczynnosci przysadki
i zwigzanej z nig niedomogi wydzielniczej gruczolow dodatkowych mes-
kich (M ann, 1956).

Mechanizm powstawania fruktozy

Oprécz jadra i przysadki trzeci jeszcze gruczol dokrewny, a mianowi-
cie trzustka, spelnia wazng, chociaz tylko posrednia role w regulacji fun-
keji wydzielniczej pecherzykéw nasiennych i tworzeniu sig fruktozy. Swoj
wplyw zawdziecza trzustka zdolnosci regulacji poziomu glikozy we krwi,
a od poziomu tegoz cukru we krwi zalezy w pewnym stopniu nasilenie
procesu tworzenia sie fruktozy w pecherzykach nasiennych. Wynika to
przede wszystkim z obserwacji, ze u osobnikéw cierpigcych na diabetes
mellitus poziom fruktozy w nasieniu jest czesto patologicznie zwigkszony.
Wynika to réwniez z do$wiadczen nad krolikami, u ktorych wstrzyknigcie
aloksanu powoduje nie tylko cukrzyce i zwigzang z tym hiperglikemig,
ale zwiekszenie sig¢ rowniez poziomu fruktozy w plynie nasiennym. Bada-
nia nasze wskazuja na to, ze glikoza krwi jest substancja, z ktérej pe-
cherzyki nasienne tworza fruktoze, prawdopodobnie poprzez nastgpujacy
tancuch przemian enzymatycznych (Mann i Lutwak-Mann, 1951):

Glikoza ——» Glikogen ——» 1-Fosfoglikoza ——p 6-Fosfoglikoza ——» 6-Fosfofruktoza

1 | |

Glikoza FRUKTOZA

Za istnieniem wyzej wymienionych reakcji enzymatycznych przema-
wia zdolnos¢ przetwarzania przez tkanke pecherzykdw nasiennych, in
vitro, nie tylko glikozy, ale rowniez glikogenu i estréw glikozofosforowych
i fruktozofosforowych, na wolng fruktoze. Zasadnicza réznica w przemia-
nie weglowodanowej miedzy pecherzykami nasiennymi a innymi tkan-
kami polega na tym, ze podczas gdy wigkszos¢ tkanek przemienia estry
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cukrowofosforowe na kwas mlekowy, pecherzyki nasienne defosforyluja
te estry i wytwarzajg w ten sposob wolne cukry, a miancwicie glikoze
z estru glikozo-6-fosforowego, a fruktoze z estru fruktozo-6-fosforowego.
Podczas gdy glikoza zostaje szybko zuzyta przez pecherzyki nasienne ce-
lem wytworzenia fruktozy, ta ostatnia, gdy zostaje wytworzona, nie zu-
zywa sig, lecz jest wydalana przez komérki wydzielnicze pgcherzykéw na-
siennych wraz z ich wydzieling. Za istnieniem mechanizmu, ktoéry prze-
twarza glikoze na fruktoze w pecherzykach nasiennych przemawiajg row-
niez ostatnie badania autora belgijskiego Hersa (Hers, 1955), ktory
stwierdzil, ze glikoza zawierajgca wegiel w formie radioaktywnej (** C)
zamienia si¢ w pecherzykach nasiennych tryka na fruktoze.

Oproécz wyzej podanego mechanizmu istnieje mozliwos¢ powstawania
fruktozy w innym jeszcze procesie, a mianowicie przez utlenienie sorbi-
tolu (Williams-Ashman i Banks, 1954). Pecherzyki nasienne,
podebnic jak rézne inne narzady zwierzece, a zwlaszcza watroba, zawie-
rajg oksydaze sorbitolows, ktoéra utlenia sorbitol na fruktoze. Jest jednak
rzeczg watpliwg, czy w warunkach fizjologicznych oksydacja ta speinia ro-
le w procesie produkeji fruktozy przez pecherzyki nasienne. Proces tego ro-
dzaju zalezalby od obecnosci sorbitolu, a w tym kierunku brak jak na
razie konkretnych danych. Z drugiej strony charakterystyczng cechg pe-
cherzyk6éw nasiennych (przynajmniej u niektorych gatunkow zwierzecych,
zwlaszeza u knura) jest zdolnoé¢ nagromadzania bardzo wielkich ilosci
innego heksitolu, mianowicie inozytolu (M ann, 1951).

Fruktoliza

Plemniki posiadaja stosunkowo nieduzg ilos¢ wewnagtrzkomoérkowego
materialu zapasowego, ktory moze im stuzyé jako zroédlo energii potrzeb-
nej do przezywania i do utrzymania ruchow, i dlatego sa one w duzej
mierze uzaleznione od dowozu zewngtrzkomoérkowych substancji odzyw-
czych. Iwanow (1931) byl pierwszym, ktéry zwrécil uwage na cha-
rakterystyczne zachowanie sie¢ plemnikéw psa, ktére potrafil przez diugi
okres czasu utrzyma¢ przy zyciu za pomocg glikozy; rowniez i on pierw-
szy przeprowadzil jasno dowod, ze plemniki nie zatracajg zdolnosci prze-
zywania i zuzywania glikozy, jezeli ze srodowiska zostanie usunigty tlen
lub jezeli ich oddychanie zostanie zatrute za pomocg cyjanku. Wkrotce
potem Redenz (1933) wykazal, ze plemniki byka sg zdolne do przezy-
wania w warunkach beztlenowych, o ile dostarczy¢ im badz to glikozy, badz
tez fruktozy, albo mannozy. Inni badacze, glownie ze szkoly Hugginsa,
wykazali w tym samym czasie, ze osocze nasienia ssakow posiada cukier
redukujacy, ktory, jak to juz wspomniano, uwazano az do roku 1945 za
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glikoze. W rezultacie tych badan szybko przyjeto za pewnik, Ze przezy-
wanie plemnikéw w nasieniu pelnym, a zatem w obecnosci osocza nasien-
nego, polega na glikolitycznym rozkladzie glikozy. Odkrycie fruktozy
umozliwilo zbadanie mechanizmu, ktérego uzywaja plemniki do prze-
mian w nasieniu.

Przede wszystkim nalezy zaznaczy¢, ze plemniki sztucznie wydobyte
z najadrzy nie majg jeszcze do dyspozycji fruktozy i sg przewaznie nieru-
cheme; nabierajg zdolnosci do ruchow dopiero w zetknigciu z osoczem
nasienia, gléwnie z wydzieling pecherzykéow nasiennych, ktéra dostarcza
im fruktozy. W warunkach beztlenowych plemniki rozkladajg fruktozg na
kwas mlekowy, ktéry nagromadza si¢ w plynie nasiennym jako ostatecz-
ny produkt tzw. fruktolizy anaerobowej. Ilos¢ fruktozy, ktérg plemniki
na przyklad byka w ten sposob rozkladaja, wynosi okolo 1,5 do 2 mg na 10°
plemnikéw na 1 godz. w temp. 37°. Liczbom takim dano nazwe wskaznika
fruktolizy (M ann, 1948). Wskaznik ten moze by¢ uzyty do szybkiej oce-
ny nie tylko metabolicznej aktywnosci plemnikow, ale rownoczesnie do
oceny stopnia ruchliwosci plemnikoéw, gdyz aktywnosé fruktolityczng za-
chowuja one tylko tak dlugo, jak dlugo jest utrzymana ich ruchliwose.

Droge rozkladu enzymatycznego fruk-
tozy przez plemniki w warunkach beztle-

[ : .

P nowych przed.stawmno schelfnatyczme na

rys. 1. Pod wielu wzgledami przypomina

Dwufasfofrukloza ona droge rozkladu glikozy w tkankach

. zwierzecych; tak samo jak w glikolizie czy

Aoy oyctaro fromes  Elikogenolizie rowniez i w fruktolizie role

AP Kw. Fasfoglicerynowy centralng spelnia kwas adenozynotrojfos-
m,’;;’g;y forowy (Mann, 1949). Jest on nie tyl-

Ko Fesrpinor ooy ko stalym i charakterystycznym skladni-

Kw. Pirogronowy kiem komérki plemnikowej, ale od jego

poziomu w komoércee zalezy szybkos¢, z kt6-

s ra plemniki zdolne s przetwarza¢ fruk-
4 kowy. ika to miedz

Rys. 1. Schemat fruktolizy .toze m.i it e Wym s

innymi z pewnych badan przeprowadzo-

w nasieniu ssakéw T :
nych ostatnio nad istotg tzw. wstrza-

su chiodowego. Polega on, jak to wykazal Milowanow i jego szkola
(1952), na naglej utracie zdolnosci plemnikéw do ruchu pod wplywem
gwaltownego ochlodzenia. Na rys. 2 przedstawiono graficznie przebieg
fruktolizy w zawiesinie plemnikéw tryka, badanej: 1) w stanie $wiezym,
w temp. 37°; 2) po gwaltownym oziebieniu do temp. 5°, inkubacji
w temp. 5° przez 10 minut i nastepowym ogrzaniu do temp. 37°; 3) po
powolnym oziebieniu do temp. 5° (tj. stopniowym oziebianiu z szybkoscig

http://rcin.org.pl



9] FRUKTOZA i FRUKTOLIZA 467

nie wigkszg niz 5° na godz.) i nastgpowym ogrzaniu do temp. 37°. Z rys. 2
wynika jasno, ze gwaltowne ozigbienie czyli ,,wstrzas” powoduje utrate
zdoino$ci fruktolitycznej przez plemniki, podczas kiedy powolne ozigbienie
bynajmniej nie powoduje tego efektu (Mann i Lutwak-Mann,
1955). W toku naszych do$wiadczen okazalo sie, ze utrata zdolnosci fruk-
tolitycznej, wywolana naglym ozigbieniem komoérek plemnikowych, jest
zmiang nieodwracalng i jest zwigzana z gwaltownym i nieodwracalnym
spadkiem zawartosci wewnatrz-komoérkowego kwasu adenozynotréjfosfo-
rowego. Badania nasze wskazujg na to, ze plemniki poddane ,,wstrzgsowi”
réznig sie od komérek normalnych
brakiem zdolnosci do odbudowy, czy-
li resyntezy kwasu adenozynotroj-
fosforowego.

Obecnos$¢ tlenu ma niewielkiego
stosunkowo stopnia hamujacy wplyw
na fruktolize plemnikéw; pod tym
wzgledem plemniki réznig sie od
wiekszoéci tkanek zwierzecych, w
ktorych wplyw tlenu na procesy gli-
kolityczne, czyli tzw. efekt Pasteura,
wystepuje o wiele wybitniej. Tak
wiec nawet w cbecnosci czystego tle-
nu plemniki produkujg w zetknieciu
z fruktozg wcale powazne ilosci kwa-
su mlekowego. Aerobowa fruktoliza
jednakowoz, w odréznieniu od po-
przednio oméwionej fruktolizy anae-

Fruktoza zuzyta (mg//00mi nastenia)

n A

robowej, cechuje si¢ mniejszym na- 30 60

% min
gromadzeniem sie kwasu mlekowe- Inkub. w temp. 37°
go, ktorego cze$¢ spala sie na CO2 Rys. 2. Wplyw ,wstrzasu chlodowego”
i H»0. na fruktolize w plemnikach tryka
Oproécz kwasu mlekowego plemni- Fruktoliza beztlenowa w zbuforowanym

nasieniu: 1) §wiezym, 2) po gwaltownym
ki ssakéw sg rowniez zdolne do utle- oziebieniu do temp. 5° 3) po bardzo powol-

§ nym ozigbieniu do temp, 5°

niania innych kwaséw organicznych, :

miedzy innymi kwasu pirogronowego i octowego. Co ciekawsze, posiada-
ja one réwniez zdolnoéé do utleniania glicerolu, a zatem substancji, ktéra,
jak to wykazali Polge, Smith i Parkes (1949), umozliwia za-
mrazanie nasienia do temp. -79°, mimo to plemniki po odmrozeniu odzys-
kuja swojg ruchliwo$é. W badaniach przeprowadzonych ostatnio udalo
sie nam wykaza¢, ze produktem przemiany glicerolu jest kwas milekowy,
i ze dwuhydroksyaceton zachowuje sie pod tym wzgledem podobnie do
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glicérolu (Mann i White, 19558). Mechanizm przemiany glicerolu
u plemnikéw polega prawdopodobnie na tym, ze naprzéd utlenia sig on do
dwuhydroksyacetonu, ten z kolei zostaje ufosforylowany na fosfodwuhyd-
roksyaceton, ktéry nastepnie ulega przemianie glikolitycznej na kwas
mlekowy poprzez kwas pirogronowy. Posréd wielu substancji przez nas
przebadanych znalezliSmy jeszcze jedna, ktéra zachowuje sig podobnie
do glicerolu i dwuhydroksyacetonu. Substancja ta jest sorbitol. Przeko-
naliémy sie, ze plemniki utleniaja sorbitol na fruktoze, a cukier ten z ko=
lei zamieniajg na kwas mlekowy; wynika z tego nagromadzanie kwasu mie-
kowego przez plemniki, do ktdrych dodano sorbitolu. Proces utleniania
zaréwno glicerolu, jak i sorbitolu jest oczywiscie zalezny od obecnosci tle-
nu, a nagromadzenie sie kwasu mlekowego spowodowane jest tym, ze mi-
rao obecnosci tlenu plemniki nie sa w stanie dostatecznie szybko usunaé
1lenowo kwasu mlekowego przez oksydacje na COz i H20.

Lokalizacja sygstemu fruktolitycznego wewnatrz komorki
plemnikowej

Niedawno nadarzyla sie nam sposobno$¢ do wykonania pewnych badan
w nasieniu byka, u ktérego przed dwoma mniej wigce) laty stwierdzono
szybko postepujaca utrate plodnosci. Badania mikroskcpowe nasienia wy-

Rys. 3. Nasienie niepicdnego byka, zawierajace witki
plemnikowe (ruchliwe) pozbawione gléwek i glowki
plemnikowe bez witek

kazaly, ze u tego zwierzecia wiekszo$é (okoto 95%) plemnikéw znajduje
sie w postaci odrebnych gidwek i witek (rys. 3) zupelnie od siebie oddzie-
lonych. Za pomocg powolnego wirowania udalo sie¢ rozdzieli¢ gtowki, kto-
re jako ciezsze i nieruchome opadajg latwiej od witek, ktore, cho¢ pozba-

& / '\: C 'ala)
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wione gtéwek, okazaly sie wysoce ruchliwe. Przez kilkakrotnie powtérzo-
ne przemywanie roztworem fizjologicznym i wirowanie otrzymaliSmy
w koncu zawiesiny skladajgce sie wylacznie z glowek lub wylgcznie z wi-
tek. Na tych to zawiesinach wykonano pomiary fruktolizy, zaréwno bez-
tienowej i tlenowej, jak réwniez oznaczania zuzycia tlenu. Wyniki przed-
stawiono na rys. 4; widaé z nich jasno, ze zdolnosci fruktolityczna i odde-

fruktolize beztlenowa Frukteliza Henowa Oaaychrane

ik
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Inkub. w temp. 37°

Rys. 4. Fruktoliza i zuzycie tlenu przez witki i glowki plemnikowe

Witki i gléwki otrzymane przez wirowanie i przemywanie nasienia byka (por. rys. 3), za-
wieszono w roztworze Ringera zawierajacym fruktoze,

chowa pochodzg w przewazajgcej cze$ci od witek plemnika, a nie od ich
glowek. Nadmieni¢ nalezy, ze spostrzezenia wykonane za pomocq spektros-
kopu mikroskopowego wykazaly, ze catos¢ systemu cytochromowego, a za-
tem cytochromy a, b, ¢ i tzw. cytochrom ag, czyli oksydaza cytochromowa,
znajdujg sie w witkach, a nie w gléwkach plemnikdw. Zgodnie z przewi-
dywaniem udalo sie odnalezé calo$é¢ kwasu nukleinowego w glowkach,
a nie w witkach.
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Wplyw ergotioneiny na fruktolize

Posréd czynnikéw, ktore unieruchomiajg albo nawet zabijajg plemni-
ki, znajduje si¢ szereg substancji, ktére zawdzieczaja te wlasciwosé zdol~
n0Sci lgczenia sie z grupami sulfhydrylowymi wewnatrzkomorkowych
bialek witki plemnikowej. Szczegblng jadowitoscia odznaczaja sie pod
tym wzgledem kwas chlororteciowobedzwinowy i kwas jodozobedzwi-
nowy. Toksycznos¢ obydwu tych substancji jest szczegdlnie duza przy
dzialaniu na plemniki, ktore zostaly uprzednio oddzielone od osocza na-
siennego (przez wirowanie i przemycie roztworem fizjologicznym soli);
dzialanie to jest znacznie slabsze w obecnosci osocza nasiennego.
Zdolnos¢ przeciwdzialania i niejako zobojetniania substancji wigza-
cych grupy sulfhydrylowe zawdziecza osocze cze$ciowo wlasnym bial-
kom, a czeSciowo substancjom redukujacym. Jedng z tych substancji
udalo si¢ nam izolowa¢ z osocza nasiennego knura w stanie czystym, krys-
talicznym. Jest nig ergotioneina, czyli betaina tiolohistydyny (M ann
i Leone, 1953), substancja zawdzieczajgca swoje wlasnosci redukujgce
obecnosci grupy SH znajdujacej sie przy pierscieniu imidazolowym. Jej
stezenie jest specjalnie wysokie w nasieniu knura, nie brak jej jednak
u pewnych innych gatunkéw zwierzat, a szczegélnie w nasieniu ogiera
(Mann, Leone i Polge, 1956). Badania nad dzialaniem antagonis-
tycznym ergotioneiny i czynnikéw unieruchomiajgcych plemniki przez
wigzanie grup sulfhydrylowych wykazaly, ze zarowno kwas chlorortecio-
wobedzwinowy jak i inne czynniki wigzace grupy sulfhydrylowe dzialaja
hamujaco w pierwszym rzedzie na procesy fruktolizy i na oddychanie
plemnikéw. Ergotioneina przeciwdziala tym procesom hamujacym. Na ra-
zie nie wiemy, jak dalece dzialanie ergotioneiny zwigzane jest z normal-
nym biegiem fruktolizy w plemnikach. Problem zaleznosci fruktolizy od
ergotioneiny wymaga dalszych badan, podobnie jak wiele innych proble-
mow, zwigzanych z obecnoscig.i funkcja fruktozy w nasieniu i w plynie
wydzielniczym pecherzykow nasiennych.

Streszczenie

Fruktoza jest normalnym skladnikiem plynu nasiennego u czlowieka
i wielu gatunkow zwierzecych; w wiekszosci przypadkow powstaje ona
w pecherzykach nasiennych (vesiculae seminales) iub gruczotach pokre-
wnych. Proces wytwarzania i wydzielania fruktozy jest regulowany przez
hormon plciowy meski, powstajacy w jadrach; posrednio proces ten jest
zalezny od czynnosci gonadotrofinowej przedniego plata przysadki moézgo-
wej. Glownym zrodlem fruktozy jest glikoza krwi, ostatnio jednak wy-
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kazano istnienie dodatkowych prekursoréow fruktozy. Plemniki przemie-
niaja fruktoze na kwas mlekowy zaréwno beztlenowo, jak i tlenowo.
W warunkach tlenowych kwas mlekowy ulega dalszemu spaleniu. Plem-
niki posiadaja takze zdolnos¢ utleniania innych substancji, a w szczeg6élno-
sci glicerolu, dwuhydroksyacetonu i sorbitolu. Produktem utlenienia gli-
cerolu jest kwas mlekowy, ktéory prawdopodobnie powstaje przez prze-
miane glicerolu na dwuhydroksyaceton z nastepowa fosforylacja na fos-
fodwuhydroksyaceton i przemiang glikolityczng tego zwigzku fosforowego
na kwas mlekowy. Produktem utlenienia sorbitolu jest fruktoza, ktéra
z kolei ulega przemianie na kwas mlekowy. Enzymy, ktore przeprowadza-
ja rozklad fruktolityczny, znajdujg sie w witce plemnikowej. Ich dziala-
nie jest zalezne od obecnosci czynnych grup sulfhydrylowych wewnatrz-
komoérkowych i od poziomu kwasu adenozynotréjfosforowego. Ergotio-
neina dzieki wlasciwosciom redukujacym utrzymuie grupy sulfhydrylo-
we w stanie czynnym.
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PPYKTO3A B CEKPETE CEMEHHBIX IIY3EIPLKOB U EE POJIb
B METABOJIM3ME CIIEPMATO30MIOB

Pe3zwme

PpykTO3a ABIAETCA HOPMAJbHBIM KOMIIOHEHTOM CEMEHHOH! KUAKOCTHU
“eJIOBeKa M MHOTMX BMJIOB 3KMBOTHBIX; B DGOJIBLIMHCTBE cJydaeB oHa obpa-
3yeTcsa B CEMEHHBIX Iy3bIpbKax (vesiculae seminales) uam B pOACTBEHHBIX
skeyie3ax. Ilpouece obpasoBaMsa M BbIAeJEHMA (DPYKTO3bl PeryJsmpyercs
IIOJIOBBIM MYZKCKMM TOPMOHOM, O0OpasyloluMMCcA B CeMEeHHMKaX; KOCBEHHO
9TOT IPOLECC 3aBUCUAT OT TrOHAAOTPOMYECcKoi (YHKUMM TNepenHei
mosm rtmnocpmza. IJIaBHBIM MCTOYHMKOM (PPYyKTO3BI ABJAETCA IJIIOKO3a
KPOBM, OIHAKO, B NOCJIEAHEe BpeMs OOHapy»KeHO CyllecTBOBaHMe 1006aBo4-
HBIX IPEABECTHMKOB (ppyKTo3bl. CriepmMaTo30MAbI IIpeBpallanT GpyKTo3y
B MOJIOYHYIO KMCJIOTY KaK aHadpoOHBIM, TaK M aspobHBIM myTeM. B aspob-
HBIX YCJIOBMAX MOJIOYHasA KMCJOTa IOABEpraeTca AaJibHeieMy CropaHi:o.
CnepmaTo30omsl 00J1aZIaI0T CIIOCOOHOCTBIO OKMCJIATHL Apyrue cyberanumi,
B 0COBEHHOCTHM JIMLIEPOJb, AVOKCHALeToH 1 copburonab. IIpoaykTom oxme-
JIEHUA TJIMLIepUHA SABJISETCS MOJIOYHAsA KMCJIOTa BO3HMKAILas, 110 BCei Be-
POATHOCTH, IyTEM NMPEBPAILEHNA IVIMIEePUHA B AMOKCHALIETOH C MOCJIeNY o~
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myM poedopumpoBaneM Ha HOChOAMOKCHALETOH M TIIMKOJUTUIECKUM
NpeBpallleHyeM B MOJIOYHYIO KMCJIOTY. BesencrBue oxuciieHus copburons
noJiydaercss (ppyKkTo3a, IOJBEPramilascsi B CBOI OYEpEeAb MNpeBpallleHNio
B MOJIOYHYIO KMCJIOTY. DH3MMEI, IIPOBOAAILME (PPYKTOIMTHUYECKMII pacnan,
HaXoJATCA B XBOCTe criepMaro3omzaa. VX neiicTBue 3aBMCUT OT HAIMYMA
AKTUBHBIX BHYTPMKJETOYHBIX CEpPOBOAOPOAMCTBIX (CYJIb(rUAPMILHBIX)
(SH-) rpymnm, a Tak:Ke OT YPOBHsA aJeHO3MHTPMUMOCHOPHOM KUCIOTHL. Dpro-
TUOHeMH, Oyarofgapsa BOCCTAHOBMUTEJBHBIM CBOMCTBaM, YAEPIKMBAET CEpo-
BoiopoayucTele (cynbgruapmababie) (SH-) rpynmbl B COCTOSAHMM aKTUB-
HOCTH.

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

Summary

Fructose is a normal constituent of seminal plasma in man and many
animal species; in the majority of cases it originates in the seminal vesicles
(vesiculae seminales) or in closely related glands. The process of formation
and secretion of fructose is ccntrolled by the male sex hormone produced
in the testes; indirectly- it is dependent on the gonadotrophic activity of
the anterior pituitary. Blood glucose is the main source of fructose for-
mation but recently additional substrates have been described. Spermato-
zoa metabolize fructose to lactic acid, both anaerckically and aerobically.
In the presence of oxygen, lactic acid undergoes further oxidation. Sper-
matozoa are also capable of oxidizirg various other substances, and in
particular, glycerol, dihydroxyacetone and sorbitol. Lactic acid which is
the product of glycerol metabolism, arises probably by the oxidation of
glycerol to dihydroxyacetone which, in turn, is converted to phosphodihy-
droxyacetone and then broken down glycolitically to lactic acid. The
primary oxidation product of sorbitol is fructose which, however, is sub-
sequently metabolized to lactic acid. The enzymes which carry out the
fructolytic processes are localized in the sperm-tail. Their action depends
on the presence of intact sulphydryl groups in the sperm cells, and on the
level of adenosinetriphosphoric acid. Ergothioneine, owing to reducing
properties, maintains the sulphydryl groups in an active state.

Otrzymano 16.8.1956 r.
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Introduction

The phenomenon of enzymatic adaptation may be observed when
micro-organisms, grown for some time on a certain substrate, are trans-
ferred to a medium of different composition. Under these circumstances,
one of three possibilities may obtain: 1. The cells may begin to grow right
away, indicating that they can handle the substances in the new medium
without having to undergo any changes. 2. The cells may never come to
grow, thus showing that the new substrate cannot be used by the cells as
they are, and that they are unable to change in such a way as to be able
to utilize it. 3. No growth may occur immediately, but after some time,
short or long, the cells may start growing at a more or less normal rate.
In this last case obviously a change, an adaptation, has occured, by which
the enzymatic range of the cells has been changed so as to enable the
utilization of the new substrate.

The onset of growth may be explained by two different mechanisms:
1. Among the cells transferred to the new medium is a mutant, which
normally produces the enzyme(s) in question. When conditions are chan-
ged, the bulk of the cells are unable to grow, and the mutant will therefore
multiply and replace the “normal” ones. 2. All the cells present, and
(or) the new ones arising from cell divisions in the new medium may
synthesize the enzyme(s). The first case represents a selection, an adapta-
tion based on genetical differences, whereas the second is a purely
physiological adaptation. Generally, the first type of adaptation is quite
slow, i.e. the lag phase is long. It the mutation frequence is say 10-7,
many generations are necessary before the mutants prevail. The second
type of adaptation is on the other hand often quite fast, ranging maybe

[475]
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from half an hour to some few hours. However, it is unwarranted to draw
any conclusions about the mechanism of adaptation only from the
duration of the lag phase.

Both types of adaptation are known to occur and often it is possible
by plating experiments to decide which mechanism is at work. Thus, if
the same number of colonies is observed on the old and the new substrate
obviously the adaptation process is of the second type. The present review
is concerned only with the mechanism of this physiological adaptation.
It must be stated that the review does not include all pertinent literature,
rather it has been attempted to make a selection so that all important
aspects of the proccss are illustrated.

Often the criterion used for demonstrating the occurence of adaptation
has been the onset of growth of the micro-organisms in the new medium.
Under these conditions a detailed analysis of the underlying mechanism is
excluded. For this purpose it is necessary to follow the adaptation process
by determining the enzymatic activity in extracts of the cells. Some
adaptive processes are quite complex, including several enzymes. Thus,
when bacteria adapt to one metabolite, they may at the same time
adapt to several other substances wviz. intermediate compounds arising
during the metabolism of the added substance, provided these are not
metabolized by constitutive enzymes. This phenomenon of simultaneous
adaptation has been employed for investigation of oxidative metabolic
pathways in bacteria (cf. review by Stanier [43]), by investigating
which of various possible intermediates were attacked after adaptation to
some substance, which was oxidized by Pseudomonas fluorescens. In other
instances, the adaptation is clearly a matter of producing only one new
enzyme. As will be seen below, most of our knowledge about the mecha-
nism of enzymatic adaptation, has been gained in studies of one-enzyme
adaptations, in which the process was followed by enzymatic analyses.

Enzymatic adaptation has been known to occur in micro-organisms
since 1882, when Wortmann published his observation that certain
bacteria which ordinarily do not produce amylase, will synthesize this
enzyme when starch is present as the sole carbon source (cf. the review
by Karstrom [21]).

The beginning of the present era in the research on enzymatic adapta-
tion may be said to date back to 1930 when Karstr6ém [20] advanced
the following generalization regarding the synthesis of enzymes in micro-
organisms: 1. Certain enzymes are never synthesized by a given species,
because the genetical basis for producing this enzyme is lacking. 2. The
enzymes which are synthesized by a given species, the species-specific
enzymes, may be divided in two groups: The constitutive enzymes which
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are always formed by the cells, and the adaptive enzymes which are
produced only of needed, i. e. conditioned by the substrate.

Many years had to pass, however, before time was ripe for gaining
a deeper insight in the mechanism of the physiological enzymatic adapta-
tion; thus, it will be seen from the present review that most of the funda-
mental work has been published during the last five years. The most
important results have been obtained on two systems, viz. the adaptive
synthesis of f-galactosidase in Escherichia coli, and of penicillinase in
Bacillus cereus. These are two instances of enzymatic adaptation where
only one enzyme is produced, and the process of adaptation may be
foliowed directly by determining the apparence of, or increase in, enzyme
activity. In the case of p-galactosidase the introduction by Lederberg
[22] of o-nitrophenyl-p-D-galactoside (NPG) as a substrate for the enzyme
has been of great value. This substance is faintly yellow, but upon
exposure to P-galactosidase o-nitrophenol is liberated, giving an intense,
veilow colour in alkaline solution. By measuring photometrically the
inerease in colour the activity of the enzyme may be determined in a simple
way. A great part of what is known about the detailed mechanism of
enzymatic adaptation has been obtained from work with this method,
mainly by Monod and his co-workers.

The use of enzyme determinations, rather than growth measurements,
for following the process of adaptation, has revealed one very important
fact, viz. that evien substances which cannot be utilized by an organism
may still provoke adaptive enzyme synthesis Monod,Cohen-Bazire
and Cohn [30]. The word “adaptive” implicates a ccrtain purpose, i.e.
after adaptation has occurcd the new substrate may be utilized. In cases
where the micro-organisms do not “adapt”, they do not benefit in any
way by producing the enzyme, and Monod and Cohn [29] therefore
suggested to change the name of this process, calling it instead “induced
synthesis of enzymes”. For substances which provoke such synthesis of
enzymes was suggested the name "inducers”. In those cases where enzyme
synthesis occurs without benefit to the cells in any way, obviously no
selection can occur and under these circumstances therefore, the mecha-
nism must be the physiological and not genetical one. It is possible to state
as a difference between the genetical and the physiological process that
the former is always adaptive, whereas the latter in this respect may vary
from case to case.

The mechanism of induction

As discussed by Monod, Cohen-Bazire and Cohn [30] three
different hypotheses have been suggested to explain the mechanism of the
incduced synthesis of enzymes:
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1. Function hypothesis. This mechanism which has been
advanced by Dubos [12] and elaborated by Hinshelwood [18] may
in a simplified way be expressed by the equation:

Enzyme -+ substrate ==> more enzyme + other metabolities

Thus a certain amount of the enzyme in question has to be present
already before the addition of the inducer. By the addition of this substance
which must be a substrate for the enzyme in question, processes are
initiated which ultimately lead to synthesis of more enzyme. Thus induc-
tion is associated with the function of the enzyme. One consequence of
this scheme is that the phenomenon is autocatalytic, i.e. as the enzyme
itself is taking part somehow in the further synthesis of enzyme, the rate
of enzyme production must increase exponentlally until a maximum rate
has been reached (fig. 1, curve 1).

2. Equilibrium hypothesis. This mechanism has been sug-
gested by Yudkin [45], Spiegelman (cf. [41]) and Monod
[28]. According to this hypothesis the enzyme is in dynamic equilibrium
with a precursor. After addition of some substance which by forming
a complex with the enzyme may stabilize the latter, this equilibrium is
disturbed and the amount of enzyme is increased:

Precursor - ”7 <—2 enzyme. Enzyme + inducer —» stable, active complex

It is seen that according to this hypothesis only affinity between
enzyme and inducer is required, the inducer need not be substrate for the
enzyme. Kinetically this hypothesis will give quite a high rate of enzyme
synthesis at the beginning, decreasing gradually as the preformed
precursor is depleted, finally approaching a constant value, corresponding
to the rate of production of the precursor (fig. 1, curve 2).

3. Organizer hypothesis. This hypothesis has been ad-
vanced by Monod [27] and by Emerson [13]. According to this
scheme a substance provoking enzyme synthesis does this by somehow
directing cellular protein synthesis. No requirements are stated as to the
relation between cnzyme and inducer, as the effect is exerted on an
early stage in the enzyme synthesis. These three different possibilities
were tested experimentally by Monod, Cohen-Bazire and
Cohn [30]. Various natural and synthetic glucides, especially galacto-
sides were tested in E. coli with respect to their ability to induce
synthesis of f-galactosidase, and to their utilization as energy source. After
extraction and purification of the enzyme from the bacteria (Cohn and
Monod [6]), the affinity between enzyme and the various substances
was determined by competition experiments, and finally it was ascer-
tained whether the substances were hydrolyzed by the enzyme, ie.
whether they were substrates.
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The following results were found: 1. The induction of enzyme synthe-
sis is not connected with the utilization of the inducer as energy source.
Only one of all tested substances would supply energy, viz. lactose, and

Increase n enzyme activity

A[—-j
A

increase n cell number

Fig. 1. The relation between bacterial growth and synthesis of enzyme. Curve 1:
The course predicted by the function hypothesis. Curve 2: The course predicted by
the equilibrium hypothesis, and the one found experimentally when the inducer
is at the same time the only available energy source. AE represents the excess”
enzyme. Curve 3: The course found experimentally under "conditions de gratuité”
and in already adapted cells

this only because glucose is liberated by the hydrolysis, as galactose
cannot be utilized by the bacteria. 2. Synthesis of enzyme is induced also
oy substances which are not substrates. Thus a-D-galactosides like meli-
bicse and a-methyl-galactoside would induce enzyme synthesis although
they are not hydrolyzed. Being a substrate for the enzyme is thus not
a necessary condition for being an inducer. That it is not a sufficient con-
dition either is shown by the fact that o-nitrophenyl-a-L-arabinoside
is hydrolyzed by the enzyme, but it has no inductive power. These results
clearly reject the first hypothesis. 3. No connection was found between
enzyme synthesis and affinity to the enzyme. The synthetic substance
thiophenyl-B-D-galactoside does not induce enzyme synthesis, it is not
hydrolyzed by the enzyme, but it has considerable affinity to the enzyme,
inhibiting competitively the enzyme in vitro and in vivo. The latter was
shown by the fact that this substance inhibits the growth of bacteria, in
which p-galactosidase is a constitutive enzyme, when they are grown with
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lactose as an energy source. Thus the equilibrium hypothesis may be
rejected. 4. Only the organizer hypothesis remains, and from the results
cbtained with the various substances it was possible to state that a neces-
sary condition for a substance to be an inducer is that it is either free
galactose or contains an unsubstituted galactose radical (in ¢-or-f-binding).
This condition is not sufficient, however, as raffinose, the trisaccharide of
fructose, glucose, and galactose, which is an a-galactoside, does not induce
enzyme synthesis.

The findings of Monod, Cohen-Bazire and Cohn tend to
cmphasize the importance of investigations on the mechanism of induced
enzyme synthesis. If it is true that the inducer in some way controls the
enzyme synthesis proper, then the study of this mechanism affords
a means to investigate one of the most important biological processes, the
cellular synthesis of proteins and the mechanisms which control the
specificity of the products.

The possibility exists that there is a special mechanism for the
synthesis of inducible (adaptive) enzymes, and another one for constitu-
tive enzymes. However, it is quite probable that the same kind of proces-
ses are at work in both instances, indeed the arguments advanced by
Cohn and Monod [7] in support of this "unitary hypothesis” are
very convincing. Thus in many cases it has been observed that the same
enzyme is constitutive in one bacterial strain, and inducible in another.
Generally inducible enzymes are partially constitutive, i.e. they are
synthesized even in the absence of added inducer, although at very low
rates (see eg. Yudkin [45], Monod [28]). That the inducible
and constitutive enzyme are identical is of course difficult to prove
definitely, but investigations of various physical properties of the enzymes
have in several cases shown identity. Thus the constitutive and inducible
p-galactosidase in E. coli were tested, after purification, with respect
to relative affinity for different substrates, activation by ions, thermal
inactivation coefficient and immuno-chemical properties. No measurable
differences were observed between the enzymes (Monod and Cohn
[29]). Contrary to this is the observation that enzymes with the same
catalytic properties, but isolated from different species often, but not
always, exhibit various differences [29]. It has also been discovered that
mutations may transform an inducible system into a constitutive one, e.g.
B-galactosidase in E. coli (Lederberg [23]. Cohen-Bazire and
Jolit [5]), and this mutation seems to correspond to a simple gene
change. All these facts taken together seem to support the unitary
hypcthesis of Cohn and Monod. It is evident that the study of the
induced synthesis of enzymes only gains in importance if the synthetic
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mechanism is identical for inducible and constitutive enzymes, the main
difference between the two groups of enzymes being a question of rate of
synthesis, determined by genetical factors.

The function of the organizer

On the basis of the results mentioned above and others to be described
below, Cohn and Moncd [7] have suggested the following schema-
tical picture of the inductive process:

cxierngl inguczi,

-

Intzrnal I3 '
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(ncucsr il Ca -orggnizer +ago - orgamizer
"‘_

\
Organuzer
———————— enzyre

Amino acics

The assumption that constitutive enzymes are synthesized by internal
induction is represented by the arrow on the left from “internal inducer”
to “co-organizer”. This step is supposed to bz inhibited (by a genetical
factor) in the inducible strain (block 3) and operative in the constitutive
one.

It is further assumed that, whether starting from an external or the
internal inducer, a common active substance ( co-organizer) is formed.
This in turn unites with a cellular constituent (presumably macromole-
cular or particulate, the apo-organizer) forming the organizer. As will be
discussed below, the stability of this organizer complex may vary. As
various substances may function as exogenous inducers, all giving rise to
the same co-organizer, a certain “inducer metabolism” i.e. some chemi-
cal transformation, has to be assumed (Pollock [34]). Nothing is
known about the nature of this transformation. There is, however, experi-
mental evidence supporting the suggestion that the exogenous inducers
do not function directly. When testing a variety of carbohydrates for their
effect on the differential rate of synthesis (i.e. the ratio: enzyme synthe-
sis/protein synthesis) of f-galactosidase in constitutive mutants of E. coli
it was found that pronounced effects were obtained only with p-galacto-
sides (substrates for the enzyme) and galactose. These substances would
temporarily inhibit synthesis completely, but gradually a partial reversal
of the inhibition was observed. Now, if the exogenous inducers were
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themselves co-organizers, addition to constitutive strains would lead to
a situation in which two active substances, the internal co-organizer, and
the added inducer, would compete in the synthesis of enzyme. Under
these circumstances one would not expect a complete block of enzymse
synthesis, but at most a decrease in the rate of synthesis. If the inducer
is assumed to be only a precursor of the co-organizer, one may easier
imagine that, by virtue of steric analogy with the co-organizer, it may
interfere with the synthesis of the organizer (block 4). Thiophenyl-p-ga-
lactoside which, as mentioned previously, inhibits the enzyme in vivo
thereby retarding the growth in constitutive strains, has no influence on
the differential rate of synthesis. '

This substance does, on the other hand, inhibit the exogenous induc-
tion of P-galactosidase synthesis, maybe intcrfering with the transfor-
mation of inducer to co-organizer (block 2). Block 1 represents the glucose
“diauxic” effect. The name “diauxie” was introduced by Monod [26]
to describe the following phenomenon: When e.g. 2 p-galactosidase indu-
cible strain of E. coli is supplied with a medium containing both glucose
and lactose, the ceils will grow until all glucosz is used, then a lag phase
occurs, after which the growth continues with lactose as ensrgy source.
Enzyme determinations show that no synthesis of f-galactosidase occurs
as long as any glucose is left (L®vtrup [24]). Glucose thus inhibits th2 syn-
thesis of B-galactosidase, but the inhibition is not very specific (less than
the inhibition by thiophenyl-B-galactoside), suggesting that the cffect is
exerted on a very early stage of inducer metabolism. In the schematical
picture the inhibitory effect is represented as preventing the penetration
of the inducer, but the true mechanism is unknown.

The study of the kinetics of induced synthesis of enzymss has bzen
facilitated by working under ’conditions de gratuité” (Monod and
Cohn [29]), i.ze. under such conditions that neither inducer nor induced
enzyme play any role in the cellular metabolism. With p-galactosidase
in E. coli this condition is easily met, becaus2, as mentioned in the prece-
ding secticn, only one induccr (viz. lectose) can be utilized for energy
supply and many are not even hydrolyzed by the enzyme. In such a system
it was found (Monod, Pappenheimer and Cohen-Bazire
[3!]), that no enzyme synthesis occurs when growth is inhibited (for
instance by lack of sulfate). In logaritmically growing cells the rate of
enzyme synthesis is proportional to the rate of growth, indicating that
the synthesizing capacity (the organizer) is proportional to the number of
new cells formed. Also, a constant fraction of all new protein is enzyme
protein, so that plotting increase in enzyme content against increases in
cell numker gives a straight line through the origin (fig. 1, curve 3).
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When the inducer (lactose) is also the only available ensrgy source
a somewhat different result is obtained (Benzer[l], L®vtrup [24)).
Uncer these conditions a lag pericd is observed, during which enzyme
synthesis occurs (cf. below), but also during the early part of the growth
phase an “excess” of enzyme is produced (fig. 1, curve 2). Gradually the
rate of synthesis decreases, approaching the value found in already adap-
ted cells, which under similar conditions would give a straight line
through the origin (fig. 1, curve 3). The "excess’ enzyme (AE) divided
by the amcunt of cells present at the beginning of the experiment gives
a value closely corresponding to the normal content of enzyme [24]. The
difference between the two kinds of experiment might be interpreted as
showing that with the inducer as energy source both old and new cells
acquire the enzyme, while otherwise only new celis produce the enzyme.
However, as seen from the experiments of Benzer [1], which are dis-
cussed below, this explanation is wrong. In both cases all cells contain
the enzyme, the only difference being that when the inducer and the
carbon source are different substances, the enzyme will be evenly distri-
buted among the cells from the very beginning, while in the other case
the total enzyme will first be present in a small fraction of the cells, but as
enzyme synthesis continues, an even distributicn will finally be obtained.

Synthesis of p-galactosidase in E. coli ceases immediately when the in-
ducer is removed. This may be explained by assuming that the organizer
is very unstable and is destroyed in some way so that continuous supply
of inducer is needed.

It is thus not very easy to study the organizer in this case, but in the
induced synthesis of penicillinase (which catalyzes the reaction: Penicil-
lin + IO~ penicilloic acid) in B. cereus studied by Pollock (see review
[34]) a system was found, in which the organizer is quite stable. Penicillin,
but not penicilloic acid, induces the enzyme synthesis. It would therefore
be 1mpossible for a longer period to keep a constant concentration of in-
ducer (except in a continuous-flow culture) because the induccd enzyme
destroys the inducer. Actually, it was found by Pollock that only
a short exposure to the inducer is needed. Thus if excess penicillin was
removed after one minute by adding penicillinase to the medium, the en-
suing enzyme synthesis would procesd at 50 per cent of the maximum
rate. The rate of synthesis would increase with longer exposure times up
to five minutes. When the rate of enzyme synthesis was determined in
the logaritmically growing culture, it was found to be constant, indepen-
dent of the number of bacteria. This was most easily explained by assum-
ing that the organizer formed after the exposure to penicillin was quite
stable, and able to continue its synthetic activity in the growing cells.
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Using penicillin labelled with 35S Pollock and Perret [35]
could show that about 100 molecules of penicillin were retained in each
cell after the treatment with penicillinase. This penicillin is not hydro-
lyzed when enzyme formation begins, and it therefore has to be assumed
that the penicillin molecules are bound to some cellular constituent to
form a complex, the postulated organizer. The experiments of Pollock
(see [34]) has made it possible to distinguish between three phases in the
process of induction: 1. Primary interaction phase. As
mentioned above, this phase is very rapid, and reflects presumably the
penetration of penicillin into the cell and the binding to some unknown
receptor. This process must be dissociated from the oxidative metabolism
as it occurs even under anaerobic conditions. 2. Latent phase.
After the interaction phase there is an interval of 14 minutes during
which enzyme is formed at an increasing rate. During this phase a gra-
dual formation of organizer may occur. The process is inhibited by lack
of Oz and by ultraviolet irradiation. 3. Active phase. At the end
of the latent phase enzyme production continues linearly, which is inter-
preted as showing that no further increase in organizer occurs. The
enzyme synthesis is inhibited by lack of oxygen, but is relatively insen-
sitive to ultraviolet radiation.

The chemical nature of the organizer

The question of about the chemical nature of the organizer is difficult
to answer definitely. There are, however, many results showing that
ribonucleic acid (RNA) is somehow involved, a {inding which is in com-
plete agreement with the present notions that RNA plays an important
role in the cellular protein synthesis (Caspersson [3], Brachet
[2D).

Among the results supporting the nucleic acid nature of the organizer
is the inhibition by ultraviolet irradiation of the processes during the
latent phase of penicillinase induction in B. cereus (Pollock [34]).

In this context the very interesting results obtained by Gale and
Folkes [16] may be mentioned. Cells of Staphylococcus aureus were
disintegrated by supersonic vibrations. The broken cells present in the
supernatant after centrifugation could be shown to have lost about half
of their protein and nucleic acids. More nucleic acid (up to 75 per cent
of the remaining) might be removed by extraction with M NaCl or incu-
bation with ribonuclease or desoxyribonuclease. It was shown that incor-
poration of labelled amino acids, associated with increase in protein-N,
occurs in such preparations, when incubated with a complete mixture
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of amino acids. The rate of incorporation was increased upon addition of
purified staphylococcal nucleic acid.

This interesting observation was extended by an investigation of the
ability of the disintegrated cells to synthesize specific proteins. The in-
duced synthesis of catalase, p-galactosidase and the enzyme system in-
volved in the formation of acid from glucose were analyzed. The cell pre-
parations, from which nearly all nucleic acid had been removed, were
incubated with adenosinetriphosphate, hexosephosphate, a complete mix-
ture of amino acids, and an appropriate inducer. To various tubes was
further added either DNA, RNA or a purine-pyrimidine mixture, or the
latter plus one of the nucleic acids. The results with p-galactosidase are
perhaps the most illustrating because no detectable traces of the enzyme
was found before incubation, so that presumably no preformed organizer
was present before the addition of the inducer. A small amount of enzyme
could be demonstrated in the absence of nucleic acid, and after addition
of either RNA or DNA. A considerably higher activity (about five-fold)
was found after addition of the purine-pyrimidine mixture. Further
addition of DNA or RNA seemed to decrease the effect of the bases. The
synthesis of enzyme in the incubation mixture would proceed linearly for
three hours. The increase in enzyme activity was abolished when either
the amino acid mixture was omitted or chloramphenicol added, the latter
substance being known to inhibit protein synthesis in these bacteria
(Gale and Folkes [15]). The question of whether or not synthesis
of nucleic acid occured, was investigated by adding 14C-labelled uracil
and thymine. Incorporation of uracil occured when the disrupted cells
were incubated with both amino acids and the purine-pyrimidine mix-
ture. With galactose added, the rate of incorporation was increased 5 —
6 times. Thymine was not incorporated under any circumstances.

Results supporting these findings were published by Creaser
[11]. The induced synthesis of f-galactosidase in S. aureus will take place
in the presence of galactose and a mixture of amino acids. Also in the
living cells is the formation of enzyme stimulated by addition of a pu-
rine-pyrimidine mixture [10]. Addition of the purine analogues, 8-aza-
guanine and 2 :6-diaminopurine inhibits the synthesis, but the inhibi-
tion may be reversed by various purines. When nucleic acid synthesis is
measured by the incorporation of 14C-uracil, which is partly - converted
to thymine and cytosine, no inhibition was found with concentrations of
analogues which inhibit enzyme synthesis. Analyses showed 8-azaguanine
to be incorporated in RNA, but not in DNA, and it was suggested that
incorporation of the purine analogue might impair the normal function
of RNA in protein synthesis.
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The importance of RNA for the induced synthesis of p-galactosidase
was also demonsirated by the results published by Pardee [32]. Work-
ing with purine or pyrimidine requiring mutants of E. coli, he found
that the presence of these substances was needed for the enzyme synthesis
to occur. Mustard gas, which inhibits DNA synthesis, had no effect on the
induction.

Some very interesting results have been obtained by Cohen and
Barner [4] with a thymine requiring strain of E. coli. This strain
may be induced to synthesize xylose isomerase in the absence of thymine,
i.e. under conditions where no multiplication can occur. As a con-
sequenve of the cytoplasmic growth accompanying the synthesis of xylose
isomerase and the utilization of xylcse in the absence of thymine, the
cells lose the power to multiply. Adaptation under these conditions
appears as “adaptation to death”. The importance of the results lies in
the fact that induced synthesis occurs in the absence of DNA synthesis,
thus indicating that the cytoplasm is the site of induction and enzyme
synthesis.

Taken together, these results seem to warrant the conclusion that an
essential part of the synthetic apparatus (the organizer) is RNA. It is not
surprising therefore, that measurements of the incorporation of ''COe
during adaptation to lactose in E. coli show that nucleic acid is synthe-
sized even during the lag phase, before growth begins. It is interesting
to note, however, that the ratios: protein synthesis/nucleic acid synthe-
sis, and enzyme synthesis/protein synthesis are higher during the lag
and early growth phase, indicating that the metabolism during induction
is at least quantitatively different from that cccuring during normal
growth (L®vtrup [25]) This is also indicated by the work of Pardee
[33] who found a much higher enzyme/protein ratio during p-galactosidase
induction, in the absence of uracil, when working with a pyrimidine re-
quiring mutant, and in the absence of an energy source, when working with
a normal strain of E. coli.

The sources of protein synthesis

The possibility that the enzymes synthesized by induction might be
formed from precursors already present in the cells has been discussed
above, and it was mentioned that the kinetic experiments of Monod,
Pappenheimer and Cohen-Bazire [31] made this unlikely.
Some results by Cohn and Torriani [8] showed the presence in
non-adapted cells of E. coli of a protein (P,) with antigenic properties
very similar to those of purified f-galactosidase from this species. It was
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found that the induced synthesis of fp-galactosidase was accompanied by
a significant drop in P, (Cohn and Torriani [9]). This relation
would suggest that P, was a precursor of the enzyme. However, various
findings, especially the isotope experiments to be reported below, disprove
this possibility, and it seems that the close relaticnship found between
the two types of protein must be explained by assuming that they are
synthesized by similar mechanisms within the cell.

Another suggestion which has been advanced, especially to explain
the adaptation occuring in thz absence of an exogenous nitrogen source
(see below), is that the enzymes made useless under the new conditions
are partially broken down and rebuilt into the new enzymes. Thus Spie-
gelman (see review [41]) showed that in yeast cells adapting to galac-
tose in N-free medium the glucozymase disappeared simultaneously with
the appearance of galactozymase, and suggested that a transformation of
enzymes occured.

The question about the source of protein synthesis has been answered
experimentally in various ways. First of all it was shown that enzyme
synthesis at least partly is a protein synthesis de novo. In yeast cells it
was found that the induction of galactozymase was inhibited by amino
acid analogues (Halvorson and Spiegelman (cf. [42]). By using
mutants of E. coli deficient with respect to synthesis of some amino acid
it was shown by Monod, Pappenheimer and Cohen-Ba-
zire [31] that induced synthesis was completely blocked in the absence
of the particular amino acid. Both types of experiment clearly show that
incorporation of amino acids is involved in the induced synthesis of en-
zymes, but they do not exclude that a protein precursor may be involved
also. This question has been definitely settled by Hogness, Cohn
and Monod [19] for the p-galactosidase synthesis. Cells of E. coli were
grown in a raedium containing radioactive sulfate (35 S), which is incorpo-
rated into organic compounds. About 25 per cent ¢f the labelled material
is extractable, consisting mainly of glutathione (cf. Roberts, Abel-
son, Cowie, Bolton and Britten [38]) while the rest is incer-
porated in proteins. By keeping the cells under conditions of sulfur star-
vation for some time, all the extractable sulfur was incorporated into
proteins. Afterwards the cells were transferred to a medium containing
a B-galactosidase inducer, but no radioactive sulfate. After an appropriate
time, the newly formed enzyme was extracted and purified, and the iso-
tope content determined. The results showed that the isotope content
in the enzyme was tco low to allow for the possibility of pro-
tein precursor among the labelled bacterial protein, and a complete syn-
thesis of enzyme thus proved.
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The question of the stability of cellular enzymes, i.e. the possible
reversibility of the synthesis (dynamic equilibrium) was also illustrated
by the isotope experiments. It was found that neither in the presence nor
in the absence of inducer was any appreciable exchange of isotope to be
detected in the enzyme already present. The results of this work led to
the conclusion that the “enzyme is evidently not in “equilibrium” with
a precursor, ner with any other protein within the cells, nor with a pool
of precursors or amino acids” [19]. This stability of induced enzymes has
also been shown by determining enzyme activity during deadaptation,
i.e. growth in the absence of inducer. Both with nitratase (Wain-
wright and Pollock [44]) and f-galactosidase in E. coli (Ricken-
berg, Yanofsky and Bonner [37]) it was found that the
gradual disappearance of enzyme was a simple dilution effect, the amount
of enzyme being constant. These results showing such remarkable stabili-
ty of specific cellular proteins, reject the generally accepted picture of
the dynamic equilibrium of the cellular constituents, being constantly
broken down and resynthesized. It may be that these results on micro-
organisms will lead also to a revision of our concepts about the dynamic
equilibrium in mammalian cells [19].

It remains to discuss the sources of protein synthesis in niirogen-free
media. As we have seen, the possibility has been ruled out that some other
protein or specific precursor is available. Obviously the cells must contain
a certain reserve of amino acids, which can be mobilized. Such amino
acid reserves have been demonstrated in yeast cells by Roine [39],
and it was directly shown by the work of Halvorson and Spie-
gelman [17] that this store was depleted when yeast cells adapt to
maltose. Bacterial cells probably do not have such an amino acid reserve
to any great extent, but some must be present, as enzyme synthesis does
occur in the absence of nitrogen. Prolonged starvation leads to reduced
enzyme synthesis, indicating that the reserves have been partly deple-
ted. Starvaticn with respect to the energy source (glucose), in the presence
of nitrogen, has a greater effect on the depletion of the reserves than
nitrogen-starvation in the presence of glucose (L®vtrup [24]).

In this context a brief discussion of the often stated autocatalytic”
nature oi the adaptive process may be justified. This question has been
dealt with in the review by Spiegelman [41], in which several possi-
bilities of explaining the autocatalytic mechanism are listed. Among these
the only one acceptable in the light of our present knowledge is that the
inducer is at the same time the only available energy source. As energy
supply is dependent upon the enzyme, and enzyme synthesis upon energy
supply, an “autocatalytic” course of adaptation may be expected. Other-
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wise, many different causes may be found to explain that enzyme syn-
thesis often occurs at a gradually increasing rate. Thus in the results of
Pollock [34] the explanation seems to be that the building up of the
organizer is a quite slow process. Under conditions different from those
e¢mployed in the laboratory of Monod, an "autocatalytical” course of
p-galactosidase in E. coli was observed by Porter, Holmes and
Crocker [36]. This phenomenon could be almost completely elimina-
ted, provided conditions (inducer, concentration, nitrogen source, tempe-
rature, oxygenation etc.) were optimal for enzyme synthesis.

Similar results were obtained when the adaptation was allowed to oc-
cur in the absence of nitrogen (L® vtrup [24]). It was found that celis
starved for a short period with respect to glucose, would synthesize p-ga-
lactosidase "autocatalytically” when transferred to N-free medium con-

Enzyme activity
~
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<

Fig. 2. Induced synthesis of B-galactosidase

in E. coli in nitrogen-free medium. Inducer:

lactose. Curve 1: Starved cells. 2. Log phase
cells

taining lactose (fig. 2, curve 1). When cells were taken from a culture in
the logaritmic growth phase, the enzyme synthesis would immediately
proceed at maximum rate, and the amount of enzyme synthesized would
be greater than in the first instance (fig. 2, curve 2), indicating that more
reserves were available for the enzyme synthesis.
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Analgses on the cellular level

Some very beautiful experiments have been published by Benzer
[1] which actually represent an analysis of the problem on the cellular
level. The basis of the work is the following: Infection of a bacterial cell
by a phage blocks enzyme synthesis. Phage reproduction, culminating in
lysis of the cell, requires the active metabolism of the host. Thus if
a phage-infected cell is placed under conditions where a given intracellu-
lar enzyme is indispensable for metabolism, development of the phage
will be dependent upon the presence of the enzyme before infection. If no
enzyme is present, no lysis occurs, and if the cells lyze, the time of lysis
wiil vary with the amount of enzyme, the more enzyme, the shorter the
time required for lysis. The method may be made quantitative by mea-
suring the enzyme released into solution by the lyzed cells at various
stages during lysis. The lattcr process may be followed simply by deter-
mination of the decrease in optical density. By plotting the fraction of
enzyme liberated against the fraction of cells lyzed, a curve will be ob-
tained, the slope of which represents the specific enzyme activity of that
component of the population which is lysing. Thus the distribution of the
enzyme within the cells can be investigated. The following possibilities
as to the intracellular distribution were suggested:

1. All cells contain an equal amount of enzyme. In this case a linear
relationship is to be expected (fig. 3, curve 1).

i 2. Some, e.g. half of the cells contain the enzyme, the others not. In

this case the former cells would lyze first, liberating the enzyme, which

in turn, by hydrolyzing lactose in the mcdium, wculd supply energy to

the cells without enzyme. These would then lyze, but no increase in en-

zyme would be observed (fig. 3, curve 2).

3. Finally, varying amounts of enzyme, distributed around an ave-
rage value, might be imagined. If so, a curve with gradually decreasing
slope should be found (fig. 3, curve 3).

Using this method, Benzer analyzed the enzyme distribution dur-
ing adaptation when 1. inducer and energy source were the same sub-
stance, and 2. when they were different. In the first instance quite few
cells contain most of the enzyme at the beginning, but gradually the cul-
ture becomes homogenous. In the second case the population is homo-
genous with respect to content at all levels of specific acivity, i.e. all
cells participale at comparabie rates in the enzyme formation. This diffe-
rence corresponds to the difference in kinetics of enzyme formation ob-
served under the different conditions, as described above.
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Some other experiments were made to investigate the enzyme distri-
bution during deinduction (deadaptation), when, as mentioned, the en-
zyme is progressively diluted. It was found that also in this case the en-
zyme is equally distributed among all the cells.

The experiments by Ephrussi, Stonimski and co-workers on
the induction and inhibition of cytochrome oxidase synthesis in yeast may
not strictly fall within the scope of the present review, as the mechanism
involved to a large degree is genetical. They will be included, however,
partly because of the very interesting case of simultaneous induction of
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Fig. 3. Three hypothetical distributions of enzyme

" in bacterial populations, and the corresponding

curves to be expected from analyses with the phage
procedure (redrawn form Benzer [1])

oxidative enzymes observed in the yeast cells, and partly because they
illustrate a very specific inhibition of induced enzyme synthesis (for
details the reader may refer to the reviews by Ephrussi [14] and
Stenimski [40]). In plate cultures of Saccharomyces cerevisiae
colonies are occasionally found which are distinctly smaller than the
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others. Investigation has shown that these colonies contain mutant cells,
deficient with respect to a number of respiratory enzymes, e.g. succinic
dehydrogenase and cytochrome oxidase, whereas they possess the normal
fermentative power. Experimentally yeast lacking cytochrome oxidase may
be obtained in two different ways, by growth in the absence of oxygen
or in the presence of some organic substance from the group of acridines,
e.y. euflavine. The resulting cells are different in the two cases, as may
be shown by plating them on euflavine-free medium in aerobiosis. The
euflavine-treated cells give rise to small colonies, the cells of which are
stable, i.e. the inability to synthesize cytochrome oxidase is retained
indefinitely. The cells previously grown anaerobically, on the other hand,
will give rise to cells with a normal content of cytochrome oxidase. It
was shown that the acridines do not act by selecting mutants already
present, they actually induce the mutation. There are several exceptio-
nal features about this induction. Thus it occurs exclusively when the
cells are allowed to grow. Next the mutation rate is very high, the spon-
tanecus rate being about 10-3 per cell generation, and in certain range
of acridine concentration the induced mutation rate is close to one, i.e.
practically all buds formed in the presence of the chemical are mutants.
The third abnormality is that a number of different enzymes are lost
simultaneously, whereas generally a genic mutation is associated with
the loss of only one enzyme. The most reasonable explanation of these
results is that normal yeast possesses a cytoplasmic unit endowed with
genetic continuity, while this unit is absent in the mutant. The loss of
this unit is irreversible and may occur spontaneously. The acridines are
supposed to act by preventing the reproduction of these units. In support
of this explanation it should be mentioned that the various enzymes absent
in the mutant are all sedimentable, linked to particulate material in the
cell, as shown by Stonimski by differential centrifugation of yeast
homogenates. The enzymes absent in the cells grown anaerobically are
not the same as in the mutants, some of them are sedimentable, others
not. In yeast, oxygen thus acts as an inducer of a chain of respiratory
enzymes. When anaerobically grown yeast is transferred to aerobic con-
ditions, the synthesis of these enzymes takes place before cell growth
begins. This induction is blocked by euflavine; some time after the addi-
tion of this substance no further increase in respiratory rate is to be
observed. It could be shown by enzyme determinations on extracts thal
euflavine inhibits the synthesis of cytochrome oxidase. The effect of the
acridines is quite specific, there is no general inhibition of protein syn-
thesis. Thus no effect was found on the adaptation to fermentation of
galactose, rather a stimulation was observed.
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Two effects of acridines have been described above, their mutagenic
action resulting in an irreversible block of the synthesis of cytochrome
oxidase, and their inhibitory action on the induced (adaptive) synthesis
of cytochrome oxidase. The second effect might be a consequence of the
first one, in which case the inhibition of the induced synthesis must be
irreversible. This question was elegantly answered by Stonimski
by showing that the inhibition of enzyme synthesis is almost complete
before the mutants begin to appear. Thus the inhibitory effect on enzy-
matic induction is separated in time from the mutagenic action. Probably
a causal relation may ultimately be found between these two phenomena.
At the moment thess results may serve as a hint of the wide-reaching
scope and importance of the study of the induced synthesis of enzyme.
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K. BELZECKA i I. CHMIELEWSKA

WPLYW GLIKOZY NA WYKORZYSTANIE PRZEZ ORGANIZM
LUDZKI PODANEGO DOZYLNIE HYDROLIZATU BIALKA KRWI
BYDLECEJ

Z Zakladu Chemii Fizjologicznej A. M. w Warszawie
i Katedry Chemii Organicznej U. W.

Wstep

Hydrolizaty bialek o duzej wartosci biologicznej jak kazeina, krew
i tkanki miesni wprowadzono podczas II-wojny $wiatowej do terapii chi-
rurgicznej, jak rowniez do zwalczania niedoboréw bialkowych. Zagadnie-
nie to ma duze znaczenie kliniczne. W razie niemoznosci pcdania pokarmu
doustnie, np. w stanach pooperacyjnych dostarcza sie hydrolizaty droga
pozajelitowg. W wielu przypadkach podanie pozajelitowe hydrolizatu jest
czynnikiem hamujgcym nadmierny katabolizm bialkowy ustroju 1 bodz-
cem do syntezy wilasnych bialek.

Celem lepszego wykorzystania zwigzkow azotowych wzbogaca sie hy-
drolizaty w réznego rodzaju material kaloryczny — najczesciej w glikoze,
[2, 5, 7, 20]. Dodatek glikozy wedlug jednych autoréw wplywa bardzo ko-
rzystnie na przyswajanie aminckwaséw hydrolizatu przez organizm ludz-
ki, [8, 9, 10, 13, 14, 16], natomiast wedlug innych autoréw hydrolizaty
z glikozg, sterylizowane przez ogrzanie, wykazuja w stosowaniu pozaje-
litowym obnizong warto$é biologiczng w poréwnaniu z hydrolizatami bez
glikozy [3, 6, 11, 12]. Niezgodnoé¢ zdan na ten temat wyplywa prawdo-
podobnie ze stosowania réznego typu hydrolizatéw, jak réwniez roéznego
typu przypadkéw klinicznych.

W niniejszej pracy przeprowadzono badania nad wykorzystaniem hy-
drolizatu bialka pelnej krwi bydlecej bez glikozy i wzbogaconego w gli-
kozg, podanego dozylnie ludziom zdrowym jako jedyne pozywienie azo-
towe.

Podstawg oceny klinicznej wartosci hydrolizatu byly: 1) najmniejsza
ilos¢ N-calkcwitego hydrolizatu wystarczajgca do utrzymania dodatniego
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bilansu azotowego, 2) odsetkowa ilos¢ nie przyswojonego N-aminowego
hydrolizatu wyliczona ze wzoru:

o/o N-amin. nie przysw. = 100. (N-amin. wyd.-N-amin. wyd. 0)

N-amin. pobr.
N-amin. wyd. — ilo§¢ N-aminowego w g, wydalonego w ciggu doby
w moczu poszczegdlnych badanych po podaniu hy-

drolizatu;

N-amin, wyd. 0 — $rednia ilo§¢ N-aminowego w g, wydalonego w moczu
w dni diety bezazotowej;

N-amin. pobr. — ilo§¢ N-aminowego w g, podanego w hydrolizacie
w ciagu doby.

Czeéé¢ doswiadczalna
I. METODY ANALITYCZNE

N-catkowity oznaczano metoda Kjeldahl'a, w skali péimikro [4]. N wol-
nych grup aminowych (aminokwaséw i wolnych grup aminowych pepty-
déw) oznaczano metoda Popea i Stevens’a w modyfikacji Al-
banesa i Irby [1].

II. CHARAKTERYSTYKA STOSOWANEGO HYDROLIZATU

Hydrolizat bialka pelnej krwi bydlecej otrzymany metoda uprzednio
opisang [15, 17] wykazywal nastepujace cechy:
Wyglad zewnetrzny: przezroczysta ciecz o ‘barwie jasno-zoltej (hydroli-
zat bez glikozy) lub brazowo-czerwonej (hydrolizat
z glikozg).
Test na obecno$é ciatl gorgezkotworezych: ujemny.
Test na jalowos¢: posiew ujemny.

Sklad chemiczny:

Aminokwasy i peptydy: 70 g/1000 ml

N-calkowity (met. Kjeldahl'a) : 10,4 g/1000 ml

N wolaych grup a-aminowych (met. Pope’a i Stevens’a):
6,0 — 7,1 g/1000 ml,

NaCl: 1,8 g/1000 ml],

pH 6,6 — 6,8.
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Zawarto$¢ aminokwaséw egzogennych w 1000 ml hydrolizatu

feniloalanina 2,7 g arginina 24 ¢
izoleucyna 1,1 g histydyna 28 g
leucyna 84 ¢
lizyna 42 ¢
metionina 13 ¢
treonina 28 g
tryptofan 0,7 g
walina 39 ¢

Razem 251¢

Aminokwasy egzogenne stanowily w stosowanym hydrolizacie 36%
calkowite]j ilosci aminokwaséw, aminokwasy zasadowe 13,4%b.

Celem otrzymania hydrolizatu z glikoza dodawano do niego glikoze
o czystosci Ph. P. II do wlewan dozylnych w ilosci 50 g/1000 ml, mieszano
i sterylizowano w warunkach identycznych jak hydrolizat bez glikozy,
tj. przez 25 minut pod cisnieniem 1,5 atm.

IIL. OPIS PRZYPADKOW

Przeprowadzono ogélem 18 przypadkéw. Wsréd badanych byto 9 ko-
biet i 9 mezezyzn, w wieku od 23 do 64 lat, o wadze 40 do 72 kg.

Przebadany material kliniczny dzieli sie na pie¢ zasadniczych serii
doswiadczen:

Seria I (9 przypadkéw, 1/l — I1/9). Badania polegaly na podawaniu
dozylnym réznych ilo$ci graméw azotu catkowitego na kg wagi ciata
hydrolizatu bez glikozy. Mialy one na celu oznaczenie minimalnej ilosci
gram6w azotu calkowitego, niezbednej do uzyskania dodatniego bilansu
azotowego, oraz oznaczenie odsetkowej ilo$ci nie przyswojonego azotu
aminowego tego hydrolizatu.

Seria II (3 przypadki, 1I/1 — II/3). Badania polegaly na podawaniu
dozylnym hydrolizatu z glikozg w sposéb identyczny jak w serii I. Mialy
one na celu oznaczenie minimalnej ilo$ci graméw azotu catkowitego,
niezbednej do uzyskania dodatniego bilansu azotowego, oraz oznaczenie'
odsetkowej ilosci nie przyswojonego azotu aminowego tego hydrolizatu.

Seria III (2 przypadki, III/1 — III/2). Badania tej serii stanowia po-
rOwnanie przyswojenia przez tego samego czlowieka hydrolizatu wzbo-
gaconego w glikoze i hydrolizatu bez glikozy.

Seria IV (2 przypadki, IV/1 — IV/2). Badania tej serii stanowig réw-
niez poréwnanie przyswojenia przez tego samego czlowieka obu typoéw
hydrolizatoréw, podanych w kolejnosci odwrotnej niz w serii III.
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Tablica 1
= 3 i = = 2 3 8 °
o -
E18ac|3 (B |8 || [T |sx]s3
2 -E_‘g Bl - B § ] g - B 7B
7|23 |2 % |4 » £ £ £ s £ g
$ S |3 gé Sw| 23| S w| 8 Ew |E o £z EL
~N o =] = — E E
a o M= T s | R [ A = <8 Z. 8 zZ a Z B
Przypadek III/1 K.B. (kobieta) wick: 27 lat, waga: 70 kg
1 —_ — = —_— 6,2 | —6,2 .- 0,18 — -
2 — —_ — —_ 3,5 | —3,5 — 0,22 — -
3 H+G 68,9 10,2 | 0,15 7,1 | +3,1 6,96 1,36 1,15 16,5
4 H 68,9 10,2 | 0,15 7,7 | +2,5 6,96 0,68 0,47 6,8
5 —_— —_ —_ — 59 | —5,9 — 0,24 — —
Przypadek 11I/2 F.H. (kobieta) wiek: 37 lat, waga: 70 kg
T -4 e R (RS T S = o
o <L = o R ol 59 | —5,9 — - 1108 - i
3 H+G| 689 | 102 015 106 |—04| 69 | 1,54 | 1,17 16,8
4.1 rH 689 | 102 015| 88 |+1,4| 69 [ 079 0,42 6,0
Ll = s Lag et /4 [ — 0.26 — -
Przypadek IV/1 AM. (mezczyzna) wick: 63 lata, waga: 59 kg
1 — —_ — —_ 6,5 | —6,5 — 0,78 — —
2 — — — —_ 7,0 [—7,0 — 0,87 — -—
3 H 70,9 10,5 | 0,18 52 | 453 6,70 1,12 0,38 5,7
-+ H 70,9 10,5 | 0,18 8,5 | 4+2,0 6,70 1,18 0,44 6,6
5 [H+G 70,9 10,5 | 0,18 8,7 | +1,8 6,60 1,76 1,02 15,5
6 H+G 70,9 10,5 | 0,18 | 10,1 | 40,4 6,60 1,83 1,09 16,5
7 — - — - 7.0 | —7.0 —_ 0,58 — —_
Przypadek IV/2 S.H. (kobieta) wiek: 60 lat, waga: 61 kg
i — — A B R Sy P — 150 = <
g = = il 3,9 |—3,9 - o . e
% B 716 | 106| 0,07 | 51|+55| 660 | 073| 034 5,1
4 H 71,6 10,6 | 0,17 7,9 | +2,7 6,60 0,78 0,39 5,9
5 |H+G 71,6 10,6 | 0,17 9,4 | +1,2 6,60 1,39 1,00 15,2
6 |[H+G 71,6 10,6 | 0,17 9.8 | 40,8 6,60 1,28 0,89 13,5
7 — — —_ —_ 4,1 | —4,1 — 0,43 —_ —_
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Tablica 1 cd
= B oyt e e gl 3 g 2
= 223 |2 = g = : T L
e T8 [=£ = 5|2 P g £ Z = 2
£ 8 |988|83w|3%|%w| £ | Ew |[Bw| 523 | 3
8| & |SEB|lzs|=zs|zs| B | z8 |z8| z& | =&
Przypadek V/1 W.H. (kobieta) wick: 43 lata, waga: 46 kg
o | 4 el e | g g - 0,15 s =
2 |CH 689 | 102 | 022 | 86 |+1,6| 594 | 041 0,27 4,5
3 | H 59,5 88| 019 80|+08| 513 | 0,38 0,24 4,7
4 | H 50,0 74| 016 | 73|40, 432 | 0,34 0,20 4,6
5 — — P =3 - = = = — e
6 — — i e L o — — —- —
T — — — — 5,0 [ —5,0 —_ 0,14 —_ —_
8 [H+G 63,5 9,4 0,20 50 | +4,4 5,90 1,04 0,90 15,2
9 |H+G 57,4 8,5 0,18 8,3 | +0,2 5,31 0,83 0,69 13,0
10 H+G 48,0 G HOES 7,2 | —0,1 4,43 0,89 0,75 16,9
11 — —_ — — 4,6 | —4,6 —_ 0,14 _ —
Przypadek V/2 AM. (mezczyzna) wiek: 42 laia, waga: 60 kg
Bl - 1 = e - 0,17 o el
2 | 62,8 93| 016| 79!+14| 540 | 045 0,28 5,2
3 Ll 56,8 84| 014 | 83|40, 4,86 | 0,48 0,31 6,4
4 H 50,0 74| 0,12 9,1 | —1,7 4,32 0,41 0,24 5,6
5 ik — i £ ok %, e a4 v £
6 i = = = = o == = — =,
A == =l 45 |—4,5 = 0,15 = ==
8 |H+G 63,5 94 | 0,16 7,6 | +1,8 5,90 1,06 0,89 15,1
9 [H+G 57,4 8,5 | 0,14 8,1 | +04 5,31 0,85 0,68 12,8
10 H+G 50,7 7:51%:0;13 8,3 | —0,8 4,72 0,88 0,71 15,0
11 - — — — 5,0 | —5,0 — 0,18 L— —_

Seria V (2 przypadki, V/1 — V/2).
wynikéw, uzyskanych w serii I, II, III i IV.

Badania mialy na celu sprawdzenie

W czasie trwania doswiadczen badani otrzymywali doustnie peino-ka-
loryczng  diete weglowodanowo-tluszczowa o nastepujacym skladzie:
500 ml 10% kleju z maki pszennej, 200 — 250 g cukru, 150 — 200 ml so-
ku owocowego, 500 g jablek, pél cytryny, 70 — 80 g ttuszczu (przetopione
maslo), witaminy w pastylkach oraz wode w nieograniczonej ilosci. Za-
wartos¢ N w diecie wynosita 0,8—1,0 g. Kalorycznosé tej diety wahata
sie od 2000 — 2500 cal.

http://rcin.org.pl




502 K. BELZECKA i I. CHMIELEWSKA (6}

Kazda serie badan rozpoczynano jednym lub dwoma dniami kontrol-
nymi, podczas ktérych badani pozostawali wylgcznie na diecie bezazotowej.
W ciggu dalszych dwoch do czterech dni badan podawano dozylnie hy-
drolizaty. Wszystkie serie konczono dniem kontrolnym diety bezazotowej.

Tablica 2

Wartosci bilansu azotowego po podaniu hydrolizatu bez glikozy

|
Nr przy- | Waga An}inoku‘a- l N calk. ' N calk. ’ Bilans
padku | cialawkg | syipepwydy | hydrol. | hydrol. azotowy
] hydrol. w g/ wg w g/kg
1/2 40 32,4 4.8 0,12 —_
1/1 44 36,5 5,4 0,12 —
1/3 72 42,6 6,3 0,09 —
1/4 44 48,6 7,2 0,16 P
V1 46 50,0 7,4 0,16 gl
V/2 60 50,0 7,4 0,12 —
1/5 70 56,8 8,4 0,12 —
V)2 60 56,8 8,4 0,14 +
1/3 72 57,4 8,5 0,12 =
19 . 52 63,5 9,4 0,18 Bl
1/8 64 63,5 9,4 0,15 —
1/6 68 68,2 10,1 0,15 a5
1/7 70 68,9 10,2 0,15 +
/1 70 68,9 10,2 0,15 b
1112 70 68,9 10,2 0,15 -
1V/1 59 70,9 10,5 0,18 ot
1v/2 61 71,6 10,6 0,17 +
1/8 64 76,4 11,3 0,18 S
1/5 70 78,4 11,6 0,17 b

Ze wzgledu na to, ze w poczatkowych badaniach podstawa
do wyliczenia iloéci ml hydrolizatu podawanych jednorazowo
badanym byla ilo$¢ azotu calkowitego na kg wagi ciala, wartosci
11,3 i 11,6 g azotu calkowitego (dwie ostatnie pozycje tablicy)
sq warto$ciami wyzszymi od warto$ci wystarczajacych do utrzy-
mania dodatniego bilansu azotowego

Hydrolizaty podawano badanym dozylnie metoda wlewow kroplowych
z szybko$cig nie przekraczajaca 60 — 80 kropel na minute. Czas podawa-
mia kazdych 100 ml hydrolizatu wahat sie od 30 — 35 minut. Wlewanie
rozpoczynano o godz. 9 rano, liczagc od tego czasu nowsg dobe.

Mocz dobowy zbierano do naczyn, do ktérych wprowadzano uprzednio
niewielkg iloéé toluenu i tymolu jako $rodkéw konserwujgcych. Mocz po
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504 K. BELZECKA i I. CHMIELEWSKA (8]

podaniu hydrolizatu bez glikozy mial barwe prawidlowa, natomiast po po-
daniu hydrolizatu z glikozg byl zabarwiony ciemnobrgzowo.

Pc stwierdzeniu nieobecnosci biatka przystepowano w ciagu kilku go-
dzin do oznaczania w moczu dobowym zawarto$ci azotu caltkowitego oraz
azotu wolnych grup a-aminowych. N-calkowitego w kale nie oznaczano
ze wzgledu na to, ze hydrolizaty byly podawane dozylnie. Nie uwzgled-
niano réwniez N-catkowitego, podanego w diecie (0,8 — 1,0 g N-calk.), po-
niewaz ilo$¢ ta jest tego samego rzedu, co ilo§¢ N-catk. wydalonego
w kale.

Szczegélowe zestawienie wynikow dla poszezegélnych przypadkow
serii III, IV i V podano w tabl. 1. W tabl. 2 i 3 zestawiono dla wszystkich
przypadkow wartosci bilansu azotowego, a w tabl. 4 i 5 odsetkowe ilosci
nie przyswojonego azotu aminowego hydrolizatu z glikozg i bez glikozy.

Dyskusja

Wyniki zestawione w tabl. 2 pozwolily na ustalenie przecigtnej dawki
minimalnej N-calkowitego w gramach i odpowiadajacej jej ilosci gramow
aminokwasow i peptydéw wystarczajacej do utrzymania u ludzi zdrowych
dodatniego bilansu azotowego przy podaniu dozyinym enzymatycznego
hydrolizatu bialka pelnej krwi bydlecej bez glikozy w warunkach opisa-
nych w czesci do§wiadczalnej.

Dawka minimalna N-calk. w przeliczeniu na kg wagi ciala waha sig
do$¢ znacznie (od 0,12 do 0,17 g). Mniejszym wahaniom ulega ilos¢ gra-
moéw N-catk. w przeliczeniu na osobnika bez wzgledu na wage ciala. Prze-
cigina dawka minimalna wynosi 8,5 g N-calk., tj. 57,4 g aminokwasow
i peptydéw na czlowieka na dobe, co odpowiada 820 ml stosowanego hy-
drolizatu; dawka gwarantujaca utrzymanie dodatniego bilansu azotowe-
go — 10,4 g N-calk., tj. 70 g aminokwaséw i peptydéw na czlowieka na
dobe, co odpowiada 1000 ml stosowanego hydrolizatu.

Takie same wartosSci otrzymuje sie z zestawienia wynikoéw doswiad-
czen przeprowadzonych z hydrolizatem wzbogaconym w glikoze (tabl. 3).

Wyniki te nie sg zgodne z wynikami Pareira’y i wsp. [13, 14], wedlug
ktérych azot podanych dozylnie aminokwasow jest w wigekszym stopniu
zatrzymywany przez organizm wowczas, gdy sa one wprowadzone rowno-
czeénie z glikoza (tzw. czynnik réwnoczesno$ci "time factor”). Rozbiez-
nos¢ wynikéw nalezy prawdopodobnie tlumaczy¢ tym, ze ww. autorzy
przeprowadzali badania na ludziach wyniszczonych, pozbawionych
w znacznym stopniu wiasnych rezerw azotowych.

Brak oszczedzajgcego aminokwasy wplywu glikozy, jak réwniez
stwierdzenie mniejszych wahan indywidualnych przy wyznaczaniu prze-
cietnej dawki minimalnej N-calk., wystarczajacej do utrzymania dodat-
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9] GLIKOZA A WYKORZYSTANIE HYDROLIZATU BIALKA 505

niego bilansu azotowego w gramach na czlowieka na dobe niz w gramach
na kg wagi ciala na dobe (tabl. 2 i 3) nasunely przypuszczenie, ze czynni-
kiem okreslajacym minimalng ilos¢ hydrolizatu konieczng do utrzymania
réwnowagi azotowej w stosowanych przez nas warunkack sg zawarte
w nim aminokwasy egzogenne. W tabl. 6 podano ustalone przez Rose'go
[21] minimalne zapotrzebowanie dobowe czlowieka na aminokwasy egzo-
genne oraz ilo$¢ aminokwasow egzogennych znajdujacych sie¢ w 820 ml
(tj. przecietnej dawce minimalnej) stosowanego hydrolizatu.

Tablica 6
Minimalne zapo-
trzebowanie dobo- |llo§¢ aminokwaséw
Rodzaj we czlowieka na | egzogennych w g
aminokwasu aminokwasy egzo- | w 820 ml bada-
genne w g nego hydrolizatu
wg Rose’go
Feniloalanina . . . . 1,10 2,21
Izoleucyna . . . . . 0,70 0,90
LeNeyRa- - 5 =iai bk 1,10 6,89
Kzgna' s, S e 0,80 3,44
Metionin®@ . . . ., 1,10 1,07
Freoninat: oee i e 0,50 2,30
Trgptofan’ .\ 7w o . 0,25 0,57
MWallng =« - S e 0,80 3,20

Jak wida¢ z tablicy, ilo§¢ graméw poszczegdlnych aminokwasoéw egzo-
gennych jest z wyjatkiem izoleucyny, meticniny i tryptofanu znacznie
wyzsza od ustalonego przez Rose’go minimalnego zapotrzebowania do-
bowego zdrowego czlowieka na dane aminokwasy. Wskazuje to, ze te trzy
aminokwasy sg prawdopodobnie czynnikiem wyznaczajacym minimalng
ilo$¢ stosowanego hydrolizatu, wystarczajacg do utrzymania réwnowagi
azotowej w warunkach opisanych w cze$ci do§wiadczalnej.

Zestawione w tabl. 4 i 5 wartosci odsetkowej ilosci nie przyswojonego
N-aminowego hydrolizatu bez glikozy (od 2,1 do 6,8, §rednio 4,9) i wzbo-
gaconego w glikoze (od 10,8 do 17,9 $rednio 15,4) wskazujg, ze N-amino-
wy hydrolizatu bez glikozy jest przyswajany przez ustréj w znacznie
wigkszym stopniu niz N-aminowy hydrolizatu z glikozg.

Na rysunku 1 zestawiono wyniki serii III, IV i V badan, w czasie kto-
rych podawano tym samym ludziom zardwno hydrolizat bez glikozy, jak
i z glikoza. Ilosci nie przyswojonego N-aminowego hydrolizatu wywolane
obecnoscig glikozy wahajg sie od 8,6 do 10,8%, $rednio 9,7%.
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506 K. BELZECKA i I. CHMIELEWSKA (10}

Jedng z przyczyn tego zjawiska moze by¢ prog wydalania nerkowego.
Podczas wlewania hydrolizatu biatkowego, zawierajacego jak w badanych
przypadkach 7% aminokwasow i peptydow, nastepuje podniesienie poziomu
aminokwasow we krwi i zjawisko ,,przelewania” (“overflow’’) nerkowego.
Po wzbogaceniu hydrolizatu w glikoze zwigksza si¢ w nim odsetkowa za-
warto§é subtancji organicznej (7 g aminokwasow i peptydow + 5 g gliko-
zy/100 ml). To zwiekszenie stezenia skladnikéw wprowadzonego dozylnie
plynu moze byé przyczyng zwiekszenia sie zjawiska ,,przelewania” nerko-
wego, a tym samym zwiegkszonego wydalania N-aminowego w moczu.

s

v ol

7 7 2
= 7 2
> ? % é % 7
g - m 7 7
2 1 U U %'
s 7 7 7 Z %%
§ Z %7 %2%%
1 / / A / /
= 2 Z Z 2

g /¢ 7 7 %

n / / 7
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[ JHydrolizat bez glikozy
EZAHydrolizat 7 glikoza

Rys. 1.

Drugim powodem zmniejszenia sie resorpcji N-aminowego moze by¢
obecno$¢é w hydrolizacie z glikozg nie przyswajalnych przez organizm
zwigzkow, wytworzonych w wyniku reakcji skladnikow hydrolizatu i do-
danego cukru.

Wreszcie trzecim powodem upo$ledzonej resorpcji N-aminowego mo-
ze by¢ wytwarzanie si¢ w roztworze hydrolizatu i glikozy polaczen ha-
mujacych normalng resorpcje N-aminowego.

W r 1955 Christensen i wsp. [6] opublikowali wyniki swych
badan nad wykorzystaniem aminokwaséw i peptydow podanego dozylnie
hydrolizatu wldknika wzbogaconego w glikoze lub fruktoze. Wedlug tych
autoréw podanie hydrolizatu autoklawowanego z cukrem powoduje w po-
réwnaniu z hydrolizatem bez cukru zwiekszenie peptydemii, ktorej towa-
rzyszy odpowiednio zwiekszona peptyduria. Autorzy ci nie stwierdzili
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zwiegkszenia peptydurii po podaniu sterylnie zmieszanych roztworéw hy-
drolizatu i glikozy bez autoklawowania ani tez przy dozylnym podaniu
rocztworu glikozy przed wprowadzeniem hydrolizatu. Podobne wyniki
uzyskala jedna z nas w badaniach wstepnych publikowanych w 1954 r. [19].

Wedlug Christensen’a i wsp. czynnikiem hamujgcym resorpcje
peptydow nie sg produkty reakcji miedzy cukrem a aminokwasami lub
peptydami, bowiem autoklawowanie hydrolizatu z glikozg nie powoduje
zmniejszenia si¢ iloSci wolnych aminokwasow oznaczanych metodg ninhy-
drynowa ani tez zmiany krzywej miareczkowania. Na tej podstawie auto-
rzy ci wyrazaja przypuszczenie, ze w wyniku autoklawowania hydrolizatu
z cukrem powstajg mate ilosci blizej nie okreslonych zwigzkow, wywiera-
jacych wplyw hamujgcy na metabolizm znacznej ilosci peptydéw hydro-
lizatu.

Poréwnanie wynikéw badan Christensen’a z wynikami uzyska-
nymi przez nas jest trudne ze wzgledu na inng technike oraz inny materiat
stosowany do badan.

1600 ml 7% hydrolizatu bialka pelnej krwi bydlecej stosowanego przez
nas zawierato 6,0 — 7,1 g N-aminowego, w czym 0,8 — 1,6 g N a-amino-
wego peptydow [18]. Mimo tej do§¢ znacznej réznicy nie zaobserwowano
zmiany w odsetkowej iloSci nie przyswojonego N-aminowego hydroliza-
tu (tabl. 1).

Stwierdzone przez nas zwigkszone wydalanie N-aminowego po poda-
niu hydrolizatu z glikozag moze by¢ czesciowo pochodzenia nerkowego,
tj. wynika¢ ze zwigkszenia stezenia substancji organicznej w podanym
roztworze. Jednakze gléwnag przyczyna tak duzych zmian jest raczej nie
sama obecnos¢ glikozy, lecz zmiany zachodzgce w hydrolizacie w czasie
autoklawowania z glikozg. Wydaje sie najbardziej prawdopodobne, ze
nastepuje polgczenie cukru z grupa lub grupami funkcyjnymi aminokwa-
sow zasadowych wolnych lub zwigzanych w peptydach hydrolizatu, przy
zachowaniu bez zmian grup e¢-aminowych i a-karboksylowych. Spraw-
dzenie slusznodci tego przypuszczenia mozliwe jednak bedzie dopiero po
przeprowadzeniu analogicznych do opisanych w pracy badan z hydroli-
zatem wzbogaconym w znane ilo$ci tych aminokwasow.

Whnioski

Na podstawie opisanych wynikow mozna wyciggna¢ nastepujace
whnioski: ;

1. Minimalna ilo§¢ gramow azotu catkowitego enzymatycznego hydro-
lizatu .bialka peinej krwi bydlecej wystarczajgca do utrzymania u ludzi
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508 K. BELZECKA i I. CHMIELEWSKA [12]

dodatniego bilansu azotowego przy podaniu dozylnym w opisanych warun-
kach wynosi od 0,12 do 0,17 g w przeliczeniu na kg wagi ciala.

2. Mniejsze wahania uzyskuje sie przy wyznaczeniu przecigetnej daw-
ki minimalnej azotu catkowitego hydrolizatu wystarczajgcej do utrzyma-
nia dodatniego bilansu azotowego wyrazone] w g na czlowieka na dzien
niz w g na kg wagi ciala na dzien.

3. Przecietng dawka minimalng wystarczajageg do utrzymania u ludzi
dodatniego bilansu azotowego jest 8,5 g azotu catkowitego, tj. 57,4 g ami-
nokwasoéw i peptydow na czlowieka na dzien. Iloscig gwarantujgcg utrzy-
manie dodatniego bilansu azotowego bez wzglecu na wage osobniczg jest
10,4 g azotu catkowitego, tj. 70 g aminokwasoéw i peptydéw na czlowieka
na dzien, tj. 1000 ml stosowanego hydrolizatu.

4. Minimalna ilo§¢ graméw azotu catkowitego hydrolizatu (ilos¢ gra-
méw podanych aminokwaséw i peptydéw) wystarczajgca do utrzymania
dodatniego bilansu azotowego jest taka sama dla hydrolizatu bez glikozy,
jak i dla hydrolizatu wzbogaconego w glikozeg, a zatem tzw. ,czynnik
réwnoczesnosci” (“time factor”) nie ma znaczenia w warunkach stosowa-
nych w niniejszej pracy.

5. Czynnikiem okreslajagcym minimalng ilo§é graméw aminokwasow,
wystarczajacg do utrzymania w badanych warunkach réwnowagi azoto-
wej, jest ilo§¢ wystepujacych w minimum aminokwaséw egzogennych
stosowanego hydrolizatu, tj. metioniny, izoleucyny i tryptofanu.

6. Sredni % niewykorzystania azotu aminowego hydrolizatu z glikoza
[15,4] jest trzykrotnie wyzszy niz $redni %o niewykorzystania azotu ami-
nowego hydrolizatu bez glikozy [4,9].

7. IloSci nie przyswojonego azotu aminowego hydrolizatu wywolane
obecnoscig glikozy wahaja sie od 8,6% do 10,8, $rednio 9,7%. Wyniki
te nasuwajg przypuszczenie, ze w czasie autoklawowania hydrolizatu
z glikoza powstaja nie przyswajalne przez organizm przy podaniu dozyl-
nym polgczenia glikozy z grupg lub grupami funkcyjnymi reszt specyficz-
nych aminokwaséw hydrolizatu.

Prof. dr J. Hellerowi — kierownikowi Zakladu Chemii Fizjologiczne]j
A. M. — dziekujemy za dyskusje i uwagi, ktore dopomogly przy ostateczne]
redakcji pracy.

Prof. dr J. Mossakowskiemu — kierownikowi II Kliniki Chirurgicznej
A. M. — dziekujemy za umozliwienie prowadzenia badan na terenie kli-
niki.

Doc. dr J. Manickiemu dziekujemy za opieke lekarska nad badanymi
w czasie prowadzenia do$wiadezen i kontrole nad wlewami dozylnymi hy-
drolizatow.
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Streszczenie

Zbadano wplyw glikozy na wykorzystanie przez organizm ludzki hy-
drolizatu bialka pelnej krwi bydlecej do wlewow dozylnych, podanego ja-
ko Jedyne pozywienie azctowe. Stwierdzono, ze minimalna ilo$¢ g N-cal-
kowitego hydrolizatu wystarczajagca do utrzymania dodatniego bilansu
azotowego jest taka sama dla hydrolizatu bez glikozy, jak i dla hydroliza-
tu z glikoza. Sredni %o niewykorzystania N-aminowego hydrolizatu z gli-
kozg jest trzykrotnie wyzszy niz sredni o niewykorzystania N-aminowe-
go hydrolizatu bez glikozy.
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BJIWAHUE TJIIOKO3BI HA UCIIOJNB30BAHUE YEJOBEYECKMM OPTAHM3MOM
BBEJEHHOTIO BEHO3HEIM IIYVTEM TUJPOJIM3ATA BEJKA KPOBU
CKOTA

Pezwome

ABTOpPBI MCCJIEAOBAJM BJMAHME TJIIOKO3bl Ha MCIOJB30BaHME HenoBe-
YeCKMM OpPraHmM3MOM Iujpoamsara Oesika IoJIHOM KpOBM CKOTa, BBOAMMOIO
BEHO3HBIM IIyTE€M B KayecTBEe E€AMHCTBEHHOM a30THoy mmmum. KoHcraTn-
poBaH (hakT, YTO MMHMMAJBHOE KOJMYECTBO B rpamMmax obugero N rmapo-
Ju3aTa JOCTATOYHOE IUIA yAep’KaHuA MOJIOKMTEJIBHOro azoTHoro HasaHca,
OLHO ¥ TO K€ KaK A ruaposm3aTa 6e3 rinokossl, Tak M JJIA ’MApoau3aTa
¢ rioro030i1. CpemaHmiti IPOLIEHT HEMCIIONb30BaHUA aMuMHOBOro N ruaposm-
3ara ¢ IVIIOKO030if TPOEKPATHO BHIIIE CPEJHEro IPOLIEHTa HEUCIOJIb30BaHMUA
amyHoBoro N ruaposm3aTa 6e3 riIoKo3bl. )

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

Summary

A study has been made on the effect of glucose on the utilization in hu-
man subjects of bovine whole-blood protein hydrolysate administered in-
travenously as the only nitrogen source. It has becn demonstrated, that
the minimum quantity in grams, of total-N of hydrolysate, sufficient for
maintaining a positive nitrogen balance is the same for the hydrolysate
without glucose and the hydrolysate with glucose. The average percentage
of the non-assimilated amino-N of the hydrolysate with glucose is three
times higher than the percentage of the non-assimilated amino-N of the

hydrolysate without glucose.
Otrzymano 28.6.1956 r.
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L. SZARKOWSKA

REDUKTAZA P-CHINONOWA U MOTYLA WILCZOMLECZEA
CELERIO EUPHORBIAE L.

Z Pracowni Biochemii Ewolucyjnej Zakladu Biochemii PAN
Kierownik pracowni prof. dr Irena Mochnacka

Przemiana oddechowa motyli w okresie poczwarkowym stanowi od
dawna ciekawe zagadnienie w fizjologii owadow. W okresie tym obserwu-
jemy gwaltowny spadek wymiany gazowej, utrzymujgcy sie przez czas
dluzszy, po czym nastepuje wzrost na poziom wyjsciowy. Powstaje w ten
sposdb krzywa ksztaltu litery U, odnajdywana u najrozmaitszych gatun-
kow przez prawie wszystkich badaczy, ktorzy sie ta sprawa zajmowali.
Krogh [6] dla wytlumaczenia tego zjawiska wysungt hipoteze, ze prze-
miana materii maleje w miare postepu histolizy skutkiem ubytku zorga-
nizowanej tkanki, nastepnie rosnie w miare postepujacej budowy ciala
motyla w poczwarce. Wedlug Krogha wigc wielko§¢ przemiany w da-
nym okresie bylaby propercjonalna do ilosci tkanki zorganizowanej. Ten
poglad by? szeroko przyjety az do lat wojennych. Wr. 1940141 Heller
jako pierwszy przeprowadzil pomiary oddychania miazgi poczwarek me-
todq Warburga i stwierdzil, Zze oddychanie to daje sie przedstawi¢ w cig-
gu rozwoju poczwarkowego przez krzywa majacg rowniez ksztalt lite-
ry U. Praca ta, ktéora z powodu warunkéw wojennych mogta by¢ ogloszo-
na i to tylko w skrécie dopiero w r. 1947 [3a,b], wykazala zatem, ze me-
chanizm regulacji przemiany nie jest natury strukturalnej. Nasunglo to
przypuszczenie, ze graja tu role zmiany w aktywnosci ukladéw enzyma-
tycznych oddychania. Heller wykazal w tej samej pracy, ze oddycha-
nie miazgi poczwarek zimujgcych (w diapauzie) jest niewrazliwe na takie
stezenia KCN, ktore hamujg oksydaze cytochromowsg. Dodanie kozymazy
(DPN) powodowalo wzrost oddychania, przedluzenie aktywnosci miazgi
i wstrzymywalo jej czernienie. Heller wyciggnal stad wniosek, ze ko-
zymaza posredniczy w przenoszeniu wodoru z metabolitow na zwigzki po-
$rednie melanogenezy. Wskazywalo to na role tyrozynazy jako koncowej
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cksydazy. Heller pisze [3b str. 235]: ,Opisane do§wiadczenia wyjas-
nily fizjologiczng role tyrozynazy. Znane dotad dzialanie tyrozynazy z wy-
tworzeniem melanotycznego barwika nie moze by¢ uwazane za fizjologiczne
juz cho¢by dlatego, ze wystepuje tylko przy zranieniach. Zjawisko to jest
cbecnie zrozumiale, W ciele nieuszkodzonym istnieje réwnowaga miedzy
formg utleniong pochodnych tyrozyny, powstajacg pod wplywem tyro-
zynazy, a forma zredukowang, ktéora powstaje stale z poprzedniej pod
dzialaniem dwuhydrokozymazy. Ta réwnowaga zostaje zachwiana przez
nieograniczony dostep tlenu przy zranieniu i gromadzi sie forma utlenio-
na, chinonowa, ktéra sie juz samorzutnie przetwarza w melanine”.

Wyniki Hellera zostaly potwierdzone przez innych badaczy.
W r. 1948 wykazal Williams [13] zupelnie niezaleznie i metodg bez-
rosrednig, ze w okresie diapauzy uklad cytochromowy ulega rozlozeniu,
a w okresie rozwojowym tworzy sie na nowo. Réwnoleglos¢ miedzy nateze-
niem oddychania calej poczwarki a miazgi, i enzymatyczng naturg regu-
lacji potwierdzajg prace Agrella [1] i Wojtczaka [14]. Zastrze-
zenia wzbudzila tylko hipoteza o roli tyrozynazy jako koncowej oksyda-
zy. Sussmann [12] na podstawie doswiadczen z inhibitorami tyrozy-
nazy, przeprowadzonych na nietknietych poczwarkach Platysamia cecro-
pia L., oraz Wojtczak [14] na podstawie podobnych do$§wiadczen na
gasienicach molika woskowego Galleria mellonella L. stwierdzaja, ze ty-
rozynaza jest czynna jako koncowa oksydaza tylko w oddychaniu miazgi,
natomiast nie spelnia tej funkcji w nietknietym organizmie.

Trzeba réwniez zaznaczy¢, ze od czasu badan Hellera poznano in-
ng rele fizjologiczng tyrozynazy, mianowicie jako czynnika powodujgce-
go twardnienie powloki ciala owadow [10] przez wytwarzanie wielofenoli
garbujgcych bialko. Jednakze nowsze badania Wojtczaka [16] wyka-
zujg w uderzajacy sposoéb, ze maximum aktywnosci tyrozynazy u poczwar-
ki wystepuje w okresie minimalnej aktywnosci oksydazy cytochromowej,
zas aktywnos¢ ta spada gwaltownie w momencie, kiedy zaczyna wzrastac
czynno$¢ oksydazy cytochromowej. Nalezy wiec zgodzi¢ si¢ ze stanowis-
kiem Dawsona i Tarpleya [2], ze rola tyrozynazy w oddycha-.
niu owadéw wymaga dalszych badan.

Nawigzujac do pracy Hellera z 1940 — 41 badaliSmy oddychanie
miazgi z zimujgcych poczwarek C. euphorbiae przy uzyciu réznych sub-
stratow tyrozynazy. Nieoczekiwanie dobre wyniki, to jest rownomierne
oddychanie utrzymujace si¢ przez cale godziny, ctrzymaliSmy stosujgc
hydrochinon, ktory nie jest specyficznym substratem dla tyrozynazy.
Okazalo sig, ze do pewnego stopnia mozna hydrochinon zastgpié¢ jego chi-
nonem; przy czym cddychanie poczatkowo nieznaczne nasilato sig stop-
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niowo. Nasunelo to przypuszczenie, ze miazga zawiera reduktaze p-chino-
nowg analogiczng do odkrytej przez Wosilaita i Nasona [17]
w grochu. Podobny enzym redukujacy filochinon opisali Martius
i Strufe [7]. Badania nasze wykazaly u C. euphorbiae obecnosé¢ re-
duktazy p-chinonowej, co stanowi przedmiot obecnej pracy.

Czesé¢ doswiadczalna

PRZYGOTOWANIE PREPARATU ENZYMATYCZNEGO

Do badan uzyto poczwarek w diapauzie oraz dorostych motyli Celerio
euphorbiae. Poczwarke motyla lub oddzielone cialo tluszczowe, miesien
lub hemolimfe rozcierano w szklanym homogenizatorze z o$miokrotng
iloscig 0,1 M tiomocznika w 0,1 M buforze fosforanowym o pH 6,5. Ho-
mogenat wirowano przy 5 tys. obr./min. przez 15 min. Zbierano ostroz-
nie goérng warstwe tluszczu i odrzucano. Prawie klarowny plyn stuzy?l
jako preparat enzymatyczny.

Tiomocznik zastosowano w celu zahamowania oksydazy fenolowej,
ktorej aktywnos$¢ w homogenatach poczwarki jest duza i powcduje szyb-
kie ciemnienie oraz metnienie wyciggéw na skutek wigzania sie produk-
tow dzialania tyrozynazy w bialkiem [8]. Powstajace zmetnienie i zaciem-
nienie uniemozliwia pomiar absorpcji.

Aktywno$¢ enzymu oznaczano przez pomiar szybkosci utleniania
DPNH w obecnosci p-chinonu pod wplywem dodawanej miazgi.

Aktywnos¢ enzymu podajemy w jednostkach wprowadzonych dla re-
duktazy chinonowej przez Wosilaita i Nasona [17], z tg roz-
nicg, ze pomiar aktywnosci byl przeprowadzony w temperaturze 20° a nie
w 25°. Wosilait i Nason przyjmuja za jednostke taka ilo§é enzy-
mu, ktéra powoduje zmiang lg i’- o 0,001 w ciggu jednej minuty, usta-
long przez pomiar pomiedzy 15 a 45 sekunda. Przy obliczaniu aktywnosci
zostala uwzgledniona reakcja nieenzymatyczna oraz endogenne utlenia-
nie zredukowanej kozymazy w nieobecnosci p-chinonu.

Bialko oznaczano po straceniu go kwasem tréjchlorooctowym. Osad
bialka odwirowywano, przemywano dwukrotnie 10% roztworem tego
kwasu i rozpuszczano w 2% NaOH. Oznaczenia przeprowadzono metoda
biuretowa [5] oraz metoda Kjeldahla z koncowym kolorymetrowaniem od-
czynu Nesslera.

PRZYGOTOWANIE ZREDUKOW ANE]J KOZYMAZY (DPNH)

DPNH otrzymano przez enzymatyczng redukcje kozymazy (DPN) za
pomecyg dehydrogenazy alkoholowej. Redukcje przeprowadzono w mie-
szaninie zawierajacej 31,3 ml 0,1 M fosforanu dwusodowego, 2 ml alkoho-
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lu etylowego 95%, 30 ml wody, 20 mg DPN o czystosci 33%, oraz tyle de-
hydrogenazy alkoholowej, aby redukcja trwala ok. 30 min. Stopien reduk-
¢ji kontrolowano spektrofotometrycznie, mierzac przyrost absorpcji przy
240 mp. Po zakonczeniu reakcji mieszaning ogrzewano przez 5 min. na
wrzgcej tazni wodnej i nastawianc pH na 6,5 za pomocg KHoPOy. Calosc
uzupelniano do objetosci 100 ml. Roztwor ten okreslamy w tekscie krot-
ko jako DPNH.
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Rys. 1. Por6wnanie reakcji enzymatycz- Rys. 2. Reakeja utleniania DPNH
nej i nieenzymatycznej ped wplywem wyciggéw enzyma-

enzymu mierzono w temperaturze 20° przy uzyciu

A — reakecja nieenzymatyczna

B — reakcja z zagotowanym enzymem
C — reakcja enzymatyczna

Warunki reakecji: 2,7 ml roztworu
DPNH, 70 jednostek enzymu, calosé
uzupelniono do 3 ml buforem fosfora-
nowym. Reakcje zapoczatkewano przez
dodanie 0,15 ml, (0,45 u M) roztworu

p-chinonu

tycznych
Warunki reakeji w do$wiadczeniu
podanym w reakcji C (rys. 1). Po
prawie catkowitym wyczerpaniu
DPNH nastawiono pH na 9 za po-
mocg NaOH, dodano 0,1 ml 95%
etanolu i dehydrogenaze alkoholowa

DPN otrzymano metoda Ohlmayera [9] z drozdzy piwnych. Za-
wartoé¢ DPN w preparacie oznaczano spektrofotometrycznie po redukeji
przez dehydrogenaze alkoholowa. Dehydrogenaze alkoholows otrzymano
z drozdzy piekarskich metoda Rackera [11].

WYKAZANIE REDUKTAZY CHINONOWEJ

Przebadano szybko$¢ utleniania zredukowanej kozymazy przez p-chi-
non pod wplywem wyciagéw z poczwarki w okresie diapauzy. Aktywnos¢

spektrofotometru

Bekmana na podstawie spadku absorpcji przy 340 mu.
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Rysunek 1 przedstawia poréwnanie szybkosci utleniania DPNH
przez p-chinon enzymatycznie oraz dla kontroli w nieobecnosci enzymu.

Stezenie reduktazy chinonowej starano sie utrzymaé w zakresie,
w ktorym istnieje proporcjonalno$¢ pomiedzy szybkoscig reakcji a iloscig
enzymu przy uzytym stezeniu zredukowanej kozymazy.

16
12
08

04r

N

w0 my B R R i
Rys. 3. Krzywe absorpeyjne ilustru- Rys. 4. Krzywe absorpcyjne
jace réwnoleglo§é znikania DPNH p-chinonu i zredukowanej kozy-
i p-chinonu. mazy

Warunki reakeji jak w do$wiadcze- ——— Kkrzywa p-chinonu
niu podanym w reakcji C (rys. 1): =  — — — — — krzywa DPNH

po uplywie 0 min. 1,35 ml roztworu DPNH w obj.
————— po uplywie 5 min. 3 ml
Krzywe uzyskane po odjeciu ab- 0,075 ml (0,225 u M) roztworu p-chi-
sorpcji samych wyciggéw enzyma- nonu w obj. 3 ml

tycznych

Nalezalo wykaza¢, ze znikanie widma zredukowanej kozymazy polega
istotnie na utlenieniu DPNH, a nie np. na rozlozeniu go. W tym celu zre-
dukowano powtérnie powstaly DPN przez dodanie aktywnej dehydroge-
nazy alkoholowej. Narys. 2 podano przebieg takiego doswiadczenia. Powrot
absorpcji do poziomu wyjsciowego wskazuje, ze spadek absorpcji przy
340 mu jest wynikiem utlenienia zredukowanej kozymazy.

Z kolei pozostalo wykazaé, ze znikajagce z DPNH atomy wodoru przeno-
sz sie istotnie na p-chinon. Dowo6d tego widzimy na rysunku 3, ktéry po-
daje absorpcje p-chinonu i DPNH, odczytywane réwnoczesnie w czasie
doswiadczenia.

Przedstawione na rysunku 3 krzywe obrazuja absorpcje na poczatku
reakeji i po uptywie 5 min. Przebieg krzywych wskazuje, ze znikaniu
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DPNH (maksimum absorpcji przy 340 mu) towarzyszy réwnoczesne zni-
kanie p-chinonu (maksimum absorpcji okol. 245 mp). Standardowe krzywe
DPNH i p-chinonu podajemy dla orientacji na rysunku 4.

ROZMIESZCZENIE AKTYWNOSCI REDUKTAZY CHINONOWEJ W CIELE POCZWARKI I DOROSLEGO MOTYLA

Oznaczano aktywno$¢ reduktazy chinonowej w ciele tluszczowym,
mie$niach i hemolimfie poczwarki w okresie diapauzy oraz w ciele tlusz-
czowym 1i mieéniach doroslego motyla. W limfie motyla aktyw-
nosci nie oznaczano, gdyz cialo motyla jest cale nig przesigkniete, tak ze
nie mozna jej oddzielnie uzyska¢. Do badan uzywano motyle najwyze]j
w 24 godziny po wylegu. Wyniki przedstawia tablica 1.

Tablica 1

Rozmieszczenie reduktazy chinonowej w ciele poczwarki i motyla
Celerio euphorbice

Aktywno$¢ w jednostkach re- : R o
N d | duktazy chinonowej na 1 g Al"yu‘l;:_)séijdDOSl :C‘:lc( uk'.
S bialka wyciagu tazy chinonowej na 1 g tkanki
czenia | cialo tlu- oA hemo- cialo thu- beiis hemo-
szczowe | TUEORI€ limfa szczowe Ihea limfa
1 12000 31000 o 1830 1390 ' 0 'g
15000 28000 0 2290 1260 0 3
3 16000 26000 —_ 2450 1170 — §
-
1 60000 264000 —_ 8640 11880 —_
51000 320000 —_ 7340 14400 — )
3 57000 308000 — 8210 13860 — g
1 2 3 4 5 6

W rubrykach 1 i 2 podana jest aktywnos¢ reduktazy chinonowej prze-
liczona na 1 g bialka, przechodzacego do moderatora. Rubryki 4 i 5 przed-
stawiajg aktywnos$¢, jaka zawiera 1 g wilgotnej masy ciala tiuszczowego
i migéni. Z danych przedstawionych w tablicy 1 wida¢, ze aktywnos¢ re-
duktazy chinonowej posiada zaréwno bialko migsni, jak i bialko ciata tlusz-
czowego poczwarki i motyla. Aktywnosci tej nie posiada natomiast hemo-
limfa poczwarki. Aktywnos$¢ reduktazy chinonowej w ciele tluszczowym
i mieéniach doroslego motyla przewyzsza kilkakrotnie odpowiednig aktyw-
nos$¢ u poczwarki w okresie diapauzy.
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Dyskusja

Wykazanie obecno$ci reduktazy chinonowej u owadéw przemawia sil-
nie za wystepowaniem oddychania chinonowego u tych zwierzat. Prawdo-
podobnie przyzyciowo nie p-chinon jest wlasciwym substratem tej reduk-
tazy, lecz jakis inny, nie zdefiniowany zwigzek. Z pracy Hellera
i Mochnackiej [4] nad cialami redukujgcymi niecukrowymi u wil-
czomleczka wynika obecno$¢ znacznej ilosci polifenoli dajacych odezyn
barwny Folina i Ciocalteu. Nieogloszone badania Hellera i Szar-
kowskiej wskazujag na nieidentycznos¢ tych ciat z tyrozyng. Spotyka
si¢ bowiem czesto miazgi o silnej aktywnosci tyrozynazowej w stosunku
do dodanej tyrozyny, ktére samorzutnie nie czerniejg, mimo ze sg bogate
w zwigzki dajgce odczyny tyrozyny. Mozna wigc przypuszczaé, ze wsrod
nich znajduje sie cialo, ktore w formie chinonowej stanowi substrat dla
badanej obecnie reduktazy, zas w formie fenolowej substrat dla fenoloksy-
dazy. Juz Wosilait i Nason [18] potrafili skojarzy¢ doswiadczal-
nie dzialanie tych dwoch enzymow, uzywajac jako substratu o-naftochinc-
nu. Heller przypuszcza, ze wlasciwego substratu nalezaloby szukaé
miedzy produktami przemiany tlenowej tyrozyny. W przemianie tej wy-
Stepuje m. in. kwas homogentyzynowy stanowigcy przejscie od struktury
orto — charakterystycznej dla dzialania tyrozynazy — do struktury para,
swoistej dla naszej reduktazy. Hipoteza ta bedzie przedmiotem nastepnych
naszych badan.

Nalezy tez mie¢ na wzgledzie prace Martiusa i wspolpracowni-
kéw nad udzialem witaminy K w przemianach oddechowych. Mar-
tius i Strufe [7] wyosobnili z mitochondriéw watroby swinskiej
enzym, dzialajacy jako reduktaza filochinonowa. Podobny enzym otrzy-
mali Wosilait i Nason [19] z E. coli, sagdzg jednak, ze jest to
enzym odrebny, niz wczesniej przez nich opisana reduktaza p-chinonowa
z grochu [17]. Zagadnienie specyficzno$ci enzymu z owadow dla wita-
miny K bedzie réowniez przedmiotem dalszych badan.

Fakt wystepowania reduktazy chinonowej u motyli ~dojrzatych
w znacznie wigkszym stezeniu anizeli u poczwarek pozwala zrozumie¢
wyniki L. Wojtczaka [15], ze ani inhibitory oksydazy cytochro-
mowej, ani inhibitory fenoloksydazy z osobna nie hamujg oddychania
owadow, dzialajg natomiast lgcznie. Widocznie system, dla ktorego oksy-
dazg koncowgy jest tyrozynaza, istnieje takze u motyla 1 w razie zahamo-
wania oksydazy cytochromowej wstepuje na jej miejsce, podobnie jak
u poczwarki w okresie diapauzy.
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Streszczenie

Stwierdzono obecno$é¢ reduktazy chinonowej u motyla Celerio euphor-
bice. Aktywno$§é enzymu znaleziono w ciele tluszczowym i miesniach
tak u poczwarki w okresie diapauzy, jak i u dorostego motyla. Nie po-
siada jej natomiast hemolimfa poczwarki. Aktywnos¢ reduktazy chino-
nowej w cieple tluszczowym i miesniach doroslego motyla przewyzsza
kilkakrotnie odpowiednia aktywnos¢ w ciele poczwarki.

LITERATURA

[1] Agrell I, Acta Physiol. Scand. 18, 355, 1949; Nature 164, 1039, 1949.

[2] Dawson C. R, Tarpley W. B.,, The Enzymes, pod red. J. S. Sumnera
i K. Myrbacka, II. 1, str. 454, 1951, Academic Press, New York.

[3a]Heller J., XVII Intern. Physiol. Congress, Oxford 1947, Communications 270.

[3b]Heller J., Acta Biol. Exper. 14, 229, 1947,

[4] Heller J, Mochnacka I, Sprawozd. Wroctawskiego Tow. Naukowego 6,
Dodatek 3, 1951.

[3] Kingsley, J. Lab. Clin. Med. 27, 840, 1942,

[6] Krogh A. Z. allg. Physiol. 16, 178, 1914.

[7] Martius C., Strufe R. Biochem. Z. 326, 24, 1954.

[8] Mason H. S, Peterson E., 3-éme Congrés International de Biochimie,
Bruxelles, 1955, Communications 107.

[9] Ohlmayer P. Biochem. Z. 297, 66, 1938.

{10] Pryor M. G. M,, Russel P. B, Todd A. R.,, Biochem. J. 40, 627, 1946;
Nature 159, 399, 1947.

[11] Racker E, J. Biol. Chem. 184, 313, 1950.

[12] Sussmann A. S, Biol. Bull. 102, 39, 1952.

[13)] Williams C. M., Bull. Biol. de France et de Belgique, Sup. 33, 52, 1946.
[14] Wojtczak L., Acta Physiol. Pol. 5, 593, 1954.

[15] Wojtczak L. 3-éme Congrés International de Biochimie, Bruxelles 1955,
Communications 112.

[16] Wojtczak L. Acta Biochim. Pol. 3, 197, 1956.

(17 Wosilait W. D, Nason A, J. Biol. Chem. 206, 255, 1954.

[18] Wosilait W.D, Nason A, Terrel A.J, J. Biol. Chem. 206, 271, 1954.
[19] Wosilait W. D,, Nason A., J. Biol. Chem. 208, 785, 1954.

ITAPAXVMIHOHOBASA PEJIVKTA3A ¥ BABOYKM BPAXKHUKA MOJIOYAVHOTO
CELERIO EUPHORBIAE L.

Pezwome
Hasmume napaxyMHOHOBOM pPeAyKTa3bl KOHCTATMpOBaHO Vv 06abouxm

6paxkunka mosouaitHoro Celerio euphorbice. AKTMBHOCTD 9H3MMa Haii/ileHa
B JKMPOBOM TeJjleé M MBIINIaX Kak KYKOJKM B IEPUOA AMariays3bl, Tak
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M y B3pocaoii 6abouky; remosmmpa Ke KYKOJKM €10 He obaajgaer. AKTHB-
HOCTb XMHOHOBOJ PEAYKTa3bl B KMPOBOM TeJie M MBIIIIAX B3POCJON Oa-
604YKM B HECKOJIBKO pa3 NPEBBILIAET COOTBETCTBEHHYIO aKTMBHOCTH B TeJe
KYKOJIKH.

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

Summary

The presence of quinone reductase has been proved in the hawk-moth
Celerio euphoriae L. Enzymatic activity has been found in the fat body
and in the muscles of the pupa (during diapause) as well as of the adult,
the reductase activity in the latter form being several times higher than
in the pupal one. Haemolymph, however, does not show any activity of
this kind.

Otrzymano 28.6.1956 r.
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T. CHOJNACKI

POZIOM WAPNIA I MAGNEZU W PLYNIE
MOZGOWO-RDZENIOWYM

Z Zakladu Chemii Fizjologicznej A. M. w Warszawie

Badania zawartosci wapnia surowicy krwi w zaleznosci od stezenia
bialtka [5, 8] uzasadniaja poglad, ze w plynie mézgowo-rdzeniowym zawie-
rajagcym bialko bedzie wapnia wiecej niz w plynach wolnych od biaika.
Zdawaloby sie, ze podobne rozumowanie mozna zastosowa¢ i do jonu
magnezowego. Doswiadczalne sprawdzenie tego przypuszczenia chcialem
przeprowadzi¢ badajgc zawartos¢é Ca’2 i Mg*2 w plynach moézgowo-rdze-
niowych o roznej zawartosci biatka.

Dane z piSmiennictwa o zawartosci wapnia i magnezu w plynie moz-
gowo-rdzeniowym sg dosy¢ skape. Wartosci podawane jako normalne
roznig sie miedzy sobg szczegoélnie jesli chodzi o zawartos¢ magnezu. Roz-
nice te prawdopodobnie zaleza od wyboru metody. Merrit i Fre-
mont-Smith [7] podajg jako wartosci normaine 3,01 — 3,55 mg’/o
Mg" 2 (Srednio 3,04 mg®o), i 5 mg®o Ca*2. Wedlug Flexnera [2] za-
wartos¢ Mg*2 lezy w granicach 3,04 — 3,67 mg’, a zawarto§¢ Ca*2
4,00—7,00 mg°o. Dane Stutzmana i Amatusio [10] wynosza:
Mg‘2:2,88 * 0,15 mg'; Ca*2:4,86 * 0,1 mg®e. Wartosci oznaczcne
metodg wersenianowa Buckleya i Bartolottiego wynosza:
Mg*2:3,01 £ 0,06 mg%; Ca*2:4,95 + 0,11 mg" wedlug innych auto-
réow [3]. :

Zawarto$ci wapnia i magnezu oznaczalem metoda wersenianowg opu-
blikowang przez Holaseka i Fl aschke dla odbialczonej surowi-
cy krwi [4]. Zasada metody polega na tworzeniu zwigzkéw komplekso-
wych wersenu z jonami dwuwartosciowymi metali. Pewnym uproszcze-
niem stosowanej metody bylo pominiecie odbialczania w plynach normal-
nych lub zawierajgcych niewiele bialka. Badania kontrolne na plynach
wzorcowych wykazaly, ze dodanie biatka surowicy krwi ludzkiej lub ze-
latyny nie wplywa na wyniki, gdy ich stezenie nie przekracza 180 mg%o
przy oznaczaniu magnezu, a 100 mg®o przy oznaczaniu wapnia (rys. 1, 2).

521] .
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Na podstawie tych do$wiadczen oznaczalem stezenie obu jonéw bez
odbialczania, jezeli zawarto$¢ bialka nie przekraczata 100 mg®oe. Plyny
¢ wickszej zawartosci biatka odbialczalem rowng objetoscig 1090 CCl3COOH
i odwirowywalem osad.

Znaleziono mg % Mg™ Znaleziono mg % Lo’
Sfardard zamera/
J20r 780 7,05mg % Ca®
. K [ -eiie Zelatyno
250k Standard zawieral 2355mg % Mg .| =—=bialka surowicy krwi luazkiey ,P
] %0 Gt Y.
—0-43'---817.7,:.-'*_,,_'_“0_‘“-&"\\ .P ,/f \\% 0
e Zelatyna \{” 700 PB=-am0m T T I I TR L e OR e e e -
———bialka surowicy krwi ludzkigj L
2201, . St 2
5 ?0 50 100 150 200 250 RS o 00 159 % 250
Stezenie bialka wmg % Stezenie bialkz w mg %
Rys. 1. Wplyw réznych stezen bialek na wy- Rys. 2. Wplyw réznych stezen bialek na
niki oznaczen magnezu wersenem wyniki oznaczen wapnia wersenem

Wykonanie

Oznaczenie magnezu: Do 1 ml plynu mézgowo-rdzeniowego lub 2 ml
odbialczu w probowce wiréwkowej dodawano 1 ml 1% szczawianu amo-
nu i amoniaku do zéltej barwy czerwieni metylowej. Po 4 — 6 godz. do-
lewano 4 ml wody podwojnie destylowanej i wirowano 10 min. z szyb-
koscig 1500 obr./min. W przejrzystym plynie oznaczano magnez, a osad
zachowywano do oznaczenia wapnia. Do plynu dodawano 2 ml 3N amo-
niaku, 1 ml 1N kwasu solnego i 2 — 3 krople 0,5%0 alkoholowego roztwo-
ru czerni eriochromcwej T. Miareczkowano roztworem 10—3M wersenu
do zniknigcia barwy czerwono-fiotkowej, a pojawienia si¢ niebieskiej.

Obliczenie: Ilos¢ ml wersenu 10—3M X 2,43 = mg®o Mg*2.

Oznaczenie wapnia: Do odwirowanego osadu dolewano 1 ml 1IN kwasu
solnego i 4 ml wody podwdjnie destylowanej. Po rozpuszczeniu sig osadu
dodawano 2 ml 3N amoniaku, 2 — 3 krople 0,5%» roztworu czerni erio-
chromowej T, oraz 2 — 3 krople 2% roztworu wersenianu potasowo-ma-
gnezowego i miareczkowano jak wyzej.

Obliczenie: Ilos¢ ml wersenu 10—3M X 4,00 = mg% Ca*2.

Wersenian potasowo-magnezowy otrzymano z kwasu wersenowego
metodg Pfeifera i Offermana [9].

Zawartos¢ bialka oznaczalem metodg tanninowg W. M e jbaum
Katzenellenbogen [6]

Przy wielokrotnym woznaczaniu magnezu i wapnia w tym samym
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plynie srednia odchylenia z 10 oznaczen wynosila dla Ca*2:0,69° war-
tosci sredniej, dla Mg*2: 1,2%.
Wyniki

Wykonano 83 badania plynow moézgowo-rdzeniowych u dzieci w wie-
ku od 10 miesiecy do 6 lat. Z tego 70 plynéw pobrano w réznych okre-
sach gruzliczego zapalenia opon mozgowych. W 13 przypadkach plyny
pobrano u dzieci wyleczonych po gruzliczym zapaleniu opon lub po prze-
bytym podraznieniu opon na innym tle. Wyniki badan podzielono na
cztery grupy:

I grupa, 13 przypadkow obejmuje plyny mozgowo-rdzeniowe dzie-
ci wyleczonych o Sredniej zawartosci biatka 23 mg®o (10 — 34 mg%o);

II grupa, 21 przypadkéw dzieci chorych o zawartosci bialka 23 —
50 mg®o (Srednio 39 mg%o);

IIT grupa, 24 przypadki dzieci chorych o zawartosci biatka 50 —
100 mg®o (Srednio 76 mg®h);

IV grupa, 25 przypadkéw dzieci chorych o zawartoéci bialka po-
wyzej 100 mg®o (Srednio 163 mg%o).

Wyniki oznaczen biatka, wapnia i magnezu przypadkéw grupy I przed-
stawiono w tablicy 1. W tablicy 2 ujeto wartosci $rednie pozioméw bial-
ka, wapnia i magnezu w grupach I — IV. Na podstawie danych
przedstawiono graficznie na rysunku 3 zawartosé Ca*2 i Mg*? w gru-
pach I — IV.

Wartosci normalne pozioméw jonoéw Ca*2 i Mg*2 w plynie mézgowo-
rdzeniowym dzieci wyleczonych, zdrowych nie odbiegaja znacznie od
norm przyjetych dla dorostych oznaczonych innymi metodami [2, 3, 7,
10]. Jak wida¢ z tablicy 2 i rysunku 3, istnieje zaleznos¢ miedzy pozio-
mem biatka a wapnia w plynie moézgowo-rdzeniowym. Przy wyzszej za-
wartoéci bialka réwniez stezenie wapnia jest wyzsze. Widaé to wyraznie
na wykresach zawartosci Ca*2 (Rys. 3). Maxima funkcji ilosci przypad-
kow przesuwajg sie wraz ze wzrostem stezenia bialka ku wyzszym po-
ziomom Ca*2. Inaczej zachowuje sie¢ jon magnezu. Nie mozemy dostrzec
zwigzku miedzy poziomem tego jonu a zawarto$cig bialka. Czeéciej, jak
wynika z podanych w tablicy 2 wartosci §rednich, znajdujemy obnizony
poziom Mg*2 przy wyzszej zawartosci bialka. Na rysunku 3 wykresy
zawartosci Mg*2 w grupach II — IV przedstawiajg krzywe o kilku ma-
ximach polozonych do$é bezladnie. Mozna tu jedynie méwié o $rednim
obnizeniu zawartosci magnezu we wszystkich grupach dzieci chorych
w poréwnaniu do Sredniej zawartosci u dzieci zdrowych przedstawionej
jako wykres grupy 1. Na uwage zastuguje fakt, ze przecietna dla dzieci
zdrowych (wyleczonych) doréwnuje lub nawet przewyzsza $rednig war-
tos¢é znaleziong dla surowicy krwi.
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Tablica 1

Zowarto$¢ bialka, wapnia i magnezu w plynach
mézgowo-rdzeniowych dzieci gr. I (warto$ci w mg%,)

bialko Cat? Mg+2
31 5,45 2,81
24 5,78 3,06
34 5,17 3,02
28 4,89 2,98
28 5,20 2,78
32 5,40 2,80
22 5,55 2,77
23 5,58 3,16
16 5,05 2,74
23 6,40 3,05
15 5,65 3,14
10 5,50 2,68
16 4,89 2,82
érednio 23 5,42 2,91
ér. odch.: -+ 0,40 + 0,18
Tablica 2

Srednia zawarto$¢ wapnia i magnezu w plynach
moézgowo-rdzeniowych o réznej zawartoéci bialka
(warto$ci w mg%,)

Grupa biatko Cat+? Mg+?
I 23 5,42 2,91
I 39 5,76 2,36
1 76 5,80 2,43
v 163 6,25 2,33
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Duza zawarto$¢ magnezu w tkance nerwowej moézgowia, rdzenia
i nerwow [1] sugeruje mozliwo$¢ przechodzenia jonéw magnezu z tkan-
ki nerwowej wprost do przestrzeni podpajeczynéwkowej. Badania histo-
logiczne stwierdzaja obecnos¢ polgczen przestrzeni podpajeczynéwkowe]
z przestrzeniami okolonaczyniowymi moézgowia 1 okolonerwowymi ner-

/ f"é,\j)
i //\/\I__io

i ]
i | 1

%0 38 &6 74 82 20 C 6 20 4 28 32 35
mg % Ca*? mg % Mg

E

mn

5

Rys. 3. Zawarto§¢ Cat2 i Mg+2 w czterech grupach mézgowo-rdzeniowych przed-
stawionych w tablicy 1

Rzymskie cyfry oznaczaja grupy; linie przerywane §rednig zawartosé ca +* 1 Mg+? w plynach
gr. I; jedna podzialka osi rzednych oznacza 1 przypadek

wow czaszkowych i rdzeniowych [11]. Mozna by wiec pomysle¢, ze ciecz
pochodzaca z przestrzeni okolonaczyniowych i okolonerwowych miesza
si¢ = plynem mézgowo-rdzeniowym wytwarzanym przez sploty naczynio-
we komér. Gdybysmy przyjeli ten poglad, to poziom magnezu w plynie
mozgowo-rdzeniowym bylby wyrazem udzialu, jaki bierze tkanka moéz-
gowa w wytwarzaniu tego plynu.

Prof. drowi Wlodzimierzowi Mozolowskiemu dziekuje za dyskusje
i zyczliwe sugestie.

Streszczenie

Metoda oznaczania jonéw metali przy pomocy wersenu nadaje si¢ do
oznaczania zawarto$ci Ca'2 i Mg'2 w plynie moézgowo-rdzeniowym. Je-
$li poziom bialka w plynie nie przekracza 100 mg®o, mozna do oznacza-
nia wapnia i magnezu uzywa¢ plynéw nieodbialczonych.

Zawarto$¢ wapnia i magnezu w plynie moézgowo-rdzeniowym dzieci
zdrowych nie odbiega znacznie od norm przyjetych dla dorostych, ozna-
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czonych innymi lub podobnymi metodami. Srednie poziomy obliczone
na podstawie 13 oznaczen u dzieci wynosza: Ca*2:5,42 + 0,40; Mg'2:
:2,91 = 0,18 mg%o. :

Poziomy wapnia i magnezu w plynach o rézne) zawartosci bialtka za-
chowuja sie odmiennie; poziom wapnia jest zalezny od stezenia bialka
i wzrasta wraz z nim, natomiast magnez tej zalezno$ci nie wykazuje.
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YPOBEHBb KAJBIMSA Y MATHUSA B CIMHHOMO3TOBOM XKUIKOCTN

Pe3momMme

MeTox onpezneseHUss MOHOB METaJIJIOB IIPY ITOMOLIM Be€pCeHa IPMMEHMM
K onpezesennio copepxauusa Ca*? u Mg'? B CIIMHHOMO3IOBO KMAKOCTH.
Econ yposens 6esika B kuakocTu He mnpesbiuaer 100 mr %o, MOXHO Ana
OmnpefesIeHUA KaJbLMA M MarHuMs II0JIb30BaThCA KUIAKOCTBIO, HE yAaJad
beska.

CopepkaHyue KaJblLMsA M MAarHMA B CIVHHOMO3TOBOM XUAKOCTH 370pPO-
BBIX AETEel He OTKJIOHAETCH 3HAYMTEJBHBIM 00pa3oM OT IPMHATBIX JId
B3POCJIBIX » HOPM ONPEAesIAeMbIX CXOAHBIMM MM MHBIMM MeToaamu. Cpenune
YPOBHY, BEIYMCJIEHHbIE Ha OCHOBaHMM 13 ompexesieHwii, y JieTeil paBHA-
jorea: Cat?:5,42 * 0,40; Mg*2:2,91 £ 0,18 mr %o.

YpOBHM KaJblMsg M MarHuA B KMAKOCTAX C pPa3HBIM COAepKaHUEeM
feska pearMpyioT OTJAMYHBIM APYr OT JApyra o6pa3oM; ypOBeHL KaJbLA
3aBMCUT OT KOHUEHTpaumy 0eska M IOBBILIAETCA BMECTe C Hel, Marsaun

JK€ TaKOil 3aBUCUMOCTHU He IIPOABJALCT.
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CALCIUM AND MAGNESIUM LEVELS IN THE CEREBRO-SPINAL FLUID
Summary

The method of determining metal ions by versene may be applied to
the determination of Ca*2 and Mg*? in cerebro-spinal fluid. If the pro-
tein level does not exceed 100 mg.% fluids which have not been depro-
teinated, may be used for the determination of calcium and magnesium.

The calcium and magnesium content in the cerebro-spinal fluid of
normal children does not differ much from the standards accepted for
adults, determined by other or similar methods. Mean levels calculated
on the basis of determinations in 13 children amount to:Ca*?:5.42
1+ 0.40; Mg+2:2.91 £ 0.18 mg%o.

Calcium and magnesium levels differ in fluids with various protein
contents: the calcium level depends on the protein concentration and in-
creases with it, whereas the magnesium level shows no such dependence.

Otrzymano 28.6.1956 r.
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BADANIA NAD ODDYCHANIEM KIELKOW PSZENICY

Z Pracowni Biochemi Ewolucyjnej
Zakladu Biochemii PAN w Warszawie

Kierownik Pracowni: prof. dr Irena Mochnacka

Reifer, Ruminska i Kagczkowski [2] badali wplyw
traktowania nasion zelazicyjankiem potasu na plon i zawartosé alkaloi-
dow w Datura stramonium L. Stwierdzili oni u ro$lin traktowanych
wzrost alkaloidow w calej roslinie i w nasionach oraz przedluzenie okre-
su kwitnienia.

Nawigzujgc do tych ciekawych wynikow zaplanowano podobne do-
swiadczenia z nasionami zbéz. %acznie z tym postanowiliSmy zbadac
wplyw traktowania nasion zelazicyjankiem na oddychanie kietkow. W bra-
ku odpowiednich danych w literaturze nalezalo zaczaé¢ od oznaczenia nor-
malnych wartosci oddychania w zaleznosci od wieku kielka. Badania te
stanowig pierwszg czes¢ pracy.

Nastepnie przeprowadzono badania na kielkach wyroslych z ziaren
traktowanych zelazicyjankiem o roznym stezeniu. Do$§wiadczenia te, sta-
nowigce druga cze$¢ pracy, nie wykazaly zadnego wplywu traktowania
nasion zelazicyjankiem na oddychanie kietkow. : S

Zajmujgc si¢ oddychaniem myslimy dzi§ przede wszystkim o enzy-
mach oddechowych. Wedlug Jamesa [1] najwazniejsza oksydazg kon-
cowg tkanki zarodkowej jest oksydaza cytochromowa. Czynno$é oksy-
dazy cytochromowej w miare rozwoju rosliny moze zanikaé lub byé za-
stgpicna w réznych organach inng oksydaza koncows. Ciekawym i sto-
sunkowo malo zbadanym jest udzial oksydaz koncowych zawierajacych
miedz w procesach zyciowych roslin. W trzeciej cze$ci pracy przedsta-
wiono wstepne badania nad wplywem tiomocznika jako inhibitora oksy-
daz miedziowych na wzrost i oddychanie cze$ci nadziemnej kielkéw
pszenicy.
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Cze$¢ dosSwiadczalna

Intensywno$¢ oddychania czesci nadziemnej kielkéw pszenicy lub ca-
lego kielkujgcego ziarna, badano metodg manometryczng Warburga.
W przedzialach centralnych naczyniek warburgowskich umieszczano
0,2 ml 10% wodorotlenku potasu. Wszystkie pomiary przeprowadzono
w.ciemnosci w temperaturze 30°. Badano pszenice jarg (Triticum vulga-
re) Ostka chlopicka ze zbioru w roku 1955.

1. BADANIE INTENSYWNOSCI ODDYCHANIA CZESCI NADZIEMNEJ KIELKOW PSZENICY
W ZALEZNOSCI OD WIEKU ROSLINY

Ziarna pszenicy moczono w wodzie destylowanej w temperaturze
pokojowej do ukazania sie kietkéw, co trwalo 48 godzin. Nastepnie wykla-
dano je na podklad z waty i bibuly zwilzany wodg wodociggows. Hodo-
wle prowadzono w temperaturze pokojowej przy normalnym dostepie

Tablica 1

Oddpchanie cze$ci nadziemnej kielk6w pszenicy w zalezno$ci od wieku kielkéw

Dzienn wzrostu
Czas min. . i It %e ‘ i ‘
G I 1 6 0 Nk SV \ Vil | VIII l X X
| [ | ‘
0— 30 1134 721 413 297 270 263 238 240 162
30— CO 728 609 345 247 215 229 189 217 180
60— <0 677 578 328 213 203 202 224 196 163
90—129 677 5352 284 214 183 184 162 186 160
120—150 819 421 264 179 180 168 186 180 152
150180 533 471 287 184 185 168 171 169 153
| ‘ | [ ‘
|
Suma po 5 1 990
3 godz 4568 3332 1921 1334 1236 1214 170 1188

Liczby wyrazaja ilo$¢ pl Oy w przeliczeniu na 1 g wagi Swiezej.
Wyniki sg $rednia z 3 doswiadczen.

Swiatlta. W odstepach jednodniowych, poczagwszy od drugiego dnia wzro-
stu az do dziesigtego, czesci nadziemne kieltkéw oddzielano od reszty
rosliny i 0,2 do 0,3 g (dwa do kilku kietkéw) umieszczano w wodzie w na-
czynkach warburgowskich. Absorpcje tlenu mierzono w odstepach po6l-
godzinnych przez trzy godziny. Wyniki przedstawiono w tablicy 1 i na
rysunku 1.
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Z danych przedstawionych w tablicy 1 i na rysunku 1 wida¢, ze czeSci
nadziemne kielkéow pszenicy w pierwszych dniach wzrostu oddychajg
bardzo intensywnie. W drugim dniu wzrostu ilo§¢ zuzywanego tlenu
w ciagu trzech: godzin w przeliczeniu na 1 g wagi Swiezej siega 4500 ul.
W nastepnych dniach oddychanie maleje dos¢ gwaltownie i okolo 5 dnia

wul 0,

4000 +

2000 +

1000 + o e

T S A T TR R
Oni werostu

Rys. 1. Zalezno$¢ oddychania od wieku kiel-
kéw (Tabl. 1)

zaczyna ustala¢ si¢ mniej wiecej na jednakowym poziomie. Ilos¢ zuzy-
wanego tlenu w 6, 7, 8 i 9 dniu wzrostu stanowi okolo 25% ilosci tlenu
zuzywanego w drugim dniu.

Z tego faktu mozna wyciggnaé praktyczny wniosek, ze do badan nad
wplywem réznych czynnikéw na oddychanie czesci nadziemnej kietkow
nalezy bra¢ kietki w wieku powyzej 5 dni. W kolejnych seriach do$wiad-
czen bardzo trudno jest utrzymaé identyczne warunki temperatury, wil-
gotnodci, naswietlenia i inne wplywajace na szybkos¢. rozwoju kielka.
Stad w kolejnych doswiadczeniach identyczny wiek w |godzinach czy
dniach nie musi by¢ identyczny z wiekiem fizjologicznym. W okresie
pierwszych dni rozwoju, kiedy zmiany w poziomie oddychania zachodzg
szybko i na duzg skale, juz male réznice w fizjologicznym wieku rozwo-
jowym mogg wywola¢ duze roznice w ,normalnym” zuzyciu tlenu. Dla-
tego tez wybor takiego okresu zycia kielka, kiedy w ciggu szeregu dni
zmiany w fizjologicznym poziomie oddychania sa nieznaczne, pozwala
w duzym stopniu wyeliminowaé¢ bledy wynikajace z wahan w warunkach
wzrostowych w poszczegdlnych seriach doswiadczen.
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2. WPEYW TRAKTOWANIA ZIAREN NA ODDYCHANIE KIEEKOW I CAELYCH KIELKUJACYCH ZIAREN

a) Kielki. Ziarna pszenicy moczono do ukazania sie kielkow
w roztworach zelazicyjanku potasu w temperaturze pokojowej. Ziarna
kontrolne moczono w wodzie destylowanej. We wszystkich przypadkach
czas moczenia wynosit 48 godzin. Stosowano roztwory zelazicyjanku 0,1;
0,3; 0,6 i 0,9%. Po ukazaniu sie kielkow ziarna wykladano na zwilzany
woda wodociggowa podklad z waty i bibuly. Hodowle prowadzono w tem-
peraturze pokojowej przy normalnym dostepie Swiatla. Badano oddycha-
nie czesci nadziemnej kietkow 7, 8§ i 9-dniowych. Cze$ci nadziemne kiel-
kow oddzielano od reszty rosliny, umieszczano w wodzie w naczynkach
warburgowskich i mierzono absorpcje tlenu w odstepach polgodzinnych
przez trzy godziny.

Tablica 2

Srednie zuzycie wl O, przez czesci nadziemne kietkéw pszenicy
wyroslych z ziaren traktowanych zelazicgjankiem potasu
(na 1 g wagi $wiezej na 3 godz.)

KsFe(CN)g Dzien wzrosiu
w %
‘ | 7 l 8 9
0 1102 1020 925
(kontrola)
0,1 1071 1100 1002
0,3 1049 1169 - 959
0,6 1055 1231 1105
0,9 976 1039 1120

Jak wynika z tablicy 2, traktowanie ziaren zelazicyjankiem w stezeniu
od 0,1 — 0,9°% nie wywarlo wplywu na oddychanie wyrostych z tych
ziaren kieltkow i caly nasz material doswiadczalny moze sluzy¢ do roz-
patrywania zaleznosci oddychania od wieku kielka.

b) Cate ziarna kielkujgce. Wobec ujemnego wyniku
badan nad wplywem zelazicyjanku na oddychanie wyrostych kietkow
przeprowadzono badania nad oddychaniem calych kieltkujgcych ziaren.

Ziarna pszenicy traktowano sposobem opisanym powyzej, uzywajac
zelazicyjanku potasu w stezeniach: 0,01; 0,03; 0,06; 0,1, 0,3; 0,6; 0,9%o.
Ziarna kontrolne moczono w wodzie destylowanej. Po 48 godzinach kiel-
kujace ziarna umieszczano w naczynkach warburgowskich i mierzono ab-
sorpcje tlenu w odstepach pélgodzinnych przez trzy godziny. Wyniki
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Oddychanie kielkujacych ziaren pszenicy traktowanych zelazi-
cpjankiem potasu
1l Oy zuzyte w przeliczeniu na 1 g suchej masy w ciggu 3 godzin.

Tablica 3

pl O, na 1 g suchej masy w ciagu 3 godzin
Stezenie doSwiadczenie nr
KgFe(CN)g

1 2 3 4 5
0 439 421 434 444 424
0,019% 492 438 471 — —_
0,03%, 514 456 446 _ —
0,06%, 601 389 395 —_ —_
0,19, 441 450 436 377 495
0,3% 358 452 — = —
0,6% 319 423 - = —
0,9% 311 383 = = —

Tablica 4

Oddychanie kielkujacych ziaren pszenicy traktowanych zelazicy-
jankiem potasu
pl O, zuzyte w przeliczeniu na 10 mg calkowitego azotu ziarna

w ciagu 3 godz.

pl Oy na 10 mg N w ciagu 3 godzin
KgFe(CN)g do$wiadczenie nr

w %

1 2 3
0 145 142 161
0,1% 137 177 182
0,3% 131 106 147
0,6%, 118 129 148
0,9% 108 117 142

w przeliczeniu na 1 g suchej wagi ziarna zestawiono w tablicy 3. W tabli-
cy 4 podane sg ilosci zuzytego tlenu przez kietkujace ziarna traktowane
1 kontrolne w przeliczeniu na 10 mg azotu catkowitego ziarna. Azot cal-
kowity oznaczano metodg Kjeldahla po spaleniu ziaren, po do$wiadcze-

niu manometrycznym.

Z danych zawartych w tablicach 3 i 4 oddychanie kietkujacych ziaren
pszenicy traktowanych przez 48 godzin zelazicyjankiem potasu nie jest
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zwiegkszone w poréwnaniu z oddychaniem ziaren kontrolnych. Wynosi
$rednio okolo 430 ul Oz na 1 g suchej masy na trzy godziny wzglednie
okolo 140 ul Os na 10 mg catkowitego azotu ziarna. Wyzsze stezenia zela-
zicyjanku obnizaja nawet intensywnos$¢ oddychania.

3. WPLYW TIOMOCZNIKA

a) Wplyw na wzrost kietkow. Ziarna pszenicy moczono
w wodzie destylowanej w temperaturze pokojowej do ukazania si¢ kiel-
koéw (48 godzin). Nastepnie wykladano po cztery ziarna na gaze napigta
na naczynkach szklanych cylindrycznych o pojemnosci okolo 20 ml. Na-
czynka napeliano woda destylowang tak, zeby gaza byla zwilzana. Po
4 dniach czesci nadziemne kieltkéw zmierzono, wode w naczynkach zastg-

Tablica 5

Wplyw tiomocznika na wzrost czesci nadziemnej kietk6w pszenicy

Wielko$¢ cze$ci nadziemnej kielk6w pszenicy w mm
w dniu pod-
dania dziala- / . 05 = B
o 2 dniach do 3 dniach p g
Ste zenie tio-| niu tiomo- P dniach .5_:7’ i
«© : (5
% | mocznika cznika 5 o
5 7. o BN 3, | 7 £
: SElLg RE] T LRE| BYRE"E | B
z ER 5 3% | @ 3% 5 ER 3 & w
1 0 it st o 74 98 | 107 | 123 | 136 | 110
30 84 115 140
2 0 25 | 29 o 76 | 102 | jo7 | 128 | 133 | 109
32 84 117 150
3| o0IM ML il TR Sgs L BL a5l | a5 | s2
37 74 88 a8
4| 0,0IM 32 T (I TR (LI LT o T
39 95 122 138
25 60 83 104
5 0,001M 30 28 79 68 116 97 153 127 99

Czterodniowe kielki pszenicy, wyroste na wodzie, hodowano przez 5 dni na roztworach
tiomocznika. Ro$liny kontrolne hodowano przez caly czas na wodzie. Temperatura poko-

jowa, oéwietlenie normalne
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Tablica 6

Wplyw tiomocznika na oddychanie w ciemno$ci czesci nadziemnej
kielkéw pszenicy

Tiomocznik

Bez 0,01 M 0,1 M 0,5M
inhibi- 05 . | © 2. OB
Czas min. | tora | E'E—g & | EEE < EEE
o |S\228 |SI2EE | I2Es
0./1g| © | Ea== © |g== O |[Ew=

2289 R [E8S®| L [288®

0—30 | 251 240 4.4 198 21,1 57 753
30—60 223 | 213 4,5 173 22,4 38 83,0
‘ 60—90 233 | 220 5,6 173 25,8 33 25,8
90—120 233 | 218 6,4 165 29,2 33 85,8
120—150 223 | 206 7,6 156 30,0 24 89,2
150—180 198 195 1.5 150 24,2 21 89,4

Tioemocznik w buforze fosforenowym 0,2M o pH 7,0.
Wayniki sa $redria z trzech doswiadczen.

piono roztworami tiomocznika o réznych stezeniach. Cze§é naczyniek na-
pelniono ponownie wodg — te rosliny stuzyly jakc kontrola. Korzonki
roslin byly catkowicie zanurzone w plynach. Hodowle prowadzono
w temperaturze pokojowej, przy normalnym dostepie $wiatla. Po 2,3
i 5 dniach mierzono czesci nadziemne kietkow. Wyniki podaje tablica 5.

Wplyw tiomocznika na wzrost kieltkow jest na podstawie wynikéw po-
danych w tablicy 5 catkiem wyrazny. Wptyw 0,001 M roztworu zaznacza
si¢ slabo, daje sie stwierdzi¢ przy poréwnaniu calego przyrostu w ciggu
5 dni. Natomiast roztwér 0,01 M hamuje wzrost miedzy 3 a 5 dniem o po-
lowe, za$§ w stezeniu 0,1 M wzrost miedzy 2 a 3 dniem spada ponizej po-
lowy, a miedzy 3 a 5 dniem ustaje zupelnie.

b) Wplyw na oddychanie. Mierzono oddychanie 5-dniowych
kietkow w temperaturze 30° w ciemnosci. 0,2 — 0,3 g pokrajanych po-
przecznie kielkéw umieszczano w naczynku warburgowskim w 0,2 M bu-
forze fosforanowym o pH 7,0 z dodatkiem tiomocznika o stezeniu 0,01; 0,1
wzglednie 0,5 M. W doswiadczeniach kontrolne pokrojone kietki umiesz-
czano w buforze fosforanowym bez tiomocznika. Przeprowadzono trzy se-
rie doswiadczen, ktore daly wyniki jakosciowo zupelnie zgodne, jakkol-
wiek bezwzgledne wartosci wykazujg w poszczegolnych seriach duzy roz-
rzut. Wyniki podano w tablicy 6.
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Widaé¢, ze tiomocznik w stezeniu 0,01 M hamuje oddychanie kietkow
w okolo 5%, w stezeniu 0,1 M okolo 25%. Spadek oddychania zalezy od
wplywu czasu doswiadczenia, idzie przy obu tych stezeniach mniej wigcej
réwnolegle do kietkéw kontrolnych. Natomiast stezenia 0,5 M, ktore juz
w pierwszych 30 minutach daje zahamowanie 77%, powoduje znacznie
szybszy spadek oddychania wczasie. Jednak wobec wysokiego stezenia
molarnego inhibitora trudno uwaza¢ wplyw ten za swoisty.

Streszczenie

1. Zuzycie tlenu przez czeSci nadziemne Kkielkow pszenicy wynosi
w drugim dniu wzrostu okolo 4500 1l na 3 godziny na 1 g wagi Swiezej.
W ciggu 3,4 i 5 dnia spada stopniowo na okolo 1200 pl i utrzymuje si¢ na
tym poziomie do 9 dnia wilgcznie.

2. Moczenie ziaren pszenicy w roztworach zelazicyjanku potasu od
0,01 do 0,9°9 nie wplywa na oddychanie kietkow ani kielkujgcych ziaren.

3. Tiomocznik w stezeniach 0,001 ; 0,01 i 0,1 M hamuje wzrost czgsci
nadziemnej kielkéw pszenicy odpowiednio do stezenia.

4, Tiomocznik w stezeniach 0,01; 0,1 i 0,5 M hamuje oddychanie czesci
nadziemnej 5-dniowych kielkéw pszenicy odpowiednio w 5, 25 i 80%b.

LITERATURA

[1] James W. O., Biol. Rev. 28, 245, 1953.
[2] Reifer I, Ruminska A, Kaczkowski J, Acta Biochim. Pol. 2, 315,
1955.

VICCJIEJOBAHUE ABIXAHMS POCTKOB ITIIEHMIIBI

Pezmome

1. Vicrons30BaHMe KMCJIOPOJAA HAA3EMHbIMM YacCTAMM IILIEHMYHBIX
_POCTKOB paBHO Ha BTOPOi ZieHb pocra okojo 4500 w1 B TeyeHue Tpex Ha-
coB Ha 1 r cBexkero Beca. B NpOAOJIKEHME TpeX, YeThIpeX M IATH JHeH
oHO TiOcTeneHHo mazaer o 1200 wia um Ha STOM YpOBHE YACPXKMBAETCHA
JI0 IEBATOTO JHA BKJIIOYUTEJBHO.

2. DMouka 3epeH MIIEeHMIbI B pacTBOpaX ¥KeJe30CUMHEePOAMCTOr0 KaimAa
or 0,01 o 0,9%¢ He BaMAET Ha JbIXaHMEe POCTKOB IPOPACTAIIUMX 3EPEH.

3. TuomoueBmMHa B KoHueHTpauuax 0,001, 0,01, 01 M Topmo3AT pOCT
HaA3€MHOM JaCTM IMIIEHUYHBIX POCTKOB, COOTBETCTBEHHO KOHLEHTPALUN.

4. Tuomoueuna B xoHuenrpamyu 0,01, 01 1 0,5 M Topmo3uT AbIXanue
HAJ3eMHBIX YacTeli NATMAHEBHBIX POCTKOB COOTBeTCTBEHHO B 5%,
25%0 m 80%.
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INVESTIGATIONS ON RESPIRATIONS OF WHEAT SEEDLINGS

Summary

1. Oxygen consumption of the surface portions of wheat seedlings
during the 2nd day of growth amounts to 4500 ul/gm. fresh weight in
3 hours. During the 3rd, 4th and 5th days, it gradually drops to 1200 ul,
and remains at this level to the 9th day.

2. When the wheat grains were soaked in 0.01 — 0.9% potassium fer-
ricyanide, no difference was observed in the respiration of the seedling
or the germinating grain.

3. Thiourea in 0.001; 0.01; 0.1 M concentrations inhibits the growth of
the wheat seedlings to a degree corresponding to the concentration.

4. Thiourea in 0.01; 0.1; 0.5 M concentrations inhibits the respiration
of 5-day old wheat seedlings to the extent of 5, 25 and 80%, respectively.

Otrzymano 28.6.1956 r.
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. I. MOCHNACKA i P. SZAFRANSKI

AKTYWNOSC TRANSKETOLAZY W TKANCE NERWOWEJ
GOLEB] Z AWITAMINOZA B,

Z Pracowni Biochemii Ewolucyjnej Zakladu Biochemii PAN, Warszawa

Kierownik Pracowni: prof. dr I. Mochnacka

Odkrycie cyklu pentozowego glikozy jako nowej waznej drogi metabo-
licznej cukrow kieruje nasza uwage przede wszystkim na centralny uklad
nerwowy, ktorego metabolizm w tak znacznym stopniu jest metabolizmem
cukrowym. Poznanie ilosciowego udzialu cyklu pentozowego i glikolizy
w przemianie réznych czesci mézgu mogloby posiada¢ duze znaczenie dla
fizjologii i farmakologii centralnego ukladu nerwowego. Mogloby sie
wprawdzie zdawa¢, ze obie drogi maja zbyt wiele punktéw stycznych
(heksokinaza, zwigzki posrednie itp), by rozwaza¢ mozliwos¢ wybidrczego
zahamowania jednej z nich. Doswiadczenie wykazalo jednak nieraz, ze
nasze schematy i uogélnienia czesto zawodzg w konfrontacji ze stanem
faktycznym.

Awitaminoza Bj powinna odbi¢ sie hamujgco nie tylko na glikolizie
przedluzonej o cykl Krebsa, ale i na cyklu pentozowym. Brak dwufosfotia-
miny hamuje bowiem nie tylko tlenowa dekarboksylacje kwasu pirogro-
nowego, ale rowniez czynnos¢ transketolazy. Mimo pozornej oczywistosci
tego zalozenia postanowiliSmy zbada¢ do$wiadczalnie, jak sie przedstawia
cykl pentozowy w moézgu golebia w stanie awitaminozy Bj. W tym celu
badalismy reakcje katalizowang przez transketolaze:
Rybozo-5-fosforan + rybulozo-5-fosforan => sedoheptulozo-7-fosforan+
aldehyd-3-fosfoglicerynowy.

Golebie trzymano na diecie pozbawionej witaminy B; wedlug Pe-
tersa i wspélpr. [5]. Dieta ta sktada sie z nieograniczonej iloSci auto-
klawowanego przez 6 godzin ryzu, soli kuchennej i tranu. Po 7 do 10 dniach
takiej diety golebie przestaja jes¢ i trzeba je sztucznie karmi¢. W 2 do
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540 I. MOCHNACKA | P. SZAFRANSKI 21

3 tygodni wystepuja typowe objawy awitaminozy, to jest opisthotonus,
zaburzenia rownowagi i porazenial.

Po 24 godz. od rozwiniecia sie¢ ostrych objawow awitaminozy golgbie
zabijano przez dekapitacje w narkozie. Wypreparowane moézgi i rdzenie
kregowe zamrazano i przerabiano zaraz lub przechowywano w - 18°. Jako
kontroli uzywano mozgow i rdzeni golebi zdrowych, karmionych ryzem,
grochem i pszenica.

Z zamrozonych moézgoéw i rdzeni kregowych robiono proszki acetono-
we w sposob podany dla Mycobacterium w poprzednich pracach [2, 9].
Z 5 g mdzgu otrzymuje sie od 0,75 do 0,8 g suchego proszku acetonowego,
za$ z 5 rdzenia okolo 0,6 g. Ogélem uzyto do doswiadczen 13 golebi cho-
rych i 9 zdrowych.

Z proszkéw acetonowych robiono czeSciowo oczyszczone preparaty
enzymatyczne. Preparatyke te robiono w niskiej temperaturze, nie prze-
kraczajacej 3°. 200 mg proszku acetonowego rozcierano w mezdzierzyku
bakteryjnym z 8 ml 0,2 M roztworu moderatora weronalowego o pH 7,6.
Po 20 minutach ekstrakecji roztwér, po odwirowaniu nierozpuszczonych
czeéci, zawieral okolo 60 mg bialka. Biatko wysalano stalym siarczanem
amonowym do nasycenia 0,75. Alkalizowano do pH 7,6 — 2 N KOH i po
15 minutach sgczono. Osad na bibule przemywano 1 ml roztworu siarcza-
nu amonowego o 0,75 nasycenia. Zebrany z saczka osad rozpuszczano
w 4 ml wody destylowanej i dializowano przez 2 godz. do biezgcej wody
o temp. 10°. Po dializie i doprowadzeniu 0,1 N KOH do pH 7,6 odwirowy-
wano czesci nierozpuszczone. Otrzymywano okolo 5 ml roztworéw, kto-
re zawieraly mniej wiecej po 25 mg bialka z mézgu lub 10,5 mg z rdze-
nia. Bialko oznaczano metodg biuretowg [4]. Tak otrzymane preparaty
enzymatyczne w temp.-15° nie tracg swej aktywnosci transketolazowej
co najmniej przez 2 miesigce.

W doswiadczeniach badano szybkos§¢ znikania estru rybozo-5-fosforo-
wego (R-5-P) przy pH 7,6, jak rowniez powstawanie sedoheptulozy.
R-5-P otrzymano z kwasu inozynowego, jak podano w poprzedniej pra-
cy [9].

Na rys. 1 podano sklad i wyniki jednego z typowych doswiadczen zu-
zywania R-5-P. Z mieszaniny inkubowanej pobierano w czasie: 0, 10, 25,
50 1 90 minut po 0,4 ml i odbialczano 10% kwasem trojchlorooctowym. Po
odwirowaniu osadu oznaczano ryboze metodg orcynolowg [7].

Jak widaé na rys. 1, zaré6wno preparat enzymatyczny z moézgu (I), jak
i rdzenia (II) golebi z awitaminozg By (linia przerywana) metabolizujg do-
dany R-5-P. Szybko$¢ przemiany jest nawet nieco wieksza niz w prepara-

1 Asystentce mgr Czestawie Miczko dziegkujemy za pomoc w tej fazie
przygotowania materiatu.
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tach ze zwierzat zdrowych i réwnowaga ustala sie przy wiekszym zuzyciu
fosforybozy. 1 tak dla preparatow z mézgu przy zuzyciu 35% R-5-P u cho-
rych w poréownaniu z 31% u zdrowych. Dla preparatéow z rdzenia réwno-
waga przesunieta jest rowniez bardziej na prawo, przy awitaminozie —
20¢/y wobec 22%0 u zdrowych.

W probkach mieszanin inkubowanych 0 i 60 minut przeprowadzano
cysteinowg reakcje Dischego CyRI [1]. Typowe krzywe spektrosko-
powe tych odezynow (rys. 2 i 3) wykazaly, ze produktem przemiany R-5-P

Rys. 1. Zuzycie estru rybozo-5-fosforowego przez
preparaty z mézgéw i rdzeni golebi zdrowych
i z awitaminozg B,

S i35
el AN ST e e 1
«

= /
X8 @ TTm——— e ——— -0

r—

W 0 30 4 S0 60 W 80 90 W0 min

Skiad: 0,03 M R-5-P 1,6 ml; 0,01 M MgCl, 0,2 ml;
0,2 M bufor weronalowy pH 17,6, 0,6 ml;
roztwér enzymu z moézgu (I) 1,6 ml za-
wierajacy 8 mg bialka, lub z rdzenia
(IT) zawierajacy 3,4 mg biatka. Temp. 37°.

golab zdrowy (kontrola)

————— golgb z awitaminozg B,

>od wplywem preparatdw enzymatycznych z tkanek nerwowych golebi
chorych (linia przerywana) jest, tak jak i w przypadku golebi zdrowych
(linia kropkowana), sedoheptuloza — maksimum absorpcji przy okolo
526 mu. Z preparatami moézgowymi wykazano nawet wieksze nagroma-
dzenie sie sedoheptulozy przy awitaminozie, co moze wskazywaé na zwiek-
szong aktywnos¢ transketolazy.

Wyniki naszych doswiadczen $wiadczg niewatpliwie, ze transketolaza
w mozgu golebia zachowuje w pelni swg aktywno§é podczas typowego
cbrazu awitaminozy Bj. Nieoczekiwany ten fakt mozna by tlumaczy¢
dwojako:
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1. Transketolaza mézgowa nie wymaga do swego dzialania obecnosci
tiaminy (dwufosfotiaminy), w odroznieniu od transketolazy ze szpinaku
i watroby [3] i z Mycobacterium [9]. Hipoteze te¢ mozna by sprawdzi¢
przez oznaczanie tiaminy w odnosnych preparatach enzymatycznych. Na
razie pomineliSmy jg jako mniej prawdopodobng.

2. Transketolaza moézgowa w awitaminozie By rozporzadza potrzebng
iloscia koenzymu. W tym przypadku- nalezaloby rozwazy¢ dwie mozli-
wosci:

Rys. 2. Powstawanie sedoheptulozy
z R-5-P pod wplywem preparatéw enzy-
matyecznych z moézgéw golebi zdrowych
i z awitaminoza B, (Krzywe spektrosko-
powe reakcji Dischego Cy RI)
£

c

';

016

i
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g2 S0

008

004r

# a0 W W Wy

Sk'ad: 0,03 M R-5-P 0,45 ml; 0,01 M
MgCl. 0,05 ml; 0,2 M bufor we-
ronalowy o pH 7,6, 0,15 ml; roz-

twér enzymi 0,35 ml = 1,5 m3
bialka. Temp. 37°.
—_— Inkubacja 0 min. — golebie
zdrowe i chore
....... inkubacja 60 min. — golebie
zdrowe

— — —— inkubacja 60 min. — golgbie
z awitaminoza B,

2) Tkanka centralnego ukladu nerwowego zachowuje mimo awita-
minozy calego ustroju potrzebne stezenie dwufosfotiaminy.

b) Poziom dwufosfotiaminy spada w centralnym ukladzie nerwowym
podobnie jak w calym organizmie, lecz transketolaza jest tak sil-
nie zwigzana z koenzymem, ze go nie traci w tych warunkach.
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Wyniki szkoly Westenbrincka przemawiajg przeciw hipotezie 2a.
W mcézgu golebi [6], u ktérych awitaminoze wywolano przez podawanie
pirytiaminy, stwierdzono spadek sSredniej zawartoSci dwufosfotiaminy
z 2,61 na 0,78 pg na g Swiezej tkanki mozgowej. Odpowiada to 70°% ubyt-
kowi; analogiczny ubytek dla watroby wynosi 69,2%, mig$nia sercowego

Rys. 3. Powstawanie sedoheptulozy
z R-5-P pod wpiywem preparatow en-
zymatycznych z rdzeni kregowych gole-
bi zdrowych i z awitaminozg B, (Krzv-
we spektroskopowe reakcji Disch _o
Cy RI)

02
016
012
008

vos

@ w0 0 0 360 mp

Sktad: 0,03 M R-5-P 0,45 ml; 0,01 M
MgCl., 0,05 ml; 0,2 M bufor we-
ronalowy o pH 7,6, 0,15 ml; roz-
twér enzymu 0,35 ml = 0,63 mg
biatka. Temp. 37°.

Inkubacja 0 min. — golebie
zdrowe i chore

....... inkubacja 60 min. — golebie
zdrowe

— — — — inkubacja 60 min. — golebie

z awitaminoza B,

78%', migénia piersiowego 59,3%, a dla nerki 52,3%. Nie mozna wiec mo6-
wi¢ o specjalnym zatrzymaniu tiaminy przez moézg jako calo$é. Pozostaje
przypuszczenie, ze sama transketolaza mézgowa silniej wigze dwufosfotia-
mire w stosunku do innych apoenzymoéw tego koenzymu.
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Za takim tlumaczeniem przemawialaby obserwacja Monfoorta
i8], ze w mie$niu piersiowym i sercu golebia z awitaminoza By dekarbok-
sylaza a-ketoglutarowa traci znacznie mniej na aktywnosci niz dekarbok-
sylaza pirogronowa. Fakt ten najprosciej wytlumaczyé mozna przez przy-
jecie, ze dekarboksylaza ketoglutarowa silniej jest zwigzana z koenzymem
niz pirogronowa. PrzyjeliSmy wiec to przypuszczenie za hipoteze roboczg.
Wstepne nasze proby wykazaly, ze nie udaje si¢ oddzieli¢ odwracalnie
dwufosfotiaminy od transketolazy mozgowej w takich warunkach, w ja-
kich przeprowadzali$my to na transketolazie z Mycobacterium [9]. Dotych-
czasowe proby dawaly nieodwracalng inaktywacje enzymu.

Zachowanie aktywnosci transketolazy w moézgu irdzeniu podczas niedo-
statku w ustroju jej koenzymu zdaje sie wskazywac¢ na podstawowe zna-
czenie cyklu pentozowego dla metabolizmu centralnego ukladu nerwo-
wego.

Streszczenie

W preparatach z proszkéw acetonowych z mozgéw 1 rdzeni kregowych
golebi zdrowych 1 z awitaminoza B; badano aktywnos¢ transketolazy.
Aktywnosé tego enzymu, ktorego koenzymem jest dwufosfotiamina, nie
jest zmniejszona u golebi z awitaminozg Bj.

Zachowanie aktywnosci transketolazy podczas niedostatku w ustroju
jej koenzymu moze wskazywaé¢ na podstawowe znaczenie cyklu pentozo-
wego glikozy dla centralnego ukladu nerwowego.
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AKTUBHOCTH TPAHCKETOJIA3EI B HEPBHOJ TKAHM TOJYBSA
CTPAJTAIOLIETO ABUTAMMHO30M B,

Pe3zwome

AKTHBHOCTB TPAaHCKETOJIa3bl MCCJEZ0BAJIAaCh B ITpeIapaTax U3 aleToHO-
EBIX ITOPOLIIKOB M3 CIIMHHBIX M F'OJIOBHBIX MO3rOB KaK 3/I0POBEIX, TAK M CTPa-
Jalollyix aBUTaMMHO30M Bi roay6eit. AKTMBHOCTH STOTO 9H3MMa, KCOH3U-
MOM KOTOPOro fABJfeTcsa audocdoTMaMUH, He yMEHbLIaeTcs y roiybeir,
CTPaZAIMX aBUTAaMMHO30M Bi,

CoxpaHeHye aKTMBHOCTM TPAHCKETOJIA3bl IIPM HEJOCTATKE €e KOSH3UMa
MOJKET yKa3bIBaTh Ha OCHOBHOE 3HA4Y€HME IeHTO3HOIO LMKJIA IVIIOKO3bI AJA
LIEHTPAJIBHOJ HEPBHOM CHUCTEMBI.

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

Summary

The activity of transketolase has been investigated in preparations of
acelone powdcer from the brain and spinal cord of normal pigeons, and of
pigeons suffering from vitamin Bj deficiency. The activity of this enzyme,
the coenzyme of which is diphosphothiamine, revealed no decrease in
pigecns suffering from vitamin Bj deficiency.

The unimpaired transketolase activity, in spite of the deficiency of
cocenzyme, may indicate the importance of pentose cycle of glucose to the
central nervous system.

Otrzymano 31.7.1956 r.
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M. PIECHOWSKA

PIROFOSFORANY PODCZAS KOPULACJI U MOTYLA
WILCZOMLECZERA

Z Pracowni Biochemii FEwolucyjnej Zakladu Biochemii PAN w Warszawie
Kierownik Pracowni: prof. dr Irena Mochnacka

Heller i wspoélpracownicy [5, 8] wykazali, z¢ samce motyla wil-
czomleczka (Celerio euphorbiae) zawierajg znaczne ilosci fosforu odszcze-
piajacego sie¢ podczas T-minutowej hydrolizy w 1N HCl w 100°. U samic
za$ ta frakcja fostorowa znajduje si¢ w ilosci 10-krotnie mniejszej. Dalsze
badania (Heller, Karpiak i Zubikowa [6, 7]) wykazaly, ze
okolto 80% tej frakcji u samca stanowi pirofosforan, ktérego u samic meto-
dami chemicznymi nie udalo sie¢ wykazaé. Pirofosforan lokalizuje sig¢ glow-
nie w czesci bialej przewodu wytryskowego (ductus ejaculatorius). Bylo
to pierwsze w literaturze stwierdzenie wystepowania znaczniejszych ilos-
ci pirofosforanéw w Swiecie zwieriecym. W tym samym czasie Nie-
mierko i wspoéipracownicy [10] znalezli u molika woskowego (Galleria
mellonella) duze ilosci metafosforanu w przewodzie pokarmowym i odcho-
dach. Oba te fakty, ktore do dzisiaj pozostaly odosobnione, byly wielo-
krotnie dyskutowane, lecz nie znalazly dotychczas biologicznego wytlu-
maczenia. W dyskusjach na plan pierwszy wysuwalo sie zagadnienie, czy
wielofosforany te nalezy uwazaé za produkt odpadkowy, czy tez stanowia
one wysokoenergetyczny skladnik ustroju o okreslonych funkcjach. Stad
wysunelo sie zagadnienie, jaki jest dalszy los pirofosforanow z przewodu
wylryskowego, zwlaszcza w okresie kopulacji.

Czeé¢ doswiadczalna

MATERIAL I METODY

Motyle pochodzily z wlasnej hodowli. Poczwarki przed wylegiem od-
osobniano, motyle trzymano badz oddzielnie jako egzemplarze kontrolne,
badz tez gczono w parki 1 obserwowano az do skladania jaj przez samice.
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Wtedy zabijano je przez uspienie eterem i preparowano lub oznaczano
frakcje fosforowe w calych motylach. Motyle kontrolne analizowano w cig-
gu pierwszego lub drugiego dnia po wylegu.

Motyle kontrolne. U samcow latwo oddzieli¢c przewod wy-
tryskowy od obfitego ciata tluszczowego. Wystepowal on w postaci jedno-
litej grubej nici zwinietej w kiebek. Mozna w nim wyroézni¢ odcinek szary
i bialy. U motyli zaschnigtych cialo tluszczowe tworzy lgcznie z przewo-
dem wytryskowym duzg zbitg grudke, w ktorej mozna wykaza¢ taky sa-
ma zawarto$¢ pirofosforanu, jak w przewodzie swiezym. U samic odwlok
zawieral obok bardzo obfitego ciala tluszczowego duzg ilo$¢ niezapiodnio-
nych jajeczek.

Torebka kopulacyjna (bursa copulatrix), ktora stuzy jako zbiornik dla
nasienia, przed kopulacjg ma wyglad pomarszczonego i pustego balonika.

Motyle po kopulacji. Motyle po kopulacji zabijano dopiero
po zlozeniu jaj przez samice. Zyly wiec o kilka dni (2—4) dluzej niz kon-
trolre. U samcow znajdowano cialo tluszczowe w skapej ilosci. Przewod
wytryskowy mial postaé wyschnietej, cienkiej, pokurczonej nici, odcinek
bialy nie dawat si¢ odréznié.

U owadow wyschnietych tworzyl on z cialem tluszczowym niewielkq
grudke w dolnej czesci odwloka. U samicy cialo tiuszczowe i po kopulacji
bylo przewaznie obfite, Torebka kopulacyjna byla wypeiniona biala masa
o doé¢ twardej konsystencji. Rozmiary jej bywaly rozne, u niektorych sa-
mic osiggala wielkos¢ ziarna pszenicy, u innych bywala mniejsza. W kaz-
dym odwloku znajdowala si¢ mniejsza lub wigksza ilos¢ niezlozonych ja-
jeczek.

Metody. Cale motyle wyciggano 4% CCJ3COOH, w stosunku 1: 50.
W wyciggu oznaczano metodg Fiskego i Subbarowa [2]:
1) ortofosforan (P,); 2) ortofosforan po 7 minutowej hydrolizie w 1 N HCI
w 100° (P;); 3) fosfor calkowity (rozpuszczalny w kwasie) po spaleniu
w kwasie siarkowym z dodatkiem kwasu azotowego (Pc). Natqieni_e barwy
odczytywano w fotometrze stopniowym Pulfricha przy filtrze S 66. Z roz-
nic wynikéw 2—1 obliczano 4 Pz, z 3—2 fosfor estrowy Pg. Wyniki prze-
liczano na poczatkowa wage motyla, wyliczong z poczatkowe] wagl po-
czwarek za pomocg wspdlczynnikéw podanych przez Hellera [4].

Réwnoczeénie z analiza frakeji fosforowych robiono w wyciagach
trojchlorooctowych z calych motyli lub wypreparowanych czesci plcio-
wych i osobno z reszty ciala oznaczenia chrematograficzne.

W niektérych doswiadczeniach sporzadzano specjalne wyciggi do chro-
matografii uzywajac badz wiekszych, badz mniejszych ilosci 4% kwasu
tréjchlorooctowego. Na bibule Whatmann Nr 1 nakraplano wyciggi w ilos-
ci 10—15 ul oraz 5 ul 1% standardéw. Chromatogramy rozwijano okclo
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18 godzin w temp. 22—25° w Srodowisku kwasnym, uzywajac roztworow
podanych przez Ebela [1} (izopropanol 75 ml, woda 25 ml, kw. tréj-
chlorooctowy 5 g, amoniak stezony 0,3 ml).

Stosowano technike wstepujaca jednokierunkowa. Chromatogramy
wywolywano mieszaning 4o molibdenianu amonu, 1 N HC1 i 60° HC1O4
i ogrzewano 7 minut w 85° wedlug Hanesa i Isherwooda [3].

Ze wzgledu na ich krucho$¢ impregnowano gotowe chromatogramy
w parafinie,

Wyniki

W tablicy 1 podane sg wyniki analiz frakcji fosforowych u calych mo-
tyli samcow kontrolnych (przed kopulacja).

Tablica 1

Frakcje fosforowe u samc6éw przed kopulacja w mg 9, wagi ciala

Nr owada ! P, P, |2 | ap, Py
7169 184 300 366 116 66
7160 175 270 291 95 21
7154 157 292 323 135 31
7146 161 212 262 51 50
7152 164 284 323 120 39
7271 161 236 312 75 76
7208 180 234 273 54 39
7178 151 209 257 58 48
7229 166 228 257 62 29
7331 134 191 252 57 61
7338 248 282 303 34 21
7416 220 292 318 72 26
7499 236 298 325 62 27

Srednia i[ 179,7 ! 256,0 297,0 76,3 41,0

Tablica 2 przedstawia analogiczne wartosci dla samic kontrolnych.
Wartosci 4 P7 u samic odpowiadajg zawarto$ci kwasu adenozynotrdj-
fosforowego (ATP) i adenozynodwufosforowego (ADP) [5, 8]. Wystepujace
w tablicy wartosci zerowe dla 4 P; nie odpowiadajag prawdopodobnie
rzeczywistosci, s3 one wynikiem trudnosci w uchwyceniu drobnych réznic
pomiedzy P, a P; w rozcienczonych roztworach.
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Tablica 2
Frakcje fosforowe u samic przed kopulacja w mg%, wagi ciala
Nr owada | Bl o] R | ap, | P
7221 64 64 111 0 47
7188 81 87 127 6 40
7156 74 85 113 11 28
7161 59 76 119 17 43
7223 59 72 117 13 45
7233 64 77 113 13 36
7380 75 91 128 16 37
7347 79 81 131 2 50
7358 65 76 114 11 38
7407 60 75 112 15 37
7336 62 73 115 11 42
7388 70 79 122 9 43
7500 105 105 160 0 55
7659 113 121 193 8 72
7593 96 96 140 0 44
Srednia | 750 838 | 1226 | 88| 438
Tablica 3
Frakcje fosforowe u samcéw po kopulacji w mg%, wagi ciala
Nrowada | P, | P, e ‘ AP, | Py
7143 136 136 164 0 28
7164 114 114 166 0 52
7265 95 118 159 23 41
7239 130 139 182 9 43
7260 148 166 199 18 33
7322 96 113 147 17 34
7345 85 85 106 0 21
7317 140 150 214 10 64
7172 111 111 152 0 41
7279 59 75 106 16 31
7315 160 174 189 14 15
7274 77 102 139 25 37
7296 95 118 143 23 25
7266 91 114 150 23 36
7370 156 164 186 8 22
7272 129 139 181 10 42
7199 105 121 171 16 50
7361 145 145 189 0 44
7468 150 161 190 11 29
7465 150 166 200 16 34
7464 243 261 304 18 43
7491 108 119 147 11 28
7488 122 131 166 9 35
7501 141 162 199 21 37
7626 81 109 161 28 52
Srednia | 1jamtp://KGinorapas | 130 | 366
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Wartosci w ciele 25 samcéw po kopulacji zestawione s w tablicy 3. Wi-
dzimy tu spadek $redniej zawartosci .1 P; z 76,3 mg % na 13,0 mg %. Ta
pozostaloéé odpowiada prawdopodobnie ATP i ADP zawartym gléwnie
w miesniach tulowia.

W tablicy 4 podane sg wartosci dla 25 samic po kopulacji i po zlozeniu
jajek. Widzimy w niej wzrost frakeji . P; z 8,8 mg %o (tabl. 2) na
60,8 mg %o, to jest o 52,0. Odpowiada to z grubsza utracie 4 P7 przez sam-
ca w przebiegu kopulacji.

Tablica 4

Frakcje fosforowe u samic po kopulacji w mg%, wagi ciala

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

Srednia 119,4 180,2 217,0 60,8 36,8
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Tablica 5 podaje zestawienie $rednich wynikéw z tablic 1 do 4.

Przechodzimy obecnie do opisu wynikéw analizy chromatograficznej.
Fotografie 1 i 2 przedstawiaja chromatogramy wykonane z tymi samymi
plynami, ktére stuzyly do analizy chemicznej (tabl. 1—4). Fot. 1 przed-
stawia wyniki otrzymane z wyciggami z 3 samcéw przed kopulacjg i 5 sam-
coOw po kopulacji. Na wszystkich wyciggach stwierdzono obecno$¢ plam
odpowiadajacych ortofosforanowi. U samcéw przed kopulacja wystepuja
ponadto wyraznie plamy, ktoérych R; pozwala na zidentyfikowanie ich ja-

Tablica 5

Zestawienie $rednich wynik6w zawar-
to$ci 7-minutowej frakcji fosforowej ( AP7)
u samc6w i samiczek przed i po kopulacji

| mg% 4P

! samce | samice

ko pirofosforany. W wyciagach z 5
samcoéw po kopulacji plam piro-
fosforanow nie dostrzegamy.

Fot. 2 przedstawia wyniki chro-
matografii wyciggéw z 10 samic,
z tych 5 przed kopulacja, 5 po kopu-

lacji. Chromatogram ten stanowi

K j 76, 8,8 : %
prace. Aoplach o wierny negatyw poprzedniego chro-
po kopulacji 13,0 60,8 matogramu. Poza obecnymi wszedzie
plamami ortofosforanéw widzimy
réznica —63,3 | +52,0

plamy o R; charakterystycznym dla
pirofosforanu u 5 samic po kopulacji. Natomiast u 5 samic kontrolnych
ani $ladu pirofosforanéw nie dostrzegamy.

Dalszg wymowng ilustracja przenoszenia pirofosforanéw przy kopula-
cji jest fot. 3. Badano wyciagi z 5 par motyli obserwowanych podczas ko-
pulacji i zabitych po zaczeciu skladania jaj przez samice. Dla kazdej pary
lewy pasek odpowiada wyciggowi z samca, prawy z samicy. Na 5 bada-
nych par, w 4 widzimy calkowite przeniesienie pirofosforanu od samca
do samicy. Nieco odbiega wynik dla pary piatej, w ktorej przeniesienie
bylo niecatkowite. U obu plci widzimy jednakowo silne plamki pirofosfo-
ranowe, slabsze niz tam, gdzie cala ilo§¢ pirofosforanu skupia sie u jednej
plci.

W ten sposoéb i metoda chromatograficzng wykazaliSmy przenoszenie
pirofosforandéw podczas kopulacji z samca do samicy.

Fot. 4 przedstawia wynik chromatograficznego badania lokalizacji pi-
rofosforanéw. Pasek A przedstawia wycigg z ciala samicy po kopulacji
i wypreparowaniu torekki kopulacyjnej. Widzimy wyrazng plame orto-
fosforanowsa, brak natomiast plamy odpowiadajgcei pirofosforanom. Pa-
sek B odpowiada wyciggowi z wypreparowanej torebki kopulacyjnej. Wi-
dzimy tu bardzo mocng plame pirofosforanéw, natomiast bardzo slabo za-
znaczong plame ortofosforanéw. Pasek C — wyciag z wypreparowanych
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. Nr 7331
Nr 7416

: Prcwadam®

7345
7370
317
7322
7361

Nr
Nr
Nr
Nr

I
Nr

eENmY Mo

1. Standard orto- i piro-
fosforanu

. Nr 138 | samce przed kopu-

lacja (tabl. 1)

Samce po kopulacji
(tabl. 3)

I plamy ortofosforanu

. S R e

Fot. 1
Chromatogram wyciggéw trojchlorooctowych z samcéw

II plamy pirofosforanu

1. Standard orto- i piro-

| fosforanu
1 g\"‘,“ = v - P2 2. Nr 7407
W g 1 3. Nr 7358
\ < Samice przed ko-
. 4. Nr 7336
I 5. Nr 7388 pulacja (tabl, 2)
i 6. Nr 7347
- g 7. Nr 7424
a 8. Nr 7356 | samice po kopula-
11 i g 9. Nr 7251 cjl (tabl. 4)
¥ 10. Nr 7383
11. Nr 7250

I plamy ortofosforanu

D T R S At R LT

Fot. 2
Chromatogram wyciggéw tréjchlorooctowych z samic
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II plamy pirofosforanu
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g > 1. Standard orto- i piro-
el okl LT i o
i - L L Lo
- » : . Samiec Nr 7315
; ‘ . Samica Nr 7424
® Samiec Nr 7370
. Samica Nr 7356

. Samiec Nr 7317
. Samica Nr 7251 (Tabl. 3 i &

. Samiec Nr 7322
. Samica Nr 7383

10. Samiec Nr 7626
11. Samica Nr 7294

Vo Ng Ve W

v -

/ 2 3 l 4 5 6 ‘ 7 8 g ,0 / , I plamy ortofosforanu
II plamy pirofosforanu

i - S

Fot. 3
Chromatogramy wyciagéw tréjchlorooctowych z 5 par motyli
po kopulacji

»
" e p
B

- -
Fot. 4
Chromatogramy z cze$ci plciowych i reszty ciala samca i samicy

Samica po kopulacji & po usunieciu torebki kopulacyjnej
Nr 7176 torebka kopulacyjna (A P:= 62mg%)
(tabl. 4) wypreparowane jaja

Standard orto- i pirofosforanu

Samiec po kopulacji
Nr 7265 (tabl. 3)

po usunieciu przewodu wytryskowego
przewéd wytryskowy (A P: =23 mg%)

po usunieciu ductus ejaculatorius
ductus ejaculatorius (A P: = 75 mg%)

Samiec przed kopulacja
Nr 7271 (tabl. 1)

I plamy ortofosforanu
II plamy pirofosforanu

20 M@ U awp
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Fot. 5
Chromatogramy narzadéw plciowych samca i samicy oraz jaj
po kopulacji

http://rcin.org.pl

1. Standard orto- i pirofosfora-
ranu

Samiec Nr 7370 : 2. przewéd
(Tabl. 3) wytryskowy

3. reszta ciala

Samica Nr 7310 : 4. jaja za-
(Tabl. 4) plodnione
5. jaja nie za-
plodnione
6. bursa co-
pulatrix
7. reszta ciala

I plamy ortofosforanu
TI plamy pirofosforanu
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jaj tejze samicy dal tylko stabg plame ortofosforancwg. Pasek E przedsta-
wia chromatogram wyciggu z samca tej parki po usunigciu czesci plcio-
wych, wykazuje on jedynie silng plameg ortofosforanéow. Nastepny pasek F
przedstawia chromatogram wypreparowanych czesci plciowych sames,
wykazujgcy dobrze widoczng plame pirofosforanows i dosé slabg plame
ortofosforanowg. Rzut oka na tablice 3 pokazuje, ze badany tu samczyk
Nr 7265 zachowal po kopulacji jeszcze 23 mg®o 4 P7; wobec $redniej w ta-
beli wynoszgcej 13 mg®o. Dla poréwnania mamy na sgsiednich paskach
G i H podobnie traktowanego samca przed kopulacjg. Réznica wystepuje
w chromatogramie z czgsci piciowych (H), ktore daly bardzo silng plame
pirofosforanowa.

Wreszcie fot. 5 daje pelna analize chromatograficzng innej parki mo-
tyli po kopulacji i zlozeniu jaj. Z samca i samicy wypreparowano czesci
plciowe. Badano rowniej jaja zlozone (zaplodnione) i wypreparowane jaja
nie zaplodnione. Poza wystepujgcymi wszedzie ortofosforanami tylko
w bursa copulatrix mozna stwierdzi¢ obecnosé pirofosforanéw i to w ilos-
ciach rzedu mniej wiecej takiego, jak u samca przed kopulacja. Mimo wigc
zlozenia znacznej ilosci jaj, zapas pirofosforanu w torebce nie ulega wi-
docznej redukeji.

Te wyniki $Swiadczace o tym, ze zawarto§é pirofosforanu w torebce
nie maleje widocznie przy skladaniu jaj, nasunely pytanie, czy w ogole
istnieje zalezno$¢ miedzy pozostalg zawartoscig pirofosforandéw a iloscig
zlozonych jaj. MysleliSmy, ze albo pirofosforanéw zostaje w torebce tym
mniej, im wiecej jaj zlozyla samica, albo przeciwnie, ze te samice s3
w stanie sklada¢ wigcej jaj, ktéore maja wiecej pirofosforanow. Wyniki
obserwacji dotyczacych tego zagadnienia przedstawiajg tablice 6 i 7. W ta-
blicy 6 zebrano 13 obserwacji obejmujacych parki, w ktérych samica zlo-
zyla mniejszg ilos¢ jajeczek od przecigtnej, to jest 100. W grupie tej naj-
nizsza ilo§¢ wynosila 3 jajeczka, najwyzsza 91, a $rednia 35 jajeczek. 4 Py
u samecéw miata przecietng wartos¢ 10,5 mg®o, u samic 58,4°0. W drugie)
grupie tabl. 7, obejmujgcej 10 par, samice zlozyly od 126 do 215 jajeczek,
$rednio 165. 4 P7; u samcéw wynosila 16,3 a u samic 64,3 mg®o. Wpraw-
dzie frednie wartosci 4 P7 sg u obu plei wyzsze niz w grupie skapo-jajo-
wej, to jednak rozrzut poszczegdlnych wartosci w grupach jest tak duzy,
ze lrudno tym wynikom przypisywaé znaczenie. Tak wiec badania nie po-
twierdzily zadnej z wysunietych hipotez.

Dyskusja

Badania zaréwno chemiczne jak chromatograficzne wykazaly jedno-
znacznie, ze u wilczomleczka nieorganiczny pirofosforan, zawarty w mes-
kim przewodzie wytryskowym, zostaje przeniesiony przy kopulacji pra-
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Tablica 6 Tablica 7
Frakcja fosforowa 7-minutowa ,.Frakcja fosforowa 7-minutowa’’
u samca i samicy po zlozeniu u samca i samicy po zlozeniu

malej ilosci jaj duzcj ilosci jaj

4 P, mg% llosé 4 P, mg% llos¢
ztozonych e — | zlozonych
samiec samica | Jaj (szt) samiec | samica | Jaj (szt)
|
0 89 41 25 60 126
0 & ie 23 87 139
0 43 50 6 4 161
23 62 8 : 9 =
9 58 10 23 62 143
16 59 70 10 67 156
18 33 32
17 104 50 8 o 140
0 35 48 0 55 195
14 23 91 9 46 180
) 3 29 21 78 188
18 99 17
1 29 3 28 70 215
Srednia | Srednia
| 10,5 58,4 35,2 16.3 64,3 165,1

wie ilosciowo do torebki kopulacyjnej samicy. W torebce tej pozostaje bez
widocznego ubytku poprzez caly okres skladania jaj zaplodnionych nasie-
niem z bursa copulatrix. Odnosi sie¢ to nawet do tych samic, u ktorych ilosé¢
zlozonych jaj siega gornej granicy spotykanej. Pirofosforan ten pozostaje
dalej niezmieniony w ciagu catego kilkunastodniowego zycia samicy i po-
dobnie jak u samcéw, ktore nie kopulowaly, da sie wykaza¢ w zaschnig-
tych cialtach nawet po latach. Wskazuje to na brak pirofosfatazy w prze-
wodzie wytryskowym i torebce kopulacyjnej, nawet w warunkach auto-
lizy poSmiertnej.

Calo$¢ naszych badan zdaje si¢ wskazywaé na to, ze rola pirofosfora-
néw wigze sie w jaki$ sposéb ze zdolnoscig zatrzymania aktywnych plem-
nikdéw w torebce kopulacyjnej.

Mimo ujemnych dotychczas wynikéw badan nie mozemy zasadniczo
wykluczyé udziatu pirofosforanu w metabolizmie plemnikow, do czego ich
wysokoenergetyczny charakter zdaje sie je predystynowaé. W kazdym
razie juz te obserwacje wystarczajg, by odrzuci¢ hipoteze, jakoby wielo-
fosforany nieorganiczne u zwierzat miaty charakter wylgcznie odpadkowy.
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Streszczenie

U motyla wilczomleczka oznaczono metodg Fiskego i Subba-
rowa frakcje fosforanowe rozpuszczalne w kwasie i obliczono fosfor
T-minutowy (4 P7) u samca i samicy przed kopulacjg i po kopulacji. Wigk-
sz0$¢ 4 P; bedgca pirofosforanem znajduje sie przed kopulacjg u samca
w ductus ejaculatorius, po kopulacji da sie stwierdzi¢é w bursa copulatrix
samicy. Samica przed kopulacja nie ma pirofosforanu.

Pirofosforan nie przechodzi do zaplodnionych jaj w uchwytnej ilosci,
nie mozna tez wykaza¢ jego ubytku w bursa podczas skladania jaj.

Nie stwierdzono zaleznosci miedzy iloscig zlozonych jaj a ilo$cig prze-
kazanego przez samca pirofosforanu.

Wyniki te znalazly pelne potwierdzenie w badaniach chromatograficz-
nych.
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IIMPOPOCPATHI BO BPEMA KOIIVJIALIMUA
Y BABOYKWM BPAKHMKA MOJIOYAVMHOI'O (CELERIO EUPHORBIAE)

Pezwome

ITo merony Pucke m Cy66aposa aBrops! onpejesmuan y 6abou-
Ky OpazkHMKa MoJo4aitHOro ocdatHble hpakumy, pacTBOPUMBIE B KMCJIO-
Te u ucumeamum A P7 y camua 1 caMKyu A0 M Tocsie KomyJasaumu. Bosbias
gacTe A P7, npezgcrasasiomas coboit mupodocdaT, HAXOAUTCA 0 KOIMyJIA-
wn B ductus ejaculatorius camua, rnocje xoryJasuuu B bursa copulatrix
camky. Camka 10 KomyJsiauum mpodocdara He uMeer.

IInpocdoccbar He MepexXoauUT B OMIOAOTBOPEHHBIE A B YJIOBUMOM KO-
JIMYeCTBe, a TaKKe Heyb3A 0OHapyXxuTh ero ybblm B bursa B nepuoj
KJIAJKN AUYEK. K
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3aBUCHUMOCTY MEKAY KOJMYECTBOM OTJIOKEHHBIX ANYEK M KOJMIECTBOM
IepesIaHHoro caMioM mpodocdara He KOHCTaTMPOBAJIM.
DM pe3yJbTaThl HAULIM TOJHOE MOATBEpIKIeHue B Xpomarorpagu-
YEeCKMX MCCJIE/IOBaHUAX.

PYROPHOSPHATES IN THE HAWK-MOTH DURING COPULATION

Summary

Acid soluble phosphate fractions were determined by the method of
fiske and Subbarow in the hawk-moth, and 7-minute phospho-
rus (P;) calculated in the male and female before and after copulation.
Most of the 4 P; in the form of pyrophosphate is found in the ductus
ejaculatorius of the male before copulation, whereas after copulation it may
be demonstrated in the bursa copulatriz of the female. No pyrophosphate
is evident in the female before copulation.

The pyrophosphate does not pass to the fertilized eggs in detectable
quantities, neither can decrease of it in the bursa be demonstrated
during egg laying.

No connection between the number of eggs laid and the amount of
pyrophosphate transmitted by the male could be established.

These results were fully confirmed by chromatographic studies.

Otrzymano 1.8.1956 r.
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J. OPIENSKA-BLAUTH, H. KOWALSKA i M. PIETRUSIEWICZ

NOWE SPOSOBY IDENTYFIKACJI AMINOKWASOW NA
CHROMATOGRAMACH JEDNO I DWUKIERUNKOWYCH

Z Zakladu Chemii Fizjologicznej Akademii Medycznej w Lublinie
Kierownik Zakladu: Prof. dr J. Opieiiska-Blauth

Prof. drowi J. Hellerowi, przewodnicsqcemu Komitetu Biochemicznego Polskiej Akademii Nauk
dla uczezenia jubileuszu Jego dzialalnosci naukowej te prace poswigcamy.

Wiele przyczyn sklada sie na trudnoéci w chromatograficznym roz-
dzielaniu aminokwasoéw. Test ninhydrynowy stosowany ogélnie do ich
wykrywania nie jest bynajmniej swoisty tylko dla aminokwaséw. Pepty-
dy, aminy i ich pochodne nalezg réwniez do ninhydryno-dodatnich. Bar-
wa proby ninhydrynowej nie jest jednolita dla calej grupy zwigzkow,
przy tym otrzymane barwy nie sg trwate i zmieniajg sie w czasie.

Proby identyfikacji kilkunastu aminokwaséw na jednym chromatogra-
mie, nawet dwukierunkowym, prowadza czesto do pomylek. Przy najle-
piej nawet dobranym gatunku bibuly i ukladach rozpuszczalnikéow wiele
aminokwaséw o zblizonych wspoélczynnikach Ry nie rozdziela sie w od-
dzielre plamy, lecz tworza skupiska trudne do interpretacji. Wspélczynni-
ki Pr aminokwasow wykazuja duzg zmienno$é nawet w stosunku do tego
samego aminokwasu spowodowang réoznymi czynnikami. Na wspotczynni-
ki Ry wplywaja bowiem nie tylko gatunek bibuly, sklad fazy rozwijaja-
cej, ale ponadto i sklad jakosciowy i iloSciowy mieszaniny aminokwasowej,
w koncu i substancje towarzyszace, np. sole mineralne. W ostatnich la-
tach opracowano wiele sposobow i modyfikacji do znanej juz podstawo-
wej techniki chromatograficznej. Wiekszo$é z nich dotyczy aminokwasow,
cc stanowi oczywisty dowod najwiekszych wiasnie trudnosci spotykanych
w tej grupie zwigzkéw. Chromatografia wielokrotna [16], rechromatogra-
fia [9, 14, 15], kombinacja kilku technik, np. wstepujacej i krazkowej,
polgczona ze zmiang skladu fazy rozwijajacej (2], wielobarwne testy roéz-
nicujgce niektére grupy aminokwaséw ulatwiaja bezsprzecznie analize
chromatograficzng mieszanin aminokwasowych, Saifer i Oreskes
[13] stosuja az trzy testy barwne réznicujace aminokwasy, obok ninhy-
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drynowego alloksanowy i izatynowy. Jednakowoz w przypadkach badan
masowych i koniecznosci oszczednosci materialu, np. surowicy, plynu
mozgordzeniowego itp., dazymy do tego, by przy pomocy jednego tylko
chromatogramu dwukierunkowego przeprowadzi¢ identyfikacje kilkunastu
aminokwasow.

Wszystkie wyzej podane modyfikacje oparte badz na réznicowaniu
przy pomocy roéznych faz rozpuszczalnikow, lub réznych testow wywo-
lawczych sa nieoszczedne w materiale wyjsciowym i dlugotrwale. Nasz
nowy sposob odczytywania chromatograméw aminokwasowych oparliSmy
na spostrzezeniu, ze znaczne korzysci daje technika zimnego wywolywa-
nia odczynnikiem ninhydrynowym, poniewaz umozliwia notowanie cza-
sow wystepowania zabarwienia poszczegélnych aminokwasoéw. Przy ogrze-
waniu chromatogramu wystepuja od razu barwy ostateczne, a plamy wie-
lu aminokwaséw o zblizonych wspolczynnikach Ry zlewaja si¢ w jedna
wiekszg plame. Dodatkowg jeszcze korzy§¢ w proponowanej przez nas
technice stanowi wystepowanie podczas ,,zimnego” wywolywania barw
przejsciowych charakterystycznych dla niektéorych aminokwasow.

Czes¢ doswiadczalna

Do badan uzywano: a) wzorcowe aminokwasy o najwyzszym gatunku

czystosci, przewaznie w oryginalnych handlowych opakowaniach,
b) surowice ludzkie fizjologiczne i patologiczne.

Do rozdzielania mieszanin aminokwasowych stoscwano: technike wste-
pujaca jedno i dwukierunkowa na bibule Whatmana Nr 1 w nastepuja-
cych ukltadach rozpuszczalnikow:

a) fenol-woda (7 : 3)

b) fenol-woda i pary amoniaku,

¢) propanol-woda (7 : 3),

d) III—rz. butanol-HCOOH-woda (695 : 100 : 295),

€) III—rz. butanol-metanol-woda (4 : 5 :1),

f) III—rz. butanol-metyloetyloketon-woda (2: 2 :1).

Chromatogramy wywolywano przez zanurzanie ich po rozwinigciu
w 0,2°% roztworze acetonowym ninhydryny w temperaturze pokojowej
(zimny test ninhydrynowy). Identyfikacje aminokwaséw na chromatogra-
mach przeprcwadzano na podstawie:

a) wspotczynnika Ry,

b) czasu wystepowania barw na bibule,

¢) pojawiania sie¢ barw przejsciowych,

d) stopnia intensywnosci plam (natezenia zabarwienia),

e) zmian wystepujacych na chromatogramie ogrzanym do 100° po

24 godzinach od momentu wywolania,
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Tablica 1

Zimny test ninhydrynowy
(Bibula Whatmana Nr. 1, temp. 15 — 18°, pH 6 — 7, wodne roztwory czystych ami-

s nokwas6w)
Czas 1§Jysl¢- Barwy* Nate-
t powania bar- P
Pochodzenie Aminokwas wy (min) S
Lp. preparatu czysty —— RO> e
1,3-13 | 13-26 | $red- |(rwala| 1000 |24 go-
#g | wg | nia dziny
1 | Light— Anglia Alanina 6—3 | 3—2 | — F RF |4+
{2 |'BD. .~ Londyn (3-Alanina 120-60 60—45 ob;(ﬁ%ka N | RF |+
"3 | B.D. H.— Londyn Arginina 5—4 43| N | RF| RF [+
"4 |Riedel—Berlin Asparagina 25—15{10—5 | Z.Br | N RF |+
TS5 B:D.H— Londyn Kw. asparag. |17—15| 5—4 | ZBr | N.F.| NF |+
¥ prod. polskiej Kw. a-amino- :
izomaslowy 300 | 30 R F F |+
"7 |Schering— Berlin Cpstyna 10 |10—5| ZR| RN| F |+
'8 prod. polskiej Cysteina | i e
9|z importu bez blizszych
danych Fen‘loalanina 6 |4—3| — RF| F [++
10 prod. polskiej Glutamina 5 |3—=2| — F F |[+++
11 | Merck Glicyna 6 |3—2| ZR| F F |+
12 | Merck Kw. Glutamin. | 5—3 |2—1 | R | F | F |+++
13 | Light— Anglia Histydyna 3 3 ool AR SN L+
14 | B.D. H. — Londyn Lizyna 5 3 | RF| NF| NF [++
15 | Li ¢ h t — Anglia Leucyna 6—5 4 — RF| F |++
'16 | B. D. H. — Londyn Izoleucyna 6 Bl — REF B
17 [Merck Metionina 4—3 2 R F F |+++
18 | B.D. H. — Londyn Ornityna R e R s T
19 | B.D. H. — Londyn Prolina =% | 2 | 2|2 |k
20 | Li ¢ h t — Anglia Seryna 5--3 Tl LA = S oS
21 | BDH— Londyn Taurgna 48—30, 25 B LR | R E
22 |'Li ¢ ht — Anglia Treonina 8—5 5 R F F |+++
23 | B. D. H. — Londyn Tryptofan 4 3 [ZBr| R U 1 s
24 prod. polskiej Tyrozyna 8 8 R F et RS
25 | Schuchardt Walina 5 3 - F F |+++
* F-fiolet, N - niebieski, R - r6zowy, Z-z6hy, R. F-rézowy fiolet, N. F-niebieski
fiolet, R. N - r6zowo-niebieski, Z. Br- z6lty braz, St. N - stalowo-niebieski.

** 444 =silna, 44 = $rednia, -+ = slaba, -+ = ledwo widoczna.
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Tablica 2
Podzial aminokwaséw na grupy na podstawie réznic w czasie wystepowania barwy w probie
ninhydrynowej
3 f Czas wy- Strefa Rp
Nr ami- ! | stepowas Barwy el
nokwasu | Grupa Aminokwas 2,6 4 g | nia barwy posrcd- ke
w rys. 1 | (min.) nie (7:3)
1 I Metionina 7—10 - D
2 Kw. glutaminowy —_ 7 A
3 Glicyna 7.Br B
4 Seryna -— B
5 Histydyna C
6 I Glutamina 10—15 — C
7 Leucyna D
8 Izoleucyna D
9 Alanina s C
10 Feniloalanina D
11 Lizyna C
12 Ornityna B
13 Treonina C
14 Walina D
15 1 Arginina 15—20 C
16 Tyrozyna C
17 Prolina Z D
18 Tryptofan D
19 v Cysteina 20—30 A
20 Asparagina 7.Br B
21 Kw. asparaginowy A
22 )L Tauryna kilka do B
kilkuna-
stu godz.
23 Kw. a-aminoizomaslowy po ogrza- C
24 #- Alanina niu na- C
tychmiast
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Rys. 1. Podzial aminokwaséw na grupy na podstawie réznic w czasie wy-
stgpowania barwy w prébie ninhydrynowej (objasnienie na tablicy 2)

Seria I

Badania przeprowadzono na aminokwasach wzorcowych wprowadzo-
nych na bibule w jednakowych, Scisle okreslonych stezeniach bez rozwi-
jania chromatograméw. Roztwory 1% i 0,1% czystych aminokwaséw na-
kraplano na bibule przy pomocy dokladnie wykalibrowane;j mikropipetki.
Do badan poréwnawczych zastosowano dwa stezenia aminokwasow:
a) 1,3—13ung i b) 13— 26 pg. Doswiadczenia wstepne wykazaly, ze czas
wystepowania zabarwienia dla kazdego aminokwasu byt zawsze jednako-
wy przy tych samych stezeniach. Natomiast odwrotnie, przy zmianach
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stezen aminokwaséw nie wykazano wyraznej proporcjonalnosci do zmian
w czasach wystepowania zabarwien (tabl. 1). Znaczne, bo blisko dziesig-
ciokrotne dopiero zwigkszenie stgezenia aminokwasu wplywalo na skroce-
rie czasu wystgpienia barwy. Dla niektérych aminokwasow (np. tyrozy-
ny, tryptofanu, izoleucyny) nawet przy tej znacznej zmianie stezen roz-
nice w' czasie wystepowania zabarwien nie byly uchwytne. Oprocz charak-
tervstycznego, swoistego dla poszczegbélnych aminokwasoéw czasu wyste-
powania zabarwienia z ninhydryna cenne s3 dla identyfikacji i inne ce-
chy, swoiscie zwigzane z poszczegélnymi aminokwasami, jak zmiana od-
cieni barwy plamy w zaleznosci od czasu i temperatury wywolywania
craz natezenie barwy oceniane w jednakowych umownych warunkach
(tabl. 1).

(2)

o

® o
3 G
®

7

Fenol-woda [7:3)

Propanol-woda (7:3

-

Rys. 2. Chromatogram dwukierunkowy mieszaniny aminokwaséw w ste-
zeniach po 2,6 ug (objasnienie na tablicy 3)
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Seria II

Badania przeprowadzano na rozwinietych chromatogramach jedno
i dwukierunkowych przy uzyciu aminokwaséw wzorcowych (stezenie
2,6 ug), wymiary bibuty 25 X 25 cm.
Okreslano: a) czas wystapienia zabarwienia; b) wspolczynnik Rr, ¢) barwy
posrednie, d) natezenie barwy po 24 godz.

Na podstawie réznic w czasie wystepowania plam na chromatogramach
jedno i dwukierunkowych podzielono aminokwasy na 5 grup (rys. 1, tabl. 2).

Tablica 3

Chromatogram dwukierunkowy mieszaniny aminokwaséw wkroplonych w stezeniu 2,6, g—
kazdego aminokwasu

1. propanol-woda 7:3

Uklad: 2. fenol-woda 7:3
Czas L,
L. ko- wysta- ' Barwa | Nateze-
lejno- Nazwa aminokwasu pienia| fenol- | propa- | posred-| nie
$ci plamy| woda | nol-woda| nia barwy
(min.) ‘
l
1 Metionina+Walina 6 0,75 0,54 - b e
2 | Leucyna+Izoleucyna+Fenploalanina 7 0,80 0,65 - +++
3 | Kwas glutaminowy . . . . . .. 7 0,26 0,19 - +++
& | SErPNRT « %, 0 syt v e Ce e 8 0,34 0,27 - + 4+
5 [sGIeImas - e vt i e 8 0,39 0,26 Z.Br +++
6% L Histydnna sy < s e s 8 0,63 0,21 — 4
7 Glafamina: ... .\ & et e 9 0,54 0,22 — ++
8 L1171 Dt 4 v N R 11 0,55 0,36 —_ e
00 L ORIIA: o i BN e m e 12 0,34 0,12 i s
10 TREONINR e vilie = bt Smanie 13 0,47 0,33 —_ +4-+4
11 EVATITE o i e e U v ey D 14 0,49 0,14 — ++
12 TRrozInarirs. Bie PRt e R 17 0,56 0,44 — ++
13 A LT GIETT SRR iR A S 18 0,75 0,54 — ++
14 Arginihatsis i vl o AR S T e 19 0,12 0,24 = et
151 | Prolia et SLo i L TSl 19 0,88 0,44 Z +
16 | Kwas asparaginowy . . . . . . . 21 0,16 0,16 — 4
1708 [PABpaYaginurs o s s Sr s bl s o, 23 0,39 0,17 Br -
18 OnStelnai ol o R s o, 31 0,55 0,20 = =1
19 EFATITa Nt e R TS S do 24 0,38 0,29 — ++
godz.
20 | Kwas «-aminoizomaslowy . . . . | po 0,63 0,66 — B
ogrza-
niv
21 Balatdnas.d oS ISR e Tl po 0,57 0,43 — ++
ogrza-
niu
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Podane w tablicy 2 czasy wystepowania plam nie odgrywajg bynajmniej
roli jako wielkosci stale, zalezg bowiem od warunkow doswiadczenia, np.
wymiaréw paskéw bibuly, doboru rozpuszczalnikéw i innych. Majg na-
tomiast znaczenie jako wartosci poréwnawcze przy ustalaniu kolejnosci
wystepowania plam dla poszczegélnych aminokwasow.

W celu identyfikacji wigkszosci aminokwasow na jednym tylko chro-
matogramie dwukierunkowym opracowano nastepujacy sposéb postepo-
wania: Mieszaning aminokwaséw nakrapla sie na bibule (arkusz
25 X 25 c¢m) i rozwija chromatogram w ukladach: propanol-woda (7: 3)
i fenol-woda (7 : 3) (wyniki podano na rys. 2 i w tabl. 3)
lub w ukladach: III-rz. butanol-HCOOH-woda (695:100:295) i fenol-woda
(7:3) (rys. 3 i tabl. 4).

@'
B3 0

G o

I"ﬁ
2
>
[}
Q
+-

:5} S
g")
|
S~
o

*,, i e ———
Butanol I111-rz—HCOOH-H ,0
095! : 100F 5 295
Rys. 3. Chromatogram dwukierunkowy mieszaniny aminokwaséw wkro-
plonych w stezeniu po 2,6 ug (objasnienie na tablicy 4)
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Tablica 4

Chromatogram dwukierunkowy mieszaniny amin okwas6éw wkroplonych w steZeniu 2,6 g —
dla kazdego aminokwesu

1) Hl-rz. Butanol-HCOOH-woda

Uklad: 2) Fenol-woda-+pary NHg
Pl QB . A (4]
L..I{o- : u,‘.yslf']- i f II-rz. bu- Baitn Nat.e.
lejno- Nazwa aminokwasu pienia : tanol - oérednia| Z€mie
&ci plamy| "2 | ycoon | P barwy
(min) | p-NH, +woda
]
1 Alanina < o el o ks o 4 0,61 0,54 — +4++
2 | Metionina-+Walina-Tryptofan . .. 4 0,73 0,66 —_ +++
3\ [NEUSpdyma:: < <R S A 5 0,74 0,31 -— S o v
4 | Kwas glutaminowy . . . . . .. 8 0,26 0,45 — o
5 Glutaming’ 5. T e e s 8 0,59 0,35 — +-
G GIICHURT | o < el o Ll et roats 8 0,41 0,38 ZBr |+++
7 SEIINA T . o & X S 9 0,35 0,37 — ++
8 | Leucyna--Izoleucyna--Fenyloalanina 9 = Erts
9 g 500 0 i e SR R 10 0,44 0,46 —_ ++
10 (8, 1T e e S . e i v 11 0,63 0,28 — + 4
IE " [Prolina st s o SR T e e 11 0,68 0,60 Z +
12 o e 11111 R e PRI S g 14 0,62 0,54 —_ ++
13 [¥Asparagina' 'y % <0 o 0hL e 22 0,45 0,29 Z -
14 ) B 17111 S R | S Al v 22 0,79 — +
15 Aroining: o of. 4 AR e e s 22 0,79 0,30 —_ +
16 | Kwas asparaginowy . . . . . . . 24 0,16 0,36 — ===
17 [ Cpsipnai Sl bem obis 1s L SR B 27 0,35 0,01 —_ +
18 Chsteing ¥ i T s e s 27 0,38 0,13 —_ +
19 TAUTIMAT T Sl e o e do 24| 0,43 0,38 — + 4
godzin

Chromatogramy po calkowitym wysuszeniu i usunieciu §ladéw roz-
puszczalnika zanurza sie w 0,2% roztworze acetonowym ninhydryny,
okresla czas wystepowania plam poszczegélnych aminokwaséw i obserwu-
j2 barwy posrednie. Natychmiast po ukazaniu sie plamy obrysowuje sie
Jej kontury i oznacza cyfra wynikajaca z kolejnosci ukazywania sie plam.
Ten sposéb pozwala nam odezytywaé bezblednie chromatogramy dwu-
kierunkowe zawierajace dwadziescia kilka aminokwasow.

Seria III '7

Obejmowala identyfikacje aminokwaséw z chromatograméw dwukie-
runkowych surowic ludzkich. Jeden ml surowicy po odbialczeniu i usu-
nigciu substancji lipidowych [5] nakraplano na bibule w ilosci odpowia-
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dajgcej 0,1 — 0,2 ml surowicy i rozwijano chromatcgram dwukierunkowy
w ukladach: propanol-woda i fenol-woda (rys. 4a, tabl. 5 a). Dla kontroli
rozwijano chromatogramy w tych samych warunkach do$wiadczalnych:
1) aminokwaséw wykazanych w badanej surowicy (rys. 4b, tabl. 5 b) oraz
2) surowicy z dodatkiem poprzednio wykazanych aminokwasow (rys. 4 c,
tabl. 5c).

©

0 8B 9,

Fs |

Propanol-woda (73

Fenol-woda (7:3)

-

Rys. 4a. Chromatogram surowicy po odbialczeniu i usunieciu lipidéw
(objasnienie na tablicy 5)
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&

Fenol-woda (7:3)

Propanol-woda (7:3)

Rys. 4b. Chromatogram aminokwaséw wzorcowych wystepujacych w su-
rowicy (objasnienie na tablicy 5)
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OB

Fenol-weda (7:3)

7 Propanol-woda (7:3)

Rys 4c. Chromategram surowicy po odbialczeniu i usunieciu lipidéw + aminokwasy
wzorcowe (objasnienie na tablicy 5)
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@K

Fenol-woda (7:3)

Praopanol-weda (7:3)

==

"Rys 5. Chromatogram dwukierunkowy surowicy krwi
(objasnienie na tablicy 6)
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570
Tabli
Chromatogram surowicy po odbialczeniu i usu
a
Chromatogram dwukierunkowy surowicy krwi Chromatogram dwukie
(ilo$¢ 0,13 ml) (stez, 2,6
- PE Rl B MRl s
2 gE| 2 | B |5 L
o o =| 5 o o S 2
D Nazwa aminokwasu | & £ e O] e 2 T | Nazwa aminokwasu |
£ oSk R I
% T I W o . R o
i O 8| e & |mE| & ]
1 | Glutamina 8 0,561 10;22° | — il-t-+F 1 | Metionina
Walina
2 | Leucyna 9 0,81 | 057 | — |+ 2 | Leucyna
Izoleucyna Izoleucyna
Fenyloalanina Fenploalanina
3 | Kw. glutaminowy S 027 017 | — |4+ 3 | Kw. glatutaminowy
4 | Metionina, Walina 11 0,74 | 0,52 | — |+++| 4 | Seryna
5 | Alanina 13 0,54 | 0,34 | — | +-+ 5 | Glicyna
6 | Tyrozyna 13 0,51 | 0,46 | — | ++ 6 | Glutamina
7 | Glicyna 15 | 0,41 | 0,22 |Z. Br. 7 | Alanina
8 | Seryna 18 034 | 0,23 | — | -+ 8 | Treonina
9 | Prolina 18 | 0,87 | 0,42 | Z + 9 | Tyrozyna
10 | KRw. asparaginowy 20 0,20 0,16 | — | ++ 10 | Prolina
11 | Cysteina 20 015 | 0,17 | — | ++ 11 | Tryptofan
12 | Tryptofan 22 0,68 | 048 | — + 12 | Kw. asparaginowy
13 Ornityna 28 0,32 0,14 | — -
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ca 5

nieciu lipidéw oraz chromatogramy kontrolne

b c
runkowy aminokwas6w Chromatogram surowicy krwi (ilo$¢ 0,13 ml) - aminokwasy
p,g) wzorcowe (stez. 2,6 p.g).
[ e < ' o ' =
FEIE e : 2 13 |8
(<3 g o = 5 =] N 3 é o =] R =2
asl 2| |8 g g sel % B2 ka B
g E _;9.- S :‘ ES > Nazwa aminokwasu | 3 g 3 o : 'E
o — D
«dl & | &8 g | 2 wi | a || & | !
Se|l w| € |28 & Seg| § e |s=| &
O 8| = 8 |agd| & i QuE & g |lag| Z
7 10,75 | 0,61 — |+++ 1 Glutamina 8 052 | 023 | — |44+
810771071 | — |[4-++ 2 | Leucyna 8 0,80 | 0.66 | — |44+
Izoleucyna
Fenyloalanina
8/025[/023| — [+++ 3 | Kw. glutaminowy 11 024 | 0,17 | — [+
91034(030, — A 4 | Metionina, Walina 12 073 | 058 | — |+++
90,41 (0,29 | ZBr. | 4++4 5 | Alanina 15 | 0,56 | 035 | — | ++
10 10,56 [ 0,26 | — | 4+ 6 | Tyrozyna 15 0,55 | 051 | — | ++
11 {056]039| — |++-+] 7 | Glicyna 16 | 040 | 022 [ZBr. | +4
12 (0,46 (0,38 — | ++ 8 | Seryna 18 033 | 022 | — | 4+
13 10,59(049| — | ++ 9 | Treonina 18 0,47 | 028 | — | 44
18 (0,88 | 0,53 | Z + 10 | Prolina 19 | 0,86 | 0,50 | Z +
19 (0,72 | 0,58 | — 5wl 18 S aspsraginowy 20 0,16 | 0,16 | — | 4+
20 (0,16 0,18 | — -+ 12 Cysteina 21 0,14 | 0,16 | — ++
13 Tryptofan 23 0,71 | 0,51 | — -+
14 Ornityna 29 0,30 | 0,14 | — -
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Tablica 6

Chromatogram dwukierunkowy surowicy krwi (ilo$¢ 0,13 ml)

Czas Ry
L. ko- wysta- Brawa Nate-
lejno- Nazwa aminokwasu pienia| fenol- propa- | posred- | Zenie
$ci plamy| woda |nol-woda| nia baruy
wmin.
1 Glutaming: FSICAAE L 5 0,53 0,20 — +4++
2 Walina+Metionina . . . . . . . 5 0,70 0,53 — 44
3 Izoleucyna, Fenylozlanina, Leucyna 5 0,79 0,71 - - ++4+
4 ) DT e S S RS VL SR 6 0,70 0,27 — -+ 4
5 | Kw. glutaminowy . . . . . ... 7 0,22 0,19 — + 4+
A GG ko s I e s O 8 0,37 0,22 ZBr | ++
7 ST N S R o 8 0,33 0,23 — b
8 ATaRTE e R T AT W 9 0,51 0,36 — -+
D8k ICITOTINA. S b s S 9 0,54 0,53 — ++
R T O A LA A [ 9 0,85 0,58 Z +
11 | Kwas asparaginowy . . . . . . . 10 0,12 0,14 -— +- -
12 VI F 1 VS S RS B L I 15 0,43 0,15 —- - -
13 Oystelnia il e W ba s Aol 16 0,12 0,20 — i
14 Omitgna f2 0000500 W% B e 25 0,12 0,13 S -
IR ST rpptofan = bt R R SR 25 0,67 0,55 — +

Rys. 5 z dokladnym opisem w tabl. 6 przedstawia chromatogram dwukie-
runkowy innej surowicy.

Dyskusja i wnioski

Reakcja aminokwaséw z ninhydryna przebiega wedlug wzoru [10].

(.) (|
1 N oH 7
R-(li—(‘.OOIH-zq(/ . ')” (I C=N=( D(() +lt—( =0 + 3H,0
NH, T
0O () Na
aminokwas + ninhydryna dwukefdydrmdyhdeno

dwuketohydrindamina

Produkt barwny dwuketohydrindylideno-dwuketohydrindamina DYDA
powstaje z r6zng wydajnoscia dla poszczegoélnych aminokwasow [17].
Fakt ten ma znaczenie przy fotometrycznym oznaczaniu aminokwasow
w eluatach z bibuly lub wyciekach z kolumn. Dla kazdego aminokwasu
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sporzgdza sie krzywa wzorcows. Trzeba jednak stwierdzi¢, ze przy in-
terpretacji chromatograméw bibutowych wywolanych ninhydryng czesto
nie bierze sie pod uwage réznych wydajnosci barwnego produktu reakcji.
Na skutek tego popelnia sie znaczne bledy w identyfikacji i przyblizonej
ocenie ilosciowej.

Dluzsza praktyka w chromatografii bibulowej aminokwaséw wykaza-~
la, 7ze opieranie indentyfikacji plam aminokwasowych na wspéiczynnikach
Ry moze prowadzi¢ co bledéw. Przyklady rozbieznosei w podawanych
przez réznych autoréw wspolezynnikéw Ry w jednakowym ukladzie ze-
stawiono w tablicy 7.

Tablica 7

Wspétezynniki Rp wedlug réznych autoréw

j | Saifer,
Block ‘ Linskens Opienska Oreskes | Consden
ock[1] | [8] | i wsp. | technika [13] [3]
: ’ krazkowa
Aminokwas | fenol-woda | fenol-woda fenol-woda 1 fenol-woda | fenol-woda
— l‘»{-NHs(pam): — + NHa(para) -+ HCN
Rp
Rp Ry Rp Ry Rp
LY 1 ] |
Arginina l 0,89 | 059 0,79 0,62 0,86 | 0,59
| Lizyna ‘ 0,81 ‘ 0,46 0,79 0,46 0,86 i 0,46
| Ornityna | 0,79 » 2t 0,63 0,32 0,83 z 0,83
L

Te dosé znaczne roéznice zmuszajg do wyznaczenia wspolczynnikow
Ry aminokwaséw na podstawie wzorcowych chromatograméw rozwija-
nych w $cisle okreslenych warunkach, przestrzeganych w danej serii do-
swiadczen.

Nasz sposob identyfikacji aminokwaséw na chromatogramach obejmu-
Je oprécz wspolczynnikéw R inne jeszeze czynniki zwigzane glownie ze
swoistoscig testu ninhydrynowego. Zimny test ninhydrynowy (wywolywa-
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nie w temperaturze pokojowej) umozliwia nie tylko rozdzielenie wigk-
szo$ci aminokwaséw w jednym chromatogramie dwukierunkowym, ale po-
zwala zastosowaé jeszcze inne sposoby identyfikacji, jak czas wystepowa-
nia zabarwienia, barwy posrednie i natezenie barw. Wywolywanie w 100°
nie daje tych mozliwosci. Nasze obserwacje pozwalaja nam pedzieli¢ ami-
nokwasy na kilka grup na podstawie rdznic w czasie wystepowania plam.
Szybkosé wystepowania plam w zimnym tescie ninhydrynowym, natezenie
barwy okreslane w jednakowym czasie od momentu zanurzenia bibuly
w roztworze ninhydryny zalezne sa w glownej mierze od rodzaju amino-
kwasu (cechy swoiste), a w znacznie mniejszym stopniu od stezenia sub-
stancji.

Tablica 8a

Czulo$¢ préby ninhydrynowej a czas wystepowania zabarwienia

B Czulo$¢ testu ninhydrynowego
Loy l'\lal‘co ’ Kirby jSail'(-r i
zabar-| zenie Pxatt i | :
Aminokwas o Dent [4] i Berry Oreskes|
wienia| zabar- [ [11] ‘ [

A S [7] [13]

(min.) | wienia o l . 0

et | T pg il opn | pR

1 |

MetlonInas v o aihe ks soams s0s s 2 |+++4| 10,0 1,0 1,0 0,1
Kw. Glutaminowy . . . . . . . 2—1 |44+ 3,0 0,1 0,5 0,3
G e T R RN SIS i 3—2 |++4+ 1,0 0,1 0,25 0,2
THatydnna e e RO 3 |[+++4| 20,0 25,0 3,0 0,4
APPIIING 70 5500 5 bo be o oft et b | 4—3 |4- 15,0 4,0 1,0 0,2
Kw. Asparaginowy . . . . . . | 5—4 |+ 5,0 0,4 0,5 0,3
VT RS Tt S L A S R S 3 |4+ 15,0 4,0 1,0 0,1
IEOTIOR ot oy oo st Wy ot 8 |++ 15,0 3,0 3,0 0,2

Nasze dane odno$nie do szybkosci wystepowania zabarwienia oraz na-
tezenia zabarwienia dla poszczegdlnych aminokwaséw powinnyby wyka-
zywaé rownolegloéé do wynikéw badan czulosci testu ninhydrynowego po-
dawanych przez réznych autoréw. Nalezaloby przypuszcza¢, ze aminokwa-
sy nalezgce do I grupy pod wzgledem szybkosci wystepowania plam, jak
np. metionina, kwas glutaminowy, powinny sie znalez¢ w szeregu czulosci
na poczatku. Nie stwierdziliémy jednak tej réwnoleglosci dla wielu ami-
nokwaséw (tabl. 8a). Jaskrawym przykiadem braku wyraznej zaleznosci
miedzy tymi parametrami moze by¢ histydyna. Daje ona w naszych pro-
bach bardzo szybko zabarwienie i zaliczamy ja do I grupy, za§ w tescie
ninhydrynowym ogélnie zaliczana jest do najmniej czulych. To samo da
sie powiedzie¢ o metioninie.
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W tablicy 8a zestawiliSmy dane dla tych aminokwaséw, dla ktérych
brak korelacji miedzy czuloscia, natezeniem zabarwienia a szybkoscig
wystepowania zabarwienia jest najbardziej widoczny. W celu wyraznego

Tablica 8b

f Szeregi kolejnos$ci aminokwas6w w tescie ninhydrynowym
a J ydry

Foir fogo ] —alips 4 1) s cees e ety Aot
Czas S = T 3
zabarw. | Glu< J Met< | Gly< | His< ‘[ Lys<< l Arg<< ‘I Asp< " Tyr l wlasne
. ! | X
Nateze-
nie plam | Met= | Glu= | Gly= | His< | Lys= | Tyr< | Arg= | Asp wlasne
’ ¢ Dent

Gly> | Glu> | Asp> | Met> | Lys> | Arg> | Tyr> | Hist |, .o0e (4]

Czulo$¢ |
Met= | Lys> | Tyr= | Arg= l Gly> | Glu= | Asp> | Hist |Saifer
i Ores-
l kes [13]

podania braku korelacji dla pewnych aminokwasow miedzy szybkoscig wy-
stepowania zabarwienia, natezeniem barwy i czuloscig ogélnie przyjmo-
wana, zestawiono malejgce szeregi kolejnosci (Tabl. 8b). Nasze obserwa-
cje i wyniki doswiadczen pokrywaja sie z obserwacjami Saifera
i Oreskesa, ktorzy przeprowadzali ostatnio poréwnawcze badania
nad czulo$cig testu ninhydrynowego (w 100°), izatynowego i alloksano-
wego w $cisle okreslonych warunkach.

Powyzsze zestawienia wykazuja, ile sprzecznosci wystepuje w wyni-
kach dla tych samych aminokwaséw u réznych autoréw. Istotng trud-
nosé¢ stanowilo, ze odczyn ninhydrynowy — oceniany czy to wedlug na-
tezenia zabarwienia plam, czy tez szybkosci wystepowania plam tylko
w nieznacznym stopniu, jest wyrazem stezenia aminokwaséw w badanych
mieszaninach, a pozostaje przede wszystkim w zwiazku ze swoistoScia
reakeji dla kazdego aminokwasu. Wszystko to razem dowodzi, jak trud-
na i niepewna jest interpretacja chromatogramu dwukierunkowego mie-
szaniny kilkunastu aminokwaséw wystepujacych w roznych stezeniach.
Powierzchowna analiza oparta wylgcznie na wspolezynnikach Rf, wiel-
kosci plam i poréwnawczej ocenie natezenia zabarwienia plam prowadzi
do wielu bledow.
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Wprawdzie przy pomocy naszego sposobu stesowania i wykorzysty-
wania testu ninhydrynowego nie rozwigzujemy wszystkich trudnosci, ale
udaje si¢ nam usung¢ wiele watpliwosci, ktorych nie rozstrzygnelibysmy
innym sposobem,

Kwas glutaminowy i kwas asparaginowy, oba ze
strefy A, rozdzielajg sie dobrze w chromatogramie dwukierunkowym
w ukladach: fenol-woda i propanol-woda. Przy zimnym wywolywaniu
wystepuje zawsze jako jedna z pierwszych plam kwas glutaminowy
(I Gr.), a dopiero znacznie pézniej kwas asparaginowy (IV Gr.).

Glicyna seryna asparagina tauryna (Strefa B)
dajg zwykle na gorgco jedng nie rozdzielajacg sie plame. Przy zimnym
wywolywaniu wystepuje najpierw plama seryny (I Gr.) fioletowa, na-
stepnie zélta plama glicyny (I Gr.), ktora stopniowo ciemnieje, rozowieje
i przechodzi w trwaly fioletowsg. Znacznie pézniej wystepuje zo6ita plama
asparaginy (Gr. 1V), ktéra zmienia si¢ na brazowsa. W koncu wystepuje
plama tauryny (Gr. V).

Ornityna i lizyna (strefa B) (Gr. II) rozdzielajg sie dobrze
dajgc oddzielne plamy.

Histydyna i arginina (strefa C) mogg tworzyé jedng pla-
me na zasadzie zblizonych wspolczynnikéw Ry, ale przy stosowaniu zim-
nego wywolywania plama histydyny (Gr. I) wystepuje *znacznie szybcie]
niz plama argininy (Gr. III).

Glutamina, alanina, tyrozyna, treonina (strefa C)
rozdzielajg si¢ dobrze w ukladzie fenol-woda i propanol-woda. Plamy glu-
taminy i alaniny (Gr. II) wystepuja szybciej niz plamy tyrozyny i treoni-
ny (Gr. III). Najpoézniej w tym zespole wystepuje plama tyrozyny.

p-alanina nie oddziela sie wprawdzie od a-alaniny, ale daje sie odroz-
ni¢ zimnym wywolywaniem,

Prolina (strefa D) wystepuje pod postacig zoltej plamy oddzielnie.

Metionina, walina i tryptofan (strefa D) tworzg zwy-
kle jedng plame. Przy zimnym wywolywaniu wystepuje w pierwszej fa-
zie wspoélna plama metioniny (Gr. I) z waling (Gr. III), a dopiero znacznie
FoOzniej slaba plama tryptofanu (Gr. III). Przy przewazajacym stezeniu
metioniny plama jej wystepuje w pierwszej kolejnosci szeregu amino-
kwasowego, a jesli jest przewaga waliny, plama ta wystepuje pézniej.

Leucyna, izoleucyna, feniloalanina (strefa D) daja
jedna plame bez wzgledu na sposdb wywolywania. Szybko§é wystepowa-
nia plam jest dla wszystkich aminokwaséow jednakowa, a wspélczynniki
Rr w fenolu i propanolu zblizone. Rozdzielenie meationiny, waliny, trypto-
fanu oraz leucyny, izoleucyny i feniloalaniny jest mozliwe na oddzielnym
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chromatogramie dwukierunkowym w uktadach: III-rz. butanol-metanol-
woda (4:5:1) i IlI-rz. butanol-metyloetyloketon-woda (2: 2 :1).

Uklad: III-rz. butanol-HCOOH-woda i fenol-weda-pary amoniaku za-
lecany przez Rocklanda i Underwooda [12] mniej nadaje
si¢ do interpretacji chromatogramu wedlug naszego sposobu.

Rozdzielenie i identyfikowanie kwasu asparaginowego, glutamino-
wego, glicyny, seryny, asparaginy, tauryny, treoniny, glutaminy nie po-
woduje tak jak w poprzednim ukladzie zadnych trudnosci. Tyrozyna i ala-
nina wprawdzie nie rozdzielajg sig, jako oddzielne plamy, ale ich identy-
tikacja przy zimnym wywolywaniu jest latwa na podstawie réznic w cza-
sie wystepowania plam.

Powazniejsze trudnosci wystepuja przy tym zespole rozpuszczalnikow
dla calej grupy aminokwasoéw zasadowych, ktére wystepujg pod postacia
jednej trudno rozdzielajacej si¢ plamy. Przy zimnym wywolywaniu uda-
je sie je czesciowo identyfikowaé, mianowicie na poczatku wystepuje pla-
ma histydyny, pézniej ornityny i jeszcze pédzniej lizyny wraz z argining.
Obie grupy aminokwaséw ze strefy D: metioninowa i leucynowa tworzy
w tym ukladzie dwie smugi. Identyfikowanie poszczegélnych aminokwa-
sOW raczej nie daje sie przeprowadzi¢. Zagadnienie rozmieszczenia cysty-
ny i cysteiny na chromatogramach w obu ukladach rozwijajacych nie jest
Jeszcze rozwigzane. Dane z literatury nie sg zgodne i majg braki. Zagad-
nienia rozmieszczenia cystyny i cysteiny na chromatogramach nie dalo
si¢ jeszcze rozwigza¢ z powodu braku dostatecznie czystych preparatow.

Nasza technika w zastosowaniu do surowic daje w zasadzie niezle wy-
niki. W surowicach fizjologicznych (0,1 — 0,2 ml) znajdujemy zwykle
17—18 aminckwaséow. W kolejnosci wystepowania plam wysuwa sie¢ na
pierwsze miejsce przed kwasem glutaminowym jeszcze glutamina. Wy-
soka jej zawartos¢ w surowicy (8,3 ug w 0,1 ml surowicy) usprawiedliwia
te kolejnoseé.

Plama metionina-walina-tryptofan wystepuje znacznie pézniej. Znaj-
duje to tez uzasadnienie w nieznacznej zawartosci metioniny (0,39 ug)
w stosunku do waliny (2,9ug). Jedno z pierwszych miejsc zajmuje laczna
plama leucyny (2,7 ng), izoleucyny (0,89 ug) i feniloalaniny (0,84 ng) (Yacz-
nie 4,43 ug). W dalszej kolejnosci wystepuje zawsze glicyna (1,5 ng), sery-
na (1,1 pg), histydyna (1,2 pg), alanina (3,4 nug), prolina (2,4 ug), tyrozyna
(1,0 ug). Zastanowienia godny jest brak plam lizyny i treoniny na chro-
matogramach w przewazajgcej iloSci badanych przez nas surowic w je-
dnakowych warunkach, poniewaz zawartosci ich znajdywane metodg zy-
wic jonowymiennych w/g Moora i Steina [10] sg stosunkowo wy-
sokie, lizyny (2,7 ug) i treoniny (1,4 ug). Odwrotrie kwas asparaginowy
znajdywany metodg Steina 1 Moora w $ladowych ilosciach wy-
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stepuje we wszystkich badanych przez nas surowicach. Zagadnienia skia-
du aminokwasowego surowic badanego technikg chromatografii dwukie-
runkowej naszym sposobem bedzie przedmiotem dalszych doswiadczen.

Z naszych dotychczasowych dos§wiadczen wynika, ze zimny test nin-
hydrynowy umozliwia lepszg identyfikacje aminokwasoéw niz wywolywa-
nie ninhydryng na gorgco. Przy zimnym wywolywaniu dadzg si¢ wyko-
rzystac oprocz wspolczynnika Ry jeszcze inne wskazniki swoistosci amino-
kwasow, jak szybkos¢ wystepowania plam i barwy posrednie. Nalezy je-
dnak zawsze pamieta¢, ze tak jak wspoélczynniki Rr, tak i czasy wystepo-
wania plam w zimnym teécie ninhydrynowym nie stanowia wielkosci
statych, lecz s zmienne w zaleznosci od warunkéw rozwijania i wywo-
tywania chromatogramu. Dowodzg tego réznice w czasach wystepowania
zabarwienia dla poszczegblnych aminokwaséw w dwu réznych ukladach
rozwijajacych chromatogramy dwukierunkowe: fenol-woda, propanol-
woda oraz fenol-woda + pary NHj3 i n-butanol-CH3COOH-woda.

Streszczenie

Do wywolywania aminokwaséw na chromatogramach bibutowych za-
stosowano zimny test ninhydrynowy. Wywolywanie ninhydryng w tem-
peraturze pokojowej ma przewage nad stosowanym powszechnie wywo-
lywaniem w 100°, poniewaz umozliwia $ledzenie czasu wystepowania po-
szczegblnych plam i barw posrednich.

Nowe wskazniki bedgce wyrazem zaréwno swoistosci aminokwasow,
jak i ich stezeh w badanym materiale, utatwiajg identyfikacje aminokwa-
s6w na chromatogramach dwukierunkowych. Wedlug opracowanej przez
nas modyfikacji dla odczytywania chromatograméw uwzglednia sig:
1) wspéblezynniki Ry, 2) czas wystepowania zabarwienia, 3) barwe posred-
nig i trwalg, 4) natezenie barwy (wizualnie) wedlug dowolnie przyjetego
schematu.

Wg tej techniki udaje sie na jednym chromatogramie dwukierunko-
wym najkorzystniej w ukladzie fenol-woda (7:3) i propanol-woda (7: 3)
zidentyfikowaé wiekszo$é aminokwaséw znajdujgcych sie w mieszaninach
wzorcowych w stezeniach okolo 2,5ug. Do szczegdlnie interesujacych
sukceséw powyzszej techniki zaliczy¢é mozna: 1) rozdzielenie glicyny, se-
ryny, asparaginy i tauryny, 2) oddzielenie histydyny od argininy, 3) od-
dzielenie tryptofanu od metioniny i waliny.

Jedynie tylko zespél leucyny, izoleucyny i feniloalaniny nie daje sie
przy pomocy zadnego ze stosowanych przez nas sposob6éw rozdzieli¢. Roz-
dzielenie tych aminokwaséw, podobnie jak i metioniny i waliny, jest
mozliwe przy pomocy innego ukladu rozpuszczalnikéw rozwijajacego
chromatogram dwukierunkowy.
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HOBBIE METOABI UIEHTADPUKALINA AMMHOKNICJIOT
HA XPOMATOIPAMMAX B OZHOM M B ABYX HAIIPABJIEHUAX

PezmowMme

M5 IpOABNIEHMA aMMHOKMCIIOT Ha HyMasKHbIX XpOMaTOrpaMMax aBTOPBI
TIPMMEHMIIVT XOJIOAHBIA HUHIMAPUHOBBLL TecT. IIposiBIeHMEe HMHIUAPUHOM
B KOMHATHOM TemIiepatype objajaeT TeM NPEMMYyLLUECTBOM Haj Bceobie
NIPUMEHAEMbBIM NpOABJIeHMeM npu Temmeparype 100° 4yro co3gaeT BO3MOIK-
HOCTHM IIPOCJIEAUTH BPEMSA BBICTYILUIEHMS OTAEJBHBIX IATEH M IPOMEKy-
TO4YHBIX OKPaCOK,

Hosble moxazarenu, Bbipaskasd Kak OCOGEHHOCTHM, TAK ¥ KOHLEHTPALMMU
aMVHOKMCJIOT B MCCJIElyeMOM MaTepuaJe, 00JerdaoT MACHTUMUKALMIO aMy-
HOKMCJIOT Ha XpoMaTorpamMMax B ABYyX HampasjeHmusax. CoraacHo pazpabo-
TAHHO) HaMM MOAMUKAIMY YUTKM XPOMATOrPaMM, NMPUHMMAIOTCHA BO BHU-
MaHue:

1) roappuIeHTsl,

2) BpeMsa BBICTYILIEHUS OKPACKMH,

3) NpoMerKyTOYHAs M IIOCTOAHHAA OKpPAacCKa, ¥

4) MHTEHCMBHOCTH OKpaCKy (BM3yaJbHO) IO IPOM3BOJBHO IPUMHATON

cxeme,

ITone3ysack TakKOro poAa TEXHMKOM, yAaeTcsa Ha OJHOM XpoMaTorpamMme
B /IByX HanpaBJIeHMAX B cucreMe cheHos-BoAa (7:3) m mpomaHoa-soja (7:3),
HauboJsiee BHITOAHBIM 00pa3oM, MAEHTUMMUIMPOBATH OOJBIIMHCTBO aMUAO-
KMCJIOT, HaXOMAIMXCA B CTAHAAPTHBIX CMeCAX MNP KOHIEHTPaLMAX Ipu-
Oam3uTesnsHO 2,5 T.
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K 0coGeHHO MHTEpPEeCHBIM yCIieXaM BBIIIeYKa3aHHO) TeXHUKMU ClefyeT
NPUYNCITIATE:

1) pa3zpesienye raMiMHa, CepMHA, acriaparMHa U TaypuHa,

2) oTpesieHMe TMCTUAMHA OT apruHMUHA,

3) orpeseHue TpPUIITO(paHA OT METMOHMHA M BaJMHa.

ToabKko KOMIJIEKCA JIEHIMHA, M30JeiIMHa M (beHuIalaHMHa He yJaer-
CA Pa3jeJMTb HM OAHMM M3 NpPUMEHAeMbIX HaMy MeTojoB. Paspnenenne
9THMX AMMHOKMCJIOT, PAaBHO KaK METHMOHMHA M BaJIMHA, BO3MOKHO ITyTE€M
MHOM CHCTEeMbl, Pa3BMBAIOLIEH XPOMAaTOrPAMMy B JBYX HAlPaBJEHMUAX.

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

Summary

The cold ninhydrine test was used for developing amino acids on
paper chromatograms. Developing with ninhydrine at room temperature
has the advantage — as compared with the method of developing at
100° C — that it makes it possible to record time as the spots and interme-
diate shades successively appear.

New indicators based on the particularities of the amino acids as well
as on their concentration in the material investigated, facilitated indenti-
fication on two-dimensional chromatograms.

In confirmity with the modified method of reading chromatograms
elaborated by the author, the following points are taken into account:

1) Rr coefficients,

2) time of appearance of colours,

3) intermediate and stable colours,

4) colour intensity (visual) according to any arbitrary scheme.

By this technique, and on a single chromatogram, most amino acids
contained in standard mixtures at a concentration of ca. 2,5 g. may be
identified, preferably in the system phenol-water (7:3) and propanol-
water (7:3). The following are examples of the most successful applica-
tion of this technique:

1) the partition of glycine, serine, asparagine and taurine,

2) partition of histidine and arginine,

3) partition of tryptophane from methionine and valine.

Only the group including leucine, isoleucine and phenylalanine cannot
be separated by our methods.

The separation of these amino acids as well as methionine and valine is
possible by means of another system involving two-dimensional chroma-

tography.
graphy. Otrzymano 3.9.1956 r.
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BADANIA NAD BIOSYNTEZA ZWIAZKOW KOBALAMINOWYCH

WYODREBNIENIE NOWYCH KOBALAMIN Z KOMOREK PROPIONIBACTERIUM
SHERMANII

Z Katedry Chemii Ogélnej Wyiszej Szkoly Rolniczej w Poznaniu
Kierownik Katedry: doc. dr J. Pawelkiewicz

Bakterie kwasu propionowego z gatunku Propionibacterium shermanii
syntetyzuja znaczne ilosci zwigzkéw kobalaminowych, a mianowicie wita-
min Bjp, (czynnik B) oraz mniejsze ilo$ci witaminu Bjs i innych, nie
okreslonych dotad kobalamin [8, 9, 10].

Ten sam mikroorganizm hodowany na pélsyntetycznych pozywkach
ubogich w jonowe zelazo (do 0,1 ug Fe " */ml) wytwarza duzo wolnej ko-
proporfiryny III [12]. Pawetlkiewicz i Zodrow wykazali, ze
brak jonow zelazawych w pozywkach wplywa nie tylko na pojawianie
si¢ w hodowli wolnych porfiryn, lecz rowniez na biosynteze zwigzkow
kobalaminowych [12]. Autorzy ci stwierdzili pojawianie sie w komoérkach
bakteryjnych wigkszych ilosci nowej hydrofilnej kobalaminy, obok syn-
tetyzowanego normalnie witaminu Bjz,. Widmo absorpcyjne nowego
zwigzku bylo identyczne z widmem witaminu Bjs,. Pojawianie si¢ hydro-
filnej, nie ekstrahujgcej sie alkoholem benzylowym kobalaminy obser-
wowano wielokrotnie w czasie badan nad biosyntezg tych zwigzkow przez
Propionibacterium shermanii. Jednak szczeg6lnie duzo powyzszej kobala-
miny powstaje w hodowlach ubogich w jonowe zelazo w warunkach,
w ktérych bakterie propionowe syntetyzuja réwnocze$nie wolng kopro-
vorfiryne III. Analizy iloSciowe wykazaly, ze w tych hodowlach ilo§¢ nowej
kobalaminy dochodzi do 45% wszystkich zwigzkéw kobalaminowych, co
wskazuje na bardzo istotng role jonéw zelaza w biosyntezie zwigzkow
z grupy witaminu Bjs.

Juz pierwsze proby frakcjonowania hydrofilnej kobalaminy wykaza-
1y, ze nie jest to substancja jednorodna. Metodg jonoforezy bibulowej,
przy uzyciu kwasu octowego jako elektrolitu przewodzacego [7], rozdzie-
lono nowa kobalamine na 2 gléwne frakcje, ktére nazwano frakcjami yl
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i y2. Wystepujaca w przewadze frakcja yl okazala si¢ w warunkach jono-
forezy substancjg slabo kwasng, a iloSciowo mniejsza frakcja y2, stabo
zasadowy. Nadto stwierdzono wystepowanie w ilosciach znacznie mniej-
szych lub sladowych 6 innych zwigzkéw kobalaminowych. Rys. 1 przed-
stawia schematycznie rozmieszczenie na jonoforogramie poszczegélnych
frakeji znajdujacych sie w surowej hydrofilnej kobalaminie. W dalsze]
czesel pracy opisano wlasciwoscei frakeji yl i y2.

(+) linia Gl
startu
T .. > o o o §
Y, Y

Rys. 1. Schemat jonoforogramu hydrofilnych kobalamin wyodrebnionych przez
Pawelkiewicza i Zodrowa [12] z komérek Propionibacterium shermanii.
Miejsce zaznaczone kreskowana linig wskazuje wzgledne polozenie witaminu B,;
na jonoforogramie.

Wyodrebnione przez Pawetlkiewicza i Zodrowa hydro-
filne kobalaminy moga by¢ produktami posrednimi biosyntezy witaminu
Bjs i dlatego ich poznanie moze sie przyczyni¢ do zrozumienia mechaniz-
mu tej biosyntezy.

Czes¢ doswiadczalna

1. HODOWLA PROPIONIBACTERIUM SHERMANII 1 METODA WYODREBNIENIA
HYDROFILNEJ KOBALAMINY

Metode hodowli bakterii propionowych jak i metode wyodrebniania
nowej kobalaminy opisali uprzednio Pawelkiewiczi Zodrow [12].

Wedlug tej metody wpierw izoluje si¢ witamin Bjgp i Bje. Izolacja tych
witamin polega na ich ekstrakcji alkoholem benzylowym z rozcienczonego
wodnego roztworu uprzednio wysyconego chlorkiem sodowym i zadanego
nadmiarem NaCN. W tych warunkach hydrofilna kobalamina pozostaje
w fazie wodnej. Z obojetnego lub stabo kwasnego rcztworu wodnego moz-
na ja zaadsorbowa¢ na weglu aktywowanym i oczy$ci¢ w znany sposob
[8]. Zamiast adsorpeji na weglu mozna rowniez uzy¢ metody ekstrakcyj-
nej, wytrzgsajac slabo kwasny roztwor z roztworem fenolu i chlorofor-
mu (1:1, v/v). Celem zmniejszenia ciezaru wilasciwego roztworu wod-
nego (wysyconego NaCl) nalezy przed ekstrakcja rozcienczyé go rowng
objetoscig wody. Zwigzki kobalaminowe przechodzg teraz do fazy fenolo-
wej. Roztwor fenolowy saczy sie przez saczek zwilzony roztworem feno-
lu w chloroformie. Do klarownego przesagczu dodaje sie 0,5 objetosci
n-butanolu i 1 objetosé chloroformu, po czym kobalaminy reekstrahuje
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si¢ malymi porcjami wody. Polgczone wyciagi wodne wytrzgsa sie 3-krot-
nie z chloroformem i odparowuje pod zmniejszonym cisnieniem do sucha.

2. ROZDZIAL HYDROFILNEJ KOBALAMINY NA FRAKCJE yl i y2

Stezony roztwoér hydrofilnej kobalaminy nanoszono w formie waskie-
go paska na bibul¢ Whatman nr 3 i poddawano elektroforetycznemu roz-
dzialowi w 2 N CH3COOH z dodatkiem 0,015 proc. NaCN wg. metody
Holdswortha [7] przy gradiencie napiecia ok. 8 Volt/cm. Z roz-
winigtego elektroforogramu wycinano paski bibuly zawierajgce frakcje
yl 1 y2 i eluowano je woda zawierajgcg slady NaCN (dla zobojetnienia
Sladow kwasu octowego). Frakcje yl 1 y2 po zageszczeniu pod zmniejszo-
nym cisnieniem ponownie poddawano oczyszczaniu elekiroforetycznemu.
Oczyszczone w ten sposéb frakcje stuzyly do dalszych badan.

3. WLASNOSCI FIZYKO-CHEMICZNE FRAKCJI yl i v2

Frakcji yl i y2 nie udalo otrzymaé¢ sie w postaci krystalicznej. Pod
tym wzglgdem sg one pcdobne do witaminu Bys, (czynnika B), ktory
rowniez nie krystalizuje. Widma absorpcyjne obu frakcji sg takze iden-
tyczne z widmem witaminu Bjs, i posiadajg maksima absorpcji w pas-
mach 320, 354—355, 496—498, 1 525—530 mu, Wlasnosci te wskazujg na
brak nukleotydu w czgsteczkach obu kobalamin. Otrzymane koncentraty
frakeji yl i y2 sg nierozpuszczalne w metanolu i acetonie. Oba zwigzki
dajg trwale pochodne dwucyjanowe w roztworze obojetnym i slabo
kwasnym. Plamy tych pochodnych na bibule utrzymuja dosé dlugo fiol-
kowe zabarwienie typowe dla tych zwigzkéw nawet w stanie wysuszo-
nym. Elektroforeza bibulowa przeprowadzona w buforze fosforanowym
o pH 6,5 (0,05 M bufor fosforanowy z dodatkiem 0,015 proc. NaCN) wska-
zuje na kwasny charakter kobalaminy yl i y2, przy czym frakcja yl we-
druje nieco szybciej niz frakcja y2. W buforze o pH 7 kobalamina y1 we-
druje 2 razy szybciej niz witamin Bjs. Chromatografia bibulowa prze-
prowadzona na bibule Whatman Nr 1 metodg wstepujaca dala dla frakeji
yl i y2 wartcsei R; 0,03 i 0,09 (rozpuszczalnik: wysycony wodg sek.-buta-
nol zawierajacy 0,19 proc. tréjchlorooctanu sodowego i §lady cyjanku so-
dowego, [5]). Witamin Bjs daje plamy o R; = 0,23 a witamin Bys, 0 Ry =
= 0,42. W kwasnym rozpuszczalniku (100 ml wysyconego woda sek.-bu-
tonalu + 1 ml CH3COOH + $lady NaCN) wartosci R; dla frakeji y1, y2,
wit. By i wit. By2p, wynosily odpowiednio: 0,02; 0,04; 0,19; i 0,34.

4. CZYNNOSC MIKROBIOLOGICZNA FRAKCJI yl i v2

Mikrobiologiczng aktywnosé frakeji yl1 i y2 zbadano przy pomocy mu-
tantu Escherichia coli metoda plytowag wg Boguckiej, Iwanow-
skiej i Kagkol [1], oraz przy pomocy Euglena gracilis wg metody
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Heinricha [6]. Wobec E.coii frakcje yl i y2 wykazywaly podobna
czynno$é jak witamin Bjs,. Strefy wzrostu wywolane tymi kobalaminami
sg mniej wyrazne (dyfuzyjne), od analogicznych stref wzrostowych wy-
wolanych obecnoécig witaminu Bjg, chociaz przy tych samych stezeniach
poréwnywanych substancji znacznie szersze. W tablicy 1 pcdano $redni-
ce plam wzrostu dla obu frakeji i witaminu Bjs.

Tablica 1

Srednica plam wzrostu Escherichia coli

w mm®*)
Stezenie | Witamin ! Frakcja | Frakcja
) | |
wmpgfm!| B, l ¥l ' y2 |
10 109 0 |12 ' 11,5 i
100 12,5 [ 195 | 135 : 120 4 ugirml
250 T | 7 Rys. 2. Aktywnos¢ wzrostowa witaminu
B, (—) frakeji y1 (———) i frakeji y2
(— — — —) dla Eugiena gracilis. Na osi

*) Na zestalona pozywke agarowa nakla-
dano krazki o érednicy 10 mm bibuly rzednych zaznaczono wartosci procento-
Whatman Nr 1 uprzednio zwilzone w wej przepuszczalno$ci $wiatla acetono-
roztworze o okreslonym stezeniu czyn- Wych wyciagbw chlorofilu z komérek
nika wzrostowego i wysuszone przed Euglena gracilis. Na osi odcigtych steze-
nalozeniem na plyte. nia substancji wzrostowych w pug/ml

Czynnos$é wzrostowa mierzona metodg Euglena gracilis wynosila dla
kobalaminu y1 ok. 10% aktywnosci witaminu Bje, przy czym wyraznie
zaznaczal sie hamujacy wplyw tego zwiazku w stezeniach wigkszych niz
1 ung/ml (Rys. 2). Nieco wigksza aktywnos¢, bo ok. 15%0 aktywnosci wi-
taminu Bjs, wykazywala kobalamina y2, u ktérej nie obserwowano ha-
mujjcego wplywu w miare wzrostu jej stezenia (Rys. 2). Przedstawione
wyzej badania aktywno$ci mikrobiologicznej frakeji yl i y2 wykonat
w Katedrze Mikrobiologii Rolnej doc. dr K. Zodrow, za co skladam
mu serdeczne podziekowanie.

5. PROBY MIKROBIOLOGICZNEJ SYNTEZY WITAMINU B,,p i B,, Z FRAKCII y1 i y2

Dla zorientowania sie, czy frakcje yl i y2 moga by¢ zwigzkami po-
irednimi biosyntezy witaminu Bjs, i Bj2, wykonano dwa doswiadczenia,
w ktorych do dwudniowej hodowli Propionibacterium shermanii na po-
zywce nie zawierajacej kobaltu dodano okreslone ilosci frakeji yl i y2.
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(5] KOBALAMINY PROPIONIBACTERIUM SHERMANII 585

W tym celu rozmnozono w ciagu 2 dni inkubacji bakterie kwasu pro-
pionowego na poélsyntetycznej pozywce opisanej w publikacji Pawel-
kiewicza i Zodrowa [12], lecz nie zawierajacej soli kobaltawych,
natomiast zawierajgcej sole zelazawe w ilcéci 2,5 ug Fe™*/ml (dodane
w postaci jalowego roztworu FeSOy). Nastepnie do jednej hodowli doda-
no sterylnie 420 ug frakeji y1, a do drugiej 235 ug frakecji y2. (Iloé¢é doda-
nych frakcji okreslono spektrofotometrycznie mierzgce absorpcje dodawa-

Tablica 2
[ntensywnos$¢ rozwoju bakterii propionowych na poiywce bez
soli Co*+
| Obj.wml25% |  Sucha masa
Préb | Na,CO, zuzytego | komérek w 15 ml
roim do neutralizacji | hodowli w mg
| kwaso6w
Kontrolna / 17 10,7
‘ Z dodatkiem 420 pg
| frakeji ¥1/0,51 ‘ 50 344
Z dodatkiem 235 g
frakcji y2/0,51 l 48 ‘ 35,9

nego roztworu dla fali 580 mp po przeprowadzeniu odnosnej kobalaminy
w kompleks dwucyjanowy i przyjmujace E |% = 105). Trzecig probe
traktowano jako kontrolng. Przed dodaniem obu kobalamin hodowle po-
siadaly sine podbarwienie, ktére ustgpilo w czasie dalszej hodowli, lecz
pozostato niezmienione w proébie kontrolnej. Od momentu dodania zwigz-
kow kobalaminowych kultury hodowano dalsze 8 dni. W trakcie hodowli
dodawano dwukrotnie do wszystkich prob w sumie po 15 ml 20 proc. roz-
tworu glukozy, a tworzace sie kwasy organiczne zobojetniano 25% roz-
tworem weglanu sodowego. W tablicy 2 zestawiono objetosci zuzytego do
neutralizacji roztworu weglanu sodowego, jak réwniez wage suchej masy
komoérek badanych hodowli.

Dane tablicy 2 wskazujg wyraznie na roéznice intensywnosci rozwoju
bakterii propionowych w prébie kontrolnej w poréwnaniu z prébami z do-
datkiem kobalaminy y1 i y2. Sole kobaltu wydaja sie by¢ niezbedne dla
normalnego rozwoju Propionibacterium shermanii. Role soli kobaltawych
moga speinia¢ kobalaminy yl i y2. Z faktow tych wyplywa wniosek, ze
dla bakterii propionowych sole kobaltu sa potrzebne do syntezy kobala-
min, oraz ze ostatnie zwigzki muszg w nich spelniaé¢ wazng funkcje.
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Po zakonczeniu hodowli odwirowano komorki, dwukrotnie przemyto
je 0,8%0 roztworem NaCl i nastepnie zawieszano w 200 ml wody zawie-
rajacej ok. 50 mg NaCN. Po zakwaszeniu roztworu 5 N HsSO4 do pH
6,5 proby autoklawowano 15 minut w temperaturze 110°. Po ostudzeniu

linia &
' stariu
V  Stendardy )
i | [ 0
1
o - o 0
)
{ Yrosa 2y2 | 9 ] 0

Rys. 3. Schemat jonoforogramu kobalamin wyod-
rebnionych z komérek Propionibacterium shermanii
hedowanych na pozywkach bez Co*+ a z dodatl-
kiem kcbalamin yl i y2.

Barwy plam zaobserwowane po diuzszym przecho-
wywaniu jonoforogramu:

czerwono-fiolkowa

pomaranczowo-zéita

G o

usuwano z roztworu substancje stale drogg wirowania, a z klarownego
plynu ekstrahowano kobalaminy roztworem fenolu w chloroformie (1: 1,
v/v). Po dalszym oczyszczeniu, jak opisano w pkt. 1, wyodrebnione
kobalaminy rozdzielono elektroforetycznie w 2 N CH3COOH wg Holds-
wortha [7]. W probie kontrolnej nie stwierdzono kobalamin. Uzys-
kane w ten sposob ,,obrazy kobalaminowe” bakterii propionowych przed-
stawia schemat na rys. 3.

Z doswiadczen elektroforetycznych wynika, ze komoérki Propioni-
baecterium shermanii hodowane na pozywkach pozbawionych Co** wy-
korzystujg podane im w pozywce kobalaminowe frakcje yl i y2 i prze-
ksztalcajg je co najmniej w 3 inne kobalaminy. Kobalaminy te mozna
zidentyfikowa¢, na podstawie polozenia oraz barwy na bibule elektroforo-
gramu, jako witamin Byg, i witaminBjs. Trzecia kobalamina jest prawdo-
podobnie 2-metyloadeninocyjanokcbalaming (czynnik A).

Omoéwienie wynikow

W trakcie badan nad produkcja wolnych porfiryn przez bakterie kwa-
su propionowego z gatunku Propionibacterium shermanii hodowanych na
polsyntetycznych pozywkach ubogich w jonowe zelazo (ca. 0,1 ug
Fet+/ml) Pawelkiewicz i Zodrow stwierdzili pojawienie sig
w komorkach tego drobnoustroju nowej hydrofilnej kobalaminy [12].
W pracy niniejszej wykazano, ze otrzymany poprzednio zwigzek nie jest
substancjg jednorodna, lecz jest zlozony gléwnie z dwoch zwigzkéw, ktoé-
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re nazwano kobalaminami yl i y2. Opisano szereg cech fizyko-chemicz-
nych oraz wiasnosci mikrobiclogicznych tych zwigzkow.

Pojawienie si¢ w duzych ilosciach (do 45%0 wszystkich kobalamin) ko-
balaminowych frakcji yl1 i y2 w hodowlach ubogich w jonowe zelazo po-
zwala wysnué¢ wniosek, ze nowo izolowane zwigzki sg albo produktami
posrednimi bicsyntezy witaminu Bjys, i dalej witaminu By produkowa-
nymi w hodowlach tych bakterii na doborowych pozywkach, albo tez s3
produktami nienormalnego metabolizmu zwigzkéw kobalaminowych, po-
dobnie jak koproporfiryna III jest nienormalnym produktem przemian
porfiryn [2]. Jak wiadomo koproporfiryna III nie jest zuzywana do dal-
szych przemian w lancuchu przemian porfirynowych, podczas gdy np.
uroporfiryna III bedgca produktem posrednim tych przeksztalcen ulega

Tablica 3

Podobienstwo kobalamin y1 i y2 z czynunikemi C, i C,

I' KRobalaminy
Cechy |

Wilasnosci elektrofo- !

y1 y2 | G ‘ C,
’
1 ‘
retyczne przy pH 6,5 kwasna | kwasna 1 kwasna ! kwasna

Chromatogratia bibul. |

sek. butanol : |

CH;COOH : NaCN Y

wartosci Ry 0,02 0,04 0,02 | 004
[

Aktywno$¢ mikrobio- {

logiczna*) 1

a) E. coli mutant v e L P m e e
b) Euglena gracilis - + + +

Dane dla czynnikéw C,; i C, wg Kona [11]
*) +-++ akiywno$¢ réwna lub wieksza niz akiywnos$é wit. By,
+  akiywnos$¢ ok. 15%, akiywnosci wit. By,.

dalszym zmianom. W analogiczny sposdb staranc sie odpowiedzie¢ na
postawione w niniejszej pracy pytanie i stwierdzono, ze bakterie propio-
nowe hodowane na pozywce bez Co** przeksztalcaja podane im kobala-
miny y1 i Y2 w witamin Bjg,, witamin Bjs oraz prawdopodobnie w 2-me-
tyloadeninocyjanokobalamineg (czynnik A). Wynika stad, ze nowo izolowa-
ne frakcje yl i y2 s3 zapewne produktami posrednimi biosyntezy po-
wyzszych kcbalamin. Jednak nie jest wykluczona, chociaz mniej praw-
dopodobna i inna droga przemian frakeji yl i y2. Mianowicie zwigzki
te moga ulec najpierw rozkladowi z uwolnieniem kobaltu, z ktérego na-
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stepnie zsyntetyzowane zostajg de novo witamin Bjz,, witamin Byg i 2-me-
tyloadeninocyjanokobalamina.

Z pomiarow intensywnosci wzrostu bakterii propionowych (Tabli-
ca 2) stwierdzono, ze zwigzki kobalaminowe sg niezbedne dla ‘silnego
rozwoju tych bakterii. Z drugiej strony w syntezie kobalamin pewng role
odgrywaé musza sole zelazawe, gdyz ich niedobér hamuje proces powsta-
wania koncowych zwigzkoéw tej grupy.

Wiasnosci fizyko-chemiczne kobalamin yl i y2, np. zachowanie sig
elektroforetyczne, dane chromatograficzne, jak réwniez ich aktywnos¢
mikrobiologiczna wskazuja na daleko idgce podobienstwo lub ich iden-
tycznoéé z tzw. czynnikami Cy i C2 Forda i Porter a (Tablica 3).

Czynnikiem C nazwali Ford i Port er jedng z kobalamin wy-
odrebniong w roku 1952 z kalu cielat [4]. Pézniej wykazano, ze substan-

cje te mozna rozdzielic metoda ele-

¢ colt mulayy ktroforezy lub chromatografii bibulo-

wej na 2 zwigzki, ktére nazwano

! i czynnikami C1 i Cp [11]. W literatu-

Kobalaminy | 5') 5: ) ,",,;J",’C”Z:ﬁfilzp rze brak jest dotad blizszych danych

tyczacych tych zwigzkow, poniewaz

nie izolowano ich dotychczas w

% arman wiekszych iloéciach, a ich obecnosé

stwierdza sie zazwyczaj metodami

Rys. 4. Przemiany kobalamin ¥  autobiograficznymi. Jest rzecza wiel-

I y: (G i C) oraz witaminu Bi: ¢ jpteresujaca, ze czynnik C powsta-

‘e B je z czynnika B (wit. Bys,) w komor-

kach mutantu Escherichia coli, mikroorganizmu uzywanego do oznaczania

witaminéw grupy Bz [3]. Zakladajac identycznosé kobalamin yl i y2 oraz

C,; i C» mieliby$my tutaj do czynienia z procesem odwrotnym, jaki za-
chodzi w komoérkach Propionibacterium shermani:.

Oba procesy przedstawia schematycznie rys. 4.

Streszczenie

1. Stwierdzono, ze szczep bakterii propionowych z gatunku Propioni-
bacterium shermanii hodowany na pozywce poélsyntetycznej pozbawionej
jonowego zelaza wytwarza obok witaminu Bjg, (czynnika B) i witami-
nu Bjs, 2 nowe kobalaminy, ktére nazwano yl i ¥2. W hodowlach tych
ilo§¢ kobalamin yl.i y2 dochodzi do 45% wszystkich zwigzkéw tej gru-
py, ze znaczng przewagg kobalaminy yl w stosunku do 2.

2. Kobalaminy yl i y2 posiadaja widma absorpcyjne identyczne z wid-
mem witaminu Bjys, (czynnika B). Mozna je oddzieli¢ od siebie i od wi-
taminu Byg, metodami elektroforezy lub chromatografii bibulowej. Koba-
laminy y1 i Y2 nie udalo otrzymaé¢ sie¢ w postaci krystalicznej.
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9] KOBALAMINY PROPIONIBACTERIUM SHERMANII 589

3. Dane fizyko-chemiczne oraz aktywnos¢ mikrobiologiczna kobala-
min yl i y2 wskazuje na daleko idgce podobienstwo lub identycznosé¢ tych
zwigzkow z czynnikami C; i C2 Forda i Porter a.

4. Bakterie propionowe z gatunku Propionibacterium shermanii
przeksztalcaja dodane do pozywki kobalaminy yl i y2 w witamin Bjsp,
B1s oraz 2-metyloadeninocyjanokobalaming (czynnik A).

5. Obecnos¢ soli kobaltawych w pozywkach jest konieczna do bujnego
wzrostu bakterii propionowych. Role soli kobaltu spelniajg réwniez nowo
wyodrebnicne kobalaminy yl i y2.
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JMICCIEAOBAHUA IIO BUMOCHMHTE3Y KOBAJAMMHOBEIX COEIMHEHWMMA.
U3OJMPOBAHME HOBBIX KOBAJAMMHOB M3 KIIETOK
PROPIONIBACTERIUM SHERMANII

Pezwome

1. KoHcTaTnpoBasM, YTO IITAMM IIPONMOHOBBIX OakTepmit Buaa Pro-
pionibceterium shermanii, KyJibTUBYPOBAHHBIN B ITOJIYCMHTETUYECKON -
TATEJILHOM Cpefie, JIMIIeHHOM MOHHOrO KeJie3a, obpasyer HapA#y ¢ BUTaMM~-
HOM Biz, (pakrop B) m BurammuHom Bi2, ABa HOBBIX KoDaJlaMMHa, HA3BaH-
HBIX aBTOpaMM Y1 M Y2. B 9TUX KyJbTypaxX KOJMYECTBO KODaJIaMVHOB
Y1 1 Y2 goceruraer 45°¢ BCeX COEAMHEHMIT 9TOM TPYIMIbI C 3HAYATEJLHBIM
rnepesecoM KobasaMmMHa Y1 Hamg y2.

2. KobGamamyue! y1 u y: obiamaroT aGCOPOLMOHHBLIMM CIIEKTPAMI,
VJACHTUYHBIMY CO CIIEKTPOM BuTamMmHa Bi2, (dpaktop B). MIx MoxKHO oTAE-
JIMTB PYT OT APyTa ¥ OT BUTaMMHA Bi2,, IMONAB3yACH METOAAMM 3JIEKTPOO-
pesa uayu GymaxkHoi Xpomatorpacdum. He yaasoch noayuuTs Kobajiamu-
HOB Y1 M Y2 B KPUCTAJJIMYECKOM BUJE.
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3. Du3Mxo-xXMMMYECKMe JaHHbIe, a TaKKe MMKpoOOMoJormyeckas ax-
TUBHOCTH K00AJIaMMHOB Y1 M Y2 yKa3bIBAIOT Ha JAJIEKO MAyIIEe CXOACTBO
WM MJEHTUYHOCTH 9TMX coeamHeHmit ¢ akTopamu Ci m C2 Popaa
n IToprepa.

4. TIIpornmoHoBble GakTepuyu Bupa Propionibacterium shermanii, npe-
00pa30BBIBAIOT KODajJaMMHBI Y1 M Y2, npubaBJEHHBIE K NMTATEJIbHOI
cpene, B BUTaMuH Biz,, Bi2, a Tak}ke B 2-MeTMJIQJEHMHIMAHOKOOAIaMIMH
(dbaxTop A).

5. ITpuecyTcTBUe coJsieit ABYBAJIGHTHOro KobajnbTa B NMUTATEJNBHBIX Cpe-
ZAax Heobxoaumo s OyifHOro pocTa IMPOMMOHOBBIX DakTepmit. Poab coseit
KobaJIbTa MCIIOJHAIOT TaKKe HOBOM30JMPOBAHHBIE KODAJaMMHBI Y1 M Y2.

STUDIES ON THE BIOSYNTHESIS OF COBALAMINE COMPOUNDS

ISOLATION OF NEW COBALAMINES FROM CELLS OF PROPIONIBACTERIUM
SHERMANII

Summary

1. It has been established that a strain of Propionibacterium sherma-
nii, grown on a semisynthetic iron-free nutrient produced, in addition to
vitamins By, (factor B) and Bjs also two new cobalamines which have
been termed yl and y2. Cobalamines yl and y2 account for up to 45
per cent of all the compounds of this group present in the cultures,
cobalamine yl predominating over y2.

2. The absorption spectra of cobalamines yl and y2 are identical
with that of vitamin Bjs, (factor B). They can be separated from each
cther and from vitamin By, by electrophoretic methods or by paper
chromatography. Attempts to obtain cobalamines yl and y2 in the
crystalline form have failed.

3. Physico-chemical data and microbiological activity indicate that
cobalamines yl and y2 are very similar to, or possibly even identical
with, the factors of Cy and Csof Ford and Porter.

4. Propionic bacteria of the species Propionibacterium shermanii
transform cobalamines yl1 and y2 added to the nutrient medium, into
witamins Bjg, and Bjz and into 2-methyladeninecyanocobalamine (fac-
tor A).

5. Presence of cobalt in nutrients is indispensable for prolific growth
of propionic bacteria, but these salts may be successfully replaced by
cobalamine y1 and y2.

Otrzymano 3.9.1956 r.
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Z. KOCHANSKA i D. SHUGAR

W SPRAWIE DEZAMINACJI PURYN PODCZAS KWASNEJ
HYDROLIZY KWASOW NUKLEINOWYCH

Z Pracowni Biofizyki Zakladu Biochemii PAN w Warszawie

Hydroliza kwasna jest czesto stosowana do rozszczepienia kwasu ry-
bonukleinowego (RN) w celach analitycznych na wolne puryny i nukleoty-
dy pirymidynowe. Po hydrolizie w 1 N HCI (lub w innym kwasie) uzyska-
ne produkty rozkladu rozdziela si¢ przy pomocy chromatografii bibulo-
wej, chromatografii na wymiennikach jonowych lub tez przez wytracenie
puryn w postaci soli srebrowych [4]. Mimo doniesien szeregu autorow
o iloSciowym odzyskiwaniu puryn w takiej procedurze Abrams [1]
stosujagc metode rozcienczen izotopowych oraz metode chromatografii na
wymiennikach jonowych, stwierdzit 7%-owy ubytek kazdej z puryn;
przyczyne tego ubytku Abrams upatruje w pierwszym rzedzie w de-
zaminacji przypuszczalnie zachodzacej podczas hydrolizy.

Pomimo powaznego udokumentowania pogladu przeciwnego, o braku
strat w purynach podczas hydrolizy, wydawalo sie nam, ze wyniki
Abramsa mogg by¢ stuszne, jesli produkty dezaminacji adeniny
i guaniny — hipoksantyna i ksantyna — posiadaja te same wartosci R;
w rozpuszczalnikach zazwyczaj uzywanych w chromatografii bibulowej
kwasu rybonukleinowego. Réwniez przy wytracaniu puryn solami sre-
browymi produkty dezaminacji guaniny i adeniny wytrgcajg si¢ razem
z guening i adening i chociaz ich absorpcja rozni sie od absorpcji zwigzkow
macicrzystych, to jednak absorpcja ta jest jeszcze wystarczajaca, tak ze
pewien procent dezaminacji mégl ujéé dotychezasowej uwadze.

StwierdziliSmy, ze rzeczywiscie w rozpuszczalnikach najczesciej stoso-
wanych w chromatografii bibulowej produktéw hydrolizy kwasu RN,
miancwicie w rozpuszczalniku Markhama i Smitha [5] lub
w innych podobnych rozpuszczalnikach, ksantyna i hipoksantyna wykazu-
ja w przyblizeniu takie same wartoéci Ry, jak guanina wzgledrie adenina.

Ze wzgledu na wielokrotne wysilki po$wiecone analizie skladnikéw
kwaséw nukleinowych uwazaliSmy za wskazane zbada¢, czy dezaminacja
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puryn rzeczywiscie ma miejsce podczas hydrolizy kwasnej i jesli tak, jaki
moze mie¢ wplyw na wyniki analiz.

W tym celu wybraliSmy rozpuszczalnik do rozwijania chromatogramu
puryn, w ktérym wartosci R; dla guaniny i ksantyny jak tez dla adeniny
i hipoksantyny sa wystarczajaco odlegle od siebie: jest to uklad Carte-
ra [3] skladajacy sie z 5% wodnego roztworu NagHPO, nasyconego
alkoholem amylowym. Probki adeniny, guaniny, ksantyny i hipoksantyny
pochodzily z firm ,,Schwarz” i ,,La Roche”. Guaning i adenine hydrolizo-
wano w 1 N HCl w temp. 100° przez 60 min. w proboéwkach ze szlifem.

Badano hydrolizaty w ilosci wystarczajacej do wykrycia dezaminowa-
nej pochodnej, nawet gdyby dezaminacja zachodzila tylko w 0,5%0. Obok
hydrolizatu danej puryny umieszczano na bibule dla poréwnania roztwor
tej puryny w stezeniu rownym stezeniu hydrolizatu oraz mate ilosci han-
dlowej probki dezaminowanej pochodnej.

Dedatkowe plamy otrzymane na chromatogramach — przypuszczalne
dezaminowane pochodne — eluowano 0,1 N HCl w przypadku adeniny
i 0,01 N HCl w przypacku guaniny.

Ekstrahowane substancje identyfikowano przez poréwnywanie ich
wartosci R; i ksztaltu krzywej absorpcyjnej z odpowiednimi ekstraktami
chromatografowanych probek handlowych. Spektrofotometryczne ozna-
czanie krzywej absorpcyjnej dostarczalo zarazem danych potrzebnych do
obliczenia stezenia. Chromatografujac znane ilo$ci substancji macierzys-
tych, mozna bylo stwierdzi¢, jaki procent ulega dezaminacji.

W przypadku adeniny stwierdzono okolo 1,5% (od 1 do 2%) dezami-
nacji.

Jesli chodzi o guanine, nie tylko hydrolizat, ale rowniez i roztwér od-
dzielal na chromatogramie dodatkowa plame. Identyfikujac eluaty tych
plam stwierdzono, ze ksztalt ich krzywych absorpcji odpowiada catkowi-
cie krzywej absorpecji guaniny przy danym pH (wedlug danych Beave-
na, Holidaya i Johnsona [2]); okazalo sie¢ wiec, ze pewna ma-
la cze$¢é guaniny (okolo 3 do 5%) przemieszcza si¢ w rozpuszczalniku
Cartera, podczas gdy cala reszta guaniny nie rusza z miejsca. Prze-
mieszczanie sie takiej iloci guaniny w rozpuszczalniku Cartera moz-
na bylo stwierdzi¢ tylko w naszych warunkach doswiadczalnych, gdzie
chromatografowano szczegélnie duze ilosci substancji — od 200 do
500 ug — celem uchwycenia jak najmniejszych iloSci dezaminowanej po-
chodnej.

Poniewaz stezenie tej wedrujacej czesci guaniny bylc nieco wigksze
w przypadku hydrolizatu, mozna bylo przypuszczaé, ze w tej przemieszcza-
jacej sie czesci hydrolizatu jest jakas domieszka ksantyny. Celem spraw-
dzenia tego przypuszczenia dodano do chromatografowanych ilosci
250 ug — guaniny w roztworze i guaniny hydrolizowanej, po 5 ng ksan-
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tyny, chege stwierdzi¢, czy takie ilosci ksantyny stanowigce 2% guaniny,
bedg wplywaly na zmiane krzywej absorpeyjnej. Okezalo sie, ze krzywe
absorpcji wedrujgcej czesSci guaniny ulegly wyraznemu znieksztalceniu,
otrzymana krzywa, jak mozna bylo oczekiwa¢, stanowila krzywg addy-
tywna absorpcji guaniny i ab-
sorpcji ksantyny. Wplyw dodat-
o ku ksantyny pokazany jest na

/S wykresie (Rys. 1).
A NN Z wyniku tego doswiadcze-
i \ nia mozna wnioskowaé, ze od-
il e . dzielajgca sig frakcja guaniny
i : .\ nie zawiera domieszki ksanty-
N ny, a w kazdym razie nie za-
wiera jej w ilosci przekracza-
2\ jacej 0,5%, gdyz sadzac ze
zmian ksztalttu krzywej, spo-
270 240 250 280 %0y wodowanych 2% dodatkiem

Olugosc folr ksantyny, domieszka wigksza
Rys. 1. Wplyw ksantyny na krzywa absorb- niz 0,5% musialaby zmieni¢ w

cji guaniny. Fksirakt dedatkowej plamy: 2 3 i
5 SpOSOb costrze alny przebxeg
.......... hydrolizatu guaniny — 230 ug : g

_____ hydrolizatu guaniny — 250 ug Krzywej, co nie ma miejsca.
+ 5 ug ksantyny ' Na podstawie powyzszych
wynikéw mozna twierdzi¢, ze
blad wynikajacy z dezaminacji w analizach iloSciowego oznaczania skla-
du kwaséw nukleinowych, uwzgledniajac, ze w stosowanych powszechnie
rozpuszczalnikach produkty dezaminacji nie oddzielaja sie od swych sub-
stancji macierzystych, musi by¢ niewielki i nawet w przypadku adeniny
nie przekracza prawdopodobnie 0,5%.

bestosc optycena
#
~
-

Streszczenie

Hydroliza kwaséw nukleinowych w 1 N HCl w 100° przez 1 godzine
powoduje dezaminacje mniej niz 2% adeniny i 1% guaniny. Przy analizie
puryn w hydrolizacie nieuwzglednienie dezaminacii powoduje dla adeni-
ny i guaniny blad mniejszy od 0.5%; blad, ktéry mozna pominaé.
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IIO BOITPOCY OE3AMMHAIIUM ITYPUHOB
BO BPEMSA KMCJOTIO TMAPOJM3A HYKIEMHOBBIX KUCJIOT

Peszwome

T'naposns HygaenHoBbIX kucsaorT B 1 N HCI nmpu 100° B TeyeHue oxHOro
yaca BbI3bIBaeT fe3aMMHAIMI0O MeHee, yeM 2°/o ajgenmHa u 1% ryaHmHa.
IIpu aHanM3e IIypMHOB B I'MAPOJM3ATE He NPUMHATHE BO BHMMaHME Ae3aMU-
HalMM BeJleT OTHOCMTEJBHO ajileHMHa M ryaHuHa K ouwmbre Huke 0,5%o,
He MMeEeLLEe 3Ha4YeHUS.

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

Summary

Hydrolysis of nucleic acids in 1N acid at 100° for 1 hour for analysis
of purines results in desamination of less than 2% adenine and 1% gua-
nine. If this desamination is neglected the errors introduced in the analyti-
cal results for adenine and guanine are less than 0.5%0, and for all practi-
cal purposes may by ignored.

Otrzymano 6.9.1956 r.
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BADANIA NAD FOTOCHEMIA RYBONUKLEAZY

Z Zakladu Biochemii P.Z.H. w Warszawie

Badania nad wplywem promieniowania pozafiolkowego na rybonu-
kleaze (RNaza) podjeto w zwigzku z podobnymi badaniami nad lizozy-
mem (Shugar [29]). Cigzar czasteczkowy obu enzyméw wynosi ok.
15000 i kazdy z nich sklada si¢ z jednego lancucha polipeptydowego po-
wigzanego szeregiem mostkow siarkowych (Anfinsen i wspélpr. [1],
Fraenkel-Conrat [5]). Brak wolnych grup -SH w lizozymie stwier-
dzono juz do$¢ dawno (Fraenkel-Conrat, [5]) 1 wydaje sie dos¢ pewnym,
ze podobnie przedstawia sie sytuacja takze w RNazie (Anfinsen
1 wspolpr. [1], Rabinowitch i Barron (23], Shugar [32]).
Podobienstwo obu tych enzyméw, miedzy innymi ich termostabilnosé,
szczegblnie w $rodowisku kwasnym ( Shugar i Syruczek [33],
Gajewska i Shugar [7]), czyni interesujagcym poréwnanie wy-
dajnosci kwantowej przy ich inaktywacji $wiatlem pozafiotkowym. Ry-
bonukleaza, w przeciwienstwie do lizozymu, nie zawiera tryptofanu; po-
nadto podczas gdy grupy fenolowe lizozymu sg wolne (Fromageot
i Schnek [6], Shugar [30], w czgsteczce rybonukleazy ok. 40"
wchodzi w jakie$§ wigzania wodorowe i moze dysocjowaé wylgcznie przy
alkalicznej denaturacjienzymu (Shugar [30], Tan ford i wspolpr. [34]).
Oba te czynniki wplywaja na widmo absorpcyjne tych dwéch bialek, szcze-
golnic w Srodowisku alkalicznym, gdy grupy hydroksylowe fenolu dyso-
cjuja i prawdopodobnie wplywajg na ich zachowanie fotochemiczne.

W poprzedniej pracy [27] wykazano, ze lizozym podlega inaktywacji
przez fotosensybilizacje w obecnosci ryboflawiny jako fotosensybilizato-
ra, rybonukleaza za§ w identycznych warunkach pozostaje niezmienio-
na i t¢ réznice w zachowaniu przypisywano brakowi tryptofanu
w RNazie. Nieco poézniej Orlans [22] badajgc sensybilizowang foto-
oksydacje przeciwcial, doszedl do wniosku, ze polega ona na fotooksydacji
pigcioczlonowych pierscieni tryptofanu i histydyny; stosowal on jako fo-
tosensybilizator eozyne. Ostatnio Weil i Seibles [35] wykazali,
ze rybonukleaza zostaje inaktywowana z réwnoczesnym  zniszczeniem
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596 D. SHUGAR | F. RZENDOWSKA (2}

reszt histydynowych, w obecnosci blekitu metylenowego jako uczulacza.
Prawdopodobnie zachodzacy typ. fotooksydacji zalezny jest w pewnym
stopniu od istoty zastosowanego fotosensybilizatora. Wyniki te sg intere-
sujagce ze wzgledu na mozliwg role fotooksydacji w inaktywacji enzymow
pod wplywem ultrafioletu (patrz nizej).

Jak doniesiono juz poprzednio na podstawie wstepnych pomiarow,
wydajnosé kwantowa inaktywacji RNazy przy dlugosci fali 2537 A jest
nieco wieksza niz 0,026, lecz nie udalo si¢ okreslic dokladnej wartosci,
poniewaz zauwazono, ze w procesie inaktywacji zachodzg jakies anoma-
lia- (Shugar [29])). MacLaren w 1951 [17] podat wartos¢ 0,026,
a nieco pozniej w 1953 MacLaren i wspélpr. [19] proponowali war-
tosé 0,027 przy pH 4,1.

Material i metody

Stosowane probki rybonukleazy byly te same, jak opisane poprzednio

{30]. Porownywano takze probki dostarczone przez dra A.D. MacLare-
na. W poczatkowej fazie pracy aktywno$¢ enzymow mierzono tur-
bidymetrycznie modyfikacja metody

03 McCartye' go [15]. Nastepnie za-
stosowano poprzednio opisang [31] me-
/ tode kolorymetryczng. Oznaczenie stg-
4 zenia enzymu i absorpeji w ultrafiolecie
opierano na podanych uprzednio (S h u-
R Y I gar [30]) stalych spektralnych. Proces
ZT | naswietlania, pomiar intensywnosci -
I | $wiatla i wyliczenie wydajno$ci kwan-

/1 A | towej opisano uprzednio [29] z tym wy-
L | jatkiem, ze stosowano w czasie obecne]
e Aot e e pracy dwie rézne lampy rezonansowe
| tirmy Thermal Syndicate. Intensyw-

f ; no$¢ $wiatla wpadajacego wahala sig
7] %0 273 0 w zakresie 1,25 —1,26 X 1017 kw.n-
aidbh ks tow/cm2/min. Krzywa kalibracyjna ak-
Rys. 1. Krzywa aktywnosei enzymu tywnosci enzyméw w stosunku do
:etsc::un;uc goa :t:;?:;ao olzlg?cz(::f stezenia stanowila czes¢ skladowag kaz-

stué¢ optyczna osadu mierzona przy dego eksperymentu.

4250 A) Nalezy byé ostroznym przy stcso-

waniu metody McCartye go [15]

do pomiaru RNazy; polega ona na po-

miarze gestosci optycznej bardzo drobnego stratu niezhydrolizowanego
kwasu RN powstajacego przy zakwaszeniu mieszaniny reagujacej. Gestosé
optyczna tego stratu nie jest stala, lecz wzrasta stopniowo w ciggu 6 mi-

=
N

Cestosc optyczna osadu
=
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3] FOTOCHEMIA RYBONUKLEAZY 597

nut, pozostaje stala przez kilka nastepnych minut, a nastepnie stopniowo
opada. StwierdziliSmy, ze powtarzalne wyniki mozna uzyskaé mierzac
gestos¢ optyczng stratu w 5 —6 minut po zakwaszeniu prébki. Rys. 1 po-
kazuje typowa krzywa kalibracyjng aktywnosci enzymu w stosunku do
stezenia wykonana w ten sposéb.

Wyniki i dgskusje

Stosujgc metode McCartyego do oznaczania RNazy stwierdzo-
no, ze w wyniku krotkiego naswietlania, rzedu 0,5 — 4 minut, uzyskuje
sie poczagtkowy wzrost aktywnosci enzymatycznej. Wzrost ten wynosi az
25%0 poczatkowej wartosci, po czym nastepuje normalna inaktywacja.
Zjawisko to stwierdzono na 3 réznych preparatach enzymatycznych

%

5

;:[ /
= ¥ =
| |
S & 1 § / i !
s ! ! < / . |
5\ | | | ! | ' |
STgpl—— Sl e ST N 0% o
R | \ | {
a—1 , /
- ; 73 6 20 min ] 1”7 5 min
Czas naswietlenia Czas naswiellenia
Rys. 2. Poczatkowa aktywacja RNazy Rys. 3. Cze§¢ krzywej z rys. 2
oznaczonej metoda McCarty’ego [15] miedzy 4 i 20 minutami w skali

poétlogarytmicznej

i w szerokim zakresie stezen i pH. Wyniki typowego do$wiadczenia po-
kazano na rys. 2 przy zastosowaniu probki RNazy uzyskanej od dra
M. Macdonalda dzieki uprzejmoéci prof. J. Bracheta. Jak
widaé z rysunku, po 4-minutach aktywno$é enzymu réwna sie aktyw-
no$ci w czasie 0. Od tego momentu inaktywacja ma charakter reakeji
pierwszego rzedu, jak widaé na rys. 3; wyliczenie wydajnosci kwantowej
inaktywacji daje warto§é 0,040. Wynik ten jest jednak zbyt wysoki, po-
niewaz absorpcja §wiatla przez enzym wzrasta od momentu naswietlania
(patrz rys. 4) i po zastosowaniu odpowiedniej korekty warto§¢ ta wynie-
sie ok. 0,028. W niektérych przypadkach aktywnos$é enzymu nie wzrasta-
1a, lecz pozostawala praktycznie bez zmian w ciggu dwoch do czterech mi-
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598 D. SHUGAR i F. RZENDOWSKA [4]

nut, po czym nastepowala inaktywacja. Niestety, pomimo przeprowadzo-
nej bardzo duzej liczby doswiadczen, wyniki nie zawsze byly powtarzal-
ne i czasem opisane zjawisko nie wystepowalo, zas enzym podlegal inakty-
wacji od momentu naswietlania z wydajnoscia kwantowa 0,025 do 0,030
w kwasnym Srodowisku.

06

|y

s [\,
i "/

A nienaswietlony
8 naswietlony 4’
BhEp ol W
D » e 20

2600 2800 , 3000 3200
A(A) -
Rys. 4. Widmo absorpcyjne rybonukleazy

(0,6 mg/ml w H;O) po na$wietlaniu ultrafio-
letem w ciggu podanych okreséw czasu

Nastepne eksperymenty oparto wobec tego na metodzie koloryme-
trycznej oznaczania RNazy (S hu g ar [31]). Stosujac te metode nie stwier-
dzono poczatkowej aktywacji nawet wowczas, gdy réwnolegle stosowa-
na metoda McCarty'ego wykazywala takg aktywacje.

W zwigzku z tym warto wspomnie¢, ze Kalnitsky i Rogers
[9] stwierdzili poczatkowy wzrost aktywnos$ci RNazy dochodzacy niekie-
dy do 29% przy poddaniu jej trawieniu karboksypeptydazg. Stosowana
przez nich metoda oznaczania RNazy polega takze na kwasnym strgcaniu
niezhydrolizowanego substratu, jak to ma miejsce w metodzie McCar-
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t y'e go. Doswiadczenia ich wykazywaly, ze tylko cze$é czasteczki rybonu-
kleazy niezbedna jest do normalnej dzialalnosci enzymatycznej i ze za-
obserwowany wzrost aktywnosci laczy sie z odszczepieniem szeregu kon-
cowych aminokwaséw. Mozna sobie wyobrazi¢ aktywacje ultrafioletem
jako wynik odszczepienia czesci czasteczki RNazy przez przerwanie wig-
zania peptydowego. Nie mozna jednak uwaza¢ za stwierdzone, aby

"Tablica 1

Stala inaktywacji (k) i wydajnos¢ kwantowa (0) inaktywacji rybonukleazy przez promienie
ultrafiolkowe

% absorpcji |
pH Bufor k min—1 Swiatla E o

przy 2537A |
1,9 0;0INCHEL S o ot e 0,150 1,50 0,042 £ 0,003
3,0 0, 00IN"HEL 7.0 . s n . 0,125 ¥ 0,036 =+ 0,003
3,6 0,025M octanowy . . . . . 0,100 % 0,029 =+ 0,002
4,4 o7 " o o Mk 0,100 5 0,029 =+ 0,002
5,6 0,025M fosforanowy . . . . 0,125 .. 0,036 %= 0,003
6,3 o 53 € o0 0,123 " 0,035 =+ 0,003
7,2 5 i S 0,110 & 0,032 £ 0,003
8,4 0,05M buranowy . . . . . . 0,148 i 0,042 £ 0,004
9,3 0,025M glikolowy . . . . . 0,174 2,5 0030 = 0,003
10,3 5 Ao 0,162 4,8 0,015 + 0,002
12,0 0;0IN:NaOH> - aS i s 0,30 6,9 0,019 £ 0,002

plerwotnym zjawiskiem przy fotolizie bialek bylo przerwanie wigzania
peptydowego (patrz nizej). Bardziej prawdopodobne wydaje sie, ze po-
czatkowy efekt naswietlenia polega na przerwaniu jakich§ wigzan drugie-
go rzedu, np. mostkéw siarkowych. Engelhard i Eikenberg
[3] wykazali, ze fotochemiczna hydroliza wigzania S-S ma miejsce przy
naswietlaniu albuminy surowiczej.

Trzeba zauwazy¢, ze metoda McCarty'ego oznaczania aktywnosci
RNazy wykazuje wylacznie poczatkows depolimeryzacje kwasu RN, pod-
czas gdy metoda kolorymetryczna oparta jest na poézniejszych stadiach
reakcji, zwigzanych z wyzwalaniem wolnych grup kwasowych (Shu-
gar, [32]).

Przy zastosowaniu metody kolorymetrycznej przebieg inaktywacji
mial charakter reakcji pierwszego rzedu, ktérej wydajnosé kwantowa by-
la niezalezna od stezenia w granicach od 0,01 — 0,50 mg enzymu/ml.
W stesowanych czasach naswietlania (do 20 minut) powstajacy ozon nie
mial wplywu na tempo inaktywacji. Tablica 1 przedstawia stale szybkos-
ci 1 wydajnosci kwantowe inaktywacji w rozcienczonych roztworach
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(20 pg/ml) przy intensywnosci promieniowania wchodzacego 1,56 X 1017
kwantoéw/cm2/min. Stale k odpowiadajg reakcjom pierwszego rzedu
i w wiekszoéci przypadkéw stanowig $rednig szeregu oznaczen. Wydaj-
no$¢ kwantowg wyliczano z nastepujacego rownania:

__ iloé¢ czasteczek zinaktywowanych

ilo§¢ zaabsorbowanych kwantéw
LGk
'

gdzie C, oznacza poczatkowg ilos¢ aktywnych czasteczek w roztworze,
k — stalg szybkos$ci inaktywacji pierwszego rzedu i I, oznacza absorpcje
roztworu w czasie 0 (kwant/cm2/min.).

Réwnanie uwzglednia zmniejszanie sie absorpcii swiatta przez aktyw-
ne czagsteczki w przebiegu inaktywacji (Finkelstein i McLaren
[4), Shugar [20], Labegyrie i Shugar [13]). Cigzar cza-
steczkowy rybonukleazy przyjeto za 15 000.

WartoSci @ w poblizu pH 4 wykazuja dobrg zgodno$¢ z podanymi
przez McLarena i wspolpr. [19] dla pH 4.1. Istnieje jednak znaczna
zmienno$¢é wydajnosci kwantowej ze zmiang pH, w przeciwienstwie do
stalych wartoéci w przypadku lizozymu w tym samym zakresie pH.
Szczegoblnie ciekawe jest zmmiejszenie sie @ dla alkalicznych pH, gdzie
absorpcja enzymu znacznie wzrasta w wyniku dysocjacji grupy hydroksy-
lowej reszt fenolowych (S hu gar [30]); mozna by raczej oczekiwa¢ szyb-
szej inaktywacji enzymu w tak alkalicznych pH.

Podobnie jak w przypadku lizozymu (Shugar [29]), cysteina nie
chroni rybonukleazy od inaktywacji, jak czyni tc w przypadku dehy-
drogenazy fosforotriozy, enzymu z aktywna grupa SH (Shugar [28]).
Mozna jednak zaobserwowaé znaczne dzialanie ochronne cysteiny w ste-
zeniu 10-3 — 10-2 M przy pH powyzej 7, (kiedy to cysteina absorbuje
dos$¢ silniz promieniowanie o fali 2537 A) dla matlych stezen enzymu
{okolo 20 pg w ml), z powodu silnej absorpcji cysteiny w poréwnaniu
z absorpcja enzymu. Tego rodzaju ,,wewnetrzne filtrowanie” odgrywa
bezwatpienia istotng role przy naswietlaniu materialu biologicznego
i prawdopodobnie w ten sposéb niektére skladniki komérki chronione s3
od bezposrednich efektoéw promieniowania, ZwréciliSmy juz na to uwage
w innym miejscu wskazujgc, ze fotosensybilizacja moze odgrywaé rowng
lub nawet wieksza role przy naswietlaniu ultrafioletem zywych komoérek,
niz bezposrednie efekty promieniowania (Shugar [27]).

W przeciwienstwie do szeregu doniesien w literaturze, wskazujacych
na zwiekszenie sie w obecno$ci rozpuszczalnikéw organicznych inakty-
wacji enzymu i denaturacji bialek pod wplywem promieniowania ultra-
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fioletowego, inaktywacja spowodowana naswietleniem RNazy w 95%0
etanolu (w ktérym rozpuszcza si¢ ona w malych stezeniach bez inakty-
wacji) nie réznila si¢ od zachowania w wodnych roztworach przy analo-
gicznych pH.

Inaktywacji rybonukleazy towarzyszy silny wzrost absorpcji nie tyl-

ko w fali 2537 A, jak podat McLaren [16], lecz w calym zasiegu wid-
ma. Rys. 4 pokazuje widmo absorpcyjne enzymu w wodzie, w stezeniu
{G,6 mg/ml) przed i po réoznych okresach naswietlania; gérna krzywa od-
powiada ok. 85% inaktywacji. W Srodowisku kwasnym wzrost absorpcji
jest wigkszy, gdyz wartosci gestosci optycznych w minimach i maksi-
mach dla tych samych okreséw naswietlania sg ponad dwukrotnie wigk-
sze. Ponadto mozna zaobserwowa¢, ze po okolo 16-minutowym naswietla-
niu dalszy powolny wzrost absorpcji zachodzi w dalszym ciggu po usu-
nigciu Zrédla promieniowania, co wskazuje na obecno$¢ wtornych reakceji.
Nie ulega chyba watpliwosci, ze zjawisko to zwigzane jest z fotooksyda-
cja, za§ w przypadku lizozymu wykazano, ze reszty tryptofenowe nieomal
ilosciowo ulegaja fotooksydacji podczas inaktywacji (Shugar [29]).
Z braku dodatkowych dowodéw nie mozna jednak twierdzi¢, jak propo-
nujig McLean i Giese [20], ze tylko aromatyczne aminokwasy
wchodza tu w gre.

Imahori [8] wykazal, ze czes¢ reszt tyrozynowych pepsyny podle-
ga utlenieniu do dwuoksyfeniloalaniny (DOPA) w wyniku naswietlania
ultrafioletem. Jego metoda polegata na hydrolizie naswietlonego enzymu
i nastepnie chromatograficznym rozdzieleniu tyrozyny i DOPA. Jego
wniosek, ze inaktywacja ultrafioletem pepsyny zwigzana jest wylgcznie
z tym zjawiskiem, nie wydaje sie¢ pewny, poniewaz po 100% inaktywacji
jeszcze ciggle obecnych jest 50°%0 reszt tyrozynowych, zas w nienaswietla-
nych roztworach stwierdzi¢ mozna obecnos¢ matych ilosci DOPA, po-
wstalych prawdopodobnie podczas kwasnej hydrolizy przez utlenienie.

Naswietlanie roztworéw wolnej tyrozyny daje w wyniku tylko maly
wzrost absorpcji w poréwnaniu do wzrostu, ktorego nalezaloby oczeki-
waé, gdyby produktem inaktywacji byta DOPA. Przy tym samym czasie
naswietlania rybonukleazy zachodzi znaczniejszy wzrost absorpcji (rys. 4).
Lecz takze i w tym przypadku znaczna cze$¢ tyrozyny nie ulegla zmia-
nie, co wykazuje fakt, ze zalkalizowanie roztworu do pH 12 (krzywa D)
doprowadzito do znacznego dalszego wzrostu absorpcji, ktory byl czescio-
wo odwracalny przez zakwaszenie. Tego nalezaloby wlasnie oczekiwac,
gdyby niektére reszty tyrozyny w czasteczce naswietlonej nie ulegaly
zmianom; w istocie ksztalt i polozenie maksiméw krzywych B, C, D
przypominaja bardziej tyrozyne niz DOPA. Dluzsze okresy naswietlania
prowadzg do glebszych zmian, lecz zjawisko to nie interesuje nas w zwigz-
ku z inaktywacjg enzymow. Wydaje sie, ze najedpowiedniejszg metodg
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Sledzenia wplywu naswietlania na pojedyncze aminokwasy jest kwasna
hydroliza bialka z nastepujgcg chromatografig; niestety, zabieg ten nie
bylby wolny od dodatkowych trudnosci ze wzgledu na wtérne reakcje
fotolizowanego biatka w przebiegu kwasnej hydrolizy.

Przy zastosowaniu chromatografii bibulowej nie stwierdzono uwalnia-
nia sie wolnych aminokwaséw lub matych peptydéw w przebiegu inakty-
wacji rybonukleazy. Podobne zachowanie stwierdzono juz wczeéniej dla
lizozymu (Shugar [29]). Kaplan i wspolpracownicy [10] doniesli
o uwalnianiu sig¢ tyrozyny z naswietlanych roztworéw insuliny, po-
twierdzajagc wczeéniejsze doniesienie Mitchella i Rideala [21],
ze z monomolekularnych warstw insuliny pod wplywem promieni ultra-
fioletowych tyrozyna przechodzi do roztworu. Przedstawione przez Mit-
chella i Rideala dowody opieraly sie na chemicznym oznaczeniu fenolu,
co nie moze by¢ uwazane za pewny dowod na obecnosc tyrozyny. Ponadto
nie wolnc nam sadzi¢, ze zachowanie sie¢ monomolekularnych warstw odpo-
wiada zachowaniu sie roztworu, poniewaz w pierwszym przypadku czg-
steczki sg czeSciowo rozprostowane. Nie udalo nam sie znalez¢ wolnej ty-
rozyny w fotolizowanych roztworach insuliny nawet przy zastosowaniu
stezonych roztworéw i réznych warunkéw naswietlania. Tylko w jednym
doswiadczeniu stwierdziliSmy $lady jakiego§ aminokwasu lub peptydu,
ktoérego nie mogliSmy z pewnoscig zidentyfikowac z tyrozyna.

Pewna ilo§¢ badaczy donosila dawniej o uwalnianiu sie jakich$ sklad-
nikéw z naswietlanych aminokwaséw, opierajac sie czesto na oznacze-
niach chemicznych raczej mato specyficznych. Na przykiad Berthelot
i Amoureux [2] twierdzili, ze uzyskali kwas indolooctowy z naswiet-
lanego iryptofanu; nie udalo nam sie tego potwierdzi¢é metodg chromato-
graficzng, co nie wydaje sie dziwnym ze wzgledu na niezmiernie szybka
fotooksydacje kwasu indolooctowego przez ultrafiolet (Shugar, nie
opublikowane). Acetylotryptofan, ktéry jest nieco bardziej wrazliwy na
naswietlanie, byl Zrédlem szeregu zwigzkéw chromatograficznie podob-
nych do uzyskanych z tryptofanu, nie uwalnia jednak ani kwasu indolo-
octowego, ani tryptofanu. Wynik taki jest zgodny z uzyskanym przez
McLarena i wspolpr. [19], ktorzy nie stwierdzili uwalniania sie
aminckwaséw z roznych aromatycznych peptydow pod wplywem na-
swietlania.

Schocken [25] podal, ze otrzymal wolng tyrozyne z naswietlanej
fenyloalaniny, ktérag wykrywal oznaczajac kolorymetrycznie reszty feno-
lowe. McLean i Giese [20] wykazali juz wczesniej powstawa-
nie grup fenolowych w naswietlanej fenyloalaninie, lecz nie wysuwali
sugestii co do istoty produktéw reakcji. Nie udalo nam sie znalezé¢ zad-
nych dowodoéw na powstawanie wolnej tyrozyny z fenyloalaniny, jakkol-
wieck Matsuda i wspolpr. [14] ostatnio podawali, ze w odpowied-
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9] FOTOCHEMIA RYBONUKLEAZY 603

nich warunkach naswietlanie fenyloalaniny moze prowadzi¢ do powsta-
nia tyrozyny, seryny lub alaniny.

W szeregu przypadkoéw zostaly przedstawione dostateczne dowody fo-
tolitycznego przerwania wigzania peptydowego w czasteczkach bialka
z uwalnianiem mniejszych fragmentéw (Kaplan i wspélpr. [11, 12],
Rideal i Roberts [24]) i czasem z agregacja (Rideal i Ro-
berts [24]). Jednak dowody na uwalnianie sie wolnych aminokwasow
sg raczej skape z wyjatkiem pracy McLarena i wspélpr. [19] nad
roznymi modelowymi peptydami.

Wydajnosci kwantowe dla rozerwania wigzania peptydowego sg sto-
sunkowo niskie, zbyt niskie, aby wyjasni¢ na tej podstawie inaktywacje
takich enzyméw jak lizozym, insulina czy rybonukleaza. Nie wydaje sie
przypadkowym, ze te trzy biatka inaktywowane sg z wydajnos$cig kwan-
towa stosunkowo wysoka (od 0,024 — 0,045) i niezbyt rozna, o ile uwzgled-
nimy zmienno$¢ wydajnosci kwantowej z pH. Wszystkie trzy posiadaja
mniej wiecej ten sam cigzar czgsteczkowy, za$ ich konfiguracja i aktyw-
nos¢ biologiczna oparta jest na mostkach siarkowych. Setlow [26]
wskazal, ze istnieje pewna korelacja miedzy zawarto$cig cystyny i wy-
dajnoscia kwantowa dla szeregu enzymow, lecz byloby przedwczesnym
wyciagna¢ w tej chwili wniosek, ze ta zbieznos¢ ma wigksze znaczenie niz
zbieznoé¢ miedzy wydajnoscia kwantowa i ciezarem czasteczkowym
(McLaren [18]). Analiza aminokwasow z naswietlanych ultrafiole-
tem bialek powinna wyjasni¢ blizej istote zachodzacych procesow.

Wyrazamy podzigkowanie Ob. Ob. R. Grzelakowi i A. Goldzie za cenng
pomoc techniczng. Praca powyzsza byla czesciowo finansowana z dotacji
Komitetu Biochemicznego PAN.

Streszczenie

Uzywajac kolorymetrycznej metody do badan rybonukleazy wykaza-

no, zé inaktywacja rybonukleazy w swietle ultrafioletowym przy 2537 A
jest reakcja pierwszego rzedu z wydajnoscia kwantowg 0,029 £ 0,002
w okolicy pH 4. Wydajnosé kwantowa zmienia sie wraz ze zmiang pH, na-
tomiast istnieje widoczna niezalezno$é od stezenia. W zasadowym pH,
przy ktéorym absorpcja $wiatla przez enzym wzrasta, w wyniku dysocja-
cji grupy hydroksylowej reszt fenolowych wydajnos¢ kwantowa spada.
Podczas procesu inaktywacji wolne aminokwasy i niskoczgsteczkowe
peptydy nie uwalniajg sie. Znaczny wzrost absorpcji spowcdowany na-
$wietleniem zalezny jest od pH; ksztalt krzywej widma absorpcji wskazu-
je na to, ze tylko czeé¢ reszt tyrozyny ulega przemianie, przypuszczalnie
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604 D. SHUGAR i F. RZENDOWSKA [10]

fotoutlenieniu. Przy zastosowaniu metody turbidimetrycznej do badania
aktywnosci enzymu wykazano, ze podczas pierwszych 0,5 — 4 minut na-
$wietlania zachodzi wzrost aktywnosci, po czym nastepuje inaktywacja.
Omowiono wyniki oraz ogélny mechanizm inaktywacji enzymow w ultra-
fiolecie.
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VCCIHELOBAHMUSA ITO POTOXUMMMUN PUNBOHYKJIEA3LI
Pezmome

IIpu MCHONB30BaHMM KOJIOPMMETPUYECKOr0 MeTOoAa IS MCCJeNOBaHMA
pubOHyKJIeas3bl I0Ka3aHO, YTO MHAKTVMBUPOBaHMe pubOHYKJIea3sl B yJbTpa-
¢dpuosieroBom ceerTe npu 2537 A ABIAeTCA peaxkUMell IIEpBOro Iopaaka
¢ ¥BaHTOBbIM BbIxozom 0,029 * 0,002 mobmmzoctu pH = 4. KsaHTOBBII
BBIXOJ] U3MEeHseTcsa BMecTe ¢ pH, olHaKo CylLIecTByeT BUAMMAA He3aBKCH-
MOCTB OT KOHIeHTpaumu. IIpm 1uesnouHoMm pH, korza abcopdbiua sH3uma
BO3pacTaeT, KBAaHTOBBIN BBIXOJ MaJlaeT B pe3yJibTaTe AMCCOLMALMI IIApO-
KCMJIBHOM Tpymnibl (DEHOJIOBBIX OCTATKOB. B TedeHMe mpolecca MHaAKTU-
BUPOBaHMA, CBODOJHBIE AMMHOKMCJOTHI ¥ HU3KOMOJIEKYJISPHEIE NENTUAbI
HE IOABepralTcs rmaparaumuy. 3HAYNTEJbHbII pocT abcopbipm B pesy Tb-
TaTe obsydeHmMsa 3aBMcUT OT pH, XOTA BMJA KpMBOI CIEKTpa abcopduin
YKa3bIBaeT Ha TO, YTO 10 BCEI BEPOATHOCTY, TOJIBKO HACTh OCTATKOB Ti-
po3uHa nojsepraerca orookucaeHuio. IlpumeHaa TypouMeTpudecKmit Me-
TOJ AJIA MCCJIEZJOBAHMA AKTUMBHOCTM 9H3MMa OOHaApyzKuiy, 4TO BO BpeMsA
nepBbIx 0,5 —4 MuHyT ©00Ny4YeHMA HaCTyIaeT BO3pacTaHMe 9H3IUMATH-
YECKOJ aKTMBHOCTH, A 3aTEM IIPOMCXOAUT MHAKTHBUPOBaHME. PaccMOTPEHBI
pe3yJIbTaThl, a Tak¥Ke CbiluMii MeXaHU3M VHAKTUBUPOBAHNMA SH3MMOB B YJIbT-
pachmosieToBOM cBETe.

STUDIES ON THE PHOTOCHEMISTRY OF RIBONUCLEASE

Summary

Using a colorimetric procedure for ribonuclease assay, the inactiva-

tion of ribonuclease by ultraviolet light at 2537 A is first order with
a quantum yield of 0.029 + 0.002 in the neighbourhood of pH 4. The quan-
tum yield varies with pH but is sensibly independent of concentration.
At alkaline pH where the enzyme absorption increases, as a result of
phenclic hydroxyl dissociation, the quantum yield decreases. No free
amino acids or small peptides are released during the inactivation process.
The marked increase in absorption, resulting from irradiation, is depen-
dent on pH; however, the shape of the absorption spectrum is such as to
indicate that only a portion of the tyrosine residues are affected,
presumably by photo-oxidation. When a turbidimetric procedure was
used for enzymatic assay, it was found that during the first 0,5 — 4 mi-
nutes of irradiation an increase in enzymatic activity occurred, followed
subsequently by inactivation. These results are discussed as well as the
general mechanism of ultraviolet inactivation of enzymes.

Ctrzymano 10.9.1956 r.
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AC T A BEL QO CURSTMUTSCLAN PR OSIL ORN ST G

Vol. III 1956 No 4

E. SZEMPLINSKA, A. SZENBERG i D. SHUGAR

ZASTOSOWANIE PREPARATOW HANDLOWYCH DEZOKSYRY-
BONUKLEAZY PACIORKOWCOWEJ DO CELOW
HISTOCHEMICZNYCH

Z Zakladu Biochemii PZH i Zakladu Biochemii PAN w Warszawie

Opracowanie metod otrzymywania oczyszczonych wzgl. krystalicz-
nych preparatéow rybonukleazy (RN-azy) (Kunitz [13]) i dezoksyry-
bonukleazy (DN-azy) (Fischer i wspélpr. [9]; McCarty [17];
Kunitz [14]) dalo poczatek duzej iloci badan histochemicznych nad
lokalizacja i identyfikacja kwaséw nukleinowych w komoérkach (Br a-
chet [3,4); Dempsey i Wislocki [7]; Sanders [22];
Pears [21]; Catcheside i Holmes [6]; Brachet i Sha-
ver [§]; Vercauteren [26,27]). Zastosowanie tych preparatow
stalo sig¢ obecnie standardowg metodg w badaniach histochemicznych,
podlega jednak pewnym ograniczeniom ze wzgledu na dosyé¢ klopotliwa
preparatyke i wysoka cene preparatéw handlowych. W Polsce z podanych
wyze] powodoéw zastosowanie nukleaz do badan histochemicznych bylo
bardzo ograniczone.

Pewne szczepy paciorkowcéw hemolitycznych uwalniajag do podloza
DN-aze znang jako streptodornaza (SD-aza) razem z aktywujacym plaz-
minogen biatkiem-streptokinazg (SK-aza). Wyciggi hodowli zawierajgce
SK-aze i SD-aze znalazly szerckie zastosowanie kliniczne,

W ciggu dwoch ubieglych lat opracowano odpowiednie metedy czescio-
wego oczyszczania streptokinazy-streptodornazy i streptodornazy wolnej
od streptokinazy (Pakuta i wspélpr. [19,20]). Pierwszy z tych pre-
paratow produkowany jest obecnie na skale przemystowg dla celéw lecz-
niczych pod nazwg firmows ,,Streptdaza” i zawiera 20 000 j. m. SK-azy
i1 co najmniej 5000 j.m. SD-azy w ampulce. Produkcja przemystowa
SD-azy wolnej od SK-azy projektowana jest na najblizszg przysziosc.
Przewidywane sa ampulki zawierajgce 10 000 j.m. SD-azy ze $ladami tyl-
ko SK-azy.

Udostepnienie tych preparatéw zachecilo do przebadania mozliwosci
ich zastosowania w badaniach biochemicznych i cytochemicznych. Prepa-
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608 E. SZEMPLINSKA, A. SZENBERG i D. SHUGAR [2}

raty te sg dostatecznie tanie, aby mozna je bylo stosowa¢ takze w pracy
szkoleniowej. Korzystng wydaje sie takze mozliwos¢ porownania dziatal-
nasci dezoksyrybonukleaz réznego pochodzenia.

RPasserman [2] w Niemczech doniést o zastosowaniu preparatu
amerykanskiego ,,Varidase”, ktory jcst mieszaning SK-azy i SD-azy.
W trakcie naszej pracy ukazala si¢ publikacjs Jackson i Dessau
[12] z laboratoriéw firmy Lederle o zastosowaniu dezoksyrybonukleazy
paciorkowcowej do usuwania barwigcych si¢ wg Feulgena sub-
stancji z jader komérkowych; ten preparat SD-azy nie jest, zdaje sig,
jeszcze wprowadzony do handlu.

Material i metody

Streptdaze, ktérg opisaliSmy powyzej, otrzymano w darze od War-
szawskiej Wytworni Surowic i Szczepionek. Preparat ten zawiera bufor,
tak ze po rozpuszczeniu w wodzie pH jego wynosi okolo 8. Dodatkowo
WWSS3 przygotowala dla nas szereg ampulek bez dodatku buforu. SD-aza
wolna od SK-azy byia opisana poprzadnio [20]. Doswiadczenia porownaw=
cze przeprowadzono z krystaliczng dezoksyrybonukleaza trzustki firmy
Worthington i z preparatem SK-SD firmy Wellcome, dostarczonym nam
uprzejmie przez WWSS.

Badania przeprowadzono na tkankach szczura, a mianowicie: nerki,
watroby, jadra, miesnia szkieletowego i Scianki zoladka. Wyprobowano
nastepujgce metody utrwalania: Carnoya, Susa, Zenker, Serra, Heiden-
heina, Bouina a takze aceton. Gléwnie uzywano jednak metody Carnoya.
Grubosé skrawkow wynosita 6.

Po usunigciu parafiny ze skrawkow poddawano je dzialaniu preparatu
enzymatycznego, ktorego odpowiednia ilo§¢ rozpuszczano w 0,1 ml wody
wzglednie buforu. Na skrawek nakraplano 20 — 25 pl roztworu i inkubo-
wano w wilgotncj komorze (plytka Petriego z pewng ilo$cia wody na
dnie) przez 1 godz. w 37°. Skrawki kontrolne pokrywano odpowiednig
iloscia wody wzglednie buforu.

Obecnosé kwasu dezoksyrybonukleinowego badano barwigce zielenig
metylows i pyroning wg Bracheta [3] oraz wg Feulgena [8]
(hydrolizo 1N HCI 6 — 18 minut w 60°, zaleznie od rodzaju tkanki).

Wpyniki i dyskusja

W poczatkowych doswiadczeniach stwierdzono, ze zaréwno preparaty
handlowe Streptdazy, jak tez przygotowane w laboratorium, ktére w po-
miarach wiskozymetrycznych wykazaly odpowiednig aktywnos$¢ enzyma-
iyczng, nie dzialaly na skrawki, niezaleznie od sposobu ich utrwalania.
Celem wyjasnienia tego zjawiska przeprowadzono szereg doswiadczen
z SD-azg wclng od SK-azy.

http://rcin.org.pl



(3] DN-aza W HISTOCHEMII 609

Zawartos¢ ampulki SD-azy rozpuszczano w wodzie uzyskujac stezenie
enzymu 10000 j.m./ml. Dzialaniu tych preparatéw poddawano rozne
tkanki obserwujac zachowanie si¢ jadra. Najlepsze rezultaty uzyskano
na preparatach utrwalonych metodg Carnoya. Podobne wyniki uzyskano
na skrawkach utrwalonych metodg Heidenheina. Przy uzyciu 25 ul
na skrawek, jedna ampulka wystarczala na 40 razy. Przy stezeniu enzymu
€.000 j.m./ml, jadra mie$ni i nerki podlegaly strawieniu, lecz jadra watro-

s
"
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N
g %
oy
-9, X
o

a)

Fot. 1. Jadro szczura, utrwalenie wg Carnoy’a, barwienie wg
Feulgena, pow. 80 X

a) inkubacja z SK-SD, 6000 j. m. SD-azy/ml, w 37° 1 godz.

b) inkubacja z H;O

a)

Fot. 2. Wgtroba szczura, utrwalenie wg Carnoy’a, barwienie
wg Feulgena, pow. 320X

a) inkubacja z SK-SD, 10000 j. m. SD-azy/ml w 37°, 1 godz.
b) inkubacja z H,O

by tylko czesciowo. Przy stezeniu 3 000 j.m./ml uzyskano dzialanie tylko
na tkanke jadra. Warto zauwazyé¢, ze plemniki w preparatach tkanki ja-
dra nie tracily barwliwosci nawet pod dzialaniem 10000 j.m/ml. DN-aza
krystaliczna w stezeniach 50 — 100 pg/ml dawala podobne wyniki jak
6 000 j.m. SD-azy na ml. Rezultaty byly identyczne zaréwno przy zastoso-
waniu metody barwienia Feulgena jak zielenia metylowa wedlug
Bracheta.
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Powyzsze wyniki uzyskane samag SD-azg nasunely nam wniosek, ze
brak aktywnosci SK-azy-SD-azy na skrawki moze by¢ wywotany duza
silg jonowa Srodowiska spowodowang przez obecnos¢ dodatkowego biatk:
SK-azy i soli. Wiemy, ze RN-aza podlega zahamowaniu w wysokich ste-
zeniach soli lub nawet buforow (Shugar [23], [24]), za§ Kunitz [15]
wykazal zahamowanie DN-azy wysokim stezeniem soli; ostatnio As a-
hina i Oka [1] wykazali, ze takze SD-aza podlega zahamowaniu
w obecnosci nadmiaru jonow. Wobec tego zawartos¢ kilku ampulek
SK-azy-SD-azy poddano dializie wobec destylowanej wody przez szereg
godzin, lecz nawet wowczas preparat nie byl aktywny, dopiero po dopro-
wadzeniu pH do 8,5 przez ostrozne dodawanie NaOH preparaty stawaly
sie aktywne i trawily jadra w skrawkach tkanki jader i nerki.

Na podstawie tych wstepnych doswiadczen WWSS przygotowata pew-
na iloi¢ ampulek SK-azy-SD-azy wedlug biezaco stosowanej procedury,
lecz bez dodatku buforu w koncowej fazie produkcyjnej; pH tych prepa-
ratow w wodzie wynosi okolo 7, zas ich aktywnos¢ histochemiczna byla
ta sama co SD-azy (fotografia 1 i 2). Dodatek buforu do tych preparatow
nie wplywat na ich aktywnos$¢ badang na skrawkach, o ile stezenie jego
nie przekraczalo 0,05 M. Powyzej tego stezenia aktywnos¢ enzymu mala-
la. Angielski preparat handlowy firmy Wellcome, ktéry prawdopcdobniz
zawiera takze duzo buforu, okazal sie réwnie nieaktywny jak i polskie
preparaty zawierajgce bufor.

Jackson i Dessau [12] doniesli o zastosowaniu SD-azy wol-
nej od SK-azy, przygotowanej na skale laboratoryjng w firmie Lederle do
celow histochemicznych. Stosowali oni enzym w stezeniu 1000 j.m./ml
w 37° przez jedng godzine, lecz odnawiali roztwér enzymu co 15 minut.
Jest to znacznie mniej wygodne niz stosowana przez nas technika, ponie-
waz za§ wyniki koncowe s3 te same, nie prébowalisSmy jej stosowac.
Autorzy ci wspominajg takze krotko, ze handlowy preparat SK-azy-SD-
azy firmy Lederle dawal im te same rezultaty.

W trakcie naszej pracy ukazala sie publikacja Ghosha [10], ktory
wykazal, ze roztwér dezoksyrybonukleazy trzustki mozna przechowywac
w minus 20° i nawet przy wielckroinym zamrazaniu i odmrazaniu nie
traci aktywnosci. Jakkolwiek nie badaliSmy specjalnie tego zagadnienia,
stwierdziliSmy jednak, ze roztwory obojstne SK-azy-SD-azy lub SD-azy
mozna przechowywaé przez noc w loddwee bez znacznej utraty aktyw-
noéci. Dtuzsze przechowywanie powoduje spadek aktywnosci. Wielokrot-
nie przechowywali$§my roztwory na suchym lodzic bez widocznej utraty
aktywnosci. Czesto takze rozpuszczaliémy zawartesé amputki w 1 m! wo-
dy, roztwér po rozdzieleniu do 10 mniejszych ampulek licfilizowzno
i uzywano w miare potrzeby.
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Dodatek jonéw magnezu w naszych badaniach nie zwiekszal aktyw-
nosci preparatu, totez zaniechaliSmy go w dalszej pracy. Na ten temat
istnieje rozbiezno$¢ miedzy autorami, i tak Gilbert, Overend
i Webb [11] oraz Mazia i Jaeger [16] sg zdania, ze jony magne-
zu sg zbyteczne do aktywnosci enzymu wobec tkanek, zaS Brachet
1 Shaver [5] wyrazaja poglad wrecz przeciwny.

Poniewaz w wigkszosci prac nad zastosowaniem DN-azy do celow
histochemicznych postugiwano sie metodag Feulgena, uszlo uwagi
‘badaczy ewentualne dzialanie tych preparatéow na plazme. W naszej pra-
cy, stosujgc barwienie zielecnia metylowg i pyroning, zauwazyliSmy, ze
niezaleznie od sposobu utrwalenia skrawkoéw, plazma traci cze$é swojej
barwliwosci pod wpltywem inkubacji z roztworami SK-azy-SD-azy, sa-
mej SD, krystalicznej DN-azy, preparatu angielskiego SK-azy-SD-azy
oraz z samymi bufcrami, co odbija sie w réoznym stopniu na réznych tkan-
kach. Szczegblnie wyraznie efekt ten daje sie zaobserwowaé na skraw-
kach watroby. Stowell i Zorzoli [25] zaobserwowali podobne
dzialanie roztworéw elektrolitéw. Ich zdaniem ulega wyplukaniu cze$é
kwasu rybonukleinowego. Podobny efekt ma wg nich woda destylowana
o temperaturze 60°.

W zwigzku z podang powyzej obserwacja oznaczyliSmy takze zawar-
tos¢ RN-azy w naszych preparatach SD-azy. Jak wykazal McCarty
[18], paciorkowce wydzielaja do srodowiska male iloSci RN-azy i nie jest
wykluczone, ze male ilosci RN-azy ulegaja zageszczeniu w preparatach
SD-azy. Analiza wykazala jednak, ze jesSli nawet nasze preparaty SD-azy
zawieraly RN-aze, ilos¢ jej nie mogla wynosi¢ wiecej niz 1 ug w ampulce
i moze nie by¢ brana pod uwage.

Nalezy takze wspomnie¢, ze po utrwaleniu metoda Susy nie mozna
stosowaé barwienia zielenig metylows, gdyz kwasny ten utrwalacz po-
woduje czeSciowa hydrolize kwasu dezoksyrybonukleinowego do kwasu
apurynowego, za$ ten ostatni nie wigze zieleni metylowej.
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NPYMEHEHME B THCTOXMMUM ITOJBCKUX TOPTOBBIX ITPEIIAPATOB
CTPEIITOKOKKOBOJ JIE30KCUPUBOHYKJEASBI

PeszwomMme

VlcenepoBanack NPUrOAHOCTD AJA TMCTOXMMMUYECKUX LeJiell OTe4eCcTBeH-
HBIX TOPrOBBIX MPENapaToB CTPENTOKMHA3EI CO CTPENTOAOPHAa30i (TOProsoe
HasBaHue: ,,Streptdaza’) u crpenTofopHasbl CBOOOJHON OT CTPENTOKMHASZEL
PaboTa COAEpPRMUT MOAPOOHOCTH OTHOCUTEJHHO METOAOB (bMKcanmu, Heobxo-
AVMO}T KOHLEHTPALMy SH3MMOB, BJMAHMA MOJIAPHON KOHLeHTpauuyu Oyde-
pa u T.1n. IlyTeM cpaBHEHMA MCCJE0BAJM TOProBbIi IIperapaT aHIrJMACKOro
MPOMCXOXKAEHMA M KPUCTAJVIMYECKYIO Ae30KcupuboHykyeasy. B pabore
NIPMUBOAATCA Pe3yJbTaThl, OTHOCALLMECA K PasJIMYHBIM TUIIAM TKaHEN.

THE APPLICATION OF POLISH COMMERCIAL PREPARATIONS OF STREPTOCOCCAL
DESOXYRIBONUCLEASE IN HISTOCHEMISTRY

Summary

A study has been made of the applicability of Polish commercial pre-
parations of streptokinase-streptodornase (Streptdaza), and of streptoki-
nase-free streptodornase, to histochemical work. Details are presented
regarding methods of fixation, enzyme concentraticns required, influence
of buffer molarity, etc., and comparisons have been made with an English
commercial preparation and with crystalline desoxyribonuclease. Results
obtained with different types of tissue are described.

Otrzymano 10.9.1956 r.
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A. PIGON

WIELOCUKROWCE W ORGANIZMIE UROSTYLA W CZASIE
ZYCIA AKTYWNEGO I ENCYSTACJI

Zaklad Cytofizjologii U J w Krakowie
Kierownik: doc. dr A. Pigont

Praca niniejsza — napisana do specjalnego numeru Acta Biochimica
Polonica poswieconego 60-leciu urodzin prof. dra J6zefa Hellera —
jest jedng z zamierzonych prac dotyczgcych przemiany materii pewne-
go wymoczka (Urostyla) w okresie zycia aktywnego i zycia utajonego,
encystacji. W dorobku naukowym prof. Hellera znajduje sie wie-
le prac po$wieconych podobnym zagadnieniom, tzn. poréwnaniu procesow
biochemicznych w organizmie, przechodzacym z okresu zycia aktywnego
w okres spoczynku, w okres zycia utajonego.

Proces encystacji, w czasie ktérego komérka otacza sie grubg oslonkg
i na pozér nie przejawia cech zycia, jest do§¢ szeroko rozpowszechniony
wsréd pierwotniakow; rzadziej trafia sie wéroéd organizméw wielokomor-
kowych. Fizjologia tego procesu jest stabo poznana. Mamy nieco danych
dotyczacych czynnikéw wywolujgcych przejscie formy aktywnej w cyste
(proces encystacji) i cysty w forme aktywng (proces ekscystacji); litera-
turg przedmiotu zestawit van Wagtendonk [13], ale niewiele prac
dotyczy poréwnania przemiany materii cysty i formy aktywnej. Wyjas-
nienie procesu encystacji mialoby ogélno-biologiczne znaczenie; byé moze,
przyczyniloby sie do wyjasnienia proceséw wzrostu i réznicowania sie
u organizméw wielokomérkowych. To zagadnienie znajduje sie w cen-
trum zainteresowan nauk biologicznych.

Material

Wymoczki stanowigce przedmiot tej pracy utrzymuje w hodowli od
stycznia 1955 r. Hodowle wyprowadzone sa z materialu pochodzacego
z malego, zaniedbanego akwarium w Zakladzie Zoologii UJ, gdzie wy-

moczki te wystepowaly pojedynczo wsréd detritusu.
[(613])
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Przy prébach oznaczenia — poslugiwalem si¢ kluczem Kahla
[7] — nie znalazlem opisu, ktéry by odpowiadal hodowanemu wymoczko-
wi. Ksztalt jego, wielkos¢, uklad rzesek i rozproszone jadro przypomina-
ja Hemicycliostyla sphagni (Stokes), Urostyla caudata (Stokes)
i Urosiyla grandis (Stein). Od H. sphagni wymoczek rozni sie pojedyn-
cza wodniczka tetnigeg i wystepowaniem grupy szczecin w poblizu tylne-
go kenca ciala (,,Transversalcirren”). Od U. caudata odréznia go brak
choragiewki rzesek na koncu ciala i pojedyncza wodniczka tetnigca. Wresz-
cie od U. grandis odroznia si¢ istnieniem tylko dwoéch rzedéw szczecin
na polu peristomalnym (,,Frontalcirren”).
Nie bedgc systematykiem, nie czuje sie
powolanym do opisywania nowych ga-
tunkéw; dlatego tez w tej pracy okres.am
wymoczka prowizoryczng nazwa ,Uro-
styla, szczep A”, tak jak okreslalem go
w czasie doswiadczen. Ponizej podaje
krotki opis wymoczka i jego rysunek. Sta-
nowisko systematyczne tego gatunku zo-
stanie okreslone w przysziosci przez od-
powiedniego specjaliste.

Dlugosé wymoczka wynosi 350 — 450v,
szeroko$¢ — 80—140u. Peristom zajmuje
okolo !/4 ciala. Na polu peristomalnym
znajduje sie dwa rzedy szczecinek, z kto-
Fig. 1. Urostyla, szczep A. a) — rych jeden przechodzi na strong brzuszna.
uklad rzesek na stronie brzusz-  Na stronie brzusznej 11 rzedéw rzesek
:l:t]ni:c}; mfc:::l'_a:’)ja;o‘fvﬁ";g:: rozdzielonych. w.askim zaglebieniem_ bieg-‘
fufe (mactonuclel) — kropko- ~ DACYm wzdluz ciala wymoczka (po jednej
wane, jadra male (micronuclei) — Stronie zaglebienia — 6 rzed6éw, po dru-

jednolicie czarne giej — 5 rzedéw, liczac razem z rzedami

' brzeznymi, ,,Marginalreihen”). Przy kon-
cu ciala znajduje sie grupa 6—38 szczeci (,,Transversalcirren”), ktére jednak
nie dochodza do konca ciala. Wodniczka tetnigca pojedyncza z kanalem do-
prowadzajgcym wzdluz ciala (czasem wyglada jak rzgd wodniczek). Pro-
trichocysty pod pellikulg nieliczne, nie ulozone w rzedy. Protoplazma
nieprzejrzysta. Jadro duze (macronucleus), rozdzielone na kilkadziesigt
czesci (okolo 50), kilka (4—12) jader malych (micronuclei). Réznice w za-
barwieniu jader duzych i malych i w ogéle caly aparat jadrowy podobny
do aparatu jadrowego Urostyla grandis [10, 11, 12]. Wymoczek latwo sie
encystuje; cysty sa bardzo ciemne, kuliste, srednicy okolo 100w, otoczone
przejrzysta blona grubosci okoto 15u.
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Metoda

Jak wspomnialem, wymoczki uzywane do doswiadczen utrzymujg sie
od aluzszego czasu w hodowlach. Fierwsza, wyjsc.owa hodowle zaszcze-
pilem pojedynczym osobnikiem Urostyla. Hodowle przeszczepia sie do
swiezego srodowiska co kilka tygoani (¢ —8). Hodowle prowadzono
w plytkach Petriego w plynie Pringsheima [v], do ktorego wrzuca sie kil-
ka ziarn gotowanego ryzu i kilka kawatkow siana. Bakterie rozwijajace
sig w tym srodowisku stanowig wystarczajgcy pokarm dla hodowanych
wymoczkow.

Hodowle prowadzono réwnolegle w temperaturach + 18° i + 27°C,
tak ze wymoczkéw hodowanych w pewnej temperaturze uzywano do szcze-
pienia aalszych hodowli prowadzonych w tej samej temperaturze. Wy-
moczki hodowane w obu temperaturach stanowig potomstwo tego samego,
wy jsciowego osobnika.

Po przeszczepieniu do nowego Srodowiska wymoczki rczmnazajg sig
szybko; w ciggu okolo 3 tygodni hodowla osigga pelne zageszczenie. Do do-
Swiadczen i obserwacji uzywano wymoczkow z okolo 2 — 3 tygodniowych
hodowli, tzn. w koncowym okresie wzrostu. W hoaowlach tego typu wy-
moczk1 odzywiajg sie bakteriami. Bezbakteryjnych hodowli Urostyla nie
probowano otrzyma¢. By — o ile moznosci — wyrdéwnac stan fizjologiczny
wymoczkow, pobierano je z hodowli jednego wieku, a przed doswiad-
czeniem glodzono przez 24 godz. z wyjatkiem specjalnych wypadkéow,
o ktoérych bedzie mowa.

Encystacje wymoczkow mozna wywolaé w nastepujacy sposob: z ho-
dowli wybierano okolo 100 wymoczkéw postugujgc sie pipetka z hamul-
cem [5] i umieszczano je w 2 mi plynu Pringsheima bez bakterii na 24 godz.
Nastepnie przenosilem wymoczki do 2 ml §wiezego plynu Pringsheima na
dalsze 24 godz. Po tym czasie wymoczki przenosilem do malej objetosci
(0,2 — 0,3 ml) ptynu Pringsheima, gdzie w przeciggu kilku dni encysto-
wala sie cze$¢ wymoczkow. Te, ktore nie encystowaly sie w ciggu kilku
dni, nie encystowaly sie¢ i przy dalszym glodzeniu. Jak widaé, glodzenie
wymoczkow jest waznym czynnikiem, wywolujgecym encystacje. Warun-
ki, w ktorych encystacja zachodzi, zostang przedstawione w oddzielnej
publikacji.

Obserwacje wykonywano prawie wylacznie na materiale utrwalonym
i barwionym. Wymoczki utrwalano plynem Carnoya bez chloroformu
(recepta z 1885 r.). Na szkielka nakrywkowe zanurzone w plynie Carncya
wstrzykiwano wymoczki w jak najmniejszej ilosci wody. Wymoczki opa-
daja na szkietko i przylepiajg sie do niego. Po 40 min. utrwalania szkielko
nakrywkowe delikatnie wyjmuje si¢ z utrwalacza i suszy. Wymoczki tak
przygotowane sg plasko rozciggniete na szkielku i silnie do niego przyle-
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gaja. Gdy chodzilo o lepsze zachowanie ksztaltu wymoczka, preparatow
nie suszono. Wowczas ksztalt (rzeski itd.) jest co prawda lepiej zachowa-
ny, ale wymoczki tatwo odrywaja si¢ od szkielka w czasie dalszej proce-
dury preparowania.

Obserwacje uzyskane na calych wymoczkach sprawdzano, ogladajac
skrawki wymoczkow, grubosci 5 — 9 1, uzyskane z ferm aktywnych i r6z-
nych form encystacji. Do tego celu wymoczki utrwalano w ptynte Carnoya
(1885) i zatapiano w celloidynie, a nastgpnie w parafinie.

Glikogen barwiono metoda Bauera [8] (odczynnik Schiffa po utle-
nianiu kwasem chromowym) po pokryciu preparatu celloidyng. Kontrolne
preparaty nie pokryte celloidyna, poddawano trawieniu $ling przez 3 godz.
w temperaturze + 38° C [8]. Ten dlugi czas trawienia $ling okazal sie
potrzebny ze wzgledu na znaczng grubos¢ preparatow. W wypadkach, gdy
postugiwano sie skrawkami, trawienie $ling przez 1 godzine wystarcza dla
catkowitego usuniecia glikogenu.

Polisacharydy inne niz glikogen barwiono przy pomocy reakcji PAS
(odezynnik Schiffa po utlenianiu kwasem nadjodowym, Periodic Acid
Schiff) wedlug przepisu Lillie i Greco [8]. Wobec tego, ze gliko-
gen przy tej reakcji daje bardzo silne zabarwienie, zazwyczaj przed prze-
prowadzeniem tej reakcji z materialu usuwano go przy pemocy trawienia
$ling, jak w preparatach kontrolnych barwionych metoda Bauer a.

Forma aktywna Urostyla

W protoplazmie wymoczkéow utrwalonych w okresie zycia aktywnego
metodg Bauera wybarwiajg sie bardzo liczne, drobne ziarenka (Srednicy
okulo 1 — 1,5 n). Ziarenka te nie wybarwiaja sie, jezeli wymoczki poddano
trawieniu $ling. Dodatni wynik reakcji B a u e r a i rozpuszczanie sig
ziarenek pod dzialaniem $liny wskazuja na to, ze mamy do czynienia
z glikogenem lub jakims$ innym, bardzo podobnym wielocukrowcem. Z jo-
dem ziarenka dajg zabarwienie z6ltawe lub czerwonawe — nie zawieraja
wiec skrobi.

Précz glikogenu szereg innych zwigzkéw barwi sie odczynnikiem
Schiffa po utlenianiu kwasem nadjodowym (reakcja PAS). Wymoczki, na
ktérych przeprowadzano reakcje PAS, byly z reguly przedtem poddane
trawieniu $ling (by usunaé glikogen). Widzimy wowczas, ze material bar-
wigey sie czerwono po przeprowadzeniu reakcji PAS zwigzany jest z pelli-
kulg pierwotniaka. Najsilniej zabarwiony jest ,przelyk”, nieco stabiej —
lecz réwniez silnie — rzeski, a zwlaszcza rzeski peristomalne. Rzeski na
ciele wymoczka barwia sie nieco stabiej, ale silniej niz pellikula. W pelli-
kuli widaé miejsca zabarwione silniej i miejsca barwigce sie slabiej, ale
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nie dostrzega sie zadnego charakterystycznego ukladu materialu wybar-
wionego.

Jak wspomniatem, po reakcji PAS struktury przelyku wybarwiaja sie
najintensywniej. U niektoérych jednak, bardzo nielicznych zreszta osobni-
kow nie stwierdzilem wybarwiania si¢ przelyku. Jeéli przy tym barwione
byty jadra komérkowe (hematoksyling), to czasem jadro duze (macronuc-
leus) barwilo sie szczegélnie stabo. Taki okresowy zanik aparatu przely-
kowego moglby by¢ zwigzany albo z podzialem komérki, albo z reorgani-
zac}g, tj. zjawiskiem opisanym przez D e m b o w s k 3 [3] u Stylonychia.

Wsréd wielu zwigzkow dajacych dodatnig reakcje PAS znajduje sie
réwniez kwas hyaluronowy. Wobec dodatniego wyniku reakcji PAS w rzes-
kach i pellikuli mozna by przypuszczaé¢, ze kwas hyaluronowy wystepuje
w tych strukturach. Przypuszczenie takie oparte jest na fakcie, ze szcze-
cinki Urostyla — jak u wszystkich Hypotricha — s w rzeczywistoéci zle-
pionymi wigzkami rzesek, w czym moglby uczestniczyé kwas hyalurono-
wy. Ponadto, Bairati i L e hma nn [1] wykazali obecnosé tego
zwigzku w pellikuli innego pierwotniaka, ameby. By przekona¢ sig, czy
pellikula Urostyla zawiera kwas hyaluronowy, wymoczki utrwalone, jak
to opisano poprzednio, trawiono $ling przez 3 godziny dla usuniecia gliko-
genu, a nastepnie poddawano trawieniu roztworem hyaluronidazy (sktad
roztworu: plyn Ringera 4 ml, bufor fosforanowy 0,1M pH = 7,1 2 ml, pre-
parat hyaluronidazy ,Hyalas” Leo 50 V.R. E., kropla chloroformu). Tra-
wienie hyaluronidazg przeprowadzano w temperaturze + 38° C przez 24
i 48 godzin. Kontrolne preparaty przetrzymywano przez ten sam czas
w zbuforowanym plynie Ringera z dodatkiem chloroformu w tempera-
turze + 38° C. W ani jednym wypadku po przeprowadzeniu reakcji PAS
nie dalo sie¢ stwierdzi¢ réznic w intensywnosci zabarwienia pomiedzy pre-
paratami trawionymi hyaluronidazg a preparatami kontrolnymi. Aby skon-
trolowaé aktywnos¢ enzymu, réwnocze$nie z wymoczkami trawieniu hya-
luronidazg poddawano skrawki z pepowiny cielecia (grubosci 8u, utrwa-
lane ptynem Carnoya 1885), gdyz w pepowinie znajduja sie duze iloSci kwa-
su hyaluronowego. Kontrolne preparaty pepowiny umieszczano w zbufo-
rowanym plynie Ringera, jak kontrolne preparaty wymoczkow. Po 24 go-
dzinach kwas hyaluronowy zostawal usuniety ze skrawkéw pepowiny,
skutkiem czego po przeprowadzeniu reakcji PAS pepowina nie trawiona
byla zabarwiona znacznie silniej niz pepowina trawiona hyaluronidaza,
jednak i ta wykazywala wyrazne — cho¢ lekkie — zabarwienie. Trawie-
nie dluzsze niz 24 godziny nie zmienia tego obrazu.

Tak wiec, doswiadczenia opisane tu wykazujg w ,,przelyku”, rzeskach
i pellikuli Urostyla obecnosé¢ jakich§ substancji pokrewnych weglowoda-
nom. Nie ma podstaw przypuszczaé¢, ze w strukturach tych wystepuje
w wigkszych iloSciach kwas hyaluronowy.
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Wymoczki hodowane w temperaturze + 27° i + 18° roznig sie nieco
w wygladzie. Wymoczki hodowane w temperaturze wyzszej sa nieco
smuklejsze, ich protoplazma jest bardziej przejrzysta, jasnobrgzowa.
W wyzsze] temperaturze wzrost hodowli jest znacznie szybszy, hodowla
osigga tez silniejsze zageszczenie niz w temperaturze niskiej. Encystacja
w temperaturze wyzszej nie zachodzi lub zdarza sie tylko wyjgtkowo.
Takl sam wplyw temperatury na encystacje obserwowal rowniez Giese
(4] u Stylonychia curvata.

Zawartos¢ polisacharydéow w komorkach wymoczkéw hodowanych
w temperaturze + 18° i + 27° przedstawia sie réznie. W temperaturze
wyzsze] wymoczki zawieraja wyraznie mniej glikogenu niz wymoczki
hodowane w temperaturze nizszej. Nie przeprowadzalem tu pomiaréw
ilosciowych, lecz oceniajgc ,,na oko” wymoczki hodowane w + 18° za-
wieraja okolo 3 razy wiecej glikogenu niz wymoczki hodowane w + 27°.
Ta réznica w zawartosci glikogenu nie jest zwigzana z wiekiem hodowli;
rowniez wymoczki z hodowli swiezo zaszczepionej i szybko rosngcej za-
wierajg mniej glikogenu niz wymoczki w takiej samej hodowli prowa-
dzonej w temperaturze nizszej. Poniewaz w temperaturze wyzszej wy-
moczki rozmnazajg sie szybciej, a rownoczesnie zawierajg mniej glikogenu,
nie ma powodéw do przypuszczen, ze mniejsza :losé glikogenu jest re-
zultatem gorszego odzywienia. Raczej réznice w zawartosci glikogenu
obrazowalyby réznice w metabolizmie, spowodowane rozna temperaturg.
Roznice te widaé réwniez w braku encystacji w temperaturze + 27°.

O ile mozna sadzi¢ z intensywnosci zabarwienia, ilos¢ weglowodanéw
dajgcych dodatnig reakcje PAS jest taka sama w wymoczkach hodowa-
nych w obu temperaturach. Rowniez ich uklad jest taki sam (,przelyk”,
rzeski, pellikula).

Glodzenie

Deswiadezenia nad rolg weglowodanéw w glodzeniu Urostyla przepro-
wadzano w temperaturze -+ 16° i + 27°. Wymoczki hodowane w tempe-
raturze + 18° glodzono w temperaturze + 16°, wymoczki hodowane
w + 27° glodzcno w tej samej temperaturze. Wmoczki z dobrze rosng-
cych hodowli umieszezano w kilku szalkach, okolo 60 wymoczkéw w 2 ml
bezbakteryjnego plynu Pringsheima. Plyn Pringsheima zmieniano co
24 godziny. Pierwsza partie wymoczkow utrwalano bez glodzenia, wprost
po wybraniu ich z hcdowli; nasiepnie codziennie, co drugi lub co trzeci
dzien utrwalano kilkadzlesigt wymoczkéw na trzech szkielkach nakryw-
kowych, az co wyczerpania zapasu wymoczkéw. Utrwalone wymoczki
barwiono metoda Bauera (pierwsze szkietko), metoda Bauera po
trawieniu $ling (drugie szkielko), wreszcie wykonywano reakcje PAS na

http://rcin.org.pl



[7] WIELOCUKROWCE UROSTYLA 619

wymoczkach {rawionych $ling (trzecie szkietko). Uzyskane preparaty po-
kazywaly glikogen i inne weglowodany w réznych stadiach glodzenia.
Ilosciowo glikogenu nie oznaczano, oceniano tylko jego ilo$é wedlug czte-
ro-stopniowej skali: ,,duzo” = wymoczek wypzlniony ziarenkami gliko-
geau; ,srednio” = ziarenka rozproszone w calej plazmie, ale do$é luzno;
»Slady” = niewielkie ilosci skupionych ziarenek, gléwnie w $rodkowej
czgsci komorki; ,nic” = plazma zupelnie pozbawiona glikogenu, najwy-
zej gdzieniegdzie pojedyncze ziarenko.

Wyniki uzyskane pokazuja nieco inny przebieg glodzenia w tempera-
turze + 16° 1 + 27°. W temperaturze wyzszej nie glodzene wymoczki

27° Wzep

Fig. 2. Schemat przedstawiajgcy przebieg glodzenia w zaleznoéci od temperatury
(27° i 16°). Kélka wewnatrz wymoczka przedstawiaja zapas glikogenu. Czas trwa-
nia giodzenia (w godzinich) podaje skala u doiu rysunku. Gruboéé strzalek ozna-
cza w przyblizeniu ilo§¢ wymoczkéw (pelna grubos$é¢ strzalki = 100% wymoczkéw)

zawierajg na ogol niezbyt wiele glikogenu (okolo 80%0 — ,$rednio”).
W ciggu 24 godzin glodzenia wigksza cze$é tego glikogenu zostaje stra-
wiona — sadzgc na oko, okolo 2/3, tak ze po 24 godzinach 90% wymoczkow
zawiera tylko ,S$lady” glikogenu lub ,nic”. Pozostala reszta glikogenu
zostaje zuzyta wolniej, jednak po 100 — 120 godzinach glodzenia w tem-
peraturze + 27° wymoczki glikogenu praktycznie nie zawieraja (okolo
90% wymoczkow — ,nic”). Ilo§¢é weglowedanéw zawartych w pellikuli
nie zmniejsza si¢ w tym czasie w sposéb widoczny (taka sama intensyw-
nos¢ zabarwienia po reakeji PAS). Dalsze glodzenie prowadzi do zmniej-
szania sie wymiaré6w wymoczka i wreszcie do $mierci.

Inaczej przebiega proces w temperaturze nizszej. Wymoczki zaczyna-
Jace glodéwke zawierajg wiecej glikogenu skutkiem hodowania ich w niz-
sz2] temperaturze. W czasie gloddwki glikogen znika z komorki dosé wol~
ne, zwilaszeza w niektérych wymoczkach. Wsréd wymeoczkow wybranych
wprost z hodowli okolo 75% oscbnikéw zawiera glikogenu ,,duzo”. Po
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30 godzinach glodzenia — 60° osobnikéw zawiera glikogenu ,,duzo”. Po
100 godzinach glodzenia — tzn. tuz przed zaczeciem encystacji — rowniez
ckolo 60°%0 osobnikow zawiera ,duzo” glikogenu. W ciggu nastepnych
100 godzin pewna czes¢ wymoczkow encystuje sig; wszystkie cysty zawie-
rajg ,,duzo” glikogenu. Sposrod nie encystowanych wymoczkow po 220 go-
dzinach glodzenia okolo 20% zawiera ,,duzo” lub ,Srednio” glikogenu,
pozostate 80%0 zawiera tylko ,,$lady” lub ,nic”. Jezeli w tym rachunku
liczymy razem formy aktywne i encystowane w czasie glodzenia, to po
220 godzinach glodzenia okolo 60%0 komoérek zawiera glikogenu ,,duzo”
lub ,,Srednio".

Wyniki glodzenia, zestawione na rysunku 2, wykazuja, ze w wyzsze]
temperaturze glikogen jest zuzywany znacznie szybciej i ze encystacji
ulegajag tylko wymoczki, zawierajace pewien zapas glikogenu w orga-
nizmie. Wymoczki nie posiadajace zapasu glikogenu nie encystujg sig, co
zapewne wigze sie z faktem, ze w wyzszej temperaturze encystacja z re-
guly nie zachodzi. Proces encystacji mozna by tu poréwnaé¢ z procesem
regeneracji u ‘nnego wymoczka (Stentor [14]).

Regeneracja

Okoto 300 osobnikéw wymoczkéw hodowanych w temperaturze + 27°,
po wybraniu ich z hodowli, lekko glodzono (2 godziny w temperaturze
== 27° w bezbakteryjnym plynie Pringsheima). Wymoczki dzielono na
dwie grupy: kontrolng i doswiadczalng. Wymoczki w drugiej grupie prze-
cinano igla szklang w /3 dlugosci ciala liczac od przodu. W ten sposéb
tvlna cze$é, wieksza, byla pozbawiona peristomu i przetyku, natomiast
zawierala wiekszg cze$¢ zapasu glikogenu. Co 60 minut (w innych do-
swiadczeniach — co 24 godziny) utrwalano po kilkadziesigt wymoczkow
operowanych i kontrolnych i wybarwiano glikogen metodg Bauera
wzglednie inne polisacharydy — reakcja PAS po trawieniu $ling mate-
rialu utrwalonego.

W ciggu 2—4 godzin w temperaturze + 27° wymoczki operowane
regenerujg peristom i przelyk. O ile mozna sadzi¢ po intensywnosci za-
barwienia, ilo§¢ polisacharydéw w pellikuli nie zmniejsza si¢ w sposob
widoczny skutkiem regeneracji. By¢ moze, proces regeneracji zachodzi
skutkiem ubytku glikogenu; odnosi sie¢ co prawda. wrazenie, ze po kilku
godzinach regeneracji glikogenu jest mniej w komoérkach operowanych
riz w kontrolnych, ale zmiany te sg tak drobne, ze nie dajg sie ujac przy
pomocy stosowanej tu czterostopniowej skali. W komoérce glikogen jest
rozproszony mniej wiecej réownomiernie; skutkiem tego nie da si¢ prze-
prowadzi¢ doswiadczen tego typu, jakie W e i s z [14] wykonal na wy-
moczku gatunku Stentor coeruleus.
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Encystacja

Encystacje wymoczkéw wywola¢é mozna glodzac je w odpowiednio
niskiej temperaturze. Po kilku dniach glodzenia cialo wymoczka skraca
sig, a cytoplazma ciemnieje. Nastepnie w ciggu kilku godzin wymoczek
zaokragla sig, przyczepia do dna naczynia i otacza przejrzysta biong.
Przez nastepne kilka godzin imozna obserwowaé ruchy wymoczka we-
wnatrz blony, ruchy te jednak wkrotce ustaja. Komorka wymoczka w dal-
szym ciggu wydziela material tworzacy blone, tak ze ta stopniowo gru-
bieje przez 2 — 4 dni.

Pcnad 200 cyst, po utrwaleniu plynem Carnoya, wybarwiono metoda
Bauera. Wszystkie te cysty zawierajg ,,duzo” glikogenu. Trzeba jednak
zwrocic uwage, ze skutkiem zageszczenia protoplazmy przy encystacji
(cbjetosc cysty jest mniejsza niz objetos¢ formy aktywnej) pozornie cysty
sg bogatsze w glikogen. Kilkadziesigt cyst poddano trawieniu sling (3 go-
dziny w temperaturze + 38°) i nastepnie zabarwicno je metoda Bauera.
Trawienie $ling usuwa caly material dajacy barwng reakcje Bauera; jest
wigc to glikogen, jak w formie aktywne].

Rozlozenie weglowodanow zawartych w pellikuli nie ulega w czasie
encystacji wiekszym zmianom. Resorpcja peristomu (rzeski i przelyk)
zaczyna sie juz u wymoczkow zaokragglonych, nie ctoczonych blong. Pre-
paraty z takich wymoczkéw, na ktorych przeprowadzono reakcje PAS
po uprzednim usunigciu glikogenu §ling, wykazuja czerwono zabarwiony
material na powierzchni komoérki i stabe rzeski. Przelyk — struktura naj-
silnie] barwigca sie u osobnikéw aktywnych — tu barwi sie stabo lub
zupelnie nie daje sie wybarwi¢c. W cy$cie calkowicie wyksztalconej mate-
rial dajacy sie¢ wybarwi¢ reakcjg PAS znajduje sie w cienkiej warstewce
na powierzchni protoplazmy, podobnie jak w zywym wymoczku. Wy-
barwiona warstwa pellikularna nie wykazuje zadnych struktur — rzesek,
przetyku czy tp. Gruba blona otaczajaca cyste nie zawiera $ladu czer-
wonego zabarwienia po przeprowadzeniu reakeji PAS.

Ekscystacja

Obserwacje podane ponizej zebrano na materiale wymoczkow ekscy-
stujacych sie samorzutnie. Po kilkunastu lub kilkudziesieciu dniach eks-
cystacji czes¢ cyst ulega reaktywacji, czego pierwszym widocznym obja-
wem s3 ruchy wymoczka wewnatrz blony cysty. Po pewnym czasie (kilka
godzin — kilka dni) wymoczek wydostaje sie z bleny i zaczyna zycie ak-
tywne. Czesto jednak wymoczek nie moze wydosta¢ sie z otaczajgce] go
blony i ginie. Material, na ktérym oparto obserwacje, jest szczuply: okolo
20 wymoczkéw w kazdej grupie, gdyz tylko tyle wymoczkow ekscysto-
walo sie samorzutnie z okolo 1500 cyst.

http://rcin.org.pl



622 A. PIGON (10)

Poniewaz wysoka temperatura uniemozliwia encystacje, przypuszcza-
lem, Ze bedzie rowniez przyspieszaé ekscystacje wymoczkow, ktore en-
cystowaly si¢ w nizszej temperaturze. Rzeczywiscie, w ciggu 24 — 48 go-
dzin po umieszczeniu w temperaturze + 27° okolo 60°% cyst zostaje reak-
tywowanych (ruchy wymoczkow wewnatrz blony cysty), lecz na ogoét pro-
ces nie dobiega do konca, gdyz wigksza cze$¢é wymoczkoéw nie moze wy-
dosta¢ sie z blony i wreszcie ginie. Doswiadczenia takie przeprowadzano
w bezbakteryjnym plynie Pringsheima zmienianym co 24 godziny; praw-
dopodobnie wigc wptyw flory bakteryjnej byl tu nieznaczny. Wplyw tem-
peratury i flory bakteryjnej na ekscystacje pelzaka wykazata ostatnio
Dudziak [2]. Warunki ekscystacji bedg w przyszlosci tematem dalszych
doswiadczen.

Wymoczek bezposrednio po opuszczeniu blony cysty rézni sie morfolo-
gicznie od formy prowadzacej zycie aktywne, ale zazwyczaj w czasie nie
dluzszym niz 2 godziny uzyskuje wyglad typowy.

Wymoczki ekscystowane samorzutnie utrwalano bezposrednio po eks-
cystacji (okolo 30 minut po opuszczeniu blony cysty) lub przenoszono
do czystego, sterylnego plynu Pringsheima o temperaturze + 18°; wy-
moczki te utrwalano nastepnie po 12 i 24 godzinach w zwykly sposob.

Ruchome wymoczki wewnatrz blony cysty zawierajg ,,duzo” lub ,,Sre-
dnio” glikogenu. Zapas glikogenu maleje nastepnie do$é szybko, pomimo
niskiej temperatury, w ktérej wymoczki byly trzymane, tak ze po 24 go-
dzinach wymoczki zawierajg ,$rednio” lub ,$lady” glikogenu. Material
tworzgcy pellikule u formy aktywnej, u cysty cienka warstwg rozdziela
protoplazme od otaczajacej ja blony cysty. Przy ekscystacji warstwa ta
przechodzi na komérke; wymoczek, ktory dopiero co opuscit blone cysty,
ma pellikule dajacg silne zabarwienie po reakcji PAS. Natomiast opusz-
czona blona cysty nie zawiera lub prawie nie zawiera materialu wybar-
wiajacego sie przy tej reakcji.

Kilkana$cie godzin po ekscystacji wymoczek zewnetrznie nie rézni sie
niczym od formy aktywnej, ktéra encystacji nie przechodzila. Reakcja
PAS przeprowadzona na wymoczkach ekscystowanych, z ktérych usu-
nieto glikogen przez trawienie §ling, wykazuje czasem wewngtrz ich pla-
zmy skupienia wybarwionego materialu, przypominajace wodniczki po-
karmowe. Zapewne nie sg to jednak wodniczki, gdyz wymoczki po eks-
cystacji przebywaly w bezbakteryjnym plynie Pringsheima. Poniewaz
nie jest to tez glikogen, gdyz przed barwieniem zhydrolizowano go przy
pomocy enzymu diastatycznego zawartego w $linie, mozna przypuszczaé,
ze w 12 — 24 godzin po ekscystacji wewngtrz protoplazmy wymoczka wy-
stepuje material zblizony do materialu budujacego pellikule. Czasowo po-
jawienie sie tego materialu zbiega sie ze zmniejszaniem zapaséw gliko-
genu. Byé moze, ze te dwa zjawiska pozostaja ze sobg w zwiazku; zbyt
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Fig. 3. Zmiany w polisacharydach w czasie
encystacji i ekscystacji. Gruba linia ozna-
cza material dajacy barwng reakcje PAS
i nie ulegajacy hydrolizie pod wplywem hya-
luronidazy i diastatycznego enzymu $liny.
Koélka oznaczaja glikogen.

a) forma aktywna, b) osobnik tuz przed en-
cystacja, c¢) cysta, d) osobnik bezposrednio
po ekscystacji i blona cysty, e) osobnik okolo
24 godziny po ekscystacji

Rys. 4. Glikogen w komoérkach Urostyla. a) osobnik z ho-

dowli prowadzonej w temperaturze -+ 18°, b) osobnik

z hodowli w temperaturze -+ 27°. Zarys komoérki zle

widoczny w oryginalnej fotografii, tu zostal obwiedziony
czarpalinigy Powr, 140 X



Rys. 5. Polisacharydy pel-

likuli rzesek i przetyku (re-

akcja PAS po enzymatycz-

nej hydrolizie glikogenu).
Pow. 300 X

a) D)
Fig. 6. Cysta Urostyla. Blona cysty zle widoczna, tutaj
3/4 obwodu blony zostalo obwiedzione czarna linig. a)
wybarwiony glikogen (reakcja Bauera), b) wybarwio-
ny material pellikularny (reakcja PAS po enzymatycznej
hydrolizie glikegenu). Pow. 300 X
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szczuply material obserwacyjny uniemozliwia jednak jakiekolwiek wnios-
ki. Dokladniejsze zbadanie procesu ekscystacji wymaga uprzedniego opra-
ccwania metody wywolywania ekscystacji u Urostula. Badania tego typu
przeprowadzano juz na innych gatunkach wymoczkow [13].

Zestawienie wynikéw

Weglowodany w organizmie Urostyla odgrywaja role budulca i mate-
rialu zapasowego. Substancje wybarwiane przy pomocy reakcji PAS, wy-
stepujgce w pellikuli i tworach pellikularnych (rzeski, przelyk), zawierajg
niewatpliwie weglowodany, jakkolwiek ich blizsza charakterystyka nie
jest mozliwa na podstawie osiagnietych wynikéw. Weglowodany te maja
znaczenie dla utrzymania struktury pierwotniaka. Swiadezy o tym miejsce
ich wystepowania (powierzchnia ciala) i brak wyrazniejszych zmian
w ich ilosci w czasie glodzenia komorki. Te weglowodany wewngtrz pro-
toplazmy zasadniczo nie wystepuja, procz — by¢ moze — kroétkiego okre-
su po ekscystacji. Pojawiajgce sie wowczas w protoplazmie wymoczka
zwigzki, dajace reakcje PAS a nie dajace sie zhydrolizowa¢ enzymem
diastatycznym S$liny, réznig sie od glikogenu, normalnie wystepujgcego
w protoplazmie komoérki, a przypominaja raczej material budujacy pelli-
kulg. Poniewaz pojawienie sie tych zwigzkow zbiega sie czasowo z pewnym
ubytkiem glikogenu, mozna by przypuszczaé, ze te zwigzki powstajg wia-
$nie z glikogenu. Kilkadziesigt godzin po ekscystacji nastepowaloby wiec
,yodnowienie” pellikuli.

Glikogen (lub zwigzek podobny do glikogenu) wystepujacy wewnatrz
protoplazmy wymoczka ma charakter materiatu za»pasowégo: zostaje zu-
zyly podczas glodu. Tworzenie si¢ zapasu glikogenu zalezy od tempe-
ratury: wyzsza temperatura hodowli nie sprzyja odktadaniu -glikogenu
w plazmie. Nie ma powodéw do przypuszczen, ze mala ilos¢é glikogenu
u wymoczkéw hodowanych w wysokich temperaturach wynika z gorszego
odzywienia, gdyz w wyzszej temperaturze wymoczki rozmnazaja sie znacz-
nie szybciej. Raczej nalezy wnosi¢, ze podniesienie temperatury przyspie-
sza rozne procesy- zyciowe komérki w réznym stopniu, skutkiem czego
wymoczki w wyzszej temperaturze szybciej dziela sie, odkladajg mniej
glikogenu, a encystacja nie moze zajsé, podczas gdy w nizszej temperatu-
rze podzialy sg wolniejsze, gromadzony wiekszy zapas glikogenu i mozliwa
Jest encystacja. Taki wniosek zgadza sie z wynikami do§wiadczen nad wy-
wolywaniem wzglednie hamowaniem podzialéw komérkowych przy po-
mocy zmian temperatury [9, 15].
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Pragne tu podziekowa¢ mgr B. Weglarskiej (Uniwersytet Jagiellonski
w Krakowie), ktora z wielka cierpliwosciag wprowadzala mnie w technike
parafinowo-celloidynowg oraz doc. drowi S. Ldvtrupowi (Uniwersytet
w Goteborgu) za preparat hyaluronidazy.

Streszczenie

Substancje o charakterze wielocukrowcow u wymoczka Urostyla graja
role materialu budulcowego lub materialu zapasowego. W pellikuli, prze-
lyku i rzeskach wystepuja zwigzki dajagce barwna reakcje PAS, prawdo-
podobnie jednak nie kwas hyaluronowy. Ich ilo§¢ nie ulega 2zmianom
w czasie glodzenia. W procesie encystacji zwigzki te utrzymuja sie¢ na po-
wierzchni protoplazmy, W komoérce wymoczka wystepuje glikogen, ktory
gra role materialu zapasowego, gdyz znika przy glodzeniu. Ilos¢ glikogenu
w plazmie maleje, gdy temperatura, w ktérej hodowano wymoczki, wzra-
sta. Tylko wymoczki zawierajace pewien zapas glikogenu mogg sie en-
cystowac.
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IIOJIUCAXAPUNBI B OPTAHU3ME UROSTYLA
B [IEPMOJbI AKTMBHOM 2KM3HM ¥ MHIMUCTUPOBAHUS

Pe3wowMme

BelecTsa noaucaxapuaHoro xapakrepa y mHdyszopun Urostyla urpawor
POJIb CTPOMTEJILHOrO MJIM 3aIlacHOro MarepuaJsia. B meanmkyse, mmiueBoje
M pecHMYKaX BBICTYNAIOT COeAMHeHMs, Aaoume useTHyo peakuuio I1LKIIIL
OJIHAKO, 0 BCEI1 BEPOATHOCTHM, HE TMAJIypOHOBadA KucJjoTa. VX KoImM4ecTBo
He I10/]BepraeTca M3MEHEeHMAM BO BpeMdA roJiojlanmA. B mponecce MHUMCTH-

http://rcin.org.pl



(13} WIELOCUKROWCE UROSTYLA 625

POBaHUSA 3TH COEIMHEHMA He YJAepXKMUBAIOTCA HA ITOBEPXHOCTH NPOTOIIA3-
Mbl. B kiyleTouke uHQY20puM BHICTYNAeT IJIMKOTeH, UIPAIOIMii POJIb 3a-
MTacHOrc MaTepualia, Tak KakK NPy TOJIOZAaHMM OH ucuesaeT. KouaudyecTBo
TJIMKOr€Ha B IUIa3Me yMEHBIUAeTCH, eCly TeMnepaTypa KyJabTypsl MHPY30-

puit Bospacraer. TonbKo mHy30pum, copepamye OnpejeseHHbNII 3amac
TJIMKOr€Ha, MOTyT MHUMCTUPOBATh.

POLYSACCHARIDES IN A CILIATE UROSTYLA DURING ACTIVE LIFE
AND ENCYSTMENT

Summary

In the pellicular structures of Urostyla (Fig. 1) — pellicle, cirri, and
guilet — PAS-positive substances are found (Fig. 5). They are not re-
moved by saliva or hyaluronidase digestion. The amount of the pellicular
polysaccharides is approximately constant — as judged by the intensity
of staining — irrespective of the nutritional condition of the cell (well fed
of starving). During encystment the pellicular polysaccharides remain on
the surface of the protoplasm, just below the cyst membrane (Fig. 6b).
The membrane contains no PAS-positive material. In excystment the po-
lysaccharides are incorporated into the pellicle of the excysted cell, while
the cyst membrane is left free of them (Fig. 3).

Glycogen reserves in Urostyla depend on the temperature -at which
the animals were reared: less glycogen at higher temperature (Fig. 4 a
and b). In starving animals glycogen disappears rapidly when the cells
are starved at + 28°C, and much slower when starved at + 16°C.
Starvation at lower temperatures induces encystment; this process occurs
only when a certain minimum amount of glycogen is present in the
Urostyla cell (Fig. 2). Therefore the cysts always contain glycogen
(Fig. 6a).

Otrzymano 1.10.1956 r.
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W. NIEMIERKO

BADANIA NAD METABOLIZMEM GALLERIA MELLONELLA L.
i BOMBYX MORI L.

Z Zakladu Biochemii Instytutu Biologii Doswiadczalnej im. Nenckiego w Warszawie

Kierownik: prof. dr W. Niemierko

Owady, jak dobrze wiadomo, zajmuja w $wiecie zwierzecym pod wie-
loma wzgledami wyjatkowe stanowisko. Obserwujemy u nich niespoty-
kang gdzie indziej réznorodnosé form, wielka rozmaitosé sposobu odzy-
wiania sie, swoiste cechy procesow wzrostowych i rozwojowych, precy-
zyjng adaptacje funkcji ustrojowych do warunkéw $rodowiska. Z tych
wiec powodéw owady stanowig wyjatkowo ciekawy obiekt do wszelkie-
go rodzaju badan biochemicznych i fizjologicznych.

Badania nad biochemis i fizjologia owadow majg w Polsce swoja usta-
Jong tradycje. Wystarczy wspomnieé o pionierskich pracach Kopcia
z dziedziny hormonéw owadow, o licznych badaniach Biataszewicza
i jego wspdlpracownikéw z zakresu fizjologii wzrostu i rozwoju owadow
oraz o dobrze znanych w piSmiennictwie §wiatowym pracach Heller g,
prowadzonych przez niego nieprzerwanie od przeszlo trzydziestu lat i do-
tyczgcych réznych stron metabolizmu gléwnie wilczomleczka, Celerio
euphorbiae L.

Prace w zakresie biochemii owad6éw, prowadzone w ciggu ostatnich
lat dziesieciu w naszym laboratorium, dotyczg z jednej strony swoistych
cech przemian chemicznych zwigzanych ze specyficznym trybem zycia
1 odzywiania si¢ niektorych owadéw, z drugiej za§ strony — sg poswieco-
ne zagadnieniom biochemii wzrostu i rozwoju. Obiektami badan sg mél
woskowy Galleria mellonella L. i jedwabnik morwowy Bombyx mori L.
W badaniach prowadzonych na tych dwoéch organizmach, odpowiednio do
ich biologicznej i fizjologicznej swoisto§ci, zainteresowania nasze szly
w nieco odmiennych kierunkach, aczkolwiek niektére z zagadnien opraco-
wywano poréwnawcezo zaré6wno na jednym, jak i na drugim owadzie.
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623 W. NIEMIERKO 2}

Artykul niniejszy stanowi przeglad uzyskanych przez nas waznicj-

szych wynikow, ktére w wiekszosci przypadkéw sg juz ogloszone dru-
" kiem, czeéciowo Jednak sg jeszcze nie opublikowanel.

Wyhér mola woskowego, jako obiektu badan biochemicznych, byl
zwigzany z naszymi poprzednimi zainteresowaniami z zakresu przemiany
lipidow. Owad ten, ktory jak powszechnie wiadomo, jest niebezpiecznym
pasozytem uli pszczelich, zerujgcym na woszczynie, jest w Swiecie zwie-
rzecym niemal jedynym organizmem zcolnym do zywienia si¢ woskiem.
Danych, ze zawarty w woszczynie wosk jest istotnym skladnikiem pokar-
mowym, zuzytkowywanym przez gasienice Galleria mellonella, dostar-
czyly badania kilku dawniejszych autorow (Sieber i Metalnikow
[54], Metalnikow [23], Dickman [5], Duspiva [6], Manun-
ta [21]1i inni). Caly szereg zagadnien zwigzanych z przyswajaniem wosku
pozostawal jednak nadal bardzo malo poznany. Migdzy innymi nie zostalo
wyjasnione, ktére ze skladnikéw wosku gasienice zuzywajg, a ktore wy-
dalaja, jak przebiega trawienie i chionienie tych tak chemicznie inertnych
substancji i jaki jest mechanizm tych proceséw. Przyswajanie przez ga-
sienice Galleria mellonella wosku, ze wzgledu na jego wyjatkowa che-
miczng odporno$é, jest jak gdyby krancowym przykladem metabolizmu
lipidow. Poznanie szczegolow tego procesu mogloby, jak si¢ nam wydaje,
mieé¢ bardzie] ogélne znaczenie dla biochemii lipidow.

A priori mozna bylo sadzié¢, ze metabolizm wosku w ciele Galleria
mellonella jest procesem niezmiernie zlozonym. Wyswietlenie tego zja-
wiska wydawalo sie mozliwe jedynie na tle gruntownej znajomosci biolo-
gii i caloksztaltu procesow biochemicznych tego organizmu. Z tego tez
wzgledu pierwsze nasze badania w tym kierunku (N iemierko [39],
Niemierko i Cepelewicz [40]) byly prowadzone w aspekcie
biochemii wzrostu i rozwoju mola woskowego.

Pomimo ze w czasie przeprowadzania tych badan napotkano na znacz-
ne trudnosci, opisane jeszcze przez Teissier [57] i zwigzane glownie
z bardzo nieréwnomiernym przebiegiem wzrostu réznych osobnikéw i nie-
mozliwoécia dokladnego zidentyfikowania poszczegélnych okreséw linie-
nia i wzrostu, niemniej jednak udalo si¢ w badaniach tych uzyska¢ szereg
wstepnych danych, ktére postuzyly za punkt wyjscia do dalszych do-
swiadczen.

Wy jasnilo si¢ miedzy innymi, ze procentowa zawartos¢ lipidow, wyno-
szaca u gasienic mlodych 10 — 12% $wiezej masy, wzrasta dos¢ raptow-
nie po ostatniej wylince, dochodzac do ponad 25%, co stanowi przecigtnie

! W niniejszym artykule ograniczono si¢ do wymienienia zaledwie niektérych
tylko prac spcza naszego Zakladu. Obszerne piSmiennictwo tyczace si¢ omawianych

zagadnien cytowane jest w poszczegblnych publikacjach podanych w dziale
literatury.
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okolo 56%0 w obliczeniu na substancje sucha. Ilos¢ kwaséw nienasyconych
zZawsze przewyzsza iloS¢ kwaséw nasyconych, szczegélnie u ggsienic du-
zych, stopien jednak nienasycenia jest stosunkowo niewielki. Na podsta-
wie oznaczenia liczby jodowej, liczby rodanowej i liczby kwasowej moz-
na bylo obliczy¢, ze w sklad tluszczéw gasienic Galleria mellonella wcho-
dzg gléwnie kwasy o diugosci tancucha weglowego Cyg i Cyg i ze gléwnym
kwasem nienasyconym jest prawdopodobnie kwas oleinowy. W ten sposéb
wyjasnilo sig, ze tluszcze mola woskowego pomimo zywienia sig tego owa-
da zupelnie swoistymi lipidami (woskiem), sg3 na ogél podobne do ttusz-
czow innych zwierzat. Roéznig sie one jednak od tluszczéw wiekszosci
Lepidoptera, ktore zawieraja zwykle znaczne iloéci (Hilditch [15])
kwaséw ttuszczowych wielonienasyconych.

W omawianej naszej pracy [40] wykazano ponadto, ze ilo§é pobieranej
przez ggsienice woszczyny, zawierajacej przecietnie ckoto 50% wosku, jest
bardzo duza. W przeciggu jednej doby gasienica moze pobraé ilo§é po-
karmu przewyzszajacy ciezar jej ciala.

Jak wynikalo z naszych dalszych badan (Niemierko i Wioda-
wer [44]), jedna ggsienica od momentu wyklucia sie z jaja, gdy jej
masa wynosi zaledwie 0,01 — 0,02 mg, do osiggniecia swojej ostatecznej
wielkosci przed przepoczwarczeniem si¢ (200 — 250 mg) w przeciggu ca-
lego swego okresu wzrostu pobiera z pokarmem okolo 1 g samego wosku.

Dla wyjasnienia, ktére z gléwnych skladnikéw wosku i w jakim stop-
niu sg przyswajane przez gasienice, wykonano szereg do$wiadczen bilan-
sowych, w ktoérych oznaczano zaréwno iloéci poszczegdlnych substancji
zuzytkowanych, jak i wydalanych (Niemierko i Wlodawer
[44]). Uzyskane na podstawie tych do§wiadczen wyniki wskazywaly na to,
ze gasienica przyswaja okolo 500 spozytego wosku, pozostalg za$ ilos¢
usuwa w wydalinach. Na wytworzenie jednego mg tluszczéw ciala gasie-
nica zuzywa okolo 16 mg wosku; z ilosci tej potowa zostaje wydalona, dru-
ga za$ polowa — zmetabolizowana.

Dane dotyczgce zuzytkowania przez gasienice poszczegélnych sklad-
nikéw wosku doprowadzily do zupelie nieoczekiwanych wynikéw. Oka-
zalo sie mianowicie, ze ilo§¢ zmetabolizowanych substancji nie zmydlajg-
cych sie¢ byla zawsze niemal dwukrotnie wyzsza niz iloé¢ znikajacych
kwaséw tluszczowych. Powyzsze do$wiadczenia wskazywaly przede
wszystkim na przyswajanie przez gasienice wszystkich gtéwnych skladni-
kéw wosku, tj. kwaséw tluszczowych i wyzszych alkoholi, mozliwie, ze
rowniez i weglowodoréow. O zuzytkowaniu tych ostatnich substancji prze-
konaly ostatecznie nasze dalsze dos§wiadczenia (Niemierko i Wto-
dawer [46], Wlodawer [60]), w ktorych stwierdzono, ze gasieni-
ce sg zdolne do przyswajania i metabolizowania nawet parafiny dodawa-
nej do pokarmu.
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“Interpretujgc uzyskane wyniki wysuneliSmy przypuszczenie, ze wiek-
sze zuzycie substancji nie zmydlajacych sie¢ w porownaniu z kwasami
tluszezowymi jest by¢ moze zjawiskiem jedynie pozornym. Wydawalo sie,
ze moze ono zaleze¢ od tego, ze wyzsze alkohole, a by¢ moze i weglowodo-
ry zawarte w wosku, utleniajg sie w czasie swoich przeksztalcen w ciele
-gasienicy do kwasow tluszczowych. Wskutek tego obok normalnego spala-
nia sie¢ kwaséw tluszczowych ustawicznie zachodziloby wytwarzanie sig
nowych ich ilosci, a zatem ilos¢ spalanych w ustroju kwaséow ttuszczowych
jest wieksza, niz wynikaloby to z doswiadczen bilansowych.

Celem sprawdzenia slusznosci tego przypuszczenia nastepne doswiad-
czenia wykonano na gasienicach glodzonych, ktéore byly skazane na me-
tabolizowanie skladnikow swego ciala, wzglednie zuzycie jedynie tej
1losci wosku, ktéra znajdowala sie w przewodzie pokarmowym w mo-
mencie rozpoczecia doswiadczenia [45, 46].

Wyniki tych doswiadezen dostarczyly dalszych argumentéw, prze-
mawiajgcych za sluszno$cia wysunietego przypuszezenia. W poczatkowych
ckresach glodu w pierwszym rzedzie znikaly z ciala substancje nie zmy-
dlajgce sie, natomiast ilos¢ kwasow tluszczowych badz zmniejszala sie
zaledwie nieznacznie, badz pozostawala na poziomie wyjsciowym, w nie-
ktorych za§ doswiadczeniach mawet sie zwiekszala.

Brak mozliwos$ci zastosowania w naszych badaniach substancji zna-
kowanych izotopami promieniotwérczymi nie pozwolil na definitywne
rozstrzygniecie sprawy przeksztalcenia si¢ wyzszych alkoholi, a byé¢ mo-
ze i weglowodoréw w kwasy tluszczowe. Zagadnienie to w $wietle na-
szych dalszych do$wiadczen przedstawia sie w sposdéb nastepujacy.
Pobierany przez gasienice wosk sklada sie zwykle z okoto 60° substan-
cji nie zmydlajacych sie i okolo 40% kwaséw tluszczowych, ktore wyste-
puja pod postacig estrow. Analiza przewodu pokarmowego zerujacych
gasienic wykazala natomiast, ze znalezione w nim lipidy zawieraja za-
ledwie 35% substancji nie zmydlajacych sie i 65%0 kwasow tluszczowych.
Dosé znaczna cze$é kwasow (okolo 25%0) wystepuje przy tym w stanie
wolnym. Po krotkotrwalym glodzie iloéé substancji nie zmydlajacych sie
znalezionych w jelicie spada do 30%, podczas gdy calkowita ilos¢ kwa-
séw tluszczowych zmniejsza sie tylko do 80% poprzednie] zawartosci.
W ten sposob stosunek substancji nie zmydlajacych sie do kwasow tiusz-
czowych jeszcze bardziej przesuwa sie na korzysé tych ostatnich. Ogélna
ilosé lipidow znajdowana w przewodzie pokarmowym, w poréwnaniu
z ogromng iloscia pobieranego przez gasienice wosku, jest nieznaczna.
Swiadczy to o bardzo duzej szybkosei przyswajania tych substancji. Nalezy
wobec tego sadzié, ze powstajace wskutek trawienia wosku kwasy ttuszczo-
we s3 szybko wchlaniane przez $cianki przewodu pokarmowego, a na ich
miejsce powstaja nowe ilosci kwasow tluszczowych jako produkty utlenie-
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nia substancji nie zmydlajacych sig. Za slusznoscig tego pogladu przema-
wia réwnie? i ten fakt, ze procentowa zawarto$é substancji nie zmydlaja-
cych si¢ w lipidach znalezienych w ekskrementach jest taka sama, jak
w spozywanyir: wosku. Wynika z tego, ze przytoczonych powyzej faktow
nie mozna tlumaczyé¢ zwiekszonym wydalaniem nieprzyswojonych sub-
stancji nie zmydlajacych sie.

Dla blizszego scharakteryzowania lipidéw jelita oznaczano w nich za-
warto$¢ fosfolipidow (Niemierko i Wlodawer [47], Wloda-
wer [61]). Stwierdzono, ze u gasienic zerujgcych w tkance jelita,
w przeciwienstiwie do innych zbadanych narzadéw, zawartosé fosfolipi-
dow jest bardzo znaczna. Nasuneglo to przypuszczenie o mozliwej roli
tych substancji w przyswajaniu wosku. Wykonano w zwigzku z tym sze-
reg doswiadczen, ktorych wyniki przemawiajg za stusznoscia tego przy-
puszczenia. Jezeli gasienice (o przecigtnej masie 200 mg) znajdowaly sie
w stanie glodu, to juz po jednym dniu zawarto$¢ fosfolipidéw w jelicie
szybko spadata z 400 — 500 pg, do okoto 180 ug, po dwoéch dniach glodu
wynosila tylko 80 — 90 ug, tj. zaledwie 20%0 wartosci poczatkowej. W cza-
sie dluzej trwajacego glodu dalszy spadek zawartosci fosfolipidéw byt
stosunkowo nieznaczny. Mozna bylo wobec tego sgdzié, ze fosfolipidy
strukturalne nie zuzywaly sie, natomiast szybkiemu rozpadowi ulegaly te
fosfolipidy, ktére wytworzyly sie w jelicie w zwigzku z pobieraniem po-
karmu. Argumentow popierajacych takie przypuszezenie dostarczyly do-
$wiadczenia, w ktérych po kréotkotrwalym glodzie ggsienice ponownie
byly karmione. W do$wiadczeniach tych stwierdzono, ze po zaprzestaniu
przyjmowania pokarmu bardzo szybko znika znaczna cze$é fosfolipidow
ze Scianek jelita, natomiast w czasie ponownego zerowania nastepuje re-
synteza fosfolipidéw. Nalezy przy tym podkreslié, ze woszczyna, ktérg zy-
wig sie gasienice, praktycznie biorgc nie zawiera fosfolipidow.

Uzyskane wyniki wskazujg na to, ze tkanka jelita Galleria mellonella
zawiera bardzo aktywne fosfatazy, pod ktérych wplywem zachodzi za-
obserwowany w powyzszych doswiadczeniach rozpad i synteza fosfolipi-
dow. Szybki rozpad fesfolipidow dal sie latwo wykazaé zaréwno w do-
$wiadczeniach na wyizolowanych jelitach inkubowanych w kamerze wil-
gotnej, jak i na inkubowanych zhomogenizowanych jelitach (Wilod a-
wer [61]). Danych eksperymentalnych o enzymatycznej syntezie fosfoli-
piddw niestety jeszcze nie posiadamy. Nie ulega jednak watpliwosci, ze do
badan nad enzymatyczng syntezg tych substancji in vitro jelito gasienic
mola woskowego mogloby stanowié bardzo dogodny material.

Role fosfolipidéw w przyswajaniu wosku przez Galleria mellonella ba-
dano réwniez metodami cytochemicznymi (Przelecka [51]). Do wy-
krywania fosfolipidow w preparatach histologicznych zastosowano reak-
cje Bakera. Za pomocy tej metody zbadano jelita ggsienic znajdujgcych sie
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w roznych stanach fizjologicznych. Uzyskane wyniki catkowicie pokry-
wajg si¢ z wynikami badan biochemicznych. Stwierdzono mianowicie, ze
obfite wystepowanie fosfolipidow w komoérkach nablonka jelita obserwuje
sie¢ tylko w odcinku srodkowym (tj. tym gdzie zachodzg procesy chlonie-
aia) i jedynie u ggsienic zerujacych. W gasienicach gitocdzonych, badz tez
w jelitach inkubowanych w kamerze wilgotnej, ilo§¢ barwnych granula-
cji, odpowiadajacych fosfolipidom, jest natomiast znacznie mniejsza,
wzrasta za$, gdy glodzone gasienice ponownie zaczynaja sie odzywiaé.

Nalezy zaznaczy¢, ze nie posiadamy jeszcze dotychczas blizszych da-
nych co do charakteru chemicznego fosfolipidow, powstajacych w jelicie
w czasie zerowania gasienic. Nie wiemy, czy nalezg one do ,klasycznych”
fosfatydow, czy tez ze wzgledu na to, ze tworza sie one z jakich§ produk-
tow rozpadu wosku, struktura ich jest zupelnie swoista. Dotychczas uda-
lo sie jedynie stwierdzic (Wlodawer [6l], Przeltecka [51]), ze
spotykamy wsrod lipidow jelita znaczng ilos¢ acetalfosfatydow. Zawartcsc
ich gwattownie sie zmniejsza pod wplywem glodu, wzrasta natomiast po-
nownie w czasie zerowania. Nasuwa si¢ wobec tego pytanie, czy powsta-
wanie w jelicie acetalfosfatydow, zawierajacych, jak wiadomo, wyzsze
aldehydy nie jest jakim$ posrednim etapem utlenienia wyzszych alkoholi
wosku do kwasoéw tluszczowych — utlenienia, ktére jak sgdzimy zacho-
dzi w czasie przyswajania wosku. Rola acetalfosfatydow w swiecie zwie-
rzecym jest do chwili obecnej bardzo niejasna. W przypadku za$ Gaileria
mellonella w $wietle podanego przypuszczenia bylaby ona przynajmniej
czesciowo zrozumiala.

Jak juz zaznaczono wyzej, badania nasze nad molem woskowym byly
prowadzone pod katem widzenia poznania réznych proceséw biochemicz-
nych zachodzgcych w tym ustroju. Dlatego tez rownolegle do badan bez-
posrednio zwigzanych z interssujacym nas zagadnieniem przyswajania
wosku, studiowano réwniez inne procesy metaboliczne, o ktorych bedzie
mowa dalej.

W badaniach nad przemiang fosforowg (Niemierko i Niemier-
ko [25,26,27,30,31,32]) ustalono przede wszystkim zawarto§¢ w ciele ga-
sienic poszczegélnych zwiazkéw fosforowych zarowno kwasorozpuszczal-
nych, jak i nierozpuszczalnych, tj. kwasow nukleinowych i fosfolipidow.
W dalszych pracach badano natezenie przemian fosforowych u gasienic
glodzonyeh. W toku badan, w ktérych analizowano zaréwno cialo gasienic
jak i ich wydaliny, zupelnie nieoczekiwanie stwierdzono, ze tylko nie-
znaczna cze$é fosforu zawarta w wydalinach wystepuje w nich pod po-
stacig ortofosforan6w. Wigksza natomiast cze$¢ jest jakims$ labilnym
zwiazkiem, prawie calkowicie przeksztalcajagcym sie w ortofosforan
po 7 — 10 minutach ogrzewania w 100° z n kwasem. Poniewaz pokarm
gasienic praktycznie nie zawieral, jak sie okazalo, innych zwiaz-
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kow fosforowych poza ortofosforanami, nalezalo sgdzi¢, ze znaleziony
labilny zwigzek fosforowy powstaje w ciele Galleria mellonella.

W dalszych badaniach, w ktorych zastosowano stracanie tego zwigzku
solami baru i olowiu w niskim pH, odczyn z blekitem toluidyny oraz
niektére inne reakcje, stwierdzono, ze znaleziony w wydalinach Galleria
labilny zwigzek losforowy jet prawdopodobnie metafosforanem, wedlug
za$ obecnie uzywanej nomenklatury — polifosforanem. Réwnoczesnie
stwierdzono, ze miazga z gasienic zawiera enzymy, ktére ten zwigzek
tatwo rozkladaja do ortofosforanu.

Analiza wydalin calego szeregu innych owadéw wykazywala w nich
obecnosé tylko ortofosforanu. Jedynym wyjatkiem byl tzw. maly mél wos-
kowy, Achroea grisella, w ktérego wydalinach wieksza cze$¢ fosforu row-
niez wystepowala pod postacig zwigzku labilnego. Poniewaz Achroea tak
jak i Galleria zywi sie woskiem, nasunelo sie przypuszczenie o mozliwej
wspolzaleznosci pomiedzy zdolnoscig przyswajania wosku a powstawa-
niem w ciele tych ggsienic polifosforanow.

Ostatnie badania cytechemiczne prowadzone u nas przez Przetlec-
kg i Wroniszewskga [52] do pewnego stopnia popieraja powyz-
sze przypuszczenia. Stosujagc metode Wachsteina i Pisano, wg Ebela
{7] dalo sie mianowicie stwierdzi¢ obecnoéé obfitej ilosci polifosforanow
w komoérkach nablonka jelita gasienic zerujgcych. Natomiast u gasienic
glodzonych ilosé polifosforanéw byla zawsze znacznie mniejsza i znowu
sie zwigkszala, gdy gasienice ponownie otrzymywaly pokarm.

Dia blizszej charakterystyki chemicznej labilnych zwigzkéw fosforo-
wych, wystepujacych w wydalinach, zastosowano (Niemierko
i Wojtczak [35], Wojtczak [62, 63, 64, 65]) celem ich identyfi-
kacji metody frakcjonowanego strgcenia solami baru i manganu, metody
chromatograficzne i dialize. Na zasadzie uzyskanych wynikéw mozna bylo
stwierdzi¢, ze w sklad badanych labilnych zwigzkéw fosforowych wcho-
dza nie tylko polifosforany, lecz réwniez i pirofosforany. Ilo§¢ tych sub-
stancji w wydalinach jest mniej wiecej jednakowa. Proba identyfikacji
polifosforanow nie doprowadzila jeszcze do ostatecznych wynikow, ale
wydaje sig, ze mamy do czynienia z polifosforanem nie cyklicznym, lecz
lancuchowym o diugosci tancucha dosé znacznej.

Dalsze badania nad enzymami wystepujacymi w miazdze gasienic
doprowadzily do wykrycia w ciele gasienic Galleria mellonella fosfataz
rozkladajacych omawiane labilne zwigzki fosforowe (Niemierko
i Wojtczak [35]). Celem blizszego poznania tych enzyméw (W o j-
tczak [63, 65]) ustalono charakterystyczne dla nich aktywatory i in-
hibitory. Specyficzng pirofosfataze udalo si¢ ponadto wyizolowaé z ciala
gasienic, dos¢ znacznie oczysci¢ oraz okresli¢ jej lokalizacje w narzadach
gasienicy. Stwierdzono, ze najbardziej aktywnymi pod wzgledem czyn-
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nosci pirofosfatazy sa cewki Malpighiego i cialo tluszczowe. W przewodzie
pokarmowym czynnos¢ tego enzymu, w przeciwienstwie do czynnosci po-
lifosfatazy, jest staba. Zastosowanie wyizolowanej z ciala gasienic specy-
ficznie dzialajgcej rirofosfatazy pozwolilo wykryé¢ obecnos¢ pirofosfora-
néw w nastepujacych narzadach Galleria mellonella: w cewkach Malpi-
ghiego, w przewodzie pokarmowym 1 ciele tluszczowym [66].

Stosujgc metody cytochemiczne udalo sie wykry¢, jak podano wyzej,
obecnoéé polifosforanéw w komorkach nablonka jelita, ponadto réowniez
i w Swietle cewek Malpighiego [52].

Dotychczasowe badania prowadzone w naszym laboratorium nad wy-
stgpowaniem u mola woskowego poli- i pirofosforanu nie pozwalajg jeszcze
na wyjasnienie ich roli i znaczenia. Rola polifosforanow w Swiecie zywym
jest zreszta w ogole niejasna, aczkolwiek szereg autoréow (np. Stich
[55]) wysuwa przypuszczenie, ze polifosforany mogg odgrywac role dona-
torow energii. Poza wspomnianym wyzej naszym przypuszczeniem o moz-
liwej wspoélzaleznosci pomiedzy zdolnoscia do przyswajania wosku przez
Galleria a powstawaniem polifosforanéw w jej ciele nie potrafimy jednak
jeszcze powigzaé metabolizmu tych substancji z okreslonymi procesami
biochemiicznymi i fizjologicznymi tego organizmu.

Rownoczeénie z nami Heller i jego wspolpracownicy [13,14] wy-
kryli pirofosforan i niewielkie ilosci polifosforanéw u Celerio euphorbiae,
ponadto Stich i Grell [56] na podstawie badan histochemicznych
przypuszczaja, ze polifosforany wystepuja w cewkach Malpighiego Culex
pipiens. Inne przypadki wystepowania polifosforanéow w §wiecie zwierze-
cym nie byly opisywane, aczkolwizk enzymy rozkladajgce te substancje
wykrywano niejednokrotnie (por. Mattenheimer [22]). Polifosforany byly
natomiast znalezione przez caly szereg autorow, zwlaszcza w ciggu ostat-
nich kilku lat, wylgcznie w drobnoustrojach (Mann [20], Ebel [7],
Stich [55], Thilo [58], Mattenheimer [22], Hoffmann-Osten-
hof [16], Kornberg [18] i inni)2

W interpretacji uzyskanych przez nas wynikéw nalezy zachowaé da-
leko idgcg ostroznosé. Niezwyklg zdolnos¢é Galleria mellonella do przy-
swajania wosku niektérzy autorzy (Dickman [5], Florkin (8],
Rybicki [53]) tlumacza czynnoscia w ich przewodzie pokarmowym
bakterii. Bakterie takie wyizolowane z ciala i hodowane na pozywkach
zawierajacych wosk nie tylko go hydrolizowaly [5], lecz réwniez w pew-
nej mierze utleniaty [8].

Nie mozemy calkowicie wykluczyé¢ udzialu mikroorganizméw w oma-
wianych procesach. Poréwnujac jednak bardzo powoli zachodzgce i sto-

2 Obszerna literatura do roku 1952, dotyczgca tego zagadnienia, podana jest
w artykule Niemierko [29]
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sunkewo bardzo nieznaczne zmiany w wosku pod wplywem mikroorga-
nizmoéw, obserwowane przez cytowanych autoréow, z gwaltownie prze-
iegajacymi procesami zuzytkowania wosku w ciele ggsienicy sadzimy,
ze w procesach tych udzial enzymoéw wytwarzanych przez Galleria mello-
nella jest w kazdym badz razie bardzo istotny. Zastosowanie antybioty-
kow by¢ inoze pozwoli nam na wyjasnienie udzialu flory bakteryjnej
w omawianych procesach.

Zupelnie niedawno ukazala sie praca Friedmamna i Kerna
[9], ktérzy opisuja niezwykle ciekawe zjawisko wystepujace u ptaka
Indicator minor. Ptak ten tzw. przewodnik miodowy (honey-guide) do-
prowadza ludzi i jeden z gatunkéw Carnivora, Mellivora ratel do dzikich
gniazd pszezelich. Przynetg dla tego ptaka nie jest miéd, lecz woszczyna
pozostajgca po wybraniu miodu przez doprowadzonego czlowieka lub
zwierze. Ptak ten ponadto odzywia sie réwniez owadami, lecz woszczyna
jest jego gléwnym pokarmem.

W kilku przeprowadzonych do§wiadczeniach autorzy wyizolowali ba-
kterie z przewodu pokarmowego Indicator minor i stwierdzili, ze maja
one zdolnosci hydrolizy wosku.

Po zastosowaniu antybiotykow ptaki przezywaly na diecie z wosz-
czyny, aczkolwiek nieco krocej niz zwierzeta kontrolne. Na podstawie
swych doswiadczen autorzy wysuwajg przypuszczenie, ze Indicator minor
wehlania wosk prawdopodobnie dzigki florze bakteryjnej przewodu po-
karmowego.

Wydaje sie, ze bardzo interesujgce byloby blizsze zbadanie biochemiz-
mu tego procesu, a miedzy innymi, w nawigzaniu do naszych przypusz-
czen, sprawdzenie, czy u Indicator minor wystepuja polifosforany.

W pracach naszego Zakladu dotyczacych réznych stron metabolizmu
Galleria mellonella duzo uwagi po§wiecono przemianom azotowym gasie-
nic. Badajgc metabolizm azotowy gasienic glodzonych (Zielinska [80,
82]) dalo si¢ przede wszystkim stwierdzié¢ jego bardzo wysokie i do§é ré-
wnomierne natezenie w ciggu calego okresu dlugotrwatego glodu ekspery-
mentalnego. Ze wzgledu, z jednej strony, na latwosé przyswajania wosku,
z drugiej strony na nagromadzanie w ciele gasienic bardzo duzych ilosci
tluszczow oraz intesywnos¢ proceséw ich spalania mozna bylo oczekiwaé,
ze metabolizm lipidow dominuje nad przemianami innych skladnikéow
ciala. Dane dos§wiadczalne wykazaly jednak, ze metabolizm bialkowy w cza-
sie glodu ustepuje tylko nieznacznie przemianom lipidéow. Stwierdzono,
ze glownym ostatecznym produktem przemian azotowych u Galleria
mellonella, tak jak u wigkszoéci innych owadéw (por. prace Hellera
112]), jest kwas moczowy. Wskutek wywolanego glodem uposledzenia
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procesow wydalniczych wytworzony kwas moczowy w znacznej mierze
nagromadzal si¢ w ciele gasienicy. Wynika z tego, ze badanie natezenia
przemian azotowych u owadow w czasie glodu na podstawie samego tyl-
ko oznaczenia ilosci wydalonego azotu, jak to czesto spotyka sie w pis-
miennictwie, moze latwo doprowadzi¢ do blednych wnioskéw. W uzyska-
nych przez Zielinska wynikach [80, 82] zwraca na siebie uwage fakt,
ze nawet w ostatnich okresach glodu, bezposrednio poprzedzajgcycin
$Smier¢ glodows zwierzecia, sama produkcja kwasu moczowego nie ulega
uposledzeniu. Swiadezy to o tym, ze koordynacja czynnosci bardzo zlozo-
nych proceséw enzymatycznych, z czym niewatpliwie jest zwigzana syn-
teza kwasu moczowego, moze by¢ w ustroju zachowana nawet wowczas,
gdy znajduje sie on w stanie daleko posunietych zmian patologicznych.

W dalszych pracach nad przemiang azotowag w czasie glodu Galleria
mellonella (Zielinska [81, 83], Zielinska i Wroniszew-
ska [84]) badano udzial poszczegdlnych narzadow gasienicy w tych pro-
cesach. W pracach tych stwierdzono, ze zuzytkowanie bialek w czasie
glodu zachodzilo we wszystkich zbadanych narzadach, nie wykluczajgc
nawet integumentu.

Szczegolnie intensywny okazal sie rozpad bialek w hemolimfie i w gru-
czotach przednych, z ktérych w czasie dlugotrwalego glodu znikalo okolo
90%0 bialek poczatkowo w nich zawartych. Intensywny metabolizm bialek
w gruczolach przednych zasluguje na specjalne podkreslenie. Bialka na-
gromadzone w tym narzadzie tworza jedwab, ktory powstaje w ciele
gasienicy w ostatnim okresie jej wzrostu. W normalnym przebiegu pro-
cesO6w rozwojowych owada jedwab jest zatem jednym z ostatecznych pro-
duktéw przemian azotowych, usuwanym z ciala pod postacig nici, z kto-
rych gasienica przedzie sw6j kokon. Stwierdzona przez Zielinska
mozliwoéé prawie calkowitego wykorzystania jedwabiu w przemianach
glodowych $wiadczy wobec tego o znacznej plastycznosci biochemiczne]
organizmu i mozliwoéci calkowitego przestawienia proceséw metabolicz-
nych w zaleznosci od potrzeb ustroju.

Prowadzone w naszym Zakladzie badania biochemiczne nad glodem
gasienic Galleria mellonella byly mozliwe jedynie przy zastosowaniu
pewnego sztucznego zabiegu, polegajacego na nalozeniu ggsieni-
com ligatury tuz nad glowa. Bez tego zabiegu pozbawione pokarmu ma-
le gasienice bardzo szybko ging, natomiast gasienice wieksze, znaj-
dujace sie w ostatnim okresie wazrostu, natychmiast rozpoczynaja
snucie kokonu i przepoczwarczajg sie. Nakladanie owadom ligatury ma
czeste zastosowanie w badaniach ich czynnosci hormonalnych (por. Wig-
glesworth [59]). W przypadku Galleria mellonella nakladanie liga-
tury gasienicom po raz pierwszy zastosowal Metalnikow [24]
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w swoich badaniach nad dlugoscig ich zycia. Jak opisuje ten autor, ga-
sienice z nalozong ligaturg, w zaleznosci od temperatury otoczenia, moga
zy¢ przez szereg tygodni nie poblera]qc pokarmu, nie oprzedzajac sie inie
ulegajac przeobrazeniu.

Gdy zastosowaliSmy ten zabieg w celu prowadzenia badan nad meta-
bolizmem glodowym Galleria mellonelle (Niemierko i wspolpracow-
nicy [41, 49, 50]) moglismy stwierdzi¢, ze po nalozeniu ligatury gasienice
staja sie niemal natychmiast nieruchome i bardzo stabo reagujg na do-
tknigcie. Po uplywie jednak kilku lub czasem kilkunastu dni daje sie za-
obserwowa¢ pewien wzrost pobudliwosci ggsienic, ktoére przy najlzejszym
dotknieciu reaguja za pomocg gwattownych ruchéw, a nieco poézniej za-
czynaja nawet do§¢ intensywnie porusza¢ sie spontanicznie.

W zwigzku z zaobserwowanym zjawiskiem nasunelo sie pytanie, w ja-
kiej mierze wzmozonej pobudliwo$ci odpowiada zwiekszenie natezenia
metabolizmu.

Przeprowadzone badania wymiany gazowej gasienic (Niemierko
i Wojtczak [50]) wykazaly, ze bezposrednio po nalozeniu ligatury
zuzycie tlenu przez ggsienice zaczyna gwaltownie spada¢ i po uplywie
kilku godzin stanowi zaledwie /5 lub nawet 1/1¢9 wartosci poczatkowej. Na
tym niskim poziomie zuzycie tlenu pozostaje przez diluzszy okres czasu,
rozny w roznych doswiadczeniach i wynoszgcy od kilku do kilkunastu dni.
Po uplywie tego czasu zuzycie tlenu zaczyna wzrasta¢ badz powoli, badz
nawet gwaitownie i wkrotce potem ggsienica ginie.

Przebieg zuzycia tlenu u badanych gasienic przypomnial wobec te-
go krzywa o ksztaicie litery U, charakterystyczng dla zuzycia tlenu w cza~
sic metamorfozy u réznych Lepidoptera (Heller [10] i inni autorzy),
w szczegolnosel zas rowniez 1 u Galleria mellonella (Crescitelli [4]).
Nalezy jednak zaznaczy¢, ze jak powiedziano wyzei, ggsienice z nalozong
ligaturg nigdy nie wykazywaly zadnych objawow metamorfozy. W daze-
niu do wyswietlenia przyczyn wzmozonego zuzycia tlenu w ostatnich
okresach glodu gasienic udalc sie stwierdzi¢ istnienie pewnej korelacji
pomiedzy tym zjawiskiem a znaczng utratg wody 1 wysychaniem ggsieni-
¢y, kiore w tym czasie ma miejsce [50].

Wychodzge z powyzszych doswiadczen Wojtczak  przystapil do
systematycznych badan w zakresie enzyméw oddechowych mola wosko-
wego. Jedna z prac nawigzuje do badan Hellera [11] nad oddycha-
niem poczwarek w czasie metamorfozy. Heller stwierdzil, ze przebieg
zuzycia tlenu przez miazge z poczwarek daje takg samg krzywg o ksztal-
cie ,,U” jak oddychanie zywych poczwarek. Wykonane analogiczne do-
Swiadczenia na miazdze poczwarek Galleria mellonella (Wojtczak
169]) wykazaly, ze rowniez i u tego owada zuzycie tlenu przez miazge
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i przez poczwarke sg zupelnie podcbne, Gdy natomiast poréwnywano od-
dychanie giodzonych ggsienic z oddychaniem ich miazgi nie zaobserwowa-
no przyrostu zuzycia tlenu przez miazge, ktéry by odpowiadat wzmozone-
mu oddychaniu ggsienic w ostatnich okresach posunietego glodu.

Systematyczne badania byly nastepnie prowadzone nad czynnoscig po-
szczegélnych enzyméw oddechowych pelnigcych u Galleria mellonella
funkcje oksydaz koncowych. Badano miedzy innymi czynnos$¢ fenoloksy-
dazy i oksydazy bursztynowej w czasie rozwoju i w czasie glodu gasienic
[68,69,70,73]. W badaniach tych wykazano miedzy innymi, ze oksydaza
bursztynowa jest czynna w ciggu calego okresu larwalnego, wkroétce zas
PO przepoczwarczeniu sie aktywnosé jej spada niemal do zera, wzrasta je-
dnak nastepnie, osiaggajagc maksimum pod koniec metamorfozy.

Fenoloksydaza natomiast zjawia si¢ prawdopodobnie dopiero po ostat-
niej wylince i jest bardzo aktywna u gasienic wyros$nigtych. Na podsta-
wie szeregu dalszych badan nad tym enzymem zostalo wysuniete przy-
puszczenie, ze fenoloksydaza musi odgrywaé¢ pewng role w procesach me-
tamorfozy [72].

Badajac udzial poszczegolnych oksydaz w calkowitym zuzyciu tlenu
przez gasienice mola woskowego Wojtczak stwierdzil, ze w miazdze
sa czynne w tych procesach trzy rodzaje enzymoéw: oksydaza cytochromo-
wa, fenoloksydaza i oksydazy niewrazliwe na KCN, prawdopodobnie oksy-
dazy flawinowe. Procentowy udzial tych enzyméw w oddychaniu miazgi
jest rézny w réznych okresach wzrostu larwalnego [72].

Czynnoé¢ powyzszych enzyméw byla badana miedzy innymi za pomo-
cg dodawania do miazgi specyficznych dla nich inhibitorow. W dalszych
doswiadczeniach [75], ktore mialy na celu blizsze wyswietlenie tych zagad-
nien, inhibitory hamujace badz czynnoé¢ fenoloksydazy badz cytochrom-
oksydazy byly wprowadzane bezposrednio do ciala zywych gasienic, po
czym mierzono stopien zahamowania zuzycia tlenu przez gasienice, Wy-
niki uzyskane na podstawie powyzszych doswiadczen byiy dosé nieoczeki-
wane. Wprowadzenie do organizmu badz azydkoéw, badz tiomocznika wy-
warto zaledwie nieznaczny wplyw na oddychanie gasienic, aczkolwiek kaz-
dy z tych inhibitoréw w duzym stopniu hamowal oddychanie miazgi. Co
wigcej, miazga sporzagdzona z gasienic, do ktoérych uprzednio wprowadzo-
ny byl ktorys z tych inhibitoréw, wykazywata powazne zmniejszenie zu-
zycia tlenu. W dalszych seriach do$wiadczen sprébowano wprowadzi¢ do
organizmu réwnoczesnie obydwa inhibitory, hamujace obydwie oksydazy.
W przeciwienstwie do poprzednich do$wiadczen zabieg ten spowodowal
ogromny spadek zuzycia tlenu przez gasienice, dochodzacy do 70, a nawet
do 90%.
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Na podstawie uzyskanych wynikow Wojtczak [75] wysuwa naste-
pujace bardzo ciekawe przypuszczenie. Cytochromoksydaza i fenoloksyda-
za znajdujg sie w ciele gasienic Galleria mellonella w stanie pewnego ro-
dzaju réwnowagi fizjologicznej. Kazdy z tych enzyméw moze prawdopo-
dobnie pelni¢ role oksydazy koncowej w ciele owada. Gdy jeden z tych
ukiadéw zostaje zahamowany, drugi przyjmuje na siebie jego funkcje.
Dopiero gdy obydwa szlaki oddechowe sg zablokowane, nastepuje bardzo
znaczne zmniejszenie sie zuzycia tlenu przez organizm. Wydaje sig, ze
powyzsza hipoteza o korelacji rdoznych szlakow metabolicznych moze mieé¢
zastosowanie w szergu innych przypadkow, dajagc moznos¢ biochemicznej
interpretacji réznych przejawow plastycznogei procesow zyciowych.

Ostatnio rozpoczeto w Zakladzie badania nad wewngtrz-komérkowa
lokalizacjg enzymow u owadéw. Wojtczak, Chmurzynska
i Wojtczak [67], stosujgc technike frakcjonowanego wirowania ho-
mogenatow, zbadali rozmieszezenie réznych enzyméw oddechowych i fosfa-
taz (ATPazy, pirofosfatazy, glicerofosfatazy kwasnej i alkalicznej) w na-
stepujacych frakcjach komoérkowych u Galleria mellonella: 1) w jadrach,
2) w mitochondriach i 3) w malych ziarnistoSciach wraz z frakcjg roz-
puszczalna.

Stwierdzono, ze lokalizacja badanych enzymoéw z wyjagtkiem oksydazy
cytochromowej jest na ogél podobna do lokalizacji wystepujacej u innych
owadéw wzglednie ssakow. Oksydaza cytochromowa wedlug nielicznych
badan innych autorow na owadach wystepuje wylgcznie w mitochon-
driach. W pracach z naszego Zakladu znaleziono ten enzym zaréwno
w mitochrondriach, jak i we frakcji rozpuszczalnej.

Jak wspomniano, w badaniach naszych nad biochemig Galleria mello-
nella zainteresowania nasze dotyczyly miedzy innymi zagadnien zwia-
zanych ze wzrostem i rozwojem tego owada. Ze wzgledu na trudnosci, na
ktdore w tych badaniach napotkano i o ktorych juz wyzej byla mowa,
okazalo sig, ze mél woskowy nie jest jednak dogodnym obiektem do badan
proces6w wzrostu i rozwoju od strony biochemicznej. Uzyskane przez nas
w tym zakresie wyniki nosza wobec tego charakter raczej fragmentarycz-
ny 3. Wymienimy tu jedynie prace nad zmiang zawartosci réznych zwigz-
kow fosforowych, obserwowane w czasie wzrostu ggsienic (Niemierko
[28]) i w czasie metamorfozy (Niemierko i Wojtczak [36]), oraz
cytowane juz badania dotyczace zmian w zawarto$ci kwasoéw tluszczo-
wych [40] i w aktywnosci niektérych enzyméw oddechowych [69,73].

3 Niektére z maszych analiz chemicznych byly wykonane oddzielnie na osob-

nikach sameczych i samiczych. W badaniach tych wykorzystano sposéb rozréznienia
plci u gasienic Galleria mellonella opisany przez Wroniszewska [78].
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Obiektem bardzo odpowiednim do badan nad biochemig wzrostu
1 rozwoju jest natomiast jedwabnik. W procesach jego ontogenezy po-
szczegoime staaia i momenty wzrostu i rozwoju dajg sie latwo rozgrani-
czyc 1 zidentyfikowac i, co jest szczegolnie dogodne, przejscie z jednego
etapu rozwoju do arugiego nie wykazuje powazniejszych réznic indywi-
dualnych i u wszystkich hodowanych osobnikow zachodzi w barczo do
siebie zblizonych odcinkach czasu.

W piSmiennictwie poswieconym biochemii Lepidoptera wigekszos¢ prac
dotyczy okresu metamorfozy. Badan nad wzrostem larwalnym jest nato-
rmiast znacznie mniej, dotyczg one glownie ostatniego okresu wzrostu gg-
sienic. Okres ten z punktu widzenia biochemicznego jest zresztg szczegdl-

. nie ciekawy. W ciggu krotkiego czasu dochodzi do nagromadzenia w ciele
gasienicy duzych ilosci substancji zapasowych, kiore sg nastepnie zuzyt-
kewane w czasie metamorfozy. Ponadto w okresie tym zachodzg u nie-
ktorych owadéw, jak np. u jedwabnika, skomplikowane przemiany azoto-
we, doprowadzajgce do wytworzenia jedwabiu. Ostatniemu okresowi
wzrostu jedwabnika sa poswiecone miedzy innymi prace Biataszewi-
cza [1, 2, 3], w ktorych czes¢ wspomnianych przed chwilg proceséow zo-
stala w pewnej mierze wyswietlona.

Celem badan prowadzonych w naszym Zakladzie nad biochemig
wzrostu i rozwoju jedwabnika bylo poznanie charakterystycznych proce-
s6w biochemicznych, ktore zachodzg w poszczegdlnych stadiach rozwo-
jowych poczgwszy od jaja i konczac na motylu. Gléwng uwage poswigco-
no okresom wzrostu, ze specjalnym uwzglednieniem okresow snu lin-
kowego.

Zasadnicza metoda, ktora sie¢ dotychczas posiugiwano w naszych bada-
niach, polegala na oznaczeniu zawartosci roznorodnych sktadnikéw ciata
rozwijajgcego sie organizmu, jego tkanek i narzadoéw, na oznaczeniu na-
tezenia proceséw oddechowych oraz na badaniu aktywnosci enzymow
oddechowych w calym przebiegu ontogenezy. Zestawiajgc i poréwnujac
ze sobg otrzymane wyniki uzyskiwalo sie w pewnej mierze mozno$¢ pozna-
nia charakteru metabolizmu i jego ewentualnych zmian w poszczegolnych
momentach proceséw wzrostu i rozwoju.

Badania nad oddychaniem Bombyx mori byly przeprowadzone w cig-
gu calego okresu rozwoju ontogenetycznego poczawszy od gasienic wkrot-
ce po wykluciu sie z jaja az do formy imaginalnej. Oznaczano zaréwno zu-
zycie tlenu przez zywe gasienice, poczwarki i motyle, jak i endogenne od-
dychanie miazgi, sporzadzonej przewaznie z tych samych osobnikéw
(Wojtczak [76,77]).

Zuzycie tlenu przez poczwarke przebiegalo na ogét wedlug krzywej
o ksztalcie litery ,,U”, charakterystycznej dla metamorfozy szeregu owa-
dow. W przeciwienstwie jednak do tego, co stwierdzono poprzednio
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u Galleria [69, 73] i co opisat Hell er dla Celerio [11], endogenne oddy-
chanie miazgi z poczwarek przebiegalo réwnolegle do oddychania zywej
poczwarki jedynie w pierwszej polowie metamorfozy. W drugiej polowie
tego okresu zuzycie tlenu przez miazge znacznie spada, gdy réwnocze$nie
zuzycie tlenu przez poczwarke utrzymuje sie¢ do konca metamorfozy na
bardzo wysokim poziomie. W badaniach czynnoéci poszczegélnych enzy-
moéw oddechowych w czasie metamorfozy wyjasnilo sie, ze w pierwszej
polowie metamorfozy znaczny udzial w funkcjach oksydazy koncowej
bierze prawdopodobnie fenoloksydaza, natomiast w drugiej potowie tego
okresu wzmaga si¢ aktywnos¢ oksydazy cytochromowej i oksydazy bur-
sztynowej.

Badania Wojtczaka nad procesami oddechowymi w okresie lar-
walnym jedwabnika doprowadzily do bardzo interesujgcych wynikow, be-
dacych w zgodzie z naszymi innymi badaniami biochemicznymi, o ktérych
bedzie mowa dalej.

Jak dobrze wiadomo, rozwdj larwalny gasienic jedwabnika sklada sie
z pigciu stadiow wzrostu przedzielonych okresami snu linkowego. W cia-
gu kazdego okresu wzrostu ggsienica intensywnie sie odzywia i bardzo
znacznie powigksza ciezar swego ciala, natomiast w okresach snu nie po-
biera pokarmu i jest zupelnie nieruchoma. W zaleznosci od tego oddycha-
nie ggsienic, jak juz dawno stwierdzono, jest bardzo intensywne w czasie
wzrostu i zerowania i bardzo obnizone w okresach snu linkowego. W prze-
ciwienstwie do tego (Wojtczak [76, 77]) poziom zuzycia tlenu przez
miazge byl stosunkowo nieznaczny w okresach miedzylinkowych i bardzo
wysoki w okresie snu.

Zaobserwowana wysoka aktywno$¢ enzyméw oddechowych w okresie
snu linkowego byla, jak mozna bylo sadzié¢, odbiciem proceséw metabolicz-
nych, ktére zachodza w tym czasie w ggsienicy z duza intensywnoscia.
Szereg takich proceséw zostal stwierdzony w naszych badaniach za po-
mocg analizy chemicznej ciata gasienicy i jej narzadéw w réznych momen-
tach wzrostu i snu linkowego. Zaobserwowano miedzy innymi, ze w cza-
sie snu linkowego obok znikania pewnej iloéci tluszczéw zachodzi dosc
intensywna synteza fosfolipidow (Niemierko, Wiodawer, Wojt-
czak [33,34]). Stwierdzono, ze wytworzony przez gasienice w czasie
wzrestu glikogen, ktory gromadzi sie glownie w ciele tluszczowym, gdzie
zawartosé¢ jego dochodzi do 8%, znika gwaltownie w czasie snu linkowe-
g0, zmniejszajgc sie do 1/5 swojej wartoci poprzedniej (Niemierko,
Kgkol, Zatuska [42]). Zaobserwowano, ze réwnolegle ze znikaniem
glikogenu zachodzi wytwarzanie sie chityny. Bardzo niewielka jej czesé
jest nastepnie usunieta z ciala razem ze zrzucong skorka, znaczna natc-
miast cze$é chityny pod koniec okresu snu ulega ponownemu zmetaboli-
zewaniu (Zatuska [79]).
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Wszystkie te fakty, jak rowniez niektore inne posiadane przez nas
dane, wskazujg na to, ze okres snu linkowego, podczas ktorego natezenie
zuzycia tlenu jest niskie, ggsienica za$ nie poblera pokarmu i pozostaje
zupelnie nieruchoma, jest mimo wszystko tylko pozornie stanem ,,bioche-
micznego spoczynku”, W tym okresie niewgtpliwie zachodzg bardzo istot-
ne przemiany biochemiczne doprowadzajgce w krotkim czasie do glg¢boko
siegajgcej przebudowy skiadnikow ciala, do zmiany aktywnosci czynnych
w ciele enzymoéw i, by¢ moze, do powstawania nowych ukladéw enzyma-
tycznych.

W badaniach nad metabolizmem jedwabnika w czasie wzrostu gasie-
nic zajmowano sie miedzy innymi zagadnieniem przyswajania skladnikow
nieorganicznych pokarmu. W dotychczasowych doswiadczeniach udalo sig
wykaza¢ istnienie zaré6wno wybiorczego chlonienia niektérych kationow,
jak tez ich wybiorczego gromadzenia w poszczegélnych tkankach i na~
rzgdach (Kietbasinska [17)]).

Charakteryzujac procesy biochemiczne, ktore zachodzg u jedwabnika
w ciggu calej jego ontogenzy, omowimy tylko niektére wazniejsze 1 cie-
kawsze uzyskane przez nas wyniki. Zaobserwowano przede wszystkim juz
w czasie pierwszych kilku dni rozwoju embrionalnego znaczne zuzycie gli-
kogenu (Zatuska [79]). Zuzycie to stanowi okolo 70% ilosci glikogenu
zawartego w $wiezo ziozonych jajach. Dalszy spadex zawartosci glikogenu
nastepuje dopiero po diapauzie, gdy rownoczesnie zaczyna wytwarza¢ sie¢
chityna. Przemiany tych dwoéch skiadnikéw w kazdym z nastepujgcych po
sobie kolejno okresach wzrostu wykazujg prawidiowosci, o ktoérych po-
krotce juz byla mowa wyzej. Do metabolizmu glikogenu, rozpatrywanego
od nieco odmiennej strony, jeszcze dalej powrécimy.

W okresie postdiapauzy w czasie rozwoju embrionalnego zaobserwo-
wano ponadto bardzo intensywng synteze kwaséw nukleinowych (Nie-
mierko, Wilodawer, Wojtczak [33,34]), ilos¢ wytwarzanego
kwasu dezoksyrybonukleinowego byla przy tym wigksza niz ilos¢ kwasu
rybonukleinowego. Procentowa zawarto$¢ kwaséw nukleinowych w obli-
czeniu na substancje suchg jest najwieksza u $wiezo wyklutych gasienic.
W czasie catego okresu wzrostu ilos¢ ta stopniowo spada, nie wykazujac je-
dnak, w przeciwienstwie do przemian glikogenu, jakichkolwiek powaz-
niejszych wahan w okresach snu linkowego.

W okresie rozwoju embrionalnego zaobserwowano wreszcie zuzywanie
sie ogoblnej ilosci lipidow przy réwnoczesnej syntezie fosfolipidow (Nie-
mierko, Wlodawer [34a]). Analogiczne zjawisko zachodzilo, jak
juz bylo podkreslone wyzej, w czasie kazdego snu linkowego. W okresie
metamorfozy wystepuje zaréwno rozpad fosfolipidéow, jak i ich synteza
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[34], [38]. Przebieg tych proceséw ma charakter krzywej o ksztalcie li-
teny Ul

Bardzo znaczne gromadzenie sig lipidow w ciele ggsienicy ma miejsce
w ciggu ostatniego okresu wzrostu w czasie poprzedzajgcym snucie koko-
nu. Zjawisko to zostalo opisane przez réznych autoréw, miedzy innymi
przez Bialaszewicza [2]. W naszych badaniach (Niemierko
[37]) dalo si¢ stwierdzié, ze gromadzenie sie tluszczéw jest zwigzane
z przyrostem wiekszych ilosci kwaso6w nienasyconych niz nasyconych
i prawdopodobnie rowniez z desaturacjg kwaséw tluszczowych.

W badaniach nad metabolizmem lipidéow podjeto prébe oznaczenia za-
wartosci w ciele jedwabnika lipidow wolnych i lipidéw zwigzanych
(Niemierko i Kurowski [43], Kurowski [19]). Jako lipidy
wolne uwazano te z nich, ktore sie rozpuszczajg w eterze naftowym, za
zwigzane natomiast tylko te, kiore sie rozpuszczajg w rozpuszczalnikach
organicznych po uprzednim zadziataniu alkoholem. Przeprowadzone za po-
mocy tej metody analizy, w ktérych badane byly gasienice poczgwszy od
czwartego okresu wzrostu, wykazaly, ze zaledwie okolo 30% lipidéow wy-
stepuje w ciele jako lipidy wolne, wieksza ich czes¢ natomiast jest zwigza-
na, prawdopodobnie z bialkami. W ostatnim okresie wzrostu, juz po za-
przestaniu przyjmowania pokarmu, w czasie rozpoczecia snucia kokonu
obserwuje si¢ jak gdyby gwaltowne ,uwalnianie sie” lipidow z ich poig-
czen i w ciggu calego dalszego zycia jedwabnika az do stadium imago ilos¢
lipidéw wolnych znacznie dominuje stanowigc 60°¢, u motyla za§ nawet
80%0 wszystkich lipidow, Nasuwa si¢ przypuszczenie, ze ,,uwolnienie sig"
lipidow w okresie snucia kokonu jest by¢ moze raczej ,,uwolnieniem sig”
bialek z ich polaczen lipoproteinowych w zwigzku z wytwarzaniem sig
jedwabiu.

Analogiczne zagadnienie przemiany zwigzkow wieloskladnikowych
bylo badane w dziedzinie metabolizmu glikogenu (Zatuska [79]).
Stosowana metodyka pozwalala nie tylko na oznaczenie zawartosci ,,wol-
nego” i ,,zwigzanego” glikogenu, lecz rowniez na stwierdzenie powigzania
glikogenu z réznymi frakcjami biatkowymi. Badania byly prowadzone na
gasienicach z czwartego i pigtego okresu wzrostu oraz w czasie calego
trwania metamorfozy.

Stwierdzono miedzy innymi, ze do konca zycia larwalnego jedwabni-
ka, znaczna czes¢ glikogenu jest zwigzana z rozmaitymi frakcjami
bialkowymi. ,Uwalnianie si¢” glikogenu zachodzi dopiero bezposrednio
przed i w czasie przepoczwarczania sig. W mlodej poczwarce okolo 60%0
glikogenu wystepuje w stanie wolnym. W przebiegu metamorfozy moze-
my ponownie stwierdzi¢ wigzanie sie glikogenu i jego przerzucanie sie
z jedne]j frakcji biatkowej do drugiej.
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Uzyskane dotychczas wyniki wskazujg na wybitny dynamizm prze-
mian glikogenowych. Dynamizm ten przejawia si¢ nie tylko od strony
rozpadu i odbudowy glikogenu, o czym juz byla mowa wyzej, lecz by¢
moze jeszcze w wiekszym stopniu od strony tworzenia sig i rozpadu po-
laczen glikogenu z réznymi biatkami.

Streszczenie

Przedstawione w niniejszym artykule najwazniejsze z uzyskanych do-
tychczas przez nas wynikéw z badan nad biochemig owadéw wyraznie
wskazujg nie tylko na wielkg réznorodnos¢ zachodzacych w nich procesow,
lecz i na ich plastycznoéé. Na przykladzie Galleria mellonella zetkneliSmy
sie z istnieniem w organizmie zupelnie swoistych biochemicznych mecha-
nizméw adaptacyjnych, na przykladzie natomiast Bombyx mori mieliSmy
moznosé stwierdzié, ze w przebiegu wzrostu i rozwoju zwierzecia obok
bezposrednio uchwytnych i rzucajacych sie w oczy zmian morfologicznych
wystepuja czestokroé nie mniej jaskrawe zmiany w charakterze procesow
biochemicznych.
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MCCIENOBAHMA II0 METABOJU3IMY
GALLERIA MELLONELLA L. u BOMBYX MORI L.

Pe3wome

B craThe gaercsa 0630p McCJIeAOBaHMIL 10 6MOXMMMYM HACEKOMBIX, KOTO-
pble BeJMCh B TEYEHME MOCJEAHUX AECATH JIeT B BUOXMMIYECKOH Jlabopa-
Topun MHCcTHTYyTa MMeHn HeHikoro.

BoumuHzasa moab Galleria mellonella nccnenoeanacs, IJIaBHBIM 06pazom,
C TOYKM 3peHMA ee crenmnuIecKoil CITocOOHOCTM acCUMMIMPOBATH BOCK.
PaBoThl e Mo TyTOBOMY MIeJKonpAxy Bombyx mori ObumM HampaBJIeHbI
Ha M3y4yeHue OMOXMMMYECKUX IPOLIeCCOB BO BPeMsA €ro pocTa ¥ pPa3BUTHA.

VcenenoBancs XKMPOBOiA, YIJIEBOAHBIA, a30TUCTEIA, (hocGOpHBLL M M-
HepaJbHbII OOMEH NpyM I[OMOLIM He TOJBKO OMOXMMMYECKMX, HO TaKKe
YACTUYHO M LIMTOXMMMYECKUX MeTonoB. Hekoropele paboTel ObLIM IOCBA-
LL[eHBI, KPOMEe TOro, AeATeJbHOCTH (PepPMEeHTOB, IJIABHBIM 00pa3oM OKMCJIN™
TEeJBHBIX M UX pa3MeLIeHMIO B TeJleé HaCeKOMBIX.

T'y1aBHBIE BBIBOZABI CBOAATCA K CJIEAYIOLIEMY: C OJHOM CTOPOHBI Y HACEKO-
MBIX Hab/IIOMAIOTCA TTOPOJ COBEPIIEHHO cBoeoOpas3Hble OMOXMMIYECKHe ITpo-
1ecchl, KaK HanpuMmep, BO3HUKHOBeHMe B Tesne Galleria mellonella 6onb-
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[21) BIOCHEMIA OWADOW 647

LIMX KOJMYECTB IMpo- u nosmdgocdara. C aApyroit CTOPOHBI — BO BpeMs
poCTa ¥ pasBUTHUA HACEKOMBIX, HapAAy ¢ 6pocaloLpMiCca B ria3a MopgoJio-
IMYECKVMI M3MEHEHUAMM, HeOAHOKPATHO BO3HMKAIOT HE MEHee ApKue u3-
MEHEeHMSA B XapaxTepe oOMeHa BelleCTB.

-

UNTERSUCHUNGEN UBER DEN STOFFWECHSEL BEI GALLERIA MELLONELLA L.
UND BOMBYX MORI L.

Zusammenfassung

Es wird eine Ubersicht gegeben iiber die Untersuchungen auf dem
Gebiete der Insektenbiochemie, die wihrend der letzten zehn Jahre in
dem Biochemischen Laboratorium des Nencki Instituts durchgefiihrt
wurden.

Die Wachsmotte (Galleria mellonella) wurde hauptsichlich vom Stand-
punkte ihrer spezifischen Eigenschaft das Wachs zu assimilieren stu-
diert; bei dem Seidenspinner (Bombyx mori) wurden dagegen in erster
Linie die biochemischen Prozesse beobachtet, die mit den Wachstums-
und Entwicklungsvorgingen verbunden sind.

Es wurden Fettstoff-, Kohlenhydrat-, Stickstoff-, Phosphor- und Mi-
neralstoffwechsel untersucht. Dabei wurden sowohl biochemische wie
teilweise auch zytochemische Methoden benutzt. Ausserdem wurde die
Titigkeit der Enzyme, hauptsidchlich der Oxydatlonsenzyme, und ihre
Verteilung im Insektenkorper studiert.

Die Ergebnisse richten die Aufmerksamkeit auf die Existenz bei den
Insekten mancherlei ganz eigentiimlicher biochemischen Prozesse. Als
Beispiel dient die Entstehung sehr grossen Mengen Pyro- und Poly-
phosphate, die bei der Wachsmotte festgestellt wurde. Die Resultate,
besonders jene die auf Grund der Untersuchungen des Seidenspinners
erhalten wurden, zeigen ausserdem deutlich, dass man bei Insekten neben
den auffallenden morphologischen Verdnderungen, manchmal nicht
weniger scharf ausgepragte Stoffwechselveranderungen beobachten kann.

Otrzymano 22.10.1956 r.
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W. OSTROWSKI, A. KRAWCZYK i B. GALOS-BICZOWA

ELEKTROFOREZA PASMOWA W OBECNOSCI ADSORBENTOW

Z Zakladu Chemii Fizjologicznej A M w Krakowie
Kierownik: prof. dr B. Skarzyriski

Prawidlowy rozdzial elektroforetyczny uzalezniony jest od licznych
czynnikéw, ktore mozemy ujaé jako sily rozdzielajgce (driving forces —
spadek potencjalu, rodzaj i stezenie elektrolitow) i sily oporu (resistive
forces — sitly powierzchniowe, lepkcéé roztworu oraz zdolnosci adsorp-
cyjne srodowiska) [14, 18]. Sily oporu bedg mialy wartosci niezmienne
przy stosowaniu jednego i tego samego Srodowiska, natomiast bedg zmie-
nia¢ sie wraz ze zmiang rodzaju $rodowiska. Odgrywaja one szczegblng
role przy przeprowadzaniu tzw. elektroforezy pasmowej, gdzie §rodowis-
kiem s3g najrozmaitsze substancje stale, jak bibula, agar, celuloza oraz inne
substancje o charakterze zelu lub porowatym, wysycone odpowiednim
elektrolitem. Jakkolwiek najczesciej stosowana jest przy przeprowadzaniu
elekiroforezy pasmowej bibula, zastosowanie znajduja réwniez takie $ro-
dowiska jak: zel agarowy [10], mieszanina agaru i metylocelulozy [16],
skrobia [12], sproszkowane szklo [3], proszek z celulozy [17], pektyny pod-
dane dziataniu enzymoéw [9] i jeszcze inne substancje [2]. Dla umozliwienia
rozdzialu pewnych rieszanin (cukry, sterydy) skiadniki mieszaniny zosta-
ja uprzednio przeprowadzane w polaczenia z innymi zwigzkami, obdarzo-
ne odpowiednim ladunkiem elektrycznym [6, 11]. Stosowane jest rowniez
elektroforetyczne rozdzielanie mieszanin w obecnosci cial zmniejszajacych
napigcie powierzchniowe (detergensy) [1, 13].

Jakkolwiek do rozdzialu elektroforetycznego, a szczegblnie do roz-
dzialu bialek, znajduja zastosowanie coraz to inne i nowe sSrodowiska,
wplyw ich na sam proces elektroforezy nie byt dotychczas dokladniej ba-
dany. Ta okolicznos¢ skionila nas do przeprowadzenia odpowiednich do-
swiadczen, ktérych wyniki ponizej podajemy.
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650 W. OSTROWSKI, A. KRAWCZYK i B. GALOS-BICZOWA (2]

Metody

Srodowisko, w ktérym przeprowadzano rozdzial elektroforetyczny,
przygotowywaliSmy w nastepujacy sposob: jako skladnik podstawowy zo-
stal uzyty 0,2%0 roztwoér agaru w odpowiednim buforze. Stezenie to sto-
sowaliSmy jako tylko nieznacznie wyzsze od stezenia potrzebnego do wy-
tworzenia zelu, niemniej pozwalajace ograniczy¢ ilos¢ agaru do minimum,
co jest wazne z tego wzgledu, ze sam agar jest elektrolitem i moze z nie-
ktérymi bialkami w odpowiednich warunkach dawaé¢ kompleksy, hamujgc
tym samym rozdzial elektroforetyczny. Do roztworu agaru w temperatu-
rze ok. 60° dodawano odwazong ilosé odpowiedniego adsorbenta, uzysku-
jac w ten sposéb roztwér wzglednie zawiesing. Uzyskang w ten sposéb
mieszaning wylewano na plytke szklanng, a pc wytworzeniu si¢ zelu na
powierzchni plytki umieszczano ja w wilgotnej komorze w pozycji pozio-
mej [15]. Dla przeprowadzenia elektroforezy do celow analitycznych uzy-
wano plytek o wymiarach 32 X 4 cm, dla celow preparatywnych plytki
mialy wymiar 32 X 10 cm. Kontakt plytek z naczyniami elektrodowymi
zapewniano przez polgczenie przy pomocy krotkich paskéw bibuly, przy-
klejonych do warstwy zelu na koncach ptytek. Probke majaca by¢ poddang
elektroforezie nakladano przy pomocy szklannego precika lub pipetki i po
przedyfundowaniu badanego roztworu do warstwy zelu wlgczano prad
o spadku potencjalu 180 — 200 V przy natezeniu pradu ok. 15 mA. Czas
rozdzialu wynosil 12 — 14 godzin. Po ukonczeniu elektroforezy plytki wyj-
mowano z komory i suszono na powietrzu, a nastepnie barwiono roztwo-
rem czerni amidowej 10 B [15]; barwnik niezaadsorbowany na biatku wy-
plukiwano czystym metanolem. Dla przeprowadzenia iloSciowych ozna-
czen wybarwione plytki zanurzano w plynnej parafinie, przez co uzyski-
wano nalezyta przejrzystos¢ emulsji. W ten sposéb przygotowang plytke
umieszczano w absorpcjometrze [15] i wykreslano krzywe elektroforetycz-
ne, po czym powierzchnie krzywych planimetrowano.

Powyzej opisany sposob postgpowania zastosowano réowniez do celow
preparatywnych. Na plyte szklang o rozmiarach 10 X 32 cm wylewano
zawiesine i po wytworzeniu zelu nakladano badany roztwor w postaci was-
kiej smugi. W ten sposob mozna dobrze rozdzieli¢ 2 — 3 ml roztworu. Po
ukonczeniu elektroforezy na powierzchnie warstewki zelu przykladano
waski pasek bibuly, skutkiem czego czes¢ substancji zawartych w roz-
dzielonych elektroforetycznie frakcjach dyfundowata do bibulty. Nastepnie
barwiono bibule otrzymujgc tzw. odbitke frakcji, pozwalajacg na okresle-
nie ich rozmieszczenia na piycie. Po wysuszeniu zelu z rozdzielonymi
frakcjami na powietrzu w temperaturze pokojowej do nieznacznej wil-
gotnosci, zbierano przy pomocy szpatulki do probowek odpowiednie odcin-
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(3] ELEKTROFOREZA PASMOWA 651

ki zelu, wyplukujgc nastepnie zaadsorbowang substancje za pomocg wita-
Sciwego rozpuszczalnika.

Poniewaz zagadnieniem, ktore nas gléwnie interesowalo, byla sprawa
elektroforetycznego rozdzialu mieszaniny bialek, a szczegélnie surowicy
krwi, przygotowywaliSmy zel agarowy z dodatkiem adsorbentéw, ktére
znajdowaly juz uprzednio zastosowanie w chromatoegrafii bialek.

StosowaliSmy nastepujace adsorbenty:
wodorotlenek glinu swiezo wytrgcany amoniakiem z roztworu soli glinu;
zel fosforanu tréjwapniowego, uzyskany wg Swingle i Tiseliu-
sa [19];
kaolin oczyszczany (Merck);
zel krzemionkowy (USP);
bentonit (BDH);
guma arabska (Light);
skrobia rozpuszczalna (BDH);
celuloza sproszkowana (Whatman);
celit 535 (Light);

Hyflo-super Cel (Light);
dwutlenek tytanu (Merck);
sacharoza (BDH).

Wyzej wymienione substancje byly dodawane do roztworu agaru
w ilosci od 0,5 do 20°%0 wag./obj.

Wyniki

Badania nasze ograniczyly si¢ na razie do zagadnienia wplywu adsor-
bentéw na rozdzial elektroforetyczny bialek surowicy krwi. Pragniemy na
tym miejscu od razu zaznaczyé¢, ze sposrod badanych substancji adsor-
ovujgcych, niektore nie nadajg sie do uzycia jako srodowisko dla elektro-
forezy. Tymi substancjami sg: wodorotlenek glinu, zel fosforanu troéjwap-
niowego, kaolin, zel krzemionkowy, bentonit i guma arabska. Uniemozli-
wiaja one rozdzial elektroforetyczny z powodu duzej adsorpcji bialek lub
skutkiem niemoznosci uzyskania jednorodnej zawiesiny.

Rys. 1 przedstawia krzywe zaleznosci szybkosci wedrowania albumi-
néw surowicy ludzkiej od stezenia adsorbenta, wykreslone dla tych sub-
stancji, ktére w warunkach doswiadczenia dawaty najlepsze mozliwosci roz-
dzialu. Jak z powyzszego rysunku wida¢, kazda krzywa przedstawia po-
dobny przebieg; w tych samych warunkach doswiadczenia szybkosé we-
drowania albuminéw wzrasta poczatkowo ze wzrostem stezenia adsorben-
ta, przy pewnym stezeniu jest najwyzsza, a nastepnie przy wyzszych ste-
Zzeniach maleje. Dla kazdego adsorbenta istnieje charakterystyczne opty-
malne stezenie, przy ktérym ruchliwos¢ elektroforetyczna jest najwiek-
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Odleglos¢ albuminow od y-globulindw (cm)

) % ) N

a

10 20
% adsorbenta

Rys. 1. Zalezno§¢ szybko$ci wedrowania albu-
minéw surowicy ludzkiej od stezenia poszcze-
gélnych adsorbentéow:

-— sacharoza

Oty skrobia

— sproszkowana celuloza
PO TiO;

Pt} celit 535 “
S Hyflo-super Cel
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sza. Zwykle to stezenie nie przekracza 5% adsorbenta w zawiesinie. Przy
stezeniu optymalnym uzyskuje si¢ rowniez najlepsze wyniki rozdzialu
mieszaniny bialek surowicy.

Rys. 2. Fotografia elektroferograméw tej samej
surowicy ludzkiej w obecno$ci réznych adsor-
bentéw:

a) 1% sacharoza

b) 19 skrobia

¢) 4% sproszkowana celuloza

d) 5% celit 535

e) 5% Hyflo-super Cel

f) 2% T.O;

Wszystkie elektroferogramy barwiono czernig
amidowa 10 B.

Na rys. 2 przedstawiono kilka przykladow rozdzialu surowicy ludzkie]
przy optymalnych stezeniach adsorbentéw. Wszystkie elektroferogramy
uzyskano w tych samych warunkach i z tej samej surowicy. Na uwage
zastuguja rézne ruchliwosci oraz rézne ilosci bialka przypadajgce na po-
szczegdlne frakcje, rozdzielone w obecnosci réznych adsorbentéow.
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Rys. 3. Wplyw stezenia celitu 535, sproszkowa-
nej celulozy i sacharozy na ilo§¢ biatka przypa-
dajacego na poszczegdlne frakcje surowicy

ludzkiej

http://rcin.org.pl
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Roéznice ilosci biatka przypadajgcego na poszczegbélne frakcje uzyska-
ne elektroforetycznie przy uzyciu réznych adsorbentéw ilustruje wymo-
wnie rys. 3. Przedstawia on zaleznos¢ ilosci biatka w poszczegdlnych frak-
cjach w zaleznosci od stezenia adsorbenta, wykreslone dla sacharozy, spro-
szkowanej celulozy 1 celitu 535. Zawarto$¢ bialka w poszczeg6lnych frak-
cjach obliczano na podstawie planimetrowania powierzchni krzywych elek-
iroforetycznych, wykreslonych przy pomocy absorpcjometru. Ilo$¢ biatka

Rys. 4. Krzywa elektroforetyczna surowicy

ludzkiej wykre$§lona w absorpcjometrze po roz-

dzieleniu 0,03 ml surowicy w obecnosci
1% Hyflo-super Cel

we (rakcji albuminowej maleje przy wzroscie stezenia adsorbentow. Na-
tomiast ilos¢ globulinéw-a wzrasta. Wzrasta roéwniez ilos¢ p-globulinéw
z wyjatkiem przypadkow, w ktoérych byla uzywana sacharoza. Globuli-
ny-y nasilajg sie poczagtkowo w miare wzrostu stezenia adsorbentéw; przy
wyzszych stezeniach ich zawartos¢ maleje.

Poszczegolne adsorbenty wplywajg nie tylko na przemieszczenie biatka
pomiedzy poszczegélnymi frakcjami, ale doprowadzajg réwniez w toku
elektroforezy do ujawniania sie¢ frakcji, nie dajgcych sie zaobserwowac
przy zwyklej elektroforezie na bibule.

Rys. 4 przedstawia krzywa elektroforetyczng frakcji biatkowych suro-
wicy ludzkiej po rozdzieleniu na zelu agarowym z dodatkiem 1%/0 Hyflo-
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656 W. OSTROWSKI, A. KRAWCZYK i B. GALOS-BICZOWA 8]

super Cel. Przy uzyciu tego adsorbenta wystepuje przed albuminami no-
wa, jeszcze szybciej wedrujaca frakcja, odpowiadajgca prawdopodobnie
frakeji V, opisywanej przez niektérych autoréow [5]. Poza tym w tych wa-
runkach y-globuliny rozdzielaja sie na dwie frakcje.

Zmiana w skladzie frakcji w zaleznosci od rodzaju i stezenia adsorben-
ta powodowana jest adsorpcjg bialek na danym podlozu. W celu blizszego
okreslenia wielkosci tej adsorpeji przygotowano roztwor czystych albumi-
now i czystych y-globulinéw surowicy ludzkiej (frakcje V i II Cohna)
w stosunku 1:1, umieszczano 30 ul tego roztworu na przygotowanych
plytkach z zawiesing adsorbentéw w zelu agarowym i po elektroforetycz-
nym rozdzieleniu oraz wybarwieniu okreslano stosunek wartosci liczbo-

5 0
i+ 0 5  procent {:

0 5 0 procent 20

Rys. 5. Wplyw stezenia sproszkowanej celulo-
zy (a) i Hyflo-super Cel (b) na stosunek Alb/Gy.
Objaénienie w tekscie

wych tych dwoch frakeji. Rys. 5 przedstawia graficznie zaleznos¢ stosunku
albuminéw do y-globulinéw od stezenia adsorbentéw w zawiesinie, wykre-
$lone dla a) proszku celulozowego, b) Hyflo-super Cel. Przy stezeniu 1%
sproszkowanej celulozy zmniejsza sie ilo§¢ biatka przypadajaca na albu-
miny w stosunku do globulinéw, natomiast przy wyzszych stezeniach za-
znacza sie ubytek y-globulinéw na korzysé albuminéw, wyrazajac si¢ sto-
sunkiem Alb/Gy 1,15 przy 20°0 stezeniu adsorbenta w poréwnaniu ze sto-
sunkiem 1,0 jako wyjsciowym. W obecnosci Hyflo-super Cel strata y-glo-
bulinéw na korzysé albuminéw wzrasta jeszcze szybciej wraz ze wzrostem
stezenia adsorbenta i przy 10% jego stezenia ‘stosunek Alb/Gy wynosi oK.
3,3. Wyjsciowy stosunek albuminéw do y-globulinéw uzyskuje si¢ przy
stezeniu ok. 0,5%0 Hyflo-super Cel. Przy uzyciu tego adsorbenta pole zawar-
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Rys. 6. Krzywe rodzialu bialek surowicy metody pre-
paratywng, otrzymane w obecnosci: sproszkowanej
celulozy, TiO. i celitu 535. Stezenia bialka w po-
szczegblnych frakcjach oznaczano spektrofotometrycz-
nie przy zastosowaniu reakcji biuretowej. Biatko z ad-
sorbenta wyplukiwano 5% roztworem NaCl.

o—————0 Proszek celulozowy
@ -® TiO,
0———o0 Celit 535
) , AT _ (+)

Rys. 7. Sprawdzanie na bibule czysto$ci frakeji albumino-
wej (a) oraz y-globulinéw (b) surowicy ludzkiej, wydzielo-
nych preparatywnie, stosujgc mieszanine: 0,2 agar, 3%
Hyflo-super Cel i 3%, sproszkowanej celulozy. Elektrofero-
gramy barwiono czerniag amidowg 10 B, (bibula Munktell 20)
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te miedzy frakcjg albuminoéw i y-globulinow wykazuje duza absorpcje
w absorpcjometrze, co jest spowodowane rozwleczeniem globulinéw.

Ilustracja wartosci opisanego przez nas sposobu postepowania dla celow
preparatywnych jest rys. 6. Krzywe przedstawione na tym rysunku ze-
staly uzyskane w nastepujacy sposob: 2 — 3 ml surowicy rozdzielano na
wiekszej warstwie zelu z adsorbentem (patrz Metody), po czym po elek-
troforetycznym rozdzieleniu i wysuszeniu warstwy adsorbenta na po-
wietrzu zeskrobywano warstwe kolejnych odcinkéw szerokosci 0,5 cm
i wyplukiwano zaadsorbowane bialtko 5% NaCl. Zawartos¢ bialtka w uzys-
kanych w ten sposéb roztworach odpowiadajacych kolejnym odcinkom
clektroferogramu oznaczano metoda biuretowg wg Gornalla i wspol-
prac. [8].

Z wlasnoéci niektérych badanych adsorbentow mozna bylo wniosko-
wa¢, ze odpowiednio przygotowana mieszanina tych substancji bedzie two-
rzyla $rodowisko umozliwiajace dokladniejszy rozdzial poszczegélnych
frakeji, niz to bylo osiagalne dotychczas. Dobre rezultaty daje mieszanina
o skladzie: 0,20 agaru + 5% Hyflo-super Cel + 3%o sproszkowanej ce-
lulozy, zawieszona w buforze weronalowym o pH §,6.

Rys. 7 jest ilustracjg czystosci poszczegélnych irakcji biatkowych roz-
dzielonych na zelu agarowym przy uzyciu wyzej wymienionej mieszaniny
adsorbentéw. 3 ml surowicy ludzkiej rozdzielano na szerokiej plycie
szklannej stosujgc mieszaning agaru, Hyflo-super Cel icelulozy sproszko-
wanej, po czym po umiejscowieniu frakcji zebrano emulsje odpowiadajaca
poszczegblnym frakcjom do préobéwek, wyplukiwano biatko malg iloscig
5% roztworu NaCl, po czym dializowano w buforze weronalowym o pH
8,6. Rys. 7 przedstawia elektroferogram na bibule frakeji albuminowej
i frakcji y-globulinébw uzyskanych w ten sposéb z surowicy ludzkiej.
Z obrazu tego elektroferogramu wynika calkowita jednorodnos¢ uzyska-
nych biatek.

Omoéwienie wynikéw

Jak o tym byla mowa we wstepie do niniejszej pracy, zastosowanie
roznych adsorbentéow jako $rodowiska dla elektroforetycznego rozdziatu
bylo przedmiotem dociekan od kilku lat. Wszyscy autorzy, ktérzy opi-
sujg doswiadczenia polegajace na zastosowaniu adsorbentéw, postuguja sie
tymi substancjami w postaci gestej zawiesiny i jakkolwiek podkreslaja pe-
wne korzysci wynikajgce z tego sposobu postepowania, zwracajg jednak
rowniez uwage na znacznie dluzszy czas potrzebny do przeprowadzenia
rozdzialu w poréwnaniu z czasem wymaganym przy elektroforezie wolnej
lub bibulowej: Badania nasze wskazuja, ze istotnie stezenia adsorbentow
uzywane dotychczas przez innych autoréw musza stanowi¢ czynnik hamu-
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jacy wedrowanie elektroforetyczne, Z badan naszych wynika, ze zaleznosé
szybkosci wedrowania od stezen adsorbentow jest sprawg bardziej zlozong,
ale ze przy postugiwaniu sie sposobem w tej pracy podanym mozna prze-
prowadza¢ elektroforeze osiggajgc korzysci, jakie daje zastosowanie adsor-
bentéw bez znacznego zmniejszania szybkosci wedrowania.

Male stezenia adsorbentéw mozna oczywiscie uzyé tylko w mieszaninie
z odpowiednim zelem, ktéorym w naszym wypadku jest zel agarowy. Cha-
rakterystyczny przebieg krzywych zaleznosci szybkosci wedrowania bial-
ka od stezenia adsorbenta dodanego do zelu jest spowodowany zmiang $ro-
dowiska. Przy najnizszych stezeniach adsorbentéw ruchliwo$é jest mata
skutkiem hamujgcego wplywu zelu agarowego; w miare wzrostu stezenia
adsorbenta zel agarowy ulega rozluznieniu, przez co ruchliwosé bialek
zwigksza sie. Przy duzych stezeniach adsorbenta zbitoéé srodowiska po-
woduje hamowanie szybkosci wedrowania, ktére musi z reguly wyste-
powaé zawsze w tych warunkach, w jakich dotychczas stosowano adsor-
benty jako Srodowisko dla procesu elektroforezy. Nalezy roéwniez zazna-
czy¢, ze wzrost stezenia adsorbentow wzmaga efekt elektroosmotyczny.
Biatka znoszone skutkiem elektroosmozy w kierunku bieguna przeciwne-
go zostajg po drodze zaadsorbowane i to w stopniu tym wigkszym, im wig-
ksze jest stezenie adsorbenta zwigkszajace droge przebywania przez cza-
steczki biatka z powodu elektroosmozy. Zjawisko to oczywiscie powieksza
stratg frakeji biatkowych. Analogiczng zaleznoéé efektu elektrcosmotycz-
nego od stezenia adsorbenta opisat rowniez Bull [4], podajgc srodowisko
zawierajgce jako adsorbent proszek szklanny.

Zastosowanie przez nas zelu agarowego jako podstawy $rodowiska dla
elektroforezy pozwala stosowa¢ male stezenia adsorbentéw, a tym samym
wyeliminowa¢ niedogodnosci, o ktorych byla poprzednio mowa. Stwier-
dziliSmy, ze przy uzyciu stezen odpowiednich adsorbentéw, obracajacych
si¢ w granicach od 1 — 5%, elektroforeza bialek przebiega dostatecznie
szybko, rozdzial na frakcje jest ostry, a straty bialek s3 minimalne. Opie-
rajgc si¢ na tych zalozeniach mozna sporzgdzi¢ mieszanine odpowmda;ch
wszelkim wymogom.

Opisany przez nas sposob postepowama pelegajacy na uzyciu plytek
szklannych pokrytych warstwg zelu agarowego z dodatkiem odpowie-
dnich adsorbentéw, spelnia te same zadania, jakie rozwigzuje elektroforeza
kolumnowa, ale w sposdb prostszy i wygoedniejszy. Poslugujac sie nasza
metodg uzyskujemy mozliwosé bezposredniej analizy ilosciowej elektrofe-
rogramu przez wykreslanie krzywych w absorpcjometrze. Preparatywny
rozdzial poszczegélnych frakceji biatkowych w przypadku elektroforezy ko-
lumnowej polega na eluowaniu wigkszymi ilosciaini buforu i zbieraniu
frakcji przy pomocy odpowiedniego kolektora. Otrzymuje si¢ wowczas roz-
twory bardzo rozcienczone, przy czym nierzadko dochodzi do zatarcia sig
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granic rozdzielanych frakcji w czasie eluowania. Niedogodnosci elektrofo-
rezy kolumnowej przy jej zastosowaniu do celow preparatywnych nie
wchodzg w gre przy uzyciu plyt szklannych pokrytych zelem zmieszanym
z adsorbentem. Wyniki uzyskane przez nas nasza metodg w toku prepa-
ratywnego wydzielania niektorych frakecji bialek surowicy ludzkiej sg zu-
pelnie zadowalajace.

Metoda stosowania emulsji adsorbentéw na plytkach szklannych moze
oddaé rowniez duze ustugi przy badaniu takich substancji, ktorych wyka-
zywanie na bibule nastrecza trudnosci z powodu reagowania bibuly z uzy-
wanym odczynnikiem, UzykaliSmy zadowalajace wyniki przy wykazywa-
niu cholesterolu odczynem Liebermanna-Burhardta, nie dajgcym zastoso-
wa¢ sie do elektroferogramow na bibule. Podobnie przedstawia sig sytua-
cja z wykrywaniem glikoproteidow odczynnikiem Mollischa. Odczynnik
Moilischa jest bardzo czuly i prostszy od stosowanego w celu wykrywania
cukrowcow kwasu nadjodowego i fuksyny siarczynowej, lecz ze wzgledu
na uzycie stezonego kwasu siarkowego nie nadaje si¢ do traktowania
elektrolerograméw na bibule. Elektroferogram uzyskany w emulsji w zelu
agarowym, potraktowany odczynnikiem Mollischa, zabarwia sig caly na
jasno rézowo, nutomiast miejsca, w ktorych znajduja sie glikoproteidy,
przybierajg barwe ciemnofioltkows.

Jak wynika z danych omoéwionych w czeséci doswiadczalnej naszej pra-
¢y, rodzaj i stezenie adsorbenta uzywanego przy elektroforezie bialek su-
rowicy modyfikuje — i to nieraz znacznie — ilo$§¢ biatka przypadajgcego
na poszczego6lne frakcje, jak rowniez doprowadza do dalszego rozdziatu
frake,i, ktore w zwyklej elektroforezie bibulowej wedrujg jako jednoro-
dne frakcje. Ujawnienie nowych frakcji biatkowych przy uzyciu elek-
troforezy na adsorbentach jest odrebnym zagadnieniem, ktore musi byc
systematycznie badane. Zwraca na nie uwage rowniez Flodin i Kupke
[7], ktorzy postugiwali sie jako adsorbentem sproszkowana celuloza sto-
sujac jednak metode elektroforezy kolumnowej. Pomijajac na tym miejscu
te sprawe musimy jednak zwrdci¢ uwage z calym naciskiem na to, ze przy
roslugiwaniu sie nasza metodg do celéw analitycznych w kazdym wypad-
ku musza byé $cisle uwzglednione identyczne warunki przeprowadzania
rozdzialu. Przy postugiwaniu sie metodg do celow preparatywnych nie
wchodzi to w rachube w wigkszym stopniu.

Addendum: W chwili kiedy praca ta byla przygotowana do druku, ukazala sie pu-
blikacja autoréw amerykanskich P. Bernfelda i J. S. Nisselbauma

w J. Biol. Chem. 220, 851, 1956, w ktérej doniesiono o zastosowaniw malych

stezen adsorbentéw jako Srodowiska do elektroforetycznego rozdzielania bia-

tek surowicy, przy uzyciu metody kolumnowej. Celem wytworzenia zelu auto-

T2y zastosowali skrobig rozpuszczalng z dodatkiem amylozy. Jako adsorbenta
uzywali 3% Hyflo-super Cel. Wymienieni autorzy doszli do podobnych re-
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zultatow jak my, stwierdzajqe, ze tylko okreslone stezenie adsorbenta jest op-
tymalnym dla elektroforetycznego rozdzielania; zbyt duze stezenia utrudniajq
rozdziat,

Streszczenie

Opracowano metode elektroforetycznego rozdzialu bialek surowicy,
opartg na zastosowaniu plytek szklannych pokrytych warstwg zelu aga-
rowego z dodatkiem réznych adsorbentéw. Przebadanc wplyw rodzaju i ste-
zenia adsorbentéw na rozdzial elektroforetyczny bialek podajgc odpowie-
dnie recepty doprowadzajace do najdogodniejszych wynikow. Autorzy wy-
kazali szczegélng wartos¢ tej metody dla preparatywnego oczyszczania bia-
tck na malg skale.
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TIOJIOCATBIV DIEKTPOPOPE3 B IIPYCYTCTBUM AJICOPEEHTOB

Pezome

Pazpaboran MeTox 9J€KTPOOPETHIECKOrO Pa3AeIeHUs DEJKOB CHIBO-
POTKM, OCHOBAHHBI HAa NPUMEHEHMM CTeKJAHHBIX IUIACTMHOK, IOKPBITHIX
CJIOEM arapoBOTrO KeJid ¢ NpubaBKO} Pas3IMYHBIX azcopbeHToB. VcenemoBa-
JIOCh BJIMAHME POZia M KOHIEHTpalyy aficOpOeHTOB Ha 9JeKTpodopeTnyec-
KoOe paszziesieHue 0esKOB, a TaKiKe NPUBEAEHBI COOTBETCTBYIOLIME pPELeNThI
BeAylMe K HauboJee BBITOJHBIM Pe3yJbTaTaM.
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ABTOpBI NOKa3ajM O0COGEHHbIe JIOCTOMHCTBA 3TOr0 METOAA MNPy Ipera-
paTMBHOM ouminieHuy 6eskoB B HeGosblIOM MaciuTabe.

ZONE ELECTROPHORESIS, IN STABILIZED MEDIA IN THE PRESENCE OF ADSORBENT

Summary

A method for electrophoretic separation of serum proteins uses of glass
slides coated with agar gel containing various adsorbents was described. The
effect of different kinds and concentrations of adsorbents-on the electro-
phoretic separation of proteins was investigated and directions assuring

optimal results are given. The authors have demonstrated the special value
of this method for small scale preparative purification of proteins.

Otrzymano 24.10.1956 r.
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ELEKTROFORETYCZNY ROZDZIAL ENZYMOW SORU
TRZUSTROWEGO PSA

Z Zakladu Chemit Fizjologicznej A. M. w Krakowie
Kierownik prof. dr B. Skariynski,
i z Zakladu Fizjologii A. M. w Krakowie
Kierownik prof. dr J. Kaulbersz

Jakkolwiek obecno$é biatka w soku trzustkowym psa zostala opisana
po raz pierwszy juz w r. 1894 przez Jablonskiego [10], bardziej
systematyczne badania, majace na celu scharakteryzowanie tego bialka,
zostaly przeprowadzone dopiero w pierwszym 'dziesiatku lat biezacego
stulecia. Glaessner, Ellinger i Cohn oraz Wohlgemuth
[9, 8, 19] rozdzielili biatko soku trzustkowego, stosujac wysalanie siarcza-
nem amonowym, i stwierdzili, ze biatko to reprezentowane jest zaré6wno
przez albuminy, jak i globuliny. De Zilva [7] wykry! rowniez obecnosé
nukleoproteidéw, czego nie potwierdzily badania Wechslera [18].
Po dluzszej przerwie, w czasie ktorej sprawa bialek soku trzustkowego
nie budzila zadnego zainteresov(/a-nia, w r. 1939 wrécit do tego zagadnie-
nia Langstroth i wspolpracownicy [12], nie rozstrzygajac jednak
ostatecznie sprawy ilosci i rodzaju bialek, wystepujacych w soku trzust-
kowym.

Dopiero zastosowanie opracowanej przez Tiseliusa metody elek-
troforezy [17] skierowalo zagadnienie charakteryzacji bialek soku trzust-
kowego na nowe tory. Munro i Thomas [13] stwierdzili stosujac te
metode, ze w soku trzustkowym psa, uzyskanym z przetoki trwatej, wy-
stepuje 4 lub 5 frakeji bialkowych, zaleznie od zwierzecia dostarczaja-
cego sok, a niezaleznie od rodzaju stosowanego bodzca i ogblnej zawar-
tosci bialka. Badacze ci nie prébowali jednak okresli¢é rozmieszezenia
poszczegblnych enzyméw soku trzustkowego w uzyskanych przez nich
frakcjach biatkowych. Zagadnienie to podjeli dopiero w roku 1951
Byrne i wspélpracownicy [5]. Postugujac sie klasyczna metoda Tiseliu-
sa stwierdzili, ze w soku trzustkowym psa wystepuje 6 frakecji biatko-
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wych, ktére autorzy ci okre$lali kolejnymi literami alfabetu. Wykazali,
ze 3 najwazniejsze enzymy soku trzustkowego— proteinaza, amylaza
i lipaza, s3 zlokalizowane w pewnych okreslonych frakcjach biatkowych.
W doswiadczeniach tych postugiwano sie sokiem uzyskanym z przetoki
trwalej, przy czym bodzcami wydzielniczymi byly rozmaite rodzaje po-
zywienia. lloSciowy stosunek bialka w poszczegdlnych frakcjach oraz
zawarto$é enzyméw w odpowiednich frakcjach bialkowych pozostawaly
zasadniczo niezmienne przy uzyciu réznych pokarmow wyzwalajacych
produkcje soku trzustkowego.

W podobny sposéb podjeli zagadnienie elektroforetycznego rozdzialu
enzyméw soku trzustkowego malzonkowie Delcourt [6], posiugujac
sie elektroforeza bibulowa. Wykazali oni w soku trzustkowym psa — po-
dobnie jak Byrne — 6 frakcji biatkowych, ktore identyfikowali z frak-
cjami biatkowymi surowicy. Badali rozmieszczenie w tych frakcjach fosfa-
tazy, lipazy, esterazy i amylazy, dochodzac do wynikéw nie pokrywaja-
cych sie calkowicie z wynikami badaczy amerykanskich. Zreszta praca
Delcourtow musi wywolaé zastrzezenia o charakterze metodycznym
i merytorycznym.

Skape i obfitujace w niedoméwienia i niezgodnosci piSmiennictwo do-
tyczace problemu elektroforetycznych frakeji biatkowych soku trzustko-
wego i rozmieszezenia enzyméw w tych frakcjach sklonily nas do po-
nownego przebadania tego zagadnienia i zwroécenia uwagi zar6wno na
dokladne rozdzielenie frakeji biatkowych, jak i dokladne zlokalizowanie
enzyméw w poszczegblnych frakcjach. ZdecydowaliSmy sie postugiwaé
sokiem trzustkowym psa, uzyskanym z przetoki ostrej, wydzielonym pod
wplywem réznorodnych bodzcow, albowiem wlasnie zaleznos¢ ilosciowe-
go skladu enzymoéw od rodzaju bodzcow wyzwalajacych produkceje soku
jest weigz jeszcze zagadnieniem spornym w fizjologii trzustki. Uzywalis-
my trojakiego rodzaju bodzce — kwas solny, sekretyne trzustkowa i ehlo-
rowodorek pilokarpiny.

Metoda

Doswiadczenia przeprowadzono na psach wagi 13 — 18 kg ze $wiezo
zalozong przetoka trzustkowa, glodzonych przez 24 godziny przed zabie-
giem. Zabieg chirurgiczny wykonywano w glebokiej narkozie morfinowo-
eterowej, przechodzagc na mozliwie najplytsza narkoze w czasie samego
do$wiadczenia z pobieraniem soku trzustkowego. Kaniule szklang wpro-
wadzano zewnatrzjelitowo do dolnego przewodu trzustkowego i po
umocnieniu jej szwem okreznym wyprowadzano na zewnatrz, po czym
powloki brzuszne zamykano. Czas trwania doSwiadczenia nie przekraczal
8 godzin [1].
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Samorzutne wydzielanie soku trzustkowego bylo znikome.

Do pobudzenia go uzywano nastepujacych bodzcow:

1) podgrzany do 37° C roztwér 0,4°/o0 HC1 wprowadzano dodwunastniczo
przez uprzednio zalozony zglebnik. Jednorazowa dawka roztworu wyno-
sita 150 — 200 ml; poczatek wydzielania soku nastepowal po uplywie
3—5 min, '

2) preparat sekretyny trzustkowej otrzymany z blony $§luzowej jelita
wieprzowego stosowano dozylnie w dawkach po 20 ml. Wydzielanie po
kazdym wstrzyknieciu rozpoczynatlo si¢ po uplywie 30—60 sekund i trwa-
o przecietnie trzydziesci minut,

3) chlorowodorek pilckarpiny podawano domie$niowo w dawce 0,5 —
1,5 mg/kg wagi psa. Poczatek wydzielania soku nastepowal w ciagu
2—9 minut po podaniu pilokarpiny.

Zebrany sok trzustkowy poddawano rozdzialowi elektroforetyczne-
mu najpézniej w ciggu 6 godzin od pobrania. Rozdzielano 0,2 ml soku
w buforze weronalowym o pH 8,6 na paskach bibuly Whatman nr 1
o wymiarach 10 X 33 cm. Po ukonczeniu elektroforezy odcinano pasek
o szeroko$ci 1 cm i ustalano na nim polozenie poszczegélnych frakeji
biatkowych przez wybarwianie roztworem czerni amidowej 10 B. Z po-
zostalej, nie wybarwionej czesci paska wycinano miejsca odpowiadajace
poszczegdlnym frakcjom i wyplukiwano z nich biatko roztworem fizjo-
logicznym NaCl. W wypluczynach odpowiadajacych poszczegélnym frak-
cjom oznaczano zawarto$¢ amylazy, lipazy i enzymo6éw proteolitycznych.
Oznaczenia calkowitego azotu w badanych sokach przeprowadzano mikro-
metoda Kjeldahla. Procentowy rozklad bialka na poszczegélne frakcje
elektroforetyczne obliczano planimetrycznie z krzywych uzyskanych przy
pomocy fotoabsorpcjometru z wybarwionych paskéw.

IloSciowe oznaczanie enzyméw przeprowadzano przy uzyciu nastepu-
jacych metod: amylaze oznaczano postugujac sig metoda Baumanna
[3] przyjmujac za jednostke te ilo$¢ enzymu, ktora rozklada do stadium
dekstryn 1ml 1% roztworu skrobi i w ciggu 30 min, w temp. 38°( jednostka
Wohlgemutha). Metode te zmodyfikowano okresSlajac koricowy moment
reakeji przy pomocy fotokolorymetru, mierzac ekstynkcje przy diugosci
fali 580 mu. Oznaczenia lipazy przeprowadzano metoda Pereza i Wil-
lemorta [15]; do roztworu kazdej frakcji bialkowej dodawano buforu
glikokolowego o pH 9,4, roztworu taurocholanu sodu i fréjbutyryny.
Mieszanine trzymano przez 2 godziny w temperaturze 40°, po czym prze-
prowadzano miareczkowanie formolowe 0,4 N alkcholowym wodorotlen-
kiem potasu. Za jednostke lipazy przyjeto te ilo$é enzymu, ktéra w wa-
runkach do$wiadczenia hydrolizuje 1 mg tréjbutyryny. Wysokie pH
srodowiska (9,4) uniemozliwia réwnoczesne oznaczanie esteraz, ktoérych
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aktywno$¢ w tym oddzialywaniu nie przekracza 5% [16], natomiast ak-
tywnos$é lipazy odpowiada jeszeze 309 aktywnos$ci maksymalnej.

Enzymy proteolityczne oznaczano przy pomocy zmodyfikowanej me-
tody Krijgsmana [11]. Do badania uzywano mieszanine roztworu
kazeinu wg. Krijgsmamna, buforu fosforanowego o pH 7,8 i wody.
10 ml tej mieszaniny zadawano 1 ml roztworu badanej frakcji biatkowej
i trzymano przez 1 godzine w temp. 38°. Rozklad kazeinu oceniano na pod-
stawie nasilenia zmetnienia roztworu po dodaniu chlorowodorku chinidy-
ny. Nasilenie zmetnienia okreslano przy uzyciu fotokolorymetru przy diu-
gosci fali 550 mu, Jako jednostke aktywnosci proteolitycznej przyjeto te
ilo$¢é enzymu, ktéra w ciagu 1 godziny w warunkach do$wiadczenia po-
woduje zwiekszenie przepuszczalnosci swiatia o 10%.

Sok trzustkowy uzyskiwany z przetoki okazywal od razu wybitna ak-
tywnosé proteolityczng, nie wzmagajaca sie po dodaniu enterokinazy.
Fakt ten, jakkolwiek stoi w pozornej sprzecznosci z powszechnie przyje-
tymi podrecznikowymi opisami, znany jest wielu eksperymentatorom po-
stugujgcym sie sokiem trzustkowym uzyskiwanym z przetok trzustko-
wych [4, 14, 2].

Wyniki

Do badan naszych uzyliémy sok trzustkowy otrzymany z 9 pséw.
Wyniki tych badan zawarte sa w ponizszych tablicach.

Tablica 1 przedstawia zaleznosé objetosci soku wydzielonego z prze-
toki oraz zawartego w soku biatka od rodzaju zastosowanego bodzca.
Z podanych wartosci liczbowych wynika, Ze najwigksze ilosci soku zo-
staja wydzielone pod wplywem sekretyny, najmniejsze po uzyciu kwasu
solnego. Zawarto$é biatka w soku wydzielonym pod wptywem HCI i pod
wplywem sekretyny jest taka sama, ale oczywiscie absolutna ilo§¢ wy-
dzielonego biatka przy uzyciu sekretyny jest niemal pigciokrotnie wiek-
sza. Odmiennie przedstawia sie charakter soku trzustkowego wydzielo-
nego pod wplywem pilckarpiny. Objetos¢ soku trzustkowego jest w tym
wypadku dwukrotnie wigksza niz po uzyciu kwasu solnego, natomiast ste-
zenia biatka czterckrotnie wieksze, W rezultacie iloéé biatka zawartego
w malej objetosci soku wydzielonego pod wplywem pilokarpiny odpo-
wiada 2/3 iloSci bialka zawartego w obficie wydzielajacym sie soku po
zadzialaniu sekretyna. Fakty te zresztg pokrywaja sie catkowicie z licz-
nymi danymi piSmiennictwa.

Dla nas interesujace bylo zagadnienie ilo$ci frakeji biatkowych za-
wartych w soku trzustkowym, wydzielonym pod wplywem réznych bodz-
céw, oraz ilo$ciowego rozmieszczenia bialka w tych frakcjach. Zgodnie
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Tablica 1

Objetodci soku wydzielonego pod wplywem réznych bodZcéw i stezenia bialka w soku

0,4% HCI Sekretyna Pilokarpina
L.p. Pies Ilos¢ | Hosé % llos¢ lloélé % ll.:)slf lloslé %
HCL mi bialka | Sckret. | m bialka | PHOX- o biatka
w ml | soku w ml | soku w mg | soku
d
1 18 kg — - — 60 25,0 | 2,62 — — —

2 16 kg 550 5,0 1,81 60 16,5 2,39 10 3,5 7,00

3 15 kg - _ — 100 22,5 1,38 15 25,0 5,36

4 17 kg 550 11,0 0,55 100 17,0 1,35 20 5,0 3,71

5 15 kg 550 25 1,60 100 16,0 1,40 20 0,0 —_

6 16 kg 600 3,0 1,60 100 31,0 0,94 16 7,5 G117

7 13 kg 450 6,0 2,00 100 39,5 1,57 15 9,0 5,11

g
8 15 kg 300 0,5 2,73 80 17,5 1,59 10 3,0 8,12
d
9 13 kg 250 8,0 1,30 110 29,5 1,57 15 15,0 8,31
$rednia 5,2 1,66 25,0 1,65 9,7 6,40
Tablical 2

Procentowy rozklad bialka w poszczegélnych frakcjach elektroforetycznych soku

Frakcje soku
Bodziec %
biatka 1 2 3 4 5 6 suma
Kwas solny 1,66 59 26,7 13,1 29,4 20,1 4.8 100
Sekretyna 1,65 7,0 21,0 12,5 30,9 19,4 9,2 100
Pilokarpina 6,40 9,6 20,8 15,7 27,2 19,6 7.1 100
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z wynikami Byrne'a stwierdziliSmy, ze w buforze weronalowym o pH 8,6
biatko soku trzustkowego rozdziela sie¢ w toku elektroforezy na 6 frakcji.
Procentowy udzial poszezegélnych frakeji w ogélnej zawartosci biatka
soku trzustkowego podaje tablica 2 i rysunek 1. Znamienne jest, ze war-
tosci dla poszczegol-
nych frakcji bialko-
wych nie zmieniajg sie
¥ soku trzustkowym
wydzielonym pod wply-
! 3 wem réznych bodzcow.
Rozmieszczenie biatka
w tych frakcjach jest
takie samo w przypad-
ku obfitujgcego w bial-
ko soku wydzielonego
+ 28 pod wplywem pilokar-
piny, jak i zawieraja-
cym stosunkowo male
Tanl ' iloci biatka soku wy-
Rys. 1. Frakcje bialtkowe soku wydzielonego po dzielonym pod wply-

podaniu sekretyny. Krzywa uzyskana z elektro- ;
B o, \ wem Kkwasu solnego i
forogramu przy uzyciu fotoabsorpcjometru
sekretyny.

Tablice 3, 4 i 5 podaja rozmieszczenie badanych przez nas enzymow
w poszezegélnych frakcjach biatkowych soku trzustkowego. Z tabel tych
wynika, ze aktywno$é enzymatyczna zwigzana jest z pewnymi okreslony-
mi frakcjami i lokalizacja enzyméw w poszezegblnych frakcjach pozo-
staje niezmienng bez wzgledu na rodzaj zastosowanego bodzca. Lipaza
wystepuje gléwnie we frakeji 5, amylaza — we frakcji 4. Slaba aktyw-
noé¢ wskazujgca na zawartoéé tych enzyméw w innych frakcjach, daja-
ca sie zaobserwowaé szczegblnie w przypadku lipazy, najprawdopodob-
niej spowodowana jest niezupemie dokladnym oddzicleniem sasiaduja-
cych ze soba frakcji, albo tez jest wyrazem zawarto$ci esterazy, ktéra
w naszych warunkach oznaczania lipazy okazuje aktywno$¢ bardzo mala,
niemniej dajaca sie uchwyci¢. Nieco inaczej przedstawia si¢ sprawa z pro-
teinazami, aktywno$é proteolityczna dominuje zdecydowanie we frakeji
2, niemniej jést bardzo wyraznie zaznaczona we frakeji 3. W tym przy-
padku tlumaczenie niedostatecznym rozdzialem obu frakcji jest niewy-
starczajace. Nasuwa sie przypuszczenie, ze mamy do czynienia z dwoma
enzymami proteolitycznymi, a wigec przypuszczalnie z trypsyna i chymo-
trypsyna, wystepujacymi w dwéch réznych frakcjach biatkowych. Sto-
sowana przez nas metoda okre$lania aktywno$ci proteolitycznej nie po-
zwala na odréznienie obu tych enzymoéw, a niestety nie dyspenowalismy
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Tablica 3

Rozmieszczenie aktywnoéci amylazy w poszczegélnych frakcjach soku,
warto$ci podane w jednostkach aktywnos$ci na 1 mg N

) Kwas solny 1 Sekretyna | Pilokarpina
:;; frakcje: | frakcje: frakcje:
1—2| 3| 4 |56 p1—2 3| 4 |5 |6/1—23]|] 4 | 5 |6
1| —{f—| — | =[—]| 00| 83| s26.0. 192 0.0} = k= = [F—F=
2 | 34 — | 483 | — | 6,9 2,6/ 52| 5380 00| 00 0,0 00/ 2665| 09| 00
"3 |—=|—=| — [=1—1 o0[ 9,0 904,0 | 36,0| 0,0/ 0,0/ 0,0] 678, | 351 | 0,0
4 | 00| 00[1136 | — | 0,0 0,0/ 00| 232,5| 18,6/ 0,0 0,0/ 0,0/ 337,0 | 27,0 | 0,0
5 | 00| 00| 31,2 | 0,0 0,0f 0,0 00| 374 | o00[ 00| —|—| — | — [—
6 | 0,0 00/ 630 0,0 00 00 132 6000 | 0,0/ 00/ 00/ 00 6970 138 | 0,0
7 | 0,0] 0,0/169,0 | 00 00 00/ 00 — 0,0 0,0 0,0/ 0,0 4890 — | 0,0
8 | 0,0] 006860 | 0,0 00 00/ 00 3920/ 20| 00 00/ 0810230/ 61,5/ 0,0
9 | 00| 254230 | — | 0,0 0,0 2,6| 3985 | 2,6/ 0,0 0,7/ 0,7] 451,0 | 23 [ 0,5
sr. | 0,5 0,4219,0 —O,T)Toi“o,?s 36 453,4 | 8,7 00 01| 02| 5630 [ 234 | 0,1
Srednie warto$ci wyrazone w jednostkach aktywnosci na 1 ml soku
ér. | 1,3 1,1/580,0 | 00| 2,6 0,8 9,5 1197,0 | 23,0/ 0,0/ 1,0 2,0 5760,0 [239,5| 1,0

syntetycznymi peptydami dajacymi sie zastosowaé jako swoiste substraty
dla kazdego z tych énzymoéw z osobna.

Do interesujacych wynikéw doprowadzily iloSciowe oznaczenia enzy-
mow w poszczegolnych frakcjach, zaleznie od rodzaju zastosowanego
bodzca wydzielniczego. Wyniki te zawarte sa w tablicach 3, 4 i 5 i wyra-
zone sa w jednostkach aktywnosci enzymatycznej przeliczonych na 1 mg
azotu. Z wykreséw z tablic 3, 4 i 5 (rys. 2) wynika, ze zawartos¢ lipazy
i amylazy zmienia si¢ w zaleznos$ci od rodzaju bodZca w analogiczny spo-
s6b, to znaczy najmniejsze ilosci obu tych enzymoéw wydzielane sa po uzy-
ciu kwasu solnego, najwieksze po uzyciu pilokarpiny. Inaczej przedsta-
wia sie sprawa enzymow proteolitycznych, dla tych enzymoéw nasilniej-
szym bodzcem wydzielniczym jest sekretyna. Zawarto$¢ enzymoéw pro-
teolitycznych, przeliczona na 1 mg azotu w soku wydzielonym pod wply-
wem pilokarpiny i kwasu sclnego, jest tego samego rzedu.

Poréwnanie ogoélnej zawartosci biatka w soku trzustkowym oraz za-
wartoéci biatka w poszczegdlnych frakcjach (tablica 1 i 2) z aktywnoscia
enzymatyczng tych frakeji (tablica 3, 4 i 5) wskazuje na to, ze ilosé wy-
dzielanych enzymoéw jest niezalezna od ilosci biatka. Sok uzyskany pe
podaniu kwasu solnego zawiera o wiele mniej amylazy i lipazy niz sok
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Tablica 4
Rozmieszczenie aktywnosci lipazy w poszczegélnych frakcjach,
podane w jednostkach aktywnosci na 1 mg N
Kwas solny Sekretyna | Pilokarpina
;:: frakcje: ] frakcje: | frakcje:
Tegs wial s e WIS R s | ae | a=adiiea] s ] 6
ISR ] == e 001l 16617 S8z0iplasaio = | =10 — [ —
2 =3 o 75 LS | e RS o Rk = 20 =
B | | el = = 00 |00 | 2sBalRiEa T 0,00 27| %65 00
4 | 00| — |1159| 00| 500 | 785 | 4080 00| 57| 57 9105 0,0
5 % T = =x =0 = S S = 2 2T =
6 — 0,0 | 334 0,0 | 453 | 453 | 226,3] 11,3 - - 405,0, 0,0
7 21,2 | 26,4 |175,2 | 10,6 | 27,0 - 592,5| 13,5 | 12,5 — 777,0, 24,9
8 7,8 - 50,2 7.8 0,0 - - 0,0 0,0 | 321,0, 321,0 —?E)-
9 0,0 — |163,2 0,0 | 33,8 —_ 574,5 0,0 6,4 | 244,0/ 228,0, 0,0
$r. 14,5 | 13,2 | 108,0 4,6 | 23,0 | 72,5 | 476,0| 27,2 4,9 | 149,8/ 519,0 4,6
Srednie warto$ci podane w jednostkach aktywnosci na 1 ml soku
ér. 38,4 | 35,0 |286,0 | 12,2 | 60,6 |191,3 |1250,8 71,4 | 50,1 |1532,0| 5310,0( 47,1

Tablica 5

Rozmieszczenie aktywno$ci enzyméw proteolitycznych w poszczegélnych frakcjach,

warto$ci podane w jednostkach aktywnosci na 1 mg N

Kwas solny Sekretyna | Pilokarpina

:):: frakcje: frakcje: | frakcje:

GO T A I T I 0 e 30 O T o T e
1 —_ _— —_— -_— 16,2 | 114,7 8,1 —_ - - — -
2 8,3 | 49,5 0,0 0,0 — |117,1 | 40,2 0,0 il 6.6 29,8 | 21,8 —
3] = | o= = | = | ol |16 | 842 9.0 [ . —: {686 [ 350 35
4 — |159,0 0,0 0,0 | 46,2 | 92,6 - 0,0 00 | 77,7 | 43,8 -
5 — 55,4 6,2 0,0 - 134 | — — — — — —
6 0,0 | 393 | 16,5 | 13,4 — | 166,5 | 100,0 6,7 6,6 | 66,2 | 29,7 | 153
(¢ 53,1 | 114,5 | 53,1 31| 59,51178,8 | 51,5 | 357 8,6 |1109,0 | 77,1 | 60,0
8 —_ —_— — —_ — | 139,5 0,0 0,0 | 32,3 | 64,6 | 58,5 | 12,3
9 — 33,6 0,0 0,0 — 55,7 0,0 0,0 - 19,5 6,5 1,2
ér. 20,4 | 75,4 | 12,6 2,8 | 30,5 |116,0 | 40,6 | 6,4 | 10,8 | 60,0 | 38,8 | 18,4

Srednie warto$ci wyrazone w jednostkach aktywnoséci na 1 ml soku
$r. 54,0 | 200,0 | 33,4 7,4 | 80,5 | 306,1 |107,1 | 16,9 |110,7 | 614,5 | 397,0 | 188,5
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Rys. 2. Wykres aktywno$ci enzymatycznej frakcji soku w zalezno$ci od bodzcow
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uzyskany po sekretynie, jakkolwiek stezenie bialka jest w obu wypad-
kach takie samo. Zawarto$¢ enzymoéw proteolitycznych w soku uzyska-
nym po pilokarpinie jest taka sama lub mniejsza, jak w soku po kwasie
solnym, chociaz stezenie biatka jest czterokrotnie wigksze.

Uwzgledniajgc $rednig objetosé soku wydzielonego pod wplywem réz-
nych bodzcéow oraz zawartosé jednostek kazdego enzymu w 1 ml soku,
mozna obliczy¢ ilo§¢ jednorazowo wydzielonego enzymu po zasto-
sowaniu dawki odpowiedniego bodzca. Srednie wyniki z tych obliczen ze-
brane sg w tablicy 6. Z danych tej tablicy wynika, ze sok wydzielony po
podaniu sekretyny zawiera dziesie¢ razy wigcej amylazy i lipazy oraz
7,5 razy wiecej proteinaz niz sok wydzielony po podaniu kwasu solnego.
Pilokarpina powoduje wydzielanie ilosci enzymoéw proteolitycznych leza-
cej w tym samym rzedzie wielkosci, w jakiej obraca sie ilos¢ tych enzy-
méw po zastosowaniu sekretyny, natomiast ilo§¢ amylazy i lipazy jest
w tym wypadku dwukrotnie wigksza.

Tablica 6

Przecietna zawarto$¢ enzyméw w calej objetosci wydzielonego
soku (w jednostkach aktywnosci)

= l
w kwas solny = sekretyna | pilokarpina
Enzym ‘

Amylaza . v v & o s 3.450 ’ 30.750 59.050

LA T | 2.190 39.500 67.300
Enzymy proteolityczne 1.700 12.760 12.720

Omoéwienie wynikéw

Zastosowanie elektroforezy bibulowej do badania soku trzustkowego
psa, otrzymanego ze $wiezo zalozonej ostrej przetoki, wykazuje, ze
w warunkach do§wiadczenia bialka soku rozdzielajg sie na 6 frakcji, we-
drujgcych z rézng szybkosciag. Wyniki te uzyskane przez nas pokrywaja
sie zarowno z danymi zawartymi w pracy Byrne’a i wspolpracowni-
kéw [5] uzyskanymi przy zastosowaniu klasycznej elektroforezy Tiseliu-
sa, i Delcourtéw [6] przy uzyciu elektroforezy bibulowej, nato-
miast pozostajg w sprzecznosci z wynikami Munro i Thomasa [13],
uzyskanymi przy zastosowaniu elektroforezy ciaglej, ktorzy stwierdzaja
w soku trzustkowym psa tylko 4 — 5 frakeji biatkowych. Ilos¢ tych frakeji
biatkowych jak i procentowy stosunek biatka zawartego w poszczegélnych
frakcjach nie zmienia sie przy zastosowaniu poszczegélnych bodzeow
i w tym wypadku wyniki nasze pokrywaja si¢ z wynikami Byrne’a
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i wspolpracownikow, ktérzy pobierajae sok z przetoki chronicznej nie za-
obserwowali réznicy w ilosci i charakterze frakcji biatkowych soku
w nastepstwie podawania réznego rodzaju pokarmoéw.

Wyrazne réznice natomiast zachodza miedzy wynikami naszymi a re-
zultatami badan Byrne'a w zakresie rozmieszczenia réznych enzymow
w poszezegblnych frakejach. Zgodnos$é zachodzi tylko w przypadku enzy-
moéw proteolitycznych, ktéore wykazalismy we frakeji 2 podobnie jak
Byrne. Amylaze stwierdzaliSmy regularnie we frakcji 4, podczas gdy
Byrme wykrywa ja zawsze we frakcji 5 i 6. Lipaza wedruje wedlug
Byrne’a z frakejg 3, podezas gdy w naszych do$wiadczeniach stwier-
dzamy ja zawsze we frakcji 5. Rozbieznos$ci te wynikajg prawdopodobnie
stad, ze dokladny rozdzial metodg Tiseliusa jest o wiele trudniejszy niz
rozdzial frakeji otrzymany w toku elektroforezy bibulowej. Poza tym na
dokladnoé¢ oznaczen ilosciowych wplywa ujemnie w elektroforezie Tise-
liusa nie dajacy si¢ dokladnie okre$li¢ stopien rozcienczenia roztworem
buforowym z naczyn elektrodowych. Zaznaczyé¢ przy tym nalezy, ze
Byrne nie badal zupelnie enzyméw we frakeji 4, w ktérej my stale
spotykamy amylaze. Umiejscowienie lipazy we frakcji 3 wedlug Byrne’a
oparte jest tylko na jednym do$wiadczeniu, podczas gdy zlokalizowanie
jej we frakeji 5 przez nas oparte jest na do$wiadczeniach wielokrotnie
powtarzanych.

Poréwnanie maszych wynikéw dotyczacych rozmieszczenia enzymow
w poszezegblnych frakejach biatkowych z wynikami Delcourtow jest
trudne, gdyz praca autoréw francuskich pomija te szczegoély.

Zachodzi jeszcze jedna mozliwo$é ttumaczenia roznic miedzy wynika-
mi uzyskanymi przez nas a wynikami Byrne’a i wspoipracownikow.
Autorzy amerykanscy badali sok uzyskany z przetok chronicznych, pod-
czas gdy my korzystaliSmy z soku uzyskanego z przetok $wiezo zaltozo-
nych. Jakkolwiek takie tlumaczenie wydaje sie malo prawdopodobne,
zamierzamy w najblizszej przysztosci przeprowadzi¢ doswiadczenia z so-
kiem uzyskanym w tych samych warunkach, jakie zachodzily w doswiad-
czeniach Byrne’a,

inna znamienna roéznica miedzy wynikami naszymi a wynikami By r-
ne’'a polega na tym, ze autorzy amerykanscy nie zauwazyli zadnej
wyraznej roznicy w iloSci poszezegdlnych enzymoéw wydzielonych
w zalezno$ci od réznych rodzajow pokarmoéw. Natomiast w naszych
do$wiadczeniach stwierdzamy zasadnicze réznice w skladzie enzymatycz-
nym soku trzustkowego, zaleznie od bodzcéow wyzwalajacych produkeje
soku. Co prawda warunki do$wiadczen, a przede wszystkim charakter
bodzeow w obu przypadkach byly odmienne, ale trudno przypuscié, ze-
by wylacznie one powodowaly tak znamienne réznice.
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Z doéwiadczen naszych wynika wybitnie charakterystyczna niezalez-
noéé réznych enzymoéw od ilosci bialka soku wydzielonego pod wplywem
réznych bodzcéw. Réwnoleglosé wahan iloSciowych mozna stwierdzi¢ je-
dynie w odniesieniu do amylazy i lipazy, natomiast zawarto$¢ enzymow
proteolitycznych zmienia sie niezaleznie od zmian w zawarto$ci lipazy
i amylazy. Zupelnie niezalezna jest iloé¢ enzymoéw od stezenia biatka
w soku trzustkowym. Dotychczasowe doswiadczenia zdajg sie przema-
wiaé za tym, ze przewazajaca ilo$é biatka soku trzustkowego jest bial-
kiem nie posiadajagcym wlasnosci enzymatycznych. Oczywiscie bardziej
jednoznaczne wyjasnienie tej sprawy moga dostarczy¢ badania przepro-
wadzone w ten sam sposéb, majace na celu iloSciowe okreslenie pozosta-
lych enzyméw soku trzustkowego. Badania takie sg w tej chwili w pel-
nym toku w naszych pracowniach,

Streszczenie

Autorzy rozdzielali przy pomocy elektroforezy bibulowej bialko so-
ku trzustkowego psa, uzyskanego z przetoki ostrej, i oznaczali w poszcze-
golnych frakcjach biatkowych zawartosé amylazy, lipazy i enzymoéw pro-
teolitycznych. Stwierdzili, ze niezaleznie od bodzca wyzwalajacego pro-
dukcje soku, biatka soku trzustkowego rozdzielajg sie na 6 frakcji, cechu-
jacych sie niezmiennym wzajemnym procentowym stosunkiem. Enzymy
proteolityczne wedruja z frakcjg 2 i 3, amylaza z frakcja 4, lipaza z frak-
cjg 5. Zawarto$¢ poszczegblnych enzymoéw zmienia sie zaleznie od zastoso-
wania bodzca, ale w sposob odmienny dla poszczegblnych enzymow.

LITERATURA

[1] Babkin B. P., Die dussere Sekretion der Verdauungsdriisen, Springer J. Ver-
lag Berlin 1928, str. 456.

[2] Babkin B. P., Secretory Mechanism of the Digestive Glands, Hoeber B. P.,
New York 1950, str. 64.

[83] Baumann J. Chirurg, 366, 1931.

[4] Von Briicke E., Schmidts Jahrb. d. gest Med. 291, cytowane wg Abder-
halden E., Handb. d. biologischen Arbeitsmethoden, Urban u. Schwar-
zenberg, Berlin 1932, str. 1434.

[5] Byrne G. M,, Phinney J. I, Schachter M, Gordon-Young E,
J. Biol. Chem. 196, 683, 1951.

[6] Delcourt A, Delcourt R., Compt. rend. soc. biol. 147, 1104, 1953.

[7] De Zilva L. A. E, J. Physiol. 31, 230, 1904.

[8] Ellinger A, Cohn M., Z. physiol. Chem. 45, 28, 1905.

[9] Glaessner K. Z. physiol. Chem. 40, 465, 1903—1904.

[10] Jabtonskij Ju. M., Dissertacija S-Petersburg 1894.
[11] Krijgsman B. J, Z. physiol. Chem. 228, 256, 1934,

http://rcin.org.pl



115] ENZYMY SOKU TRZUSTKOWEGO 675

[12] Langstroth G. O, Mc Rae D. R, Komarov S. A, Can. J. Research
17, 137, 1939.

[13] Munro M. P, Thomas J. E.,, Am. J. Physiol. 145, 140, 1945.

[14] Pawlow I. P, Handb. d. Physiologie des Menschen, W. Nagel, Braunschweig
2, 732, 1907,

[15] Perez M., Willemort R., Ann. Pharm. Franc. 11, 608, 1253.

{16] Swell L, Dailey R. E., Field H, Treadwell C. R., Arch. Biochem.
Biophys. 59, 393, 1955.

[17] Tiselius S. A., Trans. Faraday Soc. 33, 524, 1937.

[18] Wechsler E., Z. physiol. Chem. 66, 284, 1910.

[19] Wohlgemuth J., Biochem. Z. 39, 302, 1912.

SIEKTPOPOPETUYECKOE PABJIEJEHVE SH3VIMOB
COKA IMOJKEJYILOYHOWM ZKEJE3BLI COBAKU

PezwoMme

ABTOpBI pasfenany nyTeM OyMakHoOro ssiexkTpodopesa 6es0k coka nojg-
JKEJTYAOYHOM 3KeJie3bl cobaky, NMOJYy4YeHHOrO M3 OCTPOi (hMCTYJBI M ompe-
JAENIANN B OTAENbHBIX 6eJIKOBBIX (DpaKUMAX COAEpIKaHMe aMuJjasbl, Jiua-
3Bl ¥ NIPOTEOJIUTUICCKUX SH3VMMOB.

Omy KOHCTATMPOBAMY, YTO HE3aBMCHMO OT CTUMYJIA, BHI3BIBAIOIIErO ITPo-
M3BOZACTBO COKa, OeJKM COoKa TIOAXKENYAOYHOM IKEJe3bl pasfie/siorcs
Ha 6 dbpakumit, XapaKTepU3YIOLIMXCA [OCTOSHHON IPOLEHTHON! B32aMMO-
ceaskpio. IIpoTeosmTinyeckue 9H3MMBI NEPEABUTAIOTCA COBMECTHO ¢ (bpak-
umAMK 2 1 3, amuaasa — ¢ gpparumein 4, gunasza — ¢ ¢ppaxumeir 5. Conep-
JKaHMe OTJAeJIbHBIX SH3MMOB U3MEHACTCA B 3aBMCHMMOCTM OT NPUMEHEHHOTO
CTHMYyJIa, HO Pa3JanyYHbIM 06pa3oM AJd Kaxk/Joro SH3uMa.

ELECTROPHORETIC SEPARATION OF ENZYMES OF THE PANCREATIC JUICE IN DOG

Summary

The authors separated proteins of the pancreatic juice of dogs,
obtained through an acute fistula, by means of paper electrophoresis
and determined in each particular protein the content of amylase, lipase
and proteolytic enzymes. It was found that irrespective of the stimulant
used for releasing the juice production, the proteins divide into 6 fraction
characterized by a constant reciprocal per cent ratio. The proteolytic en-
zymes travel with fraction 2 and 3, amylase with fraction 4, lipase with
fraction 5. The content of the enzymes varies, although in a different way
for each particular enzyme depending on the stimulant applied.

Otrzymano 26.10.1956 r.
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