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V o l. I I I  1956 NO 1

IGNACY REIFER, DANUTA KLECZKOWSKA, MARIA SOLECKA

BADANIA N A D  WPŁYWEM JARYZACJI NA AKTYW NOŚĆ  
NIEKTÓRYCH ENZYMÓW  W  PSZENICACH OZIMYCH

Z Działu Biochemii Roślin Zakładu Biochemii PAN  
Kierownik Działu: prof. dr I. Reifer

Kierownik Zakładu: prof. dr J. Heller

W ostatnich latach zostały podjęte próby wykazania różnic w proce
sach biochemicznych w kiełkach pszenic ozimych i jaryzow anych przez 
porów nanie aktywności niektórych enzymów. W edług O p a r i n a 
i Z j e n c z e n k i  (7) oraz S i s a k i a n a  (9) jaryzacja powoduje prze
sunięcie równowagi procesów enzymatycznych syntezy i hydrolizy sacha
rozy w kiełkach pszenicy ozimej w kierunku hydrolizy.1) Prace R i c h t e- 
r a ,  R a n c a n a  i P e k k i e r a  (8), dotyczące aktywności katalazy w y
kazały rosnącą aktywność tego enzymu w ziarnach pszenicy ozimej w pro
cesie jaryzacji osiągającą m aksim um  w 20 i 25 dniu. F i l i p p i e n k o  
(1) podaje, że różnice w aktywności katalazy utrzym ują się również w zie
lonej roślinie, przy czym m aksym alną aktywność osiąga katalaza podczas 
kw itnienia rośliny.

W naszym laboratorium  podjęto badania w celu wykazania wpływu 
jaryzacji na działalność enzymów syntetyzujących i hydrolizujących sa
charozę oraz katalazy w niektórych polskich odmianach pszenicy ozimej, 
upraw ianych w naszych w arunkach klim atycznych. Ponieważ uzyskane 
wyniki są na ogół odmienne od wyników wym ienionych autorów, uznano 
za właściwe ogłosić je drukiem .

Dla badania syntezy sacharozy wprowadzono do kiełka cukier inw erto
wany, a dla badania hydrolizy — sacharozę. Cukry wprowadzono do rośli
ny za pomocą in filtracji próżniowej według m etody K u r s a n o w a  (4). 
Aktywność katalazy oznaczono w aparacie W arburga mierząc w7ydzielony

9 Synteza nie jest odw rotnością hydrolizy, jednak postanowiono utrzym ać tę 
term inologię ze w zględu na to, że jest ona pow szechnie stosowana przez w ym ien io
nych autorów.
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tlen  z wody utlenionej według zmodyfikowanej m etody przez G r a  b i a- 
n o w s k ą  (3).

1. O PIS ¡METODY IN FILTRA CJI PR Ó Ż N IO W E J

Jednogram ow e odważki kiełków pszenicy umieszczano w woreczkach 
z gazy i wprowadzano do probówek o pojemności 30 ml (długości 10 cm, 
szerokości 2 cm). Do probówek odmierzano po 20 ml:
1) wody destylowanej (próba kontrolna)
2) 0,2 M roztworu cukru inwertowanego (mieszaniny glukozy i fruktozy)
3) 0,1 M roztw oru sacharozy.

Po zam knięciu korkiem  zaopatrzonym  w zagiętą ru rkę szklaną um iesz
czano probówki w eksykatorze próżniowym, z którego za pomocą pompy 
wodnej usuwano powietrze. Eksykator odłączano od pompy po 15 m inu
tach od chw ili ukazania się pęcherzyków powietrza* w płynach, po czym 
wpuszczano powietrze powoli w  ciągu 1—2 m inut. Pod wpływem  zwięk
szającego się ciśnienia roztwory, w których znajdow ał się badany m a
teriał, przenikały do liści, co łatwo można było stw ierdzić na podstawie 
zjaw iania się oddzielnych ciemno zielonych plam zlewających się szybko 
w  jedną całość. Po w yrów naniu ciśnień pozostawiano liście przez 5 m inut 
w roztw orach aż do pełnego wypełnienia przestrzeni m iędzykomórkowych 
roztworam i. Następnie wyjm owano woreczki z kiełkami z roztworów 
i szybko przem ywano bieżącą wodą w celu usunięcia roztworów z po
wierzchni liści. W yjmowano kiełki z woreczków i osuszano bibułą filtra 
cyjną, co sprowadza na ważki do jednakowej wagi. Następnie um ieszcza
no liście na bibule filtracyjnej w suszarce z przewiewem powietrza, gdzie 
w tem peraturze 26—23° usuwano wodę infiltrow aną. Liście suszono tak 
długo, aż osiągały one swoją wagę wyjściową 1 g. Czas podsuszania w y
nosił 45—60 m inut.

Po uzyskaniu wagi wyjściowej umieszczano próbki w szalkach Petrie- 
go, w które wstawiano małe szkiełko zegarkowe z wilgotną wata, aby zapo
biec nadm iernem u parow aniu i utrzym ać wyjściową wagę. Próby pozo
staw iano w ciemnym miejscu w tem peraturze 22— 24° na przeciąg 1 go
dziny. Fo upływie oznaczonego czasu przenoszono próbki do zlewek 
z wrzącą wodą i przetrzym yw ano przez 3 m inuty w celu zinaktywow ania 
enzymów. Czas trw ania przygotowania próby do analizy wynosił od 2—3 
godzin.

Po oziębieniu zawartość zlewki spłukiwano do hom ogenizatora typu 
W aring Blendor i rozdrabniano liście. Następnie homogenizat przenoszo
no ilościowo do kalibrowanego cylindra miarowego o pojem ności 100 ml 
i uzupełniano wodą do kreski. Po przesączeniu przez gazę pobierano 2 ml
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przesączu, odbiałczano wodorotlenkiem  kadmu i oznaczano cukry red u 
kujące m etodą żelazicyjankową w edług Fujita  Akiji i Danzo Iw atake (2) 
w m odyfikacji W olszlegier (11). Dla oznaczenia sacharozy poddano 
10 ml przesączu godzinnej hydrolizie enzymatycznej preparatem  inw er
tazy w temp. 56—60°C. Po rozcieńczeniu do objętości 25 ml pobierano 
do oznaczenia 5 ml roztworu, co odpowiada 2 ml, wyjściowego przesączu.

P repara t zaw ierający inw ertazę sporządzono z wodnego wyciągu droż
dży suszonych w temp. 40—45 C przez strącenie acetonem Dla hydrolizy 
używano 1 ml roztw oru preparatu  enzymatycznego zbuforowanego M/15 
KH0PO 4 o zawartości 1,2— 1,3 mg acetonowego proszku.

Z ilości ml zużytego 0,005 N tiosiarczanu sodowego obliczono ilości cu
krów redukujących i sacharozy (wyrażone jako glukoza). Poniżej podaje
my przykład obliczenia stosunku syntezy do hydrolizy sacharozy (s/h). 

Analiza wykazała, że przy przeliczeniu na 1 g świeżej masy:
1) próba infiltrow ana wodą zawierała 15,570 mg cukrów redukujących 

i 0,870 mg sacharozy
tj. razem 16,440 mg cukrów.

2) próba infiltrow ana 0,2 M cukrem  inw ertow anym  zawierała 17,310 mg 
cukrów redukujących 2,000 mg sacharozy
tj. razem  19,310 mg cukrów.

3) próba infiltrow ana 0,1 M sacharozą zawierała 17,860 mg cukrów re
dukujących 2,00 mg sacharozy
tj. razem 19,860 mg cukrów.

W ynika stąd, że do próby (2) wprowadzono 2,870 mg, a do próby (3) 
3,420 mg cukrów. Dalej znajdujem y, że w ciągu 3 godzin doświadczenia 
w przeliczeniu na 1 g świeżej masy liści 
zostało zsyntetyzow anej: 2,00 — 0,87 =  1,13 mg sacharozy 

tj. 39% wprowadzonego cukru 
zostało zin w ertow anej: 17,86 — 15,57 =  2,290 mg sacharozy 

tj. 60% wprowadzonego cukru.
Stosunek zatem syntezy do hydrolizy sacharozy wynosi:

1.13
. s/h =   0 49

2.290

2. SPRAW DZENIE M ETODY IN FIL TR A C JI PR Ó Ż N IO W E J

Badania w pływu jaryzacji na  zmianę stosunku syntezy do hydrolizy 
sacharozy rozpoczęto spraw dzeniem  m etody infiltracji próżniowej. W tym  
celu infiltrow ano kilka równoległych prób jednorodnego m ateriału  roślin-
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nego wodą, cukrem  inw ertow anym  i sacharozą. W yniki badań w stępnych 
przedstaw ione są w tablicy 1 .

T a b l i c a  1

Wpływ infiltracji na zawartość cukrów redukujących w roślinach

Lp.
oduia-

żek

Waga 1 g mater, 
po infiltracji

na 0,02 g rośliny ml 0,005 N Na2S20 3 
(ślepa — ml zużyte)

Infiltroiuano
po zewn. 
osuszeniu

po susze
niu w 

temp.28°C
Jednocukry

Śred
nia

Jedno +  
Dwucukry

Śred
nia

1 wodą • 1,217 1,016 1,11 1,09 1,10 1,33 1,38 1,35
2 .. 1,209 1,008 1,08 1,11 1,09 1,39 1,36 1,36
3 » 1,199 1,021 1,13 1,10 1,11 1,36 1,40 1,38

4 cukrem inwerto
wanym 1,250 1,000 1,71 1,67 1,69 2,34 2,34 2,34

5 » 1,250 1,016 1,68 1,72 1,70 2,36 2,38 2,37
6 >. M 1,253 1,023 1,73 1,75 1,74 2,43 2,39 2,41
7 .. >. 1,198 0,998 1,71 1,72 1,71 2,41 2,41 2,41
8 „ 1,215 0,982 1,78 1,72 1,75 2,36 2,40 2,38

9 sacharozą 1,203 1,006 1,75 1,77 1,76 2,29 2,29 2,29
10 M 1,190 0,990 1,72 1,74 1,73 2,23 2,19 2,21
11 >. 1,193 0,983 1,73 1,74 1,73 2,22 2,20 2,21
12 1,207 0,990 1,66 1,72 1,69 2,19 2,20 2,19
13 .. 1,205 1,000 1,79 1,79 1,79 2,28 2,28 2,28

Jak  wynika z tablicy 1 zawartość cukrów waha się nieznacznie. Różnice 
w wadze liści po suszeniu w tem peraturze 28° nie przekraczają 5%.

3. METODA OZNACZANIA AKTYW NOŚCI KATALAZY

Aktywność katalazy oznaczano w aparacie W arburga. Do oznaczeń uży
to homogenizatu roślinnego. Do środkowego naczyńka W arburga p ipeto - 
wano po 2 ml homogenizatu a do bocznego odgałęzienia 1 ml 0.044 N wody 
utlenionej. Naczyńka umieszczano w łaźni wodnej o tem peraturze 7°C 
Pom iarów  ciśnienia dokonywano po 4 i 8 m inutach od chwili wym ieszania 
hom ogenizatu z wodą utlenioną. Odczyt ciśnienia tlenu po 8 m inutach 
przeliczano następnie na m m ;J tlenu w tem peraturze 0°C przy ciśnieniu 
760 mm Hg. Ilość wydzielonego tlenu była podstawą dla porównywania 
wyników.
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C zęść  d o św ia d c za ln a

A. JARYZACJA PSZENIC OZIMYCH

Jaryzację  odmian pszenicy ozimej: — Dańkowska G raniatka, Eka, An- 
tonińska, W czesna i K ujaw ianka — przeprowadzono według m etody Ły
senki (6). Nasiona doprowadzono do około 40°/o wilgotności w stosunku do 
pow ietrznie suchej masy i lekko podkiełkowane ziarna jaryzowano w tem 
pera tu rze  1—4°C przez 15—75 dni zależnie od odmiany badanych psze
nic (10).

Jaryzację  pszenicy ozimej: — Pszenica Śląska, Leszczyńska W czesna 
i Dańkowska G raniatka — zbiór 1954 r. wykonano według sposobu opisa
nego przez L e w i c k i e g o  (5). W stępne przygotowanie m ateriału  pole
gało na trzykrotnym  zwilżaniu nasion w tem peraturze 10 — 12 C i do
prowadzeniu wilgotności ziarna do około 35°/o w stosunku no wagi ziarna, 
po czym jaryzowano m ateriał w tem peraturze 1 — 4~C. W obu wypadkach 
nasiona mieszano co pewien czas w celu zwiększenia dopływu powietrza, 
koniecznego do normalnego przebiegu procesów oddychania oraz sp raw 
dzano wilgotność i tem peraturę.

Do doświadczeń używano kilkudniowe kiełki pszenicy jaryzow anej
1 kontrolnej, które wyrosły w piasku, w wilgotności optym alnej, w w arun 
kach pokojowych.

B. MORFOLOGIA

Różnice w wyglądzie roślin zaznaczyły się silnie w pierwszych dniach 
wzrostu. Pod względem wysokości różnice były nieznaczne i w ahały się 
w granicach 1,5 cm, natom iast różnice w cechach morfologicznych były 
bardzo w yraźne i zgodne z opisem podanym  przez F i l i p p i e n k o  (1). 
Pierw szy liść u pszenic jaryzow anych tworzył płaską blaszkę liściową, 
podczas gdy u pszenic niejaryzow anych zwinięty był w rurkę. Dziesię
ciodniowe rośliny różniły się długością odpowiednich liści i ich ustaw ie
niem w stosunku do osi wzrostu. U pszenic jaryzow anych liść zew nętrzny 
był zawsze krótszy od wewnętrznego i tworzył z nim  kąt prosty, u roślin 
kontrolnych liść zew nętrzny był dłuższy i tworzył z osią wzrostu kąt 
ostry.

C. AKTYWNOŚĆ ENZYM \TYCZMYCH PRZEMIAN SACHAROZY

Badanie wpływu jaryzacji na zmianę stosunku syntezy do hydrolizy 
sacharozy przeprowadzono in vivo  m etodą in filtracji próżniowej na psze
nicy ozimej odmian: Dańkowska G raniatka, Eka, Pszenica Śląska, K u ja
wianka, Antonińska Wczesna. Przebadano procesy syntezy i hydrolizy sa
charozy w zielonych i eticlow anych kiełkach pszenicy ozimej i jaryzow a
nej w wieku 4 — 18 dni. W yniki doświadczeń przedstawiono w tablicach
2 i 3.
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Synteza i hydroliza sacharozy u; zielonych kiełkach pszenicy ozimej ziuykłej 
Wyniki podano iu mg glukozy na 1 g śmieżej tkanki

• W i e k r o ś l i n y

Odmiana pszenicy irykazała 4 5 ' 6 7
K 1 J 1 K 1 J !  K J 1 K 1 J

Dańkomska
Graniatka

synteza
hydrol.

0,52
3,48

0,87
2,09

2,34
1,47

1,91
! 1-74

2,52 
i 1,39

2,18
1,87

jar. 40 d. s/h 0,15 0,41 1,64 1,10 ! 1,81 1,19

(
Dańkomska
Graniatka

synteza
hydrol.

3,52
4,43

0,70
1,57

1,39
2,69

0,70
2,09

j  jar. 75 d. s/h 0,80 0,44 0,51 0,33

Eka
jar. 40 d.

synteza
hydrol.

0,87
2,09

1,74
2,96

s/h 0,41 0,59

Śląska 
jar. 40 d.

synteza
hydrol.

1,13
2,26

1,04
2,69

1,39
4,35

1,82
3,13

s/h 0,50 0,38 0,32 0,58

Kujauńanka 
! jar. 20 d.

synteza
hydrol.

1,13
3,39

1,83
2,17

s/h 0,33 0,84

| Antonińska 
| Wczesna

synteza
hydrol.

jar. 15 d. s/h

1 Antonińska 
Wczesna

synteza
hydrol.

2,69
2,18

1,74
3,83

1,65
2,87

1,82
2,35

2,43
6,00

2,43
3,48

jar. 20 d. s/h 1,24 0,45 0,57 0,77 0,40 0,70

Antonińska
Wczesna

synteza
hydrol.

jar. 25 d. s/h
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i jaryzoiuanej. Cukry wproicadzono do kiełka za pomocą infiltracji próżniomej. 
(K — pszenica ziuykła kontrolna; J — jaryzoiuana)

u) d n i a c h

8 9 10 11 12 13 14 15

K 1 J K J K J K J K J Ii | J K J K .1

0,35
2,96

1,04
2.08

2.69
4,78

3,04
1,74

1,04
2,78

1,22
3,31

1,56
1,04

3,04
2,95

2,61
1,74

2,61
2,52

1,83
1.48

1,63
1,04

0,11 0,50 0,56 1,75 0,37 0,36 1,50 1,02 1,50 1,03 1,23 1,58

.....

3,04
1,91_

3,13
0,95

1,59 3,27

1,48
2,09

1,39
1,91

2,35
4,18

2,44
3,72

•

( 0,70 0,72 0,56 0,68

1,47
4.95

1,91
1,30

2,26
1,63*

2,08
2,26

2,17
2,00

2,52
1,65

0,29 1,46 1,36 0,92 1,08 1,52

1,39
2,87

1,83
0,78

1,83
2,96

1,22
2,44

1,31
3,74

1,39
3,31

0,48 2,33 0,61 0.50 0,34 0,42

! 1,65 
! 4,96

2,09
0,69

2,69
2.35

2,69
1,31

2.96
3,91

2,61
0.78

2,35
4,18

3,05
2.18

1 0,33 3,00 1,14 2,06 0,75 3,33 0,56 1,40

2,78
8,17

2,43
1,04

2,95
1,85

2,96
4,09

0,34 2,33 1,61 0,72

2,26
2,61

2,96
1,91

2,18
1,83

3,13
2,26

0,87 1,54 1,19 1,38
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Synteza i hydroliza sacharozy m etiolomanych kiełkach pszenicy ozimej zmykłej i jaryzoiranej. 
Cukry mpromadzono do kiełka za pomocą infiltracji próżnicomej. Wyniki podano m mg glu

kozy na 1 g śmieżej tkanki. (K — pszenica zmykła kontrolna; J — jaryzomana)

4 8  I . R E IF E R , D . K L E C Z K O W S K A  i M . S O L E C K A  [8]

Odmiana
psze
nicy

myka-
zała

miek rośliny m dniach

5 6 8 10 16 18
K | J K | J H J K | J K | J K J

Dańkom-
ska

Graniat
ka

synt.
hydrol.

1,21
6,35

1.56
1.56

1,13
4,00

1,65
4,69

1,30
4,26

1,47
2,61

1,48
3,13

2,52
2,17

s/h 0,19 1,00 0,28 0,35 0,30 0,56 0,47 1,16

Śląska
synt.
hydr.

1,56
2,00

1,21
2,83

1,04
3,74

1,48
1,30

2,00
4,78

1,65
2,69

s/h 0,78 0,43 0,27 1,13 0,41 0,61

t). BADANIA NAD AKTYWNOŚCIĄ KATALAZY

Badania nad aktywnością katalazy w zależności od jaryzacji wykona
no na kiełkach pszenicy oraz na ziarnie. Na kiełkach badano następu
jące odmiany: A ntonińska Wczesna jaryzow ana 20 i 30 dni, Pszenica Ślą
ska jaryzow ana 42 dni, Dańkowska G raniatka zbiór 1954 jaryzow ana 
40 dni. Półgram ową naważkę kiełków homogenizowano w homogeniza- 
torze Cyklon ze 100 ml buforu fosforanowego o pH 0,9 rozcieńczonego 
wodą 1 cz. buforu i 3 cz. wody (skład buforu fosforanowego: 5 cz. 
0,1 M KH2PO4 i 6 cz. 0,25 M NaoHPOą). Następnie sączono przez watę.

Przesącz po ośmiokrotnym  roz
cieńczeniu używano do oznaczeń.

Aktywność katalazy podczas 
jaryzacji przebadano na ziarnach 
o 35% wilgotności wyjm owanych 
wprost z lodówki na pszenicach: 
Dańkowska G raniatka 40 dni ja 
ryzacji i Leszczyńska Wczesna 20 
dni jaryzacji. Brano jedno- lub 
dwugramowe naważki, w ybiera
jąc ziarna o jednakow ych kieł
kach; kontrolne podkiełkowyw a- 
no do wielkości kiełków jaryzo- 
wanych. Ziarna ucierano w porce
lanowym moździerzu, przenoszo- 

*) Wartość średnia z 2-ch odczytom no ilościowo do zlewki, przem y

T a b l i c a  4

Oznaczenie katalazy metodą manometryczną 
m kiełkach i ziarnie pszenicy 

(każda podana martość jest średnią z 3 róm- 
noległych odczytom)

Wielkość
namażki

mm3 0 2 po 8 minutach

Oznaczenie I Oznaczenie II

0,5 g kiełkom 64

<0

0,5 g kiełkom 77 I V )
1 g ziarna 46 46
2 g ziarna 70 68

http://rcin.org.pl



[9] B A D A N I A  N A D  W P Ł Y W E M  J A R Y Z A C J I  49

wając rozcieńczonym jak  wyżej buforem  fosforanowym w ilości 50 ml bu
foru na 1 g ziarna. Po jednogodzinnej ekstrakcji przesączono roztwór 
przez tw ardy sączek; przesącz brano do analizy.

Badania w stępne dotyczące powtarzalności wyników przedstaw ione 
są w tablicy 4, wyniki zaś doświadczeń w tablicach 5 i 6 .

T a b l i c a  5 
Aktywność katalazy u; zielonych kiełkach pszenicy 

(wyniki podano u; mm3 0 2 po 8 minutach; każdy wynik jest średnią z 3 równoległych
odczytów manometrycznych)

Odmiana Seria
Warianty

Wiek rośliny w dniach

pszenicy jary-
zacji 5 7 8 11 13 15 16 19 20 22 24

Antonińska I 20 dni jaryzacji 74 — — 27 _ __ 26 _ _
Wczesna 11 30 dni jaryzacji - - - - - tO 

; 
Ol

 * ' - - 16 — —
Kontrolne 58 - - - - 24* - - 12* — —

Pszenica
Śląska

1 Jaryzowane 74 - - 75 — 43 50 - 66 —
Kontrolne 36 - - - 68 — 58 42 - 62 —

1 Jaryzowane 44 80
Kontrolne 49 94

i Bańkowska I Jaryzowane 39 - 113 100 85* _ - - 61 — 75
Graniatka Kontrolne 27 - 94 103 85* - - 59 - 74*

*) — średnia z 2 odczytów.

T a b l i c a  6
Aktywność katalazy w ziarnie i w sześciodniowych kiełkach pszenicy 

(wynik podano w mm3 0 2 po 8 minutach; każdy wynik jest średnią z 3 równoległych
odczytów manometrycznych)

L. Odmiana
pszenicy

Seria
jary
zacji

Badany
mate Warianty

Okres jaryzacji w dniach

P- riał 6 11 15 20 21 22 23 25 28 30 41 43

1 I ziarno
Jaryzowane — 93 _ _ _ 91 _ 111 108 101 _ 72

Bańkowska
Graniatka

Kontrolne - 87 - - - 81 - 87 51 49 - 55

i 0 II ziarno
Jaryzowane 59 - 79 - 76 - - - - 102 125 -
Kontrolne 70 - 57 - 51 - - - - 52 74 -

! 3 II kiełki
Jaryzowane - - - - 80* - - 49 - 66* 67 -
Kontrolne - - - - 74* - - 51 - 77 80 -

Leszczyńska I ziarno
Jaryzowane - 104 - 109 - - 165 * — - - - -

1 ^ Wczesna Kontrolne - 82 - 61 - - 99 - - - - -

*) Wartość średnia z 2-ch odczytów

4 — A c ta  B io c h im ic a  P o lo n ic a
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D yskusja

Zarówno O p a r i n  i Z j e n c z e n k o  (7) j a k  i S i s a k i a n  (9) 
zaobserwowali, że jaryzacja powoduje zmianę stosunku syntezy do hy
drolizy sacharozy. Autorzy ci dowodzą, że stosunek syntezy do hydro
lizy sacharozy w  roślinach jaryzow anych jest niższy od analogicznego 
stosunku u roślin niejaryzowanych.

Przytoczone w tablicy 2 wyniki naszych badań stosunku syntezy sacha
rozy do jej hydrolizy w kiełkach 5-dniowych pokryw ają się z wynikam i 
doświadczeń O p a r i n  a i Z j e n c z e n k i  z 3- i 5-dniowymi etiolo- 
wanym i kiełkami jaryzow anych i kontrolnych nasion pszenicy Moskow- 
skaja 02411 (s/h kontr. =  0,32, s/h, jar. =  0,21). W artość jednak wyników 
naszych badań na kiełkach 5-dniowych jest w ątpliw a ze względu na to, że 
analizy przeprowadzone na kiełkach 4-dniowych w ykazują, że stosunek 
s/h zmienia się na wręcz przeciwny. Ponadto, jak  w ynika z badań na k ieł
kach starszych (od 6 — 15 dnia wzrostu) nie zdołaliśmy wykazać żadnej 
regularności w stosunku syntezy/hydrolizy sacharozy w jaryzow anych 
i kontrolnych pszenicach ozimych w odróżnieniu od S i s a k i a n a, któ
ry potwierdził swoje poprzednie prace. W badaniach bowiem nad pszenicą 
ozimą — U krainka — uzyskał on w kiełkach 20-dniowych i starszych 
(w początkach krzewienia) w yraźne obniżenie stosunku s/h  w liściach na
sion jaryzowanych.

Celem wykluczenia procesu fotosyntezy, k tóry  prowadzi do nasilenia 
syntezy sacharozy w zielonych komórkach, w ykonano kilka analiz na m a
teriale etiolowanym. Jak  w ynika z tablicy 3 z w yjątkiem  tylkc jednego 
przypadku we wszystkich pozostałych obserw acjach stwierdzono, że 
wartość ilorazu synteza/hydroliza jest wyższa w kiełkach nasion ja ry 
zowanych.

Ilość wprowadzonych cukrów do rośliny m etodą infiltracji próżniowej 
jest stosunkowo m ała i wynosi około 3 mg na 1 g świeżej tkanki, jest to 
około 15—20% własnego cukru rośliny badanej. Z cukrów infiltrow a
nych około 50% sacharozy ulega hydrolizie i około 50% cukru inw erto
wanego przechodzi w dwucukier.

Ilości zsyntetyzowranej i zhydrolizowanej sacharozy w naszej pracy po
kryw ają się z doświadczeniami O p a r i n  a  i Z j e n c z e n k i .  Hydroliza 
sacharozy u tych autorów  waha się w granicach od 10,4 — 26,1 mg, syn
teza zaś w granicach od 5,3 — 8,6 mg na 1 g suchego m ateriałucw  czasie 
1 godziny. Przyjm ując, że kiełki zaw ierają przeciętnie 85% wody, wielko
ści syntezy i hydrolizy sacharozy są zatem porównalne.

Przedstaw ione w tablicach 5 i 6 w yniki aktywności katalazy w kiełkach 
jaryzowanej pszenicy nie są zgodne z wynikam i F i l i p p i e n k i  (1) oraz

5 0  I. R E IF E R , D . K L E C Z K O W S K A  i  M . S O L E C K A  [10]
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R i c h t e r a ,  R a n c a n a  i P e k k i e r a  (8). F i l i p p i e n k o  podaje, że 
aktywność katalazy jest wyższa u roślin jaryzow anych niż u kontrolnych, 
przy czym najw yższą swą wartość m a w fazie kwitnienia, chociaż w czasie 
krzew ienia i tworzenia łodyg różnice w  aktywności katalazy są również 
znaczne. W naszym doświadczeniu nie stw ierdziliśm y znacznych różnic 
w aktyw ności katalazy od 5—24 dnia wzrostu rośliny po jaryzacji. Na czte
ry  analizy wykonane w  piątym  dniu w zrostu na trzech odm ianach pszeni
cy (tabl. 5) trzy  w ykazują większą aktyw ność katalazy u pszenicy jary - 
zowanej. W m iarę wzrostu rośliny różnice te nie zachowują się. U pszenicy 
Dańkowska G raniatka wyższa aktywność katalazy u roślin jaryzow anych 
w ystępuje tylko 5 i 8 dnia wzrostu w pozostałych dniach jest na jednym  
poziomie z kontrolnym i. U pszenic Antonińska Wczesna i Pszenica Śląska 
krzyw a aktywności katalazy przebiega w sposób nieregularny.

Badano również sześciodniowe kiełki wyrosłe z ziaren poddanych róż
nem u okresowi jaryzacji (tabl. 6, lp. 3). W edług danych R i c h t e r a ,  R a n 
c a n a  i P e k k i e r a  (8) analizy te pow inny wykazać większą ilość ka
talazy w roślinach, k tóre wyrosły z ziaren poddanych jaryzacji przez 
20 i 25 dni. W yniki naszych badań nie wykazały jednak żadnych różnic 
na korzyść roślin jaryzowanych.

Natom iast zgodne wyniki z lite ra tu rą  otrzym aliśm y jedynie w jary - 
zowanym ziarnie (tabl. 6, lp. 1, 2, 4). U pszenicy Leszczyńska Wczesna w y
raźnie w zrasta aktywność katalazy w porów naniu z kontrolnym i w m iarę 
jaryzacji. Również u pszenicy Dańkowska G raniatka w ystępują różnice 
w  aktywności katalazy, co jest zgodne z doświadczeniami R i c h t e r a  
i współautorów (8).

S tre szcz en ie

1. Przebadano wpływ  jaryzacji na stosunek syntezy do hydrolizy 
sacharozy oraz na katalazę w kilku odm ianach pszenicy ozimej.

2. Stosunek syntezy/hydrolizy sacharozy oznaczono metodą infil
tracji próżniowej. Aktywność katalazy badano m anom etrycznie na apa
racie W arburga.

3. W odróżnieniu od danych w litera tu rze  nie zdołano potwierdzić 
w pływu jaryzacji na zmianę stosunku syntezy do hydrolizy sacharozy 
w zielonych i etiolowanych kiełkach pszenicy jaryzowanej w porówna
niu z pszenicą niejaryzowaną,

4. Również w kiełkach zielonych roślin jaryzow anych nie wykazano 
większej aktywności katalazy.

5. Jedynie ziarna w okresie jaryzacji wykazały większą aktywność 
katalazy zgodnie z danym i w literaturze.
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MCCJIE/JOBAHME BJIMHHMH HPM3AU,MM HA AKTHBHOCTh HEKOTOPBIX  
3H3M M OB B 03M M 0H  niUEHWLfE

P e 3 k> m e

1) EbiJio iiccjieą,OBaHo BJiMHHMe HpM3au;Mn Ha OTHomeHwe cxiHTe3a 
k rMą,pojiM3y c a x a p o 3 b i, a T axxce BJiMHHMe HpM3au;nM Ha aKTMBHOCTb KaTa- 
Jia3bl B HeCKOJIbKMX pa3HOBMAHOCTHX 03I1M0M n u ie m m b i.

2) CooTHomeHMe CMHTe3a-rn/ipojiM3a caxapo3bi onpe,o,e,nHjiocb mcto^om 
BaKyyM HHcjiMJibTpauHM. Aktubhoctb KaTajia3bi nccjieAOBajiacb MaHO- 
MeTpwHecKM Ha annapaTe B apbypra.

3) B OTJIHHM0 o t  npwBOAMMbix B jiMTepaType flaHHbix, He y^ajiocb æo- 
Ka3aTb BJIMHHMH flpM3aii;MH Ha M3MeHeHlie OTHOmeHMfl CMHTe3a k r im p o -  
jiM3y caxapo3bi b 3ejieHbix u 3TnojiHpoBaHHbix pocTKax HpM303aHHoii nm e-  
HHLibi b cpaBHeHHM c nineH xm eir HeH pn30BaHHoii.

4) B pocTKax npn30BaHHbix 3ejieHbix pacTemiM TaKx<e He oÓHapy- 
>KSHO ÓÓJIbUieH aKTIlBHOCTH KaTajia3bi.

5) 0,n,HM JiMiub TOJibKO 3ëpHa b nepno^ Hpxi3au,MH npoflBMJiM bójibiuyio 
aKTMBHOCTb KaTajia3bi, corjiacHO ^aHHbiM, npMBOÆMMbiM b jiMTepaType.

INFLUENCE OF VERNALISATION UPON THE ACTIVITY OF SOME ENZYMES
IN WHEAT SEEDLINGS

S u m m a r y

1. The ratio of synthesis to hydrolysis of saccharose, as weil as katalase 
activity, in vernalised wheat was investigated.

2. The synthesis, hydrolysis ratio was determined by the vacuum infil
tration method. Katalase activity was estimated manometricallv in 
the Warburg apparatus.
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3. Contrary to previous investigations it was not possible to confirm 
the shift of the synthesis/hydrolysis ratio in green and etiolated ver
nalised wheat as compared with the control material.

4. Similarly, no increased katalase activity could be confirmed in green 
seedlings.

5. Only in the case of the seed itself the increased activity of katalase 
upon vernalisation could be confirmed.

Otrzymano 9. 9. 1955 r.
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A C T A  B I O C H I M I C A  P O L O N I C A  

V o l. I I I  1956 NO 1

WIESŁAW TYSAROWSKI I STANISŁAW KWIEK

OZNACZANIE W ŁASNOŚCI REDUKCYJNYCH UKŁADÓW  
BIOLOGICZNYCH ZA POMOCĄ KOMPLEKSU ŻELAZA 

Z KWASEM ETY LENODW UAM INOCZTEROOCTOW YM

Z Zakładu Chemii Fizjologicznej A. M. w Warszawie  
Kierownik: Prof. dr J. Heller z Instytutu Gruźlicy.

Dyrektor: Prof. dr J. Misiewicz

W badaniach m anom etrycznych jeden z nas stw ierdził (7), (8), że 
oddychanie gęstych zawiesin Myc. phlei wzmaga się po dodaniu kompleksu 
żelaza (Fe 3) z kwasem etylenodwuaminoczterooctowym,*),**) poczynając 
od stężenia 10'2M. Najwyższe pobudzenie zaobserwowano w stężeniu 
7,5 X 10' 2 do UHM; dalszy wzrost stężenia zmniejsza zużycie tlenu. 
W yrażono przypuszczenie (7), że kompleks żelaza z kwasem etylenodw u
aminoczterooctowym  (rys. 1) może być przenośnikiem  elektronów w mo
delowych układach biologicznych. W dalszych badaniach stwierdzono (8) 
odw racalne przechodzenie kompleksu utlenionego (FeY '1) w zreduko*- 
wany (FeY-2). O pierając się na tych własnościach wykorzystaliśm y ozna
czanie stopnia redukcji FeY '1, jako m iernik zdolności redukcyjnych 
układów biologicznych.

Roztwór wodny FeY ' 1 wykazuje charakterystyczne właściwości oksy- 
do-redukcyjne: 1%, różowy roztwór odbarwia się po dodaniu Na2So0 .i — 
wielokrotne w ytrząsanie z powietrzem  przyw raca barw ę wyjściową. Je 
żeli do praw ie bezbarwnego, około 0,03% roztworu FeY ' 1 oprócz czynnika 
redukującego (np. Na2S2 0 ą lub kw. askorbinowego) dodać o-fenantroli- 
ny — m ieszanina przyjm uje silne i trw ałe czerwone zabarwienie, właściwe 
dla kompleksu żelaza dwu wartościowego z o-fenantroliną. Zabarw ienie

*) U żyw ane skróty:
F eY -1 — kom pleks żelaza F e + 3  z kw asem  etylenodw uam inoczterooctow ym ;
FeY -- — kom pleks żelaza F e+ 2;
EDTA — kw as etylenodw uam inoczterooctow y.

**) W łasności EDTA i tw orzenie kom pleksów  EDTA z m etalam i om ów ione są 
w  osobnej pracy (9).

[55]http://rcin.org.pl



56 W . T Y S A R O W S K I i  S . K W IE K [2]

to występuje, ponieważ EDTA 
słabiej wiąże F e+2 niż o-fenan- 
trolina. Sama o-fenantrolina 
bez czynnika redukującego, jak 
również czynnik ten bez o-fe- 
nantroliny nie zmieniają barw y 
roztworu FeY ' 1

W ychwytanie F e+2 z kom
pleksu FeY ' 2 przez o-fenantro- 
linę może być w ykorzystane do 
oznaczenia zawartości kom plek
sów EDTA z żelazem w roztwo
rze. Bez dodania czynnika re-

Rys. 1. Wzory strukturalne kom pleksów  że 
laza Fe+3 i F e +2 z EDTA (FeY-i i FeY*2)

dukującego można oznaczyć 
Fe42 v/ FeY-2, po jego dodaniu 
sumę żelaza w FeY ' 1 +  FeY '2. 
Na tej podstawie w ykonując 
dwa oznaczenia można w yli
czyć w zajem ny stosunek kom 
pleksów w badanej próbce.

Stwierdzenie redukcji FeY "1 
w reakcji z o-fenantroliną było 
punktem  wyjścia dla opracowa
nia nowej metody oznaczania 

własności redukcyjnych układów biologicznych przy użyciu FeY '1. Polega 
ona na oznaczaniu żelaza Fe 2 za pomocą o-fenantroliny w powstałym  po 
redukcji kompleksie FeY '2. o-Fenantroliny użyto z tego względu, że jest 
ona powszechnie stosowanym odczynnikiem do kolorym etrycznego ozna
czania żelaza wykazującym  wiele zalet w porównaniu z innym i odczynni
kami; można je używać w szerokim zakresie pH, a także tworzy ona silne 
kompleksy z Fe"42, cechujące się wysoką absorpcją molarną.

Jednoelektronow a redukcja FeY*1 jest niezależna od pK w zakresie 
od 4 do 6 (6). W tych granicach pH wartość potencjału oksydo-redukcyj- 
nego wynosi +  0,117 v. W pH 7,0 osiąga wartość ca +0,100 v. W pH po
wyżej 7,5 kompleks FeY ' 1 wiąże grupy OH“ , przy czym jego potencjał 
oksydo-redukcyjny m aleje do wartości ± 0,08 v. W pH około 10 zachodzi 
przyłączenie drugiej grupy OH- ; potencjał oksydo-redukcyjny spada do 
±  0,0 v. W wyższych pH (12,3) przyłącza się dalsza grupa OH“  i dochodzi 
do w ytrącenia wodorotlenku żelazowego. W pH poniżej 2,5 kompleks 
FeY ' 1 również ulega rozpadowi — wyzwala się wolny EDTA i wolny jon 
F e+3. Obecność jonów żelazowych podwyższa potencjał oksydo-redukcyjny 
roztworu.
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Z powyższego wynika, że od stężenia jonów wodorowych w zakresie 
pH poniżej 3,5 i powyżej 6,5 zależy nie tylko potencjał oksydo-redukcyj- 
ny kom pleksu ale również jego postać i trwałość W fizjologicznym za
kresie pH potencjał oksydo-redukcyjny FeY -1 jest wyższy niż błękitu 
m etylenowego (ca 0,0 v), natom iast niższy niż żelazicyjanku (+  0,4 v).

W obecnej pracy przedstaw iona jest metoda badania własności reduk
cyjnych hom ogenatów tkankowych, zawiesin prątków  kwasoopornych 
i preparatów  m itochondriów za pomocą kompleksu FeY '1.

C zęść  d ośm iadcza lna

I. ODCZYNNIKI, PREPARATY I METODA ANALITYCZNA

A. O d c z y n n i k i

1. Sól sodową kompleksu FeY -1 otrzym aliśm y w stanie krystalicznym  
stosując m etodę Bnintzingera i współpracowników (1), opracowaną dla 
uzyskania soli kom pleksu NHjFeY • HoO Produktem  wyjściowym  by
ła rekrystalizow ana sól sodowa EDTA (NaoH_>Y * 2H->0) oraz ałun żela- 
zowo-amonowy. W przedstaw ionej metodzie używaliśm y 1% roztworu 
wodnego FeY '1, przygotowanego z p repara tu  nie suszonego.

W ykonaliśmy analizę używanego preparatu  oznaczając: s tra tę  wody 
podczas suszenia do stałej wagi w 60°C a następnie w 110°C, zawartość 
azotu metodą K j e 1 d a h 1 a oraz ilość żelaza w preparacie zmodyfiko
waną własną metodą, opisaną poniżej, stosując jako czynnika
redukującego. U trata wagi w 60°C wynosiła 15,7°/o; po dalszym suszeniu 
w 110°C — 2,5%. Zawartość azotu w preparacie suszonym wynosiła 6,2% 
(śr. z 2-ch), teoretyczna 7,6%; żelaza — 11,8% (śr. z 4-ch), teoretycz
nie 15,2%.

Czystość stosowanego preparatu  obliczona według zawartości azotu 
wynosi 82%, według zawartości żelaza 78%. U trata ciężaru przy suszeniu 
w 110°C wskazuje, że nie zawiera on związanej wody.

2. Chlorowodorek o-fenantroliny — 1%  roztwór wodny.
3. Bufor octanowy 2M pH 4,0.

B. P r e p a r a t y

1. Homogenaty z tkanek świnek morskich sporządzono po zabiciu 
zwierzęcia przez skrwawienie. Odważony kawałek narządu homogeni
zowano w oziębionym m łynku Pottera  w roztworze 0,033 M buforu 
fosforanowego pH  7,0 lub, zależnie od potrzeby, w roztworze 0,15 M NaCl. 
N arządy pochodziły od zwierząt różnej wagi, płci i wieku. Czas homoge
nizacji wynosił 2 — 5 m inut.
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2. Zawiesiny prątków  Myc. phlei przygotowywano z hodowli na pod
łożu syntetycznym  S a u t o n a. K ożuchy wzrostowe zbierano na sączku 
szklanym, kilkakrotnie płukano wodą destylowaną, następnie rozbijano 
w kolbce z perełkam i szklanym i i zawieszano w roztworze buforu fosfo
ranowego 0,033 M pH 7,0 względnie w 0,15 M NaCl.

pH roztworów i zawiesin oznaczano przy pomocy elektrody szklanej 
w próbkach sporządzonych analogicznie do właściwych doświadczeń.

C. M e t o d a  a n a l i t y c z n a

1. Zawartość Fe 2 (jako kompleks z o-fenantroliną) oznaczaliśmy zmo
dyfikowaną metodą M ahlera i Elove (5). W celu zwiększenia pojemności 
stosowaliśmy bufor octanowy 2M zamiast IM. Końcowe pH roztworów 
wynosiło 3. S tandard  żelaza przygotowano:

a) z soli Mohra wg. sposobu opisanego w podręczniku H a w k a, 
S u m m e r s o n a  i O s e r a  (3),

b) z żelaza metalicznego.

Intensywność zabarwienia oznaczaliśmy na fotom etrze Pulfricha uży
wając filtra  S50. A500 *) oznaczone dla 5 m ikrogram ów F e +2 w 8 ml roz
tworu w  naczyńku 1 cm wynosi 0,127 (±  0,004 — średnia z 10 ozna
czeń). Objętość 8 ml była stale zachowywana w doświadczeniach. Z po

wyższych oznaczeń obliczono współczyn
nik liczbowy, przez który należy pomno
żyć odczytaną absorpcję próbki dla otrzy
mania wyniku w m ikrogram ach F e +2; w y
nosi on 39,4. Intensywność zabarwienia 
kompleksu o-fenantroliny z żelazem ba
dana w czasie od 10 do 180 m inut nie
zmienia się. Jest to zakres czasu w ystar
czający zwykle do wykonania oznaczeń.

2. Oznaczanie ilości F e +2 w kom pleksie 
z EDTA oparliśm y na metodzie opisanej 
w poprzednim  punkcie. Zależność ilości 
F e ,L2 uwolnionego z FeY ' 1 za pomocą czyn- 

Rys. 2. Zależność absorpcji od nika redukującego (Na2So0 4 ) od ilości do-
ilości F eY -1. Odpowiednią ilość danego kompleksu (krzywa na rys. 2) ma
roztworu FeY -1 uzupełniono po charakter prostej proporcjonalności. Ozna-
dodam u o-fenantroliny wodą d e- czar)je kompleksu FeY ' 1 tą m etodą jest
stylow aną od ob iętosci 3,0 ml; J
do każdej probówki dodano oko- zg°dne z Je§° oznaczaniem na podstaw ie

ło 30 m g N a2S20 4 zawartości azotu.

ml 0,033% Fe Y" (OJ*10 4M)

*) Sym bolem  A oznaczono gęstość optyczną.
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II. W YKONANIE OZNACZENIA

1. W ybór stężenia FeY ' 1

Na rysunku 3 przedstawiono zależność redukcji FeY“1 w zawiesinach 
Myc. phlei od stężenia dodanego kompleksu. 10-krotny wzrost stężenia

Rys. 3. W pływ  stężenia FeY -1 na 
redukcję w  zaw iesin ie  Myc. 
phlei. H odow la 9-dniow a o gęs
tości 106,6 m g N/10'0 ml. W każ
dej probów ce um ieszczono: 1 ml 
zaw iesiny; 1 m l buforu fosfo
ranow ego 0,033 M pH 7,0; od
pow iednią ilość roztw oru FeY -1;
0,2 ml o-fenantroliny; H 20  desty
low ana do 3,0 ml; czas inkubacji 
30 min. Na osi odciętych podano 

stężenie FeY -1
o o — krzywa dla w artości
1.2 X 10-4 M — 23 X 10-4 M
« -------1, — krzyw a dla w artości
0,024 X 10-2M — 2,28 X 10-2 M

od 2,3 X l i r 3 do 2,3 X 10' 2 M wTzmaga reakcję 3,3 razy, natom iast wzrost 
stężenia w zakresie od 1,2 X 10 '4 do 1,2 X 10 '3 M zwiększa tylko 1,9 razy. 
Z tego względu w przeprowadzonych badaniach zastosowaliśmy niższe 
stężenia kompleksu.

Ilość FeY ' 1 dodana do próbki w naszych w arunkach odpowiada około 
100 pg Fe, co równa się 1,8 m ikroatom u Fe lub 1,8 m ikromola F eY '1. 
W próbce stężenie FeY ' 1 wynosi około 6 X 10' 4 M. Ta ilość FeY ' 1 daje 
absorpcję 2.5 w przeliczeniu na 1 cm, a więc już poza górną granicą możli
wości odczytywania w naczyńkach 0,5 cm.

2. Sposób w ykonania oznaczenia

Do szerokich probówek (średnica 18 mm — dodaje się 0,2 ml 1% roz
tw oru o-fenantroliny, 1 ml badanego p reparatu  i 1,7 ml buforu fosfo
ranowego 0,033 M, pH 7,0. Probówki umieszcza się na łaźni wodnej w temp. 
37°C i po w yrów naniu tem peratu r (5 min.) dodaje się po 0,1 ml 1% roz
tw oru FeY*1. Objętość próbki inkubowanej wynosiła zawsze 3ml. Po 
odpowiednim czasie reakcję przeryw a się przez dodanie 1 ml 20%  kwasu 
trójchlorooctowego. (To postępowanie okazało się skuteczne także dla usu
wania prątków  kwasoopornych z zawiesiny).

Następnie dodaje się 4 ml buforu octanowego 2 M o pH 4,0 i próbkę 
sączy się przez tw ardy sączek ilościowy Schleicher, Schiill Nr 5893. Cza
sami, zwłaszcza przy badaniu rozcieńczonych zawiesin prątków  kwa-
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soopornych, konieczne jest dw ukrotne przesączanie. Absorpcję prze
sączu odczytuje się w fotom etrze Pulfricha wobec wody. W artość ab
sorpcji próby ślepej bez czynnika redukującego wynosi zero. Zastoso
wane m odyfikacje opisanej tu techniki podano przy odpowiednich 
doświadczeniach. Każdy w ynik redukcji podany w naszej pracy jest śred
nią z dwóch równoległych oznaczeń. Zgodność ich wynosiła około 2%. 
Wielkości redukcji określone są w m ikrogram ach F e+2 na 1 ml badanego 
m ateriału, względnie na 1 mg azotu na 1 godzinę. Tę ostatnią wartość 
oznaczamy symbolem QFe"^.

III. W PŁY W  R 02N Y C H  CZYNNIKÓW

1. Redukcja w zależności od czasu

W osobnym doświadczeniu zbadano przebieg redukcji w zależności od 
czasu działania zawiesiny prątków  na FeY '1. Liniowy kształt krzyw ej na 
rys. 4 wskazuje na prostą proporcjonalność tej zależności W skazuje on 
również na to, że w czasie dwugodzinnej inkubacji p reparat nie inakty-

w uje się pod wpływem  zastosowa
nych stężeń FeY ' 1 jak i o-fenantro- 
liny.

2. W pływ w arunków  beztleno
wych i o-fenantroliny

Kompleks FeY ' 2 powstający po re
dukcji FeY ' 1 ulega autooksydacji pod 
wpływem  tlenu (4). Z tego względu 
dodawanie w w arunkach tlenowych 
o-fenantroliny w końcu inkubacji 
prowadzi do wybitnego zmniejszenia 
ilości pojawiającego się F e +2 (rys. 5). 
W w arunkach podanej przez nas me
tody o-fenantrolina zapobiega auto
oksydacji FeY ' 2 w skutek silnego 

wiązania Fe 2. Natom iast przeprowadzenie tejże reakcji w w arun
kach beztlenowych umożliwia dodanie o-fenantroliny na końcu inkubacji 
(por. rys. 6).

Dodając o-fenantrolinę na początku badania otrzym uje się w w arun
kach beztlenowych wyniki o około 20%  wyższe niż w tlenowych (por. 
tablica 1).

Również w atm osferze tlenku węgla wzmaga się redukcja FeY '1, (ta
blica 2), w porównaniu do w arunków  tlenowych.

u g  F e * 3

Rys. 4. Zależność redukcji FeY -1 
od czasu inkubacji. 3-dniow a  
hodow la Myc. phlei  na pożyw ce  
Sautona, pH 6,68. G ęstość zaw ie

sin y  n ie  oznaczona
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3. W pływ amidu kwasu jodooctowego

Amid kwasu jodooctowego w stężeniu 10' 1 M okazał się silnym  inhibi
torem  redukcji FeY ' 1 w  hom ogenatach tkankowych. Wielkość zahamo
wania w różnych tkankach jest podobna i wynosi około 70°/o (por. ta 
blica 1).
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Rys. 5. Zależność redukcji FeY _1 
od obecności o-fenam troliny w  w a
runkach powietrza atm osferycznego;
•  » — o-fenantrolina dodana
na początku inkubacji;
 0  o — o-fenantrolina dodana
na końcu inkubacji; 
redukcja obliczona w  ug F e+ 2 na
1 m l 5 °/o hom ogenatu w ątrobowego  
św inki morskiej

4. W pływ pH
W yniki badania redukcji FeY ' 1 przez Myc. phlei w różnych pH przed

staw ia rys. 7.
Począwszy od pH około 4,5 wielkość redukcji wzrasta, osiąga m aksi

mum przy pH około 6,6 a następnie spada. Spadek po stronie zasadowej 
jest mniej strom y niż po stronie kwaśnej; wartość przy pH 9,6 jest wyż
sza niż w pH 4,5. Wielkość redukcji w zawiesinie Myc. phlei inaktyw ow a- 
nej ogrzewaniem nie wykazuje optim um  w zależności od pH.

5. W pływ tem peratury
Rys. 8 i rys. 9 ilustru ją  redukcję FeY ' 1 w  różnych tem peraturach  

w  zawiesinie Myc. phlei i homogenacie wątrobowym. Obie krzyw e ,,enzy-

Rys. 6. R edukcja FeY-i w obecności 
o-fenantroliny w  w arunkach tlenow ych  
i bez o-fenantroliny w  próżni;
•  •  — o-fenantrolina dodana na koń
cu inkubacji. Probówki Thunberga. odpo
wietrzone;
x  x — o-fenantrolina dodana na po
czątku inkubacji. Probówki zw ykłe n ie- 
odpowietrzone;
w yniki obliczone w  ag Fe-2 na 1 m l 5%> 
hom ogenatu w ątrobowego św inki m or
skiej

10 . 20 30 min
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m atyczne“ wykazują optim um  w tem peraturze ok. 50°C, przy czym jest 
ono wyraźniejsze dla Myc. phlei.

Rys. 10 przedstaw ia szybkość redukcji kompleksu FeY ' 1 w pH 6,75 
przez hom ogenat wątrobowy w różnych tem peraturach. Redukcja w tem -

pg Fe *3

pg Fe *9

Rys. 7. W pływ  pH na redukcję FeY*1 
w  zaw iesin ie Myc. p h le i ;

• ------- •  — zaw iesina nieinaktyw ow ana
+ --------- +  — zaw iesina inaktyw ow ana
ciepłem  30 min. w  100°C. R edukcja w  pH  
4,1 i 4,98 badana w  buforze octanow ym  
0,12 M, w  w yższych pH w  0,12 M bufo
rze fosforanowym . pH roztw orów  ozna
czano po zm ieszaniu w szystk ich  sk ład
ników. Zawiesina Myc. phlei  o gęstości 
51,44 mg N/100 ml. Czas inkubacji 60 min.

Rys. 8. Redukcja FeY-i w  zaw iesinie  
Myc. phlei  w  różnych tem peraturach; 
• —— •  — zaw iesina n ieinaktyw ow ana
x  x — zaw iesina inaktyw ow ana

30 min. w  100°C;
 0 o — redukcja „enzym atyczna”.
W artości d la tej krzywej otrzym ano  
z różnicy pom iędzy redukcją w  hom o- 
genacie n ieinaktyw ow anym  i inakty-

w owanym .
R edukcja obliczona w ug F e+ 2 na 1 ml 
zaw iesiny (0,41 mg N). Czas inkubacji 
45 min., pH próbki 6,79. U żyw ano ter
m ostatu Hoeplera z zasobnikiem  zim na
1 łaźni w odnych. Tem peraturę m ierzo
no bezpośrednio w  naczyniach z bada

nym i roztworam i

pera tu rach  10 -40°C  jest proporcjonalna do czasu inkubacji. Odpowied
nie punkty  w tym  zakresie leżą na prostych, przechodzących przez środek 
układu. W 50 i 60°C reakcja na początku inkubacji jest znacznie szybsza 
niż w późniejszym  okresie. Największy kąt z osią ,,x” w ykazuje krzyw a 
redukcji w tem peraturze 60°C. W 40°C szybkość redukcji jest nieco 
mniejsza, ale z kolei większa niż w 50°C

IV. REDUKCJA FeY -! PRZEZ ROŻNE PREPARATY

1. Homogenaty tkankow e
Kom pleks FeY ' 1 redukow any jest przez m ateriał roślinny (homoge

nat młodej pszenicy), zawiesiny drobnoustrojów  (Myc. phlei) oraz przez
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różne tkanki zwierzęce W tablicy 1 przedstaw iono wartość redukcji w ho- 
m ogenatach różnych narządów świnki morskiej. Największą redukcję w y
kazuje w ątroba, m niejszą nerka, najm niejszą mięśnie prążkowane. Wa-

Rys. 9. Redukcja FeY -1 w  5% hom ogencie 
w ątrobow ym  św inki morskiej w różnych tem 

peraturach
 • ---------•  — hom ogenat nieinaktyw ny
X -------- X — hom ogenat inaktyw ny 30 min.

w  100°C;
 • -------- •  — redukcja „enzym atyczna”. W artość

dla tej krzyw ej otrzym ano z różnicy pom iędzy
redukcją w  hom ogenacie żyw ym  i inaktyw ow a- 
nym . Czas inkubacji 45 min., pH próbki 6,75. 
U żyw ano term ostatu H oepplera z zasobni
k iem  zimna i łaźni w odnych. Tem peraturę m ie
rzono bezpośrednio w  naczyniach z badanym i

roztworam i

Rys. 10. W pływ tem peratury na szybkość 
redukcji FeY -1 w  hom ogenacie w ątrobo

wym .
5% hom ogenat w ątrobow y św inki morskiej 
w  0,033 M buforze fosforanowym , pH prób
ki 6,75. U żyto term ostatu Hoepplera z za
sobnikiem  zimna. Tem peraturę mierzono 
bezpośrednio w  naczyniach z badanym i 

roztworam i

runki beztlenowe wzm agają redukcję najsilniej w homogenacie mięśnio
wym a następnie płucnym . Substraty  takie, jak  glicerol, cholina i bursz- 
tynian nie wzm agają w yraźnie redukcji w homogenacie wątrobowym.

2. P repara ty  m itochondriów

Dogodnym m ateriałem  do badania redukcji FeY ' 1 okazał się preparat 
m itochondriów w ątroby szczura *) (tablica 3). W przeciw ieństwie do ho- 
m ogenatów wątrobow ych bardzo słabo redukuje on kompleks po inakty- 
w acji cieplnej, a poza tym  endogenna redukcja jest także bardzo niska. 
Dodatek niektórych substratów  zwiększa redukcję około 10-krotnie.

*) D ziękujem y dr K łopotow skiem u za użyczenie preparatów  m itochondriów.
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T a b l i c a  1

Redukcja FeY-1 przez homogenaty narządom 
świnki morskiej

Tkanka

fig Fi_ + 2 na 1 ml 20% homo
genatu na 1 godzinę

Powietrze Odpo
wietrzone

CFFICONM, 
10 1 M

Wątroba 337,8 97,8 379,9

Nerka 173,2 43,3 205,2

Mięśnie 19,2 5,9 36,5

Jelito cienkie 38,2 12,8 68.5

Płuco 38,8 1 24.6 59.1

Do każdej probówki dodano: 
1 ml 20%> hom ogenatu, 0,2 m l TV» 
o-fenantroliny, 0,1 ml 1% F eY -1. 
Do odpow iednich probówek do
dano ponadto 0,5 m l 6 X 10-1 M 
amidu kwasu jodooctowego. U zu
pełniono buforem  fosforow anym  
0,033 M, pH 7,0 do objętości 3,0 ml. 
Probówki Thunberga połączone, 
odpowietrzano jednocześnie przez 
3 min. W szystkie probówki inku- 
bowano w  statyw ie przym ocow a
nym  do części ruchom ej aparatu  
Warburga. W strząsano 60 razy na 
m inutę

T a b l i c a  2

Wpływ tlenku węgla na redukcję FeY'-1 przez 
homogcnat wątrobowy

fig Fe + 2 na 1 ml homogenatu
Faza gazowa Czas inkubacji w minutach

10 | 20 30

Powietrze atmosf. 4,2 9,8 11,3

Tlenek węgla 6,9 10,9 15,8

Do każdej probówki dodano: 
1 m l 5% hom ogenatu. 0,2 m l o -fe -  
nantroliny, 0,1 m l l°/o F eY -1 i uzu
pełniono buforem  fosforow anym  
0,033 M, pH 7,0 do objętości 3,0 ml. 
W strząsano w  aparacie Warburga 
(69 w strząsów  na m inutę).

T lenek w ęgla otrzym ano z kw a
su m rów kowego. N apełniono nim  
probówki Thunberga trzykrotnie 
usuw ając gaz za pom ocą pom py  
olejowej i kolejno uzupełniając 
CO

T a b l i c a  3

Wpływ bursztyniar.u i choliny na redukcję 
F eY 1 przez mitochondria

Substrat pH

Fe 2

nie inakty-
wowane

inaktywowa- 
ne 15 min. 

w 1 0 0° C

Bez sub- 
stratu 6,40 0,7 0 ,0

Bursztynian 6,42 10,0 0 ,0

Cholina 6,40 6,4 0 ,0

Do odpow iednich probów ek do
dano: 0,5 m l zaw iesiny m itochon- 
driów  w ątroby szczura w  0,25 M 
sacharozie (0,23 m g N); 0,1 m l 0,2 
M MgCb; 0,3 m l 0,15 M KC1; 0,2 
ml o-fenantroliny; 0,1 m l l°/o 
FeY -1; bufor fosforanow y 0,033 M, 
pH 7,0 do 3,0 ml.

Substraty — końcow e stężenie  
0,02 M.

Czas inkubacji 30 m in. w  temp. 
38°C
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3. Zawiesiny prątków  kwasoopornych

Poza preparatam i tkanek  zwierzęcych i roślinnych przebadano szereg 
szczepów baktery jnych  spośród prątków  kwasoopornych, a zwłaszcza 
Myc. phlei. W tablicy 4 przedstaw iono wyniki doświadczeń z różnych 
dni i hodowli.

T a b l i c a  4
Redukcja FeY ~J przez zawiesiny prątków kwasoopornych

4- 2iNazira szczepu QFe Wiek hodoiuli Podłoże

Myc. phlei 23,7 3 dni Sautona
Myc. phlei 23,8 - Sautona
Myc. phlei 42,3 5 dni Sautona
Myc. phlei 27,4 6 dni Sautona
Myc. phlei 22.4 9 dni Sautona
BCG Brazylijski 11,3 4  tyg. kartofel
BCG Duński 13,4 4  tyg- kartofel
BCG Francuski 8,1 4  tyg- kartofel

*) QFe + 2 =  ii g Fe + 2 na 1 mg azotu prątków na 1 godzinę

D yskusja

Budowa kompleksu FeY ' 1 o charakterze zbliżonym do fizjologicznych 
przenośników elektronowych, predysponuje go do użycia w badaniach nad 
redukcją. Biorąc pod uwagę potencjał oksydo-redukcyjny, jest praw dopo
dobne, że ulega on redukcji na poziomie enzymów flawinowych, które m a
ją  potencjał bardziej ujem ny niż F eY '1. Wzmożenie redukcji FeY ' 1 pod 
wpływem  tlenku węgla, jak  również w arunków  beztlenowych oraz ham o
wanie jej przez amid kwasu jodooctowego wskazuje na powiązanie re 
dukcji FeY"-1 z enzym atycznym  łańcuchem  przem ian oksydo-redukcyjnych 
komórki.

Badanie redukcji przy użyciu opisanej przez nas metody jest proste 
technicznie. Dobrze opracow ane oznaczanie żelaza za pomocą o-fenantro- 
liny umożliwia ilościowe śledzenie procesów redukcji. Szybkość tworzenia 
się kompleksu F e+2 z o-fenantroliną w obecności EDTA jest bardzo duża — 
praktycznie reakcja zachodzi m om entalnie, podobnie jak  i bez EDTA.

Porównanie stałych trw ałości3) kom pleksów żelaza F e4 2 i F e+3 z EDTA 
oraz o-fenantroliną w yjaśnia przebieg reakcji zachodzących przy użyciu

*) Stała trw ałości K określa wzór:
[kom pleks]

K = -------------------------------------------------------------------
[m etal] [zw iązek kom pleksotw órczy]

5 —  A c ta  B io c h im i c a  P o lo n ic a
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opisanej metody. Stała trwałości kompleksu EDTA z żelazem tró jw artoś
ciowym FeY -1 wynosi 1025>1; kompleksu zredukowanego FeY '2-10 ' 14,2 (6), 
zaś kompleksu F e +2 z o-fenantroliną — 1017-7 (2).

Liczby te wskazują, że układ FeY '1-czynnik redukuj ący-o-fenan- 
tro lina jest specjalnie korzystny dla badania redukcji kompleksu FeY“1. 
o-Fenantrolina z F e+3 daje bardzo nietrw ałe połączenie (praktycznie nie- 
wykrywalne), natom iast po przejściu atomu centralnego na niższy stopień 
utlenienia kompleks F e+2 z o-fenantroliną ulega w ybitnej stabilizacji.

A zatem, w układzie wprowadzonym  przez nas dla badania redukcji, 
żelazo trójwartościow e pozostaje związane z EDTA, natom iast dw uw ar- 
tościowe, w m iarę powstawania łączy się z o-fenantroliną.

W ygodnym sposobem przedstaw iania natężenia redukcji jest propo
nowany przez nas (patrz tablica 4) symbol QFe+^. Pozwala on na spro
wadzenie własności redukcyjnych różnych preparatów  na jednostkę czasu 
i na te same jednostki wagowe badanego m ateriału  biologicznego, umożli
w iając bezpośrednie ich porównanie. Poważnym  ułatw ieniem  jest moż
ność odbiałczania preparatów  przed oznaczeniem fotom etrycznym .

W badaniach nad wpływ^em FeY -1 na oddychanie Myc. phlei, wzmo
żenie zużycia tlenu dało się zaobserwować przy użyciu wysokich stężeń 
kom pleksu (ok. 5 X 10"2 M) (8). M echanizm pobudzenia tłum aczono auto- 
oksydacją zredukowanego kompleksu FeY"2. Opisana obecnie metoda 
pozwala śledzić redukcję FeY ' 1 z różnym i preparatam i biologicznymi 
w znacznie niższych stężeniach kompleksu (6 X 10"4 M i niższe) oraz przy 
użyciu kilkakrotnie mniejszej ilości badanego m ateriału.

Stwierdzone kierunki oraz charakter w pływ u tem peratury , pH, wa
runków  beztlenowych, tlenku węgla oraz amidu kwasu jodooctowego 
w skazują na zależność redukcji kom pleksu FeY ' 1 od działania enzyma
tycznego łańcucha oksydo-redukcyjnego. Jedynie wpływ ciepła jest pro
cesem bardziej złożonym. Krzywe na rys. 8 , otrzym ane z badania p rą t
ków nieinaktywowanych, jak i obliczone po odjęciu redukcji nieenzym a- 
tycznej m ają przebieg podobny, natom iast w  przypadku hom ogenatu w ąt
robowego (rys. 9) silna i rosnąca z tem peratu rą  redukcja m ateria łu  inak- 
tywowanego deform uje zupełnie przebieg zjawiska tak, że redukcję enzy
m atyczną można uzyskać tylko rachunkowo, jako różnicę. Odnosimy to do 
dużej zawartości rozpuszczonego białka w badanym  roztworze.

Dla scharakteryzow ania wielkości udziału dodanego FeY ' 1 w ogólnym 
procesie przenoszenia elektronów badanego m ateriału  biologicznego moż
na porównać ją ze zużyciem tlenu w  równoległym  doświadczeniu przepro
wadzonym  m etodą W arburga. W zawiesinie całych kom órek Myc. phlei

Q 0 *2N (zużycie CL na 1 mgN na 1 godzinę) wynosi około 80 (własne badania 
nieogłoszone). W artość QFe+2N (pojawianie się F e+2 w czasie 1-godzinnej
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inkubacji w ug na 1 mg N) w podobnych w arunkach wynosi około 30 
(tablica 4).

Z liczb tych wynika, że w pierwszym  przypadku wiąże się około 3,6 m i- 
krom ola tlenu. W układzie zaw ierającym  FeY -1 redukuje się około 0,5 m i- 
krom ola żelaza. Biorąc pod uwagę, że jedna cząsteczka tlenu p rzy jm uje  
cztery elektrony, a żelazo jeden elektron, możemy obliczyć, że na każde 
28 elektronów  przenoszonych w oddychaniu na tlen, jeden elektron w tym  
sam ym  czasie jest przenoszony na FeY '1. Na podkreślenie zasługuje fakt, 
że owe około 1/28 strum ienia elektronów można badać z tą  sam ą w przy
bliżeniu dokładnością, co pozostałe 27/28 w aparacie W arburga.

S tr e sz c z e n ie

Kompleks żelaza trójwartościowego z kwasem  etylenodw uam inocztero
octowym  (FeY“1) ulega redukcji pod wpływem  różnych układów  biolo
gicznych, przy czym żelazo trójw artościow e przechodzi w dwuw artościo- 
we. Stopień redukcji można oznaczyć za pomocą o-fenantroliny, k tóra 
wiąże żelazo dwuwartościowe. Na tej podstaw ie opracowano m etodykę 
badania własności redukcyjnych m ateriałów  biologicznych. Oznaczono 
w pływ  stężenia FeY“1, o-fenantroliny, pH, tem peratury , w arunków  
beztlenowych i am idu kwasu jodooctowego na redukcję kompleksu FeY^1. 
Redukcja FeY ' 1 w  hom ogenatach tkankow ych świnki morskiej, w  zawie
sinie prątków  kw asoopornych i p repara tach  m itochondriów w ątroby 
szczura powiązana jest z enzym atycznym  łańcuchem  przem ian oksydo- 
redukcyjnych.
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OriPE^EJIEHME BOCCTAHOBMTEJIbHbIX CBOHCTB EMOJIOrMHECKMX 
CMCTEM nO CPE^CTBO M  KOMIIJIEKCA 2KEJIE3A 

C BTMJIO^MAMMHOTETPAyKCYCHOli KMCJIOTOH

P e 3 K ) m  e

KoMnjieKc TpexBajieHTHoro 5Kejie3a c aTMJio^MaMMHOTeTpayKcycHoii 
KMCJIOTOM (FeY '1) BOCCTaHaBJIMBaeTCH no^ BJIHHHMeM pa3JIMHHBIX SMOJIOrM- 
necKMx c-MCTeM, npiiHeM TpexBajieHraoe >Kejie30 nepexo/inT b  AByxBajieHT- 
Hoe. CTeneHb BOCCTaHOBjieHMH m o k h o  onpe^ejiMTb npn noMoiRM o-cjceHaH- 
TpojiMHa, KOTopbiii CBH3biBaeT ^ByxBajieHTHoe ?Kejie30.

Ha 3T0M OCHOBaHHM pa3pa60TaH 6bIJI MeTOg MCCJie,Z],OBaHMH BOCCTaHOBM- 
TejibHbix C B o h c T B  SMOJioraHecKnx MaTepwajioB. Onpe^ejieHO BJiHHHue k o h -  

peHTpapnM FeY '1, o-cjjeHaHTpojiMHa, pH, TeMnepaTypbi, 6e3KMCJiopolzjHbix 
ycjioBMH m aMMfla MO^oyKcycHOM KMCJiOTbi Ha pe^yKprno KOMjiexca FeY '1.

BoccTaHOBJieHMe FeY ' 1 b  roMoreHaTax TKaHeii MopcKon c b m h k m , b  cyc- 
n e H 3 M M  K M C J io T o y c T O M H H B b ix  b a K T e p n i i  m  b  n p e n a p a T a x  M M T O x o H f l p w e B  n e -  

H e H M  K p b I C ,  C B H 3 a H 0  C 3 H 3 M M a T M H e C K O M  R C n b l O  O K C M ,n ;a iIW O H H O -p e ,n ;y K L I,M O H - 

H bix ( o K H C J i M T e j i b i i o - B o c c T a H O B M T e j i b H b i x )  n p e B p a m e m i i i .

THE COMPLEX OF IRON AND ETHYLENEDIAMINETETRAACETIC ACID AS  
A NEW REAGENT I OR THE INVESTIGATION OF THE REDUCTION PROPER

TIES OF BIOLOGICAL SYSTEMS

S u m m a r y

The complex of F e f3 w ith ethylenediam inetetraacetic acid-FeY ' 1 
undergoes reduction in the presence of various biological systems. Fe 3 in 
the complex is reduced to F e+2. The degree of reduction can be de te r
m ined by using o-phenanthroline as a trapping agent for Fe 13. This was 
the basis for developing a m ethod for m easuring the reducing propertiers 
of biological m aterials.

The effect on the reduction of FeY "1 complex of the following factors 
has been investigated: FeY ' 1 concentration, presence of o-phenanthroline 
and iodoacetamide, anaerobic conditions, pH, tim e and tem perature.

The reduction of FeY ' 1 by guinea pig homogenates, suspensions of 
Myc. phlei and m itochondria of the ra t liver appears to be connected w ith 
the enzymatic oxydo-reduction chain.

http://rcin.org.pl



A C T A  B I O C H I M I C A  P O L O N I C A  

Y o l. I I I  1956 NO 1

BRONISŁAW FILIPOWICZ, STANISŁAW GOLEWSKI, KAZIMIERZ PIŁEK

SKŁAD K W A SÓ W  RYBONUKLEINOW YCH TRZUSTKI 
PRAW IDŁO W EJ

Z Zakładu Chemii Fizjologicznej Akademii Medycznej u> Łodzi 
Kierownik: Prof. dr Bronisław Filipowicz

W stęp

Zakład nasz prowadzi badania na tem at zawartości i składu KN (kw a
sów nukleinowych) w różnych tkankach zwierzęcych praw idłowych i pa
tologicznych. W tym  celu opracowano polarograficzną metodę oznaczania 
adeniny w tkankach (10,11) i nefelom etryczną m etodę oznaczania puryn  
(19). Metoda ilościowego oznaczania nukleotydów  purynowych i p irym i
dynowych w hydrolizatach KRN (kwasu rybonukleinowego) z tkanek, 
oparta na kolorym etrycznym  oznaczaniu fosforu przy użyciu fotom etru 
Pulfricha, omówiona jest w niniejszej pracy.

W jednej z poprzednich prac Zakładu (14) przebadano zawartość KRN 
i KDN (kwasu dezoksyrybonukleinowego) w trzustce ludzkiej.

Celem niniejszej pracy było oznaczenie składu nukleotydów KRN 
trzustki ludzkiej praw idłowej. Narząd ten in teresuje nas z racji jego po
dwójnej funkcji: gruczołu wew nętrznego w ydzielania — (insuliny) i p ro 
ducenta enzymów traw iennych, a przy w ytw arzaniu  tych związków, kw a
sy nukleinowe odgryw ają niepoślednią rolę.

M etody

Pierw sze próby przeprowadzano z poszczególnymi, czystymi p repara 
tam i handlowym i nukleotydów (L a  R o c h e). Następnie do prób użyto 
m ieszaniny czystych nukleotydów, potem  m ieszaniny nukleotydów otrzy
m anych przez hydrolizę alkaliczną handlowego KN drożdżowego (R i e- 
d e l  i H a e n ) .  W ten sposób ustalono rozmieszczenie nukleotydów na 
bibule po jonoforezie. W dalszym ciągu przystąpiono do oznaczania sk ła
du KRN trzustki ludzkiej praw idłowej.
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W wyniku przeprowadzonych prób stwierdzono, że w naszych w arun
kach najdogodniejszym  okazał się sposób postępowania polegający na: 
a) izolowaniu KN z tkanki, b) hydrolizie, c) oddzieleniu KDN od zhydro- 
lizowanego KRN, d) jonoforetycznym  rozdzielaniu m ononukleotydów 
KRN wg m etody Davidsona i Smellie (7). Dla kontroli wykonywano rów 
nolegle w  tej samej próbce oznaczenie KRN m etodą Schm idta i Thann- 
hausera! (21). Umiejscowienie, p lam  nukleotydów  na bibule określano 
stosując technikę fotograficzną w nadfiolecie wg M a r k h a m a  i S m i 
t h a  (20), spalenia na fosfor wykonywano wg B o u l a n g e r a  i M o n 
t r e  u i 1 (1), a ilościowe oznaczenia fosforu przeprowadzano wg F i s k e 
i S u b b a r o w a  (15). Połączenie tych m etod przy wprowadzeniu pew 
nych własnych, opisanych poniżej, m odyfikacji daje wyniki zupełnie za
dowalające. Zgodność uzyskanych wyników sprawdzono polarograficznie 
i spektrofotom etrycznie. Do rozdziału elektroforetycznego zastosowano 
apara tu rę  własnego pomysłu opisaną poniżej.

C zęść  d o św ia d c za ln a

I. IZO LO W A N IE KRN Z TRZUSTKI

Po odpreparow aniu tkanki łącznej, naczyń krwionośnych itp., pokro
joną na drobne kawałki trzustkę mielono i rozcierano w moździerzu. Tak 
rozdrobnioną m asę rozważano w czterech probówkach wirówkowych poj. 
ok. 100 ml w ilości 10 g w każdej — łącznie 40 g świeżej tkanki. W celu 
odwodnienia i odlipidowania, papkę w probówkach zadawano m ieszaniną 
acetonu (5 cz.) i chloroformu (1 cz.), oziębioną poniżej 0°C, biorąc na 1 g 
trzustki 8 ml mieszaniny. Zawartość probówek starannie mieszano przez 
1 m inutę i odwirowywano. E kstrak t zlewano, a pozostałość poddawano 
ponownym  ekstrakcjom . Czas wirowania — ok. 10 min., ilość odm ywań —
6 . Odwodnioną i odlipidowaną trzustkę suszono pod zm niejszonym  ciśnie
niem nad parafiną do stałej wagi. Po wysuszeniu określano procentową 
zawartość suchej substancji. Suchy p reparat rozcierano w moździerzu na 
drobny proszek przesiew ając porcjam i przez sito apteczne Nr 6 i prze
chowywano v/ szczelnie zam kniętej probówce. Suchy proszek trzustki 
w ilości odpowiadającej 1 g świeżej tkanki spalano ze stężonym  H 0SO4 
i oznaczano zawartość fosforu całkowitego (Pc).

Przy w ym ienionych spalaniach wprowadzono pew ną modyfikację. 
W ażna jest m ianowicie kolejność dodawania odczynników. Tkankę n a j
pierw  zadawano stężonym kwasem azotowym i spalano na m ałym  pło
mieniu, a gdy substancja w kolbce zaczynała czernieć dodawano jeszcze 
m ałym i porcjam i (5 — 10 kropli) stężonego kwasu azotowego, aż do mo
m entu przejaśnienia roztworu. Dopiero wtedy dodawano 5 m l 5 N kwasu
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siarkowego i spalano dalej przez ok. V2 godz. Tlenki azotu odpędzano do
datkam i m ałych ilości wody destylowanej, a pod koniec spalania — do
datkiem  2 ml 2% -go roztworu mocznika. W wypadku m ętnienia roztw oru 
dodawano ck. 1,5 ml 5 N kwasu siarkowego. Przy takiej kolejności doda
wania odczynników roztw ór nie pieni się, co umożliwia dokładne spalanie.

W dalszym ciągu, w celu usunięcia P rozpuszczalnego w kwasach, od- 
ważkę proszku, odpowiadającą 5 g świeżej tkanki, zadawano w probówce 
wirówkowej poj. ok. 100 ml, 50 ml 10%-go roztw oru CCI3COOH oziębio
nego poniżej 0°C i po dokładnym  wym ieszaniu bagietką, odwirowywano. 
Czynność tę pow tarzano trzykrotnie, zlewając za każdym  razem kwas 
znad osadu do kolbki miarowej na 200 ml. T rzykrotne odm ywanie 
CCI3COOH jest w ystarczające do całkowitego usunięcia z tkanki związków 
fosforu rozpuszczalnych w kwasach. Zawartość kolbki m iarowej uzupeł
niano wodą destylow aną do kreski i pobierano z niej 10 ml do oznaczenia 
w kwasie zawartości odmytego fosforu ( P Cc i c o o h  )• Probów kę z pozosta
łym osadem ziębiono lodem  i wlewano do niej ok. 50 ml wody destylo
wanej z lodem, mieszano i zobojętniano 2°/o-ym roztworem  amoniaku 
wobec Y-dwunitrofenolu (zmiana barw y w zakresie pH 4 — 5,4). Po odwi
rowaniu, wodę z nad osadu zlewano do kolbki miarowej poj. 100 ml i z te 
go pobierano 20 ml do* spalenia na fosfor (PH 0 )• Pozostał}’ osad poddaw a
no trzykro tn ie jednogodzinnej ekstrakcji 10°/o-ym roztworem  NaCl na 
wrzącej łaźni wodnej, biorąc do każdej ekstrakcji po 20 ml roztworu NaCl 
i odwirowywano. W połączonych przesączach w ytrącano nukleinian sodu 
podwójną objętością etanolu, i pozostawiano przez 24 godz. w lodówce, 
zaś w osadzie, pozostałym po ekstrakcji solą, oznaczano fosfor ( P g61 x ) .  

W prowadzono czterokrotne w ytrącanie alkoholem, a nie jednorazowe, jak 
w m etodzie Davidsona i Smellie gdyż, jak  stwierdzono, jednorazow e w y
trącanie powoduje zły rozdział nukleotydów  na bibule w czasie ich jono- 
foretycznego rozdzielania. Za każdym razem  oznaczano fosfor zarówno 
w alkoholu po w ytrąceniu i odwirowaniu osadu, jak  też i w niewielkiej 
pozostałości jaka nie rozpuściła się w 10°/o-ym roztworze NaCl Przy po
dawaniu wyników analiz wprowadzono następujące skróty:

P 8ói 1 -  i v  -  fosfor w  pozostałości po ekstrakcjach 10°/o-ym roztworem  
NaCl; kolejność ekstrakcji zaznaczano rzym ską liczbą.

PEt 1 _ iv _ fosfor w przesączu alkoholowym  po kolejnym  strąceniu e ta
nolem.

Odwirowany osad po ostatnim  (czwartym) w ytrąceniu alkoholem pod
dawano 18-godzinnej hydrolizie 0,3 N KOH w tem peraturze 37cC. K la
rowny hydrolizat zakwaszano następnie 60% roztworem  KCIO4 wobec 
papierka „Lachem a“ do pH 1. W ytrącony osad odwirowywano, a roztwór 
doprowadzano 0,3 N KOH do pH 3 i pozostawiano do następnego dnia.
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Małą ilość wytrąconego osadu odwirowywano powtórnie. Połączone osady 
zawierające KDN, KCIO4 i białko, spalano i j. w. oznaczano w nich fosfor 
( P o s a d y ) .  Przesącz zaw ierający rozpuszczone nukleotydy KRN przelewano 
do kolbki miarowej poj. 10 ml i uzupełniano wodą do kreski. W części tego 
roztworu (2 ml) oznaczano całkowity fosfor rybonukleinow y (P rrn ), resz
tę zużywano do jonoforezy. Całkowity bilans fosforowy tej części pracy 
ilustru je zestawienie, odnoszące się do czterech trzustek  ludzkich (tabli
ca 1). Dane dotyczące badanych trzustek  są następujące:
Nr 1 Z. Z. ? lat 54, rozpoznanie sek'c.: Insufficientia circulatoria. Sek

cja — 13 godz. po zgonie.
Nr 2 B. A. o’ lat 54, rozpoznanie sekc.: Arteriosclerosis, Stenocardia.

Infarctus myocardii. Sekcja 2'5 godz. po zgonie.
Nr 3 J. H. c? lat 26, rozpoznanie sekc.: Glomerulonephritis subacuta.

Hypertrophia cordis sin. Pericarditis sero-fibrinosa. Sek
cja — 10 godz. po zgonie.

Nr 4 P. S. cf lat 46, rozpoznanie sekc.: Glioblastoma multiforme lobi 
occipitalis et temporalis herràsphaerii sin. cerebri. Dilata- 
tio cordis. Steatosis renum. Sekcja — 15 godz. po zgonie.

T a b l i c a  1

Bilans fosforowy dla czterech trzustek ludzkich przy izolowaniu KRN metodą 
Davidsona i Smellie (7) po odlipidowaniu acetonem i chloroformem. Ilości P 

podane są w mg na 100  g świeżej tkanki

p
Trzustka 

Nr 1

m8 %

Trzustka 
Nr 2

mg%

Trzustka 
Nr 3
mg%

Trzustka 
Nr 4
mg%

, całkowity (Pc) 2 2 0 ,0 0 2 1 1 ,0 0 20 1 ,0 0 236,00
CCI3COOH 83,00 81,00 81,00 87,50

j H,() 0,36 0,36 0,30 0,70
sól I 13,40 \ 14,00 12,40 15,80
Et I 8,40 10,50 6 ,10 13,30

! SÓl II 1,83 1,02 1,80 1,10

Et II 1,18 1,63 0,90 1,70
Sól III 1,43! 1,10 1,40 1,40
Et III 1 ,2 0 / l p=  127,80 1,24 1,30 1,00

sól IV 2 ,00 1,16 - 1,30
Et IV 0,96 1,06 - 0,40
Osady 28,40 38,00 19,40 27,80
KRN 69,00 59,00 73,00 81,00

s u m a 211,16 210,07 197,60 233,00
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Poniżej podano dla porównania wyniki analizy na fosfor (P) m etodą 
Schm idta i Thannhausera (Tablica 2).

T a b l i c a  2

Bilans fosforowy dla trzustki ludzkiej Nr 1 
uzyskany metodą Schmidta i Thannhausera, 
po odlipidowaniu acetonem i chloroformem. 
Ilości P podane są w mg na 100 g świeżej 
tkanki. _l'p =  suma fosforu nieorganicznego 
(PN), dezoksyrybonukleinowego (Pkdn) ‘ r!P 

bonukleinowego ( P k r n )

O trzym ane liczby (P krn -— 69,00 i 69,10; 2 p —  127,80 i 134,00; sum a •— 
211,16 i 213,50) m ów ią o znacznej zgodności w yników , uzyskanych  dość 
o dm iennym i m etodam i.

II . JO N O FO R EZA

a. N a k r a p l a n i e  n a  b i b u ł ę

Do jonoforezy nakraplano ilości substancji odpowiadające zawartości 
P krn w granicach od 30 do 100 pg. Trzeba w tym  miejscu podkreślić, że 
nakraplanie większych ilości hydrolizatu utrudnia rozdzielanie nukleoty- 
dów na bibule. Plam y odpowiadające poszczególnym nukleotydom  są w te
dy rozlane, nieregularne, a obraz całości jest niejasny. Badany hydrolizat 
nakraplano na paski bibuły W hatm ana Nr 1 (5 X 50 cm). Używano do tego 
celu początkowo m ikropipety dającej krople ok. 0,007 ml i każdą kroplę 
suszono lampą podczerwoną (tem peratura suszenia ok. 80°C). Okazało się 
jednak, że umieszczanie zbyt m ałych kropli na bibule daje złe efekty, 
przypuszczalnie w skutek zbyt dużego zagęszczenia badanej substancji na 
m ałej powierzchni. W następnych próbach hydrolizat nakraplano w ięk
szymi kroplam i i nie suszono każdej kropli z osobna. Uzyskiwano w ten 
sposób plamę wyjściową o średnicy 3 — 4 cm. Po nakropleniu na pasek 
odpowiedniej ilości hydrolizatu i wysuszeniu jej, pasek spryskiwano roz
tw orem  buforowym. W tym  celu rozpylacz szklany, napełniony buforem, 
włączano do przewodu tłoczącego pompy olejowej. Sposób ten pozwala na 
rów nom ierne zwilżenie paska na całej długości. W ilgotny pasek (ale nie 
mokry!) zawieszano w aparacie do jonoforezy i poddawano elektroforezie 
w ciągu ok. 18 godzin.

b. A p a r a t u r a
Do jonoforezy zastosowano aparatu rę  własnego pomysłu. Budowę apa

ratu  przedstawiono na rys. 1.

p mg%

całkoiuity (Pc) 220,00
CCbCOOH 74,00
H20 0,50
Nieorganiczny (PN) 12,301
KDN 52,60 ¡Y p =  134,00
KRN 69,lOj

S u m a 213,50
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A parat składa się z cylindra poj. ok. 4 litrów, do którego wstawiona
jest zlewka o tak dobranej objętości, że po w laniu do naczynia zew nętrz
nego i wewnętrznego po 0,5 1 roztw oru buforowego, powierzchnie płynów

w obu naczyniach są na tym  samym poziomie. 
Cylinder zam knięty jest pokryw ą szklaną. 
W otworach pokryw y umieszczone są dwie 
elektrody węglowe i urządzenie do zawieszania 
pasków. Zawieszka ta zrobiona jest w ten spo
sób, że nadaje się do zawieszania pasków różnej 
szerokości, które opierają się na niej tylko k ra
wędziami. Można ją przy tym  podnosić lub 
opuszczać, w zależności od długości paska, tak 
aby jego końce zanurzone były w  roztworze 
buforow ym  na głębokość ok. 1 cm. Sposób za
wieszenia paska podany jest również w sche
macie rys. 1.

c. W a r u n k i  i r o z d z i a ł

W arunki w jakich elektroforeza bibułowa 
nnukleotydów  daje się przeprowadzać mogą
być różne (16). W pracy niniejszej najlepsze
wyniki uzyskiwano stosując roztwór buforowy 
octanowy o pH ok. 3,5 (950 ml 0,2 M
CH3COOH +  5O ml 0,2 M CH;jCOONa), napięcie 
prądu stałego ok. 240 V, natężenie ok. 0,5 mA, 
tem peratu ra  pokojowa, bibuła — W hatm ana 
Nr 1, paski 5 X 50 cm, czas trw ania jonoforezy 
ok. 18 godz. Próbowano prowadzić jonoforezę 

i w innych w arunkach, w buforze cytrynianow ym  weromalowym, stosu
jąc różne napięcia przy stałych w ym iarach paska, oraz zm ieniając szero
kość pasków przy stałym  napięciu (tablica 3). Najlepsze wyniki otrzym y
wano jednak w podanych wyżej warunkach.

Rys. 1. Aparat do jonofo
rezy zastosow any w  opisa

nej pracy. (Opis obok)

d. U m i e j s c o w i e n i e  p l a m  n a  b i b u l e

Po zakończeniu jonoforezy pasek wyjmowano z aparatu, suszono (naj
wygodniej lam pą podczerwoną) i określano na nim położenie plam  odpo
wiadających poszczególnym nukleotydom. Dobre wyniki uzyskiwano przy 
użyciu wspom nianej wyżej metody fotografii w nadfiolecie wg M a r k h a -  
ma  i S m i t h a  (20). Metoda, ta oparta jest na spostrzeżeniu, że wszystkie 
pochodne puryn  i p irym idyn w ykazują silną absorpcję w nadfiolecie w są
siedztwie 260 mą. Bibuła filtracy jna jest przezroczysta w tym  zakresie 
fal, tak, że możliwym jest naniesienie plam absorbujących substancji na
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papier fotograficzny, przez zrobienie kontaktow ej odbitki. Pożądane jest 
użycie filtru  w celu uzyskania św iatła możliwie najbardziej m onochrom a
tycznego o ww. długości fali, zwłaszcza gdy m ateriały  fotograficzne są

T a b l i c a  3

Wpływ zmiany szerokości paska bibuły na napięcie, natężenie 
i moc prądu stałego u; czasie jonoforezy. Bufor octanowy pH 3,5.
A — dla napięcia prądu stałego, nieobciążonego 1250 V 
B — dla napięcia prądu stałego, nieobciążonego 750 V

Wymiary paska 
u j cm V m \ W

A l  X  50 1220 0,30 0,366

2,5 X 50 1000 0,73 0,730

3 X 50 950 0,84 0,798

4 X 50 890 1,00 0.890
l

5 X 50 810 1,12 0,907

B I  X  50 730 0,17 0,124

2,5 X  50 620 0,40 0,248

3 X  50 600 0,50 0,300

4 X 50 560 0,58 0,325

5 X 50 540 0 ,68 0,367

czułe na większy zakres długości fal światła, emitowanego przez stoso
waną lampę. F iltr taki składa się z dwóch zlewek kwarcowych umiesz
czonych jedna w  drugiej (rys. 2).

W dolnej zlewce znajduje się roztw ór gazowego chloru w  czterochlor
ku węgla o w arstw ie grubości 1 cm, w górnej mieszanina wodnych roz
tworów siarczanów niklu i kobaltu (C0 SO4 •
• 7H2H — 100 g/l +  NiSOą • 7H20  — 350 g/l), o 
w arstw ie grubości 3 cm. Odległość m iędzy jed 
ną w arstw ą a drugą wynosi 2 cm. F iltr  wm on
towany jest do lam py kwarcowej („H anau”
220 V, 2,5 A — lam pę tę cechuje duża emisja 
św iatła o długości fali ok. 254 mu) w  pozycji 
pionowej w odległości ok. 15 cm od U -rurki.

Wysuszony pasek bibuły przypinano pines
kam i do arkusza dykty odpowiednich w ym ia
rów. Pod bibułę podkładano nieco szerszy pa
sek papieru fotograficznego. Nadaje się do tego 
celu papier fotograficzny krajow y Film u Pol

Rys. 2. F iltr optyczny  
stosow any w  opisanej 

pracy
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skiego B 34° 111C. Dla uzyskania dokładnego przylegania bibuły do pa
pieru fotograficznego, dyktę wyginano łukowato i w takiej pozycji um o 
cowywano na desce. Omówiony sposób ilu stru je  rys. 3.

Rys. 3. Sposób w ykonyw ania zdjęć elektroforetogram ów  
w  św ietle nadfiolkow ym  z użyciem  filtru

W dalszej kolejności zapalano lampę kwarcową, nagrzewano ją  ok. 2,5 
m inut dla uzyskania pełnej emisji i dopiero po tym  czasie naśw ietlano pa
sek przez 15—20 sek. Odległość paska od filtru  ok. 1 m. Po naśw ietleniu 
zdjęcie wywoływano. Umiejscowieniu plam na bibule odpowiadały jasne 
plam y na papierze fotograficznym. Stwierdzono w ten  sposób obecność 
4 plam  odpowiadających poszczególnym nukleotydom  KRN, rozmieszczo
nym  w następującej kolejności od miejsca s tartu : (od strony  lewej do pra- 
wej) kwas cytydylowy (KC), kwas adenylowy (KA), kw as guanylowy 
(KG) i kwas urydylow y (KU), (rys. 4 i 5).

W środowisku kwaśnym  buforu octanowego o pH ok. 3,5, m ononu- 
kleotydy jako aniony w ędrują do anody, przy czym, jak  wynika z kolej
ności rozmieszczenia, najw olniejszy jest KC, szybszy KA, jeszcze szyb
szy KG i najszybszy KU. Takie uszeregowanie nukleotydów  KRN podda- 
nych jonoforezie może być wytłumaczone załączonym poniżej wykresem  
(rys. 6) (6):

Ilustru je  on zależność ładunku cząsteczki rybonukleotydu od pH. Przy 
pH ok. 3.5 KC ma ładunek najm niej ujem ny, stąd najw olniej przesuwa 
się do anody. KU reprezentuje ładunek najbardziej ujem ny, stąd jego
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Rys. 4. H ydrolizat KRN trzustki w ołow ej nakroplony na bibułę w  ilości odpow ia
dającej 60 ug P r r n . Pasek  bibuły W hatmana Nr 1, 7 X 50 cm. Bufor octanow y, 

pH 3,5 napięcie 440 V, natężenie 1 raA. Jonoforeza 6 godzin

Rys. 5. H ydrolizat KRN trzustki w ołow ej nakroplony na bibułę w  ilości odpow ia
dającej 100 ąg P r r n . P asek  bibuły W hatm ana Nr 1, 5 X 50 cm. Bufor octanow y  

pH 3,5 nap ięcie  240 V, natężenie 05 mA, Jonoforeza 20 godzin

szybkość ku anodzie jest największa i największe oddalenie od miejsca 
startu . W ykres tłum aczy również dlaczego na elektroforetogram ie plam y 
KC i KA znajdują się blisko siebie, gdy plamy KG i KU są od nich znacz
nie oddalone jak  to widać na rys. 5

Porów nując pasek bibuły z fotografią, zaznaczano lekko ołówkiem na 
bibule powierzchnie zajm owane przez plamy, z których każda odpowia
dała jednem u z nukleotydów. Zaznaczone powierzchnie wycinano i spa
lano w celu oznaczenia fosforu zawartego w każdym z nukleotydów. Spa
lano również osobno te  części bibuły, na których zdjęcie fotograficzne nie 
wykazało obecności związków purynow ych i pirym idynowych.

Powszechnie przy jęty  sposób spalania bibuły przy oznaczeniach fosfo
rowych zawodzi w przypadku gdy trzeba spalić większą powierzchnię bi
buły W hatm ana. Przyjęto  zatem do tych celów sposób podany przez

II I . SPALANIE BIBUŁY I O ZNACZANIE ILO ŚC IO W E NUKLEOTYDÓW

http://rcin.org.pl



7 8  B . F I L I P O W I C Z , S . G O L E W S K I, K . P IL E K  [10]

p H

Rys. 6. Zależność ładunku rybonukleotydów  od pH w g Cohna (6).
W ykres tłum aczy rozm ieszczenie na pasku bibuły plam  nukleotydów  

KRN poddanych jonoforezie. (O bjaśnienia w  tekście)

B o u l a n g e r a  i M o n t r e u i l  (1), polegający na spalaniu w m iesza
ninie stężonych kwasów: siarkowego, nadchlorowego i azotowego.

P rodukty  spalenia przenoszono ilościowo do kolbek / m iarow ych na 
50 ml i oznaczano P k r n -  Ilości P w poszczególnych plam ach elektrofore- 
togram u są bardzo nikłe (w granicach od kilku do ok. 40 ąg). Niemniej jed 
nak  przy użyciu k iuw et długości 5 cm można oznaczyć ok. 4 |ig P k r n  

w  jednej plamie. Suma P oznaczona w każdej części bibuły, po odjęciu 
znalezionej uprzednio ilości P, przypadającej na bibułę czystą i używ ane 
odczynniki, daje P k r n  zaw arty  w jednym  z czterech nukleotydów. Z kolei 
sum a P k r n >  zawartego we wszystkich czterech plamach, powinna dać ilość 
P k r n  nakroploną pierw otnie do jonoforezy. Praktycznie uzyskuje się za
dow alającą zgodność, jak  to w ynika z tablicy 4.

Od otrzym anych w yników  oznaczeń fosforu odejmowano ilości fosforu 
zaw arte w  bibule i w odczynnikach. Dla bibuły W hatm ana Nr 1 uzyski
wano na fotom etrze Pulfricha ekstynkcje odpowiadające ok. 20 ug P  na 
250 cm2 bibuły. Dla używanych ilości odczynników ekstynkcja odpowia
dała ilości ok. 1,5 fig P.

W yniki oznaczeń dla każdej z trzustek  ujmowano w tablice podobne 
do przykładowo podanej tablicy 4 W pierwszej kolumnie w ypisane są
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T a b l i c a  4

Bilans fosforowy paska bibuły z hydrolizatem KRN trzustki ludzkiej Nr 3, roz
dzielonym na nukleotydy iu czasie jonoforezy

Ilość hydrolizatu nakroplona na pasek odpowiadała 80 fig Pkrn

Lp-

Części
paska

Pom.
id  cm 2

P
ilość ogólna 

/< S

P
bibuła+odcz. 

P g

P
nukleotydóuj

W

1 2 3 4 5

1 miejsce
startu 31,00 8,60 2,50 +  1,50 4,60

2 KC 32,50 30,60 2,70 +  1,50 26,40

3 KA 21,50 13,20 1,70 +  1,50 1 0 ,0 0

4 KG 63,00 30,60 5,10 +  1,50 24,00

. 5 KU 32,00 14,00 2,60 +  1,50 9,90
6 reszta

bibuły 73,00 1 1 ,2 0 6,10 +  1,50 3,60

s u m a 253,00 108,20 20,70 +  9,00 78,50

Pur/Pir =  KA+KG/KC+KU =  0,94 
KA/KU =  1,01
KG/KC =  0,91

części paska: miejsce startu , w którym  teoretycznie nie powinno być fosfo
ru, dalej poszczególne nukleotydy i reszta bibuły. Kolum na 2 zaw iera 
pow ierzchnie spalanych części paska w  cm2. Suma tej kolum ny powinna 
wynosić 250 cm2 dla paska 5 X 50 cm. Kolum na 3 podaje całkowite ilości P  
oznaczone na fotom etrze. Od otrzym anych ilości należy odjąć liczby ko
lum ny 4 tj. sumę P  przypadającą na powierzchnię skraw ka bibuły (licząc 
ok. 20 pg P  na 250 cm2) i P przypadającego na użyte odczynniki (1,5 M-g). 
W w yniku otrzym uje się kolum nę 5, tj. ilości P netto, odpowiadające posz
czególnym plamom. Suma tej kolumny, powinna dać ilość P k r n  nakroplo- 
ną pierw otnie do jonoforezy. Przeciętne błędy w  całkowitym  bilansie 
fosforowym  nie przekraczały 3°/o.

IV. KONTROLA W Y N IKÓ W  M ETODĄ POLAROGRAFICZNĄ I SPEKTROFOTOM ETRYCZNĄ

W celu skontrolow ania wyników' uzyskanych z oznaczenia fosforu 
przeprowadzono dodatkowe oznaczenie zawartości kwasu adenilowego po 
jonoforezie m etodą polarograficzną opracow aną w Zakładzie.

W tym  celu z paska bibuły, na k tórym  w  czasie jonoforezy rozfrakcjo
nowano hydrolizat KRN trzustk i ludzkiej, wycięto plam ę KA zaw ierającą
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około 15 ąg P KA (co  odpowiada 168,0 Mg KA) i eluowano ją 5 ml 0,1 N HCL 
przez 18 godzin w temp. 37°C. Z otrzym anego eluatu wprowadzono do 
naczyńka polarograficznego 2 ml i przeprowadzono polarograficzne ozna

czenie. Uzyskany w ynik obrazuje krzywa 
A 1 rys. 7. Następnie do naczyńka dolew a
no kolejno po 0,1 ml wzorca o stężeniu 
277,8 Mg KA w ml i w ykreślano drugą 
(A-) i trzecią krzyw ą polarograficzną (A3).

Sprawdzenie przeprowadzono na pola
rografie H eyrovsky’ego typ V 301.

Wyniki ilościowe obliczano z przyro
stu  wysokości fali po dodaniu wzorca wg 
znanego wzoru:

Cx =
h, • V w • C,

ho ■ V2 — h| • V]

14,3

,1,12 1,20 1,28 136 V

Rys. 7. Polarogram roztworu KA  
w yizolow anego jonoforetycznie z 
hydrolizatu KRN trzustki ludz
kiej. E luow ano 5 m l 0,1 N HC1 

przez 18 godzin w  temp. 37°C

gdzie: Cx — stężenie substancji badanej 
początkowa wysokość fali 
objętość dodanego wzorca 
stężenie „ „
początkowa objętość roz
tworu

hi
Vw
Cw
Vi

V2
h 2

Vi +  Vw
wysokość
wzorca

fali po dodaniu

Uzyskano następujące wyniki:

Metodą opisaną w niniejszej pracy znaleziono w plam ie 168,0 ug KA. 
Ponieważ eluowano 5 ml 0.1 N HC1 to na jeden ml wypada 33,6 ą g  KA. 
Metodą polarograficzną znaleziono w 1 m l 32,7 Mg KA.

Przeprowadzono również kontrolne oznaczenie spektrofotom etryczne. 
W tym  celu wycięto plamę z KA (otrzyjnanym  podczas jonoforezy hydroli
zatu badanego KRN) o zawartości ok. 10 Mg P KA, hydrolizowano KA 5 ml 
0,1 N HC1 przez 4 godziny na wrzącej łaźni wodnej i oznaczano adeninę 
w nadfiolecie przy długości fali 262 mu.

Do oznaczeń użyto spektrofotom etru Unicam Cam bridge SP 500. 
Ekstynkcja dla roztworu wzorcowego (13,5 Mg adeniny/ml) wynosiła 0,290.
Ekstynkcja dla roztworu badanego (10 Mg P ka/5  ml) wynosiła 0,197, co 
odpowiada 8,5 ug adeniny/ml.
Przeliczono P KA na adeninę:
10ug P ka/5 ml =  112 Mg KA/5 m l =  22,4 Mg KA /m l =  8,7 Mg adeniny/m l.
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Opisaną metodą znaleziono 8,7 ug adeniny/ml.
Spektrofotom etrycznie znaleziono 8,5 ug adeniny/ml.
Rezultaty uzyskane omówionymi wyżej trzem a m etodami w ykazują 

dość dobrą zgodność jak to widać z przytoczonych danych liczbowych.
Ostateczne wyniki opisanej pracy, wyrażone w stosunkach: puryn do 

pirym idyn (Pur/Pir), adeniny do uracylu (A/U) i guaniny do cytozyny (G/C 
zebrane zostały w tablicy 5.

T a b l i c a  5

Zestawienie ostatecznych wyników analizy składu KRN dla trzustek wołowych i ludzkich

Źródło KRN
Ilość P ut /tg

A/U G/C Pur/Pir
6 Am/ 
6 K*)

KC KA KG KU

Trzustka woło
wa Nr 1 10,20 5,00 9,80 4,60 1,09 0,96 1,00

•
1,05

Trzustka woło
wa Nr 2 20,40 12,00 19,80 9,10 1,32 0,97 1,08 1,12

Trzustka woło
wa Nr 3 19,80 10,60 22,20 8,60 1,23 1,12 1,15 1,05

Trzustka w oło
wa Nr 4 31,80 17,30 37,80 13,40 1,29 1,18 1,22 0,96

średnia: 1,23 1,08 1,11 1,04

Trzustka ludz
ka Nr 1 39,80 16,30 37,70 14,20 1.14 0,95 1,00 1,08

Trzustka ludz
ka Nr 2 40,40 18,10 33,40 13,40 1,35 0,83 0,96 1,25

Trzustka ludz
ka Nr 3 26,40 10,00 24,00 9,90 1,01 0,91 0,94 1,07

Trzustka ludz
ka Nr 4 30,90 14,30 29,80 14,50 0,98 0.96 0,97 1,02

średnia: 1,12 0,91 0,97 1,10

*) 6 Am/6 K =  KC +  KA/KG +  KU

Omówienie wyników’

Uzyskane w niniejszej pracy wyniki, wskazują, że opisana jonofore- 
tyczna metoda pozwala na oznaczenie składu nukleotydów lub też zaw ar
tości puryn i pirym idyn w hydrolizacie KRN, przy pomocy dość prostych 
urządzeń i przy użyciu niewielkich ilości analizowanego m ateriału. Mimo, 
że zawartość P w poszczególnych nukleotydach, rozmieszczonych na pa
sku elektroforetogram u, jest bardzo mała, udało się uzyskać dość dobrą

6 —  A c ta  B io c h im i c a  P o lo n ic a
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zgodność między sumą P w poszczególnych nukleotydach, a ilością P Krn 
w nakroplonym  hydrolizacie (tablica 4).

W czasie izolowania badanego m ateriału, w yekstrahow any roztworem  
NaCl nukleoproteid w ytrącano czterokrotnie etanolem  w celu oczyszcze
nia. Przebieg procesu oczyszczania kontrolowano, oznaczając P zarówno 
w pozostałości poekstrakcyjnej (Psól) jak  i w płynie znad osadu (Ppt)- 
W ten sposób ustalono ogólny bilans fosforowy (tablica 1), z którego w y
nika, że pierw sza ekstrakcja i pierwsze strącenie alkoholem nie są ilościo- 
we (Psńl j i P Et i). Z porów nania tablicy 1 (KRN oznaczony m etodą Da- 
vidsona i Smeilie) i tablicy 2 (KRN oznaczony m etodą Schm idta i Thannhau- 
sera) można przypuszczać, że przy oczyszczaniu traci się po drodze KDN. 
gdyż zawartości KRN, oznaczone dwiema różnymi metodami, są na ogół 
zbliżone. Zbyt m ałą ilość P rrn trzustki Nr 2 (tablica 1) można tłumaczyć 
autolizą. analizę przeprowadzono bowiem dopiero w 25 godzin po zgonie, 
gdy inne trzustki analizowano znacznie wcześniej. Że autolizie ulegają 
przede wszystkim  KRN (trzustki i śledziony), to w ynika z naszych, nieo- 
głoszonych jeszcze prac (B. F i l i p o w i c z  i H.  P o z n a ń s k a ) .  O szyb
kim znikaniu KRN w czasie autolizy zawiesiny trzustki wspom inają rów 
nież K e r r  i współpr. (17, 18).

Godne uwagi są wyniki liczbowe tablicy 5. Z otrzym anych liczb w y
nika, że stosunki zawartości puryn do pirym idyn, gauniny do cytozyny 
i adeniny do uracylu są bliskie jedności. Pewne odchylenie od tej praw i- 
dłęwości widać w stosunku adeniny do uracylu. Można to przypisać błę
dowi metody, można również przyjąć, że podczas jonoforezy traci się KU, 
gdyż w czasie wędrówki po bibule, związek ten przebyw a najdłuższą 
drogę (patrz rys. 5).

Bardzo niską zawartość uracylu znaleźli w KRN trzustki B o u l a n -  
g e r  i M o n t r e u i l  (1) oraz C h a r g a f f  ze współpracownikami 
(3,4). Znaleźli oni również m niej cytozyny, niż to wynika z naszych ozna
czeń. Możliwe, że przy naszym dość dokładnym  oczyszczaniu KRN (czte
rokrotna ekstrakcja solą i w ytrącanie etanolem), odszczepiają się odgałę
zienia łańcucha, co może wpłynąć na zmianę stosunku poszczególnych 
składników. Możliwe również, że u innych autorów  przy preparow aniu 
KRN kwas cytydylowy ulega dezaminacji i przechodzi w kwas urydylo
wy. O takich możliwościach wspomina K e r r  i współpr. (17, 18). Zda
niem tychże autorów kwas urydylow y łatw iej niż inne nukleotydy od
szczepia się od łańcucha polinukleotydowego trzustki i pewna jego część 
ginie podczas preparowania. Nie bez znaczenia na stosunki ilościowe nu- 
kleotydów może być również proces autolizy, przebiegający w czasie po
między śmiercią, a chwilą rozpoczęcia analizy tkanki. Niemniej K e r r  
i współpr. stw ierdzili, że w KRN trzustki stosunek adeniny do uracylu 
jest bardzo bliski jedności.
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Tego typu prawidłowości od dawna stwierdzono w KDN różnego po
chodzenia (5,6). Prawidłowości te znalazły ostatnio pewne teoretyczne 
uzasadnienie, gdy w ysunięto teorię o śrubow ej budowie KDN i o w zajem 
nym  wiązaniu się w pary: guaniny z cytozyną i adeniny z tym iną (8).

W KRN zauważyliśm y występowanie takich regularności w roku 
zeszłym, badając skład tych związków w trzustce zwierzęcej (12, 13). 
W tym  samym czasie na występowanie podobnych prawidłowości zwró
cili uwagę E l s  o n  i C h a r g a f f  (8), podczas badania KRN w ątroby 
zwierzęcej. Były to pierwsze wzm ianki na ten  tem at, wzm ianki tym  cie
kawsze, że pozwalają one na snucie koncepcji o podobieństwie budowy 
obu rodzajów kwasów.

Należy dodaę, że w poszukiwaniu wspólnych cech towarzyszących KRN 
różnego pochodzenia, C h a r g a f f  i współpr. (9) na podstaw ie uzyska
nych ostatnio danych analitycznych, dochodzą do wniosku, że najbardziej 
powszechną praw idłowością jest stosunek grup aminowych w pozycji 6 
(6 Am) do grup ketonowych w tejże pozycji (6 K). Stosunek ten jest 
bardzo bliski jedności.

W oparciu o te prawidłowości wym ienieni autorzy w ysuw ają nowe 
koncepcje na tem at budowy KRN. Stosunek 6Am /6K został obliczony 
i dla wyników uzyskanych w naszej pracy. Obliczenia te podane zostały 
w  tablicy Nr 5; są one również bliskie jedności.

W opisanej pracy ustalono pewne, przeciętne wartości liczbowe cha
rakteryzujące skład KRN trzustki ludzkiej praw idłowej. W artości te zo
staną w ykorzystane do dalszych prac nad składem  KRN i KDN trzustki 
patologicznej.

S tre szcz en ie

Opisana praca m iała na celu ustalenie składu nukleotydów kwasu ry 
bonukleinowego trzustki praw idłowej, wołowej i ludzkiej.

Z tkanki, po zhomogenizowaniu, odwodnieniu i odlipidowaniu, ekstra
howano nukleoproteid 10°/'o-ym roztworem  NaCl. E kstrak t zadawano al
koholem i w ytrącony osad poddawano hydrolizie 0,3 N KOH. Z hydroli
zatu w ytrącano kwas dezoksyrybonukleinowy, KCIO4 i białko dodatkiem  
60°/o-go roztworu HCIO4, a roztwór m ieszaniny rybonukleotydów  podda
wano jonoforezie. Skraw ki bibuły, zaw ierające poszczególne nukleotydy, 
spalano i oznaczano w nich zawartość fosforu rybonukleotydowego. W y
niki oznaczeń fosforu sprawdzono polarograficznie i spektrofotom e- 
trycznie.

Ustalono stosunki: adeniny do uracylu, guaniny do cytozyny, puryn 
do pirym idyn oraz grup aminowych w pozycji 6 do grup ketonowych 
w tejże pozycji. Stwierdzono, że stosunki te są bliskie jedności, co pozwala 
na wysuwanie hipotez na tem at budowy KRN.
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COCTAB PMEOHYKJIEMHOBblX KMCJIOT HOPMAJIBHOÎÏ 
nO /pK E JiyßO H H O tf 2KEJIE3BI

P e 3 io m e

ü ejib  oraicaHHOM paooTbi 3aKjnoHajiacb b onpe^ejieHMM cocTaßa HyKJieo- 
TMßOB pilÖOHyKJieMHOBOM KMCJIOTbl HOpMajIbHOM BOJIOBbeÜ u uejioBeHbeii 
noflJKejiyßOHHoii x<ejie3bi.

Tlocjie roMoreHW3 au;nM, ßem^piipoBaHMH h jinnoą,erną,pa3bi TKaHM, M3 
Hee M3BjieHeH 6biJi, nocpe^CTBOM 10% pacTBopa NaCl, HyKJieonpoTewÆ. 
K 3KCTpaKTy npwöaBJiHJicH cnnpT m BbirraBiiiMH oca^OK no^Beprajicn rną,po- 
Jin3y 0,3 N KOH. nocpe^cTBOM 60%  pacTBopa HCIO4 m3 mApojiM3aTa 
oca^i^ajiacb Ae30KcnpM6oHyKJienHOBaH KwcjiOTa KCIO4 m  öejiOK a pacTBop 
CMecM puGoHyKJieoTMÆOB no^Beprajicn nc>HOcjjope3y. OTpe3KH (£>MJibTpo- 
BajibHOii öyMam, ccmepjKaBmue oT^ejibHbie HyKJieoTM^bi OKwrajincb 
u  onpe^ejiHJiocb co^epxtaHMe b hmx p n 6oHyKJieoTMą;oBoro (f)oc(£)opa. P e - 
3yjibTaTbi onpeflejieHnii cjjoccjoopa npoBepajiMCb nojiHporpacJjMHecKM 
m cneKTpod^OTOMeTpHuecKH.
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Onpe,o;ejieHbi 6 bum cooraorneHHH: a^eHHHa k  ypauwjiy, ryaHHHa k  u k -  

TOBMHy, nypuHOB k  roipHMHAHHaM, a TaK>Ke aMMHOBbix rpynn b  6  no3Mpnn 
k  KeTOHOBbiM rpynnaM b  stow no3Mu;nM.

Y C T a H O B J ie H O , H T O  3 T M  C O O T H O H ie H M H  n p u b j I H X C a i O T C H  K  e ^ M H M I j e ,  H T O  

H 0 3 B 0 J I H e T  B b l A B H H y T b  r H H 0 T e 3 y  O T H O C M T e jIb H O  C T p o e H M H  p M Ô O H y K J i e n H O -  

B b lX  K H C J IO T .

THE COMPOSITION OF RIBONUCLEIC ACIDS FROM NORMAL PANCREAS

S u m m a r y

The paper deals w ith the establishm ent of the nucleotide composition 
of ribonucleic acids from  norm al ox and hum an pancreas.

Nucleoproteide was extracted  w ith 10% NaCl solution from  homogeni
sed anhydrated and defatted  tissue. The extract was trea ted  w ith alcohol 
and the precipitate hydrolised w ith 0.3 N KOH. Desoxyribonucleic acid, 
KClOj and the protein precipitated  on addition of 60% HCIO4 solution. 
The ribonucleotide m ix ture  was separated by ionophoresis. F ilte r paper 
pieces containing the respective nucleotides w ere ignited and ribonucleo
tide phosphate was determ ined. The analytical results w ere checked 
polarographically and spectrophotom etrically.

The adenine/uracil, guanine/cytosine, and purine/pynim idine ratios, 
as well as the quantitative relationship betw een the amino and keto 
groups in the position 6, were established. As all these relationships 
approach unity, the authors are subm itting new hypotheses concerning 
RNA structure.
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EDWARD KOWALSKI, ZBIGNIEW LATAŁŁO, STEFAN NIEWIAROWSKI

PLAZMINOGEN I PLAZMINA

I. BADANIA NAD AKTYWACJĄ PLAZMINOGENU I IN AKTYWACJĄ PLAZMINY

Z pracowni Biochemii Klinicznej Instytutu Hematologii 

K ierow nik  Pracowni: doc. dr E. Kowalski 

Dyrektor Instytutu: doc. dr A. Trojanowski

Wstęp

Zainteresow anie układem  fibrynolitycznym  osocza ludzkiego wzrosło 
znacznie w ostatnich latach. Tłumaczy się to zarówno znaczeniem, jakie 
te procesy posiadają dla patologii i fizjologii ludzkiej, jak  i możliwościa
mi, jak ie  się otw ierają w związku z zastosowaniem enzymów fibrynoli- 
tycznych, bądź ich aktyw atorów  w leczeniu choroby zakrzepowej i innych 
schorzeń.

Enzym fibrynolityczny osocza krw i ludzkiej, plazmina, w ystępuje 
w nim w postaci nieczynnego prekursora, plazminogenu. Plazminogen 
może być aktyw ow any przez czynniki w ystępujące w ustroju np. kinazy 
tkankow e (2), kinazy surowicze (21) i ferm enty proteolityczne np. tryp- 
synę, plazminę, (16), (12). Stwierdzono również aktyw ację ferm entów  
fibrynolitycznych w czasie krzepnięcia (18), (19), (25), (26). Aktyw acja na
stępuje również pod wpływem  czynników zew nątrzustrojow ych np. chlo
roform u (7) a również przez różne substancje bak tery jne  np. streptokinazy
(10), (23) i stafylokinazy (11).

Należy zaznaczyć, że natu ra  aktyw acji plazm inogenu w ustroju nie jest 
poznana. Tak np. kwestia, czy aktyw acja plazminogenu streptokinazą jest 
na tu ry  stechiom etrycznej (28), (31), (34) czy enzymatycznej (5), (16) jest 
ciągle jeszcze otw arta.

S h e r r y  (31) przypuszcza istnienie kompleksu między streptokinazą 
i plazminogenem, natom iast M u e l l e r t z  i L a s s e n  (24) przyjm ują, 
że streptokinazą nie aktyw uje plazminogenu, lecz działa na inną substan
cje. proaktyw ator, która z! kolei zamienia plazm inogen na plazminę.
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Ostatnio również T r o l l  i S h e r r y  (33) w oparciu o badania prze
prowadzone na syntetycznych substratach rozkładanych przez plazm inę 
estrach lizyny i argininy — zajęli stanowisko, że zamiana plazm inogenu 
na plazminę przebiega w dwóch etapach. Pierw szym  etapem  jest reakcja 
stechiom etryczna streptokinazy i proaktyw atora, w wyniku której po
w staje czynnik zamieniający enzymatycznie plazminogen na plazminę.

Należy zaznaczyć, że badania nad aktyw acją plazm inogenu innym i ak
tyw atoram i nie dały również jednoznacznych wyników (1), (22).

Celem niniejszej pracy było badanie wzajemnego oddziaływania s trep 
tokinazy i plazminogenu.

Materiał i metody

1) Fibrynogen. Preparaty  fibrynogenu otrzym ano ze szczawianowego 
osocza wołowego, pozbawionego protrom biny przez adsorpcję siarczanem  
baru. (10 1 osocza — 1 kg BaSOą). Następnie fibrynogen w ytrącano sia r
czanem amonu przy 20% nasycenia. Osad dekantowano, wirowano i roz
puszczano w 0,9% NaCl doprowadzając do pH obojętnego. Po odwirowa
niu klarow ny płyn znad osadu rozcieńczono dw udziestokrotnie wodą de
stylowaną, i dodawano 0,1 N kwas octowy do punktu izoelektrycznego 
(pH 5,3). W ytrącony fibrynogen, oddzielony przez dekantację i w irowanie 
rozpuszczono w 0,9% NaCl, alkalizując do pH 7,8 i przechowywano w  m a
łych buteleczkach w tem peraturze — 20°C do — 30nC.

Niektóre p repara ty  otrzym ano z frakcji I, bezprotrom binowego osocza 
wołowego, którą oczyszczano dalej według Fergusona (8). Zawartość 
krzepnącego białka w różnych preparatach  fibrynogenu oznaczono na pod
staw ie porównania zawartości tyrozyny w roztworze fibrynogenu i o trzy
m anym  z niego, po dodaniu trom biny, skrzepie rozpuszczonym w ługu 
( S e e g e r s  (30)). Zawartość krzepnącego białka wynosiła od 70% 
do 90%.

2) Trombina. Celem otrzym ania trom biny, osad siarczanu baru  otrzy
m any przy preparatyce fibrynogenu kilkakrotnie płukano 0,9% NaCl, 
po czym eluowano protrom binę 4%  roztworem  cytrynianu sodu i p rze
prowadzono protrom binę w trom binę za pomocą homogenizatów z mózgu 
królika w obecności wapnia w tem peraturze 37°C. Po ukończeniu kon
w ersji odrzucono strą ty  i skrzepy z resztek włóknika. O trzym any w ten  
sposób pfyn dializowano, następnie zamrażano i rozmrażano. Dzięki tenlu 
udało się usunąć dość znaczną ilość nieczynnego białka. Po odwirowaniu 
p repara ty  trom biny suszono przez liofilizację. Aktywność trom biny, m ie
rzona wg. S e e g e r s  a (30) wynosiła od 10 do 40 jednostek IOWA na 
1 mg suchej masy.

Do doświadczeń używano 0,1% — 0,2% roztw oru trom biny.
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3) Kazeina. Kazeinę otrzym ano z odtłuszczonego m leka krowiego 
przez trzykro tne w ytrącanie kw. octowym, odtłuszczanie i suszenie m ie
szaniną etanolu i eteru.

4) Globina. P repara t globiny ludzkiej pochodził z Działu Bioche
mii I. H. *)

5) Suche frakcje I i III uzyskane z osocza ludzkiego metodą Cohna 
otrzym ano z Działu Biochemii I. H. *)

6) Trypsyna krystaliczna została otrzym ana metodą Kunitza i North- 
ropa (27) z trzustk i wołowej.

7) Streptokinaza (S). P repara ty  streptokinazy użyte do doświadczeń 
były otrzym ane w Instytucie Hematologii przy współpracy z dr Gallis, 
m gr Serafińską i m gr Bujalską kilkoma sposobami: a) Szczep paciorkowca 
hemolitycznego hodowano na podłożu Todd-H ew ett‘a przez 12 godzin. 
Przesącz hodowli zakwaszono 6 N HC1 do pH 1,5 i dodawano alkoholu 
etylowego do końcowego stężenia 50%. Osad dekantowano i wirowano, 
zawieszano w wodzie destylowanej doprowadzając ługiem do pH obo
jętnego, następnie w7ytrącano ponownie przez zakwaszenie do pH 1,5, 
p łukano zakwaszoną wodą i suszono acetonem  i eterem , b) Szczep pacior
kowcowy hodowano na pożywce, której podstaw ą był hydrolizat trypsy- 
nowy krw i produkow any przez In sty tu t Hematologii. O trzym aną hodowlę 
po 18 godz. doprowadzono 6 N HC1 do pH 3,5, wirowano, osad zawieszano 
w wodzie, alkalizowano 1 N NaOH do pH 9 i odwirowywano w ytrącone 
białko a bakterie. O trzym any płyn znad osadu w ytrącano ponownie kw a
sem solnym  przy pH 3,5 i uzyskany w  ten sposób osad po zawieszeniu 
w niew ielkiej ilości wody alkalizowano do pH 7,4 i liofilizowano, c) Do 
niektórych doświadczeń dla porównania używano „D istreptazy“ produk
cji W arszawskiej W ytw órni Surowic i Szczepionek, zawierającej prócz 
streptokinazy również streptodornazę. (dezoxyrybonukleazę). W yniki po
dane W  niniejszej pracy zostały uzyskane przy użyciu p repara tu  S opi
sanego w punkcie b).

Streptokinazę oznaczono nieznacznie zmodyfikowaną m etodą Christen- 
sena (4) przy użyciu roztworów frakcji I i III w buforze boranowym, 
pH 7,8. Aktywność S mierzono w układzie:

0,5 m l roztw oru S
0,1 m l trom biny
0,8 ml frakcji III 0,25%
1,0 m l frakcji I 1% (tem peratura 37°C)
Za jednostkę przyjęto taką ilość S, k tóra w ciągu dziesięciu m inut po

woduje upłynnienie skrzepu utworzonego z 1 mg fibrynogenu; a więc, 
o ile wyżej wym ieniony skrzep uległ rozpuszczeniu w ciągu 10 m inut

*) D ziękujem y doc. K. Zakrzewskiem u za użyczenie nam pow yższych preparatów.
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liczono, że w 1 ml roztworu S znajdowało się 10 jednostek. (Sucha 
frakcja I* zawiera około 50% fibrynogenu). Ilość jednostek S w danym 
preparacie wyliczano przez interpolację pom iarów aktywności S w róż
nych rozcieńczeniach. W szystkie oznaczenia wykonano w podwójnych pró
bach. Różnice odczytów pomiędzy poszczególnymi próbam i nie p rzekra
czały 10%  wskaźnika f.

Aktywność preparatów  streptokinazy, własnej produkcji w ahała się 
od 80 do 400 jednostek na 1 mg suchej masy. P repara ty  streptokinazy 
używane przez nas nie wykazywały aktywności fibrynolitycznej w sto
sunku do fibrynogenu wołowego ani proteolitycznej w stosunku do kazeiny 
i globiny.

8) Plazminogen (P). Do doświadczeń użyto preparatów  P otrzym a
nych z suchej frakcji III osocza ludzkiego w edług K line’a (15). Część 
preparatów  P otrzym ano m etodą własną. Metoda ta polega na ekstrakcji 
tłuszczowców z nieliofilizowanej frakcji III etanolem, acetonem  i eterem  
na zimno. Z pozostałego suchego proszku wyciąga się plazm inogen bufo
rem  boranowym  i frakcjonuje się siarczanem  amonu. Metoda ta będzie 
przedm iotem  oddzielnego doniesienia.

Czynność preparatów  plazminogenu oznaczano po aktyw acji strep to 
kinazy. Czynność proteolityczną mierzono przy użyciu kazeiny jako sub- 
s tra tu  wg przepisu Rem m erta i Cohena (29). Czynność fibrynolityczną 
mierzono zmodyfikowaną metodą Christensena (4) w układzie:

0,25 ml P
0,25 ml S
0,1 ml trom biny
0,4 ml 0,25% fibrynogenu.

Ilość S używana do aktyw acji wynosiła 40 do 200 jedn. Czas działania S 
na P wynosił 5 min. w temp. 37°C. Po tym  okresie czasu wlewano trom bi- 
nę i fibrynogen starannie mieszając. Czas rozpuszczenia skrzepu mierzono 
od m om entu wlania fibrynogenu. Za jednostkę przyjęto taką ilość P, która 
po zamianie w wyżej wymienionych w arunkach na plazm inę powodowała 
rozpuszczenie skrzepu, utworzonego z 1 mg fibrynogenu w ciągu 10 min. 
O ile więc skrzep utworzony w powyższym układzie rozpuścił się w prze
ciągu 10 m inut, w 1 ml roztworu plazminogenu znajdow ały się 4 jednostki. 
Ilość jednostek w danym  preparacie obliczano przez interpolację pom ia
rów aktywności P w różnych rozcieńczeniach.

W szystkie oznaczenia wykonano w podwójnych próbkach. Różnice od
czytów pomiędzy dwiema próbkam i nie przekraczały 10%  w skaźnika f.

Zaleta przyjęcia 10 minutowego czasu rozpuszczania standardow ego 
skrzepu polega na tym, że przy czasach dłuższych np. 30 min. jak  to 
przy jm uje C h r i s t e n s e n  zachodzi dość znaczna inaktyw acja plazm iny.
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P repara ty  plazm inogenu uzyskane w naszej pracow ni posiadały czyn
ność fibrynolityczną, m ierzoną naszą m etodą od 30 do 200 jednostek na 
1 mg białka, czynność proteolityczną od 0,5 do 1,5 jednostek Rem m erta 
i Cohena na 1 m g białka. W ybór p repara tu  S nie jest bez znaczenia dla 
jednostkow ania P.

N iektóre p repara ty  P  wykazywały pew ną czynność sam oistną zarówno 
proteolityczną, jak  i fibrynolityczną. Czynność ta nie przekraczała zwykle 
10% aktywności fibrynolitycznej p repara tu  po jego aktyw acji S.

9) Bufor boranowy. W większości oznaczeń i badań kinetycznych jako 
rozpuszczalnika używano buforu boranowego o składzie: 11,25 g H 3BO3, 
4 g Na2B4C>7 * 10 H2O, 2,25 g NaCl, H2O dest. do 1 litra, pH 7,8.

10) Oznaczanie białka. Białko w preparatach  plazm inogenu oznaczono 
m etodą biuretow ą według K i b r i c k a  i B 1 o n s t  e i n a (14), opierając 
się na krzywej standardow ej sporządzonej w odniesieniu do p repara tu  
liofilizowanej album iny ludzkiej. P repara ty  plazminogenu zawierały oko
ło 90% białka.

11) Oznaczanie fibrynolizy we wszystkich doświadczeniach w ykony
wano w oparciu o technikę opracowaną dla oznaczania plazminogenu, 
(patrz punkt 8 str. 90). Większość wyników została wyrażona we wskaźniku

1000
fibrynolitycznym  f = -------  sek.

12) Oznaczanie proteolizy wykonywano przew ażnie w układach 
0,5 ml P +  0,5 ml S lub 0,5 ml P +  0,5 ml S +  1,0 ml 2% kazeiny lub 2% 
globiny. Do inkubatu dodawano kwasu trójchlorooctowego do końcowego 
stężenia 3,3%. W przesączu oznaczano przyrost tyrozyny odczynnikiem  
Folin — Ciocalteau w m odyfikacji miedziowej (13) w porównaniu z próbą 
kontrolną. Obliczano przyrost równoważnika tyrozyny w odniesieniu do 
całego układu, lub na 1 mg plazminogenu.

Część doświadczalna

I. W PŁY W  CZASU INKUBACJI S i P NA AKTYW NO ŚĆ FIBRYNOLITYCZNĄ PLAZM1NY

W szeregu doświadczeń przebadano wpływ  czasu inkubacji S i P na 
aktywność powstałej plazminy. Większość obserw acji przeprowadzonych 
przy pH 7,8 i tem peraturze 37°C w skazuje na to, że optym alna ilość plaz
m iny pow staje w czasie od 0 do 10 m inut, licząc od m om entu zmieszania 
obu substancji. Przew ażnie już po upływ ie 20 m inut od początku reakcji, 
a niekiedy już znacznie wcześniej po 2 — 3 m inutach następow ał spadek 
czynności plazminy, zaznaczający się już bardzo wyraźnie po upływ ie 
1 godziny.
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la Optymalna ilość S Ib  Nadmiar S 
(400j./m l)

1c Niedomiar S 
(16j /m l)

Rys. 1. W pływ czasu inkubacji na interakcję S +  P  zależnie od ilości S. Stężenia  
P: 1) P  — 1%; 2) P — 0,2%; 3) P — 0,02%

W ykres 1 a, b, c, ilustru je  zachowanie się czynności plazm iny w róż
nych okresach czasu, licząc od m omentu zmieszania S i P przy uwzglęa-

4 1620 160200 800160020004000
Stężenie S (jednj ml) w skali log.

Rys. 2. M aksym alna aktyw ność plaz
m inogenu zależnie od stężenia strep- 

tokinazy.
Stężenia P: 1) P  — 1%; 2) P — 0,2%; 

3) P — 0,02%

nieniu różnych stężeń obu substan
cji. Z przeprowadzonych doświad
czeń można wysnuć następujące 
wnioski;

1) Aktywność fibrynolityczna 
plazminy jest tym  większa im w ięk
sze jest wyjściowe stężenie P.

2) Aktywność fibrynolityczna 
plazminy wytworzonej w wyżej po
danych w arunkach doświadczalnych, 
zależy również od wyjściowego stę
żenia S; zarówno przy niskich, jak i 
przy bardzo wysokich stężeniach S 
uzyskuje się m niejszą aktywność 
plazminy, niż przy stężeniu opty
malnym, wynoszącym w zależności 
od p repara tu  S od 100 do 800 j/m l 
Optym alne stężenie S jest niezależ
ne od stężenia P (wykres 2).

3) Czas, w którym  powstała na j
większa ilość plazm iny wynosił 
praktycznie 0 w doświadczeniach,
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[7] P L A Z M IN O G E N  i P L A Z M I N A  I 9 3

w których użyto optym alnych stężeń S (wykres la). Użycie nadm iernie 
stężonej lub zbyt słabej S (wykres lc) przedłuża czas powstania optym al
nej aktywności plazminy, naw et niekiedy do 20 m inut, licząc od początku 
doświadczenia.

4). Z doświadczeń zestawionych wynika, że szybkość spadku aktyw 
ności plazm iny była na ogół proporcjonalna do aktywności plazm iny 
powstałej w pierwszym  etapie reakcji S +  P (wykres 1 a, b, c,). Sama 
streptokinaza i plazminogen wolny od czynności samoistnej w powyż
szych w arunkach inaktyw ow ały się tylko bardzo nieznacznie.

I I .  W PŁY W  STĘŻENIA S NA AKTYW ACJĘ PLAZM INOGENU NA PLAZMINĘ

Jak  już zaznaczono do m aksym alnej aktyw acji P konieczne jest pewne 
optym alne stężenie S. Wynosi ono niezależnie od stężenia P  160 j/m l 
(wykres 2). Zbyt mała ilość S wystarcza do pełnej aktyw acji naw et przy 
dłuższym działaniu na P w temp. 37°C. Zbyt duże ilości S powodowały za
hamowanie fibrynolizy; w obu wypadkach czas potrzebny do osiągnięcia 
optym alnej aktywności w ydłużał się do 20 m inut. Również inaktyw acja 
powstałej plazm iny była powolniejsza, (wykres 1 a, b, c,)

T a b l i c a  1

Wpłym tem peratury na stab ilność streptokinazy i „inhibitora“

Preparat
Wyjścio- 
ma ilość 

jednostek

Ilość 
jednostek 
po ogrza

niu*)

Czas roz
puszcza

nia skrze
pu m mi
nutach**)

Wskaźnik
f

S nieogrzana 3200 — 12’ 1,30

„ 800 - 6’50” 2,45

„ 200 - 5’25” 3,07

„ 50 - 5’50” 2,85
S ogrzana 1 godz. 

100°C 3200 180 12’ 1,30

*) mierzona metodą rozcieńczeń mg. C h r i s t e n s e n a  
**) mierzony m układzie P -j- S -f- trombina +  fibrynogen

Stwierdzono, że działanie ham ujące roztworów o dużym stężeniu S 
jest zależne od zawartości w tychże roztw orach substancji bardziej ciepło- 
stałej od S. Dowodzi tego doświadczenie przedstaw ione w  tablicy 1. Po 
ogrzaniu do temp. 100°C, czynność stężonego prepara tu  (3200 jedn./ml)
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obniża się do wartości odpowiadającej 180 jednostkom  zwykłego prepa
ratu , badanego m etodą rozcieńczeń. Aktywność plazm iny powstałej przy 
użyciu ogrzewanego prepara tu  S, jest równa aktywności, jaką uzyskuje 
się za pomocą p repara tu  stężonego i nieogrzanego.

Doświadczenie to dowodzi, że działanie ham ujące S zależy od obec
ności w preparatach streptokinazy inhibitora bardziej ciepłostałego od ki
nazy.

III. W PŁ Y W  pH I TEM PER ATU RY NA  REAKCJĘ P +  S I N A  IN A K TY W A C JĘ PLAZM INY

Optimum  fibrynolitycznego działania plazm iny leży przy pH 7,6, do 8 
(wykres 3a).

W ykres 3b ilustru je  zachowanie się czynności plazm iny powstałej 
przez aktyw ację S w temp. 37°C, w zakresie pH od 6,25 do pH 9,0 w cza-

Rys. 3a. Czynność plazm iny w  zależ- 
1000

ności od pH f — ------  sek

Rys. 3b. A ktyw acja  plazm inogenu i inak- 
tyw acja plazm iny w  różnych pH

Czas inkubacji w min. w skali log.

sie od 0 do 180 m inut. Z doświadczenia tego wynika, że czynność plazm i
ny stopniowo spada we wszystkich pH, najszybciej jednak w tych pH. 
w których wyjściowa czynność plazm iny była największa) tj. w pH 7,5 —
8.0. Podobnie stwierdzono, że proteoliza w układzie SP jest najszybsza przy 
tym  pH.

Czynność plazm iny jest najwyższa w temp. 37°C, obniża się w w yż
szych tem peraturach, znacznie obniża się w niższych.
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Pod wpływem  tych samych ilości plazminy, czas lizy skrzepów utw o
rzonych z jednakow ych ilości fibrynogenu, wynosił:

w temp. 10°C — 180 min.
„ „ 20°C — 40 „

w temp. 37°C — 8 min.
„ „ 4'3°C — 17 „

Aktywacja plazm inogenu na plazm inę zachodzi znacznie wolniej 
w tem peraturze 10°C, niż w tem peraturze 37°C. Działając optym alnym i 
ilościami S na P w tem peraturze 10°C najw iększe stężenie plazm iny osią
ga się już po kilku godzinach. Jeżeli natom iast aktyw ować plazminogen 
m ałym i ilościami S, czynność plazm iny stopniowo w zrasta i osiąga opti
m um  dopiero po kilku dniach. W tem peraturze 10°C mała ilość S może 
prowadzić do powstania takich sam ych praw ie ilości plazminy, co dawka 
optym alna S, jednak dopiero po dłuższym czasie inkubacji (tablica 2).

T a b l i c a  2

19] P L A Z M IN O G E N  i P L A Z M I N A  I 9 5

Aktymacja p lazm inogenu  na p lazm in ę przez streptokinazę u; tem p. 10°C

Układ

Czasy rozpuszczania skrzepom (temp. 37°C) pod mpłymem 
plazminy

przy czasach inkubacji układu P +  S m temp. 10°C
15' 155' 20g | 48g | 72g 96g

P +  S 160 j/ml 2'25" 215" 3' 15" 3'30" 2'30" 3'15"
P +  S 20 j/ml 6' 4'15" 3'30" 3'20" 2'45" 3'15"
P r  S 4 j/ml 12' 9' 5'45" 4'30" 2'50" 3'15"
P +  S 1 j/ml 18' 15' 14' 10'30" 6'45" 7'
P +  bufor 22' 21' 22' 15' 12' 11'

IV . W P Ł Y W  P L A ZM IN O G EN U  I S T R E P T O K IN A Z Y  N A  PLAZM INĘ U N IE C Z Y N N IO N Ą  
W  C Z A SIE IN K U B A C JI

Preparaty  P inkubowane z S tracą stopniowo swoją czynność. Jeżeli 
do układu S +  P po trzech godzinach inkubacji, kiedy spadek aktywności 
jest już wyraźny, dodać ponownie S czynność fibrynolityczna układu 
zwykle w zrasta nie osiągając jednak w yjściow ych wartości. W doświad
czeniach, które ilustru je  w ykres 4, aktyw owano jednakow e ilości plazm i
nogenu różnym i ilościami S. Im  m niejsza była aktyw ność wyjściowa, tym  
powolniejszy był spadek czynności plazm iny i tym  większą można było 
uzyskać reaktyw ację dodatkiem  optym alnej ilości streptokinazy. Zazna
czyć jednak należy, że w żadnym  w ypadku nie uzyskano wyjściowej 
aktywności. R eaktyw acja nadm iernym i ilościami S była słabsza niż przy
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użyciu ilości optymalnych. W próbkach P inkubowanych z nadm iarem  S 
reakt}’w acja praktycznie nie zachodziła. Przekonano się również, że 
w m iarę czasu inkubacji układu S +  P spada zdolność jego reaktyw acji

Rys. 4. W pływ  ponow nego dodania streptokinazy do ukła
du P +  S, inkubow anego 170 min.

A) Początkow a czynność fibrynolityczną w  układzie S-rP ;
B) Czynność fibrynolityczną po 170 min. inkubacji;
C) Czynność fibrynolityczną układu po reaktyw acji S —

800 j. ml;
D) Czynność fibrynolityczną układu po reaktyw acji S —

4000 j. m l

przez dodatek nowej ilości S. Tym niemniej po 24 godzinach inkubacji 
udaje się jeszcze reaktywow ać nieznacznie układ przez dodatek strepto
kinazy.

W ykonane metodą rozcieńczeń oznaczenia S, w inkubowanym  układzie 
S +  P, wykazują spadek zawartości S w czasie inkubacji (tablica 3). Nie

jest wykluczone, że zjawisko to 
może zależeć od proteolityczne
go działania plazminy. W do
świadczeniach kontrolnych 
stwierdzono, że aktywność S 
spada pod wpływem  działania 
trypsyny.

W zrost czynności fibrynoli- 
tycznej w om awianym  układzie 
S +  P można osiągnąć również 
przez ponowny dodatek nowej 
ilości plazm inogenu do inkuba- 
tu. Fakt ten można tłumaczyć 

bądź aktyw acją plazminogenu przez resztki niezniszczonej S, bądź przez 
pow stałą w układzie plazminę.

T a b l i c a  3

Zachoujanie się streptokinazy u j  czasie 
inkubacji S i P

Układ
Ilość jednostek S u j  1 ml 

u) czasie inkubacji u j  37°C

OoCMO

24 godz.

S 80 j _ _ 40 j
S + P  0,25% 3200 j 600,j 400,j pon. 10 j
S + P  0,25% 160 j 40 j 10 j ślady
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V . IN A K T Y W A C JA  SA M O IST N IE  C Z Y N N E J PLAZM INY

Jak  już wspomniano, niektóre p repara ty  P . otrzym ane w naszej p ra 
cowni posiadały sam oistną czynność fibrynolityczną i proteolityczną. 
Przy inkubacji tych preparatów  bez dodatku aktyw atora stwierdzono, że 
czynność fibrynolityczną plazm iny stopniowo spadała (w temp. 37°C). 
Spadek czynności był tym  szybszy im większa była aktywność wyjściowa. 
V/ jednym  z doświadczeń, które ilu stru je  tabela 4, badano zachowanie się

T a b l i c a  4 

Inaktyiracja sam oistna czynnej plazm iny

Czas
inkubacji

Czas rozpuszcza
nia skrzepu

Wskaźnik % Plazminy *) 
czynnej

I II I II I 11

0 2’40” 13T0” 6,26 1,26 100 79
3 2’40” 10’50” 6,26 1,53 100 100

6 3’10” 13’ 5,27 1,28 73 81
9 3’40” 4,55 59

10 14’45” 1,12 73
12 4’30” 3,70 44
15 5’15” 19’ 3,18 0,88 32 61
30 6’40” 2,50 22
50 23’ 0,73 54
60 9’30” 1,74 15

120 45’ 0,37 32
180 22’30” 0,74 6

I stężenie plazminy 1,38% białka
II „ „ 0,35% „

*) obliczany na zasadzie oznaczenia jednostek metodą rozcień- 
czeń.

czynności fibrynolitycznej plazm inogenu inkubowanego w 37°C w dwóch 
stężeniach: 1,38% i 0,35% białka. Jak  w ynika z tablicy spadek czyn
ności plazm iny jest znacznie większy w roztw orze stężonym niż w roz
cieńczonym. •

V I. ZA PO B IE G A N IE  IN A K T Y W A C J1 PLAZM INY

Punktem  wyjścia dla poniżej przedstaw ionego doświadczenia było za
łożenie, że inaktyw acja plazm iny w czasie przechowyw ania jej w temp. 
37°C zależeć może od samorzutnego proteolitycznego rozpadu cząsteczek. 
Postanowiono przebadać, jak  wpływa dodatek zarówno różnych białek —
7 —  A c ta  B io c h im i c a  P o lo n ic a
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T a b l i c a  5
»

A ktyw acja p lazm inogenu  przez skojarzone działanie trypsyny (T) i streptokinazy (S)

g g  E . K O W A L S K I, Z . L A T A Ł Ł O , S . N IE W IA R O W S K I [12]

Układ P +  bufor P +  Trypsyna 
100^g/ml

P +  Trypsyna 
50 /<g/ml

P +  S 
320 j/ml

P +  S 
8 j/ml

Czas
inku
bacji

Czas
lizy

Czas lizy Czas lizy Czas lizy Czas lizy

układ
+bufor

układ
+  S 320
j/mI

układ
+bufor

układ
+  S320

j/ml

układ
+bufor

układ 
+ T  100
/ig/ml

układ
+bufor

układ 
+ T  100
/.tg/ml

0' 4'35" 3'10" 2' 3'20" 2'10" 1'40" 1'15" 3'15" 3'20"

3' 4'50" 3' - 4' — 1 '15" — 3'10" -
6' 5'15" 3'20" 2'30" 4'15" 2'15" 1'50" 2' 3'20" 2'30'

9' 5'45" 4'35" 3' 4'55" 2'45" 1 '55" 2'20" 3'45" 3'

60' 21'30" 20' 7'30" 23' 4'30" 4' 4'45" 11' 9'30"

120' 45' 39' 815" 49' 5' 7'30" 5'45" 22' 11'45"

Objaśnienie: Do układów P +  bufor; P +  T; P +  S dodawano po różnych odstępach czasu 
inkubacji a) buforu, b) trypsyny lub streptokinazy i mierzono natychmiast czynność fibryno- 
lityczną plazminy.

substratów  dla plazm iny oraz inhibitorów takich, jak  m etale (17) na jej 
inaktyw ację w  temp. 37°C. W tym  celu po 5 min. inkubacji P  +  S w  opty
m alnej ilości dodano do układu jednakow e ilości: a) buforu boranowego, 
b) kazeiny (do końcowego stężenia 0,4%), c) globiny (końcowe stężenie

0,4%), d) CuSOą (końcowe stężenie 
2.10'4 M), e) w ersenu (końcowe stę
żenie 2.10'2 M) (wykres 5). Z prze
prowadzonego doświadczenia w yni
ka, że dodatek kazeiny, globiny i 
siarczanu miedzi powoduje zarówno 
zaham owanie czynności fibrynoli- 
tycznej plazm iny jak i zaham owa
nie jej inaktyw acji. Po upływ ie 
18 m inut inkubacji próbowano re 
aktywować układ a) i d) dodatkiem

Rys. 5. Próby zaham ow ania inaktyw acji 
plazm iny

a) P + S + b u fo r ;  b) P + S + k a z e in a  (końco
w e stężen ie 0,4%); c ) 'P + S  +  globina (koń
cow e stężenie 0,4%); d) P  +  S CuSOł (koń
cow e stężen ie 2,10-4 M); e) P  +  S +  w ersen  

(końcow e stężen ie 2,10"4 M)
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wersenu. Stwierdzono, że po reaktyw acji w układzie d) pow staje znacznie 
większa czynność fibrynolityczna niż w układzie a),co przem aw ia za tym, 
że dodatek jonów miedzi chroni rzeczywiście plazm inę od inaktyw acji. 
Podobnie udało się wykazać, że dodatek kazeiny do samoistnie czynnej 
plazm iny powoduje zarówno zaham owanie jej czynności fibrynolitycznej 
jak  i zwolnienie inaktyw acji.

Stwierdzono, że plazm ina wytworzona we frakcji euglobulinowej oso
cza ludzkiego lub w  roztworze frakcji III, otrzym anej w edług Cohna, 
nie traci swej czynności przez okres przynajm niej 1 godziny w tem pera
turze 37°C. Możnaby to tłumaczyć ochronnym  działaniem  białek w tych 
frakcjach osocza.

V II. PR O T E O L IZ A  W  INK UBATA CH  PL A ZM IN O G EN U  I ST R EPTO K IN A ZY

Stwierdzono, że w czasie inkubacji układu S +  P  w tem peraturze 37°C, 
ncstępuje przyrost niebiałkowych substancji azotowych, rozpuszczalnych 
w kwasie trój chlorooctowym (tablica 6). P rzyrost ten dawał się uchwycić

T a b l i c a  6

P orów nanie przyrostu rów now ażnika tyrozyny w  układzie P -f S i w układzie
P +  trypsyna uj tem p. 37°C

Układ P -f bufor
P+trypsyna 

100 //g/ml
P+trypsyna 

50 //g/ml

P+strepto- 
kinaza 

320 j/ml

P +  S 
8 j/ml

Czas
inkubacji

Przyrost równoważnika tyrozyny g /l mg plazminogenu

0 min. 0 0 0 0 0
3 min. 0 0,6 2,5 0 0

60 min. 0,25 10,0 10,1 0,6 —
120 min. 0,5 15,0 10,1 5,0 3,5

już po 6 m inutach inkubacji i narastał stopniowo przez cały okres 
doświadczenia. Był on na ogół tym  większy, im większe było stężenie 
P i S w inkubacie. Jak  wykazano w doświadczeniach, w których stosowa
no duży nadm iar S i mało P, oraz odwrotnie, dużo P i mało S, przyrost 
tyrozyny może pochodzić zarówno z p reparatów  plazm inogenu jak  i strep- 
tokinazy. Podobnie można było stw ierdzić przyrost równoważnika ty ro 
zyny rozpuszczalnej w kwasie trój chlorooctowym  w preparatach  plazm i
nogenu, k tóre posiadały sam oistną czynność i która w czasie przechowy
wania tych preparatów  w temp. 37°C stopniowo malała.
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W ydaje się, że p rzyrost tyrozyny w układzie S +  P może częściowo za
leżeć od traw ienia białek zanieczyszczających p repara ty  S +  P, tym  nie
m niej nie jest wykluczone, że może on być także związany z przejściem  
plazm inogenu w plazminę, bądź z inaktyw acją plazminy, bądź z traw ie
niem  S przez plazminę. F ak t ten jest obecnie przedm iotem  dalszych 
badań.

V III. A K TY W A C JA  I IN A K T Y W A C JA  P R O T EO L ITY C ZN EJ C Z Y N N O ŚC I PLAZM INY

Badano reakcje S +  P  m ierząc czynność proteolityczną powstałej plaz
m iny przy użyciu kazeiny jako substratu. Czas potrzebny na uzyskanie 
m aksym alnej aktyw ności proteolitycznej plazm iny po zmieszaniu S i P 
w temp. 37°C wahał się od 0 do 20 m inut. W niektórych przypadkach 
stw ierdzono pew ne opóźnienie aktyw acji czynności proteolitycznej plaz
m iny w stosunku do czynności fibrynolitycznej tego enzymu. Natomiast 
inaktyw acja obu czynności plazm iny przebiegała podobnie (porównaj w y
kresy la  i 6a oraz Ib i 6b).

Rys. 6 (6a, 6b). W pływ  czasu inkubacji układu SP  na proteolityczną czynność  
plazm iny, m ierzoną za pomocą traw ienia kazeiny przez 10, 20, 60 m inut

Podobnie jak  w doświadczeniach opartych na pom iarze czasu fibryno- 
lizy, stwierdzono, że czynność proteolityczna powstałej plazm iny zależy 
zarówno od stężenia P jak i od stężenia S. Przy m ałych stężeniach S, naw et 
przy  dłuższym czasie inkubacji, otrzym ano niskie wartości przyrostów  
produktów  proteolizy. Stwierdzono również, że aktyw acja dużymi ilościa
mi S (4000 j/ml) daje niższą czynność proteolityczną niż ilości rzędu 
200 j/m l.
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IX . P O R Ó W N A N IE  A K T Y W A C JI PL AZM INO G ENU ST R E P T O K IN A Z Ą  I TR Y PSY N Ą

Przy badaniu m echanizm u aktyw acji plazm inogenu streptokinazą w y
dawało się celowe porównać przebieg tejże aktyw acji z aktyw acją plaz
m inogenu przez trypsynę. Stw ierdzenie analogii kinetycznych przy użyciu 
obu aktyw atorów  pozwoliłoby traktow ać doświadczenia z trypsyną jako 
modelowe w stosunku do doświadczeń ze streptokinazą przy założeniu, że 
działanie trypsyny sprowadza się do dobrze zdefiniowanego działania en
zymatycznego.

W doświadczeniu wstępnym  stwierdzono, że duże ilości trypsyny (po
wyżej 100 ug na 1 ml) powodują szybkie rozpuszczenie skrzepów utworzo
nych z fibrynogenu wołowego. Dlatego też do doświadczeń nie używano 
wyższych stężeń trypsyny niż 100 fig na 1 ml — czas rozpuszczania kon
trolnego bezplazminogenowego skrzepu wynosił w tedy 12 min. 50 gamma 
na 1 ml, czas lizy próbki kontrolnej 30 do 40 m inut 20 gamma na 1 ml, 
czas lizy 60 m inut.

Z przeprowadzonych doświadczeń nad aktyw acją plazm inogenu try p 
syną, można wysunąć następujące wnioski:

1) Trypsyną aktyw uje zarówno plazm inogen pozbawiony samoistnej 
czynności fibrynolitycznej, jak też i plazm inogen o dużej samoistnej czyn
ności fibrynolatycznej. Czas inku
bacji plazminogenu i trypsyny, po 
upływie którego pow staje m aksy
m alna czynność plazminy, wahał 
się od 0 do 6 m inut. Następnie 
czynność fibrynolityczną plazm i
ny stopniowo zmniejszała się (wy
kres 7). Krzywe aktyw acji plaz
minogenu trypsyną przebiegają 
więc podobnie do krzyw ych ak ty 
wacji plazminogenu przez strep- 
tokinazę.

2) A ktyw acja plazminogenu 
przy użyciu ilości trypsyny rzędu 
100 ńg na 1 ml, nie osiągała tych wartości, jaką dawała optym alna ilość S. 
Można było natom iast zwiększyć aktyw ność plazminogenu, uprzednio 
traktow anego trypsyną poprzez dodatek optym alnej ilości S. Plazm ina 
otrzym ana przez działanie optym alnej ilości S na plazminogen nie 
zwiększała już swej aktywności pod wpływem  trypsyny, natom iast doda
tek trypsyny do układu P +  m ałe stężenie S, powodował dalszą aktyw a
cję (tablica 5).

3) Stwierdzono, że w czasie działania trypsyny na plazminogen i to 
zarówno w  okresie narastania czynności plazm iny, jak i jej spadku, nastę

Cias inkubacji (min.) w skali log.

Rys. 7. A ktyw acja plazm inogenu trypsyną
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pu je  przyrost produktów  hydrolizy białka rozpuszczalnych w kwasie tró j- 
chlorooctowym.

Porów nanie przyrostu rozpuszczalnego w kwasie równoważnika ty ro 
zyny w układzie plazm inogen-trypsyna i plazm inogen-streptokinaza, uw i
dacznia tablica 6 . Jak  w ynika z tej tablicy przyrost równoważnika ty ro 
zyny jest znacznie wyższy w układach zaw ierających trypsynę, niż w  uk ła
dach zaw ierających streptokinazę.

D yskusja

Używane przez nas p repara ty  S i P  choć znacznie oczyszczone, 
(aktywność w  stosunku do ilości białka kilkadziesiąt razy większa w po
rów naniu z m ateriałem  wyjściowym) nie były jednorodne elektrofore- 
tycznie. Ponieważ brak  dotąd zupełnie czystych preparatów  S i P  nie 
można wyciągać ostatecznych wniosków co do natu ry  reakcji streptoki- 
naza-plazmiinogen oraz m echanizm u inaktyw acji plazminy, można je 
dynie wysuwać mniej lub więcej ugruntow ane hipotezy. Wobec rozbież
ności wyników znalezionych w piśm iennictw ie posługiwaliśm y się p repa
ratam i streptokinazy i plazminogenu, otrzym anym i różnym i metodami. 
Stwierdzono rzeczywiście pew ne różnice w  zachowaniu się różnych pre
paratów  zarówno co do ich aktywności, szybkości inaktywacjii jak  ip ro teo - 
lizy. Dlatego to, do doświadczeń umieszczonych w tej pracy używano 
preparatów  plazminogenu, otrzym anych m etodą własną, i streptokinazy, 
otrzym anej m etodą opisaną na str. 89, w punkcie b).

Jak  się okazało, porów nanie preparatów  otrzym anych m etodą 
K line’a i własną, wypadło na korzyść tej ostatniej. Do zalet naszej m etody 
należy: 1) uniknięcie liofilizacji frakcji III, 2) duże oczyszczenie p repara
tów od tłuszczów i lipoprotein, 3) znaczne skrócenie czasu postępowania 
i 4) lepsza wydajność przy rów nym  m niej więcej stopniu oczyszczania. 
Jako kry terium  czynności fibrynolitycznej przyjęto w skaźnik fibrynoli- 

1000
tyczny f =  — — gdzie t =  czas lizy w sek. Sposób oznaczania czyn

ności fibrynolitycznej w czasie lizy lub jego odwrotności wydaw ał się 
słuszniejszy niż wdrażanie jej w jednostkach opartych na interpolacji 
z krzyw ej rozcieńczeń, ponieważ stw ierdza się pew ne różnice kinetyczne 
w układzie rozcieńczonym i stężonym.

U trzym anie standardow ych w arunków  przy oznaczaniu aktyw ności 
fibrynolitycznej P nastręcza dość znaczne trudności. Należy zaznaczyć, że 
ściśle porów nyw alne mogą być tylko wyniki uzyskane przy użyciu jako 
substra tu  fibrynogenu pochodzącego z tej samej serii produkcyjnej. 
(Możliwe jest przechowyw anie fibrynogenu w  zam rażarce przez okres k il
ku miesięcy. Szkło użyte do oznaczeń winno być wolne od śladów metali)
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(17). Ponadto spostrzeżono, że przekrój probówki posiada pewien wpływ  
na szybkość upłynniania się skrzepu. W reszcie zauważono, że m niejszą 
rozbieżność pom iarów uzyskuje się przyjm ując jako kry terium  czas roz
puszczania skrzepu w ciągu 10 m inut a nie 30 m inut, jak  podaje w orygi
nalnym  przepisie C h r i s t e n s e n  (4). P rzy  złym mieszaniu próbki 
w chwili w lew ania fibrynogenu powstać może niejednorodny skrzep, co 
zmienia wyniki pomiarów. Ilość trom biny przy oznaczaniu nie wydaje się 
posiadać istotnego znaczenia.

Zasadniczym  zagadnieniem, do którego należy się ustosunkować na 
podstaw ie przeprowadzonych badań jest kwestia, czy reakcja S +  P  ma 
charakter enzymatyczny, czy stechiom etryczny. Jak  już zaznaczono na 
wstępie spraw a ta jest ciągle jeszcze przedm iotem  dyskusji w piśm iennic
twie. Analiza danych doświadczalnych przem aw ia za natu rą  enzym atycz
ną tej reakcji. W przypadku gdyby S tw orzyła stechiom etryczne połączenia 
z P, postulowane przez różnych autorów  (28), (34) optym alne stężenie S 
potrzebne dla w ytw orzenia plazm iny byłoby różne dla różnych stężeń P. 
Tymczasem jak wrynika z w ykresu 2 optym alne stężenie S jest jednakow e 
dla różnych stężeń P. Ponadto stw ierdzono podobieństwo aktyw acji 
w temp. 37°C plazm inogenu trypsyną do aktyw acji streptokinazą (wy
kres 1, 7).

Doświadczenia nad aktyw acją plazm inogenu streptokinazą w  tem pera
turze 10L’C przem aw iają również za enzym atyczną natu rą  tego procesu. 
W tej tem peraturze przy stałym  stężeniu P, m ałe stężenia S powodują 
powstanie takich samych ilości plazm iny jak  duże stężenia, jednak po od
powiednio dłuższym czasie reakcji. „Pozorną stechiom etryczność“ reakcji 
S +  P  w temp. 37°C można tłum aczyć naszym zdaniem tym, że powstała 
plazm ina szybko inaktyw uje się w tej tem peraturze. Możnaby tu szukać 
analogii z aktyw acją trypsynogenu przez enterokinazę (20). Niektóre 
sprzeczności w piśm iennictw ie dotyczące m echanizm u działania S, tłum a
czą się faktem  zawartości w p reparatach  S inhibitora, który ham uje plaz
m inę (tablica 1). Inh ib itor ten jest bardziej ciepłostały od streptokinazy. 
Przyjęcie istnienia tego inhibitora tłum aczy fakt, dlaczego bardzo duże 
stężenia S w  układzie S +  P, dają m niejszy efekt fibrynolityczny niż 
m niejsze ilości kinazy. Fakt ten  jest zresztą opisywany przez w ielu au to 
rów (3), (9), (32).

Równolegle z pow staniem  plazm iny z plazm inogenu przebiega reakcja 
inaktyw acji plazm iny. Fakt ten dał się zauważyć w e wszystkich p repara
tach plazminy, pow stałych drogą aktyw acji streptokinazą, a również do
tyczy on plazm iny sam oistnie aktyw nej oraz powstałej przez aktywTację 
plazminogenu, trypsyną.

We wszystkich doświadczeniach zauważono, że im większa jest wyjścio
wa czynność plazm iny, tym  szybciej następuje spadek jej aktyw ności
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w czasie inkubacji w temp. 37°C. Zjawisko to było niezależne od układu 
doświadczenia z różnymi, zmiennymi, doprowadzającym i do m aksym alnej 
aktywności (stężenie P, stężenie S, stężenie trypsyny, stężenie samoistnie 
czynnej plazminy, pH, tem peratura). Nie znaleziono substancji zapobie
gającej inaktywacji plazminy, która by jednocześnie nie hamowała czyn
ności fibrynolitycznej tego enzymu. Badane substancje (wykres 5) ham ują 
zarówno czynność fibrynolityczną plazm iny jak  i jej inaktyw ację. Są to 
inhibitory plazminy (siarczan miedzi) i jej substra ty  (kazeina, globina).

Inaktyw acji plazm iny towarzyszy przyrost niebiałkowych produktów 
rozpuszczalnych w kwasie trójchlorooctowym . Te wszystkie fak ty  skła
niają do wysunięcia hipotezy, że inaktyw acja plazm iny jest procesem en
zymatycznym. Mechanizm tej inaktyw acji tłum aczyłaby koncepcja istnie
nia w preparatach plazm iny dwu enzymów — jednego o czynności fib ry 
nolitycznej, drugiego o czynności proteolitycznej; wzajem ne oddziaływa
nie tych dwóch enzymów prowadziłoby do inaktyw izacji (6), (25), (26), (33).

We wszystkich doświadczeniach stw ierdzono przyrost rozpuszczalnej 
w kwasie trójchlorooctowym  tyrozyny i to zarówno w czasie narastania 
aktywności w układzie S i P, jak  i w m iarę spadku aktywności plazminy 
aktywowanej samoistnie i streptokinazą. Wobec złożoności układów 
doświadczalnych i niejednorodności preparatów , nie można określić, skąd 
pochodzi przyrost niebiałkowych produktów .

Z opisanych obserwacji można wyciągać pewne wnioski dotyczące me
todyki oznaczania streptokinazy, plazm inogenu i plazminy: 1) optymalny7 
czas inkubacji plazminogenu i streptokinazy powinien wynosić od 3 — 
5 m inut., w temp. 37°C; 2) optym alne stężenie streptokinazy wynosi od 100 
do 800 jednostek na 1 ml; 3) przy oznaczaniu jednostek plazm iny i strep to
kinazy powinno się przyjąć jako k ry terium  krótkie czasy lizy (10 min.);
4) przy porównawczym oznaczaniu aktyw ności preparatów  plazminogenu 
należy uwzględnić stopień ich oczyszczenia, gdyż towarzyszące białka mo
gą wpływać w sposób nieswoisty na w ynik oznaczenia fibrynolizy.

Streszczenie

I. Otrzym ano własną metodą p repara ty  plazm inogenu i streptokinazy.

II. Badano kinetykę reakcji pom iędzy plazm inogenem  i strep toki
nazą

III. Obserwacje i wnioski:
1. O ptym alne stężenie streptokinazy wynosi od 160 do 800 jed. na 1 ml. 

P rzy  nadm iarze i niedomiarze streptokinazy powstaje m niejsza czyn
ność plazminy.
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2. M niejsza aktywność plazm iny przy stosowaniu do aktyw acji plazm i
nogenu nadm iaru streptokinazy jest uw arunkow ana obecnością inhi
bitora w p reparatach  streptokinazy.

3. Optym alny czas reakcji streptokinazy z plazminogenem przy inkuba
cji tych substancji wynosi, zależnie od ich stężenia od 0 do 20 m inut 
(temp. 37°C).

4. W niższych tem peraturach  (10°C) aktyw acja plazminogenu strepto- 
kinazą przebiega znacznie wolniej niż w temp. 37°C.

5. V/ czasie reakcji streptokinazy z plazminogenem stwierdzono przyrost 
tyrozyny rozpuszczalnej w kwasie trójchlorooctowym.

6 . Plazm ina szybko ulega inaktyw acji w temp. 37°C.
7. Szybkość inaktyw acji plazm iny jest wprost proporcjonalna do w y j

ściowej jej aktywności.
8 . W tem peraturach  10 i 20°C szybkość inaktyw acji plazm iny jest 

mniejsza niż w temp. 37°C.
9. Optimum pH dla inaktyw acji plazm iny leży w zakresie pH 7.5 — 8,1 

tj. przy pH optym alnym  dla aktyw ności plazminy.
10. Inaktyw acji plazm iny towarzyszy również przyrost tyrozyny rozpusz

czalnej w kwasie trójchlorooctowym .
11. Obecność białek takich jak  kazeina i globina chroni plazm inę od

inaktywacji, ham ując jednocześnie czynność fibrynolityczną plaz- 
miny.

12. Dodatek 0uSO 4 (2.10~^ M) ham uje czynność plazm iny i zarazem 
zapobiega częściowo jej inaktyw acji.

13. Streptokinaza inkubow ana razem  z plazminogenem stopniowo traci 
swą czynność.

14. Porównano kinetykę aktyw acji plazminogenu streptokinazą i tryp- 
syną.

15. W dyskusji w ysunięto hipotezę roboczą dotyczącą mechanizmu akty
wacji plazm inogenu i inaktyw acji plazminy. W ypowiedziano się za 
enzymatyczną na tu rą  obu procesów.
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nJIA3MMHOTEH M IIJIA3MMH

I. MccjiegoBaHMH aKTHBaijnn njia3MHHoreHa n aKTHBH3aiinH njia3MHHa

P e 3 k> m e

I. IlyTeM coöcTBeHHoro MeToąa nojiyneHbi npenapaTbi iuia3MMHHoreHa 
M CTpeiTT0KHHa3a.

II. MccjieąoBajiacb KMHeTiiKa peaKpim MejKąy iuia3MMHoreHaMM 
H CTpeiITOKMHa30M.

III. HaSjnoąeHMH m BbiBoąbi::
1) onTJiMajibHan KOHpeHTpapna CTpenTOKMHa3a jiexcuT b npe^ejiax 

o t 160 ąo 800 eą. Ha 1 mji. IIpn M3ÓbiTKe u Heą;ocTaTKe cTpenT0KHHa3a 
B03HMKaeT yMeHbiiieHHaH aKTMBHocTb nJia3MMHa;
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2) MeHbtuaa aKTMBHOCTb njia3MHHa npn npnivieHeHnn, ,n;jiH aKTMBaijnn 
njia3MMHoreHa, M36biTKa cTpenTOKMHa3a o6yc.noBJiMBaeTca HannaneM MHm- 
6nTopa b  npenapaTax CTpenTOKMHa3a;

3) onTMMajibHaa npoAOJixtMTejibHOCTb peaKpnn cTpenT0KMHa3a c ruia3- 
MMHoreHOM npn MHKyGapnn stmx BeipecTB 3aKjnoaaeTca b  3aBncnMOCTn 
ot mx KOHpeHTpapwH, b  npe,n;ejiax ot 0 .go 20 MMHyT (t. 37°C);

4) b HM3IUMX TeMneparypax (10°C) aKTMBapna njia3MMHoreHa C T p e n T O -  

KMHa30M npoTexaeT 3HaanTejibH0 Me ĵieHHee, aeM npn t. 37°C;
5) b o  BpeMH peaKijnn CTperiT0KHHa3a c njia3MHHoreHOM o6Hapy>KeHO 

SbiJio npnpam;eHne pacTBopMMoro b  TpnxjiopyKcycHon KncnoTe nnpo3MHa;
6) njia3MMH SbiCTpo no^BepraeTca MHaKTMBnpoBaHnio b  t .  37°C;
7) CKopocTb MHaKTMBMpoBaHMH njia3MMHa npaMO-nponoppnoHajibHa ero 

MCXOAHOM aKTMBHOCTM;
8) b  TeMnepaTypax 10°C n 20°C cxopocTb MHaKTMBMpoBaHMH njia3MMHa 

MeHbine, aeivr b  TeMnepaType 37°C;
9) onTMMyM p H  rjih MHaKTMBMpoBaHMH njia3MMHa jiokmt b  npe^e- 

jiax p H  7,5 — 8,1, T.e. npn onTMMajibHOM ajih aKTMBHOCTn njia3MMHa pH;
10) JiHaKTMBnpoBaHMK) njia3MHHa conyTCTByeT TaKxte npnpameHne nn- 

pa3MHa, pacTBopMMoro b  TpnxjiopyKcycHon KncjioTe;
1 1 )  H a j in n n e  thkmx 6ejiK O B , K a x  K a 3 e n H  n  tjioGmh n p e ^ x p a H a e T  n j i a 3 -  

MMH OT MHaKTMBMpoBaHMH, T 0 p M 0 3 H  O ^H O BpeM eH HO  C^nSpMHOJIMTMHeCKyK) 

.geH T ejibH O C T b n jia3M M H a.

12) ^oSaBJieHMe CuSCh (2.10"4M) TopM03MT aKTMBHOCTb njia3MMHa 
m  OAHOBpeMeHHO npe^OTBpaniaeT nacTMHHO ero MHaKTMBapnio;

13) CTpenT0KMHa3 MHKySnpoBaHHbin BMecTe c njia3MMHoreHOM nocTe- 
neHHo TepaeT cboio aKTMBHOCTb;

14) npoM3Be ,̂eHO cpaBHeHne kmhctmkm aKTMBapnn njiaoMMHoreHa no- 
cpeACTBOM cTpenTOKMHa3a m TpMncMHa;

15) b  flMCKyccMM oScyxc^ajiacb paSonan TMnoTe3a, Kacaiouj;aaca Mexa- 
HM3Ma aKTMBMpOBaHMH nJia3MMHOreHa M MHaKTMBMpoBaHMH nJia3MMHa. EblJI 
ycTaHOBJieH 3H3MMaTMaecKMM xapaKTep oSonx npopeccoB.

PLASMINOGEN AND PLASMINE 

S u m m a r y

I. Plasminogen and plasmine preparations were obtained b}*- the 
authors original method.

II. The kinetics of the plasminogen-streptokinase reaction is discussed.
III. Observatons and results:
1) The optimal concentration of streptokinase is from 160 to 180 

units per 1 ml. Both an excess and a deficiency of streptokinase 
decrease the plasmine activity.
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2) Sm aller plasm ine activity, whale using an excess of streptokinase 
for plasm inogen activation, was caused by the inhibitor present in the 
streptokinase preparations.

3) Optimal streptokinase-plasm inogen reaction tim e during the in
cubation of these substances varies from 0 to 20 m inutes (at 37°C.), de
pending on the concentration of the reagents.

4) At lower tem perature  (10°C) plasminogen activation by strep tokina
se is m uch slower than at 37°C.

5) D uring the streptokinase-plasm inogen reaction an increase of 
tyrosine soluble in trichloroacetic acid, was noted.

6) Plasm ine was quickly inactivated  at 37°C.
7) The inactivation ra te  of plasm ine is proportional to its original acti

vity
8) At 10° and 20°C. the inactivation rate  of plasm ine is not as great 

as at 37°C.
9) The optim um  pH for plasm inogen inactivation lies betw een 7.5 and

8 .1, resem bling tha t of plasm ine activity.
10) Inactivation of plasm ine is associated w ith an increase of tyrosine

soluble in trichloroacetic acid.
11) Such proteins as casein and globin protect plasm ine from  inacti

vation, inhibiting at the same tim e the fibrynolytic activity of plasmine.
12) An addition of CUSO4 inhibits plasm ine activity and partially  p re

vents its inactivation.
13) S treptokinase incubated w ith plasminogen loses its activity 

stepwise.
IV. The kinetics of trypsin  and streptokinase activation of plasm ino

gen were compared.
V. A working hypothesis was suggested on the activation mechanism 

of plasminogen. The enzymatic character of both processes seem ed the 
most probable to the authors.
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EDWARD KOWALSKI, ZBIGNIEW LATAŁLO, STEFAN NIEWIAROWSKI 

PLAZMINOGEN I PLAZMINA

II. WŁYW JO N Ó W  METALI NA CZYNNOŚĆ PLAZMINY

Z pracowni Biochemii Klinicznej Instytutu Hematologii:j 

Kieroiunik pracowni: Doc. dr E. Kowalski 

Dyrektor Ins tytu tu: Doc. dr A. Trojanowski

W stęp

Celem niniejszej pracy było badanie zachowania się plazm iny wobec 
jonów różnych metali. Zagadnienie to nie było dotąd przedm iotem  badań 
za w yjątkiem  spostrzeżenia R o s e n m a n n a  (9) o ham owaniu fibryno- 
lizy w układzie nieoczyszczonym przez chlorek cynku.

W pracy naszej stw ierdziliśm y ham ujący wpływ jonów różnych m eta
li ciężkich na plazminę. Najsilniejszym i inhibitoram i okazały się sole m ie
dzi i złota. Mechanizm działania jonów m etali na plazm inę starano się 
poznać bliżej na przykładzie soli miedzi.

M ateriał i m etod y

1. Fibrynogen, trom binę, plazminogen (P) i trypsynę otrzym ano jak 
w  poprzedniej pracy (5).

2. Do aktyw acji plazminogenu używano preparatu  streptokinazy (S) 
„D istreptazy“ produkcji W arszawskiej W ytwórni Surowicy i Szczepionek.

3. Czynność fibrynolityczną mierzono jak poprzednio (5), w yrażając
1000

wyniki we wskaźniku fibrynolitycznym  f =  —-— sek.

4. Bufory. Doświadczenia wykonywano bądź w układach zaw ierają- 
cjmh bufor boranowy o pH =  7,8 bądź weronalowo-octanowy w zakresie 
pH od G,25 do 9,2 izotoniczny z osoczem (7), bądź w układach niebuforo- 
wanych, jedynie doprowadzonych do pożądanego pH za pomocą NaOH
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1 HC1. Doświadczenia z solami srebra rtęci i ołowiu przeprowadzono 
w środowisku nie zawierającym  jonów Cl.

5. Badanie ham ującego wpły wu jonów metali. Badania te przeprow a
dzono w układzie:

0,25 ml streptokinazy (200 jedn/ml).
0,25 ml plazminogenu 3 min. inkubacji w 37°C
0,25 ml roztworu soli danego m etalu lub

buforu 3 min. inkubacji w 37°C
0,1 m l 0,1 %  trom biny
0,8 ml 0,25% fibrynogenu
Czas rozpuszczenia skrzepu mierzono od m om entu w lania fibrynoge

nu. Stopień zahamowania plazm iny wyrażano przez porów nanie wskaźni
ka fibrynolitycznego próbki kontrolnej ze wskaźnikiem  fibrynolitycznym

Rys. 1. H am ow anie plazm iny w  % przez jony różnych m e
tali (końcowe stężen ie m olow e m etalu  w  układzie 3,3 1(M M)

próbki zawierającej jony badanego m etalu. W szystkie stężenia m etali są 
podane w  niniejszej pracy w  m olach i dotyczą układu: streptokinaza +  
plazm inogen +  m etal. W yniki doświadczeń kontrolowano przez pięcio
kro tne powtórzenie doświadczeniia. Oznaczenia przeprow adzano w  po
dw ójnych próbkach. Różnice odczytów pomiędzy poszczególnymi próbam i 
nie przekraczały 10%  wskaźnika fibrynolitycznego.

C zęść d o śu  ia d cza ln a

1. W pływ soli różnych m etali na czynność plazm iny. Jak  w ynika z w y
kresu 1 , stwierdzono, że sole następujących ciężkich m etali w  dużych roz- 
cieńczeniach ham ują plazminę: Au*”  (chlorek złota), Cu”  (siarczan
miedzi), U   (octan uranylu), H g” (octan rtęci, chlorek rtęci),
A g’ (azotan srebra), N i” (siarczan niklu), Z n”  (octan cynku, siarczan
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cynku), Cd” (siarczan kadmu). Stężenia soli metali, przy których uzyski
wano 50% ham owania plazm iny były rzędu 10-4  M. Znacznie mniejsze 
działania ham ujące wykazały sole Co” (siarczan kobaltu) i F e” * (siarczan 
amonowo-żelazowy), odpowiednie wartości dla tych m etali wynosiły oko
ło 10~3M, oraz sole Mn** (siarczan m anganu), Al*** (chlorek glinu), 
P b "  (octan ołowiu). Rząd odpowiednich w artości wynosił 10—2 M. Należy 
zaznaczyć, że działanie ham ujące soli tych ostatnich m etali wiązało się 
niew ątpliw ie z w ytrąceniem  plazminy, ponadto in terferow ały one w y
raźnie z krzepnięciem  fibrynogenu, denaturu jąc  i w ytrącając niekiedy 
fibrynogen. Natom iast jony m etali, ham ujące plazm inę w stężeniu lO^ 4 M, 
n ie  w pływ ały w  tym  stężeniu na krzepnięcie, plazm inę zaś w ytrącały 
dopiero przy znacznie większych stężeniach (powyżej 10—3 M).

Praktycznie nie stwierdzono ham ującego działania soli Ba** (chlorek 
baru) i Mg” (chlorek magnezu); Ca” (chlorek wapnia) nieznacznie ha
m uje dopiero w stężeniu 10—1 M. Nie znaleziono natom iast jonu m etalu, 
k tóry  by aktyw ował plazminę. Stwierdzono również, że czynność tego 
enzymu po dializie wobec wody destylow anej w  niskiej tem peraturze 
jest w zupełności zachowana.

Stwierdzono, że sole miedzi, cynku, kadm u i rtęci ham ują przy ana
logicznych stężeniach plazm inę samoistnie czynną, jak  i plazm inę aktyw o
w aną streptokinazą. Nie obserw uje się natom iast ham ującego wpływu 
odpowiednich stężeń miedzi na fi
brynolityczną czynność trypsyny.

2. W pływ niem etalow ych in
hibitorów i aktywatorów na czyn
ność plazminy. Celem stw ierdze
nia czy ham ujące działanie soli 
m etali zależy od zablokowania 
grup SH lub od w pływ u na inne 
grupy czynne, zbadano wpływ in
nych inhibitorów i aktyw atorów  
na czynność plazminy.

Stwierdzono, że inhibitory  grup 
SH, jak  amid kwasu monojodooc- 
towego (stężenia od 3.10'2 M), wo
da utleniona (stężenia 3.10_1 M), 
salirgan, neoarsfenam ina (stężenia 
3.10'3 M) nie ham ują plazminy.
Również dotyczy to inhibitorów  grup aminowych, takich jak  form alina 
w stężeniu niższym niż 3.10'2 M. Cjanek potasu (stężenia 3.10'2 M) ani 
cysteina (stężenia 5.10-2 M — 3.10-3 M) nie powodują zaham owania ak
tywności plazminy. Natom iast album ina surow icy ludzkiej, w ersen (stę-

Rys. 2. H am ow anie plazm iny przez m iedź 
zależnie od jej stężenia m olow ego w  ukła

dzie
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żenią 10' 2 M — 10' 3 M) i w m niejszym  stopniu dietyloditiokarbam inian 
sodu aktyw ują czynność plazm iny (wykres 5c).

3. W pływ różnych stężeń jonu Cu" na czynność plazminy. Jak  w y
nika z w ykresu 2 stężenie jonu miedzi, całkowicie ham ujące plazminę w y
nosi 10*3 M. Ham ujący wpływ jonów miedzi zanika w tym  układzie przy 
stężeniu 10' 5 M.

4. W pływ czasu inkubaicji z solam i m iedzi na czynność plazminy.
Ham ujące działanie soli miedzi na plazm inę przejaw ia się natychm iast po 
zmieszaniu obu substancji. Dalsza inkubacja jonów m etali z plazm iną nie 
powoduje większego zahamowania jej czynności w porównaniu z plazm i-

Rys. 3. W pływ zm iany stężenia  
substratu na ham ow anie plaz

m iny miedzią 
(f — w skaźnik fibrynolityczny  

1000
  s e k )

Rys. 4. H am ow anie plazm iny w  %» 
zależnie od różnych stężeń enzym u  
i substratu przy stałym  stężeniu  
m iedzi =  3,3 X10-4 M (100°/o p lazm i
ny oznacza stężenie w yjściow ego  
roztworu o zaw artości l 0/o białka)

ną nie zawierającą soli metali, k tóra jak  wiadomo ulega sam orzutnej 
inaktywacji. Również czas inkubacji soli miedzi z plazminogenem i strep- 
tokinazą nie ma wpływu na stopień zaham owania plazminy.

5. W pływ stężenia substratu i enzym u na hamowanie plazm iny sola
mi miedzi. Przebadano wpływ soli miedzi na czynność plazm iny przy stę
żeniach fibrynogenu od 0,125% — 1%. W zrostowi stężenia fibrynogenu, 
jak W3mika z w ykresu 3, towarzyszy zm niejszenie stopnia zaham owania 
plazminy, co przem awiałoby za współzawodnictwem  dwu białek o m etal. 
Hamowanie solami miedzi, zależy również od stężenia plazminy. Przy 
zm niejszaniu stężenia plazm iny i stałym  stężeniu soli miedzi, stopień za
hamowania czynności fibrynolitycznej nieco się zwiększa, co przem aw ia 
za stechiom etryczną natu rą  ham ow ania (wykres 4).
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Powyższe dane tłum aczą niewielkie różnice zależne od kolejności m ie
szania ze sobą substancji reagujących. W wypadku dodania soli miedzi 
do fibrynogenu, ham ow anie jest nieco mniejsze, niż w w ypadku dodania 
soli miedzi do plazminy, aczkolwiek stężenia miedzi w obu układach są 
jednakowe.

I  Cysteina 5-10'3M

I I  Cysteina 5-lO'?M 

□  Kontrola bez miedzi

^ / \  » . * cysteina

Plazmina * Cu "10 ~3tf 

^  (Plazmina * Cu ") * cysterna

Rys. 5a. R eaktyw acja plazm iny ham owanej m iedzią przez
różne stężenia cysteiny (f — w skaźnik fibrynolityczny

1000 
—  sek)

Cu"75-10 ~4M
f

4.0

3.0

2.0 

1.0

□  Kontrola bez miedzi 

Plazmina*Cu" 

1 -3 -1 0 ' 4 -  m -311-10

Plazmina+(Wers.+Cu") ^

[U l ( Plazmina +Cu")+Wersen2> 

M -3 -1 0 '3 H f-10'2mola wersenu

Rys. 5b. Ochrona i reaktyw acja plazm iny ham ow anej m iedzią przez w ersen w  róż
nych stężeniach: 1) do plazm iny dodano m iedź uprzednio zm ieszaną z w ersenem , 

2) w ersen  dodano po inkubacji z m iedzią. Czas inkubacji z miedziią 3 min.

8 — A c ta  B io c h im i c a  P o lo n ic a
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6. Odwracalność hamowania i ochrona przed ham owaniem  solami 
miedzi. Hamowane plazm iny solami miedzi jest reakcją odwracalną. Do
datek wersenu, cysteiny lub dietyloditiokarbam inianu sodu do układu: 
plazm ina +  miedź, przyw raca wyjściową czynność plazminy, o ile czas 
inkubacji powyższego układu nie przekroczył kilku m inut. Stężenie czyn
nika, znoszącego hamowanie, musi być przynajm niej dziesięciokrotnie 
większe od stężenia inhibitora (wykres ’5, a, b). Po dłuższym czasie inku
bacji układu plazm ina +  miedź nie udało się odzyskać wyjściowej czyn

ności po reaktyw acji wersenem , co 
można tłum aczyć sam orzutną inakty- 
wacją plazminy. Stwierdzono, że plaz
mina inkubow ana bez miedzi w 37°C 
szybko traci swą czynność, zaś dodatek 
wersenu gorzej reaktyw uje taką plaz
minę inkubowaną solami miedzi (5).

Stwierdzono także, że dodatek al
buminy osocza ludzkiego do om awiane
go układu powoduje zmniejszenie za
hamowania plazminy; efekt ten jest 
ściśle zależny od stężenia dodanych al
bumin.

Dodatek siarczanu miedzi w stęże
niu od 2,5.10' 4 M — 10' 3 M do układu: 
osocze +  streptokinaza +  trom bina nie

| | Plazmina kontr.

{. ,1 Plazmina + albuminy ( bez miedzi)

F<x] Plazm. + Cu "7,5 ■ 10 ~4M

Plazmina + albuminy * Cu "7,5 -10 ~4M

Rys. 5c. W pływ  dodatku album in  
na aktyw ność plazm iny i jej zaha

m ow anie przez miedź

Rys. 6. H am owanie p lazm iny przez 
m iedź zależnie od pH (f j — w skaź- 

1000
nik fib ry n o lity czn y  sek)

powodował zahamowania fibrynolizy, prawdopodobnie na skutek ochron
nego działania białek.

7. Hamowanie plazminy jonami miedzi w zależności od pH (wy
kres 6).
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Stwierdzono, że stopniowe zmniejszanie pH środowiska, począwszy 
od pH  7,5 powoduje zwiększanie stopnia zahamowamia plazm iny m ie
dzią 1). Efekt ten  w ystępuje wyraźniej w układach niebuforowanych, 
a doprowadzonych do odpowiedniego pH dodatkiem  rozcieńczonego NaOH 
lub HC1, niż w układach zawierających bufor weronalowo-octanowy o żą
danym  pH.

D ysk usja

W przeprowadzonych doświadczeniach stwierdzono ham ujące działa
nie wielu m etali ciężkich, przy czym wydaje się, że natężenie hamowania 
przez jony danego m etalu stoi w pewnej zależności od miejsca, jakie zaj
m uje on w  szeregu napięciowym m etali. Przy próbie tłum aczenia działa
nia m etali na enzymy nasuwa się w pierwszym  rzędzie ew entualny ich 
wpływ  na grupy SH, jak  to udowodniono dla szeregu enzymów. W ydaje 
się, że w w ypadku plazm iny można wyłączyć wpływ m etali na grupy SH. 
Cały szereg specyficznych inhibitorów  tych grup jak  np. organiczne po
łączenia arsenu i rtęci, amid kwasu monojodooctowego, woda utleniona 
nie ham ują czynności plazminy. N ajbardziej prawdopodobnym  tłum a
czeniem ham ow ania jonów m etali jest przyjęcie niespecyficzności ich 
działania. Stwierdzono, że jony niektórych m etali ham ujące plazminę, 
w wyższych stężeniach w ytrącają  ten  enzym. W ytrącony enzym może 
być po odwirowaniu i rozpuszczeniu w  wersenie praw ie całkowicie reak
tywowany. W ynika stąd, że proces w ytrącania jest odwracalny i nie pro
wadzi do denaturacji białka. Nasuwa się przypuszczenie, że w ytrącenie 
enzymu i jego ham owanie w roztworze przez sole m etalu  jest jednym  
i tym  samym  procesem, polegającym  na agregacji cząsteczek enzymu. 
Można sobie wyobrazić, że sole m etalu łączą się z grupam i karboksylo
wymi i w ten sposób powodują jego agregację.

COO COO -  Cu— OOC

Białko -j- Cu” — -—> Białko Białko
\  \ / /

n h 3+ n h ,  i s h 3

Takie połączenie się z grupam i prawdopodobnie niefunkcjonalnym i 
enzymu mogłoby być bez efektu na czynność enzymatyczną, dopóki nie 
jest zajęta duża liczba grup karboksylowych lub nie zachodzi znaczna 
agregacja. Podobne zjawisko opisano przy acetylow aniu pepsyny. W tym  
wypadku pepsyna traci aktywność dopiero wówczas, gdy wprowadzono 
pewną ilość grup acetylowych (3).

b Jeszcze bardziej efektow ne w yniki uzyskano w  dośw iadczeniach z ham ow a
niem  jonam i złota.
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Jak  widać z wykresu 6 , obniżenie pH zmniejsza aktywność plazminy, 
co można by wiązać z agregacją cząsteczek w m iarę zbliżania się do 
punk tu  izoelektrycznego. Przy hamowaniu m etalem  w niższym pH na
kładają się oczywiście oba efekty hamowania.

W takim  ujęciu działanie m etalu na enzym mogłoby być reakcją jo
nową zachodzącą według praw a działania mas. Szybkość wiązania się soli 
m etali z enzymem oraz zależność hamowania od stężenia obu składników 
reagujących, potwierdza tę hipotezę.

Należy zaznaczyć, że podobną hipotezę sform ułował D o u n c e  (2) 
odnośnie działania u ranu  na fosforylazę i trom binę.

Fibrynogen, album ina i cysteina posiadają zdolność wiązania jonów 
m etali i dlatego w układach zaw ierających te substancje istnieje współ
zawodnictwo o m etal między nim i a enzymem. Dlatego też substancje te 
częściowo chronią enzym od inaktyw acji m etalam i. Ochronny wpływ 
białka tłumaczy brak ham owania miedzią fibrynolizy w pełnym  osoczu 
oraz pewne różnice w hamowaniu zależne od stopnia oczyszczenia pre
paratu .

Kolejność dodawania enzymu, m etalu i substratu  w stężeniach używa
nych w naszych układach doświadczalnych nie odgrywa istotniejszej roli, 
gdyż w ytw arza się tak szybko równowaga między nimi, że różnice w  dzia
łaniu nie są istotne. Natom iast białko dodane w znacznym nadm iarze 
chroni enzym od trującego działania metalu.

W nieumieszczonych w części doświadczalnej badaniach zajmowano 
się wpływem  jonów m etali na streptokinazę oraz na proteolityczne dzia
łanie plazminy. N iektóre jony m etali ham ują również czynność strep to
kinazy, a w wyższych stężeniach w ytrącają ją. Badania te będą tem atem  
osobnego doniesienia.

W edług S m i t h a  (10) trypsyna, chym otrypsyna i pepsyna nie wy
m agają obecności jonów m etalu, w arunkujących ich działanie. Natomiast 
niektóre enzymy tkankow e i roślinne (katepsyny i papainy) są aktyw ow a
ne cysteiną i cjankiem, a ham owane jonam i m etali, k tóre blokują grupy 
SH katepsyn i papain (6).

Działanie peptydaz z kolei jest uw arunkow ane przez sole m etali (Zn, 
Co, Fe, Mn, Mg). >

W edług tej klasyfikacji plazm inę można by zaliczyć do tej samej grupy 
enzymów proteolitycznych, co trypsynę. Prawdopodobnie jednak istnieje 
szereg różnic w zachowaniu się trypsyny, chym otrypsyny i plazm iny wo
bec jonów różnych m etali. Jakby wynikało z badań N e u r a t h a  (8). 

prowadzonych na syntetycznych substratach, Cd**, M n” , Co** nieco wzma-

*) O dm ienny pogląd na to zagadnienie reprezentują B r e s l e r  i R o s e n -
z w e i g  (1), w g których koferm entem  chym otrypsyny jest Mg, a trypsyny Cr.
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gają, a Hg**, Zn” , Cu” ham ują czynność trypsyny i chym otrypsyny. 
W naszych doświadczeniach jony miedzi (stężenie 10 1M) nie ham owały 
a naw et aktyw owały czynność fibrynolityczną trypsyny. Spraw a ta w y
m aga dalszych badań przy uwzględnieniu w pływu jonów m etali na czyn
ność plazm iny wobec syntetycznych substratów  (tj. estrów  argininy 
i lizyny) i przy szerszym uwzględnieniu w pływu soli m etali na hydrolizę 
trypsynow ą substratów  biologicznych.

Spraw a wpływu jonów m etali na fibrynolizę w żywym organizmie w y
maga oddzielnych badań. Je s t faktem  godnym  zastanowienia, że niektóre 
p repara ty  najsilniejszych inhibitorów  plazm iny tj. m iedzi i złota są sto
sowane w leczeniu choroby gośćcowej. S taje się to tym  bardziej in tere
sujące, że streptokinaza i n iektóre enzymy proteolityczne okazały się 
zdolne do wywołania podobnych zmian w m ięśniu sercowym, jakie spo
tykam y w gośćcu (4).

Streszczenie

Badano wpływ jonów różnych m etali na czynność plazminy, uzyska
nej drogą aktyw acji streptokinaza oczyszczonych preparatów  plazm ino
genu.

Stwierdzono ham ujący w pływ  jonów następujących m etali: A u” *, Cu**, 
U  , H g” , Ag*, Ni**, Zn” , Cd", przy czym stężenie, przy których uzyski
wano 50°, u hamowania plazm iny były rzędu 10~4M. Stwierdzono, że w er- 
sen aktyw uje plazminę, zaś związki blokujące grupy SH nie ham ują jej 
czynności.

Wykazano, że hamowanie plazm iny jonam i miedzi jest reakcją odw ra
calną, zależną od stężenia inhibitora, enzymu i substra tu  oraz pH.

Omówiono przypuszczalny mechanizm działania jonów m etali na 
plazminę.
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ITJIA3M M HO rEH  M IIJIA 3M J1H

II. B jIH H H H e  HOHOB M C TajIJIO B  H a  aK T H B H O C T b iI J ia 3 M H H a

P e 3 K) m e

H cC JieA O BaJIO C b BJIHHHMe HOHOB pa3JIM H H bIX M eTaJIJIOB H a  aKTHBHOCTb 

n jia 3 M M H a , n o j iy u e H H o r o  n y T e M  aK T H B aijH H  C T p en T 0 K H H a 3 0 M  O H H m eH H b ix  

n p e n a p a T O B  n J ia 3 M M H o reH a .

7(oKa3aHO TopM03Hiu;ee ^ en cT B iie  mohob c jie^ y io m M x  MeTajuiOB:
Cu", U  , H g”., A g‘, N i", Zn", Cd", npnueM KOHiieHTpaijMM npii k o t o -

p b ix  n o jiy n a jio c b  5 0 %  3 a ,z ( e p 5 K K H  i u i a 3 M M H a ,  n p M H a A J i e x c a j i M  k  p im y  1 0 '4M .

^OKa3aHO, h t o  B epceH  aKTMBMpyeT njia3MMH, T or^a KaK 6jiO K npyioiu;ne  
coe^MHeHMH r p y n n b i S H  u e  tc>pm o3ht e e  aKTHBHOCTM.

J(0K a3aH0, h t o  3aa,epxcK a njia3MMHa HOHaMH Me^M HBJineTCH oSpaTHOM 
peaK u;neii, 3aBMCMM0M o t  KOHpeHTpapMM MHrnSMTopa, 3H3HMa m cyO cTpaTa, 
a TaKxce n  o t  p H .

O S c y x c f l a j i C H  n p e ^ n o j i a r a e M b i M  M e x a H M 3 M  B 0 3 ,n ,e M C T B M H  m o h o b  M e T a j u i O B  

H a  n j i a 3 M M H .

PLASMINOGEN AND PLASMINE

II. In flu en ce  of m eta llic  io n s on a ctiv ity  o f p la sm in e  

S u m m a r y

The effect of various m etallic ions on plasm ine activity was investi
gated — the plasm ine being obtained from  purified  plasm inogen prepa
rations activated by streptokinase. The following ions inh ib it plasm ine 
activity: Au*’*, Cu” , U*‘*” \  Hg**, A g’, Ni**, Zn'*, Cd‘* 50 percent inh ib i
tion is attained a t 10~4M concentration. Versen activates plasm ine while 
the reagents which block SH groups do not show any inhibitory  action.

The inhibition of plasm ine by cupric ions is a reversib le reaction, de
pending on the concentration of the inhibitor, the enzyme and the sub
strate; it relies also upon pH.

The possible m echanism  of m etallic ion action on plasm ine is discussed.
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W I T O L D  DRABI KOWSKI

Z A W A R TO ŚĆ  KREATYNY I FOSFOKREATYNY  
W NARZĄDACH ŻABY

Zakład. Biochemii Instytutu Biologii Doświadczalnej im. Nenckiego 

Kierownik prof. dr Wł. Niemierko  

W arszau a, ul. Pasteura 3

Od czasu klasycznych prac F i s k e  i S u b b a r o w  (14) i E g g 1 e- 
t o n ’ó w (8) wiadomo, że fosfokreatyna stale w ystępuje w  m ięśniach k rę
gowców. Ponadto stw ierdzono jej obecność w układzie nerw ow ym  (18), 
w elektrycznych organach ryb (3), w plem nikach (8 , 17), oraz w  jajach 
żabich (31). W innych narządach spraw a występowania fosfokreatyny nie 
była pewna.

Dawniejsze m etody jej w ykryw ania polegały głównie na oznaczaniu 
fosforu. Z różnicy między tzw. fosforem labilnym  a fosforem „praw dzi
w ie” nieorganicznym , strącającym  się magnezem lub wapniem  obliczono 
ilość fosforu pochodzącego z rozpadu fosfokreatyny. W w ypadku niskiego 
stężenia fosfokreatyny różnice te były bardzo nieznaczne i uzyskana 
wartość P-fosfokreatyny mogła być obarczona dużym błędem. Dlatego 
podawane przez niektórych autorów  dane dotyczące występowania ślado
wych ilości fosforu fosfokreatyny w różnych narządach były poddawane 
w wątpliwość i na ogół przyjm owano, że w ystępująca wszędzie w niew iel
kim stężeniu kreatyna znajduje się w  stanie wolnym.

W ostatnich latach prócz zastosowania chrom atografii bibułowej do 
rozdziału fosfokreatyny i k reatyny  (12) opracowano dwie dokładne, a za
razem  czułe metody, pozwalające na w ykrycie bardzo nieznacznych ilości 
fosfokreatyny. Jedna  z tych m etod (Aleksiejewa (2)) polega na ozna
czaniu kreatyniny  powstałej z fosfokreatyny w wyniku działania kwasu 
molibdenowego. W olna kreatyna nie daje k reatyniny  w tych warunkach. 
Druga m etoda opiera saę na opracowanej przez E g g l e t o n a  i wsp. (9) 
oraz E n n o r a  i S t o c k e n a  (10) kolorym etrycznej metodzie ozna
czania kreatyny  w reakcji z dwuacetylem  i a-naftolem . Reakcja ta jest 
specyficzna dla N,N’ — asym etrycznych dwupodstawionych pochodnych
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guanidyny z wolną drugą grupą aminową (21). Fosfokreatyna reakcji tej 
więc nie daje, a alkaliczne środowisko w trakcie oznaczania zapewnia 
jej stabilność. E n n o r  i R o s e n b e r g  (11) przystosowali powyższą 
m etodę również i do oznaczania fosfokreatyny, W jednej próbce oznacza 
się kreatynę wolną, w równoległej, po łagodnej hydrolizie, k reatynę cał
kowitą. Z różnicy otrzym uje się zawartość kreatyny związanej z fosfo
rem. Dzięki zastosowaniu powyższych m etod udało się A l e k s i e j e -  
w e j  (2) oraz E n n o r  o w i  i R o s e n b e r g o w i  (11) wykazać obec
ność fosfokreatyny w niektórych narządach ssaków.

Celem niniejszej pracy było zbadanie występowania fosfokreatyny 
w narządach żaby. Do badań użyto m etody Ennora i Rosenberga (11), k tó
ra ma pewną przewagę nad m etodą Aleksiejewej, gdyż pozwala na rów 
noczesne oznaczenie obok fosfokreatyny również kreatyny  całkowitej. 
Tymczasowe doniesienie z tej pracy zostało opublikowane w pracach 
IV Zjazdu Polskiego Towarzystwa Fizjologicznego (5).

M etodyka

Do badań używano żab Rana esculenta przechowyw anych w labora
torium . Doświadczenia wykonywano w okresie od 15.11 do 15.IV. Żaby 
były powoli oziębiane do temp. od — 10° do — 12° m etodą Niiemierki i wsp. 
(24), a następnie poszczególne narządy były preparow ane bez uprzedniej 
dekapitacji zwierzęcia. Jedynie krew  pobierano z żab będących pod n a r
kozą eterow^ą. Narządy wrzucono do oziębionych m ieszaniną m rożącą ho- 
mogenizatorów typu Potter, E lvehjem ’a, uprzednio starow anych. Całość 
szybko ważono, homogenizowano z oziębionym kwrasem tró j chloroocto
wym  i sączono przez oziębiony lejek. Przesącz zobojętniano 5N ługiem  
sodowym. Przy sporządzaniu wyciągów z żołądków i skóry konieczne 
było zamiast homogenizowania rozcieranie w moździerzu z piaskiem  
i kwasem  trój chlorooctowym. W wyciągach ze skóry po zobojętnieniu 
powstawał strąt, k tóry osączano. Kości były rozcierane w moździerzu 
z kwasem  trójchlorooctowym . W ytrącone w bezbiałkowym  przesączu po 
zobojętnieniu fosforany wapnia odsączano.

Używano odczynników i stężeń wg E g g l e t o n a  i wsp. (9), stosując 
jako inhibitor grup-SH  kwas p-chlorortęciobenzoesowy (10). Jedynie 
zam iast roztworu ługu sodowego z węglanem sodu używano w później
szej serii doświadczeń polecany przez A b e l i n a  i R a a f l a u b a  (1) 
roztw ór ługu bez sody. Dw uacetyl otrzym ywano z dw um etyloglioksym u 
m etodą van Niela (23). a-N aftol oczyszczano przez destylację z parą wod
ną. Kwas p-chlorortęciobenzoesowy syntetyzow ano m etodą W hitm ore 
i W oodward (30). Standardow y roztwór k rea tyny  sporządzano z wodzianu 
kreatyny, otrzym ywanego przez przekrystalizow anie k reatyny  z wody.
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Pom iar kolorym etryczny przeprowadzano na absorpcjom etrze Spek- 
kera przy użyciu filtru  zielonego OG 1.

C zęść  d o śin ia d cza ln a  i o m ó iu ien ie  iryn ik óu j

Zbadano w ystępowanie kreatyny  i fosfokreatyny w następujących na
rządach żaby w stanie spoczynku: w mięśniach prążkow anych (m. ga
strocnemius), m ięśniach gładkich, (żołądku), sercu mózgu, wątrobie, 
płucach, nerkach, jajnikach z jajam i, 
jądrach, skórze, kościach długich (go- 
leniowej i udowej) oraz we krwi.

Część uzyskanych wyników dla 
m ięśni łydkowych podana jest przykła
dowo w tablicy 1, dla innych narządów

T a b l i c a  1

Zawartość kreatyny i fosfokrea
tyny u; mięśniach łydkowych 

żaby (w odniesienia na świeżą 
masę)

w tablicy 2. Jak  widać z tablicy 1, 
w m ięśniach prążkow anych całkowita 
zawartość k reatyny  jest najw iększa 
i wynosi średnio około 360 mg%. S tę
żenie k reatyny  w mózgu wynosi około

Kreatyna
%

Kreatyny
zujiązanej

P-fosfo-
całko- 
ujita 

mg %

zmiąza- 
na 

mg %

kreatyny
mg %

100 m g% . Z kolei mięśnie gładkie, ją  405 232 57,3 54,8
dra  i w ątroba w ykazują średnią zaw ar 346 143 41,6 33,7
tość około 50 mg%. Nieco niższa jest 369 189 51,2 44,6
zawartość k reatyny  w kościach. W po 344 210 61,0 49,6
zostałych narządach, takich jak serce, 390 265 67,7 62,5
płuca, nerki, jajn ik i z jajam i i skóra, 387 221 57,1 52,2
stężenie k reatyny  wynosi średnio około 279 176 63,1 41,5
25 m g% . Najniższa zawartość k rea ty  350 187 53,4 44,1
ny znajduje się we krwi. 355 205 57,7 48,4

Jak  widać z przytoczonych danych 394 186 47,2 43,9
fosfokreatyna w ystępuje we wszystkich 395 241 61,1 56,9

badanych narządach i organach. P ro  339 158 46,7 37,3
cent k rea tyny  ufosforylowanej (stosu 375 217 57,9 51,2
nek kreatyny  związanej z fosforem do 372 181 48,6 42,7

całkowitej zawartości kreatyny) jest 288 161 55,7 37,8
w m ięśniach prążkow anych dość stały  i 386 262 67,6 61,8
waha się na ogół w granicach 50—60%.
Procent ten jest w płucach, jądrach i jajach  również dość stały  i wynosi 
przeciętnie do 40%. Pozostałe narządy w ykazują niższy i bardziej zmienny 
procent fosfokreatyny.

Porów nanie otrzym anych w niniejszej pracy wyników z danym i z li
tera tu ry , nie zawsze jest możliwe. K reatyna w m ięśniach żab była wielo
krotnie oznaczana, ale w innych narządach badano kreatynę głównie
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u ssaków. To samo odnosi się i do wyników prac o zawartości fosfokreaty- 
ny. E n n o r  i R o s e n b e r g  oraz A l e k s i e j e w a  oznaczali s tę 
żenie fosfokreatyny tylko w  narządach ssaków. Badania innych autorów, 
dotyczące występowania fosfokreatyny poza mięśniami były również prze
prowadzane na ssakach. Dane w litera tu rze  dotyczące jej zawartości po
daw ane były zazwyczaj w stężeniu fosforu. Celem porównania ich z w y
nikam i niniejszej pracy podano w  tablicach 1 i 2 ilości fosfokreatyny 
przeliczone na fosfor.

Znajdowana zawartość k reatyny  w m ięśniach prążkow anych żaby wy
kazuje zgodność z lite ra tu rą  (7), (19), (25). Podawane w litera tu rze  ilości 
P-fosfokreatyny wynoszą do 67 mg °/o (4), (6), (13). Jak  w ynika z tabl. 1 
jedynie m aksym alne z uzyskanych ilości fosforu zbliżają się do tej w a r
tości, natom iast większość wyników jest nieco niższa. Trzeba jednak 
zaznaczyć, że w yniki Ennora i Rosenberga (11) w ykazują też raczej niż
szą zawartość P-fosfokreatyny niż dane z litera tu ry  z oznaczeń P-labilne- 
go dla mięśni odpowiednich ssaków. Autorzy ci tłum aczą to ew entualnym  
nieilościowym strąceniem  P  nieorganicznego i ew entualną obecnością 
w m ięśniach innego, prócz fosfokreatyny, związku odszczepiającego 
P-nieorganiczny, w  w arunkach powszechnie stosowanych metod.

Znaleziona przez nas ilość całkowitej k reatyny  w żołądku jest na ogół 
niższa od podawanych w litera tu rze  danych dla m ięśni gładkich u ssaków 
(2), (9), (16). Natom iast ilość fosfokreatyny jest nieco wyższa od danych 
innych autorów, którzy podawali je w ilościach labilnego P (2), (4), (8), 
(29).

Znalezione przez nas ilości k reatyny  w sercu żaby wynoszą m aksym al
nie 34 mg %. Są one o wiele niższe niż stężenie kreatyny  w  m ięśniu serco
wym ssaków (2), (9), (10), (11). Ilości fosfokreatyny również są niższe od 
cytowanych w litera tu rze  danych dla ssaków (2), (4), (8).

Ilości k reatyny znalezione w w ątrobie są stosunkowo wysokie w po
rów naniu z przeciętną jej zawartością u ssaków, aczkolwiek u tych ostat
nich obserw ujem y równocześnie znaczne zmiany w zależności od gatunku 
(2), (10), (11), (16). Sprawa w ystępow ania fosfokreatyny w  w ątrobie była 
do tej pory sporna. Podczas gdy cały szereg autorów ( R a p a p o r t  (27), 
S a c k s  (28)) nie znajdowało w niej odpowiadającego fosfokreatym e la
bilnego fosforu, to np. L e P a g e  1 U m b r e i t  (26) stw ierdzali jego 
obecność. Dopiero A l e k s i e j e w a  (2) oraz E n n o r  i R o s e n b e r g
(11) stosując opracowane przez siebie m etody w ykazali niezbicie obecność 
fosfokreatyny w wątrobie. Ilości otrzym ane przez nas pokryw ają się 
z ilościami podawanym i przez tych autorów.

Stężenie kreatyny  w mózgu żab pokryw a się z odpowiednimi danymi 
dla ssaków (1), (9), (10), (11), (16). Obecność fosfokreatyny w układzie
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nerw owym  stwierdzono już dawno. Ilości P-fosfokreatyny podawane 
przez innych autorów dla mózgu żab (B a l d w i n  (4)) i mózgu ssaków 
( K e r r  (18)) są wyższe od znalezionych przez nas. Powszechnie stosowane 
jes t dziś do badań zam rażanie mózgu in situ, podczas gdy w  niniejszej 
pracy preparowano mózg z żaby stosunkowo słabo zamrożonej. W wyniku 
dość długiego czasu preparow ania być może nastąpił już częściowy rozpad 
fosfokreatyny. Z drugiej strony  E n n o r  i R o s e n b e r g  stosując rów 
nież technikę zam rażania in situ, ale oznaczając fosfokreatynę nie w po
staci fosforu labilnego, uzyskiw ali dla mózgu ssaków również liczby niż
sze, zbliżone do otrzym yw anych przez nas. Być może i w tym  w ypadku 
na dane poprzednio cytowanych autorów  (4), (18), m ają w pływ  ew entual
ne w ady najczęściej przyjętych m etod oznaczania P-labilnego.

Otrzjunana zawartość kreatyny  w płucach i nerkach żaby jest nieco 
wyższa od danych dla ssaków (2), (9), (10), (16). Obecności fosfokreatyny 
w nich nie stwierdzono (8). Niniejsza praca potwierdza obecność w płu
cach i nerkach fosfokreatyny w ykazanej przez A l e k s i e j e w ą  (2) 
oraz E n n o r a  i R o s e n b e r g a  (11).

W jajnikach wypełnionych jajam i znaleźliśmy większą zawartość 
k rea tyny  całkowitej, jak  i fosforu pochodzącego z fosfokreatyny, niż Z i e- 
l i ń s k i  (31) w jajach żabich.

Jąd ra  żab zaw ierają stosunkowo niskie zawartości k reatyny  w porów
naniu  ze ssakami (1), (2), (9), (10), (16), aczkolwiek E n n o r  i R o s e n 
b e r g  (11) znaleźli bardzo duże różnice w  ilości k reatyny  zależnie od ga
tunku ssaków. Mimo niskiej zawartości k reatyny  w jądrach  żab ilości fos
foru odpowiadające znalezionej przez nas fosfokreatynie są o wiele wyż
sze od podawanych liczb dla ssaków (4), (8), (11).

Znalezione przez nas ilości k reatyny  w skórze żab są niższe od danych 
dla ssaków (16). Danych o zawartości fosfokreatyny w skórze nie znale
ziono w dostępnej literaturze, również nie znaleziono danych co do obec
ności kreatyny i fosfokreatyny w  kościach. M o n e t t i  (22) badając frak 
cje fosforowe kości szczurów stw ierdził brak w  nich fosfokreatyny. Być 
może kreatyna zaw arta jest wyłącznie w  szpiku, co w ydaje się jednak 
m ało prawdopodobne, gdyż stężenie jej byłoby tam  zbyt duże.

L u t w a k-M a n n (21) oznaczając frakcje fosforowe w  szpiku stw ier
dziła występowanie tam fosforu ,,oznaczalnego bezpośrednio m olibdenia- 
nem “, nie zajmowała się jednak zbadaniem, czy chodzi tu o P-nieorganicz- 
ny, czy też P pochodzący z fosfokreatyny.

Znalezione przez nas wartości k reatyny  we krw i żab są wyższe, niż 
podawane dla ssaków (16). Spraw a obecności fosfokreatyny we krw i była 
sporna. Niektórzy autorzy nie znajdow ali jej tam  w ogóle (8), inni stw ier
dzali występowanie nieznacznych jej ilości (15), (16).
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Fosfokreatynę ujm ow aną jako procent kreatyny całkowitej można 
porównać jedynie z wynikam i E n n o r a  i R o s e n b e r g a  (11) oraz 
częściowo i A l e k s i e j e w e j  (2). P rocent ten, otrzym yw any przez nas 
jest, przeciętnie biorąc, wyższy, niż w danych powyższych autorów. Prócz 
tego, szczególnie w m ięśniach oraz w jajach, płucach i jądrach uzyskano 
m niejszy rozrzut procentowej zawartości fosfokreatyny w porów naniu 
z powyższymi autoram i. Jest to być może wynikiem  stosowania w n in ie j
szej pracy techniki stopniowego oziębiania całego zwierzęcia, co nie
w ątpliw ie w strzym uje procesy rozpadowe.

W celu spraw dzenia czy fosfokreatyna nie ulega częściowemu rozpa
dowi już w czasie odbiałczania kwasem trójchlorooctowym  (Baldwin (4)) 
wykonano oznaczenia jej w m ięśniach przy zastosowaniu innych m etod 
odbiałczania.

Przeprowadzono oznaczenia fosfokreatyny w wyciągach mięśni łyd
kowych żaby odbiałczanych siarczanem  amonu lub litu oraz w w ycią
gach nieodbiałczonych, przyrządzanych przy użyciu roztw oru soli sodowej 
kwasu p-chlorortęciobenzoesowego lub roztworów buforow ych o pH 8— 9. 
Uzyskane wyniki porównywano z danym i analiz m ięśni równoległych 
odbiałczanych kwasem trójchlorooctowym. W yniki wskazują, że niezależ
nie od sposobu przyrządzania wyciągów z m ięśnia otrzym uje się taki sam 
procent k rea tyny  ufosforylowanej. Fakt, że i w alkalicznym  środowisku 
wyciągów otrzym ano taką samą procentową zawartość fosfokreatyny co 
i w środowisku kwaśnym  w 0 ° w skazuje na to, że oziębiony kwas 
tró j chlorooctowy prawdopodobnie nie wyw ołuje rozpadu fosfokreatyny 
i otrzym ane przez nas wyniki odpowiadają stanow i w m ięśniu spoczyn
kowym.

Dotychczas przyjm owano zazwyczaj, że fosfagen w ystępuje wyłącz
nie w mięśniach, układzie nerwowym  i produktach organów płciowych. 
Stwierdzenie jego obecności w całym organiźmie, naw et w narządach, 
gdzie natężenie procesów energetycznych nie ulega tak znacznym w aha
niom jak w mięśniach, przyczyni się być może do pełniejszego zrozum ie
nia jego znaczenia fizjologicznego.

W trakcie w ykonyw ania niniejszej pracy autor korzystał ze stypen
dium Komisji Popierania Twórczości Naukowej i A rtystycznej przy P re 
zydium Rady M inistrów.

Streszczenie

Oznaczano kreatynę i fosfokreatynę m etodą Ennora i Rosenberga (11) 
w szeregu narządów  żaby Rana esculenta. Zawartość kreatyny  w m ięś
niach gładkich, sercu i jądrach jest niższa niż u ssaków, natom iast we 
krw i wyższa.

http://rcin.org.pl



126 W . D R A B I K O W S K I  [f>]

Fosfokreatynę w ykryto we wszystkich badanych narządach. W mięś
niach ilości jej wynoszą średnio 50—60% całkowitej kreatyny. W p łu 
cach, jądrach i jajnikach procent ten wynosi przeciętnie 40%. W pozo
stałych badanych narządach jest on niższy i dość zmienny.
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CO/IIEP >KAHME KPEATMHA M <£>OC<í>OKPEATWHA B OPT AH AX JIHrYHIKH

P e 3  K) m  e

KpeaTHH m  c|jocc|)OKpeaTMH b  opraHax MryniKM Rana esculenta onpe- 
^ejiHJiCH no MeTopy SHHopa m  Po3eH6epra (11).

IlpopeHTHoe copepxcaHMe Bcero KOJinuecTBa KpearnHa b  m k p o h o h c h o m  

Mbirnpe cocTaBJiaeT b  cpepHeM 360 Mr%, b  M 0 3 r y  o k o j i o  100 Mr°/o. B rjiap- 
k m x  Mbimpax, ceMeHHMKax n neueHM oSHapyxceHO KpeaTHH b  KOJiHuecTBe 
o k o j i o  50 Mr°/o. CopepHcaHne ero b  k o c t h x  HecKOJibKO MeHbinee. B cepppe, 
jierKMx, noHKax, nnuHMKax n Koxce copepxcaHHe KpeaTima cocTaBJiaeT o k o 

j i o  25 Mr°/o. B KpoBH copepxcaHMe KpeaTKHa cocTaBJiaeT o k o j i o  8Mr°/o.
CopepxtaHMe KpeaTima b  rjiapKnx Mbimpax, cepppe n ceMeHHMKax 

j i a r y i i i K n  M e H b i n e ,  n e M  y  M J i e K o n M T a i o i p M x ,  T o r p a  x a x  b  k p o b m  o h o  S o j i b i n e .

C o p e p x c a H M e  c j jo c c j jO K p e a T M H a  6 b i J i o  o S H a p y a c e H O  b o  B c e x  M c c j i e p y e -  

M b ix  o p r a H a x .  B M K p o H o a c H b ix  M b i m p a x  K O JiM H e c T B o  e r o  c o c T a B J i a e T  b  c p e p -  

H eM  50 — 60% B c e r o  K O J iM u e c T B a  x p e a T M H a .  B j i e r x n x ,  c e M e H H M K a x  m  h m h -  

H M K a x  e r o  K O Jin aecT B O  c o c T a B J i a e T  b  c p e p H e M  40%. B o c T a j i b H b i x  MCCJie- 

A y e M b i x  o p r a H a x  k o j i m h c c t b o  e r o  M e H b iu e  m  p o B O Jib H O  M3 M eH H M B 0 .

THE CREATINE AND PHOSPHO-CREATINE C ON T E N T  IN THE ORGANS  
AND TISSUES OF R A N A  E S C U L E N T A

S u m m a r y

The quantita tive  determ ination of creatine and phosphocreatine in 
the d ifferen t organs and tissues of Rana esculenta  has been carried out 
by the m ethod of Ennor and Rosenberg.

The mean value of the total am ount of creatine in the leg muscles is 
360 mg.%, in the brain — 100 mg.%, in the smooth muscles, liver and 
testes — about 50 mg.%, in the bones, lungs, kidneys, ovaries and skin — 
about 25 mg.%, in the blood — only 8 mg.%.

The concentration of creatine in the smooth muscles, the heart and 
the 'testes of frogs is lower than  in the  corresponding organs of mammals; 
contrary to this, the level of creatine in frog’s blood is higher than in 
m am m alian blood.

Phosphocreatine was found in all the investigated tissues. In the leg 
muscles it form s 50% to 60% of the total am ount of creatine; in the 
lungs, testes and ovaries — about 40%; in the o ther organs, the relative 
am ount of phosphocreatine is lower and m ore irregular.
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