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JACQUELINE KRZEMICKA

17-KETOSTERYDY I 17-HYDROKSYSTERYDY W MOCZU LUDZI, 
KRÓLIKÓW I SZCZURÓW

II. ROZDZIAŁ CHROMATOGRAFICZNY I7-KETOSTERYDÓW OROJĘTNYCH

Z In s ty tu tu  Onkologii ic Gliwicach  
Zakład Biologii N o w o tw o rów  
K ierow nik: prof. d r  K. Dux

Skład 17-ketosterydów (17-ks) obojętnych występujących w  moczu 
ludzkim  jest dobrze znany. M amy tu  do czynienia z m ieszaniną m etaboli
tów  jąd ra  i kory nadnercza. 50 do 70% substancji dających odczyn barw 
ny w reakcji Zimm erm anna [21] stanowi androsteron i jego izomer etio- 
cholanolon; resztę m ieszaniny stanow ią przede wszystkim  ketosterydy 
utlenione przy Cu i dehydroizoandrosteron.

Jeśli idzie o szczura i królika, to skład chemiczny m ieszaniny stery 
dów dających dodatni odczyn w reakcji Zimm erm anna nie został w yjaś
niony, wiadomo natom iast, że w moczu tych gatunków w ystępują duże 
ilości 17-hydroksysterydów, dających się ujawnić testem  W ilsona i Fair- 
banksa [12].

Ponieważ oznaczenia 17-ks w  moczu gryzoni są rozpowszechnione 
w pracach badawczych z dziedziny doświadczalnej endokrynologii, w y
dawało się nam celowe, przebadać chrom atograficznie tę  klasę sterydów. 
Sądziliśmy również, że m etody chrom atograficzne, przyczyniając się z jed
nej strony do lepszego poznania składu sterydów, pozwoliłyby równocześ
nie na lepsze ich oczyszczenie.

\

MATERIAŁ I METODA

12 białych szczurów, samic, w wieku 9 miesięcy i królika samca, w wie
ku 1 roku umieszczono w  klatkach metabolicznych, z których odbierano 
oddzielnie mocz i kał.

Na okres zbierania moczu, tj. przez 17 godzin na dobę, szczury trzy 
mano na czczo, natom iast karm iono je  zwykłą dietą podczas pozostałych
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202 J. KRZEMICKA [2]

7 godzin. Królika żywiono bez ograniczeń i mocz zbierano przez 24 go
dziny. Zbieranie moczu, hydrolizę kwasem solnym i ekstrakcję eterem  
wykonywano sposobem opisanym  w poprzedniej pracy [12]. F rakcje ke
tonowe wydzielano za pomocą odczynnika G irarda (chlorek trójm etylo- 
-acetylo-hydrazyno-am onowy), według m etody Pincusa i Pearlm ana [14]. 
M ateriał przygotowany do chrom atografii suszono i rozpuszczano w m a
łych ilościach czystego bezwodnego benzenu. Stosowano m ikrokolum nę 
wypełnioną tlenkiem  glinu, opisaną przez Zygmuntowicza i wispółpr. [22] 
i wykonywano chrom atografię sposobem opisanym  przez Ponda i Cam- 
ba [16].

Aktywność tlenku glinu oznaczana sposobem podanym  przez Gastam - 
bibe’a [8] odpowiadała klasie II—III skali Brockmanna. Kolumna o w y
sokości 100 mm i średnicy 4,5 mm zawierała 1,32 g tlenku glinu. Kolumnę 
napełniano metodą m okrą. Po przepuszczeniu 5 ml roztw oru benzenowego 
wyciągów z moczu eluowano je, stosując kolejno: 45 ml czystego benzenu, 
100 ml benzenu zawierającego 0,05% alkoholu etylowego bezwodnego, 
100 ml benzenu zawierającego 0,1% alkoholu 1), 100 ml benzenu o zaw ar
tości 0,5% alkoholu, 50 ml benzenu o zawartości 1% alkoholu i wreszcie 
10 ml alkoholu.

Odbierano e luaty  porcjam i po 10 ml pod ciśnieniem powietrza w yno
szącym 460 mm Hg. Kolejne porcje eluatów oznaczono cyfram i arabskim i, 
przelewano je do większych probówek i odparowywano pod przepły
wem powietrza na łaźni wodnej. Na wysuszonych w ten  sposób eluatach 
wykonywano reakcję Zimmermanna sposobem podanym  przez Callowa 
i współpr. [2], seriami po 15 eluatów, po czym dolewano po 15 ml alkoholu 
96% i odczytywano nasilenie barwnego odczynu na spektrofotom etrze 
Coleman Junior model 6, przy X =  520 m//.

W łaściwe badania chrom atograficzne wyciągów z moczu królików 
i szczurów poprzedzono wykonaniem  w identycznych w arunkach licznych 
chrom atogramów dwóch posiadanych przez nas sterydów  wzorcowych, 
mianowicie: androsteronu i dehydroizoandrosteronu, oraz wyciągów z mo
czu zdrowej 19-letniej kobiety.

WYNIKI

Rozdzielając chrom atograficznie mieszaninę androsteronu i dehydroizo
androsteronu, odnajdyw aliśm y ten  ostatni w  eluatach n r  8, 9, 10, podczas 
gdy androsteron występował w eluatach n r 17, 18, 19 i 20 (Rys. 1). Taki 
sposób rozdzielania się wzorcowych sterydów  występował z dużą praw i

0  Rozpuszczalnik ten używ ano do eluow ania w yciągów  17-ks z moczu królików
i szczurów w  ilości 100 ml, natom iast do 17-ks z m oczu ludzi w  ilości 180 ml.
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[3] ROZDZIAŁ CHROM ATOGRAFICZNY 17-KETOSTER YDÓ W 203

dłowością naw et przy powtórzeniu prób w  paromiesięcznych odstępach 
czasu przy  użyciu różnych partii tlenku glinu (zawsze o tej samej ak tyw 
ności).

Rys. 1. Chromatogram m ieszaniny czystego, krysta
licznego androsteronu i dehydroizoandrosteronu

Sprawność eluowania wzorcowych sterydów przedstawia tablica 1, 
z k tórej wynika, że po przepuszczeniu przez kolumnę chrom atograficzną 
po 200 /ug wzorca, odzyskiwano przeciętnie 92°/o dehydroizoandrosteronu 
(2 próby) oraz 83,5°/o androsteronu (1 próba).

T a b l i c a  1

Kontrola  odzysk iw an ia  znanych ilości androsteronu i d e h y 
droizoandrosteronu po adsorpcji na tlenku glinu

17-ketosterydy pg  w pro
w adzone

¡.ig odzy
skane

spraw ność
%

dehydroizoandrosteron 200 185 92,5
,, 200 183 91,5

androsteron 200 167 83,5

O bojętne 17-ks z moczu kobiety rozdzielają się chrom atograficznie na 
7 frakcji. Frakcje te, oznaczone cyfram i rzymskimi, widoczne są na rys. 2, 
k tó ry  przedstaw ia typowy chrom atogram , w ybrany dla przykładu spo
śród liczniejszych badań pow tarzanych u tej samej kobiety. W chromato- 
gram ie tym, przypom inającym  żywo chrom atogram y uzyskane przez Zyg
muntowicza i współpr. [22], frakcja II nie jest w yraźnie odgraniczona od 
frakcji IV, chociaż na krzyw ej w yraźnie w ystępują wierzchołki charakte
rystyczne dla obu frakcji.

http://rcin.org.pl



204 J. KRZEMICKA [4]

Nie dysponując metodami pozwalającymi na bezpośrednią analizę 
fizyczną i chemiczną każdej z siedmiu frakcji, byliśm y zmuszeni sądzić 
o ich naturze chemicznej na drodze pośredniej. Wiadomo, mianowicie, że

Benzen Benzen Benzen Benzen Benzen Alkohol

Rys. 2. Chromatogram 17-ks z moczu zdrowej 19-letniej kobiety. Liczby nad szczytam i 
krzyw ej przedstawiają procentow e stężen ie  17-ks w każdej frakcji w  odniesieniu do 

całkow itej ilości 17-ks. Cyfry rzym skie oznaczają frakcje.

w chrom atografii adsorpcyjnej sterydy eluują się zawsze w tej samej ko
lejności [6] i ich umiejscowienie w chrom atogram ie wystarcza w  zasadzie 
do ich identyfikacji.

Porównując więc chrom atogram  m ieszaniny dwu wzorcowych s te ry 
dów, jakie mieliśmy do dyspozycji (Rys. 1) z chrom atogram em  obojęt
nych 17-ks izolowanych z moczu ludzkiego (Rys. 2), możemy twierdzić, że 
frakcja II (eluaty 8, 9 i 10) zawiera dehydroizoandrosteron, oraz że fra k 
cja III (eluaty 17, 18, 19 i 20) zawiera androsteron.

O naturze pozostałych frakcji sądzim y na podstawie ich charak tery 
stycznego rozmieszczenia na chrom atogram ie w stosunku do dwu frakcji 
zidentyfikowanych. Bardzo znaczne podobieństwo m iędzy naszymi chro- 
m atogram am i a analogicznym i chrom atogram am i innych badaczy [1, 22], 
którzy mieli możliwość analizowania poszczególnych frakcji, pozwala nam 
na interpretację, którą przedstaw ia tablica 2. Oczywiście in terp retacja  
taka jest słuszna tylko w  takim  stopniu, w jakim  praw dziw e są wyniki 
badaczy, z którym i porównujem y nasze chrom atogram y. Dla naszych ce
lów in terpretacja  taka — choć nie dość pewna — jest w ystarczająca, gdyż 
w obecnych badaniach ograniczam y się do porównania typowego chroma- 
togramu 17-ks ludzkich z analogicznie w ykonanym i chrom atogram am i 
17-ks z moczu królika i szczurów.

Wyciągi z moczu królika, przygotowane w tak i sam sposób jak  wyciągi 
z moczu ludzkiego, nie nadaw ały się do analizy chrom atograficznej 17-ks. 
Kilka wstępnych badań wykazało np., że w wyciągach z moczu królika
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[5] ROZDZIAŁ CHROMATOGRAFICZNY 17-KETOSTERYDÓW 205

T a b l i c a  2

K olejność  elucji obojętnych 17-k e to s te ryd ó w  z moczu człowieka

Frakcje K olejny nr 
eluatu S t e r y d y  *)

I

II
III
IV 

V i VI
VII

1 — 5

6 — 13 
14 — 20 
21 — 30 
31 — 47 

48

Artefakty: d3-5-androstendien-17-on, chlorodehydroizoan- 
drosteron; 17-ketosterydy n ie  znane 

dehydroizoandrosteron, izoandrosteron  
androsteron i m ałe ilości 4!).;ll-androsten-3  (a)-ol-17-on  
etiocholanolon  i małe ilości d9-U -etiocholen-3  (a)-ol-17-on  
11-ketoetiocholanolon, 11-hydroksyandrosteron  
17-ketosterydy n ie rozpoznane

*) U w aga: Spośród w y m ien io n y ch  steryd ów  m og liśm y  z id en ty fik ow ać  jed yn ie  d eh yd ro izo -  
an d rosteron  (zaw arty  w  e lu a ta ch  8, 9 i  10) oraz an d rosteron  (zaw arty w  e lu a ta ch  17, 18, 19 i 20). 
O n a tu r ze  p ozosta łych  frak cji sąd zim y n a  p od staw ie  ic h  ch arak terystyczn ego  ro zm ieszczen ia  na  
ch rom atogram ie  w  s to su n k u  do dw óch  fra k cji z id en ty fik ow an ych .

w ystępują obficie barw iki i nieswoiste ciała chromogenne, k tóre roz
k ładają się na całej długości chrom atogram u. Ciała te, stanowiąc bogato 
zróżnicowaną mieszaninę, zaciemniały obraz chrom atogram u 17-ks. O ka
zało się więc konieczne wydzielenie frakcji ketonowej przy pomocy od
czynnika G irarda T. Pomimo takiego oczyszczania ekstrak ty  nadal zawie
rały  różne barwiki, k tóre rozdzielały się natychm iast po wlaniu ekstrak tu  
do kolumny. Część z nich, tj. pigm enty najbardziej polarne, pozostają 
zaadsorbowane na tlenku glinu naw et po przejściu czystego alkoholu.

Benzen Benzen Benzen Benzen Benzen Alkohol

Rys. 3. Chromatogram obojętnych 17-kis w ekstraktach ketonow ych  
z 48 g-odz ilości moczu sam ca królika

Rys. 3. przedstaw ia chrom atogram  frakcji ketonowych z moczu k ró
lika; wydziela się siedem frakcji, z których najobfitsza jest frakcja m ało- 
polam a, znaleziona w eluatach n r  7, 8 i 9.
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206 J. KRZEMICKA [6]

Podobnie jak  w moczu ludzkim, część ciał dających swoistą reakcję 
Zim m erm anna nie adsorbuje się na tlenku glinu i stanow i frakcję (eluaty 
nr 1 i 2) najm niej zanieczyszczoną nieswoistymi ciałami chromogenny- 
mi. Benzen zaw ierający 0,1% alkoholu eluuje bardzo m ałe ilości 17-ks; 
pomiędzy eluatam i n r 15 i 25 daje się zaobserwować jeden, niekiedy dwa, 
mało w yraźne wierzchołki. Następnie w ystępuje bardzo w yraźny w ierz
chołek w  miejscu zajmowanym przez 11-ketosterydy w  chrom atogramach 
z moczu ludzkiego. K rzyw a absorpcji fotom etrycznej produktu barwnego 
reakcji Zimm erm anna eluatów krytycznych nie w ykazuje wyraźnie za
znaczonego maksimum. O statnia frakcja zawiera znaczne ilości pigmentów 
brunatnych  i daje z odczynnikiem  Zim m erm anna reakcję nietypową. 
Sześciokrotnie pow tarzane badanie chrom atograficzne 17-ks w moczu k ró
lika w  ciągu 12 kolejnych dni w ykazało dobrą zgodność poszczególnych 
wyników (Tabl. 3).

T a b l i c a  3

P ow tarza lność  w y n ik ó w  frakcjonow ania  chromatograficznego 17-ketosterydów  
w  moczu królika  zb ie ra n ym  przez 12 kolejnych dni

C hromato
gram nr

Objętość 
moczu w  ml 

(48 godz)
17-ks *) 

(|«g)

F r a k c j e * * )

I II III + IV V VI VII

1 420 895 19,1 33,1 12,1 22,1 9,5 4,1
2 490 810 10,6 35,9 15,3 25,1 9,7 3,6
3 590 753' 3,2 34,0 16,7 28,1 11,8 6,3
4 480 411 7,2 33,0 11,1 26,1 12,6 10,0
5 520 719 16,6 40,9 9,9 17,7 14,9
6 445 422 10,8 32,6 12,0 23,7 8,1 12,8

*) I lo ść  17-ks/48 godzin  po ch rom atografii, czyli su m a  w artości p oszczegó ln ych  elu a tów  
**) W yrażone w % ogóln ej ilo śc i 17-ks przypadających  n a  dan ą frakcję  (m in im u m  depresji 

m iędzy  w ierzch o łk am i p od zie lon o  przez 2 i każdą połow ę o d n ies ion o  do są s ied n ich  w ierzch ołk ów ).

Ponieważ frakcje III i IV nie we wszystkich przypadkach daw ały się 
dobrze oddzielić, obliczano je razem. Globalna ilość 17-ks podana w ta 
blicy 3 jest sum ą wartości znalezionych w eluatach; jest ona zawsze znacz
nie niższa od zawartości 17-ks oznaczonej w wyciągach z moczu przed 
chrom atografią. Zmniejszenie aktywności chromogennej wynosi przecięt
nie 20%, ale w jednym  przypadku osiągnęło 40%.

Po dodaniu do ekstraktów  ketonowych z moczu królika mieszanki k ry 
stalicznego androsteronu i dehydroizoandrosteronu otrzym aliśm y chrom a
togram  przedstaw iony na rys. 4. Widzimy, że frakcja II ma tę samą po- 
larność co dehydroizoandrosteron. Uderza również bardzo skąpa ilość 
frakcji III, zawierającej androsteron. Nie posiadaliśmy niestety innych
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'Benzen Benzen Benzen Benzen benzen  Alkohol

Rys. 4. L inia ciągła przedstaw ia chrom atogram  obojętnych 17-ks w  w yciągach keto
now ych z 48 godz ilości m oczu samca królika  

L inia przeryw ana oznacza chromatogram 17-ks z innej porcji 48 godz ilości moczu 
tego sam ego królika. Do ekstraktu m oczu dodano 200 g czystego, krystalicznego  

dehydroizoandrosteronu i 370 g androsteronu

Benzen Benzen Benzen Benzen Benzen Alkohoi

Rys. 5. Chrom atogram  17-ks w  ekstraktach ketonow ych moczu sam ic szczurów
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208 J. KRZEMICKA [8]

ciał wzorcowych dla przeprowadzenia dalszych porównań, które pozwala
łyby na rozpoznanie innych frakcji ketosterydów.

Chrom atogram y 17-ks u szczura uzyskiwano z czterech złączonych 
ekstraktów  ketonowych z moczu zbieranego przez 17 godzin na dobę w cią
gu czterech kolejnych dni. Chrom atogram y takie uw idaczniają obecność 
VI do V II frakcji, z k tórych najbogatsze są frakcje II i V (Rys. 5). E luaty 
krytyczne dają w reakcji Zimmermanna zabarwienie, k tórych krzyw a 
absorpcji wykazuje w yraźne maksimum przy X =  520 m/u bez wysokich 
absorpcji przy X =  430 m/u. W kilku eluatach w ystępują jeszcze substancje 
chromogenne nieswoiste, ale w znacznie mniejszej obfitości niż w od
powiednich eluatach u królika. Obie frakcje o średniej polarności, tj. f rak 
cja II i IV są podobnie jak  u królika słabo oddzielone i nie zawierają 
więcej niż 15% ogółu chromogenów Zimm erm anna. Pow tarzane frakcjo
nowanie 17-ks w moczu szczura przez 16 kolejnych dni w ykazało 'dobrą 
zgodność wyników (Tabl. 4).

T a b l i c a  4

Powtarza lność  w y n ik ó w  frakcjonowania chromatograficznego 17-k e to s te ryd ów  
w  moczu szczura zb ieran ym  przez  16 kolejnych dni

Nr chrom a- 
togram u

Mocz *) 
(ml)

17-ks po 
chrom ato
grafii (/tg)

F r a k c j e  w  %

I II III + IV V VI VII

7 220 400 6,3 44,3 14,2 19,2 6,1 9,9
8 360 470 10,3 30,8 14,4 27,6 7,6 8,9
9 410 545 8,9 35,3 16,2 28,3 5,5 5,8

10 380 730 7,7 32,1 14,3 30,4 5,8 9,7

*) M ocz z  4 d n i zb ierany  przez 17 godzin  n a  dobę w  okresie g łod zen ia

DYSKUSJA

Otrzym ane przez nas chrom atogram y 17-ks z moczu ludzkiego są na j
bardziej zbliżone do chrom atogramów Zygmuntowicza i współpr. [22], 
gdyż frakcje  zawierające androsteron i etiocholanolon nie dały się w y
raźnie rozdzielić. Poza tym  charakter naszych chrom atogram ów z praw i
dłowego moczu ludzkiego pokrywa się z w ynikam i innych badaczy [4, 5, 
7, 15, 16, 17, 18, 22].

Bezbłędna identyfikacja składu chemicznego poszczególnych frakcji 
wym agałaby zastosowania spektrofotografii w podczerwieni oraz pełnej 
analizy fizycznej i chemicznej każdej frakcji. W naszych w arunkach ana
liza taka była niewykonalna. Zastosowana w  obecnej pracy m etoda elucji 
mieszanej, będąca chrom atograficznym  odpowiednikiem mieszanego punk
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[9] ROZDZIAŁ CHROMATOGRAFICZNY 17-KETOSTERYDÓW 209

tu  topnienia [20], jest niew ystarczająca. Toteż o naturze chemicznej fra k 
c ji uzyskanych w naszych chrom atogram ach możemy sądzić jedynie po
średnio, przez porównanie z wynikam i innych badaczy, k tórzy dokonali 
pełnej analizy [1].

Badania te  jednak dotyczą tylko moczu człowieka i skład 17-ks w y
stępujących w moczu królika i szczura pozostaje nieznany. Niemniej 
przedstaw ione w obecnej pracy w yniki w skazują na pewne isto tne różnice 
zachodzące między składem  17-ks z moczu człowieka a składem  17-ks 
z moczu gryzoni laboratoryjnych. W chrom atogram ach królika i szczura 
można wprawdzie rozpoznać na podstawie umiejscowienia wierzchołków 
fal takie same frakcje sterydów jak  w  odpowiednich chrom atogram ach 
ludzkich, jednak odsetkowa zawartość sterydów  w poszczególnych frak 
cjach jest całkowicie odmienna.

W moczu ludzkim androsteron i etiocholanolon stanow ią 50— 70°/o 
wszystkich 17-ks. U szczura i u królika największa fala chrom atograficz
na odpowiada frakcji mało polarnej, k tórą eluuje benzen zawierający 
0,05% alkoholu, i k tóra posiada te  same własności absorpcyjne co /5-keto- 
sterydy. Frakcja ta  zawiera przeciętnie 35% wszystkich 17-ks. Drugą 
ważną frakcję  stanowi frakcja wysoce polarna, posiadająca tę  samą zdol
ność absorpcyjną co 11-oksysterydy: 11-ketoetiocholanolon i 11-hydroksy- 
androsteron. W środkowej części chrom atogram ów królika i szczura brak 
jest wysokich fal androsteronu i jego izomeru, w ystępujących w moczu 
człowieka.

Hoffman, Sabin i Desbarats (przyt. wg. [19]) wykazali, że u królika 
redukcja testosteronu zachodzi wybiórczo w pozycji C4. Badacze ci, po 
podaniu królikowi testosteronu, w yodrębnili z jego moczu m ałe ilości etio- 
cholanolonu, nie znaleźli zaś nawet śladów androsteronu. Jest więc p raw 
dopodobne, że eluaty n r  15 do 25 zaw ierają — przynajm niej u królika — 
tylko etiocholanolon w niewielkich ilościach. Niestety, w obecnej pracy 
nie mogliśmy tego wykazać, ponieważ stosowana przez nas metoda nie 
pozwalała na dobry rozdział obu izomerów.

Rozdzielenie chrom atograficzne 17-ks moczowych u szczura i u k ró
lika dowodzi, że nie można przypisywać tego samego znaczenia pomiarowi 
globalnego wydzielania tych sterydów u człowieka i zwierząt labora
toryjnych. A ndrosteron i etiocholanolon są najbardziej obfite u czło
wieka, podczas gdy w moczu królika etiocholanolon w ystępuje tylko w  bar
dzo niewielkich ilościach, a androsteron prawdopodobnie nie w ystępuje 
wcale.

Sądzim y więc, że De Koning i współpr. [3] niesłusznie wnioskują 
o braku w  jajn ikach kobiet prekursorów  dla 17-ks na podstawie swych 
badań, przeprowadzonych na królicach norm alnych i trzebionych.
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Pod względem ilościowym wyniki nasze są niższe od danych w  lite 
raturze [9, 11, 10, 13]. Oczyszczanie odczynnikiem G irarda, które stosują 
nie wszyscy autorzy, oraz adsorbcja chrom atograficzna poważnie zm niej
szają nasilenie barw nej reakcji Zimmermanna.

Zauważyliśmy, że adsorbcja chromatograficzna pozwala dokładniej 
oczyszczać sterydy, gdyż znaczna ilość ciem nobrunatnych barw ików  
z ekstraktów  ketonowych ulega elucji dopiero w ostatniej frakcji, reszta 
zaś pozostaje na tlenku glinu. Nieswoiste ciała chromogenne rozdzie
lają się na k ilka frakcji, k tó re  w reakcji Zimm erm anna dają zabarwienie 
o rozm aitych krzywych absorpcji fotom etrycznej. Proporcje tych niesw oi
stych reakcji są niejednakow e w poszczególnych porcjach moczu. Popraw 
ki kolorym etryczne w  postaci wzorów lub nomogramów, jako niepewne 
dla moczu ludzkiego, nie m ają również żadnego zastosowania dla moczu 
zwierzęcego.

W konkluzji, w yniki rozdziału chromatograficznego 17-ks w moczu 
królika i u szczura w ykazały istotne różnice w  porównaniu z moczem 
człowieka. Niezbędna jest jednak dalsza analiza jakościowa tych sterydów  
zwierzęcych. Do czasu całkowitego i pewnego rozpoznania składu po
szczególnych frakcji sterydów  konieczna będzie daleko idąca ostrożność 
w in terpretacji pomiarów globalnego wydzielania obojętnych 17-ks z m o
czu zwierząt doświadczalnych.

STRESZCZENIE

Obojętne 17-ketosterydy z moczu człowieka, królika i szczura rozdzie
lono na frakcje metodą chrom atografii na kolum nie wypełnionej tlenkiem  
glinu. W yniki frakcjonow ania są bardzo różne u człowieka i u obu gatun 
ków gryzoni. U tych ostatnich najobficiej w ystępują dwie frakcje, z k tó 
rych pierwsza posiada polarność dehydroizoandrosteronu, druga polar- 
ność 11-oksysterydów. A ndrosteron i etiocholanolon, które u człowieka 
w ystępują w ilości 50— 70% ogółu 17-ks, są praktycznie nieobecne u k ró 
lika i szczura.

W yniki nasze wskazują, że globalnemu oznaczeniu 17-ks u zwierząt 
laboratoryjnych nie można przypisywać tego samego znaczenia fizjolo
gicznego co u człowieka.
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LES 17-CÉTOSTÉROIDES ET 17-HYDROXYSTÉROIDES URINAIRES  
CHEZ L ’HOMME, LE LA PIN  ET LE RAT

II. SÉPARATION CHROMATOGRAPHIQUE DES 17-CËTOSTÉROIDES NEUTRES

R é s u m é

Les 17-cétostéroides neutres urinaires chez l ’homme, le ra t et le lapin 
ont été séparés par m icro-chrom atographie su r colonne d ’alumine. Les 
résultats du fractionnem ent sont très différents chez l ’homme et chez les 
deux rongeurs. Chez ces derniers les deux fractions les plus im portantes 
ont, l’une une polarité semblable à la déhydroisoandrostérone et l’isoandro- 
stérone, l ’au tre  une polarité semblable aux 11-oxystéroides. L ’androsté- 
rone et l ’étiocholanolone, qui chez l’homme représentent 50 à 70°/o des 
17-cs globaux, sont pratiquem ent absentes des urines du ra t et du lapin. 
Nos résu lta ts m ontrent, qu’on ne peut a ttribuer à une m esure globale des 
17-cs la même signification physiologique chez les anim aux e t chez 
l ’homme.

Otrzym eno 22.6.57 r.
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A C T A  B I O C H I M I C A  P O L O N I C A  
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T. BORKOWSKI

BADANIA NAD ODDYCHANIEM TKANKI MÓZGOWEJ 
IN  VITRO

Z Z akładu  Chemii Fizjologicznej A kadem ii  M edycznej w  Lublinie  
K ierow nik:  prof. d r  J. O pieńska-Blauth

Jak  w ykazały badania Quastela i współpracowników [12], w pływ  n a r
kotyków na oddychanie tkank i mózgowej in vitro  dopiero w tedy wyraźnie 
ujaw nia się, kiedy na m etabolizujące skraw ki kory mózgowej zadziała się 
czynnikiem  stym ulującym  procesy oddechowe.

Do stym ulacji tkanki mózgowej in vitro  stosowane są im pulsy elek
tryczne o niskim  napięciu [18] przy użyciu odpowiedniej apara tu ry  [4]. 
Badania licznych autorów  wykazały, że przy drażnieniu skraw ków  kory 
mózgowej zwiększa się zużycie tlenu i ilość nagromadzonego kw asu m le
kowego [19] przy równoczesnym zmniejszeniu zawartości fosfokreatyny 
i nagrom adzeniu nieorganicznego fosforanu [20].

Z innych czynników jony potasowe [21, 22, 3, 8], amonowe [15, 39], 
2,4-dwunitrofenol [21, 22] i kwas glutam inowy [15, 39] działają stym u
luj ąco na zużycie tlenu  przez metabolizujące in vitro  skraw ki kory  móz
gowej. W poprzedniej pracy w nawiązaniu do nieznanego mechanizmu 
działania bromu, przeprowadzono badania nad wpływem różnych stężeń 
bromku sodowego na aktywność układu cytochromowego w homogeniza- 
tach tkanki mózgowej m yszy [6].

Celem niniejszej pracy jest wykazanie, jaki udział w  procesie stym u
lacji potasowej odgryw ają aniony z grupy chlorowców oraz jakie działa
nie w yw ierają inne czynniki stym ulujące w stosunku do zniszczonej i nie 
zniszczonej s tru k tu ry  komórkowej tkanki mózgowej.

CZĘŚC d o ś w i a d c z a l n a

I. Metoda badań

Do badań używano myszek białych wagi 15 do 20 g pozostających na 
zwykłej diecie mieszanej.

[213]
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Myszki zabijano przez dekapitację bez uprzedniego stosowania jakich
kolwiek środków narkotycznych. Po przecięciu kości czaszki wydobywano 
mózg i oddzielano półkule od pnia mózgowego.

1. Skraw ki mózgowe sporządzano z jednej półkuli mózgowej przez 
poprzeczne pocięcie kory na płatki grubości 1,0 mm. Średnia waga skraw 
ków mózgowych użytych w  pojedynczym oznaczeniu wynosiła od 70 do 
100 mg mokrej wagi. Suchą wagę użytej tkanki uzyskiwano przez ogrze
wanie skraw ków w temp. 100° w ciągu trzech godzin.

2. Homogenizaty tkanki mózgowej sporządzano w sposób następu ją
cy: Korę półkul mózgowych po zważeniu umieszczano w  dolnej części 
szklanego homogenizatora zanurzonego w lodzie. Całkow itą homogenizację 
tkanki uzyskiwano, po 5-minutowym rozcieraniu jej szklanym  doszlifo
wanym  walcem w temp. 0°, w wodnym roztworze soli.

W ten sposób przygotowany homogenizat w ykazyw ał w  badaniu m i
kroskopowym całkowity b rak  elementów tkankow ych i komórek. Z aw ar
tość mokrej m asy tkanki w homogenizatach wynosiła 10 do 12°/o.

3. Oznaczenia przem iany oddechowej dokonywano metodą manome- 
tryczną w aparacie W arburga w atm osferze powietrza. W naczyńku głów
nym  umieszczano każdorazowo skrawek mózgu lub odpowiednią (w prze
liczeniu na wagę tkanki) ilość homogenizatu w roztworze soli. W ostatecz
nym swym składzie m ieszanina reagująca zawierała: NaCl — 128 mM, 
KC1 — 5 mM, CaCl2 — 0,6 mM, MgSO, — 1,3 mM, KH2P 0 4 — 0,65 mM, 
Na2H P 0 4 — 5,0 mM, całość doprowadzono do pH 7,4 za pomocą HC1. 
Ponadto do układu dodawano glikozę w stężeniu 0,1 M albo kwas glu
tam inowy w  stężeniu 0,1 M. Naczyńko centralne zawierało każdorazowo 
0,2 ml 20% NaOH. Czynnik stym ulujący oddychanie umieszczano bądź 
w ram ieniu bocznym, bądź bezpośrednio w  naczyńku głównym. In ten 
sywność procesów oddechowych określano przy pomocy Qo2 (m̂I 0 2/mg 
suchej masy/godz).

II. W yn ik i doświadczeń

W stępne doświadczenia w ykazały, że wartość Qo2 w zrasta w m iarę 
zwiększenia powierzchni m etabolizującej tkank i przez zwiększenie stop
nia rozdrobnienia tkanki. Qo2 dla pojedynczego płata kory mózgowej w y
nosi średnio 4,1, a w zrasta do wartości 7,7 przy rozdrobnieniu tkank i na 
kilka 1 mm skrawków.

Sole potasowe chlorowców w  ekw iw alentnych stężeniach dodawano 
z ram ienia bocznego. Pom iarów dokonywano w ciągu 30 m in przed do
daniem i po 30 min od m omentu dodania soli. W pływ tych soli na in ten
sywność procesów oddechowych skraw ków kory mózgowej w obecności 
glikozy jako  substra tu  ilustru je  tablica 1. W tablicy tej zestawione w ar
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to śc i Q q 2 są śred n im i z k ilk u  a n a lo g icz n y c h  p om iarów . B łą d  p o sz c z e g ó l
n y c h  p o m ia r ó w  w a h a ł s ię  w  g ra n ica ch  ± 5°/o .

Jak  w ynika z tablicy 1 Q0_, dla poszczególnych układów przed doda
niem  soli potasowych w aha się w wąskich granicach, natom iast po do
daniu KC1, K Br i K J stopień zużycia tlenu wyraźnie w zrasta jako wyraz

T a b l i c a  1

W p ły w  soli po tasowych  na zużycie  tlenu przez  sk raw k i k ory  m ózgowej .  Sole p o ta 
sow e  dodaw ane  po u p ływ ie  30 min  inkubacji. W arunki inkubacji  podane w  tekście

D odaw any zw iązek  
po 30 min

Qo 2
przed dodaniem po dodaniu

R óżnica

Qo 2
% stym ulacji 

lub ham ow ania

h 2o 8,4 8,4 — —

KC1 0,1 M 8,7 9,7 +  1,0 11,5

KBr 0,1 M 8,5 9,9 +  1 + 16,5

KJ 0,1 M 8,2 9,6 +  1,4 17,0

KF 0,1 M 8,9 6,9 —2,0 22,0

pobudzenia procesów oddechowych, przy czym obecność anionów Cl', Br' 
i J ' nie wpływa na wysokość stym ulacji. Jedynie po dodaniu fluorku pota
sowego stym ulacja potasowa nie zaznacza się, natom iast stw ierdza się 
znaczny spadek Qq2 .

N astępną serię doświadczeń przeprowadzono w ten  sposób, że inku
bacja skraw ków  mózgowych odbywała się od początku w  obecności ba
danych soli potasowych tak, że czynnik stym ulujący działał w ciągu ca
łego 60-minutowego czasu trw ania  doświadczenia. Tablica 2 ilu stru je  w y
niki tych doświadczeń, przy czym, jak  i w  poprzednich doświadczeniach, 
źródłem węgla w czasie inkubacji była glikoza, a wartości Qq2 są śred
nim i uzyskanymi z kilku pomiarów.

T a b l i c a  2

W p ły w  soli po tasow ych  na zużycie  tlenu przez  sk raw k i k ory  m ózgowej .  Sole p o ta 
sowe dodawane od początku inkubacji.  Substrat u tlen iany  — glikoza

Dodawany czynnik Q o2
Różnica Q q 2 w  stosunku  

do kontroli
% stym ulacji lub  

ham ow ania

h 2o 7,7 — —

KC1 0,1 M 9,5 +  1,8 23,3

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, że przy 60-minutowej inkubacji skraw ka z do
daniem soli potasowych wzrost zużycia tlenu jest większy niż przy 30-mi- 
nutowej inkubacji, lecz proporcjonalny do czasu działania dodanej sub
stancji. Również i w tych  w arunkach rodzaj towarzyszącego kationowi 
potasowemu anionu nie ma wpływu na wielkość stym ulacji procesów od
dechowych. W yjątek stanow i anion fluorkowy, który silnie ham uje szyb
kość i intensywność procesów oddechowych.

W dalszych doświadczeniach badano w pływ  soli potasowych na oddy
chanie homogenizatów tkanki mózgowej pozbawionych całkowicie elemen
tów komórkowych. W tym  celu do poszczególnych naczyniek inkubacyj- 
nych dodawano po 0,5 ml homogenizatu, co w przeliczeniu na suchą masę 
wynosiło około 100 mg tkanki. Środowisko solne było takie samo jak  przy 
oddychaniu skrawków, a substratem  dla spalań była glikoza.

T a b l i c a  3

W p ły w  soli potasowych na zużycie  tlenu przez  hom ogenizaty  k ory  m ózgowej .  S u b 
strat u tleniany  — glikoza

Dodawany czynnik Q o2 Różnica Qq2 
w stosunku do kontroli

% stym ulacji 
lub ham owania

h 2o 8,2 — —

KC1 0,1 M 8,2 — —

KBr 0,1 M 7,8 — 0,4 5,2

KJ 0,1 M 5,5 — 2,7 35,0

KF 0,1 M 2,9 — 5,3 68,0

W tablicy 3 podano zestawienie średnich wartości otrzym anych w y
ników, k tóre wykazują wyraźnie, że w preparatach bezkomórkowych brak  
jest jakiejkolwiek stym ulacji procesów oddechowych po dodaniu soli po
tasowych. Sole potasowe zachowują się więc odm iennie w stosunku do 
preparatów  komórkowych i bezkomórkowych kory mózgowej. Zamiast 
stym ulacji obserwuje się spadek aktywności oddechowej homogenizatów 
w obecności KBr, K J i KF, przy czym najwyższe zahamowanie oddycha
nia odnosi się do układów z fluorkiem  potasowym. Oprócz jonów potaso
wych również i inne kationy jedno wartościowe powodują w tkance móz
gowej wzrost oddychania i aerobowej glikolizy. K ationem  takim  jest m ię
dzy innymi jon amonowy.

Efekt stym ulacji oddychania wywołuje również 2, 4-dwunitrofenol oraz 
kwas glutaminowy. W dalszej serii doświadczeń przebadano porównawczo 
wpływ tych substancji na procesy oddechowe zarówno skrawków mózgo
wych, jak  i homogenizatów. W szystkie te  związki były dodawane do na
czyńka głównego od początku inkubacji. Jak  w ynika z licznych danych,
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stężenie kwasu glutaminowego w tkance mózgowej jest 20-krotnie wyższe 
aniżeli w otaczającym  środowisku [34, 35]. W związku z tym, kwas glu
tam inow y dodawano do układu w stężeniu odpowiadającym  jego koncen
tracji w ew nątrzkom órkowej, co w yraża się wartością 4,6XIO-4 M.

Zgodnie z danym i z litera tu ry  [21], 2, 4-dwunitrofenol dodawano w stę
żeniu 2,5 KIO-5 M, natom iast chlorek amonowy jako jedno wartościowy 
kation w  stężeniu 0,1 M. We wszystkich układach glikoza była substratem  
utlenianym . Otrzym ane w tych w arunkach średnie wartości Q0 dla ho- 
m ogenizatów i skraw ków  ilustru je  tablica 4. Jak  widać, DNP (2, 4-dwu
nitrofenol) działa stym uluj ąco na wzrost zużycia tlenu zarówno przez 
skraw ki kory  mózgowej, jak i przez homogenizaty. Podobnie zachowuje

T a b l i c a  4

W p ływ  DNP, kw asu  glutaminowego i NH4C1 na oddychanie sk ra w k ó w  i homo-  
genizatów  k ory  mózgowej. Substra t u tlen iany  — glikoza

Substancja
dodawana

Skrawki tkanki Hom ogenizaty tkanki

Q o2
Różnica Q0  
w  stosunku 
do kontroli

% stym ulacji 
lub 

ham owania
Q o2

R óżnica Qq2 
w stosunku  
do kontroli

% sym ulacji 
lub 

ham owania

h 2o 7,7 — — 8,2 — —

DNP 2,5X10-5 M 11,7 +  4,0 52,0 12,4 +  4,2 51,0

K w as glutam ino
w y 4,6X10~4 M 8,4 +  0,7 9,0 10,0 +  1,9 23,4

NH4C1 0,1 M 6,7 — 1,0 13,0 7,3 — 0,9 10,9

się kwas glutaminowy, k tó ry  w stosowanym  stężeniu w yw iera jednak 
nieco silniejszy wpływ stym ulujący na zużycie tlenu przez homogenizaty, 
niż przez skraw ki kory mózgowej.

W działaniu jonów amonowych na procesy oddechowe można w y
różnić dwa okresy: pierwszy 30-minutowy, kiedy zużycie tlenu  jest wyż
sze aniżeli w  próbie kontrolnej, i następny 30-minutowy okres, kiedy zu
życie tlenu jest znacznie obniżone — również w  stosunku do próby kon
trolnej.

W dalszej serii doświadczeń przeprowadzono badania nad wpływem 
wyżej stosowanych czynników stym ulujących na oddychanie skrawków 
i homogenizatów w środowisku zaw ierającym  inny substra t do spalań 
aniżeli glikoza. Jak  w ynika z prac w ielu autorów, w środowisku enzyma
tycznym tkank i mózgowej przy braku glikozy, kw as glutam inowy jest 
szybko utleniany do kwasu a-ketoglutarowego i amoniaku, a dalej do 
C 02 i H20 , przy czym w procesach oddechowych w  całości zastępuje gli- 
kozę [38, 11, 7]. Inkubację przeprowadzano w tym  samym środowisku
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solnym z tą  różnicą, że zamiast glikozy dodawano kwasu glutaminowego 
w stężeniu 0,1 M, a całość środowiska doprowadzano do pH  7,4 za pomo
cą NaOH.

Tablica 5 podaje w yniki przeprowadzonych doświadczeń w w arun
kach powyżej opisanych. Z danych liczbowych widać, że oddychanie wobec 
kwasu glutaminowego jako jedynego źródła węgla odbywa się w  sposób

T a b l i c a  5

Wartości  Q0 .> dla sk ra w k ó w  i homogenizatów k ory  m ó zg o w e j  w  obecności różnych  
stym ula torów . Substrat u tleniany  — k w a s  g lu tam in ow y

Dodawana
substancja

Skrawki H om ogenizaty

Go*
Zmiany Qq2 
w  stosunku  
do kontroli

% stym ulacji 
lub 

ham owania
Q o2

Zm iany Qq2 
w  stosunku  
do kontroli

% stym ulacji 
lub 

hamowania

HjO 8,1 — — 7,1 — —

KC1 0,1 M 10,3 +  2,2 27,1 7,1 — —

KBr 0,1 M 10,1 +  2,0 24,7 6,6 —0,5 7,0

KJ 0,1 M 10,3 +  2,2 27,7 5,6 - 1 ,7 23,9

KF 0,1 M 5,4 —2,6 32,4 4,0 —3,1 43,6

DNP 2,5X 10-5 M 10,1 +  2,0 24,7 9,1 +  2,0 28,1

N H 4C1 0,1 M 5,3 —2,7 32,4 5,3 — 1,8 25,3

niemal identyczny jak w obecności glikozy. W obecności glutam inianu 
sodowego sole potasowe chloru, bromu i jodu wyw ołują wzrost przem iany 
oddechowej w skraw kach kory  mózgowej, w yrażający się wzrostem Qq2 
od 24 do 27%. To samo odnosi się do DNP. Natom iast fluorek potasowy 
i chlorek amonowy powodują w yraźne zaham owanie zużycia tlenu. W do
świadczeniach, w których badano zużycie tlenu przez preparaty  ze znisz
czoną struk tu rą  komórkową, sole potasowe bądź nie w pływ ały na szyb
kość i intensywność zużycia tlenu, bądź w yw ierały wpływ ham ujący — 
a więc przeciwnie niż w doświadczeniach ze skraw kam i. Działanie DNP 
i chlorku amonowego było takie samo jak  w doświadczeniach ze sk raw 
kami.

Tablica 6 przedstaw ia w  zestawieniu udział badanych substancji na 
przem ianę oddechową w różnych w arunkach doświadczalnych. Na uwagę 
zasługuje fakt, że spośród przebadanych substancji jedynie DNP działa 
stale stym ulująco na zużycie tlenu, niezależnie od charakteru  badanego 
preparatu , jak  i substancji utlenianej, natom iast działanie soli potaso
wych jest związane niezmiennie z zachowaną s tru k tu rą  komórkową. 
Fluorek jako inhibitor glikolizy działa silnie ham ująco na zużycie tlenu
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nie ty lko  w środowisku zawierającym  jako substrat glikozę, lecz również 
i w w arunkach, w których substancją utlenianą jest kwas glutam inowy. 
W stosow anym  stężeniu fluorek potasowy jest więc inhibitorem  szerszego 
zespołu enzymów.

T a b l i c a  6

Zestaw ien ie  porów naw cze  w p ły w u  przebadanych  substancji na zużycie  tlenu przez  
skraw ki i hom ogeniza ty  k ory  m ózgow ej

Preparat
enzym atyczny

Substrat

C z y n n i k i

stym ulujące
zużycie

tlenu

bez w pływ u  
na zużycie  

tlenu

ham ujące zu życie  
tlenu

1 '

Skraw ki kory 
m ózgow ej

Glikoza KC1, KBr, KJ, DNP, 
K w as glutam inow y

— KF, NH4C1

Kwas gluta
m inow y

KC1, KBr, KJ, DNP — KF, NKjCl

H om ogenizaty  
kory m ózgow ej

Glikoza DNP, Kwas g lu ta 
m inow y

KC1 KBr, KJ, KF, 
N H 4C1

Kwas gluta
m inow y

DNP KC1 KBr, KJ, KF, 
NH 4C1

DYSKUSJA

Od dawna czynione są próby wyjaśnienia mechanizmu działania k a 
tionów alkalicznych w  procesie stym ulacji i oddychania tkank i mózgo
wej. W licznych pracach wykazywano [26, 5, 30, 14, 27, 24, 32, 33], że jony 
potasowe są aktyw atorem  znacznej liczby enzymów, szczególnie zw ią
zanych z reakcjam i transfosforylacji. W pracach tych, prowadzonych 
głównie przy użyciu niewielkich stężeń soli potasowej na wyizolowanych 
system ach enzymatycznych, starano się wykazać bezpośredni udział ka
tionu w przebiegu wyosobnionej reakcji enzymatycznej [13].

M cllvain [21], na podstawie licznych swych prac, wiąże mechanizm 
działania wysokich stężeń jonów potasowych z różnicą stężeń potasu 
w środowisku w ew nątrz- i zewnątrzkomórkowym, co z kolei związane 
jest z nakładem  energii niezbędnej dla aktywnego transportu  potasu 
przez błonę komórkową i zachowania właściwego stosunku stężeń po obu 
stronach błony. Jak  wynika z danych niniejszej pracy, wzrost m etabo
lizmu w yrażający się wzrostem QC2 spowodowany dodatkiem  0,1 M KC1 
odnosi się ty lko do skrawków kory mózgowej, natom iast nie wpływa zu
pełnie na wzrost metabolizmu w preparatach ze - zniszczoną struk tu rą  
komórkową (homogenizaty).
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Tak więc otrzym ane w niniejszej pracy wyniki, jak  też i przytoczone 
wyniki innych autorów  przem aw iają raczej na korzyść koncepcji w ią
żącej stym ulującą rolę wysokich stężeń jonu potasowego z nie zniszczoną 
struk turą  komórkową.

W prawdzie Abood i współpr. [1] przeprowadzając badania porów
nawcze otrzym yw ali również i w preparatach  m itochondrialnych tkanki 
mózgowej efekt stym ulacji oddychania pod wpływem  prądu elektrycz
nego, lecz jak  to zostało później wykazane przez M cllvaina [26] efekt ten 
jest zależny od rodzaju użytej do stym ulacji elektrody. Natom iast zo
stało stwierdzone, że dezintegracja tkank i mózgowej znosi stym ulujący 
efekt jonów potasowych w procesie syntezy acetylocholiny [16, 23, 28].

W badaniach nad mechanizmem działania jonów potasowych stoso
w any jest we wszystkich pracach chlorek potasowy, natom iast inne sole 
potasowe nie były brane pod uwagę. Przeprowadzone przez nas doświad
czenia wykazały, że spośród 4 anionów grupy chlorowców, tylko anion 
tzw. „trucizn pasteurow skich“, które ham ując anaerobową glikolizę podu
chowe — zarówno w  preparatach skraw ków  kory mózgowej, jak i w ho- 
mogenizatach.

Fluorek jest znanym  inhibitorem  glikolizy i ham uje oksydację gli- 
kozy przez p repara ty  tkanki mózgowej, natom iast nie wpływa na u tle
nianie m leczanu [9]. Fluorek jest więc głównie inhibitorem  anaerobowego 
odcinka spalania glikozy. Jednakże — jak  w ynika z danych niniejszej 
pracy — w stosowanym  stężeniu fluorek powoduje znaczne zahamowanie 
zużycia tlenu, niezależnie od tego, czy substratem  utlenianym  jest gli- 
koza czy kwas glutam inowy. W swym działaniu różni się więc od grupy 
tzw. „trucizn pasteurow skich“ , które ham ując anaerobową glikolizę pobu
dzają zużycie tlenu  w preparatach enzymatycznych.

O ile towarzyszące potasowi aniony chloru, bromu i jodu nie w yw ie
rają wyraźnego w pływu na stym ulację oddychania skrawków kory móz
gowej, O' ty le  w stosunku do homogenizatów aniony bromu i jodu dzia
łają hamująco na szybkość zużycia tlenu. Na podstawie przeprowadzo
nych badań trudno byłoby wyjaśnić mechanizm hamującego działania 
tych anionów.

Stym ulacja oddychania skraw ków  kory mózgowej przez kwas g lu 
tam inow y jest znana od dawna [15, 37], jednakże mechanizm działania 
stym ulującego nie jest do dzisiaj dokładnie w yjaśniony. Wpływ kwasu 
glutaminowego podobny jest do działania tzw. „trucizn pasteurowskich“ — 
związków pobudzających w ybitnie aerobową glikolizę na gruncie n o r
malnego lub podwyższonego zużycia tlenu.

Głównym przedstaw icielem  grupy tych związków jest 2,4-dwunitro- 
fenol (DNP). DNP będąc w ybitnym  aktyw atorem  apyrazy  powoduje

http://rcin.org.pl



19] BADANIA NAD ODDYCHANIEM TK ANK I MÓZGOWEJ IN VITRO 221

szybki rozpad ATP i obniżenie jego poziomu w środowisku enzymatycz
nym [17]. Podobnie dodatek kwasu glutaminowego powoduje obniżenie 
poziomiu ATP — związku niezbędnego dla norm alnego przebiegu anaero- 
bowej glikolizy [31]. To obniżenie poziomu ATP wiąże się być może z jego 
w ykorzystaniem  w procesie syntezy glutam iny [2].

M clllvain przypuszcza natomiast, że stym ulacja oddychania pod w pły
wem kw asu  glutaminowego wiąże się z aktyw ną absorpcją przez ko
mórki mózgowe jonu potasowego. Nasze obserwacje w ykazują, że stym u
lacja oddychania spowodowana kwasem glutam inowym  nie jest związana 
z nie z:niszczoną s truk tu rą  komórkową, natom iast, podobnie jak  DNP, 
pobudza procesy oddechowe zarówno w  preparatach  bezkomórkowych, 
jak też i w  skraw kach kory  mózgowej.

Już dawno, bo w roku 1932 Quastel i W heatley [29] wykazali, że kwas 
glutam inow y jako jedyny substrat obecny w podłożu jest utleniany przez 
skraw ki mózgowe świnki morskiej. Edelbacher i Wiss [10] stwierdzili 
następnie, że spośród wielu aminokwasów jedynie kwas L-glutam inowy 
może spełniać tę rolę, a na podstawie badania porównawczego różnych 
tkanek wykazano [7], że najw iększą aktywność dezam inazy kwasu glu
taminowego w ykazuje tkanka mózgowa.

Jak  wynika z naszych doświadczeń, nasilenie procesów oddechowych 
zarów no w homogenizatach, jak  i w skraw kach kory  mózgowej w obec
ności kw asu  glutaminowego, jako jedynego substra tu  utlenianego — jest 
takie saimo, jak w obecności glikozy. Jony  potasowe w  obecności kwasu 
glutaminowego, podobnie jak  w obecności glikozy, pobudzają zużycie 
tlenu ty lk o  przez skraw ki mózgowe, nie w yw ierając w pływu lub powo
dując nieznaczną inhibicję (w zależności od towarzyszącego anionu) w  pre
paratach  bezkomórkowych kory mózgowej.

Fakt ten  może świadczyć o tym, że niezależnie od utlenianego sub
stratu , potasowa stym ulacja oddychania wiąże się tylko z nie zniszczoną 
stru k tu rą  komórkową. W tym  przypadku w ystępuje również odmienne 
działanie stym ulacji potasowej i stym ulacji elektrycznej, przy której, 
jak  to wykazał Waelsh [36], w  obecności kwasu glutahninowego nie w y
stępuje wzrost zużycia tlenu.

Osobnego omówienia wym aga działanie jonu amonowego na procesy 
oddechowe tkanki mózgowej. Jak  wykazał W eil-M alherbe [37], jon amo
nowy w stężeniu 33 ¡i M w yw iera wpływ  stym ulujący na procesy odde
chowe podobnie jak  jon potasowy. Z naszych doświadczeń wynika, że 
wpływ  jonów amonowych na procesy oddechowe tkanki mózgowej jest 
nieco odmienny. W obecności glikozy — jako substra tu  utlenianego — ob
serw uje się po 30-minutowym podwyższeniu zużycia tlenu  powolny spadek 
nasilenia procesów oddechowych, co w konsekwencji wyraża się spad-
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kiem wartości Qog w stosunku do prób kontrolnych o około 10%. F ak t 
ten, na podstawie przeprowadzonych doświadczeń, nie daje się w sposób 
dostatecznie umotywowany wyjaśnić.

Poza tym  w preparatach ze zniszczoną stru k tu rą  kom órkową działanie 
jonu amonowego jest analogiczne jak  w  skraw kach kory  mózgowej. 
Działanie jonu amonowego jest więc niezależne od s tru k tu ry  kom órko
wej, w  przeciwieństwie do działania jonów potasowych.

W obecności kwasu glutaminowego jako jedynego substra tu , jon am o
nowy wywiera w yraźny wpływ ham ujący na szybkość i natężenie p ro 
cesów oddechowych, w yrażający się spadkiem Qog od 25 do 35%, nieza
leżnie od tego, czy pomiarów dokonywano w doświadczeniach ze sk raw 
kam i czy homogenizatami.

P róby w yjaśnienia mechanizmu działania jonu amonowego w naw ią
zaniu do obecnie otrzym anych wyników będą tem atem  następnej pracy.

STRESZCZENIE

Przeprowadzono badania nad wpływem różnych związków stym ulu
jących proces oddychania tkanki mózgowej in vitro.

Badania prowadzono porównawczo na skraw kach i homogenizatach 
kory mózgowej białych myszek, w środowisku solnym, gdzie substancją 
utlenianą była glikoza lub kwas glutaminowy.

W ykazano, że 0,1 M roztwory KC1, KBr i K J, z w yjątkiem  KF, n ie
zależnie od utlenianego substratu, powodują znaczny wzrost Q02 jedynie 
w  doświadczeniach ze skraw kam i kory mózgowej. Po zniszczeniu s tru k 
tu ry  komórkowej (homogenizacja) potasowa stym ulacja oddychania nie 
w ystępuje, natom iast towarzyszące potasowi aniony Br', J ' i F ' powodują 
zmniejszenie zużycia tlenu, niezależnie od utlenianego substratu . NH4C1 
w stężeniu 0,1 M powoduje zarówno w homogenizatach, jak  i skraw kach 
w pierwszych 30 m inutach inkubacji wzrost zużycia tlenu z następowym  
hamowaniem oddychania, co w sumie w yraża się zmniejszeniem wartości 
Qo2- 2,4-dwunitrofenol powoduje znaczny wzrost Q0.2 zarówno w  skraw 
kach jak  i homogenizatach kory mózgowej.
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RESEARCH ON THE RESPIRATION OF BRAIN TISSUE IN VITRO

S u m m a r y

The investigations concerned the effects of various compounds stim ul
ating resp iration  of brain  tissue in vitro.

The experim ents w ere run, w ith  a view to comparing them , on slices 
and hom ogenates of the  cerebral cortex of w hite mice in solutions of
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salts, w ith glucose o r glutamic acid the substance oxidized. It was de
m onstrated that irrespective of the substrate oxidized 0.1 M solutions of 
KC1, K B r and K J, but not KF, caused a notable Q 0 rise m erely in ex
perim ents with slices of cerebral cortex. When the cell struc tu re  was 
destroyed (homogenization), potassium failed to  stim ulate respiration, 
while the anions Br', J ' and F ' accompanying potassium, caused a con
siderable reduction in oxygen uptake irrespective of the substra te  oxi
dized. W ithin the first 30 min. of incubation, 0.1 M concentrations of 
NH4C1 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  Qo2 value. A considerable rise in Qo2 was 
called fo rth  in both slices and homogenates by 2.4-dinitrophenol.

Otrzymano 9.10.57 r.

T. BORKOW SKI
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Haem orrhagic diathesis is one of the  m ain 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 experim ental works 
perform ed on laboratory anim als [7, 8, 9, 11, 20, 21, 29].

It is generally adm itted th a t the  following factors are  im portant in 
pathogenesis of bleeding: throm bocytopenia, capillary fragility, and pro
duction of a heparinlike anticoagulant [1], or antithrom boplastin an ti
coagulant [25]. Decrease of antiplasm in activity as well [14] m ay 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 Rutm an [24] 
dealing w ith 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, imm ediately mixed w ith  sodium citrate  (1 part of 3.8% 
sodium citrate  +  9 parts  of blood), and subsequently centrifuged for 
10 min. at 1 000 rpm  (platelet-rich plasma) or at 3000 rpm  for 20 min 
(platelet-poor plasma).

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

[225]
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between 200 000 and 300 000 plateles per mm.3 w ere used in investi
gations.

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

4. Christm as factor was obtained from old hum an serum  according 
to the method of W agner et al. [27].

5. Bovine fibrinogen containing plasminogen was obtained by using 
the m ethod of A strup 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 A lexander [16].
8. Human plasminogen was obtained according to K line’s modified 

method from fraction III of Cohn [13],
9. Human plasmin from  III3 Cohn’s fraction was purified by preci

pitation at the isoelectric point.
10. Streptokinase or “D istreptase” — from „W arszawska W ytwórnia 

Surowic i Szczepionek” — W arsaw.
11. Tissue throm boplastin — suspension of rabbit brain.
12. Veronal buffer, pH  7.3.
13. Solution of 0.025 M CaCl2.

METHODS

1. Samples of plasm a or isolated blood clotting components were 
irradiated  w ith X -rays in open glass vessels 2.5 cm. in diam eter (liquid 
layer thickness, about 0.5 cm.). The source of radiation was a “Siemens 
S tabilipan” 250 kV/20 mA apparatus w ith an X -ray tube of the  TR-220 d 
type. The specimens w ere irradiated  at 180 kV and 20 mA w ith a 0.5 Cu 
filte r (high voltage generator of G reinahers system). Doses of X -rays in 
a ir were estimated by using a “Siemens Universal Dosismesser” dosi
m eter w ith a thim ble ionization chamber. Specimens were placed at 
distance of 25 cm., m easured 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/m in. The required radiation dose 
was obtained by changing tim e of exposure. D uring exposition of the 
samples tested, control samples were stored at the same tem perature. All 
coagulation tests were perform ed as soon as possible a fte r irradiation, 
using a  w ater bath of 37°C.

2. Plasm a recalcification tim e was m easured by adding 0.2 ml. of cal
cium chloride 0.025 M to  0.2 ml. of plasma.
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3. The throm boplastic activity of platelets, AHG, and Christm as factor 
w ere determ ined w ith the  aid of the throm boplastin generation test a.s 
modified by Duckert et al. [6],

4. P rothrom bin tim e was determ ined by the one-stage method of 
Quick [22].

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

6. Factor VII level was determ ined by the method of Koller et al. [15].
7. Throm bin tim e was determ ined by measuring the  clotting tim e of 

0.4 ml. of plasma or 0.25°/o fibrinogen solution after addition of 0.1 ml. 
of throm bin (2.5 or 5.0 U/ml.).

8. Fibrynolysis was m easured at 25° in 8 mm. diam eter 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

Influence of ionizing radiation on the 
recalcification tim e of p la te le t-r ich  

p lasm a *)

Num ber
of

sam ple

R adiation dose (roentgens)
0 6 600 13 200

1 1.38 1.48 1.48
2 2.19 2.15 2.25
3 2.51 2.28 2.78
4 1.75 1.80 1.76
5 2.43 2.28 2.13

Average 2.05 2.00 2.08

*) T hese are average resu lts  o f 3 te s ts  in  
each p lasm a sam p le

T a b l e  2

Influence of ionizing radiation on the 
recalcification t im e  of p la te le t-poor  

plasm a *)
Number

of
sam ple

Radiation dose (roentgens)
0 6 600 13 200

1 2.40 2.50 3.00
2 3.19 3.38 4.20
3 3.05 3.29 3.29
4 2.60 2.72 3.10
5 2.82 3.20 3.50
6 2.83 — 3.70
7 2.81 3.14 3.20

Average 2.84 3.04 3.43
*) T hese are average resu lts  o f 3 te s ts  in

each p lasm a sam ple

the recalcification time of platelet-rich  plasma is not modified by  ra 
diation in doses of 6 600 and 13 200 r. Analogical doses slightly extend 
recalcification tim e in platelet-poor plasma.

B. In  o rder to  ascertain more accurately the  influence of ionizing 
radiation on the  first coagulation stage, purified preparation of AHG, 
Christm as factor and platelets w ere exposed to X -rays. The irradiated 
preparations w ere subsequently used for assays in throm boplastin genera-
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tion tests. The results of assays run w ith 3 series of preparations are 
presented in Table 3. It w ill be seen from  the table th a t throm boplastin 
generation is slightly  im paired by irradiation.

T a b l e  3

Comparison of thromboplastic  a c t iv i ty  of separa te ly  irradiated  
components of the sy s tem

Irradiated com ponents R adiation dose 
(roentgens)

P latelets
A ntihaem ophilic globulin  
Christmas factor

0
0
0

6 600 
6 600 
6 600

13 200 1 
13 200 
13 200

No. of series Incuba Throm boplastic activ ity
of preparations , tion tim e (seconds)

I 2' 21.5 29.0 33.0
4' 15.5 20.0 21.6
6' 17.0 19.0 18.0

' 11 2' 15.4 16.0 19.2
4' 15.8 16.4 18.4
6' 16.8 17.6 20.0

III 2' 29.0 34.0 38.0
4' 16.0 22.0 26.0
6' 16.0 18.0 20.0

A verage 2' 22.0 26.3 30.1
4' 15.8 19.4 22.0
6' 15.6 18.2 19.3

T a b l e  4

Thromboplastic  a c t iv i ty  (in seconds) of a s y s te m  *) in which only one 
component was irradiated

Irradiated Com ponents Radiation dose (roentgens)

P latelets 0 6 600 13 200 0 0 0 0
A ntihaem ophilic globulin 0 0 0 6 600 13 200 0 0
Christmas factor 0 0 0 0 0 6 600 13 200

I**) 15.5 20.5 21.5 17.5 18.0 20.0 20.5
II 15.8 19.0 20.5 15.0 16.4 16.0 17.0

III 16.0 16.8 16.2 15.4 15.5 20.8 25.5

Ave rage 15.8 18.7 19.4 15.9 16.6 18.9 20.7

*) a fter  4 m in . in c u b a tio n  
**) No. o f series
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Analogical experim ents in which m erely one component was irradiated 
are  presented in Table 4. It will be noted tha t ionizing radiation diminishes 
only the  Christm as factor and platelet throm boplastic activity , while 
AHG activity  is insignificantly impaired.

C. Effects of ionizing radiation on the  second coagulation stage (con
version of prothrom bin) were investigated by m easuring 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 th a t the  ionizing 
radiation does not affect this coagulation stage.

T a b l e  5

Influence of ionizing radiation on the one-stage prothrombin t ime and  
leve ls of factors V and VII

Quality 
of determ ination

Radiation dose (roentgens)

0 6 600 13 200
from-to average from-to average from-to average

Prothrom bin tim e 
Factor V  
Factor VII

13.5 — 16.0 14.6
19.0 — 32.4 23.4
20.0 — 27.8 24.9

13.6 — 18.0 14.9
18.0 — 37.8 25.1
19.0 — 34.8 25.5

12.5 — 18.0 14.8 
19.8 — 37.8 25.7 
21.0 — 36.0 26.2

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

T a b l e  6
Influence of ionizing radiation on the thrombin time of plasma

No.

Concentration of throm bin  
2.5 U/ml.

No.

Concentration of thrombin  
5.0 U /m l.

R adiation dose (roentgens) Radiation dose (roentgens)
0 6 600 13 200 0 6 600 13 200

Coagulation tim e (min.) Coagulation tim e (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

A verage 0.45 0.51 0.60 Average 0.90 1.10 1.24

throm bin tim e of the  irradiated  samples of plasma was extended. A si
m ilar effect was observed when purified fibrinogen was used instead of 
plasma.
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E. For investigating the  fibrinolytic system  the  tw o-stage scheme of 
plasminogen was accepted [17, 18]. The assay was perform ed at 25° be
cause plasmin is more stable at th is tem perature [16].

T a b l e  7

Influence of ionizing radiation on 
spontaneously  active  plasmin

Radiation dose (r) Tim e of lysis (min.)

0 8.25
1 100 8.25
3 300 8.25

13 200 8.25
*

a) Spontaneously active hum an plasm in was exam ined in the system
0.5 ml. plasmin +  0.1 ml. throm bin +  0.4 ml. 0.125°/o of bovine fibrinogen 
solution. As is shown in Table 7 plasm in activ ity  does not change a fte r 
irradiation.

b) Purified plasminogen in different concentrations was irradiated, 
and fibrinolytic activity was determ ined, a fte r  streptokinase activation. 
No significant differences in activity w ere obtained. (Table 8).

T a b l e  8
Influence of ionizing radiation on 

plasminogen *)

Concentration  
of plasm inogen

%%

Tim e of lysis (min.) after  
radiation dose (roentgens)

0 13 200

0.08 5.00 5.00
0.04 9.25 9.25
0.02 23.00 22.00
0.01 75.00 62.00

*) P la sm in o g en  w as m easured  a fter  
strep to k in a se  a c tiv a tio n . F ib r in ogen  p u 
r ified  by th e  m eth o d  o f K ekw ick  e t  al.
[12] (free  o f p la sm in ogen )

c) A nother assay involving the  same plasminogen preparation con
sisted in testing  its abillity to react w ith bovine plasminogen. Bovine 
plasminogen was contained in the unpurified fibrinogen used in 
assays [2]. The idea of this test is based on the well know n experiment
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T a b l e  9

Influence of ionizing radiation on proac tiva tor  ac t iv i ty  of human plasminogen (A) 
and on crude bovine fibrinogen containing plasminogen (B)

Irradiated component 0.005% solution  of human 
plasm inogen (A)

Crude bovine fibrinogen  
containing plasm inogen (B)

N ot irradiated com ponent Crude bovine fibrinogen  
containing plasm inogen

0.005% solution of hum an  
plasm inogen

Radiation dose (roentgens) T im e of lysis (min.) Tim e of lysis  (min.)

0 9.50 9.30
1 100 9.00 9.30
3 300 9.00 9.30

13 200 9.00 9.30

*) T im e o f  ly s is  m easured  a fter  a c tiv a tio n  w ith  s trep tok in ase  and a d d itio n  o f th rom bin .

of A strup and M üllertz, who successfully dem onstrated that a m ixture 
of hum an and bovine plasminogen is endowed w ith more potent fibrino
lytic properties than  either of the preparations alone. It will be seen 
from  Table 9 tha t ionizing radiation has no effect on this system. Low 
concentration of hum an plasminogen (0.005%) perm its of m easuring 
m erely the  so-called proactivator activity. It was also found, contrary  
to the  statem ent by Cliffton, th a t irradiation does not destroy bovine 
plasm inogen contained in unpurified fibrinogen and fibrin  (A strup’s 
plates method).

DISCUSSION

It is evident from  the  above findings th a t ionizing radiation in doses 
of up to 13 200 roentgens exerts a ra th e r slight effect on blood clotting 
components in vitro. It involves a decrease of the  throm boplastic activity 
of platelets and Christm as factor, and extension of the  throm bin clotting 
tim e of fibrinogen. The last finding agrees w ith  the  statem ent of Rieser 
and Rutm an who worked w ith a 500 r  radiation dose. These authors sug
gest th a t the  effect of irrad iation  consists in breaking aw ay of low- 
m olecular nitrogen substance from  the  fibrinogen molecule, w ith  sub
sequent inhibition of coagulation of fibrinogen by throm bin. This effect 
m ay also be explained by the form ation of the  throm bin inhibitor derived 
from fibrin  as described by Niewiarowski and Kowalski [19]. In th is 
connection, it m ay be of in terest to quote the  finding of Burstein [4] who 
noted H20 2 to  exert a  sim ilar effect.

The negative findings of th is work confirm  the generally shared view 
that injurious effects of ionizing radiation on the  haemostatic system
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m ay be due to damage suffered by living cells and capillary walls and 
not to im m ediate im pairm ent of blood clotting proteins.

It is w orth noting th a t such labile proteins of the clotting system as 
factor V, AHG, and plasm in, are not .sensitive to  ionizing radiation.

SUMMARY

The authors investigated in vitro  the behaviour of the  blood clotting 
system  a fte r irradiation of its components w ith X -rays in doses of up 
to 13 200 r. Recalcification tim e proved slightly prolonged in irradiated 
platelet-poor serum, and irradiation of plateles and Christm as’ factor 
im paired throm boplastic functions.

However, no appreciable effects of X : rays on the second clotting 
phase were revealed. The longer prothrom bin time noted is consistent 
w ith  R ieser’s observations [23] relating to prolonged clotting time of pure 
fibrinogen. Inactivation of plasminogen noted by Cliffton [5] was not 
confirmed. N either were differences revealed in the  behaviour of the 
fibrinolytic system as before and after irradiation.
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WPŁYW PROM IENIOW ANIA JONIZUJĄCEGO  
NA UKŁAD KRZEPNIĘCIA IN VITRO

S t r e s z c z e n i e

Badano zachowanie się układu krzepnięcia in vitro  po naprom ienio
waniu jego składników dawkam i promieniowania rentgenowskiego do 
13 200 r. W zakresie stosowanych dawek wykazano niewielkie wydłuże
nia czasu rekalcynacji w  naprom ieniowanym  osoczu ubogopłytkowym 
oraz upośledzenie czynności trom boplastycznej po napromieniowaniu 
płytek  i czynnika Christm asa.

Nie wykazano natom iast wyraźnego wpływu promieni X na drugą 
fazę krzepnięcia. Stwierdzone wydłużenie czasu trombinowego potw ier
dza obserwację Riesera [23] o przedłużeniu czasu krzepnięcia czystego 
fibrynogenu.

Nie potwierdzono obserwowanej przez Cłifftona [5] inaktyw acji. plaz- 
minogenu.

Nie stwierdzono również różnic w zachowaniu się układu fibrynolitycz- 
nego przed i po naprom ieniowaniu.

Otrzymano 24.12.57 r.
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ROZDZIAŁ CHROMATOGRAFICZNY ELEKTROOBOJĘTNYCH 
I ELE KTRODODATNICH CZYNNIKÓW WIT AMINU B n I B 12p 

PO ELEKTROFOREZIE

Z K a te d ry  Technologii Rolnej W yższe j  Szko ły  Rolniczej w  Poznaniu  
K ierow n ik  K a tedry :  prof. dr J. Janicki

Czynniki o aktywności w itam inu B v2 (nukleotydocyjanokobalamina 
z 5, 6-dwumetylobenzimidazolem) stanowią dużą grupę związków chemicz
nych. Spotyka się połączenia o strukturze pełnej nukleotydocyjanokobala- 
m iny i struk turze niepełnej, nie zawierające części nukleotydowej. Różnią 
się one pod względem biologicznym, mikrobiologicznym i fizyko-chemicz
nym. Związki te  mogą częściowo występować w łańcuchu przem ian bio
syntezy, jak również n iektóre z nich stanowią produkty rozpadu.

W edług danych w literaturze znany jest szereg związków elektro- 
obojętnych z grupy nukleotydocyjanokobalam in (Tabl. 1). W witaminie 
B12 zasadą nukleotydową jest 5, 6-dwumetylobenzimidazol. W związkach 
pokrewnych — innych kobalam inach — stwierdzono obecność szeregu po
chodnych purynowych utworzonych na drodze mikrobiologicznej bio
syntezy.

Przy identyfikacji tych związków duże usługi oddają metody anali
tyczne, szczególnie zaś technika chrom atograficzna na bibule, na kolum 
nach i metody elektroforetyczne.

Przy chrom atografii kolumnowej stosuje się różne adsorbenty. Mię
dzy innymi Brown i współpracownicy [2] zastosowali ziemię okrzem ko
wą, a v/ Laboratorium  B ernhauer’a proszek celulozowy oraz krzemionkę.

Friedrich i Bernhauer zastosowali chlorofenol i inne pochodne feno
lowe do rozdzielania substancji ze ścieków m iejskich [13, 14], jak również 
proszek celulozowy [15].

Już od samego początku chrom atografia bibułowa odgrywa doniosłą 
rolę przy rozdziale i identyfikacji nowych czynników, podobnych do wi
tam inu B 12. Najczęściej stosowanym tu taj rozpuszczalnikiem jest Il-rz. 
butanol nasycony wodą. Kon (por. H oldsworth [17]) do rozdziału czynni-

[235]
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T a b l i c a l

K obalam iny e lek trooboję tne  przy  pH  2,7 (metodą Holds w or th ’a ̂ [13])

N azw a witam inu Zasada nukleotydowa U w a g i Literatura

Witamin B12 5,6-dw um etylobenzim i-
dazol

syntetyzow ana przez: 
P. shermanii, E. coli, 
C. diphtheriae

[24, 8, 10, 11, 
1,4, 27]

W itamin Bj2m  
(czynnik I) 5-hydroksybenzim idazol

w yodrębniony po raz 
pierw szy w  1953 r. 
z przeferm entow a- 

nych ścieków  m iejskich

[12, 2J

Czynnik E nie zbadana w ykryty w  1955 roku [2]

Czynnik F danych n ie  publikowano
w ykryty  przez H olds- 

w orth ’a [2, 28, 6, 3]

Czynnk G hipoksantyna
otrzym any przez deza- 

m inację pseudow ita
minu b 12

[2, 28, 6, 3]

Czynnik H 2-m etylohipoksantyna
otrzym any przez deami- 

nację czynnika A 
z 2-m etyloadeniną

[2, 28,6, 3]

N ow y czynnik B 12
2-m etylom erkaptoade-

nina
ze szlam ów  ferm enta

cyjnych [16]

Sztuczna kobala- 
m ina

5,6-dw uchlorobenzim i-
dazol

otrzym ana przy użyciu  
E. coli i Strept. griseus [10 ,11,4, 7]

Sztuczna kobala- 
m ina 2,3-naftim idazol

otrzymana przy użyciu  
E. coli i Strept. griseus [7,5]

ków podobnych do w itam inu B12 zastosował następujące układy rozpusz
czalników:

Il-rz . butanol nasycony wodą z dodatkiem  l°/o obj/obj. kwasu octowego 
i z dodatkiem  śladów cyjanków,

Il-rz. butanol nasycony wodą z dodatkiem  l°/o obj/obj. 25°/o amoniaku 
i z dodatkiem  śladów cyjanków na bibule W hatm an n r  1.

Friedrich  i współpracownicy [15] stosowali jako rozpuszczalniki: na 
sycony wodą Il-rz. butanol wysycony nadchloranem  potasu z dodatkiem  
śladów cyjanku sodu oraz nasycony wodą Il-rz. butanol z dodatkiem  
0,18% trójchlorooctanu sodu. Dodatni wpływ nadchloranu potasu dodawa
nego do rozpuszczalnika na rozdział czynnika A, pseudowitam inu B12, w i
tam inu B12iii i w itam inu B12 wykazali F riedrich i B ernhauer [14]. Oprócz 
nadchloranu potasu i trójchlorooctanu sodu stosuje się również w tym  sa
mym celu sól sodową kwasu kamforowego i czterofenyloboran sodowy [15], 

Metodę elektroforetyczną do badań nad związkami kobalaminowymi 
wprowadził Holdsworth [17]. W zależności od charakteru  elektrycznego
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cząsteczki kobalam iny rozdzielają się w polu elektrycznym  na bibule 
W hatm an n r  3 przy zastosowaniu jako elektrolitu kwasu octowego z do
datkiem  cyjanku sodu (pH 2, 7).

Metodą jonoforezy w N-kwasie octowym przy napięciu 8— 10 v/cm 
rozdzielano składniki C4 i C2 od obojętnych: E, F, G, H oraz w itam inu B12 
i B12nr M aksym alny rozdział czynników z grupy B12 można osiągnąć 
w  elektrolicie o niskiej sile jonowej i niskim  pH [9].

Kon rozdzielał kobalam iny jonoforetycznie metodą HoldswortłTa [17] 
na czynniki zasadowe, kwaśne i obojętne (te ostatnie stanow iły jedną frak 
cję). Kobalam iny obojętne przeprowadzał w  kompleksy dwucyjanowe lub 
cyjanowe, k tó re  rozdzielał chrom atograficznie przy użyciu wyżej wspom 
nianych rozpuszczalników. E lektroobojętne zachowanie się niektórych ko- 
balam in przy pH 2,7 tłum aczy się skompensowaniem dodatniego ładunku 
kobaltu w tych  w arunkach ujem ną grupą silnego kwasu fosforowego, dy 
socjującego jeszcze przy tym  pH.

Celem identyfikacji czynników w  mieszaninie kobalam in, Holdsworth 
[18, 17] zaleca technikę kom binacyjną — wpierw  jonoforezę w 1 N-kwasie 
octowym  z dodatkiem  cyjanku potasu przez 16 godzin przy napięciu 8 v/cm, 
a następnie chrom atografię w mieszaninie Il-rz. butanolu z kwasem  octo
wym  i wodą z dodatkiem  cyjanku potasu.

P rzy  chrom atografii do rozpuszczalników, a przy jonoforezie do elek
tro litu  dodaje się cyjanku potasu w  celu całkowitej konw ersji kobalamin 
w form ę cyjanową. Pod wpływem bowiem ciepła lub światła oraz przy pH 
niższym od 6, czynniki z grupy B12 tracą  grupy cyjanow e tworząc formę 
hydroksy i dlatego jednorodne indywidium  może dać w tych w arunkach 
dwie plam y odpowiadające tym  dwóm formom.

Pawełkiewicz i Zodrow [26] badając mechanizm tworzenia się kobala
m in u Corynebacterium diphtheriae  stwierdzili, że elektroobojętna frakcja 
otrzym ana po rozdziale związków kobalaminowych z biosyntezy, poddana 
chrom atografii bibułowej, rozdziela się na co najm niej cztery substancje 
z przewagą dwóch kobalamin [27]. Prawdopodobnie kobalam iny tej fra k 
cji są różnymi deznukleotydowymi estram i fosforowymi w itam inu B12p 
(czynnika B).

CZĘŚC DOŚWIADCZALNA

Założeniem niniejszej pracy było opracowanie w arunków  chrom ato
graficznego rozdziału frakcji elektroobojętnych i elektrododatnich z g ru 
py w itam inu B12. Opracowano metodę rozdziału kobalam in przy pomocy 
chrom atografii bibułowej. Jako m ateriał doświadczalny stosowano elek
troobojętne i elektrododatnie (przy pH  2, 7) kobalam iny — poelektrofo-
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retyczne frakcje z grupy witam inu B12 z ferm entacji metanowej i propio- 
nowej, oraz w itam inu B 12p (deznukleotydocyjanokobalaminy) [22] z bak
terii kwasu propionowego (Propionibacterium shermanii) [20, 21]. Kobala- 
m iny wydobywano ze środowiska bakteryjnego m etodami uprzednio pu
blikowanym i [23]. Elektroforezę przeprowadzano m etodą H oldsw orth’a 
[17] przy zastosowaniu buforu o pH 2,7.

W pracy niniejszej, po wysuszeniu rozwiniętego jonoforogram u, bada
ne frakcje eluowano wodą destylowaną i ekstrak ty  odparowywano na 
łaźni wodnej pod zmniejszonym ciśnieniem do sucha. Następnie rozpusz
czano w określonej ilości wody destylowanej.

W odróżnieniu od spotykanych w literaturze metod, chrom atogram y 
rozw ijano przez 3—6 dni w  tem peraturze 27°. To przedłużenie czasu roz
działu chromatograficznego, jak  również zastosowanie wyższej tem pe
ra tu ry  od pokojowej pozwoliło rozdzielić prostą techniką chrom atografii 
jednokierunkow ej i krążkowej badane poelektro for etyczne frakcje w ita
minu Bi2 na szereg czynników.

W przypadku witam inu Bi2p eluat po odparowaniu do sucha oczysz
czano jeszcze od nukleotydocyjanokobalam iny przepuszczając roztw ór ko- 
balamin w  85°/o acetonie przez kolumnę z tlenkiem  glinu i eluując w ita
min B12p tym że rozpuszczalnikiem [25].

Przy rozdziałach chrom atograficznych stosowano technikę wstępującą 
i spływową, jak  również posługiwano się metodą chrom atografii krążko
wej. Używano bibuły W hatm an n r 1 stosując pasma szerokości 5 cm, 
a przy metodzie krążkowej — krążki bibuły o średnicy 14 cm. Próby na
noszono m ikropipetą na linię startow ą w kształcie wąskich pasm.

Przy chrom atografii krążkowej próby nanoszono na  okręg o średnicy 
1,5 cm. Krążek bibuły umieszczano między dwoma okrągłym i szkłami, 
przy czym języczek wycięty w bibule chrom atograficznej przechodząc 
przez otw ór dolnej pły ty  zanurzony był w naczyńku z rozpuszczalnikiem, 
k tóre z kolei umieszczano w większym naczyńku, na k tórym  spoczywał}) 
płyty.

Przy m etodzie spływowej do końców chrom atogramów przyszywane 
wałki z bibuły wchłaniające rozpuszczalnik. Jako kom ory chrom atogra
ficzne używano cylindry m iarowe o pojemności 21 ścięte u góry i przy
kry te  doszlifowanymi krążkam i szklanymi.

Stosowano dwa system y rozpuszczalników opisane przez Brown’a 
i współpracowników [2]:

A) Il-rz . butanol/CH3COOH/H20 /5 %  roztwór KCN (w stosunkach ob
jętościowych 100 : 1 : 50 : 0,25),

B) Il-rz . butanol/am oniak d =  0,88/H20/5°/o roztwór KCN (w sto
sunkach objętościowych jak wyżej).
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Pierw szy z tych rozpuszczalników był również stosowany przez R a
b e k ^  i współpracowników przy identyfikacji nowych faktorów  z grupy 
kobalam in w koncentratach otrzym anych ze szlamów poferm entacyj
nych' [29]. W arstw ą wodną wysycano komorę chrom atograficzną, w której 
umieszczano dodatkowo pasmo bibuły  koncentrycznie przy ścianie cylin
dra, w celu lepszego wysycenia komory.

Analizę chrom atograficzną wykonano w tem peraturze 27°. Uzyskano 
rozdziały kobalam in na szereg frakcji. Część głównych frakcji w itam inu 
R 12 i Rj2P z poszczególnych chrom atogram ów po rozdziale eluowano wodą, 
zagęszczano na łaźni wodnej pod zmniejszonym ciśnieniem i ponownie 
chrom atografowano przez 72 godziny w analogicznych w arunkach. Nie 
stwierdzono jednak dalszego rozdziału badanych frakcji.

Optym alne w arunki czasowe rozdziału chromatograficznego przy tem 
peraturze 27°, jak  również ilości otrzym anych frakcji po rozdziale dla 
stosowanych poszczególnych technik chrom atografowania zaw ierają ta 
blice 2 i 3.

Metoda chrom atografii krążkowej okazała się mniej selektyw na w na
szych badaniach. Uzyskane wyniki ilustru jem y tylko niektórym i zdjęciami 
chrom atogram ów z m aksym alnym  efektem  rozfrakcjonowania w  opisa
nych warunkach.

r
T a b l i c a  2

Ilość frakcji o tr zym an ych  w  w yn ik u  rozdziału  chromatograficznego p repara tów  
w itam inu  B 12 i B 12p po e lektroforezie  oraz czas rozdziału  w  dniach  

m etodą  w stępu jącą  i sp ły w o w ą

Rodzaj frakcji 
witam inu B 12 i B12p 
po elektroforezie

Układ k w aśn y1) Układ zasadow y5)
C h r o m a t o g r a f i a

w stępująca sp ływ ow a w stępująca sp ływ ow a
F*) C**) F C F C F C

B12 ze ścieków# miejskich, 
krystalizow any 4 5 4 3 7 6 4 4

B12 ze  ścieków  m iejskich, 
nie krystalizow any 5 5 6 3 9 6 4 4

B12 z ferm entacji propionowej, 
nie krystalizow any 5 5 3 3 8 6 3 4

B12p po elucji z e lek tro- 
forogram ów 5 5 7 2 7 . 5 3 2

1) II-rz . b u ta n o l-k w a s octow y-w oda-5%  roztw ór cy ja n k u  p otasu
2 ) II-rz . b u ta n o l-a m o n ia k  d =  0,88-woda-5%  roztw . cy ja n k u  p otasu  
F*) — ilo ść  frakcji
C**) —  czas rozd zia łu  w d n iach .
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T a b l i c a  3

Ilość frakcji o trzym anych  w  w yn ik u  rozdziału prepara tów  w itam inu  B 12 i B w p 
na chromatogramach krążkow ych  oraz czas rozdziału  w  dniach

Rodzaj frakcji w itam inu BI2 
i B y, p po elektroforezie

U kład kw aśny1) Układ zasadow y2)

Chromatografia Chromatografia

w stępująca sp ływ ow a w stępująca spływ ow a

F*) C**) F C

B12 z błota 5 8 3 8

B12 z ferm entacji propionowej nie w ykonano 5 12

Bup 4 4 5 4

1) patrz ta b lica  2
2) patrz ta b lica  2 
F*) —  ilo ść  frakcji
C**) —  czas rozd zia łu  w d n ia ch .
U w aga: P o łożen ie  g łów nej frak cji w ita m in u  B 12 na p oszczegó ln ych  chrom atogram ach  (licząc  

od  lin ii startow ej) ilu stru je  ta b lic a  4.

T a b l i c a  4

Położenie g łów nej frakcji  w itam in u  B 12 na chromatogramach

Rodzaj frakcji w ita
m inu Bj2 po e lek tro

forezie  użytej do chro
matografii

N r kolejny głów nej frakcji w itam inu B12 na chrom a
togram ie i odległość głów nej frakcji w  cm, licząc od 

lin ii startow ej

Metoda
w stępująca

M etoda
spływ ow a

Chromatografia
krążkowa

R o z p u s z c z a l n i k
kwaśny zasadow y kwaśny zasadowy kwaśny zasadowy

Bj2 ze szlam ów  kanało
w ych, nie krystalizo
w any (5) 20 (7) 18 (5) 35 (4) 33 (3) 9 (2) 7

B12 z ferm entacji pro
pionow ej, n ie  krysta
lizow any (4) 17 (7) 19 (3) 13 (3) 26

nie
oznaczono (4) 5

#12p (4) 23 (6) 16 (6) 25 (8) 21 (2) 7,5 (4) 7

U w aga: W n aw iasach  p od an o  nr k o le jn y  g łów nej frak cji w ita m in u  B 12 i B jop n & ch r o m a to 
gram ach .
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Główne frakcje w itam inu B12 wycinano z chromatogramów, eluowano 
wodą destylowaną i badano spektrofotom etrycznie ich widma absorpcyjne 
(Spektrofotom etr Unicam SP-500 przy długości fali 550 m// [19]). Widma 
te okazały się identyczne z widmem czystego p reparatu  wzorcowego wi
tam inu B12.

Fot. 1. R ozdział chrom atograficzny w itam inu B 12 
z ferm entacji m etanow ej, nie krystalizow anego

R ozp u szcza ln ik  z kw asem  octow ym . M etoda w stęp u ją ca  
(5 frak cji)

Fot. 2. B 12 z ferm entacji m etanowej niekrystaliczny
R ozp u szcza ln ik  z  am on iak iem . M etoda w stęp u ją ca  

(9 frak cji)

Fot. 3. Rozdział chrom atograficzny preparatu w itam inu  
B 12 z ferm entacji m etanowej

R ozp u szcza ln ik  z kw asem  octow ym . M etoda sp ływ ow a  
(6 frak cji)

Fot. 1 Fot. 2 Fot. 3

Fot. 4 Fot. 5

Fot. 4. R ozdział chrom atograficzny frakcji 
w itam inu B 12 z ferm entacji m etanow ej

R ozp u szcza ln ik  z  k w asem  octow ym . M etoda ch ro
m ato g ra fii krążkow ej (5 frakcji)

Fot. 5. R ozdział chrom atograficzny preparatu  
w itam inu B 12 z ferm entacji propionowej

R ozp u szcza ln ik  z  a m on iak iem . M etoda ch rom ato 
grafii krążkow ej (5 frakcji)

STRESZCZENIE

Opracowano m etcdę chrom atograficznego rozdziału w itam in grupy 
B12 przy pomocy prostej techniki chrom atografii bibułowej wstępującej, 
spływowej i krążkow ej, przez przedłużenie czasu chrom atografow ania oraz 
przez zastosowanie wyższej tem peratury, przy rozpuszczalniku: Il-rz. bu-
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tanol/kwas octowy, w zględnie amoniak/woda/cyjanek potasu. Osiągnięto 
efekt rozdziału poelektroforetycznych frakcji elektroobojętnych i elektro- 
dodatnich (przy pH 2,7) preparatów  BJ2 na szereg składników.

Krystaliczny preparat witam inow y otrzym any ze ścieków miejskich 
po elektroforezie rozdzielał się w czasie 6 dni na 7 frakcji metodą w stę
pującą z rozpuszczalnikiem amoniakalnym, zaś preparat niekrystaliczny 
witam inu B12 z ferm entacji metanowej również po elektroforezie, w ciągu 
6-dniowego chrom atografowania w analogicznych warunkach, wykazywał 
9 składników. N iekrystaliczny preparat poelektroforetyczny witam inu Bi2 
z ferm entacji propionowej rozdzielał się po 6 dniach na 8 frakcji, przy 
technice wstępującej z rozpuszczalnikiem amoniakalnym.

Eluowana frakcja poelektroforetyczna tzw. w itam inu B12p (czynnik B) 
okazała się również chrom atograficznie heterogeniczna i po 2 dniach chro
m atografowania metodą spływową z rozpuszczalnikiem amoniakalnym  roz
dzielała się na 9 składników.

Przez przedłużenie czasu chrom atografii krążkowej* kobalam in nie 
osiągnięto takiego efektu jaki w ystępuje przy m etodach chrom atografii 
spływowej, względnie w stępującej.

Spektrofotom etryczne pom iary widma absorpcyjnego głównych frak 
cji w itam inu B12 z chrom atogram ów wykazały identyczność z widmem 
czystego preparatu  wzorcowego.

P rzy  ponownym chrom atografow aniu głównych frakcji w itam inu B12 
i B12p z poszczególnych chrom atogramów nie nastąpiły dalsze rozdziały.
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CHROMATOGRAPHIC SEPARATION OF ELECTRONEUTRAL AND  
ELECTROPOSITIVE FACTORS OF VITAM IN S B12 AND B 12P AFTER PRIOR

ELECTROPHORESIS

S u m m a r y

A method has been developed for the chrom atographic separation of 
vitamins of group B12. The methods: ascending, descending or circular, 
involve prolonged' tim e of separation and higher tem perature, w ith sec 
butanol/acetic acid (or am m onia)/w ater/potassium  cyanide as a system  of 
solvents. The m ethod proved effective in separating electroneutral and 
electropositive fractions of cobalamins, obtained through electrophoresis 
(at pH 2.7), into several factors.

A crystalline vitam in B12 obtained from  m unicipal sewage after 
electrophoresis, became separated w ithin 6 days by the  ascending techni
que w ith ammoniacal solvent into seven fractions, whereas an amorphous 
preparation of vitam in B12, obtained from  m ethane ferm entation, yielded 
under analogical conditions, after prior electrophoresis, nine components. 
Also the amorphous vitam in B12 preparation obtained from propionic acid 
ferm entation after prior electrophoresis, became separated w ithin 6 days 
into eight fractions by the ascending technique w ith  the ammoniacal 
solvent.
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Fraction obtained from vitam in B12p (Factor B) by electrophoresis 
proved chrom atographically heterogeneous as well and became separated 
w ithin 2 days by the descending technique, with, ammoniacal solvent, into 
nine fractions.

Extension of separation time in circular chrom atography of coba.lamins 
failed to afford results as favourable as those obtained by the descending 
or ascending techniques.

Absorption spectra of the m ain fractions of vitam in B12 in the chro
m atogram s proved identical w ith those of pure standard preparations.

Subsequent fu rther chrom atographic separation of the main fractions 
of vitam ins B12 and B32p proved ineffective.

Otrzym ano 30.12.57 r.
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W. MAŃSKI, H KOZDROJ

BADANIA NAD WIELOPOSTACIOWOŚCIĄ SUBSTANCJI 
GRUPOWYCH KRWI

Z In s ty tu tu  Biochemii i B iofizyk i P A N  w  W arszaw ie

Substancje grupowo aktyw ne są związkami złożonymi. Term iny sub
stancje grupowe A, B czy O, traktow ać należy właściwie jako pojęcia zbio
rowe. Za pomocą odpowiednich metod można bowiem wykazać różne od
m iany tej samej grupy, zarówno w obrębie tego samego gatunku, jak  i m ię
dzy różnym i gatunkam i. W tych przypadkach chodzi prawdopodobnie 
bądź o drobne różnice w strukturze chemicznej haptenu swoistego, bądź 
w przypadku odmian gatunkowych — o różnice w  drobinach związanych 
z haptenem  swoistym w sympleksie substancji grupowej.

Isto tnym  faktem  jest to, że mimo różnic w  budowie haptenu swoiste
go czy drobin związanych z nim  w sympleksie, analogia składu chemicz
nego i zasadniczej budowy sympleksów poszczególnych substancji g ru 
powych decyduje o podobieństwie ich własności fizycznych i chemicznych. 
W w yniku tego nie ma dotychczas m etod preparatyw nych, pozw alają
cych na oddzielenie poszczególnych substancji grupowych od siebie. S tw a
rza to trudność w badaniu tego typu związków, zwłaszcza pochodzenia 
ludzkiego. Nie w ystępują one bowiem oddzielnie, ale na ogół w  zespołach 
z substancją H i Lea. Prawdopodobnie nie chodzi tu o związki wielo- 
swoiste, np. typu A.H.Le3, ale o m ieszaniny sympleksów grupowych, 
których nie umiemy dotąd rozdzielić.

To jest tylko część przyczyn, które składają się na to, że do dziś nie 
udało się ostatecznie wyjaśnić zasadniczego zagadnienia zależności m ię
dzy budową chemiczną różnych grup a ich swoistością, ani tym  bardziej 
podłoża chemicznego subtelniejszych różnic w  obrębie tych sam ych grup. 
Istotnie, w iem y dziś więcej o tym  co poszczególne grupy krw i mają 
wspólnego chemicznie, niż co je różni [5, 10]. Podobieństwo zasadniczej 
budowy sympleksów poszczególnych grup nie ogranicza się tylko do 
jednej form y ich występowania. W łaściwością wspólną grup A, B i O,

1245]
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której dotąd poświęcono mało stosunkowo uwagi — jest możność występo
w ania tych substancji w  postaci różnoskładnikowych sympleksów.

M ański, Kozdroj i Radola [11] wykazali, że swoistość grupowa nie jest 
związana z całą cząsteczką, a tylko z pewnym jej fragm entem  struk tu ra l
nym. Działając bowiem kwasam i czy zasadami na  m ukopolisacharyd gru
powy można doprowadzić do u tra ty  zdolności ham ow ania aglutynacji 
przy zachowaniu zdolności hamowania hemolizy. Przebieg inaktywacji 
w  obu w arunkach hydrolizy dowodzi, że swoiste reakcje serologiczne za
chodzą ze struk tu ra ln ie  odm iennym i grupam i chemicznymi w drobinie 
substancji grupowej. Jeśli za swoistość odpowiada tylko określony frag
m ent s tru k tu ry , to staje się zrozumiałe, że różne chemicznie drobiny mogą 
być nośnikiem  tej samej swoistości grupowej.

Już na  początku badań nad chemią substancji grupowych stwierdzono 
fakt, że z płynów  ustrojow ych w ypadają one pod wpływem  etanolu, na
tom iast z tkanek dają  się ekstrahować etanolem.

Doprowadziło to do podziału na dwa rodzaje substancji grupowych. 
Pierw sze w ystępujące przede wszystkim w płynach ustrojowych — roz
puszczalne w  wodzie, drugie zaś w ystępujące w tkankach  — rozpuszczalne 
w alkoholu. Większość badań chemicznych wykonano nad tzw. form ą roz
puszczalną w wodzie [5,7,10]. W edług terminologii Stacey’a [16] chodzi w tym  
przypadku o mukopolisacharyd zawierający około 25% części aminokwasowej.

Substancje grupowe dające się ekstrahować etanolem  z tkanek były 
ostatnio przedm iotem  badań Hamasato [3] oraz M asamune i współpracow
ników [12, 13]. Stw ierdzili oni, że m ukolipid grupow y związany jest rów 
nież z częścią peptydow ą i że w  stanie oczyszczonym jest on rozpuszczalny 
w wodzie i nierozpuszczalny w alkoholu. K ryterium  rozpuszczalności 
w wodzie czy alkoholu m a więc istotne podstawy tylko w odniesieniu do 
substancji grupowych w ystępujących w m ateriale tkankow ym , a nie do 
wyizolowanych i oczyszczonych preparatów  substancji grupowych.

M ukolipidy nie są jedyną form ą w jakiej można otrzym ać substancje 
grupowe z tkanek . Substancje grupowo aktyw ne dają  się wprawdzie ty l
ko w  ograniczonym  stopniu ekstrahow ać z tkanek wodą czy roztworam i 
soli, ale można je  przeprowadzić do roztworu poddając tkankę uprzednie
mu traw ieniu  peptycznemu.

W dotychczasowych m etodach otrzym yw ania substancji grupowych 
z m ateriału  tkankow ego stosowano w  pierwszym etapie hydrolizę enzy
mami proteolitycznym i. Proces ten prowadzono tak  długo, aż hydrolizat 
nie wykazywał reakcji na wolne białka, a zawartość azotu w wyizolowa
nym  preparacie aktyw nym  nie ulegała praktycznie dalszej zmianie.

P repara t grupowo aktyw ny poddawano następnie dalszemu oczysz
czaniu przez frakcjonow anie etanolem  czy solami. Tak otrzym ane sub-
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stancje grupowe są m ukopolisacharydam i, składającym i się w około 25% 
z części aminokwasowej, co odpowiada około 6% azotu całkowitego.

W preparatyce m ukopolisacharydów i mukolipidów grupowych dążono 
dotąd do możliwie całkowitego oddzielenia wszelkich części nieswoistych, 
uprzednio z nimi związanych. Postępowanie takie w ynikało z dążenia do 
uchwycenia zależności m iędzy budową chemiczną a swoistością tych 
związków. Jednak prócz tego zasadniczego zagadnienia istnieje jeszcze 
rów nie podstawowe i praktycznie nie poruszone dotąd zagadnienie roli 
substancji grupowych w organizmie. Chodzi tu  przecież o związki w ystę
pujące w całym organizmie, z w yjątkiem  centralnego układu nerwowego.

Aby podejść do tego zagadnienia, trzeba otrzym ać również substancje 
grupowo aktyw ne z tkanek w postaci rodzimej lub w postaci możliwie 
zbliżonej do niej. W tym  kierunku idą obecnie nasze doświadczenia.

W w yniku tych doświadczeń wyizolowaliśmy substancje grupowo 
aktyw ne w postaci m ukoproteidu o zawartości około 13% azotu całko
witego. M ukoproteid ten jest formą substancji grupowych rozpuszczalną 
w wodzie, bogatszą od m ukopolisacharydu w  składniki, k tóre w ystępują 
w  sympleksie rodzimym w tkance.

Badanie różnych form, w których w ystępują substancje grupowe, po
winno dać również istotny wgląd w zagadnienie, w jakim  stopniu swoistość 
grupowa i aktywność grupowa zależą od różnic składu chemicznego, a w  ja 
kim od różnic s tru k tu ry  cząsteczki. Jest możliwe, że m ukopolisacharydy 
grupow e płynów ustrojowych, nie są oddzielnie syntetyzowane w ustroju, 
ale pow stają właśnie z substancji grupowych rodzimych z tkanek na dro
dze hydrolizy peptycznej in vivo. Szczególnie prawdopodobne jest to 
w odniesieniu do substancji grupowych w ystępujących jako  składnik ślu
zowy soku żołądkowego. Nie można również wykluczyć, że różnie zhy- 
drolizowane substancje grupowe mogą odgrywać różną rolę w organizmie.

Z tych względów uważaliśmy za ciekawe przebadanie również w łas
ności substancji grupowych, jakie można izolować w przebiegu hydrolizy 
peptycznej oraz poznanie w ten  sposób zmian, jakim  podlega m akrodro- 
bina substancji grupowych przechodząc od formy, w jakiej w ystępuje 
w tkankach, do formy, w jakiej znajdujem y ją  w  sokach ustrojowych.

CZĘŚC DOŚWIADCZALNA

1. M etody

M etody fizyczne. Lepkość oznaczano za pomocą w iskozym etru Ost
walda w tem peraturze 25° w  roztworze 0,85% NaCl.

Absorpcję światła w zakresie od 2400 A do 3200 A oznaczano przy 
użyciu spektrofotom etru Beckmanna (Typ ZSSR-C f 9). Pom iary prze
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prowadzono na 0,02% roztworach w 0,85% NaCl w 1 cm naczyniach k w ar
cowych.

Elektroforetyczne pom iary wykonywano przy użyciu aparatu  Fokal B. 
Do oznaczeń używano roztworów o stężeniu 1— 2%  substancji badanej 
w buforze weronalowym  o różnym  pH.

Test rozpuszczalności przeprowadzano w następujących warunkach: 
1 g badanej substancji wytrząsano przez 2 m inuty w  20 ml 30% etanolu. 
W irowano przez 5 m inut. K larow ny roztwór alkoholowy zlewano znad 
osadu i w ytrącano z niego substancję przez dodanie 60 ml 96% etanolu. 
Do pozostałej substancji wyjściowej, po ekstrakcji, dodawano 20 ml 30% 
etanolu i ponownie w ytrząsano i izolowano substancję aktyw ną jak  po
przednio. Czynność tę powtarzano cztery razy. Poszczególne preparaty 
suszono acetonem. Użyto rozcieńczony etanol jako rozpuszczalnik, gdyż 
roztw ory wodne były zbyt lepkie i stąd nie daw ały reprodukujących się 
wyników. Określone na podstawie prób wstępnych stężenie 30% etanolu 
jest stężeniem granicznym, w którym  badana substancja jeszcze się rozpusz
cza. W wyższych stężeniach etanolu substancja ta  jest nierozpuszczalna.

Koagulację obserwowano makroskopowo.
M etody chemiczne. Azot całkowity oznaczano metodą M arkham a-K jel- 

aahla, używając wskaźnika Tashiro i N/70 HC1. Azot peptydowy w y
liczano jako różnicę między azotem całkowitym  a azotem zawartym  w hek- 
sozoaminach.

Heksozy oznaczano metodą reduktom etryczną wg Somogyi [14]. Jako 
wzorca użyto glikozę firm y Retorte Pharm aceutical USA, w ilości od 0,25 
do 1,0 mg do jednego oznaczenia. Do analizy używano 1% roztwór sub
stancji m ukoproteidowej i hydrolizowano 6N HCi we wrzącej łaźni wod
nej przez 1 godzinę. H ydrolizat zobojętniano 8%  Na2C 0 3 (4 ml roztworu 
Na2COs na 1 ml hydrolizatu). Do oznaczeń używano 5 ml obojętnego roz
tw oru. Miareczkowano 0,005 N Na2S20 3.

Dla dodatkowego określenia heksoz w badanej substancji użyto m e
tody kolorym etrycznej z a-naftolem  według Molischa. Jako wzorzec uży
wano galaktozę firm y E. M erck-Darm stadt o stężeniu 10— 100 ¡ug w  ml. 
Do 1 ml roztworu 0,1% m ukoproteidu, 0,01% m ukopolisacharydu doda
wano w czasie chłodzenia 9 ml kwasu siarkowego o d< =  1,81. Po doprowa
dzeniu do tem peratury  pokojowej wstawiono do wrzącej łaźni wodnej na 
3 m inuty. Oziębiano, dodawano 0,2 ml 5%  a-nafto lu  w etanolu, dokład
nie mieszano i po 10 m inutach określano absorpcję za pomocą fotoko- 
lorym etru Colemana przy 5750 A. Pom iary wykonywano używając od
czynników jako próby kontrolnej.

Aminoheksozy oznaczano zmodyfikowaną metodą Elsona-M organa, 
używając jako wzorca chlorowodorku glikozoaminy firm y H offm an-La
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Roche (Szwajcaria) (1,2 mg/ml, co odpowiada 1 mg/ml glikozoaminy). 
K rzyw a kolorym etryczna wzorcowa obejmowała zakres zawartości gliko
zoaminy od 100 jug do 500 /ug w 1 ml. Wzorzec poddawano działaniu 6 N 
kwasu solnego, w zatopionych ampułkach, w tem peraturze wrzącej łaźni 
wodnej przez 15 min, badaną zaś substancję hydrolizowano przez 30 min, 
Do 1 m l hydrolizatu 0,25% w 6 N HC1 substancji badanej dodawano 3 ml 
2 N N a2C 0 3 w celu dokładnego zobojętnienia i 5 ml 2% acetyloacetonu 
w 5N  Na2C 0 3 i ogrzewano przez 15 m inut we wrzącej łaźni wodnej. Po 
ochłodzeniu dodano 2 ml odczynnika Ehriieha i pozostawiono w łaźni 
wodnej w  37° przez 30 m inut. Odczytywano absorpcję przy 5400 A 
na fotokolorym etrze Colemana używając odczynników jako próby kon
tro lnej.

M etylopentozy oznaczano wg metody Dischego i Shettlesa [2]. Jako 
wzorca użyto fukozy firm y Hoffm an-La Roche (Szwajcaria) w zakresie 
stężeń od 4 jug do 20 /ug. Do oznaczeń używano roztworów 0,05% badanej 
substancji. Pom iary przeprowadzano vw spektrofotom etrze Beckmanna

(Typ ZSRR-C j 9).
Zawartość siarczanów oznaczano m etodą wagową jako siarczan baru 

[6], 300 mg badanej substancji ogrzewano pod chłodnicą zwrotną z 50 ml 
1 N kwasu solnego przez 2 godziny. Hydrolizat oziębiano, przesączano 
przez szklany filtr  Schotta nr 4 i w ytrącano siarczan baru.

Odczyny jakościowe wg Miliona, Folin-Ciocalteu i inne zestawione 
w tablicy  3 wykonano wg [4],

M etody serologiczne. Przynależność grupową tkanek oznaczano reakcją 
zahamowania hem aglutynacji. Do oznaczania używano surowic ludzkich 
anty  A i an ty  B, w rozcieńczeniu odpowiadającym  100 jednostkom  hema- 
glutynacyjnym  w 1 ml [8] oraz 3% zawiesiny krw inek A lub B. Wyciąg 
z tkanek przygotowywano przez ogrzewanie we wrzącej łaźni wodnej około 
10 g tkank i w  10 ml 0,85% NaCl. Do 1 kropli surowicy dodawano po 
1 kropli wyciągu tkankowego i pozostawiono w tem peraturze 4° przez 
1 godzinę. N astępnie dodawano po 1 kropli 3% zawiesiny odpowiednich 
krwinek. Po 15 m inutach wirowano przez 1 m inutę przy 1000 obro
tów/min i odczytywano, które wyciągi tkankow e ham owały hem agiuty- 
nację krw inek A.

Ilościowe oznaczanie zdolności hamowania hem aglutynacji przeprowa
dzano w następujący sposób: Do 0,05 ml roztw oru substancji grupowej 
w spadającym  szeregu stężeniowym (zaczynając od 0,1%) dodawano rów 
ną ilość surow icy zawierającej 100 jednostek hem aglutynacyjnych w  1 ml, 
dobrze mieszano i pozostawiono w tem peraturze 4° przez 1 godzinę. Po 
tym czasie dodawano po 1 kropli 3% zawiesiny krwinek, wstrząsano i po 
15 m inutach wirowano przez 1 m inutę przy 1 000 obrotów na m inutę.

http://rcin.org.pl



250 W . MAŃSKI, H. KOZDROJ [6]

Aktywność substancji grupowej określano m inim alną ilością substancji 
w 1 ml, która całkowicie ham uje 100 jednostek aglutynacyjnych surowicy.

Odczyn zahamowania hemolizy przeprowadzano w następujący spo
sób: Do 0,5 ml roztworu badanej substancji dodano 0,5 ml amboceptora 
an ty  A (2 dawki hemolityczne) i 0,5 ml surow icy świnki morskiej w roz
cieńczeniu 1/10. W stawiono do łaźni wodnej o tem peraturze 37° na 1 go
dzinę. Dodano 0,5 ml 5% zawiesiny krw inek baranich i trzym ano w  łaźni 
wodnej w 37° przez 30 m inut. Wyliczano jako ilość ham ującą całkowicie 
1 jednostkę hemolityczną w 1 ml.

Badania własności antygenowych przeprowadzano w następujący spo
sób: 3 królikom  wagi 3-4 kg podawano dożylnie 1 ml 1% roztworu sub
stancji grupowej w 0,85°/o NaCl. Zabieg ten  powtórzono czterokrotnie 
w odstępach pięciodniowych. K rew  do badania na obecność przeciwciał 
pobierano w tydzień po ostatnim  zastrzyku.

2. MATERIAŁY

M ateriał wyjściowy stanow iły świeże żołądki świń o aktywności g ru 
powej A oraz tkanka żołądkowa ludzka grupy A.

O trzym ywanie preparatów substancji grupowych na drodze trawienia
peptycznego

Substanję grupową A otrzym ywano z żołądków świń. Trawienie enzy
matyczne prowadzono w tem peraturze 50° przy pH 2,0-2,2 w  naczy
niach o pojemności 20 1. 5 kg starannie zmielonej tkank i żołądkowej
zalewano 5 1 gorącej wody. W ten sposób szybko osiągano potrzebną 
tem peraturę 50°. Całość wstawiano do term ostatycznej łaźni wodnej, do
prowadzano ¡stężonym HC1 do pH  2,0, po czym dodano pepsynę. W czasie 
traw ienia kontrolowano pH  i korygowano je przez dodanie stężonego 
HC1. Zmiany pH, początkowo bardzo duże, po około 6 godzinach m aleją 
i dalsza proteoliza odbywa się bez istotnych zmian pH. W tym  też czasie 
tkanka podlega pełnej solubilizacji i daje już jednorodny roztwór. P ierw 
szą część hydrolizatu peptycznego dla dalszej preparatyki pobrano po 
około 10 godzinach hydrolizy, następne po 24 i 48 godzinach.

Po ostudzeniu, zebraniu wierzchniej w arstw y tłuszczu i przefiltro- 
waniu przez bibułę w ytrącono substanję aktyw ną trzykro tną objętością 
etanolu. Osad rozpuszczono w 10 objętościach wody i po oziębieniu 
w chłodni odwirowano część nierozpuszczalną. Substancję aktyw ną w y
trącono 2-krotną objętością etanolu.

Dalsze oczyszczanie preparatów  przeprowadzano już różnym i m eto
dami, opracowanymi na podstawie system atycznej kontroli ich czystości
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chemicznej i aktywności serologicznej. P reparat oznaczony przez nas jako 
m ukopolisacharyd, izolowany po 48 godzinach hydrolizy enzymatycznej, 
oczyszczano za pomocą frakcjow ania siarczanem sodu, w sposób opisany 
dokładnie w poprzedniej pracy [9].

P repara t, określany jako m ukoproteid grupowy, oczyszczano w sposób 
następujący. Roztwór wodny surowego produktu oznaczonego jako P 4 
oziębiano w lodówce i oddzielono od części nierozpuszczalnych przez od
wirowanie. Z klarownego roztworu ponownie w ytrącano substancję 
aktyw ną etanolem. Czynność tę powtarzano trzy  razy. Tak oczyszczoną 
substancję suszono za pomocą acetonu. Oznaczano tę frakcję jako P2. 
Dalsze oczyszczanie osiągnięto przy zastosowaniu metody frakcjonowanej 
ekstrakcji za pomocą 30% etanolu. 20 g substancji P 2 w ytrząsano w 1 li
trze  30% etanolu. W irowano na wirówce Sharples przez 30 m inut przy 
25 tys. obrotów. Z klarownego roztw oru alkoholowego wytrącono sub
stancję, doprowadzając stężenie etanolu do 75%. Osad ten zbierano i po
nownie ekstrahowano 30% etanolem . Czynność tę  powtarzano trzy  razy. 
Suszono za pomocą acetonu. Otrzymano 1,8 g substancji czystej, k tórą 
oznaczono jako P 3.

O trzym anie substancji grupowej z tkank i solubilizowanej alkalicznym
m ocznikiem

10 g zmielonej ludzkiej tkanki żołądkowej A, zadano 150 ml 30% 
mocznika w  2% NaOH, w ytrząsano przez 10 m inut, po czym przez 15 m i
nut ogrzewano w łaźni wodnej w tem peraturze 55°. Po oziębieniu odsą
czono od części nierozpuszczalnych i dializowano w tem peraturze 4° 
wobec wody destylowanej aż do usunięcia mocznika. Osad wypadający 
w czasie dializy odwirowano i z klarownego roztworu wytrącono sub
stancję aktyw ną pięcioma objętościami etanolu. W ydajność stanowi 1,5% 
tkanki wyjściowej. P repara t ten  oczyszczono jak  P2 i oznaczono go jako P 4.

O trzym yw anie preparatów substancji grupowych na drodze ekstrakcji
0,85°/o NaCl

700 g tkanki żołądkowej ludzkiej zmielono, dodano 700 ml 0,85% NaCl 
i kilka kropli chloroformu i w ytrząsano mechanicznie przez 6 godzin. Na
stępnie ogrzewano we wrzącej łaźni wodnej przez 15 m inut. Ochłodzono 
i pozostawiono na noc w tem peraturze 4°. Odłączono od części nieroz
puszczalnych i z klarownego przesączu w ytrącono aktyw ną substancję 
4 objętościami etanolu. W ytrącony osad rozpuszczono w  200 ml wody de
stylowanej, odwirowano część nierozpuszczalną w wodzie i z klarownego 
roztworu wytrącono kolejne frakcje etanolem. Po dodaniu jednej obję
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tości 96% etanolu w ytrącono frakcję L n, po dodaniu dwóch objętości eta
nolu — frakcję L2 i po dodaniu pięciu objętości 96% etanolu — frakcję L3. 
P repara ty  te suszono acetonem. Otrzymano 1 g preparatu  0,6 g pre
paratu  L2 i 0,9 g preparatu  L 3.

3. WYNIKI

Grupowo aktyw ne sym pleksy w ielocukrowo-białkowe  
otrzym ane po solubilizacji tkanek

W niniejszej pracy postawiliśm y sobie za zadanie izolowanie sub
stancji grupowo aktyw nej bezpośrednio po solubilizacji m ateriału  tkan 
kowego, a następnie przebadanie jej własności. Substancja grupowa tak 
otrzym ana powinna pozwolić na bliższy wgląd w form ę rodzimą sub
stancji grupowych w ystępujących w tkankach.

Podany powyżej sposób preparatyki substancji grupowo aktyw nej, na 
drodze traw ienia peptycznego, wynikał z równolegle przeprowadzanych 
doświadczeń nad jednorodnością i czystością izolowanych substancji.

T a b l i c a  1 
Test rozpuszczalności m ukopro te idu  P 2

Frakcja Azot całkow ity  
w  %

Suma cukrów  m etodą M olischa  
w  % (jako galaktoza)

Stosunek sum y cukrów  
do azotu całkow itego

1 13,6 3,8 0,281
2 12,8 4,6 0,351
3 12,1 5,9 0,491
4 11,7 — —

T a b l i c a  2 
Test rozpuszczalności m ukoprote idu  P.s

Frakcja Azot całkow ity  
w  %

Heksozoamina metodą Elsona-Mor- 
gana w % (jako glikozoamina)

Stosunek heksozoam iny  
do azotu całkow itego

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 przedstaw iają wyniki testu rozpuszczalności dla prepa
ratu  P2 i P 3.

Jak  widać rozrzut zawartości azotu w poszczególnych frakcjach pre
paratu  P 2 sięga jeszcze około 14% różnicy względnej, co wskazuje na jego

http://rcin.org.pl



[9] BADANIA NAD WIELOPOSTACIOWOŚCIĄ SUBSTANCJI GRUPOW YCH KRW I 253

niejednorodność. Oznaczenie sumy cukrów metodą Molischa również po
tw ierdza tę  niejednorodność i w ykazuje rozrzut 35,6%. P rzy  preparacie P 2 
lepkości frakcji I i IV wynosiły dla 0,1% roztworów w 0,85% NaCl odpo
wiednio 1,077 i 1,088, różnica względna nie przekracza więc 1%. Należy 
podkreślić większą łatwość ekstrakcji substancji o wyższej zawartości 
azotu, czyli o wyższej zawartości składnika peptydowego. Być może wiąże 
się to z większą zdolnością do pęcznienia substancji o wyższej zawartości 
składnika peptydowego, co w obranych przez nas w arunkach doświad
czalnych decyduje o kolejności ekstrakcji poszczególnych frakcji. Bo
wiem użyty  przez nas test rozpuszczalności jest również testem  na kine
tykę ekstrakcji.

Dla preparatu  P 3 rozrzuty zawartości azotu dla pierwszych trzech 
frakcji mieszczą się praktycznie w  zakresie błędu oznaczenia azotu. Do
piero frakcja  czw arta, która stanowi 11%, w ykazuje różnicę około 2,9% 
różnicy względnej zawartości azotu w stosunku do frakcji poprzednich.

Przy badaniu preparatu  P 3 zdecydowaliśmy się na oznaczenia amino- 
cukrów, gdyż wartość ich jest wyższa niż zawartość cukrów oznaczana 
wg Molischa, co zwiększa dokładność oznaczania. Rozrzut zawartości
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aminocukrów w poszczególnych frakcjach wynosi 5°/o różnicy względnej. 
W tych w arunkach p reparat P 3 może być uważany jako spełniający w a
runki jednorodności. Oznaczenia elektroforetyczne potw ierdzają powyższe 
wyniki.

Analizę wykonano w  buforze weronalowym o pH  8,6 i ¿z— 0,1. W skład 
P2 wchodzą dw a składniki o różnej ruchliwości elektroforetycznej, przy 
czym składnik o ruchliwości zbliżonej do ruchliwości m ukoproteidu gru
powego stanowi około 80%. P reparat P 3 jest elektroforetycznie jedno
rodny i to w buforze weronalowym  o pH  7,0, 8,0 i 8,6. Jego ruchliwość 
w buforze weronalow ym  o pH  8,0 wynosi — 4,0X10“ 5 cm2 sek“ 1 V

Rysunek 1 przedstaw ia krzyw e spektrofotom etryczne dla preparatu 
P 1( P 2 i P 4 w  zakresie 2200 —3300 A.

P repara t P a posiada w yraźne maksimum przy 2600 A. Natomiast Pa 
i P 4 nie w ykazują żadnego maksimum  charakterystycznego dla kwasów 
nukleinowych, ani dla arom atycznych aminokwasów. Jest to o ty le  cie
kawsze, że oznaczenia elektroforetyczne wskazują na obecność dwóch 
frakcji w preparacie P 2. Krzywa spektrofotom etryczna p repara tu  P 3 jest 
identyczna z krzyw ą dla preparatu  P 2.

Widmo absorpcyjne w ultrafiolecie wskazuje, że stosując podane 
w części preparatyw nej m etody oczyszczania, usuwam y niezwiązane 
składniki nukleoproteidowe.

Za obecnością wolnych substancji proteidowych tylko we frakcji P 4 
przem aw iają również różnice zachowania się preparatu  P x i P 3 wobec 
szeregu odczynników. W yniki tych reakcji zestawia tablica 3.

T a b l i c a  3 

Reakcje jakościowe

P re
pa
rat

R e a k c j e

B iu-
reto-
w a

M il
iona

Folin-
Ciocal-

teu

Z oc
tanem  
oło
w iu

Z ta
niną

Z kwa
sem  
łrój- 
chlo- 
rooc- 

towym

Z kwa
sem  

sulfo- 
sali- 
cylo- 
wym

Z n in - 
hydry- 

ną

Z a-naf- 
tolem

Koagulacja
cieplna

pH
4 ,0

pH
10,0

P. + — + + + + + + + + —

P3 + — + — + + — + + — —

U w aga: B adano 2%  roztw ory w odne.

Prepara t P x daje dodatni odczyn z kwasem sulfosalicylowym, z octa
nem  ołowiu i daje się koagulować w cieple przy pH 4. W szystkie te od
czyny zanikają przy oczyszczaniu i preparat P 3 ich już nie wykazuje.

P repara t otrzym any przez działanie mocznikiem na tkankę był jedno
rodny elektroforetycznie i posiadał ruchliwość — 3,5X10“ 5 cm2 s e k _1V_1. 
Przy solubilizacji tkanki mocznikiem otrzym uje się substancje grupowe
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nie zdegradowane, odznaczające się bardzo dużą lepkością. Frakcjono
wanie etanolem doprowadza w tym  przypadku łatwiej do denaturacji za
nieczyszczeń i stąd łatwiej do ich usunięcia. P 4 zawiera 13,6% azotu 
i wykazuje aktywność 30 ^g/100 jednostek hem aglutynacyjnych w ml. 
P repara t ten otrzym any z tkanki ludzkiej ma praktycznie tę  samą za
wartość azotu i tę  samą ruchliwość co m ukoproteid P 3 z tkank i wieprzo
wej poddanej hydrolizie peptycznej. M niejsza aktywność wiąże się praw 
dopodobnie z zaobserwowanym przez nas faktem, że aktyw ność grupowa 
zależy nie tylko od zawartości azotu w  preparacie, ale również od stopnia 
degradacji preparatu. Aktywność m ukoproteidów w zrasta do pewnej 
granicy w raz ze wzrostem  stopnia degradacji, przy czym zawartość azotu 
nie ulega zmianie. P reparat P 3, otrzym any drogą hydrolizy peptycznej 
w środowisku kwaśnym , jest bardziej od P 4 zdegradowany.

T a b l i c a  4 

Dane analityczne m u koprote idu  P

Azot ca łk ow ity 13,6 %

Azot peptydow y 12,8 %

Azot heksozoam inow y 0,8 %

Suma cukrów  metodą M olischa  
(jako galaktoza) 5,0 %

Suma cukrów  metodą Som ogyi 
(jako glikoza) 4,8%

H eksozoam iny (jako glikozo- 
amina) 10,6 %

Acetyloheksozoam iny 13,1%

M etyiopentozy (jako fukoza) 1,1%

Siarczany nie ma

A ktyw ność 6 fig/ml surow icy zaw iera
jącej 100 jednostek  h e - i 
m aglutynacyjnych

R uchliw ość elektroforetyczna  
(Bufor w eronalow y, pH  8,0, 
p  0,1, tem p. 2°) — 4,0X 10—5 cm -sek  t y - l

Lepkość w zględna (1 % roztw. 
w  0,85 % NaCl) 1,55

Widmo spektrofotom etryczne F 4 w ykazuje podobnie jak P 3 brak  m a
ksimum charakterystycznego dla arom atycznych aminokwasów. Przesu
nięcie w przebiegu krzyw ych P 2 i P 4, widoczne na rysunku 1, w ynika 
z różnic w rozpraszaniu światła.
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Szereg doświadczeń wskazuje, że opisany m ukoproteid jest stabilnym  
sympleksem substancji grupowej. Nie ulega on rozkładowi w czasie elek
troforezy. Nie zmienia się przy ogrzaniu w pH  4 i 8, a w szczególności 
nie dochodzi nigdy do oddzielenia się składnika peptydowego. Również 
frakcjonow anie siarczanem  sodu nie rozbija sym pleksu wysokoazotowego 
na składniki. Poszczególne frakcje, w ypadające w  stężeniu do 25°/o i od 
25— 30% stężenia Na2S 0 4, różniły się tylko o 4%  różnicy względnej w  za
wartości azotu. Kwas trój chlorooctowy w stężeniu 10% w ytrąca cały 
sympleks aktyw ny preparatów  P 4, P 2, P 3 i P 4, a nie tylko składnik azotowy.

Aktywność preparatów  grupowych w zrastała w m iarę ich oczyszczania 
i tak 100 jednostek hem aglutynacyjnych w 1 ml surow icy wymaga dla cał
kowitego zahamowania 15 ¡ug p reparatu  P 4, 7,8 ¡ug P 2 i 6,0 ¡ug P 3. P repara ty  
te jak i p reparat P 4 nie m iały własności antygenow ych w doświadczeniu 
na królikach. Pełną analizę chemiczną przeprowadzono na preparacie 
o największej czystości, to znaczy na preparacie P 3. W yniki oznaczeń 
w przeliczeniu na suchą masę zestawia tablica 4. O trzym any przez nas 
m ukoproteid odpowiada wymaganiom czystości i jednorodności chemicznej. 
Jest on nośnikiem aktywności grupowej i w ystępuje w formie bliższej 
substancjom  rodzimym w komórkach niż szeroko dotąd badany m ukopo- 
lisacharyd grupowy.

Grupowo aktyw ne sym pleksy w ielocukrowo-białkowe  
otrzymane w przebiegu hydrolizy peptycznej lub na drodze ekstrakcji tkanek

Własności serologiczne, fizyczne i chemiczne różnych sympleksów g ru 
powo aktyw nych — m ukoproteidów i m ukopolisacharydów — przebada

liśmy na p repara tach  wyizolowanych 
z m ateriału  zwierzęcego, oznaczo
nych jako p repara ty  Z j; Z2, Z :j i ludz
kiego, oznaczonych jako L., L2, L 3.

W m iarę odszczepiania części pep- 
tydowej w zrasta aktywność sub
stancji grupowej. Jeżeli przyjąć ak 
tywność m ukopolisacharydu grupo
wego o zawartości 6,1% azotu za 
100% to aktywność p repara tu  o za
wartości 10,6% azotu wynosi 42,8%, 
zaś aktywność m ukoproteidu g rupo
wego o 13,6% azotu wynosi 9,0%. Ta 
sama proporcja w przebiegu ak tyw 

ności jest zachowana przy użyciu testu zaham owania hemolizy. Jak  ilu 
s tru je  to rys. 2, zależność między zdolnością ham ow ania hem aglutynacji

Rys. 2'. Zależność m iędzy aktyw nością  
preparatów  a zawartością azotu
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a zawartością azotu poszczególnych preparatów  przebiega liniowo. Można 
wyliczyć, że odszczepienie l°/o azotu powoduje wzrost aktywności o 12°/o.

Przebieg zmiany aktywności preparatów  typu L nie leży na prostej 
p reparatów  typu Z. Mamy tu do czynienia z innym  m ateriałem  wyjścio
wym  oraz z innym  stopniem czystości preparatów . Żaden z preparatów  
badanych nie był antygenem  dla królików.

T a b l i c a  5

Skład  chem iczny m ukoprote idów  i m ukopolisacharydów  grupow o ak tyw n ych

P re
parat

Sum a cu
krów m e
todą M o- 
lischa (ja
ko galak- 
toza) w  %

H ekso- 
zoamina  
(jako gli- 
kozoami- 
na) w  %

M etylo- 
pentozy  
(jako fu- 
koza) w  %

Stosunek  
cukrów  
do h e-  
ksozo- 
am iny

A zot w  % Część pe- 
ptydowa  
w % (w y
liczona)

całko
w ity

hekso-
zoam iny

pepty-
dow y

z , 5,0 10,6 0,7 0,5 13,6 0,8 12,8 81,9
Z2 6,1 17,0 1,0 0,4 10,3 1,3 9,0 57,6
Z3 45,0 23,0 1,9 6,1 1,8 4,3 27,5
L, 4,0 13,0
l 2 5,2 10,9 •

l 3 8,4 20,0 0,4 9,4 1,6 7,8 49,9

Tablica 5 zestawia dane analityczne preparatu  substancji grupowej 
izolowanego bezpośrednio po solubilizacji m ateriału  tkankowego traw ie
niem  peptycznym, a więc na początku tego procesu i p reparatu  izolowa
nego po zakończeniu hydrolizy peptycznej. Zawiera ona również niektóre 
dane dla preparatu  pośredniego oraz preparatów  otrzym anych za pomocą 
ekstrakcji z m ateriału  ludzkiego.

W m iarę postępu hydrolizy enzymatycznej i stąd w  m iarę wzrostu 
udziału części wielocukrowej w  drobinie substancji grupowej wzrasta 
również lepkość roztworów poszczególnych preparatów . Zależność stę
żeniowa lepkości specyficznej dla poszczególnych preparatów  substancji 
grupowych, które różnią się proporcją części wielocukrowej i peptydowej 
w cząsteczce przedstaw ia tablica 6.

T a b l i c a  6

Lepkość specyficzna m u kopro te idów  i m ukopolisacharydów  grupowo a k tyw n ych

P re S tężen ie w  0,85 % NaCl (w %)

parat 4,0 2,0 1,0 0,4 0,2 0,1 0,08 0,05

z, 2,83 1,17 0,55 0,26 0,18 0,13 0,12 0,11

Z2 6,35 1,75 1,62 — — 1 _
—

Z3 7,69 3,06 1,04 0,43 0,25 0,16 0,15 0,12
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Jak widać, wzrost lepkości specyficznej w  m iarę odszczepiania reszt 
aminokwasowych jest w początkowej fazie hydrolizy enzymatycznej 
większy niż w późniejszej. Na przykład, różnica lepkości specyficznej 4°/o 
roztworów zawierających 13,6% i 10,6% azotu wynosi 3,52, w tedy gdy 
różnica ta  dla preparatów  poddanych dłużej traw ieniu choć o większej 
rozbieżności w zawartości azotu, bo 10,6% i 6,1% azotu — wynosi już tylko 
1,34. Różnica ta  zmniejsza się ze spadkiem  stężenia poszczególnych sub
stancji. Przy stężeniu 1,0% różnica względna lepkości specyficznej p re 
paratów  krańcowych wynosi 40,0%, natom iast przy stężeniu 4,0% — 
60,7%. P repara ty  te zaw ierają pierwszy około 20%, drugi około 75%, 
części wielocukrowej, a więc stosunek 1 do 3,75. Z odszczepieniem reszt 
aminokwasowych i stąd zwiększeniem procentowej zawartości części 
wielocukrowej zwiększa się więc współczynnik stężeniowy lepkości po
szczególnych preparatów .

T a b l i c a  7

Frakcjonowanie siarczanem sodu m ukopro te idów  i m ukopolisacharydów
grupow o a k tyw n y ch

Czas hy
drolizy  

enzym a
tycznej 

(pepsyna) 
w  godz

20 % N a2SQ 4 30 % Na2SQ4

Wydaj
ność 
w  %

Azot 
całko
w ity  
w  %

Aktywność 
w jedn. he- 
m aglutyna- 

cyjnych

Reakcje  
z 10 % 

CCljCOOH

W ydaj
ność 
w  %

Azot 
całko
w ity  
w  %

A ktywność  
w jedn. he- 
m aglutyna- 

cyjnych

R eakcje 
z 10 % 

CCI3COOH

10 100 12,0 6 ,3 X 1 0 -6 + 6,6 11,6 3 ,9X 10-6 4-

24 100 11,6 6 ,3 X 1 0 -6 + 30 9,8 3 ,9 X 1 0 -6 +
48 100 6,8 2 ,5 X 1 0 -6 2340 6,2 0 ,4X 10-6 —

Równolegle do zmiany drobiny substancji grupowych, przy przejściu 
od m ukoproteidu do m ukopolisacharydu, zmienia się ich zachowanie wo
bec stężonych roztworów Na2S 0 4. Jak  widać z tablicy 7, w m iarę po
stępu czasu traw ienia zmniejsza się ilość frakcji wypadającej z hydro
lizatu przy 20% Na2S 0 4 w stosunku do frakcji w ypadającej przy 30% 
Na2S 0 4. Aktywniejsze są zawsze preparaty  o mniejszej zawartości azotu. 
P reparaty  do 9,8% azotu strącają się także pod wpływem  10% CCl3COOH.

Krzywe spektrofotom etryczne w zakresie 2200— 3300 A przedstaw ia 
rys. 3. Do pomiaru w ybrano dwa preparaty  o 13,6% azotu i o 6,1% azotu 
oraz p reparat otrzym any z tkanki ludzkiej drogą ekstrakcji NaCl. Jak  
widać, żaden z tych preparatów  nie wykazuje m aksimum  charakterystycz
nego dla arom atycznych aminokwasów i kwasów nukleinowych.

Tablica 8 zestawia ruchliwość elektroforetyczną badanych preparatów  
w zależności od pH. Ruchliwość zarówno m ukoproteidu, jak i mukopoli-

http://rcin.org.pl



[15] BADANIA NAD W IELOPOSTACIOW OŚCIĄ SUBSTANCJI GRUPOW YCH KRW I 259

sacharydu zmniejsza się przy niższym pH. Różnica ta  jest większa dla 
m ukoproteidu grupowego niż dla mukopolisacharydu, zależy więc od 
ilości składnika peptydowego zawartego w drobinie.

T a b l i c a  8
Ruchliwości e lek troforetyczne m uko pro te idó w  i m ukopolisacharydów  

grupow o a k ty w n y c h  '

Preparat
Azot 

całkow ity  
w  %

R uchliw ość elektroforetyczna w  buforze w eronalow ym  
(o ¿* =  0,1) w  cm 2 sek “ 1 V—1

pH  8,6 pH  8,0 pH  7,1

z, 13,6 — 6,5*) — 4,0 — 2,1

Z2 10,3 — 4,2 — 3,7 — 0,9

z3 6,1 — 0,9 — 0,7 — 0,5

*) W artości pod ane w rubrykach  3, 4 i 5 są  m n iejsze  od rzeczyw istych  105 razy.
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DYSKUSJA

Otrzym aliśm y z m ateriału  tkankowego m ukoproteid grupowo ak tyw 
ny, rozpuszczalny w wodzie, zawierający 13,6% azotu całkowitego. M uko
proteid ten zbudowany jest w 80,0% z części peptydowej i 20,0% z czę
ści cukrowej. W skład części cukrowej wchodzi 10,6% heksozoamin, 
5,0% heksoz, 1,1% m etylopentozy.

M ukoproteid otrzym any przez nas jest jednorodny zarówno w teście 
rozpuszczalności, jak  i w  badaniu elektroforetycznym .

Aktywność tego m ukoproteidu podczas oczyszczania go wzrastała. 
Oczyszczony preparat m iał w naszych oznaczeniach przy pomocy testu  
hem aglutynacyjnego aktywność 6,0 ¡ug na 100 jedn. aglut. w 1 ml. Jest 
ona około 10 razy niższa od przeciętnej aktyw ności m ukopolisacharydów 
grupowych. Frakcjonowana ekstrakcja i frakcjonow ane w ytrącanie w ska
zują na to, że aktywność tego preparatu  nie może być związana z obec
nością tylko domieszki substancji aktyw nej. W przypadku, gdyby ak tyw 
ność m ukoproteidu, otrzym anego przez nas, zależała od obecności wol
nego aktywnego mukopolisacharydu, m usiałby on występować w około 
10%, co łatwo dałoby się w ykryć za ponlocą testu rozpuszczalności.

Fakt, że m ukoproteid grupow y można również otrzym ać na drodze 
bezpośredniej ekstrakcji tkanek mocznikiem przemawia za tym, że sub
stancje grupowe w form ie w łaśnie takiego sympleksu trw ałego występują 
w  tkankach.

Zachowanie opisanego przez nas związku przy ogrzaniu w różnych pH, 
przy działaniu różnymi rozpuszczalnikami organicznym i, stężonymi so
lami czy odczynnikami w ytrącającym i białko, wskazuje, że mamy do czy
nienia z sympleksami bardzo trw ałym i. Pozwala to wnioskować, że w ią
zania między poszczególnymi składnikami m ukoproteidu są przeważnie 
o typie kowalentnym .

Badania nasze nad hydrolizą enzymatyczną tkank i żołądkowej w yka
zują, że istnieje szereg grupowo aktyw nych sympleksów o różnej za
wartości aminokwasów i cukrów. P repara t izolowany na początku h y 
drolizy enzymatycznej zawiera około 80% części aminokwasowej i 20% 
części cukrowej. Po zakończeniu tego procesu p reparat zawiera jeszcze 
około 25% części aminokwasowej i około 75% części cukrowej. Ta pozo
stała część aminokwasowa nie poddaje się dalszemu traw ieniu  peptycz- 
nemu. Ubytek części aminokwasowej wynosi więc około 70% jej zaw ar
tości w mukoproteidzie. P rzyrost poszczególnych składników  części cu
krowej substancji grupowej nie jest proporcjonalny. Zawartość heksozo- 
aminy z początkowej wartości 10,6% wzrasta do 23,0%, a więc około 
2,2-krotnie w tedy, gdy ilość cukrów  reagujących w  odczynie Molischa
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w zrasta z 5,0% do 45,0%, a więc 9-krotnie po zakończeniu hydrolizy 
peptycznej.

Zm iany chemiczne, jakim  podlegają p reparaty  substancji grupowych 
w przebiegu hydrolizy enzymatycznej, nie polegają więc jedynie na od- 
szczepieniu części aminokwasowej, dotyczą one również wyraźnie zmian 
w części cukrow ej. W preparacie izolowanym na początku hydrolizy pep
tycznej część cukrow a składa się z heksozoamin i heksoz w proporcji 2 
do 1. Pod koniec hydrolizy stosunek ten  się zmienia i wynosi 1 do 2. Ta
blica 5 zawiera dane dotyczące preparatów , których czystość i jednorod
ność była szczególnie starannie sprawdzana.

Z nielicznych zresztą oznaczeń preparatów  pośrednich wynikałoby, że 
przem iana taka nie zachodzi w sposób ciągły. P repara ty  o azocie pepty- 
dowym, wynoszącym około 9,0%, wykazują w części cukrowej stosunek 
am inocukrów do heksoz jeszcze jak  2 do 1. Z danych naszych wynika 
więc wniosek, że na pewnym etapie traw ienia peptycznego dochodzi rów 
nież do odszczepienia heksozoamin, co pociąga za sobą zmianę stosunku 
ich- do heksoz w części cukrowej m ukopolisacharydu.

Zmiana składu części cukrowej w m iarę ubywania reszt peptydowych 
nie jest wynikiem  jedynie obranych przez nas w arunków  doświadczal
nych jak  niskie pH  czy ew entualne zanieczyszczenie pepsyny. Zjawisko 
to potwierdza się również przy zestawieniu danych analitycznych pre
paratów  m ukopolisacharydu i m ukoproteidu otrzym anych na drodze bez
pośredniej ekstrakcji tkanek. M ukoproteid otrzym any przez nas działa
niem na tkankę mocznikiem czy roztworem  NaCl oraz m ukopolisacha
ryd — otrzym any bezpośrednio z wydzielin norm alnych [7] i patologicz
nych [1] również w ykazują taką samą różnicę w proporcji cukrów do 
aminokwasów.

Przyrost heksoz w m iarę trw ania  hydro lizy . peptycznej odpowiada 
dość dokładnie przyrostow i aktywności, co wskazuje na prawdopodobną 
korelację między ilością heksozy, konkretnie galaktozy, a aktywnością 
substancji grupowej. Fakt ten nie wiąże się prawdopodobnie w jakiś 
prostszy sposób ze swoistością substancji grupowych.

Jest rzeczą ciekawą, że związki Zx, Z3 i L x nie w ykazują żadnych cha
rakterystycznych różnic w  przebiegu krzyw ych spektrofotom etrycznych. 
P reparat m ukoproteidow y i również muko polisacharydy nie w ykazują 
charakterystycznej dla białek absorpcji w zakresie 2800 A.

Dodatkowym dowodem, że część aminokwasowa substancji grupo
wych jest uboga w aminokwasy arom atyczne, jest fakt, że muko polisa
charyd nie reaguje z odczynnikiem Folin-Ciocalteu. Jak  mogliśmy stw ier
dzić, m ukoproteid grupowy w stężeniu do 0,01% również nie daje reakcji, 
dopiero w  stężeniu 0,1% reakcja w ypadała bardzo słabo dodatnio. Fakty
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te świadczą o tym , że peptydy m ukopolisacharydu i m ukoproteidu nie 
zawierają aminokwasów arom atycznych w ilościach występujących na j
częściej w  białkach.

Wyliczona graficznie lepkość graniczna m ukoproteidu wynosi 0,318, 
zaś dla m ukopolisacharydu 0,343. Przyjm ując, że średnia objętość cząst
kowa m ukoproteidu wynosi 0,75, zaś m ukopolisacharydu 0,635, wylicza
my wartość „viscosity increm ent“ , przy czym dla m ukoproteidu wynosi 
ona 425, a dla m ukopolisacharydu 545. Te ostatn ie wielkości [u] wg Simhy 
[15] zależą od stopnia asym etrii drobiny. Przy elipsoidalnych pałeczkach 
zależność między stosunkiem  osi J  =  a/b od wartości v  wyraża poniższe 
równanie:

J2 J 2 14
l’ ~  15 (log 2 J  — 3/2) +  5 (log 2 J  — 1/2) 15'

Z tej zależności można wyliczyć, że dla m ukopolisacharydu J  =  94, 
zaś dla mukoproteidu J =  82. Liczba J  dla m ukopolisacharydu jest w ięk
sza niż otrzym ana przez M organa [1], tłum aczy się to tym , że Morgan p ra 
cował na preparatach z cysty jajnikow ej ludzkiej, k tórej ciężar dro
binowy -wynosi około 270 000, nasz preparat jest z tkanek  wieprzowych. 
Substancje otrzym ane z takiego m ateriału  odznaczają się znacznie w yż
szym ciężarem drobinowym, wynoszącym około 1 000 000.

Na zmianę lepkości z postępem hydrolizy enzymatycznej substancji 
grupowych w pływ ają dwa przeciwstawne procesy. Zależnie od czasu 
trw ania i warunków  proteolizy może zachodzić pewna degradacja, która 
zmniejsza lepkość. Z drugiej zaś strony zmianom chemicznym, polegają
cym na przejściu od przewagi udziału części peptydowej do przewagi 
udziału części wielocukrowej w drobinie substancji grupowej, towarzyszy 
zwiększenie stopnia asym etrii i ewentualnej hydratacji drobin, a stąd 
zwiększenie lepkości. Jak  widać z naszych doświadczeń, wpływ zwiększe
nia asym etrii ewentualnej hydratacji znacznie przeważa nad wpływem 
ewentualnej degradacji w hydrolizie substancji grupowych i stąd tak  
znaczny wzrost lepkości preparatów .

Badania elektroforetyczne wykazały, że w tym  samym pH ruchliwość 
zmniejsza się ze zmniejszeniem się zawartości peptydu. Różnice te  w zra
sta ją  równolegle do wzrostu pH buforu, w k tórym  oznaczano ruchliwość 
elektroforetyczną. Przyjm ując, że ruchliwość elektroforetyczna m uko
proteidu i m ukopolisacharydu jest wypadkową w pływ u składnika pepty- 
dowego i wielocukrowego, można wyliczyć przybliżoną ruchliwość obu 
składników z danych tablicy 8. Opierając się na danych zawartości pro- 
teidu i polisacharydu w  m ukoproteidzie i m ukopolisacharydzie (Tabl. 5) 
oraz na oznaczonej w artości ruchliwości elektro fonetycznej (Tabl. 8) w y
liczano ruchliwość elektroforetyczną składników na podstawie układu
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rów nań z dwiema niewiadomymi. Ruchliwość elektroforetyczna przy 
pH  8,6 dla składnika peptydowego wynosi —8,53X10“ 5, zaś dla wielocu- 
krowego +  1,64X10“ 5, analogicznie wartości te przy pH 7,1 wynoszą 
— 2,68X10“ 5 i -f0,22X 10“ 5. Na ruchliwość elektroforetyczną obu sym p- 
leksów ma więc decydujący wpływ część peptydowa.

Ze świeżej tkanki żołądkowej ludzkiej udało się przez ekstrakcję roz
tw orem  soli także otrzym ać m ukoproteidy grupowo aktywne. Frakcjo
nowanie alkoholem pozwoliło rozdzielić te  m ukoproteidy na związki o za
wartości od 13% do 9,4% azotu całkowitego. W skazuje to, że mukopoli- 
sacharydy grupowe wydzielane z sokiem żołądkowym pochodzą praw do
podobnie z substancji grupowo aktyw nych tkankowych, a nie są formą 
oddzielnie w ytw arzaną przez ustrój.

Jak  wykazali Mański, Kozdroj i Radola [11], swoistość grupowa zwią
zana jest tylko z elementem strukturalnym , a nie z całą cząsteczką gru
powo aktyw ną. Termin substancje grupowe obejm uje więc różne ugru
powania chemiczne o aktywności grupowej. Obecne nasze doświadczenia 
w ykazują, że drobina aktyw na grupowo występująca w tkankach jest 
m ukoproteidem  o około 80% części peptydowej. Zmiany aktywności, 
składu chemicznego i własności fizycznych, jakie opisaliśmy wyżej, do
tyczą drobiny substancji aktywnej grupowo, w m iarę odszczepiania od niej 
składnika peptydowego przy zachowaniu w pozostałej części drobiny ele
m entu strukturalnego, grupowo swoistego.

Trawienie pepsyną lub trypsyną nie pozwala na całkow ite usunięcie 
części aminokwasowej z sympleksu grupowego. Proces traw ienia zatrzy
m uje się przy zawartości około 25% części aminokwasowej. W ten sposób 
otrzym ana substancja z tkanek ma analogiczny skład co mukopolisacha- 
ryd grupowy izolowany z soków ustrojowych.

Należy więc przyjąć, że w sympleksach grupowych, przez nas izolo
wanych, część aminokwasowa w ystępuje jakby w dwóch frakcjach — 
poddającej się łatwo traw ieniu peptycznemu i nie poddającej się.

Z naszych doświadczeń wynika więc, że rodzimy sympleks grupowy 
w komórkach w ystępuje jako co najm niej trójskładnikow e połączenie: 
(nietrawiony) peptyd-w ielocukier-peptyd (trawiony) w odróżnieniu od 
substancji grupowych o niższej zawartości azotu, jakie izoluje się z so
ków ustrojowych w postaci sympleksu dwuskładnikowego: wielocukier- 
peptyd (nietrawiony).

W organizmie substancje grupowe rozpuszczalne w wodzie w ystępują 
w wielu postaciach o różnej zawartości peptydu. Rodzimy m ukoproteid 
grupowry może być w7 komórce połączony jeszcze z innym  składnikiem  pep- 
tydowym  czy z większą ilością tego samego składnika peptydowego, jaki 
w ystępuje w m ukoproteidzie i jaki poddaje się działaniu enzymów pro-
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teolitycznych. Może on również występować jako rodzimy w luźnym związ
ku z innymi połączeniami, tworząc sym pleksy mieszane, nierozpuszczalne, 
a rozpadające się w czasie proteolizy. Nie wiadomo też dotychczas, jaki 
jest stosunek m ukoproteidu grupowego do opisanego przez M asamune 
i współpr. trójskładnikow ego m ukolipidu grupowego z tkanek. Być może, 
że w ystępują one oddzielnie, albo tworzą jak iś m akrosympleks o typie 
peptyd-w ielocukier-peptyd ¡-peptyd-wielocukier-tłuszcz lub podobny, k tó 
ry  w  w arunkach preparatyw nych rozpada się w  miejscu zaznaczonym 
linią pionową. Metody preparatyw ne zastosowane przez Masamune 
i współpr. wskazywałyby na to, że sam m ukolipid grupowy jest sym plek- 
sem również silnie związanym i trw ałym .

STRESZCZENIE

Otrzymano z żołądków świń bezpośrednio po solubilizacji tkanki na 
drodze traw ienia peptycznego m ukoproteid o aktywności grupowej A. 
Substancja ta w ędruje w polu elektrycznym  jako pojedynczy składnik. 
Ruchliwość jej w pH  8,0 wynosiła —4X 10~5 cm2 sekM V_I. Substancja 
ta  była jednorodna w teście rozpuszczalności. Aktywność jej wynosiła 
6,0 ¡ug na ml surowicy zawierającej 100 jednostek hem aglutynacyjnych.

M ukoproteid grupowy zawiera 80% części peptydowej i 20% części 
wielocukrowej. W skład części cukrowej wchodzi 5,0% heksozy, 10,6% 
heksozaminy i 1,1% m etylopentozy. Pom iar spektrofotom etryczny w u ltra 
fiolecie w skazuje na nieobecność arom atycznych aminokwasów. Taki sam 
m ukoproteid otrzym ano na drodze solubilizacji świeżej tkanki żołąd
kowej ludzkiej mocznikiem.

Badania nasze wykazały, że opisany m ukoproteid jest sympleksem 
bliższym sympleksowi grupowemu występującem u w komórkach niż 
mukopolisacharyd.

Zbadano własności preparatów  substancji grupowych izolowanych 
w przebiegu hydrolizy peptycznej tkanki żołądkowej świń. W m iarę 
odszczepiania reszt peptydowych wzrasta aktywność i lepkość, natom iast 
m aleje ruchliwość elektrofor etyczna. Zmienia się również stosunek amino- 
cukrów do cukrów. W preparatach o 13,6% N, więc o przewadze części 
peptydowej, wynosi on 2 : 1 ,  w preparatach m ukopolisacharydowych 
o 6,1% N — 1: 2.  Zmiana składu części cukrowej nie zachodzi w sposób 
ciągły. W preparatach o 10,3% N stosunek ten  wynosi jeszcze 2 : 1. Z ja
wisko to nie zależy od postępowania preparatyw nego. Żaden z prepara
tów otrzym anych nie wykazuje maksimum absorpcji przy 2800 A.

Tylko 70% części peptydowej m ukoproteidu grupowego poddaje się 
traw ieniu peptycznemu. Należy więc przyjąć, że jest to trójskładnikow y
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sympleks: (nietrawiony) peptyd-wielocukier-peptyd (trawiony), w tedy gdy 
m ukopolisacharyd grupowy jest sympleksem dwuskładnikowym: wielo- 
cukier-peptyd (nietrawiony).

Ze świeżo przem ytej tkanki żołądkowej ludzkiej można w yekstraho
wać roztworem  NaCl substancje grupowe o zawartości od około 13% 
do 9% N. Przem awia to za tym, że substancje grupowe występujące 
w soku żołądkowym nie są formą oddzielnie syntetyzowaną, ale powstałą 
w ustroju w czasie hydrolizy enzymatycznej in vivo  tkankow ych sub
stancji grupowych.
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RESEARCH ON THE POLYMORPHISM OF BLOOD GROUP-SUBSTANCES

S u m m a r y

An A-group active m ucoproteid was obtained from pig stomachs 
im m ediately after solubilization of the  tissue by peptic digestion. The 
substance m igrated in an electric field as a single component. Its mobility 
at pH 8.0 was— 4X 10~5 cm.2 sec.-1 V-1 . The substance was homogeneous 
in solubility tests. Its activity was 6.0 /¿g/100 haem agglutination units 
ml. of serum.
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The group m ucoproteid 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 m ethyl- 
pentose. Spectrophotom etric m easurem ents in u ltraviolet indicated absence 
of arom atic amino acids.

An identical mucoproteid was obtained from fresh hum an stomach 
tissue after solubilization w ith  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 th e  stomach tissue of pigs. An 
peptide residues were split off, activity and viscosity grew, w hereas 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 predom inated, 
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 
m anner. 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 m ucoproteid was 
a menable to peptic digestion. Consequently, it has to be assum ed that 
it represents a trip le  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 w ith the aid of NaCl solution from fresh washed tissue of 
a hum an 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.

O trzym ano 15.1.58 r.

http://rcin.org.pl



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

Vol. V 1958 N o 3

A. M. DANCEWICZ, B. LIPIŃSKI

WPŁYW PROMIENIOWANIA RENTGENOWSKIEGO NA 
DEHYDRAZĘ KWASU Ó-AMINOLEWULINOWEGO IN VITRO

Z Zakładu Ochrony Z drow ia  In s ty tu tu  Badań Jądrowych w  W arszawie  
K ierow nik:  doc. d r  E. K ow alsk i

Badania nad biosyntezą hemu doprowadziły do stw ierdzenia, że jed
nym z wczesnych prekursorów  hemu jest kwas ó-aminolewulinowy (ALA), 
którego konwersję do porfobilinogenu (PBG) katalizuje enzym [18] zwany 
dehydrazą kwasu á-aminolewulinowego (ALAD) oczyszczony i opisany 
w 1955 r. przez Gibsona i współpr. [12]. Zachowanie się tego enzymu pod 
działaniem  promieniowania jonizującego nie było dotychczas badane. 
Z licznych prac dotyczących wpływu promieniowania jonizującego na 
enzymy [1, 2, 3, 5, 9, 10, 16, 17] wiadomo, że pomimo dość istotnej róż
nicy w skutkach działania promieniowania in vitro  i in vivo  wyniki ba
dań in vitro  okazują się pomocne w wyjaśnieniu niektórych zagadnień 
mechanizmu działania energii jonizującej.

Jednym  z istotnych skutków działania tej energii na ustrój zwierzęcy 
jest zaburzenie procesów krwiotwórczych, między innymi biosyntezy 
hemu [8, 15, 19]. Przedstawione w niniejszej pracy wyniki badania ak tyw 
ności dehydrazy kwasu ó-aminolewulinowego poddanej działaniu prom ie
niowania rentgenowskiego in vitro  przyczynić się mogą do poznania po
średnich przyczyn i mechanizmu popromiennych zakłóceń hemopoezy.

CZĘŚC DOŚWIADCZALNA

A. M ateriały

Homogenat w ątroby wołowej — świeżą w ątrobę homogenizowano 
w przeciągu 3 min z dw ukrotną wagowo ilością 0,15 M roztworu KC1 ozię
bionego uprzednio do 0°.

i
E kstrakt w ątrobow y — otrzym ywano przez 10-minutowe odwirowanie 

homogenatu przy 25 000 g.

[267]

http://rcin.org.pl



263 A. M. DANCEWICZ, B. LIPIŃSK I [2]

Roztwór oczyszczonego enzymu — oczyszczoną ALAD otrzym ywano 
wg m etody Gibsona i współpr. [12]. Jako m ateriału  wyjściowego używano 
homogenat świeżej wątroby. Na każdym etapie oczyszczania enzymu ozna
czano równolegle czynność enzymatyczną i zawartość azotu białkowego. 
Ponadto sprawdzono elektroforetycznie jednorodność białka. M aksym al
nie oczyszczona ALAD dawała obraz elektroforetyczny typowy dla białka 
jednorodnego (pojedyncze maksimum) (Rys. 1). W porównawczo poda
nym rys. 2 obraz elektroforetyczny z trzeciego etapu oczyszczania ALAD 
wykazuje niejednorodność składu białkowego. Oprócz maksimum typo
wego d la  białka enzymu stw ierdza się maksimum , które należy przypisać 
obecności białka balastowego.

Rys. 1. Obraz elektroforetyczny ALAD  
oczyszczonej 90-krotnie w  stosunku do 

ekstraktu  z osadu acetonow ego  
A ktyw n ość =  5,0 /iM  P B G /m l/god z  
Zaw artość b ia łka  4,5 m g/m l 
K rzywa zstęp u ją ca  — > i w stęp u jąca  <—
Czas 1540 sek  
I  — grad ien t

II — frak cja  bia łkow a en zym u

Kwas (5-aminolewulinowy — otrzym ywano wg Neubergera i Scotta [14]. 
Oczyszczony chlorowodorek ALA wykazywał temp. topnienia 149— 151°. 
Do badań używano 0,2 M roztwór chlorowodorku przechowywany w 0°, 
k tó ry  przed użyciem zobojętniano 0,2M N aO H .

Odczynnik Ehrlicha — 2°/o rozwtór p-dwum etyloam inobenzaldehydu 
cz. prod. f-m y „M ikrochemia“ w 5 N HC1.

Glutation — 0,03 M roztwór zredukowanego glutationu w wodzie re- 
destylowanej.

B. M etody

Aktywność ALAD oznaczano wg Gibsona i współpr. [12] w yrażając 
ją  w pM utworzonego porfobilinogenu na 1 ml roztworu enzymu w ciągu 
1 godz. Oznaczenie wykonywano następująco:

Rys. 2. Obraz elektroforetyczny ALAD  
oczyszczonej 15-krotnie w  stosunku do 

ekstraktu z osadu acetonow ego  
A ktyw n ość =  0,15 fiM P B G /m l/god z  
Zaw artość b ia łka  4,9 m g/m l  
K rzywa zstęp u ją ca  — > i w stęp u jąca  <—
Czas 1580 sek  

I —  grad ient
II —  frakcja  b ia łkow a en zym u  

III —  frak cja  b ia łka  balastow ego
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Próbkę zaw ierającą enzym mieszano z 1 ml 0,03 M roztworu gluta- 
tionu (w niektórych oznaczeniach, w celu sprawdzenia odwracalnego 
zm niejszenia aktywności, glutationu nie dodawano) oraz z 1 ml lub w ię
cej 0,07 M buforu fosforanowego o pH 6,8 (całkowita objętość wynosiła 
3 ml) i inkubowano w probówce Thunberga w próżni w ciągu 1 godz 
w tem p. 38°. Po tym  czasie dodawano 0,33 ml 0,1 M roztworu zobojętnio
nego chlorowodorku ALA, doprowadzono pH m ieszaniny do 6,8 za pomocą 
0,2 M NaOH, usuwano powietrze i inkubowano w ciągu 1 godz w temp. 
38°. Następnie dodawano koloidowego tlenku żelaza oraz 2 krople nasy
conego roztworu C uS 04, wstrząsano przez 10 sek i wirowano 2— 3 min. 
Ilość utworzonego PBG oznaczano spektrofotom etrycznie po zmieszaniu 
w arstw y znad osadu z inkubowanej próbki z odczynnikiem Ehrlicha w sto
sunku 1 : 1 (obj./obj.). Pom iaru współczynnika ekstynkcji dokonywano po 
3 m in od chwili zmieszania, w fali 555 m p  wobec ślepej próbki zawiera
jącej odczynnik Ehrlicha i w arstw ę znad osadu z próbki inkubowanej bez 
dodatku ALA. Dla obliczenia ilości PBG z uzyskanych w artości absorpcji 
świetlnej zastosowano m olarny współczynnik ekstynkcji E =  3,6-104 [13].

W yniki analiz cytow ane w tablicach stanowią średnie z dwu lub trzech 
równoległych oznaczeń. Różnice pomiędzy poszczególnymi oznaczeniami 
n ie  przekraczały 5% wartości średniej.

Białko oznaczano metodą Folina i Ciocalteu [11], a dla dokładnego 
obliczenia zawartości białka, oznaczano azot metodą Kjeldahla.

Jednorodność białka enzymu w toku oczyszczania sprawdzono elektro- 
foretycznie, stosując metodę wolnej elektroforezy w aparacie Tiseliusa 
typu Fokal-F w buforze weronalowym o pH 8,6 i p — 0,1 przy prądzie 
10 mA i temp. 2,5°.

Pom iary widma absorpcyjnego dokonywano na spektrofotom etrze typu 
Unicam SP-500 w 1 cm ki wetach kwarcowych w temp. 22°. Pom iary 
spektrofotom etryczne produktu reakcji PBG z odczynnikiem Ehrlicha w y
konywano na aparacie typu Unicam SP-400.

W arunki napromieniania. Próbki zawierające enzym naprom ieniano 
promieniami X  w naczyniach szklanych o średnicy 2,5 cm, z aparatu  ren t
genowskiego „Stabilipan“ f-m y Siemens (250 kV, 20 mA). Stosowano na
pięcie 180 kV, a prąd 20 mA, filtry  0,5 mm Cu lub 2 mm Al. Odległość 
próbek od środka lam py — 25 cm. Dawkę wyznaczano za pomocą dozy
m etru Siemens Universal Dosismessęr z komorą naparstkow ą. Próbki kon
trolne, nie naprom ieniane, przechowywane były w tych samych w arun
kach co naprom ieniane (temp. 20°), a aktywność ich oznaczano równo
legle.
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C. W yniki

W celu poznania wpływu promieniowania jonizującego na ALAD in 
vitro, zbadano aktywność tego enzymu w hom ogenatach i ekstraktach w ą
trobowych oraz w roztworach oczyszczonego enzymu, po naprom ienianiu 
ich promieniami X  w zakresie dawek od 0 do 82 000 rentgenów  (r.).

1. Napromienianie homogenatów wątrobowych. W pływ promieniowania 
jonizującego na aktywność ALAD w homogenacie jest nieznaczny. W ta 
blicy 1 podano wyniki oznaczeń aktywności ALAD z trzech różnych do
świadczeń, które w pierwszej serii wykonywano z dodatkiem  glutationu, 
a w drugiej bez glutationu.

T a b l i c a  1

A k tyw n o ść  d eh yd ra zy  kw asu ó-am inolewulinowego w  homogenatach w ą tro by  wołu,  
naprom ienianych różnym i daw k am i prom ieniowania  rentgenowskiego

N aprom ieniany
m ateriał

Dawka  
w rent

A ktyw ność ALAD  
w  fiM PBG m l/godz Strata aktyw ności w  %%

genach I II III I II III śred
nio

Hom ogenat w ą 
trobow y (aktyw 
ność oznaczana  
bez glutationu)

0
35 400 
70 800

0,112
0,112
0,107

0,106
0,106
0,104

0,0758
0,0746
0,0680

0
4,4

0
1,8

1,6
10,1

0,5
5,4

H om ogenat w ą 
trobow y (ak tyw 
ność oznaczana  
z glutationem )

0
35 400 
70 800

0,112
0,112
0,109

0,112
0,112
0,110

0,0746
0,0746
0,0746

0
2,6

0
1,7

0
0

0
2,1

Otrzym ane wyniki wskazują na nieznaczny stopień inaktyw acji od
wracalnej (oznaczanie bez glutationu) i nieodwracalnej (oznaczanie z glu- 
tationem), jakiej uległ enzym po naprom ienianiu homogenatu w ątrobo
wego.

2. Napromienianie ekstraktów  wątrobowych. W celu stwierdzenia, 
w jakim  stopniu obecność nierozpuszczalnych składników w homogena
tach w ątroby  wpływa ochronnie na czynność ALAD, poddano naprom ie
nianiu ekstrak ty  wątrobowe pozbawione cząstek stałych. W yniki ozna
czeń aktyw ności ALAD w naprom ienianych ekstraktach podano w ta 
blicy 2. Zmniejszenie aktywności ALAD oznaczanej bez dodawania g lu
tationu jest większe aniżeli w przypadku oznaczania po dodaniu g lu ta
tionu. W yniki te wskazują, że odwracalne zmniejszenie aktywności enzy
m atycznej w  ekstrakcie jest większe aniżeli w homogenacie. N ieodw ra
calne zm niejszenie aktywności, (oznaczanie z dodatkiem  glutationu) zbli
żone jest natom iast do wartości otrzym yw anych po naprom ienianiu peł
nych 'homogenatów.

http://rcin.org.pl



[5] WPŁYW PROMIENIOW ANIA RENTGENOW SKIEGO NA DEHYDRAZĘ 271

T a b l i c a  2
A k ty w n o ść  deh ydrazy  kw asu  ó-am inolewulinowego w  ekstrak tach  w ą tro bo w ych  

naprom ienianych różnym i d a w k a m i promieniowania rentgenowskiego

N aprom ieniany
m ateriał

Dawka 
w  rent
genach

A ktyw ność ALAD  
w  «M  PBG /m l/godz Strata aktyw ności w  %%

1 II III I II III śred
nio

Ekstrakt wątrobo
w y (aktywność 0 0,107 0,115 0,157 — - — —
oznaczana bez 30 240 0,102 0,102 0,140 4,6 11,3 10,8 8,9
glutationu) 60 480 0,090 0,095 0,135 15,8 17,4 14,0 15,7

Ekstrakt w ątrobo
w y (aktywność 0 0,087 0,087 0,095 — — — —
oznaczana 30 240 0,087 0,087 0,095 0 0 0 0
z glutationem) 60 480 0,085 0,081 0,090 2,3 6,9 5,2 4,8

T a b l i c a  3

A k tyw n o ść  d ehydrazy  kw a su  ó-am inolewulinow ego w  naprom ienianych roztworach
oczyszczonego enzym u

N aprom ieniany
m ateriał

Dawka 
w  rent
genach

A ktyw ność ALAD  
w  /(M PBG /m l/godz

Strata aktyw ności
w  %%

I II I II śred
nio

Roztwór ALAD  
oczyszczonej 85 X 
aktyw ność =  0,61 
białko =  3,6 mg/ml 
A /B = 0 ,1 7 .
Do naprom ieniania  
rozcieńczono wodą redest. 
w  stosunku 1: 20

0
2 800 
5 600 

16 800 
25 200 
33 600

0,0315
0,0265
0,0245
0,0115
0,010
0,009

0,030
0,0275
0,0245
0,0115
0,0095
0,0090

15,8
22,2
63,5
68,2
71,4

15.0
18.3 
61,6
68.3
70.0

15.4
20.5
62.5 
68,2 
70,7

R oztwór ALAD  
oczyszczonej 100 X 
A =  2,0 /(M PBG m l godz 
B =  4,0 m g/m l 
A'B =  0,50.
Do naprom ieniania  
rozcieńczono w odą redest. 
w  stosunku 1 : 1

0
3 000 
6 000 

12 000 
18 000 
25 000

1,02
1,00
1,00
0,95
0,92
0,88

1,175
1,160
1,155
1,100
1,020
0,970

2,0
2,0
6,8
9,7

13,5

0,5
1,7
6,4

13.1
17.2

1,2
1,8
6,6

11.4
15.4

Roztwór ALAD  
oczyszczonej 90 X 
A =  5,6 f iM  PBG/rnl godz 
B =  6,3 m g/m l 
A /B =  0,90.
Do naprom ieniania  
rozcieńczono wodą redest. 
w  stosunku 1 : 2

0
9 400 

26 400 
81 400

1.40
1.40 
1,29 
0,83

1,29
1,26
1,15
0,76

0
7,7

40

2,4
10,8
42

1,2
9,3

41

Preparat jak pow yżej. 0
I

0,063 0,057
Do naprom ieniania 26 400 0,028 0,028 55 50 52,5rozcieńczono w odą redest.
w  stosunku 1 : 60 81 400 0,0025 0,0028 95 95 95
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3. Napromienianie roztworów oczyszczonego enzymu. W yniki napro
m ieniania roztworów oczyszczonego enzymu o różnych zawartościach 
białka i różnych aktywnościach, przedstawiono w tablicy 3. Oznaczenia 
wykonywano z dodatkiem  glutationu, ponieważ enzym już w procesie 
oczyszczania, w skutek łatwego utleniania jego grup SH, ulega inakty- 
wacji. Stopień nieodwracalnej inaktyw acji ALAD w roztworach oczysz
czonego enzymu, jak  w ynika z tego zestawienia, zależny jest od dawki. 
Funkcję tę graficznie obrazuje krzywa wykładnicza (Rys. 3). Zmniejsze-

Rys. 3. Zależność aktyw ności denydrazy kw asu J-am inolew ulinow ago od dawki 
prom ieniowania. Enzym oczyszczony 85-krotnie, aktyw ność specyficzna 0,17

T a b l i c a  4

A k tyw n o ść  A LA D  w  napromienianych roztworach oczysz 
czonego (80—100-krotnie) enzym u w  zależności od jego a k t y w 

ności począ tk ow e j  (przed napromienianiem)

Dawka 
w  rentgenach

A ktyw ność początkow a  
w  «M PBG ml godz

Straty aktyw ności
w  %%

25 000 0,03 68,2
26 000 0,09 52,5
25 000 1.00 15,4
26 000 1,86 7,9

nie aktywności w naprom ienianych roztworach oczyszczonego (80— 100- 
krotnie) enzymu jest również w yraźnie zależne, jak  wynika z tablicy 3, 
od początkowego stężenia enzymu. Zestawione porównawczo w tablicy 4 
aktywności ALAD przed i po naprom ienianiu dawką 25—26 tys. r. roz
tworów oczyszczonego enzymu wskazują, że przy w zrastającym  stężeniu 
(aktywności) enzymu s tra ty  aktywności są mniejsze.

Spektrofotom etryczne badanie widma absorpcyjnego naprom ienianych 
roztwcrów oczyszczonej ALAD w nadfiolecie w7ykazało wzrost absorpcji 
w zakresie 240—280 m/< roztworów naprom ienianych w porównaniu z nie 
naprom ienianymi. Rówmocześnie stw ierdza się przesunięcie maksimum
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absorpcji z 280 do 270 m/t i niezmienione m inimum  przy 255 m/u. Krzywe 
absorpcji roztworu naprom ienianego i nie naprom ienianego jednego 
z oznaczeń przedstawiono na rys. 4.

Rys. 4. Krzyw a absorpcji w  nadfiolecie roztw orów  dehydrazy kw asu d-am inolew uli- 
now ego przed (A) i po (O) naprom ieniow aniu dawką 81 400 r.

A ktyw ność przed napr. 0,7//M PBG /m l/godz, po naprom ienianiu 0,35 pM  PBG/ml/godz.
Zawartość białka 1,5 m g/m l, pH  6,8 .

OMÓWIENIE WYNIKÓW' I WNIOSKI

Działanie promieniowania na enzymy, k tórych czynność uzależniona 
jest od obecności wolnej grupy SH, polega, jak  wiadomo, na utlenianiu tej 
grupy  do form y dwusiarczkowej -S-S-, nie wykazującej biologicznej 
aktywności [3, 5, 7]. Inaktyw ow ane w wodnych roztworach in vitro  enzy
my można częściowo lub całkowicie reaktyw ow ać działaniem substancji 
zawierających wolne grupy SH takich, jak  np. cysteina lub glutation [3]. 
W przypadku niepełnej reaktyw acji, nieodw racalna inaktyw acja enzymu 
pod wpływem  energii jonizującej polegać może [6, 15] na trw ałych zmia
nach struk turalnych  cząsteczki i utlenieniu innych grup funkcjonalnych 
białka, jak np. NH2 lub OH. Zm iany te w ystępują na ogół po naprom ienia
niu dawkami rzędu dziesiątków i setek tysięcy rentgenów. O bjawiają się 
one nie tylko zmniejszeniem aktywności, ale również zmianą pewnych cech 
fizykochemicznych białka [6].

Dehydraza kwasu d-aminolewulinowego, której czynność enzymatycz
na związana jest z obecnością wolnej grupy  SH, bardzo łatwo ulega od
wracalnej inaktywacji. Już w toku oczyszczania enzymu jego grupy SH 
ulegają utlenianiu tak, że czynność dehydrazow ą w roztworach oczysz
czonego enzymu można wykazać dopiero po reaktyw acji glutationem  utle
nionych grup SH [12]. Należałoby zatem oczekiwać łatwej inaktyw acji
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tego enzymu pod wpływem promieniowania jonizującego. Tymczasem na
promieniane homogenaty w ątroby wykazują stosunkowo dużą odporność 
na promieniowanie w odniesieniu do aktywności ALAD. W skazuje to na 
obecność w pełnych homogenatach czynników ochraniających ALAD 
przed działaniem  promieniowania. Pozbawienie pełnych homogena'tow 
zawiesiny nierozpuszczalnych cząstek przez odwirowanie powoduje zwięk
szenie wrażliwości enzymu zawartego w rozpuszczalnej frakcji homogenatu 
(ekstrakcie) na działanie energii jonizującej. O dw racalne zmniejszenie 
aktywności w  tym  przypadku wynosi średnio 15,7% przy 2,1% inakiy- 
wacji w pełnych homogenatach.

Zm niejszanie się aktyw ności enzymu pod wpływem  promieniowania 
jonizującego na ich roztwory in vitro  jest zjawiskiem charakterystycznym  
u wszystkich enzymów [9]. Zależność pomiędzy zmniejszeniem aktyw 
ności a daw ką promieniowania obrazuje krzywa wykładnicza. Przebieg 
inaktyw acji zgodny z tą krzyw ą obserwowano przy dawkach dochodzących 
do 680 000 r. [15]. W ykładniczą zależność zmniejszenia aktywności ALAD 
od dawki zaabsorbowanej energii wykazały również nasze badania aktyw 
ności enzymu. Równolegle w ykazaliśm y zależność pomiędzy zmniejsze
niem aktyw ności enzymu a jego stężeniem. F ak ty  te są zgodne z teorią 
pośredniego działania promieniowania jonizującego. Wg tej teorii działanie 
promieniowania jonizującego na substancje rozpuszczone w wodzie za
leży od ich reakcji z produktam i radiolizy wody (H, OH, HO., H20 2). Dla 
nie zmienionej dawki promieniowania stopień radiolizy, a tym  samym 
ilość zmienionych cząsteczek substancji rozpuszczonej, pozostaje stały. 
Zwiększenie stężenia prowadzi do zmniejszenia procentu zmienionych 
cząsteczek rozpuszczonych. W przypadku ALAD w yraźnie ilustru ją tę  
zależność dane zaw arte w tablicy 4.

Badanie widma absorpcyjnego w nadfiolecie roztworu naprom ienianej 
oczyszczonej ALAD wykazały, że nieodw racalnej inaktyw acji towarzyszą 
zmiany w aminokwasach białka enzymu. Dowodem tego jest zmiana prze
biegu krzyw ej i wzrost absorpcji w zakresie 240— 320 m/u. Zwiększenie 
absorpcji w  fali 280 m/u z jednoczesnym przesunięciem maksimum do 
270 m/u świadczy, iż w białku tego enzymu stosunek arom atycznych am i
nokwasów tyrozyna/tryptofan jest w iększy od 1. Barron i Finkelstein [6] 
przypisują wzrost absorpcji roztworów naprom ienianych aminokwasów 
utlenianiu grup OH tyrozyny. Ponadto Barron i współpr. [4] stwierdzili, 
że wzrost absorpcji po naprom ienianiu w ystępuje w tych białkach, w k tó 
rych stosunek aminokwasów ty rozyna/tryptofan  jest większy od 1, 
a zmniejszenie absorpcji wówczas, gdy stosunek ten jest mniejszy od 1. 
Autorzy ci udowodnili to przez naprom ienianie i badanie widma czystej 
tyrozyny i tryptofanu.
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Przedstaw ione wyniki badań wskazują, że dehydraza kwasu <5-amino- 
lewulinowego jest stosunkowo odporna na działanie promieniowania ren t
genowskiego in vitro. Zachowanie się tego enzymu po naprom ienianiu 
in  vivo  jest przedm iotem  dalszych badań.

STRESZCZENIE

Badano wpływ  promieni X  na czynność enzym atyczną dehydrazy 
kwasu 8-aminolewulinowego in vitro  w zakresie dawek od 0 do 80 000 r. 
Odwracalna inaktyw acja tego enzym u w naprom ienianych, pełnych ho- 
m ogenatach w ątroby wołu jest nieznaczna; natom iast w ekstraktach, po
zbawionych nierozpuszczalnych białek balastowych wynosi ona ok. 16°/o 
przy dawce 60 500 r. Roztwory oczyszczonej dehydrazy w ykazują zmniej
szenie aktyw ności w stopniu zależnym  od dawki promieniowania i stę
żenia enzymu.

Wzrost absorpcji świetlnej w zakresie 240—280 mju stw ierdzony w roz
tworze oczyszczonego enzymu po naprom ienianiu dawką ok. 80 000 r. 
wskazuje, że stosunek arom atycznych aminokwasów tyrozyna/tryptofan 
w białku tego enzymu jest większy od 1.
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THE EFFECT OF X -R A Y S ON ¿¡-AMINOLEVULINIC ACID DEHYDRASE IN V IT R O

S u m m a r y

The effect of X -rays up to 80 000 r. on ô-aminolevulinic acid dehydrase 
in vitro  was investigated. Reversible inactivation of the enzyme in i r ra 
diated homogenized ox liver is insignificant; however, in extracts devoid 
of insoluble ballast protein, activity  was decreased by about 16°/o 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 m// wave length 
was found in purified enzyme solutions after irradiation w ith 80 000 r., 
w hich indicates tha t the ratio  of arom atic aminoacids tyrosine/tryptophan 
in protein  molecules of this enzyme is greater than  1.

Otrzymano 3.2.58 iv
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I. REIFER, M. SOLECKA 

OKSYDAZY KOŃCOWE KIEŁKÓW PSZENICY

Z Z akładu  Biochemii Roślin In s ty tu tu  Biochemii i B iofizyki PAN, W arszaw a  
K ierow nik  Zakładu: prof. dr  I. Reifer

Ilość oksydaz końcowych w ystępujących w kiełkach pszenicy nie jest 
ustalona. Z pewnością można tylko stwierdzić występowanie w kiełkach 
oksydazy cytochrom owej, której obecność wykazano zarówno manome- 
trycznie [3, 10, 12], jak i spektrofotom etrycznie [1, 3, 11]. Obecności oksy
dazy polifenolowej nie wykazano ani w zarodkach [1], ani w  młodych 
kilkudniowych kiełkach [10, 12]. Natom iast występowanie oksydazy askor
binowej jest dotychczas kwestią sporną, gdyż substrat dla tej oksydazy 
jakim  jest kwas askorbinowy może być utleniany również przez inne sy
stem y enzymatyczne, tak miedziowe jak  i żelazowe [8, 9].

Celem niniejszej pracy było wykazanie, jakie oksydazy końcowe biorą 
udział w oddychaniu kiełków pszenicy w określonym  dniu rozwoju 
i ew entualne stwierdzenie procentowego udziału tych enzymów.

CZĘŚC DOŚWIADCZALNA

Materiał i m etody

M ateriałem  doświadczalnym była pszenica jara, Ostka Chłopicka, o trzy 
mana z Reguł — m ajątku doświadczalnego Insty tu tu  U praw y Nawożenia 
i Gleboznawstwa. Ziarno przeznaczone na doświadczenie w yjaław iano po
wierzchniowo 0,1 °/o roztworem  sublim atu przez 5 m inut, następnie mo
czono przez dobę w tem peraturze pokojowej, po czym wysiewano do 
płytek  P e tri’ego wypełnionych wilgotną w atą przykry tą bibułą filtra 
cyjną. Podkiełkowywanie odbywało się w term ostacie w temp. 29°, w ciem
ności [3]. Części nadziemne siedmiodniowych kiełków A) pobierano do ozna
czeń, gdyż w edług danych z lite ra tu ry  w tym  okresie rozwoju w ystępuje 
w pszenicy oksydaza cytochromowa [3] i askorbinowa [12].

ł) W dalszej pracy skrócono „nadziem ne części k iełków “ do „kiełk i“.

[277]
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Oznaczano aktywność enzymów zarówno w skrawkach, jak  i w  rozcie- 
rach z kiełków. Reakcje przeprow adzano w środowisku odpowiednio zbu- 
forowanym. Bufory przygotowano na wodzie redestylow anej.

Kiełki pszenicy osuszano między bibułą filtracy jną i odważano 10 g 
do analizy. Dla oznaczenia oksydazy cytochromowej (O. C.) m ateriał roś
linny rozcierano w moździerzu z 5 ml zamrożonego sodowego buforu fosfo
ranowego 2) 0,1 M o pH 7,7 [3]. Próbę rozcierano aż do zniknięcia lodu, 
następnie szybko wyciskano ręcznie ekstrakt, przez potrójną w arstw ę gazy, 
do cylindra umieszczonego w potłuczonym  lodzie. pH  ekstrak tu  roślin
nego wynosiło około 7. S ubstra ty  i inhibitory  doprowadzano sodowym 
buforem  fosforanowym do pH  7,4. Do oznaczenia używano 1 ml ekstraktu  
enzymatycznego o pH  7.

Dla oznaczenia oksydazy polifenolowej ekstrakt z 10 g naważki o trzy 
mano identycznie jak  wyżej, z tą różnicą, że rozcierano m ateriał roślin
ny z 2,5 ml 0,1 M zamrożonego sodowego buforu fosforanowego o pH 6,0 
[10]. Substra ty  rozpuszczano również w 0,1 M buforze fosforanowym
0 pH  6,0. Do oznaczenia pobierano 1,5 m l ekstraktu .

E kstrak ty  dla oznaczenia oksydazy askorbinowej otrzym ano z 10 g 
kiełków pszenicy utartych z lodem odpowiadającym  2,5 ml wody. Inh i
bitory  doprowadzano do pH  5,7 [4] przy pomocy m ieszaniny złożonej 
z Tris i kwasu maleinowego, następnie buforowano roztwory buforem  Tris- 
-maleinowym  o pH 5,7 [2], Kwas askorbinow y neutralizowano 0,2 M NaOH
1 buforowano jak  wyżej buforem  Tris-m aleinowym  3) o pH 5,7. Do oznacze
nia pobierano 1,5 ml ekstrak tu  o pH  6,0.

Oznaczenia wykonano w aparacie W arburga w tem p. 25° przy czym 
fazą gazową było powietrze. Aktyw ność enzymatyczną wyrażano //l O., 
na 30 m inut po uprzednim  w yrów naniu tem peratury  w łaźni wodnej przez 
20 m inut. Na dno naczyńka W arburga wprowadzano ekstrak t enzymatycz
ny  względnie ekstrakt enzym atyczny z inhibitorem , a do bocznego r a 
m ienia substrat. P rzy  oznaczaniu oksydazy cytochromowej ekstrakt enzy
m atyczny i substrat znajdow ały się w naczyńku środkowym, natom iast 
czynnik redukujący (PPD) — w ram ieniu  bocznym. W studzience umiesz
czono 0,1 ml 30% KOH razem ze zwiniętym  i ponacinanym  paskiem 
bibuły o wym iarach 2 cm X 1 cm dla zwiększenia powierzchni pochłania
nia dw utlenku węgla.

2) N aH 2P 0 4 i N a2H P 0 4.
3) W pracy skrócono: bufor T ris-m aleinow y na Tris o pH  5,7, fil O J  30 m inut 

w  temp. 25° =  Q0 .,, p -fenylenodw uam ina =  PPD, dw uetylodw utiokarbam inian so
du =  DDC, oksydaza cytochrom owa =  O. C., oksydaza polifenolow a =  O. P., ok sy 
daza askorbinowa =  O. A., kw as askorbinow y =  K. A., cytochrom c =  cyt. c, 
ekstrakt =  ekstr., gotow any =  got.

http://rcin.org.pl



T
ab

li
ca

 
1

Po
bi

er
an

ie
 

tlt
en

u 
pr

ze
z 

2 
mm

 
sk

ra
w

ki
 

ki
eł

kó
w 

ps
ze

ni
cy

. 
W

pł
yw

 
in

hi
bi

to
ró

w
 

O
xy

ge
n 

up
ta

ke
 

by 
2 

mm
 

w
he

at
 

sh
oo

ts
 

se
gm

en
ts

. 
Ef

fe
ct

 
of 

in
hi

bi
to

rs

[3] OKSYDAZY KIEŁKÓW PSZENICY 279

P
r

ó
b

y

g*2

CO > N

6
o*

25

1 1 1 - 
73

- 
55

- 
67

 

+ 
3 

+ 
3

co

%
za

ha
m

o
w

an
ie I CO 1-H1 CM CM

6
O“ 1 1 1

t> ^  05 05 CO CO CO CO
1 1 1 +  +

ŁO

£
za

ha
m

o
w

an
ie r c- oo1 (M rH

o
o* 1 1 1 — 

78

— 
57

— 
64

 

+ 
5 

+ 
2

%
za

ha
m

o
w

an
ie

1 3  5  1 1

o
o 1 1 1

CM CO CO rH CO05 co o
l i l i i

co

2 " ~ c p
13 £N

O
o*

CNI rHLO LQ 1 3  £  1 1

CO O Tf rH CO ^
1 1 1 1 — 

79

— 
60

 

— 
70

 

+ 
1 

+ 
5

CM

%
za

ha
m

o-
 

w 
an

ie

53 47 47 1 2  | 1 1

oo — 
92

— 
43

— 
49

— 
49

— 
67

— 
58

—
 7

0

—
 

2 

— 
9

-

%
za

ha
m

o
w

an
ie I lO 1 CO 1 5  S  1 1

c
O

—ł CO CO CM CC j Tj« LO
1 1 1 ! 1

o  •—< » —< co
co co o
1 1 1 +  1

M
in

h
ib

it
o

ra 0,0
1

0,
00

5

0,
00

5

0,
00

5

0,0
1

0,
00

5

0,0
1

0,
00

5

a>
*2<DNO
^  H
2
£'CO
O
Q

g  £  £  z  
a  a  O  U
£  ;z ¡4 w
+  +  +

S 2 S S
tu <u a> '<u
3 3 5 22 D

oś
w

ia
dc

ze
ni

e
2

ki
eł

ki

ki
eł

ki
 

+ 
D

D
C

 

ki
eł

ki
 

+ 
D

D
C

 

D
D

C
 

D
D

C

http://rcin.org.pl



280 I. REIFER, M. SOLECKA [4]

W yniki

W stępne badania nad oksydazami końcowymi przeprowadzono na 
skraw kach kiełków celem w ykazania ewentualnego występowania oksy
daz żelazowych i miedziowych. Badania na skraw kach przeprowadzono 
w sodowym buforze fosforanowym 0,1 M o pH  7,0 [7]. 1 g kiełków, pocię
tych żyletką na skraw ki około 2 mm długości, umieszczono na dnie naczyń
ka W arburga dodając 2 ml buforu względnie 2 ml buforu z inhibitorem. 
Do studzienki naczyńka W arburga pipetowano 0,1 ml 30% KOH, w którym  
zanurzono bibułę filtracyjną.

W tablicy 1 podane są wyniki inhibicji przy pomocy KCN, NaN3, DDC. 
Inhibicja przy pcmocy azydku i cyjanku wykazała około 50% obniżenie 
współczynnika pobierania tlenu w porównaniu z próbą kontrolną nie za
wierającą inhibitora, co wskazywałoby na to, że oddychanie 7-dniowych 
kiełków pszenicy zależy w  50% od enzymów końcowych zawierających 
żelazo i miedź w grupie prostetycznej. W celu w ykazania miedziowych 
systemów enzymatycznych stosowano DDC. Jak  wynika z tablicy 1 nie 
otrzym ano wyników jednoznacznych. P rzy  stosowaniu inhibitora o s tę 
żeniu 0,01 M uzyskano bowiem inhibicję jedynie w granicach od 13% 
do 31%, natom iast stosując DDC o stężeniu 0,005 M na siedem analiz 
w dwóch przypadkach nie zdołano wykazać inhibicji. Dalsze badania 
oksydaz końcowych wykonano na wyciągach.

Oksydaza cytochromowa. Dodatek PPD do ekstraktu  enzymatycznego 
powoduje wzrost współczynnika pochłaniania tlenu. Dalszą znaczną s ty 
mulację obserwuje się po dodaniu cytochromu c (Rys. 1). Z rys. 1 wynika, 
że współczynnik pobierania tlenu zależy w pewnych granicach od ilości 
egzogennego cyt. c i stym ulacja ta w skazuje na obecność O. C. w ekstrak
cie. Większe stężenia cyt. c w ilości 0,4 X 10~7 mola nie wpływa zasad
niczo na współczynnik pobierania tlenu, co oznacza, że cyt. c przestaje 
być czynnikiem ograniczającym, ponieważ w odniesieniu do ilości O. C. 
w ekstrakcie znajduje się on w ilościach nieskończenie wysokich, w któ
rych czynnikiem ograniczającym  szybkość reakcji jest koncentracja en
zymu. Należy zaznaczyć, że niskie stężenie PPD  jako czynnika reduku
jącego ogranicza współczynnik reakcji. Dla otrzym ania maksymalnego 
pochłaniania tlenu należy utrzym ać stężenie czynnika redukującego 0,05 M. 
Jak  wynika z tablicy 2 wzrost stężenia PPD  do 0,1 M nie wpływa na 
zwiększenie współczynnika pochłaniania tlenu, natom iast obniżenie do 
0,01 M zmniejsza ten współczynnik. W yniki tej tablicy pokrywają się 
z obserwacją Fritza i Beeversa [3], którzy jednakże stosowali PPD o stę
żeniu 0,1 M.

Obecność O. C. jest udowodniona działaniem inhibitorów — cyjanku 
potasowego i azydku sodowego, które obniżają pochłanianie tlenu w obec-
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mm .  ►

Rys. 1. 1. ekstrakt
2. PPD 0,05 M*)
3. ekstrakt got. 4- PPD 0,05 M
4. ekstrakt got. +  PPD  0,05 M 4- cyt. c 1,6 X 10~5 M
5. ekstrakt 4- PPD 0,05 M
6. ekstrakt +  PPD  0,05 M +  cyt. c 0,8 X 10~5 M
7. ekstrakt +  PPD  0,05 M +  cyt. c 1,6 X 10 5 M
8. ekstrakt +  PPD 0,05 M 4- cyt. c 2,4 X 10 5 M

*) końcow e stężenie w  2,5 ml

T a b l i c a  2

W p ły w  stężenia PPD na w spółczynnik  pochłaniania tlenu  
Effect of PPD  concentration on the rate of oxygen uptake

PPD
P r ó b y

1 2 3

Qo 2 Qo* Qo 2

0,1 M — 157 — 148 — 125
0,05 M — 154 — 149 — 118
0,01 M — — 123 — 95

Naczyńko Warburga zawierało:
1 m l ekstraktu
0,4 ml cyt. c 1,0 X 10-4 M (wg Keilina, Hartree) 
0,5 ml PPD 0,5 M, p H  7,4 
0,6 ml buf. fosf. 0,1 M, p H  7,4 
0,1 ml 30% KOH

2,6 m l
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ności dodanego cyt. c. W tablicy 3, dośw. 4, umieszczone są w ynik i w ska
zujące na zahamowanie oddychania w  granicach od 83% do 100%. Próbę 
kontrolną stanowiły gotowane ekstrakty, do których następnie dodano

T a b 1 i c a 3

A k tyw n ość  o k syd a zy  cytochromowej.  W p ły w  inh ibitorów  
A c tiv i ty  of cytochrome oxidase. Effect of inhibitors

P r ó b y
D ośw iadczenie 1 1 2 3

Q o2 Q o2 Q o2

ekstr. +  PPD — 59 — 73 — 56
ekstr. — 11 — 20 — 8

PPD - -  11 — 14 — 12

D ośw iadczenie 2
%

stym u
lacji

%
stym u

lacji

%
stym u

lacji

ekstr. +  PPD — 60 — 56 — 49
ekstr. +  PPD +  cyt. c — 117 95 — 115 105 — 109 122

Doświadczenie 3

ekstr. got. +  PPD — 45 — 53 — 37
ekstr. got. +  PPD +  cyt. c — 50 — — 56 — — 39 —

Doświadczenie 4
%

zaham o
wania

%
zahamo

wania

%
zaham o

w ania

ekstr. got. +  PPD — 48 — 49 — 44
ekstr. 4- PPD +  cyt. c — 123 —102 — 134
ekstr. +  PPD +  cyt. c +  KCN — — — 47 100 — 52 91
ekstr. +  PPD +  cyt. c +  NaN3 — 61 83 -  43 100 — 52 91

Naczyńko Warburga zawierało:
1 ml ekstraktu
0,5 ml PPD 0,25 M, p H  7,4
0,4 ml cyt. c  1,0 X 10~ 4 M (f-m y Boehrlngera und Soehne)
0,6 ml buforu fosf. 0,1 M, p H  7,4 albo 0,6 ml KCN lub NaN3 0,021 M 
0,1 ml 30% KOH

2,6 ml

PPD  i cyt. c. Ponieważ dodatek cyt. c do zagotowanego ekstraktu  i PPD 
nie wpływał na pochłanianie tlenu (dośw. 3), przeto w doświadczeniach 
dalszych kontrolną próbą był zawsze gotowany ekstrak t +  PPD.

Fritz  i Beevers [3] podają, że w ekstraktach z 7-dniowych korzeni 
pszenicznych inhibicja pobierania tlenu w obecności KCN wynosiła 55%, 
a w obecności NaN3 50%. Autorzy ci obliczają nieenzymatyczne utlenia
ne PPD poprzez pom iary współczynnika pochłaniania tlenu przy stałym 
stężeniu cyt. c i zmiennych stężenia enzymu ekstrapolowanego do zero

[6]
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wego stężenia. W tablicy 4 podane są wyniki w odniesieniu do kontroli 
otrzym anej na drodze ekstrapolacji, z których wynika, że przy takim  
obliczeniu o trzym uje się inhibicję azydkiem w granicach od 51% do 59%.

T a b l i c a  4
Zahamowanie o ksyda zy  cy to ch ro m o w ej  0,005 M NaN3 
Inhibition of cytochrom e oxidase w ith  0.005 M NaN 3

P r ó b y
1 2

Qo, Qo 2
na ml

śred 
nio

%
zaham o

wania
Qo2

Qo2
na ml

śred
nio

%
zaham o

wania
0,5 ml ekstr. - 4 0 —80 ) —34 —68
0,75 m l ekstr. —82 —83 - 8 1 —53 —71 - 6 9
1,0 m l ekstr. —80 —80 1 —68 —68 1
0,5 ml ekstr. +  N aN 3 — 17 —34 ) — 17 —34
0,75 ml ekstr. +  N aN 3 —23

CO1 —33 59 —25 —33 - 3 4 51
1,0 m l ekstr. +  N aN 3 —34 —34 1 —34 —34 J

Nieenzym atyczne u tlenianie PPD obliczone metodą ekstrapolacji.
Non enzym atic oxidation of PPD calculated by extrapolation.
Oznaczenie wykonano na ekstraktach z 11,10-dniowych kiełków nieznanej odmiany pszenicy. 
Naczyńko Warburga zawierało:
0,5 ml PPD 0,25 M, p H  7,4
0,5—1,0 ml ekstraktu
0,5 ml NaN3 0,025 M, pH  7,4
0,4 ml cyt. c 1,0 X 10~ 4 M (wg Keilina, Hartree)
0,6—0,1 ml buforu fosf. 0,1 M, pH  7,4 
0,1 ml 30% KOH

2,6 ml

T a b l i c a  5
A k tyw n o ść  o ksydazy  po lifenolowej w  ekstraktach  z pszenicy  

Polyphenoloxidase ac t iv i ty

Naczyńko Warburga zawierało:
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 p H  6 
0,1 ml 30% KOH

3,1 m l

1
P r ó b y

2 3

Qo 2 Qo 2 Q o 2

ekstrakt +  hydrochinon -  5 — 8 — 12
hydrochinon — 4 +  4 — 1
ekstrakt — 9 — 11 — 18
ekstrakt +  p-krezol — 5 — 9 -  11
p-krezol — 2 — 5 +  1
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Oksydaza polifenolowa. Aktywność oksydazy polifenolowej badano 
przez dodanie do ekstraktu  enzymatycznego hydrochinonu względnie 
p-krezolu. Jak  wynika z tablicy 5 żaden z wymienionych substratów  nie 
podwyższał współczynnika pochłaniania tlenu i zgodnie z danym i z lite 
ra tu ry  obecności oksydazy polifenolowej nie stwierdzono.

T a b l i c a  6
A k tyw n o ść  o k syd a zy  askorb inow ej i w p ły w  inhibitorów

Ascorbic acid oxidase a c t iv i ty  and influence of inhibitors

D ośw iadczenie 1
M

inhibi
tora

P r ó b y
1 2 3

Q o2
%

zahamo
w ania

Q o2
%

zaham o
wania

1 
O 

O*

%
zaham o

w ania

ekstr. — — 7 — 12 — 18
K.A. — — 2 — 1
ekstr. +  K.A. —66 — 56 —58

D ośw iadczenie 2

ekstr. +  K.A. —46 — 51 —52
ekstr. +  K.A. +  N aN 3 0,005 —75 — — 96 — — 91 —
ekstr. +  K.A. +  N aN 3 0,01 —92 — — 108 — —95 —
K.A. +  N aN 3 0,01 — — 3 -  2

D ośw iadczenie 3

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 0,01 — 3 — — 2 — — —

D ośw iadczenie 4

ekstr. +  K.A. —66 -  72 —67
ekstr. +  K.A. +  DDC 0,005 — 58 12 — 75 —59 12
K.A. +  DDC 0,005 +  5 — +  3

Naczyńko Warburga zawierało:
1,5 m l ekstraktu
0,25 ml K. A. 0,12 M, p H  5,7
0,5— 1,0 ml NaN;!, KCN lub DDC 0,03 M, p H  5,7
0,75—0,25 ml Tris, pH  5,7
0,1 m l 30% KOH

3,1 m l

Oksydaza askorbinowa. W celu wykazania obecności oksydazy askor
binowej (O. A.) przebadano wpływ kwasu askorbinowego na przyrost po
chłaniania tlenu w w arunkach standardow ych oznaczania O. A. [4]. Jak  
w ynika z tablicy 6 dodatek K. A. istotnie wpływa na współczynnik po
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bierania tlenu. W yniki umieszczone w tablicy w skazują na hamowanie 
reakcji w obecności cyjanku potasu o stężeniu 0,01 M i 0,005 M w grani
cach od 45% do 55%. Próba kontrolna K. A. i KCN 0,01 M nie pobiera 
tlenu.

Zastosowanie azydku sodowego o stężeniu 0,01 M i 0,005 M jako inhi
bitora enzymów żelazowych i miedziowych dały nieoczekiwane wyniki 
(Tabl. 6). Mianowicie, zamiast inhibicji — jak w przypadku stosowania 
cyjanku potasu — otrzym ano znaczną stym ulację pochłaniania tlenu. Ta 
stym ulacja łącznie z faktem, że cyjanek potasu nie hamował reakcji w stu 
procentach, nasunęła przypuszczenie, że pochłanianie tlenu w obecności 
K. A. w w arunkach oznaczania O. A. może być utlenianiem  nieenzyma- 
tycznym. W czasie term ostatycznego w ytrząsania m ieszaniny w  tem pera-

T a b l i c a  7
Utlenienie  kw asu  askorbinowego przez  go tow any ekstrakt. W p ły w  KCN  i pH  

O xidation  of ascorbic acid by  heated extract. Effect of K C N  and pH

P r ó b y

D ośw iadczenie 1
1 2 3 4

Q o2
%.

zahamo
wania

^ 0 2
%

zahamo
wania

<?o2
%

zahamo
wania

Q o2
%

zahamo
wania

ekstr.*) +  K.A. — —eo —51 —54
ekstr.*) +  K. A. +  KCN — —36 40 —26 49 —26 52
ekstr.*) got.-! K.A. —59 —76 —66 — 63
ekstr.*) got. +  K.A. +  KCN — 65 —73 — 66
ekstr.*) got. +  1 — 9 0 0

D ośw iadczenie 2 *

ekstr. g o t.-f K.A. —69 —72 —92
(ekstr. +  KCN) got. +  K.A. —27 61 36 50 - 3 7 60

D ośw iadczenie 3 pH
reakcji

ekstr. -f K.A. 5,7 —70 —63 _ _
ekstr. +  K.A. 4,0 — 6 — 1 — —

ekstr. got. + K.A. 5,7 —73 —59 — —

ekstr. got. +  K.A. 4,0 —16 — 5

") ekstrakt z 6-dnlowych kiełków
Naczyńko Warburga zawierało:

W doświadczeniach 1 i 2 w  doświadczeniu 3
1,5 ml ekstraktu 1,5 ml ekstraktu
0,25 m l K. A. 0,12 M, pH  5,7 0,25 ml K. A. 0,12 M, p H  5,7
1.0 ml KCN 0,03 M, p H  5,7 1,25 ml Tris, p H  5,7 lub Tris Z
0,25 ml Tris, p H  5,7 0,06 ml 1 N H2S 0 4
0,1 ml 30% 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 kiełków pszenicy, natomiast ekstrak ty  z dodatkiem  cyjan
ku potasu barw iły się znacznie słabiej. Należy zaznaczyć, że barw ik po
w staje również przy gotowaniu ekstraktu . Jak  wynika z tablicy 7 dośw. 1, 
utlenianie K. A. przez gotowany ekstrakt jest nawet wyższe niż przez 
ekstrakt nie gotowany. Dodatek cyjanku potasu do gotowanego ekstraktu 
nie obniża ilości pochłanianego tlenu. Jeżeli natom iast ekstrak t dopro
wadzono do wrzenia w obecności cyjanku potasu, wówczas pobieranie tle 
nu opadało w granicach od 50% do 61% podobnie jak  w tkance nie goto
wanej (dośw. 2).

Na podstawie wyników z gotowanym ekstraktem  należy przyjąć, że 
pochłanianie tlenu podane w tablicy 6 jest wynikiem  reakcji nieenzyma- 
tycznej i że obniżenie współczynnika pochłaniania tlenu wywołane jest 
obecnością cyjanku potasu zapobiegającego w ytworzeniu się barw ika nie 
zaś hamującego reakcję enzymatyczną.

T a b l i c a  8

A k tyw n o ść  oksydazy  askorb inow ej w  ekstraktach  z k ie łków  *) jęczmienia.
W p ły w  NaN3

Ascorbic acid oxidase ac t iv i ty  in extracts  of barley  shoots. Effect of NaN^

P r ó b y

I 2

Qo2 Qo,

ekstr. +  K.A. — 32 — 33
ekstr. got. +  K.A. — 12 — 7
ekstr. +  K.A. +  NaN., — 10 — 11
K.A. — — 7

*) kiełki ośmiodniowe
Naczyńko Warburga zawierało:
1.0 ml ekstraktu
0,5 ml K. A. 0,125 M o  pH  5,7
1.0 ml Tris o p H  5,7 lub 1,0 ml NaN:,

0,0125 M rozpuszczonego w Tris o p H  5,7
0,1 ml 30% KOH

2,6 ml

Dla kontroli wykonano oznaczenia O. A. w ekstrak tach  z kiełków jęcz
m ienia przygotowanych w  sposób identyczny do ekstraktów  z kiełków 
pszenicy. Jak  wynika z tablicy 8, gotowany ekstrak t z kiełków jęczmienia 
nie pochłania tlenu, a dodatek azydku sodowego nie wpływa stym ulująco
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jak  w przypadku ekstraktów  z kiełków pszenicy. Należy zaznaczyć, że 
ekstrak ty  z kiełków jęczmienia nie w ytw arzają czerwonego barw ika.

Brak inhibicji albo tylko bardzo nieznaczna inhibicja przy pomocy 
DDC w znacznej mierze potwierdza, że O. A. nie może być enzymem koń
cowym (Tabl. 6, dośw. 4).

Dodatkowe pom iary m anom etryczne utleniania K. A. przez gotowane 
i nie gotowane ekstrak ty  w pH 5,7 i pH 4 również w skazują na nieenzy- 
m atyczny charakter pochłaniania tlenu. Jak  wynika z tablicy 7 dośw. 3, 
nie gotowany ekstrakt w pH  5,7 jak  zwykle pochłania znaczne ilości t le 
nu, natom iast praw ie nie pochłania w pH  4,0. Gotowana tkanka zachowuje 
się identycznie, co w skazuje na to, że w pH  4,0 K. A. nie redukuje sub
stancji barw nej.

Podejrzew ając, że powstające substancje barw ne mogą być pochodny
mi chinonu postanowiono przebadać reakcję K. A. z p-chinonem w pH  5,7, 
tzn. w w arunkach standardowego oznaczania O. A., jak  również w pH 
4,5 i pH  2,0. Jak  wynika z tablicy 9, sam p-chinon w  pH 5,7 jak również

T a b l i c a  9
Utlenienie kwasu askorbinowego przez p-chinon.

W p ły w  pH  
O xydation  of ascorbic acid by  p-quinon.

Effect of pH

pH
reakcji

P r ó b y  
1 | 2

Qoj Qo->

K. A. +  p-chinon 5,7 — 49 — 67 .
K.A. 5,7 — — 1
p-chinon 5,7 — 9 — 2

1 K. A. +  p-chinon 4,5 — 6 — 1
K.A. +  p-chinon 2,0 0 +  1

Naczyńko Warburga zawierało:
0,5 ml K. A.  0,05 M o  p H  5,7
0,5 ml p-chinonu 0,05 M o p H  5,7
1.5 ml Tris o pH  5,7 lub 1,5 ml Tris z dodatkiem 1 N

H2S 0 4, pH  4,5 albo p H  2 
0,1 ml 30°'o KOH
2.6 ml

p-chinon z K. A. w pH  4,5 i pH 2,0 nie pochłania tlenu, natom iast p-chinon 
z K. A. w pH 5,7 zachowuje się identycznie jak  substancja barw na powsta
jąca w ekstraktach z kiełków pszenicy.

W dalszych próbach usunięto z ekstraktów  czerwony barw ik poprzez 
dializę przez 18 godzin w  tem peraturze 0° wobec wody destylowanej. 
W dializowanych ekstraktach nie zaobserwowano barw ika przy w ytrzą-
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T a b l i c a  10
Pochłanianie tlenu przez  d ia l izowany ekstrak t.  W p ły w  inh ibitorów  

O xygen uptake  by  dialised extract. Effect of inhibitors

i D ośw iadczenie 1

P r ó b y
1 2 3 4

Qo2 Q o2 Qo 2 % )2

ek str .+  K. A. 
ekstr. got. + K.A. 
K.A. 
ekstr.

— 24
— 3
— 2

— 27
— 9
— 7
— 4

— 30
— 7 
+  3

0

— 26

— 2
+  5

% % %
D ośw iadczenie 2 zaham o zaham o zaham o

wania w ania w ania

ekstr. +  K.A. — 23 — 25 — 25
ekstr. got. +  K.A. — 7 — 3 — 10 --

1 ekstr. +  K.A. 1 KCN — 12 69 — 14 50 — 17 53
ek str .+  K.A. f  DDC — 18 31 — 16 41 — 23 13

Naczyńko Warburga zawierało:
1,5 ml ekstraktu
0,25 ml K. A. 0,12 M o p H  5,7
1,25 ml Tris o p H  5,7 lub KCN albo DDC 0,12 M, pH  5,7 
0,1 ml 30% KOH

3,1 ml

saniu ani przy podgrzewaniu do tem peratury  wrzenia. W tablicy 10 umiesz
czone są wyniki pochłaniania tlenu przez dializowany ekstrakt. Zgodnie 
z oczekiwaniem gotowany, dializowany ekstrakt, do którego następnie 
dodano K. A., nie pochłaniał tlenu. Natomiast dodatek kwasu aiskorbino- 
wego do nie gotowanej tkanki stym ulował pochłanianie tlenu, aczkol
wiek w porównaniu z wynikam i tablicy 6 pochłanianie tlenu opadło p ra 
wie do 50%. W tablicy 10 umieszczone są wyniki ilustru jące wpływ KCN 
0,005 M i DDC 0,005 M na ham owanie pobierania tlenu przez dializowany 
ekstrakt. Cyjanek potasu ham uje pobieranie tlenu  od 50— 69%, nato 
m iast ham ujący wpływ DDC jest dużo niższy i wynosi 13—41%.

DYSKUSJA

Większość prac nad końcowymi oksydazami prowadzona była na sk raw 
kach i na ekstraktach z kiełków jęczmienia. Prace na kiełkach pszenicy są 
bardzo nieliczne i w yniki badań są często sprzeczne. Waygood [12] nie 
zdołał w ykryć O. C. w kiełkach starszych ponad 3 dni, Boutler 4) podaje,

4) Cytują Fritz i Beevers.
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że w  korzeniach pszenicy nie znajduje O. C. po upływie 5 dnia, dopiero 
F ritz  i Beevers [3] wykazali jej obecność w kiełkach pszenicy naw et do 
12 dnia wzrostu. W niniejszej pracy oznaczano aktywność oksydaz koń
cowych w kiełkach siedmiodniowych ze względu na to, że w kiełkach 
starszych, które czerpią azot wyłącznie z zapasów endospermy, po upły
wie 7 dni można stwierdzić pierwsze symptomy niedoboru azotu [13]. 
W naszych doświadczeniach potwierdzono obserwacje Fritza i Beeversa [3] 
i wykazano obecność O. C. w ekstrak tach  z 7-dniowych kiełków pszenicz
nych. PPD dodany do wyciągów z 7-dniowych kiełków stymulował znacz
nie przyrost pochłaniania tlenu. W prowadzenie egzogennego cyt. c do 
układu powodowało dodatkową stym ulację w granicach 95— 122%, nato
m iast w term icznie inaktyw ow anym  ekstrakcie dodatek cyt. c nie w y
woływał stym ulacji. W spółczynnik stym ulacji w naszych doświadczeniach 
pokryw a się z wynikam i Fritza i Beeversa [3], aczkolwiek w liczbach 
absolutnych ilość pobranego tlenu  w p\ wynosi tylko 50% pochłaniania 
tlenu w pracy wspom nianych autorów, co wiąże się prawdopodobnie z róż
nymi odmianami pszenicy użytej w  obu wypadkach.

Stym ulacja w obecności PPD wskazuje na obecność endogennego cyt. c 
w wyciągach z kiełków pszenicy, a dodatkowa stym ulacja egzogennym 
cyt. c potwierdza, że czynnikiem ograniczającym  szybkość reakcji enzy
m atycznej jest niedobór substratu  w ekstraktach. Stym ulacja pochłania
nia tlenu w obecności egzogennego cyt. c wynosiła 95— 122%, a  Fritz 
i Beevers [3] wykazali w korzeniach pszenicy stym ulację 20%, a w czę
ściach nadziemnych stym ulację w wysokości 90%. Również inhibicja cy
jankiem  i azydkiem wskazuje na obecność O. C. ponieważ O. P. nie w y
kryto, a obecność O. A. jest wątpliwa. Cyjanek potasowy i azydek sodowy 
ham ują pobieranie tlenu w granicach 83% do 100%. W cytowanej pracy 
F ritz  i Beevers [3] stw ierdzają 55% inhibicję cyjankiem  i 50% inhibicję 
azydkiem, obliczając swoje wyniki na drodze ekstrapolacji. Inhibicja cy
jankiem  i azydkiem w niniejszej pracy obliczona jest w odniesieniu do 
pochłaniania tlenu w system ach zawierających gotowany ekstrakt. Obli
czając wyniki metodą ekstrapolacji otrzymano inhibicję azydkiem 51— 50%.

Należy stwierdzić, że gotowany ekstrak t również utlenia PPD propor
cjonalnie do swojej ilości w badanej próbie (Tabl. 11), wskazując, że obok 
enzymatycznego utleniania ekstrak ty  pobierają tlen na drodze nieenzy- 
m atycznej, co oczywiście wpływa na obniżenie procentowości inhibicji. 
Już Waygood [12] wykazał, że zagotowane próby kontrolne z PPD  w y
kazują przyrost pochłaniania tlenu w wysokości 28 p\ 0 2 na 1 godzinę 
w 37°, podczas gdy nie gotowane pobierały w tych samych w arunkach 
120 p\. Waygood przytacza pracę M arsha i Goddarda, którzy również za
obserwowali tem ostabilne, nieenzymatyczne utlenianie w korzeniach 
marchwi.
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Przytaczam y przykładowo, że w naszym doświadczeniu ekstrak t go
towany +  PPD  +  cyt. c pochłania na 30 m inut w 25° 48 /ul 0 2 a ekstrakt 
nie gotowany +  PPD +  cyt. c pochłania w tym  samym czasie 12 3 /A 0 2.

T a b l i c a  11
Utlenianie PPD przez go tow any  eks trak t  

O xidation of PPD by heated extract

Qo> Q os/m l

0,5 m l ekstr. +  PPD —22 — 44
0,75 ml ekstr. +  PPD —35 —47
1,0 ml ekstr. +  PPD —39 — 39

Naczyńko Warburga zawierało:
0,5—1,0 ml ekstraktu
0,5 ml PPD 0,25 M o  p H  7,4
2,0—1,5 ml buforu fosforanowego 0,1 M o pH  7,4 
0,1 ml 30% KOH

3,1 ml

Z lite ra tu ry  wynika, że jedynie Waygood [12] stw ierdził obecność O. A. 
w 3-dniowych i starszych kiełkach pszenicy i wniosek swój opierał głów
nie na term ostabilności reakcji enzymatycznej hamowanej specyficznymi 
inhibitoram i dla enzymów zawierających m etale w grupie prostetycznej. 
Waygood nie zdołał wykazać O. P. i O. C., przeto wnioskował, że O. A. 
jest końcową oksydazą w badanych przez niego kiełkach pszenicy.

W doświadczeniach opisanych powyżej na wyciągach z 7-dniowych 
kiełków pszenicy stwierdzono, że obniżenie pochłaniania tlenu wywołane 
cyjankiem  w obecności K. A. nie w ynika z inhibicji reakcji enzymatycz
nej, ponieważ gotowane ekstrak ty  pochłaniały tlen w stopniu nawet nie
co większym aniżeli ekstrak ty  nie gotowane. Stwierdzono, że w trakcie 
w ytrząsania ekstraktu  w aparacie W arburga w pH 5,7 daje się zauważyć 
stopniowe powstawanie czerwonego barw ika, który, reagując z K. A., po
woduje pochłanianie tlenu. Jam es [6], w podręczniku ,,P lant respiration“, 
zwrócił uwagę na czerwone barw iki chinoidowe, które mogą być akcep
torami wodoru w reakcjach nieenzymatycznych.

KCN w yraźnie ham uje produkcję barw ika i tym  samym obniża po
chłanianie tlenu. Natomiast dodatek cyjanku do ekstraktów  gotowanych 
pozostaje bez wpływu, ponieważ barw ik wytworzył się jeszcze przed do
daniem cyjanku.

Wiadomo wprawdzie, że jon miedziowy po term icznym  zniszczeniu 
białka enzymatycznego może również katalizować utlenianie K. A. Jed 
nak, jak  w ykazują Jam es i Boulter [7] na wyciągach z 7-dniowych kieł
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ków jęczmienia, utlenianie nieenzym atyczne w tych w arunkach wynosi 
zaledwie 15% enzymatycznego utleniania K. A.

Związek między barwikiem  i nieenzymatycznym  utlenianiem  K. A. 
wykazują dalsze dwa doświadczenia: 1) ograniczenie powstawania b a r
wika, 2) usunięcie barw ika z reagującego systemu przy pomocy dializy.

1. E kstrak ty  z 7-dniowych kiełków pszenicy podzielono na dw ie czę
ści: jedną ogrzewano do wrzenia w  obecności KCN, a drugą ogrzewano 
do wrzenia bez KCN. KCN dodano dopiero po ostudzeniu próby do tem 
peratury  pokojowej. Następnie wprowadzono K. A. do obu ekstraktów  
i wykonano pom iary manometryczne w aparacie W arburga. Okazało się, 
że ciemniejszy ekstrakt, do którego dodano KCN po zagotowaniu, po
chłaniał dwa razy więcej tlenu aniżeli znacznie mniej zabarwiony ekstrakt 
gotowany w  obecności KCN, co wskazuje na to, że cyjanek zapobiega 
powstawaniu barw ika w identyczny sposób na wyciągach gotowanych 
i nie gotowanych.

2. Ekstrakt poddany 18-godzinnej dializie w temp 0° nie tw orzy bar
wika podczas w ytrząsania ani podczas podgrzewania i, zgodnie z założe
niem, pochłanianie tlenu jest znacznie obniżone; wynosi ono około 50% 
w porównaniu z ekstraktam i zawierającym i barw ną substancję. W diali
zowanym ekstrakcie cyjanek ham uje pochłanianie tlenu od 50% do 69%, 
a DDC od 13% do 41%. Nieznaczna inhibicja DDC nie stanowi dowodu 
na obecność O. A., ponieważ inhibitory kompleksujące miedź nie są spe
cyficzne dla końcowych oksydaz. Tak np. DDC ham uje dehydrogenazę 
kwasu bursztynowego i tworzy kom pleksy z enzymami miedziowymi sy 
stemu oddechowego, którego końcowym ogniwem jest O. C. [5]. Ponadto 
DDC ham uje również w pewnym  stopniu aktywność O. C.; inhibicja ta  
w przypadku preparatów  tej oksydazy z 7-dniowych kiełków jęczmienia 
wynosi 17%, co w szerokich granicach pokrywa się z wynikam i naszych 
doświadczeń na ekstraktach z kiełków pszenicy.

Na podstawie wyników inhibicji z KCN i DDC aktyw ność dializow a
nych wyciągów z kiełków pszenicy należy w części przypisać O. C. u tle
niającej endogenny cyt. c. Znaczne obniżenie pochłaniania tlenu można 
przypisać częściowo wymyciu cyt. c w czasie 18-godzinnej dializy i n ie
odpowiedniemu pH  dla optim um  działania O. C., k tóre wynosi 7,4.

Nieoczekiwane działanie azydku wywołujące stym ulację zamiast in 
hibicji nie jest odosobnionym zjawiskiem, ponieważ już James i Boulter 
[7] podaje, że na preparatach oksydazy askorbinowej z 7-dniowych k ieł
ków jęczmienia w pH  6 azydek wywołuje stym ulację w wysokości 12%, 
a w pH 7 stym ulację w  wysokości 23%. Również Waygood [12] podaje 
przykłady stym ulacji utleniania K. A. w obecności KCN i cytuje prace 
Greena, k tó ry  tłumaczy, że stym ulacja cyjankiem  w ynika z wiązania kwa-
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su szczawiooctowego w postaci cyjanohydryny, usuwając w ten  sposób 
ketokwas, k tó ry  jest inhibitorem  dehydrogenazy kwasu jabłkowego. W ay- 
good przyjm uje, że w kiełkach pszenicy cyjanek może wiązać ketokw as 
lub usuwa inny inhibitor utleniania kwasu askorbinowego.

STRESZCZENIE

Ekstrak ty  z 7-dniowych kiełków pszenicy zawierają oksydazę cyto- 
chromową, natom iast nie zawierają oksydazy polifenolowej.

Ekstrak ty  z 7-dniowych kiełków pszenicy barwią się na powietrzu 
i wytworzony czerwony barw ik w obecności kwasu askorbinowego po
chłania znaczne ilości tlenu. KCN obniża pochłanianie tlenu  o 50°/o. Reak
cja ta nie jest jednak reakcją enzymatyczną ponieważ barw ik  powstaje 
również podczas gotowania ekstraktów , przy czym dodatek KCN do goto
wanych ekstraktów  nie wpływa hamująco na pochłanianie tlenu. Rola 
cyjanku polega na częściowym zahamowaniu powstawania barw ika, nie 
zaś na hamowaniu reakcji enzymatycznej.

Ekstrakty  dializowane przez 18 godzin w tem peraturze 0° nie w ytw a
rzają substancji barwnej, a ilość pochłanianego tlenu opada znacznie. Dia
lizowane ekstrak ty  wykazują 50°/o inhibicję w  obecności KCN i nieznaczną 
inhibicję w obecności DDC, co jednak nie jest w ystarczającym  dowodem 
na obecność oksydazy askorbinowej w kiełkach pszenicy.
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TERMINAL O XIDASES IN WHEAT SEEDLINGS  

S u m m a r y

1. E x trac ts prepared from  shoots of etiolated 7-days w heat seedlings 
were found to contain cytochrome oxidase, which was shown by stim ula 
tion of oxygen uptake in presence of added cytochrome c and by full 
inhibition of oxygen uptake in presence of metal enzyme inhibitors such 
as KCN and NaN3.

2. No poliphenol oxidase activity  could be detected.
3. Shoots from wheat seedlings contain a substance which on shaking 

w ith 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 pigm ent to a considerable degree and, consequently, 
the  uptake of oxygen is reduced to 50°/o of the  untreated sample.

The reaction is non-enzym atic in nature , since the  pigment appears 
also on heating of the  sample which, thus treated, no more shows in
hibition of oxygen up take  on addition of KCN. Cyanide prevents the 
form ation of the pigm ent also on heating, as was shown by the  conside
rab ly  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 
pigm ent on shaking w ith  air or heating and the  apparent ascorbic acid 
oxidase activity is evidently greatly  reduced. However, a certain  residual 
activ ity  remains in the dialysed samples, showing 50% KCN inhibition 
as well as some inhibition in the  presence of DDC.

4. The retention of some activity in the  dialysed extracts combined 
w ith  the inhibitory effect of KCN m ay 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 
asc<orbic acid oxidase.

Otrzymano 8.2.58 r.
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WYSTĘPOWANIE WITAMINU B i2 W NASIONACH ROŚLIN 
MOTYLKOWYCH*)

Z K a te d r y  Technologii Rolnej W. S.R. w  Poznaniu  
K iero w n ik  K a tedry:  prof. dr  J. Janicki

W edług dotychczasowego stanu badań, zdolność syntezy witaminów 
z grupy B12 posiadają wyłącznie drobnoustroje. Zdolności tej nie stw ier
dzono u organizmów wyższych tak  roślinnych jak i zwierzęcych, jeśli 
oczywiście nie wspomnieć pracy Browna i innych [3], którzy wykazują tę 
zdolność u kilku alg morskich. N iektórzy autorzy znajdowali wprawdzie 
pewne nieznaczne ilości od 0,004 /ug do 0,010 /ig/g świeżej masy w itam inu 
B12 w  m ateriale roślinnym , najwięcej w korzeniach, mniej w łodygach, 
a wcale lub tylko ślady w liściach [9, 4], uważano jednak, że występowa
nie to jest zjawiskiem  w tórnym , i że w itam in B 12 pochodzi z syntezy 
przeprowadzanej przez drobnoustroje glebowe. W nasionach tych roślin 
na ogół nie stw ierdzano obecności w itam inu B12.

Na tle takiego stanu badań, bardzo ciekawą okazała się praca autorów  
hinduskich, opublikow ana w 1955 roku [8], na tem at w pływu kiełkowania 
na poziom w itam inu B l2 w nasionach roślin strączkowych. Autorzy ci 
oznaczając mikrobiologicznie za pomocą Lactobacillus 'leichmanii NRRL —
B. 735 W, znajdow ali stosunkowo duże ilości w itam inu B 12 w  nasionach 
fasoli (Phaseolus radiatus), grochu (Pisum sativum), soczewicy (Lens escu- 
lenta) i lędźwianu (Lathyrus sativus). Ilości te znacznie w zrastały po dw u
dniowym a zwłaszcza po czterodniowym  kiełkowaniu.

Autorzy z wyników tych w ysnuw ają daleko idące wnioski, a miano
wicie uważają, że słabe rozpowszechnienie anemii złośliwej w  Indiach, 
mimo w egetariańskiego sposobu odżywiania się większości Hindusów, na
leży przypisać spożywaniu znacznych ilości wyżej wymienionych nasion 
roślin strączkow ych, k tó re  z kolei dostarczają organizmowi w ystarczają
ce ilości w itam inu B 12. A utorzy zalecają również z żywieniowego punktu 
widzenia, kiełkow anie wyżej wymienionych nasion.

*) Praca subw encjonow ana przez K om itet B iochem iczny II W ydziału P. A. N.

[295]
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T a b l i c a  1 

W itam in B 12 w  nasionach roślin m o ty lk o w ych  [8]

Nasiona roślin nie kiełkow ane
kiełkow anie w  ciągu
2 dni 4 dni

Fasola (Phaseolus radiatus) 0,61 //g /100 g 0,81 jMg/100 g 1,53 fig 100 g

Soczew ica (Lens esculenta) 0,43 0,47 2,37

Groch (Pisum sa tivum ) 0,36 1,27 2,36

Lędźwian (Lathyrus sativus) 0,37 0,75 0,86

W pracy naszej postanowiliśm y przebadać na zawartość w itam inu B12 
dwie odm iany fasoli (białej i żółtej), groch Victoria i łubin pastewny 
(żółty).

Do czterech ¡serii przeprowadzonych mikrobiologicznych oznaczeń za
stosowaliśmy metodę z Euglena gracilis [7], ponieważ organizm  ten bardzo 
jest przydatny do oznaczeń w itam inu B12 w  m ateriale roślinnym, gdzie są 
małe jego ilości. Poza tym  Euglena gracilis jest organizmem bardziej spe
cyficznym (niereagującym  na obecność czynników ubocznych) niż Lacto
bacillus leichmanii używ any przez autorów  hinduskich. Równolegle z E u
glena gracilis do oznaczeń w itam inu B12 stosowaliśmy również metodę 
z m utantem  Escherichia coli, a to ze względu na bardziej prostą technikę 
i szybkość pomiarów [6, 2],

W itamin B12 oznaczano w  nasionach nie kiełkowanych, kiełkowanych 
po uprzednim jałowieniu [1] i kiełkowanych nie jałowo. Ekstrakcję — 
uwalnianie w itam inu B12 z połączeń organicznych — przeprowadzano dwie
ma metodami. Pierwsza, to zalecana przez w/wymienionych autorów h in
duskich, polegała na enzymatycznym traw ieniu  nasion trypsyną przy 
pH 7 w  0,8°/o NaHCOa przez 24 godziny i następnym  autoklawowaniu 
z NaCN w buforze octanowym o pH 4,5 (1 atm . 30 m inut) [8].

D ruga metoda, prostsza, dająca również dobre wyniki stosowana w n a
szych pracach przy ekstrakcji kobalam in z hodowli bakteryjnych, pole
gała na autoklawowaniu roztartego z piaskiem m ateriału z dodatkiem 
5/<g NaCN/ml badanego płynu przy pH 6 w temp. 110° przez 10 m inut. 
W zrost Euglena gracilis trw ał 14 dni, po czym ekstrahowano z odwiro
wanych komórek chlorofil. W acetonowym ekstrakcie oznaczano jego s tę 
żenie na kolorym etrze Leitza.

i
P rzy  oznaczaniu za pomocą Escherichia coli stosowano krążki bibuły 

chrom atograficznej (W hatman n r 1) o średnicy 1 cm. K rążki te  po zanu
rzeniu na kilkadziesiąt sekund w  badanym  płynie i wysuszeniu nakładano 
na pły tę szklaną (25X25 cm) z pożywką agarow ą zaszczepioną, odwirowa-
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ną i przem ytą 24-godzinną hodowlą E. coli. Po 18 godzinach inkubacji 
odczytyw ano wyniki.

W zrost organizm ów testow ych na roztworach standardowych (dla E u
glena gracilis: 50 /¿//g/ml do 0,1 ////g/ml; dla E. coli: 1 /<g/ml do 0,03125 
//g/'ml) uk ładał się prawidłowo.

R oztw ory z ekstraktów  badanego m ateriału  (nasion) nie daw ały wzro
stu. We w szystkich czterech seriach przeprowadzonych doświadczeń w y
niki by ły  negatyw ne. Nie potwierdziły się więc na naszym m ateriale 
i w naszych badaniach wyniki autorów hinduskich. Natomiast podobne 
do naszych negatyw ne w yniki uzyskali Embden i Jaffe [5], A utorzy ci, 
znając wyżej wym ienioną pracę hinduską, oznaczali również w itam in B12 
w m ateriale  roślinnym  i zwierzęcym ze pomocą Lactobacillus leichmanii. 
W żadnej z 13 prób żywności pochodzenia roślinnego (groch, fasola, so
czewica, ziem niaki itp.) nie znaleźli oni w itam inu B12 poza m ałymi ilo
ściami (0,05 //g do 0,08 //g/100 g) w nasionach soczewicy.

STRESZCZENIE

Oznaczano zawartość w itam inu B12 w nasionach grochu (Pisum sati
vum), fasoli (Phaseolus vulgaris) i łubinu pastewnego (Lupinus luteus). 
Do oznaczeń pobierano nasiona nie kiełkowane i kiełkowane po uprzed
nim jałowieniu oraz kiełkow ane bez jałowienia. Do oznaczeń użyto metod 
m ikrobiologicznych z Euglena gracilis i m utantem  Escherichia coli.

We wszystkich badanych próbach nie stwierdzono występowania wi
tam inu B12.
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VITAM IN B 12 IN THE SEEDS OF LEGUM INOUS PLANTS  

S u m m a r y

Seeds of peas (Pisum sativum), beans (Phaseolus vulgaris) and lupine 
(Lupinus luteus) were assayed for vitam in B12. The assays involved sterilized 
and subsequently germ inated or non-germ inated seeds, as well as seeds 
germ inated without prior sterilization. The microbiological methods w ith 
Euglena gracilis and an Escherichia coli m utant were used.

All the assays were negative, which disagree w ith the results obtained 
by Indian workers [8] who reported the presence of vitam in B12 in pulses.

Otrzymano 10.2.58 r.
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Badania nad tzw. „czynnikiem białka zwierzęcego“ (Animal Protein 
Factor) niezbędnym  dla normalnego wylęgu i wzrostu kurcząt doprowa
dziły do jego identyfikacji z w itam inem  B12 [7, 21, 26].

Stokstadt i inni [30] stosując w  żywieniu kurcząt jako źródło w itam inu 
B 12 pozostałą po przemysłowej produkcji aureom ycyny nie oczyszczoną 
grzybnię Streptom yces aureofaciens uzyskali lepsze wyniki niż te, które 
osiągano przy odpowiedniej dawce czystego witam inu B12.

W 1950 roku S tokstadt i Jukes [31, 32] oraz Jukes i inni [15] stw ier
dzili, że to właśnie ślady aureom ycyny znajdujące się w  odpadkowej 
grzybni przyspieszają wzrost m łodych kurcząt, indyków i świń. Od tego 
też czasu datu je  się ogromny wzrost zainteresowania antybiotykam i jako 
dodatkami do paszy zwierząt, a zwłaszcza do paszy dla ku r i świń.

W yrazem tego zainteresow ania są bardzo liczne badania, publikacje 
i zjazdy naukowe poświęcone tem u teoretycznie ciekawemu, a gospodar
czo bardzo ważnemu problemowi. Poza aureomycyną, której działanie jest 
szczególnie wyraźne, stosuje się w żywieniu zwierząt jeszcze cały szereg 
innych antybiotyków , takich jak  penicylina, terram ycyna, bacitracyna itd.

Okazało się, że oprócz antybiotyków  jeszcze wiele innych substancji 
antybakteryjnych może stymulować wzrost młodych zwierząt. Podobne 
do antybiotyków działanie w żywieniu zwierząt wykazywały np. kwasy 
arsenowe [19, 1, 3, 4] lub substancje an tybaktery jne zawarte w  niektó
rych roślinach [9, 10].

Moor i inni [18] stw ierdzili, że sulfam idy podawane kurczętom, po
dobnie jak  antybiotyki, stym ulują ich wzrost. Nie znajdując wówczas wy
jaśnienia tego zjawiska, na fakt ten  nie zwracano większej uwagi aż do 
czasu prac Stokstadta i Jukesa [31, 32].

*) Praca subw encjonow ana przez K om itet Biochem iczny Wydz. II. P. A. N.

[299]
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Istnieje wiele różnych poglądów na sposób działania antybiotyków  
jako czynników przyspieszających wzrost m łodych zwierząt, jednakże 
mechanizm ten  do dziś nie został w  pełni wyjaśniony. Większość teorii 
przypisuje antybiotykom  działanie pośrednie poprzez zmianę układu  no r
malnej m ikroflory przewodu pokarmowego gospodarza. Teorie te opie
rają  się na wielu doświadczalnie stwierdzonych faktach ilościowych zmian 
poszczególnych grup drobnoustrojów  w przewodzie pokarm owym  względ
nie w kale zwierząt, otrzym ujących antybiotyki z paszą [25], Stw ierdzono 
między innym i zmniejszanie się liczby lub całkow itą elim inację drobno
ustrojów chorobotwórczych, jak  np. Clostridium perfringes [29]. W edług 
innych poglądów cząsteczka antybiotyków , względnie jej fragm enty  mogą 
włączać się w  metabolizm organizmu zwierzęcego, wywołując korzystne 
w nim zmiany. Za poglądem tym  m ają przemawiać efekty wzrostowe, 
uzyskiwane również przy podawaniu zwierzętom inaktyw ow anych an ty 
biotyków, i to  niezależnie od tego, czy były one wprowadzone z paszą, czy 
dootrzewnowo [6, 34].

Ustosunkowując się krytycznie do wyżej wymienionych teorii, m am y 
na uwadze fakt, że efektywne dawki żywieniowe antybiotyków  są b a r
dzo niskie, często 200-krotnie niższe od dawek terapeutycznych i mieszczą 
się zwykle w  granicach od 2— 50 m g/kg paszy.

Można więc mieć wątpliwości, czy takie ilości substancji antybiotycz- 
nych ograniczają rozwój m ikroflory jelitowej. Poza tym  były prace w y 
kazujące b rak  stym ulacji przez aureomycynę w zrostu rozwijającego się 
embrionu kurzego, co m iałoby z kolei świadczyć przeciw możliwości bez
pośredniego udziału antybiotyków  w metaboliżmie zwierzęcym [17].

Istnieje jeszcze ciekawy pogląd, że antybiotyki wyw ierają, nie całko
wicie dotąd zbadany, wpływ na korzystną dla organizm u gospodarza zm ia
nę metabolizmu bakteryjnego. Za poglądem tym  przem awia szereg fak 
tów, między innymi to, że w żywieniu zwierząt podobne do działania a n ty 
biotyków aktyw nych, wykazują również produkty  ich rozpadu [6, 34, 16]. 
Ponadto stwierdzono, że aureom ycyna dodawana do hodowli kwasu pro- 
pionowego powodowała zmianę stosunku stężeń poszczególnych sy n te ty 
zowanych przez te bakterie kobalam in [22]. Zm iana ta  szła w kierunku 
wzrostu ilości w itam inu B12 aktywnego w żywieniu zwierząt, przy równo
czesnym spadku biosyntezy nieczynnego dla zwierząt w itam inu Bi2p.

Ostatnio, N ojahr [20], dodając antybiotyki, aureom ycynę, terram ycynę, 
penicylinę i neomycynę do ferm entow anych ścieków miejskich, stw ier
dziła, że stym ulują one syntezę cyjanokobalam iny, przy czym inaktyw o- 
wana penicylina wykazywała silniejszą stym ulację od penicyliny aktyw nej.

W yniki wyżej wym ienionych prac znajdują potwierdzenie w znanym 
zjawisku wzrostu ilości w itam inu B12 w jelitach, względnie w kale kurcząt
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otrzym ujących antybiotyki z paszą [14, 33]. Zjawisko to dotychczas naj
częściej tłum aczono tylko wzrostem  rozwoju m ikroflory syntetyzującej 
w itam in B]2.

Odnośnie działania sulfamidów na metabolizm baktery jny , należy 
wspomnieć o ciekawym  zjaw isku pewnego rodzaju antagonizmu między 
sulfam idam i a w itam inem  B12 i metioniną. Mianowicie, Shive [27] stw ier
dził, że w itam in B12 i m etionina przeciwdziałają an tybak tery jnej ak tyw 
ności sulfam idów  u niektórych szczepów Escherichia coli. Davis i Mingioli 
[5] wykazali, że w  obecności w itam inu B12, względnie metioniny, m ini
m alna ham ująca wzrost E. coli daw ka sulfatiazolu w zrasta około 20-krot- 
nie. Powyżej opisane zjawiska zostały nawet w ykorzystane do opracowa
nia jednej z m etod mikrobiologicznego oznaczania w itam inu B12 za po
mocą E. coli [28],

W świetle dotychczasowych rozważań rola a raczej wpływ  antybio
tyków  i innych substancji antybakteryjnych, takich jak np. sulfamidy, 
na biosyntezę w itam inu z grupy B12, w ydaje się bardzo interesujący. 
Szczególnie ciekawie przedstaw ia się zagadnienie wpływu tych substan
cji na jakościowy obraz syntetyzow anych przez drobnoustroje kobalamin.

W naszej pracy postanowiliśmy zbadać wpływ sulfatiazolu na bio
syntezę kobalam in przez Propionibacterium shermanii. Organizm ten  — 
względny beztlenowiec — używany w  wielu pracach nad kobalaminami, 
w w arunkach beztlenowych syntetyzuje głównie — nieczynny w  żywieniu 
zwierząt — w itam in B12p [13] (czynnik B [8], etiokobalamina [2]) i w znacz
nie m niejszych ilościach w itam in B12l, a często jeszcze i inne kobalam iny 
[12]. Przeprowadzono (w różnych term inach) dwie serie ferm entacji do
świadczalnych. Hodowlę bakterii kwasu propionowego prowadzono za
równo w  w arunkach względnie beztlenowych, jak i przy napowietrzaniu 
na trzęsaw ce. Do młodych hodowli dodawano sulfatiazol. Po 9— 11 dni 
trw ającej ferm entacji z odwirowanych komórek bakterii ekstrahow ano ko
balam iny, k tó re  następnie rozdzielano elektroforetycznie i oznaczano ich 
stężenie na spektrofotom etrze kwarcowym  Unicam Cambridge — model 
SP 500.

CZĘŚC DOŚWIADCZALNA

Bakterie kwasu propionowego (P. shermanii), w pierwszej serii do
świadczeń, hodowano na pożywce zawierającej kwasowy hydrolizat ka 
zeiny, fosforany, sole m ineralne (MgCl2, C oS04 i F eS 0 4), ekstrakt drożdżo- 
w y i glikozę [12, 23]. W drugiej serii przeprowadzanych ferm entacji do
świadczalnych w  skład pożywki, poza kwasowym hydrolizatem  kazeiny, 
dodawano enzym atyczny hydrolizat kazeiny, a zamiast ekstraktu drożdżo- 
wego roztw ory witaminów: biotyny i pantotenianu wapnia.
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Przy ferm entacji w w arunkach tlenowych, bakterie hodowano w 750- 
m ililitrowych kolbach Erlenm eyera z 300 ml pożywki. Kolby z zaszczepio
ną pożywką umieszczano na trzęsąwce zapewniającej silne napow ietrza
nie podłoża. Ferm entację prowadzono 9— 11 dni w temp. 30°. Równo
cześnie z posiewem bakterii, do kolb doświadczalnych dodawano su lfa 
tiazol w ilości po 0,5—0,8 mg na 1 ml pożywki. Ferm entację w  w arun
kach względnie beztlenowych prowadzono w 1-litrowych kolbach E rlen
m eyera z 900 ml pożywki. Kolby umieszczano w term ostacie w tem p. 30°.

Fot. 1, 3, I, III. Elektroforogram y kobalam in w yodrębnionych z komórek
P. shermanii

W arunki elektroforetycznego rozdziału w edług H oldsw orth’a [11]
Fot. 3 — tlenow a hodowla kontrolna

III — beztlenowa hodowla kontrolna
„ 1 — tlenow a hodowla z sulfatiazolem  (0,8 m g/m l)
„ I — beztlenowa hodowla z sulfatiazolem  (0,5 m g/m l)

Hodowlę prowadzono 9 dni, przy czym raz tylko korygowano pH  hodowli 
(dodając nasycony roztwór sody) i wzbogacano pożywkę glikozą (12 g/l).

Sulfatiazol (0,5 mg/ml pożywki) dodawano na początku ferm entacji 
(równocześnie z posiewem bakteryjnym ), a w jednym  z doświadczeń na 
3 dni przed zakończeniem ferm entacji. Obok hodowli z dodatkiem  sulfa
tiazolu zawsze prowadzono hodowle kontrolne bez sulfatiazolu.
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W yekstrahow ane z uprzednio odwirowanych komórek bakteryjnych 
kobalam iny rozdzielano elektroforetycznie na bibule W hatm an nr 3 
w 2N CHoCOOH z dodatkiem 0,01% NaCN [11]. Obok w itam inu B12 i w i
tam inu Bl2p uzyskiwano zwykle jeszcze jedną lub dwie kobalam iny p raw 
dopodobnie pseudowitam in B12 [24] i czynnik A  Forda [8].

W pracy naszej, k tórą trak tu jem y jako w stępną na tym  odcinku ba
dań, interesow aliśm y się tylko w itam inem  B12 i w itam inem  B 12p jako głów
nymi i typowym i dla P. shermanii produktam i biosyntezy.

Z wysuszonej bibuły po elektroforetycznym  rozdziale kobalam in, w y
cinano plam y odpowiadające położeniem na elektroforogram ie witam inowi 
Bi2 (grupa elektroobojętna) i w itam inowi B12p (zasadowa). Kobalam iny 
z plam  eluowano określonymi objętościami 2% roztworu NaCN. Stężenie 
witam inów w eluatach oznaczano mierząc spektrofotom etryczne pochła
nianie dla fali o długości 580 m//.

Na zdjęciach przedstawiono elektroforogram y z drugiej serii prze
prowadzonych badań. Na zdjęciach tych w yraźnie uwidoczniają się róż
nice w ogólnej ilości kobalamin między próbami ferm entow anym i w wa-

T a b l i c a  1

W p ły w  sulfatiazolu na b iosyn tezę  w ita m in ó w  z grupy  B 12 przez  Propionibacter ium  
shermanii *) (Ilość w ita m in u  B 12, w itam in u  B 12p i ich suma podana w  fig/100 ml

hodowli baktery jnej)

Sulfatiazol w  próbach dośw iadczalnych po 0,5 mg 100 ml pożyw ki dodaw any na 
początku ferm entacji i na 3 dni przed zakończeniem  ferm entacji (kolum na 6)

W i t a m i n

F e r m e n t a c j  a

tlenow a  
11 dni

tlenowa  
9 dni

beztlenow a  
9 dni

beztlenow a  
9 dni

1 2 3 4 5 6

Próby kontrolne 
(bez sulfatiazolu)

By, 2,50 1,17 10,61

B12P 5,09 3,38 54,44

suma (B,2 +  B 12P) 7,59 4,55 65,05

stosun. (BI2:B 12p) 0,51 0,33 0,19

Próby 
z sulfatiazolem

Bj 2 9,60 35,72 21,44 12,77

Bi2p 1,30 5,61 35,77 53,11

sum a (B12 +  B ,sP) 10,90 41,33 57,21 65,88

stosun. (B12:B12p) 7,16 6,42 0,58 0,24

*) Podłoże ferm entacyjne: kwaśny hydrolizat kazeiny, fosforany, sole m ineralne (MgCl2K
C0SO4 i F eS 0 4), ekstrakt drożdżowy i glikoza [12,23].

i
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runkach tlenowych (por. fot. 1 i 3) a próbami w w arunkach beztlenowych 
(por. fot. I i III). W tych ostatnich ogólna ilość kobalam in zarówno ozna
czanych (witamin B12 i B 12p), jak  i nie oznaczanych (prawdopodobnie 
pseudowitamin B 12-X 1 i czynnik A -X 2) jest znacznie wyższa. Natomiast 
różnice dotyczące ilości poszczególnych kobalam in w próbach z sulfatia
zolem (por. fot. 1 i fot. I) i w  odpowiadających im próbach kontrolnych 
bez sulfatiazolu (3 i III) są znacznie większe przy  próbach ferm entow a
nych w  w arunkach tlenowych. Ponadto na elektroforogram ach z prób 
beztlenowej ferm entacji uwidoczniły się dwie kobalam iny (X4 i X2), gdy

T a b l i c a  2

W p ływ  sulfatiazolu na b iosyntezę w ita m in ó w  z  grupy  B ]2 
przez Propionibacter ium shermanii (ilość w itam in u  B 12, w i 
tam inu  B12p i ich suma podana w  yg/100 m l hodowli bak 

te ry jn e j)  *)

Sulfatiazol w  próbach ferm entow anych w  w arunkach  
tlenow ych po 0,8 m g/m l, a w  w arunkach beztlenow ych  

po 0,5 m g/m l pożyw ki

Ferm entacja

W itamin tlenow a  
9 dni

beztlenow a  
9 dni

B] 2 10,30 11,30

B;2p 9,10 75,20
Próby kontrolne  
(bez sulfatiazolu)

suma 
(Bl2 +  B12p) 19,40 86,50

stosunek
ßl2;Bl2p 1,13 0,15

Bi2 16,00 49,00

Bl2p 7,50 53,90
Próby badane 

(z sulfatiazolem)
suma 

(Bj2 +  Bi?p) 23,50 102,90

stosunek  
Bj2 ;Bi2p 2,13 0,91

*) P od łoże fer m en ta cy jn e: k w aśn y  h y d ro liza t kaze in y , en zy 
m a tyczn y  h y d ro liza t kazeiny , fosforany , so le  m in era ln e  (M gCl2,
C0 SO4 i F e S 0 4), p a n to te n ia n  w apnia , b io ty n a  oraz g lik oza  [23].

w próbach w  tlenowych w arunkach w ystąpiła tylko jedna kobalamina 
(X x) poza witam inem  B12 i w itam inem  B12p.

W tablicy  1 i 2 przedstawiono dane liczbowe (średnie) z omówionych 
wyżej badań przeprowadzonych w dwóch seriach ferm entacji doświad
czalnych.
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OMÓWIENIE WYNIKÓW

Przedstaw ione wyniki badań w ykazują bardzo wyraźnie, że sulfatiazol 
poza jednym  przypadkiem  (Tabl. 1 — ferm entacja beztlenowa) wyw ierał 
silny w pływ  na ogólny wzrost syntezy kobalam in (a zwłaszcza w ita
minu B12) przez Propionibacterium shermanii. Szczególnie w ybitnie wpły
wa on na zmianę stosunku poszczególnych kobalam in w tej syntezie. 
W próbach z sulfatiazolem  zwiększała się znacznie synteza w itam inu B12 
na niekorzyść w itam inu Bi2p, którego ilość zawsze w yraźnie zmniejszała 
się. W w arunkach  ferm entacji tlenowej zaznaczył się silniejszy wpływ 
sulfatiazolu na  wzrost syntezy w itam inu B12. Większa ogólna ilość koba
lam in (w itam in B12 i w itam in Bi2p) w próbach z ferm entacji beztlenowej 
tłum aczy się lepszym wzrostem  bakterii kwasu propionowego (względ
nych beztlenowców), a zatem  większą ich masą. Ponadto — jak  już 
wspomniano — w hodowlach względnie beztlenowych w  połowie okresu 
ferm entacyjnego korygowano pH  do optym alnej wartości 6,8 przy równo
czesnym dodaw aniu glikozy (12 g/l).

Natom iast w  hodowlach na trzęsąwce (napowietrzanych), ze względu 
na bardzo łatw e zakażenie się prowadzonych w  tych w arunkach hodowli 
bakterii kw asu propionowego, n ie zmieniano pH i nie dodawano glikozy. 
Fakt ten  przy dłużej trw ającej hodowli (spadek pH) mógł się ujemnie 
odbić na wzroście bakterii i ilości kobalamin. Tym też można tłum aczyć 
mniejszą ilość kobalam in w  tlenowej ferm entacji przy 11 dni trw ającej 
hodowli w stosunku do ilości w próbach przy 9-dniowej hodowli (Tabl. 1).

Sulfatiazol dodawany na początku ferm entacji w  w arunkach beztle
nowych powodował znaczniejszy wzrost syntezy w itam inu B12 niż sulfa
tiazol dodaw any na 3 dni przed zakończeniem tej ferm entacji (Tabl. 1).

W drugiej serii doświadczeń (Tabl. 2) w próbach kontrolnych i w  pró
bach z dodatkiem  sulfatiazolu przy ferm entacji beztlenowej stwierdzono 
większe niż w  pierwszej serii doświadczeń ilości kobalamin. W zrost ten 
związany jest ze zmianą pożywki, natom iast spadek ilości kobalam in w ho
dowli tlenowej z dodatkiem  sulfatiazolu w stosunku do analogicznej próby 
z pierwszej serii doświadczeń (Tabl. 1) nastąpił być może w  w yniku zbyt 
wysokiej daw ki sulfatiazolu (0,8 mg/ml pożywki).

STRESZCZENIE

Badano wpływ sulfatiazolu na biosyntezę kobalam in przez Propioni
bacterium shermanii. Do młodych hodowli bakterii kwasu propionowego 
dodawano po 0>,5 względnie 0,8 mg sulfatiazolu na 1 ml pożywki.

Hodowlę prowadzono w w arunkach tlenowych na trzęsawce i w  w a
runkach względnie beztlenowych.
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Stwierdzono, że niezależnie od warunków hodowli (tlenowych czy 
względnie beztlenowych) sulfatiazol powodował zmianę stosunku stę
żeń syntetyzow anych przez te  bakterie  kobalamin.

W zrastała mianowicie bardzo wyraźnie ilość w itam inu B 12 przy  równo
czesnym względnym spadku koncentracji w itam inu B12p. W w arunkach 
tlenowych wzrost ilości syntetyzowanego w itam inu B12 na niekorzyść 
witam inu B 12p był jeszcze bardziej wyraźny.

Poza witam inem  B12 i w itam inem  B12p w hodowlach tlenowych stw ier
dzano biosyntezę jeszcze jednej, a w w arunkach względnie beztlenowych 
dwóch innych nie oznaczanych w tej pracy kobalam in (prawdopodobnie 
adeninopochodny pseudowitam in B12 i czynnik A). Ogólna ilość syn te ty 
zowanych kobalamin (witam inu B12, w itam inu B 12p jak  i nie oznaczanych 
kobalamin) w zrastała w próbach z dodatkiem sulfatiazolu, przy czym 
wzrost ten  był wyższy w w arunkach tlenowych.
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EFFECT OF SULPHATHIAZOLE ON THE BIOSYNTHESIS OF B 12 VITAM INS  
BY PRO PIO N IB A C TE R IU M  SHERMANII

S u m m a r y

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 grow th was carried out both in aerobic (by shaking) and relatively 
anaerobic conditions.

In either case we found tha t the addition of sulphathiazole induced 
a change in the  proportions between the  different forms of B12, syn- 
thetized by Propionibacteria, i. e. th e  amount of B12 (cyanocobalamin- 
neutral) increased and th a t of Bi2p (cyanocobalamine desnucleatide- 
factor B) decreased.

Under aerobic conditions the increasing of B12 and decreasing of B12p 
(factor B) was greater than  in anaerobic conditions.

Under aerobic conditions we found besides Bi2 and B12p another form 
of B12, and under relatively anaerobic conditions, 2 o ther forms of B12 
(probably — pseudo vitam in B12 and the  factor A).

The entire amount of the  cobalamins synthetized not determ ined (vi
tam in B12, Bi2P and other cobalamins) was higher in the  media w ith sul
phathiazole addition, especially under aerobic conditions.

Otrzymano 10.2.58 r.
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A C T A  B I O C H I M I C A  P O L O N I C A

Każdy autor winien d o k ł a d n i e  zapoznać się z treścią „wytycznych dla 
autorów“ jeszcze przed przystąpieniem do pisania swej pracy i skrupulatnie sto
sować się do nich. Prace nie odpowiadające pod względem formy postawionym  
wymogom nie będą mogły być brane pod uwagę i zostaną zwrócone autorom. Fakt 
przesłania pracy do redakcji uważany jest jako równoznaczny ze zgodą autora na 
treść „wytycznych”.

WYTYCZNE DLA AUTORÓW

1. A cta Biochimica Polonica publikują prace biochemiczne  i z dziedzin pokrew 
nych biochem ii, zaw ierające n ie ogłoszone dotychczas w yniki badań dośw iadczal
nych. Ogłaszane prace w inn y zaw ierać elem ent nowości, naukow ej. Język iem  prac 
zgłaszanych do publikacji w  Acta Biochim ica Polonica jest j ę z y k  polski lub jeden  
z  j ę z y k ó w  kongresowych.

2. Prace pow inny być pisane m ożliw ie zw ięźle, ale zw ięzłość n ie pow inna po
wodować niejasności przedstaw ienia. A rtykuły są przeznaczone przede w szystkim  
dla czy te ln ika w yspec ja l izow an ego  w  da n ym  temacie,  m imo to artykuły pow inny  
być zrozum iałe dla ogółu  czytelników . Opis dośw iadczeń pow inien  być talki, by  
mógł je pow tórzyć każdy, kto dysponuje odpow iednim  m ateriałem , w yposażeniem  
i techniczną spraw nością. N ależy unikać technicznych neologizm ów. U żyw ane skróty  
należy w yjaśn ić w  tekście.

3. U k ł a d  a r t y k u ł ó w .  Prace należy przesyłać do redakcji w  postaci go 
towej do druku, w  trzech egzem plarzach pisanych na m aszynie jednostronnie, z m ar
ginesem  szerokości około 4 cm po lew ej stronie i około 1 cm  po prawej stronie, z po
dwójną interlin ią oraz z num eracją stron. P ierw szy egzem plarz należy pisać na pa
pierze piśm iennym  (białym). W tekście m aszynopisu nie należy robić żadnych po
prawek, przekreśleń lub podkreśleń na m aszynie ani atram entem . Dopuszczalna  
najwyższa ilość poprawek w ynosi trzy na jednej stronie. A utor m oże proponować 
oznaczenia typograficzne .przez odpow iednie określenie (tekst rozspacjowany, złożony  
kursywą, czcionką grubą itp.), a le  w yłącznie ołówkiem . N ie  należy staw iać kropek  
po tytułach i podtytułach, ani po skrótach takich jak: ml, cm, g, kg. D la w yrażenia  
mikrograma służy skrót „Mg“, a nie „y“. Na osobnych kartkach poza tekstem  pracy  
nałoży um ieścić: a) streszczenie polskie, fo) cytow aną literaturę, c) tablice, d) rysunki 
lub fotografie wraz z objaśnieniam i (patrz pkt. 8 i 9), e) pełne im ię i nazw isko autora 
(ów), adres d la  przesłania korekty i honorarium oraz skróconą w ersję  tytu łu  nie 
przekraczającą 60 m iejsc literow ych, przeznaczoną dla um ieszczenia jej nad strona
mi tekstu pracy. Należy podać nazw isko i adres osoby upow ażnionej do przeprow a
dzenia k orek ty , w przypadku nieobecności autora. W tekście n ależy  zaznaczyć 
ołówkiem  n a  m arginesie w  przybliżeniu m iejsca, w  których pow inny być um iesz
czone tab lice  i rysunki. Prace nie odpowiadające w ym a ga n io m  za w a r ty m  w  pu n k-
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cie  3 zostaną przepisane na kosz t autora, a odpow iednia  kw o ta  zostanie potrącona  
z  honorarium autorskiego.

4. Na pierw szej stronie pracy należy podać: im ię i nazw isko autora (-ów), tytuł 
możlitwie zw ięzły, ale jasno charakteryzujący treść pracy, zakład naukowy, w  k tó 
rym  w ykonano pracę i nazw isko kierow nika zakładu, odpow iedzialnego za jego  
działalność. W interesie autora leży, alby ty tu ł  pracy  zaw ierał w  najkrótszej for
m ie podstaw ow y w ynik pracy, a n ie tylko zagadnienie. N ależy unikać tytu łów  
w  rodzaju: Badania nad...”. W skazane jest podaw anie już w  tytu le głów nego w n io 
sku w ynikającego z pracy, n aw et w  przypadku, gdy jest on negatyw ny. T ytuł może 
w tedy przybrać postać: ,,N iem ożność...”, lub podobnie.

5. T e k s t  , p r a c y  pow in ien  składać się z następujących części: a) zw ięzły  
w stęp  w yjaśniający cel i założenie pracy, b) opis metod dośw iadczalnych, charakte
rystyka, pochodzenie lub sposób preparatyw nego uzyskania używ anych chem ikaliów  
oraz opis szczegółów, które są potrzebne dla pow tórzenia opisanych dośw iadczeń  
i spraw dzenia przeprowadzonych obliczeń, c) opis w yników  u jęty  m ożliw ie zw ięźle  
najlepiej w  postaci tablic lub w ykresów , d) dyskusja o uzyskanych w ynikach, 
e) streszczenie lub w nioski — objętości n ie przekraczającej 3°/o rozm iarów pracy. 
Streszczenie lub w nioski w inny być tak sform ułow ane, aby zaw ierały, w  postaci 
m ożliw ie najbardziej zw ięzłej, w yn ik i pracy w raz z głów nym i danym i liczbow ym i. 
W nioski w inny w ynikać bezpośrednio z dośw iadczeń. W nioski pośrednie mogą być 
zam ieszczone w  tym  punkcie w yłączn ie pod w arunkiem  w yraźnego określenia, że 
m ają one charakter dyskusyjny lub podobny.

6. M e t o d y  d o ś w i a d c z a l n e  pow inny być przedstaw ione bardzo staran
nie. Jeżeli autor posługiw ał się znaną m etodą publikow aną, w ystarczy pow ołanie się  
na odnośną pracę, ew entualn ie om ów ienie isto ty  danej m etody. N ależy w ym ien ić  
w szelkie, naw et pozornie n iew ielk ie, odchylenia od pierw otnej m etody; stw ierdzenie, 
że posługiw ano się  odnośną m etodą „z n iew ielk im i m odyfikacjam i” nie jest do
puszczalne.

7. S t ę ż e n i e  r o z t w o r ó w  pospolitych kw asów  i zasad w yraża się pojęciem  
norm alności (N), natom iast dla roztw orów  soli należy posłużyć się pojęciem  m olo- 
w ości (M): 0,25 N HC1, 0,15 M NaH 2P0 4 . Stężen ie u łam kow e należy w yrazić syste
m em  dziesiętnym , np. 0,25 N  HC1, a n ie N /4 HC1. P ojęcie „procent”, ,,°/o” używ a się 
w  ścisłym  znaczeniu, tj. w  gramach na 100 gram ów  roztworu. Procenty objętościow e  
należy wyrażać sym bolem  „%> obj./obj.”, a procenty w agow o-objętościow e „% 
w ag./obj.”.

8 . P o s z c z e g ó l n e  t a b l i c e  pow inny m ieć nagłów ek opisujący ich treść. 
Sens tablic pow inien  być zrozum iały bez pow oływ ania się na tekst pracy. N ie jest 
konieczne ogłaszanie w szystk ich  liczbow ych w yn ik ów  podobnych dośw iadczeń, jeżeli 
poda się w artość średnią w raz z jego „średnim  odchyleniem ”, ew . liczbę indyw i
dualnych rezultatów .

9. R y s u n k i  i f o t o g r a f i e  naileży w ykonyw ać w  postaci nadającej się do 
reprodukcji lub przerysow ania. K ażdy rysunek lub fotografia w in ny być przygo
tow ane na oddzielnej kartce. Na odw rocie każdego rysunku, lub fotografii należy 
podać ołów kiem : nazw isko autora, p ierw sze słowia tytułu pracy, kolejny num er ry
sunku oraz p ierw sze słow a legendy, która ma być um ieszczona pod nim . Do rysun
ków  i fotografii należy dołączyć w ykaz (na m aszynie) zaw ierający kolejne numery 
wraz z tytu łam i i legendą. N ależy unikać podaw ania na rysunkach objaśnień  teksto
w ych. Na fotografiach n ie  należy dopisyw ać żadnych oznaczeń. J eśli fotografie ta
kich oznaczeń w ym agają, należy um ieścić je  na przypiętej do fotografii k a lce tech
nicznej. Nadm ierna ilość rysunków  m oże być w ykonana w yłączn ie na kosz t  autora. 
K rzyw e w yrażające zależności zbadane eksperym entaln ie w inny m ieć w yraźn ie za
znaczone punkty, których w artości uzyskano dośw iadczalnie.
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10. C ytow aną l i teraturę  należy w ypisać na oddzielnej karcie, w ym ieniając  
pozycje w  alfabetycznej kolejności autorów. W w ykazie podawać kolejno: numer 
pozycji nazw isko autora, p ierw sze litery imion!, skrócony tytu ł czasopism a, tom  
(rocznik), początkow ą stronę artykułu i rok w ydania. Np. [8] Parnas J. K., Acta  Biol. 
Exp. 11, 292, 1937. Jeżeli cytow any artykuł ma kilku autorów, należy w  w ykazie  
literatury pędać nazw iska i początkow e litery im ion w szystk ich  autorów. Dla cy to 
w anych książek (nie czasopism ) należy podać także tytuł książki, w ydaw cę, m iej
sce oraz rok w ydania. Np. [12] Śniadecki J., O f i zyczn ym  w ych ow an iu  dzieci,  T u
row ski, Sanok, 1855. W ykaz używ anych skrótów  czasopism podają Roczniki Chemii 
¿6, 497, 1952. Prace k ilkakrotnie cytow ane należy podaw ać jeden raz, -a w szystk ie  
odsyłacze do tej pracy pow inny m ieć ten sam  num er. Pow ołanie się w  tekście na 
odnośną pozycję cytow anej literatury następuje przez w ym ien ien ie num eru pozycji 
w ykazu w  naw iasie, np. [13].

11. Autora obow iązuje korekta  autorska,  którą należy zw racać redakcji w  c ią 
gu trzech dni. N ieodesłanie przeprowadzonej korekty w  oznaczonym  przez re
dakcję term inie oznacza rezygnację  autora  z um ieszczenia pracy w  bieżącym  nu
m erze czasopism a. Zaleca s ię  w ykonanie korekty ołów kiem  kolorowym , barwy  
odm iennej od ołów ka korektora, ale n ie  czerwonym . Koszty spow odow ane zm ianą  
tekstu, poza popraw ą błędćiw drukarskich, ponosi autor.

12. A utorowi przysługuje bezpłatn ie 25 egzem plarzy odbitek  pracy.  Żądanie 
w iększej ilości odbitek w inno być w yrażone na piśm ie, jednocześnie ze złoże
niem  pracy w  redakcji, najpóźniej przy pierw szej korekcie szpaltow ej. Koszt za 
dodatkow e egzem plarze ponosi autor.

13. Redakcja nie uw a ża  się za  uprawnioną do przeprow adzan ia  jak ich ko lw iek  
zmian w  pracy  bez zgody  autora. D la dokonania zmian uw ażanych przez redakcję za 
celow e dwa egzem plarze pracy odsyła się autorow i, trzeci pożostaje w  aktach  
redakcji.
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A C T A  B I O C H I M I C A P O L O N I C A

Vol. V 1958 No. 3

Redakcja Acta Biochimica Polonica przychylając się do prośby Wydawnictwa, 
podaje do wiadomości Czytelników, że ukazało się nowe czasopismo biochemiczne:

B I O T I C A  — ARCHIVES OF BIOCHEMICAL PHARMACOLOGY 
published by pergam on  press  London, New York, Paris, Los Angeles.

Chairman:

Vice-Chairmen:

Professor A. Haddow, London.

Dr. S. Färber, Boston. 
Professor Z. M. Bacq, Liege.

Supported by an International Honorary Editorial Advisory Board Regional 
Editors:

United Kingdom:

Continental
Europe:

United States:

Canada:

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

Professor M. Welsch, Liege.

Professor A. D. Welch, Yale University.

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 approxim ately three months, and 
short communications in six to eight weeks, a fter final acceptance.

In addition to original research papers, the journal will offer immediate 
publication for P re lim inary  Communication,s. Letters to the Editors, 
offering comment on previous articles, will also be accepted, when the 
contribution is considered w arran ted  by the Editors.

The journal will include reports on all types of cells (plant, m icro
organism and animal) but particu lar emphasis will be given to cancer 
chem otherapy and related studies. It is hoped that research will be s ti
mulated as a result of collecting together in one publication investigations 
from different fields having as a common link the same fundam ental 
problems.
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The new journal will provide a forum for the  publication of all phases 
of pure and applied cellular pharm acology including organochemical, phy
sicochemical, biochemical and cytological studies. By including all aspects 
of research involved in the development of biologically active m aterials 
(chemotherapeutic agents as well as insecticides, fungicides, plant growth 
regulators, etc.), it is hoped th a t a better appreciation of the  problems 
involved will be attained. In the past the different research approaches 
which m ake up these investigations have almost invariably  been reported 
in a num ber of w idespread publications and the  in terplay  of different 
types of investigations tow ards solving the m ain problem  has thereby been 
available only w ith difficulty to workers in neighbouring fields. The 
ARCHIVES OF b i o c h e m i c a l  p h a r m a c o l o g y  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 m onthly publication is anticipated.

F ifty  free reprints of each paper will be given to contributors and 
additional reprin ts m ay be obtained at reasonable cost.
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H. KIHEMMIJKA

17-KETOCTEPOMßbI M 17-rMflPOKCMCTEPOM£bI B MOHE JHOflEÎÏ,
KPOJIMKOB M KPbIC

II. XPOMflTOrPfl4>HHECKOE PR3AEJ1EHHE HEHTPflJlbHblX 17-KETOCTEPOHflOB

P e 3  i o  m  e

H e Ü T p a j i b H b i e  1 7 -K e T O C T ep o M ,a ;b i m 3  m o h h  H e j iO B e x a ,  K p o j i m t a  m K p b ic b i  

p a 3 A e j iH J iM C b  H a  4 ) p a K i i ; r a i  M e r o /jO M  x p o M a T o r p a c ^ r a i  H a  K O JiO H H e, 3 a n o j i -  

H eH H O M  OKMCbK) aJHOMMHMH. P e 3 y J I b T a T b I  C ^ p aK IJM O H H pO B aH H H  B e c b M a  

p a 3 J T H H H b i y  H e j i o B e x a  m y  o ô o h x  b m a o b  r p b r e y H O B . Y  n o c j i e ^ H M x  H a i i -  

6 o j i e e  o G w j ib H b i  æ b g  c£>paKH,iiM , M 3 K O T o p b ix  n e p B a a  o ô J i a ^ a e T  n o j i n p H O -  

C T bK ) f le r H A p o H S o ą H Ą p o c T e p o H a ,  B T o p a n  —  n o j in p H O C T b io  1 1 -O K C H C T e p o n -  

flO B . A H A p o c r e p o H  m S T H O x o j ia H O J io H , K O T o p b ie  y  n e j i O B e x a  n p u c y T C T B y io T  

b  K O J iH H ec T B e  50— 70°/o o 6 m ; e r o  K O J in n e c T B a  1 7 -K e T O C T e p o H A O B , n p a K T M -  

n e c K M  O T cy T C T B y iO T  y  K p o jiM K O B  h  x p b i c .  H a u i H  p e 3 y j i b T a T b i  n o K a 3 b i -  

B a io T ,  HTO r j io ô a j i b H O M y  o n p e ą ; e j ie H P iK )  1 7 -K e T O C T e p o M /i;o B  y  j i a ô o p a T o p H b i x  

X C H B O T H blX  H e jI b 3 H  n p u n M C b lB a T b  T a x o r o  x t e  c£> M 3M 0JI0rK H eC K 0r0  3H aH eH M H  

x a x  y  H e j i o B e x a .

T. BOPKOBCKM

MCCJIEßOBAHMH HA Æ ßbIXAHMEM M 0 3 r 0 B 0 H  TKAHM IN  V IT R O

P e  3 K) M e

npO H 3BO,n;MJIMCb MCCJie/IOBaHMH Haą; BJIHHHHeM p a 3JIMHHbIX COeAHHe- 
HMM, CTHMyjIMpyiOmMX npOIjeCC flbIXaHMH M0 3 r0 B0 fl TKaHM in  v it r o .

I I p o M 3 B 0 Æ M jr n c b  c p a B H H T e j ib H b ie  H C C JieA O B aH M H  H a  c p e 3 a x  m t o m o -  

r e H a T a x  x o p b i  r o j iO B H o r o  M 0 3 r a  ô e j i b i x  M b i m e i i ,  b  c o j i e B o í í  c p e ,n ;e ,  b  k o -  

TopoM O K M C JineM biM  B e m e c T B O M  ô b u i a  r .n K )K 0 3 a  m j i h  r jn o T a M M H O B a n  k m -

I
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cjiO T a . I I o K a 3aHO, h t o ,  H e 3 a B n c n M o  o t  o x M C J ia e M o r o  c y ö c T p a T a  0 ,1  M  

p a c T B o p b i  K C 1 , K B r  m  K J ,  h o  H e K F ,  3 H a H H T ejib H 0  y B e jiM H M B a eT  Q o*  

jihJ lu b  b  o n b iT a x  H a c p e 3 a x  M 0 3 r o B o ii  x o p b i .  I I p H  p a 3 p y m e r o o i  x j i e T o u H o i i  

C T p y K T y p b i (roM oreH M 3au;M H ), m o h m  xajiM H  H e C T M M yjm pyiO T  ^ b ix a H M H , 

T o r ^ a  x a K  c o n p o B O J x ^ a io m w e  K ajiM Îi a H w o H b i B r ' ,  J '  m F '  B b i3b iB a io T  

y M e H b u ie H M e  n o r p e O jie H M H  X M C Jiop o^ a , H e3aBM C H M o o t  o x M C J in e M o r o  c y 5 -  

C T p a x a . N H 4C I b  K O H iieH TpauiM M  0 ,1  M  B b i3 b m a e r ,  x a x  b  r o M o r e H a T a x , T a x  

m  b  T K a H eB b rx  c p e 3 a x ,  b  T e n e H M e  n e p B b i x  3 0  M H H yT  M H x y ö a p m i,  y B e j i n -  

n e H H e  n o T p e ß jie H M H  K H C J io p o ^ a  c  n o c j i e ß y io m w M  T o p M O J x eH n eM  flb ix a H M H . 

h t o  n p o H B J ia eT C H  cyM M ap H O  y M eH b u ieH M eM  Q ^  2 ,4 -flH H M T p o 4 )eH O J i B b i3 b i-  

B a e T  3 H a H H T e jib H o e  y B e j m n e H n e  Q o 2 T a x  b  c p e 3 a x ,  x a x  m b  r o M o r e H a T a x  

M 03r0B 0M  x o p b i .

3. JIHTAJIJIO, A. M. ÆAHIJEBMH h  T. MYCHJIOBMH

BJIMHHME M OHM 3M PyiOmEH PAflMADjMM HA CMCTEMY CBEPTBIBAHMH
KPOBM IN VITRO

P e 3  IO M e

M ccjieflO B ajiocb  n o B efleH n e  cwcTeM bi CBepTbmaHHH xpoB H  in  v i t r o  n o c j ie  

oCjiyneHMH e e  <4>axTopoB ^0 3 aMM p em reH O B C xoro  M3JiyHeHHH r o  1 3  2 0 0  r .

B  n p e a e j ie  n p iT M e H n e M b ix  r o 3 , o&Hapy>xeHO H e ö o j i b i n o e  y^JiM H eHne 

BpeMeHH p ex a jib U M H u p o B a H M H  b  oGjiyneHHOH n j ia 3Me c  y ô o r u M  c o f l e p -  

jxaHHeM njracTHHOx, a  T a x x œ  H e^ o cra T o x  TpoM ÖonjiacTHHecxoM  ^ eH T ejib - 

HOCTM n o c j i e  oÔ JiyneH M H  n jia cT M H O x  n  ( ^ a x T o p a  X pucT M aca. O /p ia x o , H e  

oOHapyxceHO O T n eT JiM B oro  b j im h h h h  J i y n e i i  X  H a  B T o p y x )  43a 3y  C B e p T b i-  

BaHHH.

K o H C T a T M p o B a H H o e y ^ J iM H er a re  T p o M Ö r m o B o r o  BpeM CHM  n o ^ T B e p x g j a e T  

H aß jn oA eH M H  P n 3 e p a  [ 2 3 ] ,  x a c a x i in M e c H  yzjjn iH eH M H  B p eM eH H  C B e p T b r a a -  

h h h  H H C T oro (^M Ö pM H oreH a. H e  n o A T B e p x c ^ e H O  H a 6 jn o ,o ;a e M o ii K jimcJx ^ t o -  

h o m  [5 ]  M H a x T M B a p x x  n j ia 3 M H H o r e H a . H e  n o A T B e p x c ^ e H O , p a B H b iM  o 6 p a -  

30M , pa3HM H; B  nO B efleH M M  4)M6pHHOJIMTHHeCXOM CHOTeM bl flO H n o c j i e  

oOjiyneHMH.

H
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H . H H M IJ K M  w H . C K y r iM H

XPOM ATOrPAOM HECKOE PA3ÆEJIEHME SJIEKTPOHEÏÏTPAJIbHblX
M 3JIEKTPOnOJIOXCMTEJIbHbIX OAKTOPOB BMTAMMHA B12 M Bl2p 

nOCJIE 3JIEKTPOO OPE3A

P e 3 k> m e

Pa3pa6oTaH MeTOA xpoMaTorpac^nnecKoro pa3AeJieHMH bkthmmhob 
Bia npM noMOipM npocToh TexHMKn öyMaxoiOM xpoMaTorpac|)MM: bocxoah- 
ipen, HMCXOAHmeii n  xpyroBon; npnMeHHJiocb öojiee npoAOJixtnTejibHoe 
BpeMH pa3BepTKM n Öojiee BbicoKaa TeMnepaTypa npn  pacTBopwTejiHx: 
BTOpMHHblh GyTaHOJI (yKCyCHaH KMCJIOTa MJIM aMMMaK, BOßa) AMaHMCTblM 
Ka.nnn. v/(ocTiirHyTO ac^c^eKTMBHoe pa3flejieHMe 3JieKTpoHenTpajibHbix 
n 3JieKTponojio^KMTejibHbix (npn pH  2,7) ajieKTpocjoopeTMHecKnx c£>paK- 
ljm m  npenapaTOB BMTaMHHa B 12 Ha pną, cocTaBHbix nacTen.

KpMCTajiJiMHecKMM npenapaT BMTaMKHa, nojiyneHHbin M3 ropoACKnx 
CTOHHbix boa, nocjie 3JieKTpo4>ope3a pa3Aejmjica b TeneHne mecTn AHen 
Ha ceMb cjjpaKijnn npn npMMeHeHMM Bocxo^nipero MeTOAa c aMMnanHbiM 
pacTBopwTejieM; HeKpncTajiJinHecKMM npenapaT, nojiyneHHbin npn M e T a -  

HOBOM SpoxieHMM TaKHte nocjie 3JieKTpoc£>ope3a pa3AejiHjiCH b TeneHne 
mecTHAHeBHOM xpoMaTorpacjonn b aHajiorMHHbix ycjiOBHHx Ha ^eBHTb co- 
c t aBHbix nacTen. HeRpncTajuiMHecKHM npenapaT BMTaMHHa B12, nojiyneH- 
Hbiü npn nponMOHOBOKMCJioM 6po>KeHMM: nocjie 3JieKTpo4)ope3a pa3Ae- 
jiHJiCH b TeneHMe niecTM AHeii Ha BOceMb c£)paKijMH npn BoexoAnmen Tex- 
HMxe c aMMnaHHbiM pacTBopMTejieM.

SjnonpoBaHHaa c^paKujiH nocjie 3jieKTpcx£>ope3a Tax Ha3biBaeMoro b m -  

TaMMHa B12p (cjpaKTop B) OKa3ajiacb Taioxe xpoMaTorpac|>HHecKH reTepo- 
rem ion m b TeneHMe AßyxAHeBHoro xpoMaTorpat^npoBaHMH c aMMnanHbiM 
pacTBopnTejieM pa3AejiHJiacb Ha agbhtb  cocTaBHbix nacTen.

IIpM yBeJIMHeHMM npOAOJIJKMTeJIbHOCTM KpyrOBOM XpOMaTOrpac|)MM KO- 
öajiaMMHOB He y^ajiocb AoernrHyTb TaKoro >Ke acjxjaeKTa, kak npn boc-
XOAMHjeM MJIM HMCXOAHLU¡eM XpOMaTOrpaC^HHeCKOM MeTOfle.

CneKTpo(|)OTOMeTpM4ecKMe onpeAejieHMH cneKTpa norjiomeHHH rjiaß- 
Hbix cj3paKH;MM BMTaMHHa Bvt M3 XpOMaTOipaMM nOKa3ajIM MX MAeHTMH- 
HOCTb co cneKTpoM HMCToro CTaHAapTHoro npenapaTa.

IIpM noBTopHOM xpoMaTorpa(|)MM rjiaBHbix c^paKunn BMTaMHHa B12 
m Bi2p m3 OTAejibHbix xpoMaTorpaMM He npoM3omjio AaJibHenmee pa3- 
AejieHne.
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B . M A H b C K M  m T. K 0 3 Æ P 0 Ï Î

MCCJIEßOBAHMH HA R  nOJIMMOPOM3 MOM T P y n n O B b lX  BEIHECTB KPOBM

P e 3 k> m  e

M3 c b m h b ix  5Kejiyą,K0B, HenocpeACTBeHHO nocjie pacTBopeHMH TKaHM 
nyTeM nepeBapwBaHMH nencMHOM, nojiyneH MyxonpoTeMA c rpyrmoBon 
aKTMBHOCTbio A .  3 t o t  irpenapaT nepe^BuraeTCH b  sjieKTpMHecKOM nojie 
KaK o^HopoAHoe BeujecTBO. 3jieKTpoc£>opeTMHecKaH noABMXŒOCTb ero npn 
pH 8,0 cocraBJineT 4,10 5 cm2 cen~x V-1 . 3 t o  BeiqecTBO obuio o a h o p o a h o  

C TOHKM 3peHMH paCTBOpMMOCTM. ErO aKTMBHOCTb COCTaBJIHJia 6,0^/100 
reMarrjnoTMHapiioHHbix eAHHMi; Ha 1 mji c b ib o p o t k m .

T p y n n o B o i i  M y x o n p o T e M A  c o A e p x iM T  8 0 %  nenTM AH O M  n acT M  m 2 0 %  n o -  

.n w c a x a p M A H o ii n a c T H . I I o j iM c a x a p iiA H a H  n a c T b  c o c t o m t  m 3  5 ,0 %  r e K C 0 3 b i,  

1 0 ,6 ° /o  reK C 03aM M H a m  1 ,1 %  M eT M Jin eH T 03b i. C n eK T p oc|)O T O M eT p M H ecK M e  

M 3M epeH M H  b  yjibT pac|)M O JieT O B O M  oôJ ia cT M  y K a 3 b iB a io T  H a o T c y T C T B n e  a p o -  

MaTMHeCKMX aMMHOKMCJIOT.

TaKoii xce MyxonpoTeMA nojiyneH nyTeM cojno6MJiM3an,MM CBexceii 
TKaHM H e j iO B e n e c K o r o  x t e j iy A K a  m o h g b m h o m .

OnM caHHbiii M yKonpoTeMA HBJiaercH cjDopMOM G ojiee 6 j im 3 k o m  k  r p y n -  

n o B O M y  c M M n jie K c y  b  K J ieT K a x , n eM  MCCJieAOBaHHbiM a o  c m x  n o p  M y x o -  

nojiMcaxapMA-

MccAeAOBajiMCb cBOMCTBa npenapaTOB rpynnoBbix BenjecTB, BbmejieH- 
Hbix npn rMApojiM3e nencMHOM xcejiyAOHHOÎi TKaHM CBMHeii. I I o  Mepe o t -  

AejieHMH nenTMAHblX OCTaTKOB B03paCTaeT aKTMBHOCTb M BH3K0CTb M 

yMeHbmaeTCH 3JieKTpoc|>opeTMHecKaH noABMXŒOCTb. M3MeHaeTCH Taxxte 
OTHomeHMe aMMHOcaxapoB k  caxapaM. B npenapaTax, coAepxtamnx 13,6%iNr 
T.e. c  npeoôJiaAaHMeM nenTMAHOM nacTM, s t o  cooTHomeHMe cocTaBjraeT 2 :1 , 

b  MyKonojiMcaxapMAHbix npenapaTax, coAop^KaujMX 6,1%iN 1:2. Ü3MeHe- 
Hne cocTaBa caxapMAHOM nacTM He npoMCxoAMT nenpepbiBHO. B npenapa
Tax, coAepjKanjMx 10,3%N s t o  cooTHomeHMe cocTaBjmeT em ,e 2:1. 3 t o  

HBJieHMe He 3aBncnr o t  cnocoôa npenapnpoBaHMH. Hm o a m h  m3 nojiynen- 
Hbix npenapaTOB He oSjiagaJi MaKCMMyMOM aöcopßpMM npn 2800Á.

J Im u ib  7 0 %  nenTMAHOM nacTM rpyrmoBoro MyKonpoTeMAa noAAaeTca 
nepeBapMBaHMK) nencMHOM. IIoaTOMy, m o j k h o  CHMTaTb, h t o  o h  HBjmercH 
TpOMHbiM CMMnjieKCOM: HenepeBapMBaeMbiM nenTMA - nojiMcapnA - nepe- 
BapMBaeMbiM nenTMA, TorAa KaK rpynnoBOM MyKonojiMcaxapMA HBJiaeTCH 
ABOMHbiM CMMnjieKCOM: nojiMcaxapMA-nepeBapMBaeMbiM nenTMA.
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P Í3  C BeJK e OTMbITOM JK ejiy^O H H OM  TKaHM HejIOB& Ka MOJKHO 3 K C T p a r M p o -  

B a T t  p a c T B o p o M  N a C l  r p y n n o B b i e  B e m e c T B a  c  c o ^ e p a c a H u e M  o t  npM ÖJiM - 

3 M T ejib H o  1 3 %  ą o  9 % N .  3 t o  r o B o p w T  b  n o j i b 3 y  T o r o , h t o  r p y n n o B b i e  B e -

LU,eCTBa, HaXOAHLLíMeCH B JKeJiy/JOHHOM COKy, He HBJIHIOTCH OTAeJIbHO CMH- 
Te3H pO B aH H O M  cf)OpMOM, a B03HMKAI0T B 0praHM3Me nyTeM 3H3MMaTMHeC- 
Koro rHApojTM3a in vivo  TKaHeBbix rpynnoBbix Bem;ecTB.

A. M. HAHIJEBMU n B. JIMIIMHCKH

BJIMflHME PEHTTEHOBCKOrO M3JIYBEHMH 
HA AErHH;PA3y ¿-AMMHOJIEBYJIHHOBOH KHCJIOTbl

P  e  3  io  m  e

M c c j ie ą ; o B a j io c b  BJiMHHMe peH T reH O B C K M X  j iy n e M  H a 3H 3M M aT M H ecK yio  

aKTMBHOCTb Æ erM ,a;pa3bi <5-aMMHOJieByjiMHOBOM k m c j io t b i  in vitro b  ,n ;03ax  

o t  0  A o  8 0  0 0 0  r . O ö p a T M M a n  MHaKTMBaijMH 3 T o r o  cjDepM eH Ta b  oÖ JT yn eH - 

H b ix  n o j iH b ix  r o M o r e H a T a x  ö b i n b e i i  n e n e H M  H e3 H a H H T ejib H a . B  S K C T p a K T a x , 

O H H m eH H b lX  OT H ep aC T B O p H M blX  Ö aJiaC T H blX  ÖeJIKOB, MHaKTMBaPMH COCTa- 

B jiM H eT npM 6jiM 3M T ejibH O  1 6 %  n p n  R 0 3 e  6 0  5 0 0  r . B  p a c T B o p a x  oHM iijeHHOM

ąerHfl,pa3bi Haojno^aeTCH yMeHbmeHMe aicTMBHOCTM, cTeneHb K o t o p o m  3a- 
BMCMT OT ^;03bl OÖJiyHeHMH M KOHpeHTpaiJMM 4>epMeHTa.

y B ejiM H eH M e a ö c o p ß ijM M  C B eT a b  M H T e p B a jie  2 4 0 — 2 8 0  M / t ,  H a S j i io ^ a e -  

M o e  b  p a c T B o p a x  O H M m eH H oro  c ^ e p M e H T a  n o c j i e  o ö J iy n eH M H  Æ 030M  n p n -  

5 jiH 3 M T e jib H o  8 0  0 0 0  r  y K a 3 b m a e T , h t o  c o o T H o m e H iie  apoM aT M H ecK M X  

aMHHOKPICJIOT T M p 03M H /T p M n T 0(|)aH  B Ö eJIK e 3T 0T 0 cjjep M eH T a  -----  ÖOJIbUie 1 .

VI. PEHc^EP m M. COJIEI1KA

TEPM HHAJIbHblE OK CM ßASbl nPOPOCTKOB m ilE H M H bl

P  e  3  io  m  e

S K C T p a K T b l M3 C eM M ^H eB H blX  npOpOCTKOB nU ieH M U ,bI CO ^ep^K aT h;m t o -  

x p 0 M -0 K C M A a 3 y , h o  H e  c o ß e p s K a T  nojiM c|)eH O Ji-OK CM ,n;a3bi.

3 K C T p a K T b I  M 3  C e M M ß H e B H b l X  n p O p O C T K O B  n i H e H M H b l  O K p a i H M B a i O T C B  

H a  B 0 3 ^ y x e  m o 5 p a 3 0 B a B u i M M C H  K p a c H b i M  n n n v i e H T  b  n p M c y T C T B M M  a c K o p -  

Ö M H O B O M  K M C J I O T b l  n O r J I O H j a e T  3 H a H M T e J I b H b i e  K O J I M H e C T B a  K M C J I O p O A a ¡  

K C N  C H M J K a e T  n o r j i o m e H M e  K M C J i o p o ^ a  H a  5 0 % ¡. 3 T a  p e a K i ^ M H  H e  H B J i n e T -
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c a ,  o flH aK O , 3H 3M M aT M H ecK oii p e a K p n e i i ,  T aK  K aK  n n r M e H T  o 6 p a 3 y e T C H  

TaK5K© n p n  KMüHHeHMM 3K C TpaK T O B , n p u n e M  ,n ;o 6 a B J ieH n e KCN K KJÜIH- 

n eH H b iM  SK C TpaK TaM  H e n o ß a B j iH e T  n o r j io iq e H M H  K M C Jiop ofla . P o j i b  ijM a-  

Hw,n;a cocTO M T B HacTMHHOM T o p M O x e H M  o 6 p a 3 0 B a H M H  n w rM eH T a , a HG 

B TOpMOXteHMM 3H3M M aTM HeCK0M  p eaK IfM H .

S K C T p aK T Ł i, ^ M a jiH 3 M p o B a H H L ie  18 n a c o B  n p w  T e iv r n e p a T y p e  0°, H e  o ö p a -  

3yK )T  O K p a m e H H o r o  B e m e c T B a , a KOJiMHecTBO n o r j io m a e M o r o  K M C Jiop o^ a  

3H aH H T eJIbH 0 CHMJKaeTCH. B ^M aJIM 3M pOBaHHbIX 3K C T paK T aX  HaÖJIKD^aeTCH  

T o p M O x c e H n e  n o rjiO D jeH H H  K H C J io p o ß a  H a  500/o b  n p u c y T C T B im  KCN m H e -  

3H aH M T eJIbH 0e TOpM OJKeHHe B npH C yT C T B H H  flHSTM JIßM TM O K apÖ aM aTa, h t o  

OflHaKO H e  MOJKeT CHMTaTbCH flOCTaTOHHblM ji;OKa3aTeJIbCTBOM  npM CyTCTBM H  

aCROp5M H-OKCM Aa3bI.

H. HHHRKH h O. nEHß3HBHJIbK 

COABPłKAHHE BHTAMHHOB B12 B CEMEHAX MOTHJIbKOBblX PACTEHIIi'I

P  e 3  io m e

O n p e ,o ;e j iH j io c b  c o ^ e p x c a H M e  BHTaM M Ha B12 b  c e M e H a x  r o p o x a  (Pisum  
sativum), ( |)a c o j iM  (Phaseolus vulgaris) m  J i io n n H a  (Lupinus luteus). ^ j i h  

o n p e ^ e j ie H M M  ö p a j iw  n p o p o c m w e  m H e n p o p o c H iw e  ceM C H a n o c j i e  n p e ^ B a -  

p u T e j ib H o i i  cT epH jiH 3au;M M , a  T a x x c e  ceM O H a n p o p o c m n e  6 e 3  c T e p m iM 3 a ijM w .

,Z(jih o n p e ^ e j ie H M ii  npw M eH H JiM C b M M K p o S n o jio r n H e c K J ie  M eT O /jb i c E u
glena gracilis h  c  M yTaHTOM  Escherichia coli. B n c c j ie ,n ;o B a H H b ix  o 6 p a 3 i j a x  

H e  o ö n a p y x ie H O  c o ^ e p x c a H J ie  BMTaMMHa B 12,

H. HHHI1KH h O. IIEHfl3HBHJIbK

BJIMHHME CyjIb<i)ATPI3 0 JIA HA EMOCMHTE3  BMTAMMHOB T P y n n b l Bu  
y  PRO PIO NIBACTERIU M  SHERM ANII

P e  3  IO M e

MccjießOBajiocb BJiHHHiie cyjib(|>aT:na30Jia Ha 6HOcmrre3 KOÖajiaMHHOB 
y  Propionibacterium shermanii. K MOJio/jbiM KyjibTypaM nponnoHOBOKMC- 
jib ix  ßaKTepHH AoßaBJiHJiH n o  0,5 hjim 0,8 mz cyjTbc|)aTna30Jia Ha 1 mji 
c p e ^ b i .
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KyjibTMBaijMH npoBOĄMJiacb b aapoÖ H bix yCJIOBMHX Ha im o T r e j ib -a n n a -  
paTe m b OTHOCHTejibHo aH aapoÓ H bix ycjiOBMHx.

O Ö H a p y x c e H O , hto H € 3 aBM CHM O o t y cjiO B M H  K y jib T M B a p w M  (a a p o Ö H a H  

mjtm O T H o c H T e jib H O -a H a a p o Ó H a H  K y j i b T y p a ) ,  c y jib c |) a T M a 3 0 Ji  B b i 3 b i B a j i  M3 -  

M 0 H 0 HM6  OTHOHI0 HMH KOHH,©HTpai];MM K O Ô aJiaM H H O B, CM H Te3 H p y e M b I X  3 TMMM 

Ö aK T G p iiH M H . y B e jIM H M B a JIO C b  3 H aH M T 0 JIbH O  KOJIMH0 CTBO BMTaMMHa B lZ 
n p H  O Ą H O B P 0 M 0 HHOM OTHOCMT0 JIHHOM y M 0 H bIH 0 HMM K O HI£0 H T p  aiJM M  B M T a 

M M H a B 12p. B  a ap O Ö H b lX  yC JIO B M H X  yB ejIM U e H M G  K O JIM H G CTBa CMHTG3 M p y K > -  

H£0 r o  B M TaM M H a B 12 6 b iJ io  om ,© 6 OJ1 0 0  3 a M e T H 0 .

KpoMG BMTaMMHa B 12 m BMTaMMHa B 12p b  aapoÖ H bix K y jib T y p a x  oÖ H apy- 
5K0H ÓMOCMHT03 ©mo oĄHoro, a  b OTHOCMTGJibHo aHaapoÔHOM x y j ib T y p e  
0IHI0  AByX H0  Onpeą,ejI0HHbIX B 3TOM paÖOTG KOÖajiaMMHOB (nOBMĄMMOMy 

aĄ0 HMHOnpOM3BOĄHaH nCGBĄOBMTaMMHa B12 M (JiaKTOp A.).
0 6 w ,ee  k o jim h g c tb o  c  m h t©3 Mp y  om b i x  k o 6  a  ji 3mmhob (B M TaM M H a B 12, BM

TaM MHa B i2p, a  T3 K5K0  H 0 MĄ0 HTM(|)MIJ,MpOBaHHbIX KOÖaJiaMMHOß) yBGJIMHM- 

B a j io c b  b K y j ib T y p a x  c  Ą o 6 aB Ji0 HMGM cy jib c£ )a T M a 3 0 J ia , npMHGM y B O j m n e -  

HMe ÖblJIO 6 O Jie0  3 H aH M TG JIb H bIM  B aap O Ö H B IX  yCJIOBMHX.
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