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Badania nad frakcjami fosforowymi lusek ?luszczycy prowadzone
w Zakladzie Biochemii U. L. ogramiczyly sie dotychczas do oznaczenia
tzw. fosforu catkowitego, kwasorozpuszczalnego i kwasonierozpuszczal-
nego [19, 13]. Frakcja zwiazkéw nierozpuszczalnych w kwasie tréjchlo-
rooctowym nie zostata blizej zbadana. Oznaczenia ilosci nukleoproteidéw,
izolowanych uprzednio z lusek ré6znymi metodami [13, 5, 6], przemawialy
za wysokim udzialem tych zwigzkéw we frakcji kwasonierozpuszezalnej.
Wydawalo sie koniecznym uzupelnienie dotychczasowych badan nad bio-
chemig lusek luszczycy kompletniejsza analizg ilo$ciowa zwiazkéw fosfo-
rowych wielkoczgsteczkowych tj. kwaséw nukleinowych i fosfoprotei-
déw. W tym celu zastosowano znang metode Schmidta i Thann-
hausera [17] w modyfikacji Niemierki [15, 16].

Metody

Dokladnie zmielone luski luszczycowe, pochodzace od jednego chore-
g0, odwadniano i pozbawiono lipidéw mieszaning acetonu i chloroformu
(5 : 1) oraz alkoholu i eteru (3:1) wg metody Niemierki i wspélpr.
[15, 16], a nastepnie suszono w prézni nad stez. H,SO,. Analiza ekstraktu
lipidowego pozwolila okre§li¢ zawartosé lipidéw i fosforu lipidowego,
a takze ilos¢ wody w badanych luskach. Tak przygotowany materiat
(70—150 mg) poddawano trzykrotnej 10-minutowej ekstrakcji 10%
CCI;COOH w temp. 0°. Pozostalo$é kwasonierozpuszczalng hydrolizowa-
no IN KOH w temp. 37° w ciagu 20 godzin, odsaczajac $lady zawiesiny.
Kontrolne oznaczenia wykazaly, ze rozdziat frakeji fosforowych lusek
luszezycy przebiegat identycznie po hydrolizie trwajacej 15, 22, 25 i 36
godzin (Tabl. 1a). Z hydrolizatu wytracano kwas dezoksyrybonukleinowy
mieszaning 6N HCI i 10°% CC1,COOH (1 :5).
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74 A. DMOCHOWSKI i1 L. KLYSZEJKO (2]

Celem zanalizowania frakcji kwasonierozpuszczalnej oznaczano:

1° calkowitg zawarto$¢ fosforu w hydrolizacie (Phyar.),

2° caloéé fosforu w przesaczu od kwaséw DN zawierajagcym rybo-
nukleotydy i fosforany odczepione od fosfoproteidow (Pxrn+p) oraz

3° ilo$¢é samych fosforanéw nieorganicznych w przesaczu (Pg). Fos-
forany te wytracano w postaci Cay(PO,);, zaabsorbowanego na zawiesi-
nie MgCO; i rozpuszczano w 60% HCIO, (Delory [3]). Zawartos¢
fosforu obu kwaséw nukleinowych obliczano posrednio z réznicy wyze]
wymienionych oznaczen .

Probki na zawarto$é poszczegbélnych frakeji fosforowych spalano na
mokro wg Niemierki tj. w mieszaninie nadmiaru stez. HNO, wo-
bec stez. H,SO,. Ortofosforany we frakcji kwasorozpuszczalnej okresla-
no metoda bezposrednia. We wszystkich oznaczeniach postugiwano sie
metoda Fiske i Subbarowa [10] przy zastosowaniu amidolu
i absorpcjometru Hilger-Spekkera (filtr czerwony o di. fali 820 my).

Do oddzielenia kwaséw DN uzywano twardych saczkéw iloSciowych
firmy Gessner und Kreuzig, gdyz stosowanie odpowiednich sgczkéw kra-
jowych (B.00.-Gliwice) dawato bledne wyniki.

Czeé¢ doswiadczalna

Zanalizowano 6 rodzajow lusek luszezycy pobranych od 5 réznych
chorych. Luski Va i Vb pochodzily od chorego z bardzo ciezkg luszezyca
uog6lniona w dwu réznych okresach, tj. przed liczeniem (Va) i po uply-
wie jednego roku leczenia réznymi $rodkami wewnetrznymi (Vb). Z kaz-
dego rodzaju lusek odwodnionych i pozbawionych lipidéw wykonano
3—5 catkowitych analiz na zwiazki fosforowe. Otrzymane wyniki zala-
czono w tablicach 1—6. Tablica 7 jest zestawieniem $rednich wartoSci
na frakcje fosforowe w przeliczeniu na sucha mase lusek nieodlipidowa-
nych, a tablica 8 przedstawia procentowa zawarto$¢ tych frakcji w ba-
danym materiale. Wartosci zalaczone w tablicy 9 obrazujgcej zawartos¢
obu kwaséw nukleinowych w luskach luszezycy nie pozbawionych lipi-
déw, zostaly wyliczone z odpowiednich ilosci fosforu kwaséw RN i DN
(teoretyczna zawartosé P 9,8%). Nalezy zauwazy¢, ze oddzielne oznacze-
nia fosforu catkowitego w suchej pozostalosci kwasonierozpuszczalnej
tusek I i II (w przeliczeniu na sucha mase lusek odlipidowanych) byly
bardzo zblizone do zawartosci calkowitego fosforu w hydrolizacie i tym
samym przemawialy za niemal kompletng alkaliczng ekstrakcja kwaso-
nierozpuszczalnych zwiazkéw fosforowych z lusek luszezycowych (Tabl.
1i2).

! PgpN = Pxrv+s — P!
PgpN = Phydr— PkrN+B -
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[31 FRAKCJE FOSFOROWE LUSEK LUSZCZYCY %
Tablica 1
Frakcje fosforowe w odlipidowanych luskach luszezycy I
Zawartos¢ H,O 10,39 Zawarto$¢ Py, 17,1 mg$
5 lipidow 8,6 5 R tusek odlip. 311,3 mg$%
. Pl;w. nierozp. j » 1826 mg%
Frakcja kw. rozp. : :
| w mgd Frakcja kw. nierozp. w mg%
L.p i Suma*)
[ P P P ’ P. Phydr.
| B } n hydr. KRN +B ]
R e o 4 | Ps Exan || Frpw Il S 08
1 120,3 i 105,4 177,6 " 152,7 ' 49,2 103,5 l 249 | 2979
2 1194 105,4 178,8 1519 | 48,7 1032 | 269 298,2
3 | nsg2 ' 1076 1792 | 1528 46,8 106,0 26,4 2974
4 | 1197 | 104,3 179,8 i 150,4 49.0 101,4 i 29,4 299,5
| & | 121.8 1084 1779 | 1518 485 | 1033 | 261 2997
T . 1062 1787 | 1519 { 484 | 1035 ] 265 | 2986
*) Suma = Pk.r. + Plny(lr.
Tablica la
Zawartosé frakcji fosforowych kw. nierozp. w luskach I w zalezno$ci od czasu
hydrohzy
Frakcja kw merozp w mg
Czas Odwazka I
| L.p. | | Ph d
hydrolizy w mg geiay Lpre vl yGEe
! R PR e s N T e
I 1 ‘ 15 godz ‘ 108,0 179,8 150,6 48,6 ‘ 102,0 28,2
[ 2 | »22igodz. | 1338 1783  151,8 478 | 103, 27,2
3 l 25 godz ,‘ 109,5 177,5 150,3 47,2 | 103,1 27,2
4 | 36 godz 124,0 175,8 151,5 48,3 i 103,2 243
Tablica 1b

Frakcje fosforowe w odlipidowanych luskach I po dlugotrwalym (ok. 60 godz.)
:uszemu 2u=ek w temp 105°

| Frakcja kw. rozp. | : : o q R
w. mg$ Frakcja kw. nierozp. w mg9
BED: |7 i I 3 Alm R i Py Suma*)
Py.r. P, Pll)(ll‘. ‘ PKR.\' Bl e R
WS P TR R
|
. 1 172,5 128.4 135.5 99,5 ! 93,2 3 | 6.3 ’ 37,0 308,0
I 2 173,8 | 129,6 134,6 98,7 92,8 5.9 36,9 308,4
3 | 1729 | 1301 | 1363 101,2 90,5 107 | 360 309,1
| s;?g‘i 1731 | 1204 | 1354 | 996 | e22 | 76 | 3e6 | 3085

*) Suma = Py ok Phy(lr.
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76 A. DMOCHOWSKI { L. KLYSZEJKO r4]

Tablica 2

Frakcje fosforowe w odlipidowanych luskach II

Zawartos¢ H,O 113% Zawarto$¢ P, lusek odlip. 458,5 mg ¢
4 lipidow 11,99 ¥ Py w. nierozp. » »  307,2 mg 9
» P“l'- 22,9 mg%
Frakcja kw. rozp | _,—A - faet N ,,7 T
w mg% Frakcja kw. nierozp. w mg%
L.p. ! ; S ’; . Ph,dr. Suma¥*)
Pk.r. [ Pn Ph,\‘(lr t PI\R\ B T
& 2N 3 s aa]| PR R V) T ¥ DN,
| |
1 140,2 129,1 301,8 | 2437 | 81,6 : 161,2 68,1 4420
2 138,3 1284 | 3043 | 2251 | 832 | 1419 79,2 4426
3 139,9 1234 | 2998 2338 | 825 151,3 66,0 4392
4 1412 | 1308 | 3024 | 2333 | 867 146,6 ’ 69,1 4436
| | | | v s
s;fg‘ 1390 | 1254 | 3021 | 2340 | 835 | 1505 131 442,0
*) Suma = Pk. ¥ oy Ph,\'dr.
Tablica 3
Frakcje fosforowe w odlipidowanych tuskach III
Zawartos¢ H,O 9,29 Zawarto$¢ P, tusek odlip. 267,2 g%
% lipidéw 12,8 % 55 Plin- 12,2 mg%
Frakcizlz :\Z;Lrozp e Frakcja kw. nierozp. w mg$
15D I i Y5 o Fi p;T X | Suma¥)
Pk..r. 1 P, | Pb)‘(lr. Pypy + B ‘ ' ~T
T Rk e e ) | Po | Poaw | Poow |
[ | | | |
1 94,5 I 882 | 1592 ‘ 1275 ' 38,6 88,9 | 31,7 253,7
2 96,1 I ) | 155,4 1189 394 ’ 795 | 365 251,5
3 952 | 852 ‘ 154, 7 121 6 | 3786 840 | 331 } 2499
Sred-| os3 | sa2 | 1964 | 1237 | 5 | s1 | 37 | m7

*) Suma = Py, + Pln)‘(lr.
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151 FRAKCJE FOSFOROWE LUSEK LUSZCZYCY 7
Tablica 4
Frakcje fosforowe w odlipidowanych tuskach IV
Zawarto$¢ H.O 7.5% Zawarto$¢ P, lusek odlip. 357.6 mg¥%
5 lipidéw 14,0 % % Pyip. 144 mg}
‘ Frakcd:l ll:;/%rozp Frakcja kw. nierozp. w mg$
‘ L.p. . Tid A o Suma¥)
Phyd
L ) P, ’ F'hydr, PxaN+B [—— e T
S TR g ey s ) ieg [Skmn LR |
1 1013 | 93,0 2423 189,0 . 65,0 1240 53,2 343.6
2 1009 | 956 241,7 193,8 66,2 126,6 479 3426
* 3 110,3 96,8 239,2 188,6 64,8 ‘ 123,8 50,6 3495
4 l 108,2 | 943 237,5 184,6 ‘ 65,0 ’ 119,6 52,2 343,7
Sred-| 195, | 949 | 2402 | 1890 | 653 | 1235 | s12 | 3454
|
*) Suma = Pk.n + Phydr.
Tablica 5
Frakcje fosforowe w odlipidowanych luskach Va
Zawarto$¢ H,O 10,4 % Zawartos¢ P, lusek odlipid. 567,2 mg
& lipidow 13,0% wa 1 B 23,8 mg4
Frakc‘:’a mk:(, rozp i Frakcja kw. nierozp. w mg¥%
Ll |~ |‘ S 7 T Py = Suma*)
Pk. r. P, J Ph)’(lr Pl\'R.V+B = | e "
zibicad N Vil i Bs |- Fyawe | Fxon
1 163,1 122,5 382,8 298,4 ‘ 98,2 200,2 84,4 | 5459
2. 162,2 130,1 380,4 2943 | 96,3 198,0 90,1 542,6
[ 8 156,7 120,8 396,8 303,0 ‘ 99,5 203,5 93,8 553,5
4 162,8 124,7 389,9 301,6 1 100,2 2044 85,2 ' 552,7
= ed'[ 1612 | 1245 | 3875 | 3001 | 966 | 2000 | 884 | 5487

nio

*) Suma = Pp s PP
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78 A. DMOCBOWSKI i L. KLYSZEJKO (61

Tablica 6
Luski Vb
Zawartos¢ H.O 7.8% Zawarto$¢ P, lusek odlip. 528,3 mg%
bt lipidéow 16,1 % " P“p. 293 mg$%
Frakcja kw. rozp. | ; ; . »
w mg 4 Frakcja kw. nierozp. w mg% |
L.p s Suma*)
Per. | Pp Phydr. | PKRN+B [ s
7y A B | Pean | Pxon |
|
1 | 1686 I 130,2 l 3418 l 279,9 86,4 1935 | 61,9 5104
2 165,2 l 129,1 | 3464 281,0 85.1 1959 | 613 511,6
3 { 167.4 131,2 | 3498 278,6 85,1 1935 | 61,2 517,2
4 ; 164.9 1289 ’ 3423 277,3 85,4 ‘ 191,9 I 65,0 507,2
Sred-| 1665 | 1216 | s426 | 22 | ese | 1937 | e24 | sos1 |

*) Suma = Pk. r. 5 Ph\'dr.

Tablica 7

Zestawienie $rednich zawarto$ci frakcji fosforowych w luskach luszezycy w prze-
liczeniu na suchg mase tusek nie odlipidowanych (w mg¥/o)

Ruski | P, | Py | P P tpse il Phydr, St |
¢ } lip. A kX n tl,\;dr; KRN + B Py ’ PKRN. ‘PKDN

1 303,7 | 17,1 (1104 [ 97,8 }164,6 139,9 44,6 95,3 1 24,7 292,1

II ‘ 4327 | 22,9 |125,0 ‘ 112,1 | 270,0 209,1 746 1345 609 4179 |
III 12493 | 12,2 84.5 | 74,7 | 1388 100,8 31,7 78,1 | 29,0 235,5 [
v 1325,6 | 14,4 91,6 i 82,6 | 206,1 165,4 548 |110.6 | 43,7 315,1

Va 5249 | 23,8 [142,7 1110,2 | 342,0 265,6 87,3 |178,3 | 76,4 508,5

Vb ;434.3 | 29,3 [143,4 1099 | 295,1 2405 73,2 |1673 ‘ 54,6 463.8 |

*) Suma = P“p. +Py.r. T Phydr.

Tablica 8

Procentowa zawarto$é¢ frakcji fosforowych w luskach luszezycy (w przeliczeniu na
suchg mase lusek nie odlipidowanych)

Frékcje fostorowe wg P, '
| LS
Luski Brvdr. Suma®)
m“g, 9 ' Plip. | Pr.r.| Pn ‘Phydr. PyrN B o ‘
| N PB__LP_KR.\' | Pkpx }
| |
I i303,7\ 5.6 '36.4 322 542 | 461 | 147 314 ’ 81 | 962
I 4327 53 | 289 | 259 624 486 173 313 | 138 | 966
m (2493 | 49 |339 {300 557 | 440 | 127 313 [117 | 945
v 325,6 ! 44 ‘ 28,1 | 254 64,2 ‘ 50,8 16,8 | 34,0 ‘ 134 96,7
Va (5249 | 45 i 27,2 | 21,0 | 652 | 50,6 13,9 | 36,7 146 96,9
Vb 4843 6,1 | 29,6 | 22,7 | 60,9 497 15,1 | 34,6 11.2 ‘ 96.6 '

*) Suma = Plip. + Py, + Phydr.
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71 FRAKCJE FOSFOROWE LUSEK LUSZCZYCY 79

Dyskusja

Praca niniejsza jest uzupelnieniem dotychczasowych badan nad nu-
kleoproteidami-i kwasami nukleinowymi lusek luszczycy prowadzonych
w Zakladzie Biochemii U. L. L. oza [13], stosujac ekstrakcje alkaliczna,
izolowatl 37%% nukleoproteidéow suchej masy lusek, a na zasadzie dodat-
niej reakcji Dischego [4], przypisal im charakter prawie wylacznie
dezoksyrybonukleoproteidowy. Dmochowski i Drabikowski
[5] przy pomocy lagodnych metod ekstrakeji (wg Mirsky’'ego i Pol-
listera [14]), a takze bardziej drastycznych (Levene [11], Smith
i Wyatt [18], Javillier i Allaire [10]) wykazali udzial obu ro-
dzajow nukleoproteidow w strukturze lusek luszczycowych, ze znacznag
przewaga rybonukleoproteidéw (w tuskach odlipidowanych RNP: DNP =
= 3,7:1 (wagowo)). Wspomniani autorzy stwierdzili ponadto, ze nawet
po zastosowaniu diugotrwalej i dos$¢ drastycznej ekstrakeji za pomoca
10% NaCl (na gorgco) dawalo sie wyciagnaé tylko okolo polowy fosforu
nierozpuszczalnego w CCl;COOH. Nastepnie Dmochowski, Sem-
pinska i Ktyszejko [6] wykazali, ze gtbwna mase nukleoprotei-
dow lusek tuszczycy stanowia tzw. f-nukleoproteidy, otrzymane podczas
kolejnej wielogodzinnej ekstrakcji ltusek wrzacag wodg (ok. 40°% suchej
masy lusek, a 86% fosforu kwasonierozpuszczalnego). Nieznaczny odse-
tek zwiagzkéw fosforowych, nie ulegajacych ekstrakcji wrzaca woda,
pozostal miezbadany. Zastosowana przez nas metoda Schmidta
i Thannhausera [17] wyswietlila nieco te kwestie, dzieki odmien-
nemu rozfrakcjonowaniu polaczen fosforowych zawartych w luskach
luszezycy.

Wyniki uzyskane w niniejszej pracy (Tabl. 1—8) potwierdzaja w przy-
blizeniu dotychczasowe dane Zakladu Biochemii U. L. co do procentowej
zawartos$ci fosforu zwigzkéw fosforowych rozpuszezalnych i nierozpusz-
czalnych w 10%0 CCl,COOH.

Ilo$¢ fosforu catkowitego w badanych przez nas tuskach luszczycy
waha sie w granicach 249,3—524,9 mg®/. Stosunkowo niski odsetek tych
wartosci przypada na fosfoér lipidowy (4,4—6,1%), co wobec do$¢ wyso-
kiej zawartos$ci tluszczowecéw w tuskach przemawia za znikomym udzia-
tem fosfolipidéw w ich strukturze.

Odsetek kwasorozpuszezalnych zwigzkéw fosforowych (27,2—36,4%0)
w luskach przebadanych obecnie jest nieco nizszy od odno$nych wyni-
kéw uzyskanych w poprzednich pracach (30,8—54,7% [5], 36,6—63,3 [13],
44,6—46,3 [19]). Dla wytlumaczenia tej réznicy skontrolowano dynamike
ekstrahowania lusek 10°% CCl,COOH i wykazano, ze juz w pierwszym
wyciggu (patrz: Metody) znajduje sie gléwna masa drobnoczasteczko-
wych zwiazkow fosforowych, podczas gdy wyciag trzeci i woda z prze-
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80 A. DMOCHOWSKI i L. KLYSZEJKO 8]

mywania pozostalo§ci kwasonierozpuszczalnej byly zupeinie wolne od
fosforu. By¢ moze, ze zachowanie przez nas duzej ostrozno$ci przy su-
szeniu lusek oraz ekstrahowaniu ich kwasem tréjchloreoctowym (trzy-
krotne 10-minutowe dzialanie w temp. 0°) wykluczylo ewentualny znacz-
niejszy rozkiad kwasé6w RN na zwiazki niskoczasteczkowe, co moglo
mie¢ miejsce w poprzednich pracach.

Frakcja kwasorozpuszczalna tusek jest reprezentowana w 76,9—90,4%
przez ortofosforany. Rzeczywista zawarto§é ortofosforanéw prawdopo-
dobnie jest nieco nizsza z uwagi na mozliwo$é rozpadu w CCL,COOH la-
bilnych drobnoczasteczkowych polaczen fosforowych. Charakter tych
zwigzkow nie zostal dotad zbadany.

Zwiazki fosforowe nierozpuszczalne w 10°% CCI,COOH stanowia
giéwna mase catkowitego fosforu tusek (54,2—65,2%0). Wiecej niz polowa
fosforu tych zwigzkéw (50,2—57,9%) przypada na fosfér kwaséw RN.
Pozostatosé stanowi fosfor kwaséw DN (14,9—22,4%,) i tzw. fosfoprotei-
dow (22,8—27,7%). Procentowa zawarto§¢ obu kwaséw nukleinowych
w luskach nie odlipidowanych (Tabl. 9), wyliczona z odpowiednich war-

Tablica 9
Procentowa zawarto$§¢ kwasé6w nukleinowych w tuskach tuszczycy nie pozbawionych
lipidow
(wyliczona z zawarto$ci P kwasow RN i DN)
Ogolna ilo$¢ KN |
(%) |

i Euski [KRN % | KDN @)

‘ I 098 | 025 | 1,23

I 1,39 063 | 2,02 ‘
| IO 080 | 030 | 1,10 ‘
W AR W 1 L AR 1,59 .
| Va 1,84 079 | 2,63 !
' |

Vb | 1,72 | 056 2,28

tosci na fosfor kwasé6w DN i RN, ilustruje znaczng (2,5—3,9-krotng) prze-
wage kwaséw RN, co pozostaje w zgodzie z naszymi poprzednimi praca-
mi nad nukleoproteidami tusek tuszezycy [5, 6].

Nieprawdopodobnie wysoka w poréwnaniu z innymi tkankami
(1—5 mg % P [14]) wydaje sie zawarto§é¢ P fosfoproteidowego w tuskach
(12,7—17,3 mg®o suchej masy). Jednak w $wietle ostatnich prac Bres-
lera i wspblpr. [1,2] oraz Dounce’a i Kay’a [7, 8] nad labilnymi,
wysokoenergetycznymi grupami pirofosforanowymi w ogniwie spolime-
ryzowanego lancucha kwasu RN, mozna by zaryzykowac¢ interpretacje
tego fosforu frakeji fosfoproteidowej, jako obecno$ci dodatkowych grup
pirofosforanowych, ulegajacych podczas hydrolizy alkalicznej odczepieniu
od kwaséw RN. Upowazniaja nas do tego obserwacje poczynione w po-
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19] FRAKCJE FOSFOROWE LUSEK LUSZCZYCY 81

przedniej pracy [6] nad wystepowaniem w g-nukleoproteidach luszczy-
cowych znacznych ilosci fosforanéw nieorganicznych, odczepianych od
tych nukleoproteidow w 1N NaOH.

Na marginesie nalezy podkre§li¢é znaczenie wlasciwego przygotowa-
nia lusek luszezycy do analizy wg Schmidta i Thannhausera
[17]. Dlugotrwale (ok. 60 godz.) suszenie lusek w temp. 105° doprowa-
dzilo do zupelnie odmiennego rozfrakcjonowania polaczen fosforowych:
zawarto$¢ fosforu kwasorozpuszezalnego zwiekszyla sie o 43,4%, fosfora-
n6éw nieorganicznych o 17,9%, a ,fosfoproteidéow* o 89,8%. Odpowied-
nio ilosci calkowitego fosforu kwasonierozpuszezalnego spadly o 21,1%,
a fosforu kwaséw RN o 92,7%% (Tabl. 1b).

Mimo pewnych ogélnych zastrzezen co do metody Schmidta
i Thannhausera (niedokladno$¢ ekstrakeji i wytracania) wyniki
otrzymane w niniejszej pracy zdaja sie charakteryzowaé dosyé znamien-
nie luski luszczycowe pod wzgledem zawarto$ci niektérych zwigzkéw
fosforowych, zwlaszcza wielkoczasteczkowych. Wyrazna przewaga rybo-
nukleoproteidéw wydaje sie byé niewatpliwa, a nadspodziewanie wyso-
ka zawartos¢ fosforanéw nieorganicznych w alkalicznym hydrolizacie
(tzw. frakecji fosfoproteidowej) nasuwa konieczno$é blizszego zbadania
mozliwosci wystepowania dodatkowych wysoko energetycznych grup
fosforanowych w kwasach RN tusek luszczycy.

Streszczenie

W 6 rodzajach tusek luszczycy pochodzacych od 5 réznych chorych
oznaczono frakcje fosforowe wg metody Schmidta i Tannhau-
sera [17] w modyfikacji Niemierki [16]. Wyniki analiz s3 na-
stepujace:

1. Ilo&¢ fosforu catkowitego w badanych luskach waha sie w grani-
cach 249,3—524,9 mg%.

2. Na fosfolipidy przypada zaledwie 4,4—86,1%0 calkowitego fosforu
lusek nie odlipidowanych.

3. Fosfor zwiazkéw fosforowych kwasorozpuszezalnych stanowi
27,3—36,4% fosforu zawartego w tuskach nie pozbawionych lipidéw pod-
czas gdy na zwiagzki wielkoczasteczkowe (nukleo- i fosfoproteidy) przy-
pada 54,2—65,2%o.

4. W ramach frakcji nierozpuszczalnej w 10% CCl,COOH stwier-
dzono, ze gléwny odsetek fosforu catkowitego tusek stanowi fosfér kwa-
sé6w RN (31,3—36,7%). Fosfér kwas6w DN wynosi 8,1—14,6%, a tzw.
fosfoproteidéw 12,7—17,3%.
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®OOCPOPHBIE ®PAKIMH YEIIYEK OBBIKHOBEHHOI'O IICOPHA3A
(PSORIASIS VULGARIS)

Pezome

B miecty pojax dYeulyek Icopuas’a, NPOUCXOAALMX OT NATH pasinyd-
HbIX BOJIBHBIX, onpeaensym docdopHbie dpakuuyu no meroay ImuaTa
m Tamurayszepa B mogudbuxkaimymm Hewmepxkun [16].

PesyJabraTel aHaam3a ciegyolme:

' 1. Koamyectso Bcero cpoccopa B MCCIAEAyEMbIX Yellyiikax Kojebiaercs
B npepenax 249,3—524,9 mr%o.

2. Ha docdaruasr npuxoanres exsa 4,4—6,1%0 Bcero cocdopa B HE
JIMILIeHHBIX JIMOWAOB 4Yeluyikax.

3. Docdop doctopHBIX coeaMHEHMI, PAaCTBOPUMBIX B KMCJIOTaX, CO-
crasiaser 27,3—36,4%0 dpoccopa, cogepkallieroca B Yellyiikax He JMILIEH-
HBIX JMIMAOB B TO BPeMdA, KaK HAa MaKPOMOJIEKYJAPHBIE COe/iMHeHnA (Hy-
KJeo- u docdonporenanl) npuxogurces 54,2—65,2%.

4. B npepenax HepactBopumoit B 10% CCIsCOOH dpaxkumm KOHCTA-
TMPOBAJM, YTO OCHOBHOI ITPOLEHT Bcero ¢ocdopa Helryex CocTaBJfseT
dochop pubonykaenHoBeix (RN) kucior (31,3—36,7%). Pocdop AE30K-
cupubonykaenHoBbrx (DN) kucaor cocraBiaser 8,1—14,6%, a Tak Hasbl-
BaembIX (pocconporengos 12,7—17,3%.
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PHOSPHORUS FRACTIONS OF PSORIATIC SCALES (PSORIASIS VULGARIS)
Summary

Phosphorus fractions of six kinds of psoniatic scales from five different
patients were determined by the method of Schmidt and Thannhauser
[17] as modified by Niemierko [16]. Results of analyses were as
follows:

1. Total phosphorus of the scales analysed was between 249.3 and
524.9 mg per cent.

2. Phospholipids accounted for 4.4—6.1 per cent only of the total
phosphorus of non-delipidized scales.

3. The phosphorus of acid-soluble phosphorus compounds amounted
to between 27.3 and 36.4 per cent of the phosphorus contained in non-
delipidized scales, whereas macromolecular compounds (nucleo- and
phosphoproteins) accounted for between 54.2 and 65.2 per cent.

4. In the fraction insoluble in 10°¢ CCl,COOH, the main percentage
of the total phosphorus of the scales was found to be represented by the
phosphorus of ribonucleic acids (31.3—36.7 per cent). The phosphorus
of desoxyribonucleic acids and of the so-called phosphoproteins
accounted for between 8.1 and 14.6 per cent and between 12.7 and 17.3
per cent, respectively.

Otrzymano 5.12.1956 r.
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G. KUPRYSZEWSKI i T. SOKOLOWSKA

NOWE METODY ESTRYFIKACJI AMINOKWASOW

Z Katedry Chemii Ogodlnej Politechniki Gdanskiej
Kierownik Katedry: Prof. dr E. Taschner

Estry aminokwasoéw znalazly szerokie zastosowanie jako substraty
. w syntezach peptydoéw. Klasyczne syntezy peptydow polegaja na kon-

densacji N-acylowanego aminokwasu posiadajacego ,,aktywowana* gru-
pe karboksylowa z innym aminokwasem o zablokowanej grupie karbo-
ksylowej. Jedyna metodg stuzaca do blokowania grup karboksylowych
jest estryfikacja. NajczeSciej stosuje sie estry metylowe i etylowe oraz
benzylowe. Te ostatnie uzywa sie ze wzgledu na mozliwoéé ich rozszcze-
piania przez hydrogenolize.

Estryfikacja stuzy nie tylko do blokowania grupy karboksylowej, lecz
takze niekiedy do jej ,,aktywowania”. Ostatnio stwierdzono, ze np. estry
cyjanometylowe i nitrofenylowe aminokwaséw sg doskonalymi $rodka-
mi acylujgcymi. Na tym spostrzezeniu oparto synteze peptydéw przez
aminolize tych tzw. ,,aktywnych” estrow [1], [13].

Estry cyjanometylowe i nitrofenylowe byly dotychczas otrzymywane
jedynie metodami posrednimi [6]. W niniejszej pracy podajemy bezpo-
Srednia metode otrzymywania estrow nitrofenylowych.

Najstarsza bezposrednia metoda estryfikacji aminokwaséw, opraco-
wana przez T. Curtiusa [4] i ulepszona przez E. Fischera [8],
polega na ogrzewaniu aminokwasu w alkoholu nasyconym chlorowodo-
rem. Modyfikacje tej metody opracowali K. Felix i H . Rauch [7]
oraz H. Fraenkel-Conrat i H. S. Olcott [9]. H. K. Mil-
ler i H Waelsch [12] oraz J. C. Sheehan i E. J. Corey
[14] zastosowali metode azeotropowa do otrzymywania estréw benzylo-
wych aminokwaséw. B. F. Erlanger i R. M. Hall [5] otrzymy-
wali estry benzylowe aminokwaséw stosujac kwas polifosforowy jako
czynnik odwadniajacy.

W niniejszej pracy podajemy nowag metode estryfikacji wolnych oraz
N-acylowanych aminokwaséw i peptydéw oparta na zaobserwowanym

[85]
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Tablica 1
Estry aminokwaséw otrzymane za pomoca chlorku tionylu
L.p. Ester R | Wydajnosé w % ’
1 1]’“'4 —CH, 97 ** I
CH.,—COOR |
% estry glicyny —C,H; 98 T%
3 NH" —CH; 88 *
CH; CH-COOR
4 estry DL-alaniny | —CH; 92.*
5 NEl ~CH, 92 * ]
CH.,—CH, -CH,—CH -COOR —
4 estry DL-norwaliny —C.H; 89 *
7 AT —CHy 91*
(CH;),—CH—CH—COOR J —
8 estry DL-waliny 1 —C.H, | 85*
9 N | —em 92*
(CH;),—CH—CH,—CH—COOR '
10 estry DL-leucyny —C,H; 87 *
11 l?H" —CH, 90 *
C,H,—CH,-—CH- COOR |
12 estry DL-fenyloalaniny —C.H; 66 *
13 l‘l‘ H, —CH, 70 *
p—HO—-C;H,— CH,—CH—COOR
14 estry L-tyrozyny —C,H; 75*
NH
15 b o —CH, 72*
|/ \“—~r CH,—CH—COOR
16 A / g *
N \NH estry DL-tryptofanu C.H, 78
17 e —CH, 92*
ROOC—CH,—CH—COOR
18 estry kwasu DL-asparaginowego —C,H; 84 *

* Wydajnoéci podane sa dla estrow uzyskanych z chlorowodorkéw metodsg Hillmana.
*¢ Wydajnosci podane dla chlorowodorkéw estrow.

Uwaga: Estry identyfikowaliSmy w postaci chlorowodorkéw lub pikrynianéw przez
oznaczenie ich temperatury topnienia i mieszanej temperatury topnienia.
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Tablica 2

Estry N-acylowanych aminokwaséw i peptydéw otrzymane za pomoca chlorku tionylu

L.p. | Ester | R | Wydajnos¢ w ¢
‘ 1 i —CH; 88
| e | —CiH, 89
N (o e e
i C;H,—CO—NH—CH,—COOR —CH(CH,), 97
‘ estry kwasu hipurowego N T P
4 | 4 ¥ ¥ —CH, 96
5 | — C(CH,); 15
6 \ —CH,—C;H; 85
|
" co. —CH, 98
CH,_  >N—CH,—COOR ,
\CO/
8 ‘ estry ftaliloglicyny —C.H; 96
9 | C;H; ~CO—NH—CH~COOR —CH, 26
5 (CH,),CH— CH,
50 | estry benzoilo DL-leucyny —C.H; 97
u | C.H.—CO—NH—CH—COOR —CH, 88
i C,H,—CH, s e AT
12 estry benzoilo DL-fenyloalaniny —C,H; 95
e em—— — ——————————————————————— i —— e ———
C;H,—CO —~NH—CH—COOR
13 | CH,—~CO—0—CH,—CH, —CH, 90
|

ester dwubenzoilo L-tyrozyny

R AR e R EPRSRR P B Y . N

| ¥ o “ma b=
| C;H,~CO—NH—-CH,—~CO—NH-CH-COOR

14 | p—HO—C,H,~CH, | —CH, 89
ester hipurylo L-tyrozyny

CO.
/‘N—-CH,— CO—NH—CH—-COOR

|
CsH;—CH, -
| ester ftaliloglicylo DL-fenyloalaniny

—CH; 82

Uwaga: Estry identyfikowali§my przez oznaczenie ich temperatury topnienia i mic-
szanej temperatury topnienia.
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Tablica 3
Estry N-acylowanych aminokwaséw otrzymane za pomocg chlorku acetylu
B Lp. | Ester | R Wydajnos$é¢ w 4
1 | —cH, I 86
2 | —C,H; ‘ 96
3 C,H,— CO—NH—CH,—COOR —CH(CH;), | 91
4 estry kwasu hipurowego =t . |~ o
5 —GleEh | o0
6 —CH,—CG}L 97
SCON !
1 cH. >N—CH,—COOR —CH; 97
co —
8 estry ftaliloglicyny —C.H; 94 v
L S |
9 C,H,~ CO—NH - CH—COOR —CH, 96 ]
| |
l (CH;).CH —CH, T e | AR
10 estry benzoilo DL-leucyny C.H, 9 .
s l
1 C.-,H;,—CO—NH—(I:H—COOR —CH, 87 l
] CﬁHs_CHz |
| 12 estry benzoilo DL-fenyloalaniny —C.H; 87 1

Uwaga: Estry identyfikowaliSmy przez oznaczenie ich temperatury topnienia i mie-

szanej temperatury topnienia.

Estry N-acylowanych aminokwaséw otrzymane za pomoca chlorku kwasu benzeno-

L.p.
Wi
2
3
4
5

K

Tablica 4
sulfonowego
] _Ester L
‘ C..H; " \N—CH —COOR
“CO

C;H,

estry ftaliloglicyny

—CH, O CO—NH -CH,—COOR
ester karbobenzoksyglicyny

l R ‘Wydajnoéc w .,]
| —-cH—CiH; 88 0|
—C(c—m)l_ e s
l—Cl 92 '
TC‘_H.:NOm i 86
—CH,—NOo | 93
i —C,H,—NO.p 89

Uwaga: Estry ideatyfikowaliSmy przez oznaczenie ich temperatury topnienia i mie-

szanej temperatury topnienia.
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przez K. Freudenberga [10] wplywie chlorkow kwasowych na
reakcje estryfikacji. W opracowanej przez nas metodzie estryfikacja
aminokwasow alkoholami zachodzi w temperaturze pokojowej pod wply-
wem chlorku tionylu. Czas reakeji wynosi okoto 48 godzin. Po odpedze-
niu nadmiaru alkoholu uzyskuje sie z dobra wydajnoscig estry N-acylo-
wanych aminokwaséw lub chlorowodorki estréow aminokwasow. (Tabli-
ca 1 i 2). Do estryfikacji N-acylowanych aminokwaséw stosowaliSmy
takze chlorek acetylu uzyskujac rowniez dobre wydajnosci (Tablica 3).

Z uzyskanych rezultatéw wynikaja ograniczenia stosowalno$ci me-
tody. Dobre wyniki uzyskuje sie dla niskich alkoholi alifatycznych pierw-
szo- i drugorzedowych. Z alkoholami trzeciorzedowymi uzyskuje sie mi-
nimalne wydajnos$ci. Estry benzylowe powstaja z dobra wydajnoscia pod
warunkiem przedluzenia czasu reakcji. Opisana wyzej metoda nie nadaje
sie do otrzymywania estréw alkoholi trzeciorzedowych i alkoholi statych.

Jak podaliSmy uprzednio, estry fenylowe i nitrofenylowe sa waznymi
substratami w syntezach peptydéow. W literaturze wzmiankowane sg je-
dynie posrednie, do$¢ skomplikowane i ucigzliwe metody ich otrzymy-
wania, nie dajace dobrych rezultatéw. Poszukujac zadowalajacych metod
otrzymywania fenylowych i nitrofenylowych estréw aminokwaséw za-
stosowaliSmy metode J. H. Brewstera i C. J. Ciotti [3] nie stoso-
wang dotychczas w dziedzinie aminokwaséw. Opracowana przez nas me-
toda polega na tym, ze acylowany aminokwas rozpuszcza sie na zimno
w pirydynie, a nastepnie zadaje stechiometryczna ilo$cia aromatycznego
sulfochlorku i alkoholu lub fenolu. Metoda ta daje dobre wyniki estryfi-
kacji N-acylowanych aminokwaséw fenolami i alkoholami trzeciorzedo-
wymi (Tablica 4).

StwierdziliSmy takze, ze do otrzymywania estréw aminokwaséw moz-
na zastosowa¢ mieszane bezwodniki uzywane ostatnio do syntez pepty-
déw (2], [15]. Préby przeprowadzone z tlenochlorkiem fosforu i chloro-
mroéwczanem metylu daly zadowalajace wyniki. Szersze ujecie tego za-
gadnienia podane zostanie w innej publikacji.

Czeé¢ doswiadczalna
1. ESTRYFIKACJA AMINOKWASOW WOBEC CHLORKU TIONYLU

Zawiesing aminokwasu (0,1 mola) w odpowiednim alkoholu (1,2—2,0
moli) zadaje si¢ z jednoczesnym mieszaniem i chlodzeniem w lodzie chlor-
kiem tionylu (0,12 mola). Mieszanine reagujaca pozostawia sie w tempe-
raturze pokojowej na 48 godzin. Po uptywie tego czasu nadmiar alkoholu
oddestylowuje sie pod zmniejszonym ci$nieniem z kapieli wodnej. Uzyska-
ny w ten sposéb chlorowodorek estru oczyszcza sie przez krystalizacje,
badZ przerabia metoda Hillmanna [11] na wolny ester (wyniki w ta-
blicyi 1).
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2. ESTRYFIKACJA N-ACYLOWANYCH AMINOKWASOW WOBEC CHLORKU TIONYLU

Roziwor lub zawiesine N-acylowanego aminokwasu (0,1 mola) w od-
powiednim alkoholu (1,2—2,0 moli) zadaje sie, mieszajac i chtodzac w lo-
dzie, chlorkiem tionylu (0,12 mola). Mieszanine reagujaca pozostawia sie
w temperaturze pokojowej na 48 godzin. Po uptywie tego czasu nadmiar
alkoholu oddestylowuje sie pod zmniejszonym ci$nieniem z kapieli wod-
nej. Uzyskany ester oczyszcza sie przez krystalizacje. Wyniki w tablicy 2.

3. ESTRYFIKACJA N-ACYLOWANYCH AMINOKWASOW WOBEC CHLORKU ACETYLU
Estryfikacje przeprowadza sie w sposob identyczny, jak w punkcie 2,
stosujac zamiast chlorku tionylu, chlorek acetylu. Wyniki w tablicy 3.

4. ESTRYFIKACJA N-ACYLOWANYCH AMINOKWASOW W PIRYDYNIE WOBEC CHLORKU KWASU
BENZENOSULFONOWEGO

N-acylowany aminokwas (0,1 mola) rozpuszcza sie w 20 ml bezwod-
nej pirydyny i uzyskany roztwor zadaje sie w temperaturze ok. 0° chlor-
kiem kwasu benzenosulfonowego (0,1 mola). Po 5 minutach dodaje sie
fenol lub alkohol (0,1 mola). Mieszanine reagujaca pozostawia sie w tem-
peraturze pokojowej na 2 godziny, po czym wylewa sie na 80—100 g
wody z lodem. Wydzielony ester oczyszcza sie przez krystalizacje. Wy-
niki w tablicy 4.

Streszczenie

Opracowano nastepujace metody estryfikacji aminokwasow:

1. Do zawiesiny aminokwasu w alkoholu dodaje sie, chlodzac w wo-
dzie z lodem, chlorek tionylu i pozostawia w temperaturze pokojowej.
Po 48 godz. odpedza sie nadmiar alkoholu uzyskujac z dobra wydajnoscia
chlorowodorek estru aminokwasu.

2. Do roztworu lub zawiesiny N-acylowanego aminokwasu lub pep-
tydu w alkoholu dodaje sie, chlodzac w wodzie z lodem, chlorek tionylu
lub chlorek acetylu i pozostawia w temperaturze pokojowej. Po 48 go-
dzinach odpedza sie nadmiar alkoholu uzyskujac z dobra wydajnoscig
ester N-acylowanego aminokwasu lub peptydu. Obie powyzsze metody
nadaja sie do estryfikacji alkoholami plynnymi, pierwszo- i drugorzedo-
wymi.

3. Acylowany aminokwas rozpuszcza sie na zimno w pirydynie i do
uzyskanego roztworu dodaje sie, chlodzac w lodzie, chlorek kwasu ben-
zenosulfonowego, a nastepnie alkohol lub fenol i pozostawia w tempera-
turze pokojowej na 2 godziny. Ester wytraca si¢ przez wylanie miesza-
niny do wody z lodem. Metoda nadaje sie do estryfikacji fenolami, nitro-
fenolami oraz alkoholami trzeciorzedowymi.
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HOBBIE METO/Ibl STEPHPHKALIUH AMHUHOKHCJIOT

Peszome

Pazpaboranbl cieayolpe MeToAsl STepuuKaumyu aMUHOKMUCIIOT:

1. K cycneH3uyu aMMHOKMCJIOTBI B COMPTE NpHUOABJIAIOT, OXJIaXKAas
B BOJIe CO JIBJIOM, XJIOPMCTBII TMOHMJI M OCTaBJIAIOT B KOMHATHOM TeMIIe-
parype. 48 4acoB cmycTs, OTTOHAIOT M3OBITOK COMPTA, [IOJIYYas ¢ XOPOLUMM
BBIXO/IOM XJIOPMCTOBOAOPOJAHBIA 9(PMDP aMMHOKMCJIIOTHL.

2. K pactBopy mun cycnessuy N-auMImMpoBaHHO! aMMHOKUCJIIOTHI MJIN
NenTAa B cnupre A00aBiAIOT, OXJAaXKAasd B BOJAE CO JIBAOM, XJOPUCTHIA
THOHMJI MJIM XJIOPMCTBIA alleTUJI M OCTABJIAIOT B KOMHATHOM TeMIiepaType.
48 4acoB cmycrs, OTTOHAIOT M3OBITOK CIMPTa, MOJy4Yas € XOPOIIMM BbI-
xozioM 3¢up N-almMIMpoBaHHOM aMMHOKMCIOTEI iy nentuaa. Oba BeIe-
YIIOMAHYTBIX METO/a NPUTOAHBI K 3TepuuralMM KUAKUMU [TEPBUIHBIMMU
¥ BTOPUMYHBIMY CIMPTaMH.

3. AmmmpoBaHHas aMMHOKMCJIOTA PACTBOPSAETCH B XOJOTHOM COCTO-
AHUM B NUPUAMHE M K ITOJYyYEeHHOMY pPacTBOPY NpuOABIAIOT, OXJaXKaas
JabAoM, Oenzoscyabdoxyopun, a 3arem cmmprT wiu  genos. Cmech
OCTaBJIAIT B KOMHATHOM TeMIlepaType Ha JABa dYaca. J¢pup ocax-
JlaeTcA MyTeM BbUIMBAHMA CMECH B BOAY CO JbAOM. MeTOx NPMIOAEH AJISA
sTepudukaimyu eHosamMy, HUTPOEHOIAMY, & TAKKE TPETUYHBIMU CIIMpP-
TaMN,
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NEW METHODS FOR THE ESTERIFICATION OF AMINO ACIDS

Summary

New methods for the esterification of amino acids have been
elaborated;

1. A suspension of an amino acid in alcohol cooled to 0°C. treated with
thionyl chloride and left at room temperature for 48 hrs., gave amino-
acid ester hydrochloride in good yields (Table 1).

2. N-acylated amino acids and peptides were esterified by means of
thionyl chloride as well as acetyl chloride under the same conditions as
above (Table 2 and 3). Both methods may be used for esterification with
primary and secondary liquid alcohols.

3. A solution of N-acylated amino acid in pyridine was cooled in an
ice bath, treated with benzenesulphonyl chloride and after 5 minutes
either alcohol or phenol was added. After 2 hrs. ester was precipitated by
pouring the reaction mixture into cold water. This method may be used
for esterification with phenols, nitrophenols or tertiary alcohols (Table 4).

Otrzymano 11.1.1957 r.
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A. MANITIUS

ZAWARTOSC POTASU W SUROWICY KRWI LUDZI ZDROWYCH

II. WPLYW ZASTOJU ZYLNEGO KRWI, POSILKU I WYSIEKU. STALOSC
OSOBNICZA POZIOMU POTASU

Z Zakladu Chemii Fizjologicznej Akademii Medycznej w Gdansku
Kierownik: Prof. dr Wilodzimierz Mozoltowski

W poprzedniej pracy [6] opisano sposéb otrzymywania surowicy do
badan na zawarto$¢ potasu i okre$§lono normalny poziom potasu surowi-
cy krwi ludzi zdrowych. W obecnym doniesieniu przedstawione sg wyni-
ki badan nad wplywem sztucznie wywolanego zastoju zylnego krwi, po-
sitku oraz wysitku fizycznego na poziom potasu surowicy krwi ludzi zdro-
wych. Kierunek badan podyktowany byl tym, ze wlasnie te czynniki mo-
ga w praktyce, przy pobieraniu krwi, wplywac¢ najbardziej na wynik
oznaczen. Ponadto przeprowadzono badania majace na celu wykazanie,

czy istnieje osobnicza stalo$¢é poziomu potasu surowicy u osobnikéw zdro-
wych. '

Metody
1. Material doS§wiadczalny

Przedmiotem badan byli osobnicy obojga plci, subjektywnie zdrowi,
w wieku od 18—30 lat. Krew pobierano z zyly lokciowej, przy pomocy
strzykawki typu ,,Luer“, przy czym w zaleznoéci od rodzaju wykonywa-
nych badan, postepowano w jeden z czterech nastepujacych sposobow:

a) Przy okre$laniu normalnej zawartoSci potasu w surowicy poste-
powano w sposéb podany w poprzedniej pracy [6].

b) Przy okres$laniu wplywu zastoju zylnego na poziom potasu suro-
wicy, pierwsza porcje pobierano w sposéb podany w punkcie a), po czym
uciskano ramie manszetem sfigmomanometru, w ktérym utrzymywano
ciSnienie poSrednie miedzy skurczowym a rozkurczowym, przez okres 5
minut. Nastepnie pobierano krew, utrzymujac przez caly czas trwania
tego zabiegu zacisk. )

(93]
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94 A. MANITIUS (23

¢) Przy okre$laniu wplywu positku na zawarto$§¢ potasu surowicy
otrzymywano pierwsza porcje krwi tak jak w punkcie a); nastepnie ba-
dany spozywal positek skladajacy sie z: 200 g bulki pszennej, 20 g masla,
50 g kielbasy (lub 30 g zéitego sera) i 0,5 1 mleka. W ciggu nastepnych
2 godzin zajmowal sie zajeciami nie wymagajacymi wysitku fizycznego
(czytanie, pisanie), po czym lezal przez 15 minut przed powtérnym po-
braniem krwi. Krew pobierano unikajac stosowania zacisku.

d) Przy okre$laniu wplywu wysitku fizycznego na poziom potasu
W surowicy pierwsza probke krwi pobierano jak w punkcie a), nastepnie
badany wykonywal jaknajbardziej intensywny 20-sekundowy bieg
w miejscu, po czym natychmiast ktadt sie i pobierano od niego krew, uni-
kajac stosowania zastoju. Miedzy zakonczeniem wysitku, a koncem pobie-
rania krwi uptywat czas nie dluzszy niz 3 minuty.

2. Otrzymywanie surowicy

Niezaleznie od sposobu pobierania krwi, surowice otrzymywano w spo—
sob opisany w poprzedniej pracy [6].

3. Oznaczanie potasu w surowicy

Potas oznaczano na fotometrze plomieniowym f-y Zeiss, model III,
w spos6b przedstawiony w poprzednim doniesieniu [6].

4. Oznaczanie biatka w surowicy

Bialko calkowite surowicy oznaczano przy uzyciu refraktometru za-
nurzeniowego Pulfricha z klinem dodatkowym. Wedlug Mozolow-
skiego [7] przyjeto dla refrakcji ultrafiltratu wartos$é 1,3355, a przyrost
refrakcji na 1 g biatka w 100 ml za réwny 1,83-1073,

5. Spos6b przedstawienia wynikoéow

Przedstawione wyniki sg warto$ciami §rednimi z dwoéch réwnolegtych
oznaczen. ;
Warto$¢é dyspersji (o) obliczono wedlug wzoru:

B ‘/ Z2=2
Y= n—1 '

gdzie A = $rednia arytmetyczna wszystkich oznaczen danego szeregu.,
X = wynik poszczegblnego oznaczenia,
n = ilo$¢ oznaczen.
Wartosé ,,P“, oznaczajgca prawdopodobienstwo braku istotnej réznicy
pomiedzy dwoma szeregami wynikéw, obliczono przy uzyciu tabel F i-
shera i Yatesa [3] w oparciu o wartoSci:
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[3] ZAWARTOSC POTASU W SUROWICY KRWI. II. 95

a) Sredniego bledu Sredniej arytmetycznej (S),
s=-72 (znaczenie symboli jak wyzej),
I n
b) wskaznika istotnej réznicy (t),
t== ,ffl' (znaczenie symboli jak wyzej),
J S] +So
c) liczby stopni swobody (N),

N =mn,-+n, —2 (znaczenie symboli jak wyzej).

Wyniki

1. Wpityw zastoju zylnego na zawartos$é potasu
surowicy krwi

Wyniki badan zestawiono w tablicy 1. Warto$é ,,P” obliczona dla obu
szeregoéw jest mniejsza anizeli 0,01, co wskazuje na to, ze — ze staty-
stycznego punktu widzenia — réznica w poziomie potasu surowicy krwi
pobieranej bez stazy i ze staza jest istotna.

Tablica 1

Wplyw zastoju zylnego krwi na poziom potasu w surowicy krwi ludzi zdrowych
I — surowica krwi pobranej bez zastoju
II — surowica krwi pobranej po 5—mmutowym zastoju zylnym

' Bxalko  g100ml | Potas g100 ml
|
: \ pe no | % prev- ’ I ] I o | A By
} { rostu rosti A
Il 7,85 9,50 2V OREESE0 j 18,4 | 8,2
- 3 800 | 11,25 40,6 159 | 169 6,3
3| 740 | 960 | 297 170 | 184 8,2
4| 780 ] 9,55 2¢ . ' 182 | 178 6.8
| 5 735 | 875 90 [, 168 | 113 55
6 8,00 * 8,30 3,8 155 | 161 71 ¥
7| 17,00 8,15 164 | 162 | 164 12 '
8 | 730 | 1060 A 20,6 198 |
9 155 | 8w 13 | 17 ‘ 17,9 47 |
|10 | 710 | 9,80 38.0 17,6 18,8 6.8
11 760 | 9,35 230 | 156 16,6 6,4
12 l 8,05 10,85 348 | 176 ' 18,1 2.8
13| 17,35 9.45 286 | 164 ‘ 17,4 6,1
14 | 750 | 10.65 420 | 187 19,5 48
' Srednio I 26,8 l Srednio ’ 6,7 '
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96 A. MANITIUS (4]

Z przedstawionych liczb wynika, ze:

a) pieciominutowy zast6j zylny krwi powoduje przyrost poziomu po-
tasu w surowicy krwi ludzi zdrowych,

b) nie ma réwnoleglo$ci miedzy przyrostem zawarto$ci potasu, a wzro-
stem zawarto$ci biatek surowicy.

2. Wplyw positku na zawarto$¢ potasu w surowicy krwi

Wyniki badan przedstawione sa w tablicy 2. Z zestawionych liczb wy-
nika, ze podawany posilek nie wptywa w uchwytny sposéb na poziom po-
tasu surowicy. Obserwacje te zgodne byly ze spostrzezeniami innych au-
toréw, np. [11].

Tablica 2
Wplyw positku na zawarto§¢ potasu surowicy krwi ludzi zdrowych

|| Kwmgnalo0m
! L.p 1 , I Roéznica
1 ey l 2 godziny 1=T11
‘ po positku

1 162 | 164 +02

9 16,1 , 16,4 +0,3

3 | 15,8 l 15,8 0,0
‘ 4 16,8 16,5 — 0.3
| 5 ‘ 20,7 20,5 — 0,2

(Positek skladal sie z: 200 g butki pszennej, 20 g masta,
50 g kietbasy - lub 30 g sera zoitego i 0,5 1 mleka)

3. Wplyw wysitku fizycznego na poziom potasu surowicy
Uzyskane wyniki zestawiono w tablicy 3, wynika z niej, ze:
a) wykonana praca fizyczna wywiera istotny wplyw na poziom potasu
surowicy,
Tablica 3

Wplyw wysitku fizycznego na poziom potasu w surowicy krwi ludzi zdrowych
I — surowica krwi pobranej przed wysitkiem
II — surowica krwi pobranej po 20-sekundowym biegu

'3 ~ Biatko ‘ Potas
L.p.|gna 100 ml | ¢ przy- | mgnalodmi) g przy-
1 I rostu 1 | I rostu

7,85 | 9,20 17,2 16,0 | 17,8 11,3
6,70 | 8,15 21,7 17,4 | 19,6 12,7
6,70 | 8,25 23,1 18,0 | 19,0 | 5,6
7,60 | 8,95 17,8 15,3 | 17,0 11,1
7,85 | 9,20 17,2 173 | 184 6,4

G W N
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b) nie znaleziono zgodnos$ci miedzy przyrostem poziomu potasu
a wzrostem zawarto$ci biatek surowicy.

Poniewaz i te wyniki zgodne byly z obserwacjami innych autoréw, np.
[2, 5], ograniczono sie do wykonania 5 oznaczen.

4. Stalo$¢ osobnicza poziomu potasu surowicy krwi

Dla stwierdzenia czy istnieje osobnicza stalo$¢ poziomu potasu w su-
rowicy krwi ludzi zdrowych, wykonano w kilkumiesiecznych odstepach
czasu oznaczenia zawarto$ci potasu u 8 osobnikéw obojga pleci. Wyniki
przedstawione sa w tablicy 4. Z zestawionych liczb wynika, ze nie stwier-

Tablica 4

Zawarto§¢ potasu w surowicy krwi tych samych osobnikéw,
badanych w kilkumiesiecznych odstepach

Nr ] Biatko : Potas
L.p | Symbol badania Data I g na 100 ml mg na 100 ml
1 ! H D. | 1 9.6.54 7.05 17,9
11 23.9.54 7,80 16.9
2B Oh I | 4654 8,10 18,1
1 | 1 | 19.1054 8,05 , 16,0 4
| | |
| | i
) 1 8.6.54 7,30 17.4
LI | 19.10.54 7,60 17,4
4 A. M. I 2.4.54 7,25 19.2 |
| o | 211054 6,65 17,5
| 1 | 23.1254 7,00 18,5
v 12.5.55 7,50 18,7
[ og 6.3.56 6,70 17,4 |
| & BN I 31.3.54 — 16,5 ‘
| | I | 22.10.54 7.60 14,6 ‘
11 25.2.55 8,00 15,9
v 6.3.56 7,85 16,0
e I 3.4.54 7,25 16,9 ‘
| | I | 251054 7,30 16,8 ;
; - 1.3.55 7,40 17,0
' ; :
1 W. C. 1 5.4.54 8,00 16,0 i
‘ I 25.2.55 7,85 17,0 ‘
I8 I | 271054 7,90 163 |
I 20.3.56 7.85 17,3
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98 A. MANITIUS 61

dza si¢ jakiej$ bezwzgledne]j stalo$ci poziomu potasu w surowicy tego sa-
mego osobnika, w sensie bardzo nieznacznej tylko oscylacji dokola pew-
nej wartosci statej. Niemniej jednak nalezy zauwazy¢, ze w zadnym z ba-
danych przypadk6éw nie obserwowano przeskokow od wartosci najnizszych
do najwyzszych i odwrotnie.

Dyskusja

Przedstawione w tej pracy badania mialy na celu okreslenie wply-
wu na poziom potasu surowicy tych czynnikéw, ktoére moga mieé prak-
tyczne znaczenie przy pobieraniu krwi do badan.

O ile wyniki badan nad wplywem positku i wysitku fizycznego po-
twierdzily spostrzezenia innych autoréw, o tyle doswiadczenia nad wply-
wem zastoju zylnego krwi byly sprzeczne z jedyna znaleziong w litera-
turze uwaga dotyczaca tego zagadnienia. Uwaga ta, podana przez Platt-
nera [$] stwierdza, ze sztucznie wywolany zastdj zylny krwi nie wply-
wa na poziom potasu surowicy. Stwierdzenie to jest sprzeczne z wynika-
mi przedstawionych tu badan. We wszystkich 14 przebadanych przypad-
kach notowaliémy wyrazny przyrost zawartos$ci potasu w surowicy. Po-
réwnanie wynikéw badan obu serii (bez stazy i z 5-minutowa staza) wska-
zuje na istotna, ze statystycznego punktu widzenia, roéznice w stezeniu
potasu surowicy krwi pobranej bez zastoju i podczas stazy. Przyczyny
tego zjawiska nie mozna wytlumaczy¢é na podstawie dotychczasowych
prac. Wydaje sie, ze w gre wchodzi¢ tu moga dwa czynniki, a mianowi-
cie: 1. niedotlenienie tkanek i 2. zageszczenie krwi. W odniesieniu do
pierwszego z tych czynnikéw szereg autoréow, m. i. [4, 8, 9] stwierdza, ze
anoksja wplywa na uwalnianie potasu wewngtrzkoméorkowego i przenika-
nie jego do plynow pozakomérkowych. Zwigzane to jest ze zmiang prze-
puszczalnogei blon komoérkowych. Natomiast rola zageszczenia krwi jako
ewentuainego czynnika wplywajacego na zwiekszenie poziomu potasu
wydaje si¢ ricjasna. DoSwiadczenia Dickera [1] wykonane na szczu-
rach wykazaly, ze zageszczenie krwi, wywolane odwodnieniem powoduje
zwiekszenie poziomu potasu w surowicy. Trudno jest stwierdzi¢ czy
w przypadku hemokoncentracji czynnikiem zwiekszajacym zawarto$é po-
tasu mialoby by¢ ewentualnie réwnoczesne podwyzszenie poziomu biatek
jako substancji trudnodyfundujacych przez $ciany naczyn wlosowatych.
Badania roznych autor6w nad wigzaniem sie potasu z biatkami daty wy-
niki niejednoznaczne. Podczas gdy np. Levy i Pacu [5] znajdowaty.
ze praktycznie biorgc caly potas surowicy przechodzi do ultraprzesaczu,
to inni autorzy jak np. Tarail i wspélpracownicy [10] stwierdzali, ze
cze$¢é potasu surowicy nie ulega ultrafiltracji. W naszych doswiadczeniach
nie udalo sie znalez¢ zgodnos$ci miedzy przyrostem zawarto$ci potasu
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171 ZAWARTOSC POTASU W SUROWICY KRWI, II. 99

a wzrostem stezenia bialek surowicy zageszczanej sztucznie wywolanym
zastojem zylnym krwi.

Badania nad wplywem positku na zawarto$é potasu potwierdzily tyl-
ko wyniki badan Zwemera i Truszkowskiego [11], ktérzy
znajdowali, ze podanie doustne soli potasu w ilosci 15 mg/kg wagi ciata
nie wywoluje wzrostu zawarto$ci potasu w surowicy. Zawarto$é potasu
w podawanym przez nas posilku oceniamy w przyblizeniu na 1,5 do
2,0 g. Pozilek taki nie powodowal zmian w zawartoéci potasu surowicy
krwi pobranej w dwie godziny po spozyciu jedzenia. Warto tu przypom-
nie¢, ze wedlug Zwemera i Truszkowskiego podanie doustne
zwiazkow potasu moze stuzy¢ jako test przy wykrywaniu niewydolnoéci
kory nadnerczy. Mianowicie dawka 15 mg potasu na kg wagi ciala po-
woduje u ludzi z ukryta nawet niewydolno$cig kory nadnerczy przej-
Sciowy wzrost poziomu potasu w surowicy.

Badania nad wplywem pracy fizycznej na poziom potasu potwierdzilty
takze obserwacje innych autoréw, np. [2, 9]. Wydaje sig, ze przyczyny
tego zjawiska nalezy, podobnie jak przy zastoju krwi, szuka¢ w niedotle-
nieniu tkanek i zageszczeniu krwi. Podobnie jak w tamtych badaniach,
tak i tutaj, nie udalo sie stwierdzi¢ réwnoleglosci miedzy przyrostem po-
ziomu potasu a wzrostem zawartosci bialek surowicy, spowodowanym
wysitkiem.

Wreszcie jako oddzielne zagadnienie nalezy postawié¢ kwestie istnie-
nia osobniczej stalo$ci poziomu potasu surowicy. Z przedstawionych
w tej pracy wynikow wyplywa, ze trudno jest méwié o jakiej§ bezwzgled-
nej staloSci poziomu potasu u tego samego osobnika na przestrzeni okre-
séw kilkumiesiecznych. Z drugiej jednak strony nie stwierdza sie, aby.
u tego samego osobnika wystepowaly nagle przeskoki od niskich do wy-
sokich warto$ci stezenia potasu, wzglednie odwrotnie. Wydaje sie, ze
mozna nawet wypowiedzie¢ wniosek, ze podczas gdy u jednych oséb po-
ziom potasu na przestrzeni nawet dluzszego okresu czasu oscyluje stale
w granicach warto$ci wysokich, to u innych zawarto$¢é potasu jest wciaz
raczej niska, trzecia grupa oscyluje dokola wartosci §rednich. I w tym
tez znaczeniu mozna by mowi¢ o pewnej stalosci osobniczej poziomu po-
tasu w surowicy krwi ludzi zdrowych.

Streszczenie

Przeprowadzone badania wykazaly, ze:
1. Pieciominutowy zast6j zylny krwi powoduje niedwuznacznie
zwiekszenie poziomu potasu surowicy.
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2. W dwie godziny po spozyciu positku, zawierajacego okoto 1,5—2,0 g
potasu, nie stwierdza sie¢ zmian w poziomie potasu surowicy krwi lu-
dzi zdrowych w poréwnaniu z zawartoScia tego skladnika oznaczona
w surowicy krwi pobranej na czczo.

3. 20-sekundowy intensywny bieg w miejscu powoduje podwyzsze-
nie poziomu potasu w surowicy.

4. U ludzi zdrowych, na przestrzeni kilkumiesigcznych odstepéow cza-
su, stwierdza sie tylko stosunkowo niewielkie wahania poziomu potasu
W surowicy.
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COJIEP{KAHHE KAJIMAA B CBIBOPOTKE KPOBH 3J/IOPOBbIX JIIOAEM

PesomMme
TIpoBeJICHHBIC ¥CCJAEAOBAHMA ITOKA3aJM, YTO:

1. IIATMMMHYTHBIA BEHO3HBIM 3aCTOV KPOBM BBI3bIBAeT, HEABYCMBIC-
JIEHHO, TIOBBILIEHME YPOBHA KaJMA B CHIBOPOTKE.

2. JIBa yaca COycTA NOCJHE NPUHATHAA NMILYM, COACPIKAlLel OKOJIO
1,5—2,0 r xanusA, He KOHCTATHPYIOTCA M3MEHEHMA yPOBHA Kalud B ChbIBO-
POTKE KPOBM 3Z0POBBIX JIHOZEi, I10 CPAaBHEHMIO C COJIEPIKaHyMeM 9TOro KOM-
TTOHEHTa B CBhIBOPOTKE KPOBM, B3ATOI HATOILLIAK.

3. JIBamuaTMCeKYHIHBI MHTEHCUBHBIN Oer Ha MecTe BiedeT 3a coboi
[IOBBIIIEHME YPOBHA KaJMA B CBIBOPOTKE.

4. Y 310pOBBIX JIIOAEH, HA NPOTAXKEHNM HECKOJIbKMX MECAYHBIX MHTEeP-
BaJIOB BPEMEeHM, KOHCTATMPYIOTCHA JIMIIL CPaBHMTEJbHO HebGoJsblune KoJe-
OaHMa ypoBHA KaJus B ChIBOPOTKE.
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POTASSIUM CONTENT IN BLOOD SERUM OF HEALTHY MAN

II. THE EFFECTS OF VENOUS STASIS, FOOD AND EFFORT. INDIVIDUAL CONSTANCY
OF POTASSIUM LEVEL

Summary

Investigations referred to in the paper showed that:

1. Venous stasis lasting 5 minutes caused an unmistakable rise in the
potassium level of blood serum.

2. No changes of potassium level in the blood serum of healthy men
could be established after ingestion of a meal containing between 1.5
and 2.0 g of potassium, as compared to that found in serum of blood taken
upon fasting.

3. An intensive stationary run of 20 sec. caused a rise in the po-
tassium level of serum.

4. In healthy men only relatively minor changes in the potassium
level of blood serum could be established at interval of several months.

Otrzymano 24.1.1957 r.
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J. DZULYNSKA

KWAS NEURAMINOWY WE FRAKCJACH BIALKOWYCH
SUROWICY OTRZYMYWANYCH METODAMI: WYSALANIA
I WYTRACANIA METANOLEM

Z Instytutu Dermatologii i Wenerologii
Kierownik Sekcji Biochemicznej: Doc. J. DZutynska

Dotychczas nie zostalo calkowicie poznane rozmieszczenie we frak-
cjach biatkowych surowicy, substancji odpowiedzialnej za powstawanie
purpurowo-fiotkowego zabarwienia w reakcji surowicy z dwufenyloami-
ng. Wedlug Wernera i Odina [20] substancja ta jest kwas sjalo-
wy, wyodrebniony przez Blixa [2] z gruczolow podszczekowych wo-
tu, natomiast C. i P. Chatagnonowie [8] odnoszg te reakcje do kwasu
neuraminowego, izolowanego przez Klenka [12] z gangliozydow, gli-
kolipidéw pochodzenia moézgowego. Jakkolwiek oddawna znajdowano
Scisty zwigzek miedzy kwasem sjalowym a neuraminowym, a nawet wy-
razano przypuszczenia, ze moga to byé identyczne zwigzki (Werner
i wsp. [20], Chatagnon i wsp. [6], Trucco i wsp. [16], Blix
i wsp. [3] i inni), jednak dopiero badania Klenka i wsp. [13] wykazaly
Scisla tozsamo$¢ kwasu: N-acetyloneuraminowego i kwasu sjalowego
z mucyny owczej. Dotychczasowe badania, w kierunku poznania roz-
mieszczenia kwasu neuraminowego we frakcjach bialkowych surowicy,
prowadzone byty prawie wylacznie na drodze elektroforezy. (Uzmann
[17], C. Chatagnon i wsp. [6], Boehm i wsp. [5]). Badan przy .
uzyciu metody chemicznej frakcjonowania (wysalania bialek siarczanem
amonu) dokonal jedynie Boehm [4] uwzgledniajac przy tym tylko
rozmieszczenie kwasu neuraminowego w dwu frakcjach: albuminowej
i globulinach catkowitych.

Celem niniejszej pracy bylo zbadanie rozmieszczenia kwasu neurami-
nowego we frakcjach biatkowych surowicy, otrzymywanych metodami
chemicznymi. Dla wysnucia pewniejszych wnioskéw przeprowadzano ba-
dania we frakcjach uzyskiwanych réwnolegle kilkoma réznymi sposo-
bami rozdzielania bialek.

[103]
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104 J. DZULYNSKA [21

Czeé¢ dosSwiadczalna

Do badan uzywano surowic pochodzacych z krwi pobranej od os6b
zdrowych, w wieku od lat 20 do 30, na czczo. Surowice oddzielano przez
wirowanie, po trzygodzinnym staniu w t. pokojowej.

1. FRAKCJONOWANIE BIALEK

Biatka rozdzielano trzema réznymi sposobami frakcjonowania suro-
wicy: wg metody wysalania Kibricka i wsp. [14], oraz dwiema me-
todami wytracania metanolem: Pillemera i wsp. [15] oraz Duber-

Tablica 1

Zawartos¢ (w %) réznych bialek surowicy w izolowanych frakcjach
(wartosci $rednie)

Ilosé Zawartdsé\;v':,
bada- | Metoda Izolowane ' DR AN N | k|
nych  frakcjonowanial frakcje :a-g.lobu- pr-g!obu- 7-g.lobu- albuminy
préb 7 ¥ i) SRR | rlmy liny liny
yglobuliny | — | 72 | 928 ;
Kibricka|[ L ‘ ' i |
b i wep, (wysa- |__ 7 + 3-globuliny 7,2 1 16,5 4 7”75.9 | 0,4~|
lanie siarcza- | R | ‘ !
| Insen: sody) [14] 1&?9??9¥f“'€l°b' 1 10,8 ] 10,3 1,8 | 77,1 |
! ‘ albuminy ‘ S ! 88,8 i
e e SAR ok iy N o S e Sy ol St
el a,_+ “*_*f’",g'°b‘,‘“£’f4‘ 45,0 | 140 o' 5,6 |___35,4 o1
i wsp. (wytra- ey ¥ | |
13 \ L R _»_/T,j,_globulmy_! 10,6 ‘ 149 |_“§g,7_ | _118m_|
nolém}{y) albuminy e OB ‘ 86,0
i L b BT A NS il L e it s Y [ Mo T SO R ) R T
Pillemera . |
5 |1 wep. (wy: | globuliny | 194 | 199 | 353 !A25,4 |
racanie me- ’
ta!?({l?ml (15| l albuminy “| 11,4 88,6 i

t a i wsp. [9]. Frakcje mukoproteinowg izolowano wg metody Winzlera
i wsp. [19]. Frakcje otrzymywane wyzej wymienionymi metodami wysa-
lania oraz wytracania metanolem, poddano badaniu na jednorodno$¢
przy uzyciu elektroforezy bibulowej. Wyniki dotychczasowych badan
w tym kierunku, prowadzonych w naszej pracowni [11] pozwalaja na
zorientowanie sie w czysto$ci uzytych frakcji. Wyniki te uwidocznione
sa w tabl. 1. :

a) Frakcjonowanie wg metody Kibricka i wsp.

Wysalania dokonywano, zachowujac $ci§le warunki podane przez
autoréw. Proby surowicy w ilosci 2 ml wysalano 15,8/ roztworem siar-
czanu sodu, za§ w ilo$ci 1 ml kolejno 19,9 i 27,2%0 roztworami. Wysala-
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31 KWAS NEURAMINOWY W BIALKACH SUROWICY 105

nia dwoéch pierwszych frakeji (15% i 19%) dokonywano w probéwkach
wirowniezych; po dwugodzinnym staniu w cieplarce przy 37° wirowano
przez 30 min., przy 3000 obrotach. Frakcjonowania 27% roztworem siar-
czanu sodu przeprowadzano w kolbce stozkowej, po czym saczono do pro-
bowki wirowniczej w cieplarce, w mysl wskazan autoréw. Osad na sacz-
ku przemywano roztworem 27%, siarczanu sodu z odpowiednig ilo$cig
wody (19 czesci obj. 27% siarczasu sodu + 1 cze$é¢ obj. wody). Postepu-
jac w powyzszy spos6b otrzymywano w postaci osadu nastepujace frak-
cje: ,,y-globuliny”, nastepnie ,.f- y-globuliny”, wreszcie na sgczku glo-
buliny catkowite. W roztworach pozostaly frakcje: ,albuminowa -+ a-
+f-glob.”, nastepnie albuminowa wraz z a-globulinami oraz albu-
minowa.

Poniewaz do dalszego postepowania celem oznaczania kwasu neura-
minowego moga by¢ uzyte frakcje jedynie w postaci osadéw, pozostaja-
ce w roztworze frakcje wytracano 5% kwasem tréjchlorooctowym (ok.
10 ml na 20 ml roztworu), po czym wirowano.

b) Frakcjonowanie wg metody Pillemera i wsp.

Préby surowicy w ilosei 1 ml umieszczano w kalibrowanych probow-
kach wirowniczych i frakcjonowano metanolem S$ciSle przestrzegajac
warunkoéw okreslonych przez autoréw. Frakcje rozdzielano droga wiro-
wania w chlodzonej wiréwce w t. 0° przy 4000 obr., r = 19 cm, przez
30 min. Otrzymang w roztworze frakcje albuminowa dekantowano do
probéwki wirowniczej, po czym wytracano 10 ml etanolu w t. pokojowej
i wirowano jak poprzednio. W ten sposéb otrzymywano w postaci osa-
déw dwie frakcje: globulin catkowitych i albumin.

¢) Frakcjonowanie wg metody Duberta i wsp. \

Do frakcjonowania uzywano préb surowicy w ilosci 2 ml. Biatka roz-
dzielano droga wytracania odczynnikiem metanolowym w warunkach
okreslonych przez autoréw, po czym wirowano w wiréwce chlodzonej,
w t. 0°% 4000 obr., przez 30 min. Zebrane w probowkach wirowniczych
osady zawieraly wg nomenklatury autoréw frakcje: ,;y + p,-globuliny”,
nastepnie ,,a, + a, -+ f,-globuliny” oraz frakcje albuminowsg. Wydzielo-
ne frakcje pozostawiano do dalszego postepowania bez przemywania za-
leconego przez Duberta i wsp. ze wzgledu na znaczne straty z tym
zwigzane, co zresztg sami autorzy metody podkreslaja.

d) Wyodrebnianie mukoprotein wg metody Winzlera i wsp.

Mukoproteiny izolowano z 3 ml surowicy, postepujac $ci§le wg me-
tody autoré6w. Zebrane w kalibrowanej probéwce mukoproteiny, po do-
kladnym przemyciu etanolem, pozostawiano do dalszego postepowania.
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106 J. DZULYNSKA [4]

Tablica 2. Zawarto$¢ kwasu

§ we frakcjach biatkowych wysalanych
w biatku WAR) T
catkowitym
w «-globulinach w -globulinach w y-globulinach
LoD, B N O W TRy =
| — = — | = | o] - o o = = <
| £ 8. ‘ﬁu £ z ‘ % I's g E 8’ é S £l g b I .?.'3: = S
€% | 2 |Bxl 5 |[2z8l85 | @ |Baal85 | = [2g5
- - I'e B = b R I ~u g
W o B |wg| 3 |883| w8 | # 683 wg | B |8§3
| l 80 R £a = |eigl E@ = |wig| E2 R |k g
i I N B l
1.1 45 108 | 14 | 18 ! 32 | 8 | 07 ! 18 % 5 | 049t 12
2 58 08 | 23 (18 | 40 | 11 |22 | 19 | 7 {0,5 12
. 48 = 1 o SRl IS ST e ) | 20 6 ME=SI a3
| 4 l 56 08 | 18 | 20 ‘ 31 |12 |15 | 22| 6 |05 | n |
| 5 58 08 | 13 |12 | 28 | 16 |14 | 26 | 8 | 07 13
6 53 S S R TR R B R A
i [ — I g S ST g 18 it a0 e 12
8 | 63 08 | 16 | 12 | 25 | 13 | 14 | 21 8 |06 | 12
L 148 61 — | 18 — g oF ar i | 28 ol e T R
‘ 10 63 08 | 18 (18 | 290 | 14 |14 | 22 | 8 |07 | 18°
11 58 b S R E N T } 9 | 28 6 | 04 | 10
i £12 48 — 14 | — 30 11 ’ 22 6 — 13
13 70 — | 22 fio— | 81| 16 | — | 23 g | —ila2
| 14 62 0,8 16 | 1,4 95: | 20 .l 1.7 |- 81 10 | 0,7 15
| 15 58 o8 | 16, | 18 | 27 | 10 |'za | 17 8 |06 | 13
16 54 08 | 16 ‘1.8 29 8|3 | a5 7 |05 | 13
17 58 08 | 18 | 20 | 30 | 12 ‘ 15 | 21 8 | 1,0 | 13
18 57 08 | 16 [ 14 | 28 | 16 | 15 | 28 7. 1Yo8 | 12
19 57 08 | 14 [ 11 | 25 | 16 ]2,0 26 5 | 03 9
S— — !
Srednio 57 |08 | 17 | 15 | 20| 13 | 1,4 | 23| 8 |06 | 12
Odchylenie ' | ‘
stand. 6,0 006| 27 [03 [ 48 |33 |03 [43 | 124 | 017 15

2. HYDROLIZA

Zebrane w probowkach wirowniczych osady frakcji biatkowych do-
pelniano roztworem moderatorowym weronalowym o pH 8,6 (10,30 g
medinalu oraz 1,84 weronalu w 1 1 wody dest.) do objeto$ci 1 ml i hy-
drolizowano zgodnie z metoda Ayala i wsp. [1] z 5% kwasem tréj-
chlorooctowym, po zaopatrzeniu probéwek wirowniczych chlodniczkami
zwrotnymi (rurki dtugoéci 30 cm, zakonczone kapilara). Wyjatkowo frak-
cje y-globulinowa otrzymywang na drodze wysalania oraz mukoproteino-
wa dopelniano do objetosei 0,5 ml i poddawano hydrolizie z 2,5 ml 5%
kwasu tréjchlorooctowego.
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metoda Kibricka i wsp. [14] w mukoproteinach
: i otrzymywanych metoda
w albuminach (:L r%xli%b?x!:arl‘;?g Winzlera [19]
o ol Lo R - e 4
83 2 “335 8'§ 5 ‘835 % 5 *835
= 3 R o = T @ = e = BaE
o & 2 op3 o N B e oz 3 o & 28 oz3
B a ® | =g £ a = 3 o g8 | =3 m g
, :
] 10 0,2 1 23 | 29 : 0.9 ‘ 62 e ) : -
12 03 | 22 41 1,2 71 = —
10 — | 22 36 — 74 — — -
15 03 | gy 31 1.2 64 —~ E L
16 04 | 28 36 1,1 62 T it
| 5 e 32 2 61 . 8 8 -
|| W57 — | 21 42 — | 68 7 | a2
| ST 04 | 28 37 1,1 | 58 7 <L 11
|15 I 42 SR W S 8 3 11
[ s [l [ 40 1.3 64 9 = 14
16 04 | 27 37 09 | 64 8 14
12 LU o 30 - 63 — — =
16 = 23 45 = 65 7 8.5 11
s b 0,4 28 45 13 72 8 | .80 13
{915 0,4 27 32 0.9 57 8 8.9 13
| 15 04 | 28 32 0.9 57 8 8,6 15
12 0,3 23 87 " 118 ‘ 64 - —
| 13 0.3 23 88 6= 1NN b g 8 11,6 15
| 0.4 27 35 ‘ 0.9 ll 60 8 11.3 13
14 ’ 0,3 25 % | Br| e 8 9.5 13
| |
23 | 008 | 25 50 | o018 | 50 07 | 18 1.5

3. OZNACZANIE KWASU NEURAMINOWEGO

Oznaczanie kwasu neuraminowego dokonywano zgodnie z metoda
Ayala i wsp., ogrzewajac 1 ml odwirowanego od osadu hydrolizatu
z 2 ml odezynnika dwufenyloaminowego. Natezenie wytworzonego w wy-
niku reakeji z dwufenyloaming (d. f. a.) purpurowo-fiotkowego zabar-
wienia, odczytywano w absorpcjometrze Hilgera typu Spekkera, przy
uzyciu filtra 5200 A. Calg serie oznaczen, dotyczacych badanej préby su-
rowicy, dokonywano zawsze przy pomocy jednego i tego samego odczyn-
nika d. f. a. $wiezo nastawionego. Do wszystkich przeprowadzanych
w calej pracy oznaczen uzywano do nastawiania odczynnika d. f. a. stez.
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Tablica 3. Zawartosé

|
|
: ’ we frakcjach bialkowych rozdzielanych metoda 3
w biatku
catkowitym 1 ! T b a B
w « + g-globulin. { w y-globulinach | w albuminach
i T li!ghjéls 1Be| & |s |Enl & |5
| - | 2 | .
=% |oaenn T ?Eaéig'éi Z (828|885 | 5 (83§
S | > |S2| s 885|532 » (88532 5 (283
ws 1 | 25 |°Bo| W5 Ba X3 2o
' E2 | » |E&| w |[oke| ER| » |[wid E8 | = |wkg
1 ’ 60 ' — 22 — 38 | 16 — 2 | 18 — 26
24 64 | — 31 —_ 50 | 18 — 32 20 32
s | 5 ’ A I T P ‘ 47 | 14 31 | 18 31
4 | 60 — 27 —_ 44 16 26 16 = 26
5 ’ 52 - 23 — 44 14 30 16 —~ 30
6 | 56 | 0,8 28 | 26 51 13 | 08 24 14 | 03 24
7 | 62 09 o 20 48 | 16 | 11 | 28 17 04 28
8 | 55 | 0,7 22 | 3.0 = 18 | 08 23 13 | 03 23
9 | 52 07 22 1087 41 15 | 08 23 12 03 23
10 | 59 0,8 o7l 789 46 18 | 08 30 17 | 03 30
L | 61 ’ 08 | 34 | 42 56 12 | 0,7 22 | 13 .1 03 22
Y 58 | 08 | 23 1,9 40 16 | 0,9 I 271 | 16 | 03 27
18 | 63 |09 27 | 3,0 43 | 15 | 08 | 26 16 04 26
14 ' 60 | 08 27 i2,1 | 46 | 17 [ 09 | 25 | 15 | 04 25
15 66 0,9 30i5] k2 A6 1T i 0.0 128 15 | 03 23
16 59 0,8 27 | 37 | 45 | 16 0T 28 15 | 04 26
17 | 64 0.8 .1 o k22 \|' a2t il ‘16 [N0@nil 200 A0RIE06:4]4720
18 | 65 0,9 28 | 26 | 43 16 | 08 27 t 18 | 05 27
Srednio 59 | 0.8 26 | 2.8 44 16 | 08 27 | 16 | 04 27
Odchyle- ‘ |

nie §r. 4,2 0,07 33 0.7 4.7 1,5 0,11 | 2,9 2,2 0,08 3.0

kwasu siarkowego cz. d. a., oraz specjalnie oczyszczanego droga desty-
lacji kolumnowej kwasu octowego lod., w braku cz. d. a. Zawartos¢
kwasu neuraminowego obliczano z krzywej standardowej, wykreslonej
na podstawie oznaczen absorpcji roztworéw wzorcowych kwasu neura-
minowego o réznym stezeniu!. Wszystkie dokonywane oznaczenia prze-
prowadzano w dwu réwnolegle badanych prébach surowicy. Wyniki
oznaczen kwasu neuraminowego byly powtarzalne mimo duzego stosun-
kowo szeregu przej$ciowych operacji. Roéznice w zawarto$ci kwasu neu-
raminowego w dwu réwnolegle przeprowadzanych oznaczeniach we frak-

! Preparat wzorcowy kwasu neuraminowego otrzymatam od prof. Dr E. K lénka
z Kolonii (N. R. F.), za udzielenie ktérego skladam ta droga serdeczne podzigkowanie.
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kwasu neuraminowego surowicy krwi

Duberta i wsp. [9] metoda Pillemera i wsp. [15] ;
! (‘:urgr:?eblflg‘l?c‘ii?) w globulinach w albuminach !
B s e
| 85 | & |28 | 88 | 5 |2a5| 88| 5 |22k |
izlie 3 a5 =9 3 B35 29 3 Ss5 |
w.a °za o @ 0 2o |
£ a = - £ a - laQi: £ a >R w4 |
| |
.39 — | 65 46 — § 76 13 — f 21
| 49 - ) 8 46 - | 18 = e
40 — 73 37 - 68 1655 |1 [t 29 |
| 48 — ! 70 40 — 68 |2 [ ‘ 33 |
36 - | 10 36 = 0 [ Y — 83 |
| 41 1,6 73 L U= T (ERURE L e —
43 17 ’ 69 - - | = | = ‘ g
| 38 13 | 69 40 1,2 72 | 186 | 05 28
[ 37 1.2 71 20 o5 | 20 |
$ | 14 | m 46 13 8 | 13 03 | .2k
% | 18 | 76 46 15 16~ 18 04 20
g cJone of 168 =4 4 - — -
42 | 14 | 67 — — £ = i
44 13 | 718 46 1,7 79 13 0,3 21
47 16 | 72 — = = — -
| 42 R 43 1,3 74 17 | o5 28
44 15 | 68 — — — S —

43 13 | @& 44 13 | 69 1 N 26 |
AL i PLINSRY e reathy ER L]
42 RO Y 7 42 1.4 G R z 26
| |
3.6 0,2 : 3,7 40 019 | 45 TN S Ty

cjach biatkowych nie przekraczaly 1,0 mg/100 ml surowicy. Wiecej na-
tomiast réznily sie miedzy sobg wyniki dla kw. neuraminowego surowicy
calkowitej. Réznice w absorpeji dwu réwnolegtych oznaczen wahaly sie
od 0,4 do 2,5 mg/100 ml surowicy.

4. WYNIKI BADAN NAD ZAWARTOSCIA KWASU NEURAMINOWEGO W SUROWICY
I JEJ FRAKCJACH BIAEKOWYCH
Wyniki badan podano w mg kwasu neuraminowego/100 ml surowicy,
w odsetkach w biatku oraz odsetkach calosci kw. neuraminowego. Ze
wzgledu na niemozno$é¢ izolowania oddzielnie frakeji a-globulinowych
oraz f-globulinowych metoda wysalania, zawarto$§¢é kwasu neuramino-
wego w a-globulinach obliczano z réznicy zawarto$ci kwasu neuramino-

http://rcin.org.pl
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wego we frakcjach ,,albuminowej -+ a-globulinowej” i albuminowej, za$s
w p-globulinach odejmujac zawarto$¢ kwasu neuraminowego we frakeji
y-globulinowej od zawartosci we frakcji ,,y-glob.-+p-globuliny”.

Wyniki przeprowadzonych badan zawarte sa w tablicy 2 i 3.

Jak wynika z tablicy 2, we frakcjach biatkowych otrzymywanych me-
toda wysalania, najbogatsza w kwas neuraminowy jest frakcja a-globu-
linowa (1,5% biatka), nastepnie f-globulinowa (1,4%), znacznie ubozsze
w kw. neuraminowy sa frakcje y-globulinowa (0,5%0) oraz albuminowa
(0,3%). Najwyzszy odsetek calosci kwasu neuraminowego miesci si¢
w a-globulinach (29%), nieco nizszy w albuminach oraz g-globulinach
(po 23%), najnizszy w y-globulinach (12%b).

Suma warto$ci z poszezeg6lnych frakeji biatkowych jest mniejsza od
warto$ci kwasu neuraminowego surowicy catkowitej $rednio o 6 mg®be.
Jak stwierdzono na podstawie szeregu przeprowadzonych do$wiadczen,
kwas tréjchlorooctowy nie straca catkowicie bialtek z roztworéw po wy-
soleniu 15 i 19% siarczanem sodu. W roztworze pozostaje sympleks bial-
kowo-wielocukrowy, w ktérym po wytraceniu go z roztworu kwasem fos-
forowolframowym, wartosci dla bialek i wielocukrow, jak wykazaly do-
$wiadczenia przeprowadzone w naszej pracowni [11], réznia sie niewiele
od otrzymywanych dla mukoprotein (frakeji a,-glob.) izolowanych wg
metody Winzlera [19]. Rowniez i badania zawarto$ci kwasu neura-
minowego w tym sympleksie (wytrgconym z roztworu pochodzgcego
z wyjSciowej ilosci 3 ml surowicy), przeprowadzane na 4 prébach suro-
wicy wykazaly, ze wyniki otrzymane r6znig sie bardzo niewiele od uzy-
skanych dla mukoproteinbw Winzlera. Na tej podstawie oraz na pod-
stawie danych z piSmiennictwa, ze 5% kwas tréjchlorooctowy nie wytraca
mukoprotein z surowicy (Weimer i wsp. 18), mozna przyja¢, ze sym-
pleks, wytracony z roztworu po odbialczeniu kwasem trojchlorooctowym,
jest identyczny ze wspomnianym mukoproteinem Winzler a.

Wsrod frakeji otrzymywanych przez wytracenie metanolem wg me-
tody Duberta (Tabl. 3) najwiecej kwasu neuraminowego zawiera frak-
cja ,,a,+a,+p,-globulinowa” (2,8% biatka frakecji), znacznie ubozsza jest
frakcja ,,y+pB.-globulinowa” (0,8%), nastepnie albuminowa (0,4%0). Bli-
sko polowa calo$ci kwasu neuraminowego obecnego w surowicy miesei
sie we frakeji ,,a,+a,+p,-globulinowej* (44%b0), znacznie mniej przypa-
da na frakeje: ,y+ f.-globulinowg” oraz albuminowa (po 27% calosci).

Kwas neuraminowy we frakcjach rozdzielonych metanolem, wg me-
tody Pillemera i wsp., zachowuje si¢ podobnie: prawie 3/a calosci
kwasu neuraminowego miesci sie w globulinach (74%), zas /s w albu-
minach (26%o). '

Odsetek kwasu neuraminowego w biatkach frakcji jest rowniez bar-
dzo zblizony do wynikéw otrzymywanych poprzednio.
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Dyskusja

Uzyskane wyniki, nie daja prawdziwego obrazu rzeczywistych sto-
sunk6éw fizjologicznych, wskutek niezupelnej jednorodnosci otrzymywa-
nych frakeji bialkowych. Dotyczy to zwlaszcza frakeji globulinowych
otrzymywanych metoda Duberta i wsp. oraz wysalanych frakeji
a- oraz fi-globulinowych, ze wzgledu na niezupelnie dobry rozdziat frak-
cji ,,y+p-globulinowej” od ,,albumin + a-globulinowych”. Na podstawie
danych z tabl. 1 mozna przypuszcza¢, ze w istocie wyzsza zawarto§é
kwasu neuraminowego winny posiada¢ a-globuliny. Bardzo natomiast
bliskie rzeczywistych zdaja sie byé wartosci uzyskiwane dla a-globulin
i albumin. Zwlaszcza te ostatnie, niezaleznie od sposobu otrzymywania
wykazuja duza stosunkowo czystosé.

Znaczne podobienstwo w otrzymywanych wynikach dla kwasu neu-
raminowego w albuminach i globulinach calkowitych uwydatnia sie
w podanej nizej tablicy

Tablica 4

Wzgledne wartosci %o kwasu neuraminowego we frakcjach biatkowych surowicy

Metoda funkc,)onowama 3 Erakcie . [ ° Surhe Brak
biatek wg | Album. | a-glob. = s-glob. | y-glob.
‘ 8 5 i | 1L 1 | W ji | s~
" Kibricka i in. | 25 | 29 | 28 | 12 89 11*
“ | 64 3 .,
| Duberta i in. Y 44 27 A |
‘ z czescia 1
! -glob.
‘ 1 1 ‘
| ‘ L+ 2 e . A2 B
| Pillemera i in. | 26 73 99 L.

|

* Brakujgca 1loé¢ odpowiada w przyblizeniu nieuwzglednionej zawartosci kw. neuraminowego
w mukoproteinach.

Zastanawiajgca jest zgodno$¢ w wynikach otrzymywanych w niniej-
szej pracy dla kwasu neuraminowego w albuminach z wynikami uzyska-
nymi przez Boehma i wsp. [4] przy uzyciu przez autoréw metody
frakcjonowania siarczanem amonu. Autorzy, oznaczajac w uzyskanych
ta droga frakcjach: albuminowej i globulin catkowitych kwas neurami-
nowy, stwierdzili, ze 25%0 calosci kwasu neuraminowego miesci sie¢ we
frakeji albuminowej. Tak znaczna jednakze ilo§¢ kwasu neuraminowego
w tej frakcji przypisuja Boehm i wsp. globulinom obecnym w tej
frakeji, ktora, jak to wykazaly badania elektroforetyczne przeprowadza-
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ne przez autoré6w — otrzymywali w 80% czystos$ci. Przypuszczenie swo-~
je popierajg wynikami badan oczyszczonej krystalicznej albuminy (B e h-
ring-Werke), w ktorej stwierdzili zaledwie 0,03—0,05 kwasu neura-
minowego. Autorzy jednakze nie biorg pod uwage mozliwosci, ze sam
preces oczyszczania albuminowej frakeji moze spowodowaé rozluznienie
wigzania miedzy biatkiem a grupami prostetycznymi, tym samym utrate
znacznej iloSci kwasu neuraminowego. Nie wyjasniona pozostaje zgod-
no$¢ w wynikach otrzymywanych przez autoréw oraz w niniejszej pra-
¢y, mimo znacznej réznicy w czystosci tych frakeji.

Wnioskom Chatagnonéw [6], jakoby frakcja albuminowa nie
zawierala kwasu neuraminowego w ogole, a y-globulinowa $lady, przecza
badania Uzmanna i wsp. [17], ktérzy przeprowadzajac badania row-
niez na drodze elektroforezy bibulowej, znajduja we frakcji albumino-
wej 0,9%, za§ w y-globulinowej az 3% kwasu neuraminowego.

Do podobnych wynikéw jak Uzmann i wsp. dochodza Boehm
i wsp. [5] odnos$nie zawartosci kwasu neuraminowego we frakcjach glo-
bulinowych, jednakze w albuminowej znajduja jedynie $lady nie dajace
sie oznaczy¢. Wyniki podane przez Boehma odno$nie odsetek catoSci
kwasu neuraminowego w poszczegblnych frakcjach bialkowych surowicy
na ogo6t nie sa zgodne z otrzymanymi w niniejszej pracy. Jedynie war-
toSci podane przez autoréw dla frakeji p-globulinowej (20,4%) oraz
y-globulinowej (9,4%0) sa zblizone do uzyskanych przeze mnie: 23% dla
f-glob. i 12% dla y-globulin (p. frakcje Kibricka). Znaczne réznice
w warto$ciach kwasu neuraminowego w pozostatych frakcjach sg zro-
zumiale, biorac pod uwage uzycie zupelnie réznych metod rozdzielania
bialtek.

Przy oznaczaniu kwasu neuraminowego w y-globulinach oraz muko-
proteinach z wyjSciowej ilosci tylko 1 ml surowicy, wytworzone w cza-
sie reakeji z dwufenyloaming slabe purpurowo-fiotkowe zabarwienie zni-
kalo podczas chlodzenia préoby, przy czym pojawialo sie jasno zielone.
W przypadkach badan w tym kierunku frakcji otrzymywanych z wiek-
szej ilo$ci surowicy i hydrolizowania w warunkach, jakie podano w ni-
niejszej pracy, zjawisko to nie wystepowatlo. Zielonawa barwa przypusz-
czalnie zostaje maskowana przez intensywniejsza wowczas purpurowo-
fiotkowa, produktu reakcji kwasu neuraminowego z dwufenyloaminag.
Mozliwe jest, ze inne frakcje bialkowe posiadaja roéwniez skladnik da-
jacy owo zielone zabarwienie, jednakze przy wiekszej zawarto$ci kwasu
neuraminowego wilasciwej tym frakcjom, jest ono niewidoczne. Jakie
substancje obecne w sympleksach biatkowych surowicy daja to zielone
zabarwienie i czy wywiera ono wplyw na wysoko$¢ absorpeji, mimo uzy-
cia zielonego filtru, wykazg dalsze badania, ktére sa w toku.
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Streszczenie

Oznaczano zawarto$¢ kwasu neuraminowego we frakcjach biatko-
wych surowicy otrzymywanych metodami: wysalania (Kibrick i wsp.)
oraz dwiema metodami wytrgcania metanolem (Duberta i wsp. oraz
Pillemera i wsp.). Niezaleznie od uzytej metody frakcjonowania
stwierdzono, ze 75% zawarto$ci kwasu neuraminowego miesci sie we
frakeji globulinowej, za§ 25% w albuminowej.

Wsréd frakeji rozdzielonych metoda Duberta i wsp.,, najwyzszy
bogatszymi w kwas neuraminowy okazaly sie a-globuliny (1,5%) i fg-glo-
buliny (1,4%0); znacznie nizszy odsetek znaleziono w y-globulinach (0,5%)
oraz albuminach (0,3%b).

Bardzo wysoki odsetek kwasu neuraminowego stwierdzono w sym-
pleksie pozostalym w roztworze po wytraceniu kwasem tréjchloroocto-
wym frakeji ,,albuminy - a- globuliny”, prawdopodobnie mukoproteinie.
Frakcja mukoproteinowa wyodrebniona metoda Winzlera i wsp.
wykazywata podobny odsetek kw. neuraminowego (9,5%).

Wsréd frakeji rozdzielonych metoda Duberta i wsp., najwyzszy
odsetek kwasu neuraminowego zawierata frakcja ,,a+ f,-glob.” (2,8%),
znacznie nizszy ,,y-+f,-globulinowa” (0,8%), najnizszy albuminowa (0,4%).
Podobnie niski odsetek kwasu neuraminowego we frakeji albuminowej
zawieraly albuminy wyodrebnione metoda Pillemera i wsp. (0,4%).
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HEBPAMHHOBAA KHUCJIOTA B BEJKOBBIX ®PAKIHAX CBIBOPOTHH,
IIONIYYAEMBIX TII0 METOJAM BbICAJIUBAHHA H OCAMKJAEHHS

METAHOJIOM

Peswowme

Omnpenenanoch cofep:KaHMe HEBPAMMHOBOI KUCJOTHI B OEJKOBBIX
(ppakuMAX CHIBOPOTKM, NOJy4YaeMbIX IO Pa3HbIM METO/aM: 110 METOAY Bhi-
casmBaumsa Kwubpuka u corp, a rTakxke Iluanemepa u coTp.
HesaBucumo or npumeHeHHOro meroaa (pPpakLMOHMPOBAHUA OGEJIKOB KOH-
CTaTMpOBaHO, 4TO 75%0 copepzKaHMA BCel HEBPAMMHOBOI KMCJIOThI HAXO-
AUTCA B I00YJIMHOBOM ppakimm, a 25% B ansbymMMHOBOIA.

B uyucyie GenkoBBIX (bpakLmil, NOJyYaeMbIX N0 METOAY BbICAJMBAHMA,
Haubosiee GoraTbIM¥M HEBPAaMMHOBOM KMCJOTOM OKa3ajuch a- IJI00YJIMHEL
(1,5%) n p-rnobyaunst (1,4°); 3HaunrensHo Gosee HM3KMIT NMPOLEHT 0O-
HapyeH B y-ryobyanHax (0,5%0), a Takxke B anbbymmuax (0,3%0).

O4yeHb BBICOKMII INPOLEHT COAEpPIKaHMs HEBPAMMHOBO! KMCJOTBI KOH-
CTATMPOBAJM B CUMILJIEKCE, OCTaBLIEMCA B PacTBOpEe IIOCJe OCaXKAeHM:A
TPUXJIOPYKCYCHOM KUCJIOTOM (Pparumit ,,anb0ymMuHbl + a-riobysmHbl’, 1Mo
BCEJ1 BEPOATHOCTH, B MyKompoTeyuHe. MykonporenHoBasa dpakumsa, U30JM-
poBaHHasA 1o MeroAy BMHIJepa yu cOTp. MpoABJIAda IOR0OHOE ITpO-
IIEHTHOe COJepIKaHMe HEeBPaMMHOBOM KucaoThl (9,5%).

B uncie 6eskoBBIX (bpakimit M30JMpOBaHHBIX 1o Merony Jobepa
Ji COTp., HauboJiee BBICOKMIT TIPOLIEHT HEBPaMMHOBOM KMCJOTBI cojepzKalia
dpakuma ,,a + f, -rnobyauuosas’ (2,8%), 3HaunMTesbHO 6oJiee HMUBKMIL
wY + Bo-raobymmosas’” (0,8%), nanbosee HM3KMIT — ansbymunosas (0,4%0).
TlouTu Takoif Ke HM3KMII NPOILEHT HEBPAaMMHOBOI KMCJOTHI B ajabbymu-
HOBO¥ (bpakImm cofepRay aabbyMMHbI, U30JMPOBaHHbIE 110 MeToay IT u Ji-
nmemepa u corp. (0,4%).

NEURAMINIC ACID IN SERUM PROTEIN FRACTIONS OBTAINED BY SALTING
OUT AND BY ETHANOL FRACTIONATION

Summary

The content of neuraminic acid was determined in serum protein
fractions, obtained after salting out (method of Kibrick et al) or
methanol fractionation (method of Dubert et al, resp. Pillemer
et al.). Irrespective of the fractionation method employed it was found
that 75% of the content of neuraminic acid was incorporated in the glo-
bulin fraction and 25% in the albumin fraction.

Among the protein fractions, obtained after salting out, the highest
percentage of neuraminic acid was found in the a-globulin fraction
(1.5%0) and p-globulin fraction (1.4%0) and significantly lower in y-globulins
(0.5%) and in albumins (0.3%).
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A large percentage of neuraminic acid was found in a symplex re-
maining in solution after precipitation with 5% trichloracetic acid of the
fraction “albumin + a-globulin”; the mentioned symplex is probably
a mucoprotein. A mucoprotein fraction, isolated according to the tech-
nique of Winzler et al, contained a similar percentage of neurami-
nic acid as the above mentioned symplex (9.5%).

Among the protein fractions obtained by the Dubert's method,
the highest percentage of neuraminic acid contains the “a + f,-globulin”
fraction (2.8%), significantly lower the “y 4 f,-globulins” (0.8%), the
lowest the albumin (0.4%).

A similar low percentage 0.4% of neuraminic acid was found in the
albumin fraction isolated by the technique of Pillemer et al.

Otrzymano 30.1.1957 r.
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KAZIMIERZ SPETT

FOTOMETRYCZNA METODA OZNACZANIA STOPNIA
UTLENOWANIA HEMOGLOBINY W KRWI

Z Pracowni Toksykologicznej Instytutu Medycyny Pracy w Zabrzu-Rokitnicy
Kierownik Pracowni: Doc. dr Stanislaw JéZkiewicz

Wstep

W zwigzku z badaniami prowadzonymi przez Instytut Medycyny
Pracy nad wymiang gazowa w pewnych schorzeniach zawodowych oraz
u pracownik6w narazonych na brak tlenu i dzialanie wysokiej tempera-
tury, okazala sie konieczno$¢ opracowania szybkiej metody oznaczania
wzajemnego stosunku oksyhemoglobiny i hemoglobiny w krwi krazacej.
Stosowane do tego celu metody analityczne opieraja sie gléwnie na po-
miarach gazometrycznych, spektrofotometrycznych i wprowadzanych
ostatnio polarograficznych. Pierwsze z nich tj. gazometryczne, wykony-
wane giéwnie przy pomocy wolumetrycznego i manometrycznego apa-
ratu van Slyke’a, nie moga znalez¢ zastosowania w warunkach, gdzie
chodzi o seryjne badanie wigkszej iloSci przypadkéw, z powodu stosun-
kowo skomplikowanej techniki analitycznej wymagajacej duzo czasu.
Trudno$ci te omijaja metody spektrofotometryczne, ktére sa najdogod-
niejsze do omawianych oznaczen. Uzyteczno$é ich jednak, podobnie jak
1 metod polarograficznych, ograniczona jest do dobrze wyposazonych
pracowni dysponujacych odpowiednig aparaturs.

Z tego powodu rozpatrzono w niniejszej pracy mozliwo$¢ oznaczania
oksyhemoglobiny wobec hemoglobiny w $wietle nie$cisle monochroma-
tycznym i wybrano do tego celu zaopatrzony w filtry barwne fotokolo-
rymetr elektryczny ,,Ersza”.

Czeé¢ teoretyczna

Przy pomiarach ekstynkcji fotokolorymetrem zaopatrzonym w filtry
barwne wynikaja czesto trudno$ci zwigzane z pomiarem w $wietle nie-
Scisle monochromatycznym, gdyz filtry przepuszczaja stosunkowo duzy

[117]
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odcinek widma ciaglego, dochodzacy niekiedy do kilkudziesigciu my.
Jezeli w zakresie przepuszczalnosci filtru zachodza ostre przegiecia krzy-
wej absorpcji badanego zwigzku, moze wystapié brak proporcjonalnosci
miedzy jego stezeniem a ekstynkcja, czyli pozorna niezgodnosé z pra-
wem Lamberta-Beera [2, 4]. Jezeli natomiast krzywa absorpcji
badanej substancji posiada przebieg zblizony do linii réwnolegtej w sto-
sunku do osi zakresu dlugosci fal wybranego przez filtr, wéwczas war-
toSci ekstynkeji uktadaja sie wg prawa Lamberta-Beera.

Jak wynika z pomiaréw molarnych wspélczynnikéw ekstynkeji, wa-
runki takie zachodzg dla oksyhemoglobiny, hemoglobiny i methemoglo-
biny w czerwonym odcinku widma [1]. Poza tym w omawianym zakre-
sie wystepuja najwieksze réznice w absorpcji miedzy hemoglobing i oksy-
hemoglobing, a fakt, ze methemoglobina nie wykazuje tutaj réwniez
ostrych przegie¢ absorpcji, pozwala na okreslenie ilosci oksyhemoglobiny
przy réwnoczesnej methemoglobinemii, co posiada znaczenie przy réw-
noczesnym dzialaniu na organizm zwigzkéw methemoglobinotworczych.

To rozumowanie stanowilo podstawe do opracowania metody fotome-
trycznej oznaczania oksyhemoglobiny wobec hemoglobiny i methemo-
globiny za pomoca fotokolorymetru ,Ersza” przy zastosowaniu filtru
czerwonego.

Czesé¢ doswiadczalna

Na podstawie 37 pomiaréw ekstynkeji krwi ludzkiej pochodzacej od
10 osobnikoéw, rozcienczanej 0,1° amoniakiem i catkowicie utlenowa-
nej, stwierdzono zgodno$¢ z prawem Lamberta-Beera dla oksy-
hemoglobiny przy uzyciu filtru czerwonego fotokolorymetru ,Ersza”
w granicach od 2,13—0,29 g° HbO.,.

Przez calkowita redukcje podsiarczynem sodowym (Na,S,0,) oksyhe-
moglobiny do hemoglobiny i pomiar 35 wartosci ekstynkcji roztworéw
tego barwnika przy pomocy filtru czerwonego, stwierdzono zgodno$¢
z prawem Lamberta-Beera w granicach od 1,42—0,109 g Hb.

Przez calkowite utlenienie oksyhemoglobiny kilkoma kroplami 20%
zelazicyjanku potasu (K,Fe/CN/;) do methemoglobiny i pomiar 24 war-
toéci ekstynkeji roztworéw tego barwnika w analogicznych warunkach,
stwierdzono zgodno$¢ z prawem Lamberta-Beera w granicach
od 0,854—0,184 g° 0 HbMet.

Stezenie hemoglobiny catkowitej w omawianych pomiarach oznacza-
no metoda Heilmeyera-Sundermanna [3], stosujacej Swia-
tlo monochromatyczne lampy rteciowej (A= 578 mu i A= 546 my). Po-
zwolilo to na wyznaczenie wspoélczynnikow ekstynkeji przy zastosowa-
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Tablica 1

Wyniki pomiaréw ekstynkeji (E) i wspoélczynnika ekstynkcji (kubo,) dla oksy-
hemoglobiny przy zastosowaniu filtru czerwonego fotokolorymetru ,Ersza“ w odnie-
sieniu do probéwek pomiarowych spektrofotometru Collemana

| L.p. | g% HbO, E |  kmo, | f : £

T 1,42 0,159 0,112 + 0,010 0.000100
| 2 1,074 0,120 0,112 + 0,010 0,000100
3 0,789 0,0908 0,114 40012 | 0000144
| 4 0,568 0.0704 0,123 40,021 | 0000441
[ EH 0,387 0,051 0,131 -+ 0,029 0,000841
6 1,064 0,132 0,124 + 0,022 0.000484
TR 0,79 0,099 0,125 + 0,023 0,000529
1SR 0,567 0,068 0,119 + 0,017 0,000289
A 1,175 | 0124 0,105 +0,003 | 0,000009
| 10 0.877 0,099 0,112 +0010 | 0,000100
1 0,731 . 0,082 0,112 + 0,010 0.000100
12 0,585 | 0,0658 0,112 -+ 0,010 0.000100
13 0,438 ‘ 0,0498 0,113 +0011 | 0,000121
14 0,292 0,031 0,106 + 0,004 0,000016
15 1,17 0,113 0,096 | —0,006 |  0,000036

16 0,98 0,0938 0,095 — 0,007 0,000049 |

17 0,78 0,0796 0,101 — 0,001 0,000001 |
18 0,588 0,060 0102 | 0,000 | 0,000000
19 2,13 0,206 0,096 1 —0,006 | 0,000036
| a0 1,77 0,170 0,096 — 0,006 0,000036
21 1,42 0,133 0,093 — 0,009 0,000081
22 1,06 0,102 0.096 — 0,006 0,000036
23 0,71 0,063 0088 | —0014 0.000196
24 1,608 0,146 0,090 — 0,012 0,000144
25 1,206 0,109 0,090 — 0,012 0,000144
26 0,942 0,0794 0,084 — 0,018 0,000324
27 1,709 0,145 0,084 — 0,018 0,000324
28 1,28 0,115 0,089 —0,013 0.000169
29 0,96 0,083 0,086 — 0,016 0.000256
30 1,381 0,1324 0,095 — 0,007 0,000049
31 0,69 0,073 0,106 + 0,004 0,000016
32 1,23 0,111 0,090 —0,012 0,000144
33 0,615 0,0658 0,107 + 0,005 0,000025

34 1,24 0,1152 0,092 — 0,010 0000100 |
35 0,62 0,0594 0,095 — 0,007 0,000049
36 1,41 0,1418 0,100 — 0,002 0,000004
37 0,705 0,0674 0,095 — 0,007 0,000049
| | | e v | 0.005642
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Tablica 2

Wyniki pomiaréw ekstynkcji (E) i wspélczynnika ekstynkeji (ky,) dla hemoglo-
biny przy zastosowaniu filtru czerwonego fotokolorymetru ,Ersza®“ w odniesieniu do
probéwek pomiarowych spektrofotometru Collemana

L.p. | g%Hb E Ky f f ‘
|

1 1,42 1,458 ; 1,022 +0,017 | 0,000289

2 1,074 1.108 1,036 +0,031 | 0,000961

3| 0,789 0,788 % 1,000 —0,006 | 0,000025

4 ol 0,568 ‘ 0.585 i 1,028 +0,023 | 0,000529

5 0,387 0,415 1,070 + 0,065 0,004225

6 0,236 0,2478 1,050 + 0,045 0,002025

g ol 0,109 0,0916 0,848 -— 0,157 0,024649

8 } 0,064 | 1,12 1,030 ‘ + 0,025 0,000625

5 0,79 0,88 1,115 + 0,110 0,012100

10. ¥ 0,567 0,600 1,025 + 0,020 0,000400

T 0,338 0,371 1,095 + 0,090 0,008100

12 1,175 1,256 1,066 i+ 0,061 0,003721

13 1 0,877 0,901 1,026 | +0021 0,000441

s 0,731 0,776 1,08 |  +0,053 0,002809

| 15 | 0,585 0,615 1,050 g + 0,045 0,002025

i 16 0,438 0,431 . 0,988 | —o0,017 0,000289
sy 0,292 0,304 1,040 + 0,035 0,001225 |

518 0,146 0,180 1,232 + 0,227 0,051529

19 1,17 1,354 1,158 |  +0,153 0,023409

20 0,98 0976 0,995 1 — 0.010 0,000100

21 0,78 0,784 . 1,005 0,000 0,000000

22 0,588 0,593 1,010 g 0,005 0,000025

23 0,39 0,390 1,000 ! — 0,005 0,000025

24 0,19 0,211 1,110 + 0,105 0,011025

25 1,42 1,33 09035 | —0,070 0,004800

26 1,06 1,106 ‘ 1,100 + 0,095 0,009025

27 0,71 0.649 0,912 ‘ 0,093 0,008649

28 0,35 0.31 ‘ 0,885 . —0120 0,014400

29 0,706 0,5818 0,826 | —0a79 0,032041

30 0,72 0,613 ' 0,850 0,155 0,024025

31 0,69 0,724 ' 1,048 |  + 0,043 0,001849

32 0,615 0,643 1,045 + 0,040 0,001600

33 0,62 0571 0,923 [i4F__—g.082 0,006724

34 1,41 18182 N 0.815 |V —0190 0,036100

35 0705 0,606 0,858 e ——0,147 0,021609

! 35,254 0,311473

niu filtru czerwonego dla wymienionych barwnikéw krwi w odniesie-
niu do probéwek pomiarowych spektrofotometru Collemana, ktérymi po-
slugiwano sie w omawianych do$wiadczeniach
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[5] FOTOMETRYCZNE OZNACZANIA HbO, 121

knno, = 0,102 + 0,002
kyp = 1,005 + 0,0162
Kub Met = 0,477 + 0,00593

Ponizsze rozumowanie doprowadzilo do wyprowadzenia wzoru dla
obliczenia procentowe]j zawarto$ci oksyhemoglobiny w wypadku obec-
no$ci w badanej probie krwi wylacznie HbO, i Hb.

Tablica 3

Wyniki pomiaréw ekstynkcji (E) i wspélczynnika ekstynkeji (kHbM“) dla methe-
moglobiny przy zastosowaniu filtru czerwonego fotokolorymetru ,Ersza“ w odniesie-
niu do probéwek pomiarowych spektrofotometru Collemana.

| |
L.p. ‘ g, HbMet | E e £ ‘, £ '
1 | osoe | o38m | 0480 + 0,003 l 0,000009 |
2 | 084 | 0388 | 0452 —0025 | 0000625 |
3 | o062 | o031 0,500 +0028 | 0000529 |
4 | 0615 02658 | 0432 — 0,045 0,002025 |
‘ 5| 0,69 0.3506 | 0,507 + 0,030 0,000900
6 | 0803 0,392 | 0488 + 0,011 0,000121
7 | o730 0,365 0,500 + 0,023 0000529
8 | o0m4 03638 | 0,508 + 0,031 0,000961
9 0,601 0,2006 | 0,483 + 0,006 | 0,000036 |
10 0,480 0233 | 0485 40,008 0000064 |
11 0,400 0,183 0,457 —0,020 | 0000400 |
12 0,321 01506 | 0468 —0,009 | 0,000081 |
13 0,300 0148 | .0,493 + 0,016 0,000256 |
14 0,200 00898 | 0,497 + 0,020 0,000400 |
15 0,705 0,314 0,444 —0,033 | 0,001089 |
16 0,739 0,365 0,494 +0017 | 0,000289 |
17 0,657 0,344 0,525 + 0,048 0,002304 |
18 0,591 0,300 0,506 + 0,029 0,000841
L 19 0,554 0,2798 | 0,502 + 0,025 0,000625 l
| 20 | 0440 0207 | 0470 — 0,007 0,000049
21 0,369 01728 | 0,468 — 0,009 0,000081 |
| 22 0,290 0132 | 0455 — 0,022 0,000484 |
| 23 |  g2m 0118 | 0426 — 0,051 0002601 |
| 24 ' 0,184 0,076 0,413 — 0,064 0,004096 |
’ I t 11,453 0,019395
|

Jezeli przez E, oznaczymy ekstynkcje krwi pobranej z naczynia
w warunkach beztlenowych, wéwczas bedzie ona wypadkowa ekstynkeji
Hb i HbO, zawartej w badanej préobie. Jezeli nastepnie roztwor krwi cat-
kowicie utlenujemy i zmierzymy ekstynkcje E,, wowczas bedzie ona za-
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122 K. SPETT [6]

lezna wytacznie od zawartej HbO,. W jednym zatem krancowym przy-
padku, gdy krew zawiera wylacznie Hb, a nie zawiera HbO,, stosunek

bedzie réwny stosunkowi X
kuno,

g , w drugim natomiast, tj. gdy krew
2
nie zawiera zupeinie Hb, lecz tylko HbO,, stosunek il =1,
2
W wypadku obecno$ci w badanej krwi zaréwno HbO, jak i Hb, war-
toé¢é ekstynkeji E, (krwi pobranej w warunkach beztlenowych) wyraza
sie rOwnaniem:

E, = cuno,*kuvo,+ (c—ecnvo,) *kap: - . o . . . (I).
Wartosé ekstynkeji E, (po zupelnym utlenowaniu) wyraza si¢ réwnaniem:
g0 = crierpan = S, CERARE: S TR (),

gdzie kpypo, i kup 0znaczaja wspélezynniki ekstynkeji HbO, i Hb,
cubo, stezenie HbO,,
¢ — stezenie calkowitej hemoglobiny w roztworze.
Przez podzielenie réwnania pierwszego przez drugie i podstawienie za

kun
knyo,

= A (warto$¢ stala)

5=0

otrzymuje sie wzér dla wyliczenia % HbO, w stosunku do calkowite]

hemoglobiny:

A—Q

A—1"
Na podstawie uzyskanych wynikéw pomiaréw wspélczynnikéw eks-

tynkcji przy zastosowaniu filtru czerwonego fotokolorymetru ,Ersza”

warto$¢ A wynosi:

¥ HbO, = 100 - (I11).

_ kmy _ 1,005
~ kmo, 0,102

= 9,85,

Po podstawieniu jej we wzorze (IIT) przybiera on posta¢

9,85 — Q
Y HbO, = == 2=+ 100.

1 7 powodu braku $cistej charakterystyki spektralnej filtrow barwnych foto-
kolorymetru ,Ersza“ nalezy przed rozpoczeciem pomiaréw wyznaczyé przy zastoso-
waniu posiadanych filtréw wspélczynniki ekstynkeji kHbO » kHb' KypMet 1 OtTzy-
mane wartoéei podstawié w wyprowadzonych wzorach ogélnych (III, VIII) dla obli-
czenia % HbOs.

-
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(7 FOTOMETRYCZNE OZNACZANIA HbO, 123

W dotychczasowych rozwazaniach przyjeto obecno$é w krwi badanej
tylko HbO, i Hb. W niektérych jednak przypadkach spotykamy sie z row-
noleglym wystepowaniem HbMet i w zwiazku z tym dla wyznaczenia
/0 HbO, dokona¢ nalezy w tej mieszaninie trzech réznych pomiaréw. Po-
miar pierwszy i drugi wykonuje sie analogicznie jak w przypadku obec-
noséci tylko HbO, i Hb, tj. w warunkach beztlenowych i po zupelnym utle-
nowaniu. Pomiar trzeci przeprowadza sie po zupelnym zredukowaniu pod-
siarczynem sodowym (Na.S.0,), przy czym redukcji do Hb ulega zaréw-
no HbO. jak i HbMet. Z powodu jednak wysokich wartosci ekstynkecji
jakie daje przy uzyciu filtru czerwonego Hb w stosunku do HbO, i HbMet
o tym samym stezeniu, oraz biorgc pod uwage optymalny zakres pomiaru
fotokolorymetru ,,Ersza“ wynoszacy 0,125—0,7 E, probke do trzeciego po-
miaru rozciencza sie przed redukcja réwna iloscig 0,1°/0 amoniaku.

Wartoé¢ ekstynkeji E, (krwi pobranej z naczynia w warunkach bez-
tlenowych) wyraza rownanie:

E, = cuno, - ko, +cnb - kup +(¢ — cupo, — cup) - KubMet - . (IV).

Wartos¢ ekstynkcji E. (po utlenowaniu krwi, tj. po przej$ciu Hb
w HbO,) wyraza réwnanie:

E, = (cup-+cubo,) * Kuno, +(¢ — cuno, — CHp) * Knpmet - . . (V).

Wartos¢ ekstynkcji E, (po rozcienczeniu prébki 1:2 i redukeji pod-
siarczynem) wynaza roéwnanie:

B e el A b e i RO
gdzie kuno,, kun i Kunmer 0znaczaja wspoélezynniki ekstynkeji

HbO,, Hb i HbMet,
cubo, 1 cup stezenie HbO, i Hb,

¢ — stezenie calkowitej hemoglobiny w roztworze.

Z réwnan tych wyprowadea sie wzor ogélny dla obliczenia % HbO,
w stosunku do catkowitej hemoglobiny.

E;  kub — KubMet kun
$HbO, =100 |(—2- . ——— . —
e (2 E, kun—knmvo, Kkubo,— KupMer

ol kub KbMe ‘
e iR HE ML HbMet ) O e (VII).

2E, Kkuh—Kubo,  Knbo,— KnbMet
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124 K. SPETT 8]

Po podstawieniu za

Kub — KibMet Kun 4
. ='B tosé statl
kiupb —Kkuvo,  Kibo.— KubMet (fparione simle)
KibMet 3
—=C t
Kib0, — KiibMet Lygriod. Bt
gl B YAl = D (warto$é¢ stala)
Kb — Kibo,
wz6r na obliczenie %o HbO, przybiera postaé:
W e E,
" HbO, = 100 - (2E' B -}— D C) o vy v HEVERD):

Na podstawie uzyskanych wynikoéw pomiar()w wspolczynnikow eks-
tynkcji przy zastosowaniu filtru czerwonego fotokolorymetru ,Ersza”
wartosci B, C i D wynosza:

__kup—Kkubmer . ki _ (1,005 —0,477)-1,005

T(III.:EIII»() Kibo,—KnpMet (1,005—0,102) - (0,102— 0 477 —1,567,
KHbMet 0.477
C &y = ’ IS e—
Kibo,— Kubmet 0,102 — 0,477 1,272,
jid K, aH 1,005
L Kub —knbo, 1,005 — 0,102 102 i bl b

Po podstawieniu ich we wzorze VIII przybiera on posta¢:

E, E,
0 =5 g
» HbO, = 100 (1,272 151187 2, — 1,667 - 2E)

Technika wykonania analizy

Probéwke pomiarowa pojemnosci okoto 30 ml napelnia sie okolo 27 ml
0,1°/0 amoniaku, zamyka kapturem gumowym i usuwa powietrze z pro-
bowki przez ok. 15—20 min. za pomoca pompy wodnej. Po zamknieciu
zacisku i odlaczeniu od pompy dokonaé mozna rozcienczenia krwi. Przy
pomocy strzykawki uszczelnionej olejem parafinowym pobiera sie okolo
3 ml krwi z zyly lub tetnicy i natychmiast wstrzykuje sie do probéwki
przygotowanej jw., przebijajac igla kaptur gumowy. Nastepnie po cal-
kowitej hemolizie dokonuje sie pierwszego pomiaru ekstynkcji E, przy
zastosowaniu filtru czerwonego fotokolorymetru ,Ersza“, uzywajac jako
odno$nika proboéwki napelnionej 0,1°% amoniakiem. Po dokonaniu
pierwszego pomiaru ekstynkcji probéwke otwiera sie, cze$¢ roztworu
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(9] FOTOMETRYCZNE OZNACZANIA HbO, 125

krwi odlewa sie, a pozostala wytrzasa sie przez 5—7 minut z powietrzem
nie zawierajacym tlenku wegla. Nastepnie, po dokonanym w ten spos6b
utlenowaniu, dokonuje sie drugiego pomiaru ekstynkcji E,, ktéra to war-
to$¢ jest nizsza od poprzedniej z powodu przej$cia Hb w HbO,. Pomiar ten
mozna sprawdzi¢ utlenowujac jeszcze raz roz-
twor krwi i jezeli po tym zabiegu nie spostrze-
gamy juz dalszego spadku ekstynkeji, oznacza
to, ze Hb jest juz w pelni utlenowana. Z uzy-
skanych wartosci ekstynkeji oblicza sie iloraz

Y
|

-
|
I

) 500 pompy
; ¥ prozniowe/
cisk

Q= g' i po podstawieniu go we wzorze III i

2

Kaptur gumowy

wyznacza sie %0 HbO, w badanej prébce krwi.
W wypadku mozliwosci rownolegtej methe-
moblobinemii nalezy dokonaé¢ jeszcze jednego
pomiaru. W tym celu utlenowang po drugim
pomiarze krew rozciencza sie dokladnie réwng
iloscig 0,1/, amoniaku, a nastepnie dodaje
szczypte podsiarczynu sodowego (Na,S,0,), kto-
ry redukuje HbO, i HbMet do Hb. Po redukcji
dokonuje sie w tej samej co poprzednio pro- \_/
béwce trzeciego pomiaru ekstynkeji E;, ktéory  Rys. 1. Probowka kolo-
mozna powtérzy¢, dodajac jeszcze szczypte ~— ymetryezna z kapturem
podsiarczynu. Jezeli ekstynkcja po powtérnym ~ SUmOWym! Sdprawase-
¢ g ; 2 niem do pompy proéznio-
dodaniu podsiarczynu nie wzro$nie, oznacza to, wej
ze HbO, i HbMet ulegly catkowicie redukeji do
Hb. Po wstawieniu wartosci E,, E, i E, do wzoru VIII oblicza sie procen-
towg zawarto$¢ HbO. w badanej krwi.

Dyskusja
Analiza bledu omawianej metody uwzgledni¢é musi w przypadku po-
slugiwania si¢ wzorem III blad powstaly przy wyliczeniu Q=g'. Przy
wyznaczaniu % HbO, z wzoru VIII blagd pomiaru bedzie suma ble-
d6w llorazéw 2t T
E, E;
W celu obliczenia bledéw poszczegdlnych ilorazéw ekstynkeji wyzna-
czono $redni blad wartosci Sredniej odezytu z wzoru
R )
n-(n—1)’
gdzie X (f?) jest suma kwadratéw bledéw poszczegélnych odezytéw, a n
iloSci odezytow.
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Obliczony w ten sposéb blad pomiaru dla fotokolorymetru , Ersza” wy-
nosi okoto * 0,005.

Wobec powyzszego blad ilorazu E, wyliczony z wzoru

a2

E E 1 ~ r ) “
= BT @y VES Fuf + (E) - (Fn)’

wynosi okoto * 0,255.

Wynika z tego, ze przy postugiwaniu sie wzorem (III) warto$¢ @ obar-
czona moze byé¢ bledem * 0,255, co powoduje blad w ocenie % HbO, wy-
noszacy * 3%.

Wyliczony w podobny spos6éb bilad ilorazu g‘
3

Bl B

1 1 4 b :
g, £, T @y VES Fu) + (E)* - (Fm)

wynosi okoto * 0,01, co spowodowaé moze bigd w ocenie % HbO, wy-
noszacy * 1,0%.

Blad ilorazu Ey

E,

E2 E2 1 /7 ) 9 o o
By V(B (Fn)® + (By) - (Fm)?
E, E, = (E,) VAE)?  (Fm)* + (Ey)* - (Fm)

wynosi okolo * 0,01, co spowodowaé moze blad w ocenie % HbO, wy-
noszacy * 1,5%.

Suma ilorazéw gl 2 gg obarczy¢ zatem moze wyniki metody pole-
3 3

gajacej na wyznaczaniu trzech ekstynkcji bledem w ocenie o HbO, wy-
liczonym z wzoru
:1 + §‘i| P15 =1418%.

Jak wynika z powyzszego rozumowania, ocena stopnia utlenowania
hemoglobiny dokonana moze byé¢ z bledem * 3% HbO, w przypadku wy-
konywania dwéch pomiaréw ekstynkecji. Przez wykonanie jeszcze jednego
pomiaru blad oceny stopnia utlenowania Hb zmniejsza sie do okolo
* 29/ HbO,.

Opisang metode fotometryczna sprawdzono na probkach krwi pocho-
dzacej od 11 osobnikéw, wysyconej tlenem w réznym stopniu. Stopien
utlenowania hemoglobiny oznaczano gazometrycznie manometrycznym
aparatem van Slyke’a oraz fotometrycznie przy zastosowaniu obydwu po-
danych modyfikacji. Wyniki pomiaréw przedstawia tablica 4.
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Tablica 4

Wyniki pomiaréw stopnia utlenowania hemoglobiny manometrycznym aparatem
Var Slyke’a i metodg fotometryczng przy zastosowaniu filtru czerwonego fotokolory-
metru ,Ersza”

| $HbO,
L.p Van Fotometr , Ersza”
Slyke | Modyfikacja I | Modyfikacja II

[
1 98.3 97,5 , 98,9
2 93,9 | 93,3 ! 93,0
3 | 101,2 98,7 i 99,1
4 78,3 78,9 78,5
5 65,7 62.4 63,5
6 60,0 58,35 58,1
7 720 | 69,5 68,2
8 51,0 49,4 49,0
9 80,0 | 76,7 77.9
10 836 | 83,0 84,4
11 68.7 | ' 69,5 67,4

Streszczenie

Opracowano metode fotometryczna oznaczania stopnia utlenowania
hemoglobiny w krwi, dostosowang do fotokolorymetru elektrycznego
»Ersza”. W metodzie tej wykorzystano duze roéznice w absorpcji miedzy
Hb, HbO, i HbMet w zakresie przepuszczalnosci filtru czerwonego. Opra-
cowano dwie modyfikacje metody. Pierwszg z nich stosuje sie w przypad-
ku obecno$ci w badanej krwi tylko HbO, i Hb, druga pozwala na ozna-
czenie %o HbO, przy réwnoczesnej methemoglobinemii.

Podano wzory ogélne (III, VIII) dla wyznaczenia % HbO, w obydwu

przypadkach i spos6b wyprowadzenia wzoréw szczegbélowych w zalezno-
$ci od wlasciwosci spektralnych filtru czerwonego.
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DPOTOMETPHYECKHH METO/] OIIPEJAEJEHHA CTEIEHH HACLILUIEHUSI
KHCJIOPOJIOM I'EMOINIOBMHA B KPOBH

Pezome

Paspaboran ¢oToMeTpu4YecKkuii MeTOZ ONpefesieHNA CTEleH) HacbIle-
HUA KMCJIOPOJOM TeMOIJIoOOMHA B KPOBM, IMO3BOJIAIOLIMIA NPUMEHUTH JIEK-
Tpudeckuit horokosopumerp DPUIA. B sTtom merose GbLIM MCIOJIbB30BaHbI
Gonpiye pasHuubl B abcopbuym mexay Hb, Hb: 1 Hb Met B npepesnax
NpOIyCcKaeMoCT KpacHoro puibrpa. Pa3paboraHse! aBe Moanduraumm mMe-
Tona. IlepBadg M3 HMX NPUMEHAETCA B CIyYadX HAJIMYUA B KPOBU TOJBKO
HbO, n Hb, Bropas mozsossaer onpexesmts %0 HbO., nmpu oxHOBpeMeHHOI:
MeTreMOorJaoouMHeMmn.

ITpuBonsaTca obume dopmyasr (I1I, VIII) aua onpepenennsa °o HbO:
B oboMxX ciuy4yasx M crocod BbIBeeHMA NOAPOOHBIX (hopMyJs B 3aBUCH-
MOCTM OT CHEKTPaJIbHBIX OCOOeHHOCTel KpacHOro uibTpa.

EINE PHOTOMETRISCHE METHODE ZUR BESTIMMUNG DES VERHALTNISSES
DES OXYHAMOGLOBINS ZUM GESAMTHAMOGLOBIN IM BLUT

Zusammenfassung

Es wurde eine photometrische Methode zur Bestimmung des prozen-
tuellen Anteils von HbO, zum Gesamthdmoglobin im Blut mit dem licht-
elektrischen Kolorimeter , Ersza” beschrieben. Die Methode griindet sich
an die grossen Absorptiosdifferenzen zwischen Hb, HbO, und HbMet im
Bereich der Durchléssigkeit des roten Filters. Es wurden zwei Modifika-
tionen bearbeitet. Die erste wird bei der Anwesenheit von HbO, und Hb
in dem untersuchten Blut angewandt, die zweite erlaubt di‘e Bestimmung
%0 HbO, auch bei gleichzeitiger Anwesenheit von HbMet.

Es wurden allgemeine Gleichungen (III, VIII) zur Abrechnung von
%% HbO, in beiden Fillen angegeben so wie der Weg zur Ausfiihrung
spezieller Gleichungen je nach den spektralen Eigenschaften des roten

Filters.
Otrzymano 31.1.1957 r
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AKTYWOWANIE TYROZYNAZY Z ZIAREN ZYTA

Z Instytutu Biochemii i Biofizyki PAN w Warszawie

Zaktad Biochemii Ewolucyjnej
Kierownik: Prof. dr I. Mochnacka

W dzialaniu tyrozynazy mozna rozrézni¢ dwa rodzaje aktywnosci:
jedna to utlenianie monofenoli, jak tyrozyna, p-krezol, na odpowiednie
3,4-dwuhydroksypochodne, oraz druga, to utlenianie o-dwuhydroksyfe-
noli na chinony. Obie te czynnosci bada sie zwykle na ukladach mo-
delowych uzywajac najczesSciej p-krezolu jako substratu dla aktywnosci
monofenolazowej, a katecholu dla aktywnosci polifenolazowej. Stad po-
tocznie nazywa sie obie te aktywnos$ci tyrozynazy odpowiednio krezola-
zowa i katecholazowa.

7 \—R FR peis
I _ krezolaza | I ’ katecholaza | ;
HO- N\ b HO—-\\ O=\ !
I
OH o)

W badaniach nad oddychaniem cytochromowym i chinonowym u ros-
lin zajalem sie tyrozynaza w ziarnach zyta. Zauwazylem przy tym, ze
wyciagi z ziaren starych — w miesiac po zbiorze lub wiecej, maja obie
czynno$ci tyrozynazy, zas wyciagi z ziaren $wiezych (do tygodnia po zbio-
rze) maja czynnos¢ tylko katecholazowa a zupelie nie majg krezolazowej.

Czeé¢ doswiadczalna

Do dos$wiadczen uzywalem ziaren zyta (Secale cereale, Zyto Wlosza-
nowskie) . Jako §wieze okres§lam ziarna badane w okresie okolo tygodnia
po Zbiorze, jako stare ziarna — lezgce co najmniej miesiac po zbiorze. Ze
wzgledu na znang powszechnie wrazliwo$¢ krezolazy na zabiegi prowa-

! Zyto otrzymaliSmy z majatku ,Sosnowiec” dzieki uprzejmosci Administracji.
[129]

http://rcin.org.pl



130 J. W. SZARKOWSKI 121

dzace do oczyszczenia enzymu, uzywalem nieoczyszczonych wyciagow
wodnych z ziaren. 0,5 g ziaren rozcierano z piaskiem i woda w mozdzie-
rzu porcelanowym chlodzonym lodem, saczono przez wate szklang i prze-
sgcz wirowano 5 min. przy 6000 obr./min. w temp. 2°. Plyn znad osadu sa-
czono przez filtr Seitza i przejrzysty przesacz (uzupelniony do 50 ml woda)
o pH 7 uzywano bezposrednio do do$wiadczen.

Tablica 1

Aktywnos¢é krezolazowa i katecholazowa tyrozynazy w ziarnach zyta

] Wycigg wodny

! Substrat : Biem
% - ‘

|

h p-krezol 0,30
DOPA 0,10

p-krezol| 0,00
DOPA 0,10

1) ziaren staryc

2) ziaren §wiezych |

5 ml wyciggu wodnego ziaren, 1 ml roztworu wodnego p-krezolu (5 mg) lub DOPA.
(1,5 mg), 2 ml wody. Inkubacja w 37° 24 godz. dla p-krezolu, oraz 1 godz. dla DOPA.
Powstanie barwika mierzono przyrostem ekstynkeji (E).

Jako substrat do badania czynnosci krezolazowej stosowano p-krezol
inkubujac go z wyciagiem z ziaren w 37° przez 24 godz. [7]. Powstaly
czerwony barwik oznaczano w fotometrze Pulfricha przy filtrze S 50.
Aktywnos$¢ katecholazowa ziaren badano inkubujac 3,4-dwuhydroksyfe-
niloalanine (DOPA) z wyciagiem w 37° przez 1 godz. [7]. Powstaly bar-
wik oznaczano réwniez przy filtrze S 50 w fotometrze Pulfricha. W oby-
dwu przypadkach do drugiego maczynka fotometru dawano wyciag, do
ktérego zamiast substratu dodawano odpowiednia ilo§é wody.

W tablicy 1 podano jeden z typowych wynikéw do§wiadezen nad czyn-
noscig tyrozynazy w ziarnach zyta §wiezych i starych. Widaé wyraznie,
ze Swieze ziarna maja taka sama aktywnos¢ katecholazowa jak i stare,
natomiast nie posiadaja zupelnie czynnosci krezolazowej. Czynnos¢ ta
pojawia sie dopiero przy ich przechowywaniu.

Poniewaz w czasie procesu dojrzewania ziaren zb6z obserwowano
znaczny wzrost proceséw proteolitycznych [1], nasunelo mi sie¢ przypusz-
czenie, ze pojawienie sie aktywnosci krezolazowej w dojrzewajacym ziar-
nie moze mie¢ podobny mechanizm proteolitycznego ,,odmaskowania®,
jaki znamy w zaczynach trawiennych. Dla sprawdzenia tej hipotezy wy-
konalem szereg doSwiadczen wprowadzajac trypsyne jako czynnik pro-
teolityczny. Uzyta trypsyna byla preparatem handlowym B.D.H., jed-
nostki enzymu oznaczylem wedlug Baumanna w pH 7 [2]. Do wycig-
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goéw z ziaren inkubowanych z p-krezolem dodawalem trypsyne, jedno
z takich do$wiadczen podane jest w tablicy 2.

Dodanie trypsyny do wyciggow ze $wiezych ziaren zyta powoduje
powstanie aktywno$ci krezolazowej takiego rzedu jak w ziarnach sta-
rych. Trypsyna zwigeksza aktywno$¢ krezolazowa w starych ziarnach.
W prébach kontrolnych, w ktérych inkubowano tylko trypsyne z p-krezo-

Tablica 2
Wplyw trypsyny na aktywno$§¢ krezolazowa ziaren zyta

’ Wyciag wodny z: 5 Dodatek Substrat I i ont
| ziaren starych 0 | p-krezol ‘ 0,30 ‘

‘7_z_ia_1">en—staryich B <k trypsyna p-krezol ji Y 0:5
ziaren star}:ch ;rypsyna zagotowana p-krez;i 0,32
ziaren starych | trypsyna | 0 o0 |
‘ 0 EE trypsyna AT a, p-krezol ; 0,00 }
ziaren éng;ch 0 7 -—-E p-krezol | 0,00 4 ‘
[ ;;renﬁé—wgych trypsyna : p-krezol 0,46 l

: z;ren Swiezych s trypsyna zagotowana [ p -krezol 0,00

ziaren $wiezych Eol ;r_y;;yna i y !‘ 07 3 3 ;).00

0 X ‘—trypsyna } p-krezol 0,00

5 ml wyciagu z ziaren, 1 ml roztworu p-krezolu (5 mg), 2 ml roztworu trypsyny

(50 jedn. B a um a n n a). Inkubacja w 37° 24 godz. W prébach kontrolnych od-
powiedni roztwor zastgpiony woda.

lem, nie powstal barwik, nie powstat on réwniez w kontrolach z ziarnami
Swiezymi, w ktérych trypsyne uprzednio inaktywowano przez ogrzanie.
Pojawienie sie zatem aktywno$ci krezolazowej w wyciagach ze §wiezych
ziaren jest nastepstwem dzialania enzymatycznego trypsyny.

W dalszym ciaggu badalem czy trypsyna ma jaki§ wplyw réwniez i na
aktywno$¢ katecholazowa wyciagu. Wykonalem nastepujace doswiadcze-
nia: 5 ml wyciggu wraz z 2 ml roztworu trypsyny (50 jedn.) inkubowano
w 37° przez 24 godziny pod toluenem, po czym dodawano 1 ml roztworu
DOPA (1,5 mg) i mierzono powstawanie barwika co 10 min. w ciggu 1 go-
dziny. Do poréwnania sluzyly dwie proby, jedna skladajaca sie z 5 ml
wyciagu Swiezo przygotowanego, 1 ml roztworu DOPA i 2 ml wody; i dru-
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ga o takim samym skladzie, tylko ze wyciag z ziaren trzymany by? uprze-
dnio przez 24 godziny w 37° Szybko§¢é powstawania barwika w takich
doSwiadczeniach podana jest na rys. 1. Jak widaé¢ z krzywych, inkubacja
samego wyciggu przez 24 godz. w 37° powoduje zmniejszenie aktywnosci

03r
[ .
02r 2
o .
0 10 2 0 7 50 min 60
Czas
Rys. 1
® @ Aktywno$¢ katecholazowa wyciagu bezposrednio po przygotowaniu

¥ Aktywno§¢ katecholazowa wyciggu przetrzymywanego przez 24 godz.
w temp. 37°

o0——0 Aktywnos¢ katecholazowa wyciggu trawionego trypsyna przez 24
godz. w 37°

Skiad doswiadczenia w tekScie. Absorpcje mierzono w warstwie 5 cm

katecholazowej o okolo 30%0 w stosunku do aktywnosci §wiezo sporzadzo-
nego wyciggu. Inkubowanie wyciagu z trypsyna przez 24 godz. nie ma
wplywu na aktywno$¢ katecholazows.

Dyskusja

W przedstawionych badaniach stwierdzilem, ze wyciag z ziaren zyta
bezposrednio po zbiorze wykazuje czynnoéé katecholazowa tyrozynazy,
przy braku czynno$ci krezolazowej. Czynno$¢ krezolazowa w wycitgach
z takich ziaren pojawia sie pod dzialaniem trypsyny. Ziarna starsze wy-
kazujg od razu obie czynnosci tyrozynazy. Interpretacja tych faktow za-
lezy od tego, ktéra z teorii dwoistego dziatania tyrozynazy wezmieny za
podstawe rozwazan.
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Teoria dualistyczna o istnieniu dwéch réznych enzymoéw: monofeno-
lazy czyli tyrozynazy, oraz polifenolazy czyli DOPA-oksydazy [3, 9] zo-
stala na og6l zarzucona, poniewaz nikomu nie udalo sie rozdzieli¢ tych
czynno$ci miedzy odrebne frakcje bialkowe. Chociaz wiec ta teoria mo-
glaby w najprostszy sposob wytlumaczyé¢ zaobserwowane przez nas fak-
ty, nie bierzemy jej pod uwage.

Wiecej zwolennikéw ma utrzymujgca sie do dzi§ teoria unitarna, kto-
ra obie czynno$ci przypisuje jednemu enzymowi, ktéry zasadniczo ma
charakter polifenolazy, za§ monofenole utlenia przy wspoidziataniu ka-
talitycznych ilo$ci o-dwuhydroksyfenoli [8]. Podobnie Keilin i Mann
[4] przyjmuja przy utlenianiu monofenoli dziatanie katalityczne jakiego$
czynnika dodatkowego, prawdopodobnie o-dwufenolu. Ta teoria, ktéra
zresztg ostatnio znalazla licznych przeciwnikéw [6], nie daje nam pod-
staw do wytlumaczenia obserwowanych faktow.

W obecnym stanie rzeczy najdogodniejszg podstawe dla naszej hipo-
tezy roboczej stanowi koncepcja Kendala [5]. Kendal stoi na sta-
nowisku, ze tyrozynaza jest pojedynczym enzymem lub kompleksem en-
zymatycznym posiadajacym dwa niezalezne centra aktywnosci dla mono-
i dwufenoli. Poczatkowa nieczynno$é centrum dla monofenoli w ziarnie
tlumaczylaby sie zablokowaniem odpowiednich grup w enzymie. Fakt,
ze zablokowanie ustepuje pod dzialaniem trypsyny, wskazywalby na bial-
kowy lub peptydowy charakter inhibitora. Znikanie hamowania przy doj-
rzewaniu ziarna zbiega sie¢ w sugestywny sposéb z natezeniem proceséw
proteolitycznych w tym okresie. Gdyby$Smy wyobrazili sobie inhibitor
w postaci ,,maseczki” peptydowej zwiazanej z grupami czynnymi cen-
trum dla aktywnos$ci krezolazowej, to byémy mieli zupelna analogie
z uczynnianiem np. chymotrypsynogenu przez trypsyne.

Streszczenie

1. Wyciagi wodne z ziaren zyta w jeden tydzien po zbiorze wykazuja
jedynie czynnos$¢ katecholazowa (polifenolazowsg) tyrozynazy, brak za$
czynnosci krezolazowej (monofenolazowej).

2. W wyciggach z takich ziaren mozna ujawnié czynno$¢ krezolazowa
dzialaniem trypsyny.

3. Wyciagi z ziaren starszych (od 4 tygodni i wiecej) wykazuja obie
czynno$ci tyrozynazy, pod wplywem trypsyny czynno$¢ krezolazowa
zwieksza sie.

4. Autor tlumaczy zaobserwowane fakty na podstawie teorii K e n-
dala o dwoéch centrach aktywnosci tyrozynazy, przyjmujac, ze w Swie-
zych ziarnach centrum krezolazowe jest zablokowane peptydem lub
biatkiem.
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AKTHBUPOBAHHE THPO3HHA3blI M3 3EPEH PiHH
Peszome

1. Bopsble BBITAXKKM M3 3€PEH P3KM, CIYCTA HEAEI0 Iocjie yOOpKH,
TIPOABJISAIOT JIMIIL KaTeXOJas3HyIo (MoJmM(eHOIa3HyI0) aKTMBHOCTH TUPO-
3MHA3BI, IPU OTCYTCTBUMM KPE30JIa3HOM (MOHO(EHOJIA3HOM) aKTUBHOCTHA.

2. B BBITAXKKAX U3 TaKMX 3€PEH MOXKHO OOHAPYXUTb KPE30JIa3HYIO
AKTMBHOCTb IIOCPEJICTBOM JEJCTBUA TPMUIICHHA.

3. BeITAXKYM M3 cTapmMx 3epeH (4-HeAeabHBIX M 6Gojee) MPOABJIAIOT
06e aKTMBHOCTM TMPO3MHA3ZBI (MO BJIMSHMEM TPUIICMHA YCUIMBAETCHA Kpe-
30J1a3HafA AKTUBHOCTE). '

4. Astop obbacHAeT oOHapy:KeHHbIe (PaKThl,. ONMPaAACh Ha TEOPUM
Kenpgana ¢ asyma neHTpamMy akTMBHOCTM TUPO3MHA3LI M NpPUHMUMAHA,

YTO B CBIPBIX 3€pHAX KpPe30JIa3Hbl IIeHTP OJIOKMpOBaH IENTUAOM WJIN
6eskoM.

THE ACTIVATION OF RYE SEED TYROSINASE '

Summary

1. The aqueous extracts of rye seeds, a week after the harvest, exhibit
only the catecholase (polyphenolase) activity of the tyrosinase and no
cresolase activity.

2. The cresolase activity of such extracts may be demonstrated by
treating them with trypsin.

3. The extracts of the seeds, four weeks or more after the harvest,
exhibit both activities of tyrosinase, the cresolase activity being increased
by trypsin.

4. The observed facts can be explained on the basis of Kendal's
theory of two centres of tyrosinase activity. In the fresh seeds the
cresolase centre would be masked by a peptide or protein.

Otrzymano 2.2.1957 r.
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BADANIA NAD BIOSYNTEZA ALKALOIDOW W LUBINIE
WASKOLISTNYM

(LUPINUS ANGUSTIFOLIUS)

Z Pracowni Biochemii Ro$lin Instytutu Biochemii i Biofizyki PAN
Kierownik Pracowni: Prof. dr I. Reifer

Celem naszej pracy bylo okreslenie miejsca syntezy lupaniny i hy-
droksylupaniny w tubinie waskolistnym oraz przebadanie wplywu takich
czynnikéw na wytwarzanie tych alkaloidéw jak: rézne zrédia i poziomy
azotu, stezenie sacharozy w pozywce. Te zagadnienia wchodzace w za-
kres biogenezy alkaloidéw usilowano wys$wietli¢ stosujac hodowle zarod-
kéw i ich organéw, jak korzeni, czeéci podliscieniowych i paczkéw in vitro
w warunkach sterylnych.

Mothes i Kretschmer [1] hodujgc w warunkach sterylnych
izolowane wierzchotki korzeni kietkujacych nasion lubinu waskolistnego
zaobserwowali, ze kultury korzeniowe syntetyzuja alkaloidy. Nasze
wstepne doswiadczenia z roku 1955 nie potwierdzily jednak tego spostrze-
zenia. Mothes w osobistym doniesieniu zakomunikowal nam, ze i on
nie zdolal powtorzy¢ swoich wynikow.

Poniewaz w toku pracy stwierdziliémy, ze obecnos$¢ liscieni warunkuje
synteze alkaloidow w zarodku, przeprowadzono rowniez doSwiadczenia
z zarodkami, ktérych nie pozbawiono catkowicie liScieni oraz z zarodka-
mi, hodowanymi na pozywce White' a z dodatkiem: a) nie naruszone-
go liscienia, b) miazgi liScienia oraz c¢) przegotowanego wyciagu liScienia.

Czeé¢ doswiadczalna

W doSwiadczeniach stosowano pozywke White’a [4]. Przy wpro-
wadzaniu dodatkowych zwiazkéw doprowadzano odczyn pozywki do pH
5,7—6,0. Pozywke w ilo$ci 15 ml przenoszono do probéwek o $rednicy
1,2 ecm, uprzednio mytych ciepla wodg z mydlem, poptukanych woda de-

[135]
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stylowang i wysuszonych. Rownocze$nie umieszczano w probowkach wa-
te szklana, pelnigca role mechanicznej podpory dla kultur. Po zamknig-
ciu probéwek korkami z waty wyjalawiano pozywke w aparacie Kocha
w trzech po sobie nastepujacych dniach po 30 minut.

Zarodki i ich organy izolowano z nasion uprzednio sterylizowanych
i moczonych. Sterylizacje nasion lubinu przeprowadzano przez plukanie

ich w nasyconej wodzie bromowej przez 3 minuty. Nastepnie przemy-
wano je starannie sterylna woda destylowang i moczono w wodzie w plyt-

kach Petriego przez 20—48 godzin w temp. 25°. Izolowania zarodkoéw i ich
organéw dokonywano w specjalnym pomieszczeniu w szafce Hansena
w obecno$ci lampy kwarcowej. Sterylnym skalpelem przecinano lupine
nasienia, podwazano zarodek (jezeli jednocze$nie mialy byé¢ usuniete li-
Scienie), a nastepnie w caloSci lub odciete jego organy przenoszono przy
pomocy sterylnej pincety do probéwki z pozywka. Dlugos$é izolowanych
zarodkéw wynosita ok. 10 mm, a poszczegélnych organdow: korzeni ok.
2 mm, cze$ci podliécieniowych ok. 5 mm, paczkéow ok. 2 mm. Kultury ho-
dowano w temp. 25° i zaleznie od wymagan hodowli umieszczano je
w ciemnos$ci lub na $wietle. Po uptywie okreslonego czasu (3—37 dni)
oznaczano w nich zawarto$§¢ alkaloidow.

Material roslinny rozcierano dokladnie w mozdzierzu porcelanowym
z piaskiem wydmowym, oczyszczonym stezonym kwasem solnym i woda,
i ekstrahowano alkoholem etylowym 96 (4-krotnie po ok. 5 ml). Wyciag
alkoholowy saczono przez saczek z bibuly filtracyjnej do zlewki i po sla-
bym zakwaszeniu odparowano we wrzacej lazni wodnej. Pozostalo$¢ roz-
puszczano w ok. 5 ml wody z dodatkiem 1 ml 0,1 N kwasu siarkowego
i przenoszono iloSciowo do rozdzielacza. Wyciag wodny alkalizowano
0,5 ml nasyconego roztworu weglanu sodowego i wytrzagsano za pomoca
10 ml chloroformu. Ekstrakcje chloroformem powtarzano jeszcze trzy-
krotnie stosujac po 5 ml rozpuszczalnika. Wyciagi chloroformowe prze-
noszono do drugiego rozdzielacza i wytrzasano trzykrotnie porcjami po
ok. 7 ml 0,2N kwasu siarkowego. Kwasny wyciag wodny alkaloidow
przenoszono iloSciowo do kolby miarowej. W zalezno$ci od zawartosci
alkaloidow w probie stosowano rozcienczenia do objetosci od 25—1000 ml.
Do analizy pobierano 5 ml roztworu. Oznaczenia dokonywano w dwaéch
powtérzeniach. Alkaloidy oznaczano metoda kolorymetryczng Reifera
i Niziotka [2].

Omoéwienie wynikéw

Wstepne badania wykonano na izolowanych wierzchotkach korzeni
kietkujgcych nasion tubinu. Kultury te hodowano na pozywce White’a
przez okres od 3—33 dni. Wyniki przedstawiono w tablicy 1 (L.p. 1—6).
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W izolowanych korzeniach nie zaobserwowano przyrostu bezwzglednej
ilosci alkaloidéw, jakkolwiek $wieza masa kultur po uptywie 33 dni wzro-
sla 9-krotnie. Izolowane wierzcholki korzeniowe nie sa zatem w stanie
produkcwacé alkaloidéw i to bez wzgledu na to, czy zrédlem azotu sg azo-
tany lub sole amonowe. Dowodza tego wyniki przedstawione w tablicy 1
(L. p. 7—11).

Tablica 1

Zawartos¢ alkaloidow w kulturach wierzchotkéw korzeniowych tubinu
hodowanych na pozywce White'a w obecnoéci réznych zrodet
i poziomow azotu

| | Wiek lese | Swieza f‘ Bezwzgledna zaw§rtoéc
Warunki | kultur masa |_8lkaloidéw w ug/kult.
L.p. 7 badan. e TS
hodowli* w cultur | W [ 2YOrO- | 1obani- | Suma
dniach | mg kult.  ksylupa- alka-
| nina na  loidéw
1 K 0 30 5 ‘ 80 | 5,5 13,5
2 P ; Gy e 7 ‘ L8y |s ©30 48
3 " } 6 10 13 1,8 3,0 48
4 2 | 18 5 43 3,8 2,0 5,8
5 i [ 22 5 45 5,1 38 8,9
6 $ | e 7 47 4.4 35 7.9
7 K [ 10 8 | a9 ’ 120 | 209
8| P+KNO800mgl | 14 + 35 00 | 35 3,5
9 » » \ 38 8 56 32 | 2,3 5,5
10 | P+CH,COONH,150 mg/1 | 17 6 36 93 | 9,7 19,0
11 e i ’ 42 6 62 i 2,2 ‘ y ! 9,3

* K — kontrola
P—pozywka White'a

Przebadano réwniez wplyw niektérych aminokwaséw, takich jak lizy-
na, arginina i glicyna na zawarto$¢ alkaloidéw w wierzchotkach korzeni
(tabl. 2). Lizyne, bedaca hipotetycznym prekursorem alkaloidéw lubinu
[3], dodawano do pozywki w postaci chlorowodorku L (+)-lizyny w ilo-
sci 50, 100 i 500 mg/1, chlorowodorek L (—) -argininy w ilosci 50 mg/l, gli-
cyne 200 mg/l. Jednak i w tych doswiadczeniach nie wykazano przyrostu
bezwzglednej zawartosci alkaloidéw. Hodowla w ciemni wierzchotkow
korzeniowych na pozywce ze zmniejszona iloScia sacharozy dala podobne
rezultaty.

W celu okreélenia miejsca syntezy alkaloidéw przeprowadzono z kolei
badania na calych zarodkach i ich organach: na korzeniach, czesciach
podliscieniowych i pgczkach (tabl. 3, ¥is p. 1—9). Po uplywie 6 dni nie wy-
kazano syntezy alkaloidéw nie tylko w izolowanych korzeniach, lecz row-
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niez w pozostalych izolowanych organach zarodkéw. Bezwzgledna zawar-
toé¢ alkaloidébw w korzeniach i czeéciach podliscieniowych nie odbiega
od warto$ci wyjsciowej. Rowniez kultury paczkéw 20-dniowych nie wy-

Tablica 2

Zawarto§¢é alkaloidébw w wierzchotkach korzeniowych hodowanych na
pozywce White’a w obecnoéci niektérych aminokwaséw

p o Bezwzgledna zawartosé¢
: | Wiek l Hos¢ | Swieza | ) aloidow w pg/kulture
L.p.| warunki hodowli* kultur | badan. | masa w 4
wdmachl kultur | mg/kult. }llgg;glit:z- Lupanina | Suma
1 K o ) 10 45 2.1 72 |
2 | P+ lizyna 50 mg/l 9 8 66 0,9 6.8 2
85 1% o 17 9 122 42 25 6,7
4t ,» 100 mg/l 3 10 8 0.0 2,7 2,7
S VAN . 6 10 15 09 | 22 3,1
gl , 500mgl | 3 10 7 00 | 22 2.2
o e ’ 6 10 20 08 . | 33 4,1
8 | P + arginina 10 6 50 | 0,0 3,1 3,1
9 K | o 10 5 90 | 124 |214
10 | P + glicyna 16 5 30 | 0,0 32 3,2

* K — kontrola
P — pozywka White’a

kazaly przyrostu alkaloidow, co pozwolilo nam przypuszczaé, ze pozba-
wienie zarodkéw liscieni uniemozliwia synteze tych zwiazkéw. W celu
potwierdzenia stuszno$ci takiego wnioskowania zalozono hodowle zarod-
kéw, ktérych nie pozbawiono catkowicie licieni. Po uptywie 6 i 16 dni
analizowano jednak tylko zarodki, liscienie przed analiza usuwano i nie
oznaczano w nich zawartosci alkaloidow. Wyniki przedstawiono w tabli-
cy 3, L. p. 10—16. Wida¢ z nich, ze istotnie obecno$¢ liScieni warunkuje
przyrost bezwzglednej zawarto$ci alkaloidow w zarodku. Przyrost ten
jest proporcjonalny do pozostawionych przy zarodku czesci liScieni.

Dla wyjaénienia, czy w danych warunkach zachodzi tylko translokacja
alkaloidéw z liscieni do zarodka, czy réwniez ich biosynteza, zalozono ho-
dowle zarodkéw z nie oddzielong polowka liScienia. Tym razem oznaczono
oddzielnie zawarto$é alkaloidéw zar6wno w zarodkach jak i w poléwkach
liscieni. Rownoczesénie przebadano wplyw 4 aminokwaséw: DL (—)-metio-
niny, L (—)-cysteiny i cystyny i L (+)-lizyny, dodanych do pozywki
w iloéei 330 mg/l. Wyniki przedstawiono w tablicy 4. Jak wida¢ z da-
nych liczbowych, zawartos¢ alkaloidéw w zarodkach hodowanych na po-
zywce White’a przez 13 dni wzrosla prawie 25-krotnie. Pozostaje ona
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Tablica 3

Biosynteza alkaloidéw w izolowanych zarodkach i ich organach hodo-
wanych na pozywce White’a w ciemnosci

‘ [ | Bezwzgledna zawarto$é |
\ | Wiek Ilos¢ = Swieza alkaloidow wyrazona |
L.p.} Dhtnny miateriat i kultur bada;l- masa | w ug/kulture
w nye w j
\ | dniach | kultur mg/kult. k?;ﬁ‘;;_' Llfpa' Suma
| ‘ | Bina Ll et
1 | Zarodki_.p.ozb_awione " i
| | obu liscieni 0 ‘ 20 17 1.4 20,2 | 21,6
| 2 w» 6 ‘ 12 [ 165 | 3,3 15,3 1 18,6
3 | Korzenie zarodkow 0 20 ‘ 4 1,2 2,1 i 3.3
4 ” . il 15 | 8 0,0 4,2 42
5 | Czeéci podliScieniowe | |
zarodkow 0 20 | 8 By 6.4 8,1
6 = 6 16 | 103 0,0 9,0 9,0
T | Paczki zarodkow 0 20 [ L 0,0 6,0 6,0
8 ok 6 20 29 0,3 3,0 3,3
9 s 20 7 ‘ 105 0,0 6,2 6,2
10 | Kontrola | 0 20 ‘ 17 6,4 13,0 19,4
11 | Zarodki pozbawione |
obu liScieni | 6 10 123 | 0,0 17,6 17,6
12 " | 16 18 | 126 4.6 122 168
13 | Zarodki pozbawione |
1,5 liScienia ‘ 6 9 I 812 0,0 342,2 3422
14 0 ! 16 10 1 470 60,4 280,0 |[3404
15 | Zarodki pozbawione
1 liscienia 6 9 495 79,9 573,3 653,2
. 16 4 16 1 J 973 98,7 617,1 715,8

proporcjonalna do przyrostu swiezej masy. W liscieniach zaobserwowano
znaczny spadek alkaloidéow. Swiadezy to o istnieniu translokacji alkaloi-
déw z liscienia do zarodka. Jednak ilo$¢ alkaloidéw w zarodku jest co
najmniej dwukrotnie wyzsza od ilosci wydzielonej z liécienia. Jest to
dowod na to, ze w danych warunkach do$wiadczalnych zachodzi réwniez
synteza alkaloidéw. Dodanie do pozywki metioniny, cysteiny, cystyny
i lizyny pozostaje bez wplywu na zwiekszenie intensywnosci tej syntezy.

Wracajac do zagadnienia okre$lenia miejsca syntezy alkaloidéw za-
fozono hodowle izolowanych organéw zarodkéw z mie oddzielong poléwka
liscienia. Jak wynika z danych przedstawionych w tablicy 5, obecnosé
liscieni warunkuje przyrost alkaloidéw zaré6wno w korzeniu i cze$ci pod-
liScieniowej jak i w paczku zarodka. LiScien pozostawiony w 1acznosci
z paczkiem zarodka syntetyzuje réwniez alkaloidy (tabl. 5, L. p. 6—10).
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Na podstawie wyzej omoéwionych wynikéw mozna przypuszczaé, ze
w liscieniach sa zlokalizowane prekursory alkaloidéw. Postanowiono prze-
badaé niektére wiasnosci tych zwigzkéw. Wykonano doSwiadczenia z za-
rodkami, pozbawionymi catkowicie liScieni, ktére hodowano na pozywce
White'a z dodatkiem nie naruszonego lub zmiazdzonego liScienia. Li-
§cienie badz wyjalawiano wraz z pozywka w aparacie Kocha, badz po
uprzedniej sterylizacji nasycona woda bromowa przenoszono w warun-
kach sterylnych do sterylnej pozywki. Jak wynika z tablicy 6, zarodki
rozwijajace sie na pozywce z dodatkiem liScienia syntetyzuja alkaloidy.
Z liscieni poddanych sterylizacji w aparacie Kocha cala lub prawie cala

Tablica 4

Wplyw niektéorych aminokwaséw na biosynteze alkaloidow w zarodkach
z nie oddzielong poléwka liscienia, hodowanych na pozywce White'a na Swietle

Iloé¢ badanych roslin = 8-10

Wiek kultur — 14 dni
Kontrola (K) — po 0 dniach

Srica Bezwzgledna zawarto$¢
L Warunki Material o {i alkaloidéw i ¢ g/ku}.__ Syntfzza
b hodowli* badany* | o2 W | Hydro- | alkaloigiy
mg/kult. | ksylupa- |Lupanina, Suma |W wg/roslin.
nina
1 K Z 19 2,9 14,0 % 16,9
Y180 8 78 0,0 380,0 380,0
2 B Z 440 0,0 460,0 460,0 279.1
s L 75 0,0 216,0 216,0
3 | P-+metionina z 389 1130 | 3160 | 4290 202,5
'L L 64 10,4 170,0 180,4
4 P+ cysteina Z 381 169,0 285,0 454,0 290,7
1, L 84 33,0 200,0 233,6 ;
5 P+cystyna 2 390 79,7 350,0 429,7 219.9 ‘
1, L 70 296 | 1575 187,1 il
6 | P-+lizyna z 368 720 | 3500 | 4220 204,1
V. L 63 21,5 157,5 179,0
T K VA 28 1,2 12,0 13,2
2L 81 0,0 272,0 272,0
8 P Z 356 143,0 292,0 435,0 311.8
1, L 86 56,4 106,0 162,4 g
9 | P+cysteina z 444 1102 | 3330 | 4432 346.8
Y, L 100 59,2 130,0 189,2

* Z — zarodek
1/, L — poléwka liScienia
P —pozywka White'a
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Tablica 5

Wplyw obecnosci nie oddzielonej potéwki liScienia na zawartosé alkaloidéow
s w izolowanych organach zarodka

. Bezwzgledna zawartosc P tf
Wiek 4 TZyros
Meatarial [ Tlosé ‘ Swieza | alkaloidow w ug alka- |
lL.p el ]badanych masa | “poaro = | loidow: |
| dniach kultur | w mg |ksylupa- Lupanina] Suma vl: 1t
’7 e 5 syninay | il (MRS
<12 i i ‘ 18 15 12,0 135 P
| 2L 81 | 00 | 2120 | 2720 A
; ' z . l ! 350 | 1154 ' 2020 | 4074
/s L 10 | g 514 | 1060 | 1574 | 2793
| K-+ cz. podl. 10 1,8 ‘ 4,0 5,8
| L 9 19 81 00 | 2120 | 2720 %9
R W Bl R G R RS
, | K+cz. podl 403 508 | 3086 | 3594 | ;
U R i 86 00 | 1543 | 1543 | 2359 |
Pa I = 1,0 gt < R TL TRy
51w L 0 10 81 00 | 27120 | 2720 | 00 |
¢ | Pa & . 122 185 | 119,0 ‘ 1375 |
S L 170 12 | 2200 | 3m2 | 191
| . | K+cz pod. 11 5,6 3,8 9.4
7 0 11 0.0
| iy L 61 1041 | 177,01 | 2812
" K iez podl. r 298 2422 | 1288 | 3710
i 851 1. 13 0 58 36,7 666 | 1033 I 185,1
| Pa ES : =0k a8 | 48 | ee |
|2 v 0 20 61 1041 | 1771 | 2812 l 0,0
P |
Pa 82 393 | 871 | 1264 |
|19 it s 4 125 | 1646 | 1355 | 3001 | 1425

* Z — zarodki
K + cz. podl. — korzen wraz z cze$cig podliScieniowa zarodka
Pa — paczek zarodka
/2 L — 1/2 liScienia
L.p. 1-6 — I doswiadczenie
L.p. 7-10 — II doswiadczenie

zawarto$¢ alkaloidow przechodzi do pozywki. Jednak ilos¢ alkaloidéw
w pozywce jest wyzsza od iloSci alkaloidow zawartej w' liscieniach kon-
trolnych. Mozna zatem przypuszczaé, ze biosynteza alkaloidéw zachodzi
w badanych warunkach niezaleznie od tego, czy sterylizowany liScien
jest nie naruszony lub zmiazdzony. W przypadku liScieni przeniesionych
do pozywki w warunkach sterylnych (tabl. 6, L.p. 5—7, 10) alkaloidy
przenikaja do pozywki jedynie z liScieni zmiazdzonych. Oddzielone od
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Tablica 6

Biosynteza alkaloidow w obecnosci oddzielonego liScienia (liScien nie maruszony

lub zmiazdzony (L, Lz), liScien nie naruszony lub zmiazdzony sterylizowany w apara-

cie Kocha (LS, LzS), wyciag z liScienia (Lw)), dodawanego do hodowli zarodkéw na
pozywce White'a

Wiek kultur — 16 dni Kontrola (K) — po 0 dniach
: g
| Srednia zawarto$¢ alkaloi- | p. t
; Iloé¢ | Swieza RLyTOS
L Warunki | Materiat | . déw w 1 probdwce W ug | a6
P | hodowli badany* acan. | masa W | gydro- déw w
‘ kultur | mg/kult. | ksylupa- Lupanina| Suma
| | nina #e
| & K T 20 22 56 | 200 25,6
g 7 20 183 72.4 612,0 684,4 0.0
2 P z 18 125 9,2 16,4 25,6
P 0,0 0,0 0,0 0,0
3 | P+LS Z 10 127 62,4 228,0 290,4
LS 5 184 00 00 00 | ks g
P 283,2 640,0 923,2 ’
| 4 | P+LzS Z 12 102 432 148,0 191,2
| LzS 6 176 0,0 29,2 292 | 4o04
| P 273.6 686,4 960,0 y
5 K z ( 20 22 56 | 200 @s | .0
L 20 154 41,0 | 4880 529,0 | ’
| 6 P+L 2, ) 16 156 27,6 107,0 134,6
i i teidly ) 8 826 334,5 700,0 | 10345 | 6145
| P 0,0 0,0 0,0
| 7 | Ptiz zZ 17 140 50,4 200,0 250,4
| Lz 9 63,4 190,0 2534 | 8918
, P 1 | 2083 7343 | 9426
| 8 K I 13 10,6 12,8 23,4
G il 180 405,0 916,2 | 1321,2 0,0
L 22 162 420,2 901,8 | 1322.0
9 | P+LS Z 20 85 10,6 132,0 142,6
LS 20 177 0,0 7.2 72 | 5748
P 790,0 980.0 | 17700
10 | P+L Z 14 155 19.4 52,0 71,4
L 14 365 922.8 800,0 | 17228 | 4492
P ‘ 0,0 0,0 0,0
N -t e GAENLE§ 2 . : |
11 K A T T, (e 7,2 200 | 272 .
Lw | ; 198,6 6840 | 8826 b
12 | P+Lw - it R T 71,0 220,0 2910 | jons
Lw | : | 301,8 | 57,2 873,0 ’
|
13 oy R TR ‘ 13 1006 | 128 | 234 ] v
| Lw | 450,0 8400 | 1290, ’
14 | P+Lw z, | 18 81 - 828 56,0 ’ 138,8 a74 |
Lw | | 5620 700,0 | 1262,0 ’

* Z — zarodek, P — pozywka White a
W do$wiadczeniach L.p. 1—7 w probéwce znajdujg sie 2 zarodki, 1 liscien i 15 ml pozywki
L.p. 8—10 w probéwce znajduja sie 2 zarodki, 2 liscienie i 15 ml pozywki
Lp. 11—14 w probéwce znajduja sie 2 zarodki 1 15 ml wyclagu z liscleni
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reszty roSliny liScienie nie naruszone zanurzone w pozywce na wacie szkla-
nej, syntetyzuja réwniez alkaloidy. °

Réwnolegle z powyzszymi do§wiadczeniami zalozono hodowle izolo-
wanych zarodké6w na wyciagu wodnym z liScieni (tabl. 6, L. p. 11—14).
LiScienie rozcierano w mozdzierzu porcelanowym z piaskiem wydmowym
i ekstrahowano pozywka White’a. Po zagotowaniu wyciag odwirowano
i przenoszono do probéwek, a nastepnie poddano sterylizacji w aparacie
Kocha. Zarodki hodowane na tak sporzadzonym wyciagu syntetyzuja al-
kaloidy. Istnieja zatem wskazowki, ze prekursory alkaloidéw zlokalizo-
wane w liScieniu ekstrahuja sie do pozywki i ze sg to zwiazki termosta-
bilne. Dalsze badania nad tym zagadnieniem sa w toku.

Streszczenie

1. Poszczeg6lne organy zarodkéw tubinu waskolistnego, jak korzenie,
czeSci podliScieniowe i paczki hodowane na pozywce White’a nie wy-
kazuja syntezy alkaloidow.

2. Poszczegblne organy zarodkéw z liScieniem nie oddzielonym hodo-
wane w warunkach identycznych wykazuja znaczny przyrost alkaloidow.

3. Stwierdzono translokacje alkaloidéw z licieni do zarodka.

4. Zarodki pozbawione liscieni hodowane na pozywce White'a
z dodatkiem liscienia nie naruszonego lub zmiazdzonego oraz na wyciagu
z liscienia wykazuja réwniez synteze alkaloidow.

5. Istnieja wskazowki, ze prekursory alkaloidow w pierwszym okre-
sie rozwoju rosliny zlokalizowane sg w liScieniach. Bylyby to zwigzki
termostabilne, ekstrahujace sie do pozywki i umozliwiajace synteze alka-
loidéw w zarodku.
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HCCIIEJOBAHHA BUOCHHTE3A AJIKAJIOH/I0OB B Y3KOJIHCTHOM
JIIOITHHE LUPINUS ANGUSTIFOLIUS L.

Peszwome

1. OrpenbHBIE OpraHbl 3apOABILIEH Y3KOJIMCTHOTO JIIOTIMHA, KaK KOPHM,
NOACEMANONbHbIE YaCTM M IOYKM, KYJBTMBUMPOBAHHLIE Ha IMTATEJbHOMN
cpeae Y ailitTa, He oOHapyKMBAaIOT CUHTE3a AJKAaJIOUJIOB.
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2. OrpeneHble OpraHbl 3apOABILIE ¢ HEOTU30JIMPOBAHHOM CEeMAI0JeN,
KYJIbTUBMPOBAHHbIE B MAEHTUYHBIX VCJIOBUAX, OOHAPYKMUBAIOT 3HAYNTEIE-
HBIA TIPUPOCT AJKAJIONIOB.

3. KoHcraTMpoBaHO nepemelieHye aJKaJOMJ0B M3 CEeMAAOJeil B 3a-
POJABILL.

4. Bapojply JIMIIEHHbIE CEMAZOJIENH KyJbTMBMPOBAHHBIE HA IIMTa-
TeJIbHOM cpefie Y ali Ta ¢ NPpUMeCchio HENOBPEKIAEHHOM MM COKPYIIEHHO
CeMANOJM M Ha BBITAXKKE M3 CEeMAN0JM TOXKe 0DHapyKMBAIOT CHMHTE3 aj-
KaJIOUZI0B.

5. Jwmelorcsa ykasaHMA, YTO MPEKypCOpbl aJKAJOUAOB, B I€pBOi cra-
AV Pa3BUTUA PaCTeHMA, JOKAIMIUPYIOTCA B CEMAJONAX. DTV NMPEKYpPCophl
eCOMHEHHO TepMOCTabMIIBHBIE COEAMHEHMSA, SKCTpAarMpylolmecs B NUTa-
TeJIbHYI0O cpefly ¥ ajiTa ¥ CO3Jaolye BO3MOXKHOCThH CHMHTE3a aJIKaJou-
JIOB B 3apoJblIlIe.

INVESTIGATIONS INTO BIOSYNTHESIS OF ALKALOIDS IN
LUPINUS ANGUSTIFOLIUS

Summary

1. Detached organs of the plant embryo of Lupinus angustifolius such
as roots, connecting tissue between the cotyledon and the root, and the
buds cultured in sterile conditions on the White medium do not syn-
thesise alkaloids.

2. Plant organs cultured as above but with the cotyledon attached
show a marked increase in the content of the alkaloids.

3. The translocation of alkaloids from the cotyledon to the plant
embryo has been established.

4. Plant embryos grown on the White medium with the cotyledon
detached, but in the presence of the separated cotyledon either whole,
minced or in the form of its boiled and filtered extract also synthesise
the alkaloids.

5. There is evidence that the alkaloid precursors in the early stages
of plant growths are localised in the cotyledon. These precursors would
be thermostable, soluble in the White medium and made available
for the various organs of the plant embryo in the biosynthesis of alkaloids.

Otrzymano 12.3.1957 r.
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