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MARIAN SZYMONA

POWSTAWANIE KWASU PIROGRONOWEGO
W PREPARACIE ACETONOWYM MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS

H37Ra

Zaktad Chemi Fizjologicznej A. M. w Lublinie
Kierownik: prof. dr J. Opieriska-BIEulh

Wedlug spostrzezen E d s o n a (2) kwas pirogronowy powstaje
w preparacie acetonowym M. phlei w warunkach anaerobowych i przy
udziale blekitu metylenowego, w warunkach aerobowych natomiast
tworzy sie z mleczanu prawie wylacznie kwas octowy.

W niniejszym doniesieniu stwierdzono metoda chromatografii bibu-
lowej powstawanie kwasu pirogronowego w preparacie acetonowym.
M. tuberculosis H37Ra, inkubowanym w warunkach tlenowych bez do-
dawania z zewnatrz akceptora wodoru.

Metody i wyniki do$wiadczen

Drobnoustréj pochodzacy z Instytutu Gruzlicy w Warszawie hodo-
wano na pozywce Loewensteina. W okresie optymalnego wzrostu mase
bakteryjna po przemyciu od sktadnikéw podloza dezintegrowano za po-
moca acetonu (2,7). Otrzymany proszek rozcierano w mozdzierzyku
bakteryjnym z buforem fosforanowym 0,03 M przy pH ok. 7, w ilosci
40—100 mg/2 ml buforu. Do$wiadczenia polegaly na inkubowaniu za-
wiesiny w ciagu 2—3 godz w termostacie lub w aparacie Warburga (9)
przy 37° w obecnosci powietrza, ew. z dodatkiem mleczanu sodowego
(stezenie koncowe 0,05 M). Inkubacje przerywano przez dodanie 0,1 obje-
tosci 30% CCl;COOH. Bezbialkowy przesacz poddawano analizie chro-
matograficznej. Stosowano bibule Whatmana nr 1 i nr 3 bez uprzednie-
go przemywania czy tez kondycjonowania. W celu oddzielenia kwasu
pirogronowego od innych zwigzkow opracowano uklad !) skladajacy

1) Przy poszukiwaniu ukladu celowe okazalo sie — ze wzgledu na oszczedno$é cza--
su i materialu — wykonywanie prébnych chromatograméw w postaci matych paskow

(0 wymiarach 1,3 X 14 cm), ktére ,rozwijano” w zwyklych probéwkach, zawiera-
jacych rézne rozpuszczalniki lub uklady rozpuszczalnikow.
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4 M. SZYMONA [2]

sie¢ z n-propanolu, pirydyny i wody w stosunku 6:2:1. Zadowalajace wy-
niki dawaty réwniez uklady ztozone z n-butanolu, pirydyny, wody (1,5).
Rozwijanie sie chromatograméw prowadzono sposobem wstepujacym
badz zstepujacym w kamerach szklanych przy 20—30° w ciagu 4—6 godz.
Kwas pirogronowy wywolywano roztworem AgNOj; (8), w postaci cha-

a § b c

e 1
X
: P
Vo
. a b c
Rys. 1. Powstawanie kwasu pirogrono-
wego (B) w preparacie acetonowym
M. tuberculosis H37Ra Rys. 2. Identyfikacja kwasu pirogrono-
a — proba poczatkowa wego
b — ,, inkubowana bez substratu a — plama badana (B)
c— . o z substratem b — plamy preparatu kontrolnego
E — plamy estrow heksozofosforowych c—a + b
(2).

rakterystycznej, szarobrunatnej plamy, ktéra wystepowata zwykle poz-
niej niz plamy zwiazkow aldehydowych. Zielen bromokrezolowa oraz
inne wskazniki, uzywane do wywolywania kwaséow tluszczowych (6),
okazaly sie mniej dogodne z powodu obecnosci w badanym materiale
soli mineralnych, dajacych dodatkowe plamy.

Chromatogram (rys. 1) przedstawia wyniki jednego z wielu doswiad-
czen, W prébcee (c), inkubowanej w obecnosci mleczanu sodowego, po-
jawia sie plama (B) odpowiadajaca kwasowi pirogronowemu. Identyfi-
kacje przeprowadzono na chromatogramie (rys. 2), gdzie por6wnany zo-
stal zwiazek badany (B) z kwasem pirogronowym kontrolnym. Jak wi-
daé¢, preparat handlowy kwasu pirogronowego (L. Light & Ltd.,, Old
Bowry Laboratories, Wraysbury) stanowi mieszanine dwéch zwigzkow
redukujacych, ktére w ukladzie n-propanol-pirydyna-woda wykazuja
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31 POWSTAWANIE KWASU PIROGRONOWEGO 5

dwie wyraznie rozgraniczone plamy. W celu stwierdzenia, ktérg z dwoch
plam kontrolnych stanowi kwas pirogronowy, wykonano dla preparatu
handlowego osobny chromatogram (rys. 3), z ktérego oba zwiazki zostaty
po rozdzieleniu wyeluowane i sprawdzone prébami z nitroprusydkiem
(4) i dwunitrofenilohydrazyna (2). Okazalo sie, ze tylko zwiazek eluowa-
ny z odcinka (P) reaguje z wyzej wy-

mienionymi odczynnikami w spo- g, Ph
800 +
500 ¢
_____________ 5 400
_______________ X
--------------- 200 Tbe
| o o
K startu
0 30 60 %0 120 min

Rys. 3. Chromatogram prepara- Rys. 4. Pochlanianie Oz przez pre-

tywny. Bibuta Whatmana nr 3.
K — pasek kontrolny wywolany
zielenia bromokrezolowa w celu
zlokalizowania plam na pozosta-
lej czgSci chromatogramu. Linie
przerywane oznaczajg granice pa-

paraty acetonowe: M. phlei (Ph) —
35 mg i M. tuberculosis H37Ra
(Tbe) — 40 mg.
Bufor fosforanowy pH 6,5.
Mleczan sodowy w Kkoncowym
stezeniu 0,05 M.

skow odcietych i przemywanych
woda destyl.

s6b charakterystyczny dla kwasu pirogronowego. Nie czyniono dal-
szych prob w kierunku zidentyfikowania zwigzku (X), nie wystepujacego
w proszku acetonowym pratka gruzlicy. Nalezy doda¢, ze te same proby,
wykonane na eluacie (otrzymanym w podobny sposob) z przesaczu
proszku acetonowego, daty wyniki pozytywne, co potwierdza tozsamosé
zwigzkow (P) i (B). Oprocz kwasu pirogronowego wykrywano po inku-
bacji kwas octowy proba z azotanem lantanu (4). W kilku preparatach
acetonowych obserwowano slad dodatniej proby Voges-Proskaue-
ra wmodyfikacji Westerfelda (10). Podobne doswiadczenia wyko-
nane dla poréwnania przy uzyciu proszku acetonowego M. phlei wykaza-
ly, ze w obecnosci powietrza kwas mlekowy ulegat przemianie do kwasu
octowego, czemu towarzyszylo intensywne pochlanianie tlenu (rys. 4).
Proby wykazania w tych doswiadczeniach kwasu pirogronowego nie da- -
ty wynikéw pozytywnych. Natomiast preparat acetonowy pratka gruzli-
cy w analogicznych warunkach pochlaniat znacznie mniejsze ilosci tle-
nu (rys. 4) i produkowatl oprécz kwasu octowego — kwas pirogronowy.
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6 M. SZYMONA (4]

_Otrzymane rezultaty przemawiaja za dzialalnoscia w badanym prat-
ku systemu utleniajacego kwas mlekowy. Powstawanie kwasu octowego
$§wiadczy o oksydatywnej dekarboksylacji, ktéora wedlug Y a m a m u-
ra i Kusunose (10) przebiega pod wplywem odrebnego enzymu
w warunkach aerobowych. Wydaje sie, ze zawartos¢ lub aktywnosc¢
wymienionego systemu jest rozna u M. tuberculosis i M. phlei. Poparcie
znajduje poglad (11), ze kwas pirygronowy i oksydazy kwasu mleko-
wego wystepuja u wszystkich szczepow pratkéw kwasoodpornych —
zarowno saprofitycznych, jak i gruzliczych.

Streszczenie

1. Stwierdzono metoda chromatografii bibutowej powstawanie kwasu
pirogronowego w proszku acetonowym M. tuberculosis H37Ra, inku-
bowanym w obecnosci mleczanu w warunkach aerobowych i bez do-
datku blekitu metylenowego. Doswiadczenia przeprowadzone w analo-
gicznych warunkach przy uzyciu M. phlei nie wykazaly kwasu pirogro-
nowego.

2. Handlowy preparat kwasu pirogronowego, uzyty jako kontrola,
okazal sie mieszaning dwoéch zwiazkow dajacych w ukltadzie n-propa-
nol-pirydyna-woda dwie plamy redukujace.

3. Poruszone zostaly metodyczne szczegoty dotyczace chromatografii
bibutowej. e
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51 POWSTAWANIE KWASU PIROGRONOWEGO 7

OBPA30OBAHUE IIMPOBUMHOIPAJHOM KMCJIOTHI B AHUETOHOBOM
IIPEIIAPATE M. TUBERCULOSIS HsRa

Pesome

1. Tlpu nomown 6Gymammuoii xpomatorpaduu noxasax npouecc o6pasosands
Bo B3Bec aumeroHHoro mpemapara M. tuberculosis HiyRa nuposuxorpazmoit
KHCAOTbI W3 MOAOYHOH KHCAOTBI B NPHCYTCTBHH Bo3ayXa u 6e3 gobGazienus Me-
THAeHOBOH cuHM. B noaobubix ycaosusx me nabarogarocs y M. phlei nuposu-
HOrPaAHOH KHCAOTHI.

2. B xonTporbHOM, TOproBoM npenapaTe NHPOBHHOPPAAHOH KHCAGTBI IMOAD-
3yACb CHCTEMOH H-TiponaHaA-nupuamu-sBoga 6 :2:1, 6piam obuapyseHbl ABa
peAyuHpyIoUIHe TsATHA.

3. O6cyxaeno HexoTOpble METOAMYECKHE AETAAH MO XPOMATOrpapuu MHPO-
BHHOTPAJHOH KHCAOTBI.

FORMATION OF PYRUVIC ACID IN ACETONE-POWDER OF MACOBACTERIUM
TUBERCULOSIS H37Ra

Summary

1. The formation of pyruvic acid from lactate has been shown by the
paper chromatography to occur in acetone-powder of M. tuberculosis
H37Ra under aerobic conditions, without methylene blue added. Similar
experiments carried out with M. phlei under the same conditions did not
give any pyruvate production.

2. The officinal preparation of pyruvic acid (L. Light Ltd, Old Bowry
Laboratories, Wraysbury) used as control, gave on the chromatogram,
developed with n-propanol-pyridin-water 6:2:1, two reducing compounds.

3. Some methodical details, as to the paper chromatography of py-
ruvic acid, were considered.

Otrzymano 19.VIII.1954
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ANTONI DMOCHOWSKI I WITOLD DRABIKOWSKI

NUKLEOPROTEIDY LUSEK RUSZCZYCY
OZNACZANIE ILOSCI I BADANIE SKEADU

Z Zakiadu Biochemii Uniwersytetu £6dzkiego
Kierownik: prof. dr A. Dmochowski

W ramach prac prowadzonych w Zaktadzie Biochemii UL nad bioche-
miq tuszczycy (psoriasis vulgaris) wystapila koniecznos$¢ zbadania za-
gadnienia nukleoproteidow i kwasow nukleinowych zawartych w lu-
skach. Loz a (9) izolowatl z tusek nukleoproteidy, ktore zawieraty tylko
dezoksyryboze. Otrzymywat on nukleoproteidy wylacznie przez ekstrak-
cje tusek 0,1 N tugiem. Celem obecnej pracy byto izolowanie nukleopro-
teidow i kwasow nukleinowych z tusek innymi metodami, co pozwoli-
toby na dalsze zbadanie ich rodzaju i wlasnosci.

Do wyodrebniania nukleoproteidow i kwasow nukleinowych stoso-
wano od dawna roéznorodne metody. Materiat biologiczny $wiezy lub
odwodniony i odlipidowany wyciggano gléwnie zasadami, czasem
roztworami buforowymi, a nawet woda. [Przeglad dawniejszych metod —
Gulland (4)].

Wroku 1942 Mirsky i Pollister (10) podali metode, ktora
znalazla powszechne zastosowanie do izolowania nukleoproteidéw tkan-
kowych, polegajaca na ekstrakcji materialu roztworami chlorku sodo-
wego. 0,14 M roztwér NaCl usuwa material cytoplazmatyczny i rybonu-
kleoproteidy, a z pozostatosci 1 M NaCl wyciaga nukleoproteidy dezo-
ksyrybozowe. Celem zahamowania dzialalnosci enzyméw depolimeryzu-
jacych stosuje sie dodatek fluorku sodu, arsenianu lub cytrynianu sodu.
Nukleoproteidy bakteryjne i wirusowe nie zawsze daja sie wyciagnac
roztworami soli. Przewaznie trzeba stosowa¢ hydrolize zasadami, mimo
ze odczyn alkaliczny powoduje dos¢ znaczna depolimeryzacje kwasu
dezoksyrybonukleinowego. Tak na przykltad Smith i Wyatt (15)
zastosowali do otrzymania kwasu dezoksyrybonukleinowego zmodyfi-
kowang metode Schmidta i Thannhausera (13).

http://r[(%lin.org pl



10 A. DMOCHOWSKI I W. DRABIKOWSKI 2]

Dawniejsze metody otrzymywania kwasow nukleinowych polegaty
glownie na stracaniu biatka w punkcie izoelektrycznym, po hydrolizie
alkalicznej roztworu nukleoproteidéw. Subtelna metode odbialczania,
majgca do dzi$ szerokie zastosowanie, podat S e v a g (14). Roztwor
nukleoproteidu po lagodnej hydrolizie alkalicznej [lub bez hydrolizy —
Gulland (5] wytrzasa sie z chloroformem, co powoduje gromadze-
nie sie biatka na granicy obu faz.

Do ilosciowego wyciggniecia obu kwaséw nukleinowych stuzy¢ mo-
ze rowniez metoda Javilliera i Allaire'a (6), polegajaca na
ekstrakcji odlipidowanego materialu na goragco 10% roztworem chlorku
sodu. Ostatnio Bendich i wspolpr. (1) zastosowali powyzsza meto-
de do stwierdzenia obecnosci dwu odmiennych kwasow dezoksyrybo-
nukleinowych, réznigcych sie rozpuszczalnoscia w 0,14 M NaCl.

W pracy niniejszej probowaliSmy zastosowa¢ wymienione wyzej
metody do blizszego scharakteryzowania nukleoproteidow i kwasow
nukleinowych tusek.

CZESC DOSWIADCZALNA

Metody

Wszystkie proby wykonywano na tuskach §wiezych. Zawartos¢ wo-
dy oznaczano przez suszenie do stalej wagi w 105°. Zawartos¢ lipidow —
przez ekstrakcje mieszaning alkoholu i eteru (3:1). Frakcje fosforowe
oznaczano wedlug metody Schmidta i Thannhausera (13).
Fosfor oznaczano kolorymetrycznie metoda Fiskego i Subb a-
rowa (3)naabsorpcjometrze Spekkera. Azotpurynowy ozna-
czano po dwukrotnym strgceniu CuSO4 + NaHSO3; w aparacie Markha-
ma.

I. OTRZYMANIE NUKLEOPROTEIDOW Z LUSEK METODA MIRSK YEG O
I POLLISTERA (10) I KWASU DEZOKSYRYBONUKLEINOWEGO METODA
GULLANDA (®

25 g zmielonych tusek mieszano przez 48 godzin z 200 ml 0,14 M NaCl
z dodatkiem 0,02 M cytrynianu sodu w temperaturze 0°. Catos¢ odwiro-
wano, osad tusek przemyto 50 ml. roztworu soli i ponownie odwirowa-
no. Z potaczonych przesaczoéw stracono rybonukleoproteid wraz z innym
materialem cytoplazmatycznym przez dodatek dwu objetosci alkoholu
etylowego.

Luski pozostate po ekstrakcji zawieszono w 150 ml 1 M NaCl i mie-
szano w temperaturze 0° przez 48 godz. Po odwirowaniu i przemyciu
pozostatosci roztworem soli wytracono z polaczonych przesaczéow dezo-

http://rcin.org.pl



3] NUKLEOPROTEIDY EUSEK LUSZCZYCY 11

ksyrybonukleoproteid dwoma objetosciami alkoholu. Oba nukleopro-
teidy przemyto alkoholem i eterem i suszono pod zmniejszonym cisnie-
niem.

Z tusek mieszanych o zawartosci 10,67% wody i 22,1% lipidow (A)
otrzymano w powyzszy sposob strat rybonukleoproteidow w ilosci 5,58 %
(w stosunku do suchej masy tusek), o zawartoéci 214 mg% fosforu.
lloé¢ uzyskanego dezoksyrybonukleoproteidu wynosita 3,53%, o za-
wartosci 322 mg% fosforu. Po przeliczeniu okazato sig, ze uleglo wy-
ciagnieciu 11,8 mg % fosforu KRN ) i 11,3 mg % fosforu KdN ') na su-
cha mase lusek. Z lusek mieszanych innego pochodzenia [zawartos¢
wody 10,76%, zawartosé lipidow 23,3% (B)] otrzymano 2,41 % rybonu-
kleoproteidu o zawartosci 7799 mg% P i 3,20% dezoksyrybonukleopro-
teidu o zawartosci 333 mg% P. Wydajnos¢ wyciagnietego fosforu wy-
nosita 18,8 mg9% fosforu KRN i 10,7 mg% fosforu KDN.

Przez ekstrakcje wylacznie jednomolarnym chlorkiem sodu roz-
drobnionych lusek uzyskano 8,61% nukleoproteidu o zawartosci
479,7 mg %, co odpowiada 41,3 mg% P nukleinowego w stosunku do tu-
sek. Byla to prawdopodobnie suma fosforu obu nukleoproteidow.

Roztwory nukleoproteidow w chlorku sodu byly mlecznobiale i opa-
lizujace, a nukleoproteidy wytracaly sie alkoholem w formie biatych,
puszystych osadoéw, ktére po wysuszeniu przybieraly barwe jasno-
brazowa.

Z otrzymanego w powyzszy sposob dezoksyrybonukleoproteidu (A)
probowano izolowa¢ KDN metoda S e v a g a (14) w modyfikacji
Gullanda (5. 1,14 g dezoksyrybonukleoproteidu rozpuszczono
w 1 M NaCl i odwirowano. Klarowny przesacz odbiatczano rowna obje-
toscia mieszaniny chloroformu z alkoholem amylowym (w stosunku
9:1). Wytrzasanie trzeba bylo powtarza¢ kilkanascie razy do chwili,
kiedy na granicy obu faz juz nie wystepowala btonka biatka i roztwor
kwasu nukleinowego nie wykazywal dodatniej reakcji biuretowej. Od-
szczepiony KDN wytracono przez dodatek 2 objetosci alkoholu. Roz-
twory KDN nie byly lepkie, a sam kwas wytrgcal sie alkoholem w po-
staci bialego, puszystego osadu, ale nie w formie wioknistej. Reakcja
Dischego dodatnia. W powyzszej probie otrzymano 28,6 mg KDN, o za-
wartosci 8,1% P. Odpowiada to ilosci 88,5 mg% KDN w stosunku do
suchej wagi tusek.

W pracy & o z y (9) stwierdzono, ze tuski luszczycy zawieraja
w odlipidowanej frakcji kwasonierozpuszczalnej $rednio 1239 mg%
fosforu oraz 163,5 mg% azotu purynowego, a kwas nukleinowy obecny
w luskach byt jedynie typu dezoksyrybozowego. W poréwnaniu z ta

1) KRN — kwas rybonukleinowy, KDN — kwas dezoksyrybonukleinowy.
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12 A. DMOCHOWSKI I W. DRABIKOWSKI 4

iloscia fosforu ilos¢ P, odzyskanego przez nas przy ekstrakcji lusek,
w obu nukleoproteidach byta dos¢ nikla, co wskazywalo na bardzo niska
wydajno$¢ metody ekstrakcji. Szczegdlnie niskie byly wartosci fosforu
KDN w poréwnaniu z wynikami % o z y. Analiza tusek (A) pozosta-
tych po ekstrakcji wykazala zawartos¢ 86 mg% P. Uwzgledniajac wage
pozostatosci (79,5% w stosunku do pierwotnej) otrzymano 68,3 mg9% P
w stosunku do pierwotnej wagi tusek. Luski po ekstrakcji zawieraly
jeszcze 70,3 mg% azotu purynowego i wykazywaly slaba reakcje Di-
schego.

Powyzsze wyniki wysunely koncepcje istnienia w tuskach dwoch
typow kwasu dezoksyrybonukleinowego: jednego, wystepujacego w ma-
tych ilosciach i ekstrahujacego sie 1 M NaCl, pochodzenia jadrowego,
i drugiego — bedacego w nadmiarze, pozostajacego po ekstrakcji w tu-
skach, pochodzenia nieznanego, by¢ moze wirusowego.

Powyzsze proby byly wykonywane na tuskach mieszanych, réznego
pochodzenia. Zmienne ilosci fosforu uniemozliwialy sporzadzenie do-
kladnego bilansu fosforowego. W nastepnych prébach uzyto wiec tusek
pochodzacych od jednego chorego (seria BW/52), w ktorych oznaczono
poszczegolne frakcje fosforowe. Zestawienie otrzymanych wynikéw po-
daje tablica 1.

Chcac zbada¢ wpltyw lipidow, zawartych w tuskach w duzych ilo-
sciach, na proces ekstrakcji — prowadzono réwnolegte proby na tuskach
odlipidowanyech alkoholem i eterem (3:1) na gorgco. Ekstrakty tusek
odtluszczonych nie byly tak metne i opalizujace, jak ekstrakty z tusek
nieodlipidowanych. Charakterystyczny jest fakt, ze rybonukleoproteidy
z tusek odtluszczonych zostaja wyodrebnione w mniejszej ilosci i za-
wieraja duzo mniejszy procent fosforu.

Jak wida¢ z tablicy 1, w przesaczu alkoholowym po wytraceniu de-
zoksyrybonukleoproteidu pozostaje spora ilos¢ fosforu. Wskazuje to,
by¢ moze, na nieilo$ciowe wytracenie dezoksyrybonukleoproteidow.

Wigksze ilosci uzyskanych rybonukleoproteidow (BW/52) w poré6wna-
niu z poprzednimi ekstrakcjami byly prawdopodobnie wynikiem diugo-
trwatego tugowania. Pierwsza ekstrakcja 0,14 M NaCl trwata 80 godzin.
a nastepnie pozostalo$¢ byla wyciagana ponownie 0,14 M NaCl przez
40 godzin. Ilo$¢ wyizolowanego fosforu rybonukleinowego byta nadspo-
dziewanie duza w poréwnaniu z danymi L oz y (9). Celem wyjasnie-
nia tej rozbieznosci oraz faktu wyodrebniania matej ilosci fosforu KDN
zastosowano do izolowania dezoksyrybonukleoproteidu metody bardziej
drastyczne, ale za to gwarantujace wydajnosé¢ zblizong do iloSciowej.

http://rcin.org.pl




Luski — seria BW/52

Zawarto$¢ wody 7,56%

" lipidow 12,1%

Tablica 1
Frakcje fosforowe tusek luszczycy

Zawartoé¢ P catkowitego 182,8 mg®o
" P lipidowego 14,0 mg®o
) P kwasorozpuszcz. 100,0 mg®/o

v N purynowego 86 mg®o

G P nukleinowego 68,8 mg®e

Nukleoproteidy z tusek wyciagano kolejno 0,14M (I) i 1 M NacCl (II) z tusek.
Z wyciagow nukleoproteidy stracano 2 objetosciami alkoholu.

(Oznaczenia w rownolegtych prébach - byly zupelnie zgodne w granicach 2—3%).

Luski §wieze

|

Euski odlipidowane

’ = trI::(:)ice " P kolejnych Tlosé P kolejnych
. P wy- n?xkleog P nukleo- frakcji prze-| P wy- | Straconego | p ,kleo- (frakeji prze-
| ciggéw cotaldu proteidu liczony ciggow ‘ nukleto- proteidu liczony
. w mg% iy w mg% na tuski = w mg% | Proteidu | o g0 na tuski
| oo mgY% w % mgY%
tusek S lusek g
1 } 2 3 .4 5 | 6 7 8 9
|
I. Wycigganie 0,14 M |
NaCl 1028 94,5
Rybonukleoproteid [
stracony 8,06 522 42,1 [ 6.36 225 14,3
Przesacz po straceniu
rybonukleoproteidu | 55,5 t 79,6
II. Wycigganie 1 M NaCl 32,3 ; 31,8
Dezoksyrybonukleo- | l
proteid stracony 1 2,32 177 41 | 1,70 | 171 3,0
Przesacz po straceniu ‘ ‘
dezoksyrybonukleo- [
teidu 27,0 | [ 27,1
T3 VIS I | |
III. Woda z przemywa- [
nia pozostalosci po II 3,3 3,3 © 2.6 | 2,6
IV. Luski pozostale po |
ekstrakecjach I i IT
i przemywaniu III 76,6 54 413 | 71,4 57 40,6
Lacznie ekstrakty ‘ l
i pozostalo§é i 170,0 ] 167,0
Acta Biochimica Polonica. Str. 12—13, http//rCInorgpl
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(51 NUKLEOPROTEIDY LUSEK LUSZCZYCY 15

II. OTRZYMANIE DEZOKSYRYBONUKLEOPROTEIDU PRZEZ HYDROLIZE ALKALICZNA
METODA A) LEVENE’A (8 ORAZ B) SMITHA I WYATTA (15

a. 25 g zmielonych lusek gotowano 35 minut z 150 ml 5% NaOH.
Po zobojetnieniu catosci kwasem octowym odsaczono. Przesacz zakwa-
szono kwasem octowym do pH 4,5 i dodano 2 objetosci alkoholu. Osad
przemyto alkoholem i eterem, po czym suszono pod zmniejszonym
ci$nieniem. ;

Uzyskano dezoksyrybonukleoproteid w ilosci 9,86% wagi tusek
o zawartosci 187 mg% P, co po przeliczeniu na suchg mase tusek odpo-
wiada 18,4 mg% P.

b. Do 25 g zmielonych tusek dodano 150 ml 1N NaOH i inkubowano
przez 20 godzin w temperaturze 37°. Cato$¢ odwirowano, a przesacz za-
kwaszono do pH 4,5 kwasem octowym i dodano 2 objetosci alkoholu.
Osad przemyto i wysuszono.

Otrzymano 18,1% nukleoproteidu o zawartosci 111 mg% P, co odpo-
wiada w przeliczeniu na sucha mase tusek 20,1 mg% P.

W drugiej prébie na innych, mieszanych tuskach (B), uzyskano 9,78%
nukleoproteidu o zawartosci 220 mg% P. Odpowiada to 21,5 mg% P
w stosunku do lusek.

W obu wypadkach otrzymano wytacznie dezoksyrybonukleoproteid,
gdyz kwas rybonukleinowy w tych warunkach przechodzi w mononu-
kleotydy, nie wytracajace sie po zakwaszeniu i dodatku alkoholu.

III. OTRZYMANIE NUKLEOPROTEIDOW METODA JAVILLIERA
I ALLAIRE’A (6. &

W poszukiwaniu innej metody, pozwalajacej wyciagnac¢ z tusek nie-
tylko kwas dezoksyrybozowy, ale oba kwasy nukleinowe razem, zasto-
sowano ekstrakcje goracym roztworem chlorku sodu.

Proby wyciggania roztworem chlorku sodu w czasie 0,5 — 1,0 godz.
doprowadzily do uzyskania bardzo matej ilo$ci fosforu nukleinowego.
Okazalo sie, ze wyciaganiu ulega nie sam kwas nukleinowy, ale nu-
kleoproteid. Wobec powyzszego zastosowano dlugotrwala ekstrakcje
celem zbadania wplywu czasu na wydajnos¢ nukleoproteidow, wzgled-
nie kwasow nukleinowych.

20 g zmielonych tusek (C) odlipidowano na gorgco mieszaning alko-
holu i eteru (3:1). Osad po wysuszeniu ogrzewano na wrzacej lazni
wodnej z 10% NaCl przez trzy godziny. Cato$¢ odsaczono, pozostatosc
przemyto 10% NaCl i po odsaczeniu ponownie ogrzewano z nowa porcja

NaCl. Identyczng procedure powtorzono jeszcze trzykrotnie. Wyniki
podaje tablica 2.

http://rcin.org.pl .



16 A. DMOCHOWSKI I W. DRABIKOWSKI 6]

Poszczegolne ekstrakty byly lekko metne i wszystkie zawieraly
biatko. Z wyciagéw stragcono nukleoproteidy (prawdopodobnie zmiesza-
ne z kwasami nukleinowymi) przez dodatek trzech objetosci alkoholu
lub przez doprowadzenie kwasem solnym do pH 1. Z tablicy 2 widag,
ze mimo tak dlugiej ekstrakcji wyciagnigeciu i straceniu (alkoholem)
ulegto tylko okolo potowy P nukleinowego. Wycigganiu ulegaja coraz
to mniejsze ilosci nukleoproteidow. Jeszcze silniej spada zawartos¢ fo-
sforu w poszczegdlnych frakcjach. Stracanie kwasem w pH 1 daje
mniejsze ilosci fosforu, anizeli strgcanie alkoholem (37 mg% P zamiast
62,8 myg% P).

Zestawienie ilosci wyizolowanych nukleoproteidow z tusek réznymi
metodami, ilos¢ zawartego w nich fosforu i iloé¢ fosforu nukleinowego
w stosunku do suchej masy tusek podaje tablica 3.

Z zestawienia (nr 7 i 8) wynika, ze w badanych luskach ilosci fosfo-
ru w KDN, uzyskanym za pomocg metody ekstrakcji jednonormalnym
NaOH, wynosza maksymalnie 21,5 mgY%. Stanowi to okolo 16% catego
fosforu nukleinowego lusek i odpowiada okolo 215 mg% KDN w lu-
skach mieszanych (przyjmujac okoto 10% fosforu w KDN).

Dyskusja

Brak ilosciowego oznaczenia obu kwasow nukleinowych w tuskach
uniemozliwia wyciagniecie ostatecznych wnioskéw, ale uzyskane dane
swiadcza o obecnosci w tuskach wigkszej ilosci kwasu rybonukleinowe-
go, niz kwasu dezoksyrybonukleinowego. Otrzymane dane koryguja
wyniki L ozy (9), ktory stwierdzit wystegpowanie w tuskach jedynie
kwasu dezoksyrybonukleinowego, a brak kwasu rybonukleinowego.

Ilosci fosforu rybonukleinowego, wyodrebnionego w formie nu-
kleoproteidu sq zmienne i dochodza do 42,1 mg% fosforu KRN. By¢ mo-
ze, ilo$¢ jego zalezy od czasu ekstrakcji, gdyz wiasnie w probach 4 i 5
z tablicy 3 tuski byly szczegélnie dlugo i wyczerpujaco ekstrahowane.

Z drugiej strony trudno jest porownac te dwie proby lusek (seria
BW/52), w ktorych zawarto$¢ fosforu nukleinowego byta w ogéle wy-
jatkowo niska (69 mg%), z wynikami otrzymanymi z innych mieszanych
tusek.

Rybonukleoproteidy z tusek odlipidowanych (nr 5 w poréwnaniu z 4
w tabl. 3) wyciagaja sie 0,14 M roztworem chlorku sodu trudniej i wy-
kazuja duzo mniejszq zawartos¢ fosforu. Wskazuje to na ewentualny
efekt rozerwania kompleksu liponukleoproteidowego, a moze jednoczes-
nie na denaturacje wywotlang suszeniem przed odlipidowaniem.

. http://rcin.org.pl




[ NUKLEOPROTEIDY LUSEK LUSZCZYCY 17

Mate iloéci nukleoproteidow, szczegolnie dezoksyrybozowych izolo-
wanych metoda Mirskyego i Pollistera (10) sugerowaty
obecno§é¢ duzych ilosci kwasu nukleinowego nie ekstrahujacego sig
w ogole roztworem chlorku sodu, by¢ moze kwasu dezoksyrybonuklei-
nowego pochodzenia wirusowego (L oz a). Trzeba jednak zaznaczyc,
ze wydajnosci osiagane ta metoda przy ekstrakcji zwyktych nukleopro-
teidow tkankowych réwniez nie sa zbyt wysokie i dochodzg zaledwie
do 50% (5), (7). Wprawdzie uwaza sie, ze dezoksyrybonukleoproteidy
wirusowe w wiekszoéci wypadkoéw nie ulegaja wyciaganiu molarnym
chlorkiem sodu, ale ilosci fosforu KDN uzyskane przez nas przez hydro-
lize goracym NaOH (nr 6 tabl. 3), a wiec metoda bardziej ilosciows,
wskazuja rowniez na niskg zawartos¢ kwasu dezoksyrybonukleinowego
w tuskach.

Wysokie iloéci nukleoproteidu i wysoka wydajnos¢ fosforu nuklei-
nowego uzyskane przez kL o z ¢ (9) nie $wiadcza bynajmniej o tym,
jak twierdzi autor, ze nukleoproteid ten, wykazujacy dodatnia reakcje
na dezoksyryboze, byt wylacznie dezoksyrybozowy. Lk oz a ekstra-
howat tuski 0,1 N NaOH na zimno, a po zakwaszeniu kwasem octowym
izolowal prawdopodobnie oba nukleoproteidy, podczas gdy w warun-
kach przez nas stosowanych (1 N NaOH, temp. 100° w czasie krotkim,
lub 37° przez 20 godzin) kwas rybonukleinowy przechodzi ilosciowo
w mononukleotydy nie wytracajace sie pozniej z hydrolizatu.

Jak wynika z naszych badan, nukleoproteidy zawarte w luskach
ekstrahuja sie trudniej od nukleoproteidow tkankowych i to zaré6wno
zimnym 0,14 i 1 M NaCl, jak i goracym 10% NaCl, mimo ze stosowany
przez nas czas wyciggania byt bardzo dlugi, natomiast nukleoproteidy
skory, jak to stwierdzit O rm s b e e i wspolpr. (12), frakcjonujac
skore poddana dzialaniu iperytu, ekstrahuja sie¢ tatwo 0,14 M NaCl, po-
dobnie jak i inne nukleoproteidy tkankowe.

Istota zwigzkow fosforowych w tuskach, pozostajacych po ekstrakcji
chlorkiem sodu pozostaje nieznana. Trudno stwierdzi¢ z pewnoscia,
ktory z nukleoproteidow dominuje w tej pozostalosci i czemu nalezy
przypisa¢ wyjatkowa odpornos¢ ich na ekstrakcje.

Brak danych w literaturze co do zawartosci poszczegdlnych frakcji
fosforowych w skorze normalnej utrudnia poréwnanie jej z luskami.
Ogélna zawartos¢ fosforu w normalnej ludzkiej skorze jest niewiele
mniejsza od zawartosci jego w tuskach. Wedlug Bro wn a (2) za-
wartosé fosforu catkowitego wynosi $rednio 186 mg% P. Mitchell
(11) podaje rowniez warto$¢ okoto 170 mg % P. Zawartos¢ fosforu
w warstwie rogowej skory moze by¢ wprawdzie nizsza, ale w tym ostat-
nim wypadku mamy do czynienia ze skora, ktéra przeszita normalny

2 Acta Biochimica Polonica
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18 A. DMOCHOWSKI I W. DRABIKOWSKI 18]

proces rogowacenia. W tym wypadku do warstwy rogowej skory prze-
chodzi¢ mogq bardzo mate ilosci fosforu. Natomiast w tuskach tuszczy-
cy, w wyniku nienormalnego rogowacenia z pozostawieniem moze na-
wet jader komorkowych, moga wystapi¢ duze ilosci fosforu. Byé moze,
ze kwas rybonukleinowy obecny w duzych ilosciach w tuskach ma jakis
zwigzek z tak wzmozong synteza biatka lusek, tym bardziej, ze stratum
granulosum — rogowaciejaca warstwa skory, cechuje sie wlasnie duza
zawartoscia kwasu rybonukleinowego.

Streszczenie

1. Z tusek luszczycy (Psoriasis vulgaris) otrzymano przez wyciaga-
nie O,14M i 1 M roztworem chlorku sodu nukleoproteidy rybo- i dezo-
ksyrybozowe. Okazalo sie, ze nukleoproteidy tusek ulegaja tylko w ma-
lym stopniu wyciaganiu zimnymi roztworami chlorku sodu.

2. Z dezoksyrybonukleoproteidu, otrzymanego w powyzszy sposob,
izolowano metoda S e vaga czysty kwas dezoksyrybonukleinowy
o zawartosci 8,1 % P.

3. Przez hydrolize tusek 1 N NaOH otrzymano réwniez niezbyt duze
ilosci dezoksyrybonukleoproteidu. Wskazuje to na obecno$¢ w tuskach
tuszczycy duzych ilosci kwasu rybonukleinowego obok niewielkich
ilosci kwasu dezoksyrybonukleinowego.

4. Nukleoproteidy zawarte w tuskach roznia sie wyraznie od innych
nukleoproteidéw tkankowych trwatoscia i odpornoscia na dziatanie go-
racego 10% roztworu chlorku sodu. Diugotrwata ekstrakcja usuwa tylko
okoto potowy catego fosforu nukleinowego.

5. Istota zwiazkoéw fosforowych, nie wyciagajacych sie z tusek zim-
nym i gorgcym roztworem chlorku sodu, pozostaje nieznana.
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HYKJEOIIPOTEUMABI IIEJYXU PSORIASIS VULGARIS. X KOJIUYECTBO
1 COCTAB

Peswome

1. B pesyabrare skcrparmposanus meayxu psoriasis 0,14 M u.1 M pac-
tBopom NaCl 6biAH MOAy4YEHBI HYKAEOMPOTEHAbl, PpHOOHYKAEOMpOTeHAbl H Ae-
30KCHPHGOHYKAEONPOTEHbI.

2. W3 Takum obpasom noryueHHoro zesokcupuGonykieonporenaa Gbira Bbi-
aerena mo meroay Cepara uncTas Ae30KCHPHOOHYKAEOHOBas KHCAOTA coAepaa-
mas 8,1% P.

3. B pesyabraTe rugapoausa meayxu psoriasis 1 N NaOH 6piau noryuesnt
HeGOAbIIHE KOAMYECTBA /Je30KCHPHOGOHYKAEONPOTEHO0B, YTO CBHUAETEADCTBYET
0 COAEpXKAHHH B IIEAyXe GOADIIOTO KOAMYECTBA PHGOHYKAEHHOBOH KHCAOTDI, Ha-
pALY ¢ HeGOABIIMMH KOAHYECTBAMH J€30KCHPHOOHYKACHHOBOH KHCAOTDI.

4. Hyxaeonpotenant coaepmaminecs B IEAyXe PE3KO OTAHYAIOTCA OT HY-
KAEONPOTEHAOB NAEBbI ycToiunsocTbio no orHomenuio k 10% pacrsopy NaCl.
TlpoaoAZKHTEABHDIM SKCTPArHPOBAHHEM MOKHO BBIAEAHTb TOADKO MNOAOBHHY HY-
KAEHHOBOTO (ocopa.

5. Crpoenne u coctaB (ocOPHBIX COEAHHEHHH, KOTOPBIX Ham He yA3AOCH
BBIZEAHTD M3 MIEAYXH XOAOZHBIM H ropsauum pacrsopamu NaCl, nmoka nensBecTHbI.

NUCLEOPROTEINS OF THE PSORIASIS SCALES
QUALITATIVE DETERMINATIONS AND COMPOSITION ANALYSIS

Summary

1. Ribonucleoproteins and desoxyribonucleoproteins from the psoriasis
scales (Psoriasis Vulgaris) have been extracted with 0,14M and 1M
NaCl. It has been evident, that nucleoproteins from the scales undergo
extraction with cold sodium chloride solution only to a small extent.

2. Pure desoxyribonucleic acid, containing 8,1% of P, has been iso-
lated according to the method of Svag, from the desoxyribonucleopro-
tein, obtained by the cold saline extraction.

2¢
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20 A. DMOCHOWSKI I W. DRABIKOWSKI [10)

3. Some amount of desoxyribonucleoproteins could be obtained by
the alkaline hydrolysis of the scales with N NaOH. It accounts for the
presence of large amount of ribonucleic acid and a small amount of de-
soxyribonucleic acid.

4. The mnucleoproteins from the scales differ from the other tissue
nucleoproteins in stability and resistance to the action of hot 10% so-
dium chloride solution. The prolonged extraction removes only about
half of the total amount of nucleic phosphorus.

5. The character of the phosphorous compounds non extractable from
the scales by cold and hot sodium chloride solution remains obscure.

Otrzymano 20.VII1.1954
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ELZBIETA SEMPINSKA

BADANIA CHROMATOGRAFICZNE HYDROLIZATOW LUSEK
I NUKLEOPROTEIDOW Z LUSEK CHORYCH NA LUSZCZYCE

Z Zaktadu Biochemii Uniwersytetu Ltédzkiego
Kierownik: prof. dr A. Dmochowski

Dotychczasowe badania w Zakladzie Biochemii UL nad purynami tu-
sek tuszczycy i frakcji nukleoproteidow z tychze tusek doprowadzily:
1° do stwierdzenia wystepowania adeniny i guaniny [k o z a (5)],
2° do orientacyjnych oznaczen wzajemnego stosunku ilosci tychze ami-
nopuryn w luskach za pomoca metody grawimetrycznej: 1,3 razy wie-
cej guaniny niz adeniny [Dmochowski i Padzik (3)],
3° do stwierdzenia znacznie wigkszej ilosci guaniny (2:1) za pomoca
bardziej czulych metod, spektrofotometrycznej i jodometrycznej
[Dmochowski i Panusz (4)]. Niezgodno$é¢ ta mogta byé
spowodowana znacznymi bledami metody grawimetrycznej, ale rOwniez
nasuwala przypuszczenie obecnosci znacznych ilosci oksypuryn, jak
hipoksantyny, ksantyny, a nawet innych, na przyklad oksyadeniny.
W tak mato zbadanym materiale, jak tuski, wszelkie niespodzianki byty
mozliwe, totez dla ostatecznego zorientowania sie w rodzajach wyste-
pujacych puryn poddano tuski catkowite i szereg frakcji otrzymanych
z nich badaniom chromatograficznym.

Czes$¢ do$wiadczalna

Z wielu metod, stosowanych do rozdzialu chromatograficznego pu-
ryn, wybrano dwie, a mianowicie metode Cartera (2) oraz meto-
de Wyatta (9D Carter uzywa jako rozpuszczalnikow alko-
holu izoamylowego z réznymi buforami fosforanowymi. W takich ukta-
dach guanina prawie sie nie przesuwa z miejsca startu, a adenina,
hipoksantyna i ksantyna oddzielaja sie wyraznie od guaniny wedrujac
wraz z rozpuszczalnikiem. Dla buforu zastosowanego w niniejszej pra-
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cy (5% NazHPO,4-12H50) kolejne Ry dla guaniny, adeniny, hipoksan-
tyny i ksantyny wynoszga wg Cartera: 0,02 044, 0,57 049. Me-
toda W y atta postuguje sie alkoholem izopropylowym z dodat-
kiem kwasu solnego i wody. W metodzie tej, stosujacej srodowisko
kwasne, guanina wraz z innymi purynami wedruje wzdluz paska
z faza ruchoma. R wedlug W y a t t a wynosza kolejno: guaniny
0,25, adeniny 0,36, hipoksantyny 0,31, ksantyny 0,25. Jednoczesne za-
stosowanie tych dwoch metod wyklucza mozliwos¢ pominiecia jakiejs
puryny, ktora pozostajac niezauwazona w jednym uktadzie (na skutek
zblizonych do siebie Rj) musi by¢ z duzym prawdopodobienstwem wy-
kryta w ukladzie drugim, charakteryzujacym sie innymi wielkoscia-
mi Rf. g

Do wywolywania chromatogramoéw stosowaliSmy metode -opisana
przez Vischera i Chargaffa (8). Przez zanurzenie paskow
do roztworu azotanu rteci w 0,5 N HNOg3 wytracaja sie na bibule kom-
pleksy purynowo-rteciowe. Nadmiar azotanu rteci wyptukuje sie z bi-
buly i rozklada kompleksy przez zanurzenie bibuly w roztworze
(NH4)2S. W miejscach, gdzie znajdowatly sie puryny, powstaja ciemne
plamy HgS.

Puryny izolowano z badanych materialow stosujac hydrolize kwas-
na oraz strgcanie roztworem AgsSOy4 lub CuSOs + NaHSOj;. Kom-
pleksy srebrowe lub miedziowe puryn rozkladano kwasem solnym
(w metodzie srebrowej) lub siarczkiem sodu (w metodzie miedziowej).
Nalezy nadmieni¢, ze jednorazowe stracenia puryn nie dawaly zupel-
nie czystych chromatograméw. Zanieczyszczenia w nakraplanych roz-
tworach powodowaly powstawanie tak zwanych ,,ogonéw", utrudnia-
jacych niejednokrotnie wilasciwe odczytywanie chromatogramow.

BADANIE CHROMATOGRAFICZNE HYDROLIZATOW LUSEK PELNYCH
(MIESZANYCH OD ROZNYCH PACJENTOW)

Drobno zmielone i wysuszone tuski w ilosci 5 g hydrolizowano w cia-
gu 2 godzin w 1 N H2SO4. Po oziebieniu odsaczono niezhydrolizowana
pozostatos¢, przemyto kilkakrotnie woda, przesacze zebrano razem i za-
dano nadmiarem roztworu Ag:SO4, nasyconego na gorgco. Wytracony
osad pozostawiono w lodowce na 24 godziny. Wytracone kompleksy
srebrowe przemyto kilkakrotnie woda zakwaszona kilku kroplami
2N H2SO4 z dodatkiem Ag2SOy, a nastepnie roztozono goracym 1 N HCIL.
Otrzymany roztwor odparowano do sucha, sucha pozostalo$¢ rozpusz-
czono w wodzie i stracono puryny ponownie. Roztwor otrzymany po
dwukrotnym strgceniu, zawierajacy chlorowodorki puryn, zatezono do
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10 ml i nakroplono na kilka paskéw bibuly W hatmana nrl
w ilosciach od 0,025 do 0,2 ml (nieznane stezenia puryn). Paski zawie-
szono w slojach i rozwijano chromatogramy za pomoca rozpuszczalni-
kow: a) alkohol izopropylowy-woda-HCI, b) alkohol izoamylowy-5%
roztwor NasHPO4-12H20O. Jednocze$nie sporzadzano chromatogramy
kontrolne, nakraplajac roztwory siarczanu adeniny, chlorowodorku gua-
niny i hipoksantyny '), w ilosciach po 20 ug wolnych puryn. Chromato-
gramy po rozwinieciu suszono i wywolywano metodg rteciowa.

Poréwnanie chromatogramow kontrolnych roztworéw guani-
ny, adeniny i hipoksantyny z chromatogramami hydrolizatu
P:' ‘-j

$5]

[ ]
.

lusek w dwoéch rodzajach rozpuszczalnikow.
Rozpuszczalnik: alkohol izoamylowy-
-5% Na2HPO4-12H20
a) chromatogram kontrolny

xS

b) chromatogram hydrolizatu «
Rozpuszczalnik: alkohol izopropylowy-woda-HCl l 1

¢) chromatogram kontrolny o Ll L3l L_

d) chromatogram hydrolizatu h [4 d
Gu = guanina, Ad = adenina, Hp = hipoksantyna Rys. 1

Rys. 1. Na chromatogramach kontrolnych (a, c¢) widoczne sa od gory
a) rozpuszczalnik alkohol izoamylowy-5% NasHPO4-12H2O: guani-
na Ry = 0,02, adenina R; = 0,45, hipoksantyna R; = 0,59; c) rozpusz-
czalnik alkohol izopropylowy-woda-HCl, od goéry: guanina Ry = 0,25,
hipoksantyna Ry = 0,32 oraz adenina Ry = 0,37. Na chromatogramach
roztworoéw puryn ze zhydrolizowanych tusek (b, d) wida¢ kolejno od go-
ry plamy, ktérych R; zgadzaja sie z Ry guaniny, adeniny i hipoksantyny
na chromatogramach kontrolnych.

Obecny w tuskach kwas moczowy, nie zaznacza si¢ na chromato-
gramach. Usuwa go prawie calkowicie dwukrotne stracenie srebrem,
a ponadto odczynnik rteciowy wywotluje go w o wiele wigkszych ste-
zeniach niz puryny.

W celu upewnienia sig, czy odczynnik rteciowy wywotal wszystkie
zwiazki purynowe, ktére mogly znajdowa¢ sie na chromatogramach
w wiekszych lub mniejszych ilosciach, przeswietlono paski bibulty bez-
posrednio po wysuszeniu metodq Markhama i Smitha (6)
Swiatlem z lampy kwarcowej, przechodzacym przez filtr z roztworu
NiSO,4 i CoSOy4 oraz Cl, gazowego w CCly [Burrows iwsp. (1)].
Filtr taki przepuszcza promienie o dtugosci 253,7 mu oraz 265 mu. Pu-

1) Eastman, Kodak.
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ryny rozmieszczone na paskach bibuly pochlaniaja promienie o tej
dtugosci fali i powoduja powstawanie na podtozonym pod paski papie-
rze $wiatloczultym biatych plam na czarnym tle.

Zanalizowanie chromatogramow powyzsza metoda potwierdzito po-
przednio otrzymane wyniki. Ze wzgledu na brak w naszym Zakladzie
urzadzen do badania w nadfiolecie ograniczono sie¢ w dalszym ciagu
pracy do metody rteciowej, dajacej zreszta zupelnie zgodne rezultaty.

Luski sa materialem zwartym, twardym i zle zwilzalnym, a wiec
trudno ulegajacym hydrolizie. W celu sprawdzenia, czy dwugodzinne
ogrzewanie z kwasem wystarczy do uwolnienia wszystkich puryn, prze-
prowadzono hydrolize .dwustopniowa lusek.

DWUSTOPNIOWA HYDROLIZA PELNYCH LUSEK

10 g tusek hydrolizowano 2 godziny w 1 N H2SO4. Pltyn odsaczono,
osad przemyto kilkakrotnie goraca woda i poddano dalszej hydrolizie
w ciagu dodatkowych 10 godzin. Zauwazono, ze roztwér po 6—7 godzi-
nach dalszej hydrolizy nabiera ré6zowego zabarwienia.

Przesgcz po 2-godzinnej hydrolizie podzielono na dwie czesci i stra-
cono puryny w jednej porcji roztworem siarczanu srebra, w drugiej
siarczanem miedzi. Zauwazono, ze przy zobojetnianiu roztworu w celu
wytrgcenia puryn metoda miedziowa (puryny stragcano przy pH 4,5)
wypadt osad, rozpuszczajacy sie po podgrzaniu roztworu i wytrgcajacy
sie po oziebieniu. Osad odwirowano, przemyto woda zakwaszona
CH3COOH, a nastepnie zbadano jakosciowo na zawartos¢ fosforu i ry-
bozy.

Préba wypadla dodatnio, co wskazywatoby na niecatkowita hydroli-
ze kwasu nukleinowego rybozowego.

Osady srebrowe i miedziowe puryn poddano po rozitozeniu analizie
chromatograficznej. Uzyskano w obu uktadach rozpuszczalnikow plamy
odpowiadajace guaninie, adeninie i hipoksantynie.

Z roztworu po dodatkowych 10 godzinach hydrolizy wytragcono me-
toda miedziowa bardzo nikly, brunatny osad. Osad ten po rozlozeniu
siarczkiem sodu i zageszczeniu do niewielkiej objetosci (0,5 ml) nakro-
plono na dwa paski bibuly w ilosciach 0,1 ml. Po rozwinieciu chroma-
tograméw w dwoch ukladach rozpuszczalnikow otrzymano (po wywo-
taniu rtecia):

a) alkohol izopropylowy-woda-HCI: plame o R; = 0,99,

b) alkohol izoamylowy-5% NasHPO4-12H:>O: plame o R; = 0,85.
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BADANIE CHROMATOGRAFICZNE RYBONUKLEOPROTEIDU WYCIAGNIETEGO Z LUSEK
0,14 M NaCl METODA MIRSKYEGO I POLLISTERA (1)

0,6 g rybonukleoproteidu, wyciagnietego z drobno zmielonych tusek
0,14 M NaCl w 0°, straconego alkoholem i wysuszonego, poddano o$mio-
godzinnej hydrolizie w 1 N H2SO4. Niezhydrolizowana pozostatos¢ od-
saczono, przemyto gorgca woda i z polaczonych przesaczow stragcono
puryny metoda miedziowa. Rozlozony osad puryn poddano analizie
chromatograficznej w uzywanych rozpuszczalnikach (rys. 2) a) alkohol
izoamylowy-5% NasHPO4-12H>0: otrzymano plamy odpowiadajace ko-
lejno guaninie, adeninie; b) alkohol izopropylowy-woda-HCI: otrzymano
plamy odpowiadajace guaninie, adeninie. W obu wypadkach brak hi-
poksantyny.

e
Q
0
-woda-HCl O -5 NazsHPO4-12H20

L

b a
Rys. 2

b) alkohol izopropylowy a) alkohol izoamylowy-

Chromatogram hydrolizatu rybonukleoproteidu

ANALIZA CHROMATOGRAFICZNA NUKLEOPROTEIDU WYCIAGNIETEGO 1M NacCl

1 g nukleoproteidu, wyciagnietego 1 M NaCl w 0° i wytraconego alko-
holem, poddano o$smiogodzinnej hydrolizie w 1 N H2SO4. Z plynu otrzy-
manego po odsaczeniu niezhydrolizowanej pozostatoéci wytragcono pu-
ryny metodq miedziowa.

Po roziozeniu kompleksow kilkoma krysztatkami NasS roztwoér pu-
ryn poddano analizie chromatograficznej. Otrzymano w obu rozpusz-
czalnikach chromatogramy analogiczne do poprzednich.

ANALIZA CHROMATOGRAFICZNA NUKLEOPROTEIDU WYCIAGNIETEGO
0,1N NaOH W 0°

15 g tusek zalano 0,1 N NaOH i pozostawiono na 2 dni w 0°. Po tym
okresie czasu odwirowano nie rozpuszczona pozostalosé¢, a ptyn zobo-
jetniono do pH 4 za pomoca kwasu octowego. Wytracony osad, zawie-
rajgcy nukleoproteidy typu rybozowego i dezoksyrybozowego, przemy-
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to alkoholem 50%, a nastepnie 96%, wysuszono, zhydrolizowano w cia-
gu o$miu godzin w 1N H:SO4, wytracono puryny metoda miedziowa,
roztozono kompleksy miedziowe i roztwor po zatezeniu poddano anali-
zie chromatograficznej. Wykryto obecnos$¢ guaniny i adeniny.

ANALIZA CHROMATOGRAFICZNA NUKLEOPROTEIDU WYCIAGNIETEGO
1N NaOH W TEMP. 37°

25 g tusek zalano 1 N NaOH, pozostawiono na 2 dni w temp. 37°, a na-
stepnie odwirowano. Przesacz zobojetniono kwasem octowym do pH 4.
Wytrgcony osad zawieral nukleoproteidy typu dezoksyrybozowego,
gdyz rybonukleoproteidy rozpadaja sie w tych warunkach na nukleoty-
dy i nie wytracaja sie po zakwaszeniu. Osad przemyto alkoholem 50%,
a nastepnie 96% i wysuszono.

1 g wysuszonego osadu poddano osmiogodzinnej hydrolizie
w 1 N HSO4, wytragcono puryny miedzia, roztozono kompleksy mie-
dziowe siarczkiem sodu i zanalizowano roztwér chromatograficznie.
Po rozwinigciu chromatograméw otrzymano: a) w alkoholu izopropy-
lowym plamy guaniny, adeniny oraz duza, wyrazng plame o Ry = 0,99,
b) w alkoholu izoamylowym otrzymano plamy odpowiadajace guaninie,
adeninie oraz wyrazna plame o R; = 0,88. Podano dla przykladu zdje-
cie chromatogramu rozwinietego w ukladzie alkohol izopropylowy-wo-
da-HCl (rys. 3). Dwukrotne strgcenie miedzia zmniejsza wielko$¢ plamy
(przy tym samym rozcienczeniu).

Stracenie metoda srebrowa powoduje wystepowanie na chromato-
gramach rozwinietych w alkoholu izopropylowym zamiast plamy
o Ry = 0,99 plame o Ry = 0,64.

ANALIZA CHROMATOGRAFICZNA POZOSTALOSCI PO KOLEJNEJ EKSTRAKCJI LUSEK
1M NaCl, A NASTEPNIE 1N NaOH

Pozostatos¢ po kolejnej ekstrakcji tusek 1 M NaCl oraz 1 N NaOH
poddano hydrolizie w 1 N HoSO4 przez 8 godzin. Niezhydrolizowana po-
zostato$¢ odsgczono, a do przesgczu dodano 1% roztworu CuSOs +
+ NaHSOj. Wytracil sie nikly osad o kolorze brunatnoceglastym. Osad
ten po roztozeniu siarczkiem sodu dal na chromatogramach: a) w alko-
holu izopropylowym-woda-HCI jedynie plame o Ry = 0,99, b) w alkoho-
lu izoamylowym-59% Na,HPO,-12H.O plame o Ry = 0,85. ’

Stracenie srebrem zmienia i w tym wypadku polozenie plamy
w uktadzie z alkoholem izopropylowym. Na rys. 4 podano zdjecie
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chromatogramu rozwinietego w alkoholu izopro-
pylowym (strgcenie metoda miedziowa).

W celu blizszego zanalizowania zwigzku dajace-
go nieznang plame rozwinieto chromatogram w roz-
puszczalniku alkohol izopropylowy-woda-HCI i nie
wywotlujac go wycieto miejsce odpowiadajace pla-
mie. Nieznany zwiazek wyeluowano 0,1 N HCI
(w ciagu 24 godzin), i zbadano spektrofotometrycz-
nie w ultrafiolecie. :

Widmo okazalo sie zupelnie ré6zne od typowego
widma purynowego. Nie wykazalo zadnego charak-
terystycznego maksimum w granicach 240—280 muu.
Gwaltowny wzrost pochtaniania zaznaczyl sie po-
nizej 230 mu.

Rys. 3
Chromatogram hydrolizatu nukleoproteidu wyciggnietego
1N NaOH
Rozpuszczalnik: alkohol izopropylowy-woda-HCI

Rys. 4
Chromatogram hydrolizatu tusek po ekstrakcji 1 M NaCl
i 1N NaOH
Rozpuszczalnik: alkohol izopropylowy-woda-HCI

Rys. 3 Rys. 4
Dyskusja

Chromatograficzna analiza tusek, jak rowniez wyizolowanych z nich
nukleoproteidow doprowadzita do ostatecznego potwierdzenia obecno-
$§ci w tym materiale znacznych ilosci guaniny i adeniny. Okazatlo sie po-
nadto, ze pelne, nie poddane zadnej przerobce chemicznej tuski zawie-
raja rowniez hipoksantyne i to, jak sie zdaje, w dos¢ znacznej ilosci.
Fakt ten wskazuje na przypuszczalny proces dezaminacji kwasu adeni-
lowego z ATP na kwas inozynowy. Innych puryn w tuskach nie wykry-
to. Nukleoproteidy wyciagniete z tusek wykazaly jedynie obecnos¢
guaniny i adeniny. Ilosci nukleoproteidow, szczegélnie typu dezoksy-,
sa rozne dla tusek od réznych pacjentéow. Co sie tyczy kwasu moczo-
wego, to nie znajdowano go na chromatogramach. Przypuszczalnie za-
rowno metoda wywolywania, jak i stosowane uklady rozpuszczalnikow
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nie sa odpowiednie do jego wyodrebnienia. Dodatek 40 pg kwasu mo-
czowego do roztworu puryn nakraplanych na chromatogram powoduje
jedynie lekkie rozciagniecie plamy adeniny w alkoholu izoamylo-
wym-5% NasHPO,-12H>0. Stracenie siarczanem srebra w kwasnym
srodowisku i rozlozenie kompleks6w srebrowych kwasem solnym eli-
minuje kwas moczowy z roztworu.

Wstepne badania nasuwaly przypuszczenie, ze dodatkowa plama,
wystepujaca na chromatogramach, moze mie¢ co$ wspdlnego ze zwigz-
kami purynowymi. Zwiagzek bowiem dajacy te plame stracal sie zarow-
no srebrem, jak i miedzia w warunkach takich, jakie stosuje sie przy
strgcaniu puryn, oraz wywolywat sie rtecia w srodowisku 0,5 N HNOj.
Dalsze jednakze obserwacje nad pochtanianiem w nadfiolecie, przepro-
wadzone metodg Markhama i Smitha (6) podlampa kwar-
cowa (patrz czes¢ doswiadczalna), oraz badania spektrofotometryczne
nie potwierdzilty pierwotnego przypuszczenia. Dodatnia reakcja ninhy-
drynowa, wykonana z eluatem plamy oddzielonej chromatograficznie,
wskazywalaby raczej na obecnos$¢ jakiegos aminokwasu lub zwiagzku
polaczonego z aminokwasem. Nie jest dotychczas zrozumiate, dlaczego
zwigzek ten daje plamy w alkoholu izopropylowym o réznych Ry po
strgceniu srebrem i po strgceniu miedzia. By¢ moze, redukujgce $rodo-
wisko w metodzie miedziowej wywotuje jakie§ blizej nie okreslone
zmiany. W celu unikniecia zarzutu, ze inny zwiazek straca sie srebrem,
a inny miedzig, wykonano kolejne strgcenie zwiazku miedzig, a nastep-
nie srebrem, za kazdym razem wykonujgc chromatogram w uktadzie
alkohol izopropylowy-woda-HCl. Plama 2z osadu miedziowego po
wywolaniu rtecia wykazata Ry = 0,99, zas po straceniu srebrem zmieni-
la swoje polozenie na Ry = 0,64. Nieznany zwigzek wyciaga sie z tusek
dos$¢ trudno, gdyz dopiero dzialaniem 1N NaOH i to nie calkowicie.
Ilosci jego w réznych tuskach sa bardzo rézne. Dla blizszego okreslenia
natury tego zwiazku nalezaloby przeprowadzi¢ dokladniejsze badania,
przede wszystkim w sensie stwierdzenia domniemanego charakteru
aminokwasowego lub peptydowego.

Jak ciekawym i obiecujacym materialem sa tuski, moze $wiadczy¢
kilka obserwacji poczynionych w trakcie hydrolizy oraz wyodrebnia-
nia nukleoproteidéow. Prowadzac dwustopniowe ogrzewanie z kwasem
siarkowym zauwazono, ze po odsaczeniu 2-godzinnego hydrolizatu i po
dodatkowej kilkugodzinnej hydrolizie z nowa porcja 1 N HoSO4 roztwor
nabiera wyraznie rézowego koloru. Po wykloceniu takiego roztworu
z alkoholem amylowym lub butylowym cale zabarwienie przechodzi
do warstwy alkoholowej, ktéra staje sie intensywnie malinowa. Obser-
wacja ta rOwniez wymaga szerszego opracowania.
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Przy wyciaganiu nukleoproteidow roztworami NaCl oraz NaOH zau-
wazono jeszcze jeden frapujacy fakt. Cze¢$¢ wyodrebnionych nukleopro-
teidow miata zdolnos¢ rozpuszczania si¢ na gorgco w wodzie, podobnie
jak typowe P-rybonukleoproteidy, obecne w duzej iloci w trzustce.
Przy dluzszym traktowaniu materiatu tuskowego 1 N NaOH i kolejnym
wytragcaniu kwasem octowym frakcji zawierajacej nukleoproteidy otrzy-
muje sie¢ w drobnych iloSciach zwigzek dajacy reakcje biuretowa, za-
wierajacq fosfor i ryboze (a wiec nukleoproteid) majacy wlasnosé nie
tylko rozpuszczania si¢ w goracej wodzie powyzej 60°, ale réwniez
wytracania sie po ozigbieniu. Jedynym dotychczas znanym biatkiem
o podobnych wiasnosciach jest biatko Bence-Jonesa (bezfosforowe),
wystepujace w moczu chorych na nowotwor szpiku kostnego. Doktadne
badania nad f-rybonukleoproteidami tusek z uwzglednieniem zauwazo-
nych i opisanych wyzej wlasno$ci sa tematem oddzielnej pracy.

Streszczenie

1) Przeprowadzono na bibule Whatmana nr 1 metoda Cartera
oraz W y a tt a analize chromatograficznag osadéw srebrowych
i miedziowych puryn z hydrolizatow kwasnych tusek tuszczycy. Stwier-
dzono obecnos$¢ w tuskach adeniny, guaniny i w mniejszej ilosci hipo-
ksantyny.

2) Hydrolizaty nukleoproteidow wyciagnietych z tusek: a) 0,14 M
NaCl, b) 1 M NaCl, c¢) 0,1 N NaOH wykazuja na chromatogramach jedy-
nie obecnos¢ adeniny i guaniny. Hydrolizaty z dezoksyrybonukleopro-
teidow wyciagnietych 1 N NaOH daja obok adeniny i guaniny dodat-
kowa plame o Ry = 0,99 w ukladzie alkohol izopropylowy-woda-HCIl
i 085 w ukladzie alkohol izoamylowy-5% Na:HPO4-12H.O (z osa-
dow miedziowych).

3) Nieznana plama pojawita si¢ rowniez wraz z adenina i guaning na
chromatogramach hydrolizatéow pozostalosci po ekstrakcji tusek 1M
NaCl. Usunigcie wszystkich - nukleoproteidéw z tusek przez kolejne
ekstrakcje 1 M NaCl i 1 M NaOH daje w wyniku — na chromatogramie
hyvdrolizatu z pozostalo$ci — wylacznie wspomniana, nieznana plame.

4) Eluat z powyzszej plamy nie wykazuje pochtaniania w obszarze
240—280 mu. -
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Niniejsza praca zostala wykonana dzieki subwencji otrzymanej na badania nau-
kowe przez Zaklad Biochemii UL z Komisji Popierania Tworczosci Naukowej i Arty-
stycznej przy Urzedzie Rady Ministrow.

XPOMATOTPAPHNYECKUI AHAJIM3 TUAPOJIMU3ATA IIEJY XN
PSORIASIS VULGARIS

Peswome

1. Bbian nposezen XpomaTorpauueckuii aHaAM3 CepeGPAHHBIX H MeAHDIX
0CaZKOB IypPHHOB M3 KHCAOTHOTO THAPOAM3ATa LIEAYXH PSOTiasis na 6ymare Bar-
van Ne 1 no meroay Kaprepa u Yaiita. B meayxe 6pian obnapyzenbl agesus,
IyaHHH M B MEHDbIIEM KOAMYECTBE PHIOKCAHTHH.

2. Ha xpomarorpamme, cozeprauieii rHAPOAH3AT HYKAEONPOTCHAOB IKCTPA-
rupoBannbix n3 meayxu a) 0,14 m NaCl 6) 1 N NaCl s) 0,1 N NaOH,
GbIAM OGHApyeHbI TOAbKO ajenun ¥ ryanus. Ha xpomartorpamme, cozaepmaieir
rHAPOAM3AT Ae3okcHpuGoHyKAeonporenaos skcrparupasannbii 1 N NaOH, na-
PAAY C aAeHHHOM H- TyaHMHOM GbiA0 ObHapyseno natHo, umeomee R; = 0,99
AASi PACTBOPHUTEAS] COCTOSIIEr0 M3 CMECH H3OMPONHAOBBIH CIHPT — BOja —
HCl u R;= 0,85 ars pacTBOpHTEAs COCTOAILEr0 H3 CMECH H3JAMHAOBLIH
ciinpt — 5% NaHPOy4 12 RO (u3 meanbix ocazkos).

3) Ha xpomatorpamme, coaep:ameii rHAPOAH3AT WIEAYXH, MOCAe IepPBO-
HayaabHoro skcrparuposanua ee 1 N NaCl napsgy ¢ azeHHHOM M TIyaHHHOM
6bir0 OOHapPyZKeHO HEH3BECTHOE IATHO.

Ha xpomarorpamme, cozep:kauieil rHZpOAM3AT IIEAYXH, NOCA€ NEPBOHAYAAD-
HOTO yJaleHHs M3 Hee HYKAEONPOTeHAOB TYyTEM MOCAEJOBATEAbHOrO IKCTpAry-
posanua 1 N NaCl u 1 N NaOH, 6bir0 o6Hapy:eHO TOADKO BblIEyKa3aHHOE,
HEU3BECTHOE MATHO.

4. DabaT BbilleyKasaHHOro NATHA He OOGHApPysHMA morrowenns npu 240—

280 m/u.

CHROMATOGRAPHIC STUDIES ON THE NUCLEOPROTEIN HYDROLYSATES
OF THE PSORIASIS SCALES

Summary

1. Silver and cupric precipitates of purines from the acid hydrolysate
of the psoriasis scales have been analised by Carter's and Wyatt's chro-
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matographic method on Whatman 1 filter paper. The presence of adeni-
ne, guanine and a smaller amount of hypoxanthine has been proved.

2. Hydrolysates of nucleoproteins extracted with the following sol-
vents: a) 0,14 M NaCl, b) 1 M NaCl and ¢) 0,1 N NaOH show on chro-
matographic analysis adenine and guanine. The hydrolysates of desoxy-
nucleoproteins extracted with 1 N NaOH give an unidentified spot of
R; = 0,99 in isopropyl alcohol: water: hydrochloric acid mixture and
Ry = 0,85 in isoamyl alcohol: 5% NasHPO,-12H,0 system (from cupric
precipitates).

3. An unknown spot has appeared also together with adenine and
guanine when residue following 1 M NaCl extraction have been hydro-
lised and chromatographed. The residue left after removing of all nu-
cleoproteins by the subsequent extraction of the scales with 1 M NaCl
and 1M NaOH, gives, while hydrolised, the above mentioned spot on
the chromatograms.

4. The eluate of the spot does not show absorption in 240—280 m
region.

Otrzymano 20.VIII.1954
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ANTONI DMOCHOWSKI, ELZBIETA SEMPINSKA, LEOKADIA KLYSZEJKO

O TAK ZWANYCH (-NUKLEOPROTEIDACH W LUSKACH LUSZCZYCY
(PSORIASIS VULGARIS)

Z Zakladu Biochemii Uniwersylelu fédzkiego
Kierownik: prof. dr A. Dmochowski

Dotychczasowe badania biochemiczne tusek tuszczycy, podjete w Za-
ktadzie Biochemii UL w celu uzyskania dowodéw chemicznych wiru-
sowej etiologii tego schorzenia, doprcwadzity do stwierdzenia znacz-
nych ilosci nukleoproteidow w tuskach i pozwolily na wyciagnigcie
pewnych wnioskéw co do ich charakteru i sktadu chemicznego. L oz a
(21, 22) znalazt! mianowicie 37" nukleoproteidow suchej masy tusek,
a na zasadzie dodatniej reakcji Dischego (6)z dwufeniloaming
przypisat im charakter prawie wylacznie dezoksyrybonukleoproteido-
wy. Dmochowski i Padzik (8), oznaczywszy wagowo
catkowitg adenine i guaning w hydrolizatach lusek, wykazali wyrazng
przewage guaniny (1,3 w stosunku molowym do adeniny). Jeszcze wyz-
sze wartosci na guaning, oznaczone mikrojodometrycznie i spektrofoto-
metrycznie, podali Dmochowski i Panusz (9). Poniewaz
zas rybonukleoproteidy w tkankach zwierzecych wykazuja znaczng
przewage guaniny nad adening [1,7:1, Chargaff (3), Crosbie,
Davidson (5)], aw tkankach nowotworowych nawet 4:1 [Char-
gaff, Magasanik i wspolpr. (4)], to oznaczenia puryn w tu-
skach przemawialy raczej za obecnoscia znacznych iloéci rybonukleo-
proteidow. Wstepne oznaczenia ilosci rybo- i dezoksyrybonukleopro-
teidow w tuskach [Dmochowski i Drabikowski (7]
przemawialy rowniez za tym przypuszczeniem. Po uzyskaniu orcynolu
ch. cz.'), niezbednego do oznaczenia rybozy, podjeliémy na nowo bada-
nia w celu stwierdzenia i scharakteryzowania zwiazkéw rybozowych
w kwasonierozpuszczalnych frakcjach biatkowych.

) Za przestanie orcynolu jeste$Smy zobowigzani prof. drowi T. Bar an o w-
skiemu

9 Acta Biochimica Polonica http //r&ﬂ i Org h pl
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W czasie badan chromatograficznych nad purynami tusek S e m-
pinska (26) zauwazyla ciekawy fakt, ze znaczna cze$¢ materiatu
bialkowego wielu tusek rozpuszcza sie stopniowo we wrzacej wodzie
i to nawet po wielokrotnej ekstrakcji. Nasunelo sie przypuszczenie
obecnosci ztozonych bialek w rodzaju charakterystycznych (-nukleo-
proteidow trzustkowych, odznaczajgcych sie — jak wiadomo — zdolno-
$cia rozpuszczania sie w goracej wodzie i wyjatkowo wysoka zawarto-
$cig guaniny w stosunku do adeniny i zasad pirymidynowych: 2—4 moli
guaniny na 1 mol adeniny [wedlug réznych autorow: O. Hammar
sfen (13), E. Hammarsten (12), Jones: i, Perkins
(14), Jorpes (15, Levene i Jorpes (19, Chargaff
(4, Bacher i Allen (1), Dmochowski i Leszczyn-
ska (10)]. Wykonane przez nas analizy na fosfor, ryboze, adenine
i guanine réznych frakcji potwierdzilty w zupelnosci te przypuszczenia.

W miare przediuzania czasu ekstrakcji tusek goraca woda, po za-
kwaszeniu koncowych wyciagéow otrzymano frakcje rozpuszczalng w go-
racej wodzie, ale wytracajaca sie po oziebieniu do 40—50°C i rozpusz-
czajacq sie z powrotem na goraco. Te niezwykle wtasnosci koncowych
frakcji P-nukleoproteidow przypominaja cechy specyficznego biatka
Bence-Jonesa, wystepujacego — jak wiadomo — w ogromnych ilo-
sciach w moczu i krwi chorych na nowotwor szpiku kostnego (Myeloma
multiplex). Sktad tusek luszczycy z punktu widzenia wystgpowania nu-
kleoproteidow okazal sie wiec nadspodziewanie skomplikowany i wy-
sungl konieczno$¢ wszechstronnego zbadania wszystkich frakcji tych
ztozonych cial biatkowych.

Cze$¢ doSwiadczalna

Badania nad rodzajem i ilosciami nukleoproteidow tusek tuszczycy,
przechodzacych do goracego wyciagu wodnego, rozpoczeliémy od ana-
liz chromatograficznych, gdyz najbardziej przekonujacym dowodem
obecnosci f-nukleoproteidu w wyciagach byloby wykrycie ta droga obu
aminopuryn: adeniny i guaniny. Wystepowanie samej adeniny $wiad-
czyloby raczej o przechodzeniu do wyciagu zwigzkow adenilowych
kwasorozpuszczalnych. Wykonane przez nas analizy chromatograficzne
potwierdzily w calosci hipoteze wystepowania f-nukleoproteidu. Praco-
wali$smy metodg W yatta (28), wyprobowana juz uprzednio w Za-
ktadzie Biochemii UL [Sempinska (26)].

ANALIZA CHROMATOGRAFICZNA PURYN W WYCIAGU WODNYM

10 g tusek zhomogenizowanych i odlipidowanych mieszaning aceto-
nu i chloroformu [5:1, Niemierko (25)], wyciagnieto kilkakrot-
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nie 100—200 ml wrzacej wody. Wyciag wodny odparowano do niewiel-
kiej objetosci, zakwaszono H2SO, tak, by roztwoér byt 1 N, i hydrolizo-
wano 3 godz. na tazni wodnej. Nastepnie strgcono puryny nasyconym
roztworem Ag2SO4. Osad srebrowy puryn odsaczono, przemyto woda
zakwaszona kwasem siarkowym z dodatkiem siarczanu srebra, a na-
stepnie roztozono kilkoma porcjami 0,1 N HCl na goraco. Roztwor
otrzymanych w terr sposéb chlorowodorkéw puryn nakroplono na pa-
ski bibuty Whatmana nr 1 i poddano rozdzialowi chromatograficznemu
w rozpuszczalnikach alkohol izopropylowy-2N HCl [Wyatt (28)].
Chromatogramy wywotano azotanem rteci. Otrzymano tylko dwie
ciemne plamy odpowiadajace guaninie o Ry = 0,25 i adeninie Ry = 0,36
(chromatogramy kontrolne — z roztworami czystej guaniny i adeniny).
W ten sposob uzyskano potwierdzenie obecnosci jedynie dwoch ami-
nopuryn w wyciagu wodnym.

Nastepnie metoda Fiskego i Subbarowa (l11) oraz
metodg orcynolowa wykonano analizy na zawartos¢ w wyciagu fosforu
i rybozy. Oznaczanie fosforu w $rodowisku bardziej kwasnym
(0,6 N H2SO4) niz w metodzie Fiskego i Subbarowa, za-
stosowanie amidolu jako reduktora oraz odczytywanie wartosci eks-
tynkcji scisle po 10 minutach od chwili dodania amidolu zmniejszaty do
minimum blad, mogacy powstaé¢ na skutek ewentualnej obecnosci krze-
mianéw [Karpiak (16)].

Ryboze oznaczano metoda Biala-Mejbaum (2, 24) w mody-
fikacji Kerra i Seraidariana (17). W oznaczeniach kolo-

rymetrycznych fosforu i rybozy postugiwano sie fotokolorymetrem
Spekkera.

OTRZYMYWANIE (-NUKLEOPROTEIDU Z LUSEK ORAZ ANALIZA JEGO SKLADU

Majac juz dowody na obecnos¢ f-nukleoproteidu w wyciggach wod-
nych przystapiono do jego wyizolowania i zanalizowania. Opierano sie
przy tym na odpowiednich pracach Jonesa i Perkinsa (14),
Jorpesa (15, Dmochowskiego i Leszczynskiej
(10), dotyczacych otrzymywania f-nukleoproteidu z trzustki bydlecej.

10—20 g tusek drobno zmielonych i odlipidowanych mieszanina chlo-
roformu i acetonu wygotowywano 3—>5 razy woda destylowana o pH 6,5,
zageszczano wyciggi do matej objetosci, zakwaszano kwasem octowym
do pH 4—5, a nastepnie dodawano alkoholu do 70%. Wytracony w ten
sposob bialy, kltaczkowaty osad opadal na dno po kilkunastu godzinach.
Osad odwirowywano i przemywano 70%, a nastepnie 96% alkoholem,
po czym suszono w 105°C. Otrzymywany w postaci bialego proszku
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B-nukleoproteid poddawano kolejnym analizom na zawartos¢ poszcze-
golnych puryn, fosforu i rybozy.

Opracowano ilosciowo tuski dwoch réznych pacjentéow, w innych
wypadkach stwierdzono obecnos¢ p-nukleoproteidu tylko jakosciowo.

Oznaczenie zawartosci poszczegolnych puryn wykonano metoda
spektrofotometryczna na spektrofotometrze Beckmanna W tym
celu zhydrolizowano 6 mg f-nukleoproteidu V (tabl. 2) w 2N kwasie
siarkowym w ciggu 3 godzin. Po rozcienczeniu roztworu do 0,5N stra-
cono puryny zawiesing Ag:0O. Osad srebrowy puryn roztozono po prze-
myciu 0,1 N kwasem solnym. Otrzymany w ten sposob roztwér chloro-
wodorkow puryn w kwasie solnym stuzyt do bezposrednich oznaczen
spektrofotometrycznych '). Maksimum pochtaniania adeniny w 0,1 N
kwasie solnym lezy w pasmie 262 myu, maksimum pochlaniania guani-
ny — w 247 mu. Poniewaz w roztworze znajdowaly sie obok siebie obie
puryny, wykonywano wiec pomiary gestosci optycznej przy dwoch dtu-
gosciach fal, dla ktérych roznice w wartosciach molowych wspéiczyn-
nikoéw ekstynkcji byly mozliwie najwieksze. Postugiwano sie wspolczyn-
nikami Kerra i Seraidariana (18), ktérzy pracowali w dtu-
gosciach fal 245 mu i 262 mu, oraz Loringa i wspolpr. (20), pracu-
jacych w dlugosciach fal 240, 262 i 208 mu.

Molowe wspotczynniki adeniny i guaniny podano w tablicy 1.

Tablica 1
Molowy
Dlugosé wspblczynnik Autorzy
fali w mp . :
i adeniny | guaniny
240 5310 9400 | Loring i wspdélpr.
245 8050 10900 | Kerr i Seraidarian
262 13100 7650 | Loring i wspélpr.
262 13300 7580 | Kerr i Seraidarian
820 4720 6660 | Loring i wspolpr.

Po wykonaniu pomiaré6w wyliczono stezenia adeniny i guaniny
{(w molech na litr) ze wzorow:

10 900 D,,, — 7580 D, .

C.q =
pe 84 x 10°
13300 D,,, — 8050 D,,,
Ceu =
84 x 10¢

[wg Kerra i Seraidariana (18)]

1) Oznaczenia mgra H. Panusza, st. asyst. Zakladu Chemii Ogolnej i Fizjologicznej
AM w kLodzi.

http://rcin.org.pl



5] O B-NUKLEOPROTEIDACH W LUSKACH LUSZCZYCY 37

_ 6.66 D,,, —7.65 D,,

C
g 5.11 x 10
181D, — &70D, .
Cpu = : 2
5.11 X 10

[wg Loringa i wspolpr. (20)]

Dane do obliczen: Dsoys = 0,553
Dsge = 0,522
D-_),go = 0,332

Wzieto do analizy 69 mg f-nukleoproteidu.
Objetos¢ roztworu po hydrolizie: 100 ml (0,1 N HCI).
Grubos¢ kiuwety: 0,5 cm.

Wyliczona na podstawie powyzszych danych zawarto$¢ procentowa
guaniny w f-nukleoproteidzie V (z tabl. 2) wyniosta 1,62%, a zawartosé¢
adeniny 0,707% [wartosci $rednie obliczone ze wzoréow Kerra
i Seraidariana (18) i Loringa (20)]. Wynika stad, ze
guaniny jest znacznie wiecej niz adeniny, a mianowicie 2,3:1, czyli
2,1 :1 w stosunku molowym, podobnie jak w [-nukleoproteidzie trzust-
ki $winskiej, gdzie na przyktad Vischer i Chargaff (27
znalezli stosunek 2,4:1, a ostatnio Chargaff i wspolpr. (4) —
stosunek 2,25: 1.

W tablicy 2 podano kilka analiz na fosfor i ryboze w kilku prepa-
ratach f-nukleoproteidow z lusek w réznych okresach choroby.

Tablica 2
Zawarto$¢ procentowa fosforu i rybozy w p-nukleoproteidach nieoczyszczonych

Q-nukle.:o- fosfor w °/, | ryboza w °/,
proteid
I 2,73 3,53
II 2,80 3,36
v 2,75 2,87
v 3,55 2,92
VI 4,04 3,14

p-nukleoproteidy I, IV, V i VI otrzymano z lusek pacjenta nr 1(B),
p-nukleoproteid II z lusek pacjenta nr 2 (Cz.).

Jak wynika z tablicy 2, ilos¢ fosforu w poréwnaniu z iloscia rybozy
byla znacznie wigksza niz na przyktad w kwasie nukleinowym drozdzo-
wym, gdzie stosunek fosforu catkowitego, tj. fosforu nukleotydéw pu-
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rynowych i pirymidynowych do rybozy nukleotydéw purynowych (da-
jacej sie oznaczy¢ orcynolem) wynosi 0,41 wagowo, a 2,0 molowo. Wy-
dawato sie malo prawdopodobne, aby przyczyna tego faktu byta ogrom-
na przewaga nukleotydéw pirymidynowych nad purynowymi. Mozna
bylo przypusci¢ raczej, ze wchodzq tutaj w gre zanieczyszczenia fosfo-
ranami nieorganicznymi albo tez obecnos¢ dodatkowych grup fosfora-
nowych. Zanieczyszczenia fosfolipidami nalezalo wykluczy¢, gdyz f-nu-
kleoproteid po odlipidowaniu w mieszance alkoholu i eteru (3:1)
w temperaturze wrzenia nie zmieniat swojego skltadu. W celu rozstrzy-
gniecia tego zagadnienia poréwnaliSmy zawartosci fosforu i rybozy
B-nukleoproteidu otrzymanego przez ekstrakcje gorgca woda z pelnych
tusek (preparat VI) i preparatu z tychze.

Biorac pod uwage mozliwos¢ zanieczyszczenia B-nukleoproteidow
fosforanem wapniowym, rozpuscilismy 287,4 mg najbogatszego w fo-
sfor B-nukleoproteidu VI (zawartos¢ 11,53 mg P) w 1 N lugu sodowym
i pozostawiliémy w temp. 30°C na przeciag jednej doby. Po prawdopo-
dobnym rozpadzie rybonukleoproteidu na rozpuszczalne nukleotydy na
dno opadt galaretowaty osad o charakterze czysto nieorganicznym,
ktory odwirowano, przemyto roztworem bardzo rozcienczonego tugu,
wysuszono i spalono. Pozostalos¢ po spaleniu w ilosci 39,0 mg, rozpusz-
czalna w kwasach, zawierata 96% P, czyli 32,5% pierwotnego fosforu
B-nukleoproteidu. Zawarto$¢ wapnia, oznaczona w tej pozostatosci za
pomoca fotometru ptomieniowego, wyniosta 17,5%, a sodu 6%. Stwier-
dzono réwniez znaczne ilosci magnezu. Sklad osadu potwierdzil wiec
przypuszczenie obecnosci fosforanu wapniowego, by¢ moze z domiesz-
ka fosforanow magnezowych (Ca:P = 1,82 zamiast 1,93 — teoretycz-
nego). ¢ :

Identyczny zabieg z 248,7 mg f-nukleoproteidu VI, ale otrzymanego
z tusek uprzednio ekstrahowanych kwasem trojchlorooctowym (zawiera-
jacego 1,61% P), dat zaledwie 2,4 mg nieorganicznej pozostalosci, zawie-
rajacej 4,8% fosforu, czyli 0,11 mg P (2,8% catego fosforu). Wreszcie
z 210 mg preparatu p-nukleoproteidu II otrzymali$my 38,4 mg nieorga-
nicznej pozostalosci o zawartosci 5,29% fosforu (2,03 mg P), zawieraja-
cej rowniez znaczne ilosci wapnia i magnezu.

Osad fosforanéw nieorganicznych, rozpuszczalny w kwasach, a od-
czepiony po lagodnej hydrolizie alkalicznej f-nukleoproteidu, za-
wieral wiec znowu okoto 34,5% calkowitego fosforu wyjsciowego
preparatu nukleoproteidu.

Wszystkie preparaty nieoczyszczonych p-nukleoproteidow wyka-
zywaly wyrazna obecnos$¢ krzemu. Wstepne, orientacyjne oznaczenia
daty ilosci 40—50 mg% Si, a prace nad tym zagadnieniem sa w toku.
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Tablica Nr 3
Luski pacjenta Nr 1 (B)
Analizy kolejnych ekstraktow wodnych oraz odpowiednich pozostatosci z tusek odlipi-
dowanych i ekstrahowanych krotko 5% CCI3COOH (P tusek = 220 mg%o, ryboza =

= 415 mg %
1 [ 3 e . B 7 8 | 9 10 11
) ' P | Ryboza
Materiat Tlosé Sucha Sucha mz’asa P .| Ryboza ekstraktu | ekstraktu
wziety do P Ryboza lus‘ek Czas a ekstra'ktc?w w suc‘heJ | w suchej |w przelicze- w przelicze-
kolejnych lusek | lusek | WZista |ekstrak-| ., . |wodniesie-| masie masie niu na | kiu na
ekstrakeji (mg°’/y) | (mg%) do ek§:- o tow niu do | ekstrak-| o c4rapty wyjsciowe | wyjsciowe
(I—VII) fraeejipoez ) H| ) Tusels o (%) tuski tuski
Euski uzyte do l
ekstr. I 2200 | 415,0 9,20 3 0,425 4,51 1,366 2,086 01,6 04,1
Z 1lusek pozosta- l
lych po ekstrak-
cji I, wzieto do
ekstrakeji IT - — 552 | 3 0,150 2,59 1,447 2.837 37,5 73,5
Z tusek pozosta- g |
tych po ekstrak- : |
cji II, wzieto do 1
ekstrakcji  III| — - 4,44 10 0,31 6,49 0,828 1,386 53,7 90,0
k | — [ — | 418 | 16 | o020 | 55 | 0310 | o031 | 172 20,7
” vi | == e ] a2 oie [T 0@ ] 0ies 0230 | 138 22,1
- vi|] — | — | 320 | 36 03 | 7,30 | 0,64 0,322 | 4,9 16,2
5 vii, — | — | 305 | 40 | 023 | 482 | 0048 0,100 | 23 | 0,1
Ekstrakty I-VII@) — | — | — | 1835 | — | 408 | — | — | 1907 | 3257
| | |
Pozostalo$é po eks-l | | \ 1 ’ ! a
trakeji VIL®) | — | — | 260 | — | | 54,46 0,032 0,112 | 176 | 61,3
Suma: a+b | = | = | = | =1 = | 982 | - | - 2083 | 3870

*) Iloczyn rubryk 7 i 8.
*#) Iloczyn rubryk 71 9.
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BADANIE ILCSCI I SKLADU KOLEJINYCH WYCIAGOW WODNYCH Z LUSEK

Luski zhomogenizowane i odlipidowane mieszaning chloroformu
i acetonu (1:5) przemyto pieciokrotnie 5% kwasem trojchlorooctowym
w celu usuniecia zwigzkow kwasorozpuszczalnych (nukleotydy, fosfo-
rany nieorganiczne), odmyto kwas trojchlorooctowy zimng wodag i wy-
suszono do statej wagi. Po oznaczeniu fosforu i rybozy poddawano tuski
wielokrotnej ekstrakcji wrzaca woda destylowana pod chtodnica zwrot-
na. Wode zmieniano $rednio co kilka godzin (poczatkowo co !/s godzi-
ny, w koncu srednio co 6 godzin).

Wyciagi wodne zlewano po kilka, odparowywano do sucha na taz-
ni wodnej, wazono i oznaczano za kazdym razem fosfor i ryboze. W ten
spos6b mozna byto zorientowac sie w maksymalnej wydajnosci f-nukleo-
proteidéow z tusek oraz w i¢h sktadzie w kolejnych wyciggach po krot-
kiej i dlugotrwatej ekstrakcji. Oznaczono rowniez sktad pozostatosci po
niektorych ekstrakcjach.

Do ekstrakcji uzyto tusek pacjenta nr 1(B) z luszczyca uogdlniona,
nie leczonego od dluzszego czasu. Luski suszone zawieraly 277 mg %
fosforu i 434 mg % rybozy, po czesciowym odlipidowaniu acetonem
i chloroformem 281 mg % fosforu i 463 mg % rybozy, wreszcie po krot-
kotrwalym wycigganiu 5% CCI;COOH na zimno — 220 mg % fosforu
i 415 mg % rybozy. Dlugotrwala ekstrakcja kwasem dala w wyniku
183 mg % fosforu kwasonierozpuszczalnego i 98 mg % fosforu kwaso-
rozpuszczalnego.

Wyniki podaje tablica 3.

Liczby z rubryk 7, 10 i 11 byly wyliczane na 100 g tusek wyjscio-
wych. Ilos¢ pozostata po ekstrakcji VII wyniosta 2,6 g zamiast obliczo-
nej 2,82 g, co byto miarg stosunkowo niewielkich strat w czasie wszyst-
kich manipulacji. Straty w ogolnym bilansie fosforowym wyniosty 6%,
a w bilansie fosforu nukleinowego 7%, rybozy rowniez 7%, co przy
wielkiej liczbie oznaczen nalezy uzna¢ za wynik zadowalajacy.

Ilos¢ substancji ekstrahowanych po 135 godzinach wyniosta ponad
40%, z czego potowa po 40 godzinach (szybko$¢ ostatniej ekstrakcji zma-
lata do 10% pierwotnej). Po odliczeniu fosforanéw nieorganicznych
w ilosci 37 mg% (220—183 mg%), ekstrahujacych sie w pierwszych
ekstraktach, wyciaganie tzw. fosforu nukleinowego i rybozy w tyrﬁ
okresie przebiegato dos¢ rownolegle (75% wyjsciowych ilosci), dajac
zgodny obraz ilosci ekstrahowanych rybonukleoproteidow. W pozosta-
tosci po ekstrakcji VII pozostalo ponizej 10% pierwotnego fosforu nu-
kleinowego i 15% rybozy tusek.
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Stosunek ilosci fosforu nukleinowego (nukleoproteidowego) do rybo-
zy wynosit w tuskach 0,44, a w catosci ekstraktow 0,47, natomiast w po-
zostalosci po ekstrakcjach 0,3, a w ostatnich dwéch ekstraktach na-
wet 0,25.

Nawet po 135 godzinach ekstrakcji ilos¢ biatka wyciaganego, daja-
cego sie stragci¢c mocnym kwasem trojchlorooctowym, jest dos¢ znacz-
na, natomiast zawartos¢ rybozy, a szczegolniej fosforu spada w nim
do minimum. Te koncowe wyciagi maja odmienny wyglad, sa metne,
a po pewnym czasie daja niewielki osad, rozpuszczalny na nowo w go-
racej wodzie. Do sprawy tej powrécimy w nastepnych rozwazaniach.

Tablica 4
Luski pacjenta nr 1(B)
Analizy kolejnych frakcji B-nukleoproteidow, straconych alkoholem z wyciaggow wod-
nych odlipidowanych tusek. Ilo§¢ ekstrahowanych tusek: 57 g (Plusek = 281,3 mg "/,
ryboza = 463 mg %o).

1 MR 0 5o A e b\ Y8
Ilosé
Ilo§¢ | nukleo- 3 Ryboza
straco- | protei- P Ryboza | nukleopro- nukl.eopro-
Kolejnos¢ | Czas nych |déw prze-| nukleo- | nukleo- teidow texdéw'
ekstracji |ekstr.| nukleo- | liczona | protei- | protei- |w przelicze-| Peagil-
nr (godz) | protei- | na wyj- doéw déw |niu na wyj- cze'ml.l sl
dow Sciowe */o) (°/y)  |$ciowe tuski wyjsciowe
) tuski (mg°/y) .
/) (mg°/y)
1 13 0,36 6,3 2,725 3,528 172,0 223,0
II 27 0,20 3,5 0,448 0,570 15,8 20,0
III 19 0,20 95 0,347 0,283 12,1 10,0
IV 22 0,12 2,1 0121 0,242 2,5 5,1
v 24 0,12 2,2 0,061 0,235 1,2 5,3
VI 21 0,10 1,8 0,049 0,241 1,0 4,2
VII 20 0,10 , 1,9 | 0,053 0,212 1,0 4,2
Ekstrakcje I
I—VII 146 1,20 21,3 e l — 205,6 271,8
Pozostalosé
po VII eks-
trakcji tusek| — 3,0 52,6 0,037 0,125 19,3 65,7
Calo$¢ eks-
traktow z
lusek +
pozostalosé —_ 4,2 3,7 — -— 224,9 337.5
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Sucha pozostatos¢ wyciagow, szczegodlniej poczatkowych, mogta za-
wiera¢ substancje z lusek zupelnie odrebne od f-nukleoproteidow. Dla
oznaczenia wiec ilosci i charakteru samych f-nukleoproteidow wykona-
lisSmy analogiczne, wielokrotne ekstrakcje, ale stosujac kazdorazowo
strgcanie osadow z zatezonych wyciagéw za pomoca trzech czesci alko-
holu w pH 4,5. Po odsaczeniu, wysuszeniu i zwazeniu osadow oznaczano
w nich zawarto$¢ fosforu i rybozy i przeliczano na tuski wyjsciowe. Do
badan byly uzyte tuski dwoch pacjentéw: tablica 4 daje obraz dla tusek
poprzednio omawianych [nr(B)] odlipidowanych, ale nie wyciaganych
kwasem trojchlorooctowym, tablica 5 — dla tusek pacjenta nr 2 (Cz.)
z ciezka tuszczyca.

R :

Tablica 5
Luski pacjenta nr 2 (Cz.)

Analizy identyczne jak w tablicy 4. Ilos¢ tusek: 18,9 g (Ptusek = 403, mg %o,
ryboza = 563,5 mg %)
Kolej- T105¢ ly104¢ nukleo{ P | Ryboza |F Ruklopro-| Ryboza nu-
nosé Czas | Straco- proteidéw | nukleo- | nukleo- teigd'éw b k}eoprotei-
ekstr- ekstr. nych przeliciona protei- | protei- przellc'zeniu déw w prze-
akeji  |(godz.) nu::ee?- na wyijscio- | déw déw | M@ w?ﬁ‘:?' liczjegni.u b3
protei- s (0. o/ o/ we tuski wyjsciowe
i P k) & (mg %) |tuski (mg %
I l 3 0,70 3,70 2,747 3,757 101,5 139,1
II 22 1,52 8,57 1,503 1,020 127,5 87,4
III 23 0,62 3,28 0,523 0,288 17,0 9,3
v 19 0,34 1,80 0,247 0,267 4,5 5,0
v 24 0,36 1,90 0,162 0,264 3,1 4,5
VI 20 0,26 1,37 0,174 0412 2,2 5,6
VII 20 0,37 1,99 0,083 0,222 1,6 4,5
VIII 20 0,13 0,69 0,120 0,343 0,83 2,38
IX 20 0,036 0,15 0,169 0,888 0,34 1,76
X 20 0,050 0,26 0,071 0,850 0,18 2,15
Ekstrakcje
J Kipe?, 191 4,48 23,71 —_— — 258,8 261,7
Pozostalo§é
po X eks-
trakeji tusek| — 7,76 41,1 0,047 0,250 19,60 102,7
Calos¢ eks-
traktow z
tusek -+ po
zostalo$§¢é — 12,24 64,81 - —_— 278,12 364,4

Ekstrakcja tusek nie traktowanych uprzednio kwasem tréjchloroocto-
wym byta znacznie stabsza, stragcanie nukleoproteidu pociagalo za soba
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znaczne straty (26%). Straty te w ogélnym bilansie fosforowym wynio-
sty 20%, a rybozy 27%; w obliczeniu fosforu nukleinowego kwasonie-
rozpuszczalnego — nawet 30%. Wyciagnieto ogétem okoto 60% fosforu
nukleinowego wyjsciowych tusek i tylez rybozy, a pozostalos¢ po 146
godzinach ekstrakcji zawierata jeszcze ponad 10% pierwotnego fosforu
nukleinowego i prawie 15% rybozy. Stosunek fosforu nukleinowego do
rybozy w tuskach wyjsciowych wynosit 0,4, podobnie w straconych nu-
kleoproteidach, z wyjatkiem dalszych ekstrakcji (IV—VII), gdzie, pra-
wie zgodnie z pozostaloscia po wszystkich ekstrakcjach, wynosit poni-
zej 0,3.

Luski powyzsze odznaczaly sie wyjatkowo wysoka zawartoscig
fosforu nukleinowego, o 66% wyzsza niz tuski nr 1 (B), natomiast fdsfor
nieorganiczny byl podobny, ryboza zas o 22% wyzsza. W przeciwien-
stwie do stabej reakcji Dischego w pozostatosci nr 1 (B) odpowiednia
pozostatos¢ nr 2 (Cz.) wykazala znaczng zawartos¢ dezoksyrybozy, a wiec
dezoksyrybonukleoproteidow nie ekstrahujacych sie wrzaca woda.
Zgodnie z tymi faktami ilos¢ ekstrahowanego fosforu nukléinowego ry-
bonukleoproteidéow byta nizsza, a mianowicie 52% (po odjeciu 102 mg%
fosforu nieorganicznego), a rybozy 47%. Nadmieni¢ nalezy, ze diugo-
trwata ekstrakcja tusek nr 2 (Cz.) zimnym CCl;COOH wykazata zawar-
tos¢ 301,8 mg % P kwasonierozpuszczalnego, a 102 mg % P kwasoroz-
puszczalnego.

B-nukleoproteid z ekstrakcji I zawierat, jak to juz podano wyzej,
34,5Y% tatwo odczepianego fosforu nieorganicznego (str. 9), a z ekstrakcji
IT podobnie znaczne iloéci; prawdopodobnie caly ten fosfor ulegat
ekstrakcji i stracal sie wraz z nukleoproteidami, i to w postaci fosforanu
wapnia i magnezu (patrz wyzej).

Po zsumowaniu wszystkich ekstraktow i pozostatosci straty w ogol-
nym bilansie wyniosty 35% suchej masy tusek, w bilansie catkowitym —
fosforu 31 %, fosforu nukleinowego 42%, rybozy 38%.

Dyskusja

Niniejsza praca miala za zadanie dalsze wnikniecie w skomplikowa-
ne zagadnienie rybonukleoproteidow tusek tuszczycy. Niektore obser-
wacje nasunely przypuszczenie, ze moga to by¢ tak zwane p-nukleopro-
teidy, rozpuszczalne w goracej wodzie, znajdowane w drobnych ilosciach
w wielu tkankach, ale w wiekszych ilosciach tylko w trzustce, a wiec
w narzadzie niezmiernie intensywnie syntentyzujacym ciata biatkowe.

Przypuszczenie to znalazto potwierdzenie w niniejszej pracy, a kla-
syczne metody otrzymywania f-nukleoproteidow wykazaly istotnie
obecno$¢ bardzo znacznych ilosci tych cial we wszystkich zbadanych
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tuskach. Analiza chromatograficzna roztozonych osadéw srebrowych
z hydrolizatow straconych nukleoproteidow wykazala obecno$é dwéch
aminopuryn, tj. guaniny i adeniny.

Oznaczenia spektrofotometryczne puryn wyniosty w jednym przy-
padku (preparat V) 1,62% guaniny, a 0,707% adeniny, a wiec 2,1:1 w sto-
sunku molowym, podobnie jak w B-nukleoproteidzie z trzustki.

Uprzednio Dmochowskii Padzik (8 metoda wagowa
otrzymali wprawdzie dla catych tusek stosunek najwyzszy 1,3:1, ale
wagowe oznaczenia guaniny mogly dawac¢ znaczne straty, natomiast
Dmochowskii Panusz (9 jodometrycznie, spektrofotome-
trycznie i polarograficznie otrzymali Srednio z paru preparatéow catych
tusek rowniez stosunek 2:1.

Z zawartosci puryn (2,33%) we wspomnianym f-nukleoproteidzie V
wynika teoretyczna zawarto$s¢ kwasu nukleinowego (statystycznego
tetranukleotydu) 10,45%, a ewentualnego pentanukleotydu (2 mole
guaniny, 1 mol adeniny, 2 mole pirymidyn) 8,7%; z zawartosci rybozy
(2,92'%) wyliczono podobnie 10,5% tegoz pentanukleotydu.

Znajdowana poczatkowo przez nas w roznych preparatach f-nu-
kleoproteidu z lusek wysoka zawartos¢ fosforu zdawata sie przemawiac
za znacznie wyzsza iloscia kwasu nukleinowego, ale stwierdzenie obec-
nosci fosforanéw wapniowych i usunigcie ich drogg hydrolizy alkalicz-
nej obnizylo procentowa zawartos¢ fosforu (np. z 2,8% P preparatu II na
1,83% P; z 4,04% P preparatu VI na 2,67% P, przy tym rownolegly pre-
parat z tych lusek, uprzednio ekstrahowanych kwasem trojchloroocto-
wym, wykazal nawet 1,619% P); opierajac sie na tej ostatniej liczbie mie-
liby$my maksymalng zawartos¢ kwasu nukleinowego w tych f-nukleo-
proteidach w granicach 16%. Te 10% lub tez 16% kwasu nukleinowego
sa to liczby dos¢ wysokie, gdyz wiekszos¢ nukleoproteidéow izolowanych
z tkanek zawiera do kilku procent kwasu nukleinowego, a tylko niekto-
re, jak na przyktad p-nukleoproteidy trzustki, nukleohistony, bakteriofa-
gi i nieliczne wirusy roslinne osiagaja i przekraczaja 40%. |

Co sie tyczy sktadu kolejnych ekstraktéw wodnych z tusek lub stra-
conych z nich B-nukleoproteidow, to bilansowe oznaczenia fosforu i ry-
bozy rzucily pewne $wiatlo na ilos¢ i charakter substancji wyciagowych
oraz na dynamike ich ekstrakcji z tusek $wiezych lub traktowanych
uprzednio kwasem trojchlorooctowym.

Na ogét straty bilansowe sa niewielkie, co przemawia za stusznoscia
obranej metody. Ilosci ekstraktu sa nadspodziewanie wysokie, na przy-
ktad w czasie 21 godzin ekstrakcji wrzaca woda o pH 6,5 wyciagnieto
13,6% suchej masy tusek, po 135 godzinach 40% (tablica 3), wytracone
za$ P-nukleoproteidy wyniosty po 13 godzinach 6,3%, po 146 — 21% su-
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chej masy ltusek (tablica 4). Ilosci suchej masy ekstraktow szybko spa-
dajg, ale nawet po najdtuzszej ekstrakcji otrzymujemy drobne ilosci
p-nukleoproteidow, co §wiadczy, ze nastegpuje widocznie rozpad zlozo-
nych komplekséw w tuskach, uwalniajacych charakterystyczne, rozpu-
szczalne f-nukleoproteidy o coraz nizszej zawartoéci kwasu nukleinowe-
go. Otrzymane f-nukleoproteidy zawieraja dos¢ znaczne ilosci krzemu,
a preparaty z tusek nie traktowanych uprzednio kwasem trojchloroocto-
wym wykazuja nadspodziewanie duze ilosci wapnia i magnezu (str. 8).
Badania nad hipotetycznymi kompleksami z dodatkowymi grupami fo-
sforowymi f-nukleoproteidow, nad oczyszczaniem f-nukleoproteidow
oraz nad oznaczaniem zawartosci wapnia, magnezu i krzemu sg w toku.
Dodatkowe grupy fosforanowe w f-nukleoproteidach staja sie prawdo-
podobne na tle nowszych prac Breslera i Nidziana (2a) oraz
Dounce'a (10a)) Dounce osiggat do 48% przyrostu zawartosci
fosforu przez dziatanie ATP i miokinaza na kwas rybonukleinowy
z trzustki. Rowniez nowoodkryta rola jonéw magnezu w tworzeniu wia-
zania miedzy grupa aminowa guaniny a sasiednia fosforanowa [Bro wn
i Watson (2b)] moze by¢ zrodtem pewnych sugestii co do wystepo-
wania magnezu i wapnia w opisanych przez nas pf-nukleoproteidach.

W czasie ekstrakcji wystepuja dos¢ znaczne zmiany stosunku fosforu
do rybozy w kolejnych preparatach f-nukleoproteidow.

Tak na przykitad w tuskach dokladnie wyciagnietych kwasem troj-
chlorooctowym P, .: Ryb. = 183:415 = 0,44 (wagowo), czyli 2,15 mo-
lowo, w pozostalosci po ekstrakcjach odpowiednio P,,.: Ryb. = 17,6
:61,3 = 0,28 (wagowo), czyli 1,35 molowo. W ,statystycznym tetranu-
kleotydzie", jak wiadomo, stosunek P, x.: Ryb. = 2 (molowo), a w penta-
nukleotydzie z trzustki 1,67. Zmniejszenie udziatu pirymidyn w czastecz-
ce kwasu nukleinowego obnizytoby te liczbe. Nasuwa sie wiec koniecz-
no$¢ dokladnego zbadania stosunku puryn do pirymidyn w réznych
frakcjach nukleoproteidow z tusek.

Zmniejszony udzial pirymidyn w f-nukleoproteidach trzustkowych
oraz nadmiar guaniny przypisuja Bacher i Allen (1) dzialaniu
rybonukleazy, zgodnie z teoriag Markhama (23) budowy kwaséw nu-
kleinowych. Jednak dotychczas nic nie wiadomo o obecnosci rybonu-
kleazy w tuskach, dalsze badania musza te sprawe wyjasni¢. Mozliwe
jest przypuszczenie, ze kolejne ekstrakcje doprowadzalty do rozfrakcjo-
nowania odrebnych kwasé6w rybonukleinowych o réznym stosunku pu-
ryn do pirymidyn. Po pracach Chargaffa i wsp.(4a), Browna
i Watsona (2b), Lucy i Butlera (20a) nad dezoksyrybonu-
kleoproteidami oraz Elsona i Chargaffa (10b) nad rybonu-
kleoproteidami przypuszczenie to staje sie prawdopodobne.
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Dalsza trudnos¢ stanowi niezmiernie rézny sktad tusek réznego po-
chodzenia. Tak na przyktad tuski z tabl. 3 i 4 zawieraja 183 mg % fosfo-
ru nukleinowego, ale tylko minimalng ilos¢ dezoksyrybonukleopro-
teidow (reakcja D i s c h e g o ujemna), natomiast tuski z tablicy 5
(P,uki- = 301,0 mg %) znacznie wyzsza, co odbilo sie na zwiekszonym sto-
sunku P, .: Ryb. = 0,54. Staje sie konieczne oznaczenie udzialu dezo-
ksyrybonukleoproteidéow nie ekstrahujacych sie wrzaca woda.

Dos¢ niespodziewanie stwierdzono zmiany wtlasnosci [-nukleopro-
teidow w miare przedtuzania czasu ekstrakcji i zmniejszania sie zawar-
tosci fosforu i rybozy. Koncowe ekstrakty nie sa juz przezroczyste i po
zatezeniu wypadaja z nich osady rozpuszczalne w goracej wodzie, a wy-
padajace z powrotem po obnizeniu temperatury do 50—60°C itd. Wia-
snosci te przypominaja znane bialka Bence-Jonesa z moczu cho-
rych na Myeloma multiplex, a drobne ilosci otrzymanego przez nas kon-
cowego nukleoproteidu wykazaly zawartosci 161 mg% rybozy (?) i 172
mg', fosforu. Bialka tego typu jeszcze latwiej mozna bylo otrzymac
przez wyciaganie lusek (,odlipidowanych lub nieodIipidowénych) 1N tu-
giem sodowym w 20°C przez 1—2 dni i stragcanie w pH 4,5. Analizy na
fosfor tych bialek daly zawarto$é¢ 150 mg%, a wiec podobnie do fB-nuk-
leoproteidow z koncowych ekstraktow wodnych z lusek. Koniecznym
warunkiem uzyskania tych nukleoproteidow, wytracajacych sie po ochto-
dzeniu roztworu, bylo widocznie odczepienie wigkszosci kwaséw rybo-
nukleinowych. Badania nad ta ciekawa frakcja bialek z tusek sg prowa-
dzone dalej, a szczegolniej badania elektroforetyczne powinny wykazac
ich charakter.

Streszczenie

1) Wyciagano mieszane, odlipidowane tuski tuszczycy wrzaca woda.
Wyciagi hydrolizowano 1 N H»SO,, stracono Ag>SO,; i analizowano
chromatograficznie. Wykryto duze ilosci adeniny i guaniny, co przema-
wia za obecnoscia f-nukleoproteidow.

2) Kolejne wodne wyciagi z tusek odlipidowanych i wycigganych
uprzednio zimnym kwasem trojchlorooctowym (3—135 godzin ekstrakcji
wrzgaca woda) odparowywano, wazono i oznaczano zawartos¢ fosforu
i rybozy. Wyciagnieto ogotem 40% suchej masy lusek, 86% fosforu
i 78% rybozy tusek.

3) Z kolejnych wyciagow wodnych odlipidowanych lusek stracano
p-nukleoproteidy alkoholem i oznaczano w nich zawartosé fosforu i ry-
bozy

4) Oznaczono spektrofotometrycznie zawarto$¢ adeniny i guaniny
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w f-nukleoproteidzie. Guaniny znaleziono 2,1 raza wigcej niz adeniny
w stosunku molowym.

5) B-nukleoproteidy stragcane z wyciagow z lusek nietraktowanych
uprzednio kwasem tréjchlorooctowym wykazujq nadmiar fosforu. La-
godna hydroliza alkaliczna tych p-nukleoproteidow odczepia znaczne
ilosci fosforanow wapnia i magnezu (ponad 1/3 P).

6) Szybszy spadek zawartosci fosforu niz rybozy w p-nukleopro-
teidach, otrzymywanych przez bardzo diluga ekstrakcje lusek goraca
wodg, nasuwa przypuszczenie frakcyjnego rozdzielenia nukleoproteidow
zawierajgcych kwasy nukleinowe o réznym stosunku puryn do piry-
midyn.

7) Nukleoproteidy z koncowych frakcji wyciagéw wodnych oraz
pewna czes¢ P-nukleoproteidow ekstrahowanych z tusek N NaOH roz-
puszcza sie w goracej wodzie i straca sie po oziebieniu, podobnie jak
biatko Bence-Jonesa.

Praca niniejsza zostala wykonana dzieki subwencjom przyznanym na badania
naukowe dla Zakladu Biochemii UL przez:

1) Komisje Popierania Tworczosci Naukowej i Artystycznej przy Radzie Ministrow
oraz 2) Polska Akademie Nauk.
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B-HYKJIEOHPOTEMJII:I IIEJYXWU PSORIASIS VULGARIS
Pesmome

1. Oxcrparupyror weayxy psoriasis kumsmeil Bozoil nocAe nepBoHaYaAbHO-
ro yAareHHs U3 Hee AHNHAOB. JKcTpakTbl rugpornsyior 1 N HoSOy, ocamaaror
Ag>SO4 n mccreayloT no Xpomaronpaduueckomy Meroay. Dbiro obuapykeno
60AbIIOE KOAMYECTBO aJeHHHA M TIyaHuHa, 4YTO JaeT OCHOBaHHe MPEeANOAATATD
npucycTsue P-HykAeonporensos.

2. IlocrepoBaTeabHo moAyueHble BSKCTPAKTbl MEAYXH, TOCAe MepPBOHAYAAb-
HONO YJaAeHHSI M3 Hee AMITHAOB M 3KCTPArHPOBAHHA €€ XOAOAHOH TPHXAOPYKCY-
CHOH KHCAOTO#, yNapHBaAMCD, B3BEUIMBAAKCH M ONPEAEASAACA B HHX (Gocdop U pH-
603a. B cymme moayueno 40 cyxoit maccer meryxm, 86% qocpopa u 780
pu6o3bl.

3. U3 ouepeambix BogHBIX SKCTPaKTOB meAyXH (MOCAE yAaAeHHs H3 Hee AM-
MHAOB) OCAXKAAAHCh CIHPTOM P-HYKACONPOTEHAbI M ONPEAEASACS B HHX (POCPOp
u pubosa.

4. Onpeaereno mo cNeKTPOPOTOMETPHUECKOMY METOAY COAEpMAHHE AJEHH-
Ha 1 ryanuHa B B-nyxaeonporengze. O6napy:eno ryanuna B 2,1 pasa Goabue, uem
azenuna (Monspubie cooTHOmenus).

5. B B-uykaeonporenpax ocaseHHbIX M3 SKCTPAKTOB WEAYXH, He ob6pabo-
TAHHOH TIEPBOHAYAADHO TPHXAOPYKCYCHOH KHCAOTOH, OGHapyzeHo H36bITouHOE
KOoAHuecTBO (ocdopa. B pesyabrate merounoro ruapornsa B-nyxaeonmporenzos
0CB06OXJaeTCSA 3HAYUTEABHOE KOAHYECTBO (POC(PATHAOB, KAADUHA H MarHus.
(cBbume /3 H).

6. Ilpu aaurerpHoM sKCTparupoBanum meAyxu ropsueii Boaon HabaozacTes
GoAee 6bICTpoe yMeHbILIEHHE COJAEepKALLerocs B B-nykxareonporenae (ocpopa no
CpaBHEHHH ¢ py6030H, 4TO JaeT OCHOBAHHE CYMTATb BO3MOMKHBIM (PPAKLHOHHPO-
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BaHHOE pa3jeAeHHe HYKACOTIPOTEHAOB, COAEepPKALIHUX HYKAEHHOBbIC KHCAOTDI,
HMEIOLIHE PA3AHYHOE OTHOIIEHHE IyPHHOBbIX OCHOBAHHMH K TMHUPHMHJHHOBDIM.

7. Hyxkaeonporenabl mocAezHux (pakuuii BOAHBIX SKCTPAKTOB, a TaKike
OnpejeAeHHAs YacTb [-HYKAEONPOTEMAOB OSKCTPArHPOBAHHBLIX M3 meayxu IN
Na/OH pacrtsopsioTcs B ropsyel BoAe M OCazAalOTCsA MOCAe OXAAKACHHA TaKKe
kak 6erok Bence-Jonesa.

ON THE SO-CALLED B-NUCLEOPROTEINS
Summary

1. The mixed, psoriasis scales devoid of lipids have been extracted
with boiling water. The extracts, have been hydrolysed with 1 N H2SOy,
precipitated with Ag>SO4 and analysed by the chromatographic method.
Large amount of adenine and guanine found in the extracts accounts for
the presence of f-nucleoproteins.

2. The subsequent aqueous extracts, (3—135 hr. extraction with bo-
iling water) previously hydrolysed with cold trichloroacetic acid, have
been evaporated to dryness, weighted and the ribose and phosphorus
content has been estimated. 40 of dry matter, 869% of phosphorus and
76% of ribose can be extracted from the scales by the above mentioned
method.

3. f-nucleoproteins have been precipitated with alcohol from the
subsequent aqueous extracts of the scales devoid of lipids: phosphorus
and ribose content being determined each time.

4. The adenine and guanine content in f-nucleoproteins has been de-
termined by the spectrophotometric method: Guanine has been found
to be 2,1 times more than adenine, considering the molar ratio.

5. B-nucleoproteins precipitated from the extracts of the scales un-
treated with trichloroacetic acid, show an excess of phosphorus. Large
amount of phosphates, calcium, and magnesium split off under the con-
ditions of mild alkaline hydrolysis (above 1/3 of P).

6. The faster decrease of phosphorous content of p-nucleoproteins
as compared with ribose during a prolonged extraction of the scales
with boiling water suggests a fractional separation of nucleoproteins
‘on the basis of the different ratio of purines and pyrimidines in the nu-
cleic acids.

7. Nucleoproteins from the final fractions of the aqueous extracts
and some part of f-nucleoproteins extracted with N NaOH are soluble
in hot water and precipitate, on cooling very much like Bence-Jones

proteins.
Otrzymano 20.VIII.1954
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M. ZYDOWO, W. BIELAWSKI, S. CHYREK-BOROWSKA, J. JUSKO, A. MANITIUS,
R. NIEMIRO, R. WOLOWSKI

NIEKTORE ZMIANY BIOCHEMICZNE KRWI ZDROWEGO CZLOWIEKA
POD WPLYWEM ADRENALINY :

III. WPLYW NA NIEORGANICZNE JONY SUROWICY

Zaktad Chemii Fizjologicznej A. M. w Gdarisku
Kierownik: prof. dr W. Mozolowski

W poprzednich dwoéch doniesieniach (29, 30) badano wplyw domieg-
$niowo podanej adrenaliny na biatka surowicy krwi oraz rownowage
kwasowo-zasadowa krwi zdrowego czlowieka. Wykazano, ze w godzineg
po zastrzyku wzrasta stezenie biatka surowicy na skutek naturalnej ultra-
filtracji krwi poprzez $ciany naczyn krwionosnych. Réwnoczesnie spada
rezerwa zasadowa osocza, czemu towarzyszy nieznaczne zakwaszenie
krwi. Obecny komunikat ma za zadanie przedstawi¢ zmiany w elektro-
litach surowicy spowodowane podaniem adrenaliny.

Przebieg do$wiadczen

Przedmiotem doswiadczen byli subiektywnie zdrowi mezczyzni
w wieku od 20 do 30 lat. Krew pobierano dwukrotnie. Pierwsze pobranie
nastepowato po poétgodzinnym pozostawaniu badanego w pozycji leza-
cej, drugie w 50 do 60 minut po domiesniowym podaniu 1 mg chlorowo-
dorku adrenaliny (preparat handlowy produkcji ZZF). Badany pozosta-
wal przez caly czas doswiadczenia w pozycji lezacej. Do zyly tokciowej
wprowadzano bez zastoju igle osadzona na strzykawce typu ,Luer”
i pobierano okoto 2 ml krwi. Nastepnie usuwano strzykawke pozosta-
wiajac igle w zyle i dotaczano do igly probowke z plynna parafina na
dnie i tak umieszczonymi rurkami szklanymi, Zze mozna bylo pobrac
krew wprost pod parafine bez dostepu powietrza. Krew zawarta w strzy-
kawce natychmiast odbialczano wodorotlenkiem cynku i uzywano do
oznaczenia cukru metoda Hagedorna i Jensena (14). Ana-
logicznie postepowano przy drugim pobieraniu krwi po zastrzyku adre-
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naliny. W badaniach kontrolnych postepowanie bylo takie samo, jak
opisano wyzej, tylko zamiast adrenaliny badany otrzymywat 1 ml 0,9%
roztworu chlorku sodowego w zastrzyku domiesniowym. Przed do$wiad-
czeniem badani nie byli uprzedzani, czy otrzymaja zastrzyk adrenaliny,
czy tez soli fizjologicznej. Okoto 40 ml krwi zawartej w probéwce pozo-
stawiano na przecigg 2 godzin w temperaturze pokojowej, a nastepnie
wirowano dwukrotnie pod parafina, uwazajac, azeby przy wszystkich
zabiegach az do oddzielenia surowicy krew nie stykata sie z powietrzem.
Po oddzieleniu surowicy czes¢ jej pobierano bezposrednio spod parafiny
do aparatu manometrycznego Van Slyke'a i Neilla, za pomoca ktérego
‘oznaczano stezenie jonu dwuweglanowego (25, 26). Reszta surowicy stu-
zyla do wykonania nastepujacych oznaczen.

Wapn oznaczano wedlug Kramera i Tisdala w modyfika-
cji Clarka i Collipa (23) przez bezposrednie stracanie szcza-
wianem amonu, rozpuszczenie szczawianu wapnia w H2SO4 i miarecz-
kowanie powstalego kwasu szczawiowego 0,01 N nadmanganianem po-
tasowym.

Stosowany sposéb oznaczania magnezu oparto na dwéch metodach
(2,16). 1 ml surowicy odbialczano kwasem wolframowym i wirowano
(2 ml wody, 1 ml 10% NasWOy4, 1 ml 2/3N H:SOy). Do 3 ml odbialczo-
nego ptynu dodawano 0,2 ml odczynnika sktadajacego sie z 60 ml NH;OH
o ciezarze wt. 0,900 i 4 ml HCl o ciez. wi. 1,19 oraz 0,2 ml roztworu 8-oksy-
chinoliny (0,5 g 8-oksychinoliny w 45 ml bezwodnego alkoholu etylowe-
go). Po wymieszaniu, probowki zakrywano luznymi korkami szklanymi
i wstawiano do zimnej lazni wodnej. ktaznie podgrzewano stopniowo
w ciggu 45 minut do temp. 90—95° i w tej temperaturze utrzymywano ja
10—15 minut. Powstaly osad po ostudzeniu odwirowywano przy
3000—3500 obr./min i lewarowano plyn ostroznie, azeby nie straci¢ cze-
§ci osadu pozostajacego niekiedy na powierzchni ptynu. Najlepiej na-
daje sie do tego celu pipeta zgieta na koncu pod katem prostym. Osad
plukano dwukrotnie 4 ml 2% NH;OH zachowujac przy lewarowaniu te
same ostroznosci. Pozostaly osad rozpuszcza sie w 1 ml HCI o ciez. wi.
1,19, a nastepnie dodaje sie 2 ml 10% HCI, 8 ml wody redestylowanej,
- 0,5ml 0,1 N KBr oraz 2 ml. 0,01 N KBrO; $wiezo sporzadzonego z 0,1 N

KBrOj. Probéwke zatykano szczelnym korkiem gumowym, zawartosé
doktadnie mieszano i pozostawiano przez 3 minuty. Nastepnie przeno-
szono ilosciowo zawarto$¢ probowki do zlewki, w ktoérej znajdowatly sie
2 ml 10% $wiezo sporzadzonego roztworu KJ, a powstaly jod miarecz-
kowano 0,01 Na»S»0j3;. Dokladnoé¢ metody — okoto 10% (dziewie¢
oznaczen wykonanych na tej samej surowicy dato wynik od 1,7 do 1,9
milirownowaznika w litrze).
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Sod oznaczano kolorymetrycznie wedlug Kinga (18) w fotometrze
Pulfricha przy uzyciu filtru zielonego S57.

Potas (1) oznaczano przy uzyciu chlorku choliny i azotyno-kobaltanu
sodowego, kolorymetrujgc powstaty kompleks fotometrem Pulfricha po-
przez filtr czerwony S61.

Fosfor nieorganiczny oznaczano metoda Fiskego i Subb a-
r o wa (16). Niebieski roztwér kolorymetrowano w stosunku do wody
w fotoelektrycznym kolorymetrze radzieckim ,FEK-M'" uzywajac czer-
wonego filtru.

Chlorki oznaczano metodga Kinga i Baina (19) polegajaca na
straceniu chlorkéw jodanem srebra i jodometrycznym oznaczeniu uwol-
nionego w reakcji z jonem chlorkowym jonu jodanowego. Do miarecz-
kowania uzywano N/10 Na2S,0; z mikrobiurety Conwaya.

Wszystkie oznaczenia wykonywane byly podwdjnie.

Ponadto w kazdej surowicy oznaczono refraktometrycznie stezenie
bialka, przyjmujac wartosci ultrafiltratu i refrakcji wlasciwej biatka
takie, jakie stosowat Z y d o w o (31).

Wartosci ,,P" tablicy III uzyskano przez obliczenie nastepujacych

wielkosci: dyspersja 6 = l/g(Ai‘})_z, $redni blad Sredniej arytmetycznej
n p—

g S L ylr SR SN A1 T A2

= ——=, wskaznik istotnej roznicy t = ———=
. yn Vsi+s;

oraz liczbe stopni swobody N = n; + ns — 2. A oznacza Srednig arytme-
tyczng jednego z poréwnywanych szeregéw, An — wielko$¢ poszczegol-
nego pomiaru, n — liczbe pomiaréw danego szeregu. Znajac N oraz t
mozna z tablic Fishera (13) obliczy¢ prawdopodobienstwo istotnej rézni-

cy pomiedzy dwoma szeregami o $rednich arytmetrycznych A; i As.

S

Wyniki do$wiadczen i dyskusja

Znang jest rzecza wplyw adrenaliny na poziom cukru gronowego we
krwi (21) oraz stezenie biatka surowicy (29). Dlatego tez jako kontrole
dzialania adrenaliny przeprowadzono rownolegte oznaczenia tych dwéch
sktadnikow.

Ewentualna réwnolegtos¢ zmian stezenia jakiegos jonu do zmian ste-
zenia glikozy lub biatka moglaby da¢ pewne wskazowki, czy zmiany
te sa spowodowane wplywem hormonu na przemiane weglowodanowa,
czy tez na ci$nienie krwi. Uzyskane wyniki przedstawia tablica 1.

Jak wida¢ z tablicy, nie mozna wykaza¢ $cistej rownolegtosci pomie-
dzy zmianami stezenia zadnego z oznaczonych elektrolitéw z jednej
strony a stezeniem cukru lub biatka z drugiej. By¢ moze, zmiany w ste-
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5] ZMIANY BIOCHEMICZNE KRWI POD WPLYWEM ADRENALINY 53

zeniu bialka sa zbyt mate, azeby mogty odbi¢ sie w sposéb bezsporny na
poziomie na przyklad wapnia, ktéory — jak wiadomo — zwigzany jest
czesciowo z biatkiem, jednakze zaznacza sie pewna tendencja do wzro-
stu stezenia tego jonu po adrenalinie. Przyczynag braku osobniczej row-
noleglosci zmian w stezeniu tych elektrolitow, ktére zdaja sie by¢ zwia-
zane z przemiana weglowodanowa, i glikozy moze by¢ takze fakt, ze
maksima jednych zmian w poréwnaniu z drugimi wystepuja w niejedna-
kowym czasie po podaniu adrenaliny (8).

Zmiany, jakie obserwujemy w elektrolitach osocza pod wplywem
adrenaliny, lepiej uwidacznia tablica 2.

Tablica 2

Srednie wartosci stezenia elektrolitéw surowicy w milirownowaznikach na litr (mE/1)
przed i po podaniu 1 mg chlorowodorku adrenaliny lub 1 ml soli fizjologicznej
(w kontrolach)

Ca Mg Na: K- HPO)’ ‘ cr HCO;
g g ; g & & P
- b g - > >~ ”
N N
R 8| (&% _|&[8| {8/%| |&]%] |&| %] .|5]%
Sl &l &l 4| A| &l 4| &l &| G| B| &) 4] &I &l 4| 8|8 4| & &
1
]
5 « | 10,5354/ 8 | 1,8/ 1,8 10(139/139] 12/4,8/4,2| 10/1,5 1,1| 10’101 101/ 10 | 29,1} 27,0
(o =1 |
T -
<

LN
| l

5/5,2/5,2| 3 | 1,8 1,8) 4(143(144| 5|4,9/50 5|2,0 1,9' 5100/100| 5| 29,5| 29,7
|

Szczegdlowa analiza roznicy stezen oznaczonych skladnikow przed-
stawiona jest w tablicy 3.

Oprocz cukru, ktérego wzrost stezenia pod wplywem adrenaliny jest
bezsporny, statystycznie istotne réznice wykazuja jony: potasowy, fosfo-
ranowy i dwuweglanowy. Dla kazdego z tych jonéw prawdopodobien-
stwo, ze trafi sie taka seria adrenalinowa, ktora pokryje sie z kontrol-
na, lezy pomiedzy 0,01 a 0,001.

Spadek stezenia potasu w surowicy krwi pod wplywem adrenaliny
jest zjawiskiem dos¢ dobrze znanym, aczkolwiek jego mechanizm jest
zupetnie niejasny (5, 7, 9, 12). Wiadomo (6), ze szczury, ktérym usunieto
nadnercze, gina po podaniu glikozy wsréd objawoéw hyperkaliemii, o ile
nie otrzymaty adrenaliny. Wykazywano takze (8), ze zachowanie sie
poziomu potasu we krwi po adrenalinie jest inne u ludzi zdrowych ani-
zeli u epileptykow. Ostatnio D ur y i wspoélpracownicy (27, 10) badaja
zaleznos$¢ pomiedzy zmianami poadrenalinowymi w elektrolitach a frak-

Kontrola
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cjami lipidowymi osocza i watroby. Nie wydaje sie¢ — jak wynika z do-
swiadczen Haugaard i Stadie (15 na skrawkach watrobo-
wych — aby adrenalina miata jaki§ bezposredni wplyw na przemiane
tluszczowa. Jest rzeczq niewatpliwg Ze spadek poziomu potasu w suro-
wicy zwigzany jest bezposrednio z samg adrenaling, a nie z jej jakim-
kolwiek posrednim dziataniem przez inny hormon (7), jak na przyktad
na fosforany poprzez insuline. Udowodniono to w doswiadczeniach na
szczurach; zwierzeta te reaguja obnizeniem potasu osocza zaréwno na
insuling, jak i na adrenaline, jednakze insulina dziala tylko wtedy, je-
zeli znajduje sie w ustroju prawidlowy rdzen nadnercza, natomiast adre-
nalina wywiera wplyw niezaleznie od tego i niezaleznie od usuniecia
trzustki. Wydaje sie, ze przyczyny obnizenia potasu po adrenalinie na-
lezy szuka¢ w przemianie weglowodanowej (11). Wprawdzie nie udato
sie¢ w naszych doswiadczeniach wykaza¢ jednolitej zaleznosci pomiedzy
wzrostem poziomu cukru we krwi a obnizeniem sie potasu i fosforanow,
jednakze nie jest wykluczone, ze fosforylacja glikozy w ustroju prowa-
dzi do wytworzenia glikozofosforanu potasowego (12). ’

Stezenie fosforanu nieorganicznego surowicy ulega obnizeniu zaréwno
po podaniu adreneliny, jak i insuliny (28); adrenalina dziala tylko wte-
dy, kiedy w ustroju znajduje sie zdrowa trzustka. Jest to zatem dziata-
nie reflektoryczne, powodowane prawdopodobnie przez podwyzszenie
poziomu cukru we krwi i pobudzenie wydzielania insuliny. Spadek ste-
zenia fosforanow nieorganicznych nie odbija sie zupelnie na stezeniu
fosforu catkowitego osocza, ktore wzrasta w przyblizeniu proporcjonal-
nie do wzrostu stezenia biatka. Uwidacznia to tablica 4.

Jon dwquglahowy zmniejsza swoje stezenie po adrenalinie naj-
prawdopodobniej na skutek pojawienia sie we krwi zwiekszonej nieco
zawartosci kwasoéw organicznych badz tez jako wynik zywszego oddy-
chania, ktére adrenalina moze pobudza¢ (21).

Suma oznaczonych kationéw przed podaniem adrenaliny wynosi
150,9 milirownowaznika w litrze, suma natomiast anionéw — 131,6 mE/l.
Roznica zatem, ktéra powinna by¢ pokryta przez biatko, wynosi 19,3 mE/l.
Poniewaz srednie stezenie biatka wynosi przed adrenaling 7,06 g/100 ml,
wyliczony stad rownowaznik elektrochemiczny biatka wynosi 3658. Je
zeli w analogiczny sposob obliczymy réwnowaznik elektrochemiczny
biatka z S$rednich wartosci otrzymanych po =zastrzyku adrenaliny
[73 700:(150,4—129,1)], to wyniesie on 3460. Dill i inni (3), (4) przyj-
muja, ze w surowicy znajduje sie 17,4 mE/l biatka przy jego stezeniu
7,22 g/100 ml. Obliczajac stad rownowaznik elektrochemiczny otrzyma-
my wartos¢ 4149.
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Tablica 4
Stezenie fosforu catkowitego surowicy w poréwnaniu ze stezeniem biatka przed i po
domie$niowym podaniu 1 mg chlorowodorku adrenaliny lub (w kontrolach) 1 ml soli
fizjologicznej

P catkowity i
Symbol Rodzaj mg % Biatko g/100 ml
do$w. do$w.
przed po przed | po

R. N. adrenalina 9,9 10,4 7,05 7,31
J. K E 9,9 10,7 6,70 7,05
L. Z. ” 10,0 10,5 7,05 7,38
W. R. 5 10,4 11,1 6,69 6,91
M. Z. & 10,2 11,2 7,15 7,52
M. Z. | kontrola | 9,8 9,4 6,60 6,60
H. S. > BRI T 00 10,8 6,20 6,20

Sumarycznie biorac, stezenie kationow surowicy nie zmienia sie po
adrenalinie (150,9 mE/l przed; 150,4 mE/l po), obniza sie natomiast suma
nieorganicznych anionéw surowicy o 2,5 mE/l (131,6 przed; 129,1 po).
Ten spadek jest (przynajmniej w znacznej swej czesci) wyroéwnany przez
wzrost stezenia biatka surowicy z 19,5 mE/l do 20,7 mE/l po adrenalinie.
W obliczeniach tych nie uwzgledniono anionéw organicznych surowicy
takich, jak mleczan, cytrynian czy pirogronian, ktérych stezenie moze
sie zmienia¢ pod wpltywem adrenaliny (19, 20, 21); nie wydaja sie one
' jednak odgrywac wiekszej ilosciowej roli i nie sa przedmiotem obecne-
go doniesienia.

Widzimy, ze biochemiczne zmiany, jakie powoduje podanie nadmier-
nej, niefizjologicznej ilo$ci adrenaliny w ustroju cztowieka, nie sq jasne,
a spotykane w literaturze dane niejednokrotnie sprzeczne. Prawie zu-
pelnie nieznane sa mechanizmy powstawania tych czy innych zmian po-
wodowanych adrenaling. Istnieja wprawdzie dane, pozwalajace przyjac,
ze adrenalina dziala na przemiane weglowodanowa poprzez fosforylaze
(17), badano takze wplyw adrenaliny na niektére enzymy na przyklad
hyaluronidaze (24), jednakze nie mozna jeszcze w tej chwili zestawi¢
jednolitego i jasnego mechanizmu dzialania hormonu na ustroj.

Streszczenie

Pobierano krew u zdrowych mezczyzn przed i po domigsniowym po-
daniu 1 mg chlorowodorku adrenaliny lub (w badaniach kontrolnych)
1 ml 0,9% roztworu chlorku sodowego. Wykonywano w obu prébkach
nastepujace oznaczenia:
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1) Stezenie cukru gronowego we krwi,

2) Stezenie biatka w surowicy,

3) Stezenie w surowicy jonéw: wapniowego, magnezowego, sodowe-
go, potasowego, fosforanowego, chlorkowego i dwuweglanowego.

Stwierdzono, ze w 60 minut po adrenalinie nastepuje wzrost stezenia
biatka i cukru oraz spadek stezenia jonow: potasowego, fosforanowego
i dwuweglanowego.

Obliczono rownowaznik elektrochemiczny biatka i wyrazono przy-
puszczenie, ze spadek stezenia potasu i nieorganicznego fosforu we krwi
jest spowodowany wplywem adrenaliny na przemiane weglowodanowa.
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HEKOTOPBIE USMEHEHUA KPOBU 3JOPOBOI'O YEJIOBEKA IIOCJIE
JAEVICTBUA AIPEHAJUHA

Pesome

Bsara kpoBb 370pOBBIX MyKYMH Z0 M NOCA€ BHYTPHMDILIEYHOTO BBEJEHHs
1 ma. 0,9% pactBopa xropruapata agpeHarmHa HAM (MPH KOHTPOABUBIX HCCAE-
aosanmax) 1 ma 0,9% pacrsopa NaCl. B o6eux npobax npoussezennt caeay-
fOlIMe OTpeseAeHHs !

1. KoHUeHTpalus BHHOTPAZHOro caxapa B KPOBH,

2. xoHueHTpauusa Gerka B CHIBOPOTKe,

3. KoHUEHTpauWs B CbIBOPOTKE CAEAYIOUIHX HOHOB:

KaAbUHsi, MarHusi, HaTpHA, pocdatuaa, xropa, GukapGonarta. YcraHOBAEHO,
uro B 60 MunyT nOCAe BBegenns ajpeHaiuHa KOHUEHTpauus GeAka M caxapa BO-
3pacTaeT, a KOHUEHTPAUNA HOHOB KaAus, (ocaTHAa, Gukap6oOHATA yMEHbIIAETCH.
Bbiuncaen saexTpoxumuueckuil sKBUBaAeHT 6€AKa M BBIABMHYTO MpPeANOAOMKEHKE,
YTO yMeHbIUEHHe KOHUEHTPAUHH KaAusi M HEOPTaHHYECKOro (ocopa B KPOBH
BbI3BAHO BAMSHHEM ajpEeHaAMHA Ha OOMEH yraeBOAOB.

SOME BIOCHEMICAL MODIFICATIONS IN THE BLOOD OF A HEALTHY
INDIVIDUAL UNDER THE INFLUENCE OF ADRENALINE

Summary

Blood samples were taken from healthy male individuals before and
following intramuscular administration of 1 mg of adrenaline hydrochlo-
ride or (in the case of controls) 1 ml of a 0,9% solution of NaCl. The
following determinations were made on both series of samples:

1. Blood glucose concentration,

2. Serum protein concentration,

3. Serum concentration of the following ions: calcium, magnesium,

sodium, potassium, phosphorus, chloride and bicarbonate.

It was demonstrated that during the 60 minutes following admini-
stration of the adrenaline, there is an increase in the concentrations of
protein and sugar as well as a decrease in concentration of the following
ions: potassium, phosphorus and bicarbonate.

The electrochemical equivalent of the proteins was calculated and
the hypothesis formulated, that the decrease in concentration of potas-
sium and inorganic phosphorus in the blood is due to the influence of

adrenaline on the metabolizm of carbohydrates.
Otrzymano 23,VIII.1954
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BADANIA NAD STRUKTURA CZASTECZKOWA NATURALNEGO
DEKSTRANUY)

Pracownia Dekstranu Giéwnego Instytutu Przemysiu Rolnego i Spozywczego
Kierownik Pracowni: mgr Irena Januszewicz

Dekstran wytwarzany przez Leuconostoc mesenteroides jest polime-
rem zbudowanym z czasteczek a-D-glikopiranozy polaczonych w lancu-
chy za pomoca wigzan 1,6 (1). Na podstawie ostatnich badan (11) mozna
wnosi¢, ze glowny lancuch jest zwiniety spiralnie, przy czym na jeden
zwoO]j spirali przypada 4-5 reszt glikozy. Lancuchy boczne, polaczone
z tancuchem gléwnym wiazaniami 1,4 (1), wystepuja w zmiennej ilosci,
zaleznej od szczepu uzywanego do fermentacji. Dotychczas nie stwier-
dzono, czy dlugos¢ tancuchow bocznych jest wielkoscia stala, czy zmien-
na. Badacze szwedzcy (3) wykazali, przy uzyciu mikroskopu elektrono-
wego, ze czasteczki dekstranu przedstawiaja dlugie rozgatezione nitki
o grubosci od 30 do 100 A. Poniewaz dlugos¢ czasteczki glikozy wyno-
si ¥ 5 A, lancuch boczny zawiera wiec od 6 do 20 jednostek glikozy.
Badania Zakrzewskiego i wspolpracownikow (11) nad budowa
czasteczek w roztworze wykazaly, ze szerokos¢ tancucha zhydrolizowa-
nego dekstranu wynosi 17 A, z czego mozna by wnosi¢, ze lancuchy
boczne zawieraja jedng lub dwie czasteczki glikozy. Badania te dotycza
jednak dekstranu cze$ciowo zhydrolizowanego, a w czasie hydrolizy
moze ulega¢ pekaniu zaréwno tancuch gtéwny, jak i tancuchy boczne.

Ciezar czasteczkowy dekstranu waha sie w szerokich granicach do-
chodzac do kilkudziesieciu milionéw. Ma tu znaczenie przede wszystkim
szczep uzytego drobnoustroju, ale i dla jednego szczepu wartosci te wy-
kazuja znaczna rozpietos¢. Ingelman i Siegbahn (3) ozna-
czyli ciezar czasteczkowy dekstranu za pomoca ultrawiréwki i otrzy-
mali wartosci dla poszczegélnych frakcji w granicach od 14000 do

1) Terminem dekstran naturalny okre$la sie¢ bezposredni produkt fermentacji
.Leuconosloc mesenteroides w odroznieniu od dekstranu cze$ciowo zhydrolizowanego,
jakim jest dekstran-lek.
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38 000 000. Dekstran amerykanski, wytwarzany przez szczep oznaczony
NRRL B-512, ma czasteczke o ciezarze od 30 do 50 milionow (10).

Najszersze zastosowanie znalazl dekstran jako surowiec do wyrobu
srodka zastepczego osocza krwi, przewyzszajac pod wielu wzgledami
srodki dotychczas stosowane (6). Otrzymanie dekstranu-leku wymaga
czesciowego zhydrolizowania dekstranu r{%turalnego, a nastepnie odrzu-
cenia frakcji o ciezarze czasteczkowym zbyt niskim i zbyt wysokim.
Matle czasteczki zostaja zbyt szybko wydalone z organizmu, duze zas
powoduja grozne dla zycia zlepianie sie krwinek..

Pewne wlasciwosci preparatu leczniczego, jak maksymalna wielkos¢
czasteczek oraz wystepowanie groznych dla organizmu odczynéw, sa
zwiazane z produktem wyjsciowym, tj. naturalnym dekstranem, na kto-
rego zréoznicowanie wptywa gtéwnie uzywany do syntezy szczep (7).

W produkcji naturalnego dekstranu najwieksza trudnos¢ przedstawia
wyodrebnienie odpowiedniego szczepu, ustalenie dla niego optymalnego
sktadu pozywki i warunkow fermentacji. W 1952 r. w naszej pracowni
wyodrebniono ze zgestnialej lemoniady szczep, ktéry oznaczono litera
L, oraz opracowano warunki produkcji naturalnej dekstranu na skale
przemystowa (4).

Dekstran ten byl przedmiotem badan Instytutu Farmacji i Instytutu
Hematologii, ktére wykazaty, ze jest on wlasciwym surowcem do wy-
robu dekstranu-leku. Obecnie wytwarzany w naszej pracowni dekstran
sluzy dla potrzeb przemystu farmaceutycznego.

Prace niniejsza podjeto w celu scharakteryzowania dekstranu wy-
twarzanego przez szczep ,L"” pod wzgledem najistotniejszych cech bu-
dowy czasteczkowej. Za parametry takie przyjeto stosunek wigzan 1,6
do innych, lepkos$¢ roztworu dekstranu oraz skrecalnos¢ wtasciwa. Sto-
sunek wigzan w naturalnym dekstranie $§wiadczy o przydatnosci jego do
przerobu na dekstran-lek, gdyz wiazania 1,6 nie ulegaja rozerwaniu przez
amylazy ustrojowe (9). Lepkos$¢ roztworu jest zalezna od ciezaru i asy-
metrii czgsteczki. Skrecalnos¢ daje obraz zanieczyszczenia produktu
gléwnie cukrami oraz wskazuje na wlasciwy przebieg fermentaciji.

Material doSwiadczalny

Badania prowadzone byly na materiale otrzymanym w naszej pra-
cowni z 47 fermentacji prowadzonych na skale pottechniczng przy uzy-
ciu szczepu , L”. Fermentacje byly prowadzone w tych samych warun-
kach. Do badan pobierano srednia probke z calej ilosci wyprodukowa-
nego dekstranu po wytraceniu go alkoholem etylowym z przefermento-
wanej brzeczki i przechowywano pod warstwa etanolu w szklanych na-
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czyniach. Do badan w czasie fermentacji wytracano dekstran z brzeczki
pobranej z fermentora.

Czes¢ przeznaczonej do oznaczen proby suszono w suszarce proznio-
wej w temperaturze 50°C, ucierano na drobny proszek i powtérnie su-
szono do statej wagi. Proby przechowywano w eksykatorze w zamknie-
tych naczynkach wagowych. Niektore analizy przeprowadzano na ma-
teriale oczyszczonym. Dekstran oczyszczony, gtownie od cukrow i soli
mineralnych pochodzacych z pozywki, otrzymywano przez trzykrotne
rozpuszczenie w wodzie i strgcenie alkoholem. Proby materiatu oczysz-
czonego suszono i przechowywano tak samo, jak nieoczyszczonego.

Metody analityczne

1. Lepkos¢ dekstranu nieoczyszczonego oznaczano w wiskozy-
metrze Hoepplera. Przy oznaczaniu lepkosci wzglednej 1% roztworu
wodnego dekstranu stosowano kulke o stalej 0,07874, a dla wody kulke
o statej 0,01033. Przy oznaczaniu lepkosci wewnetrznej stosowano kulke
o statej 0,01033. Pomiary wykonywano w temperaturze 25°C + 0,1°.

Lepkos¢ wzgledng i wewnetrzna okreslano wedlug nastepujacych
definicji:

n  — lepkos¢ bezwzgledna w centipuazach (cP),

nw — lepkos$¢ wzgledna w stosunku do wody = L8

7, — lepkos$¢ bezwzgledna rézpuszczalnika (wody“)'l,0

Nsp — lepkos¢ wlasciwa = "I_—"Io,

[n] — lepkos$¢ wewnetrzna = 1:)::1 (n sp/c) wzor Kraemera (8),
C=%0

gdzie ¢ — stezenie w gramach na 100 ml roztworu.

2. Stosunek wigzan 1,6 doinnych wigzan dekstranu oczy-
szczonego oznaczano przez utlenienie nadjodanem wedtug techniki opra-
cowanej dla dekstranu przez Jeanesa i Wilhama (5), wpro-
wadzajac poprawke na kwasowos$¢ dekstranu. Utlenienie nadjodanem
jest znana metoda stosowana dla uzyskania wskazan dotyczacych struk-
tury wielocukréow. Dziatanie nadjodanu polega na jego zdolnosci utle-
niajacej, przy czym ulega on redukcji do jodanu. W odniesieniu do dek-
stranu dane otrzymane przy pomocy utlenienia nadjodanem daja dobra
zgodnos¢ z danymi metylowania, gdyz dekstrany o wysokim ciezarze
czasteczkowym nie wykazuja zawartosci grup redukujacych (5).

http://rcin.org.pl



62 B. KANIUGA [4)

Gdy sasiaduja ze sobg wiecej niz dwie grupy wodorotlenowe, wtedy
po utlenieniu nadjodanem $rodkowe grupy —CH-OH daja kwas mrow-
kowy zgodnie z reakcja:

R, - CH(OH) - CH(OH) - CH(OH) - R,+-2HJO, R, - CHO+R,CHO -

+ HCOOH + H,O + 2HJO,.
Z dwoéch moli nadjodanu otrzymuja sie zatem 1 mol kwasu mrowkowe-
go, co ma miejsce przy wigzaniach 1,6.

W przypadku pierwszorzedowej grupy alkoholowej powstaje alde-
hyd mréwkowy zgodnie z reakcja:

R . CH(OH) - CH, - OH + HJO,— R . CHO + HCHO + H,O + HJO,,
czyli z jednego mola nadjodanu otrzymuje sie jeden mol aldehydu
mrowkowego, co ma miejsce przy wiazaniach innych niz 1,6. Utworzony
kwas mrowkowy oznacza sie przez miareczkowanie lugiem. Aldehydu
mrowkowego nie oznacza sie bezposrednio, natomiast oznacza sie nie-
zuzyty nadjodan. Stosunek wigzan 1,6 do innych wylicza sie¢ z wzoru:

C
C,—2C
gdzie C — liczba moli kwasu mréowkowego na jedna reszte glikozowa,
C; — liczba moli nadjodanu zuzytego na jedna reszte glikozowa.

Odwazke 0,4 g rozpuszczano i dopeiniano w kolbie miarowej do
500 ml. Do 4 préb po 50 ml dodawano 50 ml roztworu nadjodanu potaso-
wego (3,44 g/l). Po 72 godzinach utleniania w ciemnos$ci w temperaturze
25°C ¥ 2° w dwoch probach oznaczano kwas mrowkowy i w dwoch
niezuzyty nadjodan. Kwas mréwkowy miareczkowano 0,01 N NaOH po
uprzednim dodaniu 3 ml. 0,3M glikolu etylenowego w celu zwigzania
nieprzereagowanego KJO4. Nadjodan oznaczano po zobojetnieniu pro-
by, dodaniu 10 ml nasyconego na zimno NaHCOj3; i okoto 2 g KJ, mia-
reczkujgc 0,05 N arseninem wobec skrobi. Miano arseninu nastawiano
na odwazke resublimowanego jodu.

Oznaczenia prowadzono w atmosferze azotu w celu unikniecia wply-
wu COg.

3.Skrecalnos$é¢ [a]2° dekstranu oczyszczonego i nieoczy-
szczonego badano w polarymetrze kolowym przy uzyciu lampy sodowej
i rurki o dtugosci 1 dom. Oznaczano skrecalno$¢ 0,5% roztworu dekstra-
nu w normalnym lugu sodowym dla uzyskania lepszej przejrzystosci.

Wyniki badan

1. STOSUNEK WIAZAN I LEPKOSC

W tablicy 1 przedstawiono wyniki oznaczen stosunku wigzan 1,6 do
innych wiazan, lepkos¢ i skrecalnosé¢ dekstranu. Utrzymywanie sie skre-
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Tablica 1. Cechy charakterystyczne naturalnego dekstranu.

Lepko$¢ oznaczano w dekstranie nieoczyszczonym, stosunek wigzan oznaczano w dek-
stranie oczyszczonym

‘ Lepko§é Stosunek Brocent [a]'g dekstranu
Lp. Granice wzgledna wigzan wigzah
| lepko$ci |1°/, roztwo-| 1,6 do 1,6 oczyszczo- | nieoczysz-
ru wodnego innych nego czonego
1 5,77 5 83,3 180 158
2 5—10 6,78 5 83,3 189 168
o 6,93 5 83,3 186 158
i 4 6,93 8 88,9 184 158
5 11,55 5 83,3 i i 188
.6 11,62 8 88,9 192 \ 162
7 12,05 8 88,9 184 | 159
8 12,20 6 85,7 190 .| 174
|l 41ilg : 12,35 8 88,9 196 160
| 10 10—15 | 13,00 7 85,7 190 | 158
G 13,00 5 833 | 184 ' 158
191 13,30 5 83,3 ‘ 196 | 158
13 14,44 8 889 | 184 160
14 14,44 5 g8 | 170 163
14,73 6 | 85,7 l 186 160
16 15,52 R . 170 160
17 15,59 5 | 83,3 178 160
18 16,07 8 1 88,9 180 170
19 16,16 5 83,3 180 159
20 16,18 | 5 : 889y 105] 189 177
21 16,63 | 6 85,7 182 161
22 15—20 16,81 | 6 E 85,7 183 159
23 17,71 5 83,3 189 165
24 17,97 | 5 : 83,3 178 160
25 18,76 4 ' 80,0 175 166
26 19,35 6 85,7 190 172
27 19,49 6 85,7 186 160
28 19,50 | 6 85,7 190 168
29 20,78 5 83,3 182 157
30 21,08 | 6 85,7 192 170
31 21,67 6 85,7 180 170
32 21,94 6 85,7 190 170
33 20—25 22,02 8 88,9 190 160
34 22,38 6 857 | 178 162
35 23,34 5 L 186 172
36 23,49 5 83,3 188 158
37 23,82 4 80,0 200 162
38 24,26 | 9 90,0 194 172
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, _ Lepkos¢ | Stosunek | o oong [«)3 dekstranu
Lp. Gramce‘ :vzgledna wigzan wigzan R f
Iepk0$CI l/o roztwo- 1.6 do 1.6 0CZYSZCZ0= nieoczysz— ;
ru wodnego innych nego czonego |
|
39 25—30 25,10 5 83,3 180 164
40 29,16 5 83,3 176 160
41 ; 30,50 5 83,3 184 162
42 30,75 6 85,7 187 162
43 30—35 30,75 5 83,3 196 160
44 32,49 7 87,5 184 164
45 34,92 5 83,3 192 160
46 3540 36,09 4 80,0 189 180
47 36,97 5 83,3 187 164
calnosci wlasciwej oczyszczonego dekstranu w graniach 178° — 198°

wskazuje na wlasciwy przebieg fermentacji.

Rys. 1 przedstawia procentowa czesto$§¢ wystepowania poszczegol-
nych wartosci lepkosci w przebadanych prébach. Dla uproszczenia za-
stosowano podzial wartosci lepkosci na klasy. Lepkos$é wzgledna 1%
roztworu dekstranu waha sie w graniach od 5§ do 37, przy czym lepkosc¢
w granicach od 10 do 25 stanowi okoto 72%.

Rys. 2 przedstawia procentowa czestos¢ wystepowania poszczegol-
nych wartosci stosunku wigzan 1,6 do innych wiazan w przebadanych
probach. Stosunek ten waha sie w granicach od 4—9, przy czym wartosci
51 6 stanowia 72%.

Rys. 3 przedstawia procentowa czestos¢ wystepowania poszczegol-
nych wartosci lepkosci w przebadanych probach o stosunku wiazan 5
i 6. Okoto 73% badanych dekstranéw o stosunku wigzan 5 i 6 ma lep-
kos¢ w granicach 10—25.

Rys. 4 przedstawia procentowa czestos¢ wystepowania poszczegol-
nych wartosci stosunku wiazan 1,6 do innych w przebadanych prébach
o lepkosci od 10 do 25. Okolo 70% préb o lepkosci wzglednej 1Y% roz-
tworu w granicach od 10 do 25 ma stosunek wigzan o wartosci 5 i 6.

A wiec dla dekstranu, produkowanego za pomoca szczepu , L, war-
tosciami najbardziej typowymi sa: dla stosunku wigzan — wartosci 5 i 6,
a dla lepkosci wzglednej 1% roztworu — wartosci w granicach 10—25.
Mozna uwaza¢, ze pod wzgledem stosunku wigzan produkt jest wy-
rownany, niejednolity zas pod wzgledem lepkosci 1% roztworu.
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2. ZMIANY LEPKOSCI W CZASIE FERMENTACJI

W celu stwierdzenia, czy istnieje zalezno$é¢ miedzy lepkoscia dek-
stranu a czasem trwania fermentacji, badano zmiany lepkosci w ciagu
szesciodobowej fermentacji w odstepach jednodobowych.

5 Acta Biochimica Polonica
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Tablica 2
Zmiany lepkosci w czasie fermentacji
Doba Lepko$é¢ wzgledna 1°/, roztworu wodnego dekstranu
fermentacji =

. Seria: I A | B &5 D

s 11,55 l 19,35 7,80 —
1*/5 13,72 11,55 13,14 11,84

2'/y 14,00 8,66 8,30 =
8t 8,23 11,26 6,93 10,84

4/, 7,58 12,56 8,08 —
b%/s 7,50 16,61 5,62 5,84
Amplituda wahan 6,42 10,69 7,52 6,00

Jak wida¢ z liczb przedstawionych w tabl. 2 lepkos¢ dekstranu
w czasie fermentacji ulega wahaniom. Najwyzsza wartos¢ dla amplitudy
wahan wynosi 10,7 '

W wahaniach tych nie ma zadnej regularnosci, chociaz w czasie fer-
mentacji mozna by sie spodziewa¢ wzrostu lepkosci na skutek postepo-
wania polimeryzacji. W zadnym przypadku w przebadanych czterech
fermentacjach koncowa wartdo$é nie byla najwyzsza. Badane fermenta-
cje nie byly zakazone. Nieregularnosci wahan lepkosci roztworu dek-
stranu mozna wyjasni¢ jedynie niejednolitoscia produktu. Najwidocz-
niej stopien polimeryzacji nie jest jednakowy dla calej masy fermentu-
- jacej brzeczki. W jednych miejscach powstaja czasteczki wigksze, w in-
nych mniejsze. Moga tez wystepowa¢ mniejsze i wieksze agregaty cza-
steczek.

3. POROWNANIE POD WZGLEDEM LEPKOSCI PROB DEKSTRANU POCHODZACYCH
Z JEDNEJ FERMENTACJI

W celu potwierdzenia przypuszczen o niejednolitosci produktu otrzy-
manego z jednej fermentacji oznaczono lepkos¢ wzgledna 1% roztworu
sze$ciu prob pobranych z réznych miejsc po wytraceniu dekstranu z ca-
tej brzeczki, tj. 450 1. Otrzymane wyniki przedstawiono w tabl. 3.

Jak widaé z tabl. 3, roznice miedzy rownoleglymi oznaczeniami
wynosza od 0 do 2,6. Amplituda wahan miedzy poszczegélnymi probami
wynosi 6,0. Warto$¢ ta jest nizsza od wartosci dla préob badanych w cia-
gu fermentacji prawdopodobnie dlatego, ze przy wytracaniu alkoholem
nastepuje wymieszanie i produkt jest bardziej jednolity.
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Tablica 3
Lepkos$¢ dekstranu z réznych miejsc produktu otrzymanego w czasie jednej fermentacji
; Lepkos¢ Roéznice miedzy row- Wartos¢ $rednia z row-
i Nr préby wzgledna ‘ nolegltymi prébami noleglych oznaczen
; 1% roztworu | (w zaokragleniu) (w zaokragleniu)
Lnadinnd £0,08 2,0 18,0
| b 16,98
if, ® 17,91 2,6 19,3
‘ b 20,58
) I ST I SN
18,05
55 R » 0,9 18,4
! b 18,87
v a 1988 0,0 17,0
b 16,98
v 8 15,88 1,3 15,2
b 14,58
| N
oy A 18,19 0,3 18,0
b | 17,91 |
Warto§¢ $rednia 17,7

4. FRAKCJONOWANE WYTRACANIE

Aby wyjasni¢, na czym polegaja réznice, w lepkosci roztworow dek-
stranu, przystapiono do rozdzielania poszczegolnych frakcji. Zastosowa-
no frakcjonowane wytracanie wedtug techniki uzywanej dla czesciowo
zhydrolizowanego dekstranu (2).

Roztwor dekstranu saczono przez saczek Schotta G3. Nastepnie, silnie
mieszajac, dodawano z biurety 96% alkohol do chwili wystapienia zmet-
nienia. Temperature podwyzszano do 40°C i utrzymywano az do rozpusz-
czenia osadu, po czym powoli obnizano temperature do 20°C. Znad osa-
du zlewano plyn i traktowano go w podobny sposéb wiekszgq ilosciag
alkoholu. Zebrany osad ponownie rozpuszczano w wodzie i stracano
alkoholem. W celu przyspieszenia opadania osadu zastosowano wiro-
wanie (5000 obr./min). Przy uzyciu 1% roztworu osad nie dal sie odwi-
rowa¢, prawdopodobnie z powodu duzej lepkosci i nagrzewania sie
podczas diugiego wirowania. Przy uzyciu 0,5% roztworu osad tworzytl
sie po 5 minutach.

W pierwszym doswiadczeniu otrzymano dwie frakcje, z ktérych
pierwsza stanowila 77%, a druga 23%. Lepkos$¢ 1% roztworu dekstranu
z pierwszej frakcji wynosita 18,0, gdy tymczasem lepkoéé tej samej pro-
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by przed rozdzieleniem wynosita 13,0. (Lepkos¢ frakcji drugiej nie zo-
stala oznaczona z powodu zbyt matej ilosci proby).

W drugim doswiadczeniu otrzymano szes¢ frakcji. Oznaczona lep-
kos¢ najciezszej frakcji wynosita 8,74. W zwigzku z tym dalsze prowa-
dzenie badan stalo sie bezcelowe, poniewaz lepko$¢ zamiast wzrosnac
znacznie zmalala. Najwidoczniej czynnosci zwigzane z frakcjonowanym
wytracaniem, a szczegolnie intensywne mieszanie wywoluja depolime-
ryzacje lancuchow.

5. LEPKOSC WEWNETRZNA

Oznaczenia lepkosci wewnetrznej wykonano dla zorientowania sie
o ciezarze czasteczkowym nautralnego dekstranu. Lepkos¢ wewnetrzng
wyznaczano przez graficzne rozwigzanie wzoru Kraemera (patrz
wyzej).

Do badan wzieto proby o lepkosciach wzglednych najwiekszych, naj-
mniejszych i posrednich. Pierwsze oznaczenia wykonano na roztworach
o stezeniu: 1%, 08%, 06%, 05% i 04%. Okazalo sie, ze otrzymane
punkty nie wyznaczaja kierunku, w ktérym mozna by poprowadzi¢ pro-
sta. Wobec tego wykonano pomiary przy stezeniach nizszych: 0,3%,
0,2%, 0,1%. Otrzymane wyniki przedstawiono w tabl. 4.

Tablica 4
Lepko$¢ wewnetrzna dekstranu naturalnego

Lepko$¢ wzgledna \ ’ |
1% roztworu wodnego | Leplfoéc wc?wnetrzna 1
N | (tej samej préby) |
2 _I s |
36,97 | 2,0 !
32,49 i 1,5 i
24,26 [ 1,4
15,52 ‘ 1,3 '
14,44 \ 1,6 !
9,10 } 1,6 |
4,48 l 1,1 (

Miedzy lepkoscia wzgledna 1% roztworu a lepkoscia wewnetrzna
nie ma prostej zaleznosci. Niektére dekstrany o mniejszej lepkosci
wzglednej 1% roztworu maja wieksza lepkos¢ wewnetrzng. Wahania
lepkosci wzglednej 1% roztworu dochodza nawet do o$miokrotnej war-
toéci, a wahania lepkosci wewnetrznej sa okoto dwukrotne. Swiadczy
to o tym, Ze nie ma tak znacznych réznic w wielosci czasteczek dekstra-
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now pochodzacych z poszczegdélnych fermentacji, jak mozna by przy-
puszczaé tylko na podstawie lepkosci wzglednej 1% roztworu.

Omoéwienie wynikéw

Na podstawie przeprowadzonych doswiadczen mozna wysnu¢ pew-
ne wnioski, dotyczace budowy czasteczkowej dekstranu wytwarzanego
przez Leuconostoc mesenteroides szczep ,L".

Sadzac z bardzo wysokich lepkosci wzglednych oraz poréwnujac
otrzymane wartosci lepkosci wewnetrznej z danymi z literatury dla in-
nych dekstranow (7), (2), mozna przyjac orientacyjnie, ze sredni ciezar
czasteczki naszego dekstranu osigga warto$¢ powyzej 50 000 000.

Mimo jednakowych warunkéw fermentacji istnieja réznice w budo-
wie otrzymanego produktu. Biorac za miernik réznice w wartosciach
lepkosci wzglednej mozna zrobi¢ nastepujace zestawienie:

Tablica 5
Maksymalne réznice lepkosci wzglednej

W prébach pobranych: V\'Ie'xrt_oéé
roznicy
1 z produktéw poszczegblnych fermentacji 32
2 w ciggu jednej fermentacji w odstepach jednodobowych 10,7
3 z réznych miejsc produktu tej samej fermentacji 6,0
4 z jednej wysuszonej i roztartej prébki 2,6

Roéznice w lepkosci miedzy produktami poszczegoélnych fermentacji
mimo jednakowych warunkéw ich prowadzenia sa zapewne uwarunko-
wane rozmaitym stopniem polimeryzacji. Réznice lepkosci produktu
jednej fermentacji $wiadcza o niero6wnomiernosci brzeczki. Po wymie-
szaniu produktu w czasie wytrgcania réznice malejg.

Na rozbieznosci miedzy probami z jednej wysuszonej i roztartej
probki wywiera wpltyw sposob i czas rozpuszczania oraz mieszania dek-
stranu. W jak silnym stopniu czynniki te moga wywolywaé¢ depolime- -
ryzacje. najlepiej zostalo uwidocznione przy frakcjonowanym wy-
tracaniu, gdzie lepkos$¢ najciezszej frakcji zamiast wzrosna¢ zmalala
w poréwnaniu z lepkoscig przed frakcjonowaniem. Fakt ten $wiadczy
o duzej nietrwatosci tych ogromnych czasteczek dekstranu.

Wyniki oznaczen lepkosci sa obciazone bledem, wyplywajacym
z niejednorodnosci i nietrwalosci dekstranu. Jednakowe warunki roz-
puszczania sq niemozliwe do osiagniecia, gdyz sproszkowany dekstran
po zetknieciu z woda zbija sie¢ w roznej wielkosci brytki, ktére niejed-
nakowo szybko sie rozpuszczaja. ;
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Streszczenie

Przebadano dekstran wytwarzany przez Leuconostoc mesenteroides
szczep ,L”, wyodrebniony w Pracowni Gléwnego Inst. Przem. Rol.
i Spoz. Do badan stuzyt material pochodzacy z 47 fermentacji, w ktorym
oznaczano lepkoé¢ wzgledna 1% roztworu wodnego, stosunek wigzan
1,6 do innych wigzan oraz skrecalnos¢ wlasciwg produktu oczyszczonego
i nieoczyszczonego.

Lepko$é oznaczano za pomocg wiskozymetru Hoepplera, stosunek
wigzan 1,6 do innych metoda utleniania nadjodanem.

Przebadano zmiane lepkosci w ciagu szesciodobowej fermentacji
w odstepach jednodobowych oraz jednolitos¢ produktu pochodzacego
z jednej fermentacji przez pobranie prob z szesciu miejsc.

Przeprowadzono proby z frakcjonowanym wytracaniem.

Porownano lepkos$¢ wzgledna z lepkoscia wewnetrzna.

Lepko$¢ wzgledna 1% roztworu wahata sie w granicach od 5 do 35,
przy czym z 47 fermentacji okolo trzy czwarte posiadalo lepkos¢ od
10 do 25.

Stosunek wigzan 1,6 do innych wahat sie w granicach od 4 do 9,
przy czym okolo trzy czwarte fermentacji posiadalo stosunek wigzan
o wartosci 51 6.

Miedzy lepkoscia roztworu dekstranu a czasem trwania fermentacji
nie stwierdzono prostej zaleznosci.

Dekstran pochodzacy z jednej fermentacji jest produktem niejednoli-
tym pod wzgledem lepkosci.

Proby z frakcjonowanym wytracaniem wykazaty, ze czasteczki dek-
stranu ulegaja tatwo depolimeryzacji.

Lepko$¢ wewnetrzna wykazala wahania od 1,1 do 2. Orientacyjna
$rednia wielkos¢ czasteczki badanych dekstranow wynosi powyzej
50 000 000.

Czasteczki dekstranu ulegaja depolimeryzacji gtéwnie pod wplywem
rozpuszczania i intensywnego mieszania.
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VCCIIEJOBAHME CTPYKTYPBI JIEKCTPAHA OBPABOBAHHOI'O BAKTEPUAMM
LEUCONOSTOC MESENTEROIDES

Pezome

Hccregosano aexcrpan obpasosanubiii Gakrepuamu Leuconostoc mesente-
roides mramma ,, L. u noayuenniit B ra6oparopun Jexcrpana ['aasnoro Mucru-
tyta [lumesoit u CeabckoxossiicTBennoit mnpombimaenHocTd. B uccaezosannom
viaTcpuaAe B3sitom ¢ 47 (epMeHTaUH#l ompeeAsirach: OTHOCHTEAbHAs BA3KOCTb
1%/0 Boanoro pacrsopa, cootHomenune ceasein 1,6 k 2pyrum u BpauleHHe OYHIIEH-
HOrO M CbIpOre TNpoAyKTa. BaskocTb ompeaersrach BHCkosuMeTpom [emarepa
a oTHomenue caseir 1,6 k Apyrum mno meTosy OKHCAeHHs nepuozaToM. Klccae-
AOBaHO H3MeHEHHe BASKOCTH PACTBOPA B TEYEHHH IIECTHCYTOYHOH (hepMeHTalMi
6eps mnpo6bl B OAHOCYTOUHBIX mNpome:xyTkax Bpemenu. Kccaegosana oxmo-
POAHOCTb MpoaykTa oaHoi (epmentauuu. MccaegoBano (pakyuonuposasioe
ocamaenne. CpaBHMBAAACD OTHOCHTEAbHAs BA3KOCTD C BHYTPEHHEH BA3KOCTBIO.
Ornocureavnas Baskocts 1% pacrBopa mnaxogmaach B npeaerax 5 — 35.
72%0 npoayxros (epmentauuu mmero Baskoctb 10 — 25. Otuomenue cpaseit
1,6 x apyrum, xore6aroch B rpannumax 4 — 9, npuuem BeAMuMHA XapaKTepU3y-
foulas oTHowenue cpasein 72%0 npoayxTo Qepmentauun pasusrach 5 u 6. He
6blAa ycTaHOBAeHA TpAMas 3aBHCHMOCTb MEKAy BA3KOCTBIO PacTBOpa AeKCTpaHa
M AAMTEABHOCTBIO (JepMEHTATHBHOrO mpouecca. JlekcTpan B3ATbIA ¢ OAHOH (ep-
MEHTALUMH HMEA HEOAHOPOAHYIO BA3KOCTb. ONBITHI ¢ (PPAKLHOHHPOBAHHDIM OCAMS-
aenuem oBHAPYKHAH, YTO MOAEKYAbI AEKCTpaHa AerKo AenoinMepusyiorcs. Buy-
TpeHHsA BA3KocTb KoAebaercs B rpannuax 1,1 — 2. Opuentuposounas cpeauss
BEAHYHHA MOAEKYAbI HccAegoBanHoro zexkcrtpana npesbimaer 50 000 000. Moae-
KYABl JEKCTpaHa JEeMOAMMEPH3YIOTCSH T'AABHbIM 06pa3oM BO BpeMs pacTBOPEHHs
U YCHAEGHHOTO NepeMelIHBaHHus.

STUDIES ON THE MOLECULAR STRUCTURE OF NATURAL DEXTRAN

Summary

Studies have been made on dextran produced by Leuconostoc me:
senteroides, strain ,L" isolated in the Dextran Laboratory of the Central
Institute of the Agricultural and Food Industry. The studies embraced

http://rcin.org.pl



72 B. KANIUGA [14]

material derived from 47 fermientations and included determinations of
the relative viscosity of 1% aqueous solutions, the proportion of 1,6 to
other bonds, as well as the rotation of the crude and purified material.

Viscosity was measured by means of the Hoeppler viscosimeter and
the ratio of 1,6 to other bonds by periodate oxidation.

Measurements were made of the change in viscosity during a 6-day
fermentation run, at one-day intervals, and of the uniformity of the pro-
duct derived from one fermentation run by withdrawing samples from
6 different places.

Tests were carried out on fractional precipitates.

A comparison was made of relative viscosity with intrinsic visco-
sity. :
The relative viscosity of a 1% solution varied within the limits 5 to
35, of which 729 of 47 fermentations had a viscosity of 10 to 25.

The ratio of 1,6 to other bonds varied within the limits 4 — 9, of
which 729 fell between 5 and 6.

No simple relationship could be found between the viscosity of the
solution and the time of duration of the fermentation.

Dextran originating from one fermentation run is nonhomogeneous
as regards viscosity.

Fractional precipitation trials showed that the dextran molecules are
quite readily depolymerized.

The intrinsic viscosity varied from 1,1 to 2. An average rough value
of the molecular weight of the dextran studies is about 50 000 000.

The dextran molecules undergo depolymerization while being dissol-
ved and during vigorous stirring.

Otrzymano 5.1X.1954
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Dane pismiennictwa swiatowego odnosnie do metabolizmu fosforo-
wego Mycobacterii sa bardzo skape i o charakterze fragmentarycznym.
Zapoczatkowane przez S y m a (8, 9) bilansowe badania przemiany
materii pratka gruzlicy obejmowaty metabolizm ogdlny weglowy, azo-
towy, tlenowy i wodorowy. Niniejsza praca jest proba ujecia w sposob
bilansowy fosforowego metabolizmu pratka.

Metoda

Przystepujac do oznaczenia fosforu w hodowlach pratka gruzlicy
zmodyfikowano ptynne podloze syntetyczne DGK (2), stosujac bufor cy-
trynianowy w miejsce fosforanowego. Nalezalo bowiem zmniejszy¢ ste-
zenie fosforu w pozywce wyjsciowej, by metabolizm fosforowy pratka
byl jak najwyrazniejszy. Zmniejszono ilos¢ dodawanego KH:PO,4 do
0,05 g/l, zwiekszajac ilos¢ kwasu cytrynowego do 5,50 g/l. Tak zmienio-
na pozywke DGK, w ktorej zawartosc fosforu wynoszaca okoto 100 mg %
oznaczono symbolem DGKC1. W toku dalszej pracy okazalo sig, ze ta
ilos¢ fosforu jest dla szczepu ludzkiego wirulentnego niewystarczajaca;
fosfor zostaje bowiem prawie catkowicie whudowany w cialo bakteryj-
ne i nie odnajduje sie go niemal w pozywce powzrostowej. Z drugiej
strony procentowa zawartos¢ fosforu w pratkach jest wowczas bardzo
niska. Dlatego w dalszych seriach doswiadczen zwigkszono ilos¢ fosfo-
ru w podiozu wyjsciowym do 200 mg% i 300 mg% stosujac pozywke
DGKC2 i DGKC3.

W doswiadczeniach uzyto pratkéw nastepujacych szczepéw: Myec.
phlei, Myec. tuberculosis v. hominis H37Rv oraz Myc. tuberculosis t.
bovinus Vallée. Szczepy te otrzymano z Muzeum Szczepoéw Instytutu
Gruzlicy. Pratki z podioza Petragnaniego przesiewano na podklad z waty
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i bibuly (3) napojony zmodyfikowana pozywka DGK. Otrzymywano
w ten sposéb w stosunkowo krotkim czasie obfita hodowle dajaca szybki
wzrost po przeniesieniu na pozywke ptynng DGKC. Z tej hodowli jedno
oczko ezy przenoszono no kolby hodowlane, zaopatrzone w korki z wa-
ty i gazy. Sposob sporzadzania i sterylizacji pozywki opisano juz po-
przednio (7). Wyjalowiong pozywke odpipetowywano do kolb hodo-
wlanych i kontrolnych. Kultury hodowano w 37°C. Pratki po okresie
wzrostu odsgczano przez saczek Seitza i przemywano woda.

Spalanie pratkow i pozywki wykonywano metodq Neumann a
(4). W dalszych seriach do$wiadczen postuzono si¢ sposobem podanym
przez Kennedy (5 dla spalania krwi, polegajagcym na ogrzewa-
niu spalanej substancji z mieszaning stezonego kwasu siarkowego i 60%
kwasu nadchlorowego. Wyprébowano te metode i stwierdzono, ze na-
daje si¢ ona dobrze do naszych celow. Doswiadczalnie ustalono, ze na-
lezy dodawa¢ 2 ml stezonego H2SO4 i 1 ml 60% HCIO4 na 100 mg su-
chej masy pratkéw oraz taka samga ilo§¢ kwas6w na 4 ml pozywki wyj-
sciowej badz 10 ml powzrostowej. Spalanie metoda Kennedy trwa
znacznie krocej niz metoda N e um a n n a i nie wymaga statego
nadzoru.

Fosfor oznaczano metoda Fiskego i Subbarowa w mo-
dyfikacji Lohmanna i Jendrassika (6). Oznaczenia
wykonywano na fotokolorymetrze Pulfricha stosujac filtr S66.

W obawie, ze badany material moze zawiera¢ substancje interferu-
jace w oznaczeniu fosforu, postuzono sie metoda D elory (1),
w ktorej fosforany straca sie jako fosforan wapnia, osad rozpuszcza sig
w kwasie nadchlorowym i oznacza sie fosfor kolorymetrycznie. Otrzy-
mano wyniki zgodne w granicach bledu doswiadczalnego z uzyskanymi
metoda zwykla. Wobec powyzszego zaniechano stosowania metody
Delory w analizowaniu badanego materiatu.

Wyniki i dyskusja

Wyniki analiz zebrano w tablicach. Z pratkiem saprofitycznym Myec.
phlei wykonano 3 serie doswiadczen, po 3 kolby w kazdym doswiadcze-
niu. Stosowano pozywke DGKCI1 hodujac pratki 7 dni (I seria) oraz
DGKC2 hodujac 7 (II seria) i 16 dni (III seria). Pratki saprofityczne ho-
dowano stosunkowo krétko, gdyz wzrastaja one szybko pokrywajac
kozuchem calg powierzchnie pozywki juz w niedlugim czasie.

W tablicy 1 rzuca sie w oczy bardzo niski procent fosforu w pratkach
(0,33 — 0,41%). Zwiekszenie ilosci fosforu w pozywce wyjsciowej przy
tym samym czasie hodowli nie zmienia procentowej zawartosci fosforu
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Tablica 1
Przyswajanie fosforu przez Mycobacterium phlei

A LIS

Nr kolby 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Dni hodowli 7 7 7 7 7 e P (o (i 86 1
wyjéciowej  [113,0 [113,0 [113,0 |205,0 |205,0 |205,0 (205,0- [205,0 |205,0
mg e f—— |
Pw powzrostowej | 26,0 | 30,0 | 33,0 | 34,0 | 34,0 | 58,0 | 28,0 | 25,0 | 28,0
po- |
zZywce i pomen |
zuzycie 87,0 | 83,0 | 88,0 [171,0 |171,0 |147,0 |177,0 |180,0 [177,0
zuzycie Pw °/.| 77,0 | 735 | 70,8 | 83,4 | 83,4 | 71,7 | 86,3 | 88,0 | 86,3
wyhodowano o984 917 g 190,0 |384,1 (397,6 |418,6 |536,4 |486,5 522,1
pratki | | ki N
zawierajaPw %,/ 041! 0,41 040| 044/ 043| 035 033/ 037 034

w pratkach, zwieksza sie tylko znacznie masa wyhodowanych bakterii.
Hodujac pratki Myc. phlei przez 16 dni otrzymujemy tzw. ,stary ko-
zuch" — grubszy, o barwie ciemniejszej, mocno pofaldowany, wycho-
dzacy na $ciany naczynia. Przedluzenie czasu hodowli obniza bardzo
nieznacznie zawarto$¢ fosforu w pratkach, powodujgc natomiast dosé
duzy wzrost ilosci wyhodowanej masy bakteryjnej. Zuzycie fosforu po-
zywki zwieksza sie stale cho¢ nieznacznie w dalszych seriach do-
$§wiadczen. :

Hodujac szczep ludzki zjadliwy H37Rv (tablica 2) na DGKCI1 przez
48 dni obesrwujemy niemal caltkowite zuzycie fosforu pozywki. W tych
warunkach hodowli procent fosforu w pratkach jest niski, tego rzedu
co u Myec. phlei. Przez zwiekszenie zawartosci fosforu w pozywce wyj-
sciowej do 215 mg% osiagamy powazny wzrost procentowej zawartosci
fosforu w pratkach (0,63 — 0,71%). Porownanie kolb serii II (nr 12, 13
i 14) hodowanych przez 30 dni z serig III (nr 15, 16 i 17), w ktorej okres
wzrostu wynosit 40 — 41 dni, nie wykazuje wyraznej zmiany w pro-
centowej zawartosci fosforu w pratkach. Réznica czasu hodowli byta
w tym wypadku zbyt mata.

Wzrost stezenia fosforu w pozywce wyjsciowej (DGKC3) przy czasie
hodowli 30 — 39 dni powoduje zwigkszenie zawartosci fosforu w prat-
kach do 0,86 — 1,09%. Nalezy podkresli¢, ze we wszystkich przypad-
kach tej serii (kolby 24 — 29) wyhodowano praktycznie taka sama ilo$¢
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masy bakteryjnej w kazdej z kolb przy zuzyciu fosforu pozywki
w 64 — 67%. Dalsze zwigkszanie ilosci fosforu w pozywce wyjsciowej
nie powoduje juz wzrostu procentowej zawartosci fosforu w ciele prat-
ka. Oznaczenia wykonane na pratkach szczepu H37Rv hodowanych na
niezmodyfikowanej pozywce DGK (zawierajacej 1100 mg% fosforu)
wykazaly okoto 1Y% fosforu w bakteriach. W odro6znieniu od ,starego
kozucha' saprofitow, ktory przez dos¢ diugi czas hodowli dobrze utrzy-
muje sie na powierzchni pozywki, kozuch pratkéow zjadliwych starzejac
sie latwo opada na dno naczynia.

Ostatnia serie kolb szczepu H37Rv hodowano réwniez na pozywce
DGKC3 przez czas dostatecznie diugi, by spowodowa¢ czesciowo opada-
nie kozucha na dno kolby. Iloé¢ wyhodowanej masy bakteryjnej zwiek-
sza sie wprawdzie znacznie w tych warunkach, lecz procent fosforu
w pratkach spada do 0,48—0,55%. Kolba nr 32 stanowi przejscie po
miedzy ta serig a kolbami serii poprzedniej, gdyz mimo Zze czas wzrostu
wynosit 65 dni, masa wyhodowanych pratkoéw jest niemal taka sama,
jak w kolbach o znacznie krétszym czasie hodowli. Zawartos¢ fosforu
wynosi w tym przypadku 0,76%.

Tablica 3
Przyswajanie fosforu przez Mycobacterium tuberculosis t. bovinus — Vallée
l Nr kolby \ 18 ’ 19 ! 20 21 22 23
| cniilge D, oo Aegh i Loy sl k
‘ Dni hodowli 50 ‘ 52 54 59 61 63
| b I vi | il I o) R
| | wyjsciowej | 320,0 | 320,0 326,0 326,0 326,0 326,0
‘ I
i mg% P |7 w““ﬁ’_‘) s i R e
|wpozyw- | powzrostowej 93,0 | 1010 103,0 106,0 121,0 146,0 |
I ce ’, el & R ] ey (oA o ) i Pt
| |
’ ‘ zuzycie 227.0 219,0 223,0 | 220,0 205,0 180,0 |
L — |
zuiycie P w'/, 70,9 68,5 685 | 67,5 62,9 555 |
i iy o4 PR e s T e O SR el
wyhodowar- ' E '
y ° | 5076 557,2 532,1 | 5789 521,0 | 427,3
: mg L
pratki —_— ] E— N -—m——-i——
zawartos¢ Pw/y 0,45 0,39 042 | 038 039 | 042

Pratki zjadliwe typu bydlecego szczep Vallée hodowano na pozywce
DGKC3 w dwoch seriach: I 50—54 dni i II 59—63 dni. W kolbach
I serii hodowle nie zajmowaly jeszcze calej powierzchni pozywki, gdy
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kozuchy II serii rozpoczelty juz opada¢ na dno kolb. Pratki bydlece
wzrastajac zajmuja powierzchnie pozywki powoli, tworza jednak gru-
by kozuch, co w efekcie daje bardzo duze ilosci wyhodowanych mas
bakteryjnych. Mimo ré6znego czasu hodowli obu serii w przyswajaniu
fosforu nie wystepuja tak ostre roznice, jak to obserwowalismy w do-
$wiadczeniach ze szczepem H37Rv. We wszystkich przypadkach ilos¢
fosforu wynosi 0,38—0,45% przy zuzyciu fosforu pozywki w 56—71%.

Poréwnujac procentowa zawartos¢ fosforu w pratkach tych trzech
szczepow w zaleznosci od stezenia fosforu w pozywce wyjsciowej i cza-
su hodowli dochodzimy do nastepujacych wnioskéw: Hodujac pratki
szczepu Myc. phlei na pozywce zawierajacej 100 mg% i 200 mg% fosfo-
ru przez ten sam okres czasu, nie stwierdzamy réznic w procentowej
zawartosci fosforu w pratku. Zuzycie fosforu w pozywce bogatszej
w fosfor zwieksza sie jedynie nieznacznie powodujac wzrost ilosci wy-
hodowanej masy bakteryjnej.

Szczep ludzki zjadliwy wymaga wiekszej ilosci fosforu w pozywce
wyjsciowej. Procent fosforu w pratkach wzrasta wraz ze stezeniem fo-
sforu w pozywece, osiagajac przy hodowli na pozywce DGKC3 graniczng
wartos¢ 1,09%. Przyswajanie fosforu szczepu wirulentnego ludzkiego
H37Rv jest znacznie intensywniejsze, o czym $wiadczy okoto dwukrot-
nie wyzsza zawartos¢ fosforu w pratkach w poréwnaniu z dwoma po-
zostalymi szczepami.

Zawartos$¢ fosforu w zjadliwych pratkach typu bydlecego jest po-
dobna jak u Myc. phlei i wynosi 0,4—0,5%.

Przedluzenie czasu hodowli do otrzymania tzw. ,starego kozucha"
nie zmienia praktycznie procentowej zawartosci fosforu w bakteriach
u Myc. phlei i szczepu bydlecego Vallée. Natomiast u szczepu zjadli-
wego ludzkiego zawartos¢ fosforu w pratkach spada bardzo znacznie
w tych warunkach.

Streszczenie

Szczep Myc. phlei hodowany réwnie dlugo na pozywce zawierajacej
100 mg% i 200 mg% fosforu wykazuje jednakowa zawartos¢ fosforu
w bakteriach wynoszaca 0,3 — 0,4%. Szczep ludzki zjadliwy wymaga
wiekszej ilosci fosforu w pozywce wyjsciowej. Procent fosforu w prat-
kach wzrasta wraz ze stezeniem fosforu w podlozu osiagajac graniczng
wartos¢ 1,1% przy hodowli na pozywce zawierajacej 300 mg% fosforu.
Zawartos¢ fosforu w pratkach typu bydlecego jest podobna jak u Myc.
phlei i wynosi 0,4 — 0,5%.

Przedtuzenie czasu hodowli do otrzymania tzw. ,starego kozucha”
nie zmienia praktycznie procentowej zawartosci fosforu w bakteriach
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Im METABOLIZM FOSFOROWY PRATKA GRUZLICY 79

u Myc. phlei i szczepu bydiecego. Natomiast u szczepu zjadliwego ludz-
kiego procent fosforu w pratkach spada bardzo znacznie w tych wa-
runkach az do wartosci okoto 0,5%.
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METABOJIY3M ®OCPOPA B TYBEPKVJE3HBIX ITAJOYKAX
Pesome

[lItamm Myc. phlei nesaBucuMo OT KyAbTHBHPOBAHMsI €ro Ha cpeje COAep-
axameir 100 mr % u 200 mr %0 dpocdopa obHapyHHA OAMHAKOBOE COAEPIHKAHHE
¢ocpopa B bakrepusx, pasuoe 0,3 — 0,4%. '

Bupyrentabiii mramm ueroBegeckoro THia Bo Bpems pocTa ynorpebaser 60Ab-
mee KoAMuecTBO (pocdopa u3 mcxoaHoi cpeant. [lpouent docdopa 5 Tybepky-
Aé3HBIX MaAOYKAX BO3PACTAaeT B 3aBHCHMMOCTH OT KOHILEHTpaUuu (ocpopa B cpe-
Zie, AoCTHras npejeAbHod BeamumHbl pasno# 1,1% npu KyAbTHBHpOBaHHM Ha
cpeae cogepxamert 300 mr.% Qocgopa.

Cozaepxanne pocopa B Ty6epKyAE3HBIX MAAOYKAX KHBOTHOrO THTa MoA06HO
¢ coaep:xkanunem B Myc. phlei u pasno 0,4 — 0,5%. [Ipoarenue Bpemenu KyAb-
THBMQOBAHHA A0 MOMEHTA TOAyuenuss Tak HasbiBaemoir ,,Crapoii nrenxu” ue
M3MeHseT TIPOLEHTHOro cozep:kanus (ocdopa B Myc. plei u B mramme xu-
BOTHOT'O THIA.

B onucannpix ycrosuax coaepmanue Qocdopa B TyGepKyAE3HBIX MarOUKax
BHPYAEGHTHOTO IITaMMa YEAOBEYECKOrO THNA 3HAYHTEABHO TOHHIKAETCS, AOCTHrasm
BeAnunnbt okoro 0,5%.

THE PHOSPHORUS METABOLISM OF TUBERCLE BACILLI
Summary

A strain of Mycobacterium phlei, cultivated for equal lengths of time
on media containing 100 mg% and 200 mg% of phosphorus, showed equal
phosphorus contents amounting to 0,3 — 0,4%. A virulent human strain
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requires a larger amount of phosphorus in the culture medium. The
phosphorus content of the bacilli increases with the phosphorus content
of the medium, attaining a limiting value of 1,1% for a culture cultiva-
ted on a medium containing 300 mg“% phosphorus. The phosphorus-con-
tent of animal bacilli is similar to that of Myc. phlei and varies from
04 — 0,5%.

Increasing the cultivation time to the point where an ,,0ld" bacterial
layer is obtained does not result in any practical change in the pho-
sphorus content of Myc. phlei or the animal strain. On the other hand
with the virulent human strain, the phosphorus content of the bacilli,
under these conditions, showed a marked decrease, attaining a value
as low as 0,5%.

Otrzymano 7.1X.1954
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Kierownik: prof. dr J. Heller

Na podstawie szeregu prac odnosnie do powstawania kwasu szcza-
wiowego u plesni i grzybow mozna przypuszczac, ze kwas octowy w tym
procesie gra role zasadnicza.

Chrzaszcz i Tiukow (3) badajac biochemiczna przemia-
ne kwasu octowego i chemizm powstawania kwasu cytrynowego u ple-
$ni wykazali obok kwasow bursztynowego, fumarowego i jabtkowego
takze i kwas szczawiowy. Dodajac do kultur grzybow kwasu octowego
w obecnosci zasad udalo sie otrzymac¢ przyrost ilosci powstajacego
kwasu szczawiowego dochodzacy do 40—70%, a w niektérych wypad-
kach przyrost ten siegal 93—100% zawartosci w hodowlach kontrol-
nych (1, 2). Celem ponizej przedstawionej pracy bylo przebadanie
wplywu kwasu octowego na powstawanie kwasu szczawiowego w prze-
mianie Mycobacterium phlei.

Czes¢ doswiadczalna

Wykonano dwa rodzaje doswiadczen, w pierwszym wysiewano bak-
terie na pozywke zawierajaca dodatek kwasu octowego, w drugim pod-
warstwiano pozywka z kwasem octowym gotowa hodowle wyrosta na
pozywce bezoctanowej.

W pierwszej serii doswiadczen bakterie hodowano na 160 ml po-
zywki DGK (5) bez kwasu cytrynowego, w ktorej rowniez cytrynian ze-
lazowo-amonowy zastapiono siarczanem zelazowym. Do poszczegdlnych
hodowli dodawano kwas octowy w ilosciach okoto 1, 2 i 3 g na 160 ml
pozywki. pH pozywki nastawiano na 9, lugiem sodowym 0,1 N. Jako
kontrola stuzyla hodowla Myc. phlei na takiej samej pozywce, nie za-
wierajgcej tylko kwasu octowego.

onica [81] .
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Wyhodowane bakterie odsaczano przez lejek Schotta 3G4, a na-
stepnie przez bakteriologiczny filtr Seitza. W przesgczonej pozywce
powzrostowej oraz w pozywce wyjsciowej oznaczano kwas octowy
i szczawiowy. Zebrane bakterie z lejka Schotta suszono w temp. okoio
105° i wazono.

Kwas octowy oznaczano acydymetrycznie po oddestylowaniu z para
wodng z zakwaszonej kwasem fosforowym pozywki. Kwas szczawiowy
stracano jako s6l wapniowa, a nastepnie oznaczano jodometrycznie, jak
opisano w poprzedniej pracy (6). Otrzymane wyniki zestawiono w ta-
blicy 1.

Tablica 1

Wplyw kwasu octowego w pozywce na powstawanie kwasu szczawiowego w hodo-
wlach Mycobacterium phlei. Czas hodowli 18 dni. Ilo§¢ pozywki 160 ml, pH pozywki 9,
temp. hodowli 37°

Pozywka Powstalo kwasu szcza-
wiowego na 1 g suchych
°  bakterii
Suche
Nr | Dodany | Pozosta-| Zuzyty PKS"‘” ge
kwas o kwasu| kwas 4 a_sou
szczawiowe-
octowy |octowego| octowy i | Sradnia
w mg w mg
w g w g w g w mg wg
1 0 - - 3,64 0,955 . 3,81
= =Sy e 3,65
2 0 - - 3,56 1,023 3,48
3 1,06 - — 2,80 0,816 3,43
4 1,06 — — 2,75 0,918 3,00 3,24
- Gt
5 1,06 0,28 0,78 . 2,13’ 0,648 3,29
6 2,10 0,58 1,52 6,36 0,691 9,20
7 2,10 0,61 1,49 6,12 0,706 8,67 8,52
8 2,10. 0,64 1,46 5,90 0,766 7,70
9 3,25 1,30 1,95 8,41 0,680 12,36
10 3,25 1,22 2,03 7,16 0,630 11,37 11,38
11 3,25 1,10 2,15 7,87 0,755 10,42
1 2 3 4 5 6 7
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W drugiej serii dos$wiadczen bakterie hodowano w litrowych kol-
bach okragtodennych, zaopatrzonych w urzadzenie do podwarstwia-
nia (4). Bakterie hodowano na 160 ml pozywki DGK o pH 7,2, bez kwasu
cytrynowego. Po 13 dniach pozywke $ciggano i oznaczano w niej kwas
szczowiowy. Kozuch podwarstwiano 160 ml pozywki zawierajacej okoto
3 g kwasu octowego o pH 9. Po uplywie 5 dni bakterie odsaczano, su-
szono i wazono. W pozywce oznaczano pozostaly kwas octowy oraz
powstaly kwas szczawiowy. Uzyskane wyniki zestawiono w tablicy 2.

Tablica 2

Wplyw kwasu octowego na wytwarzanie kwasu szczawiowego przez podwarstwione
kozuchy Mycobacterium phlei. Wiek kozucha 13 dni. Czas do$wiadczenia 5 dni. Ilo$¢
pozywki 160 ml, pH pozywki 9, temp. hodowli 37°

Pozywka Powstalo kwasu szcza-
- ol o s AT wiowego na 1 g suchych
bakterii
Suche
Nr | Dodany | Pozosta- | Zuzyty Powstalo bakterie
kwas |lo kwasu| kwas kwas':'
szczawio-
octowy |octowego | octowy i Srednia
w mg
I | w mg
w g | w g , w g W mg w g
1 0 — — 1,70 2,16 0,79
L 0,75
2 0 — — 1,55 2,23 0,70
3 3,39 0 3,39 3,65 1,74 2,10
\
| 4 3,39 0 3,39 3,50 1,99 1,75 1,80
5 3,39 0 3,39 2,73 1,76 1,55
| 1 2 3 4 5 6 7

Oméwienie wynikéw

Rubryka 4 tabl. 1 przedstawia ilosci kwasu szczawiowego (bezwod-
nego) wytworzone w czasie calego wzrostu bakterii na pozywkach kon-
trolnych (nr 1,2) oraz na pozywkach zawierajacych rézne ilosci kwasu
octowego. Liczby w rubryce 6 i 7 oznaczaja ilosci mg kwasu szczawio-
wego przypadajace na 1 g suchej masy bakteryjnej. Dodatek okolo 1 g
kwasu octowego na 160 ml pozywki (nr 3, 4, 5) nie wplywa na zwiegk-
szenie zawartosci kwasu szczawiowego w stosunku do kontroli, nato-
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miast przy dodatku okoto 2 g (nr 6, 7, 8) uzyskano ilosci kwasu szcza-
wiowego przewyzszajace kontrole przeszio dwukrotnie. Przy dodatku
okoto 3 g (nr 9, 10, 11) ilos¢ kwasu szczawiowego przewyzsza kontrole
przeszio trzykrotnie.

Ilos¢ kwasu szczawiowego przypadajaca na 1 g suchej masy bakte-
ryjnej, uzyskana w kontroli, wynosi $rednio 3,65 mg, co przewyzsza od-
powiednie ilo$ci kwasu szczawiowego uzyskane w poprzedniej pracy
(6), gdzie ilos¢ ta wynosila okoto 2 mg na 1 g suchej masy bakteryjnej.
Rozbieznos¢ te mozna wytlumaczy¢ bardziej alkalicznym odczynem
pozywki, na ktorej odbywatl sie wzrost bakterii (pH 9). Analogiczne
zjawisko wplywu bardziej alkalicznego Srodowiska na wzmozenie wy-
twarzania kwasow, w tym i kwasu szczawiowego, zaobserwowali
Chrzaszcz i Tiukow (3) badajac przemiane plesni.

W drugiej serii do$wiadczen (tabl. 2) z podwarstwianiem gotowych
kozuchow bakteryjnych w pozywkach pierwszych o pH 7,2, na ktorych
wyrosty bakterie, znaleziono 4,41; 4,49; 4,65; 4,71; 4,11 mg kwasu szcza-
wiowego. W pozywce drugiej, zawierajacej okoto 3 g kwasu octowego,
ktorag podwarstwiono kozuchy, uzyskano po 5 dniach hodowli wzmo-
zona produkcje kwasu szczawiowego w stosunku do kontroli dwu
krotnie.

Otrzymane wyniki przemawiaja za tym, ze kwas octowy w wypad-
ku Mycobacterium phlei, podobnie jak i u plesni, gra zasadniczag role
w procesie powstawania kwasu szczawiowego.

Streszczenie

Kwas octowy wzmaga wytwarzanie kwasu szczawiowego przez
Mycobacterium phlei zaleznie od ilosci dodanej do pozywki. Przy do-
daniu 2 lub 3 g kwasu octowego na 160 ml pozywki uzyskano ilosci
kwasu szczawiowego przewyzszajace kontrole odpowiednio dwu i trzy-
krotnie. W przypadku podwarstwiania gotowych kozuchow bakteryj-
nych pozywka z 3 g kwasu octowego uzyskano iloéci kwasu szczawio-
wego przewyzszajace kontrole dwukrotnie.
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BJIMAHUE YKCYCHOM KUCJIOTBI HA OBPA3OBAHUE IIIABEJEBOJ
KUCJIOThI BAKTEPUAMM M. PHLEI

Pesome

YkcycHas KHCAOTAa ycuAMBaeT 06pa3oBaHHe IIEBEAEBOH KHCAOTBHI IITAMMOM
Mycobacterium phlei B 3aBUCHMOCTH OT KOAMYECTBA YKCYCHOH KHCAOTBI J0-
6aBAeHHOM K muTaTeAbHo# cpexe. [lpu ao6aBrenun 2 mam 3 rp. ykcycHout ku-
caorbt K 160 MA nuTaTeAbHOH CcpeAbl NOAYYEHO COOTBETCTBEHHOE KOAHYECTBO
IIaBeAeBOH KHCAOTDbI ABaJbl M TPMASAbI NpeBbINIAlOlIee KOHTPOAbHYIO Tpoby.

B cayuae nozcromBamus roroBol GaKTepHaAbHOH NAEHKH MUTATEAbHOH Cpe-
A0H, coaepasamiedl 3 rp. YKCYCHOM KHCAOTBI, MOAYYEHbl KOAHYECTBA LIABEAEBOM
KHCAOTBI ABaKAbl NpeBbllIaioNIHe KOHTPOAbHDIE TPo6bI.

THE INFLUENCE OF ACETIC ACID ON THE FORMATION OF OXALIC ACID BY
MYCOBACTERIUM PHLEI

Summary

Acetic acid increases the formation of oxalic acid by Mycobacterium
phlei, depending on the amount added to the culture medium. The addi-
tion of 2 or 3 gms. of acetic acid to 160 ml. culture medium resulted in
a 2 to 3-foli increase in the amount of oxalic acid produced. In case of
introducing the medium containing 3 g of acetic acid under the bacteria
layer the amount of oxalic acid obtained was twice that of the control.

Otrzymano 8.1X.1954
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Kierownik: prof. dr J. Heller

Hydrazyd kwasu izonikotynowego (INH) jest zwiagzkiem struktural-
nie podobnym do amidu kwasu nikotynowego, sktadnika nukleotydu
dwufosfopirydynowego (DPN) i trojfosfopirydynowego (TPN).

Podobienstwo to nasuwa przypuszczenie, ze znane dzialanie INH,
hamujace wzrost pratkow kwasoopornych, polega na hamowaniu funk-
cji nukleotydow fosfopirydynowych. Poniewaz nukleotydy te odgry-
waja istotna role w oddychaniu komérkowym jako koenzymy dehy-
drogenaz, przebadano wplyw INH na oddychanie Myc. phlei.

Czes$¢ doSwiadczalna

1. Mycobacterium phlei, szczep muzealny Instytutu Gruzlicy, hodo-
wano na bulionie glicerynowym. Po 2—3 dniowym okresie wzrostu
zbierano kozuch na szklanym saczku Schotta G1, przemywano trzykrot-
nie woda destylowang i rozbijano przez wstrzasanie ze szklanymi pe-
retkami. Pratki zawieszano w buforze fosforanowym M/15 pH 7,0. Ge-
stos¢ zawiesiny okreslano z ilosci azotu przypadajacego na 1 ml.

2. Zuzycie tlenu mierzono bezposrednia metoda Warburga. Naczyn-
ka manometryczne zawieraly zawiesine bakteryjna z INH, ewentualnie
z dodatkiem glicerolu, uzupeilniona buforem do 3 ml. W naczynku
srodkowym umieszczano 0,2 ml 10% roztworu KOH. Faze gazowa sta-
nowilo powietrze atmosferyczne. Czas doswiadczenia wynosit 4 godzi-
ny, temperatura tazni wodnej 37°C.

3. INH pochodzacy z produkcji Zakladu Syntezy Srodkéw Przeciw-
gruzliczych Instytutu Gruzlicy pierwotnie stosowano nie oczyszczony,
w pozniejszych doswiadczeniach dwukrotnie krystalizowany z alkoholu
etylowego (t. topn. 172°—173°C).

4. Glicerol byl redystylowany.

87
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Wyniki

Hydrazyd kwasu izonikotynowego w stezeniu 107*M (137 mg%)

i 1073 M wplywa nieznacznie hamujaco na oddychanie endogenne Myc.
phlei. Stezenie IN H 10' M w 4 godzinnym doswiadczeniu obniza bez-
substratowe zuzycie tlenu o 32%, za$ 3-10"* M o 72% (rys. 1a, wykres 1).
Na wykresie 2 przedstawiono

"‘;g’,,; s wplyw INH na oddychanie Myec.
(S phlei w obecnosci 0,02 M glicero-
500 lu. W do$wiadczeniu tym juz w
- P nizszym stezeniu INH wystepuje
S takie obnizenie zuzycia tlenu, jak
500t w badaniu oddychania endogen-
nego.
e ‘\OA W czasie doswiadczenia pH
0 0" nie ulega zmianie. Uzycie rekry-
£ stalizowanego INH nie wplywa
: 1 P9 4 1 2 3 na zmniejszenie zauwazonego e-
godziny godziny
Rys. 1

a) Wplyw roéznych stezenn INH na oddy-

chanie endogenne Myc. phlei, W naczyn-

ku 1 ml zawiesiny zawierajacym 1,95

mg azotu oraz rozne stezenia INH. 1. Bez

dodania INH, 3X10—1: 72% zahamowa-

nia, 10~ M: 329% zahamowania 10~2M
i 103 M: brak wplywu.

a) Zuzycie tlenu przez 1 ml zawiesiny
Myc phlei zawierajacej 1,6 mg azotu
w obecnosci M/50 glicerolu i réznych

stazen INH. 1. bez dodania INH, 05500 4060 N 8

3X10~1M — 91 zahamowania, 10~ M % zahamowania

— 74% zahamowania, 10-2M — 38% Rys. 2. Zaleznos¢ obnizenia oddychania

zahamowania, 10-3M — 6% zahamo- od stezenia INH. g = w obecnosci glice-
wania. rolu, e = dla oddychania endogennego.

fektu, a nawet przeciwnie, oczyszczony preparat dziala nieznacznie sil-
niej w odpowiadajacych sobie stezeniach. Wyklucza to przypuszczenie
ze czynnikiem hamujacym jest jaka$ substancja obecna w preparacie ja-
ko zanieczyszczenie.

Rys. 2 obrazuje zaleznos¢ zahamowania oddychania od stezenia
INH. Jest ona liniowa w zakresie stezen skutecznych. Oddychanie
w obecnosci substratu jest hamowane przez INH w stezeniu 1072 M do
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3 -10 ' M, bez substratu w stezeniu INH 10°*M do 3 - 107! M. Krzywe
przecinaja sie¢ w punkcie odpowiadajagcym 100% zahamowaniu oddy-
chania i stezeniu ok. 5 - 1071 M.

Dyskusja

Przebadane stezenia INH wielokrotnie przewyzszaja dawki bakterio-
statyczne dla Myc. phlei. Wyrazny wplyw na oddychanie endogenne
Myec. phlei ma stezenie 10~ M przewyzszajace dawke bakteriostatycz-
na 40-krotnie. W obecnosci glicerolu wplyw wystapit w stezeniu INH
103 M, ktore jest okoto 4 razy wyzsze od dawki bakteriostatycznej.

Uzycie wyzszych stezen (107'M i 3-10~' M) pozwala na wyrazniej-
sze i wczesniejsze zaobserwowanie efektu w krotkim doswiadczeniu
metabolicznym. Tak duze stezenia moga budzi¢ zastrzezenia co do spe-
cyficznosci dziatania badanego zwiazku, jednak mozna si¢ spodziewac,
ze w czystych ukladach enzymatycznych znacznie mniejsze dawki mo-
gltyby sie okazac skuteczne.

Zwiazek uzyty w wigkszym stezeniu w zawiesinach catych komoérek
bakteryjnych latwiej przechodzi przez btone komérkowa i z wiekszym
prawdopodobienstwem dociera w obrebie ciala komérkowego do miej-
sca reakcji, na ktorg dziata wybiorczo. Jest to szczegolnie wazne w przy-
padku, gdy wprowadzony zwiazek ulega rozlozeniu lub zamianie na for-
me nieczynna.

Wplyw INH na oddychanie zaréwno endogenne, jak i w obecnosci
glicerolu przemawia za mechanizmem hamujacym glowny szlak utle-
niania w pratkach kwasoopornych, by¢ moze dziata na uklad oksydazy
DPN lub TPN, w nieznanym dotychczas miejscu. M. W. Fischer (1)
na podstawie badan nad zniesieniem przez rozne zwiazki, a w tym i he-
mine, hamujacego dziatania INH na wzrost szczepu H37Rv, uwaza, ze
INH uszkadza metabolizm porfirynowy pratkéw kwasoopornych.

W trakcie przygotowania niniejszej pracy do druku ukazala sig pra-
ca H. P op e (2), ktora stwierdzita, ze INH w stezeniach okolo 200
i 2000-krotnie przewyzszajacych dawki bakteriostatyczne obniza wplyw
pobudzajacy benzoanu i salicylanu na oddychanie szczepu H37Rv.

Rowniez ostatnio Zatman Kaplan Colowick
i Ciotti (3) wykazali wystepowanie dwoch rodzajow DPNaz; jedna
z nich jest ,wrazliwa'' na INH, druga zas, ,niewrazliwa", tworzy w obec-
nosci INH i DPN dwunukleotyd, w ktérym zamiast amidu kwasu nikoty-
nowego wystepuje INH (analog DPN).
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Streszczenie

1. Hydrazyd kwasu izonikotynowego obniza oddychanie Myc. phlei
endogenne i w obecnosci glicerolu.

2. Zahamowanie oddychania w obecnosci substratu wystepuje przy
uzyciu mniejszych stezen.

LITERATURA
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JOBIXAHUE IITAMMA MYCOBACTERIUM PHLEI,
BJIVAHUE TUAPASULA M3OHUKOTMHOBOM KUCJIOTHI

Peswome

Jvixanue mramma Mycobacterium phlei 3azep:kusaeTcs rHApa3sHIOM H30-
HHKOTHHOBOH KHCAOTbL Mmerourei konuentpamuio 1071 m — 3 X 1071 ™ 6es
cy6erpara n xonuentpaumio 1072 m — 1072 m B npucyrcreun m/50 rauuepors.

THE INFLUENCE OF ISONICOTINIC ACID HYDRYZIDE ON THE RESPIRATION
OF MYCOBACTERIUM PHLEI

Summary

The respiration of Mycobact. phlei is inhibited by isonicotinic acid
hydrazide at a concentration of 107*M and 3 X 107 M in the absence
of substrate, at a concentration of 1072M and 10"2M in the presence
of 0,02 M glycerol.

Otrzymano 9.IX.1954
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Kierownik: prof. dr B. Skarzynski

Dotychczasowe metody chromatografii bibutowej stosowane dla roz-
dzielania aminokwas6w wykazuja liczne braki, utrudniajace zastosowa-
nie tego sposobu postepowania do szybkich seryjnych oznaczen, szcze-
golnie dla potrzeb klinicznych.

Chromatografia jednowymiarowa nie doprowadza do zupelnego roz-
dzialu wszystkich amjnokwaso6w. Aminokwasy posiadajace bardzo zbli-
zone do siebie wartosci R;, w zaleznosci od stezenia, nakladajq sie cze-
$ciowo lub niemal catkowicie. W czesto uzywanym ukladzie buta-
nol-kwas octowy-H>O (4:1:5) wedruja razem glikokol i seryna oraz
metionina i walina. Czesto obserwuje sie, szczegOlnie przy wiek-
szych stezeniach, bezposrednie stykanie sie warstw szeregu aminokwa-
sOw, np. w wyzej wymienionym uktadzie prolina-tyrozyna, tryptofan-
-metionina, feniloalanina-leucyna-izoleucyna-nurleucyna-walina-norwa-
lina-feniloalanina (6). Aminokwasy te rozdzielaja sig, ale przy barwie-
niu ninhydryna tworza jednolite, rozciagniete smugi, gdyz ninhydryna
daje z wiekszoscia aminokwasow niemal jednakowe purpurowe Ilub
niebieskofiotkowe zabarwienie. Trudno$¢ okreélenia granicy miedzy

plamami odpowiadajacymi poszczegolnym aminokwasom zaznacza sie
szczegolnie w przypadku aminokwaséw posiadajacych wysokie warto-
sci Ry, gdyz aminokwasy te wskutek przebywania diuzszej drogi ulegaja
znaczniejszemu rozciggnieciu wzdluz paska niz aminokwasy o niskich
wartosciach Rj.

To nakladanie sie i wzajemne stykanie sie warstw aminokwasow
uniemozliwia analize mieszanin cechujacych sie duzymi stezeniami. Naj-
lepsze rozdzielenie osigga sie przy uzyciu mieszaniny aminokwasow za-
wierajacej 10—30 nug kazdego sktadnika w analizowanej objetosci mie-
szaniny (3). Poniewaz jednak w hydrolizatach bialek zachodzi zwykle

191)
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duza rozpieto$¢ miedzy stezeniami poszczegolnych aminokwasow, sktad-
niki wystepujace w wiekszych stezeniach tworza szerokie, wyrazne smu-
gi, podczas gdy stezenie aminokwasow innych znajduje sie jeszcze po-
nizej granicy czulosci ninhydryny stosowanej jako wywolywacz plam.
W takich wypadkach konieczne jest zwiekszenie ogdlnego stezenia
analizowanego hydrolizatu, co z kolei pocigga za soba utworzenie cia-
gltego tancucha plam aminokwasow przedstawiajacego sie jako jednolita
fiotkowa plama, w ktoérej trudno zauwazy¢ drobne réznice odcieni bar-
wy fiotkowej spowodowanych poszczegélnymi aminokwasami.

Wymienione powyzej trudnosci ujawniaja sie jeszcze bardziej wy-
bitnie w toku chromatografii krazkowej. Metoda ta jest co prawda
szybsza i wygodniejsza, ale droga przebywana przez aminokwasy jest
znacznie krotsza, co doprowadza do jeszcze wiekszego nakladania sie
warstw poszczegolnych aminokwasow i zlewania sie ich w jednobarwna
plame po zastosowaniu ninhydryny. Aminokwasy o wysokich warto-
sciach R; rozdzielaja sie stosunkowo dobrze, ale z powodu rozprzestrze-
niania sie na wiekszej powierzchni ich stezenie przypadajace na jed-
nostke powierzchni jest tak mate, Ze czesto lezy poza granica czutosci
ninhydryny jako wywotywacza (6).

Chromatografia dwuwymiarowa przy zastosowaniu dwoéch ukladow
rozpuszczalnikow doprowadza wprawdzie do catkowitego rozdziatu ami-
nokwasow, ale czas potrzebny na catkowite rozwiniecie chromatogramu
jest bardzo dtugi, a ilo$¢ zuzywanej bibuly kilkanascie razy wieksza niz
w metodach poprzednio wymienionych. Ogranicza to w znacznym stop-
niu stosowanie chromatografii dwuwymiarowej w seryjnych rutyno-
wych analizach.

Z powyzszego omoOwienia stosowanych dotychczas odmian chroma-
tografii bibutowej do analizy aminokwaséw wynika, ze gtéwna trudnos¢
stanowi brak wyraznych réznic barw plam wywotanych ninhydryna.
Poniewaz powtarzalno$¢ wartosci Ry zalezy od wielu czynnikow zew-
netrznych i w danym rozpuszczalniku stata jest jedynie kolejnos¢ ami-
nokwasow (2), konieczne jest rozwijanie chromatograméow w takich
samych warunkach, co nie zawsze jest mozliwe do osiagniecia w stabo
wyposazonych laboratoriach. Wartosci Ry ulegaja zresztq nawet w sta-
tych warunkach pewnym wahaniom (ok. 15%) (2), identyfikacja amino-
kwasow jest wiec szczegdlnie utrudniona wowczas, gdy wystepuja one
lacznie z innymi substancjami rowniez barwigcymi sie ninhydryna. Nin-
hydryna nie jest bowiem odczynnikiem $cisle swoistym dla aminokwa-
s6w, daje rowniez barwne reakcje z peptydami, biatkami, alifatycznymi
pierwszorzedowymi aminami, aminocukrami, aminoalkoholami itd. (2,6).
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CGlownym celem naszych badan bylo rozwigzanie powyzszych trud-
nosc: i umozliwienie identyfikacji aminokwaséw przy pominieciu diu-
gotrvatej i mieekonomicznej chromatografii dwuwymiarowej. W tym
celu zastosowalysmy:

1) réznicowe barwienie plam za pomoca réznych odczynnikow,

2 praktyczne wykorzystanie tego sposobu wywotywania plam przez
odpowiednie modyfikacje techniki chromatografii krazkowej i jednowy-
miarowej oraz stosowanie dwoch roéznych kolejno uzywanych rozpusz-
czalrikow.

Materialy i odczynniki

I. Bibuta Whatmana nr 4 i krazki bibuly Whatmana nr 2.

II. n-Butanol produkcji Glawchimreaktiw, dwukrotnie destylowany
i przygotowany do analizy wg przepisu Partridge'a (9).

III. Fenol p. a., dwukrotnie destylowany i zastosowany wg przepisu
Blocka (1). ;

IV. Aminokwasy i peptydy f-my F. Hoffmann-La Roche, Light
i Pfanstiehl.

V. Odczynniki uzywane do wywolywania plam:

a) ninhydryna B. D. H. Laboratory Reagent

b) p-benzochinon otrzymany syntetycznie (14)

¢) antrachinon otrzymany syntetycznie (4)

d) alloksan f-my E. Merck

e) kwas 1,2-naftochinono-4-sulfonowy, s6l sodowa B. D. H. La-
boratory Reagent

f) izatyna otrzymana syntetycznie (8),

g) 5-bromo-izatyna

h) 5-nitro-izatyna preparaty pozostate po prof. L. Marchlew-

i) N-etylo-izatyna {skim, otrzymane przez niego syntetycznie.

-

Badania nad réznicowym barwieniem plam aminokwaséw

Oprocz powszechnie uzywanej ninhydryny spotykamy dotychczas
w pismiennictwie dane dotyczace zastosowania soli sodowej kwasu
1,2-naftochinono-4-sulfonowego (5), alloksanu (7), oraz roztworu KJ
w obecnosci skrobi (12), lub benzydyny w roztworze kwasu octowego
(11), po uprzednim przeprowadzeniu aminokwasé6w w chloroaminopo-
chodne. Dwie ostatnie metody ze wzgledu na konieczno$¢ stosowania
gazowego chloru sa niewygodne i nie byly przez nas wykorzystane.
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Préby zastosowania dwoch pierwszych wywolywaczy plam dopro-
wadzily nas do ponizej opisanych wynikéw

1. SOL SODOWA KWASU 1,2-NAFTOCHINONO-4-SULFONOWEGO

Odczynnik ten stosowany byl przez nas w dwojaki sposob: wg Giri
(5) w roztworze acetonowym w wyzszej temperaturze, oraz wg M a c e-
k a (6) w roztworze alkoholowym. Obie metody doprowadzaja do pow-
stania w przypadku poszczegélnych aminokwaséw barw zgodnych z opi-
sem podanym przez G i ri. Szczegdlnie wyraznie wystepuje zabarwie-
nie pomaranczowe z proling i pomaranczowor6zowe z oksyproling.

Znamienne jest przy uzyciu tego wywolywacza powstawanie barw
zdecydowanie roznych z réznymi aminokwasami — ciemnofiotkowa
z histydyna, zielona z seryng, treoning i kwasem glutaminowym, bru-
natna z tryptofanem i kwasem f-aminomastowym, jasnoniebieska z kwa-
sem asparaginowym, argining, lizyna i ornityna. Te wlasnosci okazywa-
ne przez s6l sodowa kwasu 1,2-naftochinono-4-sulfonowego jako wywo-
ltywacza plam moga by¢ bardzo uzyteczne przy réznicowaniu poszcze-
golnych aminokwasoéw, z czego niejednokrotnie korzystatysmy.

Niemniej odczynnik ten wykazuje powazne niedogodnosci. Czulos¢
soli sodowej kwasu 1,2-naftochinono-4-sulfonowego jako wywolywacza
plam aminokwaséw jest znacznie mniejsza niz czulo$¢ ninhydryny (5).
Zaznaczy¢ rowniez nalezy, ze stosowanie tego odczynnika w acetonie,
przy ktéorym plamy aminokwaséw musza by¢ wywolywane przez ogrze-
wanie z roztworem odczynnika pod chtodnica zwrotng, jest dosy¢ nie-
wygodne i wiaze sie z pokazng strata rozpuszczalnika. Z alkoholowym
roztworem barwa wystepuje juz na zimno, ale wowczas czulo$¢ reakcji
jest jeszcze mniejsza.

2, ALLOKSAN

Stosowaly$my ten odczynnik wg przepisu Liebena (7),tj. wroz-
tworze wodnym. Pasek bibuly spryskany odczynnikiem suszony byt
W temperaturze 75°, co pozwalalo wodzie uzytej jako rozpuszczalnik
pozostawac przez diugi czas w kontakcie z plamami aminokwasow, po-
wodujac rozlewanie sie tych plam na wiekszej przestrzeni bibuty.

Wszystkie aminokwasy z wyjatkiem proliny (ktéra nie barwi sie
z alloksanem) daja czerwone zabarwienie o jednakowym odcieniu, co
wyklucza moznos¢ réznicowania poszczegélnych aminokwasow.

Wobec tego, ze wigkszos¢ dwuketonéw daje w wyzszej temperaturze
barwne produkty z aminokwasami, podjetySmy proby z szeregiem innych
odczynnikéw, o ktérych w piSmiennictwie nie spotkalySmy zadnej
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wzmianki wzglednie tylko krotkie notatki. ZbadalySmy mozliwos¢ zasto-
sowania p-benzochinonu, antrachinonu oraz izatyny i jej pochodnych.

Zaznaczamy od razu, ze proby zastosowania antrachinonu w nasyco-
nym roztworze alkoholowym zaré6wno kwasnym, jak i zasadowym, nie
doprowadzity do pozytywnego wyniku.

3. p-BENZOCHINON

Stosowalysmy 1Y% roztwor eterowy zawierajacy 1% kwasu octowe-
go. Po spryskaniu chromatogramu tym roztworem, suszylySmy bibule
przez kilka minut na powietrzu, a nastepnie ogrzewalysmy przez 5 minut
w 80°. Barwa wystepuje po dltuzszym czasie robwniez w temperaturze po-
kojowej, ogrzanie przyspiesza jednak proces barwienia.

Aminokwasy: glikokol, seryna, alanina, walina, arginina, pro-
lina, oksy-prolina, treonina, feniloalanina, metionina, leucyna, izoleucy-
na, norleucyna, tyrozyna, norwalina, histydyna, lizyna, kwas glutamino-
wy i kwas asparaginowy daja zabarwienie brunatnofiotkowe lub brunat-
ne. Cysteina zabarwia sie oliwkowozielono, tryptofan jasnobrunatno.

Przy zastosowaniu p-benzochinonu znamienne jest wystepowanie
intensywnego zabarwienia z proling i oksyproling, a wiec tymi amino-
kwasami, wobec ktorych czutos¢ odczynu z ninhydrynag jest niewystar-
czajgca, a ktére z alloksanem nie barwia sie zupelnie. Ponadto odczyn
barwny z p-benzochinonem daje tylko cysteina, podczas gdy cystyna nie
daje zabarwienia, przynajmniej w granicach stosowanych przez nas
stezen.

Znaczna cze$¢ aminokwasOw przy zastosowaniu benzochinonu za-
barwia sie¢ identycznie, co ogranicza mozliwo$¢ zastosowania tego od-
czynnika do réznicowania aminokwaséw. Granica czutosci odczynu
z p-benzochinonem dla wiekszosci aminokwaséw odpowiada stezeniu
okoto 0,3 pg/cm?, co $wiadczy, ze odczyn ten cechuje sie czuloscia taka
samg lub nieco mniejsza od czulosci odczynu z ninhydryng. Powazna
niedogodnoécia odczynu z p-benzochinonem jest zabarwianie sie tta na
kolor jasnobrunatny, co utrudnia wykazywanie plam odpomada]qcych
aminokwasom wystepujacym w malych stezeniach.

4. IZATYNA I JEJ POCHODNE

Izatyna byla juz dawno stosowana jako odczynnik do wykrywania
i ilosciowego oznaczania proliny (1), a jako odczynnik uzywany do iden-
tyfikacji innych aminokwasow byta omawiana przez Saifera i Ore-
skesa (13). Autorzy ci stosowali 0,2% roztwér izatyny w acetonie za-
wierajacym 4% CH3;COOH. Po zanurzeniu chromatogramu w powyzszym
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roztworze suszyli go kilka minut na powietrzu, a nastepnie ogrzewali
przez 10 min w 100°. W publikacji swej opisuja barwy wystepujace z 12
aminokwasami, twierdzac przy tym, ze reszta aminokwasoéw reaguje
z izatyna dopiero w stezeniach wiekszych niz 10 pg/cm?2,

Nasze proby zastosowania izatyny wkrotce doprowadzity nas do
wniosku, ze zwiazek ten jest szczegodlnie dogodnym odczynnikiem dla
identyfikacji aminokwasow. Stosowaly$smy technike barwienia wedilug
Saifera i Oreskesa, ogrzewajac chromatogramy przez 10 mi-
nut w 110°.

Wyniki uzyskane w toku badania 22 aminokwasow, szeregu pepty-
dow i innvch subslancji dajacych zabarwienie z ninhydryna podaje ta-
blica 1. ;

Charakter barw okreslony stlowami powyzszej tablicy nie oddaje wy-
raznych réznic odcieni charakterystycznych dla poszczegoélnych amino-
kwasow. Roznice te daja sie jednak tatwo stwierdzi¢ przy bezposrednim
porownaniu odpowiednich plam aminokwasowych wybarwionych iza-
tyna. Poza tym w przypadku niektérych aminokwasow odcienie te zmie-
niaja sie zaleznie od stezenia aminokwasow, co pozwala przy pewnej
wprawie na wnioskowanie o przyblizonym stezeniu danego amino-
kwasu.

Jak wynika z danych tabl. 1 czuto$¢ odczynu z izatyna jest taka, jak
czuto$¢ odczynu z ninhydryng, a w niektérych wypadkach nawet wiek-
sza, np. dla histydyny, proliny, tyrozyny (dane co do czulosci odczynu
z ninhydryna wg Maceka (6).

Szczegolnie cenna zaleta izatyny jest dawanie zabarwien odmien-
nych z tymi aminokwasami, ktére maja bardzo zblizone wartosci Ry,
a z ninhydryna daja identycznie zabarwione produkty, np. norwalina-
-walina (uktad: butanol-CH3COOH-H:0), prolina-feniloalanina, argini-
na (uktad: fenol-NHj). Poza tym izatyna reaguje z pierwszorzedowy-
mi aminami alifatycznymi i z glikozaming dopiero przy stezeniach ok.
50 ug/cm?, a wiec jest mniej czula w odniesieniu do tych substancji niz
ninhydryna, co stanowi duza zalete, gdyz wyklucza pomylki w identy-
fikowaniu aminokwas6w w obecnosci wyzej wymienionych substancji.
Zabarwienie z peptydami daje w tych samych stezeniach, w jakich daje
je ninhydryna.

Wada izatyny jest szybkie znikanie barw, ale trudnos$¢ te mozna omi-
nac¢ zanurzajac chromatogramy w goracej parafinie, co pozwala na prze-
chowywanie chromatogramu przez dluzszy czas, a nawet wplywa ko-
rzystnie na wzmocnienie intensywnosci plam.

Zachecone powodzeniem zbadaly$my zastosowanie szeregu pochod-
nych izatyny do wywolywania plam aminokwasowych. Jak tego nale-

http://rcin.org.pl




TABLICA BARWNA |

Chromatogram hydrolizatu edestynu

A — sekior barwiony izatyna

1) cystyna

2) lizyna

3) histydyna

4) arginina

5) kwas asparaginowy
6) glikokol

7) kwas glutaminowy
8) alanina

9) prolina

10) tyrozyna

11) metionina

12) walina

13) fenyloalanina s
14) leucyna

C — sekitor barwiony nitroizatyna

1) cystyna

2) lizyna

3) histydyna

4) arginina

5) kwas asparaginowy
6) glikokol

7) kwas plutaminowy
8) alanina

9) prolina

10) tyrozyna

11) metionina

12) walina

13) fenyloalanina
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Tablica 1
Barwy plam aminokwaséw przy uzyciu izatyny

Substancja Barwa Cavlofé
: w ug/cm?
cysteina karminowofiotkowa 4
cystyna brunatna 3
lizyna ' niebieskopomaranczowa 1
histydyna | zielonofiotkowa 3
arginina | karminowoniebieska 0,5
kwas asparaginowy niebieska ciemna 0,8
‘ seryna brazowofiotkowa 5
glikokol brunatnorézowa 3
‘ oksyprolina szarofiotkowa 1
kwas glutaminowy A zielonofiotkowa 0,5
| treonina cynobrowobrazowa 1
1 alanina biekitna ciemna 0,2
prolina granatowa 0,1
| tyrozyna niebieskoszara 0,3
\ tryptofan pomaranczowobrazowa 0,8
metionina szarofiotkowa 0,5
’} walina karminowa 0,2
‘ norwalina fiotkowoniebieska 0,5
feniloalanina blekitnozielona 3
| izoleucyna karminowa 0,3
? leucyna karmiowoniebieska 0,5
‘ norleucyna niebieska 0,8
glicyl-l-tryptofan brazowofiotkowa 10
‘ d-leucyl-l-tyrozyna réozowa 5
‘ glicyl-dl-leucyna réozowa 5
\ d-leucyl-glicylglicyna rozowa 5
! l-leucyl-glicyna rozowa ; 5
metyloaminy chlorowodorek brazowopomaranczowa 50
| etyloaminy chlorowodorek zielonoszara 50
| amyloamina 3 zielonoszara 50
n-heksyloamina nie barwi sig ‘ przy 50
glikozamina rézowopomaranczowa 50
Uwaga:

Barwy zestawione w tablicy 1, 2, 3 odnoszg sie do stezen substancjl okolo 30ug/em?2.
Przy stezeniach mniejszych barwa zmienia sie przyjmujgc najczeéciej jeden z odcieni
skiadowych, np. tryptofan — barwa pomaranczowa, tyrozyna — szara.

zalo sie spodziewa¢, pochodne izatyny z zablokowanymi grupami keto-
nowymi, jak np. semikarbazon, tiosemikarbazon i oksym nie reaguja
z aminokwasami przy zastosowaniu takiego samego sposobu postepo-
wania, jakie dawalo wynik pozytywny przy uzyciu izatyny. N-alkilo-

7 Acta Biochimica Polonica
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-pochodne izatyny wykazuja mniejsza czulos¢ jako wywolywacze ami-
nokwasow. N-etyloizatyna dawala wprawdzie zabarwienia o nieco od-
miennych odcieniach w poréwnaniu z wolng izatyng, ale dolna granica
czutosci dla wiekszosci aminokwasOw obracata si¢ w granicach 1—5
ug/cm?, dla peptydow 10—15 pg/cm?®. Czutos¢ odczynu z izatyna i inny-
mi stosowanymi przez nas wywolywaczami wyznaczytySmy w nastepu-
jacy sposob: sporzgdzitySmy roztwory zawierajace 10, 50, 100, 500, 1000,

Tablica 2

Barwy plam aminokwaséw przy uzyciu 5-bromoizatyny

Substancja Barwa I» Caos:
| w ug/cm?
cysteina rozowofiotkowa l 1
cystyna brunatna jasna 7
lizyna rézowopomaranczowa l 1 |
histydyna rézowofiotkowa i 1 '
arginina r6zowobrunatna 1 1 [
kwas asparaginowy niebieskofiotkowa | 0,8
seryna brazowofiotkowa | 0.3
glikokol rézowa jasna f 0,8
oksyprolina rozowofiotkowa l 0,8
kwas glutaminowy fiotkowopomaranczowa 0,5
treonina réozowopomaranczowa 1 |
alanina niebieskofiotkowa 0,5 |
prolina granatowa 0,1
tyrozyna szarofiotkowa 0,8
tryptofan fiotkowopomaranczowa 0,3
metionina ré6zowofiotkowa 0,5
walina réozowa ciemna 0,3
norwalina rézowofiotkowa 0,3
feniloalanina fiotkkowoszara 08 |
izoleucyna ré6zowa ciemna 0,5 |
leucyna rozowofiotkowa 0,3 I
norleucyna fiotkowor6zowa 0,5
glicyl-l-tryptofan brazowopomaranczowa 10
d-leucyl-1-tyrozyna rozowofiotkowa 5
glicyl-dl-leucyna rézowa 5
d-leucyl-glicylglicyna rézowa 3
lI-leucyl-glicyna réozowa 5
metyloaminy chlorowo-
dorek rézowa jasna 50
etyloaminy chlorowodo-
rek ’ rézowa jasna 50
amyloamina nie barwi sie przy 50
n-heksyloamina nie barwi sie przy 50
glikozamina rézowa 10
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5000 ug badanej substancji w ml. Mikropipetka nakladaly$my po 0,01 ml
kazdego roztworu na bibule Whatmana nr 4 i po wysuszeniu barwi-
ly$my odpowiednim wywolywaczem. Powierzchnig¢ barwnych plam mie-
rzylty$my planimetrem. Znajac ilo$¢ naniesionej substancji oraz wielkos¢
powierzchni plamy obliczaly$Smy ilos¢ tej substancji przypadajacg na
1 cm?2. Jako dolng granice czulosci przyjeltysmy to jednostkowe stezenie,
przy ktorym barwa byla jeszcze dobrze widoczna.

Z innych pochodnych izatyny szczegolnie interesujgca okazala sie
5-bromoizatyna i 5-nitroizatyna.

5-bromoizatyna stosowana w ten sam sposob, w jaki byla stosowana
izatyna, daje zabarwienia zasadniczo podobne do uzyskanych przy po-
mocy izatyny (tabl. 2), ale odcienie barw przesuniete sq ku czerwieni,
co w niektoérych wypadkach jest korzystne, zwlaszcza przy réznicowa-
niu mieszanin: alanina-prolina-tyrozyna (uktad: butanol-CH3 COOH-H;0O)
prolina-feniloalanina (uktad: fenol-NH3). Czulo$¢ odczynu obraca sie
w tym samym rzedzie wielkosci, jaki odpowiada czutosci odczynu z iza-
tyna.

5-nitroizatyna stosowana byta w ten sam sposéb, w jaki uzywalysmy
poprzednio omoéwione wywolywacze. Okazato sie, Zze grupa nitrowa ni-
troizatyny powoduje przesuniecie sie barw ku czesci fiotkowej widma,
co wpiywa dodatnio przy identyfikacji np. norwaliny-feniloalaniny
(uktad: butanol-CH3;COOH), oraz wzmaga czulo$¢ barwnego odczynu
(tabl. 3).

Jak wynika z powyzszego zestawienia 5-nitroizatyna powoduje duza
rozpieto$¢ barw z réznymi aminokwasami, co lacznie z czuloscig tego
odczynnika, wieksza w poréwnaniu z izatyna czy bromoizatyng, po-
zwala przy uzyciu tego wywolywacza na wygodne zréznicowanie mie-
szaniny aminokwasow. 5-nitroizatyna wybarwia plamy aminokwasowe
szczegOlnie wyraznie na chromatogramach rozwijanych najczesciej sto-
sowanymi ukladami rozpuszczalnikéw, jak np. butanol-CH;COOH-H,O
i fenol-NHj3, oraz daje z aminokwasami polgczenia, ktérych barwa jest
trwalsza w poréwnaniu z barwami wywotlanymi przez izatyne lub bro-
moizatyne.

Praktyczne wykorzystanie réznicowego barwienia przy odpowiedniej
modyfikacji techniki chromatograficznej

Jako wstepna orientacyjng metode stosowalySmy chromatografie
krazkowq przeprowadzang wg techniki R a o (10). W wielu wypadkach
zastosowanie chromatografii kragzkowej okazato sie¢ zupelnie wystarcza-
jace dla przeprowadzenia catkowitej analizy, jezeli zwiekszono droge
przebywang przez aminokwasy przykladajac knot doprowadzajacy roz-

b id
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Tablica 3
Barwy plam aminokwasow przy uzyciu 5-nitroizatyny
Substancja Barwa Czulost
~ W ug/cm?
cysteina karminowofiotkowa 0,8
cystyna brunatna 3
lizyna fiotkowopomaranczowa 0,8
histydyna fiotkowozielona 1
arginina karmiowofiotkowa 0,8
kwas asparaginowy niebieska 0,5
seryna brazowocynobrowa 0,3
glikokol rézowa 0,5
oksyprolina fiotkoworézowa 0,5
kwas glutaminowy karminowofiotkowa 0,3
treonina cynobrowopomaranczo-
wa 0,2
alanina I niebieskoszara 0,1
prolina granatowa 0,1
tyrozyna fiotkkowoszara 0,3
tryptofan pomaranczowobrazowa 0,3
metionina | fiotkoworézowa 03
walina | rézowa ciemna 0,1
norwalina | fiotkowa 0,5
feniloalanina niebieskoszara 0,8
izoleucyna réozowa ciemna 0,5 ]
leucyna rézowofiotkowa 0;2 |
norleucyna fiolkowa 0,3 |
glicyl-l-tryptofan brazowopomaranczowa 10 {
d-leucyl-l-tyrozyna | karminowofiotkowa 3 ‘
glicyl-dl-leucyna ‘ karminowa jasna 3
d-leucyl-glicylglicyna karminowa 3
l-leucyl-glicyna karminowa 1
metyloaminy chlorowo-
dorek | rézowa jasma 5
etyloaminy chlorowodo-
rek fiotkowor6zowa jasna 10
amyloamina rézowa jasna 30
n-heksyloamina nie barwi sie przy 30
glikozamina | pomaranczoworézowa 10

puszczalnik nie do srodka krazka, lecz do jego obwodu, oraz gdy zasto-
sowano barwienie trzema réznymi wywolywaczami (izatyna, bromoiza-
tyna i nitroizatyna), trzech sektorow wycietych z tego samego krazka.
W celu dokladniejszego rozdzielenia mieszaniny stosowalysmy chro-
matografie jednowymiarowa, wstepujaca na paskach bibuty dtugosci
40 cm o szerokoéci dolnej 2 cm a gornej 8 cm. Tego rodzaju ksztalt pa-
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1] ZASTOSOWANIE IZATYNY W CHROMATOGRAFII BIBULOWEJ 101

skow okazal sie dogodniejszy dla rozdzialu aminokwaséw o wysokich
wartos$ciach Ry. Aminokwasy te nie ulegaly wowczas rozciaganiu wzdiuz
paska i dawaly plamy takiej samej szerokosci, jak aminokwasy o ni-
skich wartosciach Rj.

Czesto chromatografia jednowymiarowa nie wnosila nic nowego,
lecz jedynie potwierdzata wynik uzyskany przy zastosowaniu chroma-
tografii krazkowej.

W uktadzie butanol-kwas octowy-woda (4:1:5) wyznaczylySmy na-
stepujaca kolejno$¢ aminokwasow:

1. Cysteina 12. Alanina ‘ :
2. Cystyna 13. Prolina

<3. Lizyna 14. Tyrozyna

4. Histydyna 15. Tryptofan

5. Arginina 16. Metionina

6. Kwas asparaginowy 17. Walina

7. Seryna 18. Norwalina

8. Glikokol 19. Feniloalanina
9. Oksyprolina - 20. Izoleucyna
10. Kwas glutaminowy 21. Leucyna

11. Treonina 22. Norleucyna

Szczegolnie dogodne okazalo sie zastosowanie kolejno nastepuja-
cych po sobie dwoch rozpuszczalnikéw, mianowicie: 1) fenol w atmosfe-
rze par NH3z i HCN, a nastepnie 2) n-butanol-CH;COOH-H20O (4:1:5), przy
czym stosunek drég przebywanych przez te rozpuszczalniki wynosit
1/3:1 dilugoéci paska. W tych warunkach aminokwasy posiadajace po-
dobne wartosci Ry w ukladzie butanol-CH3COOH-H»O, jak np. seryna
i glikokol, rozdzielaja sie znacznie lepiej, co w polaczeniu z zastosowa-
niem réznicowego barwienia pozwala na dokladng ich identyfikacje.

Po rozwinieciu chromatogramu w sposéb powyzej opisany krazki
badz paski bibuly suszono celem dokladnego usuniecia rozpuszczalni-
kéw, a nastepnie rozcinano na trzy réwnolegte czesci, na ktérych potlo-
zenie poszczegolnych aminokwaséw wykazywano postugujac sie trze-
ma réznymi odczynnikami — izatyna, bromoizatyna i nitroizatyna.

Przykladem zastosowania powyzej opisanych modyfikacji technicz-
nych jest analiza hydrolizatu edestyny, ktérej wyniki podane sg na za-
laczonej barwnej tablicy. Nadmieni¢ przy tym nalezy, ze cala analiza
trwala w tym wypadku zaledwie 10 godzin.
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Omowienie wynikéw

Na podstawie wyzej opisanych doswiadczen dochodzimy do wnio-
sku, ze izatyna, a szczegOlnie jej pochodne — 5-bromo- i 5-nitro-izatyna
okazuja zdecydowana wyzszo$¢ nad ninhydryna oraz innymi dotych-
czas stosowanymi wywolywaczami plam aminokwaséw. Czulos¢ bromo-
i nitro-izatyny lezy w tym samym rzedzie wielkosci, w jakim obraca sie
czulo$é ninhydryny, a w przypadkach niektérych aminokwaséw, jak np.
feniloalanina, histydyna i lizyna czulos$¢ jest znacznie wieksza, nie wspo-
minajgc juz o prolinie, dla ktérej izatyna i jej pochodne sa wrecz
swoistymi odczynnikami. Natomiast reakcja izatyny i jej pochod-
nych z aminami alifatycznymi oraz aminocukrami (glikozamina) za-
chodzi w stezeniach tych substancji o wiele wiekszych, niz te, ktore
powoduja wyrazny odczyn z ninhydryna. Czutos¢ izatyny i jej pochod-
nych wobec peptydow jest rowna czutosci ninhydryny.

Szczegodlnie cenng zaleta izatyny jest réznorodnos$¢ barw i odcieni,
jakie odczynnik ten daje z poszczegolnymi aminokwasami. Wprawdzie
leucyna i arginina, metionina i kwas glutaminowy oraz feniloalanina
i alanina daja zabarwienie prawie identyczne, ale znaczne réznice R; tych
par aminokwaséw uniemozliwiaja pomytke w odczytywaniu zabarwio-
nego chromatogramu. Seryna i histydyna oraz tyrozyna i norleucyna
dajq z izatyna zabarwienia bardzo zblizone do siebie, ale o wyraznie
odmiennych odcieniach dajacych sie latwo odréznié.

Wazne jest jednak to, ze w tych przypadkach, gdy dwa aminokwa-
sy daja prawie identyczne zabarwienie z izatyna, ich barwa z nitro- lub
bromo-izatyna jest wyraznie odmienna, np. tyrozyna i norwalina, alani-
na i metionina. Rownoczesne barwienie trzech rownolegle wycietych
skrawkow jednokierunkowego chromatogramu tymi trzema odczynni-
kami pozwala wykluczy¢ pomytke w identyfikacji aminokwasow.

Najcenniejsza zaletq izatyny i jej pochodnych jest to, ze aminokwasy
o bardzo zblizonym R; barwig sie tym odczynnikiem odmiennie. W tych
przypadkach, gdy przy uzyciu ninhydryny uzyskuje sie w chromato-
gramie jednolita barwna smuge, izatyna lub nitroizatyna pozwalaja
w tej smudze wyrézni¢ odmiennie zabarwione odcinki odpowiadajgce
poszczegélnym wedrujacym razem aminokwasom. Odnosi sie to np. do
seryny i glikokolu, metioniny i waliny oraz trzech izomeréw leucyny.
W przypadku niezbyt zlozonych mieszanin aminokwaséw zastosowanie
tylko jednego wywolywacza izatynowego moze od razu wyjasni¢ sklad
mieszaniny. Jezeli jednak mieszanina obejmuje wiele aminokwasow,
jak to np. ma miejsce w przypadku hydrolizatéw biatka, do jednoznacz-
nego wyniku doprowadza rozciecie rozwinietego jednowymiarowego
chromatogramu na 3 réwnolegte podtuzne paski i zabarwienie kazdego
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z tych paskéw odmiennym wywolywaczem izatynowym. Poréwnanie
w ten spos6b wybarwionych trzech chromatograméw pozwala rozwia-
za¢ watpliwoéci, ktérych nie moze nigdy rozstrzygna¢ ocena jednowy-
miarowego chromatogramu wybarwionego ninhydryna.

Do szczegblnie korzystnych wynikow doprowadzilo nas réznicowe
barwienie wywolywaczami izatynowymi przy uzyciu dwéch kolejno po
sobie stosowanych ukladéw rozpuszczalnikow. Przy tym sposobie po-
stepowania rozpoczynamy rozwijanie chromatogramu fenolem w atmo-
sferze par NH; i HCN i kontynuujemy butanolem + H2O + CH3COOH.
Postlugujac sie tym zabiegiem mozna rozsuna¢ plamy tych aminokwa-
sow, ktére w samym butanolu wedruja razem. Dotyczy to szczegodlnie
seryny i glikolu oraz metioniny i waliny.

Izatyna i jej pochodne jeszcze pod jednym wzgledem goruja nad
ninhydryna. Sa to zwiazki tanie, lfatwo dajace si¢ otrzyma¢ syntetycznie,
nawet w skromnie wyposazonym laboratorium chemicznym.

Na podstawie powyzszych danych twierdzimy, ze izatyna i jej nitro-
i bromo-pochodna moga nie tylko wytrzyma¢ konkurencje z ninhydryng
jako wywolywaczem plam aminokwasowych, ale ze zastosowanie ich
upraszcza znacznie chromatograficznag analize aminokwasoéw, sprowa-
dzajac ja wylacznie do bardziej ekonomicznego i krocej trwajacego
jednowymiarowego postepowania.

Streszczenie

Badano zastosowanie kwasu 1,2-naftochinono-4-sulfonowego, alloksa-
nu, p-benzochinonu i izatyny oraz jej nitro- i bromo-pochodnej jako wy-
wolywaczy plam aminokwasé6w w chromatografii bibulowej. Sposrod
wszystkich zwiazkéw izatyna i jej pochodne okazaly sie szczegolnie
cennymi odczynnikami, gdyz daja bardzo szeroka rozpietos¢ barw z po-
szczegolnymi aminokwasami. Juz przy zastosowaniu wylacznie tylko
izatyny mozna wygodnie odréznia¢ plamy aminokwaséw, cechujacych
sie bardzo zblizonym R;, co pozwala bez trudnosci oceni¢ skilad mie-
szaniny aminokwasow przy zastosowaniu chromatografii krazkowej lub
jednowymiarowej. Czutos¢, dokladnos$¢ postepowania mozna zwiekszy¢
przez odpowiednie, rownoczesne uzycie izatyny, 5-bromoizatyny i 5-ni-
troizatyny w jednym i tym samym chromatogramie, oraz przez kolejno
nastepujace po sobie zastosowanie 2 réznych rozpuszczalnikéw, jako
fazy ruchomej w rozwijaniu jednowymiarowego chromatogramu. Poda-
no opis postepowania, pozwalajacy przy uzyciu powyzszych modyfika-
cji przeprowadzi¢ calkowitg analize mieszaniny aminokwasow przy po-
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mocy chromatografii jednowymiarowej, w bardzo krétkim okresie czasu
i ekonomicznym wykorzystaniu materiatu.

Za koncepcje zagadnienia oraz teoretyczne wskazowki skladamy serdeczne po-
dziekowania Prof. Dr. B. Skarzynskiemu.
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IIPYMEHEHME U3ATUHA M ETO IIPOU3BOJHBIX B KAYECTBE
NMPOABUTENS AMMHOKMCJIOTHBIX NENTUIHBIX IIATEH HA
XPOMATOTPAMME

Pesome

Hceregosano npumenenne 1,2 naroxmu-4-cyAb(po-KHCAOTBI, aAAOKCAHA,
n-6eH30XHHOHA, H30THHA H €ro HHTPO H GPOMO TPOM3BOAHDBIX B KAYeCTBE TPOABH-
TeAs aMHHOKHCAOTHBIX NsATeH Ha Xpomarorpamme. Cpeaum Bcex coeauHenuii ca-
MbIMHM AYYIIHMH OKA3aAHCh H3aTHH H ero MpOH3BOJHDBIE, T. K. 06pa3yioT C OTAEAD-
HbIMH AMHHOKHCAOTAMH pe3KOoe pasjeAeHHe LBETOB. |IpHMeHSS HMCKAIOUHTEABHO
H3aTHH, MO2KHO OTAMYHMTD MATHA AMHHOKHCAOT HMMEIOIIMX OYeHb OGAH3KHE BEAH-
uunbl Ry, 6rarozaps uemy moxHO 6€3 Tpyaa ONpPeAEAHTb aMHHOKHCAOTHBIH CO-
CTaB CMECH, TIPUMEHAS MEeTOJ KPYroBOH HAHM ojHOMepHOH Xpomatorpaduu. Mo-
KHO YBEAMYHTb YYBCTBHTEADHOCTb METOJA YNOTPEOGAsis OAHOBPEMEHHO H3aTHH,
5-6poMu3aTHH M 5 HHTPOM3ATHH Ha OAHOH M TOiKE XPOMATOrpaMme, a TaKke
MyTeM TOCAEZ0BATEAbHONO IIPHMEHEeHHUsl ABYX pasHbIX PACTBOPHUTEAEH B Kaue-
CTBE MOABHIKHOH (Da3bl MPH OZHOMEPHOM XpomaTorpaduposanun. [lo sTomy me-
TOAY C COOTBETCTBYIOIIHMH MOJH(QHKALHAMH MOKHO IIPOBECTH B TEYEHHH KO-
POTKOrO BPEMEHH IOAHbIH aHAAH3 AMHHOKHCAOTHOH CMECH.
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THE USE OF ISATIN AND ITS DERIVATIVES IN PAPER CHROMATOGRAPHY
OF AMINO-ACIDS AND PEPTIDES

Summary

A study has been made of the application of 1,2-naphthoquinone-
-4-sulfonic acid, alloxan, p-benzoquinone and isatin as well as its nitro-
and bromo-derivatives as developing agents for amino- acid spots in
paper chromatography. Of all these compounds, isatin and its derivati-
ves proved to be the most useful, giving welldefined coloured spots for
" individual amino-acids. The use of isatin alone makes it possible to readi-
ly distinguish amino-acids with very close R; values, so that one may,
without difficulty, evaluate the composition of an amino-acid mixture
by circular or one-dimensional chromatography. The sensitivity and
accuracy may be increased through the suitable and simultaneous use
of isatin, 5-bromo-isatin and 5-nitro-isatin on one and the same chro-
matogram, as well as by the use, one after the other, of two different
solvent systems on a one-dimensional chromatogram. A description of
the method is presented, which makes it possible to carry out a complete
analysis of a mixture of amino-acids by one-dimensional chromatography
within a short space of time and economical use of material.

We express our heartfelt thanks to Prof. dr B. Skarzynski for sugge-
sting this work and for his constant advice.

Otrzymano 4.XI1.1954
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ANDRZEJ MORAWIECKI

HAMOWANIE TRANSFORYLAZY FOSFOPIROGRONOWEJ PRZEZ
ADENOZYNOTROJFOSFORAN I PIROFOSFORAN

(Tymczasowe doniesienie)

Zakiad Chemii Fizjologicznej Akademii Med. we Wroclawiu
Kierownik Zakiadu: Prof. Dr. T. Baranowski

Podczas badan nad transfosforylaza fosfopirogronowa z miesnia kro-
lika, ktora katalizuje reakcje: kw. enolofosfopirogronowy + ADP — kw.
pirogronowy + ATP '), stwierdzilem, ze przebieg tej reakcji w czasie
jest szczegolny. Reakcja nie osiaga stanu rownowagi, ktéra przesunieta
jest silnie na strone prawg (K = 1650 wg. Meyerhofa (1)), aleza-
trzymuje sie na pewnym poziomie zaleznym od stezenia enzymu (Rys. 1).
Przy wiekszych stezeniach enzymu
przereagowuje wigksza ilos¢ sub- R PR R o
stratow. Prawdziwy stan réwnowa-
gi mozna osiaggna¢ w tych warun-
kach jedynie przy pomocy duzych
ilosci transfosforylazy.

Tego rodzaju przebieg reakcji
mozna wytlumaczy¢ przyjmujac, ze
katalizujacy ja enzym inaktywuje ' A PR 0
sie w miare postepu reakcji, az do
calkowitego unieczynnienia. W r.
19499 Meyerhof w cytowanej wyzej pracy (1) zamiescit wzmianke
ze: ,..ATP hamuje reakcje fosfopirogronianu z ADP..."” nie badajgc
jednak blizej tego efektu. Spostrzezenie to pozostato bez echa w litera-
turze biochemicznej.

Przytoczone ponizej doswiadczenia wskazujg, Zze zaobserwowane nie-
prawidtowosci przebiegu transfosforylacji sa spowodowane hamo -
waniem transfosforylazy fosfopirogronowej

Enegm

o! 67 pg/mi

-
S

02 3 ug/m!

8P pt

3 20pg/mt

Rys. 1

1) ADP = kw. adenozynodwufosforowy.
ATP = kw. adenozynotrojfosforowy.
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przez powstajgcy w czasie reakcji ATP oraz
ze efekt ten moze mie¢ znaczenie w fizjologicznym procesie glikolizy.

Doswiadczenia wykonano przy uzyciu transfosforylazy z mie$nia
krolika, oczyszczonej przez wytracanie acetonem i frakcjonowanie siar-
czanem amonu. Preparat byl jednorodny elektroforetycznie w moderato-
rze fosforanowym 0,1 M, o pH = 7,70. Szczegétowy spos6b otrzymywa-
nia enzymu bedzie podany poézniej. Srodowisko reakcji zawierato: kwas
fosfopirogronowy, ADP, MgSOy, KCl, KCN, NaHCO3, oraz transfosfory-
laze i ew. glukoze, heksokinaze, lub ATP. Miarg przebiegu reakcji byto
znikanie kwasu fosfopirogronowego, ktéry oznaczano przez katalityczne
odszczepianie fosforanu, octanem rteci.

Gdy reakcje przeprowadzano w takich warunkach, aby powstajacy
ATP byl natychmiast usuwany, co osiagnieto dodajac do srodowiska
nadmiar glukozy i heksokinazy, transfosforylacja przebiegata do konca
tj. do wyczerpania sie kw. fosfopirogronowego (Rys. 2 i 3).

o
oF Dodanie heksokinazy
<
5. 10 5 10 15 20
t min ~—— Failg ===
Rys. 2 Rys. 3

Dodanie ATP do srodowiska reakcji w stezeniach rzedu 0,001 M —
0,005M zmniejsza znacznie jej poczatkowa szybkos¢; hamowanie to jest
jeszcze silniejsze, gdy ATP pre-inkubowa¢ przez 5 min z enzymem. Jed-
nakze nie udaje sie¢ w tych warunkach catkowicie unieczynni¢ enzymu.
Widac¢ to z rys. 4. Gdy reakcja przebiega bez dodania ATP, enzym ulega
catkowitemu zahamowaniu po wytworzeniu 0,4 tM ATP/ml, a wiec roz-
tworu 4.10~* M; natomiast dodany ATP, nawet w stezeniu 5.10— M, nie
hamuje catkowicie reakcji. By¢ moze, ze ATP powstajacy w czasie trans-
fosforylacji jest silniej lub inaczej zwigzany z enzymem. ?)

Pirofosforan (Na4P20O7) w stezeniu 0,001 M wywiera podobne dzia-
tanie hamujgce jak ATP. Natomiast kwas adenilowy i pirogronowy
w tych samych stezeniach nie wplywaja (w granicach dokladnosci ozna-
czen) na transfosforylacje.

2) Mozliwe sa tez réznice w budowie ATP, zwigzanego z bialkiem, w poréwnaniu
z ATP otrzymanym preparatywnie.

http://rcin.org.pl



3] HAMOWANIE TRANSFORYLAZY 109

Fakty te wskazuja na to, ze wiazanie sie¢ ADP z transfosforylaza fo-
sfopirogronowa odbywa sie poprzez reszte pirofosforanowa.

Hamowanie transfosforylazy przez ATP moze mie¢ znaczenie w re-
gulacji glikolizy w zaleznosci od stanu energetycznego ustroju. Jak
wida¢ bowiem, obecno$¢ wolnego
ATP w stezeniu 0,005M (tj. ok. 250
mg% — a wiec rzedu zawartos$ci
ATP w.miesniu) zmniejsza poczatko-
wa szybkos¢ transfosforylacji o kil-
kadziesiat % (Rys. 4). W ten sposob
przesuniecie stosunku ATP/ADP w
tkance na korzys¢ ATP (np. na sku-
tek reakcji utlenienia) mogtoby-
wplyna¢ hamujgco na catosé¢ gliko-
lizy. Hamujacy wplyw ATP na gli-
kolize w rozcierach moézgowych byt juz w pewnych warunkach obser-
wowany (2).

Rys. 4

.Szczegélowa praca bedzie opublikowana pozniej.

Streszczenie

Zbadano hamowanie transfosforylazy fosfopirogronowej przez ATP
i pirofosforan.

Nagromadzenie si¢ ATP podczas transfosforylacji moze doprowadzié¢
do catkowitego unieczynnienia enzymu; aktywno$¢ jego mozna przy-
wroci¢ usuwajac ATP. Efekt ten moze mie¢ znaczenie w regulacji prze-
biegu glikolizy.

Jest prawdopodobne, ze wigzanie si¢ ATP z transfosforylaza fosfopi-
rogronowa odbywa sie poprzez grupe pirofosforanowa.

LITERATURA

1. O. Meyerhof, P. Oesper J. Biol. Chem. 179, 1371, (1949).
2. H Keller Z.f physiol. Chem. 229, 93 (1955).
Whptyneto 11.3.1955.

THE INHIBITION OF PHOSPHOPYRUVIC PHOSPHORYLASE BY ATP
AND PYROPHOSPHATES HAS BEEN INVESTIGATED

Accumulation of ATP during transphosphorylation may completely
inactivate the enzyme. By elimination of ATP the enzyme can be reacti-

http://rcin.org.pl



110 * A. MORAWIECKI

vated. This may have a certain bearing upon the regulation of the pro-
cess of glycolysis.

It is possible that ATP links up with the phosphopyruvic transpho-
sphorylase by means of the pyrophosphate group.
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ERRATA

do 1-go zeszytu 1955 r. Acta Biochimica Polonica. Artykul: A. Morawiecki:
s,Hamowanie transfosforylazy...*

Objasnienia rysunkoéow

R ys. 1. Przebieg transfosforylacji z kwasu fosfopirogronowego na ADP przy réznych
stezeniach enzymu.

Odciete: czas w min.

Rzedne: ubytek fosforanu (uM/ml) odszczepiajacego sie pod wplywem octanu rteci.

Srodowisko reakcji: Kw. fosfopirogronowy 7 X10—M, ADP 8,5X10—*M, MgSO4
3,5X10—3M, KCl1 2X10—2M, KCN 10—*MNaHCO; 3,5X10—M pH = 8,5 Tempe-
ratura: 25°

Stezenie enzymu: 1) 67 nug/ml, 2) 31ug/ml, 3) 20ug/ml

Na wykresach zaznaczono maksymalng ilo$¢ fosforanu, jaka moze by¢ prze-

niesiona na ADP.

R ys. 2. Transfosforylacja w obecno$ci heksokinazy.
1) Transfosforylaza 67 wug/ml

1) 5 67 ug/ml + heksokinaza 63 pg/ml
2) o 31 ug/ml
2") " 31 ug/ml + heksokinaza 63 ug/ml

Srodowisko zawiera 0,5°0 glukozy. Pozostale warunki jak poprzednio.

R ys. 3. Przebieg transfosforylacji. W czasie t = 10 min. dodano heksokinazy do
stezenia 80 pug/ml.

Transfosforylaza: 30 pug/ml. Glukoza: 0,50

Pozostale warunki jak poprzednio.

R ys. 5. Przebieg transfosforylacji z dodanym ATP.

Enzym inkubowano przez 5 min. przed dodaniem do roztworu substratéw
Koncowe stezenia ATP podano przy wykresach.

Transfosforylaza: 25 ug/ml. Pozostale warunki jak poprzednio.
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