


WLODZIMIERZ MOZOLOWSKI wurodzil sie¢ w Sanoku 8 maja
1895 roku. Z okazji 65-lecia urodzin grono przyjaciél i uczniéw po-
stanowilo zlozyé Mu wraz z najlepszymi 2Zyczeniami biezqce swe
prace. Tak powstal obecny zeszyt, ktéry mimo zZe przekracza znacz-
nie objetos¢ normalnych dwéch zeszytéw naszego czasopisma, nie
zdolal pomiesci¢ wszysticich prac. Cze$¢ poézniej nadeslanych proc
znajdzie pomieszczenie z odpowiedniq adnotacja w 4 zeszycie bie-
2qcego tomu. Niechaj te stronice bedq wyrazem wdziecznosci i przy-
wigzania, jakie Zywiq dla swego Nauczyciela Jego uczniowie, i ser-
decznej przyjazni, ktérq zaskarbil sobie wérdd szerokiego kregu przy-
jaciol i kolegow.

Za redakcyjng strone niniejszego numeru przyjeli odpowiedzial-
nos§é nizej podpisani, ktérzy do swych osobistych zyczen dolgczajq
2yczenia od reprezentowanych przez siebie: Acta Biochimica Polo-
nica (I1.M.), Polskiego Towarzystwa Biochemicznego (B.S.) i Komitetu
Biochemicznego (J.H.).
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Bolestaw Skarzynski

Warszawa, w maju 1960.
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IV. USTALENIE DAWKI TRUJACEJ MALEINIANU IN VIVO 1 IN VITRO
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Kwas maleinowy znany jest jako inhibitor grup sulfhydrylowych [13].
Z tym wiaze si¢ jego hamujacy wplyw na oddychanie tkanek [14, 16],
a takze wywolanie aminoacydurii [1, 2]. Celem tej pracy jest poréwnanie
wplywu maleinianu na aminoacyduri¢ u szczuréw z jego hamujacym
dzialaniem na oddychanie skrawkow nerkowych, a takze na enzymatyczna
aktywno§¢ homogenatu nerki. Dlatego w pierwszej cze$ci pracy wyzna-
czono minimalng dawke wywolujaca aminoacyduri¢; w drugiej okreslono
stezenia maleinianu hamujace oddychanie skrawkéw nerek; w trzeciej zas
zbadano wplyw tego zwiazku na aktywno$é¢é dehydrogenazy kwasu

a-ketoglutarowego oraz dehydrogenazy kwasu bursztynowego nerki
szczura.

METODY

Do doswiadczen uzyto bialych szczuréw w wieku 4—7 miesiecy, wagi
160—220 g. Szczury, u ktérych badano wplyw maleinianu na aminoacy-
durig, karmiono dieta mleczna drozdzowa bez witaminu E [2]. Szczury te
trzymano pojedynczo w klatkach metabolicznych pozwalajacych na ilos-
ciowe zbieranie moczu bez domieszek katu i pokarmu. Mocz zbierano raz

na dobe [1]. Maleinian podawano szczurom we wstrzyknieciach dootrzew-
- nowych jako 1wm s6l sodowa sporzadzona z kwasu maleinowego zobojet-
nionego wodorotlenkiem sodowym pod kontrolg pH-metru.

Do badan in vitro stuzyly nerki usuwane w uspieniu chloroformowym
szczurom pozostajagcym na tej samej diecie mleczno-drozdzowej. Skrawki

* Poprzednie doniesienia: [1, 2, 3].

[95]1

http://rcin.org.pl



06 R. NIEMIRO (21

cieto brzytwa i do czasu inkubacji pozostawiano je w plynie Krebsa-Rin-
gera buforowanym fosforanami o pH 7,4 z dodatkiem glikozy. Nastepnie
po osuszeniu bibula wazono je na wadze torsyjnej i przenoszono do na-
czyniek Warburga w ilosci 50 + 2 mg. Homogenaty nerkowe robiono
z dziesieciokrotng iloscia plynu Krebsa-Ringera buforowanego fosforana-
mi o pH 7,4 [11] w homogenizatorze Potter-Elvehjem chiodzonym wodg
z lodem. Do naczyniek Warburga dawano ilosci homogenatu odpowiada-
jace 100 mg $Swiezej tkanki i plyn Krebsa-Ringera buforowany fosfora-
nami o pH 7,4. Glikoze dodawano jako 10% roztwér, a-ketoglutaran
i bursztynian jako 0,2 M roztwory sporzadzone przez zobojetnienie od-
powiednich kwasoéw wodorotlenkiem sodu pod kontrola pH-metru, ma-
leinian sodu i arsenin sodu jako 0,033 m roztwory [5]. Maleinian sodu
0,033 M i 0,33 M sporzadzano przez rozcienczenie 1,0 m roztworu.

Zuzycie tlenu mierzono w aparacie Warburga. Uzywano naczynka
z jednym z bocznym ramieniem i naczynkiem centralnym. Dwutlenek we-
gla pochlaniano przez dodanie do naczynka centralnego 0,2 ml 10% wo-
dorotlenku potasowego. Oznaczenia robiono w temperaturze 38° i 80—85
wahnieé¢ na minute.

Azot a-aminowy oznaczano metoda Yemma i Cockinga [17].

WYNIKI

Wplyw wielokrotnego podawania wzrastajocych dawek maleinianu

Podawany in vivo kwas maleinowy powoduje uszkodzenie nerek, wa-
troby i jader dajace sie wykry¢ histopatologicznie [6], a takze aminoacy-
durie [9, 1, 2]. Dziala on hamujaco na oddychanie takich tkanek, jak mies-
nie i moézg [7, 16]. Nie mozna jednak wykluczyé¢ [12, 15], ze jest on takze
metabolitem ustrojow zwierzecych. Sacks [15] na podstawie badan na lu-
dziach i psach z pietnowanym 2-'*C-maleinianem przyjmuje mozliwos¢
utleniania go do CO,. Harrisonowie [9] przypuszczaja, ze w dzialaniu ma-
leinianu na szczury ma miejsce rozwijajaca si¢ oporno$¢ (resistance) na
kwas maleinowy.

Nastepujace do$wiadczenie mialo na celu zbadanie, o ile wielokrotne
podawanie wzrastajacych dawek maleinianu moze wplyna¢ na przesunie-
cie dolnej granicy dawki wywolujacej aminoacyduri¢. Dos§wiadczenie to
przeprowadzono na czterech szczurach wagi 160—200 g. Trzy szczury,
ktorym poczatkowo nie podawano maleinianu, stuzyly jako kontrola. Ma-
leinian sodu podawano dootrzewnowo zaczynajac od dawek 50 mg/kg
wagi szczura. Mierzono ilo§¢ wydalanego moczu i azotu a-aminowego.
Wyniki przedstawiono na rysunku 1.
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13] AMINOACYDURIA WYWOLANA MALEINIANEM. IV 97

Trzynastokrotne podanie maleinianu w dawce od 50 do 200 mg/kg
wagi w przeciagu trzech tygodri jest bez wplywu na iloé¢ wydalanego
azotu a-aminowego. Kilkakrotne dzien po dniu podawanie maleinianu na-
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Rys. 1. Wplyw wielokrotnego dootrzewnowego podawania wzrastajgcych dawek
maleinianu na (x) dobowg ilo§¢ wydalanego moczu oraz (@) ilo§¢ mg azotu a-ami-
nowego wydalanego na dobe. Wartosci Srednie obliczone z danych dla czterech
szczurow. Strzalki wskazujg ilo§¢ podanego maleinianu w mg/kg wagi szczura

wet w wyzszych dawkach, jak 150 mg/kg wagi, wskazuje na brak kumulo-
wania sie dzialania tej trucizny. Do wywolania zmian w moczu potrzebne
jest odpowiednie stezenie kwasu maleinowego w ustroju. Takg dawka,
zaréwno u szczurow kontrolnych, jak i ,,przyzwyczajanych®, jest 250 mg/kg
wagi. U trzech szczuréw kontrolnych, ktéorym podano jednorazowo dawke
250 mg/’kg wagi, w nastepnym dniu od podania maleinianu ilo§¢ wyda-
lanego azotu a-aminowego wynosila 21,6; 8,8; 9,1 mg na dobe, a w dru-
gim dniu od podania kwasu 30,0; 13,4; 3,8 mg na dobe. Poréwnanie tych
warto$ci z danymi na rysunku 1 wskazuje, ze ,,przyzwyczajanie* szczu-
réw jest bez wplywu na graniczng dawke wywolujacg aminoacydurie. Po-
dawanie dawek 250 mg/kg i 300 mg/kg w odstepach 6—7-dniowych wy-
woluje kazdorazowo ponowne zwiekszenie wydalania moczu i azotu
a-aminowego.

U szczuréw ,.przyzwyczajanych® i kontrolnych oznaczono oddychanie
skrawkow nerkowych w obecnos$ci maleinianu (Tabl. 1). Nie stwierdzono
roznic w inhibicji oddychania skrawkéw nerkowych szczuréw ,,przyzwy-
czajanych® (traktowanych maleinianem) i kontrolnych. Zaréwno wydala-
nie azotu a-aminowego, jak i oddychanie skrawkow nerkowych u szczu-
row wielokrotnie traktowanych wzrastajagcymi dawkami kwasu maleino-
wego i szczuréw kontrolnych nie daja podstawy do przypuszczenia istnie-
nia ,,przyzwyczajenia®“ badz ,,opornosci‘“ szczuréw na kwas maleinowy.
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Tablica 1

Wplyw maleinianu na oddychanie skrawkéw nerkowych szczuréw uprzednio trak-
towanych kwasem maleinowym
Kazde naczynko zawieralo okolo 50 mg skrawkéw nerkowych w plynie Krebsa-Ringera buforo-

wanym fosforanami o pH 7,4 i substrat (glikoza) 0,2 ml 10% (obj/wag). Koncowa objetos¢ 2,5 ml.
Zuzycie O, mierzone w 38° przy 80 wahnieciach na minute w ciggu 1 godziny

Qo, ‘ ' Qo, \
Nr | o e | (,)n S (3/()
szczura kontrola maleinian | hamowania maleinian hamowania
| 2x10-2m | 4x1072m
Szczury uprzednio traktowane maleinianem*
5 13,3 ; 7,3 45 7,2 46
6 19,0 [ 9,0 [ 53 8.1 57
7 16,4 g5 4 53 73 i 56
8 159 | 59 63 74 | 54
Szczury kontrolne**
1 13,7 | 5,1 63 4.6 66
2 14,2 | 6,1 57 — —
3 14,4 5,5 62 4,7 67

* Kazdy ze szczuréw tej grupy otrzymat w ciggu 60 dni przed doswiadczeniem osiemnasto-
krotnie kwas maleinowy w kolejno wzrastajacych dawkach, od 50 do 500 mg/kg wagl.
*+ Otrzymaly jednorazowo dawke maleinianu 250 mg/kg wagl, 45—50 dni przed zabiciem.

Wplyw kwasu maleinowego na oddychanie skrawkéw mnerkowych

Weil-Malherbe [16] wykazal dla skrawkow moézgowych efekt hamujacy
przy stezeniu kwasu maleinowego w srodowisku rzedu 102 m.

Rysunek 2 i tablica 2 przedstawiaja wplyw réznych stezen kwasu ma-
leinowego na oddychanie skrawkéw nerkowych inkubowanych z glikoza.
Stezenie graniczne, hamujace w okoto 4/5 oddychanie skrawkow nerko-

Tablica 2

Wplyw maleinianu na oddychanie skrawkéw nerkowych szczura

Skiad i warunki do§wiadczenia jak podano w tablicy 1. Liczby ze znakiem minus oznaczaja
pobudzenie oddychania, a liczby dodatnie procent zahamowania

Mileinia n: K c.)ﬁ- P Lo Prcl)cent hamowania oddychania po minutach
cowe stezenie lswiadcze | 20 | 40 o | 80 ! 100 120
(M) ‘ RS )

3,3 x10—* 2 6,5 S - S S S 0
7,0 x10—+4 14 24 2,3 5,5 1,2 | 117 } 13,2
1,25 % 103 14 =31 10 21,5 33 32 37,5
3,0 x10—3 3 8,5 41 46 62 65 t 68

3,3 x10—3 3 17,5 54 58 75 80 87

3,7 x10—2 1 33 61 74 84 75 ] 91

7.1 x10—2 1 43 68 83 89 75 | 9%
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(51 AMINOACYDURIA WYWOLANA MALEINIANEM. IV 99

wych szczura, waha sie od 3 X 10~2 do 3,3 X 10~* m. Wyzsze stezenia po-
wocuja dalszy spadek oddychania, jednakze w stopniu niewiele wyzszym
od ,,stezen granicznych®. Podczas gdy stezenie 3,3 X 10~* M w poréwna-
niu z 1,25 X 10—% m daje wzrost inhibicji o okolo 50%, to stezenie

NXT\\ —~——Kontrola
M ’—_‘—\ﬂm"ﬂdﬂ
o, 10 :
S 4 12541094
6 \\/,\-‘
4 33'::";1
-33x10"
2 ,7-19'4

271x10"M

1 1
60 8 00 20
Czas inkubacjt (mir)

3
&l

Rys. 2. Wplyw maleinianu na oddychanie skrawkéw nerko-

wych. Warunki do$§wiadczenia jak podano w tablicy 1.

Koncowe stezenie maleinianu w poszczegélnych prébach
podano na rysunku

3,7 X102m w poréownaniu z 3,3 X 10~3m tylko o okolo 5%. Nawet
przy duzych stezeniach kwasu maleinowego w $rodowisku nie mozna cal-
kowicie zahamowa¢ oddychania.

Wplyw kwasu maleinowego na niektére etapy cyklu kwaséw
tréjkarboksylowych

Spadek zuzycia tlenu wywolany inhibitorami wiaze sie gléwnie z sy-
stemami zwigzanymi z cyklem kwasow trojkarboksylowych. Na podstawie
pracy Fahmy i Walsh’a [5] zbadano wplyw maleinianu na dwa etapy
cyklu Krebsa, a mianowicie: a-ketoglutaran — bursztynian oraz burszty-
nian — fumaran.

Do doswiadczen uzywano nerek homogenizowanych w plynie Krebsa-
-Ringera buforowanym fosforanami o pH 7,4. Wplyw kwasu maleinowego
na etap a-ketoglutaran — bursztynian (Tab. 3) badano oznaczajac zuzycie
tlenu przez homogenat w obecnosci 0,033 mM-malonianu sodu [5]. Rysu-
nek 3 przedstawia przykladowe wyniki doswiadczalne dla jednego szczu-
ra, podczas gdy dane tablicy 3 sa warto$ciami $rednimi z pieciu (wzgled-
nie dla wyzszych stezern maleinianu z dwoéch) szczuréw. Stezenie maleinia-
nu w granicach 3,3 X 10~* m do 1,25 X 102 m niemal calkowicie hamuje
utlenianie a-ketoglutaranu.
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Tahlica 38

Wplyw maleinianu na utlenianie kwasu a-ketoglutarowego do bursztynowego

Kazde naczynko zawieralo homogenat nerki szczura (100 mg tkanki) w piynie Krebsa-Ringera

buforowanym fosforanami o pH 7,4, a-ketoglutaran sodu (0,02 ), malonian sodu (0,033 m) oraz

maleinian sodu tam, gdzie to zaznaczono. Calkowita objetos¢ 2,5 ml. Zuzycie O, mierzono
w 38° przy 80 wahnieciach na minute

Maleinian sodu | Liczba #l 02/100 mg tkanki po minutach
(M) dosw. 15 | 30 | 45 | R EE T
— 5 28 50 60 75 155 184
1,25x10—3 5 26 46 57 73 137 164
3,30x 1073 5 20 35 46 54 93 111
1,25x10—2 2 20 32 400 |7 551 — —
Oddychanie
endogenne 5 17 29 38 | 50 77 90
M
0+
¥ &
%
gso— _§ 500
§ 40— S 400
30 a0
X2 8 20
X
1 <* 100
L 1 1 \i

Czas inkubacji (min.)

Rys. 3. Wplyw maleinianu na zuzycie
O, przez homogenat nerki w obecnos$ci
a-ketoglutaranu. Warunki do$wiadcze-
nia jak podano w tablicy 3; (©) homo-
genat -+ a-ketoglutaran; (+) homoge-
nat + a-ketoglutaran -+ maleinian
1,25 X 10—* m; (@) homogenat + a-ke-
toglutaran -+ maleinian 3,3 X 10— wm;
(%) homogenat

e ———
15 30 g 60
Czas inkubacji (min.)

Rys. 4. Wplyw maleinianu na utlenia-
nie bursztynianu przez homogenat nerki
szczura. Kazde naczynko zawieralo
homogenat nerki (100 mg tkanki)
w plynie Krebsa-Ringera buforowa-
nym fosforami o pH 74 arsenin
sodu 0,0033 M, bursztynian sodu 0,02 wm,
ewentualnie i maleinian sodu. Konco-
wa objeto§¢ plyny, 2,5 ml, 38° 80 wah-
nie¢ na minute. (O) kontrola bez ma-
leinianu, (+) maleinian 1,25 X 10— um,
(@) maleinian 1,25 X 10-2ym, (A) male-
inian 3,3 X 10— M, (X) bez substratu,
oddychanie endogenne

Wplyw kwasu maleinowego na etap bursztynian — fumaran badano

mierzac zuzycie tlenu przez

homogenat

nerkowy w obecnosci

0,0033 m-arseninu sodu. Jak podaje Green, Loomis i Auerbach [8] arse-
nin hamuje system cykloforazowy poza etapem fumaran — jablczan.
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71 AMINOACYDURIA WYWOLANA MALEINIANEM. IV 101

Z wynikéw podanych na rys. 4 wida¢, ze praktycznie biorac maleinian
w stezeniach niemal calkowicie hamujacych utlenianie a-ketoglutaranu
jest bez wplywu na utlenianie bursztynianu. Nawet przy wysokich ste-
zeniach maleinianu, siegajacych 3,3 X 10~2 M, hamowanie nie przekra-
cza 10%o.

DYSKUSJA

Dawka kwasu maleinowego, wywolujaca aminoacydurie¢ u szczuréw,
znajduje swoje odzwierciedlenie w stezeniach granicznych zaréwno ha-
mujacych oddychanie skrawkow nerkowych z dodatkiem glikozy, jak i ha-
mujacych utlenianie a-ketoglutaranu w homogenatach nerkowych szczu-
ra. Jezeli dla uproszczenia przyjmiemy, ze kwas maleinowy rozprzestrze-
nia si¢ mniej wiecej réwnomiernie w tkankach szczura, to dawka
300 mg/kg wagi w przeliczeniu na 1 kg wody szczura odpowiada stezeniu
maleinianu miedzy 3 X 102 a 4 X 107*mM. Ten rzad wielkosci odpo-
wiada w przyblizeniu granicznym wartosciom stezen kwasu maleinowe-
go, ktére hamuja zaréwno oddychanie skrawkow, jak i utlenianie kwasu
a-ketoglutarowego w homogenatach merkowych.

Z badan ElHavary’ego [4] na szczurach wynika, ze kwas maleinowy
powoduje we krwi wzrost poziomu kwasu a-ketoglutarowego, a w mniej-
szym stopniu pirogronowego. ElHavary podawal szczurom dwukrotnie
wyzsze dawki anizeli w obecnej pracy. Doéwiadczenia tej pracy, jak
i pracy ElHavary’'ego, wydaja sie wskazywaé na zatrucie przez kwas
maleinowy oksydatywnych dekarboksylacji. By¢é moze, ze uszkodzenie
tak wezlowych punktéw dla gospodarki energetycznej, jak utlenianie
kwasu pirogronowego i a-ketoglutarowego wigze sie przyczynowo
z uszkodzeniem mechanizméw reabsorpcyjnych kanalikéw nerkowych.
To przypuszczenie zdaja si¢ potwierdzaé¢ inne zjawiska wystepujace po
podaniu kwasu maleinowego, jak zwiekszone wydalanie moczu, fosfatu-
ria i glikozuria [9]. Dzialanie trujace kwasu maleinowego na oksydatyw-
ne dekarboksylacje zwiazane jest przypuszczalnie z inaktywacja grup -SH.
Wiadomo bowiem [13], ze kwas maleinowy tworzy w warunkach fizjolo-
gicznych addycyjne polaczenia z drobnoczastkowymi zwigzkami sulfhy-
drylowymi, jak glutation, cysteina i kwas tiooctowy. Znaczenie kwasu
maleinowego jako inhibitora grup -SH potwierdzaja prace Morgana
i Friedmana [14] nad glioksalazg oraz Angielskiego i Rogulskiego [3] nad
oslaniajaca rola BALu, glutationu i cysteiny w zatruciach maleinianem.
By¢ moze w systemie dekarboksylacji oksydatywnej chodzi o blokowanie
kwasu liponowego badz koenzymu A. Istnienie szeregu ukladéow, dla kto-
rych grupy -SH sg nieodzownym czynnikiem prawidlowego funkcjono-
wania, kaze mysleé raczej o wielokierunkowym trujacym dzialaniu kwa-

http://rcin.org.pl



102 R. NIEMIRO (81

su maleinowego. W jakim stopniu uszkodzenie oksydatywnych dekarbok-
sylacji wplywa na powstawanie aminoacydurii i innych objawéw zatrucia
maleinianem, trudno w tej chwili ocenié.

Inihibicja dehydrogenazy bursztynianowej w zatruciu maleinianem
raczej nie ma znaczenia. Hamowanie dehydrogenazy bursztynianowej
uzyskane w pracach [10, 14] odnosilo sie do stosunkowo wysokich stezen
kwasu maleinowego, rzedu 10! M, to jest stezenia, ktére w warunkach
in vivo jest dawka Smiertelna dla szczura.

Harrisonowie [9] przypuszczaja, ze w dzialaniu maleinianu na szczury
ma miejsce rozwijajaca sie oporno$é (resistance) na kwas maleinowy. Do-
Swiadczenia z wielokrotnym podawaniem maleinianu w dawkach nie wy-
wolujacych, poézniej za§ w dawkach wywolujacych aminoacyduri¢ nie
daja podstaw do przypuszczenia istnienia przyzwyczajania badZ opornosci
szczuréw na kwas maleinowy.

STRESZCZENIE

Badano wrazliwo$¢ szczuréw na kwas maleinowy. Testem in vivo
bylo wydalanie azotu a-aminowego z moczem; in vitro za§ hamowanie
oddychania skrawkow i homogenatéw nerkowych. Minimalna dawka kwa-
su maleinowego, wywolujaca aminoacyduri¢ u szczuréw karmionych
mleczng dieta, wynosi 250 do 300 mg/kg wagi szczura, co w przeliczeniu
na 1 kg jego wody odpowiada stezeniu miedzy 3 X 10~® do 4 X 103 wm.
Wielokrotne podawanie kwasu maleinowego szczurom w dawkach submi-
nimalnych jest bez wplywu na dawke minimalna wywolujaca aminoacy-
durie. Minimalne stezenie, hamujace oddychanie skrawkow nerkowych
z glikoza jako substratem, wynosi 3,3 X 1073 M. Kwas maleinowy w ste-
zeniach hamujacych utlenianie kwasu a-ketoglutarowego jest bez wplywu
na utlenianie kwasu bursztynowego.
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AMINOACIDURIA INDUCED WITH MALEIC ACID

IV. THE TOXIC DOSE OF MALEINATE IN VIVO AND IN VITRO

Summary

The susceptibility of rats to maleic acid has been examined. The
excretion of urine a-amino nitrogen was considered as a test in vivo, and
inhibition of respiration of the kidney slices and homogenates was used as
a test in vitro. The minimal dose of maleic acid causing the aminoaciduria
in the rats fed with milk diet was found to be 250 to 300 mg./kg. body
weight, what corresponded to 3 X 10~3 up to 4 X 103 M calculated per
1 kg. of body water.

Manifold administration of maleic acid at subminimal doses had no
effect on the minimal dose of maleic acid causing the aminoaciduria. The
minimal concentration of maleic acid depressing the respiration of kidney
slices, with glucose as the substrat, was found to be 3.3 X 103 M. The
concentration of maleic acid inhibiting the oxidation of a-ketoglutarate
was without any effect on the succinate oxidation.

Otrzymano 23.9.1959 r.
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B. SKARZYNSKI, T. W. SZCZEPKOWSKI and MIROSEAWA WEBER

INVESTIGATIONS ON THE OXIDATION OF THIOSULPHATE
IN THE ANIMAL ORGANISM *

Zaklad Chemii Fizjologicznej, Akademia Medyczna, Krakéw

(Department of Physiological Chemistry, Medical Academy, Cracow)
Kierownik: prof. dr B. Skarzynski

Although the occurrence of thiosulphate in animal urine had been
shown almost a century ago by Schmiedeberg [7], for a long time little
importance was attached to this discovery. The investigators, whose inte-
rest was aroused by this fact, considered the urinary thiosulphate to be
formed by microorganisms in the animal intestinal tract [4, 6], they did
not nevertheless exclude the possibility of its production in animal tis-
sues, Fromageot [2] was the first to demonstrate experimentally that thio-
sulphate is formed from the sulphur of amino acids metabolized in animal
tissues. More detailed studies on the origin of thiosulphate excreted by
animals were rendered difficult by the rather complicated, not sensitive
and accurate enough methods then available for the determination of this
substance. The application of triethylenediamine nickel (II) nitrate to de-
termination of thiosulphate has solved this difficulty. Using this proce-
dure Gast et al. [3] confirmed the conclusions of Fromageot, that thio-
sulphate is a constant constituent of human urine. Since the quantity of
thiosulphate excreted with urine corresponds to only a small part of
the sulphur metabolized, this compound might be considered to be oniy
a side product.

It seems, however, that this interpretation of the role of thiosulphate
in the metabolism of sulphur may not be correct. It has been known for
long that thiosulphate is not only formed in the animal organism, but
that it may be also oxidized to sulphate. This second ability of the animai
organism was first demonstrated by Trachtenberg in 1861 [12], and later
confirmed by other investigators. The problem was studied more exten-

* This research was supported by financial aid from the Biochemical Committee
of the Polish Academy of Sciences.

[105]
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sively by Pirie [5] who investigated the oxidation of thiosulphate by liver
slices in vitro, and determined the oxygen consumption and the amount
of sulphate formed. Since the oxidation of thiosulphate by animal orga-
nism is proved the question arises, whether thiosulphate may not be
a mere side product, but an important intermediate metabolite, which is
further rapidly oxidized and is only excreted with the urine in very
small quantities. Unfortunately, our knowledge of the metabolism of
thiosulphate is still very limited. Nothing certain is known about the
mechanism of its oxidation, and only recently some light seems to have
been thrown on the mechanism of its formation by the work of
Sorbo [10].

For several years we have been investigating the metabolism of auto-
trophic sulphur microorganisms. While studying Thiobacillus thioparus
which utilizes the oxidation of thiosulphate as its sole source of energy,
we came to the conclusion that only the outer sulphur atom of thiosul-
phate is involved in the metabolic process [8]. We have also been able to
demonstrate [9] that the oxidation of thicsulphate does not include
a tetrathionate stage, but that thiosulphate reacts with some unknown
receptor forming a compound of the type X-S-SOj;. The hydrolytic
cleavage of this compound leads in turn to the formation of sulphate
containing the inner sulphur atom of thiosulphate, while the outer sul-
phur atom undergoes further metabolism. In the light of these facts, we
considered the possibility that in the animal body thiosulphate may be
metabolized similarly.

METHODS

Sodium thiosulphate labelled with #*S in the inner position (S-*3SO3) =,
and thiosulphate labelled in the outer position (**S-SOj) =, furnished by
the Radiochemical Centre in Amersham were used. The purity of these
products was tested by chromatography, and only a slight contamination
with trithionate was found. The radioactive preparation was diluted by
adding analytical grade thiosulphate.

Experiments were carried out on albino rats weighing about 200 g.
fed on wheat and water ad libitum. The solution of radioactive
thiosulphate was injected subcutaneously by means of an accurate-
ly calibrated syringe. After the injection the rats were kept in separate
metabolic cages placed on mesh screens over porcelain trays. At determi-
ned time intervals the urine was collected quantitatively from the trays
into calibrated flasks, and distilled water was added to a final volume of
50 ml.
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For the measurement of radioactivity 0.2 or 0.4 ml. of the diluted
uarine or faeces was transferred to bakelite planchets lined with filter
paper, and dried with an infra-red lamp. The radioactivity of the sample
was then measured by means of a counter with a thin mica-window
(1.7 mg./cm.?). The activity of the solution injected i.e. the radioactivily
introduced into the animal body was measured in the same way using
10 ul. of the solution.

The determination of thiosulphate was carried out by the method of
Spacu and Spacu [11] as modified for urine by Gast et al. [3]. To 5 ml. of
the diluted urine 5 ml. of absolute alcohol and about 100 mg. of
triethylenediamine nickel (II) nitrate were added. The mixture was left
to stand in a refrigerator at —5°C for 12 hours, whereupon the precipi-
tate formed was centrifuged. After discarding the supernatant, the precipi-
tate was dissolved in 4 ml. of water, added with 0.5 ml. of acetic acid and
titrated with 0.01 N-iodine. From the amount of iodine used the thio-
sulphate content in the precipitate was calculated.

It should be mentioned that in these conditions both sulphate and
thiosulphate are precipitated with the triethylenediamine nickel complex.
Although the presence of sulphate in the precipitate does not influence
the result of thiosulphate titration, the radioactivity of the solution is due
to the radioactivity of the sulphate as well as the thiosulphate precipitated.
This activity was estimated in 0.4 ml. of the solution obtained after
titration, transferred to a filter paper lined bakelite planchet, and dried
by an infra-red lamp.

In order to determine the radioactivity and specific activity of the
thiosulphate excreted with the urine it was necessary to separate the
former from the sulphates. To the titrated solution barium nitrate in
substantia was added to precipitate the sulphates. Since thiosulphate after
titration with iodine is converted to tetrathionate, it is not precipitated
by the barium ion. After centrifuging off the barium sulphate precipitate
the supernatant was decanted and its radioactivity was again measured.
‘The result obtained represented the radioactivity of only the tetrathionate
formed from thiosulphate. From the thiosulphate content determined
chemically and its radioactivity the specific activity was estimated and
expressed in the number of impulses per minute per mg.

The radioactivity of the faeces was determined by transferring an
aliquot of the aqueous suspension to bakelite planchets, drying by an
infra-red lamp, and counting the number of impulses.

Sulphate was determined by the benzidine method of Cuthbertson and
Tompsett [1]. The samples of urine which had already been diluted to
a final volume of 50 ml. were further tenfold diluted. To a 1 ml. sample
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of this dilution, 7 ml. of water and 2 ml. of 20°s trichloroacetic acid were
added, and after thorough stirring the mixture was centrifuged. To
2.5 ml. of the supernatant 5 ml. of freshly prepared 0.5° benzidine solu-
tion in acetone was added. After one hour the benzidine sulphate preci-
pitate was centrifuged the supernatant discarded and the sediment
washed three times with acetone. Traces of acetone were evaporated and
the sediment was dissolved in 1 ml. of 1n~-hydrochloric acid. To this
solution 0.5 ml. of 0.1% sodium nitrite solution prepared immediately
before use was added, and after one minute 2.5 ml. of 15% sodium
hydroxide and 2.5 ml. of 10% sodium hydroxide solution containing 1%
thymol. All the reagents should be freshly prepared.

In the original method of Cuthbertson and Tompsett the coloured
solutions obtained were compared with standard solutions prepared
immediately before colorimetric estimation. In our investigations 30 mi-
nutes after adding the reagents the extinction was determined in a Co-
leman colorimeter, at 520 mu. The sulphate content was estimated from
a standard curve.

RESULTS

The experiments, carried out by the described methods, allowed the

determination of the following data:
(1) the radioactivity excreted in the urine at determined time intervals
in relation to the total radioactivity introduced, (2) the radioactivity

Table 1

Excretion of radioactive sulphur from thiosulphate in rat urine after subcutaneous
injection of 100 mg. NasSs03 .5 HyO/100 g. body-weight

i Per cent of the dose
Time after
injection (35S —S03)= (S —3580;)=
(hrs) average average
s, (5 animals) f30p0 (5 animals)
0— 6 36.2—67.5 48.2 61.6—92.5 85
6 —24 4.6—19.7 10.1 5.6—34.6 13
24 — 48 04— 2.8 ) (3| 0.6— 2.1 1.5
48 — 72 0.3— 1.3 0.7 03— 1.4 0.8
72 — 96 03— 1.2 0.6 0.2— 0.7 0.4
96 —120 g2— 1.1 0.4 0.01—0.9 |

excreted in the faeces, (3) the amount of thiosulphate excreted in the
urine, (4) the specific activity of thiosulphate, (3) the amount of sulphate
excreted in the urine.
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Table 2

Excretion of thiosulphate in rat urine after subcutaneous injection of 100 mg.
Na3S>03 .5 HoO/100 g. body-weight
Normal content of thiosulphate in rat urine reaches a value of 0.3 mg./24 hours

Time after Milligrams Milligrams Per cent of the dose |
injection range average range average
(hrs) (8 animals) (8 animals)
0— 6 36.8—63.5 48.8 18.4—31.7 244
6—24 2.3— 6.5 4.2 1.1— 3.2 2.1
24—48 0.2— 0.4 0.3 normal normal

The radioactivity found in the faeces was insignificant as compared
with the activity of the urine, we therefore neglected it in our calculations.

Table 1 shows the percentage of the radioactivity introduced in the
form of isotopic sulphur excreted in urine. There is a definite difference
in the rate of excretion of radioactive sulphur depending on the position
of the radioactive sulphur atom in the thiosulphate. If the outer sulphur
atom was labelled, then, during the first 24 hrs after injection, about
€0%0 of the radioactivity was excreted in the urine, and even after 120 hrs
had elapsed, about 40°% of the radioactive sulphur still remained in the
organism. When thiosulphate was labelled in the inner position, 98° of
the radioactivity was excreted in the urine within 24 hrs, and after

Table 3

Specific activity of thiosulphate excreted in rat urine after subcutaneous injection
of 100 mg. NasS»03 .5 HoO/100 g. body-weight

Time after { Specific Thiosulphate
Experiment injection l activity excreted
(hrs) | (counts./min./mg) (mg.)
Outer-35S ’
| 111, 0 726 ‘ —
| 3 ; 0— 6 725 46.4
o 6—24 314 ‘ 6.8
VI 0 i 2287 \ —
£ 0— 6 2128 ‘ 63.0
= 6—24 | 1610 7 6.2
Vi, 0 2287 —
. 0— 6 | 2215 | 51.0
% 6—24 ’ 892 | 2.5
Inner-33S ‘
i 111, 0 | 3266 —
’ - 0— 6 | 2555 l 39.0
‘ o 6—24 | 1738 3.0
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120 hrs the radioactive sulphur was practically completely eliminated.
The above facts demonstrate that the metabolic pathways of the outer
and the inner sulphur of thiosulphate in the animal organism are
different.

The data given in Table 2 show that during the first 6 hrs a considerable
part of the administered thiosulphate is excreted in the urine. That this
excreted thiosulphate is actually the thiosulphate which was introduced,
is shown by the fact that its specific radioactivity during the first hours
of the experiment is equal to the specific activity of the thiosulphate
injected. After 6 hrs the excretion of thiosulphate rapidly diminishes and
its specific activity also decreases. This indicates dilution by endogenously
formed thiosulphate (Table 3). After 48 hrs the thiosulphate content in

Table 4

Excretion of sulphate in rat urine after subcutaneous injection of 100 mg.
Na3Ss03 . 5H50 labelled in outer or in inner sulphur, per 100g. body-weight
Normal content of SOy averaged 9 mg./24 hours

Time after \ mg.SO; mg.SO;
injection ' range average

. (hrs) | (7 animals) (7 animals)
MRk = [T 223
& 6 — 24 ’ 43-97.4 70.0
| 24 — 48 10—32 20.0
| 48— ] 10—16 13.3
| 72 — 96 [ 8—15 i 10.0
I wes=mp il st 8.9

the urine returns to normal (Table 2). Thus it must be concluded that
within 24 hrs about 75% of the injected thiosulphate enters into the
metabolic processes. The excretion of thiosulphate as determined by
chemical methods is of course the same, regardless of the position of the
labelled sulphur.

Table 5
Percentage of metabolized labelled sulphur (the amount injected minus that excretecd

as unchanged thiosulphate) in excreted sulphate, after injection of 100 mg.
NayS;03 . 5 HyO/100 g. body-weight

Time after ‘ 358 outer (355-S03)~ 35S inner (S-35S03)=
injection l range average range | average
(hrs) | (5 animals) (5 animals)
0— 6 I 7.3—39.2 | 14.7 53.1—97.0 81.7
6—24 42—222 | 11.4 3.0-425 16.8
Total e cw 985
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The main metabolite of the thiosulphate introduced into the animal
organism is sulphate, as shown by the results of chemical determinations
presented in Table 4. The correlation between the amount of sulphate
excreted and the interval of time elapsing after the injection of
thiosulphate was similar for both types of labelled thiosulphate. On the
other hand (Table 5), the radioactivity of the excreted sulphate showed
marked differences depending on the position of the radioactive sulphur
in the thiosulphate molecule. Radioactive sulphur introduced into the
animal organism in the form of the -SO3; group is almost completely
metabolized after 24 hrs to sulphate and excreted in the urine. During
the same time, only about 26%0 of radioactive sulphur introduced as the
sulphide group in thiosulphate is oxidized to sulphate. The remainder is
probably incorporated into organic compounds and converted into
unidentified metabolites.

DISCUSSION

The results obtained shed some new light on the mechanism of
sulphate metabolism in animal tissues, and also suggest certain
hypotheses relating to this problem. It is evident that thiosulphate is
quickly metabolized throughout the animal tissues, the main product
being sulphate. The presented data show that within 24 hrs after the
injection of a considerable dose of thiosulphate only about 1/4 is
excreted unchanged, while the rest is metabolized.

Both the outer and inner sulphur atoms in thiosulphate are oxidized
but in the different rate. It has been shown (Table 5) that, if thiosulphate
labelled with 35S in either the outer or inner position is used, after 24 hrs
the inner sulphur is almost completely oxidized to sulphate, whereas the
outer sulphur oxidizes during the same time only in 25%.

The above facts lead to the conclusion that the mechanism of oxidation
of thiosulphate by autotrophic sulphur microorganisms, as previously
formulated by us, is also valid in the case of animal tissues. In the animal
organism as well as in microorganisms the inner sulphur of thiosulphate
is not directly involved in the metabolic processes of the cell, but is
oxidized at once to sulphate. Only the outer sulphur atom enters into
intermediate sulphur metabolism of the tissues.

The results of our experiments also prove that the animal organism
possesses a remarkable ability of metabolizing and oxidizing thiosulphate.
Only 1/4 of large doses of thiosulphate introduced is eliminated in
unchanged form, while 3/4 enter into metabolic processes. It is apparent
that thiosulphate is a substance which is not foreign to the amimal
organism, and cannot be considered to be a mere by-product rf
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metabolism. We believe that the suggestion that thiosulphate is formed
in much larger amounts than has hitherto been supposed, judging by the
small quantities eliminated in the urine is well founded. It may possibly
be an important metabolite in the oxidation of sulphur, undergoing,
however, further rapid oxidation to sulphate.

In connection with our hypothesis the investigations of Sérbo should
be mentioned [10], who demonstrated that thiosulphate is a product of
enzymatic reaction between mercaptopyruvic acid and the sulphite
derived from cysteinsulphinic acid, according to the following equation:

HSCH,COCOO~ + SO3~ — = CH3COCOO~ + Sy03~ —

Although both mercaptopyruvic acid and cysteinsulphinic acid are
known to be metabolites of cystine and cystein, the further fate of the
sulphur of these compounds has as yet not been elucidated. According
to Sorbo, in endogenously formed thiosulphate, the sulphite group of
cysteinsulphinic acid is the source of the inner sulphur atom. This is the
same sulphur which in our experiments was directly and quickly oxidized
to sulphate. Hence we admit the hypothesis according to which
thiosulphate is a normal intermediate product in the metabolic chain
leading from the sulphur of cystine and cystein to inorganic sulphate.

The fate of the outer sulphur atom in thiosulphate which remains in
the body is still unknown, and the present experiments did not elucidate
this problem. This might perhaps be possible by using autoradiography,
and our preliminary experiments seem to indicate that, with the outer
sulphur of injected thiosulphate, organic sulphur compounds are formed.

The authors acknowledge the technical assistance of Mgr. B. Sta-
churska.

SUMMARY

Metabolic pathways of radioactive thiosulphate were investigated
when administered subcutaneously to rat. Thiosulphate with outer sulphur
labelled (33S-SO;) was applied as well as that with the inner one
(S-%3S03)~. The metabolic pathways of these two sulphur atoms were
found to differ considerable. The inner sulphur was excreted
almost completely as sulphates in wurine within 24 hours. The
oxidation of the outer sulphur to sulphates was not so quick. and its
considerable percentage was retained in the rat organism after 24 hours.

When thiosulphate was administered subcutaneously to rat at dose of
100 mg. of Na,S,0;-5H,0 per 100 g. of body weight. about 30 per cent
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of this dose was excreted within 24 hours as thiosulphate,
which was estimated chemically in urine. The specific activity of the
excreted thiosulphate decreased with time elapsed, what indicated that it
was diluted with endogenous thiosulphate. These experiments throw some
new light on the role of thiosulphate in the sulphur metabolism in
animals.
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BADANIA NAD UTLENIANIEM TIOSIARCZANU W USTROJU ZWIERZECYM

Streszczenie

Badano przemiany radioaktywnego tiosiarczanu wprowadzonego pod-
skoérnie do organizmu szczura. Stosujac tiosiarczan znakowany w pozycji
zewnetrzne] (**S-SO;)~ i wewnetrznej (S-%S03)~ stwierdzono, ze dro-
gi metaboliczne siarki zewnetrznej i wewnetrznej tiosiarczanu wykazuja
znaczne roznice. Siarka wewnetrzna ulega w ciggu 24 godzin prawie cal-
kowitemu wydaleniu z moczem w postaci siarczanoéw. Utlenienie siarki
zewnetrznej do siarczanow odbywa sie wolniej i zostaje ona po uplywie
24 godzin w znacznym procencie zatrzymana w organizmie szczura.

Po podskérnym podaniu do organizmu szczura 100 mg NasS;O3 - 5H,0/
/100 g masy ciala, okolo 30 dawki wydala si¢ w ciagu 24 godzin jako
tiosiarczan, ktory oznaczano chemicznie w moczu. Aktywno$¢ wlasciwa
wydalonego tiosiarczanu maleje wraz z uplywem czasu, co $wiadczy o jegc
rozcienczaniu w puli endogennego tiosiarczanu. Przeprowadzone doswiad-
czenia rzucaja nowe $wiatlo na role ticsiarczanu w metabolizmie siarki

w organizmie zwierzecym.
Otrzymano 22.10.1959 r.
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P. POSZWINSKI, K. ZAKRZEWSKI i ZOFIA MAY

ZAPOBIEGANIE DENATURACJI CIEPLNEJ ALBUMIN OSOCZOWYCH
PRZEZ DODATEK KAPRYLANU SODU

Dzial Preparatéow Krwiopochodnych i Zaklad Biochemii Instytutu Hematologii
w Warszawie

Niektére aniony kwaséw tluszczowych i zwigzki podobne maja wias-
no$¢ zapobiegania termicznej denaturacji albumin. Najlepiej przed dena-
turacja cieplng albumin chronia aniony wyzszych kwasow tluszczowych
i acetylopochodrie aromatycznych aminokwaséw [3]. Dodatek do albumin
kaprylanu sodu lub acetylotryptofanu pozwala na bezpieczne ogrzewanie
przez okres 10 godzin w temp. 60°, co jak dotychczas wydaje sie byé
jedynym skutecznym sposobem niszczacym wirusa hepatitis.

Jakkolwiek badano duzo zwigzkoéw chronigcych albuminy przed de-
naturacjg cieplng [12], mechanizm dzialania ochronnego tych zwigzkow
jest nadal niejasny. Wydaje sie, ze poznanie mechanizmu chronienia
albumin przed denaturacja rzuciloby $wiatlo na sam proces denaturacji.

Doswiadczenia przedstawione w pracy niniejszej dazyly do wyjas-
nienia mechanizmu wstepnego etapu denaturacji albumin osocza w opar-
ciu o badanie dzialania na siebie albumin i kwasu kaprylowego. Otrzy-
mane wyniki wskazuja, ze mechanizm dzialania kaprylanu nie polega na
zapobieganiu wtornej agregacji juz zdenaturowanych bialek, lecz rze-
czywiscie hamuje sama denaturacje. Poza tym wysuwa si¢ przypusz-
czenie, ze role decydujacy w zapoczatkowaniu denaturacji odgrywaja
niektére grupy kationowe, a zwlaszcza lancuchy boczne argininy.

MATERIALY I METODY

Albuminy otrzymano jako frakcje V wedlug metody Cohna. Wszystkie
badania prowadzono na jednej porcji albumin (seria 6/57) uprzednio
dializowanej wobec wody destylowanej i nastepnie wysuszonej ze stanu
zamrozonego. Badano 10% (wag./obj.) roztwory albumin.

(115]
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Odczynniki wymienione w czesci doswiadczalnej byly chemicznie czy-
ste i dodawano je rozpuszczone w 1 ml wody destylowanej tak, ze steze-
nie bialka w danej serii badan bylo jednakowe.

Pomiary lepkosci wykonywano przy pomocy wiskozymetru wedlug
Ubbelohde, a w dos§wiadczeniu przedstawionym na rysunku 5 w wis-
kozymetrze Hopplera. Wiskozymetry polaczono z ultratermostatem,
pozwalajacym utrzymac¢ temperature z dokladnoscia do + 0,05°. Roztwory
do pomiaréw w wiskozymetrze wedlug Ubbelohde ogrzewano w zatopio-
nych ampulkach, celem zapobiezenia zmianom objetosci w czasie ogrze-
wania.

Uzywano ogoélnie przyjetych oznaczen: lepkosé¢ roztworu 7, lepkosé
rozpuszczalnika 7#,, lepkos¢ wlasciwa #,, = #/n,— 1, lepkos¢ zreduko-
wana 7sp/c, lepkos¢ wewnetrzna [y] = lim %sp/c, stezenie ¢ w gramach
na 100 ml roztworu. G

Pomiary elektroforezy swobodnej przeprowadzono w aparacie Tiselius
Focal B w buforze weronalowym I=0,1, pH = 8,6 w temp. 2°, w $wietle
bialym. W doswiadczeniu przedstawionym na rysunku 4 uzyto buforéw
[=0,1: weronalowy pH 8,6; fosforanowy pH 6.3; octanowy pH 5,0 i 4,3.

WYNIKI BADAN

A. Wplyw ogrzewania na lepkosé roztworéw albumin

Ogrzewanie roztworéw bialek powoduje ich denaturacje, objawiajaca
si¢ miedzy innymi wzrostem lepkosci. Celem blizszego scharakteryzowa-
nia zmian lepkosci roztworéw albumin w toku ogrzewania wykonano po-
miary lepkosci 10% roztworéw albumin (w 5 glukozie) po ogrzewaniu
ich w temperaturze 60° przez 5 i 10 godzin. Za kontrole stuzyl taki
sam roztwor nieogrzewany. Roztwory te rozcienczono i z obliczonych
lepkosci zredukowanych otrzymano proste, pozwalajace ekstrapolowaé
wartosci lepkosci wewnetrznej roztworéw ogrzewanych i nie ogrzewa-
nych. Wyniki podano na rysunku 1. Widaé, ze lepko$é wewnetrzna
wzrasta nieznacznie, podczas gdy lepko$é zredukowana roénie bardzo
silnie.

B. Stabilizujgca rola kaprylanu sodu

Kaprylan zapobiega wzrostowi lepkosci ogrzewanych roztworow
albumin, przy czym efekt jest zalezny od stezenia kaprylanu.

Na rysunku 2 pokazano, jak wzrasta lepko$é ogrzewanych roztworéw
albumin ponad lepko$é roztworu nie ogrzewanego w zaleznosci od sto-
sunku molarnego kaprylanu do albumin.
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Albuminy ogrzewane z dodatkiem kaprylanu w stosunku 7 moli
kaprylanu na 1 mol albumin wykazuja prawie niezmieniona lepkosé
wewnetrzng i nieznacznie przesunieta lepkosé zredukowana, jak to widaé

na rysunku 3.
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Rys. 1. Lepko$¢ zredukowana roztwo-
réow albumin w 5% glukozie ogrzewa-
nych 0, 5 i 10 godz. w 60°
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Rys. 3. Lepko$é zredukowana 10% roz-

tworé6w wodnych albumin z dodatkiem

7 moli kaprylanu na 1 mol bialka.

(A) nie ogrzewane; (O) ogrzewane
10 godz. w 6C°
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Rys. 2. Krzywa wzrostu lepkosci 10%0

roztworow wodnych albumin ogrzewa-

nych z dodatkiem réznych ilo$ci kapry-

lanu. 7, lepko§¢ roztworu nie ogrzewa-

nego, #p 4 lepko$¢ roztworu ogrzewa-
nego 10 godz. w 60°
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Rys. 4. Punkt izoelektryczny 10% roz-
tworéw wodnych albumin z dodatkiem
4 moli kaprylanu na 1 mol albumin;
(/) nie ogrzewane; (0O) ogrzewane
10 godz. w 60°. u = 10—5 cm*/wolt « sek.

Analiza elektroforetyczna roztworéw albumin ogrzewanych z réznymi
iloSciami kaprylanu wskazuje réwniez na zalezno$¢ pomiedzy stezeniem
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kaprylanu a zmianami molekularnymi, zachodzacymi w wyniku ogrze-
wania. Albuminy, ogrzewane z réznymi stezeniami kaprylanu, dializo-
wano wobec buforu weronalowego I— 0,1, pH 8,6. Wyniki przedstawione
w tablicy 1 wraz z charakterystycznymi obrazami elektroforetycznymi
wskazuja na obecno$¢ drugiej komponenty biatkowej w tych ukladach,
w ktérych stezenie kaprylanu jest nizsze niz 4 mole na 1 mol bialka.

Tablica 1

Ruchliwo$é elektroforetyczna 10°0 wodnych roztworéw albumin ogrzewanych 10 godz.
w temp. 60° z dodatkiem kaprylanu
Bufor weronalowy I = 0,1, pH = 8,6

| los¢ ] U107~ aotfwoltsek. YDA i Obraz elek- |

moli kaprylanu | I komp. A IT komp. DA Ju; | troforetyczny 1

| na mol biatka | rodzima zdenatur. I ‘

‘ 1 0,779 0,673 0,86 ; A \

2 0,767 0,673 0,88 B |

‘ 4 0,764 brak — \ C F
6 0,783 - ’

} 8 0,757 5 } ,

1) 0,785 x ‘ 5

J\ .
e
ol J
Dla albumin, ogrzewanych wobec 4 moli kaprylanu na 1 mol bialka,
wyznaczono ruchliwoéci elektroforetyczne w réznych buforach. Réwno-

legle badano preparat nie ogrzewany w identycznych buforach. W obu
przypadkach punkt izoelektryczny jest jednakowy (Rys. 4).

Wszystkie pomiary lepkosci wykonywano po ochlodzeniu ogrzewa-
nych roztworéw do temperatury 20°. Mozna wiec bylo podejrzewac, ze
kaprylan nie tyle hamuje denaturacje cieplna, co powoduje, ze denatu-
racja staje sie odwracalna i biatko po ochlcdzeniu przybiera posta¢ ro-
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dzima. Celem wykluczenia tej alternatywy przeprowadzono doswiadcze-
nie, w ktérym mierzono lepko§¢ roztworu w aktualnej temperaturze
ogrzewania. Wyniki przedstawione na rysunku 5 wykazuja, ze albuminy
w obecnosci kaprylanu nie zmieniaja lepkosci w toku ogrzewania.

20°C ik
200f— -
', .'
u i
! I
S \ H
| i
| I
| i
1 1 1
0 5 0
godz. w 80°C

Rys. 5. Lepkos¢ 10°% roztworu wodnego albumin z dodat-
kiem 7 moli kaprylanu na 1 mol bialka mierzona w temp.
20° i 60°

C. Grupy czynne w procesie denaturacji

Grupy sulfhydrylowe moga powodowa¢ reakcje lancuchowa z most-
kami -S-S- czasteczki bialka, co mogloby uwarunkowaé¢ denaturacje [2].
Zablokowanie tych grup przy pomocy p-chlororteciobenzoesanu (pCMB)
powinnoby wiec zahamowaé, wzglednie op6znié, ten proces. Doswiad-
czenie przedstawione w tablicy 2 wykazuje, ze dodatek pCMB do roz-
tworu albumin przyspiesza ich denaturacje w czasie ogrzewania.

Tablica 2

Lepkosé 10°s wodnych roztworéw albumin ogrzewanych w temp. 60° z dodatkiem
p-chlororteciobenzoesanu

Coty. | Moli pCMB na mol albumin
ogrzewania w 60° — Kontrola
(min.) j 0,3 1,0
0 | 212 2,05 ‘ 220
10 3,98 3,17
30 4,13 | 3,27

Powinowactwo albumin do anionéw tluszczowych uwarunkowane jest
znaczng iloScig grup kationowych w lanicuchach bocznych czasteczki.
Mozliwe wigc jest, ze zwiazanie kaprylanu przez albuminy prowadzi do
zmniejszenia reaktywnos$ci niektérych grup kationowych tego bialka,
odpowiedzialnych za procesy denaturacji i agregacji. Gdyby tak bylo,

http://rcin.org.pl



120 P. POSZWINSKI, K. ZAKRZEWSKI 1 Z. MAY (67

to dodatek do roztworu bialka zwigzkéw o strukturze zblizonej do
domniemanych grup kationowych powinien uwarunkowa¢ ,konkurencje‘
¢ kaprylan miedzy biatkiem a wprowadzonymi zwigzkami. W rezultacie
bialtko ogrzewane w takim ukladzie powinnoby wykazywac¢ wzrost lep-
koséci charakterystyczny dla mniejszej ilosci kaprylanu.

Tablica 3

Wplyw niektérych aminokwaséw zasadowych i zasad azotowych na denaturacje
cieplng 100 roztworéw wodnych albumin z dodatkiem 4 moli kaprylanu na 1 mol
bialka

N lepko§é roztworu ogrzewanego, N lepko$é roztworu nie ogrzewanego
' 4 mole aminokwasu el i TIDATTIA 100 1
| na 1 mol kaprylanu DA , A ;
asparagina 0,47 ’ 24 1
lizyna 0,34 17
glutamina 0,46 | 22
arginina 0,67 35
kontrola 0,31 16
4 mole zasady na 1 mol kaprylanu l l {
amoniak i 0,53 | 26
mocznik l 0,74 [ 35
i hydroksylamina 3,21 ‘ 147
| hydrazyna 3,02 138
| kontrola 0,32 15 |

Do 10% roztworu albumin, zawierajacego 4 mole kaprylanu na 1 mol
bialka, dodawano aminokwasy: asparagine, lizyne, glutamine i arginine
oraz zasady: amoniak, hydroksylamine, hydrazyne i mocznik, w stosunku:
4 mole aminokwasu lub zasady na 1 mol kaprylanu, czyli 16 moli amino-
kwasu czy zasady na 1 mol biatka. Wyniki podaje tablica 3. Wida¢, ze
najwyrazniejszy efekt cofania ochronnego dzialania kaprylanu wywiera
sposrod aminokwasow arginina, a sposrod zasad hydroksylamina i hydra-
zyna.

OMOWIENIE WYNIKOW

Mierzenie lepkosci umozliwia $ledzenie przebiegu denaturacji we
wcezesnych jej stadiach. Drobne nawet roznice asymerii czasteczki oraz
zmiany stopnia interakcji czasteczek miedzy soba i roztworem wyraznie
odbijaja si¢ na lepkosci roztworu.

Po 10-godzinnym ogrzewaniu w temp. 60° wykazuja badane roztwory
albumin tylko nieznaczny wzrost lepkosci wewnetrznej w poréwnaniu
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do roztworu nie ogrzewanego, mimo iz ich lepko$ci zredukowane wzras-
taja bardzo silnie. Podane w pracy lepkosci wewnetrzne [y] sa funkcjami
stezen wagowych i mozna je wyrazi¢ jako lepkos¢ wewnetrzna [v] zalezng
od stezen objetosciowych

100
[v] = [n] v

gdzie V oznacza czastkowa objetos¢ wlasciwa. Stosujac ostatnie wyraze-
nie [v] do funkeji Simhy [5] otrzymuje si¢ stosunek osiowy J czasteczki.

I tak dla lepkosci wewnetrznych odczytanych z rysunku 1

[] = 0,037 dla albumin nie ogrzewanych, [v]=4,8,

[#] = 0,058 dla albumin ogrzewanych, l=17,
przyjmujac, ze V wynosi w przyblizeniu 0,75. Wstawiajac te dane do
funkcji Simhy dla czasteczek o ksztalcie dysku otrzyma sie odpowiednio:

J = 5,0 dla albumin nie ogrzewanych,
J = 10,0 dla albumin ogrzewanych.

A wigc zaobserwowany wzrost lepkosci wewnetrznej odpowiada tylko
dwukrotnemu zwigkszeniu stosunku osiowego czasteczki, jezeli przyjmu-
jemy, ze mie nastapila zmiana w uwodnieniu czgsteczki. Wynikaloby z te-
go, ze w zastosowanych warunkach denaturacji cieplnej dochodzi w nie-
wielkim stopniu do rozfaldowania czasteczki lub powstawania trwalych
agregatow miedzyczasteczkowych. Pomimo tego, ze lepko$¢ wewnetrzna
roztworéw ogrzewanych przez 5 i 10 godzin jest prawie jednakowa, ude-
rzajace sa znacznie wyzsze wartosci lepkosci zredukowanej roztworu
ogrzewanego przez 10 godzin, niz roztworu ogrzewanego przez 5 godzin.
Swiadczy to o narastaniu sil interakcji miedzyczasteczkowej w miare
ogrzewania albumin.

Dodatek kaprylanu sodu rzeczywiscie hamuje powstawanie tych oznak
denaturacji. Stosunek 8—10 moli na 1 mol albuminu jest wystarczajacy,
aby lepkos¢ takich roztworéw albumin nie zmieniala si¢ pod wplywem
ogrzewania. Przy nieco nizszych stezeniach kaprylanu zachodzg zmiany,
ale sa one nieznaczne.

Zjawiska denaturacji badane na podstawie analizy elektroforetycznej
wykazuja, ze przy stosunku molowym 2 :1 i ponizej kaprylanu do biatka
pojawia sie nowa komponenta bialkowa. Podobne wyniki znalezli Mackay
i Martin [9], stosujac acetylotryptofan. Dla wyzszych stezen kaprylanu
analiza elektroforetyvczna nie wykazuje obecnosci komponenty bialkowej,
a punkt izoelektryczny roztworéw ogrzewanych i nie ogrzewanych jest
jednakowy. Wynikaloby z tego, ze pomiar lepkosci jest czulsza metoda
badania denaturacji niz $ledzenie zmian elektroforetycznych.

Powyzsze spostrzezenia sa zgodne z pogladami wielu autoréow, wedlug
ktorych aniony kwaséw tluszeczowych hamuja denaturacje cieplng albu-
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min. Jednakze Losiewa i Cyperowicz [8], stosujac pomiar rozpuszczal-
nosci w punkcie izoelektrycznym, jako kryterium denaturacji, wykazali,
ze ilo§¢ bialka wytraconego w podwyzszonej temperaturze w obecnosci
kaprylanu i nonylanu jest wieksza niz w nieobecnosci tych anionow.
Wobec tego, mozna by mniema¢, ze hamowanie przyrostu lepkosci ogrze-
wanych roztworéw albumin po ochlodzeniu jest wynikiem denaturacji
;dwracalnej spowodowanej przez kaprylan.

Ustalenie, ktory z tych pogladoéw jest sluszny, jest wazne dla prawi-
dlowej interpretacji doswiadczen, zmierzajacych do wyjasnienia mecha-
nizmu stabilizujacego dzialania kaprylanu. Doswiadczenie przedstawione
na rysunku 5 wykazuje, ze lepkos$¢ roztworu albumin z dodatkiem kapry-
lanu, osiaggnieta po 30 minutach ogrzewania (tj. po czasie potrzebnym,
aby roztwor osiagnal temperature 60°) nie ulega dalszym zmianom w cza-
sie nastepnych 600 minut ogrzewania. Gdyby w czasie ogrzewania naste-
powala denaturacja, nalezaloby sie spodziewaéd, ze lepkos$¢ roztworu be-
dzie si¢ zwieksza¢. Tak jednak nie jest. Lepkos¢ pozostaje na niezmien-
nym poziome, a po ochlodzeniu wraca do wartosci wyjsciowej. Doswiad-
czenie to wskazuje, ze kaprylan rzeczywiscie hamuje denaturacje cieplng
albumin, a nie cofa denaturacji cieplnej bialka.

Eksperymenty przedstawione w czesci C rzucaja Swiatlo na mecha-
nizm dzialania kaprylanu, a réwnocze$nie na mechanizm denaturacji
cieplnej albumin. Denaturacja cieplna albumin moglaby polega¢ na tym
[6], ze jedyna wolna grupa SH czasteczki bialka zyskiwalaby, na skutek
rozluznienia struktury calej czasteczki, dostateczng swobode do zaata-
kowania mostkéw -S-S- wlasnej lub sgsiedniej czasteczki. Kaprylan, wig-
zac sie z czasteczka albumin, dostarczalby dodatkowych wigzan usztyw-
niajacych czasteczke [10] i w ten sposéb ograniczalby latwosé reagowania
grupy SH w podwyzszonej temperaturze. Gdyby tak bylo, to zablokowa-
nie grupy SH przez pCMB powinnoby co najmniej zwolni¢ proces dena-
turacji. Doswiadczenie z tablicy 2 jednoznacznie wskazuje, ze tak nie
jest. Doswiadczenie to $wiadczy o tym, ze w pierwszym okresie denatu-
racji cieplnej grupy SH nie odgrywaja istotnej roli. Nie wylacza to moz-
liwosci, ze w koncowym etapie denaturacji grupy te maja rcle decydu-
jaca, gdyz, jak to wykazal Jensen i wspolpr. [4], ich zablokowanie unie-
mozliwia ostateczng zelifikacje.

Wielu autoréw jest zdania, ze dzialanie hamujace denaturacje cieplng
albumin przez kaprylan polega na wigzaniu go przez grupy kationowe
czasteczki albumin. Czgsteczka albumin charakteryzuje sie znaczng iloScig
grup kationowych, majac w swoich lanicuchach bocznych 59 reszt lizyny,
24 reszt argininy i 15 reszt histydyny oraz 44 grup kwasnych amidéw [11].
Grupy te z jednej strony decyduja o wiazaniu anionéw tluszczowych [7],
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z drugiej moglyby w czasie ogrzewania nabiera¢ zwigkszonej reaktyw-
nosci i tworzy¢ wigzania intermolekularne i intramolekularne, rozpeczy-
najac proces denaturacji.

Pomimo obecnosci w czasteczce albumin tak znacznej ilosci grup ka-
tionowych, tylko niewielka ich ilo§¢ bierze udzial w zapoczatkowaniu de-
naturacji pod wplywem ogrzewania, skoro juz 10 czasteczek kaprylanu na
1 czasteczke albumin calkowicie hamuje ten proces. Dodanie do roztworu
ktoregos z aminokwasow, odpowiedzialnego za ten stan rzeczy, powinno-
by cofnaé omawiany efekt kaprylanu. W wyniku bowiem , konkurencji‘
o kaprylan miedzy aminokwasem zasadowym, znajdujacym sie w cza-
steczce biatka, a dodanym do roztworu, pewna ilo§¢ kaprylanu zostanie
odciggnieta od czasteczki albumin. Do$wiadczenie, przedstawione na
tablicy 3, w ktéorym jako aminokwaséw zasadowych uzyto lizyny, aspara-
giny, glutaminy i argininy, pozwala sadzi¢, ze tak jest w rzeczywistosci
1 ze zwlaszcza arginina jest wybiorczym konkurentem o kaprylan.

Szczegdlnie wyraznie uwypukla sie efekt kationowych grup azoto-
wych, gdy zamiast aminokwaséw zasadowych do roztworu dodano zwigz-
kow takich, jak amoniak, mocznik, hydrazyna i hydroksylamina. Widaé
z tablicy 3, ze wyraznie wybiérczy efekt ma hydrazyna i hydroksylamina.
Efekt ten nie jest skorelowany ze stala dysocjacja, gdyz ta, wyrazona
iako —log K, wynosi dla hydrcksylaminy 7,97, hydrazyny 5,8, mocznika
13,8 i NH,OH 4,75. Zestawienie wynikéw otrzymanych w tych do$wiad-
czeniach, w ktérych dzialanie kaprylanu bylo odwracalne, potwierdzaja
przypuszczenie, ze punktem zaczepienia kaprylanu sa dysocjujace grupy
NH,, a zwlaszcza — by¢ moze — taki ich uklad steryczny, jak na reszcie
guanidynowej argininy.

Mechanizm poczatkowej fazy denaturacji cieplnej albumin sprowa-
dzalby sie zatem do zwiekszenia reaktywnosci grupy guanidynowej jed-
nego z lancuchéw bocznych reszt argininy. Interesujace jest, ze juz okolo
8 moli kaprylanu na 1 mol albumin hamuje denaturacje, a wiec ze tylko
niewielki odsetek grup kationowych musi by¢ zablokowany, by wstrzy-
mac¢ postep denaturacji.

Uwolnienie w toku denaturacji grupy guanidynowej moze prowadzic¢
do powstania nowej grupy kationowej, ktéra w konsekwencji moglaby
powodowaé¢ zmniejszenie elektroforetycznej ruchliwosci anionowej czas-
teczki. W rzeczywistosci réznica pomiedzy ruchliwo$cia albumin zdena-
turowanych i rodzimych odpowiada przyrostowi jednej grupy kationowe;j'.

! Ladunek netto mozna obliczyé z ruchliwosci elektroforetycznej wg Gorina [1]:
v = 10,3 u (dla albumin rodzimych), przyrost ladunku netto: vy —vs = 10,3 (u; — uy);
w danym przypadku dla stosunku molowego kaprylanu do albumin:
1:1 vy—ve =103 (0,779 — 0,673) = 1,09
2:1 vy — v = 10,3 (0,767 — 0,673) = 0,97.
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Jednakze zmniejszenie ruchliwosci elektroforetycznej na skutek de-
naturacji moze mie¢ miejsce rowniez bez zmian w ladunku czasteczki
i by¢ wynikiem jedynie wzrostu jej asymetrii. Wedlug rozwazan Gorina
[1] stosunek R — ruchliwo$ci czasteczki cylindrycznej do ruchliwosci kuli
o tym samym ciezarze czasteczkowym zalezy od stosunku osiowego
1/2a czasteczki cylindrycznej i wynosi:

dlal/2a— 5 Rsr —0:65;
95 1/2¢a =10 Rm = 0,53;

zwiekszenie si¢ wiec asymetri ozasteczki, charakteryzujace si¢ wzrostem
stosunku osiowego z 5 na 10 zmniejszy ruchliwo$§é elektroforetyczna do
0,53 : 0,65 — 0.814 pierwotnej wartosci. Z doswiadczen przedstawionych
na tablicy 1 widaé¢, ze w obu przypadkach, w ktorych stwierdzono obec-
nos$¢ frakeji zdenaturowanej, ruchliwosé¢ jej wynosi okolo 0,86 ruchliwosci
bialka rodzimego. X

Za prawdopcdobienstwem tej drugiej alternatywy przemawiaja takze
wyniki pomiaru lepkosci wewnetrznej, przedstawione na rysunku 1, su-
gerujace podwojenie stosunku osiowego z 5 na 10.

Przedstawione rozwazania wykazuja, ze w poczatkowym stadium de-
naturacji cieplnej albumin nastepuje rozluznienie struktury czasteczki,
co powoduje, iz grupa guanidynowa argininy nabywa zwiekszonej reak-
tywnosci i tworzy wiazanie z sgsiednig czasteczky albuminy, dajac dimer.
Kaprylan za$ uniemozliwialby zwigkszenie reaktywno$ci grupy guanidy-
nowej argininy.

STRESZCZENIE

1. Ogrzewany 10% roztwér albumin wykazuje wzrost lepkosci we-
wnetrznej, odpowiadajacej zwiekszeniu sie stosunku osiowego czasteczki
z 5 na 10. W pomiarach elektroforetycznych ogrzewanych 10 albumin
z dodatkiem kaprylanu sodu w iloéci 1 i 2 mole na 1 mol bialka stwierdza
si¢ obecno$é drugiej komponenty, ktérej zmniejszona ruchliwosé¢ wska-
zuje takze na zwigkszenie sie stosunku osiowego z 5 na 10.

2. Kaprylan sodu rzeczywiscie hamuje denaturacje cieplng albumin,
a nie jest czynnikiem stwarzajacym warunki denaturacji odwracalnej.

3. Z badanych aminokwaséw: lizyna, asparagina, glutamina i argini-
na, ta ostatnia posiada najsilniejszy efekt cofajacy stabilizacje cieplng
albumin kaprylanem. Podobny efekt wywiera amoniak i mocznik, a bar-
dzo silnie dzialaja hydrazyna i hydroksylamina.

4. Stabilizujace dzialanie kaprylanu jest wynikiem wigzania go przez
grupy guanidynowe reszt argininy, znajdujacych sie¢ w lancuchach bocz-
nych czasteczki albumin.
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5. Wstepne stadium denaturacji cieplnej albumin polega na uaktyw-
nieniu grup guanidynowych reszt argininy w podwyzszonej temperaturze
i ich zdolnos$ci tworzenia w tym stanie dimeréw przez wiazanie sie z dru-
ga czasteczka.

LITERATURA

{1] Alexander A. E., Johnson P. Colloid Science, sir. 333, Clarendon Press, Oxford,
1946.

191 Anson M. L. Adv. Protein Chem. 2, 361, 1945.

f31 Ballou G. A., Boyer P. D., Luck J. M., Luen F. G. J. Clin. Invest. 23, 454, 1944.

f4] Jensen E. V., Hospelhorn V. D., Tapley D. F., Huggins C. J. Biol. Chem. 185,
411, 1950.

[5] Kabat E. A., Mayer M. M. Experimental Immunochemistry, str. 400, C. C. Tho-
mas Springfield, Illinois, 1948.

{61 Kauzmann W. w Symposium on the Mechanism of Enzyme Action, (wyd. W. D.
McElroy i B. Glass) str. 103, John Hopkins Press, Baltimcre, 1854.

[7] Klotz I. M., Triwush H., Walker, J. Am. Chem. Soc. 70, 2935, 1948.

[¢] Losiewa A. L., Cyperowicz A. S. Kolloid. Zurn. 19, 222, 1957.

[9] Mackay M. E., Martin N. H. Biochem. J. 65, 284, 1957.

[10] Tevesi J. D., Murray J. J. Biol. Chem. 194, 823, 1952.

[11] Tristram S. R. w The proteins, vol. 1, part. 1, str. 215, Acad. Press, New
York, 1953.

[12] Waugh D. F. Adv. Protein Chem. 9, 325, 1954.

THE PREVENTIVE EFFECT OF CAPRYLATE ON HEAT DENATURATION
OF SERUM ALBUMIN

Summary

1. The increase of the intrinsic viscosity of heated 10°% human
albumin solutions corresponds, according to Simha, to the increase of
the axial ratio from 5 to 10. Moving-boundary electrophoresis of heated
10%0 human albumin solutions with sodium caprylate (1 and 2 moles of
caprylate added per 1 mole of protein) shows the presence of a second
component. Its mobility, according to Gorin, corresponds also to the
increase of the axial ratio from 5 to 10.

2. Sodium caprylate does not act as denaturing agent. In fact, its
addition to solutions of human albumin prevents their heat denaturation.

3. This stabilization is inhibited by addition of amino acids: lysine,
glutamine, asparagine and arginine. The last one is the most effective.
Ammonia and urea act in a similar way. Much greater is the effect of
hydrazine and hydroxylamine.

3
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4. The stabilization is probably due to caprylate bonds with
guanidine groups of arginine rests present in side-chains of the albumin
molecule. i

5. In the introductory step of heat denaturation of human albumin
the guanidine groups of arginine rests are activated, and there exists
the possibility of forming dimers with another albumin molecule.

Otrzymano 30.10.1959 r.
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It has been shown in previous papers [8, 9] that various proteins can
easily bind adenosine triphosphate (ATP). The amount of ATP present
in the protein precipitate, after coagulation by heating or by treatment
with ethyl alcohol at different pH, was considered as the extent of the
ATP binding. The results obtained indicated that the concentration of
the nucleotides in the solution exhibited some influence upon the amount
of ATP bound by the protein. To obtain more details concerning this
phenomenon experiments were performed in the present study in which
the ratio of the amount of ATP bound by the precipitated protein to
the amount of ATP which remained in the solution was measured, and
the number of ATP molecules bound by one molecule of serum albumin
at different pH was estimated.

The previous experiments have shown [8, 9] that the binding ability
of proteins is the greatest at pH values below the isoelectric point. Its
diminution with the increase of pH suggested that the cationic groups
of the protein molecule take part in this process. More detailed exami-
nation of this problem was now perfomed by using proteins modified
in various ways. Beside this, an attempt was made to show which groups
in the molecule of the nucleotides take part in the binding with proteins.

A preliminary communication of some of the results obtained has
been presented at the 4th International Congress of Biochemistry in
Vienna [10].

MATERIAL AND METHODS

ATP, as a barium salt, was prepared from rabbit muscle according
to the method of Szent-Gyorgy [32]. Before use it was converted into
a sodium salt by using Amberlite IR120. The determined ratios of

[127]
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AP,y to ribose and to adenine were about 1.90. Inosine triphosphate
(ITP) was obtained from the ATP by the method of Kleinzeller [17].

The human serum albumin used in experiments was the fifth fraction
of Cohn !. Acetylation of albumin was carried out according to Fraenkel-
-Conrat [14] using acetic anhydride. The acetylated protein was purified
by dialysis and lyophilized. Deamination was carried out as described
by Philpot and Small [25]. The reaction product was dialysed. The
precipitate formed during dialysis was discarded and the solution
lyophilized. Esterification was carried out at room temperature in
methanol solution in the presence of 0.01 N-HCI according to Fraenkel-
-Conrat [13]. The reaction product was lyophilized.

In order to block the guanidyl groups albumin was treated with
formaldehyde according to Olcott [24] and dialysed. In those experiments
which were performed in acid medium formaldehyde was not removed
from the solution and the examination of ATP binding was done in its
presence.

For guanidination a commercial preparation of casein was used.
Guanidination was carried out according to Schiitte [30] and Roche et al.
[29] using S-methylisourea >.

The reaction product was precipitated at isoelectric point, suspended
in water, neutralised by addition of NaOH and dialysed against 0.01%%
NaHCO;. A similar procedure was carried out with the control casein
with the omission of the action of S-methylisourea.

In experiments with modified proteins a procedure identical with
those described in the previcus papers was used [8, 9]. Solutions of serum
albumin, ATP and acetate buffer were mixed and, if no precipitate was
formed, either ethanol was added (usually 0.5 vol.) at 0°, or the solution
was heated on a water bath at 100°. The precipitate was separated by
centrifugation, washed with a buffer solution and treated with
0.6 N-HCIO, in order to liberate the bound nucleotide. The quantity of
the nucleotide was determined with “Unicam” spectrophotometer. The
molar extinction coefficient of ATP at 259 mu was taken after Bock
et al. [3] as 15.4 X 10% and for ITP at 249 mu as 13,9 X 10° [16].

To establish the maximum number of moles of ATP bound by one
mole of serum albumin the following procedure was employed. After
centrifugation of the coagulated protein a sample of the supernatant was
adjusted to pH 7 with phosphate buffer and the amount of ATP was
determined in the presence of the unprecipitated albumin by measuring
the light absorption at 259 mu and at 280 mu.

1 This preparation was kindly supplied by Institute of Haematology, Warszawa.
2 This preparation was obtained in our laboratory by dr. W. Szer.
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The nucleotide concentration can be calculated by means of the
following equation (cf. [1]).

+D %oy — uD X oE,
bE1XQE2 “_aEl XbEz’

Cnucl. =

where E; is the molar extinction coefficient of ATP, E; the molar
extinction coefficient of albumin and D the estimated optical density.
The letters a and b indicate the corresponding values for the wavelength
259 mu and 280 mu, respectively. To simplify the above equation the
ratio of the extinction of serum albumin at 280 mu to the extinction at
259 mu (,E, to ,E;) was determined experimentally. After substituting
the numerical value of this ratio and the values of the extinction
coefficient for ATP the following simplified formula was obtained:

oD % 0.823 — ;D

pwmoles ATP = —12.85

% volume of the sample (for 1 cm. cell)

Te possibility to use the simplified equation was tested with known
amounts of ATP and of serum albumin.

The concentration of proteins were determined by the biuret method
according to Gornall et al. [15].

RESULTS

Table 1 shows the results of one series of experiments in which
varving amounts of ATP were added to albumin solutions and the
protein was precipitated at pH 3.6 and 4.7 by addition of alcohol ®.

The data from Table 1 are presented in Fig. 1 as the logarithmical
relationship between the amount of bound nucleotide in wmoles (x) per
gram albumin (m) and the concentration of the free nucleotide (C).

The character of the curves indicates that the binding of ATP by
coagulated protein resembles the adsorption isotherm. According to Klotz
[20] the maximum number of molecules of a substance (n), which may

be bound by one protein molecule can be established using the equation:

(; ==kn - kr, where r is the number of moles of the substances bound in

given conditions by one mole of protein, C the concentration of the free

3 At pH 3.6 serum albumin could be coagulated by alcohol only when the
concentration of ATP was not less than 200 pmoles per g. protein. On the other
hand at concentrations of ATP above 350 umoles per g. albumin the protein
precipitated at pH 3.6 even without addition of alcohol. The presence of alcohol,
however, did not change the binding.
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Table 1
The binding of ATP by serum albumin

Exper. No. 42. The reaction mixture contained 20 mg. serum albumin, various amounts of ATP,
and acetate buffer (final u = 0.1). Final volume 6 ml. Coagulation with 3 ml. of ethanol at 0°
(see footnote p. 129)

ATP added Supernatant Precipitate
i e moles ATP
BB | e | | atumin (A7 rels) St lare o e o] |
albumin| & P¢* B x albumin**
© m) w | ey ®

3.6 5.5'| 2715 0.8 0.3 15.2 3.7 241 16.2 58
o 8.3 | 413 0 0.4 20.0 5.8 292 20.1 50

‘o 11.0 | 550 0 0.7 20.0 7.2 357 24.2 37

» 13.8 | 685 0 1.1 20.0 S 373 2907 25 ;
> 16.5 | 825 0 1.4 20.0 8.4 420 29.6 21 |
4.7 5.5 275 0 0.7 20.0 1.3 67 4.8 6.9
oy 8.3 | 413 0 1.1 20.0 1.7 85 6.0 bite)
S 11.0 | 550 0 1.5 20.0 2.2 110 7.4 5.0
5 13.8 | 685 0 1.9 20.0 2.4 118 8.2 4.3
¥e 16.5 | 825 0 23 20.0 2.6 130 9.1 3.8

* The amount of ATP was determined in the supernatant after addition of alcohol but
the concentration of ATP was calculated for the initial volume of solution (6 ml).

** The mol. wt. of serum albumin was accepted as 69000.

substance and k a constant. If the valuss of r are plotted against é the

intercepts of the curves on the ordinate give n.

As can be seen from Fig. 2 the maximum number of ATP molecules
bound by one molecules of serum albumin is at pH 3.6 and pH 4.7 about
35 and 13 respectively.

The results with acetylated and with deaminated serum albumin are
presented in Fig. 3 and 4. As can be seen the binding ability of acetylated,
as well as, of deaminated protein is highly decreased.

A number of experiments were also carried out using formaldehyde
as an agent for blocking functional groups in the protein molecule. In
acid medium formaldehyde in high concentrations (final concentration
about 10%) reduced the ability of protein to bind ATP by over 50%. As
it is known, however, [28], formaldehyde reacts in acid medium with
various functional groups. A selective blocking of guanidyl groups can
be cbtained by using formaldehyde at pH 11 [24]. As can be seen from
Fig. 5 such treatment also reduces the ability of the proteins to bind
nucleotides.
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The results of all the experiments with acetylated and formaldehyde
treated proiein indicate that both the t-amino and the guanidyl groups
take part in the binding with the nucleotides. In order to determine the
difference in the affinities of these groups to ATP the e-amino groups
of lysine were converted into the guanidyl groups using S-methylisourea.
During guanidination of serum albumin according to Roche et al. [29]
this protein coagulated, however, and became insoluble. Therefore the
experiments with guanidination were carried out with casein.

The results of these experiments, presented in Fig. 6, show that the
change of amino groups into guanidyl groups has no influence on the
binding ability of the protein.

In order to investigate the role of carboxyl groups serum albumin
was esterified with methyl alcohol. As can be seen from Fig. 7. the binding

3?‘
/
/ ;
2
I
<&
e
1 | 2|
-f 7] !
log(C)
Fig. 1. Logarithmical relationship be- Fig. 2. The establishment of maximum
tween the amount of free and protein number of moles ATP bound by serum
bound ATP. (I), at pH 3.6; (II), at pH albumin, (I) at pH 3.6; (II), at pH 4.7. r,
T moles bound ATP per one mole of
4'7°E micromoles of bound ATR(x) albumin, C, the concentration of free
per g. serum albumin (m), C, the ATP in wmoles. For experimental data
concentration of free ATP in umoles. see Table 1

For experimental data see Table 1

ebility of esterified albumin is increased. This result is probably connected
with the shifting of the isoelectric point towards a higher pH *.

4 ATP preparations (Light) used in the experiments with the modified proteins
contained considerable amounts of ADP and AMP. As has been shown previously
[9] these nucleotides differ somewhat in their affinity to proteins. It may be
su.pposed, however, that the extent of binding by the modified proteins was
changed in the same degree towards all the nucleotides.
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Figures 3 to 7. The binding of ATP by modified proteins. The reaction mixture
contained about 20 mg. protein, 6—7 umoles ATP, and acetate buffer, final p = 0.1,
final volume 4 ml. (I), native proteins, (II), modified proteins

?

Bound ATP (umoles /g. protein)
g

N
8 49

“w
(Y
A
©
I

pH

Fig. 3. Exper. No. 50 (I), native serum
albumin (initial ratio ATP to protein:
237 pmoles per g.) (II), acetylated albu-
min (initial ratio ATP to protein: 215
wmoles per g.). Coagulation with 2 vol.
of ethanol at 0°. (At pH 4.9, in the case
of acetylated albumin, coagulation was
made by heat, because there was no
precipitation after addition of alcohol.
At pH 5.8 acetylated albumin in these
conditions could not be coagulated
at all)

8
b

Sound ATP {umoles/g. protein)
8

Fig. 5. Exper. No. 43. (I), native serum
albumin (initial ratio ATP to protein:
185 umoles per gram). (II), formaldehy-
de treated albumin (initial ratio ATP to
protein: 160 pmoles per gram). Coagula-
tion with 2 vol. of ethanol at 0°

in)

Bound ATP (umoles/q. prote
s

2

PH

Fig. 4. Exper. No. 49. (I), native serun .
albumin (initial ratio ATP to protein:
283 umoles per g.) (II), albumin after 2
hour treatment with HNO, (initial ratio
ATP to protein: 292 pmoles per gram)
Coagulation with 0.5 vol. of ethanol

at 0°
-
o
&1
Q [0
=
<
B [
&

37 48 37 4.8
pH

Fig. 6. Exper. No. 40. (I), native casein

(initial ratio ATP to protein: 152 pmoles

per gram). (II), guanidinated casein

(initial ratio ATP to protein: 114 pmoles

per gram). Coagulation at 0° without
ethanol
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To elucidate the influence of amino groups of adenine ring in the
nucleotide molecule upon its affinity to proteins the binding of ATP and

8

Fig. 7. Exper. No. 44. (I), native serum
albumin (initial ratio ATP to protein:
305 pmoles per gram), (II), esterified
albumin (initial ratio ATP to protein:
280 umoles per gram). Coagulation with
2 vol. of ethanol at 0°. (At pH 3.6
there was no precipitation of esterified
albumin either after alcohol adding, or
by heating

Bound ATP (umoles/q. protein)
8

ITP were compared. As can be seen in Table 2° no difference was found
between the binding properties of the investigated nucleotides.

DISCUSSION

As has been shown earlier [8, 9], ATP can be bound by proteins
precipitated in various ways. The coagulation of proteins in the acidic
medium occurs much easier in the presence of ATP. Thus, as has been
shown in the present paper, at pH ranges below the isoelectric point, ATP
in high concentration (above 350 pmoles per gram protein) causes a direct
precipitation of serum albumin without an additional procedure.

The relationship between the free and the protein bound nucleotides,
obscrved in the present investigation, is in accordance with the
¢dsorption isotherm. This does not indicate, however, that the process
of binding is one of adsorption, as similar relationship were obtained with
the binding of nucleotides [10] and some other substances [5, 20] with
proteins which were not coagulated and remained in the solution.

The results of the present experiments with removal or blocking of
various fuctional groups in the protein molecule indicate that the
cationic groups of the protein (chiefly the &-amino group of lysine anc
the guanidyl group of arginine) are of fundamental importance in
binding with ATP.

Similar changes in the ability of modified proteins to form complexes
with dyes were observed by several authors [11, 19, 21, 33].

5 In these experiments an ATP preparation purified on Dowex 2 column and
highly pure preparation of ITP (Nutritional Biochemicals Corporation) were used.
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The results of the previous investigation [9] indicated that the
phosphate groups in the nucleotide molecule are the chief sites of
binding with proteins. Some observation, however [18, 22, 27], which
show that small amounts of adenine and adenosine can bind with protein
indicate that other sites in the nucleotide molecule may also play some
role in the binding process. It can be mentioned, however, that as
established in the present investigation, the replacement of NH; group
by OH group in the purine ring has no effect on the binding ability.

Table 2

The binding of ATP and ITP by serum albumin

Exper. No. 57. The reaction mixture contained 11 mg. serum albumin, 2.42 umoles nucleotide

and acetate buffer (final u = 0.1). Final volume 2 ml. Coagulation with 1 vol. of ethanol at 0°.

The quantity of the nucleotide was calculated from the spectrophotometric determination
of purines (see text) and determination of ribose according to Mejbaum [23a]

]
| Initial ratio of nucleotides to serum | Nucleotides found in the
‘ albumin ( precipitate

|

\

(wmoles per g. protein) (pmoles per g. albumin) ‘

ca | = ;

ATP ITp total | = —
| 3.6 ! 4.7 ). 58 |

] T J S

220 A 7 T R S
— 220 | 220 158 58 132 il
110 110 | 220 161 57 ‘ 15 |

A similar situation is observed in the case of nucleoproteins. Several
authors [6, 7, 12, 31, 34, 35] give experimental evidence that a salt type
bound, already postulated by Przylecki [26], between the negatively
charged phosphate residues of the nucleic acid and the cationic groups
of the proteins is of fundamental importance. On the other hand some
authors [2, 4, 23] have shown that the purine and pyrimidine rings of
thbe nucleic acids also take part in the formation of nucleoproteins.

One can suppose that a participation of adenine in the binding of AT?
with proteins is not to be excluded. It seems, however, that the salt type
linkages with heteropolar bonds between cationic protein side chains and
xnionic nucleotide residues are the most important.

I wish to thank Prof. W. Niemierko for advices and criticism in the
course of this work and Mrs. A. Jurowska for technical assistance.
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SUMMARY

The binding of ATP by native and modified proteins has been
investigated. The maximum number of ATP molecules bound by one
molecule of coagulated serum albumin at pH 3.6 and 4.7 was 35 and 13
respectively. The relationship between the free and the bound ATP
resembles the adsorption isotherm.

The modified proteins show some differences in the binding capacities.
Acetylated serum albumin binds only 25 - 30°% ATP of the control. After
deamination the binding ability is reduced to 50°%. The blocking of
guanidyl groups by formaldehyde diminishes the ATP binding up to
35-40%. Guanidination has no influence on the binding, whereas
esterification increases it considerably. ITP is bound by serum albumin
to the same extent as ATP.

It is suggested, that in the investigated complexes ATP is probably
bound by their phosphate groups with cationic groups of proteins, mainly
guanidyl and s-amino groups.
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WIAZANIE ATP PRZEZ BIALKA RODZIME I ZMODYFIKOWANE

Streszczenie

Maksymalna liczba czasteczek ATP wiazanych przez czasteczke koagu-
lowanego albuminu surowicy wynosi 35 przy pH 3,6 a 13 przy pH 4,7. Za-
lezno$¢ miedzy wolnym a zwigzanym ATP przypomina izoterme
adsorpcji.

Biatka zmodyfikowane wykazuja roznice w zdolnosci wigzania. Acety-
lowany albumin surowicy wiaze jedynie 25-30°% ATP w poréwnaniu
z rodzimym. W wyniku dezaminacji zdolno$¢ wiazania jest zredukowana
do 50%. Blokowanie grup guanidylowych formaldehydem obniza wigza-
nie nukleotydéw do 35 -40%. Guanidynacja bialek nie ma wplywu na
wiazanie, podczas gdy estryfikowanie podwyzsza je znacznie. ITP jest
wigzane przez albumin surowicy w takim samym stopniu jak ATP.

Sugeruje sie, ze w badanych polaczeniach ATP jest prawdopodobnie
wigzane swoimi grupami fosforanowymi z zasadowymi grupami bialek,
gléwnie grupami guanidylowymi i e&-aminowymi.

Otrzymano 9.12.1959 r.
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Pierwszy tydzien w zyciu dziecka stanowi jego wstepny okres rozwo-
jowy i adaptacji fizjologicznej do nowych warunkéw zycia. Dla pierwsze-
go tygodnia charakterystyczny jest znaczny wzrost diurezy i zapotrzebo-
wania pokarmowego. Dlatego dane odnosnie azotu aminowego w moczu
s3 dla tego okresu fizjologicznego szczegdlnie interesujace. Na podwyz-
szony azot aminowy w moczu niemowlat w pierwszym roku zycia wska-
zywali juz Simon [17] w 1911 i Goebel [9] w 1923 r. Podobne badania
w moczu noworodkéw i starszych niemowlat przeprowadzali Berger [1],
Homolka [10], Huisman [11], Loeb [12], Stroeder [19] i inni [4].

Rozw6j i postep metod chromatograficznych umozliwil wykrywanie
i oznaczanie poszczegélnych aminokwasow w moczu i we krwi. Obecnie
nie tylko azot aminowy i indeks aminowy, ale szczegélowo oznaczony
sktad aminokwasowy w moczu i we krwi stuza za wskazniki diagno-
styczne dla wielu jednostek chorobowych. Obraz aminokwasowy moczu
i surowicy u niemowlat w wieku od kilku godzin do 8 miesiecy podaja
Woolf i Normann [20].

Brak ujednostajnionej metody badan i sposobu interpretacji wynikow
stanowi powazna przeszkode dla prawidlowej diagnostyki klinicznej [14].
Dlatego podejmujac temat zbadania aminoacydurii u noworodkéw
w pierwszym tygodniu zycia uznaliSmy potrzebe przeprowadzenia niekto-
rych badann kontrolnych specjalnie w celu wykazania wplywu metody
badann na wyniki oznaczen skladu aminokwasowego w moczu.

CZESC DOSWIADCZALNA

Badano mocze dobowe 5 noworodkow plci meskiej od 1—7 dnia zycia,
kilkunastu noworodkéw w dowolnych dniach pierwszego tygodnia zycia,
5 noworodkow przedwcze$nie urodzonych, w kilku pierwszych tygodniach

[137]
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Tablica 1

zesto$é wystepowania aminokwaséw w moczu noworodkéw w pierwszych 7 dniach

zycia

Chromatografowano podane w tablicy ilo$ci moczu dobowego.

Przykiadowo podano wyniki jednej z serli doswiadczen

Noworodek B
Czgstosé ; |
wystgpowania i Aminokwasy powtarzajace si¢ | Suma aminokwaséw
aminokwasow powtarzajacych sig
w 7 dniach
Mocz nieodsolony, 25 ul

7-krotnie Gly, Glu, Ala 3
6 as nie wykazano
AR Asp, "B” 2
45 5 nie wykazano
% Tau, Hypro, His, Cy,S, 4
sy B “Val” 1
P Ser, GluNH;, a-NH;,Butt, Pro 4
0% Thr, Lys, f-NHlIbutt, "Leu”, Tyr, AspNH;,

CH;3His, Cit, Arg 9

Mocz odsolony, 25 ul
7-krotnie Gly, Glu, Ala, Tau 4
61 55 nie wykazano
IS His 1
a5 GIluNH;, Thr, Lys, Hypro, Tyr, Cy>S,, "B 7
S o Ser, Asp 2
¢ a-NH,Butt, Pro 2
A "Val”, f-NH,lbutt, AspNH,, Arg 4
D= s “Leu”, CH3His, Cit 3
Mocz odsolony 300 wul

7-krotnie Gly, Glu, Ala, Tau, "Val”, Asp, ,,B” 7
6 Thr, Hypro, Tyr, His 4
/L GIuNH;, Pro, Cy,S, 3
Az oy Ser, Lys 2
0 o “Leu” ’ 1
oI Wy B-NH;lIbutt, AspNH,, Cit | 3
s a-NH,Butt, Arg : 2
0= 55 CH3His 1

zycia, kilkumiesiecznych niemowlat oraz mocze dzieci starszych i doro-
slych zdrowych. Mocze zbierano do probowek i zabezpieczano tymolem.
Badano réwniez w kilku przypadkach sklad aminokwasowy surowic
noworodkéw z pierwszego tygodnia Zzycia.
Azot calkowity oznaczano klasyczna metoda Kjeldahla, azot aminowy
metodg Spiera i Pashera [18].
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Tablica 2

Czestos¢ wystepowania aminokwaséw w moczu noworodkéw w pierwszym tygodniu
Zycia
Mocz odsolony, do chromatografil uzyto 1/5000 objetosci dobowego moczu. Przykiadowo podano
dwa wyniki z seril doéwiadczen

Noworodek D
Czestosc
wystepowania Aminokwasy powtarzajace si¢ Suma aminokwasow
aminokwasow powtarzajacych sie
w 7 dniach ‘ l

7-krotnie I Gly, Glu, Ala, Tau, Thr, Lys, Hypro, "B | 8
I as Ser, Tyr, Cy»S» i 3
RS 5 “Val”, f-NHylbutt, Pro, His, Asp, Arg I 6
| 4 GIuNH,, "Leu”, His 1 3
| 3 - AspNH,, Cit ; 2
I a-NH,Butt | 1

- » ' nie wykazano

G ‘ | nie wykazano

Noworodek E

! 7-krotnie Gly, Glu, Ala, Tau, Lys, Hypro 6

6 Thr, Asp 2
O Ser, Pro, His, "B” | 4
’ 4- » GIluNH,, "Val”, a-NH,Butt, Cy-S; 4
Lo#3my oo Tyr, Arg 2

2- f-NH,lbutt, “Leu” } 2

I- CH3His, AspNH» | 2

o e | cit l !

Sklad aminokwasowy moczu i odbialczonej surowicy oznaczano dwu-
kierunkowa chromatografiag bibulowa w ukladach fenol-woda (7 :3)
i propanol - woda (7 :3). Wywolywano zimnym testem ninhydrynowym
(0,2%0 roztwér ninhydryny w acetonie) [15].

W celu przekonania si¢, w jakim stopniu przygotowanie moczu do
chromatografii aminokwaséw moze mie¢ wplyw na ich wykrywanie,
przeprowadziliSmy badania skladu aminokwasowego w probach tego sa-
mego odsolonego na kolumnie Dowex i nieodsolonego moczu, stosujac
rézne objetosci moczu. Badania nasze wykazaly, ze nie jest obojetne dla
wynikoéw, czy stosujemy mocz odsolony czy tez nieodsalany, 25 czy 300 ul
do analizy chromatograficznej. W moczu nieodsolonym (25 ul) u nowo-
rodkéw w okresie pierwszych siedmiu dni znajdujemy od 5 do 10 amino-
kwasé6w na chromatogramie dwukierunkowym, w moczu odsolonym
(25 ul) od 6 do 17 aminokwaséw, a w 300 ul moczu odsolonego od 11 do
19 aminokwasow.
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Poniewaz diureza waha sie u noworodkow w szerokich granicach, od
40 ml w pierwszym dniu zycia do 240 ml w si6dmym dniu, dlatego spra-
wa nanoszenia na bibule objeto$ci moczu w zaleznosci od diurezy nabiera
w przypadku noworodkéw wiekszego znaczenia. Poréwnujac wyniki po-
dane w tablicach 1 i 2, ktére stanowig przyklady jednej z kilku serii
doswiadczen, wydaje sie, ze nanoszenie na bibule objetosci moczu w za-
lezno$ci od diurezy jest uzasadnione, poniewaz w moczach w ten sposéb
badanych (1/5000 objetosci moczu dobowego naniesionego na bibule) wa-
hania w liczbie i jako$ci wykrywanych aminokwaséw byly stosunkowo
nieznaczne. Opierajac sie na powyzszych do§wiadczeniach, nanoszono na
bibule zawsze mocz odsolony w ilosci 1/5000 objetosci moczu dobowego.

Krew pobierano u noworodkéw w tych samych porach dnia. Po od-
bialezeniu 5% kwasem trojchlorooctowym w stosunku 1 :2, odsalano na
kolumnie Dowex 50 i do chromatografii nanoszono 300 ul surowicy w od-
niesieniu do objetosci pierwotnej.

Skréty stosowane w tekscie

Ala, Alanina; AspNH,, Asparagina; Asp, Kwas asparaginowy; Arg,
Arginina; a-NH,Butt, Kwas c-aminomaslowy (identyfikacja niepewna);
B-NHsIbutt, Kwas f-aminoizomastowy; ,,B“, plama niezidentyfikowana
(wystepuje w kazdym moczu fizjologicznym zaréwno u dorostych, jak
i dzieci; polozenie na chromatogramie dwukierunkowym w uklazie fenol-
-propanol miedzy kwasem glutaminowym a asparaginowym; z ninhy-
dryna zabarwienie zolte); CysS,, Cystyna; Cit, Cytrulina; Gly, Glicyna;
Glu, Kwas glutaminowy; GluNH,, Glutamina; His, Histydyna; CH3His,
Metylohistydyna; ,.Leu‘, plama zespolowa obejmujaca nierozdzielone:
leucyne, izoleucyne i feniloalanine; Lys, Lizyna; Pro, Prolina; Hy-pro,
Hydroksyprolina; Ser, Seryna; Tau, Tauryna; Thr, Treonina; Tyr, Tyro-
zyna; ,,Val“, plama zespolowa obejmujaca nierozdzielone: waling, metio-
nine i tryptofan.

WYNIKI I DYSKUSJA

U 10 noworodkéw w roznych dniach pierwszego tygednia zycia ozna-
czono w moczu dobowym azot catkowity i aminowy. Wyniki podano
w tablicy 3 przeliczajac dobowy azot na 1 kg wagi dziecka. Wedlug na-
szych badan, azot aminowy w dobowym moczu noworodkéw w pierwszym
tygodniu zycia waha si¢ w granicach 2 -7 mg/kg/24 godz., a indeks ami-
nowy (procent azotu NH, z N-calk.) w granicach 5-8. Simon [17] wy-
kazal w swoich prébach u noworodkéw miedzy 2-7 dniem zycia staly
wzrost frakeji aminokwasowej. Wedlug Loeba i Englena [12] dobowe
wydalanie azotu aminowego osiaga swoje maksimum, tj. 10 mg/'kg/24 godz.
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w ciaggu drugiego miesigca zycia, a po ukonczeniu drugiego roku zycia
spada do 2 -4 mg/kg/24 godz. Jest to juz wartosé stala zaréwno dla dzieci,
jak i doroslych. Berger [1] podaje dla noworodka w okresie pierwszego
tygodnia przyrost azotu aminowego z 2,5 do 10 mg. Indeks aminowy wy-
nosi w pierwszym tygodniu okolo 6, a pézniej spada do 2 w ciggu 12 mie-
siecy. Childs [3] pedaje dla azotu aminowego u niemowlat w wieku 1 do 3
miesiecy wartosci od 0,82-14,6 mg/2kg/24 godz., a u starszych dzieci
w wieku okolo 12 lat od 0,71-1,9 mg/kg/24 godz. Znalezione wartosci
podwyzszonego indeksu aminowego (5 - 6) sa na ogél zgodne z wynikami
pedawanymi przez innych autoréw. Dane Dustin [7] odnosza sie do wezes-
niak6w 25 i 38-dniowych. Azot aminowy w moczu noworodkéw w nor-
malnym czasie urodzonych wynosil 2,9%, a dla moczu wczesniakow
w tym samym wieku 4,3%.

Do naszych badan przystosowaliSmy metode komplekséw miedzio-
wych wedlug Spiera i Pashera [18], ktéra na podstawie wstepnych do-
Swiadczen poréwnawczych wykazala wiele zalet w zestawieniu z innymi.
Na korzysé¢ tej wlasnie metody przemawia to, ze obejmuje ona i imino-
kwasy — proline i hydroksyproline, a ponadto klopotliwe usuwanie amo-
niaku z moczu konieczne przy innych metodach jest tu zbedne. Dobra
powtarzalno§¢é wynikéw, nieznaczny wplyw skladnikéw towarzyszacych,
j=k amoniaku, mocznika i kwasu moczowego, oraz niewielki blad swiadcza
na korzysc¢ tej metody.

Tablica 3

Aot calkowity, aminowy i indeks aminowy w moczu noworodkéw w pierwszym
tygodniu zycia

Noworodki .S O I el O - T i T T R [T e
Doba iR 11 HE | rve e o e i | X
Waga dziecka

(8) 3260 | 2940 | 3480 | 2600 | 2700 | 2800 | 3360 | 3300 | 3200 | 3700
Diureza

(ml) 40 65 80 150 180 | 220 | 200 | 280 150 180
N-catkowity

(mg/kg/24 godz.)| 35,5/ 49,0/ 146,0/ 88,0 830 71,3] 69,0 98,0 103,00 68,0
NNH,

(mg/kg/24 godz.) 2,1 2,5 6,7 4,7 43 4,5 54 3.9 5,0 3,6
Indeks aminowy 59 5,1 4,5 53 5,2 6,3 7,8 6,2 5,0/ 53

Istotne znaczenie dla badan aminoacydurii maja oznaczenia jakoscio-
wego i iloSciowego skladu aminokwasow. Najcze$ciej uzywana jest ana-
liza chromatograficzna na bibule, jednak jak wykazaliSmy, nie wszystkie
metody sa jednakowo czule i wyniki moga sie zasadniczo rézni¢ w zalez-
nosci od uzytej metody.

4
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Tablica 4

Czesto$é wystepowania u noworodkéw aminokwaséw nie wystepujgcych normalnie
w moczu dorostych i dzieci (aminokwasy ,,0bce”)

Opracowano na podstawie 100 chromatogramow moczéw noworodkéw 1 100 osobnikéw starszych

Mocz noworodkow Mocz normalny
Aminokwas (1-7 dni) | dorostych i dzieci
czestos¢ wystgpowania czgstosé wystepowania

% (%)
Hypro 90 ‘ 0
Pro 80 l 0
Lys 80 [ 20
,»val” 70 ? 5
o 6771 30 l 5
a-NH,Butt 30 [ 5
f-NHlIbutt 30 10

Rézne sposoby oceny wynikéow analizy chromatograficznej aminokwa-
s6w W moczu, stosowane przez poszczegolnych autoréw, sa niewygodne
do poréwnywania. Np. Loeb i Engelen [12] oraz Miquel [13] oceniaja

Tablica 5

Intensywnos$é zabarwienia plam aminokwaséw testem ninhydrynowym

Opracowano na podstawie 100 chromatograméw moczéw noworodkéw i 100 dorostych

Aminokwas Mocz noworodkow Mocz normalny dorostych
Gly + 4+ + I +++
Ala ++++ ‘ + 4
Glu + + 4+ ' ++
His S ' £
Thr +++ R
Lys +++ ' ot
CysS: +++ | +
Hypro +++ 0
Pro + | 0
AspNH> - ++ | -
GluNH, o } +
Asp o [ +
Tyr ok -

aminoacydurie wedlug czestosci wystepowania poszczegolnych amino-
kwasé6w w badanych moczach. Szeregi aminokwaséw ulozone wedlug
zmniejszajacej sie czestoSci wystepowania sa rézne dla dzieci ponizej
i powyzej jednego roku zycia. Dustin [7, 8] w ocenie aminoacydurii ozna-
cza zakresy procentowych zawartosci aminokwasow.
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Nasze wyniki zestawiliSmy wedlug czestosci wystepowania poszcze-
golnych aminokwaséw i wedlug intensywnosci zabarwienia plam testem
mninhydrynowym. Stwierdzilimy, ze w moczu noworodkéw wystepuja
zawvsze lub czesto takie aminokwasy, ktore nie wystepuja prawie
nigdy w moczu fizjologicznym u dorostych. Zjawisko to mozna by wy-
jasni¢ pewna niewydolnoScia resorpcji nerek, wlasciwa dla pierwszego
okresu rozwojowego. Wyniki podano w tablicy 4 i jak widaé, w moczu
noworodk6w wystepuje hydroksyprolina i prolina, ktérych nie wykrywa
si¢ nigdy w moczu fizjologicznym doroslych. Na podstawie wielkosci
i intensywnosci plam wykazano wyzsze zawartosci wiekszosei aminokwa-
sé6w w moczu noworodkéw anizeli w moczu doroslych. Zebranie tych
ocen podano w tablicy 5.

W celu wykazania ewentualnych réznic w wydalaniu amino-
kwaséw w moczu noworodkéw miedzy 1 a 7 dniem zycia, przygotowano
zbiorczy obraz wydalania dla poszczegélnych aminokwaséw na podstawie

:
i
I
112]3]4]5 s[10]#1]2 17]18]19]20[21
- ansze B8-czesto (ID-srednio

B-sporadycznie [J-nigay

DOnie tygodnia
1L

Rys. 1. Wydalanie aminokwaséw w moczu 5 noworodkéw
w okresie pierwszego tygodnia zycia.
I — VII, dnie tygodnia. (1) Gly, (2) Ser, (3) Glu, (4) GluNHo,
(5) Ala, (6) Thr, (7) Tau, (8) Lys, (9) ,,Val” (= Val + Meth +
+ Try), (10) a-NHsButt, (11) B-NHslbutt, (12) ,,Leu” (= Leu +
+ Ileu + Phe), (13) Pro, (14) Hypro, (15) Tyr, (16) AspNHo,
(17) His, (18) CHgHis, (19) CysSs, (20) Asp, (21) ,B”, (22) Arg,
(23) Cit

chromatograméw z moczéw 5 noworcdkéow (Rys. 1). Czestoié wystepo-
wania poszczegolnych aminokwaséw stanowila podstawe do tego zesta-
wienia. Systematyczne badania przeprowadzone na 5 noworodkach (35
chromatogramoéw) wykazaly, ze najwiecej aminokwaséw wykrywa sie
w pierwszym i si6cdmym dniu zycia, a najmniej miedzy trzecim a pigtym
dniem zycia. Na wszystkich chromatogramach wykrywano, oprécz amino-
kwas6w znajdujacych sie¢ w moczach ladzi doroslych, jak glicyne, kwas
glutaminowy, alanineg, tauryne, kwas asparaginowy, plame ,B“ —
hydroksyproling; na wiekszo$ci chromatograméw — seryne, treonine,
cystyne, glutamine, tyrozyne, histydyne, a z ,,obcych®, tzn. nie wystepuja-
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cych w moczu ludzi dorostych i starszych dzieci — proling; mniej niz na
polowie chromatograméw ,waling®, ,Jeucyne®, kwas a-aminomastowy,
kwas p-aminoizomaslowy i metylohistydyne, a sporadycznie arginine
i cytruline.

Tablica 6

Aminokwasy moczu niemowlqt w réznych okresach zycia

Przyklad jednej z badanych serii. Chromatografowano 300 ul z dobowego odsolonego moczu.
(+), wykryto aminokwas; (—), nie wykryto

Aminokwas 7 dni ' 30 dni | 3 mies. 6 mies. | 12 mies. |

’ AV Ai i 5 L [

+

Gly

Ser

Glu
GIluNH>
Ala

Thr

Tau

Lys

,,val”
a-NH,Butt
p-NH;Ibutt — -
,,Leu” :
Pro
Hypro
Tyr
AspNH>
His
CH;His
Cy2S;
Asp
B
Arg

Cit

-
-+ ? -4 | 4 -

e aeh e S s o
i
l
l

l
++ | ++ 4

'+ | +4+ 4+ + |
+ +
A~'+'r

e g

++ + +

l
I

W celu zbadania, jak dlugo utrzymuja sie odchylenia w skladzie ami-
nokwasowym stwierdzone w moczu noworodkéw, przeprowadzono bada-
nia w kilku seriach na niemowletach od 7-dniowych do 12-miesiecznych
(Tabl. 6). Woolf i Normann [20] na bogatym materiale 283 préob moczu
od 119 niemowlat wykazali obecno§¢ z aminokwaséw ,,obcych®: proling,
hydroksyproline, zwigkszone ilosci lizyny i tauryny, kwas f-aminoizo-
maslowy i etanolamine. Nie wykrywali natomiast proliny i hydroksypro-
liny u noworodkéw w pieciu pierwszych dniach zycia. W naszych bada-
niach stwierdzalismy te dwa aminokwasy prawie zawsze juz od pierwszego
dnia zycia. Na uwage zdaje sie zaslugiwaé fakt nie pojawiania si¢ hydro-
ksyproliny i proliny w moczu starszych niemowlat.
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Tablica 7

(Czesto$é wystepowania aminokwaséw w moczu dzieci przedwczesnie urodzonych,
w pierwszych trzech tygodniach zycia

Chromatografowano 1/5000 objetoéé dobowego, odsolonego moczu. Mocz badano 6 razy
w ciggu 3 tygodni

; Czgstos¢ Suma aminokwa-
| wystepowania Aminokwasy powtarzajace si¢ sOw powtarza-
| aminokwasow jacych sie
6-krotnie - | Gly, Ser, Glu, Glu NHj3, Ala, Thr, Tau, Lys, ‘
| ,,Val”, Pro, Hypro ‘ 11
[ st s ’ Tyr, His, Asp l 3
|4 | B-NHalbutt, CyS; 2
2 cpe | AspNH, ,,B” ‘ 2
9= o | a-NH;Butt 1
TN ,,Leu” ‘ 1
0=z | CH3His, Arg, Cit ‘ 3

Badania przeprowadzone nad skladem aminokwasowym w moczu
niemowlat przedwczesnie urodzonych poréwnawczo z moczami niemowlat
w tym samym wieku normalnie urodzonych wykazaly wystepowanie nie-
ktorych aminokwaséw ,,obcych®, jak hydroksyproliny, proliny, lizyny
i ,waliny“ az w 100° przeprowadzonych badan (Tabl. 7). Przyjmujac

Tablica 8

Czesto$é wystepowania aminokwaséw w surowicy noworodkéw
w pierwszym tygodniu zycia
Chromatografowano 260 ul surowicy po odsoleniu. Wyniki z kilkunastu oznaczen

Czgstos¢ Suma aminokwa-
wystgpowania | Aminokwasy powtarzajace si¢ sOW powtarza-
aminokwasow | jacych sig

| w 7 dniach
4-krotnie Cys, Pro, ,,Val”, Lys, Tau, Thr, Ala,
' GIluNH;, Glu, Ser, Gly 11
e 5 =M M B 2
J {Soa s a-NH>Butt, Hypro 2
| o | Cit, ,,B”, CH3His, His, AspNH; 5

jako jeden ze wskaznikow patologicznej aminoacydurii wystepowanie na
chomatogramach plam aminokwaséw ,,0obcych®, wyniki naszych badan
wskazuja na wyzszy stopien aminoacydurii u wezesniakow w poréwnaniu
z dzie¢mi normalnie urodzonymi. Sereni i wsp. [16] w zestawieniu swoich
badan na moczach wcze$niakéw podkreslaja rowniez czeste wystepowanie
preliny, np. u 11 weze$niakow w 9 przypadkach wykryli proline, zas u no-
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Tablica 9
Czesto§¢é wystepowania aminokwaséw w moczu noworodkéw
w pierwszym tygodniu 2ycia
Zestawienie opracowane na podstawie 100 chromatogramow

[ Wystepowanie

Aminokwasy | Czestosé | o |
Gly, Glu, Ala, Tau | zawsze 100 |
Hypro, Asp, ,,B” | prawie zawsze 90
Thr, Lys, Pro, Cy,S;, His b. czgsto 80
Tyr, GluNH,, Ser, ,,Val” czesto | 70
p-NHslbutt, Arg, a-NH;Butt,

AspNH,, ,,Leu” dos¢ czesto [30-40 |
CH;3His, Cit sporadycznie 10

worodkéw normalnie urodzonych znalezli proline w 2 przypadkach na 7,
a u dzieci i dorostych w 1 przypadku na 9 badanych.

Ze zrozumialych wzgledow troski o noworodki, badania nad skladem
aminokwasowym surowic nie mogly by¢ przeprowadzone tak systema-
tycznie jak w moczach. Dlatego tez zestawienie naszych badan w suro-
wicach odnosi sie¢ do kilkunastu noworodkéw, ktérym pobierano krew
raz tylko w okresie pierwszego tygodnia zycia (Tabl. 8). Badania te na tak

Tablica 10
Przyblizona ocena zawarto$ci aminokwaséw w moczu noworodkéw
w pierwszym tygodniu zycia
Opracowano na podstawie 100 chromatogramoéw

Aminokwasy Intensywnosé¢ plam |

Gly, Glu, Ala, Tau ST
Thr, Lys, Pro, Cys, His, Hypro SR
Tyr, GluNH,, Ser, ,,Val”, ,,B”, AspNH,,
Asp + + '
Arg, ,,Leu”, CH;His, Cit, a-NH;Butt,
B-NHlIbutt

szczuplym materiale maja charakter orientacyjny. W poréwnaniu do
réwnoczesnie przebadanych surowic ludzi doroslych i dzieci zdrowych,
nie stwierdziliSmy wyraznych odchylen w skladzie aminokwasowym su-
rowicy noworodkéw w pierwszym tygodniu zycia.

Wyniki naszych badan zebrane w Tabl. 9, 10 i 11 zdaja si¢ potwierdzac
poglady Doolana i wsp. [6], Bickela [2] i innych, Ze aminoacyduria u no-
worodkéw jest spodowodana zmniejszong resorpcja aminokwaséw w ka-
nalikach nerkowych. W szczegélnosci wykrywanie w moczu noworodkow
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Tablica 11
Malejace szeregi czestosci wystepowania aminokwaséw w moczu dzieci
Kolejno$¢ czestosci wystgpowania
Autorzy - — : 7
1/2]3|4|5|6]|7]|8]|9]|10]11|12]13]14]|15]16|17|18]|19]|20(21|22]23
Dzieci ponizej roku
| | E o |
Z! %) = | Z 5 ‘
282 x2] S SNBSS el 5 \
Loeh O|<|0|A|0|0|<|F | <|&|E]| ,
i Dzieci powyzej roku
Engelen [12] i i
! £
o~ O
| 172)
283 = N3 S22 a2k
[o<o(:260<"<’ & 3T |F
Noworodki w pierwszym tygodniu zycia
I ‘ I 3 =|g
Nasze ‘ o ’ alans
wyniki ° <o) o D i R 2
>l =228l gz ol e |5 .|3(3|%|Z|Z i°.~§'
O|<|0O|r|&|<||F|J|&|O|T|F|O|&| =2 <| ¢| &|<€|0|U

aminokwasow ,,obcych® pozostaje w zgodzie z klasyfikacja Doolana i wsp.
[3], ktorzy podzielili aminokwasy moczu na podstawie stopnia resorpcji
W nerce na 3 grupy:

I) Try, Phe, Meth, Pro, Hypro, Arg, Val, Ileu, Leu, Lys, o doskonatlej
resorpcji;

II) Tyr, Thr, His, GluNH,, CysS,, Ser, o $redniej resorpcji;

IIT) Gly, o najmniejszej resorpcji.

W naszych do$wiadczeniach wykrywaliSmy zawsze w moczu nowo-
rodkéw aminokwasy ,.obce“, prawie zawsze hydroksyproling, proline
i lizyne, czesto waline, rzadziej kwasy aminomastowe (Tabl. 9). Interesu-
jace spostrzezenie dotyczy seryny, ktéra wykrywamy w moczu noworod-
kéow zaledwie w 70%, a w moczu dzieci i doroslych wystepuje zawsze.
W badaniach przeprowadzonych w moczu dzieci nefrotycznych wykaza-
liSmy réwniez brak seryny na chromatogramach!. Miedzy pierwszym
a si6dmym dniem zycia nie bylo wyraznych réznic w skladzie aminokwa-
SOWym moczu.

Podwyzszone zawartosci azotu aminowego potwierdzaly przyblizong
iloSciowg ocene z chromatograméw, na ktérych plamy aminckwaséw po-
spolitych, w szczegdlnosci glicyny, alaniny, kwasu glutaminowego byly

1 Badania aktualnie wykonywane.
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znacznie intensywniejsze niz na chromatogramach z moczu ludzi dorostych,
zdrowych.

W Tablicy 11 zestawiono kolejnosé¢ czestoSci wystepowania aminokwa-
sé6w w moczu dzieci ponizej i powyzej roku zycia podane przez Lceba
i Engela [12] i wykazane przez nas u niemowlat. Wprawdzie trudno jest
przeprowadzi¢ dokladne poréwnanie tych wynikoéw, poniewaz w naszych
warunkach wykrywamy prawie dwa razy tyle aminokwaséw co Loeb
i Engel, i ponadto nasze zestawienie dotyczy noworodkéw, a Loeba star-
szych dzieci. Niemniej jednak podkresli¢é mozna pewne istotne réznice. Na
12 aminokwaséw wykrywanych przez Loeba, seryna zajmuje 4 miejsce,
a w naszym szeregu na 23 aminokwasy 15 miejsce, hydroksyprolina i pro-
lina u Loeba zajmuja 11 i 12 miejsce, a w naszym szeregu 5 i 10.

Wstepne doswiadczenia metodyczne potwierdzaja nasz poglad, ze ana-
lize skladu aminokwasowego technika chromatografii bibulowej nalezy
przeprowadza¢ tylko na moczu uprzednio odsolonym, naniesionym na bi-
bule w objetosciach $cisle okre§lonych, zaleznych od diurezy. W szcze-
g6lnosci ten ostatni warunek powinien by¢ uwzgledniony w badaniach
aminoacydurii u noworodkéw, niemowlat i dzieci.

STRESZCZENIE

Przeprowadzono badania nad skladem aminokwasowym w moczu no-
worodkow w pierwszym tygodniu zycia, badano réwniez mocz wcze$nia-
kéw, niemowlat, dzieci starszych i doroslych zdrowych. Skiad aminokwa-
sowy okre§lano jakosciowo dwukierunkowsg chromatografia bibulowa,
w uvkladach propanol - woda i fenol - woda. Plamy wywolywano zim-
ayin testem ninhydrynowym. Azot aminowy oznaczano metoda Spiera
i Pashera.

W moczu noworodkéw wykrywa sie obok aminokwaséow wystepuja-
cych w moczu doroslych, réwniez i nie wystepujace normalnie w moczu
starszych dzieci i dorostych, jak hydroksyproline i proline, oraz amino-
kwasy wystepujace rzadko, jak kwasy aminomastowe, waline i leucyne.

U dzieci przedwczeénie urodzonych hyperaminoacyduria wystepuje
w silniejszym stopniu, odnosi sie to do wszystkich trzech rodzajéw ami-
nokwasow.

LITERATURA

['] Berger H., Ann. Paed. 186, 338, 1956.

[2] Bickel H., Exp. Med. Surg. 12, 245, 1954.

[3] Childs B., Proc. Soc. Exp. Biol. Med. 81, 225, 1953.

[4] Colloque sur les Acides Aminés, Journées Médicales Nestle, Exp. Med. Surg 12
1954.

http://rcin.org.pl



[13] AMINOACYDURIA U NIEMOWLAT 149

[5' Doolan P. D., Harper H. A., Hatchin M. E., Shreeve W. W., J. Clin. Invest. 34,
247, 1955.

161 Doolan P. D., Harper H. A, Hatchin M. E., Alpen E. L., J. Clin. Invest. 35,
888, 1956.

[7] Dustin J. P., Exp. Med. Surg. 12, 233, 1954.

81 Dustin J. P, Moore S., Bigwod E. J., Metabolism 4, 75, 1935.

91 Goebel F., Z. Kinderheilk. 34, 94, 1923.

[10] Homolka J., Chemicka Diagnostika w Detskym Veku, Praha, 1956.

[11] Huisman T. H. J., Arch. Franc. Paed. 14, 166, 1957.

[12] Loeb H., Engelen M., van Geffel R., Acta Paed. Bely. 10, 4, 1956.

[13] Miquel M. J., Montpellicr Med. L. II, 4, 343, 1857.

{14] Opienska-Blauth J., Clin. Chim. Acta 4, 841, 1959.

[15] Opienska-Blauth J., Kowalska H., Pietrusiewicz M., Acta Biochim. Polon. 5
333, 1958.

[16] Sereni F., Helen Mc. Namora M. A., Shibuya M., Kretchmer N., Barnett H. L,
Pediatrics, 15, 575, 1955.

[17] Simon S., Z. Kinderheilk. 2, 1, 1911.

18] Spier H. W., Pasher G., Z. Physiol. Chem. 296, 147, 1954.

[19] Stroeder J., Grauhofer H. M., Heim L., Ann. Paed. Belg., 180, 52, 1953.

[20] Woolf L. I., Normann A. P., J. Pediatrics, 50, 271, 1957.

AMINOACIDURIA IN NEWBORN DURING THE FIRST WEEK OF THEIR LIFE

Summary

Studies were carried out on amino acids occurring in the newborns’
urine during the first week of their life, in the infants urine and in that
of children and adult persons. Amino acids were identified on paper
dimensional chromatography within the solvent systems: propanol - water
and phenol - water. Spots were developed by means of the cold ninhydrine
" reaction. The amino nitrogen was estimated by the Spier’s and Pasher’s
method.

In the newborn’s urine besides amino acids vsually found in children
and adult persons, some others were detected such as hydroxyproline and
proline, as well as rarely occurring aminobutyric acids, valine and leucine.

Hyperaminoaciduria was found in immature newborns, concerning all
the amino acids.

Otrzymano 12.12.1959 r.
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P. SZAFRANSKI, E. SULKOWSKI, T. GOLASZEWSKI and J. HELLER

ISOLATION AND SOME CHARACTERISTICS OF THE CYTOPLASMIC
NUCLEOPEPTIDES FROM GUINEA PIG LIVER

Zaklad Biochemis Ewolucyjnej, Instytut Biochemii i Biofizyki PAN, Warszawa
(Institute of Biochemistry and Biophysics, Polish Academy of Sciences, Warsaw)

The role of peptides as intermediates in protein biosynthesis was
considered to be doubtful as yet. However, a series of communications was
recently published reporting the isolation of some compounds of this
kind from various biological materials and suggesting that they might
participate in protein biosynthesis. Koningsberger et al. [7] have isolated
nucleopeptides from baker’s yeast, the peptide component being bound to
the nucleotide one through the activated carboxyl group, which yielded
hydroxamic acid on treatment with hydroxylamine. Harris and Davies [5]
have obtained from the same material some similar compounds that
contained the uridine-5-phosphate bound to a tetrapeptide composed of
alanine and arginine. Nucleopeptides have been isolated from Chlorella,
too [6]. They contained adenine, uracil and peptides consisting of several
amino acids among which cystine prevailed. Brown [2] has obtained
similar compounds from Streptococcus faecalis. The synthetic adenil-5-
-dipeptide has also been discussed [5], its properties having revealed to
be very close to those of nucleopeptides isolated from biological material.

All these communications appear to give a preliminary picture of
some studies on the matter only. Nevertheless the examples referred to
above point to the large occurrence of these compounds in living orga-
nisms .

This paper is the extended study of our previous report [16] on isolation
of the guinea pig liver cytoplasmic nucleopeptides and their characteristics.
Some elucidation of the structure of these compounds as well as of
their role in the cell may contribute considerably to a better
comprehension of the mechanism of protein biosynthesis.

[151]
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EXPERIMENTAL
THE PREPARATION OF CYTOPLASMIC MATERIAL AND ITS FRACTIONATION

Guinea pigs 6-8 months old were employed. The animals were
starved for 24 hours, stunned and killed by decapitation, livers were
removed as soon as possible, then washed with 0.25 m-sucrose solution
and ground with a laboratory meat-mill. The 6 g. sample of the ground
tissue was homogenized with an equal volume of 0.25 m-sucrose solution
for 45 seconds in an ice-cooled homogenizer with a polyacrylic piston.
Then more sucrose solution was added up to ten times original tissue
weight and centrifuged at 10 000 g at 0°. The sediment was discarded

075}

040

g

Extinction at 260 mu

No. of test tube

Fig. 1. Fractionation of the protein-free extract of guinea pig liver on TEAE

column. Eluents used: fractions 1-3, 0.01 m-tris bufer, pH 7.4; fractions 4-6,

0.01 Mm-tris buffer containing increasing concentrations of sodium chloride; fraction

7.1 m-sodium chloride solution in 0.01 m-tris buffer; fraction 8, 1 per cent sodium

hydroxide, adjusted afterwards to pH 7.4 with hydrochloric acid. Time of filling
each test tube 8-10 min. Volume 3.8 ml

and the supernatant saturated with solid ammonium sulphate, centrifuged
in cold at 32000 g and the precipitate discarded. The supernatant was
added with cold ethanol up to its final concentration of 85% and allowed
to stand for several hours at -20° in order to precipitate completly the
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excess of ammonium sulphate. The protein-free solution was evaporated
in vacuo at room temperature to remove ethanol, filtered through a glass
filter (Schott G4) and the absorption of the filtrate was measured at
260 mu. The sample corresponding to the absorption of 1.2 mg. of RNA
was diluted with water up to 10 ml. and transferred to the triethylamine-
-ethylcellulose (TEAE) containing column, 1.5 cm. in diameter and
12 cm. long [12]. Fractionation was carried out using 0.01 m-tris buffer,
pH 7.4, then by gradient elution with sodium chloride solution. The
mixing camer 0.5 liter in velume was used with 0.01 m-tris buffer, pH 7.4,
while the container of 0.5 liter was employed for 0.5 m-solution of
sodium chloride in tris buffer. Afterwards the column was eluted with
1 m-sodium chloride solution in 0.01 m-tris buffer and finally with 1%%
sodium hydroxide. The last eluate was adjusted to pH 7.4 with hydro-
chloric acid. The fractionation was followed in the so obtained solutions
by measuring the extinction at 260 mu. The results are presented in
Fig. 1.

The elution of the column with 0.01 M-tris buffer, pH 7.4, yielded
three fractions (1 to 3). Three fractions (4 to 6) were also obtained by
gradient elution with sodium chloride. The elution with 1 m-sodium
chloride as well as that with 1%/ sodium hydroxide gave in each case cne
fraction only (7 and 8 respectively).

CHARACTERISTICS OF THE FRACTIONS

Estimations of hydroxamic acids and of amino acids before and after
hydrolysis

The fractions collected from the column were evaporated to dryness
at room temperature in vacuo over calcium chloride, dissolved in 2 ml. of
water, then 0.2 ml. samples were withdrawn from each fraction, an
equal volume of 10 N-perchloric acid was added, and amino acids
determined by ninhydrine method according to Troll and Cannan [20].
The other 0.2 ml. sample with equal amount of perchloric acid was
hydrolysed for 1 hr. at 100° and ninhydrine reaction was then performed.
The contents of the amino acids found in fractions before and after
hydrolysis are given in Table 1. The amino acids contents were higher
after hydrolysis than before it in all examined fractions. This content
was in some fractions (the 4-th, e.g.) three times that found before
hydrolysis, what was an evidence for the presence of peptides.

The addition of hydroxylamine and ferric chloride [7] gave positive
hydroxamic reactions in all fractions thus indicating the presence of
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Table 1

Amino acids before and after hydrolysis in the fractions collected from the TEAE

The sample corresponding to the absorption of 1.2 mg. of RNA was withdrawn for fractionation
from the protein-free extract of the guinea pig liver. Experiments marked '‘a” and “‘b» represent
two series of experiments performed on various guinea pigs. Detalls in the text

No. of Expe- Amino acids 'before Amino acids. after | Amino acids Iibezrated
fraction | riment hydrolysis hydrolysis ‘ on hydrolysis
(umoles) (pmoles) } (umoles)
a 25 54 ’ 29
. b 5.1 6.3 1 1.2
a 1.0 1.8 0.8
< b 1.1 2.0 i 0.9
a 1.8 2,5 0.7
3 b 1.48 2.6 ‘ 112
a 40 13.7 ‘ 9.7
: b 0.85 22 1.35
a 13 23 1.0
3 b 1.25 25 0.95
a 10.0 18.1 8.1
o b 38 5.5 1.7
a 2.0 2.5 0.7
1 b 5.0 7.8 2.8
a 5.2 7.1 1.9
; b 7.2 9.3 2.1

activated carboxyl groups belonging to peptides, probably. The amounts of
hydroxamic acids could not be compared to the values found for amino
acids since a considerable destruction of the amino acids occurred on
hydrolysis under applied conditions, whereas the results yielded by the
Troll and Cannan method before hydrolysis were somewhat too high
(material heated up to 100° in 80% phenol underwent partial hydrolysis).
Thus the difference stated between the contents of amino acids before
and after hydrolysis under such a condition appeared to be lower than it
really was, therefore it did not correspond to the values found for
hydroxamic acids.

Nucleic bases and ribose

The fractions obtained from the TEAE column were also examined
for the presence of purine and pyrimidine bases as well as of ribose. To
identify purine and pyrimidine bases fractions collected from the column
were evaporated to dryness on water bath, the residue dissolved in
0.5 ml. of 11 n-perchloric acid and hydrolysed for 1 hour at 100°. The
acid was then neutralised with concentrated solution of potassium
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bhydroxide, cooled and potassium perchlorate removed by centrifugation.
The solutions were concentrated by evaporation and subjected to
chromatography in the two following systems of solvents: hydrochloric
acid - isopropanol - water [21] and formic acid - butanol-water [9]. Spots
corresponding to adenine, guanine, cytosine and uracil were found in all
fractions, and what was rather unexpected, spots corresponding to thymine
were detected.

The presence of ribose was verified in each fraction. Since the
Mejbaum reaction in the column eluates gave some atypical greenish-
-yellow colour, chromatography was applied. For this purpose fractions
were evaporated to dryness and extracted with 10 ml. of acetone
containing 5 drops to 1 N-HCI. Acetone being evaporated, the residue was
redissolved in 1 ml. of water and treated with bromine for 3 minutes at
105° [10]. After the eliminaticn of bromine the solution was added with

5 ml. of 0.5 N-HySO, and heated under reflux condenser for 2 hours.

T TN, et e

|
) SREg e s 6

Fig. 2. The ribose chromatogram. R — ribose standard, 3, 5

and 6 — fractions collected from the column. Solvents used:

butanol- acetic acid - water (4 : 1 :5). Chromatogram develop-
ed with ammoniacal solution of silver nitrate

Sulphuric acid was removed as its barium salt, the liquid concentrated
by evaporation and ribose detected chromatographically in all fractions.
Fig. 2 represents the picture of the ribose standard chromatogram as well
as those of fractions 3, 5 and 6.

The detection of activated peptides, purine and pyrimidine bases and
ribose in the protein-free material points to the presence of nucleopeptides.
It may be assumed that peptides in these compounds are bound to
nucleotide part by means of their carboxyl groups.
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Chromatography of hydroxamic acids and of amino acids. Dialysis
of nucleopeptides

In order to give some more detailed characteristics of fhe activated
peptides, they were converted into hydroxamic acids and chromatographied
[7]. Each fraction collected from the column was evaporated at room
temperature, in vacuo over calcium chloride, the residue extracted with
acidified acetone and the latter removed thereafter together with the
remaining hydrochloric acid. The residue was then treated with 1 ml. of
1 N salt-free hydroxylamine and evaporated in vacuo, over sulphuric acid
to remove the excess of hydroxylamine. The residue was dissolved in some
few drops of water and subjected to chromatography. Chromatograms were
developed with acidified ferric chloride. The presence of 6 to 8 pink-brown
spots were stated in all fractions. The colour became more intense within
the time. The spots were excised and eluted with 0.1 N-HCI. The acid
was evaporated, and ferrum removed as hydroxide, then the eluate was
hydrolysed in 6 N-HCI for 16 hrs. at 105°. Hydrochloric acid was eliminated
and chromatography of amino acids was performed, butanol-acetic acid-
-water (4 : 1 :5) being used as solvents [11]. In all the fractions more than
ten spots of amino acids were found after spraying with ninhydrine.
These spots corresponded to cystine, ornithine, aspartic acid, glycine and/or
serine, alanine and/or threonine, or glutamic acid, proline, tyrosine,
methionine and/or valine, or tryptophan, and phenylalanine and/or
leucine.

Since such a large number of various amino acids as well as of purine
and pyrimidine bases was found, the question arose whether the examined
nucleopeptides were dialysable or not. To clear up this question each
fraction collected from the column was subjected to dialysis overnight
against water at 2°.

Absorption at 260 mpu was measured both in the solution surrounding
the dialysis bags and in those inside the bags. The contents of amino
acids were estimated too, before and after hydrolysis in both liquids. The
values found in the all fractions were similar for the two corresponding
solutions indicating thus that nucleopeptides were readily dialysable.

Paper electrophoresis and characteristics of electrophoretic fractions

Paper electrophoresis was performed to give more characteristics of
the studied compounds. In our previous experiments [16] fractions were
evaporated to dryness in wacuo, dissolved in a little of water and
transferred on paper. Yet, such fractions were contaminated with tris
buffer and sodium chloride. To avoid these contaminations the procedure
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was somewhat modified. Fractions were evaporated to dryness, extracted
with 10 ml. of acetone acidified with hydrochloric acid (5 drops ol
1 N-HCl), and sediment removed by centrifugation. The supernatant was
evaporated to a small volume and transferred to the Whatman No. 1
paper strips. The strips were 5 cm. wide and 40 cm. long and the
examined solution was placed at 12 ecm. from cathode. Electrophoresis
was carried out for 15 hours at 0°, in 0.1 M-ammonium acetate buffer,
pH 5.9, the applied potential gradients was 10 v/cm. Each fraction was
subdivided on electrophoresis into several spots showing a violet
fluorescence in ultraviolet light. All the spots moved towards anode under
these conditions. Fig. 3 shows picture (A) of electrophorograms of the
individual fractions taken in ultraviolet light.

The pictures in ultraviolet being taken, electrophorograms were
sprayed with 1 N-hydroxylamine, allowed to hang for two days in air
and developed with ferric chloride. The pink-brown spots appeared on
the strips indicating thus the presence of hydroxamic acids. The pictures
of these strips taken in day light are shown in Fig. 3 (B). The comparison
of the ultraviolet picture showing the localization of the nucleic
bases with those on which the activated peptides are visible
reveals that the spots are placed identically on the two correspoding
pictures. This is true for all the examined fractions. Thus, electrophoresis
provides one evidence more that peptides represented here by hydroxamic
acids (pictures B) are bound to the nucleotide part through their carboxyl
groups by means of anhydride linkages. The intensity of the hydroxamic
spots does not correspond, however, to that of the nucleotide ones. A very
distinct nucleotide spot is visible in fraction 2, for instance, which does
not find its quantitative equivalent in the hydroxamic acid spot. In
fraction 3, on the other hand, the rather low amounts of nucleotides
correspond to considerable amounts of hydroxamic acids. Fraction 5
contains three intense nucleotide spots while only one hydroxamic spot 1s
equal to them in its intensity. There is a series of very intense
nucleotide spots in fraction 6, but none cf the hydroxamic spots is of
such intensity.

Thus it can be seen, that either the electrophoretic fractions are not
homogenous and they contain some nucleotide compounds not bound to
peptides, or there are some oligonucleotides bound to one or more
activated peptides. Our preliminary experiments plead for the latter
possibility. The electrophoretically separated fractions were excised,
eluted with water, treated with 0.5 ml. of 1 N-hydroxylamine, its excess
removed by evaporation, the residue dissolved in some few drops of
water and chromatography of hydroxamic acids was performed. After

5
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Fraction7

sl a®
A 8
Fraction8

Fraction 6

Fig. 3. Electrophorograms of the 8
fractions separated on TEAE co-
lumn. Electrophoresis in 0.1 m-ammo-

| nium acetate buffer pH 5.9, for 15 hrs

at 0° was carried out. Applied po-
tential gradient 10 v/em. A — pictu-
res taken in ultraviolet light, B —
pictures of the same electrophoro-
grams taken in day light after
treatment with hydroxylamine and
acidified ferrum chleride solution.
Electrophoretic spots subjected after-
wards to complete hydrolysis up to
free amino acids are marked ,x“
ot XX’s
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fractions
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Fig. 4. Chromatograms of amino acids obtained on hydrolysis of nucleopeptides

deriving from various electrophoretic fractions, marked “xx’ on Fig. 3. Numbers 1

to 8 signify fractions collected from the column, subjected to electrophoresis. Buta-

nol - acetic acid - water (4:1:5), were used as solvents. Spots were developed with
ninhydrine

treatment with ferric chloride 2 or 3 spots were revealed which indicated
the presence of hydroxamic acids. Provided that the electrophoretic
fractions were homogenous, these experiments might indicate that the
studied compounds were composed of some nucleotides bound to 2 or 3
activated peptides.

Our further experiments aimed to give some more detailed
characteristics of the peptide part of the nucleopeptides. For this purpose
2 spots marked with “x” or “xx” were excised from each of the eight
electrophorograms (8 fractions collected from the column) developed
with ferrum chloride, shown in Fig. 3. Each spot was eluted with 2 ml.
of water, ferrum was eliminated with ammonium hydroxide, the eluate
evaporated to dryness on water bath, redissolved in 0.5 ml. of 6 N-HCI
and hydrolysed in sealed tubes for 16 hrs at 105°. The tubes being
vpened, hydrochloric acid was eliminated, the residue dissolved in some
few drops of water and subjected to the descending chromatography with
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the following solvents system: butanol - acetic acid - water (4 :1:5). All
the sixteen chromatograms after treatment with ninhydrine revealed to
be very similar one to another. Besides several amino acids, a red spot
was present on all the chromatograms, it showed a slight mobility and
suggested the amine nature of the substance. Some pictures of the
chromatograms are presented in Fig. 4. These are the chromatograms of
the spots marked with “xx” in Fig. 3. It can be seen from these
chromatograms that all the examined peptides are composed of nearly
the same amino acids. The I spot corresponds to cystine, the II is a red
one but it may also contain ornithine, the III corresponds to histidine, the
IV to lysine, the V to arginine, the VI to citrulline, the VII to aspartic
acid, the VIII may contain serine and glycine or one of these two amino
acids, the IX alanine, threonine and glutamic acid or one of them, the
X corresponds to proline, the XI to tyrosine, the XII may be the mixture
of methionine, valine and tryptophan, the XIII — that of phenylalanine
and leucine. The chromatogram of the first fraction is the unique which
does not contain proline, an amino acid present on seven others. To
summarise, it can be stated that the electrophoretic nucleopeptide spots
yielded after hydrolysis the identical amino acids to those found when
the hydroxamic and amino acids were chromatographed (p. 156). This
result proves once more that the peptide part of the isolated
nucleopeptides consists always of the same amino acids and the various
electrophoretic mobility of the nucleopeptides may be due probably to
various stages of their polymerization.

DISCUSSION

The early studies on protein biosynthesis brought an ample evidence
for the possibility that peptide fragments might polymerise to greater
molecules and proved that proteolytic enzymes were able to catalyse the
exchange of amino acids inside the peptide chain [3]. Many facts, however,
were not consistent with the transpeptidation theory, therefore iis
adherents renounced it gradually. One of the most grave objection was
that there was no possibility of controlling the specifity of the protein
molecule synthesis. The rather low specifity of proteolytic enzymes might
result in the synthesis of a random protein. There were also some essential
objections from the thermodynamic point of view, since the free energy
of the peptide linkage hydrolysis was of negative value and thus the
reaction equilibrium was shifted towards hydrolysis rather than ic
synthesis under normal conditions. Some attemps to intreduce labelled
peptides into the protein molecule by administering such peptides ‘o
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animals were always unsuccessful. At last no significant amounts of any
peptide were found in tissue extracts besides of glutathion.

For all these reasons the transpeptidation theory gave gradually way
for the last ten years to the matrix theory, which assumed the protein
biosynthesis to be a one-step reaction between individual amino acids
arranged on a macromolecular nucleic acid.

Recently communications have been published on isolation of
nucleopeptides from various microorganisms [2, 6] as well as on the
presence of peptides bound to carbohydrates, lipides and maybe
nucleotides in the silkworm haemolymph [14]. The just mentioned
communications and the results of investigations here presented as well
as the isolation of activated peptides from the Bombyx mori silkglands
(in preparation) have directed our attention to the peptide theory again.
The problem is of great interest since we have stated the formation of the
activated peptides during the protein biosynthesis in vitro (in preparation).
The peptide theory cannot be maintained, however, in its old original
form. The peptides isolated in our laboratory from guinea pig liver as well
as those found by other authors in microorganisms are bound to
nucleotide part through the activated carboxyl groups. Thus it becomes
apparent that the administration of partially hydrolysated protein which
contains unspecific and non-activated peptides has resulted in the excre-
tion of these peptides by experimental animals. The amounts of nucleo-
peptides that we have isolated are by mno means negligible since the
protein-free extract obtained from 6 g. of liver tissue has yielded enough
material for 4 fractionations on column, electrophoresis and the sub-
sequent investigations.

The liver nucleopeptides are composed of severzl various amino acids
found in all isolated nucleopeptides. It seems to be probable that the
peptide parts of these compounds differ one from another in the length of
the peptide chain and, perhaps, in the sequence of amino acids, too. The
nucleotide parts are not so far studied, as yet, since at this stage of
investigations we were interested in getting some general idea only.
Although several purine and pyrimidine bases have been found in the
fractions collected from the column, yet it is still not known what are the
bases bound to peptide parts after electrophoretic separation. In spite of
the rather large molecule of the studied compounds they are readily
dialysable through the wall of the dialysis bag and it is interesting whether
they can also pass through a cell membrane.

The main problem remains, however, still to be solved: where and how
is the peptide linkage formed. Although there are no sufficient data, as
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vet, to give an adequate answer to this question, the up to day information
allow, however, to sketch some general picture of the process.

The results here reported as well as the recent communications of other
authors plead for the assumption that the peptide synthesis does occur in
the soluble cytoplasmic fraction. Our previous investigations on the
synthesis of soluble nucleoproteins [15] also support this suggestion. But
it is not possible to answer the question how is the peptide linkage formed,
whether the whole peptides may undergo activation or individual amino
acids are the only compounds liable to this process. There exist some data
allow to suppose that many amino acid molecules are transferred at once
on the soluble ribonucleic acid (s-RNA) [8]. The presence of peptide
fragments bound to s-RNA has been also stated [4] and it is likely that
these compounds might play the role of the amino acids arranging factor.

AA

+

Soluble protein AlP

+

£

M -Prolein RNA-Pratein / ;ﬁ

: RKA-ase Nucleolides <a—

microsome Seekon NG /
AMP

/

\ Nucleapeptides .

-

PP

Nucleus Cyloplasm

Fig 5. Scheme illustrating the relationships between some process of the protein
biosynthesis in the cell. AA — amino acids, E — amino acid activating enzymes

It may also be suggested that the binding of the nucleotide fragment to the
peptide renders the latter resistant to the action of proteolytic enzymes.

If nucleotide fragments are assumed to be responsible for the amino
acid sequence, their specifity in the transmission of the information must
be absolute. Therefore the question arises what is the genetic relationship
between these nucleotide compounds and the nucleus, the essential role of
which in transmitting the genetic features of the cell is indisputable.
Bonner in his theory [1] presents an attempt to explain this transfer on the
genetic information. He assumes that microsomes are produced de novo
in nucleus and then delivered into the surrounding cytoplasm. If it is so
indeed, the genetic relationship between the deoxyribonucleic acid present
in nucleus and the microsomal nucleoproteins, giving rise to the typical
nucleopeptide fragments in cytoplasm, should be much easier to
comprehend.
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We have demonstrated in our previous report [17] the resemblance
existing between the protein components of microsomal nucleoproteins and
those found in the supernatant obtained after the elimination of
microsomes. Simkin [13] has stated the shift of the radioactive protein from
microsomes to the supernatant, indicating thus the direction of the process.
All these findings suggest that the nucleoproteins degradation does occur in
microsomes and that the nucleic component of the so changed
nucleoproteins should be a source of the nucleotides in the soluble
cytoplasm. The above considerations allow to draw up, in a very general
way only, the scheme of some processes related to the protein biosyn-
thesis. The scheme given in Fig. 5 is based upon the assumption that
microsomes formed in nucleus should receive and transmit information
on protein synthesis to the soluble cytoplasm. The protein synthesis itself
should run, however, in the opposite direction, i.e., should be initiated in
the soluble cytoplasm by the amino acid activation passing through the
stage of nucleopeptides and ended in microsomes. Thus microsomai
nucleoproteins should deliver inte cytoplasm, protein and the typical
nucleotide fragments responsible for the sequence of amino acids. These
fragments might be the acceptors of amino acids to give nucleopeptides,
then transferred to microsomes. These nucleopeptides should undergo
polymerisation become partially digested by RNA-ase [18, 19] in
some specific way, then deliver protein into cytoplasm and give again
the characteristic nucleotide fragments necessary for the specific protein
biosynthesis. The process of the transition of the synthetized protein from
microsomes into cytoplasm may be ATP dependent [13].

Thus some cyclic process should be running between microsomes and
the soluble cytoplasm supplied with new microsomes produced in nucleus.

We wish to thank Miss K. Derkus for valuable assistance in these
studies.

SUMMARY

Dialysable nucleopeptides were isolated from the guinea pig liver
cytoplasm.

The protein-free liver extract was fractionated on the TEAE filled
column. The elution was performed with 0.01 m-tris buffer, pH 7.4, then
with the increasing concentraticns of sodium chloride and finally with
the 1 per cent solution of sodium hydroxide. Eight fractions were obtain-
ed in which the presence of activated peptides, purine and pyrimidine
bases as well as that of ribose was detected. Each fraction was treated

http://rcin.org.pl



164 P. SZAFRANSKI, E. SULKOWSKI, T. GOLASZEWSKI AND J. HELLER [14)

with hydroxylamine, and chromatography of the peptide hydroxamates
was performed as well as that of amino acids present in these peptides
when hydrolysed.

Further separation of the fractions collected frocm the column was
achieved by means of paper electrophoresis in 0.1 M-ammonium acetate
buffer, pH 5.9. The nucleotide spots visible on electrophorograms in
ultraviolet light corresponded to the spots arising in hydroxamic reaction
on these electrophorograms. The spots were eluted from the electropho-
rograms and amino acids chromatographed after hydrolysis. In all the
cases the presence of more than ten amino acids was stated indicating
thus the rather complex nature of the isolated nucleopeptides.

The possible role of nucleopeptides in the protein biosynthesis is
discussed and the scheme of some processes related to this synthesis is
presented.
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IZOLOWANIE I CHARAKTERYSTYKA CYTOPLAZMATYCZNYCH
NUKLEOPEPTYDOW Z WATROBY SWINKI MORSKIEJ

Streszczenie

Z cytoplazmy watroby s$winki morskiej wyizolowano dializujace
nukleopeptydy.

Frakcjonowanie odbialczonego wyciagu z watroby prowadzono na ko-
lumnie z TEAE stosujac 0.01 m-bufor tris pH 7,4, wzrastajace stezenie
chlorku sodowego i 1% wodorotlenek sodu. Uzyskano osiem frakcji,
w ktorych stwierdzono obecnosé zaktywowanych peptydow, zasad pury-
nswych i pirymidynowych craz rybozy. Po dodaniu do poszezegolnych
frakeji hydroksylaminy przeprowadzono chromatografie kwaséw hydro-
ksamowych peptydow, a nastepnie aminokwasoéw zawartych w tych pep-
tydach po ich uprzedniej hydrolizie.

Frakcje z kolumny rozdzielono dalej za pomoca elektroforezy bibu-
lowej w 0,1 m-buforze amonowooctowym pH 5,9. Plamy nukleotydowe
widoczne na elektroforogramach w swietle nadfioletowym pokrywaly sie
z plamami powstajacymi na tych samych elektroforogramach po prze-
prowadzeniu reakcji hydroksamowej. Plamy eluowano z elektroforogra-
moéw i po hydrolizie przeprowadzono chromatografie aminokwasow. We
wszystkich przypadkach stwierdzono obecnos¢ kilkunastu aminokwasow
wskazujacych na zlozony charakter wyizolowanych nukleopeptydow.

Dyskutowany jest udzial nukleopeptydow w biosyntezie bialka, oraz
przedstawiony schemat niektorych proceséw tej syntezy w komorce.

Otrzymano 24.12.1959 r.
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CALCIUM AND PHOSPHORUS METABOLISM IN THE RAT: EFFECT
OF AGE ON RATE OF ADAPTATION TO A LOW CALCIUM INTAKE *

National Institute for Research in Dairying, Shinfield, Reading,
and Department of Physics, University of Reading

There is ample evidence (cf. Irving, 1957; Malm, 1958) that populations,
or individuals, can maintain health on diets supplying much smaller
quantities of calcium than those normally believed necessary. The view
is, therefore, that the human body can adapt itself to low intakes of
dietary Ca. Experimental evidence of such adaptation has recently been
obtained. Malm (1958), in extensive long-term balance studies with men,
found that all but three of his twenty-five subjects were at first in
negative balance when the daily Ca intake was reduced from about 940
to 450 mg, but that nineteen of them regained Ca equilibrium after
28 - 252 days. In a less extensive study, Thorangkul, Johnston, Kime
& Clark (1959) also observed signs of adaptation by young men to
a markedly reduced Ca intake. Henry & Kon (1953) observed normal
calcification in the growing rat on a diet low in Ca (0.13%) although the
process was somewhat slower than on a diet high in Ca (0.8%).

Moreover, rats accustomed to a high Ca intake from weaning to
21 months partly adapted their metabolism to a low intake in the course
of 3 months; these experiments could not be continued because of
increasing mortality in such old rats. The experiments now reported were
planned to give more conclusive evidence on this question of adaptation
to low Ca intakes. We have found in earlier experiments (Henry & Kon,
1953) that the body losses of Ca that occur, as shown by balance tests
when old rats are changed from a high intake of Ca to a low one, are
not reflected in the mineral composition of the long bones- as shown by
analysis. The losses were undoubtedly too small to come to light and it

* Read in part at the 4th International Congress of Biochemistry (Henry, Kon,
Todd & Toothill, 1958).

[167]
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was thought that the technique of bone autoradiography developed in
this laboratory (Tomlin, Henry & Kon, 1953a; 1955) might prove more
sensitive than analytical procedures. Experiments were done therefore to
test this supposition.

In the newly weaned rat, when the supply of dietary phosphorus is
suboptimal, the P is preferentially used for the formation of soft tissues
with the result that there is not enough of it to allow maximum Ca
retention for bone formation (McCann & Barnett, 1922; Henry & Kon,
1937, 1939, 1947). As the animal matures it might be expected that the
tissue demands for P would decrease leaving more of it available to bind
Ca in the bones. Experiments on this point are now reported.

EXPERIMENTAL
DIETS AND GENERAL TECHNIQUE

The composition and analysis of the diets used in the wvarious
experiments are shown in Table 1. Cod-liver oil was given sepa-
rately to supply each rat with about 0.5 iu. vitamin D; daily.

Table 1
Percentage composition of diets and their content ¢f Ca, P and moisture
l Diet
] Component T P T T e s T T
Very low-Ca, Low-Ca High-Ca | Low-P |Adequate-P

P — 135 SR PR T
Wheat, whole ground i — ' 86.0 | 83.9 = — } —

| Milk: dried whole* = | 100 9.7 = B

dried skim* — \ — | — | 6.5 6.5

Sugar [ 9.0 — | — | 8.0 8.0
Margarine fat [ 10.0 O — 10.0 10.0
Maize starch | 637 = = 59.4 58.0

| Ca- and P-free salts™ 2.7 4.0 3.9 [(S:275 2.5

' CaCO; — — | — | 0.1 0.1

( CaHPO4.2H20 | — —_ 2.5 —_ e

! Na;HPO4.12H,0 | 1.1 —_ ‘ -— 1 — 1.4

| Vitamin mixturci 0.05 — - 1 0.05 0.05

| Ca 0.0431 0.1270 0.7594 0.1504 0.1510
P [ 0.174 0.380 | 0.848 ‘ 0.050 0.239
Moisture | 10.55 1286 | 1254 | 9.60 10.10

* Different batches were used and in consequence the Ca and P content of differert
batches of diet varied to some extent. Mean values for all batches are quoted here but appropriate
values were used for calculations in different experiments.

+ Salt mixture of de Loureiro (1931) with calcium phosphate omitted.

I Inositol 4.4, nicotinic acid 1.0, Ca-pantothenate 2.0, p-aminobenzoic acid 1.5, thiamirc
hydrochloride 0.6, riboflavin 0.6, pyridoxine hydrochloride 0.16 g.
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Margarine fat included in some of the diets contained about 30 i.u.
vitamin D/g. Male rats were used in all experiments. Metabolic cages of
the Hopkins type (Ackroyd & Hopkins, 1916y were used. A description
of these cages together with details of the collection and analysis of the
excreta will be found in an earlier publication (Henry & Kon, 1957).
Unless otherwise stated, excreta were discarded for the first 3 days
or 1 week in each balance experiment and then collected for analysis
for 1 week. P was determined by the molybdivanadate method (Kitson
& Mellon, 1944; Hanson, 1950). Some urine samples, when treated with
the molybdivanadate reagent, developed a red colour that interfered with
the determination. The interference was overcome by evaporating
a suitable portion of urine to dryness and ashing with magnesium nitrate
solution (Association of Official Agricultural Chemists, 1955). The residue
was then moistened with water, dissolved in the least quantity of hot
20%0 (v/v) nitric acid, filtered and made up to a suitable volume.

ANIMALS AND EXPERIMENTAL PROCEDURE
Expts 1-6. Adaptation to low Ca intake by the growing and adult rci

In each experiment rats were weaned onto diets low or high in Ca.
Three to sixteen months later the animals on the high-Ca diet were
transferred to the low-Ca diet (experimental group) and Ca retention
from this diet was determined immediately and at intervals until
retention did not differ significantly from that of animals given the
low-Ca diet throughout (control group). The dietary changes, distribution
of litter-mates and ages when metabolic tests were done are shown in
Table 2. In Expts 1 -4 succeeding metabolic tests were done on the same
rats. In Expts 5 and 6 attempts were made to demonstrate changes in
total skeletal Ca by analysis of some of the rats immediately before the
dietary change and at the end of each metabolic test. The ashing of such
large rats (15-24 months old) proved difficult, however, and no
reproducible results were obtained.

Expts 7 and 8. Effect of age of rat and of Ca intake on Ca metabolism

These two experiments were primarily planned to study certain
aspects of bone metabolism with ‘Ca. As the plan of the experiments
involved changes from high Ca intakes to low ones as well as the reverse,
Ca retention was also measured to add to the information obtained in
earlier experiments (Henry & Kon, 1947, 1953).

Expt 7. This experiment involved autoradiographic studies of bones
and was divided into two parts. The dietary changes, distribution of
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litter-mates and age at the time of the metabolic tests are shown in
Table 2 and the periods when *"Ca was included in the diets in Fig. 1.
At the end of each metabolic test some rats were killed and autoradio-
graphs of the femora and humeri were prepared as described by Tomlin

DK
Je 3 —

}
J

i B

| | )

.
J

Woeks

Fig. 1. Expt 7. Scheme of dietary treat-
ments. Groups of rats received diets
low or high in Ca from weaning
up to the age of 6, 9, 12 or 15 months
(D), and then continued on the low-

or high-Ca diet or were changed from
one diet to the other; excreta were

& o) o
AN A7 P

Weeks
Fig. 2. Expt 8. Scheme of dietary treat-
ments. The rats received the high-Ca
diet for 1 year (shown by the big ar-
row) and thereafter this diet or, as
shown, one very low in Ca; black areas
denote periods when the diet contained
%Ca. Two rats were killed at each

collected for 2 weeks after (D), the point shown by an arrow

rats were Kkilled at (K). Black areas
denote periods (in a 2 weeks, in b 1
week) when diets contained *Ca and
each such treatment involved groups
of rats killed at the ages stated above

et al. (1953a, 1955). To obtain a base-line for Ca retention by l-month-
old rats from the high- and low-Ca diets, four rats given each diet were
placed in metabolic cages 10 days after weaning and the excreta collected
for 1 week and pooled for analysis.

Expt 8. Four litters of three and one litter of two rats were given the
high-Ca diet from weaning until they were 13 months old. The rats
were then divided into four groups and given, during 2-week periods,
the high-Ca diet with or without the addition of *Ca (15 uc/100 g. diet)
or a diet very low in Ca (0.04% Ca), as shown in Fig. 2. Pairs of animals
were killed at the times marked with an arrow and autoradiographs of
the femora and humeri were prepared as in Expt 7. The six rats
comprising groups 3 and 4 were placed in metabolic cages and Ca balances
determined during the 2nd of each of the 2 weeks that the animals
were in the metabolic cages; only four animals were available for the
final metabolic period on the high-Ca diet as two were killed for bone
autoradiographs after the period on the diet very low in Ca (Fig. 2).
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Expt 9. Effect of age of rat and of P intake on Ca retention

Six litters of four rats were used. Two rats from each litter were
weaned onto the low-P diet and two onto the diet adequate in P. After
1 week on these diets, i. e. when the rats were 1 month old, metabolic
tests were done on one rat from each pair of litter-mates. These tests
were repeated on the same rats when they were 3, 6 and 9 months old.
One rat on each diet died before it was 12 months old and was replaced
by its litter-mate. The experiment was discontinued before the rats were
15 months old because of increasing mortality and of the poor condition
of many of the surviving rats, particularly on the low-P diet. To obtain
adequate samples of excreta for analysis the metabolic periods lasted for
3 weeks at 1 month, 2 weeks at 3. 6 and 9 months and 1 week at
12 months.

RESULTS
Expts 1-6. Adaptation to a low Ca intake by the growing and adult rat

The mean results for Ca balances are given in Table 3 and for P
balances in Table 4. Table 3 shows that rats maintained for from 3 to
16 months on a high-Ca diet completely adapted their metabolism 1o
a much lower Ca intake in the course of 2 -6 months. Analysis of faeces
showed that this adaptation was brought about by increased absorption
of Ca. Table 3 shows that, at all ages, the percentage absorption of Ca
by the experimental groups was, initially, markedly inferior to that of
the control animals. In the latter, absorption decreased progressively with
age, whereas in the experimental groups absorption increased for 1 or 2
months after the dietary change and then declined, though at a slower
rate than in the control groups. There were no consistent differences
between the two groups in the urinary excretion of Ca, except in the
initial test with the 3-month-old rats when the urinary Ca of the control
group amounted to only 25% of that of the experimental group. Retention
of ‘P differed little between the two groups; the only significant
differences were in the first two tests with the 3-month-old rats (Expt 1)
when the control animals retained significantly more P that the
experimental ones.

Expts 7 and 8. Effect of age of rat and of Ca intake on Ca metabolism

Balance experiments. The mean results for Ca and P balances are
given in Tables 5 (Expt 7, groups a and b combined) and 6 (Expt 8). The
results of Expt 7 confirm earlier findings in this laboratory (Henry & Kon,
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174 K. M. HENRY, S. K. KON AND OTHERS (81

1953), that rats maintained on a high-Ca diet for from 3 to 15 months
after weaning retain Ca less efficiently from a low-Ca diet than rats
given this diet from weaning. Rats given the low-Ca diet for from 3 to 15
months before the metabolic tests retained Ca slightly better from the
high-Ca diet than the rats given the high-Ca diet from weaning. The
difference was statistically significant only for the 12-month-old rats.
Expt 8 shows that rats reared for 13 months on the high-Ca diet retained
Ca from this diet rather more efficiently after than immediately before
a 2-week period on a diet very low in Ca. In both experiments there were
only small differences in P retention between the different groups of
rats.

Table 6

Expt 8. Weight gain, and intake, excretion and retention of Ca and P from diets

high or very low in Ca of male rats maintained for 1 year after weaning on the high

Ca diet. The values are for two periods on this diet and an intervening period on
the diet very low in Ca

Mean values for metabolic tests lasting for 1 week

Gain

Ca level No. in Ca Ca excreted f Ca retained R P excreted P retained

in diet of | \eight| eaten | eaten
rats Urine Faeces Urine Faeces
®) | (mg) | (mg) (mg) | (mg) Co* | (mg)|(mg) (mg)|(me)  ()*

% | —-‘_-“77 g 777!‘A7 SRS R
High 6 7.5 | 1259.5 | 13.2 | 1180.5 65.8 5.240.81 i 1420 | 497 ‘ 890 33 2.2+4-2.02
Very low |6 5.7 55.4 8.9 789 | —329 |—58.14+7.63 | 224 193 60 | —29 —13.54-291
High 4+ —2.0 | 1085.2 98 | 1017.6 ' 57.8 8.4-41.88) 1256 | 410 | 804 42 344282

* Value with its standard error.

+ Four rats only as two had been killed after the period on the diet very low in Ca
(see p. 170).

. Autoradiographic studies of bones. The autoradiographs prepared from
the long bones of all the experimental animals that were given *Ca in
the various diets were similar in general features to those previously
described by Tomlin et al. (1955). They showed the same clear distinction
between the high activity of bone material newly added by surface
accretion and the very much lower activity of interstitial uptake
throughout the previously formed cortex. Cancellous tissue in the
metaphyseal regions showed incorporation of the radioactive dietary Ca
at about the same specific activity as in the newly formed cortical
layers.

Some qualitative comparisons between the different experimental
groups of animals could be made by visual examination of the autora-
diographs; in addition, attempts were made to obtain semi-quantitative
measurements by the previously reported method of microdensitometry
in the autoradiographic regions corresponding to interstitial uptake

http://rcin.org.pl



9] ADAPTATION TO LOW CALCIUM INTAKE BY THE RAT 175

(Tomlin et al., 1955). These were the only regions in which fairly
uniform activities were obtained over relatively large areas.

Accretion of new bone mineral at the cortical surfaces, representing
physical growth of the bones, was observed to some extent in all the
experimental groups, though in amounts decreasing with the age of the

o5~

(arbitrary units)
S
T

s
S
T

FRelative intensities

3 g B
Age [months)

Fig. 3. Expt 7a. Relationship between age of rat and auto-
radiographic film densities of the long bones (cf. Fig. 1); the
densities are proportional to the “Ca content of the bones.
The vertical lines through the points show the range found
in each group (four bones from each of two rats). (O) — Low-
-Ca diet -+ %Ca for 2 weeks after continuous administration
of the low-Ca diet. (®) — Low-Ca diet + *Ca for 2 weeks
after continuous administration of the high-Ca diet

animals. Those that had been maintained from weaning on the diet lower
in Ca were in general found to continue the growth process later into
life than those that had received the high-Ca diet.

A parallel effect in the interstitial metabolic activity was revealed by
microdensitometric measurements in Expt 7a. Rats that had been
maintained on the low-Ca diet until the experimental period and then
given **Ca showed a stronger interstitial effect than those reared on the
high-Ca diet and then similarly transferred to the low-Ca diet containing
#Ca. This comparison is shown in Fig. 3 in which the autoradiographic
film densities may be regarded as proportional to the #*Ca content of the bone.

In Expt 8 the same effect of increased interstitial uptake from the
radioactive high-Ca diet was found in animals that had received the diet
very low in Ca in the immediately preceding period. It was accompanied
by a pronounced uptake in cancellous bone (Pl. la and e). No marked
differences were found between animals that, after corresponding periods
of 2 weeks on the radioactive high-Ca diet received the high-Ca diet
(Pl. 1b), the diet very low in Ca (Pl. 1c) or the high-Ca diet after. that
very low in Ca (Pl. 1d).
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176 K. M. HENRY, S. K. KON AND OTHERS

This general feature was found also in Expt 7b in which dietary
changes were imposed after periods on the radioactive diet.

The main features of the autoradiographs obtained in Expt 7b were.
(1) the radioactivity of cancellous bone tissue disappeared steadily over
the time interval of 2 - 4 weeks after the administration of the radioactive
diet, (2) the surface layers of new cortical bone formed during a period
of radioactive diet remained unchanged during subsequent periods of

Plate 1. Expt 8. Autoradiographs of femurs of male rats given diets of different Ca
content and Kkilled at the end of the final 2 weeks. a Diet very low in Ca for 2
weeks followed by radioactive high-Ca diet for 2 weeks. b — Radioactive high-Ca
diet for 2 weeks followed by high-Ca diet for 2 weeks. ¢ — Radioactive high-Ca diet
for 2 weeks followed by diet very low in Ca for 2 weeks. d — Radioactive high-Ca
diet for 2 weeks followed by diet very low in Ca for 2 weeks and high-Ca diet for
a further 2 weeks. e — High-Ca diet from weaning followed by radioactive high-Ca
diet for 2 weeks

up to 4 weeks on the non-radioactive diet, and (3) the interstitially
absorbed *Ca was slowly lost during that time. The rate of this loss
appeared to increase with the age of the animals. No significant correlation
was observed between any of these processes and the changes in dietary
Ca level imposed after the periods on the radioactive diet.

Expt 9. Effect of age of rat and of P intake on Ca retention

The mean results for Ca and P balances are given in Table 7. They
show, in agreement with our earlier findings (Henry & Kon, 1939), that
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Table 7

Expt 9. Weight gain, and intake, excretion and retention of Ca and P by male rats
maintained from weaning on a diet low or adequate in P
Mean values for groups of six rats in metabolic tests lasting for 1 week

! ‘? | Gain | Ca | Ca excreted ! Ca retained S P excreted ‘ P retained
} “ g‘ in eaten ; | | caten | \ |
g £ | weight Urine Faeces Urine Faeces
| < E| @) |(mg)|(mg) (mg)| (mg) (%)* |(mg)|(mg) (mg)|(mg) (%)*
| Low-P diet
1 1 18.6 | 88.1 60.7 49| 22.5|25.4+1.33] 6l | ! 17 | 43 170.14:3.26
3 156 1253 | 243 47| 96.376.9+2.59| 84 2 18 64 76.7+7.19
L6 6.5| 196.6 | 244 | 70.7] 1015 [52.1 £3.52| 87 ! 6 28 53 60.7+3.49
1.9 49| 151.9! 183 103.2! 304 20041731 92| 30 48 14 14.8+2.06
; 12 | —].0‘ 1438 14.1| 104.0| 25.7 17.5+1.66 95 | 33 51 11 10.1+3.45
| Diet adequate in P
I 32131176 24| 21| 113.1[96.1+1.33] 215 79 21 115 |53.4-3.26
3| 185 1465| 47 6713511910425 257! 160| 20! 77 [26327.19
| 6+ 44| 223.2| 13.2| 145.2| 64.8 29.1 +3.52| 293 | 191 69 33 |11.2+3.49
9 4.8 | 179.21 21.9| 134.1! 23.2{13.1+1.73] 281 189 78 14 1 4.9+2.06
| 12 | 7.0| 184.6 | 22.0\ 143.3 I 19.3 'lO.7j:l.66| 289 | 182 86 21 ] 7.0+3.45

* Value with its standard error.
+ During this period the diet contained 0.20% Ca and 0.09% P.

; During this period the diet contained 0.20% Ca and 0.27% P.

1-month-old rats retained very much less Ca from the diet low in P than
from that adequate in it. At 3 months there was a marked increase in Ca
retention in the low-P group and a slight decrease in the group given
adequate P; thereafter Ca retention from both diets decreased progres-
sively but more rapidly when P was adequate. The l-month-old rats
retained, as would be expected, markedly more P from the higher than
from the lower intake of P; thereafter, differences between the groups
were less marked and at 6 months P retention was, in fact, better from
the low-P diet. The efficiency of P retention was consistently better with
the diet low in P, markedly so during the first 6 months of the experiment.

DISCUSSION

The experiments now described confirm earlier findings in this
laboratory (Henry & Kon, 1953) and those of other workers (Rottesten,
1938; Carlsson, 1951; Hansard, Comar & Plumlee, 1951; Hansard & Plumlee,
1954) that, when the intake of Ca is limited, Ca is less efficiently retained
by rats with high body stores than by those with low body stores. Our
experiments also show that rats of different ages can completely adapt
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178 K. M. HENRY, S. K. KON AND OTHERS [12]

their metabolism to a low Ca intake within 2-6 months of changing
from a high to a low Ca intake.

It can be seen from Table 3 that the improved Ca retention of rats
changed from a high to a low intake of Ca was, at all ages studied, due
to changes in faecal excretion of this element. Although Hansard
& Plumlee (1954), using *’Ca, have shown that endogenous losses of Ca
by the rat increase somewhat with increasing Ca intake, faecal Ca gives
a good indication of the amount of unabsorbed dietary Ca. It is evident
from our experiments that when the Ca intake is reduced, it is the
absorptive mechanism that must become adjusted to a relatively meagre
supply. In all age groups, immediately after the dietary change, absorption
was markedly lower in the experimental group than in the controls that
had remained on the same diet from weaning. In the control groups the
normal progressive decrease with age in the ability of rats to absorb Ca
(cf. Carlsson, 1951; Henry & Kon, 1947, 1953) was evident. At all ages,
absorption increased for a period in the experimental groups after the
dietary change and then decreased. This decrease was slower than in
the control group presumably because the natural decrease was partly
offset by the process of adaptation. This decline was more rapid in
younger than in older rats (Tables 3 and 5; cf. Henry & Kon, 1953),
which would explain the somewhat longer period required for complete
adaptation by the 3- and 6-month-old rats than by those 9 and 12 months
old. As already mentioned (p. 169, Table 2) the plan of the experiments
with the 15- and 16-month-old rats was somewhat different from that
with the younger rats; the results show, however, that the old rats
required a minimum period of 4 months for adaptation. These findings
and our earlier ones with 2l1-month-old rats (Henry & Kon, 1952)
suggest that the process of adaptation may be somewhat slower in aged
rats than in younger ones.

Fournier (1951) is of the opinion that Ca absorption is greater when
the intake is greater, but not proportionately so, whereas Hansard
& Plumlee (1954) found that the efficiency of utilization of Ca decreased
as the level of intake increased. The results of Expt 7 (Table 4) confirm
both these findings. Although the absolute retention of Ca was higher
from the high-Ca diet than from the low-Ca diet, Ca was more efficiently
retained from the latter. The low urinary excretion of Ca on both diets
indicates that little excess Ca was absorbed from either. It is evident,
therefore, that absorption is more efficient from a limited intake and
that animals accustomed to a high intake must adjust their absorptive
mechanism to a lower supply of Ca. It is of interest that Hansard et al.
(1951) in studies with *°Ca found some improvement in Ca absorption
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[13] ADAPTATION TO LOW CALCIUM INTAKE BY THE RAT 179

even 2 days after a change from a high- to a low-Ca diet. It has also
been shown that in man adaptation to a reduced Ca intake is brought
about by more efficient absorption (Malm, 1958; Thorangkul et al.
1959).

Body stores of Ca have little effect on the efficiency of its utilization
from a high intake. Thus in Expt 7 (Table 5) the percentage retention
of Ca from the high-Ca diet was little better by rats previously given
the low-Ca diet than by those given the high-Ca diet throughout. Rats
given the high-Ca diet excreted consistently more Ca in the urine than
those given the low-Ca diet, irrespective of body stores. This finding
agrees with the view of Nicolaysen, Eeg-Larsen & Malm (1953) that, in
man, urinary Ca reflects Ca intake.

Although surprisingly little effect of the change in Ca and P content
of the diets was found in the autoradiographs, the effects that did appear
to have some significance can be correlated with the evidence from the
metabolic studies. It is clear that many autoradiographic observations
and measurements would be needed to provide closer quantitative support.
Nevertheless investigations in which possible effects of variation in diet
on the mechanisms of mineral metabolism in bone are studied are likely
to increase our knowledge both of the nutritional effects of the diets and
of the details of the physiological mechanisms of metabolism. The
interstitial metabolism of Ca in the cortical bone is considered important
in that, though only a small fraction of the mineral content appears to
take part in the metabolic process, a large total volume of such bone
minerals is available. It seems likely that a detailed study of the influence
of nutritional conditions on this aspect of bone-mineral behaviour would
provide useful information on its nature.

A consideration of our results has led us to the following tentative
view of interstitial metabolism.

The bone-mineral crystals embedded in the cortical matrix take up
Ca from the body fluids either by surface exchange, or by accretion irv
which the crystals continue to grow after the initial mineralization of the
matrix. As was pointed out in an earlier paper (Tomlin et al. 1955), it is
not at once possible to determine from the turnover rate of the process
which of the two types is predominant. It is so because the weakness of
the radioactivity observed in these regions of bone in tracer experiments
indicates that only a small fraction of the ions located in the total crystal
surface is involved. Once a portion of the surfce has become occupied by
the radioactive tracer, the probability of these particular ions subsequently
undergoing the reverse exchange may therefore be very small, and the
uptake appears to be permanent. Such an exchange process may therefore
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180 K. M. HENRY, S. K. KON AND OTHERS [14]

be indistinguishable from a genuinely permanent uptake by crystal growth.
The experiments reported in the earlier paper were done with 3-month-old
rats, and it will be noted that in the work now described, involving older
animals, the interstitial uptake was found to be less permanent. This
finding suggests that in relatively young animals the uptake is largely
due to continued mineralization of the matrix by crystal growth, whereas
in older animals, in which mineralization is presumably complete, the
process becomes one of exchange. Otherwise it would be necessary to
postulate a more rapid exchange in older rats.

The finding of Expt 7a that interstitial uptake is more pronounced in
rats of any age when they have been reared on a low-Ca diet would then
indicate that the rates of either continued mineralization or exchange are
higher at any particular age on the low-Ca diet than on the high-Ca diet.
This result points to delayed maturity in skeletal development when the
dietary Ca is limited and agrees with our earlier conclusions from bone
analysis (Henry & Kon, 1953). .

The results of Expt 8, both metabolic and autoradiographic, may be
interpreted as showing that a sudden change to a very low intake of Ca
results in a withdrawal of bone mineral from the crystal surfaces, and
that this material is replaced on reversion to a normal Ca intake. The
fact that no clear evidence of the withdrawal process was found when the
diet very low in Ca was imposed after the period on the radioactive diet
indicates again that the area of crystal surface available for withdrawal
is very large compared with the proportion occupied by the recently
absorbed radioactive material.

Quite apart from these interstitial processes, taking place within the
cortical bone at crystal surfaces, rapid structural changes in cancellous
bone certainly contribute to the balance of Ca among the body tissues.
For example, we have shown (Tomlin et al. 1953b) that in lactating female
rats the demands for Ca are largely met by an increase in the resorptive
processes leading to the destruction of much cancellous bone and even
of cortical bone from the endosteal surfaces. These effects were not now
observed to any marked extent in non-lactating rats.

The pattern of interstitial processes suggested here, though tentative
in character, is clearly of interest in the study of skeletal metabolism. It
is thought that further work of a more quantitive nature on the effects
of dietary levels of Ca could contribute to our knowledge of this aspect
of the problem, little understood so far.

In contrast to the effect of dietary stores of Ca on its retention,
P retention from a somewhat limited intake (low-Ca diet) was largely
independent of the previous level of intake of both Ca and P (Expts 1-7).
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In Expt 8, however, in which the change from the high-Ca diet to that
very low in Ca resulted in a much greater reduction in the intake of both
elements, the P balance, as well as the Ca balance, became negative
{Table 6). This finding agrees with that of Hansard & Plumlee (1954) who
reported a decreased retention of 3°P by rats from a diet containing
0.03%0 Ca compared with one containing 0.5°% Ca; both diets contained
0.4%0 P. They concluded that shortage of Ca affects the absorption or
retention, or both, of P.

We concluded from earlier experiments (Henry & Kon, 1937, 1939,
1947) that a shortage of dietary P relative to Ca results in poor Ca utiliza-
tion by the young rat because the limited P available is preferentially
used for the formation of the soft tissues. This view is confirmed by the
results of Expt 9 where in 1-month-old rats Ca retention was very much
lower with the low than with the adequate intake of P. The Ca content
of these diets was the same but there was five times less P in the former.

We have previously demonstrated (Henry & Kon, 1939, 1947) that on
low-residue diets, such as those used in Expt 9, faecal P can be almost
entirely accounted for by that in bacterial bodies. It can be calculated
(cf. Henry & Kon, 1939) that on the low-P diet the available P (that is
excluding that in bacterial bodies) was almost quantitatively retained by
rats up to 6 months of age; thereafter there was an appreciable loss in
the urine. The marked improvement in Ca retention at 3 months,
compared with that at 1 month, indicates that the tissue requirements
for P were largely met at 3 months and that more of it was available for
the fixation of Ca in the bones. Subsequently there was little difference
in the absolute retention of P between the two groups, but both the
absolute and percentage retentions of Ca were higher in the low-P group
than in that receiving adequate P, possibly because the Ca stores of the
former group were less.

It may be concluded that when P is short it is preferentially used by
the rapidly growing rat for the formation of soft tissues, but that in
early maturity (3 months) these demands are largely satisfied and more F
is available for bone formation, and that after 6 months the demands for
both Ca and P decline sharply.

SUMMARY

1. Groups of three to six male rats were given from weaning until
they were 3, 6, 9, 12, 15 or 16 months old, a diet containing 0.76° Ca
and 0.85% P. The diet was then changed to one containing 0.13° Ca and
0.38%0 P. Ca retention from this diet was determined at intervals until it
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did not differ significantly from that of litter-mate control rats that
received the low-Ca diet throughout.

2. At all ages the rats adapted themselves to a low-Ca intake within,
2 - 6 months of the change in diet.

3. This more efficient retention of Ca on the low-Ca diet was brought
about by a reduction in the faecal excretion of Ca and it is concluded
that, in adaptation, the absorptive mechanism becomes adjusted to
a reduced Ca intake.

4. There were indications that older rats took longer than younger
ones to adapt themselves.

5. In a second series of experiments groups of two to eight rats were
given the low- or high-Ca diets from weaning until they were 6, 9, 12
or 15 months old when one half of each group continued on its own diet
and the other received the other diet. *¥°Ca was added to the diets at
different periods and bone autoradiographs were prepared from the long
bones at the end of each experiment. In most groups metabolic tests were
done during the 2 weeks before killing. During one of the experiments
rats on the high-Ca diet were given a diet very low in Ca (0.04% Ca,
0.17% P) for 2 weeks.

6. The metabolic tests showed that rats with low body stores of Ca
retained Ca more efficiently than those with higher stores, from both the
high- and low-Ca diets. The effect was much more marked with the latter
diet. Rats retained Ca more efficiently from the high-Ca diet after than
immediately before 2 weeks on the diet very low in Ca.

7. The bone autoradiographic studies showed that the accretion of
new bone mineral at cortical surfaces, representing physical growth of
the bone, decreased with increasing age of the rat. The accretion was more
prolonged in animals maintained from weaning on a diet low in Ca than
in those on a diet high in Ca, which confirms earlier findings (Henry
& Kon, 1953) based on analysis of bones. There was a heavy deposition
of #Ca from the high-Ca diet in cancellous bone after a period of very
low intake of Ca.

8. In a third series of experiments the retention of Ca and P from
diets containing 0.15% Ca and 0.05 or 0.24°0 P was determined in groups
of six rats aged from 1 to 12 months.

9. Only 25% of the ingested Ca was retained by 1-month-old rats on
the low-P diet compared with 96% by those given more P. On the low-F’
diet Ca retention rose to 76% at 3 months and thereafter declined. It is
concluded that when dietary P is limited it is preferentially retained by
the soft tissues in the young rat, but that by 3 months these demands are
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largely met and that more P is then available for bone formation. The
requirements for both Ca and P declined sharply from 6 months onwards.

We are grateful for the assistance given by Miss M. V. Chapman in
the care and feeding of the animals and by Mrs. E. M. Wiltshire in
preparing bone sections and autoradiographs.
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METABOLIZM WAPNIA I FOSFORU U SZCZUROW. WPLYW WIEKU
NA SZYBKOSC ADAPTACJI DO DIETY NISKO WAPNIOWEJ
Streszczenie

1. Grupy zlozone z trzech do sze$ciu szczurow samcéw od chwili
odstawienia od matki az do 3, 6, 9, 12 lub 16 miesigca zycia otrzymywaly
diete zawierajacg 0,76 Ca i 0,85% P. Po tych réznych okresach czasu
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zmieniano diete na zawierajaca 0,13% Ca i 0,38% P. Przy tej drugiej
diecie oznaczano zatrzymanie Ca w ustroju. Oznaczenia przeprowadzano
w pewnych odstepach czasu, tak dlugo az nie bylo wyraznej réznicy w za-
trzymywaniu Ca w poréwnaniu z kontrolnymi szczurami z tego samego
miotu, ktére otrzymywaly przez caly czas diete nisko-Ca.

2. Wszystkie szczury niezaleznie od wieku adaptowaly sie w ciggu
2 - 6 miesiecy od zmiany diety, do niskiego spozycia Ca.

3. Wydatniejsze zatrzymywanie Ca na diecie nisko-Ca polegalo na
zmniejszeniu wydalania Ca w kale. Wynika stad, ze przy adaptacji me-
chanizm absorpcji dostosowuje si¢ do zmniejszonego spozycia Ca.

4. Sa pewne dane, ze starsze szczury potrzebuja dluzszego czasu do
adaptacji anizeli mlodsze.

5. W drugiej serii do$wiadczen grupy skladajace sie¢ z dwoch do
szeSciu szezurow otrzymywaly diete nisko-Ca lub wysoko-Ca, od chwili
odstawienia od matki do 6, 9, 12 lub 15 miesiecy zycia. W tych okresach
potowa z kazdej grupy pozostawala na tej samej diecie, za§ druga polowa
dostawala druga diete. W roéznych okresach dodawano do pokarmu #Ca
i na koniec kazdego doswiadczenia robiono autoradiogramy kosci dlugich.
W wigkszosci grup oznaczano bilans przez 2 tygodnie przed zabiciem.
W trakcie jednego z doswiadczen szczury trzymane na wyscko-Ca diecie
otrzymywaly przez 2 tygodnie diete bardzo nisko-Ca (0,04%¢ Ca, 0,17% P).

6. Oznaczanie bilansu wykazalo, ze szczury z niska zawartoscig Ca
w ustroju zatrzymywaly wydatniej Ca, anizeli szczury z wyzszym zapa-
sem Ca. Stwierdzono to zaréwno przy diecie wysoko- jak i nisko-Ca. Efekt
ten byl o wiele silniej zaznaczony przy diecie nisko-Ca. Na diecie bogate]
w wapn szczury zatrzymywaly wydatniej Ca, o ile okres wysoko-Ca diety
byl poprzedzony przez dwutygodniowy okres diety nisko-Ca.

7. Autoradiogramy kosci wykazaly, ze przyrost nowych substancji
mineralnych na powierzchniach korowych, przedstawiajacy fizyczny
wzrost kosci, zmniejsza sie z wiekiem szczura. Przyrost byl bardziej prze-
dluzony u zwierzat trzymanych od chwili odstawienia od matki na diecie
nisko-Ca, anizeli na wysoko-Ca, potwierdza to wczesniejsze wyniki
(Henry i Kon, 1953) oparte na analizach ko$ci. Stwierdzono wybitne od-
kladanie **Ca w tkance gabczastej kosci, przy diecie wysoko-Ca poprze-
dzonej okresem niskiego spozywania wapnia.

8. W trzeciej serii do§wiadczen, oznaczano zatrzymanie w ustroju Ca
i P z diety zawierajacej 0,15% Ca i 0,05 lub 0,24% P, w grupach zlozo-
nych z 6 szczurow w wieku od 1 do 12 miesiecy.
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9. Jednomiesigeczne szczury zatrzymywaly tylko 25% spozytego Ca,
przy diecie nisko-P, za§ 96% przy diecie zawierajacej wiecej P. Przy
nisko-P diecie zatrzymanie Ca wzrastalo do 76% w 3 miesiacu zycia,
nastepnie spadalo. Wnioskujemy stad, ze przy ograniczonej ilosci P, jest
on u mlodego szczura zatrzymywany wybiérczo przez tkanki miekkie;
lecz w 3 miesiacu zapotrzebowanie to jest juz zaspokojone i wiecej jest
wiedy dzieki temu dostepnego P dla tworzenia koSci. Zapotrzebowanie
na Ca i P ostro spada od 6 miesigca zycia.

Otrzymano 28.12.1959
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The previous studies [2] on the occurrence and the role of pyrophosphate
(PP) in the Hawk-moth had led to the suggestion that PP formed in the
white part of the ductus ejaculatorius was released in the reaction of
cytidine triphosphate (CTP) and phosphocholine (PChol) [4]

CTP. + PChol == CDPChol + PP,

being the first stage of lecithine synthesis.

This assumption was based on the presence of a considerable amount
of phosphocholine in the testis but not in the ejaculatory duct. Since
a decrease in phosphocholine content was attended by an increase in
pyrophosphate content, the above explanation has been accepted.

Large amounts of PP found in the duct homogenate should drive the
reaction equilibrium to the left and thus suppress the forward reaction.
It is generally assumed, that various reactions connected with the formation
of pyrophosphate proceed, due to the decomposition of the latter by
pyrophosphatase. Although no evidence for the pyrophosphatase activity
in ductus ejaculatorius was provided [2], the formation of PP
notwithstanding does not appear to be inhibited and the product is
accumulated in an amount not found elsewhere. This finding strongly
favours the suggestion that PP in the duct is in a combined rather than
free state, and for this reason is unable to affect its own formation.

To verify this suggestion the behaviour of the PP in dialysis was
observed. The separated duct was homogenized with tris buffer, pH 7.4,
and dialysed against water for 24 hours at room temperature. Then the
bag content was filtered and MnCl, was added, according to the Jones
procedure [3]. No sediment of manganous pyrophosphate was obtained.

[187]
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But a chromatogram! of the same homogenate showed an intensive
pyrophosphate spot. After the fluid from bag had been deproteinized with
4% trichloroacetic acid (TCA) and filtered, pyrophosphate was detectable
in the filtrate as well by the Jones method and by paper chromatography.
This result indicated that the PP in ductus ejaculatorius was present but
neither dialysable nor precipitable by Jones’ procedure to any appreciable
extent. Many attempts of extractions with various neutral buffer or NaCl
solution failed to reveal PP in the extract. Pyrophosphate passes only into
either acidic, at pH below 3, or strongly basic solvents of pH more than 11.
This question did not arise in our earlier investigations, because the first
step in preparation was always the grounding of the duct in TCA. This
also explains our positive results in chromatographing ducts after Ebel
with the acidic solvent containing TCA.

The above investigations proved PP to be in the semen in a bound
form. Pyrophosphate extracted with TCA is decomposed easily by
crystalline pyrophosphatase [2], and the point of interest was to
investigate whether this bound PP is sensitive to this enzyme. For this
purpose the homogenate of the white part of ductus ejaculatorius was
incubated with Kunitz’s crystalline pyrophosphatase. No decomposition
of pyrophosphate took place within 1 hour, whereas in controls
pyrophosphate extracted with TCA was completely decomposed during
15 min. incubation.

In order to decide whether this negative result is to be attributed to
a special state of pyrophosphate or to some inhibitory action of the
homogenate on PP-ase, two following experiments were carried out: In
the first the homogenate was prepared from the white part of the
ejaculatory duct of a freshly emerged moth injected the day before with
32P-ortophosphate (2 uc.). We know from earlier experience [2] that
almost the whole label is transferred to PP of the duct during this time.
The homogenate, 0.2 ml. (diluted up to contain 600 pg. P in the form of
32P-pyrophosphate per ml.) were added with 0.2 ml. of 0.001 m-MgCl,.
0.2 ml. of pyrophosphate solution (120 ug. P), 0.8 ml. of 0.1 m-veronal
buffer, pH 7.2, and 0.1 ml. of Kunitz’s crystalline pyrophosphatase (1 pug
of protein). The mixture was incubated at 37°, 0.2 ml. samples were
taken at intervals and deproteinized with 0.2 ml. of 10°% TCA and
chromatographed. Radioactive spots of PP and non-radioactive, intensively
coloured spots of ortophosphate, were obtained. A control experiment
carried out without enzyme, showed a dark intensively coloured spot of
PP and only traces of ortophosphate.

! Ascending paper chromatograms were developed in the acid solvents system
aiter Ebel [1].
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It is evident from these results that PP-ase was without any effect
on the own labelled PP of the Hawk-moth, but in the same time the
enzyme splitted the added non-labelled PP. Therefore the stability of the
endogenous PP would be attributed to a special state of PP and not to
an inhibitory effect of the homogenate on crystalline PP-ase.

This view is even more strongly supported by the second experiment
carried out in a reversal situation: The labelled PP 2 was added to the
homogenate of the white part containing native unlabelled PP. As can be
seen from Fig. 1, at “zero time”, the radioactivity is concentrated at the
PP spot. But after 5 minutes the PP spot shows blue colour only, and
the total radioactivity is in the ortophosphate spot. This indicates that in
this case the added PP was also decomposed, whereas the endogenous PP
remained intact. Finally, after 60 min. incubation without PP-ase added
the homogenate itself was found to decompose slightly the added labelled
PP (Fig. 1), and so the presence of a weak PP-ase activity is to be
admitted.

The insensitivity against PP-ase as well as results of the dialysis
experiment, indicated that PP in the ejaculatory duct is in a bound state.
To estimate the size of the molecule or particle to which PP is attached

y Orto-
w @ W plophole > W - —
Pyro-
- DD ‘J\.J . """ -p/fospba/e 9 ,
W T R L i .
i ﬁ Fo i R S %

lime of incubation (min.)

Fig. 1. Action of Kunitz's pyrophosphatase on native unlabelled, and added labelled
pyrophosphates (autoradiogram). Black spots: radioactive 32P. Dotted line: Blue spots
of pyrophosphate developed with ammonium molybdate

Fig. 2. Differential centrifugation of the homogenate of the white part of the

ejaculatory duct prepared 24 hours after injection of **P-ortophosphate. Autora-

diogram of phosphate chromatograms of: I — non-centrifuged homogenate; super-

natant obtained at: 2 — 500 g, 3 — 2000 g, 4 — 9000 g. Supernatants 2, 3, 4, were
used in volume twice that of 1

the homogenate of the duct labelled intra vitam with 32P was centrifuged
at different velocities, and the supernatants obtained were chromato-
graphed (Fig. 2). Almost total radioactive phosphorus of the homogenate
was in the form of PP. Total PP was found to be sedimented by

2 Sodium *P-pyrophosphate was obtained by heating monosodium 32P-orto-
phosphate at 215° for 12 hours.

2
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centrifugation at 500 g in a few minutes. The results obtained indicate
that PP is combined with large particles of the homogenate of the
ejaculatory duct.

In view of the possibility of PP being directly bound to protein,
85S-methionine was used to label proteins in the Hawk-moth. Of course, the
positive result could have been expected merely in the case of
simultaneous pyrophosphate and respective protein syntheses.

A male moth immediately after emerging was injected with 0.02 uc of
$2P-ortophosphate and about 20 puc of?*S-methionine. After 24 hours the
ejaculatory duct was separated and the content of the white part was
collected. Preliminary determinations of %S and %P in the duct ? showed

4qr

"”’T{"’%l 107mg. tissue

Time after injection

Fig. 3. Distribution of P in the tissues of the male Hawk-moth at various times

after 3P-ortophosphate injection. Injections were made not later than two hours

after hatching. The %P content is expressed in impulses per minute per mg. o

fresh tissue. Successive columns give **P content in 1 — white part, 2 — testis,
3 — grey part, 4 — fat-body, and 5 — muscles

that the duct did not accumulate the sulphur introduced in such extent
as it did the phosphorus. The per cent of the %S found in the duct and
expressed on the introduced sulphur-basis, was 1/1000 that obtained for
the phosphorus ratio. Protein synthesis in the ejaculatory duct is thus
shown to proceed at a rate not comparable to that of PP synthesis. When
the duct content was suspended in several millilitres of water and
centrifuged, S was found to be mainly in the supernatant, whereas
2P —— in the sediment, and as proved by chromatography in the form of
PP. The successive washings of the sediment did not contain radioactive
phosphorus and only trace amounts of sulphur. Besides of this

3 Determinations of %S and %P in the same sample were carried out by the
absorption technique. The celluloid filter (23.2 mg./cm.?) retained 99%/0 of the *S
radiation and only about 6°% of the %P radiation.
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radioactivity due to **P, the sediment yielded a slight and constant
radiation of %S. This was interpreted as evidence of the presence of
labelled proteins in the same particles with 32PP.

In connection with these experiments it was of interest to study the
distribution of **P in various tissues at different time following the
injection. The results (Fig. 3) are expressed as impulses per minute per
1 mg. of fresh tissue.

Ten minutes after injection the highest proportion of the radioactive
phosphorus was found in the fat-body which of course is the tissue
accepting and absorbing the injected fluid. After 30 minutes the highest

24 hrs,

+ + - + v Starting line
1 2 3 4 3§ ;

Fig. 4. Chromatographic distribution of 3P in TCA extracts of tissuses of male moth

24 hours after injection of *P-ortophosphate (autoradiogram). 1 — white part,

2 — testis, 3 — grey part, 4 — fat-body, 5 — muscles. The quantity of white part
material placed on paper was 14—1/5 that used in the case of other organs

proportion of **P was found in the white part and a somewhat lower in
the grey part of the ejaculatory duct. In the next periods up to the 6th
hour, the radioactivity of the white part rose at the expense of that of
other tissues, and then remained constant until the end of observation
(48 hrs.).

The results given above refer to the total content of the radioactive
phosphorus. To identify the nature of the compounds into which the
radioactive phosphorus was incorporated, TCA extracts were prepared
from various tissues 24 hours after the injection. Paper chromatograms
and their autoradiograms were obtained; one of them is presented in
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Fig. 4. As may be seen, the white part of the duct contains **P almost
exclusively in the form of pyrophosphate and only a slight amount as
ortophosphate. The testis and the grey part contain the label in
ortophosphate and in phosphocholine. The fat-body contains a considerabie
quantity of label in ortophosphate, smaller in phosphocholine and trace
amounts in PP. Muscles were found to show, besides labelled orto-
phosphate and phosphocholine, some unidentified radioactive spots.

In view of the results obtained in the presented investigations, the
accumulation of pyrophosphate in the white part of the ejaculatory
duct may be attributed to the trapping of the forming pyrophosphate
in a complex insensitive to the enzyme action, and not to a lack or
inhibition of pyrophosphatase.

SUMMARY

Pyrophosphate accumulated in the ductus ejaculatorius of Celerio
euphorbiae was found to occur there in a bound form.

It could be detected only after treatment with acid or alkali. In its
native form it was resistant to the action of the crystalline Kunitz’s
pyrophosphatase. The pyrophosphatase activity in the ductus was found
to be negligible. The proces of accumulation of **P in various organs of
the moth Celerio euphorbiae after injection of *3P-ortophoshate into
abdomen was presented.
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O PYROFOSFORANIE MOTYLA WILCZOMLECZKA

Streszczenie

Stwierdzono, ze nagromadzajacy sie w ductus ejaculatorius motyla
wilczomleczka pyrofosforan wystepuje w formie zwigzanej. Mozna go
wykazaé dopiero po zadzialaniu kwasem lub zasada. W naturalnej formie
jest niepodatny na dzialanie pyrofosfatazy krystalicznej Kunitza. W duc-
tus stwierdzono bardzo slabg aktywno$¢ pyrofosfatazows. Przedstawiono
przebieg nagromadzenia P w narzadach motyla wilczomleczka po
wstrzyknieciu do odwloku **P-ortofosforanu.

Otrzymano 28.12.1959 r.
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Our previous studies [2] have shown a marked stability of the
aspartic-c-ketoglutaric transaminase system in Celerio euphorbiae tissues.
The following paper is concerned with more detailed studies on the
enzyme-coenzyme connection and coenzyme requirement of the trans-
aminase protein in diapauzing pupae. This object seems to be of special
interest as it constitutes closed system with no food supply and diffe-
rent enzymatic processes competing for vit. Bg.

MATERIALS AND METHODS

Enzymatic preparations from isolated muscles and fat-body of
C. euphorbiae pupae and pigeon heart muscle were obtained in the same
way as previously described [2]; the dialysis against 0.01 m-phosphate
ouffer being performed alternatively during 24 and 48 hrs. at 4°.

a-Ketoglutaric acid (Nutritional Biochemicals Corporation U.S.A.),
L-aspartic acid (B.D.H.), isonicotinyl hydrazide (INH) was a gift from the
Department of Organic Technology of the Warsaw Politechnic School.
Pyridoxal phosphate was prepared from pyridoxal hydrochloride (Fluka,
Switzerland) by phosphorylation according to Peterson, Sober and
Meister [9]. Spectrum of the obtained pyridoxal phosphate was examined
in 0.1 m-pyrophosphate buffer, pH 8.7 [11] and in 0.1 m-phosphate buffer,
pH 7.4 and compared with the spectra of pyridoxal phosphate of S.A.F.
Hoffmann La Roche.

[193]
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The activity of aspartic-a-ketoglutaric transaminase was determined
by the spectrophotometric method of Cammarata and Cohen [3]. The
following system was used: aliquots of'the investigated enzymatic pre-
parations (0.15— 3 mg. of protein), 20 umoles of sodium aspartate and
20 umoles of sodium a-ketoglutarate in 0.05 m-phosphate buffer, pH 7.4,
final vol. 3.2 ml. Oxalacetate formed during transamination from aspar-
tate was measured at 280 mu spectrophotometrically. The rate of the
reaction was graphically established by plotting values from three
subsequent determinations. This method was chosen instead of previously
used Steinberg’s procedure as the introduction of malic dehydrogenase
to the system was undesirable in our present studies. The activity was
expressed in umoles of oxalacetate formed /min./mg. of protein; forma-
tion of one wmole/ml. of oxalacetate and glutamate being accompanied
by an increase of 0.499 density unit.

Determination of protein was made by spectrophotometric method
based on absorption measurements at 260 and 280 muw as in our previous
studies [2].

Pyridoxal phosphate was determined in dialyzed preparations by the
method of Levine and Hansen [6]. This method was preferred because
of its simplicity and sensitivity although the colour reacton with thio-
phene like the other colour tests for pyridoxal is not specific. The analysed
preparations were freed beforehand from short chain carbonyl com-
pounds by prolonged dialysis and the results obtained served merely for
comparison purpose. Vitamin Bg content in bakers yeast as determined
by the thiophene method proved to be about the same as in insect under
the same conditions, i.e. about 15 ug./mg. of protein.

All spectrophotometric measurements were made with the Unicam
spectrophotometer type SP-500.

RESULTS

Pyridoxal phosphate requirement for the aspartic-a-ketoglutaric
transaminase of C. euphorbiae pupae was established by the use of INH,
a known inhibitor of vitamin By requiring enzymes. The inhibition of
transaminase activity in the insect preparations was determined in va-
rious concentrations of INH. Dialyzed preparations from muscles with
fat-body of C. euphorbiae containing approximately 8 mg. of protein
were incubated alternatively in 10—, 103 102 m-solutions of INH in
phosphate buffer, pH 7.4, for 90 minutes at room temperature. The
transaminase activity was then determined. The results given in Table 1
are related to the preparation non-treated with INH, the activity of which
is considered as 100. For matter of comparison the results obtained with
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13 TRANSAMINATION IN INSECTS. II 195

pigeon heart muscle preparation are included in the same table. The
undialyzed preparation of pigeon heart muscle was used because of the
marked loss of the coenzyme on dialysis [2]. Aspartic-a-ketoglutaric
transaminase of the dialyzed insect preparaticn was inhibited to 88.5%

Table 1

The inhibitory effect of isonicotinyl hydrazide (INH) on the activity of aspartic-a-
-ketoglutaric transaminase
The results are expressed in percent of inhibition. Details see text

| Final concn. Muscles with fat-body | Pigeon heart muscle
| of INH of C. euphorbiae (undialyzed)
J (dialyzed)
10—4m | 0 | 9.3
‘ 1073 m i 88.5 | 13.0
| 10-2m 100.0 100.0

in 102 m concentration of INH, while the same activity of undialyzed
preparation of pigeon heart muscle was inhibited to only 13% under the
same conditions. Total inhibition of transaminase of insect preparation
was observed at 10—2 m concentration of INH, i. e. at the same concentra-
tion of INH that inhibits this activity of pigeon heart muscle.

Quantitative studies concerning coenzyme requirement of aspartic-
-a-ketoglutaric transaminase involved problem of coenzyme ‘“saturation’
of the transaminase protein in the untreated preparation, relation
between coenzyme requirement and transaminase activity, and coenzyme
resolution under various agents.

Table 2

The effect of dialysis on the aspartic-a-ketoglutaric transaminase activity
Activity expressed in umoles of oxalacetate formed/min./mg. of protein X 10*

Dialyzed against
Enzymic :
preparation Undialyzed ' 0.01M-phosphate buffer, pH 7.4 | Water
24hrs. | 48hs. | 24 b
Muscles
with fat-body 1,7 1.7 — 1.09
i/ [ “- | 22 | —
Muscles 16 | - : 45 =
11 | = ; 49 =

Dialysis of enzymic preparation of muscles [2] and muscles with fat-
-body of C. euphorbiae pupae against 400 vol. of 0.01 m-phosphate buffer,
pH 7.4, for 24 hrs. at 4° had no effect on the transaminase activity and

’
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no dissociation of the coenzyme from the enzymic protein did occurred
under these conditions (Tabl. 2). Dialysis of the muscles with fat-body
preparation against water for 24 hrs. decreased the activity by 30%. The
addition of 20 ng. of pyridoxal phosphate/mg. of protein did not restore
the activity. This indicates thus partial inactivation of the enzyme.

Dialysis of muscles preparation against 0.01 m-phosphate buffer,
pH 7.4 prolonged to 48 hrs. even increased the transaminase activity
(Tabl. 2).

The effect of the addition of increasing amounts of pyridoxal phos-
phate was studied with dialyzed against phosphate buffer and undialyzed
preparations to see whether transaminase protein is totally “saturated”
with coenzyme. It was ascertained beforehand in control experiments,
that pyridoxal phosphate does not undergo destruction when incubated
under applied conditions.
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Fig. 1. Effect of pyridoxal phosphate
on the activity of aspartic-a-ketoglu-
ric transaminase of dialyzed prepara-
tion of muscles with fat-body of pupae

Fig. 2. Effect of pyridoxal phosphate
on the activity of aspartic-a-keétogluta-
taric transaminase of dialyzed prepara-
tion of muscles and fat-body. Dialysis

against 0.01 m-phosphate buffer, pH 7.4,

48 hrs; I, (@) muscles of pupae in the

beginning of diapausis; II, () muscles

of pupae 4 weeks later; (4) fat-body ot
pupae

Data given in Fig. 1 refer to dialyzed preparation of muscles with
fat-body. 0-25 pg. of pyridoxal phosphate in 0.05 m-phosphate buffer,
pH 7.4 were added to the enzymic preparations followed by incu-
bation for 20 minutes at 37.5°. Maximum activity was obtained when
9 — 15 ug. of pyridoxal phosphate were added per mg. of protein. At this
concentration of the coenzyme the transaminase activity was twice as
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great as that in untreated preparation. Higher amount of pyridoxal
phosphate did not practically increase the transaminase activity above
this level.

The results given in Fig. 1 represent the effect of pyridoxal
phosphate on a mixture of two tissues of very different transaminase
activity [2]. Therefore experiments of this kind were repeated with muscles
and fat-body separately. Data presented in Figure 2 refer to the results

=]
éf?cF
gno—
5100._
10 §'90
i £
8 . .380—
i LI X & 70
< 4+ s 60
?r §50—
e S e N E [T 1 1 1T L
20 40 60 & 100 120 < 50 100 190 200 250 300
Pyridoxal phosphate (ug/mg.protein) Pyridoxal phosphate (ug./mg.protein)
Fig. 3. Effect of pyridoxal phosphate Fig. 4. Effect of pyridoxal phosphate
on the aclivity of aspartic-a-ketogluta- on the activity of aspartic-a-ketogluta-
ric transaminase of undialyzed pupal ric transaminase of () undialyzed,
muscles. Activity expressed in pmoles (@) dialyzed pigeon heart muscle

of oxalacetate formed/mg. of pro-
tein/min. X 102

obtained with dialyzed preparations of muscles and fat-body respectively.
Pyridoxal phosphate was added in the amount up to 900 pg./mg. of
protein. Maximum activity of the muscles transaminase was achieved
upon addition of 100 ung. of pyridoxal phosphate/mg. of protein.
This concentration of the coenzyme doubled the transaminase activity.
The results diagramed on curve I concern the muscles prepara-
tion from pupae in the beginning of diapausis, while curve II represent
data obtained 4 weeks later with the preparation from pupae of the
same lot. No increase of fransaminase activity was noted upon the addi-
tion of pyridoxal phosphate up to 300 ug. to fat-body preparation.

In undialyzed muscles preparation the addition of 8-120 ug. of
pyridoxal phosphate/mg. of protein had no effect upon transaminase
activity (Fig. 3).

The results obtained with the insect preparation were compared with
that of pigeon heart muscle. Aspartic-a-ketoglutaric transaminase activity
of undialyzed pigeon heart preparation did not increase upon the addition
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of pyridoxal phosphate up to 300 ug./mg. of protein. A 48 hrs. dialysis
against phosphate buffer, pH 7.4 decreased the transaminase activity by
2/3 (Fig. 4). The addition of pyridexal phosphate up to 160 ng. restored
partially the activity by about 30%, but did not reach the value found in
undialyzed preparation.

The effect of agents applied ordinary in purification of the enzymes,
i. e. heating and NH;" ion concentration was studied with the preparation
of muscles with fat-body according to O’Kane and Gunsalus [8] (Tabl. 3).
The activity of enzymatic preparation dialyzed 24 hrs. against 0.01 m-phos-
phate buffer, pH 7.4 and heated to 60° was decreased from 2.75 to 1.97,
although tissue pyridoxal ratio increased from 9.5 to 11.8 ng./mg. of
protein. The additicn however of 20 ug. of pyridoxal phosphate/mg. of
protein increased the activity to 5.3. The addition of this amount of
pyridoxal phosphate was found to secure maximum transaminase activity
of the dialyzed preparation of muscles with fat-body (Fig. 1).

Table 3

Effect of heating and NHy+ ions on the aspartic-a-ketoglutaric transaminase activity
Activity expressed in umoles of oxalacetate formed/min./mg. of protein X 10°

Muscles with fat-body prepa- ”,g‘ Activivty

ration dialyzed against phosphate of pyridoxal without pyridoxal |with 20 u.g. of pyrido-

buffer phosphate{mg. phosphate added Ixal phosphate added/
of protein 7 /mg. of protein

untreated i 9.5 ; 2.75 | 5.13

heating to 60° R j 1.97 | 5.30

399 saturation | supzrnat®. | 18.2 | 17.50 41.67

with (NH4)zSO4i precipit.** — i no activity ‘ no activity

929, saturation | supernat.* ] | no activity ' no activity

with (NH4),SO4| precipit.** ‘ 50, 1 ] 12.27 | 20.44

* Samples from supernatants were drawn and dialyzed against phosphate buffer before the
activity determinations.

** The precipitates were dissolved in water and dialyzed against phosphate buffer sub-
sequently.

Salting out the same non-heated preparation with (NH;),SO; to 39%e
saturation increased the transaminase activity per/mg. of supernatant pro-
tein from 2.75 to 17.5 due to 6-fold purification; the ratio of pyridoxal phos-
phate being increased simultaneously from 9.5 to 18.2 ug./mg. of protein.
The addition of 20 ug. of pyridoxal phosphate/mg. of protein increased
the activity from 17.5 to 41.67. In 92% saturated (NH;),SO; solution
precipitation of transaminase took place; the activity of the precipitate,
dissolved in water and dialyzed against phosphate buffer, dropped to
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7 TRANSAMINATION IN INSECTS. II 199

12.27 and pyridoxal phosphate ratio decreased to 5 ug./mg. of protein.
Addition of the standard amount of pyridoxal phosphate increased the
activity only to 20.44, proving thus partial inactivation of the enzyme
protein.

DISCUSSION

The requirement of aspartic-a-ketoglutaric transaminase of muscles
and fat-body of C. euphorbiae pupae for pyridoxal phosphate was
ascertained by showing the inhibition effect of izoniazid (INH), a specific
inhibitor of pyridoxal phosphate requiring enzymes [5].

Is was found that the coenzyme does not split out from the enzymic
protein on 24—28 hrs dialysis against 0.01 m-phosphate buffer, pH 7.4
(Tabl. 2). The partial resolution of the enzyme was however observed
upon dialysis against water, heating to 60° and saturation to 39 and 92%
with (NH,),SO, partial inactivation of the enzymic protein was noted upon
dialysis in water, and on 92% saturation with NH; ions. One step
fractionation with (NH,),SO; to 39%e saturation caused 8-fold purification
of the enzyme (Table 3).

Studies on the activity of aspartic-a-ketoglutaric transaminase and
“saturation” of the enzymic protein with the coenzyme revealed a distinct
difference between transaminase systems in pigeon heart muscle and
insect tissues. The transaminase of pigeon heart muscle in undialyzed
preparation does not respond to the addition of pyridoxal phosphate
proving total “saturation” of the enzyme with the coenzyme (Fig. 4). On
48 hrs. dialysis against phosphate buffer a marked resolution takes place;
the activity being decreased by about 65°%. The addition of 160 png. of
pyridoxal phosphate/mg. of protein to the dialyzed preparations restores
only partially the transaminase activity, i.e. to about half of the value
found before dialysis. Similar observation was made by Cammarata and
Cohen [4] who did not obtain full recovery of the resolved aspartic-
-a-ketoglutaric transaminase from pig heart on supplementing the enzyme
with pyridoxal phosphate.

Full “saturation” of the insect transaminase was found in dialyzed
fat-body preparation (Fig. 2), which indicates the presence of the coenzyme
in sufficient amount to activate relatively small amounts of transaminase
protein in this tissue: the activity in fat-body is about 10 times lower
than in the muscles [2].

Total coenzyme ‘“‘saturation” of the enzymic protein was noted in
undialyzed muscles preparations (Fig. 3). On 48 hrs dialysis however an
about 3-fold increase of the activity was found (Tabl. 2) and the addition
of pyridoxal phosphate up to 100 ug./mg. of protein caused a further
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increase, i.e. doubled the activity of the dialyzed non-supplemented
transaminase.

Data presented by Meister et al. [7] show a marked increase of the
activity of aspartic-a-ketoglutaric transaminase of pig heart both in
dialyzed and undialyzed preparations upon the addition of pyridoxal
phosphate; the dialysis applied by them did not affect the activity. These
results suggest thus “unsaturation” of the enzyme protein in this tissue.
A marked increase in the activity of the y-aminobutyric-a-ketoglutaric
transaminase was obtained by Baxter and Roberts [1] in E. coli, and
a very high concentrations of pyridoxal phosphate were required for
maximum activation of this enzyme. The conclusions, however, concerning
the coenzyme ‘“‘saturation” are hardly to be drawn in this case because
of the lack of sufficient information about the enzyme resolution.

The observed stimulation of the transaminase activity in muscles of
C. euphorbiace pupae upon dialysis and response to the addition of
pyridoxal phosphate may indicate the presence of other vit. By requiring
enzymes or non-enzymic proteins of high vit. Bg affinity, which are
inactivated or changed respectively upon dialysis in a way excluding
competition for vit. Bg. It may be assumed as well that some dialyzable
inhibiting agents are present in the undialyzed preparation of muscles,
blocking the sites of coenzyme binding. This inhibiting effect may perhaps
be due to some metal ions [10].

SUMMARY

1. Total inhibition of aspartic-a-ketoglutaric transaminase of muscles
and fat-body of C. euphorbiae pupae with 102 m-isonicotinic acid
hydrazide (INH) was noted.

2. Coenzyme does not dissociate out from the transaminase of pupal
muscles on 24-48 hrs dialysis against phosphate buffer, but spilits
out on the dialysis against water, on heating to 60° and on 39 and 92%
saturation with (NH;),SO,; dialysis against water and 92%, saturation
with (NH;),SO; cause simultaneous, partial inactivation of enzymic
protein.

3. A 48 hrs dialysis against phosphate buffer increases approximately
3 times the transaminase activity of pupal muscles.

4. The transaminase activity of undialyzed pupal muscles is not
changed upon the addition of pyridoxal phosphate up to 900 ug./mg. of
protein. It is doubled however after dialysis on the addition of 100 pg.
of pyridoxal phosphate/mg. of protein. Activation of pupal muscles
transaminase upon the addition of coenzyme was compared with that of
the same enzyme in pigeon heart muscle.
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TRANSAMINACJA U OWADOW

II. ZWIAZEK MIEDZY ENZYMEM I KOENZYMEM W TRANSAMINAZIE:
KWAS ASPARAGINOWY-KWAS «-KETOGLUTAROWY U C. EUPHORBIAE

Streszczenie

1. Hydrazyd kwasu izonikotynowego (INH) w stezeniu 10~2m hamuje
calkowicie transaminaze: kwas asparaginowy-kwas a-ketoglutarowy
w migsniach i ciele tluszczowym poczwarki.

2. Koenzym nie odszczepia sie od transaminazy migéni poczwarki
w czasie 24 - 48 godz. dializy w buforze fosforanowym, natomiast odszcze-
pia si¢ pod wplywem dializy w wodzie, grzania do 60° oraz nasycenia do
39 i 929 (NH,),SO,. Dializa w wodzie i nasycenie (NH;),SO; do 92%
powoduja czeSciowa inaktywacje bialka enzymu.

3. 48 godz. dializa w buforze fosforanowym powoduje ok. 3-krotng
aktywacje czynnosci transaminazy miesni poczwarki.

4. Aktywnos$¢ transaminazy miesni poczwarki przed dializa nie zmie-
nia sie na skutek dodawania fosforanu pirydoksalu (do 900 pg/mg biatka),
natomiast po dializie wzrasta ok. dwukrotnie po dodaniu 100 pg fosfora-
nu pirydoksalu/mg biatka. Porownano aktywacje transaminazy migsni
poczwarki pod wplywem dodawanego koenzymu z tym samym ukladem
w migs$niu sercowym golebia.

Otrzymano 31.12.1959 r.
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Badania nad biosyntezg i przemianami alkaloidow w lubinie wasko-
listnym sa prowadzone w naszej pracowni od kilku lat. Wstepne doswiad-
czenia [9] z jalowymi kulturami izolowanych zarodkéw i ich organéw
uwzglednialy znane woweczas, typowe dla tego gatunku alkaloidy, tj. lu-
panine i hydroksylupanine, przy czym wykazano, ze dla ich syntezy
w poczatkowym okresie rozwoju ros$liny niezbedna jest obecnos¢ liscienia.

W tym samym czasie i w mastepnych latach ukazalo sie kilka prac,
w ktorych stwierdzono obok lupaniny i hydroksylupaniny wystepowanie
nowych, przedtem nie znanych alkaloidow w lubinie waskolistnym [4, 15
16, 11, 2].

Te nowe spostrzezenia sklonily nas do zbadania wzajemnych prze-
ksztalcen miedzy alkaloidami w celu uzyskania podstawy do dalszych
prac nad ich biosynteza. W niniejszej pracy, jako pierwszej w serii badan
nad biosynteza i przemianami alkaloidéw w lubinie waskolistnym, przed-
stawiono wyniki obserwacji zmian jako$ciowego i ilosciowego skladu alka-
loidéw we wezesnych stadiach rozwoju tej rosliny.

MATERIAL I METODY

Material doSwiadczalny

Materialem do§wiadczalnym byly mlode rosliny lubinu waskolistnego,
ktore hodowano z masion odmiany ,,Wielkopolski gorzki“ w kulturach
wazonowych i kulturach jalowych.

[203]

http://rcin.org.pl



2N4 M. TOCZKO, S. NIZIOLEK, F. RYSZKA, W. BRZESKI | 1. REIFER 21

Kultury wazonowe. Nasiona wysiewano do wazonéw z piaskiem na-
wilgoconym woda wodociggowa do 60°% pojemno$ci i hodowano rosliny
w szklarni uzupelniajac ubytki wody. Hodowle prowadzono w ciggu je-
dnego miesigca (lipiec), przy czym w odstepach okolo 5-dniowych pobie-
rano do analizy dwie réwnolegle proby po 10 roslin.

Kultury jatowe. Hodowle roslin w warunkach jalowych przeprowa-
dzono w probowkach Hagedorna z pozywka White’a zestalong agarem. Do
probowek odmierzano po 10 ml pozywki White’a [9] z dodatkiem 1% aga-
ru i zamykano korkiem z waty. Probowki z pozywka wyjalawiano trzy
razy po 30 min. w aparacie Kocha (temperatura okolo 100°).

Zdrowe i cale nasiona umieszczano w rozdzielaczu i przez okolo 5 min.
plukano je dokladnie w letniej wodzie z dodatkiem detergenta (Patepon),
a nastepnie przemywano kilkakrotnie woda. W koncu dodawano nasyco-
nej wody bromowei (okol> 3,5%), zamykano rozdzielacz korkiem z waty
i pozostawiano na 5 min. Po usunieciu wody bromowej z rozdzielacza
przeplukiwano nasiona wyjalowiong woda wodociagowa (zachowujac
warunki jalowosci) az do calkowitego wymycia §ladéow bromu, tj. okolo
6 razy po 200 ml wody.

Wyjalowione nasiona w rozdzielaczu i probowki z jalowa pozywka
przenoszono do szafki Hansena uprzednio wydezynfekowanej roztworem
sublimatu i denaturatem. Po 30-minutowym naswietlaniu lampa kwar-
cowa wprowadzano do kazdej probéwki po 10 nasion.

Jalowe kultury hodowano w naturalnych warunkach o$wietlenia
(luty-marzec) i w temperaturze okolo 10-20° w ciagu kilkunastu dni, przy
czym w réznych odstepach czasu pobierano do analizy po dwie probowki
z roslinami.

Metody analityczne

W przypadku kultur wazonowych analizowano material uzyskany
przez zmielenie calych ro§lin uprzednio suszonych w temperaturze 60—
70°. W do$wiadczeniach z jalowymi kulturami analizowano $wiezy mate-
rial ro§linny natychmiast po pobraniu préb, oddzielnie zarodki?, licienie
i pozywke. Ekstrakcje alkaloidow wykonano metoda Reifera i Niziolka
[10], po czym oznaczano je chromatograficzng metoda Reifera, Przezdzie-
ckiej i Kleczkowskiej [11]. Krzywa standardowa dla angustyfoliny wy-
znaczano podobnie jak dla alkaloidéw opisanych w metodzie.

Przy interpretacji wynikow konieczne bylo przyjecie takiego sposobu
przedstawienia wartosci liczbowych, aby odnosily sie one do jednostki
wielkosci badanego materialu nie ulegajacej zmianom.

1 Okre$lenie ,,zarodek” odnosi sie zarowno do wlasciwego zarodka, jak i do roz-
winietej z niego rogliny, pozbawionej liScieni (czg§¢ nadziemna plus korzen).
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Zmiany zawartosci alkaloidow w zaleznosci od réznych wielkosci od-
niesienia podano w tablicy 1. Jak wynika z przytoczonych danych, zaréw-
no swieza, jak i sucha masa rosliny nie jest odpowiednia wielkoscig od-
niesienia dla zmian zawartosci alkaloidéw, gdyz zmienia si¢ wraz z roz-
wojem rosliny. Obrazem rzeczywistych zmian jest wylgcznie bezwzgledna
zawartos¢ alkaloidow w jednej roslinie, ktora wykazuje staly wzrost.

Tablica 't

Zmiany zawartosci alkaloidéw w zaleznosci od réznych wielkosci odniesienia

Wiek Masa jednej rosliny ‘ Zawarto$¢ alkaloidow
roslin ® (ug) ;
(dni) &vieza | powietrznie | na g $wiezej | na g pf)Wletrzme A T rasie qf
| sucha masy | suchej masy |
| | |
20 406 | 0,517 ‘ 528,4 \ 4149 | 2145 f
25. .| 492 | o612 | 4863 3910 | 2393
n | es | 102 | s000 | 3169 s o

Zmiany w zawartosci alkaloidéow w réznych do$wiadczeniach wyrazano
w procentach warto$ci poczatkowej, tj. w nasieniu. Bylo to uzasadnione
tym, ze poczatkowa zawartosé alkaloidow w nasieniu, przyjeta za 100, cze-
sto znacznie sig réznila w réznych doswiadczeniach (1170, 2080, 832 ug). Po-
dane réznice sg uzasadnione pochodzeniem materialu nasiennego z réz-
nych zbioréw w zwigzku z wykonywaniem do§wiadczen w ciggu kilku
lat. Nasiona w réznych do§wiadczeniach réznily sie wielkoéciag i masa,
a zatem i bezwzgledng zawartoécia alkaloidéw, chociaz nie réznila sie
ona znacznie w odniesieniu do suchej masy. W obrebie jednego do$wiad-
czenia nie obserwowano natomiast znacznych wahan, a réwnolegle ozna-
czenia wynosily np.: 206,1 i 201,8 pg; 1275,8 i 1322,4 ug; 1824,3 i 1719,0 ng.

WYNIKI

Wstepne doswiadcezenia przeprowadzono w wazonach, tj. w warun-
kach zblizonych do naturalnych warunkéw polowych. W tablicy 2 sa
przedstawione zmiany zawartosci poszczegdlnych alkaloidow i ich sumy
w calej masie rozwijajacej sie rosliny. Jak widaé, poczawszy od 10 dnia
rozwoju zwigksza sie suma alkaloidéw, przy czym jest rézny udzial po-
szczegbélnych alkaloidow w ogélnej syntezie. W czasie trwania calego do-
sSwiadczenia, oprocz 4 dnia, obserwuje sie dosé regularny spadek zawar-
tosci lupaniny niemal do polowy poczatkowej wartoSci w nasieniu, a hy-
droksylupanina utrzymuje sie na mniej wiecej stalym poziomie. Wzrost
ogolnej zawartosci alkaloidow jest zatem wynikiem powstawania oksylu-
8
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paniny 2 i angustyfoliny, ktére nie wystepuja w nasieniu lub wystepuja
tylko w nieznacznych ilosciach.

Angustyfolina, ktéra wykryto w suchych nasionach, zanika zupelnie
po 4 dniach rozwoju i znéw pojawia si¢ w iloSciach sladowych w 10 dniu.
Dopiero po 25 dniach wzrasta znacznie jej zawarto$¢, stanowige w koncu
do$wiadczenia 16,5%0 (45,6 z 275) sumy alkaloidéw. Oksylupanina pojawia
sie dopiero w 10 dniu i bardzo szybko przyrasta, tak Zze pod koniec do-
$§wiadczenia stanowi powyzej 50%0 sumy alkaloidow.

Tablica 2

Zmiany skladu alkaloidéw w ro§linach w ciqgu 31 dni rozwoju w kulturach wazo-

nowych
Wiek Zawarto$¢ alkaloidow w jednej roslinie i
foitin (w % sumy alkaloidébw w nasieniu) ‘
(dni) lupanina ‘ hydrolfsy- ‘ oksylupani na: anglfstyfo- suma
lupanina [ lina ’ alkaloidow
|
|

0 7055 | 28,3 0,0 | 1,1 100*

4 11,5 6,0 00 | 00 17,5

10 60,4 26,2 232 1 §l. 110

15 58,8 30,5 61,5 ‘ SR 151

20 68,1 20,3 93,5 i Sl 182

25 46,9 ! o7y 95,6 | 32,9 203

31 41,5 31,5 156,0 l 45,6 275 l

* Suma alkaloidéw w nasieniu wynosila 1170 ug.

W czwartym dniu rozwoju mliodych roslin obserwuje si¢ znaczny spa-
dek, ponad 80°0 sumy alkaloidow w poréwnaniu z nasionami. Spadek ten
byl prawdopodobnie spowodowany przenikaniem alkaloidow do podloza,
w ktorym moga one ulega¢ mikrobiologicznemu rozkladowi [5, 6].
W zwiazku z ta obserwacja nalezy podkresli¢, ze miedzy 4 a 10 dniem
rozwoju nastepuje znéw kilkakrotny wzrost zawartosci lupaniny i hydro-
ksylupaniny, ktore w tym czasie osiagaja poziom niemal jak w nasionach.

Opisane wyniki do$§wiadczenia wazonowego wskazywaly, ze w ciggu
pierwszego miesigca rozwoju roéliny ulega znacznym zmianom nie tylko
ilosciowy, lecz i jakoSciowy sklad alkaloidéw, szczegdlnie w odniesieniu
do angustyfoliny i oksylupaniny. W dalszym ciagu bylo zatem interesu-
jace zbadanie, jak zmienia sie sklad alkaloidow w mlodych rozwijajacych
sie zarodkach i li§cieniach. W tym celu zrobiono do§wiadczenia, w ktérych
dla unikniecia mozliwoéci niepozadanych wplywéw mikrobiologicznych
zastosowano jalowe kultury roslin.

2 Nie zidentyfikowana substancja o R,r oksylupaniny.
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Wyniki analizowanych zarodkdéw i liScieni w ciggu 10 dni rozwoju po-
dane sg w tablicy 3. Z przytoczonych danych wynika, podobnie jak
i w poprzednim do$§wiadczeniu wazonowym, ze do 4 dnia rozwoju naste-
puje spadek sumy alkaloidéw w calej roélinie. W 7 i 10 dniu obserwuje
sie natomiast ponowny wzrost sumy alkaloidow w calej roslinie, chociaz
do konca doswiadczenia nie osigga ona poczatkowego poziomu w nasie-
niu. Natomiast zupelie inny obraz daje analiza zmian zawartosci alkaloi-
déw w zarodkach i liscieniach. Suma alkaloidow w zarodku przyrasta
systematycznie przez caly czas rozwoju, podczas gdy w liscieniach obser-
wuje sie znaczny spadek. Zawarto$¢ poszczegélnych alkaloidéw zmienia
sie takze w rozny sposob w zarodkach i licieniach. W zarodkach naste-
puje ciagle gromadzenie sie lupaniny i hydroksylupaniny. Angustyfoline
wykryto tylko w 2 dniu, za$ oksylupanina pojawia si¢ w 4 dniu i dale]j
znacznie przyrasta. Przez caly czas rozwoju rosliny spada natomiast sil-
nie (szeSciokrotnie) zawarto§¢ lupaniny w liScieniach, w slabszym stopniu
maleje zawarto$é hydroksylupaniny (dwukrotnie), a minimalne ilosci
angustyfoliny wystepuja tylko w kontrolnych liscieniach. Jednakze oksy-
lupanina pojawia sie¢ w §ladowych ilosciach w liScieniach w 4 dniu i dalej
przyrasta, podobnie jak w zarodku.

Ogélny obraz zmian skladu alkaloidow w opisanym doswiadczeniu
z kulturami jalowymi jest zgodny z wynikami dla kultur wazonowych
(Tabl. 2), ponadto jednak do$wiadczenie to uwidocznilo znaczne réznice
ilosciowe i jakosciowe, a w przypadku lupaniny i hydroksylupaniny na-
wet rézny kierunek zmian w zarodkach w poréwnaniu z liScieniami.

W opisanym do$wiadczeniu z kulturami jalowymi obserwowano po-
czatkowy spadek ogélnej zawartosci alkaloidéw, ktéry mogl by¢ spowo-
dowany przenikaniem ich do pozywki. W celu zbilansowania alkaloidow
w calej kulturze wykonano jeszcze jedno podobne do$wiadczenie, z tg
tylko roznica, ze w czasie rozwoju roslin analizowano oddzielnie nie tylko
zarodki i liScienie, lecz takze pozywke. Wyniki doswiadczenia podane
sa w tablicy 4.

Jak widaé z wynikéw, suma alkaloidow w przeliczeniu na kulture,
tj. jedng ro$line i przypadajaca jej pozywke, nie maleje, lecz utrzymuje
sie poczatkowo na stalym poziomie, a po 4 dniu rozwoju stale wzrasta.
Wzrost ten jest spowodowany wzrostem w zarodku, gdyz poczatkowa su-
ma alkaloidéw (5,62 ng) zwieksza si¢ przeszlo 240 razy (do 1360 ug).
W liscieniach obserwuje sie pewien spadek sumy alkaloidow, okolo 20%,
tj. 200 pg, ale w 10 dniu nastepuje juz ponowny przyrost i w 14 dniu
osiaga on poczatkowy poziom alkaloidow. Poczatkowemu spadkowi w lis-
cieniu odpowiada w przyblizeniu pojawienie si¢ alkaloidow w pozywece,
lecz ich zawarto§¢ zmniejsza sie pod koniec doswiadczenia do 4% sumy
wyjSciowej.
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Podobnie jak w poprzednim do$wiadczeniu, w zarodkach obserwuje si¢
od poczatku regularny przyrost lupaniny, niemal 300-krotny, i hydroksy-
lupaniny, okolo 40-krotny, zas angustyfolina i oksylupanina pojawiajg sie
dopiero miedzy 4 a 10 dniem i przyrastaja do konca do$wiadczenia.
W liscieniach wyraznie obniza sie zawarto§é¢ lupaniny i hydroksylupani-
ny. Zawarto$¢ angustyfoliny waha si¢ i przyjmuje zmienne wartosci od
16 do 4% calosci, a oksylupanina pojawia si¢ w liScieniach dopiero
w ostatnim dniu do$wiadczenia. W pozywce . utrzymuje sie najdluzej
i w najwiekszej ilosci lupanina. Hydroksylupaniny i angustyfoliny nie
znajduje sie juz w ostatnim dniu do$wiadczenia, natomiast oksylupaniny
w ogoéle nie wykryto w pozywece.

W opisanych wynikach nalezy zwroéci¢é uwage na dwa interesujgce fak-
ty w poczatkowym okresie rozwoju ro§lin: znaczne wahania zawarto$ci

! l/} o v
Kultura ' e
J/éj frakee Cala kultura Zarodek Liscienie
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10 100p——+—>"* mL
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Rys. 1. Zmiany skladu alkaloidéw w ciagu 7 dni rozwoju roslin w kulturach jalo-

wych. Wyniki podane w % sumy alkaloidéw w nasieniu, ktéra wynosila 832 ng.

I. Suma alkaloidéw w (k) kulturze, (z) zarodku, (1) liscieniach, (p) pozywce. II. Po-
szczegblne alkaloidy w kulturze, III — w zarodku, IV — w li§cieniach.

(+) Lupanina, L, (g) Hydroksylupanina, H, () Angustyfolina, A, (0) suma
alkaloidéw, S.

angustyfoliny w liscieniach od poczatku doswiadczenia az do 10 dnia,

oraz pojawianie si¢ angustyfoliny i oksylupaniny w zarodkach miedzy
4 a 10 dniem. Fakty te sklonily nas do bardziej szczegélowego przeanali-

http://rcin.org.pl



210 M. TOCZKO, S. NIZIOLEK, F. RYSZKA, W. BRZESKI i I. REIFER (8]

zowania zmian alkaloidéw w poczatkowym okresie rozwoju. Na rysunku 1
przedstawiono graficznie te zmiany badane w 1, 2, 4, 5, 7 dniu rozwoju
roslin.

Z podanych wynikéw widaé, ze spadek sumy alkaloidow w liscieniach
(Rys. 1, I) nastepuje tylko do 4 dnia, przy czym odpowiada on poczatko-
wemu pojawianiu si¢ alkaloidow w pozywce, podczas gdy lgczna ich su-
ma w licieniach i pozywce niemal nie zmienia sie. W zarodkach wyste-
puje w tym czasie nieznaczny tylko przyrost alkaloidow, a dopiero od
4 dnia rozpoczyna sie bardzo intensywny ich wzrost.

Obserwacja ta znajduje potwierdzenie w analizie zmian w zarodku
(Rys. 1, III), ktére ponadto wykazaly, ze najszybszy jest przyrost lupa-
niny, i ze do 7 dnia rozwoju nie wystepuje oksylupanina.

Analiza poszczegélnych alkaloidow w kulturze (Rys. 1, II) wykazuje,
ze najwiekszym zmianom podlega lupanina i angustyfolina, przy czym
w ciggu pierwszych czterech dni zmiany te biegna w przeciwnych kie-
runkach i dopiero od 4 dnia rozwoju rozpoczyna si¢ synteza obydwdéch
alkaloidéw. Wykres zmian w licieniach (Rys. 1, IV) uwidacznia, ze wspél-
zalezne przemiany lupaniny i angustyfoliny dokonuja sie¢ tylko w liScie-
niach. W ciggu 4 dni rozwoju po poczatkowym spadku lupaniny z jedno-
czesnym wzrostem angustyfoliny obserwuje si¢ nastepowa zmiane w od-
wrotnym kierunku, a po ustaleniu si¢ mniej wiecej pierwotnego poziomu
w 4 dniu nie dokonuja sie juz znaczniejsze zmiany w liScieniach do 14 dnia
doswiadczenia, podczas gdy w zarodkach ma miejsce intensywny wzrost
alkaloidow (Tabl. 4).

DYSKUSJA

Nasze wstepne doswiadczenia wazonowe, a zwlaszcza doSwiadczenia
z kulturami jalowymi wykazuja, ze ilosciowy i jako$ciowy sklad alka-
loidéw ulega znacznym zmianom w czasie rozwoju roéliny. W doSwiad-
czeniach naszych synteza alkaloidéw byla poprzedzona pewnym spadkiem
ich zawarto$ci w poczatkowym okresie rozwoju rosliny.

Podobny spadek alkaloidow w czasie rozwoju lubinu zéltego obser-
wowali juz wezeéniej Sabalitschka i Jungermann [12]. Autorzy ci na pod-
stawie dalszych dos§wiadczen [13] sadza, ze alkaloidy sa zuzywane w meta-
bolizmie ro$liny. Twierdza oni, ze nasiona wydzielaja wprawdzie alka-
loidy do podloza, jednak tylko wtedy, gdy jest zbytnia wilgotnos¢, co
wigze sie bezposrednio z oslabieniem sily kietkowania. J ednak na podsta-
wie naszych do$wiadczen uwazamy, ze poczatkowy spadek alkaloidow
wynika gléwnie z ich przenikania do podloza. W doswiadczeniu, w ktorym
analizowano takze pozywke (Tabl. 4), nie obserwowalismy spadku alkalo-
idéow w kulturze, gdyz widoczny ich ubytek z roSliny znajdowal si¢ w po-
zywece. Przenikanie alkaloidéw do podloza obserwowal takze Nowacki [7].
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Wszyscy wymienieni autorzy sa zgodni pod tym wzgledem, ze zjawisko to
wystepuje tylko w poczatkowym okresie rozwoju. Naszym zdaniem alka-
loidy dopéty dyfunduja z nasion, dopoki nasiona nie przejda w stan fizjo-
logicznie czynny. Jak widaé z tablicy 4, od 10 dnia, tj. z chwilg gdy ro-
sliny majq juz rozwiniety system korzeniowy, moga one pochlaniaé
alkaloidy z podloza. Dlatego tez jest mozliwe, ze Sabalitschka i Junger-
mann nie zdolali zaobserwowaé alkaloidéw w podlozu, gdyz byly one
prawdopodobnie pochlaniane przez normalnie rozwijajace sie rosliny, na-
tomiast obserwowali oni alkaloidy w podlozach zbyt silnie nawilgoconych,
na ktérych nasiona utracily zdolnos$é¢ kielkowania, a przenikanie moglo
tylko nastepowaé na podstawie osmozy.

Z przedstawionych doswiadczen widaé¢, ze poczawszy od 4 dnia na-
stepuje synteza sumy alkaloidéw. Bardzo silny przyrost zaobserwowano
w zarodkach, co nie dowodzi jednak, ze alkaloidy sa syntetyzowane wy-
Iacznie w zarodku. Réwnie dobrze moga one powstawaé¢ w tym okresie
w liscieniach i przenika¢ z liScieni do zarodka.

Podobnie jak kilku innych autoréw [4, 15, 7, 1] wykazaliSmy, ze udzial
poszczegolnych alkaloidéw w roslinie ulega zmianom w réznych okresach
rozwoju. W nasionach obserwuje si¢ wylacznie lupanine i hydroksylupa-
nine, a tylko $lady angustyfoliny i dopiero w czasie rozwoju mlodych
rosiin pojawiaja sie bardzo duze ilosci angustyfoliny i oksylupaniny.
W zadnym przypadku nie stwierdziliSmy obecnosci sparteiny, co nasuwa
pytanie, czy sparteina jest, jak przypuszczaja niektoérzy autorzy, podsta-
wowym alkaloidem, z ktérego na skutek utleniania powstaje lupanina,
hydroksylupanina [14, 3, 4, 7] oraz ewentualnie oksylupanina. Przypusz-
czalny schemat: sparteina — lupanina — hydroksylupanina — oksylupani-
na, wydawalby sie uzasadniony, szczegélnie w $wietle prac Nowackiego
i Bireckiej [7, 8, 1], w ktérych dowiedziono utlenianie wprowadzonej do ro-
$liny sparteiny, gdyby nie obserwowana przez nas w licieniach odwrotna
wspolzaleznosé zmian zawartosci lupaniny i angustyfoliny przy stalym
poziomie hydroksylupaniny (Rys. 1, I). Oksylupanina pojawia sie w liScie-
niach pézniej od angustyfoliny. Zupelnie niejasna wydaje sie tu pozycja
angustyfoliny, ktéra jako alkaloid o mniejszej liczbie atoméw wegla
w czasteczce moglaby stanowié¢ raczej jeden z dalszych produktéw prze-
miany alkaloidéw. Przypuszczenie to nie tlumaczy jej Scislej wspolzalez-
nosci z lupanina znajdujaca sie w poczatkowym ogniwie przemian tych
alkaloidéw w przypuszczalnym schemacie.

Szczegélnie interesujacy wydal sie nam poczagtkowy okres (do czte-
rech dni) rozwoju roslin lubinu. Wahania zawarto$ci poszczegélnych alka-
loidéw w tym czasie wskazuja, ze jest to okres organizacji mlodej rosliny,
w ktérym dokonuja sie réznokierunkowe i szybkie przeksztalcenia miedzy
alkaloidami.
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STRESZCZENIE

1. Zbadano zmiany jakosciowego i iloSciowego skladu alkaloidow
we wcezesnych stadiach rozwoju tubinu waskolistnego w kulturach wazo-
nowych i jalowych.

2. W pierwszych dniach rozwoju rosliny stwierdzono spadek ogolnej
zawartosci alkaloidéw, ktéry zwiazany jest z ich przenikaniem do podlo-
za. Przenikanie to ustaje okolo 4 dnia.

3. W rozwoju rosliny zaobserwowano wystepowanie wczesnego sta-
dium, w ktérym przebiegaja w liScieniach roéznokierunkowe i szybkie
przeksztalcenia miedzy alkaloidami, przy czym przyrost alkaloidow w za-
rodkach jest nieznaczny. Od okolo 4 dnia stwierdzono intensywna synte-
z¢ alkaloidéw w roslinie.

4. W zarodku wykazano najwczesniejszy i najwiekszy przyrost lu-
paniny, podczas gdy najpdézniej pojawia sie oksylupanina. Ponadto obser-
wowano synteze hydroksylupaniny i angustyfoliny, a obecnosci innych
alkaloidéw nie wykryto.
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BIOSYNTHESIS AND CHANGES OF ALKALOID CONTENT IN
LUPINUS ANGUSTIFOLIUS

I. CHANGES IN CONTENT OF ALKALOIDS IN THE EARLY STAGES OF GROWTH

Summary

1. The qualitative and quantitative changes in the content of various
alkaloids during the early stages of plant growth were investigated in
sterile and pot cultures.

2. A decrease in total alkaloids was observed in the plant during the
first few days of growth, owing to migration of the alkaloids into the
medium. Afterwards the release ceased and the alkaloids from the medium
were again taken in by the roots.

3. Two strictly defined stages were observed in the early growth
of the plant. The first stage up to the fourth day is characterised by rapid
changes in the quantitative set up of the alkaloids in the cotyledons. In the
second stage, from the fourth day onward, an intensive synthesis of all
alkaloids in the plant has been observed.

4. Lupanine was the first, oxylupanine the last alkaloid to be
synthesised in large quantities in the young seedlings. Biosynthesis of
hydroxylupanine and angustifoline was also observed, and no other
alkaloids could be detected.

Otrzymano 2.1.1960 r.
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M. ZYDOWO

DEZAMINAZY KWASU ADENILOWEGO I ADENOZYNY
W NERCE SZCZURA *

Zaklad Chemii Fizjologicznej AM, Gdansk
Kierownik: prof. dr Wi. Mozolowski

Wiadomo od dawna, ze enzymy odczepiajace grupe aminowg od po-
chodnych adeninowych sa do$¢ rozpowszechnione w tkankach zwierze-
cych. O ile jednak wigkszosé tkanek z latwoscia dezaminuje adenozyne
[4, 10], to rozklad kwasu adenilowego do kwasu inozynowego stwierdzono
tylko w mieéniach [13, 22], we krwi [15] i w mézgu [23]. Z drugiej strony,
znaczna szybko§¢ wbudowywania izotopowego azotu amonowego w grupe
6-aminowa kwasu adenilowego [11, 17] kaze mySsle¢ o jakiej§ szczegdlnej
biologicznej roli reakcji odczepienia grupy aminowej od kwasu adenilo-
wego. Wyniki obecnej pracy swiadczg o tym, ze poza wymienionymi wy-
zej trzema tkankami, takze i nerka szczura zawiera swoista dezaminaze
kwasu adenilowego, ale dla uwidocznienia jej aktywnosci nalezy ja od-
dzieli¢ od dezaminazy adenozyny i od fosfatazy.

METODY DOSWIADCZALNE

Przygotowanie frakcji nerkowych. Do doswiadczen uzyto nerki bia-
lych szczuréw, usuniete po krétkiej narkozie chloroformowej. Po dekap-
sulacji, nerki wrzucano do lodowato-zimnego, 0,1m roztworu KCI,
w obojetnym 0,039 m buforze boranowym. Nerki wazono, przemywa-
no tym roztworem, a nastepnie homogenizowano w 7,5 objeto-
sciach tegoz roztworu, chlodzac homogenizator Potter-Elvehiem’a wodga
z lodem. Homogenat wirowano w ok. 600 g przez 5 min. w wiréwce umie-
szczonej w chlodni o temperaturze 0°, otrzymujgc osad nie rozbitych ko-
morek, jader i ewentualnie nie wyplukanych krwinek (OI), oraz plyn nad
osadem (SI) bedacy zawiesing mniejszych tworéw cytoplazmatycznych

* Tymczasowe doniesienie z cze$ci wynikéw tej pracy ogloszono w Nature (Lon-
don) 184, 1641, 1959.

[215]
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216 M. 2YDOWO [21

w rozcienczonej cytoplazmie. Ten plyn wirowano ponownie przez 15 min.
w ok. 16 000.g, w wir6wce chlodzonej jedynie woda z kranu; otrzymywano
po tym wirowaniu osad (OII), ktory bedzie nazywany dalej frakcja mito-
chondrialng, oraz klarowny plyn nad osadem (SII), zawierajacy rozpu-
szczalne skladniki cytoplazmy. Wszystkie frakcje przeznaczone do inku-
bacji z kwasem adenilowym lub adenozyna dializowano nastepnie przez
24 godz. wobec wody destylowanej w 0°. Po tym czasie, z frakcji SII wy-
padal osad biatka, ktore latwo rozpuszczalo sie po dodaniu KCl, a ktore
nazwano globulinami cytoplazmy (SIIG); pozostale w roztworze bialka
cytoplazmy beda nazywane w dalszym ciagu tej publikacji albuminami
cytoplazmy i beda oznaczane symbolem SITA.

Morfologiczny obraz: osadéow otrzymanych przez wirowanie (OI oraz
OII) kontrolowano przez rozmazanie kropli $wiezego osadu na szkieltku
podstwowym i zabarwienie hematoksyling zelazista po utrwaleniu w for-
malinie; frakcja mitochondrialna (OII) skladala sie z drobnych, slabo
barwigcych sie ziarnistoSci bez zadnych domieszek jader czy innych
twor6w komoérkowych. Preparaty te sporzadzala dr T. Wrzolkowa z Za-
kladu Anatomii Patologicznej A. M. G., za co jej bardzo dzigkuje.

Oznaczanie aktywnosci enzymatycznych. Inkubacje przeprowadzano
w 25°, zwykle przez 30 min. Jezeli substratem byl miesniowy kwas ade-
nilowy (AMP), wowczas stezenia poszczegdlnych zwiazkéw w mieszaninie
inkubacyjnej byly nastepujace: AMP 0,005 m, KCI 0,1 m, bufor burszty-
nianowy o pH 6,0 0,025 m; oraz biatko w ilosci odpowiadajacej 0,1 do 0,3 mg
azotu biatkowego; koncowa objetos§¢ plynu 2 ml. Reakcje rozpoczynano
przez dodanie bialka, a przerywano przez dodanie 1 ml 15%0 kwasu tréj-
chlorooctowego. Jezeli warunki byly inne, to zaznaczono to w tekscie.
Odbialczone plyny inkubacyjne saczono przez saczki z bibuly Macherey
& Nagel S61, ktéra zawiera najmniejsze ilosci amoniaku spo$réd bibul
wyprébowanych przez nas.

Aktywno$é nieswoistej fosfatazy oznaczano przez inkubacje frakeji
nerkowych z p-glicerofosforanem sodowym w stezeniu 0,005 m lub z fos-
foranem fenoloftaleiny w stezeniu 0,001 m, w buforze bursztynianowym
o pH 5,0 lub w buforze 2-amino-2-hydroksymetylopropan-1,3-diol-HCI
(tris) o pH 9,0. Miarg aktywnosci fosfatazy w wypadku glicerofosforanu
jako substratu bylo stezenie nieorganicznego fosforanu, w wypadku fosfo-
ranu fenoloftaleiny natezenie zabarwienia proby po przerwaniu reakcji
glicynowym buforem o pH 11, zawierajacym pirofosforan sodowy [9].

Aktywno$é dezaminazy adenozyny oznaczano wedlug Kalckara [10],
§ledzac przy pomocy spektrofotometru SF-4 spadek absorpcji roztworu
adenozyny w 265 mu.

Przy wszystkich oznaczeniach enzymatycznych wykonywano réwnole-
gle Slepe préby substratowe i enzymatyczne.
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Oznaczanie amoniaku. W przesaczach poinkubacyjnych oznaczano amo-
niak podchlorynowa metodg Van Slyke’a w modyfikacji Russela [21], po
absorpcji amoniaku w 0,01 M-HCl, w mikrodyfuzyjnych naczynkach Con-
way’a [3]. y

Oznaczanie fosforanu nieorganicznego. Oznaczanie wykonywano wed-
lug Gomori’ego [7], w fotometrze Coleman-14.

Azot bialkowy dializowanych frakcji. Oznaczano go metoda Kjeldahla
w aparacie Parnasa i Wagnera, uzywajac przy spalaniu CuSO, jako ka-
talizatora i odbierajac destylat do kwasu borowego z czerwienig metylowa.

Chromatografia bibulowa. Plyny po inkubacji przeznaczone do chro-
matografii odbialczano przez wstawienie na 5 min. do wrzacej azni wod-
nej lub dodanie kwasu trojchlorooctowego do koncowego stezenia 5%o;
w tym ostatnim wypadku ekstrahowano nastepnie kwas tréjchlorooctowy
eterem. Rozdzial nukleozydéw i nukleotydow uzyskiwano przez jedno-
wymiarowa chromatografie zstgpujaca na bibule Macherey-Nagel S61
lub Whatman 1, stosujac rozpuszczalnik podany przez Deutscha i Nilssona
[6]. Plamy uwidaczniano przez sfotografowanie chromatogramu w $wietle
lampy kwarcowej na bardzo twardym s$wiatloczulym papierze chlorowym
produkcji Bydgoskich Zakladéw Fotochemicznych.

Uzywane odczynniki. AMP byl preparatem mie$niowego kwasu ade-
nilowego firmy ,,Zellstoffabrik Waldhof*. Adenozyna, inozyna oraz sél
barowa kwasu inozynowego uzywane do identyfikacji plam chromatogra-
ficznych byly produktem firmy L. Light. Te¢ ostatnia przed uzyciem do
chromatografii przeprowadzano w s6l sodowa przez zmieszanie z ekwi-
molarng iloscia Na,SO,. Tris i fosforan fenoloftaleiny (s61 dwusodowa
estru dwufosforowego fenoloftaleiny) pochodzily takze z firmy L. Light.
Kwas bursztynowy byl oznakowany: Apotekarnes Droghandelsaktiebolag,
Stockholm. Reszta odczynnikow pochodzila z Fabryki Odczynnikéw Che-
micznych w Gliwicach. Otrzymanie preparatu inozyny i trisu zawdzie-
czam Doktorowi S. V. Perry’emu, za co mu bardzo dziekuje.

WYNIKI

Homogenat nerki inkubowany z AMP wytwarza zaré6wno amoniak,
jak i nieorganiczny ortofosforan. Z tablicy 1 widaé, ze aktywno$é¢ fosfa-
tazy AMP jest skoncentrowana glownie we frakcji mitochondrialnej ner-
ki. Globuliny cytoplazmy sa jedyna frakcja, ktéra powoduje, ze liczba
grup aminowych odczepionych od AMP jest wieksza, anizeli liczba odcze-
pionych reszt fosforanowych; mozna by wiec przypuszczaé, ze dezaminacji
ulega kwas adenilowy a nie adenozyna. Mitochondria nerki nie zawieraja
prawie dezaminazy AMP, wobec tego uzyto ich jako fosfatazy w doswiad-
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218 M. ZYDOWO 41

Tablica 1

Aktywnosé fosfatazy AMP i dezaminazy AMP w merce szczura
Warunki dos$wiadczenia jak opisano w tekScie. Wyniki wyrazono iloécig nieorganicznego fosfo-

ranu lub amoniaku uwolniong w ciggu 30 minut w przeliczeniu na ilo§¢ bialka odpowiadajgcg
1 mg azotu biatkowego. Litery a, b, ¢ oznaczaja nerki réznych szczuréw

Frakcja [ pmoli P/mg Ny < 30min. ‘ pumoli NH3/mg Ny > 30min.
a 4,42 ! 3,42
Homogenat b 3,23 [ 1,89
c 3,98 ’ 2,58
Frakcja mitochondrialna 2 14,70 L,
7,23 0,00
(O11)
(S 8,85 0,80
Albuminy cytoplazmy 1,40 (7;'28
(SIIA) 1,33 ,56
e 1,05 1,11
Globuliny cytoplazmy 121 5,65
(SIIG) 1,43 5,45
c 1,82 7,87

czeniu przedstawionym w tablicy 2. Doswiadczenie to mialo wykazaé, czy
globulinowa frakcja cytoplazmy zawiera rzeczywiscie swoista dezaminaze
AMP, nie dzialajaca na adenozyne, oraz w jakiej frakcji zawarta jest de-
zaminaza adenozyny.

1loé¢ amoniaku odczepiona od AMP przez frakcje globulinowa jest
praktycznie taka sama zaréwno wtedy, kiedy do inkubacji wzigeto sama
frakcje globulinowa, jak i wtedy, kiedy dodano mitochondriéw do frakeji
globulinowej. W tym ostatnim przypadku ilo$¢ odczepionego fosforanu
jest oczywiScie znacznie wyzsza. Mozna stad wnosié¢, ze globuliny cyto-
plazmy nerki nie dezaminuja adenozyny, powstalej po odczepieniu fosfo-
ranu od AMP. Inaczej przedstawia sie sprawa z frakcja albuminowa cy-
toplazmy. Frakcja ta uwalnia amoniak z AMP w sposéb wyrazny dopiero
woéwezas, kiedy dzialaniem mitochondriow odczepi sie reszta kwasu orto-
fosforowego.

Wynikajacy z powyzszych doswiadczen wniosek, ze przez dialize cy-
toplazmy nerki wobec wody destylowanej mozna oddzieli¢ dezaminaze
adenozyny od dezaminazy AMP, sprawdzono w dodwiadczeniu, ktérego wy-
nik przedstawiono na rys. 1. Adenozyna po inkubacji z frakcja globulino-
wa daje jedng plame na chromatogramie; nie jest rozkladana przez globu-
liny cytoplazmy. Frakcja ta rozklada natomiast AMP do kwasu inozy-
nowego (IMP). Globuliny maja takze niewielka aktywnos¢ fosfatazowa.
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co wida¢ z tablicy 1. Albuminy cytoplazmy dezaminuja adenozyne do
inozyny, nie odczepiaja natomiast grupy aminowej od AMP.

Nerka szczura posiada zatem zaréwno dezaminaze adenilowa, jak i ade-
nozynowa. Opisane wyzej reakcje enzymatyczne prowadzono w pH 6.
poniewaz takie optimum pH ma dezaminaza adenilowa mie$nia szkieleto-
wego [14]. Jednakze optimum pH dla aktywnosci dezaminazy adenilowej
zawartej we frakcji globulinowej nerki szczura lezy w obOJetnym pH, jak

to wida¢ na rys. 2. Podobnie, w oddmélywamu obo;etnym najsilniej dzia-
la dezaminaza adenozyny zawarta w albuminach cytoplazmy, ale jest ona
aktywna w mieco szerszym zakresie pH anizeli dezaminaza adenilowa.

Tablica 2

Lokalizacja dezaminazy adenozyny i dezaminazy AMP we frakcjach nmerki szczura

Do poszczegélnych préb dawano: 0,2 ml 0,05 m-AMP, 0,2 ml 1 »-KCl, 1 ml buforu bursztyniano-

wego o pH 6, wody destylowanej tyle, azeby koncowa objeto§¢ wynosita 2,0 ml, oraz po 0,3 ml

poszczegblnych frakeji komoérkowych. Po 30 min. inkubacji w 25° odblalczano przez dodanie

1 ml 159% kwasu tréjchlorooctowego, sgczono iloSciowo do kalibrowanej probéwki, dopelniano

wodg do 10 ml i oznaczano nieorganiczny fosforan oraz amoniak. Wyniki wyrazono w bez-
wzglednej liczbie mikromoli fosforu lub amoniaku uwolnionego w prébie

‘ Frakcje pmoli P umoli NHj
a 411 | 048
Frakcja mitochondrialna b 2,02 0,00
c 2,18 0,20
a | 0,35 0,67
Albuminy cytoplazmy b 0,24 0,10
c 0,19 0,20
a 0,35 ’ 1,64
Globuliny cytoplazmy b 0,40 | 1,53
¢ 040 5 ke T3
Albuminy cytoplazmy + frakcja 8 4,52 2,60
2 s 2,50 1,63

mitochondrialna |

i c | 2,66 1,73
Globuliny cytoplazmy +frakcja 4,00 2,03
mitochondrialna 2,42 1,43
c 2,50 1,63

Globulinowa frakcja cytoplazmy wykazuje wciaz pewna aktywnosé
tosfatazy; powstaje pytanie, czy jest to swoista fosfataza AMP (5'-nukleo-
tydaza), czy tez fosfataza nieswoista. Dla uzyskania pewnych wskazowek,
przeprowadzono serie do§wiadczen, w ktérych inkubowano nerkowe frak-
cje z B-glicerofosforanem i z fosforanem fenoloftaleiny w pH 5 i w pH 9.
Wyniki tych do$wiadczen przedstawia tablica 3. Widzimy, ze w zasado-
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&

wym S$rodowisku globulinowa frakcja cytoplazmy katalizuje rozklad za-
réwno p-glicerofosforanu, jak i fosforanu fenoloftaleiny. Aktywnosé kwas-
nej fosfatazy jest wieksza we frakcji albuminowej, ale i frakcja globuli-

AMP At 4denozyna — o=
" 28
[S <
- = 12 24 <
£I18 £
! = % 10 20 e
. S|X
‘ w8
' = 16
4 § 8 e
% 6+ 12
4 8
2+ 4
1 1 1 |
50 60 20 & w
oH

Rys. 2. Zalezno$¢ aktywnosci (x) deza-
minazy adenilowej i (0O) dezaminazy
adenozyny od pH. Aktywno$§é¢ dezami-
nazy adenilowej globulin cytoplazmy
oznaczana z ilo$ci uwolnionego amonia-
ku w warunkach opisanych w tekscie;
pH zmieniano przy pomocy buforéw
bursztynianowego (pH 4, 5, 6) i trisu

Rys. 1. Chromatogram odbialczonych
plynéw po inkubacji cytoplazmatycz-

nych frakeji nerki z AMP i z adenozy-
na: (I) Frakcja albuminowa (SIIA) in-
kubowana z AMP, (II) Frakcja albumi-
nowa (SIIA) inkubowana z adenozynag,
(III) Frakcja globulinowa (SIIG) inku-
bowana z AMP, (IV) Frakcja globulino-
wa (SIIG) inkubowana 2z adenozynj.
Inkubacja 45 minut w 25° w warun-
kach opisanych w teks$cie. Chromato-
grafia zstepujgca na bibule Whatman
1; rozpuszczalnik: nasycony siarczan
amonowy — izopropanol — woda
(79:2:19) . (6)

(pH 7,2, 8, 9). Aktywnos¢ tego enzymu
w pH 5 i ponizej oraz w pH 9 byla tak
niska, ze nie dawala miarodajnych od-
czyltéw. Aktywnos¢ dezaminazy adeno-
zyny albumin cytoplazmy oznaczano
badajgc spadek absorpcji w 265 mp co
5 minut przez pél godziny, po dodaniu
bialka w ilo$ci odpowiadajgcej 0,015 mg
azotu biatkowego do 3 ml roztworu ade-
nozyny o poczatkowym stezeniu 63 uwm;
pH zmieniano przy pomocy moderato-
réow fosforanowych (pH 5, 6, 7,2) lub
trisu (pH 7,2, 8, 9)

nowa rozklada fosforan fenoloftaleiny w kwasnym oddzialywaniu, nato-
miast nie rozklada p-glicerofosforanu.

Oznaczenie jedynie stezenia produktoéw reakcji w odniesieniu do azotu
bialkowego nie pozwala na zdanie sobie sprawy z tego, czy taka sama
cze$é calkowitej aktywnosci fosfatazy znajduje sie we frakcji globiiino-
wej wtedy, kiedy za substrat stuzy glicerofosforan czy fosforan fenolofta-
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222 M. 2YDOWO 181

leiny, jak i wtedy, kiedy substratem jest AMP. Nalezalo wiec zbada¢ udzial
poszczeg6lnych frakeji komorkowych w defosforylacji réznych substratow.
Dlatego oznaczono rozmieszczenie azotu bialkowego we frakcjach nerki.
W tym celu frakcjonowano homogenat nerki podobnie, jak to opisano
poprzednio, ale kazda frakcje zbierano ilosciowo i okreslong objetosé
danej frakcji wlewano do worka dializacyjnego. Po oddializowaniu drob-
noczasteczkowych skladnikéw w ciagu 24 godz. w wodzie destylowanej,
pozostale w worku bialko spalano razem z wezem, lub usuwano je ilo-
$ciowo z worka i oddzielano przez wirowanie frakcje albuminowa od glo-
bulinowej. Réwnoczesnie spalano odpowiednie $lepe proby. Wyniki ozna-
czenia azotu bialkowego frakcji podano w tablicy 4.

Tablica 4

Rozmieszczenie azotu bialkowego we frakcjach merki

Azot wszystkich frakecji oznaczono wprost po dializie wobec wody destylowanej, z wyjgtkiem
frakejl OI, ktérg oznaczono z roéznicy (H—SI)

Frakcje mg N/g nerki 1 9% azotu biatkowego
. H — homogenat 24 4 100
OI — osad pierwszy (jadra,
nie rozbite komorki) 12,1 49,5
SI — plyn nad pierwszym
osadem 12,3 50,5
OIl — osad drugi (mitochon-
dria) 1,56 6.4
SII — plyn nad drugim 1 F
osadem (cytoplazma) 10,7 | 439
SIIA — albuminy cytoplaz- i s
my 6,43 26,4
SIIG — globuliny cytoplaz- TR & S
my 3,76 15,4
SIIR — biatka cytoplazmy '
nie dajace si¢ rozpuscié
w KCI po dializie 0,45 1,8 - |
SIIR +SI11G +SITA + 011+ 01 24,3 99,5 ‘

W oparciu o dane tej tablicy obliczono rozmieszczenie aktywnosci fos-
fatazy kwasnej i zasadowej we frakcjach nerki, co podano w drugim
rzedzie tablicy 3 (%o aktywnosci). Frakcja globulinowa zawiera 7—13%0
calkowitej aktywnosci nieswoistej fosfatazy zasadowej, i 0—7%0 catko-
witej aktywno$ci kwasénej fosfatazy. Z danych tablic 1 i 4 mozna obli-
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czy¢, ze na frakcje globulinowa przypada 4—7% enzymu odczepiajacego
reszte fosforanowg od AMP.

Nie mozna na tej podstawie powiedzie¢, czy w globulinowej frakcji
cytoplazmy nerki jest swoista 5-nukleotydaza. Mozna jednak stwierdzié,
ze frakcja ta katalizuje oderwanie reszty fosforanowej od AMP i ze za-
wiera nieswoistg fosfataze.

DYSKUSJA

Stwierdzono, ze nerka szczura zawiera obok dezaminazy adenozynowej
takze dezaminaze kwasu adenilowego. Obydwa te enzymy mozna latwo
od siebie oddzieli¢ dzieki temu, ze jeden rozpuszcza sie w wodzie destylo-
wanej, a drugi jest rozpuszczalny w roztworze soli, ale wypada z roz-
tworu po usunieciu soli przez dialize. Obydwie dezaminazy sa zlokalizo-
wane w cytoplazmie komoérkowej; frakcja mitochondrialna jest praktycznie
wolna od katalitycznych wlasciwosci odczepiania amoniaku od AMP lub
adenozyny. Defosforylacja AMP natomiast jest najsilniejsza w tej wlasnie
mitochondrialnej frakcji. Nie mozna powiedzie¢, czy jest to swoista fos-
fataza AMP.

W wielu tkankach, a takze w jadzie wezow, wydaje sie istnie¢ swoista
5-nukleotydaza [8, 18, 20], rozkladajaca znacznie szybciej migsniowy kwas
adenilowy, anizeli inne estry fosforowe. Z doswiadczen, w ktérych uzyto
p-glicerofosforanu i dwufosforanu fenoloftaleiny jako substratéw, wynika,
ze nieswoista fosfataza nerki jest takze zageszczona we frakeji mitochon-
drialnej. Trudno stad wyciaga¢ wnioski co do stosunkéw w zywej nie
uszkodzonej komorce. Wiadomo bowiem z badan De Duve i wspolprac.
[1, 2], ze rézne zabiegi wykonywane na mitochondriach powoduja, ze
aktywnos¢ fosfatazy w tych subkomorkowych tworach wzrasta; dziala
tak m. in. dializa wobec wody; a dialize wobec wody stosowano w opisy-
wanych obecnie do§wiadczeniach. Pewna ilo$§é fosfatazy zawarta jest we
frakeji globulinowej cytoplazmy. Takze i ta fosfataza nie wydaje sie by¢
swoistg fosfataza AMP, gdyz globuliny cytoplazmy katalizuja zaréwno
rozklad f-glicerofosforanu w zasadowym $rodowisku, jak i fosforanu fe-
noloftaleiny w pH 5 i w pH 9.

Stosunkowo wysoka aktywno$¢ dezaminaz adenilowej i adenozynowej
w nerce szczura jest szczegélnie ciekawa w zestawieniu z faktem, ze zwie-
rze to wydziela duze iloSci amoniaku w moczu [5, 19]. Wedlug Daviesa
i Yudkina [5] szczury pozostajace na przecietnej diecie wydalaja w ciagu
doby 11,1 + 0,86 mg N-NHj3/24 godz. (samce) i 8,7 * 0,13 (samice). Wigk-
sza z tych wartoéci stanowi okolo 790 mwmoli NH; wydalonych w ciaggu
doby. Z danych tablicy 1 mozna obliczy¢, ile amoniaku moglaby w ciagu
doby wyprodukowaé nerka szczura z kwasu adenilowego badz adenozyny.
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Pelny homogenat, w warunkach do$wiadczenia stosowanych w tej pracy.
wytwarza przecietnie 2,63 pmoli NH; na 1 mg azotu bialkowego, w cig-
gu 30 minut. Przeliczajac to na 24 godziny i 24,4 mg azotu bialkowego
zawarte w 1 gramie nerki (Tabl. 4), otrzymujemy 3090 umoli amoniaku
wytworzonego w ciggu doby przez 1 g nerki (nerki szczura waza zwykle
wiecej anizeli 1 g). Otrzymana wartos¢ przekracza kilkakrotnie przecietng
ilo§¢ amoniaku wydalana w ciagu doby przez szczura. Dwoch czynnikow
nie uwzgledniono w powyzszym poréwnaniu: stezenia substratu, ktore
W nerce in vivo nie jest znane, i stezenia jonéw wodorowych. Liczby wzie-
te do obliczenia uzyskano z inkubacji homogenatu nerki w pH 6,
a optimum dzialania dezaminaz przypada w oddzialywaniu obojetnym.
Jezeli w komorkach nerkowych pH jest bliskie obojetnego, to zdolnosé
produkcyjna nerek szczura jest jeszcze wigksza anizeli 3090 umoli amo-
niaku na dobe.

Analogiczne obliczenie przeprowadzone dla dezaminacji tylko kwasu
adenilowego przez globuliny cytoplazmy nerki wykazuje, ze nawet gdy-
by jedynie dezaminaza kwasu adenilowego wytwarzala amoniak w nerce,
to w ciggu doby mogloby sie go wydali¢ co najmniej 1140 umoli (z danych
tablicy 1 widzimy, ze globuliny cytoplazmy produkuja przecietnie 6,32
umoli NHy/mg N, w ciggu pél godziny, a tablica 4 podaje, ze w 1 g nerki
3,76 mg azotu przypada na globuliny cyteplazmy).

Udzial pochodnych adenozynowych w produkcji amoniaku przez ner-
ke wydaje sie tym bardziej prawdopodobny, ze Yefimochkina i Braun-
stein [24] oraz Kometiani i Klein [12] donieéli o reaminacji kwasu inozy-
nowego przez kwas asparaginowy w mie$niach i mézgu. Aczkolwiek wy-
daje sie udowodnione, ze glutamina i niektére inne aminokwasy [5, 16, 19]
sa zréodlem amoniaku wydalanego z moczem, to jednak nie mozna wy-
kluczy¢, ze pewng role odgrywa tutaj takze kwas adenilowy.

Panu Prof. WI1. Mozolowskiemu dziekuje za instruktywna dyskusje,
Pani Reginie Kaczorowskiej za pomoc techniczna w czasie wykonywania
tej pracy.

STRESZCZENIE

Homogenat nerki szczura odczepia od kwasu adenilowego zar6wno re-
szte fosforanowa, jak i grupe aminowsa. Przez rézniczkowe wirowanie ho-
mogenatu nerki, sporzadzonego w 0,1 m-KCl buforowanym obojetnym
boranem, i przez dialize wobec wody destylowanej, mozna otrzymac frak-
cje, z ktérych jedna (globuliny cytoplazmy) zawiera dezaminaze kwasu
adenilowego, inna (albuminy cytoplazmy) dezaminaze adenozyny. Aktyw-
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[11] DEZAMINAZA ADENILOWA I ADENOZYNOWA W NERCE 225

nosc¢ fosfatazy AMP jest zageszczona we frakcji mitochondrialnej, ale i cy-
toplazmatyczne frakcje wykazuja slabg aktywnos$¢ fosfatazows. Badajac
rozkladanie [-glicerofosforanu i fosforanu fenoloftaleiny, nie znaleziono
danych pozwalajacych stwierdzic, ze ktoras z frakeji zawiera swoistg fos-
fataze AMP (5'-nukleotydaze). Przedyskutowano mozliwo$é¢ udzialu dwoch
opisanych dezaminaz w wytwarzaniu amoniaku wydalanego z moczem.
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DEAMINASES OF ADENYLIC ACID AND ADENOSINE IN RAT KIDNEY

Summary

Rat kidney homogenate produces both ammonia and inorganic
phosphate, when incubated with muscle adenylic acid (AMP). The
homogenate prepared in 0.1 M-KCl buffered with neutral borate can be
separated into three fractions by differential centrifugation and dialysis
against distilled water. One of these fractions (cytoplasmic globulins) has
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adenylic deaminase activity, in another fraction (cytoplasmic albumins)
adenosine deaminase is present. The AMP phosphatase is concentrated
in the mitochondrial fraction although both cytoplasmic fractions have
also phosphatase activity. As both f-glicerophosphate and phenolphtalein
phosphate are splitt by the same fractions as AMP, it was not possible
to establish whether any fraction contains specific AMP phosphatase
(5-nucleotidase).

The possibility that both deaminating enzymes participate in urine
ammonia formation is discussed.

Otrzymano 7.1.1960 r.
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ZALEZNOSC ODDYCHANIA MITOCHONDRIOW OD SRODOWISKA
UZYTEGO DO HOMOGENIZACIJI

Zaktad Chemii Fizjologicznej AM, Gdansk
Kierownik: prof. dr Wi. Mozolowski

W1lasnosci enzymatyczne mitochondriéw zalezag od warunkéw prepa-
rowania. Istotne znaczenie posiada zaréwno sklad plynu uzytego do
homogenizacji tkanek, jak i temperatura. Poréwnanie pod tym wzgledem
zdolnosci oddechowych mitochondriéw, preparowanych w $rodowisku
jonowym oraz w Srodowisku sacharozowym na réznych substratach jest
przedmiotem obecnej pracy.

METODY

Do doswiadczen uzyto nerki bialych szczuréw nie bedacych na diecie
standardowej. Po krétkiej narkozie chloroformowej usuwano po dekapsu-
lacji nerki i przemywano je lodowatym roztworem uzywanym do homo-
genizacji. Wszystkie nastgpne czynnosci poza wirowaniem przeprowadzono
umieszczajac naczynia w lodzie. Tkanke homogenizowano w homogeni-
zatorze Potter-Elvehjem’a z siedmioma objetosciami plynu. Homogenat
wirowano przez 5 minut przy 2100 obr./min. (600 g) w temp. 0 —5°.
Dekantowano znad osadu plyn i nazwano go plynem S;. Celem uzyskania
frakcji zwanej mitochondrialna, ptyn okreslony jako S; wirowano przez
15 minut przy 15000 obr./min. (16 000 g) w wiréwce chlodzonej woda
wodociagowa. Temperatura plynu w wiréwce po takim wirowaniu wa-
hala sie od 28 — 32°.. Rozdzielano w ten sposob osad mitochondriow od
plynu, ktory okreslano jako S;;. Mitochondria po dokladnym osuszeniu
§cianek probowki wiréwkowej i przemyciu plynem uzytym do homo-
genizacji zawieszano w roztworze KCl-boranu (0,1 m-KCl w 0,039m -buforze
boranowym o pH=7,0). Zuzycie tlenu mierzono w aparacie Warburga
w temp. 30° w ciggu godziny. Czas potrzebny na wyréwnanie tempera-
tury wynosil 7 min. Dwa ml mieszaniny sporzadzonej tak jak podaje

[227]
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Gladtke i Liss [1] zawieraly nastepujace substancje w umolach: 60 fosfo-
ran6w, 250 sacharozy, 2 EDTA, 120 fluorku, 6 ATP?!, 15 MgCl, oraz
30 substratu. Jako substratéow uzywano kwasu a-ketoglutarowego (z do-
datkiem 30 wmoli kwasu malonowego) albo kwasu jablkowego lub
bursztynowego. Plyny zobojetniano wodorotlenkiem potasu do pH —74.
Do pomieszczenia centralnego wkladano pasek bibutly i 0,2 ml 10% (w/obj.)
KOH. Do kazdego naczynka dawano 2 ml plynu inkubacyjnego oraz 1 ml
zawiesiny frakcji komorkowych w KCl-boranie. Azot uzytych frakcji
komérkowych oznaczano metoda Kjeldahla w aparacie Parnasa-Wagnera
destylujac do kwasu bornego.

WYNIKI

Poréwnano oddychanie mitochondriéw uzyskanych po homogeni-
zacji w 0,25 m-sacharozie zawierajacej 0,002 mM-EDTA i homogenizacji
w 0,1 M-KCl1 z 0,039 m-buforem boranowym o pH 7, uzywajac jako sub-
stratu kwasu a-ketoglutarowego, jablkowego oraz bursztynowego (Tabl. 1).
Stwierdzono znikome zuzycie tlenu na substracie kwasu a-ketoglutaro-
wego i jablkowego dla mitochondriow preparowanych w KCl-boranie
w poréwnaniu z mitochondriami z sacharozy EDTA. Natomiast zuzycie
tlenu przez mitochondria na substracie kwasu bursztynowego jest wy-
sokie dla obu preparatow mitochondriéw.

Tablica 1

Oddychanie mitochondriéw uzyskanych przez homogenizacje nerek szczura w sacha-
rozie z dodatkiem EDTA i chlorku potasu w buforze boranowym
Wartoéci wyrazano w ul O,/godz./mg azotu mitochondriéw

| Substrat
Roztwér uzyty do , =

e 1 ; )
homogenizacji 1 Kwas | Kwas jablkowy Kwas
| a-ketoglutarowy | bursztynowy

i
|
0,25 M-sacharoza, | | ‘ j
1

0,002 M-EDTA { 186; 158;160 | 135; 108; 172 | 306; 258; 311

0,1 M-KCl,
11; 8; 22 5:6; 15; 3 \ 340; 319; 368

0,039 m-boran

Dla zorientowania sig, jaki wplyw moze mieé boran, homogenizowano
nerki szczura w 0,15m-KCl bez boranu oraz w sacharozie-EDTA z do-
datkiem 0,039 m-buforu boranowego. Wyniki podane w tablicy 2 nie
roznia sie istotnie od danych tablicy 1. Wskazuje to na brak wplywu

! Uzyte skroty: ATP — kwas adenozynotréjfosforowy; DPN — nukleotyd
dwufosfopirydynowy; EDTA — kwas etylenodwuaminoczterooctowy.
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buforu boranowego w plynie uzytym do homogenizacji na oddychanie
mitochondriow.

Na podstawie wynikéw umieszczonych w tablicy 1 mozna by przy-
puszczaé¢, ze obnizenie oddychania mitochondriow uzyskanych z KCl-bo-
ranu dotyczy tych substratéw, ktérych utlenienie wymaga DPN. Utrata
aktywnosci oddechowej mitochondriéw mogla byé wynikiem braku DPN,
jak i inaktywuiacego dzialania temperatury podczas odwirowania mito-
chondriéw szczeg6lnie z KCl-boranu; w koncu wirowania bowiem tem-
peratura siegala 28 — 32°.

Tablica 2

Wplyw boranu ma oddychanie mitochondriéw
Wartosei wyrazano w ul O,/godz./mg azotu mitochondriéw

. Substraty
Roztwér uzyty do I

homogenizacji Kwas

Kwas jabtkowy
a-ketoglutarowy |

0,002 M-EDTA, | 152; 158 [ 127; 139
0,039 m-boran |

|
? V
} 0,25 M-sacharoza, | i

0,15 M-KCl | i 2 | amas

Tablica 3

Zaleznos$¢ oddychania mitochondriéw nerek szczura od DPN oraz od warunkoéw,
w ktorych znajdowaly sie mitochondria przed doswiadczeniem

Nerki homogenizowano w 0,1 m-KCl w 0,039 m-buforze boranowym o pH = 7,0. W naczynkach
inkubacyjnych do 2 ml plynu o skladzie podanym w opisie metod, dodawano 1 ml preparatu
mitochondriéw. Wartoéci wyrazano w ul O,/godz./mg azotu mitochondriéw

Substrat !
Preparat mitochondriéw = I

Kwas a-ketoglutar. | Kwas jabtkowy

| Zawiesina mitochondriéw po pierw- |

f szym wirowaniu (plyn S;) ! 141; 176 | 115; 143
|
Odwirowane mitochondria zawieszo- ' "
ne w KCl-boranie ‘ 115 85 22 1 85651553
Odwirowane mitochondria zawieszo- J }‘
| ne w oddzielonym plynie Sy ! 19; 29 |X o197
I | !
f Odwirowane mitochondria zawieszo- ! { [
ne w KCl-boranie; do inkubacji do- ,
dano 3 umole DPN j 65; 58 35; 35; 54; 36 |

Celem wykazania wplywu DPN i temperatury na oddychanie mito-
chondriéw preparowanych z KCl-boranu wykonano do$wiadczenia inku-
bujac izolowane mitochondria z dodatkiem 103 M-DPN oraz z dodatkiem
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plynu znad osadu mitochondriéw (plyn S;;). Rownocze$nie dla poréw-
nania badano oddychanie nie odwirowanej zawiesiny mitochondriow
(plyn S;). Z tablicy 3 wida¢ pobudzajacy wplyw DPN na oddychanie
oraz to, ze zawiesina mitochondriéow w rozcienczonej cytoplazmie przed

Tablica 4

Wplyw amidu kwasu nikotynowego w plynie uzytym do homogenizacji na oddy-
chanie mitochondriow nerek szczura
Nerki homogenizowano w KCl-boranie z dodatkiem 0,02 m-amidu kwasu nikotynowego. Wa-

runki doswiadczenia jak podano w opisie metod. Wartosci wyrazano w ul O,/godz./mg azotu
mitochondriéw

Substraty
Preparat Kwas a-ketoglu- | Kwas jablkowy
tarowy I
Odwirowane mitochondria | 435 I 4; 5
Odwirowane mitochondria I
z dodatkiem plynu Sy | 65; 61 89; 91

odwirowaniem oddycha zywiej niz wowczas, gdy izolowane mitochrondria
odwirowano i ponownie zawieszono w oddzielonym plynie. Efekt ten
mozna przypisa¢ podwyzszonej temperaturze siegajacej 28 — 32° przy
koncu wirowania. Poniewaz dodatek DPN do plynu inkubacyjnego
czesciowo reaktywowal oddychanie, nie jest wykluczone, ze podczas
homogenizacji w KCl-boranie, jak i odwirowania mitochondriéw zachodzi
aktywacja DPN-azy. Uzyto wiec do homogenizacji roztwér KCl-boranu
z dodatkiem 0,02 mM-amidu kwasu nikotynowego, o ktéorym wiadomo, ze
jest silnym inhibitorem DPN-azy [5]. Izolowane z tego. homogenatu
mitochondria zawieszone w odwirowanym plynie (S;;) wykazywaly
znacznie wyzszg aktywnosé oddechowa od tych samych mitochondriow
zawieszonych w plynie uzytym do homogenizacji (Tabl. 4).

Utrata aktywnosci oddechowej mitochondriéw uzyskanych przez ho-
mogenizacje w KCl-boranie oraz zwigzek z DPN nasuwal przypuszczenie
o lacznosci tego zjawiska z pecznieniem. Homogenizowano wigc nerki
z KCl-boranem, do ktérego dodawano 10~3m-ATP lub 5 X 10—* M-EDTA.
Wyniki umieszczone w tablicy 5 wykazuja brak jakiegokolwiek wplywu
ATP dodanego przy homogenizowaniu na oddychanie. Natomiast obec-
no$¢ EDTA przyczynia sie¢ do zachowania pewnej aktywnosci mitochon-
driéw. Jednak poréwnanie oddychania mitochondriéow preparowanych
z KCl-boranu z dcdatkiem 0,01 M-EDTA z mitochondriami uzyskanymi
z sacharozy-EDTA stwierdza u tych ostatnich znacznie wyzsza aktywnos¢
oddechowg (Tabl. 6).
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Tablica 5

Wplyw ATP i EDTA w plynie uzytym do homogenizacji na oddychanie mitochon-
driow nerek szczura przy uzyciu réinych substratéw
W doswiadczeniu I. mitochondria zawieszano w 0,5 ml plynu uzytego do homogenizacji + 0,5 ml
KCl-boranu. W do$wiadczeniu II. mitochondria zawieszano w 0,5 ml plynu uzytego do homo-
genizacji z dodatkiem ATP { 0,5 ml piynu uzytego do homogenizacji z dodatkiem EDTA. War-
tosci wyrazano w ul O,/godz./mg azotu mitochondriéw

4 Doswiadczenie I Doswiadczenie II
Roztwor uzyty do
homogenizacji Kwas Kwas Kwas Kwas

a-ketoglutarowy Jjabtkowy bursztynowy bursztynowy

0,1 m-KCl, 0,039 M-bo-l
ran, 1073 M-ATP 1 6; 10 341; 321 278; 291
0,1 M-KCl, 0,039 M-bo- | I
ran, 5 x 10~4 mM-EDTA | 96; 102 | 50; 58 158; 216 195; 261

Tablica 6

Poréwnanie oddychania mitochondriow uzyskanych przez homogenizacje w sacha-
rozie i KCl-boranie z dodatkiem EDTA
Wartosei wyrazano w ul O,/godz./mg azotu mitochondriow

Substrat
Roztwér uzyty do homo- :

genizacji Kwas l Kwas , Kwas

a-ketoglutarowy jabtkowy bursztynowy
|
0,25 m-sacharoza, |
0,002 M-EDTA 186; 158; 160 | 135; 108; 172 | 306; 258; 311

0,1 M-KCl, 0,039 m-boran, 79; 75 55; 45 210; 280
0,01 M-EDTA |

Wyniki do§wiadczen podanych w tabl. 1, 5 i 6 wskazuja na to, ze
dodatek EDTA powoduje zmniejszenie oddychania mitochondriow, gdy
substratem jest kwas bursztynowy. Natomiast, gdy substratem sa inne
czlony cyklu kwaséw tréjkarboksylowych, oddychanie mitochondriow
preparowanych z KCl-boranem ulega pewnej stablilizacji pod wplywem
EDTA.

DYSKUSJA

Na podstawie przedstawionych wynikéw mozna stwierdzi¢ odmienna
aktywno$¢ oddechowa mitochondriéw preparowanych z sacharozy i KCl-
-boranu. Srodowisko jonowe KCl-boranu i temperatura podczas wiro-
wania, wahajgca sie od 28 — 32°, prowadza do zmian w mitochondriach,
wynikiem ktorych jest zmnieszone oddychanie. Stwierdzona w obecnej
pracy odpornos¢ mitochondriow merek szczura, preparowanych w sacha-
rozie na temperature siegajaca 28 — 32°, jest podobna do mitochondriow
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232 L. ZELEWSKI (6]

z serca wolu otrzymywanych z sacharozy po 10 min. preinkubacji
w temp. 30° [4].

Analogiczna utrate aktywnosci oddechowej, jaka stwierdzono w obec-
nej pracy dla mitochondriéw homogenizowanych w KCl-boranie i odwi-
rowanych w temp. 28 — 32°, zaobserwowano u mitochondriéw z serca
kota preparowanych w $rodowisku solnym na substracie kwasu a-keto-
glutarowego, jablkowego i szczawiooctowego, gdy inkubowano mito-
chondria przez 15 min. w temperaturze 25° [8]. Réwniez doswiadczenia
przeprowadzone z homogenatem nerek szczura sporzadzonym w wodzie
lub w izotonicznym KCl wykazaly znaczna utrate aktywnosci oddecho-
wej homogenatu preinkubowanego w temperaturze 38° w ciagu 15 minut,
gdy substratem byl szczawiooctan [6].

Pobudzajace dzialanie DPN na oddychanie mitochondriow znajduje
swoje wytlumaczenie w szeregu faktow doswiadczalnych. Stwierdzono
spadek stezenia DPN w mitochondriach serca wolu uprzednio zamrozo-
nych po preinkubacji w 30°, czemu towarzyszylo obnizenie aktywnosci
oddechowej [4]. Mitochondria watroby szczura preinkubowane w fosfo-
ranie przez 10 minut w temperaturze 30° tracg aktywnosé¢é oddechowa
wobec szeregu substratow z wyjatkiem bursztynianu. Dodatek DPN
w stezeniu 10*wm z EDTA 5 X 10~*m powodowal powrét do normy
oddychania [2]. Warto$ci uzyskane w tej pracy z dodatkiem 10— mM-DPN
nie pozwalaja jednak na przypisanie mu wylacznej roli w utracie akty-
wnosci. Jak wynika z danych tablicy 3, amid kwasu nikotynowego dany
do plynu homogenizacyjnego nie zapobiega utracie aktywnosci odde-
chowej mitochondriow. Dodatek plynu znad mitochondriéw po drugim
wirowaniu w znacznie wiekszym stopniu przywraca oddychanie mito-
chondriéw miz ten sam plyn, gdy nie dodano amidu kwasu nikotyno-
wego. Wydaje sig, ze amid kwasu nikotynowego nie zapobiega uwalnia-
niu DPN z mitochondriéw, hamuje jednak jego rozklad po uwolnieniu
z mitochondriow. Stwierdzona stabilizujaca role EDTA na oddychanie
mitochondriéw preparowanych z KCl-boranu na badanych substratach
z wyjatkiem kwasu bursztynowego mozna roéwniez interpretowaé¢ w po-
wigzaniu z DPN. Mozna przyja¢, ze EDTA wiaze DPN z mitochondriami,
umozliwiajac ich oddychanie. Réwnoczesnie wigzac jony wapniowe moze
zapobiega¢ aktywujacemu dzialaniu tych jonéw na DPN-aze.

Tym tez mozna by tlumaczy¢ hamujacy wplyw EDTA na oddychanie,
gdy substratem jest kwas bursztynowy. Zachowany DPN w takich mito-
chondriach umozliwia powstawanie kwasu szczawiooctowego, a ten jest
silnym inhibitorem oksydazy bursztynowej [9]. Roznice w oddychaniu
pomiedzy mitochondriami preparowanymi w KCl-boranie i w sacharozie
moga znalez¢é swoje uzasadnienie w pecznieniu mitochondriéw. Brak ATP
w mitochondriach prowadzi do utraty zdolnosci oddychania. Nie dotyczy
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171 ODDYCHANIE MITOCHONDRIOW A SRODOWISKO HOMOGENIZACJI 233

to kwasu bursztynowego jako substratu, ktory do swego utlenienia nie
wymaga ATP [7]. Stwierdzona wyzsza aktywno$¢ ATP-azy w mitochon-
driach preparowanych w chlorku potasu w por6wnaniu do mitochondriéw
uzyskanych z sacharozy [3] pozwala na podobng interpretacje wynikow
obecnej pracy.

STRESZCZENIE

1. Mitochondria nerki szczura otrzymane z homogenatow KCl-bora-
nowych, odwirowane w temperaturze 28 — 32° w przeciwienstwie do
mitochondriéow preparowanych z 0,25 m-sacharozy z EDTA traca swoja
aktywnos¢ oddechowa, jezeli substratem jest kwas a-ketoglutarowy lub
jablkowy; natomiast zachowuja zdolnosé¢ oddychania, gdy substratem
jest kwas bursztynowy.

2. Proces inaktywacji oddychania mitochondriow uzyskanych przez
homogenizacje tkanki w KCl-boranie jest uzalezniony od obecnosci DPN.

3. Dodatek EDTA do plynu uzytego przy homogenizowaniu wplywa
stabilizujaco na aktywno$¢ oddechowa mitochondriow, gdy substratem
jest kwas a-ketoglutarowy lub jablkowy.

LITERATURA

[1] Gladtke G., Liss E. Biochem. Z. 331, 65, 1958.

[2] Hunter F. E., Ford. L. J. Biol. Chem. 216, 357, 1955.

[3] Klemperer H. G., Biochim. Biophys. Acta 23, 404, 1957.

[4] Lester R. L., Hatefi Y. Biochim. Biophys. Acta 29, 103, 1958.

[51 Mann P. J. G., Quastel J. H. Biochem. J. 35, 502, 1941.

[6] Potter V. R., LePage G. A., Klug H. L. J. Biol. Chem. 175, 619, 1948.

[71 Raaflaub J. Helv. Physiol. Acta 11, 157, 1953.

[8] Slater E. C, Cleland K. W. Biochem. J. 55, 566, 1953.

[9] Swingle K. F., Axelrod A. E, Elvehjem C. A. J. Biol. Chem. 145, 581, 1942.

THE EFFECT OF MEDIUM USED FOR HOMOGENIZATION UPON THE
MITOCHONDRIAL RESPIRATION

Summary

1. The rat kidney mitochondria obtained from KCIl-borate homo-
genates, in contrast to those prepared from 0.25 M-sucrose with EDTA,
lose their respiratory activity when a-ketoglutarate or malate is the
substrate, while they do not so when succinate is the substrate.

2. The respiratory inactivation of mitochondria obtained by
homogenizing tissue in KCl-borate is DPN-dependent.

3. The addition of EDTA to the solution used for homogenization
exerces some stabilizing effect on respiratory activity of mitochondria,
when a-ketoglutarate or malate is employed as substrate.

Otrzymano 13.1.1960 r.
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POROWNANIE WOLNYCH AMINOKWASOW MOCZU
I SLINY CZLOWIEKA

Zaklad Chemii Fizjologicznej AM, Gdansk
Kierownik: prof. dr Wil. Mozolowski

W plynach fizjologicznych wydalanych z ustroju znajduje si¢ pewna
ilo§¢ wolnych aminokwasow. Poréwnanie aminokwaséw wydalanych
przez nerki z moczem z tymi, jakie wydalaja sie przez Slinianki w $linie,
mogloby rzuci¢ pewne swiatlo na fizjologiczne znaczenie i mechanizm
wydalania tych zwigzkow.

White i wspélpr. [9], dyskutujac wyniki swych badan nad elektroli-
tami $liny, licza si¢ z mozliwoscia przeprowadzenia pewnych analogii
miedzy budowa, a takze i czynno$cia komérek nerki i $linianek. Nablo-
nek z rabkiem szczoteczkowym (rodded epithelium) wystepuje zaréwno
w kanalikach kretych nerki, jak i w przewodach wydzielniczych $linianek
podszczekowych i przyusznych. Temu nablonkowi przypisuja autorzy
funkcje reabsorpcyjna. Gdyby przyjeto takie rozumowanie za sltuszne,
byloby uzasadnione podjecie oznaczen poréwnawczych takze i w odnie-
sieniu do aminokwaséw. ’

Celem tej pracy jest dokonanie takiego poréwnania. Szczegdlng uwage
zwroécono przy tym na kwas f-aminoizomaslowy, o ktéorym wiadomo, ze
jest niestalym skladnikiem moczu, wystepujacym u ludnosci angiel-
skiej w 5-10°0 przypadkéw [4 7, 6, 5]. Gdyby kwas B-aminoizomastowy
(BAIB) wystepowal w §linie tylko u tych os6b, u ktérych znajduje sie
w moczu, a nie wystepowal w §linie innych ludzi, mozna by snué przy-
puszczenia co do analogii mechanizmu wydzielania aminokwaséw przez
nerki i przez §linianki.

METODY

Przedmiotem badan byly slina, mocz i osocze zdrowych ludzi, obojga
plci, w wieku od 18 - 40 lat. Mocz i §line kazdego osobnika badano dwu- do
pieciokrotnie w réznych okresach czasu. Sline pobierano, jak opisano po-

[235]
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236 A. GRUDZINSKA [2]

przednio [8]. Mccz przeznaczony do badania pochodzil z rannej porcji.
Osocze otrzymywano z heparynowanej krwi, pobranej na czczo z zyly
lokciowej. Sline po pobraniu odbialczano 96 etanolem w stosunku 1 : 4,
nastepnie odwirowywano i plyn odparowywano w temperaturze 45 - 55°.
Suchg pozostalo§é rozpuszezano w 10% izopropanolu zakwaszonym HCI
(4 ml 6 N-HCI na 1000 ml izopropanolu). 1 ml w ten sposéb otrzymanego
roztworu odpowiadal 10 ml §liny. Sliny nie odsalano. Osocze odbialczano
96%0 etanolem i przygotowywano jak sline. 1 ml koncowego roztworu
odpowiadal 2 ml osocza. Mocz przygotowywano, jak opisal Angielski [1].
Otrzymane w ten spos6b plyny badano chromatograficznie na zawartos¢
aminokwasow.

Chromatografie wstepujaca wykonywano technika opisana przez
Angielskiego [1]. Na paski bibuly Whatman 1 o szerokos$ci 2 ecm nakra-
plano po 10, 20 i 30 ul moczu, 20 i 40 wl osocza, po 20, 40 i 60 ul Sliny.
Rozpuszczalnik: n-butanol-kwas octowy-woda (4 : 1 :1) (rozpuszczalnik I).
Rozwijano trzykrotnie w temp. 18 - 22°, po 12 godzin kazdorazowo. W ukla-
dzie tym BAIB wedruje razem z metionina, wobec czego, przed rozwinig-
ciem chromatogramu, utleniano perhydrolem naniesiona prébke moczu
wzglednie §liny. Uzywano réwniez rozpuszczalnika n-butanol-kwas mréw-
kowy-woda (75 : 15 : 10) (rozpuszczalnik II), ze wzgledu na to, ze wedlug
Awapary i Sato [2] BAIB w tym ukladzie wedruje sam. Jednak plamy
odpowiadajace kwasowi fB-aminoizomastowemu byly o wiele intensyw-
niejsze, niz w pierwszym rozpuszczalniku i pojawialy sie¢ we wszystkich
badanych moczach i §linach, co nasunelo przypuszczenie, ze jest to plama
réwniez i innego aminokwasu, ktory zidentyfikowano jako tyrozyne. Dla-
tego uzywano rozpuszczalnik I a nie IIL

Uzywano nastepujacych substancji chemicznych: n-butanol (Estron),
L-leucyne i lizyny jednochlorowodorek (Schuchard), alanine i glicyne
(Merck), prL-treonine (Chemapol Czechoslowacja), waline (ZSRR), histy-
dyny jednochlorowodorek i y-aminomaslowy (Fluk), tyrozyne i feniloala-
nine niewiadomego pochodzenia (przepakowano w-Gliwicach), kwas gluta-
minowy (B. D. H. Londyn), kwas pL-a-aminomastowy, a-aminoizomaslowy
i f-aminoizomastowy (Hoffman la Roche).

WYNIKI DOSWIADCZEN

Poréwnanie jakosciowego skladu wolnych aminokwaséw moczu i §liny
wykazuje istotne réznice pomiedzy tymi dwoma plynami (Rys. 1, 2 i 3).
Sposréd 20 zbadanych osobnikéw tylko u 4 stwierdzono w moczu wy-
razna plame na chromatogramie odpowiadajaca kwasowi B-aminoizoma-
stowemu. W §linie wszystkich tych osobnikéw, ktorzy nie wydalali BAIB
W moczu, nie stwierdzono réwniez plamy na chromatogramie odpowiada-
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jaceej temu zwiazkowi (Rys. 1). Sliny os6b, wydalajacych BAIB w moczu,
zdaaja sie jednak takze nie zawieraé tego aminokwasu (Rys. 2). Przy zasto-
sowwaniu do rozdzialu rozpuszczalnika I uwidacznia sie niekiedy w $linie
slahba plama, ktorej polozenie odpowiada kwasowi (-aminoizomastowemu,
jeddnakze wystepowanie tej plamy w $linie oséb, wydalajacych BAIB
z nmoczem, jest bardzo nieregularne (Rys. 3).

Uderzajace jest, ze zaréwno §liny f-wydzielaczy (tzn. oséb wydalaja-
cycch BAIB w moczu), jak i nie f-wydzielaczy zawieraja spore ilo§ci ami-
nokkwasu, ktérego polozenie na chromatogramie odpowiada walinie, a kt6-
reggo nie stwierdza si¢ w moczu (Rys. 1, 2 i 3). Tuz ponizej tej plamy
umniejscawia si¢ dodany BAIB.

Przypuszczajac, ze moze BAIB nie rozdzielil si¢ od waliny, wykonano
dosséwiadczenie, w ktérym skrawek paska bibuly odpowiadajacego oddzie-
lomej walinie i BAIB eluowano 10% izopropanolem i poddawano ponow-
nermu rozdzialowi chromatograficzcnemu w ukladzie n-butanol-kwas
mrrowkowy-woda. Na tym wtérnym chromatogramie otrzymano dwie pla-
myy zaréwno u f-, jak i nie f-wydzielaczy (Rys. 4). Jedna z nich, bardzo
slaxba, odpowiada walinie, co byloby zgodne z niewielkimi ilo§ciami wali-
nys, znalezionymi w $linie przez Woldringa [10], druga za$, bardzo inten-
sy'wna, odpowiada dodanemu BAIB. Dodawano rowniez kwas a-amino-
maslowy, y-aminomaslowy i a-aminoizomastowy, lecz plama ta zadnemu
z mich nie odpowiada. Mozliwe, ze plama ta jest BAIB, albo tez odpowia-
dai zwigzkowi, ktory znajdowali Berry i Cain [3] i uwazaja go za gléwny
aminokwas §liny. a ktérego nie udalo im sie zidentyfikowaé.

Jak wida¢ z powyzszych do§wiadezen, wéréd 20 badanych osobnikow,
cziterech wydziela kwas f-aminoizomastowy w moczu. Nie wykazano jed-
naid réwnoleglosci pomiedzy wydzielaniem tego aminokwasu w moczu
i w $linie.

Z badanych 20 moczéw tylko 2 zawieraly plame odpowiadajaca wali-
nie, i to o slabym natezeniu. Natomiast we wszystkich §linach plama ta
znajduje sie i jest intensywna. Blizsze badanie tej plamy wykazalo, ze
sklada si¢ ona co najmniej z dwéch zwiazkéw, z ktérych walina jest
mniejszym iloSciowo skladnikiem. Te¢ odpowiadajaca walinie plame zna-
leziono réwniez wéréd wolnych aminokwaséw osocza.

STRESZCZENIE

Przeprowadzony rozdzial chromatograficzny wolnych aminokwaséow
$liny, moczu i odbialczonego osocza u tego samego osobnika, wykazuje,
ze sklad aminokwasowy tych trzech plynéw ustrojowych jest rézny.
W szczegolnosei nie wykazano réwnoleglosci w wydzielaniu kwasu

f-aminoizomaslowego w moczu i w $linie. Slina wszystkich badanych
10
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238 A. GRUDZINSKA 4]

osobnikéw zawiera aminokwas, ktéorego nie ma w moczu, a ktérego Ry
w ukladzie n-butanol-kwas octowy-woda odpowiada walinie, ale ktory
przy rechromatografii zachowuje sie¢ inaczej niz walina.
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THE COMPARISON OF THE FREE AMINO ACIDS IN HUMAN URINE
AND SALIVA

Summary

The chromatography of free amino acids in saliva, urine and protein
free plasma in the same individuum, showed that the amino acid
compositions of the three fluids were different. Especially the excretion
of f-amino-isobutyric acid did not run in parallel in urine and in saliva.
Saliva of all the persons tested contained an amino acid which does not
occur in urine; its Ry corresponded to valine in the solvents system
n-butanol-acetic acid-water, but it did not behave like valine on
rechromatography.

Otrzymano 15.1.1960 r.
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GRUPY SULFHYDRYLOWE TKANEK SZCZUROW PO ZATRUCIU
KWASEM MALEINOWYM

Zaktad Biochemii Patologicznej Instytutu Biochemii i Biofizyki PAN
i Zaklad Chemii Fizjologicznej AM, Gdansk
Kierownik: prof. dr Wi. Mozolowski

Kleinzeller i Cort [21] przypuszczaja, ze stan grup sulfhydrylowych
bialek blony komérkowej jest czynnikiem kontrolujacym przepuszczal-
no$¢ komorek kanalikéw nerkowych. Mechanizm dzialania diuretykéw
rteciowych, ich wplyw farmakologiczny wigze si¢ z ich reakcja z grupa-
mi SH enzymoéw nerki dzialajacych w kanalikowej reabsorpcji [8, 14, 15].
Zaburzenia przepuszczalno$ci spowodowane trwalym polgczeniem rteci
z grupami SH wyrazaja sie przede wszystkim zablckowaniem reabsorp-
cji elektrolitéw w kanalikach nerkowych [13, 21]. Stwierdzono tez zwigk-
szone wydalanie glikozy i aminokwaséw [34]. Badania histochemiczne
wykazaly, ze wewnatrzkomérkowe rozmieszczenie grup SH oraz rteci
zwigzane]j przez tkanke nerkowsg po podaniu diuretykoéw $cisle sie ze soba
pokrywaja, ograniczajac sie gléwnie do zewnetrznej czesci kory [14, 15].
Wiadomo tez, ze 2,3-dwumerkaptopropanol (BAL), tworzacy ze zwigzka-
mi rteci trwale merkaptydy [8], znosi diureze zmniejszajac ilo§¢ zwigza-
nej przez nerke rteci, a zwigkszajac i przyspieszajac jej wydalanie z mo-
czem [13].

Kleinzeller i Cort [21] stwierdzili, zZe wplyw na przepuszczalno$é ko-
morek kanalikéw nerkowych, podobny do diuretykéw rteciowych, posia-
da p-chinon. Zwiazek ten wykazuje strukturalne podobieristwo do kwasu
maleinowego. Obie substancje zawieraja w swojej czasteczce system
sprzezonych wiazan podwéjnych, ktéry wedlug Friedmanna i wspélprac.
[16] jest odpowiedzialny za reakcje tych zwigzkéw z grupami SH. Wiado-
mo, ze zaré6wno kwas maleinowy, jak i 1,4-chinony tworza trwale pola-
czenia z drobnoczasteczkowymi zwigzkami sulfhydrylowymi [24, 33] i wy-
kazujg zdolnoé¢ inhibicji pewnych systeméw enzymatycznych [25, 30, 27].
Dane te pozwalaja przypuszczaé, ze wystepujace po parenteralnym po-

[239]
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daniu kwasu maleinowego zaburzenia w reabsorpcji kanalikow nerko-
wych wyrazajace sie polyuria, zwiekszonym wydalaniem elektrolitow
[10], cukromoczem i aminoacyduria [19, 1] zwigzane sa réwniez z tworze-
niem przez kwas maleinowy trwalych polaczen z grupami SH bialek ko-
morek kanalikow nerkowych. Dodatkowym potwierdzeniem tego przy-
puszczenia byl fakt, stwierdzony przez Angielskiego i Rogulskiego [2], ze
BAL zapobiega wystapieniu aminoacydurii u szczuréw zatrutych kwa-
sem maleinowym. Opisane w tej pracy doswiadczenia ma)a za zadanie
zbadanie wplywu kwasu maleinowego na zawarto$¢ grup sulfhydrylo—
wych nerki, watroby i krwi szczura.

METODY

Doé$wiadczenia wykonano na 55 bialych szczurach obu plei, wagi
180-280 g, z ktérych jedna grupa byla karmiona dieta bezlaktozowa, dru-
ga grupa otrzymywala diete¢ mleczng [1]. Kwas maleinowy wstrzykiwano
podskérnie w dawce 300 mg na 1 kg wagi szczura, jako 1M roztwor wod-
ny, doprowadzony do pH 7,0 przy uzyciu NaOH. Szczury zabijano przez
odciecie glowy. Krew zbierano do heparynizowanej parowniczki, nastep-
nie hemolizowano 9 objetoSciami wody lub hemolizowano 8 objetoscia-
mi wody i odbialczano 1 objetoscig 25% kwasu sulfesalicylowego. Nerki
i watrobe po wycieciu wrzucano do zimnego izotonicznego roztworu
KCl, a po osuszeniu bibulg i zwazeniu (okolo 1 g tkanki) homogenizowano
z dziesieciokrotng objetoscia zimnej wody lub 2,5% kwasu sulfosalicy-
lowego. Homogenizacje przeprowadzano w szklanym homogenizatorze
Pottera, chlodzonym wodg z lodem. Azot catkowity hemolizatéw krwi i homo-
genatow tkanek oznaczano metodg Kjeldahla w aparacie Parnas-Wagnera.

Grupy sulfhydrylowe oznaczano miareczkowaniem amperometrycz-
nym. Elektrode poréwnawcza sporzadzono wedlug Kolthoffa i Harrisa
[22], platynowa elektrode wirujacq wedlug Bhattacharya [12], a mostek
elektrolityczny wedlug Benescha i wspoélprac. [9]. Miareczkowano w sro-
dowisku wodno-amoniakalnym o pH 9,2. Roztwoér o koncowej, calkowi-
tej objetosci 30 ml byt 0,25 N ze wzgledu na NHj, 0,05 N ze wzgledu na
NH,NO; i 0,01 N ze wzgledu na KCl. W cze$ci doswiadczen stosowano
$srodowisko opisane przez Poglazowa i wspoélprac. [291 cechujace sie
wiekszym stezeniem amoniaku. Wyniki uzyskiwane w obu przypadkach
byly calkowicie zgodne. Miareczkowano 0,001 lub- 0,005 N roztworem
AgNO; dodajac z mikrobiurety po okolo 50 ul w odstepach 1-minuto-
wych. Wychylenia galwanometru odczytywano w 55 sekund po dodaniu
AgNO;. Elektrode standaryzowano przy uzyciu roztworow glutationu
(Merck). Uzyskiwane wyniki stanowily 95 * 3% wartosci teoretycznych.
Rysunek 1 podaje typowe krzywe miareczkowania roztworéw glutationu
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oraz homogenatéw nerki. Po dodaniu wodnych roztworéw glutationu do
homogenatow tkanek odzyskanie grup SH glutationu bylo ilosciowe.

Standardowe roztwory glutationu
sprawdzano na zawarto$¢ grup SH
miareczkowaniem jodometrycznym
[28]. Calkowita zawartos¢ grup SH
(bialkowe i niebialkowe) oznaczano
w 10-krotnie rozcienczonych wod-
nych hemolizatach krwi oraz w 10%
wodnych homogenatach nerki i wat-
roby [11]. Niebialkowe grupy SH
oznaczano po odbialczeniu kwasem
sulfosalicylowym [7]. Uzywane jed-
norazowo do miareczkowania obje-
tosci homogenatéow wzglednie ekst-
raktow tkanek (zwykle 1 do 2 ml)
zawieraly zwykle od 1 do 5 wmoli SH.
Oznaczenia byly wykonywane w
przeciagu 3-4 godzin od chwili zabi-
cia zwierzecia. Homogenaty i ekst-
rakty tkanek do czasu wykonania
miareczkowania chlodzono woda :z
lodem. W tych warunkach nie stwier-
dzono spadku zawartosci grup SH
w ciagu 4 godzin. Samo miareczko-
wanie wykonywano w temperaturze
pokojowej. Wartosci grup SH biatek
obliczano przez odjecie wartosci nie-
bialkowych od wartosci calkowitych
grup SH. Wyniki podano w umolach
grup SH nal g tkanki oraz na 1 g
bialka.

WYNIKI

Surtshin i Yagi [35] wykazali, zc
nerka szczuréw Kkarmionych dietg
cukrowa, bezbiatkowag zawiera wiek-
sze ilosci bialkowych i niebialkowych

Wychylenia galwanomelru

Czas (min)

Rys. 1. Typowe krzywe amperometrycz-
nego miareczkowania standardu gluta-
tionu i homogenatu nerki. Sklad plynu
miareczkowanego: 1 do 5 ml badanej
prébki, 0,7 ml NH4OH (c. wi. 0,923),
1,5 ml 1 M-NH4NO3, 0,3 ml 1 m-KCl,
woda do objetosci 30 ml. (a) i (b): wy-
niki miareczkowania samego S$rodowi-
ska, bez dodania grup SH. (¢) i (d): do-
dano po 1,5 ml standardu glutationu w
kwasie sulfesalicylowym (1,5 pmola

.grup SH). Znaleziono 94,5 oraz 94,0%

wartoséci teoretycznych. (e) i (f): doda-

no po 2 ml 10°% wodnego homogenatu

nerki. Znalezioon 14,0 i 14,4 pmoli grup
SH na 1 g nerki

grup SH w poréwnaniu z nerka szczuréw karmionych zwykla diets.
W poprzednich naszych doswiadczeniach [1] stwierdzono istotne znacze-
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Tablica 1

Grupy sulfhydrylowe krwi, nerki i waqtroby szczuréw

Wyniki uzyskano przy uzyciu miareczkowania amperometrycznego w $rodowisku wodno-amonia-
kalnym. Zawarto$¢ catkowita grup SH (a) oznaczono w peinym homogenacie, zawarto§¢ nie-
biatkowych grup SH (b) po odbialczeniu kwasem suliosalicylowym. Zawartoéé grup SH bialek
obliczono przez odjecle wartosci niebiatkowych od wartoScl catkowitych. Podano S$rednie od-

chylenle
: Grupy sulfhydrylowe
Liczba wmole/lg tkanki pmole/lg biatka tkanki
Dieta | szczuréw | Tkanka Shial iebial-
caticowiie niebiat biatkowe | catkowite niebiat biatkowe
, kowe kowe R
@ | ® |@b (@) ®) | (a—b)
o Krew 23,40 09 | 22,44 113,9 4,7 109,2
z +0,88 | +020 | 40,13 +86 | +1,8 +8,3
2 9 Nerka 14,95 2,63 12,32 101,5 17,8 83,7
= +120 | 047 | x131 | £118 | +1.4 11,5
& Watroba | 21,30 3,99 17,31 111,6 20,9 90,7
+1,08 40,58 +1,30 +7,7 +4,2 +17,5
] Krew 23,50 08 | 2262 | 175 44 | 131
P +0,64 +0,17 +0,39 +14 +1,0 | =15
=
5 6 Nerka 13,80 2,14 11,66 95,7 14,8 80,9
= +1,48 40,47 +1,25 +13,0 | +24 £10,9
Watroba | 20,65 4,23 16,42 105,9 20T | 842
f 40,82 +0,79 | +1,24 +1,6 | £56 | +58

nie laktozy w diecie dla wywolania u szczuréw aminoacydurii przez pa-
renteralne podanie kwasu maleinowego. W §wietle badan Surtshin i Yagi
mozna bylo przypuszczaé¢ mozliwo$é wplywu laktozy w diecie na zawar-
tos¢ grup SH nerki szczuréw. Uzyskane wyniki przedstawiajgce zawar-
tos¢ grup SH tkanek szczuréw karmionych dietg bezlaktozowg oraz dietg
mleczng sg zawarte w tablicy 1. Okazuje sie, ze obecno$é laktozy w diecie
nie wplywa w sposob istotny na zawartosé grup SH krwi, nerki i watroby
szczurow. Wedlug danych Angielskiego i wspélpr. |3] w 15 minut po po-
daniu kwasu maleinowego rozpoczyna sie znaczna diureza, ktéra po uply-
wie 3 godzin ulega wyraZnemu zmniejszeniu. Natomiast wydalanie azotu
a-aminowego osigga maksimum zwykle dopiero na drugi dzien po poda-
niu kwasu maleinowego. W oparciu o te spostrzezenia oznaczano grupy SH
tkanek szczuréw zatrutych kwasem maleinowym w 15 minut, 3 godziny
i 48 godzin od chwili wstrzykniecia kwasu maleinowego. Doswiadczenia
robiono na szczurach karmionych dieta mleczng i bezlaktozows przypusz-
czajac, ze moze dopiero przy zatruciu wystapi wplyw diety na zawartosé¢
grup SH. Jako kontrole uzyto wyniki otrzymane u szczuréw niezatrutych
kwasem maleinowym. Jak widaé z tablicy 2, po podaniu kwasu maleino-
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wego zaréwno u szczuréw karmionych dieta bezlaktozowa, jak i u szczu-
row karmionych dieta mleczng nie stwierdza sie we krwi i w watrobie
istotnych zmian w zawartosci grup SH. Natomiast wyrazne i istotne zmia-
ny wykazuja nerki. U obu grup zwierzat calkowita zawarto$¢ grup SH
w nerce ulega w 15 minut znacznemu zmniejszeniu. Spadek ten dotyczy
zaréwno niebialkowych, jak i bialkowych grup SH. U szczuréw karmio-
nych dietg bezlaktozowa w 15 minut po podaniu kwasu maleinowego za-
warto$¢ calkowitych, biatkowych i niebialkowych grup SH zmniejsza sie
o okolo jedng pigta w poréwnaniu z warto§ciami normalnymi. Calkowita
zawartos¢ grup SH spada z okolo 15 do okolo 11,7 umoli/1 g tkanki; nie-
bialkowe grupy SH ulegaja obnizeniu z okolo 2,6 do okolo 1,8; a grupy
SH bialek zmniejszajg sie z okolo 12 do okolo 10. U szczuréw karmio-
nych dieta mleczna spadek ten jest znacznie wigkszy i wynosi ponad jed-
ng trzecig dla calkowitych i bialkowych, a jedna czwarty dla niebiatko-
wych grup SH w poréwnaniu z wartosciami kontrolnymi. Caltkowita za-
wartos¢ grup SH ulega obnizeniu z okolo 14 do okolo 9; niebialkowe gru-
py SH spadaja z okolo 2,1 do okolo 1,5; grupy SH bialek ulegaja obnize-
niu z okolo 11,6 do okolo 7,5 umoli/1 g tkanki. W trzy godziny o podaniu
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54l

8
o
3
s bF
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@ 4
S (4)
g

2 |\1_|___——r/

0 5 2min 2goaz 48goa:
tzas

Rys. 2. Zmiany w zawarto$ci niebialkowych grup SH (A)

oraz w zawarto$ci grup SH bialek (B) nerki szczuréw po

zatruciu kwasem maleinowym. Szczury karmiono dietg
mleczng

kwasu maleinowego u obu grup zwierzat poziom biatkowych grup SH
ulega regeneracji, ale poziom niebialkowych grup SH pozostaje w dal-
szym ciggu obmzony W 48 godzin po podaniu kwasu maleinowego u obu
grup zwierzat zawartos¢ zaréwno bialkowych, jak i niebialkowych grup
SH osigga juz wartosci normalne. Jak widaé, spadek zawartoéci grup SH
w nerce wystepuje prawie natychmiast, lecz nie utrzymuje sie dlugo.
Zmiany w zawartoéci grup SH bialek nerki zostaja wyrownane, prawie
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calkowicie, juz w 3 godziny po podaniu kwasu maleinowego. Regenera-
cja niebialkowych grup SH odbywa sie znacznie wolniej; jednak w 48 go-
dzin po podaniu kwasu maleinowego wykazuja one warto$ci znacznie
przewyzszajace warto§ci normalne. Dokladniej ilustruje to rys. 2 przed-
stawiajacy zmiany w zawarto$ci grup SH.nerki w ciggu 48 godzin po
podaniu kwasu maleinowego u szczuréw karmionych dietg mleczna. Cie-
kawe, ze w nerce szczur6w karmionych dietq mleczna stosunek niebialko-
wych do biatkowych grup SH jest nizszy (1 :5,4) niz u zwierzat karmio-
nych dieta bezlaktczowa (1 :4,7). To znaczy, ze nerka szczuréw karmio-
nych dieta mleczna posiada mniej czynnika oslaniajacego grupy SH bia-
lek. By¢ moze dlatego w pierwszym okresie po podaniu kwasu maleino-
wego (15 minut) u tych szczuréw spadek grup SH jest wiekszy niz
u szczuréw karmionych dieta bezlaktozowa; a spadek bialkowych grup
SH jest wigkszy (o jedng trzecia) niz niebialkowych grup SH (o jedna
czwartg). Poréwnanie stosunku niebialkowych do biatkowych grup SH
w nerce po 48 godzinach wskazuje, ze osiaga on wyzsze wartosci, szcze-
golnie u szczuréw karmionych dieta mleczng. Byé moze jest to wynikiem
mechanizmow kompensacyjnych. Wystepujaca po podaniu kwasu malei-
nowego znaczna diureza oraz spadek zwierzat na wadze nasuwaly przy-
puszczenie wystepowania istotnych zmian w uwodnieniu tkanek po po-
daniu kwasu maleinowego. Okazuje si¢ jednak, ze wartoéci azotu caltko-
witego tkanek szczuréw zatrutych kwasem maleinowym i zabijanych

Tablica 3

Zawarto$¢ azotu calkowitego oraz biatka (N calkowity X 6,25) we krwi, nerce i wa-
trobie szczuréw

Podane wyniki wyrazajg $rednie wartosci, zaréwno szczuréw kontrolnych, jak 1 szczuréw za-
trutych kwasem maleinowym. Podano $rednie odchylenie

| |

l | Azot catkowity Biatko (N calk. x 6,25)

s Liczba

Dieta B mg/1 ml ]mg/lgﬁwieicj tkanki | mg/1 ml ‘ mg/lg Swiezej tkanki

[ Krew “ Nerka | Watroba | Krew ’ Nerka | Watroba

Bezlaktozowa 24 32,87 23,55 30,51 205,5 147,2 190,7
+0,91 +0,73 | £1,15 +6,6 5,10 8.0

Mleczna 19 " 32,00 23,08 31,19 200,0 1442 I 1949
+1,02 +0,70 +1,20 +7,1 +4.9 [ +8,4

w 15 minut, 3 godziny i 48 godzin pézniej nie wykazuja zadnych istot-
nych réznic w poréwnaniu z grupa zwierzat kontrolnych. Srednie war-
tosci azotu catkowitego krwi, nerki i watroby szczuré6w oraz odpowiada-
jace im wartosci biatka (N catkowity X 6,25) przedstawia tablica 3. War-
tosci grup SH wziete z tablicy 2, po przeliczeniu na 1 g bialka tkanki
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przedstawione sa w tablicy 4. Analiza danych zawartych w tablicy 4
prowadzi do wnioskéw, catkowicie zgodnych ze spostrzezeniami poczy-
rionymi na podstawie danych zawartych w tablicy 2, o zmianach zawar-
tosci grup SH nerki po podaniu- kwasu maleinowego.

-

DYSKUSIJA

Wartoéci niebiatkowych grup sulfhydrylowych oznaczane przez roz-
nych badaczy przy uzyciu réznyech metod wykazuja znaczne rozbiez-
nosci [31, 18, 5, 20]. Poza rdznicami wynikajacymi ze stosowanej metody
istotny wplyw na wynik majg réwniez: ogélny stan zwierzat (glodzenie
i zimno wybitnie obnizajg niebialkowe grupy SH watroby, nieznacznie
nerki [5]); dieta stosowana do karmienia zwierzat [35]; pleé, a takze pora
dnia, w ktérej wykonuje si¢ doswiadczenia [6]. Niewiele jest danych
o zawartosci grup SH bialek w homogenatach takich tkanek jak nerka,
watroba a nawet krew. Material porownawczy jest skapy. Zestawienie
wynikéw wlasnych dla szczuréw niezatrutych kwasem maleinowym z re-
zultatami Bhattacharya [12] oraz Surtshin i Yagi [35] przedstawia
tablica 5. Uzyskane w tej pracy wartosci calkowitych grup SH w nerce
wykazujg zgodnoéé¢ z wynikami Bhattacharya oraz Surtshina i Yagi, sto-
sunek niebialkowych do biatkowych grup SH przesuniety jest jednak nie-
co na korzy$¢ grup SH bialek. Natomiast we krwi wartosci calkowitych
i biatkowych grup SH sa prawie o jedna piata nizsze w poréwnaniu z wy-
nikami Bhattacharya. Dia watroby réznice sg wieksze i dotycza one, jak
to wida¢ z danych tablicy 5, przede wszystkim bialkowych grup SH. Pod-
kredli¢ trzeba, ze Bhattacharya stosowal tzw. $lepa probe z p-chlororte-
ciobenzoanem.

W interpretacji uzyskanych wynikéw jako punkt wyjscia przyjeto
bezposrednig reskcje in vivo kwasu maleinowego z grupami SH. Reakcja
ta zostala in vitro udowodniona przez Morgana i Friedmanna [25] oraz
Weil-Malherbe [36]. Fakt, ze po podaniu szczurom kwasu maleinowego
stwierdza sie spadek grup SH w nerce nie jest wprawdzie bezposred-
nim i dostatecznym dowodem wystepowania tej reakcji in vivo, stanowi
jednak powazne potwierdzenie takiego przypuszczenia. Uzyskane wyniki
zdaja sie wskazywaé, ze zmiany zawarto$ci grup SH po podaniu kwasu
maleinowego dotyczg wybidérczo nerki. Skadinagd wiadomo, ze po podaniu
diuretykéw rteciowych, rte¢ zostaje wybiorczo wychwytana przez nerke
[14, 13, 26]. Przyjmuje sie przy tym, ze jest ona wiazana przez grupy SH
bialek [14, 21, 15].

Stwierdzono. ze spadek zawartosci grup SH nerki jest nagly i wy-
stepuje juz w 15 min. po podaniu kwasu maleinowego. Podobnie Lazarow
[23] stwierdzil po podaniu alloksanu nagle i bardzo znaczne obniZenie
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[11) GRUPY SH TKANEK PO ZATRUCIU MALEINIANEM 249

sie poziomu glutationu krwi i watroby i stopniowy powrét do wartosci
normalnych w przeciagu okolo 24 godzin. Przypuszcza on, ze alloksan
laczy sie¢ najpierw z niebialkowymi grupami SH (glutation), a dopiero po
calkowitym wyczerpaniu w danej tkance tych niebialkowych grup SH
reaguje’z grupami SH bialek.

Dane przedstawione w tablicy 2 i 4 wskazujg, ze po podaniu kwasu
maleinowego ulegaja spadkowi rownoczes$nie zaréwno niebialkowe, jak
i bialkowe grupy SH, mniej wiecej w tym samym stosunku. Jednak stan
grup SH bialek ulega wyréwnaniu znacznie szybciej anizeli niebialkowe
grupy SH. Ponadto spadek catkowitej zawartoéci grup SH jest wigkszy
u szczuréw karmionych dieta mleczna; nerki tych szczurow zawieraly
stosunkowo mniej niebialkowych grup SH. Wskazuje to na ich istotne
znaczenie jako czynnika oslaniajacego grupy SH bialek [32]. Nie mozna
jednak powiedzie¢, ze laczenie si¢ kwasu maleinowego z niebiatkowymi
grupami SH poprzedza jego reakcje z grupami SH bialek, gdyz poczatko-
wy spadek zaréwno niebialkowych, jak i bialkowych grup SH nerki jest
rownoczesny, tak samo gwaltowny i iloSciowo podobny.

Wedlug Borghgraefa i Pittsa [13] diureza wystepujaca po podaniu diu-
retykéw rteciowych jest zwiazana z szybkosScia wychwylywania rteci
przez nerki i z szybkoscig jej wydalania. U pséw rteé zostaje bardzo szyb-
ko wychwytana przez nerke i nastepnie wydalona. Odpowiednikiem tego
jest natychmiastowa i krétkotrwala diureza. U szczuréw natomiast wig-
zanie przez nerke i wydalanie rteci odbywa si¢ powoli, w zwiazku z czym
diureza u szczuréw rozpoczyna sie¢ pozniej i trwa dluzej. Diureza wy-
stepujaca po podskérnym podaniu kwasu maleinowego w dawce
300 mg/kg wagi szczura ma nastepujacy przebieg [3]. Juz w 15 minut po
podaniu kwasu maleinowego szczur zaczyna wydala¢ znaczne ilosci mo-
czu; mniej wiecej po 3 godzinach diureza ulega wyraZnemu zmniejsze-
niu. W przeciagu tych pierwszych 3 godzin szczur wydala przecigtnie
ilo§¢ moczu odpowiadajaca normalnej dobowej diurezie lub nawet wigk-
szaq. Calkowita ilo$¢ wydalonego moczu w pierwszej dobie po podaniu
kwasu maleinowego przewyzsza 2 do 3 razy normalna dobowa ilo$¢. Naj-
wigksze nasilenie diurezy jest zwykle na 2 lub 3 dzien po zatruciu, przy
czym ilosci wydalonego moczu sa 2 do 4 razy wigksze niz w normie. Po-
dobnie w 2 lub 3 dniu ilo$¢ wydalanego azotu a-aminowego osiaga naj-
wyzsze wartosci. Do§¢ trudno jest laczyé¢ taki przebieg diurezy oraz ami-
noacydurii ze zmianami zawarto$ci grup SH nerki po podaniu kwasu
maleinowego, tym bardziej ze nic nie jest wiadomo, w jakiej postaci i kie-
dy kwas maleinowy jest wydalany z moczem. Mozna jednak przypuscié,
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ze znaczna poczatkowa diureza rozpoczynajaca sie nagle okolo 15 minut
po podaniu kwasu maleinowego wigze si¢ z wystepujacym w tym czasie
gwaltownym i bardzo znacznym spadkiem zawarto$ci grup SH bialek
nerki. Po 3 godzinach biatkowe grupy SH nerki ulegaja znacznej regene-
racji, w tym tez czasie ulega zahamowaniu poczatkowa diureza..Jednak
w 48 godzin po podaniu kwasu maleinowego wartosci grup SH bialek
nerki sa juz tylko bardzo nieznacznie (o jedng pietnasta) nizsze w porow-
naniu ze stanem przed zatruciem, a jednak w tym czasie wystepuje naj-
wieksze nasilenie diurezy i aminoacydurii. Brak jest w tej chwili podstaw
do jakiejkolwiek interpretacji tych faktow.

Spadek ilosci grup SH w 15 minut po podaniu kwasu maleinowego
stwierdzony w nerce szczuréw karmionych dieta mleczng wynosi przeszlo
jedng trzecig wartosci normalnych. Jezeli przyjaé, ze dorosty szczur wagi
okolo 200 g posiada okolo 1,7 g tkanki nerkowej (obie nerki), a normalna
catkowita zawarto§¢ grup SH w nerce jest rzedu 14 umoli/l1 g tkanki; to
po przeliczeniu okaze sie, ze obie nerki takiego szczura zawieraja okolo
24 umcle grup SH. Z drugiej strony wiadomo, ze toksyczna dla szczuréw
dawka sublimatu wynosi 3 mg/1 kg wagi ciala [4]. Na szczura wagi 200 g
wypada wiec okolo 2,2 umola rteci. Jezeli zalozy¢, ze wszystka rte¢ zosta-
nie wychwytana przez nerke, a nawet, ze zostanie zwigzana w formie
podwdjnego merkaptydu -S-Hg-S-, wowczas ilosé grup SH, jaka moze
ona zwiazaé, wynosi tylko okolo 4,5 umola. A wigc ilo$¢ rteci, ktéra za-
bija zwierze, moze zwigza¢ maksymalnie tylko poluwe tej ilosci grup SH,
ktora przypuszczalnie zostaje wigzana przez kwas maleinowy. Zapewne
chodzi tu o zdolno$¢ wigzania przez rte¢ i kwas maleinowy roznych grup
SH. czynnych w réznych procesach zwiazanych z funkcja lub przemiana
posrednig nerki. Dobrze znany jest fakt, ze rte¢ wychwytywana przez
nerke gromadzi si¢ glownie w rozpuszczalnej frakcji cytoplazmatycznej
[35, 17). W pewnym odsetku jednak wigzana jest tez przez mitochondria
[17]. Z drugiej strony Surtshin i Yagi wykazali [35], ze oslaniajace w sto-
sunku do sublimatu dzialanie diety cukrowej, bezbialkowej wyraza sig
znacznym zwiekszeniem zawartosci grup SH (przede wszystkim bialtko-
wych) we frakcji cytoplazmatycznej. W nerce szczuré6w karmionych takg
dietg ilo$é rteci wigzana przez frakcje cytoplazmatyczng jest znacznie
wieksza, natomiast frakcja mitochondrialna wiagze woéwczas prawie dwu-
krotnie mniejsze ilo§ci rteci. Autorzy przypuszczaja, ze zwigkszona to-
lerancja tych zwierzat na sublimat jest spowodowana oslaniajacym mito-
chondria dzialaniem zwiekszonej zawarto$ci grup SH cytoplazmy. By¢
moze dzialanie kwasu maleinowego na mitochondria nerki jest ze wzgle-
du na jego strukture, lub z innych przyczyn, utrudnione. Na podstawie
przypuszczenia Surtshin i Yagi w ten wlasnie sposéb mozna by tluma-
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czy¢ fakt, ze dawka kwasu maleinowego wigzaca 2 razy wiecej grup SH
nerki, niz $miertelna dawka sublimatu, nie zabija jednak zwierzecia.

Z tego wzgledu celowym wydaje sie przebadanie wplywu kwasu ma-
leinowego na zawarto$¢ grup SH w poszczegdlnych frakcjach homogena-
tow nerki.

STRESZCZENIE

U szczuréw zatrutych kwasem maleinowym oznaczano miareczkowa-
niem amperometrycznym zawartos¢ grup sulfhydrylowych krwi, nerki
i watroby. Oznaczenia wykonywano: w 15 minut, 3 godziny, w 48 godzin
po podskérnym podaniu kwasu maleinowego w dawce 300 mg na 1 kg
wagi szczura. Ani w krwi, ani w watrobie nie stwierdzono zmian w za-
wartosci grup SH w poréwnaniu ze stanem u zwierzat niezatrutych. Na-
tomiast w nerce, w 15 minut po zatruciu, zawarto§¢ biatkowych i niebial-
kowych grup SH ulega znacznemu obnizeniu. I to u szczuréw karmio-
nych dieta bezlaktczowa o okolo jedna pigta. a u szczurow karmionych
dieta zawierajagca laktoze o okolo jedna trzecia wartosci mormalnych
(tj. szczuréw niezatrutych). W 3 godziny po podaniu kwasu maleinowego
poziom grup SH bialek ulega regeneracji, a po 48 godzinach zaréwno bial-
kowe, jak i niebiatkowe grupy SH osiagaja wartosci normalne.

W dyskusji poréwnano dzialanie kwasu maleinowego oraz dzialanie

rteci na grupy sulfhydrylowe nerek i przypuszczalng laczno$é tego
zjawiska z diureza w obydwéch omawianych zatruciach.
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SULPHYDRYL GROUPS IN RAT TISSUES AFTER INTOXICATION WITH
MALEIC ACID

Summary

The sulphydryl group contents were estimated in blood, kidneys
and liver of the maleic acid intoxicated rats. Amperometric titration was
applied. Measurements were performed within 15 minutes, 3 hours and
48 hours after the subcutaneous administration of maleic acid at doses
of 300 mg. per kg. of body weight. No changes in the contents of SH
groups were found in blood nor in liver as compared with values found in
normal animals. In kidneys, however, a considerable decrease in both
protein and non-protein SH groups was observed within 15 minutes after
intoxication. This decrease amounted for about 1/5 of normal values in
the lactose-free diet fed rats and 1/3 in those fed with lactose containing
diet. The normal level of the protein SH groups was reestablished after
3 hours while the total SH group content was so after 48 hours.

The effect of maleic acid is discussed in comparison to that of mer-
curium upon the kidneys SH groups as well the hypothetic relationship
of this phenomenon and diuresis in both intoxications.

Otrzymano 16.1.1960 r.
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CHROMATOGRAPHIC STUDIES WITH CHYMOTRYPSINOGEN B
AND CHYMOTRYPSIN B *

Department of Biochemistry, Marquette University School of Medicine,
Milwaukee, Wisconsin (USA)

Chymotrypsinogen B [11, 13, 7], and its activated form, chymotrypsin
B [1], have been crystallized starting with the acid extract of beef
pancreas. They were found to be distinct from the basic proteins of the
a-series in that the proteins of the B series were acidic, with isoelectric
points of 5.2 for the zymogen, and 4.7 for the activated enzyme [9]. These
findings have been confirmed by the results of Hirs [5] who used
chromatography on IRC 50, XE-64 resin, and recently by Keller, Cohen and
Neurath [8] who chromatographed the fresh pancreatic juice obtained
from steers with pancreatic duct fistulas and found two chymotrypsinogen
peaks corresponding to @ and B respectively.

In many other aspects, however, proteins of the B series resemble
those of the a-series. Qualitatively, the specificity appears to be identical
[2]; the molecular weights are similar [17], and so is the behaviour toward
naturally occurring trypsin inhibitors [18]. Both zymogens, a and B, can
be activated by trypsin, whereas some difference was noted in respect
to the activation by enterokinase [7].

In order to study the detailed mechanism of activation by trypsin it
was imperative to obtain chymotrypsinogen B free from activated
chymotrypsin B. Unfortunately, the method of preparation previously
described [12] does not prevent a partial activation, and crystalline
chymotrypsinogen B may contain up to 3 per cent of the activated
enzyme. It was therefore decided to subject crystalline preparations of
chymotrypsinogen B to chromatography on substituted celluloses with

* Supported by the grants from the National Institute of Arthritis and
Metabolic Diseases, National Institute of Health, U. S. Public Health Service (A-335),
and the National Science Foundation (NSF-G-2430). Preliminary results pertaining
to chromatography on CM-cellulose have been published [6].

11 [253]
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the hope that a clean-cut separation of the zymogen from the activated
form would be achieved.

The present paper describes such a method. However, as the study
progressed, it became clear that neo-chymotrypsinogens B (term analogous
to that of Desnuelle [16]) exist and are not separated by this procedure.
1t was also shown that more than one active form of chymotrypsin B exists.
One of these forms has been crystallized.

MATERIAL AND METHODS

Chymotrypsinogen B and chymotrypsin B were prepared by the
standard methods used in this laboratory [12]. Crystalline carboxy-
peptidase A was purchased from Worthington Biochemical Corporation
and was washed according to Gladner and Neurath [3].

Carboxymethyl cellulose (CM-cellulose) and diethylaminoethyl cellulose
(DEAE-cellulose) were prepared according to Peterson and Sober [15]. All
chromatographic experiments were performed in the the cold room at
approximately 3°. Nalcite HCR resin, 15-30 mesh, 8 to 12 per cent
cross-linked, hydrogen form [3] was a gift from the National Aluminate
Corporation, Chicago, Illinois.

Activity was determined by the method of Kunitz [10] with casein as
substrate. Instead of expressing potency as activity per ng. of protein,
potency was expressed in per cent of the standard chymotrypsin B. The
standard curve for the average preparation of chymotrypsin B has been
published previously [18, 12]. It may be stated that the standard curve
is a composite obtained from numerous experiments on several different
preparations, and that deviations of + or -10 per cent have been
observed with some preparations. The deviations have been ascribed to
the analytical error and to self-digestion of chymotrypsin B encountered
during the preparation. In some cases activity was also determined by
the method of Parks and Plaut [14], with phenylalanine ethyl ester
(PhEE) as substrate. Potency was also expressed in per cent of the
previously established standard [18].

Protein concentration was determined spectrophotometrically and
expressed directly as absorbancy. Thus, 1Es unit of absorbancy
corresponds to a solution of protein having an absorbancy of 1.000 at
280 mp in standard cell of the Beckman DU spectrophotometer with
1 cm. light path. In order to express concentration in mg./ml. it is necessary
to multiply the absorbancy by the optical factor, which was established
for chymotrypsinogen B as 0.55 and for chymotrypsin B as 0.54 [18, 12].

C-terminal amino acids were determined by a method similar to that
described by Gladner and Neurath [3]. The chymotrypsinogen preparations

http://rcin.org.pl
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were dialyzed against 0.001 M-HCl to remove traces of adhering amino
acids. Quantities equivalent to 0.1 wmole were digested with 0.01 wmole
of carboxypeptidase A in the presence of diisopropyl fiuorophosphate for
one hour at 25° in 0.3 ml. of 0.05 m-phosphate buffer, pH 7.8. The reaction
was stopped by addition of 0.2 ml. of 0.1 M-HCl and about 100 mg. of
nalcite resin, which removed the free amino acids from the residue of
protein. The resin was washed, the amino acids eluted with ammonium
hydroxide and the solution evaporated. The residue was dissolved in
a small amount of dilute ammonia and chromatographed in the system
n-butanol - acetic acid - water, 4:1:5. The spots were developed and
the amino acids determined quantitatively by the method of Hellmann
et al. [4].

RESULTS

Chymotrypsinogen B, twice recrystallized and containing 1.4 per cent
activity, as determined by Kunitz’s method, was dissolved in water
acidified with HCl, and was dialyzed against 0.1 m-phosphate, pH 4.5.
After dialysis 36 ml. of solution containing 2,150 E,y units (equivalent
to 1.150 mgs. of protein) was charged on a CM-cellulose column 2.5 X
X 30 cm., previously equilibrated with 0.1 m~phosphate, pH 4.5. The
results of the experiment are illustrated in Fig. 1.

Table 1
Analysis of terminal groups of chromatographed preparations of Chymotrypsinogen B

Chymotrypsinogen preparation
7 mino aciis.‘ 1 7-—__"7_-I— | | T \ el R o et lkds JNEL LS

moles/mole 1 | 2 4 ’ 5 7 8 9
 Asp + Ser 0.01 0.03 l - “l 0.10 0.03 i 0.34 0.09
0.04 0.02 002 | 035 0.13

~Ala + Glu L 0.04 0.05 ’ 006 | 017 0.09 0.45 0.12
+ Thr ‘ 006 | 008 | 0.17 0.08 0.44 0.15

| Leu 0.08 0.06 | 0.07 l 0.20 0.11 1.84 0.24
0.06 | 0.8 0.21 0.10 1.99 0.28

" Phe 001 | 0.01 0.01 0.08 0.02 0.45 0.09
001 0.01 . 0.08 0.03 0.45 0.12

" Tyr 0.28 0.31 0.43 ' 0.43 0.38 0.81 0.21
l 0.36 0.48 0.46 0.36 0.98 0.25
Val 0.21 0.03 0.01 0.10 0.04 0.87 0.17
' 0.03 0.02 1 0.10 | 0.4 086 020

* AspNH, was present in varying amounts from a trace to a definite spot, but was not
determined quantitatively.

The first peak which emerged from the column with a charging buffer
had activity of the order of 0.1 per cent. Only on the descending side of
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the peak activity increased, as indicated by the figures above the line
representing the protein concentration. After the pH of the eluting buffer
was changed to 6.0, a second peak emerged, in which active chymotrypsin
was concentrated.

It might be mentioned in passing that solutions of chymotrypsinogen
B emerging from the column at high concentrations crystallized very
readily. Not uncommonly, it was sufficient to bring the tubes from the
cold room to the laboratory to induce crystallization. Even at pH close
to 4.5 crystals were typical plates.

Several chromatographic experiments of the type shown in Fig. 1 have
been performed with essentially identical results. However, when these
preparations of chymotrypsinogen B, all of which contained about 0.1 per
cent of activity were examined for the C-terminal groups with carboxy-
peptidase, it became evident that the preparations were not uniform.

19 22
|
I7L— 30% 20k
1 29F
St
10F 10F
o
o 8 o 8r
u &
6 i 6k
a4 at 2%
2 ol 7% 32%
1 '7%A m
0 0 5Fo O350 55 KO
O.IMTBHQS TO. IM OIMi TQIM pH45 TOIM pHB0
NaHoPQ, pHS3  pH6O NaHpPQy
CHYMOTRYPSIN B CHYMOTRYPSINOGEN B
Fig. 1 Fig. 2

Fig. 1. Chromatography on Chymotrypsinogen B on CM-cellulose. Abscissa: tube
number; eluting buffers are indicated by arrows. Ordinate: protein concentration
expressed in absorbancy at 280 mpu. Conditions are described in the text. The
percer}tage figures above the curve indicate the chymotryptic activity of the
particular fraction. The shaded area had a uniform activity of 0.1 per cent

Fig. 2. Chromatography of Chymotrypsin B cn CM-cellulose. Symbols as in Fig. 1

Table 1 shows the results. The observed variations lie far beyond the
experimental error. It was therefore concluded that in the course of
preparation of chymotrypsinogen B some openings of the peptide chain
occurred, and that these splits were caused by the action of chymotrypsin
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B. The inactive peaks, therefore, are not homogeneous, but are mixtures
compesed of chymotrypsinogen B and one or more neo-chymotrypsinogens
B. The latter are not separable by the method employed. The results also
indicate that during the preparation procedure control of chymotryptic
activity was unsatisfactory. Even if one discards experiment 8 (Table 1)
as an ‘“‘unlucky” accident, the findings of C-terminal tyrosine in the
range 0.21 - 0.43 moles per mole of protein is indicative for chymotryptic
proteolysis.

In order to verify that the active form of chymotrypsin B is separable
from the inactive zymogen on CM-cellulose, under the conditions studied,
experiments were performed with activated form. The details of one of

S0 20
404
154
301
®
o~ 101
(o) o
201 D
w
5.01
10
20,40, 60 80 100 10 20 30 40 50
To.osMoIm] 0.5m OIM pHS5] 0IM TOSM
oH 60pH55.H 50 Na H, PO,'sH50'H 50
Fig. 3. Chromatography of mixed pre- Fig. 4. Rechromatography of peak 3
parations of Chymotrypsin B on DEAE- from Fig. 3 on DEAE-cellulose. Sym-
cellulose. Symbols as in Fig. 1 bols as in Fig. 1

the experiments (Fig. 2) were as follows: a CM-cellulose column 2.5 X
< 30 em. was equilibrated with 0.1 m-phosphate, pH 4.5. Chymotrypsin
B, once crystallized [12], had an initial activity of 110 per cent, as
determined by the method of Kunitz. The solution charged on the column
contained 2,646 E,q units, 20 ml. fractions were collected and the flow
rate was approximately 10 ml./hr. The results of this experiment (Fig. 2)
indicate that a small amount of the non-activated zymogen was still
present in our preparation, thus confirming the validity of this system
for the purpose of separation of active and inactive forms. Furthermore,
the graph shows that active fractions separate into three, poorly defined,
regions with different specific activity. The most active peak appears last.
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The results of this experiment suggest that more than one active form
of chymotrypsin B exists, and that the process of slow activation involves
several hydrolytic cleavages caused not only by trypsin, but also by
chymotrypsin.

This aspect has been investigated somewhat further. Several crystalline
preparations of chymotrypsin B, some of which were stored in the
laboratory for a period of five years were combined, dissolved with the
addition of a few drops of 1m-NH,OH, and dialyzed against 0.005 m-
-phosphate buffer, pH 6.7. The total amount of protein was 1,487 E.y
units. Specific activity, as read from the standard curve was 90 per cent
of the standard. The dialyzed protein was applied to a DEAE-cellulose
column 2 X 14 cm., and 3 ml. fractions were collected. The flow rate
was about 8 ml./hr. The results of this experiment are illustrated in Fig. 3.
Of the three major peaks, the first two had higher activity of 105 and
110 per cent, respectively, but were too small for further purification.
The third peak had an activity of about 85 per cent of the standard. The
tubes representing the third peak were pooled, lyophilized, and
rechromatographed on DEAE-cellulose, using an identical column, bul
starting with 0.1 m-phosphate buffer, pH 5.5. The results are shown in
Fig. 4. The activity of all three peaks was found identical by the PhEE

T

[

1

Fig. 5. Crystalline form of Chymotrypsin B obtained from

peak 1, Fig. 4. The magnification is indicated on the side

of the photograph. The distance between the short lines is
10 microns 3

method, and corresponded to 80 per cent of the standard. With casein the
activity of the peak 1 was 80 per cent whereas that of peaks 2 and 3 —
85 per cent of the standard.
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Peak 1 was pooled, lyophilized and dialyzed against 0.01 m-acetate
buffer, pH 5.0 with frequent changes of buffer. A crystalline precipitate
formed. Fig. 5 illustrates the crystals obtained. The crystalline form is
different from any of the previously observed forms of chymotrypsin B.

DISCUSSION

Chromatography on CM-cellulose differentiates between the active
and the non-activated proteins of the B series, but does not differentiate
between ‘“native” chymotrypsinogen B and neo-chymotrypsinogens B
(Fig. 1 and Table 1). There are serious limitations imposed by the use of
CM-cellulose, which is unstable below pH 4.0; yet, the chromatography
of a “native” zymogen must be performed in an acidic medium to avoid
further transformation by active chymotrypsin. Whereas none of the
neo-chymotrypsinogens B has been isolated, evidence for their existence
is supplied by the results shown in Table 1 and other data to be published
separately. The preparation of ‘“native” chymotrypsinogen B must there-
fore be approached by employing methods which from the start eliminate
the chance for either tryptic or chymotryptic split.

The existence of more than one form of active chymotrypsin B has
been shown by chromatography (Figs. 3 and 4) and by isolation of one of
such forms. It is impossible to decide which stage of activation the new
form represents. From consideration of the lower activity it may be
expected to represent one of the terminal stages of activation, particularly
so, since preliminary experiments with fast activation indicate that the
early stages are most active.

The experimental evidence presented in this paper strongly suggests
that the mechanism of activation of chymotrypsinogen B resembles that
of a-chymotrypsinogen.

We acknowledge with thanks the assistance of Dr. R. P. Miech, Miss
F. C. Wu, Mrs. Gloria Hagerty, Mrs. Bennie DuBois, and Mrs. Joan
Blaskovics at various phases of this work.

SUMMARY

Crystalline chymotrypsinogen B obtained by the previously described
procedure may contain up to 3 per cent of the active enzyme. The latter
can be removed by chromatography on CM-cellulose. However, the
method is not recommended for the preparation of the zymogen, since
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the inactive fraction represents a mixture of the original chymotrypsinogen
B, and neo-chymotrypsinogens B.

Chromatographic studies also revealed that several forms of active
chymotrypsins B exist. One of these forms has been crystallized.
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BADANIA CHROMATOGRAFICZNE NAD CHYMOTRYPSYNOGENEM B
I CHYMOTRYPSYNA B

Streszczenie

Krystaliczny chymotrypsynogen B, otrzymany wedlug poprzednio
opisanej metody, moze zawiera¢ do 3% aktywnego enzymu, ktéry mozna
oddzieli¢ chromatografia na CM-celulozie. Dla preparatyki zymogenu nie
mozna jednak poleci¢ tej metody, poniewaz nieaktywna frakcja przedsts-
wia mieszanine wlasciwego chymotrypsynogenu B i neo-chymotrypsyno-
genow B.

Badania chromatograficzne wykazaly rowniez, ze istnieje kilka aktyw-
nych chymotrypsyn B. Jedng z nich otrzymano w krystalicznej formie.

Otrzymano 25.1.1960 r.
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G. Blix [1] otrzymuje mucyne $linianek podszczekowych wolu, wyko-
rzystujac fakt, ze ze skrawkow S$linianek inkubowanych w wodzie prze-
chodzi do $rodowiska mucyna w ciggu kilku dni liczac od momentu zabi-
cia zwierzecia. Zachodzi pytanie, czy to zjawisko jest zwigzane ze zuzy-
ciem tlenu, czy istnieje zalezno$¢ pomiedzy iloScia mucyny przechodzacej
do srodowiska a iloscig zuzytego tlenu i czy zawartosé¢é pewnych skladni-
kow w plynie inkubowanym nie wplywalaby na ogélna ilo§¢ mucyny
w skrawkach i plynie inkubowanym. Gdyby sie okazalo, ze §linianki
in vitro produkuja mucyne, moglyby by¢ dobrym materialem do badania
biosyntezy skladnikéw mucyny, a w szczegélnosci kwasu neuraminowego.
OdpowiedZ na to pytanie staraliSmy si¢ da¢ na drodze oznaczania mucyn
w skrawkach inkubowanych i nie inkubowanych w réznego rodzaju $ro-
dowiskach.

Preparaty i odczynniki

Kwas N-acetyloneuraminowy otrzymano z bialek surowicy krwi
czlowieka, poslugujac si¢ przepisem podanym przez Svennerholma [7].
Wlasnosci otrzymanego zwiazku opisane sag w poprzedniej pracy [5]. Mu-
cyne wypreparowano wedlug sposobu podanego przez Blixa [1], zawie-
rala ona 11% azotu oraz 11,3% kwasu neuraminowego.

Orcyna f-my Merck; dwufeniloamina cz. d. a. (radziecka); kwas siar-
kowy cz. (Merck) po uprzednim 3-godzinnym gotowaniu; kwas solny
cz. d. a. f-my I. D. Riedel, Berlin; alkohol n-amylowy cz., wyrabiany
przez VEB Schering Adlershof, Berlin: tanina cz. (Merck), N-acetylogli-
kozamina i asparagina f-my Light; kwas octowy lodowaty cz. produkcji
polskiej po przedestylowaniu; glikoza cz. d. a. (Merck).

* Praca byla dotowana przez Komitet Biochemiczny PAN.

[261]
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Guma arabska, kwas a-ketoglutarowy, kwas cytrynowy, kwas burszty-
nowy, kwas L-glutaminowy i arginina produkeji polskiej. Glutation, se-
ryna, alanina, glutamina, tauryna, histydyna, lizyna, walina, leucyna,
izoleucyna, tyrozyna, metionina i tryptofan byly przepakowane przez
BOO w Gliwicach.

Czas przechowywania a oddychanie skrawkoéw §$linianek
w plynie fosforanowym Krebsa

Wycinano $linianki podszczekowe wolu tuz po zabiciu zwierzecia,
umieszczano je w naczyniu, ktére wkladano do termosu zawierajgcego
wode z lodem i mozliwie najszybciej przywozono do Zakiadu. Nastepnie
oczyszczano Slinianke dokladnie od tkanki lacznej, krajano na cienkie
skrawki wazace 100 - 200 mg i umieszczano w 3 ml plynu fosforanowego
Krebsa [3] w zewnetrznym przedziale naczynka Warburga. Aby pochlo-
na¢ powstajacy w doswiadczeniu dwutlenek wegla, do wewnetrznego
przedzialu naczynka dodawano 0,2 ml 10° KOH. Naczynka dolaczone
do manometréw zanurzano do lazni wodnej o temp. 37°, wytrzasano przez
15 min., potem zamykano kurki mancmetru i wytrzasano przez dalsze
2 godziny. Odczytywano wskazania manometréw co 15 min. Oznaczenia
tego rodzaju przeprowadzono z ta samga Slinianka po raz pierwszy okolo
3 godzin, po raz drugi okolo 30 godzin i trzeci raz okolo 50 godzin po za-
biciu zwierzecia. Slinianke w caloéci przechowywano pomiedzy dc$éwiad-
czeniami w temperaturze 0°. Zuzycie tlenu przeliczano na ilo§é mikro-
litrow tlenu przypadajacego na 1 mg suchej wagi Slinianki i 1 godzine

Tablica 1

Zaleznosé pomiedzy oddychaniem skrawkéw Slinianek podszczekowych wolu a czasem
ich przechowywania

W tablicy podano iloéé ul tlenu zuzytego przez 1 mg $linilanki (sucha waga) w ciggu 1 godziny

(QO,) oraz pg kwasu neuraminowego w piynie inkubowanym. Czas inkubacji w plynie fosfo-

ranowym Krebsa wynosit 2 godziny. Wartosci kwasu neuraminowego przeliczono na 1 mg suchej

tkanki 1 1 godzine oraz na 1ul zuzytego tlenu. Kwas neuraminowy oznaczano metodsg orcynowa
uzywajac jako standardu kwasu N-acetyloneuraminowego (N-neuramin.)

| {
|

s e 3 godz. 30 godz. “ 50 godz.
chowywania ‘
Kwas N-neuramin. Kwas N-neuramin. Kwas N-neuramin.
Doswiad- |, | t8/me 0, | H8lme o | pg/mg |
. o. : 0, | - fe) 2
czenia 2 | suchej 10 » | suchej 10 2 | suchej /ul O
[ - |dinthoki A 2 shiniaps | PP 94 Slinianki | “ 2
; i1 godz. i 1 godz. i1 godz. |
I 3,57 3,5 0,98 2,48 3.3 1,33 1,81 ' 34 1,88
11 3,46 3,35 0,97 2,33 i 3,6 1,54 1,54 34 2,20
11 3,80 3,35 0,88 2,591 325 1,25 1,931 35 1,81 |
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(Qou2). Po dwugodzinnej inkubacji oddzielano skrawki od plynu przez sa-
czenie i w plynie oznaczano kwas neuraininowy metoda orcynowa [2].
Aby obliczy¢ suchg wage §linianki, znang ilo§¢ skrawkow suszono w 105°
do stalej wagi. Z wynikow doswiadczen zebranych w tablicy 1 wida¢, ze
skrawki $linianek przechowywane w 0° przez dwie doby umieszczone
w plynie fosforancwym Krebsa oddychaja i wydzielaja do Srodowiska
kwas neuraminowy, a wiec i mucyny.

Inkubacja skrawkoéw slinianek podszczekowych wolu w réznych
$rodowiskach a zawartosé kwasu neuraminowego

Aby sie przekonaé, czy catkowita ilos¢ kwasu neuraminowego w skraw-
kach i plynie inkubacyjnym wzrasta, czy tez pozostaje na tym samym
poziomie przed i po inkubacji w roznych srodowiskach, oznaczono kwas
neuraminowy w homogenatach $linianki przed i po inkubacji. W tym
celu do naczyniek zawierajacych po 3 ml plynu fosforanowego Krebsa
z dodatkiem odpowiednich ilo$ci substancji, ktérych wplyw na produkcje
kwasu neuraminowego chciano przebadaé¢, dodawano po 125 mg skraw-
koéw slinianek wolu. Naczynka umieszczano w lazni wodnej o tempera-
turze 37° i wytrzasano zawarto§¢ w naczynkach przez 5 godzin. Po inku-
bacji przenoszono zawarto$¢ poszczegélnych naczyniek do homogeniza-
tora Pottera, dodawano 3 krople alkoholu oktylowego, aby zapobiec pie-
nieniu, homogenizowano, przenoszono homogenat ilosciowo do kolbek
miarowych na 25 ml, ktére dopeliano do kreski woda. Do oznaczen kwa-
su neuraminowego brano 0,5 i 1 ml tak przygotowanej zawiesiny. Ozna-
czano kwas neuraminowy metoda orcynowa z wyjatkiem, kiedy skrawki
Slinianki inkubowano w plynie fosforanowym Krebsa z dodatkiem ATP.
W tym przypadku oznaczano kwas neuraminowy metoda dwufeniloami-
now3 [6], poniewaz ATP w znacznym stopniu naklada si¢ na wynik uzy-
skiwany metoda orcynowa. Jako proby kontrolne stuzyly homogenaty
skrawkow slinianek nie inkubowanych.

Zbadano wplyw nastepujacych srodowisk inkubacyjnych: ptynu fosfo-
ranowego Krebsa, oraz plynu fosforanowego Krebsa: a) z glikoza, b) z gliko-
za 1 ATP, c) z glikoza i kwasem r-glutaminowym, d) z glikoza i mieszaning
aminokwaséw, e) z kwasem a-ketoglutarowym, f) z kwasem a-ketogluta-
rowym i mieszaning aminokwasow, g) z N-acetyloglikozaming i pirogro-
nianem sodu, h) z bursztynianem sodu i i) z cytrynianem sodu. Steze-
nie dodawanych substancji w plynie fosforanowym Krebsa, z wyjatkiem
mieszaniny aminokwaséw, bylo 0,01 m. Mieszanina aminokwaséw skla-
dala sie z argininy, asparaginy, kwasu L-glutaminowego, glicyny, seryny,
alaniny, glutaminy, tauryny, treoniny, histydyny, lizyny, waliny, leucyny,
izoleucyny, tyrozyny, metioniny i tryptofanu oraz z dodanego glutationu.
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Stezenie poszczeg6lnych aminokwaséw w plynie inkubacyjnym bylo okolo
0,001 m. :

Do$wiadczenia z inkubacja $linianki w podanych roztworach wyka-
zaly, ze jedynie obecno$¢ glikozy powoduje wzrost wartosci dla kwasu
neuraminowego o okolo 10—20%%. Dodanie ATP, mieszaniny aminokwa-
so6w z glutationem lub innych substancji podanych wyzej jest bez wply-
wu. Wyniki tych do§wiadczen zebrano w tablicy 2 z tym, ze podano jedy-
nie do$wiadczenia dla plynow inkubacyjnych zawierajacych glikoze, oraz
do poréwnania dla kilku plynéw nie zawierajacych glikozy.

Tablica 2

Wplyw S$rodowiska na calkowitq zawartos¢ kwasu neuraminowego po 5 godz. inku-

bacji
Inkubowano przez 5 godz. w 37°. Kwas neuraminowy oznaczano jako kwas N-acetyloneuraminowy
Kwas neuraminowy (ug/l mg
swieze) Slinianki)
Srodowisko inkubacyjne Nr doswiad- przed po
czenia ; inkubacja ‘ inkubacji
|— VLU R e el o, it
| Plyn Krebsa \ I 60 | 6.2
2 7.6 7,8
| 3 | 7,1 7.0
S L n o S e R —— = .
| Plyn Krebsa + glikoza e ) 6.5 7,8 ;
i | ’ 7,2 8,0
! 3 59 6,6 i
| Plyn Krebsa +glikoza + ATP 1 ! 59 6,8 |
; 1 25 5.5 . 6,3 '
y 3 i 7,1 ‘ 8,0
|— = et |-— S
‘ Plyn Krebsa-+glikoza +kw. | 1 ‘ 6,0 ‘ 7,0 ’
glutaminowy | 2 i 2 ‘ 8,1 ‘
‘ | 3 6,4 | 7,6
| Ptyn Krebsa +glikoza + mie- I 1 7,4 8,3
“ szanina aminokwasow | 2 ‘ 6,3 | 7,0
1 | 3 6,5 7,2
- — |— ‘
| Plyn Krebsa +mieszanina ' 1 , 6,2 ' 6,1
| aminokwasow ! 2 6,0 6,3
! 3 6.8 6,5

Produkcja kwasu neuraminowego a oddychanie $linianek

Aby sie przekona¢, czy mucyna jest wydzielana przez skrawki $linia-
nek do $Srodowiska przy zahamowaniu zuzycia tlenu, inkubowano czesé¢
skrawkoéw w plynie fosforanowym Krebsa, inne skrawki natomiast w ply-
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nie fosforanowym Krebsa z dodatkiem KCN. Doswiadczenie wykonywa-
no identycznie jak przy badaniu zaleznosci pomigdzy oddychaniem $linia-
nek a czasem ich przechowywania z tym, ze do czeSci naczyniek Warbur-
ga, do plynu fosforanowego Krebsa dodawano KCN (na 3 ml plynu 3 kro-
ple 10°%0 swiezo sporzadzonego KCN i doprowadzonego kwasem solnym
do pH 7,4). Stwierdzono, ze skrawki inkubowane z KCN nie oddychaly.
Po 2-godzinnej inkubacji, zawartos¢ naczyniek sgczono i w przesgczu
oznaczano zawarto$¢ kwasu neuraminowego metoda dwufeniloaminows.
Metoda orcynowa nie daje w tym przypadku wiarogodnych wynikow ze
wzglelu na nakladanie si¢ KCN na wynik. Warto$ci kwasu neuramino-
wego w przesaczach, zawierajacych i nie zawierajacych KCN, nie réznily
si¢ istotnie od siebie. Wniosek, ktéory mozna wyciagna¢ z tego doswiad-
czenia jest nastepujacy: wydzielanie mucyny do srodowiska odbywa sie
in vitro takze w przypadku nie zuzywania tlenu przez tkanke.

Oznaczanie bialek dajgcych sie ekstrahowaé ze §linianki kwasem
sulfosalicylowym przed i po inkubacji w plynie fosforanowym Krebsa
bez glikozy i po jej dodaniu

Poniewaz dotychczas oznaczano mucyny drogg posrednia, oznaczajac
jeden z jej skladnikéw, a mianowicie kwas neuraminowy, uwazano za ce-
lowe przeprowadzi¢ proby oznaczenia wprost mucyny w $liniance. Do-
$§wiadczenia w tym kierunku oparto na fakcie, ze posiadany przez nas
preparat mucyny Slinianek podszczekowych wolu, rozpuszezal sie w kwa-
sie sulfosalicylowym. (Rady co do sposobu przeprowadzenia zawdzieczam
Pani Doc. dr W. Mejbaum-Katzenellenbogen). Jezeli inne bialka zawarte
w S$liniance wytracaja si¢ kwasem sulfosalicylowym, to z homogenatu
Slinianki w tym kwasie przechodzi do roztworu gléwnie mucyna, a inne
bialka wytrgcone dadza sie¢ odwirowaé. W tak otrzymanym roztworze
mucyn mozna oznaczy¢ ilos¢ bialek metoda taninowa [4], uzywajac jako
standardéw roztworéw wzorcowych mucyny w kwasie sulfosalicylowym.
Opracowanie odpowiedniego postepowania oparto na nastgpujacych do-
Swiadczeniach. Sporzadzono roztwér macierzysty mucyny przez ropusz-
czenie w kolbie miarowej 100 mg mucyny w 10 ml 0,1 ~-NaOH i dopel-
nieniu do 50 ml 20% kwasem sulfosalicylowym. Z roztworu macierzyste-
go sporzadzono roztwory o zawartosci 20, 40, 60, 80 ug mucyny w 1 ml
przez odmierzenie do kolejnych 100 ml kolbek miarowych 1, 2, 3 i 4 ml
roztworu macierzystego, dodanie do kazdej z kolbek po 20 ml 20°0 kwasu
sulfosalicylowego oraz takiej ilosci NaOH, aby pH roztworu bylo 8—9
(okolo 16 ml 2 n-NaOH). Kazdg z kolbek dopelniono do kreski woda.
Sporzadzono krzywa wzorcowq oznaczania mucyn metodg taninowa, bio-
rac do oznaczen po 1 ml roztworéw wzorcowych. Oznaczenia turbidyme-
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tryczne przeprowadzano w fotometrze Pulfricha uzywajac filtru Sg
w naczynkach o grubosci 2 cm. Zgodno$¢ z prawem Lamberta-Beera uzys-
kano dla stezen mucyny w granicach od 20 do 80 pug mucyny w 1 ml.
Jako prébe kontrolna uzywano roztworu 20°% kwasu sulfosalicylowego
z NaOH w takich samych stosunkach jak i standardach.

Do oznaczenia mucyn 100 mg §linianki homogenizowano w 10 ml 20%
kwasu sulfosalicylowego w homogenizatorze Pottera. Nastepnie wirowa-
no homogenat przez 20 min. przy 15 000 obrotéw na min. Po odwirowa-
niu przenoszono 5 ml klarownego plynu do kolbki miarowej na 25 ml, do-
dawano 2 N-NaOH do pH 8—9 (okolo 4 ml) i dopelniano do kreski woda.
Tak przygotowany roztwor rozcienczano 2- i 4-krotnie, bioragc nastepnie
po 1 ml do oznaczenia bialka metoda taninowa.

Mucyny po inkubacji oznaczano po zhomogenizowaniu skrawkow.
W tym celu przenoszono skrawki wraz z plynem inkubacyjnym do homo-
genizatora Potiera, dodawano taka ilosé¢ 40% kwasu sulfosalicylowego
i wody, aby ogolna objetos¢ wynositla 10 ml a stezenie kwasu sulfosali-
cylowego bylo rowne 20%. Nastepnie homogenizacja i oznaczanie mucyn
byly takie jak i przy oznaczaniu mucyn w $liniance bez uprzedniej in-
kubacji.

Wyniki przedstawicne sa w tablicy 3 i jak wida¢, ilosé¢ bialek, daja-
cych sie ekstrahowaé¢ kwasem sulfosalicylowym (mucyn) ze $linianek przed

T abitca s

Oznaczanie mucyn w homogenatach §$linianek ekstrahowanych kwasem sulfosalicy-
lowym
Skrawki $&linianek inkubowano 5 godzin, w 37°. Mucyny oznaczano metods taninowsg [4]

Mucyna (mg/100 mg Swiezej
$linianki
Srodowiska inkubacyjne N.r —- - - ) -—
dosw. przed po
| inkubacja |  inkubacji
Plyn fosforanowy Krebsa | 1 i 5,0 5,0
l 3. 5.1 50
l 3 | 3,9 3,9
Piyn fosforanowy Krebsa+ 1 | 4,1 ’ 4,0
glikoza 2 3,9 | 39
3 39 | 3.9 \

i po inkubacji w plynie fosforanowym bez glikozy i z jej dodatkiem, jest
sobie rowna. Wobec tego nalezy przyjac. ze przechodzenie mucyny $linia-
nek do $srodowiska polega na jej biernym wyplukiwaniu z tkanki.
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DYSKUSJA

Wyniki uzyskane w tej pracy wskazuja, ze nagromadzanie si¢ mucyny
przez skrawki slinianek w srodowisku inkubacyjnym, trwajace przez kilka
dni po zabiciu zwierzecia a wykorzystywane do izolacji mucyny ze §li-
nianki, nie jest zwiazane z roéwnoczesnym zuzyciem tlenu przez te skraw-
ki. Catkowita ilo§¢ mucyn w skrawkach inkubowanych w plynie fosfora-
nowym Krebsa pozostaje bez zmiany i po inkubacji.

Jezeli sie oznacza jeden ze skladnikéw mucyny, kwas neuraminowy,
to w $Srodowiskach zawierajacych glikoze, oznaczana ilo§¢ kwasu neura-
minowego w skrawkach po inkubacji jest wieksza niz przed inkubacja.
Wzrost ten wynoszacy okolo 10 do 20% mozna by tlumaczy¢ albo obec-
noscia substancji bedacych prekursorami kwasu neuraminowego, albo tez
obecno$cia nieswoistych zwiazkéw nakladajacych si¢ na wynik przy
oznaczaniu kwasu neuraminowego metoda orcynows.

STRESZCZENIE

Zbadano oddychanie $linianek wolu przechowywanych przez okres
3, 30 i 50 godzin. Wydzielanie mucyny do srodowiska inkubacyjnego nie
zalezy od tego, czy Slinianki zuzywajg czy tez nie zuzywajq tlenu. Na pod-
stawie oznaczania mucyny w skrawkach S$linianek inkubowanych oraz
w skrawkach §linianek nie inkubowanych stwierdzono, ze przechodzenie
mucyny §linianek do $rodowiska polega na jej biernym wyplukiwaniu
z tkanki.
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RESPIRATION OF THE BEEF SUBMANDIBULAR SALIVARY GLAND IN
RELATION TO THE PRODUCTION OF MUCIN IN VITRO

Summary

Respiration of the beef salivary glands stored for 3, 30 and 50 hours
was examined. The secretion of mucin into incubation medium did not
depend upon the uptake of oxygen. Basing on mucin estimations in sali-
vary slices either incubated or not, it was stated that mucin was only
passively washed out of tissue.

Otrzymano 25.1.1960 r.
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Kierownik: prof. dr Wi. Mozolowski

W doswiadczeniach na szczurach stwierdzono, ze w 15 min. po poda-
niu kwasu maleinowego dochodzi do naglego spadku zawartosci grup SH
nerki. Szczegélnie dotyczy to grup SH bialek nerki, ktére ulegaja obni-
zeniu o okolo 1/3 w poréwnaniu ze stanem przed zatruciem [34]. Ponadto
stwierdzono, ze réwnoczesne z kwasem maleinowym podanie BALu znosi
calkowicie diureze i aminoacyduri¢ [2]. Dane te pozwalaja przypuszczaé,
ze wystepujace po podaniu kwasu maleinowego zaburzenia funkecji nerki,
wyrazajgce sie znaczna diureza i zwiekszonym wydalaniem aminokwa-
sow, cukru i elektrolitow, zwigzane sg z dzialaniem kwasu maleinowego
na grupy SH nerek. Obraz zatrucia wystepujacego po podaniu kwasu
maleinowego i vivo jest niewspolmierny z wynikami badan in vitro.
Wiadomo bowiem, ze kwas maleinowy jest stosunkowo slabym inhibito-
rem grup SH, w poréwnaniu z takimi substancjami, jak sole metali ciez-
kich, p-chlororteciobenzoan, organiczne pochodne tréjwarto$ciowego
arsenu, czy N-etylomaleimid. Maleinian nawet w duzych stezeniach nie
hamuje aktywnosci wielu enzymoéw, jak dehydrogenaza jablczanowa lub
izocytrynowa, wrazliwych na dzialanie innych inhibitorow grup SH
[17, 26]. Dotychczas stwierdzono jedynie duza wrazliwo§¢ na maleinian
systemow dekarboksylacji cksydatywnych [33, 31]. Hellerman i wsp.
[15, 16] po raz pierwszy zwrdcili uwage na niejednakowa wrazliwo$é réz-
nych grup SH na dzialanie réznych zwiazkéw zdolnych do reakcji z tymi
grupami. By¢ moze kwas maleinowy in vivo wigze specyficznie grupy SH
nerki czynne w procesach zwiazanych z funkcja tego narzadu, a w mniej-
szym tylko stopniu uszkadza przemiany posrednie nerki. Dlatego celo-

12 [269]
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wym wydawalo sie¢ porownanie in vivo dzialania kwasu maleinowego
z dzialaniem zwigzkéw rteciowych. Wiadomo bowiem, ze rte¢ diuretykow
rteciowych zostaje wybiérczo wychwytana przez nerke [8, 6, 13], przy-
puszcza sie przy tym, ze jest ona wiazana przez grupy SH bialek kana-
likéw nerkowych [22, 11]. Z innych znanych inhibitoréw grup SH porow-
nano dzialanie jodooctanu.

Krebs i wsp. [24] oraz Orten i Smith [32] wykazali, ze kwas maleino-
wy podany szczurom lub psom powoduje zwiekszone wydalanie kwasu
cytrynowego i a-ketoglutarowego. Podobnie po podaniu kwasu malono-
wego wskutek inhibicji dehydrogenazy bursztynowej wystepuje zwiek-
szone wydalanie kwasu bursztynowego i w mniejszym stopniu cytryno-
wego i a-ketoglutarowego [24, 7]. Krebs przypuszcza, ze kwas maleinowy,
podobnie jak kwas malonowy, moze dziala¢ jako inhibitor cyklu kwasow
trojkarboksylowych. By¢ moze na skutek dzialania kwasu maleinowego
jak i kwasu malonowego, dochodzi do nagromadzenia si¢ w tkankach
ketokwasow, czego wynikiem jest zwiekszone ich wydalanie z moczem.
Mozliwa jest tez rownoczesna przemiana nagromadzonych ketokwasow
z wytworzeniem, w wyniku transdezaminacji, zwigkszonych ilosci ami-
nokwas6w z nastepowg aminoacyduria. By¢ moze w przypadku kwasu
maleinowego dochodzi z jednej strony do zwiekszonego wytwarzania
aminokwasow (droga transdezaminacji), a z drugiej — do zmniejszenia
reabsorpcji aminokwasow w wyniku uszkodzenia kanalikow nerkowych.

Uzycie do doswiadczen florydzyny oparto na danych otrzymanych
ostatnio przez Lotspeicha i wsp. [27, 18, 19, 20] oraz Shapiro [35], ktorzy
wykazali, ze florydzyna w stezeniu 5 X 10%*m zmniejsza zuzycie
a-ketoglutaranu przez homogenaty i mitochondria nerek, oraz ze flory-
dzyna znosi zdolnos¢ insuliny do powigkszania przestrzeni galaktozowej.
Z drugiej strony badania Manchestera i Younga [28], a takze Kipnisa
i Moalla [21] wskazuja, ze insulina nie tylko zwigeksza zuzycie cukrow
przez tkanki, lecz takze powoduje wzrost zuzycia aminokwasow.

Dodatkowo do doswiadczen uzyto siarczanu sodu; podawano go w po-
staci roztworu hypertonicznego o tym samym stezeniu co kwas
maleinowy.

METODY

Do do$wiadczen uzywano biale szczury (samice) wagi 120—200 g.
Zwierzeta karmiono dieta mleczng [1]. Przecietny czas przebywania
szczuré6w na diecie do chwili rozpoczecia doswiadczenia wynosil siedem
dni. Zwierzeta trzymano pojedynczo w klatkach metabolicznych pozwa-
lajacych na ilo§ciowe zbieranie moczu bez domieszek kalu i pokarmu.
Pozywienie oraz woda byly udostepnione zwierzetom dowoli. Naczynia,
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do ktorych zbierano mocz, zawieraly 1 ml 2 N-H,SO,. Zbieranie moczu
odbywalo sie w warunkach nie zapobiegajacych parowaniu, dlatego liczby
okreslajace diureze nie wyrazaja bezwzglednych ilosci wydalanego mo-
czu i maja przede wszystkim znaczenie poréwnawcze. Natomiast liczby
okre$lajace ilo§¢ azotu a-aminowego, ketokwasé6w i innych badanych
skladniké6w moczu wyrazaja wartosci bezwzgledne. Azot a-aminowy ozna-
¢zano po uwolnieniu moczu od amoniaku, metodg Yemma i Cockinga [43];
ketokwasy wg Friedmanna i Haugena [12]; cukier wg Nelsona w mody-
fikacji Somogyi’ego [30]. Krzywa dla azotu a-aminowego wykreslono dla
standardéow glicyny. Krzywa dla ketokwasow wykonano przy uzyciu
standardow kwasu a-ketoglutarowego. Obecnosé biatka w moczu wyka-
zywano proba z kwasem sulfosalicylowym.

Odczynniki. Kwas maleinowy (Schuchardt), krystalizowano
z wody. Salyrgan (Hoechst) ampulkowany do wstrzykni¢¢ domiesniowych,
10%0 roztwor z dodatkiem 5% 1,3-dwumetyloksantyny. Chlorek rteciowy
cz. d. a. (Fab. Odczyn. Chem., Gliwice). Jodooctan, preparat otrzymany
przez dr M. Zydowo krystalizowany z eteru naftowego. Kwas malonowy
cz. (Toxa, Chem. Farm. Labor. Spéoldz. Pracy w Warszawie). Florydzyna
(Merck.). Siarczan sodu bezwodny p. a. (Fab. Odczyn. Chem., Gliwice).

WYNIKI

Wyniki zestawiono w tablicach Tablica pierwsza podaje przebieg
diurezy w pierwszej dobie po zatruciu kwasem maleinowym. W drugiej
przedstawiono poréwnanie diurezy w badanych zatruciach, w trzeciej
analogiczne poréwnanie wydalania azotu a-aminowego. Tablica czwarta
przedstawia wydalanie ketokwasow, a piata wydalanie cukréw.

Tablica 1

Diureza szczuréw zatrutych kwasem maleinowym w pierwszej dobie po zatruciu

Szczury karmiono dieta mleczng. Kwas maleinowy w dawce 347 umoli na 100 g wagi podano
dootrzewnowo, w jednej porcji, jako jednomolowy roztwér wodny. Wartosci wyrazajg sSrednie
dobowego wydalania 8 szczuréw, w nawiasach wartoéci graniczne

Diureza (ml)

Normalna dobowa diureza szczuréw nieza-
trutych (Srednio z 3 dni) 13 (8 —18)

Ilos¢ moczu wydalona w ciagu pierwszych
3 godzin po zatruciu 11 9—15)

Catkowita ilos¢ moczu wydalona w pierw-
szej dobie po zatruciu 29 (23 —32)
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Tablica 2

Poréwnanie wplywu kwasu maleinowego, salyrganu, chlorku rteci, jodooctanu, kwasu
malonowego, florydzyny i siarczanu sodu na diureze
Szczury karmiono dietg mleczng. Florydzyne rozpuszczong w glikolu propylenowym podano pod-
skérnie, pozostale substancje wstrzykiwano dootrzewnowo w postaci wodnych roztworéw. Liczby
wyrazaja w pmolach Srednie dobowego wydalania, w nawiasach wartoSci graniczne. W kazdym
do$wiadczeniu uzyto po 5 szczuréw

K».vas Salyigan ‘ Chlor:ek ‘ ot Kwas  Florydzy-| Siarczan
maleinowy rteci malonowy na w sodu
Dawka ]
(umole/100g wagi)| 347 3,96 ‘ 0,75 10,8 ‘ 1000 | 106 ‘ 347
Diureza (ml/24 godz.)
Wartosci nor- | ]
malne (Srednio ‘
z 3 dni przed 11 13 8 7 | 6
zatruciem) ’ (8—15) (4——|3) l (6—12) (8—15) (5—12) 4—9) | (4—8)
Kolejny dzien po [ ‘ '
zatruciu ' i x \
1 26 17 [ 11 9 2000 ' 14 s
(15—31) | (12—24) | (9—14) | (6—14) | (18—25) | (10—16) | (7—10) |
2 29 | 16 | 11 [ 8 14 | 9 7 ‘
(11—38) | ‘ (9—23) 9—19) ‘ S—11 | (11—19) | (8—I11) (6—8) |
3 23 B | = g o 10 ]
(9—35) ‘ (16—31) | (17—34) (6—12) (6-—30) 1 (7—15) (6—8)
4 ‘ 25 ’ 21 l 27 10 13 | 9 [ -
(16—33) | (11—28) | (23—33) (7—14) (10—18) | (6—16) |
5 [528 wils oI5 50l o 22 8 15 T AL
| (18-28) | (12—18) | (15-30) | (4—20)  (12-20)

Kwas maleinowy

Kwas maleinowy w dawce 347 umoli, tj. 40 mg, na 100 g wagi szczura
wstrzykiwano dootrzewnowo w jednej porcji, jako jednomolowy roztwor
wodny (0,34 ml na 100 g wagi). Roztwor kwasu doprowadzano do pH 7,2
przy uzyciu NaOH. Szczury zatrute kwasem maleinowym wydalaja
zwiekszong ilo§¢é moczu. Mniej wiecej w 15—30 min. po podaniu kwasu
maleinowego rozpoczyna si¢ znaczna diureza, ktéra po uplywie okolo
3 godzin ulega wyraznemu zmniejszeniu. W tym czasie (3 pierwsze go-
dziny po zatruciu) szczury wydalaja okolo 10—15 ml moczu, a wigc ilosci
rowne normalnej dobowej diurezie szczuréw niezatrutych, lub wieksze.
Calkowita ilo§¢ moczu wydalonego w pierwszej dobie po zatruciu wynosi
$rednio okolo 25 ml, przewyzsza wiec 2—3 razy ilo§¢ wydalana przed
zatruciem. Najwieksze nasilenie diurezy ma miejsce w drugim dniu po
podaniu kwasu maleinowego. Szczury wydalaja woéwcezas ilosci moczu
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okolo trzy razy wigksze niz normalnie. Jeszcze na piaty dzien po zatruciu
dobowa diureza jest dwa razy wieksza niz normalnie.

Znaczna aminoacyduria wystepuje juz w pierwszym dniu, a maksy-
malne wydalanie azotu a-aminowego przypada zwykle na drugi dzien po
zatruciu, osiggajac wartosci 10—15 razy wieksze w poréwnaniu ze sta-
nem przed zatruciem. Jeszcze na piaty dzien po podaniu kwasu maleino-
wego szczury wydalaja okolo dwa razy wieksze niz normalnie ilo$ci azotu
a-aminowego.

Kwas maleinowy wplywa réwniez na wydalanie ketokwasow.
W pierwszym dniu po zatruciu szczury wydalaja prawie dwa razy wiecej
ketokwaséw niz normalnie. W drugim i trzecim dniu wydalanie ketokwa-
sOw jest nieco zmniejszone, w nastepnych dniach osigga wartosci normal-
ne. W zatruciu kwasem maleinowym wystepuje rowniez cukromocz, kté-
rego przebieg jest zgodny 2z przebiegiem diurezy i aminoacydurii.
W pierwszych dniach zatrucia stwierdza sie znaczny bialkomocz.

Tablica 3

FPoréwnanie wplywu kwasu maleinowego, salyrganu, chlorku rteci, jodooctanu, kwasu
malonowego i siarczanu sodu na wydalanie azotu a-aminowego

Liczba szczuréw i warunki do$wiadczenia jak w tabl. 2. Liczby wyrazajg w umolach $rednie
dobowego wydalania; w nawilasach wartoSci graniczne

| Kwas l iChlorek Jodooc- Kwas | Flory- | Siarczan

- Salyrgan 2 [

s | maleinowy | rteci tan malonowy dzyna sodu
i |

Podane; pmalif{is Sadd 3.9 0.75 10,8 1000 | 106 347

_(100g wagi) |

Azot ag-aminowy (umole/24 godz.)

Wartosci nor- |
| malne (Srednio
z 3 dni przed | 115 90 79 ‘ 119 90 80 . 100
zatruciem) [(107—121) | (71—107) | (60—100) (100—135) (59—118)/(66—91) (72—128)
KolejTy P Tt I R I R MEear |
po zatruciu ‘
1 1080 i 520 312 148 | 200 1 120 | 100
(450—2007) (136—1050) (207—521) (135—164) (128—250) (79—!72);(86—1 14)
2 1430 380 279 { 158 185 98 | 135
(285—2430) (100—1155)|(121—579) |(150—164)|(157—225)|(89—135) (80—270)
3 ‘ 798 ‘ 515 543 ‘ 115 136 100 115
,(214—!630),(178—1060)‘(292—~794) | (79—150)(106—214) (51—217)|(72—121)
4 438 \ 400 | 763 11477 | 171 115 l —
(178--1240) (171—800) r(150—1157) (79—143) (141—207)/(66—143),

s 971 8 “To@y T my e = |—
(230—485) (107—343) (335—665) | (72—150) (167—221)
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Tablica 4

Poréwnanie wplywu kwasu maleinowego, salyrganu, chlorku rteci, kwasu malono-
wego i florydzyny na wydalanie ketokwaséw

Liczba szczuréw 1 warunkl doswiadczenia jak w tabl. 2, Liczby wyrazaja w umolach Srednie
dobowego wydalania; w nawiasach wartosci graniczne

|
Chlorek | Kwas | -

Kwas | Salyrgan : Florydzyna
malemowy . rteci | malonowy
Podano pmoli/100g a7 | 3% | o715 | 1000 106 |

wagi |

Ketokwasy (umole/24 godz.)

Wartosci normalne

|
(Srednio z 3 dni ‘ 108 81 56
przed zatruciem) | (67—89) (48-—484) ( 9()—128) | (68—98) (42—67)
Kolejny dzien ' o (i)~ | | SRS i “ o0
po zatruciu ‘ ‘ ! ' ’
1 141 41 ' 63 132 77
’ (114—155) | (20—65) (44—86) (105—147) | (63—90)
2 e A ; 18 . 85 62
{ Gl—12 | (619 | (10-25) | 4s—150) | (45-92)
3 57 | e f 23 ' 83 | 64
4 (40—75) | (1428 (l4—28) |  (14—=31) ’ (96—111) | (47—89)
T SRR P 40 T e e )
i (41—94) ‘ (28—5.») | (19—69) | (57—119) | (32—100)
5L _“'l'" EEE ' S0 e |
| (53— IOO){ (33»—70) (35—78) (151—192) | —
Salyrgan

Salyrgan w dawce 3,96 umola na 100 g wagi szczura wstrzykiwano
dootrzewnowo w jednej porcji jako 0,4%0 roztwér w izotonicznym chlorku
sodu (0,5 ml na 100 g wagi). Roztwor do wstrzyknieé¢ sporzadzano przez
rozcienczenie 10% roztworu, zawierajacego 5% 1,3-dwumetyloksantyny,
izotonicznym chlorkiem sodu. Salyrgan w dawce stosowanej w naszych
doswiadczeniach wywoluje u szczuréw zaréwno diureze, jak i aminoacy-
durie. Zwiekszenie diurezy wystepuje juz w pierwszej dobie. Ilosci wy-
dalonego moczu sa 2—3 razy wieksze niz normalnie. Maksimum diurezy
przypada zwykle na 3 i 4 dzien pe zatruciu. Ilosci wydalonego moczu sa
wowcezas 2—4 razy wieksze w poréwnaniu ze stanem przed zatruciem.

Aminoacyduria rozpoczyna si¢ rowniez w pierwszej dobie po podaniu
salyrganu i ilo§¢ wydalonego azotu a-aminowego jest okolo pieciokrotnie
zwigkszona. Stan ten utrzymuje sie do piatego dnia, w ktérym szczury
wydalaja juz tylko prawie dwa razy wieksze niz normalnie ilosci azotu
a-aminowego. Wyniki te sa zgodne z wynikami Stave [38], ktory w do-
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Swiadczeniach na kroélikach stwierdzil aminoacydurie po podaniu salyrga-
nu w dawce 8 mg na kg.

Wydalanie ketokwaséw po podaniu salyrganu ulega wyraznemu
zmniejszeniu. Spadek ten zaznacza sie juz w pierwszej dobie, w drugiej
dobie ilosci wydalanych ketokwasow sg przeszlo cztery razy mniejsze
w poréwnaniu ze stanem przed zatruciem. W nastepnych dniach wyda-
lanie ketokwasow stopniowo wzrasta, lecz jeszcze w piatym dniu jest
mniejsze niz normalnie. Stwierdzono réwniez, ze po podaniu salyrganu
wystepuje znaczny cukromocz, ktorego przebieg jest zgodny z przebie-
giem diurezy i aminoacydurii. W pierwszych trzech dniach stwierdzono
réwniez wyrazny biatkomocz.

Chlorek rteciowy

Chlorek rteciowy w dawce 0,75 umola na 100 g wagi wstrzykiwano
w jednej porcji jako 80 mg%o roztwér w izotonicznym chlorku sodu
(0,25 ml na 100 g wagi). Obraz zatrucia wywolanego sublimatem (w daw-
ce stosowanej w naszych doswiadczeniach) jest zblizony do zatrucia wy-

Tab:lica 5

Poréwnanie wplywu kwasu maleinowego, salyrganu i florydzyny na wydalanie cukru

Szezury karmiono dieta mleczng. Florydzyne rozpuszczong w glikolu propylenowym podano

podskoérnie, pozostate substancje wstrzykiwano dootrzewnowo w postaci wodnych roztworéw.

Liczby wyrazajs w umolach S$rednie dobowego wydalania; w nawlasach wartosci graniczne.
Stosowane dawki i liczba szczuréw jak w tablicy 2.

Podano

’ Kwas Salyrgan | Florydzyna

maleinowy

|

Cukier (pmole/24 godz.)

| Wartosci normalne (Sred- [
|

nio z 3 dni | I I
| przed zatruciem) 640 75 a0
‘ (328—1380)  (670—850) | (230—560) |
| Kolejny dzien po zatru- ‘ T S ‘
‘ ciu | |
: 1 1390 660 | 4800 1
| | (780—2040) (445—850) | (2200—6800)

2 2170 | 1720 810
(940—3100) | (455—2800) (300—1750)
5 3 1520 , 1540 | 790
(490—2190) | (750—2300) | (270—1610)
' 4 868 ‘ 1560 1 450
o (465—1390) (470—2360) | (170—700)
5 . — 460 OGS
i ’ (250—800) ’ :
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wolanego salyrganem. Jednak przebieg zatrucia jest nieco inny. Wyrazna
diureza wystepuje dopiero na trzeci dzien po podaniu sublimatu. Ilosci
wydalonego wowczas moczu sa trzy do czterech razy wieksze niz nor-
malne. W piatym dniu diureza jest jeszcze znaczna. Aminoacyduria wy-
stepuje juz w pierwszym dniu zatrucia (czterokrotny wzrost wydalania
azotu a-aminowego), jednak najwigksze nasilenie aminoacydurii ma miej-
sce dopiero w czwartym dniu po podaniu sublimatu. Ilosci wydalanego
wowezas azotu a-aminowego sa dziewie¢ razy wigksze w poréwnaniu
ze stanem przed zatruciem. W zatruciu sublimatem, podobnie jak w za-
truciu salyrganem, dochodzi do zmniejszenia wydalania ketokwasow.
W drugim dniu po zatruciu ilosci wydalanych ketokwaséw sa pie¢ razy
mniejsze niz normalnie. W nastepnych dniach wydalanie ketokwasow
stopniowo wzrasta nie osiggajac jednak wartosci normalnych. W pierw-
szych dniach zatrucia stwierdzono znaczny bialkomocz. Cukier w moczu
oznaczano tylko w trzecim dniu po zatruciu, stwierdzono znaczne ilosci
cukru, rzedu okolo 2000 umoli w dobowej ilosci moczu.

Poréwnanie obrazu zatrucia kwasem maleinowym z zatruciem wywo-
lanym sublimatem, a zwlaszcza salyrganem wskazuje na pewne podo-
bienstwo dzialania tych substancji. Zaréwno w jednym, jak i w drugim

- 14) gl (8)
§m Ny
X &
_Sm S oot
€
§ S oo
s s
L
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Rys. 1. Wplyw (@) kwasu maleinowego i (0O) salyrganu na wydalanie w moczi
(A) ketokwaséw i (B) azotu a-aminowego

przypadku wystepuje znaczna diureza, aminoacyduria, cukromocz i bial-
komocz. Wszystko to wskazuje, ze po podaniu kwasu maleinowego, po-
dobnie jak w zatruciu zwigzkami rteci, dochodzi przypuszczalnie do
uszkodzenia kanalikéw nerkowych. Wyraznie odmienny jest jednak
wplyw tych substancji na wydalanie ketokwaséow. Ilustruje to rys. 1.
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Zwroéci¢ tez trzeba uwage na charakterystyczna, wystepujaca tylko w za-
truciu kwasem maleinowym, nagla poczagtkowa diureze.

Jodooctan

Jodooctan w dawce 10,8 umoli na 100 g wagi wstrzykiwano dootrzew-
nowo w jednej porcji jako 0,4% roztwér wodny (0,5 ml na 100 g wagi).
Roztwor kwasu jodooctowego doprowadzano do pH 7,2 przy uzyciu NaOH.
W zatruciu jodooctanem nie wystepuje zwiekszenie diurezy. Mozna mo-
wi¢ raczej o pewnym zmniejszeniu ilo§ci wydalanego moczu. Nie ma row-
niez aminoacydurii (w pierwszym i w drugim dniu bardzo nieznaczne
zwigkszenie wydalania). Podobnie Stave [38] nie stwierdzil aminoacydurii
u krolikéw zatrutych jodooctanem. Ketokwasow nie oznaczano. Jakoscio-
wy odczyn na cukier (z odczynnikiem Benedicta) dawal wynik ujemny,
nie stwierdzono tez wyraznego bialkomoczu. Obraz zatrucia jodooctanem
rozni sie calkowicie od zatrucia kwasem maleinowym lub zwiazkami rteci.
Pozwala to przypuszcza¢, ze w zatruciu jodooctanem nie dochodzi do
uszkodzenia kanalikéw nerkowych, lub ze dzialanie jodocctanu jest cal-
kiem odmiennej natury.

Kwas malonowy

Kwas malonowy w dawce 1000 umoli na 100 g wagi wstrzykiwano
dootrzewnowo, w jednej porcji jako 1 M roztwér wodny (1 ml na 100 g
wagi). Roztwér kwasu doprowadzano do pH 7,2 przy uzyciu NaOH. Za-
trucie kwasem malonowym cechuje sie zwiekszona diureza, nieznaczna
aminoacyduria, ketoacyduriag. W pierwszym dniu po zatruciu szczury
wydalajg trzy razy wiecej moczu, w nastepnych dniach prawie dwa razy
wiecej w poréwnaniu ze stanem przed zatruciem. Zwiekszone dwukrotnie
wydalanie azotu a-aminowego utrzymuje sie przez caly czas trwania do-
$wiadczenia (pie¢ dni). Wydalanie ketokwaséw jest w pierwszym dniu
po podaniu kwasu malonowego prawie dwukrotnie wieksze, w nastepnych
dniach osigga wartosci normalne. Cukru w moczu nie oznaczano. W pierw-
szych dniach po podaniu kwasu malonowego stwierdzano wyrazny, choé¢
nieznaczny bialkomocz. Obraz zatrucia kwasem malonowym w pewnym
stopniu przypomina zatrucie kwasem maleinowym.

Florydzyna

Florydzyne w dawce 106 umoli na 100 g wagi wstrzykiwano podskor-
nie w jednej porcji jako 10% roztwér w glikolu propylenowym [41]
(0,5ml na 100 g wagi). W pierwszym dniu po zatruciu wystepuje dwu-
krotny wzrost diurezy, w nastepnych dniach ilosci wydalonego moczu sa
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juz normalne. Wydalanie azotu a-aminowego nie ulega widocznym zmia-
nom w poréwnaniu ze stanem przed zatruciem. Jak podaje Berger [3],
réwniez i Stave nie stwierdzil aminoacydurii w zatruciu florydzyna.
Wydalanie ketokwaséw jest nieznacznie zwigkszone. W pierwszym dniu
po zatruciu wystepuje znaczny cukromocz, dziesieciokrotny wzrost wy-
dalania cukru w poréwnaniu ze stanem przed zatruciem. W drugim dniu
ilosci wydalonego cukru sa juz tylko dwukrotnie wigksze niz normalnie.
Na czwarty dzieA osiggaja norme. Obraz zatrucia florydzyna rozni sie wy-
raznie od zatrucia wywolanego kwasem maleinowym. Wlasciwie jedyna
wspdlng cecha jest znaczny cukromocz, ktéry wykazuje jednak zupelnie
odmienny przebieg. W zatruciu kwasem maleinowym cukromocz trwa
dluzej, a maksimum wydalania cukru przypada na 2—3 dzien po zatru-
ciu. natomiast w zatruciu florydzyna znaczny cukromocz wystepuje
w pierwszym dniu po zatruciu. Roznice zdaja sie wskazywaé, ze mecha-
nizm dzialania kwasu maleinowego jest zupelnie inny niz mechanizm
dzialania florydzyny.

Siarczan sodowy

Siarczan sodowy wstrzykiwano dootrzewnowo w dawce réwnej kwa-
sowi maleinowemu, a wiec 347 umoli na 100 g wagi, co odpowiada
0,34 ml 1 m roztworu wodnego. Jest on prawie bez wplywu na diureze
i zupelnie nie wplywa na wydalanie azotu a-aminowego.

DYSKUSJA

Kwas maleinowy jest obok cystyny jedyna znang dotychczas substan-
cja organiczng, przy uzyciu ktérej mozna eksperymentalnie wywolac
zatrucie okreslane przez Mudge’a [29] jako ,multiple tubular defects*
(wielostronne uszkodzenie kanalikow). Obraz takiego zatrucia jest zupel-
nie podobny do znanych zespoléw klinicznych, jak: zespél Fanconiego
(dzieci i doroslych), choroba Wilsona, myeloma multiplex, czy zatrucia
metalami ciezkimi, zwlaszcza olowiem. W przebiegu wszystkich tych ze-
spoléw wystepuja jako gléowne objawy: aminoacyduria, glikozuria, fosfa-
turia. Opisany w 1954 roku przez Harrisonow [14] doswiadczalny zespot
,multiple tubular defects (MTD) wywolany byl przez podanie kwasu
maleinowego szczurom krzywicznym. W naszych doswiadczeniach [1]
stwiei‘dziliémy usposabiajace dzialanie laktozy do wywolania kwasem
maleinowym zespolu MTD. Mechanizm dzialania kwasu maleinowego jest
dotychczas malo poznany. Smith [37] okresla kwas maleinowy jako spe-
cyficzny czynnik nefrotoksyczny o niewyjasnionym i skomplikowanym
dzialaniu na uklady enzymatyczne nerki. Zaréowno kwas maleinowy, jak
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metale ciezkie, a takze cystyna sg in vitro inhibitorami grup SH [17, 4, 36,
26]. Na tej podstawie Worthen i Good [42] przypuszczaja, ze dzialanie tych
substancji, wywolujace zespol MTD, zwigzane jest z ich dzialaniem na gru-
py SH nerki. Chodziloby tu przede wszystkim o grupy SH komoérek kanali-
kow kretych pierwszego rzedu. Autorzy ci zwracaja uwage, ze tylko nie-
liczne inhibitory grup SH wywoluja zespol objawow odpowiadajacy MTD.
Jak przypuszczaja, jest tak dlatego, ze rézne inhibitory grup SH dzialaja
in vivo na rézne grupy sulfhydrylowe. Chodzi tu o rézng lokalizacje tkan-
kowa i srodkomérkowa tych grup, a takze o to, czy i o ile sa one dostep-
ne dzialaniu poszczegélnych inhibitorow. Istotne znaczenie ma tu zaréw-
no struktura bialtka zawierajacego grupy SH, jak i struktura czasteczki
inhibitora. W poprzednich naszych doswiadczeniach [34] stwierdziliSmy,
ze po podaniu kwasu maleinowego dochodzi do znacznego spadku za-
wartosci grup SH (zwlaszcza bialkowych) nerki oraz [2] ze réwnoczesne
podanie z kwasem maleinowym BALu znosi diureze i aminoacydurie.
Dane te zdaja sie potwierdza¢ poglad, ze mechanizm dzialania kwasu ma-
leinowego, wyrazajacy si¢ powstawaniem zespolu MTD zwiazany jest
z jego dzialaniem na grupy SH komorek kanelikow nerkowych. W przed-
stawionych doswiadczeniach stwierdziliSmy pewne podobienstwo w dzia-
taniu kwasu maleinowego i zwiazkow rteciowych. Wyraza si¢ ono wyste-
powaniem w obu zatruciach znacznej diurezy, aminoacydurii, cukromoczu
i bialkomoczu. Podkresli¢ jednak trzeba znaczng réznice w wielkoscei sto-
sowanych dawek. Dawka kwasu maleinowego (wyrazona w umolach)
przewyzsza okolo sto razy ilosé¢ rteci salyrganu, a okolo pieéset razy ilosé
rteci sublimatu (réwniez wyrazone w umolach). Jak stwierdzono poprzed-
nio [34], ilos¢ grup SH, jaka przypuszczalnie wigze kwas maleinowy,
przewyzsza dwukrotnie ilo$¢ grup SH, jaka moglaby maksymalnie zwia-
za¢ Smiertelna dawka sublimatu.

Mechanizm diurezy wystepujacej po podaniu zwigzkow rteciowych
Pitts [6] stara sie objasni¢ szybkoscig wigzania przez nerke i nastepnie
wydalania z moczem rteci poszczegolnych diuretykow rteciowych. Mozna
przypuszcza¢, ze mechanizm diurezy wystepujacej po podaniu kwasu
maleinowego jest podobny, tzn. zwigzany z wychwytywaniem kwasu ma-
leinowego przez grupy SH bialek nerki i nastepowym wydalaniem go,
by¢ moze w postaci polaczenia z cysteinag. Obecnos¢ w moczu podobnego
polaczenia salyrganu z cysteing po podaniu tego diuretyku zostala stwier-
dzona przez Weinera i Miillera [40]. Zwréci¢ trzeba uwage na charakte-
rystyczne dla zatrucia kwasem maleinowym nagle wystapienie diurezy
w 15—30 min. po podaniu kwasu maleinowego. Diureza po salyrganie
wystepuje u szczuréw dopiero po kilku godzinach.

Zaréwno salyrgan, jak i sublimat powoduja znaczane zmniejszenie wy-
dalania ketokwaséw. Natomiast w pierwszym dniu po zatruciu kwasem
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maleinowym dochodzi do zwiekszonego wydalania ketokwasow. Zwiek-
szone wydalanie ketokwasow w zatruciu kwasem maleinowym moze mie¢
nastepujgce przyczyny: (1) zwiekszony poziom a-ketokwaséw krwi spo-
wodowany np. inhibicja systemow dekarboksylacji oksydatywnych,
(2) zmniejszona reabsorpcja w kanalikach nerkowych, (3) zwigkszone wy-
dalanie ketokwasow do $wiatla kanalikow. Mozliwosé tego ostatniego pro-
cesu, to jest aktywnego wydalania przez komorki kanalikow czlonéw cy-
klu kwaséw tréjkarboksylowych, zostala ostatnio dowiedziona przez
Vishwakarma i Lotspeicha dla kwasu jabltkowego [39]. Wydaje sig, ze
istnieje mozliwo$é nakladania si¢ na siebie wszystkich lub przynajmniej
dwoch sposrod tych czynnikéow. Uszkodzenie kanalikéw nerkowych, a co
za tym idzie zmniejszenie reabsorpcji w zatruciu kwasem maleinowym
zdaje sie nie ulegac¢ watpliwosci. W naszych doswiadczeniach [3] potwier-
dziliSmy dane El Hawary’ego [9] o zwiekszonym poziomie ketokwasow
krwi w zatruciu kwasem maleinowym. Wydaje sie¢ wiec, ze zwiekszone
wydalanie ketokwaséw po podaniu kwasu maleinowego spowodowane jest
z jednej strony podniesionym poziomem ketokwaséw krwi, z drugiej
zmniejszong reabsorpcja w kanalikach nerkowych. Zmniejszone wydala-
nie ketokwasé6w w zatruciu salyrganem i chlorkiem rteciowym mozna
starac¢ sie tlumaczy¢ zmniejszonym wytwarzeniem ketokwaséow w komor-
kach kanalikéw nerkowych, zwigkszona reabsorpcja, zmniejszonym wy-
dalaniem do $wiatla kanalikéw, lub jednoczesnym dzialaniem kilku
z tych czynnikéw. Znany jest fakt zmniejszonego wydalania ketokwasow
przy niedoborze potasu [10], poziom ketokwaséw krwi nie ulega wéwczas
obnizeniu.

Aminoacyduria i cukromocz wystepujace w zatruciu zwiazkami rteci
sa spowodowane, najprawdopodobniej, zmniejszeniem reabsorpcji wsku-
tek uszkodzenia kanalikéw nerkowych. Jest mozliwe, ze podobny mecha-
nizm wystepuje réwniez w zatruciu kwasem maleinowym. Blizsze objas-
nienie sposobu dzialania kwasu maleinowego jest w tej chwili niemoziiwe.
Mozna przypuszczaé, w oparciu o rozumowanie Worthena i Gooda [42],
ze u podstaw wszystkich objawéw zespolu MTD wywolanego kwasem
maleinowym lezy inhibicja grup SH systeméw enzymatycznych nerki.
Byé moze chodzi tu o inhibicje grup SH enzyméw przemian posrednich
nerki, w wyniku czego dochodziloby do zaburzen energetycznych prowa-
dzacych z kolei do ogélnej niewydolnosci proksymalnych czesci kanali-
kéw nerkowych. Mozliwe jest tez, ze chodzi raczej o inhibicje procesow
zwigzanych z funkcja nerki. Wspomniani Worthen i Good przypuszczaja
mozliwoéé¢ istnienia odrebnych ciagéow reakeji odpowiedzialnych za po-
szczeg6lne, roznorodne funkcje nerki, jak reabsorpcja aminokwasow,
reabsorpcja cukru, elektrolitéow itp. Przypuszczaja oni mozliwos¢ wyste-
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powania w kazdym z tych odrebnych ciagéw przemian etapoéw zaleznych
od aktywnosci grup SH. Bezposrednia inhibicja tych grup SH moglaby
by¢ przyczyng wystepowania zespolu MTD. Zwréci¢ trzeba uwage na to,
ze jak wykazaliSmy [34], nie ma réwnoleglosci miedzy zmianami w za-
wartosci grup SH nerki a nasileniem diurezy i aminoacydurii. Interpre-
tacja zwigzkéow zachodzacych miedzy tymi zjawiskami jest trudna. By¢
moze zbadanie wplywu kwasu maleinowego na zawarto$¢ nie tylko grup
SH, lecz réwniez na zawarto$¢ wigzan -S-S-, w polaczeniu z badaniami
histochemicznymi ulatwi interpretacje i zrozumienie dzialania kwasu
maleinowego.

Niewykluczone sa tez inne mozliwosci dzialania kwasu maleinowego.
By¢ moze poczatkowo, w wyniku inhibicji dekarboksylacji oksydatyw-
nych, dochodzi do gromadzenia si¢ w tkankach a-ketokwaséow, po czym,
w wyniku transaminacji, do zwigkszonego wytwarzania i wydalania ami-
nokwasow. W ten wlasnie sposéb mozna by tlumaczy¢ obraz zatrucia
kwasem malonowym. Podobnie jak w zatruciu kwasem maleinowym, po
podaniu kwasu malonowego dochodzi do wzmozonego wydalania keto-
kwaséw, oczywiscie obok kwasu bursztynowego i cytrynowego [24], oraz
@o umiarkowanego zwigkszenia diurezy i aminoacydurii. Znacznie trud-
niej jest objasni¢ obecnosé¢ bialkomoczu oraz utrzymywanie si¢ nieznacznej
diurezy i aminoacydurii przez kilka nastepnych dni. Poréwnanie obrazu
zatrucia kwasem malonowym z zatruciem kwasem maleinowym kaze
uwzglednié¢ przy probach wyjasnienia dzialania kwasu maleinowego, moz-
liwos¢ ogolnego, wkraczajacego w przemiany wplywu kwasu maleinowego.

Obraz zatrucia jodooctanem jest calkowicie odmienny od zatru¢ do-
tychezas omawianych. Wydaje sie, ze jodooctan nie ma wplywu na procesy
zwigzane z funkcja nerki i nie jest czynnikiem wywolujacym zespol MTD.
Podobnie mechanizm dzialania florydzyny jest catkowicie odmienny od
dzialania kwasu maleinowego. Cechg charakterystyczng zatrucia flory-
dzyna jest wystepujacy przede wszystkim w pierwszym dniu po zatruciu
znaczny cukromocz. Nie ma natomiast diurezy ani aminoacydurii. Wy-
daje sig, ze wplyw florydzyny na przepuszczalno$¢ dotyczy nie tylko
aktywnego transportu, ale i wymiany izcosmotycznej, nie zwigzanej z pro-
cesami energetycznymi [23]. Ostatnio stwierdzono, ze florydzyna hamuje
aktywno$¢ niektorych enzyméw zawierajacych grupy SH, jak dehydroge-
naza kwasu glutaminowego [25], trudno jednak przypuszczaé, zeby cukro-
mocz w zatruciu florydzyng byl wynikiem jej dzialania na grupy SH ko-
morek nerkowych, czynne w procesie reabsorpcji glikozy.

Przeprowadzone przez nas badania zdaja si¢ wiec potwierdzaé¢ poglad
o szczegélnym znaczeniu kwasu maleinowego jako czynnika wywoluJa-
cego zespol ,multiple tubular defects®.
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STRESZCZENIE

Poréwnano zatrucie kwasem maleinowym z zatruciem wywolanym
salyrganem, sublimatem, jodooctanem, kwasem malonowym i florydzyna.
Stwierdzono, ze w zatruciu kwasem maleinowym, podobnie jak w zatru-
ciu zwiazkami rteci, wystepuje znaczna diureza, aminoacyduria, cukro-
mocz i bialkomocz. W pierwszym dniu po podaniu kwasu maleinowego
stwierdzono zwiekszone wydalanie ketokwasow, natomiast po podaniu
salyrganu i sublimatu wydalanie ketokwaséw ulega wyraznemu zmniej-
szeniu. W zatruciu jodooctanem nie stwierdzono diurezy, aminoacydurii,
cukromoczu i bialkomoczu. W zatruciu kwasem malonowym stwierdzono
w pierwszym dniu zwiekszone wydalanie ketokwas6w oraz nieznaczng
diureze i aminoacydurie, ktére utrzymywaly si¢ przez kilka dni. W za-
truciu florydzyna stwierdzono znaczny, szczegblnie w pierwszym dniu,
cukromocz, nie stwierdzons wyraznej diurezy. aminoacydurii czy ketoacy-
durii. Uzyskane wyniki zdaja sie potwierdza¢ poglad o szczegélnym zna-
czeniu kwasu maleinowego do wywolania zespolu ,multiple tubular
defects. Poddano dyskusji proby objasnienia dzialania kwasu maleino-
wego jego wplywem na grupy SH systemoéw enzymatycznych nerki.
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AMINOACIDURIA INDUCED WITH MALEIC ACID

V. COMPARISON OF MALEIC ACID INTOXICATION WITH INTOXICATION CAUSED BY:
SALYRGAN, MERCURIUM CHLORIDE, IODOACETATE MALONIC ACID AND PHLORIZIN

Summary

Intoxication with maleic acid was compared with those produced by
salyrgan, mercurium chloride, iodoacetate, malonic acid and phlorizin. It
was stated that a considerable diuresis, glucosuria, aminoaciduria and
albuminuria occurred both in maleic acid and mercurium compounds
intoxications. The increased excretion of keto acids was found on first
day after the maleic acid administration while it was distinctly decreased
when salyrgan or mercurium chloride was applied. No diuresis, amino-
aciduria, glucosuria nor albuminuria were observed in the iodoacetate
intoxication.

Intoxication with malonic acid resulted in the increased excretion of
keto acids on the first day and slight diuresis and aminoaciduria, which
lasted for several days. In phlorizin intoxication considerable glucosuria
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was observed, especially on the first day, while no appreciable diuresis,
aminoaciduria nor ketoaciduria was found.

The obtained results seem to support the opinion on some particular
importance of maleic acid in producing the multiple tubular defects
syndrom.

Some attempts of explanaticn of the maleic acid action by its influence
on SH groups in the kidney enzymatic systems are discussed.

Otrzymano 25.1.1960 r.
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Wedlug ogolnie przyjetych pogladéw rozréznia sie aminoacydurie po-
chodzenia nerkowego i aminoacydurie pochodzenia pozanerkowego [7, 8,
13]. W pierwszym przypadku poziom azotu a-aminowego krwi nie ulega
wigkszym zmianom, natomiast w aminoacydurii pochodzenia pozanerko-
wego wystepuje znaczny wzrost zawartosci azotu a-aminowego w krwi.

Poréwnanie obrazu zatrucia kwasem maleinowym z zatruciem zwiaz-
kami rteci wskazywaloby na to, ze aminoacyduria wystepujaca w zatruciu
kwasem maleinowym jest wynikiem zmniejszenia reabsorpcji aminokwa-
sow wskutek uszkodzen kanalikow nerkowych [4]. Niewyjasniona byla
jednak sprawa zachowania sie zawartosci azotu a-aminowego krwi w prze-
biegu zatrucia. W pierwszym dniu po =zatruciu kwasem maleinowym
stwierdzono dwukrotny wzrost wydalania ketokwaséw. Podobne zjawisko
zaobserwowano w zatruciu kwasem malonowym, natomiast po podaniu
zwigzkow retciowych wydalanie ketokwaséw ulegalo wyraznemu zmniej-
szeniu [4]. Na tej podstawie, a takze w oparciu o dane El Hawary’ego [10]
mozna bylo przypuszczaé, ze zwiekszone wydalanie ketokwaséw jest wy-
nikiem ich zwiekszonego poziomu we krwi. W poprzednich do$wiadcze-
niach stwierdzono, ze kilkanascie minut po podaniu kwasu maleinowego
wystepuje znaczna diureza, ktéra po dwoch, trzech godzinach ulega wy-
raznemu zmniejszeniu. Natomiast maksimum wydalania azotu a-amino-
wego przypada zwykle na druga dobe po zatruciu. Opierajac si¢ na tych spo-
strzezeniach zbadano zawarto§¢ azotu a-aminowego, ketokwaséw i cukru
we krwi w dwie godziny i w 36 godzin po zatruciu kwasem maleinowym.
Réwnolegle wykonano oznaczenia ilosci azotu a-aminowego, ketokwasow
i cukru wydalanych z moczem w ciggu dwéch pierwszych godzin po za-
truciu oraz w ciaggu pierwszych dwunastu godzin drugiej doby po zatruciu.
13 [285]
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METODY

Doswiadczenia wykonano na 30 bialych szczurach obu plci wagi
190-290 g. Szczury karmiono dieta mleczna [3]. Przed wstrzyknigciem
kwasu maleinowego lub srodka kontrolnego oprozniano szczurom przez
uci$niecie pecherz moczowy. Po zastrzyku umieszczano zwierzeta w klat-
kach metabolicznych pozwalajacych na ilosciowe zbieranie moczu bez do-
mieszek kalu i pokarmu. Mocz zbierano do chwili zabicia zwierzecia,
w czesci doswiadezen zabijano szczury dwie godziny po zatruciu i wow-
czas zbierano mocz pod parafine. W pozostalych doswiadczeniach zabijano
szezury w 36 godzin po zatruciu, wowczas zbieranie moczu odbywalo sie
w warunkach niezapobiegajacych parowaniu. Naczynia, do ktérych zbie-
rano mocz szczuréw zabijanych po 36 godzinach, zawieraly po 1 ml
2N-H,S0,. Zbierano oddzielnie mocz z pierwszej doby oraz z 12 godzin —
drugiej doby. Kwas maleinowy wstrzykiwano podskornie w dawce
347 umoli na 100 g wagi jako 1.M-roztwir wodny (0,34 ml na 100 g). Szczu-
rom kontrolnym wstrzykiwano siarczan sodowy w ilosci odpowiadajace]j
dawce kwasu maleinowego, rowniez jako 1M-roztwor wodny. Na cztery
godziny przed zabiciem usuwano zwierzetom pozywienie. Szczury zabi-
jano przez obciecie glowy i krew zbierano do heparynizowanej parowniczki.

Osocze oddzielano przez wirowanie przez 10 min. przy 4000 obrotéow na
min., nastepnie odbialczano etanolem absolutnym w stosunku 1 :5. Odwi-
rowany osad przemywano etanolem; wirowano i oba plyny znad osadu
przenoszono do kolbki na 25 ml i dopelniano woda wolng od amoniaku.
W przygotowanym w ten sposob odbialczonym osoczu oznaczano azot
a-aminowy metoda Yemma i Cockinga [19]. W pelnej krwi oznaczano keto-
kwasy wedlug Friedmanna i Haugena ]12] oraz cukier metoda Somogyi’ego
w modyfikacji Nelsona [16]. Przy uzyciu tych samych metod oznaczano
azot a-aminowy, ketokwasy i cukier w moczu.

Wszystkie wyniki w odréznieniu od innych komunikatéow tej serii
przeliczono na 100 g wagi szczura celem uzyskania wartosci umozliwiaja-
cych obliczenie ,,clearance® aminokwaséow i ketokwasow.

Osocze do chromatografi aminokwasow odbialczano jak do oznaczania
azotu a-aminowego Odbialczone osocze po odparowaniu etanolu rozpusz-
czano w wodzie zakwaszonej kwasem solnym i ilo§ciowo przenoszono na
kolumne z Dowex 50 do odsolenia. Odsalanie osocza i moczu oraz rozdzial
chromatograficzny aminokwasow przeprowadzano wedlug metody opisa-
nej poprzednio [1]. Krew do chromatograficznego rozdzialu ketokwaséw
odbialczano wedlug De Scheppera i wsp. [9]. Ekstrakcje przeprowadzano
wedlug McArdle [15], za$§ rozdzial chromatograficzny wedlug El Hawa-
ry’ego i- Thompsona [11].
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WYNIRKI

Dane przedstawione w tablicy 1 wskazuja, ze w krwi zawarto§é zarow-
no azotu a-aminowego, jak i cukru nie ulega zmianom ani w dwie godziny,
ani w 36 godzin po podaniu kwasu maleinowego. Natomiast poziom keto-
kwaséw krwi badanych w 2 godz. po podaniu kwasu maleinowego wyka-
zuje dwukrotny wzrost w poroéwnaniu ze szczurami Kkontrolnymi.
W 36 godzin zawartos¢ ketokwasow krwi szczuréw zatrutych nie wykazuje
réznic w poréwnaniu ze szczurami kontrolnymi. Obraz chromatograficzny
aminokwaséw osocza szczuréw zatrutych kwasem maleinowym nie wy-
kazuje zadnych widocznych réznic w poréwnaniu z podobnym obrazem

Tablica 1

Zawarto$¢ azotu a-aminowego, ketokwaséw i cukru we krwi szczuréw w 2 godziny
i 36 godzin po podaniu kwasu maleinowego
Szczury karmiono dieta mleczng. Kwas maleinowy wstrzykiwano podskérnie w dawce 347 umoli

na 100 g wagi. Szczurom kontrolnym wstrzyknieto taka samg ilo§é siarczanu sodu. Wyniki po-
daja w umolach Srednie wartosci, -4 $rednie odchylenie

Azot

: ; Ketokwasy Cukier
Liczba a-aminowy
| szczurbw | (umole/100 ml - -
|y (umole/100 ml krwi)

2 godz. po zastrzyku

| Kontrola [ <l 409 +39 4446 | 53898
Po podaniu kwasu maleino- ’
wego j 9 392419 8447 | 648443
’ 36 godz. po zastrzyku
Kontrola (w nawiasach war- J 401 37 600
tosci graniczne) 3 | (382—421) (30—40) (490—760)
- Po podaniu kwasu malei-
nowego 7 453174 44+ 8 661 +57

szezurow kontrolnych, zaréwno w 2 godz., jak i w 36 godz. po podaniu
kwasu maleinowego. W moczu natomiast stwierdza sie znaczne nasilenie
intensywnosci plam aminokwaséw, odpowiadajace w przyblizeniu obrazo-
wi opisywanemu poprzednio [2]. Istotne réznice stwierdza si¢ w obrazie
chromatograficznym ketokwasow krwi. U szczurow zabijanych w 2 godz.
po podaniu kwasu maleinowego stwierdza sie znaczny wzrost intensyw-
nosci plam odpowiadajacych kwasowi pyrogronowemu oraz w nieco
mniejszym stopniu kwasowi a-ketoglutarowemu. Po 36 godz. nasilenie
plam nie rézni sie od kontrolnych. W moczu zebranym z pierwszych
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2 godzin po zatruciu stwierdza si¢ znaczny wzrost intensywnosci plam
odpowiadajgcych kwasowi pyrogronowemu i niewielki wzrost intensyw-
nosci plamy kwasu a-ketoglutarowego.

Wyniki przedstawione w tablicy 2 wykazuja, ze szczury zatrute kwa-
sem maleinowym wydalaja w pierwszych dwoch godzinach przeszlo trzy
razy wiecej moczu w poréwnaniu ze szczurami kontrolnymi. Wydalanie
azotu a-aminowego i cukru jest cztery do pieciu razy wieksze, a wyda-
lanie ketokwasow przeszlo pietnascie razy wigksze w poréwnaniu ze
szczurami kontrolnymi. W drugiej dobie szczury zatrute kwasem maleino-
wym wydalaja w okresie dwugodzinnym okolo trzy razy wiecej moczu,
przeszlo dziesigé¢ razy wiecej azotu a-aminowego i blisko trzy razy wiecej
cukru w pordéwnaniu ze szczurami kontrolnymi. Natomiast wydalanie

Tablica 2

Ilo§¢é moczu oraz ilosci azotu a-aminowego, ketokwaséw i cukru wydalane przez
szezury w ciggu dwoéch pierwszych godzin oraz pierwszych 12 godzin drugiej doby
po podaniu kwasu maleinowego
Wyniki dos$wiadczalne uzyskane z analizy moczu, zbieranego pomiedzy 24-tg a 36-tg godzing
po zatruciu kwasem maleinowym, podzielono przez 6 celem uzyskania wartoSci dajacych sie
poréwnaé z danymi z pierwszych dwéch godzin po zastrzyku. Wyniki podano na 100 g szczura.
Liczby przedstawiaja w upmolach wartosci Srednie; w nawiasach wartoséci graniczne

umole/100 g wagi szczura

| Diureza Azot

3 Ketokwasy Cukier
(ml) a-aminowy

gy 2 godz. po zastrzyku

|

Kontrola* 1,4 6,9 ’ 1.9 ; 5,0

e e 0020 | @5-9 | 12-23 \ (3,0—6,3)

Po podaniu kwasu maleino- | 5,0 30 30 24
wego : l(4.0——6.3) (28—39) (22—42) (22—28)

36 godz. po zastrzyku

Kontrola* J 0,6 5,9

3.0 | 30
L ST (0,4—0,8) (4,5—-7,2) ‘ (2,2—3,5) | (8,0—45)
Po podaniu kwasu maleino- 1,6 60 33 83
wego e (1,1—1,9) ‘ (32—104) 2,3—4,7) (32—150)

* Szczurom kontrolnym wstrzykiwano roztwor siarczanu sodowego.

ketokwaséw nie rézni sie od wydalania szczuréow kontrolnych. Wstrzyki-
wany jako $rodek kontrolny siarczan sodowy w pierwszych godzinach po
wstrzyknieciu zwigksza diureze, natomiast zmniejsza wydalanie ketokwa-
s6w, a zwlaszcza cukru. W drugiej dobie po wstrzyknieciu jest on zupel-
nie bez wplywu na wydalanie tych substancji. Wydalanie azotu a-amino-
wego zar6wno w 2 godz., jak i w 36 godz. po podaniu siarczanu sodu nie
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ulega istotnym zmianom. Jesli poréwna¢ wydalanie w dwoéch pierwszych
godzinach po zatruciu kwasem maleinowym ze $rednim dwugodzinnym
wydalaniem w drugiej dobie po zatruciu, to okazuje sie, ze okres pierw-
szych dwoch godzin po podaniu kwasu maleinowego cechuje sie¢ znacznie
wiekszym nasileniem diurezy oraz wybitnie zwiekszonym wydalaniem
ketokwasow. Natomiast wydalanie azotu a-aminowego i cukru wykazuje
wieksze nasilenie w drugiej dobie po zatruciu.

Tablica 3

Wuydalanie ketokwaséw przez szczury przed i po zatruciu kwasem maleinowym

Szczury karmione dieta mleczng. Kwas maleinowy wstrzyknieto podskérnie w dawce 347 pmoll
na 100 g wagl szczura. Wyniki, przeliczone na 100 g wagi, wyrazaja w umolach érednie z 8 szczu-
réw. Dane pozycji drugiej wziete z tablicy 2. W nawiasach wartosci graniczne

e | Normalne dobowe wydalanie ketokwasoéw szczuréw ‘ 39
1 nie zatrutych | (27—50)
; 2 llos¢ ketokwasow wydalana w pierwszych dwoch [ 30
[ godzinach po zastrzyku | (22—42) ;
a3 ‘ Catkowita ilo$¢ ketokwaséw wydalana w pierwszej " 89
dobie po zastrzyku | (59—126)
: 2 h s
| 4 Ilos¢ ketokwasow wydalana w drugiej dobie po 1 38
‘ zastrzyku l (26—56)

Analiza danych zestawionych w tablicy 3 wskazuje, ze w pierwszych
dwoch godzinach po zatruciu kwasem maleinowym szczury wydalaja
ilosci ketokwaséw bliskie normalnemu dobowemu wydalaniu szczuréw
nie zatrutych. Stanowi to okolo jedng trzecig catkowitej ilosci ketokwasow
wydalanych w pierwszej dobie po zatruciu. Jezeli uwzgledni sie, ze okres
znacznej poczatkowej diurezy po podaniu kwasu maleinowego trwa okolo
trzech godzin, mozna przypuszczaé, ze zwiekszone wydalanie ketokwasow
stwierdzane w pierwszej dobie po zatruciu przypada na pierwsze trzy
godziny po podaniu kwasu maleinowego. Z danych Tablicy 1 wynika, ze
zwigkszonemu wydalaniu ketokwasow cdpowiada zwiekszony w tym cza-
sie dwukrotnie poziom ketokwaséw krwi. Mozna przypuszczaé¢, ze w na-
stepnych godzinach pierwszej doby, tak jak w drugiej dobie, zaré6wno po-
ziom ketokwasow krwi, jak i wydalanie z moczem jest juz normalne.

Przedstawione wyniki wskazujg, ze aminoacyduria i cukromocz w za-
truciu kwasem maleinowym sa wylacznie pochodzenia nerkowego. Nato-
miast zwiekszone wydalanie ketokwaséw wydaje si¢ by¢ wynikiem ich
zwiekszonego poziomu we krwi. Dla lepszego zdania sobie sprawy z istoty
tych zjawisk obliczono przyblizony ,clearance’ aminokwaséw i keto-
kwasow.
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Zdajemy sobie calkowicie sprawe z tego, ze obliczone przez nas war-
tosci sa. liczbami przyblizonymi, jak rowniez zdajemy sobie sprawe ze
zrodel bledéw, ktére mogg wystepowaé w naszym przeliczeniu. Po
pierwsze ,clearance’ aminokwasow obliczono nie dla poszczegdlnych
aminokwaséw, ale dla sumy aminokwasow, wyrazonej iloscia azotu
a-aminowego. Podobnie ,,clearance* ketokwasow nie obliczono oddzielnie
dla kwasu pyrogronowego i o-ketoglutarowego, lecz dla sumy ketokwa-
sow. Stezenie azotu a-aminowego i ketokwasow w moczu wydalanym
w dwoch pierwszych godzinach po zatruciu uzyskano z analizy moczu
zebranego w przeciggu tych dwoch godzin, w jednej porcji, w warun-
kach zapobiegajacych parowaniu. Bylo to mozliwe dlatego, ze szczury za-
trute kwasem maleinowym wydalaja w tym czasie znaczne ilo$ci moczu
i ewentualne straty nie obarczaja analizy duzym bledem. Réwniez diureza
szczuréw kontrolnych jest wcale znaczna. Natomiast w drugiej dobie po
zatruciu ilo$ci moczu wydalane przez szczury w okresach dwugodzinnych
sa znacznie mniejsze i ewentualne straty stanowilyby powazne zrédio
biedu. Dlatego stezenie azotu a-aminowego i ketokwaséw w moczu wyda-
lanym w drugiej dobie obliczono na podstawie analizy moczu zebranego

Tablica 4

Wplyw kwasu maleinowego na “clearance” azotu a-aminowego i ketokwaséw
Obliczenia dokonano w oparciu o dane tablic 1 | 2

i Azot a-aminowy Ketokwasy
UxV | Pprocent filtracji “ UXV | Procent filtracji
« P kigbuszkowej 3 kigbuszkowej
Kontrola } 14 | 2 36 | 2
2 godziny po podaniu kwasu |
maleinowego 64 | 11 290 53
36 godzin po podaniu kwasu
maleinowego 110 20 F s I
U — 1loéé pumoli w 1 ulitrze moczu
V — 1loé¢ moczu w ulitrach na minute
P — 1lo§¢ umoli w 1 pulitrze osocza

Filtracje kiebuszkowg przyjeto za Jacobsem i Brownem [14] jako réwng 550 ulitréw/min.

z pierwszych dwunastu godzin drugiej doby. Oczywiscie nie kontrolowa-
no w tym czasie stalo$ci poziomu we krwi azotu a-aminowego czy keto-
kwaséw. W obliczeniach nie uwzgledniono réwniez ewentualnych zmian
w filtracji klebuszkowej. Wedlug danych Berlinera i wsp. [6] nie ulega
ona zmianom u pséw zatrutych kwasem maleinowym. Mozna tez przy-
puszczaé, ze ewentualny wzrost filtacji klebuszkowej nie moglby by¢ od-
powiedzialny za kilkakrotny wzrost wydalania azotu a-aminowego. Mimo
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powyzszych zastrzezen wydaje sig, ze uzyskane liczby majg istotne zna-
czenie jako wartoSci poréwnawcze wspoéleczynnika oczyszezania @ krwi
szezurow zatrutych kwasem maleinowym i szczuréw kontrolnych. Z da-
nych przedstawionych w tablicy 3 wynika, zZe ,clearance* azotu a-amino-
wego wzrasta w dwie godziny po podaniu kwasu maleinowego okolo pig-
ciokrotnie, a w 36 godzin po zatruciu okolo o$miokrotnie w poréwnaniu
ze szczurami kontrolnymi. Stanowi to odpowiednio 11 i 20% filtracji kle-
buszkowej, wobec 2% u szczuréw kentrolnych. ,,Clearance” ketokwasow
w dwie godziny po zatruciu wykazuje oSmiokrotny wzrost w poréwnaniu
ze szczurami kontrolnymi, natomiast w 36 godzin po zatruciu jest juz
tylko nieznacznie podwyzszony. Stanowi to odpowiednio 53 i 11% filtra-
cji klebuszkowej, wobec 6% u szczuréw kentrolnych. Przedstawione war-
tosci wspolezynnika oczyszezania potwierdzaja poprzednie dane o nerko-
wym pochodzeniu aminoacydurii w zatruciu kwasem maleinowym [4].
Wskazuja one réwniez, ze zwigekszone wydalanie ketokwasow jest nie tyl-
ko wynikiem ich zwigkszonego poziomu we krwi, lecz spowodowane jest
takze bezposrednim dzialaniem kwasu maleinowego na nerke.

DYSKUSJA

Przy probach tlumaczenia obrazu zatrucia kwasem maleinowym [18]
zwracano uwage na wybioércze dzialanie kwasu maleinowego na grupy SH
nerki. Wskazywano na zmniejszenie reabsorpcji w wyniku uszkodzenia
kanalikow nerkowych jako przyczyne wystepowania aminoacydurii
i cukromoczu w zatruciu kwasem maleinowym [4]. Przedstawione w tej
pracy wyniki stwierdzajace, ze w przebiegu zatrucia nie dochodzi do
zwigkszenia poziomu azotu a-aminowego we krwi, natomiast znacznie
wzrasta wspoélczynnik oczyszczania azotu a-aminowego, calkowicie po-
twierdzaja przypuszczenia o wylacznie nerkowym pochodzeniu amino-
acydurii. Mechanizm zwiekszonego wydalania ketokwasow wydaje sie by¢
bardziej zlozony. Poza niewatpliwym zwigkszeniem poziomu ketokwasu
krwi istotny okazuje sie bezposredni wplyw kwasu maleinowego na ner-
ke, mozliwe jest przy tym zar6wno zmniejszenie reabsorpcji ketokwasow
w wyniku uszkodzenia kanalikéw nerkowych, jak i zwigkszenie ich wy-
dalania do $wiatla kanalikéw. Obraz chromatograficzny ketokwasow
krwi wskazuje, ze we krwi, w pierwszych godzinach po zatruciu, zwigk-
sza sie zawarto$§é kwasu pyrogronowego w wiekszym stopniu niz zawar-
tos¢ kwasu a-ketoglutarowego. O ile Peters i Wakelin [17| podkres$laja
szezegblna wrazliwo$é oksydazy pyrogronowej na dzialanie kwasu malei-
nowego, to El Hawary [10] stwierdzil we krwi szczuréw zatrutych kwasem
maleinowym gléwnie zwiekszone ilosci kwasu a-ketoglutarowego. Stoso-
wal on jednak znacznie wieksza dawke kwasu maleinowego. Zwigkszony
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poziom ketokwaséw krwi mozna probowaé tlumaczyé¢ inhibicja in wvivo
systeméw dekarboksylacji oksydatywnych. W komunikacie dotyczacym
wplywu diety i drogi podania kwasu maleinowego na obraz zatrucia [5],
zwracamy uwage na fakt, ze watroba szczuréw karmionych dieta nieza-
wierajaca laktozy lub galaktozy znosi toksyczny wplyw kwasu maleino-
wego na nerke. Dane te zdaja si¢ wskazywaé, ze obok niewatpliwego, wy-
biérczego wplywu na nerke dzialanie kwasu maleinowego in vivo nie mo-
ze dotyczy¢ i innych narzadow.

STRESZCZENIE

Doswiadczenie przeprowadzono na szczurach karmionych dietg
mleczng. Stwierdzono, ze u szczuréw zatrutych kwasem maleinowym po-
ziom azotu a-aminowego we krwi nie wzrasta ani w dwie godziny, ani
w 36 godzin po podaniu kwasu maleinowego. R6wniez obraz chromatogra-
ficzny aminokwaséw osocza nie wykazuje widocznych zmian. Wydalanie
azotu a-aminowege i cukru zwieksza sie kilkakrotnie wykazujac maksi-
mum w drugiej dobie po zatruciu. Poziom ketokwaséw krwi w dwie go-
dziny po podaniu kwasu maleinowego wykazuje dwukrotny wzrost, na-
tomiast w 36 godzin po zatruciu nie rézni si¢ w sposéb istotny od war-
tosci kontrolnych. Réwniez zwiekszone wydalanie ketokwaséw z moczem
stwierdzane w pierwszej dobie po zatruciu przypada gléwnie na pierwsze
trzy godziny.

Przyblizony ,.clearance azotu a-aminowego wykazuje znaczny wzrost
zarébwno w dwie, jak i w 36 godzin po zatruciu, za$ przyblizony ,,clearan-
ce“ ketokwaséw jest wyraznie zwigkszony tylko w dwie godziny po
zatruciu.

Opierajac sie na tych danych mozna powiedzieé¢, ze aminoacyduria i cu-
kromocz w zatruciu kwasem maleinowym sa wylacznie pochodzenia ner-
kowego. Natomiast zwiekszone wydalanie ketokwasow wydaje sie by¢
spowodowane z jednej strony zwiekszonym poziomem ketokwasow krwi,
z drugiej strony bezposrednim wplywem kwasu maleinowego na nerke.
W dyskusji zwrécono uwage na mozliwosci ogolnego, wkraczajgcego
w przemiany dzialania kwasu maleinowego.
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AMINOACIDURIA INDUCED WITH MALEIC ACID.

VI. «-AMINO NITROGEN AND KETO ACIDS IN BLOOD

Summary

Experiment was carried out on rats fed with milk diet. It was stated,
that the blood level of a-amino nitrogen in maleic acid intcxicated rats
did not rise neither within 2 nor 36 hours after administration of maleic
acid. No appreciable changes were found on chromatography, too. The
excretion of a-amino nitrogen was increase several times achieving its
highest value on the second day after intoxication. The blood keto acids
content was twice increased within 2 hours after the administration of
maleic acid, while after 36 hours it did not differ from the control ones.
The increased excretion of keto acids in urine observed during the first
day after intoxication occurred mainly also within the 3 first hours.

The approximative a-amino nitrogen “clearance” showed a consider-
able rise as well within 2 as 36 hours after intoxication, while the
approximative keto acids “clearance” was distinctly increased only after
2 hours. Basing on these data it may be concluded, that aminoaciduria
and glucosuria in the maleic acid intoxication are of renal origin only.
The increased excretion of keto acids, however, seems to be due to their
higher blood level, and, on the other hand, to the direct effect of maleic
acid upon kidney.

Otrzymano 25.1.1960 r.
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Jednorazowe podskorne lub dootrzewnowe podanie kwasu maleinowe-
go w dawce 300—400 mg/kg wagi szczurom karmionym dietg zawierajacg
laktoze powoduje wzrost diurezy, zwiekszone wydalanie z moczem ami-
nokwasoéw oraz, w mniejszym stopniu, fosforanéw, amoniaku, sodu i po-
tasu [1, 2]. '

Zdolnos¢ kwasu maleinowego tworzenia polaczen ze zwigzkami posia-
dajacymi grupy sulfhydrylowe pozwalala przypuszczaé, ze toksyczne
dzialanie tego zwiazku jest zwigzane z inaktywacja grup SH. Znana jest
szczegblna wrazliwos¢ nerki na dzialanie substancji blokujacych grupy
SH. Podanie szczurom drobnoczasteczkowych zwigzkéw sulfhydrylowych
rownoczesnie z kwasem maleinowym znosi toksyczny wplyw kwasu ma-
leinowego [3]. W badaniach na szczurach [15] stwierdzono, ze 15 min. po
podaniu kwasu maleinowego zawarto$¢ grup SH homogenatu nerek spada
0 jedng trzecia w stosunku do warto§ci normalnych zwierzat uprzednio
karmionych dieta zawierajaca laktoze oraz o jedng piata u szczuréw
pozostajacych na diecie bezlaktozowe;.

Obraz zatrucia wywolanego kwasem maleinowym poréwnano z zatru-
ciem wystepujacym po podaniu takich zwigzkow, jak kwas malonowy,
florydzyna i niektére substancje blokujace grupy SH [4]. Posréd nich
tylko zwiazki rteci wykazuja podobny wplyw na diureze oraz na wyda-
lanie z moczem azotu a-aminowego i cukru. Wskazywaloby to, ze obraz
zatrucia po podaniu kwasu maleinowego ma pewne cechy uszkodzenia
kanalikéw nerkowych. Zwiazki rteci zmniejszaja wydalanie ketokwasow
z moczem [4]. Natomiast kwas maleinowy, podobnie jak kwas malonowy,

[295]
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powoduje zwiekszone wydalanie ketokwasow [12, 4, 5], czemu towarzyszy
wzrost zawartosci ketokwasow krwi. Fakt ten zdaje sie¢ wskazywac, ze
kwas maleinowy dziala rowniez jako inhibitor cyklu kwaséw tréjkar-
boksylowych [12, 13].

Poprzednio [2] stwierdzono znaczenie laktozy w diecie dla wywolania
aminoacydurii kwasem maleinowym. Doswiadczenia przedstawione w tej
pracy mialy za zadanie zbadanie wplywu galaktozy na obraz zatrucia
kwasem maleinowym. Stwierdzono przy tym istotne znaczenie sposobu po-
dania kwasu maleinowego.

METODY

Do doswiadczen uzywano biale szczury obu plei, wagi 120—250 g.
Zwierzeta podzielono na trzy grupy. Jedna grupa otrzymywala diete bez-
laktozowa, druga diete mleczng [2], trzecia grupa byla karmiona dieta
galaktozowyg zawierajaca 15°¢ galaktozy. Sporzadzano ja przez zastgpie-
nie czesci skrobi w diecie bezlaktozowej rownowazng iloscig galaktozy.
Warunki doswiadczenia, sposob zbierania i konserwacji moczu, sposob
przygotowywania roztworu maleinianu do wstrzyknigé, a takze metody
oznaczania azotu a-aminowego, cukru i ketokwasow podano w donie-
sieniu V [4]. Amoniak oznaczano metoda Connerty, Briggs i Eatu [7].

WYNIRI

Wplyw galaktozy w diecie na wydalanie azotu a-aminoweyo,
ketokwaséw, cukru i amoniaku

Poprzednio stwierdzono, ze pieciodniowy okres karmienia szczurow
dieta mleczng byl wystarczajacy do wykazania wplywu laktozy na obraz
zatrucia kwasem maleinowym [2]. PrzypuszczaliSmy, ze istotnym czynni-
kiem usposabiajacym szczury na dzialanie kwasu maleinowego jest
skladnik laktozy — galaktoza. Przypuszczenie to ma uzasadnienie w tok-
sycznym dzialaniu na ustréj w przebiegu galaktozemii zaréwno laktozy,
jak i galaktozy [11].

Sprzeczne doniesienia dotyczace wplywu galaktozy w diecie na wy-
dalanie azotu a-aminowego [8, 6, 10] sklonily nas do zbadania, czy dieta
zawierajgca 15% galaktozy powoduje zwiekszone wydalanie azotu
a-aminowego. Handler [9] wykazal, Ze mocz szczuréw karmionych dieta
galaktozowsg cechuje si¢ znaczna kwasota miareczkowa, ktora nie jest spo-
wodowana obecnoscia cial acetonowych. W zwigzku z tym zbadano wplyw
galaktozy na wydalanie ketokwasow.

http://rcin.org.pl



13] AMINOACYDURIA WYWOLANA MALEINIANEM. VII 267

Tablica 1 przedstawia w umolach ilosci azotu a-aminowego, ketokwa-
sow, cukru (wyrazanego jako glikoza) i amoniaku, wydalane w ciagu
24 godzin. Pie¢ szczuréw wzietych do dos§wiadczenia karmiono dietg bez-
laktozowa. Po tygodniu zmieniono diete na galaktozowa. Okazuje sig, ze
szczury karmione dieta zawierajaca 150 galaktozy normalnie przybie-
raja na wadze. Ilo§¢ wydalanego moczu juz nastepnego dnia zwieksza sie
dwukrotnie. Ilosci azotu a-aminowego wydalanego w ciggu doby sa od
trzeciego dnia okolo dwa razy wieksze. Rowniez dwukrotnie zwigksza sie
wydalanie ketokwaséw. TIlos¢ wydalanego cukru odpowiada okolo
2/3 spozytej galaktozy. Zawartos¢ amoniaku w moczu wyraznie
‘wzrasta. Uzyskane wyniki dotyczace wzrostu wydalania azotu a-ami-
nowego sa zgodne z danymi Craiga i Maddocka [8], a sprzeczne z wyni-
kami Human i wsp. [10]. By¢é moze opisana przez Handlera zwiekszona
kwasowo$¢ moczu spowodowana jest czeSciowo stwierdzonym przez nas
zwiekszonym wydalaniem ketokwaséw. W ten sposob mozna réwniez thu-
maczy¢ zwigekszone wydalanie amoniaku.

Tablica 1

Wplyw diety galaktozowej na wydalanie azotu a-aminowego, ketokwaséw, cukru
i amoniaku

Warto$ci wyrazajg w pmolach Srednie dobowego wydalania pieciu szczuréw; w nawiasach war-
toSci graniczne

Azot

( Srednia Diureza - ? Ketokwasy ‘ Cukier | Amoniak |
Data | waga a-aminowy [
| “zczuréw (ml) (umole) | (zmole) (umole) (zmole) |
| Dieta bezlaktozowa
-25.Vl I99 —— | = ”-]7‘7 = = == _;
}_' 877 TR AR T _] 121 - R R e
| | (114—128) (18—43) | (63—122) | (386—500)
CAMIEL. 41| 2V e e B e 2T .* TR ‘ 420
| (100—171) (16 -—45) (56—128) (320—-520)
vl Dieta galaktozowa
f 4.Vl = Eal : 114 60”77'”*7793(')_ T 560 7.‘
| (107—128) (44—84) | (4280—6060) (510—620)
S ANIE e s e | 257 __{_ 25 BT IS0B 7605
\ | (207—363) | (46—94) | (5900—8280) (600—890)
4 GNIE L LEi~ SRl s 250 65 | 7000 ’_" 600
| (200—343) (40—94) | (6070—8570) | (470—780)
& 7.Vil = g (B 7I‘3 “Ai___Z-OO___I o 77 i 5890 \ i) ?2—0 i
e S 3288y | e ae—07) | (3400-7000) | (430—860) |
8.VIl | 240 12 164 65 3390 l 690 |
[ | (129—207) (40—86) | (3890—5620) | (500—945) |
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Poréownanie wplywu diety mlecznej i galaktozowej

Tablica 2 zestawia wartosci azotu a-aminowego, ketokwaséw i cukru
wydalanych przez szczury karmione dieta bezlaktozowa, mleczng, wzgled-
nie galaktozowa przez okres 5 dni. Okazuje sie, ze laktoza w diecie
w przeciwienstwie do galaktozy jest bez wplywu na wydalanie azotu
a-aminowego. Natomiast wydalanie ketokwasoéw jest w poréwnaniu z die-
ta bezlaktozowa dwukrotnie wieksze na diecie galaktozowej i mlecznej.
Ilo$ci wydalanego cukru na diecie mlecznej sa znacznie mniejsze niz na
galaktozowej.

Tablica 2

Poréwnanie diurezy oraz wydalania azotu a-aminowego, ketokwaséw i cukru na
réznych dietach
Wartosci podaja w umolach s$rednie dobowego wydalania; w nawiasach wartoéci graniczne

=0 Liczba | Piuresa A.zot Ketokwasy Cukier

Rodzaj diety SeArow ] | a-aminowy (zmole) 5 (umole)
P S B 5 ‘ (ml) |  (umole) C 9 R X :
Bezlaktozowa 15 7. 113 42 ’ 83 [
2 | (86—136) 28—57) | (61—100) |
Mleczna g 10 119 80 | 580 |
w (107—129) | (66—90) | (140—900) |

Galaktozowa 10 1 12 182 i 66 5700

| ) (114-257) | (55-78) [(3390—8570) |

Wplyw kwasu maleinowego na wydalanie azotu a-aminowego,
ketokwaséw, cukru i amoniaku przez szczury karmione dietq galaktozown

Szczurom karmionym od 5 dni dieta galaktozowa wstrzyknieto kwas
maleinowy podskoérnie w dawce 300 mg na 1 kg wagi. Mierzono dobowa
diureze oraz ilo$ci azotu a-aminowego, ketokwaséw, cukru i amoniaku,
wydalone w ciagu 24 godzin. Wyniki przedstawiono w tablicy 3. Ilosci
moczu wydalane przez pierwsze trzy dni po zatruciu sa okolo dwukrotnie
wieksze w poréwnaniu ze stanem przed zatruciem. Wzrost wydalania azotu
a-aminowego wystepuje juz w pierwszej dobie po podaniu kwasu malei-
nowego; najwieksze nasilenie aminoacydurii jest w drugiej dobie i osigga
wartosci cztery razy przewyzszajace wartosci normalne. Na czwarty dzien
po zatruciu zawartos¢ wydalanego azotu a-aminowego powraca do normy.
W pierwszych dniach wystepuje znaczne zwiekszenie wydalania keto-
kwasow; w pierwszym dniu ilo$¢ wydalonych ketokwasow jest cztero-
krotnie wyzsza, w drugim dniu dwukrotnie wyzsza w poréwnaniu ze sta-
nem przed zatruciem; w nastepnych dniach powracaja wartosci normalne.
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W pierwszym dniu po podaniu kwasu maleinowego ilos¢ wydalanego
cukru spada pieciokrotnie, w nastepnych dniach wydalanie powraca do
normy; wystepujacy w pierwszym dniu spadek wydalania cukru ‘mozna
tlumaczy¢ mniejszym spozyciem pokarmu przez szczury. W pierwszych
trzech dniach warto$ci wydalanego amoniaku sa prawie dwukrotnie
wigksze w poréwnaniu ze stanem przed zatruciem.

Tablica 3

Wplyw diety galaktozowej na obraz zatrucia wywolanego kwasem maleinowym
podanym podskornie

Grupa obejmuje pie¢ szczuréw karmionych od 5 dni dieta galaktozowa. Wartosci wyrazaja
w umolach Srednie dobowego wydalania aztotu a-aminowego, ketokwaséw, cukru i amoniaku;

w nawiasach wartosci graniczne

Diureza

Azot | Ketokwasy | Cukier | Amoniak |
| (ml) a-aminowy (zmole) ‘ (umole) | (zmole) 1
\ ; (umole) | ; \ f
| Normalne war- T G TRDI ST, S
| tosci z 5 dni l |
| przed zatru- 13 197 69 ! 5700 ! 660
!ciem) (114—237) | (60—78) | (950—7180) | (415—1460)
[ KOlequ g Kwas maleinowy (300 mg/kg wagi)
zatrucia
l | dzien 27 =r3s] 218 | .1250° | 1030,
\ (186—622) |  (150—360)  (1000—1600) ‘ (415—1460)
|2 dzien C T 1040 125 4900 960
i | (585-1600) (47—138) | (1060—7000) ’ (357—1560)
|3 dzien 2 T 63 3700 | 1320
| ] (436—888) (30—87) | (1610—4800) I (835—1430)
| 4 dzien 18 | 174 T 410 520
| | (136-257) (26—98) | (3280—5750) | (290—715)
B BT 243 69 3780 590 -7 -
(214—280) (39—83) | (2060—4670)  (412—770)
| 6 dzien T B R T e e BT i
(270—357) } (45—85) | (2440—4840) ‘

Obraz zatrucia kwasem maleinowym w zaleznosci od sposobu podania

W dalszych do$wiadczeniach okazalo sie, ze droga podania kwasu ma-
leinowego wplywa w istotny sposéb na obraz zatrucia. W doswiadczeniu
kontrolnym kwas maleinowy wstrzykiwano podskoérnie szczurom karmio-
nym dieta nie zawierajaca galaktozy ani laktozy. Stwierdzono wyrazny
wzrost wydalania azotu a-aminowego. Poprzednio natomiast wykazano
[2], ze kwas maleinowy podany dootrzewnowo w. dawce 400 mg/kg szczu-
rom karmionym dieta bezlaktozowa nie wywoluje aminoacydurii. W zwia-
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Tablica 4

Wplyw sposobu podania kwasu maleinowego ma przebieg zatrucia u Szczuréw na
diecie bezlaktozowej

Jedna grupa obejmuje 5 szczuréw. Wartosci wyrazaja w umolach S$rednie dobowego wydalania
azotu a-aminowego, ketokwaséw | cukru; w nawiasach wartoScl graniczne

{ |
{ |

| Grupa 1 ’ Grupa 11
| Kwas maleinowy podano podskérnie Kwas maleinowy podano dootrzewnowo
) N e Tan . A=
7 Diureza a-amino- | Keto- Cukier Diureza a-amino- | Keto- l Cukier
(ml) wy | kwasy (ml) wy | kwasy |
Wartosci > l A 77*" 7 "‘ *f*i—f——fr - ‘
normalne ‘ |
(z 3 dni ’ ‘ ] ’ ' |
przed za- 7 ‘ 14 o9 1 8 | 6 00| -ds=iih 9D
truciem) | (93—136) | (28—57) | (76—83) (98—105)| (41—50) |  1—83)
Kwas maleinowy (400 mg/kg wagi)
+1 18 | S04 | 115 | 203 | 16 211 JfasLiseasoe |
[(214—1980) (91—135)|(128—566) l(l64—228) (64—130) {200~ 289)|
P25 18 | 80 | 4T 3% | &8 143 | 49 13
[ [(136—1960) (28—62) |(58—2000) ((122—172)| (20—65) | (79—140),
o T 285 | .31 | 23 ‘ 8 | 135 | . 39 98 |
(100—810) (32—40) | (41—534) (107—172)| (22—51) | (46—144)
T S TR T *"‘ 7 T "{ S [ 37 88 |
, (129—500)| (25—45) | (53—300), | (12—143), (14—51) | (68—135)|
= S T R R 6 |03 — 91
’ (122—158)| | (91—200), (114—143) (67—115)|

zku z tym wykonano do$wiadczenia, w ktorych poréwnano obraz zatrucia
po podskérnym oraz dootrzewnowym podaniu kwasu maleinowego. Do-
Swiadczenia wykonano na pieciu grupach zwierzat; w kazdej po piec¢
szczurow. Dwie pierwsze grupy (I i II) byly karmione dietg bezlaktozowa,
nie zawierajaca ani laktozy, ani galaktozy. Grupy III i IV otrzymywaty
diete mleczna, piata grupa (V) otrzymywala diete galaktozowa. Wyniki
przedstawione sa w tablicy 4, 5 i 6.

Z danych tablicy 4 wida¢, ze droga podania kwasu maleinowego wply-
wa w istotny spos6b na obraz zatrucia. Kwas maleinowy wstrzykniety
podskérnie w dawce 400 mg/kg szczurom karmionym dieta bezlaktozowa
(grupa I) wywoluje aminoacydurig¢, natomiast podany dootrzewnowo
(grupa II) jest prawie bez wplywu na wydalanie azotu a-aminowego. Ist-
nieja takze roznice w wydalaniu cukru; szczury, ktore otrzymaly kwas
maleinowy podskérnie, wydalaja trzy do czterech razy wigksze ilosci cu-
kru anizeli szczury, ktore otrzymaly kwas maleinowy dootrzewnowo. Nie
ma natomiast réznic w wydalaniu ketokwasow; zaréwno szczury grupy I,
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jak i grupy II wydalaja w pierwszym dniu trzykrotnie wigksze ilosci keto-
kwaséw w poréwnaniu ze stanem przed zatruciem. Istnieja wyrazne réz-
nice w ilo$ci wydalanego moczu. Po podskérnym podaniu kwasu maleino-
wego zwigkszona diureza utrzymuje si¢ przez trzy dni, natomiast po po-
daniu dootrzewnowym wystepuje tylko w pierwszym dniu.

Jak wida¢ z tablicy 5, obraz zatrucia kwasem maleinowym, wystepu-
jacy u szezuréw karmionych dieta mleczna, wyraza sie wigkszg i dluzej
trwajaca aminoacyduria i diureza u szczuréow, ktore otrzymaly kwas ma-
leinowy podskoérnie.

Rys. 1 przedstawia graficznie obraz zatrucia kwasem maleinowym
w zalezno$ci od diety i sposobu podania kwasu maleinowego.

Dane tablicy 6 w poréwnaniu z danymi tablicy 3 wykazuja, ze szczury
karmione dieta galaktozowa po podskérnym podaniu kwasu maleinowego
(dane tabl. 3) wydalaja nieco wigcej azotu a-aminowego niz po podaniu
dootrzewnowym (dane tabl. 6). Wydalanie ketokwaséw po pedaniu pod-
skérnym jest w pierwszej dobie cztery razy wieksze a w drugiej dwa razy

Tablica 5

Wplyw sposobu podania kwasu maleinowego na przebieg zatrucia u szczuréw na
diecie mlecznej

Warto$cl wyrazaja w umolach $rednie dobowego wydalania azotu a-aminowego, ketokwasow
i cukru; w nawlasach warto$cli graniczne

Grupa 11T Grupa 1V
Kwas maleinowy podano podskérnie | Kwas maleinowy podano dootrzewnowo
. Azot " Azot
Diureza| o mino- | Keto- Cukier ‘Dlureza aamino- | K0 | cukier
(ml) wy kwasy (ml) Wy kwasy
Wartosci
normalne .
(z 3 dni
przed za- 10 113 70 497 11 129 U g3 605
truciem) (107—121) | (66—80) ((143—780) (llO—l39)| (80—87) (544—672)
Kwas maleinowy (400 mg/kg wagi)
+1 29 740 126 1455 29 770 152 1340
(429—980) |(119—142)|(1170-1740) (250-1230) |(129—175)|(725-1650)
+2 35 1570 60 2455 29 1130 67 2100
(1065-2760) | (40—93) (1670-3080) (229-1690)| (32—87) | (860-2560)
+3 36 1390 70 2380 247/ 700 71 1585
(465-1965) | (50—91) |(1080-3680) (207-1080) | (53—93) | (605-2410)
+4 36 910 76 2480 25 580 108 1610
(264-1700) | (49—117)|(1380-3680) (186-1150) | (87—149), (975-2280)
+5 35 730 68 | 2100 20 222 112 1450
(143-1610) | (43—133)/(1000-3740) (107—542)| (64—170)| (370-1730)
14
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Tablica 6

Wplyw diety galaktozowej ma obraz zatrucia wywolanego kwasem maleinowym po-
danym dootrzewnowo

Wartoécl wyrazaja w umolach $rednie dobowego wydalania azotu a-aminowego 1 ketokwasow.
Do doéwiadczenia uzyto pleé szczuréw, karmionych od 5 dni dietg galaktozows

Diureza Azot Ketokwasy
(ml) a-aminowy
Wartosci normalne (z 3 dni
przed zatruciem) 11 157 59
(142—171) (55—64)
Kwas maleinowy (400 mg/kg wagi)
1 dzien 20 450 140
(240—655) (96—184)
2 dzien 26 615 36
(280—1210) (29—45)
3 dzien 13 430 33
(122—835) (20—49)
4 dzien 16 370 54
(86—1087) (40—78)
5 dzien 14 158 49
(86—340) 27—72)

wigksze w poréwnaniu ze stanem przed zatruciem. W trzeciej dobie ilosci
wydalonych ketokwaséw osiagaja wartosci normalne. Natomiast po poda-

(4) 21 ®
~ 1400+
: 5
Em S 1200
X s
~ 100 1000
3 :
S
:§ & & 8o
>
% &0 Y ot
) é or
=
2 20+
1 1 1 L 1 1 1 1

4

s L !
1 2 3

-1 J; =1
Kolejny dzieri doswiadczenia

Rvs. 1. Wydalanie w moczu (A) ketokwaséw i (B) azotu a-aminowego w zaleznoS$ci

od diety i sposobu podania. (@) dieta bezlaktozowa, kwas maleinowy dootrzewnowo,

(O) dieta bezlaktozowa, kwas maleinowy podskérnie, (m) dieta laktozowa, kwas
maleinowy dootrzewnowo, ((3) dieta laktozowa, kwas maleinowy podskérnie
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niu dootrzewnowym ilc§¢ wydalonych ketokwaséw jest tylko dwa razy
wigksza w poréwnaniu ze stanem przed zatruciem. W drugiej i trzeciej
dobie wydalanie ketokwasow jest mniejsze, w nastepnych dniach osigga
warto$ci normalne.

DYSKUSJA

W zatruciu kwasem maleinowym da sie zauwazy¢ dwa okresy. Pierw-
szy okres obejmuje pierwsza dobe po podaniu kwasu maleinowego, drugi
okres trwa kilka nastepnych dni.

W pierwszym okresie, bez wzgledu na stosowang diete i bez
wzgledu na droge podania kwasu maleinowego, wystepuje zwigkszona
diureza oraz zwigkszone wydalanie z moczem ketokwaséw, azotu
a-aminowego, cukru i amoniaku. Wplyw stosowanej diety oraz wplyw
drogi podania kwasu maleinowego zaznacza si¢ jedynie w iloSciowym
nasileniu wydalania poszczegélnych badanych skladnikéw moczu.

Szczury karmione dieta mleczna wydalaja w pierwszej dobie, nieza-
leznie od sposobu podania, blisko siedem razy wiecej azotu a-aminowego,
blisko dwa razy wiecej ketokwaséw i dwa do trzech razy wiecej cukru
w poréwnaniu ze stanem przed zatruciem. Szczury karmione dietg bez-
laktozowa, ktore otrzymaly kwas maleinowy drogg podskérna, wydalajg
w tym czasie pieciokrotnie wigksze, w poréwnaniu ze stanem przed zatru-
ciem, iloSci azotu a-aminowego, trzykrotnie wieksze iloSci ketokwaséw
1 cukru. Natomiast szczury karmione dieta bezlaktozowsa, ktore otrzymaly
kwas maleinowy droga dootrzewnowa, wydalaja tylko dwukrotnie wiek-
sze iloSci azotu a-aminowego oraz trzykrotnie wieksze ilosci ketokwasow
i cukréw.

Drugi okres zatrucia kwasem maleinowym charakteryzuje sie zwiek-
szonym nasileniem diurezy, aminoacydurii i cukromoczu; nie ma nato-
miast zwigkszonego wydalania ketokwaséw. W przeciwienstwie do pierw-
szego okresu jest on uzalezniony od stosowanej diety oraz od drogi po-
dania kwasu maleinowego. Wystepuje on u szczur6w karmionych dietg
mleczng zaré6wno po podskornym, jak i dootrzewnowym podaniu kwa-
su maleinowego. W pierwszym przypadku osiaga jednak wieksze nasile-
nie. Natomiast u szczuréw karmionych dietg bezlaktozowa ten drugi okres
cechujacy sie zwiekszonym nasileniem diurezy i aminoacydurii wystepuje
tylko po podskérnym podaniu kwasu maleinowego, przy czym ilosci wy-
dalonego moczu i azotu a-aminowego sa znacznie mniejsze w poréwnaniu
ze szczurami karmionymi dietaq mleczng. U szezuréw karmionych dietg
bezlaktozowa, ktére otrzymaly kwas maleinowy dootrzewnowo, drugi
okres zatrucia kwasem maleinowym w ogéle nie wystepuje.

Mniej wiecej 15 minut po podaniu kwasu maleinowego rozpoczyna sig
znaczna diureza, ktéra po uplywie okolo 2—3 godzin ulega wyraZnemu
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zmniejszeniu [4]. W tym okresie szczury bez wzgledu na stosowana diete
i bez wzgledu na droge podania kwasu maleinowego wydalaja od 10—
15 ml moczu, a wiec ilosci rowne normalnej dobowej diurezie lub wiek-
sze. Okazuje sie, ze w tym moczu, wydalonym w ciagu pierwszych dwoéch
godzin po podaniu kwasu maleinowego, szczury wydalaja ketokwasy oraz
azot a-aminowy w ilo$ci rownej mniej wiecej dobowej ilosci nie zatrutych
szezuréw. Dodatkowo stwierdzono, ze w tym czasie (2 godz. po zatruciu)
wystepuje okolo dwukrotnie zwigkszony poziom ketokwaséw w krwi, nato-
miast nie stwierdzono we krwi podniesienia poziomu azotu a-aminowego
i cukru. '

Dos$wiadczenia te byly wprawdzie wykonane tylko na szczurach kar-
mionych dieta mleczna, przy czym kwas maleinowy podawano im droga
podskérna, jednak wydaje sie, ze podobny obraz zatrucia w pierwszych
dwoéch godzinach po wstrzyknieciu kwasu maleinowego wystepuje
u szczur6w karmionych zar6wno dieta mleczng, jak bezlaktozowa, i to bez
wzgledu na droge podania kwasu maleinowego. Dodatkowo przemawia za
tym podobny we wszystkich tych przypadkach przebieg diurezy.

Po przyjeciu takiego przypuszczenia pierwszy okres zatrucia kwasem
maleinowym nalezaloby ograniczy¢ do pierwszych dwoéch do trzech godzin
po wstrzyknieciu kwasu maleinowego, drugi okres obejmowalby dalsze
okolo 20 godz. pierwszej doby i nastepne.

Wydaje sie, ze mozna zaproponowaé nastepujaca probe wytlumaczenia
tych dwoch wyraznie odgraniczonych i réznigcych si¢ okreséw zatrucia
kwasem maleinowym.

Za punkt wyjscia przyjmujemy, ze kwas maleinowy podany do-
otrzewnowo zostaje skierowany w znacznej czesSci do watroby, a tylko
czeSciowo droga ogdlnego krazenia bezposrednio do nerki. Natomiast po
podaniu podskérnym kwas maleinowy zostaje skierowany w znacznie
wiekszej mierze bezposrednio do nerki z ominigciem watroby. By¢ moze
w watrobie zachodzg reakcje detoksykacji, w wyniku ktérych kwas ma-
leinowy traci swéj toksyczny wplyw na nerki. W ten sposéb mozna by
tlumaczyé¢, dlaczego u szczuréw karmionych dieta bezlaktozowa, po do-
otrzewnowym podaniu kwasu maleinowego nie dochodzi do wystapienia
drugiego okresu zatrucia. Takie byloby znaczenie drogi podania kwasu
maleinowego.

Wplyw diety mozna stara¢ sie¢ objasni¢ w ten sposob, ze laktoza za-
warta w pokarmie mlecznym znacznie obarcza watrobe i w ten spos6b
wplywa na jej przemiany, ze nie jest ona w stanie unieczynni¢ kwasu
maleinowego i przepuszcza go w stanie niezmienionym do ogélnego kra-
zenia, a tym samym do nerek. Dlatego na diecie mlecznej po dootrzewno-
wym podaniu kwasu maleinowego wystepuje jednak drugi okres zatrucia.
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Za slusznoscig takiego tlumaczenia wplywu laktozy w diecie na obraz za-
trucia kwasem maleinowym przemawia i to, ze u szczuréw karmionych
dieta mleczna, po podskérnym podaniu kwasu maleinowego nasilenie dru-
giego okresu zatrucia jest jednak wieksze niz po podaniu dootrzewnowym.

Przedstawione dos$wiadczenia prowadza, w oparciu o powyzsze rozu-
mowanie, do nastepujacego ogdlnego ujecia. Po podaniu podskérnym
kwas maleinowy dostaje sie, bez wzgledu na stosowansy do karmienia
zwierzat diete, w wiekszosci bezposrednio do nerek, powodujac typowy
obraz zatrucia. Natomiast po dootrzewnowym podaniu zostaje skierowany
najpierw do watroby, ktéra go unieczynnia w przypadku szczuréw
karmionych dieta bezlaktozowa i w ten sposéb znosi jego dzialanie tok-
syczne na nerki, lub jak w przypadku szczurow karmionych dieta mlecz-
ng, nie jest w stanie unieczynni¢ kwasu maleinowego, ktéry tym samym
dostaje sie do rerek, powodujac typowy obraz zatrucia.

Podobny do laktozy wplyw wykazuje réwniez galaktoza. U szczuréw
karmionych dieta galaktozowa wystepuje pelny obraz zatrucia, z tym, ze
nasilenie drugiego okresu jest mniejsze w poréwnaniu z dieta mleczng.
Wydalanie ketokwas6w przez szczury karmione dieta galaktozowsg jest
jednak odmienne. Po podskérnym podaniu kwasu maleinowego trwa
zwiekszone wydalanie ketokwasow przez dwie doby, natomiast po po-
daniu dootrzewnowym w drugiej i w trzeciej dobie wystepuje zmniej-
szenie wydalania.

Wystepujace w przebiegu zatrucia kwasem maleinowym takie objawy,
jak polyuria i zwigkszone wydalanie elektrolitow [1], cukromocz (bez
zwiekszonego poziomu cukru we krwi), zwiekszone wydalanie azotu
u-aminowego (bez zwig¢kszenia jego poziomu we krwi), mozna by tlu-
maczy¢ dzialaniem kwasu maleinowego na nerke i uposledzeniem jej fun-
kcji. Natomiast zwigkszone wydalanie ketokwasow, ktéoremu towarzyszy
jednoczesny wzrost poziomu ketokwasow we krwi, raczej nalezy tlumaczy¢
ogolnym, wkraczajacym w przemiany dzialaniem kwasu maleinowego.
Przypuszczalnie chodzi tu gléwnie o watrobe, choé niewykluczony jest
wplyw na inne narzady. Zasadniczo istnieja dwa mozliwe punkty dzia-
lania kwasu maleinowego: system oksydazy pyrogronowej oraz ketoglu-
tarowej. Zablokowanie przez kwas maleinowy tych systeméw enzyma-
tycznych prowadziloby do nagromadzenia si¢ we krwi wzmozonego wy-
dalania z moczem kwasu pyrogronowego lub a-ketoglutarowego. Peters
i Wakelin [14] stwierdzili szczeg6lna wrazliwo$¢ na kwas maleinowy
systemu oksydazy pyrogronowej. Analiza chromatograficzna krwi i mo-
czu w dwie godziny po podaniu kwasu maleinowego wskazuje na to, ze
zwigkszony poziom ketokwaséw krwi jest spowodowany gléwnie zwigk-

http://rcin.org.pl



306 S. ANGIELSKI, J. ROGULSKI i J. BASCIAK [12])

szeniem iloSci kwasu pyrogronowego. Pojawia sie on tez w duzych
ilosciach w moczu [5].

Na podstawie przedstawionych wynikéw mozna podjaé¢ badania zmie-
rzajace do ustalenia, jakie uklady enzymatyczne ulegaja tutaj zakl6ceniu.

STRESZCZENIE

Zbadano wplyw zawarto$ci laktozy, a takze galaktozy w diecie na
wydalanie azotu a-aminowego, ketokwas6éw, cukru i amoniaku. Stwier-
dzono, ze w zatruciu kwasem maleinowym mozna wyodrebni¢ dwa
okresy. Pierwszy, obejmujacy pierwsze dwie godziny po podaniu kwasu
maleinowego, cechuje sie znaczng diureza, zwiekszonym wydalaniem
ketokwasoéw, azotu a-aminowego, cukru i amoniaku. Wystepuje on bez
wzgledu na stosowang diete i bez wzgledu na spos6b podania kwasu ma-
leinowego. Drugi okres zatrucia, trwajacy kilka dni, cechuje si¢ znacznym
nasileniem diurezy i aminoacydurii. Nie ma natomiast zwiekszonego wy-
dalania ketokwaséw. Wystapienie tego okresu zatrucia uzaleznione jest
od stosowanej diety (obecncéci w diecie laktozy lub galaktozy) oraz od
drogi podania kwasu maleinowego. Podano prébe interpretacji wplywu
diety oraz drogi podania kwasu maleinowego na obraz zatrucia.

LITERATURA

[1]1 Angielski S., Niemiro R., Makarewicz W., Rogulski J. Acta Biochim. Polon.
5, 431, 1958.

Angielski S., Rogulski J., Janowicz E., Madonska L. Acta Biochim. Polon. 6,
295, 1959.

[3] Angielski S., Rogulski J. Acta Biochim. Polon. 6, 411, 1959.

[4] Angielski S., Rogulski J., Madonska L. Acta Biochim. Polon 7, 269, 1960.

[5] Angielski S., Rogulski J., Mikulski P., Popinigis J. Acta Biochim. Polon. 7, 285, 1960.
[f] Careddu P., Cabassa N., Boll. Soc. Ital. Biol. Sper. 33, 444, 1957.

7] Connerty H. W., Briggs A. R., Eaton E. M. Amer. J. Clin. Pathol. 28, 634, 1967.
[8] Craig J. M., Maddock Ch. E. A. M. A. Arch. Pathol. 55, 118, 19%3.

{®] Handler Ph. J. Nutrition 33, 221, 1947.

[10] Human L. E., Middleton M., Geiger E. Am. J. Physiol. 193, 69, 1958.

[11] Isselbacher K. Am. J. Med. 26, 715, 1959.

[12] Krebs H. A., Salwin E., Johnson W. A. Biochem. J. 32, 113, 1938.

[13] Niemiro R., Acta Ciochim. Polon. 7, 95, 1960.

[14] Peters R. A., Wakelin R. W. Biochem. J. 40, 513, 1946.

[15] Rogulski J. Acta Biochim. Polon. 7, 239, 1960.

L
et
—

http://rcin.org.pl



[13] AMINOACYDURIA WYWOLANA MALEINIANEM. VII 307

AMINOACIDURIA INDUCED WITH MALEIC ACID

VII. ATTEMPTS OF INTERPRETATION OF THE INFLUENCE OF DIETS AND THE MANNER
OF ITS ADMINISTRATION ON THE PICTURE OF INTOXICATION

Summary

The influence of the dietary lactose and galactose content upon excre-
tion of a-amino nitrogen, keto acids, sugar and ammonia has been
examined. Two periods might be distinguished in the intoxication with
maleic acid. The first lasting for two first hours after the administration
of maleic acid was characterised by considerable diuresis and increase
excretion of keto acids, a-amino nitrogen, sugar and ammonia. It appeared
regardless the kind of applied diet nor the way of administering maleic
acid. A considerable increase in diuresis and aminoaciduria was typical
for the second, several days lasting period of intoxication. There was no
increased excretion of keto acids at this stage. The occurence of this
period was diet dependent (présence o f lactose or galactose). It
depended also on the way of administration of maleic acid.

Some attempts to interprete the influence of diet and of the way of
administration of maleic acid upon the picture of intoxication are
presented.

Otrzymano 25.1.1960 r.
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During the course of some investigations on the photochemistry of
pyrimidine derivatives [31, 33, 35] and some oligonucleotides [36, 37, 38],
it was found necessary to compare the ultraviolet absorption spectra of
a number of photoproducts with those of reference compounds containing
a 5,6 saturated linkage in the pyrimidine ring. The most suitable com-
pounds for this purpose are obviously the dihydropyrimidines.

Of the various methods developed for the reduction of pyrimidine
derivatives (see Cohn & Duoherty [7] for bibliography), by far the most
convenient is that of Cohn & Doherty [7] using a 5% rhodium-on-alumina
catalyst, in the presence of which hydrogenation may be carried out in
aqueous solution at atmcspheric pressure. This procedure has been
extensively applied by Green & Cohen [13, 14], but difficulties were
encountered in the reduction of cytosine and its analogues as a result of
overdehydrogenation and deamination. During the course of the present
work it was observed that reduction of some cytosine derivatives proceeds
more smoothly in anhydrous medium, while buffering to acid or slightly
alkaline pH values is occasionally advantageous in aqueous medium.

It has also been found that reduction of the wuracil rings in
oligonucleotides of uridylic acid may be readily achieved in aqueous
medium. The same apparently applies to the wuracil rings in some
heteropolymers of purine and uracil oligonucleotides, the purine rings
being unaffected under these conditions, in agreement with Bendich’s [2]
observation that the biological purines are not readily reduced. The
absorption spectra of such oligonucleotides are of some interest from the
standpoint of the structure of oligonucleotide chains and in studies on
the photochemistry of these latter [36, 38]. The reduced oligonucleotides
have also been found to constitute a new series of substrates for enzymes

[309]
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attacking nucleic acids and should therefore extend our knowledge
regarding the specificity and mode of action of these enzymes.

Finally the biological imporlance of the dihydropyrimidines [4, 5,
10, 13, 14, 26] lends added interest to an investigation of their physico-,
-chemical properties.

Several of the dihydroderivatives prepared during the course of this
work have also been used as mode] substrates for an examination of the
specificity of dihydropyrimidine dehydrogenase [15].

ULTRAVIOLET ABSORPTION SPECTRA OF DIHYDROPYRIMIDINES

It was shown by Batt et al. [1] that the dihydroderivatives of uracil,
thymine and orotic acid do not exhibit a characteristic absorption
maximum in the ultraviolet in neutral solution. This is in accord with
the finding that uracil, thymine and orotic acid are all in the keto form
in aqueous solution at neutral pH [21, 29], since the reduced pyrimidine
ring then possesses no system of conjugated double bonds:

o o
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o=l ‘~H] o—‘ ol
et G
N 7
N N
H H

It has also been shown [1] that the dihydroderivatives of the above three
compounds all exhibit a maximum in 0.1N-NaOH at 2300 A. This was
ascribed to enolization but with no indication as to which, or whether
both, of the keto groups is involved. This maximum rapidly disappears
following alkalization, due to opening of the pyrimidine ring with the
1esultant formation of ureido acid derivatives.

The foregoing findings have been widely assumed to apply also to
other pyrimidine derivatives. Such a generalization is obviously unwar-
ranted as can be seen from an examination of, e.g. cytosine and
dihydrocytosine:
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from which it is clear that dihydrocytosine should still exhibit selective
absorption in the ultraviolet as a result of conjugation of the 2-carbonyl
with the 3,4 double bond.

MATERIALS

Most of the pyrimidine derivatives were commercial products which,
in some instances, were recrystallized and the purity checked by melt-
ing point, absorption spectroscopy and chromatography.

1-methyluracil was prepared according to Hilbert & Johnson [18];
3-methyluracil was from the Levene collection of the Rockefeller Institute
for Medical Research, obtained through the courtesy of Dr. A. E. Mirsky.
Other methylated uracil derivatives were obtained by the action of
dimethylsulphate on uracil, 5-methyluracil (thymine), 6-methyluracil and
5,6-dimethyluracil; the methylated products were repeatedly crystallized
and checked for purity by chromatography and absorption spectroscopy
as elsewhere described [37].

2,4-diethoxypyrimidine and 1-methyl-4-ethoxyuracil were prepared
according to Hilbert & Johnson [18] and 2-hydroxy-4-ethoxyuracil [29]
according to Hilbert & Jansen [19].

3-methyluridine and 3-methylthymidine were prepared by Mr. W. Szer
according to the procedure of Miles [25].

Cytidine-2’ : 3’-phosphate was prepared as elsewhere described [32],
benzylidene cytidine according to Gulland & Smith [17] and 1-acetyl-
dihydrouracil according to Spector & Keller [34]. '

We are indebted to Dr S. S. Cohen for samples of dihydrocytosine
and dihydrodeoxycytidine and to Dr A. M. Michelson for A3'p5U3’p
(where A is adenosine, U is uridine and p is phosphate) and poly-U. The
latter contains a mixture of 2,5 and 3’, 5" internucleotide linkages [see
ref. 22, 23, 24].

EXPERIMENTAL

All compounds were hydrogenated with the 5% rhodium-on-alumina
catalyst according to Cohn & Doherty [7] and Green & Cohen [13, 14].
In most instances the dihydroderivatives were not isolated and submitted
directly to chromatography and spectral examination.

A Unicam SP500 spectrophotometer was used for most measurements.
Subsequently when a similar instrument with fused quartz prism became
available, a few compounds were examined at wavelengths down to
1900 A. A Radiometer pH meter with glass electrode was used for pH
control.
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Detection of dihydropyrimidines on paper chromatograms was accord-
ing to the procedure of Fink et al. [6, 9], which is based on the coloured
product resulting from the reaction between ureido acid derivatives and
p-dimethylaminobenzaldehyde. The dried chromatogram is sprayed with
0.5N-NaOH solution to open the dihydropyrimidine rings with formation
of ureido acids. Following drying, the paper is again sprayed, this time
with an acid alcoholic solution of 10 dimethylaminobenzaldehyde 1.

Table 1

R values of some pyrimidines and dihydropyrimidines and colour reaction with
p-dimethylaminobenzaldehyde before and after treatment with alkali, 0.5 N-NaOH
Ascending chromatography on Whatman No.1 paper in butanol-acetic acid-water (2:1:1) [6, 9]

Colour reaction
Compound Rp before ] after
alkali treatment
Dihydro- [
-uracil 0.57 none [ yellow
-1-methyluracil 0.89 pink | pink
-3-methyluracil 0.88 pink pink
-1,3-dimethyluracil 0.9 pink pink
-1-acetyluracil 0.7 none yellow*
-orotic acid 0.43 none yellow
-thymine 0.68 none vellow
-1,3-dimethylthymine 0.66 none yellow
-6-methyluracil 0.7 none yellow
-1,3,6-trimethyluracil 0.8 none ‘ yellow
-uridine 0.45 none yellow
-3-methyluridine 0.65 none yellow
-uridylic acid 0.25 none yellow
-thymidine 0.62 none yellow
-3-methylthymidine — none none
~thymidylic acid 0.37 none yellow
1,3-dimethyluracil - none yellow to pink**
1,3-dimethylbarbituric acid — orange orange
1,3-dimethylbarbital — none none

* Ring opening is probably preceded by deacetylation.
** After exposure to 1N-NaOH since rate of decomposition is very slow in 0.5 N-NaOH.

A number of dihydropyrimidine derivatives, following ring opening,
give a yellow colour with the above reagent. However Fink et al. [6, 9]
pointed out that 5-aminouracil and uramil (5-aminobarbituric acid) give

1 Since completion of this work we have found that spraying with 1x NaOH
(instead of 0.5~ NaOH) considerably enhances the sensitivity of the reaction,
particularly for those dihydroderivatives which less readily undergo ring opening
in alkali.
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a yellow colour, and barbituric acid a pink colour, without prior ring
opening. Because of this lack of absolute specificity, we have relied more
on spectral observations to provide evidence of ring opening.

Table 1 presents the Ry values and colour reaction with p-dimethy-
Jaminobenzaldehyde of some of the compounds examined during the course
of this work.

RESULTS AND DISCUSSION

Fig. 1 exhibits the absorption spectra, at neutral pH, of uracil and
dihydrouracil, as well as the spectrum of the latter in 0.In-NaOH. In
agreement with Batt et al. [1] the alkaline spectrum is only transitory
and its rate of disappearance is a measure of the rate of decomposition
in alkaline medium due to opening of the ring at the 3,4 bond; the curve
shown in Fig. 1 was obtained by extrapolation to zero time.

As in the case of uracil itself [29] the change in spectrum of dihydro-
uracil with increasing pH is a continuous function of the latter and
indicative of the existence of dissociating groups. The instability of
dihydrouracil in alkaline medium renders even moderately accurate
titrations rather tenuous. It was found more convenient to record the pH
values at which apparent dissociation initially manifested itself and that
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Fig. 1. Absorption spectra of uracil Fig. 2. Absorption spectra of 1-methyl-

(—) in water (pH -_ 6); dihydroura-

cil (——) in water; and of dihydro-

uracil (— X —) in 0.1 N-NaOH, prior
to alkaline decomposition

uracil in water (——); of 1-methyldi-

hydrouracil in water (——); and of

1-methyldihydrouracil in 0.1 ~n-NaOH

(— X —) prior to alkaline decompo-
sition

at which it was complete. From such observations it was determined that
the pK values for all derivatives involving the uracil ring are well above
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pH 11. This is to be contrasted with the pKa values for uracil and its methyla-
ted derivatives, which are in the neighbourhood of pH 9.7 [29] (also below).
While in the case of uracil indisputable evidence was presented for
dissociation of both hydroxyl groups at sufficiently high pH [29], it was
not possible to examine this possibility directly in the case of dihydrouracil
because of the high alkaline instability (see, however, below). The
theoretically possible tautomeric forms of dihydrouracil are as follows:

O OH OH (o]
II | | Il
//\ ,/,//\ AN A
FEN 5N &N NN AR
O el o | A
=N / o N // §
N // (e} /\\ // HO it N 27 HO/ \\ v
N N N N
H H

(i) (i) (iii) (iv)

Of these four, (i) may be excluded since, in the absence of any system of
conjugated double bonds, it would not be expected to give rise to the
important selective absorption actually observed (Fig. 1) in this region
of the spectrum. In attempts to determine which of the remaining three
is involved, recourse was had to various methylated uracil derivatives.

The absorption spectra for 1-methyluracil and its dihydroderivative
are shown in Fig. 2 and provide additional evidence for the exclusion of
form (i), while at the same time excluding form (iii), since blocking of
the N; position does not modify the alkaline spectrum as compared to
uracil itself (Fig. 1). Note, however, the existence of a clearly defined
maximum at about 2140 A in neutral medium, which is absent in the
case of dihydrouracil (Fig. 1). It might be expected that in the latter
compound this maximum does, in fact, exist but that it is displaced to
shorter wavelengths. However, an examination of dihydrouracil in the
Unicam spectrophotometer with fused quartz prism indicated that, if
such a maximum does exist, it must be located to the violet of 1900 A.

The higher alkaline stability of 1-methyldihydrouracil (see Table 3)
made it possible to determine its apparent pK with reasonable accuracy.
This was done by rapid measurement of the absorption maximum in
solutions previously adjusted to known pH values, to each of which
a given quantity of the compound was added by means of micropipettes
just prior to measurement. The results are shown in Fig. 3, from which
it is found that pK, is 11.9. This is to be compared with a pK, for
1-methyluracil of 9.75 [29]. '

The spectral data for 3-methyluracil and its dihydroderivative (Fig. 4)
for the latter of which the absorption spectrum exhibits no modification
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in going from neutral to alkaline pH, suggests that enolization involves
the number 3 nitrogen, but does not permit us to decide between forms
(ii) and (iv). Note the inflexion in the neuiral curve for the dihydro-
derivative at about 2125 A, which undoubtedly bears some relation to
the maximum exhibited by 1-methyldihydrouracil at neutral pH (Figs. 2
and 3), and to which we shall return later.

No additional information is furnished by the spectra of 1,3-dimethyl-
uracil and its dihydroderivative (Fig. 5), which agree with that to be
expected from those for 1-methyldihydrouracil and 3-methyldihydrouracil,
including the maximum at shorter wavelengths exhibited by the former.
It is relevant at this point to draw attention to the fact that the
ultraviolet photolysis product of 1,3-dimethyluracil, which is known to
be 1,3-dimethyl-5-hydro-6-hydroxyuracil [27, 33], and which therefore
likewise possesses no system of conjugated double bonds, also exhibits
such a maximum at 2180 A. A similar situation prevails for barbituric
acid, barbital and their N-methylated derivatives [12].

The dihydroderivatives of 5-methyluracil, 6-methyluracil and orotic
acid exhibit only end absorption at neutral pH, similar to that for
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Fig. 3. Absorption spectrum of 1-me- Fig. 4. Absorption spectra of 3-methyl-
thyldihydrouracil at various pH values uracil in water (——) and of 3-methyl-
indicated; note isosbestic point at abouc dihydrouracil at neutral pH (——).
2200 A; pK ~11.9; pH: (—) 7; (——) The latter curve is wunaltered in
10.6; (X) 11.2; (m) 11.6; (@) 12.4; (A) 13. 0.1 N NaOH prior to alkaline decompo-

sition

dihydrouracil. The alkaline absorption spectra are also similar to that
for dihydrouracil, except for minor differences in extinction coefficients
(Table 2). The relatively high alkaline stability of 6-methyluracil
(Table 3), however, made possible a reasonably accurate determination of
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its pK (Fig. 6), which is 11.7; as well as an examination of its spectrum
in 1Nn-NaOH. At the latter pH the spectrum was identical with that at
pH 13, thus indicating the absence of a second dissociating group and
providing additional evidence for exclusion of form (iii) for dihydrouracil
in alkaline medium.

It should be noted that whereas dihydrouracil and dihydrothymine
exhibit only end absorption at neutral pH, their nucleosides and nucleoti-
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Fig. 5. Absorption spectrum of 1,3-di-
methyluracil in water (——) and of
1,3-dimethyldihydrouracil (——) in
water and in 0.1 y-NaOH prior to
alkaline decomposition

Fig. 6. Absorption spectrum at various
pH values of 6-methyldihydrouracil,
showing isosbestic point at about
2140 A; pK =11.7; pH: (—) 7; (——)
10.4; (%) 11.2; (m) 11.4; (@) 11.6; (4) 12;

(¥—@) 12.8.

des exhibit points of inflexion at 2070 A (Table 2). This is all the more
interesting in that 1-methyldihydrouracil possesses a distinct maximum
at 2140 A. It should be noted that N-methyldihydrouridine and dihydro-
thymidine likewise exhibit this maximum (Table 2).

Rather striking are the wide variations in alkaline stability for the
various derivatives examined (Table 3). Green & Cohen [13, 14] found
the alkaline decomposition rates of dihydrouridine and dihydrothymidine
to be the same as those for the corresponding bases and, in this respect,
their results differ from ours for reasons which are not clear. From
Table 3 it will be observed that nucleosides are more stable than the
free bases, while still more pronounced stability is exhibited by the
nucleotides.

For dihydrouracil at room temperature, the time for half-decompo-
'sition, ty/9, is increased from 3.7 mins. in 0.1N-NaOH to 20 mins. in

http://rcin.org.pl



9] ABSORPTION SPECTRA AND STRUCTURE OF DIHYDROPYRIMIDINES 317

0.01n-NaOH. This difference in rates is due in part to the difference in
concentration of hydroxyl ions and, probably, in part to the concentration
of the dissociated compound. A better estimate of the influence of
hydroxyl ion concentration on decomposition rate is furnished by
a comparison of the rates at pH 13 (where dissociation is almost complete)
with that at 1n-NaOH. For 1-methyldihydrouracil the values of t;,5 are
15 mins. in 0.1N-NaOH and 4 mins. in IN-NaOH.

Since the decomposition rates at a given hydroxyl ion concentration
correspond to a first-order reaction [cf. ref. 13, 14], while the rate
constants at different temperatures were found to fit reasonably well to
an Arrhenius plot, the activation energies for decomposition may be
calculated. For 1l-methyldihydrouracil in 0.1N-NaOH over the tempe-
rature range 22°—52° the activation energy for decomposition was found
to be 7.5 kcal./mole, a rather low value.

Table 2

Spectral data for some dihydropyrimidines

in H,O (pH~6) in 0.IN-NaOH*
T ) | it | A | ae 08
Dihydro- .
-uracil — — 2300 8.3
-1-methyluracil 2140 4.8 2350 7.8
-3-methyluracil 2120** 6.1 2120 6.1
-1,3-dimethyluracil 2220 5.0 2220 5.0
-thymine — — 2300 7.9
= -1,3,5-trimethyluracil 2220 4.8 2220 4.8
-6-methyluracil — — 2300 9.5
-1,3,6-trimethyluracil 2220 6.3 2220 6.3
-orotic acid - - 2300 8.7
-uridine 2070** 6.9 2350 10.1
-3-methyluridine 2170 6.2 2170 6.2
-uridylic 2070** 5.9 2350 10.1
-thymidine 2070** 6.2 2350 9.7
-3-methylthymidine 2160 6.7 2160 6.7
-thymidylic acid 2070** 6.0 2350 9.7
-1-acetyluracil 2140 15.0 2350 19.7

* Prior to decomposition (see Table 3).
** Point of inflexion.

In a recent publication dealing with acetylated uracil derivatives,
Spector & Keller [34] present reasonable evidence for acetylation on the
Ny position of uracil, but do not regard their assignment as conclusive.
We have confirmed their data for 1-acetyldihydrouracil in neutral medium
(Table 2). Furthermore, a comparison of the spectrum of 1-acetyldihydro-

15
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Table 3

Time for half-decomposition of dihydropyrimidines in 0.1 N-NaOH at 22°; and tem-
perature necessary for ring closure in 0.1 -HCl

4 Temp. for ring closure
fayz (mins.) in 0.IN-HCI
Dihydro-

-uracil 3.7 (2:5%, 5*%) heating required***
-1-methyluracil 15.0 room temp.
-3-methyluracil very rapid room temp.
-1,3-dimethyluracil 2.1 room temp.
-5-methyluracil (thymine) 6.2 (7%,10*%) heating required
-1,3,5-trimethyluracil 11.0 room temp.
-6-methyluracil 14.5 heating required
-1,3,6-trimethyluracil > 1 hour room temp.
-orotic acid 10.3 (11*%) heating reguired
-uridine 4.8 (2.5%) heating required****
-3-methyluridine < 1 min. room temp.
-uridylic acid 6.5 heatimg required
-thymidine 8.4 (7% heating required
-3-methylthymidine <1 min. room temp.
-thymidylic acid 19.0 —_
-1-acetyluracil 5.0 =

* Values reported by Green & Cohen [13] at 270—290,
*¢ Values reported by Batt et al. [1] at 180,
*** No attempt was made to determine exact temperature required.
***+ For nucleosides and nucleotides there 1is, of course, partial cleavage of the glycosidic
linkage on heating in acid medium.

uracil in neutral and alkaline media with the foregoing results for
methylated dihydrouracil derivatives provides additional evidence that
the acetyl group is on the number 1 nitrogen, and not on the number 2
oxygen. Such an assignment is also supported by the results for reduction
of ethoxyuracils (see below). It should be noted that the alkaline lability
of 1l-acetyldihydrouracil is greater than that of 1l-methyldihydrouracil
(Table 3), due in large part to deacetylation in alkaline medium with
resultant formation of dihydrouracil which, in turn, is more labile than
1-methyldihydrouracil.

ETHOXYPYRIMIDINES

It was hoped that an examination of the reduction products of
1-methyl-4-ethoxypyrimidine, 2-ethoxy-4-hydroxypyrimidine and 2,4-di-
ethoxypyrimide would assist in the assignment of the carbonyl group
involved in the alkaline dissociation cof the dihydrouracil derivatives.

While 1-methyl-4-ethoxypyrimidine readily underwent reduction, the
other two compounds proved to be much more resistant and, even after
6 hours, only 30°% had undergone hydrogenation. Furthermore all three
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compounds proved to be unstable after reduction, even at neutral pH, as
shown by modifications in absorption spectra and by the reaction with
p-dimethylaminobenzaldehyde.

Since all three compounds are in the enol form in the 4 position, their
instability following saturation of the 5,6 double bond might be regarded
as indirect evidence that ring opening of dihydrouracil derivatives is
preceded by dissociation of the 4 carbonyl. That this is, however, not
a necessary condition is shown by the fact that 3-methyldihydrouracil
also undergoes ring opening in alkaline medium.

The following table gives the Ry values (in methanol-acetic acid-
-water, 2 :1:1) and colour reactions with p-dimethylaminobenzaldehyde
following hydrogenation:

Rfr Colour
Compound before |  after re:tc_:tg?n
y: hydrogenation ved uctioL
1-methyl-4-ethoxypyrimidine ‘ 1.0 I 1.0 | red
2 4-diethoxypyrimidine BRS¢ ) e - yellow
‘| l 1.0 red
2-hydroxy-4-ethoxypyrimidine ‘ 0.85 I 0.85 | red

It will be seen that 2,4-diethoxypyrimidine gives two products of
decomposition.

ALKALINE LABILITY OF SOME DIMETHYLPYRIMIDINES

The behaviour towards alkali of some dimethylpyrimidines is of
unquestionable interest in relation to the above observations on dihydro-
pyrimidines. It has been previously reported that 1,3-dimethyluracil, but
not l-methyluracil or 3-methyluracil, is unstable in alkali, the rate of
decomposition in I1N-NaOH being appreciable and accompanied by the
formation of several products [29]. A similar situation prevails for
dimethylbarbital and dimethylthiouracil, but not for their monomethy-
lated derivatives [12, 30] 2.

We have now found that 1,3-dimethyluracil, following treatment with
alkali at room temperature, reacts with p-dimethylaminobenzaldehyde to
give a yellow colour, suggesting that at least one of the products of
decomposition may result from ring opening at the 3,4 bond.

2 1,3,7-trimethylxanthine (caffeine) exhibits similar instability in alkali.
(D. Shugar, unpublished). Because of the ease with which decomposition may be
followed spectrally, this should prove useful in pharmaceutical analyses for caffeine
in the presence of other methylated xanthines [28].
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It is consequently of interest that 1,3,5-trimethyluracil, 1,3,6-tri-
methyluracil and 1,3,5,6-tetramethyluracil are all resistant to alkali. Fur-
thermore, while 3-methyluridine is as alkali-labile as 1,3-dimethyluracil,
3-methylthymidine is as stable as 1,3,5-trimethyluracil.

DIHYDROCYTOSINE DERIVATIVES

Hydrogenation of cytosine derivatives poses considerable difficulties,
not only because of deamination and overhydrogenation [14] but also
because of the inherent lability of the resulting compounds. We were, in
fact, unable to hydrogenate the cytosine derivatives prepared by Green
& Cohen [14] under the conditions described by them. It was found
necessary to vary the conditions of hydrogenation for each derivative, e.g.
cytosine could not be hydrogenated in simple, aqueous solution, but the
reaction proceeded quite smoothly either in methanol or in aqueous
medium buffered at pH 4.5 (acetate); in phosphate buffer at pH 7.2—8.2,
hydrogenation proceeded readily but was accompanied by rapid decom-
position. On the other hand, two compounds which could be hydrogenat-
ed in unbuffered medium were cytidine-2":3"-phosphate and benzyliden.
cytidine.

As pointed out in the Introduction, cytosine derivatives would be
expected to exhibit an absorption band in the ultraviolet resulting from
conjugation of the 2-carbonyl with the 3,4 double bond. Such, indeed,
proved to be the case in neutral medium as may be seen from Fig. 7Ta,
which exhibits the spectra of cytidine-2’ : 3’-phosphate and dihydrocyti-
dine-2’ : 3'phosphate. Cytidine-2’ : 3’-phosphate has been selected for
purposes of illustration here because, in addition to the principal maxi-
mum at 2700 A exhibited by cytosine nucleosides, it possesses a distinct,
subsidiary maximum at 2340 A [32] not normally present in other cytosine
nucleosides with the exception of the pyranosylcytosines [11]. This second
maximum undoubtedly bears some relation to that at 2400 A exhibited
by the dihydroderivatives, and is most likely a reflection of some type
of interaction between the aromatic and carbohydrate rings in cytosine
nucleosides [11].

The principal maximum of dihydrocytidine-2’ : 3"-phosphate is shown
by all hydrogenated cylosine analogues in neutral medium (see, e.g.
Fig. 7b) and, in conjunction with the disappearance of the principal
maximum at 2700 A, provides a convenient tool for following the course
of hydrogenation of cytosine derivatives, as well as for their identifi-
cation in conjunction with the behaviour of the spectra in acid and
alkaline media (see below and Fig. Tb).

It is pertinent to note that the spectral modifications resulting from
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the hydrogenation of cytosine derivatives are completely analogous to
those occurring during the ultraviolet irradiation of nucleosides and
nucleotides of cytosine unsubstituted in the 5-pesition of the pyrimidine
ring [31, 33, 35]. These photoproducts have been postulated as being the
5-hydro-6-hydroxy derivatives, but proof of this by direct chemical ana-
lysis is lacking because of their instability (they revert readily to the
parent compound in the dark). The absorption spectra of dihydrocytosines,
however, provide additional evidence for the above suggestion as to the
nature of the photoproduct [35]; at the same time they indicate that
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Fig. 7a. Absorption spectra of cytidine-
-2’: 3’-phosphate (——) and dihydrocyti-
dine-2”:3"-phosphate (——) at neutral

Fig. Th. Absorption spectrum of cytosi-
ne at neutral pH (——) and of dihydro-
cytesine at various pH values indicated,

pH with isosbestic point at about 2125 A,
and pK~6.3; (——) 5.1; (A) 5.9; (@)
6.6; (%) 7.2,

the photoproducts of cytosine and 1-methylcytosine are not the 5-hydro-
-6-hydroxy derivatives, although kinetic measurements in light and
heavy water suggest a similar reaction mechanism [see refs, 31, 33, 35] 3.

Fig. Tb shows the absorption spectrum, at neutral pH, of cytosine
before and after hydrogenation in 0.1m-acetate buffer pH 4.5, or in

3 Note added in proof: We have now found that the apparent failure of the
photoproducts of cytosine and 1-methyl cytosine to exhibit a maximum at about
2400 A is due to their extreme instability so that they revert spontaneously to the
parent compounds, even during irradiation. A similar behaviour is exhibited by
some other cytosine derivatives, e.g. deoxycytidine-3’, 5’-diphosphate. These results
will be presented in a forthcoming publication (K. L. Wierzchowski &D. Shugar,
in preparation).
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methanol, as well as of dihydrocytosine at various acid pH values. The
spectral variations in acid medium are common also to nucleosides and
nucleotides, in which the number 1 nitrogen is blocked, and are complete-
ly reversible during the time required to carry out the measurements.
They probably correspond, therefore, to dissociation of the amino group
with pK values in the neighbourhood of 6 as compared to about 4.4 in
the parent compounds [11]. At pH values above 9.5 the extinction of the
dihydro band at about 2400 A may exhibit a further increase, but this
latter is not reversible and also decreases with time of exposure to alkali,
so that these changes apparently indicate the presence of the correspon-
ding uracil derivative (produced as a result of deamination) which under-
goes rapid decomposition in alkali (Table 3).

Curiously enough, although the dihydrocytosine derivatives are
relatively unstable even in neutral medium [cf. ref. 14], they are
apparently more alkali stable than the corresponding uracil derivative.
This may explain the failure of Grossman & Visser [16] to obtain
a characteristic colour reaction with p-dimethylaminobenzaldehyde of
dihydrocytidine-5-phosphate “directly after treatment” of the latter
with alkali.

The nature of the medium in which hydrogenation is effected also
determines to a considerable extent the purity of the hydrogenation
product. For example, cytosine hydrogenated at pH 7.2 or 8.2 (phosphate
buffer) shows, chromatographically, several spots which stain pink on
spraying with p-dimethylaminobenzaldehyde (without prior alkaline
treatment) and with Ry values superior to that for cytosine in the
butanol-acetic acid-water solvent system. Preparations of dihydrocytosine
kept for some time, even in the dry state, show these spots with greater
intensity, plus spots due to dihydrouracil and the product of ring opening
of the latter, ureidopropionic acid. This latter must have resulted from
opening of the dihydrocytosine ring, followed by deamination, since
dihydrouracil itselft is quite stable under these conditions.

HYDROGENATION OF OLIGONUCLEOTIDES

Attempts to hydrogenate uracil and cytosine rings in natural polynu-
cleotide chains such as RNA, DNA and APA, (apurinic acid), under the
same conditions as those used for the individual pyrimidine derivatives,
were only partially successful in the case of APA, as estimated by
modifications in absorption spectrum. Reduction or deamination of APA
facilitated hydrogenation but, even under these conditions, only to
a maximum of about 15-20°%. In view of the results obtained with
synthetic oligonucleotides (see below), it is conceivable that these results
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could be considerably improved upon by varying the conditions of
hydrogenation.

Synthetic oligonucleotides of uridylic acid readily underwent complete
reduction in aqueous solution, irrespective of chain length; and the
absorption spectrum of poly-U - H, differs only slightly from that for free
uridylic acid in both neutral and alkaline medium (see Fig. 8). In alkaline
medium the uracil rings are opened as for free uridylic acid, and the
half-time for completion of this reaction in 0.1 N-NaOH at room tempe-
rature was 11.5 mins. as compared to 5.2 mins. for uridylic acid (Table 3).

Moreover, although poly-U exhibits only slight metachromasia against
basic dyes, it was observed that freshly prepared poly-U - H, still exhibits
an appreciable percentage of this metachromasia. Biosynthetic poly-U, in
which all the internucleotide linkages are 3°,5", would be a more suitable
material for quantitative measurements; but it would appear from the

ex10”®
=
<]
B T

S

WV \
X \

S

N

700 2300 250 700 20

A(A) A (A)
Fig. 8. Absorption spectrum of poly-U Fig. 9. Abscrption spectra of: (a) (—)
at neutral pH (——) and of poly-dihy- ApUp at neutral pH; (b) (a), Ap +
drouridylic and neutral pH (———) + Up.Hs in equimolar concentrationc
and in 0.1 N-NaOH prior to alkaline at neutral pH; (¢) (..), ApUp . Hp at
decompotision (-x<-) neutral pH; (d) (-x-), ApUp . Hp in

0.1 N-NaOH

above finding that the loss of aromaticity of the uracil rings does not lead
to the formation of a completely random chain for poly-U-H: and that
there is still restricted rotation about the internucleotide linkages [cf.
ref. 23]. This is supported also by the behaviour of poly-U-H: towards
ribonuclease (see below and addendum on p. 329.)

http://rcin.org.pl



324 C. JANION AND D. SHUGAR [16]

Hydrogenation of the uracil ring in ApUp proceeds at about one-half
the rate at which Up alone takes up hydrogen, but the reaction may be
readily carried to completion and is easily followed by the decrease in
extinction at 2600 A. In a solvent system consisting of ethanol-1 m-ammo-
nium acetate (5:2, v/v) the Ry values for ApUp and ApUp-H, are the
same 0.08. The hydrogenated dinucleotide may be observed either under
the ultraviolet lamp or by spraying with alkali and then with p-dimethyl-
aminobenzaldehyde.

The absorption spectrum of ApUp at neutral pH is shown in Fig. 9;
its extinction coefficient is 11% lower than that of the sum of its
constituent mononucleotides at neutral pH [38]. In the same figure is
also shown the absorption spectrum of an equimolar mixture of Ap
and Up:H,, which should coincide with that for hydrogenated ApUp (or
ApUp-Hy) if we asume that the latter compound exhibits no hypochro-
micity. Actually the extinction coefficent of ApUp-H, at 2600 A is about
7% lower than that expected on the basis of the foregoing assumption
This may be due to adsorption of some of the compound on the catalyst *.

On the other hand, referring once more to Fig. 9, it will be observed
that alkalization of ApUp-H, to 0.1N-NaOH leads to a further small
decrease in extinction at 2600 A. More significant is the fact that the effect
of 0.1 N-NaOH on ApUp-H, at 2300 A is to increase the extinction by
only about one-half that to be expected for Up-H, alone (see Table 2),
indicating that the dissociation of the hydropyrimidine rings is partially
inhibited in the dinucleotide. Furthermore opening of the dihydropyri-
midine ring in ApUp-H,, as measured by the decrease in absorption at
2300 A following alkalization, likewise proceeds at a much slower rate
than for free Up-H,. Considerable interaction therefore exists between
the purine and pyrimidine rings even following saturation of the latter.

Hydrogenation of poly-C in aqueous solution at neutral pH is only
partial, the product of hydrogenation exhibiting the new maximum at
about 2400 A shown by dihydrocytosine derivatives (Figs. 7a and 7b). It
is our belief, however, that this reaction could be carried to completion
under suitable conditions, perhaps in some anhydrous medium.

ACTION OF ENZYMES ON SOME DIHYDRODERIVATIVES

The dihydroderivative of cytidine-2’: 3’-phosphate (0.25 mg.), when
incubated with 20 pg. ribonuclease in 0.05m-tris buffer pH 7.4 overnight
at 37°, was found to be completely hydrolyzed to dihydrocytidylic acid

4 If ApUp is submitted to ultraviclet irradiation until all the Up has been
transformed to 5-hydro-6-hydroxyuridylic acid, then the absorption spectrum of the
photoproduct, ApUp.H,0O, coincides exactly with the absorption spectrum of the
sum of Ap and Up.H;O [38].
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(presumably the 3" isomer) as estimated by paper chromatography in
isopropanol-water-ammonia (23 : 6 :4). The substrate itself undergocs
decomposition during the period of incubation, so that the reaction
mixture must be compared with a control free of enzyme 5.

Dihydro-poly-U (0.2 mg.) treated with 20 pg. ribonuclease in 0.12 ml.
phosphate buffer pH 7.4 overnight at 37° underwent partial hydrolysis
with the formation of smaller oligonucleotides and dihydrouridylic acid
(presumably the 3" isomer). Incomplete hydrolysis is clearly due to the
fact that the polymer contained a mixture of 2', 5 and 3’, 5" internu-
cleotide linkages, the former of which would not be expected to be
attacked by ribonuclease.

However, when 0.2 mg. dihydro-poly-U was submitted to the action
of 40 pg. snake venom (Crotclus adamanteus) in 0.1 ml. buffer pH 9.4
with Mg ions overnight at 37°, hydrolysis to dihydrouridine was
complete as estimated by paper chromatography in butanol-acetic acid-
-water. It therefore follows that dihydrouridine-5"-phosphate is also
susceptible to the 5-nucleotidease contained in the snake venom. It shouid
be recalled that dihydrocytidine-5"-phosphate, isolated from rat liver
slices, is dephospherylated by snake venom [16].

It consequently follows that reduction of the pyrimidine ring does not
qualitatively affect the susceptibility of nucleotide analogues to enzymes
attacking nucleic acids and their derivatives, at least at the phosphate
linkages. On the other hand, although dihydrouridine-5-phosphate is
susceptible to 5-nucleotidease, it is completely resistant following opening -
of the pyrimidine ring [26]. It should be recalled that susceptibility to
ribonuclease is exhibited by “pseudouridine”-2" : 3’-phosphate [8] as well
as poly-“pseudouridylic” acid [23, 24]. The situation is, however,
apparently different when an enzyme must act directly on the pyrimidine
ring, since deoxycytidine deaminase is inactive against dihydrocytosine
derivatives [14] and dihydropyrimidine derivatives are totally insensitive
to enzymes catalyzing nucleoside cleavage and pyrimidine exchange [13].
Finally, it should be recalled thet ribonuclease is active against
polyribosephosphate [39].

SPECIFICITY OF DIHYDROPYRIMIDINE DEHYDROGENASE

The activity of this enzyme was tested against several of the dihydro-
pyrimidine derivatives prepared during the course of this study. The
enzyme was isolated from beef liver according to Grisolia & Cardioso

5 Actually extensive deamination of substrate occurs during this period. With
the alkaline solvent used, however, the R, values of cytosine and uracil nucleoside

phusphates are identical, so that one may conclude that the enzyme attacks both
uracil and cytosine dihydronucleoside cyclic phosphates.
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[15], but purification was not carried beyond the second precipitation
with ammonium sulphate. The reaction system was also that described
by the foregoing authors and, in agreement with them, it was found that
dihydrothymine was twice uas susceptible as dihydrouracil.

The following four compounds were tested in this system and found
to exhibit no sensitivity: 6-methyldihydrouracil, 1,3-dimethyldihydroura-
cil, dihydroorotic acid, dihydrothymidine. Another compound found to
be inactive was 1,3-dimethyl-5-hydro-6-hydroxyuracil [33].

CONCLUDING REMARKS

It remains to discuss the source of the absorption maximum in neutral
medium of 1-methyldihydrouracil at 2140 A, which is all the more
puzzling in that this maximum also exists, but with a shift to 2220 A,
in 1,3-dimethyldihydrouracil whers there are apparently no doubts as to
the existence of the diketo form as well as the absence of any system of
conjugated double bonds. An exactly analogous situation prevails for the
keto forms of free and N-alkylated barbituric acids and barbitals. If there
were any suspicion that this might be due to the mobility of one of the
number 5 or 6 hydrogens in the ring, such as has been demonstrated for
some monohydroxydihydropyrimidines by Khromov-Borisov & Savchenko
[20], this is at once dispelled by the fact that a similar maximum (with
an extinction coefficient of 6.3-10% at 2280 A) is exhibited by dimethyl-
barbital.

It is of interest that this maximum is more or less suppressed in
dihydrouracil and dihydrothymine nucleosides and nucleotides, as
compared to 1-methyldihydrouracil, although it appears once more on
N-methylation of the former (see Table 2). It might, at first sight, appear
most reasonable to ascribe it to simple carbonyl absorption. However, the
major carbonyl absorption bands are normally located at shorter
wavelengths and with extinction coefficients not usually exceeding about
1000 [3]. If, therefore, carbonyl absorption is involved, then the shift
from shorter wavelengths and the increase in extinction coefficients must
be due to some activating effect of N-methylation [cf. ref. 20].

Infra-red observations might help in resolving this problem, but
existing data are insufficient for this purpose. Batt et al. [1] observed
a band in the infra-red spectrum of dihydrouracil at 3090 cm.~! due to
enolic OH, but measurements were made on Nujol mulls and the authors
themselves question the validity of this observation which could be due to
scattering or to the crystal structure of the suspended particles in the
mull. More pertinent are the observations of Spector & Keller [34] on
chloroform solutions; whereas l-methyluracil, l-acetyluracil and 1-ace-
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tylthymine all exhibit two carbonyl frequencies in the 1700 ecm~! region,
the corresponding dihydroderivatives exhibit only one such frequency.
It would undoubtedly be worth while repeating these observations and
extending them to the model compounds embraced in the present study.
In particular, such measurements would be most desirable in aqueous
solution, using light and heavy water, if the solubilities of these
compounds so permit.

SUMMARY

1. An examination has been made of the ultraviolet absorption spectra
of various dihydropyrimidines, including nucleosides and nucleotides.

2. Keto forms predominate in neutral solution. The alkaline absorption
spectrum of dihydrouracil derivatives is due to dissociation involving the
number 3 nitrogen and probably the number 4 carbonyl. Dihydrocytosine
derivatives exhibit a characteristic maximum at about 2400 A at neutral
pH due to conjugation of the 2-carbonyl with the 3,4 double bond.

3. The absorption spectra in neutral medium of 1-methyldihydrouracil
and 1,3-dimethyldihydrouracil exhibit maxima at 2140 A and
2220 A, respectively, similar to those shown by the keto forms of
barbituric acids and barbitals. The possible sources of these maxima are
discussed.

4. The spectral data for dihydrocytosine derivatives are of assistance
in establishing the structure of the photoproducts resulting from
ultraviolet irradiation of cytosine derivatives.

5. Spectral methods have been used for measurement of dihydro-
pyrimidine dissociation constants, alkaline labilities, etc. The alkali
lability of some dimethyl pyrimidines has also been examined.

6. The uracil and cytosine rings in oligonucleotides may be hydroge-
nated and some results are presented for poly-U, ApUp and poly-C.
Attempts with natural nucleic acids were less successful.

7. Dihydronucleotides and dihydrooligonucleotides exhibit qualita-
tively the same specificity towards ribonuclease, snake venom phospho-
diesterase and 5’-nucleotides as the parent compounds.
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WIDMA ABSORPCYJNE, BUDOWA I ZACHOWANIE SIE WOBEC PEWNYCH
ENZYMOW DWUHYDROPIRYMIDYN I DWUHYDROOLIGONUKLEOTYDOW

Streszczenie

1. Przebadano widma absorpcyjne w $wietle ultrafioletowym dla réz-

nych dwuhydropirymidyn, nukleozydéw i nukleotydéw.

2. W roztworach obojetnych zwigzki te wystepuja przewaznie w for-

mie ketonowej. Alkaliczne widmo absorpcyjne pochodnych dwuhydrou-
racylu jest wynikiem dysocjacji miedzy azotem nr 3 i prawdopodobnie
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grupa karbonylowa nr 4. Pochodne dwuhydrocytozyny posiadaja w obo-
jetnym pH, charakterystyczne maksimum okolo 2400 A spowodowane
sprzezeniem grupy karbonylowej nr 2 z podwojnym wiazaniem wystepu-
jacym miedzy Ny i C,.

3. Widma absorpcyjne w $rodowisku obojetnym wykazuja maksimum
przy 2140 A dla 1-metyldwuhydrouracylu, a przy 2220 A dla 1,3-dwu-
metyldwuhydrouracylu, podobnie do widm form ketonowych kwasu bar-
biturowego i barbitali. Mozliwe zZrédla tych maksimow omowiono w dy-
skusiji.

4. Widma pochodnych dwuhydrocytozyny sa pomocne w ustalaniu
budowy fotoproduktéw powstalych przez naswietlenie pochodnych cyto-
zyny w $wietle ultrafioletowym.

5. Metody widmowe zostaly uzyte dla oznaczenia stalej dysocjacji,
labilnosci alkalicznej, itp. u dwuhydropirymidyn. Przebadanc takze labil-
noé¢ alkaliczna niektéorych pirymidyn.

6. Pierscienie: uracylowy i cytozynowy moga by¢ wodorowane w lan-
ruchach oligonukleotydowych, przedstawiono niektére wyniki dla poly-U,
ApUp i poly-C. Wyniki wodorowania naturalnych kwaséw nukleinowych
byly mniej zadowalajace.

7. Dwuhydronukleotydy i dwuhydrooligonukleotydy wykazuja jakos-
ciowo te samg specyficzno$¢ dla rybonukleazy, fosfodiesterazy jadu wezy
i 5-nukleotydazy jak macierzyste zwigzki.

Otrzymano 5.2.1960 r.

Addendum: Since completion of the above we have been able to prepare
high molecular weight poly-U by enzymatic procedures. Such samples of poly-U
were found to be resistant to hydrogenation under the conditions used in the above
investigation.
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CECYLIA LUTWAK-MANN

O NATURZE I SKLADZIE CHEMICZNYM PLYNU
W BLASTOCYSTACH KROLIKA

Pracownia Fizjologii i Biochemii Reprodukcyjnej, Molteno Institute,
Uniwersytet w Cambridge, Wielka Brytania

Niewiele istnieje badan nad chemia weczesnych plynoéw plodowych
u ssakow. Sklada si¢ na to kilka przyczyn. Przede wszystkim, jest to
material biologiczny ilosciowo ograniczony, poza tym, przewaznie trudno
dostepny dla wiekszosci biochemikéw. Drobne rozmiary weczesnych ma-
terialow embrionalnych powoduja, ze do zapewnienia cigglosci badan
pracownik powinien by dysponowa¢ hodowla zlozona co najmniej z kilku-
set zwierzat doswiadczalnych. Na og6l tez, zainteresowanie wczesnymi
stadiami cigzy jest wzglednie slabe w przeciwienstwie do cigzy zaawan-
sowanej, nad ktorej chemia pracowano wydatnie od kilkudziesigciu lat.

W ostatnich czasach wprowadzenie szeregu czulych metod mikroana-
lityeznych (mikrobiologiczne testy, izotopy, immunochemia, histochemia,
itp.) ulatwilo podjecie badan nad najwcze$niejszym plynem plodowym
ssak6éw, tj. plynem, ktéry wypelmia jame blastocelomu [9, 11—15, 17, 21,
22]. Badania nad chemig blastocyst tu zacytowane sg prawie calkowicie
oparte na materiale embrionalnym krolika. Wyboér tego kosztownego
zwierzecia do celow doswiadczalnych byl spowodowany nastepujgcymi
wzgledami. W odréznieniu od innych zwierzat laboratoryjnych, blasto-
cysty kroélika sg stosunkowo wielkie, bo juz 6 dnia cigzy osiagaja Srednice
3 -4 mm; poniewaz wiec sag widoczne golym okiem, mozna je z latwoscig
zebraé wprost z powierzchni §luzowki macicznej, bez przemywania ma-
cicy, co by, oczywiscie, uniemozliwilo wykonanie niektérych typow
analiz chemicznych. Nastepnie, przecietnie znajduje sie 10 blastocyst
u jednego zwierzecia, a liczbe te mozna podwoié¢ lub potroi¢ przez super-
owulacje. Poza tym, poniewaz kroélik owuluje z duza regularnoscia
w 10 -12 godzin po kopulacji, wiek mlodych embrionéw daje si¢ dokla-
dnie okresli¢, co jest istotne dla celow doswiadczalnych.

[331]
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Podstawowe wiadomosci z zakresu wezesnych stadiow rozwoju plodo-
wego kroélika (i innych ssakéw) najlepiej zaczerpnaé¢ z dziela zbiorowego
,»Physiology of Reproduction“ Marshall’a [24]. Szereg pozytecznych da-
nych morfotycznych jest podany w pracy Adams’a [1]. Ponizej, zebrano
tylko pare danych ogélnych, ktore dotycza pewnych punktéw istotnych
dla zrozumienia doswiadczen chemicznych nad blastocystami. W wigk-
szo$ci prac nad fizjologia i biochemia plodu, dzien kopulacji kroélikéw
nazywany jest dniem ,,zerowym® cigzy. Przez pierwsze 3 dni po zaplod-
nieniu dzielace si¢ jaja przebywaja w jajowodzie, przesuwajac si¢ z wolna
ku rogom macicy. Rozwo6j embrionéw w jajowodach zazwyczaj nie wykra-
cza poza stadium moruli, jednakowoz u niektérych embrionéw zaznacza
sie zaczatek jamki blastocystowej juz pod koniec 3 dnia. Okolo 4 dnia
morule, wzglednie wczesne blastocysty, wchodza do macicy i rozprze-
strzeniaja sie¢ wzdluz odpowiednio na ich przyjecie przygotowanej blony
§luzowej srédmacicznej. Okres ten cechuje sie niezwykle szybkim wzro-
stem embrionow: Swieza waga 5-dniowej blastocysty nie przekracza
1-2 mg, natomiast 6 dnia blastocysty waza po 25-45 mg. Ten imponu-
jacy przyrost wagi odbywa sie kosztem zwiekszenia ilosci plynu, ktéry
wypelnia jame blastocelomu; ilos§¢ komoérek w embrionach réwniez wzra-
sta, lecz nawet 6 dnia liczba ich nie przekracza 1000 - 2000, a sucha waga
jest znikoma (por. Tabl. 1). W ciggu 6 dnia blastocysty usadowiajg sie
w rogach macicy, w mniej wiecej rownych od siebie odstepach. Tego ro-
dzaju rozmieszczenie jest bardzo charakterystyczne i podlega Scistej kon-
troli hormonéw jajnikowych. Szereg badaczy dyskutowalo mechanizm
rozmieszczenia embrionéw (np. [4]). Przez podanie krolikowi w 5 dniu
cigzy paru ng estrogenu mozna powaznie zaburzy¢ fenomen rozmieszcze-
nia blastocyst; takze superowulacja daje nie-fizjologiczny obraz rozmie-
szczenia embrionéw. W tym okresie, tj. w 5 lub 6 dniu, blastocysta krolika
przedstawia si¢ makroskopowo jako przejrzysty, bezbarwny pecherzyk.
Mikroskopowo mozna w niej rozrozni¢ okragla, zbita centralng mase
komoérkowa, czyli wlasciwy embrion, i jednowarstwowy trofoblast, ktéry
olacza blastocelom, majacy za zadanie odzywianie oraz wnikanie w tkanki
maciczne. Od zewnatrz blastocysta jest pokryta otoczka bezkomoérkowa
i elastyczng, zwang zona pellucida, ktéra w miare postepu ciazy cienieje,
az wreszcie calkowicie zanika z chwila, kiedy blastocysty zagniezdzaja
sie w macicy.

Szo6sty dzien ciagzy jest ostatnim, w ktéorym blastocysty krolika wyste-
puja w stanie wolnym, gdyz miedzy 7 a 8 dniem nastepuje implantacja,
a z nig rozpoczyna sie zupelnie odmienna fizjologicznie faza rozwoju
plodowego. Podczas gdy wolno lezace blastocysty posiadaja jako lacznik
z otoczeniem macierzynskim jedynie produkowana przez gruczoly blony
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srodmacicznej wydzieling, ktéra stanowi ich material odzywczy (czesto
zwany histotrophe), to proces implantacji pociaga za soba stopniowe
tworzenie si¢ coraz to $ciSlejszych materialnych zwigzkéw z ustrojem
matki, jako tez zaopatrzenie odzywcze plodu poprzez skomplikowany
system lozyskowy (haemotrophe).

Technika zbierania do celéw badawczych plynu, ktéry wypelnia jame
blastocystowa, jest stosunkowo prosta. Dnia 5 i 6 przewaznie stosowano,
do cytowanych tutaj doSwiadczen, cale wolno lezace blastocysty, albo wprost,
albo po przemyciu odpowiednim plynem. Przemywanie nieraz jest ko-
nieczne, gdyz powierzchnia zewnetrzna blastocyst jest obficie pokryta
lepka wydzieling maciczna, bogata w wiele réznych skladnikéw chemicz-
nych, oraz, ktéra miedzy innymi, zawiera tez enzymy. Poniewaz zona
pellucida jest w tym okresie jeszcze stosunkowo odporna mechanicznie,
wigc po prostu zbiera si¢ blastocysty odpowiednig szpatulka czy tez ly-
zeczka, szklang lub stalowa, i przenosi do odpowiedniego naczynia.
Rownie dobrze mozna zebra¢ wolne blastocysty na szkielku zegarkowym
i pobra¢ z nich plyn przy pomocy rurek kapilarnych, rozumie sie pod
kontrolg mikroskopowa. Poczawszy od 7 dnia pobiera sie plyn z zagniez-
dzonych blastocyst aspirujac go do strzykawki cienka igla wprowadzona
poprzez Sciane macicy do woreczka plodowego. 1lo$¢é plynnego materiatu
zebrana w powyzszy sposob jest bardzo skapa jeszcze 7 dnia, lecz wzrasta
szybko w miare wzrostu plodu, tak ze 8 -9 dnia mozna wydobyé co naj-
mniej 0,7 - 1,0 ml z pojedynczego woreczka plodowego, co umozliwia wy-
konanie analiz w plynie z pojedynczych embrionéw.

Wilasciwie, mozna by uwaza¢ wydzieling §luzéwki macicznej réwniez
za sui generis plyn plodowy. W odréznieniu od plynu blastocystowego,
ktory dla komoérek embrionalnych przedstawia $rodowisko wewnetrzne,
wydzielina maciczna stanowi S§rodowisko zewnetrzne dla embrionéw
przed implantacja. Wiadomo$ci dotyczace skladu chemicznego tej nie-
zwyklej cieczy biologicznej bylyby, oczywiscie, bardzo cenne. Niestety,
ilos¢ lepkiej i gestej wydzieliny macicznej jest tak ograniczona miedzy
4 a 7 dniem cigzy u krolika, ze niepodobna jej zebraé¢ np. przy pomocy
rurek kapilarnych. W pewnej mierze pokonano te trudno$é w nastepu-
jacy sposéb. Do blony srédmacicznej rogéw rozecietych wzdluz dlugiej osi
macicy przyklada si¢ brzegiem uprzednio odwazony skrawek bibuly,
mniej wiecej dlugosci macicy. Po minucie, pozwoliwszy na wsigkniecie
wydzieliny, wazy si¢ bibule¢ ponownie i eluuje material wchloniety.
Metody tej uzyto z powodzeniem do oznaczenia w wydzielinie macicznej
zawartosci cyjanokobalaminy i kwasu foliowego [9], a takze w doswiad-
czeniach nad przechodzeniem jonéw znakowanych z ustoju matki do
tkanek plodowych [2, 3, 23].

16
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SKLAD CHEMICZNY PLYNU W BLASTOCYSTACH KROLIKA

Dane o skladnikach plynu zawartego w blastocystach krolika, dnia 6,
7 i 8 cigzy, to jest w okresie tuz przed i w czasie implantacji, sa, jak na
razie, niekompletne. Daleko do tego, bysmy uzyskali pelng znajomos¢
skladu chemicznego, czy tez dokladne pojecie o mechanizmie fizjolo-
gicznym powstawania i gromadzenia sie tego plynu plodowego. Ponizej
zebrano sumaryczne wiadomosci, ktore udalo sie do tej pory zebra¢
autorce i jej wspoélpracownikom.

Tablica 1
Wtlasnosci plynu blastocystowego, 6, 7 i 8 dnia cigzy u krélika

Kok whibchwalicl oatine: Biditscyst Wlek6.blastocyst (dni o7d czasu zaplodmcsma)m T
Stosunek do otoczenia wolnolezace implantujace implantowane ‘:
Ksztalt okragle owalne — {
Rozmiar ($rednica, mm) ' 34 5= 27 = ‘
Sucha waga (% 20 2,2 5,6 !

Skiadniki chemiczne Steenie '

(Swieza waga)
Azot catkowity mg/100g | 30—35 4078 300—420
(845)** |
Fosfor catkowity mg/100g 2,0-2,5 2,8-—32 42-50 |
(10,4)
Sodowy m-equiv./l 137—139 118—126 128—145
‘ (150)
Jony Potasowy m-equiv./l 10—12 10 —14 4,5—6,5
(7,)
| Chlorowy m-equiv. /I 71—74 7076 78—89
(106)
Cukier redukujacy mg/100g 3—10 46—68 66—77
(95)
Glikoza mg/100g ? 42 62

Fruktoza mg/100g 0 0 0
Inozytol mg/100g 0 0 slad
Dwuweglan pl COz/ml 1500 800—1100 480—500

(520)

Kwas nikotynowy pglg 1,5 0,9 2,0
Tiamina nglg - 0,08 0,07 0,1
Ryboflawina neglg 0,03 0,05 0,1
Cyjanokobalamina(By;)| ug/g 0,2—0,4 0,6 0,5
Kwas foliowy nglg 0,0025—0,0050 — —

* Dnia 6 uzywano do analiz calych, nieprzemywanych blastocyst; wartosci dotyczace
dnia 7 1 8 odnoszg si¢ do plynu aspirowanego z jamy blastocystowe].
** Wartosci w nawlasach odnoszg si¢ do osocza lub krwi matki.
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Przeglad danych liczbowych w tablicy 1 od razu zwraca uwage na
pewne uderzajagce cechy plynu blastocystowego. Przede wszystkim, za-
znacza sie szybkos¢, z jakg — nieomal w godzinach — w miare rozwoju
plodowego, zachodza zmiany w zawartosci poszczegélnych skladnikéw.
Nie jest to, oczywiscie, rzecza nieoczekiwang, gdyz mamy tu do czynienia
z faza bardzo szybkiego wzrostu, w cigzy trwajacej tylko 30 dai.
Nastepnie, zastanawiaja réznice w zawartosci pewnych skladnikow, ktore
sie zaznaczajg miedzy plynem embrionalnym a osoczem lub krwig matki.
Wprawdzie przed implantacja pléd nie pozostaje w bezposrednim zwigz-
ku z krwiobiegiem matki, lecz wyzej wspomniany brak danych o wy-
dzielinie macicznej powoduje konieczno$¢ porownania z krwig matki.
Wiele faktow wskazuje na to, ze sklad wydzieliny macicznej i plynu blas-
tocystowego rozni sie od siebie zasadniczo, w kazdym razie pod wzgledem
ilosciowego wystepowania skladnikéw. Wnioski te wyciggamy m. in. na
podstawie doswiadczen przeprowadzonych nad rozmieszczeniem jonow
znakowanych, ktéore wskazuja, ze wlaczanie si¢ niektéorych jonéw, np.
2P, w wydzielinie §luzowej przekracza 100-krotnie wartosci ustalone dla
plynu w 6 dniowych blastocystach [2, 23].

Wartosci dla azotu i fosforu sa — jak sie tego mozna bylo spodzie-
waé — niskie w wolno lezacych blastocystach; szybko jednak, z chwilg
implantacji, poziom zaczyna zbliza¢ sie do poziomu krwi matki. Z dal-
szego przegladu danych wynika, ze w okresie poprzedzajacym implan-
tacje, komorki blastocyst posiadaja niewiele glikozy do swej dyspozycji.
Jak dotad, brak jest wiadomosci dotyczacych zrédla energii wytwarzanej
u wezesnego plodu ssakéw. Byé moze, pochodzi ona nie tyle z weglowoda-
néw, ile z innych metabolitéw, jak aminokwasy lub kwasy tluszczowe.
Fruktoza nie wystepuje w plynach plodowych krélika. Inozytol, ktérego
stezenie w zaawansowanej ciazy jest pokazne, pojawia sie zaledwie w §la-
dach 8 dnia.

W przeciwienstwie do niskiego poziomu glikozy, uderza wysokie ste-
zenie dwuweglanu w plynie blastocystowym, 6 i 7 dnia ciazy. O znaczeniu
dwuweglanu i o roli tego metabolitu w przemianie embrionalnej trudno
w obecnej chwili co$- wiecej powiedzie¢ ponad to, iz ustalony jest fakt
niezbednosci dwuweglanu dla wzrostu komorkowego [5], a takze wiado-
mo, ze dwuweglan jest prekursorem w biosyntezie kwas6w nukleino-
wych [6]. Wystepowanie dwuweglanu w wysokim stezeniu w plynie bla-
stocystowym krolika jest prawdopodobnie zwigzane z obecnoscia anhy-
drazy weglanowej w blonie §luzowej srodmacicznej [16, 18, 19, 20, 10].
Enzym ten istnieje w $rédmaciczu krélicy nieciezarnej, lecz w niewielkiej
ilosci. W miare postepu wczesnej cigzy aktywno$é anhydrazy w §luzéwce
gwaltownie narasta i maksimum zostaje osiggniete migedzy 6 a 8 dniem.

http://rcin.org.pl

s



336 C. LUTWAK-MANN (61

Przyrost anhydrazy weglanowej w $luzéwce macicy krolika zalezy od
progesteronu, a zalezno$¢ ta jest tak Scisla, ze autorka zastosowala ozna-
czanie macicznej anhydrazy jako test enzymatyczny, dzi§ ogdlnie przy-
jety do oznaczania progesteronu [19]. Po dokonanej implantacji ilos¢
anhydrazy weglanowej stopniowo zmniejsza si¢ w $luzowce; natomiast
sporo enzymu pojawia sie wowczas w lozysku, zwlaszcza w czeSci macie-
rzynskiej. Mimo licznych préb, nie udalo sie autorce w 100 procentach
zahamowa¢ anhydrazy macicznej in vivo przy pomocy wysoce specyficz-
nych sulfamidowych inhibitorow tego enzymu, jak np. Diamox lub
Neptazane (Lederle). We wszystkich do§wiadczeniach tego rodzaju, pewna
aktywnos$¢ anhydrazy w macicy pozostawala, mimo ze réwnocze$nie
badana anhydraza krwi matki byla prawie calkowicie nieczynna. Gdyby
powiodlo si¢ w jaki§ sposob zupelnie zahamowa¢ in vivo enzym w Slu-
zowce macicy, daloby to z jednej strony moznos¢ badania, czy istnieje
bezposredna korelacja miedzy stezeniem dwuweglanu w plynie blasto-
cystowym a aktywnoscia anhydrazy, a powtére uzyskanoby wskaznik,
w jakim stopniu obecno$¢ dwuweglanu jest niezbedna dla ciaglosci roz-
woju plodu. Na podstawie dotychczasowych doswiadczenn nie odnosi
sie wrazenia, by inhibitory typu sulfamidowego byly do tego celu przy-
datne.

Stezenie jonéw sodowego i chlorkowego stosunkowo nie bardzo od-
biega od warto$ci w osoczu matki [12]. Natomiast ciekawe jest, ze potasu
jest okolo dwa razy wiecej w blastocystach przed implantacja niz w 1-2
dni pozniej. Obecnos¢é wapnia w blastocystach zostala stwierdzona, lecz
na razie brak dokladnych danych ilosciowych.

Przy pomocy czulych metod analitycznych udalo sie ustali¢c w wol-
nych blastocystach dane ilosciowe dotyczace kwasu nikotynowego, tiaminy
i ryboflawiny [11], a takze cyjanokobalaminy i kwasu foliowego [9].
Wiadomo jest, jak istotne dla rozwoju plodowego u ssakéw sg witaminy
grupy B, ktéorych brak u matki uniemozliwa ciaze. Wykazanie ich
obecnosci w tak wezesnym stadium rozwojowym jest takze wazne z tego
wzgledu, ze daje nam to pewnego rodzaju wskazéwke co do potencjalu
metabolicznego mlodych embrionéw. Jesli przeliczy¢ dane z tablicy 1
na przecietna $wiezg wage pejedynczej blastocysty, to wynika, iz 6-dnio-
wy embrion zawiera okolo 30 mug kwasu nikotynowego, przypuszczalnie
w formie kozymazy, 1,9 mug tiaminy i 0,6 mug ryboflawiny. Wysoka za-
warto$é cyjanokobalaminy, 4,0 - 8,0 mug na blastocyste, jest uderzajaca,
imponuje réwniez zawarto$¢ kwasu nikotynowego. Przy tej sposobnosci
nalezy dodaé, ze §luzéwka maciczna jest bogata w kwas nikotynowy, tia-
mine i ryboflawine, wlasnie w okresie odpowiadajacym blastocyscie. Jesli
idzie o cyjanokobalamine, to wystepuje ona, wraz z kwasem foliowym,
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w powaznym stezeniu w wydzielinie macicznej w okresie przed implanta-
cja. Na razie nie wiadomo, czy czynniki grupy B przechodza do wolno lezg-
cych blastocyst droga dyfuzji, czy sa wybidrczo absorbowane przez trofo-
blast, czy tez sa wytwarzane przez same komoérki embrionéw. Przypusz-
czalnie mozna by prébowaé rozwiazaé¢ tego rodzaju podstawowe zagad-
nienie przez wprowadzenie do ustroju matki odpowiednio znakowanych
witaminow grupy B i badanie szybkosci, z jaka rozmieszczajg sie w blasto-
cystach.

Stopien zaleznosci wczesnych embrionéw od zmian, ktére zachodza
w ustroju matki, czy to doSwiadczalnie, czy tez pod wplywem czynnikéw
patologicznych, jest niezwykle ciekawym problemem. W badaniach,
w ktorych wprowadzano do krwiobiegu matki proste cukry i inne drobno-
czasteczkowe substancje [13, 14, 17, 21, 22] okazalo sie, ze w krotko-
trwalych doswiadczeniach (30-60 minut) substancje te nie przenikaja
do wolnych blastocyst. Dopiero w miare postepujacej implantacji, nie-
ktére z badanych substancji mozna bylo wykazaé¢ w plynie blastocystowym
aspirowanym z woreczkow plodowych. Niezaleznos¢ wolnych blastocyst
od zmian w ustroju matki latwo, miedzy innymi, wykaza¢ wstrzykujac
cigzarnemu zwierzeciu roztwor zawierajacy blekit trypanu: mimo ze na
drugi dzien cale otoczenie maciczne wraz z wydzieling jest silnie zabar-
wione, barwik nie jest w stanie przenikna¢ do blastocyst w okresie przed
implantacja.

Jednakze ta ,,autonomia‘“ blastocyst jest raczej wzgledna. Jesli bo-
wiem podaé¢ zwierzeciu ciezarnemu pewne substancje o wysokim poten-
cjale embriotoksycznym, jak np. pochodne kolchicyny, iperytéow azoto-
wych, analogi puryny itd., w dawkach obojetnych dla matki, to juz
W przeciggu paru godzin zaznacza sie powazne uszkodzenie w centralnej
masie komorkowej blastocyst, a w mniejszym stopniu takze i w komor-
kach trofoblastu [7]. Nie tylko embriony przebywajace w macicy, lecz
takze dzielace sie zygoty w jajowodzie szybko ulegaja zahamowaniu pod
wplywem wyzej wspomnianych substancji farmakologicznych, dzialaja-
cych poprzez ustr6j matki.

Nie ulega watpliwosci, ze mozna by posunaé¢ naprzéod nasze wiado-
mosci dotyczace selektywnej przepuszczalno§ci blastocyst, gdyby sie
udalo zbada¢ te faze rozwojowg w warunkach pozamacicznych, in vitro.
Jednakze, w odréznieniu od dzielacych sie zygot, blastocysty obumieraja
bardzo szybko w roztworach soli [25], takich jakie sa, na przyklad, uzy-
wane do doS§wiadczen manometrycznych w celu pomiaru oddychania
i glikolizy. Totez ukazujacym sie od czasu do czasu pracom nad metabo-
lizmem blastocyst ssakéw nie mozna przypisywaé¢ zbyt wiele wagi, gdyz
brak w nich przekonywajacych dowodéw na przezywanie blastocyst
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w ciggu tych doswiadczen. Ostatnio powiodla sie 24-godzinna inkubacja
6-dniowych blastocyst krolika w surowicy krwi koguciej [8], ktora jest
czesto uzywana do hodowli tkankowych. Dowod przezycia blastocyst
w tych doswiadczeniach osiagnieto w ten sposob, ze po ukonczonej inku-
bacji przetransplantowano blastocysty do macicy -krolikéw, ktoére byly
dokladnie synchronizowane hormonalnie z wiekiem i faza rozwojowa
embrionéw doswiadczalnych. Okazalo si¢ wowcezas, ze mimo inkubacji,
doswiadczalne blastocysty zachowaly swa fizjologiczna zdolno$¢ im-
plantacji.

Wyniki te otwieraja droge do dalszych prac nad biochemia wczesnych
embrionéw. Postepy beda w pewnej mierze zalezaly od wypracowania
sprawdzianéw przezywalnosci blastocyst, ktore bylyby mniej - zawile
i dlugotrwale, jak i mniej kosztowne niz wyzej wspomniana technika
transplantacji plodowej. Badania sa obecnie w toku nad tym niezbyt
prostym, lecz podstawowym zagadnieniem. Nic by autorce nie przyniosto
wiecej radosci, niz moznos$¢ doniesienia w przyszlo$ci o pomyslnym tych
badan wyniku, jej drogiemu Nauczycielowi, Wlodzimierzowi Mozolow-
skiemu.

STRESZCZENIE

Opisano niektére cechy blastocyst krolika i podano dane dotyczace
skladu chemicznego plynu blastocystowego w 6, 7 i 8 dniu ciazy, {ij.
w okresie tuz przed i w czasie implantacji embrionéw.

Wsréd danych chemicznych zaznacza sie obecno$é w blastocystach
szeregu czynnikéw nalezacych do grupy witaminéw B. Fakt ten przy-
puszczalnie wskazuje na stosukowo daleko posuniety potencjal metabo-
liczny wezesnego plodu. Poza tym plyn blastocystowy cechuje sie wy-
sokg zawartoScia dwuweglanu a niska glikozy.

Przedyskutowano mechanizm regulujacy przechodzenie metabolitow
do blastocyst z ustroju matki.

Jako jeden z wazniejszych celow w dalszych badaniach nad fizjologia
wezesnego plodu u ssakéw, wskazano wypracowanie prostego i niezawod-
nego sprawdzianu przezywalnosci blastocyst w doswiadczeniach in vitro.
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SOME PROPERTIES OF EARLY EMBRYONIC FLUID IN THE RABBIT

Summary

Some properties of the rabbit blastocyst are described. Data are given
on the chemical composition of the blastocyst fluid, at 6, 7, and 8 days
after mating, that is at stages of gestation immediately preceding, and
accompanying, the process of implantation.

The presence in the pre-implantation blastocyst of several factors of
the B-group of vitamins is stressed, as presumably indicative of the me-
tabolic potential at this early stage of embryonic development. Another
characteristic feature of the early blastocyst fluid is its high content of
bicarbonate, which contrasts with the low content of glucose.

The mechanism of entry of metabolites from the maternal organism
into the blastocyst, is discussed.

The desirability of in vitro biochemical studies is indicated, and the
need is underlined for a simple and reliable test of blastocyst viability
following prolonged periods of incubation. -

Otrzymano 10.2.1960 r.
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TADEUSZ MANN

ZASTOSOWANIE ANALIZY CHEMICZNEJ PLYNU NASIENNEGO
DO BADAN NAD CZYNNOSCIA MESKIEGO HORMONU PLCIOWEGO
W USTROJU ZWIERZECYM

Pracownia Fizjologii i Biochemii Reprodukcyjnej
(A. R. C. Unit of Reproductive Physiology and Biochemistry)
Uniwersytetu w Cambridge

Wlodzimierzowi Mozolowskiemu, kochanemu przyjacielowi, pod kto-
rego kierownictwem dane mi bylo stawiaé¢ pierwsze kroki w biochemii,
prace poswiecam. ;

Stwierdzenie dzialania meskiego hormonu plciowego w ustroju zwie-
rzecym polegalo do niedawna prawie wylacznie na mierzeniu zmian
anatomicznych i histologicznych, zachodzacych w meskich gruczotach
dodatkowych, zwlaszcza w pecherzykach nasiennych i w gruczole kroko-
wym, po wykastrowaniu i po wstrzyknieciu testosteronu. Metoda ta po-
cigga jednak nieodzownie konieczno$¢ zabiegu operacyjnego, tj. otwarcia
jamy brzusznej i wydobycia gruczolow meskich, i z tego powodu nadaje
si¢ do badan nad malymi, stosunkowo niekosztownymi zwierzetami,
jak mysz, szczur, krélik czy §winka morska, ale nie moze byé zastosowana
na duza skale do badan nad kosztownymi duzymi zwierzetami hodowla-
nymi, jak tryk, byk, knur czy ogier. Trudnos¢ te jednak mozna pokonaé
w znacznej mierze zastepujac metode anatomiczno-histologiczng i zwia-
zany z nia zabieg operacyjny przez metode chemicznego badania plynu
nasiennego.

Plyn nasienny (plazma nasienna) stanowi érodowisko, w ktérym pod-
czas wytrysku nasienia zawieszone sg normalnie plemniki. Jest on mie-
szaning plynow wydzielanych przez szereg dodatkowych gruczoléw me-
skich, ktére, oprécz wspomnianych juz pecherzykéw nasiennych i gruczo-
lu krokowego, obejmuja najadrza, nasieniowody, gruczoly Cowpera i roz-
ne inne pomniejsze gruczoly umieszczone w $cianie cewki moczowej. Pod
wzgledem chemicznym wydzieliny te cechuja sie wysoka zawartoscia
szeregu ciekawych substancji, ktéorych nie napotyka si¢ na ogél w tak

[341]
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znacznym stezeniu ani we krwi, ani w innych plynach ustrojowych. Jako
najbardziej charakterystyczne, wymieni¢ nalezy kwas cytrynowy (Scher-
stén, 1929; Humphrey i Mann, 1949), fosfataze ,kwasng“ (Kutscher
i Wolbergs, 1935), 5-nukleotydaze (Reis, 1937; Mann, 1945), fosfocholing
(Lundquist, 1946), glicerofosfocholing (Diament, Kahane i Levy, 1952;
Dawson, Mann i White, 1957), ergotioneine (Mann i Leone, 1953; Mann,
1958a), fruktoze (Mann, 1946, 1956a), inozytol (Mann, 1954) i sorbitol
(King i Mann, 1959); szczegély dotyczace wigkszosci z tych substancji,
a zwlaszcza ich stezenia w plynie nasiennym i w wydzielinach meskich
narzadéw dodatkowych, podane zostaly w ksigzce Biochemia Nasienna
(Mann, 1958b).

Zdolno$é dodatkowych gruczoléw meskich do tworzenia i wydzielania
wyzej wymienionych skladnikéw plynu nasiennego jest zalezna od sze-
regu czynnikéw, spoéréd ktérych jednak najwazniejszym jest hormon
plciowy meski, pochodzacy z jader (Mann, 1956b). Badania wykonane na
kroélikach i szezurach (Mann i Parsons, 1947, 1950; Lutwak-Mann, Mann
i Price, 1949) wykazaly, ze charakterystyczne skladniki plynu
nasiennego, a zwlaszcza fruktoza i kwas cytrynowy, znikaja z wytryskow
nasiennych w ciggu kilku dni lub co najwyzej tygodni po usunieciu jader,
i pojawiaja sie réwnie szybko po wstrzyknieciu podskérnym albo
wszczepieniu testosteronu. Doswiadczenie tego rodzaju, wykonane na
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Rys. 1. Spadek zawarto$ci fruktozy w nasieniu krélika wy-
wolany kastracjg i wzrost pod wplywem podskérnie wszcze-
pionego testosteronu (100 mg)

kroliku, zobrazowane jest na rys. 1, ktory pokazuje, ze zawartos¢ fruktozy
w wytrysku kréliczym spadla pod wplywem kastracji z 670 ug do 20 ug,
a po wszczepieniu podskérnym tabletki testosteronu podniosla sie szybko
do 870 pg. Wyniki analogiczne otrzymano takze u innych gatunkéw
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zwierzecych, a przede wszystkim u byka (Mann, Davies i Humphrey,
1949). Istnieje tez szereg nowych danych na to, ze ,proba fruktozowa‘
i ,,proba kwasu cytrynowego* okaza si¢ w przyszlosci pozyteczne w ba-
daniach nad zaburzeniami w czynno$ci hormonu jadrowego u czlowieka.
Tak np. udalo si¢ wykazaé¢ (Nowakowski i Schirren, 1956), ze u mezczyzn
dotknietych aspermia i zanikiem wloknistym jader, poziom fruktozy
w plynie nasiennym jest wybitnie nizszy niz u osobnikéw zdrowych, ale
daje si¢ podwyzszy¢ szybko i wielokrotnie, badZ to za pomocg zastrzykow
heptanoatu testosteronu, badz tez przez wszczepienie podjezykowe mety-
lotestosteronu.

Doswiadczenia nasze wykazaly réwniez, ze istnieje §cisla i znamienna
zalezno$¢ miedzy pojawieniem sie¢ pierwszych objawéw czynnosci meskie-
go hormonu plciowego w ustroju mlodego dojrzewajacego samca a po-
czatkiem wydzielania fruktozy i kwasu cytrynowego w dodatkowych gru-
czolach meskich. Do§wiadczenia te wykonano gléwnie na mlodych bykach,
a to z nastepujacych przyczyn: Jadro byka jest narzadem, z ktérego
testosteron zostal po raz pierwszy wyosobniony w stanie chemicznie czy-
stym (David, Dingemanse, Freud i Laqueur, 1935), i w ktéorym stezenie
testosteronu jest szczegélnie wysokie. Wiadomo réwniez, ze jadra byka
wykazuja wecale wyrazng zalezno§¢ miedzy czynnoscig androgenna a stop-
niem rozwoju komoérkowego tkanki interstycjalnej (Hooker, 1944). Peche-
rzyki nasienne byka sa zaréwno zrodlem fruktozy nasienia, jak i kwasu
cytrynowego, a poziom obydwu tych substancji w wydzielinie pecherzy-
kowej jest wyzszy u byka niz u innych gatunkow zwierzecych (Mann,
Davies i Humphrey, 1949). W dodatku, otrzymanie plynu nasiennego
u bykow jest szczegdlnie latwe, dzieki wysoce udoskonalonym metodom
pobierania nasienia, zaréwno za pomoca ,,sztucznej pochwy*, jak i przez
zastosowanie ,,bodzcow elektrycznych® (Rowson i Murdoch, 1954). Co
najwazniejsze, metoda ,elektryczna‘® moze by¢ zastosowana nie tylko do
zwierzat dorostych, ale i do mlodych byczkéw, ktore jeszcze nie dojrzaty
plciowo.

U mlodych bykéw fruktoza i kwas cytrynowy daja sie wykaza¢ w pe-
cherzykach nasiennych juz okolo 3 miesiaca zycia, a w plynie nasiennym,
pobranym metoda ,bodzcow elektrycznych®, mozna zwykle odnalezé
obydwie substancje juz okolo 5 miesigca zycia (Mann i Rowson, 1957;
Davies, Mann i Rowson, 1957). Nasze najnowsze badania (Lindner i Mann,
1960) wskazuja rowniez na to, ze wlasnie okolo 3 miesigca zycia, kiedy
rozpoczyna sie funkcja wydzielnicza pecherzykow nasiennych, udaje sie
w jadrach byka wykaza¢ za pomoca metody chromatograficznej pierwsze
wyrazne ilosci testosteronu. Ze wszystkich tych obserwacji wynika, ze
testosteron rozpoczyna swoje dzialanie w ustroju byka okolo 3 miesigca
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zycia, a zatem bardzo wcze$nie w rozwoju plciowym, jezeli wzia¢ pod
uwage fakt, ze pierwsze dojrzale plemniki nie zjawiajq sie na ogoél w wy-
trysku byka przed jakims$ 8 miesigcem zycia, a nieraz i pézniej. Tak wiec
uplywa szereg miesigcy w rozwoju byka i w procesie dojrzewania plcic-
wego od czasu pojawienia sie hormonu jadrowego do czasu, kiedy jadra
sa w stanie produkowaé¢ rowniez plemniki.

Nie wolno zapominaé¢ jednak, ze poszczegoélne samce, nawet nalezace
do tej samej rasy, moga sie roézni¢ znacznie pod wzgledem skladu che-
micznego wydzieliny pecherzykowej i plynu nasiennego, mimo dokladnie
tego samego wieku i identycznych warunkéw chowu. Fakt ten musi by¢
wziety pod uwage zwlaszcza w badaniach doswiadczalnych nad wplywem
czynnikow, ktore badz to pobudzaja, badz tez hamuja czynnosé wydzielni-
cza dodatkowych gruczoléw meskich. Tak np. wiadome jest, Zze niedosta-
teczne ukrwienie pecherzykéw nasiennych moze spowodowaé spadek
w funkcji wydzielniczej tychze narzadéw. Wiadomo jest rowniez, ze
pewne zaburzenia w ogé6lnej przemianie materii moga mie¢ powazny
wplyw hamujacy na czynnos¢ sekretoryczng dodatkowych gruczolow
meskich. W latach ostatnich zainteresowaliSmy sie specjalnie wplywem
odzywiania samcow na poczatek czynnosci androgennej jader i czynnosci
wydzielniczej pecherzykéw nasiennych. Do badan tych poslugiwaliSmy
sie prawie wylacznie parami tzw. bliZniakow identycznych, czyli pocho-
dzenia jednojajowego. Szczegély dotyczace skladu diet stosowanych
w tych doswiadczeniach podane zostaly w jednej z poprzednich prac
(Davies, Mann i Rowsen, 1957). Uzycie jednego blizniaka z kazdej pary
jako ,kontroli“, tzn. jako zwierzecia normalnie odzywianego, a drugiego
blizniaka jako zwierzecia ,,do§wiadczalnego®, czyli niedozywianego, umoz-
liwilo nam przeprowadzenie daleko $cislejszych badan nad wplywem kar-
mienia na procesy toczace sie w jadrach i w dodatkowych narzadach me-
skich, anizeli mozna by to uczyni¢ przy uzyciu nie-blizniakow.

Jako przyklad doswiadczen tego rodzaju posluzy¢ moga nastepujace
dwa eksperymenty, kazdy wykonany na oddzielnej parze ,.jednojajowych
blizniakow*‘. Obydwie pary byczkow odzywiane byly w sposéb normalny
i identyczny, az do czasu, kiedy osiagnely wiek 2'/2 miesiecy. Od tej
chwili sposéb odzywiania ulegl zmianie, a mianowicie podczas
kiedy jeden blizniak z kazdej pary byl nadal karmiony normalnie, drugi
blizniak dostawal codziennie tylko jedna trzecia tej racji zywnosciowej,
ktora zwierze kontrolne spozylo dnia poprzedniego. W pierwszym z tych
dwéch doswiadezen, fruktoza i kwas cytrynowy pojawily sie w wytrysku
zwierzecia kontrolnego, tj. normalnie odzywianego, przy koncu 5 miesia-
ca zycia, a w dwa tygodnie pozniej osiagnely juz wysoka wartosé 21,
wzgl. 49 mg/100 ml. W tym czasie waga zwierzecia kontrolnego wynosila
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Rys. 2. Wplyw niedokarmiania na obraz histologiczny (skrawki w pow. 95 X) i na

zawartos¢ fruktozy i kwasu cytrynowego w pecherzykach nasiennych byczkow

bliZzniaczych, 5':-miesigcznych. A — zwierze normalnie odzywiane (146 kg). B —
zwierze niedozywiane (102 kg)
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150 kg, a waga blizniaka doswiadczalnego 105 kg. Kiedy w jeden dzien
pozniej zwierzeta te zabito, wydobyto z nich pecherzyki nasienne i na-
rzady te poddano zaréwno badaniu histologicznemu, jak i analizie che-
micznej. Wynik tych badan podano na rys. 2, z ktérego widaé, jak powaz-
ny wplyw hamujacy wywarlo nieodpowiednie odzywianie zwierzecia za-
réwno na rozwoj strukturalny, jak i na czynnosé¢ wydzielnicza pecherzy-
kéw nasiennych.

W drugim doswiadczeniu fruktoza i kwas cytrynowy pojawily sig
w wytrysku zwierzecia kontrolnego réwniez okolo 5 miesigca zycia, i po-
dobnie jak w doswiadczeniu poprzednim nie udalo si¢ w tym czasie
stwierdzi¢ ani fruktozy, ani kwasu cytrynowego w wytrysku blizniaka
nie dozywionego. W odroéznieniu jednak od poprzedniego do$wiadczenia,
tym razem badanie kontynuowano jeszcze przez szereg dalszych miesigcy,
pobierajac regularnie i analizujac wytryski obydwu blizniakéw. Wynik
tego doswiadczenia podano na rys. 3, z ktorego widaé, ze u zwierzecia
kontrolnego zaréwno fruktoza, jak i kwas cytrynowy osiagnely w plynie
nasiennym poziom kilkudziesieciu mg/100 ml juz okolo 7 miesigca zycia,
podczas kiedy w tym samym czasie obydwie substancje znajdowaly sie
tylko w $ladach u blizniaka doswiadczalnego. W rezultacie niedozywiania,
poziom fruktozy i kwasu cytrynowego w plynie nasiennym pozostaly
bardzo niskie az do 9 miesigca zycia i dopiero potem zaczely sie podno-
si¢. Tak znaczna réznica w zachowaniu sie blizniakéw byla tym bardziej
znamienna, Zze u obydwu zwierzat plemniki pojawily sie¢ w niezbyt réz-
nym czasie, a mianowicie okolo 9 miesigca zycia. Nie ulega wiec
watpliwosci, ze niedozywianie zwierzecia odbilo sie znacznie silniej na
funkecji hormonalnej jader, anizeli na ich zdolnoéci do tworzenia plem-
nikow.

Co powoduje, ze u normalnego samca hormon jadrowy rozpoczyna
swoje dzialanie na dodatkowe gruczoly meskie w pewnym $cisle okreslo-
nym momencie, zbiegajacym sie¢ z tak zwanym czasem pokwitania, a nie
weczesniej lub poézniej? Dlaczego u samca niedokarmionego zachodzi tak
znaczne opoznienie w poczatku czynnosci hormonalnej jader? Sa to py-
tania, na ktére mozemy na razie tylko czeSciowo odpowiedzieé. Badania
nasze wskazuja jednak na to, ze gléownym czynnikiem, decydujgcym
o poczatku funkcji hormonalnej jader, jest zdolno§¢ przedniego plata
przysadki mozgowej do produkowania gonadotrofiny i do pobudzania
jader za jej pomocag (Rys. 4). Niedokarmianie ma wplyw wybitnie op6z-
niajacy na pojawienie sie bodzecéw gonadotrofinowych w ustroju mlodego,
dojrzewajacego samca, i w ten sposéb op6znia ono réwniez normalny po-
czatek czynnosci wydzielniczej dodatkowych gruczoléw meskich. Jezeli
zwierzeciu niedokarmianemu wstrzykngé hormon gonadotrofinowy otrzy-
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many z moczu kobiet ciezarnych, spowodowaé¢ mozna rychle uczynnienie
procesu powstawania i wydzielania fruktozy i kwasu cytrynowego. Po-
kazuje to na przyklad doS§wiadczenie przedstawione graficznie na rys. 4.

Stwierdzi¢ jednak trzeba od razu, ze brak bodzca gonadotrofinowego
nie jest jedynym czynnikiem, ktéry ogranicza, czy wrecz uniemozliwia,
zdolno$é jader do produkcji testosteronu. Tak np. wykonaliSmy ostatnio
(Mann i Rowson, 1960) szereg doswiadczen na bliZzniakach kastrowanych,
aby przekonaé sig, czy blizniak-kastrat normalnie odzywiany zareaguje
na zastrzyki testosteronu réwnie silnie jak blizniak-kastrat niedokarmia-
ny. PrzekonaliSmy sie, ze pecherzyki nasienne kastrata niedozywionego
produkuja pod wplywem wstrzyknietego testosteronu znacznie mniej
fruktozy i kwasu cytrynowego niz narzady blizniaka kontrolnego. Za
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Rys. 3. Wplyw niedokarmiania na wy- Rys. 4. Wplyw hormonu gonadotrofino-
dzielanie fruktozy i kwasu cytrynowe- wego (osiem zastrzykéw “Follutein
g0 w plynie nasiennym mlodych bycz- Squibb”; co drugi dzien zastrzyk 2000
kéw jednostek miedzynarodowych) na po-

ziom fruktozy i kwasu cytrynowego
u zwierzecia normalnie odzywianego
i u zwierzecia niedokarmianego

przyklad postluzyé moze nastepujace do§wiadczenie, wykonane na parze
blizniaczych byczkéw, ktére poddano kastracji w wieku 8 miesiecy, ale
odzywiano w sposéb identyczny, zaréwno przed kastracja, jak i przez
okres 3 miesiecy po kastracji, tak ze waga ich w wieku 11 miesiecy réz-
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nila si¢ tylko bardzo nieznacznie; jedno zwierze wazylo 309 kg, a drugie
306 kg. Od chwili jednak, kiedy blizniaki osiagnely wiek 11 miesiecy,
odzywiano je w sposéb rozny, a mianowicie, podczas kiedy jeden z nich
odzywiany by! normalnie, drugi otrzymywat stale tylko 1/3 tej racji zyw-
nosciowe]j, ktéra zwierze kontrolne spozylo dnia poprzedniego. Na skutek
tego odzywiania, waga blizniaka niedokarmionego spadia w ciaggu pieciu
nastepnych miesiecy do 282 kg, podczas kiedy waga zwierzecia kontrol-
nego podniosia sie¢ w tym samym czasie do 406 kg. Doswiadczenie to kon-
tynuowano jeszcze przez dalsze 4 miesiace, w ciagu ktoérych jednak oby-
dwa blizniaki traktowano testosteronem, a mianowicie, przez pierwsze
dwa miesigce wstrzykiwano obydwu blizniakom 50 mg testosteronu co
trzeci dzien, a przez dalsze dwa miesigce 150 mg co drugi dzien. W ciagu
tego czteromiesiecznego okresu pobierano od obydwu kastratéw regular-
nie wytryski za pomocg metedy bodzeéw elektrycznych i tak otrzymany
plyn nasienny, ktéry naturalnie pozbawiony by! plemnikéw, analizowano
chemicznie. W ciggu pierwszego miesigca stosowania testosteronu zwierze
kontrolne wyprodukowalo 7 mg fruktozy i 13 mg kwasu cytrynowego,
podczas kiedy niedokarmiany blizniak wyprodukowal tylko 2 mg fruktozy
i 4 mg kwasu cytrynowego. W ciagu drugiego miesigca stosowania testo-
steronu ilo§¢ calkowita fruktozy i kwasu cytrynowego w wytryskach
nasiennych wynosila 27 mg i 33 mg u blizniaka odzywianego dostatecznie,
a tylko 17 mg i 18 mg u blizniaka niedozywianego. Dopiero w trzecim
i czwartym miesigcu stosowania testosteronu roéznica miedzy skladem
plynu nasiennego obydwu blizniak6w zaczela sie zmniejszacé.

Jako inny jeszcze przyklad zastosowania analizy chemicznej do badan
nad czynno$cig meskiego hormonu w ustroju zwierzecia przytoczy¢ nalezy
nastepujace zagadnienie. W toku doswiadczen nad czynnoscia hormonalna
jader u mlodych bykoéw, przekonaliémy sie, ze moment zjawienia sie
fruktozy i kwasu cytrynowego w pecherzykach nasiennych u dojrzewa-
jacych samcéw zbiega si¢ w sposob charakterystyczny z momentem, kiedy
w jadrach tych zwierzat udaje sie po raz pierwszy wykazaé chemicznie
obecnos$é testosteronu. W toku tych doswiadczen okazalo sie jednak, ze
w kilka tygodni przed pojawieniem si¢ testosteronu w jadrach zjawia sig
regularnie inny steroid, a mianowicie androstendion (Lindner, 1959). Na-
sunelo to natychmiast pytanie, czy i w jakim stopniu androstendion jest
w stanie nasladowaé dzialanie testosteronu na pecherzyki nasienne i po-
budzi¢ wydzielanie fruktozy i kwasu cytrynowego. Aby zbadaé¢ to za-
gadnienie (Mann i Rowson, 1960), uzyto dwoéch par blizniakéw. Obydwie
pary poddano kastracji, kiedy osiagnely wiek 9 tygodni. Odzywianie
obydwu par bylo identyczne i normalne. Kiedy osiagnely one wiek 15 ty-
godni, uzyto jednego blizniaka z jednej pary do zastrzykéw androstendio-
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nu (100 mg co drugi dzien, przez okres 3 tygodni), a jednoczesnie jednego
blizniaka z drugiej pary poddano zastrzykom takiej samej dawki testo-
steronu (100 mg co drugi dzien, przez okres 3 tygodni). Dwa pozostale
byczki, tzn. jeden blizniak z jednej pary i jeden blizniak z drugiej pary,
posiuzyly jako zwierzeta kontrolne. Gdy tylko skonczyl sie okres stoso-
wania androstendionu wzglednie testosteronu, tzn. kiedy zwierzeta
osiagnely wiek 18 miesiecy, wydobylo ze wszystkich czterech pecherzyki
nasienne w drodze operacji, a organy w ten spos6b otrzymane poddano
analizie na fruktoze i kwas cytrynowy. W pecherzykach nasiennych
dwoch zwierzat kontrolnych, tj. tych, ktére nie otrzymaly zadnych za-
strzykoéw, znaleziono 0,318 mg i 0,320 mg fruktozy, a zatem ilosci iden-
tyczne, oraz 0,320 mg i 0,121 mg kwasu cytrynowego. U zwierzecia, ktore
otrzymalo trzytygodniowa serie zastrzykow androstendionu, znaleziono
w pecherzykach nasiennych 0,603 mg fruktozy i 0,337 mg kwasu cytry-
nowego. U zwierzecia potraktowanego testosteronem znaleziono natomiast
w pecherzykach nasiennych daleko wigksze ilosci, a mianowicie 5,550 mg
fruktozy i 3,190 mg kwasu cytrynowego. Z danych tych nie tylko wyni-
ka, ze androstendion jest bez poréwnania slabszym androgenem anizeli
testosteron, jezeli chodzi o wplyw pobudzajacy na funkcje wydzielania
fruktozy i kwasu cytrynowegc w pecherzykach nasiennych, ale tlumacza
one, dlaczego zwierzeta bardzo mlode, ktére w jadrach majg tylko andro-
stendion i ktére nie sa jeszcze zdolne do produkeji testosteronu, nie sg
jednoczesnie zdolne do tworzenia i wydzielania fruktozy i kwasu cytry-
nowego w meskich gruczolach dodatkowych.

STRESZCZENIE

Plyn nasienny ssakéw zawiera szereg charakterystycznych skladni-
kow, m. in. fruktoze i kwas cytrynowy, ktore pochodza z dodatkowych
gruczoléw meskich i ktéore wydzielaja si¢ pod wplywem meskiego hor-
monu plciowego. Oznaczenie ilosciowe fruktozy i kwasu cytrynowego
" w plynie nasiennym umozliwia nie tylko dokladng ocene funkeji wydziel-
niczej dodatkowych gruczoléw meskich, ale stanowi jednoczesnie czuly
sprawdzian aktywno$ci meskiego hormonu plciowego w zywym ustroju
zwierzecym. W artykule niniejszym podano szereg przykladéw, wskazu-
jacych na istnienie $cislej zaleznosci miedzy poczatkiem czynno$ci hormo-
nu plciowego w ustroju mlodego samca a pojawieniem sie fruktozy
i kwasu cytrynowego w meskich gruczolach dodatkowych i w plynie na-
siennym. Podano réwniez przyklady dowodzace, ze niedozywianie samca
w okresie poprzedzajacym czas normalnego dojrzewania plciowego op6z-
nia znacznie poczatek czynno$ci dodatkowych gruczoléw meskich. Bada-
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9] ANALIZA PLYNU NASIENNEGO A MESKI HORMON PLCIOWY 349

nia nasze wskazuja na to, ze op6znienie to jest wywolane czesciowo nie-
dostateczng aktywnoscia gonadotrofinowa przysadki mozgowej, a czesScio-
wo zmniejszona wrazliwoscia dodatkowych gruczolow meskich na
testosteron.
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CHEMICAL ANALYSIS OF SEMEN IN THE STUDY OF MALE SEX HORMONE
ACTIVITY IN THE ANIMAL

Summary

Mammalian seminal plasma contains a number of highly characteristic
chemical constituents such as fructose and citric acid, which are produced
and secreted in the accessory organs of reproduction under the influence
of the male sex hormone. The determination of these substances makes
17
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it possible to assess quantitatively the secretory activity of the male
accessory glands, and it provides at the same time, a highly sensitive
criterion for the appraisal of androgenic activity in the living animal.
There is a close relationship between the onset of androgenic activity in
the young sexually maturing male, and the appearance of fructose and
citric acid in the male accessory organs of reproduction and in the seminal
plasma. Underfeeding of young males at the time when they approach
sexual maturity, delays considerably the onset of secretory activity in
the accessory organs of reproduction, due partly to lowered gonadotrophic
activity of the pituitary gland, and partly to lowered responsiveness of
the male accessory glands to testosterone.

Otrzymano 11.2.1960 r.
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EINFUHRUNG

Die heutige Anschaung tiber die Biosynthese der grinen Pflanzen-
pigmente stimmt im Prinzip mit dem vor zehn Jahren von Granick
formulierten Schema {iiberein [22]. Ebenso wie die friheren Hypothesen
beruht dieses Schema auf der Idee der Identitdt der Bildungsprozesse
von Chlorophyll in Pflanzen und von Hdm in Tieren. Jedoch zum ersten
Male wurde diese Idee in Form einer Kette der stufenweisen Umwadlun-
gen ausgedruckt; auch wurde die dargestellte Formulierung auf Grund
der bisher durchgefiihrten Untersuchungen eingehend analysiert [23]

Chlorophyll b
S

Chlorophyll a
?

Protochlorophyll
T

Azetat + Glykokoll Mg-Vinyl-Phédoporphyrin a;
¥ 1

hypothetisches Pyrrol Mg-Protoporphyrin
v :

Uroporphyrin III — Koproporhyrin III — Protoporphyrin IX
v

Fe-Protoporphyrin.
Abb. 1. Schema der Chlorophyll-Biosynthese nach Granick [22]
[351]
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Der vorgeschlagene Weg der Chlorophyll-Biosynthese war jedoch zum
grossten Teil hypothetisch und nur einige ihre Teile konnten damals fir
teilweise bewiesen angesehen werden. Man hat namlich die Inkorporation
von Glykokoll-a-*C und Azetat-a-'*C in Chlorophyll in Chlorella vulgaris
aufgezeigt [31]. In den Zellen einiger Chlorella-Mutanten wurden Proto-
porphyrin IX [19], Magnesium-Protoporphyrin [20] und Magnesium-Vi-
nyl-Phdoporphyrin a5 [21] gefunden. Die Angaben iiber die Umwandlung
des Protochlorophylls in Chlorophyll a bei der Belichtung der etiolierten
hoheren Pflanzen sind etwas zahlreicher [23].

In spiateren Jahren erzielte man neue Beweise fiir das vorgeschlagene
Schema der Biosynthese des Chrolophylls, da von Granick et al. in weiteren
Untersuchungen iiber die Chlorella-Mutanten die Synthese einiger Porphy-
rine mit verschiedenen Zahlen von Karboxylgruppen 8], u. a. des Hamato-
porphyrins [24], nachgewiesen wurde. Gleichzeiting konnte man mit
zellfreien Extrakten feststellen, dass Porphobilinogen in vitro ein Vor-
laufer der Porphyrine ist [9]. Dann wurde die Anwesenheit der
PBG !-Desaminase in zahlreichen hoheren Pflanzen festgestellt und
gereinigte Enzympriparate wurden erhalten [2, 3, 4]. Gibson et al. [15]
fanden in Pflanzen eine d-Aminoldvulinsdure-Dehydrogenase, die die PBG-
Synthese aus ALS ! katalysiert.

In weiteren Untersuchungen von Bogorad iiber den Mechanismus der
PBG-Umwandlungen konnte man bestitigen, dass diese Prozesse auf
einer hoheren Hydrierungsstufe der Metabolite als im Falle der
Porphyrine verlaufen [5]. Besonders interessant ist die PBG-Umwandlung
zum Uroporphyrinogen III unter Einwirkung der PBG-Desaminase und
Isomerase [6]. In den Homogenaten der Chlorella-Zellen bestitigte man
die Anwesenheit einer spezifischen Dekarboxylase, die die Umwandlung
des erwidhnten Produktes zum Koproporphyrinogen III katalysiert [7].
Die Gruppe von Shemin untersuchte die enzymatische Synthese und die
Umwandlung von ALS, des PBG-Vorlaufers, und erhielt Extrakte aus
photosynthesefahigen Bakterien, welche die ALS-Synthese aus Succinyl-
CoA und Glykokoll katalysierten [27].

Gleichzeitig mit den durch die Amerikaner durchgefiihrten Untersu-
chungen wurde eine Mitteilung aus dem Laboratorium von Roux [14] in
Frankreich veroffentlicht, welche iiber eine in den Tabakpflanzen
beobachtete Inkorporation von C-ALS sowohl in Protochlorophyll (bei
Dunkelheit) wie auch in Chlorophyll @ und in geringeren Mengen in
Chlorophyll b (bei Tageslicht) berichtete. Die Endetappe der Bio-
synthese des Chlorophylls a wurde neuerdings in verschiedenen Labora-
torien untersucht, wobei im Granick-Schema eine Modifikation eingefiihrt

1 PBG — Porphobilinogen, ALS — §-Aminoldvulinséure.
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wurde, nach welcher Magnesium-Vinyl-Phédoporphyrin a5 zuniachst einer
Photoreduktion zum Chlorophyllid a und spater einer Esterifikation
unterliegen kann [17, 18, 44, 45]. Die Beziehungen zwischen den beiden
Chlorophyll-Komponenten bei der Biosynthese stellen in den letzten Jahren
das Objekt einer ganzen Reihe von Untersuchungen sowjetischer Forscher
mit “CO, dar. Diese Autoren neigen zur Ansicht, dass das Chlorophyll b
in den hoheren Pflanzen aus dem Chlorophyll a entsteht [34, 35. 36].

In dieser Weise werden die einzelnen Glieder in der Kette bewiesen.
Fir diese Reaktionskette sprechen besonders auch die viel umfangreiche-
ren Ergebnisse der Untersuchungen iiber die Hdm-Biocsynthese in den
Erythrozyten. Diese Untersuchungen, welche mit der Entdeckung des
Glykokolls als Protoporphyrinvorlaufers durch Shemin und Rittenberg
[33] begonnen wurden, ergeben ein prachtiges Bild von logisch verbun-
denen experimentellen Daten. Schon im Jahre 1955 konnte Shemin [32]
auf dem Kongress fiir Biochemie in Brussel die Losung der wichtigsten
Probleme dieser Biosynthese mitteilen. Er bewies, dass alle Koh-
lenstoffatome aus der ALS entstehen, welche im sogenannten Bernstein-
saure-Glykokoll-Zyklus gebildet wird. Dieser ist nach Shemin ein
universeller Weg fiir die Biosynthese aller Porphyrine, einschliesslich des
Chlorophylls, und steht mit dem hypothetischen Schema von Granick im
Einklang.

So hitte man den Eindruck, dass nur das Schliessen des fiinften Ringes
in dem Magnesium-Protoporphyrin-Molekiil mit Bildung von Protochlo-
rophyllid a (Magnesium-Vinyl-Phaoporphyrin a;) das fehlende Glied in
der Kette darstellt. Anderseit ergeben sich unvermeidlicherweise bis
zur endgiiltigen Losung des Problems immer neue Zweifel. Ausser den:
erwdhnten Glied in der Chlorophyll-Biosynthese sind bisher auch die
Umwandlung des Koproporphyrinogens III zum Protoporphyrin wie auch
die Magnesium-Inkorporation nicht aufgeklart worden. Ferner konnie
bisher die Synthese der ALS aus Glykokoll in den hoheren Pflanzen nicht
bestatigt werden.

Es ist moglich, dass in Bezug auf die Porphyrin-Biosynthese einige
Unterschiede im Tier und der Pflanze bestehen. Darauf weist hin, dass
das Ham in den Erythrozyten der Saugetiere keiner Erneuerung
unterliegt, wahrend das Chlcrophyll sich in einem dynamischen Zustand
befindet [30, 42]. In der Tat zeigt sich, dass in Chlorella *C aus der
Karboxylgruppe des Glykokolls in das Chlorophyll aufgenommen wird
[13]. Eine &hnliche Inkorporation hat man auch beim Him in den
Knéllchen der Soja-Bohne beobachtet [29]. Im Gegensatz dazu nimmt das
Karboxylkohlenstoffatom des Glykokolls an der Him-Synthese in Tieren
keinen Anteil, weil es bei der ALS-Bildung als CO, abgespaltet wird.
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In der vorliegenden Arbeit werden die Ergebnisse unserer Untersu-
chungen tiiber die Dynamik der Inkorporation des Karboxyl- und Methy-
len-Kohlenstoffs des Glykokells in Chlorophyll a und b durch Chlorella
vulgaris mitgeteilt.

MATERIAL UND METHODEN

Chlorella vulgaris - Kulturen. Die Alge Chlorella vulgaris (Stamm
»211/11m*, auch ,,Cornell 11“ genannt, aus der ,,Culture Collection of
Algae and Protozoa®, Universitdat Cambridge, Grossbritannien) wurde auf
steriler Nahrflissigkeit vom Volumen 100 ml je Kolbchen geziichtet. Die
Nahrlosung wurde nach Della Rosa et al. bereitet [13]. Die Ausgangskul-
tur wuchs 5 -6 Tage lang bei 18 - 20° unter normalen Belichtungsbedin-
gungen. Sodann wurde die Algensuspension in parallele Versuchskulturen
verteilt.

In den Vorversuchen wurden ,normale’ Kulturen (bei etwa 20° mit
weissem Licht 1 K-Lux ununterbrochen belichtet) verwendet. Sie wurden
nach 6 Tagen, d.h. bei maximalem Ergriinen, zur Inkubation benutzt.

Die ,,synchronisierten Kulturen anderseits wurden erhalten, indem
man die Algen 4 Tage lang wechselweise belichtete (16 Std. weisses Licht
1 K-Lux bei 25-30° und 8 Std. Dunkelheit bei 20 - 25°) und dann 2 Tage
in Dunkelheit hielt. Die mikroskopische Untersuchung der Suspension
zeigte in Ubereinstimmung mit dem Tamiya-Zyklus [26, 41], dass die
anwesenden Zellen sich grosstenteils im Teilungsstadium befinden. Man
belichtete dann die Kulturen 2 Std. mit weissem Licht 1 K-Lux, um
aktive Zellen D, zu erhalten. Diese wurden dann zur Inkubation
benutzt.

Inkubation mit “C-Glykokoll. Als markierte Substrate wurden
1-14C-Glykokoll und 2-C-Glykokoll der spezifischen Aktivitdt von etwa
50 uC per mg angewendet. Die Praparate waren chromatografisch auf
Reinheit untersucht worden, wobei keine anderen radioaktiven Substan-
zen vorgefunden wurden. Die Isotopendosis betrug 5 bzw. 10 uwC per
Kultur, d.h. per etwa 100 ml Suspension. In allen Féllen wurden je 2 -3
parallele Proben inkubiert.

Die Zeitdauer der Inkubation lag zwischen 15 min. und 24 Std. In
kurzzeitigen Versuchen (bis 6 Std.) wurden die Isotope unter asterilen
Bedingungen eingefiihrt. Im Falle der 24-Stunden-Inkubation wurde
steril gearbeitet. Wihrend der Inkubation wurden die Kulturen mit
weissem Licht 1 K-Lux belichtet und oft geschiittelt. In dynamischen
Versuchen wurden nach verschiedener Zeit je 100, 50 oder 30 ml
Suspension entnommen. Die Angabe , Nullzeit bezieht sich auf Proben,
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die nicht spater als 10 bis 15 min. nach der Einfiihrung des Isotops
entnommen wurden.

Das Material wurde zundchst nach der Inkubation im kochenden
Wasserbad 5 min. erhitzt. Da aber dieses Verfahren zu einer teilweisen
Zerseztung des Chlorophylls fiihrte, wurde es in spateren Untersuchun-
gen verlassen; die Reaktionen wurden dann durch Zugabe von 0,2%0 HgCl,
zum Stillstand gebracht. Die Suspension wurde zentrifugiert (5000 U/min.,
15 min. bei 0°), vier bis fiinfmal mit Wasser gewaschen und nach dem
Einfrieren in der Dunkelheit aufbewahrt. Die Ausbeute aus einer
100-ml-Probe betrug etwa 500-750 mg frischer bzw. 100-150 mg
trockener Algensubstanz.

Isolierung und Bestimmung von Chlorophyll a und b. Alle im Fol-
genden beschriebenen Arbeiten wurden in griinem Lichte 25 Lux
durchgefiihrt. Gefrorenes Material wurde unter Zugabe von mit Methanol
gewaschenem Sand und eines kleinen Volumens Azeton im Morser
gepulvert. Aus diesem trockenen Materiale wurde mit Methanol ,,Roh-
-Chlorophyll“ nach Strain und Manning [39] ausgezogen. Der Extrakt
wurde dann mit Petroldther (Kp. 30 - 50°) ausgeschiittelt. Die so bereitete,
xanthophyllfreie Losung wurde mit wasserfreiem Na,SO, getrocknet und
dann zentrifugiert.

Die Losung wurde im COy-Strom zum Volumen von 0,5 ml eingedampft
und dann auf eine Startlinie auf Whatman-Papier Nr. 1 aufgetragen. Das
Papier war vorher mit Saccharose impréigniert worden [38]. Die Chroma-
togramme wurden aufsteigend mittels einer Mischung von Benzin
(Kp. 50-70°), Petrolither (Kp. 30-50°) und Azeton im Verhiltnis
10 : 2,5 : 2 entwickelt (Bauer [1]). Bei einer Entwicklungszeit von 2 Std.
und bei 5-10° betrug die Weglidnge 25 - 30 cm. Dabei wurde das Chlo-
rophyll in zwei Komponenten mit R; von ungefihr 0,65 (Chlorophyll a)
und 0,35 (Chlorophyll b) geteilt. Die Papierstreifen tiber, zwischen und
unter den Chlorophyllflecken zeigten eine Radioaktivitit, die einige
Prozent der Gesamtaktivitdt des Chlorophylls a nicht iiberstieg.

Mit Hilfe von Athylither wurden Chlorophyll @ und Chlorophyll b
separat in Envolumina von 10 und 5 ml eluiert. Die spektrophotome-
trische Extinktion wurde bei den zwei Wellenlingen maximaler Absorp-
tion gemessen. Der Gehalt an Chlorophyll @ wurde auf Grund der Messun-
gen bei 430 und 662 mu und der Gehalt an Chlorophyll b aus den Messun-
gen bei 455 und 644 mu berechnet wobei die Absorptionskoeffizienten
nach Smith und Benitez [37] benutzt wurden. Die Ausbeute aus einer
30-ml-Probe betrug ungefihr 50 ug Chlorophyll a und 5 ug Chlorophyll b.

Die Eluate wurden unter Zugabe einer bekannten Menge (etwa
10 mg C) inaktiver Glucose als Tréger bis zur Trockne eingedampft und
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dann nach Van Slyke und Folch [43] nass verbrannt. Hierauf wurde das
CO, in Bariumkarbonat tibergefiihrt.

Radioaktivitdtsmessungen. Man bestimmte *C als CO, im hochempfin-
dlichen Gas-Geiger-Zahlrohr nach Broda et al. [11, 40]. Zu diesem Zwecke
wurde das *CO, aus dem Bariumkarbonat im Vakuum mit Perchlorsiure
befreit, mit Magnesiumperchlorat getrocknet und in einem in fliissige
Luft eingetauchten U-Rohr kondensiert. Nachdem die letzten Luftspuren
durch Pumpen entfernt worden waren, wurde das CO, aufgetaut, sein
Druck manometrisch gemessen und das Gas (nétigenfalls unter Zugabe
von etwa 5% Benzol) ins Zdhlrohr eingebracht. Das Zihlrohr wurde mit
einem elektronischen Loschkreis verbunden und nach Feststellung des
Konstanzbereiches (ungefdahr 400 Volt) die *CO,-Aktivitit gemessen.

Die Gesamtaktivitdit der Probe in Stéssen/min. (4) wird aus der
gemessenen Aktivitit (4,,) unter Berlicksichtigung folgender Angaben
berechnet [39a]: Leerwert (L), Zahlausbeute (f), CO,-Druck in mm Hg (p),
Vakuum-Apparatur-Volumen in ml (v), Temperatur in °K (T) und Gehalt
an Kohlenstoff in der Probe in mg (C).

760 224 T C

= (An— L) f— omQ 19°
At L S D g

ERGEBNISSE

In Vorversuchen mit 1-*C-Glykokoll und 2-4C-Glykokoll wurde der
Einfluss der Menge an markiertem Substrat auf den !*C-Gehalt in Chlo-
rella vulgaris untersucht. Es wurde festgestellt, dass in beiden Fillen die
Aktivitit des Pflanzenmaterials der in die Kultur eingefiihrten Menge
anndhernd proportional ist (Tabelle 1).

Tabelle 1

Gehalt an C in Algen nach 24-Stunden-Inkubation mit verschiedenen Mengen
an radioaktivem Glykokoll

14C-Menge | Spezifische Aktivitdt der Algen nach der Inkubation
(C) (St. /min+10~3 per mg C)
1—14C | 2—14C
0,05 0,17 0,13
0,15 0,48 0,60
0,5 1,22 1,16

Auf Grund einiger weiteren Versuche [10] wurden im allgemeinen 5 uC
per Kultur als minimale Menge angewandt. Bei dieser Menge zeigten
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sowohl das Pflanzenmaterial wiz auch das Chlorophyll nach 24-Stunden-
-Inkubation unter den Versuchsbedingungen eine spezifische Aktivitit
von einigen tausend Stéssen per Minute per mg C auf; die Messungen
sind dann bequem.

In diesen Experimenten konnte festgestellt werden, dass von der
eingefiihrten *C-Menge nach 24 Std. etwa 30% in den Algenzellen und
etwa 50% in der Nahrlosung enthalten waren. Es scheint, dass die Zellen
in dieser Zeit ungefdahr die Halfte des markierten Glykokolls aus der
Nahrlésung aufnehmen, aber einen Teil des C durch Atmung
ausscheiden.

In der ersten Serie unserer Versuche iiber die Chlorophyll-Synthese
beabsichtigten wir die Ergebnisse von Della Rosa et al. [13] zu priifen.
Die genannten Autoren haben ndmlich festgestellt, dass an der Chloro-
phyll-Synthese in Chlorella nicht nur das Methylenkohlenstoff (Cytn)
sondern auch das Karboxylkohlenstoff (Cg,:,) des Glykokolls teilnimmt.
Deshalb haben wir den *C-Gehalt des Chlorophylls nach Inkubation mit

lykokoll-1-14C und -2-'*C verglichen und zwar wurde das Isotop erst
nach dem Ergrinen der Kulturen hinzugefiigt und die Inkubation dann
nur 24 Std. fortgesetzt. Es wurde ndmlich angenommen, dass bei relativ
kurzer Inkubation mogliche Sekundireffekte (,,Wanderung®“ von !4C)
geringe Bedeutung haben wiirden. Einige Ergebnisse sind in Tabelle 2
zusammengestellt.

Tabelle 2
Gehalt an “C im Chlorophyll a und b nach 24-Stunden-Inkubation mit 5 uC
Glykokoll
Kulturen bei ununterbrochenem Licht geziichtet
Spezifische Aktivitdt der Chlorophylle
Eingesetztes (St./min« 104 per mg C)
Glykokoll a | b
Kultur I Kultur I | Kultur I Kultur II
1-14C 1,82 1,69 0,63 1,13
2-14C 2,17 2,58 2,20 2,12

Die in der Tabelle angefiihrten Werte der Inkorporation *C in Chlo-
rophyll nach 24 Std. Inkubation stimmen im Wesentlichen mit den
Ergebnissen von Della Rosa et al. iiberein, die die Inkubationsdauer auf
einige Tage ausgedehnt haben. Die Inkorporation von Cg,,, ist kleiner als
die von Cpyy,. Die Grossenordnung des Verhiltnisses Cage¢n/Ckarp iSt in
beiden Chlorophyllen ungefdhr dieselbe, es ist aber in Chlorophyll a etwas
kleiner als in Chlorophyll b.
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In der zweiten Serie unserer Versuche wurde die Zeit der Inkubation
weiter eingeschrinkt und auf Anderung der Inkorporation gepriift. Die
Experimente wurden nun dynamisch eingeordnet, d.h. jeder Kultur
wurden in gewissen Abstidnden mehrere Proben entnommen. Die ersten
Beobachtungen wurden mach einer ,Nullzeit“ (10 - 15 min.) und weitere
Beobachtungen nach einer Stunde vorgenommen. Die Ergebnisse zeigten,
dass im ,Nullzeit“-Experiment die Cg,,-Aktivitdit im Chlorophyll a
grosser war als die Cyy-Aktivitat; dagegen war nach einer Stunde die
C-mctn-Aktivitdt grosser. Jedoch stimmten die Ergebnisse mit verschie-
denen Kulturen bei ,,Nullzeit* nicht tiberein. Deshalb wurde bei spéteren
Versuchen die erste Beobachtung erst eine Stunde nach der Einfiihrung
des *C vorgenommen. Ausserdem wurden von nun an nur ,synchroni-
sierte® Kulturen zur Anwendung gebracht.

Tabelle 3

1C-Aktivititsinderungen im Chlorophyll a und b
.Ssynchronisierte’* Kulturen, Aktivitit des Glykokolls: 10 uC

fekuhe: Spezifische Aktivitit der Chlorophylle
Substrat togs o (St./min « 10—4 per mg C)
dauer Nr
(Std.) a b
I 1,29 0*
1 1 0,91 0
1-14C- 1l 0,85 0
Glykokoll B 4,96 5,36
6 u | 5,17 6.71
1 5,62 6,43
I 0,59 3,09
1 1 0,75 =
2-14C- 11 0,70 1,73
Glykokoll I 8,80 21,8
6 1 6,55 9,72
11 12,8 e

* Bel den drei genannten Proben liess sich keine Aktivitit {iber dem Leerwert feststellen.

Ehe die weiteren Ergebnisse besprochen werden, soll auf die beobach-
teten Schwankungen der gemessenen Aktivitdten in parallel geziichteten
Kulturen hingewiesen werden. Diese Schwankungen lassen sich mit der
Ungleichmissigkeit einer ,normalen“ Chlorella-Population (d.h. einer
Population von bei ununterbrochener Belichtung geziichteten Algen)
erkliren. Infolge des Mangels an Belichtungsrhythmik sind in diesen
Kulturen Zellen verschiedener Entwicklungsstadien vorhanden. Offenbar
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stellt eine ungleichméssige Zellpopulation kein gutes Ausgangsmaterial
fiir Untersuchungen tiiber die Chlorophyll-Biosynthese dar. Diese Vermu-
tung wurde durch den Vergleich mit Versuchen mit ,synchronisierten
Kulturen, die aktive Zellen von Typus D, enthielten, bestitigt. In
Tabelle 3 sind die Ergebnisse von Versuchen tiber die Inkorporationsdy-
namik von Cggp, und Cyeq, zusammengestellt, die bei 1- und 6-stiindiger
Inkubation solcher Kulturen erhalten wurden. Die angegebenen Zahlen-
werte miissen als zuverlidssig betrachtet werden, weil die Uberein-
stimmung zwischen parallelen Kulturen gut war. '

Diese Resultate beweisen, dass der Einbau von Glykokoll-Kohlen-
stoffatomen in Chlorophyll @ und b in verschiedener Weise verlauft. Nach
einer Stunde werden die beiden Arten von C-Atomen fast in gleichem
Masse in Chlorophyll a aufgenommen. Dagegen war zu diesem Zeitpunkt
im Chlorophyll b nur “Cy., zu finden und 4Cg,,;, war abwesend. Die
Cumetn-Konzentration war im Chlorophyll b hoher als im Chlorophyll a.

Die Verhiltnisse dndern sich nach 6-stiindiger Inkubation deutlich. In
beiden Chlorophyll-Komponenten erfolgt ein intensiver Einbau von Cpyetp
und ihre spezifischen Aktivititen steigen wihrend dieser Zeit auf ein
Vielfaches an. Noch deutlicher . war der Unterschied zwischen den
Anderungen der Aktivititen nach Inkubation mit 1-*C-Glykokoll. Im
Falle von Chlorophyll b dndert sich die spezifische Aktivitdt von Null bis
auf 6,16-10* (Mittelwert), d.h. die spezifische Aktivitdt ist dann dieselbe
wie jene des Chlorophylls a nach 6 Std. Die Unterschiede zwischen der
Inkorporation des Glykokolls in Chlorophyll @ und b, die nach einer
Stunde so deutlich waren, verschwinden nun voéllig. Die Ergebnisse
werden nun jenen dhnlich, die in unserer Arbeit nach 24 Std. und in den
Versuchen von Della Rosa et al. nach mehrtédgiger Inkubation erhalten
wurden.

DISKUSSION

In der Porphyrin-Biosynthese nach dem Schema von Shemin [32] ist
die Anwesenheit des ganzen Glykokoll-Molekiils notwendig, das zwei
Kohlenstoffatome zur Ausgangsreaktion liefert. Glykokoll kann nicht
durch C;-Verbindungen wie Methylamin, Methanol, Formaldehyd oder
Ameisensaure ersetzt werden. Trotzdem ist im Ham nur ein C-Atom des
Glykokolls — und zwar aus seiner Methylengruppe — vorhanden; dage-
gen ist das C-Atom aus der Karboxylgruppe abwesend.

Ein indirekter Beweis fiir die Richtigkeit des Shemin-Schemas in
Beziehung auf die Chlorophyll-Biosynthese war die Feststellung von
Salomon et al. [31], dass die a-C-Atome des Glykokolls und der Essigsdure
als Prekursoren des Chlorophylls angesehen werden kénnen. Ahnlich wie
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in der Haim-Synthese nimmt 4C-Ameisensdure an der Bildung der Phor-
binstruktur des Chlorophylls fast keinen Anteil, doch werden 90°0 des
im Chlorophyll enthaltenen Isotops in der Ester-Methylgruppe vorgefun-
den [25]. Ausserdem konnten Duranton et al. [14] in den letzten Jahren
feststellen, dass der Karbonyl-Kohlenstoff der ALS sich in beiden Chlo-
rophyll-Komponenten befindet. Dagegen haben Della Rosa et al. [13]
bewiesen, dass — im Gegensatz zum Ham — nicht nur der Methylen-Ko-
hlenstoff (C-2), sondern (in etwas kleinerem Masse) auch der Karboxyl-
-Kohlenstoff des Glykokolls (C-1) sich nach einige Tage dauernder Inku-
bation der Chlorella-Zellen in der Phorbinstruktur des Chlorophylls a
und b befindet.

Die in der vorliegenden Arbeit erhaltenen Ergebnisse werfen neues
Licht auf die Frage des Einbaus des Karboxyl-Kohlenstoffs des Glykokolls
in die Chlorophyll-Molekiile. Das nach 24 Std. erhaltene Bild der Inkor-
poration (Tabelle 2) ist mit den Ergebnissen der Arbeit von Della Rosa
et al. im Einklang, d.h. in beiden Chlorophyllen konnte anndhernd die
gleiche Inkorporation des 1-1“C-Atoms des Glykokolls festgestellt werden.
Ganz anders dagegen ist die Verteilung dieses Atoms zwischen Chlo-
rophyll a und Chlorophyll b nach einstiindiger Inkubation (Tabelle 3).

Der Karboxyl-Kohlenstoff — wie auch der Methylen-Kohlenstoff des
Glykokolls — wird bereits eine Stunde nach Zufuhr des Isotops zur
Chlorella-Kultur in betrachtlicher Menge im Chlorophyll a vorgefunden.
Im Chlorophyll a-Molekiil ist die C-1-Konzentration nach Ablauf dieser
Zeit nicht kleiner als die C-2-Konzentration. Allerdings kann aus diesen
Ergebnissen der Mechanismus der Inkorporation noch nicht erschlossen
werden. Aus den Ergebnissen nach einstiindiger Inkubation miisste die
Moglichkeit einer Inkorporation des C-1 des Glykokolls tiber den
Zitronensdurezyklus ausfallen, obwohl Godnev [16] wie auch Loomis und
Stumpf [28] diesen Weg fiir wahrscheinlich halten. So z. B. schreibt God-
nev [16] wortlich: ,,...dass der Einbau der Carboxyl-Gruppe des Glykokolls
nur ein Zehntel des Grammatoms darstellt, also ein verschwindend
kleiner Wert ist, und dass also die Teilnahme dieses Carboxyls nur eine
indirekte sein kann“. Eine solche Inkorporation des Karboxyl-Koh-
lenstoffs miisste ndmlich im Verhéltnis zur priméren ALS-Synthese aus
dem Methylenkohlenstoff ein Sekundéareffekt sein. Ein Solches wird aber
durch die gleich grosse, in unserer Arbeit nach 1 Std. beobachtete Inkor-
poration der beiden Arten von Atomen in das Chlorophyll a ausgeschlos-
sen. Wenn man den Einbau der beiden C-Atome des Glykokolls in Form
eines intakten C,-Kérpers annimmt, dann miisste man eher vermuten,
dass nicht die ALS, sondern ein anderes Produkt einer Glykokoll-Um-
wandlung der unmittelbare Ausgangsstoff in der Biosynthese des Chlo-
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rophylls a wire. Fernerhin kann man die Moglichkeit nicht ausschliessen,
dass mehrere Inkorporationsmechanismen von C-1 und C-2 des Glykokolls
in Chlorophyll a bestehen. Doch muss eine Sekundarinkorporation des
Karboxylatoms C in Chlorophyll a auf dem Weg iiber eine Assimilation
von vorher abgespaltenem CO, im 1-Stunden-Experiment als unwahr-
scheinlich abgelehnt werden.

Die Ergebnisse der Untersuchungen tiber das Chlorophyll b sprechen
dafiir, dass zwei verschiedene Mechanismen fiir die C-1- und C-2-Inkor-
poration aus dem Glykokoll bestehen. Die Inkorporation des von C-1 in
das Chlorophyll b gestaltet sich nach 6-Stunden-Inkubation der Algen
ahnlich wie im Falle von Chlorophyll ¢ und ist nur ein wenig in quanti-
tativer Hinsicht verschoben; die Inkorporation von C-1 ist kleiner als
die von C-2. Dagegen herrschen in Bezug auf den Einbau des Karboxyl-
Kohlenstoffs des Glykokolls in das Chrorophyll b nach einstiindiger Inku-
bation ganz andere Verhiltnisse. Unerwarteterweise fehlte er nach
Ablauf dieser Zeit im Chlorophyll b, obgleich die eingebaute Menge des
C-2 sogar grosser war als im Chlorophyll a. Wir vermuten daher, dass
die Mechanismen der Inkorporation von Karboxyl-Kohlenstoff und
Methylen-Kohlenstoff verschieden sein miissen.

Della Rosa et al. beobachteten nach mehrtédgiger Inkubation der Chlo-
rella zwar verschiedene Inkorporation von C-1 und C-2, aber der Einbau
eines und desselben C-Atoms des Glykokolls war in beiden Chlorophyllen
fast gleich. Diese Beobachtungen fiihrten die obgenannten Forscher zur
Schlussfolgerung, dass die beiden Chlorophyll-Komponenten demselben
unmittelbaren Ausgangsstoff entstammen und dass das Chlorophyll b
nicht aus dem Chlorophyll a entsteht. Nach unseren Ergebnissen scheint
aber diese Erklarung nicht richtig zu sein, da das Verhéiltnis der Inkor-
poration der verschiedenen C-Atome des Glykokolls in den beiden
Chlorophyllen sich mit der Zeit in verschiedener Weise @ndert (Tabelle 3).
In den Untersuchungen iiber die Dynamik der Inkorporation von C aus
Kohlendioxyd in die beiden Chlorophyll-Komponenten in héheren Pflan-
zen konnten Shlyk und Mitarbeiter feststellen, dass der C-Gehalt im
Chlorophyll b immer geringer war als im Chlorophyll a [34, 35, 36]. Im
Gegensatz zu Della Rosa et al. vermuteten die erwidhnten Autoren, dass
die Biosynthese von Chlorophyll b iiber das Chlorophyll a vor sich geht.

Die Frage des Mechanismus der Biosynthese der beiden Chlorophyll-
-Komponenten kann auf Grund der bisherigen Forschungen noch nicht
einwandfrei beantwortet werden. Es kann noch nicht entschieden werden,
ob die Chlorophylle a und b gleichzeitig und unabhingig voneinander in
der Pflanze entstehen. Aus der vorliegenden Arbeit ist jedoch ersichtlich,
dass das Bild der Inkorporation sich mit der Inkubationsdauer mit mar-
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kiertem Substrate éndert. Es scheint daher, dass *CO, in Untersuchungen
uber den Mechanismus der Chlorophyll-Biosynthese kein passendes Sub-
strat darstellt.

Im Zusammenhang mit den in kurzzeitigen Versuchen beobachteten
Unterschieden zwischen der C-1- und der C-2-Inkorporation aus Glyko-
koll in beide Chlorophylle haben wir an anderer Stelle [12] die Vermutung
ausgesprochen, dass die Wege der Biosynthese des Chlorophylls @ und b
verschieden sein konnen. Man miisste aber noch die Moglichkeit bertick-
sichtigen, dass die Mechanismen des Einbaus von Glykokoll-Karboxyl-
-Kohlenstoff im Chlorophyll @ und Chlorophyll b identisch sind, aber
mit verschiedenen Geschwindigkeiten verlaufen.

Unsere Beobachtungen stehen mit dem Schema von Shemin nicht im
Widerspruch. Sie konnen erkldart werden, wenn man die Maoglichkeit
verschiedener Mechanismen der Inkorporation von C-1 und C-2 des
Glykokolls annimmt. Wir haben den Eindruck, dass der Methylen-Koh-
lenstoff auf dem fiir das Him bewiesenen Weg eingebaut sein konnte,
dagegen die Fahigkeit zur Inkorporation des Karboxyl-Kohlenstoffs eine
spezifische Eigenschaft des Chlorophylls wire. Die in der Inkorporation
dieses Atoms mach einer Stunde ersichtlichen Unterschiede und das
dhnliche Isotopen-Bild in beiden Chlorophyllen nach 6 Std. sprechen
dafiir, dass #C-1 des Glykokolls nicht nur in der Biosynthese de novo,
sondern auch in einem Austauschvorgang der schon gebildeten Molekiile
der beiden Chlorophylle eingeschlossen sein konnte.

Zum Schluss mochte ich Frau Dr. W. Riicker (Anorganisch- und
Physikalisch-Chemisches Institut der Universitit Wien), die mir mit den
Radioaktivitatsmessungen im hohem Masse behilflich war, herzlich danken.
Herrn Professor E. Broda in Wien, wo diese Arbeit begonnen wurde,
und Herrn Professor I. Reifer in Warschau, wo sie zum Abschluss
gelangte, bin ich fiir Anregung und Diskussionen sehr dankbar.

ZUSAMMENFASSUNG

1. Die Inkorporationsdynamik der Kohlenstoffatome 1 und 2 des
Glykokolls in Chlorophyll @ und b in Kulturen von Chlorella wvulgaris
wurde unter Anwendung von Radiokohlenstoff untersucht.

2. Es wurde bewiesen, dass nach einstiindiger Inkubation beide
Atome im Chlorophyll a eingebaut werden. Im Chlorophyll b wurde
nach dieser Zeit kein Karboxyl-Kohlenstoff des Glykokolls gefunden,
dagegen war die Inkorporation des Methylen-Kohlenstoffs nicht kleiner
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als im Chlorophyll a. Gleiche ¥C-Konzentrationen in beiden Chlo-
rophyllen wurden erst bei 6-stlindiger und léngerer Inkubationsdauer
beobachtet; dabei waren die spezifischen Aktivititen der Chlorophylle
im Falle des 2-'“C-Glykokolls hoher als im Falle von 1-C-Glykokoll.

3. Es wird angenommen, dass die beiden C-Atome des Glykokolls
auf verschiedenen Wegen in die Chlorophyll-Molekiile eingeschlossen
werden, wobei fir das Methylen-Kohlenstoff der fiir das Hdam bewiesene
Weg gelten konnte. Die in der Inkorporation des Karboxyl-Kohlenstoffs
nach einer Stunde ersichtlichen Unterschiede im Zusammenhang mit
dem fast identischen Bild in beiden Chlorophyllen nach 6 Std. sprechen
dafiir, dass dieses Atom nicht nur in der Biosynthese de movo, sondern
auch in einem Austauschvorgang der schon gebildeten Chlorophyll-Mo-
lekiile eingebaut sein konnte.
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DYNAMIKA INKORPORACJI ATOMOW WEGLA GLICYNY
DO CHLOROFILU a i b

Streszczenie

1. Zbadano dynamike inkorporacji atomow C-1 i C-2 “C-glicyny do
chlorofilu a i b w kulturach Chlorella vulgaris.

2. Wykazano, ze obydwa atomy ulegaja wlaczeniu do chlorofilu «
w ciggu 1-godzinnej inkubacji. W chlorofilu b nie znaleziono po tym
czasie karboksylowego wegla glicyny, podczas gdy inkorporacja wegla
metylenowego nie byla mniejsza niz w chlorofilu a. Dopiero po 6 godzi-
nach i dluzszych okresach inkubacji obserwowano jednakowe stezenia
14C w obydwéch chlorofilach, przy czym ich aktywnosci wlasciwe byly
wyzsze w przypadku uzycia 2-“C-glicyny jako substratu w poréwnaniu
z 1-1C-glicyna.
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3. Wnioskuje sig, ze obydwa atomy C glicyny wlaczaja sie do cza-
steczek chlorofilu za pomoca réznego mechanizmu, przy czym metyle-
nowy wegiel bylby wbudowywany na drodze udowodnionej dla hemu.
Roéznice w inkorporacji karboksylowego wegla po 1 godzinie, a zblizony
obraz po 6 godzinach w obydwodch chlorofilach nasuwaja przypuszcze-
nie, ze atom ten moze wlaczac¢ si¢ w procesie wymiany do juz utworzo-
nych czasteczek chlorofilu a nie tylko w procesie ich syntezy de movo.

Otrzymano 13.2.1960.
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The freshwater snail Planorbis, which is commonly found in ponds,
has haemoglobin as its oxygen carrier instead of haemocyanin, the
copper-containing respiratory pigment present in all other molluscs with
the exception of a few species of lamellibranchs. This haemoglobin, which
was first described by Lankester in 1869, has a molecular weight of
1,539,000 (Svedberg & Pedersen, 1940) and is dissolved in the plasma.
Certain tissues of Planorbis, the muscles of the pharynx, radula and
stomach and the connective tissue sheath surrounding the cerebral nerve
ganglia were also found to contain a haemoglobin differing slightly from
the blood haemoglobin in its spectroscopic properties (Berthier, 1947,
1948). The well known pink colour of the egg vesicles of Planorbis was
shown by Berthier (1947) to be due to a haemochromogen with absorption
bands at 563 and 532 mu approximately. This haemochromogen appears
to be secreted by the albumin gland which, in Planorbis, is bright red and
turgid before laying, and shows the same absorption spectrum as the egg
vesicle.

The haemochromogen in the eggs of Planorbis is of particular interest
since its absorption spectrum resembles that of the haemochromogen
which was first observed in the intestinal tract and digestive gland
(hepatopancreas) of land snails by Sorby in 1876 and was later named .
helicorubin by Krukenberg (1882). Sorby (1876) also claimed to have
found this pigment in Planorbis in the digestive gland “and in another
glandular organ with a granular structure” (most probably the albumin
gland) but MacMunn (1883, 1885, 1886 a & b) who surveyed the distribution
of this pigment in different animals and studied its properties, believed
this haemochromogen to be absent in Planorbis. Since the amount of
haemochromogen in the albumin gland is known to vary considerably,

[367]

http://rcin.org.pl



368 J. KEILIN 2]

according to the degree of reproductive activity, it is likely that the
specimens examined by MacMunn must have been quiescent, since he
could hardly have missed the brilliant colour and vivid spectrum of the
fully active albumin gland.

Haemochromogens with absorption spectra very similar to those of
the Planorbis egg and helicorubin, with a-bands lying in the region of
561 - 563 mu, have also been observed in a number of different inverte-
brates, molluscs and crustacea which have either haemoglobin or
haemocyanin as their oxygen carrier. For example, the crustacean
Daphnia has a haemochromogen, Daphniarubin, in its digestive tract while
in the crustacean Triops, the eggs in the oviduct are bathed in a fluid
red with haemochromogen which later passes into the egg shells (Fox,
1948, 1949, 1955). So far only some of the factors influencing the degree
of formation of these pigments and their spectroscopic properties have
been described but nothing is known of their biochemical reactions or
possible biological function.

When helicorubin from the intestinal fluid of Helix pomatia and the
haemochromogen from the digestive gland were purified and their
properties compared, it was found that there were certain differences in
their electrophoretic behaviour and absorption spectra. The term helicorubin
was retained for the extracellular, intestinal haemochromogen, while the
intracellular pigment from the digestive gland was named cytochrome h
and it was tentatively suggested that helicorubin might possibly be
derived from cytochrome h. In most of their other properties, however,
no differences were found between helicorubin and cytochrome h and,
as will be mentioned again later, both these haemoproteins have many
properties in common with other cytochromes, particularly cytochromes
b and c¢ (J. Keilin, 1956, 1957).

The object of the present study was to determine some of the properties
of the haemochromogen found in the egg vesicle of Planorbis and to
compare them with those of helicorubin, cytochrome h and cytochrome c.

EXPERIMENTAL

Source of material

Large specimens, 2.5 - 3 cm. in diameter, of Planorbis corneus L., both
black and red varieties, were obtained from dealers and kept in a glass
tank. The eggs, which are embedded in a clear, firm jelly-like substance,
are laid on the walls of the tank in flat oval masses about 8 X 15 mm. and
containing a single layer of eggs.

As the clear jelly surrounding the eggs sets to a rubbery consistency,
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it is extremely difficult to dissect out the eggs without rupturing them.
They can only be removed from the mass immediately after laying before
the jelly has had time to harden or towards the time of hatching of the
young snails when it again becomes softer probably due to bacterial
action. The quickest method to collect the haemochromogen was to
withdraw the rather viscous egg contents by suction through a very fine
capillary. As each egg mass contains an average of 40 egg vesicles of
about 1.0 - 1.3 mm. diameter, spectroscopic techniques had to be adapted
to deal with the very small amounts of material available.

Spectroscopic methods

For direct observation of the absorption spectrum of the haemoprotein
a low dispersion microspectroscope was used. Solutions were examined
in narrow flat-bottomed tubes (2.5 X 0.5 ecm.) which were stood upright
on the stage of the microspectroscope.

To examine an individual egg and the developing embryo within it,
an objective was attached to the microscope, the prism of the microscope
ocular swung aside and the slit opened to its full extent. The spectroscope
could now be used as a microscope and focussed on a selected part of the
field; the absorption spectrum of this area could then be examined after
closing down the slit and replacing the prism. This instrument and the
use of the double wedge trough to determine the concentration of
a pigment in terms of a standard solution of the pigment contained in one
compartment of the trough, were previously described by Keilin & Wang
(1946).

The absorption spectrum in the visible and near ultraviolet region of
the extracted haemochromogen was measured with a Unicam SP 500
spectrophotometer with a micro-cell attachment. Silica micro-cells of 1 em.
optical light path and requiring only 0.5 ml. solution were used. As the
concentration of the pigment was not determined, the absorption spectrum
was plotted in terms of the extinction E which is log Iy/I where I, and I
are the intensities of the incident and transmitted light respectively.

Cytochrome ¢ was prepared from horse heart by the method of Keilin
& Hartree (1945).

RESULTS
THE HAEMOPROTEINS IN THE EGG VESICLE

When first laid, the eggs are pink and examination of a single egg
with the microspectroscope shows only the absorption bands of the
haemochromogen with an a-band at 560 mw and a f-band at 530 muw.
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Later when the embryo has grown and occupies more than half the
volume of the egg, two types of absorption spectra may be seen: the
haemochromogen bands in the vesicular fluid surrounding the embryo
and in the embryo itself and the bands of oxyhaemoglobin at 575 and
550 mp in the embryo. The newly hatched snails can be seen by
transillumination to contain both haemoglobin and the haemochromogen,
but it is difficult to assess the anatomical localisation of the latter
pigment. After several days only the haemoglobin is seen; this may
indicate either that the haemochromogen has disappeared or that it is
merely masked by the haemoglobin and the increasing opacity of the
shell.

When a newly laid egg mass is soaked in pyridine, to which sodium
dithionite (NayS;0;) has been added, the absorption bands of the
haemochromogen at 560 and 530 mu gradually change to the positions of
those of pyridine protohaemochromogen at 557 and 528 mu respectively.
The amount of pigment in an individual egg vesicle may therefore be
determined with the miscrospectroscope by matching the intensity of its
absorption bands with those of a standard solution of pyridine
haemochromogen prepared from crystalline haemin and placed in one
compartment of the double wedge trough standing on a platform in the
light path of the comparative prism of the microspectroscope. Knowing
the diameter of the egg vesicle, it is thus possible to calculate the
concentration of the haemochromogen in a newly laid egg, or the total
haemoprotein in an egg with a growing embryo. In the case of an average
egg vesicle within a few days of being laid, the concentration of haemo-
chromogen was 1.09 >X 10~* m. This concentration is about 50 times less
than that of the haemoglobin in the mammalian red blood corpuscle
which contains 34/ haemoglobin.

PROPERTIES OF THE PLANORBIS EGG HAEMOCHROMOGEN

The nature of the prosthetic group

The fact that the haem prosthetic group of the egg haemochromogen
will react with pyridine to give a typical pyridine haemochromogen with
an a-band at 557 mu shows that the egg haemochromogen is a protohaem
compound. This reaction normally takes some time to reach completion
even when carried out with the extracted egg fluid. If, however, the
prosthetic group of the egg haemochromogen is detached from the protein
by treating the egg fluid with acetone containing 1% v/v of concentrated
HCI at room temperature, the pyridine haemochromogen is obtained
immediately on the addition of pyridine and sodium dithionite.
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Oxidation and reduction

On withdrawal from the egg vesicle the fluid is slightly alkaline
(pH 6.7 to 0.8) and the haemoprotein is mostly reduced. (The addition of
Na,S:0; produces a slight intensification of the bands). It remains reduced
on aeration in alkaline solution even in 0.1 N-NaOH, but it becomes
autoxidisable in acid solutions, the colour changing from pink to orange.
Autoxidation begins at about pH 6 and becomes rapid at about pH 5.1.
These reactions of the haemoprotein with oxygen are the same as those
of helicorubin and cytochrome h but whereas crude, or only partially
purified helicorubin, immediately becomes reduced merely on the
addition of alkali due to the presence of some other substances which
have a reducing action in alkaline solution, the addition of alkali to
autoxidised egg haemoprotein does not cause any reduction showing that
such reducing systems are not present in the Planorbis egg vesicle.

While the Planorbis egg haemoprotein is readily reduced hy Na;S,0;.
it is only partially reduced (to about 20°%) by potassium ferrocyanide.
The reduced haemoprotein is oxidized by ferricytochrome c¢ and the
reaction may be observed directly with the microspectroscope: if oxidized
cytochrome ¢ is added to the reduced egg haemoprotein, the a-band at
5606 mu of the egg haemochromogen immediately fades while the a-band
of reduced cytochrome c appears at 550 mw. Soon an equilibrium is
reached in which both spectra are seen together, a strong cytochrome ¢
a-band at 550 muw beside the just discernible «-band of the egg
haemochromogen at 560 mup. These results indicate that the oxido-
-reduction potential of the Planorbis egg haemoprotein must be less than
that of cytochrome c, and that it is capable of reacting with the components
of the respiratory chain of the mammalian heart muscle preparation.

Absorption spectrum

To obtain the spectrophotometric curve of the haemoprotein in its
fully reduced state (Fig. 1), the egg vesicle fluid was diluted with
0.1 m-phosphate buffer pH 7.5 and a few mg. of solid Na,S,0; were added.
The extinction E was measured from 600 mw to 385 mu where the
absorption due to the dithionite begins.

The absorption curve obtained closely resembles that of purified
helicorubin with respect to both the positions and shape of the absorption
bands, but the valleys are less deep owing to the presence of diffusely
absorbing impurities especially in the visible region of the spectrum. The
spectrum consists of a sharp a-band at 561 mu, a lower B-band at 530 mu
and a sharp Soret band at 426 mu, the ratio of the heights of the Soret
band to the a-band being 4.4.
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On oxidation the colour of the solution turns from pink to orange
and the haemochromogen spectrum is veplaced by that of a typical
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Fig. 1. The absorption spectrum of the Planorbis egg haemoprotein in 0.1m-phos-
phate buffer pH 7.5, reduced with sodium dithionite. The concentration of haemo-
protein is the same for the whole spectrum. Ordinates on the left for the extinction
(E) of the a- and B-bands (600 - 480 mu), ordinates on the right for the extinction
of the Soret band (480 - 385 mpu)

parahaematin, consisting of two very diffuse and weak bands in the
visible region and a well defined Soret band. This lies at 414.5 mu, and
is somewhat lower than the Soret band of the reduced form.

Reaction with ligands

Non-fertile egg masses kept for several weeks in an atmosphere of CO
showed no change in their haemochromogen spectrum; neither was any
change observed on bubbling CO through a solution of the reduced
haemoprotein within the physiological range of pH or even in
0.1 n-NaOH. If, however, the haemoprotein is first acidified to pH 2
with HCI and then neutralised, reduced and treated with CO, the spectrum
of a CO-haemochromogen appears.

Similarly no reaction was obtained between the haemoprotein and
cyanide unless the haemoprotein had first been treated with acid.

These results show under physiological conditions and even in very
alkaline solutions the haem iron is firmly linked in coordination positions
5 and 6, one on each side of the flat haem molecule, to the protein which
is very resistant to alkali denaturation. It is only when the protein has
been irreversibly denatured by acid treatment that this haem linking
is altered in such a way that the haem iron now becomes accessible to
ligands such as CO and cyanide.
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DISCUSSION

It has been shown previously that helicorubin and cytochrome h,
which is closely associated with it, can be separated electrophoretically
and that they differ only in the positions of their absorption bands and
the type of linkage of their prosthetic groups to their respective proteins.
No differences were found in the other properties studied which in many
ways resemble those of cytochrome ¢, although the absorption spectrum
of cytochrome h and particularly that of helicorubin is closer to
cytochrome b (J. Keilin, 1956, 1957).

The observations which have been made so far on the untreated
haemoprotein of the Planorbis egg vesicle have shown that all its
properties agree very closely with those of purified helicorubin.

The Planorbis egg haemoprotein is a protohaem compound. The
prosthetic group may be separated quite easily from the protein either
by treatment with 1° v/v acid acetone or by denaturation with pyridine,
giving a typical pyridine protohaemochromogen with its a-band at 557 mu.

As shown in Fig. 1 and Table 1, the positions of the absorption bands
of the untreated haemoprotein in both its reduced (haemochromogen) and
oxidized (parahaematin) forms are almost identical with those of reduced
and oxidized helicorubin.

Table 1

Positions of the absorption band (mu) of the haemoprotein in untreated fluid from
Planorbis egg vesicles compared with those of purified helicorubin, cytochrome h and
cytochrome c

I
’ : ’ Reduced Oxdized
Haemoprotein a B | Soret Soret I

| | |

Planorbis egg , |
haemochromogen* | 561 530 426 415.5 |
Helicorubin * 561.5 | 530 427 415 |
Cytochrome A+ 556 526.5 | 422 408

i Cytochrome ¢+ | 550 I 521 | 415 ‘ 407 ‘

* Reduced spectrum at pH 7.5; oxidized at pH 5.1.
+ J. Kelilin (1956).

L Keilin & Slater (1953).

In vivo and in the fluid removed from the egg vesicle, the haemoprotein
is in the reduced form. It is stable throughout the physiological range
of pH and even when treated with 0.1 N-NaOH at room temperature but
begins to undergo autoxidation below pH 6 becoming completely oxidized
at pH 5. In its reduced form it does not react with either carbon monoxide
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or cyanide either in strongly alkaline solution or when it becomes
autoxidizable on the acid side; it is only when the protein has been
irreversibly altered as by treatment for a few minutes with 0.1 N-HCI
at room temperature with subsequent neutralisation and reduction that
it can react with these ligands. These properties are the same for
helicorubin and cytochrome h, whereas reduced cytochrome c reacts with
CO under the same conditions as when it becomes autoxidisable, that is,
well outside the physiological range of pH (below pH 4 and above pH 12)
when it becomes reversibly altered and undergoes autoxidation. On the
alkaline side it will then also combine with cyanide.

With regard to its oxidation-reduction potential, the Planorbis egg
haemoprotein is probably very close to helicorubin and cytochrome #i
since, like these two haemoproteins, it is only partly reduced (to about
20°0) by potassium ferrocyanide and is readily oxidized by ferricyto-
chrome c. It would be interesting to know whether, like helicorubin and
cytochrome h, the Planorbis haemoprotein would also be reduced by
a mammalian heart muscle preparation in the presence of succinate or by
reduced diphosphopyridine nucleotide and whether this reduction would
also be inhibited by Antimycin A.

On the basis of the great similarity between the properties of the
Planorbis egg haemoprotein and helicorubin it seems to be justifiable to
regard the Planorbis haemoprotein as helicorubin although final
identification would only be possible after purification and further studies
of its physical and chemical properties.

In view of the possible derivation of helicorubin from cytochrome b,
it would be interesting to follow the haemoproteins of the albumin gland
during various phases of the reproductive activity of the snail, to see
whether a compound similar to cytochrome h can be detected during any
one of these phases.

A part of this work was carried out while in receipt of a grant from
the Wellcome Trust. I wish to thank Miss S. Sandy for her skilful
technical assistance.

SUMMARY

The egg vesicles of the freshwater snail Planorbis corneus, which has
haemoglobin as its respiratory carrier, contain a haemoprotein with
a haemochromogen absorption spectrum.

The fluid withdrawn from the egg vesicle was used for studies of
the absorption spectra in the visible and near ultra-violet regions, the
nature of the prosthetic group, oxidation and reduction, the effect of pd
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on autoxidation, reaction with cytochrome c¢ and reactions with ligands
under various conditions.

The properties of the haemoprotein were found to agree very closely
with those of helicorubin, the cytochrome-like haemoprotein found in
other molluscs; it is therefore suggested that the Planorbis egg
haemochromogen may be tentatively regarded as helicorubin.
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BUDOWA HEMOPROTEIDU JAJ PLANORBIS CORNEUS

Streszczenie

Pecherzyki jajowe s§limaka slodkowodnego Planorbis corneus, u kté-
rego przeno$nikiem tlenu jest hemoglobina, zawieraja hemoproteid
o widmie absorpcyjnym hemochromogenu.

W plynie pobranym z pecherzykéw jajowych badano: widmo absorp-
cyjne w zakresie od widzialnego az do bliskiego ultrafioletu, rodzaj grupy
prostetycznej, utlenianie i redukcje, wplyw pH na autooksyvdacje, reakcje
z cytochromem ¢, oraz reakcje z tlenkiem wegla i cyjankiem w roéznych
warunkach.

Stwierdzono, ze wlasnosci badanego hemoproteidu wykazuja zgodnosé
z wlasno$ciami helikorubiny; jest to podobny do cytochromu hemoproteid
znajdywany u innych mieczakéw. Opierajac sie na dotychczasowych ba-
daniach hemochromogen jaj Planorbis mozna uwazaé¢ za helikorubine.

Otrzymano 17.2.1960 r.
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PHOTOCHEMISTRY OF MODEL OLIGO- AND POLYNUCLEOTIDES

II. HOMOPOLYMERS OF ADENYLIC, GUANYLIC AND CYTIDYLIC
ACIDS AND SEVERAL HETEROPOLYMERS *

Instytut Biochemii i Biofizyki, PAN, Warszawa
(Institute of Biochemistry & Biophysics, Polish Academuy of Sciences, Warsaw)

Under the influence of ultraviolet irradiation a number of pyrimidine
derivatives do not initially undergo ring rupture but take up a water
molecule at the 5, 6 double bond with resultant saturation of the latter;
subsequently under the influence of acid, alkali, or heating at neutral pH,
the photoproduct may eliminate the molecule of water and revert to the
original compound (see ref. [28] for review). Since pyrimidine nucleotides
undergo a similar reaction, the question arises as to whether this
phenomenon may not be related to that of biological photoreactivation
[13, 28]. One is therefore logically led to an examination of the possibility
of such reversible photolytic reactions in polynucleotide chains.

Initial investigations demonstrated that reversible photolysis of some
uracil and cytosine nucleotides! does, in fact, occur in polynucleotide
chains obtained from natural sources [27, 28, 29]; and that the quantitative
extent to which such photoreversibility takes place is approximately
equal to the degree of photoreactivation observed for various ultraviolet
inactivated living organisms [13]. It consequently became of interest to
examine in greater detail the photochemical behaviour of individual
pyrimidine nucleotides in nucleotide chains of various lengths, as well
as the influence of different adjacent nucleotides in the chain. The results
of such investigations may also be expected to be useful in attempts to

* Part I. [40].

! Unsubstituted in the 5 or 6 positions of the pyrimidine ring. A separate
investigation has now been made of the photochemical behaviour of such derivatives,
e.g. thymine, 5-methylcytosine, etc. [41].

\

[377]
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interpret the differences in radiation sensitivity of nucleic acids from
various sources and of the different genetic markers in a given preparation
of transforming DNA, particularly with regard to base composition and
sequences in a given nucleic acid preparation. It should be noted that
a correlation between base composition and thermal ‘“denaturation”
profile has been found for deoxyribonucleic acids [19].

We have previously reported the results of an investigation on the
photochemistry of oligonucleotides of Up 2 of various chain lengths [40].
This is undoubtedly the simplest model of a nucleotide chain available
for quantitative photochemical studies since the hyperchromic effect ® for
even highly polymerized poly-U is relatively low, of the order of 5% [37].
Consequently spectral modifications resulting from irradiation reason-
ably accurately reflect the extent to which the individual rings in
a given oligonucleotide chain have reacted. It was found that whereas
the degree of TR at neutral pH for irradiated Up is 100%, it varies for
oligonucleotides of Up from a maximum of 75% for a dinucleotide to
55%0 for highly polymerized poly-U [40].

In this communication we present results for the reversible photolysis
of cytosine oligonucleotides and some model! hetero-oligonucleotides
containing mixtures of purine and pyrimidine bases, as well as the
photochemical behaviour of some purine oligonucleotides. Since all the
foregoing exhibit appreciable hyperchromicity, it becomes necessary to
take this into account if spectral methods are to be used to determine the
extent to which a given residue has reacted photochemicallv and also to
follow the reaction kinetics.

In dealing with hetero-oligonucleotides containing both purine and
pyrimidine rings, one might expect to encounter considerable simplifi-
cation because of the fact that the resistance of purines to irradiation is
about two (or even more) orders of magnitude greater than that of
pyrimidines [25]. Hence for the radiation doses used in these experiments,

? The following symbols are used in this text: Up, uridine-2'(3")-phosphate; Cp,
cytidine-2’(3’)-phosphate; Ap, adenosine-2’(3’)-phosphate; Gp, guanosine-2/(3)-
-phosphate; Tp, thymidine-5’-phosphate; poly-U, polyuridylic acid, with corresponding
symbols for the oligo- or polynucleotides of the other nucleosides; for model
oligonucleotides numbers are used to indicate the point of attachment of the
phosphate groups, e.g. A2’ p5’ C, where p is the phosphate group, is a dinucleoside
monophosphate in which the internucleotide linkage is between the 2’ of adenosine
and the 5 of cytidine; RNA, ribonucleic acid; DNA, deoxyribonucleic acid, APA,
apurinic acid; PR, photoreactivation or photoreversibility; TR, thermal reactivation
or thermal reversibility.

3 The hyperchromic effect, or hyperchromicity, of an oligonucleotide chain is the %o
increase in extinction of the ultraviolet absorption maximum following its hydrolysis
to mononucleotides (see refs. [3, 22]). ‘
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which are generally of the order of magnitude of those required for
biological inactivation, one might expect radiation-induced modifications
of ultraviolet absorption to result only from reactions of the pyrimidine
rings. This assumption has been examined in the present work and shown
to be in accord with expectations.

MATERIALS

We are indebted to Dr. S. Ochoa for a sample of enzymatically
synthesized poly-A [10] and to Dr. M. Grunberg-Manago for a sample of
poly-C [11]. We are particularly grateful to Dr. A. M. Michelson who
kindly made available the following: chemically synthesized preparations
of poly-G and poly-C, both of which contain mixtures of 2, 5" and 3/, 5
internucleotide linkages and purified preparations of A3'p5’A, A3'p5'U3’p,
A3p5'C3’p and A3'p5°A3'p5'C3'p [20, 21, 22]. The poly-C was exhaustively
dialyzed against 2 m-NaCl and then against water, so that the mean chain
length is of the order of 15 residues.

CpCp and CpCpCp, containing a mixture of internucleotide linkages,
were obtained from chemical poly-C by paper chromatography [21];
C2'p5’C2’p was obtained from chemical poly-C by hydrolysis of the latter
with ribonuclease, followed by paper chromatography [22, 23]; C3'p5'U
was prepared according to Heppel et al. [12].

RNA core was obtained according to the usual procedure by prolonged
enzymatic hydrolysis of commercial RNA with ribonuclease, followed by
prolonged dialysis against distilled water and lyophilization of the
dialysis residue [18].

Poly-T is one of the products of thermal degradation of APA [1] and
was eluted at high salt concentration from a column of Dowex 1 or
ECTEOLA. It was dialyzed exhaustively against 2m-NaCl and then
against water, and its mean chain length is probably of the order of 10 or
more residues. Treatment of this oligonucleotide with snake venom
(Crotolus ademanteus) resulted in 90°% hydrolysis to thymidine, the
remaining 10%o being an as yet unidentified (oligo?) nucleotide containing
only cytosine; hyperchromicity resulting from hydrolysis was 10%b.

EXPERIMENTAL

Most of the experimental procedure has been adequately described in
preceding publications [29, 39, 40]. Samples were irradiated in spectropho-
tometer cuvettes with a British Thermal Syndicate mercury resonance
lamp through an acetic acid filter to eliminate radiations below 2200 A.
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The intensity incident on the samples (2537 A) was 2.6 X 10°°
einsteins/cm.?/min. or 1.5 X 107 quanta/cm.?/min.

All samples were irradiated in 10-mm. cuvettes at such concentrations
as to give an initial optical density at the principal maximum of 0.5 - 0.8.
This corresponds to a concentration of about 10 *m in terms of
mononucleotides.

A Unicam SP 500 spectrophotometer was used for most measurements.
For some experiments where irradiation had to be conducted at tempe-
ratures above or below room temperature, this was achieved by means of
the Hilger Uvispek with temperature controlled compartment through
which was circulated water from a Hoepler ultrathermostat. Temperature
measurements in the cuvettes were carried out with thermocouples.

A Radiometer pH-meter, with glass electrodes, was used for pH
control. Measurements were usually made directly in the cuvettes.

Streptolysin S formation was measured according to known procedures
[4, 33]. We are indebted to Miss H. Tomerska for these measurements.

Unless otherwise stated, measurements of hyperchromicity are taken
to apply at the wavelength of the principal absorption maximum of an
oligonucleotide in the region 2600 - 2700 A.

Following completion of this work, it was noted that one of the
instruments used exhibited some stray light at 2100 A and lower
wavelengths. Although this region of the spectrum was not used in any
of the calculations, the spectra have nonetheless been corrected for
scattered light, this latter being estimated from a Beer’s law curve in this
region of the spectrum.

RESULTS

Purine oligonucleotides

Despite the well-known higher radiation resistance of purines as
compared to pyrimidines [7, 28], referred to above, it nonetheless appeared
to us desirable to establish whether this is equally valid for purines
incorporated into polynucleotide chains, particularly in view of the fact
that such incorporation does influence markedly the quantum yield for
Up [40], Cp and Tp (see below).

Interestingly enough, it was found that the purine nucleotide residues
in both poly-A and poly-G were more radiation resistant than the free
nucleotides themselves.

Thus, whereas the quantum yield for Ap was found to be of the order
of 0.5 X 104, or about the same as for adenine [28], that for ApA and
poly-A is at least one order of magnitude lower, all measured at neutral
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pH. If poly-A is irradiated at acid pH under conditions where it is
presumed to form an internal double helix [8] its radiation resistance is
relatively unaltered.

For Gp the quantum yield at neutral pH is 1.5 X 10~* as compared
to 2 X 10~* for guanine [28]. For poly-G the corresponding value was
found to be 0.5 X 10—

In practically all the instances cited above, the initial effect of
irradiation is to produce a small drop (of about 2%) in the extinction
coefficient at the maximum, following which the above cited radiation
resistance is observed. In the case of ApA at pHS5, this initial drop in
absorption amounted to about 1%. It should be recalled that, for much
higher radiation doses, Kland & Johnson [15] found a lag period for the
initial rate of photolysis of free purines in unbuffered aqueous medium.

RNA core

Although the preceding results for poly-A and poly-G demonstrate
unequivocally the relatively high radiation resistance of purine, as
compared to pyrimidine %, nucleotides in polynucleotide chains, it would
obviously be desirable to confirm this biologically. Such a possibility
exists by taking advantage of the ability of the RNA core to promote
streptolysin S formation in hemolytic streptococci [26].

RNA core was irradiated in 1-mm. cuvettes at a concentration of
1073M at neutral pH with a 30-watt Phillips germicidal lamp at an
intensity of 10'7 quanta/em.?/ min. It was found that even after irradiation
with such a source for 15 hours there was a drop of only 50°% in
biological activity, corresponding to a quantum yield considerably less
than 10~*. In addition there was only a 10 decrease in metachromasia
against basic dyes. It consequently follows that, with the doses normally
used for biological inactivation, the effect on purine residues in a polynu-
cleotide chain should be extremely small, if at all detectable. It is worth
recalling, in this connection, that irradiation of DNA to the point where
300 of the pyrimidine residues are destroyed leaves the guanine residues
intact and gives a recovery of more than 90% of the adenine [7].

Poly-T

The course of the photochemical transformation of poly-T, illustrated
in Fig. 1, differs appreciably from that for free thymidylic acid. This
difference in behaviour is characterized not so much by the modification

4 Pyrimidine nucleotides substituted in the 5 or 6 positions of the pyrimidine
ring are excluded from this comparison; see footnote on page 377 and refs [23, 41].
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of the absorption spectrum, which involves a decrease in the extinction
of the principal maximum at 2670 A as for free Tp, but rather by the
increased sensitivity to small irradiation doses as compared to free Tp.
As can be seen from Fig. 1 the initial rate of photolysis proceeds with
a quantum yield comparable in magnitude to that for Up and Cp in
oligonucleotides. However, following
photodecomposition of about 25%
of the Tp residues, the rate decreases
rapidly until the quantum yield
approaches that for free Tp, about
10-3 [28]. The course of photolysis
differs very markedly from that for
a first-order reaction either for the

1 3 b !
10 50 100

t (min)

Fig. 1. Course of photodecomposition of
poly-T in 0.02 M-phosphate buffer pH 7,
followed by decrease in optical density
of principal absorption maximum at
2670 A with time of irradiation. Inci-
dent radiation intensity 2.6 X 10- 7
einstein/em®/min. The calculated quan-
tum yield varies during the course of
the reaction as indicated by the arrows
and drops to a limiting value of
0.5 X 10— equal to that for free Tp

A (A)

Fig. 2. Absorption spectrum of cytidi-
ne-3’-phosphate (C3’p) (——) and its
photoproduct  5-hydro-6-hydroxy-cyti-
dine-3’-phosphate (C3’p.H:0) at pH 7.
The corresponding spectra for C2'p
and C5’p are qualitatively similar, but
the ratios of molar extinction at 2400 A
to that at 2700 A are quantitatively
the same

oligonucleotide as a whole or on the assumption that higher radiation
sensitivity is exhibited by those Tp residues which are flanked ¢a either

side by other Tp residues.

Attempts to exhibit TR, following about 30% photolysis, were

negative.

A3 p5’ C3'p and A3'p5 A3'p5'C3'p
The procedure employed for following quantitatively the photo-
chemistry of these two compounds by spectral methods is typical of that
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generally applicable to various oligonucleotides and we shall therefore
present the pertinent data in some detail.

Effect of radiation on Ap. From the results presented above it is clear
that Ap is much more radiation resistant than Cp, both in the free form
and when incorporated in an oligonucleotide; furthermore it does mot
form reversible photoproducts. Since the photoproduct of Cp (which is
Cp.H,0) reverts to Cp in the dark with an efficiency of practically 100°
[32, 39] and initial experiments showed that the photoproducts of ApCp
and ApApCp were completely reversible, it may be assumed that the Ap
components were unaffected, a conclusion fully substantiated by spectral
observations of the photoproducts (see below). Actually calculation shows
that, with the radiation doses used, a sample of free Ap with a concentra-
tion equivalent to that contained in the above oligonucleotides should
undergo a 2% loss in absorption; experimentally this will be even less,
since the Ap is one of the components of an oligonucleotide.

Hyperchromicity of ApCp and ApApCp. The hyperchromicity of ApCp
at neutral pH was determined by alkaline hydrolysis to mononucleotides,
the value thus obtained was 7%, in good agreement with that of 8%
at alkaline pH reported by Michelson [21, 22]. For the tri-nucleotide,
hyperchromicity was measured by hydrolysis with snake venom, the
value thus obtained being 22.5%, again in good agreement with that of
Michelson [21, 22] on an alkaline hydrolyzate at alkaline pH.

Absorption spectrum of Cp.HyO. The photoproducts of wuracil
nucleotides exhibit practically no absorption at wavelengths to the red
of 2400 A and are also relatively stable at room temperature (see below).
By contrast the photoproducts of cytosine nucleotides exhibit a new
maximum at 2400 A, the extinction of which decreases gradually to zero
only in the neighbourhood of 2900 A. Furthermore these photoproducts
are relatively labile and tend to revert tc the original compound even
at room temperature. The spectrum of Cp-H,O was therefore determined
by photolysis of C3’p at a temperature of 5°, which proved sufficiently
low to inhibit the reverse, dark; reaction. From Fig. 2 it will be seen that
the extinction of C3p-H,O is 13.0 X 103 at 2400 A and 1.5 X 10°
at 2700 A.

The quantum yield is calculated to be 13.5 X 10—3, a value somewhat
higher than that previously reported [39], due to the fact that the latter
value was obtained by irradiation at room temperature and with
a radiation intensity insufficient to overcome the partial spontaneous
reversibility of the photoproduct (see also Discussion).

The absorption spectra of ApCp and its photoproduct, following
irradiation at pH 7 and a temperature of 5.5°, are shown in Fig. 3.
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Heating of the photoproduct transforms its spectrum back again to that
for ApCp. If account is taken of the hyperchromicity of ApCp and the
absorption spectrum of Cp-H,O, then photolysis of ApCp to the point
where all the Cp has been converted to photoproduct should be
accompanied by a drop in extinction of 34% at 2700 A. The experimental
value from Fig. 3 is 30%. Actually the agreement is better than this
since, in fact, the photochemical reaction did not go to completion (see
Fig. 4) because at 5.5° there is still some spontaneous reversibility of the
Cp component. In the foregoing calculation it was assumed that the
photochemically transformed ApCp would exhibit no hyperchromicity
since the 5,6 double bond in the cytosine ring of Cp-H,O is saturated;
and the prevailing agreement at 2700 A provides supporting evidence for

1
21‘00 ?{W 2500.
AlA)

1
2700 2900

Fig. 3. Photochemical transformation of
ApCp and subsequent thermal reacti-
vation (TR) of photoproduct in 0.02 m-
-phosphate buffer pH 7: (——) prior to
irradiation (— —); following irradiation
for 150 mins. at an intensity of
2.6 X 10—7 ein./em*/min. and at a tem-
perature of 6°C to inhibit the reverse,
dark reaction; (o) after removal of ir-
radiation source and warming of solu-
tion 180 mins. at 30°C

Fig. 4. Absorption spectra at neutral
pH of: a — ApCp.HyO taken from
Fig.3; b— Ap; ¢ — Difference spectrum
between a and b; this shows presence
of some unreacted Cp at 2700 A.
d — Curve c¢ as it would appear if
all the Cp component were photochemi-
cally transformed; e — Theoretically
expected difference spectrum between
a and b or, in other words, Cp.HO
from Fig. 2

the postulate that hyperchromicity in small oligonucleotides is due to
interaction between adjacent aromatic rings [16, 17, 20, 21, 22].
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Another way of arriving at the above result is to subtract the
absorption spectrum of Ap from that for ApCp-HyO in Fig. 3. The
resulting difference spectrum should correspond to that for Cp-H;O in
Fig. 2. When this is done (see Fig. 4) it is at once evident that at shorter
wavelengths the agreement is less satisfactory. At 2400 A the experi-
mental difference spectrum (curve c¢) exhibits an extinction 15°% lower
than that to be expected (curve e). The cause of this discrepancy is not
immediately obvious although, in part, it may result from hyperchromicity
of ApCp-H,0 itself at shorter wavelengths where the maximum exhibited
by Cp-HsO (Fig. 2) is due to partial aromatic character of the hydrated
cytosine ring [14]. Consequently, in following the kinetics of the reaction,
changes in optical density at 2700 A were used to estimate the amount of
Cp-Hy0 in ApCp-H,0.

It should be mentioned that the photoproduct of ApCp may be made
to revert to the parent compound by acidification at room temperature.
Such is not the case for ApUp (see below).

The kinetics of photolysis of ApCp, calculated according to the
difference method of van’t Hoff (see ref. [40]), and on the assumption that
only quanta absorbed by the cytosine ring are photochemically effective,
is illustrated in Fig. 5 from which it is clear that the reaction order for
ApCp is constant during the entire course of the reaction. This again
substantiates the above arguments to the effect that only the Cp
component undergoes photolysis.

The quantum yield for photoproduct formation is also constant during
the entire reaction, with an average value of 8.2 X 10~* as compared to
13.5 X 10~* for free C3’p under analogous conditions.

At room temperature (about 24°) the tendency of Cp-H,O to revert
spontaneously to Cp is such that, with the same incident light intensity,
the final spectrum of the photoproduct of ApCp shows equilibrium to be
attained when about 2/3 of the cytosine rings have reacted photoche-
mically.

The reverse reaction is accurately first order and the dependence of
the rate constant on temperature conforms to an Arrhenius plot.
Measurements of the rate of the reverse reaction over the temperature
range 30 -65° give an activation energy for this process of 18 kcal. (see
below for detailed calculations in case of ApUp). This is to be compared
with an average value of about 15 kcal. for free C3’p which we have
calculated from the data of Sinsheimer [32].

The course of photolysis of ApCp was also examined at pH 8.5 where
the phosphoric acid groups are completely dissociated, all other conditions
such as incident dose, temperature, concentration, being unchanged. As at
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pH 7, an equilibrium state was established when 2/3 of the Cp had been
transformed to photoproduct, at room temperature.

Insofar as ApApCp is concerned, its photochemical behaviour is
completely analogous to that for ApCp. The spectral variations resulting
from irradiation are quantitatively accounted for by the photochemical
transformation of the Cp residue, after correcting for the hyperchromicity
of the dinucleotide portion of the molecule. Following complete
transformation of the Cp residue to Cp-H,O, the resulting corrected
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Fig. 5. Course of photochemical transfor- Fig. 6. Absorption spectrum at pH 7
mation of Cp residue in ApCp (pH 7, of ApUp: (—) prior to irradiation;
incident dose 2.6 X 10—7 ein./cm?*/min.). (——) following irradiation for
plotted according to the difference method 70 mins. at a dose rate of 2.6 X 107
of van’t Hoff (Bcp is the corrected optical ein./em?/min., resulting in complete
density at time t due to the Cp residue photochemical transformation of the
and therefore proportional to the concen- uracil rings; (o) following removal
tration of Cp at time t; and dD/dt is the of irradiation source and heating
rate of change of optical density of solu- the solution for 180 mins. at 80°C
tion at time t, which is proportional to the to obtain complete TR

rate of change of concentration of Cp at
time t, since the Ap is unaffected). The
slope of the straight line is unity, indicat-
ing a Ist order reaction. Calculated quan-
tum yield is 8.2 X 10—* moles/einstein

absorption spectrum corresponds quantitatively to that for ApAp.
Reversibility of the photoproduct of the tri-nucleotide to the original
compound under the influence of heat is likewise quantitative.

A3 p5'U3’p

The hyperchromicity of this dinucleotide at neutral pH was obtained
following prior hydrolysis in 0.2 N-NaOH and is equal to 13%. Assuming
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Table 1

First-order rate constants for thermal reactivation of Up in ApUp solution
in 0.02 m-phosphate buffer pH 7

Temp. k %105 Activation energy :
(&) sec—! (kcal./mol) ‘
51 183 |
65 10.0 |
76 334 26.2
86 , 96.0 ‘

the radiation resistance of Ap in ApUp to be such that, with the doses
used, it is practically unaltered, it is a simple matter to show that
complete photolysis of the Up component in ApUp should lead to
a decrease in absorption at 2600 A of 32%. The experimental value found
was 31 - 32%, thus confirming the above assumptions.

Additional confirmation is forthcoming from the observation that the
photolysis of ApUp is completely reversible (Fig. 6), which suggests not
only that the Ap component was unaffected as a result of irradiation, but

N

Do D)
S

2+log (.
S

8 8

L Ho
7] ]

2+log Fu,

Fig. 7. Estimation of reaction order
for photochemical transformation of
uracil ring in ApUp by van’t Hoff dif-
ference method. Slope of line cor-
responds to lIst order reaction and cal-
culated quantum yield is 7.0 X 10—?

i . OEN  SERATE X
t (min)

Fig. 8. Semi-logarithmic plots for TR
of Up«H>O component of ApUp.H.,0O
at various temperatures. D_ (optica!l
density following complete TR) and D
(optical density at time t) are proportio-
nal to the concentrations of Up for-
med by TR from Up.H3O.

also that the photolysis of the Up residue proceeds via uptake of a water
molecule at the 5,6 double bond. It was, on the other hand, observed that
the Up component of ApUp was considerably less radiation sensitive
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than free Up, the calculated quantum yield for the former being
7 X 1073, or one third of that for free Up [25, 28, 31], and is constant for
practically the entire course of the reaction.

Both the photochemical reaction and the reverse thermal reactivation
reaction” appear to be strictly first-order. Fig. 7 shows the plot of the
photochemical reaction according to the difference method [40], from
which it will be seen that the straight line has a slope of unity; while
Fig. 8 exhibits the course of the reverse reaction at various temperatures
at neutral pH. The rate constants for the reverse reaction (Table 1) give
a straight line Arrhenius plot (Fig. 9) from which the activation energy
for thermal reactivation works out to 26.2 kcal./mole, a value not very
much different from that found by Moore & Thomson [25] for
1,3-dimethyluracil, viz. 22.6 kcal./mole.

From the curves in Fig 8 it will be seen that the rate of the reverse
reaction at room temperature is infinitesimally low and hence could be
ignored above in calculating the rate of the forward reaction.

Somewhat unusual is the fact that the photochemical reaction is not
reversible in acid medium. Exposure of the photolysis product of ApUp
to pH 2 or pH 1 for several hours is without effect on the absorption
spectrum even after subsequent neutralization of the solution. That acid
treatment has nonetheless had some deleterious effect is shown by
subsequent neutralization of the solution, following which thermal
reactivation can no longer be observed.

Oligonucleotides of Cp

In the same way as for Cp and heterooligonucleotides containing Cp,
the photochemical transformation of oligonucleotides of Cp was followed
at a temperature of 6 - 8° in order to inhibit the reverse, dark reaction,
and render possible reasonable measurements of the reaction kinetics.
In addition, calculations of the reaction kinetics for both the photochemical
and reverse, dark reactions were made taking into account (a) the
hyperchromicity of the oligonucleotide, which was assumed to decrease
linearly with the course of the reaction, (b) the absorption spectrum of
the photochemically transformed rings, which is the same as for the
free nucleotides, (c) the fact that some of the residues underwent
irreversible photochemical transformation. With regard to point (a), it
was found that the hyperchromicity of C2'p5’C2p was essentially the
same in neutral and alkaline medium, as might be expected; hence for
other oligonucleotides of Cp the values for alkaline hyperchromicity
given by Michelson [21, 22] were taken to apply in neutral medium.
Finally, in calculations of quantum yields, the extinction coefficient of
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C2’p was used for oligonucleotides with 2’,5" internucleotide linkages, tha:
of C3p for oligonucleotides with 3’,5’ linkages, and the mean value for
oligonucleotides containing a mixture of 2’5" and 3,,5" internucleotide
linkages.

C2'p5'C2’p. With the dose rates used, the photochemical transformation
of this dinucleotide attains an equilibrium state after reaction of about
90°% of the pyrimidine rings. The equilibrium state is not as stable as
for ApCp or ApApCp because of slight photodecomposition of the primary
photoproducts (see Discussion).

The absorption spectrum of the
photoproduct, which may be written 20~
as CpCp-2H,0, is similar to that for
Cp-H;O (Fig. 2), but with an ex-
tintion coefficient at 2400 A about
8% lower. L
15
<x
20 g
+
w
10
-
g
&
10—
a5
1 1 1 1 ] ] 1 |
27 2 29 30 31 81 32 33
1T x10° YTx10°
Fig. 9. Arrhenius plot of the lst order Fig. 10. Arrhenius plots for TR of each
rate constants for TR of ApUp.H,O. of the photochemically transformed
The rate constants k are the slopes rings in CpCp.2H30, in 0.02m phos-
of the straight lines from Fig. 8. Calcu- phate buffer pH 7: (0) E: =14 Kkcal./
lated energy of activation 26.2 kcal./ mole; (x) E: = 26 kcal./mole
mole

On the other hand reversibility is incomplete and varies from 85 - 90%b,
depending on the extent to which the dinucleotide has been photoche-
mically transformed.

If it is assumed that each of the rings in the dinucleotide is equally
photosensitive, and if we exclude the data for the first few minutes of
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the reaction, the photochemical transformation is found to be 1st order
with a quantum yield of 7.5 X 10—3. The initial stage of the reaction
proceeds with a quantum yield of about 11 X 103, this value gradually
decreasing until it attains 7.5 X 10~3 after reaction of about 20°% of the
aromatic rings. The kinetic data cannot be fitted to any equation based
on a difference in quantum yield between the two rings in the
dinucleotide.

In order to determine whether this initial stage of the photochemical
reaction is responsible for the 10 - 15% irreversible photodecomposition,
irradiated solutions were subjected to TR following 20°% photodecom-
position. Under these conditions TR was equal to about 70%; this value
of TR was maintained even following repeated irradiation to 20%
photodecomposition and subsequent thermal reactivation. It therefore
follows that the initial stage of photolysis is accompanied by the
irreversible photodecomposition of only about 1/3 of the pyrimidine
rings irreversibly destroyed when the photochemical reaction is carried
to completion.

Irradiation in the presence of pure oxygen or nitrogen is without effect
on the reaction kinetics. This result is to be contrasted with that of
Beukers et al. [6] who report that the irreversible photochemical
transformation occurring in the initial stage of irradiation of some pyri-
midines increases in the presence of nitrogen and decreases in the
presence of oxygen.

The kinetics of the reverse, thermal reaction do not admit of any
simple relationship if it is assumed that the probability of reversal is the
came for either ring in the dinucleotide. If, however, it is assumed that
the rate of TR for each ring in the dinucleotide is different, then the
kinetics of the reverse reaction may be readily accounted for by twc
first-order processes, i.e. one of the rings undergoes reversal at a rapid
rate and the second at a lower rate. The ratio of the reaction rates varies
from 2 to about 6 as the temperature is changed from 40° to 20° (see
Fig. 10). From measurements conducted at various temperatures for the
reverse reaction, it was found that the rate constants conform to the
Arrhenius equation (Fig. 10) with activation energies of 14 kcal./mole for
the first ring and 26 kcal./mole for the second ring.

C2'(3')p5'C2'(3")p. The photochemical transformation, and reaction
kinetics, for this mixture of isomers does not differ from that fer
C2’p5’'C2’p, from which it may be concluded that the behaviour of the
two CpCp isomers is similar. The kinetics of the reverse reaction were
not investigated because of the possible complexity expected; this would
have to be done by isolating C3’p5’C3p from the mixture of isomers by
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treatment with spleen phosphodiesterase. The behaviour of CpC is not
essentially different from that of CpCp.

CpCpCp. This trinucleotide contained a mixture of 2’5" and 3,5
internucleotide linkages. Its photochemical behaviour was quite similar
to that for CpCp as regards absorption spectrum of photoproduct,
reaction order and quantum yield. As for CpCp the quantum yield for the
initial stage of the reaction is somewhat higher, about 12 X 102, and this
decreases to about 7.5 X 103 following photochemical transformation of
about 100 of the aromatic rings. TR, following photolysis, attained about
909 but the kinetics of this process were not investigated.

Poly-C. The results for this preparation are presented with some
reserve since, although it was synthesized by means of polynucleotide
phosphorylase [11], its hyperchromicity on heating to-80° was only about
5% at neutral pH. Furthermore its hyperchromicity in neutral medium,
following hydrolysis to mononucleotides, was 85%0 as compared to the
40% reported by Warner [37]. On the other hand, chromatographically
it was found to be at least greater than a pentanucleotide.

The photochemical behaviour of this compound is entirely analogous
to that for di- and tri-nucleotides as regards quantum yields, absorption
spectrum of the photoproduct and extinction coefficients for the latter.
The kinetics for thermal reactivation may also be interpreted in terms
of 2 rate-constants which are, respectively, 9.5 X 10~* and 1.7 X 10—
sec™! at 30°.

C3'p5'U

As might be expected, irradiation of this dinucleotide leads to the
photochemical transformation of both the uracil and cytosine rings.

The alkaline hyperchromicity of this dinucleotide has been determined
by Michelson [21] and is equal to about 9%bo; this value has been assumed
to apply also in neutral solution. Applying the necessary correction for
the absorption of the photoproduct of Cp, the kinetics of photolysis cf
this dinucleotide approximate closely to a first-order reaction, excluding
the initial phase for which the rate constant is somewhat higher untii
about 15% of the rings have reacted. The uracil ring reacts somewhat
more rapidly (quantum yield about 10 X 10~% as compared to 20 X 10
for free Up [28, 31]) than the cytosine residue for which the quantum
yield is about 8 X 103 (as compared to 13.5 X 10~3 for free C3'p (see
above). Consequently, as the photochemical reaction approaches
completion, the absorption spectrum resembles that for Cp-H,O plus
some small absorption due to cytidylic acid (Fig. 11).
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The reverse, dark reaction initially involves almost exclusively the
cytosine residues, in accord with expectations. The first-order rate con-
stants for reversal at 30°C are 1.8 X 104 sec.”! for the cytosine residue
and 1.5X10~% for the uracil residue; at this temperature, therefore, only

iog Ip/!

2100 2300 2500 2700 2900
AlA)
Fig. 11. Absorption spectrum of CpU in 0.02m-phosphate
buffer pH 7: (——) prior to irradiation; (——) following
90 mins. irradiation at an intensity of 2.6 X 10-7 ein./cm?’
min.; (x) after removal of irradiation source and heating of
solution for 40 mins. at 80°C. to give TR for both Cp and U
components. (If solution is first warmed for 110 mins. at
30°C, then only Cp.H,0 undergoes TR

the cytosine residue exhibits complete reversibility. It is necessary to
raise the temperature to provoke reversal of the uracil residue within
a reasonable time interval; when this is done, reversal for the dinucle-
otide attains 90% and the resultant absorption spectrum is entirely ana-
logous to the original.

DISCUSSION

The results described above, together with those previously presented
for oligonucleotides of Up [40], strikingly confirm earlier data on natural
polynucleotides [27, 28, 29] to the effect that the reversible photochemical
transformations undergone by uridylic and cytidylic mononucleotides
likewise take place when these are incorporated in polynucleotide chains
There is only a quantitative difference in behaviour in that incorporation
in a polynucleotide chain may alter the quantum yield which, in part, is
also influenced by the base sequence in the chain.
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Particularly striking is the fact that in oligonucleotides containing
both purines and pyrimidines, the photochemical transformation of the
latter may be carried to completion without any observable effect on the
former, and is completely reversible in the dark. Hence, in calculating
the kinetics and quantum yields for the photochemical transformation of
these oligonucleotides, account was taken only of that fraction of the
incident radiation absorbed by the pyrimidine components. The validity
of this procedure is testified to by the fact it gives first-order kinetics'
for the pyrimidine components such as is exhibited by free mononucle-
otides.

Since the hyperchromicity exhibited by oligonucleotides is due to
interaction between electron orbitals of adjacent rings, it is also likely
that transference of absorbed energy takes place between the aromatic
rings, as has been demonstrated experimentally in the case of DPNH [38].
In view, however, of the accurate Ist order kinetics prevailing for photo-
chemical ‘transformation, it appears unlikely that such transferance of
energy is important enough to influence the reaction. Furthermore our
observations do not exhibit a correlation between hyperchromicity (which
is a measure of interaction between aromatic rings) and the photochemi-
cal behaviour of a given residue in an oligonucleotide; this is best illustra-
ted by oligonucleotides of Up where hyperchromicity is very low, but
the photochemical behaviour appreciably different from that for mono-
nucleotides [40].

The changes in absorption spectrum of irradiated ApUp, as well as
of ApCp and ApApCp at longer wavelengths, are in accord with the
proposal that hyperchromicity in small oligonucleotides is due to inter-
action between electron orbitals of adjacent aromatic rings [17, 18, 29
21, 22]. For CpCp the agreement is also reasonably satisfactory if we
recall that 10 - 15 of the aromatic residues are photolysed irreversibly.
On the other hand the source of the 15% difference between the observed
and expected changes in absorption of irradiated ApCp at shorter wave-
lengths remains to be clarified.

The quantum yields for the reversible photochemical transformation
of the uracil and cytosine rings in the above oligonucleotides are only
one-half those for the free nucleotides. In homopolymers of Up the yields
are higher than for free Up [40]. This modification in quantum yields is
most likely due not only to interaction between adjacent aromatic rings,
but also to steric effects since the aromatic rings are displaced from each
other by only about 3 A. Esterification of the carbohydrate moieties
would also be expected to have some effect, since it was previously
shown that the position of esterification in cytosine nucleotides influ-

http://rcin.org.pl



394 K. L. WIERZCHOWSKI AND D. SHUGAR [18]

ences the quantum yield [39]. It now appears, however, that this effect is
not as important as originally believed and that the difference in quan-
tum yields between the various cytidylic acid isomers was due in part 1o
the failure to take fully into account the rate of the reverse reaction,
which is so marked at room temperature and appreciably different for
the different isomers (cf. also ref. [32]). This is illustrated in Fig. 2 where
the photolysis of C3’p was carried out at 6°C to inhibit the reverse, dark
reaction, and from the results of which the quantum yield is calculated
to be 13.5X10~3 instead of 9.5X10~% at neutral pH previously repor-
ted [40]. We have, however, found that the quantum yield for the 5
isomer does differ significantly from the 2’ and 3" (unpublished), in
agreement with the previous results [39].

The rates of the reverse reaction are also known to differ significantly
for the various uridylic acid isomers [28, 31], although the difference in
rates between the Up and Cp isomers is enormous. This is perhaps best
illustrated by the results for CpU where, following complete photo-
chemical transformation, the reverse reaction at room temperature pro-
ceeds only for the Cp component, and only heating at elevated tempera-
tures provokes the reverse reaction in the uridine component.

In oligonucleotides it is also probable that the rate of the reverse
reaction will be influenced by the presence of a neighbouring ring, most
likely as a result of steric effects. In hydrogenated ApUp (i.e. ApUp-H,)
the dissociation of the reduced uracil ring is, in fact somewhat inhibited
as compared to ApUp [14].

Irreversible photolysis. It is rather curious that the photochemical
transformation of oligonucleotides containing only pyrimidine residues,
e.g. CpCp, CpU, UpUp [40], is not completely reversible in the dark.
Two possible interpretations of this phenomenon are the following: (a)
It has been demonstrated that photochemically induced addition to the
5,6 double bond of pyrimidines may involve, in place of a water molecule,
that of a molecule of alcohol [25, 28] or HCN [23]. Furthermore, irradia-
tion of air-dried films of natural and synthetic polynucleotides results in
extensive cross-linking involving the pyrimidine residues [2, 30] and
accompanied by the disappearance of the characteristic absorption of
these latter (unpublished observations); this could be due to the formation
between pairs of rings of saturated C;—C; and C—Cg linkages. If so, it
is conceivable that the irreversible photodecomposition of a fraction of
the pyrimidine rings in oligonucleotides consisting exclusively of pyri-
midines might be due to a reaction of this type between neighbouring
rings. This would not be possible in mixed purine-pyrimidine oligonucle-
otides such as ApUp and ApCp where, in fact, reversibility is 100%o.
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(b) Another conceivable mechanism which may account for partial lack
of reversibility would be the photochemical addition of water such that
the photoproduct, for some of the aromatic rings, is a 5-hydroxy-6-hydro,
instead of a 5-hydro-6-hydroxy, derivative. The 5-hydroxy photoproduct
would not be expected to exhibit reversibility [24, 35].

UpUp. In view of the Ist order kinetics prevailing for the photoche-
mical transformation of ApUp, ApCp, CpCp, etc., it is pertinent to re-
-examine the results previously obtained for UpUp [40]. The reaction
order and quantum yield for the photochemical transformation of this
dinucleotide were calculated on the assumption that the total radiation
absorbed is photochemically active for the entire course of the reaction;
in this way the transformation of UpUp was found to follow a 2nd order
course until 50°%0 of the uracil rings had reacted, following which the
remainder of the reaction was strictly Ist order. If, however, we envisage
the possibility that the radiation sensitivity of one of the rings in UpUp
differs markedly from that for the other [40], one may calculate the
reaction order and quantum yield first for the more sensitive of the two
rings (even though we do not know which it is), and then for the other.
When this is done, using the same experimental data [40], we find that
the entire course of the photochemical reaction for UpUp is Ist order,
with quantum yields for the two rings of 70>X10—* and 10X10-3.

Although this alternative interpretation of the kinetics of photolysis
of UpUp is perhaps more satisfying in relationship to those for the other
dinucleotides, it is clear that additional data are required to establish
which of the two mechanisms is operative. One argument against this
alternative interpretation of the kinetics for UpUp is the fact that 25%
of the uracil rings in UpUp are irreversibly transformed during the first
half of the reaction [40], so that the photochemical transformation may
involve, initially, two reaction paths.

Poly-T. The initial rapid rate of photodecomposition of this oligonu-
cleotide, as compared to free Tp, is reminiscent of the behaviour of oligo-
nucleotides of Up under similar conditions of irradiation [40]. This resem-
blance is, of course, only a qualitative one since the kinetics of the
reaction are different for the two oligonucleotides. There is, on the other
hand, no doubt that the increased sensitivity of poly-T, as compared to
Tp, is due to interaction between neighbouring rings in the chain. Such
increased radiation sensitivity of thymine residues in oligonucleotide
chains had previously been observed by Beukers et al. [5] in APA; and
this is undoubtedly the reason for our erroneous conclusion that the
quantum yield for deoxycytidylic acid residues in APA is 3 times that
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for free deoxycytidylic acid, since our calculations were based on the
assumption that the Tp in APA is as radiation-resistant as free Tp.

It becomes of interest to examine the radiation sensitivity of thymine
residues (a) in di-, tri- and tetranucleotides of Tp which are now available
by synthetic procedures [34] or by enzymatic degradation of polyribose-
thymine phosphate [9], and (b) in small oligonucleotides in which Tp is
flanked by, or “sandwiched” between, residues other than thymine.

The lack of reversibility in irradiated poly-T may be contrasted with
the indirect evidence adduced by Wang [36] that photodecomposition of
thymine analogues proceeds via a 5-hydro-6-hydroxy derivative as for
uracil analogues. The suggestion that such intermediates might be more
stable in oligonucleotide chains is apparently not valid.

Purine oligonucleotides. The relatively high radiation resistance of
purine residues, both in the free form and when incorporated in oligo-
nucleotides, appears from the above results to be even more firmly
established. It is, nonetheless, puzzling to account for the fact that irra-
diation of poly-G and poly-A provokes an initial small drop in extinction
which, in all instances amounts to 1—2%. This may conceivably be due
to some artifact. Furthermore in a dinucleotide such as ApUp this effect
would be difficult to observe because of the appreciable change in absorp-
tion of the pyrimidine residue as a result of its photochemical transfor-
mation; and, if it exists at all in such a dinucleotide, it is alsa reversible
since photochemically transformed ApUp reverts quantitatively to the
parent compound.

It is therefore necessary to emphasize the fact that, in a purine resi-
due, some minor modification of the imidazole ring would not necessarily
provoke any appreciable change in absorption spectrum of the purine
ring as a whole. Although the mass of evidence favours the involvment
in TR of oligonucleotide chains only of the pyrimidines, it would un-
doubtedly be comforting to demonstrate by some technique other than
spectroscopic that the purine rings are unaffected by radiation doses of
the order of magnitude of those provoking biological effects.

Biological photoreactivation. The overall findings considerably extend
those previously reported and further substantiate the proposal that the
source of biological photoreactivation is the reversible photochemical
transformation of pyrimidine derivatives in nucleic acids. If, in particu-
lar, it is recalled that photoreactivation in living organisms may be fre-
quently attained instead by thermal reactivation, it becomes of interest
to examine the values for the activation energies of these processes.
According to Jagger [13] activation energies for thermal reactivation in
living organisms vary from 9 to 17 kcal./mole, with the higher value as
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the most probable. This is to be compared with the activation energy of
TR for Up in ApUp, which is 26 kecal./mole; for Cp in CpCp which
varies from 14 - 26 kcal./mole; and for Cp in ApCp, which is 18 kcal./mole.
Although the in vitro values tend to be somewhat on the high side, the
disagreement is not a serious one.

It would now be desirable to extend the above studies to model
oligonucleotides in which one or more pyrimidines are sandwiched
between purine residues; and to a system such as the poly-U-poly-A
complex [37] where the influence of interchain bonding, so important in
DNA, may be examined.

SUMMARY

1. The photochemistry of various homo- and hetero- oligonucleotides
has been investigated. The experimental procedures are applicable to
studies on the photochemistry of a wide variety of model oligonucleotides.

2. The high radiation resistance of the purines extends to these
derivatives when incorporated in oligonucleotide chains.

3. Oligonucleotides of thymine exhibit enhanced radiation sensitivity
as compared to free thymidylic acid and the photochemical reaction is
not reversible in the dark.

4. In a dinucleotide containing a pyrimidine and a purine residue,
and irradiated at doses sufficient to completely transform the pyrimidine
residue, the purine ring is unaffected; the photochemically transformed
pyrimidine also exhibits 100° reversibility in the dark.

5. Photochemical transformation of cytosine residues in oligonucleo-
tides of cytidylic acid is 85 - 90% reversible in the dark.

6. The photochemical transformation of a dinucleotide containing
cytosine and uracil exhibits 90 reversibility in the dark.

7. The kinetics of the photochemical and reverse dark reactions are
mainly first-order, and quantum yields are calculated. The activation
energies for the reverse dark reactions are of the same order as those
encountered in biological thermal reactivation.

8. The results provide further evidence in favour of the hypothesis
that biological photoreactivation proceeds via reversible photolysis of
pyrimidine rings in polynucleotide chains.

9. The findings provide independent evidence to show that hyper-
chromicity in oligonucleotides is due to interaction between adjacent
aromatic rings.

20
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FOTOCHEMIA MODELOWYCH OLIGO- I POLINUKLEOTYDOW

II. HOMOPOLIMERY KWASOW ADENILOWEGO, GWANILOWEGO I CYTYDYLOWEGO
ORAZ SZEREG HETEROPOLIMEROW

Streszczenie

1. Zbadano fotochemiczng przemiane réznych homo- i hetero-oligo-
nukleotydéw. Poslugiwano sie przy tym metodyka majaca ogélne zasto-
sowanie w badaniach fotochemicznych modelowych oligonukleotydéw.

2. Wysoka odpornos¢ fotochemiczna puryn zachowuje sie po wbudo-
waniu ich do lancucha polinukleotydowego.

3. Oligonukleotydy tyminowe charakteryzuja sie zwiekszona foto-
chemiczng czuloscia w stosunku do wolnego kwasu tymidylowego. Re-
akcja fotochemiczna nie jest w tym przypadku spontanicznie odwracalna.

4. W dwunukleotydzie zlozonym z reszt pirymidynowej i purynowej
dawka promieniowania ultrafioletowego wystarczajaca do calkowite]
przemiany pierscienia pirymidynowego nie powoduje fotolizy puryny.
Reakcja ciemna w 100° odtwarza wyjsciowy pierécien.

5. Przemiana fotochemiczna reszt cytydylowych w oligonukleotydach
kwasu cytydylowego jest odwracalna w 85 - 90 w ciemnosci.

6. Przemiana fotochemiczna dwunukleotydu zlozonego z reszty ury-
dynowej i cytydylowej wykazuje 90°s odwracalnosci w wyniku wtérnej
ciemnej reakcji.

7. Reakcja fotochemiczna jak i ciemna reakcja odwrotna sa w zasa-
dzie reakcjami I rzedu. Obliczono wydajnosci kwantowe przemian. Energie
aktywacji wyznaczone dla ciemnej reakeji odwrotnej sa tego samego rze-
du, jaki stwierdzono w procesach biologicznej termoreaktywacji.

8. Przedstawione wyniki dostarczaja dalszych dowodéw popieraja-
cych hipoteze gloszaca, Ze proces biologicznej fotoreaktywacji przebiega
poprzez odwracalng fotochemiczng przemiane zasad pirymidynowych
w lancuchach polinukleotydowych.

9. Dane doswiadczalne w sposéb niezalezny pokazuja, ze hiperchro-
mazja w oligonukleotydach nastepuje wskutek wzajemnych oddzialywan
pomiedzy sasiadujacymi aromatycznymi pierscieniami.

Otrzymano 22.2.1960 r.
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WANDA MEJBAUM-KATZENELLENBOGEN, BRONISEAWA MORAWIECKA
i WANDA DOBRYSZYCKA

BADANIA NAD REGENERACJA BIALEK Z NIEROZPUSZCZALNYCH
POLACZEN BIALKOWO-TANINOWYCH

III. BIALKA ROZPUSZCZALNE W KWASIE SULFOSALICYLOWYM
(GLIKOPROTEIDY) *

Zaklad Biochemii Uniwersytetu i Zaklad Chemii Fizjologicznej AM, Wroctaw

W poprzednich pracach z tej serii [8, 9, 11] wykazano, ze w reakcji,
zachodzacej pomiedzy bialkami surowicy, hemoglobing, zelatyna i lizozy-
mem a kwasem taninowym otrzymuje si¢ dwa typy nierozpuszczalnych
polaczen bialkowo-taninowych, okreslonych jako polgczenia pierwotne
i ostateczne. Pierwsze z nich powstaja przy granicznym stosunku wago-
wym bialka do taniny w punkcie izoelektrycznym bialka, drugie nato-
miast przy nadmiarze taniny w s$rodowisku silnie kwasnym. Polgczenia
pierwotne wykorzystano do zageszczania bialek i ich regeneracji przy
pomocy kofeiny [8, 9], natomiast — ostateczne do iloSciowego oznaczania
bialek na zasadzie pomiaru zmetnienia, ktére w granicach czulo$ci meto-
dy [7] jest proporcjonalne do wagi bialka.

W tej pracy zajmowano si¢ zagadnieniem powstawania nierozpusz-
czalnych polaczen gliko- i mukoproteidow z taning. Badania przeprowa-
dzono na bialkach rozpuszczalnych w SSA !, a mianowicie orosomukoi-
dzie * surowicy ludzkiej, na mucynie $linianek wolu oraz na seromu-
koidzie. Seromukoid jest heterogenng frakcja, zawierajacg te wszystkie
bialka surowicy, ktore rozpuszczaja sie w SSA, TCA, wzglednie w kwasie
nadchlorowym. Przebadano réwniez wystepowanie bialek rozpuszczalnych
w SSA w réznych materialach roslinnych i zwierzecych.

* Cze$é Ii II: [9, 11].

1 Uzywane w tej pracy skroty: SSA, kwas sulfosalicylowy; TCA, kwas tréjchloro-
octowy.

? Synonimy: kwasny ai-glikoproteid, frakcja M -1 lub MP-1.

[401]
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MATERIALY I METODY

Orosomukoid otrzymano z surowicy ludzkiej wedlug Weimara i wsp.
[15], mucyne §linianek podszczekowych wolu metoda Hammarstena [2].
Sproszkowany preparat mucyny w ilosci 300 mg zadawano malg iloscia
wody do napecznienia i uzupelniano 0,1 N-NaOH do objetosci 50 ml. Roz-
twor dializowano przez 36 godzin do wody destylowanej kilkakrotnie
zmienianej i liofilizowano.

Liofilizowane preparaty orosomukoidu i mucyny suszono do stalej
wagi w suszarce prézniowej w 100° nad P,O; i przechowywano w eksyka-
torze prézniowym nad P,0s.

Do badan sporzadzano nastepujace roztwory bialek: orosomukoid roz-
puszczano w wodzie, w 0,9%0 NaCl, 0,15 m-SSA i w 0,08 N-NaOH; mucyng
rozpuszczano przez 24 godziny w temperaturze pokojowej w wodzie de-
stylowanej lub w 0,08 N-NaOH. Alkaliczne roztwory mucyny dializowa-
no przez 36 godzin lub uzywano bez dializy; roztwor hemoglobiny ludz-
kiej otrzymywano wedlug Drabkina [1].

Ziemniaki ucierano w mozdzierzu porcelanowym z jedna objetoScig
0,9%0 NaCl, po pol godzinie wirowano, osad przemywano taka samg obje-
toscig 0,9%0 NaCl. Po odwirowaniu osadu plyny laczono. Powietrzno-suche
nasiona lubinu, grochu, pszenicy lub zyta mielono w mlynie kulowym
i zadawano 50-krotna iloscig 10% NaCl. Po pol godzinie wirowano, osady
przemywano taka sama objetoscia 10°% NaCl. Po odwirowaniu osadu
plyny laczono.

Plyny ustrojowe ludzi zdrowych: sok Zoladkowy, pobrany na czczo,
mocz, $line oraz krew wirowano przez 10 minut przy 3000 obr./min.,
w celu usuniecia skladnikéw morfotycznych i ewentualnie sluzu. W nie-
ktérych do$wiadczeniach z moczu usuwano uromukoid metoda Tamma
i Horsfalla [14]. Wody plodowe i mleko kobiece (9 dzien po porodzie)
otrzymano z Kliniki Polozniczej. Mleko kobiece i krowie wirowano przy
3000 obr./min. przez 30 minut, po czym pobierano ostroznie spod warstwy
tluszezu plyn do oznaczania bialka.

Uzywano preparatéw kwasu sulfosalicylowego czystych, nie dajacych
reakcji na jony SO? . Sporzadzano roztwory 0,45 M, kontrolujac stezenie
acydymetrycznie. Inne uzywane odczynniki byly czyste do analizy (firmy
Merck).

Elektroforeze bibulowa i oznaczanie bialka wykonano metodami po-
danymi poprzednio [7, 10]. Orosomukoid oznaczano réwniez wedlug
Schmida [13] przy dlugosci fali 278 mu w spektrofotometrze marki
,Algerie“. Elektroforogramy barwiono na cukry wedlug Koiwa i Gron-
walla [4]. Kwasne mukopolisacharydy barwiono bigkitem alcjanowym
wedlug Heremansa i Vaermana [3].
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Bialka stragcano kwasem sulfosalicylowym przy stezeniu koncowym
kwasu 0,15 M (Markham i wsp. [5]). Stracanie bialek taning i regenero-
wanie ich kofeing przeprowadzano wedlug postepowania podanego w po-
przednich pracach [9, 11].

WYNIKI

ZASTOSOWANIE METODY TANINOWEJ DO OZNACZANIA BIALEK ROZPUSZCZALNYCH
W 0,15 m-KWASIE SULFOSALICYLOWYM
Preparat orosomukoidu w elektroforezie bibulowej okazal sie bialkiem
jednorodnym (Rys. 1), gdyz zaré6wno w pH 8,6, jak i 4,5 stanowil jedna
frakcje o ruchliwosci odpowiadajacej a;-globulinom surowicy (pH 8.6) lub

Rys. 1. Elektroforogramy orosomukoidu: I — w pH 4,6, mo-

derator octanowy u = 0,1; II — w pH 8,6, moderator wero-

nalowo-octanowy uw = 0,06. Na bibule nanoszono po 100 pZ2
bialka. S — linia startu. Szczegély w tekscie

frakeji M-1 (pH 4,5) [5]. Elektroforogramy barwione na cukry [4] wyka-
zywaly réwniez obecno$é tylko jednej frakeji glikoproteidowej. Po wyelu-
cwaniu bialka z barwionych elektroforograméw [10] znajdowano 1009
bialka poddanego elektroforezie.

W tablicy 1 poréwnano wyniki uzyskane w oznaczaniu stezenia oroso-
mukoidu mikrometoda taninowa i spektrofotometrycznie. Mikrometoda
taninowa [7] bialko oznaczano w odniesieniu do krzywej standardowej
sporzadzonej dla zelatyny i znaleziono $rednio 99,2/ odwazonego bialka,
rozpuszczonego w wodzie, w 0,08 N-NaOH lub w 0,15 m-SSA. Badany
preparat rozpuszczony w 0,08 N-NaOH zawieral 97,8°/0 bialka, odnale-
zionego w oznaczeniu spektrofotometryeznym. Stezenie bialka obliczano
dla ekstynkcji wlasciwej E{% 8,93 przy 278 mu [13].

W tablicy 2 podano wyniki oznaczania stezenia mucyny w roztworach
wodnych i alkalicznych w zaleznosci od czasu rozpuszczania preparatu.
W roztworach wodnych ilosci bialka oznaczanego metoda taninowa nie
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Tablica 1

Oznaczanie orosomukoidu mikrometodq taninowq [7] i spektrofotometrycznie [13}

Rozpusz- Odwatono . Znaleziono :
czalnik (mg) metoda taninowa spektrofotometryczniz
mg) | (%) mg) | (%)
H,0 4,0 4,12 103,2 — —
0,15 M-SSA 5,2 5,07 98,0 — -
0,08 N-NaOH 5,6 5,40 96,4 5,47 97,6
$rednio 99,2

zmieniaja sie nawet po 96 godzinach i wynosza 100%0 odwazonego biaika.
Natomiast mucyna rozpuszczona w 0,08 N-NaOH po 24 godz. ulega ta-
kim zmianom, ze metoda taninowg wykrywa sie tylko 84%0 odwazonego
bialka, a po uplywie dalszych godzin stopniowo jeszcze mniejsze
wartoéci. Po 96 godzinach wartosé ustala sie¢ przy 52°% odwazonego pre-
paratu. Spadek ilosci bialka, dajacego si¢ oznaczy¢ tanina, moze by¢ spo-
wodowany nietrwalo$cia mucyn w $rodowisku zasadowym [2]. 0,2%0 roz-
twor alkaliczny mucyny (0,08 N-NaOH) po 36 godzinnej dializie do wo-
dy destylowanej poddawano elektroforezie bibulowej w moderatorze we-
ronalowo-octanowym w pH 8,6 przez 7 godzin. Elektroforogramy po wy-
suszeniu barwiono blekitem bromofenolowym i stwierdzono, ze niezalez-
nie od miejsca naniesienia bialko pozostaje w miejscu startu i daje sie
w catoéci eluowaé¢ z bibuly 0,1 N-NaOH. Réwnolegle elektroforogramy
barwione blekitem alcjanowym nie wykazywaly obecnosci kwasnych mu-
kopolisacharydéw w plamie bialkowej. Jako kontrole na bibule naniesiono

Tablica 2

Wplyw czasu przechowywania roztworu ma oznaczanie mikrometodq taninowa
mucyny rozpuszczonej w wodzie lub 0,08 ~-NaOH

Rozpuszczalnik Mucyna Czas — Zplezigno -
(mg/100ml) (godz.) (mg) | %
42 i 2 42 100,0
H,0 l 24 4,4 104,8
42 48 4,2 100,0
110 44 104,8
24 12,6 84,0
48 9,45 63,0
0,08 N-NaOH 15,0 72 8,25 55,0
96 7,8 52,0
110 i 7.8 52,0
| 134 | 7,8 52,0
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Tablica 3

Zawartosé bialek rozpuszczalnych w kwasie sulfosalicylowym w materialach
zwierzecych i roslinnych

y Biatko catkowite :_ Ejzﬂkp A el i SSA
Material (g/100 ml) | (g/100 ml) | (% bialka
| | calkowitego)
I. Standardy
Mucyna 0,3 0,3 100
Orosomukoid 0,1 0,1 100
II. Plyny ustrojowe
Surowica 8,0 { 0,08 1,0
Wody plodowe 0,18 ‘ 0,015 8,4
Mleko krowie 34 0.3 8,8
Mleko kobiece (9 dzien |
laktacji) 14 ‘ 0,8 57,0 !
Mocz 0,0114 | 0,0114 100
Mocz pozbawiony uromukoi-
du 0,0104 0,0084 80,8
Slina 0,38 ; 0,33 86,9
Sok zoladkowy na czczo |
pH 2,0 0,2 ‘ 0.2 f 100,0
I1I. Wyciagi roslinne* l
Ziemniak 0,79 0,17 21,6
Groch zwykly 50,0 1,6 | 3,2
Yubin z6hy 50,0 | 10,35 ‘ 20,7
Pszenica 44 1,8 ‘ 41,0
Zyto - 6,5 i 6,03 ! 92,7

* Podano gramy bialka rozpuszczalnego w 0,9% NaCl w przeliczeniu na 100 g $wiezej tkanki
zlemniaka 1 w 10% NaCl na 100 g powietrzno-suchych nasion.

badany roztwér mucyny i bez przeprowadzania elektroforezy barwiono
blekitem alcjanowym i wykazano obecnosé kwasnych mukopolisachary-
dow w miejscu naniesionego bialka.

Obydwa badane preparaty — oresomukoid i mucyna nie stracaly sie
kwasem sulfosalicylowym. W obecnosei 0,15 M-SSA ilosci bialka, ozna-
czanego mikrometoda taninowg, odpowiadaja ilosciom bialka odwazonego.

Nawigzujac do powyzszych wynikéw, oznaczano w niektérych plynach
ustrojowych i wyciagach z tkanek roslinnych bialtko wprost i w przesa-
czach po kwasie sulfosalicylowym. W tablicy 3 podano stezenie bialka
calkowitego i bialek rozpuszczalnych w SSA w réznych plynach ustrojo-
wych i wyciggach niektérych roslin. Ilodci bialek, rozpuszczalnych w SSA
w badanych materialach byly bardzo rézne. W soku zoladkowym, §linie,
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moczu i w nasionach zyta znaleziono w przesaczu SSA powyzej 80%
bialka catkowitego, w mleku kobiecym i pszenicy od 40 - 80%, a w ziem-
niaku i lubinie od 10 -40%. Ponizej 10 znaleziono w mleku krowim,
grochu i wodach plodowych. Najmniejsze ilosci bialka w przesaczu SSA,
wynoszace ponizej 1%/ biatka calkowitego znaleziono w surowicy ludzkie;.

W moczu normalnym biatka rozpuszczalne w SSA stanowia okolo 80%9
bialka calkowitego; w obecno$ci jednak uromukoidu calo$¢ bialka jest
rozpuszczalna w kwasie sulfosalicylowym.

ZASTOSOWANIE TANINY I KOFEINY DO ZAGESZCZANIA BIALEK
ROZPUSZCZALNYCH W KWASIE SULFOSALICYLOWYM

Zastosowano postepowanie podane poprzednio [9, 11] do zageszczania
rozcienczonych roztworéw orosomukoidu i seromukoidu surowicy.

Orosomukoid

Ustalono zalezno$¢ miedzy pH §rodowiska a ilescig taniny, potrzebnej
do zupelnego wytracenia orosomukoidu z rozcienczonych roztworéw
w moderatorze weronalowo-octanowym lub 0,1 m-HCl. We wszystkich
badanych pH przy stosunku wagowym bialka do taniny réwnym 1 nie
uzyskano nierozpuszczalnych polaczen bialkowo-taninowych. Jedynie
w pH 2,6 zjawiala sie¢ po dodaniu taniny slaba opalescencja. Rys. 2 przed-
stawia wplyw pH na stracanie orosomukoidu taning przy stosunku wa-
gowym biatka do taniny 1:10 i 1:40. W obydwu przypadkach uzyski-
wano zupelne stracenie orosomukoidu jedynie w pH 2,6. Juz w pH 1
i pH 3,2 nie mozna uzyskac¢ nierozpuszczalnych polaczen biatkowo-tani-
nowych, nawet przy nadmiarze taniny (1 :40). Nierozpuszczalne polacze-
nia orosomukoidu z tanina o charakterze polaczen pierwotnych uzyskuje

Tablica 4
Regeneracja orosomukoidu kofeinq z nierozpuszczalnych polgczen
biatkowo-taninowych

Do doéwiadczenia brano po 3 ml roztworu zawierajgcego 1 mg biatka; B:T = stosunek wagowy
biatka do taniny; dodawano 2 mg kofeiny. Szczeglly w tekScie

‘ ‘ Bialko Biatko nie
Nr : zregenerowane zregenerowane
3 Rozpuszczal- | Biatko calk. T — — R
doswiad- nik (mg/100 ml) : % | stopien 9% biatka
czenia (mg/ ll zageszcze-|  (mg) catkowi-
i ‘ nia tego
1| woda Po. asv . | e | e0 | 21 g oas0 figas
2 |oasmssa | 33 | wm0 | w0 .| 2 | o120 |
3 |omswssa | 33 .| 130 | e0 | 2 [ o150 | 15
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si¢ jedynie w poblizu punktu izoelektrycznego orosomukoidu, wynosza-
cym 2,6, przy granicznym stosunku wagowym 1 : 10.

Po rozpuszczeniu orosomukoidu w 0,15 m-SSA (pH okolo 1) uzyskiwa-
no zupelne wytracenie biatka taning przy stosunku wagowym 1 :10. Fakt
ten stoi w sprzecznosci z poprzednim doswiadczeniem, w ktorym w pH 1
nie uzyskiwano nierozpuszczalnych polaczen bialkowo-taninowych. Opie-
rajac sie jednak na badaniach Schmida [13], ktéry wykazal, ze w obecnosci
TCA punkt izoelektryczny orosomukoidu przesuwa sie do pH 1, przy-
puszczamy, ze podobne zjawisko zachodzi réwniez w obecnosci SSA.

A 75y
)
. |
oo} !
&
- i}
N
b=
8
x
S
:g f
P
c

! i
4')‘0."/3 &2 & alb

Rys. 2. Wplyw pH na strgcanie orosomukoidu taning. Stosunek wagowy bialka do
taniny (o) 1:10 i (x) 1:40. Dla pH 0—1 N-HCIl; pH 1—0,1 ~-HCl; dla pH 286
i wyzszych 0,05 n-moderator weronalowo-octanowy
Rys. 3. Elektroforogramy orosomukoidu, bialek surowicy i seromukoidu. A — oroso-
mukoid zageszczony z 0,033% roztworu w 0,15 M-SSA do 0,7%, naniesiono 0,02 ml
(0,14 mg biatka). B — surowica, naniesiono 0,02 ml (1,6 mg bialka). C — orosomukoid
zageszcezony przy pomocy taniny i kofeiny z przesgczu SSA tej samej surowicy, na-
niesiono 0,04 ml (0,6 mg bialka). Stezenia bialka w poszczegélnych frakecjach podano
w tablicy 5.

W tablicy 4 przedstawiono wyniki uzyskane przy zageszczaniu tanina
i kofeing orosomukoidu, rozpuszczonego w wodzie lub w 0,15 M-SSA
W doswiadczeniu 1 dodawano do 3 ml roztworu wodnego orosomukoidu,
zawierajacego 1 mg biatka, 0,4 ml 3% wodnego roztworu taniny o pH 2,6;
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w doswiadezeniu 21 3 do 3 ml roztworu orosomukoidu w 0,15 mM-SSA doda-
wano 0,4 ml 3% lub 9% taniny. We wszystkich trzech do$wiadczeniach
szybko sedymentowal klaczkowaty osad bialkowo-taninowy. Po 15 minu-
tach wirowano proby przez 30 min. przy 3000 obr./min. Osady przemywa-
no dwukrotnie 0,9%0 NaCl. Plyny znad osadow nie zawieraly bialka. Do
przemytych osadéw bialkowo-taninowych dodawano po 2 mg kofeiny
i, po wymieszaniu, ok. 0,1 ml 0,9 NaCl. Po 15 minutach prébki wi-
rowano. Plyny znad osadéw ostroznie lewarowano kapilarg i oznaczano
biatko. Osady kofeinowo-taninowe rozpuszczano w 3 ml 0,1 N-NaOH
i oznaczano w nich pozostale biatko. Orosomukoid po regeneracji tak z roz-
tworéw wodnych, jak i z 0,15 M-SSA poddawano elektroforezie bibulowej
w pH 8,6 (Rys. 3 A). Otrzymano jedna frakcje bialkowa, odpowiadajacy
frakeji oy-globulin. We wszystkich trzech doswiadczeniach zregenerowano
85%0 bialka, uzyskujac 21-krotne zageszczenie roztworéw wyjsciowych
(Tabl. 4). Zageszczony roztwor orosomukoidu (0,7%) tak jak i macierzy-
sty (0,03%) nie stracal sie 0,15 M-SSA i dawal nierozpuszczalne polacze-
nia z taning jedynie w pH 2,6.

Seromukoid

Do 1 objetosci surowicy dodawano 1 obj. 0,9% NaCl i 1 obj. 0,45 M-SSA.
Po 30 minutach prébki wirowano przy 3000 obr./min. przez 15 minut,
uzyskujac przejrzysty lub lekko opalizujacy plyn, zawierajacy od 0,02 do
0,04 g biatka w 100 ml. Uwzgledniajac trzykrotne rozcienczenie surowicy,
stezenie seromukoidu wynosi od 0,06-0,12 g¢ w 100 ml surowicy. Przy
koncowym stezeniu SSA, wynoszacym 0,15 M, ilosci bialka w przesgczu
byly najnizsze. Ponizej 0,1 M i powyzej 0,3m w przesaczu wzrastaly ilosci
bialka.

Uzyskano zupelne stracenie taning bialek rozpuszczalnych w SSA przy
stosunku wagowym bialka do taniny 1 :10. Przy wyzszych steZeniach ta-
niny uzyskuje sie szybsze wypadanie osadu bialkowo-taninowego bez
ujemnego wplywu na poézniejsza regeneracje kofeina.

Osady bialkowo-taninowe po dwukrotnym przemyciu wodg regenero-
wano kofeina wedlug postepowania, podanego przy orosomukoidzie. Za-
geszczony Ppo regeneracji z polaczen bialkowo-taninowych seromukoid
poddawano elektroforezie bibulowej w moderatorze weronalowo-octano~
wym w pH 8,6 i oznaczano stezenie bialka w poszczegélnych frakcjach,
eluujac je z bibuly 0,1 n-NaOH [10]. Rys. 3 przedstawia trzy elektroforo-
gramy: A — orosomukoidu (0.14 mg biatka), B — surowicy (1,6 mg bial-
ka). C — seromukoidu zageszczonego z przesaczu SSA tej samej surowicy
(0,6 mg bialka). W tablicy 5 podano wyniki oznaczania bialka w poszcze-
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Tablica 5

Stezenie frakcji bialkowych w elektroforogramach bialek surowicy, seromukoidzie
i orosomukoidzie, przedstawionych na rys. 3
Orosomukold zageszczono z roztworu zawierajgcego 33 mg biatka w 100 ml 0,15 m-SSA
do stezenia 700 mg blatka/100 ml 0,9% NaCl.
Seromukoid znajdujgcy si¢ w przesgczu biatek straconych 0,15 m-SSA 2zageszczono ze stezenia
34 mg bialka/100 ml SSA do 1500 mg/100 ml 9% NaCl.
Biatko eluowano z barwionych elektroforograméw 0,1 N-NaOH. Szczegély w tekscle

" Orosomukoid (A) Surowica (B) | Seromukoid (C)
Frakcja 0,02 ml 002 ml | 0,04 ml
| eluat | biatko cluat |  biatko eluat | biatko
g (mh | (mg) (ml) (mg) (m) | (mg)

Albuminy g2 [ 10 | 0820 > | 0024
aj-globuliny Fd 0,140 7H8 0,088 + 0,240
a-globuliny 2 0 2 0,148 2 0,088
p-globuliny 2 0 4 0,176 2 0,064
y1-globuliny 2 0 6 033 | 3 0,105
y2-globuliny 2 0 ‘ | 4 0,088
Suma | 0,140 | 1,562 0,609
Wazigto do rozdziatu 0,140 1,600 ] 0,600
| Odnaleziono 9% } 100,0 97,8 | 101,0

golnych frakcjach przedstawicnych elektroforograméw. Orosomukoid po-
siada taka sama ruchliwos¢ jak frakcja o-globulin surowicy i seromu-
koidu. W elektroforogramie A znaleziono w tej frakecji 0,14 mg bialka,
w B — 0,088 mg, w C — 0,24 mg. W surowicy jest to frakcja najslabsza,
natomiast w zageszczonym seromukoidzie najsilniejsza i stanowi 40%
biatka calkowitego. Albuminy sa w bialkach surowicy frakcja najsilniej-
sza (0,82 mg) i zarazem najmniejsza w seromukoidzie (0,02 mg). Pomimo
malego stezenia frakcja albuminowa barwi sie dobrze blekitem bromofe-
nolowym. a,-globuliny wynoszg w elektroforogramie B 0,15 mg, w sero-
mukoidzie 0,09 mg. Frakcja f-globulin, wyrazna w surowicy (0,176 mg),
w seromukoidzie jest prawie niewidoczna, jednak po elucji znaleziono
0,06 mg biatka. Frakcja ta, pomimo ze jest jej blisko trzy razy wiecej
niz albumin, jest niewidoczna w barwicnych elektroforogramach, gdyz
wykazuje slabe powinowactwo do blekitu bromofenolowego. Najwigkszc
réznice stwierdza si¢ w obrazie elektroforetycznym y-globulin. W suro-
wicy widoczna jest jedna rozlana frakcja, zawierajaca 0,33 mg bialka,
podczas gdy w seromukoidzie uzyskano dwie ostro oddzielone frakcje
o ruchliwo$ciach zblizonych do wolno wedrujacej frakeji f-globulin i wol-
no wedrujacych y-globulin. Stezenie bialka w obu frakcjach y-globulino-
wych seromukoidu jest podobne. Elektroforogramy bialek surowicy i za-
geszczonego seromukoidu barwione fuksyng wedlug Koiwa i Gronwalla
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[4] wykazywaly obecno$é¢é komponenty cukrowej we wszystkich frakcjach
bialkowych.

W tablicy 6 przedstawiono wyniki oznaczania stezenia bialka w poszcze-
gblnych frakcjach surowicy i w zageszczonym seromukoidzie. Oznaczajac
stezenie bialek rozpuszczalnych w SSA przed zageszczeniem i po za-
geszczeniu obliczano ich stezenie w poszczegélnych frakejach bialkowych
surowicy, dzielac wartosci znalezione dla zageszczonych bialek przez sto-
pien zageszczenia. W ostatniej rubryce podano procentowa zawartosé
bialek rozpuszczalnych w SSA w poszezegolnych frakcjach biatkowych
surowicy.

Tablica 6

Stezenie bialka catkowitego i rozpuszczalnego w SSA (seromukoid) w poszczegblnych
frakcjach uzyskanych w elektroforezie bibulowej surowicy krwi
Seromukoid zageszczony przy pomocy taniny i kofeiny 15-stokrotnie. Szczegdly w tekscie

|
| ‘ Seromukoid
Frakcja : Biatke calkolwne | po zageszczeniu przed zageszczeniem
{1~ @atumh (/100 ml) | %bialka
‘ (/100 ml) catk.
| |
Albuminy ‘ 4,1 0,06 0,004 0,1
a;-globuliny I 0,44 0,60 0,040 9,1
| ay-globuliny | 0,74 0,22 0,015 2,0
| p-globuliny l 0,88 0,16 0011 1,2
y1-globuliny 1,65 l 0,26 0,017 1,9
y2-globuliny | [ 0,22 | 0,015 ’
Suma 7,81 1,52 | 0,102
Przed rozdzialem 8,00 1,50 1 0,100 1,25

!

W 4,1 g albumin znaleziono 4 mg bialek rozpuszczalnych w SSA, co
stanowi zaledwie 0,1°/p bialka tej frakcji. W «-globulinach prawie 10%%
stanowi kwasny «;-glikoproteid (orosomukoid). W pozostalych frakcjach
bialka rozpuszczalne w SSA stanowia od 1 - 2% bialka calkowitego danej
frakcji.

Wielka czulo$¢ przedstawionej metody, ktéra pozwala na strgcanie ta-
ning bialek nawet z mg®o roztworéw, nasuwa podejrzenie, ze miligramo-
we ilo$ci bialek, stracajacych sie SSA, przechodzg do przesaczu i powin-
ny sie po zageszczeniu roztworu strgci¢é kwasem sulfosalicylowym. Wyka-
zano, ze zageszczone roztwory seromukoidu, nawet do stezenia 4 g/100 ml
zachowuja calkowita rozpuszczalno$é w SSA. Jako doswiadczenie kontrol-
ne wykonano badania nad rozpuszczalnoscia hemoglobiny w SSA. 4%
roztwér hemoglobiny stracano 0,15 M-SSA i w przesaczu nie znaleziono
§ladu bialtka, dajacego sie oznaczy¢ tanina.
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DYSKUSJA

Wyniki tej pracy wskazuja, ze parametry reakcji ustalone poprzednio
dla powstawania dwéch typoéw polaczen bialkowo-taninowych, pierwot-
nych lub ostatecznych, nie zmieniaja si¢ dla bialek rozpuszczalnych
w SSA, a mianowicie dla mucyny, orosomukoidu i seromukoidu. Szcze-
golnie interesujace okazalo sie¢ zachowanie si¢ mucyn, ktérych budowe
mozna by poréwnaé do nukleoproteidow, gdyz zawieraja latwo odszczepia-
jaca si¢ pod wplywem =zasad, soli lub pola elektrycznego komponente
wielocukrowsa, w tym przypadku kwas chondroitynosiarkowy. Wiadomo,
ze mukopolisacharydy nie stracaja sie taning. Preparat mucyn, uzyskany
wg Hammarstena zawieral wprawdzie kwas chondroitynosiarkowy, od-
szczepiajacy sie w polu elektrycznym od cze$ci bialkowej, jednak kompo-
nenta bialkowa byla zdenaturowana i stracila ruchliwosé¢ elektroforetycz-
na. Z tego powodu posiadany preparat nie nadawal sie do badan nad rege-
neracja bialek z pierwotnych polaczen bialkowo-taninowych. Natomiast
denaturacja bialka nie wplywala na powstawanie polgczen ostatecznych,
gdyz po rozpuszczeniu mucyny w wodzie uzyskiwano z nadmiarem taniny
w Srodowisku silnie kwasnym zmetnienia proporcjonalne do wagi prepa-
ratu. Stosujgc standard zelatynowy oznaczano mikrometoda taninowa
100% odwazonej mucyny. W roztworach alkalicznych zaobserwowano
spadek stezenia mucyny, co mozna tlumaczy¢ dysocjacja czasteczki w tym
érodowisku na komponente biatkowa stracajaca sie taning i na nie reagu-
jacy z nia kwas chondroitynosiarkowy. Z tych wzgledoéw, przy iloSciowym
oznaczaniu mucyn metoda taninowa, nalezy unika¢ czynnikow, ktoére
moglyby spowodowaé¢ dysocjacje czasteczki.

Drugim bialkiem, zawierajacym réwniez duze ilosci cukrow (40%o), tym
razem trwale zwigzanych z bialkiem, by! orosomukoid. Orosomukoid jest
bialkiem niskoczasteczkowym (44 000), nie stracajagcym sie SSA, zaliczo-
nym do kwasnych glikoproteidéw. Polaczenia pierwotne orosomukcidu
z taning uzyskiwano jedynie w P. I. (pH 2,6) przy stalym stosunku wa-
gowym bialka do taniny. Badania nad orosomukoidem potwierdzily po-
przednia hipoteze, wedlug ktérej zasadniczym warunkiem powstawania
polaczen pierwotnych jest stan izoelektryczny czasteczki bialkowej, a nie
dysocjacja kwasu taninowego. Fakt, ze z polaczen orosomukoidu z tanina
mozna go regenerowac¢ kofeina w identycznych warunkach jak inne bial- -
ka, stanowi posredni dowod na taki sam schemat budowy wszystkich po-
laczen bialkowo-taninowych. Z nadmiarem taniny w $rodowisku silnie
kwasnym uzyskano polaczenia ostateczne dajace zmetnienia proporcjonal-
ne do wagi preparatu. Obecnoéé cukru trwale zwigzanego z bialkiem' nie
wplywa na sposéb reagowania taniny z biatkami.
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W biochemii klinicznej duze zainteresowanie budzi frakcja bialek su-
rowicy rozpuszczalnych w SSA, TCA lub kwasie nadchlorowym. Frakcja
ta zostala nazwana przez Zanettiego i wsp. [17] seromukoidem ze wzgledu
na duza zawarto$¢ cukrow. W dalszych badaniach prowadzonych szcze-
gblnie przez Winzlera [16] i Schmida [13] wykazano, Ze seromukoid za-
wiera glownie kwasny a,-glikoproteid. Seromukoid zawiera 10% caltkowi-
tych cukréw, zwigzanych z biatkami pelnej surowicy, liczac na heksoze.
W stanach patologicznych zmiany w stezeniu seromukoidu wystepuja
rownolegle do zmian w ilo$ci cukrow zwiazanych z bialkiem pelnej suro-
wicy. Do oznaczania glikoproteidow surowicy stosowane sa obecnie dwie
odmienne techniki. W jednej z nich oznacza si¢ cukry zwigzane z bialkami
w surowicy lub w poszczegélnych jej frakcjach uzyskiwanych metoda
Cohna lub elektroforezg bibulowa. W drugiej oznacza sie stezenie bialka
w przesgczu SSA surowicy, zakladajac, ze frakcja ta zawiera wylacznie
orosomukoid. Bialko z przesgczu SSA straca sie¢ kwasem fosforowolframo-
wym 1 w osadzie po rozpuszczeniu oznacza sie bialko lub cukier. Dotych-
czas nie poddawano seromukoidu frakcjonowaniu w elektroforezie bibu-
lowej, prawdopodobnie ze wzgledu na duze trudno$ci w usuwaniu kwasu
sulfosalicylowego i w otrzymaniu pozadanego stezenia niezdenaturowa-
nego biatka. Dzigki zastosowaniu taniny i kofeiny do zageszczania sero-
mukoidu, uzyskano z okolo 6 ml surowicy zageszczona frakcje biatkowa
wolng od SSA i zdenaturowanego bialka. Zageszczony roztwér seromu-
koidu poddany elektroforezie bibulowej wykazywal wiekszg heterogen-
no$é niz dotychcezas przyjmowano, gdyz zawieral nie tylko frakcje oy~ i ay-
-globulinowe, lecz ré6wniez albuminy oraz f- i y-globuliny.

Frakcjonowanie bialek na zasadzie ich rozpuszczalnosci w SSA nie jest
dotychczas stosowane do innych materialéw poza surowica. Juz w przy-
padkowo przez nas dobranym materiale pochodzenia zwierzecego lub
ros§linnego zaobserwowano szereg ciekawych roznic. Przede wszystkim
nalezy stwierdzi¢, ze bialka rozpuszczalne w SSA sa rozpowszechnione
w przyrodzie i stezenie ich niezalezne jest od stezenia bialka calkowitego.
Ciekawe sa rowniez roznice w stezeniach obu frakeji — rozpuszczalnej
i nierozpuszczalnej w SSA, wystepujace, np. w mleku kobiecym i krowim
lub w wyciagach solnych z nasion pszenicy i zyta.

W niektérych materialach, jak np. $lina, sok zoladkowy lub mocz, bial-
ka rozpuszczalne w SSA stanowia ponad 80% bialka calkowitego. Z nie-
ogloszonych badan wynika, Zze np. bialka §liny lub soku zoladkowego
regenerowane kofeing z polaczen bialkowo-taninowych i poddane elektro-
forezie bibutowej w pH 8,6 zawieraja charakterystyczne frakcje bialkowe
o ruchliwosciach anodowych i katodowych.
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Fakt, Ze bialka rozpuszczalne w SSA reaguja z taning dajac oba typy
polaczen (pierwotne i ostateczne [8]), posiada duze znaczenie tak dla ich
iloSciowego oznaczania, jak i dla badan nad strukturg i wlasnosciami bio-
logicznymi gliko- i mukoproteidéw.

STRESZCZENIE

Stwierdzono, ze bialka pochodzenia roslinnego i zwierzecego rozpusz-
czalne w 0,15 m-kwasie sulfosalicylowym (SSA) reaguja z taning, dajac
polaczenia ostateczne. Pozwala to na ich iloSciowe oznaczanie turbidyme-
tryczng mikrometoda taninowa.

Orosomukoid i seromukoid reaguja z tanina w pH 2,6 w stosunku wa-
gowym bialka do taniny 1 :10 dajac polaczenia pierwotne, z ktérych bial-
ko regeneruje si¢ kofeing. Zregenerowany orosomukoid posiada niezmie-
niong ruchliwo$¢ elektroforetyczna zaréwno w moderatorze octanowym
o pH 4,6, jak i w weronalowym o pH 8,6. Zregenerowany seromukoid pod-
dany elektroforezie bibulowej w moderatorze weronalowym o pH 8,6
rozdziela si¢ na sze$é¢ frakcji bialkowych odpowiadajacych ruchliwoscia
frakcjom pelnej surowicy. Stezenie bialek rozpuszczalnych w SSA wynosi
we frakcji albuminowej 4,4, oy-globulinach 40,. ay-globulinach 15,
B-globulinach 11, y,-globulinach 17 i w yy-globulinach 15 mg/100 ml su-
rowicy. Catkowite stezenie seromukoidu wynosito 100 mg/100 ml surowicy.

Zbadano nastepujace plyny ustrojowe na zawarto$¢ bialek rozpusz-
czalnych w SSA: wody plodowe, $ling, mleko, surowice, sok zoladkowy
oraz mocz i stwierdzono, ze biatka te stanowia od 1 do 100°%o bialtka cal-
kowitego. W wyciggach z tkanek roslinnych: ziemniaka, nasion lubinu,
grochu, pszenicy i zyta ilo$¢ bialek rozpuszezalnych w SSA wynosila od
3 do 92% bialka wyciagu solnego.
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STUDIES ON REGENERATION OF PROTEINS FROM INSOLUBLE
PROTEIN-TANNIN COMPOUNDS

III. PROTEINS SOLUBLE IN SULPHOSALICYLIC ACID (GLYCOPROTEINS)

Summary

It was stated that the plant and animal proteins soluble in 0.15 M
sulphosalicylic acid (SSA) react with tannin to give the final compounds,
allowing thus to determine them by the tannin turbidimetric method.

Orosomucoid and seromucoid reacted with tannin at pH 2.6 and at
the weight ratio 1:10 producing the primary compounds from which
protein could be regenerated with caffeine.

The regenerated orosomucoid showed an unchanged electrophoretical
mobility both in acetate buffer, pH 4.6, and in veronal one, pH 8.6. The
regenerated seromucoid was separated by paper electrophoresis in veronal
buffer into six fractions, corresponding by their mobilities to the fractions
of whole serum. The concentration of the SSA-soluble proteins in albumin
fraction was 4.4, in o-globulins 40, in a,-globulins 15, in B-globulins 11, in
vi-globulins 17, and in y,-globulins 15 mg. per 100 ml. of serum. The totai
concentration of seromucoid was 100 mg. per 100 ml. of serum.

The SSA-soluble proteins were examined in amniotic fluid, saliva,
milk, serum, gastric juice and urine. It was found that these proteins
accounted for 1 to 100 per cent of total protein. Contents of the SSA
soluble protein in extracts deriving from plant tissues, namely from
potatoes and from seeds of lupine, peas, wheat and rye, varied from 3 to
92 per cent of the total proteins in saline extracts.

Otrzymano 25.2.1960 r.
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Haemerythrin, which is an Fe-protein compound, shares with the three
other types of oxygen carriers, haemoglobin, chlorocruorin and haemo-
cyanin, the property of combining reversibly with molecular oxygen
(Keilin, 1956, Table 1).

Although the presence of red cells in the coelomic fluid of Sipunculid
worms has been known since the early observations of Rouget (1859)
and Schwalbe (1869), the name haemerythrin for the red pigment of
these cells was introduced only in 1880 by Krukenberg. The work on
haemerythrin can be divided into three periods separated by two long
intervals during which interest in this pigment markedly declined.

The first period (1859 - 1903) covered numerous scattered observations
on some of the properties of this pigment, which can be summarised as
follows:

The pigment becomes red when exposed to air or oxygen and
colourless when the oxygen is removed by evacuation. The pigment,
although it contains iron, shows no absorption spectrum characteristic
of haemoglobin and forms no Teichmann or haemin crystals. Outstanding
during this period were the contributions of Lankester (1872), Kruken-
berg (1880), Andrews (1890), Cuénot (1900) and Kobert (1903).

To the second period (1927 - 1935) belong the important contributions
of Marrian (1927), Florkin (1933) and Roche (1933 -1935) which esta-
blished the fundamental properties of this pigment. Haemerythrin was
now purified and crystallised. Its molecular weight, determined by an
osmometric method (Roche and Roche, 1935), gave an average value of
about 66,000. Since the iron content was approximately 1.01°/% each mo-
lecule of haemerythrin would contain about 12 iron atoms. The spectro-
photometric curve of purified oxyhaemerythrin plotted between 230 and
560 mu revealed three diffuse absorption bands at 270, 350 and 502 mu.
The liberation of O, from oxyhaemerythrin by treatment with potassium

[415]
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ferricyanide was of great help in establishing more precisely several
properties of this pigment, such as the S-shaped oxygen dissociation curve,
absence of Bohr effect and the ratio of Fe/O, which according to Florkin
was approximately 3.

The work of the third period (from 1951 until the present time)
concentrated mainly on the re-estimation of the molecular weight by
modern methods, the re-determination of the Fe/O, ratio, the study of
the nature of the bonds and of the valency of Fe in haemerythrin during
oxygenation and the comparative study of the absorption spectra of
haemerythrin, oxyhaemerythrin and methaemerythrin. The main object
of the present study is the critical examination of some of the results
obtained in the study of these aspects of haemerythrin, especially the
valency of the iron in oxyhaemerythrin and the nature of the methaeme-
rythrin compound. However, before dealing with these problems it is
appropriate to consider the distribution of this pigment in nature.

DISTRIBUTION OF HAEMERYTHRIN

Haemerythrin, unlike haemoglobin, but like chlorocruorin and hae-
mocyanin, has a very limited distribution in nature, being found only
in some invertebrates. As it is present in all species of Supunculid worms,
it is not surprising that the main bulk of work on this pigment was
carried out on representatives of this family: Sipunculus nudus, Phasco-
losoma elongatum, P. vulgare and P. gouldii. Haemerythrin was recently
found by Finge and Akesson (1952) in Priapulid worms belonging to the
genera Priapulus and Halicryptus. Its presence has also been recorded
by Benham (1897) in the blood of a Polychaete worm Magelona, but this
observation has not yet been corroborated. Although the presence of a red
pigment in the blood cells of a Brachiopod: Lingula anatifera was known
since the early observations of Francois (1891), the nature of this pigment
isolated from the blood cells of Lingula unguis was re-investigated only
50 years later by Kawaguti (1941) and identified as haemerythrin. The
presence of haemerythrin in Lingula is of special interest because this
Brachiopod persisted without much change since the Cambrian period.
Delage and Hérouard (1897) wrote in this respect: ,La persistence
ininterrompue de cette forme depuis les premiers temps de l'ére palaeo-
zoique jusqu’a nos jours est un de plus frappants exemples de la
possibilité d'une vie sans évolution modificatrice, au milieu des variations
des conditions ambiantes” (p. 324). One can therefore assume that the
Cambrian Lingula living several hundred million years ago were already
provided with haemerythrin. In dealing with the problem of the origin
and evolution of oxygen carriers, one could be tempted to speculate on
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the possibility that haemerythrin was probably one of the first attempts
by nature to produce an oxygen carrier. However, the recent discoveries
of haemoglobin in the cells of yeast, moulds, protozoa and nodules of
leguminous plants dispose of such speculations (See Keilin, 1956).

MOLECULAR WEIGHT OF HAEMERYTHRIN

The molecular weight of haemerythrin, according to Roche and Roche
(1935), is about 66,000. However, it must be noted that this value, which
is often referred to in the literature, was obtained by them from osmotic
pressure measurements on material of unknown homogeneity, and was
an average of values varying between 57,000 and 69,000. Moreover, the
values they obtained with haemerythrin purified by crystallization, or
ultrafiltration, varied between 74,000 and 89,000. It is also important to
remember that osmometric determination of molecular weight gives only
the average value of molecules of different sizes present in the solution.

The molecular weight of haemerythrin calculated by Love (1957) from
the values of the sedimentation velocity constant 6.2 X 103 sec. obtained
by Resnik and Klotz (1951) and the diffusion coefficient of about
5.8 X 10~7 ecm.?/sec. given by Brill and Olson (1953), assuming the value
of the partial specific volume to be 0.75, was 105,000 % 4,000. On the
other hand, the X-ray determination of the molecular weight carried out
by Love (1957) on crystals of haemerythrin obtained from Phascolosoma
gouldii gave a value of about 120,000. Since the iron estimation carried
out on the same material gave the value of 0.88%0, each molecule of
haemerythrin of this size would contain about 19 atoms of Fe.

MAGNETIC SUSCEPTIBILITY MEASUREMENTS

On measuring the magnetic susceptibility of haemerythrin and
oxyhaemerythrin solutions of the same concentration, Kubo (1953) found
that, as in the case of haemoglobin, the paramagnetic susceptibility
decreases on oxygenation. The results he obtained indicate that the
bonding of the iron atoms in deoxygenated haemerythrin is of the ionic
type. On oxygenation an “oxygen molecule not only loses its own
paramagnetism but also affects all the three iron atoms in the group in
such a way that the bond type is essentially covalent”. The number of
unpaired electrons in the group of iron atoms was calculated by Kubo to
be twelve in deoxygenated and zero in oxygenated haemerythrin.

THE VALENCY OF THE IRON ATOMS IN OXYHAEMERYTHRIN

By analogy with haemoglobin and oxyhaemoglobin, it was tacitly
assumed, but never clearly formulated, that the iron atoms both of
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haemerythrin and oxyhaemerythrin are in the divalent state.
Haemerythrin, on combining reversibly with molecular oxygen, undergoes
oxygenation which is not accompanied by the oxidation of its divalent
iron atoms, and the oxygen dissociated from oxyhaemerythrin is ordinary
molecular oxygen.

This view was recently challenged by Klotz and Klotz (1955) who
made an attempt to determine the valency state of the iron in
haemerythrin and oxyhaemerythrin directly. On treating them with
a solution of o-phenanthroline in dilute sulphuric acid, which gives
a deep orange colour with divalent iron, they found that while in
deoxygenated haemerythrin two of the three iron atoms are in a divalent
state, in oxyhaemerythrin all the three iron atoms are tervalent. Thus
haemerythrin, according to them, on reacting with oxygen becomes both
oxygenated and oxidized. Moreover, since the treatment of haemerythrin
with a mercurial compound (salyrganic acid) abolishes the oxygenation
reaction (Klotz, Rapoport and Rosenberg, 1953) they believe that the iron
atoms are linked to protein through sulphur groups. The oxygen molecule
on combining with haemerythrin takes up one electron from each of the
two iron atoms and becomes reduced to a peroxide ion Oy~ —; the third
iron atom does not take part in the reaction. The ferric state of
oxyhaemerythrin explains, according to them, its failure to react with
carbon monoxide. In the interpretations of some of the results of their
experiments they used for the ratio of Fe/O, the value 3 given by Florkin
(1933). It was recently shown that correct value for this ratio is 2.

The view of Klotz and Klotz (1955) was adversely criticized by
Williams (1955) who believed that the negative colour reaction they
obtained was due to the fact that their reagent failed to liberate the iron
atoms which may be more firmly bound to the protein in oxyhaemerythrin
than in haemerythrin. Although, as will be shown further, other and
more important objections can be raised against the view put forward by
Klotz and Klotz (1955), they were mnevertheless right in rejecting
Williams’ criticism in bringing forward strong evidence demonstrating that
all iron atoms of oxyhaemerythrin were liberated by the reagent they
used.

Haemerythrin of Sipunculus nudus was recently re-investigated by
Boeri and Ghiretti-Magaldi (1957) who found: 1) that on oxygenation,
haemerythrin combines with one molecule of oxygen for each of the two
iron atoms (Fe/O, =—2), 2) that oxyhaemerythrin, treated with potassium
ferricyanide, liberates the theoretical amount of oxygen both in vacuo
and in air, 3) that only a small fraction (o 10%) of the bound oxygen i<
liberated from oxyhaemerythrin on acidification, which they believe is
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due to “a competition between the rate of release and the rate of
disappearance in oxidation reaction” and 4) that haemerythrin, as had
already been shown by Marrian (1927) can exist in three states
recognizable by their colour and absorption spectra: haemerythrin
(deoxygenated), oxyhaemerythrin (oxygenated) and methaemerythrin
(oxidized by potassium ferricyanide). They also gave the absolute
absorption curves of these three derivatives of haemerythrin for the first
time (see Fig. 1).

As to the valency of the iron in oxyhaemerythrin, their findings that
the oxygen released on acidification is involved in some oxidation
reaction, according to them “set a limitation to the conclusions by Klotz
and Klotz who used acidification of oxyhemerythrin solutions to liberate
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Fig. 1. Absorption curves of haemerythrin — Hr, oxyhaeme-
rythrin — HrOs, and methaemerythrin — MetHr of Sipuncu-
lus nudus according to Boeri and Ghiretti-Magaldi (1957).
The original figure was slightly modified in replacing the
ordinate values by those of the extinction coefficient

I 1
€6 =log,, —I°- Xm , Where I, and I are the intensities of

the incident and transmitted light respectively, ¢ = concen-

tration of haemerythrin in gram-atoms of Fe per litre, and

1 = optical path of the cell =1 em. Abscissa = wavelengths
in mp

the iron from the protein in order to measure its valence with
o-phenanthroline”. However, following this mild criticism they concluded:
“It seems at present difficult to decide whether the oxygen is bound to
bivalent iron atoms as is held by Kubo, or whether it is bound in a peroxy
form to trivalent irons as is held by Klotz and Klotz. The decision between
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either alternative, however, is not a question of prime importance and
is dependent on the point from which the matter is viewed*.

While the statement of the first sentence of this conclusion is in
complete disagreement with the important results they themselves
obtained, the statement of the second sentence, if accepted, defeats the
main object, not only of their own work, but also of the experiments
carried out by Klotz and Klotz (1955) and of their discussion with
Williams (1955) which followed.

CRITICAL EXAMINATION OF THE VIEW OF KLOTZ AND KLOTZ
AND PERSONAL OBSERVATIONS

It is indeed unfortunate that workers endeavouring to solve the
problem of the valency state of the iron in oxyhaemerythrin tacitly
avoided in their discussions the consideration of the mechanism of its
reaction with ferricyanide and of the nature of the methaemerythrin
derivatives thus obtained. Yet it is in the formation and in the nature
of this derivative that lies the key to the solution of this problem.

The nature of methaemerythrin was well understood by Marrian
(1927) who rightly considered it analogous to methaemoglobin. Florkin
(1933), who used potassium ferricyanide for the liberation of oxygen
from oxyhaemerythrin and hence for the proper estimation of the oxygen
bound to this pigment, accepted Marrian’s view with some reservation by
concluding that “ferricyanide transforms haemerythrin into a form which
does not oxygenate, probably analogous to methaemoglobin”. He consider-
ed neither the mechanism of its formation, nor the reversibility of the
reaction, nor the problem of the valency of the iron in any one of the
derivatives of haemerythrin. Roche (1933) on the other hand, stated that
the compound described by Marrian (1927) as methaemerythrin is not
analogous to methaemoglobin since, unlike Marrian, he failed to reduce
it to haemerythrin. Although Boeri and Ghiretti-Magaldi (1957) used
ferricyanide for the manometric estimation of bound oxygen and plotted
the absorption spectrum of methaemerythrin, they failed to appreciate
the full significance of their experimental results, and did not make proper
use of them in the discussion of the valency of iron in oxyhaemerythrin.

One of the properties of methaemerythrin which is of paramount
importance for the study of its nature is the reversibility of its formation
which appeared to have been demonstrated by Marrian (1927), denied by
Roche (1933), and not considered at all by other workers.

To throw further light on the nature of methaemerythrin, some
experiments were carried out on the reversibility of formation. For this
purpose a batch of about 20 living Phascolosoma elongatum was obtained
from the Marine Biological Laboratory at Plymouth.
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The coelomic fluid of Phascolosoma, diluted with an equal volume of
filtered sea water, was centrifuged in marrow centrifuge tubes, which
made it possible to remove by suction the supernatant fluid and the white
cells covering the cake of dark red cells. This manipulation was repeated
several times; the red cells collected were mixed with 0.005 y-phosphate
buffer pH 7.3, just sufficient to produce complete lysis of the cells. The
cellular debris was centrifuged off, and the clear dark red solution was
kept at 0°C. After two days standing an appreciable precipitate of
colourless protein formed was centrifuged off, and the solution was
dialysed against 0.25 m-tris buffer pH 9 [tris(hydroxymethyl)amino
methane]. The clear red solution thus obtained, unlike Marrian’s
preparations, was free from fluorescence. Without further purification
by crystallization, this solution was used for the study of the main pro-
perties of haemerythrin especially the mutual convertibility of its three
derivatives. For spectrophotometric and other studies, deoxygenated
haemerythrin was prepared in a Thunberg tube to the bottom of which
was fused a silica cell with 1 ecm. optical path. The tube was evacuated
and washed with oxygen-free nitrogen, this being repeated several times
until the haemerythrin solution became as colourless as a similar solution
of the pigment treated with sodium dithionite (NayS,0;,). On releasing the
vacuum and shaking the solution with air it regained its characteristic
red colour of oxyhaemerythrin.

On treating oxyhaemerythrin with potassium ferricyanide, its colour
rapidly changes from red to yellow. The methaemerythrin thus obtained
after dialysis overnight against cold tris buffer gives a solution of
a lemon-yellow colour which is not affected by either aeration or
evacuation. On treating this solution with a very small amount of
NayS,0; it becomes reduced to a colourless solution of haemerythrin,
which on aeration regains the red colour of oxyhaemerythrin.

A solution of oxyhaemerythrin left standing even in the cold undergoes
partial autoxidation to methaemerythrin. This reaction becomes more
rapid and complete if the solution is acidified to about pH 3.6.

The absorption spectra of haemerythrin, oxyhaemerythrin and
methaemerythrin were measured on two Hilger Uvispek spectrophoto-
meters, one fitted with a glass, the other with a quartz prism. The material
available, however, was not sufficient for the determination of the
absolute absorption spectra and since the patterns of the curves obtained
were very similar to those given by Boeri and Ghiretti-Magaldi (1957),
the absolute absorption curves recorded by these workers are given with
only slight modifications in Fig. 1.

The results of the experiments described above clearly show: 1) that
methaemerythrin formation is a perfectly reversible process, 2) that the
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liberation of oxygen by treating oxyhaemerythrin with potassium
ferricyanide is due to the oxidation of its divalent iron atoms to the
tervalent state of methaemerythrin, 3) that in this respect met-
haemerythrin is analogous to methaemoglobin, and 4) that methaemerythrin
can also be slowly formed by the autoxidation of oxyhaemerythrin. The
value of about 2.4 obtained by Love (1957) for the Fe/O, ration, which was
ascribed by Boeri and Ghiretti-Magaldi to “some inactivation during the
crystallization procedure or to the different origin of the biological
material”, was most likely due to the partial autoxidation of oxyhaeme-
rythrin to methaemerythrin. In fact, myoglobin during its purification
followed by crystallization is known to undergo more or less complete
autoxidation to metmyoglobin.

All this strongly supports the view that the iron atoms in oxyhaeme-
rythrin are in a divalent state, and that oxygenation of haemerythrin is
not accompanied by oxidation of its iron atoms.

That Klotz and Klotz (1957) failed to detect the divalent iron atoms
in oxyhaemerythrin treated with an acid solution of o-phenanthroline is
not surprising. In fact, the divalent iron atoms, as soon as they are split
off by acid from the specific protein which imparts to them the unique
property of oxygenation, would be oxidized by the oxygen linked with
them much faster than they would react with o-phenanthroline. This
oxidation reaction is not unlike that which would take place if oxyhaemo-
globin would be treated in a similar way. Acidification of oxyhaemoglobin
liberates the prosthetic group not as ferrous haem but as ferric haematin.
That the oxygen on its liberation by the acidification of oxyhaemerythrin
or of oxyhaemoglobin is immediately involved in the oxidation reaction
is cleary shown by the fact that only a fraction of bound oxygen is
recovered as molecular oxygen (Boeri and Ghiretti-Magaldi, 1957). On
the other hand, the liberation of the theoretical amount of O, from
oxyhaemerythrin treated with ferricyanide, like a similar reaction in the
case of oxyhaemoglobin, can only be explained by the oxidation of its
iron atoms to the tervalent state of methaemerythrin which, like
methaemoglobin, does not combine with molecular oxygen.

The fact that oxyhaemerythrin does not combine with CO cannot be
used, as has been done by Klctz and Klotz, as evidence that its iron atoms
are in tervalent state, because neither does deoxygenated haemerythrin
combine with CO. Moreover, even in different haemoglobins, the relative
affinities of the divalent iron for O, and CO expressed as the partition

[HbCO| pO,
[HbO,] pCO
1946; Keilin, 1956).

constant K — varies between 0.67 and 570 (Keilin and Wang,
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SUMMARY

1. Haemerythrin, which is an iron-protein oxygen carrier, exists in
three mutually convertible forms, colourless deoxygenated or ‘“reduced”
haemerythrin, burgundy-red oxygenated oxyhaemerythrin and lemon-
-yellow oxidized methaemerythrin.

2. These three forms also differ in their absorption spectra.

3. Treatment of oxyhaemerythrin with potassium ferricyanide
oxidizes its divalent iron atoms to the tervalent state of methaemerythrin
and liberates the theoretical amount of O, bound to the divalent iron atoms
in ratio Fe/O, =2.

4. The iron atoms are divalent both in haemerythrin and oxyhaem-
erythrin and tervalent in methaemerythrin.

5. The failure to detect divalent iron atoms in oxyhaemerythrin
treated with an acid solution of o-phenanthroline is due to the fact that
the divalent iron atoms, on being split off from the specific protein
which imparts to them the property of oxygenation, will react much more
rapidly with the O, attached to them, becoming oxidized to the tervalent
state, than with o-phenanthroline.

6. Haemerythrin has a very limited distribution in nature being
present in all representatives of Sipunculid and Priapulid worms, in
a Polychaete worm belonging to the genus Magelona, and in the genus
Lingula among the Brachiopods.

7. Haemerythrin, oxyhaemerythrin and methaemerythrin are analo-
gous to haemoglobin, oxyhaemoglobin and methaemoglobin.
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HEMERYTRYNA

Streszczenie

1. Hemerytryna, przenoszacy tlen zelazoproteid, wystepuje w trzech
formach, ktére moga wzajemnie w siebie przechodzié¢. Sa to: bezbarwna
odtlenowana, wzglednie ,,zredukowana‘ hemerytryna, czerwona, o kolo-
rze burgunda, utlenowana oksyhemerytryna oraz cytrynowo-zéita utlenio-
na methemerytryna.

2. Te trzy formy réznig si¢ rowniez widmem absorpcyjnym.

3. Traktowanie oksyhemerytryny zelazicyjankiem potasu utlenia dwu-
wartosciowe atomy zelaza na tréjwartoSciowe methemerytryny, i réwno-
cze$nie uwalnia sie teoretyczna ilo§¢ O,, zwiazana z dwuwarto§ciowymi
atomami zelaza w stosunku Fe/O, = 2.

4. W hemerytrynie i oksyhemerytrynie atomy zelaza sa dwuwartos-
ciowe, za§ w methemerytrynie tréjwartosciowe.

5. Niemozno$¢ wykazania dwuwartoéciowych atoméw zelaza w oksy-
hemerytrynie po zadaniu kwasnym roztworem o-fenantroliny spo-
wodowana jest faktem, ze dwuwartosciowe atomy zelaza pozostaja od-
szczepione od specyficznego bialtka, ktore nadaje im wlasnoéé¢ utlenowa-
nia sie, reaguja duzo szybciej z przylaczonym do nich O, utleniajac sie na
trojwartosciowe, anizeli z o-fenantrolina.

6. Wystepowanie hemerytryny w przyrodzie jest bardzo ograniczone.
Znaleziono ja u wszystkich badanych robakéw nalezacych do Sipunculidae
i Priapulidae. Sposrod Wieloszezetow zawiera ja rodzaj Magelona,
a sposréd Brachiopodae rodzaj Lingula.

7. Hemerytryna, oksyhemerytryna i methemerytryna odpowiadaja he-
moglobinie, oksyhemoglobinie i methemoglobinie.

Otrzymano 3.3.1960 r.
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I Klinika Choréb Wewnetrznych AM, Bialystok
Kierownik: doc. dr med. W. Zankiewicz

Surowice krwi plodu matki rodzacej oraz zdrowej nie ciezarnej ko-
biety roéznia sie miedzy soba stezeniem bialek, odsetkowym skladem
frakeji biatkowych i niektérymi wlasnoSciami fizycznymi. Roznice te
obserwowali liczni autorzy, np. Longsworth i wsp. [4], Brown [2], Stary
i wsp. [8], Charvillat i wsp. [3], Pfau [7], Paaby [6| i inni. Mozolowski
i wsp. [5] wykazali doswiadczalnie i oméwili inne zachowanie si¢ frak-
cji wysoleniowych i pewnych wlasno$ci fizycznych bialek osocza u no-
worodka niz u kobiety rodzacej.

Wydalo sie mozliwe, ze okreSlenie zawartosci pewnych skladnikéw
nieaminokwasowych bialek pozwoli réwniez odrézni¢ krew pepowinowg
od krwi matki rodzacej.

W tej pracy postawiono sobie zadanie: 1. Sprawdzi¢, jaka jest zawar-
tos¢ glikozaminy przypadajacej na gram bialtka w surowicy noworodka
i poré6wnaé ja z zawartoscig glikozaminy w bialkach surowicy matki ro-
dzacej. 2. Zbadaé¢, w jakim stopniu ewentualne zmiany w zachowaniu
sie glikozaminy w badanych surowicach idg w parze ze zmianami w od-
setkowym skladzie frakeji bialkowych.

METODY

Krew z zyly pepowinowej (8 - 10 ml) pobierano w 5-7 min. po po-
rodzie po zaci$nieciu peanem pepowiny. Bezposrednio po tym pobierano
10 ml zylnej krwi matki. Badano krew nowcrodkéow i kobiet rodzacych
klinicznie zdrowych; porody przebiegaly prawidlowo. Préby krwi zhe-
molizowanej odrzucano. Surowice oddzielano przez kilkakrotne odwiro-
wanie.

W otrzymanych prébkach surowicy oznaczano: (1) Stezenie bialek
obliczone ze wskaznika refraktometrycznego. (2) Glikozamine metoda

[425]
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Elsona i Morgana w modyfikacji Bechlera i wsp. [1]. (3) Frakcje elektro-
foretyczne elektroforeza bibulowa w moderatorze weronalowym o pH 8,6,
mocy jonowej 0,1. Paski barwiono blekitem bromofenolowym, eluowano
i okreslano kolorymetrycznie. Wyniki podano we wzglednych odsetkach.
Pobrano po 24 prébki krwi pepowinowej i krwi matek rodzacych.

WYNIKI I DYSKUSJA

Jak wida¢ z tablicy 1, réznica stezenia bialek pomiedzy surowicg matki
rodzacej a surowica krwi pepowinowej jest statystycznie znamienna.
Najmniejsza réznica wynosila 0,44 g%, najwieksza — 2,87 g%. Krew
pepowinowa odznacza si¢ w poréwnaniu do krwi zylnej matki wieksza
zawartoscig albuminéw, zmniejszeniem o~ i f-globulinéw. Nie znalezio-
no statystycznych réznic w zachowaniu sie - i y-globulinéw. Frakcje
bialkowe u matki i u dziecka odznaczajg sie dosé¢ duzym rozrzutem.

Glikozamine oznaczono w 18 przypadkach; jej zawartoé¢ w zylnej
krwi matki wyraza sie wielkoscia 12,5 mg*0,45 mg na 1 g bialek. Najwyz-
sza warto$¢ wynosi 15,2 mg, a najnizsza 9,6 mg. W krwi pepowinowej ste-
zenie glikozaminy jest wyraznie mniejsze: na 1 g biatka przypada
7,7 mg * 0,46 mg glikozaminy; warto$¢ najwyzsza wynosi 11,5 mg, a naj-
nizsza 5,7 mg. Zmniejszenie stezenia glikozaminy w surowicy krwi pepo-
winowe]j jest statystycznie istotne w poréwnaniu z zawartoscia glikoza-
miny w krwi matki.

Tablica 1
Ilo$é glikozaminy przypadajaca na 1 g bialka oraz wzgledne stezenie frakcji bialko-

wych w surowicy krwi pepowinowej i w surowicy krwi matki rodzqcej
Podano wartoéci Srednie, - $redni bilad wzorcowy; liczby w nawilasach oznaczajg ilosé

doswiadczen
r Surowica zylnej Surowica krwi
krwi matki pepowinowej
Biatko catkowite (g/100 ml) (24) 7,50-+0,09 ' 5,7240,07
Glikozamina (mg/g biatka) (18) 12,5 +0,45 | 7,7+0,46
Frakcje biatkowe (wzgledny procent) (18) f
Albuminy 42,0 +1,6 | 49.5--0,8
Globuliny a; 72 40,11 . | 6,1+0,17
Globuliny 10,5 +0,42 ‘ 8,3+0,45
Globuliny f | 155 £04 |  11,01065
Globuliny y | 240 0,9 I 24,5+1,2 |

Roznice miedzy stezeniem bialek w surowicy noworodka a w surowicy
matki obserwuja réwniez i inni autorzy. Mozolowski i wsp. [5] znalezli
u 10 rodzacych kobiet sredniag wartosé 1,07 g = 0,04 g azotu bialkowego,

http://rcin.org.pl



(31 GLIKOZAMINA W KRWI PEPOWINOWEJ 497

a u 10 noworodkéw w krwi pepowinowej 0,94 * 0,14 g azotu w 100 ml
surowicy. Brown [2] podaje, ze Srednia zawarto$¢ bialek (oznaczonych me-
todg biuretowg) wynosi u 50 matek rodzacych 6,32 = 0,52 g na 100 ml
surowicy, a u noworodkoéw 6,13 = 0,64 g na 100 ml. Autor ten nie stwier-
dza wiec istotnych réznic. Ten fakt, ze w niniejszej pracy réznica pomie-
dzy stezeniem bialek w surowicy krwi matki a stezeniem w surowicy
krwi pepowinowej jest wyraznie wieksza niz u innych autoréw wydaje
sie zaleze¢ od sposobu oznaczania stezenia bialek. Wyniki oznaczen frakcji
elektroforetycznych w czasie porodu u matki i noworodka sa podobne jak
u Browna [2]. Autor ten obserwowal réwniez mniejszy procent albumi-
néw w surowicy krwi kobiety rodzgcej niz w krwi pepowinowej, a row-
nocze$nie mniejszy odsetek a- i f-globulinéw u noworodkéw niz w suro-
wicy krwi matki. Stary i wsp. [8] stwierdzili zwiekszona zawartosé gliko-
proteidéw surowicy krwi w ciazy, zwlaszcza w jej ostatnich miesigcach
w poréwnaniu do kobiet ciezarnych. Istnieje wiec mozliwosé, ze i odsetek

Tablica 2

Roéznica pomiedzy zawartosciq glikozaminy w bialkach surowicy krwi pepowinowej,
stezeniem bialka w surowicy krwi pepowinowej a tymi samymi wartosciami
w surowicy zylnej krwi matki

Liczby oznaczaja procent, o jaki dana wartos¢ jest mniejsza w krwi pepowinowej w stosunku
do 2zylnej krwi matki

Lp. Glikozamina| Biatko Lp. |Glikozamina| Bialko
1 57 13 1 39 13
2 43 21 12 39 5
3 a3 21 || 13 TR
4 41 30 Il 14 30 O
5 48 15 | 18 18 30
6 41 20 [| 19 41 [ 21

(ke 44 28 21 51 | 19
9 33 36 23 40 18

10 AR 2% 24 39

glikozaminy wzrasta wraz z postepem ciazy. W dostepnym mi pi$mienni-
ctwie nie spotkalem danych o zachowaniu sie tego aminocukru w krwi
pepowinowej.

W tablicy 2 poréwnano réznice zawartosci bialka pomiedzy surowica
noworodka a surowica jego matki z réznicami zawartosci heksozaminy.
Z tablicy wynika, ze w wigkszosci przypadkéw spadek glikozaminy w bial-
kach krwi pepowinowej jest wigkszy anizeli zmniejszenie sie wskaznika
refraktometrycznego. Krew pepowinowa charakteryzuje sie w poréwnaniu
z krwig matki znacznie wyrazniejszym spadkiem zawarto$ci glikozaminy
w bialkach niz zmniejszeniem sie¢ stezenia bialek w surowicy.
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STRESZCZENIE

W surowicy krwi pepowinowej i w krwi zylnej rodzacej matki ozna-
czano zawarto$é¢ glikozaminy przypadajacej na 1 gram bialek oraz frakcje
elektroforetyczne. Stwierdzono statystycznie istotng mniejsza zawartosé
glikozaminy zwiazanej z bialkami surowicy u noworodkéw w poréwnaniu
z surowicg matki.
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GLUCOSAMINE IN UMBILICAL AND MOTHER BLOOD

Summary

The amount of glucosamine per gram of protein as well as electrophore-
tical fractions were estimated in the sera of umbilical and mother’s venous
blood (on delivery). The level of serum protein bound glucosamine was
lower in newborns than in mother’s, the difference being statistically
significant.

Otrzymano 4.3.1960 r.
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WYKORZYSTANIE PRZEZ ORGANIZM LUDZKI SKLADNIKOW
PODANEGO DOZYLNIE HYDROLIZATU BIALKOWEGO

IIL.* SKLADNIKI MOCZU INTERFERUJACE W OZNACZANIU AZOTU
AMINOWEGO **

Katedra Biochemii Uniwersytetu, Warszawa, i II Klinika Chirurgiczna Akademii
Medycznej, Warszawa

Zagadnienie oznaczania azotu wolnych grup aminowych w moczu
dotychczas nie zostalo calkowicie rozwigzane. Stosowane metody, dajgce
jednoznaczne wyniki dla roztworéw mieszanin aminokwasow lub hydro-
lizatow bialkowych, dajg w zastosowaniu do moczu wyniki nie wyrazajace
rzeczywistej zawartosci N-aminowego. Wywolane jest to wystepowaniem
w moczu dotychczas nie zbadanych czynnikéw interferujacych, ktore
w réoznym stopniu, zaleznie od stosowanej metody, wplywaja na uzyskane
wartosci oznaczen.

W poprzednich pracach [3, 4] w badaniu na ludziach zdrowych, kto-
rym podano dozylnie enzymatyczny hydrolizat biatka krwi bydlecej
wzbogacony glikoza, stwierdzono wystepowanie w moczu znacznej ilosci
zwigzkow nie zawierajacych wolnej grupy aminowej, a tworzacych roz-
puszczalne kompleksy miedziowe. W oznaczaniu metodg Pope’a i Ste-
vensa [7] w modyfikacji Albanese’a i Irby [1] zwiazki te reagujg jak
aminockwasy i sa powodem duzych wartosci wyliczonego N-aminowego.

Charakterystyczng cecha tych skladnikéw interferujacych w ozna-
czaniu N-aminowego metoda miedziowa jest nietrwalo§é na ogrzewanie
zarowno w Srodowisku kwasnym, jak i zasadowym. Ulegaja one rozkla-
dowi podczas hydrolizy kwasnej moczu [3], jak rowniez podczas usuwania
amoniaku metoda Antener [2], tj. w czasie 15-minutowego przewietrzania
zalkalizowanego moczu w temperaturze 80° [5].

* Czesé II [4].
** Praca subsydiowana czeSciowo przez Wydzial VI Polskiej Akademii Nauk.

22 [429]
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W badaniu nad wykorzystaniem przez organizm ludzki skladnikow
podanego dozylnie hydrolizatu bialkowego moga by¢ w réwnej mierze
interesujace zwiazki zawierajace wolng grupe aminowsa, jak i czynniki
interferujace. Z tego wzgledu przeprowadzono poréwnawcze oznaczenie
N-aminowego kilku metodami, aby stwierdzi¢, w jakim stopniu sposéb
zywienia wplywa na ilo§¢ wydalonych w moczu zwiazkéw z wolna grupa
aminowa oraz czynnikow interferujgcych.

CZESC DOSWIADCZALNA

Badania kliniczne

Badania kliniczne przeprowadzono na czterech zdrowych mezczyznach
w wieku lat 21 i 24. Doswiadczenia trwaly pie¢ dob, liczac poczatek kazdej
doby od godziny 9 rano. Przez caly okres badani otrzymywali doustnie
diete o duzej zawartosci bialka. W 2, 3 i 4 dniu do$wiadczenia podawano
ponadto dozylnie o godzinie 9 rano metoda wlewan kroplowych po
1000 ml hydrolizatu (czas podawania 1,5—2 godz.).

Podany hydrolizat przygotowywany by! z bialka krwi bydlecej, tra-
wionego mieszaning enzymoéw trzustki [6]. 1000 ml hydrolizatu (pH 6,7)
zawieralo 10,4 g N-calkowitego i 6,4 g N-wolnych grup aminowych, ozna-
czonych miareczkowa metoda miedziowa wedlug Albanese’a i Irby [1].

Mocz zbierano do naczyn szklanych, zawierajacych okolo 1 g tymolu
i 50 ml toluenu, i przechowywano w chlodni. Dobowe préby moczu kon-
serwowano przez dodanie wiekszej ilosci toluenu (wystarczajgcej do po-
krycia powierzchni moczu) i trzymano w temperaturze 0°. Oznaczenia
N-aminowego przeprowadzano w $redniej dobowej proébie moczu po
stwierdzeniu nieobecnosci bialka.

Metody analityczne

N-aminowy oznaczano w stosowanym hydrolizacie biatkowym i w mo-
czu w nastepujacy sposob:

la — miareczkowa metoda miedziowa wg Albanese’a i Irby [1]
w probkach pobranych bezposrednio po przesaczeniu,

1b — ta samg metoda po uprzednim przewietrzeniu proby przez
15 minut w temperaturze 80°, w $srodowisku alkalicznym wg Antener [2],

2a — zmodyfikowang kolorymetryczng metoda miedziowa wg Sobela
i wsp. [8] w probach pobranych bezposrednio po przesaczeniu,

2b — ta sama metoda po wysuszeniu zalkalizowanej proby nad ste-
zonym kwasem siarkowym, pod zmniejszonym cisnieniem, w tempera-
turze pokojowej,
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3 — kolorymetryczna metoda ninhydrynowa wg Yemma i Cockinga [9]
po wysuszeniu zalkalizowanej proby nad stezonym kwasem siarkowym
w temperaturze pokojowej.

Oznaczenia kolorymetryczne przeprowadzano przy uzyciu kolory-
metru Metrohm Colorimeter E 1005, w kiuwetach o grubosci 15 mm, sto-
sujagc filtr Nr 1 (fioletowy) do metody 2a i 2b oraz filtr Nr 5 (pomaran-
czowy) do metody 3. Krzywe wzorcowe do metod kolorymetrycznych
2 1 3 sporzadzono na podstawie oznaczen N-aminowego w standardowym
roztworze aminokwaséw, ktéorym byl hydrolizat kwasny biatka krwi
bydlecej. Zawarto$¢ N-aminowego w roztworze standardowym oznaczono
miareczkowa metoda miedziowsg [1].

Przygotowanie moczu do analiz metodqg 2b i 3. 1 lub 2 ml moczu
zalkalizowanego przez dodanie 0,03 - 0,05 ml okolo 18 N-wodorotlenku
sodowego suszono w malych naczyniach pod zmniejszonym cisnieniem
w eksykatorze nad stezonym kwasem siarkowym w temperaturze poko-
jowej. Sucha pozostalo§¢ rozpuszczono w wodzie destylowanej, pozba-
wionej amoniaku przez przepuszczenie jej przez kolumne z permutytu
(forma H). Roztwoér doprowadzano kwasem solnym do pH 4 -6 (uniwer-
salny papierek wskaznikowy), po czym rozcienczano woda destylowanag
bez amoniaku do objetosci 50 ml.

Tablica 1

N-aminowy w roztworze wzorcowym aminokwaséw oznaczony réznymi metodami
Wartosci podane w mg/ml

Préba ___ Metoda m ieﬂﬂojf‘ o n s = Y ninmztr(;viiwa l

nr la 16 o2 Tl 2k 3 [
I 6,95 695 | 69 6,94 6,94
} 2 6,92 6,97 ’ 7,00 7,00 7,00
3 6,92 692 | 690 6,94 6,94

4 69 | 68 | 68 | 700 | 6,88 {

Adaptacja metody Sobela i wsp. [9] do oznaczania N-aminowego
w moczu. 1 lub 2 ml moczu pobranego bezposrednio z porcji dobowej
rozcienczano woda nie zawierajacg amoniaku do 50 ml. 5 ml tego roz-
tworu, zawierajacego 1,5 - 22 ug N-aminowego/ml, przenoszono do 10 ml
kelby miarowej, dodawano jedng krople roztworu tymoloftaleiny, a nas-
tepnie kroplami okolo 0,2 n-wodorotlenku sodowego do pojawienia sie bar-
wy fioletowej. Zawartos¢ kolb uzupelniano do 10 ml zawiesing fosforanu
miedziowego, przygotowanego wg Sobela i wsp. [9], mieszano dokladnie,
pozostawiano przez 10 -20 minut (mieszajgc kilkakrotnie), a nastepnie
przenoszono do probéwek wiréwkowych i wirowano przez 10 minut przy
2500—3000 obr./'min. Do 2 ml klarownego plynu, pobranego znad osadu,
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dodawano 2 ml wody destylowanej, 0,2 ml §wiezo przygotowanego roz-
tworu dwuetylodwutiokarbaminianu sodowego (100 mg/5 ml) i natych-
miast potem 6 ml alkoholu izopropylowego. Po wymieszaniu roztworéw
oznaczano intensywno$¢ zabarwienia wobec proby S$lepej, zawierajacej
zamiast badanego roztworu 5 ml wody.

Oznaczenia 2b przeprowadzano w analogiczny sposéb przy uzyciu
5 ml roztworu przygotowanego z pozostaloSci po wysuszeniu moczu nad
kwasem siarkowym.

Wartosci oznaczen N-aminowego w standardowym roztworze amino-
kwasow, oznaczone stosowanymi metodami w czterech réwnoleglych pro-
bach, zestawiono w tablicy 1.

OMOWIENIE WYNIKOW 1 WNIOSKI

Wyniki oznaczen N-aminowego w stosowanym do wlewan hydroli-
zacie bialkowym, otrzymane miareczkowa metoda miedziowa (la i 1b),
kolorymetryczna metoda miedziowa (2a i 2b) oraz kolorymetryczng me-
toda ninhydrynowg [3], zestawiono w tablicy 2. Jak wida¢ z zestawienia,
zar6wno w probach poddanych ogrzewaniu w S$rodowisku alkalicznym,
jak i wysuszonych w temperaturze pokojowej (metody 1b i 2b) obserwuje
sie wyzsza zawarto$¢ N-aminowego w poréwnaniu z warto§ciami, uzyska-
nymi odpowiednio metoda la lub 2a. Wskazuje to, ze w warunkach sto-
sowanych w metodach 1b i 2b nastepuje czeSciowe uwolnienie zwigzanych
grup aminowych.

Tablica 2

N-aminowy w enzymatycznym hydrolizacie bialka oznaczony réznymi metodami
Wartosci podane w g/1000 ml

P Metoda |
Préba Metoda mledznm_va [ ninhydrynowa |
nr TP TN R I R 3 |
1 5,88 6,38 6,19 6,58 6,47 |
2 5,93 6,32 6,25 6,56 6,47
3 | 5,84 6,34 6,13 6,53 6,38

Wyniki oznaczen N-aminowego w moczu czterech zbadanych przy-
padkéw przeprowadzone metodami la, 1b, 2a, 2b i 3 zestawiono w ta-
blicy 3. Otrzymane wartosci ,,N-aminowego* sa suma azotu wolnych grup
aminowych obecnych w moczu aminokwas6w wolnych i zwigzanych oraz
czynnikéw interferujacych oznaczanych dang metoda.

Poréwnanie wynik6w oznaczen przeprowadzonych miareczkowa me-
toda miedziowa la (oznaczenia bezposrednio w moczu) i 1b (oznaczenia
po przewietrzeniu na goraco zalkalizowanej proby) oraz kolorymetryczna
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metoda miedziowa 2a (oznaczenia bezposrednie) i 2b (po wysuszeniu
zalkalizowanej préby w temperaturze pokojowej) wskazuje, ze w moczu
wydalonym w dniach 1 i 5 obok zwigzkéw zawierajacych wolng grupe
aminowa wystepuja skladniki tworzace rozpuszczalne kompleksy z mie-
dzig. Skladniki te ulegaja rozkladowi w $rodowisku alkalicznym w czasie

Tablica 3

N-aminowy w moczu dobowym oznaczony réznymi metodami
Wyniki podane w gramach. H — hydrolizat biatka

. Mocz Metoda miedziowa Metoda
Dzien Wlew (ml) ninhydrynowa
la 1b 2a 2b 3
Przypadek I, m. wiek 21 lat, waga 60 kg
1 - 1580 0,68 0,59 0,65 0,66 0,42
2 H 1320 0,70 0,79 0,62 0,80 0,71
3 H 1400 0,81 0,85 0,70 0,82 0,77
4 H 1190 0,79 0,83 0,68 0,89 0,66
5 — 1620 0,43 0,40 0,38 0,45 0,39
Przypadek II, m. wiek 24 lat, waga 63 kg
1 — 1100 0,51 0,43 0,46 0,47 0,31
2 H 1800 0,73 0,84 0,71 0,83 0,70
3 H 2650 0,71 0,85 0,72 0,95 0,89
4 H 1030 0,71 0,78 0,67 0,87 0,59
5 — 2500 0,34 0,29 0,30 0,37 0,38
Przypadek III, m. wiek 21 lat, waga 70 kg
1 — 1440 0,80 0,58 0,72 0,73 0,57
2 H 1810 1,04 1,05 0,92 1,23 0,91
3 H 1620 1,04 1,01 0,88 1,24 0,97
4 H 1150 0,69 0,73 0,61 0,88 0,68
5 — 1560 0,74 0,51 0,51 0,59 0,56
Przypadek IV, m. wiek 24 lat, waga 67 kg
1 — 1260 0,44 0,34 0,44 0,45 0,32
2 H 1540 0,67 0,75 0,70 0,95 0,84
3 H 1870 0,61 0,73 0,63 0,91 0,76
4 H 1220 0,46 0,59 0,46 0,77 0,63
5 — 1100 0,25 0,19 0,22 0,28 0,27

ogrzewania (metoda 1b) do zwiazkéw nie reagujacych z miedzig, nato-
miast nie ulegaja zmianie w czasie suszenia zalkalizowanego moczu
w temperaturze pokojowej (metoda 2b).

Poréwnanie wynikéw oznaczen N-aminowego tymi metodami w mo-
czu wydalonym po podaniu hydrolizatu wskazuje na obecnos¢ skladnikow
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nie oznaczajacych sie¢ w moczu (metoda la i 2a), lecz ulegajacych w Sro-
dowisku zasadowym juz w temperaturze pokojowej przemianie w zwigzki.
tworzgce rozpuszczalne kompleksy z miedzia. Skladnikami tymi moga by¢
wydalone peptydy podanego hydrolizatu lub zwigzki wytworzone w orga-
nizmie. Uwalniane w czasie ogrzewania lub suszenia zwiazki, powodujace
przyrost ,,N-aminowego‘ w metodzie 1b i 2b, zawieraja prawdopodobnie
grupe aminows. Wskazuja na to wyniki oznaczen N-aminowego metoda
ninhydrynowsa 3, ktére w moczu wydalonym po podaniu hydrolizatu sa
przewaznie wyzsze od wartosci uzyskanych metoda 2a. Jest mozliwe, ze
skladniki te nie wystepuja w moczu normalnym, lecz pojawiaja sie po
podaniu dozylnym hydrolizatu bialkowego.

W przeciwienstwie do nich skladniki typu pierwszego, to jest ulega-
jace w czasie ogrzewania w $rodowisku alkalicznym rozkladowi do zwigz-
koéw nie tworzacych kompleksow z miedzia, sa prawdopodobnie normal-
nymi skladnikami moczu.

STRESZCZENIE

Przeprowadzono oznaczenia N-aminowego piecioma réznymi meto-
dami (la, 1b, 2a, 2b, 3) w moczu czterech zdrowych mezczyzn, ktérzy
w okresie badania otrzymywali wysokobiatkowa diete oraz w ciagu trzech
dni (2, 3 i 4 dzien badan) dodatkowo dozylnie po 1 1 hydrolizatu.

Stwierdzono, ze w badanym moczu obok zwigzkéw zawierajacych
wolng grupe aminowg wystepuja dwa typy skladnikéw tworzacych
kompleksy z miedzia.

Skladniki pierwszego typu, oznaczane metodami la, 2a i 2b, nie sg
oznaczane metoda 1b. Skladniki drugiego typu, nie oznaczane metoda
la i 2a, oznaczaja si¢ metodami 1b i 2b. W przeciwienstwie do skladni-
kow pierwszego typu, skladniki drugiego typu pojawiaja sie w moczu
po dozylnym podaniu hydrolizatu bialkowego.
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UTILIZATION OF INFUSED PROTEIN HYDROLIZATE BY THE HUMAN
ORGANISM

III. URINE CONSTITUENTS INTERFERING WITH THE AMINE NITROGEN DETERMINATION

SUMMARY

The excretion of Nyu, was investigated on 4 men kept on a fully
caloric, high-protein diet who received additionally on the 2nd, 3rd and
4th days of experiment 1 liter of protein hydrolyzate per day.

Assume nitrogen Nyp, was determined as follows: la — in untreated
urine samples by titration copper method of Albanese and Irby; 1b — in
urine samples aerated at 80° and alkalified (according to Antener) as in
la; 2a — in untreated urine samples by the modified colorimetric copper
method of Sobel et al.; 2b — in alkalified urine samples dried in a
dessiccator over conc. H,SO, at room temperature by the method as
in 2a; 3 — in samples treated as in 2b by the colerimetric method of
Yemm and Cocking. =

The results given in table 3 indicate that in the examined urine,
beside the compounds containing the free amine group two groups of
substances forming soluble copper complexes are present.

The substances of one group are thermolabile in alkaline solutions
and therefore indeterminable by method 1b, they may be determined by
method 1a, 2a, 2b. The substances of the other group indeterminable by
method la and 2a were determined by method 1b and 2b.

It is possible that substances of the second group are not present in
normal urine and appear after infusion of hydrolyzate. Contrary to the
latter, the substances of the first group, i.e. thermolabile in the alkaline
solutions are believed to be the normal constituents of urine.

Otrzymano 7.4.1960 r.
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DAS VORKOMMEN VON KETOSAUREN UND AMINOSAUREN
IN DER MENSCHLICHEN PLACENTA

Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitdt
des Saarlandes in Homburg/Saar

Herrn Wl. Mozolowski in Erinnerung an die gemeinsame Arbeit des
einen von uns (R. A.) bei E. J. Lesser in Mannheim (1927) zu seinem
65. Geburtstag gewidmet.

Mit Hilfe des 24-Dinitrophenylhydrazins konnte seinerzeit das Vor-
kommen des Vitamins C in der menschlichen Placenta gesichert werden
[2]. Es wurde als das sogenannte 2,4-Dinitro-Vitamosazon [8, 12] in kri-
stalliner Form isoliert.

Bei der Behandlung von Placenta-Extrakt mit dem genannten Fillungs-
reagenz werden noch relativ grosse Mengen anderer Carbonylverbindun-
gen erfasst, wobei neben dem genannten Vitamosazon vor allem an das
Glucosazon, an Ketosdurenhydrazone und aber auch an die Hydrazone
von Steroidhormonen zu denken ist.

Da in unserem Institut die Frage des Nachweises von Ketosduren im
menschlichen und tierischen Harn bearbeitet wurde [3, 7], so haben wir
mit demselben Verfahren gepriift, welche a-Ketosduren in der Placenta
zu finden sind.

Das Prinzip des Verfahrens ist: Der enteiweisste Placentaextrakt wird
mit 2,4-Dinitrophenylhydrazin versetzt. Das erhaltene Osazon-Hydrazon-
Gemisch wird mit HCI-Sn behandelt, wobei die isolierten Ketosiure-
-Derivate in die entsprechenden Aminosduren iliberfiihrt, die nun papier-
chromatographisch ermittelt werden. 3

Zusammen mit dem Vorkommen von Ketosduren interessierte es uns
gleichzeitig, zu untersuchen, welche freien Aminosduren daneben in der
Placenta nachgewiesen werden konnen.

[427]
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BESCHREIBUNG DER VERSUCHE

NACHWEIS DER KETOSAUREN

Aufarbeitung der Placenten

Sechs vom Bindegewebe befreite und vom Blut abgepresste Placenten
(etwa 2680 g) werden unter wenig Wasserzugabe im Starmix homogenisiert
und anschliessend abzentrifugiert. Zur Entfernung der Eiweisstoffe wird
der Placentaextrakt mit 3 Liter 8 Trichloressigsdure versetzt, fiir die
Dauer von 30 Min. geschiittelt und abfiltriert. Das Filtrat wird nochmals
mit 2 Liter 8% Trichloressigsdure in derselben Weise behandelt. Die ve-
ceinigten Filtrate werden mit festem Na-bicarbonat neutralisiert.

Fallung der a-Ketosduren als 2,4-Dinitrophenylhydrazone und Reduktion
der Hydrazone zu a-Aminosduren

Zur Fallung der a-Ketosdauren als 2,4-Dinitrophenylhydrazone wird der
enteiweisste neutrale Placentaextrakt mit 1300 ml 2 N-HCl angesduert
und mit 2000 ml 2,4-Dinitrophenylhydrazinlésung (10 g 2.4-DNPh in
2,5 Liter 2 N-HCI) versetzt. Nach 4-tdgigem Stehen im Brutschrank bei 38°
scheidet sich ein roter, voluminoser Hydrazonniederschlag ab. Die
Ausbeute an abgesaugtem und getrocknetem 24-Dinitrophenylhydrazon
betrdgt 1,1 g (Ausbeute 0,042%). Die Hydrazone werden in 50 ml Wasser
aufgeschlammt und 10 ml davon mit je 50 ml Chloroform-Athanol (4:1)
ausgeschiittelt. Als unloslicher Riickstand verbleiben etwa 0,8 g (73%).
Nach Abtrennung der wissrigen Phase wird die Chloroform-Athanol-
Losung, die also 0,3 g Hydrazon (270 der Gesamthydrazone) enthélt, 4 mal
mit je 25 ml 10°%o wiéssriger Sodalosung ausgeschiittelt. Beim Eindampfen
der Chloroform-Athanol-Phase konnte man etwa 0,2 g Hydrazon wieder-
gewinnen, sodass nur 0,1 g (9,1%) Hydrazon in die Sodalésung gehen.
Die Sodalosung der Ketosaurenhydrazone wurde unter Kiihlung mit
6 N-HCIl angesiéuert und 3 mal mit je 20 ml Chloroform-Athanol ausges-
chiittelt. Die organische Phase wurde mit dem Fohn bis auf 1-2 ml
eingeengt und iiber CaCl, in Exsikkator zur Trockne gebracht.

Der rote Riickstand wurde in 50 ml 95%0 Athanol suspendiert, von den
vorhandenen unloslichen Bestandteilen abfiltriert, mit 6 g granuliertem
Zinn versetzt und unter Kiihlung 15 Min. gasférmiger HCl eingeleitet.
Nach beendeter Reduktion (8 h) wird Sn®* mit H,S gefillt und die Losung
im Vakuum zur Trockne eingedampft. Das in Wasser aufgenommene
Filtrat wird auf eine Kolonne mit Amberlit IR 120 (20 X 2 cm) gegeben

http://rcin.org.pl



131 KETOSAUREN UND AMINOSAUREN IN PLACENTA 439

und anschliessend werden die Aminosduren mit 1 N-NH; eluiert. Das
schwach briunliche Eluat wurde im Vakuum auf 1 ml eingeengt und zur
papierchromatographischen Untersuchung benutzt.

Papierchromatographische Untersuchung der Aminosiuren

Die papierchromatographische Untersuchung wurde auf Schleicher und
Schiill 2043b-Papier aufsteigend zweidimensional durchgefiihrt.

Auftragung: 0,1 ml Losung. Als Fliessmittelsysteme dienten:

A. 1. Dimension: n-Butanol-Eisessig-Wasser (4 : 1 : 5) [10],
2. Dimension: a-Picolin-Eisessig-Wasser (75 :2 :23) [11].
B. 1. Dimension: sek. Butanol-3%/0 NH; (150 : 60),
2. Dimension: sek. Butanol-Ameisensdaure-Wasser (150 : 30 : 20) [6].

Als Entwickler wurde Ninhydrin verwendet. Die Identifizierung der
aufgetrennten Aminosduren erfolgte durch: a) Mischchromatogramme mit
Testaminosiduren in den genannten Fliessmittelsystemen, b) durch spezielle
Farbreaktionen; Fleck 9 (Tyrosin): rotfairbung mit a-Nitroso-f-naphthol [1]
und positive Pauly-Reaktion.

Die Identifizierung von Lysin erfolgte aus dem zweidimensionalen
Chromatogramm (System A) mit Hilfe einer speziellen Technik aufsteigend
in Phenol [13, 5].

NACHWEIS DER FREIEN AMINOSAUREN

100 g von Blut ausgepresstes Placentagewebe werden 15 Min. mit
Wasser ausgewaschen, im Starmix homogenisiert und abzentrifugiert.
Anschliessend wird das Sediment mit 30 ml 95%0 Athanol fiir die Dauer
von 30 Min. extrahiert und der alkoholische Extrakt wird kurz
aufgewarmt, um die Eiweissstoffe auszuflocken. Die alkoholische Losung
wird nun zur papierchromatographischen Analyse auf Aminosduren
benutzt.

Die papierchromatographische Untersuchung geschieht in der cben
angegebenen Weise.

 ERGEBNISSE

NACHWEIS DER KETOSAUREN

Im enteiweissten Placentaextrakt konnten folgende a-Ketosduren
entsprechend den jeweiligen «-Aminosduren) nachgewiesen werden:
Glyoxylsdure (Glycin) Brenztraubensiure (Alanin), Hydroxybrenztrauben-
sdure(Serin), a-Keto-n-butterséiure (a-Amino-n-buttersdure), a-Keto-iso
-valeriansidure (Valin), a-Keto-iso-capronsaure (Leucin), p-Hydroxyphe-
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nylbrenztraubensdure (Tyrosin), Oxalessigsdure (Asparaginsiure), a-Ke-
toglutarsdure (Glutaminsdure), a-Keto-eé-aminocapronsdure (Lysin).

Abb. 1. Chromatogramm der Amino-
@ " sauren, die sich durch Reduktion von
2,4-Dinitrophenylhydrazone der Keto-

» O . sduren der Placenta herleiten
I. Dimension: n-Butanol-Eisessig-Was-

@ 9 ser (4:1:5)
@ 5 II. Dimension: a-Picolin-Eisessig-Was-
| ; ser (75:2:23)
‘ 2y & @ . Spriihreagens: Ninhydrin. Fleck Nr. und
{ 12 nachgewiesene Aminosdure: 1 — Ly-
Q\&I) sin; 2. — Asparaginséure,' 3 — Serin,
N 5 42 4 — unbekannt, 5 — Glycin, 6 — Glu-
:1 O / taminsdure, 7 — Alanin, 8 — a-Amino-
lk ® buttersidure, 9 — Tyrosin, 10 — Valin,
R 11 — Leucin. '

,,a” gibt mit Ninhydrin zunichst Gelbfirbung, die allmidhlich in Blau iiberwechselt.

Man erhidlt ,,a” auch bei der Aminierung einer beliebigen Ketosdure. Moglicher-

weise handelt es sich um verschiedene Reduktionsstufen des Dinitrobenzols, die bei
der Reaktion entstehen. ,,a” ist demnach kein Produkt aus der Placenta.

Die regelmaissig vorkommende Substanz, die dem Fleck 4 entspricht,
konnte noch nicht identifiziert werden. Die auffallend intensive Flecken
von Alanin und Glutaminsidure deuten auf den hohen Gehalt des Placen-
tagewebes an Brenztraubensdure und o-Ketoglutarsiure hin, die be-
kanntlich sowohl als Umaminierungspartner als auch im Citronensiure-
cyclus eine wesentliche Rolle spielen.

Die nachgewiesenen Ketosduren sind als mégliche Teilnehmer der
Umaminierung bekannt [4, 9].

Die im Serum gesunder Versuchspersonen vorkommenden Ketosduren
(entsprechende Aminosiuren) a-Keto-f-methyl-valeriansiure (Isoleucin),
a-Keto-y-methylmercaptobuttersidure (Methionin) und Phenylbrenztrau-
bensdure (Phenylalanin) konnten von uns in dem untersuchten Konzentra-
tionsbereich nicht gefunden werden. Die iibrigen identifizierten Ketosduren
(Aminosduren) sind die gleichen wie die im Serum befindlichen Ketosiu-
ren (Aminosduren) [7].

NACHWEIS DER FREIEN AMINOSAUREN

Von den im alkoholischen Placenta-Extrakt festgestelten 13 Amino-
sduren konnten folgende Aminosduren eindeutig identifiziert werden:

Glycin, Alanin, Serin, Threonin, Valin, Leucin, Asparaginsidure, Glutamin-
sdure, Glutamin, Lysin, Arginin.
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Auf dem Chrematogramm der freien Aminosduren des alkoholischen
Placenta-Extraktes konnte, im Gegensatz zum Chromatogramm der Ami-
nosduren, die den Ketosduren entsprechen, weder Tyrosin noch a-Amino-

|
Abb. 2. Chromatogramm der freien , OM
Aminosduren im alkoholischen Pla- |

centa-Extrakt I

1. Dimension: n-Butanol-Eisessig-Was- [

ser (4:1:5) :
II. Dimension: a-Picolin-Eisessig-Was- |

ser (75:2:23) !
Spriihreagens: Ninhydrin. Fleck Nr.und { p g‘v
nachgewiesene Aminosdure: 1 — Ly- l !
sin, 2 — Asparaginsdure, 3 — Arginin,
4 - . Glutamin, 5 — Serin, 6 — Glycin,
7 — Glutaminsdure, 8 — unbekannt, |
9 — Threonin, 10 — Alanin, 11 — :
unbekannt, 12 — Valin, 13 — Leucin. (TR

buttersdure festgestellt werden. Moglicherweise diirften sich aber die
letztgenannten Aminosiuren bei der Extraktion grésserer Placentamengen,
also bei hoherer Aminosdurekonzentration, ebenfalls nachweisen lassen.
Die Aminoséduren, die auf dem Chromatogramm den Flecken 8 und 11
entsprechen, konnten bis jetzt noch nicht identifiziert werden.

ZUSAMMENFASSUNG

Das 2,4-Dinitroosazon- und 2,4-Dinitrophenylhydrazon-Gemisch das aus
Extrakten von menschlicher Placenta mit Hilfe von 2,4-Dinitrophenylhy-
drazin erhalten wird, und in dem frither das 2,4-Dinitro-Vitamosazon
nachgewiesen werden konnte wurde auf Ketosiduren untersucht.

Es konnten in der menschlichen Placenta die folgenden Ketosduren
qualitativ ermittelt werden: Glyoxylsdure, Brenztraubensdure, Hydroxy-
brenztraubensiaure, a-Keto-n-buttersaure, a-Keto-iso-valeriansiure a-Keto-
-iso-capronsdure, p-Hydroxyphenylbrenztraubensidure, Oxalessigsaure,
u-Ketoglutarsdure und a-Keto-¢é-aminocapronséure.

An freilen Aminosduren enthilt, ebenfalls papierchromatographisch
bestimmt, die menschliche Placenta: Glycin, Alanin, Serin, Threonin,
Valin, Leucin, Asparaginsiaure, Glutaminsdure, Glutamin, Lysin, Arginin.

Es wird die Aufgabe weiterer Versuche sein, das Osazon-Hydrazon-Ge-
misch als Beitrag zur Chemie der Placenta noch mehr aufzuschliisseln.
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WYSTEPOWANIE KETOKWASOW I AMINOKWASOW W LUDZKIM LOZYSKU

Streszczenie

Mieszanine 24-dwunitroosazonéw i 24-dwunitrofenilohydrazonow

otrzymang z wyciggu ludzkiego lozyska za pomoca 2,4-dwunitrofenilohy-
drazyny badano na zawarto$¢ ketokwasow. W poprzedniej pracy stwiec-
dzono w takiej mieszaninie 2,4-dwunitroosazon witaminu C.

Chromatografia bibulowa wykazano w ludzkim lozysku nastepujace ke-

tokwasy: kwas glioksalowy, pyrogronowy, hydroksypyrogronowy o-keto-
-n-maslowy, a-keto-izo-walerianowy, a-keto-izo-kapronowy, p-hydroksy-
fenilopyrogronowy, szczawiooctowy, a-ketoglutarowy i a-keto-¢é-aminoka-
pronowy.

Rowniez chromatograficznie wykazano w ludzkim lozysku wolne ami-

nokwasy; glicyne, alanine, seryne, treonine, waline, leucyne, kwas aspa-
raginowy, kwas glutaminowy, glutamine, lizyne, arginine.

Tematem nastepnych doswiadczen bedzie dalsze zbadanie mieszaniny
osazonowo-hydrazynowej jako przyczynek do badan nad chemizmem lo-
zyska.

Otrzymano 27.5.1960 r
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