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JACQUELINE KRZEMICKA

17-KETOSTERYDY I 17-HYDROKSYSTERYDY W MOCZU LUDZI,
KROLIKOW 1 SZCZUROW

II. ROZDZIAL. CHROMATOGRAFICZNY 17-KETOSTERYDOW OBOJETNYCH

Z Instytutu Onkologii w Gliwicach
Zaktad Biologii Nowotworéw
Kierownik: prof. dr K. Dux

Sklad 17-ketosterydow (17-ks) obojetnych wystepujacych w moczu
ludzkim jest dobrze znany. Mamy tu do czynienia z mieszaning metaboli-
téw jadra i kory nadnercza. 50 do 70° substancji dajacych odczyn barw-
ny w reakcji Zimmermanna [21] stanowi androsteron i jego izomer etio-
cholanolon; reszte mieszaniny stanowig przede wszystkim ketosterydy
utlenione przy C,, i dehydroizoandrosteron.

Jesli idzie o szczura i krolika, to sklad chemiczny mieszaniny stery-
déw dajacych dodatni odczyn w reakcji Zimmermanna nie zostal wyjas-
niony, wiadomo natomiast, ze w moczu tych gatunkéw wystepuja duze
ilosci 17-hydroksysterydéw, dajacych sie ujawni¢ testem Wilsona i Fair-
banksa [12].

Poniewaz oznaczenia 17-ks w moczu gryzoni sg rozpowszechnione
w pracach badawczych z dziedziny do$wiadczalnej endokrynologii, wy-
dawalo sie¢ nam celowe, przebada¢ chromatograficznie te klase sterydéw.
SadziliSmy réwniez, ze metody chromatograficzne, przyczyniajac sie z jed-
nej strony do lepszego poznania sktadu sterydéw, pozwolilyby réwnoczes-
nie na lepsze ich oczyszczenie.

\

MATERIAL I METODA

12 bialtych szczuréw, samic, w wieku 9 miesiecy i krélika samca, w wie-
ku 1 roku umieszczono w klatkach metabolicznych, z ktérych odbierano
oddzielnie mocz i kal.

Na okres zbierania moczu, tj. przez 17 godzin na dobe, szczury trzy-
mano na czczo, natomiast karmiono je zwykla dietg podczas pozostalych

[201]
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202 J. KRZEMICKA [2

7 godzin. Krélika zywiono bez ograniczen i mocz zbierano przez 24 go-
dziny. Zbieranie moczu, hydrolize kwasem solnym i ekstrakcje eterem
wykonywano sposobem opisanym w poprzedniej pracy [12]. Frakcje ke-
tonowe wydzielano za pomocg odczynnika Girarda (chlorek tr6jmetylo-
-acetylo-hydrazyno-amonowy), wedlug metody Pincusa i Pearlmana [14].
Material przygotowany do chromatografii suszono i rozpuszczano w ma-
lych ilosciach czystego bezwodnego benzenu. Stosowano mikrokolumne
wypelniong tlenkiem glinu, opisang przez Zygmuntowicza i wspélipr. [22]
i wykonywano chromatografie sposobem opisanym przez Ponda i Cam-
ba [16].

Aktywnosé tlenku glinu oznaczana sposobem podanym przez Gastam-
bibe’a [8] odpowiadala klasie II—III skali Brockmanna. Kolumna o wy-
sokosci 100 mm i $rednicy 4,5 mm zawierata 1,32 g tlenku glinu. Kolumne
napelniano metoda mokra. Po przepuszczeniu 5 ml roztworu benzenowego
wyciggébw z moczu eluowano je, stosujgc kolejno: 45 ml czystego benzenu,
100 ml benzenu zawierajacego 0,05% alkoholu etylowego bezwodnego,
100 ml benzenu zawierajacego 0,1 alkoholu '), 100 ml benzenu o zawar-
tosci 0,5%0 alkoholu, 50 ml benzenu o zawartosci 1% alkoholu i wreszcie
10 ml alkoholu.

Odbierano eluaty porcjami po 10 ml pod cisnieniem powietrza wyno-
szagcym 460 mm Hg. Kolejne porcje eluatéw oznaczono cyframi arabskimi,
przelewano je do wiekszych probowek i odparowywano pod przeply-
wem powietrza na lazni wodnej. Na wysuszonych w ten sposdb eluatach
wykonywano reakcje Zimmermanna sposobem podanym przez Callowa
i wspélpr. [2], seriami po 15 eluatéw, po czym dolewano po 15 ml alkoholu
96% i odczytywano nasilenie barwnego odczynu na spektrofotometrze
Coleman Junior model 6, przy 4=— 520 mpu.

Wilasciwe badania chromatograficzne wyciggéw z moczu krolikéw
i szczuréw poprzedzono wykonaniem w identycznych warunkach licznych
chromatograméw dwéch posiadanych przez nas sterydéw wzorcowych,
mianowicie: androsteronu i dehydroizoandrosteronu, oraz wyciagéw z mo-
czu zdrowej 19-letniej kobiety.

WYNIKI

Rozdzielajac chromatograficznie mieszanine androsteronu i dehydroizo-
androsteronu, odnajdywalismy ten ostatni w eluatach nr 8, 9, 10, podczas
gdy androsteron wystepowat w eluatach nr 17, 18, 19 i 20 (Rys. 1). Taki
spos6b rozdzielania sie wzorcowych sterydéw wystepowal z duzg prawi-

1) Rozpuszczalnik ten uzywano do eluowania wyciggéw 17-ks z moczu kroélikéw
i szezuréw w ilo$ci 100 ml, natomiast do 17-ks z moczu ludzi w ilo$ci 180 ml.
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[31 ROZDZIAL CHROMATOGRAFICZNY 17-KETOSTERYDOW 203

dlowosciag nawet przy powtérzeniu préb w paromiesiecznych odstepach
czasu przy uzyciu réznych partii tlenku glinu (zawsze o tej samej aktyw-
nosci).

100 - lenzen 0,05 % alkoholu, Benzen 1% alkoholu Alkohol cz
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Rys. 1. Chromatogram mieszaniny czystego, krysta-
licznego androsteronu i dehydroizoandrosteronu

Sprawnos$¢ eluowania wzorcowych sterydéw przedstawia tablica 1,
z ktorej wynika, ze po przepuszczeniu przez kolumne chromatograficzng
po 200 ug wzorca, odzyskiwano przecietnie 92 dehydroizoandrosteronu
(2 préby) oraz 83,5 androsteronu (1 préba).

Tablica 1

Kontrola odzyskiwania znanych ilosci androsteronu i dehy-
droizoandrosteronu po adsorpcji na tlenku glinu

. | #g wpro- | ug odzy- | sprawnosé
17-ketosterydy wadzone skane 4
dehydroizoandrosteron 200 185 92,9
’ 200 183 91,5
i androsteron 200 167 83,5

Obojetne 17-ks z moczu kobiety rozdzielaja sie chromatograficznie na
7 frakcji. Frakcje te, oznaczone cyframi rzymskimi, widoczne sg na rys. 2,
ktéry przedstawia typowy chromatogram, wybrany dla przykladu spo-
$réd liczniejszych badan powtarzanych u tej samej kobiety. W chromato-
gramie tym, przypominajacym zywo chromatogramy uzyskane przez Zyg-
muntowicza i wsp6lpr. [22], frakcja II nie jest wyraznie odgraniczona od
frakeji IV, chociaz na krzywej wyraznie wystepuja wierzcholki charakte-
rystyczne dla obu frakeji.
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204 J. KRZEMICKA (4]

Nie dysponujac metodami pozwalajacymi na bezposrednia analize
fizyczng i chemiczng kazdej z siedmiu frakeji, byliSmy zmuszeni sadzi¢
o ich naturze chemicznej na drodze posredniej. Wiadomo, mianowicie, ze

Benzen Benzen Benzen Benzen Benzen  Alkobol
0,05 % alkoholu 0.1% alkoholu Q5% atkoholu  1%alkobolu  c2ysty
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Rys. 2. Chromatogram 17-ks z moczu zdrowej 19-letniej kobiety. Liczby nad szczytami
krzywej przedstawiajg procentowe stezenie 17-ks w kazdej frakcji w odniesieniu do
catkowitej ilo$ci 17-ks. Cyfry rzymskie oznaczajg frakcje.

w chromatografii adsorpcyjnej sterydy eluuja sie zawsze w tej samej ko-
lejnoscei [6] i ich umiejscowienie w chromatogramie wystarcza w zasadzie
do ich identyfikacji.

Poréwnujgc wiec chromatogram mieszaniny dwu wzorcowych stery-
dow, jakie mieliSmy do dyspozycji (Rys. 1) z chromatogramem obojet-
nych 17-ks izolowanych z moczu ludzkiego (Rys. 2), mozemy twierdzi¢, ze
frakcja II (eluaty 8, 9 i 10) zawiera dehydroizoandrosteron, oraz ze frak-
cja III (eluaty 17, 18, 19 i 20) zawiera androsteron.

O naturze pozostalych frakcji sadzimy na podstawie ich charaktery-
stycznego rozmieszczenia na chromatogramie w stosunku do dwu frakcji
zidentyfikowanych. Bardzo znaczne podobienstwo miedzy naszymi chro-
matogramami a analogicznymi chromatogramami innych badaczy [1, 22],
ktorzy mieli mozliwosé analizowania poszczegélnych frakceji, pozwala nam
na interpretacje, ktéra przedstawia tablica 2. Oczywiscie interpretacja
taka jest stuszna tylko w takim stopniu, w jakim prawdziwe sg wyniki
badaczy, z ktérymi poré6wnujemy nasze chromatogramy. Dla naszych ce-
16w interpretacja taka — cho¢ nie do§¢ pewna — jest wystarczajaca, gdyz
w obecnych badaniach ograniczamy sie do poréwnania typowego chroma-
togramu 17-ks ludzkich z analogicznie wykonanymi chromatogramami
17-ks z moczu kroélika i szczuréw.

Wyciagi z moczu kroélika, przygotowane w taki sam sposéb jak wyciagi
z moczu ludzkiego, nie nadawaly si¢ do analizy chromatograficznej 17-ks.
Kilka wstepnych badan wykazalo np., ze w wyciagach z moczu krélika

http://rcin.org.pl



[5] ROZDZIAL CHROMATOGRAFICZNY 17-KETOSTERYDOW 205

Tablica 2
Kolejnosé elucji obojetnych 17-ketosterydéw z moczu cztowieka
1 A Kolég:;ay nr ey . *
Fra_kc;e Sliat Sterydy %)
I 1—5 Artefakty: A3.5-androstendien-17-on, chlorodehydroizoan-
drosteron; 17-ketosterydy nie znane
1I 6—13 dehydroizoandrosteron, izoandrosteron
III 14 —20 androsteron i mate iloSci 49%11-androsten-3 («)-ol-17-on
v 21 —30 etiocholanolon i male ilosci 49.11-etiocholen-3 («)-0l-17-on
ViVl 31 —47 11-ketoetiocholanolon, 11-hydroksyandrosteron
VII 48 17-ketosterydy nie rozpoznane

*) Uwaga: Sposréd wymienionych sterydéw mogliSmy zidentyfikowaé jedynie dehydroizo-
androsteron (zawarty w eluatach 8, 9 1 10) oraz androsteron (zawarty w eluatach 17, 18, 19 1 20).
O naturze pozostalych frakcjl sgdzimy na podstawie ich charakterystycznego rozmieszczenia na
chromatogramie w stosunku do dwéch frakcji zidentyfikowanych.

wystepuja obficie barwiki i nieswoiste ciala chromogenne, ktére roz-
kladajaq sie na calej dlugosci chromatogramu. Ciala te, stanowigc bogato
zréznicowang mieszanine, zaciemnialy obraz chromatogramu 17-ks. Oka-
zalo sie wiec konieczne wydzielenie frakcji ketonowej przy pomocy od-
czynnika Girarda T. Pomimo takiego oczyszczania ekstrakty nadal zawie-
raly rézne barwiki, ktére rozdzielaly sie natychmiast po wlaniu ekstraktu
do kolumny. Cze$¢ z nich, tj. pigmenty najbardziej polarne, pozostajg
zaadsorbowane na tlenku glinu nawet po przejéciu czystego alkoholu.

Benzen Benzen Benzen Benzen Benzen Alkohal
005 % alkoholu B1% alkoholu 05% alkoholu  '%alkomolu  c2ysty
-—--—-'.——” —————— ,r—. --------- -.r ———————— —'--—-—-.-'-o—<—--
o, : ! CEA
! : 1 |
f : : Ry
|
| | : :
: ' i At
| | h i
g | | e
|
S % I | : t
o ! | : '
L ! ! ' |
H ! i I
: | | I
| 1 |
| | :
L ek e . 1 "
[] 5 [ ) 20 25 30 35 7 25
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Rys. 3. Chromatogram obojetnych 17-ks w ekstraktach ketonowych
z 48 godz ilosci moczu samca kroélika

Rys. 3. przedstawia chromatogram frakcji ketonowych z moczu kré-
lika; wydziela si¢ siedem frakcji, z ktérych najobfitsza jest frakcja mato-
polarna, znaleziona w eluatach nr 7, 8 1 9.
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206 J. KRZEMICKA 6]

Podobnie jak w moczu ludzkim, cze$é cial dajacych swoistg reakcje
Zimmermanna nie adsorbuje sie na tlenku glinu i stanowi frakcje (eluaty
nr 1 i 2) najmniej zanieczyszczong nieswoistymi cialami chromogenny-
mi. Benzen zawierajacy 0,1%0 alkoholu eluuje bardzo male ilosci 17-ks;
pomiedzy eluatami nr 15 i 25 daje sie zaobserwowac¢ jeden, niekiedy dwa,
malo wyrazne wierzchotki. Nastepnie wystepuje bardzo wyrazny wierz-
cholek w miejscu zajmowanym przez 11-ketosterydy w chromatogramach
z moczu ludzkiego. Krzywa absorpcji fotometrycznej produktu barwnego
reakeji Zimmermanna eluatéw krytycznych nie wykazuje wyraznie za-
znaczonego maksimum. Ostatnia frakcja zawiera znaczne iloSci pigmentow
brunatnych i daje z odczynnikiem Zimmermanna reakcje nietypows.
Szesciokrotnie powtarzane badanie chromatograficzne 17-ks w moczu kro-
lika w ciagu 12 kolejnych dni wykazalo dobra zgodnosé¢ poszczegdélnych
wynikéw (Tabl. 3). '

Tablica 3

Powtarzalno$é wynikéw frakcjonowania chromatograficznego 17-ketosterydow
w moczu krolika zbieranym przez 12 kolejnych dni

Ay | -
Chromato- mggst:/s:u 17-ks ¥) J i a s Kl -
SEA DL | (88 goda) (|, (HE) } I , 11 ‘ m+v| v | vi | vo
| :
1 420 895 | 191 | 331 | 121 | 221 | 95 | 41
2 490 810 | 106 | 359 | 153 | 251 | 97 | 36
3 590 753~ | 32 | 840 | 167 | 281 | 11,8 | 63
4 480 411 72 | 830 | 111 | 261 | 126 | 100
5 520 719 | 166 | 409 | 99 | 177 149 |
6 445 22 | 108 | 326 120 | 237 | 81 | 128 |

*) Iloéé 17-ks/48 godzin po chromatografil, czyli suma warto$cl poszczegéinych eluatow
**) Wyrazone w 9% ogolnej ilosci 17-ks przypadajacych na dang frakeje (minimum depresji
miedzy wierzchotkami podzielono przez 2 i kazda potowe odniesiono do sgsiednich wierzcholkéw).

Poniewaz frakcje III i IV nie we wszystkich przypadkach dawaly sie
dobrze oddzieli¢, obliczano je razem. Globalna ilo$¢ 17-ks podana w ta-
blicy 3 jest sumg wartosci znalezionych w eluatach; jest ona zawsze znacz-
nie nizsza od zawartosci 17-ks oznaczonej w wyciagach z moczu przed
chromatografia. Zmniejszenie aktywnosci chromogennej wynosi przecigt-
nie 20%, ale w jednym przypadku osiagneto 40%o.

Po dodaniu do ekstraktow ketonowych z moczu krélika mieszanki kry-
stalicznego androsteronu i dehydroizoandrosteronu otrzymalismy chroma-
togram przedstawiony na rys. 4. Widzimy, ze frakcja II ma te sama po-
larno$¢ co dehydroizoandrosteron. Uderza réwniez bardzo skapa ilos¢
frakeji III, zawierajacej androsteron. Nie posiadaliSmy niestety innych
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Rys. 4. Linia ciggla przedstawia chromatogram obojetnych 17-ks w wyciagach keto-
nowych z 48 godz iloSci moczu samca kroélika

Linia przerywana oznacza chromatogram 17-ks z innej porcji 48 godz iloSci moczu

tego samego kroélika. Do ekstraktu moczu dodano 200g czystego, krystalicznego
dehydroizoandrosteronu i 370 g androsteronu
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Rys. 5. Chromatogram 17-ks w ekstraktach ketonowych moczu samic szczurow

http://rcin.org.pl



208 J. KRZEMICKA [8]

cial wzorcowych dla przeprowadzenia dalszych poréwnan, ktére pozwala-
lyby na rozpoznanie innych frakcji ketosterydow.

Chromatogramy 17-ks u szczura uzyskiwano z czterech zlaczonych
ekstraktow ketonowych z moczu zbieranego przez 17 godzin na dobe w cia-
gu czterech kolejnych dni. Chromatogramy takie uwidaczniajg obecnosé¢
VI do VII frakcji, z ktérych najbogatsze sg frakcje II i V (Rys. 5). Eluaty
krytyczne daja w reakcji Zimmermanna zabarwienie, ktérych krzywa
absorpcji wykazuje wyrazne maksimum przy 4=—520 myu bez wysokich
absorpcji przy A=—=430mu. W kilku eluatach wystepuja jeszcze substancje
chromogenne nieswoiste, ale w znacznie mniejszej obfitosci niz w od-
powiednich eluatach u krélika. Obie frakcje o $redniej polarnosci, tj. frak-
cja II i IV sa podobnie jak u krolika stabo oddzielone i mie zawieraja
wiecej niz 15% ogélu chromogenéw Zimmermanna. Powtarzane frakcjo-
nowanie 17-ks w moczu szczura przez 16 kolejnych dni wykazalo-dobrg
zgodno$¢ wynikow (Tabl. 4).

Tablica 4

Powtarzalno§é wynikéw frakcjonowania chromatograficznego 17-ketosterydow
w moczu szczura zbieranym przez 16 kolejnych dni

Nrchroma-! Mocz *) c%)ri':)}:rs\a?:-! lFrakc;e il EIOEE L
fogramu ! (ml) | grafii (ug) | 1 o |m+v) v VI ' VII
7 220 00 | 63 | 443 | 142 | 192 | &1 9.9
8 360 470 103 | 308 | 144 | 276 | 76 | 89
9 410 545 89 | 353 | 162 | 283 | 55 | 58

10 380 180 | 77 | 321 | 143 | s04 | 58 | 97 |

*) Mocz z 4 dni zbierany przez 17 godzin na dobe w okresie glodzenia

DYSKUSJA

Otrzymane przez nas chromatogramy 17-ks z moczu ludzkiego sa naj-
bardziej zblizone do chromatograméw Zygmuntowicza i wspdélpr. [22],
gdyz frakcje zawierajace androsteron i etiocholanolon nie daly sie wy-
raznie rozdzieli¢. Poza tym charakter naszych chromatograméw z prawi-
dlowego moczu ludzkiego pokrywa sie z wynikami innych badaczy [4, 5,
7,:15,'16, 1%, 18,:22].

Bezbledna identyfikacja skladu chemicznego poszczegélnych frakeji
wymagalaby zastosowania spektrofotografii w podczerwieni oraz pelnej
analizy fizycznej i chemicznej kazdej frakcji. W naszych warunkach ana-
liza taka byla niewykonalna. Zastosowana w obecnej pracy metoda elucji
mieszanej, bedaca chromatograficznym odpowiednikiem mieszanego punk-
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9] ROZDZIAL CHROMATOGRAFICZNY 17-KETOSTERYDOW . 209

tu topnienia [20], jest niewystarczajaca. Totez o naturze chemicznej frak-
cji uzyskanych w naszych chromatogramach mozemy sadzi¢ jedynie po-
$rednio, przez poréwnanie z wynikami innych badaczy, ktérzy dokonali
pelnej analizy [_1].

Badania te jednak dotyczg tylko moczu czlowieka i sklad 17-ks wy-
stepujacych w moczu krélika i szczura pozostaje nieznany. Niemniej
przedstawione w obecnej pracy wyniki wskazujg na pewne istotne réznice
zachodzgce miedzy skladem 17-ks z moczu czlowieka a skladem 17-ks
z moczu, gryzoni laboratoryjnych. W chromatogramach Krélika i szczura
mozna wprawdzie rozpozna¢ na podstawie umiejscowienia wierzchotkéw
fal takie same frakcje sterydéw jak w odpowiednich chromatogramach
ludzkich, jednak odsetkowa zawartos¢ sterydéw w poszczegdlnych frak-
cjach jest calkowicie odmienna.

W moczu ludzkim androsteron i etiocholanolon stanowig 50—70%0
wszystkich 17-ks. U szczura i u krdlika najwieksza fala chromatograficz-
na odpowiada frakcji malo polarnej, ktéra eluuje benzen zawierajacy
0,05%0 alkoholu, i ktéra posiada te same wtasnosci absorpcyjne co f-keto-
sterydy. Frakcja ta zawiera przecietnie 35°% wszystkich 17-ks. Druga
wazng frakcje stanowi frakcja wysoce polarna, posiadajgca te samg zdol-
nos$¢ absorpeyjna co 11-oksysterydy: 11-ketoetiocholanolon i 11-hydroksy-
androsteron. W srodkowej czeéci chromatogramoéw krélika i szczura brak
jest wysokich fal androsteronu i jego izomeru, wystepujacych w moczu
czlowieka.

Hoffman, Sabin i Desbarats (przyt. wg. [19]) wykazali, ze u kroélika
redukcja testosteronu zachodzi wybiérczo w pozycji C,. Badacze ci, po
podaniu krélikowi testosteronu, wyodrebnili z jego moczu mate ilosci etio-
cholanolonu, nie znalezli za§ nawet $§ladéw androsteronu. Jest wiec praw-
dopodobne, ze eluaty nr 15 do 25 zawieraja — przynajmniej u krélika —
tylko etiocholanolon w niewielkich ilosciach. Niestety, w obecnej pracy
nie mogliSmy tego wykazaé, poniewaz stosowana przez nas metoda nie
pozwalala na dobry rozdzial obu izomeréw.

Rozdzielenie chromatograficzne 17-ks moczowych u szczura i u kro-
lika dowodzi, Ze nie mozna przypisywac¢ tego samego znaczenia pomiarowi
globalnego wydzielania tych sterydéw u czlowieka i zwierzat labora-
toryjnych. Androsteron i etiocholanolon sg najbardziej obfite u czlo-
wieka, podczas gdy w moczu krélika etiocholanolon wystepuje tylko w bar-
dzo niewielkich ilosciach, a androsteron prawdopodobnie nie wystepuje
weale.

Sadzimy wiec, ze De Koning i wspdlpr. [3] niestusznie wnioskujg
o braku w jajnikach kobiet prekursoréw dla 17-ks na podstawie swych
badan, przeprowadzonych na krélicach normalnych i trzebionych.
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Pod wzgledem ilosciowym wyniki nasze sg nizsze od danych w lite-
raturze [9, 11, 10, 13]. Oczyszczanie odczynnikiem Girarda, ktére stosuja
nie wszyscy autorzy, oraz adsorbcja chromatograficzna powaznie zmniej-
szajg nasilenie barwnej reakcji Zimmermanna.

ZauwazyliSmy, ze adsorbcja chromatograficzna pozwala dokladniej
oczyszczat¢ sterydy, gdyz znaczna ilo§¢ ciemnobrunatnych barwikow
z ekstraktéw ketonowych ulega elucji dopiero w ostatniej frakcji, reszta
za$ pozostaje na tlenku glinu. Nieswoiste ciala chromogenne rozdzie-
laja sie na kilka frakcji, ktére w reakcji Zimmermanna dajg zabarwienie
o rozmaitych krzywych absorpcji fotometrycznej. Proporcje tych nieswoi-
stych reakcji s niejednakowe w poszczegdélnych porcjach moczu. Popraw-
ki kolorymetryczne w postaci wzoréw lub nomogramoéw, jako niepewne
dla moczu ludzkiego, nie maja réwniez zadnego zastosowania dla moczu
zwierzecego.

W konkluzji, wyniki rozdzialu chromatograficznego 17-ks w moczu
krélika i u szczura wykazaly istotne réznice w poréwnaniu z moczem
czlowieka. Niezbedna jest jednak dalsza analiza jakosciowa tych sterydow
zwierzecych. Do czasu catkowitego i pewnego rozpoznania skladu po-
szczeg6lnych frakeji sterydéw konieczna bedzie daleko idgca ostroznosc
w interpretacji pomiaréw globalnego wydzielania obojetnych 17-ks z mo-
czu zwierzat doswiadczalnych.

STRESZCZENIE

Obojetne 17-ketosterydy z moczu czlowieka, krélika i szczura rozdzie-
lono na frakcje metoda chromatografii na kolumnie wypeionej tlenkiem
glinu. Wyniki frakcjonowania sg bardzo rézne u czlowieka i u obu gatun-
kéw gryzoni. U tych ostatnich najobficiej wystepuja dwie frakcje, z kt6-
rych pierwsza posiada polarno$¢ dehydroizoandrosteronu, druga polar-
nos$¢ 11-oksysterydéw. Androsteron i etiocholanolon, ktére u czlowieka
wystepuja w ilosci 50—70°%0 ogétu 17-ks, sa praktycznie nieobecne u kré-
lika i szczura.

Wyniki nasze wskazuja, ze globalnemu oznaczeniu 17-ks u zwierzat
laboratoryjnych nie mozna przypisywaé¢ tego samego znaczenia fizjolo-
gicznego co u czlowieka.
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LES 17-CETOSTEROIDES ET 17-HYDROXYSTEROIDES URINAIRES
CHEZ I’HOMME, LE LAPIN ET LE RAT

II. SEPARATION CHROMATOGRAPHIQUE DES 17-CETOSTEROIDES NEUTRES

Résumé

Les 17-cétostéroides neutres urinaires chez I’homme, le rat et le lapin
ont été séparés par micro-chromatographie sur colonne d’alumine. Les
résultats du fractionnement sont trés différents chez ’homme et chez les
deux rongeurs. Chez ces derniers les deux fractions les plus importantes
ont, 'une une polarité semblable a la déhydroisoandrostérone et ’isoandro-
stérone, ’autre une polarité semblable aux 1l-oxystéroides. L’androsté-
rone et l’étiocholanolone, qui chez I’homme représentent 50 a 70%o des
17-cs globaux, sont pratiquement absentes des urines du rat et du lapin.
Nos résultats montrent, qu’on ne peut attribuer a une mesure globale des
17-cs la méme signification physiologique chez les animaux et chez
I’homme.

Otrzymaeno 22.6.57 r.
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Jak wykazaly badania Quastela i wspoéipracownikéw [12], wplyw nar-
kotykéw na oddychanie tkanki mézgowej in vitro dopiero wtedy wyraznie
ujawnia sie, kiedy na metabolizujace skrawki kory moézgowe]j zadziala sie
czynnikiem stymulujacym procesy oddechowe.

Do stymulacji tkanki moézgowej in vitro stosowane sa impulsy elek-
tryczne o niskim napieciu [18] przy uzyciu odpowiedniej aparatury [4].
Badania licznych autoréw wykazaly, ze przy draznieniu skrawkéw kory
mozgowej zwieksza sie zuzycie tlenu i ilo§é nagromadzonego kwasu mle-
kowego [19] przy réwnoczesnym zmniejszeniu zawartosci fosfokreatyny
i nagromadzeniu nieorganicznego fosforanu [20].

Z innych czynnikéw jony potasowe [21, 22, 3, 8], amonowe [15, 39],
2,4-dwunitrofenol [21, 22] i kwas glutaminowy [15, 39] dzialaja stymu-
lujaco na zuzycie tlenu przez metabolizujace in vitro skrawki kory moéz-
gowej. W poprzedniej pracy w nawigzaniu do nieznanego mechanizmu
dzialania bromu, przeprowadzono badania nad wplywem réznych stezen
bromku sodowego na aktywnos$¢ ukladu cytochromowego w homogeniza-
tach tkanki mézgowej myszy [6].

Celem niniejszej pracy jest wykazanie, jaki udzial w procesie stymu-
lacji potasowej odgrywaja aniony z grupy chlorowcéw oraz jakie dziala-
nie wywieraja inne czynniki stymulujace w stosunku do zniszczonej i nie
zniszczonej struktury komoérkowej tkanki moézgowej.

CZESC DOSWIADCZALNA

I. Metoda badan

Do’ badan uzywano myszek biatych wagi 15 do 20 g pozostajacych na
zwyklej diecie mieszanej.

[213]
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Myszki zabijano przez dekapitacje bez uprzedniego stosowania jakich-
kolwiek $rodkéw narkotycznych. Po przecieciu kosci czaszki wydobywano
moézg i oddzielano pétkule od pnia mézgowego.

1. Skrawki moézgowe sporzadzano z jednej poétkuli mézgowej przez
poprzeczne pociecie kory na platki grubosci 1,0 mm. Srednia waga skraw-
kéw moézgowych uzytych w pojedynczym oznaczeniu wynosita od 70 do
100 mg mokrej wagi. Suchg wage uzytej tkanki uzyskiwano przez ogrze-
wanie skrawkéw w temp. 100° w ciagu trzech godzin.

2. Homogenizaty tkanki moézgowej sporzadzano w sposéb nastepujg-
cy: Kore poétkul mézgowych po zwazeniu umieszczano w dolnej czesci
szklanego homogenizatora zanurzonego w lodzie. Catkowita homogenizacje
tkanki uzyskiwano, po 5-minutowym rozcieraniu jej szklanym doszlifo-
wanym walcem w temp. 0°, w wodnym roztworze soli.

W ten sposéb przygotowany homogenizat wykazywal w badaniu mi-
kroskopowym catkowity brak elementéw tkankowych i komérek. Zawar-
to$¢ mokrej masy tkanki w homogenizatach wynositla 10 do 12%.

3. Oznaczenia przemiany oddechowej dokonywano metodg manome-
tryczng w aparacie Warburga w atmosferze powietrza. W naczynku gtow-
nym umieszczano kazdorazowo skrawek moézgu lub odpowiednig (w prze-
liczeniu na wage tkanki) ilos§¢é homogenizatu w roztworze soli. W ostatecz-
nym swym skladzie mieszanina reagujgca zawierala: NaCl — 128 mM,
KCl — 5 mM, CaCl, — 0,6 mM, MgSO, — 1,3 mM, KH,PO, — 0,65 mM,
Na,HPO, — 5,0 mM, calo$¢ doprowadzono do pH 7,4 za pomocg HCI.
Ponadto do ukladu dodawano glikoze w stezeniu 0,1 M albo kwas glu-
taminowy w stezeniu 0,1 M. Naczynko centralne zawieralo kazdorazowo
0,2 ml 20% NaOH. Czynnik stymulujacy oddychanie umieszczano badz
W ramieniu bocznym, badz bezposrednio w naczynku gléwnym. Inten-
sywno$¢ proceséw oddechowych okre$lano przy pomocy Qo, (ul O./mg
suchej masy/godz).

II. Wyniki doSwiadczen

Wstepne doswiadczenia wykazaly, ze warto$¢ Qo, wzrasta w miarg
zwiekszenia powierzchni metabolizujacej tkanki przez zwiekszenie stop-
nia rozdrobnienia tkanki. Qo, dla pojedynczego plata kory mézgowej wy-
nosi $rednio 4,1, a wzrasta do wartosci 7,7 przy rozdrobnieniu tkanki na
kilka 1 mm skrawkow.

Sole potasowe chlorowcéw w ekwiwalentnych stezeniach dodawano
z ramienia bocznego. Pomiar6w dokonywano w ciggu 30 min przed do-
daniem i po 30 min od momentu dodania soli. Wptyw tych soli na inten-
sywnos$¢ proceséw oddechowych skrawkow kory mézgowej w obecnosSci
glikozy jako substratu ilustruje tablica 1. W tablicy tej zestawione war-

http://rcin.org.pl



v

3] BADANIA NAD ODDYCHANIEM TKANKI MOZGOWEJ IN VITRO 215

tosci Qq, sa Srednimi z kilku analogicznych pomiaréw. Blad poszczegol-
nych pomiaréw wahat sie w granicach 5%.

Jak wynika z tablicy 1 Qg, dla poszczegélnych ukladéw przed doda-
niem soli potasowych waha sie w waskich granicach, natomiast po do-
daniu KCl, KBr i KJ stopien zuzycia tlenu wyraznie wzrasta jako wyraz

Tablica 1

Wplyw soli potasowych na zuzycie tlenu przez skrawki kory mdzgowej. Sole pota-
sowe dodawane po uplywie 30 min inkubacji. Warunki inkubacji podane w tekscie

Dodawany zwiazek Qo, Roznica | ¢ stymulacji
po 30 min przed dodaniem | po dodan; - Qo, lub hamowania
H,0 8,4 8,4 = =
KCl 0,1 M é,7 9,7 +1,0 11,5
KBr 0,1 M 8,5 99 +1,4 16,5
KJ 0,1 M 8,2 96 +1,4 17,0
—-KF 0,1 M 8,9 6,9 —2,0 22,0

pobudzenia proceséw oddechowych, przy czym obecnosé¢ anionéw Cl’, Br’
i J’ nie wplywa na wysokosé stymulacji. J edynie po dodaniu fluorku pota-
sowego stymulacja potasowa nie zaznacza sie, natomiast stwierdza sie
znaczny spadek Qo, .

Nastepnag serie do$wiadczen przeprowadzono w ten sposéb, ze inku-
bacja skrawkéw moézgowych odbywala sie od poczatku w obecnosci ba-
danych soli potasowych tak, ze czynnik stymulujacy dzialal w ciggu ca-
lego 60-minutowego czasu trwania do$wiadczenia. Tablica 2 ilustruje wy-
niki tych doswiadczen, przy czym, jak i w poprzednich do$wiadczeniach,
zrédlem wegla w czasie inkubacji byla glikoza, a warto$ci Qp, sg $red-
nimi uzyskanymi z kilku pomiaréw.

Tablica 2
Whplyw soli potasowych na zuzycie tlenu przez skrawki kory mozgowej. Sole pota-
sowe dodawane od poczqtku inkubacji. Substrat utleniany — glikoza
Bodwwany coyunie | @, |ROTIS Qo tomunks| 4 stymute,
H,O 77 — —
KCI 0,1 M T +18 233
KBr 0,1 M 9,9 +2,2 28,5
KJ 0,1 M 9,6 +1,9 24,6
KF 0,1 M 3,8 —3,9 50,6
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Z tablicy 2 wynika, ze przy 60-minutowej inkubacji skrawka z do-
daniem soli potasowych wzrost zuzycia tlenu jest wiekszy niz przy 30-mi-
nutowej inkubacji, lecz proporcjonalny do czasu dzialania dodanej sub-
stancji. Réwniez i w tych warunkach rodzaj towarzyszacego kationowi
potasowemu anionu nie ma wplywu na wielkos¢ stymulacji proceséw od-
dechowych. Wyjatek stanowi anion fluorkowy, ktéry silnie hamuje szyb-
kosé i intensywnos$é proceséw oddechowych.

W dalszych doswiadczeniach badano wplyw soli potasowych na oddy-
chanie homogenizatéw tkanki mézgowej pozbawionych catkowicie elemen-
tow komoérkowych. W tym celu do poszczegélnych naczyniek inkubacyj-
nych dodawano po 0,5 ml homogenizatu, co w przeliczeniu na suchg mase
wynosilo okolo 100 mg tkanki. Srodowisko solne bylo takie samo jak przy
oddychaniu skrawkéw, a substratem dla spalan byla glikoza.

Tablica 3

Wplyw soli potasowych na zulycie tlenu przez homogenizaty kory mozgowej. Sub-

strat utleniany — glikoza
SGHRRLY Cyanik ‘ o, w stogxéxf:ic?lle?ontroh lugl’) slzzzwl::fm
H,0 L ‘-8>,27_ S —_ ;; i = B
KCl 0,1 M ' Al } &
_ KBrol M ! 7,3 | —04 ‘ 5,2
KJ 0,1 M | 55 | — 2 | 35,0
KF 01 M | 20 R e £ | 68,0

W tablicy 3 podano zestawienie $rednich wartosci otrzymanych wy-
nik6éw, ktére wykazuja wyraznie, ze w preparatach bezkomérkowych brak
jest jakiejkolwiek stymulacji proceséw oddechowych po dodaniu soli po-
tasowych. Sole potasowe zachowujg sie wiec odmiennie w stosunku do
preparatéw komoérkowych i bezkomérkowych kory mézgowej. Zamiast
stymulacji obserwuje sie spadek aktywnosci oddechowej homogenizatéw
w obecnosci KBr, KJ i KF, przy czym najwyzsze zahamowanie oddycha-
nia odnosi sie do uktadéw z fluorkiem potasowym. Oproécz jonéw potaso-
wych réwniez i inne kationy jednowartosciowe powoduja w tkance moz-
gowej wzrost oddychania i aerobowej glikolizy. Kationem takim jest mie-
dzy innymi jon amonowy.

Efekt stymulacji oddychania wywoluje réwniez 2, 4-dwunitrofenol oraz
kwas glutaminowy. W dalszej serii doswiadczen przebadano poréwnawczo
wplyw tych substancji na procesy oddechowe zaréwno skrawkéw mozgo-
wych, jak i homogenizatow. Wszystkie te zwigzki byly dodawane do na-
czynka gltéwnego od poczatku inkubacji. Jak wynika z licznych danych,

http://rcin.org.pl



[51 BADANIA NAD ODDYCHANIEM TKANKI MOZGOWEJ IN VITRO 217

stezenie kwasu glutaminowego w tkance mézgowej jest 20-krotnie wyzsze -
anizeli w otaczajacym $rodowisku [34, 35]. W zwigzku z tym, kwas glu-
taminowy dodawano do ukladu w stezeniu odpowiadajacym jego koncen-
tracji wewnatrzkomérkowej, co wyraza sie wartoscia 4,610~ M.
Zgodnie z danymi z literatury [21], 2, 4-dwunitrofenol dodawano w ste-
zeniu 2,5X10~% M, natomiast chlorek amonowy jako jednowarto$ciowy
kation w stezeniu 0,1 M. We wszystkich uktadach glikoza byla substratem
utlenianym. Otrzymane w tych warunkach $rednie wartosci Qo dla ho-
mogenizatéw i skrawkéw ilustruje tablica 4. Jak wida¢, DNP (2, 4-dwu-
nitrofenol) dziala stymulujaco na wzrost zuzycia tlenu zaréwno przez
skrawki kory moézgowej, jak i przez homogenizaty. Podobnie zachowuje

Tablica 4

Wplyw DNP, kwasu glutaminowego i NH,Cl na oddychanie skrawkéw i homo-
genizatow kory moézgowej. Substrat utleniany — glikoza

g ;S‘kgwki tkanki R Aljgrfggggizaty tkanki
. ! BN

Substancja Roéznica QO2 % stymulacji Réznica QO, % symulacji
dodawana Qp, |w stosunku lub Qo, |w stosunku lub

i do kontroli ‘ hamowania do kontroli | hamowania

H,0 PR IR Y T T T R N L
DNP 25x10° M | 11,7 l +40 | 520 |124 + 42 51,0

Kwas glutamino- l ’

wy 4,6X10-4 M 8,4 ! + 0,7 * 9,0 10,0 +1,9 23,4
NECIOIM | 67 | —10 | 180 | 73| —o09 10,9

si¢ kwas glutaminowy, ktéry w stosowanym stezeniu wywiera jednak
nieco silniejszy wplyw stymulujgcy na zuzycie tlenu przez homogenizaty,
niz przez skrawki kory mézgowej.

W dzialaniu jonéw amonowych na procesy oddechowe mozna wy-
rézni¢ dwa okresy: pierwszy 30-minutowy, kiedy zuzycie tlenu jest wyz-
sze anizeli w prébie kontrolnej, i nastepny 30-minutowy okres, kiedy zu-
zycie tlenu jest znacznie obnizone — réwniez w stosunku do préby kon-
trolnej.

W dalszej serii doswiadczen przeprowadzono badania nad wplywem
wyzej stosowanych czynnikéw stymulujgcych na oddychanie skrawkoéw
i homogenizatéw w $rodowisku zawierajacym inny substrat do spalan
anizeli glikoza. Jak wynika z prac wielu autoréw, w Srodowisku enzyma-
tycznym tkanki moézgowej przy braku glikozy, kwas glutaminowy jest
szybko utleniany do kwasu a-ketoglutarowego i amoniaku, a dalej do
CO, i H,O, przy czym w procesach oddechowych w calosci zastepuje gli-
koze [38, 11, 7]. Inkubacje przeprowadzano w tym samym S$rodowisku
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solnym z tg réznica, ze zamiast glikozy dodawano kwasu glutaminowego
w stezeniu 0,1 M, a calos¢ srodowiska doprowadzano do pH 7,4 za pomo-
cg NaOH.

Tablica 5 podaje wyniki przeprowadzonych doswiadczen w warun-
kach powyzej opisanych. Z danych liczbowych widaé¢, ze oddychanie wobec
kwasu glutaminowego jako jedynego zrédia wegla odbywa sie w spos6b

Tablica 5

Wartosci Qp, dla skrawkéw i homogenizatéow kory mozgowej w obecnosci réznych
stymulatoréw. Substrat utleniany — kwas glutaminowy

Skrawki Homogenizaty o

Dodawana Zmiany Q, | % stymulacji Zmiany Q, | % stymulacji
substancja Qo, | w stosunku lub Qo, | w stosunku lub

= do kontroli | hamowania do kontroli ! hamowania
H,0 8,1 — | - 7,1 — -
KClo1M | 103 +2,2 l 27,1 7,1 — P
KBr 0,1 M 10,1 +2,0 l 24,7 6,6 —0,5 7,0
KJ 01 M 10,3 a8 |.219 5,6 T T
KF 0,1 M 5,4 —26 } 324 | 4,0 —21 43,6
DNP 2,5X10—5 M | 10,1 +20 | 247 9,1 +20 | 281

NH,Cl 0] M | 53 27 | @834 | 53| —18 | 2538

niemal identyczny jak w obecnosci glikozy. W obecnosci glutaminianu
sodowego sole potasowe chloru, bromu i jodu wywoluja wzrost przemiany
oddechowej -w skrawkach kory mézgowej, wyrazajacy sie wzrostem Qo,
od 24 do 27%. To samo odnosi sie do DNP. Natomiast fluorek potasowy
i chlorek amonowy powoduja wyrazne zahamowanie zuzycia tlenu. W do-
$wiadczeniach, w ktérych badano zuzycie tlenu przez preparaty ze znisz-
czong struktura komoérkows, sole potasowe badz nie wplywaly na szyb-
kos¢ i intensywnos$¢ zuzycia tlenu, badz wywieraly wplyw hamujacy —
a wiec przeciwnie niz w do$wiadczeniach ze skrawkami. Dzialanie DNP
i chlorku amonowego bylo takie samo jak w doswiadczeniach ze skraw-
kami.

Tablica 6 przedstawia w zestawieniu udzial badanych substancji na
przemiane oddechowa w réznych warunkach do$wiadczalnych. Na uwage
zastuguje fakt, ze spo$réd przebadanych substancji jedynie DNP dziata
stale stymulujaco na zuzycie tlenu, niezaleznie od charakteru badanego
preparatu, jak i substancji utlenianej, natomiast dzialanie soli potaso-
wych jest zwigzane niezmiennie z zachowang strukturg komorkows.
Fluorek jako inhibitor glikolizy dziala silnie hamujaco na zuzycie tlenu
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nie tylko w $rodowisku zawierajacym jako substrat glikoze, lecz réwniez
i w warunkach, w ktérych substancja utleniang jest kwas glutaminowy.
W stosowanym stezeniu fluorek potasowy jest wiec inhibitorem szerszego
zespolu enzymoéw.

Tablica 6

Zestawienie porownawcze wptywu przebadanych substancji na zuzycie tlenu przez
skrawki i homogenizaty kory moézgowej

‘ | . Czynniki
Preparat 3 ) stymulujace bez wplywu
Substrat 3 <
enzymatyczny ’ zuzycie na zuzycie hamujace zuZycie
tlenu tlenu tlenu
' ! s
| Glikoza |KCL KEr, KJ, DNF, X KF, NH,CI
Skrawki kory E‘Yis glutaminowy | >
IR Kwas gluta- | x o) gBr, KJ, DNP _ | xr NEQ
minowy ‘ }
i 1
Glikoza DNP, K‘was gluta- | KCl KBr, KJ, KF,
Homogenizaty | K . minowy ’, R NH,CI
kory mézgowej Kwas gluta- DNP KCl KBr, KJ, KF,
minowy NH,Cl |

DYSKUSJA

Od dawna czynione sg préby wyjasnienia mechanizmu dzialania ka-
tionéw alkalicznych w procesie stymulacji i oddychania tkanki mézgo-
wej. W licznych pracach wykazywano [26, 5, 30, 14, 27, 24, 32, 33], ze jony
potasowe sg aktywatorem znacznej liczby enzymoéw, szczegélnie zwig-
zanych z reakcjami transfosforylacji. W pracach tych, prowadzonych
gléwnie przy uzyciu niewielkich stezen soli potasowej na wyizolowanych
systemach enzymatycznych, starano si¢ wykazaé bezposredni udziat ka-
tionu w przebiegu wyosobnionej reakcji enzymatycznej [13].

Mcllvain [21], na podstawie licznych swych prac, wigze mechanizm
dzialania wysokich stezen jonéw potasowych z roéznica stezen potasu
w Srodowisku wewnatrz- i zewngtrzkomérkowym, co z kolei zwigzane
jest z nakladem energii niezbednej dla aktywnego transportu potasu
przez blone komoérkows i zachowania wlasciwego stosunku stezen po obu
stronach blony. Jak wynika z danych niniejszej pracy, wzrost metabo-
lizmu wyrazajacy sie wzrostem Qg, spowodowany dodatkiem 0,1 M KCl1
odnosi sie tylko do skrawkéw kory moézgowej, natomiast nie wplywa zu-
pelnie na wzrost metabolizmu w preparatach ze-zniszczong strukturg
komoérkowa (homogenizaty).
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Tak wiec otrzymane w niniejszej pracy wyniki, jak tez i przytoczone
wyniki innych autoréw przemawiaja raczej na korzys$é koncepcji wia-
zacej stymulujaca role v)ysokich stezen jonu potasowego z nie zniszczona
strukturg komérkows.

Wprawdzie Abood i wspélpr. [1] przeprowadzajac badania poréw-
nawcze otrzymywali réowniez i w preparatach mitochondrialnych tkanki
moézgowej efekt stymulacji oddychania pod wplywem pradu elektrycz-
nego, lecz jak to zostalo p6zniej wykazane przez Mcllvaina [26] efekt ten
jest zalezny od rodzaju uzytej do stymulacji elektrody. Natomiast zo-
stato stwierdzone, ze dezintegracjé tkanki moézgowej znosi stymulujacy
efekt jonéow potasowych w procesie syntezy acetylocholiny [16, 23, 28].

W badaniach nad mechanizmem dzialania jonéw potasowych stoso-
wany jest we wszystkich pracach chlorek potasowy, natomiast inne sole
potasowe nie byly brane pod uwage. Przeprowadzone przez nas doswiad-
czenia wykazaly, ze sposréd 4 anionéw grupy chlorowcéow, tylko anion
tzw. ,trucizn pasteurowskich®, ktére hamujgc anaerobowa glikolize pobu-
chowe — zaréwno w preparatach skrawkéw kory moézgowej, jak i w ho-
mogenizatach.

Fluorek jest znanym inhibitorem glikolizy i hamuje oksydacje gli-
kozy przez preparaty tkanki mézgowej, natomiast nie wplywa na utle-
nianie mleczanu [9]. Fluorek jest wiec gléwnie inhibitorem anaerobowego
odcinka spalania glikozy. Jednakze — jak wynika z danych niniejszej
pracy — w stosowanym stezeniu fluorek powoduje znaczne zahamowanie
zuzycia tlenu, niezaleznie od tego, czy substratem utlenianym jest gli-
koza czy kwas glutaminowy. W swym dzialaniu r6zni sie wiec od grupy
tzw. ,,trucizn pasteurowskich®, ktére hamujgc anaerobows glikolize pobu-
dzaja zuzycie tlenu w preparatach enzymatycznych.

O ile towarzyszace potasowi aniony chloru, bromu i jodu nie wywie-
raja wyraznego wplywu na stymulacje oddychania skrawkéw kory moéz-
gowej, o tyle w stosunku do homogenizatéw aniony bromu i jodu dzia-
laja hamujgco na szybkosé zuzycia tlenu. Na podstawie przeprowadzo-
nych badan trudno byloby wyjasni¢ mechanizm hamujacego dzialania
tych anionéw.

Stymulacja oddychania skrawkéw kory moézgowej przez kwas glu-
taminowy jest znana od dawna [15, 37], jednakze mechanizm dzialania
stymulujacego nie jest do dzisiaj dokladnie wyjasniony. Wplyw kwasu
glutaminowego podobny jest do dzialania tzw. ,trucizn pasteurowskich® —
zwigzkéw pobudzajgcych wybitnie aerobows glikolize na gruncie nor-
malnego lub podwyzszonego zuzycia tlenu.

Gléwnym przedstawicielem grupy tych zwigzkéw jest 2,4-dwunitro-
fenol (DNP). DNP bedac wybitnym aktywatorem apyrazy powoduje
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szybki rozpad ATP i obnizenie jego poziomu w $rodowisku enzymatycz-
nym [17]. Podobnie dodatek kwasu glutaminowego powoduje obnizenie
poziomw ATP — zwiazku niezbednego dla normalnego przebiegu anaero-
bowej glikolizy [31]. To obnizenie poziomu ATP wiaze sie by¢ moze z jego
wykorzyystaniem w procesie syntezy glutaminy [2].

Meclllvain przypuszcza natomiast, ze stymulacja oddychania pod wply-
wem kwasu glutaminowego wigze sie z aktywna absorpcja przez ko-
morki mézgowe jonu potasowego. Nasze obserwacje wykazuja, ze stymu-
lacja oddychania spowodowana kwasem glutaminowym nie jest zwigzana
z nie zniszczong strukturg komoérkowg, natomiast, podobnie jak DNP,
pobudza procesy oddechowe zaréwno w preparatach bezkomérkowych,
jak tez i w skrawkach kory moézgowej.

Juz dawno, bo w roku 1932 Quastel i Wheatley [29] wykazali, ze kwas
glutaminowy jako jedyny substrat obecny w podlozu jest utleniany przez
skrawki moézgowe $winki morskiej. Edelbacher i Wiss [10] stwierdzili
nastepnie, ze sposréd wielu aminokwaséw jedynie kwas L-glutaminowy
moze spelnia¢ te role, a na podstawie badania poréwnawczego rdéznych
tkanek wykazano [7], ze najwiekszg aktywnos$¢ dezaminazy kwasu glu-
taminowego wykazuje tkanka mézgowa.

Jak wynika z naszych doswiadczen, nasilenie proceséw oddechowych
zar6wno w homogenizatach, jak i w skrawkach kory moézgowej w obec-
nosci kwasu glutaminowego, jako jedynego substratu utlenianego — jest
takie samo, jak w obecnosci glikozy. Jony potasowe w obecnosci kwasu
glutaminowego, podobnie jak w obecnosci glikozy, pobudzaja zuzycie
tlenu tylko przez skrawki mézgowe, nie wywierajac wplywu lub powo-
dujac nieznaczng inhibicje (w zaleznosci od towarzyszgcego anionu) w pre-
paratach bezkomérkowych kory mézgowej.

Fakt ten moze $wiadczyé o tym, ze niezaleznie od utlenianego sub-
stratu, potasowa stymulacja oddychania wigze sie tylko z nie zniszczona
struktura komérkowa. W tym przypadku wystepuje réwniez odmienne
dzialanie stymulacji potasowej i stymulacji elektrycznej, przy ktorej,
jak to wykazal Waelsh [36], w obecnosci kwasu glutalninowego nie wy-
stepuje wzrost zuzycia tlenu.

Osobnego oméwienia wymaga dzialanie jonu amonowego na procesy
oddechowe tkanki moézgowej. Jak wykazat Weil-Malherbe [37], jon amo-
nowy w stezeniu 33 x M wywiera wplyw stymulujacy na procesy odde-
chowe podobnie jak jon potasowy. Z naszych doswiadczen wynika, ze
wplyw jonéw amonowych na procesy oddechowe tkanki moézgowej jest
nieco odmienny. W obecnosci glikozy — jako substratu utlenianego — ob-
serwuje sie po 30-minutowym podwyzszeniu zuzycia tlenu powolny spadek
nasilenia proceséw oddechowych, co w konsekwencji wyraza sie spad-
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kiem warto$ci Qqp, w stosunku do préb kontrolnych o okolo 10%. Fakt
ten, na podstawie przeprowadzonych do$wiadczen, nie daje si¢ w sposéb
dostatecznie umotywowany wyjasnic.

Poza tym w preparatach ze zniszczong strukturg komérkowa dziatanie
jonu amonowego jest analogiczne jak w skrawkach kory moézgowe;j.
Dzialanie jonu amonowego jest wiec niezalezne od struktury komérko-
wej, w przeciwienstwie do dzialania jonéw potasowych.

W obecnosci kwasu glutaminowego jako jedynego substratu, jon amo-
nowy wywiera wyrazny wplyw hamujacy na szybkos$¢ i natezenie pro-
cesow oddechowych, wyrazajacy sie spadkiem Qq, od 25 do 35%o, nieza-
leznie od tego, czy pomiaréw dokonywano w doswiadczeniach ze skraw-
kami czy homogenizatami.

Préby wyjasnienia mechanizmu dzialania jonu amonowego w nawia-
zaniu do obecnie otrzymanych wynikéw beda tematem nastepnej pracy.

STRESZCZENIE

Przeprowadzono badania nad wplywem réznych zwigzkéw stymulu-
jacych proces oddychania tkanki mézgowej in wvitro.

Badania prowadzono poréwnawczo na skrawkach i homogenizatach
kory moézgowej bialych myszek, w $rodowisku solnym, gdzie substancjg
utleniang byta glikoza lub kwas glutaminowy.

Wykazano, ze 0,1 M roztwory KCIl, KBr i KJ, z wyjatkiem KF, nie-
zaleznie od utlenianego substratu, powoduja znaczny wzrost Qq, jedynie
w dos$wiadczeniach ze skrawkami kory mézgowej. Po zniszczeniu struk-
tury komérkowej (homogenizacja) potasowa stymulacja oddychania nie
wystepuje, natomiast towarzyszace potasowi aniony Br’, J’ i F’ powoduja
zmniejszenie, zuzycia tlenu, niezaleznie od utlenianego substratu. NH,CI
w stezeniu 0,1 M powoduje zaréwno w homogenizatach, jak i skrawkach
w pierwszych 30 minutach inkubacji wzrost zuzycia tlenu z nastepowym
hamowaniem oddychania, co w sumie wyraza sie zmniejszeniem wartosci
Qo,. 2,4-dwunitrofenol powoduje znaczny wzrost Qq, zaréwno w skraw-
kach jak i homogenizatach kory mézgowe;j.
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RESEARCH ON THE RESPIRATION OF BRAIN TISSUE IN VITRO

Summary

The investigations concerned the effects of various compounds stimul-

ating respiration of brain tissue in wvitro.

The experiments were run, with a view to comparing them, on slices

and homogenates of the cerebral cortex of white mice in solutions of
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salts, with glucose or glutamic acid the substance oxidized. It was de-
monstrated that irrespective of the substrate oxidized 0.1 M solutions of
KCl, KBr and KJ, but not KF, caused a notable Qo rise merely in ex-
periments with slices of cerebral cortex. When the cell structure was
destroyed (homogenization), potassium failed to stimulate respiration,
while the anions Br/, J° and F’ accompanying potassium, caused a con-
siderable reduction in oxygen uptake irrespective of the substrate oxi-
dized. Within the first 30 min. of incubation, 0.1 M concentrations of
NH,CI caused in homogenates as well as slices an increase in oxygen
uptake and a consequent inhibition of respiration which was eventually
expressed in a reduction of the Qo, value. A considerable rise in Qo, was
called forth in both slices and homogenates by 2.4-dinitrophenol.

Otrzymano 9.10.57 r.
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Haemorrhagic diathesis is one of the main symptoms of ionizing ra-
diation injury. It may sometimes be the immediate cause of death.

The mechanism of this diathesis is not exactly known [26]. Sources
of our knowledge concerning the subject are: observations on casualties
of atomic explosions, laboratory accidents, and some experimental works
performed on laboratory animals [7, 8, 9, 11, 20, 21, 29].

It is generally admitted that the following factors are important in
pathogenesis of bleeding: thrombocytopenia, capillary fragility, and pro-
duction of a heparinlike anticoagulant [1], or antithromboplastin anti-
coagulant [25]. Decrease of antiplasmin activity as well [14] may play
a role in this syndrome.

This work was carried out in order to examine the influence of ionizing
radiation on blood clotting factors in vitro. Numerous papers on this
subject include the papers by Rieser [23] and Rieser and Rutman [24]
dealing with the influence of radiation on fibrinogen, and observations
of Cliffton [5] on inactivation in vitro of plasmin by X-rays.

MATERIALS

1. Human blood was taken from donors by venipuncture from the
cubital vein, immediately mixed with sodium citrate (1 part of 3.8%
sodium citrate + 9 parts of blood), and subsequently centrifuged for
10 min. at 1000 rpm (platelet-rich plasma) or at 3000 rpm for 20 min
(platelet-poor plasma).

2. The platelets were obtained by differential centrifugation and
several rinsings with 0.9°% NaCl. Homogenous suspensions containing

[225]
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between 200000 and 300 000 plateles per mm.? were used in investi-
gations.

3. Antihaemophilic globulin (AHG) was prepared from bovine plasma
according to the method of Bidwell [3].

4. Christmas factor was obtained from old human serum according
to the method of Wagner et al. [27].

5. Bovine fibrinogen containing plasminogen was obtained by using
the method of Astrup and Miillertz [2].

6. Bovine fibrinogen devoid of plasminogen was obtained according
to Kekwick et al. [12].

7. Thrombin was prepared by the modified method of Alexander [16].

8. Human plasminogen was obtained according to Kline’s modified
method from fraction IIT of Cohn [13].

9. Human plasmin from III; Cohn’s fraction was purified by preci-
pitation at the isoelectric point.

10. Streptokinase or “Distreptase” — from , Warszawska Wytwoérnia
Surowic i Szczepionek” — Warsaw.
11. Tissue thromboplastin — suspension of rabbit brain.

12. Veronal buffer, pH 7.3.
13. Solution of 0.025 M CaCl,.

METHODS

1. Samples of plasma or isolated blood clotting components were
irradiated with X-rays in open glass vessels 2.5 cm. in diameter (liquid
layer thickness, about 0.5 cm.). The source of radiation was a “Siemens
Stabilipan” 250 kV/20 mA apparatus with an X-ray tube of the TR-220 d
type. The specimens were irradiated at 180 kV and 20 mA with a 0.5 Cu
filter (high voltage generator of Greinahers system). Doses of X-rays in
air were estimated by using a “Siemens Universal Dosismesser” dosi-
meter with a thimble ionization chamber. Specimens were placed at
distance of 25 cm., measured from the focus of the X-ray tube to the
specimen surface placed on a line parallel to the axis of the central beam.
Under the conditions the dose was 222 r/min. The required radiation dose
was obtained by changing time of exposure. During exposition of the
samples tested, control samples were stored at the same temperature. All
coagulation tests were performed as soon as possible after irradiation,
using a water bath of 37°C.

2. Plasma recalcification time was measured by adding 0.2 ml. of cal-
cium chloride 0.025 M to 0.2 ml. of plasma.
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3. The thromboplastic activity of platelets, AHG, and Christmas factor
were determined with the aid of the thromboplastin generation test as
modified by Duckert et al. [6].

4. Prothrombin time was determined by the one-stage method of
Quick [22].

5. Factor V level was determined by the modified one-stage method
of Wolf [28].

6. Factor VII level was determined by the method of Koller et al. [15].

7. Thrombin time was determined by measuring the clotting time of
0.4 ml. of plasma or 0.25% fibrinogen solution after addition of 0.1 ml.
of thrombin (2.5 or 5.0 U/ml.).

8. Fibrynolysis was measured at 25° in 8 mm. diameter test-tubes.

RESULTS

A. Influence of irradiation on the recalcification time was studied
in 5 samples of platelet-rich plasma and in 7 samples of platelet-poor
plasma. The results are shown in Tables 1 and 2. It will be seen that

Table 1 Table 2
Influence of ionizing radiation on the Influence of ionizing radiation on the
recalcification time of platelet-rich recalcification time of platelet-poor
plasma *) plasma *)
| Number | Radiation dose (roentgens)
! Number | Radiation dose (roentgens) of | - &
S sample | 0 6600 | 13200
sample 0 6 600 I 13 200 I I.
‘ | 1 2.40 250 | 3.00
1 1.38 | 1.48 1.48 2 3.19 3.38 4.20
2 o5 £ I 1 2.25 3 3.05 3.29 3.29
3 2.51 2.28 2.78 4 2.60 2.72 3.10
4 175 | 1.80 1.76 5 2.82 3.20 3.50
5 2.43 2.28 2.13 6 2.83 — 3.70
Average | 205 | 200 | 208 fo Sl Gt Lt
oE e E T | Average 2.84 3.04 3.43
*) These are average results of 3 tests in *) These are average results of 3 tests in
zach plasma sample each plasma sample

the recalcification time of platelet-rich plasma is not modified by ra-
diation in doses of 6 600 and 13200 r. Analogical doses slightly extend
recalcification time in platelet-poor plasma.

B. In order to ascertain more accurately the influence of ionizing
radiation on the first coagulation stage, purified preparation of AHG,
Christmas factor and platelets were exposed to X-rays. The irradiated
preparations were subsequently used for assays in thromboplastin genera-
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tion tests. The results of assays run with 3 series of preparations are
presented in Table 3. It will be seen from the table that thromboplastin
generation is slightly impaired by irradiation.

Table 3

Comparison of thromboplastic activity of separately irradiated

components of the system

- Radiation dose
Irradiated components e taang) ’
Platelets 0 | 6600 @ 13200
Antihaemophilic globulin 0 | 6 600 13 200
Christmas factor 0 | 6 600 13 200

No. of series Incuba- | Thromboplastic activity

of preparations tion time (seconds)
i N ) |
1 2! 21.5 29.0 | 33.0
4! 15.5 200 | 216
6' 17.0 19.0 [ 18.0
I 2! 15.4 16.0 ‘ 19.2
4! 15.8 16.4 18.4
6' 16.8 17.6 20.0
11 2! 29.0 34.0 38.0
4! 16.0 22.0 26.0
6' 16.0 18.0 20.0
"""" ] |
Average 2! 22.0 26.3 30.1
4! 15.8 19.4 22.0
6 15.6 18.2 19.3
Table 4

Thromboplastic activity (in seconds) of a system *) in which only one

component was irradiated

Irradiated Components

Radiation dose (roentgens)

Platelets o | 6600 13200 o0 0 0 0
Antihaemophilic globulin 0 0 0 | 6600 | 13200 0 0
Christmas factor 0 0 03 Ha 0 0 | 6600 | 13200
T*%) 15.5 20.5 21.5 17.5 i 18.0 20.0 20.5
II 15.8 19.0 20.5 15.0 16.4 16.0 17.0
111 16.0 16.8 16.2 15.4 15.5 20.8 25.5
Average 15.8 18.7 19.4 l 15.9 I 16.6 | 18.9 20.7

*) after 4 min. incubation
**) No. of series
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Analogical experiments in which merely one component was irradiated
are presented in Table 4. It will be noted that ionizing radiation diminishes
only the Christmas factor and platelet thromboplastic activity, while
AHG activity is insignificantly impaired.

C. Effects of ionizing radiation on the second coagulation stage (con-
version of prothrombin) were investigated by measuring one-stage and
accelerator clotting times. Table 5 presents ranges of the times before
and after irradiation of 8 samples of plasma. It is evident that the ionizing
radiation does not affect this coagulation stage.

Table 5

Influence of ionizing radiation on the one-stage prothrombin time and
levels of factors V and VII

Radiation dose (roentgens) 3 ‘
Quality 0 | 6 600 I 13 200 ‘
of determination S !
from-to average from-to average from-to average

Prothrombin time 13.5—16.0 14.6 I 13.6 —18.0 149 | 125 —18.0 14.8
Factor V 19.0—324 234 | 18.0—37.8 25.1 | 19.8 —37.8 25.7 |
Factor VII 20.0 — 27.8 24.9 ’ 19.0 —34.8 25.5 | 21.0—36.0 26.2 ‘

D. Influence of ionizing radiation on the thrombin time of plasma
was examined on 8 samples by using two thrombin concentrations. Four
samples were tested with 2.5 U/ml. and four with 5 U/ml. (Table 6). The

Table 6

Influence of ionizing radiation on the thrombin time of plasma
Concentration of thrombin I Concentration of thrombin :
2.5 U/ml. 5.0 U/ml. |
No. ﬁadiation dose (roentgex}_s_;_ No. "R;driraﬁqn dose (roentgens)
0 | s600 | 13200 0 | 6600 | 13200
Coagulation time (min.) Coagulation time (min.)
1 0.44 0.49 ' 0.54 5 0.93 1.10 1.20
2 0.50 0.54 0.67 6 0.76 1.00 1.04
3 0.42 0.52 0.61 7 1.03 1.28 1.48
4 0.44 0.50 ‘ 0.54 8 0.90 1.00 1.24
Average 0.45 051 ‘ 0.60 ’ Average 0.90 { 1.10 l 1.24

thrombin time of the irradiated samples of plasma was extended. A si-
milar effect was observed when purified fibrinogen was used instead of
plasma.
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E. For investigating the fibrinolytic system the two-stage scheme of
plasminogen was accepted [17, 18]. The assay was performed at 25° be-
cause plasmin is more stable at this temperature [16].

Table 7

Influence of ionizing radiation on
spontaneously active plasmin

Radiation dose (r) | Time of lysis (min.)

0 8.25

1100 8.25
3300 8.25

S 13 200 8.25

a) Spontaneously active human plasmin was examined in the system
0.5 ml. plasmin + 0.1 ml. thrombin + 0.4 ml. 0.125%% of bovine fibrinogen
solution. As is shown in Table 7 plasmin activity does not change after
irradiation.

b) Purified plasminogen in different concentrations was irradiated,
and fibrinolytic activity was determined, after streptokinase activation.
No significant differences in activity were obtained. (Table 8).

Table 8

Influence of ionizing radiation on
plasminogen *)

Concentration Time of lysis (min.) after
of plasminogen| radiation dose (roentgens)
0 | 13200
0.08 5.00 5.00
0.04 9.25 9.25
0.02 23.00 22.00
0.01 75.00 62.00

*) Plasminogen was measured after
streptokinase activation. Fibrinogen pu-
rified by the method of Kekwick et al.
[12] (free of plasminogen)

¢) Another assay involving the same plasminogen preparation con-
sisted in testing its abillity to react with bovine plasminogen. Bovine
plasminogen was contained in the unpurified fibrinogen used in
assays [2]. The idea of this test is based on the well known experiment
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Table 9

Influence of ionizing radiation on proactivator activity of human plasminogen (A)
and on crude bovine fibrinogen containing plasminogen (B) 2

Irradiated component 0.005% solution of human | Crude bovine fibrinogen

plasminogen (A) containing plasminogen (B)
: 2 Crude bovine fibrinogen | 0.005% solution of human
Not irradiated component containing plasminogen plasminogen
Radiation dose (roentgens) Time of lysis (min.) Time of lysis (min.)
0 9.50 9.30
1100 9.00 9.30
3300 9.00 9.30
13 200 9.00 9.30

*) Time of lysis measured after activation with streptokinase and addition of thrombin

of Astrup and Miillertz, who successfully demonstrated that a mixture
of human and bovine plasminogen is endowed with more potent fibrino-
lytic properties than either of the preparations alone. It will be seen
from Table 9 that ionizing radiation has no effect on this system. Low
concentration of human plasminogen (0.005%) permits of measuring
merely the so-called proactivator activity. It was also found, contrary
to the statement by Cliffton, that irradiation does not destroy bovine
plasminogen contained in unpurified fibrinogen and fibrin (Astrup’s
plates method).

DISCUSSION

It is evident from the above findings that ionizing radiation in doses
of up to 13200 roentgens exerts a rather slight effect on blood clotting
components in vitro. It involves a decrease of the thromboplastic activity
of platelets and Christmas factor, and extension of the thrombin clotting
time of fibrinogen. The last finding agrees with the statement of Rieser
and Rutman who worked with a 500 r radiation dose. These authors sug-
gest that the effect of irradiation consists in breaking away of low-
molecular nitrogen substance from the fibrinogen molecule, with sub-
sequent inhibition of coagulation of fibrinogen by thrombin. This effect
may also be explained by the formation of the thrombin inhibitor derived
from fibrin as described by Niewiarowski and Kowalski [19]. In this
connection, it may be of interest to quote the finding of Burstein [4] who
noted H,O, to exert a similar effect.

The negative findings of this work confirm the generally shared view
that injurious effects of ionizing radiation on the haemostatic system
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may be due to damage suffered by living cells and capillary walls and
not to immediate impairment of blood clotting proteins.

It is worth noting that such labile proteins of the clotting system as
factor V, AHG, and plasmin, are not sensitive to ionizing radiation.

SUMMARY

The authors investigated in vitro the behaviour of the blood clotting
system after irradiation of its components with X-rays in doses of up
to 13200 r. Recalcification time proved slightly prolonged in irradiated
platelet-poor serum, and irradiation of plateles and Christmas’ factor
impaired thromboplastic functions.

However, no appreciable effects of X-rays on the second clotting
phase were revealed. The longer prothrombin time noted is consistent
with Rieser’s observations [23] relating to prolonged clotting time of pure

_fibrinogen. Inactivation of plasminogen noted by Cliffton [5] was not
confirmed. Neither were differences revealed in the behaviour of the
fibrinolytic system as before and after irradiation.
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WPLYW PROMIENIOWANIA JONIZUJACEGO
NA UKLAD KRZEPNIECIA IN VITRO

Streszczenie

Badano zachowanie si¢ ukladu krzepniecia in vitro po napromienio-
waniu jego skladnikéw dawkami promieniowania rentgenowskiego do
13200 r. W zakresie stosowanych dawek wykazano niewielkie wydluze-
nia czasu rekalcynacji w napromieniowanym osoczu ubogoptytkowym
oraz uposledzenie czynnosci tromboplastycznej po napromlemowamu
plytek i czynnika Christmasa.

Nie wykazano natomiast wyraznego wplywu promieni X na druga
faze krzepniecia. Stwierdzone wydluzenie czasu trombinowego potwier-
dza obserwacje Riesera [23] o przedluzeniu czasu krzepniecia czystego
fibrynogenu.

Nie potwierdzono obserwowanej przez Clifftona [5] inaktywacji. plaz-
minogenu.

Nie stwierdzono réwniez réznic w zachowaniu si¢ uktadu fibrynolitycz-
nego przed i po napromieniowaniu.

Otrzymano 24.12.57 r.
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J. JANICKI, J. SKUPIN

ROZDZIAL. CHROMATOGRAFICZNY ELEKTROOBOJETNYCH
I ELERKTRODODATNICH CZYNNIKOW WITAMINU B, I By,
PO ELERTROFOREZIE

Z Katedry Technologii Rolnej Wyzszej Szkoly Rolniczej w Poznaniu
Kierownik Katedry: prof. dr J. Janicki

Czynniki o aktywnoséci witaminu B,, (nukleotydocyjanokobalamina
z 5, 6-dwumetylobenzimidazolem) stanowia duzg grupe zwiazkéw chemicz-
nych. Spotyka sie polaczenia o strukturze peinej nukleotydocyjanokobala-
miny i strukturze niepelnej, nie zawierajace czesci nukleotydowej. Réznig
sie one pod wzgledem biologicznym, mikrobiologicznym i fizyko-chemicz-
nym. Zwigzki te moga czesciowo wystepowa¢ w lancuchu przemian bio-
syntezy, jak réwniez niektére z nich stanowig produkty rozpadu.

Wedlug danych w literaturze znany jest szereg zwiazkéw elektro-
obojetnych z grupy nukleotydocyjanokobalamin (Tabl. 1). W witaminie
B,, zasada nukleotydowa jest 5, 6-dwumetylobenzimidazol. W zwigzkach
pokrewnych — innych kobalaminach — stwierdzono obecnosé szeregu po-
chodnych purynowych utworzonych na drodze mikrobiologicznej bio-
syntezy.

Przy identyfikacji tych zwigzkéw duze ustugi oddaja metody anali-
tyczne, szczegblnie za$ technika chromatograficzna na bibule, na kolum-
nach i metody elektroforetyczne.

Przy chromatografii kolumnowej stosuje sig¢ rézne adsorbenty. Mie-
dzy innymi Brown i wspoélpracownicy [2] zastosowali ziemie okrzemko-
wa, a w Laboratorium Bernhauer’a proszek celulozowy oraz krzemionke.

Friedrich i Bernhauer zastosowali chlorofenol i inne pochodne feno-
lowe do rozdzielania substancji ze Sciekéw miejskich [13, 14], jak réwniez
proszek celulozowy [15].

Juz od samego poczatku chromatografia bibulowa odgrywa donioslg
role przy rozdziale i identyfikacji nowych czynnikéw, podobnych do wi-
taminu B,,. NajczeSciej stosowanym tutaj rozpuszczalnikiem jest II-rz.
butanol nasycony woda. Kon (por. Holdsworth [17]) do rozdzialu czynni-

[235]
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vy Tablica 1
Kobalaminy elektroobojetne przy pH 2,7 (metodq Holdsworth’a,[18])

Nazwa witaminu Zasada nukleotydowa U. w a g 1 Literatura

syntetyzowana przez:

Witamin Bis 5,6-dwumetylobenzimi- P. sl 0L Erotl (24, 8, 10, 11,

A C. diphtheriae 1,4,27]
wyodrebniony po raz
Witamin Byy 1y pierwszy w 1953 r.
& imi [
(czynnik I) 5-hydroksybenzimidazol z przefermentowa- 112, 2]
nych $ciekéw miejskich |
Czynnik E nie zbadana wykryty w 1955 roku | [2]
x < ’ wykryty przez Holds-
Czynnik F danych nie publikowano | " .. [2, 28, 6, 3]
otrzymany przez deza-
Czynnk G hipoksantyna minacje pseudowita- [2, 28, 6, 3]

minu Bjs

otrzymany przez deami-
Czynnik H 2-metylohipoksantyna nacje czynnika A [2, 28, 6, 3]
z 2-metyloadening

2-metylomerkaptoade- |ze szlaméw fermenta-

Nowy czynnik B, ) " cyinych [16]
Sztuczna kobala- |5,6-dwuchlorobenzimi- |otrzymana przy uzyciu (10,11, 4,7]
mina dazol E. coli i Strept. griseus it

Sztuczna kobala- otrzymana przy uzyciu | (7, 5]

| =
mina l2,3-na£txmxdazol E. coli i Strept. griseus |

kéw podobnych do witaminu B,, zastosowal nastepujgce uklady rozpusz-
czalnikow:

II-rz. butanol nasycony woda z dodatkiem 1% obj/obj. kwasu octowego
i z dodatkiem $ladéw cyjankow,

II-rz. butanol nasycony woda z dodatkiem 1% obj/obj. 25% amoniaku
i z dodatkiem $ladéw cyjankéw na bibule Whatman nr 1.

Friedrich i wspéipracownicy [15] stosowali jako rozpuszczalniki: na-
sycony woda II-rz. butanol wysycony nadchloranem potasu z dodatkiem
Sladow cyjanku sodu oraz nasycony woda II-rz. butanol z dodatkiem
0,18%0 tréjchlorooctanu sodu. Dodatni wplyw nadchloranu potasu dodawa-
nego do rozpuszczalnika na rozdzial czynnika A, pseudowitaminu B,,, wi-
taminu By, .. i witaminu B,, wykazali Friedrich i Bernhauer [14]. Oprécz
nadchloranu potasu i tréjchlorooctanu sodu stosuje sie réwniez w tym sa-
mym celu s6l sodowa kwasu kamforowego i czterofenyloboran sodowy [15].

Metode elektroforetyczng do badan nad zwigzkami kobalaminowymi
wprowadzil Holdsworth [17]. W zaleznosci od charakteru elektrycznego
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czgsteczki kobalaminy rozdzielajg sie w polu elektrycznym na bibule
Whatman nr 3 przy zastosowaniu jako elektrolitu kwasu octowego z do-
datkiem cyjanku sodu (pH 2, 7).

Metodg jonoforezy w N-kwasie octowym przy napieciu 8—10 v/cm
rozdzielano skladniki C, i C, od obojetnych: E, F, G, H oraz witaminu B;,
i By~ Maksymalny rozdzial czynnikéw z grupy B, mozna osiggngé
w elektrolicie o niskiej sile jonowej i niskim pH [9].

Kon rozdzielal kobalaminy jonoforetycznie metoda Holdsworth’a [17]
na czynniki zasadowe, kwasne i obojetne (te ostatnie stanowily jedng frak-
cje). Kobalaminy obojetne przeprowadzal w kompleksy dwucyjanowe lub
cyjanowe, ktére rozdzielal chromatograficznie przy uzyciu wyzej wspom-
nianych rozpuszczalnikéw. Elektroobojetne zachowanie sie niektérych ko-
balamin przy pH 2,7 tlumaczy sie skompensowaniem dodatniego ladunku
kobaltu w tych warunkach ujemng grupa silnego kwasu fosforowego, dy-
socjujacego jeszcze przy tym pH.

Celem identyfikacji czynnikéw w mieszaninie kobalamin, Holdsworth
[18, 17] zaleca technike kombinacyjng — wpierw jonoforeze w 1 N-kwasie
octowym z dodatkiem cyjanku potasu przez 16 godzin przy napieciu 8 v/cm,
a nastepnie chromatografie w mieszaninie 1I-rz. butanolu z kwasem octo-
wym i wodg z dodatkiem cyjanku potasu.

Przy chromatografii do rozpuszczalnikéw, a przy jonoforezie do elek-
trolitu dodaje sie cyjanku potasu w celu catkowitej konwersji kobalamin
w forme cyjanows. Pod wplywem bowiem ciepla lub §wiatla oraz przy pH
nizszym od 6, czynniki z grupy B,, traca grupy cyjanowe tworzac forme
hydroksy i dlatego jednorodne indywidium moze daé w tych warunkach
dwie plamy odpowiadajace tym dwém formom.

Pawetkiewicz i Zodrow [26] badajgc mechanizm tworzenia sie kobala-
min u Corynebacterium diphtheriae stwierdzili, ze elektroobojetna frakcja
otrzymana po rozdziale zwigzkéw kobalaminowych z biosyntezy, poddana
chromatografii bibulowej, rozdziela sie na co najmniej cztery substancje
z przewaga dwoch kobalamin [27]. Prawdopodobnie kobalaminy tej frak-
cji sg réznymi deznukleotydowymi estrami fosforowymi witaminu B,
(czynnika B).

CZESC DOSWIADCZALNA

Zalozeniem niniejszej pracy bylo opracowanie warunkéw chromato-
- graficznego rozdzialu frakcji elektroobojetnych i elektrododatnich z gru-
py witaminu B,,. Opracowano metode rozdzialu kobalamin przy pomocy
chromatografii bibulowej. Jako material doswiadczalny stosowano elek-
troobojetne i elektrododatnie (przy pH 2,7) kobalaminy — poelektrofo-
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retyczne frakcje z grupy witaminu B,, z fermentacji metanowej i propio-
nowej, oraz witaminu B,;, (deznukleotydocyjanokobalaminy) [22] z bak-
terii kwasu propionowego (Propionibacterium shermanii) [20, 21]. Kobala-
miny wydobywano ze Srodowiska bakteryjnego metodami uprzednio pu-
blikowanymi [23]. Elektroforeze przeprowadzano metodg Holdsworth’a
[17] przy zastosowaniu buforu o pH 2,7.

W pracy niniejszej, po wysuszeniu rozwinietego jonoforogramu, bada-
ne frakcje eluowano woda destylowanag i ekstrakty odparowywano na
lazni wodnej pod zmniejszonym cisnieniem do sucha. Nastepnie rozpusz-
czano w okreslonej ilosci wody destylowanej.

W odréznieniu od spotykanych w literaturze metod, chromatogramy
rozwijano przez 3—6 dni w temperaturze 27°. To przedluzenie czasu roz-
dzialu chromatograficznego, jak rowniez zastosowanie wyzszej tempe-
ratury od pokojowej pozwolilo rozdzieli¢ prosta technika chromatografii
jednokierunkowej i krgzkowej badane poelektroforetyczne frakcje wita-
minu B,, na szereg czynnikow.

W przypadku witaminu B,,, eluat po odparowaniu do sucha oczysz-
czano jeszcze od nukleotydocyjanokobalaminy przepuszczajac roztwor ko-
balamin w 85% acetonie przez kolumne z tlenkiem glinu i eluujgc wita-
min B,,, tymze rozpuszczalnikiem [25].

Przy rozdzialach chromatograficznych stosowano technike wstepujaca
i splywows, jak réwniez postlugiwano sie metoda chromatografii krazko-
wej. Uzywano bibuly Whatman nr 1 stosujac pasma szerokosci 5 cm,
a przy metodzie krazkowej — krazki bibuly o $rednicy 14 cm. Préby na-
noszono mikropipeta na linie startowg w ksztalcie waskich pasm.

Przy chromatografii krazkowej proby nanoszono na okreg o $Srednicy
1,5 cm. Krazek bibuly umieszczano miedzy dwoma okraglymi szklami,
przy czym jezyczek wyciety w bibule chromatograficznej przechodzac
przez otwoér dolnej plyty zanurzony byt w naczynku z rozpuszczalnikiem,
ktére z kolei umieszczano w wiekszym naczynku, na ktérym spoczywaty
plyty.

Przy metodzie sptywowej do koncow chromatograméw przyszywanc
walki z bibuly wchlaniajace rozpuszczalnik. Jako komory chromatogra-
ficzne uzywano cylindry miarowe o pojemnosci 21 Sciete u géry i przy-
kryte doszlifowanymi krazkami szklanymi.

Stosowano dwa systemy rozpuszczalnikow opisane przez Brown’a
i wspétpracownikéw [2]:

A) II-rz. butanol/CH,COOH/H,0/5% roztwér KCN (w stosunkach ob-
jetosciowych 100 :1 :50:0,25),

B) II-rz. butanol/amoniak d=—0,88/H,0/5% roztwér KCN (w sto-
sunkach objetosciowych jak wyzej).
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Pierwszy z tych rozpuszczalnikéw byt réwniez stosowany przez Ra-
bek’a i wspéipracownikéw przy identyfikacji nowych faktoréw z grupy
kobalamin w koncentratach otrzymanych ze szlaméw pofermentacyj-
nych® [29]. Warstwa wodna wysycano komore chromatograficzng, w ktérej
umieszczano dodatkowo pasmo bibuly koncentrycznie przy $cianie cylin-
dra, w celu lepszego wysycenia komory.

Analize chromatograficzng wykonano w temperaturze 27°. Uzyskano
rozdzialy kobalamin na szereg frakcji. Czeé¢ gléwnych frakeji witaminu
B, i B, z poszczegblnych chromatograméw po rozdziale eluowano woda,
zageszczano na lazni wodnej pod zmniejszonym ciSnieniem i ponownie
chromatografowano przez 72 godziny w analogicznych warunkach. Nie
stwierdzono jednak dalszego rozdzialu badanych frakcji.

Optymalne warunki czasowe rozdzialu chromatograficznego przy tem-
peraturze 27°, jak réwniez iloSci otrzymanych frakcji po rozdziale dla
stosowanych poszczegélnych technik chromatografowania zawierajg ta-
blice 2 i 3. ;

Metoda chromatografii krazkowej okazala sie mniej selektywna w na-
szych badaniach. Uzyskane wyniki ilustrujemy tylko niektérymi zdjeciami
chromatograméw z maksymalnym efektem rozfrakcjonowania w opisa-
nych warunkach.

Tablica 2

lio$é frakcji otrzymanych w wyniku rozdziaiu chromatograficznego preparatéow
witaminu Bys i Blzp po elektroforezie oraz czas rozdzialu w dniach
metodq wstepujqcq i splywowq

Uktad kwasny') | Uklad zasadowy?)
Chromatografia

Rodzaj frakcji

witaminu B,, i B,,p - 3
Bo ‘dlekireforerle wstepujaca | splywowa | wstepulaca | sptywowa
70y e F T e (e E e
B,, ze $ciek6w, miejskich, l ‘ I l
krystalizowany 4 5 CO 6 4 4
L e et ) ‘ LR
B,, ze $ciek6w miejskich, ‘
nie krystalizowany 5 5 6 3 9 6 4 4
B,. z fermentacji propionowej, |
nie krystalizowany 5 o 3 3 8 6 3 4
B.,p po elucji z elektro-
forogramow 5 5 7 2 T 5 3 2

1) II-rz. butanol-kwas octowy-woda-5% roztwér cyjanku potasu

2) II-rz. butanol-amoniak d = 0,88-woda-5% roztw. cyjanku potasu
F*) — 1loé¢ frakeji

C**) — czas rozdzialu w dniach.
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Tablica

3

Ilo§é frakcji otrzymanych w wyniku rozdzialu preparatéow witaminu Bjys i B_,e_.p
na chromatogramach krgzkowych oraz czas rozdziatu w dniach

Uklad kwasny!) Uktad zasadow;*)
Rodzaj frakeji witaminu Bj, b Chromatografia Chromatografia
i Bup po clekirolorezie wstepujaca | splywowa | wstepujaca | splywowa
F*) ™) F (5]
B,; z blota 5 8 3 8
B,, z fermentacji propionowej nie wykonano 5 12
Bup 4 4 e 5 4

1) patrz tablica 2

2) patrz tablica 2

F*) — iloé¢ frakcji

C**) — czas rozdzialu w dniach.

Uwaga: Potozenie giéwnej frakcji witaminu B;, na poszczeglinych chromatogramach (liczgc

od linii startowej) ilustruje tablica 4.

Tablica

4

Polozenie glownej frakcji witaminu Bys na chromatogramach

Nr kolejny gléwnej frakeji witaminu B;, na chroma-
togramie i odlegto$¢ glownej frakeji w cm, liczgce od
Rodzaj frakeji wita- Hall ptartowed
fmmt‘x B i edlektlr‘o- Metoda Metoda Chromatografia
PECHIE IRV IE1 S0 S0 wstepujaca splywowa krazkowa
matografii
Rozpuszczalnik
kwasny | zasadowy | kwasny ] zasadowy | kwasny | zasadowy
B, ze szlaméw kanalo-
wych, nie krystalizo-
wany (5) 20 (7) 18 | (5) 35 (4)33 | (39 (2) 7
B,, z fermentacji pro-
pionowej, nie krysta- nie
lizowany (4) 17 (7) 19 (3) 13 (3) 26 | oznaczono (4) 5
Bnp (4) 23 (6) 16 (6) 25 (8) 21 (2) 7,5 4) 7

Uwaga: W nawiasach podano nr kolejny giéwnej frakcji witaminu By 1 Bz na chromato-

gramach.
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Gléwne frakcje witaminu B,, wycinano z chromatograméw, eluowano
wodg destylowang i badano spektrofotometrycznie ich widma absorpcyjne
(Spektrofotometr Unicam SP-500 przy diugosci fali 550 mu [19]). Widma
te okazaly sie identyczne z widmem czystego preparatu wzorcowego wi-
taminu B,..

Fot. 1. Rozdzial chromatograficzny witaminu Bjs
z fermentacji metanowej, nie krystalizowanego

Rozpuszezalnik z kwasem octowym. Metoda wstepujgca
(5 frakejt) e

Fot. 2. Bys z fermentacji metanowej niekrystaliczny

Rozpuszezalnik 2z amoniakiem., Metoda wstepujgca
(9 frakeji)

Fot. 3. Rozdzial chromatograficzny preparatu witaminu
Bis z fermentacji metanowej

Rozpuszczalnik z kwasem octowym. Metoda spiywowa
(6 frakejl)

Fot. 1 Fot, 2 Fot. 3

Fot. 4. Rozdzial chromatograficzny frakcji
witaminu Bjs z fermentacji metanowej

Rozpuszczalnlk z kwasem octowym. Metoda chro-
matografil krazkowej (5 frakcji)

Fot. 5. Rozdzial chromatograficzny preparatu
witaminu Bjs z fermentacji propionowej

] Rozpuszczalnik z amoniakiem. Metoda chromato-
Fot. 4 Fot. grafil krgzkowej (5 frakeji)

STRESZCZENIE

Opracowano metode chromatograficznego rozdzialu witamin grupy
B,. przy pomocy prostej techniki chromatografii bibulowej wstepujacej,
splywowej i krazkowej, przez przedluzenie czasu chromatografowania oraz
przez zastosowanie wyzszej temperatury, przy rozpuszczalniku: II-rz. bu-
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tanol/kwas octowy, wzglednie amoniak/woda/cyjanek potasu. Osiggnieto
efekt rozdziatu poelektroforetycznych frakcji elektroobojetnych i elektro-
dodatnich (przy pH 2,7) preparatéw B,, na szereg skladnikow.

Krystaliczny preparat witaminowy otrzymany ze Scieké6w miejskich
po elektroforezie rozdzielal sie w czasie 6 dni na 7 frakcji metodg wste-
pujaca z rozpuszczalnikiem amoniakalnym, za$ preparat niekrystaliczny
witaminu B,, z fermentacji metanowej réwniez po elektroforezie, w ciggu
6-dniowego chromatografowania w analogicznych warunkach, wykazywal
9 skladnikéw. Niekrystaliczny preparat poelektroforetyczny witaminu B,,
z fermentacji propionowej rozdzielal sie po 6 dniach na 8 frakcji, przy
technice wstepujacej z rozpuszczalnikiem amoniakalnym.

Eluowana frakcja poelektroforetyczna tzw. witaminu B, (czynnik B)
okazala sie rowniez chromatograficznie heterogeniczna i po 2 dniach chro-
matografowania metodg splywows z rozpuszczalnikiem amoniakalnym roz-
dzielata sie na 9 skladnikéw.

Przez przedluzenie czasu chromatografii krazkowej kobalamin nie
osiggnieto takiego efektu jaki wystepuje przy metodach chromatografii
splywowej, wzglednie wstepujacej.

Spektrofotometryczne pomiary widma absorpcyjnego glownych frak-
cji witaminu B,, z chromatograméw wykazaly identyczno$¢é z widmem
czystego preparatu wzorcowego.

Przy ponownym chromatografowaniu gtéwnych frakcji witaminu B,.
i Bi, z poszczegblnych chrematograméw nie nastgpity dalsze rozdziaty.
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CHROMATOGRAPHIC SEPARATION OF ELECTRONEUTRAL AND
ELECTROPOSITIVE FACTORS OF VITAMINS Bjs AND Bjsp AFTER PRIOR
ELECTROPHORESIS

Summary

A method has been developed for the chromatographic separation of
vitamins of group B,.. The methods: ascending, descending or circular,
involve prolonged’time of separation and higher temperature, with sec
butanol/acetic acid (or ammonia)/water/potassium cyanide as a system of
solvents. The method proved effective in separating electroneutral and
electropositive fractions of cobalamins, obtained through electrophoresis
(at pH 2.7), into several factors.

A crystalline vitamin B,, obtained from municipal sewage after
electrophoresis, became separated within 6 days by the ascending techni-
que with ammoniacal solvent into seven fractions, whereas an amorphous
preparation of vitamin B;,, obtained from methane fermentation, yielded
under analogical conditions, after prior electrophoresis, nine components.
Also the amorphous vitamin B,, preparation obtained from propionic acid
fermentation after prior electrophoresis, became separated within 6 days
into eight fractions by the ascending technique with the ammoniacal
solvent.
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Fraction obtained from vitamin B,,, (Factor B) by electrophoresis
proved chromatographically heterogeneous as well and became separated
within 2 days by the descending technique, with. ammoniacal solvent, into
nine fractions. 3

Extension of separation time in circular chromatography of cobalamins
failed to afford results as favourable as those obtained by the descending
or ascending techniques.

Absorption spectra of the main fractions of vitamin B,, in the chro-
matograms proved identical with those of pure standard preparations.

Subsequent further chromatographic separation of the main fractions
of vitamins B,, and B,,, proved ineffective.

Otrzymano 30.12.57 r.
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BADANIA NAD WIELOPOSTACIOWOSCIA SUBSTANCIJI
GRUPOWYCH KRWI

Z Instytutu Biochemii i Biofizyki PAN w Warszawie

Substancje grupowo aktywne sa zwigzkami zlozonymi. Terminy sub-
stancje grupowe A, B czy O, traktowa¢ nalezy wlasciwie jako pojecia zbio-
rowe. Za pomoca odpowiednich metod mozna bowiem wykaza¢ rézne od-
miany tej samej grupy, zaréwno w obrebie tego samego gatunku, jak i mie-
dzy r6éznymi gatunkami. W tych przypadkach chodzi prawdopodobnie
badz o drobne réznice w strukturze chemicznej haptenu swoistego, badz
w przypadku odmian gatunkowych — o réznice w drobinach zwigzanych
z haptenem swoistym w sympleksie substancji grupowej.

Istotnym faktem jest to, ze mimo réznic w budowie haptenu swoiste-
go czy drobin zwigzanych z nim w sympleksie, analogia skltadu chemicz-
nego i zasadniczej budowy symplekséw poszczegbélnych substancji gru-
powych decyduje o podobienstwie ich wilasnosci fizycznych i chemicznych.
W wyniku tego nie ma dotychczas metod preparatywnych, pozwalaja-
cych na oddzielenie poszczegélnych substancji grupowych od siebie. Stwa-
rza to trudno$¢ w badaniu tego typu zwiazkéw, zwlaszcza pochodzenia
ludzkiego. Nie wystepuja one bowiem oddzielnie, ale na ogét w zespolach
z substancja H i Le®. Prawdopodobnie nie chodzi tu o zwigzki wielo-
swoiste, np. typu A.H.Le? ale o mieszaniny symplekséw grupowych,
ktérych nie umiemy dotad rozdzielié.

To jest tylko cze$¢ przyczyn, ktore skladajg sie na to, ze do dzi$ nie
udalo sie ostatecznie wyjasni¢ zasadniczego zagadnienia zalezno$ci mie-
dzy budowa chemiczna réznych grup a ich swoistoscia, ani tym bardziej
podloza chemicznego subtelniejszych réznic w obrebie tych samych grup.
Istotnie, wiemy dzi§ wiecej o tym co poszczegélne grupy krwi maja
wspoOlnego chemicznie, niz co je rézni [5, 10]. Podobienstwo zasadniczej
budowy symplekséw poszczegélnych grup nie ogranicza sie tylko do
jednej formy ich wystepowania. Wlasciwoscia wspdlng ‘grup A, B i O,

[°45]
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ktéorej dotad poswiecono malo stosunkowo uwagi — jest moznosé wystepo-
wania tych substancji w postaci réznoskladnikowych symplekséw.

Manski, Kozdroj i Radola [11] wykazali, ze swoisto$¢ grupowa nie jest
zwigzana z calg czasteczkg, a tylko z pewnym jej fragmentem struktural-
nym. Dzialajac bowiem kwasami czy zasadami na mukopolisacharyd gru-
powy mozna doprowadzi¢ do utraty zdolnosci hamowania aglutynacji
przy zachowaniu zdolnosci hamowania hemolizy. Przebieg inaktywacji
w obu warunkach hydrolizy dowodzi, ze swoiste reakcje serologiczne za-
chodza ze strukturalnie odmiennymi grupami chemicznymi w drobinie
substancji grupowej. Jesli za swoisto$¢ odpowiada tylko okreslony frag-
ment struktury, to staje sie zrozumiate, ze rézne chemicznie drobiny moga
by¢ nosnikiem tej samej swoistosci grupowej.

Juz na poczatku badan nad chemia substancji grupowych stwierdzono
fakt, ze z plynéw ustrojowych wypadaja one pod wplywem etanolu, na-
tomiast z tkanek dajg sie ekstrahowaé etanolem.

Doprowadzito to do podzialu na dwa rodzaje substancji grupowych.
Pierwsze wystepujace przede wszystkim w plynach ustrojowych — roz-
puszczalne w wodzie, drugie za$§ wystepujace w tkankach — rozpuszczalne
w alkoholu. Wiekszo$¢ badan chemicznych wykonano nad tzw. formg roz-
puszczalng w wodzie [5,7,10]. Wedlug terminologii Stacey’a [16] chodzi w tym
przypadku o mukopolisacharyd zawierajacy okolo 25Y% czeéci aminokwasowej.

Substancje grupowe dajgce sie ekstrahowaé etanolem z tkanek byly
ostatnio przedmiotem badan Hamasato [3] oraz Masamune i wspdlpracow-
nikéw [12, 13]. Stwierdzili oni, ze mukolipid grupowy zwigzany jest réw-
niez z czeScig peptydows i ze w stanie oczyszczonym jest on rozpuszczalny
w wodzie i nierozpuszczalny w alkoholu. Kryterium rozpuszczalnosci
w wodzie czy alkoholu ma wiec istotne podstawy tylko w odniesieniu do
substancji grupowych wystepujacych w materiale tkankowym, a nie do
wyizolowanych i oczyszczonych preparatéw substancji grupowych.

Mukolipidy nie s3 jedyna formg w jakiej mozna otrzymaé substancje
grupowe z tkanek. Substancje grupowo aktywne daja si¢ wprawdzie tyl-
ko w ograniczonym stopniu ekstrahowa¢ z tkanek wodg czy roztworami
soli, ale mozna je przeprowadzi¢ do roztworu poddajac tkanke uprzednie-
mu trawieniu peptycznemu.

W dotychczasowych metodach otrzymywania substancji grupowych
z materialu tkankowego stosowano w pierwszym etapie hydrolize enzy-
mami proteolitycznymi. Proces ten prowadzono tak diugo, az hydrolizat
nie wykazywal reakcji na wolne biatka, a zawarto$é azotu w wyizolowa-
nym preparacie aktywnym nie ulegala praktycznie dalszej zmianie.

Preparat grupowo aktywny poddawano nastepnie dalszemu oczysz-
czaniu przez frakcjonowanie etanolem czy solami. Tak otrzymane sub-
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stancje grupowe sa mukopolisacharydami, skladajacymi sie w okolo 25%
z czeSci aminokwasowej, co odpowiada okolo 6% azotu caltkowitego.

W preparatyce mukopolisacharydéw i mukolipidéw grupowych dazono
dotad do mozliwie catkowitego oddzielenia wszelkich czeSci nieswoistych,
uprzednio z nimi zwigzanych. Postepowanie takie wynikalo z dazenia do
uchwycenia zalezno$ci miedzy budowa chemiczng a swoistoscig tych
zwigzkéw. Jednak précz tego zasadniczego zagadnienia istnieje jeszcze
réwnie podstawowe i praktycznie nie poruszone dotad zagadnienie roli
substancji grupowych w organizmie. Chodzi tu przeciez o zwigzki wyste-
pujace w calym organizmie, z wyjatkiem centralnego ukladu nerwowego.

Aby podejs¢ do tego zagadnienia, trzeba otrzymac¢ réwniez substancje
grupowo aktywne z tkanek w postaci rodzimej lub w postaci mozliwie
zblizonej do niej. W tym kierunku idg obecnie nasze do$wiadczenia.

W wyniku tych doswiadczen wyizolowaliSmy substancje grupowo
aktywne w postaci mukoproteidu o zawartosci okolo 13% azotu catko-
witego. Mukoproteid ten jest formg substancji grupowych rozpuszczalng
w wodzie, bogatsza od mukopolisacharydu w skladniki, ktére wystepuja
w sympleksie rodzimym w tkance.

Badanie réznych form, w ktérych wystepuja substancje grupowe, po-
winno da¢ réwniez istotny wglad w zagadnienie, w jakim stopniu swoistosé¢
grupowa i aktywnos$¢é grupowa zalezg od réznic sktadu chemicznego, a w ja-
kim od réznic struktury czasteczki. Jest mozliwe, ze mukopolisacharydy
grupowe plynéw ustrojowych, nie sg oddzielnie syntetyzowane w ustroju,
ale powstaja wlasnie z substancji grupowych rodzimych z tkanek na dro-
dze hydrolizy peptycznej in wvivo. Szczegbélnie prawdopodobne jest to
w odniesieniu do substancji grupowych wystepujacych jako skladnik $§lu-
zowy soku zolagdkowego. Nie mozna réwniez wykluczy¢, ze réznie zhy-
drolizowane substancje grupowe moga odgrywa¢ rézng role w organizmie.

Z tych wzgledéw uwazaliSmy za ciekawe przebadanie réwniez wlas-
nosci substancji grupowych, jakie mozna izolowa¢ w przebiegu hydrolizy
peptycznej oraz poznanie w ten sposéb zmian, jakim podlega makrodro-
bina substancji grupowych przechodzac od formy, w jakiej wystepuje
w tkankach, do formy, w jakiej znajdujemy ja w sokach ustrojowych.

CZESC DOSWIADCZALNA

1. Metody

Metody fizyczne. Lepko$¢é oznaczano za pomocg wiskozymetru Ost-
walda w temperaturze 25° w roztworze 0,85%0 NaCl.
Absorpcje $wiatla w zakresie od 2400 A do 3200 A oznaczano przy

uzyciu spektrofotometru Beckmanna (Typ ZSSR-C f 9). Pomiary prze-
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prowadzono na 0,02% roztworach w 0,85%0 NaCl w 1 cm naczyniach kwar-
cowych.

Elektroforetyczne pomiary wykonywano przy uzyciu aparatu Fokal B.
Do oznaczeh uzywano roztworéw o stezeniu 1—2°% substancji badanej
w buforze weronalowym o réznym pH.

Test rozpuszczalnosci przeprowadzano w nastepujacych warunkach:
1 g badanej substancji wytrzasano przez 2 minuty w 20 ml 30% etanolu.
Wirowano przez 5 minut. Klarowny roztwoér alkoholowy zlewano znad
osadu i wytracano z niego substancje przez dodanie 60 ml 96° etanolu.
Do pozostalej substancji wyjsciowej, po ekstrakeji, dodawano 20 ml 30%s
etanolu i ponownie wytrzasano i izolowano substancje aktywng jak po-
przednio. Czynno$¢ te powtarzano cztery razy. Poszczegolne preparaty
suszono acetonem. Uzyto rozcienczony etanol jako rozpuszczalnik, gdyz
roztwory wodne byly zbyt lepkie i stad nie dawaly reprodukujacych sie
wynikéw. Okreslone na podstawie prob wstepnych stezenie 30%o etanolu
jest stezeniem granicznym, w ktérym badana substancja jeszcze sie rozpusz-
cza. W wyzszych stezeniach etanolu substancja ta jest nierozpuszczalna.

Koagulacje obserwowano makroskopowo.

Metody chemiczne. Azot catkowity oznaczano metodg Markhama-Kjel-
dahla, uzywajgc wskaznika Tashiro i N/70 HCl. Azot peptydowy wy-
liczano jako réznice miedzy azotem catkowitym a azotem zawartym w hek-
sozoaminach.

Heksozy oznaczano metodg reduktometryczng wg Somogyi [14]. Jako
wzorca uzyto glikoze firmy Retorte Pharmaceutical USA, w ilosci od 0,25
do 1,0 mg do jednego oznaczenia. Do analizy uzywano 1% roztwoér sub-
stancji mukoproteidowej i hydrolizowano 6N HCl we wrzacej tazni wod-
nej przez 1 godzine. Hydrolizat zobojetniano 8% Na,CO; (4 ml roztworu
Na,CO,; na 1 ml hydrolizatu). Do oznaczen uzywano 5 ml obojetnego roz-
tworu. Miareczkowano 0,005 N Na,S,0;.

Dla dodatkowego okreslenia heksoz w badanej substancji uzyto me-
tody kolorymetrycznej z a-naftolem wedlug Molischa. Jako wzorzec uzy-
wano galaktoze firmy E. Merck-Darmstadt o stezeniu 10—100 g w ml.
Do 1 ml roztworu 0,1°/0 mukoproteidu, 0,01°/0 mukopolisacharydu doda-
wano w czasie chtodzenia 9 ml kwasu siarkowego o d = 1,81. Po doprowa-
dzeniu do temperatury pokojowej wstawiono do wrzacej tazni wodnej na
3 minuty. Oziebiano, dodawano 0,2 ml 5% a-naftolu w etanolu, doklad-
nie mieszano i po 10 minutach okreslano absorpcje za pomoca fotoko-
lorymetru Colemana przy 5750 A. Pomiary wykonywano uzywajac od-
czynnikéw jako préby kontrolnej.

Aminoheksozy oznaczano zmodyfikowana metoda Elsona-Morgana,
uzywajac jako wzorca chlorowodorku glikozoaminy firmy Hoffman-La
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Roche (Szwajcaria) (1,2 mg/ml, co odpowiada 1 mg/ml glikozoaminy).
Krzywa kolorymetryczna wzorcowa obejmowala zakres zawartosci gliko-
zoaminy od 100 ug do 500 ug w- 1 ml. Wzorzec poddawano dzialaniu 6 N
kwasu solnego, w zatopionych amputkach, w temperaturze wrzacej lazni
wodnej przez 15 min, badana za$ substancje hydrolizowano przez 30 min.
Do 1 ml hydrolizatu 0,25 w 6 N HCI substancji badanej dodawano 3 ml
2N Na,CO; w celu doktadnego zobojetnienia i 5 ml 2% acetyloacetonu
w 5N Na.,CO; i ogrzewano przez 15 minut we wrzacej tazni wodnej. Po
ochtodzeniu dodano 2 ml odczynnika Ehrlicha i pozostawiono w lazni
wodnej w 37° przez 30 minut. Odczytywano absorpcje przy 5400 A
na fotokolorymetrze Colemana uzywajac odczynnikéw jako préby kon-
trolnej.

Metylopentozy oznaczano wg metody Dischego i Shettlesa [2]. Jako
wzorca uzyto fukozy firmy Hoffman-La Roche (Szwajcaria) w zakresie
stezen od 4 ug do 20 ug. Do oznaczen uzywano roztworéow 0,05%0 badanej
substancji. Pomiary przeprowadzano w spektrofotometrze Beckmanna
(Typ ZSRR-C { 9).

Zawartos¢ siarczanéw oznaczano metcda wagowsa jako siarczan baru
[6]. 300 mg badanej substancji ogrzewano pod chlodnica zwrotng z 50 ml
1 N kwasu solnego przez 2 godziny. Hydrolizat oziebiano, przesaczano
przez szklany filtr Schotta nr 4 i wytracaro siarczan baru.

Odczyny jakosciowe wg Millona, Folin-Ciocalteu i inne zestawione
w tablicy 3 wykonano wg [4].

Metody serologiczne. Przynalezno$é grupowa tkanek oznaczano reakcja
zahamowania hemaglutynacji. Do oznaczania uzywano surowic ludzkich
anty A i anty B, w rozcienczeniu odpowiadajgcym 100 jednostkom hema-
glutynacyjnym w 1 ml [8] oraz 3% zawiesiny krwinek A lub B. Wyciag
z tkanek przygotowywano przez ogrzewanie we wrzacej tazni wodnej okolo
10 g tkanki w 10 ml 0,85% NaCl. Do 1 kropli surowicy dodawano po
1 kropli wyciggu tkankowego i pozostawiono w temperaturze 4° przez
1 godzineg. Nastepnie dodawano po 1 kropli 3% zawiesiny odpowiednich
krwinek. Po 15 minutach wirowano przez 1 minute przy 1000 obro-
tow/min i odczytywano, ktore wyciggi tkankowe hamowaly hemagluty-
nacje krwinek A.

IloSciowe oznaczanie zdolnosci hamowania hemaglutynacji przeprowa-
dzano w nastepujacy sposéb: Do 0,05 ml roztworu substancji grupowej
w spadajacym szeregu stezeniowym (zaczynajgc od 0,1%) dodawano row-
na ilo$¢ surowicy zawierajacej 100 jednostek hemaglutynacyjnych w 1 ml,
dobrze mieszano i pozostawiono w temperaturze 4° przez 1 godzine. Po
tym czasie dodawano po 1 kropli 3% zawiesiny krwinek, wstrzgsano i po
15 minutach wirowano przez 1 minute przy 1000 obrotéw na minute.
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Aktywno$¢ substancji grupowej okre$lano minimalng iloscig substancji
w 1 ml, ktéra calkowicie hamuje 100 jednostek aglutynacyjnych surowicy.

Odczyn zahamowania hemolizy przeprowadzano w nastepujacy spo-
s6b: Do 0,5 ml roztworu badanej substancji dodano 0,5 ml amboceptora
anty A (2 dawki hemolityczne) i 0,5 ml surowicy $winki morskiej w roz-
cienczeniu 1/10. Wstawiono do lazni wodnej o temperaturze 37° na 1 go-
dzine. Dodano 0,5 ml 5% zawiesiny krwinek baranich i trzymano w }azni
wodnej w 37° przez 30 minut. Wyliczano jako ilo§¢ hamujacy catkowicie
1 jednostke hemolityczng w 1 ml.

Badania wlasnosci antygenowych przeprowadzano w nastepujacy spo-
s6b: 3 krélikom wagi 3-4 kg podawano dozylnie 1 ml 1% roztworu sub-
stancji grupowej w 0,85%0 NaCl. Zabieg ten powtérzono czterokrotnie
w odstepach pieciodniowych. Krew do badania na obecno$é¢ przeciwcial
pobierano w tydzien po ostatnim zastrzyku.

2. MATERIALY

Material wyjsciowy stanowily $wieze zoladki swin o aktywnosci gru-
powej A oraz tkanka zolgdkowa ludzka grupy A.

Otrzymywanie preparatéw substancji grupowych na drodze trawienia
peptycznego

Substanje grupowa A otrzymywano z zoladkéw $win. Trawienie enzy-
matyczne prowadzono w temperaturze 50° przy pH 2,0-2,2 w naczy-
niach o pojemnosci 20 1. 5 kg starannie zmielonej tkanki zolagdkowe]
zalewano 5 1 goragcej wody. W ten sposéb szybko osiggano potrzebna
temperature 50°. Calo$é wstawiano do termostatycznej lazni wodnej, do-
prowadzano stezonym HCI do pH 2,0, po czym dodano pepsyne. W czasie
trawienia kontrolowano pH i korygowano je przez dodanie stezonego
HCl. Zmiany pH, poczatkowo bardzo duze, po okolo 6 godzinach maleja
i dalsza proteoliza odbywa sie bez istotnych zmian pH. W tym tez czasie
tkanka podlega pelnej solubilizacji i daje juz jednorodny roztwor. Pierw-
sza czes$¢ hydrolizatu peptycznego dla dalszej preparatyki pobrano po
okolo 10 godzinach hydrolizy, nastepne po 24 i 48 godzinach.

Po ostudzeniu, zebraniu wierzchniej warstwy tluszczu i przefiltro-
waniu przez bibule wytracono substanje aktywna trzykrotng objetoscig
etanolu. Osad rozpuszczono w 10 objetosciach wody i po oziebieniu
w chlodni odwirowano cze$¢ nierozpuszczalng. Substancje aktywna wy-
tracono 2-krotng objetoscig etanolu.

Dalsze oczyszczanie preparatow przeprowadzano juz réznymi meto-
dami, opracowanymi na podstawie systematycznej kontroli ich czystosci
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chemicznej i aktywnos$ci serologicznej. Preparat oznaczony przez nas jako
mukopolisacharyd, izolowany po 48 godzinach hydrolizy enzymatycznej,
oczyszczano za pomocag frakcjowania siarczanem sodu, w sposéb opisany
dokladnie w poprzedniej pracy [9].

Preparat, okreslany jako mukoproteid grupowy, oczyszczano w sposéb
nastepujacy. Roztwér wodny surowego produktu oznaczonego jako P;
oziebiano w lodéwce i oddzielono od czesci nierozpuszczalnych przez od-
wirowanie. Z klarownego roztworu ponownie wytrgcano substancje
aktywna etanolem. Czynnos$¢ te powtarzano trzy razy. Tak oczyszczonag
substancje suszono za pomocg acetonu. Oznaczano te frakcje jako P,.
Dalsze oczyszczanie osiggnieto przy zastosowaniu metody frakcjonowanej
ekstrakeji za pomoca 30%0 etanolu. 20 g substancji P, wytrzasano w 1 li-
trze 30% etanolu. Wirowano na wiréwce Sharples przez 30 minut przy
25 tys. obrotéw. Z klarownego roztworu alkoholowego wytracono sub-
stancje, doprowadzajac stezenie etanolu do 75%. Osad ten zbierano i po-
nownie ekstrahowano 30% etanolem. Czynnos$¢ te powtarzano trzy razy.
Suszono za pomoca acetonu. Otrzymano 1,8 g substancji czystej, ktéra
oznaczono jako P;. =

Otrzymanie substancji grupowej z tkanki solubilizowanej alkalicznym
mocznikiem

10 g zmielonej ludzkiej tkanki zolgdkowej A, zadano 150 ml 30%
mocznika w 2% NaOH, wytrzgsano przez 10 minut, po czym przez 15 mi-
nut ogrzewano w lazni wodnej w temperaturze 55°. Po oziebieniu odsg-
czono od czesci nierozpuszczalnych 1 dializowano w temperaturze 4°
wobec wody destylowanej az do usuniecia mocznika. Osad wypadajgcy
w czasie dializy odwirowano i z klarownego roztworu wytrgcono sub-
stancje aktywna piecioma objetosciami etanolu. Wydajnoéé stanowi 1,5%
tkanki wyjsciowej. Preparat ten oczyszczono jak P, i oznaczono go jako P,.

Otrzymywanie preparatéw substancji grupowych na drodze ekstrakcji
0,85%0 NaCl

700 g tkanki zolagdkowej ludzkiej zmielono, dodano 700 ml 0,85% NaCl
i kilka kropli chloroformu i wytrzagsano mechanicznie przez 6 godzin. Na-
stepnie ogrzewano we wrzacej tazni wodnej przez 15 minut. Ochlodzono
i pozostawiono na noc w temperaturze 4°. Odlgczono od czesci nieroz-
puszczalnych i z klarownego przesaczu wytragcono aktywng substancje
4 objetosciami etanolu. Wytrgcony osad rozpuszczono w 200 ml wody de-
stylowanej, odwirowano cze$¢ nierozpuszczalng w wodzie i z klarownego
roztworu wytrgcono kolejne frakcje etanolem. Po dodaniu jednej obje-
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tosci 96%o etanolu wytrgcono frakcje L,, po dodaniu dwéch objetosci eta-
nolu — frakeje L, i po dodaniu pieciu objetosci 96%0 etanolu — frakcje L.
Preparaty te suszono acetonem. Otrzymano 1 g preparatu L,, 0,6 g pre-
paratu L, i 0,9 g preparatu Ls.

3. WYNIKI

Grupowo aktywne sympleksy wielocukrowo-biatkowe
otrzymane po solubilizacji tkanek

W niniejszej pracy postawiliSmy sobie za zadanie izolowanie sub-
stancji grupowo aktywnej bezposrednio po solubilizacji materiatlu tkan-
kowego, a nastepnie przebadanie jej wlasnosci. Substancja grupowa tak
otrzymana powinna pozwoli¢ na blizszy wglad w forme rodzimg sub-
stancji grupowych wystepujacych w tkankach.

Podany powyzej sposob preparatyki substancji grupowo aktywnej, na
drodze trawienia peptycznego, wynikal z réwnolegle przeprowadzanych
doswiadczen nad jednorodnoscig i czystosciag izolowanych substancji.

Tablica 1

Test rozpuszczalno$ci mukoproteidu P,

Frakcja Azot catkowity | Suma cukréw metoda Molischa | Stosunek sumy cukrow
w9 | w % (jako galaktoza) ' do azotu catkowitego
| EHEIN "2 W a]
13,6 3,8 | 0,281
2 | 12,8 | 46 0,351
3 12,1 5,9 0,491
4 11,7 — —
Tablica 2
Test rozpuszczalnosci mukoproteidu P,
Frakcja Azot catkowity |Heksozoamina metodg Elsona-Mor- Stosunek heksozoaminy
w9 gana w % (jako glikozoamina) do azotu catkowitego
I | s s
1 | 13,5 10,6 ’ 0,786
2 } 13,3 10,8 ‘ 0,815
3 | 13,4 11,2 0,841
4 13,1 ' 10,9 ‘ 0,837

Tablice 1 i 2 przedstawiaja wyniki testu rozpuszczalnosci dla prepa-
ratu P, i P,.

Jak widaé rozrzut zawartosci azotu w poszczegélnych frakcjach pre-
paratu P, siega jeszcze okolo 14% roznicy wzglednej, co wskazuje na jego
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niejednorodnoéé. Oznaczenie sumy cukréw metoda Molischa réwniez po-
twierdza te niejednorodnosé i wykazuje rozrzut 35,6%. Przy preparacie P,
lepkosci frakeji 111V wynosity dla 0,1% roztworéw w 0,85% NaCl odpo-
wiednio 1,077 i 1,088, réznica wzgledna nie przekracza wiec 1%. Nalezy
podkresli¢ wiekszg latwos¢ ekstrakeji substancji o wyzszej zawartosci
azotu, czyli o wyzszej zawartosci sktadnika peptydowego. By¢ moze wigze
sie to z wieksza zdolnoscig do pecznienia substancji o wyzszej zawartosci
skladnika peptydowego, co w obranych przez nas warunkach doswiad-
czalnych decyduje o kolejnosci ekstrakcji poszczegélnych frakeji. Bo-
wiem uzyty przez nas test rozpuszczalnosci jest réwniez testem na kine-
tyke ekstrakeji.

Dla preparatu P, rozrzuty zawartosci azotu dla pierwszych trzech
frakcji mieszcza sie praktycznie w zakresie bledu oznaczenia azotu. Do-
piero frakcja czwarta, ktéra stanowi 11%, wykazuje réznice okolo 2,9%
réznicy wzglednej zawartosci azotu w stosunku do frakcji poprzednich.

1
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Rys. 1. Krzywe spektrofotometryczne

@ ———@ Preparat P,
[ [ " P,
@ e @® Ekstrakt mocznikiem — P,

Przy badaniu preparatu P, zdecydowaliSmy sie na oznaczenia amino-
cukréw, gdyz wartos¢ ich jest wyzsza niz zawarto$¢ cukréw oznaczana
wg Molischa, co zwieksza dokladno$é oznaczania. Rozrzut zawartosci
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aminocukréw w poszczegélnych frakcjach wynosi 5% réznicy wzglednej.
W tych warunkach preparat P; moze by¢é uwazany jako spelniajacy wa-
runki jednorodnosci. Oznaczenia elektroforetyczne potwierdzaja powyzsze
wyniki.

Analize wykonano w buforze weronalowym o pH 8,6 i #=0,1. W sklad
P, wchodzg dwa skladniki o réznej ruchliwosci elektroforetycznej, przy
czym sktadnik o ruchliwosci zblizonej do ruchliwosci mukoproteidu gru-
powego stanowi okolo 80%°%. Preparat P, jest elektroforetycznie jedno-
rodny i to w buforze weronalowym o pH 7,0, 8,0 i 8,6. Jego ruchliwoéé
w buforze weronalowym o pH 8,0 wynosi — 4,0X10~° cm? sek—! V —I,

Rysunek 1 przedstawia krzywe spektrofotometryczne dla preparatu
P,, P, i P, w zakresie 2200—3300 A.

Preparat P, posiada wyrazne maksimum przy 2600 A. Natomiast P,
i P, nie wykazuja zadnego maksimum charakterystycznego dla kwaséow
nukleinowych, ani dla aromatycznych aminokwaséw. Jest to o tyle cie-
kawsze, ze oznaczenia elektroforetyczne wskazujg na obecnosé dwoch
frakcji w preparacie P,. Krzywa spektrofotometryczna preparatu P, jest
identyczna z krzywg dla preparatu P,.

Widmo absorpcyjne w ultrafiolecie wskazuje, ze stosujac podane
w czeSci preparatywnej metody oczyszezania, usuwamy niezwigzane
sktadniki nukleoproteidowe.

Za obecnoscia wolnych substancji proteidowych tylko we frakcji P,
przemawiajg réwniez réznice zachowania sie preparatu P, i P, wobec
szeregu odczynnikéw. Wyniki tych reakeji zestawia tablica 3.

Tablica 3
Reakcje jakosciowe

] g R er a k ¢ i_e ) = -
e o .| Folin- | Z oc- i Lol P | Koagulacja

pa reto- | Mil Ciocal- | t@nem| Z ta- | réj- | sulfo- hvd Za-naf—‘ cieplna
rat 1 ca olo- : chlo- | sali- |DYAry- S
e | lon: l fon C Ding | rooc. | eylo- | na tolem | pH pH

| | | Wiu | :'owym| wym b soey! 74:0_ 10,0

P, | + I - ’ + | + + 1 F + | + + | =
e s il ‘ = | fa e R e

B b= s T e 5 i

Uwaga: Badano 2% roztwory wodne.

Preparat P, daje dodatni odczyn z kwasem sulfosalicylowym, z octa-
nem ofowiu i daje sie koagulowa¢ w cieple przy pH 4. Wszystkie te od-
czyny zanikaja przy oczyszczaniu i preparat P, ich juz nie wykazuje.

Preparat otrzymany przez dzialanie mocznikiem na tkanke by! jedno-
rodny elektroforetycznie i posiadat ruchliwos¢é —3,5X10~° cm? sek ~'V—.
Przy solubilizacji tkanki mocznikiem otrzymuje sie substancje grupowe
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nie zdegradowane, odznaczajace sie¢ bardzo duzg lepkoscia. Frakcjono-
wanie etanolem doprowadza w tym przypadku latwiej do denaturacji za-
nieczyszczen i stad latwiej do ich usuniecia. P, zawiera 13,6°% azotu
i wykazuje aktywnos$¢ 30 xg/100 jednostek hemaglutynacyjnych w ml.
Preparat ten otrzymany z tkanki ludzkiej ma praktycznie te¢ sama za-
wartoéé azotu i te samg ruchliwo$é co mukoproteid P, z tkanki wieprzo-
wej poddanej hydrolizie peptycznej. Mniejsza aktywno$¢ wigze sie praw-
dopodobnie z zaobserwowanym przez nas faktem, ze aktywnos$¢ grupowa
zalezy nie tylko od zawartosci azotu w preparacie, ale réwniez od stopnia
degradacji preparatu. Aktywno$¢ mukoproteidéw wzrasta do pewnej
granicy wraz ze wzrostem stopnia degradacji, przy czym zawarto$¢ azotu
nie ulega zmianie. Preparat P;, otrzymany droga hydrolizy peptycznej
w $rodowisku kwasnym, jest bardziej od P, zdegradowany.

Tablica 4

Dane analityczne mukoproteidu P,

Azot calkowii}; 13,6% $ |
| Azot peptydowy 128%
Azot heksozoaminowy 0,8%
Suma cukréw metodg Molischa

(jako galaktoza) 5,0%
Suma cukréw metoda Somogyi

(jako glikoza) 489
Heksozoaminy (jako glikozo-

amina) 10,6 %
Acetyloheksozoaminy 13,1%
Metylopentozy (jako fukoza) 1,1%
Siarczany nie ma
Aktywnosé 6 ug/ml surowicy zawiera-

jacej 100 jednostek he-
maglutynacyjnych

Ruchliwoséé elektroforetyczna

(Bufor weronalowy, pH 8,0,

© 0,1, temp. 2°) —4,0X10—5cm*sek 1V—1
Lepko$é wzgledna (1 % roztw.
| w 0,85 § NaCl) 1,55

Widmo spektrofotometryczne P, wykazuje podobnie jak P; brak ma-
ksimum charakterystycznego dla aromatycznych aminokwaséw. Przesu-
niecie w przebiegu krzywych P, i P,, widoczne na rysunku 1, wynika
z réznic w rozpraszaniu $Swiatla.
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Szereg doswiadczen wskazuje, ze opisany mukoproteid jest stabilnym
sympleksem substancji grupowej. Nie ulega on rozkladowi w czasie elek-
troforezy. Nie zmienia sie przy ogrzaniu w pH 4 i 8, a w szczegblnosci
nie dochodzi nigdy do oddzielenia sie skladnika peptydowego. Réwniez
frakcjonowanie siarczanem sodu nie rozbija sympleksu wysokoazotowego
na skladniki. Poszczegélne frakcje, wypadajace w stezeniu do 25% i od
25—30%0 stezenia Na,SO,, roznily sie tylko o 4% réznicy wzglednej w za-
wartoSci azotu. Kwas tréjchlorooctowy w stezeniu 10°% wytraca caty
sympleks aktywny preparatéw Py, P,, P; i P,, a nie tylko skladnik azotowy.

Aktywno$¢ preparatéw grupowych wzrastala w miare ich oczyszczania
i tak 100 jednostek hemaglutynacyjnych w 1 ml surowicy wymaga dla cal-
kowitego zahamowania 15 ug preparatu P,, 7,8 ug P. i 6,0 ug P,. Preparaty
te jak i preparat P, nie mialy wlasnosci antygenowych w doswiadczeniu
na kroélikach. Pelng analize chemiczng przeprowadzono na preparacie
o0 najwiekszej czystosci, to znaczy na preparacie P;,. Wyniki oznaczen
w przeliczeniu na sucha mase zestawia tablica 4. Otrzymany przez nas
mukoproteid odpowiada wymaganiom czystosci i jednorodnosci chemicznej.
Jest on nos$nikiem aktywnosci grupowej i wystepuje w formie blizszej
substancjom rodzimym w komoérkach niz szeroko dotagd badany mukopo-
lisacharyd grupowy.

Grupowo aktywne sympleksy wielocukrowo-bialkowe
otrzymane w przebiegu hydrolizy peptycznej lub na drodze ekstrakcji tkanek

Wtasnosci serologiczne, fizyczne i chemiczne réznych symplekséow gru-
powo aktywnych — mukoproteidéw i mukopolisacharydéw — przebada-
liSmy na preparatach wyizolowanych
z materialu zwierzecego, oznaczo-
nych jako preparaty Z,, Z,, Z, i ludz-
kiego, oznaczonych jako L,, L, L

W miare odszczepiania czeSci pep-
tydowej wzrasta aktywnosé sub-
stancji grupowej. Jezeli przyja¢ ak-
tywno$¢ mukopolisacharydu grupo-
wego o zawartosci 6,1% azotu za
; 100% to aktywno$¢é preparatu o za-
Ztywnas’j'a (hema;f’u[)w %’.”' AN wa}rtpéci 10,6‘:/0 azotu wyx?osi 42 8%,
Rys. 2. Zaleino$é miedzy aktywnoscia 22 aktywnos¢ mukoproteidu grupo-

preparatéw a zawarto§cia azotu wego o 13,60 azotu wynosi 9,0%. Ta

sama proporcja w przebiegu aktyw-
nosci jest zachowana przy uzyciu testu zahamowania hemolizy. Jak ilu-
struje to rys. 2, zalezno$¢ miedzy zdolnoscia hamowania hemaglutynacji

14~

S

3.

Azot calk. (%) —
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[13] BADANIA NAD WIELOPOSTACIOWOSCIA SUBSTANCJI GRUPOWYCH KRWI 257

a zawartoscia azotu poszczegélnych preparatéow przebiega liniowo. Mozna
wyliczyé, ze odszczepienie 1% azotu powoduje wzrost aktywnosci o 12%s.

Przebieg zmiany aktywnosci preparatéw typu L nie lezy na prostej
preparatéw typu Z. Mamy tu do czynienia z innym materialem wyjscio-
wym oraz z innym stopniem czystosci preparatéw. Zaden z preparatéow
badanych nie byl antygenem dla krolikéw.

Tablica 5

Sktad chemiczny mukoproteidéw i mukopolisacharydéw grupowo aktywnych

Suma cu-| Hekso- Metylo- Stosunek | Azot w &

|Czeéé pe- ;

kréow me- i 5
Pre- |todg Mo~ é(;irzlgx;?_ pentozy gt;k;z\-w ptydowa |
parat |lischa (ja- . |(jako fu- 551} catko- | hekso- | pepty- | w % (wy-
galak- | Kozoami | ksozo- | ity | zoaminy| dowy | .
ltoza) w % | na) w % koza) w%| aminy ‘ : | liczona)
Z, | 50 | 106 0.7 Lo 13,6 08 | 128 81,9
% | 81 | e 1,0 04 10,3 1.3 9,0 57,6
Z; | 45 0 | 23,0 1,9 6,1 1,8 43 27,5
167 l 13,0
I 5, 2 10,9
T e 04 | 94 1,6 78 499

Tablica 5 zestawia dane analityczne preparatu substancji grupowej
izolowanego bezpos$rednio po solubilizacji materialu tkankowego trawie-
niem peptycznym, a wiec na poczatku tego procesu i preparatu izolowa-
nego po zakonczeniu hydrolizy peptycznej. Zawiera ona réwniez niektore
dane dla preparatu posredniego oraz preparatéw otrzymanych za pomocg
ekstrakeji z materialu ludzkiego.

W miare postepu hydrolizy enzymatycznej i stad w miare wzrostu
udzialu cze$ci wielocukrowej w drobinie substancji grupowej wzrasta
rowniez lepko§é roztworéw poszezegélnych preparatow. Zaleznosé ste-
zeniowa lepkoéci specyficznej dla poszczegélnych preparatéw substancji
grupowych, ktére réznig sie proporcja czesci wielocukrowej i peptydowej
w czasteczce przedstawia tablica 6.

Tablica 6

Lepkosé specyfzczna mukoproteidow i mukopoltsacharydow grupowo aktywnych

Pre- | Stezeme w 0,85 % NaCl (w %) i 5
parat | 40 | 20 1,0 04 | 02 0,1 0,08 | 005
Z i 283 | 1,17 0,55 | 026 _i 0,18 |~_0,13 I,,,o,lz |h0ae.
Z | 63| s | 18 | o=l sl '
I z, { 769 | 306 | 104 | 043 ’ 025 | 016 | 015 ‘
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258 W. MANSKI, H. KOZDROJ (4]

Jak wida¢, wzrost lepkosci specyficznej w miare odszczepiania reszt
aminokwasowych jest w poczatkowej fazie hydrolizy enzymatycznej
wigkszy niz w pézniejszej. Na przyklad, réznica lepkosci specyficznej 4%
roztworéw zawierajacych 13,6% i 10,6 azotu wynosi 3,52, wtedy gdy
réznica ta dla preparatéw poddanych diuzej trawieniu cho¢ o wickszej
rozbieznosci w zawartosci azotu, bo 10,6% i 6,1%0 azotu — wynosi juz tylko
1,34. Roznica ta zmniejsza sie ze spadkiem stezenia poszczegélnych sub-
stancji. Przy stezeniu 1,0% réznica wzgledna lepkosci specyficznej pre-
paratéow krancowych wynosi 40,0%, natomiast przy stezeniu 4,0% —
60,7%. Preparaty te zawieraja pierwszy okolo 20%, drugi okolo 75%,
czesci wielocukrowej, a wiec stosunek 1 do 3,75. Z odszczepieniem reszt
aminokwasowych i stad zwiekszeniem procentowej zawartosci czesci
wielocukrowej zwieksza sie wiec wspélczynnik stezeniowy lepkosci po-
szczegblnych preparatow.

Tablica 7

Frakcjonowanie siarczanem sodu mukoproteidow i mukopolisacharydéw
grupowo aktywnych

C;:(f“'z‘;" e 204 NaSO, | 30 § Na,SO, =
enzyma- wydaj.l Azot | Aktywnos¢ | Reakeje ‘wydaj. Azot | Aktywnos¢ | Reakcje
Sl s ISR TR | k10 | oe | E MR | 104
rods | W% |w% | eyimyeh |CCLCOOH| w3 | 5 g | "eyimyeh  |CCHCOOH

10 | 100 | 12,0 |63X10-6| + | e6[116 [39x10-6] +

24 | 100 | 11,6 (63X10-6] + | 30 | 98 |39X10-6| +

48 | 100 ’ 68 [25%10-8| — |2340 | 62 |04x10-8| —

Réwnolegle do zmiany drobiny substancji grupowych, przy przejsciu
od mukoproteidu do mukopolisacharydu, zmienia sie ich zachowanie wo-
bec stezonych roztworéw Na,SO,. Jak widaé z tablicy 7, w miare po-
stepu czasu trawienia zmniejsza sie iloéé¢ frakcji wypadajgcej z hydro-
lizatu przy 20°% Na,SO, w stosunku do frakcji wypadajacej przy 30%
Na,SO,. Aktywniejsze sa zawsze preparaty o mniejszej zawartoéci azotu.
Preparaty do 9,8 azotu stracaja sie takze pod wplywem 10%0 CCl,COOH.

Krzywe spektrofotometryczne w zakresie 2200—3300 A przedstawia
rys. 3. Do pomiaru wybrano dwa preparaty o 13,6% azotu i o 6,1% azotu
oraz preparat otrzymany z tkanki ludzkiej drogg ekstrakcji NaCl. Jak
widaé, zaden z tych preparatéw nie wykazuje maksimum charakterystycz-
nego dla aromatycznych aminokwaséw i kwaséw nukleinowych.

Tablica 8 zestawia ruchliwo$¢ elektroforetyczng badanych preparatéw
w zalezno$ci od pH. Ruchliwo$¢ zaré6wno mukoproteidu, jak i mukopoli-
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[15] BADANIA NAD WIELOPOSTACIOWOSCIA SUBSTANCJI GRUPOWYCH KRWI 259

sacharydu zmniejsza sie przy nizszym pH. Réznica ta jest wieksza dla
mukoproteidu grupowego niz dla mukopolisacharydu, zalezy wiec od
ilo$ci skladnika peptydowego zawartego w drobinie.

-~
>

Fkstynkgya ——

83 ..'°."....
e .-......

0 e i B e @ — B
< -

—t

1 1 1 1 1 Al ) —
20 230 240 250 60 270 280 290 300 310 320 330
Dlugos¢ fali swiatla w my —

Rys. 3. Widmo spektrofotometryczne substancji grupowych
(stezenie substancji = 0,02% w 0,85° NaCl)

@ @ — Preparat Z,

O———=0— SR

Q- o — e
Tablica 8

Ruchliwosci elektroforetyczne mukoproteidéw i mukopolisacharydéw
grupowo aktywnych

Azot Ruchliwo$¢ elektroforetyczna w buforze weronalowym
Preparat | calkowity i (o #=0,1) w ecm? sek—1 V—1
w % pH 8,6 i pH 8,0 | pH 7,1
z, 13,6 — 6,5%) | —4,0 l —21
Z 10,3 —42 | B s | —09 |
Z 6,1 —09 | —0,7 | —05

*) Wartoscl podane w rubrykach 3, 4 1 5 s3 mniejsze od rzeczywistych 10* razy.
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DYSKUSJA

Otrzymalismy z materialu tkankowego mukoproteid grupowo aktyw-
ny, rozpuszczalny w wodzie, zawierajacy 13,6% azotu catkowitego. Muko-
proteid ten zbudowany jest w 80,0% z czesci peptydowej i 20,0% z cze-
$ci cukrowej. W sklad czesci cukrowej wchodzi 10,6° heksozoamin,
5,0% heksoz, 1,1%0 metylopentozy.

Mukoproteid otrzymany przez nas jest jednorodny zaréwno w tescie
rozpuszczalnosci, jak i w badaniu elektroforetycznym.

Aktywnos¢ tego mukoproteidu podczas oczyszczania go wzrastala.
Oczyszezony preparat mial w naszych oznaczeniach przy pomocy testu
hemaglutynacyjnego aktywnos¢ 6,0 ug na 100 jedn. aglut. w 1 ml. Jest
ona okolo 10 razy nizsza od przecietnej aktywnosci mukopolisacharydéw
grupowych. Frakcjonowana ekstrakcja i frakcjonowane wytracanie wska-
zuja na to, ze aktywnos$¢ tego preparatu nie moze by¢ zwigzana z obec-
noscig tylko domieszki substancji aktywnej. W przypadku, gdyby aktyw-
no$¢ mukoproteidu, otrzymanego przez nas, zalezala od obecno$ci wol-
nego aktywnego mukopolisacharydu, musialby on wystepowa¢ w okolo
10%0, co latwo daloby sie wykry¢ za pondoca testu rozpuszczalnosci.

Fakt, ze mukoproteid grupowy mozna réwniez otrzymaé¢ na drodze
bezposredniej ekstrakcji tkanek mocznikiem przemawia za tym, ze sub-
stancje grupowe w formie wlasdnie takiego sympleksu trwalego wystepuja
w tkankach.

Zachowanie opisanego przez nas zwigzku przy ogrzaniu w réznych pH,
przy dzialaniu réznymi rozpuszczalnikami organicznymi, stezonymi so-
lami czy odczynnikémi wytracajacymi biatko, wskazuje, ze mamy do czy-
nienia z sympleksami bardzo trwalymi. Pozwala to wnioskowa¢, ze wig-
zania miedzy poszczegélnymi skladnikami mukoproteidu sa przewaznie
o typie kowalentnym.

Badania nasze nad hydroliza enzymatyczna tkanki zoladkowej wyka-
zuja, ze istnieje szereg grupowo aktywnych symplekséw o réznej za-
wartosci aminokwaséw i cukrow. Preparat izolowany na poczatku hy-
drolizy enzymatycznej zawiera okolo 80%o czeSci aminokwasowej i 20%o
czesSci cukrowej. Po zakonczeniu tego procesu preparat zawiera jeszcze
okoto 25% czesci aminokwasowej i okolo 75% czesci cukrowej. Ta pozo-
stala cze$¢ aminokwasowa nie poddaje sie dalszemu trawieniu peptycz-
nemu. Ubytek czesci aminokwasowej wynosi wiec okolo 70% jej zawar-
tosci w mukoproteidzie. Przyrost poszczegélnych skladnikéw czesci cu-
krowej substancji grupowej nie jest proporcjonalny. Zawartos¢ heksozo-
aminy z poczatkowej wartosci 10,6%0 wzrasta do 23,0°%, a wiec okolo
2,2-krotnie wtedy, gdy ilos¢ cukrow reagujacych w odczynie Molischa
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wzrasta z 5,0% do 45,0°%, a wiec 9-krotnie po zakonczeniu hydrolizy
peptycznej.

Zmiany chemiczne, jakim podlegaja preparaty substancji grupowych
w przebiegu hydrolizy enzymatycznej, nie polegaja wiec jedynie na od-
szczepieniu cze$ci aminokwasowej, dotyczg one réwniez wyraznie zmian
w czesci cukrowej. W preparacie izolowanym na poczatku hydrolizy pep-
tycznej cze$é cukrowa sklada sie z heksozoamin i heksoz w proporcji 2
do 1. Pod koniec hydrolizy stosunek ten sie zmienia i wynosi 1 do 2. Ta-
blica 5 zawiera dane dotyczace preparatéow, ktérych czystos¢ i jednorod-
no$¢ byla szczegoélnie starannie sprawdzana.

Z nielicznych zresztg oznaczen preparatéw posrednich wynikaloby, ze
przemiana taka nie zachodzi w sposob ciagly. Preparaty o azocie pepty-
dowym, wynoszacym okolo 9,0%, wykazuja w czesci cukrowej stosunek
aminocukréw do heksoz jeszcze jak 2 do 1. Z danych naszych wynika
wiec wniosek, ze na pewnym etapie trawienia peptycznego dochodzi row-
niez do odszczepienia heksozoamin, co pociaga za soba zmiane stosunku
ich- do heksoz w czesci cukrowej mukopolisacharydu.

Zmiana skladu czeéci cukrowej w miare ubywania reszt peptydowych
nie jest wynikiem jedynie obranych przez nas warunkéw do$wiadczal-
nych jak niskie pH czy ewentualne zanieczyszczenie pepsyny. Zjawisko
to potwierdza sie réwniez przy zestawieniu danych analitycznych pre-
paratéw mukopolisacharydu i mukoproteidu otrzymanych na drodze bez-
posredniej ekstrakcji tkanek. Mukoproteid otrzymany przez nas dziala-
niem na tkanke mocznikiem czy roztworem NaCl oraz mukopolisacha-
ryd — otrzymany bezposrednio z wydzielin normalnych [7] i patologicz-
nych [1] réwniez wykazuja taka samg roéznice w proporcji cukréw do
aminokwasow.

Przyrost heksoz w miare trwania hydrolizy. peptycznej odpowiada
do$é dokladnie przyrostowi aktywnosci, co wskazuje na prawdopodobna
korelacje miedzy ilosciag heksozy, konkretnie galaktozy, a aktywnoscig
substancji grupowej. Fakt ten nie wigze si¢ prawdopodobnie w jakis
prostszy sposéb ze swoistoscia substancji grupowych.

Jest rzecza ciekawa, ze zwigzki Z,, Z, i L, nie wykazuja zadnych cha-
rakterystycznych réznic w przebiegu krzywych spektrofotometrycznych.
Preparat mukoproteidowy i réwniez mukopolisacharydy nie wykazuja
charakterystycznej dla bialek absorpcji w zakresie 2800 A,

Dodatkowym dowodem, ze cze$¢ aminokwasowa substancji grupo-
wych jest uboga w aminokwasy aromatyczne, jest fakt, ze mukopolisa-
charyd nie reaguje z odczynnikiem Folin-Ciocalteu. Jak moglismy stwier-
dzi¢, mukoproteid grupowy w stezeniu do 0,01% réwniez nie daje reakcji,
dopiero w stezeniu 0,1%0 reakcja wypadata bardzo stabo dodatnio. Fakty
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te Swiadczg o tym, ze peptydy mukopolisacharydu i mukoproteidu nie
zawieraja aminokwaséw aromatycznych w ilosciach wystepujacych naj-
czesciej w biatkach.

Wyliczona graficznie lepko$¢ graniczna mukoproteidu wynosi 0,318,
za$ dla mukopolisacharydu 0,343. Przyjmujac, ze $rednia objetos¢ czast-
kowa mukoproteidu wynosi 0,75, za§ mukopolisacharydu 0,635, wylicza-
my wartos¢ ,,viscosity increment®, przy czym dla mukoproteidu wynosi
ona 425, a dla mukopolisacharydu 545. Te ostatnie wielkosci [v] wg Simhy
[15] zaleza od stopnia asymetrii drobiny. Przy elipsoidalnych paleczkach
zalezno$¢ miedzy stosunkiem osi J==a/b od wartosci v wyraza ponizsze
réwnanie:

7 Je 14
"= 15(log2J—3/2) " 5(log2d—1/2) | 15°

Z tej zalezno$ci mozna wyliczy¢, ze dla mukopolisacharydu J =94,
za$ dla mukoproteidu J = 82. Liczba J dla mukopolisacharydu jest wiek-
sza niz otrzymana przez Morgana [1], ttumaczy sie to tym, ze Morgan pra-
cowal na preparatach z cysty jajnikowej ludzkiej, ktérej ciezar dro-
binowy wynosi okolo 270 000, nasz preparat jest z tkanek wieprzowych.
Substancje otrzymane z takiego materialu odznaczaja sie znacznie wyz-
szym ciezarem drobinowym, wynoszacym okoto 1 000 000.

Na zmiane lepkosci z postgpem hydrolizy enzymatycznej substancji
grupowych wplywaja dwa przeciwstawne procesy. Zaleznie od czasu
trwania i warunkéw proteolizy moze zachodzi¢ pewna degradacja, ktora
zmniejsza lepko$¢. Z drugiej za$ strony zmianom chemicznym, polegaja-
cym na przejSciu od przewagi udzialu czesci peptydowej do przewagi
udzialu czesci wielocukrowej w drobinie substancji grupowej, towarzyszy
zwigkszenie stopnia asymetrii i ewentualnej hydratacji drobin, a stad
zwigkszenie lepkosci. Jak wida¢ z naszych doswiadczen, wpltyw zwieksze-
nia asymetrii ewentualnej hydratacji znacznie przewaza nad wplywem
ewentualnej degradacji w hydrolizie substancji grupowych i stad tak
znaczny wzrost lepkosci preparatow.

Badania elektroforetyczne wykazaly, ze w tym samym pH ruchliwosé
zmniejsza sie ze zmniejszeniem si¢ zawartosci peptydu. Réznice te wzra-
stajg réwnolegle do wzrostu pH buforu, w ktérym oznaczano ruchliwosé
elektroforetyczng. Przyjmujac, ze ruchliwosé elektroforetyczna muko-
proteidu i mukopolisacharydu jest wypadkowa wplywu skladnika pepty-
dowego i wielocukrowego, mozna wyliczy¢ przyblizong ruchliwo$¢ obu
skladnikéw z danych tablicy 8. Opierajac sie na danych zawartosci pro-
teidu i polisacharydu w mukoproteidzie i mukopolisacharydzie (Tabl. 5)
oraz na oznaczonej wartosci ruchliwosci elektroforetycznej (Tabl. 8) wy-
liczano ruchliwo$¢ elektroforetyczng skladnikéw na podstawie ukladu
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réwnan z dwiema niewiadomymi. Ruchliwo$é¢ elektroforetyczna przy
pH 8,6 dla skladnika peptydowego wynosi —8,53>(10 %, za$§ dla wielocu-
krowego +1,64X10~° analogicznie wartosci te przy pH 7,1 wynoszg
—2,68X107% i +0,22X10-% Na ruchliwosé¢ elektroforetyczng obu symp-
leks6w ma wiec decydujacy wplyw czes¢ peptydowa.

Ze swiezej tkanki zolgdkowej ludzkiej udalo sie przez ekstrakcje roz-
tworem soli takze otrzymaé¢ mukoproteidy grupowo aktywne. Frakcjo-
nowanie alkoholem pozwolilo rozdzieli¢ te mukoproteidy na zwigzki o za-
wartosci od 13% do 9,4% azotu catkowitego. Wskazuje to, ze mukopoli-
sacharydy grupowe wydzielane z sokiem zoladkowym pochodzg prawdo-
podobnie z substancji grupowo aktywnych tkankowych, a nie sg forma
oddzielnie wytwarzang przez ustroj.

Jak wykazali Manski, Kozdroj i Radola [11], swoistos¢ grupowa zwia-
zana jest tylko z elementem strukturalnym, a nie z calg czasteczkg gru-
powo aktywng. Termin substancje grupowe obejmuje wiec rézne ugru-
powania chemiczne o aktywnosci grupowej. Obecne nasze doswiadczenia
wykazuja, ze drobina aktywna grupowo wystepujagca w tkankach jest
mukoproteidem o okolo 80°% czesci peptydowej. Zmiany aktywnosci,
sktadu chemicznego i wlasnosci fizycznych, jakie opisalismy wyzej, do-
tyczg drobiny substancji aktywnej grupowo, w miare odszczepiania od niej
skladnika peptydowego przy zachowaniu w pozostalej czesci drobiny ele-
mentu strukturalnego, grupowo swoistego.

Trawienie pepsyna lub trypsyng nie pozwala na calkowite usuniecie
czeSci aminokwasowej z sympleksu grupowego. Proces trawienia zatrzy-
muje sie przy zawartosci okolo 25% czesci aminokwasowej. W ten sposéb
otrzymana substancja z tkanek ma analogiczny sklad co mukopolisacha-
ryd grupowy izolowany z sokéw ustrojowych.

Nalezy wiec przyja¢, ze w sympleksach grupowych, przez nas izolo-
wanych, cze$é aminokwasowa wystepuje jakby w dwoéch frakcjach —
poddajacej sie latwo trawieniu peptycznemu i nie poddajacej sie.

Z naszych doswiadczen wynika wiec, ze rodzimy sympleks grupowy
w komdrkach wystepuje jako co najmniej tréjskladnikowe polaczenie:
(nietrawiony) peptyd-wielocukier-peptyd (trawiony) w odréznieniu od
substancji grupowych o nizszej zawartosci azotu, jakie izoluje sie z so-
koéw ustrojowych w postaci sympleksu dwuskladnikowego: wielocukier-
peptyd (nietrawiony).

W organizmie substancje grupowe rozpuszczalne w wodzie wystepuja
w wielu postaciach o réznej zawartosci peptydu. Rodzimy mukoproteid
grupowy moze by¢ w komorce polaczony jeszeze z innym skladnikiem pep-
tydowym czy z wieksza iloScig tego samego skladnika peptydowego, jaki
wystepuje w mukoproteidzie i jaki poddaje sie dzialaniu enzyméw pro-
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teolitycznych. Moze on réwniez wystepowaé jako rodzimy w luznym zwigz-
ku z innymi polgczeniami, tworzac sympleksy mieszane, nierozpuszczalne,
a rozpadajace sie¢ w czasie proteolizy. Nie wiadomo tez dotychczas, jaki
jest stosunek mukoproteidu grupowego do opisanego przez Masamune
i wspolpr. tréjsktadnikowego mukolipidu grupowego z tkanek. Byé moze,
ze wystepuja one oddzielnie, albo tworza jaki$§ makrosympleks o typie
peptyd-wielocukier-peptyd i-peptyd-wielocukier-ttuszez lub podobny, kté-
ry w warunkach preparatywnych rozpada sie¢ w miejscu zaznaczonym
linig pionowa. Metody preparatywne zastosowane przez Masamune
i wspblpr. wskazywalyby na to, ze sam mukolipid grupowy jest symplek-
sem réwniez silnie zwigzanym i trwatym.

STRESZCZENIE

Otrzymano z zoladkéw $win bezposrednio po solubilizacji tkanki na
drodze trawienia peptycznego mukoproteid o aktywnosci grupowej A.
Substancja ta wedruje w polu elektrycznym jako pojedynczy skladnik.
Ruchliwos¢ jej w pH 8,0 wynosita —4X10°cm?®sek ! V!, Substancja
ta byla jednorodna w tescie rozpuszczalnosci. Aktywno$é jej wynosila
6,0 ug na ml surowicy zawierajacej 100 jednostek hemaglutynacyjnych.

Mukoproteid grupowy zawiera 80%0 cze$ci peptydowej i 20%0 czesci
wielocukrowej. W sklad czesci cukrowej wchodzi 5,0°% heksozy, 10,6%
heksozaminy i 1,1% metylopentozy. Pomiar spektrofotometryczny w ultra-
fiolecie wskazuje na nieobecnos¢ aromatycznych aminokwaséw. Taki sam
mukoproteid otrzymano na drodze solubilizacji $wiezej tkanki zolad-
kowej ludzkiej mocznikiem. :

Badania nasze wykazaly, ze opisany mukoproteid jest sympleksem
blizszym sympleksowi grupowemu wystepujacemu w komérkach niz
mukopolisacharyd.

Zbadano wlasnosci preparatow substancji grupowych izolowanych
w przebiegu hydrolizy peptycznej tkanki zolgdkowej swin. W miare
odszczepiania reszt peptydowych wzrasta aktywnosé i lepko$é, natomiast
maleje ruchliwosé¢ elektroforetyczna. Zmienia sie rowniez stosunek amino-
cukréw do cukréw. W preparatach o 13,6° N, wiec o przewadze czeéci
peptydowej, wynosi on 2:1, w preparatach mukopolisacharydowych
0 6,1% N — 1:2. Zmiana skladu czeéci cukrowej nie zachodzi w sposéb
ciggly. W preparatach o 10,3% N stosunek ten wynosi jeszcze 2:1. Zja-
wisko to nie zalezy od postepowania preparatywnego. Zaden z prepara-
tow otrzymanych nie wykazuje maksimum absorpcji przy 2800 A.

Tylko 70% cze$ci peptydowej mukoproteidu grupowego poddaje sie
trawieniu peptycznemu. Nalezy wiec przyja¢, ze jest to trojsktadnikowy
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sympleks: (nietrawiony) peptyd-wielocukier-peptyd (trawiony), wtedy gdy
mukopolisacharyd grupowy jest sympleksem dwuskladnikowym: wielo-
cukier-peptyd (nietrawiony).

Ze swiezo przemytej tkanki zoladkowej ludzkiej mozna wyekstraho-
wac¢ roztworem NaCl substancje grupowe o zawartosci od okolo 13%
do 9% N. Przemawia to za tym, ze substancje grupowe wystepujgce
w soku zoladkowym nie sg forma oddzielnie syntetyzowana, ale powstala
w ustroju w czasie hydrolizy enzymatycznej in vivo tkankowych sub-
stancji grupowych.
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RESEARCH ON THE POLYMORPHISM OF BLOOD GROUP-SUBSTANCES

Summary

An A-group active mucoproteid was obtained from pig stomachs
immediately after solubilization of the tissue by peptic digestion. The
substance migrated in an electric field as a single component. Its mobility
at pH 8.0 was— 4X10"° cm.? sec.”! V~!. The substance was homogeneous
in solubility tests. Its activity was 6.0 ug/100 haemagglutination units
ml. of serum.
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The group mucoproteid comprised 80 and 20 per cent of peptide and
saccharide fractions, respectively. The saccharide fraction included 5.0
per cent of hexose, 10.6 per cent of hexosamine and 1.1 per cent of methyl-
pentose. Spectrophotometric measurements in ultraviolet indicated absence
of aromatic amino acids.

An identical mucoproteid was obtained from fresh human stomach
tissue after solubilization with urea.

The mucoproteid described is a form more closely allied to the group
symplex of cells than the mucopolysaccharide investigated so far.

The authors examined the properties of the preparations of group sub-
stances isolated in peptic hydrolysis of the stomach tissue of pigs. An
peptide residues were split off, activity and viscosity grew, whereas the
electrophoretic mobility decreased. Also the ratio of amino sugars to
sugars was noted to change. It was 2:1 in preparations containing 13.6
per cent of N, i.e. in those in which the peptide part predominated,
being 1 : 2 in mucopolysaccharide preparations containing 6.1% of N. The
change in the composition of the sugar part did not occur in a continual
manner. In preparations containing 10.3 per cent of N the ratio was still
2: 1. The phenomenon did not depend upon methods of preparation. None
of preparations showed maximum absorption at 2800 A.

Only 70 per cent of the peptide part of the group mucoproteid was
a menable to peptic digestion. Consequently, it has to be assumed that
it represents a triple symplex: (indigestible) peptide-polysaccharide-(di-
gestible) peptide, while the group mucopolysaccharide is a double sym-
plex: polysaccharide- (indigestible) peptide.

Group substances containing between 13 and 9 per cent of N can be
extracted with the aid of NaCl solution from fresh washed tissue of
a human stomach. This indicates that the group substances found in the
gastric juice are not separately syntetized, but that they are produced
in the organism in the course of in vivo enzymatic hydrolysis of tissue

group substances.
Otrzymano 15.1.58 r.
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A. M. DANCEWICZ, B. LIPINSKI

WPLYW PROMIENIOWANIA RENTGENOWSKIEGO NA
DEHYDRAZE KWASU §-AMINOLEWULINOWEGO IN VITRO

Z Zaktadu Ochrony Zdrowia Instytutu Badan Jgdrowych w Warszawie
Kierownik: doc., dr E. Kowalski

Badania nad biosynteza hemu doprowadzily do stwierdzenia, ze jed-
nym z wczesnych prekursoréw hemu jest kwas d-aminolewulinowy (ALA),
ktorego konwersje do porfobilinogenu (PBG) katalizuje enzym [18] zwany
dehydraza kwasu d-aminolewulinowego (ALAD) oczyszczony i opisany
w 1955 r. przez Gibsona i wspoélpr. [12]. Zachowanie sie tego enzymu pod
dzialaniem promieniowania jonizujacego nie bylo dotychczas badane.
"Z licznych prac dotyczacych wplywu promieniowania jonizujgcego na
enzymy [1, 2, 3, 5, 9, 10, 16, 17] wiadomo, ze pomimo dos¢ istotnej réz-
nicy w skutkach dzialania promieniowania in witro i in vivo wyniki ba-
dan in vitro okazujg sie pomocne w wyjasnieniu niektérych zagadnien
mechanizmu dzialania energii jonizujacej.

Jednym z istotnych skutkéw dzialania tej energii na ustréj zwierzecy
jest zaburzenie procesow krwiotworczych, miedzy innymi biosyntezy
hemu [8, 15, 19]. Przedstawione w niniejszej pracy wyniki badania aktyw-
noéci dehydrazy kwasu d-aminolewulinowego poddanej dzialaniu promie-
niowania rentgenowskiego in vitro przyczyni¢ sie mogg do poznania po-
$rednich przyczyn i mechanizmu popromiennych zaklécen hemopoezy.

CZESC DOSWIADCZALNA

A. Materialy

Homogenat watroby wolowej — §wieza watrobe homogenizowano
w przeciggu 3 min z dwukrotng wagowo iloscig 0,15 M roztworu KCl ozie-
bionego uprzednio do 0°.
{
Ekstrakt watrobowy — otrzymywano przez 10-minutowe odwirowanie
homogenatu przy 25000 g.

[267]
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Roztwor oczyszczonego enzymu — oczyszczong ALAD otrzymywano
wg metody Gibsona i wsp6ipr. [12]. Jako materialu wyjsciowego uzywano
homogenat $wiezej watroby. Na kazdym etapie oczyszczania enzymu ozna-
czano rownolegle czynnosé enzymatyczng i zawartos¢ azotu biatkowego.
Ponadto sprawdzono elektroforetycznie jednorodno$¢ biatka. Maksymal-
nie oczyszczona ALAD dawatla obraz elektroforetyczny typowy dla biatka
jednorodnego (pojedyncze maksimum) (Rys. 1). W poréwnawczo poda-
nym rys. 2 obraz elektroforetyczny z trzeciego etapu oczyszczania ALAD
wykazuje niejednorcdnosé¢ skladu biatkowego. Oprécz maksimum typo-
wego dla biatka enzymu stwierdza sie maksimum, ktére nalezy przypisac
obecnosci biatka balastowego.

Rys. 1. Obraz elektiroforetyczny ALAD Rys. 2. Obraz elektroforetyczny ALAD
oczyszczonej 90-krotnie w stosunku do  oczyszczonej 15-krotnie w stosunku do
ekstraktu z osadu acetonowego ekstraktu z osadu acetonowego

Aktywno§é = 5,0 xM PBG/ml/godz Aktywnosé = 0,15 uM PBG/ml/godz

varto$¢ biatka 4,9 mg/ml

2 : < VA
Zawartos¢ bilailka 4,5 mg/ml
K i 2 Krzywa 2zstepujgca —> | wstepujaca <
rzywa zstepujgcs > 1 wstepujgcs =
¥ epujgea epujgca Czas 1580 sek
Czas 1540 sek I gradient
I gradient II frakcja blalkowa enzymu
L4 | frakcja blalkowa enzymu III frakcja bilatka balastowego

Kwas d-aminolewulinowy — otrzymywano wg Neubergera i Scotta [14].
Oczyszczony chlorowodorek ALA wykazywal temp. topnienia 149—151°
Do badan uzywano 0,2 M roztwér chlorowodorku przechowywany w 0
ktory przed uzyciem zobojetniano 0,2 M NaOH.

Odczynnik Ehrlicha — 2% rozwtér p-dwumetyloaminobenzaldehydu
cz. prod. f-my , Mikrochemia*“ w 5 N HCI.
Glutation — 0,03 M roztwor zredukowanego glutationu w wodzie re-

destylowanej.
B. Metody
Aktywnos¢ ALAD oznaczano wg Gibsona i wspdlpr. [12] wyrazajac
ja w M utworzonego porfobilinogenu na 1 ml roztworu enzymu w ciggu
1 godz. Oznaczenie wykonywano nastepujgco:
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Probke zawierajaca enzym mieszano z 1 ml 0,03 M roztworu gluta-
tionu (w niektérych oznaczeniach, w celu sprawdzenia odwracalnego
zmniejszenia aktywnosci, glutationu nie dodawano) oraz z 1 ml lub wie-
cej 0,07 M buforu fosforanowego o pH 6,8 (calkowita objetos¢ wynosila
3 ml) i inkubowano w probéwce Thunberga w prézni w ciagu 1 godz
w temp. 38°. Po tym czasie dodawano 0,33 ml 0,1 M roztworu zobojetnio-
nego chlorowodorku ALA, doprowadzono pH mieszaniny do 6,8 za pomoca
0,2 M NaOH, usuwano powietrze i inkubowano w ciagu 1 godz w temp.
38°. Nastepnie dodawano koloidowego tlenku zelaza oraz 2 krople nasy-
conego roztworu CuSO,, wstrzgsano przez 10 sek i wirowano 2—3 min.
Iloé¢ utworzonego PBG oznaczano spektrofotometrycznie po zmieszaniu
warstwy znad osadu z inkubowanej prébki z odczynnikiem Ehrlicha w sto-
sunku 1:1 (obj./obj.). Pomiaru wspélczynnika ekstynkecji dokonywano po
3 min od chwili zmieszania, w fali 555 mu wobec $lepej probki zawiera-
jacej odczynnik Ehrlicha i warstwe znad osadu z prébki inkubowanej bez
dodatku ALA. Dla obliczenia ilosci PBG z uzyskanych wartosci absorpcji
Swietlnej zastosowano molarny wspotczynnik ekstynkcji E = 3,6-10% [13].

Wyniki analiz cytowane w tablicach stanowig Srednie z dwu lub trzech
réwnoleglych oznaczen. Réznice pomiedzy poszczegbélnymi oznaczeniami
nie przekraczaly 5% wartosci Sredniej.

Bialko oznaczano metoda Folina i Ciocalteu [11], a dla dokladnego
obliczenia zawartosci biatka, oznaczano azot metoda Kjeldahla.

Jednorodno$é biatka enzymu w toku oczyszczania sprawdzono elektro-
foretycznie, stosujagc metode wolnej elektroforezy w aparacie Tiseliusa
typu Fokal-F w buforze weronalowym o pH 8,6 i u=0,1 przy pradzie
10 mA i temp. 2,5°.

Pomiary widma absorpcyjnego dokonywano na spektrofotometrze typu
Unicam SP-500 w 1 cm kiwetach kwarcowych w temp. 22°. Pomiary
spektrofotometryczne produktu reakcji PBG z odczynnikiem Ehrlicha wy-
konywano na aparacie typu Unicam SP-400.

Warunki mapromieniania. Prébki zawierajgce enzym napromieniano
promieniami X w naczyniach szklanych o $rednicy 2,5 cm, z aparatu rent-
genowskiego ,,Stabilipan® f-my Siemens (250 kV, 20 mA). Stocsowano na-
piecie 180 kV, a prad 20 mA, filtry 0,5 mm Cu lub 2 mm Al. Odleglo$é
probek od $rodka lampy — 25 cm. Dawke wyznaczano za pomocag dozy-
metru Siemens Universal Dosismesser z komorg naparstkowa. Probki kon-
trolne, nie napromieniane, przechowywane byly w tych samych warun-
kach co napromieniane (temp. 20°), a aktywnos$¢ ich oznaczano réwno-
legle.
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C. Wyniki

W celu poznania wplywu promieniowania jonizujgcego na ALAD in
vitro, zbadano aktywnos¢ tego enzymu w homogenatach i ekstraktach wa-
trobowych oraz w roztworach oczyszczonego enzymu, po napromienianiu
ich promieniami X w zakresie dawek od 0 do 82 000 rentgenéw (r.).

1. Napromienianie homogenatéw waqtrobowych. Wplyw promieniowania
jonizujacego na aktywnos¢ ALAD w homogenacie jest nieznaczny. W ta-
blicy 1 podano wyniki oznaczen aktywnosci ALAD z trzech réznych do-
Swiadczen, ktére w pierwszej serii wykonywano z dodatkiem glutationu,
a w drugiej bez glutationu.

Tablica 1

Aktywno$é dehydrazy kwasu d-aminolewulinowego w homogenatach watroby wolu,
napromienianych réznymi dawkami promieniowania rentgenowskiego

; 3} y
S Dawka Aktywno$¢ ALAD Sk .
Napromieniany : S i w M PBG/ml/godz Strata aktywnosci w %%
material | [————— . s
|- REOAGR TN T i I 1 | m [ m [
Homogenat wa- | , | RRALE 7
trobowy (aktrw-| 0 | 0112 | o108 oom8 | — | —
no$¢ oznaczana | 399400 0,112 | 0,106  0,0746 0 0 1,6 05
bez glutationu) 70800 ! 0,107 0,104 0,0680 44 1,8 10,1 54
Homogenat wa- 3
febony (aktrwsl D | 9a12 | ouid | ohiae | — | — ‘ e
noéé oznaczana ; 35 400 ; 0,112 0,112 0,0746 0 0 0 | 0
|z glutationem) 70 800 | 0,109 0,110 0,0746 2,6 1,7 ) 0 2:1

Otrzymane wyniki wskazuja na nieznaczny stopien inaktywacji od-
wracalnej (oznaczanie bez glutationu) i nieodwracalnej (oznaczanie z glu-
tationem), jakiej ulegl enzym po napromienianiu homogenatu watrobo-
wego.

2. Napromienianie ekstraktéow waqtrobowych. W celu stwierdzenia,
w jakim stopniu obecnos$¢ nierozpuszczalnych skladnikéw w homogena-
tach watroby wplywa ochronnie na czynno$¢é ALAD, poddano napromie-
nianiu ekstrakty watrobowe pozbawione czastek stalych. Wyniki ozna-
czen aktywnosci ALAD w napromienianych ekstraktach podano w ta-
blicy 2. Zmniejszenie aktywnosci ALAD oznaczanej bez dodawania glu-
tationu jest wieksze anizeli w przypadku oznaczania po dodaniu gluta-
tionu. Wyniki te wskazuja, ze odwracalne zmniejszenie aktywnosci enzy-
matycznej w ekstrakcie jest wigksze anizeli w homogenacie. Nieodwra-
calne zmniejszenie aktywnosci, (oznaczanie z dodatkiem glutationu) zbli-
zone jest natomiast do wartosci otrzymywanych po napromienianiu pel-
nych homogenatow.
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Tablicn" 2

Aktywnosé dehydrazy kwasu d-aminolewulinowego w ekstraktach waqtrobowych
napromienianych roznymi dawkami promieniowania rentgenowskiego

T Aktywnoéé ALAD :
| Napromieniany ! “]?i‘:::_ - 'uNJI, PBG/ml/godz Strata aktywnosci w %%
material | — : -
: ’ | -#SRAER Ty W | om |V E | o
Ekstrakt watrobo- ; AN NRA (L Ry ¥
! W (Bkbrwnngt 0 0,107 0,115 0,157
oznaczana bez 30 240 0,102 0,102 0,140 46 | 11,3 | 10,8 8,9
glutationu) 60 480 0,090 0,095 0,135 158 | 17,4 | 14,0 | 15,7
| Ekstrakt watrobo- Ea. RIS (ATt | e
| BEn s maton 0 0087 0087 | 0095 | |
bubdpiec g 30240 | 0087 | 0087 | 0095 | 0 | 0o | 0o | ©

z glutatlonEm) 60 480 | 0,085 | 0,081 0,080 | 23 6,9 52 | 48

Tablica 3

Aktywnosé dehydrazy kwasu d-aminolewulinowego w napromienianych roztworach
0CZYszCzonego enzymu

oy Dawka Aktywnos¢ ALAD | Strata aktywnosci
Napromieniany w rent-| W uM PBG/ ml /godz w 9%
material IR T i o] [ el W Vo 7 2
genach I I ‘| . b s.:.;g
Roztwér ALAD |
oczyszczonej 85 X 0 | 00815 ‘ 0,030 o ol N
aktywnosé — 0,61 2800 0,0265 0,0275 158 | 15,0 | 154
bialko = 3,6 mg/ml : 5600 [  0,0245 ‘ 0,0245 22,2 | 18,3 | 20,5
géﬂn: 9617" 'y 16 800 00115 = 00115 | 635 | 616 | 62,5
e eg‘cz(’fyj";}ﬁf};ﬁre dest, | 25200 0010 | 00095 | 682 683 | 682
w stosunku 1: 20 | 33600 0,008 | 0,0090 71,4 | 70,0 l 70,7
| |
SNl | |
Roztwér ALAD : l o
oczyszezonej 100 % 0 1,02 | 1,175 37 o
A =20 «M PBG/ml/godz 3000 1,00 | 1,160 2,0 0,5 1,2
i B =40 mgml 6 000 1,00 | 1,155 2,0 ? B 1,8
| ganjpo»gO-_eman,a 12 000 0,95 L 1,100 68| 64| 66
romi i |
rozcienczono woda redest. | 10 0. 1. e85 0 1 (M8 1R
W stosthREu 1 <1 | 25000 | 088 ’ 0,970 135 | 17,2 | 154
Roztwor ALAD |
oczyszczonej 90 > ;
A =56 uM PBG/ml/godz 0 1,40 1,29 e T
B = 6,3 mg/ml 9 400 1,40 1,26 0 2,4 1,2
gﬁ,B =000y 26400 @ 1,29 1,15 77| 108 | 93
napromieniania
rozcienczono woda redest. 81400 { 0,83 0,76 40 e £
w stosunku 1:2
et kg | o] AuEU ot e e
rozciegczono woda redest. 26 400 | 0,028 | 0,028 55 50 95,5
w stosunku 1:+ 60 81400 = 0,0025 $ 00028 | 95 | 95 | 95
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3. Napromienianie roztworéw oczyszczonego enzymu. Wyniki napro-
mieniania roztworéw oczyszczonego enzymu o réznych zawartoSciach
biatka i réznych aktywnosciach, przedstawiono w tablicy 3. Oznaczenia
wykonywano z dodatkiem glutationu, poniewaz enzym juz w procesie
oczyszczania, wskutek latwego utleniania jego grup SH, ulega inakty-
wacji. Stopien nieodwracalnej inaktywacji ALAD w roztworach oczysz-
czonego enzymu, jak wynika z tego zestawienia, zalezny jest od dawki.
Funkcje te graficznie obrazuje krzywa wykladnicza (Rys. 3). Zmniejsze-

100

8

3

~N
S

1 ! ] I
40 20 30 40 %103 r—»=

% aktywnosci poczatkowej —e-
=3
o

Rys. 3. Zalezno$¢ aktywno$ci dehydrazy kwasu d-aminolewulinowa2go od dawki
promieniowania. Enzym oczyszczony 83-krotnie, aktywnos$¢ specyficzna 0,17

Tablica 4

Aktywno§é ALAD w napromienianych roztworach oczysz-
czonego (80—100-krotnie) enzymu w zaleznosci od jego aktyw-
nos$ci poczqtkowej (przed napromienianiem)

|

‘ Dawka f Aktywno$¢ poczatkowa | Straty aktywnosci
w rentgenach w «M PBG/ml/godz | w %
1 25 000 0,03 68,2 }
‘ 26 000 | 0,09 ‘ 52,5 '
25 000 . 1,00 ' 15,4
I 7.9

5 26 000 ‘ 1,86

nie aktywnosci w napromienianych roztworach oczyszczonego (80—100-
krotnie) enzymu jest réwniez wyraznie zalezne, jak wynika z tablicy 3,
od poczatkowego stezenia enzymu. Zestawione poréwnawczo w tablicy 4
aktywnosci ALAD przed i po napromienianiu dawka 25—26 tys. r. roz-
tworéw oczyszczonego enzymu wskazujg, ze przy wzrastajgcym stezeniu
(aktywnosci) enzymu straty aktywnosci sa mniejsze.
Spektrofotometryczne badanie widma absorpcyjnego napromienianych
roztworéw oczyszczonej ALAD w nadfiolecie wykazalo wzrost absorpeji
w zakresie 240—280 my roztwordéw napromienianych w poréwnaniu z nie
napromienianymi. Réwnocze$nie stwierdza sie przesuniecie maksimum
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absorpcji z 280 do 270 my i niezmienione minimum przy 255 mu. Krzywe
absorpcji roztworu napromienianego i nie napromienianego jednego
z oznaczen przedstawiono na rys. 4.

wr

=) =)
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T

log Jo/) —>
=)
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i 1 L 1 ' o
230 250 270 290 310 330
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Rys. 4. Krzywa absorpcji w nadfiolecie roztworéw dehydrazy kwasu d-aminolewuli-
nowego przed (4) i po (O) napromieniowaniu dawkg 81400 r.
Aktywnos$¢ przed napr. 0,74M PBG/ml/godz, po napromienianiu 0,35 4M PBG/ml/godz
Zawartosé¢ biatka 1,5 mg/mil, pH 6,8,

OMOWIENIE WYNIKOW I WNIOSKI

Dzialanie promieniowania na enzymy, ktérych czynno$¢ uzalezniona
jest od obecnosci wolnej grupy SH, polega, jak wiadomo, na utlenianiu tej
grupy do formy dwusiarczkowej -S-S-, nie wykazujacej biologicznej
aktywnosci [3, 5, 7]. Inaktywowane w wodnych roztworach in vitro enzy-
my mozna czesciowo lub calkowicie reaktywowaé dzialaniem substancji
zawierajacych wolne grupy SH takich, jak np. cysteina lub glutation [3].
W przypadku niepelnej reaktywacji, nieodwracalna inaktywacja enzymu
pod wplywem energii jonizujgcej polega¢ moze [6, 15] na trwalych zmia-
nach strukturalnych czasteczki i utlenieniu innych grup funkcjonalnych
biatka, jak np. NH, lub OH. Zmiany te wystepuja na ogét po napromienia-
niu dawkami rzedu dziesigtkéw i setek tysiecy rentgenéw. Objawiaja sie
one nie tylko zmniejszeniem aktywnosci, ale réwniez zmiang pewnych cech
fizykochemicznych biatka [6].

Dehydraza kwasu d-aminolewulinowego, ktorej czynnos¢ enzymatycz-
na zwigzana jest z obecnoscia wolnej grupy SH, bardzo latwo ulega od-
wracalnej inaktywacji. Juz w toku oczyszczania enzymu jego grupy SH
ulegaja utlenianiu tak, ze czynno$¢ dehydrazowa w roztworach oczysz-
czonego enzymu mozna wykazaé¢ dopiero po reaktywacji glutationem utle-
nionych grup SH [12]. Nalezaloby zatem oczekiwaé latwej inaktywacji
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tego enzymu pod wplywem promieniowania jonizujacego. Tymczasem na-
promieniane homogenaty watroby wykazujg stosunkowo duza odpornosé
na promieniowanie w odniesieniu do aktywnosci ALAD. Wskazuje to na
obecnos¢ w pelnych homogenatach czynnikéw ochraniajagcych ALAD
przed dzialaniem promieniowania. Pozbawienie pelnych homogenatow
zawiesiny nierozpuszczalnych czastek przez odwirowanie powoduje zwiek-
szenie wrazliwosci enzymu zawartego w rozpuszczalnej frakcji homogenatu
(ekstrakcie) na dzialanie energii jonizujacej. Odwracalne zmniejszenie
aktywnosci w tym przypadku wynosi $rednio 15,7% przy 2,1%0 inakiy-
wacji w pelnych homogenatach.

Zmniejszanie sie aktywnosci enzymu pod wplywem promieniowania
jonizujgcego na ich roztwory in vitro jest zjawiskiem charakterystycznym
u wszystkich enzyméw [9]. Zaleznos¢ pomiedzy zmniejszeniem aktyw-
nosci a dawka promieniowania obrazuje krzywa wykladnicza. Przebieg
inaktywacji zgodny z tg krzywa obserwowano przy dawkach dochodzacych
do 680 000 r. [15]. Wykladnicza zalezno$¢ zmniejszenia aktywnosci ALAD
od dawki zaabsorbowanej energii wykazaly rowniez nasze badania aktyw-
nosci enzymu. Roéwnolegle wykazaliSmy zalezno$¢ pomiedzy zmniejsze-
niem aktywnosci enzymu a jego stezeniem. Fakty te sa zgodne z teorig
posredniego dzialania promieniowania jonizujacego. Wg tej teorii dzialanie
promieniowania jonizujgcego na substancje rozpuszczone w wodzie za-
lezy od ich reakcji z produktami radiolizy wody (H, OH, HO,, H,0,). Dla
nie zmienionej dawki promieniowania stopien radiolizy, a tym samym
iloé¢ zmienionych czgsteczek substancji rozpuszczonej, pozostaje staty.
Zwiekszenie stezenia prowadzi do zmniejszenia procentu zmienionych
czasteczek rozpuszczonych. W przypadku ALAD wyraznie ilustruja te
zalezno$¢ dane zawarte w tablicy 4.

Badanie widma absorpcyjnego w nadfiolecie roztworu napromienianej
oczyszczonej ALAD wykazaly, ze nieodwracalnej inaktywacji towarzysza
zmiany w aminokwasach biatka enzymu. Dowodem tego jest zmiana prze-
biegu krzywej i wzrost absorpcji w zakresie 240—320 mu. Zwiekszenie
absorpcji w fali 280 mu z jednoczesnym przesunieciem maksimum do
270 mu swiadczy, iz w biatku tego enzymu stosunek aromatycznych ami-
nokwasow tyrozyna/tryptofan jest wiekszy od 1. Barron i Finkelstein [6]
przypisuja wzrost absorpcji roztworéw napromienianych aminokwasow
utlenianiu grup OH tyrozyny. Ponadto Barron i wspotpr. [4] stwierdzili,
ze wzrost absorpcji po napromienianiu wystepuje w tych biatkach, w kto-
rych stosunek aminokwaséw tyrozyna/tryptofan jest wiekszy od 1,
a zmniejszenie absorpcji wowczas, gdy stosunek ten jest mniejszy od 1.
Autorzy ci udowodnili to przez napromienianie i badanie widma czystej
tyrozyny i tryptofanu.
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Przedstawione wyniki badan wskazuja, ze dehydraza kwasu d-amino-
lewulinowego jest stosunkowo odporna na dzialanie promieniowania rent-
genowskiego in vitro. Zachowanie sie tego enzymu po napromienianiu
in vivo jest przedmiotem dalszych badan.

STRESZCZENIE

Badano wplyw promieni X na czynno$¢ enzymatyczng dehydrazy
kwasu §-aminolewulinowego in vitro w zakresie dawek od 0 do 80 000 r.
Odwracalna inaktywacja tego enzymu w napromienianych, peinych ho-
mogenatach watroby wolu jest nieznaczna; natomiast w ekstraktach, po-
zbawionych nierozpuszczalnych bialek balastowych wynosi ona ok. 16%o
przy dawce 60 500 r. Roztwory oczyszczonej dehydrazy wykazuja zmniej-
szenie aktywnosci w stopniu zaleznym od dawki promieniowania i ste-
zenia enzymu.

Wzrost absorpcji $wietlnej w zakresie 240—280 mu stwierdzony w roz-
tworze oczyszczonego enzymu po napromienianiu dawka ok. 80 000 r.
wskazuje, ze stosunek aromatycznych aminokwasow tyrozyna/tryptofan
w biatku tego enzymu jest wiekszy od 1.

LITERATURA

[1] Alexander P. Radiation Research 6, 653, 1957.

[2] Aronson D. L, Fraser M. J, Smith C. L, Radiation Research 5,
225, 1956.

[3] Barron E. S. G., J. Gen. Physiol. 32, 537, 1949.

4] Barron E. S. G, Ambroze J, Johnson P. H, Radiation Research 2,
45, 1956.

[3] Barron E. S. G, Dickman S. J. Gen. Physiol. 32, 595, 1949.

E. S.

[] Barron G., Finkelstein P., Arch. Biochem. Biophys. 41, 212,
1952.

[7] Barron E. S. G., Seki L, Johnson P, Arch. Biochem. Biophys. 41,
188, 1952.

[8] Bonnichsen R, Hevesy G., Acta Chem. Scand. 9, 509, 1955.
[9] Dale W. M., Ionizing Radiations and Cell Metabolism, a Ciba Foundation
Symposium, London, str. 34, 1956.
[10] Dale W. M,, Russel C., Biochem. J. 62, 50, 1956.
[11] Folin O, Ciocalteu V., J. Biol. Chem. 73, 627, 1927.
[12] Gibson K. D, Neuberger A, Scott J, Biochem. J. 61, 618, 1955
[13)) Mauzerall D, Granick S, J. Biol. Chem. 219, 435, 1956.
[14] Neuberger A, Scott J., J. Chem. Soc. 1820, 1954.
[15%] Okada S, Gehrmann G, Biochim. Biophys. Acta 25, 179, 1957.
{165] Pollard E, w Bacq Z. M, Alexander P, Radiobiology Symposium,
Butterworth Scientific Publications, London, str. 115, 1955.

http://rcin.org.pl



276 A. M. DANCEWICZ, B. LIPINSKI [10]

[17] Powell W, F., Progr. Bioph. Biol. Chem. 5, 72, 1955.

[18] Shemin D, Abramsky T, Russel S. C, J. Amer. Chem. Soc. 76,
1204, 1954.

[19] Stohlman F., Cronkite E.P., Brecher G. Proc. Soc. exper. Biol.
Med. 88, 402, 1955.

-

THE EFFECT OF X-RAYS ON d-AMINOLEVULINIC ACID DEHYDRASE IN VITRO

Summary

The effect of X-rays up to 80 000 r. on $-aminolevulinic acid dehydrase
in vitro was investigated. Reversible inactivation of the enzyme in irra-
diated homogenized ox liver is insignificant; however, in extracts devoid
of insoluble ballast protein, activity was decreased by about 16 at a dose
of 60 500 r. Solutions of purified dehydrase showed a decrease of activity
dependent on radiation dose and enzyme concentration.

An increase of ultraviolet absorption in the 240—280 mu wave length
was found in purified enzyme solutions after irradiation with 80 000 r.,
which indicates that the ratio of aromatic aminoacids tyrosine/tryptophan
in protein molecules of this enzyme is greater than 1.

Otrzymano 3.2.58 r.
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OKSYDAZY KONCOWE KIEEKOW PSZENICY

Z Zaktadu Biochemii RoS$lin Instytutu Biochemii i Biofizyki PAN, Warszawa
Kierownik Zaktadu: prof. dr I. Reifer

Ilos¢ oksydaz koncowych wystepujacych w kietkach pszenicy nie jest
ustalona. Z pewnoscia mozna tylko stwierdzi¢ wystepowanie w kietkach
oksydazy cytochromowej, ktérej obecnos¢ wykazano zar6wno manome-
trycznie [3, 10, 12], jak i spektrofotometrycznie [1, 3, 11]. Obecnosci oksy-
dazy polifenolowej nie wykazano ani w zarodkach [1], ani w mlodych
kilkudniowych kietkach [10, 12]. Natomiast wystepowanie oksydazy askor-
binowej jest dotychczas kwestiag sporng, gdyz substrat dla tej oksydazy
jakim jest kwas askorbinowy moze by¢ utleniany réwniez przez inne sy-
stemy enzymatyczne, tak miedziowe jak i zelazowe [8, 9].

Celem niniejszej pracy bylo wykazanie, jakie oksydazy koncowe biorg
udzial w oddychaniu kietkéw pszenicy w okreslonym dniu rozwoju
i ewentualne stwierdzenie procentowego udzialu tych enzymow.

CZESC DOSWIADCZALNA

Materiat i metody

Materialem doswiadczalnym byta pszenica jara, Ostka Chlopicka, otrzy-
mana z Regul — majatku doswiadczalnego Instytutu Uprawy Nawozenia
i Gleboznawstwa. Ziarno przeznaczone na doswiadczenie wyjatlawiano po-
wierzchniowo 0,1°0 roztworem sublimatu przez 5 minut, nastepnie mo-
czono przez dobe w temperaturze pokojowej, po czym wysiewano do
plytek Petri’ego wypelnionych wilgotng wata przykryta bibula filtra-
cyjna. Podkielkowywanie odbywalo sie w termostacie w temp. 29°, w ciem-
nosci [3]. Czesci nadziemne siedmiodniowych kielk6w !) pobierano do ozna-
czen, gdyz wedlug danych z literatury w tym okresie rozwoju wystepuje
w pszenicy oksydaza cytochromowa [3] i askorbinowa [12].

') W dalszej pracy skrécono ,nadziemne cze$ci kietkow* do ,kietki*.

[277]

http://rcin.org.pl



278 I. REIFER, M. SOLECKA (21

Oznaczano aktywnos¢ enzymoéw zaréwno w skrawkach, jak i w rozcie-
rach z kietkéw. Reakcje przeprowadzano w Srodowisku odpowiednio zbu-
forowanym. Bufory przygotowano na wodzie redestylowanej.

Kietki pszenicy osuszano miedzy bibula filtracyjng i odwazano 10 g
do analizy. Dla oznaczenia oksydazy cytochromowej (O.C.) material ros-
linny rozcierano w mozdzierzu z 5 ml zamrozonego sodowego buforu fosfo-
ranowego ®) 0,1 M o pH 7,7 [3]. Pr6be rozcierano az do znikniecia lodu,
nastepnie szybko wyciskano recznie ekstrakt, przez potrojng warstwe gazy,
do cylindra umieszczonego w potluczonym lodzie. pH ekstraktu roslin-
nego wynosile okoto 7. Substraty i inhibitory doprowadzano sodowym
buforem fosforanowym do pH 7,4. Do oznaczenia uzywano 1 ml ekstraktu
énzymatycznego o pH 1.

Dla oznaczenia oksydazy polifenolowej ekstrakt z 10 g nawazki otrzy-
mano identycznie jak wyzej, z ta roznica, ze rozcierano material roslin-
ny z 2,5 ml 0,1 M zamrozonego sodowego buforu fosforanowego o pH 6,0
[10]. Substraty rozpuszczano réwniez w 0,1 M buforze fosforanowym
o pH 6,0. Do oznaczenia pobierano 1,5 ml ekstraktu.

Ekstrakty dla oznaczenia oksydazy askorbinowej otrzymano z 10 g
kietkobw pszenicy utartych z lodem odpowiadajgcym 2,5 ml wody. Inhi-
bitory doprowadzano do pH 5,7 [4] przy pomocy mieszaniny zlozonej
z Tris i kwasu maleinowego, nastepnie buforowano roztwory buforem Tris-
-maleinowym o pH 5,7 [2]. Kwas askorbinowy neutralizowano 0,2 M NaOH
i buforowano jak wyzej buforem Tris-maleinowym ) o pH 5,7. Do oznacze-
nia pobierano 1,5 ml ekstraktu o pH 6,0.

Oznaczenia wykonano w aparacie Warburga w temp. 25° przy czym
fazg gazowa bylo powietrze. Aktywnoéé enzymatyczna wyrazano ul O,
na 30 minut po uprzednim wyréwnaniu temperatury w tazni wodnej przez
20 minut. Na dno naczynka Warburga wprowadzano ekstrakt enzymatycz-
ny wzglednie ekstrakt enzymatyczny z inhibitorem, a do bocznego ra-
mienia substrat. Przy oznaczaniu oksydazy cytochromowej ekstrakt enzy-
matyczny i substrat znajdowaly sie w naczynku $rodkowym, natomiast
czynnik redukujacy (PPD) — w ramieniu bocznym. W studzience umiesz-
czono 0,1 ml 30% KOH razem ze zwinietym i ponacinanym paskiem
bibuty o wymiarach 2 em X 1 ecm dla zwiekszenia powierzchni pochtania-
nia dwutlenku wegla.

?) NaHyPO4 i NagHPO;.

3) W pracy skrécono: bufor Tris-maleinowy na Tris o pH 5,7, xl O,/ 30 minut
w temp. 25° = Qq,, b-fenylenodwuamina = PPD, dwuetylodwutiokarbaminian so-
du = DDC, oksydaza cytochromowa = O.C., oksydaza polifenolowa = O.P., oksy-
daza askorbinowa = O.A. kwas askorbinowy = K.A. cytochrom c¢ = cyt. c,
ekstrakt = ekstr., gotowany = got.
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Wyniki

Wstepne badania nad oksydazami koncowymi przeprowadzono na
skrawkach kielkéw celem wykazania ewentualnego wystepowania oksy-
daz zelazowych i miedziowych. Badania na skrawkach przeprowadzono
w sodowym buforze fosforanowym 0,1 M o pH 7,0 [7]. 1 g kietkéw, pocie-
tych zyletka na skrawki okolo 2 mm dlugosci, umieszczono na dnie naczyn-
ka Warburga dodajac 2 ml buforu wzglednie 2 ml buforu z inhibitorem.
Do studzienki naczynka Warburga pipetowano 0,1 ml 30%0 KOH, w ktérym
zanurzono bibule filtracyjna.

W tablicy 1 podane sg wyniki inhibicji przy pomocy KCN, NaN;, DDC.
Inhibicja przy pemocy azydku i cyjanku wykazata okolo 50°0 obnizenie
wspolczynnika pobierania tlenu w poréwnaniu z préba kontrolng nie za-
wierajgcg inhibitora, co wskazywaloby na to, ze oddychanie 7-dniowych
kietkdw pszenicy zalezy w 50°% od enzyméw koncowych zawierajacych
zelazo 1 miedz w grupie prostetycznej. W celu wykazania miedziowych
systemdéw enzymatycznych stosowano DDC. Jak wynika z tablicy 1 nie
otrzymano wynikéw jednoznacznych. Przy stosowaniu inhibitora o ste-
zeniu 0,01 M uzyskano bowiem inhibicje jedynie w granicach od 13%s
do 31%, natomiast stosujagc DDC o stezeniu 0,005 M na siedem analiz
w dwoch przypadkach nie zdotano wykaza¢ inhibicji. Dalsze badania
oksydaz koncowych wykonano na wyciggach.

Oksydaza cytochromowa. Dodatek PPD do ekstraktu enzymatycznego
powoduje wzrost wspbdlczynnika pochlaniania tlenu. Dalsza znaczng sty-
mulacje obserwuje sie po dodaniu cytochromu ¢ (Rys. 1). Z rys. 1 wynika,
ze wspolczynnik pobierania tlenu zalezy w pewnych granicach od ilosci
egzogennego cyt. ¢ i stymulacja ta wskazuje na obecnos¢ O. C. w ekstrak-
cie. Wieksze stezenia cyt. ¢ w ilosci 0,4 X 107 mola nie wplywa zasad-
niczo na wspoélczynnik pobierania tlenu, co oznacza, ze cyt. ¢ przestaje
by¢ czynnikiem ograniczajacym, poniewaz w odniesieniu do ilosci O. C.
w ekstrakcie znajduje sie on w iloSciach nieskonczenie wysokich, w kto-
rych czynnikiem ograniczajagcym szybkos¢ reakeji jest koncentracja en-
zymu. Nalezy zaznaczy¢, ze niskie stezenie PPD jako czynnika reduku-
jacego ogranicza wspoélczynnik reakcji. Dla otrzymania maksymalnego
pochlaniania tlenu nalezy utrzyma¢ stezenie czynnika redukujacego 0,05 M.
Jak wynika z tablicy 2 wzrost stezenia PPD do 0,1 M nie wplywa na
zwiekszenie wspdlczynnika pochlaniania tlenu, natomiast obnizenie do
0,01 M zmniejsza ten wspélezynnik. Wyniki tej tablicy pokrywaja sie
z obserwacja Fritza i Beeversa [3], ktérzy jednakze stosowali PPD o ste-
zeniu 0,1 M.

Obecnos¢ O.C. jest udowodniona dzialaniem inhibitoré6w — cyjanku
potasowego i azydku sodowego, ktére obnizaja pochlanianie tlenu w obec-
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TR ==t

Rys. 1. 1. ekstrakt

2. PPD 0,05 M¥)

3. ekstrakt got. + PPD 0,056 M

4. ekstrakt got. + PPD 0,05 M + cyt. ¢ 1,6 X 10 °* M
5. ekstrakt + PPD 0,05 M

6. ekstrakt + PPD 0,056 M + cyt. ¢ 0,8 X105 M

7. ekstrakt + PPD 0,056 M + cyt. ¢ 1,6 X10 * M

8. ekstrakt + PPD 0,05 M + cyt. ¢ 24 <10 ° M

*) koncowe stezenie w 2,5 ml

Tablica 2

Wplyw stezenia PPD na wspolczynnik pochilaniania tlenu
Effect of PPD concentration on the rate of oxygen uptake

’ Préby '

, PPD 1 | 2 l 3

f _ Q, | 9o, Qo,

‘ 01 M | —157 —148 —125 1
0,05 M | —154 — 149 —118 . |

‘ 0,01 M { — —123 — g8 |

Naczynko Warburga zawieralo:

1 ml ekstraktu

04 ml cyt. ¢ 1,0 X 10°* M (wg Keilina, Hartree)
0,5 ml PPD 0,5 M, pH 74

0,6 ml buf. fosf. 0,1 M, pH 74

0,1 ml 30% KOH

2,6 ml
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nosci dodanego cyt. c. W tablicy 3, dosw. 4, umieszczone s3 wyniki wska-
zujace na zahamowanie oddychania w granicach od 83% do 100°s. Prébe
kontrolng stanowily gotowane ekstrakty, do ktérych nastepnie dodano

Tablica 3

Aktywno$é oksydazy cytochromowej. Wplyw inhibitorow
Activity of cytochrome oxidase. Effect of inhibitors

e Préoby
Dos$wiadczenie 1 LT 1 2 3
N Qo, I Ro, | Qo, l
ekstr. + PPD -— 59 — 73 — 56
ekstr. i B § — 20 — 8
PPD — 11 — 14 — 12
e i b
Doswiadczenie 2 stymu- stymu- stymu-
lacji lacji lacji
ekstr. + PPD — 60 — 56 — 49
ekstr. + PPD + cyt.c —117 95 —115 105 —109 122
Doswiadczenie 3
ekstr. got. + PPD — 45 — 53 — 37
ekstr. got. + PPD + cyt.c — 50 — — 56 — — 39 -
= | HRig %
Doswiadczenie 4 zahamo- zahamo- zahamo-
‘wania _ wania wania
ekstr. got. + PPD — 48 — 49 — 44
ekstr. + PPD -+ cyt.c —123 —102 —134
ekstr. + PPD + cyt.c + KCN — —_ — 47 100 — 52 91
ekstr. + PPD + cyt.c + NaN; — 61 ‘, 83 — 43 100. — 52 91

Naczynko Warburga zawieralo:

1 ml ekstraktu

0,5 ml PPD 0,25 M, pH 74

04 ml cyt. ¢ 1,0 X 10* M (f-my Boehringera und Soehne)

0,6 ml buforu fosf. 0,1 M, pH 7,4 albo 0,6 ml KCN lub NaN, 0,021 M
0,1 ml 30% KOH

2,6 ml

PPD i cyt. c¢. Poniewaz dodatek cyt. ¢ do zagotowanego ekstraktu i PPD
nie wplywal na pochlanianie tlenu (dosw. 3), przeto w doswiadczeniach
dalszych kontrolng préba byt zawsze gotowany ekstrakt + PPD.

Fritz i Beevers [3] podaja, ze w ekstraktach z 7-dniowych korzeni
pszenicznych inhibicja pobierania tlenu w obecnosci KCN wynosita 55%,
a w obecnosci NaN; 50%. Autorzy ci obliczaja nieenzymatyczne utlenia-
ne PPD poprzez pomiary wspoélczynnika pochlaniania tlenu przy stalym
stezeniu cyt. ¢ i zmiennych stezenia enzymu ekstrapolowanego do zero-
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wego stezenia. W tablicy 4 podane sa wyniki w odniesieniu do kontroli
otrzymanej na drodze ekstrapolacji, z ktérych wynika, ze przy takim
obliczeniu otrzymuje si¢ inhibicje azydkiem w granicach od 51% do 59%b.

Tablica4

Zahamowanie oksydazy cytochromowej 0,005 M NaNg
Inhibition of cytochrome oxidase with 0.005 M NaNg

Préby
1 I 2
S b i 3
| Qo, Qo, éxgd zahamo- Qo, Qo, ére‘d zahamo-
| * |na ml| nio | wania | na ml nio wania
0,5 ml ekstr. —40 ; —80 | | —34 | —68
0,75 ml ekstr. —62 | —83 |}—81 1 —=53 | —T1 }—69
1,0 ml ekstr. —80 | —80 | | —68 | —68
0,5 ml ekstr. + NaN; —17 | —34 l [ —17 | —34
0,75 ml ekstr. + NaN, —23 | —31 |} —33 59 | —25 | —33 }—-34 51
1,0 ml ekstr. + NaN; —34 | —34 ' | —34 | —34

Nieenzymatyczne utlenianie PPD obliczone metodg ekstrapolacji.

Non enzymatic oxidation of PPD calculated by extrapolation.

Oznaczenie wykonano na ekstraktach z 11,10-dniowych kieltkéw nieznanej odmiany pszenicy.
Naczyniko Warburga zawieralo:

0,5 ml PPD 0,25 M, pH 74

0,5—1,0 ml ekstraktu

0,5 ml NaNy 0,025 M, pH 74

04 ml cyt. ¢ 1,0 X 107* M (wg Keilina, Hartree)

0,6—0,1 ml buforu fosf. 0,1 M, pH 74

0,1 ml 30% KOH

2,6 ml

Tablica 5

Aktywnosé oksydazy polifenolowej w ekstraktach z pszenicy
Polyphenoloxidase activity

38 Préby
] TR iR
Qo, | Qo, ’ Qo,
ekstrakt + hydrochinon | ==b I =5 — 12
hydrochinon —4 | +4 —1
ekstrakt —9 —11 — 18
ekstrakt + p-krezol —5 —9 —11
p-krezol —2 —5 +1

Naczynko Warburga zawieralo:

1,5 ml ekstraktu

0,5 ml p-krezolu 0,06 M lub hydrochinonu 0,06 M
1 ml buforu fosforanowego 0,1 M o pH 6

0,1 ml 30% KOH

3,1 ml
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Oksydaza polifenolowa. Aktywnos¢ oksydazy polifenolowej badano
przez dodanie do ekstraktu enzymatycznego hydrochinonu wzglednie
p-krezolu. Jak wynika z tablicy 5 zaden z wymienionych substratéw nie
podwyzszal wspoélezynnika pochlaniania tlenu i zgodnie z danymi z lite-
ratury obecno$ci oksydazy polifenolowej nie stwierdzono.

Tablica 6

Aktywnosé oksydazy askorbinowej i wptyw inhibitorow
Ascorbic acid oxidase activity and influence of inhibitors

ll Proéby = |
e = 1 | 2 | 3 |
Doswiadczenie 1 inhibi- a ‘ q ST 9
0 ! o
| tora Qp, |zahamo-| Q(, |zahamo-| Q, |zahamo-
any 8 " | wania | wania wania
ekstr. == — —12 =18
K.A. - — 2| —1 ,
ekstr. + K.A. —66 ‘— 56 | —58 1
Doswiadczenie 2 v > ST
ekstr. + K.A. —46 —ib1 —52
ekstr. + K.A. + NaN; 0,005 —1T75 .= — 96 o =98] =
ekstr. + K.A. + NaN; 0,01 —92 — —108 = —95 —
K.A. + NaN; 0,01 — — 8 =2
Doswiadczenie 3 k iiﬁ‘ T
ekstr. + K.A. —51 = 40 —44
ekstr. + K.A. + KCN | 0,005 | —28 45 |—18| 55 | — | —
ekstr. + K.A. + KCN 0,01 —24 53 —19 53 | —22 | 50
K.A. + KCN 601 |—3| — |—2 = | =] =
WY, NPT SNy ! | T R T
Doswiadczenie 4 ' ; 1
ekstr. + K.A. —66 — 72| | —67 |
ekstr. + K.A. + DDC 0,005 —58 12 — 75| == —59 ' 12 1
K.A. + DDC 0,005 | + 5 — | | + 3 |

Naczynko Warburga zawieralo:

1,5 ml ekstraktu

0,25 ml K. A. 0,12 M, pH 5,7

0,5—1,0 ml NaN,;, KCN lub DDC 0,03 M, pH 5,7
0,75—0,25 ml Tris, pH 5,7

0,1 ml 30% KOH

3,1 ml

Oksydaza askorbinowa. W celu wykazania obecnosci oksydazy askor-
binowej (O. A.) przebadano wplyw kwasu askorbinowego na przyrost po-
chianiania tlenu w warunkach standardowych oznaczania O. A. [4]. Jak
wynika z tablicy 6 dodatek K. A. istotnie wplywa na wspétezynnik po-
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bierania tlenu. Wyniki umieszczone w tablicy wskazujg na hamowanie
reakcji w obecnosci cyjanku potasu o stezeniu 0,01 M i 0,005 M w grani-
cach od 45% do 55%,. Préba kontrolna K. A. i KCN 0,01 M nie pobiera
tlenu.

Zastosowanie azydku sodowego o stezeniu 0,01 M i 0,005 M jako inhi-
bitora enzyméw zelazowych i miedziowych daly nieoczekiwane wyniki
(Tabl. 6). Mianowicie, zamiast inhibicji — jak w przypadku stosowania
cyjanku potasu — otrzymano znaczng stymulacje pochlaniania tlenu. Ta
stymulacja lagcznie z faktem, ze cyjanek potasu nie hamowat reakeji w stu
procentach, nasuneta przypuszczenie, ze pochlanianie tlenu w obecnosci
K. A. w warunkach oznaczania O. A. moze by¢ utlenianiem nieenzyma-
tycznym. W czasie termostatycznego wytrzasania mieszaniny w tempera-

Tablica 7

Utlenienie kwasu askorbinowego przez gotowany ekstrakt. Wplyw KCN i pH
Oxidation of ascorbic acid by heated extract. Effect of KCN and pH

y Birio by
- . 1 2 3 | 4
Dos$wiadczenie 1 e — _I " oo, ———%—
Ve 0 ‘ v
Q();. zahamo- QO; zahamo- QO; zahamo- QOz zahamo-
wania | wania | wania wania
ekstr.*)+ K.A. = —€0 | —61 | —54
ekstr.*)+ K.A.+ KCN — —36| 40 | —26| 49 | —26| 52
ekstr.*) got.+ K.A. | —59 —176 | —66 —63
ekstr.*) got. + K.A.+KCN | —65 —13 | —66 —
ekstr.*) got. i + 1 =gl | 0 ‘ 0
DRI E| £ I » P
Doswiadczenie 2 I [ I ' }
ekstr. got.+ K.A. | —69 | —72 —92 | hg
(ekstr.+ KCN) got.+ K.A. | —27 | 61 36| 50 | —37| 60 | —
s 7 |  pH e
Doswiadczenie 3 | Feakets ‘ ‘__ - | ‘
ekstr.+ K.A. 57 | —70 | —e3 - l l —
ekstr.+ K.A. 4,0 — 6 : — 1 —_ _
ekstr. got.+ K.A. 5,7 —173 —59 = ’ ==
ekstr. got.+ K.A. 4,0 —16 =20 |
*) ekstrakt z 6-dniowych kietkéw
Naczynko Warburga zawieralo:
W doswiadczeniach 1 {1 2 W doswiadczeniu 3
1,5 ml ekstraktu 1,5 ml ekstraktu
0,25 ml K. A. 0,12 M, pH 5,7 0,25 ml K. A. 0,12 M, pH 57
1,0 ml KCN 0,03 M, pH 5.7 1,25 ml Tris, pH 5,7 lub Tris z
0,25 ml Tris, pH 5,7 0,06 ml 1 N H,SO,
0,1 ml 309% KOH 0,1 ml 30% KOH
3,1 ml 3,1 ml
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turze 25° stwierdzono stopniowe powstawanie czerwonego barwika
w ekstrakcie z kielkéw pszenicy, natomiast ekstrakty z dodatkiem cyjan-
ku potasu barwily sie znacznie stabiej. Nalezy zaznaczy¢, ze barwik po-
wstaje rowniez przy gotowaniu ekstraktu. Jak wynika z tablicy 7 dosw. 1,
utlenianie K. A. przez gotowany ekstrakt jest nawet wyzsze niz przez
ekstrakt nie gotowany. Dodatek cyjanku potasu do gotowanego ekstraktu
nie obniza ilosci pochlanianego tlenu. Jezeli natomiast ekstrakt dopro-
wadzono do wrzenia w obecnosci cyjanku potasu, wéwczas pobieranie tle-
nu opadalo w granicach od 50%0 do 61°0 podobnie jak w tkance nie goto-
wanej (dosw. 2).

Na podstawie wynikéw z gotowanym ekstraktem nalezy przyjaé¢, ze
pochlanianie tlenu podane w tablicy 6 jest wynikiem reakcji nieenzyma-
tycznej i ze obnizenie wspélczynnika pochlaniania tlenu wywotane jest
obecnoscig cyjanku potasu zapobiegajacego wytworzeniu sie barwika nie
za$ hamujgcego reakcje enzymatyczng.

Tablica 8

Aktywnosé oksydazy askorbinowej w ekstraktach z kietkow *) jeczmienia.
Wplyw NaNg
Ascorbic acid oxidase activity in extracts of barley shoots, Effect of NaNg

g Proby ‘
| ‘ it
| Qo, .
|
‘ ekstr. + K.A. —32 —33 t
7 ekstr. got. + K.A. —12 —q \
\ ekstr. + K.A. + NaN; —10 —11
1 K.A. — —17 |

*) kielki osmiodniowe

Naczynko Warburga zawieralo:

1,0 ml ekstraktu

0,5 ml K. A. 0,125 M o pH 57

1,00 ml Tris o pH 57 lub 1,0 ml NaN,
0,0125 M rozpuszczonego w Tris o pH 5,7

0,1 ml 30% KOH

2,6 ml

Dla kontroli wykonano oznaczenia O. A. w ekstraktach z kietkow jecz-
mienia przygotowanych w sposéb identyczny do ekstraktow z kietkow
pszenicy. Jak wynika z tablicy 8, gotowany ekstrakt z kietkéw jeczmienia
nie pochlania tlenu, a dodatek azydku sodowego nie wplywa stymulujgco
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jak w przypadku ekstraktow z kielkow pszenicy. Nalezy zaznaczyé¢, ze
ekstrakty z kielkow jeczmienia nie wytwarzaja czerwonego barwika.

Brak inhibicji albo tylko bardzo nieznaczna inhibicja przy pomocy
DDC w znacznej mierze potwierdza, ze O. A. nie moze by¢ enzymem kon-
cowym (Tabl. 6, dosw. 4).

Dodatkowe pomiary manometryczne utleniania K. A. przez gotowane
i nie gotowane ekstrakty w pH 5,7 i pH 4 réwniez wskazuja na nieenzy-
matyczny charakter pochlaniania tlenu. Jak wynika z tablicy 7 dosw. 3,
nie gotowany ekstrakt w pH 5,7 jak zwykle pochlania znaczne ilosci tle-
nu, natomiast prawie nie pochtania w pH 4,0. Gotowana tkanka zachowuje
sie identycznie, co wskazuje na to, ze w pH 4,0 K. A. nie redukuje sub-
stancji barwnej.

Podejrzewajac, ze powstajace substancje barwne moga by¢ pochodny-
mi chinonu postanowiono przebada¢ reakcje K. A. z p-chinonem w pH 5,7,
tzn. w warunkach standardowego oznaczania O. A., jak réwniez w pH
45 i pH 2,0. Jak wynika z tablicy 9, sam p-chinon w pH 5,7 jak réwniez

Tablica ¢

Utlenienie kwasu askorbinowego przez p-chinon.
Wplyw pH
Oxydation of ascorbic acid by p-quinon,
Effect of pH

, \ Préby
| SBR R e
| reakeji { > |
l QO'; ‘. AQ()-_- l
K.A.+p-chinon ’ 5,7 —49 | —67.
K.A. 5,7 — i
| p-chinon 5,7 —9 ' ESON|
| K.A.+p-chinon | 45 Zigr Tl
K.A.+p-chinon | 20 o | +1 |

Naczynko Warburga zawleralo:

0,5 ml K. A, 005 M o pH 5,7

0,5 m! p-chinonu 0,05 M o pH 5,7

1,5 m! Tris o pH 5,7 lub 1,5 ml Tris z dodatkiem 1 N

H,804, pH 4,5 albo pH 2

01 ml 30°, KOH

2,6 ml
p-chinon z K. A. w pH 4,5 i pH 2,0 nie pochlania tlenu, natomiast p-chinon
z K. A. w pH 5,7 zachowuje sie identycznie jak substancja barwna powsta-
jaca w ekstraktach z kielkéw pszenicy.

W dalszych prébach usunieto z ekstraktéw czerwony barwik poprzez

dialize przez 18 godzin w temperaturze 0° wobec wody destylowanej.
W dializowanych ekstraktach nie zaobserwowano barwika przy wytrza-
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Tablica 10

Pochianianie tlenu przez dializowany ekstrakt. Wplyw inhibitoréw
Oxygen uptake by dialised extract. Effect of inhibitors

5 Préby —
Do$wiadczenie 1 1 ! 2 ! 3 4 o

Qo, | Qo, | Qo, Qo,

|
ekstr.+ K.A. l — 24 — 27 | — 30 — 26
ekstr. got.+K.A. - 3 — 9 — 17 —
K.A. — 2 —y S — 2
ekstr. — ‘— 4 | 0 + 5
% 9 % i
Dos$wiadczenie 2 zahamo- zahamo- zahamo-
y || wania | | wania | wania
|

ekstr.+ K.A. — 23 | — 25 — 25 —
ekstr. got.+K.A. — 7 ‘ — 3 — 10 —
ekstr.+K.A.{ KCN —12‘| 69 —14| 50 |—17| 53 — i
ekstr.+K.A. + DDC —18| 31 — 16 41 —23 13 — |

Naczynko Warburga zawieralo:

1,5 ml ekstraktu

0,25 ml K. A. 0,12 M o pH 5,7

1,25 ml Tris o pH 57 lub KCN albo DDC 0,12 M, pH 5,7
0,1 ml 30% KOH

3,1 ml

saniu ani przy podgrzewaniu do temperatury wrzenia. W tablicy 10 umiesz-
czone sg wyniki pochlaniania tlenu przez dializowany ekstrakt. Zgodnie
z oczekiwaniem gotowany, dializowany ekstrakt, do ktérego nastepnie
dodano K. A., nie pochlanial tlenu. Natomiast dodatek kwasu askorbino-
wego do nie gotowanej tkanki stymulowal pochlanianie tlenu, aczkol-
wiek w poréwnaniu z wynikami tablicy 6 pochlanianie tlenu opadlo pra-
wie do 50%. W tablicy 10 umieszczone sa wyniki ilustrujace wpltyw KCN
0,005 M i DDC 0,005 M na hamowanie pobierania tlenu przez dializowany
ekstrakt. Cyjanek potasu hamuje pobieranie tlenu od 50—69°, nato-
miast hamujacy wplyw DDC jest duzo nizszy i wynosi 13—41%.

DYSKUSJA

Wigkszo$¢ prac nad koncowymi oksydazami prowadzona byta na skraw-
kach i na ekstraktach z kietkéw jeczmienia. Prace na kietkach pszenicy sa
bardzo nieliczne i wyniki badan sg czesto sprzeczne. Waygood [12] nie
zdolal wykryé¢ O. C. w kielkach starszych ponad 3 dni, Boutler ¥) podaje,

4) Cytujg Fritz i Beevers.
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ze w korzeniach pszenicy nie znajduje O. C. po uplywie 5 dnia, dopiero
Fritz i Beevers [3] wykazali jej obecnos¢ w kietkach pszenicy nawet do
12 dnia wzrostu. W niniejszej pracy oznaczano aktywnos$¢ oksydaz kon-
cowych w kietkach siedmiodniowych ze wzgledu na to, ze w kielkach
starszych, ktore czerpia azot wylacznie z zapaséw endospermy, po uply-
wie 7 dni mozna stwierdzi¢ pierwsze symptomy niedoboru azotu [13].
W naszych do$wiadczeniach potwierdzono obserwacje Fritza i Beeversa [3]
i wykazano obecnos$¢ O. C. w ekstraktach z 7-dniowych kielkéw pszenicz-
nych. PPD dodany do wyciagéw z 7-dniowych kietkéw stymulowal znacz-
nie przyrost pochlaniania tlenu. Wprowadzenie egzogennego cyt. ¢ do
ukladu powodowalo dodatkowa stymulacje w granicach 95—122%0, nato-
miast w termicznie inaktywowanym ekstrakcie dodatek cyt. ¢ nie wy-
wolywatl stymulacji. Wspétezynnik stymulacji w naszych doswiadczeniach
pokrywa sie z wynikami Fritza i Beeversa [3], aczkolwiek w liczbach
absolutnych ilo$§¢ pobranego tlenu w ul wynosi tylko 50°%0 pochlaniania
tlenu w pracy wspomnianych autoréw, co wiaze sie prawdopodobnie z r6z-
nymi odmianami pszenicy uzytej w obu wypadkach.

Stymulacja w obecnoséci PPD wskazuje na obecnos$¢ endogennego cyt. ¢
w wyciggach z kielkow pszenicy, a dodatkowa stymulacja egzogennym
cyt. ¢ potwierdza, ze czynnikiem ograniczajacym szybko$¢ reakcji enzy-
matycznej jest niedobér substratu w ekstraktach. Stymulacja pochlania-
nia tlenu w obecnosci egzogennego cyt. ¢ wynosila 95—122%, a Fritz
i Beevers [3] wykazali w korzeniach pszenicy stymulacje 20%, a w cze-
sciach nadziemnych stymulacje w wysokosci 90%. Réwniez inhibicja cy-
Jankiem i azydkiem wskazuje na obecnosé O. C. poniewaz O. P. nie wy-
kryto, a obecnos¢ O. A. jest watpliwa. Cyjanek potasowy i azydek sodowy
hamujg pobieranie tlenu w granicach 83% do 100%. W cytowanej pracy
Fritz i Beevers [3] stwierdzaja 55% inhibicje cyjankiem i 50% inhibicje
azydkiem, obliczajac swoje wyniki na drodze ekstrapolacji. Inhibicja cy-
jankiem i azydkiem w niniejszej pracy obliczona jest w odniesieniu do
pochlaniania tlenu w systemach zawierajagcych gotowany ekstrakt. Obli-
czajagc wyniki metoda ekstrapolacji otrzymano inhibicje azydkiem 51—50°.

Nalezy stwierdzi¢, ze gotowany ekstrakt réwniez utlenia PPD propor-
cjonalnie do swojej ilosci w badanej prébie (Tabl. 11), wskazujac, ze obok
enzymatycznego utleniania ekstrakty pobieraja tlen na drodze nieenzy-
matycznej, co oczywiscie wplywa na obnizenie procentowosci inhibicji.
Juz Waygood [12] wykazal, ze zagotowane préby kontrolne z PPD wy-
kazujg przyrost pochlaniania tlenu w wysokoéci 28 ul O, na 1 godzine
w 37°, podczas gdy nie gotowane pobieraly w tych samych warunkach
120 ul. Waygood przytacza prace Marsha i Goddarda, ktérzy réwniez za-
obserwowali temostabilne, nieenzymatyczne utlenianie w korzeniach
marchwi.
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Przytaczamy przykiladowo, ze w naszym doswiadczeniu ekstrakt go-
towany + PPD - cyt. ¢ pochtania na 30 minut w 25° 48 ul O, a ekstrakt
nie gotowany + PPD -+ cyt. ¢ pochlania w tym samym czasie 123 ul O..

Tablica 11

Utlenianie PPD przez gotowany ekstrakt
Oxidation of PPD by heated extract

[

! [ o g ‘

| L ,_I g |
05ml ekstr. + PPD | —22 —44 ‘

| 075ml ekstr. + PPD | 35 —47

| 1,0ml ekstr. + PPD gyl xlieg ‘

Naczynko Warburga zawieralo:

0,5—1,0 ml ekstraktu

0,5 ml PPD 025 M o pH 74

2,0—1,5 ml buforu fosforanowego 0,1 M o pH 74
0,1 ml 30% KOH

3,1 ml

Z literatury wynika, ze jedynie Waygood [12] stwierdzil obecnos¢ O. A.
w 3-dniowych i starszych kietkach pszenicy i wniosek sw6j opieral glow-
nie na termostabilnosci reakcji enzymatycznej hamowanej specyficznymi
irhibitorami dla enzyméw zawierajacych metale w grupie prostetycznej.
Waygood nie zdotal wykaza¢ O. P. i O. C., przeto wnioskowal, ze O. A.
jest koncowy oksydaza w badanych przez niego kietkach pszenicy.

W doswiadczeniach opisanych powyzej na wyciggach z 7-dniowych
kielkéw pszenicy stwierdzono, ze obnizenie pochlaniania tlenu wywolane
cyjankiem w obecnosci K. A. nie wynika z inhibicji reakcji enzymatycz-
nej, poniewaz gotowane ekstrakty pochlanialy tlen w stopniu nawet nie-
co wigkszym anizeli ekstrakty nie gotowane. Stwierdzono, ze w trakcie
wytrzgsania ekstraktu w aparacie Warburga w pH 5,7 daje sie zauwazyé¢
stopniowe powstawanie czerwonego barwika, ktéry, reagujac z K. A., po-
woduje pochlanianie tlenu. James [6], w podreczniku ,,Plant respiration®,
zwricil uwage na czerwone barwiki chinoidowe, ktére moga by¢ akcep-
torami wodoru w reakcjach nieenzymatycznych.

KCN wyraznie hamuje produkcje barwika i tym samym obniza po-
chlanianie tlenu. Natomiast dodatek cyjanku do ekstraktéw gotowanych
pozostaje bez wplywu, poniewaz barwik wytworzyt sie jeszcze przed de-
daniem cyjanku.

Wiadomo wprawdzie, ze jon miedziowy po termicznym zniszczeniu
bialtka enzymatycznego moze réwniez katalizowaé¢ utlenianie K. A. Jed-
nak, jak wykazuja James i Boulter [7] na wyciagach z 7-dniowych kiel-
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kow jeczmienia, utlenianie nieenzymatyczne w tych warunkach wynosi
zaledwie 15°%0 enzymatycznego utleniania K. A.

Zwigzek miedzy barwikiem i nieenzymatycznym utlenianiem K. A.
wykazuja dalsze dwa doswiadczenia: 1) ograniczenie powstawania bar-
wika, 2) usuniecie barwika z reagujacego systemu przy pomocy dializy.

1. Ekstrakty z 7-dniowych kieltk6w pszenicy podzielono na dwie cze-
$ci: jedng ogrzewano do wrzenia w obecno$ci KCN, a drugg ogrzewano
do wrzenia bez KCN. KCN dodano dopiero po ostudzeniu préby do tem-
peratury pokojowej. Nastepnie wprowadzono K. A. do obu ekstraktow
i wykonano pomiary manometryczne w aparacie Warburga. Okazalo sie,
ze ciemniejszy ekstrakt, do ktérego dodano KCN po zagotowaniu, po-
chlaniatl dwa razy wiecej tlenu anizeli znacznie mniej zabarwiony ekstrakt
gotowany w obecnosci KCN, co wskazuje na to, ze cyjanek zapobiega
powstawaniu barwika w identyczny sposéb na wyciagach gotowanych
i nie gotowanych.

2. Ekstrakt poddany 18-godzinnej dializie w temp 0° nie tworzy bar-
wika podczas wytrzasania ani podczas podgrzewania i, zgodnie z zaloze-
niem, pochlanianie tlenu jest znacznie obnizone; wynosi ono okolto 50%%0
w poréwnaniu z ekstraktami zawierajacymi barwng substancje. W diali-
zowanym ekstrakcie cyjanek hamuje pochtanianie tlenu od 50°%0 do 69%o,
a DDC od 13% do 41°0. Nieznaczna inhibicja DDC nie stanowi dowodu
na obecnos¢ O. A., poniewaz inhibitory kompleksujace miedz nie sa spe-
cyficzne dla koncowych oksydaz. Tak np. DDC hamuje dehydrogenaze
kwasu bursztynowego i tworzy kompleksy z enzymami miedziowymi sy-
stemu oddechowego, ktorego koncowym ogniwem jest O. C. [5]. Ponadto
DDC hamuje réwniez w pewnym stopniu aktywnos¢ O. C.; inhibicja ta
w przypadku preparatéw tej oksydazy z T-dniowych kietkéw jeczmienia
wynosi 17%, co w szerokich granicach pokrywa sie z wynikami naszych
do$wiadczen na ekstraktach z kietkéw pszenicy.

Na podstawie wynikéw inhibicji z KCN i DDC aktywnos$¢ dializowa-
nych wyciagéow z kielkéw pszenicy nalezy w czeSci przypisaé O. C. utle-
niajacej endogenny cyt. c. Znaczne obnizenie pochlaniania tlenu mozna
przypisa¢ czeSciowo wymyciu cyt. ¢ w czasie 18-godzinnej dializy i nie-
odpowiedniemu pH dla optimum dzialania O. C., ktére wynosi 7 4.

Nieoczekiwane dzialanie azydku wywolujace stymulacje zamiast in-
hibicji nie jest odosobnionym zjawiskiem, poniewaz juz James i Boulter
[7] podaje, ze na preparatach oksydazy askorbinowej z 7-dniowych kiel-
kéw jeczmienia w pH 6 azydek wywoluje stymulacje w wysokosci 12%,
a w pH 7 stymulacje w wysokosci 23%. Réwniez Waygood [12] podaje
przyklady stymulacji utleniania K. A. w obecnoéci KCN i cytuje prace
Greena, ktory ttumaczy, ze stymulacja cyjankiem wynika z wigzania kwa-
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su szczawiooctowego w postaci cyjanohydryny, usuwajac w ten sposéb
ketokwas, ktéry jest inhibitorem dehydrogenazy kwasu jablkowego. Way-
good przyjmuje, ze w kietkach pszenicy cyjanek moze wigzaé¢ ketokwas
lub usuwa inny inhibitor utleniania kwasu askorbinowego.

STRESZCZENIE

Ekstrakty z 7-dniowych kielkéw pszenicy zawieraja oksydaze cyto-
chromowsg, natomiast nie zawieraja oksydazy polifenolowej.

Ekstrakty z 7-dniowych kielkow pszenicy barwig sie na powietrzu
i wytworzony czerwony barwik w obecnosci kwasu askorbinowego po-
chlania znaczne ilosci tlenu. KCN obniza pochlanianie tlenu o 50%. Reak-
cja ta nie jest jednak reakcja enzymatyczna poniewaz barwik powstaje
réwniez podczas gotowania ekstraktow, przy czym dodatek KCN do goto-
wanych ekstraktow nie wplywa hamujaco na pochlanianie tlenu. Rola
cyjanku polega na czeSciowym zahamowaniu powstawania barwika, nie
za$ na hamowaniu reakcji enzymatycznej.

Ekstrakty dializowane przez 18 godzin w temperaturze 0° nie wytwa-
rzajg substancji barwnej, a ilos¢ pochlanianego tlenu opada znacznie. Dia-
lizowane ekstrakty wykazujg 50% inhibicje w obecnosci KCN i nieznaczng
inhibicje w obecnosci DDC, co jednak nie jest wystarczajacym dowodem
na obecnos$¢ oksydazy askorbinowej w kietkach pszenicy.
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TERMINAL OXIDASES IN WHEAT SEEDLINGS

Summary

1. Extracts prepared from shoots of etiolated 7-days wheat seedlings
were found to contain cytochrome oxidase, which was shown by stimula -
tion of oxygen uptake in presence of added cytochrome c¢ and by full
inhibition of oxygen uptake in presence of metal enzyme inhibiters such
as KCN and NaNj,.

2. No poliphcnol oxidase activity could be detected.

3. Shoots from wheat seedlings contain a substance which on shaking
with air is converted into a red pigment. In presence of ascorbic acid the
pigment causes considerable uptake of oxygen. Addition of KCN inhibits
the production of the pigment to a considerable degree and, consequently,
the uptake of oxygen is reduced to 50% of the untreated sample.

The reaction is non-enzymatic in nature, since the pigment appears
also on heating of the sample which, thus treated, no more shows in-
hibition of oxygen uptake on addition of KCN. Cyanide prevents the
formation of the pigment also on heating, as was shown by the conside-
rably lower oxygen uptake of the sample heated after addition of KCN
as compared with the sample to which KCN was added after heating.

Homogenates dialysed for 18 hours in the cold fail to produce the
pigment on shaking with air or heating and the apparent ascorbic acid
oxidase activity is evidently greatly reduced. However, a certain residual
activity remains in the dialysed samples, showing 50°%0 KCN inhibition
as well as some inhibition in the presence of DDC.

4. The retention of some activity in the dialysed extracts combined
with the inhibitory effect of KCN may be due to cytochrome oxidase
acting upon endogenous cytochrome c. In spite of the appearance of some
inhibition by DDC of oxygen uptake in presence of ascorbic acid, no
unequivocal evidence was found to suggest that this activity was due to
ascorbic acid oxidase.

Otrzymano 8.2.58 r.
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Wedlug dotychczasowego stanu badan, zdolnos¢ syntezy witaminow
z grupy B,. posiadajg wylacznie drobnoustroje. Zdolnosci tej nie stwier-
dzono u organizméw wyzszych tak roslinnych jak i zwierzecych, jesli
oczywiscie nie wspomnie¢ pracy Browna i innych [3], ktérzy wykazuja te
zdolno$¢ u kilku alg morskich. Niektorzy autorzy znajdowali wprawdzie
pewne nieznaczne ilosci od 0,004 ug do 0,010 ug/g swiezej masy witaminu
B;; w materiale roslinnym, najwiecej w korzeniach, mniej w lodygach,
a wecale lub tylko slady w lisciach [9, 4], uwazano jednak, ze wystepowa-
nie to jest zjawiskiem wtérnym, i ze witamin B,, pochodzi z syntezy
przeprowadzanej przez drobnoustroje glebowe. W masionach tych roslin
na ogol nie stwierdzano obecnosci witaminu Bi..

Na tle takiego stanu badan, bardzo ciekawa okazala sie praca autorow
hinduskich, opublikowana w 1955 roku [8], na temat wplywu kietkowania
na poziom witaminu B,, w nasionach ro$lin strgczkowych. Autorzy ci
0znaczajac mikrobiologicznie za pomocg Lactobacillus leichmanii NRRL —
B. 735 W, znajdowali stosunkowo duze ilosci witaminu B;, w nasionach
fasoli (Phaseolus radiatus), grochu (Pisum sativum), soczewicy (Lens escu-
lenta) i ledzwianu (Lathyrus sativus). Ilosci te znacznie wzrastaly po dwu-
dniowym a zwlaszcza po czterodniowym kietkowaniu.

Autorzy z wynikéw tych wysnuwaja daleko idgce wnioski, a miano-
wicie uwazajg, ze slabe rozpowszechnienie anemii zlosliwej w Indiach,
mimo wegetarianskiego sposobu odzywiania sie wickszo$ci Hinduséw, na-
lezy przypisa¢ spozywaniu znacznych ilosci wyzej wymienionych nasion
roslin strgczkowych, ktoére z kolei dostarczajg organizmowi wystarczaja-
ce ilosci witaminu B,,. Autorzy zalecajg réwniez z zywieniowego punktu
widzenia, kielkowanie wyzej wymienionych nasion.

*) Praca subwencjonowana przez Komitet Biochemiczny II Wydzialu P. A.N.

[295]
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Tablica 1

Witamin Bys w nasionach ros§lin motylkowych [8]

Nasiona roSlin nie kietlkowane l;u::iowanie N (;ia::if——
FasoETPhaseolus ra;iit;tus:f : l 0,61 ©g/100 g | 0,81 p'g;%l(A)H —I,SMO_;
Soczewica (Lens esculenta) | 0,43 3 0,47 - | 2,37 s

~ Groch (Pisum sativum) 036\ 50 ’:1 e v
Ledzwian (Lathyrus sativus) | 0,37 5 | 0,75 5 | 0,86

W pracy naszej postanowiliSmy przebadaé¢ na zawarto§¢ witaminu B,,
dwie odmiany fasoli (bialej i z6ltej), groch Victoria i lubin pastewny
(z61ty).

Do czterech serii przeprowadzonych mikrobiologicznych oznaczen za-
stosowaliSmy metode z Euglena gracilis [7], poniewaz organizm ten bardzo
jest przydatny do oznaczen witaminu B,, w materiale ros§linnym, gdzie sa
mate jego ilosci. Poza tym Euglena gracilis jest organizmem bardziej spe-
cyficznym (niereagujacym na obecnos¢ czynnikéw ubocznych) niz Lacto-
bacillus leichmanii uzywany przez autoréw hinduskich. Réwnolegle z Eu-
glena gracilis do oznaczen witaminu B,, stosowaliSmy réwniez metode
z mutantem Escherichia coli, a to ze wzgledu na bardziej prosta technike
i szybkos$¢ pomiaréw [6, 2].

Witamin B,, oznaczano w nasionach nie kietkowanych, kielkowanych
po uprzednim jalowieniu [1] i kielkowanych nie jalowo. Ekstrakcje —
uwalnianie witaminu B,, z polaczen organicznych — przeprowadzano dwie-
ma metodami. Pierwsza, to zalecana przez w/wymienionych autoréw hin-
duskich, polegala na enzymatycznym trawieniu nasion trypsyna przy
pH 7 w 0,8% NaHCO, przez 24 godziny i nastepnym autoklawowaniu
z NaCN w buforze octanowym o pH 4,5 (1 atm. 30 minut) [8].

Druga metoda, prostsza, dajaca rowniez dobre wyniki stosowana w na-
szych pracach przy ekstrakcji kobalamin z hodowli bakteryjnych, pole-
gala na autoklawowaniu roztartego z piaskiem materialu z dodatkiem
5 ug NaCN/ml badanego plynu przy pH 6 w temp. 110° przez 10 minut.
Wzrost Euglena gracilis trwal 14 dni, po czym ekstrahowano z odwiro-
wanych komérek chlorofil. W acetonowym ekstrakcie oznaczano jego ste-
zenie na kolorymetrze Leitza.

Przy oznaczaniu za pomocag Escherichia coli stosowano kragzki bibuly
chromatograficznej (Whatman nr 1) o $rednicy 1 em. Krazki te po zanu-
rzeniu na kilkadziesigt sekund w badanym plynie i wysuszeniu naktadano
na plyte szklang (25X25 cm) z pozywka agarowg zaszczepiong, odwirowa-
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ng i przemyta 24-godzinng hodowla E. coli. Po 18 godzinach inkubacji
odezytywano wyniki.

Wzrost organizméw testowych na roztworach standardowych (dla Eu-
glena gracilis: 50 ppg/ml do 0,1 uug/ml; dla E. coli: 1 ug/ml do 0,03125
ug/ml) uktadal sie prawidlowo.

Roztwory z ekstraktéw badanego materialu (nasion) nie dawaly wzro-
stu. We wszystkich czterech seriach przeprowadzonych do$wiadczen wy-
niki byly negatywne. Nie potwierdzily sie wiec na naszym materiale
i w naszych badaniach wyniki autoréw hinduskich. Natomiast podobne
do naszych negatywne wyniki uiyskali Embden i Jaffe [5]. Autorzy ci,
zZnajac wyzej wymieniong prace hinduska, oznaczali réwniez witamin B,
w materiale roslinnym i zwierzecym ze pomoca Lactobacillus leichmanii.
W zadnej z 13 préb zywnosci pochodzenia roslinnego (groch, fasola, so-
czewica, ziemniaki itp.) nie znalezli oni witaminu B,, poza malymi ilo-
$ciami (0,05 pg do 0,08 xg/100 g) w nasionach soczewicy.

STRESZCZENIE

Oznaczano zawarto$¢ witaminu B,, w nasionach grochu (Pisum sati-
vum), fasoli (Phaseolus vulgaris) i lubinu pastewnego (Lupinus luteus).
Do oznaczen pobierano nasiona nie kielkowane i kietkowane po uprzed-
nim jalowieniu oraz kietkowane bez jalowienia. Do oznaczen uzyto metod
mikrobiologicznych z Euglena gracilis i mutantem Escherichia coli.

We wszystkich badanych prébach nie stwierdzono wystepowania wi-
taminu B,,.
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il

VITAMIN B,, IN THE SEEDS OF LEGUMINOUS PLANTS

Summary

Seeds of peas (Pisum sativum), beans (Phaseolus vulgaris) and lupine
(Lupinus luteus) were assayed for vitamin B,.. The assays involved sterilized
and subsequently germinated or non-germinated seeds, as well as seeds
germinated without prior sterilization. The microbiological methods with
Euglena gracilis and an Escherichia coli mutant were used.

All the assays were negative, which disagree with the results obtained
by Indian workers [8] who reported the presence of vitamin B,, in pulses.

Otrzymano 10.2.58 r.
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Badania nad tzw. ,czynnikiem biatka zwierzecego (Animal Protein
Factor) niezbednym dla normalnego wylegu i wzrostu kurczat doprowa-
dzity do jego identyfikacji z witaminem B,. [7, 21, 26].

Stokstadt i inni [30] stosujac w zywieniu kurczat jako zZrédlo witaminu
B,, pozostala po przemyslowej produkcji aureomycyny nie oczyszczona
grzybnie Streptomyces aureofaciens uzyskali lepsze wyniki niz te, ktére
osiagano przy odpowiedniej dawce czystego witaminu B;..

W 1950 roku Stokstadt i Jukes [31, 32] oraz Jukes i inni [15] stwier-
dzili, ze to wlasnie §lady aureomycyny znajdujgce sie w odpadkowej
grzybni przyspieszaja wzrost mlodych kurczat, indykéw i §win. Od tego
tez czasu datuje sie ogromny wzrost zainteresowania antybiotykami jako
dodatkami do paszy zwierzat, a zwlaszcza do paszy dla kur i swin.

Wyrazem tego zainteresowania sg bardzo liczne badania, publikacje
i zjazdy naukowe poswigcone temu teoretycznie ciekawemu, a gospodar-
czo bardzo waznemu problemowi. Poza aureomycyna, ktérej dzialanie jest
szczegOlnie wyrazne, stosuje sie¢ w zywieniu zwierzat jeszcze caly szereg
innych antybiotykéw, takich jak penicylina, terramycyna, bacitracyna itd.

Okazalo sie, ze oprocz antybiotykéw jeszcze wiele innych substancji
antybakteryjnych moze stymulowa¢ wzrost mlodych zwierzat. Podobne
do antybiotykéw dzialanie w zywieniu zwierzat wykazywaly np. kwasy
arsenowe [19, 1, 3, 4] lub substancje antybakteryjne zawarte w niekt6-
rych roslinach [9, 10].

Moor i inni [18] stwierdzili, ze sulfamidy podawane kurczetom, po-
dobnie jak antybiotyki, stymuluja ich wzrost. Nie znajdujac wéwczas wy-
jadnienia tego zjawiska, na fakt ten nie zwracano wiekszej uwagi az do
czasu prac Stokstadta i Jukesa [31, 32].

*) Praca subwencjonowana przez Komitet Biochemiczny Wydz. II. P. A. N.

[299]
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Istnieje wiele réznych pogladéw na sposéb dzialtania antybiotykéw
jako czynnikéw przyspieszajacych wzrost mlodych zwierzat, jednakze
mechanizm ten do dzi§ nie zostal w pelni wyjasniony. Wiekszosé teorii
przypisuje antybiotykom dzialanie posrednie poprzez zmiane uktadu nor-
malnej mikroflory przewodu pokarmowego gospodarza. Teorie te opie-
rajg sie na wielu doswiadczalnie stwierdzonych faktach iloSciowych zmian
poszczeg6lnych grup drobnoustrojéw w przewodzie pokarmowym wzgled-
nie w kale zwierzat, otrzymujacych antybiotyki z pasza [25]. Stwierdzono
miedzy innymi zmniejszanie sie liczby lub catkowitg eliminacje drobno-
ustrojéw chorobotwoérezych, jak np. Clostridium perfringes [29]. Wedlug
innych pogladéw czasteczka antybiotykow, wzglednie jej fragmenty moga
wlgczaé sie w metabolizm organizmu zwierzecego, wywoltujac korzystne
w nim zmiany. Za pogladem tym maja przemawia¢ efekty wzrostowe,
uzyskiwane rowniez przy podawaniu zwierzetom inaktywowanych anty-
biotykow, i to niezaleznie od tego, czy byly one wprowadzone z pasza, czy
dootrzewnowo [6, 34].

Ustosunkowujgc sie krytycznie do wyzej wymienionych teorii, mamy
na uwadze fakt, ze efektywne dawki zywieniowe antybiotykéw sg bar-
dzo niskie, czesto 200-krotnie nizsze od dawek terapeutycznych i mieszczg
sie zwykle w granicach od 2—50 mg/kg paszy.

Mozna wigc mie¢ watpliwosci, czy takie ilosci substancji antybiotycz-
nych ograniczajg rozw6j mikroflory jelitowej. Poza tym byly prace wy-
kazujace brak stymulacji przez aureomycyne wzrostu rozwijajacego sie
embrionu kurzego, co mialoby z kolei §wiadczyé przeciw mozliwosci bez-
posredniego udzialu antybiotykéw w metabolizmie zwierzecym [17].

Istnieje jeszcze ciekawy poglad, ze antybiotyki wywierajg, nie calko-
wicie dotad zbadany, wplyw na korzystna dla organizmu gospodarza zmia-
ne metabolizmu bakteryjnego. Za pogladem tym przemawia szereg fak-
téw, miedzy innymi to, ze w zywieniu zwierzat podobne do dzialania anty-
biotykéw aktywnych, wykazuja réwniez produkty ich rozpadu [6, 34, 16].
Ponadto stwierdzono, ze aureomycyna dodawana do hodowli kwasu pro-
pionowego powodowala zmiane stosunku stezen poszczegdlnych syntety-
zowanych przez te bakterie kobalamin [22]. Zmiana ta szla w kierunku
wzrostu ilo$ci witaminu B,, aktywnego w zywieniu zwierzat, przy réwno-
czesnym spadku biosyntezy nieczynnego dla zwierzat witaminu Bia,.

Ostatnio, Nojahr [20], dodajac antybiotyki, aureomycyne, terramycyne,
penicyline i neomycyne do fermentowanych sciekéw miejskich, stwier-
dzila, ze stymuluja one synteze cyjanokobalaminy, przy czym inaktywo-
wana penicylina wykazywala silniejsza stymulacje od penicyliny aktywnej.

Wyniki wyzej wymienionych prac znajdujg potwierdzenie w znanym
zjawisku wzrostu iloSci witaminu B,, w jelitach, wzglednie w kale kurczat
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otrzymujacych antybiotyki z pasza [14, 33]. Zjawisko to dotychczas naj-
czeSciej tlumaczono tylko wzrostem rozwoju mikroflory syntetyzujacej
witamin B;,.

Odnoénie dzialania sulfamidéw na metabolizm bakteryjny, nalezy
wspomnie¢ o ciekawym zjawisku pewnego rodzaju antagonizmu miedzy
sulfamidami a witaminem B,, i metioning. Mianowicie, Shive [27] stwier-
dzil, ze witamin B,, i metionina przeciwdzialajg antybakteryjnej aktyw-
nosci sulfamidéw u niektérych szczepéw Escherichia coli. Davis i Mingioli
[5] wykazali, Ze w obecno$ci witaminu B,,, wzglednie metioniny, mini-
malna hamujaca wzrost E. coli dawka sulfatiazolu wzrasta okolo 20-krot-
nie. Powyzej opisane zjawiska zostaly nawet wykorzystane do opracowa-
nia jednej z metod mikrobioIogicznego oznaczania witaminu B,, za po-
moca E. coli [28].

W s$wietle dotychczasowych rozwazan rola a raczej wplyw antybio-
tykéw i innych substancji antybakteryjnych, takich jak np. sulfamidy,
na biosynteze witaminu z grupy B,., wydaje sie bardzo interesujacy.
Szczegoblnie ciekawie przedstawia si¢ zagadnienie wplywu tych substan-
cji na jakosciowy obraz syntetyzowanych przez drobnoustroje kobalamin.

W naszej pracy postanowiliSmy zbadaé wplyw sulfatiazolu na bio-
synteze kobalamin przez Propionibacterium shermanii. Organizm ten —
wzgledny beztlenowiec — uzywany w wielu pracach nad kobalaminami,
w warunkach beztlenowych syntetyzuje gtéwnie — nieczynny w zywieniu
zwierzat — witamin B,,, [13] (czynnik B (8], etiokobalamina [2]) i w znacz-
nie mniejszych ilosciach witamin B,,, a czesto jeszcze i inne kobalaminy
[12]. Przeprowadzono (w réznych terminach) dwie serie fermentacji do-
$wiadczalnych. Hodowle bakterii kwasu propionowego prowadzono za-
réwno w warunkach wzglednie beztlenowych, jak i przy napowietrzaniu
na trzesawce. Do mlodych hodowli dodawano sulfatiazol. Po 9—11 dni
trwajacej fermentacji z odwirowanych komérek bakterii ekstrahowano ko-
balaminy, ktére nastepnie rozdzielano elektroforetycznie i oznaczano ich

stezenie na spektrofotometrze kwarcowym Unicam Cambridge — model
SP 500.

CZESC DOSWIADCZALNA

Bakterie kwasu propionowego (P. shermanii), w pierwszej serii do-
swiadczen, hodowano na pozywce zawierajacej kwasowy hydrolizat ka-
zeiny, fosforany, sole mineralne (MgCl,, CoSO, i FeSO,), ekstrakt drozdzo-
wy i glikoze [12, 23]. W drugiej serii przeprowadzanych fermentacji do-
$wiadczalnych w sklad pozywki, poza kwasowym hydrolizatem kazeiny,
dodawano enzymatyczny hydrolizat kazeiny, a zamiast ekstraktu drozdzo-
wego roztwory witaminéw: biotyny i pantotenianu wapnia.
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Przy fermentacji w warunkach tlenowych, bakterie hodowano w 750-
mililitrowych kolbach Erlenmeyera z 300 ml pozywki. Kolby z zaszczepio-
ng pozywka umieszczano na trzesawce zapewniajacej silne napowietrza-
nie podloza. Fermentacje prowadzono 9—11 dni w temp. 30°. Réwno-
czeSnie z posiewem bakterii, do kolb do§wiadczalnych dodawano sulfa-
tiazol w ilosci po 0,5—0,8 mg na 1 ml pozywki. Fermentacje w warun-
kach wzglednie beztlenowych prowadzono w 1-litrowych kolbach Erlen-
meyera z 900 ml pozywki. Kolby umieszczano w termostacie w temp. 30°.

Fot. 1, 3, I, III. Elektroforogramy kobalamin wyodrebnionych z komérek
P. shermanii
Warunki elektroforetycznego rozdzialu wedilug Holdsworth’a [11]

Fot. 3 — tlenowa hodowla kontrolna
1 III — beztlenowa hodowla kontrolna
~ 1 — tlenowa hodowla z sulfatiazolem (0,8 mg/ml)
o I — beztlenowa hodowla z sulfatiazolem (0,5 mg/ml)

Hodowle prowadzono 9 dni, przy czym raz tylko korygowano pH hodowli
(dodajac nasycony roztwér sody) i wzbogacano pozywke glikoza (12 g/l).

Sulfatiazol (0,5 mg/ml pozywki) dodawano na poczatku fermentacji
(réwnoczesnie z posiewem bakteryjnym), a w jednym z doswiadczen na
3 dni przed zakonczeniem fermentacji. Obok hodowli z dodatkiem sulfa-
tiazolu zawsze prowadzono hodowle kontrolne bez sulfatiazolu.
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Wyekstrahowane z uprzednio odwirowanych komérek bakteryjnych
kobalaminy rozdzielano elektroforetycznie na bibule Whatman nr 3
w 2N CH,COOH z dodatkiem 0,01°/0 NaCN [11]. Obok witaminu B,, i wi-
taminu B,., uzyskiwano zwykle jeszcze jedng lub dwie kobalaminy praw-
dopodobnie pseudowitamin B,, [24] i czynnik A Forda [8].

W pracy naszej, ktéra traktujemy jako wstepng na tym odcinku ba-
dan, interesowali$my sie tylko witaminem B,, i witaminem B,,, jako glow-
nymi i typowymi dla P. shermanii produktami biosyntezy.

Z wysuszonej bibuly po elektroforetycznym rozdziale kobalamin, wy-
cinano plamy odpowiadajace potozeniem na elektroforogramie witaminowi
B,. (grupa elektroobojetna) i witaminowi B,,, (zasadowa). Kobalaminy
z plam eluowano okreslonymi objetosciami 2% roztworu NaCN. Stezenie
witaminéw w eluatach oznaczano mierzgc spektrofotometryczne pochla-
nianie dla fali o dlugosci 580 my.

Na zdjeciach przedstawiono elektroforogramy z drugiej serii prze-
prowadzonych badan. Na zdjeciach tych wyraznie uwidoczniaja sie réz-
nice w ogdlnej ilosci kobalamin miedzy prébami fermentowanymi w wa-

Tablica )

Wpolyw sulfatiazolu na biosynteze witaminow z grupy B,, przez Propionibacterium
shermanii *) (Ilo§¢ witaminu By, witaminu Bysp i@ ich suma podana w ug/100 ml
hodowli bakteryjnej)

Sulfatiazol w prébach do$wiadczalnych po 0,5 mg/100 ml pozywki dodawany na i
poczatku fermentacji i na 3 qPi_przed zakg&czeniem fix_-‘mcnlacji (kolumna 6) I
I Fermentacija
Witamin i tlenowa tlenowa ' beztlenowa | beztlenowa
. 11 ‘l‘ﬁ_ , ~.9vdni . 9 dni 9 dni |
1 2 3 | 4 5 6 t
B, B
Proby kontrolne Bizp _7 Sl ol 338 | 5444
(bez sulfatiazolu) | suma (B,,+B,.p) | 7,59 455 65.05
stosun. (B,;:Byp)| 0,51 0,33 0,19
B, | 9,60 35,72 21,44 12,77
Proby ST R T 561 35,77 53,11 |
z sulfatiazolem | suma (B,,+ Bysp) | 10,90 41,33 57,21 6588 |
stosun. (Bj,:Byp)| ~ 716 6,42 0,58 0,24

*) Podloze fermentacyjne: kwasny hydrolizat kazeiny, fosforany, sole mineralne (MgCl,,
CoSOy 1 FeSO,), ekstrakt drozdzowy i glikoza [12,23].
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[6]

runkach tlenowych (por. fot. 1 i 3) a prébami w warunkach beztlenowych
(por. fot. I i IIT). W tych ostatnich ogélna ilo$¢ kobalamin zar6wno ozna-
czanych (witamin B,, i B,,;), jak i nie oznaczanych (prawdopodobnie
pseudowitamin B,,-X, i czynnik A-X,) jest znacznie wyzsza. Natomiast
réznice dotyczace ilodci poszczegblnych kobalamin w prébach z sulfatia-
zolem (por. fot. 1 i fot. I) i w odpowiadajgcych im prébach kontrolnych
bez sulfatiazolu (3 i III) s3 znacznie wieksze przy prébach fermentowa-
nych w warunkach tlenowych. Ponadto na elektroforogramach z préb
beztlenowej fermentacji uwidocznily sie dwie kobalaminy (X, i X.), gdy

T abllca2

Wplyw sulfatiazolu na biosynteze witaminéw z grupy B,

przez Propionibacterium shermanii (ilo§é witaminu B,,, wi-
taminu B,,, i ich suma podana w ug/100 ml hodowli bak-
teryjnej) *)

Sulfatiazol w prébach fermentowanych w warunkach
tlenowych po 0,8 mg/ml, a w warunkach beztlenowych
po 0,5 mg/ml pozywki

Fermentacja "
Witamin tlenowa beztlenowa
9 dni 9 dni
B, 10,30 11,30
szp 9,10 75,20
Préby kontrolne |  suma
(bez sulfatiazolu) p (By2+Bysy) 19,40 86,50
stosunek
B,,:B,,p 1,13 0,15
B;. 16,00 49,00
By, 7,50 53,90
Préby badane P,
| (z sulfatiazolem) ‘sz+Bxyp) 23,50 102,90
‘ stosunek
' Blz:Bl?p 2,13 0,91

*) Podloze fermentacyjne: kwasny hydrolizat kazeiny, enzy-
matyczny hydrolizat kazeiny, fosforany, sole mineralne (MgCl,,
CoSO4 1 FeSO,), pantotenian wapnia, biotyna oraz glikoza [23].

w probach w tlenowych warunkach wystgpita tylko jedna kobzlamina
(X,) poza witaminem B,, i witaminem B,,,,.

W tablicy 1 i 2 przedstawiono dane liczbowe (Srednie) z omowxonych
wyzej badan przeprowadzonych w dwdch seriach fermentacji doswiad-
czalnych. 3
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OMOWIENIE WYNIKOW

Przedstawione wyniki badan wykazuja bardzo wyraznie, ze sulfatiazol
poza jednym przypadkiem (Tabl. 1 — fermentacja beztlenowa) wywieral
silny wplyw na ogélny wzrost syntezy kobalamin (a zwlaszcza wita-
minu B,,) przez Propionibacterium shermanii. Szczegblnie wybitnie wply-
wa on na zmiane stosunku poszczegélnych kobalamin w tej syntezie.
W prébach z sulfatiazolem zwiekszala sie znacznie synteza witaminu B,,
na niekorzy$¢ witaminu B,.,, ktérego ilos¢ zawsze wyraznie zmniejszala
sie. W warunkach fermentacji tlenowej zaznaczy! sie silniejszy wplyw
sulfatiazolu na wzrost syntezy witaminu B,,. Wieksza ogélna ilos¢ koba-
lamin (witamin B;, i witamin B,,,) w prébach z fermentacji beztlenowej
tlumaczy sie lepszym wzrostem bakterii kwasu propionowego (wzgled-
nych beztlenowcéw), a zatem wiekszg ich masg. Ponadto — jak juz
wspomniano — w hodowlach wzglednie beztlenowych w polowie okresu
fermentacyjnego korygowano pH do optymalnej wartosci 6,8 przy réwno-
czesnym dodawaniu glikozy (12 g/l).

: Natomiast w hodowlach na trzesawce (napowietrzanych), ze wzgledu

na bardzo latwe zakaZenie sie prowadzonych w tych warunkach hodowli
bakterii kwasu propionowego, nie zmieniano pH i nie dodawano glikozy.
Fakt ten przy dluzej trwajacej hodowli (spadek pH) moégt sie ujemnie
odbi¢ na wzroscie bakterii i ilosci kobalamin. Tym tez mozna tlumaczyé¢
mniejszg ilos¢é kobalamin w tlenowej fermentacji przy 11 dni trwajacej
hodowli w stosunku do ilosci w prébach przy 9-dniowej hodowli (Tabl. 1).

Sulfatiazol dodawany na poczatku fermentacji w warunkach beztle-
nowych powodowal znaczniejszy wzrost syntezy witaminu B,, niz sulfa-
tiazol dodawany na 3 dni przed zakonczeniem tej fermentacji (Tabl. 1).

W drugiej serii doswiadczen (Tabl. 2) w prébach kontrolnych i w pré-
bach z dodatkiem sulfatiazolu przy fermentacji beztlenowej stwierdzono
wieksze niz w pierwszej serii do§wiadczen ilosci kobalamin. Wzrost ten
zwigzany jest ze zmiang pozywki, natomiast spadek ilosci kobalamin w ho-
dowli tlenowej z dodatkiem sulfatiazolu w stosunku do analogicznej préby
z pierwszej serii doSwiadczen (Tabl. 1) nastgpit byé moze w wyniku zbyt
wysokiej dawki sulfatiazolu (0,8 mg/ml pozywki).

STRESZCZENIE

Badano wplyw sulfatiazolu na biosynteze kobalamin przez Propioni-
bacterium shermanii. Do mlodych hodowli bakterii kwasu propionowego
dodawzno po 0,5 wzglednie 0,8 mg sulfatiazolu na 1 ml pozywki.

Hodowle prowadzono w warunkach tlenowych na trzesawce i w wa-
runkach wzglednie beztlenowych.
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Stwierdzono, ze niezaleznie od warunkéw hodowli (tlenowych czy
wzglednie beztlenowych) sulfatiazol powodowal zmiane stosunku ste-
zen syntetyzowanych przez te bakterie kobalamin. -

Wzrastala mianowicie bardzo wyraznie ilo§¢ witaminu B;, przy réwno-
czesnym wzglednym spadku koncentracji witaminu B,,;. W warunkach
tlenowych wzrost ilosci syntetyzowanego witaminu B,;, na niekorzysé
witaminu B,,, byl jeszcze bardziej wyrazny.

Poza witaminem B,, i witaminem B,,, w hodowlach tlenowych stwier-
dzano biosynteze jeszcze jednej, a w warunkach wzglednie beztlenowych
dwoéch innych nie oznaczanych w tej pracy kobalamin (prawdopodobnie
adeninopochodny pseudowitamin B;, i czynnik A). Ogélna ilos¢ syntety-
zowanych kobalamin (witaminu B,,, witaminu B,,, jak i nie oznaczanych
kobalamin) wzrastala w prébach z dodatkiem sulfatiazolu, przy czym
wzrost ten byt wyzszy w warunkach tlenowych.
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EFFECT OF SULPHATHIAZOLE ON THE BIOSYNTHESIS OF B,, VITAMINS
BY PROPIONIBACTERIUM SHERMANII

Summary

The influence of sulphathiazole on the biosynthesis of cobalamins by
Propionibacterium shermanii was investigated.

Amounts of 0.5 or 0.8 mg./ml. sulphathiazole were added to young
cultures of Propionibacterium shermanii.

The growth was carried out both in aerobic (by shaking) and relatively
anaerobic conditions.

In either case we found that the addition of sulphathiazole induced
a change in the proportions between the different forms of Bi,;, syn-
thetized by Propionibacteria, i. e. the amount of B,, (cyanocobalamin-
neutral) increased and that of B,,, (cyanocobalamine desnucleatide-
factor B) decreased.

Under aerobic conditions the increasing of B;, and decreasing of Bi,,
(factor B) was greater than in anaerobic conditions.

Under aerobic conditions we found besides B,, and B,,, another form
of B,,, and under relatively anaerobic conditions, 2 other forms of B,,
(probably — pseudovitamin B;, and the factor A).

The entire amount of the cobalamins synthetized not determined (vi-
tamin B,,, By, and other cobalamins) was higher in the media with sul-
phathiazole addition, especially under aerobic conditions.

Otrzymano 10.2.58 r.
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A BIOCHIMICA POLONICA

! autor winien dokladnie zapoznaé sie z treScia ,wytycznych dla
autorow* jeszcze przed przystapieniem do pisania swej pracy i skrupulatnie sto-
sowaé sie do nich. Prace nie odpowiadajace pod wzgiedem formy postawionym
wymogom nie beda mogly byé brane pod uwage i zostana zwrécone autorom. Fakt
przeslania pracy do redakcji uwazany jest jako rownoznaczny ze zgoda autora na
tresé ,,wytyeznych”.

WYTYCZNE DLA AUTOROW

1. Acta Biochimica Polonica publikujg prace biochemiczne i z dziedzin pokrew-
nych biochemii, zawierajace nie ogloszone dotychczas wyniki badan do$wiadczal-
nych. Oglaszane prace winny zawiera¢ element nowosci naukowej. Jezykiem prac
zglaszanych do publikacji w Acta Biochimica Polonica jest jezyk polski lub jeden
z j 6w kongresowych.

2. Prace powinny byé¢ pisane mozliwie zwiezle, ale zwiezloéé nie powinna po-
wodowaé niejasno$ci przedstawienia. Artykuly sa przeznaczone przede wszystkim
dla czytelnika wyspecjalizowanego w danym temacie, mimo to artykuly powinny
byé zrozumiale dla ogélu czytelnikéw. Opis do§wiadczen powinien byé taki, by
moégt je powtérzyé kazdy, kto dysponuje odpowiednim materialem, wyposazeniem
i techniczng sprawnoscia. Nalezy unikaé technicznych neologizméw. Uzywane skroty
nalezy wyjasni¢ w tekscie.

3. Uktad artykuiéw. Prace nalezy przesylaé do redakcji w postaci go-
towej do druku, W trzech egzemplarzach pisanych na maszynie jednostronnie, z mar-
ginesem szerokoéci okolo 4 cm po lewej stronie i okoto 1 em po prawej stronie, z po-
dwojng interlinig oraz z numeracja stron. Pierwszy egzemplarz nalezy pisa¢ na pa-
pierze piSmiennym (bialym). W tek$cie maszynopisu nie nalezy robié¢ zadnych po-
prawek, przekre§len lub podkre§len na maszynie ani atramentem. Dopuszczalna
najwyzsza ilo$¢ poprawek wynosi trzy na jednej stronie. Autor moze proponowaé
oznaczenia typograficzne przez odpowiednie okre§lenie (tekst rozspacjowany, zlozony
kursywa, czcionkg gruba itp.), ale wylacznie oléwkiem. Nie nalezy stawiaé kropek
po tytutach i podiytutach, ani po skrétach takich jak: ml, cm, g kg. Dla wyrazenia
mikrograma stuzy skrét ,ug“, a nie ,,y“. Na osobnych kartkach poza tekstem pracy
nalezy umiesci€: a) streszczenie polskie, b) cytowana literature, ¢) tablice, d) rysunki
lub fotografie wraz z objaénieniami (patrz pkt. 8 i 9), e) pelne imie i nazwisko autora
(6w), adres dla przestania korekty i honorarium oraz skrécong wersje tytulu nie
przekraczajaca 60 miejsc literowych, przeznaczong dla umieszczenia jej nad strona-
mi tekstu pracy. Nalezy podaé nazwisko i adres osoby upowaznionej do przeprowa-
dzenia korekty, w przypadku nieobecno$ci autora. W tekScie nalezy zaznaczyé
ol6wkiem na marginesie w przyblizeniu miejsca, w ktérych powinny byé umiesz-
czone tablice i rysunki. Prace nie odpowiadajqce wymaganiom zawartym w punk-
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cie 3 zostang przepisane ma koszt autora, a odpowiednia kwota zostanie potracona
z honorarium autorskiego.

4. Na piernwszej stronie pracy malezy podac¢: imie i namwisko autora (-ow), tytul
moZliwie zwiezly, ale jasno charakteryzujacy tres¢ pracy, zaklad naukowy, w kto6-
rym wykonano prace i nazwisko kierowmika zakiladu, odpowiedzialnego za jego
dziatalno§é. W interesie autora lezy, aby tytul pracy zawieral w najkroétszej for-
mie podstawowy wynik pracy, a nie tylko zagadnienie. Nalezy unikaé tytuiéow
w rodzaju: ,Badania nad..”. Wskazane jest podawanie juz w tytule gtéwnego wmio-
sku wynikajgcego z pracy, nawet w przypadku, gdy jest on negatywny. Tytut moze
wtedy przybra¢ posta¢: ,Niemoznos§¢..”, lub podobnie.

5. Tekst pracy powinien skiada¢ sie z nastepujgcych czeSci: a) zwigzly
wstep wyjasniajacy cel i zatozenie pracy, b) opis metod doswiadczalnych, charakte-
rystyka, pochodzenie lub sposéb prepamatywnego uzyskania uzywanych chemikaliow
oraz opis szczegélow, ktore sa potrzebne dla powtérzenia opisanych do$wiadczen
i sprawdzenia przeprowadzonych obliczen, ¢) opis wynikéw ujety mozliwie zwigzle
najlepiej w postaci tablic lub wykreséw, d) dyskusja o uzyskanych wynikach,
e) streszczenie lub wnioski — objeto$ci nie przekraczajgcej 3% rozmiaréw pracy.
Streszczenie lub wnioski winny by¢ tak sformulowane, aby zawieraly, w postaci
mozliwie najbardziej zwiezlej, wyniki pracy wraz z gléwnymi danymi liczbowymi.
Whnioski winny wynikaé¢ bezposrednio z do$wiadczen. Wnioski posrednie mogg byé
zamieszczone w tym punkcie wylacznie pod warunkiem wyraznego okreélenia, ze
maja one charakter dyskusyjny lub podobny.

6. Metody doSwiadczalne powinny byé przedstawione bardzo staran-
nie. Jezeli autor postugiwal si¢ znang metoda publikowana, wystarczy powolanie sie
na odnosnag prace, ewentualnie oméwienie istoty danej metody. Nalezy wymienié
wszelkie, nawet pozornie niewielkie, odchylenia od pierwoinej metody; stwierdzenie,
ze postugiwano sie odnoéng metoda ,z niewielkimi modyfikacjami” nie jest do-
puszczalne,

7. Stezenie roztworéw pospolitych kwaséw i zasad wyraza sie pojeciem
normalno$ci (N), natomiast dla roztworéw soli nalezy postuzy¢ sie pojeciem molo-
wosei (M): 0,25 N HC], 0,15 M NaH,POy. Stezenie utamkowe nalezy wyrazi¢ syste-
mem dziesietnym, np. 0,25 N HCI, a nie N/4 HCl. Pojecie ,procent”, ,,%"” uzywa sie
w $Scislym znaczeniu, tj. w gramach na 100 graméw roztworu. Procenty objetoSciowe
nalezy wyrazaé¢ symbolem ,°% obj./obj.”, a procenty wagowo-objetosciowe ,°0
wag./obj.”.

8. Poszczegoblne tablice powinny mieé¢ nagléwek opisujacy ich tresé.
Sens tablic powinien byé zrozumialy bez powolywania sie¢ na tékst pracy. Nie jest
konieczne oglaszanie wszystkich liczbowych wynikéw podobnych doswiadczen, jezeli
poda si¢ wartos¢ $rednia wraz z jego ,Srednim odchyleniem”, ew. liczbe indywi-
dualnych rezultatow.

9. Rysunki i fotografie nalezy wykonywaé¢ w postaci nadajacej sie do
reprodukeji lub przerysowania, Kazdy rysunek lub fotografia winny by¢ przygo-
towane na oddzielnej kartce. Na odwrocie kazdego rysunku, lub fotografii nalezy
podaé¢ otowkiem: nazwisko autora, pierwsze stowa tytulu pracy, kolejny numer ry-
sunku oraz pierwsze slowa legendy, ktéra ma by¢ umieszczona pod nim. Do rysun-
kow i fotografii nalezy dolgczyé wykaz (na maszynie) zawierajacy kolejne numery
wraz z tytulami i legenda. Nalezy unikaé podawania na rysunkach objasnien teksto-
wych. Na fotografiach nie nalezy dopisywaé zadnych oznaczen. Jesli fotografie ta-
kich oznaczen wymagajg, nalezy umiesci¢ je na przypietej do fotografii kalce tech-
rnicznej. Nadmierna ilo§¢ rysunkéw moze by¢é wykomana wylacznie na koszt autora.
Krzywe wyrazajace zalezno$ci zbadane eksperymentalnie winny mie¢ wyraznie za-
znaczone punkty, ktérych wartoSci uzyskano do$wiadczalnie.
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10. Cytowang literature nalezy wypisa¢é na oddzielnej karcie, wymieniajac
pozycje w alfabetycznej kolejno$ci autoréw. W wykazie podawaé¢ kolejno: numer
pozycji. nazwisko autora, pierwsze litery imiomn, skrécony tytul czasopisma, tom
(rocznik), poczgtkows strone artykulu i rok wydania. Np. [8] Parnas J. K., Acta Biol.
Exp. 11, 292, 1937. Jezeli cytowany artykul ma Kkilku autoréw, nalezy w wykazie
literatury pgdaé¢ nazwiska i poczatkowe litery imion wszystkich autoréw. Dla cyto-
wanych ksigzek (nie czascpism) nalezy podac¢ takze tytut ksigzki, wydawce, miej-
sce oraz rok wydania. Np. [12] Sniadecki J., O fizycznym wychowaniu dzieci, Tu-
rowski, Sanok, 1855. Wykaz uzywanych skrétow czasopism podajag Roczniki Chemii
26, 497, 1952. Prace kilkakrotnie cytowane nalezy podawaé jeden raz, a wseystkie
odsylacze do tej pracy pcwinny mie¢ ten sam numer, Powolanie sie¢ w tekS$cie na
odno$ng pozycje cytowanej literatury nast¢puje przez wymienienie numeru pozycji
wykazu w nawiasie, np. [13].

11. Autora obowiazuje korekta autorska, ktora nalezy zwraca¢ redakcji w cig-
gu trzech dni. Niecdestanie przeprowadzonej korekty w oznaczonym przez re-
dakcje terminie oznacza rezygnacje autora z wmieszczenia pracy w biezagcym nu-
merze czasopisma. Zaleca sie wykonanie korekty oldwkiem kolorowym, barwy
odmiennej od oléwka korektora, ale nie czerwonym. Koszty spowodowane zmiang
tekstu, poza poprawa bledéw drukarskich, ponosi autor.

12. Autorowi przystuguje bezplatnie 25 egzemplarzy odbitek pracy. Zadanie
wigkszej iloSci odbitek winno by¢ wyrazone na piSmie, jednoczesnie ze zloze-
niem pracy w redakcji, najpozniej przy pierwszej korekcie szpaltowej. Koszt za
dodatkowe egzemplarze ponosi autor.

13. Redakcja nie uwaza sie za uprawnionq do przeprowadzania jakichkolwiek
zmian w pracy bez zgody autora. Dla dokonania zmian uwazanych przez redakcje za
celowe dwa egzemplarze pracy odsyla sie autorowi, trzeci pozostaje w aktach
redakeji.
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Redakcja Acta Biochimica Polonica przychylajac sie¢ do prosby Wydawnictwa,
podaje do wiadomosei Czytelnikéw, ze ukazalo si¢ nowe czasopismo biochemiczne:

BIOTICA — ARCHIVES OF BIOCHEMICAL PHARMACOLOGY
published by PERGAMON PRESS London, New York, Paris, Los Angeles.

Chairman: Professor A. Haddow, London,

Vice-Chairmen: Dr. S. Farber, Boston.
Professor Z. M. Bacq, Liege.

Supported by an International Honorary Editorial Advisory Board Regional
Editors:

United Kingdom: Sir Rudolph Peters, Cambridge.
Dr. P. Alexander (Executive Editor, U.K.), London.

Continental I J
Europe: Professor M. Welsch, Liege.

United States: Professor A. D, Welch, Yale University.
Canada: Professor H. Cullumbine, University of Toronto.

This new international journal will be devoted to research into the
development of biologically active substances and their mode of action
at the biochemical and sub-cellular level.

Full length papers will be published approximately three months, and
short communications in six to eight weeks, after final acceptance.

In addition to original research papers, the journal will offer immediate
publication for Preliminary Communications. Letters to the Editors,
offering comment on previous articles, will also be accepted, when the
contribution is considered warranted by the Editors.

The journal will include reports on all types of cells (plant, micro-
organism and animal) but particular emphasis will be given to cancer
chemotherapy and related studies. It is hoped that research will be sti-
mulated as a result of collecting together in one publication investigations
from different fields having as a common link the same fundamental
problems.
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The new journal will provide a forum for the publication of all phases
of pure and applied cellular pharmacology including organochemical, phy-
sicochemical, biochemical and cytological studies. By including all aspects
of research involved in the development of biologically active materials
(chemotherapeutic agents as well as insecticides, fungicides, plant growth
regulators, etc.), it is hoped that a better appreciation of the problems
involved will be attained. In the past the different research approaches
which make up these investigations have almost invariably been reported
in a number of widespread publications and the interplay of different
types of investigations towards solving the main problem has thereby been
available only with difficulty to workers in neighbouring fields. The
ARCHIVES OF BIOCHEMICAL PHARMACOLOGY is intended to remedy this
defect and to provide a means of viewing the entire field in its proper
perspective.

A diary of events and meetings of interest to readers will be provided,
and books in the field will be reviewed.

The journal will be issued in parts, each volume consisting of four
parts, and monthly publication is anticipated.

Fifty free reprints of each paper will be given to contributors and
additional reprints may be obtained at reasonable cost.
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fA. KINIEMMIOIKA

17-KETOCTEPOUJBI U 17-TUAPOKCUCTEPOUJIBI B MOYE JIIOIAEMN,
KPOJIMKOB M KPBIC

1l. XPOMATOrPR®HUYECKOE PA3JENEHHE HEHTPANbHBIX 17-KETOCTEPOHAOB

PeszwomMme

HejirpanbHable 17-keTocTepouabl U3 MO4YM YEJIOBEKA, KPOJIMKA U KPBICH!
paszgenamnch Ha (PpakLyuy MeToAoM Xpomarorpadymy Ha KOJIOHHE, 3aroJi-
HEHHOM OKMCBIO aJIIOMMHMA. PesynbraThl (bpakIMOHMPOBaHMA BecbMa
pas3iMyYHBl y YeJIOBeKa M y 000MX BMAOB TIPBHI3YHOB. ¥ ITOCHEAHMX Hau-
bonee obuabHBI ABe (bpakuymM, U3 KOTOPBIX IlepBad obJsafaeT IIOJIAPHO-
. €TBIO IeTMAPOM3QAHAPOCTEPOHA, BTOPAA — TOJIAPHOCTHIO 11-oxcuc'repou-
ZOB. AHJPOCTEPOH M 9TMOXOJAHOJIOH, KOTOPbIE y 4eJOBeKa MPUCYTCTBYIOT
B KosmuecrBe 50—70% obuiero xoumuecrsa 17-KeTOCTEPOMAOB, TIPAKTU-
YEeCKM OTCYTCTBYIOT y KPOJMKOB M KpbIc. Hamm pesysbTaThl IOKa3bI-
BaIOT, YTO I106aJbHOMY onpeaesiennio 17-KeTocTeponioB y J1abopaTOpPHbIX
JKMBOTHBIX HEJIb3A NMPUIMCHIBATE TAKOTO Ke (PU3MOJIOTUYECKOTo 3HAYeHMs

KaK y 4eJoBeKa. '

T. BOPKOBCKHU

VCCJAELOBAHMSA HAJZ IBIXAHMEM MO3TOBOJ TKAHU IN VITRO

Pezwome

IIpomM3BOAMIMCE MCCJIEXOBAaHMA HAJ BJIMAHMEM pPas3JIMYHBIX COeAMHe-
HU, CTYMYJIMPYIOLUMX TIPOLECC ABIXaHMA MO3TOBOJ TKaHM in vitro.

IIpon3BOAMIIMCE CPaBHUTEJbHbIE MCCJIENOBaHMS Ha cpe3ax M TIOMO-
TeHaTaxX KOpbI T'OJIOBHOTO MoO3ra OeslbIX MBILIeH, B COJIeBOI cpefie, B KO-
TOPOJ OKMCJAEMBIM BEIIECTBOM ObLIa INIIOKO3a WJIM IJIIOTAMMHOBAas KM-

1
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crora. IlokasaHo, 4TO, He3aBMCHMMO OT OKucjasgemoro cyberpara 0,1 M
pacreoper KCl, KBr u KJ, Ho ne KF, snaumresbHo yBemnumBaer Qo,
JVIIIb B ONBITaX Ha Cpe3axX MO3ToBoi KOpbl. IIpy pa3pylueHmMm KJIETOYHOM!
CTPYKTYpPbI (rOMOT€HM3auMsaA), MOHBI KaJduA He CTUMYJMPYIOT ABbIXaHWUA,
TOT/la KaK CONpOBOXKJAOIMe Kaumit amuoHsl Br, J° um F’ BeI3bIBaoT
yMeHbllIeHue noTpebieHnsa Kucjopona, He3aBUCHMO OT OKMCJIAEMOro cyo-
crpara. NH,Cl B xonuenTpauum 0,1 M BeI3bIBaeT, KaK B rOMOreHaTax, Tak
¥ B TKaHEBBIX cpe3ax, B TedeHyue nepBbIX 30 MuHyT mHKyOaumm, yBesn-
ueHye NoTpebJIeHMs KMUCIOPOoa € TIOCIAEAYIOLMM TOPMOKEHMEeM ABbIXaHUA,
YTO NMPOABJAETCA CyMMapHO yMeHblueHmneM Qo, 2,4-AMHUTPO(EHOJ BBI3BI-
BaeT 3HAYMTEJIbHOe yBeJudeHue Qop, TaKk B cpe3axX, KaK ¥ B IOMOTEHaTax
MO3T'OBO} KOPEI,

3. JATAJJO, A. M. JAHIIEBUY u T. MYCAJIOBUY

BJIIMAHUE MOHMU3UPYIOIIEN PAIMAIIMM HA CHUCTEMY CBEPTBIBAHUA
KPOBU IN VITRO

Peszwowme

VccneoBasiocs MOBEIEHME CUCTEMBI CBEPTHIBAHUA KPOBM in vitro nocie
obaydyerns ee (PaKTOPOB 03aMM PEHTIEHOBCKOro maixydenus o 13 200 r.

B mpenene npumeHsembIxX 103, 0obHapy:KeHO HeGoJblIOe yAIMHEHNE
BpEMEHM peKaJbIMHMPOBaHMA B OOJydeHHOM Irasme ¢ ybormm copep-
JKaHMeM IUTaCTMHOK, a TaK:Ke€ HeNOCTATOK TPOMOOIIIACTHMYECKON AeATeNIb-
HOoCTM Tocyie obJsy4yeHusa IIacTMHOK M (pakTopa Xpuermaca. OfHako, He
0bHapy>KeHO OTYeTJIMBOrO BJMAHMA Jydeir X Ha BTOpPyl a3y CBEpTHI-
BaHMA.

KoHcTatMpoBaHHOE yAJVHEHME TPOMOMHOBOIO BPEMEHM IIOATBEepKAaeT
Habmonenna Pusepa [23], kacamoupmeca yAJMHEHMsA BpPEMEHM CBEpThbIBa-
Hua guctoro ¢pubpuHorena. He mopreBepxkaeno Habiomaemoit Kimddro-
HOM [5] mMHakTMBauMM IuIa3MuHOreHa. He ITOATBepIKAE€HO, paBHBIM oOpa-
30M, pasHMI] B IOBeAeHMM (PUOPMHOIMTHYECKON CHUCTEMBI O M IIOCje
obiryyenns.
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A AHUIIKN u . CKYIIMH

XPOMATOTPAPUYECKOE PA3JIEJJEHUE 3JEKTPOHEMTPAJBHBIX
M SJIEKTPOIIOJIOKUTEJNBHBIX PAKTOPOB BUTAMUHA B, 1 B,
IIOCJIE DJIEKTPOPOPE3A

Pezwome

Pazpaboran wmeron XpoMarorpapmy4eckoro pasfiesIeHMs BUTAMMWHOB
B;, mpy nomoly IIPOCTOM TeXHMKyM OyMazkHOI XpomaTorpadumu: BOCXOHA-
1€, HUCXOAAIEN M KPYroBOi; IPUMEHAJOCh 6oJiee INpPOAOJIKUTEIBHOE
BpeMsa pa3BepTKu ¥ Oojiee BBICOKAA TeMIlepaTypa TIpM PacTBOPUTENAX:
BTOPUYHBN OyTaHOJ (YKCyCHas KMCJIOTa MJIM aMMMaK, BOZAA) LMAHMCTHIN
Kaamit. JlocturayTo 9dderTMBHOE paszesieHne 9SJIEKTPOHEeUTPaJbHbIX
M SJeKTPONoJoKUTeNbHbIX (npu pH 2,7) saexkrpodoperirdyeckux dpak-
LMii TIpernapaToB BUTaMMHa Bi2 Ha pAjg COCTAaBHBIX 4acCTei.

Kpuerannuyecknit mnpenapar BUTaMMHA, IIOJYYEHHBIA M3 TOPOACKMUX
CTOYHBIX BOJ, ITOCJIe 3JeKTpodopesa pa3fesdiicad B TeYeHMe IIeCTH JTHei
Ha ceMb (PPaKUMil NPy NPUMMEHeHUM BOCXOAALIEr0 METoja ¢ aMMMAYHBIM
PacTBOPUTENIEM; HEKPMUCTAJIJIMYECKMII IIpernapar, MOJIy4eHHbBII IIpu MeTa-
HOBOM OpOKeHmy Takike IIocje 9JIeKTpodope3a pasfeNasci B TEeYeHue
HIECTMIHEBHOM XpomaTorpaduy B aHAJOTMYHBIX YCJIOBMAX HA JAEBATH CO-
CTaBHBIX 4acreit. Hexpucrananyeckuit npenapar BuramuHa B, mosydeH-
HBIA TIpM ITPONIMOHOBOKMCJIOM OpoiKeHuMu T1ocye sJekTpodopesa pasje-
JAJICA B TeYEHMe 1LeCTH JiHell Ha BoceMb (Ppakiii Py BOCXOAALIEH TeX-
HMKE C aMMMaYHBbIM PAacCTBOPUTEJIEM.

OunonpoBaHHaa (pakimaA 1ocyae JeKTpodope3a TaK HAa3bIBAEMOTO BU-
TamuHa B,,, (daxTop B) oKa3zajach TakKe XpomarorpadmyecKkyu rerepo-
TEeHHOJ M B TeYeHMe ABYXJHEBHOTO XpoMaTorpadypoBaHMs C aMMMAYHBIM
pacTBOPUTEJIEM pasfiesMyiachk Ha AEBATH COCTABHBLIX YacTei.

Ilpy yBenuyeHMyu NPOROJKUTEIHLHOCTHM KPYroBOi Xpomartorpacdum Ko-
BamamMuHOB He yJajloCh AOCTUTHYTHL Takoro ke s¢dgexra, Kak Nnpu BOC-
XOAALEM MM HUCXOAAILEM XpPOMATOrpauyeckoM METOAE.

CrnekTpopoTOMETPHYECKME ONPEAENeHUA CMEeKTPa TOTJOIMIEeHUsA IJaB-
HbIX ppakumii BuTamMuHa B,; U3 XpoMmaTorpaMM IOKa3ajyM WX MIEHTHY-
HOCTB CO CHIEKTPOM YMCTOTO CTAHAAPTHOIO Iperapara.

IIpu noBTOpHON Xpomarorpadmy raaBHBIX (pakumit BuTammHa B,
M By M3 OTAENBHBIX XPOMaTOTpaMM He NPOM3OILIO AajbHeiinee pas-
JleeHne.

Iox
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B. MAHBCKU u I. KO3IPOM

VICCJIENOBAHMS HAJ IIOJVMMOP®U3MOM TIPYIIIIOBBIX BEIIECTB KPOBU

PezowMme

VI3 CBMHBIX KEJYAKOB, HEIOCPEACTBEHHO IIOCJE PAacCTBOPEHMA TKaHMU
NyTeM IepeBapMBaHMA IIETICMHOM, TIOJy4YeH MYKONPOTeNus C TIPYIIOoBOii
akTUMBHOCTBIO A. DTOT mpenapar IepeABUraeTca B SJIEKTPUYECKOM IT0JIe
Kak OJ{HOPO/HOE BelIeCTBO. DJekTpodopernyecKas MOABUKHOCTE €ro IIpyu
pH 8,0 cocrasisier 4,10~° cu?® cen—' V', D10 BeLieCTBO GBIIO OZHOPOITHO
¢ TOYKM 3peHus pacrBopumocTy. Ero akTuBHOCTh cocrasiana 6,0u2/100
TeMarrJIOTUMHAUMOHHBIX eVMHMI] Ha 1 M. CBIBOPOTKM. ;

I'pynmoBoit mykonporeun copepxkut 80 menruaHoi vacty u 20%e mo-
nucaxapuaHoit yactu. IlosmcaxapuaHas 4acTh cocTouT u2 5,0%0 rexcossr,
10,60 rexkcozammua u 1,1%0 mermumenTo3bl. CrnerTpodoToMeTpuyecKme
u3MepeHusa B yJIbTPadmoIeToBoi obacTu yKasbIBalOT HA OTCYTCTBUE apo-
MATHYECKUX aMMHOKWCJIIOT. :

Takoit 3Ke MyKOIpOoTeyus IIOJy4eH IyTeM COJoduam3anmm cBexeit
TKaH) YeJIOBEYECKOTO JKeJJyAKa MOYEBWHOI.

OmucaHHBIT MyKompoTeny ABjsgerca dopmoit Oonee 6am3K0i K Trpyi-
IIOBOMY CHMMILIEKCY B KJIETKaxX, 4eM MCCJeZI0BaHHBI JI0 CuMX IIOp MYKO-
noJIMcaxapui.

VicenepoBanuch CBOJCTBA IpPENapaToB IPYIITIOBBIX BeIECTB, BbIAEJIEH-
HBIX IIPM THMAPOJIM3E METICMHOM XKeJyZ04YHOoM TKaHu cBuHeir. Ilo mepe or-
JleJIeHUs IEeNTHMAHBIX OCTAaTKOB BO3pacTaeT akKTMBHOCTh M. BA3KOCTb U
YMEHbIIaeTCA 9JIEKTPoopeTnyecKas TIOABMIKHOCTh. VI3MeHseTca TakKe
OTHOLUEHMe aMMHOCaxapoB K caxapam. B npenaparax, copepxaumx 13,6%N,
T.€. ¢ IpeobagaHueM ITeNTHAHOM YacTH, 9TO COOTHOILIEHue cocrasider 2:1,
B MYKOIOJIMCAXapuAHbIX Tpenaparax, copepxkawmx 6,1%N 1:2. Vamene-
HME COCTaBa CaxapuAHON YacTM He IPOMCXOAUT HenpepbhiBHO. B mpemnapa-
Tax, comepxkammx 10,3°%N 910 cooTHouleHMe cocraBiser eue 2:1. OTto
ABJICHME He 3aBMCHUT OT criocoba mpenapupoBaHmsa. Hu oauH M3 IOJIy4eH-
HBIX IIperrapaToB He obiajgan mMakcumymom abeopbuymt mpu 2800A.

Jinus 70%0 memrTuaHOM YacTM TIPYNIIOBOTO MYKOIIPOTeMAa MOALAeTCs
IepeBapMBaHMIO TIeNICMHOM. I103TOMYy, MOIKHO CYMTATh, YTO OH ABJAETCA
TPOJMHBIM CUMILJIEKCOM: HelepeBapyMBaeMblif TIENTUA - IIoJicapuz - Iepe-
BapyMBaeMblii TIENITHJ, TOTZa KakK TIPYIIIOBOM MYyKOIIOJMCaxapup ABJISAETCH
ABOVMHBIM CHMILJIEKCOM: IIOJIMCaXapuj-IiepeBapuBaeMblii MENTu.

v
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V3 cBeke OTMBITOM KEJYAOYHOM TKaHM 4YeJOBEeKa MOXKHO 9KCTparupo-
BaTh pacTBopom NaCl rpynmosbie BellecTBa C COAeprKaHMeM OT npubim-
sureabHo 13% no 9°¢N. DTo roBOPMT B MOJB3y TOTO, YTO I'PYIIIOBbIE BE-
LLIeCTBA, HAXOAALMECA B JKEJIYAOYHOM COKY, HE ABJIAIOTCA OTAETBHO CHMH-~
Te3UPOBAaHHO/ (POPMOIA, a BO3HMKAIOT B OPraHM3Me ITyTeM IH3MMaTHYec-
KOrO TMAPOJIM3a in Viv0 TKAHEBHIX T'PYINOBLIX BELECTB.

A. M. JAHIEBUY u B. JUIIMHCKU

BJIVAHUE PEHTTEHOBCKOI'O U3JYYEHUSA
HA JETUJAPA3Y 6-AMMHOJIEBYJIMHOBOM KMUCJIOTHI

Peswome

VccneoBajiock BIMAHME PEHTTEHOBCKMX Jy4Yeil Ha 9H3MMaTUYECKYIOo
aKTUBHOCTH JErMApa3bl 0-aMMHOJIEBYJMHOBOW KMCJOTHI in vitro B g03ax
or 0 mo 80000 r. ObpaTumas MHAKTMBALMA 9TOro epMeHTa B 00JIydeH-
HBIX IIOJIHBIX rOMOreHaTax Oblubeil eYeHMu He3HaduTesJbHa. B skcTpakTax,
OYMILEHHBIX 0T HEPacTBOPMMBIX 6asiacTHBIX OEJIKOB, MHAKTMBAaIMA COCTA-
BimAeT npubansureasHo 16%/q mpu gose 60 500 r. B pacTBopax ouMILEHHO!
aermapasbl HabJIoaeTcs yMEHbBIIeHUEe aKTMBHOCTY, CTENeHb KOTOpO# 3a-
BUCUT OT 03Bl OOJIy4eHMA M KOHLEHTpauuu cepmeHra.

YBeanyenne abcopbipyu csera B uHTepsase 240—280 mpu, Habmonae-
MOe B pacTBOpaxX OYMILEHHOro depMmeHTa Iocje 00JydeHus J030/ Ipyu-
6im3urensHo 80 000 r yxkaspiBaeT, YTO COOTHOLIEHME apOMATUYECKUX
aMMHOKMCJIOT THPO3uH/Tpunrodan B Geske storo depmenra — Goubire 1.

Y. PEMPEP n1 M. COJELIKA

TEPMMHAJIBHBIE OKCUJIA3BI ITPOPOCTKOB ITHIEHWMIIBL

Pes3wome

OKCTPaKThI M3 CEMMAHEBHBIX IIPOPOCTKOB INIIEHMUBI COJEepKaT IMUTO-
XPOM-OKCHAA3y, HO He COAepzKar IoJmM(eHOJ-OKCHUAa3EbI.

DKCTPakThl M3 CEMMAHEBHBIX ITPOPOCTKOB IMIEHMIBI OKPAILBAIOTCH
Ha BO3AyXe ¥ 00pa30BaBLIMICA KPACHBIA IUIMEHT B IPUCYTCTBUM aACKOP-
OMHOBOI KMCJIOTHI IIOIJIOILAeT 3HAYNTEJbHBIE KOJMYEeCTBA KUCIOPOAA;
KCN cHmzkaer norjomenue kuciaopoga Ha 50%. Dra peakiuma He ABJIAET-
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cf, OJHAKO, SH3MMATMYECKO) peakluel, Tak Kak murMeHT obpasyercd
TaKKe TIpM KUINAYEHUM 9SKCTPAKTOB, npuyem nobasiernme KCN x xumns-
YEeHHBIM 9KCTPaKTaM He ITOAAaBJIAET IIOIJIOIUEeHUA Kuciaopoxa. Posb nma-
HM/Ia COCTOMT B YaCTUYHOM TOPMOXKEHMM oOpa30BaHMA IIMIMEHTa, a He
B TOPMOXKEHMM 9SH3UMATUYECKON peaxkIn.

OKCTPaKThI, AMann3upoBaHHble 18 yacos npyu Temmeparype 0°, e obpa-
3YIOT OKPAII€HHOTO BEIeCTBa, a KOJMYECTBO TIOTJIOLAEMOTO KMUCJIOPOAa
BHAYUTEJIbHO CHMIKaeTcd. B JmaJm3MpoBaHHBIX 9KCTpakTax Haburomaercs
TOPMOXKEHMe TOTJIoLIeHns Kuceyopoga Ha 50%0 B mpucyrerBum KCN u me-
3HAYNUTEJIbHOE TOPMOKEHMe B IPUCYTCTBMM AMOITIMIAMTHMOKapbamaTa, 4YTO
OZHAKO HE MOXKEeT CYMTAThCHA JOCTATOYHBIM JOKA3aTeJIbCTBOM TIPUCYTCTBUA
aCKOpPOMH-OKCHAA3EI.

A. AHUIIEH u ®. IIEHA3HBHJIBK

COAEPIRAHHE BUTAMHWHOB B,, B CEMEHAX MOTbIJIbKOBbIX PACTEHHI1

Peszwome

Ompenensanock comep:kaHue BuTaMmHa B,, B cemenax ropoxa (Pisum
sativum), dacosm (Phaseolus vulgaris) n monuua (Lupinus luteus). IOns
onpezesiennit Gpasy mpopocie M HEeNpopociiye CeMeHa II0Cje IpejBa-
PUTEJBHOM CTepUIM3auuy, a TaKKe ceMeHa npopocume 6e3 crepuiamsanmm.

Hns onpeneneHmii NpUMEHAJMCH MMKpobuosornyeckue meroast ¢ Eu-
glena gracilis u ¢ myraurom Escherichia coli. B uccneposanubrx obpasuax
He OOHapy’KeHO COjepIKaHue BUTaMMHa B,

A. AHULKHU u ®. INEHA3HBUHJILBK

BIMAHUE CVYJIbPATU3OJA HA BUOCUHTE3 BUTAMMHOB TPYIIIIBI Bi:
Y PROPIONIBACTERIUM SHERMANII

Peszwome

Mecenepopanocs BimaAHMe cyiabdaTuazona Ha 6uocuHTe3 KobasaMuHOB
y Propionibacterium shermanii. K MonogeIM KyJbTypam TpOITMOHOBOKMC-
abix Gaxrepuit pobaBasamm mo 0,5 mom 0,8 me cynbdarmazona Ha 1 ma
Cpensr.
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KyneTuBaumsa npoBoguiiach B a9pOOHBIX YCJIOBUAX HA LIIOTTEJb-allna-
paTe 1 B OTHOCMTEJIBHO aHA%pOOHBIX YCJIOBMUAX,

ObHapy>keHO, YTO HE3aBMCHMMO OT YCJIOBMII KyJabTuBaumyu (aspobHas
WA OTHOCUTEJIbHO-aHaspobHaA KyJbTypa), CyJab(aTua30J BBI3BIBAJ U3-
MeHEeHMe OTHOLUEHMA KOHIEHTpalMii KoDaJaMIHOB, CMHTE3UPYEMbBIX THUMU
GakTepmaAMy. YBENIMUMBAIOCH 3HAYMTENBHO KOJMYECTBO BMUTaMMHA B,.
TIpU OJJHOBPEMEHHOM OTHOCHUTEJIFHOM yMEHbIIeHUM KOHLEHTpalyuy BUTa-
MuHa B,,,. B a9po6GHBIX ycioBMAX yBeJMYEHME KOJUYECTBA CUHTE3UPYIO-
uiero BuramMmmuHa B,, 6610 euge 6osree 3amMeTHO.

Kpome Buramuna B, n Buramuua B,,;, B a9pobHBEIX KyJbTypax obHapy-
KeH OmocuHTe3 ellle OZHOrO, a B OTHOCUTEJILHO aHA9POOHOM KyJbType
elle IByX He ONpEeJleJIeHHBIX B 9Toi pabore kKobasraMMHOB (TIOBUAMMOMY
AJEeHMHOTIPOU3BOAHAA TICeBAOBUTaMMHA B, u chakTop A.).

Ofiree KOJMMYECTBO CHMHTE3MPYEMBIX KoDajsaMuHOB (BuTammHa B,,, Bu-
TamMuHa B, 2 TakKe HeuAeHTM(OUUMPOBAHHBIX KOOAJaMMHOB) yBeJIMHU-~
BaJIOCh B KyJbTypax ¢ jobaBieHueM cyJsbgaTuasosa, mpuyeM yBeJaude-
Hue Ob110 6oJiee 3HAUUTENBHBIM B a9POOHBIX yCJIIOBUAX.
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