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ZOFIA LASSOTA

PYROPHOSPHATASE UND ADENOSINTRIPHOSPHATASE
DER BOHNENKEIMLINGE

Instytut Biochemii i Biofizyki PAN, Warszawa
Zaktad Biochemii Ewolucyjnej
Kierownik: prof. dr I. Mochnacka

Die Anwesenheit der spezifischen Pyrophosphatase im Gewebe hoherer
Pflanzen wird immer noch diskutiert [15]. Die, in diesem Material fest-
gestellte Spaltungsféhigkeit des anorganischen Pyrophosphates wird ge-
wohnlich von einer Phosphataseaktivitit gegen andere Substrate be-
gleitet. Bis jetzt ist auch der Nachweis des anorganischen Pyrophosphates
bei den hoheren Pflanzen nicht gelungen, obwohl mehrere mit der Ent-
stehung von Pyrophosphat verbundenen Vorginge in diesen Organismen
bekannt sind.

Die Anwesenheit von Adenosintriphosphorsiure (ATP) im pflanz-
lichen Material wurde dagegen mehrmals und zwar mit verschiedenen
Methoden festgestellt. Im Jahre 1956 hat Bergkvist [3] die ATP aus
Weizen isoliert und ihre Identitdt mit der tierischen Adenosintripho-
sphorsdure endgiiltig nachgewiesen. Mehrmals wurde auch in den héheren
Pflanzen die Anwesenheit der von den Adenylnukleotiden Phosphat-
abspaltenden Fermente festgelegt. ATP wird gewdéhnlich zu Adenylsdure
(AMP) und anorganischem Pyrophosphat (PP) gespaltet. Diese Wirkungs-
art weisen die aus Kartoffeln isolierten Fermente aus [8—11]. Bei der
Untersuchung der Kartoffelapyrase, deren Temperaturoptimum bei 30°
liegt, wurde bei 7° die Abspaltung von nur einem Phosphatrest beobach-
tet [12].

Da die Angaben iiber die anorganische Pyrophosphatase und den Wir-
kungsmechanismus der ATP-ase in den griinen Pflanzenorganen sehr
sparsam sind, wurde die Untersuchung dieser Fermente in den Bohnen-
keimlingen vorgenommen.

(3]
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4 ZOFIA LASSOTA 21

MATERIAL UND METHODEN

Weisse Bohnen (Phaseolus wvulgaris) wurden nach 24-stundigen Auf-
weichung im Leitungswasser, auf einer feuchten Unterlage aus Watte
und Filtrierpapier bei Zimmertemperatur geziichtet. Die Pflanzen kamen
zwischen dem 8 und 23 Tag der Keimung zur Aufbereitung. Pflanzen-
gewebe wurde unter Zugabe von Sand und dest. Wasser in einem
eisgekiihlten Morser zerrieben. Im Falle der Wurzel und Sprosslinge be-
trug der Wasserzusatz 0,4 ml, im Falle der Kotyledone 1 m! auf 1 g von
frischem Material. Nach Zentrifugierung wurden die unléslichen Teile
verworfen und der Extrakt 20—24 Stunden lang gegen 30—50 malige
Menge dest. Wasser bei 4° dialysiert. Der wihrend der Dialyse ausfallende
Niederschlag wurde abgeschleudert und der klare Supernatant unter-
sucht.

Zwecks Reinigung des Fermentes wurde das Eiweiss der Extrakte mit
Ammoniumsulfat fraktioniert. Das niedergefdllte Eiweiss in 5—10 ml
dest. Wasser suspendiert, wurde in der oben beschriebenen Weise der Dia-
lyse unterworfen. Zur Untersuchung kam der klare Supernatant.

Die Substrate wurden als Na-Salze (ATP, ADP, AMP und anorga-
nisches Pyrophosphat-Handelspriparate), K-Salze (Fruktose-1,6-Dipho-
sphat und Glukose-1-Phosphat) oder Mg-Salze (Magnesium Glycero-
phosphat) hinzugegeben.

Es wurde die aufsteigende Papierchromatographie auf dem Papier
Whatman 1 angewandt. Die bewegliche Phase stellte eine Mischung von:
75 ml Isopropanol, 25 ml dest. Wasser, 5 g Trichloressigsdure und 0,3 ml
21% Ammoniak dar [6]. Die Laufzeit der Chromatogramme bei Zimmer-
temperatur (Papierbogen 28 X35 cm) in Anwesenheit von 100 ml Losungs-
mittels betrug 18—20 Stunden. Das lufttrockene Chromatogramm wurde
mit Hanes und Isherwoodschen Losung [7] bespriiht, 3—5 Minuten lang
auf 90—95° erhitzt und dann 5—10 Minuten lang den Strahlen der
UV-Lampe ausgesetzt [2]. Nach 1—2 Stunden wurde das Chromato-
gramm durch Eintauchung in das geschmolzene Paraffin fixiert.

Phosphor wurde nach der Fiske und Subbarowschen Methode (von
Lohmann und Jendrassik [13] modifiziert), Eiweiss nach der Biuret-
Methode [5] kolorimetrisch bestimmt. Die Extinktion wurde im Pulfrich
Photometer unter Verwendung des Filters S66 fiir Phosphat und S57 fiir
Eiweiss abgelesen. pH-Bestimmung war mittels eines Lampen-pH-meters
mit Glas- und Kalomel-Elektrode durchgefiihrt.

Die Inkubation von 1 ml der Mischung von 0,1—0,2 ml des enzy-
matisch aktiven Prédparat, 5u Molen Substrat und bzw. anderer Sub-
stanzen in 0,1 m Puffer dauerte 15—30 Minuten. Die Reaktion wurde
durch Versetzung mit 1 ml eisgekiihlten 12%o Trichloressigsdure unter-

http://rcin.org.pl



’

3] PP-ASE UND ATP-ASE DER BOHNENKEIMLINGE 5

brochen. Das abgespaltete Ortophosphat wurde in 1 ml der enteiweissten
Reaktionsfliissigkeit bestimmt. Fiir chromatographische Zwecke wurde
diese Fliissigkeit mit 2 xn NaOH gegen Bromtymolblau neutralisiert.

Die Aktivitdt der Préparate wird als ug des vom Substrat frei-
gesetzen Phosphates (auf 1 mg Eiweiss bezogen) angegeben. Im Falle von
Pyrophosphat als Substrat sollte die in diese Weise angegebene Aktivitit
halbiert werden, da 1 Mol Substrat nach Abbau 2 Molen des Ortopho-
sphats liefert.

Chromatographische Vorversuche

In den Einleitungsexperimenten wurde die Spaltung von ATP und
ADP durch die Pflanzenextrakte chromatographisch verfolgt. Als Ma-
terial dienten Pflanzen bei normalem Tageslicht geziichtet, zwischen
dem 8 und 11 Tage der Keimung. Die Extrakten wurden in diesen Ex-
perimenten jeweils mit 2um MgCl,, bei Zimmertemperatur inkubiert, fiir
pH 4 und 6 im Citrat, fiir pH 9 im Borat-Puffer.

Bei der Inkubation der undialysierten Extrakten aus den ganzen
Keimlingen mit ATP verschwindet der Substrat-Fleck und es erfolgt
eine bedeutende Verstirkung des Ortophosphat-Fleckes. Im Falle von ADP
als Substrat verlduft die Reaktion analog. Wenn aber beide, ATP und
ADP, gleichzeitig als Substrate dienen, verschwindet nur der ATP-Fleck,
der Fleck von ADP bleibt nicht nur bestehen, aber sogar wird stirker
und zugleich eine Verstirkung des Ortophosphat-Fleckes wird beobachtet.
In allen Fillen wird ein schwacher Fleck an Stellung von AMP sichtbar.
Eingeflihrtes Pyrophosphat unterliegt in diesen Bedingungen keiner
Spaltung.

Die aus den Wurzeln und Sprosslingen getrennt hergestellten Ex-
trakte weisen dieselbe Wirkung auf, wie die aus den ganzen Keimlingen.

Die Extrakte aus Kotyledonen wirken auf ATP oder ADP genau so
wie die aus den Keimlingen. Im Falle der gleichzeitigen Zugabe beider
Substrate verschwinden die Flecken beider, der Fleck von Ortophosphat

wird stirker und es kommt ein schwacher, dem AMP entsprechender
Fleck zum Vorschein.

Die undialysierten Extrakte weisen eine derartige Wirkung bei pH 9
und 6 — aber nicht bei pH 4 auf. Die dialysierten Extrakte behalten ihre
Wirkung bei pH 6, sind aber bei pH 4 und 9 unwirksam.

Bei der Inkubation der dialysierten Extrakte ohne Mg2*-Zugabe
sowie in der Anwesenheit von 0,5 yMolen EDTA ldsst sich chromato-
graphisch kein Unterschied zwischen der, und der bei Mg-Zugabe ver-
laufenden ATP- und ADP-Spaltung feststellen. Durch die Einfiihrung
von 2uMolen Hg?* wird die ATP- und ADP-Spaltung vollstindig und

http://rcin.org.pl



6 ZOFIA LASSOTA [4]

von 100 xuMolen NaF teilweise gehemmt. Die Erhitzung der Extrakte
2 Minuten lang auf 100° oder 10 Minuten lang auf 50° inaktiviert sie
vollstandig.

Reinigung des Prdparates

Auf Grund der Ergebnisse der chromatographischen Versuche wurde
die Reinigung des Fermentes mittels Amoniumsulfat-Fraktionierung
vorgenommen. Es wurde festgestellt, dass die enzymatische Aktivitat

Tabelle 1

Adenosintriphosphatase- und Pyrophosphatase-Aktivitit der 16-tdgigen
Bohnenkeimlinge
(0,2 ml Préparat **), 5uMolen Substrat, 2uMolen MgCls, 0,1M-Citratpuffer zu 1 ml;
pH 6; Zimmertemperatur, 20 Minuten)

freigesetztes Ortophosphat |
Préaparat (g P/mg Eiweiss)

aus ATP |aus ADP] aus PP

g e ” |
Extrakt aus den griinen Pflanzen ' 28 ' 11 11
Extrakt aus den etiolierten Pflanzen 39 17 10
A-Fraktion aus den griinen Pflanzen 500 | 220 l 200

A-Fraktion aus den etiolierten Pflanzen 440 ‘ 240

200

**) Pflanzenextrakte von Eilwelssgehalt 3 mg/0,2 ml
A-Fraktionen: ausfallend bei 0,33—0,54 der Ammoniumsulfatsittigung,
Eilwelssgehalt 0,2 mg/0,2 ml

gegen Adenylnukleotide mit der bei 0,33—0,50 der Sattigung ausfallenden
Eiweissfraktion (A-Fraktion) gebunden ist.

Aus den in der Tabelle 1 angefiihrten Daten geht hervor, dass die aus
den ganzen Keimlingen im 16 Tage der Keimung angefertigten dialy-
sierten Extrakte sowie deren A-Fraktion — ausser ATP und ADP auch
das Pyrophosphat spalten. Die etiolierten Keimlinge weisen dieselbe
enzymatische Wirkung und in demselben Grade wie die griinen auf.

Der pH- und Temperatur-Einfluss auf die ATP und Pyrophosphat-
Spaltung wurde mit der A-Fraktion aus den griinen Keimlingen sowie
aus Kotyledonen im 21 Tage der Keimung verfolgt.

Wie die Abb. 1 zeigt liegt das Optimum der ATP-Spaltung bei pH 6—7,
der Pyrophosphatspaltung dagegen bei pH 3—4. Der Reaktionsverlauf ist
von dem angewandten Puffer abhidngig. Die Substratspaltung in dem-
selben pH-Bereich ist viel intensiver im Citratpuffer als im Azetat- oder
Boratpuffer. Das pH-Optimum ist aber von dem angewandten Puffer
unabhingig. Die A-Fraktion aus Kotyledonen verhilt sich in dieser Be-
ziehung der entsprechenden Fraktion aus Keimlingen dhnlich (Abb. 2).
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5] PP-ASE UND ATP-ASE DER BOHNENKEIMLINGE T

Die Abb. 3 und 4 stellen den Temperatureinfluss auf die enzymatische
Wirkung der A-Fraktionen der Keimlings- und der Kotyledonextrakte
entsprechend dar. Der Kurvenverlauf ist fiir beide Préparate im allge-
meinen #hnlich, obwohl die bedeutend niedrigere spezifische Aktivitit

7
1200| # ‘\
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§ 800t~ ‘,
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Abb. 1. pH-Abhidngigkeit der Adenosin-
triphosphorsidure- und Pyrophosphat-
Spaltung unter dem Einfluss von Boh-
nenkeimlingsextrakten
A-Fraktion aus den 21-tdgigen Keim-
linge (bei 0,33—0,50 der Sittigung
von Ammoniumsulfat gefillt), Eiweiss-
gehalt 20 mg/ml, 0.1 ml Priparat,
5 uMolen Substrat, 2 uMolen MgCl,,

0,1 m-Puffer zu 1 ml, bei 20° (+42°),

20 Minuten
Azetat- und Boratpuffer ATP A A
PP & @
Citratpuffer ATP A——-A PP O—--C

LG P/mG Eiweiss ——e

5§
\*o\
-2

Abb. 2. pH-Abhingigkeit der Adenosin-
triphosphorsdure- und Pyrophosphat-
Spaltung unter dem Einfluss der Ko-
tyledonextrakten
Inkubiert wie bei Abb. 1. angegeben
Eiweissgehalt des Prédparates 200 mg/ml
Azetat- und Boratpuffer ATP A——A
PP O—0

Citratpuffer ATP A—--/ PP O-—-0

der Kotyledonpriparate den Vergleich erschwert. Die Reaktions-
geschwindigkeit nimmt im Bereich von 20—35° gleichmissig zu. Der
Kurvenverlauf im Bereich von 35—50° ist fiir jedes Préparat ein anderer,
bei 50° aber brechen beide Kurven ab. k

Die, aus diesen Versuche gewonnenen Ergebnisse haben uns zu der
Annahme veranlasst, dass die A-Fraktion zwei verschiedene Fermente:
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8 ZOFIA LASSOTA 63

ATP-ase und Pyrophosphatase enthidlt. Zwecks ihrer Trennung wurde
der Extrakt aus den 23-tdgigen Bohnenkeimlinge nach Schema I fraktio-
niert. In den einzelnen Fraktionen war die spezifische Aktivitdt gegen
ATP und PP kontrolliert (Tabelle 2).

Die als I B und II B bezeichneten Fraktionen, welche die grésste spe-
zifische Aktivitat erviesen haben, wurden vereinigt. Die so erhaltene

.;‘-\\

7 -~
\
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1200} / \
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/ / \
/ T 2001~ / \
g ‘/ "y | / \\
W T - P
'S gool- Vo \\ .2 160} I ~ \
> o,/ g N
=8 7 \ g k Ay
< = A = / \
gng Pa \ Elzo- // \\
b /( B o /, \
4 g‘ \
400} 601~ o, =0 5
7
N7
g 4
?UOL— 40
=
0 1 I 1 1 1
o lzlslslslé—likl 25 T 55
Temperatur °C —w Temperatur °C —=
Abb. 3. Temperatur-Abhédngigkeit der
Adenosintriphosphorsdure- und Pyro-
phosphat-Spaltung unter dem Einfluss
der Bohnenkeimlingsextrakten
A-Fraktion aus den 2l-tigigen Keim- 0, "
linge (bei 0,33—0,50 der Séttigung von Abb. 4. Temperatur-Abhingigkeit der
Ammoniumsulfat gefillt), Eiweissgehalt Adenosintriphosphorsidure- und _Pyro-
20 mg/ml, 0,1 ml Préparat, 5 uMolen phosphat-Spaltung unter dem Einfluss
Substrat, 2 uMolen MgCl, 0,1 m-Citrat- von Kotyledonextrakte
puffer zu 1 ml, 20 Minuten, bei pH6 Inkubiert wie bei Abb. 3 angegeben.
fiir ATP und pH 4 fiir PP Eiweissgehalt des Priparates 200 mg/ml
ATP O——-0 PP 0———0 ATP O---0 PP O® ——@

10 ml Flissigkeit von einem Eiweissgehalt von ca. 15 mg wurden noch-
mals mit Ammoniumsulfat fraktioniert und die Subfraktionen jedes Mal
in 5ml dest. Wasser suspendiert. Tabelle 3 fiihrt die Aktivititen der so
erlangten Subfraktionen an.

Es wurde festgestellt, dass die wenig aktiven Subfraktionen 1 und 4
insgesamt ca. 5 mg Eiweiss enthalten. Denselben Eiweissgehalt weist auch
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7] PP-ASE UND ATP-ASE DER BOHNENKEIMLINGE 9

Schema I

Fraktionierung des Wasserextraktes aus Keimlingen

Extrakt (20 ml = 360 mg Eiweiss)
+ Ammoniumsulfat bis 0,33 der Sittigung

zentrifugiert
A N\
o7 A
Niederschlag + dest. Wasser zu 10 ml Supernatant + Ammoniumsulfat bis
(= 240 mg Eiweiss) 0,54 der Siattigung, zentrifugiert
Fraktion I 7 N
/ A\
Niederschlag in 6 ml Supernatant
7 ml Fraktion I gegen dest. Wasser suspend.
250 ml dest. Wasser, (= 40 mg Eiweiss)
24 Stunden lang bei +4° Fraktion II
dialysiert 3
12 ml Dialysat zentri- N
fugier N
b Xy 4 ml Suspension gegen
s N 500 ml dest. Wasser
37 A 24 St. lang bei +4°
7z 2 dialysiert

Niederschlag + dest. Supernatant 9 mil

4 ml Dialysat zentri-
Wasser zu 10 ml (= 230 (= 9 mg Eiweiss) %

fugiert
mg Eiweiss) Fraktion IB / . \
Fraktion T A S ‘\
Vs N
Niederschlag + dest. Supernatant+ dest.
Wasser zu 5 ml Wasser zu 5 ml
(= 25 mg Eiweiss) (= 10 mg Eiweiss)
Fraktion II A Fraktion II B

Tabelle 2
Die Aktivitit der Adenosintriphosphatase und Pyrophosphatase wdihrend der
Fraktionierung der Wasserextrakte aus Bohnehkeimlingen (nach Schema I)

(0,1 ml Prdparat, 5uMolen Substrat, 0,1 M-Citratpuffer zu 1 ml, Temperatur 40°
(+2°), 20 Minuten, bei pH 6 fiir ATP und pH 4 fiir PP)

freigesetztes Ortophosphat

Fraktion (ug P,mg E.weiss) ‘

aus ATP | aus PP |
Extrakt 100 | 102
Fraktion I 55 42
Fraktion II 236 242
Fraktion I A 16 36
Fraktion IB 560 840
Fraktion II A 12 | 20
Fraktion IIB 620 1080
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10 ZOFIA LASSOTA 8l

die Subfraktion 3 auf. In der Subfraktion 2 finden wir daher eine spezi-
fische Aktivitit gegen ATP von 840ug P/mg Eiweiss und gegen PP von
1400 g P/mg Eiweiss, was eine 10—15 malige Reinigung im Vergleich
mit dem Extrakt bedeutet.

Tabelle 3

Die Aktivitdt der Adenosintriphosphatase und Pyrophosphatase der mit Ammonium-
sulfat niedergefillten Subfraktionen der vereinigten Fraktion IB und II B
(nach Schema I)

(Zusammenzetzung und Inkubationsbedingungen wie in Tab. 2)

| ' freigesetztes Or@opl}osphat
Fraktion | Séttigung mit i_ 2 b (4g P/mg Eiweiss)
Nr. Ammoniumsulfat |A ~ aus ATP aus PP
, O | o in 1 ml |im Ganzen| in 1 ml | im Ganzen
| ]
1. 0,0—0,3 120 l 600 120 600
2. 0,3 —0,4 . 840 { 4200 1400 | 7000
5 04 —05 440 | 2200 | 840 | 4200
4, 05— 0,6 l 0 | 0 ‘ 80 ' 400
usgesamf dle AKUVIBt . G000 5.2 —) lc ol :02300 W
Die gesamte urspriingliche Akitivitdt der Losung 9000 15000
Tabelle 4

Der Verlauf der Adenosintriphosphorsiure- und Pyrophosphat-Spaltung bei der
Temperatur 40°
(1 ml Fraktion 2 von 1 mg Eiweissgehalt, 25uMolen Substrat 0,1 M-Citratpuffer zur
10 ml, pH 6 fiir ATP und pH 4 fiir PP, Einzelproben von 1 ml zu 1 ml 12%
Trichloressigsdure hineinpippetiert)

freigesetztes Ortophosphat Substratspaltung

|
Inkubm?:?dauer (ug P/mg Eiweiss) l (%)

; aus ATP | ausPP | ATPY) | PP i

| 1 40 160 l 25 5
2 120 240 8 8

| 3 'l 200 360 ! 13 12
4 1 280 440 18 14 |
5 320 520 21 17 |
8 360 60 | 23 24 |
11 480 80 | 31 28 (
15 1 560 1080 36 , 35 i

|
*) Die prozentige ATP-Spaltung wurde, unter der Voraussetzung dass nur ein Phosphatrest
abgespaltet wird, berechnet.

20 800 1320 52 43
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i9) PP-ASE UND ATP-ASE DER BOHNENKEIMLINGE 11

Die erste Ammoniumsulfat-Fraktionierung hat den Verlust von ca.
30%0 der Aktivitdt zu Folge. Nach der Dialyse wird die Aktivitdt der
Fraktion II, welche die hochste spezifische Aktivitdt aufweist, gegen ATP
um 30°0 niedriger, gegen PP aber bleibt die urspriingliche Aktivitdt be-
stehen. Eine zweite Fraktionierung mit Ammoniumsulfat vermindert die
Aktivitat gegen beide Substrate um 20—25°%. Keine von dieser Opera-
tionen hat zur Trennung der ATP-ase von PP-ase gefiihrt.

Tabelle 5

Der Verlauf der Adenosintriphosphorsdurespaltung bei 20°

(0,2 ml der A-Fraktion von 0,15 mg Eiweissgehalt wurde bei den in Tab. 1
angegebenen Bedingungen inkubiert)

l Inkubationsdauer i freigesetztes Ortophosphat ATP-Spaltung*)

l (Min.) ‘ (vg P/mg Eiweiss) . (%)
4 233 “ 28 I
14 346 34
24 400 ‘ 39

\ 30 400 ‘ 39

*) wle im Tab. 4 errechnet.

Tabelle 6

Substratspezifitit der Extrakte aus den 21-tdgigen Bohnenkeimlinge

(0,2 ml der A-Fraktion von 0,06 mg Eiweissgehalt, 5uMolen Substrat, 0,1 m-Citrat-
puffer zu 1 ml, bei 30°, 20 Minuten) 4

¥ o | freigesetztes Ortophosphat

e o Substrat der ;’i’:c‘;)bua:gons' (vg P/mg Eiweiss
ATP 6 Q (800
PP 4 | 1000
| AMP (aus Hefe) 6 ' 130
AMP (aus Hefe) 4 ' 330
Magnesium Glycerophosphat 6 330
Magnesium Glycerophosphat 4 J 200
Glukose-1-Phosphat 6 0
Glukose-1-Phosphat 4 0
Fruktose-1,6-Diphosphat 6 ; 0

Wenn die Fraktion II nach der ersten Fillung mit Ammoniumsulfat
ohne Dialyse, mit 969 Athanol bei Zimmertemperatur fraktioniert wird,
werden beide Aktivititen in der bei 1,5—2,0 vol. Alkohol ausfallenden
Fraktion in demselben Verhiltnis wiedergefunden. Aktivitdtsverlust bei
dieser Operation liberschreitet nicht 15%.
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12 ZOFIA LASSOTA (10}

Reaktionsgeschwindigkeit. Der Zeitverlauf der Substratspaltung war
bei Anwendung der Subfraktion 2 im Citratpuffer bei einem, dem Substrat

entsprechenden, optimalen pH verfolgt. Die Daten tiber die bei 40° durch-
gefiihrten Experimente sind in Tabelle 4 angefiihrt. ‘

Die Inkubation wurde nach 20 minuten, ohne den Gleichgewicht zu
erreichen, unterbrochen. Aus diesen Daten geht hervor, dass die Spaltungs-
geschwindigkeit fiir beide Substrate die gleiche ist. Bei 20° dagegen
A-Fraktion der Ausziige aus den 23-tdgigen Keimlingen gegen 20 Minute
des Inkubationsdauer den Gleichgewicht bei 40%0 ATP-Spaltung erreicht
(Tabelle 5).

Spezifitdt. Auf die Spezifitdt wurde die A-Fraktion der Extrakte aus
den 21-tdgigen griinen Keimlinge untersucht. Die einzelnen Substrate
wurden sowohl bei pH optimalen fiir ATP-ase wie auch beim pH optimalen
fir PP-ase inkubiert. Die Ergebnisse sind aus Tabelle 6 ersichtlich.

Inhibitoren und Aktivatoren

Der Einfluss der Inhibitoren sowie Aktivatoren auf beide enzymatische
Tatigkeiten der A-Fraktion der Pflanzenextrakte wurde bei den fiir jede
Funktion entsprechend optimalen Bedingungen untersucht.

NaF in der Konzentration von 5X10~3m hemmt bei der Inkubation
ohne Magnesiumzusatz beide Funktionen, jede in verschiedenem Grade:
PP-ase — 100°%, ATP-ase nur in 24%. Die zweifache Fluoridkonzentra-
tion erhoht unter diesen Bedingungen die ATP-ase Hemmung nur auf
38%. In Anwesenheit von Magnesium hemmt Fluorid in der Konzentra-
tion von 1X10~!'m die PP-ase nur in 61%, die ATP-ase aber in 85%b.

In Anwesenheit von Magnesium hemmt Hg2?* (als HgCl,) in der Kon-
zentration von 2X10~® m beide Funktionen in 92%. Cu®** (als CuCl,) in
derselben Konzentration ohne Magnesiumzusatz iibt keine hemmende
Wirkung aus, beide Funktionen sind in diesen Bedingungen sogar um
ca. 10%o stimuliert. Die ekwimolare im Bezug auf Hg (d. h. 2>X10~3m) Kon-
zentration von para-Chlor-Mercurium-Benzoat hemmt ohne Magnesium-
zusatz die ATP-ase in 75%, die Konzentration von 4X10~3m hemmt sie
vollsténdig.

Die Untersuchungen iiber den Einfluss von Mg?* (als MgCl,) ergaben
nachstehende Resultate: die Konzentration von 2X10~%wm von Mg?* iibt
in den Priparaten mit niedrigerer !) spezifischen Aktivitit (aus Kotyle-
donen), eine leichte (10—20%0) Hemmung beider Funktionen aus, die Pri-
parate mit hoherer spezifischen Aktivitit (aus Keimen) werden nicht
gehemmt. Durch die Magnesiumkonzentration von 4X10~3wm wird die
APT-ase auch in den Préparaten von hoéherer spezifischen Aktivitdat in

1) Als niedrigere wurde die spez. Aktivitit unter 100 ug P/mg Eiweiss angesehen:
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[11] PP-ASE UND ATP-ASE DER BOHNENKEIMLINGE 13

30% gehemmt und die PP-ase wird iiberhaupt nicht beeinflusst. Die
PP-ase wird aber bei pH 6 durch 2X10~3m Magnesium in Priparaten
aus Kotyledonen wie auch in den aus Keimlingen entsprechend in 20%o
und 40°% gehemmt.

A-Fraktion ldsst sich in Ammoniumsulfat-Lésung bei +4° ohne Akti-
vitatsverlust 23 Monate lang aufbewahren. Die dialysierten, wisserigen
Losungen dieser Fraktion weisen nach 10—14 Tagen keinen Aktivitits--
verlust auf, werden aber nach 8 Wochen solcher Aufbewahrung voll-
stdndig unwirksam.

DISKUSSION

Die Aufspaltung von ATP und Pyrophosphat unter dem Einfluss un-
serer Prdparate scheint von zwei verschiedenen spezifischen Fermenten
katalysiert zu werden, obwohl wihrend der Vorreinigung die Trennung
beider Funktionen nicht erreicht wurde. Folgende Differenzen wurden
zwischen den beiden Funktionen festgestellt: 1° Verschiedenes pH-Opti-
mum. 2° Ein anderer Verlauf der Temperaturabhingigkeitskurve fiir
jedes Ferment. 3° Verschiedenes Verhalten beim Magnesium- und Fluorid-
Zusatz. 3

Die Préparate die beide enzymatische Funktionen aufweisen iiben
keine Wirkung gegen mono- und -diphosphorigen Ester der Hexosen aus.

Die Ergebnisse der mit den PP-asefreien Préparaten durchgefiihrten
chrematographischen Versuche deuten darauf, dass es sich nicht um
eine Abspaltung zweier Phosphatreste von ATP in Form eines Pyro-
phosphates handelt. ADP und AMP werden zwar durch dieses Priparat
auch abgebaut, es geschieht aber hochstens mit der Halfte von ATP-Ab-
baugeschwindigkeit. Diese Tatsachen, sowie der chromatographisch ver-
folgte Verlauf der Spaltung von ATP in Anwesenheit von ADP und
Zeitverlauf der ATP-Spaltung bei Zimmertemperatur (Tabelle 5) sprechen
dafiir, dass in der Pflanze unter normalen Bedingungen dieses Ferment
nur einen Phosphatrest von ATP abspaltet, und daher nicht als Apyrase
angesehen werden kann [1, 10, 11]. Das pH-Optimum fiir die ATP-ase
Wirkung stimmt mit dem pH frischer Homogenate der Bohnenkeimlinge
tiberein.

Die PP-ase kann wegen des pH-Optimums von 3,8—4,0 zum Typus III
der Pyrophosphatase nach Roche [16] Kklassifiziert werden. Das Ferment
ist nicht Magnesiumabhingig. Obwohl die PP-ase Aktivitit nach Uber-
schreitung des pH-Optimums schnell abnimmt, ist sie bei pH 6 immer
noch geniigend um ihren Anteil an dem normalen Metabolismus der
Pflanze anzunehmen.
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14 ZOFIA LASSOTA nzy

Der Verlauf der Kurven fiir die Temperaturabhiangigkeit beider
Funktionen weist auf eine termische Inaktivation bei 50° hin. Auch
chromatographisch ldsst sich feststellen, dass die 10 Minuten auf 50°
erhitzten dialysierten Extrakte gegen ATP inaktiv sind. Diese Temperatur
entspricht dem fiir andere pflidnzlichen Fermente [4] beobachteten
Schwankungsbereich der kritischen Inaktivationstemperatur (50% Akti-
witiatsverlust in 1 Stunde). Es stimmt auch mit der Temperatur der Todes-
hitze fiir Blitter, die fiir Pflanzen des gemissigten Klima 55—60° be-
trédgt [14]. In unserem kurzdauernden Versuchen war die termische Akti-
vierung der Fermente ausreichend um in dem Temperaturbereich von
45—50° ein Optimum (Geschwindigkeitsmaximum der Spaltung) zu
verursachen.

Es ist wahrscheinlich, dass zur ATP-ase Wirkung ¢in dialysierender
Faktor notwendig ist, da die ATP-ase Aktivitdt der Pridparate durch die
Dialyse abnimmt. Es ist aus den entsprechenden Versuchen ersichtlich,
dass sich dabei nicht um Mg?®* handeln kann.

Die mindestens zweimal hohere Aktivitdt beider Fermente im Citrat-
puffer im Vergleich zu dem Azetatpuffer unter sonst gleichen Bedingun-
gen, konnen wir nicht erkldren. Es ist moglich, dass dieser Effekt auf der
Bindung des hemmend wirkenden Calcium beruht. Beide Aktivitidten
sind in den etiolierten sowie den griinen Keimlingen zu beobachten, was
einen unmittelbaren Zusammenhang zwischen ihnen und den photosyn-
thetischen Prozessen zweifelhaft erscheinen lasst.

ZUSAMMENFASSUNG

Keimende Bohnen (Phaseolus vulgaris) wurden zwischen dem 8 und
23 Tage der Keimung untersucht.

1. In wisserigen Extrakten wurde die Anwesenheit zweier enzyma-
tischen Funktionen: der ATP-ase und der saueren Pyrophosphatase fest-
gestellt.

2. Mittels Fraktionierung mit Ammoniumsulfat und Dialyse wurden
die Fermente zehn- bis flinfzehnfach gereinigt. Bis zu diesem Reinigungs-
grad wurde die Trennung beider Funktionen nicht erreicht. Das erhaltene
Priaparat wies keine Phosphomonoesterase Aktivitat auf.

3. Die ATP-ase wirkt optimal bei pH 6, wird von Mg?** in der Kon-
zentration 10~*m gehemmt, die Aktivitdt nimmt wihrend der Dialyse ab;
Fluorid in der Konzentration von 10—2 m hemmt in etwa dreissig Pro-
zenten.

4. Die PP-ase wirkt optimal bei pH 4, wird durch 10~ m Mg** nicht
aktiviert, die Dialyse ist auf die Aktivitit ohne Einfluss; Fluorid in der
Konzentration von 10~® m hemmt vollstdndig.
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rnsj PP-ASE UND ATP-ASE DER BOHNENKEIMLINGE 15

5. Beide Fermente werden durch 10—%m Hg?* gehemmt, dieselbe Kon-
zentration von Cu®* hat, dagegen sogar eine leicht stimulierende Wirkung.

6. Beide Fermente erleiden bei der Temperatur iiber 50° nach einigen
Minuten eine termische Inaktivation.

7. Beide Fermente wurden in Keimlingen der griinen sowie etiolier-
ten Pflanzen gefunden.
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PIROFOSFATAZA I ADENOZYNOTROJFOSFATAZA W KIELKACH FASOLI

Streszczenie

Badano kieltkujacg fasole (Phaseolus vulgaris) pomiedzy 8 a 23 dniem
wzrostu.

1. Stwierdzono w wyciggach wodnych obecnoéé dwu czynnosci enzy-
matycznych: ATP-azy i pirofosfatazy kwasnej.

2. Eﬁzymy oczyszezono 10—15-krotnie stosujac frakcjonowanie siar-
czanem amonu i dialize. Do tego stopnia oczyszczenia nie udalo sie roz-
dzielié obu funkcji. Otrzymany preparat nie wykazywal aktywnosci fos-
foesterazy.

3. ATP-aza wykazuje optymalne pH dzialania 6; Mg®>* w stezeniu
10—% m hamuje ja, dializa obniza aktywnoé¢ preparatu, a fluorek w ste-
zeniu 10~ %M hamuje w okolo 30%o.
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16 ZOFIA LASSOTA (14

4. PP-aza wykazuje optymalne pH dzialania 4; Mg?** w stezeniu 10—3m
nie aktywuje jej, dializa nie wplywa na czynno$¢ preparatu a fluorek
w stezeniu 10~%m hamuje calkowicie.

5. Oba enzymy sg hamowane przez Hg®** w stezeniu 10~* m a nie s3
hamowane, a nawet s3 lekko stymulowane takimi samymi stezeniami
Cu?t,

6. Oba enzymy w temperaturze powyzej 50° ulegajg w ciggu kilku
minut inaktywacji cieplnej.

7. Oba enzymy znaleziono zaréwno w kietkach roslin zielonych jak
i etiolowanych.

Otrzymano 22.3.1958 r.
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CHROMATOGRAFICZNA METODA ILOSCIOWEGO OZNACZANIA
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Kierownik: prof. dr Ignacy Reifer

Jaminet [1], Wiewiérowski i Bratek [6] oraz Schwarze i Hackbarth [5]
zastosowali metode chromatografii bibulowej do wykrywania alkaloidéw
tubinowych. Do rozdzialu czterech gléwnych alkaloidéw wystepujacych
w lubinach gorzkich, a mianowicie lupaniny, hydroksylupaniny, sparteiny
i lupininy, wymienieni autorzy stosowali dwa wzglednie trzy uklady roz-
wijajace, poniewaz w kazdym ukladzie dwa alkaloidy posiadaly bardzo
zblizone Rp.

Niniejsza praca miala na celu zbadanie wplywu oczyszczania wycig-
86w alkaloidéw w zastosowaniu do ich iloSciowego oznaczania metodg
chromatograficzng oraz opracowanie takiej fazy rozwijajacej, ktéra umoz-
liwialaby rozdzial wszystkich czterech alkaloidéw i ich oddzielne ozna-
czenie po elucji z bibuly.

CZESC DOSWIADCZALNA

Do chromatograficznego rozdzialu alkaloidéw stosowano technike kraz-
kowa uzywajgc bibuly Whatman nr 3. Wycinano krazki o érednicy 15 cm,
jezyk dlugosci 5 cm i szerokosci 3 mm. Roztwory wodne wzglednie chlo-
roformowe alkaloidéw nanoszono na obwodzie kola o $rednicy 2,5 cm na
wycinkach o dlugosci od 0,5 cm i wiecej w zaleznosci od zawartosci alka-
loidéw w prébie. Roztwory alkaloidéw nakraplano odmierzajac pipetami
Carlsberga i suszono na zimno.

Stosowano faze rozwijajaca o skladzie n-butanol nasycony kwasem
solnym-toluen (4:1). Faze przygotowano w nastepujgcy sposéb: 100 ml
n-butanolu wytrzasano w rozdzielaczu z 300 ml okolo 10% kwasu solnego
(HCI o d. 1,19 rozcienczony 3 objetosciami wody). Po oddzieleniu fazy
wodnej (A) od fazy alkoholowej te ostatnia wytrzasano z 25 ml toluenu.
2 [17]
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Tablical

Odzyskanie alkaloidéw z mieszaniny po rozdziale chromatograficznym

' Hydrok:y-l‘upan-irnraﬂ ks Sparteina | ] Lupanina i 1 ;I;pin‘i_n’a_ .
na- : na- e na- e na- :
- 6z~ wy- | réz- wy- | réz- wy- | réz-
Lp. | krop- . krop- 4 krop- - krop- 3
1000 kryto | nica TS kryto | nica lono kryto| nica T kryto| nica

: (ng) | (ug) | (B) | (ug) | (ug) | (®) | (ug) | (pg) | (%) | (ug) | (ug) | (%)
1 |110 106 |—36| 67 | 66 |—1,5/ 100 | 98 |—20| 64 | 64 0,0

2 | 220 | 220 | 00| 134 | 134 | 00| 200 | 200 | 00| 128 | 130 | +16

3 | 11,0 | 1,0 | 00| 20,1 | 200 |—05| 10,0 | 9,8 |—20|256 | 250 | —23
4 | 550 555 |+09| 67 | 66 |—15/500 | 490 |—20| 64 | 62 —31
5 | stanlinnn [ gal e el =1 8] o e Tt o | o o]
6

54 | 50 |—174|536 |81,2 |—45| — i A area
7 P d — e L e7 | EB | in 000N a8 — | — | —

8| — | — | — 938 |960 [+23|100 | 92 [—80] — | — | —
o | — [ — | =] =1 —| — |00 [610 |+16] 61| 56 |—82
0| —| —|—|—| —| — [100 |102 |+20|854 | 790 —75

W przypadku bardzo niskich wzglednie bardzo wysokich stezen alkaloldéw ekstrahowano
je z bibuty do odpowiednio mniejszej lub wiekszej iloéci chloroformu.

Goérna faze butanol-toluen (B) sgczono przez bibule. Faza ta jest trwala
i nie wymaga regeneracji.

W eksykatorze o $rednicy 21 cm umieszczano szalke Petriego o $red-
nicy 10 cm, zawierajgcg ok. 15 ml kwasu solnego masyconego butano-
lem (A). Na $rodku szalki ustawiano naczynko wagowe (wysokos¢ 4 cm,
$rednica 25 mm), do ktérego wlewano ok. 5 ml fazy B. Otwoér naczynka
zwezano za pomoca hie wystajacej ponad brzegi naczynka obraczki z kor-
ka z otworem o $rednicy 10 mm. Odleglos¢ miedzy bibulag a powierzchnia
fazy wynosila do 3,5 cm. Eksykatory uszczelniano plasteling.

Chromatogramy rozwijano przez 24 godziny, suszono na zimno za
pomoca suszarki fryzjerskiej i spryskiwano odczynnikiem Dragendorffa
w modyfikacji Muniera i wspbélpr. [3]. Plama lupininy po spryskaniu
odczynnikiem Dragendorffa jest malo intensywna, jest ona dobrze wi-
doczna dopiero po wysuszeniu.

Plamy poszczegblnych alkaloidow wycinano, cigto na poprzeczne
skrawki, zwilzano 0,4 N roztworem wodorotlenku sodowego (od 0,4—
1,0 ml) i ekstrahowano chloroformem 4 razy po 5 ml. Zawarto$¢ alkaloidu
w wyciagu chloroformowym oznaczano kolorymetryczna metoda Reifera
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131 CHROMATOGRAFICZNE OZNACZANIE ALKALOIDOW LUBINU 19

i Niziolka [4] !). Oznaczenia wg tej metody nalezy przeprowadza¢ w po-
mieszczeniach absolutnie wolnych od par lotnych kwaséw i zasad.

Wymieniong faze rozwijajaca przebadano na mieszaninie roztworéw
czystych alkaloidéw. Jak wynika z tablicy 1, oznaczenia kazdego z czte-
rech alkaloidéw po elucji z chromatograméw sg zgodne z wynikami bez-
poSrednimi oznaczen kolorymetrycznych na czystych roztworach. W ta-
blicy podano $rednie wartosci z 2—4 réwnoleglych oznaczen.

Rys. 1. Rozmieszczenie poszczegolnych

alkaloidéow na chromatogramie: 1. hy-

droksylupanina, 2. sparteina, 8. lupa-
nina, 4. lupinina

Odleglo$ci miedzy poszczegélnymi alkaloidami na chromatogramie sa
dostatecznie duze, tak ze rozdzielenie bezposrednio polozonych obok
siebie zasad jest mozliwe nawet woweczas, gdy znajduja sie one w stosun-
ku 1:10. Na rys. 1 przedstawiony jest uklad poszczegélnych alkaloidéw
na chromatogramie, przy czym Ro hydroksylupaniny, sparteiny i lupa-
niny w odniesieniu do lupininy wynosi 0.57, 0.71, 0.86.

Dla sprawdzenia przydatnosci opracowanej metody chromatograficz-
nej do oznaczania alkaloidéw w materiale ro§linnym przeanalizowano
nasiona i zielone czesci lubinu waskolistnego, bialego i z6itego. Ekstrak-
cje alkaloidéw z roslin przeprowadzono metods Reifera i Niziotka [4].
Na chromatogramach obok znanych alkaloidéw stwierdzono obecnosé
dodatkowych plam. Plamy te w miare wzrastajgcych warto$ci Rp nazwa-
no Py, P, itd. W tablicy 2 zestawiono wyniki oznaczen zawartosci alka-
loidéw w nasionach i kietkach lubinéw gorzkich. Poréwnano wyniki
oznaczen w wyciggach z chromatograméw z wynikami bezpoérednich
oznaczen metoda Reifera i Niziolka.

) Wata opatrunkowa stosowana w tej metodzie do sgaczenia wyciagéw chloro-
formowych powinna byé przed uzyciem odtluszezona eterem.
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Tablica 2

Poréwnanie oznaczen alkaloidéw zawartych w oczyszczonych wyciqgach z lubinu
i rozdzielonych (A) metodq Reifera i Niziolka [4] oraz (B) chromatograficznie
(warto$ci podano w % w przeliczeniu na suchg mase)

Nasiona ~__ Kielki
< . réz- A réz-
Lubin Alkaloid rozdziat metodg N rozdzial metodg #ica
A B %) A R @)
3 - — - 0,030%)
Hydroksylupa-
nina 0,667 0,536 0,855 0,467
|
Waskolistny | Lupanina 0,816 0,812 | 1,127 1,230
P - 0,115%) — $lady
P,a .- — - 0,144%)
Suma 1483 | 1462 | —14| 1982 | 1,811 |—56
Py - Slady —
v * o7
Py, 0,113%) 0,310
Hydroksylupa-
Bialy nina 0,640 0,161 0,377
Lupanina 1,641 1,641 3,143 2,600
Pug = $lady — 0,517
Suma 2,281 1,915 |—16,5 3,520 3,427 | —26
Py - 0,106**) - 0,026%*)
Sparteina 0,199 0,195 0,511 0,512
Z6lity Lupinina 0,610 0,457 0,822 0,09
Pioyg e — — 0,145**)
Suma 0,809 0,758 —6,3| 1,333 1,292 |(—3,0

P,, P, itd. oznaczajg plamy innych zasad na chromatogramie
*) obliczone jako hydroksylupanina
**) obliczone jako lupinina

Wszystkie metody oznaczania alkaloidow w materiale roSlinnym obej-
muja zasadniczo ekstrakcje alkaloidéw, oczyszczanie wyciggu i iloSciowe
oznaczenie. Dlatego przy opracowywaniu opisanej metody zwrécono réw-
niez uwage, w jakim stopniu nalezy oczyszczaé¢ wyciagi tubinowe dla uzy-
skania poprawnych wynikéw w oparciu o iloSciowy rozdzial alkaloidéw
na chromatogramie. Przebadano nie oczyszczone chloroformowe wyciagi
roSlinne oraz oczyszczone jedno- i dwukrotnie [4]. Do oczyszczania ma-
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Tablica 3

Wyniki oznaczen alkaloidéw w zalezno$ci od oczyszczenia materiatu tubinowego
w %o suchej masy

1 Wyciag
b I chloro- | I kwasny I chloro- | II kwasny
formowy l wodny formowy ’ wodny
nasiona |kielki| nasiona |kielki | nasiona |kielki| nasiona |kielki
1. Waskolistny { |
By SRR (0 e S = 5 p =
Hydroksylupa- :
nina 0,450%) | 0,487 0,437%)| 0,473 0,434%)| 0,484 0,443%) | 0,457
Lupanina 0.682%) | 1,175 0,656%)| 1,197 0,554%)| 1,159 0,680*%) | 1,2:0
Py 0,135 —_ 0,135%)| — 0,128 — 0,133%)| —
Plisg — ponsl = loass}] —.|ome| = ' Vo
II. Biaty |
Py is 0,350 |0065| 0353 | — | 035 | — | 0351 | 0,068
Hy@roksylupa-
nina i — 0,104 — 0,108 — 0,112 — 0,108
Lupanina 1,606 1,810 1,547 1,850 1,512 1,038 1,587 1,948
Pya — 0,120 - 0,121 — 0,114 — 0,110
111. Zo6ity
P 0,100 0,065| 0,099 — 0,098 —_ 0,106 0,026
Sparteina 0,150 | 0,462, 0,151 —_ 0,120 — 0,154 0,492
Lupinina 0,425 | 0,638 | 0,422 I — 0,399 - 0,410 0,609
- S Woadhilt =< i N -~ o

*) Srednie warto$ci z dwu réwnoleglych nawazek materialu
P — plamy innych zasad na chromatogramie

terialu wprowadzono dwie nieznaczne modyfikacje, a mianowicie chloro-
form oddestylowano pod zmniejszonym ci$nieniem oraz zaniechano
oczyszczania chlorowodorkéw alkaloidéw eterem naftowym. Wyniki przed-
stawiono w tablicy 3, z ktérej wida¢, ze uzyskano we wszystkich przy-
padkach wyniki zgodne w granicach bledu metody. W oparciu o te spo-
strzezenia do chromatografii uzywano pierwsze wyciggi chloroformowe,
nie oczyszczajac ich. Wycigg chloroformowy uzupelniano do okreslonej
objetosci (zazwyczaj 50 ml) i nakraplano na bibute 50—400ul. W przy-
padku oznaczania alkaloidéw w $wiezym materiale zageszczano odpo-
wiednio wyciagg chloroformowy pod zmniejszonym ci$nieniem przed na-
kropleniem na bibule. W tablicy 4 zestawiono wyniki analiz uzyskane
metoda chromatograficzng dla materialu $wiezego i suszonego w tempe-
raturze 105°.
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Tablica 4

Zawartosé alkaloidow w Swiezych i suszonych kietkach tubinowych
(warto$é podano w przeliczeniu na suchg mase)

. ' _ | ¢ alkaloidéw w Kietkach
i Eubin Alkaloid R T
| $wiezych | suszonych
. | Hydroksylupanina | 0,507 | 0487 ‘
I Lupanina 1,156 | 1,175 [
Waskolistny Poris ; 0,137%) ] 0,139%) |
| Suma | 1800 | 1,801
P | |
o142 : ,} 0,311%) 0,310%)
Hydroksylupanina
Biaty Lupanina . 3,050 2,760
Py 0,330 0,517
Suma | ses1 | 3587
——————— - e — — - — T - |
| |
g | 0,086*%) 0,065**)
Sparteina i 0,450 0,462
Zotty Lupinina | 0,600 0638
| Bty | 0143*) | 0,145 |
| Suma iem | a0 |

P — plamy innych zasad na chromatogramach
*) obliczone jako hydroksylupanina
**) obliczone jako lupinina

DYSKUSJA

Znane dotychczas metody chromatografii bibulowej alkaloidow tubi-
nowych wymagaja uzycia dwéch wzglednie trzech ukladéw rozpuszczal-
nikéw dla przeprowadzenia rozdzialu hydroksylupaniny, sparteiny, lupa-
niny i lupininy. Natomiast opisana faza rozwijajaca w ustalonych wa-
runkach dos$wiadczalnych umozliwia rozdzial wymienionych alkaloidow
i oddzielne ich oznaczenie. Ponadto metoda chromatograficzna pozwala
na wykrywanie i oznaczanie innych zasad wystepujacych w lubinach
gorzkich.

Na obecnos$¢ dodatkowych zasad o charakterze alkaloidowym w wy-
ciggach tubinowych zwroécili uwage Wiewiorowski i Bratek [6, 7], Van der
Kuy [2] oraz Schwarze i Hackbarth [5].

Na chromatogramach z nasion i kielkéw lubinu waskolistnego, rozwi-
janych w podanym przez nas ukladzie, wykryto plame odpowiadajaca
angustifolinie wzglednie lupininie. Poniewaz obie te zasady umiejsca-
wiajg si¢ w opisanym ukladzie bez rozdziatu, plama P, odpowiada angu-
stifolinie. Ponadto w kielkach stwierdzono dwie nieznane zasady: jedna
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w ilosciach $ladowych lezaca ponizej hydroksylupaniny, druga
o R;;=—1,28.

W lubinie bialym w masionach i kieltkach wykryto oprécz lupaniny
i hydroksylupaniny trzy dodatkowe zasady o Rj; 1,27, 0,44 i jedng nie-
wyrazng smuge ponizej hydroksylupaniny. W odréznieniu od danych cy-
towanych w pismiennictwie [2, 6] nie stwierdzono obecnoéci sparteiny.

W nasionach }ubinu zéltego zaobserwowano wystepowanie obok spar-
teiny i lupininy zasady o Ry; 0,52, w kielkach za$ jeszcze dwoéch zasad
o R;; 1,44 i 1,66. Nie wykryto lupaniny i hydroksylupaniny [2].

Jak wynika z tablicy 1, w przypadku mieszaniny roztworéw czystych
alkaloidow uzyskano wyniki powtarzalne i obcigzone nieduzym bledem
nawet wowczas, gdy polozone najblizej siebie alkaloidy znajdowaly sie
w stosunku stezen 1 : 10.

Warto$ci na sume alkaloidéow uzyskane metoda opisang sa zgodne
z wynikami oznaczen metoda Reifera i Niziotka w granicach bledu me-
tody. Wykazano, ze wyniki otrzymane metoda Reifera i Niziotka sg za-
zwyczaj nieco wyzsze, a réznice dochodza do 16,0% (Tabl. 2). Nasiona
i zielone czesci przebadanych lubinéw zawieraja poza znanymi alkaloida-
mi jeszcze inne zasady reagujace zaréwno z odczynnikiem Dragendorffa,
jak i oranzem metylowym. W metodzie Reifera i Niziotka zasady wyste-
pujace w lubinie bialym i waskolisthym oznaczane sa razem z hydroksy-
lupaning, w lubinie za$§ z6ttym razem z lupining.

Opisana metoda umozliwia oznaczanie alkaloidow w surowych wy-
ciggach chloroformowych zaréwno z materialu §wiezego, jak i suszonego.

Metoda ta jest szybka, pomija bowiem klopotliwe i pracochtonne oczysz-
czanie materialu roslinnego.

STRESZCZENIE

1. Opisano chromatograficzng metode oznaczania alkaloidow lubi-
riowych.

2. Faza rozwijajaca: butanol nasycony kwasem solnym-toluen
(4 :1) umozliwia rozdzial hydroksylupaniny, sparteiny, lupaniny i lupi-
niny oraz innych jeszeze nie zidentyfikowanych zasad.

3. Alkaloidy oznacza si¢ w surowych wyciagach chloroformowych,
dalsze oczyszczanie jest zbedne.

4. W lubinach: waskolistnym, bialym i zéltym wykazano chromato-
graficznie oprécz czterech znanych alkaloidéw obecno$é innych zasad
reagujacych z odczynnikiem Dragendorffa.
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A CHROMATOGRAPHIC METHOD FOR THE SEPARATION AND
DETERMINATION OF LUPINE ALKALOIDS

Summary

A new method for the quantitative microdetermination of alkaloids
in bitter lupines has been described. The method is based upon the use
of a phase consisting of n-butanol saturated with hydrochloric acid —
toluene (4:1). This phase permits of a convenient separation of lupinine,
lupanine, sparteine and hydroxylupanine. The Ro of lupanine, sparteine
and hydroxylupanine is equal to 0.86, 0.71 and 0.57, respectively, cal-
culated on lupinine equal to 1.00.

Furthermore, it has been proved that the first raw chloroform extracts
are quite suitable for chromatography and no further purification is
required for the colorimetric estimation of alkaloids by the method of
Reifer and Niziolek [4]. It was shown, that bitter lupines contain alkaloid
bases other than the four commonly known.

Otrzymano 17.5.1958 r.
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H. BIRECKA, H. RYBICKA i A. SCIBOR-MARCHOCKA

ALKALOIDY LUPINUS ALBUS I METODA ICH OZNACZANIA
ILOSCIOWEGO

Zaklad Fizjologii Roélin S.G.G.W. w Warszawie
Kierownik: prof, dr H. Birecka

W zwigzku z prowadzonymi przez nas badaniami nad alkaloidami Lu-
pinus albus wystagpila koniecznosé wyboru wzglednie modyfikacji istnie-
jacych metod iloSciowego ich oznaczania, szczegblnie biorge pod uwage,
iz wigkszos¢ z nich pozwala jedynie na oznaczenie sumy tych zwigzkéw.

Wiadomo, ze w lubinie bialym wystepuje lupanina, hydroksylupanina
i dosé czesto sparteina. Chodzilo wigc o metode pozwalajacg na rozdzie-
lenie tych zwigzkéw i oznaczenie ich nawet wtedy, gdy znajduja sie w nie-
wielkich ilosciach. Ze znanych nem metod [10, 2, 5, 6] metoda Reifera
i Niziotka [6] jest najczulsza i dlatego przyjeto jg jako podstawe do mo-
dyfikacji. Pozwala ona na oddzielenie lupaniny od hydroksylupaniny,
lecz nie oddziela sparteiny. y

W celu oddzielenia tego alkaloidu od pozostalych wykorzystaly$Smy
podobnie jak Van der Kuy [2] lotnoéé jego z para wodna. Autor ten od-

destylowuje sparteine do 25 ml z wyciagu alkaloidéw sktadajacego sie
z 20 ml 0,4 n NaOH i 5 ml eteru.

W naszych analizach obawiajac sie¢ zmian w alkaloidach pod wply-
wem silnego lugu i wysokiej temperatury, alkalizowano roztwér wegla-
nem sodowym. Do 10, 20 wzglednie 40 ml dodawano 0,37 g bezwodnego
Na,CO,, otrzymujgc od okolo 0,1 do 0,4 molarne stezenie weglanu. Dla

unikniecia ewentualnych strat lotnej sparteiny do odbieralnika dodawano
2 ml 0,1 ~ kwasu.

Préby destylacji wykonano ma wodnych roztworach czystych soli
alkaloidéw !). Badano odzyskanie sparteiny w zaleznosci od ilosci prze-

!) Siarczan sparteiny B.H,SO, .5H,O (Cefarm-Warszawa), chlorowodorek lupaniny
B.HCl.H,0 — t. t. 126—127°, dwuchlorowodorek hydroksylupaniny B .2HCI. HO'—
t. t. 275°, wyekstrahowany i oczyszczony z lubinu waskolistnego.

[251
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destylowanego plynu oraz zachowanie sie nielotnych alkaloidéw, lu-
paniny i hydroksylupaniny w roztworze poddanym destylacji. Alkaloidy
oznaczano kolorymetrycznie metoda Reifera i Niziotka. Préby destylacji
sparteiny do 25 ml wykazaly, ze z ta objetosciag plynu nie mozna wigk-
szych ilosci oddestylowaé catkowicie. Natomiast z 50 ml wody, jak widaé¢
z wynikéw podanych w tablicy 1, udaje si¢ iloSciowo odzyska¢ nawet
25 mg sparteiny, przy czym stezenie Na,CO; moze by¢ od 0,1 do 04 m.

Tablica 1

Odzyskanie sparteiny po destylacji alkalicznego roztworu z parg wodng
‘ - |

5 | { sparteina
roztwér | destylat | KT (W
| wzieto | odzyskano
(ml) (ml) (mg) | (mg) ‘
{ L eaill | 50 059 | 060 ‘,
} 10 | 50 2,05 \ 1,99 |
10 | 50 370 ol 365 |
20 50 1,03 1,02 '
20 50 412 | 424 |
20 100 412 | 414 il
25 50 515 | 497 |
25 100 515° | 5,14
40 50 | 8,24 8,10
40 100 | 824 | 8,28
| 25 | 50 2472 | 2450
j 25 | 100 2472 | 2613
Tablica 2

Odzyskanie alkaloidow po destylacji alkalicznego roztworu z parq wodng
(wyjéciowa objeto§é roztworu alkaloidéw 10 ml, objeto$é destylatu 50 ml;
sparteine oznaczano w destylacie, lupanine i hydroksylupanine w pozostalosci)

| przed | po : . | przed po
alkaloid  destylacja | destylacji | :l“lf:f;gg:j destylacja = destylacii
’ : _(mg) mg) . I~  (mg) (mg)
| IOpEine ; 0.72 0,71 I sparteina} 0,58 0,59
‘ 233 2,28 i lupanina 1,01 1,00 ‘
; \ 4,17 4,15 ! sparteina} 0,75 0,73 ‘
; l 10,30 975 | lupanina ' 1,00 1,00 |
' | 2040 20,10 | sparteina}i 1,00 099 |
hydroksylupanina | 0,89 090 | lupanina 100 098 ‘
I 1,78 1,76 ” sparteina} 3,02 \ 2,95 |
| 210 2,13 I[ lupanina 1,00 1 1,00 |
& g’;g :,1(2) |: sparteina} 3,02 3,06 i
‘ , 12 || jupanina 506 | 492 !
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Préoby z przedestylowaniem lupininy nie daly tak pomyslnych wynikéw,
gdyz nawet ze 100 ml plynu odzyskano ilosciowo zaledwie 1 mg tego
alkaloidu.

W tablicy 2 podane sa wyniki badan nad oddzialywaniem zasadowego
srodowiska i procesu destylacji na lupaning i hydroksylupanine oraz ba-
dan nad oddzieleniem sparteiny w obecnosci lupaniny. Jak wida¢, spartei-
na z mieszaniny przechodzi ilosciowo do destylatu, a oba nielotne alka-
loidy odnajduje sie praktycznie w niezmienionej ilosci.

Poniewaz jednak przy duzych zawartosciach lupaniny w kolbie de-
stylacyjnej (zaopatrzonej w deflegmator) stwierdzono po destylacji nie-
wielkie, ale stale jej ubytki, destylaty z dwoch prob zawierajacych w su-
mie 30,7 mg lupaniny polgczono i przeanalizowano. Zawieraly one 300 yg,
tzn. 1% iloSci badanej. Wykonane chromatogramy destylatu potwierdzity
w nim obecno$¢ lupaniny. Z punktu widzenia wiec ilo$ciowego oznacza-
nia tego alkaloidu znalezione w destylacie $lady mie maja istotnego zna-
czenia. Potwierdzily to wyniki szeregu analiz wyciggéw z nasion i lisci
tubinu bialego, u ktérych nie stwierdzono chromatograficznie obecnosci
sparteiny (np. z roztworu zawierajacego 4270ug lupaniny oraz 530 ug in-
nych zasad nielotnych przedestylowalo sie okolo 37 ug alkaloidéw).

Przeprowadzone préby, w ktérych roztwér sparteiny samej wzglednie
z lupanina, albo tez ze zmielonymi nasionami lubinu bialego poddano
pelnej analizie wg metody Reifera i Niziolka, wykazaly, ze nie zachodza
straty sparteiny. Chociaz z pomocg destylacji udalo nam sie oddzieli¢
ilosSciowo sparteine od lupaniny i hydroksylupaniny, mimo to jeszcze nie
mozna bylo uzyé tej metody bez dalszej modyfikacji.

Sposéb postepowania wg tej metody z wyciggiem chloroformowym
materialu roslinnego powoduje straty wynoszace okolo 10%, na skutek
powstawania prawdopodobnie produktéw rozkladu alkaloidéw, szczegélnie
lupaniny. Drugim powodem by} stwierdzony przez nas fakt, ze gdy w wy-
ciggu jest duzo wiecej lupaniny od hydroksylupaniny, to nie ma dobrego
rozdzialu. Wreszcie w lubinie bialym obok trzech znanych alkaloidow
stwierdzilySmy obecnos¢é réwniez i innych zasad, ktére metoda Reifera
i Niziotka nie dajg sie oddzielié.

Ilosciowe straty alkaloidow w metodzie Reifera i Niziolka moglyby
by¢ spowodowane niepelng ekstrakcja podczas drugiego oczyszczania wy-
ciggu. Obawiajgc sie tego, Wiewidrowski i Bratek [13] zalecaja ponowne
osuszanie ziemig okrzemkowsg przed tym oczyszczaniem. Przeprowadzone
przez nas analizy ilosciowe wszystkich rozpuszczalnikéw, przez ktoére
przeszed! ekstrakt z lisci tubinu bialego gorzkiego w kazdej fazie postepo-
wania wg metody Reifera i Niziotka, nie potwierdzily tego przypuszczenia
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Tablica 3
R, alkaloidéw ma réznych fazach rozwijajacych
X faza rozwijajaca
HCI-
ey butangl- butanol-0,1 N HCI -butanol-
zwigzki -H,0%) -toluen
Whatman 1 Whatman 3 |Whatman 1
211 | on | ©19 | o11 | @19 | @19
n 0,45 ‘
ny 0,53 0,46 0,37 0,47 0,41 1,00
sparteina 0,65 0,52 0,47 0,53 0,53 0,83
hydroksylupanina 0,76 0,70 0,69 0,72 0,73 0,68
Ny s 0,91
lupanina 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
lupinina 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,14
angustifolina 1,18 1,25 1,18 1,21

*) Umleszczone w tej rubryce R_ zostaly obliczone na podstawie F_, podanych przez
Wiewiérowskiego 1 Bratek [13, 14]. Otrzymane RL na fazie slarczanowe] dla lupaniny i hydro-
ksylupaniny zgadzajg si¢ z danymi tych autoréw.

(straty wynosza okolo 1—1,5%). Dlatego tez wydalo nam sie, ze straty
spowodowane sg rozkladem alkaloidéw w toku analizy. Dla sprawdzenia
naszej hipotezy czyste sole sparteiny, lupaniny i hydroksylupaniny pod-
dalySmy dzialaniu czynnikéw, jakie wystepujg w toku analizy wg metody
Reifera i Niziolka, a nastepnie badalysmy je chromatograficznie.

Stosowano chromatografie krazkowg wg Wiewiérowskiego i Bratek
[12, 13] uzywajac bibuly Whatiman nr 1 i 3 (o $rednicy 11, 15 i 19 cm,
promien kola wewn., na ktéry nanoszono roztwér badany, odpowiednio —
7, 10, 15 mm). Uzywano trzech faz rozwijajacych: I. butanol nasycony
0,1 ~ HC12), II. butanol-toluen-HC1 [7], III. nasycony roztwoér (NH,).SO,
z alkoholem [12]. Te trzy fazy stosowano zaréwno w przypadku badania
produktow rozkladu alkaloidéw, jak tez wystepowania tych zwiazkow
w ros$linach. Roztwér alkaloidéw nanoszono w postaci chlorowodorkéow
(najczesciej w 0,1 n HCl). Chromatogramy rozwijano jeden raz lub przy
stosowaniu fazy I dwukrotnie, a nastepnie wywolywano zmodyfikowanym
odczynnikiem Dragendorffa [11]. W tablicy 3 podano orientacyjne roz-
mieszczenie alkaloidow w stosunku do lupaniny —R;.

?) Wiewiérowski i Bratek stosujg butanol nasycony wodg, dodajac na starcie
0,5 N HCl w celu uniknigcia ,rozwarstwienia“ sparteiny. Jednak wg naszych obser-
wacji nie zawsze nawet w tym przypadku mozna unikngé tego niepozadanego zja-
wiska. Natomiast przy stosowaniu butanolu nasyconego 0,1 N HCl sparteina nie
~rozwarstwia sige“, a ponadto pozostale alkaloidy wyrazniej rozdzielajg sie.
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Badano zachowanie sie alkaloidéw jako chlorowodorkéw w roztwo-
rach wodnych i 0,1 n HCI oraz jako zasad w roztworze chloroformowym —
w réznych temperaturach, po czeSciowym lub catkowitym oddestylowaniu
rozpuszczalnikow: a) w temp. wrzenia chloroformu i b) w temp. poko-
jowej.

Chlorowodorki badanych alkaloidéw rozpuszczone w wodzie nie ulegaly
zmiancm; to samo odnosi sie do sparteiny w roztworze 0,1 ~n HCI zaréwno
w 25°, jak i okolo 62°. Natomiast lupanina w kwasnym roztworze utrzy-
mywana w temp. 62° juz po 10—15 min. tak w obecnosci chloro-
formu, jak i bez niego daje na chromatogramach dodatkowy prazek, ktére-
go umiejscowienie odpowiada zwigzkowi n, Wiewidrkowskiego i Bratek.
Wedlug tych autoréw n, powstaje z lupaniny i nie rozpuszcza si¢ w chlo-
reformie. Hydroksylupanina w tych warunkach daje zwigzek, ktérego R,
wynosi 0,28 do 0,30 (butanol-HCl). Wydaje sie, ze odpowiada on zwigz-
kowi n, Wiewidorowskiego i Bratek. CzeSciowe zageszczenie kwasnych
roztworéw nawet w temperaturze pokojowej powoduje réwniez powsta-
wanie tych produktéw.

W roztworach chloroformowych wszystkie trzy badane alkaloidy ule-
gaja czesSciowo zmianom, i to zaréwno przy dluzszym staniu w temp. po-
kojowej, szczegblnie na $wietle, jak i podczas destylacji chloroformu na
tazni wodnej. W tych warunkach sparteina daje dwa dodatkowe prazki,
ktérych R; na obu kwasnych fazach rozwijajacych sg mniejsze od spar-
teiny. W roztworach lupaniny po destylacji chloroformu w temp. wrzenia
(bez dodania 0,1 n HCI) jak i po dluzszym staniu w tym rozpuszczalniku,
stwierdzono podobnie jak i w roztworach kwasnych obecnos¢ ns;, jednak
w mniejszych ilosciach. Z hydroksylupaniny w tych warunkach znajdo-
wano dwa dodatkowe zwigzki o R; na fazie butanol-HCI: jeden — 0,23,
drugi — 0,47 (pokrywajacym sie z R, sparteiny), na fazie z toluenem —
0,50. Réwniez w roztworze chloroformowym zawierajagcym 5% metano-
Iu [13] podczas destylacji na lazni wodnej wystepuja analogiczne zmiany
jak i w samym chloroformie, co gorsza w tych warunkach obserwuje sie
wyraznie (15—20%%) straty sparteiny.

Podane wyniki badan potwierdzily nasze przypuszczenia, ze straty
alkaloidéw w metodzie Reifera i Niziotka spowodowane sg ich rozkltadem.
Procesem bezposrednio odpowiedzialnym za to jest oddestylowanie chlo-
roformu w podwyzszonej temperaturze z roztworu zakwaszonego kwasem
solnym. Jesli chloroform odpedzalySmy z roztworu niezakwaszonego
w temp. 25° pod zmniejszonym ci$nieniem, to w tych warunkach nie
stwierdzilySmy zadnych zmian jakoSciowych ani ilosciowych alkaloidow.
Dlatego tez we wszystkich nastepnych analizach uzywaly$Smy tego spo-
sobu usuwania chloroformu.
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Nasze badania chromatograficzne tubinu biatego pastewnego jak i gorz-
kiego wykazaly obecno$¢, poza lupaning, hydroksylupaning i ewentualnie
sparteing, innych jeszcze zwigzkéw dajacych reakcje barwng z jodem
i odezynnikiem Dragendorffa. Jeden z nich, ktéry bedziemy nazywali ay,
jest rozpuszczalny w chloroformie, trudno rozpuszczalny w eterze naf-
towym, nielotny z parag wodng; jego R; na fazie butanol-woda i butanol-
-HC1 wynosi 0,53—0,58 (Whatman nr 1, ¢ 19 cm), na fazie z toluenem —
0,55. Ponadto w lubinie bialym, szczegélnie pastewnym, stwierdzono réw-
niez obecnos¢ angustifoliny [14]. Poniewaz w metodzie Reifera i Niziotka
oba te zwiazki oznacza sie wraz z hydroksylupaning, wynikla koniecznos¢

Tablica 4

Odzyskanie alkaloidéw po rozdziale chromatograficznym i elucji

a) roztwory standardowe zawieraly po jednym alkaloidzie (ug)

_lupinina sparteina lupanina | hydroksylupanina
wzxeto Iodzyskano; wzxeto lodzyskano wzneto Iodzyskano\ wz:eto odzyskano
2 4 . 2 S
14,7 15,9 ! 59 63 | 10,0 l 9,5 6,2 ! 6,9
40,5 | 39,0 | 50,0 51,0 1 44,0 ] 424 16,2 16,4
101,5 | 105,0 | 100,0 | 103,0 ) % 88 0.4 90 2 | 40,0 | 39,0
b) roztwory standardowe zawieraly po 2 wzgledme 3 alkaloxdy (zeg)
sparteina N I ]gpgnma Y ou o hydroksylup.zg)g\_a_-w !
wzieto odzyskano wzieto f odzyskano wzigto ‘ odzyskano
= 20,0 20,1 6,2 6,9
40,0 38,6 6,2 6,8
— 41,0 40,6 10,5 10,2
41,0 420 21,0 21,8
= — 82,0 79,0 21,0 19,6
= —_ 123,0 120.6 21,0 21,1
59 6,3 41,0 39,1 6,2 6,6
19,9 19,3 41,0 38,9 16,2 16,3
| 5,9 6,5 60,0 64,2 42,0 425
i 23,6 24,7 60,0 58,0 42,0 46,5

zastosowania innego rozdzialu alkaloidéw. Do tego celu wykorzystalySmy
rozdzial chromatograficzny. Na 1/3 lub 1/2 obwodu kola wewnetrznego
bibuty Whatman (krazki ¢ 15 wzglednie 19 ¢m?®)) nanoszono 50 do 400 ul
roztworu. Po dwukrotnym rozwinieciu na fazie butanol-0,1 x HCl chro-
matogramy lekko spryskiwano odczynnikiem Dragendorffa do wyraznego

%) Na krgzkach Srednicy 11 cm nie mozina oddzeli¢ ¢, od hydroksylupaniny.
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zaznaczenia sie prazkéw, ktore po wyschnieciu wycinano, cigto na drobne
cza$ci, przenoszono do rozdzielacza, alkalizowano 0,5—1 ml 0,2~ NaOH
az do odbarwienia bibuly i eluowano stopniowo z 25 ml lub wiekszg ilo-
Scig chloroformu, zaleznie od zawartosci alkaloidu, ktéry nastepnie ozna-
czano kolorymetrycznie metoda Reifera i Niziotka. Wyniki odzyskania
znanych ilosci alkaloidéw po rozdziale chromatograficznym i eluacji podane
sg w tablicy 4. Okazalo sie, ze metoda ta daje dla badanych zwigzkéw
dobre wyniki, z bledem okolo-8%. W celu umozliwienia iloSciowego ozna-
czania rowniez i angustifoliny, okreslono ekstynkcje dla 1ug tego alka-

Tablica §

Porownanie oznaczen alkaloidow rozdzielonych dwiema metodami w dwukrotnie
oczyszczonym wyciqgu z nasion tubinow
(wartoéci podano w mg na 1 g nasion)

e Ij&zdziﬁl metodg |

i chromato-
} graficzna
|

Reifera i Niziotka [6]
wyciag wyciag |wyciag kwasny wyciag kwasny|

zalkalizowany
| po destylacji

kwasny kwasny po destylacji '.

Lupinus angustifolius®)

lupanina 10,10 10,26 10,78 9,11
hydroksylupanina ‘ 5,78 7,17 ! 6,03 6,35
suma 15,88 17,43 16,81 15,46
Lupinus albus
‘ lupanina 18,32 14,89 15.07 15,60 {
hydroksylupanina**) | 3,00 8.45 8,50 5,99

suma | 2132 2334 | 23,57 21,59 ,

*) Lubin waskolistny zawierat zaledwie §lady angustifoliny, ktérg przy rozdziale chromato-
graficznym oznaczano wraz z lupanina, a przy rozdziale Relfera i Niziolka wraz 2z hydroksylupa-
ning.

**) Podane wyniki odnoszg si¢ do sumy hydroksylupaniny i a,, dla ktérego tymczasowo
przyjeto wspéiczynnik ekstynkecji 0,10; zwiazek ten nie przechodzi do eteru naftowego przy
rozdziale metods Reifera i Niziolka.

loidu w 1 ml chloroformu. W granicach od 0,2 do 3,0 ug dla kolorymetru
Leitza, filtr D, wynosi ona 0,115 (od 0,112 do 0,118).

Po prébach na roztworach standardowych przeszlySmy do badan wy-
ciggébw z materialu roslinnego. Do badan tych uzyto dwukrotnie oczysz-
czonych wyciggéw z nasion lubinéw waskolistnego oraz biatego. Szlo nam
o pordéwnanie ilosciowego oznaczania alkaloidéw po rozdziale metoda
Reifera i Niziolka z oznaczeniem po rozdziale chromatograficznym.
W pierwszym przypadku zawarto$¢ alkaloidéw oznaczano bezposrednio
w roztworach kwasnych (tego roztworu uzyto do rozdzialu chromatogra-
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ficznego) oraz po destylacji, bez uprzedniego zalkalizowania wzglednie
po alkalizacji. Wyniki podano w tablicy 5; wida¢ z niej, ze sumaryczna
zawarto$¢ alkaloidéw oznaczona po rozdziale chromatograficznym odpo-
wiada sumarycznej ilo$ci otrzymanej po rozdziale wg Reifera i Niziotka
zalkalizowanego wyciggu poddanego destylacji. Natcmiast rozdzial wg
tej metody, bezposrednio wzglednie po destylacji bez zalkalizowania, daje
wyniki nieco wyzsze. Ilosci alkaloidéw znalezione w destylacie (u tubinu
waskolistnego — 250 ug, u lubinu bialego — 12 ug na 1 g) nie usprawiedli-
wiajg tych réznic, ktére powtarzaly sie systematycznie nie tylko przy
analizie nasion, ale i liSci nie zawierajgcych sparteiny. Mozliwe jest, ze
roznice te sa spowodowane obecnoscia nawet w dwukrotnie oczyszczonych
wyciggach matych ilosci zwigzkéw reagujacych z metyloranzem i dajacych
sie usung¢ wzglednie rozlozyé przy destylacji w zasadowym srodowisku.
Z uzyskanych wynikéw dla lubinu bialego widaé réwniez, ze gdy lupa-
nina iloSciowo znacznie przewyzsza alkaloidy nierozpuszczalne w eterze
naftowym, rozdzial metodg Reifera i Niziolka nie jest dobry. Otrzymuje
sie za niskie wartosci dla tej zasady. Wykonane przez nas chromatogramy
frakcji hydroksylupaniny wykazaly w niej obecno$é¢ réwniez lupaniny.

W tablicy 6 podano wyniki analiz liSci mlodych ro$lin tubinu bialego
gorzkiego. Badano wplyw sposobu zabijania i suszenia ro$lin oraz alkali-
zacji. Rozdzial alkaloidow metoda Reifera i Niziolka przeprowadzono
po destylacji z alkalicznego roztworu, chromatografowano za$ ekstrakty
kwasne, oczyszczone tylko eterem naftowym. Analizy destylatéw wyka-
zaly, iz badane liScie nie zawierajg sparteiny. Spos6b zabijania lisci nie
mial wplywu na zawarto$é alkaloidéw %). Przy rozcieraniu lisci z 10%
Na,CO; (okolo 2 ml na 5 g $wiezych wzglednie 0,5 ml na 1 g suchych)
otrzymano takie same wyniki jak przy stosowaniu 10% NaOH. Wykonane
analizy liSci roélin, ktérym dano siarczan sparteiny przez lodyge i po
uplywie 24 godzin zabito, rowniez wykazaly, iz sposéb zabijania nie wply-
wa na iloSciowe oznaczanie czterech badanych zasad.

Przeprowadzone badania metodyczne upowazniaja nas do wprowa-
dzenia nastepujacych modyfikacji do metody Reifera i Niziotka [6] ana-
lizy tubinu biatego:

1. chloroform zawierajacy alkaloidy po ekstrakcji materialu roslin-
nego (alkalizowanego 10°% Na,CO, lub 10% NaOH) oddestylowaé pod
zmniejszonym ci$nieniem w 25° bez uprzedniego dodawania kwasu sol-
nego;

2. po oczyszczeniu eterem naftowym kwasnego roztworu:

a) przy malej zawartoS$ci sparteiny i a. — bezposrednio okres$long ilosé

%) Nieco wyzsze wyniki u $wiezych lisci sg raczej skutkiem wiedniecia ich
w czasie przygotowywania materialu — odwazano je jako ostatnie.
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Tablica 6

Zawarto$é alkaloidéw w lisciach tubinu bialego gorzkiego w zaleZnosci od sposobu
ich zabijania, suszenia i alkalizacji
(warto$ci w mg na gram)

i L R
i I D= | wg Reifera i Niziotka || chromatograficzny
liscie | alkalizacja | '_i: T
| : hydroksylu- I A hydroksylu-
| | lupanina panina +a, sumalllupamna panina + a, suma
‘__ —_— - e —————————————————————————— - - e ———————
!
. \ | ’
[ ; | 103 Na,CO, | 15,41 6,75 22,16
| zabite w 105° | 108 N&:COs | /o 394 2228 1870 | 295 |21,65
| suszone =S , Fiomme
| w60" | 103 NaOH i 16,31 5,62 21,93 1945 2,43 21,89
i ¢ | 17,66 416 [2182 1883 225 | 21,08
1 godz. w su- v ' L
chym lodzie | ;00 na co, | 1802 459 | 2260 19,00 262 21,62
| iliofilizo- | "7 T ' 15,73 6,44 21,17 19,62 243 22,05
wane } : f .
| 103 Na,co,| 1638 762 23,97 -
natychmiast | | 17,25 628 . |aanag C =N
tozrrte L i 15,95 6,88 |2283 20,00 245 | 2245
| 10$ NaOH
16,91 625 |23,16/| 20,80 276 | 23,56

roztworu nanie$¢ na chromatogram, rozdzielone alkaloidy eluowaé i ozna-
czy¢ kolorymetrycznie metodg Reifera i Niziolka;

b) przy wigkszych zawartosciach sparteiny wzglednie a. — z czesci lub
calej ilosci roztworu oddestylowaé sparteineg %) z 50 ml wody; z roztworu
zasadowego nielotne alkaloidy wyekstrahowa¢ odpowiednimi porcjami
chloroformu (stosunek fazy wodnej do chloroformu powinien byé¢ jak
1:1,5; 1:1,5; 1:1; 1:1). Chloroform odpedzi¢ pod zmniejszonym ciénie-
niem. Pozostalo$¢ rozpusci¢é w odpowiedniej ilosci 0,1~ HCl wzglednie
kwasnego 95% etanolu (99 ml + 1 ml 0,5~5 HCI) i chromatografowaé jak
wyzej.

Przy ustalaniu ilodci potrzebnego do analizy materialu roélinnego jak
1 odpowiednich rozcienczen nalezy braé pod uwage, iz chloroformowy
eluat poszczegélnego alkaloidu objetosci 20—25 ml nie powinien zawieraé
mniej niz 4—>5 ug tego zwiazku. Eluowanie 10 ml chloroformu daje mniej
dokladne wyniki.

W ciggu ostatnich dwéch lat przebadano jakosciowo i ilosciowo za-
warto$¢ alkaloidéw w réznych organach lubinu bialego gorzkiego (czech-

%) Destylacja w tym wypadku jest bardzo celowa, gdyz R, sparteiny niewiele
rézni si¢ od R; a, i przy wiekszych iloSciach jednego z tych zwigzkéw trudno je
oddzielié.

3
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nickiego) i pastewnego Sredniowczesnego (hodowli Barbackiego) w réznych
fazach rozwoju. Szczegélowe dane odnosnie dynamiki zawartosci alkaloi-
déw i ich przemian beda przedmiotem oddzielnych publikacji.

W badanych populacjach stwierdzono obecno$¢ lupaniny, hydroksy-
lupaniny, sparteiny i a.. Nie znaleziono natomiast ani lupininy ani nys
[13]. Niestety, nie mozemy jeszcze blizej okre$li¢ charakteru a.; nie wy-
daje sie jednak, aby byl artefaktem. Mozliwe, ze jest on jednym ze zna-
nych alkaloidow wystepujacych w roslinach motylkowych [1, 3, 4, 9].
W nielicznych przypadkach, gléwnie u formy pastewnej, stwierdzono male
ilosci angustifoliny.

Nalezy réwniez zaznaczy¢, ze w organach wegetatywnych jak i w na-
sionach czesto znajduje sie zwigzek o R; bardzo zblizonym do n;, ale
w odréznieniu od niego latwo rozpuszczalny w chloroformie. Ponadto wy-
stepuje réwniez zwigzek, ktéry przemieszcza sie na chromatogramach
znacznie szybciej niz nawet angustifolina. Zaré6wno w lubinie gorzkim,
jak i pastewnym lupanina wystepuje w najwiekszych ilo$ciach we wszyst-
kich organach niezaleznie od ich wieku. Zawarto$¢é za§ hydroksylupaniny,
ktérej obecno$é w przeciwienstwie do innych autoréw [12] zawsze stwier-
dzano nawet w mlodych roslinach, jest przewaznie znacznie nizsza. W li-
sciach ro$lin mlodych stosunek hydroksylupaniny do lupaniny wahat sie
jak 1:12—16. U starszych roslin stosunek ten zwezal sie. W nasio-
nach lubinu gorzkiego wynosit 1:15, w nasionach za$ lubinu pastewnego
1 : 3—4. Sparteine w lubinie pastewnym znajdowano we wszystkich orga-
nach (oprécz nasion dojrzalych) w réznym wieku roslin. Ilosci jej w sto-
sunku do lupaniny wahajg sie w granicach od 1:8 do 1:3. Natomiast
w lubinie gorzkim zawarto$¢ sparteiny w organach wegetatywnych jest
czesto znikoma nawet u roslin mlodych; niekiedy liscie w ogdle jej nie
zawieraly. Wg szeregu autorow [2, 12, 13] tubin bialy gorzki w miodym
wieku zawiera duzo sparteiny. Uzyskane przez nas wyniki wskazuja, ze
pod tym wzgledem moga istnie¢ dos¢ duze réznice w zaleznosci od bioty-
poéw, albo tez warunkéw wegetacji. Obecnos¢ a. stwierdzono zaréwno
u formy pastewnej, jak i gorzkiej. Wystepuje on w lisciach, Yodygach oraz
korzeniach. Zawarto$¢ jego w czeSciach wegetatywnych byla zblizona do
ilosci hydroksylupaniny. W nasionach lubinu gorzkiego byla dwukrot-
nie wyzsza.

Podane wyzej wyniki wskazujg, ze u formy pastewnej i gorzkiej lubinu
biatego: a) jakosciowy sklad alkaloidéw jest podobny i znacznie bardziej
zlozony niz stwierdzono dotychczas, b) w czasie wegetacji zachodza duze
zmiany w stosunkach iloSciowych miedzy alkaloidami w réznych orga-
nach ros$lin, jednakze zawsze dominujacym alkaloidem jest lupanina.
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Skladamy serdeczne podziekowanie Prof. I. Reiferowi za udostepnienie
nam lupaniny i hydroksylupaniny i Prof. M. Wiewiérowskiemu za udo-
stgpnienie hydroksylupaniny i angustifoliny.

Dzigkujemy réwniez Mgr D. Szklarek za wykonanie szeregu analiz
chemicznych wchodzacych w sklad niniejszej pracy.

STRESZCZENIE

Zmodyfikowano metode Reifera i Niziotka ilo$ciowego oznaczania alka-

loidéw wystepujacych w hubinie bialym. Wprowadzono zmiany dotyczace:
postepowania z chloroformowym ekstraktem alkaloidéw, rozdzialu alka-
loidéw (ktéry przeprowadzano chromatograficznie) oraz oddestylowania
sparteiny przy wiekszych jej iloSciach.
. W réinych organach lubinu bialego gorzkiego i pastewnego stwier-
dzono chromatograficznie obecnoéé lupaniny, hydroksylupaniny, spartei-
ny, angustifoliny i ponadto trzech zasad, latwo rozpuszczalnych w chlo-
roformie, reagujacych z odezynnikiem Dragendorffa i jodem.

W czasie wegetacji zachodzg znaczne zmiany w stosunkach ilo$ciowych
miedzy alkaloidami w réznych organach roélin; jednakze zawsze domi-
nujgcym alkaloidem jest lupanina.
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THE ALKALOIDS OF LUPINUS ALBUS AND THE METHOD OF THEIR
DETERMINATION

Summary

Some methods of alkaloid determination have been modified to apply
them for the estimation of alkaloids in Lupinus albus during growth.

The method of Reifer and Niziolek [6] has been modified. Chloroform
extracts of alkaloids were distilled in vacuo, the addition of HCI being
omitted to prevent partial decomposition of the alkaloids.

The partially purified hydrochlorides of alkaloids were separated by
paper chromatography before the colorimetric determination. Sparteine,
when present in large amounts was removed by steam distillation before
paper chromatography.

Various parts of white, sweet and bitter lupines contain: lupanine,
hydroksylupanine, sparteine, angustifoline, as well as three other bases
not identified.

Considerable changes were observed in the contents of the various
alkaloids during vegetation, yet lupanine was always found to be the
dominant one.

Otrzymano 19.5.1958 r.
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ZMIANY ZAWARTOSCI I METABOLIZMU PURYN W KWASACH
NUKLEINOWYCH W PRZEBIEGU STARZENIA
SIE NOWOTWORU DOSWIADCZALNEGO

Praca wykonana w Zakladzie Morfologii Zwierzecej Uniwersytetu w Brukseli

Niniejsza praca stanowi dalszy ciag badan prowadzonych przez Ledoux
i wspélpracownikéw nad metabolizmem kwaséw nukleinowych w tkance
nowotworowej [5—9, 12]. Do pracy wybrano przesigk Landschiitza (ascites)
stanowigcy zawiesing komérek jednorodnych (przeszlo 99% komérek no-
wotworowych). Jest to bardzo wygodny material doswiadczalny, gdyz
dzieki ruchom perystaltycznym jelit komoérki te posiadajg dosé staly
skilad chemiczny [2, 4, 8].

MATERIAL I METODY

Hodowle guza Landschiitza uzyskiwano przeszczepiajac dootrzewnowo
myszom po 0,2 ml przesieku [8]. Dos§wiadczenia wykonano na trzech gru-
pach zwierzat: I grupa — z przesigkiem trzydniowym i II grupa — z prze-
siekiem pieciodniowym oraz III grupa zawierajaca komorki stare — prze-
siek jedenastodniowy. (Przecietny czas zycia myszy zaszczepionych gu-
zem Landschiitza wynosi 14 dni).

Wybranym do do$wiadczen myszom podawano dootrzewnowo roztwoér
adeniny znakowanej !C w ilo$ci okolo 1luc/ml plynu przesiekowego. Po
2,5 godz. pobierano po 0,2 ml plynu przesiekowego i oznaczano zawartos$é
puryn we frakcji kwasorozpuszczalnej (KS), w kwasie rybonukleinowym
(RNA) i w kwasie dezoksyrybonukleinowym (DNA). Oznaczano nastepnie
radioaktywnos¢ specyficzng (RS) i stopien wbudowania adeniny i gua-
niny. Ogélem wykonano 12 oznaczen.

Pobrany przesiek rozcienczano izotonicznym roztworem NaCl, odwi-
rowywano i osad przemywano trzy razy tymze roztworem w celu usu-

*) Laboratoire de Morphologie Animale, Universite Libre de Bruxelles.
**) Instituto di Pathologia Medica, Torino.

*+*) Zaklad Chemii Fizjologicznej Akademii Medycznej w Eodzi
[37]
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nigcia promieniowania powierzchniowego. (Osad przemywano bardzo
szybko, wirujgc nie dluzej niz jedng minute przy 3000 obr./min.) Prze-
myty osad ekstrahowano przez 15 minut 1 n HCl w temperaturze 0° (laz-
nia z lodem). Po odwirowaniu, w plynie znad osadu oznaczano nukleotydy
kwasorozpuszczalne. Osad zawierajacy kwasy nukleinowe odlipidowy-
wano przy uzyciu kolejno alkoholu, alkoholu i eteru (2:1), eteru i alko-
holu (2 : 1) oraz eteru [9]. Nastepnie kwasy nukleinowe rozdzielano metoda
Schmidta i Thannhausera [13, 9]. Puryny i nukleotydy pirymidynowe
rozdzielano chromatograficznie. Zawarto$¢ i sktad molowy zasad okres-
lano oznaczajac absorbcje eluatéw poszczegélnych plam na spektofoto-
metrze Beckmana [10, 11]. Radiodktywnos¢ specyficzna (RS) poszczegdl-
nych frakcji oznaczano dzielgc ilo§¢ impulséw na min./ml przez stezenie
danego zwigzku wyrazone w mmolach/ml. Stopien wbudowywania (pour-
centage d’incorporation) obliczano dzielgc RS RNA i RS DNA przez
RS KS.

Poszczegolne frakcje kwaséw nukleinowych

a) Frakcja kwasorozpuszczalna. Po ekstrakeji przemytej tkanki 1n HCI
i odwirowaniu, plyn znad osadu hydrolizowano przez 30 min. w lazni
wodnej w temperaturze 100° (otrzymywano nukleotydy pirymidynowe
i wolne zasady purynowe) [14]. Nastepnie hydrolizat odparowywano do
sucha, a pozostalo$¢ rozpuszczano w 1—2 kroplach 0,1~ HCI i nakraplano
na bibule Whatman nr 3. Wykonywano chromatografie wstepujaca
w ukladzie: metanol - HCl stez. - H,O (70 : 20 : 10) [15]. Po 16 godzinach
chromatogram suszono i plamy eluowano przez 24 godz. 0,1 n HCI. Na-
stepnie oznaczano absorbcje eluatéw, po czym okre$long iloéé substancji
(1 ml) wylewano na plytki ze szkla matowego i oznaczano ilo§¢ impulséw
na minute przy pomocy licznika Geigera-Miillera [8].

b) Kwas rybonukleinowy (RNA). Osad zawierajagcy kwasy nukleino-
we poddawano hydrolizie zasadowej w 0,1 n NaOH [13, 9], nastepnie wy-
trgcano DNA i biatka 6 ~ HCl [13, 9], a plyn znad osadu hydrolizowano
i chromatografowano podobnie jak we frakcji KS. W ten sam sposéb
oznaczano roéwniez absorbcje i ilos¢ impulséw. Nastepnie obliczano molo-
wy skilad RNA, radioaktywnos¢ specyficzng zasad purynowych oraz sto-
pien wbudowywania.

¢) Kwas dezoksyrybonukleinowy (DNA). Osad DNA i bialek prze-
noszono ilosciowo (rozpuszczajac w 0,1 xn NaOH) do probéwek z grubego
szkla (pyrex). Nastepnie zobojetniano 0,1n HCI, odparowywano i hydro-
lizowano stezonym HCOOH w temperaturze 180° przez dwie godziny
(w tych warunkach otrzymuje sie wolne zasady purynowe i pirymidy-
nowe) [16, 17]. Po ostudzeniu i otwarciu probéwek zawartos¢ odparowy-

http://rcin.org.pl



13] KWASY NUKLEINOWE 39
Tablical
Sktad molowy RNA i DNA w komdrkach guza Landschiitza w zalezno$ci od
wieku guza
a) RNA
B L1 ! —— e —
1 | 11 I
przesiek 3-dniowy i przesigek 5-dniowy przesiek 11-dniowy
Guanina | 0,299 + 0,001 0,298 + 0,006 | 0,271 -+ 0,008
Adenina 0,236 -+ 0,009 0,233 + 0,001 0,228 + 0,010
Cytozyna 0,302 + 0,003 0,302 + 0,001 0,306 + 0,007
Uracyl 0,162 + 0,006 0,175 + 0,006 : 0,187 + 0,006
b) DNA
Guanina | 0,147 + 0,007 ; 0,143 + 0,002 : 0,148 -+ 0,001
Adenina 0,259 + 0,004 1 0,236 + 0,001 0,270 + 0,004
Cytozyna 0,257 -+ 0,001 ! 0,227 + 0,003 ' 6,242 + 0,006
Uracyl | 0,399 + 0,009 ' 0,355 + 0,001 . 0,340 + 0,005
Tablica 2

Radioaktywno$é specyficzna zasad purynowych w komorkach guza Landschiitza
w zaleznodci od wieku guza (wyrazona w liczbie impulséw na min./mmol)

a) KS (Acid soluble)

1
l przesiek 3-dniowy

| Guanina | 9,9

+1,0
{ Ademna | 39,1 +0,5
b) RNA
Guanina ‘ 2, 72 + 0,24
Ademna t 18 3. 422
RSG 15
RS A
c) DNA
Guanina 1,71 +0,2
Adenina 10,1 +0,5
BSG o497
RSA

1 ‘ 111
przesiek 5-dniowy ‘ przesiek 11-dniowy

' 151 +09 34,1 +4.
i 475 +22 66,3 +38

376+11 1,46+ 0,4

17,3 +48 194 +148
i 0,22 0.075
‘ 1,39 +0,3 0,25 + 0,005
| 10,1 +0,6 1,25+ 0 007
— S ahi a
0,14 ‘ 0,2
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Tablica 3

Stopien wbudowywania (pourcentage d’incorporation) zasad purynowych do ko-
morek guza Landschiitza
(Stosunek RS RNA i stosunek RS DNA do RS KS X 100)

a) RNA
rA e B0 o Ty e TR e D
[ 1 01 ' 11
| przesiek 3-dniowy przesiek 5-dniowy przesigk 11-dniowy
—— i -
Guanina 27,5 +5,1 ‘ 247 45,1 74+1,1
Adenina 458+12 } 352 +1,9 31,5+ 6,1
G 0,60 0,70 0,23
A
b) DNA
Guanina 17,1 +5,0 9,140,6 0,7 + 0,02 f
Adenina 26,0 + 6,5 | 21,5+ 1,0 1,9+0,5 1
4 Sl I gy tesoded)
|
G 0,66 | 0,42 0,36 '
A l | '

wano do sucha, rozpuszczano w 1—2 kroplach 0,1 ~ HCl i przenoszono na
bibul¢ Whatman Nr 3. Chromatografie wstepujgca wykonywano w ukla-
dzie n-butanol - H, - NH, (100 :17 :1,17) [3, 14]. Po szesnastu godzinach
chromatogram suszono, plamy eluowano i oznaczano je jak wyzej.

OMOWIENIE_WYNIKOW

Szczegdlowe wyniki podane sg w tablicach. W skladzie molowym DNA
(Tabl. 1) nie znaleziono réznic statystycznie znamiennych miedzy komdr-
kami mlodymi i starymi. Natomiast w RNA zawarto§é guaniny jest mniej-
sza w komérkach starych.

We wszystkich frakcjach obserwujemy radioaktywnos¢ specyficzng
(Tabl. 2) adeniny i guaniny, mimo ze podano tylko znakowang adenine.
We frakeji kwasorozpuszczalnej radioaktywno$é specyficzna adeniny
i guaniny jest wyzsza w komoérkach starych. RS adeniny w RNA ko-
moérek starych i mlodych nie wykazuje réznic statystycznie znamiennych,
natomiast RS guaniny jest wyraznie mniejsza w komoérkach starych.
W DNA zmniejszona jest RS obu puryn, tak ze stosunek RS guaniny do
adeniny nie ulega wyraznej zmianie w komérkach mlodych i starych.

Stopien wbudowania guaniny w RNA wulega w komodrkach starych
wyraznemu zmniejszeniu. Obnizeniu ulega réwniez stosunek guaniny do
adeniny. W komoérkach starych jest slabsze wbudowywanie sie obu zasad
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do DNA, co moze by¢ spowodowane mniej intensywnym podzialem ko-
morki.

Z podanych wynikéw doswiadczen mozna wyciggnaé nastepujace
wnioski:

a) W przebiegu starzenia sie komorki zdolno$¢ przeksztalcania sie
adeniny w guanine nie ulega zmianie (wysoka RS guaniny we frakcji
kwasorozpuszczalnej).

b) Slabsze wbudowywanie sie obu zasad do DNA moze by¢ wynikiem
mniej intensywnego podzialu starych komoérek.

¢) Whbudowywanie sie guaniny do RNA w komoérkach starych ulega
wyraznemu zmniejszeniu. Moze to by¢ spowodowane zahamowaniem dzia-
talnosci ktérego$ (czy kilku) z enzymdéw powodujacych wbudowywanie
sie guaniny do RNA.

STRESZCZENIE

Autorzy badali wbudowywanie sie zasad purynowych do kwaséw
nukleinowych komoérek guza Landschiitza. Myszcm z przesiekiem Land-
schiitza podawano adenine znakowang '*C i badano sklad molowy kwa-~
séw mukleinowych oraz radioaktywnos$é specyficzng adeniny i guaniny.
W skladzie kwaséw nukleinowych nie stwierdzono zmian zaleznych od
wieku komérek. Stwierdzono natcmiast slabsze wbudowywanie guaniny
do kwasu rybonukleinowego w komérkach starych.

Praca zawiera opis metod i dyskusje wynikéw.
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PURINIC METABOLISM IN NUCLEIC ACIDS OF LANDSCHUTZ ASCITES.
CHANGES OCCURING IN THE PROCESS OF TUMOR GROWTH

Summary

The incorporation of purines into the nucleic acids of Landschiitz
tumor cells was investigated. The tumor bearing mice were injected with
adenine labelled #C. Composition of nucleic acids and the specific radio-
activity of adenine and guanine were determined. No marked changes
between the old and young cells have been found in the composition of
nucleic acids. In the old cells the incorporation of guanine was less intense
than in the young ones.

The methods are described and the results discussed.

Otrzymano 23.6.1958 r.
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S. NIEWIAROWSKI, E. KOWALSKI and J. STACHURSKA

INFLUENCE OF FIBRINOGEN DERIVED ANTITHROMBIN
(ANTITHROMBIN VI) ON THE BLOOD COAGULATION SYSTEM

Pracownia Biochemii Klinicznej, Instytut Hematologii, Warszawa
Kierownik pracowni: doc. dr E. Kowalski

In previous communications the discovery of a new inhibitor of blood
coagulation has been described [18, 19, 20]. The occurrence of this inhibitor
has been confirmed by Buluk and Januszko [5]. We have shown that the
inhibitor is formed as well in vivo after intravenous injection of plasmin
into cats as in vitro after incubation of whole plasma with plasmin and
trypsin. Thereafter it could be proved that the inhibitor is formed only
from fibrinogen or from fibrin. Other proteins, after incubation with
proteolytic enzymes, did not release any inhibitor of blood coagulation.

We were able to obtain purified preparations of this inhibitor by
isoelectric precipitation of the incubation mixture containing fibrinogen
and plasmin and by fractionation of the supernatant with ammonium
sulphate. Thus it was possible to examine the mechanism of action of the
new inhibitor on the blood coagulation system. Some experiments con-
cerning this subject are presented in this paper.

PREPARATIONS AND METHODS

1. The inhibitor was prepared from purified fibrinogen obtained by
the method of Kekwick et al. [9]. Plasmin obtained by trypsin or strepto-
kinase activation of Kline’s plasminogen was used [10, 21]. The whole
preparation procedure was as follows: 1.8 volume of 1% fibrinogen was
incubated with 0.2 volumes of plasmin. The solution of plasmin was
diluted to such a concentration that the clottable protein disappeared in
approximately 20 minutes. The protein concentration in plasmin solution
was on the average 0.01%. Activity of the inhibitor was tested every
5 minutes (see below). When the inhibitor activity reached a maximum,
the incubation mixture was diluted 10-fold with cold distilled water
and pH was adjusted to 5.3 with 1% acetic acid. The solution was left

431
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overnight at 4°. The precipitate centrifuged was discarded. The super-
natant was precipitated by 50% ammonium sulphate saturation at pH 7.0.
The precipitate was dissolved in water, dialysed overnight against tap
water and thereafter against distilled water. The dialysate was filtered
and liophylised. The yield of inhibitor, if prepared from fibrin instead of
fibrinogen, was significantly lower.

The preparations of inhibitor were devoided of plasmin; they contained,
however, small quantities of plasminogen. On incubation of inhibitor
with plasmin it could be shown that the inhibitor is digested by plasmin.
The anticoagulant preparations inhibited slightly the fibrinolytic action
of plasmin.

Electrophoretic behaviour of the anticoagulant preparations has been
examined using Tiselius apparatus. The inhibitor activity is associated
cm®
volt. sec

with a component of electrophoretic mobility = 2.25-10—5

(veronal buffer pH 8.6, u=0.1).

2. In all experiments commercial preparations of streptokinase
(Distreptaza, Warszawska Wytwérnia Surowic i Szczepionek), heparin
and protamine sulphate (Hoffmann La Roche) were used.

3. The influence of the inhibitor on the blood coagulation system was
examined by routine laboratory methods [4, 17] after adding inhibitor
preparations to whole plasma or to isolated blood coagulation factors.

4. Determinations of antithrombin activity of anticoagulant prepara-
tions were performed as described previously [18, 19, 20]. 0.2 ml. of
solution tested in different concentrations was added to 0.2 ml. bovine
prothrombin-free plasma. After addition of 0.1 ml. thrombin the clotting
time was recorded. The most suitable concentration of anticoagulant for
all examinations was 2—5 mg. protein per ml.

5. Determination of antithromboplastic activity. Influence of the inhi-
bitor on the first coagulation stage was performed by the method of
Biggs and Douglas [3] in the modification of Duckert et al. [7]. The
inhibitor preparations were added to the partially isolated components
of the first coagulation stage (antihaemophilic globulin, Christmas factor,
platelets, calcium chloride) and the amount of thromboplastin formed
was tested using platelet-poor citrate plasma as a substrate containing
both prothrcmbin and fibrinogen. At the same time the samples containing
0.9% NaCl instead of inhibitor solution were examined.

A typical test: 0.3 ml. inhibitor (or saline), 0.1 ml. human plasma
adsorbed with BaSO,, diluted 1/5 with saline (source of AHG), 0.1 ml.
human serum, diluted 1/5 (source of Christmas Factor), 0.1 ml. platelets,
0.1 ml. calcium chloride 0.05 m. After 4 minutes of incubation 0.1 ml. of
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Table 1

45

Influence of antithrombin VI on the coagulability of whole blood and plasma

Thrombin time of
plasma (seconds)

|
Clotting time of l
oxalate plasma |
after recalcination
(seconds)

Clotting time of

blood (Lee-White
method) (minutes) |

120

Prothrombin time

15
(seconds)

control tested

Antithrombin VI preparations

i o
0|0 o{ 0
156 80 84 | 82
e : 5"" 510_ S
20 —18.5 21 A‘:);

Table 2

Ay

control tested 1 control tested | contirol tested

90

165

Antithrombin and antithromboplastin activity of two representative anticoagulant (A)

preparations

1. Antithrombin activity

Thrombin clotting time;
of bovine prothrombin-
free plasma after addi-
tion of inhibitor (se-
conds)

the preparation

. Antithromboplastin :

activity

Clotting time of human |
plasma after addition
of thromboplastin gene-
rated 6 minutes in the
presence of inhibitor |
(seconds) i

TR ]

Electrophoretic purity of |

30

66

2%

18
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A, A, |
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the incubated mixture and 0.1 ml. 0.025 m CaCl, was added to 0.1 ml]. of
human platelet-poor citrate plasma.

6. The conversion of prothrombin was examined in diluted plasma
in the presence of rabbit brain thromboplastin and calcium chloride by
the two stage method of Leonow [15].

RESULTS

1. The influence of the inhibitor on the coagulability of whole blood
and whole plasma is presented in Table 1. It can be seen that at con-
centrations used the inhibitor influenced mainly the thrombin time of
plasma which was significantly prolonged.

Table 3

Influence of antithrombin VI on the conversion of prothrombin in diluted plasma

Incubation mixture: 0.5 ml, antithrombin preparation or saline (control), 0.2 ml.
plasma diluted 1/3, 0.3 ml. thromboplastin-calcium

Activity of thrombin generated in
| the incubation mixtures expressed
as clotting time of fibrinogen

Preparations of antithrombin VI

Incubation time

control | A, | A, | A
30 sec. 5 min| 5 min.’ 5 min.| 5 min.
1 min. 30 sec. 22.5 sec.| 93 sec. | 24 sec. | 23 sec.
2 min. 30 sec. 18 sec.| 22 sec. | 18 sec. | 15 sec.
3 min. 30 sec. 24 sec.| 21 sec. | 20 sec. | 18 sec.
4 min. 30 sec. 27 sec.| 23 sec. | 21 sec. | 19 sec.
Table 4

The clotting activity of the mixture of thrombin and antithrombin VI measured
at various incubation times

Preparations of antithrombin VI
Incubation time = T
of the mixture 1 2 I 3
L e, Clotting times of added fibrinogen (seconds)
0 sec. 20 22 53
30 ,, 16 20 45
60 17 21 40
{2000 16 19 25
i 300 ,, 14 17 23
| 30 min. — 16 | 23
1’ 900 — 15 23
| Control (no inhibitor) | 8 7 v
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2. The first coagulation stage. It was found that some inhibitor
preparations inhibited thromboplastin formation, however, some other
preparations did not show any antithromboplastin activity. Table 2 shows
the results of examinations of two representative preparations. Further
studies revealed that antithromboplastin activity is due to a factor
different from the thrombin inhibitor [22].

3. It was found that the inhibitor preparations did not influence
the conversion of prothrombin (Table 3).

120

?

!

|
0=
|
|

3
T

\
\
\

b
T

Clotiing time (seconds)

1 1 1 {
1/16 1/8 1/4 1/2 Undiluted
Dilutions of thrombin ———»

Fig. 1. Concentration of thrombin and the activity of throembin inhibitor
(System: 0.2 ml. fibrinogen + 0.2 ml. inhibitor or saline)

®——-@—--@ with inhibitor ® ® @ without inhibitor

4. The third coagulation stage. The influence of antithrombin VI on
the interaction of fibrinogen with thrombin was examined at different
concentrations of thrombin and fibrinogen (Figs. 1 and 2). It was found
that the anticoagulant activity is influenced mainly by the concentration
of fibrinogen. The concentration of thrombin, however, has negligeable
influence on the degree of inhibition. This finding permits to suggest that
fibrinogen and the thrombin inhibitor compete for thrombin.
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The clotting time of fibrinogen plotted against different concentrations
of inhibitor at constant concentration of thrombin is shown in Figure 3.
After prolonged incubation of inhibitor with thrombin the thrombin
activity was fully preserved but the inhibitor was progressively destroyed
(Table 4). It may be concluded that the inhibitor does not destroy throm-
bin but it inhibits only the action of thrombin on fibrinogen. On the other
hand, thrombin destroys antithrombin VI.

5. Influence of protamine sulphate. It may be seen that the thrombin
clotting time in a system containing antithrombin VI is shortened after

72/ SN
\.
- \
N
100}~ \\
\
T ‘ 5
N
> 801 \\
¥ \
(= N
kJ \
= \
= b \
2 >
£ 40 ‘\
s -~
< @ e ~
~ S B
2 T
e % &l
o LR ] ] 1
1B 118w 114 1/2 Undiluted

Oilution of fibrinogen ————m
Fig. 2. Concentration of fibrinogen and the actiirdty of thrombin inhibitor
(System: 0.2 mil. fibrinogen + 0.2 ml. inhibitor (or saline) + 0.1 mi. thrombin)
-9 -@® ywith inhibitor ®—® @ without inhibitor

addition of protamine sulphate. However, the effect of protamine sulphate
against heparin is far more pronounced (Table 5). It is difficult to con-
clude whether protamine sulphate neutralises antithrombin VI or its effect

is unspecific.
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DISCUSSION

It may be concluded from the above experiments that the recently
discovered fibrinogen derived anticoagulant inhibits competetively the
conversion of fibrinogen to fibrin by thrombin. Its action on the other
clotting factors and coagulation stages is negligeable. The antithrombo-
plastic activity of some anticoagulant preparations and fibrinolysis pro-
ducts is due to an other factor derived also from fibrinogen [22].

Seegers [23] has classified the plasma antithrombins as I, II, III and IV.
The above described inhibitor is different from Seegers antithrombins,

o}

—_—
T T

100

80—

60

Clotting time (seconds)

40}

201

1 1 L 1
1/8 1;4 : 1/2 2/3 Undiluted
Dilution of inhibitor ———=

Fig. 3. Thrombin inhibitor dilution curve (System: 0.2 ml. fibrinogen -+ 02 ml
inhibitor (or saline) + 0.1 ml. thrombin)

so we suggested to call it antithrombin V. At the same time as this
paper was prepared to publication Loeliger and Hess [16] described
a thrombin inhibitor in the plasma of a patient with rheumatoid arthritis.
These authors have called this inhibitor antithrombin V. If it is so, the
4
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Table 5

Neutralisation of heparin and antithrombin VI by protamine sulphate

Concentration of protamine sulphatéiyigilio.l ml.

Solution tested ml. 5 ! 2 | 1 { 0

~ Clotting time (second)

Plasma 0.2 | i

s |
| |
i g:;’;::n g; | a1 20 5—10 | above 10
| e | e .
! Zr ol | ‘ minutes minutes
i Thrombin 0.2 | i
T e, W A ik ! ol
Plasma 0.2 . j
| Saline . 0.2 18 | 21 :' 23 21
| Protamine 0.1 | ' ‘;
- Thrombin 0.1 | ! -
L = = = ] |
- I ’ !
Plasma 0.2 | | i
| Antithrombin VI 0.2 | |
| | 45 71 90
| Protamine 0.1 | s %
. Thrombin 01 | |
|

name of our inhibitor may be antithrombin VI. An other name could be
“fibrinogen derived antithrombin”.

At the present state of knowledge the mechanism of action of anti-
thrombin VI is obscure. It is interesting to note, that inhibitor activity is
progressively destroyed after prolonged incubation with thrombin. This
fact may be explained by recent findings of Wallen and Bergstrom [25]
who were able to show that thrombin could further split off fibrinopeptide
from products of fibrinogen digestion. It is possible that thrombin could
react in this way with antithrombin VI. If so, the fibrinopeptide part in
the anticoagulant molecule may play an important role for its inhibitory
activity. Laskowski et al. [14a] stated that fibrinopeptide has inhibitory
activity against thrombin.

The higher yield of antithrombin VI obtained from fibrinogen as
compared with fibrin may be explained by its fibrinopeptide content.

A possible physiological role of antithrombin may be postulated on
the basis of the dynamic concept of blood coagulation. According to this
view, blood coagulation and fibrinolysis occur in a ‘‘steady state”, in
latent form: prothrombin is transformed into thrombin, fibrinogen into
fibrin, and fibrin is dissolved continuosly (Lasch et al. [13, 14],
Copley [6], Jensen [8]). It may be, that antithrombin VI, a product of
fibrinogen proteolysis plays a role in maintaining the equ111br1um of
this physiological process.
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A role in pathology of antithrombin VI can be suggested on the basis
of some recent observations in our laboratory. The appearence of an
antithrombin in blood plasma was noted in our experiments after infusion
of plasmin into cats [11], dogs and humans [12]. Similarly, in a case of
fibrinogenopenia following abruptio placentae Bar-Pratkowska and Nie-
wiarowska [2] observed an anticoagulant which may be identical with the
fibrinogen derived antithrombin.

It is not excluded that some anticoagulants described by different
authors in fibrinolytic haemorrhagic diathesis are identical with anti-
thrombin VI [24]. However, further work is needed to obtain more
information about the chemical structure of the fibrinogen derived anti-
thrombin and to elucidate its role in physiological and pathological states.

We are indebted to Mrs. Zofia May (Department of Biochemistry,
Institute of Haematology) who performed kindly the electrophoretical
analysis.

SUMMARY

1. A method of preparation of antithrombin VI from fibrinogen
proteolysis products is described.

2. Antithrombin VI influences slightly the clotting time of whole
blood and recalcified plasma, however, it prolongs considerably the
thrombin clotting time of plasma.

3. Purified antithrombin preparations do not inhibit thromboplastin
generation; antithromboplastin activity was found only in electropho-
rectically not homogeneous preparations.

4. Antithrombin preparations do not influence the conversion of
prothrombin into thrombin in diluted plasma, in the presence of calcium
ions and tissue thromboplastin.

5. It could be shown that antithrombin inhibits competetively the
action of thrombin on fibrinogen. :

6. During incubation of antithrombin VI with thrombin the anti-
thrombin activity decreases progressively.

7. Thrombin clotting time in a system containing antithrombin VI
is shortened after addition of protamine sulphate, however, the effect of
protamine sulphate against heparin is far more pronounced. It is difficult
to conclude whether the protamine sulphate effect is specific.

8. Some data concerning the physiological and pathological role of
antithrombin VI and the mechanism of its action are discussed.
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DZIALANIE ANTYTROMBINY VI (POCHODNEJ FIBRYNOGENU)
NA UKLAD KRZEPNIECIA KRWI

Streszczenie

1. Podano metode otrzymywania antytrombiny z produktéw proteoli-

zy fibrynogenu.

cia

2. Antytrombina VI wplywa w niewielkim stopniu na czas krzepnie-
pelnej krwi i na czas rekalcynacji osocza; natomiast wybitnie wydluza

czas trombinowy osocza (Tabl. 1).
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3. Bardziej oczyszczone preparaty antytrombiny nie hamujg generacji
tromboplastyny osoczowej; aktywnos$¢ antytromboplastynowa wystepuje
natomiast w preparatach elektroforetycznie niejednorodnych (Tabl. 2).

4. Preparaty antytrombiny nie maja wplywu na konwersje proto-
trombiny na trombine w rozcienczonym osoczu, w obecnosci trombopla-
styny osoczowej i jonéw wapnia (Tabl. 3).

5. Wykazano, ze antytrombina hamuje kompetetywnie dzialanie trom-
biny na fibrynogen (Rys. 11i 2).

6. Dodanie siarczanu protaminy do ukladu zawierajacego antytrom-
bine powoduje skrécenie czasu krzepniecia. Dzialanie antyheparynowe
protaminy jest jednak o tyle silniejsze, ze trudno wypowiedzie¢ sie, czy
nie chodzi tu o efekt specyficzny.

7. Oméwiono niektére dane dotyczace znaczenia antytrombiny VI dla
fizjologii i patologii.

Otrzymano 25.6.1958 r.
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M. WIERZUCHOWSKI

CIEZKA PRACA MIESNIOWA A ODPLYW CUKRU ZE KRWI
NA POCZATRU WYSYCANIA GLIKOZA

Zaktad Fizjologii Polskiej Akademii Nauk w fodzi

ROZDZIAE. WSTEPNY

Niniejsza rozprawa opisuje rytmy rozmaitych czynnosci, ktéore wy-
zwala w ustroju jednostajny dowéz szybko przetwarzalnego podloza pod-
ozas stanu, ktéry doprowadza ustr6éj do najwyzszych wydatkéw energe-
tycznych.

1. Zadanie

Plan pracy polegal na poréwnaniu u psa wplywu jednostajnych wle-
wan dozylnych glikozy, podczas cigzkich wysitkow mie$niowych, z opisa-
nym juz dzialaniem tychze wlewan u osobnika spoczywajacego [47].

Przytoczony zespdl wynikow obejmuje niewiele wiecej, niz pierwsze
poél godziny dowozu glikozy ze stala predkoscia. Dalsze odcinki, przytoczo-
ne tylko dorywczo, zostang oméwione szerzej w przysziosci.

Sposob wykonania posiadal swe odrebnos$ci: Po pierwsze, badania wy-
konano na prawidlowych ,mnietknietych‘ nie uspionych osobnikach, ktére
spelnialy wlasciwy im fizjologicznie rodzaj dlugotrwaltej czynnosci mies-
niowej. Pozwalalo to $ledzi¢ subtelng i prawdopodobnie nieskazong dy-
namike zmian ustrojowych. Po drugie, do rozbioru zjawisk uzyto bardzo
rozlegltej skali predkosci, z jaka stosowano glikoze.

Z wyzej okresSlonym zadaniem wigze sie rusztowanie zagadnien:

1) Poczatkowa czes$¢ kazdego z obecnych doswiadczen byla przykla-
dem, na ktérym mozna bylo wyprobowaé kinetyke zapoczatkowujacego
wysycania glikoza, opracowang dla osobnikéw spoczywajacych [50, 51],
i oceni¢, jak wplywa praca mig$niowa u réznych osobikéw na parametry
uchodzenia ze krwi tego cukru podczas poczatkowego szybkiego wzrostu
przecukrzenia.

2) Gdy w pierwszej poélgodzinie pracy zasilanej glikoza stezenie tego
cukru podejdzie do odpowiedniego poziomu, nalezaloby oczekiwaé, ze

(551
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wszystkie dostepne punkty, katalizujgce poczatkowy rozpad glikozy, zo-
stang obsadzone. Lecz dzieje sie to podczas zwiekszonego przez prace
zuzycia glikozy, a wiec i zwigkszenia czynnej przetwoérczo powierzchni
enzymatycznej.

3) W dalszym przebiegu rytm wysycania stanowisk enzymatycznych
glikoza spotyka sie z poprawg przetwarzania, dajgca sie przypisa¢ dopiero
teraz wystepujacemu pelnemu uruchomieniu punktéw przetwérezych,
ktore widocznie w pierwszej poélgodzinie nie spelnialy jeszcze dostatecz-
nie swej roli. Fala tego wzbierania czynnosci enzymatycznej, ktéra w po-
dobny sposéb zaznacza sie¢ réwniez w spoczynku, ulega jednak podczas
pracy pewnej zmianie. Nalezy ja przypisa¢ adaptacji enzymatycznej, roz-
pietej na podlozu dzialan hormonalnych.

4) Wprowadzany rozczyn obok glikozy zawiera wode, ktérej objetosé
dochodzila do znacznych rozmiaréw. Oznaczono wiec jej obrét w pierw-
szej pélgodzinie doSwiadczenia, by mozna bylo krytycznie rozpatrzyé za-
chowanie si¢ glikozy.

2. Material zwierzecy

Do do$wiadczen z praca migSniowg uzyto 17 pséw mieszancéw (9)
o wadze 6,0 do 11,5 kg. Wykonano na nich 38 do$wiadczen z dowozem
glikozy i 11 kontrolnych bez jej dowozu. Przed wlasciwym doswiadcze-
niem poddawano je w ciggu miesiecy éwiczenicm w wykonywaniu mniej-
szych co do trwania dawek pracy, ktére jednak mialy to samo natezenie
co podczas wlasciwego doswiadczenia.

Do badan spoczynkowych wzieto 30 pséw (?) o wadze miedzy 4,3
a 22,6 kg. Wykonano na nich 71 jednostajnych wlewan glikozy oraz
5 wlewan rozczynu fizjologicznego. Byla to grupa, okreslona jako wzor-
cowa [51].

Kazdy z osobnikéw posiada na wykresach odrebny znak, dlatego kaz-
de do$wiadczenie mozna przesledzi¢ przez wszystkie wykresy.

Oprécz tego podano wyniki 6 wlewan fruktozy u spoczywajacych i pra-
cujacych zwierzat i podobnie 3 wstrzykiwan galaktozy.

3. Diety

Zwierzeta, karmione stale odpadkami jedzenia szpitalnego z przewa-
ga weglowodanéw, otrzymywaly przez tydzien poprzedzajacy doswiad-
czenie diete nr 1 [51] lub w paru przypadkach diete nr 3.

Dieta nr 3 zawierala na dobe na kg wagi ciata: 13,2 g cukru jadalnego
i 4,3 g migsa konskiego oraz okolo 1,5 g suszonych kosci. Zaspokajala
ona koszt podstawowej wytwérczosci cieplnej z nadwyzka 37%. Zwierze
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otrzymywalto na 24 godziny, na kg wagi: 12,9 g weglowodanéw, 0,94 g
biatka i 0,1 g tluszczu, razem 56 kcal. W tym 91,3% ciepla pochodzilo
z weglowodanéw. Ze wszystkich 3 diet zawierala ona w mierze bezwzgled-
nej i wzglednej najwiecej weglowodanéw, a najmniej tluszczu i biatka.
Nic wiec dziwnego, ze przetwarzanie glikozy bylo po niej nieco lepsze,
niz po obu innych dietach.

Waga i powierzchnia ciala znajdowaty sie w grupie doswiadczen z pra-
cg w ramach wezszych, niz w grupie spoczynkowej. Natomiast wskaznik
stanu odzywienia zachodzit w obu zespolach w granicach optimum lub
tylko nieznacznie przekraczal je ku gorze albo ku dolowi. Ze stanowiska
przygotowania pod wzgledem stanu odzywienia dawaly sie wiec poréwnaé
ze sobg (por. uwagi w [51]).

4. Oznaczenia roznych wartoSci

Oproécz metod uzytych w poprzednim doniesieniu [50, 51] zastosowano
do oznaczenia fruktozy we krwi [7, 55], do drozdzowej fermentacji we
krwi [41, 57, 58, 54] (oznaczenia glikozy, reszty redukcyjnej i galaktozy),
do okreslenia ilosci jednocukrowcéw w moczu oznaczen polarymetrycz-
nych z redukcyjnymi przy pomocy metody Bertranda, do kwasu mlecznego
we krwi z poczatku [14, 15], a potem [17]. Wzgledne stezenie hemoglobiny
okreslano we krwi rozcienczonej za pcmocg 0,1 n HCl. W kolorymetrze
typu Duboscq’a poréwnywano krew badang (1) z krwig wstepna (L),
pobrang z tego samego naczynia, jako wzorcem. Stgd wynikly dwa sposoby
wyrazania stopnia rozcienczenia osocza krwi w ciggu do$wiadczenia:

Wzgledne stezenie hemoglobiny we krwi =100 -ly/l;.

Wzgledna objetosé osocza =— 100 -1/1,.

Obu okreslen uzywano w sposéb zamienny.

Aby osiggngé dane przeziewu niewyczuwalnego wazono zwierzeta,
przed dowozem rozczynu glikozy, na wadze Sautera dla czlowieka, z do-
kladnoscig 0,1 g i w ciggu godziny uzyskiwano co 10 min. strate wagi
(5 psow, 20 doswiadczen). Podobne pomiary wykonano réwniez podczas
dowozu glikozy u osobnikéw spoczywajacych (4 psy, 16 doswiadczen).
Natcmiast podczas pracy oznaczano pdlgodzinng strate na wadze, mie-
rzong ze S$cislo$cia 1 g, po uwzglednieniu calego bilansu wagowego (12
pséw, 30 doswiadczen). Przyklad tych obliczen podano [48a], ale udosko-
nalono je w obecnym doniesieniu.

5. Sposéb prowadzenia doSwiadczen u zwierzat pracujacych

Plan polegal na tym, by dawke pracy utrzymaé¢ taka sama, a zmieniaé
w poszezegdlnych dos§wiadczeniach tylko szybko$é dowozu roztworu gli-
kozy, czy to na jednym i tym samym osobniku, czy tez na réznych. Osta-
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tecznie wyksztalcona technika tego postgpowania wymaga osobnego opisu.
Te same urzadzenia i sposoby, ktére stuzyly do wlewania dozylnego roz-
czynu glikozy w spoczynku, stosowano réwniez podczas pracy [48a, 51].

W dniu doswiadczenia mniej wiecej w 24 godziny po ostatnim calo-
dobowym positku rozpoczynano réwnoczesnie i prace miesniowg biegu
pod goére i dowoz rozczynu glikozy, zawsze mniej wiecej 20%. W polowie
i na koncu kazdej godziny doswiadczenia zatrzymywano bieznie, szybko
pobierano krew, cewnikowano zwierze i wyplukiwano dokladnie mocz,
po czym wazono je na wielkiej wadze Sautera z dokladnoscia 1 g i wpro-
wadzano z powrotem na bieznie, nie rozdzielajgc polaczen z urzadzeniem
przetaczajacym roztwor cukru z biuret. Przestanek wynosit za kazdym
razem do 5 minut i pozwalal na krétki wypoczynek zwierzecia.

Podczas pracy wlewanie odbywalo si¢ wylacznie do zyt szyjnych przy
pomocy stosownych kaniul szklanych. Krew wstepng i dalsze pobierano
zawsze z tego samego miejsca Venae jugularis ext. po drugiej stronie
szyi. Podczas biegu zwierze dos$¢ swobodnie oddawalo mocz do odpowied-
nio zbudowanego naczynia lejkowatego, przymocowanego do uprzezy,
ktore obejmowalo wylot zewnetrznych czesci plciowych a zarazem takze
cewki moczowej. O ile zwierze chcialo odda¢ mocz podczas biegu, zatrzy-
mywalo sie na kilkanascie sekund, $lizgajac sie na lapach, przy biegnacej
nadal biezni, i swobodnie wypuszczalo mocz do lejkowatego naczynia,
z ktérego odptywal on bez zadnych strat poprzez szerokg rurke gumowsg
do naczynia miarowego. Natomiast pdlgodzinne porcje moczu oddzielano
przy pomocy cewnikowania (jak wyzej).

W pierwszej poélgodzinie wprowadzania roztworu glikozy nie dowo-
zono dodatkowo wody ani podczas pracy, ani w spoczynku, ale z dwu
odmiennych powodéw. U osobnikéw spoczywajgcych nie potrzeba bylo
jej wprowadza¢ wedlug sprawdzianéw wypracowanych dawniej [48a],
za$ u pracujacych, ze wzgledu na péigodzinny rytm pomiaréw, nie bylo
sposobno$ci do uzyskania danych dla dodatkowego dowozu wody, cho¢by
nawet zjawila sie taka konieczno$é.

6. Dawkowanie pracy

W ergometrze, zwanym bieznia obrotowa, stosowano dwa natezenia
pracy miesniowej. Przy obu zwierze bieglo po pasie ruchomym pod gore
pod katem nachylenia 17,6° (Tabl. 1). Przy natezeniu, zwanym ,,Praca I,
zwierze przebywalo w ciggu godziny droge, biegnaca skosnie, dlugosci
3,88 km, za$ przy ,Pracy II“ — 5,14 km. Natezenie narzuconej przez
bieznie pracy zewnetrznej (suma kilogramometréw (= kg m) skladnika
poziomego i pionowego) wynosilo dla pracy I — 81,3 kg m na 1 kg wagi
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ciala na min., za$§ przy pracy II — 107,5 kg m. Bylo wiec przy pracy II
o 32% wyzsze, niz przy pracy I.

Wprawdzie nie oznaczano wymiany gazowej podczas pracy, ale przy
uwzglednieniu zasad dla tego rodzaju obliczen [34] oraz stosownych
wspdélezynnikéw, uzyskanych u psa [4], obliczono cieplo wytwarzane pod-
czas obranych natezen biegu. Podstawowa wytworczosé cieplna, oznaczona
w 186 oznaczeniach na 19 psach grupy spoczynkowej (), przy pomocy
urzgdzenia o obwodzie otwartym [47], wynosila na min./kg 0,02558 kcal,
o = 1 0,00288, wspoélczynnik zmiennosci * 11,7°%. Natezenie wytwa-
rzania ciepla podczas pracy I bylo 7,8 razy wieksze od podstawowego
w spoczynku, za$ podczas pracy II — 9,8 razy (Tabl. 1). Gdy jednak po
uwzglednieniu pauz spoczynkowych uzyskano prawdziwg uzytkowg wy-
tworczos¢ cieplna, byla ona 7,1 i 9,0 razy wieksza, niz spoczynkowa
(Tabl. 1). Takie obcigzenie wysitkiem doprowadzalo po 5 lub 6 godzinach
do silnego wyczerpania zwierzecia.

7. Mianownictwo, symbole, obliczenia

Obecne doniesienie wigze sig $ciSle z poprzedzajacymi [50, 51] i opiera
sie na takich samych sposobach obliczen oraz posluguje sie takimi sa-
mymi symbolami: C, — calkowity cukier we krwi w mg/100 ml; AC, —
przyrost cukru we krwi ponad poziom wstepny (przed pracg i dowozem
glikozy, wyjsciowy); A4C},;3/t — zapoczatkowujgca zmiana stezenia
cukru we krwi w mg na 100 ml/min. we krwi V. jugularis ext. w ciggu
pierwszych 30 minut jednostajnego dowozu glikozy; t — czas w minu-
tach, przewaznie 30 minut; V; — predko$¢ dowozu glikozy w g na m? po-
wierzchni ciala na godzine.

Wzér dla zapoczatkowujgcego wzrostu stezenia glikozy we krwi (lub
zapoczatkowujacej zmiany minutowej tegoz stezenia), uzasadniony dla
osobnikéw spoczywajacych [51], brzmi (Rys. 1):

ACY/t="bp- V. (1)

Odpowiada on réwnaniu prostej, ktéra przecina skrzyzowanie osi wspél-
rzegdnych, y=>b-x. Wynika z niego stala o pewnym znaczeniu w obec-
nych rozwazaniach:
oo — ACE
t-V;
Podobnego wzoru uzyto dla oznaczenia stalej bp dla fruktozy i galaktozy
(Tabl. 3 i 4).
Gdy jednak prosta przeprowadzona przez oznaczenia AC{ %"/t omija
punkt zerowy, jak czyni to druga prosta na rys. 1, wtedy liczba stalych

=tanga. (2)
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7N PRACA MIESNIOWA U PSA NA POCZATKU WYSYCANIA GLIKOZA 61

powigksza sie. Dla stalej b przyjeto wtedy znak bp. Réwnanie odpowiada
prostej przebiegajacej ponizej lub powyzej punktu zerowego, y=—=a-+b-x,
co wyrazone przyjetymi symbolami daje wzor:

ACY®t=a, + by V. (3)

Stala ap okresla na osi rzednych (= 4C);*/t), o ile mg cukru na 100 ml
krwi na min. prosta biegnie ponizej punktu zerowego w przykladzie na
rys. 1. Stala bp wyznacza kat nachylenia prostej, odepchnietej od punktu
zerowego. Kat ten moze byé odmienny (), niz dla bp (a). Jak uprzednio
[51], obliczano stale przy pomocy reguly najmniejszych kwadratéw. Po
obliczeniu obu stalych a, i b, uzyskiwano, jako cenny parametr, punkt

0
7 Vi, predkost dowazu gliknzy,
"‘{ / g na mijgode

Rys. 1. Przyklady prostych, ktére wyrazajg stosunek miedzy jednostajnie dozylnie
skierowang dawka glikozy a wywolanym przez nig minutowym przyrostem ste-
zenia glikozy we krwi, w poczgtkowych 30 minutach dowozu

przeciecia prostej z osig odcietych (= V;), cp, widoczny na rys. 1, gdy
w formule (3) wstawiono zero na miejsce AC)*"/t. Wtedy

—a,=b,V,,
a stad
a
CP=_b—: 1 (4)

Stalg ¢, wyrazano w g na m?godz., a wiec tak jak V.

Na podstawie poprzednich dociekan [51] wszystkie prawie wartosci
obliczano na powierzchnie ciala i dlatego wszystkie powyzsze stale majg
dopisek P. Gdyby bowiem w powyzszych wzorach uzyto zamiast V; szyb-
kosci dowozu na inne wymiary ciala, niz powierzchnia, stale musialyby
przybraé¢ odmienne wartodci.
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Poprawne parametry prostej (3) mozna bylo uzyskaé wylgcznie na
podstawie liczby punktéw wiekszej, niz jeden. Dlatego, gdy chciano wy-
kaza¢ wlasciwosci kazdego punktu z osobna podczas pracy w poréwnaniu
ze spoczynkiem, musiano sie¢ posluzy¢ réwnaniem (1) a nie (3). Otrzymana
w ten sposéb stala bp byla tylko pozorna, gdyz nie odpowiadala rzeczy-
wistej kinetyce usuwania glikozy. Byla jednak pozyteczna, bo wyka-
zywala, jak wybitna réznica istnieje miedzy pracg a spoczynkiem (Rys. 2,
10, Tabl. 2).

z
i

e it -

2
8
s

a
i

Reszto
mg/100m!

Glikozo
w moczu,
9/q0%z.

7,

%

L

Rys. 2. Wlewano glikoze z ta samg predkoscia (2 g na kg/godz.) podczas spoczynku

(Tabl. 2, Dian. d. 8) i podczas pracy (Dian. d. 7). Stala bP podczas pracy jest po-

zorna. Odsetki naniesione na tle cukromoczu = wydalona z moczem cze$é calej
iloéci wprowadzonego cukru. Dieta nr 3 s
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WYNIRI

A. ZAPOCZATKOWUJACY WZROST STEZENIA CUKRU WE KRWI PODCZAS PRACY

1. Trzy jednocukrowce: zasadniczy fakt jakoSciowy

Juz dawniej znaleziono [13, 52], ze gdy w jednostajny sposéb wpro-
wadza¢ dozylnie glikoze, fruktoze i galdktoze u psa w tych samych ilo-
sciach podczas wytezonej pracy miesniowej i w spoczynku wtedy, tylko
przetwarzanie glikozy wzmaga si¢ pod wplywem pracy, za§ dwu innych
heksoz nie ulega zmianie. Tak wywnioskowano z do$§wiadczen wykona-
nych wéwczas na jednym i tym samym osobniku, z ktérych pare przed-
stawiono na rys. 2—4.

Spoczynek
1 1 y O LR ] 1 1 5 &
vegl steienie " | o J, |
hemoglobiny "% — y
we;‘mf. @4 o 7 A
404 “ - —
Oyetase 00 4 l
moczy, 50 Nie i '
mifgotz. |
K 604 ILV‘U “r 4}‘ _';Jp
R B oY
04t MV AEQEDES
0oml [ 74
mg/ o
Fruktezo 2004 0o A= el
Jako B3I K 7 L
M"'lw@nnns?ﬂ ﬁ”..xi
mg/100ml o4
100 4
ikaz ”'“JY&
¢ - 3 52
N oy | [Fiel
ngrom 1 |® @ {1..‘3‘3\:}\’,\&
n-
Resztg
redukeyino, 43
mg/100m!
77
Fruktoza 2] 2 2| 142 '
- - 7, Ve /
wmoew, 14 V7077787 /
v | %W% 2% 0
Godz doswiodczenie < @ 1 2 3 Y e B ) S, S AT
Fruktoza + Swawk Mm*wmm

Rys 3. Dowozono dozylnie fruktoze, 2 g na kg/godz. Dian. (¢) spoczynek d. 3,
praca 4. 2 (Tabl. 3). Stale bp dla fruktozy krwi. Dieta nr 3
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Podczas pracy i dowozu glikozy (Rys.2) uklad fazy I i II zostaje bar-
dzo znacznie zmniejszony i skrécony do resztki, ledwie zaznaczajgcej sie
w krzywej glikozy we krwi. Réwniez w 2—5 godzinie stezenie jej jest
wybitnie nizsze, niz w spoczynku i opada nieznacznie, ale nie dochodzi do
warto$ci wyjsciowej. Pozorna stala bp spada do 0,060 z 0,145 w spoczyn-
ku. Gdy w spoczynku zwierze wy-
dala 17,4% wprowadzonej glikozy,
podczas pracy zaledwie 0,15%. Dla-
tego przetwarzanie glikozy wzma-
ga sie wybitnie. Natomiast steze-
nie kwasu mlecznego we krwi po-
zostaje bez zmian. Objeto§¢ moczu
maleje, a osocze krwi zageszcza
sie.

Gdy sie natomiast wprowadza
podczas pracy fruktoze, nie do-
chodzi do zadnej zmiany ani
w przebiegu krzywej fruktozy we
krwi, ani w moczu (Rys. 3). W spo-
czynku zwierze wydala 7,42%

zy jako zrédlo energii miesniowej
podczas pracy. To jednak zdaje
sie nie przyspiesza¢ przetwarzania

st Y, o L . i : ;
'ﬂm ::n\va =/ it & wprowadzonej dawki, za§ podczas
LA [ W pracy 6,63%. Glikoza we krwi
0 opada w taki sam sposéb w obu
i, ] okolicznosciach. Kwas mleczny
iy ﬁ tworzony w wielkich ilosciach
e przez watrobe z fruktozy [61, 59]
e ok w spoczynku jest nawet wyzszy,
S niz podczas pracy. By¢ moze sltu-
9/gpdz.

Rys. 4. Wprowadzano dozylnie galaktoze Iruktozy.
z szybkoscia 2 g na kg/godz. Dian. spoczy- Z galaktoza (Rys. 4) ani we
nek d. 10, praca d. 9 (Tabl. 4). Stala bP krwi, ani w moczu nie ma roznic
odnosi sie do galaktozy krwi. Dieta nr 3 w krzywych galaktozy miedzy
praca a spoczynkiem. W spo-
czynku pies wydala 74,6%, zas podczas pracy 75,4°/0 dowiezionej galak-
tozy. Nie ma tez roznic w krzywej glikozy we krwi, oznaczanej obok ga-
laktozy. Stezenie kwasu mlecznego we krwi i usuwanie jego z moczem
jest wybitnie podwyzszone. Objetosé moczu jest podczas pracy mniejsza,
a krew zageszczona w stosunku do spoczynku, nie wiecej jednak, niz przy
dowozie glikozy. Nie dostrzega sie w przytoczonym doswiadczeniu
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(Rys. 4), by galaktoza rozmieszczala si¢ podczas pracy w wiekszej prze-
strzeni wodnej, niz w spoczynku, w przeciwienstwie do niektérych da-
nych na preparatach zwierzat [19, 25].

Z technicznego punktu widzenia wyniki z fruktoza i galaktoza moga
sluzy¢ jako kontrolne badania dla glikozy. Podobnie jak glikoza zacho-
wywala sie maltoza [13, 52].

2. Wyjatkowosé¢ glikozy wyrazona okresleniami kinetyki zapoczatkowania

Juz w pierwszych 30 minutach jednostajnego dowozu stala bp zapo-
wiada, jak ustrdj bedzie sie obchodzit z dang heksozg podczas pracy
i spoczynku. Stwierdzono to na 3 grupach doswiadczen z dowozem 3 hek-
soz z t3 sama szybkoscia na kg/godz. (Tabl. 2—4). Doswiadczenia z praca
robiono na tym samym osobniku co w spoczynku. W poréwnywanych
parach doswiadczen osobniki nie réznily sie wybitniej stanem odzywienia.

U 4 spoczywajacych pséw podczas dowozu glikozy stezenie tego cukru
we krwi podnosilo si¢ przecigtnie 7,24 mg na 100 ml/min. Natomiast
u tych samych osobnikéw podczas pracy tylko 2,71 mg na 100 ml/min.
(Tabl. 2). Fakt ten dostrzezony juz dawniej [13, 52], byl potem wielo-
krotnie ponownie stwierdzany [27, 28, 40, 2, 6]. W tych warunkach stala
bp wynositla w spoczynku 0,1752, byla wiec nieco wyzsza, niz przecietna
wzorcowa (0,1631 [51]). Podczas pracy (pozorna) stala bp spadala az do
0,0668 (Tabl. 2).

Przy wlewaniu fruktozy zaréwno w spoczynku, jak podczas pracy
przyrost minutowy (= zmiana minutowa dodatnia) stezenia fruktozy we
krwi, jak i jej stala bp nie réznig sie wyraznie od siebie (Tabl. 3). Sg
przy tym tak niskie, jak podczas pracy ws$réd stosowania glikozy. Mimo
tak niskiej stalej bp, fruktoza jednak ciggle jest do§¢ obficie wydalana
Zz moczem, nie znika z niego, gdyz wykazuje w nerce znacznie mniejsze
wchlanianie zwrotne, niz glikoza. Jak wynika z dawniejszych do§wiadczen
[46, 53], stezenie fruktozy we krwi wzrasta ciggle jeszcze po uplywie
pierwszej godziny dowozu z ta samg predkoscig, jak w tabl. 3. Przewaznie
nie dochodzi do stanu réwnowagi przed polowsg pierwszej godziny dowozu,
co dawaloby sztucznie zbyt male wartosci zapoczgtkowania.

Juz z iloéci cukru wydalanego z moczem w pierwszej godzinie dowozu
podczas spoczynku wynika (Tabl. 2—4), ze ustréj najmniej odrzuca fruk-
tozy, wiecej glikozy, a najwiecej galaktozy, zgodnie z danymi w narkozie
amytalowej [54]. W stosunku do wartosci, otrzymanych dla glikozy, przy-
rost minutowy galaktozy we krwi i jej stala bp w spoczynku (Tabl. 4)
nie sg jednak tak wyraznie wyzsze, jakby sie tego mozna bylo spodzie-
wac. Nie ma wybitniejszej réznicy miedzy praca a spoczynkiem w stalej bp
(praca 0,226, spoczynek 0,180) i wydalaniu galaktozy.

5
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Predkos¢ dowozu glikozy, g na m’/godz
Rys. 5. Ciezka praca w biezni obrotowej. R6wnocze$nie dowozono przez zyle jedno-
stajnie rozczyn glikozy z rozmaitymi predkosciami. Dowoéz glikozy rozpoczynano
réwnoczesnie z biegiem pod goére po pochylosci 17,6°. Wyniki ujeto w 5 prostych,
ktérych réwnania podano. Natezenie pracy: dla A i E praca bardziej nasilona
(praca II), dla B, C i D nieco mniej nasilona (praca I). Prosta D — osobniki z cze-
Sciowg niedomogg nerek, stare. 16 pséw (wylgcznie ¢), 38 do$wiadczen. Blizsze
szczegbdly w tabl. 5—9. Kontrolna krzywa spoczynkowa dla 71 do$§wiadczen

http://rcin.org.pl



171 PRACA MIESNIOWA U PSA NA POCZATKU WYSYCANIA GLIKOZA 71

Z 3 cukréow tylko glikoza okazala sie bezposrednio czerpanym ze krwi
»paliwem* pracy migsniowej.

3. Zastosowanie do pracy mieSniowej danych kinetyki
zapoczatkowujacego wysycania glikoza

Samo zmniejszenie stezenia glikozy we krwi pod wplywem pracy
miesniowej w stosunku do wartosci spoczynkowej przy jednakowej pred-
kosci dowozu jest nie dos¢ wnikliwym spostrzezeniem, troche tylko Scis-
lejszym, niz przy dowozie glikozy doustnym Ilub innymi drogami
[2, 40, 6].

Takze ilosciowa ocena stosunku miedzy stezeniem podloza w nie-
szczelnym zbiorniku, do ktérego sie je wpuszcza, a dowieziong dawka
przy jednej obranej V; w postaci stalej bp réwniez niedos¢ jeszcze do-
kladnie okresla sposéb usuwania glikozy podczas pracy, a takze w innych
stanach (Tabl. 2). Jest to bowiem oznaczenie przy jednym tylko
punkcie V; (= jednopunktowe) i do niego odnoszg sie uwagi w rozdziale
,2Mianownictwo, symbole...“.

Dopiero gdy w jednym i tym samym momencie doswiadczenia (od
chwili rozpoczecia dowozu podloza) oznacza¢ catkowite stezenie wpro-
wadzanego podloza we krwi lub przyrosty jego ponad poziom wstepny
przy wielu odlegtych od siebie V; (= wielopunktowo), udaje
sie okresli¢ dokladniej spos6b gromadzenia sie we krwi, a wiec i usu-
wania ze krwi podloza w danych warunkach.

Wszystkie oznaczenia ACY, ™/t wobec V; podczas pracy z dowozem
glikozy daja sie obja¢ réwnaniami prostych z rys. 1 (Rys. 5). Wiekszo§é
ich przecina o$ odcietych na prawo od zera, a o$ rzednych ponizej zera.

Caly zespél doswiadczen daje sie przedstawi¢ w 5 krzywych rys. 5.
W kazdej z nich wystepuje, jako jedyna lub jako rozstrzygajaca, grupa
warto$ci zebranych na jednym osobniku przy pomocy rozleglej skali V.
Krzywe te zostang kolejno oméwione wedlug liter, ktére posiadajg na
rys. 5.

4. Krzywa A i E (Rys. 5) dla wiekszej dawki pracy

Obie krzywe sg oparte na danych z tabl. 5, w ktérej znajduja si¢ row-
niez wzory dla nich. Jako trzon tego zespotu stuzy 7 doswiadczen z roz-
maitymi V; na osobniku P4. Stosowano w nich prace II. Przyklad jed-
nego z nich jest na rys. 6.

Prosta A (Rys. 5) rozpoczyna sie na osi odcietych o 25,5 g glikozy na
m?/godz. (= cp) na prawo od punktu zerowego, przy czym poczatkowa
zmiana minutowa wynosi zero. Oznacza to w przyblizeniu, ze, gdyby
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72 M. WIERZUCHOWSKI [18]

dowozi¢ nawet 25,5 g glikozy na m?*godz., jeszcze nie uzyskaloby sie zad-
nego podniesienia poziomu glikozy we krwi zyly jarzmowej zewn. przy
tej dawce pracy.

Jak wynika ze wzoru prostej A w tabl. 5, przecina ona 0§ rzednych
ponizej zera przy ap=— 3,71 mg na 100 ml/min. Tej czesci krzywej nie
wykreslono na rys. 5, ale wynika ona z rys. 1. Warto$¢é ta oznacza, ze
przy zastosowaniu takiej samej dawki pracy u osobnika, ktéremu nie
wstrzykuje sie glikozy, jej stezenie we krwi powinnoby spadaé o 3,7 mg

Praca II
P (R S RO
400 4
bjeasé moczy,
ml na m¥godt. ® a
5 L2 O 1,
Dowiz glikazy, ot
gnam/gotz._ sa36061>~p

.
.

4 % pza

L R e L
Godziny doswiadczenia
; Glikoza + Bieg pod gore
Rys. 6. Wprowadzano 60,6 g glikozy na m?%godz. (=3 g na kg/godz.) u psa P4 (o)
podczas pracy I1I. Waga 10,31 kg, P 0,510 m®, wskaznik odzywienia 0,286. Pozorna
stala bp, wynosi 0,0992. Dieta nr 1, Po malej fazie I i II krzywa cukru we krwi
przebiega niemal bez zmiany stezenia na poziomie okolo 240 mg/100 ml
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na 100 ml w ciggu minuty. Wida¢ jednak z kontrolnych doswiadczen
tabl. 5, ze tak sie nie dzieje. Jezeli w ogéle opada w nich glikoza we krwi,
ujemna zmiana minutowa stezenia glikozy we krwi sigga wtedy najwy-
zej 0,22 mg na 100 ml/min. Przewaznie jednak jest znacznie mniejsza.

Jej stala bp==0,1459 wskazuje, ze nachylenie prostej do osi odcie-
tych jest mniejsze, niz nachylenie przecietnej prostej we wzorcowej gru-
pie spoczynkowej (— 0,1631 [51]). Prosta spoczynkowa naniesiono na
rys. 5 w postaci przerywanej linii, ktéra przecina punkt zerowy.

Wieksze rozstrzelenie wartosci dokola prostej A tlumaczy sie tym, ze
sklada sie na nig 11 osobnikéw.

W stosunku do prostej spoczynkowej (Rys. 5) prosta A posiada wiec
dwie cechy odmienne: 1) nie przechodzi przez punkt zerowy osi wspol-
rzednych, lecz jest odsunigeta od niego na prawo; 2) jej kat nachylenia,
wyrazony stalg bp, zmniejszyl sie w stosunku do kata prostej spoczynku.
Zostanie udowodnione w dalszym doniesieniu, ze wymienione cechy zna-
mienne usuwania glikozy ze krwi nie zostaly wywolane przez zwiekszenie
wydalania glikozy przez nerki.

Z calego zespotu danych krzywej A wybrano 5 wartosci, wykazuja-
cych najwieksze usuwanie glikozy ze krwi (Tabl. 5, wartosci z dwoma
gwiazdkami). Na ich podstawie nakreslono krzywa E rys. 5. W obecnych
badaniach stanowi ona najwyzszy pulap. Prawdopodobnie jest réwniez
bliska w ogble najwyzszego pulapu, osiggalnego u prawidlowego psa bez
dodatkowych zabiegow. Prosta E przecina o§ V; przy 31,1 g na m?godz.,
za$ o$ rzednych przy —4,25 mg na 100 ml/min. Jej stata bp wynosi 0,1367.
Nie towarzyszy jej zwiekszenie wydalania glikozy z moczem, a zatem niski
stopienn gromadzenia si¢ glikozy we krwi nalezy przypisa¢ wzmozonemu
usuwaniu przez tkanki przetwarzajace, a wiec gtownie miesnie. Prosta E
jest wiec jeszcze bardziej odsunieta na prawo, niz prosta 4, i jeszcze mniej
stroma. Byé moze, iz dalsze spotegowanie dawki pracy przesuneloby
prosta jeszcze bardziej w tych dwu kierunkach, polepszajac zuzycie gli-
kozy.

Zjawiska, zachodzace w drugiej polowie pierwszej godziny, nie zostang
oméwione wyczerpujaco. Uznano jednak za konieczne, by podaé¢ stezenie
cukru we krwi przy koncu pierwszej godziny dowozu glikozy podczas
pracy i poréwnaé¢ je ze stezeniem, uzyskanym w polowie pierwszej go-
dziny. W ten sposéb powstala w tabl. 5—8 kolumna, noszgca tytul
nZmiana stezenia cukru we krwi miedzy polowa a koncem godziny“:

AC = Cy— O3,
Wartosci ujemne wskazujg na spadek stezenia glikozy we krwi w tej
czeSci doswiadezenia, zas dodatnie na przyrost.
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W tabl. 5 z kolumny tej wynika, ze podczas cigzkiej pracy bez do-
wozu glikozy stezenie cukru we krwi przy koncu pierwszej go-
dziny moze okazywa¢ wychylenia o kilka mg/100 ml w dét lub w gore
od wartosci w polowie pierwszej godziny. Niekiedy spadek ten dochodzi
nawet do kilkunastu mg (Tabl. 6, 7). Ale pojawia sie niekiedy i przyrost
o kilkanascie mg/100 ml (Tabl. 8). Spadek stezenia w tym wycinku do-
Swiadczenia jest czeScig zasadniczej linii znizki stezenia, przebiegajacej
niekiedy nieregularnie, w ciagu catego okresu pracy niezasilanej z ze-
wnatrz glikozg.

Zupelnie inne znaczenie posiada przebieg stezenia cukru we krwi
w tym samym okresie pracy miesni w strumieniu glikozy. Przy nizszych
i $rednich V; zarysowuje sie wtedy przewaznie spadek stezenia, niekiedy
nie ma wyraznej zmiany, a nawet zjawia sie czasem niewielkie podniesie-
nie stezenia. Natomiast przy wysokich V; stezenie wzrasta wybitnie.

Od tej reguly pojawiajg si¢ w tabl.5 dwa wyjatki: w P15 dosw. 2
i w P4 dosw. 7. Jakkolwiek w obu tych do$wiadczeniach V; jest Srednia
(4 i 5g na kg/godz.), jednak przy koncu pierwszej godziny, inaczej niz we
wszystkich innych do$wiadczeniach, glikoza podnosi si¢ we krwi dosé¢
znacznie, o 147 i o 163 mg/100 ml. Wyjatkowo bowiem w tych 2 przypad-
kach stroma faza I przedluza swe trwanie do konca pierwszej godziny do-
Swiadczenia, po czym, wyjatkowo pézno, gdyz na poczatku drugiej go-
dziny, przychodzi do gwaltownego spadku stezenia, jako wyrazu fazy II.
We wszystkich innych doswiadczeniach faza II albo zaznacza si¢ wprost
wezesniej, albo zapowiada swe wystapienie splaszczeniem krzywej cukru
we krwi juz w drugiej polowie pierwszej godziny.

W ten sposéb pomiedzy 30 a 60 minutg dowozu glikozy podczas pracy
ukazuje sie poczatek polepszenia w usuwaniu glikozy ze krwi, ktory
w znacznej mierze nalezy przypisa¢ przystosowaniu enzymatycznemu
(adaptacji) do wtlaczanej glikozy. Zjawisko to wystepuje w calym przed-
stawianym materiale w podobny sposob. Nie bedzie wiec oméwione przy
poszczegolnych krzywych rys. 5 i przy przynaleznych do ty