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II1. Der Umsatz in Muskeln pankreasdiabetischer Tiere.

Biochem Z. 116, 89-101, 1921

Jo K, Parnas

Uber dert mechanischen Wirkungsgrad der in isolierten
Amphibienmuskeln stattfindenden Verbrennungsprozesse. (Vorldufi-
ge Mitteilug)

Biochem Z. 116, 102-107, 1921

J. K. Parnas und Z. Krasinska

Uber den Stoffwechsel der Amphibienlarven.

Biochem. Z. 116, 108-137, 1921
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J. K. Parnas und R. Wagner

Uber die Ausfiihrung von Bestimmungen kleiner
Stickstoffmengen nach Kjeldahl.

Biochem. Z. 125, 253-256, 1921

R. Wagner und J. K. Parnas

Uber die eigenartige Stérung des Kohlenhydratstofiwechsels und
ihre Bezichungen zum Diabetes mellitus. II. Eine klinisch-experimen-
telle Studie.

Z. ges. exp. Med. 25, 361-384, 1921

J.K. Parnas und R. Wagner
Beobachtungen tiber Zuckerneubildung. I. Nach Versuchen, die an
einem Falle besonderer Kohlenhydratstoffwechselstéorung angestellt

wurden
Biochem. Z. 127, 55-65, 1922

.R Wagner und J. K. Parnas

Zur Korrelation der Blutdriisen.
Medizinische Klinik, 18, 135-i38, 1922

J.K. Parnasi W, Jasinski

Rozmieszczenie skladnikéw krwi niekoloidowych pomiedzy osocze
i krwinki na podstawie analiz krwi rodzimej.

Sprawozdania T-wa Naukowego we Lwowie, 2, 163-164, 1922

J.K. Parnas und W. v. Jasinski

Uber die Verteilung von Zucker, Reststickstoff und Calcium im
Blute.

Kli. Wo. 1, 2029-2030, 1922

J.K. Parnas, A. Rosenbliith uud R. Wagner

Uber den Einfluss der Kohlehydrate auf den Grundumsaiz. Nach
Versuchen, die an einem Falle besonderer Kohlehydratstoffwechsel-

storung angestellt wurden. IV.
Z. ges exp. Med. 38, 445-457, 1923

J. K. Parnas 1 J. Heller
O zawartosci amoniaku we krwi.
Sprawozdania T-wa Naukowego we Lwowie, 4, 150-161, 1924

J. K. Parnas et J. Heller

Recherches sur ’ammoniaque du sang.
C.R. Soc. Biol. 91, 706-707, 1924
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30.

31.

32.

33.
34.
35.

36.
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J. K. Parnas und J. Heller

Uber den Ammoniakgehalt und tber die Ammoniakbildung im
Blute I.
Biochem. Z. 152, 1-28, 1924

J. K. Parnas

Uber den Ammoniakgehalt und iiber die Ammoniakbildung im
Blute. IL

Biochem. Z. 155, 247-255, 1925

Je K. Parnas ™

Badania nad amoniakiem zawartym we krwi i nad jego pocho-
dzeniem.

Ksiega Pamigtkowa XII Zjazdu Lekarzy i Przyrodnikéw Polskich,
w Warszawie. T. 1. 272-274, 1925.

J. K. Parnas und M. Taubenhaus

Uker den Ammoniakgehalt und die Ammoniakbildung im Blute. III.
Die Entstehung des Blutammoniaks.

Biochem. Z. 159, 298-310,1925.

J. K. Parnas und A. Klisiecki

Uber Ammoniakgehalt und Ammoniakbildung im Blute. 1V. Ist im
kreisenden Blute Ammoniak vorhanden? 4

Biochem. Z. 169, 255-265, 1926.

W. Mozolowski und J. K. Parnas

Uber eine neue Form der Chinhydronelektrode.
Biochem. Z. 169, 352-354,1926.

Jo K. Parnas

O amoniaku krwi, jego pochodzeniu i warunkach powstawania.
Sprawozdania T-wa Naukowego we Lwowie, 6, 156-158, 1926

J. K. Parnas
A vérben élvé ammoniakrol és koletktozési médjardl.
Therapia II. Evfoljan Kvianyi Szam, 77-88, 1926

J. K. Parnas und A. Klisiecki

Uber den Ammoniakgehalt und die Ammoniakbildung im Blute. VI.
Experimentelle Untersuchungen iiber die Faktoren, welche den
Ammoniakgehalt des kreisenden Blutes beeinflussen, und iiber die
Lokalisation der Ammoniakbildung und des Ammoniakschwundes
beim Kaninchen.

Biochem Z. 173, 224-248, 1926
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37

38

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

SR Parnias :
On ammonia in blood, its formation and its physiclogical behaviour.
XII-th International Physiological Congress held at Stockholm,
August 3-6, 1926
Skandinav. Archiv, 49, 199-200, 192€

i I Palrnas
Existe-t-il des sels ammoniacaux dans le sang circulant?
Bull. Soc. Chim. Biol. 9, 76-90, 1927

J.K. Parnas, W5 Mozolowski
Badania nad przemiang azotowa miesnia. I i IL
Sprawozdania T-wa Naukowego we Lwowie, 7, 105-106, 112-113, 1927

J. K. Parnas und WL Mozolowski
Uber den Ammoniakgehalt und die Ammoniakbildung im Muskel
und deren Zusammenhang mit Funktion und Zustandsénderung. I

Biochem. Z. 184, 399-441, 1927

J. K. Parnas und W5 Mozolowski

Uber die Ammoniakbildung im Muskel und ihren Zusammenhang
mit Tatigkeit und Zustandsédnderung.

Kli. Wo. 6, 998-999, 1927

J. K. Parnas, WL Mozolowski i W. Lewinski
Powstawanie amoniaku w mie$niach a praca.
Sprawozdania T-wa Naukowego we Lwowie, 7, 167-168, 1927

J. K. Parnas, WL Mozolowski i W. Lewinski
Praca miesniowa i amoniak krwi.
Sprawozdania T-wa Naukowego we Lwowie, 7, 168, 1927

J.K. Parnas, WL Mozolowski und W. Lewinski
Uber die Ammoniakbildung im isolierten Muskel und ihren
Zusammenhang mit der Muskelarbeit.

Kli. Wo. 6, 1710-1711, 1927

J. K. Parnas, WL Mozolowski und W. Lewinski
Uber den Ammoniakgzshalt und Ammoniakbildung im Blute. IX. Der
Zusammenhang des Blutammoniaks mit der Muskelarbeit. I1I. Uber
Ammoniakbiidung im Muskel und deren Zusammenhang mit Funk-
tion und Zustandsanderung.

Biochem Z. 188, 15-23, 1927

J. K. Parnas

Badania nad powstawaniem amonjaku i zaleznoscia tej sprawy od
czynno$ci i stanu miesni.

Acta Biol. Exp. 1, nr 3, 1-83, 1928
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47

48

49.

50.

51.

52.

53.

55.

56.
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wdo K cPatnias
Badania nad cialami aminopurynowymi mieéni oraz uwagi o tzw. sto-
sunku jadrowo-plazmatycznym.
Sprawozdania T-wa Naukowego we Lwowie, 8, 104, 1928

.J. K. Parnas, J. Jaworska, W. Lewinski i W}¥ Mo-
zolowski

O sprzezeniu dezaminacy] beztlenowych z tlenowymi i o przypusz-
czalnej funkcyi chemicznej zasad aminopurynowych zawartych
w kwasach nukleinowych.

Sprawozdania T-wa Naukowego we Lwowie, 8, 212-215, 1928

JaKeeP@arnas

Uber den Purinstoffwechsel des Muskels und iiber die Muttersub-
stanz des im Muskel entstehenden Ammoniaks. I.

Kli. Wo. 7, 1423-1424, 1928

J. s SR arnas

Uber den Purinstoffwechsel des Muskels und iiber die Mutiersubstanz
des im Muskel entstehenden Ammoniaks. II.

Kli. Wo. 7, 2011-2012, 1928

J. K. Parnas

Présentation d‘un appareil pour 1‘épuisement rapide des solutions
aqueuses par des dissolvants légers que l‘eau.

Bull. Soc. Chim. Biol. 11, 796-797, 1929

J. K. Parnas
Sur l'existence du lactacidogéne.
Bull. Soc. Chim Biol. 11, 802-803, 1929

J. K. Parnas

Les composés puriques du muscle et leurs transformations physiolo-
giques.

Bull: Soc. Chim. Biol. 11, 803-804, 1929.

wdh IS P ainiais

Le métabolisme du muscle en activité.

C. R. Soc. Biol. (Réunion pléniére), 101, 37-72, 1929

J. K. ‘Parnas
Ammonia formation in muscle and its source.
Am. J. Physiol. 90, 467, 1929

JokK ParTnas
Uber den Ammoniakgehalt des menschlichen Blutes.
Pfliigers Arch. ges. Physiol. 221, 508, 1929
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58

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.
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L dakKs Parnas

Uber die Ammoniakbildung im Muskel und ihren Zusammenhang
mit Funktion und Zustandséinderung. VI. Der Zusammenhang der
Ammoniakbildung mit der Umwandlung des Adeninnucleotids zu
Inosinsédure.

Biochem. Z. 206, 16-38, 1929

.J. K. Parnas, W. Lewinski J. Jaworska und
B. Umschweif
Uber den Ammoniakgehalt und die Ammoniakbildung im Frosch-
muskel. VII.
Biochem. Z. 228, 366-400, 1930
wdi B CParnias

Neue Untersuchungen iiber den Chemismus der Muskelkontraktion.
Naturwissenschaften, 18, 916, 1930

P. Ostern i J.. K. Parnas

O rzekomej syntezie kwasu moczowego przez miazge watrobowa.
Acta Biol. Exp. 5, 19-31, 1930

J. K cParnas; i B @stern

O powstaniu amoniaku w sercu zabim przezywajacem.
Sprawozdania T-wa Naukowego we Lwowie, 11, 36-37, 1931

P.. Ostern i1 J ‘K Parnas

O powstawaniu amonjaku w zwiazku z czynnoscia serca.

Acta Biol. Exp. 7, 27-47, 1931

J. K Parnas und P. Ostern

Uber die Ammoniakbildung im isolierten Froschherzen. II.
Biochem. Z. 234, 307-322, 1931

J. K Parnas

Uber die Muttersubstanz des im Blut und Muskel entstehenden
Ammoniaks.

Biochem. Z 239, 18-20, 1931

J; K -Parnas

Uber die postmortale Ammoniakbildung im Muskel.

Biochem. Z. 245, 159-165, 1932

JeldiPrarnas o1 fP: @8t ern

O mianowaniu farmakologicznym pochodnych adenozynowych w

tkankach i wyciagach.
Sprawozdania T-wa Naukowego we Lwowie, 12, 62, 1932
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67.

68.

69.

70.

i,

72.

73.

74.

75.

76.

& K Parnas SR s0Ostern

O przemianie nukleotydu adeninowego w sercu i o zwigzku tej prze-
miany z powstawaniem amoniaku w sercu.

Sprawozdania T-wa Naukowego we Lwowie, 12, 62-63, 1932

P. Ostern und J. K. Parnas

Uber die Auswertung von Adenosinderivaten am iiberlebenden
Froschherz.

Biochem. Z. 248, 389-397, 1932

J. K. Parnas und P. Ostern

Uber die Ammoniakbildung im Herzen. III. Uber das Adeninnucleotid-

im uberlebenden Froschherzen.
Biochem. Z. 248, 398-402, 1932

R. Klimek und J. K. Parnas

Adenylsdure und Adeninnucleotid.
Biochem. Z. 252, 392-396, 1932

Jgs . CBarrnas
Uber Ammoniakbildung in der Auftauungskontraktur und der Jodes-

sigsdurekontraktur.
Kli Wo. 11, 335, 1932

J. K. Parnas und P. Ostern

Uber die Herzwirkung von Adeninderivaten, insbesondere von
Nucleosiden und Nucleotiden.

Kli. Wo. 11, 1551-1552, 1932

J. K. Parnas und R. Klimek

Adenylsaure und Adeninnucleotid.
Z. physiol. Chem. 217, 75-78, 1933

R Klimek und J. K. Parnas
Uber die Reaktionen der Purinbasen mit Kupfersulfat und Alkali.

Z. physiol. Chem. 218, 30-32, 1933

J. K. Parnas und J. Sieniawski

Eine photometrische Methode zur Bestimmung des Kohlenoxyds im
Blute. I.

Biochem. Z. 266, 102-106, 1933

J. K. Parnas

A propos des diastases déphoszphorylantes et désaminantes des tissus
musculaire et cardiaque. IVe Congres de Chimie Biologique, 8-10
Novembre 1933.

Bull. Sec. Chim. Biol. 15, 1384-1385, 1933
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J. K. Parnas, P. Ostern und T. Mann

" Uber die Verkettung der Chemischen Vorginge im Muskel.

78.

19:

80.

81.

82.

83.

84.

85.

86.

87.

Biochem. Z. 272, 64-70, 1934

J. K. Parnas
Uber den Ammoniakgehalt und die Ammoniakbildung im Blute. XI.
Biochem. Z. 274, 158-1€2, 1934

J. K. Parnas . PliOstern
Chemistry of anaerobic recovery in muscle.
Nature (London) 134, 627, 1934

J. K. Parnas, P. Ostern, T. Mann
Linkage of chemical changes in muscle.
Nature (London), 134, 1007, 1934

J. K. Parnas i'P.Ostern
O mechanizmie glikogenolizy miesniowe].
Przeglad Fizjologji Ruchu, 6, 255-266, 1934

J. K. Parnas, P. Ostern i T. Mann

O istocie i funkecji fizjologicznej amonjogenezy miesniowej i o sprze¢-
zeniu proceséOw chemicznych w mies$niu.

Roczniki Chemji, 14, 1358-1376, 1934

J. K. Parnas, P. Ostern und T. Mann
Uber die Verkettung der chemischen Vorgange im Muskel. II. .
Biochem. Z 275, 74-86, 1935

J. K. Parnas, P. Ostern und T. Mann

Uber die Verkettung der chemischen Vorgidnge im Muskel. III. Die
Phosphatiibertragung durch Brenztraubenséure.

Biochem. Z. 275, 163-166, 1935

J. K. Parnas und W. Lewinski

Uber den Ammoniakgehalt und die Ammoniakbildung im Muskel.
XXII. Uber den Zusammenhang zwischen Ammomakblldung und
Muskeltatigkeit unter aeroben Bedingungen.

Biochem. Z. 276, 398-407, 1935

J.K. Parnas i C. Lutwak-Mannowa

O zrodach amoniaku powstajacego w mies$niu.

Sprawozdania T-wa Naukowego we Lwowie, 15, 112, 1935

J.K. Parnas und C. Lutwak-Mannr

Uber den Ammoniakgehalt und Ammoniakbildung im Muskel XXII.
1) Uber die Methode zur Bestimmung der Adenosintriphosphorsédure
2) Uber die zweite ammoniakbildende Substanz des Muske]gewebes
Biochem. Z. 278, 11-12, 1935.
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92.

93.

94.

95.

97.

98.
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+J. K. Parnmas und P. Ostern
Uber die Verkettung der chemischen Vorginge im Muskel. IX. Die
Rolle der Phosphagene.
Biochém. Z. 279, 94-98, 1935

.J. K. Parnas i A. Klisiecki

O amoniaku krwi, jego pochodzeniu i kolejach fizjologicznych.
Pol. Gaz. Lek. 14, 637-641, 1935

J.K.Parnas
Uber die Verkettung der chemischen Vorginge im Muskel.
Kli. Wo. 14, 1017-1023, 1935

Jo K Parhas

El encadenaniente de los procesos quinicos en el musculo.
Resita del Circulo Medico Argentina y centros estudiantes de mede-
cina, 35, 410, 819-843, 1935

J. K. Parnas i T. Baranowski

Reakcja poczatkowa glikogenolizy miesniowej.

Sprawozdania T-wa Naukowego we Lwowie, 15, 216-217, 1935
J. K. Parnas et T. Baranowski

Sur les phosphorylations initiales du glycogéne.

C. R. Soc. Biol. 120, 307-310, 1935

i Parnas, C. Lutwak-Mannowa i T. Mann

Teoria sprzezenia proceséw chemicznych w fermentacji alkoholowej.
Sprawozdania T-wa Naukowego we Lwowie, 15, 217-220, 1935

J. K. Parnas, C. Lutwak-Mann und T. Mann

Uber die Verkettung der chemischen Umsetzungen in der alkcholi-
schen Géarung. II. Versuch einer Theorie.

Biochem. Z. 281, 168-174, 1935

cds Ko Parnas

L‘enchainement des processus enzymatiques dans le tissu musculaire.
Ve Congres de Chimie Biologique, Bruxelles, 23-25 Octobre 1935.
Bull. Soc. Chim. Biol. 18, 53-95, 1936

J. K. Parnas, B. Sobczuk et W. Mejbaum

Le mécanisme de la suppresion de ’'ammoniogenése dans le mascle
par l'acide pyruvique.

C. R. Soc. Biol. 121, 701-704, 1936

J. K. Parnas et P. Ostern

Le mécanisme de la glycogénolyse.

Bull. Soc. Chim. Biol. 18, 1471-1492, 1936
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J. K. Parnas, W. Mejbaum et B. Sobczuk

Le mécanisme de l‘action de la phlorhizine sur la glycegénolyse mus-
culaire.

C. R. Soc. Chim, Biol. 122, 1148-1152, 1936

I K Parnas

Uzupelniony schemat glikogenolizy migSniowej.

Sprawozdania T-wa Naukowego we Lwowie, 16, 84-87, 1936

.J. K. Parnas et I. Mochnacka

Le rdle de l'acide inosique dans la glycogénolyse musculaire.
C. R. Soc. Biol. 123, 1173-1175, 1936

ol Barnas

Der Mechanismus der Glykogenolyse im Muskel.

Ergebnisse der Enzymforschung, 6, 57-110, 1937

J. K. Parnas i I. Mochnacka

O funkeji kwasu inozynowego w przemianie mieSniowej.

Acta Biol. Exp. 11, 1-2, 1937

J. K. Parnas, I. Mochnacka i Z. Augustin

O koenzymach glikogenolizy miesniowej.

Sprawozdania T-wa Naukowego we Lwowie, 17, 164-165, 1937
J. K. Parnas et B. Umschweif

Sur le dosage des pentoses dans les nucléotides adényliques.
Bull. Soc. Chim. Biol. 19, 325-335, 1937

J. K. Parnas

Uwagi o destylacji amoniaku przy wykonywaniu oznaczen kjeldah-
lowskich w przyrzadzie Parnasa i Wagnera.

Acta Biol. Exp. 11, 107-110, 1937

J. K. Parnas und W. Szankowski

Uber die gegenseitige Vertretbarkeit der Brenztraubensiure und
Oxalessigsdure als Wasserstoffakzeptoren in der Muskelglykolyse.
(Betrachtungen tiiber den Zusammenhang zwischen aéroben und
anaérober Glykolyse.)

Enzymologia, 3, 220-227, 1937

J. Hevesy, T Baranowski, J. Guthke, P. Ostern
1 J. K. Parnas

Badania nad glikolizg, Nowa metoda z zastosowaniem fosforu promie-
niotworezego.
Sprawozdanie T-wa Naukowego we Lwowie, 18, 88-95, 1938
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G. Hevesy, T. Baranowski, AJ. Guthke, P. Ostern
und J.K. Parnas

Untersuchungen iiber die Phosphoriibertragungen in der Glykolyse
und Glykogenolyse.

Acta Biol. Exp. 12, 34-39, 1938

J. K. Parnas
Uber den Mechanismus der Muskelglykogenolyse.
J. Physiol. of the USSR, 24, 277-293, 1938

J. Hevesy, T. Korzyhskii J. K. Parnas
Badania nad przemiang kwasu adenilowego w ustroju zwierzecym.
Sprawozdania T-wa Naukowego we Lwowie, 18, 112-113, 1938

T. Korzybski und J.K. Parnas
Uber Abbau und Wiederaufbau der Adenylsiure im Warmbliiter-

muskel.
Z. physiol. Chem. 255, 195-204, 1938

J. K. Parnas

Uber die Ausfiihrung der Stickstoffbestimmung nach Kjeldahl in
der Modifikation von Parnas und Wagner.

Z. analyt. Chem. 114, 261-275, 1938

J. K. Parnas

Uber die Anwendung der radioaktiven Isotopen in der biologischen
Forschung. Einleitung

Enzymologia, 5, 137, 1938

J. K. Parnas

Uber die enzymatischen Phosphorylierungen in der alkoholischen
Gérung und in der Muskelglykogenolyse.

Enzymologia, 5, 166-184, 1938

T. Korzybski et J. K. Parnas

Observations sur les échanges des atomes du phosphore renfermés
dans l'acide adenosinetriphosphorique, dans ’animal vivant, a 1'aide
du phosphore marqué par du radiophosphore 32P.

Bull Soc. Chim. Biol. 21, 713-716, 1939

. Korzybski und J. K. Parnas

Uber den Umsatz der Adenosintriphosphorsiure im lebenden Tier.
Acta Biol. Exp. 13. 157-166, 1939

J. K. Parnas

L’application des isotopes radioactives pour ’exploration des échan-
ges et des transformations biochimiques.

Bull. Soc. Chim. Biol. 21, 1059-1093, 1939
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J, K- Prarnas

Glykogenolyse. _

Handbuch der Enzymologie, herausgegegeben von F. F. Nord und
R. Weidenhagen, New York, N. Y. — Berlin.

Akad. Verlagsg., Leipzig, 1940, 902-967.

B. PODRECZNIKI 1 PRACE lEFl’.lU.lACi’.

g Baarnas

O zwigzkach ttuszczowatych (lipoidach).
Nowiny Lekarskie, 25, 591-586, 1913

o Parnas

Wskazowki i objasnienia do ¢wiczen z chemji lekarskiej. Kurs Uni-
wersytetu Warszawskiego.
Gebethner i Wolff, Warszawa, 1919. XIV + 144

bidhe e a8 T NaS

Nowe poglady w nauce o odzywianiu. (O skladzie jakoSciowym po-
zywienia).

Polskie Czasopismo Lekarskie, 1, 14-15, 41-42, 60-t1, 77-78, 97-98,
113-114, 128-129, 146-147, 1921

.J. K. Parnas

Neue Untersuchungen iiber den Wasserhaushalt der Frosche.
Biochem. Z. 114, 1-11, 1921

el 8 S 2 G T

Chemja Fizjologiczna. Czes¢ 1. Podstawy chemiczne fizjologji.
E. Wende i H. Altenberg, Warszawa-Lwoéw, 1922, XIII + 559

vl By AT neas

Kurs prakiyczny chemji fizjologicznej.
St. Kohler, Lwow, 1923. XV -I- 180

o i P aTnas

Analiza chemiczna krwi.
Pol. Gaz. Lek. 1, 251-252, 1922

s B A rnas

Methoden zur Beeinflussung der tierischen Entwicklung durch Gase
und zur Bestimmung des respiratorischen Gaswechsels wihrend der
Entwicklungsvorgénge.

Handbuch der biologischen Arbeitsmethoden, herausgegeben von
E. Abderhalden, 1923. Abteilung V. Teil 3 A 651-670
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J. K. Parnas

Chemizm oddychania.

Podrecznik Fizjologji wydany przez A. Becka.

Gubrynowicz, Lwow-Warszawa-Krakow, 1924. T. II. 123-157
J. 15 Barnas

Czynno$¢ watroby.

Podrecznik Fizjologji wydany przez A. Becka.

Gubrynowicz, Lwow-Warszawa-Krakow, 1924. T. II. 261-282

J. K& Parnas

Mocz.
Podrecznik Fizjologji wydany przez A. Becka.
Gubrynowicz, Lwow-Warszawa-Krakow, 1924. T. II. 283-30]

J. K "BParnas

Sklad i wlasnosci mleka.
Podrecznik Fizjologji wydany przez A. Becka.
Gubrynowicz, Lwéw-Warszawa-Krakow, 1924. T. II. 335-340

J. Ko e Parnas

O nowych postepach w nauce o nowotworach zlosliwych.
Przyroda i Technika, 4, 289-295, 1925

J. K. Parnas

Krew jako uklad fizyczny.

Ksiega Pamigtkowa XII Zjazdu Lekarzy i Przyrodnikéw Polskich
w Warszawie. T. 1. 272-274, 1925

J. K. Parnas

Polonica u obcych. (Nature o nauce polskiej.)
Przeglad Warszawski, nr. 48, 241-244, 1925

J. K. Parnas

Allgemeines und Vergleichendes des Wasserhaushaltes.

Handbuch der r.ormalen und pathologischen Physiologie, herausgege-
ben von A. Bethe, G. Bergmann, G. Embden, A. Ellinger. J. Springer,
Berlin, 1926 17, Correlationen III, J. XVII, 137-160

J. K. Parnas

Energetyka czynnosci miesniowej.

Przyroda i Technika, 5, 1-10, 1926.

J. K. Parnas

O Kwasicy.

Polskie Archiwum Medycyny Wewnetrznej, 5, 397-482, 1927
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J. K. Parnas
Ernst Josef Leser.
Biochem. Z. 196, 1-2, 1928

J. K. Parnas
Otto Warburg.
Pol. Gaz. Lek. 10, 997-998, 1931

J.K. Parnas
The chemistry of muscle.
Annual Review of Biochemistry, 1, 431-45€, 1932

J. K. Parnas

The chemistry of muscle.
Annual Review of Biochemistry, 2, 317-336, 1933

J. K. Parnas
Prace J. Zaleskiego nad zawarto$ciag amonjaku we krwi.
Roczniki Chemji, 13, 640-644, 1933

s Earn as

Prof. E. Embden.
Nature (London), 132, 994-995, 1933

J. K. Parnas

Uwagi krytyczne do artykulu prof. F. Venuleta , Rownowaga kwa-
sowo-zasadowa a miarowos$¢ tetna’.

Warszawskie Czasopismo Lekarskie, 11, 13-15, 1934

J.K.Parnas i WL Mozolowski
Podstawy chemiczne i fizjologiczne dietetyki
Dietetyka, Delta, Warszawa, 1934, 3-64

v e K.'Parnas

Reforma studiow lekarskich w Polsce.
Lekarz Polski, 10, 107-108, 1934

e Parnas

Propaganda zagraniczna nauki polskiej.
Wiadomosei Literackie, 12, nr 15 z dn. 14.4.1935

ad. K. PATDAS

Regulacja chemiczna funkeji ustrojowych.
Endokrynologia Lekarska, 1, 3-10, 1936

Jiuls: Parnas

Przemiana materii.

Swiat i Zycie. Ksigznica Atlas, Lwow — Warszawa, 1936, T. IV.
441-456

2 — Acta Biochimica Polonica
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<o K Piaitniais
Ttuszceze.
Swiat i Zycie. Ksiaznica Atlas, Lwéw — Warszawa, 1936 T. IV.
1108-1116

s, Kt Plairniais
Trawienie.

Swiat i Zycie. Ksigznica Atlas, Lwoéw — Warszawa, 1936 T. IV.
1131-1144

J. K. Parnas

Weglowodany.

Swiat i Zycie. Ksiaznica Atlas, Lwow — Warszawa, 1936 T. IV.
1256-1272

J. K. Parnas

Witaminy.

Swiat i Zycie. Ksiaznica Atlas, Lwoéw — Warszawa, 1936 T. IV.
1378-1386

J. K. Parnas

O chemizmie rozktadu weglowodanéw w miesniu czynnym.
Roczniki Nauk Rolniczych i Lesnych, 40, 385-401, 1936

J. K. Parnas

Laureaci Nobla: H. Dale i O. Loewi.
Gazeta Polska, 17 i 18 listop. 1936

J. K. Parnas

Chemia Fizjologiczna.

Podrecznik wydany pod redakcja J. K. Parnasa.

Delta, Warszawa, 1937 T. I i II. XLIV + 575; XXVII + 682.

Nastepujace rozdzialy piora J. K. Parnasa:

a) Od redaktora. T. I. XXIII-XXX

b) Fizyko-chemia biologiczna. 1. T. 1. 1-28

¢) Fizyko chemia - biologiczna. II. T. 1. 407-524

d) Cukrowce. T. I. 29-90

e) Funkcja pochodnych purynowych i przemiana purynowa. T. 1.
311-318

f) Przyswajanie. T. 1. 359-366

g) Tiumaczenie i wstep do artykutu E. G. Holmes'a: Uklad ner-
wowy, jego skiad i przemiana. T. II. 269-278

h) wspélnie z B. Sobczukiem: Tkanka laczna, tkanki podporowe,
skora i wydzieliny skéry. T. II. 285-299
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i) Przemiana posrednia i tkankowa. T. II. 375-430
j) Wymiana oddechowa. T. II. 431-466
k) Odzywianie. T. II. 505-539
1) Dopiski i uzupeinienia. T. I. 207-209, 547-549; T. 1I. 621-636
38. J. K. Parnas
O mechanizmach przemian tkankowych.
Acta Biol. Exp. 11, 292-307, 1937
39. J. K. Parnas
W sprawie polskiej terminologii fizjologiczno-chemicznej.
Acta Biol. Exp. 11, 357-368, 1937
40. J. K. Parnas

W sprawie nomenklatury cial rujopednych.
Endokrynologia Lekarska, 3, 31-34, 1938

r—

C. PRACE UCZNIOW 1 WSPOLPRACOWNIKOW WYKONANE W PRACOWNIACH 1 ZAKEADACH
KIEROWANYCH PRZEZ J. K. PARNASA 3
1. A, Baumann

Uber den stickstoffhaltigen Bestandteil des Kephalins.
Biochem. Z. 54, 30-39, 1913

2. M. H Renall
Uber den stickstoffhaltigen Bestandteil des Kephalins.
Biochem. Z. 55. 296-300, 1913

3. R. Wagner
Lebertumor.
Wien. Med. Wo. 71, 1129, 1921

4. R. Wagner
Lebertumor und Stérung des Kohlehydratstoffwechsels.
Wien. Med. Wo. 71, 1218-1219, 1921

5. R. Wagner
Zur Korrelation der Blutdriisen.
Wien. Med. Wo. 71, 1942-1944, 1921
6. A. Gruca i W. Jankowska
O wplywie parenteralnego podawania pepsyny na zawarto$¢ anty-
pepsyny we krwi i na wydzielanie soku zolagdkowego.
Polski Przeglad Chirurgiczny, 3, 281-286, 1924

7. A Audova et R. W.agner
Sur le mode d‘action de l‘insuline.
C. R. Soc. Biol. 90, 308-310, 1924
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10.
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13.

14.

15.

16.
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J. Dadlez et W. Jankowska

Recherche et le dosage de l‘acide oxalique.
C. R. Soc. Biol. 90, 310-311, 1924

. W. Mozolowski

Sur la nature du sucre sanguin.

C. R. Soc. Biol. 90, 311-313, 1924

A. Audova und R. Wagner

Ein Beitrag zur Kenntnis der Insulinwirkung.
Kli. Wo. 3, 231-232, 1924

J. Heller

Sur la transformation des matiéres albuminoides pendant la mé-
tamorphose des lépidoptéres Deilephila euphorbiae.
C. R. Soc. Biol. 90, 1360-1361, 1924

EENICTIISS

Uber die nephelometrische Bestimmung von Calcium und Magne-
sium. I
Biochem. Z. 158, 203-204, 1925

L. Kriss

Uber die nephelometrische Bestimmung von Calcium und Magne-
sium. II.
Biochem. Z. 162, 359-365, 1925

W. Mozolowski i H. Hilarowicz

O istocie tzw. antypepsyny surowiczej.

Ksiega Pamigtkowa XII Zjazdu Lekarzy i Przyrodnikéw Polskich;
Warszawa, T. 1. 272, 1925

J. Heller

Przemiana materji u owadéw w czasie metamorfozy.
Ksiega Pamigtkowa XII Zjazdu Lekarzy i Przyrodnikéw Polskich,
Warszawa, T. 1. 282-283, 1925

H. Hilarowicz i W. Mozolowski

W sprawie czynno$ci hamujacych trawienie pepsynowe i ich domnie-
manego znaczenia dla patogenezy wrzodu trawiennego zotadka.
Ksiega Pamigtkowa XII Zjazdu Lekarzy i Przyrodnikéw Polskich,
Warszawa, T. II. 28-29 1925

W. Mozotowski und H. Hilfrowicz

Uber das Wesen des sogenannten Serumantipepsins.
Biochem. Z. 164, 295-311, 1925
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18.
19.

20.

21.

22,

23.

24.

25.

26.

217.

J. Heller

Recherches sur le métabolisme nymphal des insectes. I.
C. R. Soc. Biol. 92, 1006-1008, 1925

J. Heller

Recherches sur le métabolisme nymphal des insectes. II.
C. R. Soc. Biol. 93, 1632-1634, 1925

J. Heller

Untersuchungen iiber die Metamorphose der Insekten. [. Stoffwech-
sel und Entwicklungsdauer bei Deilephila euphorbiae.
Pfliigers Arch. ges. Physiol. 210, 736-754, 1925

J. Heller

Untersuchungen iiber die Metamorphose der Insekten. II. Ein Respi-
rationsapparat zur Untersuchung des Gaswechsels kleiner Tiere.
Biochem. Z. 165, 411-419, 1925

W. Mozolowski

Insulina. .

Przyroda i Technika, 4, 114-117, 1925

J. Dadlez

O oznaczaniu kwasu moczowego w moczu.
Pol. Gaz. Lek. 4, 104-106, 1925

H. \Hilarowicz i WL Mozolowski

Uber das Wesen des sogenannten Antipepsins des Blutes und iiber
den diagnostischen Wert der Antipepsinuntersuchungen bei pepti-
schen Magengeschwiir.

Zbl. Chirurg. 52, 2410-2413, 1925

J. Dadlez i H Lenartowski

O wplywie naswietlan promieniami Roentgena na ilo§¢ kwasu mo-
czowego we krwi i w moczu.

Pol. Gaz. Lek. 4, 987-990, 1925

J. Heller

Chemische U'ntersuchungen tiber die Metamorphose der Insekten.
III. Uber die ,,subitane* und ,latente Entwicklung.

Biochem. Z. 169, 208-234, 1926

B. E. Kalwaryjski

Uber Samenfidenagglutination unter Einwirkung chemischer
Agenzien.

Biochem. Z. 169, 355-408, 1926
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33.
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; ‘J .Dadlez
Uber die Ausscheidung von intravenos eingefiihrten Calcium.
Biochem. Z. 171, 146-155, 1926

.J. Heller

Chemische Untersuchungen iiber die Metamorphose der Insekten.
IV. Spinner und Schwéirmer.
Biochem. Z. 172, 59-73, 1926

J. Heller

Chemische Untersuchungen iliber die Metamorphose der Insekten.
V. Uber den Hungerstoffwechsel der Schmetterlinge.
Biochem. Z. 172, 74-81, 1926

A. Klisiecki .

Uber Ammoniakgehalt und Ammoniakbildung im Blute. V. Der
Ammoniakgehalt des normalen Menschenblutes.

Biochem. Z. 172, 442-446, 1926

H. Hilarowicz 1 Wi Mozolowski

O istocie tzw. antypepsyny w surowicy krwi.

Polski Przeglad Chirurgiczny, 5, 27-46, 1926

H. Hilarowicz und Wi Mozolowski

Zur Antipepsinfrage.

Zbl. Chirurg. 53, 2639-2651, 1926

J. Dadlez et W. Koskowski

Etude sur 1‘hyperthérmie d‘origine périphérique chez le chien.
XII-th International Physiological Cogress, held at Stockholm 3-6

August 1926.
Skandiv. Archiv 49, 1926

J. Dadlez i W. Koskowski

Z badan nad gorgezka pochodzenia obwodowego.

Pol. Gaz. Lek, 5, 703-704, 1926

A. Gruca i W. Jankowska

O zmianach w wlasnoéciach przeciwpeptycznych osocza krwi pod
wplywem pozajelitowego podawania cial nieswoistych.

Pol. Gaz. Lek. 5, 125-128, 1926

.A Gruca und W. Jankowska

Experimenteller Beitrag zur Pepsin- und sogenante Antipepsinfrage.
Z. ges. exp. Med. 52, €92-706, 1926
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41.

42.
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A. Klisiecki

Uber einen regelmissigen Unterschied in der Zusammensetzung des
ménnlichen und weiblichen Menschenblutes.

Biochem. Z. 176, 490-500, 1926

. H, Hilarowicz

Uber das Wesen der Botelhoschen Reaktion.
Z. ges. exp. Med. 53, 121-137, 1926

.A. Klisiecki, W. Mozolowski und M. Taubenhaus

Uber den Ammoniakgehalt und die Ammoniakbildung,im Blute.
VII. Uber den Ammoniakbildung im physiologisch stagnierendem
Blute.

Biochem. Z. 181, 80-84, 1927

W. Mozolowski und M. Taubenhaus

Uber den Ammoniakgehalt und die Ammoniakbildung im Blute.
VIII. Hingt die Ammoniakbildung im Blute mit der Anwesenheit
von Cyanaten zusammen?

Biochem. Z. 181, 85-95, 1927

J. Heller und E. L. Meisels

Untersuchungen tiber die Metamorphose der Insekten. VI, Rontge-
nografische Untersuchungen tiber den Entwicklungsvorgang.
Biologisches Zentralblatt, 47, 257-264, 1927

.E. L. Meisels und J. Heller

Uber die rontgenologischen Beobachtung der Metamorphose bei
Insekten. Versuche an der Schmetterlingsart Deilephila euphorbiae.
Fortschritte auf dem Gebiete der Rontgenstrahlen, 36, 104-109, 1927

.H. Hilarowicz und W. Jankowska-Hilarowicz

Uber das Wesen und den Wert der diagnostischen Krebsreaktion
nach Roffo.
Zbl. Chirurg. 54, 1494-1498, 1927

.J. Heller

Badania nad przeobrazeniem owadow.
Sprawozdania T-wa Naukowego we Lwowie, 7, 173-174, 1927

H. Hilarowicz

O istocie chemicznej i wartosci klinicznej niektérych serologicznych
odeczynéw rozpoznawczych przy raku.

Medycyna Doswiadczalna i Spoleczna, 7, 149-194, 1927

. WL5L Mozolowski

O zaczynach.
Przyroda i Technika, 6, 433-442, 1927
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51.
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53.

55.

36.

57.
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Wil Mozoitowski und W. Lewinski

Uber den Ammoniakgehalt und die Ammoniakbildung im Muskel
und deren Zusammenhang mit Funktion und Zustandsdanderung. IV.
Biochem. Z. 190, 388-398, 1927

St. Chrzaszczewski i Wi Mozolowski

Badania nad sprawa zalezno$ci wzajemnej miedzy przemiang azo-
towa a weglowodanowa w mig$niu.

Sprawozdania T-wa Naukowego we Lwowie, 8, 31, 1928

St. Chrzaszczewski und Wl Mozolowski

Uber den Ammoniakgehalt und die Ammoniakbildung im Muskel
und deren Zusammenhang mit Funktion und Zustandsinderung. V.
Der Verlauf der traumatischen Milchsaure-und Ammoniakbildung
und ihre Abhingigkeit von hemmenden Faktoren.

Biochem. Z. 194, 233-243, 1928

St. Chrzagszczewski i WL Mozolowski

Badania nad wzajemna zaleznos$cia powstawania kwasu mlekowego
i amonjaku w miegs$niach plazéw.

Acta Biol. Exp. 2, 47-60, 1928

Wl Mozolowski

O zrédle amonjaku krwi.

Lekarz Wojskowy,, 12, 41-57, 1928

J. Heller

Badania nad przeobrazeniem: owadow.
Acta Biol. Exp. 2, 225-315, 1928

S Heller

Zur Auffassung des Unterschiedes zwischen subitaner und latenter
Entwicklung von Schmetterlingspuppen.
Z. vergl. Physiol. 8, 99-101, 1928

H. Hilarowicz und W. Janowska-Hilarowicz

Uber das Wesen und den klinischen Wert der Krebsreaktion nach
Roffo.

Z. Krebsforschung, 26, 214-227, 1928

Wil Mozolowski
Uber die Quelle des im Muskel entstehenden Ammoniaks.
Kli. Wo. 7, 2202-2203, 1928

W1l Mozolowski i H Hilarowicz
Uwagi o rzekomych wlasnosciach antypeptycznych surowicy krwi.
Pol. Gaz. Lek. 7, 409, 1928
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66.

67.
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Wil Mozolowski

O budowie chemicznej hormonéw.
Przyroda i Technika, 8, 49-51, 1929

Wil Mozolowski

Uber den Ammoniakgehalt und die Ammoniakbildung in Blute. X.

Uber den Ursprung des Blutammoniaks.
Biochem. Z. 206, 150-157, 1929

J. Heller

Uber den Harnstoffgehalt des Froschmuskels.
Biochem. Z. 209, 74-78, 1929

Wil Mozolowski

O zaczynach proteolitycznych ustroju zwierzecego.
Lekarz Wojskowy, 13, 573-580, 1929

Wil Mozolowski

W sprawie udzialu lekarzy w zawodach sportowych (ze szczegdlnym
uwzglednieniem roli lekarza-chemika).

Przeglad sportowo-lekarski, 1, 56-60, 1929

Wil Mozolowski

Zasady purynowe krwi i migsni.

Ksiega Pamigtkowa XIII Zjazdu Lekarzy i Przyrodnikéw Polskich,
Wilno. T. I. 295-296, 1930

P. Ostern
Uber die Purinkérper im Kaninchenmuskels.
Biochem. Z. 221, 64-70, 1930

«J, Jaworska

Ammoniak und Purinkorper bei Warmestarre des Froschmuskels.
Biochem. Z. 221, 71-73, 1930

P. Ostern
Uber die Aminoniakbildung im Froschherz. I.
Biochem. Z. 228, 401-406, 1930

T. Mann

O domniemanym udziale azotu amidowego biatek krwi i migsni
w przemianach chemicznych mie$nia pracujacego.

Acta Biol. Exp. 6, 45-57, 1931

T. Mann

Uber den Ammoniakgehalt und die Ammoniakbildung im Muskel
und deren Zusammenhang mit Funktion und Zustandsinderung.
VIII. Uber den angeblichen Anteil des Aminostickstoffs des Blut-
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70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

und Muskeleiweisses an den chemischen Vorgéngen im arbeitenden
Muskel.
Biochem. Z. 231, 33-38, 1931

Wl Mozoltowski, T. Mann i C. Lutwakéwna

O powstaniu amoniaku w miesniach zatrutych kwasem jodooctowym
Sprawozdania T-wa Naukowego we Lwowie, 11, 35-36, 1931

U. Mroczkiewiczé6wna

O nukleotydach adeninowych.
Sprawozdania T-wa Naukowego we Lwowie, 11, 3€, 1931

Wl Mozolowski, T Mann und C. Lutwak

Uber den Ammoniakgehalt und die Ammoniakbildung im Muskel
und deren Zusammenhang mit Funktions- und Zustandsinderung.
IX. Die Stellung der Ammoniakbildung in der Reihenfelge der che-
mischen Vorgédnge im tédtigen Muskel.

Biochem. Z. 231, 290-305, 1931

U. Mroczkiewicz

Uber die tierischen Adeninnucleotide.
Biochem. Z. 235, 267-270, 1931

C. Lutwak

Uber den Ammoniakgehalt und die Ammoniakbildung im Muskel
und deren Zusammenhang mit Funktion und Zustandsinderung. X.
Uber die Ammoniakbildung, welche den Zuckungen jodessigsdure
vergifteter Muskel entspricht.
Biochem. Z. 235, 435-489, 1931

B. Umschweif

Uber Pankreaspriparate.

Kli. Wo. 10, 211-213, 1931

P. Ostern

Budowa czerwonego barwnika krwi.
Pol. Gaz. Lek. 10, 892-894, 910-912, 1931
Wil Mozolowski

Uwagi o sprawie wykrywania cukru gronowego w moczu.
Praktyka Lekarska, 6, 1-4, 1932

.B. Umschweif

Bemerkungen iliber Lipasebestimmungen in Fermentpraparaten.
Biochem. Z. 249, 75-82, 1932
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A. Nadel

Chemische Studien an der menschlichen Haut.

I. Untersuchungen an der Leichenhaut, kritik der Messmethoden.
Biochem. Z. 249, 83-94, 1932

W1l Mozolowskii T. Mann

Amoniogeneza w krwi zoiwia.

Sprawozdania T-wa Naukowego we Lwowie, 12, 127-129, 1932

. Wl Mozolowski, T. Baranowski, J. Reis i B.

Sobczuk

Amoniogeneza i rozpad grupy pyrofosforanowej w miazdze miesni
zaby.

Sprawozdania T-wa Naukowego we Lwowie, 12, 207-208, 1932

Wil Mozolowski, J. Reis und B. Sobczuk
Ammoniakbildung und Pyrophosphatzerfall im Muskel.
Biochem. Z. 249, 157-160, 1932

Wi Mozolowski und T. Mann
Uber die Ammoniakbildung im Schildkrétenblut. I.
Biochem. Z. 249, 161-175, 1932

Wi Mozolowski und T. Mann

Uber die Ammoniakbildung im Schildkrétenblute. 11

Die Bildung eines phenolartigen Koérpers, welche die Ammoniakbil-
dung im hamolysierten Schildrotenblut begleitet.

Biochem. Z. 250, 487-488, 1932

Wil Mozolowski

Nowe badania doswiadczalne nad wydzielaniem moczu.w nerce.
Pol. Gaz. Lek. 11, 913-916, 1932

P. Ostern

Uber die Darstellung der Muskeladenyl-und Inosinsdure.

Biochem. Z. 254, 65-70, 1932

A. Nadel - '

Chemische Studien an der menschlichen Haut. II. Untersuchungen

an der normaleh und der pathologischen Menschenhaut.
Arch. Dermat. Syph. 165, 507-524, 1932

A. Nadel

Chemische Studien an der menschlichen Haut. III. Uber die sog.
Rest-N-Diffrenz (Doppelstickstoff) des menschlichen Blutes sowie
der menschlichen Haut und ihr Verhalten im Verlaufe mancher
Hautkrankheiten.

Arch. Dermat. Syph. 167, 53-64, 1933
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.. Vogelfdnger
Uber das Vorkommen von Acetylcholin im Rinderblut.
Z. physiol. Chem. 214, 109-110, 1933

Wi Mozolowski

Przemiany chemiczne w migéniu pracujacym.

Lekarz Wojskowy, 21, 193-204, 297-302, 1933

P. Ostern und T. Mann

Der Mechanismus der Desaminierungen im Herzen und im Skelett-

muskel.
Biochem. Z. 260, 32€-353, 1933

R. Klimek
Adenylsdure und Adeninnucleotid. II.
Biochem. Z. 262, 1-2, 1933

Wi Mozolowski und B. Sobczuk
Ammoniakbildung und Pyrophosphatzerfall im Muskel. II.
Biochem. Z. 265, 42-49, 1533

W1l Mozolowski i B. Sobeczuk
Rozpad kwasu adenozynotréjfosforowego w miesniu.
Przeglad Fizjologji Ruchu, 5, 241-258, 1933

C. Lutwakéwna i WL Mozolowski
Stan chemiczny mies$ni znuzonych w réznych temperaturach.
Sprawozdania T-wa Naukowego we Lwowie, 13, 204-205, 1933

.C. Lutwakéwna i WL Mozolowski
Zmiany chemiczne w mie$niach znuzonych w roznych {empera-
turach:
Przeglad Fizjologji Ruchu 5, 259-270, 1933

T. Mann
Der Mechanismus der Desaminierungen im Skelettmuskel.
Biochem. Z. 266, 162-168, 1933

. WlL. Mozotowski
Ogédlne wiadomosci z chemii gazéw bojowych. 1.
Praktyka Lekarska, 7, 141-147, 1933

Wi Mozolowski
Ogoblne wiadomosci z chemii gazéw bojowych. II
Praktyka Lekarska, 8, 33-49, 1934

A.F. Schiitz und B. Umschweif
Uber einige Reaktionen der Purinbasen mit Metallsalzen.
Biochem. Z. 268, 326-330, 1934
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100. T. Mann
Sind Methylguanidinoxalsdure (Kreaton), Methylguanidin und
Oxalsdure natiirliche Bestandteile des Muskelgewebes?
Biochem. Z. 268, 339-344, 1934

101. T. Mann
O ciatach wywolujacych raka.
Pol. Gaz. Lek. 13, €9-70, 1934

102. P. Ostern
Uber Di-adenosin-pentaphosphoriaure (Herznucleotid).
Biochem. Z. 270, 1-5, 1934

103. T. Mann
O kwasie askorbinowym czyli witaminie C.
Przyroda i Technika, 13, 154-161, 1934
104. J. Reis
La nucléotidase et sa relation avec la désamination des nucléotides

dans le coeur et dans le muscle.
Bull. Soc. Chim. Biol. 16, 385-399, 1934

105. B. Umschweif
Sur les purines nucléoprotéidiques dans le muscle.
Bull. Soc. Chim. Biol. 16, 543-549, 1934

106. A. Nadel
Hautkrankheiten und Serumlipase (Tributyrase). 1. II.
Arch. Dermat. Syph. 170, 253-262, 331-340, 1934
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Der Einfluss der Temperatur auf die chemische
Zusammensetzung der anaerob ermiideten Muskeln.
Biochem. Z. 272, 157-166, 1934

108. F.A. Schiitz
Zur Frage des natiirlichen Vorkommens von 2-Oxy-6-aminopurin.
Biochem. Z. 273, 52-55, 1934
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Uber Ammoniakgehalt und Ammoniakbildung im Muskel. XXI. Uber
die Hemmung der Ammoniakbildung durch verschiedene alkalische
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O wechlanianiu jelitowym.
Pol. Gaz. Lek. 13, 537-539, 560-563, 1934
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Die Saccharcse im Harn bei einem Falle von Pankreaserkrankung.
Kli. Wo. 13, 955-956, 1934

112. T. Baranowski
Oznaczenia czynnos$ci wydzielniczej nerki w przypadku sacharozurii
alimentarne;j.
Psl. Gaz. Lek. 13, 611-612, 1934
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Krzywe glikemiczne w roznych stanach chorobowych.
Praktyka Lekarska, 8, 173-186, 1934

114. P. Ostern
O przemianach kwasu adenilowego w tkankach.
Przeglad Fizjologii Ruchu, 6, 267-318, 1934
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Uber den Mechanismus der Jodessigsaurevergiftung.
Biochem. Z. 275, 87-89, 1935

116. C. Lutwak-Mann
Uber die Verkettung der chemischen Vorginge im Muskel. IV. Uber
die Spezifitat der Phosphoglycerinsdure als Phosphatdonator.
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Uber die Verkettung der chemischen Vorginge im Muskel. V. Uber
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O mechanizmie fosforylacji w przemianie miesniowej.
Sprawozdania T-wa Naukowego we Lwowie, 15, 110-111, 1935
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O funkcji fosfagenow w czynnosci mie§niowej.
Sprawozdania T-wa Naukowego we Lwowie, 15, 111-112, 1935

120. C. Lutwak-Mannowa
O przemianach chemicznych w mieéniu zatrutym kwasem jodo-
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Sprawozdania T-wa Naukowego we Lwowie, 15, 112, 1935

121. T. Mann
Uber die Verkettung der chemischen Vorginge im Muskel. VI. Die
Phosphatiibertragung durch Phosphobrenztraubensiure.
Biochem. Z. 277, 380-382, 1935
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2. C. Lutwak-Mannowa i T. Mann

O sprzezeniu przemian chemicznych w fermentacji alkoholowej.
Sprawozdania T-wa Naukowego we Lwowie, 15, 220, 1935

J. Heller

Latencja poczwarek motyli a kwas adenilopyrofosforowy.
Sprawozdania T-wa Naukowego we Lwowie, 15, 221, 1935

.P. Ostern, T. Baranowski et J. Reis

Sur la formation de l'acide adenosinetriphosphorique et sur la role
de:s phosphageénes.

C.R. Scc. Biol. 118, 1414-1417, 1935

T. Mann

Uber die Verkettung der chemischen Vorginge im Muskel. VII. Die
Phosphatabspaltung aus Phosphoglycerinsdure im fluoridvergifteten
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Biochem. Z. 279, 82-84, 1935

. ‘P..Ostern, T. Baranowski wnd Jo Reis

Uber die Verkettung der chemischen Vorginge im Muskel. VIIIL
Phosphoglycerinsdure und Adenylsaure.

Biochem. Z. 279, 85-93, 1935

C. Lutwak-Mann und T. Mann

Uber die Verkettung der chemichen Umsetzungen in der alkoholi-
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Biochem. Z. 281, 140-156, 1935

P. Ostern und T. Baranowski

Uber die Verkettung der chemischen Vorginge im Muskel. X. (Zug-
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O zaczynach odszczepiajacych amoniak w mie$niu szkieletowym.
Kosmos, 60, 113-158, 1935

T. Baranowski

Die Saccharose im Blute bei einem Falle von Pankreaserkrankung.
Kli. Wo. 14, 1719-1722, 1935

T. Mann

O auksynach czyli cialach regulujacych wzrosi roslin.
Przyroda i Technika, 15, 13-19, 193¢
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.P.Ostern i J.A. Guthke ;
Przemiany. poczatkowe glikogenolizy i wyjasnienie funkcji estru cu-
krowojednofosforowego.
Sprawozdania T-wa Naukowego we Lwowie, 16, 79-82, 1936
B. Sobczuk i W. Mejbaum
Mechanizm fesforylacji kwasu adenilowego przez kwas pyrogro-
nowy i fosforany.
Sprawozdania T-wa Naukowego we Lwowie, 16, 82-84, 1936
P. Ostern et J.A. Guthke
Les transformations initiales de la glycogénolyse.
La fonction de l'ester hexosemonophosphorique. I.
C.R. Soc. Biol. 121, 282-285, 1936
.J. Heller
Les composés phosphoriques chez la nymphe et le papillon de
Deilephila euphorbiae.
C.R. Soc. Biol. 121, 414-416, 1936

P. Ostern, JJA. Guthke et J. Terszakoweé¢

Les transformations initiales de la glycogénolyse.

La fonction de ’ester hexosemonophosphorique. II.

C. R. Soc. Biol. 121, 1133-1135, 1936

P. Ostern, J.A. Guthke und J. Terszakoweé
Uber die Bildung des Hexose-monophosphorsiaureesters und dessen
Umwandlung in Fruktose-diphosphorsidure-ester im Muskel.

Z. physiol. Chem. 243, 9-37, 1936

C. Lutwak-Mann

Przemiany chemiczne w migsniu pod wplywem zatrucia kwasem
jodooctowym.

Archiwum T-wa Naukowego we Lwowie, Dzial III. 7, z. 6, 1-34, 1936
B. Umschweif i K. Gibaylo

Zagadnienie wystepowania pyrofosforanu w tkankach zwierzecych.
Acta Biol. Exp. 11, 6-7, 1937

B. Umschweif i K. Gibaylo

Kommt Pyrophosphat im Muskel und in anderen Geweben vor?

Z. physiol. Chem. 246, 163-170, 1937

J. Reis

O 5-nukleotydazie.
Sprawozdania T-wa Naukowego we Lwowie, 17, 77-79, 1937
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.P.Ostern, J.A. Guthke und B. Umschweif
Phosphorylierung von Stiarke durch Muskelextrakt.
Acta Biol. Exp. 11, 118-119, 1937

. P.Ostern, J. Guthke, W. Stobodzian und

J. Terszakowaé¢

Wird Phosphoglukonsdure im Muskel umgesetzt?

Acta Biol. Exp. 11, 120-121, 1937

J. Reis

O 5-nukleotydazie.
Acta Biol. Exp. 11, 122-123, 1937

B. Umschweif i K. Gibaytlo

Dalsze badania nad zwigzkami wielofosforowymi w komorkach droz-
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Acta Biol. Exp. 11, 124-126, 1937

P. Ostern und J. Guthke

Vergleichende Untersuchungen tber die Glykogenolyse.

Acta Biol. Exp. 11, 175-177, 1937

B. Umschweif i K. Gibayto
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Sprawozdania T-wa Naukowego we Lwowie 17, 165, 1937
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Sur un constituant phosphorique minéral nouveau, découvert dans
la levure, et sur la constitution des acides adénosine-polyphosphori-
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C.R. Soc. Biol. 125, 275-276, 1937

W.Szankowski
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wa 1 o réznicach miedzy przebiegiem tych proceséow.

Sprawozdania T-wa Naukowego we Lwowie, 17, 184, 1937
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O roli kwasu pyrogronowego w glikogenolizie miesniowej i o me-
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Sprawozdania T-wa Naukowego we Lwowie, 17, 185, 1937

J. Reis

Uber die spezifische Phosphatase der Nervengewebe.
Enzymologia. 2, 110-116, 1937
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152. P. Ostern und A.J. Guthke

Uber die Darstellung der Phosphoglycerinsaure.
Z. physiol. Chem. 248, 155-158, 1937

163. JoReis
Uber die Aktivitit der 5-Nukleotidase in den tierischen und men-

schlichen Geweben.
Enzymologia, 2, 183-190, 1937
154. P. Ostern i J. Terszakoweé¢
O enzymatycznej syntezie kwasu adenozyno-5-fosforowego z ade-
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Sprawozdania T-wa Naukowego we Lwowie, 17, 242-244, 1937

155. P. Ostern und J. Terszakowe¢
Uber die enzymatische Synthese von Adenosin-5-monophosphor-
saure (Muskeladenylsdure) aus Adenosin. L.
Z. physiol. Chem. 250, 155-157, 1937
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Archiwum T-wa Naukowego we Lwowie, Dzial III.
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157. P. Ostern, J.A. Guthke, B. Umschweif
Enzymatische Phosphorylierung von Stirke.
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158. P. Ostern
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Chemia Fizjologiczna, wydana pod red. J.K. Parnasa
Delta, Warszawa, 1937, T. I. 91-143.

160. T. Mann
Karotenoidy.

Chemia Fizjologiczna, wydana pod red. J. K. Parnasa.
Delta, Warszawa, 1937, T.I. 179-205.

161. T. Mann
Barwiki pirolowe.
Chemia Fizjologiczna, wydana pod red. J. K. Parnasa.
Delta, Warszawa, 1937, T.I. 319-376.
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Delta, Warszawa, 1937, T. 1. 367-376.

T. Mann
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Chemia Fizjologiczna, wydana pod red. J.K. Parnasa,
Delta, Warszawa, T.I. 525-546.
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Trawienie jelitowe i kal.
Chemia Fizjologiczna, wydana pod red. J.K. Parnasa.
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Chemia Fizjologiczna, wydana pod red. J.K. Parnasa.
Delta, Warszawa, 1937, T. II. 193-213.

P. Ostern

Chemia miesnia.

Chemia Fizjologiczna, wydana pod red. J.K. Parnasa.
Delta, Warszawa, 1937, T. II. 215-267.

J. Reis
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Chemia Fizjologiczna, wydana pod red. J.K. Parnasa.
Delta, Warszawa, 1937, T. II. 279-284.

Cecylia Mann
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Chemia Fizjologiczna, wydana pod red. J. K. Parnasa
Delta, Warszawa, 1937, T. II. 467-480.

T. Baranowski

Najwazniejsze metody analizy krwi i moczu.

Chemia Fizjologiczna, wydana pod red. J.K. Parnasa.
Delta, Warszawa, 1937, T. II. 593-620.

I. Mochnacka
Tablice fizjologiczno-chemiczne.

" Chemia Fizjologiczna, wydana pod red. J.K. Parnasa.

Delta, Warszawa, 1937, T. II. 637-649.
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171. Z. Augustin s
Badania poréwnawcze nad poczatkowym etapem glikogenolizy migs-
niowej.
Sprawozdania T-wa Naukowego we Lwowie, 18, 95-96, 1938

172. P. Ostern, T. Baranowski, J. Terszakowe¢
Fosforylacja adenozyny przez drozdze i znaczenie tego procesu dla
fermentacji alkoholowej.
Sprawozdania T-wa Naukowego we Lwowie, 18, 96-99, 1938

173. P. Ostern, T. Baranowski und J. Terszakoweé¢
Uber die Phosphorylierung des Adenosins durch Hefe und die Bedeu-
tung dieses Vorgangs in der alkoholische Gérung.

Acta Biol. Exp. 12, 40-44, 1938

174. P. Ostern, T. Baranowski und J. Terszakowe¢
Uber die Phosphorylierung des Adenosins durch Hefe und die Bedeu-
tung dieses Vorgangs fiir die alkoholische Garung. II.

Z. physiol. Chem. 251, 258-284, 1938
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Vergleichende Untersuchungen tiber Anfangsvorgiange der Glyko-
genolyse im Muskel und im Herzen.
Acta Biol. Exp. 12, 45-49, 1938

176. Z. Augustin
Uber die Anfangsvorginge der Glykogenolyse im Muskel und im
Herzen.
Z. physiol. Chem. 255, 61-74, 1938

177. A. Nadel
Uber das Verhalten von Eiweissverdauungsfraktionene im Schulz-
Daleschen Experiment. II.
Z. ges. exp. Med. 103, 446-450, 1938

178. A. Nadel
Warto$é¢ i znaczenie prob uczuleniowych w rozpoznawaniu chorob
alergicznych skory.
Pol. Gaz. Lek. 17, 586-589, 1938

179. P. Ostern, J. Terszakoweé¢ i St. Hubl
Powstawanie adenozyny i rozpad kwasu nukleinowego w drozdzach.
Sprawozdania T-wa Naukowego we Lwowie, 18, 198-199, 1938

180. T. Baranowski
Badania nad przenoszeniem grup fosforanowych przez enzymy
miesniowe.
Sprawozdania T-wa Naukowego we Lwowie, 18, 199-200, 1938
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.P.Ostern, J. Terszakoweé und St. Hubl
Uber die Phosphorylierung des Adenosins durch Hefe und die Bedeu-
tung dieses Vorgangs fiir die alkoholische Girung. III. Bildung des
Adenosins und Zerfall der Nucleinsdure in der Hefe.
Z. physiol. Chem. 255, 104-125, 1938

T. Baranowski
Untersuchungen iiber phosphatiibertragenden Enzyme im Muske-

lextrakt.

Acta Biol. Exp. 12, 122-125, 1938

T. Korzybski

Nowe poglady na role przysadki moézgowej w przemianie weglowo-
danow.

Endokrynologia Lekarska, 3, 3-7, 1938

J. Reis

Uber die Spezifitit der Prostata-und Hodenphosphatase.
Enzymologia, 5, 251-253, 1938

T. Baranowski

Uber das Enzymsystem der Ubertragung von Phosphatgruppen aus
der Phosphoglycerinsidre auf Adenylsaure.

Enzymologia, 5, 262-272, 1938

T. Baranowski

Badania nad przenoszeniem grup fosforanowych przez enzyny
miesniowe. :

Archiwum T-wa Naukowego we Lwowie, Dzial III 10, z. 7, 1-50, 1938

W. Mejbaum

Uber die Bestimmung kleiner Pentosemenge insbesondere in Deri-
vaten der Adenylsédure.

Z. physiol. Chem. 258, 117-120, 1939

B. Sobczuk

Rola kwasu pyrogronowego oraz dzialanie floryzyny w glikogenoli-
zie mie$niowej.

Archiwum T-wa Naukowego we Lwowie, Dziat III. 11, z. 3, 1-26, 1939
. T. Baranowski

Skrystalizowane biatka mies$ni krolika.

Sprawozdania T-wa Naukowego we Lwowie, 19, 72-74, 1939

T. Baranowski

Protéines cristallisables de 1'extrait musculaire de lapin.

C. R. Soc. Biol. 130, 1182-1184, 1939
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191. P. Ostern und St. Hubl

Darstellung von Glykogen.
Acta Biol. Exp. 13, 89-90, 1939

192. W. Mejbaum
Mikrometoda oznaczania pentoz i zastosowanie jej do oznaczania ko-
zymazy i fosfokozymazy.
(Praca doktorska), 1939

193. I. Mochnacka
Procesy wstepne glikogenolizy.
(Praca doktorska), 1939

194. T. Baranowski
Uber die Krystallisation von Myogen.
Acta Biol. Exp. 13, 124-127, 1939

195. T. Baranowski

Die Isolierung von krystallisierten Proteinen aus Kaninchenmuskeln.
Z. physiol. Chem. 260, 43-55, 1939

zebrata
Irena Mochnacka

Prace Jakuba Karola Parnasa wykonane w latach 1907 — 1939

A. Prace badawcze

B. Podreczniki i prace referujace

C. Prace uczniéw i wspdipracownikéw wykonane w pracowniach i zakla-
dach kierowanych przez J.K. Parnasa

UZYTE SKROTY CZASOPISM:

Acta Biol, Exp. — Acla Biologiae Experimentalis

Am. J. Physiol, —. American Journal of Physiology

Arch, Dermat. Syphk. — Archiv fiir Dermatologie und Syphilis

Ber. Chem. Ges. — Berichte der Deutschen chemischen Gesellschaft

Biochem. Z. — Biochemische Zeitschrift

Bull. Soc. Chim. Biol, — Bulletin de la Société de Chimie biologique

C. R. Soc. Biol, — Comptes rendus de la Société de Biologie

J. Physiol. of the USSR — Journal of Physiolegy of USSR

Kli. Wo. — Klinische Wochenschrift

Pfliigers Arch. ges. Physiol. — Pfliigers Archiv fiir die gesamte Physiologie des
Menschen und der Tiere

Pol. Gaz. Lek. — Polska Gazeta Lekarska

Wien. Med. Wo. — Wiener Medizinische Wochenschrift

Zbl. Chirurg. — Zentralblatt fur Chirurgie
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Z. analyt. Chem. — Zeitschrift fiir analytische Chemie

Z. ges. exp. Med. — Zeitschrift flir die gesamte experimentelle Medicin
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Z. vergl. Physiol. —- Zeitschrift fiir vergleichende Physiologie
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IGNACY REIFER, DANUTA KLECZKOWSKA, MARIA SOLECKA

BADANIA NAD WPLYWEM JARYZACJI NA AKTYWNOSC
NIEKTORYCH ENZYMOW W PSZENICACH OZIMYCH

Z Dzialu Biochemii Roslin Zaktadu Biochemii PAN
Kierownik Dziatu: prof. dr 1. Reifer
Kierownik Zaktadu: prof. dr J. Heller

W ostatnich latach zostaly podjete préoby wykazania réznic w proce-
sach biochemicznych w kielkach pszenic ozimych i jaryzowanych przez
poréwnanie aktywnos$ci niektorych enzyméw. Wedlug Oparina
i Zjenczenki (7) oraz Sisakiana (9) jaryzacja powoduje prze-
suniecie rownowagi proceséw enzymatycznych syntezy i hydrolizy sacha-
rozy w kietkach pszenicy ozimej w kierunku hydrolizy.') Prace Richte-
ra, Rancana i Pekkiera (8), dotyczace aktywnosci katalazy wy-
kazaly rosngcg aktywnosé tego enzymu w ziarnach pszenicy ozimej w pro-
cesie jaryzacji osiggajacg maksimum w 20.i 25 dniu. Filippienko
(1) podaje, ze roznice w aktywnosci katalazy utrzymujg si¢ rowniez w zie-
lonej roslinie, przy czym maksymalng aktywno$¢ osiaga katalaza podczas
kwitnienia ro$liny.

W naszym laboratorium podjeto badania w celu wykazania wplywu
jaryzacji na dziatalnos¢ enzymow syntetyzujacych i hydrolizujacych sa-
charoze oraz katalazy w niektorych polskich odmianach pszenicy ozimej,
uprawianych w naszych warunkach klimatycznych. Poniewaz uzyskane
wyniki sg na ogél odmienne od wynikéw wymienionych autoréw, uznano
za wiasciwe oglosi¢ je drukiem.

Dla badania syntezy sacharozy wprowadzono do kietka cukier inwerto-
wany, a dla badania hydrolizy — sacharoze. Cukry wprowadzono do rosli-
ny za pomoca infiltracji prézniowej wedlug metody Kursanowa (4).
Aktywnosé katalazy oznaczono w aparacie Warburga mierzac wydzielony

1) Synteza nie jest odwrotno$cia hydrolizy, jednak postanowiono utrzymac te
terminologie ze wzgledu na to, ze jest ona powszechnie stosowana przez wymienio-
nych autoréw.
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tlen z wody utlenionej wedlug zmodyfikowanej metody przez Grabia-
nowska (3).

1. OPIS METODY INFILTRACJI PROZNIOWEJ

Jednogramowe odwazki kietkow pszenicy umieszczano w woreczkach
z gazy 1 wprowadzano do probéwek o pojemnosei 30 ml (dlugesci 10 cm,
szeroko$ci 2 cm). Do proboéwek odmierzano po 20 ml:
1) wody destylowanej (proéba kontrolna)
2) 0,2 M roztworu cukru inwertowanego (mieszaniny glukozy i fruktozy)
3) 0,1 M roztworu sacharozy.

Po zamknieciu korkiem zaopatrzonym w zagieta rurke szklang umiesz-
czano probowki w eksykatorze prézniowym, z ktérego za pomoca pompy
wodnej usuwano powietrze. Eksykator odlgczano od pompy po 15 minu-
tach od chwili ukazania sie pecherzykéw powietrzas w plynach, po czym
wpuszczano powietrze powoli w ciaggu 1—2 minut. Pod wplywem zwiek-
szajacego sie ciSnienia roztwory, w ktérych znajdowal si¢ badany ma-
terial, przenikaly do lisci, co latwo mozna bylo stwierdzi¢ na podstawie
zjawiania sie oddzielnych ciemno zielonych plam zlewajacych sie szybko
w jedng calo$¢. Po wyréwnaniu ci$nien pozostawiano liécie przez 5 minut
v’ roztworach az do pelnego wypelnienia przestrzeni miedzykomérkowych
roztworami. Nastepnie wyjmowano woreczki z kietkami z roztwordw
1 szybko przemywano biezaca woda w celu usuniecia roztworéw z po-
wierzchni lisci. Wyjmowano kietki z woreczkéw i osuszano bibulg filtra-
cyjna, co sprowadza nawazki do jednakowej wagi. Nastepnie umieszcza-
no liscie na bibule filtracyjnej w suszarce z przewiewem powietrza, gdzie
w temperaturze 26—28° usuwano wode infiltrowana. Liscie suszono tak
dlugo, az osiggaly one swoja wage wyjsciowa 1 g. Czas podsuszania wy-
nosit 45—60 minut.

Po uzyskaniu wagi wyj$ciowej umieszczano probki w szalkach Petrie-
go, w ktoére wstawiano male szkietko zegarkowe z wilgotna wata, aby zapo-
biec nadmiernemu parowaniu i utrzymaé¢ wyjsciowa wage. Proby pozo-
stawiano w ciemnym miejscu w temperaturze 22—24° na przeciag 1 go-
dziny. Po uplywie oznaczonego czasu przenoszono prébki do zlewek
z wrzacg woda i przetrzymywano przez 3 minuty w celu zinaktywowania
enzymoéw. Czas trwania przygotowania proby do analizy wynosit od 2—3
godzin.

Po ozigbieniu zawartos¢ zlewki splukiwano do homogenizatora typu
Waring Blendor i rozdrabniano liScie. Nastepnie homogenizat przenoszo-
ro iloSciowo do kalibrowanego cylindra miarowego o pojemnosci 100 ml
! uzupelniano woda do kreski. Po przesaczeniu przez gaze pobierano 2 ml
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przesaczu, odbialczano wodorotlenkiem kadmu i oznaczano cukry redu-
kujace metoda zelazicyjankowa wedlug Fujita Akiji i Danzo Iwatake (2)
w modyfikacji Wolszlegier (11). Dla oznaczenia sacharozy poddano
10 ml przesaczu godzinnej hydrolizie enzymatycznej preparatem inwer-
tazy w temp. 56—60°C. Po rozcienczeniu do objetosci 25 ml pobierano
do oznaczenia 5 ml roztworu, co odpowiada 2 ml wyjsciowego przesaczu.

Preparat zawierajacy inwertaze sporzadzono z wodnego wyciaggu droz-
dzy suszonych w temp. 40—45°C przez strgcenie acetonem. Dla hydrolizy
uzywano 1 ml roztworu preparatu enzymatycznego zbuforowanego M/15
KHsPOys o zawartosci 1,2—1,3 mg acetonowego proszku.

Z ilo$ci ml zuzytego 0,005 N tiosiarczanu sodowego obliczono ilosci cu-
kréw redukujacych i sacharozy (wyrazone iako glukoza). Ponizej ‘podaje-
my przyklad obliczenia stosunku syntezy do hydrolizy sacharozy (s/h).

Analiza wykazala, ze przy przeliczeniu na 1 g Swiezej masy:

1) préba infiltrowana woda zawierala 15,570 mg cukréw redukujacych

i 0,870 mg sacharozy

tj. razem 16,440 mg cukrow.

2} préba infiltrowana 0,2 M cukrem inwertowanym zawicrata 17,310 mg
cukréw redukujacych 2,000 mg sacharozy

tj. razem 19,310 mg cukréw.

3) préba infiltrowana 0,1 M sacharoza zawierala 17,860 mg cukrow re-
dukujacych 2,00 mg sacharozy

tj. razem 19,860 mg cukrow.

Wynika stad, ze do préby (2) wprowadzono 2,870 mg, a do proby (3)
3,420 mg cukréow. Dalej znajdujemy, ze w ciagu 3 godzin do$wiadczenia
w przeliczeniu na 1 g $wiezej masy lisci

zostalo zsyntetyzowanej: 2,00 — 0,87 = 1,13 mg sacharozy

tj. 39% wprowadzonego cukru
zostalo zinwertowanej: 17,86 — 15,57 = 2,290 mg sacharozy

tj. 60°%0 wprowadzonego cukru.

Stosunek zatem syntezy do hydrolizy sacharozy wynosi:

1.13
ws/hs= =049
2.290

2. SPRAWDZENIE METODY INFILTRACJI PROZNIOWEJ

Badania wplywu jaryzacji na zmiane stosunku syntezy do hydrolizy
sacharozy rozpoczeto sprawdzeniem metody infiltracji prézniowej. W tym
celu infiltrowano kilka réwnoleglych préb jednorodnego materiatu roslin-
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rego woda, cukrem inwertowanym i sacharozg. Wyniki badan wstepnych
przedstawione sa w tablicy 1.

Tablica 1

Wphyw infiltracji na zawarto$¢ cukréw redukujacych w roélinach

Waga 1 g mater. | na 0,02 g ro$ling ml 0,005 N Na,S.0,

ip po infiltracji (Slepa — ml zuzyte)
odwa-| Infilt v
z:l’(a ik po zewn, | PO Susze et Sred-| Jedno + | Sred-
osuszeniu| ™" W S nia Dwucukry nia
temp.28°C
1 woda - 1,217 1,016 FPISI0951" 131 0.8 1533 5 < 1338 1,35
2 i 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 2 = 1,250 1,016 | 1,68 | 1,72 | 1,70 | 2,36 | 2,38 | 2,37
6 " Al 1,253 1,023 | 1,73 | 1,75 | 1,74 | 2,43 | 2,39 | 2,41
o R N 1,198 0998 | 1,71 | 1,72 | 1,71 | 2,41 | 2,41 | 2,41
E R % = 1,215 0982 | 1,78 | 1,72 | 1,75 | 2,36 | 2,40 | 2,38
9 sacharoza 1,203 1,006 178 10T 1 1,76 ] 12,29 | 2,29 2;29
10 % 1,190 | 099 | 1,72 | 1,74 | 1,73 | 2.23 | 2,09 | 2,21
X 1,193 | 0983 | 1,73 | 1,74 | 1,73 | 2,22 | 2,20 | 2,21
Tqy - " 1,207 0,990 | 1,66 | 1,72 | 1,69 | 2,19 | 2,20 | 2,19
13 Y 1,205 1,000 | 1,79 | 1,79 | 1,79 | 2,28 | 2,28 | 2,28

Jak wynika z tablicy 1 zawarto$¢ cukrow waha sie nieznacznie. Roznice
w wadze lisci po suszeniu w temperaturze 28° nie przekraczaja 5%bo.

3. METODA OZNACZANIA AKTYWNOSCI KATALAZY

Aktywnos¢ katalazy oznaczano w aparacie Warburga. Do oznaczen uzy-
to homogenizatu roslinnego. Do $rodkowego naczynka Warburga pipeto-
wano po 2 ml homogenizatu a do bocznego odgalezienia 1 ml 0.044 N wody
utlenionej. Naczynka umieszczano w lazni wodnej o temperaturze 7°C
Pomiarow cisnienia dokonywano po 4 i 8 minutach od chwili wymieszania
homogenizatu z woda utleniona. Odczyt ci$nienia tlenu po 8 minutach
przeliczano nastepnie na mm?® tlenu w temperaturze 0°C przy ci$nieniu
760 mm Hg. Ilo§¢ wydzielonego tlenu byla podstawg dla porownywania
wynikow.

http://rcin.org.pl



(5] BADANIA NAD WPLYWEM JARYZACJUI 45

Cze$¢ doswiadczalna

A. JARYZACJA PSZENIC OZIMYCH

Jaryzacje odmian pszenicy ozimej: — Dankowska Graniatka, Eka, An-
toninska, Wezesna i Kujawianka — przeprowadzono wedlug metody Ly-
senki (6). Nasiona doprowadzono do okolo 40%s wilgotno$ci w stosunku do
powietrznie suchej masy i lekko podkietkowane ziarna jaryzowano w tem-
peraturze 1—4°C przez 15—75 dni zaleznie od odmiany badanych psze-
nic (10).

Jaryzacje pszenicy ozimej: — Pszenica Slaska, Leszczynska Weczesna
i Dankowska Graniatka — zbiér 1954 r. wykonano wedlug sposobu opisa-
nego przez Lewickiego (5). Wstepne przygotowanie materiatu pole-
galo na trzykrotnym zwilzaniu nasion w temperaturze 10 —12 C i do-
prowadzeniu wilgotnosci ziarna do okoto 35%0 w stosunku do wagi ziarna,
DO czym jaryzowano material w temperaturze 1 — 4°C. W obu wypadkach
nasiona mieszano co pewien czas w celu zwiekszenia doplywu powietrza,
koniecznego do normalnego przebiegu procesow oddychania oraz spraw-
dzano wilgotnos¢ i temperature.

Do do$éwiadezen uzywano kilkudniowe kielki pszenicy jaryzowanej
i kontrolnej, ktore wyrosly w piasku, w wilgotnoéci optymalnej, w warun-
kach pokojowych.

B. MOKFOLOGIA

Roznice w wygladzie roslin zaznaczyly sie silnie w pierwszych dniach
wzrostu. Pod wzgledem wysokoséci réznice byly nieznaczne i wahaly sie
w granicach 1,5 ¢cm, natomiast réznice w cechach morfologicznych byly
bardzo wyrazne i zgodne z opisem podanym przez Filippienko (1).
Pierwszy li$é u pszenic jaryzowanych tworzyl plaska blaszke lisciowa,
podczas gdy u pszenic niejaryzowanych zwiniety byl w rurke. Dziesie-
ciodniowe rosliny réznily sie dtugoscia odpowiednich lisci i ich ustawie-
niem w stosunku do osi wzrostu. U pszenic jaryzowanych li§¢ zewnetrzny
byl zawsze krétszy od wewnetrznego i tworzyt z nim kat prosty, u roslin
kontrolnych 1i$¢ zewnetrzny byt dluzszy i tworzyl z osia wzrostu kat
ostry.

C. AKTYWNOSC ENZYMATYCZMYCH PRZEMI AN SACHAROZY

Badanie wplywu jaryzacji na zmiane stosunku syntezy do hydrolizy
sacharozy przeprowadzono in vivo metodg infiltracji prézniowej na psze-
nicy ozimej odmian: Dankowska Graniatka, Eka, Pszenica Slaska, Kuja-
wianka, Antoninska Wezesna. Przebadano procesy syntezy i hydrolizy sa-
charozy w zielonych i eticlowanych kietkach pszenicy ozimej i jaryzowa-
nej w wieku 4 — 18 dni. Wyniki do$wiadczen przedstawiono w tablicach
213

http://rcin.org.pl



46

I. REIFER, D. KLECZKOWSKA i M. SOLECKA

(6]

Tabli

Synteza i hydroliza sacharozy w zielonych kielkach pszenicy ozimej zwyklej
Wyniki podano w mg glukozy na 1 g Swiezej tkanki

.

Wiek rosliny

Odmiana pszenicy wykazala ANVE 5 6 ‘ 7
Bl 3 e T O i)
Darkowska synteza 0,52 | 0,87 | 2,34 | 1,91 1 2,52 | 2,18
Graniatka hydrol. 348|209 |1,47|1,74 ; 1,39 | 1,87
jar. 40 d. s/h 0,15 0,41 | 1,64 | 1,10 ’ 1,81 | 1,19
Dankowska synteza 3,52 | 0,70 1,39 | 0,70
Graniatka hydrol. 4,43 | 1,57 2,69 | 2,09
jar. 75 d. s/h 0,80 | 0,44 0,51 | 0,33
\ S LS, ) TR IS PSS R S
Eka synteza 0,87 | 1,74
jar. 40 d. hydrol. I\ 2,09 | 2,96
s/h 0,41 0,59
Slaska synteza 1,13 | 1,04 1,39 | 1,82
jar. 40 d. hydrol. 2,26 | 2,69 | 4,35 | 3,13
| s/h 0,50 | 0,38 0,32 1 0,58
Kujawianka synteza 1,13 | 1,83
jar. 20 d. hydrol. 3,39 | 2,17
s/h 0,33 | 0,84
|
Antoninska synteza
Wezesna hydrol.
jar. 15 d. s/h 7% ] i i T e ol
Antonirnska synteza 2,69 (1,74 | 1,65 | 1,82 | 2,43 | 2,43
Woczesna hydrol. 2,18 | 3,83 | 2,87 | 2,35 | 6,00 | 3,48
jar. 20 d. s/h 1,24 [ 0,45 | 0,57 1 0,77 | 0,40 [ 0,70 |
Antoninska synteza
Wezesna hydrol.
jar. 25 d. s/h T
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ca 2.

i jaryzowanej. Cukry wprowadzono do kieltka za pomoca infiltracji prézniowej.
(K — pszenica zwykla kontrolna; J — jaryzowana)

"w dniach

8 B P10 11 12 13 14 15
AEAN I ERS GRS TS RN R ey
|
' |
10,35 1,04 2,69 | 3,04 1,04 1,22 1,56 | 3,04 2,61 | 2,61 |1,831,63
12,96 2,08 (4,78 | 1,74|2,78 | 3,31 | 1,04 | 2,95 1,74 | 2,52 | 1,48, 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 | 3,13
. 191 | 0,95
1 1,59 | 3,27
|
; p et .
| 1,48 1,39 2,35 | 2,44
~1 2,09 1,91 4,18 | 3,72
0,70 | 0,72 ~ 10,56 | 0,68
1,47 | 1,91 2,26 | 2,08 2,17/ 2,52
4,95 | 1,30 1,65 | 2,26 2,00 1,65
T " lo29|146| | = |1,36]0,92 1,08/ 1,52
B | I
‘ !1.39 1,83 1,83 | 1,22 1,31 | 1,39
| 2,87(0,78 2,96 | 2,44 | 3,74 | 3,31 gt
!0.48 2,33 0,61 0,50 | 0,34 | 0,42
L ier s, {7 s p T |~ ] 2 T v e
1,65 | 2,09 | 2,69 | 2,69 2,96 | 2,61 2,35/ 3,05
4,96 | 0,69 2.35| 1,31 3,91 | 0,78 4,18/2,18
0,33 :s.oo| 1,14 | 2,06 Peastaast” 0,56/ 1,40
2,78 | 2,43 2,95 | 2,96
8,17 | 1,04 1.85 | 4,09
| 0,34 | 2,33 1,61 | 0,72
2,26 | 2,96 | 2,18 | 3,13
2,61 |1,91/1,83|2,26
0,87 | 1,5411,19 1,38 g
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Tablica 3

Synteza i hydroliza sacharozy w etiolowanych kielkach pszenicy ozimej zwyklej i jaryzowanej.
Cukry wprowadzono do kielka za pomoca infiltracji préznicowej. Wyniki podano w mg glu-
kozy na 1 g Swiezej tkanki. (K — pszenica zwykla kontrolna; J — jaryzowana)

I . wiek rosling w dniach

\Odmiana | wyka- | ‘ : L by ’ !
| psze- | ot l_-—_ﬁl_G_ {5 8 = lO 4]6 | 18 I
nicy | WAEE T e e N lilth"J“]
| | | |
Daﬁkow-! “ ‘ } [ ’ i i ‘ |
ska | synt. | 1,21| 1,56 1,13! 1,65| 1,30 | 1,47 1,48] 2,52 j
Graniat- | hydrol. 16,35 1,56 4.9,2797“7@5 2,611 3,13| 2,17 el 1
ka |'sh | 019]1,00| 028|035 030|036 047|106 | |
i B R = |
synt. | | | ; | | 1,56 | 1,21| 1,04 | 1,48 | 2,00 1,65
Slaska | hydr. | ; ’ 1 ‘ 2,00 | 2,83 | 3,74} 1,30 | 4,78 | 2,69
e N G | 1078/ 0,43| 0.27| 1,13/ 0,41 0,61

D. BADANIA NAD ARTYWNOSCIA KATALAZY

Badania nad aktywnoscia katalazy w zaleznoéci od jaryzacji wykona-
no na kietkach pszenicy oraz na ziarnie. Na kielkach badano nastepu-
jace odmiany: Antoninska Wczesna jaryzowana 20 i 30 dni, Pszenica Sla-
ska jaryzowana 42 dni, Dankowska Graniatka zbiér 1954 jaryzowana
40 dni. Pélgramowa nawazke kietkow homogenizowano w homogeniza-
torze Cyklon ze 100 ml buforu fosforanowego o pH 6,9 rozcienczonego
woda 1 cz. buforu i 3 cz. wody (sklad buforu fosforanowego: 5 cz.
0,1 M KHsPOy4 i 6 cz. 0,25 M NasHPO,). Nastepnie saczono przez wate.

Przesacz po o$miokroinym roz-

Tablica 4

Oznaczenie katalazy metoda manometryczna
w kielkach i ziarnie pszenicy
(kazda podana warto$¢ jest $rednia z 3 réw-
noleglych odczytow)

Wielkos¢

nawazki 4 > P =
|Oznaczeme I |Oznaczenie Il

mm?® O, po 8 minutach ‘

0,5 g kietkéw
0,5 g kielk6w 77 ‘ 77%)
1 g ziarna [ I(; R 46
2 g ziarna , 70 l——- 68 '

) Warto$¢ érednia z 2-ch odczytéw

cienczeniu uzywano do oznaczen.

Aktywno$¢ katalazy podczas
jaryzacji przebadano na ziarnach
o 35%0 wilgotnosci wyjmowanych
wprost z lodéwki na pszenicach:
Dankowska Graniatka 40 dni ja-
ryzacji i Leszczynska Wczesna 20
dni jaryzacji. Brano jedno- lub
dwugramowe nawazki, wybiera-
jac ziarna o jednakowych kiel-
kach; kontrolne podkietkowywa-
no do wielkosci kietkow jaryzo-
wanych. Ziarna ucierano w porce-
lanowym mozdzierzu, przenoszo-
no ilosciowo do zlewki, przemy-
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wajac rozcienczonym jak wyzej buforem fosforanowym w ilosci 50 ml bu-
foru na 1 g ziarna. Po jednogodzinnej ekstrakeji przesaczono roztwor
przez twardy sgczek; przesgcz brano do analizy.

Badania wstepne dotyczace powtarzalnosci wynikow przedstawione
sa w tablicy 4, wyniki za$ doswiadczen w tablicach 5 i 6.

Tablica 5

Aktywnos$¢ katalazy w zielonych kielkach pszenicy
(wyniki podano w mm?® O, po 8 minutach; kazdy wynik jest $rednia z 3 réwnoleglych
odczytéw manometrycznych)

Odtalans ie:i? A ; i Wielf rosliny w dnia(ih
pszenicy ngi ; % 5 ‘ 7 1 By l 13 ! 15 ! 16 | 19 } 20 | 22 | 24
Antoninska I I 20 dni jarpzacji | 74 | — ’ — } — |27 | — | —|[26 ]| — | —
Wezesna ijlrilvﬂﬁj;;y{aa SEL AT [ e R (1 e Lisl= =
| [ Wemwole |88 — | — | = = |2 = | = |[@| ==
W Jargzowane | 74 | — | — ’ — |55 | =435 | —|66]—|
bl i e e e e
1 l.laryzowane 44 | 80 | — I — I - | == =|=|=
WSl R T N S RS _‘:-{ Tk ) Do e
| Daikowska | I | Jaryzowane | 39 | — 113 ‘ o e e e Bl 5
| Graniatka | | Konwrolne | 27 | — | 94 (103 | 85° — ===

*) — S$rednia z 2 odczytéw.

Tablica 6

Aktywno$¢ katalazy w ziarnie i w szeSciodniowych kielkach pszenicy
(wynik podano w mm?* O, po 8 minutach; kazdy wynik jest $rednia z 3 réwnoleglych
odeczytéw manometrycznych)

L| Odmiana |Seria Badany | ! Okres jaryzacji w dniach
| pszenicy jary- | mate- | Warianty | :
P-| PSTEED | oach| rial | | 6 |11|15]20 |21 |22 |23]25|28 |30 4143
| B |
: I ’ | Jaryzowane | —| 93| —| —| —| 91| —|111{108(101| —| 72
; 80 |\ Kontrolne | —| 87| —| —| —| 81| —| 87| 51| 49| —| 55
| Dasikowska |—— ¥ Jaryzowane | 59 —[ 79| —| 76| — —‘ —| —[102|125 —
2 | Graniatka II | ziarno | ——— [—|—|—|—|—|— e e e e
Kontrolne 70{ —| 57| —| 51 —1 —| —| —| 52| 74| —
B3 L R Jaryzowane | —| —| —| —|80*% —| —| 49 —|66%| 67| —
3 II | kielki || — [ — |— = | — — = ==l —|—
Hontrolne —| —| —| —[74"| —| —| 51| —| 77| 80| —
4 |Leszempiaka | o 1o | Jargromane | —|1041109) —~f —|166° — |
Wezesna Kontrolne | —| 82| —| 61| —| —| 99| —| —| —| —| —

*) Warto$¢ $rednia z 2-ch odczytéw

4 — Acta Biochimica Polonica
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Dyskusja

Zaréwno Oparin i Zjenczenko (7) jak i Sisakian (9)
zacbserwowali, ze jaryzacja powoduje zmiane stosunku syntezy do hy-
drolizy sacharozy. Autorzy ci dowodza, ze stosunek syntezy do hydro-
lizy sacharozy w ro$linach jaryzowanych jest nizszy od analogicznego
stosunku u roélin niejaryzowanych.

Przytoczone w tablicy 2 wyniki naszych badan stosunku syntezy sacha-
rozy do jej hydrolizy w kietkach 5-dniowych pokrywaja sie z wynikami
doswiadczen Oparina i Zjenczenki z 3- i 5-dniowymi etiolo-
wanymi kietkami jaryzowanych i kontrolnych nasion pszenicy Moskow-
skaja 02411 (s/h kontr. = 0,32, s/h, jar. = 0,21). Warto$¢ jednak wynikow
naszych badan na kietkach 5-dniowych jest watpliwa ze wzgledu na to, ze
analizy przeprowadzone na kielkach 4-dniowych wykazuja, ze stosunek
s’/h zmienia sie na wrecz przeciwny. Ponadto, jak wynika z badan na kiel-
kach starszych (od 6 — 15 dnia wzrostu) nie zdolaliSmy wykaza¢ zadnej
regularnoéci w stosunku syntezy/hydrolizy sacharozy w jaryzowanych
i kontrolnych pszenicach ozimych w odroznieniu od Sisakiana, kté-
rv potwierdzil swoje poprzednie prace. W badaniach bowiem nad pszenica
ozima — Ukrainka — uzyskal on w kietkach 20-dniowych i starszych
(w poczatkach krzewienia) wyrazne obnizenie stosunku s/h w lisciach na-
sion jaryzowanych.

Celem wykluczenia procesu fotosyntezy, ktory prowadzi do nasilenia
syntezy sacharozy w zielonych komoérkach, wykonano kilka analiz na ma-
teriale etiolowanym. Jak wynika z tablicy 3 z wyjatkiem tylkc jednego
przypadku we wszystkich pozostalych obserwacjach stwierdzono, ze
warto$¢ ilorazu synteza/hydroliza jest wyzsza w kietkach nasion jary-
zowanych.

Iloé¢ wprowadzonych cukrow do roéliny metoda infiltracji prézniowe]
jest stosunkowo mala i wynosi okolo 3 mg na 1 g Swiezej tkanki, jest to
okolo 15—20" wlasnego cukru ro$liny badanej. Z cukréw infiltrowa-
nych okolo 50% sacharozy ulega hydrolizie i okoto 50° cukru inwerto-
wanego przechodzi w dwucukier.

Ilosci zsyntetyzowanej i zhydrolizowanej sacharozy w naszej pracy po-
krywaja sie z dodwiadczeniami Oparina i Zjenczenki. Hydroliza
sacharozy u tych autoréw waha sie w granicach od 10,4 — 26,1 mg, syn-
teza za§ w granicach od 5,3 — 8,6 mg na 1 g suchego materialu- w czasie
1 godziny. Przyjmujac, ze kielki zawieraja przecietnie 85%0 wody, wielko-
Sci syntezy i hydrolizy sacharozy sa zatem porownalne.

Przedstawione w tablicach 5 i 6 wyniki aktywnosci katalazy w kietkach
jaryzowanej pszenicy nie sg zgodne z wynikami Filippienki (1) oraz
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Richtera, Rancana i Pekkiera (8). Filippienko podaje, ze
aktywnos¢ katalazy jest wyzsza u ro$lin jaryzowanych niz u kontrolnych,
przy czym najwyzsza swa warto$¢ ma w fazie kwitnienia, chociaz w czasie
krzewienia i tworzenia lodyg réznice w aktywnosci katalazy sa réwniez
znaczne. W naszym do$wiadczeniu nie stwierdziliSmy znacznych réznic
w aktywnosci katalazy od 5—24 dnia wzrostu rosliny po jaryzacji. Na czte-
ry analizy wykonane w piagtym dniu wzrostu na trzech odmianach pszeni-
cy (tabl. 5) trzy wykazuja wiekszg aktywnosé¢ katalazy u pszenicy jary-
zowanej. W miare wzrostu rosliny réznice te nie zachowuja sie. U pszenicy
Dankowska Graniatka wyzsza aktywno$¢ katalazy u roélin jaryzowanych
wystepuje tylko 5 i 8 dnia wzrostu w pozostatych dniach jest na jednym
poziomie z kontrolnymi. U pszenic Antoninska Weczesna i Pszenica Slaska
krzywa aktywnosci katalazy przebiega w sposob nieregularny.

Badano réwniez szeSciodniowe kielki wyrosle z ziaren poddanych roéz-
nemu okresowi jaryzacji (tabl. 6, Ip. 3). Wedlug danych Richtera, R an-
cana iPekkiera (8) analizy te powinny wykaza¢ wieksza ilo$é¢ ka-
talazy w roslinach, ktére wyrosty z ziaren poddanych jaryzacji przez
20 i 25 dni. Wyniki naszych badan nie wykazaly jednak zadnych roéznic
na korzys¢ roslin jaryzowanych.

Natomiast zgodne wyniki z literatura otrzymaliSmy jedynie w jary-
zowanym ziarnie (tabl. 6, 1p. 1, 2, 4). U pszenicy Leszczynska Weczesna wy-
raznie wzrasta aktywnos$¢ katalazy w poré6wnaniu z kontrolnymi w miare
jaryzacji. Rowniez u pszenicy Dankowska Graniatka wystepuja réznice
w aktywnoS$ci katalazy, co jest zgodne z do$wiadczeniami Richtera
i wspolautorow (8).

Streszczenie

1. Przebadano wplyw jaryzacji na stosunek syntezy do hydrolizy
sacharozy oraz na katalaze w kilku odmianach pszenicy ozimej.

2. Stosunek syntezy/hydrolizy sacharozy oznaczono metodg infil-
tracji prézniowej. Aktywnos$é¢ katalazy badano manometrycznie na apa-
racie Warburga.

3. W odréznieniu od danych w literaturze nie zdolano potwierdzié
wplywu jaryzacji na zmiane stosunku syntezy do hydrolizy sacharozy
w zielonych i etiolowanych kieltkach pszenicy jaryzowanej w poréwna-
niu z pszenica niejaryzowana,

4. Rowniez w kielkach zielonych roslin jaryzowanych nie wykazano
wigkszej aktywnosci katalazy.

9. Jedynie ziarna w okresie jaryzacji wykazaly wieksza aktywnosé
katalazy zgodnie z danymi w literaturze.
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VCCJIEIOBAHME BIMAHUA APUSALMU HA AKTMBHOCTH HEKOTOPBIX
OH3MMOB B O3UMMOW NITEHUILE

Pezwwme

1) Bouro wucciiefoBaHO BIMSAHME ApM3auMM HaA OTHOULIEHME CHMHTE3a
K M'MPOJIM3y caxapo3bl, a TaKKe BJAMAHME ApM3alyy Ha aKTMBHOCTb KaTa-
Jla3bl B HECKOJBKMX PAa3HOBUAHOCTAX O3MMOJM IIIIEHMUIIBL.

2) CoOTHOIIEHME CHHT23a-TMAPOJIN3a CaXapo3bl ONpPeeJisijioch METOA0M
BakyyM uHGUIbTpauuin. AKTMBHOCTB KaTaja3bl MCCJIEA0BAJach MaHO-
MeTpuyeckyu Ha anmnapare Bapbypra.

3) B orammune OT NPUMBOAMMBIX B JIMTEpaType HAAaHHLIX, He yJaJioCch AO-
Ka3aTh BJIMAHUA APU3AaLMII HA M3MEHEHMEe OTHOLIEeHMs CHMHTe3a K I'MApO-
JIM3y Caxapo3bl B 3€JEHEIX M 9TMOJIMPOBAHHDLIX POCTKAX SPU30BAHHOM MNile-
HMIIBI B CPABHEHMM C IUIEHMIEN HeAPU30BaHHOMN.

4) B poctkax APU3CBAHHBIX 3€JIEHBIX PAICTEHMIt Takzxe He obHapy-
KeHO OOJbLLIeHl aKTMBHOCTY KaTasasbl.

5) OpHuU JMIIB TOJBLKO 3éPHA B NMEPUOZ APA3aUMM NMPoABMiM GOabIIYIO
aKTMBHOCTB KaTaJjia3bl, COIJIAaCHO AAHHBIM, IPUBOAMMBIM B JIUTEPATYypPe.

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

Summary

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 manometrically in
the Warburg apparatus.
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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.

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

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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~ WIESEAW TYSAROWSKI I STANISEAW KWIEK

OZNACZANIE WEASNOSCI REDUKCYJNYCH UKEADOW
BIOLOGICZNYCH ZA POMOCA KOMPLEKSU ZELAZA
Z KWASEM ETYLENODWUAMINOCZTEROOCTOWYM

Z Zahktadu Chemii Fizjologicznej A. M. w Warszawie
Kierownik: Prof. dr J. Heller = Instytutu Gruzlicy.
Dyrektor: Prof. dr J. Misiewicz

W badaniach manometrycznych jeden z nas stwierdzit (7)., (8), ze
oddychanie gestych zawiesin Myc. phlei wzmaga sie po dodaniu kompleksu
zelaza (Fe®) z kwasem etylenodwuaminoczterooctowym,*),**) poczynajac
od stezenia 10°M. Najwyzsze pobudzenie zaobserwowano w stezeniu
7,6 X102 do 10'M; dalszy wzrost stezenia zmniejsza zuzycie tlenu.
Wyrazono przypuszczenie (7), ze kompleks zelaza z kwasem etylenodwu-
aminoczterooctowym (rys. 1) moze by¢ przenosnikiem elektronéw w mo-
delowych ukladach biologicznych. W dalszych badaniach stwierdzono (8)
odwracalne przechodzenie kompleksu utlenionego (FeY') w zreduko-
wany (FeY-?). Opierajac si¢ na tych wlasnosciach wykorzystaliSmy ozna-
czanie stopnia redukcji FeY-"!, jako miernik zdolno$ci redukcyjnych
ukladdw biologicznych.

Roztwoér wodny FeY! wykazuje charakterystyczne wlasciwosci oksy-
do-redukeyjne: 1%, rézowy roztwoér odbarwia sie po dodaniu NasSs04 —
wielokretne wytrzasanie z powietrzem przywraca barwe wyjéciows. Je-
zeli do prawie bezbarwnego, okoto 0,03%0 roztworu FeY-! oprécz czynnika
redukujacego (np. NasS»04 lub kw. askorbinowego) dodaé¢ o-fenantroli-
ny — mieszanina przyjmuje silne i trwale czerwone zabarwienie, wlasciwe
dla kompleksu zelaza dwuwarto$ciowego z o-fenantroling. Zabarwienie

#) Uzywane skroty:

FeY-1 — kompleks zelaza Fet3 z kwasem etylenodwuaminoczterooctowym;
FeY-2 — kompleks zelaza Fe*2;
EDTA -— kwas etylenodwuaminoczterooctowy.

**) Wlasno$ci EDTA i tworzenie komplekséw EDTA z metalami omoéwione sg
w osobnej pracy (9).
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to wystepuje, poniewaz EDTA

CH,— CH, 1 stabiej wiaze Fe™ niz o-fenan-
N 4 trolina. Sama o-fenantrolina
ST P bez czynnika redukujacego, jak
= L - 28 N s
HIE ™ HC S = CH, CH rowniez czynnik ten bez o-fe-
250" e~0" nantroliny nie zmieniaja barwy
o] roztworu FeY?

0=C/O O\C:() Wychwyt_anie Fe™2 z kom-
[ pleksu FeY-? przez o-fenantro-
~ linge moze byé wykorzystane do
@ & R @ oznaczenia zawartoSci komplek-
=1 séw EDTA z zelazem w roztwo-
CH,— CH, rze. Bez dodania czynnika re-
N Wit dukujacego mozna oznaczy¢
// b5 3 R N Fe*2 w FeY™? po jego dodaniu
H,C H2C\c ‘\:._"x’ C,CHz CH, sume zelaza w FeY-! + FeY™
o’ O e\\o’ \O Na tej podstawie wykonujac
/ dwa oznaczenia mozna wyli-
‘ 0=C/O 0\ o czy¢ wzajemny stosunek kom-

280 3 | plekséw w badanej proébce.

Stwierdzenie redukeji FeY™!
w reakcji z o-fenantroling bylo
punktem wyj$cia dla opracowa-
nia nowej metody oznaczania
wiasnosci redukeyjnych ukladéow biologicznych przy uzyciu FeY-l. Polega
ona na oznaczaniu zelaza Fe'? za pomoca o-fenantroliny w powstatym po
redukecji kompleksie FeY-2. o-Fenantroliny uzyto z tego wzgledu, ze jest
ona powszechnie stosowanym odezynnikiem do kolorymetrycznego ozna-
czania zelaza wykazujacym wiele zalet w poréwnaniu z innymi odczynni-
kami; mozna je uzywaé w szerokim zakresie pH, a takze tworzy ona silne
kompleksy z Fe'? cechujace sie wysoka absorpcja molarna.

Rys. 1. Wzory strukturalne komplekséw ze-
laza Fe't2 i Fe*2 z EDTA (FeY-1 i FeY-?)

Jednoelektronowa redukcja FeY™ jest niezalezna od pH w zakresie
od 4 do 6 (6). W tych granicach pH warto$¢ potencjatu oksydo-redukeyj-
nego wynosi -+0,117 v. W pH 7,0 osiaga warto$¢ ca +0,100 v. W pH po-
wyzej 7,5 kompleks FeY-! wigze grupy OH—, przy czym jego potencjal
oksydo-redukcyjny maleje do wartosci = 0,08 v. W pH okolo 10 zachodzi
przylaczenie drugiej grupy OH—; potencjal oksydo-redukecyjny spada do
+ 0,0 v. W wyzszych pH (12,3) przylacza sie dalsza grupa OH— i dochodzi
do wytragcenia wodorotlenku zelazowego. W pH ponizej 2,5 kompleks
FeY-! rowniez ulega rozpadowi— wyzwala sie wolny EDTA i wolny jon
Fe*3, Obecnosé jonéw zelazowych podwyzsza potencjal oksydo-redukeyiny
roztworu. .
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7 powyzszego wynika, ze od stezenia jonéw wodorowych w zakresie
pH ponizej 3,5 i powyzej 6,5 zalezy nie tylko potencjal oksydo-redukcyj-
ny kompleksu ale réwniez jego posta¢ i trwalos¢ W fizjologicznym za-
kresie pH potencjal oksydo-redukcyjny FeY™ jest wyzszy niz biekitu
metylenowego (ca 0,0 v), natomiast nizszy niz zelazicyjanku (+ 0,4 v).

W obecnej pracy przedstawiona jest metoda badania wlasnosci reduk-
cyjnych homogenatow tkankowych, zawiesin pratkéw kwasoopornych
i preparatow mitochondriéw za pomoca kompleksu FeY-.

Czes¢ doswiadczalna

I. ODCZYNNIKI, PREPARATY I METODA ANALITYCZNA

A. Odczynniki

1. S6l sodowa kompleksu FeY™! otrzymaliSmy w stanie krystalicznym
stosujagc metode Brintzingera i wspéipracownikéw (1), opracowana dla
uzyskania soli kompleksu NH FeY * H>O. Produktem wyjSciowym by-
la rekrystalizowana s6l scdowa EDTA (NaH»Y * 2H20) oraz alun Zzela-
zowo-amonowy. W przedstawionej metodzie uzywaliSmy 1% roztworu
wodnego FeY™!, przygotowanego z preparatu nie suszonego.

WykonaliSmy analize uzywanego preparatu oznaczajac: strate wody
podczas suszenia do stalej wagi w 60°C a nastepnie w 110°C, zawartosé
azotu metoda Kjeldahla oraz ilos¢ zelaza w preparacie zmodyfiko-
wana wiasna metoda, opisana ponizej, stosujac NasS»04, jako czynnika
redukujacego. Utrata wagi w 60°C wynosila 15,7%; po dalszym suszeniu
w 110°C — 2,5%. Zawarto$é azotu w preparacie suszonym wynosita 6,2%
(r. z 2-ch), teoretyczna 7,6%; zelaza — 11,8°/0 (Sr. z 4-ch), teoretycz-
nie 15,2%.

Czysto$¢ stosowanego preparatu obliczona wedlug zawartosci azotu
wynosi 82%, wedlug zawarto$ci zelaza 78%0. Utrata ciezaru przy suszeniu
w 110°C wskazuje, ze mie zawiera on zwigzanej wody.

2. Chlorowodorek o-fenantroliny — 1% roztwér wodny.

3. Bufor octanowy 2M pH 4,0.

B. Preparaty

1. Homogenaty z tkanek $winek morskich sporzadzono po zabiciu
zwierzecia przez skrwawienie. Odwazony kawalek narzadu homogeni-
zowano w ozigebionym miynku Pottera w roztworze 0,033 M buforu
fosforanowego pH 7,0 lub, zaleznie od potrzeby, w roztworze 0,15 M NaCl.
Narzady pochodzily od zwierzat roznej wagi, ptei i wieku. Czas homoge-
nizacji wynosit 2 — 5 minut.
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2. Zawiesiny pratkéw Myc. phlei przygotowywano z hodowli na pod-
fozu syntetycznym S autona. Kozuchy wzrostowe zbierano na saczku
szklanym, kilkakrotnie plukano woda destylowang, nastepnie rozbijano
w kolbce z peretkami szklanymi i zawieszano w roztworze buforu fosfo-
ranowego 0,033 M pH 7,0 wzglednie w 0,15 M NaCl.

pH roztworéw i zawiesin oznaczano przy pomocy elektrody szklanej
w probkach sporzadzonych analogicznie do wlasciwych do$wiadczen.

C. Metoda analityczna

1. Zawarto$¢ Fe'? (jako kompleks z o-fenantroling) oznaczaliémy zmo-
dyfikowana metoda Mahlera i Elove (5). W celu zwiekszenia pojemnosci
stosowaliSmy bufor octanowy 2M zamiast 1M. Koncowe pH roztworow
wynosito 3. Standard zelaza przygotowano:

a) z soli Mohra wg. sposobu opisanego w podreczniku Hawk a,

Summersona i Osera (3),

b) z zelaza metalicznego.

Intensywnos$¢ zabarwienia oznaczaliSmy na fotometrze Pulfricha uzy-
wajac filtra Ssp. Asgo ') oznaczone dla 5 mikrograméw Fe? w 8 ml roz-
tworu w mnaczynku 1 ecm wynosi 0,127 (£ 0,004 — s$rednia z 10 ozna-
czen). Objetos¢ 8 ml byla stale zachowywana w do$§wiadczeniach. Z po-

wyzszych oznaczen obliczono wspélczyn-

Aftem nik liczbowy, przez ktéry nalezy pomno-
10 A zy¢ odczytana absorpcje probki dla otrzy-
4 mania wyniku w mikrogramach Fe?; wy-

nosi on 39,4. Intensywno$¢ zabarwienia
kompleksu o-fenantroliny z zelazem ba-
. dana w czasie od 10 do 180 minut nie
zmienia sie. Jest to zakres czasu wystar-

czajacy zwykle do wykonania oznaczen.
2. Oznaczanie ilosci Fe'? w kompleksie
z EDTA oparliSmy na metodzie opisane]
05 e AR w poprzednim punkcie. Zalezno$é ilosci
ml 0033% FeY™ (91x10™M) Fe "2 uwolnionego z FeY"! za pomocg czyn-
Rys. 2. Zaleznoéé absorpeji od nika redukujgcego (NasS:04) od ilosci do-
ilosci FeY-. Odpowiednia ilos¢ danego kompleksu (krzywa na rys. 2) ma
roztworu FeY-l uzupelniono po charakter prostej proporcjonalnosci. Ozna-
dodaniu o-fenantroliny woda de- .. 150 kompleksu FeY ta metoda jest
stylowang od objetosci 3,0 ml; . : :
zgodne z jego oznaczaniem na podstawie

do kazdej probowki dodano oko- 2%
to 30 mg Na.S.0, zawartosci azotu.

05

!) Symbolem A oznaczono gesto§é optyczng.
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II. WYKONANIE OZNACZENIA
1. Wybér stezenia FeY~!

Na rysunku 3 przedstawiono zaleznosé¢ redukcji FeY-! w zawiesinach
Myc. phlei od stezenia dodanego kompleksu. 10-krotny wzrost stezenia

Rys. 3. Wplyw stezenia FeY-! na
redukcje w zawicsinie Muyc.
phlei. Hodowla 9-dniowa o ges-
tosci 106,6 mg N/100 ml. W kaz-
dej probowce umieszczono: 1 ml
zawiesiny; 1 ml buforu fosfo-
ranowego 9,033 M pH 7,0; od-
powiednig ilos¢ roztworu FeY-!;
0,2 ml o-fenantroliny; H,O desty-
lowana do 3,0 ml; czas inkubacji
30 min. Na csi odcietych podano
stezenie FeY-l

0———0 — krzywa dla wartosci
S . @
12 X 10* M 23 10 M 6 A5
° ® — krzywa dla wartosci L —— ——2[x10"'M]
0,024 X 10*M — 2,28 X 10-* M 100 200
od 2,3 X 10 do 2,3 X 10> M wzmaga reakc;e 3,3 razy, natomiast wzrost

stezenia w zakresie od 1,2 X 10 do 1,2 X 10 M zwieksza tylko 1,9 razy.
Z tego wzgledu w przeprowadzonych badaniach zastosowaliSmy nizsze
stezenia kompleksu.

Tlo$¢ FeY dodana do probki w naszych warunkach odpowiada okolo
100 ng Fe, co rowna sie 1,8 mikroatomu Fe lub 1,8 mikromola FeY-.
W proébce stezenie FeY™! wynosi okolo 6 X 10* M. Ta ilos¢ FeY™! daje
absorpcje 2.5 w przeliczeniu na 1 em, a wiec juz poza gorng granica mozli-
woséci odezytywania w naczynkach 0,5 cm.

2. Sposob wykonania oznaczenia

Do szerokich probowek (Srednica 18 mm — dodaje sie 0,2 ml 1% roz-
tworu o-fenantroliny, 1 ml badanego preparatu i 1,7 ml buforu fosfo-
ranowego 0,033 M, pH 7,0. Probowki umieszcza sie na tazni wodnej w temp.
37°C i po wyréwnaniu temperatur (5 min.) dodaje si¢ po 0,1 ml 1% roz-
tworu FeY-. Objeto$¢ probki inkubowanej wynosita zawsze 3ml. Po
odpowiednim czasie reakcje przerywa sie przez dodanie 1 ml 20% kwasu
tréjchlorooctowego. (To postepowanie okazato sie skuteczne takze dla usu-
wania pratkéw kwasoopornych z zawiesiny).

Nastepnie dodaje sie¢ 4 ml buforu octanowego 2 M o pH 4,0 i probke
saczy sie przez twardy saczek ilosciowy Schleicher, Schiill Nr 589% Cza-
sami, zwlaszcza przy badaniu rozcienczonych zawiesin pratkow kwa-
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soopornych, konieczne jest dwukrotne przesaczanie. Absorpcje prze-
sgcezu odezytuje sie w fotometrze Pulfricha wobec wody. Wartos¢ ab-
sorpcji proby Slepej bez czynnika redukujacego wynosi zero. Zastoso-
wane modyfikacje opisanej tu techniki podano przy odpowiednich
doswiadezeniach. Kazdy wynik redukcji podany w naszej pracy jest sred-
nig z dwoch rownoleglych oznaczen. Zgodno$¢ ich wynosila okolo 2%.
WielkoSci redukeji okreSlone sa w mikrogramach Fe®? na 1 ml badanego
materiatu, wzglednie na 1 mg azotu na 1 godzine. Te ostatnig wartos¢
oznaczamy symbolem QFe ‘s,

III. WPELYW ROZNYCH CZYNNIKOW

1. Redukcja w zaleznosci od czasu

W osobnym doswiadczeniu zbadano przebieg redukeji w zalezno$ci od
czasu dzialania zawiesiny pratkéw na FeY-!. Liniowy ksztatt krzywej na
rys. 4 wskazuje na prosta proporcjonalno$é tej zaleznosei Wskazuje on
rowniez na to, ze w czasie dwugodzinnej inkubacji preparat nie inakty-

wuje sie pod wplywem zastosowa-

F 2
o nych stezen FeY™! jak i o-fenantro-
5 liny.
10k 2. Wplyw warunkéw beztleno-
wych i o-fenantroliny
" Kompleks FeY-? powstajacy po re-
; dukceji FeY! ulega autooksydacji pod
wplywem tlenu (4). Z tego wzgledu
0 34 e dodawanie w warunkach tlenowych

o-fenantroliny w koncu inkubacji
Rg’s- 4. Zale?niﬁél) rgc?uk;jid Fey-l prowadzi do wybitnego zmniejszenia

0 czasu Inkubacji. ~aniowa ¥ Lk = P : 4
hodowla Myec. phlei] na pozywce Hosiel pojawisigcero Sl.e HEIARTS. O).
Sautona, pH 6,68, Gestosé zawie- W warunkach podanej przez nas me-
siny nie oznaczona tody o-fenantrolina zapobiega auto-
oksydacji FeY? wskutek silnego
wiazania Fe'?. Natomiast przeprowadzenie tejze reakeji w warun-
kach beztlenowych umozliwia dodanie o-fenantroliny na koficu inkubacji

(por. rys. 6).

Dodajac o-fenantroline na poczatku badania otrzymuje sie w warun-
kach beztlenowych wyniki o okolo 20% wyzsze niz w tlenowych (por.
tablica 1).

Roéwniez w atmosferze tlenku wegla wzmaga sie redukcja FeY-!, (ta-
blica 2), w poréwnaniu do warunkéw tlenowych.
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3. Wplyw amidu kwasu jodooctowego

Amid kwasu jodooctowego w stezeniu 10' M okazatl sie silnym inhibi-
torem redukecji FeY! w homogenatach tkankowych. Wielkoé¢ zahamo-
wania w réznych tkankach jest podobna i wynosi okolo 70% (por. ta-
blica 1).

ugFeo)
Mg fe? 7] 3
14+
? 2 2y
10+ 4
10
.
8' x e
8t
5.
6t 4l
4q 2 s
.
2} 0 7 D) 20 min
==—em=o oo = oTosTE < Rys. 6. Redukcja FeY-l w obecnoSci
10 R 30 min .
o-fenantroliny w warunkach tlenowych
Rys. 5. Zalezno§¢ redukeji FeY-l i bez o-fenantroliny w prozni;
od obecnosci o-fenantroliny w wa- o e — o-fenantrolina dodana na kon-
runkach powietrza atmosferycznego; cu inkubacji. Probowki Thunberga, odpo-
5 e — o-fenantrolina dodana wietrzone;
na poczatku inkubacji; X x — o-fenantrolina dodana na po-
0----0 — o-fenantrolina dodana czatku inkubacji. Probdowki zwykle nie-
na koncu inkubacji; odpowietrzone;
redukcja obliczona w ug Fe'?® na wyniki obliczone w ug Fe-* na 1 mi 5%
1 ml 5 ° homogenatu watrobowego homogenatu watrobowego S$winki mor-
Swinki morskiej skiej
4, Wpilyw pH

Wyniki badania redukeji FeY™! przez Myc. phlei w réznych pH przed-
stawia rys. 7.

Poczagwszy od pH okolo 4,5 wielko$é redukcji wzrasta, osiagga maksi-
mum przy pH okolo 6,6 a nastepnie spada. Spadek po stronie zasadowej
jest mniej stromy niz po stronie kwasnej; wartos¢ przy pH 9,6 jest wyz-
sza niz w pH 4,5. Wielkoéé redukcji w zawiesinie Myc. phlei inaktywowa-
nej ogrzewaniem nie wykazuje optimum w zaleznosci od pH.

5. Wplyw temperatury

Rys. 8 i rys. 9 ilustruja redukcje FeY! w réznych temperaturach
w zawiesinie Myc. phlei i homogenacie watrobowym. Obie krzywe ,,enzy-

http://rcin.org.pl



62 W. TYSAROWSKI i S. KWIEK [31

matyczne'* wykazuja optimum w temperaturze ok. 50°C, przy czym jest
ono wyrazniejsze dla Myc. phlei.

Rys. 10 przedstawia szybko$¢ redukcji kompleksu FeY- w pH 6,75
przez homogenat watrobowy w réznych temperaturach. Redukcja w tem-

g Fe*? Rys. 7. Wplyw pH na redukcje FeY-l
5 w zawiesinie Myc. phlei;
® @ — zawiesina nieinaktywowana
- + + — zawiesina inaktywowana
cieptem 30 min. w 100°C. Redukcja w pH
3 4,1 i 4,98 badana w buforze octanowym
0,12 M, w wyzszych pH w 0,12 M bufo-
2l rze fosforanowym. pH roztworéw ozna-
czano po zmieszaniu wszystkich sklad-
"+ /———.—1—‘\, nikéw. Zawiesina Myc. phlei o gesto$ci
51,44 mg N/100 ml. Czas inkubacji 60 min.

Rys. 8. Redukcja FeY-l1 w zawiesinie
Myc. phlei w réznych temperaturach;
® — o — zawiesina nieinaktywowana
X X — zawiesina inaktywowana
30 min. w 100°C;
0o----0 — redukcja ,enzymatyczna”.
Wartosci dla tej krzywej otrzymano
z roznicy pomiedzy redukcjg w homo-
genacie nieinaktywowanym i inakty-
wowanym.
Redukcja obliczona w g Fet? na 1 ml
zawiesiny (0,41 mg N). Czas inkubacji
45 min., pH probki 6,79. Uzywano ter-
mostatu Hoeplera z zasobnikiem zimna
. i tazni wodnych. Temperature mierzo-
20 %0 a0 & 7°C 8 no bezpos$rednio w naczyniach z bada-
nymi roztworami

ug Fe*

.

peraturach 10 -40°C jest proporcjonalna do czasu inkubacji. Odpowied-
nie punkty w tym zakresie leza na prostych, przechodzacych przez $rodek
uktadu. W 50 i 60°C reakcja na poczatku inkubacji jest znacznie szybsza
niz w poézniejszym okresie. Najwiekszy kat z osia ,,x” wykazuje krzywa
redukeji w temperaturze 60°C. W 40°C szybko$é redukeji jest nieco
mniejsza, ale z kolei wieksza niz w 50°C

IV. REDUKCJA FeY-' PRZEZ ROZNE PREPARATY

1. Homogenaty tkankowe
Kompleks FeY™ redukowany jest przez material roslinny (homoge-
nat mlodej pszenicy), zawiesiny drobnoustrojéw (Myc. phlei) oraz przez
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rozne tkanki zwierzece. W tablicy 1 przedstawiono warto§é redukeji w ho-
mogenatach réznych narzadéw $winki morskiej. Najwiekszg redukcje wy-
kazuje watroba, mniejsza nerka, najmniejsza mie$nie prazkowane. Wa-

F .2
Rys. 9. Redukcja FeY-' w 5% homogenci2 “re

watrobowym Swinki morskiej w roéznych tem- /4

peraturach
® ® — homogenat nieinaktywny 12}
X X — homogenat inaktywny 30 min. ol
w 100°C;
® ® — redukeja ,,enzymatyczna”, Warto$c sl

dla tej krzywej ctrzymano z réznicy pomiedzy
redukcja w homogenacie zywym i inaktywowa- 6}
nym. Czas inkubacji 45 min., pH prébki 6,75.
Uzywano termostatu Hoepplera 2z zasobni- 9f
kiem zimna i lazni wodnych. Temperature mie-

2 ; ) | s
rzono bezposSrednio w naczyniach z badanymi
roztworami
”g fé’"
8
" 7
Rys. 10. Wplyw temperatury na szybko$é¢ 5
redukcji FeY-' w homogenacie watrobo-
wym. 5t
5 homogenat watrobowy $winki morskiej 4
w 0,033 M buforze fosforanowym, pH préb- 3
ki 6,75. Uzyto termostatu Hoepplera z za- 2
sobnikiem zimna. Temperature mierzono | : ?0'0
bezposrednio w naczyniach z badanymi L
roztworami 15 30 45  min

runki beztlenowe wzmagaja redukcje najsilniej w homogenacie mie$nio-
wym a nastepnie plucnym. Substraty takie, jak glicerol, cholina i bursz-
tynian nie wzmagaja wyraznie redukcji w homogenacie watrobowym.

2. Preparaty mitochondriéow

Dogodnym materialem do badania redukeji FeY™ okazal sie preparat
mitochondriéw watroby szczura *) (tablica 3). W przeciwienstwie do ho-
mogenatéw watrobowych bardzo stabo redukuje on kompleks po inakty-
wacji cieplnej, a poza tym endogenna redukcja jest takze bardzo niska.
Dodatek niektérych substratow zwieksza redukeje okoto 10-krotnie.

*) Dzigekujemy dr Klopotowskiemu za uzyczenie preparatéw mitochondriéw,
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Tablica 1

Redukcja FeY-! przez homogenaty narzadéw
$winki morskiej

| @ Fot2na 1 ml 209, homo- .
! genatu na 1 godzine ‘
; Odpo- |
Powietrze
Tkanka \wietrzone |
{ | CH,ICONH, {
| | 10'M

Watroba 3378 ’ 978 | 3799 |
Nerka 733, |7 "3 | 2052 ]
| Migénie 1927158 |- 365 .

Jelito cienkne 3825 12,8 | 685
Pluco 3B.8 wikiar 2436 [s SO

Tablica 2

Wplyw tenku wegla na redukcje FeY-! przez
homogenat watrobowy

ug Fe*2na 1 ml homogenatu ‘

*
Faza gazowa |
0

Czas inkubacji w mlnuxach

1008 S} 20 30
Powietrze atmosf. | 4,2 9.8 %] 153
| Tlenek wegla } 69 10,9 l.) 8 ;
Tablica 3

Wplyw bursztynianu i choling na redukcje
FeY-! przez mitochondria

o Sl e
Substrat pH nie inakity- jmakluu owa-'
B e, ‘ ne 15 min. l

| w 100°C
] | | pl
Bez sub- =5 | '
stratu 6,40 9 ’ I
Burszignian 6,42 10,0 | !
Cholina 6,40 6,4 | o.o t
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Do kazdej proboéwki dodano:
1 ml 20°% homogenatu, 0,2 ml 1%
o-fenantroliny, 0,1 ml 1% FeY-1,
Do odpowiednich probowek do-
dano ponadto 0,5 ml 6 < 10-* M
amidu kwasu jodooctowego. Uzu-
pelniono buforem fosforowanym
0,033 M, pH 7,0 do objetosci 3,0 ml,
Probowki Thunberga poigczone,
odpowietrzano jednoczesnie przez
3 min, Wszystkie probéwki inku-
bowano w statywie przymocowa-
nym do cze$ci ruchomej aparatu
Warburga. Wstrzasano 60 razy na
minute

Do kazdej probowki dodano:
1 ml 5% homogenatu. 0,2 ml o-fe-
nantroliny, 0,1 ml 1% FeY-!iuzu-
pelniono buforem fosforowanym
0,033 M, pH 7,0 do objetosci 3,0 ml.
Wstrzasano w aparacie Warburga
(60 wstrzas6w na minute).

Tlenek wegla otrzymano z kwa-
su mrowkowego. Napelmiono nim
probowki Thunberga trzykrotnie
usuwajac gaz za pomoca pompy
olejowej i kolejno uzupelniajac
CO

Do odpowiednich probowek do-
dano: 0,5 ml zawiesiny mitochon-
driow watroby szczura w 0,25 M
sacharozie (0,23 mg N); 0,1 ml 0,2
M MgCle; 0,3 ml 0,15 M KCl; 0,2
ml o-fenantroliny; 0,1 ml 1%
FeY-1; bufor fosforanowy 0,033 M,
pH 7,0 do 3,0 ml.

Substraty — koncowe stezenie
0,02 M.

Czas inkubacji 30 min, w temp.
38°C
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3. Zawiesiny pratkéw kwasoopornych

Poza preparatami tkanek zwierzecych i roslinnych przebadano szereg
szczepoOw bakteryjnych sposréd pratkéw kwasoopornych, a zwlaszcza
Myc. phlei. W tablicy 4 przedstawiono wyniki doéwiadezen z réznych
dni i hodowli.

Tablica 4
Rcdukqa FeY ~! przez zawiesiny pratkéw l\wasoopornych

[ Nazwa szczepu QFe’S | Wiek hodowli Podloze

f TERES SR N e

| Myc. phlei | 237 3 dni i Sautona :

!7II;¢'—_pITlér | 238 [ R e eEs - |

; Myc. phlei ! 423 o (Im ‘V baﬂ@i,\
| Myc. phlei ‘ 27,4 ' 6 dni | Sautona |

| Myc. phlei | 224 | 9 dni | Sautona |

' BCG Bra?yh]eklr T3 L lyg. | kartofel :
| BCG Duniski | 134 | 4 lyqr.' | kartofel |
'BCG Francuski | 8,1 ‘ 4 we. e, ‘,7 kartofel |

) QFc'-L.if #g Fet? na 1 mg azotu prq(kéw na 1 godzine

Dyskusja

Budowa kompleksu FeY™! o charakterze zblizonym do fizjologicznych
przeno$nikéw elektronowych, predysponuje go do uzycia w badaniach nad
redukcja. Biorge pod uwage potencjal oksydo-redukeyjny, jest prawdopo-
dobne, ze ulega on redukcji na poziomie enzyméw flawinowych, ktére ma-
ja potencjal bardziej ujemny niz FeY-!. Wzmozenie redukcji FeY~! pod
wplywez: tlenku wegla, jak rowniez warunkéw beztlenowych oraz hamo-
wanie jej przez amid kwasu jodooctowego wskazuje na powiazanie re-
dukcji FeY~! z enzymatycznym lancuchem przemian oksydo-redukeyjnych
komorki.

Badanie redukcji przy uzyciu opisanej przez nas metody jest proste
technicznie. Dobrze opracowane oznaczanie zelaza za pomoca o-fenantro-
liny umozliwia iloSciowe $ledzenie proceséw redukeji. Szybkoéé tworzenia
sie kompleksu Fe*? z o-fenantroling w obecnosci EDTA jest bardzo duza —
praktycznie reakcja zachodzi momentalnie, podobnie jak i bez EDTA.

Poréwnanie statych trwatosci’) komplekséw zelaza Fe'2 i Fe'? z EDTA
oraz o-fenantroling wyjasnia przebieg reakecji zachodzacych przy uzyciu

*) Stata trwalosci K okres§la wzor:
[kompleks]
[metal] [zwigzek kompleksotwoérczy]

5 — Acta Biochimica Polonica
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opisanej metody. Stala trwalo$ci kompleksu EDTA z Zelazem tréjwartos-
ciowym FeY-! wynosi 10%?!; kompleksu zredukowanego FeY-2-10-1%2 (6),
za$ kompleksu Fe'? z o-fenantrolina — 10177 (2).

Liczby te wskazuja, ze uklad FeY-'-czynnik redukujacy-o-fenan-
trolina jest specjalnie korzystny dla badania redukcji kompleksu FeY".
o-Fenantrolina z Fe"® daje bardzo nietrwale polaczenie (praktycznie nie-
wykrywalne), natomiast po przejéciu atomu centralnego na nizszy stopien
utlenienia kompleks Fe*? z o-fenantroling ulega wybitnej stabilizacji.

A zatem, w ukladzie wprowadzonym przez nas dla badania redukeji,
zelazo tréjwartoéciowe pozostaje zwigzane z EDTA, natomiast dwuwar-
tosciowe, w miare powstawania laczy sie z o-fenantrolina.

Wygodnym sposobem przedstawiania natezenia redukecji jest propo-
nowany przez nas (patrz tablica 4) symbol QFe 3. Pozwala on na spro-
wadzenie wlasno$ci redukcyjnych réznych preparatéw na jednostke czasu
i na te same jednostki wagowe badanego materiatu biologicznego, umozli-
wiajac bezposrednie ich poréwnanie. Powaznym ulatwieniem jest moz-
nosé odbiatczania preparatéw przed oznaczeniem fotometrycznym.

W badaniach nad wplywem FeY™! na oddychanie Myc. phlei, wzmo-
zenie zuzycia tlenu dalo sie zaobserwowa¢ przy uzyciu wysokich stezen
kompleksu (ok. 5 X 102 M) (8). Mechanizm pobudzenia ttumaczono auto-
oksydacja zredukowanego kompleksu FeY-2 Opisana obecnie metoda
pozwala $ledzi¢ redukcje FeY"' z rdéznymi preparatami biologicznymi
w znacznie nizszych stezeniach kompleksu (6 X 10-* M i nizsze) oraz przy
uzyciu kilkakrotnie mniejszej iloSci badanego materiatu.

Stwierdzone kierunki oraz charakter wplywu temperatury, pH, wa-
runkéw beztlenowych, tlenku wegla oraz amidu kwasu jodooctowego
wskazuja na zalezno$¢ redukeji kompleksu FeY-! od dzialania enzyma-
tycznego tancucha oksydo-redukcyjnego. Jedynie wplyw ciepta jest pro-
cesem bardziej zlozonym. Krzywe na rys. 8, otrzymane z badania prat-
kow nieinaktywowanych, jak i obliczone po odjeciu redukeji nieenzyma-
tycznej maja przebieg podobny, natomiast w przypadku homogenatu wat-
robowego (rys. 9) silna i rosngca z temperatura redukcja materiatu inak-
tywowanego deformuje zupelnie przebieg zjawiska tak, ze redukcje enzy-
matyczng mozna uzyska¢ tylko rachunkowo, jako réznice. Odnosimy to do
duzej zawarto$ci rozpuszczonego biatka w badanym roztworze.

Dla scharakteryzowania wielkosci udzialu dodanego FeY™! w ogélnym
procesie przenoszenia elektronéw badanego materialu biologicznego moz-
na poréwnac ja ze zuzyciem tlenu w réwnoleglym do$wiadezeniu przepro-
wadzonym metoda Warburga. W zawiesinie calych komérek Myc. phlei

Q 02n (zuzycie 02 na 1 mgN mna 1 godzine) wynosi okolo 80 (wlasne badania
nieogloszone). Wartos¢ QFe*?y (pojawianie sie Fe*?2 w czasie 1-godzinnej
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inkubacji w ng na 1 mg N) w podobnych warunkach wynosi okolo 30
(tablica 4).

Z liczb tych wynika, ze w pierwszym przypadku wigze sie okolo 3,6 mi-
kromola tlenu. W ukladzie zawierajacym FeY-! redukuje sie okolo 0,5 mi-
kromola zelaza. Biorac pod uwage, ze jedna czasteczka tlenu przyjmuje
cztery elektrony, a zelazo jeden elektron, mozemy obliczy¢, ze na kazde
28 elektronéw przenoszonych w oddychaniu na tlen, jeden elektron w tym
samym czasie jest przenoszony na FeY"!. Na podkre$lenie zastuguje fakt,
ze owe okolo 1/28 strumienia elektronéw mozna bada¢ z tg sama w przy-
blizeniu dokladnoscia, co pozostale 27/28 w aparacie Warburga.

Streszczenie

Kompleks zelaza trojwartoSciowego z kwasem etylenodwuaminocztero-
octowym (FeY™') ulega redukcji pod wplywem réznych ukladéw biolo-
gicznych, przy czym zelazo trojwartosciowe przechodzi w dwuwartoscio-
we. Stopien redukeji mozna oznaczyé za pomocg o-fenantroliny, ktéra
wigze zelazo dwuwarto$ciowe, Na tej podstawie opracowano metodyke
badania wiasnosci redukcyjnych materialéw biologicznych. Oznaczono
wplyw stezenia FeY™!, o-fenantroliny, pH, temperatury, warunkéw
beztlenowych i amidu kwasu jodooctowego na redukcje kompleksu FeY-'.
Redukcja FeY"! w homogenatach tkankowych §winki morskiej, w zawie-
sinie pratké6w kwasoopornych i preparatach mitochondriéw watroby
szczura powigzana jest z enzymatycznym lancuchem przemian oksydo-
redukcyjnych.
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ONMPEAEJNEHUE BOCCTAHOBUTEJBHBIX CBOMCTB BUOJOTUYECKMX
CUCTEM IIOCPEICTBOM KOMIIJIEKCA 2KEJE3A
C STUIOAMAMUHOTETPAYKCYCHOM KUCJOTOM

Pezwme

Komnuieke TpexBajJIeHTHOro »Keje3a ¢ STHIOAMAMMHOTETPAYKCYCHON
kucsoroit (FeY™') BoccraHaBiMBaeTCa MOJ BIAMAHMEM Pa3JIUYHBIX Guosioru-
YECKMX CHUCTeM, IIPUYEM TPEXBAJIEHTHOE JKEJIe30 NepexouT B ABYXBaJEHT-
Hoe. CTenieHb BOCCTAHOBJIEHMs MOKHO ONPEAEIUTH IPU MOMOLIM O-cheHaH-
TPOJIMHA, KOTOPBI CBA3BIBAET JBYXBaJEHTHOE JKeJIe30.

Ha sTom ocHoBaHMM pa3paboTaH GBI METOZ MCCAEAOBAHMA BOCCTAHOBM-
TeJIbHBIX CBOJMCTB OMOJIOrMYecKuX MaTepuasoB. OnpeneneHo BAMAHME KOH-
uentpauuu FeY-!, o-cpenantposmua, pH, TemnepaTypbl, 6€3KMCIOPOAHBLIX
YCJIOBMIT ¥ aMuZia MOJIOYKCYCHOIM KMCJIOTBI Ha PeAyKUMIO KoMiyekca FeY-l.

Bocceranosnenne FeY™! B romoreHarax TKaHeii MOPCKOJ CBMHKM, B CyC-
TIEH3UM KMUCJIOTOYCTOMYMBBIX DakTepMii ¥ B IpernapaTax MUTOXOHAPUEB IIe-
YEHM KPbIC, CBA3AHO C YH3MMATUYECKOM LENBI0 OKCUAALMOHHO-PEeAYKLIMOH-
HBIX (OKMCJIMTEIBHO-BOCCTAaHOBUTEJIbHbBIX) IIPEBPALLICHMIA.

THE COMPLEX OF IRON AND ETHYLENEDIAMINETETRAACETIC ACID AS
A NEW REAGENT I'OR THE INVESTIGATION OF THE REDUCTION PROPER-
TIES OF BIOLOGICAL SYSTEMS

Summary

The complex of Fe'™® with ethylenediaminetetraacetic acid-FeY-!
undergoes reduction in the presence of various biological systems. Fe "? in
the complex is reduced to Fe’2 The degree of reduction can be deter-
mined by using o-phenanthroline as a trapping agent for Fe'3 This was
the basis for developing a method for measuring the reducing propertiers
of biological materials.
 The effect on the reduction of FeY-! complex of the following factors
has been investigated: FeY! concentration, presence of o-phenanthroline
and iodoacetamide, anaerobic conditions, pH, time and temperature.

The reduction of FeY! by guinea pig homogenates, suspensions of
Myc. phlei and mitochondria of the rat liver appears to be connected with
the enzymatic oxydo-reduction chain.
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Wstep

Zaklad nasz prowadzi badania na temat zawartosci i sktadu KN (kwa-
soOw nukleinowych) w réznych tkankach zwierzecych prawidlowych i pa-
tologicznych. W tym celu opracowano polarograficzng metode oznaczania
adeniny w tkankach (10,11) i nefelometryczna metode oznaczania puryn
(19). Metoda iloSciowego oznaczania nukleotydéw purynowych i pirymi-
dvnowych w hydrolizatach KRN (kwasu rybonukleinowego) z tkanek,
oparta na kolorymetrycznym oznaczaniu fosforu przy uzyciu fotometru
Pulfricha, oméwiona jest w niniejszej pracy.

W jednej z poprzednich prac Zakladu (14) przebadano zawartos¢ KRN
i KDN (kwasu dezoksyrybonukleinowego) w trzustce ludzkiej.

Celem niniejszej pracy bylo oznaczenie skladu nukleotydéw KRN
trzustki ludzkiej prawidlowej. Narzad ten interesuje nas z racji jego po-
dwoéjnej funkeji: gruczolu wewnetrznego wydzielania — (insuliny) i pro-
ducenta enzyméw trawiennych, a przy wytwarzaniu tych zwiazkow, kwa-
sy nukleinowe odgrywaja niepo$lednia role.

Metody

Pierwsze proby przeprowadzano z poszczegdlnymi, czystymi prepara-
tami handlowymi nukleotydéow (L a Roche). Nastepnie do préb uzyto
mieszaniny czystych nukleotydéw, potem mieszaniny nukleotydéw otrzy-
manych przez hydrolize alkaliczng handlowego KN drozdzowego (Rie-
del i Haén). W ten sposob ustalono rozmieszczenie nukleotydow na
bibule po jonoforezie. W dalszym ciagu przystapiono do oznaczania skla-
du KRN trzustki ludzkiej prawidlowej.
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W wyniku przeprowadzonych préb stwierdzono, ze w naszych warun-
kach najdogodniejszym okazal sie spos6b postepowania polegajacy na:
a) izolowaniu KN z tkanki, b) hydrolizie, ¢) oddzieleniu KDN od zhydro-
lizowanego KRN, d) jonoforetycznym rozdzielaniu mononukleotydow
KRN wg metody Davidsona i Smellie (7). Dla kontroli wykonywano row-
nolegle w tej samej probce oznaczenie KRN metoda Schmidta i Thann-
hausera (21). Umiejscowienie plam nukleotydéw na bibule okreslano
stosujac technike fotograficzng w nadfiolecie wg Markhama i Smi-
tha (20), spalenia na fosfér wykonywano wg Boulangera i Mon-
treuil (1), a iloSciowe oznaczenia fosforu przeprowadzano wg Fiske
i Subbarowa (15). Polgczenie tych metod przy wprowadzeniu pew-
nych wilasnych, opisanych ponizej, modyfikacji daje wyniki zupelnie za-
dowalajace. Zgodnos$é uzyskanych wynikoéw sprawdzono polarograficznie
i spektrofotometrycznie. Do rozdzialu elektroforetycznego zastosowano
aparature wlasnego pomystu opisang ponizej.

Czes¢ doswiadczalna

I. IZOLOWANIE KRN Z TRZUSTKI

Po odpreparowaniu tkanki }acznej, naczyn krwionoénych itp., pokro-
jona na drobne kawalki trzustke mielono i rozcierano w mozdzierzu. Tak
rozdrobnionga mase rozwazano w czterech probéwkach wir6wkowych poj.
ok. 100 ml w ilosci 10 g w kazdej — lacznie 40 g $wiezej tkanki. W celu
odwodnienia i odlipidowania, papke w probéwkach zadawano mieszaning
acetonu (5 cz.) i chloroformu (1 cz.), oziebiong ponizej 0°C, biorgc na 1 g
trzustki 8 ml mieszaniny. Zawarto$¢ probéwek starannie mieszano przez
1 minute i odwirowywano. Ekstrakt zlewano, a pozostalo§¢é poddawano
ponownym ekstrakcjom. Czas wirowania — ok. 10 min., ilo§¢ odmywan —
5. Odwodniona i odlipidowana trzustke suszono pod zmniejszonym cisnie-
niem nad parafing do stalej wagi. Po wysuszeniu okreslano procentowa
zawarto$¢ suchej substancji. Suchy preparat rozecierano w mozdzierzu na
drobny proszek przesiewajac porcjami przez sito apteczne Nr 6 i prze-
chowywano w szczelnie zamknietej probéwce. Suchy proszek trzustki
w iloSci odpowiadajacej 1 g Swiezej tkanki spalano ze stezonym H»SOq
1 oznaczano zawarto$é fosforu catkowitego (P.).

Przy wymienionych spalaniach wprowadzono pewna modyfikacje.
Wazna jest mianowicie kolejnos¢ dodawania odczynnikéw. Tkanke naj-
pierw zadawano stezonym kwasem azotowym i spalano na malym plo-
mieniu, a gdy substancja w kolbce zaczynala czernie¢ dodawano jeszcze
matymi porcjami (5 — 10 kropli) stezonego kwasu azotowego, az do mo-
mentu przejasnienia roztworu. Dopiero wtedy dodawano 5 ml 5 N kwasu
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siarkowego i spalano dalej przez ok. !/2 godz. Tlenki azotu odpedzano do-
datkami matych ilosci wody destylowanej, a pod koniec spalania — do-
datkiem 2 ml 2%-go roztworu mocznika. W wypadku metnienia roztworu
dodawano ok. 1,5 ml 5 N kwasu siarkowego. Przy takiej kolejnoéci doda-
wania odczynnikéw roztwor nie pieni sie, co umozliwia dokladne spalanie.

W dalszym ciggu, w celu usuniecia P rozpuszczalnego w kwasach, od-
wazke proszku, odpowiadajaca 5 g $wiezej tkanki, zadawano w probowce
wiréwkowej poj. ok. 100 ml, 50 ml 10°-go roztworu CCI3COOH ozigbio-
nego ponizej 0°C i po dokladnym wymieszaniu bagietka, odwirowywano.
Czynno$é te powtarzano trzykrotnie, zlewajac za kazdym razem kwas
znad osadu do kolbki miarowej na 200 ml. Trzykrotne odmywanie
CCI3COOI! jest wystarczajace do catkowitego usuniecia z tkanki zwigzkéw
fosforu rozpuszezalnych w kwasach. Zawarto$¢ kolbki miarowej uzupel-
niano woda destylowana do kreski i pobierano z niej 16 ml do oznaczenia
w kwasie zawartosci odmytego fosforu (P ¢ coon )- Probéwke z pozosta-
lym osadem ziebiono iodem i wlewano do niej ok. 50 ml wody destylo-
wanej z lodem, mieszano i zobojetniano 2%-ym roztworem amoniaku
wobec v-dwunitrofenolu (zmiana barwy w zakresie pH 4 — 5,4). Po odwi-
rowaniu, wode z nad osadu zlewano do kolbki miarowej poj. 100 ml i z te-
go pobierano 20 ml do spalenia na fosfor (Py o ). Pozostaly osad poddawa-
no trzykrotnie jednogodzinnej ekstrakcji 10%o-ym roztworem NaCl na
wrzacej tazni wodnej, biorge do kazdej ekstrakeji po 20 ml roztworu NaCl
i odwirowywano. W polaczonych przesgczach wytracano nukleinian sodu
podwoéjna objetoscia etanolu, i pozostawiano przez 24 godz. w lodéwce,
zaé w osadzie, pozostalym po ekstrakecji sola, oznaczano fosfér (P ;).
Wprowadzono czterokrotne wytrgcanie alkoholem, a nie jednorazowe, jak
w metodzie Davidsona i Smellie gdyz, jak stwierdzono, jednorazowe wy-
tracanie powoduje zty rozdzial nukleotydéw na bibule w czasie ich jono-
foretycznego - rozdzielania. Za kazdym razem oznaczano fosfér zaréwno
w alkoholu po wytragceniu i odwirowaniu osadu, jak tez i w niewielkiej
pozostalo$ci jaka nie rozpuscila sie w 10%-ym roztworze NaCl. Przy po-
dawaniu wynikéw analiz wprowadzono nastepujace skroty:

P, . . _ fosfor w pozostalosci po ekstrakcjach 10%-ym roztworem
NaCl; kolejnosé ekstrakeji zaznaczano rzymska liczba.

P, . v _ fosfér w przesaczu alkoholowym po kolejnym straceniu eta-

nolem.

Odwirowany osad po ostatnim (czwartym) wytraceniu alkoholem pod-
dawano 18-godzinnej hydrolizie 0,3 N KOH w temperaturze 37°C. Kla-
rowny hydrolizat zakwaszano nastepnie 60% roztworem HCIO4 wobec
papierka ,,Lachema‘ do pH 1. Wytrgcony osad odwirowywano, a roztwor
doprowadzano 0,3 N KOH do pH 3 i pozostawiano do nastepnego dnia.
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Malg ilos¢ wytraconego osadu odwirowywano powtérnie. Polaczone osady
zawierajgce KDN, KCIOy i biatko, spalano i j. w. oznaczano w nich fosfor
(Posady). Przesgcz zawierajacy rozpuszczone nukleotydy KRN przelewano
do kolbki miarowej poj. 10 ml i uzupelniano woda do kreski. W czesci tego
roztworu (2 ml) oznaczano catkowity fosfér rybonukleinowy (Pgxgn), resz-
te zuzywano do jonoforezy. Catkowity bilans fosforowy tej czesci pracy
ilustruje zestawienie, odnoszace sie do czterech trzustek ludzkich (tabli-
ca 1). Dane dotyczace badanych trzustek sa nastepujace:

Nr 1 Z. Z. ? lat 54, rozpoznanie sekc.: Insufficientia circulatoria. Sek-
cja — 13 godz. po zgonie.

Nr 2 B. A. 0" lat 54, rozpoznanie sekc.: Arteriosclerosis, Stenocardia.
Infarctus myocardii. Sekcja 25 godz. po zgonie.

Nr 3 J. H. d lat 26, rozpoznanie sekc.: Glomervlonephritis subacuid.
Hypertrophia cordis sin. Pericarditis sero-fibrinosa. Sek-
cja — 10 godz. po zgonie.

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

Tablica 1

Bilans fosforowy dla czterech trzustek ludzkich przy izolowaniu KRN metoda
Davidsona i Smellie (7) po odlipidowaniu acetonem i chloroformem. Ilosci P
podane sa w mg na 100 g Swiezej tkanki

] Trzustka t Trzustka | Trzustka I Trzuslka !
P 5 Nr 1 Nr2 | Ne3 | Nr 4 l
| mg | mg% | meY% |
catkowity (Pc) l 220,00 | 211,00 ! 201,00 | 236,00
CCIL,COOH | 8300 8100 | 800 | 87,50
o .~ ATT086 ¢ |03 | 03 | o7 |
sol T T 14?0”_‘ 1240 | 1580 |
TR N TN ‘ 1330 |
L S .| R R v BT VT
Bl _ | L l 1,63 | 09 | 1,70
Sol 111 [P R o T % T
Ecm | 120/ S,=12780] 124 | 130 | 100 |
sol 1V | 2,00 =T - T TR
o iR R G [7ae6 | —. | a#0 i
Osady | 28,40 | 3800 | 1940 | 27,80 |
KRN | 6900/ | 5900 | 7300 (“8-1,@
| suma 211,06 | 21007 | 19760 | 233,00 |
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Ponizej podano dla poréwnania wyniki analizy na fosfér (P) metoda
Schmidta i Thannhausera (Tablica 2).

P mg?%, |

Tablica 2 ‘ s L e eSS LR IS Y eel

‘ |

Bilans fosforowy dla trzustki ludzkiej Nr 1 f“{l"°‘£"u (P") o ] 220,00 = ‘>
uzyskany metoda Schmidta i Thannhausera, CCl,COOH | 74,00 |
po odlipidowaniu acetonem i chloroformem. o, & 0 ™ 0.50 '

Jdlos¢i P podane sa w mg na 100 g Swiezej 1m;nric;nryr Px) 50 .‘
tkanki. X'p = suma fosforu nieorganicznego | — Lo B

| |
T | (o |
(Px ). dezoksyrybonukleinowego (Pxpx) i ry- ! HD\ . - 23(;3 ~P= 134‘00!
bonukleinowego (Pxgry) | ,hm\_ i ' Sl L e iy AR
Suma | 213,50

Otrzymane liczby (Pxrn — 69,00 i 69,10; 2,, — 127,80 i 134,00; suma —
211,16 i 213,50) méwig o znacznej zgodnosci wynikow, uzyskanych dosé
odmiennymi metodami.

II. JONOFOREZA

a. Nakraplanie na bibutle

Do jonoforezy nakraplano ilosci substancji odpowiadajace zawarto$ci
Pxrn W granicach od 30 do 100 ug. Trzeba w tym miejscu podkresli¢, ze
nakraplanie wiekszych ilosci hydrolizatu utrudnia rozdzielanie nukleoty-
déw na bibule. Plamy odpowiadajace poszczegélnym nukleotydom sg wte-
dy rozlane, nieregularne, a obraz calosci jest niejasny. Badany hydrolizat
nakraplano na paski bibuly Whatmana Nr 1 (5 X 50 em). Uzywano do tego
celu poczatkowo mikropipety dajacej krople ok. 0,007 ml i kazda krople
suszono lampa podczerwong (temperatura suszenia ok. 80°C). Okazalo sie
jednak, ze umieszczanie zbyt malych kropli na bibule daje zle efekty,
przypuszczalnie wskutek zbyt duzego zageszczenia badanej substancji na
matej powierzchni. W nastepnych prébach hydrolizat nakraplano wiek-
szymi kroplami i nie suszono kazdej kropli z osobna. Uzyskiwano w ten
spos6b plame wyjsciowa o $rednicy 3 —4 cm. Po nakropleniu na pasek
odpowiedniej ilosci hydrolizatu i wysuszeniu jej, pasek spryskiwano roz-
tworem buforowym. W tym celu rozpylacz szklany, napelniony buforem,
wiaczano do przewodu tloczacego pompy olejowej. Sposéb ten pozwala na
rownomierne zwilzenie paska na calej dlugosci. Wilgotny pasek (ale nie
mokry!) zawieszano w aparacie do jonoforezy i poddawano elektroforezie
w ciagu ok. 18 godzin,

b. Aparatura

Do jonoforezy zastosowano aparature wlasnego pomysitu. Budowe apa-
ratu przedstawiono na rys. 1.
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Aparat sklada sie z cylindra poj. ok. 4 litréow, do ktérego wstawiona
jest zlewka o tak dobranej objetosci, ze po wlaniu do naczynia zewnetrz-
nego i wewnetrznego po 0,5 1 roztworu buforowego, powierzchnie ptynéw
w obu naczyniach sg na tym samym poziomie.
Cylinder zamkniety jest pokrywa szklana.
W otworach pokrywy umieszczone sa dwie
elektrody weglowe i urzadzenie do zawieszania
paskow. Zawieszka ta zrobiona jest w ten spo-
s6b, ze nadaje sie do zawieszania paské6w roznej
szerokoS$ci, ktére opieraja sie na niej tylko kra-
wedziami. Mozna ja przy tym podnosi¢ lub

opuszczaé¢, w zaleznosci od diugosci paska, tak

L| || aby jego konce zanurzone byly w roztworze

buforowym na glebokosé ok. 1 em. Sposéb za-

wieszenia paska podany jest rowniez w sche-
macie rys. 1.

c. Warunki i rozdziatl

Warunki w jakich elektroforeza bibutowa
nnukleotydow daje sie przeprowadzaé moga
by¢ rézne (16). W pracy niniejszej najlepsze
wyniki uzyskiwano stosujgc roztwér buforowy
octanowy o pH ok. 35 (950 ml 02 M
CH3COOH+50 ml 0,2 M CH3COONa), napiecie
Bes. 1. Aparet a6 Jonoit- pradu stalégo ok. 240 V, natezenie ok. 0,5 mA,
rezy zastosowany w opisa- temperatura pokojowa, bibula — Whatmana

nej pracy. (Opis obok) Nr 1, paski 5 X 50 cm, czas trwania jonoforezy

ok. 18 godz. Prébowano prowadzi¢ jonoforeze

i w innych warunkach. w buforze cytrynianowym weromalowym, stosu-

jac rozne napiecia przy stalych wymiarach paska, oraz zmieniajgc szero-

kos¢ paskéw przy stalym napieciu (tablica 3). Najlepsze wyniki otrzymy-
wano jednak w podanych wyzej warunkach.

d. Umiejscowienie plam na bibule

Po zakonczeniu jonoforezy pasek wyjmowano z aparatu, suszono (naj-
wygodniej lampa podczerwong) i okreslano na nim polozenie plam odpo-
wiadajacych poszczegélnym nukleotydom. Dobre wyniki uzyskiwano przy
uzyciu wspomnianej wyzej metody fotografii w nadfiolecie wg Markh a-
ma i Smitha (20). Metoda ta oparta jest na spostrzezeniu, ze wszystkie
pochodne puryn i pirymidyn wykazuja silna absorpcje w nadfiolecie w sa-
siedztwie 260 mu. Bibula filtracyjna jest przezroczysta w tym zakresie
fal, tak, ze mozliwym jest naniesienie plam absorbujgcych substancji na
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papier fotograficzny, przez zrobienie kontaktowej odbitki. Pozadane jest
uzycie filtru w celu uzyskania $wiatla mozliwie najbardziej monochroma-
tycznego o ww. dilugosci fali, zwlaszcza gdy materialy fotograficzne sa

Tablica 3

Wplyw zmiany szeroko$ci paska bibuly na napiccie, natezenie
i moc pradu stalego w czasie jonoforezy. Bufor octanowy pH 3,5.
A — dla napiecia pradu stalego, nieobciazonego 1250 V
B — dla napiecia pradu stalego, nieobciazonego 750 V

Wymi aska
s 0y R mA W
-—
Al x50 L1220 0,30 0,366
T 25 x50 [T T000. Vol s 00ra 0,730
"3 x50 ' 950 Fy T VCR T R
4 x50 e 890 Y 1100 0,890
R B0 ST SRt T 0,907
Bl x50 730 017 | 0124
115255 T 620 | 040 E’E
3 x50 600 0,50 0,300
Tl S T A A e 058 | 0325
B X80 540 068 0,367

czule na wiekszy zakres dlugosci fal $wiatla, emitowanego przez stoso-
wana lampe. Filtr taki sklada sie z dwéch zlewek kwarcowych umiesz-
czonych jedna w drugiej (rys. 2).

W dolnej zlewce znajduje sie roztwér gazowego chloru w czterochlor-
ku wegla o warstwie grubosci 1 cm, w gornej mieszanina wodnych roz-
tworéw siarczanéw niklu i kobaltu (CoSOy*
«THeH — 100 g/l + NiSOy4 * TH20 — 350 g/1), o
warstwie grubosci 3 em. Odleglo$¢é miedzy jed-
na warstwa a druga wynosi 2 em. Filtr wmon-
towany jest do lampy kwarcowej (,,Hanau”
220 V, 2,5 A — lampe te cechuje duza emisja
Swiatla o dlugo$ci fali ok. 254 mu) w pozycji
pionowej w odleglosci ok. 15 em od U-rurki.

Wysuszony pasek bibuly przypinano pines-
kami do arkusza dykty odpowiednich wymia- GCly—= "=l -
row. Pod bibule podkladano nieco szerszy pa- Rt
sek papieru fotograficznego. Nadaje sie do tego stos.owa.my % o‘;n);a ne’;
celu papier fotograficzny krajowy Filmu Pol- pracy
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skiego B 34° 111C. Dla uzyskania dokladnego przylegania bibuly do pa-
pieru fotograficznego, dykte wyginano lukowato i w takiej pozycji umo-

cowywano na desce. Omoéwiony sposob ilustruje rys. 3.

Rys. 3. Sposéb wykonywania zdje¢ elektroforetogramow
w Swietle nadfiolkowym z uzyciem filtru

W dalszej kolejnosci zapalano lampe kwarcowa, nagrzewano ja ok. 2,5
minut dla uzyskania pelnej emisji i dopiero po tym czasie naswietlano pa-
sek przez 15—20 sek. Odlegloé¢ paska od filtru ok. 1 m. Po na$wietleniu
zdjecie wywolywano. Umiejscowieniu plam na bibule odpowiadaly jasne
plamy na papierze fotograficznym. Stwierdzono w ten spos6b obecnosé
4 plam odpowiadajacych poszczegélnym nukleotydom KRN, rozmieszczo-
nym w nastepujacej kolejnosci od miejsca startu: (od strony lewej do pra-
wej) kwas cytydylowy (KC), kwas adenylowy (KA), kwas guanylowy
(KG) i kwas urydylowy (KU), (rys. 4 i 5).

W S$rodowisku kwasnym buforu octanowego o pH ok. 3,5, mononu-
kleotydy jako aniony wedruja do anody, przy czym, jak wynika z kolej-
nosci rozmieszezenia, najwolniejszy jest KC, szybszy KA, jeszcze szyb-
szy KG i najszybszy KU. Takie uszeregowanie nukleotydéw KRN podda-
nych jonoforezie moze by¢ wytlumaczone zalaczonym ponizej wykresem
(rys. 6) (6):

Ilustruje on zalezno$é¢ tadunku czasteczki rybonukleotydu od pH. Przy
pH ok. 3,5 KC ma ladunek najmniej ujemny, stad najwolniej przesuwa
si¢ do anody. KU reprezentuje ladunek najbardziej ujemny, stad jego
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Lima stortu KC XA () KU

Rys. 4. Hydrolizat KRN trzustki wolowej nakroplony na bibule w iloSci odpowia-
dajacej 60 ug PKgN. Pasek bibuly Whatmana Nr 1, 7 X 50 c¢cm. Bufor octanowy,
pH 3,5 napiecie 440 V, natezenie 1 mA. Jonoforeza 6 godzin

Rys. 5. Hydrolizat KRN trzustki wolowej nakroplony ma bibule w iloSci odpowia-
dajacej 100 ug PKrN. Pasek bibuly Whatmana Nr 1, 5 X 50 cm. Bufor octanowy
pH 3,5 napiecie 240 V, natezenie 05 mA. Jonoforeza 20 godzin

szybkosé ku anodzie jest najwieksza i najwieksze oddalenie od miejsca
startu. Wykres tlumaczy réwniez dlaczego na elektroforetogramie plamy
KC i KA znajduja sie blisko siebie, gdy plamy KG i KU sa od nich znacz-
nie oddalone jak to wida¢ na rys. 5

Poréwnujac pasek bibuly z fotografia, zaznaczano lekko olowkiem na
bibule powierzchnie zajmowane przez plamy, z ktorych kazda odpowia-
dala jednemu z nukleotydéw. Zaznaczone powierzchnie wycinano i spa-
lano w celu oznaczenia fosforu zawartego w kazdym z nukleotydéw. Spa-
lano réwniez osobno te czesci bibuly, na ktorych zdjecie fotograficzne nie
wykazalo obecno$ci zwigzkéw purynowych i pirymidynowych.

III. SPALANIE BIBULY I OZNACZANIE ILOSCIOWE NUKLEOTYDOW

Powszechnie przyjety sposéb spalania bibuly przy oznaczeniach fosfo-
rowych zawodzi w przypadku gdy trzeba spali¢ wigksza powierzchnie bi-
buly Whatmana. Przyjeto zatem do tych celow sposéb podany przez
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ladunek
=
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Rys. 6. Zalezno$¢ tadunku rybonukleotydéw od pH wg Cohna (6).
Wykres tlumaczy rozmieszczenie na pasku bibuly plam nukleotydéw
KRN poddanych jonoforezie. (Objaénienia w tekscie)

Boulangera i Montreuil (1), polegajacy na spalaniu w miesza-
ninie stezonych kwaséw: siarkowego, nadchlorowego i azotowego.

Produkty spalenia przenoszono ilo$ciowo do kolbek, miarowych na
50 ml i oznaczano Pggrn. Ilosci P w poszczegélnych plamach elektrofore-
togramu sg bardzo nikle (w granicach od kilku do ok. 40 ug). Niemniej jed-
nak przy uzyciu kiuwet dlugosci 5 cm mozna oznaczyé ok. 4 ug Pggrn
w jednej plamie. Suma P oznaczona w kazdej czesci bibuly, po odjeciu
znalezionej uprzednio ilosci P, przypadajacej na bibule czysta i uzywane
odczynniki, daje Pxrn zawarty w jednym z czterech nukleotydéw. Z kolei
suma PgrN, zawartego we wszystkich czterech plamach, powinna daé ilo$é
Pgrn nakroplong pierwotnie do jonoforezy. Praktycznie uzyskuje sie za-
dowalajaca zgodno$¢, jak to wynika z tablicy 4.

Od otrzymanych wynikéw oznaczen fosforu odejmowano iloéci fosforu
zawarte w bibule i w odczynnikach. Dla bibuly Whatmana Nr 1 uzyski-
wano na fotometrze Pulfricha ekstynkcje odpowiadajace ok. 20 ug P na
250 em? bibuly. Dla uzywanych iloéci odezynnikéw ekstynkecja odpowia-
dala ilosci ok. 1,5 ng P.

Wyniki oznaczen dla kazdej z trzustek ujmowano w tablice podobne
do przykladowo podanej tablicy 4 W pierwszej kolumnie wypisane sa
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Tablica 4

Bilans fosforowy paska bibuly z hydrolizatem KRN trzustki ludzkiej Nr 3, roz-
dzielonym na nukleotydy w czasie jonoforezy

Ilo$¢ hydrolizatu nakroplona na pasek odpowiadata 80 g Pgry

Czeéci Pow. : P - r i
Lo, badkn RS ilo§¢ ogé6lna |bibula--odcz.|\nukleotyd6w
“g “g n“g
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 4 1,50 10,00
4 KRG 63,00 30,60 5,10 4 1,50 24,00
. KU 32,00 14,00 2,60 + 1,50 9,90
6 reszta
bibuly 73,00 11,20 6,10 4 1,50 3,60
T atin e 253,00 | 108,20 (20,70 + 9,00 78,50
Pur/Pir = KA+4KG/KC+KU = 0,94
KA/KU = 1,01
KRG/KC = 0,91

cze$ci paska: miejsce startu, w ktérym teoretycznie nie powinno by¢ fosfo-
ru, dalej poszczegélne nukleotydy i reszta bibuly. Kolumna 2 zawiera
powierzchnie spalanych cze$ci paska w ¢cm?®. Suma tej kolumny powinna
wynosié¢ 250 cm? dla paska 5 X 50 em. Kolumna 3 podaje catkowite ilo$ci P
oznaczone na fotometrze. Od otrzymanych ilosci nalezy odja¢ liczby ko-
lumny 4 tj. sume P przypadajaca na powierzchnie skrawka bibuty (liczac
ok. 20 ug P na 250 cm?) i P przypadajacego na uzyte odczynniki (1,5 ug).
W wyniku otrzymuje sie kolumne 5, tj. ilosci P netto, odpowiadajace posz-
czegblnym plamom. Suma tej kolumny, powinna da¢ iloé¢ Pgxrn nakroplo-
n3 pierwotnie do jonoforezy. Przecietne bledy w catkowitym bilansie
fosforowym nie przekraczaty 3%o. i

IV. KONTROLA WYNIKOW METODA POLAROGRAFICZNA 1 SPEKTROFOTOMETRYCZNA

W celu skontrolowania wynikéw uzyskanych z oznaczenia fosforu
przeprowadzono dodatkowe oznaczenie zawarto$ci kwasu adenilowego po
jonoforezie metoda polarograficzng opracowana w Zakladzie. '

W tym celu z paska bibuly, na ktérym w czasie jonoforezy rozfrakcjo-
nowano hydrolizat KRN trzustki ludzkiej, wycieto plame KA zawierajaca
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okolo 15 ng Pk, (co odpowiada 168,0 ug KA) i eluowano jg 5 ml 0,1 N HCL
przez 18 godzin w temp. 37°C. Z otrzymanego eluatu wprowadzono do
naczynka polarograficznego 2 ml i przeprowadzono polarograficzne ozna-
czenie. Uzyskany wynik obrazuje krzywa
A' rys. 7. Nastepnie do naczynka dolewa-
no kolejno po 0, ml wzorca o stezeniu
2776 vg KA w ml i wykreslano druga
(A% i trzecig krzywa polarograficzng (A3%).

Sprawdzenie przeprowadzono na pola-
rografie Heyrovsky'ego typ V 301.

Wyniki iloSciowe obliczano z przyro-
stu wysokosci fali po dodaniu wzorca wg
zZnanego wzoru:

hl H V\\' : C\\-

Crsi=as
hs* Vs — h;*V,

gdzie: Cx — stezenie substancji badanej

h; — poczagtkowa wysokosé fali
V,, — objetos¢ dodanego wzorca
412 120 128 136 144V G g KT iy
Rys. 7. Polarogram roztworu KA Vi — poczatkowa objetoéé roz-
wyizolowanego jonoforetycznie z $Worl
hydrolizatu KRN trzustki ludz- v Vi + V
kiej. Eluowano 5 ml 0.1 N HCI ¢ 3 '
przez 18 godzin w temp. 37°C hy — wysokos¢ fali po dodaniu
wzorca

Uzyskano nastepujace wyniki:

Metoda opisana w niniejszej pracy znaleziono w plamie 168,0 ng KA.
Poniewaz eluowano 5 ml 0,1 N HCI to na jeden ml wypada 33,6 ug KA.
Metoda polarograficzna znaleziono w 1 ml 32,7 ug KA.

Przeprowadzono réwniez kontrolne oznaczenie spektrofotometryczne.
W tym celu wycieto plame z KA (otrzymanym podczas jonoforezy hydroli-
zatu badanego KRN) o zawartosci ok. 10 ng P, hydrolizowano KA 5 ml
0,1 N HCI przez 4 godziny na wrzacej lazni wodnej i oznaczano adenine
w nadfiolecie przy dlugosci fali 262 mu.,

Do oznaczen uzyto spektrofotometru Unicam Cambridge SP 500.
Ekstynkcja dla roztworu wzorcowego (13,5 ug adeniny/ml) wynosita 0,290.

Ekstynkeja dla roztworu badanego (10 ng Pg./5 ml) wynosila 0,197, co
odpowiada 8,5 ug adeniny/ml.

Przeliczono Pk . na adenine:
10ug Pxa/5 ml = 112 ng KA/5 ml = 22,4 nug KA /ml = 8,7 ug adeniny/ml.
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Opisang metoda znaleziono 8,7 ug adeniny/ml.

Spektrofotometrycznie znaleziono 8,5 ug adeniny/ml.

Rezultaty uzyskane omoéwionymi wyzej trzema metodami wykazuja
dos$é dobra zgodnos$é jak to wida¢ z przytoczonych danych liczbowych.

Ostateczne wyniki opisanej pracy, wyrazone w stosunkach: puryn do
pirymidyn (Pur/Pir), adeniny do uracylu (A/U) i guaniny do cytozyny (G/C
zebrane zostaly w tablicy 5.

Tablica 5
Zestawienie ostatecznych wynikéw analizy sktadu KRN dla trzustek wolowych i ludzkich
1
rsa R s AR g Sl AU | G/C | Pur/Pir | Z?{?;/
[RRE KA | KG JRu=)

IR N S 1\ | i S e

Trzustka wolo- ’ I :
wa Nrl 10,20 | 5,00 | 9,80 4,60 | 1,09 i 0,96 1,00 | 1,05
| Trzustka wolo- | | 1
| wa Nr2 20,40 | 12,00 | 19,80 9,10 1,32 ’ 0,97 1,08 1,12
| Trzustka wolo- | \ ' i ‘
wa Nr3 19,80 | 10,60 | 2220 | 860 | 123 } 1,12 | 1,15 | 1,05

“Trzustka wolo- I;, |~ \ Aj Y g ‘ y o
i wa Nr4 | 31,80 | 17,30 | 37,80 13,40 1,29 1,18 1,22 0,96
! $rednia: 1234 BL:085] LTI 1,04
| Trzustka ludz- —l | ‘ Pl |
. ka Nrl | 39,80 | 16,30 ’ 37,70 | 1420 | 1,04 | 055 [ 100 | 108
| Trzustka ludz- | | | 3 s [ 12:d e
| ka Nr2 | 40,40 ' 18,10 | 33,40 | 13,40 1.35 { 0,83 0,96 1,25
| Trzustka ludz- | | ‘
| ka Nr3 | 26,40 10,00 ‘ 24,00 9,90 1,01 0,91 0,94 1,07
i?ﬁiﬁzf iy _m|‘ TN R A TR R e
| ka Nr4 30,9 | 14,30 | 29,80 | 1450 | 098 | 096 | 097 1,02
[Tyt | = |
| A el | 112 | o91| o097 | 110

*) 6 Am/6 K — KC + KA/KG - KU

Omoéwienie wynikow

Uzyskane w niniejszej pracy wyniki, wskazuja, ze opisana jonofore-
tyczna metoda pozwala na oznaczenie sktadu nukleotydéw lub tez zawar-
tosci puryn i pirymidyn w hydrolizacie KRN, przy pomocy do$¢ prostych
urzadzen i przy uzyciu niewielkich ilosci analizowanego materiatu. Mimo,
ze zawartos¢ P w poszczegdlnych nukleotydach, rozmieszczonych na pa-
sku elektroforetogramu, jest bardzo mala, udalo sig¢ uzyska¢ do$¢ dobra

6 — Acta Biochimica Polonica
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zgodno$¢ miedzy suma P w poszczeg6lnych nukleotydach a ilo$cia Pggrn
w nakroplonym hydrolizacie (tablica 4).

W czasie izolowania badanego materialu, wyekstrahowany roztworem
NaCl nukleoproteid wytracano czterokrotnie etanolem w celu oczyszcze-
nia. Przebieg procesu oczyszczania kontrolowano, oznaczajac P zaréwno
w pozostalo$ci poekstrakeyjnej (P) jak i w plynie znad osadu (Pgy)-
W ten spos6b ustalono ogdlny bilans fosforowy (tablica 1), z ktérego wy-
nika, ze pierwsza ekstrakcja i pierwsze stracenie alkoholem nie sg iloscio-
we (P, i Pge1). Z porownania tablicy 1 (KRN oznaczony metodg Da-
vidsona i Smellie) i tablicy 2 (KRN oznaczony metoda Schmidta i Thannhau-
sera) mozna przypuszczac, ze przy oczyszczaniu traci si¢ po drodze KDN,
gdyz zawartosci KRN, oznaczone dwiema réznymi metodami, sa na ogét
zblizone. Zbyt malg ilo§¢ Pxrn trzustki Nr 2 (tablica 1) mozna tlumaczy¢
autoliza, analize przeprowadzono bowiem dopiero w 25 godzin po zgonie,
gdy inne trzustki analizowano znacznie wcze$niej. Ze autolizie ulegaja
przede wszystkim KRN (trzustki i sledziony), to wynika z naszych, nieo-
gioszonych jeszcze prac (B. Filipowicz i H. Poznanska). O szyb-
kim znikaniu KRN w czasie autolizy zawiesiny trzustki wspominaja row-
niez Kerr i wspolpr. (17, 18).

Godne uwagi sa wyniki liczbowe tablicy 5. Z otrzymanych liczb wy-
nika, ze stosunki zawartosci puryn do pirymidyn, gauniny do cytozyny
i adeniny do uracylu sa bliskie jednosci. Pewne odchylenie od tej prawi-
dlowosci wida¢ w stosunku adeniny do uracylu. Mozna to przypisa¢ ble-
dowi metody, mozna réwniez przyja¢, ze podczas jonoforezy traci sie KU,
gdyz w czasie wedréwki po bibule, zwigzek ten przebywa najdluzsza
droge (patrz rys. 5).

Bardzo niska zawarto$¢ uracylu znalezli w KRN trzustki Boulan-
ger i Montreuil (1) oraz Chargaff ze wspélpracownikami
(3,4). Znalezli oni rowniez mniej cytozyny, niz to wynika z naszych ozna-
czen. Mozliwe, ze przy naszym do$¢ dokladnym oczyszczaniu KRN (czte-
rokrotna ekstrakcja solg i wytracanie etanolem), odszczepiaja sie odgale-
zienia lancucha, co moze wplyna¢é na zmiane stosunku poszczegélnych
skladnik6w. Mozliwe réwniez, ze u innych autoréw przy preparowaniu
KRN kwas cytydylowy ulega dezaminacji i przechodzi w kwas urydylo-
wy. O takich mozliwosciach wspomina Kerr i wspélpr. (17, 18). Zda-
niem tychze autoréw kwas urydylowy latwiej niz inne nukleotydy od-
szezepia sie od lancucha polinukleotydowego trzustki i pewna jego czesé
ginie podczas preparowania. Nie bez znaczenia na stosunki ilo$ciowe nu-
kleotydéw moze byé¢ réwniez proces autolizy, przebiegajacy w czasie po-
miedzy $miercia, a chwilg rozpoczecia analizy tkanki. Niemniej Kerr
i wspolpr. stwierdzili, ze w KRN trzustki stosunek adeniny do uracylu
jest bardzo bliski jednosci.
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Tego typu prawidlowo$ci od dawna stwierdzono w KDN réznego po-
chodzenia (5,6). Prawidlowosci te znalazly ostatnio pewne teoretyczne
uzasadnienie, gdy wysunieto teorie o srubowej budowie KDN i o wzajem-
nym wiazaniu sie¢ w pary: guaniny z cytozyng i adeniny z tyming (8).

W KRN zauwazyliSmy wystepowanie takich regularnc$ci w roku
zeszlym, badajac sklad tych zwigzkéw w trzustce zwierzecej (12, 13).
W tym samym czasie na wystepowanie podobnych prawidlowosci zwr6-
cili uwage Elson i Chargaff (8), podczas badania KRN -watroby
zwierzecej. Byly to pierwsze wzmianki na ten temat, wzmianki tym cie-
kawsze, ze pozwalaja one na snucie koncepcji o podobienstwie budowy
obu rodzajow kwasow.

Nalezy doda¢, ze w poszukiwaniu wspélnych cech towarzyszacych KRN
réznego pochodzenia, Chargaff i wspélpr. (9) na podstawie uzyska-
nych ostatnio danych analitycznych, dochodza do wniosku, ze najbardziej
powszechna prawidlowoscig jest stosunek grup aminowych w pozycji 6
(6 Am) do grup ketonowych w tejze pozycji (6 K). Stosunek ten jest
bardzo bliski jednosci.

W oparciu o te prawidlowosci wymienieni autorzy wysuwaja nowe
koncepcje na temat budowy KRN. Stosunek 6Am/6K zostal obliczony
i dla wynikéw uzyskanych w naszej pracy. Obliczenia te podane zostaly
w tablicy Nr 5; sa one réwniez bliskie jedno$ci.

W opisanej pracy ustalono pewne, przecietne wartosci liczbowe cha-
rakteryzujace sklad KRN trzustki ludzkiej prawidiowej. Wartosci te zo-
stang wykorzystane do dalszych prac nad skladem KRN i KDN trzustki
patologicznej.

Streszczenie

Opisana praca miala na celu ustalenie sktadu nukleotydéw kwasu ry-
bonukleinowego trzustki prawidlowej, wolowej i ludzkie;j.

Z tkanki, po zhomogenizowaniu, odwodnieniu i odlipidowaniu, ekstra-
howano nukieoproteid 10%s-ym roztworem NaCl. Ekstrakt zadawano al-
koholem i wytracony osad poddawano hydrolizie 0,3 N KOH. Z hydroli-
zatu wytracano kwas dezoksyrybonukleinowy, KClO; i biatko dodatkiem
60%6-go roztworu HClOy, a roztwér mieszaniny rybonukleotydéw podda-
wano jonoforezie. Skrawki bibuly, zawierajace poszczegélne nukleotydy,
spalano i oznaczano w nich zawarto$¢ fosforu rybonukleotydowego. Wy-
niki oznaczen fosforu sprawdzono polarograficznie i spektrofotome-
tryeznie.

Ustalono stosunki: adeniny do uracylu, guaniny do cytozyny, puryn
do pirymidyn oraz grup aminowych w pozycji 6 do grup ketonowych
w tejze pozycji. Stwierdzono, ze stosunki te sa bliskie jednosci, co pozwala
na wysuwanie hipotez na temat budowy KRN.

http://rcin.org.pl



84 B. FILIFOWICZ, S. GOLEWSKI, K. PILEK [16)

E' B R-A T U-RA

Boulanger P, Montreuil J., Bull. Soc. Chim. Biol. 33, 784, 791, (1951).

Chargaff E, J. Am. Chem. Soc. 72 3825, (1950).

Chargaff E, Federation Proc. 10 654, (1951).

Chargaff E., J. Cell and Comp. Physiol., 38 41, (1951).

Chargaff E, Magasanik B, Vischer E, Green C., Doniger R,

Elson D., J. Biol. Chem, 186 51, (1950).

Cohn W. E,, J. Am. Chem. Soc. 72 1471, (1950).

DavidsonJ. N, Smellie R. M. S., Biochem. J. 52 594, (1952)

Elson D, Chargaff E., Nature, 173 1037, (1954).

9. Elson D, Chargaff E, Biochim. Biophys. Acta 17 367, (1955)

10. Filipowicz B, Leyko W., Acta Physiol. Pol. Prace III Zjazdu, 264 (1952).

11. Filipowicz B, Leyko W., Bull. Soc. Sci. Lettres 6 1, (1953).

12. Filipowicz B, Golewski S, Pilek K, Skarzynski J., Acta Phy-
siol. Pol. 5 629, (1954).

13. Filipowicz B, Golewski S, Pilek K., Biuletyn PAN, Cl. II, 3 7, (1955).

14. FilipowiczB,Leyko W, Wieckowski W., Acta Physiol. Pol. 261 (1952).

15. Fiske C, Subbarow Y., J. Biol. Chem. 66 375, (1925).

16. Golewski S, Pilek K. Postepy Biochemii, (przestane do druku). -

17. Kerr S. E. Seraidarian K., J. Biol. Chem. 180 1203, (1949).

18. Kerr S. E, Seraidarian K., Wargon M., J. Biol. Chem. 181 773, (1949).

19. Leyko W, Filipowicz B., Roczniki Chemii 29, 1095 (1955).

20. Markham R, Smith J. D., Biochem. J. 49 407, (1951); 45 294, (1949).

2. Schmidt G, Thannhauser S. J., Biol. Chem. 160 83, (1945).

22. Watson J. D, Crick F. H, C., Nature 171 737, 964, (1953).

S B

® N

COCTAB PUBOHYKJIEMHOBBIX KUCJIOT HOPMAJBHOM
TIOJIZKEJIYIOYHOM ZKEJIE3EI

Peszwme

ens onucanHoit paboThI 3aKJII0YAIACh B ONPEeJIEHUM COCTaBa HYKJI€O-
TUAOB PUOOHYKJIEMHOBOM KMCJIOTHI HOPMAJbHOI BOJIOBBEH M YeJOBEYhEit
TIO/ZKEJIy IOYHOM ZKEeJIe3bl.

Tlocne romoreHM3anmy, AETMAPUPOBAHMA M JIMIIOAETMAPA3bl TKAHM, U3
Hee m3ByievyeH Obu1, nmocpeacrBom 10% pactsopa NaCl, HykseonmpoTen.
K skerpakTy npubaBiiAsicsa CMpT M BBINABLIMIT OCAZOK MOBEPrajca rMapo-
a3y 0,3 N KOH. Ilocpeacrsom 60°%0 pacrsopa HClO4 u3 ruaposmsara
ocarkanach e30KcupuboHykJenHoBas kuciaora KClOy un 6enok a pacTsop
cMecu puOOHYKJIEOTMIIOB MoABeprajcs MoHogopesy. OTpesku uiabTpo-
BaJIbHOIt OyMmaryu, cojepiKaBIIME OTAEJbHbIE HYKJCOTUABLI CIKMUIaJuch
M ONPeZeJIAJIOCh cojepKaHue B HMX puboHykJseoTuposoro docdopa. Pe-
3yJIbTaThl OnpeAeseHMit ¢occopa IpoBepAaNCh IoJAporpacduyeckm
M CIeKTPOOTOMETPUYECKN.
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Onpenenienbl Ob1M COOTHOLIEHMA: aJIeHMHA K ypauusy, ryaHMHa K LIM-
TO3VHY, MYPVMHOB K NMPUMMMHAM, a TaKKe€ aMMHOBBIX IPYNN B 6 rmosmimu
K KETOHOBBIM I'PYINIIaM B 9TOM ITO3MLMA.

yCTaHOBJ’IeHO, YTO 9TU COOTHOILUIEHMA npn6nmxalo'mn K eauHuie, 4To

IIO3BOJIAET BBIABMHYTH I'MIIOTE€3Y OTHOCUTEJIBHO CTPOEHUA pM‘60HyKJIeMHO-
BbIX KMCJIOT.

THE COMPOSITION OF RIBONUCLEIC ACIDS FROM NORMAL PANCREAS

Sunimary

The paper deals with the establishment of the nucleotide composition
of ribonucleic acids from normal ox and human pancreas.

Nucleoproteide was extracted with 10° NaCl solution from homogeni-
sed anhydrated and defatted tissue. The extract was treated with alcohol
and the precipitate hydrolised with 0.3 N KOH. Desoxyribonucleic acid,
KCIO; and the protein precipitated on addition of 60°% HClO4 solution.
The ribonucleotide mixture was separated by ionophoresis. Filter paper
pieces containing the respective nucleotides were ignited and ribonucleo-
tide phosphate was determined. The analytical results were checked
polarographically and spectrophotometrically.

The adenine/uracil, guanine/cytosine, and purine/pynimidine ratios,
as well as the quantitative relationship between the amino and keto
groups in the position 6, were established. As all these relationships

approach unity, the authors are submitting new hypotheses concerning
RNA structure.
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Wstep

Zainteresowanie ukladem fibrynolitycznym osocza ludzkiego wzrosto
znacznie w ostatnich latach. Thumaczy sie to zaréwno znaczeniem, jakie
te procesy posiadaja dla patologii i fizjologii ludzkiej, jak i mozliwoscia-
mi, jakie si¢ otwieraja w zwiazku z zastosowaniem enzymoéw fibrynoli-
tycznych, badz ich aktywatoréw w leczeniu choroby zakrzepowej i innych
schorzen.

Enzym fibrynolityczny osocza krwi ludzkiej, plazmina, wystepuje
w nim w postaci nieczynnego prekursora, plazminogenu. Plazminogen
moze by¢ aktywowany przez czynniki wystepujace w ustroju np. kinazy
tkankcwe (2), kinazy surowicze (21) i fermenty proteolityczne np. tryp-
syne, plazmine, (16), (12). Stwierdzono réwniez aktywacje fermentéw
fibrynolitycznych w czasie krzepnigcia (18), (19), (25), (26). Aktywacja na-
stepuje réwniez pod wplywem czynnikéw zewnagtrzustrojowych np. chlo-
roformu (7) a réwniez przez rézne substancje bakteryjne np. streptokinazy
(10), (23) i stafylokinazy (11).

Nalezy zaznaczyé¢, ze natura aktywacji plazminogenu w ustroju nie jest
poznana. Tak np. kwestia, czy aktywacja plazminogenu streptokinaza jest
natury stechiometrycznej (28), (31), (34) czy enzymatycznej (5), (16) jest
ciagle jeszcze otwarta.

Sherry (31) przypuszcza istnienie kompleksu miedzy streptokinazg
i plazminogenem, natomiast Muellertz i Lassen (24) przyjmuja,
ze streptokinaza nie aktywuje plazminogenu, lecz dziala na inng substan-
cje, proaktywator, ktéra z kolei zamienia plazminogen na plazmine.
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Ostatnio réwniez Troll i Sherry (33) w oparciu o badania prze-
prowadzone na syntetycznych substratach rozkladanych przez plazmine
estrach lizyny i argininy — zajeli stanowisko, ze zamiana plazminogenu
na plazmine przebiega w dwoch etapach. Pierwszym etapem jest reakcja
stechiometryczna streptokinazy i proaktywatora, w wyniku ktérej po-
wstaje czynnik zamieniajacy enzymatycznie plazminogen na plazmine.

Nalezy zaznaczy¢, ze badania nad aktywacja plazminogenu innymi ak-
tywatorami nie daly rowniez jednoznacznych wynikéw (1), (22).

Celem niniejszej pracy bylo badanie wzajemnego oddziatywania strep-
tokinazy i plazminogenu.

Material i metody

1) Fibrynogen. Preparaty fibrynogenu otrzymano ze szczawianowego
osocza wolowego, pozbawionego protrombiny przez adsorpcje siarczanem
baru. (10 1 osocza — 1 kg BaSOy). Nastepnie fibrynogen wytracano siar-
czanem amonu przy 20%o nasycenia. Osad dekantowano, wirowano i roz-
puszezano w 0,9% NaCl doprowadzajac do pH obojetnego. Po odwirowa-
niu klarowny plyn znad osadu rozcienczono dwudziestokrotnie woda de-
stylowana, i dodawano 0,1 N kwas octowy do punktu izoelektrycznego
(pH 5,3). Wytracony fibrynogen, oddzielony przez dekantacje i wirowanie
rozpuszezono w 0,9%0 NaCl, alkalizujac do pH 7,8 i przechowywano w ma-
lych buteleczkach w temperaturze — 20°C do — 30°C.

Niektoére preparaty otrzymano z frakcji I, bezprotrombinowego osocza
wolowego, ktéra oczyszczano dalej wedlug Fergusona (8). Zawarto3¢
krzepnacego biatka w réznych preparatach fibrynogenu oznaczono na pod-
stawie poréwnania zawarto$ci tyrozyny w roztworze fibrynogenu i otrzy-
manym z niego, po dodaniu trombiny, skrzepie rozpuszczonym w lugu
(Seegers (30)). Zawarto$é krzepngcego biatka wynosita od 70%
do 90%.

2) Trombina. Celem otrzymania trombiny, osad siarczanu baru otrzy-
many przy preparatyce fibrynogenu kilkakrotnie plukano 0,9 NaCl,
po czym eluowano protrombine 4% roztworem cytrynianu sodu i prze-
prowadzono protrombine w trombine za pomoca homogenizatéw z mozgu
krolika w obecno$ci wapnia w temperaturze 37°C. Po ukonczeniu kon-
wersji odrzucono straty i skrzepy z resztek widknika. Otrzymany w ten
spos6b plyn dializowano, nastepnie zamrazano i rozmrazano. Dzieki teniu
udalo sie usunaé do$é znaczng ilo§¢ nieczynnego biatka. Po odwirowaniu
preparaty trombiny suszono przez liofilizacje. Aktywnos$é trombiny, mie-
rzona wg. Seegersa (30) wynosila od 10 do 40 jednostek IOWA na
1 mg suchej masy.

Do do$wiadczen uzywano 0,1%0 — 0,2%0 roztworu trombiny.
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3) Kazeina. Kazeine otrzymano z odtluszczonego mleka krowiego
przez trzykrotne wytracanie kw. octowym, odtluszczanie i suszenie mie-
szanina etanolu i eteru.

4) Globina. Preparat globiny ludzkiej pochodzil z Dzialu Bioche-
mii I. H. #)

5) Suche frakcje I i III uzyskane z osocza ludzkiego metoda Cohna
otrzymano z Dzialu Biochemii I. H. *)

6) Trypsyna krystaliczna zostala otrzymana metoda Kunitza i North-
ropa (27) z trzustki wolowej.

7) Streptokinaza (S). Preparaty streptokinazy uzyte do doswiadczen
byly otrzymane w Instytucie Hematologii przy wspéipracy z dr Gallis,
mgr Serafinskg i mgr Bujalska kilkoma sposobami: a) Szczep paciorkowca
hemolitycznego hodowano na podlozu Todd-Hewett‘a przez 12 godzin.
Przesgcz hodowli zakwaszono 6 N HCI do pH 15 i dodawano alkoholu
etylowego do koncowego stezenia 50%. Osad dekantowano i wirowano,
zawieszano w wodzie destylowanej doprowadzajac lugiem do pH obo-
jetnego, nastepnie wytrgcano ponownie przez zakwaszenie do pH 1,5,
plukano zakwaszons woda i suszono acetonem i eterem. b) Szczep pacior-
kowcowy hodowano na pozywce, ktorej podstawa byl hydrolizat trypsy-
nowy krwi produkowany przez Instytut Hematologii. Otrzymang hodowle
po 18 godz. doprowadzono 6 N HCI do pH 3,5, wirowano, osad zawieszano
w wodzie, alkalizowano 1 N NaOH do pH 9 i odwirowywano wytracone
biatko i bakterie. Otrzymany plyn znad osadu wytracano ponownie kwa-
sem solnym przy pH 3,5 i uzyskany w ten sposéb osad po zawieszeniu
w niewielkiej ilosci wody alkalizowano do pH 7,4 i liofilizowano. ¢) Do
niektérych doswiadezen dla poréwnania uzywano ,,Distreptazy produk-
cji Warszawskiej Wytwérni Surowic i Szczepionek, zawierajacej procz
streptokinazy réwniez streptodornaze. (dezoxyrybonukleaze). Wyniki po-
dane w niniejszej pracy zostaly uzyskane przy uzyciu preparatu S opi-
sanego w punkcie b).

Streptokinaze oznaczono nieznacznie zmodyfikowana metoda Christen-
sena (4) przy uzyciu roztworéw frakeji I i III w buforze boranowym,
pH 7,8. Aktywno$é¢ S mierzono w ukladzie:

0,5 ml roztworu S

0,1 ml trombiny

0,8 ml frakeji III 0,25%

1,0 ml frakeji I 1% (temperatura 37°C)

Za jednostke przyjeto taka ilos¢ S, ktéra w ciagu dziesigciu minut po-
woduje uplynnienie skrzepu utworzonego z 1 mg fibrynogenu; a wiec,
o ile wyzej wymieniony skrzep ulegl rozpuszczeniu w ciagu 10 minut

*) Dziekujemy doc. K. Zakrzewskiemu za uzyczenie nam powyzszych preparatow.
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liczono, ze w 1 ml roztworu S znajdowalo sie 10 jednostek. (Sucha
frakcja I' zawiera okolo 50 fibrynogenu). Ilo§é jednostek S w danym
preparacie wyliczano przez interpolacje pomiaréw aktywnosci S w réz-
nych rozcienczeniach. Wszystkie oznaczenia wykonano w podwojnych proé-
bach. Réznice odczytéw pomiedzy poszezegélnymi prébami nie przekra-
czaly 10% wskaznika f.

Aktywnos$¢ preparatow streptokinazy, wlasnej produkcji wahala sie
od 80 do 400 jednostek na 1 mg suchej masy. Preparaty streptokinazy
uzywane przez nas nie wykazywaly aktywnosci fibrynolitycznej w sto-
sunku do fibrynogenu wolowego ani proteolitycznej w stosunku do kazeiny
i globiny.

8) Plazminogen (P). Do do$wiadczen uzyto preparatéw P otrzyma-
nych z suchej frakcji III osocza ludzkiego wedlug Kline’a (15). Czesé
preparatéw P otrzymano metoda wlasng. Metoda ta polega na ekstrakcji
tluszczowedw z nieliofilizowanej frakeji III etanolem, acetonem i eterem
na zimno. Z pozostalego suchego proszku wyciaga sie plazminogen bufo-
rem boranowym i frakcjonuje sie siarczanem amonu. Metoda ta bedzie
przedmiotem oddzielnego doniesienia.

Czynno$¢ preparatéw plazminogenu oznaczano po aktywacji strepto-
kinazy. Czynno$¢ proteolityczna mierzono przy uzyciu kazeiny jako sub-
stratu wg przepisu Remmerta i Cohena (29). Czynnosé fibrynolityczna
mierzono zmodyfikowang metoda Christensena (4) w ukladzie:

0,25 ml P

0,25 ml S

0,1 ml trombiny

0,4 ml 0,25% fibrynogenu.

Iloé¢ S uzywana do aktywacji wynosita 40 do 200 jedn. Czas dzialania S
na P wynosit 5 min. w temp. 37°C. Po tym okresie czasu wlewano trombi-
ne i fibrynogen starannie mieszajac. Czas rozpuszczenia skrzepu mierzono
od momentu wlania fibrynogenu. Za jednostke przyjeto taka ilosé¢ P, ktora
po zamianie w wyzej wymienionych warunkach na plazmine powodowala
rozpuszezenie skrzepu, utworzonego z 1 mg fibrynogenu w ciggu 10 min.
O ile wiec skrzep utworzony w powyzszym ukliadzie rozpuscit sie w prze-
ciggu 10 minut, w 1 ml roztworu plazminogenu znajdowaly sie 4 jednostki.
Tlo$¢ jednostek w danym preparacie obliczano przez interpolacje pomia-
row aktywnosci P w réznych rozcienczeniach.

Wszystkie oznaczenia wykonano w podwéjnych prébkach. Réznice od-
czytéw pomiedzy dwiema prébkami nie przekraczaly 10°% wskaznika £.
Zaleta przyjecia 10 minutowego czasu rozpuszczania standardowego
skrzepu polega na tym, ze przy czasach dluzszych np. 30 min. jak to

przyjmuje Christensen zachodzi do$¢ znaczna inaktywacja plazminy.
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Preparaty plazminogenu uzyskane w naszej pracowni posiadaly czyn-
no$é¢ fibrynolityczng, mierzong nasza metodg od 30 do 200 jednostek na
1 mg bialka, czynno$¢ proteolityczng od 0,5 do 1,5 jednostek Remmerta
i Cohena na 1 mg bialka. Wybér preparatu S nie jest bez znaczenia dla
jednostkowania P. :

Niektére preparaty P wykazywaly pewna czynno$¢ samoistna zar6wno
proteolityczna, jak i fibrynolityczng. Czynnoéé ta nie przekraczata zwykle
10°0 aktywnosci fibrynolitycznej preparatu po jego aktywacji S.

9) Bufor boranowy. W wiekszosci oznaczen i badan kinetycznych jako
rozpuszezalnika uzywano buforu boranowego o skladzie: 11,25 g H3BOg,
4 g NasB4O7 * 10 Hs0, 2,25 g NaCl, H2O dest. do 1 litra, pH 7,8.

10) Oznaczanie bialka. Bialko w preparatach plazminogenu oznaczono
metodg biuretowg wedlug Kibricka i Blonsteina (14), opierajac
sie na krzywej standardowej sporzadzonej w odniesieniu do preparatu

liofilizowanej albuminy ludzkiej. Preparaty plazminogenu zawieraly oko-
lo 90" bialka.

11) Oznaczanie fibrynolizy we wszystkich do$wiadczeniach wykony-
wano w oparciu o technike opracowang dla oznaczania plazminogenu,
(patrz punkt 8 str. 90). Wiekszo$¢é wynikéw zostala wyrazona we wskazniku

. 1000
fibrynolitycznym f = T sek.

12) Oznaczanie proteolizy wykonywano przewaznie w ukladach
05mlP + 05mlSlub05mlP + 05mlS + 1,0 ml 2% kazeiny lub 2%
globiny. Do inkubatu dodawano kwasu tréjchlorooctowego do koncowego
stezenia 3,3%. W przesaczu oznaczano przyrost tyrozyny odczynnikiem
Folin — Ciocalteau w modyfikacji miedziowej (13) w poréwnaniu z préba
kontrolng. Obliczano przyrost réwnowaznika tyrozyny w odniesieniu do
calego uktadu, lub na 1 mg plazminogenu.

Czesé doSwiadczalna

I. WPEYW CZASU INKUBACJI S i P NA AKTYWNOSC FIBRYNOLITYCZNA PLAZMINY

W szeregu do$§wiadczen przebadano wplyw czasu inkubacji S i P na
aktywno$¢ powstalej plazminy. Wiekszo§é obserwacji przeprowadzonych
przy pH 7,8 i temperaturze 37°C wskazuje na to, ze optymalna ilo$¢ plaz-
miny powstaje w czasie od 0 do 10 minut, liczac od momentu zmieszania
obu substancji. Przewaznie juz po uplywie 20 minut od poczatku reakcji,
a niekiedy juz znacznie wcze$niej po 2 — 3 minutach nastepowal spadek
czynnoéci plazminy, zaznaczajacy sie juz bardzo wyraznie po uplywie
1 godziny.
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Rys. 1. Wplyw czasu inkubacji na interakcje S+P zaleznie od ilosci S. Stezenia
P: 1) P — 1%,; 2) P— 0,2%; 3) P — 0,02%

Wykres 1 a, b, c, ilustruje zachowanie sie czynnosci plazminy w roz-
nych okresach czasu, liczac od momentu zmieszania S i P przy uwzgled-
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Rys. 2. Maksymalna aktywno$¢ plaz-
minogenu zaleznie od stezenia strep-

Stezenia P: 1) P — 1%; 2) P — 0,2%;

T
Stezeme S (jedn./ml) w skal log.

tokinazy.

3) P — 0,02%
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nieniu réznych stezen obu substan-
cji. Z przeprowadzonych do$wiad-

czeA mozna wysnué nastepujace
wnioski:
1) Aktywno$¢ fibrynolityczna

plazminy jest tym wieksza im wiek-
sze jest wyjsciowe stezenie P.

2) Aktywnos¢ fibrynolityczna
plazminy wytworzonej w wyzej po-
danych warunkach do$wiadczalnych,
zalezy réwniez od wyjsciowego ste-
zenia S; zar6wno przy niskich, jak i
przy bardzo wysokich stezeniach S
uzyskuje sie mniejszg aktywnosc
plazminy, niz przy stezeniu opty-
malnym, wynoszacym w zaleznosci
od preparatu S od 100 do 800 j/ml
Optymalne stezenie S jest niezalez-
ne od stezenia P (wykres 2).

3) Czas, w ktérym powstala naj-
wieksza ilo§¢ plazminy wynosit
praktycznie 0 w doswiadczeniach,
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w ktorych uzyto optymalnych stezen S (wykres la). Uzycie nadmiernie
stezonej lub zbyt stabej S (wykres 1c) przedluza czas powstania optymal-
nej aktywnosci plazminy, nawet niekiedy do 20 minut, liczac od poczatku
doswiadczenia.

4)., Z doswiadczen zestawionych wynika, ze szybkosé spadku aktyw-
no$ci plazminy byla na ogét proporcjonalna do aktywno$ci plazminy
powstalej w pierwszym etapie reakcji S + P (wykres 1 a, b, ¢,). Sama
streptokinaza i plazminogen wolny od czynnoSci samoistnej w powyz-
szych warunkach inaktywowaly sie tylko bardzo nieznacznie.

11. WPEYW STEZENIA S NA AKTYWACJE PLAZMINOGENU NA PLAZMINE

Jak juz zaznaczono do maksymalnej aktywacji P konieczne jest pewne
optymalne stezenie S. Wynosi ono niezaleznie od stezenia P 160 j/ml
(wvkres 2). Zbyt mata ilos§¢ S wystarcza do pelnej aktywacji nawet przy
dluzszym dzialaniu na P w temp. 37°C. Zbyt duze ilo$ci S powodowaly za-
hamowanie fibrynolizy; w obu wypadkach czas potrzebny do osiggniecia
optymalnej aktywnosci wydtuzal sie do 20 minut. Réwniez inaktywacja
powstatej plazminy byla powolniejsza. (wykres 1 a, b, c,)

Tablica 1

Wplyw temperatury na stabilnos¢ streptokinazy i ,,inhibitora*

Tosé Czas roz-‘
Wyj%cio- jednostek| PUSZC22~ lywekaznik
Preparat wa ilo$¢ po ogrza- nia skrze- f
jednostek niu®) [PU W mi-
nutach*®)
|
S nieogrzana 3200 — 12 . 1,30
- — | 800 - 6'50" | 245
== i — | 200 - 525" 3 07
- — ' 50 - 5'50" 2,85
S ogrzana 1 godz ‘ l
100°C ‘ 3200 180 12’

*) mierzona metoda rozcienczen wg. Christensena
**) mierzony w ukladzie P + S + trombina - fibrynogen

Stwierdzono, ze dzialanie hamujace roztworéw o duzym stezeniu S
jest zalezne od zawartosci w tychze roztworach substancji bardziej ciepto-
stalej od S. Dowodzi tego do$wiadczenie przedstawione w tablicy 1. Po
ogrzaniu do temp. 100°C, czynno$é stezonego preparatu (3200 jedn./ml)
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obniza sie¢ do warto$ci odpowiadajacej 180 jednostkom zwyklego prepa-
ratu, badanego metoda rozcienczen. Aktywnosé plazminy powstatej przy
vzyciu ogrzewanego preparatu S, jest rowna aktywnosci, jaka uzyskuje
si¢ za pomoca preparatu stezonego i nieogrzanego.

Doswiadczenie to dowodzi, ze dzialanie hamujace S zalezy od obec-
noSci w preparatach streptokinazy inhibitora bardziej cieplostatego od ki-
nazy.

II. WPLYW pH I TEMPERATURY NA REAK.CJE P+ S 1 NA INAKTYWACJE PLAZMINY
Optimum fibrynolitycznego dzialania plazminy lezy przy pH 7,6, do 8
(wykres 3a). -

Wykres 3b ilustruje zachowanie sie czynno$ci plazminy powstalej
przez aktywacje S w temp. 37°C, w zakresie pH od 6,25 do pH 9,0 w cza-

4 56 p—-——-— om0 pHER?
\ 0—-—oph’]/j
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) et
40t : \
af :
30
20— . . . T T T 30
" pHEDS 67 13 97 8xX 84 i
e
g
Rys. 3a. Czynno§¢ plazminy w zalez- Sl
1000 el X
nosci od pH f = ——— sek i
t ,,/
W0ty

Rys. 3b. Aktywacja plazminogenu i inak- . "
tywacja plazminy w rémych pH Gas Mkubagl‘/g'wm%.ws/w/:%g. o

sie od U do 180 minut. Z do$wiadczenia tego wynika, ze czynno$é plazmi-
ny stopniowo spada we wszystkich pH, najszybciej jednak w tych pH,
w ktérych wyjsciowa czynno$¢ plazminy byla najwieksza tj. w pH 7,5 —
8.0. Podobnie stwierdzono, ze proteoliza w ukladzie SP jest najszybsza przy
tym pH.

Czynno$¢ plazminy jest najwyzsza w temp. 37°C, obniza sie w wyz-
szych temperaturach, znacznie obniza sie w nizszych.
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Pod wplywem tych samych ilosci plazminy, czas lizy skrzepéw utwo-
rzonych z jednakowych ilo$ci fibrynogenu, wynosit:

w temp. 10°C — 180 min.
s B MO S AN 40T
w temp. 37°C — 8 min.
RO AP [ (ol — W 17/

Aktywacja plazminogenu na plazmine zachodzi znacznie woiniej
w temperaturze 10°C, niz w temperaturze 37°C. Dzialajac optymalnymi
iloSciami S na P w temperaturze 10°C najwieksze stezenie plazminy osig-
ga si¢ juz po kilku godzinach. Jezeli natomiast aktywowaé plazminogen
malymi ilo$ciami S, czynno$¢ plazminy stopniowo wzrasta i osigga opti-
mum dopiero po kilku dniach. W temperaturze 10°C mata iloé¢é S moze
prowadzi¢ do powstania takich samych prawie ilo§ci plazminy, co dawka
optymalna S, jednak dopiero po dluzszym czasie inkubacji (tablica 2).

Tablica 2

Aktgwacja plazminogenu na plazmine przez streptokinaze w temp. 10°C

Il Czasy rozpuszczania skrzepéw (temp. 37°C) pod wplywem
| plazminy
Uklad S = e e R R S
przy czasach inkubacji ukladu P +4 S w temp. 10°C
t 15 | 155 | 20g | 48g | 72g | 96g
I
P 4 S 160 j/ml 2251 2118 315”7 330" 2’30 3{16%
P+S 20jm| & | 415" | 3307 | 3207 | 2457 | 315"
P+S ajml| 17| v | 545 | 4307 | 2507 | 35
Prs dyml| 1w | 15 | i | 07 | 6457 | T
[Pabtor | 22 |20 |2 | % |12 | 1F

IV. WPLYW PLAZMINOGENU I STBBPTOI(.INAZY NA PLAZMINE UNIECZYNNIONA
W CZASIE INKUBACJI

Preparaty P inkubowane z S traca stopniowo swoja czynnos$é. Jezeli
do ukiadu S + P po trzech godzinach inkubacji, kizdy spadek aktywnosci
jest juz wyrazny, dodaé ponownie S czynno$é¢ fibrynolityczna ukladu
zwykle wzrasta nie osiagajac jednak wyjsciowych wartosci. W doswiad-
czeniach, ktére ilustruje wykres 4, aktywowano jednakowe ilo§ci plazmi-
nogenu réznymi iloSciami S. Im mniejsza byla aktywnosé¢ wyjsciowa, tym
powolniejszy byl spadek czynnosci plazminy i tym wiekszg mozna bylo
uzyska¢ reaktywacje dodatkiem optymalnej ilo$ci streptokinazy. Zazna-
czy¢ jednak nalezy, ze w zadnym wypadku nie uzyskano wyjsciowej
aktywnosci. Reaktywacja nadmiernymi ilosciami S byla stabsza niz przy
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uzyciu iloéci optymalnych. W probkach P inkubowanych z nadmiarem S
reaktywacja praktycznie nie zachodzila. Przekonano si¢ réwniez, ze
w miare czasu inkubacji uktadu S + P spada zdolno$¢ jego reaktywacji

%)

~

~

Wekainik f—

4000/ /m

2005 /ml
Wysciowa desc S uiyta do aklywacji P

Rys. 4. Wplyw ponownego dodania streptokinazy do ukla-
du P+S, inkubowanego 170 min,

A) Poczatkowa czynno$¢ fibrynolityczna w ukladzie S +P;

B) Czynnoé¢ fibrynolityczna po 170 min. inkubacji;

C) Czynnoéc¢ fibrynolityczna ukladu po reaktywacji S —
800 j. ml;

D) Czynnoé¢ fibrynolityczna ukladu po reaktywacji S —
4000 j. ml

przez dodatek nowej ilo$ci S. Tym niemniej po 24 godzinach inkubacji

udaje sie jeszcze reaktywowaé nieznacznie uklad przez dodatek strepto-
kinazy.

Wykonane metoda rozeienczen oznaczenia S, w inkubowanym ukladzie

S + P, wykazuja spadek zawartoSci S w czasie inkubacji (tablica 3). Nie

jest wykluczone, ze zjawisko to

Tdablica 3 ° moze zaleze¢ od proteolityczne-
AN : go dzialania plazminy. W do-

achowanie si¢ streptokinazy w czasie raete . .
inkubacji S i P sww'ldczemach ' kontrol{\') c}}
— : stwierdzono, ze aktywnos¢ S
| Hlos¢ jednostek S w 1 ml spada pod wplywem dzialania

Uklad | w czasie inkubacji w 37°C trypsyn

| o | 200 | 70" | 24 god -l '
226002, Wzrost czynnosci fibrynoli-
g ; y tycznej w omawianym ukladzie
TR osg’_ 60_0_ = 4(1”‘ S + P mozna osiggna¢ rowniez
SIP 0';5;’;’ 3;2(){ 40‘f 4?2‘{ p;:;i 0i przez ponowny dodatek nowej
R Ji|~ 4 ) Y iloci plazminogenu do inkuba-

tu. Fakt ten mozna tlumaczyc¢
badz aktywacja plazminogenu przez resztki niezniszczonej S, badz przez
powstata w ukladzie plazmine.
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V. INAKTYWACJA SAMOISTNIE CZYNNEJ PLAZMINY

Jak juz wspomniano, niektére preparaty P.otrzymane w naszej pra-
cowni posiadaly samoistng czynno$é¢ fibrynolityczng i proteolityczna.
Przy inkubacji tych preparatéw bez dodatku aktywatora stwierdzono, ze
czynno$¢ fibrynolityczna plazminy stopniowo spadata (w temp. 37°C).
Spadek czynnos$ci byl tym szybszy im wieksza byla aktywnos§é wyjsciowa.
W jednym z do$wiadczen, ktére ilustruje tabela 4, badano zachowanie sie

Tablica 4

Inaktywacja samoistna czynnej plazminy

G Czas' rozpuszcza- \ Wskaznik ‘ % Plazmmy ) !
]nkubacji nia sIfrzepu ;,__- ‘ o czynnej =
| PRI R R i RR LR 'A_A'L,
| ‘ . | l
|0 | 240" | 1310 | 626 | 126 | 100 | 79
|3 | 240" [1050" | 626 | 153 ‘_lgo_ } ,"’,0 i
b G | VABERYT | NP 527 | 123 785 Al B
T YA O L D T I = 7|“TI jitg
U P O 7 S P N e

12| 430 B 7 el R 7 R T

15 | s15” |19 | 318 ,;Jw 1__3_2__’ B
| 30 | 640" 2,50 | 225
. Rl B BE e | o ’ | 54
| 60 | 9'30” | 1,74 | T
| 120 45’ | 0,37 | 39
R T O T o A iR Ly

I stezenie plazminy 1,38% bialka
| " 0,35%

*) obliczany na zasadzie oznaczenia jednostek metodq rozcien-
czen.

czynnosci fibrynolitycznej plazminogenu inkubowanego w 37°C w dwéch
stezeniach: 1,38% i 0,35% bialka. Jak wynika z tablicy spadek czyn-
nosci plazminy jest znacznie wiekszy w roztworze stezonym niz w roz-
ciennczonym. ®

VI. ZAPOBIEGANIE INAKTYWACIJI PLAZMINY

Punktem wyjscia dla ponizej przedstawionego do$wiadczenia bylo za-
lozenie, ze inaktywacja plazminy w czasie przechowywania jej w temp.
37°C zaleze¢ moze od samorzutnego proteolitycznego rozpadu czasteczek.
Postanowiono przebada¢, jak wplywa dodatek zaréwno réznych bialek —

7 — Acta Biochimica Polonica
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Tablica 5

Aktywacja plazminogenu przez skojarzone dzialanie trypsyny (T) i streptokinazy (S)

Uklad [P-+bufor| ¥ T Trupsyma | P+ Trypsyna P+S P+S
100 g/ml 50 pg/ml 320 j/ml 8 j/ml
s Czas lizy Czas lizy Czas lizy Czas lizy
Czas X I I
inku- (l:izzzs uklad :‘;’;‘;0 uklad -:;};go uklad :;’ll(‘li?)o uklad j:;“l’so
bacji +bufor ~+bufor +bufor | ' -+bufor
| j/ml j/ml ‘ug/mf ‘ pg/ml
ot | faas | el 2 320 | 2007 | veor | 1287 | ais” | 37207
3 e | 3 — g — sl = | 3907 | -
GRS a0 o 2307 | 405 | 208 [EeRE |- 2% AT e | arav
97| 545" | 4367 | 3 T 4’557 | 27457 | 17587 | 27207 | 345" | ¥
60" | 21'30” | 20’ 730”7 | 23’ 430" | 4 457 | 11 930"
120" | 45 39’ 815" | 49 5 7| bast |22 | 1174s5”

Objasnienie: Do ukladéw P -+ bufor; P 4 T; P 4 S dodawano po réznych odstepach czasu
inkubacji a) buforu, b) trypspny lub streptokinazy i mierzono natychmiast czynnos¢ fibryno-

lityczna plazminy.

substratéw dla plazminy oraz inhibitoréw takich, jak metale (17) na jej
inaktywacje w temp. 37°C. W tym celu po 5 min. inkubacji P+S w opty-
malnej ilosci dodano do ukladu jednakowe iloSci: a) buforu boranowego,
b) kazeiny (do konicowego stezenia 0,4%), c) globiny (koncowe stezenie

90
80
0
g0t g
F)
G~
1 50 N
~ 3
ES
30 E
\‘|’
20
0 =
0 T ) 0 8
2 luas inkubagi PS (min) w skall log.
E

0,4%), d) CuSO4 (koncowe stezenie
2.10-* M), e) wersenu (koncowe ste-
zenie 2.102M) (wykres 5). Z prze-
prowadzonego doswiadczenia wyni-
ka, ze dodatek kazeiny, globiny i
siarczanu miedzi powoduje zar6wno
zahamowanie czynno$ci fibrynoli-
tycznej plazminy jak i zahamowa-
nie jej inaktywacji. Po uplywie
18 minut inkubacji prébowano re-
aktywowa¢ uklad a) i d) dodatkiem

Rys. 5. Préby zahamowania inaktywacji
plazminy
a) P+S+bufor; b) P+S+kazeina (konco-
we stezenie 0,4%); ¢)' P+S+globina (kon-
cowe stezenie 0,4%0); d) P+S CuSO; (kon-
cowe stezenie 2,10-4 M); e) P+S+ wersen
(konicowe stezenie 2,10-¢ M)
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wersenu. Stwierdzono, ze po reaktywacji w ukladzie d) powstaje znacznie
wigksza czynnos¢ fibrynolityczna niz w ukladzie a),co przemawia za tym,
ze dodatek jonéw miedzi chroni rzeczywiscie plazmine od inaktywacji.
Podobnie udalo sie wykazaé, ze dodatek kazeiny do samoistnie czynnej
plazminy powoduje zaréwno zahamowanie jej czynnoéci fibrynolitycznej
jak i zwolnienie inaktywacji.

Stwierdzono, ze plazmina wytworzona we frakcji euglobulinowej oso-
cza ludzkiego lub w roztworze frakeji III, otrzymanej wedlug Cohna,
nie traci swej czynno$ci przez okres przynajmniej 1 godziny w tempera-
turze 37°C. Moznaby to tlumaczyé¢ ochronnym dzialaniem bialek w tych
frekejach osocza.

VII. PROTEOLIZA W INKUBATACH PLAZMINOGENU I STREPTOKINAZY

Stwierdzono, ze w czasie inkubacji uktadu S + P w temperaturze 37°C,
nestepuje przyrost niebiatkowych substancji azotowych, rozpuszczalnych
w kwasie tréjchlorooctowym (tablica 6). Przyrost ten dawatl sie uchwycié¢

Tablica 6

Poréwnanie przgrostu réwnowaznika tyrozgny w ukladzie P + S i w ukladzie
P - trypsyna w temp. 37°C

’ Pstrepto-
P-+trypsyna | P+ trypsyna P4 S
Uklad P-bufor kinaza
10 1 50 1 8 1
’ 0 pglml | 50 pgiml | N j/m
Czas : Przyrost réwnowaznika tyrozyny g/l mg plazminogenu
inkubacji
0 min. 0 ‘ 0 0 0 0
3 min. 0 | 06 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

juz po 6 minutach inkubacji i narastal stopniowo przez caly okres
doswiadczenia. Byl on na ogét tym wigkszy, im wieksze bylo stezenie
P i S w inkubacie. Jak wykazano w do§wiadczeniach, w ktérych stosowa-
no duzy nadmiar S i mato P, oraz odwrotnie, duzo P i malo S, przyrost
tyrozyny moze pochodzi¢ zaréwno z preparatéw plazminogenu jak i strep-
tokinazy. Podobnie mozna bylo stwierdzi¢- przyrost rownowaznika tyro-
zyny rozpuszczalnej w kwasie tréjchlorooctowym w preparatach plazmi-
nogenu, ktére posiadaty samoistna czynno$é i ktéra w czasie przechowy-
wania tych preparatéw w temp. 37°C stopniowo malata.
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Wydaje sig, ze przyrost tyrozyny w ukladzie S-+P moze czeSciowo za-
leze¢ od trawienia bialek zanieczyszczajgcych preparaty S + P, tym nie-
mniej nie jest wykluczone, ze moze on by¢ takze zwiazany z przejsciem
plazminogenu w plazmine, badZ z inaktywacjg plazminy, badz z trawie-
niem S przez plazmine. Fakt ten jest obecnie przedmiotem dalszych
badari.

VIII. AKTYWACJA I INAKTYWACJA PROTEOLITYCZNEJ CZYNNOSCI PLAZMINY

Badano reakcje S + P mierzac czynnoéé proteolityczng powstalej plaz-
miny przy uzyciu kazeiny jako substratu. Czas potrzebny na uzyskanie
maksymalnej aktywnosci proteolitycznej plazminy po zmieszaniu S i P
w temp. 37°C wahal sie¢ od 0 do 20 minut. W niektérych przypadkach
stwierdzono pewne opo6znienie aktywacji czynnosci proteolitycznej plaz-
miny w stosunku do czynnosci fibrynolitycznej tego enzymu. Natomiast
inaktywacja obu czynnosci plazminy przebiegala podobnie (poréwnaj wy-
kresy la i 6a oraz 1b i 6b).

800 Wykres 6a Wykres 6b
_ Optymalne ilosci S (128))mi) Nadmiar S (4000{ml)
50t
T 400 400 +
|
=] K% -
% 300 EJM
= 3
§: 200t >0t
g S
= 8
S m} Sw ———_-/\ 80min.
<
\ 2””””
{ 4 & % ; > 10 min.
0 D7 L & 0 5 w2 o0 120
Lzas inkubagii SPw skali log. (zas inkubagii SP w skali log.

Rys. 6 (6a, 6b). Wplyw czasu inkubacji ukladu SP na proteolityczna czynnosé
plazminy, mierzong za pomoca trawienia kazeiny przez 10, 20, 60 minut

Podobnie jak w do$§wiadczeniach opartych na pomiarze czasu fibryno-
lizy, stwierdzono, ze czynno$é¢ proteolityczna powstalej plazminy zalezy
zar6wno od stezenia P jak i od stezenia S. Przy matych stezeniach S, nawet
przy dluzszym czasie inkubacji, otrzymano niskie warto$ci przyrostéw
produktéw proteolizy. Stwierdzono réwniez, ze aktywacja duzymi iloScia-
mi S (4000 j/ml) daje nizsza czynno$¢ proteolityczng niz iloSci rzedu
200 j/ml.
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IX. POROWNANIE AKTYWACJI PLAZMINOGENU STREPTOKINAZA I TRYPSYNA

Przy badaniu mechanizmu aktywacji plazminogenu streptokinazg wy-
dawalo sie celowe poréwnac¢ przebieg tejze aktywacji z aktywacja plaz-
minogenu przez trypsyne. Stwierdzenie analogii kinetycznych przy uzyciu
obu aktywatoré6w pozwoliloby traktowaé¢ do$wiadczenia z trypsyna jako
modelowe w stosunku do do§wiadczen ze streptokinaza przy zalozeniu, ze
dzialanie trypsyny sprowadza sie do dobrze zdefiniowanego dzialania en-
zymatycznego. '

W doswiadczeniu wstepnym stwierdzono, ze duze ilo$ci trypsyny (po-
wyzej 100 ug na 1 ml) powoduja szybkie rozpuszczenie skrzepéw utworzo-
nych z fibrynogenu wolowego. Dlatego tez do doswiadczen nie uzywano
wyzszych stezen trypsyny niz 100 ug na 1 ml — czas rozpuszczania kon-
trolnego bezplazminogenowego skrzepu wynosit wtedy 12 min. 50 gamma
na 1 ml, czas lizy prébki kontrolnej 30 do 40 minut 20 gamma na 1 ml,
czas lizy 60 minut.

Z przeprowadzonych doswiadczen nad aktywacja plazminogenu tryp-
syng, mozna wysung¢ nastepujgce wnioski:

1) Trypsyna aktywuje zaréwno plazminogen pozbawiony samoistnej
czynno$ci fibrynolitycznej, jak tez i plazminogen o duzej samoistnej czyn-
nosci fibrynolitycznej. Czas inku-
bacji plazminogenu i trypsyny, po b S
uptywie ktérego powstaje maksy-

malna czynno$¢ plazminy, wahal & ::5:’50;’ ”ym
si¢ od 0 do 6 minut. Nastepnie : weeeeeeeeeem ) Samaistna czgnnost
czynnoéé fibrynolityczna plazmi- . %

ny stopniowo zmniejszala sie (wy- §4ﬂ

kres 7). Krzywe aktywacji plaz- & %p......
minogenu trypsyna przebiegaja ar

wiec podobnie do krzywych akty- 1 Q.
wacji plazminogenu przez strep- ey o
tokinaze. Lzas wkubagi (min)w skali (6g.

2) Aktywacja plazminogenu Ryg 7. Aktywacja plazminogenu trypsyna
przy uzyciu ilosci trypsyny rzedu
100 ug na 1 ml, nie osiggala tych wartosci, jaka dawala optymalna ilos¢ S.
Mozna bylo natomiast zwiekszyé aktywnos$é plazminogenu, uprzednio
traktowanego trypsyna poprzez dodatek optymalnej ilosci S. Plazmina
otrzymana przez dzialanie optymalnej ilo$ci S na plazminogen nie
zwigkszala juz swej aktywnosci pod wplywem trypsyny, natomiast doda-
tek trypsyny do ukladu P + male stezenie S, powodowal dalszg aktywa-
cje (tablica 5).

3) Stwierdzono, ze w czasie dzialania trypsyny na plazminogen i to
zaré6wno w okresie narastania czynno$ci plazminy, jak i jej spadku, naste-
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puje przyrost produktéw hydrolizy biatka rozpuszczalnych w kwasie tréj-
chlorooctowym.

Poréwnanie przyrostu rozpuszczalnego w kwasie rownowaznika tyro-
zyny w ukladzie plazminogen-trypsyna i plazminogen-streptokinaza, uwi-
dacznia tablica 6. Jak wynika z tej tablicy przyrost rownowaznika tyro-
zyny jest znacznie wyzszy w uktadach zawierajacych trypsyne, niz w ukia-
dach zawierajgcych streptokinaze.

Dyskusja

Uzywane przez nas preparaty S i P choé znacznie oczyszczone,
(aktywnos¢ w stosunku do ilosci biatka kilkadziesiat razy wieksza w po-
réwnaniu z materialem wyj$ciowym) nie byly jednorodne elektrofore-
tycznie. Poniewaz brak dotad zupelnie czystych preparatow S i P nie
mozna wycigga¢ ostatecznych wniosk6w co do natury reakeji streptoki-
naza-plazminogen oraz mechanizmu inaktywacji plazminy, mozna je-
dynie wysuwaé¢ mniej lub wiecej ugruntowane hipotezy. Wobec rozbiez-
no$ci wynikéw znalezionych w piSmiennictwie postugiwaliSmy sie prepa-
ratami streptokinazy i plazminogenu, otrzymanymi réznymi metodami.
Stwierdzono rzeczywiscie pewne réznice w zachowaniu sie réznych pre-
paratéow zaréwno co do ich aktywnosci, szybkos$ci inaktywacji jak iproteo-
lizy. Dlatego to, do doswiadczen umieszczonych w tej pracy uzywano
preparatéw plazminogenu, otrzymanych metoda wlasna, i streptokinazy,
otrzymanej metoda opisana ma str. 89, w punkcie b).

Jak sie okazalo, poréwnanie preparatéw otrzymanych metoda
Kline’a i wlasna, wypadlo na korzysé tej ostatniej. Do zalet naszej metody
nalezy: 1) unikniecie liofilizacji frakeji III, 2) duze oczyszczenie prepara-
tow od tluszczéow i lipoprotein, 3) znaczne skrécenie czasu postepowania
i 4) lepsza wydajno$¢ przy rownym mniej wiecej stopniu oczyszczania.
Jako kryterium czynnosci fibrynolitycznej przyjeto wskaznik fibrynoli-

1000
tycznyf = — 5 gdzie t = czas lizy w sek. Sposéb oznaczania czyn-

no$ci fibrynolitycznej w czasie lizy lub jego odwrotnosci wydawal sie
stuszniejszy niz wyrazanie jej w jednostkach opartych na interpolacji
z krzywej rozcienczen, poniewaz stwierdza sie pewne réznice kinetyczne\
w ukladzie rozcienczonym i stezonym.

Utrzymanie standardowych warunkéw przy oznaczaniu aktywnosci
fibrynolitycznej P nastrecza do$é¢é znaczne trudnosci. Nalezy zaznaczyé, ze
$cisle poré6wnywalne moga byé¢ tylko wyniki uzyskane przy uzyciu jako
substratu fibrynogenu pochodzacego z tej samej serii produkeyjnej.
(Mozliwe jest przechowywanie fibrynogenu w zamrazarce przez okres kil-
ku miesiecy. Szklo uzyte do oznaczen winno byé wolne od §ladéw metali)
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(17). Ponadto spostrzezono, ze przekrdj probowki posiada pewien wplyw
_na szybko$¢ uplynniania sie skrzepu. Wreszcie zauwazono, ze mniejsza
rozkiezno$¢ pomiaré6w uzyskuje sie przyjmujac jako kryterium czas roz-
puszczania skrzepu w ciggu 10 minut a nie 30 minut, jak podaje w orygi-
nalnym przepisie Christensen (4). Przy zlym mieszaniu probki
w chwili wlewania fibrynogenu powsta¢ moze niejednorodny skrzep, co
zmienia wyniki pomiaréw. Ilo§¢ trombiny przy oznaczaniu nie wydaje sie
posiada¢ istotnego znaczenia.

Zasadniczym zagadnieniem, do ktérego nalezy sie ustosunkowaé na
podstawie przeprowadzonych badan jest kwestia, czy reakcja S + P ma
charakter enzymatyczny, czy stechiometryczny. Jak juz zaznaczono na
wstepie sprawa ta jest ciagle jeszcze przedmiotem dyskusji w piSmiennic-
twie. Analiza danych doswiadczalnych przemawia za naturg enzymatycz-
ng tej reakeji. W przypadku gdyby S tworzyta stechiometryczne polaczenia
z P, postulowane przez réznych autoréw (28), (34) optymalne stezenie S
potrzebne dla wytworzenia plazminy byloby rézne dla réznych stezen P.
Tymezasem jak wynika z wykresu 2 optymalne stezenie S jest jednakowe
dla réznych stezen P. Ponadto stwierdzono podobienstwo aktywacji
w temp. 37°C plazminogenu trypsyna do aktywacji streptokinazg (wy-
kres 1, 7).

Dos$wiadczenia nad aktywacja plazminogenu streptokinazg w tempera-
turze 10°C przemawiaja rowniez za enzymatyczng naturg tego procesu.
W tej temperaturze przy stalym stezeniu P, male stezenia S powoduja
powstanie takich samych ilosci plazminy jak duze stezenia, jednak po od-
powiednio dhuzszym czasie reakcji. ,,Pozorna stechiometrycznosé' reakeji
S + P w temp. 37°C mozna tlumaczyé naszym zdaniem tym, ze powstata
plazmina szybko inaktywuje sie w tej temperaturze. Moznaby tu szukaé
analogii z aktywacja trypsynogenu przez enterokinaze (20). Niektére
sprzecznos$ci w piSmiennictwie dotyczace mechanizmu dzialania S, tluma-
cza sie faktem zawartosci w preparatach S inhibitora, ktéry hamuje plaz-
mineg (tablica 1). Inhibitor ten jest bardziej cieplostaly od streptokinazy.
Przyjecie istnienia tego inhibitora tlumaczy fakt, dlaczego bardzo duze
stezenia S w ukladzie S + P, daja mniejszy efekt fibrynolityczny niz
mniejsze iloéci kinazy. Fakt ten jest zresztg opisywany przez wielu auto-
row (3), (9), (32).

Réwnolegle z powstaniem plazminy z plazminogenu przebiega reakecja
inaktywacji plazminy. Fakt ten dat sie zauwazy¢ we wszystkich prepara-
tach plazminy, powstalych droga aktywacji streptokinaza, a réwniez do-
tyczy on plazminy samoistnie aktywnej oraz powstalej przez aktywacje
plazminogenu, trypsyna.

We wszystkich doswiadczeniach zauwazono, ze im wieksza jest wyjscio-
wa czynno$¢ plazminy, tym szybciej nastepuje spadek jej aktywnosci
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w czasie inkubacji w temp. 37°C. Zjawisko to bylo niezalezne od ukladu
doswiadczenia z réznymi, zmiennymi, doprowadzajacymi do maksymalne;j -
aktywnosci (stezenie P, stezenie S, stezenie trypsyny, stezenie samoistnie
czynnej plazminy, pH, temperatura). Nie znaleziono substancji zapobie-
gajacej inaktywacji plazminy, ktéra by jednocze$nie nie hamowata czyn-
nosci fibrynolitycznej tego enzymu. Badane substancje (wykres 5) hamuja
zaré6wno czynno$¢ fibrynolityczna plazminy jak i jej inaktywacje. Sa to
inhibitory plazminy (siarczan miedzi) i jej substraty (kazeina, globina).

Inaktywacji plazminy towarzyszy przyrost niebialkowych produktéow
rozpuszczalnych w kwasie tréjchlorooctowym. Te wszystkie fakty skla-
niaja do wysuniecia hipotezy, ze inaktywacja plazminy jest procesem en-
zymatycznym. Mechanizm tej inaktywacji ttumaczylaby koncepcja istnie-
nia w preparatach plazminy dwu enzymoéw — jednego o czynnosci fibry-
nolitycznej, drugiego o czynnosci proteolitycznej: wzajemne oddzialywa-
nie tych dwoch enzyméw prowadzitoby do inaktywizacji (6), (25), (26), (33).

We wszystkich do$§wiadczeniach stwierdzono przyrost rozpuszczalnej
w kwasie trojchlorooctowym tyrozyny i to zaré6wno w czasie narastania
aktywnos$ci w uktadzie S i P, jak i w miare spadku aktywnosci plazminy
aktywowanej samoistnie i streptokinazg. Wobec zlozonosci ukladow
doéwiadczalnych i niejednorodnosci preparatéow, nie mozna okreslié, skad
pochodzi przyrost niebiatkowych produktow.

Z opisanych obserwacji mozna wyciaga¢ pewne wnioski dotyczace me-
todyki oznaczania streptokinazy, plazminogenu i plazminy: 1) optymalny
czas inkubacji plazminogenu i streptokinazy powinien wynosi¢ od 3 —
5 minut., w temp. 37°C; 2) optymalne stezenie streptokinazy wynosi od 100
do 800 jednostek na 1 ml; 3) przy oznaczaniu jednostek plazminy i strepto-
kinazy powinnc sie przyja¢ jako kryterium krotkie czasy lizy (10 min.);
4) przy poréwnawczym oznaczaniu aktywnosci preparatéow plazminogenu
nalezy uwzglednié stopien ich oczyszczenia, gdyz towarzyszace biatka mo-
ga wplywaé w spos6b nieswoisty na wynik oznaczenia fibrynolizy.

Streszczenie

I. Otrzymano wlasng metoda preparaty plazminogenu i streptokinazy.

II. Badano kinetyke reakcji pomiedzy plazminogenem i streptoki-
naza
III. Obserwacje i wnioski:

1. Optymalne stezenie streptokinazy wynosi od 160 do 800 jed. na 1 ml
Przy nadmiarze i niedomiarze streptokinazy powstaje mniejsza czyn-
no$¢ plazminy.
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Mniejsza aktywnosé plazminy przy stosowaniu do aktywacji plazmi-
nogenu nadmiaru streptokinazy jest uwarunkowana obecno$cig inhi-
bitora w preparatach streptokinazy. ;
Optymalny czas reakeji streptokinazy z plazminogenem przy inkuba-
cji tych substancji wynosi, zaleznie od ich stezenia od 0 do 20 minut
(temp. 37°C).
W nizszych temperaturach (10°C) aktywacja plazminogenu strepto-
kinaza przebiega znacznie wolniej niz w temp. 37°C.
W czasie reakeji streptokinazy z plazminogenem stwierdzono przyrost
tyrozyny rozpuszczalnej w kwasie tréjchlorooctowym.
Plazmina szybko ulega inaktywacji w temp. 37°C.
Szybkosé inaktywacji plazminy jest wprost proporcjonalna do wyj-
Sciowej jej aktywnosci.
W temperaturach 10 i 20°C szybko§¢ inaktywacji plazminy jest
mniejsza niz w temp. 37°C.
Optimum pH dla inaktywacji plazminy lezy w zakresie pH 7,5 — 8,1
tj. przy pH optymalnym dla aktywnosci plazminy.
Inaktywacji plazminy towarzyszy réwniez przyrost tyrozyny rozpusz-
czalnej w kwasie trojchlorooctowym.
Obecno$é biatek takich jak kazeina i globina chroni plazmine od
inaktywacji, hamujac jednocze$nie czynno$é¢ fibrynolityczna plaz-
miny.
Dodatek CuSO4 (2.10* M) hamuje czynno$¢ plazminy i zarazem
zapobiega czeSciowo jej inaktywacji.
Streptokinaza inkubowana razem z plazminogenem stopniowo traci
swg czynnos¢.
Poréwnano kinetyke aktywacji plazminogenu streptokinaza i tryp-
syna.
W dyskusji wysunieto hipoteze robocza dotyczaca mechanizmu akty-
wacji plazminogenu i inaktywacji plazminy. Wypowiedziano sie za
enzymatyczng natura obu proceséow.

Podziekowanie

Autorzy dziekuja laborantce Teresie Teper za techniczng wspoélprace.
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TINIASMUMHOTEH M ITIJIIA3SMUH

I. McenepoBauus AaKTMBaLMM IJIa3MMHOr€Ha M aKTUBM3auMsa IJia3MMHA

Pezwwme

I. IIyrem cobeTBeHHOro MeToza MOJIyYeHbI MpPenapaThl IJIa3MMMHOTeHA
M CTPEINITOKMHA3a,

II. MccnemoBanach KMHETMKA peakuMu MeXAYy IJIa3MUHOr€HaMM
M CTPENTOKMHAZ0M.

III. HabaroaeHus u BHIBOABI::

1) onTMMasNbHAA KOHIEHTPALMsA CTPENTOKMHA3a JEXKUT B Ipejesax
or 160 mo 800 ex. ma 1 mu. Ilpu m3bbITKE M HEAOCTATKE CTPEIITOKMHA3A
BO3HMKAeT yMEHbIIIEHHasaA aKTUMBHOCTD IJIa3MMHA;
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2) MeHbIlIasg aKTMBHOCTB IUIa3MMHA NPYU INPUMEHEHMM, JJIA aKTUBALMM
NIa3MMHOreHa, M30bITKa CTPENTOKMHA3a 00yCI0BIAMBAETCA HAIMIMEM MHIU-
OouTopa B IpernapaTax CTPeITOKMHA3a;

3) onTMMaJIbHAA IIPOJIOJIXKUTEJILHOCTh PEAKLMM CTPENTOKMHA3A C IIa3-
MMHOTE€HOM IIpM MHKYOAalMy 9TMX BEIeCTB 3aKJIOYaeTCA B 3aBUCHMMOCTH
OT MX KOHLEHTpaumy, B npezenax ot 0 zo 20 muuyT (1. 37°C);

4) B Hu3mmx remreparypax (10°C) akTMBaums IJIa3MMHOI€Ha CTPEITO-
KMHA30M IIPOTEKAaeT 3HAYMTEJIBHO MeJIeHHee, yeM npu T.37°C;

5) BO BpeMsA peaklyy CTPENTOKMHA3a € IJIa3MMHOTE€HOM OOHapyzKeHO
ObLI0 IIpMpaleHNe PacTBOPMMOrO B TPUXJIOPYKCYCHOM KMCJIOTE MMPO3MHA;

6) mIasmMyH GBICTPO MOABEPraeTCs MHAKTUMBUPOBAHMIO B T. 37°C;

7) CKOPOCTH MHAKTMBUPOBAHMA IIJIA3MMUHA ITPAMO-TIPOIIOPIMOHAJIbHA €ro
MCXOJHOM aKTUBHOCTH,

8) B remneparypax 10°C 1 20°C ckOpoCTh MHAKTMBMPOBAHMUA IIJIa3MMUHA
MeHblIe, yeM B Temneparype 37°C;

9) onmtmmym pH [aa MHAKTMBMPOBaHMSA ILIa3MMHA JIEXKUT B IIpeje-
aax pH 7,5 — 8,1, T.e. IpM1 ONTMMAJIBLHOM JAJIA aKTMBHOCTM IUIa3MuHa pH;

10) MHaRTUBMPOBAHMIO IJIa3MMHA COILYTCTBYET TaKzKe IpupalieHune mm-
pa3uHa, pacTBOPUMOrO B TPUXJIOPYKCYCHOI KMCJIOTE;

11) Hasmume Takux GENKOB, KaK Ka3eMH M IVIOOMH IpeaxpaHAeTr Iia3-
MMH OT MHAKTMBMPOBAHMA, TOPMO3A OJHOBPEMEHHO (PUOPMHOIUTUYECKYIO
JIeATENBHOCTD TJIa3MMHA.

12) mobaBaenme CuSOi: (2.10*M) TOpPMO3UT aKTMBHOCTH ILIa3MMHA
M OZHOBPEMEHHO IIPEJOTBPAlaeT YaCTMYHO €ro MHAKTUBALMIO;

13) cTpenTokMHA3 MHKYOMpPOBaHHBI BMECTE C IIa3MMHOIE€HOM IIOCTe-
IIEHHO TepPAET CBOI0 aKTMBHOCTB;

14) nmpousBefieHO CpaBHEHME KMHETMKM aKTHMBalUMM IJIA3MMHOrE€Ha I10-
CPEeJICTBOM CTPENTOKMHA3a M TPUIICHHA;

15) B muckyccum obeyzkpaanach paboyas ruroresa, Kacamljascsa Mexa-
HM3Ma aKTUMBUPOBAHMA IUIA3MUHOTEHA M MHAKTUBMPOBAHMA IJIa3MMHA. Bbl
YCTaHOBJIEH 9H3MMaTUYECKMII XapakTep 000MX IIPOLECCOB.

PLASMINOGEN AND PLASMINE

Summary

I. Plasminogen and plasmine preparations were obtained by the
auvthors original method.

I1. 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) Smaller plasmine activity, while using an excess of streptokinase
for plasminogen activation, was caused by the inhibitor present in the
streptokinase preparations.

3) Optimal streptokinase-plasminogen reaction time during the in-
cubation of these substances varies from 0 to 20 minutes (at 37°C.), de-
pending on the concentration of the reagents.

4) At lower temperature (10°C) plasminogen activation by streptokina-
se is much slower than at 37°C. ,

5) During the streptokinase-plasminogen reaction an increase of
tyrosine soluble in trichloroacetic acid, was noted.

6) Plasmine was quickly inactivated at 37°C.

7) The inactivation rate of plasmine is proportional to its original acti-
vity

8) At 10° and 20°C. the inactivation rate of plasmine is not as grea;
as at 37°C.

9) The optimum pH for plasminogen inactivation lies befween 7.5 and
8.1, resembling that of plasmine activity. -

10) Inactivation of plasmine is associated with an increase of tyrosine
soluble in trichloroacetic acid.

11) Such proteins as casein and globin protect plasmine from inacti-
vation, inhibiting at the same time the fibrynolytic activity of plasmine.

12) An addition of CuSO4 inhibits plasmine activity and partially pre-
vents its inactivation.

13) Streptokinase incubated with plasminogen loses its activity
stepwise.

IV. The kinetics of trypsin and streptokinase activation of plasmino-
gen were compared.

V. A working hypothesis was suggested on the activation mechanism
of plasminogen. The enzymatic character of both processes seemed the
most probable to the authors.
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PLAZMINOGEN I PLAZMINA

II. WEYW JONOW METALI NA CZYNNOSC PLAZMINY

Z pracowni Biochemii Klinicznej Instytutu Hematologii,
Kierownik pracowni: Doc. dr F. Kowalski

Dyrektor Instytutu: Doc. dr A. Trojanowski

Wstep

Celem niniejszej pracy bylo badanie zachowania si¢ plazminy wobec
jonéw réznych metali. Zagadnienie to nie bylo dotad przedmiotem badan
za wyjatkiem spostrzezenia Rosenmanna (9) o hamowaniu fibryno-
lizy w ukladzie nieoczyszczonym przez chlorek cynku.

W pracy naszej stwierdziliSmy hamujacy wplyw jonéw réznych meta-
li ciezkich na plazmine. Najsilniejszymi inhibitorami okazaly si¢ sole mie-
dzi i zlota. Mechanizm dzialania jonéw metali na plazmine starano sie
pozna¢ blizej na przyktadzie soli miedzi.

Material i metody

1. Fibrynogen, trombine, plazminogen (P) i trypsyne otrzymano jak
w poprzedniej pracy (5).

2. Do aktywacji plazminogenu uzywano preparatu streptokinazy (S) -
,Distreptazy* produkcji Warszawskiej Wytwérni Surowicy i Szczepionek.

3. Czynnoéé fibrynolityczng mierzono jak poprzednio (5), wyrazajac
wyniki we wskazniku fibrynolitycznym f = g) sek.

4. Bufory. Doswiadczenia wykonywano badz w ukladach zawieraja-
cych bufor boranowy o pH = 7,8 badz weronalowo-octanowy w zakresie
pH od 6,25 do 9,2 izotoniczny z osoczem (7), badz w ukladach niebuforo-
wanych, jedynie doprowadzonych do pozagdanego pH za pomoca NaOH
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{ HCl. Doswiadczenia z solami srebra rteci i olowiu przeprowadzono
w Srodowisku nie zawierajgcym jonéw CL

5. Badanie hamujacego wplywu jonéw metali. Badania te przeprowa-
dzono w ukladzie:

0,25 ml streptokinazy (200 jedn/ml).

0,25 ml plazminogenu 3 min. inkubacji w 37°C
0,25 ml roztworu soli danego metalu lub
buforu 3 min. inkubacji w 37°C

0,1 ml 0,1 % trombiny

0,8 ml 0,25% fibrynogenu )

Czas rozpuszczenia skrzepu mierzono od momentu wlania fibrynoge-
nu. Stopien zahamowania plazminy wyrazano przez poré6wnanie wskazni-
ka fibrynolitycznego probki kontrolnej ze wskaznikiem fibrynolitycznym

’00'—1——1

-

8

—

2

.._r___;_
3

Homowanie % ———
8

S

gﬂuﬂa/fglnfdl/lglli lo|fe {Mg Ca Mn Ba

Rys. 1. Hamowanie plazminy w % przez jony réinych me-
tali (koncowe stezenie molowe metalu w ukladzie 3,3 10-# M)

probki zawierajacej jony badanego metalu. Wszystkie stezenia metali sa
podane w niniejszej pracy w molach i dotycza ukladu: streptokinaza -+
plazminogen -+ metal. Wyniki do$wiadczen kontrolowano przez piecio-
krotne powtdrzenie do$wiadczenia. Oznaczenia przeprowadzano w po-
dwdjnych prébkach. Roznice odczytow pomiedzy poszezegblnymi prébami
nie przekraczaly 10% wskaznika fibrynolitycznego.

. Czeé$¢ dosuiadczalna

1. Wplyw soli réznych metali na czynno$é¢ plazminy. Jak wynika z wy-
kresu 1, stwierdzono, ze sole nastepujacych ciezkich metali w duzych roz-
cienczeniach hamuja plazmine: Au'*" (chlorek zlota), Cu'" (siarczan
miedzi), U**"** (octan wuranylu), Hg" (octan rteci, chlorek rteci),
Ag’ (azotan srebra), Ni* (siarczan niklu), Zn'* (octan cynku, siarczan
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cynku), Cd* (siarczan kadmu). Stezenia soli metali, przy ktérych uzyski-
wano 50% hamowania plazminy byly rzedu 10—* M. Znacznie mniejsze
dzialania hamujace wykazaty sole Co’* (siarczan kobaltu) i Fe®** (siarczan
amonowo-zelazowy), odpowiednie wartosci dla tych metali wynosily oko-
to 10—°M, oraz sole Mn' (siarczan manganu), Al"* (chlorek glinu),
Pb** (octan otowiu). Rzad odpowiednich wartosci wynosit 10— M. Nalezy
zaznaczy¢, ze dzialanie hamujace soli tych ostatnich metali wiazalo sie
niewatpliwie z wytraceniem plazminy, ponadto interferowaly one wy-
raznie z Kkrzepnieciem fibrynogenu, denaturujac i wytracajac niekiedy -
fibrynogen. Natomiast jony metali, hamujace plazmine w stezeniu 10—* M,
nie wplywaly w tym stezeniu na krzepniecie, plazmine za$§ wytracaly
dopiero przy znacznie wigkszych stezeniach (powyzej 10— M).

Praktycznie nie stwierdzono hamujgcego dzialania soli Ba'™ (chlorek
baru) i Mg™ (chlorek magnezu); Ca'* (chlorek wapnia) nieznacznie ha-
muje dopiero w stezeniu 10~! M. Nie znaleziono natomiast jonu metalu,
ktéry by aktywowal plazmine. Stwierdzono réwniez, ze czynnos¢ tego
enzymu po dializie wobec wody destylowanej w niskiej temperaturze
jest w zupelno$ci zachowana.

Stwierdzono, ze sole miedzi, cynku, kadmu i rteci hamuja przy ana-
logicznych stezeniach plazmine samoistnie czynna, jak i plazmine aktywo-
wzng streptokinaza. Nie obserwuje sie natomiast hamujacego wplywu
odpowiednich stezen miedzi na fi-
brynolityczng czymno$é trypsyny. a0

2. Wplyw niemetalowych in-
hibitoréw i aktywatoréw na czyn-
nos§¢ plazminy. Celem stwierdze-
nia czy hamujgce dzialanie soli
metali zalezy od zablokowania
grup SH lub od wplywu na inne
grupy czynne, zbadano wplyw in-
nych inhibitorow i aktywatorow
na czynnos$¢ plazminy.

Stwierdzono, ze inhibitory grup
SH, jak amid kwasu monojodooc-

Hamowanie % —
S * 3

S

i w3 0 07M Cu
fowego (S.tezema Od 3,' 10 M), wo- Rys. 2. Hamowanie plazminy przez miedZ
da utleniona (stezenia 3.107 M), zaleznie od jej stezenia molowego w ukla-
salirgan, neoarsfenamina (stezenia dzie

3.10*M) nie hamujg plazminy.

Roéwniez dotyczy to inhibitoréw grup aminowych, takich jak formalina
w stezeniu nizszym niz 3.102M. Cjanek potasu (stezenia 3.102M) ani
cysteina (stezenia 5.102 M — 3.10° M) nie powoduja zahamowania ak-
tywnosci plazminy. Natomiast albumina surowicy ludzkiej, wersen (ste-
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112 E. KOWALSKI, Z. LATALLO, S. NIEWIAROWSKI 4

zenia 102 M — 10° M) i w mniejszym stopniu dietyloditiokarbaminian
sodu aktywuja czynno$¢ plazminy (wykres 5c).

3. Wplyw réznych stezen jonu Cu’’ na czynno§é plazminy. Jak wy-
nika z wykresu 2 stezenie jonu miedzi, catkowicie hamujace plazmine wy-
nosi 10-* M. Hamujacy wplyw jonéw miedzi zanika w tym ukladzie przy
stezeniu 10-° M.

4. Wplyw czasu inkubacji z solami miedzi na czynnoéé plazminy.
Hamujgce dzialanie soli miedzi na plazmine przejawia sie natychmiast po
zmieszaniu obu substancji. Dalsza inkubacja jonéw metali z plazming nie
powoduje wiekszego zahamowania jej czynno$ci w poréwnaniu z plazmi-

!

50
w 0
8|
) _g“”
g/ﬂ
€
20 g so
b7}
- B Lu
! % b7} /
0 0125 025 f 05 a’s 1 % plozming — - |
s s =« —-~ Fibrynagen 05%
k-plozmin bez miegy @020 ee——- . Q5%
Cu-plozming +(u™3-10 M o Q5%
Rys. 3. Wplyw zmiany stezenia Rys. 4. Hamowanie plazminy w %
substratu na hamowanie plaz- zaleznie od réznych stezen enzymu
miny miedzig i substratu przy stalym stezeniu
(f — wskaznik fibrynolityczny miedzi = 3,3X<10-4 M (100% plazmi-
1000 X ny oznacza stezenie wyjSciowego
t sok) roztworu o zawartoéci 1% biatka)

na nie zawierajaca soli metali, ktéra jak wiadomo ulega samorzutnej
inaktywacji. Rowniez czas inkubacji soli miedzi z plazminogenem i strep-
tokinaza nie ma wplywu na stopien zahamowania plazminy.

5. Wplyw stezenia substratu i enzymu na hamowanie plazminy sola-
mi miedzi. Przebadano wplyw soli miedzi na czynnoé¢ plazminy przy ste-
zeniach fibrynogenu od 0,125% — 1%. Wzrostowi stezenia fibrynogenu,
jak wynika z wykresu 3, towarzyszy zmniejszenie stopnia zahamowania
plazminy, co przemawialoby za wspoélzawodnictwem dwu bialek o metal.
Hamowanie solami miedzi, zalezy réwniez od stezenia plazminy. Przy
zmniejszaniu siezenia plazminy i stalym stezeniu soli miedzi, stopien za-
hamowania czynnos$ci fibrynolitycznej nieco si¢ zwieksza, co przemawia
za stechiometryczna natura hamowania (wykres 4).
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Powyzsze dane tlumacza niewielkie réznice zalezne od kolejno$ci mie-
szania ze soba substancji reagujacych. W wypadku dodania soli miedzi
do fibrynogenu, hamowanie jest nieco mniejsze, niz w wypadku dodania
soli miedzi do plazminy, aczkolwiek stezenia miedzi w obu ukladach sa

jednakowe.

7 y/4
7 BN\
iy
r
ob | A LN
I Cystewna 5-10°M
0t
% I CGysteina 5-10°M
7 D Kontrola bez miedzi
,/A » - - [ys‘m
#f ' Plazming + Cu ™10 M
(Plazmina +(u”) +cysteina

Rys. 5a. Reaktywacja plazminy hamowanej miedzia przez

rézne stezenia cysleiny (f — wskaznik {ibrynolityczny
1000
sek)
Qu"]5-107M oy
p % u10~°M
©r [ il )4
2 - Z |
i %ZZ néé %é ”éx
%%% i, 1S
7 %%
0 é%% %é;/
éaé/ é%%é
D Kontrola bez miedzi Plazmina +(Wers+(u") ./
@ Plazmina + (u™ g (Plazmina +Cu”)) + Wersen o
I-310 I-n7 IM-3-1073  IV-10"mola wersenu

Rys. 5b. Ochrona i reaktywacja plazminy hamowanej miedzig przez wersen w roz-
nych stezeniach: 1) do plazminy dodano miedz uprzednio zmieszang z wersenem,
2) wersen dodano po inkubacji z miedzig. Czas inkubacji z miedzia 3 min,

8 — Acta Biochimica Polonica
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6. Odwracalno§é hamowania i ochrona przed hamowaniem solami
miedzi. Hamowane plazminy solami miedzi jest reakcja odwracalna. Do-
datek wersenu, cysteiny lub dietyloditiokarbaminianu sodu do ukladu:
plazmina -+ miedZ, przywraca wyjsciowa czynno$¢ plazminy, o ile czas
inkubacji powyzszego ukladu nie przekroczyt kilku minut. Stezenie czyn-
nika, znoszacego hamowanie, musi by¢ przynajmnie) dziesieciokrotnie
wieksze od stezenia inhibitora (wykres 5, a, b). Po dluzszym czasie inku-
bacji ukladu plazmina + miedz nie udalo sie¢ ndzyska¢ wyjsciowej czyn-

nosci po reaktywacji wersenem, co

i
mozna tlumaczy¢ samorzutng inakiy-

60F ] V4
W? wacja plazminy. Stwierdzono, ze plaz-
50l 2% mina inkubowana bez miedzi w 37°C
r F‘ I szybko traci swa czynnos¢, za$ dodatek
N wersenu gorzej reaktywuje taka plaz-
% b S
\ mine inkubowang solami miedzi (5).
% W Stwierdzono takze, ze dodatek al-
-] /?,, \ buminy osocza ludzkiego do omawiane-
% \ go ukladu powoduje zmniejszenie za-
u 7 hamowania plazminy; efekt ten jest
% AN $cisle zalezny od stezenia dodanych al-
10 % bumin.
2 \ \ TAlbuming 4% Dodatek siarczanu miedzi w steze-
4 SBN7 . 7% niu od 2,5.10*M — 10*M do ukladu:
osocze + streptokinaza + trombina nie
D Plazmina kontr v
D Plazmina + albuminy (bez miedz) 50
£ Ploem.+0u75-104M
Plazmina + albuming + Cu 7510 M 40t 0
n
Rys. 5c. Wplyw dodatku albumin 0
na aktywno$§¢ plazminy i jej zaha-
mowanie przez miedz 1
20
0 - Kontrola
Rys. 6. Hamowanie plazminy przez I-2507*
mied zaleznie od pH (f p— wskai- w 1-t710™
nik fibrynolityczny 10(']9 sek) e
2 A W 4% &

powodowal zahamowania fibrynolizy, prawdopodobnie na skutek ochron-
nego dzialania bialek.
7. Hamowanie plazminy jonami miedzi w zaleznoSci od pH (wy-

kres 6).
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Stwierdzono, Ze stopniowe zmniejszanie pH Srodowiska, poczawszy
od pH 7,5 powoduje zwiekszanie stopnia zahamowania plazminy mie-
dzia !). Efekt ten wystepuje wyrazniej w ukladach niebuforowanych,
a doprowadzonych do odpowiedniego pH dodatkiem rozcieniczonego NaOH
lub HCI, niz w uktadach zawierajacych bufor weronalowo-octanowy o za-
cdanym pH.

Dyskusja

W przeprowadzonych do$wiadczeniach stwierdzono hamujace dziala-
nie wielu metali ciezkich, przy czym wydaje sig, ze natezenie hamowania
przez jony danego metalu stoi w pewnej zalezno$ci od miejsca, jakie zaj-
muje on w szeregu napieciowym metali. Przy prébie ttumaczenia dziata-
nia metali na enzymy nasuwa si¢ w pierwszym rzedzie ewentualny ich
wplyw na grupy SH, jak to udowodniono dla szeregu enzyméw. Wydaje
sie, ze w wypadku plazminy mozna wylaczy¢ wplyw metali na grupy SH.
Caly szereg specyficznych inhibitor6w tych grup jak np. organiczne po-
laczenia arsenu i rteci, amid kwasu monojodooctowego, woda utleniona
nie hamuja czynnosci plazminy. Najbardziej prawdopodobnym tluma-
czeniem hamowania jonéw metali jest przyjecie niespecyficznosci ich
dzialania. Stwierdzono, ze jony niektérych metali hamujace plazmine,
w wyzszych stezeniach wytracaja ten enzym. Wytracony enzym moze
byé po odwirowaniu i rozpuszczeniu w wersenie prawie catkowicie reak-
tywowany. Wynika stad, ze proces wytracania jest odwracalny i nie pro-
wadzi do denaturacji biatka. Nasuwa sie przypuszczenie, ze wytracenie
enzymu i jego hamowanie w roztworze przez sole metalu jest jednym
i tym samym procesem, polegajacym na agregacji czasteczek enzymu.
Mozna sobie wyobrazi¢, ze sole metalu lacza sie z grupami karboksylo-
wymi i w ten sposéb powoduja jego agregacje.

Coo CO0 — Cu— 00C_

Bialko + Cu- > Bialko Biatko

X /

NH;, NH, NH;

Takie polgczenie sie z grupami prawdopodobnie niefunkcjonalnymi
enzymu mogloby by¢ bez efektu na czynno$é enzymatyczna, dopdki nie
jest zajeta duza liczba grup karboksylowych lub nie zachodzi znaczna
agregacja. Podobne zjawisko opisano przy acetylowaniu pepsyny. W tym
wypadku pepsyna traci aktywno$é dopiero wéwcezas, gdy wprowadzono
pewna ilosé grup acetylowych (3).

1) Jeszcze bardziej efektowne wyniki uzyskano w do$wiadczeniach z hamowa-
niem jonami zlota.
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Jak wida¢ z wykresu 6, obnizenie pH zmniejsza aktywnosé¢ plazminy,
co mozna by wigza¢ z agregacja czasteczek w miare zblizania sie do
punktu izoelektrycznego. Przy hamowaniu metalem w nizszym pH na-
kladaja sie oczywiscie oba efekty hamowania.

W takim ujeciu dzialanie metalu na enzym mogloby by¢ reakcja jo-
nowa zachodzgca wedlug prawa dzialania mas. Szybkos§¢ wigzania sie soli
metali z enzymem oraz zaleznos¢ hamowania od stezenia obu skladnikow
reagujacych, potwierdza te hipoteze.

Nalezy zaznaczy¢, ze podobna hipoteze sformulowal Dounce (2)
odno$nie dzialania uranu na fosforylaze i trombine.

Fibrynogen, albumina i cysteina posiadaja zdolno$¢ wigzania jonow
metali i dlatego w ukladach zawierajacych te substancje istnieje wspoéi-
zawodnictwo o metal miedzy nimi a enzymem. Dlatego tez substancje te
czeSciown chronig enzym od inaktywacji metalami. Ochronny wplyw
biatka tlumaczy brak hamowania miedzig fibrynolizy w pelnym osoczu
oraz pewne réznice w hamowaniu zalezne od stopnia oczyszczenia pre-
paratu.

Kolejno$é dodawania enzymu, metalu i substratu w stezeniach uzywa-
nych w naszych ukiladach doswiadczalnych nie odgrywa istotniejszej roli,
gdyz wytwarza sie tak szybko rownowaga miedzy nimi, ze réznice w dzia-
laniu nie sa istotne. Natomiast biatko dodane w znacznym nadmiarze
chroni enzym od trujacego dzialania metalu.

W nieumieszczonych w czeéci doswiadczalnej badaniach zajmowano
sie wplywem jonéw metali na streptokinaze oraz na proteolityczne dzia-
lanie plazminy. Niektére jony metali hamujg réwniez czynno$é¢ strepto-
kinazy, a w wyzszych stezeniach wytracaja ja. Badania te beda tematem
osobnego doniesienia.

Wedlug Smitha (10) trypsyna, chymotrypsyna i pepsyna nie wy-
magaja obecno$ci jonow metalu, warunkujacych ich dzialanie. Natomiast
niektére enzymy tkankowe i roslinne (katepsyny i papainy) sa aktywowa-
ne cysteing i cjankiem, a hamowane jonami metali, ktére blokuja grupy
SH katepsyn i papain (6).

Dzialanie peptydaz z kolei jest uwarunkowane przez sole metali (Zn,
Co, Fe, Mn, Mg). !

Wedlug tej klasyfikacji plazmine mozna by zaliczy¢ do tej same]j grupy
enzyméw proteolitycznych, co trypsyne. Prawdopodobnie jednak istnieje
szereg roznic w zachowaniu sie trypsyny, chymotrypsyny i plazminy wo-
bec jonéw réznych metali. Jakby wynikalo z badan Neuratha (8).
prowadzonych na syntetycznych substratach, Cd**, Mn", Co™* nieco wzma-

1) Odmienny poglad na to zagadnienie reprezentuja Bresler i Rosen-
zweig (1), wg ktérych kofermentem chymotrypsyny jest Mg, a trypsyny Cr.
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gaja, a Hg", Zn", Cu’” hamujg czynno$§¢ trypsyny i chymotrypsyny.
W naszych doéwiadczeniach jony miedzi (stezenie 10—*M) nie hamowaly
a nawet aktywowaly czynnos$¢ fibrynolityczna trypsyny. Sprawa ta wy-
maga dalszych badan przy uwzglednieniu wplywu jonéw metali na czyn-
no$¢ plazminy wobec syntetycznych substratow (tj. estrow argininy
i lizyny) i przy szerszym uwzglednieniu wplywu soli metali na hydrolize
trypsynowa substratéw biologicznych.

Sprawa wplywu jonéw metali na fibrynolize w Zzywym organizmie wy-
maga oddzielnych badan. Jest faktem godnym zastanowienia, Zze niektére
preparaty najsilniejszych inhibitoréw plazminy tj. miedzi i zlota sg sto-
sowane w leczeniu choroby go$écowej. Staje sie to tym bardziej intere-
sujace, ze streptokinaza i niektére enzymy proteolityczne okazaly sie
zdolne do wywolania podobnych zmian w mig$niu sercowym, jakie spo-
tykemy w gosccu (4).

Streszczenie

Badano wplyw jonéw réznych metali na czynno§é plazminy, uzyska-
nej droga aktywacji streptokinaza oczyszczonych preparatéw plazmino-
genu.

Stwierdzono hamujacy wplyw jonéw nastepujacych metali: Au**’, Cu'’,
U, Hg', Ag’, Ni*", Zn", Cd"", przy czym stezenie, przy ktérych uzyski-
wano 30%y hamowania plazminy byly rzedu 10—*M. Stwierdzono, ze wer-
sen aktywuje plazmine, za$ zwiazki blokujace grupy SH nie hamuja jej
czynnoSci.

Wykazano, ze hamowanie plazminy jonami miedzi jest reakcja odwra-
calna, zalezng od stezenia inhibitora, enzymu i substratu oraz pH.

Omoéwiono przypuszczalny mechanizm dzialania jonéw metali na
plazmine.
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IIJIABMUHOTI'EH M ITJIASMUH

II. BiManMe MOHOB METAJJIOB HA AKTHBHOCTL ILIA3MMHA

Pes3zwowme

VcenenoBasiock BJIMAHME MOHOB Pa3JIMYHBIX METAJIJIOB Ha aKTUMBHOCTH
IIa3MMHA, TTOJYYEHHOro IIyTeM aKTUMBALMM CTPENTOKMHA30M OYMIIEHHBIX
IpernaparoB IJIa3MMHOreHa.

JlokazaHO TOPMO3AIIee AeHCTBHE MOHOB CJIEAYIOIMX MEeTaJJIOB:

Cu-, U+, Hg, Ag:, Ni*;, Zn-, Cd", npuyeM KOHLUEHTpaLMMA IPHU KOTO-
PBIX noJydasiock 50%0 3aepaRKy IIa3MMHA, PUHAAJIeRaMM K pagy 10-*M.

Jloka3aHO, YTO BepCeH aKTUBUPYET ILIa3MMH, TOTZa Kak OJIOKMpYIOLIMe
coeayHeHua rpymnibl SH He TOPMO3AT ee aKTMBHOCTM.

JokazaHo, 4yTO 3aZiep’KKa IIJIa3MMHA MOHAMM MEAM SBJAETCA 0OpaTHOM
peakumesi, 3aBMCHMMOIf OT KOHLIEHTpauMyu MHrubuTopa, sH3uMa u cyberpara,
a Takxe u or pH.

OGcy2xzasncs npearonaraeMblii MEXaHU3M BO3/IECTBUA MOHOB METAJLJI0B
Ha IJIa3MuH.

PLASMINOGEN AND PLASMINE

II. Influence of metallic ions on activity of plasmine
Summary

The effect of various metallic ions on plasmine activity was investi-
gated — the plasmine being obtained from purified plasminogen prepa-
rations activated by streptokinase. The following ions inhibit plasmine
activity: Au®**, Cu™, U*****, Hg", Ag’, Ni', Zn*", Cd"* 50 percent inhibi-
tion is attained at 10~'M concentration. Versen activates plasmine while
the reagents which block SH groups do not show any inhibitory action.

The inhibition of plasmine by cupric ions is a reversible reaction, de-
pending on the concentration of the inhibitor, the enzyme and the sub-
strate; it relies also upon pH.

The possible mechanism of metallic ion action on plasmine is discussed.

http://rcin.org.pl



A/C T 7A: B 1 O 'CHENE RNENCHAL "PROELTO I NUTAC

Vol. III 1956 No 1

WITOLD DRABIKOWSKI

ZAWARTOSC KREATYNY I FOSFOKREATYNY
W NARZADACH ZABY

Zahlad Biochemii Instytutu Biologii Do;‘wiadczalnej im. Nenchiego
Kierownik prof. dr W!. Niemierko

Warszauwa, ul. Pasteura 3

Od czasu klasycznych prac Fiske i Subbarow (14) i Eggle-
ton’6 w (8) wiadomo, ze fosfokreatyna stale wystepuje w miesniach kre-
gowcow. Ponadto stwierdzono jej obecno$¢ w ukladzie nerwowym (18),
w elektrycznych organach ryb (3), w plemnikach (8, 17), oraz w jajach
zabich (31). W innych narzadach sprawa wystepowania fosfokreatyny nie
byla pewna.

Dawniejsze metody jej wykrywania polegaly gléwnie na oznaczaniu
fosforu. Z réznicy miedzy tzw. fosforem labilnym a fosforem ,,prawdzi-
wie” nieorganicznym, stragcajacym sie magnezem lub wapniem obliczono
ilos¢ fosforu pochodzacego z rozpadu fosfokreatyny. W wypadku niskiego
stezenia fosfokreatyny roéznice te byly bardzo nieznaczne i uzyskana
warto§¢é P-fosfokreatyny mogla by¢ obarczona duzym bledem. Dlatego
podawane przez niektérych autoré6w dane dotyczace wystepowania $lado-
wych ilosci fosforu fosfokreatyny w réznych narzadach byly poddawane
w watpliwos¢ i na ogét przyjmowano, ze wystepujaca wszedzie w niewiel-
kim stezeniu kreatyna znajduje si¢ w stanie wolnym.

W ostatnich latach proécz zastosowania chromatografii bibulowej do
rozdzialu fosfokreatyny i kreatyny (12) opracowano dwie dokladne, a za-
razem czule metody, pozwalajace na wykrycie bardzo nieznacznych iloSci
fosfokreatyny. Jedna z tych metod (Aleksiejewa (2)) polega na ozna-
czaniu kreatyniny powstalej z fosfokreatyny w wyniku dzialania kwasu
molibdenowego. Wolna kreatyna nie daje kreatyniny w tych warunkach.
Druga metoda opiera sie na opracowanej przez Eggletona i wsp. (9)
oraz Ennora i Stockena (10) kolorymetrycznej metodzie ozna-
czania kreatyny w reakcji z dwuacetylem i a-naftolem. Reakcja ta jest
specyficzna dla N,N’ — asymetrycznych dwupodstawionych pochodnych
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guanidyny z wolna druga grupa aminowg (21). Fosfokreatyna reakcji tej
wiec nie daje, a alkaliczne $rodowisko w trakcie oznaczania zapewnia
jej stabilno¢é. Ennor 1 Rosenberg (11) przystosowali powyzsza
metode rowniez i do oznaczania fosfokreatyny. W jednej prébce oznacza
sie kreatyne wolna, w réwnoleglej, po lagodnej hydrolizie, kreatyne cal-
kowitg. Z réznicy otrzymuje sie zawarto$¢ kreatyny zwigzanej z fosfo-
rem. Dzieki zastosowaniu powyzszych metod udalo sie¢ Aleksieje-
wej (2) oraz Ennorowi i Rosenbergowi (11) wykaza¢ obec-
nosé fosfokreatyny w niektorych narzadach ssakow.

Celem niniejszej pracy bylo zbadanie wystepowania fosfokreatyny
w narzadach zaby. Do badan uzyto metody Ennora i Rosenberga (11), kto-
ra ma pewng przewage nad metoda Aleksiejewej, gdyz pozwala na réw-
noczesne oznaczenie obok fosfokreatyny réwniez kreatyny calkowitej.
Tymczasowe doniesienie z tej pracy zostalo opublikowane w pracach
IV Zjazdu Polskiego Towarzystwa Fizjologicznego (5).

Metodyka

Do badan uzywano zab Rana esculenta przechowywanych w labora-
torium. Do$wiadczenia wykonywano w okresie od 15.II do 15.IV. Zaby
byly powoli ozigbiane do temp. od —10° do —12° metoda Niemierki i wsp.
(24), a nastepnie }Soszczegélne narzady byly preparowane bez uprzedniej
dekapitacji zwierzecia. Jedynie krew pobierano z zab bedacych pod nar-
koza eterowa. Narzady wrzucono do oziebionych mieszaning mrozacg ho-
mogenizatorow typu Potter, Elvehjem’a, uprzednio starowanych. Calos¢
szybko wazono, homogenizowano z ozigbionym kwasem tréjchloroocto-
wym i sgczono przez ozigbiony lejek. Przesgcz zobojetniano 5N lugiem
sodowym. Przy sporzadzaniu wyciagow z zoladkéw i skéry konieczne
bylo zamiast homogenizowania rozcieranie w mozdzierzu z piaskiem
i kwasem tréjchlorooctowym. W wyciggach ze skéry po zobojetnieniu
powstawal strat, ktéry osgczano. Kosci byly rozcierane w mozdzierzu
z kwasem tr6jchlorooctowym. Wytracone w bezbialkowym przesaczu po
zobojetnieniu fosforany wapnia odsaczano.

Uzywano odczynnikow i stezen wg Eggletona i wsp. (9), stosujac
jako inhibitor grup-SH kwas p-chlororteciobenzoesowy (10). Jedynie
zamiast roztworu lugu sodowego z weglanem sodu uzywano w poézniej-
szej serii do§wiadczen polecany przez Abelina i Raaflauba (1)
roztwér lugu bez sody. Dwuacetyl otrzymywano z dwumetyloglioksymu
metoda van Niela (23). a-Naftol oczyszczano przez destylacje z parg wod-
ng. Kwas p-chlororteciobenzoesowy syntetyzowano metoda Whitmore
i Woodward (30). Standardowy roztwor kreatyny sporzadzano z wodzianu
kreatyny, otrzymywanego przez przekrystalizowanie kreatyny z wody.
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Pomiar kolorymetryczny przeprowadzano na absorpcjometrze Spek-
kera przy uzyciu filtru zielonego OG 1.

Czeé¢ doswiadczalna i oméwienie wynikéw

Zbadano wystepowanie kreatyny i fosfokreatyny w nastepujacych na-
rzadach zaby w stanie spoczynku: w mieéniach prazkowanych (m. ga-
strocnemius), mieéniach gladkich, (zoladku), sercu moézgu, watrobie,
plucach, nerkach, jajnikach z jajami,
jadrach, skorze, kosciach diugich (go-
leniowej i udowej) oraz we krwi.

Tablica 1

Zawarto$¢ kreatyny i fosfokrea-

Cze$¢ uzyskanych wynikéw dla oy w migéniach lydkowych
miesni tydkowych podana jest przykta- zaby (w odniesieniu na $wieza
dowo w tablicy 1, dla innych narzadéw mase)

w tablicy 2. Jak widaé z tablicy 1, Km;y“a

w mieéniach prazkowanych catkowita | — | % P-fosfo-
zawarto$¢ kreatyny jest najwieksza catko- | zwiaza- | Kreayny | kreatyny
: o : : 0 wita | DA \zipigzanej | mg %
i wynosi $rednio okolo 360 mg®e. Ste- | 50/ |mgo |

zenie kreatyny w mo6zgu wynosi okolo W 2

100 mg®e. Z kolei mies$nie gladkie, ja- 405 232 57,3 54,8
dra i watroba wykazuja érednig zawar- | 346 | 143 | 416 | 337
to$¢ okolo 50 mg®. Nieco nizsza jest | 369 | 189 51,2 46
zawarto$é kreatyny w kosciach. W po- | 344 | 210 | 61,0 | 496
zostalych narzadach, takich jak serce, 390 265 | 67,7 | 625
pluca, nerki, jajniki z jajami i skora, 387 221 57,1 52,2
stezenie kreatyny wynosi $rednio okoto 279 | 176 63,1 | | AkS
25 mg®. Najnizsza zawarto$é kreaty- | 350 | 187 | 53,4 44,1
ny znajduje si¢ we krwi. 355 | 205 | 57,7 48,4

Jak widaé¢ z przytoczonych danych 394 | 186 | 47,2 43,9
fosfokreatyna wystepuje we wszystkich 395 | 241 | 61,1 | 569
badanych narzadach i organach. Pro- | 339 | 158 | 46,7 | 37.3
cent kreatyny ufosforylowanej (stosu- | 375 | 217 | 57,9 51,2
nek kreatyny zwigzanej z fosforem do | 372 | 181 486 | 427
calkowitej zawarto$ci kreatyny) jest 288 161 55,7 37,8
w miesniach prazkowanych dosé staly i 386 | 262 67,6 | 61,8

waha sie na 0g6l w granicach 50—60%b.
Procent ten jest w ptucach, jadrach i jajach réwniez do$¢ staly i wynosi
przecietnie do 40%0. Pozostale narzady wykazuja nizszy i bardziej zmienny
procent fosfokreatyny.

Poréwnanie otrzymanych w niniejszej pracy wynikéow z danymi z li-
teratury. nie zawsze jest mozliwe. Kreatyna w miesniach zab byla wielo-
krotnie oznaczana, ale w innych narzadach badano kreatyne gitéwnie
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[5] ZAWARTOSC KREATYNY I FOSFOKREATYNY W NARZADACH ZABY 123

u ssakéw. To samo odnosi sie i do wynikéw prac o zawarto$ci fosfokreaty-
ny. Ennor i Rosenberg oraz Aleksiejewa oznaczali ste-
zenie fosfokreatyny tylko w narzadach ssakéw. Badania innych autoréw,
dotyczace wystepowania fosfokreatyny poza mie$niami byly rowniez prze-
prowadzane na ssakach. Dane w literaturze dotyczace jej zawartosci po-
- dawane byly zazwyczaj w stezeniu fosforu. Celem poréwnania ich z wy-
nikami niniejszej pracy podano w tablicach 1 i 2 ilosci fosfokreatyny
przeliczone na fosfor.

Znajdowana zawarto$¢ kreatyny w mie$niach prazkowanych zaby wy-
kazuje zgodnoéé z literaturg (7), (19), (25). Podawane w literaturze ilosci
P-fosfokreatyny wynosza do 67 mg % (4), (6), (13). Jak wynika z tabl. 1
jedynie maksymalne z uzyskanych ilosci fosforu zblizaja sie do tej war-
toéci, natomiast wiekszo§é wynikéw jest nieco nizsza. Trzeba jednak
zaznaczyé, ze wyniki Ennora i Rosenberga (11) wykazuja tez raczej niz-
sza zawarto$c P-fosfokreatyny niz dane z literatury z oznaczen P-labilne-
go dla mies$ni odpowiednich ssakéw. Autorzy ci ttumacza to ewentualnym
nieilo§ciowym straceniem P nieorganicznego i ewentualna obecnoscig
w mieéniach innego, procz fosfokreatyny, zwiazku odszczepiajacego
P-nieorganiczny, w warunkach powszechnie stosowanych metod.

Znaleziona przez nas iloé¢ calkowitej kreatyny w zolgdku jest na ogét
nizsza od podawanych w literaturze danych dla mieéni gladkich u ssakéw
(2), (9), (16). Natomiast iloé¢ fosfokreatyny jest nieco wyzsza od danych
innych autoréw, ktérzy podawali je w iloSciach labilnego P (2), (4), (8),
(29).

Znalezione przez nas ilosci kreatyny w sercu zaby wynosza maksymal-
nie 34 mg %. Sa one o wiele nizsze niz stezenie kreatyny w mieéniu serco-
wym ssakow (2), (9), (10), (11). Ilosci fosfokreatyny réowniez sa nizsze od
cytowanych w literaturze danych dla ssakow (2), (4), (8).

Ilosci kreatyny znalezione w watrobie sa stosunkowo wysokie w po-
réwnaniu z przecietna jej zawartoscig u ssakéw, aczkolwiek u tych ostat-
nich obserwujemy réwnoczeénie znaczne zmiany w zaleznosci od gatunku
(2), (10), (11), (16). Sprawa wystepowania fosfokreatyny w watrobie byla
do tej pory sporna. Podczas gdy caly szereg autoréow (Rapaport (27),
Sacks (28)) nie znajdowalo w niej odpowiadajacego fosfokreatynie la-
bilnego fosforu, to np. LePage i Umbreit (26) stwierdzali jego
obecnos$é. Dopiero Aleksiejewa (2) oraz Ennor i Rosenberg
(11) stosujac opracowane przez siebie metody wykazali niezbicie obecnosé
fosfokreatyny w watrobie. IloSci otrzymane przez nas pokrywaja sie
z ilo$ciami podawanymi przez tych autorow. :

Stezenie kreatyny w mozgu zab pokrywa sie z odpowiednimi danymi
dla ssakéw (1), (9), (10), (11), (16). Obecnos¢ fosfokreatyny w ukladzie
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nerwowym stwierdzono juz dawno. IloSci P-fosfokreatyny podawane
przez innych autoré6w dla moézgu zab (Baldwin (4)) i mézgu ssakow
(Kerr (18)) sa wyzsze od znalezionych przez nas. Powszechnie stosowane
jest dzi§ do badan zamrazanie moézgu in situ, podczas gdy w niniejszej
pracy preparowano moézg z zaby stosunkowo slabo zamrozonej. W wyniku
dos¢ diugiego czasu preparowania byé moze nastapil juz cze$ciowy rozpad
fosfokreatyny. Z drugiej strony Ennor i Rosenberg stosujac row-
niez technike zamrazania in situ, ale oznaczajac fosfokreatyne nie w po-
staci fosforu labilnego, uzyskiwali dla ‘moézgu ssakéw réwniez liczby niz-
sze, zblizone do otrzymywanych przez nas. Byé moze i w tym wypadku
na dane poprzednio cytowanych autoréw (4), (18), maja wplyw ewentual-
ne wady najczeSciej przyjetych metod oznaczania P-labilnego.

Otrzymana zawarto$¢ kreatyny w plucach i nerkach zaby jest nieco
wyzsza od danych dla ssakow (2), (9), (10), (16). Obecnosci fosfokreatyny
w nich nie stwierdzono (8). Niniejsza praca potwierdza obecno$é w plu-
cach i nerkach fosfokreatyny wykazanej przez Aleksiejewa (2)
oraz Ennora i Rosenberga (11).

W jajnikach wypelnionych jajami znalezliSmy wieksza zawarto$é
kreatyny calkowitej, jak i fosforu pochodzacego z fosfokreatyny, niz Z i e-
linski (31) w jajach zabich.

Jadra zab zawieraja stosunkowo niskie zawartosci kreatyny w poréw-
naniu ze ssakami (1), (2), (9), (10), (16), aczkolwiek Ennor i Rosen-
berg (11) znalezli bardzo duze réznice w iloéci kreatvny zaleznie od ga-
tunku ssakéw. Mimo niskiej zawartosci kreatyny w jadrach zab ilosci fos-
foru odpowiadajace znalezionej przez mas fosfokreatynie sa o wiele wyz-
sze od podawanych liczb dla ssakéw (4), (8), (11).

Znalezione przez nas ilo$ci kreatyny w skérze zab sa nizsze od danych
dla ssakéw (16). Danych o zawarto$ci fosfokreatyny w skérze nie znale-
ziono w dostepnej literaturze, rowniez nie znaleziono danych co do obec-
nosci kreatyny i fosfokreatyny w kosciach. Monetti (22) badajac frak-
cje fosforowe koSci szczuréw stwierdzil brak w nich fosfokreatyny. Byé¢
moze kreatyna zawarta jest wylacznie w szpiku, co wydaje sie jednak
malo prawdopodobne, gdyz stezenie jej byloby tam zbyt duze.

Lutwak-Mann (21) oznaczajac frakcje fosforowe w szpiku stwier-
dzila wystepowanie tam fosforu ,,0znaczalnego bezposrednio molibdenia-
nem*, nie zajmowala si¢ jednak zbadaniem, czy chodzi tu o P-nieorganicz-
ny, czy tez P pochodzacy z fosfokreatyny.

Znalezione przez nas wartosci kreatyny we krwi zab sg wyzsze, niz
podawane dla ssakéw (16). Sprawa obecnosci fosfokreatyny we krwi byla
sporna. Niektérzy autorzy nie znajdowali jej tam w ogéle (8), inni stwier-
dzali wystepowanie nieznacznych jej ilosci (15), (16).
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Fosfokreatyne ujmowana jako procent kreatyny calkowitei mozna
poréwnaé jedynie z wynikami Ennora i Rosenberga (11) oraz
czeSciowo i Aleksiejewej (2). Procent ten, otrzymywany przez nas
jest, przecietnie biorae, wyzszy, niz w danych powyzszych autoré6w. Procz
tego, szczegblnie w miesniach oraz w jajach, plucach i jadrach uzyskano
mniejszy rozrzut procentowej zawartosci fosfokreatyny w poréwnaniu
z powyzszymi autorami. Jest to by¢ moze wynikiem stosowania w niniej-
szej pracy techniki stopniowego oziebiania calego zwierzecia, co nie-
watpliwie wstrzymuje procesy rozpadowe.

W celu sprawdzenia czy fosfokreatyna nie ulega czeSciowemu rozpa-
dowi juz w czasie odbialczania kwasem tréjchlorooctowym (Baldwin (4))
wykonano oznaczenia jej w mie$niach przy zastosowaniu innych metod
odbiatczania.

Przeprowadzono oznaczenia fosfokreatyny w wyciggach mieéni lyd-
kowych zaby odbialczanych siarczanem amonu lub litu oraz w wycig-
gach nieodbialczonych, przyrzadzanych przy uzyciu roztworu soli sodowej
kwasu p-chlororteciobenzoesowego lub roztworéw buforowych o pH 8—9.
Uzyskane wyniki poréwnywano z danymi analiz mie$ni réwnoleglych
odbiatezanych kwasem trojchlorooctowym. Wyniki wskazuja, ze niezalez-
nie od sposobu przyrzadzania wyciagéw z mieénia otrzymuje sie taki sam
procent kreatyny ufosforylowanej. Fakt, ze i w alkalicznym $rodowisku
wyciagéw otrzymano takg samg procentowa zawartos¢ fosfokreatyny co
i w $rodowisku kwasnym w 0° wskazuje na to, ze oziebiony kwas
tréjchlorooctowy prawdopodobnie nie wywoluje rozpadu fosfokreatyny
i otrzymane przez nas wyniki odpowiadaja stanowi w mig$niu spoczyn-
kowym.

Dotychezas przyjmowano zazwyczaj, ze fosfagen wystepuje wylacz-
nie w miesniach, ukladzie nerwowym i produktach organéw piciowych.
Stwierdzenie jego obecno$ci w calym organizmie, nawet w narzadach,
gdzie natezenie proceséw energetycznych nie ulega tak znacznym waha-
niom jak w mie$niach, przyczyni sie by¢ moze do pelniejszego zrozumie-
nia jego znaczenia fizjologicznego.

W trakcie wykonywania niniejszej pracy autor korzystal ze stypen-
dium Komisji Popierania Tworczosci Naukowej i Artystycznej przy Pre-
zydium Rady Ministrow.

Streszczenie

Oznaczano kreatyne i fosfokreatyne metodg Ennora i Rosenberga (11)
w szeregu narzadéw zaby Rana esculenta. Zawarto$¢ kreatyny w migs$-
niach gladkich, sercu i jadrach jest nizsza niz u ssakéw, natomiast we
krwi wyzsza.
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Fosfokreatyne wykryto we wszystkich badanych narzadach. W mies-
niach iloSci jej wynosza Srednio 50—60°0 calkowitej kreatyny. W plu-
cach, jadrach i jajnikach procent ten wynosi przecietnie 40%. W pozo-
stalych badanych narzadach jest on nizszy i do§é zmienny.
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COAEPKAHUE KPEATUHA U POCPOKPEATHMHA B OPTAHAX JIATYIIKU

Pe3zwwme

Kpeatun u docdorpeat B opraHax Jarymkyu Rana esculenta ompe-
nensascsa no Merony DHHopa u Posenbepra (11).

IIpoieHTHOE CoepIKaHMe BCEro KOJMYECTBA KpeaTMHa B MKPOHOXKHOM
MBIIIIE cocTaBjsgeT B cpeaHem 360 mr%o, B Mmosry okosio 100 mr%. B raazn-
KMX MBIUIAX, CeMEHHMKAX M I1e4YeHy ODHApPy’KeHO KPeaTMH B KOJIMYECTBE
oxko0o 50 mr?o. CogepzkaHue ero B KOCTAX HECKOJBbKO MeHbIlee. B cepaue,
JIETKMX, [I0YKaX, AMYHMKAX M KOXKe coJieprKaHue KpeaTHHa COCTaBJIAeT OKO-
70 25 Mr’o. B KpoBM cofiepiKaHMe KpeaTMHa COCTaBJseT OKoJo 8 mr'o.

Conepxanue KpeaTMHa B IVIAJIKMX MBIIIAX, CEPALE M CEeMEHHMKaX
JATYIIKY MEHbIIe, YeM y MJIEKOMUTAIOLMX, TOrJa KaK B KPOBY OHO OoJibLIe.

Coxnepxkanne docdokpearnHa ObLIO OOHApPYZKEHO BO BCEX MCCJeaye-
MBIX OpraHax. B MKpPOHOXKHBIX MBIIIIIAX KOJMYECTBO €ro COCTaBJAET B Cpe/i-
HeM 50 -— 60%0 Bcero KoamyecTBa KpeaTuHa. B JIerkux, CeMEHHMKAX U AN~
HMKAX ero KOJMYEecTBO cocraBiger B cpeanem 40%. B ocTajbHBIX mcce-
JIYEMBIX OpraHax KOJIMYECTBO €ro MEHbIIIEe X JIOBOJIbHO M3MEHYMBO.

THE CREATINE AND PHOSPHO-CREATINE CONTENT IN THE ORGANS
AND TISSUES OF RANA ESCULENTA

Summary

The quantitative determination of creatine and phosphocreatine in
the different organs and tissues of Rana esculenta has been carried out
by the method of Ennor and Rosenberg.

The mean value of the total amount 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.%s. ;

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
mammalian blood. :

Phosphocreatine was found in all the investigated tissues. In the leg
muscles it forms 50°% to 60% of the total amount of creatine; in the
lungs, testes and ovaries — about 40%; in the other organs, the relative
amount of phosphocreatine is lower and more irregular.
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