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It is generally admitted that activation of carboxyl groups of amino
acids is the preliminary indispensable stage in the protein biosynthesis.

Hoagland demonstrated in 1955 [4] that homogenates of rat livers
produced adenilic acid (AMP) and pyrophosphate (PP) in the presence of
adenosine triphosphate (ATP) and amino acids. More detailed studies on
these reactions led to the conclusion that the groups activated were the
carboxylic ones, the anhydride of adenyl-amino-acid being the inter-
mediate product which combined with the amino acids activating enzyme:
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I
(1) E+ATP+R—CH—COOH. 'E—AMP—C—CH+PP.
| |
NH, NH,

Two methods are known to be useful for estimating the rate of amino
acids activation. The first consists in combining the activated amino acid
with hydroxylamine to form a hydroxamate:

O R O R
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(2)  E—AMP-C—CH+NH.OH=E+AMP+HONH—C—CH.

NHz NH?

The hydroxamate reacts with ferric chloride in an acid solution to
give a pink-brown colour, the intensity of which is proportional to the
amount of the activated amino acid. Since the reaction is reversible the
pyrophosphate formed inhibits the rate of reaction. Thus an addition of
pyrophosphatase is necessary to decompose the PP formed.

The second known method is based on the reversibility of the reaction
of activation (1). It consists in the addition of the labelled pyrophosphate

[133]
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134 P. SZAFRANSKI AND E. SULKOWSKI 2]

(32P32P), which is recovered subsequently in ATP. Thus the rate of pyro-
phosphate incorporation into ATP allows to appreciate the rate of the
amino acid activation.

Since the isoelectric point of amino acids activating enzymes is always
somewhat about pH 5, they are often called “pH 5 enzymes”. As yet nearly
all reported researches deal with the activation of a mixture of various
amino acids, while not so much is known about the activation of single
amino acids. Therefore, we studied the enzymes which should activate
individual amino acids in various organs of the guinea pig. It could be
expected that the results should ascertain whether there is any relation-
ship between the rate of amino acids activation and their quantitative
share in the protein of a given organ. The data obtained were also ex-
pected to enable the choice of the most suitable organ for eventual future
isolation of enzymes activating individual amino acids.

EXPERIMENTAL

Guinea pigs 6 to 9 months old were used. One series of experiments
consisted of three guinea pigs starved for about 20 hours then, after
stunning, killed by decapitation. Liver, intestines, abdomen muscles,
limbs muscles, kidneys, brain, spleen, pancreas, heart and skin were
removed and the acetone powders prepared. The enzymatic preparations
were made subsequently from these powders. The hydroxamic method
was used to determine the rate of amino acids activation [4]. The
measurements were repeated 3 or 4 times with each organ, every time,
with a new group of guinea pigs. Skin was examined in one series of
experiments only, and the manner in which the acetone powder of skin
was prepared diverged a little from the procedure applied to other organs.

Acetone powders. The isolated guinea pig organs were washed with
ice cooled physiological saline solution, then finely minced by means of
a small laboratory meat-mill with 0.05 mm. holes in the disk. 10 g. of
minced tissue were transferred to the ice cooled homogenizer with
a polyacrylic piston, 20 ml. of —30° cold acetone was added, and the whole
was homogenized for about 10 sec. at 1000 r.p.m. A further 50 ml. of
—30° cold acetone was added and homogenization continued for 1 min.
The suspension was then filtered on Biichner’s funnel, the sediment
washed with 50 ml. of cold acetone, its residue being pressed out on the
filter. The remaining powder was dried in the stream of cold air for
about 40 min. until the smell of acetone disappeared. The powders were
stored in the vacuum desiccator over CaCl, at 3°. The enzymatic activity
of these powders did not show any essential change during a period of
ten days.
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13] ACTIVATION OF AMINO ACIDS IN VARIOUS ORGANS 135

A modified procedure was applied when acetone powders of skin were
prepared. The isolated skin was placed on ice and, after shearing the
hair with scisors, it was cut into small slices and transferred into the
M. S. E. homogenizer surrounded by solid CO,. Then, 80 ml. of —30° cold
acetone was added and the whole homogenized for about 2 minutes at
14 000 r.p.m. The homogenate was filtered through a metal grill. The
remainder was removed from the grill and homogenized once more as
described above, then filtered again. The filtrate containing a fine
suspension of homogenized skin was then passed through Biichner’s
funnel. The sediment on the filter was washed with cold acetone, dried
and stored in the similar manner as those prepared from other organs.

Enzymatic preparations. All manipulations related with enzymatic
preparations were carried out in ice. The 250 mg. portion of acetone
powder was homogenized with 5 ml. of the 0.02m “tris” buffer pH 7.76
in a Potter homogenizer, left for 15 min., stirred at short intervals, then
centrifuged at 0° in M. S. E. centrifuge at 28 000 g for 15 min. The sa-
turated ammonium sulphate solution was added to the supernatant until
the 0.6 saturation was reached. Generally the obtained mixtures had a pH
about 5.5. They were adjusted to pH 5.0 with 0.2~ HCI, and were centri-
fuged after 5 minutes at 10 000 g for 10 min. at 0°. The sediment was
dissolved in 0.2m “tris” buffer pH 7.76 to a final volume of about 2.5 ml.
The protein contents in preparations was determined by the biuret
method [4].

The method used eliminates free amino acids present in acetone powders
as they may render the control test values too high. Other authors get
rid of free amino acids by means of dialysis, this procedure resulted,
however, in partial, inactivation of enzymes reaching up to 20%.

MEASUREMENTS

The incubated mixture contained in 1 ml.: MgCl, 10 gmoles, 0.2 ml.
of 0.2m “tris” buffer pH 7.76. L-amino acid 10 umoles, ATP 11 umoles,
hydroxylamine 1 500 umoles, pyrophosphatase 5 ug., and 0.1 ml. of enzy-
matic preparation. The sequence of addition of all components was as
mentioned above. The protein contents in enzymatic preparations varied
from 20 to 50 mg. per ml. i

The ATP employed was the potassium salt prepared from rabbit
muscles [9]. ATP and amino acids were dissolved in 0.2m “tris” buffer
pH 7.76. Crystalline Kunitz pyrophosphatase dissolved in water was
used. A 6~ water solution of salt-free commercial hydroxylamine was
used.
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The activation of 10 amino acids was studied: L-arginine (Gliwice),
L-aspartate (Roche), L-cysteine (Gliwice), glycine (FOCH Gliwice), L-glu-
tamate (Xenon, Lédz), L-Histidine (Laokoon, Lwoéw), L-hydroxyproline
(Light), L-leucine (Gliwice), L-lysine (Schuhardt), L-proline (Katowice).

The control experiment with the inactivated enzyme was carried out
for each amino acid parallel to the proper test. In the control MgCl,,
“tris” buffer and the examined amino acid were added to the enzyme
solution before its inactivation. The inactivation was obtained by heating
the enzyme for 1.5 min. in boiling water. The test tube was then cooled
in ice and the remaining components were added within the sequence
referred to above. The absorption values of control tests differed slightly
from one another. The differences reached up to 0.03. Yet this inaccuracy
was reduced, since the control test was performed for each amino acid
individually.

The samples were incubated for 30 min. at 37°. The reaction was
stopped by adding 2.3 ml. of the mixture containing trichloroacetic acid,
50.5 g. concentrated hydrochloric acid, 25 ml. and 60.0 g. ferric chloride
and water to 1 1. [2]. Then the samples were shaken, centrifuged and the
supernatant carefully decanted into test tubes. Measurements were made
on the “Unicam” spectrophotometer at 520 mu. The amounts of hydro-
xamates formed were calculated from the standard curve prepared for
glycine-hydroxamate according to Safir and Williams [7].

RESULTS

The results are listed in Table 1. The figures represent mean values
from 3 or 4 experiments performed on various groups of guinea pigs.
The values expressed as traces are those that did not exceed 0.01 zmoles
per 1 hour per 1 mg. of protein. Standard deviations of the mean allow
to appreciate differences in the rate of activation of the same amino acid.
In several cases considerable discrepancies were observed between acti-
vities of various acetone powder preparations deriving from various
animals. These variations are probably of biological origin, since the
preparations of the same powder showed the same activity over a period
of ten days. The activity lowered, however, after prolonged storage. The
gut acetone powder, which is one of the most active, did not exhibit any
activity after four months of storage at —20° in a vacuum desiccator
over CaCl,. The powders used in these experiments were stored not longer
than for ten days.

Our experiments showed that the rate of amino acids activation varies
with various organs. Liver, gut, abdominal muscles, and kidneys showed
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138 P. SZAFRANSKI AND E. SULKOWSKI 167

the highest rate of amino acids activation as compared with other examined
organs. On the contrary, limb muscles activated but few amino acids. The
heart muscle preparations appeared to be more active than those deriving
from other muscles. As much as 5 of the tested amino acids were not
activated by pancreatic preparations, although the synthesis of protein
is known to be very intense in this organ. Spleen showed traces of activity
with regard to a few amino acids only. Brain strongly activated glutamic
acid, but not other amino acids, histidine being the only exception when
slight activation was observed.

We failed to find any activation of amino acids by skin in a single
series of experiments performed with this organ. The fact may be due
to inactivation of enzymes since the organ was somewhat homogenized
otherwise.

When comparing the rates of activation of the given individual amino
acids it became obvious that the order of values is always the same in all
the organs tested. The only exception was glutamic acid which was more
intensively activated by brain and kidneys than by other organs. These
results suggested that the rate of activation of an amino acid is not
related to its contents in the proteins of a given organ. Thus the higher
content of an amino acid was not accompanied by a higher rate of
activation.

Table 2

Activation of amino acids in the normal and regenerating rat liver
wmole of hydroxamate formed/mg of protein/hour

' Normal | Regenerating |

‘No.i Amino acids

I | L-Glutamic acid = 088 | 092
[ 2 | L-Proline | 0.12 l 0.10
| 3| LeLysine T a0 ‘“'o.os— &
| 4 L-Arginine Zi AE)O;— , 0.04 U

Since we concluded that there is no relationship between the rate of
activation and that of incorporation of amino acid into protein it is to
be doubted whether the increased protein synthesis is accompanied by
greater activity of the amino acids activating enzymes. To clear up the
question we performed an experiment with normal and regenerating rat
liver. The experiment was performed 18 hours after partial removal of
the liver. The values obtained with the excised part of the liver were
accepted as standard. The results listed in Table 2 revealed no differences
between the normal and regenerating tissue. The values of Table 2 cannot
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I71 ACTIVATION OF AMINO ACIDS IN VARIOUS ORGANS 139

be compared to those of Table 1 for liver, because of the difference in
species (rat and guinea pig).

These results, as well as earlier ones, led to the conclusion that the
activity of amino acids activating enzymes is by no means a factor limiting
the rate of protein synthesis.

DISCUSSION

Although activation of amino acids is a rather well known stage of
protein biosynthesis, yet there still remain many doubts that have to be
cleared up. The general outline of the activation mechanism is certainly
consistent with that referred to by Hoagland [4]. However, many experi-
mental data now suggest that the process is much more complex and re-
quires some additional, as yet unknown, cofactors.

The question of specificity of amino acids activating enzymes still
remains unsolved. It should be remembered that only the tryptophan
activating enzyme was purified to a higher degree by Davie, Konings-
berger and Lipmann [2] and even crystallised (Szafranski and Work [10]).
Other enzymes were studied in a crude state, and therefore it is impossible
to say anything about their specificity.

The results presented here show that there is no relationship between
the rate of activation of a given amino acid and its contents in protein.
This may indicate either that the activation by “pH 5 enzymes” is not the
unique mechanism leading to protein synthesis, or that the activated
amino acids may be used in any way other than protein synthesis. The
latter possibility is rather imposing when considering the high rate of
tryptophan activation [2, 10] as against its low contents in protein.

There is also no correlation between the values obtained by the hydro-
xamic method and those obtained when the exchange of *2P*P with ATP
is measured. The highly activated amino acids as measured with hydro-
xamic method do not account for any visible exchange of labelled pyro-
phosphate. On the contrary, amino acids which show a high rate of
pyrophosphate exchange do not provide hydroxamic derivatives at all. [6].
On the basis of these facts Novelli and De Moss sugest that there are
some amino acids which can be activated indirectly by means of trans-
acylation with other already activated amino acids [6]. This suggestion,
however, does not seem to be very convincing. The question arises to how
are incorporated these amino acids which are not activated either directly
or by means of transacylation. These considerations lead to the conclusion
that there exists some mechanism introducing amino acids into the chain
of reactions of protein biosynthesis other than the indisputable activation
of carboxyl groups.

http://rcin.org.pl
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SUMMARY d

The rate of activation of ten amino acids (tested individually) was
studied in ten various organs of guinea pig. The estimations were made
using the hydroxamic method and acetone powder preparations were
used as a source of enzyme.

Liver, gut, abdomen muscles, heart muscle and kidneys showed the
highest rate of amino acids activation, while limb muscles and pancreas
activated slightly some few amino acids only. Spleen, brain and skin
showed traces of activation only, with the exception of glutamate, which
was highly activated in the brain.

The activity of amino acids activating enzymes regenerating liver
appeared to be of the same order of value as in normal liver. Thus the
more intense protein synthesis does not run parallel to an increased rate
of amino acids activation.

We wish to thank to Miss K. Derkus for her skilled technical assistance.
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AKTYWACJA AMINOKWASOW W ROZNYCH NARZADACH
SWINKI MORSKIEJ

Streszczenie

Zbadano poziom aktywacji 10 poszczegolnych aminokwaséw w 10 roz-
nych narzadach $§winki morskiej. Pomiary przeprowadzono metoda hydro-
ksamowa na preparatach z proszkéw acetonowych. Watroba, jelito, migesnie
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9] ACTIVATION OF AMINO ACIDS IN VARIOUS ORGANS 141

brzuszne, serce, nerki wykazuja najwieksza aktywacje. Miesnie konczyn
i trzustka aktywuja tylko niektére aminokwasy i w malym stopniu. Sle-
dziona, mozg, skora wykazuja $Sladowa aktywacje, z wyjatkiem duzej
aktywacji kwasu glutaminowego w mozgu. Aktywnosé enzyméw aktywu-
jacych w watrobie regenerujacej jest tego samego rzedu co w watrobie
normalnej. Zatem wzmozona synteza bialka nie idzie w parze ze zwiek-
szong aktywacja aminokwasow.

Otrzymano 6.10.58 r.
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Z BADAN NAD BIALKIEM LUBINOWYM

1Il. PRZYCZYNEK DO POZNANIA SYNTEZY BIALEK W NASIONACH EUBINU

Zaklad Hodowli Roslin PAN, w Poznaniu
Kierownik: prof. dr S. Barbacki

Metabolizm azotu w dojrzewajacych nasionach réznych roslin byt
i jest przedmiotem prac licznych autoréw. Szczegélnie intensywnie ba-
dany jest metabolizm azotu w dojrzewajacych nasionach grochu. Zagad-
nieniem tym zajmowali si¢ ostatnio: C. E. Danielsson [4], I. D. Raacke
[21—23], T. G. Hyde [11] oraz S.P. Spragg [24]. Duza koncentracja ba-
dan na tym odcinku oraz nowoczesne metody analityczne w nich stosowane
doprowadzily do licznych, interesujgcych i zgodnych stwierdzen oraz hi-
potez. Nie brak jednak i tutaj licznych niejasno$ci, a nawet sprzecznosci
i dlatego nie mozna uzna¢ tych badan za zakonczone.

Kontynuujac nasze badania nad bialkiem lubinowym [26, 28], postano-
wiliSmy przesledzi¢ metabolizm azotu w dojrzewajacych nasionach lubinu;
tym bardziej, Ze proces ten byl dotychczas badany fragmentarycznie i to
tylko przy pomocy metod klasycznych.

W poprzedniej naszej pracy [26] staraliSmy sie okresli¢ zawartosé¢ réz-
nych form azotu w dojrzalych nasionach réznych gatunkéw i biotypow tu-
binu. StwierdziliSmy, ze zawarto$¢ azotu ogélnego i niebialkowego jest
w trzech badanych gatunkach lubinu bardzo rézna, natomiast poziom
azotu bialkowego jest bardzo wyréwnany i wynosi okolo 4% suchej masy
nasion. We wszystkich badanych nasionach stwierdzilismy obetno$é pepty-
déw, przy czym wydawalo sie, Zze réznice miedzygatunkowe w zawartosei
azotu ogolnego i niebialkowego sa gléwnie spowodowane roézna zawar-
toscig peptydéw. Praca niniejsza miala wyjasnié¢ role peptydéw w syntezie
zapasowych bialek nasion lubinowych, a takze naswietli¢ stosunki bio-
syntetyczne miedzy albuminami a globulinami i miedzy poszczegélnymi
frakcjami globulinowymi.

[143]
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Tak postawione zadanie staraliSmy sie¢ rozwigzac¢ oznaczajac w bada-
nym materiale rozne formy azotu, przy czym chcgc uniknaé¢ bledow
i sprzeczno$ci wynikajacych ze stosowania roznych ekstrakeji do poszcze-
goélnych oznaczen, przyjeliSmy zasade dotad nie stosowang, aby wszystkie
analizy przeprowadzi¢ na ekstrakcie jednego typu, mianowicie na wy-
czerpujacym ekstrakcie 0,2 m-chlorkiem sodowym zbuforowanym do
pH 7. Takie postepowanie umozliwilo nam kontrolowanie dokladnosci
przeprowadzonych oznaczen na drodze rachunkowego ich bilansowania.
Od przyjetej zasady musielismy w jednym przypadku odstapi¢, miano-
wicie dla oznaczenia wzajemnego stosunku poszczegoélnych skladnikow
globulinowych stosowalismy oddzielng ekstrakcje 2m roztworem chlorku
sodu, a to dlatego, poniewaz frakcjonowanie skladnikéw globulinowych
wymagalo preparatu oczyszczonego na drodze dwukrotnej dializy, co
z kolei zmuszalo do pracy z roztworami bialek o wiekszym stezeniu ani-
zeli w ekstrakcie zasadniczym.

CZESC DOSWIADCZALNA

Przygotowanie materialu

Przedmiotem naszych badan byly rozwijajace sie nasiona lubinu bia-
lego (Przebedowski $rednio weczesny grupa V rod 342) i waskolistnego
(Obornicki) ze stacji hodowlanej I. U.N.G. w Przebedowie. W obu przy-
padkach pobieranie préb rozpoczeliSmy w 23 dniu od poczatku kwitnie-
nia kwiatostanu pedu gléwnego. Poniewaz nie ma $cisle sprecyzowanego
botanicznego kryterium oceny stopnia dojrzalosci nasion, dlatego proby
pobieralismy w okreslonych odstepach czasu: okolo 5-dniowych dla lu-

Tablica 1

Masa 100 Swiezych nasion w roznych fazach rozwoju

Lubm blaiy § f Lubm waskolistny
Data Symbol Paza Data | Symbol Mas
zbioru ' gréby | 100 (r;z;snon zbioru gréby 100 (r;a)snon
aviLs1 | B, f - 4.VIL57 W, [ 11,0
| 19vIEsT | B, 52,2 9.VIL57 W, 29,6
| 25.VILS7 | B; I 67,0 14.VILST | Wi 31,0
2VILS7T | By 912 19.VILS7 | W, | 330
I3VEGST [ B L Itz i asyisT W - 220
23.VILST | B | 1411 f ;
4IX57 | B | 1360 | . l
14.1X.57 ) Bs | 1413 ‘
25.1X.57 B, | 1420 ;
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" binu waskolistnego i 10-dniowych dla lubinu bialego. Dodatkowo ozna-
czaliSmy mase 100 Swiezych nasion (Tabl. 1). Po zbiorze, nasiona oddzie-
laliSmy od stragkéw, zamrazaliSmy w temp. okolo —20° i liofilizowaliSmy.
Zawarto$¢ wody w zliofilizowanym materiale nie przekraczala 0,1%o.

Ekstrakcja zasadnicza i analiza ekstraktu

Rysunek 1 podaje schemat postepowania. Zliofilizowany material (1,5 g)
dokladnie rozdrabnialiSmy i ekstrahowaliSmy (a) ,standardowym bufo-
rem* wg C. E. Danielssona [3] (sklad buforu 0,2 m-NaCl, 0,02 m-NaH,PO,
i 0,03 m-Na,HPO,). Ekstrakcje przeprowadzalismy w temp. okolo 4°
w ciggu 7 dni 6 porcjami rozpuszczalnika, dzieki czemu material byl eks-
trahowany prawie wyczerpujaco!). Przy zmieszaniu z pierwsza porcja
rozpuszczalnika material homogenizowaliSmy przy pomocy homogeniza-
tora MSE (ca 2 min. przy 14 tys. obr./min.). Polaczone porcje ekstraktu po
odwirowaniu saczyliSmy, uzupelnialiSmy do standardowej objetosci
(150 ml), a sgczek wraz z pozostalo$ciag po ekstrakcji mineralizowaliSmy
i oznaczaliSmy ilo§¢ azotu nierozpuszczalnego (b). Przy omawianiu wyni-
kow N nie ulegajacy ekstrakcji bedziemy dolicza¢ do N-bialkowego uwa-
zajac zgodnie z praktyka analityczng, stosowana do materialu roslinnego
[11, 16], ze zwigzany jest on w postaci trudno rozpuszczalnych bialek kon-
stytucyjnych.

W ten sposéb otrzymany ekstrakt przechowywalismy w temp. okolo
—10° i oznaczaliSmy w nim zawarto$§¢ nastepujacych form azotu:
1. N-ogolny ekstraktu (na Rys. 1 (¢), 2. N-bialkowy rozpuszczalny (f, k),
3. N-albuminowy (g), 4. N-globulinowy (h), 5. N-niebialkowy (n), 6. N-ami-
nowy (1), 7. N-amidowy (m), 8. N-poszczegélnych wolnych aminokwasow
(o, r), 9. N-allantoinowy (p), 10. N-wyciggu eterowego (j). Wszystkie wy-
mienione oznaczenia byly przeprowadzone w 2 powtérzeniach w 3 od-
dzielnych seriach ekstraktu.

Ad 1. N-ogélny ekstraktu (c¢) oznaczaliSmy mineralizujac okreslong
cze$¢ (10 ml) ekstraktu, metodg Kjeldahla w modyfikacji C. H. Perrina [27].
Amoniak destylowaliémy w poélmikroaparatach Parnasa.

Ad 3 i 4. 20 .ml ekstraktu poddaliSmy wyczerpujacej dializie (e) w sto-
sunku do wody (okolo 70 godz. w malych woreczkach celofanowych). Wy-
trgcone w wyniku dializy globuliny (h) oddzielaliSmy przez wirowanie od
roztworu albumin (g) i w kazdej z tych frakcji oznaczaliSmy azot, ktoéry

1) 1. D. Raacke [21] badajgc zawarto$é niektérych form azotu w nasionach grochu,
stosowala ekstrakcje 20-minutowg. Nasze obserwacje wykazaly, ze w przypadku
nasion lubinu taki czas ekstrakcji by! stanowczo za kroétki.
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ZLIOFILIZOWANY
MATERIAL ROSLINNY
|

Ekstrakcja 2 M-NaCl Ekstrakcja 0,2 M-NaCl
(s) I (a)
v ¢
EKSTRAKT B EKSTRAKT A Pozostatos¢ —
l oznaczenie N (b)
3 v . Om v
2 x dializa Oznaczenie Dodanie Dializa
do wody (1) N-ogblnego CCl; OOOH do wody (e)
ekstraktu (c) (d) |
|
I 3
5 ! R i i
Osad globulin («) PRZESACZ A Osad — ozn. Roztwor Osad globu-
l N-biatkowego  albuminy — liny—ozn. N
g N ozn. N (h)
Elektroforeza Ekstrakcja eterem (g)
bibutowa (w) etylowym (i)
Wyciag eterowy — Osad-oznaczenie
oznaczenie N () N-,,pseudobiatkowego**
(k)
PRZESACZ B
— Sty
Oznaczenie Odsolenie Oznaczenie Oznaczenie

N-aminowego (/)  (Dowex 50-X4) (/) N-amidowego (m)  N-niebiatkowego ()

Chromatografia Oznaczenie
aminokwasow (o) allantoiny (p)

v
Ilosciowe oznaczenie
aminokwasow (r)

Rys. 1. Schemat postgpowania analitycznego

w dalszym ciagu bedziemy nazywali odpowiednio N-globulinowym
i N-albuminowym.

Ad 2. Azot bialkowy rozpuszczalny oznaczaliSmy mineralizujgc osad (f)
otrzymany dzialaniem kwasu tréjchlorooctowego na 40 ml ekstraktu
w temp. ca 90°. Wytrgcanie bialka dokonywaliSmy na goraco, poniewaz
tym sposobem chcieliSmy spowodowac¢ calkowite wytracenie rowniez
albumin. Nasz sposéb postepowania uznaliSmy za poprawny, poniewaz
suma N-albuminowego i N-globulinowego, oznaczanych po dializie wy-
kazywala duza zgodno$é¢ z wartosciami azotu bialkowego rozpuszczalnego,
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oznaczonego w wyzej podany sposob. Stezenie kwasu tréjchlorooctowego
doprowadzaliSmy do okolo 9%.

Przesacz i popluczyny po wytraceniu bialka zageszczaliSmy do obje-
tosci okolo 25 ml, w wyniku czego znacznie wzroslo stezenie kwasu troj-
chlorooctowego. Chcac unikna¢ przy dalszych oznaczeniach komplikacji
zwigzanych z duzym stezeniem tego kwasu, usuwaliSmy go ekstrahujac
eterem etylowym w aparacie Tielepapa (i). Podczas procesu ,,odkwasza-
nia“ wytracal sie osad, ktéry po odsgczeniu mineralizowaliSmy (k). a za-
warty w nim azot, ktéry bedziemy w dalszym ciggu nazywali N-pseudo-
bialkowym, doliczaliSmy do azotu bialkowego 2). ;

Ad 10. Checgc uzyskaé pelny bilans pomiedzy azotem ogdélnym, a po-
szczegblnymi frakcjami, oznaczaliSmy rowniez azot zawarty w wyciagu
eterowym (j), otrzymanym przy usuwaniu kwasu tréjchlorooctowego
z bezbialtkowego ekstraktu.

Ad 5, 6,1 7. W przesgczu po wytraceniu bialka (odkwaszonym, zagesz-
czonym i uzupelnionym do 50 ml) oznaczaliSmy zawartos¢ N-niebialko-
wego mineralizujac 5 ml roztworu (n). W dalszych 10 ml oznaczaliSmy
N-aminowy (1) metoda A. A. Albanese i V. Irby [1], oraz w 5 ml N-ami-
dowy (m) metoda J.E. Varner’a i wsp. [25]. W celu posredniego -okre-
Slenia zawartosci peptydéw, N-aminowy.oznaczaliSmy dodatkowo po hy-
drolizie 5 ml tego przesaczu. StosowaliSmy trzy typy hydrolizy: 6n kwa-
sem solnym pod chlodnica zwrotng przez 8 godz., 3~ kwasem solnym
w 120° w zatopionych probowkach przez 24 godz., oraz mieszanina kwasu
solnego i mrowkowego [10].

Ad 8 i 9. W 10 ml bezbialkowego przesgczu oznaczaliSmy zawarto$é
N-allantoinowego (p) oraz azotu poszczegélnych wolnych aminokwasow (0).
Przed analiza chromatograficzng aminokwasow okazalo sie konieczne od-
salanie przesaczu (1). PrzeprowadzaliSmy to na kolumnach kationitu
Dowex 50-x 4 (200—400 oczek) wg D.L. Buchanana [2], zbierajagc przy
pomocy automatycznego kolektora oddzielnie frakcje zawierajace allan-
toine i aminokwasy. StosowaliSmy kolumny o $rednicy 6 mm i pojem-
nosci 6 ml. Kolumny o takich rozmiarach posiadaly pojemno$é jonowy-
mienng okolo 8 miliréwnowaznikow. Zaabsorbowana na kolumnie allan-
toine eluowaliémy wodg, a aminokwasy 0,5m wodnym roztworem pipe-
rydyny [2]. '

Zawartos¢ allantoiny oznaczaliSmy spektrofotometrycznie metoda
E. G. Young’a i C. F. Conway’a [32] przy dlugosci fali $wietlnej 528 mu
i szczelinie 0,015 mm.

?) Osadu tego dotychczas blizej nie zbadali$my, przypuszczamy, Zze ma on cha-
rakter kompleksu lipoidowo-biatkowego [14].
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Rozdzial i identyfikacje wolnych aminokwaséw przeprowadzaliSmy
przy pomocy chromatografii dwukierunkowej wg N. Wolfe’a [29]. Calko-
wity rozdzial aminokwaséw uzyskaliSmy przy rozwijaniu chromatogramu
technika zstepujaca przeplywowa, przez 26 godz. w pierwszym kierunku
i 18 godz. w drugim kierunku (temp. 21°). Kazdorazowo przed rozwinie-
ciem chromatogramu stosowaliSmy 3-godzinne kondycjonowanie bibuly
parami rozpuszczalnika. Jako komory chromatograficzne sluzyly oszklone
skrzynie drewniane o wymiarach 120X25>X60 cm, w ktorych jednoczesnie
rozwijaliSmy po 5 chromatograméw. Celem identyfikacji aminokwasow
ekstraktu, rownoczes$nie z 4 chromatogramami wolnych aminokwaséw roz-
wijaliSmy 1 chromatogram ze standardowa mieszaning aminokwasow.
Chromatogram ten wywolywalismy 0,5 roztworem ninhydryny w ace-
tonie.

Odsolone frakcje aminokwasowe (zebrane z kolektora) laczyliSmy ra-
zem (okolo 12 ml) i odparowywaliémy do sucha w lazni wodnej, temp. 80°.
W celu hydrolizy amidow ?), ktére zaciemnialy stosowany przez nas roz-
dzial chromatograficzny aminokwasow — pozostalo§¢ rozpuszezaliSmy
w 5 ml 1~ kwasu solnego i podgrzewaliSmy przez 5 godz. na wrzacej
lazni wodnej pod chlodnica zwrotng. Po odpedzeniu kwasu solnego pozo-
stalo$é rozpuszczaliSmy w malej ilosci wody (2 krople) i roztwor ten
»oczkiem® platynowym nakladaliSmy na co najmniej 3 chromatogramy.

Chromatogramy frakcji wolnych aminokwaséw wywolywaliSmy wstep-
nie 0,02% roztworem ninhydryny w acetonie [7], celem lokalizacji plam
aminokwasow (Rys. 8). Nastepnie wycinaliSmy plamy aminokwaséw, usu-
waliSmy z nich amoniak metoda L. Fowden’a [8], po czym przeprowadza-
liSmy reakcje ninhydryna metoda E.W. Yemma i E.C. Cocking [30]
uwzgledniajac modyfikacje N. Wolfe’a [29] oraz wlasne doswiadcze-
nia [27]. Odczyty doswiadczalne korygowaliSmy wartosciami $lepych prob.
Przy ilosciowej ocenie aminokwasow opieralisSmy sie na krzywych kali-
bracyjnych wykreslonych na podstawie chromatogramoéw ze standardo-
wymi roztworami aminokwasow. Uzyskane w ten sposéb wyniki przed-
stawiaja wzajemng korelacje azotu a-aminowego poszczegélnych wolnych
aminokwaséw (Rys. 10 i 12). Procentowy udzial wolnych aminokwaséw
w suchej masie nasion, przedstawiony na rys. 9 i 11 zostal obliczony
W oparciu o wartoSci podane w tablicy 2 (pozycja 11).

’) W zwigzku z przeprowadzana hydroliza amidéw oznaczaliSmy tylko suma-
ryczng zawarto$¢ kwasu glutaminowego i glutaminy oraz kwasu asparaginowego
i asparaginy.
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Azot ogélny

Ogo6lng zawarto$¢ azotu w badanych nasionach wyliczaliSmy sumujgc
azot pozostajacy w materiale po ekstrakcji z azotem ogdélnym ekstraktu.
Sporadycznie azot oznaczaliSmy bezposrednio w materiale roslinnym. Wy-
niki tych oznaczen zgadzaly sie z wartosciami obliczonymi z doklad-
noscig =+ 3%.

Oznaczenie wzajemnego stosunkw poszczegélnych skladnikow
globulinowych

Oznaczenie to wykonano frakcjonujgc globuliny przy pomocy elektro-
forezy bibulowej (w) wg opisanego poprzednio postepowania [28]. Oprocz
dotychczas stosowanego buforu boranowego, uzywaliSmy dodatkowo 0,2 m
bufor weronalowy o pH 8,6, przy czym warunki analizy byly nastepu-
jace: bibula Whatman No. 4, pasek o ,,dlugosci roboczej* 20 cm, napiecie
200 V. Mieszanine bialek nakladaliSmy w odleglosci okolo 6 ecm od kato-
dowego konca paska bibuly. Rozdzielone na bibule frakcje bialkowe wy-
barwialiSmy blekitem bromofenolowym [6]. Po wybarwieniu poszczegélne
plamy wycinaliSmy eluowaliSmy z nich barwnik 0,01 n lugiem sodo-
wym [12], a nastepnie oznaczaliSmy kolorymetrycznie, stosujac filtr po-
maranczowy. PrzyjeliSmy, ze procentowy udzial poszczegélnych frakeji
w ogolnej ilosci globulin jest rowny procentowemu udzialowi ekstynkeji
poszczegdlnych frakeji w stosunku do sumy ekstynkeji wszystkich frak-
cji [15].

Globuliny do elektroforezy przygotowywalismy, ekstrahujac je ze
zliofilizowanych nasion 2m roztworem chlorku sodu (s) i oczyszczajac na
drodze dwukrotnej dializy do wody (t).

Preparaty konglutyn a i f (odpowiednikami Osbornowskich [18], kon-
glutyn aip sa legumina i wicilina wg C. E. Danielssona [5], a wg F. J. Jou-
berta [13] frakcja A i B), potrzebne do identyfikacji frakcji globulinowych
rozdzielonych elektroforetycznie w buforze weronalowym, otrzymaliSmy
rozdzielajac mieszanine globulin metoda F. J. Jouberta [13].

WYNIRI

Uzyskane wyniki sa podane w tabl. 2 oraz na rysunkach. Jak wyka-
zuje tablica 2 oraz rys. 2 i 3, ilo§¢ azotu w nasionach badanych gatunkéow
lubinu zwieksza sie w miare postepujacego dojrzewania. Najwiekszy przy-
rost azotu obserwuje sie w poczatkowych fazach dojrzewania, w pézniej-
szych fazach doplyw zwigzkow azotowych jest znacznie mniejszy.
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Wyjatek stanowi druga faza rozwoju nasion lubinu bialego (B,, Tabl. 2,
Rys. 2). Spadku tego nie obserwuje si¢ w przypadku nasion lubinu wasko-
listnego.

Wzrost zawartosci azotu egoélnego w stosunku do suchej masy Swiad-
czy o szybszym nagromadzaniu przez nasiona lubinu zwiazkéw azoto-
wych niz weglowodanow i tluszezowcow. W zaleznosci od fazy rozwojo-
wej, azot doplywajacy do nasion jest reprezentowany przez poszczegdlne
frakcje w roznych proporcjach. W pierwszej fazie rozwoju nasion obser-
wuje sie duzg zawarto$¢ niskoczasteczkowych zwigzkow azotowych i niski
poziom azotu bialkowego. Za azot bialkowy uwazamy sume azotu bialek
dajgcych sie wyekstrahowaé oraz azot nie ulegajacy ekstrakcji. Spadek
procentowej zawartosci azotu bialkowego w fazie B,, wynika wylacznie
ze znacznego spadku procentowej zawartosci bialek konstytucyjnych (nie
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Rys. 2. Zmiany zawartos$ci réznych form azotu (w procen-
tach suchej masy) w czasie rozwoju nasion lubinu bialego

ulegajacych ekstrakcji). W pozostalych fazach w obu badanych gatunkach
zawartos¢ azotu nie ulegajacego ekstrakcji utrzymuje sie na mniej wiecej
rownym poziomie, stanowiac okolo 0,8°0 suchej masy (Rys. 2 i 3). Po-
czynajac od drugiej fazy dojrzewania nasion lubinu bialego, obserwu-
jemy az do fazy 6 (Rys. 2) gwaltowny wzrost azotu bialkowego. Od 6 fazy
tempo przyrostu bialek wyraznie maleje. W nasionach lubinu waskolist-
nego (Rys. 3) wzrost ten jest rownomierny w ciggu calego okresu rozwoju.
Na podkreslenie zasluguje fakt, ze intensywny wzrost azotu bialkowego
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wynika niemal wylacznie z silnego przyrostu globulin. Azot albuminowy
wzrasta o wiele wolniej i do$¢ rownomiernie w ciagu calego okresu doj-
rzewania. Zdecydowanie roézna szybkos¢ syntezy globulin i albumin na-
suwa przypuszczenie, ze obydwa wymienione typy bialek sa syntetyzo-
wane zupelnie niezaleznie od siebie.

Wyniki analizy elektroforetycznej sugeruja, ze réwniez poszczegdlne
skladniki globulinowe syntetyzowane sa niezaleznie od siebie. W poprzed-
niej pracy doniesliSmy [28], iz przy zastosowaniu buforu boranowego, glo-
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Rys. 3. Zmiany zawartosci réznych form azotu (w procen-
tach suchej masy) w czasie rozwoju nasion Ivbinu wasko-
listnego

buliny z nasion lubinu waskolistnego rozdzielaja sie na 3 frakcje, a glo-
buliny z nasion lubinu bialego — wyraznie na 2. W warunkach analizy
przeprowadzanej przy uzyciu buforu weronalowego globuliny z nasion
lubinu bialego mozna rozdzieli¢ na 4 frakcje, nazwane kolejno: I, II, III, IV,
(Rys. 4), a globuliny z nasion lubinu waskolistnego tylko na dwie frakcje
nazwane odpowiednio frakcjami I i II. Wyniki te potwierdzaja nasze po-
przednie obserwacje o wyraznych miedzygatunkowych réznicach w cha-
rakterze komplekséw bialek zapasowych. W przypadku globulin lubinu
waskolistnego stwierdziliSmy (Rys. 5), ze frakcja I z buforu weronalowego
zawiera konglutyne f, a frakcja II — konglutyne a. Podobnego ozna-
czenia nie udalo si¢ nam przeprowadzi¢ z globulinami lubinu bialego, gdyz
w wyniku frakcjonowania globulin na skale preparatywna w analogiczny

http://rcin.org.pl



[10]

152 M. WIEWIOROWSKI, J. AUGUSTYNIAK, H. SKRZYPINSKA I INNI

sposob, jak w przypadku nasion lubinu waskolistnego, otrzymano prepa-

raty bedace zawsze mieszaning kilku réznych globulin.
Procentowy udzial w suchej masie frakeji I, III i IV globulin lubinu

bialego (Rys.6) wzrasta rownomiernie w miare dojrzewania nasion, nato-

| Ll

b)

0

Rys. 5. Identyfikacja elektro-
foretyczna frakeji globulino-
wych z dojrzalych nasion lu-
binu waskolistnego; a — pre-
parat konglutyny « (silnie za-
nieczyszczony konglutyng ),
b — mieszanina globulin, ¢ —
preparat konglutyny

Rys. 4. Rozdzial elektroforetyczny
globulin z dojrzalych nasion lubinu
waskolistnego (a) i lubinu bialego (b),
przeprowadzony przy zastosowaniu
buforu weronalowego

miast frakcja II po osiggnieciu maksimum w fazie 7 wykazuje wyrazny spa-
dek. Interpretowanie jednak tego spadku przemiang tej frakcji w inne sklad-
niki globulinowe jest stanowczo przedwczesne. Z rys. 6 wynika, ze frakcja II
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Rys. 6. Zmiany procentowej zawarto$ci poszczegdlnych {frakeji
globulinowych w czasie rozwoju nasion lubinu bialego
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Rys. 7. Zmiany procentowej zawartosci frakeji globulino-

wych w czasie rozwoju nasion lubinu waskolistnego

jest syntetyzowana najwczesniej i w najwiekszych ilosciach; frakcje pozo-
stale powstaja p6zniej,saone nagromadzana wolniej i w mniejszych ilosciach.

Zmiany wzajemnego stosunku globulin podczas dojrzewania nasion
lubinu waskolistnego sa przedstawione na rys 763

Proporcjonalnie do wzrostu azotu
bialkowego zmniejsza si¢ w miare
dojrzewania nasion zawarto$¢ azotu
niebialkowego. Wida¢ to szczegélnie
wyraznie przy poréwnaniu udzialu
poszczegolnych form azotu w azocie
og6lnym (Tabl. 2, kolumny b).

Przewazajaca cze$¢ azotu niebial-
koweo przypada na azot amidowy
i aminowy. Zawarto$¢ N-amidowego
w miare dojrzewania nasion wyraz-
-nie sie zmniejsza, przy czym najsil-
niejszy spadek zaznacza si¢ w pierw-
szym okresie rozwoju nasion. Jak
widaé¢ na rys. 2 i 3, najszybszy spa-
dek poziomu N-amidowego ma miej-
sce z rownoczesnym silnym wzro-
stem N-bialkowego.

Podobnie przedstawiaja sie zmia-
ny zawartosci N-aminowego. Réznica
jednak pomiedzy zawartoscia N-ami-
nowego na poczatku i na koncu okre-
su rozwoju nasion jest znacznie wyz-
sza niz w przypadku N-amidowego.

Omowione zmiany zawartosci azo-
tu aminowego sa wypadkowa zmian,

Rys. 8. Chromatogram wolnych amino-
kwas6w lubinu bialego, wstepnie wy-
wolany
A — punkt startowy, 1 — kwas aspa-
raginowy, 2 — kwas glutaminowy, 3 —
lizyna, 4 — arginina, 5 — glicyna, 6 —
histydyna, 7 — seryna, 8 — alanina,
9 — prolina, 10 — kwas, y-aminomaslo-
wy, 11 — tyrozyna, 12 — walina, 13 —
treonina, 14 — izoleucyna, 15 — leucy-
na, 16 — fenyloalanina, x — plamy nie-
zidentyfikowane
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Symbol proby

Lp. : Data zbioru
|
1 N-ogolny
2 N-nierozpuszczalny (b)*)
3 N-ogélny ekstraktu (c)
f 4 N-biatkowy rozpuszczalny (f)
S N-pseudo biatkowy (k)
6 Suma 4+ 5
7 Suma 246
8 N-globulinowy (h)
9 N-albuminowy (g)
10 Suma 8+9
11 | N-aminowy (1)
12 | N-amidowy (m)
13 N-allantoinowy (p)
14 N-niebiatkowy (n)
15 N-wyciagu eterowego (j)
16 Suma 6+14+15
17 Roznica pomigdzy N-niebialkowym
obliczonym a oznaczonym
3—(6+15)—14

[12]

Tabli

Zawartos¢ roznych form azotu
a) w °0"o suchej masy

l T

4.7.57 19.7.57 | 25157
a b a b | a b
470/ = 410 | — Ao
1,25 26,59 | 0,65 | 1585 | 064 | 14,58
345 | 73,41 } 345 | 84,14 | 3,75 | 8542
0,52 11,06 | 0,55 | 13,41 | 1,10 | 25,06
022 4,68 | 021 [ 512 | 021 | 478
0,74 | 1574 | 0,76 | 18,54 | 1,31 | 29,84
1,9 4234 | 1,41 | 3439 | 195 | 44,42
028 596 017 | 415 | 040 | 9,11
022| 4,68 | 021 | 512 0'34i 7,74
0,50 10,64 = 038 | 927 | 074 1886
1,35 | 28,72 | 1,11 | 27,07 | 096 | 21,87
0,98 20,85 | 0,84 (2049 086 19,59
011| 233 | 008 | 1,95 008 182
2,15 | 4574 | 2,34 ’ 57,08 | 2,33 | 53,07
048 1021 | 022 | 536 0.8 410
3,37[ 3,32 l 3,82

—0,08 +0,12 ‘ 10,07

*) Litery w nawiasach odnosza si¢ do schematu post¢gpowania (Rys.

1).

jakim podlegaja poszczegélne aminokwasy. Dlatego tez przeprowadziliSmy
iloSciowe oznaczenia wolnych aminokwaséw w kolejnych fazach rozwoju
nasion. We wszystkich fazach rozwojowych stwierdziliSmy obecnos¢ 16 na-
stepujacych aminokwasow: kwasu asparaginowego, kwasu glutaminowego,
lizyny, argininy, histydyny, seryny, glicyny, alaniny,
maslowego, tyrozyny, treoniny, waliny, izoleucyny, leucyny, fenylo-
alaniny oraz proliny. Nie stwierdziliSmy wystepowania uchwytnych ilosci
cystyny, metioniny i tryptofanu, a histydyna wystepowala w ilosciach
sladowych. Istnieje duze prawdopodobienstwo, ze w trakcie stosowanej
przez nas kwasnej hydrolizy amidéw tryptofan ulegl rozkladowi; dlatego
tez niewykrycie przez nas tryptofanu nie jest réwnoznaczne z jego nie-
wystepowaniem w badanym materiale. We wszystkich fazach dojrzewania
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ca 2
w dojrzewajqcych nasionach lubinu bialego
b) w %’ azotu ogdlnego
B, e B B, b oy B, B, &g
2851 | 1385 | 28s | s0m | Hem 259.57 |E@3
a | b [ aclib e Bl g il e s esbo il i !3'?:"%
| l
504| — | 576| — |64l | — | 651 — | 69| — | 701 —
090 | 17,86| 0,84 | 14,58 | 1,03 | 1607 094 | 1444 078 11,30| 1,09 1555 +0,07
44| 82,14| 4928542 538 | 83,93 557 85,56 6,12 | 88,70 | 5,92 84,45 £0,10
1,66 | 32.93| 2,64|4583 | 3,31 5164 3,61 5545 391 5667 3,67 52,35 40,06
020 397| 026| 451 036 | 562| 036 553 031 449| 036 5,13 |40,06
1,86 | 36,90| 2,90 | 50,35 3,67 57,25, 397 | 60,98 | 4,22 61,16| 403 57,49
276 | 5476 | 3,74 | 64,93 | 4,70 | 73,32| 4,91 | 7542| 500 7246/ 5,12 73,04
1,53 [ 30,36 | 2,18| 37,85 | 3,16 | 49,30| 3,37 | 51,77 | 337(4884| — | — 0,05
— | — | o3| 438|027 | 421 045 691| 030 435 — | — |+007
— | — | 249| 4323 343 | 53,51| 3,82 5868 3,67 53,19| 399 5692
0,75’ 1488 055| 9,53 036 | 562| 039 59| 039 565 032 4.56 0,03
071 1409| 0,60 1042 0,65 | 10,14| 063 9,68? 0,54| 7.83| 048 685 :_{-0,07
007 | 146/ 007| 1,15 006 | 1,01| 007 102 006 093] 006 080
2,00 41,47| 1,89| 32,81 1,51 | 23,56| 1,67 2565 1,61/ 23,33 l,62| 23,11 |
0I5 298| 022 382 020 | 32| 012 184| 023 333| 020 285
4,10 5,01 5,38 | 5,76 - 606 5,85 | |
0,04 10,09 0,00 | £0,19 t—ooe 0,07 | |
| I
| | |

nasion stwierdziliSmy wystepowanie znacznych ilo$ci proliny, nie ozna-
czaliSmy jej jednak iloSciowo z uwagi na nieprzystosowanie koloryme-
trycznej metody ninhydronowej do oznaczania tego aminokwasu.

Na szczegolnag uwage (Rys. 9—12) zasluguja: kwas asparaginowy, kwas
glutaminowy, arginina, alanina i kwas y-aminomaslowy, poniewaz udzial
tych aminokwaséw w ogélnym azocie aminowym ulega bardzo ciekawym
zmianom. Procentowy udzial azotu alaniny w N-aminowym wzrastajac
w pierwszej fazie od 20 do 33% spada nastepnie w miare dojrzewania
nasion lubinu bialego do 1,5% przy czym najsilniejszy spadek ma miejsce
pomiedzy 2 a 4 faza rozwoju (Rys. 10). Rowniez i kwas asparaginowy bar-
dzo znacznie zmniejsza swoj udzial w ogolnej puli N-aminowego, najsil-
niej w poczatkowych fazach rozwojowych. Réwnoczesnie ze spadkiem obu
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[14]
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Rys. 9. Zmiany zawartoSci kwasu glutaminowego,

kwasu asparaginowego, argininy, kwasu y-amino-

maslowego i alaniny (w procentach suchej masy)
w czasie rozwoju nasion lubinu bialego

tych aminokwaséw obserwujemy wzrost kwasu glutaminowego oraz bar-
dzo gwaltowny wzrost argininy, ktorej procentowy udzial w N-aminowym
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Rys. 10. Zmiany procentowego udzialu azotu

«-aminowego niektérych aminokwasow w azo-

cie ogélnym aminowym Ww czasie rozwoju
nasion lubinu bialego
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wzrasta pod koniec dojrzewania nasion do przeszlo 30% (Rys. 10). Udzial
pozostalych aminokwaséw w N-aminowym nie ulega zasadniczym zmia-
nom w ciggu calego okresu rozwoju nasion.

20

15-

% suchey mosy

L_ S
T <
Wy b ! g
oS Ws? 2500157 S
Symbol i dofa pobrania proby E w4
=
Rys. 11. Zmiany zawartosci kwasu glu- &
taminowego, kwasu asparaginowego,
argininy, kwasu y-aminomaslowego
i alaniny (w procentach suchej masy) 5
W czasie rozwoju nasion lubinu wasko-
listnego

Rys. 12. Zmiany procentowego udzialu
azotu «-aminowego niektérych amino- W, We

Ws
kwas6w w czasie rozwoju nasion lu- x5 o
binu waskolistnego OO 10 PTONC, BIERG

T

DYSKUSJA

Metabolizm zwigzkéw azotowych w dojrzewajacych nasionach lubino-
wych przebiega w licznych fragmentach inaczej, anizeli wykazaly ostatnie
badania w odniesieniu do nasion grochu. Stwierdziliémy, ze w lubinach
procentowy udzial azotu w suchej masie w trakcie dojrzewania nasion
ro$nie, podczas gdy w grochu maleje [4]. Swiadczy to, ze w okresie doj-
rzewania nasion lubinu dominuje synteza bialka, podczas gdy w grochu
szybciej postepuje synteza weglowodanéw. Fakt ten ma na pewno zasad-
niczy wplyw na ksztaltowanie sie innych zauwazonych réznic.

I tak I. D. Raacke [21] i S.P. Spragg [24], a takze C. E. Danielsson [4]
zgodnie sugeruja, ze prekursorami w syntezie globulin nasion grochu sa
peptydy, poniewaz maksimum ich nagromadzania w niedojrzalych nasio-
nach $cisle zbiega sie z poczatkiem gwaltownej syntezy globulin.
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Nasze natomiast badania nie wykazaly obecnosci powazniejszych ilosci
peptydéw w zadnej fazie dojrzewania nasion lubinu. Fakt ten byl dla
nas bardzo zaskakujacy, byliSmy bowiem pod silnym wrazeniem pracy
I. B. Raacke [21—23], a przede wszystkim wynikow naszej poprzedniej
pracy [26], w ktorej doniesSliSmy o wystepowaniu pokaznych ilosci pep-
tydéow w dojrzalych nasionach lubinu. Pozorne sprzecznosci istniejace
miedzy naszymi wynikami zostaly spowocdowane roéznymi obiektami ba-
dan, a mianowicie: w poprzedniej pracy analizowaliémy nasiona lubinu
dojrzale w warunkach polowych, nasiona przed analiza byly przechowy-
wane w temp. pokojowe]j przez okres okolo 6 miesiecy, podczas gdy w obec-
nej pracy nasiona ze wszystkich faz dojrzewania byly natychmiast po-
wyluskaniu ze strgkéw liofilizowane. Brak peptydéw w niedojrzatych
i dojrzatych a liofilizowanych nasionach lubinowych i wyrazna ich obec-
nos¢ w nasionach dojrzalych, nie liofilizowanych i magazynowanych
przed analiza przez okres okolo 6 mies. sugeruje, ze w przypadku lubinéw
peptydy nie stanowig prekursorow syntetyzowanych globulin — sg nato-
miast produktami ich odbudowy w okresie ,dojrzewania wtornego*. Ba-
dania, ktére obecnie prowadzimy maja wyjasni¢ mechanizm tworzenia sie
peptydéw w dojrzalych nasionach.

Nalezy podkresli¢, ze réznice w interpretacji funkcji peptydéw w pro-
cesie dojrzewania nasion lubinu i grochu, o ktérych wyzej wspomnielis-
my, nie wyplywaja z poréwnywalnych faktéw doswiadczalnych. I. D. Raac-
ke [21—23] uwazala za azot peptydowy roznice miedzy azotem niebial-
kowym a sumg niebialkowego azotu aminowego i amidowego, przy czym
wszystkie wartosci liczbowe byly obliczone, a nie pochodzily z bezpo-
$rednich oznaczen. Azot niebialkowy stanowil roéznice miedzy azotem
ogbélnym a azotem bialkowym, natomiast niebialkowy azot aminowy i ami-
dowy wyliczono odejmujac od do$wiadczalnie oznaczonego azotu amino-
wego i amidowego ogdlnego wartos¢ azotu aminowego i amidowego
bialkowego (rowniez oznaczonego do$wiadczalnie).

W naszej poprzedniej pracy [26] obliczaliSmy, podobnie jak I. D. Raac-
ke, azot peptydowy z réznicy miedzy azotem niebialkowym a sumg azotu
aminowego i amidowego. Roéznica miedzy postepowaniem I. D. Raacke
a naszym polega na tym, ze wszystkie wymienione formy azotu oznacza-
liSmy do$wiadczalnie, a co wiecej — dopiero wtedy zdecydowaliSmy sie
na matematyczne obliczenie azotu peptydowego, kiedy stwierdziliSmy
wyrazny wzrost azotu aminowego po hydrolizie ekstraktu uwolnionego
od bialka.

W obecnej pracy wykazaliSmy, ze we wszystkich analizowanych na-
sionach nie wystepowaly uchwytne ilosci peptydéw, gdyz mimo duzych
réznic miedzy azotem niebialkowym a suma azotu amidowego i amino-
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wego, nie stwierdziliSmy w zadnym przypadku wzrostu azotu aminowego
po hydrolizie ekstraktéw uwolnionych od bialka (mimo stosowania trzech
réznych typow hydrolizy). Miedzy postepowaniem I. D. Raacke a naszym
Jjest jeszcze ta roéznica, ze I. D. Raacke oddzielala bialko z ekstraktu przy
pomocy dializy, my natomiast wytrgcaliSmy je na goraco okolo 9% kwasem
trojchlorooctowym. I. D. Raacke [21] na podstawie préb wykonanych na
preparatach bialkowych wyizolowanych z grochu przestrzega przed sto-
sowaniem kwasu trojchlorooctowego do wytracania bialek, gdyz zaleznie
od warunkow, moze on spowodowac¢ niekompletne wytracanie bialek,
a szczegolnie albumin, jak rowniez moze lacznie z bialkami wytracié
wszystkie lub czes¢ peptydow. W tym stanie rzeczy nasz posredni dowod
na nieobecnos¢ peptydéow w ekstrakcie odbialczonym przy pomocy kwasu
tréjchlorooctowego moze wydawacé sie malo przekonywujacy, gdyz pepty-
dy mogly by¢ wytracone razem z bialkiem. To przypuszczenie jest jednak
niestuszne, gdyz, jak juz wspomnieliémy, azot oznaczany w osadzie wy-
traconym z ekstraktu zasadniczego kwasem tréjchlorooctowym wykazuje
duza zgodnos¢ z sumg azotu globulinowego i albuminowego, oznaczonego
po dializie ekstraktu.

Jak juz wspomnieliSmy. réwniez i S. P. Spragg [24] stwierdzil obec-
nos¢ duzych ilosci peptydéw we wezesnych fazach rozwojowych grochu.
S. P. Spragg ekstrahowal zliofilizowany material roslinny najpierw 70"/
etanolem, a z pozostalosci ekstrahowal ,peptydy* przy pomocy goracej
wody. Chociaz postepowanie to nie jest bez zarzutu, (arginina nie da sie
calkowicie wyekstrahowa¢ przy pomocy etanolu, a takze niektére albu-
miny nie ulegaja termicznej koagulacji) to jednak autor wykazal w spo-
s6b przekonywujacy, ze w jego frakcji wodnej znajdowaly sie peptydy.

W tym stanie rzeczy udzial peptydow w syntezie globulin grochu
wydaje sie by¢ dos¢ pewny, niemniej przylaczamy sie skwapliwie do
stwierdzenia E. W. Yemma i B. F. Folkesa [31], Zze ,.konieczne sa bardziej
krytyczne metody rozdzialu i charakterystyki roslinnej frakcji peptydo-
wej* — wtedy bowiem dopiero bedzie istniala plaszczyzna umozliwiajgca
porownanie wynikéw uzyskanych przez réznych autoréow.

Na zakonczenie dyskusji o peptydach chcielibySmy zwréci¢ uwage na
tak zwany przez nas azot ,pseudo bialkowy“, ktory otrzymaliSmy mine-
ralizujac osad wytracajacy sie z odbialczonego ekstraktu w trakcie usu-
wania z niego kwasu tréjchlorooctowego przy pomocy eteru. Jak juz
wspomnieliSmy, osadu tego nie badaliSmy, istnieje wiec mozliwosé, ze
w sklad niego wchodzi rowniez frakcja peptydowa. Przypuszczamy jed-
nak, na podstawie warunkoéw, w ktorych ulegl on wytraceniu, ze nalezy
on do lipoproteidow, na co wskazywalaby réwniez bardzo wyréwnana jego
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zawarto$¢ we wszystkich fazach rozwojowych nasion (Tabl. 2 — po-
zycja 5).

Nastepng sprawa, ktéra nalezy przedyskutowaé, to bilans azotu nie-
bialkowego. Oprocz pierwszej fazy rozwoju nasion lubinu bialego, gdzie
suma azotu aminowego, amidowego i allantoinowego osiaga wartos¢ azotu
niebialkowego (a nawet nieco ja przewyzsza), we wszystkich fazach roz-
woju lubinu bialego i waskolistnego istnieje deficyt bilansowy, ktory
w miare dojrzewania nasion wyraznie sie poglebia. Jak juz uzasadniliSmy,
nie mozemy tej luki wytlumaczy¢ obecnoscia frakcji peptydowej, nale-
zaloby sie wiec zastanowi¢ czym ja wytlumaczy¢. Niewatpliwie, uwzgled-
nienie azotu alkaloidowego, purynowego a takze azotu innych zasad orga-
nicznych wplyneloby na pewne poprawienie obecnego bilansu. Przypusz-
czamy jednak, ze wazniejszq przyczyna obecnych trudnosci bilansowych
jest operowanie przez nas wartoscig azotu aminowego zamiast wartoscig
azotu wystepujacego we frakeji wolnych aminokwaséow. Réznica miedzy
tymi dwiema wartosciami moze by¢ bardzo znaczna, a szczegélnie wtedy,
gdy frakcja wolnych aminokwaséw bedzie bogata w aminokwasy zasa-
dowe — a szczegdlnie w arginine. Chcemy tez zwrdéci¢ uwage na pewng
zbieznosé obserwowang szczegélnie wyraznie u lubinu bialego — a miano-
wicie wyraznemu poglebieniu sie deficytu bilansowego w miare rozwoju
nasion towarzyszy bardzo wyrazny wzrost procentowej zawartosci argini-
ny w puli wolnych aminokwasow (od 1% do 33%). Tak wiec dodatkowe
uwzglednienie azotu reszty guanidynowej argininy (nie mozna go oznaczy¢
metoda C.G. Pope’a i M. F. Stevens’a [20]) w ostatniej fazie rozwoju
lubinu bialego powiegkszy bardzo wyraznie wartosci azotu ,,aminowego® —
a przez to zmniejszy bardzo pokaznie istniejaca w tej fazie najwigkszg
réznice miedzy N-niebialkowym, a suma N-aminowego i amidowego. Nie-
mniej sprawa ta wymaga dalszych dokladnych badan.

Mimo, ze przeprowadzona w tej pracy analiza ilosciowa wolnych ami-
nokwasow wykazuje pewne luki, uzyskane wyniki sa bardzo ciekawe.
A oto niektére z nich: istnieje wyrazna roznica we frakecji wolnych ami-
nokwasow lubinu bialego i waskolistnego — roznica ta dotyczy zaréwno
poziomu jak i korelacji poszczegélnych aminokwasow i wreszcie Kierun-
ku zmian zachodzacych w trakcie rozwoju nasion (Rys. 9—12). W przy-
padku lubinu bialego gwaltownej syntezie globulin (Tabl. 2 — stadium
2—6) towarzyszy gwaltowny spadek zawartosci kwasu asparaginowego
(asparaginy) i alaniny oraz wyrazny wzrost argininy, podczas gdy poziom
kwasu glutaminowego (wzgl. glutaminy) ulega tylko drobnym wahaniom
(Rys. 9 i 10). W dojrzalych nasionach lubinu bialego arginina jest amino-
kwasem dominujacym i stanowi 1/3 calej frakeji wolnych aminokwasow,.
przy czym w dojrzatych nasionach lubinu waskolistnego gléwnymi amino-
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kwasami sg: kwas glutaminowy, arginina i kwas asparaginowy. Brak ilo-
$ciowego oznaczenia proliny uniemozliwia nam przesSledzenie stosunkow
panujgcych w ,rodzinie’ aminokwasow kwasu glutaminowego [31]. Po-
kazne iloSci argininy i kwasu glutaminowego wskazuja wyraznie, ze ami-
nokwasy tej ,,rodziny* odgrywaja bardzo wazna role w metabolizmie azotu
w nasionach lubinéw.

Elektroforeza bibulowa globulin lubinu bialego i waskolistnego w bu-
forze weronalowym wykazuje odpowiednio 4 i 2 frakcje.

Roézne zachowanie sie tej samej mieszaniny globulin w czasie elektrofo-
rezy bibulowej w roznych buforach pozwala domniemywaé, ze precyzyjne
iloSciowe oznaczenie wszystkich skladnikow globulinowych bedzie trud-
ne, tym bardziej, ze sprawa dodatkowo sie komplikuje odwracalnymi pro-
cesami dysocjacyjno-asocjacyjnymi [13, 9]. Mimo to sadzimy, Zze dokonana
w tej pracy iloSciowa wycena skladnikéw globulinowych rozdzielonych na
drodze elektroforezy bibulowej upowaznia nas do stwierdzenia, Ze synteza
poszczegblnych skladnikéw globulinowych przebiega w réznych okresach
z rézna szybkoscia i dla kazdego skladnika oddzielnie, przy czym nie wy-
daje sie prawdopodobne, ze np. kosztem jednego skladnika globulinowego
nastepowala synteza drugiego. Wniosek ten jest zgodny z wynikami ana-
lizy skladu aminokwasowego poszczegdlnych frakeji globulinowych uzy-
skanymi przez Th. Gerritsena [9]. Wykazal on, ze rézne frakcje globulin
roznia sie¢ skladem aminokwasowym, a wiec jedna globulina nie moze by¢
prekursorem drugiej, gdyz wtedy ich sklad aminokwasowy musialby by¢
bardzo podobny.

Praca nie dostarczyla dowodow, ktore by wskazywaly na to, ze w pro-
cesie syntezy bialek biora bezposrednio udzial aminokwasy. Ich ubytek
obserwujemy rowniez w okresie poprzedzajacym gwaltowna synteze glo-
bulin, w ktérym to okresie nastepuje prawdopodobnie intensywny spadek
zawartosci azotu ogélnego (Tabl. 2 i rys. 2). Dlatego wydaje sie, ze wolno
nam w formie hipotezy stwierdzi¢, ze syntetyzowane globuliny mogg wy-
wodzi¢ sie z weglowodanow i z prostych zwiazkéw azotowych.

STRESZCZENIE

W dziewieciu fazach rozwoju nasion lubinu bialego i pieciu — nasion
lubinu waskolistnego oznaczano: N-ogélny, N-nierozpuszczalny, N-roz-
puszczalny, N-bialkowy, N-albuminowy, N-globulinowy, N-poszczegél-
nych frakcji globulinowych, N-aminowy, N-amidowy, N-aminowy posz-
czegbélnych wolnych aminokwaséw, N-allantoinowy.

Stwierdzono, ze w nasionach lubinu bialego i waskolistnego synteza
zwiazkow azotowych jest szybsza niz weglowodanéw i tluszezowcow.
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Intensywny wzrost azotu bialkowego wynika niemal wylacznie z przy-
rostu globulin. Rézne krzywe syntezy globulin i albumin sugeruja, ze
obydwa typy bialek sq syntetyzowane niezaleznie od siebie. Rowniez nie-
zalezne od siebie sg drogi syntezy poszczegdlnych frakeji globulinowych.

Suma N-aminowego i N-amidowego nie stanowi 100° azotu niebial-
kowego. Roznicy tej nie stanowi N-peptydowy, gdyz w badanych (liofili-
zowanych) nasionach nie stwierdzono obecnosci peptydow. Peptydy wiec
nie stanowia frakeji posredniej na drodze syntezy bialek w dojrzewaja-
cych nasionach lubinu. Wydaje sie natomiast, ze sg produktami ich od-
budowy, gdyz wyrazne ilosci peptydow stwierdziliSmy dopiero w nasionach
dojrzalych i magazynowanych w temperaturze pokojowej [26].

We wszystkich fazach rozwoju nasion zidentyfikowano 16 wolnyvch
aminokwaséw. Duze ilosci oraz zmiany zawartosci kwasu glutaminowego,
kwasu asparaginowego, alaniny, kwasu y-amino-maslowego, a szczegdlnie
argininy, sugeruja duze znaczenie tych aminokwaséw w metaboliZmie roz-
wijajacych sie nasion lubinu. Praca jednak nie dostarczyla dowodu, ze
globuliny sa syntetyzowane wprost z wolnych aminokwaséw.
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STUDIES ON LUPINE PROTEIN

Summary

Authors have estimated the various nitrogen compounds during several
stages of ripenning in lupine seeds (Lupinus albus and Lupinus angusti-
folius). The following values of nitrogen were determined: total, inso-
luble, protein, albumin, globulin, of separate globulin fractions, amino,
amido, of individual amino acids and allantoine.

The seeds showed a higher rate of the synthesis of nitrogen compounds
than that of carbohydrates and lipids one. The considerable increase in
protein nitrogen is mainly due to the increase of globulins. The different
shapes of the curves illustrating the rate of globulins and albumins syn-
thesis suggest that the two processes run independently one from another.
The synthesis of separate globulin fractions appeares also to run its own
way for each fraction.

The sum or amino-N and of amido-N does not account for 100% of
non-protein N. Peptide N is not responsible for the defficiency, since
authors have not found any peptides in the tested (liophilized) seeds.
Thus peptides are not any intermediate stage in protein synthesis. It
seems possible, however, that peptides are some products of protein
reconstruction, since authors have found greater amounts of peptides in
ripenned and stored at room temperature seeds only [26].

Authors have identified 16 free amino acids during all stages of seeds
growth. The large amounts and apparent changes in the contents of glu-
tamata, aspartate, alanine, y-aminobutyric acid and especialy arginine
suggest that these amino acids might play some important role in the me-
tabolism of ripenning lupine seeds.

This report did not provide, however, any evidence for the direct
globulin synthesis from free amino acids.

Otrzymano 7.10.1958 r.

http://rcin.org.pl



Wb
?ﬂn‘?‘.’ ST PR T

AL ’._H.- ,'. T AT PRV IV S

rﬁ.”'ﬁj ] l’ Q."M

'f‘%-; !4. o |I .r,._; 3 ‘Y n(l ‘
‘_ ‘-% 0‘!‘ '*’ "Ly\-l
a\‘w* z-uﬁ- HiTh Ao

i

E"\
ﬁ‘i e "*h
||5 %f" r]j'|| c‘ll‘ Wﬂ)‘r ,n.-d- ot
R A s T S

’ q\%f,al.:..t\f.‘u.’riul e ot J].,}“"‘." Lendi i h-. mi R
- L*{y“-- L ?',3i'|\7;"|'- A u ] gt "B 1‘1 wokl Te-amaid

'.E;.‘_‘\\' s "\N‘ \\'\Nk'(b.’\ n'.?.-\-‘—. —.r\(- o SR e S
"' i Rk e (A o 2 o
) 0] Lol ’)i g -. 5 Y X3 by 3
-'.,;- {,(11,1.1 hlll;-w;ulﬂdﬁl_lu wuw 'j"lu|1 (T e

T

lﬂ 'u'I il 2..'* -.-‘0_{11! ’”*b i i '—"

\h"i".at ‘2‘? l"l"‘ﬁ‘ h:" mrhf" R &f_ :

o il +' l‘f_ L SR S ATV N RO
AL "‘ég ‘L A SR 35.1’»43 RLE ”‘u-ﬁ'b JU AR S 4t ih

SN " Ao 10l LT lknl,‘ :‘:'1_ S B j.' Jir b L Ak

- {ah_uln "v(b‘l' ! '\r” Y ‘.ﬁjlij!,‘,a. LA 5 ‘,_',"."f:

,‘-‘OI ‘L" ) 'Q ’l’.. _',..».-ﬁ -1."( U;\,’ et Lo

‘, i t( ‘th.-“ 3 q ’nrd;'\'

bl.v

Gl e e wings

_--.M q’ » 1." .J N Tou 1 T f -; H"f __‘q 't’”‘;”l‘:- ¥ o L Drdpery =
E' '71_ < |b"f‘ 'FMH‘ N - i = 'ﬁ"lﬁ‘{. -'N 1‘5,»- 1l
Lo n:iﬁ R ;_ .rg[;,a .g\«"aﬁ. -

P p‘"

A I

L. S B}

5 ey oy
i Mol
,

i l";ﬁ'_



ACTA BIOCHIMICA POL ONTICA

Vol. VI 1959 No. 2

J. HELLER, P. SZAFRANSKI and E. SULKOWSKI

AMINO ACIDS ACTIVATION IN RELATION TO THE SYNTHESIS
OF SILKPROTEIN

Instytut Biochemii i Biofizyki PAN, Warszawa
Zaklad Biochemii Ewolucyjnej

A study of the amino acid carboxyl groups activation in various organs
of guinea pig reported in our previous paper [10] raised doubts whether
there is any relationship between the rate of activation of an amino acid
and its contents in protein. The silkglands of a silkworm lend themselves
particularly well to the study of such a problem. The two parts of these
glands produce two different proteins, namely fibroin and sericin, the
amino acid composition of these two proteins being well known. Therefore
it was of interest to study if there exists any quantitative relationship
between the rate of activation of individual amino acids and their contents
in fibroin and sericin.

EXPERIMENTAL AND RESULTS

The silkworm caterpillars (Bombyx mori, White Adrianopol race) were
used. The caterpillars were anaesthesized with ether on the 5-th to 7-th
day of the last larval period, then bleed and posterior as well as middle
silkglands were removed.

Enzymatic preparations. The posterior silkglands isolated from 10 ca-
terpillars were washed with distilled water, homogenized in a glass Potter
homogenizer for 1.5 min. at about 1000 r.p.m. with 5 ml. 0.02m “tris”
buffer pH 7.8 and allowed to stand for 15 min. in ice. All further operations
were performed at temperature near 0°. The sediment was then discarded
and the supernatant adjusted to an adequate pH with 0.1 ~n-HCL

It is admitted generally that the protein precipitated at pH 5 is the
most active one. Our experiments revealed, however, that the fraction
precipitated from the silkglands homogenate at pH 4.3 was the most active
towards glycine and tryptophane. When pH was lower than 4.3 denatura-

(165}
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166 J. HELLER, P. SZAFRARSKI AND E. SULKOWSKI 2]

tion of protein occurred. Thus, pH 4.5 was chosen to avoid the risk of
denaturation. The precipitated protein was centrifuged as soon as possible
and dissolved in 1 ml. of 0.2 m “tris” buffer pH 7.8. The insoluble residue
was removed by centrifugation, the supernatant being used in experiments.

The middle silkglands isolated from 10 caterpillars were washed with
water, placed in ice cold water, and the jellied silk substance was
removed. This manipulation lasted for about 20 minutes. The homogeniza-
tion and the whole further procedure was the same as that applied to the
posterior silkglands.

The haemolymph deriving from 10 caterpillars was treated with
saturated ammonium sulphate solution (acidified with 1 ~-HCI to pH 3.5)
to final 0.6 saturation. All manipulations were carried out at 0°. The
mixture was then adjusted to pH 5 with 0.1 n-HCI, allowed to stand for
10 min., the precipitate centrifuged and dissolved in 1 ml. of 0.2m “tris”
buffer pH 7.8. This solution was used in experiments.

The biuret method [4] was used to determine the protein contents in
the enzymatic preparations. The protein contents ranged from 15 to 50 mg.
per ml. The incubation mixture and conditions of incubation and the
determination were identical with those described in our former paper [10].
Amino acids tested were as follows: DL-alanine, glycine, L-histidine,
L-glutamic acid, DL-serine, L-tryptophan and L-tyrosine. When DL-amino
acids were employed their concentration was twice that used for L-amino
acids. The control test contained 0.2 ml. of “tris” buffer instead of amino
acid solution. Each experiment was repeated 3—4 times, the enzymatic
preparation being a new one every time deriving from another portion
of caterpillars.

The results obtained are listed in Table 1, the standard deviations of
the means being included. The results show that all examined amino acids
do undergo some activation. The rate of activation varies with various
amino acids. This holds as well for the rates of activation of various amino
acids in one tissue as for the same amino acid in posterior or middle
silkglands or in haemolymph. Tryptophan and tyrosine were the two
amino acids which showed the highest rate of activation in posterior and
middle silkglands. The posterior silkglands activated the serine carboxyl
groups to a great extent, while glutamate and histidine were highly
activated by middle silkglands. The rate of tyrosine and tryptophan
activation in haemolymph was by far not so high as in silkglands. How-
ever, in the case of tyrosine it was still twice that found for other amino
acids, glutamate excluded. In general, the rate of amino acids activation
was rather more steady in haemolymph than in silkglands. Glycine showed
the lowest rate of activation in examined tissues. It was several times
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131 AMINO ACIDS ACTIVATION IN SYNTHESIS OF SILKPROTEIN 167

Table 1

Activation of amino acids in the silkglands and haemolymph of caterpillars
of Bombyx mori L.
Values means + S. D. of the mean of 3—4 different samples

umole of hydroxamates mg of protem/hour

e Aviina s3ds Postenor glands I Mlddle gland; ;T Haemol);mﬁp;”

1 | DL- -Alanine ) 0.0684-0.03 0.088+0.03 | 0.085-+:0.04

2 | Glycine 5B 0.038-:0.00 0.073 £0.01 | 0057 74002

3 | L-Histidine 0.098 +-0.01 0.286+0.15 0.060-0.02
i 4 | L-Glutamic acid 0.031 £0.02 T A
| 5 | DL-Serine | 03184005 0168004 | o.—o79 1002 |
| 6 | Z-Tsptophen 06234010 | 0406021 0. 071-:0.03 ¥
| 7 [ ETymene 0.600:0.19 5 0370 +0.18 0.1504006

lower than that found for tyrosine and tryptophan. The fact is all the more
surprising in view of a high glycine concentration in fibroin.

These results induced us to consider another way of activation, perhaps
by means of transacylation [6, 7]. In view of the high rate of activation of
tryptophan and tyrosine it seemed possible that the active forms of these
two amino acids might participate in the transfer of the adenilic residue
to glycine. We investigated this possibility using the enzymatic prepara-
tions of posterior silkglands. The rate of activation of glycine alone was
studied as well as that of glycine in the presence either of tryptophan or
of tyrosine. Incubation was carried on for 60 min., then the reaction was
stoped by heating to 100°, and samples for paper chromatography were
prepared. The chromatographic analysis was needed to differentiate the
hydroxamates formed as they all produce the same colour in colorimetric
assays. The heat denaturated protein was removed by centrifugation, the
supernatant evaporated and the remaining free hydroxylamine removed
by distillation over concentrated sulfuric acid. The hydroxamates were
extracted from the residue by means of the acidified ethanol (0.5 ml. of
concentrated hydrochloric acid per 10 ml. of ethanol). Then the suspension
was centrifuged and the ethanol extract dried over calcium chloride. The
sediment was dissolved in one drop of water and transferred on Whatman
No. 1 filter paper, and the descending chromatography was carried out.
The solvent used was n-butanol-glacial acetate-water (90 : 10 : 10) [5]. The
chromatograms were developed with a mixture containing trichloroacetic
acid, hydrochloric.acid and ferric chloride [2].

When glycine alone was the substrate we could not demonstrate any
glycine-hydroxamate on the chromatogram. This is due to a low rate of
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glycine activation as well as to some loss related usually to the extraction
of the hydroxamates from the incubated mixture. The standard solution
of the glycine-hydroxamate had an R;==0.02. The chromatographic ana-
lysis of the samples containing either glycine and tryptophan or glycine
and tyrosine did not reveal the presence of glycine-hydroxamate, too.
We found only tryptophan- or tyrosine-hydroxamates (R, = 0.23 and 0.22,
respectively). The R; values of these hydroxamates diverge so much from
the R; of glycine-hydroxamate that it is impossible to overlook the pre-
sence of glycine. The results we obtained prove that the presence of
activated tryptophan or tyrosine does not influence the rate of glycine
activation. Thus, our experiments do not support the transacylation
hypothesis.

DISCUSSION

Many authors stated that some amino acids show an extremely high
rate of activation as compared to others. These are first of all tryptophan
and tyrosine. We found a similar fact in our experiments, where it was
especially outstanding when compared to the quantitative share of these
amino acids in silkproteins. The amino acid composition of these proteins
is given in Table 2. Fibroin contains as much as 42%% of glycine, while

Table 2

The percentage of some amino acids in silkproteins after Fukuda et al. [3]

: Fibroin  Sericin
i Amino acids | (posterior (middle
glands) glands)
Alanine. 0 A k28300 il e gD
Giycine 428 | 860
Histidine = 035 139 |
‘leummic acid 137 " foes |
( Serime 1470 | 3010 |
[ Trptorhan. |5l DB et ]
| Tyrosine T £l VIR ISR R |

sericin contains 30% of serine. The rate of activation of these amino acids
is unproportionally low in comparison with their concentration in protein.
On the other hand, other amino acids such as tryptophan and tyrosine
are strongly activated in spite of their low concentration in silkprotein.
Our experiments show therefore that there is no relationship between the
rate of activation of an amino acid and its concentration in protein.
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These results could be comprehensible from the standpoint of the
theory of activation if one assumed that some amino acids might be
activated indirectly by other already activated amino acids. We failed,
however, to obtain any transacylation in our attempts to find an activation
of glycine in the presence of highly activated tryptophan and tyrosine.
Thus, the question as to how glycine, the main constituent of fibroin, is
introduced to the course of silkprotein synthesis still remains open. It is
incorporated, may be, as a component of some peptides. Unequal distribu-
tion of 1“C-glycine, when injected to haemolymph [9] may be considered
as an evidence supporting this suggestion. Yet synthesis of the known
peptides requires also activation of amino acids [1]. Thus, the observed
rate of glycine activation should also be high in such a case. We did not
find it in our experiments with glycine, as well as in those performed
with serine and alanine. Thus, we are faced with the possibility that the
incorporation of some amino acids into protein must occur by means other
than the activation of carboxyl groups.

SUMMARY

The rate of activation of seven amino acids was studied in silkglands
and in haemolymph of silkworm caterpillars. The hydroxamic method
was used.

Tryptophan and tyrosine showed the highest rate of activation in
posterior silkglands as well as in the middle ones, whereas glycine showed
the lowest rate of activation in these tissues.

We failed to find the glycine transacylation with activated tryptophan
and tyrosine.

Since fibroin contains over 40°% of glycine and 0.26% of tryptophan
only, our results suggest that some amino acids might be incorporated
into protein otherwise than by carboxyl group activation.

We wish to thank to Eng. St. Kedzierski from the Silk Institute in Mi-
lanéwek for kindly supplying the silkworm caterpillars for this study, and
we are indebted to Miss K. Derkus for her technical assistance.
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AKTYWACJA AMINOKWASOW W SYNTEZIE BIALEK JEDWABIU

Streszczenie

Przebadano aktywacje¢ siedmiu aminokwaséw w gruczolach przednych
oraz hemolimfie gasienic Bombyx mori L. W badaniach stosowano metode
hydroksamowsa.

Najintensywniej aktywowanymi aminokwasami w gruczolach przed-
nych zaréwno tylnych jak i srodkowych sg tryptofan i tyrozyna, najstabiej
glicyna. Aktywacja aminokwas6w w hemolimfie jest bardziej rownomierna.

Nie stwierdzono transacylacji glicyny za posrednictwem zaktywowa-
nych form tryptofanu i tyrozyny. Poniewaz fibroina zawiera ponad 40%
glicyny i slady tryptofanu rezultaty sugeruja, ze niektére aminokwasy
moga by¢ wlaczone do syntezy bialka na innej drodze niz aktywacja grupy
karboksylowej.

Otrzymano 5.11.1958 r.
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W. RZECZYCKI

KWAS NEURAMINOWY BIALEK SUROWICY KRWIL
SPOSOBY JEGO OZNACZANIA

Zaklad Chemii Fizjologicznej Akademii Medycznej w Gdansku
Kierownik: prof. dr Wl. Mozolowski

Kwas neuraminowy wystepuje jako skladnik czesci weglowodanowej
pewnych bialek ustrojowych, a miedzy innymi i bialek surowicy krwi
czlowieka. Ocena iloSciowa tego zwigzku w bialkach ustrojowych, a szcze-
gbélnie w bialkach surowicy, ma coraz istotniejsze znaczenie, nie tylko
teoretyczne ale i praktyczne. Blizsze dane o budowie i znaczeniu biolo-
gicznym kwasu neuraminowego podalem w pracy przegladowej ogloszo-
nej w Postepach Biochemii [6].

Oznaczanie kwasu neuraminowego w bialkach surowicy krwi opiera
si¢ na reakcjach barwnych z takimi odczynnikami jak: orcyna, dwufeni-
loamina, rezorcyna czy tez tryptofan z kwasem nadchlorowym. OczywisScie
swoisto$¢ tych reakeji jest rozna i wyniki uzyskane tymi metodami moga
rozni¢ sie znacznie pomiedzy soba. Stosujgc nawet te sama metode mozna
otrzyma¢ odmienne wyniki w zaleznosci od tego, jakich pochodnych kwa-
su neuraminowego uzyto jako standardéw do oznaczen kolorymetrycznych.
Odpowiedzi wiec wymaga pytanie, czy oznaczajac kwas neuraminowy
jedng z wymienionych metod, oznaczamy rzeczywiscie ten zwigzek, oraz
jaki jest wplyw innych substancji na uzyskany wynik. W pracy tej stara-
tem sie dojs¢é do uzyskania odpowiedzi na powyzsze pytanie dwiema dro-
gami. Jedna z nich bylo poréwnanie wynikéw ilosciowego oznaczania tego
zwigzku w surowicy krwi r6znymi metodami. Drugq zas znalezienie spo-
sobu, ktérym by oznaczano tylko i wylgcznie kwas neuraminowy.

PREPARATY I UZYTE ODCZYNNIKI

Kwas metoksyneuraminowy. Materialem wyjsciowym byla mucyna
§linianek podszczekowych wolu, otrzymana wedlug sposobu podanego
przez Blixa [2]. Z mucyny preparowalem kwas, metoksyneuraminowy,
wedlug przepisu Weyganda i Rinno [14], zastepujac zywice jonowymienna

[171]
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Dowex 2% 10 odpowiadajacg iloscia Amberlitu IRA 400. Otrzymany zwia-
zek charakteryzowal sie nastepujacymi wlasnosciami: [a]}y——57,5°
(c==0,4), zawartos¢ azotu (oznaczona metoda Kjeldahla) 4,4%. Chroma-
tograficznie dawal jedng plame w ukladach n-butanol-kwas octowy-woda
4:1:5 (obj.) o R ==10,09 i n-propanol-woda 7 :3 (obj.) o Ry = 0,24. Chro-
matogramy rozwijano technika wstepujaca i wywolywano wedlug Béhma
[3]. Z ninhydryna daje odczyn dodatni.

Kwas N-acetyloneuraminowy. Dla uzyskania tego zwiazku z bialek su-
sowicy krwi czlowieka posluzylem sie przepisem Svennerholma [8]. Pre-
parat mial nastepujace wlasnosci: [a]% == — 32° (c = 0,4). Zawartos¢ azotu
oznaczonego metoda Kjeldahla 4,5%. Chromatograficznie preparat dawal
jedna plame w ukladach n-butanol-kwas octowy-woda 4 :1:5 (obj.)
o Ry;=0,15 i butanol II rzedowy-kwas octowy-woda 4:1:5 (obj.)
o Ry = 0,59. Chromatogramy rozwijano technika wstepujaca i wywolywa-
no odezynnikiem uzywanym do wykrywania ketocukrow: orcyna-kwas
tréjchlorooctowy [1]. Krysztaly ogladane pod mikroskopem byly jedno-
rodne i dawaly obraz identyczny z krysztalami otrzymanymi przez Fail-
larda [4]. Préba redukcyjna wypadla dodatnio. Odezyn z ninhydryng
ujemny.

Inne odczynniki. Chlorowodorek glikozaminy otrzymano hydrolizujac
kwasem solnym chityne skorup rakow i nastepnie oczyszczajgc przez Kry-
stalizacje. D(+ )-Galaktoza firmy The British Drug Houses LTD. D (—)-Man-
noza dar, prof. dra Leona Kamienskiego. Orcyna cz. (Merck). Rezorcyna
cz. (Merck) po przekrystalizowaniu z mieszaniny woda-alkohol etylowy.
Dwufeniloamina cz. d.a. (radziecka). Kwas siarkowy cz. (Merck) po uprzed-
nim 3 godzinnym gotowaniu. Kwas solny cz. d.a. firmy J. D. Riedel, Ber-
lin. Kwas octowy lodowaty cz. produkecji polskiej po przedestylowaniu.
Alkohol n-butylowy firmy Xenon. Alkohol butylowy II-rzedowy cz. pro-
dukeji Fluka, Szwajcaria. Alkohol n-propylowy cz. wyrabiany przez VEB
Schering Adlershof, Berlin.

POROWNANIE METOD ILOSCIOWEGO OZNACZANIA KWASU NEURAMINOWEGO
W SUROWICY KRWI

Poréwnano ze soba trzy metody: orcynowsa, rezorcynowa i dwufeni-
loaminowg. Nie wlaczylem w zakres swej pracy sposobu poslugujgcego
sie odczynnikiem aldehydowym Ehrlicha [13] oraz tryptofanem z kwasem
nadchlorowym [15]. Prébe Ehrlicha uwaza sie za malo swoistg [9], a zatem
nie nadajgca sie do oznaczania kwasu neuraminowego w surowicy Krwi.
Reakcji barwnej z tryptofanem i kwasem nadchlorowym, chociaz uzywa-
nej do tego celu [15], nie wlaczylem w zakres poréwnywanych metod dla-
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tego, ze charaKkteryzuje )a stosunkowo mala czulos¢ (okolo 5—6 razy
mniejsza od metody orcynowej czy tez rezorcynowej), a oznaczanie odby-
wa sie przy dlugosci fali (réwnej 500 my), przy ktérej nie ma wyraznego
maksimum absorpcji.

Oznaczanie przy uzyciu odczynnika orcynowego wykonywano wedlug
przepisu Bohma [3], przystosowujac objetos¢ koncowego roztworu tak, aby
mozna bylo wykona¢ oznaczenia w probéwkach 6—304 spektrofotometru
Coleman Junior, przy dlugosci fali 570 mu [5].

Reakcje z dwufeniloaming przeprowadzono wedlug Seifera i Gersten-
felda [7]. Absorpcje odczytywano w spektrofotometrze Coleman Junior,
przy dlugosci fali 530 mu.

Przydatnos¢ metody rezorcynowej do oznaczania kwasu neuramino-
wego w bialkach surowicy krwi oparto na spostrzezeniach Svennerholma
1 wlasnym doswiadczeniu. Poslugi-
wano sie odeczynnikiem rezorcyno- e
wym, sporzadzonym wedlug przepisu
podanego przez Svennerholma [10]: gz}
2 g rezorcyny rozpuszczono w 100 ml '
wody destylowanej (roztwor trwaly | gz
przez miesigc w lodowce). Do 10 ml i
tego roztworu dodano 80 ml stezone- 4%
go kwasu solnego i 0.25 ml 0,1 m ,
siarczanu miedziowego. Objetos¢ od- 360 T E
czynnika doprowadzono do 100 ml Peds 1ol i)
woda deSty Iowana' Odczy nnik jeSt Rys. 1. Absorpcja Swiatla w reakcji re-
trwaly przez tydzien, jezeli jest prze- ,orcynowej: surowicy krwi ¥, roz-
chowywany w lodéwce. Z pracy tworu kwasu metoksyneuraminowego
Svennerholma bylo wiadomo, ze od- —®—. Stezenie kwasu metoksyneura-
czynnik rezorcynowy daje zabarwie- minowego dobrano tak, by abéf)rpcja
nie z kwasem neuraminowym i z réz- ' 980 m odpowiadala absorpcii uzy-

2 skanej z 0,1 ml surowicy. Absorpcje
nego rodzaju cukrami. W mieszani- 4c,vtywano na spektrofotometrze Co-
nie kwasu neuraminowego i cukrowca jeman Junior model 6 w probowkach
mozna metoda orcynowa oznaczy¢ te © 6-304
zwiazki obok siebie. Dla stwierdze-
nia czy ten odczyn da sie zastosowaé¢ do oznaczen kwasu neuraminowego
w surowicy krwi, przeprowadzilem nastepujace doswiadczenia. Sporza-
dzilem wykresy absorpcji w reakcji rezorcynowej dla roztworu kwasu
metoksyneuraminowego i surowicy, tak dobierajac stezenie kwasu meto-
ksyneuraminowego, aby absorpcja dwoch poréwnywanych plynéw przy
dlugosci fali 580 mu byla sobie réwna. Z wykresu (Rysunek 1) ilustru-
jacego to doswiadczenie widaé, ze maksimum absorpecji dla standardow
kwasu neuraminowego i dla surowicy jest w 580 mpu i, ze prawe (od
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maksimum) strony krzywych (dla tych substancji) pokrywaja sie ze soba.
Natomiast ich lewe strony przebiegaja odmiennie, a mianowicie krzywa
dla surowicy biegnie wyzej i ma tendencje do drugiego maksimum przy
470 mu. Z danych tych mozna wyciagna¢ wniosek, ze réznica ta jest
zwiazana z nakladaniem sie na wynik innych zwigzkéw powstajacych
podczas ogrzewania bialka z odczynnikiem rezorcynowym. W kwasnej
hydrolizie, jaka ma miejsce przy ogrzewaniu z odczynnikiem rezorcyno-
wym, mogg odszczepi¢ sie poszczegdlne skladniki bialek jak aminokwasy
i cukry. Dlatego zbadano absorpcje reakcji rezorcynowej tych zwigzkow
przy dlugosci fali 470 mu i 580 mpu (Tablica 1). Wykazano, ze istotny
wplyw moze mieé przede wszystkim galaktoza i mannoza. WykreSlenie

Tablica 1

Absorpcja $wiatla w dlugosci fali 470 oraz 580 mu zwiqzkéw, ktére mogq uwolnic sie
w czasie hydrolizy bialka z odczynnikiem rezorcynowym
Préby: 2 ml roztworu badanego, 4 ml odczynnika rezorcynowego, ogrzewane 15 minut w 100°.
Powstaly barwik ekstrahowano 6 ml alkoholu amylowego. Absorcje oznaczono w spektrofoto-
metrze Coleman Junior model 6 w probéwkach 6-304

|

i Skiadnik 12 A470m;t : A580m/|
| = T
Galaktoza 400 023 ; 0,04
|
Mannoza 500 ‘ 0,42 ! 0,09
Mieszanina aminokwaséw 1*) 1140 | 0 0
Mieszanina aminokwasow 11**) 1000 | 0 0
| |
. — ; ;
Mieszanina aminokwasow I11***) 1000 | 0 . 0
y i
Tryptofan 500 ‘ 0,04 0,01
Glikozamina-HCl 400 0,03 0 |

! = AT =

*) Mieszanina skladajgca sie z ilosci ekwimolarnych seryny, kwasu asparaginowego, kwasu
glutaminowego, glicyny, argininy i feniloalaniny.

**) Mieszanina skiladajgca sie z ilosci ekwimolarnych lizyny, histydyny, alaniny, tyrozyny,
feniloalaniny, waliny i leucyny.

*+*) Mieszanina skladajaca sie z iloSci ekwimolarnych alaniny, kw. asparaginowego, cy-
steiny, glicyny, histydyny, leucyny, metioniny i treoniny.

krzywych absorpcji dla galaktozy i mannozy wykazuje, ze istotnie maksi-
mum absorpcji dla tych cukréw przypada przy 470 mu (Rysunek 2). Wobec
tego oznaczanie kwasu neuraminowego w biatkach surowicy przeprowadza
si¢ jak w mieszaninie kwasu neuraminowego i galaktozy z mannoza.
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Jezeli zmieszamy odpowiednie ilo$ci kwasu metoksyneuraminowego z man-
noza i galaktoza otrzymuje sie wykres absorpcji (Rysunek 2) bardzo po-
dobny do wykresu uzyskanego z surowica (Rysunek 1). Przyjmuje sie, ze
w bialkach surowicy stosunek galaktozy do mannozy jest jak 1:1 [15].
Barwik powstajacy w reakcji rezor-

cynowej mieszaniny tych cukrow g
i1 kwasu neuraminowego wykazuje
absorpcje, ktora w dlugosci fali 470 gl
oraz 580 myu jest wartoscig addytyw-

ng poszczegolnych skladnikéw; moz- ? 030
na zatem ulozy¢ nastepujace 2 réw-

w
nania: o020}
A=K, C + K;Cy,
A:’Ni =% K1 C] H K;; Cg. g1
Symbole Aj; i Asy Oznaczaja wiel- = i =

ko§¢ absorpcji mieszaniny cukru Dluqosc falé (my:) —

i kwasu neuraminowego odpowiednio

w 470 i 580 mu. K; jest wspolczyn- :

nikiem absorpcji dla kwasu neuramij- Zor¢VROWel ol gala.ktozy : N
S . 5004g mannozy @—@; mieszaniny zlo-

nowego w dlugosci fali 580 mu; Ky— *onej z 50ug kwasu metoksyneurami-

wspolezynniikem absorpeji dla kwa-  nowego, 125ug galaktozy i 125ug man-

su neuraminowego w dlugosci fali nozy O—O. Absorpcje odezytywano na

470 my; K; — wspolezynnikiem ab-  spektrofotometrze Coleman Junior mo-
del 6 w probowkach 6-304

Rys. 2. Absorpcja $§wiatla w reakcji re-

sorpcji mieszaniny cukrow w dlu-
gosci fali 580 myu; K, — wspélezyn-
nikiem absorpcji mieszaniny cukrow w dlugosci fali 470 mu; C; —
zawarto$¢ kwasu neuraminowego w prébce oznaczanej; C, — zawarto$é¢
mieszaniny cukréw galaktozy z mannoza (w stosunku 1:1) w prébce

oznaczanej.

Wspélezynnik absorpeji K, to jest stosunek g, wylicza sie z ozna-

czonej absorpcji okreslonej ilosci danego skladnika w odpowiadajacej diu-
gosci fali. _
Na tej podstawie mozna obliczyé zawarto$é kwasu neuraminowego
surowicy z wzoru:
g Abz«u 2 Kl Ve A-I'.‘-‘ 3 K:&

Ss K KKy Ky

Slusznos$¢ tego zalozenia potwierdza fakt, ze dodatek standardéw kwasu

neuraminowego do bialek surowicy daje sie ilo§ciowo odzyska¢ przy ozna-
czaniu.
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2

Przebieg oznaczenia. Do probowek wiréwkowych kalibrowanych na
ml, daje sie 5 ml acetonu i kroplami 0,5 wzglednie 0,25 ml surowicy

rozcienczonej woda. (Rozcienczano woda 3 ml surowicy w kolbie miaro-

W

ej do 25 ml). Powstale osady odwirowuje sie; plyn znad osadu dekan-

tuje i osad przemywa dwa razy acetonem. Osady w probéwce dopelnia

Tablica 2

Zawartos¢ kwasu neuraminowego wyrazona jako kwas N-acetyloneuraminowy
(ac-neur.), lub jako kwas metoksyneuraminowy (m-neur.) w surowicy krwi ludzi
zdrowych oznaczona jednoczesnie metodq orcynowq, rezorcynowq : dwufenilo-
aminowaq
Wyniki podano w mg na 100 ml surowicy

‘ ’ Metoda orcynowa Metoda rezorcynowa !. Metoda dwu-
v eLp Symbole 'femloammowu
m-neur ac-neur | m-neur ac-neur ac-neur

I T.K. 70 91 55 ‘ 66 71
2.1 As 53 70 48 57 71
3 K.C. 59 76 44 54 67
4 B.L. 64 86 52 | 63 73
s JR. 51 66 {143 51 65
6 DM. | 59 ’ 76 49 63 ‘ 73
7 B8 59 | 76 52 64 71
8 M.K. 53 70 i 46 58 71
R 7 53 70 52 64 71
10 | DP 56 73 53 65 75
Mk A 56 73 | 49 58 57
12 4 A 71 - 91 ‘ 60 73 71
13 WR. | 56 73 ‘ 49 58 59
14 A.S. 62 g0 | s3 | 66 66
150 LR 67 86 | 59 ' 72 71
167 [ IR, 62 80 55 ’ 67 66
1 63 80 53 67 73
I8l 2y 1 59 76 48 | 58 73
19" g P g 76 9 | e 75
0| Bk | 6 ; 80 | 54 67 81
Co ST |l S R el ) TR 79

Srednia arytmetycz- |

na ze Srednim od- | 6046 7847 5244,5 6346 7045,5

chyleniem : | ‘

sie do dwéch ml woda, dodaje sie 2 ml odczynnika rezorcynowego [10]
i ogrzewa sie¢ we wrzgcej lazni wodnej dokladnie 20 minut. Probéwki pod-
czas ogrzewania sg zakryte stozkowatymi probéwkami wiréwkowymi na-
pelnionymi woda. Nastepnie chlodzi sie je w wodzie z lodem i wytrzasa
sie z 6 ml alkoholu amylowego, przenosi warstwe alkoholu amylowego
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do probéwek wiréwkowych, chlodzi sie¢ w wodzie z lodem i klaruje przez
wirowanie. Absorpcje Swiatla ekstraktu alkoholowego oznacza sie przy
470 i 580 mu w stosunku do proby Slepej, ktoérg otrzymujemy w identycz-
nej procedurze, dajac zamiast 2 ml roztworu biatka 2 ml wody. Odczyty
przeprowadzano w spektrofotometrze Coleman Junior, model 6 w pro-
béwkach 6—304. Wyniki wylicza sie z dwoch rownan, ktore mozna ulo-
zy¢ na podstawie oznaczania absorpcji standardow kwasu neuraminowego
i mieszaniny galaktozy z mannoza, postepujac podobnie jak z surowica
krwi.

W metodzie orcynowej i rezorcynowej uzyto jako standardow kwasu
N-acetyloneuraminowego i metoksyneuraminowego: w metodzie dwu-
feniloaminowej ograniczono sie¢ tylko do kwasu N-acetyloneuraminowego,
poniewaz kwas metoksyneuraminowy nie moze w tej reakcji stuzyé¢ jako
standard. Otrzymane wartosci dla 21 badanych zdrowych ludzi podaje
tablica 2.

CHROMATOGRAFICZNE OZNACZANIE KWASU NEURAMINOWEGO
W HYDROLIZATACH BIALEK SUROWICY KRWI

Opracowanie odpowiedniego postepowania ujeto w dwa etapy: 1) ilo-
Sciowe chromatograficzne oznaczanie kwasu neuraminowego przy uzyciu
standardow oraz 2) przeprowadzenie hydrolizy bialek surowicy bez znisz-
czenia kwasu neuraminowego, a umozliwiajace jego chromatograficzne
oznaczanie. :

Dla iloSciowego oznaczania standardéw na chromatogramach prébo-
wano poczatkowo zastosowa¢ poprzednio opracowane barwne reakcje.
Wywolanie plam odczynnikiem orcynowym podanym przez Bohma (3],
a nastepne eluowanie alkoholem amylowym nie dalo wynikéw proporcjo-
nalnych do stezenia kwasu neuraminowego. Proby wyzyskania wlasnosci
redukeyjnych kwasu N-acetyloneuraminowego rowniez zakonczyly sie nie-
powodzeniem z powodu bardzo malej czulosci tej reakcji. Wobec tego
eluowalem kwas neuraminowy z bibuly woda, a nastepnie wywolywalem
zabarwienie w eluacie jednym z odczynnikéw uzywanym poprzednio do
oznaczen. Poczatkowo zbadalem odczyn orcynowy i nie uzyskalem jedno-
znacznych wynikéw. Przyczyng niepowodzenia byl fakt, ze bibula uzy-
wana do chromatografii (Whatman 1), nawet jezeli ja plukano poczat-
kowo 0,4%0 wersenianem sodu, a nastepnie szereg razy (do 10 razy) woda,
dawala duzg prébe $lepa, ciagle sie zmieniajagca .Réwniez i odczyn z re-
zorcyng nie dawal sie zastosowac z tych samych powodéw, chociaz Svenner-
holm [11] stosowal go do tego rodzaju oznaczen. Natomiast dobre wyniki
otrzymalem z odczynem dwufeniloaminowym. Jezeli eluuje sie kawalek
bibuly Whatman 1 przez wytrzasanie z 4 ml wody w ciggu 20 minut
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na trzesawce, to po odwirowaniu daje ten ptyn z odczynnikiem dwufeniio-
aminowym takie samo zabarwienie jak woda destylowana. Odczyn z dwu-
feniloaming okazal sie wiec odpowiedni.

Dla chromatograficznego oznaczania standardéow kwasu neuramino-
wego postepowano w nastepujacy sposéb. Na paski bibuly szerokosci 3 ecm
nakrapiano po 10, 20, 30 i 35 ug kwasu N-acetyloneuraminowego i chro-
matogramy rozwijano w ukladzie butanol II-rzedowy-kwas octowy-woda
w stosunku (4:1:5) technika zstepujaca (14 godzin, 18—20°). Kazdg z wy-
mienionych préb nakrapiano na
cztery lub wiecej paskéw bibuly.
g60}- Jeden z tych paskéw skrapiano od-
czynnikiem: orcyna-kwas tréjchlo-
rooctowy [1], uzywanym do wy-
krywania ketoheptoz, a nastepnie
ogrzewano przez 10 minut w 120°.
Kierujac sie miejscem powstawa-
f nia plamy na wywolanym pasku
——1—F—'—2%— wycinano na pozostalych paskach
Kvas N-acetyloneuraminowy nakropiony na chroma-  wycinek bibuly o wymiarach 3X7

togram (ug) ——» X s
cm; krajano go na drobne czesci,

G401

| —

020t

Rys. 3. Zalezno$ci absorpcji $wiatla w re-
akeji dwufeniloaminowej od zawartosci
kwasu N-acetyloneuraminowego w chro-
matografii standardéw. 2 ml eluatu i 4 ml
odcezynnika dwufeniloaminowego ogrze-
wano przez 30 minut w 100°. Absorpcje
oznaczano w fotometrze Pulfricha uzywa-
jac filtru S; i mikrokiwet dlugosci 5 cm

przenoszono do probéwki wiréw-
kowej i eluowano 4 ml wody przez
20-minutowe wytrzasanie na trze-
sawce. Po odwirowaniu strzepéw
bibuly oznaczano w plynie kwas
neuraminowy reakcja z dwufenilo-
aming, a mianowicie do 2 ml plynu

dodawano 4 ml odczynnika dwufe-
niloaminowego [7]; po wymieszaniu zakrywano stozkowatymi probow-
kami napelnionymi woda, stuzacymi jako chlodniczki i ogrzewano przez
30 minut we wrzacej lazni wodnej. Po oziebieniu odczytywano absorpcje
powstalego zabarwienia w fotometrze Pulfricha przy filtrze Sz, w mikro-
kiwetach dlugosci 5 ecm, w stosunku do proby $lepej, ktora otrzymujemy
w podobny spos6b z paska bibuly, przez ktory przeptynal tylko rozpusz-
czalnik. Dokladnos¢ takiego oznaczenia ilustruje wykres (Rysunek 3) przed-
stawiajacy wyniki oznaczen eluatéow po chromatografowaniu standardow
kwasu N-acetyloneuraminowego.

Dla przeprowadzenia hydrolizy bialek surowicy, majacej na celu uwol—
nienie kwasu N-acetyloneuraminowego bez jego zniszczenia, postuzylem
sie 5% kwasem tréjchlorooctowym, podobnie do postepowania przy ozna-
czaniu tego zwigzku z odczynnikiem dwufeniloaminowym. O tym, ze przy
hydrolizie bialek surowicy krwi czlowieka odszczepia sie kwas N-acetylo-
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neuraminowy $wiadczy Ry plamy uzyskanej przy chromatografii hydro-
lizatu oraz to, ze po dodaniu standardu kwasu N-acetyloneuraminowego
otrzymuje sie tylko jedng plame. To ostatnie stwierdzenie oparto na chro-
matografii w dwéch ukladach n-butanol-kwas octowy-woda (4:1:5) i bu-
tanol II-rzedowy-kwas octowy-woda (4:1:5). DoSwiadczenie wykazalo, ze
po dziesieciu minutach hydrolizy warto$é absorpcji w reakcji dwufenilo-
aminowej nie wzrasta, a przy dluzszym ogrzewaniu zmniejsza sie tylko
nieznacznie (Tablica 3). Przyjeto wiec jako czas hydrolizy 20 minut.

Tablica 3

Reakcja dwufeniloaminowa kwasu N-acetyloneuraminowego wydzielonego chroma-
tograficznie z hydrolizatu bialek surowicy

Bialko wytrgcone acetonem z 0,5 ml surowicy hydrolizowano w 5% kwasie tréj-
chlorooctowym w ciagu czasu podanego w tablicy. Po usunieciu kwasu tréjchloro-
octowego i liofilizacji, rozpuszczono pozostalo§¢é w 0,5 ml wody i odpowiednie ilo§ei
chromatografowano jak podano w tekscie. Oznaczano absorpcje w fotometrze Pul-
fricha, filtr S_, w mikrokiwetach o dlugosci 5 cm.

| Hosé ul | Czas hydrolizy
nakropi(_mego : b LA el e
' hydrolizatu | 10 minut ’ 20 minut l 30 minut l 40 minut
P e R T R L ;) s Dl L
| 20 0,24 ops |. o [ 0,20
40 0,46 0,47 | 0,42 | 0,44
40 0,46 0,45 I 0,43 0,42

W oparciu o podane wyzej rozwazania przyjalem nastepujace poste-
powanie. Do 5 ml acetonu wkraplano 0,5 ml surowicy. Osad powstaly od-
wirowano, a plyn znad osadu zdekantowano. Pozostaly osad zawieszono
ponownie w 2ml acetonu, wirowano i plyn dekantowano. Zabieg ten
powtérzono ponownie. Tak otrzymane bialko surowicy zawieszano w 2,5 ml
wody i dodawano 2,5 ml 10% $wiezo sporzadzonego roztworu tréjchloro-
octowego. Probéwki zamykano chlodniczkami powietrznymi o dlugosci
40 cm i wstawiano do wrzacej lazni na 20 minut. Po ochlodzeniu $gczono
przez bibul¢ Whatman 1. Probéwki plukano 3 razy po 2 ml wody, za
kazdym razem przenoszac popluczyny na saczek. Z przesaczu usuwano
kwas tréjchlorooctowy przez czterokrotne wytrzasanie z réwna iloscig
eteru i kazdorazowe usuwanie warstwy eterowej. Eter rozpuszczony
W przesgczu usuwa sie przez 5-minutowe ogrzewanie probéwki w gorgcej
wodzie. Tak przygotowang prébe suszono przez liofilizacje. Po wysuszeniu
rozpuszczono pozostalo§é w 0,5 ml wody i nakrapiano na bibule What-
man 1, zwykle w ilosci 20 i 40 ul plynu. Chromatogramy rozwijano i na-
stepnie oznaczano kwas neuraminowy tak, jak opisano powyzej dla stan-
dardu.

4
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Opisany sposob postepowania sprawdzono na szeSciu réwnoleglych
oznaczeniach wykonanych na tej samej surowicy krwi. Do trzech wymie-
nionych préb (IV—VI, Tabl. 4) dodano przed hydrolizg (a wiec do biatka
0,5 ml surowicy wytragconego i przemytego acetonem) po 200ug kwasu
N-acetyloneuraminowego. Kazda z sze$ciu badanych préb byla chromato-
graficznie oznaczana na czterech réwnoleglych paskach. Wyniki podaje
tablica 4. Dla hydrolizatéw préb I, II i III wartoSci wahajg sia od 225 ug
do 312 ug, a wigc w przyblizeniu jak 75:100. Warto§é $rednia wynosi
258 ug kwasu N-acetyloneuraminowego. Dla préb IV, V i VI zawiera-
jacych dodatek 200 ug kwasu N-acetyloneuraminowego wyniki wahajg sie
od 362 do 500 ug, a wiec podobnie jak 75 :100. Warto§¢ Srednia wynosi
447 g, a wiec o 190 ug wiecej niz Srednia préb I, II i III, a dodatek wy-
nosil 200 ug na prébe.

Tablica 4

Chromatograficzne oznaczanie metodq dwufeniloaminowa kwasu N-acetyloneurami-
nowego w hydrolizatach bialek surowicy krwi czlowieka.

Oznaczenia I, II i III dotycza tej samej surowicy; postepowanie, zaczynajgc od
wytrgcenia bialka, bylo dla wszystkich trzech oznaczen oddzielne. Dla kazdego hy-
drolizatu wykonano cztery osobne oznaczenia chromatograficzne oznaczone 1, 2, 3i4.

Oznaczenia IV, V i VI dotycza préb tej samej surowicy, do ktérych przed hy-
drolizg dodano po 200 pg kwasu N-acetyloneuraminowego.

Liczby podaja w mikrogramach zawarto§¢é kwasu N-acetyloneuraminowego
w 0,5 ml surowicy.

Chromatogram
Dodatek el ,
1 2 3 [ rd
- L s —
1 — ‘ 295 ' 250 275 256
[— — — AR I - oy __.|__ — _— | _—
1 — 286 + | . 11250 225 275
S0 TSI \ .
[
111 - 312 [ 250 225 225
S e i S vl | e —
v | 200 g kwasu N-acetyloneur- 485 ; 425 | 375 480
___| aminowego s Gt k) :
v 200 p.g kwasu N-acetyloneur- 475 | 455 " 415 500
aminowego | : S I o Bt o |
Ligai, CROTOWNEE WO |
VI 200 “e kwasu N-acetyloneur- ‘! 362 425 | 500 475 !
aminowego ; . |

OdpowiedZ na pytanie, czy reakcja dwufeniloaminowg wykonang
wprost z surowicy krwi czlowieka oznacza sie tylko kwas N-acetyloneur-
aminowy, staralem sie uzyska¢ przez poréwnanie wynikéw oznaczenia
wprost z hydrolizatem surowicy krwi z wynikami otrzymanymi po chro-
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matograficznym wydzieleniu kwasu N-acetyloneuraminowego z bialka su-
rowicy. Z poréwnania wartosci podanych dla dwéch réznych surowic krwi
czlowieka (Tablica 5) mozna wyciagna¢ wniosek, ze (w granicach wecale
znacznego bledu) wyniki uzyskane obydwoma sposobami sa zgodne.

Tablica 5

Zawarto$¢ kwasu N-acetyloneuraminowego, oznaczonego reakcjq dwufeniloaminowaq
wprost w hydrolizacie oraz po rozdziale chromatograficznym hydrolizatu
Warto$ci podano w mg kwasu N-acetyloneuraminowego w 100 ml surowicy

| |

Nr badanej | g | Oznaczenie po rozdziale
surowicy 1 Oznaczenie wprost [ chromatograficznym
- - ! - S —— ._~l_‘4 e ———————————————————————————
1 60, 62 i 4s, 45, 45, 50, 50, 50,
‘ 64, 64 | 51, 51, 55, 55, 59, 60
2 l 33;:53.°53; | 50, 51, 52, 54, 55,
| e 55, 57 | 56, 56, 56, 60

DYSKUSJA

Ilosciowa ocena zawartoSci kwasu neuraminowego w bialkach suro-
wicy krwi, oparta o kolorymetryczne metody, ktére przeciez nie sa w pelni
swoiste, moze byé obarczona duzym bledem [9, 15]. Bledy te moga doty-
czy¢ z jednej strony substancji innych niz kwas neuraminowy, dajacych
dany barwny odczyn, z drugiej za$ strony mozliwosci, Ze w czasie ogrze-
wania w mocno kwasnym $rodowisku odszczepiony kwas neuraminowy
moze ulec zmianom i wskutek tego inaczej reagowaé z odczynnikiem niz
pochodna kwasu neuraminowego uzyta jako wzorzec [12]. O tym, Ze za-
strzeZenia te opieraja sie na realnych podstawach, swiadcza dane tablicy 2.
Wyniki otrzymane réznymi metodami, a takze ta sama metoda standary-
zowana wobec réznych pochodnych kwasu neuraminowego, sa odmienne;
wprawdzie na ogol stwierdzenie wyzszej wartosci jedna metoda idzie
w parze z wyzszym wynikiem w innej, ale nie jest to regula dajaca sie
scisle liczbowo uja¢. Np. pozycje 14, 17 i 20 w tablicy 2 przedstawiaja
dla metody orcynowej standaryzowanej wobec kwasu N-acetyloneurami-
wego wartosci po 80 mg%, a dla metody dwufeniloaminowej, standaryzo-
wanej wobec tej samej pochodnej. mamy odpowiednio 66, 73 i 81 mg%b.
Wprawdzie w doswiadczeniach opisanych w tej pracy wykazano, ze w me-
todzie rezorcynowej mozna unikngé¢ bledéw powodowanych reakeja innych
zwiazkéw przez obliczenie odpowiedniej poprawki, a dla metody dwu-
feniloaminowej udalo sie¢ wykazaé, ze oznaczana pochodna jest kwas
N-acetyloneuraminowy, nie wystarcza to jednak dla Scislego zdania sobie
sprawy z istoty oznaczanych substancji.
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Dlatego wydawalo sie potrzebne blizsze scharakteryzowanie substancji
odpowiedzialnych za reakcje kolorymetryczng. Udalo sie to w odniesieniu
do reakcji dwufeniloaminowej dzigki postepowaniu, w ktérym bialko hy-
drolizowano z kwasem tréjchlorooctowym, a uwolniony od kwasu hydro-
lizat chromatografowano; kwas neuraminowy eluowany z bibuly ozna-
czano iloSciowo metodg dwufeniloaminowa. Wykazano w ten sposéb, ze
reakcja dwufeniloaminows oznacza sie w surowicy krwi ludzi zdrowych
kwas N-acetyloneuraminowy. Analityk chetnie widzialby mniejszy roz-
rzut tych wartosci; taki np. jaki stwierdza sie przy chromatografii roz-
tworu kwasu N-acetyloneuraminowego (Rysunek 3). Jednak wiekszy
rozrzut warto$ci przy rozdzielaniu i pézniejszym eluowaniu chromatogra-
moéw hydrolizatu bialek nie jest niespodzianka; wiadomo przeciez, ze roz-
dzial poszczeg6lnych zwigzkéw moze zaleze¢ od obecnoSci innych sub-
stancji, a tych w hydrolizatach bialkowych przeciez nie brak. Jezeli
uwzglednié to ostatnie zastrzezenie, to wydaje sig, ze uzyskana zgodnosé
miedzy oznaczeniem wprost, a oznaczeniem po rozdziale chromatograficz-
nym jest zadowalajaca. Na tej podstawie mozna twierdzi¢, ze w reakcji
dwufeniloaminowej, wykonywanej na surowicy krwi zdrowego czlowieka,
oznacza sie¢ kwas N-acetyloneuraminowy; nie mozna jednak wykluczy¢,
ze w pewnym niewielkim stopniu ma si¢ tu do czynienia takze z innymi
substancjami wystepujacymi w iloSciach rzedu bledu stosowanej w tej
pracy metody chromatograficznej.

Kierownikowi Zakladu Prof. dr W. Mozolowskiemu dziekuje za wybor
tematu i zyczliwe ustosunkowanie sie¢ w czasie wykonywania i pisania
tej pracy.

Pragne takze podziekowaé: Prof. dr J. Hellerowi za uzyczenie Do-
wex 50X10, Prof. dr L. Kamienskiemu za mannoze i Prof. dr T. Korzyb-
skiemu za Dowex 50.

STRESZCZENIE

1. Stwierdzono przydatno$¢ metody rezorcynowej Svennerholma do
oznaczania kwasu neuraminowego w bialkach surowicy krwi.

2. Poréwnano na tej samej surowicy wyniki réwnoczesnych oznaczen
kwasu neuraminowego metoda orcynows, rezorcynowg i dwufeniloami-
nowa. Jako standardéw uzyto kwasu metoksyneuraminowego i N-acetylo-
neuraminowego. Wyniki poddano dyskusji.

3. Podano sposéb oznaczania chromatograficznego kwasu N-acetylo-
neuraminowego w bialkach surowicy krwi hydrolizowanych 5°0 kwasem
tréjchlorooctowym.
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NEURAMIC ACID OF BLOOD SERUM PROTEINS.
THE METHOD FOR ESTIMATION

Summary

1. The availibility of the Svennerholm’s resorcinol method for the de-
termination of neuramic acid in blood serum protein was stated.

2. The results obtained by the orcinol method as well as by the resor-
cinol and diphenylamine one were compared. Metoxyneuramic acid and
N-acetylneuramic acid were used as standards. The results were discussed.

3. A method for chromatographic estimation of N-acetylneuramic acid
in blood serum proteins hydrolised with 5%, trichloroacetic acid is re-
ported.

Otrzymano 10.12.1958 r.
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LIVER CYTOPLASM

Zaklad Biochemii Ewolucyjnej, Instytut Biochemii i Biofizyki PAN, Warszawa

Recent investigations on protein biosynthesis show that a considerable
part of reactions related to the process occurs in soluble fraction of cyto-
plasm. In the year 1957 Hoagland et al. [7] showed that activated amino
acids combine with some small-molecule soluble ribonucleic acids
(S-RNA). Other authors did so later [9, 11]. It is accepted that S-RNA
may participate in the transfer of amino acids to microsomes [8], where
the protein synthesis is likely to occur. It is not excluded, however, that
peptide-linkage formation takes place already in the soluble cellular
fraction. In such a case S-RNA should be an acceptor of amino acids, and
the formed nucleotide-amino-acid compound might react with one another
to give either larger and larger polypeptides with liberation of free
nucleotides or growing chains of polynucleotides and free amino acids [14].
Apparently these two processes should run parallel and be balanced
by one another. Thus, if nucleotide-amino-acid compounds were an
intermediate in protein synthesis as well as in that of nucleic acids, one
might suppose that the formation of these two moieties of nucleoproteins
runs parallel. However, the question whether the protein synthesis calls
for a simultaneous synthesis of nucleic acids still remains open. We then
decided to investigate whether there is any relationship between the
synthesis of protein and that of ribonucleic acid in the soluble nucleo-
protein subfractions derived from guinea pig liver cytoplasm.

EXPERIMENTAL
14C-Amino acids

1“C-Amino acids were prepared by the hydrolysis of labelled protein
derived from alga, Chlorella pyrenoidosa. The Chlorella culture was
carried out in conditions similar to those described by Sorokin and

[185]
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Myers [16]. To preserve the Tamiya cycle the culture was illuminated for
about 20 hours followed by 20 hours in the dark. The culture grown in
such conditions yields over 90% of dark cells with a high rate of photo-
synthesis. At the appropriate stage of culture growth, cells were collected
by centrifuging, then 300 mg. of cells were suspended in 30 ml. of 0.1 m
phosphate buffer, pH 6.8. The suspension was transferred into a 50 ml.
Warburg vessel containing in the side-arm 0.7 ml. of 0.03 m-Na, 1“CO;
with an activity of 800uc. The two outlets were stopped with rubber
stoppers, the stopper of the side outlet was provided with a small stop-
-cock funnel. The vessel was placed near the bottom of the glass water-bath
at 29°. Then a magnetic mixer was set in motion, the cell suspension in
the vessel being mixed as well as water in the bath. Three reflectors,
250 V each, were placed by two sides and under the bath. The latter was
first switched on and the cell suspension was thus illuminated for 1 hr.
After such a preliminary lightening pressure inside the vessel was
adjusted to the atmospheric one, and radioactive carbonate was trans-
ferred into the main compartment. Then the vessel was placed again
in a water-bath and two other reflectors were switched on. Photo-
synthesis was allowed to proceed under such conditions for 20 hrs., care
being taken for temperature not to exceed 30°. The vessel containing cells
was then removed from the bath and 3 ml. of 40% potassium hydroxide
was added through the funnel into the side-arm and left for 30 min. to
remove traces of 1%CO, from the vessel atmosphere. The cell suspension
was collected with a pipette and then centrifuged. Cells were ground for
5 min. in a glass Potter homogenizer at 1000 r.p.m. with 10 ml. of 1 ~ KOH.
They were allowed to stand for 30 min., and then centrifuged to remove
insoluble particles. Trichloroacetic acid (TCA) was added to the super-
natant in an amount adequate to reach up the 10° final concentration.
The precipitate was centrifuged off after 10 min. standing, washed with
5 ml. of water, then with several portions of 95% ethanol and dried in
a desiccator over calcium chloride. The dried protein precipitate was
hydrolysed with 50 volumes of 6 x hydrochloric acid in a sealed glass
pipe for 16 hrs. at 105°. The hydrolysate thus obtained was filtered
through a thick filter paper and the excess of hydrochloric acid was di-
stilled out in vacuum over potassium hydroxide. 4 ml. of water were then
added to the residue and pH adjusted to 7.2 with 0.1n potassium hydro-
xide. The liquid was filtered through a filter paper and its nitrogen
content was estimated by Kjeldhal method, while radioactivity was
measured with a thin-window Geiger-Miiller counter. The activity as
calculated per 1 mg. of mtrogen was 94 uc. The nitrogen contents were

0.2 mg. per 1 ml. Thus prepared % C-amino acid solution was employed
in further experiments.
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Animals

Guinea pigs 6 to 8 months old were starved for 24 hours before ex-
periment. When protein synthesis had to be studied, the Chlorella protein
hydrolysate was injected into the jugular vein in an amount of 35 uc per
1 kg. of body weight, while 600 uc of 32P as Na,H32PO, were given when
nucleic acids synthesis had to be followed.

Soluble fraction derived from liver cytoplasm

The stunned animals were killed by decapitation 30 min. after injection
and livers were removed. All further manipulations were performed at 0°.
Each liver was washed with isotonic saline and minced in a laboratory
meat-mill with a disk having apertures of about 0.5 mm. 12 g. of minced
tissue were treated with an equal quantity of 0.25m sucrose and homo-
genized with a polyacrylic piston for 45 sec. at 1000 r.p.m. Then 0.25 m
sucrose solution was added to make up 10 times the weight of the tissue.
The suspension was centrifuged for 15 min. at 5000 g., the sediment being
discarded; centrifugation was continued for a further 15 min. at 10 000 g.
The sediment was again discarded and the supernatant containing micro-
somes was left for 10 min. in solid CO, which brought pH down to 6.3.
This slight acidification aids microsomes to sink during centrifugation,
which was carried out for 1.5 hours at 42000 g., in MSE refrigerated
centrifuge. The resulting supernatant containing soluble nucleoproteins.
was employed for fractionation. It contained, however some microsomes,
but their contents might be insignificant, since the results obtained by
means of such fractioning were entirely consistent with those found
earlier when Spinco Model E ultracentrifuge had been used.

Soluble nucleoproteins subfractions

40 ml. of the supernatant obtained as above, containing 8 to 9 mg. of
protein per 1 ml., were used for fractionation. Protein was estimated by
the spectrophotometric method [17] in the Unicam SP 500 spectrophoto-
meter at 290 my, the standard curve being prepared for the supernatant
proteins. All manipulations throughout fractionation were carried out in
ice. Fractionation was effected at various concentrations of calcium chlo-
ride and of ammonium sulphate. The final concentrations of calcium
chloride were identical with those applied by Hultin [10]. 0.1 wm-calcium:
chloride was added until 0.004 m concentration was reached. The mixture
was centrifuged after 15 min. for 15 min. at 32 000 g. on Servall centrifuge.
The precipitate was rinced out into a test tube with 5 ml. of 0.1 n-po--
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tassium hydroxide and left in ice. 0.1 m-calcium chloride was added again
to the supernatant to make up 0.012 m final concentration and after 15 min.
centrifuged as described above. The resulting precipitate was treated in
-a similar manner as the first one was, while saturated solution of ammonium
sulphate was added to the supernatant to give a final saturation of 0.15.
After 15 min. the precipitate was collected by centrifuging and suspended
in 5 ml. of 0.1 ~n-potassium hydroxide. The supernatant was fractionated
further in the same manner, the following saturation of ammonium sul-
phate being used: 0.20; 0.25; 0.30; 0.35; 0.40; 0.45; 0.50; 0.60; 1.0.

Estimation of ribonucleic acid and proteins

Suspension of centrifuged sediments of each subfraction in 5 ml. of
0.1 n-potassium hydroxide was treated with 1 ml. of 3 ~-perchloric acid
and centrifuged at 0°. The precipitates were washed with 2 ml. of
0.5 n-perchloric acid and centrifuged once more. Then 4 ml. of ~-per-
chloric acid were added, precipitates crumbled thoroughly and ribonucleic
acids extracted at room temperature for approximately 16 hours. After

Table 1
The contents of protein and of RNA in particular fractions of the soluble nucleo-
proteins of the guinea-pig liver cytoplasm.

40 ml. portions of supernatant were taken for fractionating, which corresponds
to 4 grams of liver

 Final salt | Protein RNA ! Protein | RNA | RNA
, concentration (mg.) (mg.) | (3] *) _—Protein
| cac1, 00060 . | 200" | . 047 | . @&ish | 76 0023
| CaCl, 0.012-M 1250 | 079 263 | 1281 | 0.065
|(NH)),80,0.5 satur. | 500 | 021 | 105 348 | oon
B T N .
s 025 . | 1700 020 | 147 3.29 0028 |
j__ 0 .. lioise) 030 | 308 4.80 0020 |
L o5 85 e ol 1040 048 | 12 7.82 0.014 |
W 040 . | 3350 0.26 705 427 0.0078 |
b 045 ,, | 5000 0.15 10.50 247 | 00030 |
, 050 , | 67.00 0.17 14.10 275 0.0025 |
RS ) 9.0 | 057 | 1920 9.17 0.0062
100 ,, | 13570 247 | 2890 39.70 0018 |
sum —I 476.4 6.19 100 100 00129 |
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centrifuging the insoluble protein precipitate was collected. Nucleic acids
were estimated in the supernatant by spectrophotometric method of Ogur
and Rosen [12] with the Unicam SP 500 spectrophotometer at 260 mg.
Yeast ribonucleic acid was used as standard solution. The hot extraction
of remaining precipitates with 5% TCA did not reveal any deoxyribo-
nucleic acid.

The insoluble protein precipitates from each subfraction were dissolved
in 4 ml. of w~-potassium hydroxide each and left in it for 15 min. at 37°.
Insignificant amounts of insoluble material were removed by centrifuging
for 15 min. at 42 000 g., then protein was estimated in the clear super-
natants by spectrophotometric method. The contents of proteins and of
nucleic acids in each fraction are listed in Table 1.

Estimation of proteins radioactivity

The guinea pigs injected with “C-amino acids were used when protein
radioactivity had to be studied. The procedure of obtaining subfractions
was identical with that described above, estimation of protein contents
included. The samples in which protein had been estimated were treated
with 0.25 ml. of the neutralised casein hydrolysate containing 0.2 mg. of
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Fig. 1. Radioactivity of protein and nucleic acid of soluble nucleoproteins of the

guinea-pig liver cytoplasm. Radioactivity is expressed in counts /hour/mg. of protein

and counts/min./mg. of RNA. The animals were killed 30 min. after injection of
radioactive material
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nitrogen. They were cooled in ice and 1.8 ml. of 70°% TCA was added.
The precipitates were collected by centrifuging at 0°, washed successively
with 5% TCA, acetone, ethanol-ether (3:1) mixture and finally with ether
according to the procedure described by Simkin and Work [15]. The
obtained powders were suspended in 5 ml. ethanol-ether (3:1) and homo-
genized by means of a polyacrylic piston. The suspension was poured in
a Biichner funnel and was evenly plated on a thin (2 mg./cm.?) filter
paper disk, 3.7 cm.?2 in area. The paper disks with protein of infinite
thinness were placed on a microscopic slide and their radioactivities were
measured in an end-window G-M counter (1.2 mg./cm.?). After the mea-
surement protein was extracted with N-potassium hydroxide and esti-
mated spectrophotometrically, filter paper being previously removed by
centrifuging. The values of radioactivity as calculated per 1 mg. of protein
per 1 hour are shown in Fig. 1.

Isolation of nucleic acids
and determination of their radioactivity

The supernatants derived from liver cytoplasm of guinea pigs injected
with radioactive phosphorus was used in these experiments. The nucleo-
protein precipitates obtained from the supernatant (after removal of micro-
somes) at various concentrations of calcium chloride and of ammonium
sulphate were suspended as the previous ones in 5 ml. of 0.1 N-potassium
hydroxide, and 1 ml. of 30% TCA was added to the suspension. A tempe-
rature of 0° was maintained throughout. The TCA precipitates were col-
lected by centrifuging and washed with 2 ml. of cold 5% TCA, twice
with 2 ml. portions of 5% sodium chloride. To remove lipids the precipi-
tates were then washed with ethanol, acetone, ethanol-ether (3:1), and
finally with ether. RNA was extracted from the residue by several succes-
sive extractions at 100° for 1 hour, 1 ml. of 10% sodium chloride being
added for each extraction. The procedure described is in accordance with
that referred to by Bhargava, Simkin and Work [2]. The combined RNA
extracts from individual fractions were evaporated to dryness and ex-
tracted at room temperature with 4 ml. of 95% ethanol. The minute
amounts of extracted RNA were estimated spectrophotometrically, then
transferred to ebonit planchets, 2 cm. in diameter. Ethanol being
evaporated, nucleic acids radioactivity was measured in an end-window
G-M counter (2 mg./cm.?). The values of activity as calculated per 1 mg.
of RNA per 1 min. are shown in Fig. 1.
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RESULTS

Table 1 demonstrates the protein and RNA contents in individual sub-
fractions obtained from soluble liver cytoplasm, expressed in absolute
values and as percentage of the sum of all fractions, as well as the RNA
to protein ratios. The sum of protein contents in all subfractions is 95%
of the amount found in the supernatant before fractionation, while RNA
is recovered in 80% only. This loss is due to the lability of RNA and it
arises during fractionation.

The highest RNA to protein ratio is found in the subfraction preci-
pitated at 0.012 m-calcium chloride. This points to the presence of some
non-centrifuged residual microsomes in which this ratio appears to be
high, and amounts up to 0.114 according to Simkin and Work [15]. It is
also known that microsomes precipitate in the presence of calcium
chloride and then are easily centrifuged (De Duve and Berthet [4]).

Fig. 1, illustrating the rate of “C-amino acids incorporation into the
supernatant proteins, shows the presence of three radioactive fractions.
The first (I) is the calcium chloride one, the second (II) that precipitated
at 0.15 to 0.45 saturation of ammonium sulphate, while the third (III)
active fraction is that obtained at 0.45 to 1.0 ammonium sulphate satu-
ration. The %P radioactivity of nucleic acids in the II and III fractions
runs parallel to the !“C activity of the proteins related to them. The
nucleic acid fraction precipitated at 0.45 to 1.0 saturation of ammonium
sulphate shows a higher specific activity than the former one, and so does
the respective protein fraction.

The results indicate that biosynthesis of cytoplasm proteins is con-
jugated with the simultaneous nucleic acids synthesis. Nucleoproteins
precipitated with calcium chloride do not exhibit, however, any significant
incorporation of #2P into nucleic acids in spite of the high radioactivity
of proteins related to these nucleic acids. Yet, it can be understood, since
these fractions are contaminated with microsomes not entirely centrifuged
off. It is known that, under conditions similar to those of our investigation,
microsomal protein shows a high radioactivity on the contrary to the
nucleic acids related to it [2].

DISCUSSION

It is generally accepted that RNA is required for protein biosynthesis.
There are, however, some contradictions as regards the question, whether
the presence itself of RNA is sufficient or its simultaneous synthesis is
necessary to the process. Many reports support the latter opinion [1, 6],
but, on the other hand, investigations excluding such a relationship are
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not scarce. Wisseman et al. [18], e.g., have shown, that the addition of
chloramphenicol strongly inhibits protein synthesis in Escherichia coli,
while nucleic acid synthesis remains undamaged. Gale and Folkes [5]
have obtained similar results when working with Staphylococcus aureus.
There are, however, some essential doubts with regard to the biological °
activity of the RNA formed under conditions of the chloramphenicol
action. Recent reports point out that such a RNA does not participate
in protein synthesis. Nucleic acids accumulated in E. coli as a result of
chloramphenicol action are first eliminated out of the cells, and only then
does protein synthesis occur as well as divisions of cells [6].

It seems possible that these apparent contradictions concerning the
probable role of RNA in protein synthesis would be easier to comprehend
if one realises the variety of examined material in various experiments.
Thus, Hultin [10], when studying RNA synthesis in soluble nucleoproteins:
as well as in microsomes, found in the latter a considerably lower RNA
turnover than in the soluble cytoplasmatic fraction. Bhargava, Simkin
and Work [2] also stated that microsomal RNA had a low rate of turnover.
Smelli and Davidson [13] have shown that nuclear RNA had still a higher
rate of turnover than that of cytoplasm, whereas for protein related to
these nucleic acids the reverse is true. The question would be somewhat
elucidated if it were assumed that the processes occurring in various
subcellular components might correspond to various stages of protein
synthesis.

The high radioactivity found in our experiments in nucleic acids
related to the soluble proteins of liver cytoplasm suggests that synthesis
of polypeptides occurs already in the soluble fraction of cytoplasm. Thus,
protein molecule formed in the soluble fraction might combine, to obtain
its spheric structure, with microsomal nucleic acid, which did not parti-
cipate directly in the proper synthesis of the molecule. One could explain
in such a way the fact that we have found in the supernatant a close
correlation between the radioactivity of proteins and that of nucleic
acids, whereas there is no such relationship in microsomal nucleo-
proteins [2]. The fractionation of microsomes, based on principles similar
to those described here for the supernatant, points to the presence of the
same protein fractions in microsomes as those found in soluble nucleo-
proteins of cytoplasm (Szafranski and Wehr, to be published). Identifi-
cation of these proteins is the object of our further investigations.

The authors are grateful to Professor Dr. J. Supniewski for the Chlo-
rella pyrenoidosa strain, which he kindly supplied, and to Miss K. Derkus
for valuable technical assistance.
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SUMMARY

The relationship between protein synthesis and that of RNA was
studied in soluble nucleoproteins derived from guinea pig liver cyto-
plasm. The protein synthesis was followed with 'C-amino acids, while
32P was employed to follow the synthesis of nucleic acids.

Microsomes being removed by centrifugation, the supernatant was
subfractionated with calcium chloride and ammonium sulphate.

The radioactive proteins fractions corresponded to the active groups
of nucleic acid fractions. These results show that the biosynthesis of the
soluble cytoplasm protein is conjugated with the simultaneous nucleic
acids synthesis.
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WLACZANIE “C-AMINOKWASOW 1 #P DO ROZPUSZCZALNYCH
NUKLEOPROTEIDOW CYTOPLAZMY WATROBY SWINKI MORSKIEJ

Streszczenie

Zbadano zalezno$¢é miedzy synteza bialka i RNA w rozpuszczalnych
nukleoproteidach cytoplazmy watroby $winki morskiej. Synteze bialka
Sledzono za pomoca znaczonych 'C-aminokwaséw, synteze kwaséw nu-
kleinowych za pomocg 32P.

Plyn po odwirowaniu mikrosoméw rozfrakcjonowano przy uzyciu
chlorku wapnia i siarczanu amonu. Wyniki wskazuja, ze biosynteza roz-
puszczalnych bialek cytoplazmatycznych jest sprzezona z réwnoczesng
synteza kwaséw nukleinowych.

Otrzymano 11.12.1958 r.
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In recent years transamination in insects has been the subject of several
‘publications. Most of them, however, deal with the whole insects and the
reported results are qualitative or semi-quantitative based on the spot
intensity on the chromatograms. Some quantitative data on a wide variety
of transaminations in different tissues of Bombyx mori were reported by
Japaneese workers [7]. Kilby et al. [9, 10, 6] determined the activity of
aspartic- a-ketoglutaric and alanine-a-ketoglutaric transaminases in fat
body of adult Schistocerca gregaria and Caliphora erythrocephala larvae.

All available data indicate that in insects as well as in mammals and
birds aspartic-a-ketoglutaric transaminase is the most active aminopherase.
This transamination reaction is specially significant as it links with oxi-
dation processes through Krebs cycle or glutamate dehydrogenase and
DNP cytochrome ¢ reductase reactions. On the other hand, it consists a part
of dezaminating mechanism. Therefore, it seems of interest to examine
this process in different tissues of insect in various stages of its development.

The present paper deals with aspartate-a-ketoglutarate transamination
reaction in muscles, fat body and haemolymph of pupae and muscles of
adult Hawk-moth (Celerio euphorbiae). Application of quantitative,

spectrophotometric method made possible a more detailed study of this
process.

EXPERIMENTAL

Materials

Enzyme preparations. Isolated muscles and fat body of pupae and
flight muscles of the adult C. euphorbiae were homogenized in a chilled
all glass Potter homogenizer with 9 vol. of cold 0.01 M phosphate buffer,

5 [195]
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pH 7.4. The resultant homogenates were centrifuged for 15 minutes at
4000 r.p.m. at 4° and supernatants dialyzed for 24 hrs. against 11. of 0.01 m
phosphate buffer, pH 7.4 at 4°. The upper thin lipid layer was removed
mechanically from supernatants of fat body homogenates before dialysis.
Pupal haemolymph was dialyzed directly.

Malic dehydrogenase. MDH was prepared from acetone powder of hog
heart according to Ochoa [14].

Reduced diphosphopyridine nucleotide. DPNH was obtained by enzy-
matic reduction of DPN* with alcohol dehydrogenase in 0.5m tris buffer,
pH 10.1. 21%% pure DPN* was used as prepared from brewers’ yeast by
the method of Ohlmeyer [15]. 1 ml. of DPNH solution contained ca.
3.5 pmoles of DPNH.

a-Ketoglutaric acid. This was synthesized by L. Friedman and E. Ko-
sower method, described in Organic Syntheses [16].

Oxalacetic acid. This was synthesized by the method reported by
Mieszkowa and Sjewierin [11].

Calcium salt of pyridoxal phosphate. It was prepared from commercial
pyridoxamine dichloride by compilated methods of Peterson, Sober.
Meister [17] and Wilson, Harris [19].

L-Aspartic acid. Commercial reagent BDH.

L-Glutamic acid. Commercial reagent, Merck.

Methods

Transaminase activity in C. euphorbiae tissues was determined by
ascending paper chromatography and spectrophotometric measurements.

Chromatographic technique. 0.2 ml. of dialyzed preparations of muscles
or fat body, or 0.4 ml. of dialyzed haemolymph were incubated for 5 hrs.
with 25 umoles of aspartate, 50 umoles of a-ketoglutarate and 0.2 umoles
of calcium salt of pyridoxal phosphate under the conditions used by Gun-
salus, Umbreit and Bellamy [8]. Samples were taken at 1-hr. intervals
from mixture incubated at 37°, deproteinized with 2 vol. of 96 ethanol.
centrifuged out, and then 0.1 ml. samples were run on Whatman No. 1
paper previously saturated with .borate buffer, pH 10. Phenol-water
system was used, and the chromatograms were developed with 0.2% nin-
hydrin solution in ethanol. The reverse reaction, i.e. glutamic-oxalacetic
transamination was demonstrated in the same manner.

Spectrophotometric technique. The following system was used: aliquots
of dialyzed preparations, 100 umoles of sodium aspartate and 20 gmoles
of sodium a-ketoglutarate in phosphate buffer, pH 7.4, 80 units of malic
dehydrogenase and 0.35 umoles of DPNH.
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Oxalacetate arisen during transamination is subsequently reduced
with simultaneous oxidation of DPNH. Decrease of absorption at 340 mu
due to DPNH oxidation is strictly proportional to- transaminase concen-
tration. Incubation of the preparations and spectrophotometric measu-
rements were performed according to Steinberg at al. [20, 21]. Specific
transaminase activity was expressed as umoles of DPNH oxidized ' min./mg.
of protein and as GOT units/mg. of protein; one unit of GOT being the
amount of the enzyme, that cause the reading at 340 mu to decrease at the
rate of 0.001 of optical density /min/ ecm. light path [21] under the condi-
tions considered.

Determination of protein. Protein content was determined by spectro-
photometric method based on absorption measurements at 260 mu and
280 my, according to Warburg and Christian [18]: mg. protein /ml.=1.55
Eygy—Esgy x dilution factor. The above method may be used provided
Egg0/Egg0 is above 0.7, i. e. nucleic acid concentration does not exceed 10%b.
Nucleic acid content in our preparations as calculated from Warburg and
Christian tables was 3-5%. :

Absorption spectrum measurements were made with Unicam spectro-
photometer SP 500 or Beckman spectrophotometer S. F. 4.

RESULTS

Chromatographic analysis shown that aspartic-a-ketoglutaric trans-
aminase occurs in muscles, fat body and haemolymph of C. euphorbiae
pupae. Glutamic acid spot appeared on the chromatograms after 1 hr.
of incubation when muscle and fat body homogenates were examined;

Table 1

Effect of pyridoxal phosphate on the activity of aspartic-a-ketoglutaric transaminase
in dialysed preparations of C. euphorbiae
pmoles of DPNH oxidized/min./mg. of protein

Tissue ! control piziggé(a: 3 Zhg?g;gte
:?Iigrmuscles of—lh;_mothl 26 27
9 3.3 2.9
‘ ‘ (*3.6) (*3:7)
Muscles of diapausing pupaef— e 8;1 o 6.8
i (*6.4)
i_‘_ i ' S\l 5.2
\ Fat body of diapausing pupae 0.64 0.63
| Pigeon heart muscle 0.0 b 13004 is0

*) Undialyzed preparations.
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Table 2

Specific activity of aspartic-a-ketoglutaric transaminase in muscles, fat body and
haemolymph of C. euphorbiae pupae diapausing at 4°
The values are expressed in GOT units and gmoles of DPNH oxidized/min./mg.
of protein.
Each series consisted of 7—8 pupae; values averaged from 3 determinations; max.
deviation 6%o.

g ~ Muscles f Fat body A Haerﬁolymgl} 3
Series | DPNH | ' DPNH | DPNH
GoT | (zwmole) Gor Y pmole) | GoT (zmole)
T O TN 97 060 | 9 0.03
11 1080 | 6.6 17 i T 7 ] e AR A £
! B —— | < ! - b < |-
Average 967 | 5.9 | 100 0.62 25 0.08

the intensity of the spot increasing as the time of incubation was prolonged.
In case of haemolymph in spite of 20 times greater amount of the enzymic
preparation glutamic acid spot appeared only after 4 hrs. of incubation.

Under the same experimental conditions glutamic-oxalacetic trans-
formation was demonstrated proving thus that aspartic-a-ketoglutaric
transamination is reversible in examined preparations.

Table 3

Specific activity of aspartic-a-ketoglutaric transaminase in flight muscles of adult
C. euphorbiae
The values are expressed in GOT units and gmoles of DPNH oxidized/min./mg.

of protein
] Moth ‘ GOT |  DPNH
; | (umole)
G 1

| 9 782 | 30.4

1 9111 28.3

11 13043 : 41.0

v 8670 [ 27.0

Average T 1o1si ! 31.7 |

Preliminary spectrophotometric studies (Tabl. 1) shown that addition
of pyridoxal phosphate either to dialyzed or to undialyzed preparations
had no effect on the activity of aspartic-a-ketoglutaric transaminase.
Comparative determiantions made with the same preparation from pigeon
heart muscle shown that addition of pyridoxal phosphate to the dialyzed
preparations was neccesary for transaminase activity.
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Specific activities of aspartic-a-ketoglutaric transaminase in muscles,
fat body and haemolymph of pupae diapauzing at 4° and in flight muscle
of the moth are given in Tables 2 and 3 and in Fig. 1. The specific activity

of the transaminase in pupal stage is the
highest in muscles, approximately 10 times
lower in fat body and insignificant in
haemolymph. In the flight muscles of the
moth the transaminase activity is 6 times
higher than in the same tissue in the
pupal stage. The activity of transaminase
in the flight muscles is noteworthy since
it is-he¥f as high as in pigeon heart muscle.
Fig. 2 shows the course of transamination
as studied with the preparations of pigeon
heart muscle and flight muscles of Hawk-
-moth. Fig. 3 includes kinetic data on this
reaction occurring in enzymatic prepara-
tions from C. euphorbiae pupae.

The specific activities of aspartic-a-ke-
toglutaric transaminase during pupal de-
velopment are given in Table 4. It is
interesting to note that this transaminase
is more active in pupae kept during dia-
pausis at 18° than in the pupae diapausing
at 4°.

Our experimental data indicate that
during pupal development the activity of
aspartic-a-ketoglutaric transaminase de-

I

=

N
O

S

>

-
S

“n
T

pmoles DPNH oxidized / min./mg. of protein

Jiif

=]

v

Fig. 1. Specific activity of aspar-
tic-a-ketoglutaric transaminase in
muscles, fat body and haemolymph
of pupae and flight muscles of
the moth C. euphorbiae
(I) Flight muscles, (II) Pupal
muscles, (III) Pupal fat body, (IV)
Pupal haemolymph, (V) Pigeon
heart muscle

creases, and is then raised ca. 10-fold in the flight muscles, of the moth,
i. e. the activity of this enzyme is twice as high as in pigeon heart muscle.

Table 4

Specific activity of aspartic-a-ketoglutaric transaminase in muscles of. C. euphorbiae
during metamorphosis
The values are expressed in GOT units and gmoles of DPNH oxidized/min./mg. of protein

’——V | Muscles Fat body | Haemolymph

' [ or | ok Joor | G [cor | 28

| . diapausing Ja e L9670 1 Ese 100 | 062 | 25 0.08

Sida et aa. | oS L ias T o | i1 |00
beginning of development !_, 427 | 27 |10 | 030 | — | —
e oy pleted 422 26 | — | — — =7

| Moth ‘ ibisy S O 1 L £ —

Pigeon heart muscle

~ [3320—4830[ 10—15 | — |
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Fig. 2. Aspartate-c«-ketoglutarate Fig. 3. Aspartate-« -ketoglutarate
transamination in flight muscles transamination in muscles, fat
of the adult C. euphorbiae and body and haemolymph of C. eu-
pigeon heart muscle phorbiae pupae dihpauzing at 4°
® — Flight muscles of the moth. 4 — Muscles, A — Fat body,
O — Pigeon heart muscle ® — Haemolymph
DISCUSSION

It is generally accepted, that pyridoxal phosphate plays the role of
a coenzyme in transamination systems in insects as well as in the other
animals. Kilby [10] found that the addition of pyridoxal phosphate increase
the activity of dialyzed homogenates and cell fragments of Schistocerca
gregaria fat body, while in undialyzed preperations it has no effect on
their enzymic activity.

Desai and Kilby [6] observed that the activity of aspartic-u-ketogluta-
ric and alanine-a-ketoglutaric transaminases in the fat body homogenates
of Calliphora erythrocephala is reduced upon dialysis to 20%, and is

http://rcin.org.pl



171 TRANSAMINATION IN INSECTS I 201

restored only to 52% on subsequent addition of 1.3 mg. of pyridoxal
phosphate per ml. of the incubation mixture. Mc Allen data reported by
Bheemeswar [1] show that purified aspartic-a-ketoglutaric transaminase
from Musca domestica requires an addition of pyridoxal phosphate for
its enzymic activity.

In our experiments the activity of aspartic-a-ketoglutaric transaminase
was found to be the same within experimental error in dialyzed and
undialyzed preparations of pupal muscles and fat body, and muscles of
the adult Celerio euphorbiae. In either case pyridoxal phosphate added
has no effect on the enzymic activity. The same preparations from pigeon
heart muscle are inactive unless fortified with pyridoxal phosphate.

Cammarata and Cohen [3, 4] and Nisonoff and Barnes [13] found in
the kinetic studies on transamination in hog heart and liver, that the
addition of pyridoxal phosphate is necessary for the enzymic activity of
preparations obtained by the same method. Results similar to our data
have been recorded by Nagayama. Muramatsu and Shimura [12] who
studied alanine-ketomalonic transaminase in Bombyx mori larvae. Their
purified preparation was ca. 18 times as active as the starting material
but pyridoxal phosphate has no effect on the activity.

The results given in experimental part show that aspartic-a-ketoglutaric
transaminase occur in fat body, muscles and haemolymph of C. euphorbiae
pupae. Other authors as referred by Bheemeswar [1] did not observed any
transaminase activity in insect haemolymph in spite of high amino-
acidaemia. Our chromatographic and spectrophotometric studies carried
out on the haemolymph of pupae show transaminating activity, although
small as compared with that of other tissues: in the scale used in Fig. 1
it seems insignificant.

The aspartic-a-ketoglutaric transaminase in pupae was found to be
more active, ca. 7 fold in muscles than in fat body. This result is especially
significant since many workers consider fat body as the major site of
intermediary protein metabolism somewhat analogous to the mammalian
liver. For this reason Kilby [10] carried out his determinations on fat body
while studying protein metabolism in Schistocerca gregaria. Under condi-
tions used by this author glutamate was synthesized from a-ketoglutarate
at a rate of about 200 umoles/g. tissue/hour, i.e. corresponding to the
transamination activity reported by Awapara and Seale for rat liver and
kidney.

High activity of aspartic-a-ketoglutaric transaminase in pupal muscle
of C. euphorbiae proves the participation of this tissue in protein meta-
bolism in insect. The activity of this transaminase is ca. 3 times lower
during pupal development than in diapausis stage. In this connection it

http://rcin.org.pl



202 K. BELZECKA, K. RACZYNSKA-BOJANOWSKA AND J. HELLER 81

has to be mentioned that pupal development is characterised by intense
protein synthesis [2].

An emphasis should be also put on the very high transamination value
in the flight muscles of the moth, exceeding 5 fold the activity of this
enzyme in pupal muscle during diapausis and twice the activity of pigeon
heart muscle. It is possible that high activity of aspartic-a-ketoglutaric
transaminase is due to the intense respiratory metabolism in the insect
muscles during flight. It should also be noticed that the activity of
aspartic- a-ketoglutaric transaminase is higher in pupae diapauzing at 18°
than when kept at 4°.

The above observations suggest that the activity of this transaminase
is related to the direction of protein metabolism in insects. Similar
relationship was observed by Cohen [5] who measured aspartic-o-keto-
glutaric transaminase activities in various tissues. He concluded that the
activity of this enzyme was inversely related to protein synthesis.

It seems interesting therefore whether the relationship between trans-
amination and general protein metabolism observed in homoiothermal
animals implies to poikilothermal insects.

SUMMARY

1. Aspartic-a-ketoglutaric transaminase was demonstrated in muscles,
fat body and haemolymph of pupae and flight muscles of the Hawk-moth
(C. euphorbiae) by paper chromatography and spectrophotometric mea-
surements. The reaction catalyzed by this transaminase is reversible under
described conditions.

2. Addition of pyridoxal phosphate either to dialyzed or undialyzed
preparations has no effect on the activity of this enzyme.

3. Specific activity of aspartic-a-ketoglutaric transaminase in pupal
stage is the highest in muscles. ca. 10 times lower in fat body and insig-
nificant in haemolymph.

4. Specific activity of the moth flight muscles transaminase is 6 fold
higher than in pupal muscles and twice as high as in pigeon heart muscle.

5. Specific transaminase activity is higher in pupae kept during dia-
pausis at 18° as compared with pupae diapauzing at 4°.
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TRANSAMINACJA U OWADOW
I. TRANSAMINAZA KWAS ASPARAGINOWY-KWAS a¢-KETOGLUTAROWY
U CELERIO EUPHORBIAE L.

Streszczenie

1. Wykazano metodg chromatograficzng i spektrofotometryczng wyste-
powanie transaminazy-kwas asparaginowy-kwas a-ketoglutarowy w mies-
niach, ciele tluszczowym i hemolimfie poczwarki oraz mig$niach piersio-
wych motyla wilczomleczka (C. euphorbiae). Reakcja katalizowana przez
ten enzym jest odwracalna w opisanych warunkach.

2. Dodatek fosforanu pirydoxalu do homogenatéw badanych tkanek
bez dializy i po dializie nie ma wplywu na aktywno$é enzymu.

3. Aktywnosé wlasciwa badanej transaminazy jest u poczwarek naj-
wigksza w mies$niach, ok. 10 razy nizsza w ciele tluszczowym i nieznaczna
w hemolimfie.

4. Mieénie piersiowe motyla wykazaly ok. 6 razy wyzsza aktywnosé
transaminazy w poréwnaniu z mig$niami poczwarki.

5. Aktywno$¢é transaminazy jest wyzsza u poczwarek przechowywa-
nych podczas diapauzy w temp. 18° w stosunku do aktywnosci tego enzy-
mu u poczwarek w tym samym okresie rozwoju lecz przechowywanych
w temp. 4°.

Otrzymano 12.12.1958 r.
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Zagadnienie esteraz soku trzustkowego bylo podejmowane w dotych-
czasowym piSmiennictwie tylko fragmentarycznie. Bezspornie wszyscy
badacze potwierdzaja obecnos$é¢ lipazy w soku trzustkowym, jakkolwiek
nazwa ta obejmowali niewatpliwie mieszanine kilku enzymoéw hydrolizu-
jacych wiazania estrowe.

Uzycie metody elektroforezy stworzylo mozliwosci rozdzialu bialek
soku trzustkowego i tym samym zréznicowania zwigzanych z nimi enzy-
mow. Badania tego typu zapoczatkowali Munro i Thomas [24], a nastepnie
rozwineli Grossberg i wspolp. [10] oraz Byrne i wsp6lp. [5], lokalizujgc
w wyodrebnionych frakcjach bialkowych trzy glowne enzymy soku trzust-
kowego psa. A. i R. Delcourt [6] oraz Rotschild i Junqueira [27], stosujac
elektroforeze bibulowa, rozszerzyli te badania takze na inne enzymy
wystepujace w soku trzustkowym. Pierwsi z nich zlokalizowali lipaze,
esteraze 1 esteraze pseudocholinowa w soku trzustkowym psa, drudzy,
rozdzielajac na bibule sok trzustkowy szczura, oznaczali rozmieszczenie
m. in. lipazy, esterazy i rybonukleazy. Rozréznienie miedzy lipaza i este-
razg w obu tych pracach jest nieprzekonywajace, poniewaz opieralo sie
tylko na réznicach w hamowaniu taurocholanem sodu. Wyniki tych wszyst-
kich prac sg rozbiezne i nie pozwalaja na dokladniejsze okreslenie wlas-
nosci badanych enzymoéw, ani tez na jednoznaczne umiejscowienie ich
we frakcjach elektroforetycznych.

Badania przeprowadzone poprzednio w naszych pracowniach na soku
trzustkowym psa, postugujace sie elektroforeza na bibule [18] i na zelu
agarowym [31] wykazaly obecno$¢ co najmniej czterech réznych esteraz,

[205]
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a mianowicie lipazy, niespecyficznej esterazy, esterazy cholinowej i za-
sadowe]j fosfatazy. Niniejsza praca ma na celu dokladniejsze scharaktery-
zowanie tych esteraz przy uzyciu réznych substratéw i inhibitoréw oraz
zaliczenie ich do przyjetych ostatnio typéw aktywnosci esterolitycznej.

METODY

Sok trzustkowy psa otrzymywano z przetoki ostrej po podaniu prepa-
ratu sekretyny, pankreozyminy lub pilokarpiny, albo z przetoki stalej we-
dlug Thomasa [32], stosujac dodwunastniczo roztwoér kwasu solnego. Sok
zageszezony 2-4-krotnie przez dialize wzglednie 50°% roztworu gumy
arabskiej rozdzielano elektroforetycznie na plytkach szklanych powleczo-
nych zZelem agarowym z hyflo super-cel. Metode elektroforezy oraz eluo-
wania bialka z warstw Zelu agarowego opisano poprzednio [31]. W czesci
doswiadczen elektroforeze przeprowadzano w pomieszczeniu chlodnym
(ok. 15°) przy réwnoczesnym chlodzeniu wanienek z roztworem buforo-
wym i naczyn elektrodowych lodem.

Substratami uzywanymi do oznaczen aktywnosci enzymatycznej byly
nastepujace estry: tréjbutyryna, tréjacetyna, oliwa, maslan etylu, octan
amylu, octan p-nitrofenolu, octan indoksylu, octan cholesterolu, steary-
nian cholesterolu i chlorek acetylocholiny. Wszystkie te zwigzki, z wy-
jatkiem octanu p-nitrofenolu otrzymanego wedlug metody Hugginsa i La-
pidesa [20], byly odczynnikami handlowymi. Jako inhibitory stosowano
ezeryne i kwas dwuizopropylofluorofosfonowy (DFP), udostepniony nam
uprzejmie przez dra E. Chodorowskiego.

Aktywnosé enzymatycznej hydrolizy tréjbutyryny, tréjacetyny, oliwy,
maslanu etylu i octanu amylu oznaczano wedlug zmodyfikowanej metody
Overbeeka i Van der Viesa [26]. Roztwory substratéw sporzadzano do-
dajagc po 0,35 umola estru do 9,5 ml roztworu zawierajagcego 0,25%
(wag./obj.) soli sodowej weronalu i 0,5% taurocholanu sodu. W -przypad-
ku oliwy stosowano taurocholan sodu w stezeniu 2%. W celu otrzymania
jednorodnej emulsji, mieszanine umieszczano w lazni o temperaturze 45°
na 30 minut przy stalym wstrzasaniu. Do 10 ml emulsji dodawano 0,5 ml
roztworu zawierajacego enzym i inkubowano przez 2 godziny w tempera-
turze 37°, a nastepnie zatrzymywano reakcje przez dodanie 20 ml alko-
holu etylowego 96°% i miareczkowano 0,1 n alkoholowym roztworem
KOH w obecnosci fenolftaleiny i blekitu tymolowego. Za jednostke aktyw-
no$ci enzymatycznej przyjeto te ilo§¢ enzymu, ktéra w warunkach ozna-
czenia rozklada w czasie 2 godzin 10 umoli estru. Hydrolize octanu indo-
ksylu oznaczano metoda histochemiczng Holta [17] przystosowana do na-
szych celéw. Adaptacja polega na tym, ze 1 ml roztworu octanu indoksylu
zawierajgcego 1,5 umoli tej substancji inkubuje sie z 1 ml buforu fosfo-
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ranowego 0,066 m o pH="7,0 i 3 ml roztworu zawierajacego odpowiednig
ilo§¢ enzymu w temperaturze 25°. Dokladnie po oznaczonym czasie mierzy
sie intensywno$¢ niebieskiego zabarwienia indyga na fotokolorymetrze
Coleman Junior przy dlugosci fali 650 mu. Jednostka przyjeta dla tej me-
tody jest ilo§é enzymu, ktéra w warunkach oznaczenia w czasie 20 minut
powoduje przyrost gestosci optycznej o 0,100. Hydrolize pozostalych sub-
stratéw oznaczano jak w pracach poprzednich [19, 31].

Przy wszystkich oznaczeniach z uzyciem inhibitoréw, przed oznacze-
niem aktywnosci enzymatycznej inkubowano roztwoér zawierajacy enzym
z roztworem inhibitora przez 20 minut w temperaturze 37°.

W eluatach z poszczegélnych frakeji elektroforetycznych oznaczano
rowniez stezenie biatka poprzednio opisang metoda [19] i aktywnos$¢ enzy-
matyczng przeliczano na 1 mg bialka.

WYNIKI

Doswiadczenia przeprowadzono na sokach wuzyskanych z przetok
ostrych (12 pséw) i przewleklych (3 psy). Na otrzymanym materiale
(30 prébek soku trzustkowego) przeprowadzono w sumie 49 rozdzialow

Tablica 1

Srednie wartoéci rozkladu procentowego bialka we frakcjach elektroforetycznych
soku trzustkowego psa
Wartosci $rednie obliczono z 49 oznaczen bialka we frakcjach

| frakce @ 1 2a 2b 3a 3b 4 5 6 |
fie e A il i 2 . |

s | 65 104 133 73 74 344 129 78 |
r % | +05 406 +08 =04 +05 <12 +07 =+03

1 |

1 20 -0 % L7 4 5 6

Rys. 1. Rozmieszczenie bialka ne elektroforo-
gramach soku trzustkowego z zaznaczonym
podzialem na frakcje

elektroforetycznych. Zastosowana technika elektroforezy na zelu agaro-

wym zawierajacym hyflo super-cel umozliwia rozdzielenie bialek soku
trzustkowego na 6—38 frakcji, oznaczanych kolejno liczbami 1, 2a, 2b, 3a,
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3b, 4, 5 i 6, liczac od dodatniego bieguna pradu (Rys. 1). Przecietny rozklad
procentowy bialka na poszczegoélne frakcje przedstawiony jest w ta-
blicy 1 i nie rézni sie od wartosci otrzymywanych poprzednio.

Tablica 2

Wartosci $§rednie aktywnosci enzymatycznej poszczegolnych frakcji biatkowych
soku trzustkowego psa

] # frallcjc
1
st o e BN (57T ARl T 4 Sl %
. = e = IR T =71
! | 1177} 1,9 08| 13 44,6 !396‘ 0.1 |
trojbutyryna | 11 L | < > 2 y $ ’
il £S5} bl £03 | 03|  £90 | 465 | 005
e lsh 32 1 be 1l 126 | 304 | 538| 03
| 0,6 +0,3 104 +2,8 | +5,1 | £5,6 | £0,2 l
5 | 1,1 0.5 1,9 10,1 | 230! 633 | 03
e '”i 0.4 . £0,3 v05 |229! 236 | £45 | 401
bl s M N i) W ST WL o O Nl M5 Vol B
; ' 39 | 0.9 04| 06| 11,6 212| 599 | 1,5]
maslan etylu | 14 ' $ X A 2 2 ’ A )
i i X 0,5 £02 | +02 | £2,6 | 4,1 [ +40 | +09 |
— (—f——————— : "
o st | o 44| 19 5.5 10,3 | 17,9 | 578 | 20
[ "1z %09 +2,3 +1,7 | £3,9 [ £5,5 | +1,0 |
2LV O PRS- L i) &2 1,0 |
! ..l sesl 2661 o8l 34| 17 12 | o4| 04|
octan p-nitrofenol 116 . g ¢ : P > 2 2ps |f
p-nitrofenolu | f +4,5 |+ 3,2 | £1,7 | £0,9 | £0,5 +0,6 ‘, +0,1 ‘ +0,2 |
| | Ve % R 7 B [—— |
. ‘ 425 394 | 103 3,5 29 09 07
t doksvl ? s B 0 » > ) y
Sk i ®le70 | 245|149 | 412 £1,1 |02 | +0,4 |
e b et - — v k. OF |
. 59,7 | 24,6 | 12,3 1,6 0,9 [ 1,0| 00
i o e ilO,Z‘ +58 | +07 £05 | 40,5 | 0,0
TI%e [ 29,8 | EHE s el
stearynian cholesterolu 2\ '5;”8 L?(S)’g Lg’g :;'g i;”é ' Lg'g
- = J 7;_ e o AN - y = 0) i ) ST =Dy ;;.v
.| a17| 87| a6| 87| 268 93 | 02| o1
‘hl ac 3 J B ) : g} £) 'y . y £l
chlorek acetylocholiny | 31 ‘ 168 | £25 | £14 | 226 | +6. +3.0 | 201 | 201 |

Poszczegblne liczby przedstawiaja procent calej aktywnosci enzymatycznej wzgledem danego
substratu w kazdej frakcji elektroforetycznej.

Wyniki oznaczen aktywnosci enzymatycznej hydrolizy zastosowanych
substratow przez  poszczegolne frakcje bialkowe sa przedstawione w ta-
blicy 2. Z podanych tam liczb wida¢, ze trojglicerydy i estry alkoholi alifa-
tycznych zachowujg sie zasadniczo w jednakowy sposob. Sa one hydro-
lizowane gléwnie przez frakcje 4 i 5 i w 2znacznie mniejszym stopniu
przez frakcje 1. Szybkos$é hydrolizy jest najwieksza dla tréjbutyryny i ma-
leje w kolejnosci: tréjbutyryna, oliwa, tréjacetyna, maslan etylu, octan
amylu (Tablica 3). Frakcje 4 i 5 nie rozkladaja ani estréw fenoli ani tez
estrow cholesterolu i acetylocholiny.
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Estry zawierajace uklad cykliczny, to znaczy octan p-nitrofenolu, octan
indoksylu, octan i stearynian cholesterolu sa rozkladane gléwnie przez
frakcje 1 i w slabszym stopniu przez frakcje sasiadujace 2a i 2b. Roz-
klad tych substratéw przez frakcje 2a i 2b moze byé¢ spowodowany dzia-
laniem innego enzymu; wskazuja na to réznice w inaktywacji cieplnej.
Enzym (lub enzymy) we frakcji 1 jest termolabilny i jezeli przeprowadza

Tablica 3
Szybkosé hydroltzy tro;gltcerydow i estrow allfatycznych przez frakcje 5

) o y T e maslan octan
substrat lro)butyryndi oliwa | trojacetyna etylu amylu
ilos¢ jednostek 5800 985 | 145 90 2]

na 1 mg biatka ‘ [

sie elektroforeze soku trzustkowego w temperaturze pokojowej, to wsku-
tek ogrzania warstw zelu agarowego na powierzchni plytek, ulega on
czgsto catkowitej inaktywacji. W tych przypadkach frakcja 1 nie roz-
klada zadnego z zastosowanych substratéw, natomiast rozklad octanu
p-nitrofenolu odbywa sie wtedy, chociaz z mniejszg szybkoscia, pod dzia-
laniem frakcji 2a i 2b (Tablica 4). Aktywnos$é ta pokrywa sie z aktyw-

Tablica 4
Hydrolzza octanu p-nitrofenolu i acetulocholmy przy inaktywacji cieplnej frakcji 1
o R T RO A s e A S s A0
substrat | :dllo(;gxs | i —
SRS L B . e PR 4 5118
octan | a | 16 ! 56,8 | 266 98| 34| 17| 12| 04 | 04
p-nitrofenolu | ® | 13 | 32| 271 | 3a6| 96 | 50| s0| 35| 14
il R0 i R
; S ) 699 148 | 55 3,8 3.4 S| 00 | 00
acetylocholina | [ [ |
| b | 12| 49| 12| 23| 88| 618 | 2, 0.3 ’ 0,0 ’

Poszczegblne liczby oznaczaja procent calej aktywnoscli w danej frakcji, szereg ,a'': doSwiad-
czenia przy elektroforezie chtodzonej, szereg ,b'': do$wiadczenia z zinaktywowana frakcja 1
(elektroforeza w temperaturze pokojowej).

noscia proteolityczng tych frakcji [18]. Bioragc pod uwage stwierdzone
w kilku dawniejszych pracach esterolityczne dzialanie trypsyny, chymo-
trypsyny i karboksypeptydazy wzgledem tego typu substratéw [8, 11,
15, 21], mozna tlumaczy¢ te aktywnosé¢ dziataniem ktéregos z tych enzy-
moéw, najprawdopodobniej trypsyny.
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Hydroliza acetylocholiny zachodzi pod dzialaniem dwéch frakeji:
11 3b1), przy czym 41,7% calej aktywnosci przypada na frakcje 1, a 26,8%
na frakcje 3b. Enzym we frakeji 3b nie wystepowal we wszystkich prze-
badanych w ten sposéb prébkach soku, a tylko w 11 na 19; fakt ten nie
pozostaje w zadnej uchwytnej lacznosci z rodzajem soku. Wydaje sig, ze
acetylocholina, ani tez estry cholesterolu nie ulegaja hydrolizie pod wply-
wem frakeji 2a i 2b, co mozna najlepiej zaobserwowaé¢ w tych przypad-
kach, gdzie frakcja 1 ulegla inaktywacji cieplnej.

Rozmieszczenie poszczegélnych typow aktywnosci esterolitycznej wi-
doczne jest wyrazniej przy uwzglednieniu aktywnosci wlasciwej, to zna-
czy iloSci jednostek enzymu przypadajacych na 1 mg bialka w kazdej
frakcji elektroforetycznej. Wartosci aktywnosci wlasciwej hydrolizy
wszystkich badanych substratéw przedstawione sa w postaci diagraméw
na rys. 2.

W celu dokladniejszego umiejscowienia maksimum aktywnosci esterazy
z frakeji 4 i 5 przeprowadzono doswiadczenie, w ktéorym kazda z tych
frakeji podzielono na dwie cze$ci. W eluatach z tych odcinkéw oznaczono
szybko$§é hydrolizy oliwy i dla poréwnania oznaczono réwnolegle aktyw-
no$¢ amylazy, ktérej maksimum przypada na frakcje 4 [18] (Tablica 5).

Tablica 5

Poréwnanie hydrolizy oliwy i skrobii (aktywnos$é amylazy)
przez sqsiednie odcinki frakcji 4 i 5

i ! Frakcje
Nr dosw. Substrat o 1 o
* , da ab R R
e, oliwa 448 203,0 319,3 80,7
| skrobia 360 | 2720 28,8 37,8
5 oliwa 33,9 115:7 5340,0 81,0 '
UIDZa skrobia | 4240 | 3960 - 59,0

0,0

Podane liczby przedstawiajg ilo§¢ jednostek aktywnoécl na 1 mg bialka.

Z doswiadczen tych wynika, ze najwyzsza aktywnos$¢ hydrolizy oliwy
przypada na te cze$¢ frakcji 5, ktéra sgsiaduje z frakcjg 4, jakkolwiek
powazny procent aktywnos$ci wykazuje takze przylegla cze$¢ frakeji 4.
Aktywno$¢é amylazy rozdzielona jest réwno na obie czeéci frakeji 4 i tylko
w niewielkim stopniu daje si¢ wykry¢é w sasiednich odcinkach. Wydaje
sie wiec, ze frakcja bialkowa zawierajgca esteraze (to znaczy frakcja 5)

1) Poprzednio [31] ustalono maksimum hydrolizy acetylocholiny we frakeji 3a.
Obecnie, ze wzgledu na nieco inny podzial odcinkéw na elektroforogramach, miejsce
to pokrywa frakcja 3b.
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rozciaga sie na wiekszej przestrzeni i zachodzi na frakcje 4, zwykle ostro
odcinajacg sie od frakceji sasiednich.

W czesci wykonanych do$§wiadczen uzyto powszechnie stosowane inhi-
bitory esteraz — ezeryne i DFP. Ezeryne uwaza sie¢ za specyficzny inhi-
bitor esterazy cholinowej. W istocie w granicach uzytych stezen tej sub-
stancji (5:10 *m — 2-10% M), hamuje ona hydrolize acetylocholiny pra-
wie w 100%%, zar6wno przez frakcje 1 jak i 3b. Hydroliza octanu p-nitro-
fenolu, tréjbutyryny, maslanu etylu i octanu indoksylu przez te samg
frakeje 1 zostaje zahamowana tylko czesciowo, to jest w ok. 60°. Rozklad
octanu p-nitrofenolu i octanu indoksylu przez frakcje 2a i 2b zostaje za-
hamowana przez ezeryne w nieco mniejszym stopniu (ok. 50°%), co jest
rowniez dowodem na odrebnos$é¢ tych dwoéch aktywnosci. Frakcje 4 1 5 sg
niewrazliwe na dzialanie ezeryny i warto$ci hamowania uzyskane na pod-
stawie hydrolizy tréjbutyryny i maslanu etylu leza w granicach bledu.

DFP jest inhibitorem silniejszym ale mniej selektywnym od ezeryny.
W granicach uzywanych stezen (2,510 %y —1-10"° M) hamuje on calko-
wicie hydrolize acetylocholiny przez frakcje 1 i 3b, prawie calkowicie
hydrolize octanu p-nitrofenolu przez frakcje 1 i nieco stabiej przez frak-
cje 2. Réwniez w silnym stopniu hamowana jest przez ten inhibitor hy-
droliza octanu indoksylu. Rozklad tréjbutyryny przez frakcje 1 ulega sil-
nemu zahamowaniu, natomiast frakcja 5 hydrolizuje ten substrat z nie-
wiele mniejszg aktywno$cia w obecnosci DFP niz bez inhibitora. Dane
przedstawiajace dzialanie obu inhibitoréw zebrane sa w tablicy 6.

Tablica 6

Dzialanie hamujqce ezeryny i kwasu dwuizopropylofluorofosfonowego
na aktywnosé esterolityczna frakcji biatkowych soku trzustkowego psa

| ezery;; ) DFP i i

substrat } ,Tosé ____ frakcje ilog¢ | ~ frakcje 7_|

! dofw.| 1 |2a2b| 3b | 5 |dosw.| | (2326 3b | 5 |

|wojbutyryna | 5 1609 | — | — 29| 8 |65 — @ — |85 ;

maslan etylu | 75 b — 1,0 — — — - =

octan p-nitrofenolu | 8 | 43,2 775 R e B e |

octan indoksylu | 3 | 685|568 | — | — | 2 | 890 |91 | — | — |
octan éholesterolu l T 57,6 | it — R 51 97,0 i — —
acetylocholina | 11 | 979 | — | 994 | — | 5 | 985 | — |92 —

Poszczegblne liczby przedstawiajs procent zahamowania hydrolizy estrow wskutek inkubacji
eluatéw frakcji biatkowych z roztworem inhibitora przez 20 minut w temperaturze 37°. Ezeryne
u2ywano w steZeniach 5-10 ° — 2-10 ‘m kwas dwuizopropylofluorofosfonowy (DFP) w stezeniach

2,5:100°*— 110 * M.
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W wiekszosci zamieszezonych tablic zestawiono wartosci srednie z po-
danej ilosci doswiadczen wraz z wartoscia prawdopodobnego bledu $red-
niej. Podanie zestawienia wynikéw wszystkich oznaczen nie jest mozliwe
ze wzgledu na ograniczong objetosé pracy. Stosunkowo do§é¢ duze odchy-
lenia od Sredniej wynikaja z réznic indywidualnych uzytych zwierzat do-
swiadczalnych i licznych mozliwosci bledow w czasie dlugiej procedury
dializy, elektroforezy, eluowania i oznaczen analitycznych.

DYSKUSJA

W pismiennictwie spotyka sie¢ wzglednie duzo prac zajmujacych sie
zagadnieniem specyficznosci i identyfikacji enzyméw hydrolizujacych
wigzania estrowe. Prace te dotycza najczesciej enzymoéw surowicy krwi,
watroby, trzustki, rzadziej innych tkanek i plynéw ustrojowych i wyod-
rebniaja poszczegélne enzymy w mieszaninie na podstawie szybkosci hy-
drolizy réznych substratéw i hamowania przez rézne inhibitory. Tylko
w nielicznych przypadkach poslugiwano sie oczyszczonymi preparatami,
a w wigkszosci uzywano do badan surowych homogenatéw tkanek lub
nierozdzielonych bialek w przypadku surowicy krwi lub innych plynéw.

Obecnie w literaturze ugruntowal sie¢ juz pewien schemat klasyfikacji
enzymow esterolitycznych. Zapoczatkowal go Aldridge [1], rozrézniajac
dwa typy esteraz — esteraze A odporng na dzialanie zwiazkéw organo-
fosforowych i esteraze B, wrazliwa na dzialanie tych zwigzkow. Bergmann
i wspolprac. [4] uzupelnili te klasyfikacje dodajac trzeci typ — esteraze C.
Enzym ten wystepuje w nerce, nie ulega hamowaniu przez zwigzki organo-
fosforowe i nie hydrolizuje ich, czym rézni sie wlasnie od esterazy A Al-
dridge’a. E. E. Underhay [33] w swojej klasyfikacji opiera sie nie tylko
na dzialaniu organofosforanow, ale takze na specyficznoéci substratowej
i uzywa nazwy ,esteraza alifatyczna“ (odpowiadajaca esterazie B) i ,este-
raza aromatyczna® (odpowiadajaca esterazie A). Sluszno$§é¢ tych nazw zo-
stala jednak zakwestionowana przez E. E. Hobbigera [13], ktéry wykazal,
ze substraty zawierajgce uklad aromatyczny moga byé hydrolizowane
przez oba typy esteraz i dlatego uzywa dluzszego okre$lenia ,esteraza od-
porna na dzialanie zwigzkow organofosforowych® i ,esteraza wrazliwa na
dzialanie zwigzkéw organofosforowych®. Jest rzecza widoczna, Zze propo-
nowana nomenklatura jest daleka od doskonalosci i nie daje mozliwos$ci
zidentyfikowania poszczegélnych esteraz wystepujacych w réznych tkan-
kach, plynach ustrojowych i sokach trawiennych.

Osobng grupe stanowia esterazy cholinowe. Tutaj dawniejszy podzial
na esterazy pseudocholinowe i wlasciwe (true) zostal ostatnio zastgpiony
nomenklatura uwzgledniajaca najszybciej rozkladany substrat [3, 34].
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Wszystkie esterazy cholinowe sa hamowane przez zwigzki organofosforowe
juz w bardzo malym stezeniu i przez ezeryne, ktéra jest dla nich specy-
ficznym inhibitorem.

Pi$miennictwo dotyczace esteraz soku trzustkowego jest bardzo szczu-
ple. Dotychczasowe prace przeprowadzane w wiekszo$ci na calym soku
trzustkowym nie daja gwarancji uchwycenia pojedynczych enzymoéw,
a wskutek trudno$ci w uzyskaniu dostatecznie duzej ilosci materialu nie
przeprowadzano dotgd prob oczyszczania enzyméw soku trzustkowego.
Mozno$¢ czeSciowego oddzielenia enzyméw od innych bialek daje w tym
przypadku jedynie metoda elektroforezy i przy jej pomocy udalo sie juz
rozdzieli¢ i zidentyfikowaé kilka podstawowych typéw aktywnosci enzy-
matycznej soku trzustkowego [5, 10, 18, 24, 27]. Elektroforeza nie daje
-oczywiscie gwarancji oddzielenia wszystkich enzymoéw z mieszaniny, po-
niewaz w jednej frakcji bialkowej moze wystepowaé¢ mieszanina kilku
enzyméw o jednakowej ruchliwosci i dlatego w niniejszych badaniach za-
stosowano dodatkowo w celu dokladniejszego ich zr6znicowania rézne typy
substratow i inhibitorow.

Na podstawie poprzednich badan [31] ustalono, ze przy rozdziale elektro-
foretycznym bialek sodu trzustkowego trzy frakcje, to jest 1, 3b i 5 hy-
drolizuja estry kwasow organicznych. Obecnie udowodniono, ze odrebna
aktywnos$¢ esterolityczng wykazuje takze frakcja 2 i ze frakcja 1 zawiera
co najmniej dwa, a by¢ moze nawet trzy enzymy tego typu, posiadajace
jednakowg ruchliwos¢ elektroforetyczng. W wyniku przeprowadzonych
doswiadczen, dzieki zastosowaniu réznych substratéow i inhibitorow, uzy-
skano mozliwo$¢ poréwnania zbadanych enzymow poszezegélnych frakeji
bialkowych soku trzustkowego z opisanymi w literaturze typami esteraz.

Frakcja 1 hydrolizuje wszystkie uzyte substraty, wykazujac stosun-
kowo najmniejsze powinowactwo do oliwy. Roéznorodno$é rozkladanych
substratow i réznice w hamowaniu przez ezeryne i DFP wskazuja na
dzialanie wiecej niz jednego enzymu w tej frakcji. Jednym z dzialajacych
enzymow jest esteraza cholinowa, hamowana calkowicie przez niewielkie
stezenia ezeryny i DFP. Enzym ten jest odpowiedzialny za calg hydrolize
acetylocholiny i co najmniej czes¢ hamowanej przez oba inhibitory hy-
drolizy octanu indoksylu, substratu wykazujacego strukturalne podobien-
stwo do acetylocholiny [16]. Wiadomo, ze esterazy cholinowe moga takze
rozklada¢ estry fenoli [13, 34], jednakze na podstawie danych z literatury
hydrolize estréw cholesterolu, tréjglicerydow i estréw alkoholi alifatycz-
nych hamowang przez ezeryne i DFP mozna przypisa¢, przynajmniej cze-
Sciowo, odrebnej esterazie o niskiej specyficznosci substratowej, wrazliwej
na dzialanie zwigzkéw organofosforowych i wysoce termolabilnej. Sadzac
z tych wlasnosci bylaby to esteraza alifatyczna (wg Underhaya [33])
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typu B (wg Aldridge’a [1]), przypuszczalnie identyczna z esteraza chole-
sterolowg [23].

Poniewaz nawet przy uzyciu wiekszych stezen inhibitoréw nie udalo
sie calkowicie zahamowaé¢ hydrolizy badanych substratéow z wyjatkiem
acetylocholiny, te niewrazliwg na dzialanie ezeryny i DFP aktywno$é
przypisa¢ nalezy odrebnemu enzymowi, ktéry wedlug wlasnosci mozna by
zaliczy¢ do typu A Aldridge’a [1] lub typu C wedlug Bergmanna i wspol-
pracownikéw [4]. Jest to rowniez enzym o malej specyficznosci, podobny
pod tym wzgledem do drugiej oméwionej poprzednio esterazy i tylko nie-
wrazliwoscia na dzialanie ezeryny i DFP zblizony do aromatycznej este-
razy surowicy.

Aktywnosé esterolityczng frakcji 2a i 2b musi sig, choéby w czesci,
przypisa¢ dzialaniu odrebnego enzymu, na co wskazuje zachowana aktyw-
nos¢ tych frakeji wzgledem octanu p-nitrofenolu przy inaktywacji ciepl-
nej enzymoéw frakcji 1. Poniewaz w tej frakcji wystgepuje samoistna
aktywnos¢ proteolityczna [18] dzialanie to nalezy przypisa¢ trypsynie,
o ktorej wiadomo, ze rozklada tego typu substraty [8, 21].

Esteraza z frakcji 3b rozklada tylko acetylocholine i w slabym stopniu
octan indoksylu i jest calkowicie hamowana przez ezeryne i DFP, nawet
przy najmniejszym z uzytych stezen tych inhibitorow. Jest to esteraza
cholinowa o wigkszej specyficznosci, ktorej dokladniejsze scharakteryzo-
wanie byloby mozliwe tylko przy uzyciu innych estréw choliny.

Sposréd zbadanych obecnie esteraz soku trzustkowego najlatwiejszym
do sklasyfikowania enzymem jest esteraza z frakcji 4 i 5. Jest to niewat-
pliwie lipaza trzustkowa. Hydrolizuje ona w warunkach oznaczenia tréj-
butyryne, oliwe, tréjacetyng, maslan etylu i octan amylu (w kolejnosci
malejgcego powinowactwa), nie rozklada (lub tylko bardzo wolno) octanu
p-nitrofenolu, octanu indoksylu, estréw cholesterolu i acetylocholiny i nie
jest wrazliwa na dzialanie ezeryny i DFP. Wszystkie te cechy pokrywaja
si¢ z charakterystyka lipazy podana przez innych autoréw [2, 7, 22, 23,
25, 28, 35].

Mozliwo$¢ wystepowania w soku trzustkowym, poza lipaza, jeszcze
dwoch niespecyficznych esteraz i dwoch esteraz cholinowych jest ele-
mentem nowym i tylko czeSciowo pokrywa si¢ z przeprowadzonymi przez
réoznych autoréw badaniami enzyméw esterolitycznych trzustki i soku
trzustkowego [7, 9, 12, 14, 22, 23, 29, 30, 31]. W tych przypadkach, kiedy
enzymy wystepuja w oddzielonych frakcjach bialkowych, ich odrebnosé
jest oczywista, natomiast stwierdzenie z absolutng pewnoscia, Ze esterazy
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wystepujace we frakeji 1 sg odrebnymi enzymami, byloby mozliwe tylko
po ich rozdzieleniu i oczyszczeniu, co dotad nie zostalo przeprowadzone.

Pragniemy zlozy¢ podzigkowanie Panu Prof. dr. B. Skarzynskiemu za
pomoc i opieke, ktére umozliwily nam wykonanie tej pracy.

STRESZCZENIE

Zbadano hydrolize dziesieciu réznych estréw, a mianowicie trojbuty-
ryny, tréjacetyny, oliwy, maslanu etylu, octanu amylu, octanu choleste-
rolu, stearynianu cholesterolu, octanu p-nitrofenolu, octanu indoksylu
i acetylocholiny przez rozdzielone elektroforetycznie frakcje biatkowe soku
trzustkowego psa. Zbadano rowniez wplyw inhibitorow esteraz: ezeryny
i kwasu dwuizopropylofluorofosfonowego na szybko$¢ hydrolizy zastoso-
wanych estrow.

Stwierdzono mozliwo$¢ wystepowania szesciu odrebnych enzymow
esterolitycznych zgrupowanych w czterech frakcjach bialkowych. Sa to:
lipaza, dwie esterazy cholinowe, dwie esterazy niespecyficzne réznigce
sie wrazliwoscig na dzialanie ezeryny i kwasu dwuizopropylofluorofosfo-
nowego i aktywnos¢ esterolityczna przypisywana trypsynie. Przedyskuto-
wano wlasciwosci i kryteria klasyfikacji tych enzyméw w $wietle aktual-
nych pogladéw.
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HYDROLYSIS OF CARBOXYLIC ESTERS BY ESTERASES DERIVED
FROM DOG PANCREATIC JUICE

Summary

Authors have studied hydrolysis of ten esters by various electro-
phoretic fractions of protein derived from the dog pancreatic juice.

The following esters were tested: tributyrin, triacetin, olive oil, ethyl
butyrate, amyl acetate, cholesteryl acetate, cholesteryl stearate, para-
nitrophenyl acetate, indoxyl acetate and acetylcholine.

Authors have also studied the effect of the known esterases inhibitors,
such as eserine and diisopropylfluorophosphate upon the rate of hydrolysis
of the tested esters.

The obtained results point to the probable presence of six separate
esterases contained in four electrophoretic fractions. The following
enzymes were found: lipase, two cholinesterases, two non-specific
esterases differing one from another by their susceptibility towards the
two inhibitors tested, and an esterase activity attributed to trypsin.

Characteristics of the enzymes as wellas principles of their classification
have been discussed with regard ideas on the matter.

Otrzymano 15.12.1958 r

http://rcin.org.pl



http://rcin.org.pl




A CTE A BT OGN YIS LG & POL ONTIGCA

Vol. VI 1959 No. 2

I. REIFER i L. BURACZEWSKA

MIKROMETODA OZNACZANIA ORNITYNY

Zaklad Biochemii Roslin
Instytut Biochemii i Biofizyki PAN, Warszawa

Van Slyke i wspoélpracownicy [3] zauwazyli, ze prolina, lizyna i orni-
tyna tworza z ninhydryng w pH = 1,0 barwny produkt, podczas gdy wiek-
szo$¢ innych aminokwaséw w tym pH daje tylko nieznaczne zabarwienia.

Chinard [1] przebadal spektrofotometrycznie barwne produkty amino-
kwaséw z ninhydryna w pH = 1,0 i stwierdzil, ze przy dlugosci fali 515 my,
prolina i ornityna moga by¢ oznaczone iloSciowo. Ze wzgledu na inten-
sywno$é zabarwienia z ninhydryna, tylko cytrulina, cysteina, lizyna i hy-
droksyprolina uniemozliwiaja oznaczenie proliny i ornityny, jezeli obecne
sg w stezeniach molarnych 10-krotnie wyzszych anizeli te dwa wymie-
nione aminokwasy.

Work [4] podaje, ze w pH = 1,0 lub nizszym, dwuaminodwukarboksy-
lowe kwasy reaguja w podobny spos6b z ninhydryng; autor uwaza, ze:
reakcja ta moze by¢ wykorzystana do oznaczania dwuaminopimelinowego
kwasu pod warunkiem, Ze oznaczona proba nie zawiera tryptofanu, cy-
styny, ornityny, proliny i lizyny.

W niniejszej pracy opisano metode chromatograficznego rozdzialu orni-
tyny i lizyny od innych przeszkadzajacych aminokwaséw (proliny, hydro-
ksyproliny, cysteiny, cytruliny i tryptofanu) oraz metode kolorymetrycz-
nego oznaczania ornityny w obecnosci lizyny.

METODA

Odczynniki do chromatografii: (1) alkohol n-butylowy, (2) 25% roz-
twor kwasu solnego (1 cz. HCl o c.w. 1,18 i 3 cz. wody); (3) toluen;
(4) 0,25%0 roztwér ninhydryny w 96 alkoholu etylowym.

Do oznaczania kolorymetrycznego: (5) 1,5%0 roztwér ninhydryny. Nin-
hydryne rozpuszcza si¢ w kilkunastu ml lodowatego kwasu octowego
w temperaturze nie przekraczajacej 70° i dopelnia kwasem octowym do

[219]
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odpowiedniej objetosci. Przechowany w lodowce roztwor pozostaje trwaly
przez kilka dni. (6) Mieszanina kwasu o-fosforowego o c.w. 1,75 z lodo-
watym kwasem octowym. 30 ml kwasu fosforowego uzupelni¢ w kolbie
miarowej do 100 ml kwasem octowym. (7) Stezony kwas solny, c. w. 1,18.
(8) Chloroform destylowany. (9) 96% alkohol etylowy.

2 do 20 ug ornityny przenoszono pipetami Carlsberga (5 do 100 1) na
bibule Whatman 1, stosujac technike krazkowa. Faze rozwijajaca przygo-
towano w sposéb nastepujacy: 100 ml n-butanolu wytrzasano z 300 ml
25%0 kwasu solnego. Odrzucono faze wodna, a do fazy alkoholowej do-
dano 25 ml toluenu i wytrzgsano. Po kilku minutach oddziela sie¢ reszta
fazy wodnej od fazy organicznych rozpuszczalnikéw, ktéra uzywa sie po
przesgczeniu przez saczek z bibuly. Szczegélowe dane odnosnie przygo-
towania chromatogramu opisane sa w pracy Reifera i wspétprac. [2].

Chromatogramy rozwijano okolo 48 godzin, osuszano za pomocg su-
szarki fryzjerskiej, a nastepnie w eksykatorze prozniowym podlaczonym
do pompy wodnej przez okolo 15 do 20 minut. W celu usuniecia pozo-
stalych w bibule §ladow kwasu solnego chromatogramy przetrzymywano
przez kilka minut pod kloszem w atmosferze amoniaku, ktérego nadmiar
usuwano za pomoca suszarki fryzjerskiej. Chromatogramy opryskano
0,25%0 roztworem ninhydryny i wywolano przez 10 minut w tempera-
turze 70°. W tych warunkach rozdzialu chromatograficznego spo$r6d prze-
badanych 29 aminokwasow !), 6 posiada Ry od 0,04 do 0,09. Sa to oprécz
ornityny: lizyna, histydyna, arginina, kwas djenkolowy i cystyna. Z tych
aminokwasow w opisanych nizej warunkach oprécz ornityny réwniez li-
zyna, kwas djenkolowy i cystyna tworzg z ninhydryng barwny produkt,
wtedy gdy znajduja sie w roztworze w stezeniach kilkadziesiat razy wiek-
szych anizeli ornityna. Inne z przeszkadzajacych aminokwaséw (jak pro-
lina, tryptofan, hydroksyprolina, cytrulina i cysteina) doskonale oddzie-
lajg sie na chromatogramie od ornityny.

Plamy z bibuly odpowiadajace ornitynie, pociete na skrawki umiesz-
c¢zano w probowkach 16016 mm. Do kazdej probéwki dodawano pipeta
Carslberga 0,10 ml wody, 0,05 ml mieszaniny kwaséw: fosforowego i octo-
wego oraz 0,5 ml 1,5 roztworu ninhydryny. Prébe $lepa stanowily od-
czynniki z odpowiednimi wycinkami bibuly z wywolanego chromato-
gramu. Préby wstawiano na 25 minut do lazni wodnej o temp. 80° (+ 1°),
chlodzono pod biezacg woda i dodawano 2 ml stezonego kwasu solnego.

1) Leucyna, tryptofan, seryna, fenyloalanina, kwas asparaginowy, asparagina,
izoleucyna, prolina, kwas glutaminowy, glutamina, kwas a-aminomaslowy, cytrulina,
kwas djenkolowy, metionina, cysteina, norwalina, cystyna, norleucyna, walina, hydro-
ksyprolina, tyrozyna, glicyna, homocystyna, treonina, alanina, ornityna, lizyna, histyQ
dyna, arginina. EA
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(Intensywnos$¢é zabarwienia nie zmienia si¢ w ciggu 2 godzin w temp. po-
nizej 4°). Nastepnie przenoszono zawarto$¢ probowki do lejka rozdziel-
czego o pojemosci 25 ml i probowke przeplukiwano 2 ml chloroformu.
Chloroform przenoszono do lejka i wytrzasano przez 1 minute, po czym
barwna faze chloroformowa przenoszono do probowki kolorymetrycznej.
Przemywanie proboéwki i wytrzasanie w lejku powtarzano jeszcze raz
z 2 ml chloroformu. Polaczone wyciagi chloroformowe klarowano 1 ml
96°/o alkoholu etylowego i mierzono warto$¢ ekstynkecji na kolorymetrze
Leitza przy filtrze C wobec préby Slepej.

W wyzej opisanych warunkach do chloroformu przechodzi caly barw-
ny produkt reakcji ninhydryny z ornityna i polowa (50—52%) produktu
reakcji z lizyna.

Aby oznaczy¢ zawartos¢ lizyny w probie dodaje sie do fazy wodnej
w lejku rozdzielezym, pozostalej po oznaczeniu ornityny, 2 ml wody i wy-
trzasa dwukrotnie z 2 ml chloroformu. W tych warunkach barwny pro-
dukt lizyny, pozostaly w roztworze wodnym przechodzi ilosciowo do chlo-
roformu. Wyciag chloroformowy klaruje sie i oznacza jak wyzej.

WYNIRKI

W celu poréwnania wynikéw ilosciowego oznaczania ornityny i lizyny
po rozdziale chromatograficznym, wykonano przede wszystkim oznaczenia
tych aminokwaséw bezposrednio z roztworéw wodnych. Srednie wartosci
wynikéw z wielokrotnych oznaczen réwnoleglych, w réznych stezeniach
aminokwasow przedstawiono w tablicy 1. Réznice miedzy poszczegolnymi
odezytami wynosily od 0,5 do 2% przepuszczalnosci. Wyniki wykazuja,
ze wartos¢ ekstynkeji ornityny w granicach od 2 do 20 ug i lizyny w gra-
nicach od 50 do 200 ug zgodne sa z prawem Beera i Lamberta. Przy uzy-
tym filtrze warto$¢ ekstynkcji ornityny jest okolo 35 razy wieksza od
wartosci dla polowy lizyny. Tym samym obecno$é¢ lizyny w prébie o rze-
dzie stezen ornityny nie wplywa na wyniki oznaczen. Z drugiej strony
procentowy rozdzial produktu lizyny z ninhydryna w wyciggach chloro-
formowych I i II jest niezalezny od absolutnych ilosci lizyny w probie, co
umozliwia zastosowanie ogélnego wzoru dla obliczenia iloSci ornityny
i lizyny w mieszaninach obu aminokwaséw:

llg Ornityny = (E] T E" * 1,038) : % P (El— E" ¥ 1,038) ’ 80 N
: 100
ug hzyny = E" 3 b:6é4—5' == E" - 2899 .
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Tablica 1

Wartosci ekstynkeji dla ornityny i lizyny oznaczonych bezposrednio
i 2z chromatogramow *)

[ Bezpoérédnio z chromatogramow
I Ornityna pg | Lizyna ug E, | Er 5 E, Eq
I 20 0,0 00245 | 00000 | 00224 0,0000
1 5.0 0.0 00630 l[ 00000 00580 0,0000
f 10,0 L 0,0 01277 | 00000 | 01189 0,0000
| 200 : 00 | 02480 | 00000 | 02365 0,0000
| 0,0 50,0 00178 00165 | 00178 0,0165
0.0 100,0 | 00363 | 00350 0,0338 0,338 |
0,0 200,0 | 00693 00693 00682 00682
20 | 50,0 | 003 | o078 0022 | 00165
2,0 100,0 0,0603 | 0,0338 0,0567 | 0,0330
50 1000 | 00997 | 00353 | 0,916 l 0,338
10,0 L1000 01611 | 00353 01428 | 00343

*) Wartoscl ekstynkcji plerwszego wyciagu chloroformowego (ornityna + 50% lzyny) wy-
razono symbolem E; ., zaé wartosci ekstynkeji drugiego wyciggu (507, lizyny) symbolem E”.

gdzie: E;=ekstynkcja pierwszego wyciggu chloroformowego, ktory za-
wiera calg ornityne i polowe lizyny,

E;; = ekstynkcja drugiego wyciggu chloroformowego, ktéry zawiera
druga polowe lizyny.

Jak widaé w tablicy 1 wartosSci ekstynkeji dla oznaczen ornityny
i w nieznacznym stopniu dla lizyny, wykonanych z chromatogramoéw, sg
nizsze od wartoséci oznaczen bezposrednich. Réznice te wynosza okolo 7%,
zostaly one uwzglednione w skorygowanych wzorach dla oznaczen orni-
tyny i lizyny z chromatograméw:

400
1,16

: 100
Hg llzyny =By - 0 6355 = E" -3003.

[,lg Ornityny — (El— E" ® 1,036) e (El — E” 2 1,036) 2 86,2,

W tablicy 2 umieszczone sa wartosci ekstynkcji aminokwasow o Ry
zblizonym do ornityny. Jak wida¢ aminokwasy te daja barwe z ninhydryna
dopiero w stezeniach wielokrotnie wyzszych od ornityny. W tablicy 3
umieszczone sg wyniki oznaczen ornityny w obecnosci 20-krotnie wyzszych
stezen argininy, histydyny i kwasu djenkolowego, bez chromatografowania.
Z wymienionych aminokwasow jedynie histydyna w wigkszych stezeniach
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Tablica 2

Wartosci ekstynkcji dla réinych stezen aminokwaséw o R, zblizonym do ornityny

|

Aminokwas l().‘z:;)o E; ’
50 0,0000
| 100 . 0,0_060
arginina [ 250 0:0b00
I 500 0._(;.;
1000 0,0043
25 0,0606
50 0,0021
kwas djenkolowy 100 | 0,0043
250 , 0:0“!
500 5 0,0224
100 00064
S, 500 ’ 0,0630
50 0,0000
histydyna | 100 0,0000
500 0,0043
Tablica 3

©Oznaczenie ornityny w obecnosci aminokwaséw o R F zblizonym do ornityny
(bez chromatografowania)

Dodatek E,; ornityny 5 pg ;

0,0630
arginina 100 pg 0,0630
c:,%ty_n; IbO ug 0,0630
kwas djenkolowy 100 pg 0,0656
histydyna 25 ug ' 0,0656
hi;l;dyna 50';3 0,0705
histydyna 75 ug 0,0730
E)'/dynaml(*) ©wg 0.07;5

przeszkadza w oznaczeniu ornityny, mimo ze sama w opisanych warun-
kach nie barwi sie z ninhydryna nawet w ilosci 500 ug w badanej prébie.
Ze znanych zwiazk6w poza przebadanymi aminokwasami jedynie jeszcze
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hydroksylizyna i kwasy dwuaminodwukarboksylowe moga wystepowac
w materiale roslinnym i wplywa¢ niekorzystnie na oznaczanie ornityny.
Wplyw tych aminokwaséw nie byl przez nas badany, poniewaz zwigzki
te nie byly nam dostepne.

Zastosowanie metody do oznaczania ornityny w materiale roslinnym

Opracowana metode zastosowano do oznaczania ornityny w materiale
roslinnym. W tym celu chromatografowano wyciagi materialu roslinnego
bez dodatku i z dodatkiem znanych ilosci ornityny. Wyciag przygotowano
w sposob nastepujacy: 5 g kielkow grochu, lub zdzbel zycicy trwalej roz-
cierano w mozdzierzu 3-krotnie z okolo 15 ml 96% alkoholu etylowego,
kazdorazowo odwirowujgc przez 5 min. przy 6000 obr.min. Z polgczo-
nych plynéw znad osadu odparowano alkohol pod zmniejszonym cis$nie-

Tablica 4

Oznaczenie ornityny i wykrywanie dodanej ornityny w wyciqgach roslinnych
po rozdziale chromatograficznym

| dodano X wykryto N Qv—ylayl()
Material roslinny mg | ornityny E; Eqy ornityny lizyny
g e | pe
ke - | o020 00111 15 T
100 — | 0080 0,0245 2,9 =
kielki grochu 50 2 | o083 0,0132 3.4 T3 |
50 ;_ s 00888 00132 | 65 39 {
50 |10 ; 0,1459 0012 114 9 |
N AN 0,0064 0.4 9 |
| 100 — | o0ms | ooin | o9 3 ‘
| 2dibla zycicy 50 2| 00363 00086 24 25 1
50 | s | 00705 0,0086 - ) -
s0 | 10 | 01338 | 0008 | 107 25

niem w temp. 50 do 55°. Pozostalos¢ przenoszono do 10 ml wody i wiro-
wano przez 10 minut przy 6000 obr. min. Otrzymany plyn nanoszono na
bibule w iloSciach odpowiadajacych 50 i 100 mg Swiezej masy. Wyniki
analiz po chromatografii, zebrane w tablicy 4, wykazuja wyraznie, ze kielki
grochu oraz zdzbla zycicy zawieraja bardzo matle iloéci ornityny, a do-
dang ornityne odnajduje sie iloSciowo.

Opisana metoda nadaje sie do identyfikacji i iloSciowego oznaczania
ornityny w materiale roslinnym, jezeli iloé¢ jej w badanej prébie wynosi
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powyzej 2 ug. A wiec stezenie ornityny w materiale roslinnym musi wy-
nosi¢ powyzej 2 mg®o w Swiezej masie, poniewaz nakraplanie nadmier-
nych ilosci wyciggu roslinnego uniemozliwia prawidlowy rozdzial chro-
matograficzny aminokwasow.

STRESZCZENIE

Opisano metode oznaczania ornityny w czystych roztworach, jak row-
niez w mieszaninie z innymi aminokwasami. Metoda polega na oddzie-
leniu ornityny od przeszkadzajacych aminokwaséw przy pomocy rozdziel-
czej chromatografii bibulowej i jej kolorymetrycznym oznaczaniu z nin-
hydryna w kwasnym S$rodowisku. Lizyna jest jedynym aminokwasem,
ktoéry nie oddziela sie od ornityny chromatograficznie i barwi z ninhydryna
w opisanych warunkach. Oznaczenie ornityny w obecnosci lizyny polega
na ekstrakeji do chloroformu barwnych produktéw obydwu aminokwasow
z ninhydryna z kwasnych roztworéw.

Opisana metoda nadaje si¢ do oznaczania ornityny w materiale ro-
§linnym, jezeli wystepuje ona w stezeniach powyzej 2 mg®.
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A MICROMETHOD FOR THE DETERMINATION OF ORNITHINE

Summary

A method for the determination of ornithine in presence of other
aminoacids has been described. The method depends upon partition of
ornithine from other interfering aminoacids by means of paper chro-
matography, followed by the colorimetric determination of the aminoacid
with ninhydrine. Some aminoacids such as arginine, cystine and djenkolic
acid with rates of flow similar to the R; of ornithine do not interfere with
the determination even if present in quantities amounting to 50 times the
molar concentration of ornithine. Lysine is the only aminoacid investi-
gated which could not be chromatographically partitioned from ornithine
and which gives a coloured product with ninhydrine if present in molar
concentration 25 times bigger than ornithine. The described method
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permitting the determanation of ornithine in presence of lysine is based
upon the extraction of the coloured products of both amino acids into
chloroform from acid media.

The method has been adapted for the determination of ornithine in
plant material and yields satisfactory results providing the concentration
of ornithine in the investigated sample is no less than 2 mg% on fresh

weight basis.
Otrzymano 8.1.1959 r.
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ENZYMY I SUBSTRATY CYKLU ORNITYNOWEGO W ZYCICY
TRWALEJ (LOLIUM PERENNE)

Zaklad Biochemii Ro§lin
Instytut Biochemii i Biofizyki PAN, Warszawa

Obecnos$¢ enzyméw i substratow cyklu ornitynowego w materiale ro-
Slinnym zostala stwierdzona przez wielu badaczy (patrz Reifer i Bura-
czewska [8]). W ostatnich latach przyjmuje sie, Ze przemiany cyklu orni-
tynowego przebiegaja w zielonych roslinach podobnie jak w tkance zwie-
rzecej.

W niniejszej pracy podano wyniki przemian dwuzasadowych amino-
kwaséw cyklu ornitynowego w zycicy trwalej. Do materialu roslinnego
wprowadzano znaczne ilosci tych aminokwaséw (do 500 mg na 100 g $wie-
Zej masy) i po uplywie 4 godzin oznaczano ilo$ciowo zawarto$é ornityny,
cytruliny, argininy i mocznika w do$wiadczalnym materiale.

MATERIAL DOSWIADCZALNY I METODY

Nasiona zycicy trwalej wysiewano w krystalizatorach na ziemi kom-
postowej. Rosliny hodowano przez 17 do 26 dni w slonecznym miejscu.
‘SzeSciogramowe nawazki nadziemnych czesci roslin, odcietych okolo 1 ecm
nad powierzchnia ziemi, pozostawiano na bibule przez 1 godzine. W tym
«czasie zdzbla tracily znaczne ilo$ci wody, co umozliwilo szybsze wchla-
nianie podawanych aminokwaséw. Nastepnie zdzbla zanurzano w zlew-
kach odcietymi koncami (do wysoko$ci okolo 3 cm) w 5 ml 0,3 lub 1,5%
roztworu: ornityny, cytruliny, argininy wzglednie mocznika. Probe kon-
trolng zanurzano w wodzie destylowanej. Transpiracje przyspieszano
umieszczajgc proby w termostacie z wentylacja w temperaturze 30° na
3 godziny. W tym czasie kazda préba o masie 6 g wchlaniala okolo 2 ml
roztworu. Po dokladnym oplukaniu zdzbel w wodzie destylowanej ozna-
czano pozostaly, nie wchloniety nadmiar substratu. Zdzbla osuszano bi-
bula i prébe rozwazano na dwie réwne czesSci dla wykonania oznaczen

£ f [227]
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réwnoleglych. Po uplywie jednej godziny od wyjecia z roztworu, zdzbla,
pociete na skrawki o dlugosci okolo 1 cm, gotowano w okolo 5 ml wody
przez 5 minut w celu zinaktywowania enzyméw. Material roslinny do-
kladnie rozcierano w mozdzierzu i przenoszono do kolbki miarowej, uzu-
pelniajac woda do 25 ml. Zawiesing saczono przez gaze i wirowano przez
10 minut na wiréwee typu Sorvall przy 7000 g. W odwirowanym wyciagu
oznaczano ornityne i mocznik, a po odbialczeniu wyciggu wodorotlenkiem
kadmu, wg metody Fujita i Iwatake [3], oznaczano cytruline i arginine.

Ornityne oznaczano metoda Reifera i Buraczewskiej [9]. W tym celu
0,5 ml wyciggu odparowano w probowce na lazni wodnej w 100°, a po-
zostaloéé rozpuszczano w 0,1 ml 70% alkoholu etylowego i nakraplano na
chromatogram. W celu dokladnego wymycia prob6wki czynnos¢ te powta-
rzano jeszcze dwukrotnie.

Cytruline oznaczano metoda Lazariewa w modyfikacji Kleczkowskie-
go [4]. Arginine oznaczano przy pomocy metody Ceriotti i Spandrio [1],
stosujac 0,3% roztwér podbrominu. Obecno$¢ znacznych iloSci mocznika
przeszkadza w oznaczaniu argininy ta metodg. Z tej przyczyny otrzymane
wyciagi z ro§lin wzbogaconych mocznikiem alkalizowano do pH 7,6—38,0
i przepuszczano przez kolumne z Decalso (wymiar 5 X 100 mm). Kolumne
nastepnie przemywano 25 ml wody destylowanej, aby wymy¢ z niej mocz-
nik. Arginine eluowano 25 ml 10% NaCl i oznaczano jak wyzej. 100 NaCl
jednocze$nie regeneruje jonit i przemycie kolumny woda destylowang
umozliwia jej kolejne uzytkowanie.

Mocznik oznaczano metoda dyfuzyjng Conwaya [2] w 2 ml wyciagu.

WYNIKI DOSWIADCZEN

Wyniki z analiz przedstawiono w mg®e $wiezej masy roslin. Podane
wartosci liczbowe sg $rednimi 4 oznaczen wykonanych na 2 prébach
rownoleglych.

Zd#bla wzbogacone ornitynag

Dos$wiadczenia wykonano z roSlinami 22- i 25-dniowymi. 6 g Zdzbel
pobralo $rednio z 5 ml 0,3% roztworu okolo 7 mg, a z roztworu 1,5%
okolo 25 mg ornityny. W zdzblach wykryto tylko od 34—39% pobranej
ornityny, reszta ulegla przemianie do innych zwiazkéw. Wyniki podano
w tablicy 1.

Zawarto$¢ cytruliny w zZdzblach karmionych ornityna zwiekszyla sie
okolo dwukrotnie z 2,1 mg®o na 4,1 mg®o w przypadku wzbogacenia 0,30
roztworem ornityny, a okolo czterokrotnie z 2,1 mg®o na $rednio 7,8 mg®e
w przypadku wzbogacenia 1,5% roztworem ornityny. Zawarto$¢ argininy
zwiekszyla sie odpowiednio z 4,3 mg®o na 5,4 mg®e, wzglednie z 4,3 mg®
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na 6,6 mg®. W Zdzblach dokarmianych ornityna przyrostu mocznika nie

stwierdzono. 3
Tablica 1

Zawartos¢ ornityny, cytruliny, argininy i mocznika w Z#dzblach Zycicy

wzbogacanych ormtynq

7_ " e mg% »\7 sSwiezej masie . A
o ornityny cytruliny argininy ; N-mocznika
S bl e Lt ) | IS e e R A
c wzbogacone | ‘ wzbogacone l wzbogacone wzbogacone
TS kon- ornityna on- ormlynq kon- ' ornityng k°“' ornityng
o' | trola | — trola SR | o) | pee i SRR g
) 03% | 1,59 | 03% | 1,50 | 03% | ISQ I ' 03% | 1,5
22 | stady | 395 [1602| 20 | 43 | 81 | 41 [ 52| 63 |08 [0 o068
— | —- —] i 14 : ;
25 s 11| 41,6 ' 1666 | 2,1 | 44 | 7,5 b 44 | 57 | 68 |o,73 | 0,74 | 0,76

Zdzbla wzbogacone cytruling

Rowniez w tym przypadku Zdzbla pobraly znaczne ilosci aminokwasu
z roztworu. Na przyklad, z 5 ml 0,3% roztworu srednio 7,25 mg, nato-
miast z 1,5% roztworu od 25—35 mg cytruliny. Cytrulina ulega réwniez
szybkiej przemianie, bo tylko 30—32% iloSci pobranej znaleziono
w zdzblach. Jak wida¢ w tablicy 2 w zdzblach wzbogaconych cytruling wy-

Tablica 2

Zawartosé ornityny, cytruliny, argininy i mocznika w Zdzblach zycicy
wzbogacanych cytruling

o Pus mg? w Swiezej masie euy

= ~__ornityny _cytruliny | __Ergininy 5 ’ ~ N-mocznika

'._8_ wzbogacone wzbogacone wzbogacone ] wzbogacone
e kon- cytruling on- cytruling kon- cytruling kon- . cytruling
©oE | trola [— -| trola trola [— o=l trola |

22| | 035 | 1.5 03% | 1,5% 0,33 | 1,5% | 3«:,] 1,5¢
21 §lady1 3,0 7,3 ‘ 2:2 — ' 118,7‘ 42 - ( 6,8 I 0,87 ) 0,87
- R I O A e R Tl T R
{26 » [ 22] 67| 20|31 |1443) 42 sz ! 6,7 l 0,95 | 0,90 ’ 0,95

kryto znaczne ilosci ornityny. Przyrost argininy wynosi podobnie jak
w przypadku wzbogacania ornityng od 1,1 do 2,4 mg®. Przyrostu mocz-
nika nie wykryto.

Zdzbla wzbogacane argining

Pobrane ilosci argininy z roztworéw, jak tez szybko$é jej przemiany
w zdzblach -byly tego samego rzedu co w przypadku wzbogacania orni-
tyna, czy cytruling.

.
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Jak widaé z zestawionych wynikow w tablicy 3, w Zdzblach wzboga-
canych argining wykrywa sie¢ znaczne ilo$ci ornityny oraz ponad dwu-
krotny przyrost mocznika. Zawarto$¢ cytruliny zwigkszyla sie Srednio
z 2,1 mg®e na 3,2 mg®o w przypadku wzbogacania 1,5% roztworem argi-

niny.
Tablica 3
Zawartosé ornityny, cytruliny, argininy i mocznika w Zdzblach zycicy
wzbogacanych argining
| o L e W, Swiezej masie S el , gl
= ox:nilyny ngt_ru&q el s| Vil argininy N-moczniki
~§ wzbogacone ‘ wzbogacone wzbogacone wzbogacone
o~ | kon- | argining | kon- | argining on- arginina | KOn- | argining
O'g | trola | trola trola | — | trola —
22 033 [ 1,55 |  [o033] 158 | 03% | 5% | | 03% | 1%
= ! T, = | | e e S L
17 | §lady | 1,8 6,3 . oy [ g l 30 | 43 !28,7 1 136,7| 0,82 | — 2,24
o 2:30 |8 T-9, 2,2 2,3 ‘ 3,6 | [42 I 33,6 | 136,5| 0,87 | 1,35 | 2,04 |
N ey o | S | I
B e e Lo | 3] e Yoene | eS| vore. | 120 157 g

Zd#bla wzbogacane mocznikiem

Z 0,30 roztworu zdzbla pobraly $rednio 6,5 mg mocznika, a z 1,5%
$rednio 30 mg. Pobrany mocznik ulegal szybkiej przemianie, gdyz znaj-
dowano tylko od 40—50%0 iloSci pobranej z roztworéw.

Tablica 4

Zawarto§é ornityny, cytruliny, argininy i mocznika w zdzblach zycicy
wzbogacanych mocznlkiem

i A g mg} w Swiezej masie |
= om_il){rg_ — N _cytfu[iny & i} argininy N-mocznika
§ wzbogacone wzbogacone L wzbogacone wzbogacone
w~ | Kon- | mocznikiem | kon- | mocznikiem | kon- | mocznikiem | kOn- | mocznikiem
©'g | trola —— trola |——— trola | —— | trola | — ———
3 0,3% | 1,5% 0,3% | 1,5% } 0,33 | 1,5% 0,3% ! 1,5%
! ' ‘
17 | $lady | $lady | $lady l 2,2 22 2,2 42 | 42 ’ 42 | 0,87 | 19,73 | 101,61
A | e | 200 21 | 220 w1 | 420 42 | 081 | 25088291
Lo LSl ) S5 ) et o | s - B gl LB e || 1
22 ’ » ’ 5 ’ ] 22 | 22 ‘ 2,2 4,1 4,1 4,1 | 0,90 22,62! 130,20|

Wyniki przedstawione w tablicy 4 wskazujg zgodnie z przewidywania-
mi, ze azot mocznika nie wplywa na ilo§¢ aminokwaséw cyklu ornityno-
wego. Natomiast z analiz chromatograficznych w ukladzie fenol-woda
stwierdzono wyrazny przyrost asparaginy i glutaminy, zwlaszcza
w zdzblach wzbogaconych mocznikiem z 1,5% roztworu.
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DYSKUSJA

Zdzbla zycicy trwalej pobieraja z roztworéw w krétkich okresach
czasu znaczne iloSci ornityny, cytruliny wzglednie argininy. Z roztworu
zawierajacego 0,3%0 aminokwasu 100 g rosliny w ciggu 3 godzin pobiera
okolo 120 mg, a z roztworu zawierajacego 1,5 aminokwasu okolo 500 mg.
Przemiana w roslinie pobranych aminokwaséw odbywa sie bardzo szybko
i po 4 godz., od poczatku wprowadzania wykrywano zaledwie 30—40%o
w niezmienionym stanie. Wprowadzony do rosliny ktérykolwiek z trzech
aminokwas6w cyklu ornitynowego ulega w pewnym stopniu przemianie
do pozostalych dwéch. I tak rosliny pobierajac z 1,5% roztworu ornityne
wykazujg przyrost cytruliny wynoszacy $rednio 5,7 mg®o i argininy okolo
2,4 mg®o. Podobnie rosliny po wprowadzeniu cytruliny wykazuja przyrost
okolo 2,4 mg®s argininy i okolo 6 mg®e ornityny. Wreszcie roéliny wzbo-
gacane argining zawieraja okolo 1 mg®o wiecej cytruliny, okolo 7 mg®e
wigcej ornityny oraz srednio 1,2 mg®o wiecej azotu mocznika, anizeli
rosliny kontrolne. Przyrost mocznika z argininy wskazuje na obecnosé
arginazy w zycicy trwalej.

Z naszej pracy o enzymach cyklu ornitynowego w kietkach grochu [8]
wynika, ze rosliny wyzsze posiadajg komplet enzyméw katalizujacych
reakcje tego cyklu. W niniejszej pracy stwierdzono wystepowanie cyklu
ornitynowego w zycicy trwalej i dzieki opracowanej metodzie zdolano
rozszerzy¢ badania obejmujace oznaczenie ornityny w materiale roslin-
nym. Nalezy podkresli¢, Ze dzialanie cyklu ornitynowego w roslinach wyz-
szych nie wyklucza mozliwosci reakeji przebiegajacych w kierunku prze-
ciwnym, a mianowicie hydrolizy argininy do cytruliny przy pomocy dwu-
hydrolazy argininowej, jak wykazali Oginsky i Gehrig [5]; biosyntezy
cytruliny z argininy poprzez kwas argininobursztynowy, na co wskazuja
Ratner i Petrack [6]; wzglednie rozklad cytruliny do ornityny w obecnosci
karbamylotransferazy ornitynowej, jak dowiéd! Reichard [7].

Aktywnos¢ enzymow katalizujacych biosynteze argininy w zycicy jest
czynnikiem ograniczajagcym szybko$é reakcji, poniewaz poziom argininy
jest niezalezny od zawartosci cytruliny w materiale roslinnym. Przyrost
zawartosci argininy wynosi okolo 2,4 mg na 100 g niezaleznie od tego, czy
roslina zawiera 150 mg®o, czy tez tylko 8 mg®o cytruliny (Tabl. 2 i 1). Po-
dobnie przedstawia si¢ kataliza hydrolizy argininy do ornityny, ktérej
przyrost wynosi okolo 7 mg®s, mimo ze w jednym przypadku rosliny za-
wieraly 150 mg% a w drugim 7 mg®bo argininy (Tabl. 3 i 2). Natomiast
biosynteza cytruliny zalezy prawdopodobnie od stezenia substratu, po-
niewaz zdzbla zycicy trwalej zawierajace okolo 160 mg®o ornityny wy-
kazaly przyrost cytruliny okolo 6 mg®s, natomiast w zdzblach zawiera-
jacych 7 mg®o ornityny przyrost ten wynosil zaledwie 1 mg®o (Tabl. 1 i 3).
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Obecnosé enzymoéw cyklu ornitynowego w badanym materiale potwier-
dza dodatkowo przyrost mocznika w zdzblach wzbogacanych argining.
Zgodnie z naszymi badaniami nad kielkami grochu, rosliny wzbogacane
ornityna, lub cytruling nie wykazaly przyrostu mocznika, poniewaz nie-
znaczne ilosci argininy i wynikajace z jej hydrolizy male ilosci mocznika
ulegaly przypuszczalnie szybkiemu rozkladowi przy pomocy ureazy, pow-
szechnie obecnej w materiale roslinnym.

STRESZCZENIE

Przedstawiono wyniki iloSciowych badan nad przemiang aminokwasow
cyklu ornitynowego w zdzblach zycicy trwalej (Lolium perenne), ktore
wzbogacano ornityna, cytruling, argining, wzglednie mocznikiem. Zdzbla
trawy w ciggu 3 godzin pobieraly z 0,3 roztworu aminokwasu okolo
120 mg substratu, a z 1,5% roztworu okolo 500 mg substratu na 100 g
Swiezej masy. Stwierdzono, ze w ciggu 4 godzin pobrane aminokwasy ule-
galy przemianie w 60—70%. W wyniku przemiany ornityny stwierdzono
synteze cytruliny i argininy; z cytruliny powstawala arginina i ornityna,
natomiast wprowadzona do rosliny arginina ulegala hydrolizie do ornityny
i mocznika oraz przemianie do cytruliny.

Zdzbla zycicy trwalej zawieraja enzymy katalizujace wybiérezo prze-
miane wszystkich trzech wymienionych aminokwaséw, jak tez arginaze,
ktéra katalizuje hydrolize argininy do ornityny i mocznika. Tym samym
zdzbla zycicy, podobnie jak kielki grochu posiadaja komplet enzymow ka-
talizujacych przemiane cyklu ornitynowego. '
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SUBSTRATES AND ENZYMES OF THE ORNITHINE CYCLE IN PERENNIAL
RYEGRASS (LOLIUM PERENNE)

Summary

Ornithine, citrulline and arginine, respectively, were introduced into
the blades of perennial ryegrass. These amino acids were rapidly absorbed
into the plant material. 60—70%0 of the amino acids were metabolised
within the period of 4 hours. The introduction of ornithine led to partial
synthesis of citrulline and arginine; blades enriched with citrulline have
shown marked increases of ornithine and arginine, whereas arginine was
metabolised to citrulline as well as hydrolised to ornithine and urea.

It was proved that perennial ryegrass contains all enzymes catalising
the interconversion of the three named amino acids, as well as active
arginase which caused the hydrolysis of arginine into ornithine and urea.

Otrzymano 8.1.59 r.
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The marked spectral red-shift and increase in extinction coefficient,
accompanying the dissociation of the phenolic hydroxyl groups of tyrosine,
has been used extensively as a tool for the study of the ionization of these
groups in polypeptides by spectral procedures [2, 6, 31] which make
possible relatively accurate titrations in highly alkaline media. Interest
in such measurements has been further stimulated by the observation that
it is possible, by means of this technique, to differentiate between “free”
and “bound” phenolic hydroxyls (see ref. [2] for review) and this has
now been done for a variety of proteins including, amongst others,
insulin [6], ovalbumin [6], lysozyme [9], ribonuclease [31, 36], desoxy-
ribonuclease [33].

The suggestion originally advanced by Crammer and Neuberger [6],
that the failure of most of the phenolic groups of ovalbumin to dissociate
at pH values below 13 is due to hydrogen bonding of these groups to
carboxylate acceptors, has gained wide support in its application to other
proteins. However, while hydrogen bonding may be a possible mechanism
in some instances, evidence has accumulated more recently to show that
its application is not as universal as hitherto assumed [18, 20, 32, 34, 36].

In previous studies on the kinetics of heat inactivation of lysozyme [34]
and ribonuclease [10, 11] it was found that the thermodynamic constants
for the inactivation process were of the same order of magnitude as for
ordinary chemical reactions. These results were interpreted an indicating
that hydrogen bonding was not an important factor in the maintenance
of the native configuration of the molecules necessary for enzymatic
activity, in agreement with analogous conclusions arrived at independently
on the basis of other experimental findings [5, 18, 26]. Subsequent studies
showed that the isotope effect for inactivation in light and heavy water

ki 'kp ~ 1

[235]
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as would be expected from the above results. Since, however, both
spectral data [31, 36] and deuterium exchange [17] indicate the presence
in ribonuclease of labile bonds, it became of interest to determine whether
the lability of such bonds becomes evident during the course of heat
inactivation.

We have therefore investigated the effect of various treatments on the
liberation of phenolic hydroxyl groups in ribonuclease, ovalbumin and
bovine serum albumin. A few measurements have also been made on
several other proteins for comparative purposes.

Since hydrogen bonding involving phenolic groups has also been po-
stulated in a number of proteins on the basis of secondary spectral modi-
fications in acid medium [7, 12, 13, 21, 28, 29, 30] we have devoted some
attention to this question as well.

Materials

The ribonuclease preparations included one from Light, several
Worthington samples and one Armour preparation, for the latter of which
we are indebted to Drs. L. Ledoux and F. Vanderhaege. These preparations
were not uniform as regards ratio of maximum to minimum extinction
coefficients (cf. ref. [31]), or of background absorption above 310 mu but
this proved to be without marked influence on the results obtained.
Ovalbumin was prepared according to Kekwick and Cannan [19] and re-
crystallized 5 times. Pepsin was a Worthington preparation; chymotrypsin
was obtained from Sigma and bovine serum albumin from Light. Insulin
was a product of the Warsaw Serum and Vaccine Plant (provided through
the courtesy of T. Spasowicz) and gave results practically identical to
those of an Eli Lilly sample kindly provided by Dr. E. Fredericq. The
p-lactoglobulin was prepared according to the procedure of Palmer [23].

Oxidized proteins were prepared as described by Hirs, Stein and
Moore [15] for ribonuclease, with the exception that for ovalbumin and
bovine serum albumin the time of reaction was held to 30 minutes, for
reasons given below; while for insulin the procedure of Sanger [27] was
used. The reduced bovine serum albumin was prepared according to Bie-
licer et al. [4].

Experimental

Protein samples were heated in a Hoeppler ultrathermostat, using
small glass-stoppered tubes to avoid losses by evaporation. Suitable dilu-
tions of HCl and NaOH, as well as phosphate buffers, were used for
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adjustment of pH which was measured by means of the glass electrode,
using a Radiometer pH meter. .

Most spectral measurements were made with a Unicam spectrophoto-
meter. A Hilger instrument was used for the direct measurement of dif-
ference spectra, but in every instance the results were checked by normal
spectrophotometry of the solutions under study, from which the dif-
ference spectra were also obtained by substraction (cf. Wetlauffer, Edsall
and Hollingworth [40]). .

RESULTS

Ribonuclease

Fig. 1 illustrates the effect of heating on a solution of RN-ase, 0.5 mg./ml.
at pH 7.8 and 80°. At the concentration used, heating at this pH resulted
in the formation of a slight turbidity
with a resultant small increase in
extinction, as shown by curve k’:
however, the accompanying small
shift of the maximum to the violet
as a pesult of heating is a real one
(since it remains following removal
of the turbidity by centrifugation)
and is already indicative of some
modification in binding of the phe-
nolic groups (cf. ref. [29]); a similar
shift is observed in the spectrum of
pepsin in the presense of 8w
urea [24]. Alkalization of the heated
solutions results in the complete dis-
appearance of the turbidity, as might
be expected. Adjustment of the pH pjg 1. Effect of heating RN-ase
to 12 following heating for different (0.5 mg./ml.) at pH 7.8 and 80° on dis-

time intervals demonstrates a step- sociation of phenolic groups:

5 Z k- — unheated
wise release of bound phenolic PH 78 { %’ — following 30 min. heating
groups, which ceases after 30 minutes ; i “{‘:’“’“"5" i

% . A — after min. eating

heating. Curve 6 is that obtained by pH 120 | 3 — 10
adjustment of the pH of an un- £ =
heated control solution to pH 13. pH 130 6 — unheated

Note: Actually all “free” phenolic groups in ribonuclease are not fully
dissociated at pH 12; this occurs only at about pH 12.2 [31]. However pH 12 is a more
convenient reference point for this purpose and is used throughout this work. An
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The extent of liberation of phenolic hydroxyls was estimated quanti-
tatively from the increase in extinction in the range 285—300 mu following’
alkalization to pH 12. Fig. 2 exhibits the course of this increase with
time of heating, and corresponds fairly closely to the course of enzymatic
inactivation by heat under the
same conditions [10, 11]. If we
accept the curve at pH 13 of an
unheated solution (curve 6 in Fig. 1)

to represent the complete dis-
sociation of phenolic groups, then

- curve 5 (Fig. 1) suggests that, foll-
owing complete heat inactivation,.
10°%0 of these groups are still
1 ! ! ! 4 bound, and this was our initial
’ m’;‘; o hezofmg (m’:.’m)__ﬁ, % conclusion [38]. However the fact

that, in the neighbourhood of
Fig. 2. Percentage of phenolic groups in 270—280 my, curve 6 is far re-

RN-ase dissociating following heating for z g <
given periods (abscissa) at 80°. Conditions moved from the isosbestic points

as in Fig. 1 is clearly evidence that alkaline-
denaturation has occurred [31], and
it appears to us that the resulting extraneous absorption may extend to
a small extent to the wavelength region above 285 mu where extinctions
are used for estimation of tyrosine dissociation. That this may be the
case is further indicated by the fact that the difference in extinction
between curves k’ and 5 corresponds to a tyrosine content of 6 residues,.
as found chemically by Hirs, Stein and Moore [16].

It will be noted that the alkaline curves of the heated solutions pass.
fairly closely through the isosbestic points; the small divergences evident
in the figure testify, most probably, to the occurrence of more drastic:
changes than merely liberation of phenolic groups as a result of heating.

Attention should also be drawn to the fact that the rate of release of
phenolic groups was found also to correspond to the rate of heat in-
activation of the enzyme [10, 11] not only in alkaline, but in acid medium
as well. ~

It was not found possible to do a complete reversible titration curve
on heated RN-ase since, following alkalization, subsequent acidification
resulted in the appearance of turbidity at about pH 10.7 which made-
accurate spectral measurements to the acid side of pH 10.7 doubtful.
However, from the forward titration curve, as well as from Fig. 1, it is-

h'ng —

T

2
T

S
S

% phendlic groups dissocia
g
1

additional advantage of using pH 12 as a reference point is that time-dependent.
changes in absorption due to alkaline denaturation at slightly higher pH values-
[21, 36], which would complicate measurements, are avoided.
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clear that the apparent pK of the phenolic hydroxyls in heat-inactivated
RN-ase is about 10.4. It is of interest to compare this with insulin in which,
although none of the phenolic groups are bound as in RN-ase [6], yet the
apparent pK is quite high, about 11.2. Heating of an insulin solution for
3 hours at pH 3.7 and 83°, under which conditions about 50% inactivation
of hormone activity occurs [22], did not modify either the nature of the
titration curve nor the apparent pK of the phenolic hydroxyls.

Ovalbumin

Fig. 3 exhibits the analogous results for ovalbumin following heating
at pH 7.8 and 75°. In this case, however, there is a significant difference
in behaviour from that for RN-ase, in that liberation of phenolic groups

GOF

Qs

a7

Fig. 3. Dissociation of phenolic groups in ov-
albumin following heating at 75°; 1 mg./ml.
pH 7.4, unbuffered:

k — unheated
k’ — heated 20 min.

1 — unheated

2 — heated 2 min.

3 — " 6—10 min.
4 — . 20—30 ,,
5

— unheated

pH 173 {

pH 12.0 '

by heating either at 75° or 85° ceases when only 70% of the phenolic
hydroxyls are free. It will also be observed from the figure that for this
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protein there is little extraneous absorption in unheated solutions brought
to pH 13, so that we may accept with a fair degree of confidence that
30%0 of the phenolic groups do not freely dissociate following heat de-
naturation. Although we have made no systematic measurements of the
rate of liberation of phenolic groups with temperature, our observations
for ovalbumin indicate that the dependence is quite high and that the
resultant activation energy for this reaction must therefore also be high,
in accordance with the known high activation energy for ovalbumin de-
naturation, using coagulation as a criterion of denaturation [35].

We have found that, if a solution of native ovalbumin is brought to
pH 13 and then back to pH 12, the resulting absorption spectrum at the
latter pH corresponds to that obtained by bringing the above-mentioned
heated solution to pH 12. This is additional confirmation that further
heating is without effect.

Furthermore, contrary to the observations of Bencze and Schmidt [3],
but in agreement with Tanford and Roberts [37] we have noted that above
pH 12.3 the extinction of ovalbumin exhibits a time-dependent increase,
the extent of this increase at pH 13 being about 20% or about one-half
that exhibited by RN-ase [31, 36]. Following heating, this time-dependent
increase is reduced, but is still about 10% at pH 13, again showing that,
unlike RN-ase, all the phenolic groups are not liberated by heating.

Serum albumin

For bovine serum albumin, where 63%0 of the phenolic groups dissociate:
in the native protein at pH 12, only 78% are ionized at this pH following
heat treatment, leaving about 25%p still bound (or masked). An interesting
observation made here was that occasionally unheated albumin solutions
at pH 12 exhibited a time-dependent downward drift in pH, accompanied
by a simultaneous decrease in extinction coefficient at 285—310 nr u (cor-
responding, clearly, to a decrease in phenolic hydroxyl dissociation) until
the pH attained a value of about 11.6. In these instances it was necessary,
therefore, to add alkali to bring the pH back to 12. The cause of this
time-dependant uptake of hydroxyl ions is not clear, but the phenomenon
has also been observed by Tanford and Roberts [37]. Attempts to investigate:
it in further detail were abandoned when it was found that it could not
always be reproduced.

For convenience some of the above results, as well as a few observations.
on other proteins, are included in Table 1.
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Table 1

Percentage dissociation of phenolic hydroxyls in various protein at pH 12
before and after various treatments *)

Dissociation 3
Protein Treatment of p I';ctngll{;: lg;oups Incriareszt:?ggwmg

@ | @)

Ribonuclease| Native 54 ‘ —

Heated, 80°; pH 7.8; 5 mins. 67 ! 13

10 ., 74 | 20

? 20 83 ‘ 29

| 30 -, 90 | 36

Heated, 90°; pH 2; 3 hrs. 86 1 32

Performic acid oxidized 96 42

Ovalbumin | Native | 36 -
Heated, 75°; pH 7.4: !

2 mins. | 54 18

6—10 ,, | 60 5 24

208, 70 ' 34

3022 | 70 “ 34

Heated, 80°, pH 7.4, 30 mins. \ 70 34

Heated, 85°, pH 7.4, 30 mins. 70 E 34

Performic acid oxidized E 96 ‘ 60

Bovine Native ’ 63 ‘ —

serum Heated, 75°, pH 7.4, 10—15 mins. | 78 | 15

albumin Reduced with Na SO ' 78 15

Performic acid oxidized | 98 35

Pepsin Native . 92 —

In 8 M-urea i 100 8

Autodigested 24 hrs. at pH 2.2 | 100 8

Chymotryp- | Native E 57 j —

sin [ ‘

A-lacto- Native | 67 —

globulin l

*) All measurements of extent of dissociation of phenolic groups based on optical density
measurements at 300 mu. Optical densities at pH 13 taken to represent 1007% dissociation (see
text for discussion of validity of this in case of RN-ase)

Effect of oxidation of -S-S- bridges

It has been shown by Harrington and Schellman [14]) that oxidation of
RN-ase with performic acid according to Hirs et al. [16] results in a product
which, at neutral pH, exhibits an absorption spectrum with an extinction
corresponding to a tyrosine content of 5.75 residues as compared to a che-
mically determined value of 5.82 [16], based on a molecular weight of
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13 900. Physico-chemical studies indicated that oxidized RN-ase in aqueous
solution is a flexible, long-chain molecule, devoid of the characteristics
attributable to secondary folding of polypeptides. It differs from the native
protein chemically in that the 4 cystine bridges are replaced by 8 sulfonic
acid groups.

Fig. 4 (a) shows the absorption spectrum of oxidized RN-ase at neutral
pH and at several pH values up to pH 13. It will be observed that.

5
o

8

Alog lp/[ —»

Fig. 4. (a) Absorption spectrum of performic acid
oxidized RN-ase, 0.5 mg./ml. at various pH values
indicated
(b) Spectrophotometric titration of phenolic groups in
native (I) and performic acid oxidized (II) RN-ase
at 288 mu.

although the isosbestic points are not quite the same as in native RN-ase,
all the curves intersect up to pH 13 where dissociation of phenolic groups
is complete; actually it is practically complete at pH 12. Furthermore
the dissociation of the phenolic hydroxyls is this time completely reversible
between pH 13 and 7. The titration curve for oxidized RN-ase is shown
in Fig. 4 (b), where it is compared with that for native RN-ase. The
titration curve for the oxidized protein is seen to be completely normal 1),

1) Bigelow, of the Carlsberg Laboratorium (personal communication) also finds
the titration curve of oxidized RN-ase in alkaline solution to be normal.
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with an apparent pK for the phenolic groups of 10.4. In addition if we
accept Harrington and Schellman'’s [14] value for the extinction coefficient
of oxidized RN-ase at neutral pH, then the tyrosine content of the protein,
calculated from the increase in extinction at pH 13, in the range 2850—
300 myu, works out to 6 residues, in agreement with chemically determined
-values.

1
250 260 270 280 290 300 310 320 330

g e

1 1 1 ! 1 1 1 1
250 260 270 260 290 300 310 22 330
A (mp) —

1

‘Fig. 5. (a) Absorption spectrum of performic acid oxidized
ovalbumin, 1.1 mg. ml. at various pH values indicated (below
pH 8.0 solution is cloudy and no spectra are shown).

(b) Absorption spectrum of performic acid oxidized bovin
serum albumin, 1 mg.'ml. at various pH values indicated.
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For oxidized insulin the absorption spectrum at alkaline pH was
similar to that for ribonuclease; the titration curve was likewise normal
with an apparent pK for the phenolic groups of 10.4.

’

The absorption spectra of oxidized ovalbumin and bovine serum
albumin are shown in Figs. 5 (a) and 5 (b), from which it will be observed
that performic acid oxidized products in this case possess considerable
background absorption. In particular, for ovalbumin the characteristic
maximum at 280 myu disappears, due to the oxidation of tryptophane (as
a result of which, incidentally, the phenylalanine maximum at 280 my
can be just distinguished in the pH 8 curve of Fig. 5 (a). Only by reduction
of the oxidation time to 30 minutes could the tyrosine maximum at
alkaline pH be clearly placed in evidence. A somewhat similar spectrum
results from the X-irradiation of bovine serum albumin [1] or the sensitized
photo-oxidation of g-lactoglobulin in the presence of methylene blue [39];
and this has been ascribed in the former case to oxidation of tyrosine-
and in the latter to oxidation of tyrosine, tryptophane and histidine.

Examination of both proteins at alkaline pH shows that the dissociation
of the phenolic groups is now completely normal and, even more important,
reversible in the pH range 7.5—13. It seems reasonable therefore to-
conclude that the tyrosine residues have not been affected by performic-
acid oxidation (aside from the fact that the phenolic groups have been
freed) and this derives additional support from the fact that the apparent
pK’s of these groups in both proteins are now 10.45 and 10.5 for ovalbumin
and serum albumin, respectively.

Difference spectra in acid solution

A small, but definite, spectral shift occurs in proteins when titrated’
with acid [31], hence under conditions where phenolic dissociation may
be excluded. For insulin Laskowski et al. [21] have studied this shift
quantitatively by difference spectrophotometry and have shown that its
magnitude is dependent on pH, that it is reversible and that a titration
curve of this shift exhibits an apparent pK of about 2.6, from which it
was concluded that its source is the reversible hydrogen bonding of
phenolic groups to carboxylate acceptors. An analogous study of ribo-
nuclease gave somewhat similar results, except that the titration curve-
is much steeper while the apparent pK of the presumed acceptors was in
the neighbourhood of 1.7 [28]. The conclusion of Laskowski et al. [21] has.
been generally accepted and such measurements have now been extended
to numerous proteins; as well as to the demonstration of bonding involving:
other absorbing chromophores, in acid medium [7].
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If the spectral shifts in acid medium are really due to specific hydrogen
bonding by carboxylate acceptors, it seems reasonable to assume that
such bonds would be abolished following destruction of the native con-
figuration of the polypeptide chains.

a) ¢)

an - 010

005 005

S
3
=

'
o
<
-

— dlog I,/ —»

1
IR EZTNS A SRR U2 AT N7
PH —— pH ———

Fig. 6. Difference spectra of native and heated RN-ase (1.4 mg. ml) in acid medium
vs. enzyme in neutral solution
(a) Native RN-ase at pH 1.05 (curve A) and pH 1.95 (curve B) vs. enzyme at pH 6.9
(b) Native RN-ase — titration curve of differential spectrum at 288 mp.
{c) RN-ase heated 3 hrs. at 90° at pH 2.0; pH 1.05 or pH 1.95 vs. heated enzyme at
pH 6.9 ‘
{d) Heated RN-ase — titration curve of differential spectrum at 288 mpu.

Fig. 6 (a) exhibits the difference spectrum of RN-ase at two pH values,
1.05 and 1.95, measured against a control at pH 6.95. Fig. 6 (b) is the
titration curve of the difference spectrum, using optical density values
at 288 myu. The results are quite similar to those of Scherega [28], with
the exception that the pK of the carboxylate acceptors is perhaps slightly
lower than his value. Fig. 6 (c) shows the difference spectrum for RN-ase
heated under conditions leading to practically complete enzymatic
inactivation [10, 11]2), while Fig. 6 (d) represents the titration curve of

) Additional evidence for the complete inactivation of the enzyme used in these
experiments is furnished by the observation that subsequent alkalization of a sample
showed all the phenolic hydroxyl groups to be dissociated at pH 12.
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the difference spectrum under these conditions. It will be seen that
a ‘“difference” spectrum exists following heating, but the titration curve
is less steep and its apparent pK is now about 2.6 instead of 1.8, in other
words corresponds more closely to the dissociation of carboxylate groups.
The reversibility of the titration curve for the heated RN-ase is, on the
other hand, not as quantitative as for the native protein, the position of
the curve varying slightly as titration is carried first in one direction and
then in the other.

Although we have made no detailed studies on insulin, a few measure-
ments on partially heat-inactivated samples indicated that a similar
behaviour is exhibited by this protein.

Attempts were made to run a difference spectrum on oxidized RN-ase,
but these were complicated by the appearance of a slight turbidity as the
pH was brought from acid medium to pH values above 3.5. At best we
can state that no difference spectrum was apparent in the pH range 1—3,
where the maximum effect is normally encountered; and that, if a dif-
ference spectrum is exhibited above pH 3, its apparent pK would have
to be at least above pH 4.

DISCUSSION

The point of departure of the present study was our desire to establish
whether so-called hydrogen bonds are ruptured during the heat inactiva-
tion of ribonuclease, bearing in mind the fact that the thermodynamic
constants for the inactivation process are of the order of magnitude
normally encountered in ordinary chemical reactions. The results re-
presented by Fig. 1 show quite clearly that what are widely accepted as
phenolic hydrogen bonds are in fact liberated by heating and, in view
of the deuterium-exchange studies of Hvidt [17] on native and heat-de-
natured RN-ase, it seems reasonable to assume that other such bonds are
likewise broken, although spectral methods cannot be expected to fully
clarify this point.

It is of interest to note that the apparent pK of the phenolic hydroxyl
groups in heat denatured RN-ase, pK about 10.5, is practically identical
to that for oxidized RN-ase, pK about 10.4. Bearing in mind the fact that
oxidized RN-ase in aqueous solution is in the form of a fully unfolded,
random, chain, and that the total number of charges on the two molecules
is not markedly different, it appears likely that a similar situation prevails
for heat inactivated RN-ase despite the presence of 4 disulfide bridges
(it should be recalled that only 16% of the native molecule is in the form
of an a-helix). Such extensive unfolding as a resull of heat inactivation
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seems rather surprising in view of the low entropy changes involved
[10, 11, 32]. '

It is, however, pertinent to inquire whether these phenolic hydroxyl
bonds are in fact hydrogen bonds, as is generally assumed. If such is,
indeed, the case it is surprising that some of them, at least, in both oval-
bumin and serum albumin are so resistant to heat denaturation. One can
only conclude that, if the failure of some of the phenolic groups in these
proteins to be liberated following heat denaturation is due to hydrogen
bonding, they must be hydrogen bonds of a rather unusual type.

From the above data one may divide phenolic hydroxyls qualitatively
into at least three groups which may be distinguished by the extent to
which they are free to dissociate (or not) prior to and following heat de-
naturation. Although our observations suggest the possibility of a further
subdivision, of those which are not free to dissociate in the native protein,
the titrations were not of sufficient accuracy to define these as we had
originally expected. Rice and Doty [25] have found a somewhat similar
situation to prevail in the case of the heat denaturation of DNA.

Of particular interest are the results for insulin in which the high
apparent pK of the phenolic groups, due to the distribution of charge on
a molecule of specific shape, drops from 11.2 in the native protein to 10.4
for the oxidized form, as is to be expected for extensive unfolding if the
total charge on the molecule is not appreciably altered, and as is also
the case for RN-ase. On the other hand, even following 50°% heat
inactivation, the apparent pK is unchanged. This suggests that little or
no unfolding of the molecule has taken place, in contrast to the situation
prevailing for RN-ase. From this it may be deduced that the failure of
some groups in ovalbumin or bovine serum albumin to dissociate following
heat inactivation could be due to the location of such groups in a particular
portion of the molecule, whose configuration is not markedly altered as
a result of denaturation, so that the local charge distribution is sufficient
to inhibit the dissociation, even in the absence of hydrogen bonding. The
existence of such localized charge effects is also suggested by the fact,
previously pointed out [31], that the dissociation of the phenolic groups
of insulin apparently proceeds in two stages, despite the fact that' these
groups are not bound (or masked) as they are in RN-ase, ovalbumin and
bovine serum albumin.

It should further be noted that the presence of -S-S-bridges does not
appear to play a particular role in the masking of phenolic groups since in
RN-ase with 4 such bridges all phenolic hydroxyls are released by heating
whereas in ovalbumin with one such bridge some of the phenolic groups
are still masked following heating. It is probably more likely that the more
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important factor is the extent to which the polypeptide chain exists in
the a-helix form, which is 16° for RN-ase but 46 for ovalbumin [8].

Turning now to the question of difference spectra in acid solution, it
is surprising that such spectra still exist following total heat-inactivation
of RN-ase, the resultant unfolding of which is testified to not only by
liberation of all the masked phenolic hydroxyls; but also by the appreciable
drop in apparent pK of all the phenolic hydroxyls to a value only 0.5 pH
units in excess of the intrinsic pK of these groups in RN-ase [36].

Although it is not possible at the monient to give an unequivocal
answer to the question as to which of the phenolic hydroxyls are involved
in the interaction revealed in acid medium, it is nonetheless of significance
that with all 6 phenolic groups unmasked in the inactivated enzyme, the
magnitude of the difference spectrum is undiminished. This is supporting
evidence for the conclusion that the phenolic-carboxylate interaction in
acid medium involves rather those phenolic groups not masked in the
native protein.

The fact that the difference spectrum in oxidized RN-ase is non-
-existent or, at most (see above) only a fraction of that exhibited by the
native protein suggests, therefore, that heat-inactivated RN-ase is not
as fully unfolded as the oxidized enzyme, in agreement with the fact that
in the latter all the disulfide bridges have been ruptured. It is therefore
of some significance that the titration curve for the difference spectrum
in acid medium of the heat-inactivated enzyme is not fully reversible in
the forward and backward directions, but oscillates roughly about the mean
shown in Fig. 6 (d). This can be interpreted in terms of continued inter-
action between certain phenolic and carboxylate groups in the inactivated
enzyme but, since the polypeptide chain no longer possesses the unique
configuration of the native state, this interaction may vary to some extent
as a result of the increased flexibility of the molecule. It is, however,
somewhat difficult to interpret such interactions in terms of hydrogen
bonding and it appears much more likely that it is due to local electrostatic
influences of carboxyl groups on neighbouring phenolic rings. This derives
qualitative support from the observation of Wetlaufer et al. [40] that
purely electrostatic effects can provoke spectral shifts in the spectrum of
tyrosine similar to those exhibited by this amino acid in proteins in acid
solution.

SUMMARY

The heat inactivation of ribonuclease is accompanied by a step-wise
relaese of “masked” phenolic groups at a rate corresponding to the rate
of destruction of enzymatic activity; practically all phenolic groups are
released by heating. For ovalbumin and serum albumin some of the masked
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groups are still masked following heat denaturation and it is possible
in this way to distinguish at least three types of phenolic hydroxyls in
proteins. While hydrogen bonding is not excluded as the source of masking
of some of the phenolic groups, the results indicate that this cannot be the
only explanation and that strong local electrostatic effects are also
involved.

Performic acid oxidation of ribonuclease, insulin, ovalbumin and
bovine serum albumin in all cases gives products in which all the phenolic
groups titrate normally with apparent pK values of 10.4—10.5. Only in
the case of ribonuclease does heat inactivation release bound phenolic
groups to the extent that their apparent pK is practically the same as
for the oxidized protein, thus providing some indication of the extent of
unfolding resulting from inactivation.

Although the difference spectrum of oxidized ribonuclease (as well
as insulin) in acid medium is practically eliminated, that for heat-inacti-
vated ribonuclease is not only equal in magnitude to that for the native
enzyme, but the titration curve for the difference spectrum -is more
normal, with a pK more nearly in accord with that for involvement of
carboxyl groups. The overall results suggest that electrostatic effects,
rather than hydrogen bonding, are the source of difference spectra in
acid medium, and, in the case of ribonuclease, that the masked (or “bound”’)
phenolic groups are not the ones responsible for the difference spectrum
in acid medium.
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BADANIA NAD WIAZANIEM HYDROKSYLI FENOLOWYCH W BIALKU

Streszczenie

Cieplnej inaktywacji rybonukleazy towarzyszy stopniowe odslanianie
.,zamaskowanych* grup fenolowych odpowiadajace szybkosci ustepowania
aktywnos$ci enzymatycznej. Praktycznie wszystkie grupy fenolowe rybo-
nukleazy odslaniajg si¢ przez ogrzanie. Po cieplnej denaturacji albuminy
jaja i albuminy surowicy, pewne grupy fenolowe pozostaja zamaskowane,
i w ten spos6b mozna wyro6zni¢ co najmniej trzy rodzaje hydroksyli feno-
lowych w biatkach. Chociaz nie mozna wykluczy¢, ze ,,zamaskowanie* nie-
ktoérych grup fenolowych spowodowane jest przez wigzanie wodorowe, to
jednak wyniki badann wskazujg, Ze nie moze to by¢ jedynym wytlumacze-
niem, i ze graja tu role rowniez silne miejscowe oddzialywania elektrp-
statyczne.

Przy utlenieniu rybonukleazy, insuliny, albuminy jaja oraz bydlecej
albuminy surowicy kwasem nadmréwkowym otrzymuje sie produkty,
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w ktorych wszystkie grupy fenolowe miareczkujg si¢ normalnie i daja
pozorna wartos¢ pK 10,4—10,5. Cieplna inaktywacja jedynie w przypadku
rybonukleazy powoduje odsloniecie grup fenolowych w takim stopniu, ze
ich pozorne pK jest praktycznie takie samo jak dla utlenionego bialka.
Daje to pewne wskazowki co do stopnia rozwiniecia pofaldowan bialtka
spowodowanego inaktywacja.

Chociaz utleniona rybonukleaza (jak tez i insulina) praktycznie nie wy-
kazuje réznicowego widma absorbcyjnego w S$rodowisku kwasnym, to
cieplem zinaktywowana rybonukleaza ma nie tylko widmo réznicowe
réwne co do wielkoéci z otrzymanym dla enzymu rodzimego, ale réw-
niez i krzywa miareczkowania dla widma réznicowego jest bardziej nor-
malna, z pK blisko odpowiadajacym grupom karboksylowym. W sumie
wyniki sugeruja, ze raczej elektrostatyczne wplywy, anizeli wigzania wo-
dorowe sa przyczyng widma roéznicowego w Srodowisku kwasnym, i ze
w przypadku rybonukleazy za to widmo roznicowe nie sq odpowiedzialne
zamaskowane (lub .zwiazane‘) grupy fenolowe.

Otrzymano 4.2.1959 r.
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ACTA BIOCHIMIC ARSESL O NI1C A

Kazdy autor winien dokladnie zapozna¢ sie z treScia ,wytycznych dla
autorow“ jeszeze przed przystapieniem do pisania swej pracy i skrupulatnie sto-
sowaé si¢ do mnich. Prace nie odpowiadajace pod wzgledem formy postawionym
wymogom nie beda mogly byé brane pod uwage i zostana zwrécene autorom. Fakt
przeslania pracy do redakeji uwazany jest jako rownoznaczny ze zgoda autora na
tres§é ,,wytycznych”.

WYTYCZNE DLA AUTOROW

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

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

3. Uktad artykuléw. Prace nalezy przesyla¢ do redakcji w postaci go-
towej do druku, w trzech egzemplarzach pisanych na maszynie jednostronnie, z mar-
ginesem szerokosci okolo 4 cm po lewej stronie i okoto 1 cm po prawej stronie, z po-
dwojna interlinia oraz z numeracja stron. Pierwszy egzemplarz nalezy pisa¢ na pa-
pierze piémiennym (bialym). W tekécie maszynopisu nie nalezy robi¢ zadnych po-
prawek, przekre§len lub podkre§lei na maszynie ani atramentem. Dopuszczalna
najwyzsza ilo§é poprawek wynosi trzy na jednej stronie. Autor moze proponowaé
oznaczenia typograficzne przez odpowiednie okre§lenie (tekst rozspacjowany, zlozony
kursywa, czcionka gruba itp.), ale wylacznie oléwkiem. Nie nalezy stawiaé kropek
po tytulach i podtytutach, ani po skrétach takich jak: ml, em, g, kg. Dla wyrazenia
mikrograma stuzy skrét ,ung®, a nie ,v*“. Na osobnych kartkach poza tekstem pracy
nalezy umiescié: a) streszczenie polskie, b) cytowang literature, c) tablice, d) rysunki
lub fotografie wraz z objasnieniami (patrz pkt. 8 i 9), e) pelne imie i nazwisko autora
(6w), adres dle przeslania korekty i honorarium oraz skrécong wersje tytulu nie
przekraczajaca 60 miejsc literowych, przeznaczona dla umieszczenia jej nad strona-
mi tekstu pracy. Nalezy poda¢ nazwisko i adres osoby upowaznionej do przeprowa-
dzenia korekty, w przypadku nieobecnosci autora. W tekScie nalezy zaznaczy¢
oléwkiem na marginesie w przyblizeniu miejsca, w ktérych powinny byé umiesz-
czone tablice i rysunki. Prace nie odpowiadajace wymaganiom zawartym w punk-
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cie 3 zostana przepisane na koszt autora, a odpowiednia kwota zostanie potrgcona
z honorarium autorskiego.

4, Na pierwszej stronie pracy nalezy poda¢: imi¢ i nazwisko autora (-6w), tytu?
mozliwie zwiezly, ale jasno charakteryzujacy tre$¢ pracy, zaklad naukowy, w ktod-
rym wykonano prace i nazwisko kierownika zakladu, odpowiedzialnego za jego
dziatalno§¢. W interesie autora lezy, aby tytul pracy zawieral w najkrotszej for-
mie podstawowy wynik pracy, a nie tylko zagadnienie. Nalezy unikaé¢ tytuldw
w rodzaju: ,Badania nad...”. Wskazane jest podawanie juz w tytule gtéwnego wnio-
sku wynikajacego z pracy, nawet w preypadku, gdy jest on negatywny. Tytul moze
wtedy przybraé posta¢: ,Niemoznoé¢..”, lub podobnie.

5. Tekst pracy powinien skiada¢ sie z nastepujacych czesci: a) zwiezly
wstep wyjasniajgcy cel i zalozenie pracy, b) opis metod doswiadczalnych, charakte-
rystyka, pochodzenie lub sposéb preparatywnego uzyskania uzywanych chemikaliéw
oraz opis szczegélow, ktére sq potrzebne dla powtérzenia opisanych do$wiadczen
i sprawdzenia przeprowadzonych obliczen, c) opis wynikéw ujety mozliwie zwigzle
najlepiej w postaci tablic lub wykreséw, d) dyskusja o uzyskanych wynikach,
e) streszczenie lub wnioski — objetosci nie przekraczajacej 3% rozmiaréw pracy.
Streszczenie lub wnioski winny by¢ tak sformulowane, aby zawieraly, w postaci
mozliwie najbardziej zwiezlej, wyniki pracy wraz z giéwnymi danymi liczbowymi.
Whnioski winny wynikaé¢ bezpoSrednio z doSwiadczen. Wnioski posrednie mogg byé
zamieszczone w tym punkcie wylgcznie pod warunkiem wyraZnego okre§lenia, ze
maja one charakter dyskusyjny lub podobny.

6. Metody doSwiadczalne powinny byé przedstawione bardzo staran-
nie. Jezeli autor postugiwal sie znang metoda publikowang, wystarczy powolanie sig
na odnosny prace, ewentualnie oméwienie istoty danej metody. Nalezy wymienié
wszelkie, nawet pozornie niewielkie, odchylenia od pierwotnej metody; stwierdzenie,
ze postlugiwano sie odno$na metodg ,z niewielkimi modyfikacjami” nie jest do-
puszczalne,

7. Stezenie roztworow pospolitych kwaséw i zasad wyraza sie pojeciem
normalnosci (N), natomiast dla roztworé6w soli nalezy postuzyé sie pojeciem molo-
wosei (M): 0,25 N HCI, 015 M NaHoPOy. Stezenie ulamkowe nalezy wyrazi¢ syste-
mem dziesietnym, np. 0,25 N 'HCI, a nie N/4 HCl. Pojecie ,procent”, ,,%"” uzywa sig
w Scistym znaczeniu, tj. w gramach na 100 graméw roztworu. Procenty objetoSciowe
nalezy wyraza¢ symbolem ,% obj./obj.”, a procenty wagowo-objetoSciowe ,.%
wag./obj.”.

8. Poszczegdéine tablice powinny mieé¢ nagiéwek opisujgcy ich tresé.
Sens tablic powinien by¢ zrozumialy bez powolywania sie na tekst pracy. Nie jest
kecnieczne oglaszanie wszystkich liczbowych wynikéw podobnych doé$wiadczen, jezeli
poda sie warto$¢ Srednia wraz z jego ,érednim odchyleniem”, ew. liczbe indywi-
dualnych rezultatéw.

9. Rysunki i fotografie nalezy wykonywa¢ w postaci nadajgcej sig do
reprodukcji lub przerysowania. Kazdy rysunek lub fotografia winny byé przygo-
towane na oddzielnej kartce. Na odwrocie kazdego rysunku, lub fotografii nalezy
poda¢ olowkiem: nazwisko autora, pierwsze stowa tytulu pracy, kolejny numer ry-
sunku oraz pierwsze stowa legendy, ktéra ma byé umieszczona pod nim. Do rysun-
kow i fotografii nalezy dolaczy¢ wykaz (na maszynie) zawierajgcy kolejne numery
wraz z tytulami i legendg. Nalezy unikaé¢ podawania na rysunkach objasnien teksto-
wych. Na fotografiach nie nalezy dopisywaé¢ zadnych oznaczen. Je$li fotografie ta-
kich oznaczen wymagaja, nalezy umie$ci¢ je na przypigtej do fotografii kalce tech-
nicznej. Nadmierna ilo$¢ rysunkéw moze byé wykonana wylgcznie na koszt autora.
Krzywe wyrazajace zaleznoéci zbadane eksperymentalnie winny mie¢ wyraznie za-
znaczone punkty, ktérych wartosci uzyskano doSwiadczalnie,
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10. Cytowana literature nalezy wypisa¢ na oddzielnej karcie, wymieniajgc
pozycje w alfabetycznej kolejnoéci autorow. W wykazie podawaé kolejno: numer
pozycji, nazwisko autora, pierwsze litery imion, skrécony tytul czasopisma, tom
(rocznik), poczatkowsq strone artykutu i rok wydania. Np. [8] Parnas J. K., Acta Biol.
Exp. 11, 292, 1937. Jezeli cytowany artykul ma kilku autoréw, nalezy w wykazie
literatury poda¢ nazwiska i poczatkowe litery imion wszystkich autoré6w. Dla cyto-
wanych ksigzek (nie czasopism) nalezy pode¢ takze tytut ksiazki, wydawce, miej-
sce oraz rok wydania. Np. [12] Sniadecki J., O fizycznym wychowaniu dzieci, Tu-
rowski, Sanok 1855. Wykaz uzywanych skrétow czasopism podaja Roczniki Chemii
26. 497, 1952. Prace kilkakrotnie cytowane nalezy podawaé jeden raz, a wszystkie
odsytacze do tej pracy powiny mie¢ ten sam aumer. Powolanie si¢ w teks$cie na
odno$ng pozycje cytowanej literatury nastepuje przez wymienienie numeru pozycji
wykazu w nawiasie, np. [13].

11. Autora obowigzuje korekta autorska, ktérg nalezy zwracaé¢ redakcji w cia-
gu trzech dni. Nieodeslanie przeprowadzonej korekty w oznaczonym przez re-
dakcje terminie oznacza rezygnacje autora z umieszczenia pracy w biezgeym nu-
merze czasopisma. Zaleca sie wykonanie korekty oléwkiem kolorowym, barwy
odmiennej od oléwka korektora, ale nie czerwonym. Koszty spowodowane zmiang
tekstu, poza poprawa bledéw drukarskich, ponosi autor.

12. Autorowi przystuguje bezplatnie 25 egzemplarzy odbitek pracy. Zadanie
wiekszej iloSci odbitek winno byé wyrezone na piSmie, jednocze$nie ze zloze-
niem pracy w redakcji, najpdézniej przy pierwszej korekcie szpaltowej. Koszt za
dodatkowe egzemplarze ponosi autor.

13. Redakcja nie wwaza sie za uprawnionqg do przeprowadzanic jakichkolwiek
zmian w pracy bez zgody autora. Dla dokonania zmian uwazanych przez redakcje ze
celowe dwa egzemplarze pracy odsyla sie autorowi, trzeci pozostaje w aktach
redakcji.
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