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I. Wstep

Adrenokortykotropina (ACTH) po 30 minutowej hydrolizie w rozcien-
czonym kwasie solnym staje s'e prawie dwukrotnie aktywniejsza anizeli
przed hydroliza. Takie czeSciowe hydrolizaty ACTH w poréwnaniu do
»pelnych” preparatéw stosowane $rédskérnie dajg efekt leczniczy juz
w dwudziestokrotnie mniejszych dawkach [1]. Fakt ten ma nie tylko duze
praktyczne znaczenie, ale ciekawy jest réwniez ze wzgledu na swdj me-
chanizm.

Celem poréwnania dziatania ACTH w zaleznoéci od sposobu podania,
przebadaliSmy szereg skladnikéw krwi u ludzi zdrowych po jednorazo-
wym zastrzyku 2 mg $rédskérnie lub 40 mg domigéniowo. Badaliémy
zmiany w skladzie krwi w zaleznosci od czasu, jaki uplynal od podania
hormonu jak i od warunkéw do$wiadczenia. WykazaliSmy, ze zm’any we
krwi wywolane jednorazowym podaniem czeéciowego hydrolizatu ACTH
sg takie samz, bez wzgledu na sposdb podania, a uzyskane efekty zalezg
od warunkéw doswiadczenia, co jest zgodne z zapatrywaniem na znaczenie
ACTH w adaptacji ustroju do zmian $rodowiska.

II. Metody
1. CzesSciowy hydrolizat ACTH i jego dawkowanie.
Adrenokortykotroping ! hydrolizowano w 100°, przez 30 minut w 0,025 N

. *) Praca wykonana z dotacji Komitetu Biochemicznego PAN.
! Izolowano z przysadek wieprzowych w naszym Zakladzie wg T. Baranow-
skiego.
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218 . WANDA MEJBAUM-KATZENELLENBOGEN I INNI 2]

HCl i przechowywano w postaci suchego proszku [1]. Aktywnosé biolo-
giczng takiego hydrolizatu oznaczano testem Sayersa [17]. Stosowany
przez nas preparat zawieral 2,5 miedzynarodowych jednostek w miligra-
mie. Nie stwierdzono obecnosci innych cial czynnych przedniego i tylnego
plata przysadki.

40 mg suchego hydrolizatu ACTH rozpuszczano w 4 ml 5% glikozy
(pro injectione), sterylizowano przez trzykrotne zagotowanie i wstrzyki-
wano domiesniowo 4 ml (100 jedn.) lub sroédskérnie 0,2 ml (5 jedn.)
w dwoch babelkach.

2. Warunki doswiadczenia. Badania przeprowadzono na lu-
dziach zdrowych, w wieku 20 do 40 lat, pracownikach Zakladu Chemii Fi-
zjologicznej i studentach A.M. we Wroclawiu. Badanych podzielono na
dwie grupy: ,$niadaniowg” i ,czczg”. W grupie ,$niadaniowej”’ badani
spozywali okolo 300 ml herbaty, 30 g cukru, 200 g butki, 50 g masta i 200 g
jablek. Po $niadaniu otrzymywali zastrzyk hydrolizatu ACTH w glikozie
Srédskérnie lub domiesniowo, wzglednie dla kontroli Srédskoérnie za-
strzyk 5% glikozy. W grupie czczej badani pozostawali w czasie doswiad-
czenia na czczo i otrzymywali hydrolizat ACTH lub 0,2 ml 5% roztworu
glikozy (10 mg glikozy). Badani nie byli informowani o zawartosSci za-
strzykéw. W czasie doswiadczenia nie wykonywali zadnych czynnosci po-
laczonych z wysitkiem fizycznym lub umystowym.

3. Pobieranie krwi.

Przy domieéniowym podawaniu hydrolizatu ACTH pobierano krew
z opuszki palca i z zyly dwa razy, na czczo i po 3 godzinach od zastrzyku.
Przy $rédskérnym podawaniu, krew z palca pobierano na czczo (o godz. 9)
i po zastrzyku w odstepach godzinnych — w grupie ,,$niadaniowej”’ przez
5 godzin, a w grupie ,.czczej” przez 3 godziny. Krew z zyly pobierano
dwukrotnie: na czczo i w 3 godziny po zastrzyku.

Z opuszki palca pobierano okolo 1 ml krwi, z zyly 10 ml. Krzep-
niecie krwi wstrzymywano heparyng? (1 jedn./ml). Natychmiast po po-
braniu, cze$¢ krwi wirowano przez 10 min. przy 2000 obrotach na mi-
nute i oddzielano osocze.

4 Przebadane sktadnikiistosowanemetody ana-
lityczne. Krew pobrana z zyly: w pelnej krwi oznaczano glutation ma-
ncmetrycznie metodg glioksylazowa [21] (metyloglioksal otrzymywano
z dwuhydroksyacetonu [14], glioksalaze z drozdzy [18], standard glutatio-
nu ® byl chrecmatograficznie jednorodny). W osoczu oznaczano potas pola-
rograficznie [15] oraz fosfataze zasadowg wedlug Bodansky ego [2].

2 Otrzymaliémy od J. Rugego.
3 OtrzymaliSmy od mgr B. Morawieckiej.
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Krew z opuszki palca: w pelnej oznaczano eozynofile wedlug T ho r-
na [20] i cukier kolorymetrycznie [7]. Azot aminowy aminokwaséw w 0s0-
czu oznaczano kolorymeatrycznie kwasem f-naftochinonosulfonowym
[16], bialka metodg taninowg [11], globuliny po straceniu 22% Na,SO, me-
todg taninowa [12], cholesterol kolorymetrycznie [6], cholinesteraze oso-
cza wg Nachmansohna [13]. Aktywnos$¢ cholinesterazy wyrazano
w mg rozlozonej acetylocholiny (firmy la Roche) po 20 minutach, w tem-
peraturze 37°, w moderatorze dwuweglanowym o pH 7,4, po przeliczeniu
na 1 ml osocza.

III. Wyniki i ich oméwienie

A. GRUPA ,,SNIADANIOWA"

1. Domiesniowe podanie 40mg czesSciowego
hydrolizatu ACTH

Siedem oséb, po pierwszym pobraniu krwi na czczo, otrzymato do-
miesSniowo po 40 mg czeSciowego kwasnego hydrolizatu ACTH i $niada-
nie o wyzej podanym skladzie. W tablicy 1 przedstawiono S$rednie aryt-
metyczne z wykonanych oznaczen wraz z odchyleniem standardowym
i $rednie zmiany stezen danych skladnikéw krwi po 3 godzinach. Obli-
czony wspblczynnik ,,t” podawano w tabeli wylacznie w przypadkach, gdy
wyznaczal prawdopodobienstwo (P) istotnos$ci zmiany stezenia réwne lub
wieksze od 95% [19]. Statystycznie istotng zmiane stezenia stwierdzili-
my tylko dla potasu i aktywnosci cholinesterazy osocza. Stezenie potasu
spadato o 2,35 mg®% (t==34; P=—98,5%), aktywno$¢ cholinesterazy
wzrastala o 1,7 jedn. (t = 3,6; P = 97%). Prawdopodobienstwo istotnosci
zmian stezenia dla pozostalych skladnikéw krwi wymienionych w tabli-
cy 1 jest mniejsze od 95%.

Nie spotkaliSmy w pismiennictwie danych odno$nie zachowania sie
cholinesterazy osocza po podaniu ACTH. Trudno wiec braé obserwowa-
ny przez nas wzrost aktywnosci tego enzymu za wynik dzialania ACTH.
StwierdziliSmy wprawdzie typowsg dla dzialania ACTH obnizke poziomu
potasu w surowicy, ale nie znalezliSmy innych charakterystycznych zmian.
Na podstawie takiego wyniku do$wiadczenia mozna przyjaé, ze jednora-
zowe podanie 40 mg hydrolizatu ACTH nie wplywa na sklad krwi, a zmia-
na stezenia jest wywolana innymi czynnikami zawartymi w warunkach
doswiadczenia (np. spozycie $niadania). Ale réwniez mozna przyja¢, ze
zmiana stezenia potasu wynika wlasnie z dzialania ACTH, a brak zmian
w stezeniu innych skladnikéw krwi §wiadczy o nieodpowiednio dobra-
nym czasie analizy, lub o niewlasciwych warunkach do$wiadczenia. Przy
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220 WANDA MEJBAUM-KATZENELLENBOGEN I INNI (4]

Tablica 1

Skiad krwi ludzi zdrowych przed i w 3 godziny po podaniu $nizdania i domis$niowym
zastrzyku 40 mg czeS$ciowego hydrolizatu ACTH

Eo6znica
Sktadniki krwi ” | S Pl L ppo e
| 0 3 godz. po 3 godz.
Potas (mg9) el 18ax1,05 | 140+1,18 [— 235" 6)
s MR ERIT U U Th S e _(t=39) |
N-NH, aminokwaséw (mg?) |a| 58+024| 55+057| —o;3 (6)
Cukier (mgg) 6750483 | 740420 | —1,0(6)
Bialko calkowite (g/100 ml) 7| 79+10 | 79+08 0,0 (12)
Albuminy (g/100 ml) |7| 57+056 | 54+09 | —0302
Globuliny /g/100 ml) 7| 22+113| 25+064 | 40302
Cholinesteraza osocza (jed. aktyw./1 ml) !—3_ 51+0,6 6,8+ 0,5 +1,7%) (4
i 2 (t=36
Fosfataza zasadowa (jed. Bodansky’ego) ' 5 3.7+19 42+2,14 | 0,5 (8)
Cholesterol (mg%) 7 [1320+25 (1240425 | —7,3 (12)
Glutation (mg) | 5| 242+88 | 158458 | —83(8)

Cyfry w nawiasach podaja stopnie swobedy i wspélezynnik ,,t”, ktéry podeno wyla-
cznie w przypadkach, gdy prawdcpodobiensiwo istotnc$ci réznicy (P) jest réwne lub
wigksze od 95%. *) 953 < P<<98%; **) 984 <P <<99%; ***) 90% < P.

n = liczebno$é grup

— 2
o= ]/2“::—_‘:% = odchylenie standardowe; a = pojedynczy pomiar, A = $rednia
arytmetyczna -

x = $rednia réznica pomiaréw po 3 godzinach

=x ]/ ;‘(: = wspolczynnik braku istotnej réznicy dla grup o rownej liczebnosci

tej drugiej mozliwosci zar6wno spadek stezenia potasu jak i Brak zmian
w'innych skladnikach krwi mogg sluzy¢ do poréwnania dzialania ACTH
w zaleznosci od sposobu podania.

Dla ustalenia, ktéra z dwéch wymienionych ewentualnosci ma miej-
sce, zmieniliSmy postepowanie w dalszej czeSci naszej pracy wprowadza-
jac grupy kontrolne, tzn, nie otrzymujace ACTH, oraz oznaczanie w okre-
sach weze$niejszych i pdzniejszych niz 3 godziny. Interpretacje wynikow
oparliémy na réznicach stezen pomiedzy grupa wlasciwa a kontrolna.

2, Sré6dskérne podanie 2 mg hydrolizatu ACTH

Po $rédskérnym podaniu hydrolizatu ACTH oznaczaliSmy potas po
3 godzinach, za$ inne skladniki co godzine przez 5 godzin. Ze Z\Ylazkév.v,
ktérych stezenie wedlug znanych efektow dziatania ACTH powinno sig
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Tablica
Wplyw $rédskornego podania 2 mg czesciowego hydrolizatu ACTH na poziom skladnikéw krwi ludzi zdrowych po $niadaniu i na czczo

2

P o S$niadamniau N a C: Zi CZ 0 i
sredni ¥ $redni e 2l seni |
n| poziom $rednia zmiana stezenia + ¢ po uplywie godzin n | poziom ’ éredn::) zrg;;a?es;%?z?;a ol !
poczatkowy |— N == poczat- e e
+ o iR BT tle A 4 P s kowy +of 1 2 s |
N—NH, aminokwasdédw: mgw 100 ml osocza
ono l 6,264 075 |+ 15 +ozz|+15 +30 |-094+097—018+1,7| 00+18359+06|010+0,17—030+036—035+ 0,37
po ACTH 6 { 570 1; 90 :— 0,05+ 0, 60|+ 0.08 + 0,90(-+ 0.25 + 1,60(+ 1,40 +1,55| —07+08 |/13|5,7+1,3 |—0,64+0,33—0,80+0,33}—1,0 10,40
Réznica zmian stezenia . 1,55***) — 1,42 + 1,14 + 1,58 —0,7 — 0,54*%) — 0,50%) -—0.65%%)
pomiedzy grupami:
ACTH i kontrola (11 t=54) (11) an (11) (11) (14;t =2 6) (14 t=2 45) (14; t=2,8)
Biatko catkowite: gwl1l00ml osocza
kontrola | 4| 74+024 |+0,90% 1,1 |-0,12+053[+ 0554095+ 045+ 013 00+089] 4 [635+095] 00 +07 [+015+020] 00 +024
po ACTH 4 6,8 + 1,48 —0,4 +1,12{+ 0,20 +1.48/—0,10 + 1,1 |+ 0,20 +0,84| — 0,1+ 1,0 || 4 [6,30+0,57|+ 0,90 + 0,25+ 0,75 + 0,50+ 0,90 + 0.83
Réznica zmian stezenia | 3***) + 0,32 — 0,65 —0,25 —0,10 + 0.90%) + 0,60 +090 |
pomiedzy grupami: | |
ACTH i kontrola | (6:t=52) (6) ! (6) (6) (6) (6t = 2,45) (6) (6) i
Album1ny gwlOOml osocza
kontrola | 4 54 |—030+014—130+1,3|—140+064—114014] —10+12]4 4,7f0,24—010+020 +0,1040.14] + 0,10+ 0,10
__bez ACTH | & X ki 5 | N I A i il
po ACTH i4 47 |—040408|—010410[—03 +11 |- 01+08 —03+11| 444507 00 +0,50|—0,1040,30/—0,10 +075
Réznica zmian stezenia — 0,2 e L + 1.1 + 1,0%) +0,7 | + 0,10 — 0,20 70,20 L
pomiedzy grupami:
ACTH i kontrola (6) (6) (6) (6;t=2,4) (6) (6) (6) ' (6) |
Globuliny: g w 100 ml osocza
| kontrola | z e 3 3 e =
bez ACTH li 1.7 __ +114+013| +1,1+0,7 12,0 +09 |+1,2 £+0,28—1,0 +1, 1311 1,6 + 0,05 + 0,07| + 0,10 1 0,14/ + 0,10 igﬂ
po ACTH 4 1,7 0,0+048| +0,1+0,7 |+ 026+046 + 0,40 +0,17|+ 0,25i0,73‘l 4 1.6 + 0,90 + 1,26| + 0,70 + 0,46 + 1,10+ 0,89
Réznica zmian stezenia —1 1***) - 1,0 — 1,8*%) —0,8%) + 0,75 +0.85 +0,60%) + 0,90
pomiedzy grupami:
ACTH i kontrola (6;t=4,3) (6) (6;t=3,6) |(6;t=2,44) (6) (6) (6;t=2,7) (6)
Cukier: mgw100 ml peltnej krwi
“kontrola |, | o I = = e . . i
bez ACTH l 4 80+ 14 3 + 22,7+ 11 |+ 26,5 1 33 iil4,5 +385 |+ 1,5+270 —05+ 1,0 ”i 66 +10 |— 9,0 +10,0 —9?0 fﬂ,o ‘—10:}411
po ACTH '4 73+ 10 +26 +14 +175+ 70 + 28+22(+10 +20 |+45+17 4|73+20 (+11 +13 |+3 + 28| — 1+10
Réznica zmian steZenia + 3 +9 —11,5 + 8,5 =5 + 12 +9
pomiedzy grupami: |
ACTH i kontrola (6) (6) (6) (6) (6) |~ (6;t=24) (6) (6)
Cholinesteraza w jedn. aktywnof$ci na 1 ml osocza
ontrola s | 4| 494038 |—0,10+081 050+13 |—0.60+0,68/—0,30+0,75| - 0,30+ 1, 18" 4 la4+012|—030+07 |—030+075—1,0 +0,83
po ACTH 5| 441064 |+ 0,50+ 0,24+ 0,30+ 047/—0,5 +0,86— 0,10+ 0,98+ 0,50 + 0, 49 9 13,6 + 0,93 |+ 0,10 + 0,22|+ 0,30 + 0.30l— 0,10 + 0,12
Réznica zmian stezenia + 0,60 -+ 0,80 + 0,1 + 0,20 + 0,8 ” + 0,40 +0,60 | -+ 0,90%)
pomiedzy grupami; [ [
ACTH i kontrola (7) (7) (7) (7) (7) (11) (11) | (11;t = 3,4)
Eozynofile: % c¢iatek bialyeh
| kontrola 75 | 22“’;07 A——VAIO ;-“07 —0,710,7 —.05+11__—-_0; 08| —04+0,73|3,0+0,0 —i:03.+08_'~‘-03+71(v)50 + 0,3 1 05?
bezACTH O JERELE 4 ) W Ay » Yy ' : LUy WV Uy 2 LUy (P SRR, L) 354 |
(S SN S e |
po ACTH 6 I 2,7+1,0 —0,05+0,7| —0,9+0,9 ——0,8i0,6 —0, 10+08 —02+08 10/28+09| —0,2+10,4 0,0+0,40| - 0510, i
—— e % 2 e e el e ] ]
Roéznica zmian stezenia +.0, 95*! —-0,2 - 0,3 ~+:0,3 + 0,2 =05 ' =03 ! 0,8 i
pomiedzy grupami: : | ‘
ACTH i kontrola (9;t =2,33) (9) 9) ' 9) I 9 l (11) (11) (11)
Potas: mg w 100 ml osocza
| kontrola T s 5 = ]
_ bez ACTH. K 178+096 0,0 + 0,43 |6 l17,1+1,15 +0,7 4097
Ll e e V| | N i B | : B (5 N
po ACTH 5 17,8% 0,80 —16+080 J 8 ‘18,36'_%1.7 —0, 84 060
Roznica zmian stezenia ~1,6%**) [ — 1 54"“)
pomiedzy grupami:
ACTH i kontrola (9;t=4,0) (14 =3 7)

Opis jak w tabl. 1, z tym ze:

R

ny) - (n, +n, —

—2)

(n,+m,)

2 la — A)

= wspolczynnik braku istotnej réznicy dla grup o réznej liczebnosci,

x= $rednia réznica zmian stezenia pomiedzy grupami: AC’F]}% i f)(rpémltﬁolorg pl
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zmienié, a nie zmienialo sie po jednorazowym wprowadzeniu hormonu
domie$niowo, wybraliSmy do oznaczania bialka osocza; aminokwasy i cu-
kier. ZachowaliSmy oznaczanie aktywnosci cholinesterazy i ponadto ba-
daliSmy jeszcze zmiany w stezeniu eozynofili, pom'mo kwestionowanego
przez nas [4] jak innych autoréw [3] znaczenia testu Thorna w oce-
nianiu wydolnosci kory nadnerczy.

W tablicy 2 zestawiono wyniki oznaczen przeprowadzonych po $réd-
skérnym podaniu hydrolizatu ACTH, lub samej glikozy (do$wiadczenia
kontrolne) w zaleznosci od czasu i warunkéw doswiadczenia. W tablicy
podano dla danego skladnika krwi $redni pozicm poczatkowy wraz z od-
chyleniem standardowym, srednie zmiany stezenia (wzrost lub spadek)
wraz z odchyleniem standardowym, w kolejnych godzinach uplywaja-
cych od wykonania zastrzyku. Po kazdej godzinie obliczano réznice zmian
stezenia pcmiedzy grupa otrzymujaca ACTH i kontrolng. Wspélczynnik
t podano podobnie jak w tablicy 1, w przypadkach, gdy wyznaczal praw-
dopodobienstwo istotnoéci réznicy zmian réwne lub wieksze od 95% [19].

W lewej polowie tablicy 2 w kolumnach pozicmych oznaczonych jako
,kontrola bez ACTH” przedstawiono. wyniki uzyskane po podaniu $nia-
dania i $rédskérnie glikozy. Jak widaé, znacznym wahaniom ulega steze-
nie aminokwaséw, biatka calkowitego osocza, globulin, albumin, cukru,
cholinesterazy i eozynofili. Po 3 godzinach stezenie wszystkich badanych
skladnikéw krwi z wyjatkiem potasu wyraznie odbiega od poziomu po-
czatkowego.

Po podaniu ACTH przebieg zmian w czasie dla poszczegdlnych sklad-
nikéw krwi jest wyraznie odmienny niz w kontroli (tabl. 2, kolumny po-
ziome oznaczone ,,po ACTH”). Zm’any poziom3w skladnikéw krwi stwier-
dzone w kontroli, po podaniu ACTH cofaja sie caltkowicie lub czeSciowo,
z wyjatkiem cukru i cholinesterazy osocza. Okres trwania tego efektu
jest rozny dla poszczegblnych zwigzkéw. Stezenie aminokwasdéw przez
3 godziny utrzymuje sie na poziomie poczatkowym, po 4 godzinie wzra-
sta, a w 5 spada ponizej poziomu poczatkowego. Stezenie bialek krwi do
5 godzin nie zmienia sie. Eozynopenia rozpoczyna sie dopiero w drugiej
godzinie. W przeciwienstwie do zachowania sie bialek, aminokwaséw
i eozynofili, pozicm potasu, ktéry w kontroli nie zmienial sie, po poda-
niu ACTH spada o 1,6 mg%o.

Przy poréwnaniu grupy wilasciwej, tzn. otrzymujacej ACTH z grupa
kontrolna, widaé réznice — statystycznie istotne — wystepujace po réz-
nych czasach dla aminokwasdw, biatka calkowitego, albumin, globulin,
eozynofili i potasu (tabl. 2, kolumny poziome oznaczone ,R6znica zmian
stezenia m'edzy grupami”). Tylko dla cukru i cholinesterazy osocza nie
stwierdzono istotnych statystycznie réznic. Kolejnoéé wystepowania réz-
nic miedzy grupami przedstawia sie nastepujaco: po pierwszej godzinie
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dla aminokwaséw 1,5 mg%o (t==5,4; P==99%), dla biatka calkowitego
1,3% (t=25,2; P > 99%), dla globulin 1,1% (t =4,3; P > 99%). Roznice
te sa wysoce istotne. Po drugiej godzinie roznice dla wszystkich badanych
skladnikéw krwi sg nieistotne statystycznie. Po trzeciej godzinie rdéznica
dla potasu wynosi 1,6 mg%o (t = 4,0; P > 99%), dla globulin 1,8%0 (t=3,6;
F=99%). W czwartej godzinie roéznica dla globulin wynosi 0,8
(t=2,4; P=95%) i dla albumin 1,0% (t=2,4; P = 95%).

Na podstawie istotnosci réznic wystepujacych pomiedzy grupg wia-
$ciwa i kontrolng przebadane skladniki krwi mozna podzieli¢ na reagu-
jace na podanie ACTH i na niereagujace. Do skladnikéw krwi reaguja-
cych na podanie ACTH nalezy potas, ktorego stezenie zmienia sie w gru-
pie wlasciwej a nie zmienia w kontroli, oraz biatka osocza, albuminy,
globuliny, eozynofile i aminokwasy, ktére chociaz po podaniu ACTH nie
wykazuja zmian, ale zmieniajg sie w kontroli. Do skladnikéw krwi nie
reagujacych na ACTH nalezy cukier i cholinesteraza osocza, poniewaz
ich stezenia zmieniajg sie w grupie wlasciwej i w kontroli.

Po przeprowadzonej w ten sposéb analizie zachowania sie skladnikéw
krwi w grupie ,$niadaniowej” po jednorazowym podaniu S$rédskornie
2 mg czeSciowego kwasnego hydrolizatu ACTH, mozna twierdzié, ze za-
réwno zmiana stezenia potasu jak i brak zmian w stezeniu aminokwassw
biatek krwi i eozynofili wynika z dzialania ACTH, a nie z warunkéw do-
$§wiadczenia (podanie $niadania, $rédskérny zastrzyk glikozy). Ponadto
wykazalismy, ze sztywny czas trzech godzin nie jest optymalnym okresem
dla wykazania efektu dziatania ACTH, poniewaz juz po godzinie wyste-
puja istotne réznice w stezeniu niektérych badanych skladnikéw krwi
w grupie wlasciwej i kontrolnej.

3. Por6wnanie wynikéw po domieéSniowym
i $r6dské6rnym podaniu hydrolizatu ACTH

Po uplywie 3 godzin od $rédskérnego podania ACTH i $niladania nie
wystepuja istotne zmiany stezenia cholinesterazy osocza, biatka catkowi-
tego, albumin, globulin, cukru i eozynofili; jedynie istotnie spada steze-
nie potasu z 17,8 mg°o na 16,2 mg°o * 0,8. Zmiana stezenia wynosi
1,6 mg’o (t=—2,48; P = 96%). WprowadziliSmy oznaczanie zmiennosci
sktadnikéw krwi po réznych czasach, podejrzewajac, ze statystycznie
istotne zmiany stezenia moga wystepowaé¢ dla wym'enionych skladnikéw
krwi w innych czasach. I tak stwierdziliSmy, ze dla cukru istotna zmiana
stezenia wystepuje tylko w pierwszej godzinie, z 73 na 99 mg’ * 13.
Zmiana stezenia wynosi 26 mg%o (t = 3,2; P = 98%0), wywolana jest jed-
nak podaniem $§niadania. Za$ stezenie eozynofili zmienia sie¢ w drugiej
godzinie i spada z 2,7% na 1,7% * 0,4; zmiana stezenia wynosi 1%
(t==2,2; P=95%) i wywolana jest réwniez podaniem $niadania.
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Poréwnujgc zatem wyniki otrzymane po domigéniowym podaniu
40 mg ACTH (tabl. 1) z danymi otrzymanymi po podaniu zaledwie 2 mg
tego samego hydrolizatu ACTH $rédskérnie (tabl. 2: grupa ,,$niadanio-
wa” po ACTH, czas 3 godziny) wida¢, ze w obu przypadkach istotnie spa-
da stezenie potasu i nie wystepuja zm’any w stezeniu cukru, am’'nokwa-
sow, bialka calkowitego, albumin i globulin. W odréznieniu jednak do
grupy otrzymujacej hydrolizat ACTH dcm’e$niowo, po podaniu S$réd-
skéornym nie stwierdza sie wzrostu aktywnosci cholinesterazy osocza.
Przeprowadzona poprzednio analiza r6znic pcmiedzy grupg otrzymujaca
ACTH srédskérnie a odpowiednig kontrolg rozstrzygneta watpliwosci od-
no$nie tak wplywu $niadania jak i czasu pobierania krwi na uzyskane
efekty dzialania ACTH. :

Poniewaz wyniki uzyskane u ludzi zdrowych po podaniu dcmig$nio-
wo lub $rédskérnie réznych dawek tego samego czeSciowego kwasnego
hydrolizatu ACTH, w jednakowych czasach (3 godziny) sa réwnorzedne,
to mozna przyja¢, ze w obu przypadkach uzyskany efekt biologiczny jest
taki sam, pomimo duzej réznicy wysokosci dawek. Oznacza to, ze przez
podanie droga $rédskérng zyskuje sie okolo dwudziestokrotnie na aktyw-
nosci hormonu.

B. GRUPA ,,CZCZA”

Po wykazaniu w grupie ,$niadaniowej”’, ze efekt dzialania hydroli-
zatu ACTH zalezy od warunkéw do$wiadczenia (jak $niadanie, glikoza
$rédskornie), wplywajacych na zmienno$é skladnikéw krwi, nalezalo prze-
konaé sig, czy w warunkach zapewniajacych ich niezmienno$¢ wystapi
efekt dzialania ACTH i jaki bedzie jego charakter. Szczegdlnie ciekawym
pod tym katem widzenia bedzie zachowanie si¢ aminokwaséw, cukru,
eozynofili, bialek i cholinesterazy, gdyz te skladniki krwi w grupie kon-
trolnej ,$niadaniowej” odznaczaly sie duzg labilnoscig stezen i przewaz-
nie reagowaly na podanie ACTH stabilizacjg pozicmu poczatkowego.

W drugiej (prawej) czesci tablicy 2 przedstawiliSmy wyniki uzyskane
po podaniu $rédskérnie hydrolizatu ACTH w glikozie lub samej glikozy
ludzicm zdrowym pozostajacym w czasie do$wiadczenia na czczo. Poda-
nie $rédskérne glikozy (grupa kontrolna) nie wpltywa do 3 godzin na ste-
zenie biatek, aminokwaséw, cukru i eozynofili. Dopiero w 3 godzinie uzy-
skano wzrost stezenia potasu o 0,7 mg®o, ale statystycznie nieistotny.
Réwnoczes$nie spada aktywnos$¢ cholinesterazy osocza, i to statystycznie
istotnie, z poziomu poczatkowego wynoszacego 4,4 jedn. na 3,4 jedn. *
% 0,75. Spadek aktywnosci wynosi zatem 1,0 jedn. przy czym t=—286
a P=297%.

Podanie hydrolizatu ACTH na czczo zmienia stezenie aminokwaséw
bialka calkowitego, globulin, cukru i potasu, nie wplywa natomast na
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stezenie albumin, eozynofili i cholinesterazy osocza. Podobnie, jak w gru-
pach ,,$niadaniowych” podanie ACTH wywoluje spadek stezenia potasu
W odréznieniu jednak od grup ,,$niadan‘owych” w tej grupie spada réw-
niez stezenie N-NH, aminokwaséw o 1 mg®o (t = 2,45; P = 98%) z pozio-
mu poczatkowego wynoszacego 5,7 mg®e do 4,7 mg®e * 0,75.

W doswiadczeniach na czczo poréwnanie zachowania sig poszczegdl-
nych skladnikéw krwi grupy wlasciwej z grupg kontrolng wykazuje, ze
statystycznie istotne réznice zmian stezen wystepuja w réznych czasach
w nastepujacej kolejnosci: po pierwszej godzinie réznica dla N-NH, ami-
nokwaséw wynosi 0,54 mg%% (t=2,6; P=—298%), dla cukru 20 mg%
(t=2,4; P=095%), dla bialka catkowitego 0,9% (t=2,4; P =95%).
W drugiej godzinie réznica dla N-NH, aminokwasSw wynosi nadal
0,5 mg®% (t=2,45; P=—97%), dla globulin 0,6% (t=2,7; P=97%).
W trzeciej godzinie dla N-NH, aminokwaséw réznica wynosi 0,65 mg%s
(t=2,8; P=198,7%), dla potasu 1,5 mg® (t =3,7; P> 99%) i dla choli-
nesterazy osocza 0,9 jedn. (t=3,4; P>99%). Tylko dla albumin i eozy-
nofili w wymienionych czasach istotne réznice pomiedzy grupami nie
wystepujg (tabl. 2).

Na podstawie tych wynikéw przebadane skladniki krwi u oséb pozo-
stajacych na czczo mozna réwniez podzieli¢é na reagujace i niereagujace
na podanie ACTH. Reaguja zm‘ang eminokwasy, bialko calkowite, globu-
liny, cukier i potas, natomiast cholinesteraza osocza reaguje cofnigciem
zmian, ktore wystepuja w kontroli. Nie reaguja na podanie ACTH albu-
miny i eozynofile, przy czym zmiany nie wystepujg ani w grupie wla-
Sciwej ani kontrolnej.

C. POROWNANIE DZIAEANIA HYDROLIZATU ACTH W GRUPIE ,,SNIADANIOWEJ" i ,,CZCZE)""

Poréwnanie zachowania sie skladnikéw krwi po podaniu ACTH w za-
leznosci od tego czy podano go wraz ze $niadaniem czy tez na czczo wska-
zuje na to, ze efekt i zakres dzialania ACTH zalezy od warunkéw do-
Swiadczenia. W przypadkach, gdy warunki doswiadczenia zapewniajg
niezmienno$¢ stezenia danego skladnika krwi, po podaniu ACTH moze
wystapi¢ aktualna zmiana jego stezenia, za§ w warunkach, ktére juz sa-
me przez si¢ powoduja zmiane stezenia, dzialanie ACTH moze sprowadzi¢
sie do zahamowania wplywu takich czynnikéw ubocznych, jak éniadanie
lub glikoza $rédskérnie; zaznacza sie to wtedy calkowitym lub czescio-
wym cofnigciem zm‘any po podaniu ACTH. Zakres dzialania ACTH w gru-
pie ,$niadan‘owej” i ,czcze]” jest odmienny, gdyz wystepuja réznice
w zachowaniu sie poszczegélnych sktadnikéw krwi w obu grupach. W obu
grupach dzialaja jednak takie same mechanizmy powodujace, ze pod
wplywem ACTH wystepuje albo aktualna zmiana poziomu dla pewnych
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skladnikéw krwi, albo tez brak zmian aktualnych przy sktadnikach labil-
nych w kontroli.

W grupie ,,Sniadaniowej z badanych skladnikéw krwi aktualna zmia-
na dotyczy jedynego stabilnego w kontroli skladnika, a mianowicie po-
tasu, natomiast utrzymanie stezen’a na pozicmie poczatkowym obejmuje,
ze skladnikéw labilnych w kontroli, aminokwasy, bialko catkowite, albu-
miny, globuliny i eozynofile, a nie odnosi si¢ do cukru i cholinesterazy.
W grupie ,czczej” aktualna zmiana poziomu ze skladnikéw stabilnych
w kontroli dotyczy nie tylko potasu, ale réwniez am’nokwaséw, bialka
catkowitego, globulin i cukru, nie obejmuje za$ albumin i eozynofili, na-
tomiast utrzymanie stezenia na poziomie poczatkowym ogranicza sie do
jedynego labilnego w kontroli skladnika krwi, a mianowicie do choline-
sterazy.

W obu grupach 3-godzinny okres dzialania ACTH nie jest optymalnym
dla uchwycenia wszystkich efektéw dzialania ACTH. Istotne réznice naj-
czescie] wystepuja po pierwszej godzinie. Szybkosé wystepowania zm'an
i ich krétkotrwalo$¢é nie jest wywolana przemijaniem dzialania ACTH,
gdyz odpowiedz ze strony rdinych skladnik6w krwi miesci sie w prze-
dziale czasowym od 1—4 godzin.

W doswiadczeniach naszych potwierdziliSmy wielostronnoéé dziala-
nia czesciowych hydrolizatéw ACTH, wystepujacg juz po jednorazowym
podaniu preparatu tak $rédskérnie jak i domig$niowo, znajdujgc nieza-
leznie od warunkéw do$wiadczenia spadek pozicmu potasu, a jedynie
w grupie ,czczej” wzrost poziomu cukru (po 1 godz.), biatka catkowitego
(po 1 godz.), globulin (po 2 godz.) i spadek poziomu aminokwaséw (po 1,
2 i 3 godzinie).

IV. Dpyskusja

Dobrze znana jest wielostronno$¢ dzialania ACTH wyrazajgca sie po-
przez hormony kory nadnercza wplywem na liczne skladniki krwi, jak
rowniez jego ogdlnie biologiczne znaczenie w dostosowywaniu sie¢ orga-
nizméw zwierzecych do zm’an $rodowiska. Badajac zachowanie sie sklad-
nikéw krwi w réznych warunkach eksperymentalnych, po jednorazowym
podaniu ACTH tak domie$niowo jak i $rodskérnie, wykazaliSmy wyste-
powanie obu tych efektow. Wielostronnosé dzialtania ACTH mozna wy-
kaza¢ tylko w warunkach zapewniajacych niezmiennos¢ danych sklad-
nikéw krwi, a udzial jego w procesach adaptacyjnych tylko w warun-
kach wywolujacych zmiennosé stezenia skladnikéw krwi.

W pierwszym przypadku mamy do czynienia z dzialaniem stymulu-
jacym, gdyz ACTH wywotluje aktualng zmiang, w drug'm z dzialaniem
stabilizujagcym, gdyz nie dopuszcza do wystapienia aktualnej zmiany,
ktoérej przyczyna znajduje sie poza sferg dzialania ACTH. Ten spos6b
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dzialania ACTH mozna wykaza¢ u ludzi zdrowych jedynie przez poréw-
nanie z odpowiednig grupa kontrolng, w ktérej dzialajg takie same czyn-
niki dodatkowe, jak w grupie poddanej dzialaniu ACTH. Dzialanie sta-
bilizujace jest szersze, gdyz daje sie wykazaé dla takich skladnikéw krwi,
dla ktérych nie stwierdza sie dzialania stymulujacego, jak np. dla albu-
min i eozynofili po $niadaniu, lub na czczo dla cholinesterazy osocza.
ACTH nie wplywa na poziom eozynofili, przy ich nie zmieniajagcym s’e
pozicmie w grupie ,,czczej”, w grupie ,$niadaniowej” dzialanie stabili-
zujace pojawia sig tylko w pierwszej godzinie i powoduje wlasciwie zwiek-
szenie stezenia eozynofili nie dopuszczajac do wystapienia eozynopenii
trawiennej. Efekt stabilizujacy jest zatem antagonistyczny do dzialania
bodzca dodatkowego. W zaleznosci od warunkéw doswiadczenia wykaza-
lismy wystepowanie obu efektéw dziatania ACTH dla aminokwaséw, bial-
ka catkowitego i globulin. Wezmy za przyklad zachowanie sie aminokwa-
s¢éw i globulin po podaniu ACTH w grupie ,,czczej” i ,,$niadaniowej”.
W grupie ,,czczej” ACTH obniza pozicm aminokwaséw o 0,5 mg® w po-
rownaniu do kontroli, w ktérej stezenie ich nie zmienia sig, natcmiast
w grupie ,$niadaniowej” ACTH obniza wprawdzie w pordwnaniu do
kontroli poziom aminokwaséw o 1,5 mg®bo, lecz obnizka ta prowadzi tyl-
ko do utrzymania poziomu poczatkowego obserwowanego przed poda-
niem ACTH i $niadania. Oba efekty dzialania ACTH sa w tym przypad-
ku zgodne. Ale przy nie zmieniajgcym sie poziomie aminokwaséw poda-
nie ACTH wywoluje aktualny spadek stezenia i dzialanie jego jest od
razu widoczne, a przy podwyzszonym poziomie obniza go do wartosci po-
czatkowej i jest bezposrednio niewidoczne, a mozna go wykazaé¢ tylko
przez poréwnanie z réwnolegly kontrolag. Rozpatrujac zachcwanie s'e
globulin widaé, ze na czczo ACTH podwyzsza w drugiej godzinie ich
stezenie, natcmiast po $niadaniu obniza do poziomu poczatkowego nie do-
puszczajac do wystapienia po pierwszej, trzeciej i czwartej godzinie zwyz-
ki poéniadaniowej. Oba efekty dzialania ACTH sg w przypadku globulin
sprzeczne i rozkojarzone w czasie.

Odmienny zakres dzialania obu efektéw i ich niezalezno$¢ w czasie
przemawia za innym mechanizmem dziatania ACTH w obu przypadkach.
Stan ustroju decyduje o tym, ktéry z tych mechanizméw dochodzi do
glosu.

Zalezno$¢ efektéw dzialania ACTH od stanu ustroju dobrze wyjas-
nia rozbieznosci badan nad biologicznym dzialaniem ACTH. Za przyklad
moze sluzyé przeglad piSmiennictwa odnoénie zachowania sie¢ aminokwa-
s?w we krwi i ich zmian po podaniu ACTH. Long [9] podaje, ze ACTH
obniza pozicm aminokwasdw, inni autorzy nie znajduja wplywu [10], lub
podaja, ze pozicm aminokwaséw wzrasta [8]. Wyniki te w $wietle przed-
stawionych w tej pracy dowodéw sa tylko pozornie sprzeczne, gdyz praw-
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dopodobnie w pierwszym przypadku obserwowano dzialanie stymulujgce
ACTH, w drugim stabilizujgce, a w trzecim wplyw innych czynnikéw,
ktérych dzialanie bylo w pierwszych godzinach hamowane przez podanie
ACTH. Istotny spadek poziomu aminokwaséw stwierdzaliSmy wylgcznie
w grupie ,,czczej”’, natomiast w grupie ,,$niadaniowej” przez trzy godziny
brak zmian, a w czwartej znaczny wzrost stezenia aminokwaséw, pole-
gajacy prawdopodobnie na przesunieciu efektu bodzcowego $niadania
na dalsze godziny.

Przekonywujgce dowody na przyjete przez nas stabilizujgce dzialanie
ACTH znajduja sie réwniez w pracach zwigzanych z dzialaniem ACTH
u ludzi chorych z patologicznie zmienionymi skladnikami krwi. Poda-
wanie ACTH w doswiadczeniach klinicznych powoduje szybki powrét do
normy globulin i albumin lub cholesterolu i jego estréw [5], podczas gdy
przy prawidlowym stosunku albumin do globulin, lub cholesterolu do
jego estréow ACTH nie wywoluje zm'an.

Biologiczne dziatanie ACTH przejawia sie¢ w dwoéch niezaleznych od
siebie efektach polegajacych albo na wywolywaniu zmian w skladzie
krwi lub na cofaniu zmian wywolanych innymi czynnikami — fizjologicz-
nymi lub patologicznymi.

Streszczenie

1. Przebadano zmiany skladnikéw krwi ludzi zdrowych w odstepach
godzinnych po $niadaniu — przez 5 godzin, i na czczo — przez 3 godziny,
wystepujace po jednorazowym podaniu $rédskérnie 2 mg (5 jedn.) hy-
drolizatu ACTH w glikozie (warunki hydrolizy: temp. 100°, 30 min,
w 0,025 N HCI) lub samej glikozy (grupy kontrolne). Dla wykazania
wplywu ACTH poréwnywano wyniki oznaczen nie tylko ze stanem po-
czatkowym, lecz réwniez ze zmianami w grupach kontrolnych. Uwzgled-
niono tylko réznice statystycznie istotne.

2. Przebadano zachowanie sie potasu, aminokwaséw, biatka caltko-
witego, albumin, globulin, cukru, eozynofili i cholinesterazy osocza.

3. Wykazano, ze zakres dzialania ACTH i uzyskane efekty zaleza od
warunkéw do$wiadczenia ($niadanie lub stan na czczo) i od okresu uply-
wajacego od podania zastrzyku.

4. Efekt dzialania ACTH wystepuje dla réznych skladnikéw krwi
w réznych okresach czasu (od 1 do 4 godzin).

5. Na czczo ACTH obniza poziom aminokwaséw i potasu, zwigksza
stezenie cukru, biatka catkowitego i globulin, cofa spadek aktywnosci
cholinesterazy osocza obserwowany w grupie kontrolnej, nie wplywa na
poziom eozynofili i albumin.
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6. Po $niadaniu ACTH obniza poziom potasu, cofa zmiany w poziomie
aminokwaséw, biatka calkowitego, globulin i albumin obserwowane
w kontroli, nie wplywa na poziom cukru i aktywnosé¢ cholinesterazy
osocza.

7. W 3 godziny po $niadaniu i domie$niowym wprowadzeniu 40 mg
(100 jedn.) hydrolizatu ACTH wystepuja takie same efekty dzialania
ACTH jak po podaniu 2 mg $rédskoérnie.

8. Wyciagnieto wniosek, ze ACTH dziala w dwojaki sposob: (a) wy-
woluje zmiany — efekt stymulujacy, (b) cofa zmiany wywolane innymi
czynnikemi — efekt stabilizujacy; a przez podanie sposobem S$rédskoér-
nym uzyskuje sie przynajmniej dwudziestokrotnie zwigkszenie aktyw-
nosci hormonu.
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BJIMAHUE HWHTPAJEPMAJIBHOTO BBEJEHHA AJIPEHOKOPTHKOTPOII-
HOr'o ropPMOHA HA OBMEH BEIIECTB V¥V 3/10POBBIX JIIOJAEH

Pezwome

1. MHcenenopamchk 6moxmmudecKue M3MEHEHMsI COCTaBa KPOBY 370pPO-
HBIX JIIOZIe}i MocJieé MHTPaZepMaJIbHOTO BBeAeHMA 2 M2 (5 emuHui)) ruapo-
mm3ata ACTH B rmokose (ycnoBua rufgposmza: temm. 100° 30 wmun,
B 0,025 N HCI) u camoit INIoK0o3bl (KOHTPOJIbHBIE Tpymmbl). Vcenenosasus
NPOM3BOAMJIMCE KaK/bliA Yac II0CJIe 3aBTpaka B TeYEHMEe 5 YacoB M HATO-
maK B TeyeHue 3 wacoB. Jua onpenesnenna Biusuusa ACTH pesyabraThl
CpPaBHMBAJIMUCH HE TOJIBKO C MCXOJHBIMM AAHHBIMM, HO M C M3MEHEHUAMM
B KOHTPOJIBHBIX rpyrnmnax. IIpyHuManauck BO BHMMAaHME TOJIBKO CTATHUCTH-
YEeCKM JOCTOBEpHbIE Pe3yJIbTaThl.

2. ViccrnemoBasmMch M3MEHEHMA COJEPIKAHMA KaliusA, aMUHOKMCIIOT, 00-
mero Geska, ansOyMMHOB, IIO0YJIMHOB, caxapa, 903MHOMUIOB M XOJIMHI-
cTepaspl IMJIa3Mbl.

3. Iloxazano, uro peiictBue ACTH u pocturaemsele 3¢peKThI 3aBUCAT
OT ycJoBmii ombITa (HaTOIIAaK MJM IIOCJE 3aBTpPakKa) M OT BPEMEHM IIpo-
LIeJIIero OT MOMEHTa ero BBEJeHMA.

4. DOdperr peiterBua ACTH nabGmogaerca AJdA pa3iMyYHBIX COCTAB-
HBIX 4acTeil KPOBM B pa3HbIX IPOMEXyTKax BpemeHu (or 1 xo 4 wacom
rmocJie BBEAEHMS). )

5. Haromiak ACTH cHmzkaerT copepKaHuMe aMMHOKMCJIOT M KaJiuid,
VBeJIMYMBAET CONEepzKaHue caxapa, obmero 6eska u rio0yJswHOB; Inpex-
OTBpallaeT NaZieHue AaKTUBHOCTY XOJMHICTepasbl Habirosaemoe B KOH-
TPOJIEHBIX TPYIIax; HE BAMAET HA cojepKaHue albOyMMHOB M KoJMye-
CTBO 903MHO(MUIIOB. '

6. Tlocne 3aBTpaka ACTH chupkaer cojep:kaHme Kajus; NpefoTEpa-
1IaeT M3MEHeHMs B COAEPKAHMM AMMHOKMCJIOT, obuiero Geaka, raobysm-
HOB 1 anb0yMMHOB, Hab/r0jaeMble B KOHTPOJIBHBIX TPYyIIax, He BIMAET Ha
cojepIKaHMe caxapa M aKTMBHOCTH XOJIMHAICTEpasbl IJIa3Mbl.

7. Yepe3 Tpu yaca mocje 3aBTpaKa M IOCJe BHYTPUMBILIEYHOTO BBe-
nerusa 40 we (100 exymnn) ruaposmsara ACTH noaywarores Takue ke pe-
syneratel gevictBua ACTH, kak mociie MHTpaAe[{4aabHOTO BBEJEHMUA 2 M2.

8. ABTophl npuxoasaT K BhIBOAY, 4To ACTH okassiBaer ABoAKOe neii-
cTBMe: (a) BBIZBIBAET ONpeE/eJIeHHbIe U3MEHeHUA — CTUMYJMPYIOLMii -
tdexr, (6) nmpegoTBpalaeT MHbIE M3MEHEHMS, BBI3BAHHbIE APyrMMyu ax-
Topamy — crabuansupyrommit agcerr. IIpu MHTpaaepMaJlbHOM BBEAESHMN
AOCTHUTaeTCs, IO KpajiHeii Mepe, ABajUATMKPATHOE yCMJIEHNME IOPMOHAJb-
HOJ aKTMBHOCTMU.
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THE EFFECT OF INTRACUTANEOUS ADMINISTRATION
OF ADRENOCORTICOTROPIC HORMONE ON THE METABOLISM OF HEALTHY
MEN

Summary

1. An hourly survey was made of changes in blood écmponents of
healthy men following a single administration — postprandial, 5 hours,
and on empty stcmach, 3 hours — of 2 mg. (5 units) of ACTH hydrolysate
in glucose (conditions of hydrolysis: 100°C, 30 min., in 0.025 N HC!) or
glucose alone (control groups). In order to show the effects of ACTH, the
results of determinations were compared not only with the original con-
ditions, but also with the changes found in control groups. Only differen-
ces statistically significant were taken into account.

2. The behaviour was examined of potassium, am'no acids, total
protein, albumin, globulin, sugar, eosinophils, and serum cholinesterase.

3. It was demonstrated that the scope of action of ACTH and the
effects obtained depend on the conditions in which the experiment is
carried out, before or after a meal, and on the time elapsed since the
injection.

4. The effects of ACTH with regard to various blcod components take
various intervals, from 1 to 4 hours, to becom2 manifest.

5. Injected on empty stcmach, ACTH reduces the level of amino
acids and potassium: it raises the concentration of sugar, total protein
and globulin: it ccmpensates the lowering of serum cholinesterase activity
observed in the control group and has no effect on the level of eosi-
nophils and albumins.

6. Postprandial injections of ACTH reduce the level of potassium;
they compensate the changes in the levels of amino acids, total protein,
globulins and albumins observed in controls: they fail to affect the level
of sugar and the activity of serum cholinesterase.

7. Three hours after a meal and intramuscular administration of
40 mg., (100 units) of ACTH hydrolysate, the effects are like those follow-
ing intracutaneous administration of 2 mg. of ACTH.

8. The conclusion was drawn that ACTH effects are twofold: a) it
causes changes — stimulating effects, b) it compensates changes due
to the action of other agents — stabilizing effects; ad'm‘nistered by the
intracutaneous route, the hormone gains at least twenty times in activity.

Otrzymano 25.1.1957 r.
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ULEPSZONA METODA OTRZYMYWANIA
ANTYBIOTYKU TETAINY

II. OTRZYMYWANIE CZYSTEGO ANTYBIOTYKU®) **)

Z Pracowni Biochemicznej Instytutu Medycyny Morskiej w Gdansku
Kierownik pracowni: doc. kand. n. inz E. Borowski

Tetaina, czynny antybiotycznie niskoczasteczkowy polipeptyd, wyizo-
lowana zostala w stanie czystym z kultury szczepu ,,#” B. pumilus [1,5,7].
Stosowano metode rozdzialu przeciwpradowego i preparatywna chrcma-
tografie¢ bibulowa. Poniewaz ilosci antybiotyku otrzymywane ta droga
byly znikome, konieczne bylo opracowanie metody umozliwiajacej otrzy-
mywanie tej substancji w wiekszej skali. Zadanie to bardzo utrudnia
fakt, ze tetaina wystepuje w obecnosci zlozonego kompleksu nieczyn-
nych polipeptydéw o wlasnosciach bardzo zblizonych do samego anty-
biotyku [5].

W pierwsze] czesci pracy dotyczacej ulepszonej metody otrzymywa-
nia tetainy podano metode otrzymywania uwolnionego od pozostalych
zanieczyszczen kompleksu peptydowego zawierajgcego antybiotyk [2]. Do
pracy uzyto wysokoaktywny wyselekcjonowany szczep ,,i”’ Bn-180. Jako
podioze stosowano pozywke syntetyczng Andersona M-9 zawierajaca po-
nadto kwas cytrynowy oraz wycigg wodny z ziemniaka, ktéry — jak
stwierdzono — zawiera stymulatory wytwarzania tetainy [3, 4]. Kompleks
peptydowy uzyskiwano przez adsorpcje na weglu aktywnym, elucje roz-
tworem butanolu i nastepnie poddanie otrzymanego surowego materiatu
ciaglej ekstrakcji przeciwpradowej wedlug Verzelego [8] w ukla-
dzie fenol woda.

W ten sposéb otrzymano z dobrg wydajnoscig wysokoaktywny pre-
parat zawierajacy znaczny procent tetainy. Jak wykazata chromatografia
bibulowa, uzyskany preparat stanowi kompleks kilku, okoto szesciu, pep-

*) I cze$¢é: Otrzymywanie kompleksu peptydowego [2].
**) Praca wykonana czeSciowo z dotacji Komitetu Biochemicznego PAN.

[231)
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232 E. BOROWSKI (2]
tydéw. Opracowana metoda nadaje sie do zastosowania w skali wielko-
laboratoryjnej i péitechnicznej.

Celem niniejszej pracy jest opracowanie metody wyodrebnienia z kom-
pleksu peptydowego czystej tetainy. W toku pracy aktywnos¢ poszczegol-
nych prébek oznaczana byla metodg cylinderkowg z zastosowaniem
szczepu Shigella shigae jako drobnoustroju wzorcowego. Stezenie anty-
biotyku 1 jedn./ml daje strefe zahamowania wzrostu o Srednicy 23 mm.
Z danych chrcmatografii bibulowej wynika, ze jedna jednostka odpo-
wiada ok. 1 ug czystej tetainy [5]. Miareczkowanie tetainy wykonuje sie
wedlug krzywej wzorcowej opartej na pomiarach stref zahamowania
przy uzyciu czystej tetainy. Standardéw nie stosowano ze wzgledu na
trudnosci w przechowywaniu antybiotyku przez dluzszy czas (niezbyt
duza trwalo$¢). Przy przestrzeganiu $cisle standardowych warunkéw
praktycznie nie mieliémy rozbieznosci w wynikach. Krzywe wykonane
kilkakrotnie w duzych odstepach czasu pokrywatly sie ze sobg. Szczegély
metody biologicznej oznaczania tetainy bedg przedmiotem innego donie-
sienia (S. Krynski — w przygotowaniu do druku).

Uzyty w obecnej pracy material (kcmpleks peptydowy) otrzymywano
wedlug metody podanej w pierwszej czesci pracy [2]. Uzyskiwany poczat-
kowo z bardzo aktywnych hodowli (1000 jedn./ml) preparat mial aktyw-
no$é wynoszaca 700—1000 jedn./mg. W dalszej pracy ze wzgledu na to,
ze stosowany do pozywki ziemniak mial znacznie mniejsza aktywnosé¢
stymulacyjng (aktywnosci stymulacyjne ziemniakéw ze zbioréw z roéz-
nych lat nie s jednakowe) otrzymywano hodowle o poziomie nie prze-
kraczajacym 400 jedn./ml, z ktérych uzyskiwano preparat kcmpleksu
peptydowego o aktywnosci 250—500 jedn./mg. Otrzymywane w toku
pracy porcje preparatu przechowywane byly w lodéwce w roztworze
wodnym. Roztwory te uzywano bez wydzielania suchej substancji. W pre-
paracie mozna wykazaé metodg chromatografii bibulowej obecnosé kilku
skladnikéw dajgcych pozytywng reakcje ninhydrynowa. Chromatogram
preparatu pokazany jest na rys. 1.

Ze wzgledu na wielkie podobienstwo wilasnosci wszystkich skladni-
kéw kompleksu, tetaina nie moze by¢ z niego wyodrebniona przez zasto-
sowanie prostych metod: ekstrakcji, wytrgcania i in. W pracy oparto sie
na wykorzystaniu niewielkich réznic wspélczynnikéw rozdzialu po-
szczegblnych skladnikéw kompleksu miedzy dwa rozpuszczalniki (woda-
rozpuszczalnik organiczny). Wydaje sie, ze jest to praktycznie jedyna
droga prowadzgca do wydzielenia aktywnego skladnika kcmpleksu.

Wykorzystano chromatografie rozdzielcza na bibule jako test dla
opracowania warunkéw wydzielenia tetainy. Zbadano w ten sposéb okolo
60 réznych ukladéw rozpuszczalnikéw. Najlepsze wlasnosci rozdzielcze
wykazywal wspomniany wyzej uklad (Rys. 1) zastosowany uprzednio do
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Rys. 1. Chromatografia bibulowa jed-
nowymiarowa preparatu tetainy (kom-
pleks peptydowy).

Bibula Whaimana Nr 3. Rozpuszczalnik:
III-rzedowy butanol (695)-kwas mrow-

2o

Rys. 2. Chromatogram bibulowy pre-

paratu tetainy (kompleks peptydowy)

Uklad: n-butanol (50)-woda (50)-meta-
nol (5). Barwienie ninhydryng.

1 — kompleks peptydowy. 2 — tetaina

kowy (10)-woda (295). Barwienie izaty- czysta
ng. Plama zktywna oznaczona strzalkg
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Rys. 3. Ciromatografia bibutowa frakcji z rozdzialu przeciwprgdowego tetainy.
Naniesione dolne warstwy (50u1). Rozpuszczalnik: III-rzedowy butanol (695) - kwas
mrowkowy (10) - woda (295). Bibula Whatmana Nr 1. Barwienie ninhydryna. Cyfry
oznaczajg rumery elementéw z aparatu Craiga, a — preparat rozdzielany, b —

czysta tetaina
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Rys. 4. Chromatogram bibulowy
tetainy przed i po rozdziale prze-

ciwprgdowym.
Bibuta, rozpuszczalniki i barwie-
nie jak w rys. 3. 1 — preparat

przed rozdzialem. 2 — tetaina

czysta po rozdziale
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Rys. 5. Chromatogram bibutowy frakecji z kolum-
ny celulozowej.

Warunki chromatografii jak w rys. 3. Cyfry
oznaczajag numery frakcji wychodzscych z ko-
lumny
a— preparat rozdzielany, b — czysta tetaina
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Rys. 6. Rozdzial przeciwpradowy

Numer elemeniu

preparatu po chromatografii kolumnowej na
celulozie

by & Y

substancja sucha
aktywnosé wzgledem Shigella shigae
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Rys. 7. Chromatografia rozdzielcza na silicagelu preparatu tetainy
Uktlad: n-butanol (50)-woda (50)-metanol (5). Frakcje eluatu po 100 ml.

X x substancja sucha
O- — (O aktywnos$é wzgledem Shigelia shigae
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Rys. 8. Chromatografia bibulowa frakeji z kolumny silicagelowej (patrz rys. 7).
Rozpuszczalnik, bibuta i barwienie jak w rys. 3. Cyfry oznaczaja numery frakcji
wychodzgcych z kolumny, a — preparat rozdzielany, b — czysta tetaina
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Rys. 9. Powtérna chromatografia kolumnowa tetainy na silicagelu.
Uklad: n-butanol (50)-woda (50)-metanol (5). Objetosci frakeji po 50 ml.
O — (O substancja sucha

X ¥  aktywnos¢ wzgledem Shigella shigae

a b c

Rys. 10. Porownanie obrazéw chromatograficznych preparatéw tetainy przed pierwsza
chromatografig na silicagelu (a), po chromatografii (b) i po rechromatografowaniu (c).
Rozpuszezalnik, bibuta i barwienie jak w rys. 3
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preparatywnej chrcmatografii bibutowej tetainy [5]. Nie mégl on jednak
by¢ zastosowany do otrzymywania antybiotyku w wigkszej skali ze
wzgledu na wysoki koszt trzeciorzedowego butanolu. Ponadto obecnosé¢
kwasu moze powodowaé¢ przy wiekszych porcjach przerabianego mate-
riatlu, a wiec i dluzszym czasie trwania procesu, czeSciowg inaktywacje
antybiotyku. Idealny uklad winien by¢ latwo dostepny, tani, mozliwie
nie zawiera¢ kwaséw i zasad i wreszcie dawac¢ dostatecznie dobry rozdzial.
Ukladem, ktéry najbardziej zbliza sie do tych warunkéw, jest: n-butanol
(50)-woda (50)-metanol (5) (czesci objetosciowe). W uktadzie tym na chro-
matogramie bibulowym (uzyta gérna warstwa) nie nastepuje calkowite
rozdzielenie wszystkich skladnikéw kompleksu, jednakze plama antybio-
tyku dobrze oddziela sie od pozostalych skladnikéw juz przy malej dro-
dze wedréwki plam. Wadg ukladu jest bardzo wolne wedrowanie plam
(mata rozpuszczalnos¢ skladnikéw kompleksu). Stwarza to koniecznosé
uzycia — juz na kolumnie — wzglednie duzych iloSci rozpuszczalnika.
Zwiekszenie rozpuszczalnosci substancji, np. przez zwiekszenie zawartosci
metanolu, nie prowadzi do celu, gdyz chociaz szybkos¢ wedrowki wow-
czas wybitnie wzrasta, maleje stosunek R; skladnikéw.

Obraz chromatograficzny kempleksu peptydowego w tym uktadzie po-
kazany jest na rys. 2. W ukladzie tym zwraca uwage odwrotna kolejnosé
wedrdéwki plam w poréwnaniu z ukladem z rys. 1. Tetaina wedruje tu
jako ostatnia, podczas gdy poprzednio szla jako jedna z pierwszych plam.
Decydujacy wplyw na odwrdcenie kolejnosci wedrowki wywiera — jak
stwierdzono — zawartos¢ kwasu.

Opracowany — przy zastosowaniu jako testu chromatografii bibulo-
wej — uktad rozpuszczalnikéw uzyto do wydzielenia w skali preparatywnej
czystej tetainy. Wydzielanie antybiotyku przeprowadzono — wykorzy-
stujac réznice wspoélezynnikéw rozdzialu skladnikéw kompleksu — Kkil-
koma sposobami: metoda rozdzialu przeciwpradowego oraz metcda chro-
matografii rozdzielczej na kolumnie celulozowej i silicagelowej.

Wydzielenie tetainy z kempleksu peptydowego metodg rozdzialu prze-
ciwpragdowego przy uzyciu ukladu n-butanol (50)-woda (50)-metanol (5)
przeprowadzono stosujgc aparature systemu Craiga [6]. Pojemnosé
elementéw wynosita po 4,5 ml kazdej fazy. Aparat napelniano dolng war-
stwa otrzymang z wyzej wymienionej mieszanki rozpuszczalnikéw, za$
gérna warstwa byla faza wedrujaca. Przy podanych wymiarach elemen-
téw dopuszczalne obcigzenie aparatury wynosi ok. 100 mg rozdzielanego
jednorazowo preparatu. Wieks: e ilosci wprowadzonej do aparatu substancji
na skutek niewielkiej jego rozpuszczalnoéci w gornej fazie nie dajg dobrego
rozdzialu, rozdzielene skladniki w znzcznym stopniu zachodza na siebie.

Rozdzial przeciwpradowy prowadzono na 50 elementach. Stosowano
usuwanie fazy wychodzacej z ostatniego elementu. Po dokonaniu 200
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przej$¢ rozdzial prowadzono dalej metoda przeptywu kolowego. Ogélem
dokonano 350 przej$é. Stopien oddzielenia tetainy od pozostalych sklad-
nikéw kompleksu zbadano metoda chrcmatografii bibulowej. Na rys. 3
pokazany jest chromatogram bibulowy dolnych warstw poszczeg6lnych
frakcji naniesionych na arkusz w jednakowej ilosci (50 z1). Wynika z nie-
go, ze w rezultacie przeprowadzonego rozdzialu przeciwpradowego nasta-
pilo oddzielen‘e tetainy od pozostalych skladnikéw kempleksu. Jednakze
jeden ze skladnikéw czeSciowo zachodzi na frakcje, w ktérych znajduje
sie antybiotyk. Nie stanowi to jednak powazniejszej przeszkody, gdyz
zakres wzajemnego nakladania sie obu substancji nie jest duzy. Po skon-
czonym rozdziale wybierano frakcje zawierajace czysty antybiotyk, usu-
wano z nich butanol i roztwor zagaszczano w prozni. Jak wynika z po-
réwnania obrazéw chromatograficznych przed i po rozdziale przeciwpra-
dowym (Rys. 4), otrzymana substancja jest wolna od pozostalych sklad-
nikéw kompleksu.

Podana metoda nadaje sie dobrze do otrzymywania niewielkich, kil-
kudziesieciomiligramowych iloéci czystego antybiotyku. Jednakze przy
wiekszej skali jest niewystarczajgca ze wzgledu na duzg pracochlonnosé
(potrzebne duze ilosci rozpuszczalnika) i malg przelotowoseé aparatury.
Z tego wzgledu dwie dalsze opracowane metedy: kolumnowa chromato-
grafia rozdz'elcza na celulozie, a w szczeg6lnosci chromatografia na sili-
cagelu, przewyzszaja podang metode.

Chromatografie na kolumnie celulozowej przeprowadzono stosujac
proszek celulozowy Whatmana Nr 1. Spcmiedzy 60 ukladéw rozpuszczal-
nikéw przebadanych w chrcmatografii na arkuszach bibuly wybrano
osiem najkorzystniejszych ukladéw i zbadano przydatno$é ich w chro-
matografii kolumnowej. Najkorzystniejszym okazat s’e znéw ukltad n-bu-
tanol (50)-woda (50)-metanol (5). Rozdzial preparatywny prowadzono na
kolumnie o $rednicy 7 cm zawierajacej 1 kg proszku celulozowego. Wy-
sokos¢ shupa celulozy po uformowaniu kolumny wynosi okoto 80 cm. Ko-
lumne formowano z zawiesiny w uzytym do chromatografii rozpuszczal-
niku. Ustalono empirycznie, ze maksymalne obcigzenie kolumny wyno-
si 1 mg rozdzielanego preparatu na 1 g celulozy. W ten sposdb jednora-
zowo na kolumnie mozna rozdzieli¢c 1 g substancji. Substancje nanoszo-
no z 10% roztworu wodnego, po czym przepychano rozpuszczalnik tak
regulujac nadcisnienie, aby ustalila sie optymalna szybkos¢ wyplywu
eluatu wynoszgca 100 ml/godz. Zbierano frakcje po 200 ml. W wycho-
dzacym eluacie badano zawarto$¢ substancji suchej, aktywnos$é oraz
obraz chromatograficzny. Chromatogram bibulowy poszczegélnych frak-
cji wychodzacych z kolumny obrazujgcy przebieg rozdzielania skladni-
kéw kompleksu przedstawiony jest na rys. 5. Widoczne jest z niego, ze
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tetaina idzie jako ostatni skladnik. Stopien wydzielenia tetainy z pozo-
stalych sktadnikéw mieszaniny jest dobry. Dla dokonania calego pro-
cesu nalezy przepusci¢ przez kolumne okolo 7 litrow rozpuszczalnika.
Z polaczonych frakeji zawierajacych antybiotyk wolny od pozostatych
sktadnikéw kompleksu ekstrahowano cialo czynne malymi porcjami wody
do zaniku reakcji ninhydrynowej, po czym ekstrakt zageszczano w proézni.

Chromatografia kolumnowa na celulozie prowadzi do catkowitego od-
dzielenia tetainy od pozostalych skladnikéw kcmpleksu peptydowego.
Jednakze otrzymany preparat jest wtornie zanieczyszczony substancjami
wyplukujacymi sie z samej celulozy. Nawet najdiuzsze wstepne przeplu-
kiwanie kolumny czystym rozpuszczalnikiem nie doprowadza do otrzy-
mania eluatu nie zawierajgcego substancji suchej. Jednakowoz ciala wy-
plukiwane z celulozy dajg sie latwo oddzieli¢ od antybiotyku przez pecd-
danie materialu niewieloprzejsciowemu (30 przejs¢) rozdzialowi przeciw-
pradowemu w ukladzie fenol-woda. Dwukrotny rozdzial przeciwpradowy
w tych warunkach z wybraniem aktywnych frakcji prowadzi do otrzy-
mania jednorodnej sukstancji dajacej charakterystyczng krzywa rozdziatu
przeciwprgdowego i jedng plame na chrcmatogramie bibulowym. Skiad
preparatu otrzymanego w wyniku chromatografii kolumnowej jest zobra-
zowany na krzywych rozdzialu przeciwpragdowego (Rys. 6).

Trzecia metodg zastosowang do wyodrebnienia czystej tetainy jest
chromatografia kolumnowa na silicagelu. Uzyskano tutaj najkorzystniej-
sze wyniki. Kolumne silicagelowa mozna doprowadzi¢ do takiego stanu,
ze eluat nie bedzie zawieral substancji suchej. Ponadto s’licagel jest —
w naszym wypadku — wielokrotnie aktywniejszy od celulozy tak, ze na
kolumnie zawierajacej te samg ilo§¢ adsorbenta mozna w wypadku silica-
gelu chromatografowaé¢ do 10 razy wiekszg ilosé preparatu tetainy anizeli
na celulozie. W pracy uzyto silicagelu do chromatografii przesiany przez
sito 100/200. Stosowano te samg co wyzej mieszanke rozpuszczalnikéw.
Wyodrebnienie czystej tetainy prowadzono w dwéch etapach, poddajac
dwukrotnie chromatografii kolumnowej. W pierwszej chrcmatografii,
wstepnej, otrzymano substancje juz wysoce oczyszczong zawierajaca jed-
nak jeszcze niewielkie ilosSci zanieczyszezen. Z preparatu tego usuwano
reszte zanieczyszczen przez rechrcmatografowanie,

Kolumne do chrcmatografii wstepnej formowano z zawiesiny silica-
gelu w wymienionym rozpuszczalniku, po czym przeplukiwano jg jeszcze
pewng iloscig rozpuszczalnika. Empirycznie ustalono, ze dopuszczalne ob-
cigzenie kolumny wynosi 5—10 mg rozdzielanego preparatu na 1 g adsor-
benta. Stosowano kolumne zawierajaca 200 g silicagelu. Srednica kolum-
ny wynosita 30 mm, za§ wysoko$é¢ stlupa adsorbenta 48 cm. Na kolumne
nanoszono 1—2 g preparatu tetainy w roztworze wodnym (2—3 ml), po
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czym przepuszczano rozpuszczalnik przez pewien czas bez nadci$nienia,
pdzniej za$ wlaczano cisnienie. Optymalng szybkosé wyplywu eluatu
ustalono na okolo 65 ml/godz. Zbierano frakcje po 100 ml. Przebieg chro-
matografii przedstawiaja krzywe substancji suchej i aktywnosci (Rys. 7)
oraz obraz chromatograficzny poszczegélnych frakecji (Rys. 8). Jak wida¢,
w procesie tym nastepuje prawie catkowite oddzielenie tetainy od pozo-
stalych skladnikéw kompleksu. Frakcje zawierajace antybiotyk sg jedy-
nie nieznacznie zanieczyszczone. Do dalszego przerobu brano frakcje
aktywne (20—28), z ktérych wydobywano antybiotyk przez kilkakrotng
ekstrakcje woda do zaniku reakcji ninhydrynowej. Roztwdér wodny za-
geszczano w prézni. Por6wnanie obrazéw chromatograficznych substan-
cji przed i po rozdziale na kolumnie pokazane jest na rys. 10.

Ilosci otrzymanego w wyniku chromatografii kolumnowej preparatu
zalezne s od aktywno$ci wyjsciowego materialu. Na przyklad z 1,2 g
preparatu o aktywnosci 1 jedn. w 5—6 ug otrzymywano 160—200 mg
substancji, za$ z tej samej iloSci preparatu o aktywnosci 1 jedn. w 3 pug
otrzymywano okolo 400 mg. Aktywnosci otrzymanych substancji wahajg
sie od 1,2—1,5 ug dla jednej jednostki.

Chromatografie wstepna prowadzi¢ mozna nieograniczenie dlugo na
tej samej kolumnie. Tetaina wychodzi jako przedostatnia substancja. Jesli
po skonczeniu chromatografii rozpoczaé przerabianie nastepnej porcji, to
zanim antybiotyk z tej porcji zacznie przechodzi¢ do eluatu, ostatnia sub-
stancja z poprzedniej zdazy juz opusci¢é kolumne. W trakcie pracy uzy-
waliémy te semg kolumne kilkanascie razy bez zm’any adsorbenta, przy
czym nie zauwazyliSmy jakiejkolwick zmiany zdolnosci rozdzielezych.
Podobnie i zuzycie rozpuszczalnika jest ekoncmiczne. Mozna uzywa¢ stale
te same porcje rozpuszczalnika regenervjac go za kazdym razem przez
wyplukanie — do zaniku reakcji ninhydrynowej — zawartych w nim
substancji woda zawierajaca pewne ilosci metanolu i butanolu bedace
w réwnowadze z goérna warstwg ukladu n-butanol (50)-woda (50)-me-
tanol (5).

Usunigcie ostatnich $ladéw zanieczyszczen z otrzymanego preparatu
tetainy osiggn’eto przez poddanie kilku polgczonych porcji antybiotyku
powtérnej chrcmatografii. Do rechromatografowania stosowano kolumne
na szlifach i z dnem ze szkla porowatego (wykluczenie $ladéw zanieczysz-
czen z korkow i wezy, z tego samego wzgledu wszystkie rozpuszczalniki
destylowano z aparatury szlifowej). Stosowano takze nieco dluzsza droge
rozdzialu i mniejsze obcigzenie kolumny. Srednica kolumny Wwynosila
20 mm dlugosci, za§ slupa adsorbenta 78 cm. Kolumna zawierala 150 g
silicagelu. Stosowano obcigzenie okolo 500 mg preparatu jednorazowo
na kolumne.
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W tym etapie oczyszczania silicagel poddawano wstepnej eluacji roz-
puszczalnikiem usuwajgcym zawarte w nim pewne ilosci soli mineral-
nych. Kolumne formowano z zawiesiny silicagelu w wodnym 850 meta-
nolu, po czym przeplukiwano jg jeszcze dwoma litrami tego rozpuszczal-
nika, az do uzyskania eluatu zupelnie nie zawierajgcego substancji su-
chej. Nastepnie przepuszczano przez kolumne 1 litr wlasciwego rozpusz-
czalnika, po czym nanoszono roztwér wodny antybiotyku (500 mg w 1 ml)
i chromatografowano. Stosowano ten sam rozpuszczalnik co w chrcmato-
grafii wstepnej. Optymalna szybko$¢ wyplywu eluatu wynosi 50 ml/godz.
Zbierano frakcje po 50 ml. tak jak i poprzednio okreslano frakcje aktyw-
ne metoda chromatografii bibutowej. Wykreslano takze krzywg substancji
suchej i aktywnosci. Przebieg powtérnej chromatografii przedstawiaja
krzywe (Rys. 9).

Podobnie jak i poprzednio z wybranych frakeji aktywnych wydoby-
wano antybiotyk przez ekstrakcje wodg do zaniku reakcji ninhydryno-
wej. Ekstrakt wodny zageszczano w prdzni. Otrzymany preparat jest juz
wolny od zanieczyszczen. Na obrazie chromatograficznym jest juz tylko
jedna plama (rys. 10). Z 500 mg chromatografowanego preparatu otrzy-
muje sie okolo 300—400 mg czystego antybiotyku. Aktywnos¢ preparatu
wynosi 770—1000 jednostek w miligramie (granica powtarzalnosci biolo-
gicznej metody oznaczania).

Na tej samej kolumnie mozna chromatografowaé¢ po kolei dwie porcje
preparatu, po czym kolumne nalezy oczySci¢ przez przeptukiwanie 85%
wodnym metanolem (2 litry) i nastepnie 1 litrem uzytego do chrcmato-
grafii rozpuszczalnika, po czym kolumne mozna znéw dwukrotnie uzyé
itd. Oczyszczanie kolumny jest konieczne z tego wzgledu, ze — jak to
widaé z rys. 9 — zostaje na niej zatrzymana pewna cze$é (ponad 20%)
chromatografowanych substancji (krzywa substancji suchych splanime-
trowana daje ponizej 80% ilosci wyjsciowej substancji). Substancje te
z czasem mogg sie dostac do eluatu.

Otrzymany czysty antybiotyk daje na chromatogramie bibulowym
(Rys. 10c) jednag plame. Przebadano go na jednorodnosé¢ stosujac tez i kil-
kanascie innych rozpuszczalnik5w: mieszanki zawierajace n-butanol, réz-
ne kwasy, matanol, metyloetyloketon, alkohole propylowe, alkohol ben-
zylowy, alkohol izoamylowy, fenol, kolidyna, lutydyna, octan etylu i nie-
ktére inne. We wszystkich wypadkach otrzymano ten sam wynik.

Czysta tetaina otrzymana w roztworze wodnym jest dosy¢ trwala
i moze byé w tym stanie przechowywana przez szereg tygodni w lodéwece.
Jednakze znacznie wygodniej jest otrzymaé jg w stanie suchym. Wydzie-
lenie antybiotyku z roztworu wodnego przeprowadzi¢ mozna badz przez
wytrgcenie go acetonem, badz tez osuszenie roztworu w prézni wprost
lub najlepiej stosujac liofilizacje. Wytracenie acetonem przeprowadza sie
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z 15% roztworu wodnego dodajac powoli przy energicznym wstrzagsaniu
24-krotng objetos¢ acetonu. Wydziela sie bezbarwna substancja poczat-
kowo lekko kleista, ktéra po dokladnym roztarciu szpatelkg z acetonem
staje sie zupehie krucha i sypka. Po odwirowaniu, przemyciu acetonem
i usunieciu resztek rozpuszczalnika w prézni otrzymuje sie bezbarwng,
bezpostaciowg substancje. Wytragcona zostaje cala ilos¢ antybiotyku za-
wartego w roztworze wodnym. Ten sposob osuszania tetainy, chociaz pro-
sty 1 szybki, ma te niedogodnos$¢, ze nastepuje przy tym pewna utrata
aktywnosci, wynoszaca okolo 30°%. Metodg osuszania nie dajgcg prak-
tycznie strat aktywnosci jest liofilizacja roztworu wodnego. Otrzymany
ta droga produkt posiada pelng aktywnos$¢ uzytego do osuszania mate-
rialu. Dotyczy to tylko czystego antybiotyku. Preparaty zanieczyszczone,
otrzymane w toku poprzednich prac, tracily w czasie liofilizacji znaczna
cze$¢ aktywnosci. Otrzymang w stanie suchym tetaine przechowywano
w eksykatorze nad chlorkiem wapnia w temperaturze pokojowej.

Czysty antybiotyk w odréznieniu od otrzymanych uprzednio zanie-
czyszczonych preparatow nie jest zupelnie higroskopijny. Wilgotnosé¢ pre-
paratu przechowywanego nad chlorkiem wapnia wynosi 4,7% w stosun-
ku do suszonego nad pieciotlenkiem fosforu. Tetaina nie posiada okres-
lonej temperatury topnienia. Preparat rozklada sie ze zbrunatnieniem
i obfitym wydzielaniem gazu w temperaturach 100—200° w zaleznosci
od warunkéw ogrzewania (szybkos¢, poczatkowa temperatura aparatu)
Antybiotyk jest doskonale rozpuszczalny w wodzie tworzac w trakcie
odparowywania syrop. Rozpuszcza sie tez dobrze w lodowatym kwasie
octowym, glikolu i nasyconym woda fenolu, cze$ciowo rozpuszcza sie
w metanolu; roztwoér nasycony w temperaturze pokojowej jest 1,4%. Nie
rozpuszcza sie zupelnie w rozpuszczalnikach tluszczowych, bezwodnym
butanolu, estrach i acetonie.

Nie udalo sie otrzymac tetainy w stanie krys'talicznym. Nie krystali-
zuje ona z roztworé6w wodnych nasyconych siarczanem amonu, siarcza-
nem magnezu i chlorkiem sodu pomimo kilkutygodniowego pozostawania
w lodéwce (+3°). Wytracanie z roztworu acetonem, metanolem i in. roz-
puszczalnikami daje produkt bezpostaciowy. Ozigbianie nasyconego roz-
tworu metanolowego mieszaning stalego dwutlenku wegla i alkoholu
(réznica temperatur okolo 100°) réwniez nie powoduje wydzielenia sub-
stancji. Takze powolne odparowywanie roztworu metanolowego prowa-
dzi do powstania szkliwa. By¢ moze, ze krystalizacja z odpowiednio do-
branej mieszanki rozpuszczalnikow doprowadzilaby do celu. Jednakze
mieszanek takich nie badano w tym kierunku ze wzgledu na zbyt mala
ilos¢ antybiotyku, ktérag dysponowano.
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W zakonczeniu pracy poczuwam sie do obowigzku wyrazenia podzie-
kowania prof. dr S. Krynskiemu za zbadanie aktywnosci prébek
antybiotyku, a takze mgr inz. Z. Borowskiej za pomoc przy opra-
cowaniu niniejszego zagadnienia.

Streszczenie

Opracowano metode wyodrebnienia czystego antybiotyku peptydo-
wego tetainy — wytwarzanego przez szczep ,,9” B. pumilus — z kcm-
pleksu peptydowego, w ktérym ta substancja wystepuje przy preparatyce.

Antybiotyk izolowano z kompleksu — otrzymanego przez adsorpcje
z kultury na weglu i nastepnie poddanie cigglemu rozdzialowi przeciw-
pradowemu — stosujac chromatografie kolumnowa na celulozie i sili-
cagelu oraz 350 przejéciowy rozdzial przeciwpragdowy. W metodach tych
stosowano uklad rozpuszczalnikéw n-butanol (50)-woda (50)-metanol (5).,
Najlepsza jest metoda chromatografii rozdzielczej na kolumnie silicagelowej

Czysty antybiotyk otrzymano w stanie suchym przez wytracenie ace-
tonem lub liofilizacje. Okreslono podstawowe wiasnosci czystej substan-
cji. Jednorodno$¢ preparatu wykazano metoda chromatografii bibulowej.
Aktywnos$¢é preparatu wynosi 770—1000 jednostek w miligramie.
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YCOBEPUIEHCTBOBAHHbBIM METOJ/| IOJYYEHHA AHTHBUOTHKA
TETAHUHA,

II. Belgesenme 49MCTOro aAHTUOMOTHKA.

Peszmome

Paspatoran meropn BbleeHMA YMCTOTO MENTUIAHOINO AHTMOMOTMKA Te-
TauHa, — CHHTE3UpyeMoro mrammom ,,d” B. pumillus — u3 nenTtumHoro
KOMILJIEKCa, ¢ KOTOPbIM TeTauH BBIIGNAETCA BO BpeMA IperapaTMBHOIO
NMOJVYEHUS.
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AHTMOMOTMK BBIJIEJIAETCA M3 KOMILJIEKCa, [OJy4YeHHOro myTeM azncopb-
UMM M3 KyJbTYPaJbHOM XKMIKOCTM HAa aKTMBUPOBAHHOM yIJie M IPOTHBO-
TOYHOTO pacnpejesieHMsd, IyTeM Xpomarorpacumu Ha KOJIOHKAX C IeJLI-
JI030¥1 ¥ cuaMKareJsieM, a Takxke 350-nmepeHoCHOro NMPOTMBOTOYHOTO pacrpe-
nenenus. IlpuMeHssack cucreMa pacTBopuredei n-6yranoa (50)-soza (50)-
meraHoa (5). Hannydime pe3ysabTaThl ObLIM IOJyYEHBI METO/IOM pacmpe-
JeJUTeNbHOM XpomaTorpadum Ha KOJOHKE M3 CUJIMKAreJsd.

YueThi aHTHOMOTMK OBLI IMOJy4YeH B CYXOM BMAE NPM ITOMOLIM OCaXK-
AeHuA aLeTOHOM WJM NpM IoMoluu Jmocdpuiamsaumnu. Belimm onpeznesneHs
OCHOBHBIE CBOJICTBa uMcTOro BeuiecTBa. OXHOPOAHOCTE Tpernaparta Onuia
A0OKazaHa Ipy TioMoluy OymazkHOi Xpomarorpaduy. AKTMBHOCTBL Ipena-
para cocraBasya 770-1000 egmHMII HA MMJJIMTPAMM.

AN IMPROVED METHOD OF PREPARING THE ANTIBIOTIC TETAINE

II. PREPARATION OF THE ANTIBIOTIC IN PURE STATE

Summary

A method was devised for obtaining in pure state the peptide anti-
biotic tetaine — produced by strain“9” of B. pumilus — from a peptide
complex in which the substance occurs during the isolation process.

The antibiotic was isolated from the complex — obtained by adsorp-
tion on carbon from the culture and subsequent continuous counter-
current distribution — by using cellulose and silicagel column chromato-
graphy and 350 transfer counter-current separations. The system of
solvents used was: n-butanol (50)-water (50)-methanol (5). Silicagel
column partition chromatography was most successful.

The pure antibiotic was obtained in dry state by precipitation with
acetone or by freeze-drying. The basic properties of the pure substance
were determined. The homogeneity of the preparation was proved by
paper chromatography. Activity of the preparation was 770—1000 units
per miligram.

Otrzymano 7.5.1957 r.
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BADANIA NAD BUDOWA CHEMICZNA TETAINY

I. STUDIA ELEKTROFORETYCZNE ")

Z pracowni Biochemicznej Instytutu Medycyny Morskiej w Gdansku
Kierownik pracowni: doc. kand. n. in3. E. Borowski

Tetaina jest niskoczasteczkowym termostabilnym malotoksycznym
antyb’otykiem wylwarzanym przez szczep ,,#’ — B. pumilus. Antybiotyk
ten zostal otrzymany w czystym stanie [1—4, 8]. Wstepne badania nad cha-
rakterem chemicznym tej substancji wykazaly, ze tetaina jest polipepty-
dem. W kwasnym hydrolizacie antybiotyku znaleziono dwa aminokwa-
sy: tyrozyne i alanine (w przygotowaniu do druku). Na szczegélng uwage
zasluguje fakt, ze w sklad czasteczki wchodza tylko dwa rézne amino-
kwasy. Czasteczka antybiotyku zawiera by¢ moze ponadto takze czesé
niepeptydowa. s

Celem obecnej pracy jest zbadanie — przez zastosowanie elektrofo-
rezy bibulowej — czy tetaina posiada wolna koncowa grupe aminowsg
lub karboksylowa lub tez wolne obie te grupy jednocze$nie. Ponadto,
przez wyznaczenie punktu izoelektrycznego mozna w przyblizeniu okres-
li¢ stosunek wzajemny ilo$ci wolnych grup karboksylowych do grup ami-
nowych.

W pracy stosowano preparat czystej tetainy otrzymanej wedlug poda-
nej uprzednio metody [2, 4]. Do zasilania aparatury elektroforetycznej
zastosowano stabilizator napiecia sieciowego dajacy stabilizacje napiecia
do kilku procent. Na wstepie dokonano wyboru odpowiedniej aparatury
nadajacej sie do przeprowadzania dokladnych pomiaréw ruchliwosci
elektroforetycznej substancji. Opierajac sie¢ na danych literaturowych
przeprowadzono proby pomiaru ruchliwo$ci na réznego rodzaju apara-
turach. Jako substancji wzorcowych uzyto aminokwasy, a takze tetaine.
Stwierdzono, ze do naszego celu nie nadaje sie aparatura z paskami bi-
buly umieszczonymi w komorze wilgotnej. Otrzymywane wyniki sa mato

*) Praca wykonana czeSciowo z dotacji Komitetu Biochemicznego PAN.

i [241]
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powtarzalne. Ponadto trudno jest uwzgledni¢ i wyeliminowa¢ szereg do-
datkowych czynnikéw wystepujacych w tej metodzie i wplywajacych
na wynik pomiaru ruchliwosci, a wynikajacych z grzania sie¢ i parowania
paskow. Metoda ta nadaje sie dobrze do rozdzielania substancji droga
elektroforezy, jednakze nie jest odpowiednia dla dokonywania precyzyj-
nych pomiaréw ruchliwo$ei. Inng metoda przeprowadzenia elektroforezy
w podobnych warunkach (paski w powietrzu), lecz z wyeliminowaniem
grzania sie i parowania jest metoda, w ktorej paski umieszcza sie miedzy
dwie plytki szklane odprowadzajace wydzielane cieplo i uniemozliwiajace
parowanie. Jednakze — jak stwierdziliSmy — i tutaj dokladno$¢ pomia-
row ruchliwosci jest utrudniona na skutek rozmazywania sie plam na
pasku powodowanego bardzo silnym wecigganiem elektrolitu miedzy
plytki. Nawet bardzo znaczne obcigzenie plytki ciezarkiem nie wiele tu
pcmaga. Wedlug Kunkela i Tiseliusa [9] posmarowanie ply-
tek smarem silikonowym ma zmniejszaé rozmiar tego zjawiska. W na-
szych doswiadczeniach stosowaliSmy powlekanie plytek innymi substan-
cjami hydrofobowymi: parafing i olejem parafinowym (smar silikonowy
nie byl dla nas dostepny). Okazalo sie, ze nawet calkowite zalanie prze-
strzeni miedzy plytkami i bibula olejem parafinowym nie zapobiegalo
saczeniu sie elektrolitu i znacznemu powiekszaniu plam.

Metoda, ktéra okazala sie odpowiednia dla dokonywania pomiarow
ruchliwosci elektroforetycznej, bylo umieszczenie paskéw bibuly w ka-
pieli niepolarnego rozpuszczalnika. Jest to niewatpliwie najdokladniejsza
i najlepsza metoda elektroforezy bibulowej pozbawiona tych wszystkich
niedoskonalosci i wad, ktore posiadaja pozostale metody. Najczesciej sto-
sowanym przez autoréw Srodowiskiem do kapieli jest chlorobenzen. Ma
on jednak te niedogodnos¢, ze bedac ciezszym od wody stwarza koniecz-
no$¢ stosowania bardziej skomplikowanych i mniej dogodnych w uzyciu
aparatur elektroforetycznych. Spotykane z kolei w literaturze media 1zej-
sze od wody (toluen, heksan i in.) nie mogly by¢ w naszym wypadku za-
stosowane ze wzgledu na pewna rozpuszczalno$é w nich kwasu octowego
(stosowano bufory octanowe). Stwierdziliémy, ze substancja dobrze spel-
niajgcg role jako Srodowisko dla kapieli i w naszym wypadku nadajacg
sie do zastosowania jest olej parafinowy. Srodowisko to — nie stosowane
dotad przez autoréw — uzywaliSmy w toku calej pracy.

Schemat stosowanej przez nas aparatury przedstawiony jest na rys. 1
Pasek bibuly Whatmana Nr 1 o szerokosci 7 em i dlugosci 34 cm rozpiety
jest na rusztowaniu sporzadzonym z rurek szklanych. Pasek wraz z rusz-
towaniem umieszczony jest w dwoch naczyniach elektrodowych z bufo-
rem. Objetos¢ buforu w kazdym naczyniu wynosi po 1 1. Przestrzen elek-
trodowa — dla wyeliminowania kontaktu z produktami elektrolizy -
oddzielona jest od reszty buforu znajdujacego sie w naczyniu elektrodo-
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wym. Elektrody platynowe umieszczone s3 w rurach napelnionych tym
samym co cale naczynie buforem. Rury te u dolu s3 zanurzone w znaj-
dujacym sie w malych szalkach Petriego 3% agarze sporzadzonym réw-
niez na uzytym do elektroforezy buforze. Pomiar napiecia dokonywuje
sie za posrednictwem elektrod platynowych umieszezonych w zewnetrz-
nym naczyniu z buforem w poblizu miejsca zanurzenia paska bibuly.

o R
Ny

Rys. 1. Aparat do elektroforezy bibulowej
1 — elektrody; 2 — przestrzer: elektrodowa; 3 — pasek bibuly Whatmana Nr 1 roz-
piety na rusztowaniu z rurek szklanych; 4 — elektrody siuzgce do pomiaru napiecia
na koncach paska; 5 — naczynia elektrodowe z buforen (1 1.); 6 — olej parafinowy;
7 — szalki Petriego z 3% agarem sporzgdzonym na uzytym do elektroforezy buforze

Cate to urzadzenie umieszczone jest w wiekszej komorze szklanej i zala-
ne — az do pokrycia paska bibuly — olejem parafinowym. Przed zanu-
rzeniem paska wyréwnywuje sie poziom bufor6w w obu naczyniach
elektrodowych.

Pomiary ruchliwosci elektroforetycznej tetainy przeprowadzono sto-
sujac bufory o sile jonowej p=0,1. Stwierdzono, ze dalsze zmniejszanie
sity jonowej nie zwigksza juz ruchliwoéci antybiotyku w sposéb widocz-
ny zmniejszajgc jedynie pojemnos¢ buforu, co moze wywrzeé niekorzyst-
ny wplyw na dokladno$¢ pomiaréw. Ruchliwosé elektroforetyczng tetai-
ny zbadano w zakresie pH 3,5—8,5. Dla r6znych zakreséw stosowano bu-
fory octanowe, fosforanowe i weronalowe sporzadzone wedlug Boyda
[5] i Millera i Goldena [7]. Pomiary przeprowadzano w temp.
pokojowej (stwierdzono, ze w temp. -+2° nie uzyskuje sie wigkszych
ruchliwosci). Ze wzgledu na to, ze bufory Millera i Goldena
przewidziane sa dla temp. +2° oraz dla wykluczenia malych niedoklad-
nosci moggcych powsta¢ z niedostatecznej czystosci odczynnikéw, przy-
jeto nie nominalne wartosci pH buforéw, lecz wartosci otrzymane w wy-
niku pomiaru potencjometrycznego. Jako punkt odniesienia przy pomia-
rze ruchliwosci (wielkosé elektroosmozy) stosowano glikoze nanoszona
na pasek w ilosci 0,1 mg. Prébowano stosowaé tez i inne substancje (wo-
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da utleniona), jednakze glikoza jest najdogodniejsza. Glikoze nanoszono
na Srodek paska, za§ po obu jej stronach (w kierunku szerokosci paska)
dawano badang substancje. Po wysuszeniu w strumieniu powietrza pasek
nasycano buforem po obu stronach linii naniesienia, czekano chwile az
bufor podsigkajac zwilzy i miejsce z naniesionymi substancjami, po czym
pasek rozpinano na rusztowaniu i calo§é zanurzano do komory elektrofo-
retyczne] zalanej uprzednio olejem parafinowym i wilaczano prad. Po
skonczonej elektroforezie z paska usuwano reszty znajdujacego sie na
nim oleju przez wyplukanie eterem. Dla ustalenia polozenia plam pasek
rozcinano wzdluz na trzy czesci (jedna z glikoza i dwie zawierajace ba-
danag substancje). Glikoze wywolywano stosujac odczynnik Patridge’a
(kwasny ftalan aniliny).

Polozenie plamy tetainy poczatkowo ustalano barwiac ja przez spry-
skiwanie roztworem minhydryny i ogrzewanie w suszarce. Jednakze dla
otrzymania plamy o dostatecznie silnym zabarwieniu koniecznym bylo
uzycie do elektroforezy duzych ilosci substancji (ok. 0,15 mg). Ilos¢ ta po-
woduje wyczerpanie pojemno$ci buforowej na obszarze zajetym przez
plame tak, ze przy pH bliskim punktowi izoelektrycznemu substancja nie
stykajgc sie prawie z nowymi porcjami buforu (mala ruchliwos¢) daje
bledne (za niskie) warto$ci ruchliwosci. Konieczne w takim wypadku
wstepne doprowadzenie nanoszonej probki do pH odpowiadajacego uzy-
temu buforowi wymagaloby =zuzycia znaczniejszych iloSci preparatu.
Z tego wzgledu konieczne bylc poddawanie elektroforezie nieznacznych
ilosci antybiotyku i stosowanie do wykrywania jego polozenia czulszego
testu — biologicznego. Pasek po usunieciu zen oleju wkladano na ok.
1 godz. do wanny z eterem w celu wyekstrahowania kwasu octowego
(w wypadku stosowania buforu octanowego). Wysuszony od eteru pasek
kladziono nastepnie na plytke Petriego z agarem drozdzowym, na ktéry
posiano uprzednio szczep Shigella shigae. Po dobie inkubowania w ter-
mostacie wyznaczano polozenie antybiotyku na podstawie powstalej stre-
fy zahamowania wzrostu drobnoustroju wzorcowego. W celu uzyskania
- strefy zahamowania o odpowiedniej wielkoSci na pasek nanosi¢ nalezy
po 0,005 mg antybiotyku.

Pomiary ruchliwosci elektroforetycznej tetainy przeprowadzono sto-
sujgc napiecie 250 V (= 9,3 V/em). Przez pasek w czasie elektroforezy
plynie prad 3—4 mA. Czas trwania elektroforezy potrzebny dla dosta-
tecznego przesunigcia plamy wynosit 12 godzin dla pH dajacych male
ruchliwosci i 6 godzin dla pH, przy ktérych ruchliwosci byly wieksze.
W celu sprawdzenia stopnia dokladnosci obranej metody i stwierdzenia
czy przyjete warunki sg odpowiednie, przeprowadzono pomiary ruchli-
wosci i wyznaczono punkt izoelektryczny histydyny i uzyskane wyniki
poréwnano z danymi z literatury [6]. Elektroforeze (jonoforeze) tej wzor-
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cowej substancji przeprowadzono stosujac napiecie 350 V i czas trwania
procesu 6 godz. i 12 godzin. Polozenie plamy aminokwasu okre$lano bar-
wigce ja acetonowym roztworem izatyny (ogrzewanie w 100°). Dla uzy-
skania wyraznej plamy nalezalo nanosi¢ na bibule ok. 100 ug aminokwa-
su. Z uwagi na znaczng ilos$¢ substancji roztwor tej ostatniej doprowadza-
no, przed daniem na pasek, do pH ta- \

kiego, jakie bylo w uzytym do elektro-
forezy buforze. Otrzymana krzywa ruch-
liwosci histydyny (rys. 2) wyznacza
wartos¢ punktu izoelektrycznego réwna
pH 7,6. Cyfra ta odpowiada dokladnie
wartosci podanej przez Mc Donalda
i wspdlautoréw [6]. Przeb’eg sem=j krzy-
wej dawal nizsze wartosci ruchliwosci
dla poszczegbélnych pH niz otrzymane (Rl SN [ iy
przez wymienionych autoréw. Jest to &5 W z’\"é’\“ bl

-1

N
1

Ruchlinasé 10" volt ™" sek
|

zrozumiale ze wzgledu na to, ze autorzy
ci stosowali nieco inne warunki elektro-
forezy, przede wszystkim znacznie
mnfc’e]sza S.ﬂa ok, bUfor?w _(ruChhT Rys. 2. Krzywa ruchliwosci ele-
WOosC male]e ze wzrcstem Slly jonowe] ktroforetycznej histydyay
buforu). R6znorodno$é warunkéw w za- Elektroforeza bibulowa. Bibula
5 3 s Whatmana Nr 1. Bufor fosfora-
sadzie nie powinna — poza ksztaltem nowy i octanowy o sile jonowej
krzywej — wplywaé na punkt przecie- @ = 0,1. Napigcie 13 V/em. Krzy-
FER TP : wa wyznacza warto$¢ punktu izo-
cia jej z os’g pH tzn. na wyznaczang elektrycznego = 17,6.
warto$¢ punktu izoelektrycznego. Zgod-
no$¢ uzyskanych wynikéw z danymi literatury swiadczy o dostatecznej do-
ktadnosci obranej mstody.

s7le 28

Krzywa ruchliwosci elektroforetycznej tetainy przedstawiona jest na
rys. 3. Antybiotyk porusza si¢ w polu elektrycznym przy pH wyzszych
od 4,4 w kierunku anody, za§ ponizej tej wartosci w kierunku katody.
Przy pH — 4,4 substancja pozbawiona jest ladunku elektrycznego (punkt
izoelektryczny tetainy). Dane powyzsze $wiadcza o tym, ze czasteczka
antybiotyku posiada wolne grupy koncowe zaréwno karboksylowa jak
i aminowa. Trudniej jest okre$li¢ — na podstawie otrzymanych wyni-
kéw — czy stosunek obu koncowych wolnych grup jest jak 1:1, czy tez
jaki$ inny. Z calg pewnoscig mozna jednak stwierdzi¢, ze stosunek ten
nie jest na korzy$¢ grup aminowych, antybiotyk nie jest zasadowym.
W takim wypadku warto$ci punktu izoelektrycznego dla aminokwasow
zasadowych wahaja sie okolo pH = 10. Réwniez zasadowe peptydy (np.
wazopresyna) maja wysoki punkt izoelektryczny.
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Trudniej jest wywnioskowa¢ czy tetaina nie jest peptydem kwasnym
Jej punkt izoelektryczny jest za wysoki jak na kwasny peptyd lecz i za
niski nieco jak na peptyd obojetny. Jednakze aminokwasy kwasne po-
siadajg wartosci punktu izoelektryczne-
go zdecydowanie nizsze, lezagce w po-
blizu pH = 3. Takze i punkty izoelek-
06} tryczne kwasnych peptydéw (np. gluta-
tion) znajdujg sie w tym zakresie. Anty-
biotyk méglby by¢ kwasnym peptydem
02— przy wartosci punktu izoelektryczne-
g s, g0 = 4,4 w tym przypadku, jesliby po-
55 60 65 py  siadal duzy ciezar czasteczkowy i nie-
wielki nadmiar wolnych grup karboksy-
lowych w stosunku do aminowych. Jed-
nakze dane otrzymane uprzednio prze-

Ruchliw:c 10 2cm?-voit™* sek™
=
£
T

4 mawiaja za niskoczasteczkowym charak-

Rys. 3. Krzywa ruchliwosci ele- terem antybiotyku. Najbardziej praw-
ktroforetycznej tetainy e s

Elektroforeza bibulowa. Bibula c_i°p odobnym Wyda]e, R Bkay PUBZCZEILE,
Whatmana Nr 1. Bufor ociano- ze wolne grupy koncowe w czgsteczce
wy, fosforanowy i weronalowy : /i . i
o sile jonowej s =0,l. Napiecie antybiotyku: karboksylowai\ i amlflowa
9,3 V/em. Krzywa wyznacza war- pozostajg w stosunku réwnowaznym
TG DURESR Zoi'l:}mycmego B z tym jednakze, ze jakie§ dodatkowe

ugrupowanie wywiera wplyw na grupe
karboksylowa w kierunku pewnego zwiekszenia jej kwasowosci (lub
zmniejsza zasadowo$¢ grupy aminowej).

W zakonczeniu pracy wyrazamy podziekowanie prof. S. Krynskie-
mu za przygotowanie plytek ze szczepem Shigella shigae.

Streszczenie

Stosujgc metode elektroforezy bibulowej zbadano obecnos¢é wolnych
konicowych grup aminowej i karboksylowej w tetainie, polipeptydowym
niskoczgsteczkowym antybiotyku wytwarzanym przez szczep ,,9” — B. pu-
milus.

Elektroforeze prowadzono w lazni z olejem parafinowym. Stosowano
bufory: octanowy, fosforanowy i weronalowy o sile jonowej x = 0,1. Na-
piecie wynosilo 9,3 V/em. Dla kontroli metody przeprowadzono pomiar
punktu izoelektrycznego histydyny, uzyskujac dane zgodne z literatu-
ra. Zbadano ruchliwo$é elektroforetyczng tetainy w zakresie pH 3.5—8.5.
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Uzyskana krzywa wyznacza punkt izoelektryczny tetainy przy pH —44.
Jest to dowodem, ze tetaina posiada wolne koncowe grupy aminowa i kar-
boksylowa. Warto$é punktu izoelektrycznego wskazuje ponadto na to, ze
stosunek wzajemny tych grup w czastce peptydu jest prawdopodobnie
jak 1:1.
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HCCIIEAOBAHHUA XUMHUYECKOI'O CTPOEHUA TETAHHA.
I. 3NEKTPO®OPETHYECKHE HCCIEJOBRHUS
Peszwome

Ipy nomowum saexrTpodpopesa Ha Oymare aBTOpPbl IIPOM3BEJN ONpeje-
JIeHNUA CBODOAHBIX aMMHHBIX M KapOOKCMJIBHBIX TPYINI TeTayHa — HU3KO-
MOJIEKYJISPHOTO TIOJIMTIENITUAHOTO AHTMOMOTMKA, BBIJIEJIAEMOT0 IITAaMMOM
»w9” — B. pumilus.

OunexTpocopes npoBoamics Ha napaduHoBoit 6ane. [Ipumeraancey ane-
TaTHBIA, (DOCATHBI ¥ BEpOHAJIOBLUI GydepHble PACTBOPELI C MOHHOM CH-
noit  pu = 0,1. Hanpsakenue Toxa paBHAsgoch 9,3 8/ca. J[J1A KOHTPOJA Me-
ToZia OBLNO IPOM3BEJSHO ONpeAeNeHne MU303JEKTPHUUECKON TOUKM TIMCTH-
auHa. IlosyuenHsle pe3yJibTaThl COBIAJAJM C JIMTEPATYPHBIMU AaHHBIMM

Onpeznenanachk snexTpodopeTudecKas IMOABMIKHOCTh TeTamHa npu pH
3,5—8,5. VI3 nosy4eHHOi KPMBOM CJEAYET, YTO M303JIEKTPUYECKas TOUK:
TerarHa Jexur npu pH = 4,4, D10 ABAAeTcA JOKa3aTEJNbCTBOM HAJIMYMA
B TeTauHe CBOOOAHBIX KPAafHMX TPyNI - KapOGOKCMIIBHOM M aMMHHON.

M3o9siekTpuyeckas TOYKA TeTamMHa IOKa3bIBaeT TaK¥Ke, YTO B3aMMHO
OTHOLUEHMEe 9TMUX TPYNIl B MOJIEKyJie TIeNTHAA COCTaBJIAET, IOBMIN-
momy, 1:1.
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STUDIES ON THE CHEMICAL STRUCTURE OF TETAINE

I. ELECTROPHORETIC INVESTIGATIONS

Summary

By means of paper electrophoresis free terminal amine and carboxylic
groups have been found in tetaine, the low-molecular weight polypeptide
antibiotic substance produced by strain “#” of B. pumilus.

Electrophoresis was carried out in a paraffin oil bath. Acetate-, phos-
phate-, and veronal buffers of ionic strength x=0.1 were used. The
voltage applied was 9.3 V/em. '

The method was checked by determining the isoelectric point of
histidine, and the data obtained were in agreement with those found in
literature. The electrophoretic mobility of tetaine was determined within
the range of pH. 3.5—8.5. The curve obtained shows the isoelectric point
to be at pH = 4.4. It proves that tetaine possesses the free terminal amine
and carboxylic groups. Moreover, the value of the isoelectric point shows
that the ratio of the two groups in the peptide molecule is probably 1:1.

Otrzymano 7.5.1957 r
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BIOCHEMIA SAMOZYWNYCH BAKTERII SIARKOWYCH

IV. BADANIA NAD PRZEMIANA STARKI W THIOBACILLUS THIOPARUS
PRZY ZASTOSOWANIU *S

Z Zakladu Chemii Fizjologicznej A. M. w Krakowie
Kierownik: prof. dr B. Skarzynski

Jednym z podstawowych zagadnien dotyczacych metabolizmu tleno-
wego autotrofa, Th. thioparus, jest mechanizm utleniania tiosiarczanu
przez ten drobnousirdj, a wiec mechanizm procesu bedacego zZrédlem
energii dla przyswajania CO,. Dotychczas zagadnienie to rozpatrywano
na podstawie bilansu miedzy rozlozonym przez drobnoustréj tiosiarcza-
nem i ostatecznymi produktami tego rozkladu, ktérymi sg jon SO7 oraz
pierwiastkowa siarka. Nathanson [1], ktéry pierwszy zajmowal sieg
tg sprawa, przyjmowal, ze utlenienie tiosiarczanu przebiega przez sta-
dium tetrationianu, powstajaca w toku tej reakcji wolna siarka miala
by¢ wg Nathansona produktem reakcji wtérnej miedzy tetratio-
nianem a tiosiarczanem. Proces ten Nathanson ujmowal nastepu-
jacymi réwnaniami:

1) 3 Na,S,0; + 50 = 2 Na,SO, + Na,S,0,
2) Na,S,0; + 2 Na,S,0, =3 Na,SO, + 5S.

Starkey [5] stwierdzajac, ze w toku utleniania tiosiarczanu przez
Th. thioparus 60% siarki zamienia sie na jon siarczanowy, a 40 na siar-
ke pierwiastkows, sformulowal przebieg reakcji w ponizszy sposéb:

5 Na,S,0; + H,O + 4 O, = 5 Na,SO, = H,SO, + 48,

nie usilujgc wytlumaczyé poszezegélnych etapéw tej reakeji.
Vishniac [9] twierdzi, ze utlenianie tiosiarczanu przebiega przez
stadia politionianéw, a to na tej podstawie, iz wykazal on, ze Th. thio-

[249)
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parus utlenia nie tylko tiosiarczan, lecz réwniez di, tri- i tetrationian. Po-
glady Vishniaca mozna uja¢ schematycznie w ponizej podany spo-
s6b:

S.,0;

S.0;
/

s S:05— > S,00—==-.S0%
> 7
-
N
S,0;

Prowadzone od szeregu lat w naszym Zakladzie badania [2, 4, 6] skio-
nily nas do préb majacych na celu wyjasnienie powyzej przedstawionego
spornego zagadnienia, W tym celu posluzyliSmy sie tiosiarczanem zna-
czonym %S, co pozwolilo nam réwniez $ledzi¢ losy siarki tiosiarczanu
w obrebie samsj kcmdrki drobncustroju, a wiec przede wszystkim jej
wbudowywanie w polgczenia organiczne wytwarzane przez Th. thio-
parus.

Metody

ZAPASOWA HODOWLA TH. THIOPARUS

Szczep Th. thioparus wyizolowany ze zroédla siarczanego w Swoszo-
wicach k. Krakowa przenoszono w trzydniowych odstepach na pozywke
plynna o skladzie: 5 g Na,S.0,-5 H,0, 1 g NaHCO,, 0,2 g K,HPO,, 0,1 g
NH,C], 0,05 g MgCl.-6 H,O, slady soli Mohra, kobaltu i manganu roz-
puszczone w 1 litrze wody destylowanej. Celem otrzymania wigkszej
ilosci komérek bakteryjnych szczepiono 200 do 400 1 pozywki o powyz-
szym skladzie pozostawiajac w temperaturze pokojowej przy réwnoczes-
nym przepuszczaniu powietrza przez hodowle dla zwigkszenia stezenia
tlenu w pozywce. Po trzydniowym okresie wzrostu (bakterie znajduja
sie wowczas w logarytmicznej fazie wzrostu) komoérki sgczono przez
§wiece Berkefelda, oddzielano od elementarnej siarki przez réznicowe
wirowanie, (siarka oddziela sie od zawiesiny bakterii przy 1000 obr./min.
w ciggu 2 m'n. wirowan‘a, natomiast bakterie odwirowywano przy 10
tys. obr./min.), przemywano wodg destylowang otrzymujac czysty mate-
rial do badania.

SYNTEZA TIOSIARCZANU ZNACZONEGO *S

Dla wyjasnienia zagadnienia, ktory z dwu atoméw siarki tiosiarczanu
jest wbudowywany w organizm komérki, konieczne bylo otrzymanie na
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drodze syntezy tiosiarczanu znaczonego z osobna w atomie zewnetrznym
(grupa -SH) i wewnetrznym (grupa -SO;H). Poniewaz dysponowaliSmy
%S w postaci siarczanu sodu, zaistniala konieczno$¢ opracowania meto-
dy redukcji siarczanu do wolnej siarki, z ktérej mozna by bylo otrzy-
maé jedng lub druga odmiane znaczonego tiosiarczanu. Metoda opraco-
wana przez nas polega na ogrzewaniu suchego siarczanu sodu z wodor-
kiem wapnia. Otrzymany siarczek rozkladano przy pomocy HCIl, a wy-
tworzony H,?’S utleniano roztworem jodu do wolnej siarki.

Do ok. 0,5 g nieradioaktywnego siarczanu sodu umieszczonego w moz-
dziezu dodawano zaleznie od potrzeby okre§lona objeto$¢ roztworu

Rys. 1. Aparatura do wywigzywania i utleniania Hy*S

Na,»»SO, odpowiadajgca zwykle 1——3 mC, po czym odparowywano do
sucha promieniami podczerwonymi. Bezwodny siarczan rozcierano na-
stepnie z ok. 0,5 g wodorku wapnia bardzo dokladnie, otrzymujac silnie
sproszkowang mieszanine. Proszek przenoszono do kolbki z trudnotopli-
wego szkla. Poniewaz reakcja przebiega bardzo gwaltownie, co sie obja-
wia m. in. wyrzuceniem z kolby duzej ilo$ci dymu. wraz z grudkami za-
wartosci kolby, wskazane jest nalozenie na szyjke kolby dlugiej rury
szklanej, ktorej drugi koniec skierowany jest do wyciagu, usuwajacego
radioaktywny pyl. Przy mozliwie szybkim ogrzewaniu palnikiem o wy-
sokiej temperaturze, w pewnym momencie mieszanina w kolbie roz-
zarza sie gwaltowmie, co Swiadczy o zakonczeniu reakcji. Kolbe z tak
otrzymanym siarczkiem wapnia przenoszono do aparatury (Rys. 1) do
wywigzywania siarkowodoru i jego réwnoczesnego utleniania. Apara-
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ture napelniano najpierw wodorem, a nastepnie bardzo powoli kropla-
mi dodawano HCIl do kolby z siarczkiem. Wywiazujacy sie siarkowodor
przechodzil nastepnie do pluczki z roztworem jodu w jodku potasu
zakwaszonym HCI, gdzie ulegal utlenieniu. W razie wyczerpania jodu
w pierwszej pluczce, siarkowodér byt utleniany w nastepnej. Dla catko-
witego zabezpieczenia zalgczono jeszcze pluczke z roztworem chlorku
kadmu, do ktérej dolaczono rure skierowang wprost do kanalu wyecig-
gu. Po wyparciu siarkowodoru, przez aparature przepuszczano jeszcze
przez dluzszy czas wodoér celem calkowitego wyplukania siarkowodoru,
a nastepnie pluczke z koloidalng siarka po uprzednim zredukowaniu
nadmiardu jodu stezonym roztworem siarczku sodu, pozostawiano na
cala noc. Calo$¢ prac zwiazanych z redukcja siarczanu oraz wywiazy-
waniem i utlenianiem siarkowodoru wykonywano w digestorium prze-
znaczonym do prac z izotopami radioaktywnymi i zaopatrzonym
w sprawnie dzialajacy wyciag.

Odwirowang siarke o duzej aktywnosci wlasciwej gotowano nastep-
nie pod chlodnica zwrotna z roztworem siarczynu sodu, otrzymujac
w ten sposob tiosiarczan znaczony w atomie zewnetrznym, wg réwna-
nia: %S+ Na,SO; - NaO,S—?*> SNa. Radioaktywny tiosiarczan z roztwo-
ru wytragcano przez dodanie odpowiedniej ilosci etanolu, osad odsacza-
no i suszono grzejnikiem podczerwonym. Otrzymany w powyzszy spos6b
tios'arczan wykazywal od 100 tys. do 1 250 tys. imp./min./g.

Dla otrzymania tiosiarczanu znaczonego w atomie wewnetrznym,
umieszczano radioaktywnag siarke elementarng na t6dce porcelanowej
w rurze kwarcowej i spalano w atmosferze tlenu bez katalizatora. Ce-
lem zatrzymania par siarki umieszczano w rurze perelki szklane oraz
azbest, gdzie zatrzymana mnie spalona siarka mogla by¢ powtérnie ogrza-
na do temperatury reakcji z tlenem. Dwutlenek siarki chwytano w roz-
tworze wodorotlenku sodu. Otrzymany siarczyn wytracano alkoholem,
saczono, przemywano alkoholem i rozpuszczano w wodzie. Gotujgc ra-
dioaktywny siarczyn z tzw. siarka stracona nieradioaktywna, otrzymy-
wano tiosiarczan znaczony w atomie wewnetrznym w my$l réwnania:

Na,3S0,+S — NaO,3’S — SNa.

POMIAR RADIOAKTYWNOSCI

Wszystkie pomiary radioaktywnosci wykonywano przy pomocy licz-
nika Geigera-Miillera typu kielichowego z okienkiem mikowym o gru-
bosci 2 mg/em? o ér. 25 mm! polaczonym z przelicznikiem binarnym

1 Postugiwano sie licznikami produkowanymi przez Zaklad Fizyki Ogélnej AGH
w Krakowie, kierowany przez prof. dr Migesowicza.
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z mechanicznym rejestratorem co 256 impulsow. Tio licznika nieosto-
nietego wynosilo 18—25 imp./min. Pomiary roztworéw dokonywano na
szklanej plytce Petriego, probki stale mierzono na miseczkach alumi-
niowych o $r. 20 mm, glebokosci 3 mm i grubosci 1 mm. Miseczki
umieszczano pod licznikiem w stalym polozeniu na podstawce z pleksi-
glasu w odleglosci 3 mm od okna licznika.

a) Pomiar radioaktywnos$ci pozywki

Probke hodowli wirowano przy 10 tys. obr./min. celem oddzielenia
bakterii i wolnej siarki, a nastepnie oznaczano aktywno$¢ w prébce mnie-
skonczenie grubej. W niektérych przypadkach aktywnos$¢ pozywki ozna-
czano przez odparowanie 0,1 ml na miseczce aluminiowej i mierzono
aktywnosé suchej pozostatosci.

b) Pomiar radioaktywnosci wolnej siarki

Elementarng siarke z pozywki odwirowywano przy 1000 obr./min.
w ciggu 2 min. Osad przemyto woda i w postaci gestej papki przenoszo-
no na parowniczke, po czym odparowywano do sucha w podczerwieni
Osad rozpuszczano w CS,, roztwér przelewano na inng parowniczke
i znébw odparowywano do sucha. (W ten sposéb usuwa sie rézne zanie-
czyszczenia i mieliczne komoérki bakteryjne, ktoére zostaly odwirowane
wraz z siarky). Pozostala grudke czystej siarki rozpuszczano w 2—5 ml
CS,, odpipetowywano 0,025—0,15 ml na krazek bibuly, a po odparowa-
niu CS, bibule umieszczano na podstawce z pleksiglasu i mierzono
aktywnosé.

c) Pomiar radioaktywnos$ci bakterii

Aktywnos¢ bakterii oznaczano na miseczce aluminiowej w postaci
suchej probki. W pomiarach, przy ktérych bylo to konieczne, uwzgled-
niano poprawke na samoabsorpcje. W doswiadczeniach, ktorych czas
wynosil wiecej niz jeden dzien, uwzgledniano poprawke na fizyczny
zanik pierwiastka obliczajac ja ze wzoru: I=1,x 0,5"%7, gdzie I — jest
aktywnoS$cia w czasie t, I, — aktywno$¢ w czasie 0. Wszystkie doswiad-
czenia z wbudowywaniem 35S do komoérek przeprowadzano w temp.
35°, uzywajac lazni wodnej podezas inkubaciji.

Wpyniki

Pierwsze nasze doswiadczenia mialy na celu wyjasnienie losow po-
jedynczych atoméw siarki zawartych w czgsteczkach tiosiarczanu.
Chodzilo o stwierdzenie czy siarka grupy SH i siarka grupy siarczanowej
w tym samym stopniu zostaje wykorzystana przez Th. thioparus, czy tez
jeden tylko z tych atoméw bierze udzial w metabolizmie drobnoustroju.
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W tym celu do pozywki dodawano tiosiarczan znaczony w atomie
wewnetrznym (0,*°S —g), uzyskujac roztwér, ktorego 1 ml dawat ok.
6 600 imp./min. Po zaszczepieniu zawiesing Th. thioparus co kilka dni
kontrolowano aktywno$¢ pozywki oraz siarki pierwiastkowej wydzielo-

nej podczas utleniania tiosiarczanu

100 % - P ® Rys. 2 przedstawia zm’'any aktyw-
5 ;z !\ 0,75-S (b) ! nosci w pozywce podczas dwutygod-
S w { \ | niowego okresu wzrostu bakterii. Jak
= i ' widaé z krzywych, aktywno$é pozyw-
§ | . ki zm'eniala sie tylko w przypadku
:g- 30[ hodowania bakterii na pozywce z tio-
S 201 _35a { . . SH
o D . 0:5-75() _ siarczanem znaczonym w grupie .

o) g T T L_\_ffl_’_j Aktywnos¢ natcmiast nie ulegala

0 2 § 8 0 4

i zmianie w przypaflku tiosiarczanu

Rys. 2. Zmiany radioaktywno$ci po- z\)r\lfz(l:rzl(amesgi(;r:a atom(;e.v;zewnetrzcr;ym.

zywki podczas hodowania bakterii na : wyazielona podczas

obu typach znaczonego tiosiarczanu Wzrostu bakterii nie wykazywata zad-

nej aktywnosci. Pod koniec inkuba-

cji bakterie odwirowano, przemyto kilkakrotnie woda i badano na obec-

no$¢ radioaktywnej siarki. I w tym przypadku nie wykryto zadnej aktyw-
noSci w gramicach bledu metody pomiaru.

Z powyzszych danych wynika, ze wewnetrzny atom siarki tiosarcza-
nu nie wchodzi do kemsrki bakteryjnej i nie jest zuzywany do proceséw
biolcgicznych. Wolna siarka wydzielona w czasie utleniania tiosiarczanu
musi wiec pochodzi¢ z odszczepienia zewnetrznego atomu wg réwnania
0,%g—g—> S0, + S. Analogiczne do$wiadczenie przeprowadzono do-
dajgc do pozywki tiosiarczan znaczony w atomie zewnetrznym
(0O, 5s—™g). Krzywa a na rys. 2 przedstawia zmiany radioaktywnosci
podczas wzrostu bakterii po odwirowaniu siarki i bakterii. Po szesciu
dniach inkubacji w pozywce pozostaje zaledwie 10%o pierwotnej aktyw-
nosci, ok. 90% aktywnosci zcstaje natomiast wydzielone w postaci ele-
mentarnej siarki, wzglednie wbudowane do bakterii, ktére wykazuja
w tym czasie wysoka aktywnos$é wlasciwg. Z doswiadezen nalezy wnio-
skowa¢, ze utlenienie tiosiarczanu odbywa sie na powierzchni komorki,
przy czym poprzez $ciane komorki przedostaje sie tylko zewnetrzny atom
siarki, natomiast pozostala cze$¢ czasteczki tiosiarczanu pozostaje w po-
zywce (patrz schemat na rys. 3).

Nalezy réwniez zwroéci¢ uwage na fakt, ze aktywno$¢ pozywki od
dziewigtego dnia inkubacji zaczyna wzrastaé. Jest to spowodowane wy-
dalaniem do pozywki jonu **SO,, ktéry wykazano przez wytracenie w po-
staci Ba*SO, i oznaczono aktywnoé¢. Jak wskazuja dalsze wyniki zawar-
te w tej pracy, ok. 25% aktywnosci zawartej w bakteriach wydziela sie
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w postaci jonu **SO,. Z uwagi na powyzsze wyniki, wszystkie nastepne
doSwiadczenia przeprowadzano z tiosiarczanem znaczonym w atomie ze-
wnetrznym.

Celem zbadania szybko$ci przemiany %S w obrebie komérek drobno-
ustroju, bakterie hodowano przez 3 dni na pozyw¢e radioaktywnej, na-
stepnie oddzielono je od siarki i przemyto 3-krotnie woda. Nastepnie

P/’DC !

esy prowadzg-
mpzla wylworzenia |
| energi | 7
Pozywka : | : Z
I | .
i— i l % Amunokwasy
p > , 3 Transsulfuragia 7/
s02 =—0,5 4+3°5 *A3 S. x| -=¥sq —————= 77| Peplyay
; 481 | Eldiaheds 7]\ Bialka
v nesulr”ruc/ 7
—T | ' g 7/
35 = | 35on= - 7
Nt _+— 0 /]
. |
3550: - _
Scicna

homorkt

Rys. 3. Schemat przemian *S-tiosiarczanu u Th. thioparus

przeniesiono komoérki do pozywki nieradioaktywnej zawierajacej wszyst-
kie skladniki zabezpieczajace optymalny wzrost. Podczas wzrostu pobie-
rano probki odpowiedniej objetosci, odwirowywano bakterie i oznaczano
aktywno$¢ w calych bakteriach. Przebieg zmiany aktywnoséci w zalezno-
Sci od czasu inkubacji przedstawia krzywa na rys. 4 (punkty jasne). Z ry-
sunku tego wida¢, ze w poczatkowym okresie krzywa szybko zbliza sie
do osi odcietych i po trzech dniach inkubacji w bakteriach pozostaje ok.
30% pierwotnej aktywnosci. Dalszy spadek aktywnos$ci jest coraz powol-
niejszy i po 11 dniach hodowania w bakteriach pozostaje ok. 25% 3S.

Przebieg krzywej (punkty jasne) na rys. 4 pozwala na wysuniecie
wniosku, znajdujacego zreszta poparcie w wynikach badan nad rozmiesz-
czeniem aktywnosci zawartej w komoérkach siarki w poszczegélnych frak-
cjach chemicznych. Memy tu do czynienia z dwcma radioaktywnymi
sktadnikami komorki; jednym odnawiajacym sie bardzo szybko, z cza-
sem biologicznym pélodnowy ok. 1 dzien i drugim cechujacym s'e bio-
logicznym czasem po6lodnowy ok. 10—11 dni. Szybko odnawiajacy sie
sktadnik reprezentowany jest przez wolng siarke, na ktérg przypada ok.
60%0 calkowitej zawartosci S w komodrce. Szybkie wydalanie wolnej
siarki zwigzane jest z intensywnym utlenianiem tiosiarczanu zachodza-
cym w obwodowych czesciach komdrki lub w samej $cianie.
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»~

Druga krzywa na rys. 4 (punkty ciemne) przedstawia zanik aktywno-
$ci we frakeji biatkowej komoérek, pozostajacej po ekstrakcji bakterii eta-
nolem i kwasem tréjchlorooctowym (patrz nizej). Frakcja ta poczatkowo
zawiera ok. 300 aktywnosci **S zawartej w komorce i wymiana siarki

5000 ( —_—
iSS
——
g
G '§.
;2 g o
g SO0,
S |
8 I
% L 8 0
5 On
R M TR e B e e T T s b e Dt
R G TR U . e MR it L | Rys. 5. Krzywe wydalania
O %S z bakterii do pozywki
Rys. 4. Szybko$¢ odnowy *»S: O——O w postaci elementarnej
w calych bakteriach, ® —— ® we frakcji siarki: O O oraz jo-
biatkowej nu SO;: &—@

w tej frakcji przebiega bardzo powoli. Po 11 dniach wzrostu bakterii ok.
5%, siarki zostalo wydalone z bialtek, przy czym w tym tez czasie obie
krzywe nakladaja sie, co wskazuje, ze pozostala radioaktywnos¢ w komér-
kach zawarta jest jedynie w skladnikach wielkoczasteczkowych.

Dla okre§lenia stosunku wydzielonej aktywno$ci w postaci elementar-
nej siarki i w postaci jonu SOs, hodowane uprzednio bakterie na pozyw-
ce radioaktywnej (ok. 0,5 g wilgotnej masy) przeniesiono do dwu litréw
pozywki mieradioaktywnej i codziennie z calej hodowli odwirowywano
siarke, a bakterie z pozostala pozywka pozostawiano do dalszej inkubacji
w termostacie. Malg ilo$¢ pozywki odwirowywano od bakterii i po zada-
niu BaCl, badano aktywno$¢ osadu. Aktywnos$¢ siarki elementarnej ba-
dano, jak podano w opisie metody. Rys. 5 przedstawia przyrost aktyw-
nosci w pozywce na skutek wydzielenia siarki oraz jonu SO;. Jak wida¢,
ok. 4 razy wiecej aktywnos$ci wydala sie w postaci wolnej siarki niz w po-
staci SOy. Wydzielanie radioaktywnej siarki konczy sie po ok. 7 dniach
inkubacji i krzywa w dalszym swym przebiegu jest rownolegla do osi
odcietych. Przyrost aktywnos$ci w postaci SO; natomiast ciagle wzra-
sta. Czas zakonczenia wydalania wolnej siarki przypadajacy na okres
7 dni jest zapewne nieco dluzszy niz w rzeczywisto$ci, poniewaz trudno-
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$ci techniczne nie pozwalajg na calkowite oddzielenie siarki zaokludowa-
nej na bakteriach, stad radioaktywno$¢ daje sie oznaczaé przez czas dluz-
szy nizby to mialo miejsce w wypadku calkowitego usunigcia siarki _
z pozywKi.

Krzywa wzrostu Th. thioparus w ciagu kilkunastodniowej inkubacji
przedstawia charakterystyczny przebieg. Po 2—3 dniach szybkiego po-
dzialu kcmorek nastepuje kilkudniowy okres stacjonarny. Podczas tego
okresu tiosiarczan zostaje zuzywany z pozywki, ale wyzwolona w procesie
utlenienia energia nie jest wykorzystywana na budowe masy bakterii.
Po okresie zatrzymania podzialu komérek znéw rozpoczyna sie okres
dzielenia sie bakterii, jakkolwiek powolniejszy niz bezposrednio po
przeniesieniu bakterii do $wiezej pozywki.

W celu zbadania rozmieszczenia
przyswojonej siarki we frakcjach
chemicznych sktadnikdw komérek,
odwirowang z plynnej czesci ho-
dowli radioaktywnej mase bak-
terii, po uprzedn‘m oddzieleniu od
siarki i przemyciu 3-krotnym wo-
da, ekstrahowano najpierw 60%
wrzgcym etanolem [8] w ciagu
L5 min. (frakcja I). Po odwirowan.u
pozcstato$¢é wyciagano nastepnie g
5% roztworem kwasu trdjchloro- Dni
octowego w temp. +2° przez Rys. 6. Zmiany aktywnosci wlasciwej
15 min. [3] (frakcja II), w koncu  we frakcjach chemicznych komérek ho-
wytrgcony osad przemywano i za- dowanych na poiywce. radioaktywnej:
wieszano go w odpowiedniej obje- - cawel komorki, & P w2

s . cja rozpuszczalna, @ ® frakcja bial-
tosci 50°% formam’du [7] (frakcja kowa
III). Frakcje rozpuszczalng w kwa-
sie tréjchlorooctowym przemywano trzykrotnie eterem celem usunigcia
z roztworu kwasu tréjchlorooctowego. Z kazdej frakcji odpipetowywano
na miseczke alum'niowsg okreslong objeto$¢ roztworu (0,2—0,5 ml) i po
odparowaniu lampg podczerwona mierzono aktywnos$é, wazono i przeli-
czano w imp./m‘n./mg suchej masy.

Rys. 6 przedstawia zmiany aktywnos$ci wlasciwej podczas 14-dniowe]
inkubacji w calych bakteriach, we frakcji rozpuszczalnej w alkoholu oraz
we frakeji nierozpuszczalnej w alkoholu i kwasie tréjchlorooctowym, czyli
w biatkach. Frakcja II praktycznie nie zawiera radioaktywnosci (patrz
nizej), dlatego na rysunku nie jest reprezentowana. Krzywa zmian aktyw-
nosci w pelnych bakteriach odpowiada mniej wiecej krzywej wzrostu.

€0 —_— - 3
|
mi» :

|
]
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Aktywnose wlasciwa-imp/min/mg suchey masy
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W pierwszym okresie wzrostu duza aktywnos$¢ wiasciwg wykazuje frak-
cja I, podczas fazy stacjonarnej aktywnos¢ wlasciwa frakcji rozpuszczal-
nej w alkoholu spada, natomiast aktywnos¢ frakcji biatkowej powoli wzra-
sta. Z chwila rozpoczecia sie¢ ponownego okresu szybkiego wzrostu, znéw
wzrasta aktywnosé frakeji I i 1II, lecz wolniej niz aktywnosé calych ko-
mirek bakteryjnych. Mozna stad wyciagnaé¢ wniosek, ze w tym okresie
wzrostu mikroorganizmu zahamowany jest proces wydalania siarki pier-
wiastkowej. Po rozbiciu bakterii dzia-
faniem wrzacego alkoholu zostaje ona
¢ usunieta z obrebu kcmirek.

7 Odmiennie przedstawia sie¢ nato-
miast sytuacja w logarytmicznej fa-
i | zie wzrostu. Przyrost radioaktywno-
Sci we frakeji rozpuszczalnej w 60%0

Imp/min
I
4 Loa GLLAR IV 2
' |

wrzgcym etanolu jak i we frakcji
biatkowej jest proporcjonalny do
wzrostu radioaktywnosci w calych

i : 'l komodrkach. Rys. 7 przedstawia roz-
P —1 | || mieszczenie siarki we frakcjach bak-
! I ]' terii podczas inkubacji na pozywce
e

z radioaktywnym ticsiarczanem. Co
godzine pobierano 25-ml prébki za-
wiesiny i po odwirowaniu i przemy-
ciu komérek, poddawano je frakcjo-
nowaniu jak poprzednio. Frakcja roz-

Rys. 7. Rozmieszczenie radioaktyw-
no$ci we frakcjach komoérek w okre-

sie stanu réwnowagi: O O cate i
bakterie, A A frakeja bialkowa, Puszczalna w alkoholu zawiera ok.
[ ] [ ] frakcja rozpuszczalna w al- 100/0 radioaktywnej siarki. Przy ba'

koholu daniu chrcmatograficznym niehydro-
lizowana frakcja wykazuje kilka plem
barwigcych sie ninhydryng i wykazujacych radioaktywno$é, poza tym
stwierdza sig kilka plam radioaktywnych nie barwigcych sie ninhydryna.
Frakcja biatkowa, nierozpuszczalna w alkoholu i kwasie trjjchlorooctowym
zawiera ok. 30% siarki w stosunku do ogdlnej radioaktywnosci. Reszta
radioaktywnosci, tj. ok. 60% znajduje si¢ w postaci elementarnej siarki
zawarte] w komdrkach, ktéra po rozbiciu bakterii zostaje oddzielona od
pozostatych skladnikow.

Aby poréwna¢ rozpuszczalnosé sktadnikéw komorkowych w 60% alko-
holu i w 5% zimnym roztworze kwasu tréjchlorooctowego, bakterie inku-
bowano na pozywce radioaktywnej i w okreslonych odstgepach czasu po-
bierano prébki zawiesiny, ktére dzielono na dwie rézne czesci. Jedng
ekstrahowano alkoholem, a drugg kwasem trdjchlorooctowym. Rys. 8
przedstawia rozmieszczenie radioaktywnej siarki we frakcjach I, IT i III.
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Z wykresu widac¢, ze aktywnos$é frakcji rozpuszezalnej w kwasie trdjchlo-
rooctowym jest nieco nizsza niz aktywnos¢ frakeji rozpuszczalnej w alko-
holu. Jest to prawdopodobnie spowodowane stratg aktywnosci podczas
ekstrakeji tej frakeji eterem przed oznaczeniem, dla usuniccia kwasu tréj-
chlorooctowego z roztworu. Wskazuje rowniez na to, ze aktywnosé frakeji

gy e — S ——
i A N T 'IIT:T’*-TJ

{ |
IO i e e L e

= | - — - e - s
& T | ] | ! N
% 2000 } ! . it
-~ T ‘ , [
1000 ———>4 $ e e {1

| ‘\I‘n

o e 2N [ e o _*]

0 1 ? 3 4 5
Rys. 8. Porownanie radioaktywnosci Godz
frakcji chemicznych komérek rozpusz- Rys. 9. Metaboliczne przeniesienie 38
czalnych w 60% etanolu:® ®i 5% z frakcji rozpuszczalnej w aikoholu
kwasie trdjchlorooctowym ;: O——O, do frakcji biatkowej: @ ®, po
frakcja biialkowa po ekstrakeji kwa- 15-min. zanurzeniu bakterii w pozyw-
sem trojchilorooctowym: A &, frak- ce radioaktywnej: A A, radio-

cja bialkowa po ekstrakeji etanolem: aktywno$é w calych komérkach:

w » B

biatkowych, jako pozostatosci po obu zabiegach, jest w obu przypadkach
taka sama, gdyz punkty oznaczen uzyskane po ekstrakcji etanolem i kwa-
sem tréjchlorooctowym leza na tej samej linii, w granicach bledu do-
Swiadczenia.

Nalezalo przypuszcza¢, ze frakcja rozpuszczalna w alkoholu lub
w kwasie tréjchlorooctowym jest zbiorem substancji wykorzystywanych
podczas rozwoju bakterii do syntezy innych frakcji, np. syntezy potaczen
wielkoczasteczkowych. Dla zbadania tego zagadnienia konieczne bylo
otrzymanie kcmorek zawierajacych najwiecej radioaktywnej siarki we
frakcji rozpuszczalnej w alkoholu. W tym celu komjrki znajdujace sie
w log fazie wzrostu zanurzano na 15 m'n. do pozywki radioaktywnej za-
wierajgcej t‘osiarczan o aktywno$ci ok. 1000 000 imp./min., a nastepnie
po szybkim odwirowaniu i przemyciu bakterii, przenoszono je do pozywki
nieradioaktywnej o takim samym skladzie. Podczas dalszej inkubacji po-
bierano 25-ml prébki zawiesiny, ktére po odwirowaniu i przemyciu pod-
dano chemicznemu frakcjonowaniu. Rys. 9 przedstawia zmiany radioak-
tywnosci w poszczegblnych frakcjach podczas pieciogodzinnego okresu
inkubacji. Rad’oaktywnoéé w calych bakteriach przez pierwsze dwie go-
dziny inkubacji utrzymuje sie na tym samym poziomie i nastepnie zaczy-
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na sie zmniejsza¢ na skutek rozpoczecia sie wydalania elementarnej siar-
ki z obrebu kom’rek. Frakcja rozpuszczalna w alkoholu, zawierajaca po-
czatkowo ok. 25% ogélnej radioaktywnosci, wykazuje szybki spadek
aktywnosci, natcmiast aktywnosé we frakeji biatkowej wzrasta. Z prze-
biegu krzywych wynika, ze frakcja biatkowa otrzymuje radioaktywnosé
z puli frakcji rozpuszczalnej w alkoholu.
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Rys. 10. Metaboliczne przeniesie- 05465 3 L4 v - o
nie %S z frakcji rozpuszczalnej Min.
w alkoholu do frakcji bialkowzaj Rys. 11. Krzywe wbudowywania
po 3 min. zanurzeniu bakterii #S do frakeji rozpuszczalnej w
w pozywce radioaktywnej; ozna- alkoholu: @ ® i do frakcji
czenia jak na rys. 11. bialtkowej: O——0O

Analogiczne do$wiadczenie wykonane w znacznie krétszych odcin-
kach czasu ilustruje rys. 10. Kcmbrki zanurzono do pozywki radicaktyw-
nej tylko na 3 m'n. i po ich odwirowaniu i przemyciu przeniesiono do
pozywki nieradioaktywnej. Podczas dwugodzinnego okresu inkubacji
radiaktywno$¢ w calych bakteriach utrzymuje sie na tym samym po-
ziomie. Poczgtkowa aktywnos¢ frakeji rozpuszczalnej w alkoholu wynosi
ok. 70% ogélnej aktywnosci, podczas gdy aktywnosé frakeji biatkowej
wynosi ok. 15%. Po kilkunastu minutach inkubacji obie krzywe prze-
cinajg sie, co jest dostatecznym dowodem przechodzenia radioaktywnosci
z frakcji alkoholowej do frakcji biatkowej.

Potwierdzenie powyzszych danych wymagalo zbadania szybkosci
whbudowywania %S do poszczegdlnych frakecji komdrki. Bakterie znaj-
dujace s'e¢ w wykladniczej fazie wzrostu inkubowano w pozywce radio-
aktywnej o aktywnosci ok. 10 000 imp./min./ml i w krétkich odstepach
czasu pobierano prébki zawiesiny. Po odwirowaniu i przemyciu bakterii
ekstrahowano je jednakows objetoscig 60°% alkoholu, a frakcje biatko-
wg zawieszano w takiej samej objetosci 50%0 formamidu. Aktywnosé¢ wia-
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$ciwg przeliczano w imp./min./ml. Przebieg zachodzacych zm'an przed-
stawiaja krzywe na rys. 11. Maja one charakter prostych funkcji wyklad-
niczych. Jak widaé¢, szybkos¢ wbudowywania siarki we frakcje rozpusz-
czalng w alkoholu jest znacznie wyzsza niz szybko$¢ wbudowywania we
frakcje bialtkowa. Frakcja alkoholowa jest zatem metaboliczng pulg dla
frakcji biatkowej, przy czym ta ostatnia w poczatkowym okresie wzro-
stu budowana jest jeszcze ze zwigzkéw nieradioaktywnych, stad jej ak-
tywnos¢ wiasciwa jest nizsza. Krzywe po dluzszym czasie inkubacji zbli-
zaja sie do stanu réwnowagi, w ktéorym aktywnosé wlasciwa siarki
w poszczegblnych frakcjach jest taka sama.

Oméwienie wynikéw

Mechanizm utleniania tiosiarczanu przez Th. thioparus oraz kolejne
etapy tego procesu sa przedmiotem dyskusji, ktérej centralnym zagadnie-
niem jest sprawa ewentualnego utleniania tiosiarczanu przez posrednie
stadia politionianéw. Taka droge dla procesu utleniania tiosiarczanu
kresli Vishniac [9], a to na podstawie pomiaréw zuzycia tlenu przez
bakterie utleniajgce tiosiarczan. Vishniac wykazal przy tym, ze
istotnie tetra- i tritionian jest utleniany przez Thiobacilli, na co zreszta
zwracalo uwage juz przedtem kilku innych autoréw badajgcych to za-
gadnienie. Niemniej w pracy Vishniaca nie wykazano nigdy obec-
nosci tetrationianu w pozywce, w ktorej bakterie utleniajg tiosiarczan, po-
dobnie jak nie zdolal go wykazaé Starkey [5], jak i nigdy nie udalo
si¢ wykaza¢ tetrationianu w toku innych niepublikowanych jeszcze ba-
dan, dotyczacych tego zagadnienia, a prowadzonych w naszym Zakladzie.

Opisane w czeSci doswiadczalnej wyniki wykazujg zdecydowanie, ze
Th. thioparus utlenia tylko atom siarki siarczkowej tiosiarczanu nie na-
ruszajac w ogole reszty czasteczki tego zwigzku. Fakt ten przemawia
przeciw pogladowi, ktéry przypisuje zasadnicza role zamiany tiosiarcza-
nu na tetrationian w mechanizmie utleniania tiosiarczanu. W jaki sposob
zostaje utleniona biologicznie siarka grupy SH tiosiarczanu, czy w tym
procesie powstaje tiosiarczan a potem tetrationian, tego na podstawie na-
szych dotychczasowych doswiadczen wykazaé nie jesteSmy w stanie.
W kazdym razie mozemy wykluczyé przypuszczenie, zeby tetrationian
powstawal przy utlenianiu tiosiarczanu pozywki. Zdolno$¢ utleniania
tetrationianu przez bakterie siarkowe nie moze by¢ uzyta jako dowdd
popierajacy hipoteze Vishniaca, gdyz tetrationian zachowuje w dal-
szym ciggu zasadnicza strukture tiosiarczanu, tzn. posiada dwa siarczko-
we atomy siarki.
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Z doswiadczen naszych wynika réwniez, ze siarka grupy siarczano-
wej tiosiarczanu w ogéle nie wnika do wnetrza komdrki drobnoustroju.
Fakt ten, jak rowniez wielka szybkos$¢, z jakg Th. thioparus utlenia tio-
siarczan, przemawia za tym, ze proces utlenienia siarczkowego atcmu siar-
ki w tiosiarczanie zachodzi w najbardziej powierzchownych warstwach
komoérki. O losach pozostalej reszty czasteczki tiosiarczanu nie mozna
na razie niczego powiedzie¢. Prawdopodobnie nie wchodzi ona juz poza
obrebem komoérki, w pozywce, we wtoérne reakcje z niezuzytym jeszcze
tiosiarczanem, rezultatem ktérych jest powstawanie s‘arki i jonu siarcza-
nowego, za czym przemawiajg przygotowane do publikacji nasze do-
$wiadczenia.

Siarka radioaktywna wprowadzona w obreb komirek Th. thioparus
rozmieszcza sie w zwigzkach organicznych dajacych sie oddzieli¢ od sie-
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Rys. 12. Schemat rozmieszczenia i przeniesienia metabolicznego S w obrebie ko-
moérek Th. thioparus

bie przez ekstrahowanie komsrek wrzacym 60%0 etanolem. W ekstrakcie
tym znajduja sie zwiazki zawierajace siarke, z ktérych czes$¢ reprezen-
towana jest przez peptydy i substancje dajace odczyn z ninhydryng. Po-
laczenia pozostale po ekstrakcji, zawierajace radioaktywng siarke, przy-
padaja na skladniki bialkowe. Poza tym pokazna cze$¢ radioaktywnosci
reprezentowana jest przez siarke pierwiastkowsa. Po osiggnieciu réwno-
wagi metabolicznej miedzy komjrkami a pozywka, 10% siarki zawartej
w komérkach przypada na organiczne zwigzki niskoczgsteczkowe, 30%
na biatka i 60% na siarke elementarng (patrz schemat na rys. 12).
Krzywe szybkosci wbudowywania siarki do frakcji alkoholowej i bial-
kowej wskazujag na to, ze frakcja alkoholowa jest pierwotnym zbiorem
organicznych polaczen siarki, frakcja bialkowa stanowi lokalizacje wtor-
ng. Opisane w czesci doswiadczalnej krzywe przemawiajg za tym, ze frak-
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cja zwigzkéw siarkowych, rozpuszczalnych w 60°%0 etanolu, jest metabo-
liczng pula wykorzystywana do wytwarzz-'mia frakeji bialkowej. Dalszym
zadaniem naszym bedzie identyfikacja produktéw zawartych we frakcji
alkoholowej i wyjasnienie ich roli w mechanizm’e utleniania tiosiarcza-
nu. Badania idagce w tym kierunku sg w toku.

Streszczenie

Przeprowadzono badania nad mechanizmem utleniania i wbudowy-
wania tiosiarczanu do komirek Thiobacillus thioparus. Autorzy zasto-
sowali w badaniach tiosiarczan ze znaczong **S, przy czym cechowano albo
siarke siarczanowa, albo siarke grupy sulfhydrylowej tiosiarczanu.

W badaniach wykazano, ze utlenieniu oraz wbudowywaniu w sklad-
niki komérki ulega tylko atom siarki zewnetrzny (grupy -SH) tiosiar-
czanu. Atcm wewnetrzny (-SO,H) najprawdopodobniej nie wchodzi
w obreb komdrki. Grupa siarczkowa tiosiarczanu jest zarazem jedynym
zrédlem siarki zwigzanej organicznie w komoérkach tego drobnoustroju.
Po chemicznym frakcjonowaniu komorek Th. thioparus stwierdzono, ze
ok. 10%0 radioaktywnej siarki pochodzacej z grupy siarczkowej tiosiar-
czanu znajduje sie we frakcji rozpuszczalnej w 60°%0 wrzacym etanolu,
30% we frakcji bialkowej, pozostalg aktywnos$é odnaleziono w elementar-
nej siarce, uwolnionej z utlenionego tiosiarczanu.

W badaniach kinetycznych wykazano, ze frakcja alkoholowa jest bu-
dowana jako pierwsza i stanowi metaboliczng pule dla frakcji biatkowe;j.
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BUOXUMHA ABTOTPOP®HBLIX CEPHbIX BAKTEPHH,

IV. UCCNEAOBAHHUSA HAJL METABOJNIM3MOM CEPbl B THIOBACILLUS THIOPARUS
i NPH NPHMEHEHHH *S. -

Pezwwme

ITpoM3BOAMIINCE MCCJICAOBAHUA HAJ MEXaHM3MOM OKMCJIEHMA M BXOK-
neHns tnocyabdara u kiaetku Thiobacillus thioparus. ABTOPBI TPUMEHMIIN
B MCCJIEIOBAaHMAX THOCYJIb(aT, MeYeHHbI1 S, npuyeMm npuMeHANach
MeTKa Cepbl Ha CYJIb(MUTHON MIM CYJIbMTUMAPUMIBLHONA TPYIIe THOCYJIb-
chara.

ABTOpPBI HAILJIM, YTO OKMCJIEHMIO ¥ BHEJPEHMIO B KJIETOYHYIO CTPYK-
TYypy TOABEpPraercs JiMilb BHEIIHMi arom cepbl (rpyrmel -SH) Tuocyis-
cdara. Buytpennuit arom (rpyrmsr -SO;H), moBuammomy, He NIpPOHMKAET
B KJerky. CyabduaHaa rpynmna THocyJbgara ABJIAETCA B TO Ke BpeMs
€IMHCTBEHHbIM MCTOYHMKOM OpPTraHAYeCKy CBA3AHHOM Cepbl B KJETKax
9TOr0 MmMKpoopranumsMa. IIpym xXummudeckoM (PaKLMOHMPOBAHMM KJIETOK
Th. thioparus ycraHoBJeHO, 4To mnpubauzurensHo 10%0 paanoakTUBHOM
cephl CyabMUAHON IPYNNbI THOCYJIbdAaTa COAepKMUTCA BO (bpakummu pac-
TBOpUMO¥ B Kunsamem 60°d sranoue, 30%0 B 6ekoBoi ppakLyM, a OCTANb-
Has aKTMBHOCTH Obla HaileHa B 9JIeMEHTApHOI cepe, TIPOMCXOAAILEeH n3
ORMCJICHHOTO THOCYJIb(aTa.

IIpu KuHeTMHEeCKMX ucciefioBaHMAX OBLIO IMOKa3aHO, YTO CIMPTOpac-
TBOpUMasA (ppakuMs CUHTE3UPYETCA TIEPBOM M COCTABJAET MCTOYHMK AJA
6eTKOBOI (bpaKIm.

BIOCHEMISTRY OF AUTOTROPHIC SULPHUR BACTERIA

.

IV, INVESTIGATIONS INTO THE SULPHUR METABOLISM IN THIOBACILLUS THIOPARUS
WITH THE AID OF 8

Summary

The investigations concerned oxydation, and incorporation into the
cells of Thiobacillus thioparus, of thiosulphate. The authors used *S for
labelling which involved either sulphate sulphur or the sulphur of the
thiol of the thioshulphate.

.. In the course of the investigations it was revealed that oxydation,
and incorporation into the cell components, involve merely the outer
sulphur atom (of the group -SH) of thiosulphate. The inner atcm (-SO,H)
most likely fails to enter into the cell. The sulphide group is at the same
time the only source of the sulphur organically combined in the cells of

http://rcw.org.pl



[17] BIOCHEMIA SAMOZYWNYCH BAKTERII SIARKOWYCH. 1V. 265

the m'cro-organism. After chemical fractionation of Th. thioparus cells,
about 10 per cent of the labelled sulphur frcm the sulphide group of the
thiosulphate was found to be present in the fraction soluble in boiling 60
per cent ethanol, and 30 per cent was found in the protein fraction: the
remaining part was found in elementary sulphur released from oxydised
thiosulphate.

Kinetic investigations revealed that the alcohol fraction is the first
one to be built up and that it represents a metabolic pool for the protein

fraction.
Otrzymano 27.5.1957 r.
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A. MANITIUS

O TAK ZWANEJ HEMOLIZIE ODWRACALNEJ
I. ZMIANY STEZEN JONOW NIEORGANICZNYCH. ISTOTA REWERSIJI

Z Zakladu Chemii Fizjologicznej Akademii Medycznej w Gdansku
Kierownik: prof. dr W. Mozolowski

Pod pojeciem rewersji albo odwrécenia hemolizy rozumie¢ nalezy
proces charakteryzujacy sie tym, ze hemoglob:na, ktéra przeszlta z krwi-
nek do roztworu i znajduje sie¢ w nim w stanie wolnym, ulega ponownemu,
czeSciowemu zwigzaniu ze stromata krw'nek. Ponadto w procesie tym
ani hemoglobina ani stromata nie zostajg zdenaturowane.

Juz wr. 1897 Spiro (cytowane wedtug [17]) zwrécit uwage na zja-
wisko, ktére wielu autoréw uwazalo za ,rewersje” hemolizy w podanym
powyzej znaczeniu. Jesli zhemolizowaé czerwone krwinki przez dodanie
do nich wody destylowanej w ilosci przekraczajgcej nawet wielokrotnie
ich objetos¢, to po zadaniu takiego zupelnie zlakowanego plynu roztwo-
rem soli, w iloSci potrzebnej do doprowadzenia jego stezenia do izoto-
nicznego z krwia, plyn ulega zmetnieniu i makroskopowo przypcmina za-
wiesing krwinek prawidlowych. Zjawisko to wywolalo duze zaintereso-
wanie wsréd wielu badaczy w latach dwudziestych i trzydziestych bieza-
cego stulecia, dowodem czego byly nie tylko badania nad mechanizmem
sam=go zjawiska, ale réwniez badania poréwnawcze przeprowadzane na
krwinkach ludzi chorych [np. 4, 5, 7, 9, 12]. Proces ten okresla¢ bede
w dalszym ciggu jako ,rewersje” hemolizy.

Poglady réznych autoréw na istote mechanizmu ,,rewersji”’ byly réz-
ne. Na ogét jednak wszyscy zajmujacy sie tym zagadnieniem byli zgodni
co do tego, ze ,rewersja” zachodzi wéwczas, gdy nastgpila tylko chromo-
liza bez stromatolizy. Natcmiast co do tego, czy zjawisko to jest praw-
dziwa czy tez ,pseudo-rewersja”, poglady byly sprzeczne. Jedni autorzy,
m'edzy innymi Brinkman i Szent-Gyoérgyi [6], w szczegdl-
nosci za§ Starlinger [16—24] uwazali, ze opisany proces jest rze-
czywistym odwréceniem hemolizy. Druga grupa autoréw — liczniejsza—

[267)
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reprezentowana m. in. przez Barona [1, 2], traktowala to zjawisko
jako pozorng ,rewersje”’ i tlumaczyla je tym, ze w roztworze hypotonicz-
nym krwinki peczniejg tracac réwnocze$nie cze$¢ swojej hemoglobiny;
po doprowadzeniu plynu do izotonii nastepuje kurczenie sie krwinek
z réwnoczesnym zageszczeniem pozostalego w ich wnetrzu barwika. Ba-
dania przeprowadzone nad zawarto$ciag hemoglobiny w plynie i krwin-
kach w czasie hemolizy i po -jej ,rewersji” dawaly sprzeczne wyniki,
a nawet te sams wyniki byly réznie interpretowane przez réznych auto-
réw [np. 1, 2, 21]. Wyniki badan mikroskopowych byly réwniez niejed-
nokrotnie sprzeczne. ]

W ostatnich latach Straub i wspdtpracownicy [25, 26, 27] podjeli
badania nad ,rewersja” hemolizy i opierajac sie na stwierdzonych przez
siebie wlasnosciach przepuszczalnosci otoczki krwinek w czasie hemo-
lizy i po jej ,rewersji”’, przeprowadzili szereg doswiadczen nad metabo-
lizmem krwinek czerwonych, postugujgc sie w tych badaniach krwinka-
mi ,rewertowanymi”’. Poniewaz mozliwo$¢ zastosowania tych krwinek
dla badan nad przepuszczalnoscia wydawala sie bardzo korzystna, posta-
nowilem opierajgc sie na doswiadczeniach Strauba i wspdlpracowni-
kéw zbadaé wplyw réznych czynnikéw na ,rewersje” hemolizy, by ewen-
tualnie mic pbdzniej uzy¢ krwinki ,rewertowane” do badan nad prze-
puszczalnoscig blon komdrkowych.

Poza badaniami nad wplywem réznych czynnikéw na proces ,re-
wersji” usilowalem réwniez przeprowadzi¢ doswiadczenia majgce na celu
stwierdzenie, czy caly proces jest rzeczywista czy tez pseudorewersja he-
molizy. Ponadto badalis$my obraz mikroskopowy ,,rewersji”’ hemolizy. Wy-
niki tych ostatnich badan przedstawione sa w oddzielnym komunikacie [11].

Metody
1. OTRZYMYWANIE KRWINEK

Krwinki przeznaczone do hemolizy otrzymywano z krwi zylnej ludzi
zdrowych, ktéra *bezposrednio po pobraniu odwlékniano, wytrzgsajac ja
przez 15 minut z kulkami szklanymi. Nastepnie odwlékniong krew saczo-
no przez wate i przesacz wirowano przez 15 minut z szybkoscig okolo
3000 obrotéw na minute. Po odwirowaniu plyn znad osadu krwinek le-
warowano wraz z goérng warstwa krwinek, w celu usuniecia leukocytéw.
Otrzymang mase krwinkowa uzywano do dalszych badan. Nigdy nie mie-
szano ze soba krwinek pochodzacych od réznych osobnikéw.

2. OZNACZANIE SKEADU JONOWEGO KRWINEK
a) Hemoliza krwinek i ich ,rewersja”. Do odmierzonej
objetosci krwinek dodawano lodowata wode w ilosci réznej, w' zaleznosel
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od jakosci wykonywanych badan. Czas trwania hemolizy wynosil na ogé6t
15 minut; tylko w jednej serii doswiadczen byt przediluzony do 48 godzin.
Przez caly czas trwania hemolizy plyn trzymano w temperaturze 0°. , Re-
wersje” zhemolizowanych krwinek przeprowadzono dodajgc do zlakowane-
go plynu takie ilosci roznych roztworéw, ktére doprowadzaly stezenie $ro-
dowiska do izotonicznego z surowicg krwi. ,Rewersje” przeprowadzano
przy uzyciu nastepujacych pltynéw: 1,8% i 9% NaCl, 2,2% CaCl,, 10,8%
glikoza i 20,6% sacharoza. ,Rewertowane” krwinki odwirowywano i plyn
znad osadu lewarowano. Do wszelkich analiz uzywano krwinki ,rewer-
towane” przemyte. Przemywanie przeprowadzano izotonicznymi roztwo-
rami NaCl lub cukréw tak diugo, dopdki pltyn z przemycia nie byl zupel-
nie bezbarwny. Do badan kontrolnych uzywano krwinki tego samego
osobnika, niehemolizowane i przemyte plynem izotonicznym tyle razy,
ile razy robiono to z krwinkami ,rewertowanymi”.

b) Oznaczanie sodu, potasu i wapnia w krwin-
kach. Do okreslonej objetosci krwinek przemytych (,,rewertowanych”
lub kontrolnych) dodawano odmierzong ilo$¢ wody i w otrzymanym pty-
nie oznaczano zawarto$¢ Na, K i Ca przy uzyciu fotometru plomieniowe-
go firmy Zeiss, model III. Standardy zawieraly NaCl, KCl i CaCl, w réz-
nych stezeniach. Przy sporzadzaniu standardéw uwzgledniano znany
wplyw jednych jonéw na wielko$é emisji §wietlnej innych jonéw [np. 13].
M'mo uwag Hald [10] m5wigcych o wplywie obecnosei zelaza na wynik
oznaczania sodu przy uzyciu fotcmetru plomieniowego, standardy nie za-
wieraly jonéw zelaza, poniewaz, jak sie okazalo, wplyw ich byl niewielki
i w przeprowadzanych badaniach mégl by¢ pominiety.

c) Sposéb przedstawienia wynikéw. Poniewaz wyniki
uzyskane w poszczegélnych doswiadczeniach, przeprowadzanych w po-
dobny spos6b, réznily sie miedzy sobg niejednokrotnie bardzo znacznie,
wynikéw nie przedstawiono w postaci wartosci $rednich, ale podano wyni-
ki dwéch najbardziej miedzy sobg réznigcych sie prob, zaznaczajac jedynie
ilo$¢ wykonanych do$wiadczen danego rodzaju. Wartosci przedstawione
w tablicach sg $rednimi z dwdch rdwnoleglych oznaczen.

3. BADANIA NAD WIAZANIEM HEMOGLOBINY PRZEZ STROMATA W CZASIE ,,REWERSJI"

Dla przekonania sie czy w procesie ,rewersji’’ hemoglobina wigze sie¢
ponownie ze stromata krwinek, postanowiono wykorzysta¢ hemoglobine
plodowsg, ktéra mozna odréznié od hemoglobiny dorostego na skutek, mie-
.dzy innymi, jej odmiennej szybko$ci wedrowania w polu elektrycznym
oraz réznej podatnosci na denaturacje wodorotlenkiem sodowym.

a) Otrzymywanie hemoglobiny plodowej. Okolo 10%
‘roztwor. hemoglobiny plodowej otrzymywano sposobem podanym przez
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Blocka i wspoélpracownikéw [3], hemolizujge krwinki otrzymane z krwi
pepowinowej.

b) Réznicowanie hemoglobin. Poniewaz w naszych wa-
runkach rozdzial elektroforetyczny hemoglobiny plodcwej i dorostego nie
byl zadowalajacy, rozréznianie obu rodzajéw hemoglob'n przeprowadzono
metodg Springera [15]. Metoda ta, oparta na reakcji Kruegera, polega
na tym, ze N/12 NaOH nie denaturuje w ciggu jednej minuty hemoglcbiny
plodowej, denaturujac w tym samym czasie hemoglobine dorostego.

c) Przebieg doswiadczen. Do badan uzywano krwinki czlo-
wieka dorostego, ktére przygolowywano sposobem podanym w punkc e 1.
Krwinki te hemolizowano 1,2 objetoscia wody, a nastepnie cienie krwinek
odwirowywano przy 12—14 tysigcach obrotéw na minu‘e przez 20 minut.
Po odwirowaniu odpipetowywano gérng warstwe plynu i na jej miejsze
dawano te samg objeto$¢ wodnego roztworu hemoglobiny plodowej. Po
dokladnym wym’eszaniu calego roztworu przeprowadzano ,rewersje”,
uzywajac do tego celu $%0 NaCl. Otrzymane krwinki ,rewertowane” prze-
mywano izotonicznym roztworem NaCl i otrzymywano z nich hemoglo-
bine sposobem podanym w punkcie 3a. Otrzymany roztwér badano na
obecno$¢é hemoglobiny plodowej metoda Springera, ktérej zasada
podana zostala powyzej (pkt. 3b).

Wyniki
1. SPOSTRZEZENIA OGOLNE

Potwierdzono spostrzezenia innych autoréw, ze ,,rewersje”’ mozna prze-
prowadzi¢ nie tylko na krwinkach zhemolizowanych wodg, ale takze po
hemolizie wywolanej zamrazaniem i odmrazaniem krwinek, natcm’ast
hemoliza wywolana rozpuszczalnikami organicznymi, tak‘mi jak eter czy
toluen, nie podlega ,rewersji”’. Stuszne rowniez okazaly si¢ dawn'ej no-
towane spostrzezenia, ze czynnikami wywolujacymi ,rewersje” sg takie
substancje jak: KCIl, NaCl, CaCl,, sacharoza i glikoza, natomiast moczni-
kiem ,rewersji”’ przeprowadz'¢ nie mozna. Obraz makroskopowy ,,rewer-
sji” jest podobny, jesli uzywa sie do jej przeprowadzenia KCl, NaCl, sa-
charoze czy gl koze. Otrzymuje sie wowczas zawiesing krwinek, ktoére
z latwoscia mozna odwirowaé. Po odwirowaniu krwinki ,rewertowane”
ukladajg s'e w dwie warstwy: dolng — ciemniejszg i bardziej zbitg oraz
goérng — jasniejszg i mniej zbitg. Obraz ten jest wyrazniejszy, jesli do
hemolizy uzyje sie wody w ilosci 5—10 krotnie wigkszej anizeli ob-
jetos¢ krwinek. Krwinki ,,rewertowane” dajg si¢ przemy¢ izotonicznymi
roztworemi soli lub cukréw, przy czym najlatwiej uzyskuje sie calkowite
ich przemycie uzywajgc izotoniczny roztwoér sacharozy. Obraz ,rewersji”
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przy uzyciu CaCl; jest odmienny. Otrzymuje si¢ woéwczas zbita mase
krwinkows, trudng do przemycia. ,,Rewersje” daje sie przeprowadz’¢ nie
tylko wéwczas, gdy hemolize przeprowadza sie w temperaturze 0°, ale
rowniez wtedy, gdy hemolizuje sie krwinki w temperaturze pokojowej.
Stwierdzono takze, ze ,rewersje” daje sie z latwoscig przeprowadzi¢ na-
wet po kilkadziesigt godzin trwajacej hemolizie. Krwinki ,,rewertowane”
sg znacznie oporniejsze na hemolize osmotyczng anizeli prawidlowe; po
zadaniu ich nawet 50-krotng objetoscia wody tworzg zawiesine, z ktdrej
z latwoscig daje sie odwirowaé¢ skladniki upostaciowane. Natomiast ete-
rem lub toluenem mozna bez trudu zhemolizowaé¢ krwinki ,,rewertowane”.

2. SKEAD JONOWY KRWINEK ,,REWERTOWANYCH"

Otrzymane wyniki zestawiono w tablicach, z ktérych wynika, ze sklad
joncwy krwinek ,rewertcwanych” zalezy od: a) rodzaju substancji, kto-
rej roztwér uzyto do przeprowadzenia ,rewersji” (tablica 1), b) stezenia
roztworu NaCl uzytego do ,rewersji” (tablica 1), ¢) objetosci wedy uzy-
tej do hemolizy (tablica 2), d) czasu trwania hemolizy (tablica 3).

Tablica 1

Zawarto$¢ sodu, potasu i wapnia w krwinkach ,rewertowanych” roztworami
réznych substancji
Krw’'nki hemolizowano 1,2 obj. wody, przez 15 min., w temp. 0°.
Krwinki kontrolne i ,rewertowane” przemywano 10,3% roztworem sacharozy.
W krwinkach kontrolnych (nie hemolizowanych) zawarto$é potasu wahala sie w gra-
nicach 305—335 mg%, a zawarto$¢ sodu w granicach 18—29 mg%o.
(W tablicy podano wyniki dwéch do$wiadczen, najbardziej odbiegajace od siebie).

Ilo§¢ przeprowadzonych Roztwoér uzyty do doé&xi.a 3. __L Stosunek
doswiadczen | »rewersji” hemolizy | "czenia | Na | K 'ca| Na:K

11 | 1,8% NaCl the 478 100 [ 100 | —| 10

o Sl Ve [ 4, e Jisge A8 174 | 95 | — 19

6 b 9,03 NaCl 1 |120| 140 | — | 0.6

| im | 100|105 | — —| o085 |

5 2,29 CaCl L 15| 48 |15| o031

" b sdt 22| 46|21 048

| ‘ e
9 ' 20,6 4 sacharoza i Ii :?l 132 ‘ g;;
i S | =
7 | 10,8 % glikoza | I 21 | 101 ' 0.20
i | m | 25]| e8| —| o2

Z przedstawionych wynikéw wida¢, ze przy przeprowadzaniu ,rewersji”
chlorkiem wapnia, krwinki ,rewertowane” zawieraja tylko niewielka
ilos¢ jonéw wapnia. Odnosi sie¢ wrazenie, ze w odrdznieniu cd sodu i po-
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3 Tablica 2

Wplyw objgtosci wody uzytej do hemolizy na zawarto$é sodu i potasu w krwinkach

& ,srewertowanych”

Krwinki hemolizowano przez 15 min., w temp. 0° , Rewersje” przeprowadzano 1,8
NaCl. Po ,rewersji” krwinki przemywano 10,3% roztworem sacharozy.

Krwinki kontrolne, nie hemolizowane zawieraly 300—343 mg®o potasu i 20—26 mg%,

sodu
Nr Objetos¢ wody w stosunku | M8%
do$wiadczenia do objetosci krwinek Na | K
‘ 1,2 165 | o1 |
I 5,0 120 58 |
| 10,0 80 | 20 |
% | 5,0 130 | 60
| 10,0 100 | 25
| 1.2 148 | 95 |
f 111 , 5,0 110 | 60 |
‘ 10,0 95 32
) Y T T |
K . 12 105 | 88
| v 5,0 76 | 62
| 10,0 60 39 ’
Tablica 3
Wplyw czasu trwania hemolizy na zawarto$¢ sodu i potasu w krwinkach
srewertowanych”

Krwinki hemolizowano 1,2 obj. wody w temp. 0° ,Rewersje” przeprowadzano 1,8%
NaCl. Krwinki kontrolae i ,rewertowane” przemywano 10,3°% roztworem sacharozy.
Krwinki kontrolne, nie hemolizowane zawieraly 230—344 mg®o potasu i 18—29 mg®/o

f sodu

{ Nr Czas trwania | M8% | Stosunek

i doswiadczenia hemolizy Na | K Na:K
15 min. 174 95 1,9

| 1 24 godz. 105 | 208 0,5

| 48 godz. 80 | 192 04

i I 15 min. 158 104 15

| 48 godz. 99 | 206 0,5

it 15 min. 160 | 114 14
24 godz. 105 278 04

| v 15 min. 127 92 14

. 48 godz. 82 250 0,3

tasu wapn nie wnika w czasie ,rewersji’’ do wnetrza krwinek, a znaj-
dowane niewielkie jego ilosci pochodzg z tych jonoéw, ktére. ulegly ad-
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sorpcji na powierzchni krwinek i podczas przemywania nie zostaly usu-
niete; tym bardziej, ze jak juz wspomniano, krwinki ,,rewertowane” chlor-
kiem wapnia sa trudne do przemgycia. :

3. BADANIA NAD WIAZANIEM HEMOGLOBINY W CZASIE ,, REWERSJI"

W zadnej z przeprowadzanych pieciu préb nie udalo sie stwierdzié
obecnosci hemoglobiny plodowej w krwinkach ,,rewertcwanych”, otrzy-
manych z ,rewersji”’ cieni krwinek osobnika dorostego, do ktérych doda-
no roztwér hemoglobiny plodowej.

Dyskusja

Przedstawione powyzej wyniki wskazuja, ze bezwzgledna zawartosé
sodu i potasu w krwinkach ,,rewertowanych® w ten sam sposéb w réznych
doswiadczeniach, wykazuje dosé duze réznice. Mozna jednak dopatrywaé
sie pewnej stalo$ci stosunku Na : K w tychze krwinkach. Wigkszo$¢ z wy-
zej podanych wynikéw daloby sie wyttumaczyé tym, ze w czasie trwania
hemolizy otoczki krwinek staja sie przepuszczalne dla jonéw sodcwych
i potasowych, ktére rozmieszczajg sie¢ réwnomiernie miedzy krwinkami
a plynem otaczajagcym, za$ po doprowadzeniu pltynu do izotonii otoczki te
staja s’e ponownie nieprzepuszczalne dla tych jonéw. Nie daje sie jednak
w ten sposéb wyjasni¢ wyniku doswiadczen, w ktérych krwinki w stanie
zhemolizowanym przechowywano w temperaturze 0° przez rdézny okres
czasu (15 min. 24 i 48 godz.); po ,rewersji”’ tych krwinek chlorkiem sodo-
wym zawierajg one zupelnie rézne ilosci Na i K, a mianowicie stwierdza
sie, ze przedluzenie okresu trwania hemolizy powoduje zwigkszenie za-
warto$ci potasu a zmniejszenie ilosci sodu w krwinkach ,rewertowa-
nych”.

Badania nad mozliwoscia wigzania hemoglobiny plodowej przez zhe-
molizowane krwinki doroslego w czasie ich ,rewersji” daly wyniki nega-
tywne. W krwinkach ,rewertowanych” nie znajdowalem hemoglobiny
plodowej. Tak wiec nalezy sadzié, ze hemoglobina plodowa nie wigze
sie w procesie ,rewersji” ze stromata krwinek osobnika dorostego. Wy-
nik tych do$wiadczen nie rozstrzyga wprawdzie tego czy zjawisko ,re-
wersji” hemolizy jest pozornym, czy tez prawdziwym odwréceniem hemo-
lizy, niemniej jednak przemawia on raczej za pogladem tych autoréw,
ktérzy traktuja cate zjawisko jako ,,pseudo-rewersje”.

Praca byla subsydiowana przez Komitet Biochemiczny Polskiej Aka-
demii Nauk.
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Streszczenie

Krwinki otrzymane w procesie ,rewersji” hemolizy badano na za-
warto$¢ jonéw Na, K i Ca. Stwierdzono, ze zawartoé¢ tych jonéw zalezy
od rodzaju substancji, ktérej roztwér uzyto do przeprowadzenia ,rewer-

sji”, od objetosci wody uzytej do hemolizy oraz od czasu trwania he-
molizy.

Stwierdzono, ze hemoglobina plodowa nie wigze sie z krwinkami do-
roslego w czasie ,rewersji” hemolizy.
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O TAK HA3BIBAEMOM OBPATHMOM TI'EMOJIU3E
I. M3MEHEHHSA KOHLEHTPALMH HEOPFAHHUYECKHX MOHOB. CYLLIHOCTb PEBEPCHH.
Peszwome

B spurpouuTax, nosy4eHHbIX B mpolecce ,,peBepcun’ remMosnsa, onpe-
aenauoce copepzxkanue noHoB Na, K u Ca. ObHapyzKeHo, 4TO copepiKaHue
9TUX MOHOB 3aBMCMUT OT IPMPOABI BELIECTBa, PAacTBOP KOTOPOro MpuMe-
HAJICA JJIA AOCTUKEHMA ,peBepcuyu’’, oT o6'beMa BOABI, MPUMEHEHHON A
reMoJIM3a M OT IPOAOJIKMUTEJIBHOCTM TeMOJIU3a.

Oxazanoch, YTO reMoryobuH SMOPMOHOB HE CBA3BLIBAETCA C SPUTPOLIM-
TamMy B3POCJBIX B Ipoliecce ,,peBepcum’ reMoJnsa.

ON THE SO CALLED REVERSIBLE HAEMOLYSIS

I. CHANGES IN THE CONCENTRATION OF INORGANIC IONS.
THE NATURE OF REVERSION

Summary

Red cells obtained in the course of haemolys's ‘reversion” were
examined in respect of their content of Na K and Ca ions, which was
found to depend on the kind of substance used as a solute in carrying
out “reversion”, on the volume of water used in haemolysis, and on the
duration of the latter.

It was found that during haemolys's ‘“reversion” foetal haemoglobin
fails to combine with the red cells of adults.

Otrzymano 6.7.1957 r.
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S. HILLER i A. MANITIUS

O TAK ZWANEJ HEMOLIZIE ODWRACALNEJ

II. BADANIA MORFOLOGICZNE

Z Zaktadu Histologii i Embriologii
Kierownik: prof. dr S. Hiller
i z Zaktadu Chemii Fizjologicznej Akademii Medycznej w Gdansku
Kierownik: prof. dr W. Mozotowski

W czesci I pracy [6] podano, ze mechanizm tzw. ,,odwrdécenia” (,,re-
wersji”’) hemolizy nie zostal dotad wyjasniony. Niektérzy autorzy, miedzy
innymi Brinkman i Szent-Gyorgyi [4], traktujg to zjawisko
jako wlasciwe odwrécenie hemolizy, podczas ktérego erytrocyty zhemo-
lizowane w procesie ,rewersji” po przeniesieniu ich do $rodowiska izo-
tonicznego z krwig prawidlowa wiaza hemoglobine z tego Srodow:ska.
Inni, jak Baron [1], Ponder [7] i Bessis [2] zwracaja uwage na
towarzyszace zjawisku ,,rewersji”’ zmniejszenie sie objetosci krwinek i tyl-
ko tym tlumacza zwiekszenie stezenia hemoglobiny w krwinkach ,re-
wertowanych”; zjawisko to traktujg wiec jako pozorne odwrdcenie he-
molizy. Do tych argumentéw autor pierwszej cze$ci tej pracy dodal ar-
gument nowy: niemozno$é zwigzania przez ,rewertowane” krwinki doro-
stego osobnika hemoglobiny plodowej. Argumentu tego nie mozna uznaé
jednak za rozstrzygajacy, ze wzgledu na mozliwoé¢é odmiennego zacho-
wania si¢ hemoglobiny plodowej, w poréwnaniu z hemoglob‘na dorostego.
Z tych wzgledéow przeprowadzono dalsze badania nad zjawiskiem ,re-
wersji” na drodze badan morfologicznych, przy uzyciu mikroskopu fazo-
wo-kontrastowego, podobnie jak przeprowadzili to w nowszych pracach
Ponder [9] i Bessis [2]. Dla wywolania hemolizy i jej ,rewersji”
postepowano jak w czesci 1.

Wyniki badan
I. ,,REWERSJA” PO HEMOLIZIE WYWOEANEJ 1,2-KROTNA OBJETOSCIA WODY

A. Krwinki kontrolne. W mikroskopie fazowo-kontrastowym
przy uzyciu filtru ciemnozielonego, krwinki prawidlowe wykazuja silne

1277)
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Sciemnienie w grubszej czeSci przybrzeznej i Sciemnienie stabsze w cien-
szych czesciach centralnych. Krawedz krwinki silnie zalamuje S$wiatlo,
dokota niej powstaje w sSrodowisku obraz jasnego halo (Fot. 1).

B. Hemoliza. W hipotonicznym roztworze krwinki peczniejg i po
przekroczeniu krytycznej objetosci ulegaja hemolizie, tracgc czei¢ swej
hemoglobiny, rdzng w réznych ciatkach. Wspélczynnik zalamania $wiatla
przez krawedz krwinki (jej blonke plazmatyczng) zbliza sie do wspdl-
czynnika Srodowiska, totez krwinka odréznia sie od $rodowiska gléwnie
roznicg stezenia hemoglobiny (Fot. 2).

C. ,Odwroécenie” hemolizy. Dodanie hipertonicznego roztwo-
ru soli do krwi zhemolizowanej powoduje nas‘gpujace zm'any. w wygla-
dzie krwinek. Czes¢ ich przyjmuje ksztalt zblizony do kulistego, réwno-
cze$nie zmniejsza sie ich Srednica i zwieksza znacznie wysycenie ich
hemoglobing. Inne krwinki przyjmujg ksztalt krazkow lub dzwoneczkow.
Zgrubiate brzegi krwinek sg silnie wysycone hemoglobing, natcmiast czg-
$ci centralne s3 prawie bezbarwne. Krwinki w tym stanie zawierajg mniej
barwika niz cialka prawidlowe, wyraznie wiecej jednak, niz zawieraly
w stanie zhemolizowania (por. Fot. 1, 2 i 3). Czes¢ krw'nek ma brzegi,
lub cala powierzchnie, pokryte stozkowatymi wypustkami réwniez sil-
nie wysyconymi barwikiem. Kontury wszystkich krwinek, pedobnie jak
krwinki kontrolne, silnie zalamujg $wiatlo. Obraz wige krwinek ,rewer-
towanych” po hemolize 1,2-krotng objetosciag wody destylowanej, wskazy-
waé s’e zdaje na przywrdcenie pierwotnych optycznych wlasciwosei blon-
ce plazmatycznej i na zaabsorbowanie hemoglobiny ze Srodowiska. Ten
drugi czynnik przemawia za mozliwoscia wystepowania w tych warun-
kach rewersji wlasciwej.

1. ,,REWERSJA” PO HEMOLIZIE WYWORANEIJ 5, 10 i 30-KROTNA OBJETOSCIA WODY

A. Hemoliza. Krwinki zhemolizowane 5, 10 i 30-krotng objetoscig
wody destylowanej daja w mikroskopie fazowo-kontrastowym obraz po-
dobny (Fot. 4, 6 i 9), jak w eksperymencie poprzednim: napecznienia do
objetosci krytycznej, zaniku zdolnosci blonki plazmatycznej do silnego
zalamywania $wiatla i utraty hemoglobiny.

B. ,Odwrécenie’” hemolizy. Po dodaniu do krwinek zhemo-
lizowanych hipertonicznego roztworu zawies’na krwinek przypomina ma-
kroskopowo tak samo rozcienczong zawiesine krwinek prawidlowych
w roztworze fizjologicznym. Krwinki w mikroskopie fazowo-kontrasto-
wym zalamujg $wiatlo podobnie jak prawidlowe (Fot. 5, 7, 8, 10). Czes¢
ich przyjmuje ksztalt kulisty. Te majg Sredn‘ce mniejsze niz krwinki
rewertowane” po hemolize 1,2 objetoscia wody i powierzchnia ich jest
najezona drobnymi stozkowatymi wypustkami. Nasycenie hemoglobing
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Mikrofotografie od 1—10 wykonano w mikroskopie p»Lumipan® Zeissa przy uzyciu
imersji olejowej, tazowo-kontrastowej 90 X, A-1,25 i filtru ciemnozielonego Zeissa.
Mikrofotografie przedstawiajg krwinki czerwone: 1. Prawidlowe. 2. Zhemolizowane
1,2-krotng iloScia wody destylowanej. 3. Krwinki zhemolizowane 1,2-krotng iloscig
wody i ,rewertowane” w 0,9% NaCl. 4. Krwinki zhemolizowane 5-krotng iloscig
wody destylowanej. 5. Krwinki zhemolizowane 5-krotng iloScia wody i ,rewerto-
wane” w (,9°%% NaCl. 6. Krwinki zhemolizowane 10-krotng ilocig wody destylowa-
nej. 7. i 8. Krwinki zhemolizowane 10-krotng ilosciag wody i ,rewertowane” w 0,9
NaCl. 9. Krwinki zhemolizowane 30-krotng ilosciag wody destylowanej. 10. Krwinki
zhemrolizowane 30-krotna iloscia wody i ,rewertowane” w 0,9% NaCl.
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jest rowniez mniejsze: male w czesci centralnej, silniejsze w czesci przy-
brzeznej ciatka i wypustkach. Rdznice lokalne w nasyceniu ciatka hemo-
globing wystepuja najwyrazniej w krwinkach przyjmujacych ksztalt
plaskich krazkéw. Sciemnienie przez hemoglobine jest w nich widoczne
tylko w wypustkach i waskim rabku przybrzeznym i to w tym wezszym,
im silniejszym rozcienczeniem hemoliza zostala wywolana. Warto nad-
mieni¢, ze, wedlug Pondera [9], w rabku przybrzeznym hemoglobina
znajduje sie wsrod silnie zorientowanych czgsteczek lipoproteidowych
i najtrudniej poddaje si¢ wylugowaniu przy hemolizie.

Celem wyjasnienia, czy tak znaczne zubozenie w hemoglobine tych
rewertowanych’ krwinek nie jest nastepstwem znacznego jej rozcien-
czenia w Srodowisku, w czesci doswiadezen, w ktérych hemolizowano krew
10 i 30-krotng iloscia wody destylowanej, przed dodaniem do zhemolizo-
wanej krwi hipertonicznego roztworu soli, dodano roztworu hemoglobiny
uzyskanej z krwi tego samego osobnika. Obraz krwinek , rewertowanych”
podobnie jak w analogicznych eksperymentach Pondera [7] nie zmie-
nil sie jednak w poréwnaniu do poprzedniego. Na podstawie powyzszych
obserwacji nalezy wnioskowaé¢, ze krwinki zhemolizowane 5, 10 i 30-
krotng objetoscia wody nie wydajg sie byé zdolne do zwiekszenia steze-
nia hemoglobiny kosztem sSrodowiska; zachowujg jednak zdolno$é do od-
zyskania prawidlowej lamliwosci swiatla przez blonke plazmatyczna. ,Re-
wersja” w tych eksperymentach ma najprawdopodobniej charakter re-
wersji pozornej, takiej jaka opisywal Ponder [7—9] oraz ilustrowat
Bessis [2] zdjeciami w mikroskopie fazowo-kontrastowym.

1l. ZMIANY KSZTAELTU KRWINEK ,,REWERTOWANYCH"

Jolly [5], Ponder [7—9], Bessis, Bricka [2, 3] i inni po-
dali, ze krwinki pozostawione miedzy szkielkiem podstawowym i nakryw-
kowym po kilku godzinach czesto przyjmujg ksztatt kuli pokrytej licz-
nymi cienkimi wypustkami (posta¢ jezowca). Proces ten mozna przyspie-
szy¢ przez kilkakrotne przemycie izotonicznym roztworem chlorku sodu
lub potasu, lub przez dodanie lecytyny albo taurocholanu. To samo zja-
wisko obserwowali$Smy w krwinkach ,rewertowanych®, szybko w krwin-
kach poprzednio hemolizowanych 5, 10, 30 i 100-krotna objetosciag wody
destylowanej, wolniej, gdy krwinki byly hemolizowane 1,2-krotng obje-
toscia wody. Ponder [7] przypisuje to zjawisko w krwinkach (nie he-
molizowanych i ,nie rewertowanych*) utracie zaadsorbowanej na ich po-
wierzchni substancji przeciwdzialajacej kulistosci ksztaltu (antispheric
substance) zwigzanej z albuming surowicy, gdyz przeniesienie kulistych
krwinek do surowicy, lub dodanie albuminy przywraca krwinkcm ksztatt
prawidlowy. Podobny efekt mozna zdaniem Pondera [7] wywolaé
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