POLSKA AKADEMIA NAUK
KOMITET BIOCHEMICZNY I BIOFIZYCZNY

POLISH ACADEMY OF SCIENCES
COMMITTEE OF BIOCHEMISTRY AND BIOPHYSICS

ACTA
BIOCHIMICA POLONICA

QUARTERLY

Vol. VIII
Nos. 1-4

WARSZAWA 1961
PANSTWOWE WYDAWNICTWO NAUKOWE

http://rcin.org.pl



EDITORS

Irena Mochnacka, Wlodzimierz Mozolowski

EDITORIAL BOARD

Committee of Biochemistry and Biophysics,
Polish Academy of Sciences

ADDRESS

Warszawa 64, Krakowskie Przedmiescie 26/28.
Poland

A UBpT

http://rcinkorg.pl

J
L

R —



CONTENTS
(Volume VIII, Nos. 1-4, 1961)

W. Drabikowski, The proteolytic activity of actin preparations S
Ewa Lenartowicz, The effect of low temperature upon phosphorus meta-
bolism in Galleria mellonella larvae R VA s o A I o P Y

J. Buchowicz and I. Reifer, The conversion of orotic acid to pyrimidine de-
rivatives in plant material . S, o IR v W

T. Wilczok, The transaminase activity in isolated cell structures of normal
rat liver (Aktywno$é enzyméw transaminujacych w izolowanych struk-
turach komorkowych prawidlowej watroby szczura) .

J. Oleksy, Halina Szafran and Z. Szafran, Studies on hydrolases of dlgestlve
juices. VI. Esterases of canine intestinal juice (Badania nad hydrolazami
sokow trawiennych. VI. Esterazy soku jelitowego psa) s

M. Wiewiorowski and J. Augustyniak, Studies on lupin proteins. IV. N-term-
inal amino acids in conglutin f (Z badan nad biatkiem lubinowym.
IV. N-koricowe aminokwasy w konglutynie pg) 4 2

P. Szafranski and T. Golaszewski, Further characteristics of cvtoplasmlc
nucleopeptides from the guinea pig liver

Miroslawa Weber, T. W. Szczepkowski and B. Skartynskl, The role of thio-
sulphate in the formation of sulphate in animal organism (Udzial tio-
siarczanu w powstawaniu siarczanu w organizmie zwierzecym)

K. Ostrowski, J. Komender and K. Kwarecki, Quantitative investigations on
the solubility of proteins extracted from tissues fixed with various
chemical and physical methods g

S. Angielski and J. Rogulski, The influence of kldney homogename upon the
reaction between glutathione and maleic acid (Wplyw homogenatu nerki
na reakcje glutationu z kwasem maleinowym) c

T. Chojnacki and T. Korzybski, The incorporation of “’P labelled phosphonc
esters of glycerol, choline, ethanolamine and serine into phospholipids
of guinea pigs tissues in vitro

J. M. Zgliczynski and Teresa Stelmaszynska, Sulphlmc oompounds as bxologlcal
acceptors of bivalent sulphur

J. Pawelkiewicz, B. Bartosinski and W. Walerych Enzymlc synthesxs of
light-sensitive cobalto (II) corrins

W. Niemierko, W. Drabikowski and Hanna Strzeleck&Golaszewska, A new
procedure of ultrafiltration and its adaptability in studies on binding

III

http://rcin.org.pl

35

43

55

65

11

83

89

111

123

131



of nucleotides by proteins. Passage of ATP through celopha.ne membranes
in presence and absence of protein

T. Chojnacki and Maria J. Piechowska, Blosynthes:s ot phosphohpxds in
insects. I. Incorporation of 3%!P-phosphocholine into phospholipids in
Celerio euphorbiae (Biosynteza fosfolipidow u owadow. 1. Wlgczanie
22p_fosfocholiny w fosfolipidy u Celerio euphorbiae)

T. Chojnacki, Biosynthesis of phospholipids in insects. II. Studles on the
incorporation of “?P-orthophosphate in Celerio euphorbiae moths (Biosyn-
teza fosfolipidow u owadoéw. II. Badania nad wlgczaniem %’P-ortofosfo-
ranu u motyla Celerio euphorbiae) - %

S. Angielski, J. Rogulski and Jadwiga BaSciak, Aminoaciduria induced with
maleic acid. VIII. The effect of progesterone upon the picture of intox-
ication with maleic acid in rats on galactose diet (Aminoacyduria wywo-
lana kwasem maleinowym. VIII. Wplyw progesteronu na obraz zatrucia
kwasem maleinowym szczuréw karmionych dietg galaktozowg)

M. Orlowski and A. Szewczuk, Colorimetric determination of gy -glutamyl
transpeptidase activity in human serum and tissues with synthetic
substrates

A. Szewczuk, Elzbieta Wolny, M. Wolny and T. Baranowski, A new method
for the preparation of D-glyceraldehyde-3-phosphate (Nowa metoda otrzy-
mywania D-gliceraldehydo-3-fosforanu) 3

R. Krauze, K. Naimski and K. Zakrzewski, Isolation of y- globulms by means
of zinc and aluminium salts s

K. L. Wierzchowski and D. Shugar, Photochemnstry of cytosine nucleosides
and nucleotides. 1I. R 1

W. Szer and D. Shugar, The preparation and properties of high molecular
weight polymers of N-methyluridylic acid

T. W. Szczepkowski, The role of rhodanase in metabolic formation of thio-
sulphate (Udzial rodanazy w metabolicznym powstawaniu tiosiarczanu)

T. W. Szczepkowski, Model reactions of the mechanism of rhodanase action
(Modelowe reakcje mechanizmu dzialania rodanazy)

P. Szafranski, Hanna Wehr and T. Golaszewski, Studies on protein synthesis
in the cell nuclei A I O o I R SR A

W. Drabikowski, Binding of ATP by human serum albumin in solution

Hanna Strzelecka-Golaszewska, Some properties of complexes of muscle
proteins with the nucleotides present in the muscle el

Bronislawa Morawiecka, Changes in proteins of yellow lupin (Lupinus Lu-
teus L.) during germination o AT S R T

' Paulina Wlodawer, Incorporation of %P into the phosphorus compounds of
the wax moth larvae (Galleria mellonella) .

Celina Janion and D. Shugar, Thymidine phosphorylase and other enzymes
in regenerating rat liver

WI. Ostrowski and Z. Walczak, Nucleolyt]c enzymes of Thiobacillus thio-
parus. Purification and properties of ribonuclease Gl Y

W. Szer and D. Shugar, Synthesis and physico-chemical and enzymatlc pro-
perties of 5-bromo derivatives of uridine phosphates and their polymers

J. Buchowicz, 1. Reifer and J. Makowski, Metabolism of 'C-L-carbamylas-
partic acid to pyrimidine derivatives in excised wheat blades :

v
http://rcin.org.pl

143

157

167

177

189

201

209

219

235

251

265

279
289

301

313

337

345

363

377



Maria Sarnecka-Keller, The peptide structure of proteic acids ,

R. Pakula, W, Walczak and D. Shugar, Inactivation of the streptomycin res-
istance markers of three species of bacteria by ionizing radiation

Halina Sierakowska and D. Shugar, Gross histochemical localization of tissue
NUCICASE eNZPINERIE L .0 0 . Lol i e e . it

Ludmila Szarkowska and J. Heller, Studies on coenzyme Q reduction

R. Niemiro and J. Przyjemski, The quantitative studies on rat tissues lyso-
lecithin

Daniela Barszez and D. Shugar, Radiation chemistry of nucleic acids and their
derivatives, 1. Some pyrimidines, dihydropyrimidines and hydrated py-
rimidines ST L e

http://rcin.org.pl

389

413

427
437

449

455



INDEX OF AUTHORS

Angielski S. & Rogulski J.,, The influence of kidney homogenate upon the reaction
between glutathione and maleic acid 89

Angielski S., Rogulski J. & BasSciak J., Aminoaciduria induced with maleic acid.
VIII. The effect of progesterone upon the picture of intoxication with maleic
acid in rats on galactose diet 177

Augustyniak J. sece Wiewiérowski M. 55

Baranowski T. see Szewczuk A., Wolny E. & Wolny M, 201

Barszez D. & Shugar D., Radiation chemistry of nucleic acids and their derivatives.
1. Some pyrimidines, dihydropyrimidines and hydrated pyrimidines 455

Bartosinski B. see Pawelkiewicz J. & Walerych W. 131
Bas$ciak J. see Angielski S. & Rogulski J. 177

Buchowicz J. & Reifer I, The conversion of orotic acid to pyrimidine derivatives
in plant material 25

Buchowicz J., Reifer I. & Makowski J., Metabolism of !“C-L-carbamylaspartic acid
to pyrimidine derivatives in excised wheat blades 377

Chojnacki T., Biosynthesis of phospholipids in insects. II. Studies on the incor-
poration of *’P-orthophosphate in Celerio euphorbiae moths 167

Chojnacki T. & Korzybski T., The incorporation of 3P labelled phosphoric esters
of glycerol, choline, ethanolamine and serine into phospholipids of guinea pigs
tissues in vitro 111

Chojnacki T. & Piechowska M. J., Biosynthesis of phospholipids in insects.
I. Incorporation of 3?P-phosphocholine into phospholipids in Celerio euphor-
biae 157

Drabikowski W., Binding of ATP by human serum albumin in solution 289
Drabikowski W., The proteolytic activity of actin preparations 3
Drabikowski W. see Niemierko W. & Strzelecka-Golaszewska H. 143

Golaszewski T. see Szafranski P. 65
Golaszewski T. see Szafranski P, & Wehr H, 279

Heller J. see Szarkowska L. 437

Janion C. & Shugar D., Thymidine phosphorylase and other enzymes in regener-
ating rat liver 337

i
http://rcin.org.pl



Komender J. see Ostrowski K. & Kwarecki K. 83
Korzybski T. see Chojnacki T. 111

Krauze R., Naimski K. & Zakrzewski K., Isolation of yp-globulins by means of
zinc and aluminium salts 209

Kwarecki K. see Ostrowski K. & Komender J. 83

Lenartowicz E., The effect of low temperature upon phosphorus metabolism in
Galleria mellonella larvae 15

Makowski J. see Buchowicz J. & Reifer I 377

Morawiecka B., Changes in proteins of yellow lupin (Lupinus Luteus L.) during
germination 313

Naimski K. see Krauze R. & Zakrzewski K. 209

Niemierko W., Drabikowski W. & Strzelecka-Golaszewska H., A new procedure
of ultrafiltration and its adaptability in studies on binding of nucleotides by
proteins. Passage of ATP through celophane membranes in presence and
absence of protein 143

Niemiro R. & Przyjemski J., The quantitative studies on rat tissues lysolecithin 449

Oleksy J., Szafran H. & Szafran Z., Studies on hydrolases of digestive juices.
V1. Esterases of canine intestinal juice 43

Orlowski M. & Szewczuk A., Colorimetric determination of p-glutamyl transpepti-
dase activity in human serum and tissues with synthetic substrates 189

Ostrowski K., Komender J. & Kwarecki K., Quantitative investigations on the
solubility of proteins extracted from tissues fixed with various chemical and
physical methods 83

Ostrowski Wl & Walczak Z., Nucleolytic enzymes of Thiobacillus thioparus.
Purification and properties of ribonuclease 345

Pakula R., Walczak W. & Shugar D., Inactivation of the streptomycin resistance
markers of three species of bacteria by ionizing radiation 413

Pawelkiewicz J., Bartosinski B. & Walerych W., Enzymic synthesis of light-sensi-
tive cobalto (II) corrins 131

Piechowska M. J. see Chojnacki T. 157
Przyjemski J. see Niemiro R. 449

Reifer 1. see Buchowicz J. 25

Reifer 1. see Buchowicz J. & Makowski J. 377
Rogulski J. see Angielski S. 89

Rogulski J. see Angielski S. & BaSciak J. 177

Sarnecka-Keller M., The peptide structure of proteic acids 389
Shugar D, see Barszez D. 455

Shugar D. see Janion C. 337

Shugar D. see Sierakowska H. 4217

Shugar D. see Szer W. 235

Shugar D. see Szer W. 363

ViI
http://rcin.org.pl



Shugar D. see Wierzchowski K. L. 219

Shugar D. see Pakula R. & Walczak W. 413

Sierakowska H, & Shugar D., Gross histochemical localization of tissue nuclease
enzymes 427

Skarzynski B. see Weber M, & Szczepkowski T. W. 71

Stelmaszynska T. see Zgliczynski J. M. 123

Strzelecka-Golaszewska H., Some properties of complexes of muscle proteins with
the nucleotides present in the muscle 301

Strzelecka-Golaszewska H. see Niemierko W. & Drabikowski W. 143

Szafran H. see Oleksy J. & Szafran Z. 43

Szafran Z. see Oleksy J. & Szafran H., 43

Szafranski P. & Golaszewski T., Further characteristics of cytoplasmic nucleopepti-
des from the guinea pig liver 65

Szafranski P., Wehr H. & Golaszewski T., Studies on protein synthesis in the cell
muclei 279

Szarkowska L. & Heller J., Studies on coenzyme Q reduction 437

Szczepkowski T. W., Model reactions of the mechanism of rhodanase action 265

Szczepkowski T. W., The role of rhodanase in metabolic formation of thiosulphate
251

Szczepkowski T. W. see Weber M. & Skarzynski B. 71

Szer W. & Shugar D., Synthesis and physico-chemical and enzymatic properties of
5-bromo derivatives of uridine phosphates and their polymers 363

Szer W. & Shugar D., The preparation and properties of high molecular weight
polymers of N-methyluridylic acid 235

Szewczuk A., Wolny E., Wolny M. & Baranowski T., A new method for the prepa-
ration of D-glyceraldehyde-3-phosphate 201

Szewczuk A. see Orlowski M. 189

Walczak W, see Pakula R. & Shugar D. 413

Walczak Z. see Ostrowski WI. 345

Walerych W, see Pawelkiewicz J. & Bartosinski B. 131

Weber M., Szczepkowski T. W. & Skarzynski B., The role of thiosuiphate in the
formation of sulphate in animal organism 71

Wehr H, see Szafranski P. & Golaszewski T. 279

Wierzchowski K. L. & Shugar D., Photochemistry of cytosine nucleosides and
nucleotides. II 219

Wiewiorowski M. & Augustyniak J., Studies on lupin proteins. IV. N-terminal
amino acids in conglutin g 55

Wilczok T. The transaminase activity in isolated cell structures of normal rat
liver 35

Wlodawer P., Incorporation of 3P into the phosphorus compounds of the wax
moth larvae (Galleria mellonella) 321

Wolny E. see Szewczuk A., Wolny M. & Baranowski T. 201

Wolny M. see Szewczuk A., Wolny E. & Baranowski T. 201

Zakrzewski K, see Naimski K. & Krauze R. 209
Zgliczynski J. M. & Stelmaszynska T., Sulphinic compounds as biological acceptors
of bivalent sulphur 123
VIII

http://rcin.org.pl



INDEX OF SUBJECTS

Actin preparations, proteolytic activity of (Drabikowski W.) 3

Albumin, human serum, binding of ATP by (Drabikowski W.) 289

Aluminium, and zinc salts, isolation of y-globulins by means of (Krauze R.,
Naimski K. & Zakrzewski K.) 209

Aminoaciduria, induced with maleic acid, in rats on galactose diet, effect of proge-
sterone on (Angielski S., Rogulski J. & BaSciak J.) 177

Antimycin A., ubiquinone reduction insensitive to (Szarkowska L. & Heller J.)
437

ATP, binding by human serum albumin in solution (Drabikowski W.) 289

ATP, passage through celophane membranes in presence and absence of protein
(Niemierko W., Drabikowski W. & Sftrzelecka-Golaszewska H.) 143

5-Bromo derivatives, of uridine phosphates, and their polymers, synthesis and
physico-chemical and enzymatic properties (Szer W. & Shugar D.) 363

C-L-Carbamylaspartic acid, metabolism to pyrimidine derivatives, in excised
wheat blades (Buchowicz J., Reifer I. & Makowski J.) 377

Celerio euphorbiae, incorporation of 3P-orthophosphate into phospholipids of
(Chojnacki T.) 167

Celerio euphorbiae, incorporation of 32P-phospcholine into phospholipids of
(Chojnacki T. & Piechowska M, J.) 157

Cell nuclei, protein synthesis in (Szafranski P., Wehr H. & Golaszewski T.) 279

Cobalto(II)corrins, light-sensitive, enzymic synthesis of (Pawelkiewicz J., Barto-
sinski B. & Walerych W.) 131

Coenzyme Q sce Ubiquinone

Conglutin g, N-terminal amino acids in (Wiewiérowski M. & Augustyniak J.)
55

Cytosine nucleosides and nucleotides, photochemistry of (Wierzchowski K, L,
& Shugar D.) 219

Esterases, in canine intestinal juice (Oleksy J., Szafran H. & Szafran Z.) 43

Galactose diet, effect of progesterone on aminoaciduria induced with maleic acid,
in rats on (Angielski S., Rogulski J. & Ba$ciak J.) 177

Galleria mellonella, incorporation of 3P into phosphorus compounds in (Wlo-
dawer P.) 321

IX
http://rcin.org.pl



Galleria mellonella larvae, effect of low temperature upon phosphorus metabolism
of (Lenartowicz E.) 15

y-Globulins, isolation by means of zinc and aluminium salts (Krauze B., Naim-
ski K. & Zakrzewski K.) 209

» -Glutamyl transpeptidase, determination of activity in human serum and tissues,
with synthetic substrates (Orlowski M. & Szewczuk A.) 189

Glutathione, influence of kidney homogenate upon the reaction with maleic acid
(Angielski S. & Rogulski J.) 89

D-Glyceraldehyde-3-phosphate, new method for the preparation of (Szewczuk A.,
Wolny E., Wolny M. & Baranowski T.) 201

Intestinal juice, canine, esterases of (Oleksy J., Szafran H. & Szafran Z.) 43

Tonizing radiation, inactivation of streptomycin resistance markers of bacteria
(Pakula R., Walczak W. & Shugar D.) 413

Kidney homogenate, influence upon the reaction between glutathione and maleic
acid (Angielski S. & Rogulski J.) 89

Liver, guinea pig, cytoplasmic nucleopeptides from (Szafranski P. & Golaszew-
ski T.) 65 j

Liver, rat, thymidine phosphorylase and other enzymes in regenerating (Janion C.
& Shugar D.) 337

Liver, rat, transaminase activity in isolated cell structures of (Wilczok T.) 35

Lupin proteins, N-terminal amino acids in conglutin g (Wiewidrowski M.
& Augustyniak J.) 55

Lupinus Luteus L., changes in proteins during germination (Morawiecka B.) 313

Lysolecithin, in rat tissues (Niemiro R. & Przyjemski J.) 449

Maleic acid, effect of progesterone on aminoaciduria induced with, in rats on
galactose diet (Angielski S., Rogulski J. & Basciak J.) 177

Maleic acid, influence of kidney homogenate upon the reaction with glutathione
(Angielski S. & Rogulski J.) 89

N-Methyluridylic acid, high molecular weight polymers of, preparation and pro-
perties of (Szer W. & Shugar D.) 235

Muscle proteins, properties of complexes of, with nucleotides present in the muscle
(Strzelecka-Golaszewska H.) 301

Nucleases, gross histochemical localization of, in tissue (Sierakowska H. & Shu-
gar D.) 427

Nucleic acids, and their derivatives, radiation chemistry of (Barszcz D. & Shu-
gar D.) 455

Nucleopeptides, cytoplasmic, from guinea pig liver (Szafranski P. & Golaszew-
ski T.) 65

X
http://rcin.org.pl



Nucleotides, binding of, by proteins; a new procedure of ultrafiltration (Nie-
mierko W., Drabikowski W, & Strzelecka-Golaszewska H.) 143

Nucleotides, present in muscle, properties of complexes with muscle proteins
{Strzelecka-Golaszewska H.) 301

Orotic acid, conversion to pyrimidine derivatives in plant material (Buchowicz J.
& Reifer L) 25

¥2p_Orthophosphate, incorporation into phospholipids, in Celerio euphorbiae (Choj-
nacki T.) 167

d2p-Phosphocholine, incorporation into phospholipids in Celerio euphorbiae (Choj-
nacki T. & Piechowska M. J.) 157

Phospholipids, incorporation of “’P-labelled phosphoric esters of glycerol, choline,
ethanolamine and serine, in guinea pig tissues in vitro (Chojnacki T.
& Korzybski T.) 111

Phospholipids, incorporation of %P-orthophosphate into, in Celerio euphorbiae
(Chojnacki T.) 167

Phospholipids, incorporation of 9%P-phosphocholine into, in Celerio euphorbiae
{Chojnacki T. & Piechowska M. J.) 157

32p-Phosphoric esters of glycerol, choline, ethanolamine and serine, incorporation
into phospholipids, in guinea pig tissues in vitro (Chojnacki T. & Korzyb-
ski T.) 111

Phosphorus compounds, incorporation of P into, in wax moth larvae (Wloda-
wer P.) 321

Phosphorus metabolism, effect of low temperature upon, in Galleria mellonella
(Lenartowicz E.) 15

Photochemistry, of cytosine nucleosides and nucleotides (Wierzchowski K. L.
& Shugar D.) 219

Progesterone, effect in aminoaciduria induced with maleic acid, in rats on galactose
diet (Angielski S., Rogulski J. & Basciak J.) 177

Proteic acids, in urine, peptide structure of (Sarnecka-Keller M.) 389

Protein, synthesis in the cell nuclei (Szafranski P., Wehr H. & Golaszewski T.)
279

Proteins, extracted from tissues fixed with various chemical and physical methods,
solubility of (Ostrowski K., Komender J. & Kwarecki K.) 83

Proteins, lupin, N-terminal amino acids in conglutin g (Wiewiérowski M. & Augu-
styniak J.) 55

Proteins, muscle, properties of complexes of, with nucleotides present in the muscle
(Strzelecka-Golaszewska H.) 301

Proteins, yellow lupin, changes during germination (Morawiecka B.) 313

Pyrimidine derivatives, conversion of orotic acid to, in plant material (Bucho-
wicz J. & Reifer 1.) 25

Pyrimidine derivatives, metabolism of !C-L-carbamylaspartic acid to, in excised
wheat blades (Buchowicz J., Reifer I. & Makowski J.) 377

Pyrimidines, dihydropyrimidines and hydrated pyrimidines, radiation chemistry of
(Barszez D. & Shugar D.) 455

XI

http://rcin.org.pl




Radiation chemistry, of nucleic acids and their derivatives (Barszez D. & Shu-
gar D.) 455

Rhodanase, in metabolic formation of thiosulphate (Szczepkowski T. W.) 251

Rhodanase, model reaction of the mechanism of action (Szcezepkowski T, W.) 265

Ribonuclease, purification and properties of, in Thiobacillus thioparus (Ostrow-
ski W. & Walczak Z.) 345

Serum albumin, binding of ATP by (Drabikowski W.) 289

Serum, human, determination of y-glutamyl transpeptidase activity with synthetic
substrates (Orlowski M. & Szewczuk A.) 189

Streptomycin resistance markers, inactivation of, by ionizing radiation (Pakula R.,
Walczak W. & Shugar D.) 413

Succinic dehydrogenase, ubiquinone reduction by (Szarkowska L. & Heller J.)
437

Sulphinic compounds, as biological acceptors of bivalent sulphur (Zgliczyn-
ski J. M. & Stelmaszynska T.) 123

Thiobacillus thioparus, purification and properties of ribonuclease in (Ostrow-
ski W. & Walczak Z.) 345

Thiosulphate, in formation of sulphate, in animal (Weber M., Szczepkowski
T. W. & Skarzynski B.) 71

Thiosulphate, rhodanase in metabolic formation of (Szczepkowski T. W.) 251

Thymidine phosphorylase, and other enzymes in regenerating rat liver (Janion C.
& Shugar D.) 337

Transaminase, activity in isolated cell structures of normal rat liver (Wilezok T.)
35

Ubiquinone, reduction by succinic dehydrogenase (Szarkowska L. & Heller J.)
437

Ultrafiltration, a new procedure of, in studies on binding of nucleotides by proteins
(Niemierko W., Drabikowski W. & Strzelecka-Golaszewska H.) 143

Uridine phosphates, 5-bromo derivatives of, and their polymers, synthesis and
physico-chemical and enzymatic properties of (Szer W. & Shugar D.) 363

Wheat blades, excised, metabolism of !C-L-carbamylaspartic acid to pyrimidine
derivatives in  (Buchowicz J., Reifer I. & Makowski J.) 377

Zinc, and aluminium salts, isolation of y-globulins by means of (Krauze R.,
Naimski K. & Zakrzewski K.) 209

http://rcin.org.pl



A O A BIOCHTIMICA POLONTICA

Vol. VIII 1961 No. 1

W. DRABIKOWSKI

THE PROTEOLYTIC ACTIVITY OF ACTIN PREPARATIONS

Department of Biochemistry, Nencki Institute of Experimental Biology, Warsaw
Head of the Department: Prof. Dr. W. Niemierko

In the course of our investigations dealing with the actin ability to
bind nucleotides it was observed that actin underwent hydrolysis on
storage in a slightly acid medium. The process seemed to be the enzymatic
one, since it did not occur when actin was heat denaturated. Several
authors reported earlier the presence in actin preparations of enzymes
such as creatine phosphokinase [11, 18, 6, 3], deaminase [10, 3] and
myokinase [17, 3]. They also described some attempts to separate these
enzymes from actin [11, 6, 3]. The proteolytic activity of actin itself,
however, had not been demonstrated, as yet. Thus we wanted in our
experiments to investigate some properties of the enzyme responsible for
the actin hydrolysis, as well as to establish which of the known methods
for actin purification allows to obtain actin preparations free from the
proteolytic activity.

MATERIAL AND METHODS

Actin was obtained from rabbit muscles. The muscle pulp was extrac-
ted with salt solutions according to Tsao and Bailey [19] and the muscle
powder was prepared of the residue in one of the following ways: treat-
ment with butanol followed by acetone [19] — such a powder is further
called “the butanol powder” or treatment with acetone only [3] — “the
acetone powder”. Materials of both kinds were extracted with water (if
not mentioned otherwise). The actin preparations obtained from the
acetone powder corresponded to those yielded by classical Straub’s pro-
cedure [3], and they have been designated in this paper as “crude actin”.

The purification of these preparations by precipitation with ma-
gnesium ions was carried out according to Barany et al. [3]. The ultra-
centrifugation of actin was performed after Mommaerts [12] in the
preparative Spinco ultracentrifuge type L.

http:/ggin.org.pl



4 W. DRABIKOWSKI [2]

The KCI (2%) extracts of rabbit muscles dialysed against the same
KCI solution, according to Snoke and Neurath [16], served as check pre-
parations of muscle proteinase. Myosin was prepared according to Perry
[14] and tropomyosin according to Bailey [1]. The human serum albumin
(the Cohn 5-th fraction) and the human haemoglobin were provided by
the Institute of Haematology, Warsaw.

The acetate or sometime citrate buffer was used when the enzymatic
activity was followed in an acid medium, while the glycine buffer was
zpplied to keep an alkaline pH.

The actin solutions were incubated with buffer (final p==0.1) toluen
being added as antiseptic. The enzymic reaction was stopped usually by
addition of 60%, perchloric acid in an amount equal to 0.1 of the volume
of the incubation mixture. After removing of the precipitated protein
by centrifugation the optical density was measured in the supernatant
at 280 mp in Unicam spectrophotometer. The increase in optical density
at this wave length calculated for 1cm. cuvette was considered as the
measure of the enzyme activity. This enabled to eliminate the influenoce
of the adenine nucleotides, present in actin and liberated during the
deproteinization, upon the extinction at 280 mu. In some experiments the
increase in non protein nitrogen was also determined by micro-Kjeldahl
method. The value of AE,, calculated per 1g. protein was considered as
the enzyme specific activity. The initial amounts of actin, as well as of
other proteins, and sometimes also those of the undecomposed proteins
precipitated with perchloric acid, were determined by the biuret method
according to Gornall et al. [7] or by the micro-Kjeldahl method. The
nucleotide content in actin was calculated from the pentose determina-
tions according to Mejbaum [11a].

RESULTS

The pH value about 3.9 was found to be the optimum for the activity
of the proteolytic enzyme present in actin preparations (Fig. 1). This pH
optimum corresponded to that found by Snoke and Neurath [16] for the
muscle proteinase. Koszalka and Miller [9] found a second pH optimum
for muscle proteinase at pH 9. It could be demonstrated in the present
investigation that actin preparations at this pH were not active.

Fig. 2 presents the spontaneous splitting of actin during its storage at
pH 3.9 both at 37° and 0°. The rate of the hydrolysis decreases gradually
and after several hours of incubation at 37° the hydrolysis is stopped
completely. The rate of the hydrolysis was considerably lower at 0° and
its inhibition was observed only after several days. After cessation of the
reaction the quantity of protein in perchloric acid precipitates was lower
by 40 to 50 per cent as compared to the initial value.
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It should be assumed that the inhibition of the actin proteolysis was
not due to the enzyme inactivation at pH about 4, since the actin prepara-
tions autolyzed for a long period of time still showed high proteolytic
activity towards haemoglobin, when added (Table 1).

B

e X

. 7 B

B

L F %

X *

- \
il | | Il
2 3 4 5

PH

Fig. 1. Optimum pH of auto-
lytic splitting of actin. 5 ml.
samples of actin solution (wa-
ter
powder”) were incubated 3 hrs.
in citrate buffer at various
pH, at 37°. Reaction was stopp-
ed by addition of 0.5 ml. 60"
perchloric acid, and the opti-
cal density at 280 mp was de-
termined in the supernatants

extract from “butanol

7

i

L 1 1 L 1 1 1 N | iy
1 § g 7 9 R i O R

Time of incubation (days)

Fig. 2. Autolysis of actin. Actin (water extract
from “butanol powder”) was incubated in acetate
buffer, pH 4.0, at 0° or at 37°. At various
time intervals 5 ml. samples (each containing
8.5 mg. of actin) were deproteinized by addition
of 0.5 ml. 60% perchloric acid, and the optical
density at 280 mp was determined in the super-
natants

Trichloroacetic acid precipitated the amounts of unhydrolyzed actin

equal to those as perchloric acid did. Thus it might be supposed that
molecular weight of the hydrolysis product present in the supernatant
was lower than 4000 [5]. When actin was incubated at 0° it was possible,

Table 1

The inactivation of actin-proteinase at pH 3.9

Actin (water extract from ‘‘butanol powder”) was incubated in acetate buffer at pH 3.9 : A —
at 00, B — at 370. Control sample remained during this time at pH 7.0, at 00, After 3 days
autolysis haemoglobin was added, and all samples were further incubated during 20 hrs. at 37°©
at pH 39. Volume of the samples 5ml. Reactlon was stopped by addition 0.5 ml. % per-

chloric acid and the optical density at 280 mu was determined in supernatants

Preincubation Incubation with haemoglobin
| | . i
Sampl |
mple D, l pH AEss0 ‘ enzymu; activity |
|
Control 0° 7.0 1.230 ! 100
0° 3.9 1.160 95
37° 39 0.960 ) 78
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after precipitation of the actin by TCA, to precipitate from supernatant
some peptides by means of molybdic acid (2.5%0 solution of ammonium
molybdate in 3 N-H;SO; were used). The amount of such peptides de-
pended upon the pH at which the autolysis was carried out. At pH 4 it
was much lower than after incubation at pH 25. Thus it might be
admitted that the degradation of protein at pH close to the optimum one
was running further and yielded low peptides precipitable with molybdic
acid (Fig. 3).

The rate of the actin hydrolysis by the investigated enzyme was
rather low. Yet it was of the same order as that of the autolysis of the
sarcoplasmic muscle proteins. The specific activity of the “crude actin”

40— pH 3.9
Sl pH2s 5
$ i pHAT
2 201
T 11N
*+— RN O
I
NN NN K
SNN BN &8
e Y 4 Ak N 1. 4 "7

Time (days)

Fig. 3. The size of the peptide molecules formed during the autolysis of actin at
various pH. The heights of the columns indicate the percentage of the content of
decomposed protein, nonprecipitated with perchloric acid, after incubation. The
dark areas of the columns show that part of splitting products which were precipi-
table with molybdic acid. Actin (water extract from “butanol powder”) was incuba-
ted at 0° in acetate buffer at pH 3.9 and 4.7, or after acidification with HCI1 at pH 2.5.
At various time intervals 5ml. samples (each containing 9.9 mg. of actin) were
deproteinized by adding 0.5 ml. 60° perchloric acid. After centrifugation, the optical
density at 280 mp was determined in the supernatants and the amount of protein
was estimated in the precipitates. To 3 ml. samples of the supernatants 1 ml. solu-
tion of 2.5% (NH;)sMoOy in 3.0N-H»SO, was added and in the precipitates, separated
by centrifugation, the biuret reaction was done

in experiment presented in Table 4 was 0.0363, while that of the pro-
teinase present in 2% KCl extract deriving from the same rabbit muscle
pulp was 0.0345, both performed under identical conditions.

The analogous experiments performed on other muscle proteins such
as myosin and tropomyosin did not reveal any proteolytic activity in
these proteins. The addition of myosin to the actin preparation did not
exert any appreciable influence upon the rate of hydrolysis. The serum
albumin, however, lowered considerably the reaction rate when added
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Fig. 4. The hydrolysis of various proteins by the proteinase present in actin. Actin
(water extract from “butanol powder”) was incubated at 37° with addition of
various proteins, mnative or denaturated. Final volume 5ml. (0), actin alone
(16.6 mg.); (0), actin + 11.1 mg. native haemoglobin; (&), actin + 11.1 mg. heat
denaturated haemoglobin; (X), actin + 12.8 mg. myosin; (A), actin + 8.2mg. native
serum albumin; (4), actin + 8.2 mg. heat denaturated albumin. Denaturation was
carried out by heating the solutions of the proteins in acetate buffer at pH 4.0
in the boiling water bath during 10 min. At various time intervals the samples
were deproteinized by addition of 0.5 ml. 60% perchloric acid and the optical density
at 280 mp was determined in the supernatants
Fig. 5. The influence of activators and inhibitors on the proteolytic activity of actin.
Actin (water extract from “butanol powder”) was incubated at 37° in acetate buffer,
pH 3.9 in the presence of one of the following substances:

A. (D) 5.10— M-KCN B. (X) 1.10—3m-cysteine
(X) 1.10—2 M-DFP (A) 1.10—3*m-glutatione
(A) 1.10—2M-Fe (NHy)»(SOy)» (O) 1.1n—* m-iodoacetic acid
(@) Actin alone (A) 1.10—2*M-CuSOy4

(O) 1.103m-EDTA
(®) Actin alone
Each 5ml. sample contained Each 5ml. sample contained
141 mg. actin 11.7 mg. actin
At various time intervals the samples were deproteinized by addition of 0.5ml.
60°% perchloric acid. After centrifugation, the optical density at 280 mp was deter-
mined in the supernatants and the amount of protein was estimated in the preci-
pitates. Ordinate: upper part, the increase of optical density in the supernatants;
lower part, the decrease of amounts of protein in the precipitates
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either native or heat denaturated (Fig. 4). The most suitable substrate for
the studied proteinase was haemoglobin, its degradation rate being the
highest.

The muscle proteinase investigated by Snoke and Neurath [16] was
activated by Fe?* ions. We have also observed a higher increase in optical
density at 280 mu when Fe2* ions (Fe (NH;); (SO;), or FeCly) were present
than without them (Fig. 5). This activation, however, seemea to be untrue
since the amounts of undecomposed protein precipitated with perchloric
acid were in the samples with Fe?* the same or even somewhat higher
than in the control. The determination of nitrogen in the supernatants
confirmed the lack of activation in the presence of ferrous ions. (For
instance, in one experiment the increase in optical densities at 280 mu
was for the samples with FeCly 1.625 and for the control 0.169 only,
whereas the amount of decomposed protein found in supernatant corres-
ponded to 0.91 mg. and 1.02 mg, protein, respectively). In view of the easy
oxidation of Fe?* to Fe3* ions which show an absorption in UV all the
samples examined for the effect of iron were always determined against
blanks containing ferrous ions incubates under identical conditions. The
higher increase in optical density observed during incubation of protein
with Fe?* was due, perhaps, to the higher rate of the oxidation of ferrous
ions in the presence of protein.

Table 2

The influence of ATP concentration on the autolytic activity of actin

Actin (water extract from ‘‘butanol powder”) was incubated at 0° in acetate buffer, pH 3.6,

with various amounts of ATP. Two ml. samples (containing 3,3 mg. of actin) was deproteinized

with perchloric acld. After removing of the precipitate the volume was adjusted to 5ml. and
the optical density at 280 mu was determined

o i _!_ Incubation time | Nucleotides (umoles/g. protein) o
mple : {
P (days) | present in actin I added il
I ; 7 62 | S l 0.202
‘ 9 62 — 0.220
I 7 62 | 72 0.188
, 9 Lo telp 7 0.178
111 7 62 144 0.185
| 9 62 144 0.200
v | 7 g 62 216 ' 0.200

The proteinase present in the actin preparations was activated by
CN ions as well as by cysteine and glutathione and by EDTA. Diiso-
propylfluorophosphate (DFP) inhibited the proteolytic activity to a slight
degree only, while a considerable inhibitory effect was exerted by mo-
noiodoacetic acid and by CuSO, (Fig. 5).

The influence of the ATP concentrations upon the proteolytic activity
was investigated since the actin preparations contained always some
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Table 3

The influence of repeated precipitation of actin at the isoelectric point on its autolytic
activity

The solution of ‘‘crude actin’’ was precipitated using acetate buffer at pH 4.7. After centrifuga-

tion the precipitate was dissolved using few drops of 5% NaHCO;. The volume was adjusted

to the initial value and the precipitation procedure was repeated. Four ml. samples were

incubated at 37° In acetate buffer at pH 4.1 during 17 hrs, Afterwards 1 ml. water was added

and the reaction was stopped by addition of 0.5 ml. 60% perchloric acld. After centrifugation
the optical density at 280 mu was determined in the supernatants

1}
]

| ; ABs0 ‘ Protein in the ’ Specific activi- | Nucleotide re-
| in the sainple sample | ty (/JEzs(')/mg. ‘ maining

(mg.) i protein) (%) I
gt Oo S b B R ot CHste e ) [ Pk G g ST TR
Crude actin , 0.100 15.7 0.0064 ! 100.0 f
Precipitated once 0.073 13.9 . 0.0053 ; 54.5 ,
Precipitated twice 0.084 13.3 0.0063 . 38.7 '
|
| |

Precipitated three times 0.059 11.0 0.0054

33.0

adenine nucleotides. It could be seen in Table 2 that no effect upon the
autolytic activity of the actin preparations was observed when ATP was
added to the reaction mixture, nor when its concentration was lowered
(Table 3).

Table 4

The influence of various methods of purification of actin on its autolytic activity

I. Actin from ‘‘the acetone powder”: A — crude water extract, B — water extract purified by
threefold precipitation with 0.025 M-MgCl, [3]. II. Actin from ‘‘the butanol powder?”: A —
water extract, B — 307 aceton, ATP and ascorbic acid extract, precipitated at isoelectric point
and dialysed against ATP and ascorbic acid solution [19]. Crude actin (IA) was centrifuged
after polymerisation during 2 hrs. at 105000 ¢ [12]. The pellets were dissolved in 0.1 M-KCl.
5ml. samples were incubated at 37° in acetate buffer at pH 4.0. The reaction was stopped by
addition of 0.5 ml. 60% perchloric acid, and after centrifugation the optical density at 280 mu
was determined in the supernatants

f 1 | Specific E ! |
: ' lncu})atlon A Protein in the activity f Enz.yl.mc ‘
Actin preparation time in the sample sample | (AEyg0/mg. | activity l
(hours) (mg.) protein ) | (%) i
. ;
1A | 24 0.522 ! 14.5 00363 | 100
B [ 2 0.145 | 16.5 0.0088 24 |
1A | 24 0.522 11.0 0.0473 | 131
B 24 | 0705 146 | 0.0485 133 |
|
1A 18 0.155 152 | 00102 100 !
TA ultracentri- 18 0.128 14.8 0.0086 84 l
fuged once |
IA ultracentri- 18 0.061 109  0.0056 55
fuged twice ! ‘
\ 1
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It seemed to be of interest to investigate whether it was possible to
remove the autolytic activity from the actin preparations during their
purification. The repeated precipitation of actin at its isoelectric point
(pH 4.7) resulted in an only insignificant decrease of the activity although
nucleotides contained in actin were removed to a considerable degree
under such conditions (Table 3).

The effects of some other methods of the actin purification upon its
autolytic activity are presented in Table 4. All activities were referred to
the activity of “crude actin”, i.e. that of the water extract from “acetone
powder”. As it was shown in Table 4 the method of actin purification
after Tsao and Bailey [19] resulted even in some increase of activity what
might be due to the withdrawal of some part of the enzymically innert
material. The method of Mommaerts [12] consisting in ultracentrifuga-
tion of the F-actin allowed to decrease the autolytic activity, to a smaller
degree, however, than did the method of Barany et al. [3] consisting in
the precipitation of F-actin with magnesium ions.

DISCUSSION

Several authors have shown that the actin preparations contained
various enzymes bound to them and deriving from the protein fraction
extracted with salt solutions of low ionic strength from muscles. There
is no consistence, however, in opinions concerning the possibility of the
separation of these enzymes from actin, Lubimowa and Popowa [11] have
easily succeeded in removing creatine phosphokinase activity by precipi-
tation of actin at its isoelectric point, whereas Szorenyi and Degtar [18]
as well as Feuer and Wollemann [6] have reported that creatine phospho-
kinase was bound very tightly to actin. Szent Gyorgyi [17] has stated
that myokinase, contrary to deaminase, was not liberated by isoelectric
precipitation. Barany et al. [3] have succeeded, however, in withdrawal
of the activities of all these enzymes by means of repeated precipitation
of F-actin with MgCl,, while ultracentrifugation applied by these authors
according to Mommaerts [12] resulted only in a partial removing of the
creatine phosphokinase activity.

Using several methods of actin purifications, we were able to state
that the proteolytic activity was very strongly bound to this protein.
Only an insignificant decrease in this activity was obtained by the preci-
pitation of actin at its isoelectric point. The Tsao and Bailey method [19]
allowing to obtain electrophoretically homogenous, tropomyosin-free,
preparations of actin led in our experiments even to a slight increase in
autolytic activity. The ultracentrifugation of F-actin lowered only
partially the proteinase activity. The best purification, however, was
obtained when method of Barany et al. [13] was applied.
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It was of interest that this enzyme was bound to actin so tightly,
whereas none of the other structural muscle proteins revealed any proteo-
lytic activity. Nardone [13] has reported some observations on the distri-
bution of proteolytic enzymes in various fractions of muscle proteins. On
the contrary to the data presented by Snoke and Neurath [16] and to the
results obtained in the present paper, Nardone has not found any cathe-
psin activity in the fraction extracted with solutions of low ionic strength.
A proteolytic activity found by Nardone in the myosin fraction was
probably due to the presence of actin in his preparations of myosin
because the method applied by Nardone (extraction with Weber-Edsall
solution for 2 hours) led to the extraction of some actomyosin and not of
pure myosin. Therefore, the preparations obtained by Nardone might
exhibit some proteolytic activity, due to the presence of actin, because
pure myosin did not contain any proteolytic enzyme as it was proved
by the present observations.

Muscle proteinases have been rather scarcely investigated, as yet.
The enzyme we have found in actin corresponded in its optimum pH
value to that discovered by Balls [2] and isolated by Snoke and Neurath
[16] from the fraction of muscle proteins soluble at low ionic strength.
Cathepsins present in stomach juice, as well as in pepsin preparations,
were also characterized by nearly the same optimum pH [4, 8, 15]. The
Balls muscle proteinase was resistant to CN— [2], while we have observed
a very distinct activation of the enzyme in the presence of these ions
just as it has been found with other cathepsins [4, 8, 15].

The enzyme we have found in actin was not inhibited with
10—2 M-DFP behaving in this aspect like papain [8]. The enzyme activita-
tion by cysteine and glutathione as well as its inhibition by iodoacetate
and Cu’* ions proved that it belonged to typical enzymes requiring free
SH groups for their action.

According to Snoke and Neurath [16], as well as to Koszalka and
Miller [9], the muscle proteinase was activated by Fe?* ions. This activa-
tion, however, seems to be apparent, and it was probably due to some
difference in the oxidation rate of Fe?* to Fe’* between the samples
containing the enzyme and the blank ones without protein. The parallel
measurements of the increase in optical density at 280 mu in the super-
natants and of the decrease in protein content proved that Fe?* ions did
not increase and even somewhat diminish the rate of protein degrada-
tion by the examined proteinase.

The proteinase present in actin split the muscle proteins at a rather
low rate. Our results have been consistent with the observations of other
authors [9, 16] that the rate of haemoglobin degradation by muscle
proteinase was considerably higher than that of the muscle proteins.
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It may be noted that the addition of serum albumin, both native and heat
denaturated, to actin decreased considerably the reaction rate. It should
be elucidated whether this phenomenon was due to the presence of some
proteolysis inhibitor in albumin.

The actin degradation at pH about 4 is delayed after some period of
time, but this phenomenon is not due to the enzyme inactivation since the
enzyme incubated even for several days at 37° and pH 3.9 retained its
nearly unaltered activity towards haemoglobin added (Table 1). Snoke
and Neurath [16], however, stated that the activity of the muscle pro-
teinase decreased as much as by 31% after 1 hour incubation at pH 4.

Some part of the products of actin hydrolysis appears to be substances
of a rather high molecular weight. Perchloric acid does not precipitate
them but molybdic acid does so. The content of such peptides is higher
when the reaction has been carried out at pH 2.5. Some other authors
have also observed the occurrence of some intermediates of a high
molecular weight on the action of proteolytic enzymes at low pH [8].

It seems possible that the proteolytic activity bound so tightly to actin
might modify somewhat its properties in acid pH values. It is generally
admitted that the loss of the specific properties of actin (the ability to
polymerize and to combine with myosin) on precipitation at isoelectric
point (pH 4.7) is due to the removal of the nucleotides contained in actin.
The results of this work do not exclude, however, another possibility,
namely that the irreversible loss of those properties at pH 4.7 may be
due to an even slight proteolysis caused by the proteinase acting at
this pH. This problem will be the object of further studies.

I wish to thank Prof. W. Niemierko for advice and criticism in the
course of this work, and Mrs. A. Jurowska and Mgr. L. Nowak for
technical assistance.

SUMMARY

The presence of a proteolytic enzyme strongly bound to actin was
demonstrated. The method of actin purification after Tsao and Bailey [19]
led even to a slight increase of the enzyme activity. The precipitation at
isoelectric point did not result in any loss of proteolytic activity. The
ultracentrifugation of F-actin according to Mommaerts [12] allowed to
withdraw partially the proteinase. The best method for actin purification,
however, seemed to be the precipitation with Mg2?* ions [3].

The proteolytic enzyme present in actin is characterized by pH
optimum 3.9. KCN, EDTA, cysteine and glutathione do activate the
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enzyme. Fe?* ions do not activite the proteolytic activity, while DFP
inhibited it only to a very slight degree. Monoiodoacetic acid and Cu?*
ions appeared to be strong inhibitors of the proteinase. Haemoglobin was
split at the highest reaction rate as compared to such substrates as myosin
and actin itself. The proteolytic activity of actin was decreased in the
presence of serum albumin.
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PROTEOLITYCZNA AKTYWNOSC PREPARATOW AKTYNU

Streszczenie

W preparatach surowego aktynu wykazano obecnosé¢ silnie zwigzanego
z nim enzymu proteolitycznego. Metoda oczyszczania aktynu wg Tsao
i Bailey’a [19] prowadzi nawet do niewielkiego zwigkszenia aktywnosci
enzymu. Stracenie w punkcie izoelektrycznym nie pozbawia aktynu ak-
tywnosci proteolitycznej. Ultrawirowanie F-aktynu wg Mommaertsa [12]
pozwala na cze$ciowe usuniecie proteinazy, najlepsza jednak wydaje sie
by¢é metoda oczyszczania aktynu przez stracanie jonami magnezu [3].
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Proteolityczny enzym obecny w aktynie posiada optimum dzialania
w pH 3.9. KCN, EDTA, cysteina i glutation aktywuja enzym. Jony Fe2*
nie aktywuja proteinazy, a DFP hamuje ja w bardzo nieznacznym stopniu.
Silnymi inhibitorami enzymu sa kwas monojodooctowy i jony Cu?*. Z ba-
danych bialek: — aktyn, miozyn, hemoglobina — najszybciej ulega roz-
kladowi ta ostatnia. W obecno$ci albuminu surowicy proteolityczna ak-
tywnosé aktynu jest zmniejszona.

Otrzymano 17.3.1960
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It was observed earlier in this laboratory (S. Niemierko, unpublished
data) that when Galleria mellonella larvae were kept at a low tempera-
ture the content of inorganic phosphate in the body highly increased.
Thus it seemed to be of interest to elucidate the source of the additional
orthophosphate and to follow the influence of low temperature upon the
content of other acid soluble phosphorus compounds in these animals.

The influence of low temperature upon phosphorus metabolism in
insects was not investigated as yet, whereas it was stated in homoiothermic
animals that ATP and sometimes phosphocreatine were split off on chil-
ling [1, 8, 16, 20].

MATERIAL AND METHODS

Wax moth larvae (Galleria mellonella L.) were bred at 30°, the
optimum temperature for this species. The experiments were performed
on fully grown larvae, weighing 150 to 200 mg. The effect of chilling was
investigated at 4°, 0° and -6°. Three to six parallel experiments of each
kind were performed. The tested groups of larvae were composed of
10 to 100 individuals depending on the amount of material which was
necessary for analyses.

The rather high resistance to low temperature of the wax moth was
stated in preliminary experiments. Thus, 50% of the larvae survived
5 days at 0°, 24 hours at -4° and 8 hours at -6°. The majority of the
larvae returned to their normal state and underwent metamorphosis when
transferred again to 30° after the chilling pericds slightly shorter than
those mentioned above.

The larvae were extracted with 10°% TCA (trichloroacetic acid) at 0°
(10 ml. of 10°% TCA per ten individuals). In the extract there were
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estimated inorganic phosphate, phosphates split off after 1 minute,
10 minutes and after 3 hours hydrolysis with 1 N-HC1 at 100°, as well as
the total amount of the acid soluble phosphorus after digestion with
concentrated HNO3 and H,SO, [12]. The difference between the total
amount of the acid soluble phosphorus and that of inorganic phosphorus
contained in the sample after 3 hours of hydrolysis gave the value for
the phosphorus of compounds which did not liberate orthophosphate on
hydrolysis (“non-hydrolysable phosphorus compounds”). Orthophosphate
was determined according to the Fiske and Subbarow method [9].

The fraction of ‘“non-hydrolysable phosphorus compounds” was further
examined by means of chemical methods, as well as by column chromato-
graphy.

Chemical methods. In order to isolate “non-hydrolysable phosphorus
compounds” the TCA extract was hydrolysed for 3 hours with 1 N-HCI
at 100°, following which the whole orthophosphate was precipitated with
calcium salts according to Fiske and Subbarow [10]. Thus only “non-
-hydrolysable compounds” remained in the solution. They was separated
after Umbreit et al. [17] into three following fractions: 1) water insoluble

Ba salts
(dissolved in 0.5 N.HCI)

I = HzSO4
l
v
Precipitate Solution 1
BaSO4
(discarded) « (CH3CO0),Hg
. i
Precipitate
insoluble <« H,S
Hg salts
Precipitate Solution II
HgS,; Hydrolysed
(discarded) ' in 1 N.NaOH
43 hrs. 100°
Solution III
«~—HJO4

(according to[3})

3
Solution IV
Scheme of fractionation of phosphorus compounds giving water soluble, alco-
hol insoluble barium salts. After Kaplan and Greenberg [11], slightly modified
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barium salts, 2) water soluble, alcohol insoluble barium salts, and 3) water
and alcohol soluble barium salts.

The second fraction was further separated after Kaplan and Green-
berg [11] according to the scheme given. The following groups of com-
pounds were estimated:

1. Compounds producing the insoluble mercury salts — calculated
from the difference between the total phosphorus contents of the
solutions I and II.

2. The sugar phosphates — calculated from the amount of ortho-
phosphate in solution III.

3. Glycerophosphates — calculated from the difference between the
amounts of orthophosphate in the solution IV and IIIL

4. Other phosphorus compounds — calculated from the difference
between the total and the inorganic phosphorus in the solution IV.

Chromatographic procedure. The TCA extract of the larvae was
heated at 100° for 4 hours and the trichloroacetic acid was removed by
repeated extraction with ether. The solution, adjusted to pH 8 with am-
monium hydroxide, was fractionated on the column filled with Amberlite
IRA 400 (formate form). The gradient elution with formic acid was per-
formed; the applied concentrations of the acid was from 0.05N up
to 2 N; finally, the column was eluted with 2 N-ammonium formate;
fraction volume was 15ml. In each of the fractions orthophosphate and
total phosphorus were determined which enabled to calculate the amount
of the organic phosphorus compounds.

The fractions corresponding to individual “peaks” were combined to-
gether. In order to identify the compounds present in these fractions
some qualitative tests were performed (ninhydrine and anthrone reactions
and alkaline hydrolysis), as well as an ascending paper chromatographic
separat‘on was made. The following 3 solvent systems were empolyed
in each cage: 1) methanol - formic acid - water (16 :3 : 1) [2], 2) ethanol -
acetic acid - water (83 :1 :16) [6], and 3) acetic acid - ethyl acetate - water
(3:3:1) [18]. Whatman No. 1 filter paper was used. Chromatograms were
developed for 18 hours. Phosphorus containing spots were detected
according to Bandurski and Axelrod [2].

RESULTS

Changes in the content of acid soluble phosphorus compounds

It can be seen from Table 1 that under influence of low temperature
an increase in inorganic phosphate in the larval body takes place, while
the content of “non-hydrolysable compounds” (P,,) appears to decrease,
indicating thus that some splitting of these compounds does occur.

2
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Although the variations in the “non-hydrolysable compounds” content
found in different experiments are considerable (as indicated by values
for standard deviation of the mean) nevertheless, the differences found
between the amounts of this fraction in the control larvae and the larvae
chilled during 7 hours at -6°, 3 days at 0° and 4 days at 4° are statistic-
ally significant (P <<0.01), as stated by means of the ‘“t” test for the
differences between the groups. Changes induced by a shorter chilling
are not statistically significant and point only to some tendency to a de-
crease in the content of these compounds. The changes, however, occurr-
ing in the amount of orthophosphate during all the short chilling periods,
mentioned in the Table, are statistically significant (P << 0.01). The lower
was the temperature at which the larvae were kept, the earlier the in-
crease in the orthophosphate was observed.

Table 1

Effect of low temperature on the content of acid soluble phosphorus compounds
in Galleria mellonella larvae
Mean values and standard deviations expressed as mg% P of the fresh body welght. P in —
inorganic phosporus; P;, Py, P50 — phosphorus liberated after 1, 10 and 180 minutes of hydro-
lysis in 1 N-HCl at 100°; Pp;, — phosphorus of ‘‘non-hydrolysable compounds”; Py, — total acid
soluble phosphorus

Duration No of

|

|

Temp. .Of: expts Pin Py Pio Piso Pnn Pa.s. “
chilling ;

0 ' 9 14,1+1,1| 6,3+1,1| 20,0+2,2| 7,942,1| 76,0+ 8,7| 124,04-7.2

1 hour i 4 17,0+£1,6 l 5,6+0,8| 21,4438 8,643,1| 73,1+ 5,8 125,7-+7,8

—6° 3hours | 4 18,028 | 6,04+1,2 | 17,8422 8,543,0( 70,94 58! 121.24+4,5

5 hours 6 234425, 56+1,0| 17,94+2,0| 8,9+41,5|66,6+11,2 122,4+-8,6

7 hours 6 26,04+1,7| 4,64+1,6| 18,04+-1,6 | 10,34-0,7 | 64,5 5,5/ 123,4--7.5

0 4 14,3;1:1,8‘ 54+1,3| 2294+1,0| 10,0+2,4 | 76,04 4,5 128,6+6,3
0° 1 day 72 20,9
2 days 2 25,2
3 days 4 283+2,1| 6,9+1,7| 21,2+1,3| 10,1+1,9 | 61,14 6,5 127,6+-7,1
0 4 13,8413 | 64+1,7| 17,742,2| 9,44+0,6 | 69,8+7,9| 117,14+4,9
~ 1 day 4 17,84+2,5( 94+1,7| 17,1+1,8| 12,4+0,8 | 63,3+5,4| 120,0+7,9
14 2 days 4 259429 | 69+1,0| 154+0,7 | 10,8+1,4 | 53,5450 112,5+7,8
4 days 4 27,1422 59408 | 15,3+0,8| 10,8+1,1 | 55,2+6,9 | 114,3+6,0

On the other hand, as proved by statistical analysis of the results, the
amount of hydrolysable phosphorus compounds and the amount of the
total acid soluble phosphorus do not show any significant changes.

When after three days of chilling at 0° the larvae were kept at 30°
during 24 hours the content of the phosphorus compounods appeared
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Table 2

Acid soluble P compounds in Galleria mellonella larvae kept at 30° after 3 days
of chilling at 0°

Mean values of 4 experiments expressed as mg% P of the fresh body weight, -, standard
deviations. Symbols as in Table 1 T

) Pln ! Pl Pm ‘ P|go Pnh i Pa.s.
1 I ]-i *ig i" » ,
t Control 14,54-0,8 6,2+1,0 | 18,5+1,4 % 89+1,6 | 750+48,5 123,1-+9,3
| Immediately [ | F 7 i ‘
! after chilling 26,2+-2,6 8,8+2,1 * 18,4 4+-1,7 | 8,6+1,3 ‘ 57,4443 | 119,945,2
Kept, ' i ' ,
\

\ after chilling | ‘
{  during 1 day | '
l at 30° 146+1,1 | 57+1,3 | 18,3+1,1 9,6-+1,3 | 73,5+5,3 ; 121,1-4+-6,4

to be quite normal (Table 2). These results indicate that the changes
which take place during chilling are reversible.

Changes in the “non-hydrolysable phosphorus compounds”

In order to establish which substances present in the fraction of “non-
-hydrolysable phosphorus compounds” are split during chilling for 3 days
at 0° the fraction was further separated by chemical and by chromato-
graphical methods.

Table 3

Content of different fractions of “non-hydrolysable phosphorus compounds”
in Galleria mellonella larvae chilled during 3 days at 0°

Fractionation according Umbreit et al. Mean values of 4 experiments and expressed as mg% P
of the fresh body weight, - standard deviations

! i Ba salts
f | "Non- | " i
' hydrolys- | Water | |
Larvae able | Water | soluble, :Valterh ]‘
| com- insoluble alcohol | 2™ la“l) oK
| pounds” insoluble soluble |
|
Control 68,3+8,0 l 1,94+0,9 @ 62,0-+8,1 3,1+2,4
Chilled 558+8,7 | 1,1+0,6 | 49,3177 | 4,8+28

The results of the fractionation performed according to Umbreit et
al. [17] are presented in Table 3. It can be seen that approximately 90%o
of this phosphorus fraction constitutes of “barium soluble alcohol insoluble
compounds” and that the amount of just this fraction is considerably
lowered on chilling.

http://rcin.org.pl



20 EWA LENARTOWICZ (6]

It was possible to achieve some general characteristics of the com-
position of this fraction by means of the Kaplan and Greenberg
method [11]. The results presented in Table 4 indicate that in the control
larvae nearly one half of this fraction is not precipitated with mercury
and is resistant to an alkaline hydrolysis as well as to oxidation with
periodate (the fraction is indicated in the Tables as “other compounds”).
The next, as to the size, group of substances constitutes of glycero-
phosphate and of compounds precipitated by mercury salts, while the
amount of sugar phosphates is fairly small.

The main difference between the chilled larvae and the control ones
was found in the amount of glycerophosphate. After 3 days of chilling
at 0° the quantity of this compound diminished to one third of the
initial value.

Table 4

Effects of chilling Galleria mellonella larvae during 3 days at 0° on the content
of different fractions of phosphorus compounds giving water soluble, alcohol in-
soluble barium salts

Fractionation according Kaplan and Greenberg. Mean values of 4 experiments expressed
as mg% P of the fresh body welght -+ standard deviations

i Water : !
. s‘l"“:";’ Insoluble | SUBAT | Gilycero. |  Other
( Larvae .a coho Hg salts phosphate | phosphate | com- ’
x insoluble | esters ! | pounds
i Ba salts | '
! Control 71,1447 15,24-3,7 ; 3,7+1,6 . 18,2-+1,9 324417
| Chilled 55,1459 13,0435 | 33424 | 58+27 30,0+1,7 |

The column chromatographic separation of the phosphorus fractions
was performed as described in Material and Methods. According to the
manner of preparation the only phosphorus compounds which were
present in solution used for separation consisted of ‘“non-hydrolysable
compounds” and orthophosphate. Most of organic phosphorus compounds
(80%) and all the inorganic phosphate were adsorbed on Amberlite
IRA 400. The results of the fractionation are presented in Fig. 1.

The first eluted component (A), containing nearly 40°%o of phosphorus
of the “non-hydrolysable fraction” was highly resistant both to acid and
alkaline hydrolysis and gave a positive ninhydrine reaction. This fraction
was identified as phosphoethanolamine by means of paper chromato-
graphy after comparison with phosphoetanolamine prepared after Outho-
use [13]. The high content of phosphoethanolamine in the larvae explains
the finding of large amount of “other phosphorus compounds” obtained
by a chemical fractionation (Table 4).
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The second component (B) was resistant to acid and alkaline hydro-
lysis and was easily oxidized in the presence of periodate. It was identi-
fied as glycerophosphate by comparison with standard glycerophosphate
(BDH preparation) by means of paper chromatography.

In addition, two other phosphorus compounds were eluted (D and E)
which did not undergo any change on chilling and were present in con-
siderable smaller amounts. They were not identified, as yet.

It can be seen in Fig. 1 that the composition of the phosphorus com-
pounds in chilled larvae differs from that of the control ones in its much

?(mgq)

£

20 HCOONH, 30
2NI2N

005N ——»

No of fraction

Fig. 1. “Non-hydrolysable phosphorus compounds” and orthophosphate in Galleria

mellonella larvae. Chromatographic separation on Amberlite IRA 400 (formate),

gradient elution with HCOOH followed by HCOONH,. Fraction volume — 15 ml.

(A), phosphoethanolamine, (B), glycerophosphate, (C), orthophosphate from the con-

trol larvae. (A’), (B’), (C’), the same compounds from the larvae chilled for 3 days
at 0°. (D) and (E) — unidentified compounds

lower content of glycerophosphate and respectively higher content of
inorganic phosphorus (C).

In order to elucidate whether the investigated compounds were not
artificial products formed during heating of the extract similar analyses
were performed with a nonhydrolysed TCA extract. Since phospho-
ethanolamine and glycerophosphate were found also in this case, in ap-
proximately the same amounts as previously, one can suppose that these
compounds were not artefacts.

By means of Burmaster method [3] it was possible to demonstrate
that the glvcerophosphate present in the larvae is a-glycerophosphate.
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DISCUSSION

The results presented above indicate that under the influence of low
temperature on Galleria mellonella larvae an alteration of phosphorus
metabolism occurs. The content of a-glycerophosphate present in the body
decreases considerably and a corresponding amount of orthophosphate
is accumulated. Other acid soluble phosphorus compounds do not show
any significant change under these conditions. When the chilled larvae
are again transferred to the optimum temperature (30°) the content of
orthophosphate and glycerophosphate are restored to the normal level.

a-Glycerophosphate is widely spread among insects. Because of a high
activity of the a-glycerophosphate dehydrogenase and a low activity of
the lactic acid dehydrogenase in insects glycerophosphate is considered
as one of the chief end products of glycolysis in these animals, correspond-
ing to lactic acid in mammals (cf. Chefurka [4], Chino [5], Sacktor [14]).

One can suppose that the diminution in the quantity of a-glycero-
phosphate in the larvae after chilling is connected with a disturbance
in the activity of some of the enzymes. It should be believed that the
cleavage of glycerophosphate does occur also under normal conditions
of temperature, being accompanied by the resynthesis of this compound.
It seems to be probable that at low temperature the activity of enzymes
participating in this resynthesis is suppressed.

The cleavage of a-glycerophosphate in the chilled larvae could be of
some biological significance if, as suggested by Wyatt [19], this process
would result in the liberation of free glycerol. The appearance of a large
amount of free glycerol, reaching up to 10% of body weight was observed
in ants Camponotus pennsilvanicus [7] and in wasps Bracon cephi [15]
on chilling. Since free glycerol lowers considerably the freezing point of
the cytoplasm it is suggested [7, 15] that accumulation of glycerol may
increase the resistance of insects to low temperature. The amounts of
glycerol found in ants and in wasps at low temperature exceed, however,
considerably the amount of a-glycerophosphate present in insects under
normal conditions. It may be therefore supposed that a-glycerophosphate
would be only an intermediate in the process of the glycerol formation.

The author would like to express her gratitude to Docent Dr. Stella
Niemierko for suggesting and supervising this investigation, and to
Professor Dr. W. Niemierko for his helpful discussions and advice in writ-
ing this paper.
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SUMMARY

1. Effect of low temperature (4°, 0° and -6°) on various acid soluble
phosphorus compounds in Galleria mellonella larvae has been studied.

2. After chilling a diminution of the content of a-glycerophosphate
and a corresponding increase of the amount of orthophosphate has been
observed, whereas other soluble phosphorus compounds remain un-
changed. When, after chilling the larvae are again kept at their optimum
temperature (30°) the content of the acid soluble phosphorus compounds
returns to the normal value.

3. It has been stated that phosphoethanolamine forms about 20%
of the total quantity of acid soluble phosphorus compounds.
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WPLYW NISKICH TEMPERATUR NA METABOLIZM FOSFOROWY U GASIENIC
GALLERIA MELLONELLA

Streszczenie

1. Przebadano wplyw zigbienia ggsienic Galleria mellonella w tem-
peraturach 4°, 0° i -6° na rézne frakcje zwigzkéw fosforowych roz-
puszczalnych w kwasach.
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2. Stwierdzono, ze pod wplywem ziebienia gagsienic nastgpuje zmniej-
szenie zawarto$ci a-glicerofosforanu i pojawienie si¢ odpowiadajacej ilosci
ortofosforanu. Pozostale frakcje zwigzkéw fosforowych nie wykazuja
w tych warunkach istotnych réznic. Powstajgce podczas ziebienia zmiany
zostajg cofniete po przeniesieniu gasienic do optymalnej dla nich tem-
peratury (30°).

3. Stwierdzono wystepowanie u gasienic Galleria mellonella duzych

ilosci fosfoetanolaminy, okolo 20% wszystkich zw1a.zkow fosforowych
rozpuszezalnych w kwasach.

Otrzymano 5.5.1960
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J. BUCHOWICZ and 1. REIFER

THE CONVERSION OF OROTIC ACID TO PYRIMIDINE DERIVATIVES
IN PLANT MATERIAL

Zaklad Biochemii Roslin, Instytut Biochemii i Biofizyki PAN, Warszawa
(Department of Plant Biochemistry, Institute of Biochemistry and Biophysics, Polish
Academy of Sciences, Warsaw)

Many workers have shown in recent years (see Ref. [9] and [3] for
review) that orotic acid (OA)! is an intermediate product in the bio-
synthesis of pyrimidine nucleotides in microorganisms as well as in animal
tissue. In our previous studies [10] we were able to show that higher
plants may also utilize L-carbamylaspartic acid for the biosynthesis of
substances containing the pyrimidine ring, namely OA and uridine.

When it became apparent that OA may arise in considerable quantities
from CA, the idea was entertained to investigate its possible further
path, particularly as the metabolism of this substance into other pyrimid-
ines, nucleosides and nucleotides has thus far not been investigated in
the higher plants.

In this paper we report about the influence of feeding of OA into
young plants and excised blades of wheat seedlings, with the view of
providing some information regarding the normal metabolic intermediates
in the biosynthesis of the pyrimidine nucleotides.

MATERIALS AND METHODS

In the following experiments, wheat seedlings Variety “Ostka
Chlopicka” were used throughout. Two different methods of feeding
were employed: (a) short-term feeding of young excised blades not
exceeding 8 hours of incubation (Exp. 1 and 2) and (b) long-term in-
cubation under sterile conditions of whole plants, starting from the seed
up to the sixths day of growths (Exp. 3).

! The following abbreviations are used: CA, L-carbamylaspartic acid; CMP,
cytidine-5-monophosphate; OA, orotic acid; UMP, uridine-5-monophosphate.
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In the case of short-term feeding the plant material was prepared as
already described [10]. 3 g. of six day old plants were immersed with the
cut ends in 2ml. of a solution, containing 10 umoles of OA. During the
entire period of incubation, the blades were exposed to direct sunlight
in order to hasten transpiration. In the long-term experiments, about 5 g.
of seeds were germinated on a 1% agar medium, containing 250 wmoles
of OA per 50 ml. of tap water. After 2 days of germination in the dark,
the seedlings were transferred to an illuminated thermostat, incubated
for another 4 days at 26° and harvested. The control plants were grown
exactly under the same conditions, except that agar medium contained
no OA.

The preparation of the plant material for further treatment was dif-
ferent in each of the three experiments. The blades in exp. 1 were ex-
haustively washed with water to remowe all traces of externally adhering
substrate. In exp. 2 the blades together with the non-absorbed remaining
solution of OA were employed for further evaluation, while the extracts
from the control plants were supplemented with 10 wmmoles of OA, cor-
responding to the initial concentration of the substrate in the treated
plants. Finally in exp. 3, samples containing 3 g. of blades were cut off
the plants for further treatment. The plant material was then extracted
with 100 ml. of cold 0.6 N-HC1O; [10].

Optical densities were measured in 1ecm. quartz cuvettes using the
Soviet type SF-4 spectrofotometer. Ureides were determined by the
method of Reifer and Toczko [12] and by the Lazariev method, as modified
by Kleczkowski [6]. Total amino acids were determined by the method
of Reifer and Buraczewska [11]. For the estimation of pentoses the method
of Mejbaum, modified by Paege and Schlenk [7] for the determination of
ribose in pyrimidine nucleotides was employed. Total phosphorus was
determined by the method of Fiske and Subbarow [4] after wet com-
bustion in conc. HCIO,.

OA, CMP, UMP, uridine and uracil were obtained from commercial
sources (Nutritional Biochemicals Corporation).

RESULTS

Preliminary tests. Aliquots of acid extracts from the plants fed with OA
and the controls were preliminary tested for their content of substances
absorbing in ultraviolet light, for ureides and for amino acids.

Raw plant extracts are not very suitable for the purpose of ascertain-
ing possible metabolic changes of OA on the path of pyrimidine synthesis,
because OA itself shows equally strong absorption in UV light as the
pyrimidine nucleotides themselves. Nevertheless it is possible to prove
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in a properly set up experiment that OA undergoes metabolic conversions
in plant material. When a sample is incubated with OA and compared
with control to which OA has been added after incubation (Exp. 2), then
the optical density at 280 mu (wavelength corresponding to maximum
absorption of OA) is lower in the OA treated plants than in the controls.
On the other hand Eyg increases on incubation with OA, suggesting
biosynthesis of substances with maximum absorption at this wavelength.
No changes in the content of amino adids and ureides in plants fed
with OA could be detected.

Isolation and identification of the substances absorbing in UV light.
90 ml. aliquots of the acid extracts were treated in an ice-bath with 300 mg.
of activated charcoal for 15 minutes with frequent stirring. The solution
was then filtered off and the charcoal exhaustively washed with ice-cold
water until all the perchloric acid had been removed. The absorbed
substances were eluted from the charcoal with 5 successive 50 ml. portions
of a mixture of 96% ethanol and water in the following proportions:
1:3,1:2,1:1, 2:1, and 3:1. (It was empirically established that pro-
gressively increasing concentrations of alcohol are most suitable for the
quantitative elution of the absorbed substances). The combined eluates
were then concentrated in the cold in a dessicator under reduced pressure
over NaOH to a total volume of about 10ml. The solution was put
through a Dowex-1-Cl— column (1.5 X 35cm., 50 -100 mesh) and ex-
haustively washed with distilled water to remove all non absorbable
substances, Thus the UV absorbing products were divided into two
separate groups of compounds, which are or are not absorbed on
Dowex-1-Cl—.

1. Substaces absorbed on Dowex-1-Cl— were eluted from the column
with increasing concentrations of dilute HCl using the gradient elution
technique and collecting 140 separate fractions of 5ml. each. The con-
centration of the eluent was increased from 0.002 N-HCl in the first
fraction to 0.2 N-HC1 in the last one. Optical densities of each fraction
were then measured at 270 mu (mean between maximum absorption of OA
and pyrimidne nucleotides) and the results obtained are graphically shown
in Figs. 1, 2 and 3, separately for each experiment. It can be seen that
the adsorbed material was separated into several substances, correspond-
ing to the peaks in the various diagrams. Peak A was always considerably
higher in the OA treated material than in the controls. The fractions
7—14, corresponding to this peak were combined and concentrated in the
cold, to about 0.1 ml. The solutions from the plants fed with OA and
from the controls were applied in a narrow band of about 0.5cm. in
length on a sheet of Whatman No. 1 filter paper against a reference
sample of pure CMP. Descending chromatograms were run at room
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Figs. 1, 2 and 3. Grafs of gradient elution of substances absorbed and Dowex-1-Cl—.
(I), plants feed with orotic acid; (II) control plants. Exps. 1, 2 and 3 see Methods
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temperature using Wyatt liquid phase [13]. After drying the chromato-
grams were cut into horizontal strips of 2 cm. each. The strips were then
eluted separately with 5ml. of 0.1N-HCIl and optical densities measured
at 280 mu. The reference sample of CMP was recovered from the eluates
of two neighbouring strips, corresponding to Ry 0.48 - 0.56 (strips 13 - 14).

Table 1

Optical densities of eluates from chromatograms obtained from peaks of raw plant
extracts (Exp. 1) and from reference samples

! ; 3 | | Non adsorbed
g Fraction of | cMP Fraction of | UMP |  fractionon | Uridine| Uracil
i ‘%1 RESE A stan- peak D stan- | Dowex-1-Cl  |standard |standard
7 ! — dard |- - 1 danl, === g 05 1.5
| OAfed| Cont- 06 |OAfed | Con- = 1.0 [OAfed | Con- | ;moles| wmoles
No.| plants rol  pmoles | plants trol | pmole | plants trol
% Exo | Easo Eas0 ! E260 Exo | Ezo | Eze0 Ez60 Ez60 Ez60
' 1/ 0030 | 0.025 | 0.020 | 0.035 | 0.030 | 0.020 | 0.050 | 0050 | 0040 | 0.045
2| 0.015 0.020 i 0.015 | 0.025 | 0.025 | 0.010 | 0.040 . 0.045 | 0.035 0.030
3 0.020 0.020 l 0.010 | 0.020 | 0.020 0.010 | 0.065 | 0.050 | 0.060 0.035
4 0.020 | 0.015 | 0.010 | 0.025 | 0.020 | 0.010 | 0.785 | 0.390 | 0.360 | 0.030
5 0.015 0.015 | 0.005 | 0.030 | 0.025 0.015 | 0.065 . 0.025 | 0.050 | 0.025
6/ 0.020 0.020 0.010 | 0.025 0.025 0.015 | 0.020 0.010 | 0.015 0.180
7/ 0.020 0.020 | 0.010 0.015 | 0.020 0.010 | 0.150 l 0.060 | 0.020 1.100
8 0.025 0.020 | 0.005 0.020 | 0.020 0.010 | 0.110 | 0.040 | 0.015 0.900
| 9/ 0.025 | 0.030 | 0.005 | 0.030 | 0.025 | 0.010 | 0.025 | 0.020 | 0.020 | 0.035
10, 0.030 0.030 | 0.005 0.030 | 0.030 0.010 | 0.015 0.015 0.020 0.020
11| 0.035 0.045 | 0.010 0.025 | 0.030 0.010 | 0.020 0.020 | 0.010 0.020
12| 0.070 0.030 | 0.080 0.020 | 0.020 0.015 0.015 | 0.020 | 0.010 0.015
13| 0.230 | 0.120 ! 0.490 | 0.060 | 0.025 | 0.020 | 0.010 ! 0.020 | 0.010 | 0.010
14| 0.395 0.290 0.840 | 0.110 | 0.080 0.075 0.015 0.015 0.010 0.010
15| 0.040 0.040 | 0.020 0.990 | 0.470 0.610 — —_ | = | =
16| 0.035 0.035 0.015 1.650 | 0.850 | 0.950 — - | - : -
17| 0.035 0.035 i 0.015 0.220 | 0.080 0.160 — — —_ | -
18] — e 0.035 0.035 0.030 — — - | -
19] — — — | 0.035 | 0.030 | 0.030 - — | —e —

As may be seen from table 1, the fractions of peak A contain consider-
able quantities of a substance which may be recovered from strips 13 - 14,
from which the reference sample of CMP was also recovered. The plant
fed with OA contains about 50% more of this compound than does the
control. This substance was temporarily called product No. 1.

The substances of peaks B and C were not investigated, because they
were of no interest, as no differences between the OA treated plants and
the controls could be observed. Peak D, on the other hand, was always
considerably higher in the plants fed with OA than in the controls, there-
fore the fractions 80-92 from the gradient elution were combined and
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treated exactly in the same manner as compounds of peak A and chroma-
tographed against a reference sample of pure UMP. On this treatment
a substance was recovered which like UMP, could be eluted from strips
15 - 16, with an Rf 0.62 - 0.71. The plants fed with OA contained over 100%
more of this compound than did the controls (product No. 2).

The highest peak in figs. 1 and 2, designated with the letter E cor-
responds to orotic acid and represents the adsorbed part of OA, which
was not metabolised by the plant.

2. The substances which were not absorbed by Dowex-1-Cl—, were
again put through a column, this time containing Dowex-50-H* (1X10 em.
50 - 100 mesh) in order to remove all cations from the solution. After
washing the column exhaustively with water, the effluent was concentrat-
ed and chromatographed as described before. The bulk of the substances
was recovered in the eluates from three neighbouring strips, correspond-
ing to an Ry of 0.58 - 0.71. These eluates were combined, concentrated
and again chromatographed against reference samples of pure uridine
and wuracil, using water-saturated butanol as the liquid phase [2]. After
drying, the chromatograms were cut into strips, and eluted as before.
Measurements of optical density on the eluates from these strips at 260 mu
have shown that the solution applied on the filter paper contained two
substances, one with an Ry of 0.14-0.19 (product No. 3) and the other
one with an Ry of 0.28 - 0.36 (product No. 4). Compared with the controls.
the OA treated plants contained about 100° more of product No. 3 and
about 130% more of product No. 4. All four compounds were then che-
mically and spectrophotometrically analysed.

Table 2 summarises some spectrophotometric characteristics of the
isolated compounds in terms of absorption maxima and minima in acid
and in alkali as well as in terms of absorbance ratios. The table shows
also the analyses of pentoses and of phosphorus. The presented results
permit to identify product No. 1 as CMP, product No. 2 as UMP, product
No. 3 as uridine and product No. 4 as uracil.

Balance sheet of orotic acid and the products of its metabolism. The
quantities of OA absorbed by the plant, as well as the metabolised and non
metabolised quantities of OA recovered after incubation of the 3 g. samples
of wheat blades are summarised in table 3. The amount of OA absorbed
by the plant in exp. 1 was calculated from the difference between the
known amount of OA introduced into the medium and the non-absorbed
remainder left in the solution after incubation for 8 hours. Egg of the
combined fractions of peak E (Fig. 1, fractions 97-114) after dilution to
100 ml. amounted to 0.490. The millimolar extinction coefficient for OA
at 280 mu is equal to 6.86, therefore the amount found was equal to
7.1 umoles of OA. As only 90 ml. of the original 100 ml. of solution were
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used for the isolation, therefore the actual amount found in the 3 g.
sample of plant material was 7.9 umoles of OA. The plant has absorbed
9.6 umoles of OA and 7.9 umoles were recovered not metabolised; there-
fore only 1.7 umoles of OA were converted into other substances. In exp. 2
the amount of metabolised OA was calculated from the difference between
the quantities added to the control plant after incubation and the quan-
tities recovered in the plant fed with OA for 8 hours. The combined
fractions from peak E (Fig. 2, fractions 98-116) after dilution to 100 ml.
showed Eyg) 0.595 for control and 0.480 for the treated plant. On calcula-
tion as above it was shown that the controls contained 9.7 umoles of OA
per 3g. samples and the treated plants 7.8 wmoles of OA. Thus
1.9 umoles of OA were metabolised by the plant. In exp. 3 the amounts
of absorbed OA were not determined.

The quantities of CMP, UMP, uridine and uracil in the plants were
calculated on the basis of optical densities of the final eluates, obtained
as described before, which contained the pure substance, dissolved in
0.1 N-HCI. For the calculation, the extinction coefficients as proposed
by Beaven et al. [1] were applied. The synthesis of CMP, UMP, uridine
and uracil from the added orotic acid were calculated from the differences
between their content in the plants treated with OA and the controls
incubated with water. '

As may be seen from table 3, UMP is the main product of OA meta-
bolism, followed by uridine and then by CMP and wuracil. The sum of the
recovered four known pyrimidine derivatives amounts to about 70% of
the total metabolised OA. The increase of uracil expressed in percent
in the OA treated plants is greater than the corresponding increases of
UMP and of uridine. The increase of CMP is considerably smaller and
reaches the level of the other compounds only on long-term incubation
lasting for 6 days.

DISCUSSION

1t was shown in this paper that OA undergoes metabolic changes in
plant material and experimental evidence for the biosynthesis of pyri-
midines, nucleosides and nucleotides was described. Plants incubated with
OA for relatively short periods of time show a distinct decrease of this
compound, whereas after long periods of incubation, the OA disappears
entirely from the plant. At the same time CMP, UMP, uridine and uracil
appear at the expense of OA.

The reported results suggest not only many similarities, but also
certain differences in metabolism of OA in the higher plant as compared
with the already well known changes that take place in animal tissue
and in microorganisms. For example, the rate of OA metabotlism in wheat
blades is much slower than in animal tissue. In 8 hours, less than 20
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of the intake is metabolised, whereas in the rat, about 70°% of the inges-
ted OA is metabolised within 2 hours [5]. Furthermore, ureides and amino
acids arise from OA as a result of catabolic changes in animal tissue and
in microorganisms and no such changes could be observed in plant
material.

The presented results do not as yet make it possible to draw con-
clusions regarding the mechanism of biosynthesis of pyrimidine nucleo-
tides in higher plants. However it is not easy to resist the suggestion,
that this mechanism may in certain ways depart from the basic scheme
of synthesis of pyrimidine nucleotides in animals and in microorganisms 3, 9],

The distinct increase in the content of uracil in plant material after
short-term incubation with OA may be resulting from a process of
decarboxylation. Ribosidation of uracil may lead to wuridine, which is
always found in plant material fed with OA, and which was never
described as a product of OA metabolism in animal tissue. Phosphoryla-
tion of uridine would then lead to the synthesis of UMP. Thus tempora-
rily the following scheme of the synthesis of pyrimidine nucleotides in
plant material could be suggested:

L-carbamylaspartic acid — orotic acid — uracil — uridine — uridine-5'-
-phosphate — cytidine-5’-phosphate.

The synthesis of CMP from uridine nucleotides has recently been
denied [8]. This suggestion was not confirmed in our work, on the con-
trary it would appear from long-term experiments that CMP may be
synthesised at the expense of UMP (Table 3).

Finally we would like to mention that the slow rate of utilization of
OA in plant material is in sharp contrast with its quick and efficient
synthesis from CA [10]. This fact may be due to a lack of high energy
compounds, necessary for the conversion of OA into the nucleotides.
This problem is now investigated in our laboratory.

SUMMARY

The conversion of orotic acid to pyrimidine derivatives in blades of
wheat seedlings has been investigated. The major companents of cold
perchloric acid extracts have been isolated by anion exchange and by
paper chromatography.

The data presented provide evidence that orotic acid is utilised for the
synthesis of uridine-5’-monophosphate, cytidine-5’-monophosphate, uridi-
ne, and uracil and that these compounds are normal constituents of plant.

On the basis of these data a tentative scheme of the mechanism of the
synthesis of pyrimidine derivatives from orotic acid in plant material has
been suggested.

3
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PRZEMIANA KWASU OROTOWEGO DO POCHODNYCH PIRYMIDYNOWYCH
W MATERIALE ROSLINNYM

Streszczenie

Stwierdzono, ze zdzbla pszenicy pobieraja i metabolizuja kwas oro-
towy. Produkty przemiany kwasu orotowego ekstrahowano z ros$lin zim-
nym kwasem nadchlorowym i izolowano stosujgc metody adsorbcji na
jonitach i rozdzielczej chromatografii bibulowej.

W wyniku opisanych badan stwierdzono, ze kwas orotowy ulega prze-
mianie do urydyno-5’-jednofosforanu, cytydyno-5’-jednofosforanu, urydy-
ny i uracylu oraz wykazano, ze substancje te sa normalnymi skladnikami
wyzszych roslin.

Na podstawie przedstawionych wynikow podano przypuszczalny
schemat mechanizmu przemian kwasu orotowego do pochodnych pirymi-
dynowych w materiale ro§linnym.

Otrzymano 8.7.1960
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T. WILCZOK

AKTYWNOSC ENZYMOW TRANSAMINUJACYCH W IZOLOWANYCH
STRUKTURACH KOMORKOWYCH PRAWIDLOWEJ WATROBY
SZCZURA *

Zaklad Biologii Nowotwordéw, Instytut Onkologii, Gliwice
Dyrektor: Dr med. Jeremi Swiecki

Mimo licznych prac dotyczacych enzymoéw transaminujacych [4, 8, 9]
brak blizszych danych o lokalizacji tych enzyméw w izolowanych strukturach
komoérkowych jak jadra, mitochondria, mikrosomy i plazma podstawowa.

Bierezowskaja [2] na podstawie wlasnych badan nad bezposrednia
aminacja kwasu pirogronowego oraz powolujac sie na publikacje innych
autoréw [5, 10] stwierdza, Zze enzymy transaminujgce zlokalizowane sg
przede wszystkim w mitochondriach. Jednak spostrzezenia Hirda [5] do-
tycza tylko transaminacji fenyloalaniny i tyrozyny wobec kwasu a-keto-
glutarowego, a badania Nakady i Weinhausa [10] takze nie precyzuja pro-
blemu lokalizacji. Badania histochemiczne Shanka i wsp. [20] oraz Lowry
i wsp. [7] nad transaminacja glutaminowo-pirogronowsg i glutaminowo-
-szczawiowooctowa w watrobie nie dotycza izolowanych struktur komor-
kowych; opisuja one jedynie aktywno$é enzymatyczng w zraziku watro-
bowym a prace Rowsella [16, 17] traktujg o lacznej aktywnosci enzymaty-
cznej wszystkich wewnatrzkomérkowych struktur i pltynu znad osadu.

Obecny stan wiadomosci o wewnatrzkomérkowej lokalizacji enzymoéw
transaminujgeych wymaga zbadania ich aktywno$ci w poszezegdlnych
frakcjach uzyskanych z homogenatéow tkankowych.

Poniewaz duze praktyczne znaczenie znalazly transaminazy katalizu-
jace reakcje pomiedzy: (1) Kwas L-glutaminowy - kwas szczawiowooctowy,
(2) kwas L-asparaginowy - kwas a-ketoglutarowy, (3) kwas L-glutamino-
wy -kwas pirogronowy, (4) kwas a ketoglutarowy - L-alanina, (5) kwas
L-asparaginowy - kwas pirogronowy, (6) L-alanina-kwas szczawiowo-
octowy, bylo celowe zbadanie ich wewnatrzkomérkowe]j lokalizacji przede
wszystkim w bogatej w te enzymy tkance watrobowe;.

* Praca zostala wykonana w ramach prac Komitetu Biologii Nowotworéw Pol-
skiej Akademii Nauk.
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MATERIAL I METODA

Badania przeprowadzono na izolowanych frakcjach homogenatow
watrobowych 16 szezuréw samcéw szczepu Wistar w wieku okolo 5 mie-
siecy i $Sredniej wadze 180 g.

Szczura zabijano przez dekapitacje bez uprzedniej narkozy i przeplu-
kiwano watrobe 0,25 M-roztw. sacharozy o temp. 2-4°. Homogenaty spo-
rzadzano przez rozcieranie tkanki watrobowej w teflonowym homogeni-
zatorze typu Pottera~-Elvehjema w temp. 0°, przy szybkosciach glowicy
okolo 1000 obr/min. w 0,25 M-roztworze sacharozy. Koncowe rozcienczenie
homogenatu wynosilo 1:10. Z otrzymanego homogenatu izolowano
w probowkach plastikowych jadra, mitochondria, mikrosomy i plazme
podstawowa w cparciu o metode Schneidera i Hogebooma [19] przy uzy-
ciu chlodzonej wiréwki MSE z glowica Super Speed w temp. 0°. Po
pierwszym odwirowaniu jader komoérkowych przy 2000 obr/min. bardzo
ostroznie usuwano pipeta pozostala czeS¢ krwinek, ktore zgromadzone sg
na dnie probéwki i kolorem wyraznie réznia si¢ od frakeji jadrowej.
Frakcje jadrowa po pierwszym odwirowaniu poddawano kolejnej homo-
genizacji, w wyniku ktérej cze$¢ pozostalych komoérek ulegla rozbiciu.
Po dwukrotnym powtérzeniu homogenizacji i wirowaniu kontrolowano
czystosé frakeji jadrowej badajgc rozmaz pod mikroskopem. Pomimo za-
stosowania oméwionego oczyszczania stwierdzono w rozmazie obecno$é
calych komoérek w ilosci kilku na sto jader. Celem otrzymania czystszej
frakeji jadrowej przeprowadzono kilka badan przy pomocy metody dwu-
warstwowej (0,25 i 0,34 mM-roztw. sacharozy) [6]. Otrzymane wyniki Qry
nie réznily sie w granicach bledu pomiaru od wynikéw otrzymanych po-
przednio. Wyniki uzyskane po przeprowadzeniu izolowania jader metoda
zmodyfikowana przez Zbarskiego [26] takze nie odbiegaly poza przedzialy
duzego stosunkowo rozrzutu dla warto$ci Qrn. Frakcje mitochondrialng
przemywano dwukrotnie zimnym roztworem 0,25 M sacharozy. Czystosé
frakeji mikrosomalnej sprawdzono przez mierzenie w niej aktywnosci
glukozo-6-fosfatazy. Enzym ten zlokalizowany jest w mikrosomach.
Stwierdzono, ze aktywno$é tego enzymu w mikrosomach byla 12-krotnie
wyzsza niz w plynie znad mikrosoméw, zwanym przez nas plazma pod-
stawowag.

Uzyte do badan odczynniki: Kwas L-glutaminowy f-my BDH, kwas
L-asparaginowy, kwas szczawiowooctowy i L-alanina f-my Dajac USA,
kwas a-ketoglutarowy, kwas pirogronowy f-my Schuchardt, NasHPO, -
-12 H,O i KH,PO; o czystosci ,,Alanar® f-my BDH. Sacharoza specjalnie
czysta f-my Sigma USA. W odczynnikach tych nie wykryto metoda
chromatograficzng zanieczyszczen mogacych wplywa¢ na wynik reakcji.
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Ilo$¢ powstalych w wyniku reakeji produktéw rozdzielono i oznaczono
przy pomocy chromatografii wstepujacej na bibule Whatman 1 w ukla-
dzie fenol — woda. Oczyszczenie fenolu przeprowadzono wg metody zmo-
dyfikowanej przez Pashing [13]. Po wywolaniu chromatograméw odczyn-
nikiem ninhydrynowym (0,25% roztwoér ninhydryny (BDH) w acetonie
czd.a. FOCH) eluowano powstale plamy produktéw i substratow w spo-
sOb opisany szczegélowo poprzednio [22, 23] i oznaczano ekstynkcje na
spektrofotometrze typu Coleman USA przy dlugosci fali 510 mu.

Sklad mieszaniny inkubowanej: 0,25 ml (10 wmoli) roztworu L-amino-
kwasu; 0,25 ml (10 pmoli) roztworu a-ketokwasu, 1ml 0,15 M-buforu
fosforanowego (Na,HPO,;, KH;PO,;) o pH 7,5, i 0,5ml izolowanej frakcji
w rozcienczeniu 1 :60 w 0,25 M-roztworze sacharozy, w stosunku do mo-
krej masy danej frakcji.

Na podstawie uprzednio sporzadzonych krzywych zalezno$é ilosci po-
wstalego produktu od czasu inkubacji i stezenia enzymu (rozcienczenie
frakeji) dla badanych szesciu reakeji inkubowano w naczyniach szklanych
w warunkach areobowych w cigglym ruchu przez 2 godz. w temp. 37°.
Warunki te wybrano jako optymalne, gdyz uzyskane wartosci ekstynkeji
miescily sie na proporcjonalnym odcinku uzyskanej krzywej. Reakcje
przerywano dodajgc 0,5ml 1% roztworu kwasu octowego, ogrzewano
przez 10 minut w temp. 100°, (probowki o ¢ 16 mm i dlugosci 24 cm),
odsaczano od wytraconego bialka i chromatografowano. Réwnolegle z kaz-
da probg rozwijano standardowe ilosci wzorcowych aminokwasow i kazdo-
razowo wykreslano krzywa zalezno$ci ekstynkcji od stezenia dodanego
aminokwasu. W kazdej izolowanej frakcji w kencowym rozcienczeniu
1:60 oznaczano zawarto$¢ calkowitego azotu cze$ciowo metodg mikro-
-Kjeldahla ! i czeSciowo metoda opisang poprzednio [21], uzyskujac duza
zgodno§¢ wynikow.

Wyniki do$wiadczen podano w mmolach powstalego podczas inkubacji
aminokwasu oraz w Qpyn. W tablicy podano réwniez aktywno$¢ pelnych
homogenatow, z ktérych izolowano poszczegélne frakcje komorkowe.

WYNIKI BADAN

We wszystkich izolowanych frakcjach komoérkowych watroby stwier-
dzono obecno$é enzyméw transaminujacych katalizujacych reakcje ozna-
czone 1 do 4. Reakcje 5 i 6 zachodza tylko w homogenacie i plazmie pod-
stawowej. Jedynie we frakcji mitochondrialnej obserwuje sie S$ladowe
ilosci produktéw reakecji o wartoSciach lezacych jednak ponizej granicy
czulo$ci reakeji przy stosowanej metodzie. Porownujac bezwzgledne war-

! Wszystkie oznaczenia azotu metoda mikro-Kjeldahla wykonala asystentka
techniczna Zakladu Biologii Nowotworéw Kazimiera Chorazy.
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51 TRANSAMINAZY W STRUKTURACH SUBKOMORKOWYCH 39

tosci Qrn, ktore wyrazaja aktywnosé enzymoéw transaminujacych w od-
niesieniu do calkowitego azotu mozna stwierdzi¢, ze maksymalna aktyw-
no$¢ enzymu katalizujagcego uklad kwas L-glutaminowy - kwas szczawio-
wooctowy przejawia si¢ we frakecji jadrowej. Pomimo dwukrotnego
oczyszczania frakcji jadrowej istnieje mozliwos¢ zanieczyszczenia jej
calymi niezhomogenizowanymi komoérkami. Mitochondria i mikrosomy
o duzej aktywnosci enzymatycznej zawarte w calych komoérkach moga
wplywaé¢ na aktywnos$¢ frakcji jadrowej, przy minimalnym wplywie na
zawarto$¢ calkowitego azotu. Dlatego Qrn jako funkcja calkowitego azotu
jest dla frakcji jadrowej cechujgcej sie najnizszg zawartosScig azotu [6]
liczbg stosunkowo wysoka.

Jak wynika z tablicy maksymalne wartosci Qry prawie nigdy nie
odpowiadajag maksymalnym wartoSciom mikromoli powstalych amino-
kwasow. Reakcja 2 bedgca odwrotnoscig reakcji 1 przebiega najenergicz-
niej w jadrach. Bardziej wiarygodne wydaja sie by¢ wyniki przedsta-
wione w pM, gdzie maksymalna aktywno$é przesunieta jest do frakcji
mitochondrialnej. Wyzsze wartosci reakecji 2 przewyzszaja jednak warto-
sci Qpn reakcji 1, co $wiadezy o przesunieciu réwnowagi w kierunku
syntezy kwasu glutaminowego. To samo zjawisko obserwujemy w reak-
cji 3 i 4. Podobne przesuniecia rownowagi chemicznej ukladéw trans-
aminujacych w kierunku syntezy kwasu glutaminowego obserwowano
w homogenatach szeregu nowotwor6w przeszczepialnych [22].

Aktywnos$é enzymatyczng obserwuje sie takze w wyniku katalizowania
reakcji 5 pomiedzy kwasem L-asparaginowym i kwasem pirogronowym
oraz reakcji 6 pomiedzy L-alaning i kwasem szczawiowooctowym, jest
ona jednak wielokrotnie mniejsza w poréwnaniu z aktywnoscia enzyméw
transaminujacych katalizujgcych reakcje 1-4. Istnienie oddzielnego enzy-
mu katalizujacego reakcje 5 i 6 jest przez wielu autoréw dyskuto-
wane [12]. Przypuszcza sie, ze zachodzenie tych reakcji uwarunkowane
jest przez obecno$¢ obu pozostalych enzymoéw, tj. enzymu katalizujgcego
reakcje 1 i 2 oraz enzymu katalizujacego reakcje 3 i 4.

Ze wzgledu na inaktywujace dzialanie joné6w wapnia [22] nie mozna
bylo w przeprowadzonych badaniach zastosowaé metody Hogebooma
i wsp. [6] lub Allfrey’a i wsp. [1] dla izolowania jader komoérkowych.
Zwracano uwage [15], ze przy izolowaniu struktur komérkowych, np.
jader w $rodowiskach wodnych pewna cze$¢ skladnikéw chemicznych
(nukleotydy, jony itp.) zostaje z nich wyplukana. Prawdopodobnie fosfo-
ran pirydoksalu moze przedostaé sie w czasie izolowania struktur komor-
kowych do S$rodowiska. Tym samym, zgodnie z mechanizmem reakcji
transaminacji, cze$¢ enzyméw transaminujgcych zostaje pozbawiona koen-
zymu i aktywnos$¢ danego enzymu obniza sie. Enzymy proteolityczne, ktére
dostajg sie do $rodowiska reakecji z rozbitych mitochondiréw (lub innych
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struktur komoérkowych) moga takze wywiera¢ wplyw na aktywnosc¢
enzymoéw transaminujacych [15, 26]. Dotychczas brak danych o aktywno-
$ci enzyméw transaminujacych w izolowanych frakcjach komoérkowych
otrzymanych przez wydzielenie z niewodnego S$rodowiska, dane  takie
bylyby cennym materialem poréwnawczym.

Za sluszno$cig wniosku, ze enzymy transaminujgce wystepuja
we wszystkich izolowanych frakcjach komoérkowych przemawiaja bada-
nia Piatnickiej [14] nad lokalizacja enzymo6w katalizujacych bezposrednia
synteze aminokwas6w z soli amonowych i ketokwaséw. Autorka stwier-
dzila, ze enzymy te wystepuja takze we wszystkich frakcjach komoérkowych.

Prowadzone na szeroka skale badania nad aktywnosciag enzymow
transminujgcych w surowicy krwi w roéznych stanach patologicznych
wykazuja, ze w szeregu przypadkéw juz po kilkunastu minutach po za-
dzialaniu bodZca obserwuje si¢ wzmozong aktywnos¢ tych enzymow
w surowicy [11, 18, 24]. Podwyzszong aktywnos$¢ enzymoéw transaminujg-
cych w surowicy krwi tlumaczy Wroéblewski i La Due [25] uwalnianiem
enzymu z komorki patologicznej (np. rakowej) i przenikaniem jego do
krwi. Hipoteze t¢ wydaje sie potwierdzaé¢ praca Brauna [3], ktéry po pod-
wigzaniu woreczka zolciowego u psa stwierdzil po 15 minutach wzrost
aktywnosci enzyméw transaminujacych w surowicy a przede wszystkim
w surowicy krwi pobranej z naczyn wnekowych watroby.

Wydaje sie, ze wykazana w tej pracy obecno$¢ transaminaz we wszyst-
kich strukturach wewnatrzkomoérkowych moze w pewnym stopniu tlu-
maczy¢ latwosé przenikania tych enzyméw z komoérek do krwi.

Dziekuje asystentkom technicznym Zakladu Biologii Nowotworow
Pani Kazimierze Chorazy i Pani Lucji Géral za pomoc przy wykonywaniu
analiz.

STRESZCZENIE

Zbadano lokalizacje enzyméw transaminujacych katalizujacych reak-
cje: (1) kwas L-glutaminowy - kwas szczawiowooctowy, (2) kwas L-aspa-
raginowy - kwas a-ketoglutarowy, (3) kwas glutaminowy - kwas pirogro-
nowy, (4) L-alanina-kwasa-ketoglutarowy, (5) kwas L-asparaginowy -
-kwas pirogronowy, (6) L-alanina-kwas szczawiowooctowy, w izolowa-
nych strukturach komérkowych (jadra, mitochondria, mikrosomy i plazma
podstawowa) w watrobie prawidlowej szczura. Rozdzielajac produkty
reakcji przy pomocy chromatografii na bibule wykazano, ze enzymy kata-
lizujace reakcje: kwas glutaminowy - alanina oraz kwas glutaminowy -
-kwas asparaginowy sg aktywne we wszystkich frakcjach komérkowych.
Reakcje w ukladzie kwas asparaginowy - alanina zachodzg tylko w plazmie
podstawowej. Maksymalna aktywno§¢ enzymatyczna zlokalizowana jest
we frakeji mitochondrialnej i jadrowej. Obserwuje si¢ wyrazne przesu-
niecie réwnowagi reakeji w kierunku syntezy kwasu glutaminowego.
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THE TRANSAMINASE ACTIVITY IN ISOLATED CELL STRUCTURES
OF NORMAL RAT LIVER

Summary

The localization of the following transaminases was investigated:
(1) L-glutamate - oxaloacetate, (2) L-aspartate -a -keto glutarate, (3) gluta-
mate - pyruvic acid, (4) L-alanina -« -keto-glutarate, (5) L-aspartate - py-
ruvic acid, (6) L-alanine - oxaloacetate. The cell structures under investiga-
tion were: nuclei, mitochondria, microsomes, and cytoplasm. The reaction
products being separated on paper chromatography, the presence of the
glutamate - alanine transaminase was found in all the fractions as well as
that of the glutamate - aspartate transaminase. The reactions between
aspartate and alanine occurred only in cytoplasm. The maximum enzym-
atic activity was localised in the mitochondrial fraction and in the nucleic
one. The reaction equilibrium was distinctly shifted towards the glutamate
synthesis. Otrzymano 24.7.1960
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BADANIA NAD HYDROLAZAMI SOKOW TRAWIENNYCH
VL. ESTERAZY SOKU JELITOWEGO PSA*

Zaklad Chemii Fizjologicznej AM w Krakowie, Kierownik: Prof. Dr B. Skarzynski
Zaklad Fizjologii AM w Krakowie, Kierownik: Prof. Dr J. Kaulbersz

Od dawna juz znana jest rola jaka spelnia w procesie trawienia sok
jelitowy — wydzielina gruczoléw blony Sluzowej jelita — jednak sklad
enzymatyczny tego soku trawiennego nie zostal dotad szczegdélowo zba-
dany. Nieco dokladniej poznano enzymy biorace udzial w koncowych
etapach trawienia bialek i weglowodanéw, natomiast bardzo niewiele da-
nych spotyka sie w piSmiennictwie na temat wystepowania w soku jeli-
towym enzyméw hydrolizujacych wigzania estrowe.

Chociaz obecno$é lipazy w soku jelitowym psa stwierdzil Boldyreff
jeszcze w roku 1907 [5], pézniej jednak Reale [23] wykazal, Ze sok pocho-
dzacy z przetok Thiry-Vella nie zawiera tego enzymu i ze wystepuje on
tylko w komorkach blony §luzowej jelita i moze uwalniaé¢ sie wskutek
autolizy. W ostatnich latach dwie prace, w ktérych uzyto sok jelitowy
owcey [21] i konia [2] potwierdzajg poglad, ze lipaza nie wystepuje w soku
jelitowym tych zwierzat.

Zasadowa fosfataza jest innym enzymem z tej grupy, ktérego obecnos¢
w blonie $luzowej jelita znana byla od dawna [17, 18]. Wlasnosci tego
enzymu zostaly dokladniej zbadane po wyizolowaniu go z blony §luzowe;j
jelita cielgcia przez Portmanna [22].

Oprécz dwoch wymienionych enzyméw nie spotyka sie w literaturze
zadnych doniesien na temat obecnosci innych esteraz w soku jelitowym.
Biorgc pod uwage fakt, ze rézne esterazy sa enzymami rozpowszechnio-
nymi w organizmie zwierzecym, malo prawdopodobnym wydal sie ich
zupelny brak w soku jelitowym. W poprzednich doniesieniach tej serii
stwierdzono, ze sok trzustkowy psa zawiera co najmniej sze$¢ réznych
esteraz [29, 30]. Przedmiotem obecnie przedstawionych badan jest zagad-
nienie wystepowania enzymoéw esterolitycznych w soku jelitowym psa
pochodzacym z przetok Thiry-Vella.

* Poprzednie prace tej serii [13, 29, 14, 30, 28].
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http://rcin.org.pl



| &

J. OLEKSY, HALINA SZAFRAN i Z. SZAFRAN 12}

METODY

Sok jelitowy otrzymywano z przetok Thiry-Vella wykonanych u psow
z roznych odcinkéw jelita cienkiego. Do doswiadczen uzywano psy wagi
16-18 kg. Srednia dlugosé¢ jelita cienkiego u tych pséw wynosila okolo 3 m.
Odleglo$¢ wyizolowanych odcinkéw od odzwiernika byla nastepujaca: od-
cinek I, 40-50 cm (ok. 1/6 dlugosci jelita), odecinek II, 150-200 cm (1/2 dlu-
gosci jelita), odeinek III, koncowa czesé jelita cienkiego (ok. 9/10 dlugosci
jelita). Dlugosci wyizolowanych odcinkéw wynosily 20 - 30 cm. Zbierano
sok wydzielany pod wplywem draznienia mechanicznego, odrzucajac
pierwsza porcje (ok. 5 ml) zawierajagcg duze iloSci §luzu i nablonka. Do-
piero nastepng porcje (ok. 10 ml) przeznaczano do doSwiadczen po usunie-
ciu skrawkéw nablonka i komoérek przez wirowanie w ciggu 30 min.
przy 3000 obr./min. Uzyskany w ten spos6b sok jelitowy jest ciecza
opalizujaca o z6ltawym zabarwieniu. Sok przechowywano w temperaturze
4° az do wykonania oznaczen enzymatycznych.

Stezenie bialka w probkach soku jelitowego oznaczano metoda Folina
i Ciocalteu [9] wedlug procedury opisanej poprzednio [14] i wyniki
wszystkich oznaczen enzymatycznych przeliczano na 1 mg bialka.

Substratami uzytymi do oznaczen enzymatycznych byly nastepujace
estry: oliwa (spozywcza oliwa nicejska), tréjbutyryna (Lachema), octan
cholesterolu, octan p-nitrofenolu otrzymany wedlug Hugginsa i Lapidesa
[15], octan indoksylu (Light), bromek acetylocholiny (Light), fosforan
fenolftaleiny (Light) i 2-hydroksy-5-nitrofenylosiarczan dwupotasowy
(siarczan nitrokatecholu) otrzymany wedlug Roy’a [25]. Ponadto zastoso-
wano ezeryne (fizostygmine) (Merck) i dwuizopropylofluorofosforan (DFP)
dostarczony uprzejmie przez Dr E. Chodorowskiego, jako inhibitory este-
raz kwasow karboksylowych. Pozostale odczynniki uzyte do do$wiadczen
byly analitycznie czyste.

Aktywnosé enzymatyczng soku jelitowego oznaczano wedlug nastepu-
jacych metod: hydrolize oliwy i tréjbutyryny metoda Overbecka i Van
der Viesa [20], hydrolize octanu cholesterolu wedlug zbioru metod anali-
tycznych H. Fistera [8], hydrolize octanu p-nitrofenolu metoda Hugginsa
i Lapidesa [15], hydrolize octanu indoksylu zmodyfikowana metodg Hol-
ta [12, 30], hydrolize bromku acetylocholiny metoda Hestrina [11], hydro-
lize fosforanu fenolftaleiny wedlug Hugginsa i Talalaya [16]. Procedure
wszystkich tych oznaczen enzymatycznych opisano dokladnie w poprzed-
nich doniesieniach tej serii [14, 28, 29, 30].

Hydrolize siarczanu nitrokatecholu oznaczano wedlug metody Roy’a
[25] inkubujac 0,8 ml odpowiedno rozcieniczonego soku jelitowego z 0,8 ml
roztworu substratu w 0,5 M buforze octanowym o pH 5,6. Stezenie koncowe
siarczanu nitrokatecholu wynosilo 0,05mM. Po odpowiednim czasie inku-
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bowania w temperaturze 37° reakcje zatrzymywano przez dodanie 0,5 ml
1 N-HCI i nastepnie dodawano w celu wywolania zabarwienia 3,5 ml od-
czynnika chincnowego wg Roy’a. Barwe uwolnionego podczas hydrolizy
nitrokatecholu odczytywano po 30 min. przy dlugosci fali 520 mp na
spektrofotometrze Coleman Junior.

Przed wykonaniem niektorych oznaczen sok jelitowy dializowano
w woreczku celofanowym wzgledem wody potrdjnie destylowanej lub
wzgledem roztworu wersenianu sodu w temperaturze 4°. Stosowano czas
trwania dializy od 12 do 40 godzin.

Aktywno$é enzymatyczng wyrazano w jednostkach podanych w meto-
dach lub ustalonych dowolnie. Jednostki te przedstawiaja iloSci enzymu,
ktére w okreSlonym czasie w temperaturze 37° i w warunkach oznacze-
nia rozkladaja z predkoscia poczatkowa okreslong ilo$¢ substratu lub od-
szczepiaja okreslong ilo§¢ produktu hydrolizy. Dla hydrolizy oliwy
i trojbutyryny jest to czas 2 godzin i 10 umoli rozlozonego estru, dla
hydrolizy octanu cholesterolu — 2 godziny i 1 umol odszczepionego chole-
sterolu, dla hydrolizy octanu indoksylu — 20 minut i przyrost gestosci
optycznej o 0,100 przy 600 mu, dla hydrolizy acetylocholiny — 1 godzina
i 1 mg rozlozonego substratu, dla zasadowej fosfatazy (hydroliza fosfo-
ranu fenolftaleiny) — 1 godzina i 0,1 mg uwolnionej fenolftaleiny [16]
i dla hydrolizy siarczanu nitrokatecholu — 1 godzina i 0,1 pmola rozlozo-
nego estru.

WYNIKI

Do do§wiadczen uzyto dwa psy z przetoka w odcinku I, dwa psy
z przetoka w odcinku II i jednego psa z przetoka w odcinku III. Pobrano
ogélem 60 probek soku jelitowego, oznaczajac w kazdej stezenie bialka.
W tablicy 1 zestawiono $rednie wartosci stezenia bialka w prébkach soku
pochodzacego z réznych odcinkéw jelita i od réznych psow. Jakkolwiek
probki soku pochodzace z odcinka III wykazywaly najnizsza S$rednig
zawarto$é bialka, to jednak biorac pod uwage réznice miedzy poszczegol-
nymi psami z tym samym rodzajem przetoki (np. psy 1 i 2 z przetoka I)
nie mozna stwierdzi¢ wyraznego wplywu polozenia odcinka jelita na ste-
zenie bialka w soku. A

W tablicy 2 zebrano wyniki oznaczen enzymatycznej hydrolizy estrow
kwaséw karboksylowych z uwzglednieniem wplywu zastosowanych inhi-
bitoréw — ezeryny i DFP. We wszystkich badanych przypadkach sok
jelitowy nie wykazywal, przy zastosowanych warunkach oznaczenia,
aktywnoéci enzymatycznej wzgledem oliwy, natomiast obserwowano
hydrolize tréjbutyryny. Aktywnosé wzgledem tego substratu jest czesScio-
wo hamowana przez ezeryne. Réwniez octan cholesterolu jest rozkla-
dany w pewnym stopniu przez sok jelitowy. Aktywnosci tej nie dalo sig
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Tablica 1
Stezenie biatka w soku jelitowym pochodzqcym z trzech réznych odcinkéw
jelita cienkiego psa

Polozenle odcinkéw jelita: odcinek I, 40-50cm od odZwiernika (ok. 1/6 diugoéci jelita), odei-
nek II, 150 - 200 cm (1/2 diugos$ci jelita), odcinek III, konicowy odcinek jelita cienkiego (ok. 9/10
diugosel jelita). Wyniki podano w procentach wag./obj. -~ éredni biad

| ! ' '

Odcinek jelita | Nr psa :llosé ozn.| Stezenie biatka (%)

| | |

1 4| 08640, f

I [2n | i | 1oz ¥
142 | 26 | 0961008

=50 16 | 1244008 '

I T 0464005 .

344 18 s |

o 8. | e | omsog I
| Lrmem 1do5 | 60 | 0961005

zaobserwowa¢ w przypadku soku pochodzacego z odcinka III, poniewaz
sok ten zawiera do$¢ duze iloSci wolnego cholesterolu (ok. 50 mg®o w po-
rownaniu z wartosciag 3 mg % w soku z odcinka I) dajacego zbyt wysokie
warto$ci w oznaczeniach kontrolnych. Hydroliza octanu p-nitrofenolu jest
tylko nieznacznie hamowana przez ezeryne i nieco silniej przez DFP.

Tablica 2

Aktywno$é enzymatyczna soku jelitowego psa wzgledem estréw kwaséw
karboksylowych oraz wplyw ezeryny i DFP na te aktywnosé
Podane liczby s§ wartoSclaml $redniml oznaczen wykonanych na soku pochodzacym 2z réznych

odcinkéw jelita. WartoScl te podano wraz ze érednim biedem. Inhibitory uzywano W nastepujg-
cych stezenlach: ezeryna od 10-*do 2*10- M, dwuizopropylofluorofosforan (DFP), 5+10°¢ M

Akt
bez irm?tiéra i PEE
Substrat e o — T B ! A S
ilos¢ jedn/mg biatka ilos¢ ‘ 9, hamowania | ilos¢ % hamowania
ol Sk sl CURRETE ozn. | I ';_922 g =
Oliwa | 6 0 o] — l — [ ==
Tréjbutyryna | 8 | 1964051 | 3 | 333172 e
Octan choles- | |
terolu 5 0,023 +0,008 — —_ — | —
_6c—ta;_p—nilro- S ST P 7 1———
fenolu .27 | 0,117+0,010 4 51413 | 16 | 293+24
Octan indo- r . |
ksylu ; 20 0,34 +0,02 7 46,2+7,1 12 75,643,6
AcetylochoTi:}a*s 23 | 014510012 | 10 | 93,9422 7 | 749+43

http://rcin.org.pl



(5] ESTERAZY SOKU JELITOWEGO PSA 47

Sok jelitowy wykazuje réwniez wyrazng aktywnos¢ wzgledem octanu
indoksylu i bromku acetylocholiny. Oba te substraty zachowujg sie po-
dobnie w stosunku do uzytych inhibitoréw, przy czym hydroliza octanu
indoksylu jest mniej wyraznie hamowana przez ezeryne. DFP hamuje
w rownie silnym stopniu hydrolize obu tych substratéow. Hydroliza zasto-
sowanych tutaj estréw kwasow karboksylowych, jakkolwiek wyrazna,
jest jednak znacznie slabsza niz w przypadku soku trzustkowego psa
[14, 29, 30].
Zupelnie inaczej przedstawia si¢ aktywnos¢ wzgledem estrow kwasow
nieorganicznych. Fosforan fenolftaleiny jest substratem rozkladanym bar-
_ dzo intensywnie przez sok jelitowy. Poniewaz wiadomo, ze komérki blony
sluzowej jelita charakteryzuja sie bardzo wysoka zawartoscia zasadowej
fosfatazy, wystepowanie tego enzymu w soku jelitowym nie jest niespo-
dzianka. Zasadowa fosfataza wystepujaca w soku jelitowym rozklada
fosforan fenolftaleiny z optymalna szybko$cig przy pH ok. 9,8 (Rys. 1).
Wartos¢ ta jest zgodna z danymi przedstawionymi przez innych autoréw
w odniesieniu do zasadowej fosfatazy blony S$luzowej jelita [19, 22, 24].

of

05—

a

04~
o1

R
T
Aktywnos¢ (jedn./mg bialka)

03~

| I
8 9 w0 1 12 i TN BT I

PH Bialko soku (mg/mi)
Rys. 2. Zalezno§é aktywnosci arylosul-

Rys. 1. Zaleznos¢ aktywnosci zasado-

wej fosfatazy od pH S$rodowiska. Ozna-
czenita w buforze uniwersalnym wedlug
Brittona i Robinsona [27a]. Na osi rzed-
nych przedstawiono warto$ci gestosci
optycznej fenolftaleiny uwolnionej w
czasie 30 min. w temperaturze 37°.
Stezenie bialka w mieszaninie reagujg-
cej wynosilo 0,06 mg/ml

fatazy od rozcienczenia soku jelitowego.
Na osi odcietych przedstawiono stezenie
biatka w mg/ml jako miare rozciericze-
nia soku jelitowego, na osi rzednych
aktywno$§¢ w jednostkach aktywnosci
na 1 mg biatka. (O) sok niedializowany.
(M) sok dializowany 17 godz. wzgledem
wody potréjnie destylowanej

Brak drugiego maksimum na krzywej pH pozwala przypuszczaé, ze
w soku jelitowym nie wystepuje fosfataza kwasna. W tablicy 3 przedsta-
wiono aktywno$¢ soku jelitowego wzgledem fosforanu fenolftaleiny
uwzgledniajgc wplyw dializy i niektérych jonéw. Aktywno$é enzymu
obniza sie wskutek dializy wzgledem wody i wzgledem roztworu werse-
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nianu sodu. Inaktywujaco dzialaja takze jony fosforanowe i cyjankowe.
Jony fluorkowe w stezeniu 10~2M maja tylko niewielki wplyw aktywu-
jacy natomiast w stezeniu 10! M podwyzszaja aktywnoé¢ enzymu w dosé
znacznym stopniu. Aktywujaco dzialaja réwniez jony Mg?* i slabiej
jony Ca?*.

Drugi z zastosowanych estrow nieorganicznych — siarczan nitro-
katecholu — jest réwniez rozkladany przez sok jelitowy z dos¢ duza
aktywnoscig. Zbadano réwniez wplyw niektérych czynnikéw na aktyw-
no$¢ arylosulfatazy odpowiedzialnej za hydrolize tego substratu (Tabl. 3).
Dializa soku jelitowego wzgledem wody wyraznie podwyzsza aktywnos¢
arylosulfatazy. Juz nawet samo rozcienczanie soku niedializowanego po-
woduje wzrost aktywnosci w przeliczeniu na 1mg bialtka, podczas gdy
rozcienczanie soku dializowanego nie zmienia juz wcale jego aktywnoS$ci
wlasciwej (Rys. 2). Mozna to wyjasni¢ obecnoscig jakiego$ czynnika dzia-
lajacego hamujaco, ktérego dzialanie zmniejsza sie przy rozcienczaniu

Tablica 3

Wplyw réznych czynnikéw na aktywnosé zasadowej fosfatazy i arylosulfatazy
soku jelitowego psa
Podane liczby sg wartosclami Srednimi oznaczenn wykonanych na soku pochodzgeym 2z réznych
odclnkéw jelita. Aktywnoéé enzymatyczng wyrazono w jednostkach aktywnosci na 1mg bilalka,
-4 féredni blad. Wplyw dializy 1 jonéw przedstawiono jako procent hamowania (—) lub akty-
wacjl (+) w stosunku do analogicznej iloéci oznaczen kontrolnych

| Zasadowa fosfataza (hydroliza ' Arylosulfataza (hydroliza
fosforanu fenolftaleiny) ! siarczanu nitrokatecholu)
. 24 e L g . M |—
ilos¢ aktywnosé ilos¢ | aktywno$é
ozn. | ozn.
Sok jelitowy | 16 | 191426jedn. | 39 0,56+ 0,06 jedn.
Dializa wzgledem wody 4 | —11,3+38% e +49,24-21,8 %
Dializa wzgledem PRI B SRR |

(8]

rogtworu wersenianu
sodu (20 mg?9%,)

L —50,7+4,3 % i +82,7 +12,0 %

PO’ (102 w) | 12 | —599+50% 9 | —745 £19%
F 0w 6 | F24336% 5| A58 EAA%
F- (10tM) | 12 | +40,6+8,09% P f =8 2L 6%,
L CF (101 M) e = & | 23+25%
|jeN-G102w | 5 | —90305% | — = ’
(Mgt Geieng [ 6 | fuiaNg 0} o |  — =
| Ca2* (1,6- 10— m) 3 | 4141434 % P es ”

i ktory zostaje usuniety w czasie dializy. Byé moze sa to jony fosfora-
nowe, ktore jak stwierdzono, nawet w stezeniu 10—2Mm dzialaja silnie
hamujaco. Dializa soku jelitowego wzgledem wersenianu sodu podwyzsza
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Tablica 4

Aktywno$é esterolityczna soku jelitowego pséow z przetokami w réznych odcinkach
jelita cienkiego
Aktywno$¢ enzymatyczng przedstawiono w jednostkach aktywnosci na 1mg blatka, - $rednl
blad. Polozenie odcinkéw jelita jak w tablicy 1 i

Octan p-nitro- Fosforan fenol-| Siarczan nitro-

Octanindoksylu| Acetylocholina

Odcinek| Ny fenolu ftaleiny katecholu
| delita |psal ;o6 aktyw- | jlos¢| aktyw- tods| akiyie- ilo§éT aktyw- |ilos¢| aktyw-
} ozn. nos¢ | ozn, | no§¢ ozn.' nosé ozn.!| no$é ozn.| nos¢
I P | : | | |
| 1] 2 | 0124 | 4| o037 | 7| oue | 6| 1242 |10 050 '
! +0,070 | | 4£0,05 +0,018 +1,14 40,05
Y e R TR R R S e 7 2908 | 10 | 0,99
, oz +2,18 +0,10
i 3{12| o128 [10| o031 | 8| o168 [ — EIR N S
40,017 | ’ 40,03 40,023 | +0,04
| I 4| 2 | 0,051 gt = — — I = — —
; +£0,008 | | i
——l— s —
11 G L0 G 0,116 \ 4 0,32 8 0148 | 3| 925 |10 0,36
‘ +0,013 | +0,07 40,018 | 41,46 +0,06

aktywnos§¢ enzymu w znacznie silniejszym stopniu niz dializa wzgledem
wody. Podobnie jak jony fosforanowe, silnie hamujaco dzialajg jony
fluorkowe. Réwniez hamujgco, jakkolwiek w slabszym stopniu, dzialajg
jony chlorkowe.

Aktywnos¢ enzymatyczna soku jelitowego zaréwno wobec estrow
kwaséw karboksylowych jak i nieorganicznych, podobnie jak stezenie
bialka, nie zalezy w widoczny spos6b od polozenia odcinkéw jelita.
Zebrane w tablicy 4 wartosci wykazuja wieksze réznice dla dwéch réz-
nych pséw z tym samym rodzajem przetoki niz dla pséw z przetokami
w réznych odcinkach jelita.

DYSKUSJA

Doswiadczenia przeprowadzone na soku jelitowym psa uzyskanym
z przetok Thiry-Vella wykazaly, ze zawiera on enzymy hydrolizujace
szereg roéznych estréow kwaséw karboksylowych i nieorganicznych. W do-
stepnej literaturze zajmujacej si¢ tym zagadnieniem wymieniano z grupy
esteraz tylko lipaze [5, 23] i zasadowsq fosfataze [17, 18, 22] jako enzymy
wystepujace w blonie §luzowej jelita. Reale [23] stwierdzil jednak, ze
lipaza obecna w komérkach blony $luzowej jelita jest nierozpuszczalna
i dopiero po autolizie moze przej$¢ do roztworu. Zagadnienie pochodzenia
enzymoéw w soku jelitowym nie zostalo dotad jednoznacznie wyjasnione,
wigkszo$¢ badaczy jednak sklania sie do pogladu, ze enzymy te oddzielane
sg od blony $luzowej jelita wraz ze zluszczajacym sie nablonkiem [10, 33].
4
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W przedstawionej obecnie pracy zagadnienie to nie bylo jednak przedmio-
tem specjalnego zainteresowania, a tylko chodzilo o stwierdzenie jakie
enzymy z grupy esteraz znajduja sie aktualnie w soku jelitowym uwol-
nionym od komoérek i skrawkéw nablonka.

Na podstawie doswiadczen z uzyciem oliwy i tréjbutyryny jako sub-
stratow mozna stwierdzi¢, ze sok jelitowy psa nie zawiera lipazy w zna-
czeniu enzymu hydrolizujgcego trojglicerydy w stanie emulsji, odpornego
na dzialanie zwigzkow organofosforowych [6, 27]. Swiadczy o tym brak
hydrolizy oliwy i fakt, ze hydroliza tréjbutyryny jest czesciowo hamo-
wana przez ezeryne. Poniewaz tréjbutyryna rozkladana jest nie tylko
przez lipaze trzustkowa ale takze przez inne esterazy, nawet przez este-
raz¢ cholinowa [3, 29, 30], hydrolize tego substratu nalezy przypisaé
raczej dzialaniu jakiej$S innej esterazy a nie lipazy. Sok jelitowy zawiera
rowniez enzym lub enzymy hydrolizujace octan p-nitrofenolu, octan
indoksylu i acetylocholine. Obserwujac réznice w dzialaniu ezeryny i DFP
w stosunku do hydrolizy wyzej wymienionych substratéw mozna by
wnioskowaé o obecnosci dwoch enzyméw tego typu. Jednym z nich moze
by¢ esteraza cholinowa silnie hamowana przez DFP, a szczegélnie przez
ezeryne i temu enzymowi mozna przypisa¢ calg obserwowang hydrolize
acetylocholiny, znaczng czg§¢ hydrolizy octanu indoksylu, a takze te czes¢
hydrolizy tréjbutyryny i octanu p-nitrofenolu, ktora jest hamowana przez
ezeryne i DFP. Hydrolize tych estréow odporng na dzialanie ezeryny i DFP
mozna by przypisa¢ innej esterazie, prawdopodobnie typu A wedlug
Aldridge’a [1, 30]. Podobna esteraza znajduje sie takze w soku trzustko-
wym psa [30] i w surowicy ssakéw [4]. Trudno jest stwierdzié¢, czy slaba
hydroliza octanu cholesterolu spowodowana jest obecnosciag matlej ilosci
specyficznej esterazy, czy tez dzialaniem ktérego§ z poprzednio wymie-
nionych enzymow.

Aktywnos¢ esteraz wystepujacych w soku jelitowym jest bardzo niska
w poréwnaniu z tego typu aktywnoscig soku trzustkowego i trudno przy-
pusci¢ aby odgrywala ona jakas powazniejsza role w procesach trawienia.
Problem roli fizjologicznej tych enzyméw, a takze mechanizm ich wytwa-
rzania pozostaje nadal sprawg otwarts.

Sok jelitowy zawiera znaczna ilo§é zasadowej fosfatazy, co jest zgodne
z wysoka zawartoscia tego enzymu w blonie S$luzowej jelita [18, 22].
Zaobserwowane wlasnosci tego enzymu pokrywajg sie z wynikami innych
badaczy uzyskanymi przy uzyciu oczyszczonych preparatéw zasadowej
fosfatazy z blony sluzowej jelita. Optimum pH enzymu réwne okolo 9,8
nie odbiega od wartosci podawanych przez innych autoréw [19, 22, 24].
Sok jelitowy psa nie zawiera fosfatazy kwasnej.

Interesujgco przedstawia sie fakt obecnosci w soku jelitowym enzymu
hydrolizujacego siarczan nitrokatecholu. Zwiazek ten jest jednym ze spe-
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cyficznych substratéw dla arylosulfataz. Znane s trzy typy arylosulfataz,
réznigce sie specyficzno$cia i wrazliwoscia na dzialanie niektérych jonéw.
Obserwowane wlasnosci enzymu zawartego w soku jelitowym sugeruja,
ze jest to arylosulfataza B, nalezaca do typu II [7, 31, 32]. Definitywne
ustalenie jaki typ arylosulfatazy wystepuje w soku jelitowym bedzie
mozliwe dopiero po przeprowadzeniu szczegdlowych badan nad wlasno-
Sciami tego enzymu. W dostepnej literaturze nie znaleziono danych
o obecnosci arylosulfatazy w soku jelitowym ssakéw, a w blonie Sluzowej
jelita psa zaobserwowano tylko $lady tego enzymu [26].

Poréwnujgc aktywnosé enzymatyczng probek soku pochodzacych
z roznych odcinkéw jelita cienkiego nie mozna bylo zaobserwowaé roéznic
wykraczajacych znacznie poza granice bledu, przeciwnie, wyniki ozna-
czen charakteryzujq sie wzglednie duza stalo$cia pomimo trudnosci
w utrzymaniu niezmiennych warunkéw pobierania soku. Wydaje sie, ze
jelito cienkie psa, przynajmniej w granicach dlugosci, w ktérych byly
zalozone przetoki, wydziela sok o wzglednie stalym skladzie w odniesie-
niu do stezenia biatka i aktywno$ci badanych enzymow.

Panu Prof. Dr B. Skarzynskiemu pragniemy zlozy¢ podziekowanie za
zyczliwa opieke i pomoc przy wykonywaniu pracy.

STRESZCZENIE

Zbadano aktywno$¢ esterolityczng soku jelitowego psa uzyskanego
z przetok Thiry-Vella wzgledem o$miu substratow, a mianowicie: oliwy,
tréjbutyryny, octanu cholesterolu, octanu p-nitrofenolu, octanu indo-
ksylu, acetylocholiny, fosforanu fenolftaleiny i siarczanu nitrokatecholu.

Sok jelitowy wykazuje slaba aktywno$¢ wzgledem uzytych estrow
kwaséw karboksylowych z wyjatkiem oliwy, ktéra nie ulega hydrolizie.
Na podstawie rodzaju rozkladanych substratéw oraz wplywu ezeryny
i kwasu dwuizopropylofluorofosforowego (DFP) na ich hydrolize prze-
dyskutowano mozliwo$é wystepowania dwéch czynnikéw hydrolizujacych
estry kwaséw karboksylowych, a to: esterazy cholinowej i esterazy aro-
matycznej typu A. Sok jelitowy nie zawiera lipazy.

Wysoka aktywno$¢ hydrolizy fosforanu fenolftaleiny spowodowana
jest obecnoscig zasadowej fosfatazy. W soku jelitowym wystepuje réw-
niez arylosulfataza rozkladajaca siarczan nitrokatecholu.
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STUDIES ON HYDROLASES OF DIGESTIVE JUICES

VI. ESTERASES OF THE DOG INTESTINAL JUICE

Summary

The esterolytic activity of the dog intestinal juice obtained from the
Thiry-Vella fistula has been examined against eight substrates, namely:
olive oil, tributyrin, cholesterol acetate, p-nitrophenyl acetate, indoxyl
acetate, acetylcholine, phenolphtalein phosphate and nitrocatechol sul-
phate.

The intestinal juice shows a slight activity towards the employed
esters of carboxylic acids, olive oil being not hydrolyzed at all.

Basing upon the kinds of hydrolyzed substrates and on the effect of
eserine and diisopropylfluorophosphoric acid (DFP) on their hydrolysis,
the possible presence of two enzymes hydrolyzing the carboxylic acids
esters has been discussed, namely the presence of cholinesterase and
aromatic esterase, type A. Intestinal juice does not contain any lipase.

The high rate of phenolphtalein phosphate hydrolysis is due to the
presence of alkaline phosphatase. Arylsulphatase acting on nitrocatechol
sulphate is also present in intestinal juice.

Otrzymano 25. 7. 1960
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Z BADAN NAD BIALKIEM LUBINOWYM

IV. N-KONCOWE AMINOKWASY W KONGLUTYNIE f§

Zaklad Hodowli Roslin PAN, Poznan
Kierownik: Prof. Dr S. Barbacki

Kontynuujac nasze prace nad kompleksem bialek wystepujacych
w nasionach lubinu [18, 19, 20], przystapiliSmy do preparatywnego frak-
cjonowania jego skladnikéw i do mozliwie dokladnego poznania ich bu-
dowy. W pierwszym rzedzie zajeliSmy sie konglutyng g i niniejszy komu-
nikat przedstawia wyniki okreslajace, jakie aminokwasy zajmuja N-kon-
cowe pozycje w tym biatku. Okreslenie to wykonano metoda Sangera [15].

MATERIAE I METODY

Przedmiot badan

Obiektem naszych badan byla konglutyna g wyizolowana z nasion
lubinu waskolistnego odmiany ,,Obornicki“. Preparat tego bialka otrzy-
mano zmodyfikowang metodg Jouberta [7] w nastepujacy sposéb: zmie-
long i odtluszczona maczke z nasion lubinu ekstrahowano 10° NaCl,

Rys. 1. Zdjecie elektroforogramu. (A)

mieszanina globulin z nasion lubinu

waskolistnego, (B) preparat kongluty-

ny f. 0,2 M-bufor weronalowy pH 8,6,

200 V. 0,8mA/em. szer. paska, czas

6 godz.; na pasek makladano ca 10ul
6% roztworu bialka

ekstrakt po odwirowaniu poddano dializie do wody w temp. pokojowej
do zaniku reakcji na chlorki. Wytragcone w wyniku dializy globuliny (sil-
nie zabarwione na z6lto) rozpuszczono' w 10°0 NaCl, a roztwor poddano
dializie do buforu octanowego o sile jonowej 0,25 i pH 4,7. Analiza elek-
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troforetyczna wykazala, ze w tych warunkach wytracala sie konglutyna a
wraz z zaadsorbowanymi barwnikami i czescia konglutyny g, a czesé
konglutyny g pozostawala w roztworze. Po dializie tego roztworu do wody
w temp. 0° wytracal si¢ bialy osad konglutyny . W celu mozliwie
dokladnego oczyszczenia preparatu caly cykl powtérzono 5 razy.

Elektroforeza bibulowa przeprowadzona w buforze. weronalowym
o pH 8,6 [20] wykazala elektroforetyczng czysto§¢ otrzymanego preparatu
(Rys. 1).

Zliofilizowany preparat badanego bialka byl przechowywany w temp.
-5° nad P 205.

Odczynniki

1. 1-fluoro-24-dwunitrobenzen (DNFB) — f-my L. Light, Anglia;

2. 24-dwunitrofenylo (DNF)-aminokwasy syntetyzowano z aminokwa-
sow f-my LaRoche, Szwajcaria i DNFB, wg Levy i Chung [10], z wyjat-
kiem e-DNF-lizyny, ktérg otrzymano z miedziowego kompleksu wg Por-
tera i Sangera [14]. Pozostale odczynniki — B.0.0., Gliwice.

Przygotowanie 2,4-dwunitrofenylo (DNF)-konglutyny f

Reakcje pomiedzy konglutyna f a DNFB przeprowadzano jak podaje
Fraenkel-Conrat i Porter [5]. Surowy preparat DNF-konglutyny przemy-
wano 3 razy wodg, 3 razy etanolem i 3 razy eterem etylowym, a nastep-
nie suszono w prozni nad P,0s.

Sposéb obliczenia masy czqsteczkowej DNF-konglutyny B

Podstawg tego obliczenia bylo poréwnanie zawartoSci azotu amido-
wego w preparacie konglutyny g oraz DNF-konglutyny f. Azot amidowy
oznaczano wg Chibnalla i wsp. [3]. Masa czasteczkowa ,,frakeji B“ globu-
lin z nasion lubinu waskolistnego wyznaczona przez Jouberta [7] na pod-
stawie pomiaréw sedymentacji, wynosi 181 000. Rzad wielko$ci posiada-
nego przez nas preparatu konglutyny B, wyznaczony dyfuzyjna metoda
Northropa i Ansona wg Krawczyka i wsp. [8], wynosil okolo 200 tys.
(Tabl. 1). Poniewaz warto$¢ ta stosunkowo dobrze zgadza sie z danymi
Jouberta, dlatego przy dalszych obliczeniach przyjeto mase czasteczkowq
konglutyny g réwna 181 tys.

Hydroliza DNF-konglutyny B i ekstrakcja hydrolizatu

DNF-biatko hydrolizowano HCl o stalej temp. wrzenia, dodajac na
kazde 3 mg bialka 1ml kwasu. Chcac wybraé optymalny czas hydrolizy,
DNF-bialko gotowano z kwasem przez 12, 16 i 24 godz., po czym uznano,
ze hydroliza 24-godzinna jest najlepsza, gdyz przy jej stosowaniu uzy-
skano najwiekszg wydajno$¢ kwasu DNF-glutaminowego (Tabl. 2).
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W celu oddzielenia DNF-aminokwas6w rozpuszczalnych w eterze od
DNF-aminokwasoéw rozpuszczalnych w wodzie, hydrolizat rozcienczano
woda (doprowadzajac stezenie kwasu do okolo 1 N [17] i ekstrahowano
trzema porcjami eteru. Polaczone ekstrakty eterowe przemywano 1 N-HCI,
eter odparowywano i sucha pozostalo$¢ przejmowano do acetonu.

Réwniez warstwe wodng odparowywano pod préznia, a pozostalosé
przejmowano do malej objetosci wody.

Identyfikacja DNF-pochodnych w hydrolizacie

Orientacyjne okreslenie charakteru DNF-zwigzkow we frakeji etero-
wej hydrolizatu DNF-kongluutyny g przeprowadzono przy pomocy chro-
matografii dwukierunkowej, przy czym chromatogram (na bibule What-
man nr 3) rozwijano w pierwszym kierunku butanolem nasyconym 1%
(wag./obj.) amoniakiem [2], a w drugim —1,5M-buforem fosforanowym
o pH 6,0 [9]. W obu kierunkach chromatogram rozwijano technikg wste-
pujacag. W tych warunkach mieszanina rozdzielala sie na 3 plamy, z kt6-
rych pierwsza zajmowala pozycje dwunitroaniliny (DNF-NH,), druga —
dwunitrofenolu (DNF-OH), a trzecia pozycje kwasu dwunitrofenylogluta-
minowego (DNF-glu) lub dwunitrofenyleasparaginowego (DNF-asp).

i |
%O BOE 0 O BO:
0 b AR

Rys. 2. Schemat elektroforogramu. (A)

kwas DNF-asparaginowy; (B) frakcja

eterowa hydrolizatu DNF-konglutyny g;

(C) kwas DNF-glutaminowy. 0,05 M-bo-

raks, 200V, 6 godz. 12mA/ecm szer.
paska

Rys. 3. Schemat elektroforogramu. (A)
kwas DNF-glutaminowy; (B) frakcja
eterowa hydrolizatu konglutyny g (C)
dwunitrofenol; (D) dwunitroanilina. 0,2
M-bufor weronalowy pH 8,6, 200 V,
0,8 mA/cm szer. paska, czas 4 godz.

Poniewaz w opisanych warunkach 2 ostatnie zwigzki nie rozdzielaja sie
dobrze, dlatego przeprowadzono préby ich rozdzialu przy pomocy elektro-
forezy bibulowej, gdyz podobnie jak chromatografia jednokierunkowa,
umozliwia ona proste, bezposrednie poréwnanie badanej substancji z sub-
stancjg wzorcowa. Zadowalajacy wynik uzyskano przy wykonywaniu

http://rcin.org.pl



58 M. WIEWIOROWSKI i J. AUGUSTYNIAK 41

elektroforezy w 0,05 M-roztworze boraksu. Jak wida¢ na rys. 2, w hydro-
lizacie DNF-konglutyny g znajduje sie¢ zwigzek zajmujacy na elektroforo-
gramie pozycje DNF-glu. DNF-asp posiada nieco wiekszg ruchliwo$é niz
DNF-glu.

Obecno$¢ DNF-glu we frakcji eterowej potwierdzono dodatkowo hy-
drolizujac pozostalo§¢ po odpedzeniu eteru nasyconym Ba (OH), [13].
W otrzymanym hydrolizacie stwierdzono obecno$é kwasu glutaminowego
przy pomocy wysokonapieciowe]j elektroforezy bibulowej, przeprowadzo-
nej w buforze pirydynowym wg Maslowskiego [12].

Charakter pozostalych 2 zwigzkéw potwierdzono przy pomocy elektro-
forezy bibulowej w 0,2M-buforze weronalowym o pH 8,6 (Rys. 3).
Dodatkowym dowodem obecnosci DNF-OH byt fakt odbarwienia sie od-
powiedniej plamy po zadaniu elektroforogramu gazowym HCI [14].

Frakcja wodna hydrolizatu DNF-konglutyny zawierala tylko e-DNF-
-lizyne. Zaréwno na chromatogramie rozwijanym mieszaning butanol-
- kwas octowy - woda (4 :1 :5) [16], jak i na elektroforogramie wykona-
nym w 1 N-NH,OH [1] obserwowano tylko jedng plame, odpowiadajaca
é-DNF-lizynie.

Ilosciowe oznaczenie DNF-glu, DNF-OH i DNF-NH,

Przy iloSciowym oznaczaniu wymienionych zwiazkéw wykorzystano
fakt, ze rozdzielaja sie one bardzo dobrze w buforze weronalowym
(Rys. 3). Oznaczenia te wykonano w nastepujacy sposob: Pipetka o po-
jemnosci okolo 18 ul nakladano na pasek bibuly wzorcowe roztwory

DNF-NH,

8 8
I T

DNF-0H
*

S
N
|

DNF-glu

o
T
%

O D
[T
I
*\

Rys. 4. Krzywe standardowe kwa-
su DNF-glutaminowego, dwunitrofenolu
/ i dwunitroalaniny. Ekstynkcje eluatéow

w
I

Esso 2cm warstwy eluatu z 1 plamy
K]
a
T
*\

4 + plam otrzymanych po elektroforezie bi-

°- A bulowej standardéw kwasu DNF-gluta-

a1}~ minowego, dwunitrofenolu i dwunitro-
11 ; ; 41 SL aniliny. Nakladano po 18 ul. Szczegoly
Stezenie roztworow (mg/ml) w tekscie

DNF-glu, DNF-OH i DNF-NH, o stopniowo wzrastajagcym stezeniu i prze-
prowadzano elektroforeze przez 4 godz. Po tym czasie paski suszono na
powietrzu, wycinano plamy i eluowano je 10ml (z wyjatkiem plam
DNF-OH, ktére eluowano 20 ml) 1°/0 NaHCO; w temp. 55-60° przez
15 min. [4]. Po ostygnieciu eluaty kolorymetrowano na spektrofotometrze
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uniwersalnym Zeissa przy 360 mu [9]. Zaleznosci pomiedzy stezeniem
a ekstynkcjg warstwy 2 cm, przedstawione na rys. 4, wyrazaly si¢ rowna-
niami: dla DNF-glu E=—0,1816-¢c — 0,0033, dla DNF-OH E =—10,1380-
-¢c— 0,0082, dla DNF-NH, E—0,2280-c — 0,0018, gdzie ¢ oznacza ste-
zenie roztworéw wzorcowych w mg/ml. Réwnania obliczono metoda naj-
mniejszych kwadratow,

Analogicznie jak przy roztworach wzorcowych oznaczano ekstynkcje
poszezegbélnych DNF-pochodnych frakeji eterowej hydrolizatu DNF-kon-
glutyny B, z tym ze na pasek bibuly nakladano po 6 - 10 ,,pipetek* aceto-
nowego roztworu tej frakeji, otrzymanego przez uzupelnienie pozostalosci
po odpedzeniu eteru acetonem do obj. 1ml, oraz, ze plamy eluowano
w 2 przypadkach mniejszg objetoscig 190 NaHCO;3 (Tabl. 2).

Po oznaczeniu ekstyncji obliczano na podstawie réwnan krzywych
standardowych stezenie substancji w mg/ml.

Wyznaczenie wspolczynnika poprawkowego na straty DNF-glu
podczas hydrolizy

Chceac sie przekonaé, jaki procent DNF-glu ulega rozkladowi podczas
hydrolizy, gotowano pod chlodnica zwrotng przez 18 godz. znang ilos¢
bialka z dodatkiem znanej iloSci DNF-glu, a takze hydrolizowano DNF-
-glu bez bialka. Po hydrolizie oznaczano zawarto$¢ tego zwigzku jak
w przypadku hydrolizatu DNF-konglutyny #.

WYNIKI

Wyznaczenie rzedu wielko$ci masy czasteczkowej konglutyny g przed-
stawione jest w tabl. 1. Oznaczono, ze konglutyna f zawiera 2,082%o,

Tablica 1
Wyznaczenie rzedu wielko$ci masy czqsteczkowej konglutyny p

Metoda dyfuzyjna Northropa 1 Ansona wg Krawczyka i wsp. [8]. Do badan uzyto roztwér
o stezeniu 500 ug bialka/1 ml 1 M-NaCl

| Dyfuzat I " !

| Nr POIMAOK Sty do reakeji|  E o N L o Ll
do§w. | SAZXA 1 a7ka | Folina* | dyfuzatu (ml) Wys. |.j0—7 (cm)
(ml) (ml) | sek.
1 20,5 ! 0,133 . 2 0,167 1,110 525,6 2,809 | 3,93 199
2 20,5 0,133 2 0,057 0,205 97,2 2,804 | 3,94 | 200
3 ‘ 10,5 I 0,379 5 0,073 0,070 97,2 2.730 | 4,05 | 217

* Przy oznaczaniu iloSci przedyfundowanego blaltka postugiwano si¢ kolorymetryczng me-
toda Lowry i wsp. [11]. Po dodaniu koniecznych odczynnikéw objeto§é kazdej préby doprowa-
dzano do 13 ml.

** Obliczono na podstawie krzywej standardowej E = 0,025¢c + 0,032, gdzie c = st¢Zenie
blatka w pg/ml.
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17 N-KONCOWE AMINOKWASY W KONGLUTYNIE 61

+0,006 ! N-amidowego, wobec czego w 1 molu bialka znajduje sie 3768 g
N-amidowego, co stanowi 269 grup amidowych na czasteczke. W wyniku
reakeji bialka z DNFB ilos¢ N-amidowego nie ulega zmianie, a poniewaz
DNF-konglutyna B zawiera 1,91%, 0,04 2 N-amidowego, wigc jej masa
czasteczkowa wynosi 197,2 tys. Dzielgc réznice mas czasteczkowych po-
miedzy konglutyna f a jej DNF-pochodnga przez 166 (przyrost masy
czasteczkowej bialka po reakeji z 1 czasteczka DNFB) obliczono, ze w kon-
glutynie g w reakcje z DNFB wchodzi okolo 100 grup funkcjonalnych.

Wyniki oznaczen kolorymetrycznych zawartosci DNF-glu, DNF-OH
i DNF-NH, w hydrolizacie DNF-konglutyny g sa przedstawione w ta-
blicy 2.

Analizy chromatograficzne i elektroforetyczne frakcji eterowej i wod-
nej hydrolizatu DNF-konglutyny g zgodnie wykazaly, ze jedynym N-kon-

Tablica 3
Odzyskanie kwasu DNF-glutaminowego po hydrolizie

Podane wyniki ekstynkc)i (E) stanowig érednig z 4 réwnoleglych oznaczen. Odchylenie poszcze-
gbélnych wynikéw od $rednich wynosilo 2%

Hydroli- ! Elektrof. Eluat l ! DNF-glu odzyskany |

Nr | DNF-glu zowano | acetonowy Wiy ey

doéw.| (mg) | z dodat- | roztwért | ZPIAMY | Eao | 1 ;

| kem | (D (ml) ! - (mg) | (%) )

1 1,75 | bialkka | 54 10 | 020 | 049 ! 280 |

2 | 1,75 | bialka 54 100 | 0205 | 055 | 314 |

3 3,50 — » 18 10 | o019 | 110 | 315 i

; 4 3,50 — | 18 10 0,200 I 12| 320 ;
{ |

* Po odparowaniu eteru sucha pozostalo§¢ uzupelniono acetonem do objetosci 1ml.

cowym aminokwasem tego bialka jest kwas glutaminowy. Uwzgledniajac
procentowy rozklad DNF-glu w czasie stosowanej przez nas hydrolizy
(Tabl. 3) obliczono, ze w konglutynie B znajdujg sie 3 N-koncowe reszty
tego kwasu.

DYSRUSJA

Przedstawione wyniki sugeruja, ze czasteczka konglutyny p sklada sie
z 3 lancuchéw polipeptydowych, z ktorych kazdy posiada jako reszte
N-koncowg — reszte kwasu glutaminowego. Obecno$¢ tego samego ami-
nokwasu jako reszty N-konicowej w 3 lancuchach polipeptydowych
swiadczy o pewnej analogii w budowie tych lancuchéw. Z tego tez

! Srednia z 2 oznaczen.
* Srednia z 3 cznaczen.
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62 M. WIEWIOROWSKI { J. AUGUSTYNIAX 151

punktu widzenia bardzo ciekawe bedzie stwierdzenie, czy wszystkie
3 lancuchy posiadaja réwniez jednakowe reszty C-koncowe,

IloSciowe oznaczenie reszt C-koncowych wydaje sie konieczne rowniez
i z tego wzgledu, ze wniosek o obecnosci 3 lancuchéw polipetydowych
w czgsteczce konglutyny f opiera sie na uwzglednieniu okolo 70 procen-
towego rozkladu kwasu DNF-glutaminowego w czasie stosowanej hydro-
lizy. Nalezy zalowa¢, ze nie ma w literaturze dokladnych danych na temat
rozkladu DNF-glu w warunkach hydrolizy 20°% HCl. Sanger w swej
metodycznej pracy [15] zajmowal sie szczegdlnie stabilnoscia DNF-gli-
cyny, DNF-lizyny i DNF-fenyloalaniny i wykazal, ze najmniej odporna
na dzialanie 20°% HCI jest DNF-glicyna, ktéora po 24 godz. hydrolizie
rozklada sie nawet w 95%, podczas gdy DNF-fenyloalanina w tym samym
czasie w 10%. Na marginesie tych badan Sanger wspomina, ze kwas
DNF-asparaginowy ulega w czasie 20-godzinnej hydrolizy rozpadowi nie
przekraczajacemu 20%. Na tej podstawie sadziliSmy, ze zachowanie sie
kwasu DNF-glutaminowego bedzie podobne, przeprowadzone jednak przez
nas oznaczenia wykazaly, ze kwasy te rodzniag sie stabilnoscia bardzo
wyraznie.

Bardzo duzy rozklad DNF-glu w czasie dlugotrwalej hydrolizy winien
powodowaé¢ tendencje do maksymalnego skroéceniar jej czasu, badania
nasze wykazaly jednak, ze najwieksze ilosci DNF-glu pojawiaja sie do-
piero po 24 godz., i dlatego ten okres hydrolizy uznaliSmy za konieczny
do zastosowania do celow obliczen molowych. Niewatpliwie, ze gdyby
w konglutynie p byly rowniez lancuchy z N-koncowa glicyna, to po
24-godzinnej hydrolizie trudno byloby ja dostrzec na tle duzych ilosci
DNF-OH, DNF-NH, i DNF-glu. Te¢ ewentualno$¢ odrzucamy jednak, gdyz
hydrolizaty DNF-konglutyny g byly po roéznych okresach hydrolizy
szczegblowo jakosciowo przeszukane w oparciu o technike chromatogra-
ficzna i elektroforetyczna.

Jak wynika z réznicy pomiedzy masg czasteczkowa konglutyny g
a masa czasteczkowa jej DNF-pochodnej, w reakcje z 1 czasteczka biatka
wchodzi okolo 100 czasteczek DNFB. Na podstawie skladu aminokwasc-
wego konglutyny f, okreslonego przez Gerritsena [6] (konglutyna g odpo-
wiada frakeji L. a. S;,g), mozna by sie spodziewaé, ze w bialku tym
reagowaé bedzie 54 grup e-aminowych lizyny, 27 grup imidazolowych
histydyny, 48 grup wodorotlenowych tyrozyny i ewentualnie 23 grup
tiolowych cysteiny (lgcznie 154 + x N-koncowych). Poniewaz jednak
reakcja pomiedzy grupa imidazolowg histydyny a DNFB przebiega bardzo
wolno [15], czego wyraznym dowodem jest znaleziona przez nas bardzo
mala ilo§¢ dwunitroaniliny, a dalej, poniewaz nie znaleziono w hydroliza-
tach tiolowych DNF-pochodnych cysteiny (przed reakcja z DNFB kon-
glutyna # nie byla poddana redukeji), dlatego po odjeciu od lacznej ilosci
154 grup funkcjonalnych teoretycznie zdolnych do reakecji z DNFB,
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52 grup praktycznie bardzo malo aktywnych, uzyskujemy liczbe 102 (+ x),
na podstawie ktérej uwazamy nasz wynik (100) za zgodny z danymi
Gerritsena. Zgodna z wynikami tego autora jest réwniez oznaczona przez
nas ilo§¢ grup amidowych w czasteczce konglutyny g (264 wg Gerritsena,
269 wg naszych oznaczen).

Przedstawione wyniki wskazuja, ze konglutyny badane przez nas
i przez Gerritsena [6] oraz Jouberta [7] o ile nie sa w pelni tymi samymi
zwiazkami, to co najmniej bardzo podobnymi.

STRESZCZENIE

Przy pomocy fluorodwunitrobenzenowej metody Sangera stwierdzono,
ze jedynymi N-koncowymi resztami aminokwasowymi w konglutynie f
z nasion lubinu waskolistnego sa reszty kwasu glutaminowego.

Oznaczenia ilosciowe wykazaly, ze czasteczka badanego bialka zawiera
3 N-koncowe reszty tego kwasu. Na tej podstawie przypuszcza sie, ze
w sklad konglutyny g wchodzg 3 lancuchy polipeptydowe.

Potwierdzono obserwacje Gerritsena [6], ze w czasteczce badanego
biatka znajduje si¢ okolo 265 grup amidowych.
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STUDIES ON LUPIN PROTEINS

IV. N-TERMINAL AMINO ACIDS IN CONGLUTIN g

Summary

The glutamic acid residues were found to be the only N-terminal ones
in conglutin 3, by means of the Sanger’s fluorodinitrobenzene method.

The quantitative studies revealed, that the molecule of examined pro-
tein contained 3 N-terminal residues of this amino acid. Thus it was
supposed that conglutin f contained 3 polypeptide chains.

The Gerritsen’s observation [6] was confirmed, that there was about
265 amido groups in one molecule of the protein under investigation.

Otrzymano 30. 7. 1960.
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In the previous papers [10, 11], isolation and some characteristics of
nucleopeptides from the liver of guinea pig were described. It was de-
monstrated that the nucleotides in these compounds are linked with
peptides through the carboxyl group. In this paper further procedure for
purification of nucleopeptides is given, as well as a more precise charac-
teristic both of peptide and nucleotide parts.

EXPERIMENTAL

Isolation of nucleopeptides, separation on triethylaminethylcellulose
(TEAE) column, and paper electrophoresis were carried out as before [11].
The general diagram of purification of these compounds is given in the
scheme. The electrophoretic fractions visible in ultraviolet light were cut
out, eluted with 0.01 N-hydrochloric acid, concentrated at room temper-
ature and chromatographed on Whatman filter paper No. 1, in a system:
butanol - acetic acid - water (4 :1:5) [8]. The electrophoretically homo-
geneous material separated into a series of spots, visible in ultraviolet
light. Pictures A in Fig. 1, taken in ultraviolet light present an example
of chromatograms of electrophoretic fractions. Chromatograms were
sprayed with 1 N salt-free hydroxylamine, dried at room temperature
for 2 days and developed with acidified ferric chloride [6]. Pink-brown
spots of hydroxamic acids appeared (Fig. 1, Picture B), generally in the
same position as those obtained in ultraviolet light. However, some
of spots absorbing at 260 mu did not have any correspondents in hydro-
xamic acids (Fig. 1, Fraction 5).

Our previous investigations with electrophoretic fractions of nucleo-
peptides suggested that 2 to 4 peptides may join the nucleotide part. We
5
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decided to verify it after further separation of electrophoretic fractions
by chromatography. The chromatograms were sprayed with 1 N-hydro-
xylamine, thus transforming the peptides into hydroxamic derivatives
and splitting them from nucleotides. The surplus of hydroxylamine was
allowed to evaporate, spots visible in ultraviolet light were cut out from
the chromatogram and eluted with 0.01 n-hydrochloric acid. The extracts
were concentrated in vacuo over KOH, and chromatography of hydro-

Liver
f

l lhomogenization in 0.25 M-saccharose, centrifugation
¥
Sediment Supernatant
' (NH4)>SO4 complete saturation; ethanol to 85 9,; filtration

; |
v v
Sediment Filtrate
|’ vacuum concentration

Fractionation :)n TEAE column

|

{
Paper electrophoresis

+
Chromatography of nucleopeptides

|

7N
NH,0OH // \\ hydrolysis with 11 N-HCIO4

/ \\ N
7 N
7 N

Chromatography of hydroxamic acids of peptides = Chromatography of nucleic bases
lpartial hydrolysis with HCI
Chromatography of short chain peptides

complete hydrolisis with HCI

¥
Chromatography of amino acids

Diagram of isolation of nucleopeptides from the liver of guinea pig. Details con-
cerning the first stages of purifying, including electrophoresis are given in the pre-
vious paper [11]

xamic derivatives of peptides was made in a butanol - acetic acid -
- water system (9 :1 :1) [6]. The spots were developed with acidified fer-
rum chloride. Fig. 2 shows examples of these chromatograms. In most
cases chromatography displayed the presence of one spot, like for instance
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on picture 2 and 3. In some cases, however, several spots apeared
(Pictures 6, 7, 8). This should prove, that the nucleotide part could
combine with one or more peptides, assuming that the chromatographically
separated nucleopeptides were homogeneous. This leads to the conclusion
that the peptides were linked to nucleotide moiety through the phosphate
groups, and not through 2’ or 3’-OH groups of ribose. We checked it by
means of a periodate reaction [4], carried out on paper with electro-
phoretically separated nucleopeptides. In all cases the reaction was posi-
tive, indicating the presence of free 2’, 3 OH groups. Though the perio-
date reaction is not sufficiently specific, it shows, in connection with
the previously described results of chromatography that peptides form
an anhydric linkage with phosphate groups of the nucleotide.

In previous experiments [10, 11] while applying complete hydrolysis
we were unable to demonstrate any differences between peptides of
nucleopeptides. Paper chromatography of these hydrolyzates indicated
the presence of the same group of amino acids. To investigate more
closely the differences or similarity of peptide the partial acid hydrolysis
was applied [2]. Chromatographically separated and developed with FeCl;
hydroxamic peptides were cut out (spots marked a, b, ¢, in Fig. 2), eluted
with 0.01 N-hydrochloric acid. After removal of HCl and iron a partial
hydrolysis was carried out in 10 N-hydrochloric acid at 37° during 3 days.
After eliminating HCl, paper chromatography was made, in the system
butanol - acetic acid - water (4 :1:5), and developed with 0.25 per cent
solution of ninhydrin in acetone. The pictures (Fig. 3) illustrated that
partial hydrolyzates of peptides distinctly differ from one another. To
confirm these differences, spots stained with ninhydrin were cut out,
eluted with water, surplus of ninhydrin was eliminated using HyO, [7],
and complete hydrolysis was carried out by 6 N-HCl during 16 hours
at 105° in sealed tubes. After elimination of hydrochloric acid, amino
acids were chromatographed as previously. The results obtained (Fig. 4)
indicate that peptides differ by their amino acids composition.

Earlier experiments indicated [10] that in the nucleotide part of
nucleopeptides more than one base is represented. As the electrophoretic
fractions used in these experiments were non-homogeneous, we tested
them once more using chromatographically separated nucleopeptides.
Spots, visible in ultraviolet light were cut out at different levels, eluted
with 0.01 N-HCI, evaporated to dryness in small tubes, then 0.02ml of
11 N-perchloric acid was added, sealed and hydrolized for 1 hour at 100°.
The content of the tube was then diluted with the equal volume of water,
instilled on Whatman paper No. 1, and chromatographed for 3 -4 hours,
in the system isopropanol - hydrochloric acid - water [12]. This prelimin-
ary chromatography allowed to eliminate perchloric acid, which remained
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at the start line. The material absorbing in ultraviolet light was then cut
out, eluted with 0.01 N-HCIl, and rechromatographed in the same system.
Chromatography of standard samples of five nucleic bases was carried
out in the same manner. An example of the results is presented in Fig. 5.

The results obtained confirm our previous suggestions [10, 11] as to
the complex character of nucleopeptides. They are compounds containing
oligonucleotides linked with peptides by means of the carboxyl group
probably to the phosphate group. Peptidic parts differ by their contents
of different amino acids.

DISCUSSION

The results of numerous recent works on nucleopeptides point to
a wide distribution of these compounds. They were isolated from animals
[9, 10], plants [5] and microorganisms [1]. If we compare the nucleo-
peptides isolated from the liver of guinea pigs with similar compounds
from other biological material, it has to be stated that the former
are more complex. Nucleopeptides from microorganisms or plants
contain 3 to 7 amino acids and one or a couple of nucleic bases, whereas
those we have isolated are composed of several bases and more than ten
amino acids. It was at first suspected that they were artefacts arising
during preparation. This view is no more tenable nowadays although the
metabolic significance of nucleopeptides is not yet sufficiently elucidated.
Synthesis of these compounds was obtained in witro with bacterial pre-
parations [1]. We ascertained in our laboratory that they originate in
cell-free preparations from guinea pig liver, which are able to synthetise
proteins (Szafranski & Bagdasarian in preparation). There was also an
incorporation of radicactive nucleopeptides into proteins.

It is now admitted that the nucleopeptides play a part in biosynthesis
‘of protein, but the evidence for this is not yet convincing. If we admit
that nucleopeptides take part in protein biosynthesis, their localization
in the actually accepted scheme of this process presents further dif-
ficulties. We have suggested that they may be precursors of the soluble
ribonucleic acid peptide complex. However, s-RNA isolated by Zamecnik
et al. [13] is linked with amino acids by means of 2’ or 3'-OH group of
ribose, whereas our experiments using the periodate reaction indicate
that in nucleopeptides these groups are free, and that peptides are rather
linked by means of phosphate groups. Similar results were obtained by
Davies & Harris [3] with nucleopeptides isolated from yeast. These
divergences constitute an important difficulty in figuring the role and the
significance of these compounds.

Although much more experimental work is still needed to elucidate
this problem, the great heterogeneity of nucleopeptides and the wide
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Fig. 1. Chromatograms of nucleopepti-
des. System: butanol - ocetic acid - wa-
ter (4:1:5). A — picture taken in
ultraviolet light, B — picture in visible
light after spraying with hydroxylamine
and FeCl,. 3, 5, 7 — Nos. of franction
from TEAE column from which the
samples for chromatography were taken

Fig. 2. Chromatography of
hydroxamic acids of pepti-
des, in a system butanol -
acetic acid -water (9:1:1)
Chromatograms were deve-
loped with acidified FeCls.
2, 3, 6, 7, 8 — Nos. of frac-
tions from TEAE column
from which the samples,
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Fig. 3. Chromatography of purliul acid hydrolizates of peptides in a system butanol-

-acetic acid - water (4:1:5). 2, 3, 6b, 6¢c, Ta, Tb, 8a — spots of hydroxamic acids of
peptides (Fig. 2), which were submzttcd to a partial hydrolysis. I, II, II, IV — spots
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Fig. 4. Chromatography of amino acids after complete acid hydrolysis of short-

-chain peptides, in a system butanol-acetic acid-water (4:1:5). 2-1, II, III;

6b - I, II; 6¢c- I, II, 1I, IV — spots of small peptides (Fig. 3), which were submitted
to complete acid hydrolysis

E O

-
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Fig. 5. Pictures in ultraviolet light of chromatograms of nucleic bases, obtained

from hydrolysis of nucleopeptides in 11 N-HClO4. Chromatographically separated

nucleopeptides were taken from different places. 2, 4, 6, 8 — Nos. of fractions from

TEAE column from which the material was taken. Standards: Gu, guanine; Ad, ade-
nine; Cyt, cytosine; Ur, uracil; Ty, thymine
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range of their occurrence plead for their importance in biosynthesis of
proteins.

We wish to express our thanks to Miss Zofia Grodzienska M. Sci. for
her collaboration at some stages of this work.

SUMMARY

Further ways of isolation, purification and characterisation of cyto-
plasmic nucleopeptides from guinea pig liver have been assayed. The
compounds were separated by paper electrophoresis, then by paper
chromatography. The separated nucleopeptides were hydrolized with
11 N -HCIO, and chromatographic identification of nucleic bases were made.
Peptide moiety was characterized by paper chromatography after partial
and complete hydrolysis. The nature of linkage of peptides with the
nucleotide part was investigated; 2, 3’-OH groups in ribose has been found
free using periodate reaction.

Recent results have confirmed our previous suggestion; the nucleo-
peptides contain oligonucleotides and peptides linked through the
carboxyl and probably the phosphate group. They differ from one anothet
not only by their peptide but also by their nucleotide moieties.
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DALSZA CHARAKTERYSTYKA CYTOPLAZMATYCZNYCH NUKLEOPEPTYDOW
Z WATROBY SWINKI MORSKIEJ

Streszczenie

Opracowano dalsze sposoby oczyszczania cytoplazmatycznych nukleo-
peptydéw oraz przeprowadzono ich charakterystyke. Po rozdziale tych
zwigzkoéw za pomoca elektroforezy bibulowej, wykonano ich chromato-
grafie bibulowg. Rozdzielone nukleopeptydy hydrolizowano 11 N-HCIO,
i chromatograficznie identyfikowano =zasady mnukleinowe. Fragmenty
peptydowe oddzielano od nukleotydowych, przeprowadzano ich czeSciowa
hydrolize, a nastepnie calkowitg i chromatografowano. Badano sposéb
powiazania peptydow z fragmentami nukleotydowymi, reakcja nadjoda-
nowg stwierdzono, ze 2’, 3-OH grupy rybozy sa wolne.

Rezultaty potwierdzaja nasze poprzednie przypuszczenia, ze sa to
zwigzki skladajace sie z oligonukleotydéw polaczonych z peptydami za
posrednictwem grupy karboksylowej i prawdopodobnie fosforanowej.
Roéznig sie one miedzy soba zaréwno czescia peptydowa jak i nukleoty-
dowa.

Otrzymano 8.8.1960.
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UDZIAL TIOSIARCZANU W POWSTAWANIU SIARCZANU
W ORGANIZMIE ZWIERZECYM

Zaklad Chemii Fizjologicznej Akademii Medycznej w Krakowie
Kierownik: Prof. Dr B. Skarzynski

W poprzednich naszych pracach (1, 2] zajmowaliSmy si¢ problemem
utleniania tiosiarczanu w organizmie szczura dochodzac do wniosku, zZe
losy metaboliczne obu atomow siarki tego zwigzku sa odmienne. Tak
zwany atom wewnetrzny bardzo szybko ulega wydaleniu w postaci nie-
organicznego siarczanu, natomiast atom zewnetrzny zostaje wlgczony
w lancuch posrednich przemian konczacy sie ostatecznie réwniez zamiang
na nieorganiczny siarczan wydalany jednak przez okres czasu znacznie
dhluzszy. Doéwiadczenia nasze wykazaly, ze organizm zwierzecy posiada
wybitnie rozwinieta zdolnoéé¢ utleniania tiosiarczanu i potrafi przetworzy¢
w jednostce czasu iloéci tiosiarczanu kilkaset razy wieksze anizeli te, jakie
sa normalnie wydalane z moczem. Fakt ten byl punktem wyjscia dla
sformulowania przez nas hipotezy, w my$l ktérej tiosiarczan bylby nie
iloéciowo skromnym ubocznym produktem przemiany siarki, ale glow-
nym metabolitem posrednim, poprzez stadium ktérego przechodzilaby
siarka w swoj koncowy etap utlenienia.

Za sluszno$cig naszej hipotezy przemawial fakt niewatpliwie stwier-
dzonego endogennego wytwarzania tiosiarczanu [3, 4]. Wedlug Sorbo [5]
tiosiarczan powstaje w nastepstwie reakcji miedzy siarczynem i grupg
tiolowg kwasu merkaptopirogronowego, a wiec miedzy dwoma ustalo-
nymi produktami posrednimi przemiany siarki w zywych ustrojach.
W mysl naszej hipotezy siarczyn nie ulegalby utlenianiu bezposrednio,
lecz dopiero poprzez wytworzenie tiosiarczanu.

Gdyby nasz tok rozumowania byl stuszny, to nalezaloby si¢ spodzic-
wac powstawania w ustroju zwierzecym wzglednie duzych iloSci tiosiar-
czanu, a wiec co za tym idzie egzystencji pojemnej puli tiosiarczanowej.
Ponizej opisane nasze do$wiadczenia mialy na celu wykazanie egzystencji
takiej puli. W tym celu wstrzykiwaliSmy szczurom cystyne znakowang
siarkag radioaktywng oraz réwnoczesnie duze iloSci nieradioaktywnego
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tiosiarczanu. SpodziewaliSmy sie, ze nadmiar egzogennego tiosiarczanu
utrudni utlenianie tiosiarczanu endogennego powstajacego z radioaktyw-
nej cystyny i, ze w tym przypadku tiosiarczan wydalany w niezmienionej
postaci bedzie zawieral siarke radioaktywna powstajaca z rozkladu znako-
wanej cystyny. Przewidywania nasze sprawdzily sie, a odpowiednia ana-
liza wynikéw liczbowych pozwala w pewnej mierze oceni¢ rozmiary
udzialu tiosiarczanu w powstawaniu koncowego produktu utlenienia
siarki — siarczanu.

MATERIAL I STOSOWANE METODY

Doswiadczenia przeprowadzano na szczurach bialych, albinosach,
samcach o wadze ok. 200 g. Zwierzeta w czasie trwania do$wiadczenia
znajdowaly sie w klatce metabolicznej, pozwalajacej na iloSciowe zbie-
ranie moczu.

IloSciowe oznaczanie tiosiarczanu przeprowadzano metodg Spacu i Spa-
cu [6], zastosowang do moczu przez Gasta i wsp. [4], polegajaca na wy-
trgcaniu kompleksu z azotanem tréj(dwuaminoetylo)-niklawym i jodo-
metrycznym miareczkowaniu tiosiarczanu zawartego w kompleksie.

Radioaktywno$¢ oznaczano umieszczajac 0.5 ml badanego roztworu lub
zawiesiny na miseczkach bakelitowych, wylozonych krazkami z bibuly.
Po wysuszeniu bibuly w podczerwieni, mierzono aktywnos$é licznikiem
z okienkiem z miki, o gestosci 1,4 mg/em?.

Radioaktywna D,L-cystyna pochodzila z Radiochemical Centre, Amer-
sham. Aktywnos¢ wlasciwa czystyny wynosita 181 mC/g.

Sposéb przeprowadzania doswiadczen

Szczurom wstrzykiwano réwnocze$nie podskornie, w dwoch roznych
miejscach powierzchni ciala 0,8 mg D,L-cystyny-*S, rozpuszczonej w 0,5%
roztworze weglanu sodu, oraz 200 mg nieradioaktywnego NayS,0j3:5H50
rozpuszczonego w wodzie. Po 24 godzinach wstrzykiwano ponownie
200 mg tiosiarczanu. Poza tym wykonano dwie serie do$§wiadczen roz-
nigcych sie od powyzej opisanych tym, ze zamiast 200 mg tiosiarczanu
wstrzykiwano szczurom 100 lub 300 mg tej substancji, przy tej samej
dawce radioaktywnej D,L-cystyny. Jako badania kontrolne sluzyly do-
Swiadczenia ze szczurami, ktéorym wstrzykiwano tylko radioaktywna
cystyne (0,8 mg), bez réwnoczesnego podawania tiosiarczanu.

W okreslonych odstepach czasu po rozpoczeciu doswiadcezenia, tzn. po
6, 24, 48 i 72 godzinach, przenoszono ilos§ciowo mocz do cylindréw miaro-
wych i uzupelniano woda do znanej objetosci, zasadniczo do 10 ml. Ozna-
czano: a) calkowitg aktywnosé moczu, b) zawarto§¢ tiosiarczanu w moczu,
c¢) aktywno$é tiosiarczanu, d) aktywno$é wydalonych z moczem siarcza-
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now, e) aktywnosé, tzw. reszty siarkowej (RS), tzn. siarki zawartej w mo-
czu, nie nalezacej do tiosiarczanu i do siarczandow.

Sposob frakcjonowania moczu bedacy podstawa powyzej wymienio-
nych oznaczen opisaliSmy obszernie w poprzedniej pracy [2]. Na tym
miejscu podajemy tylko zasadniczy schemat postepowania.

Z moczu wytracano calkowita zawartos$¢ tiosiarczanu z pewna do-
mieszky siarczanow, za pomocg azotanu tréj(dwuaminoetylo)-niklawego.
Zbierano plyn pozostajacy nad osadem, z ktérego wytracano pozostale
siarczany dodajac 30%e roztworu octanu baru. Siarka znajdujgca sie w roz-
tworze wolnym cd tiosiarczanu i siarczanéw reprezentowala reszte siar-
kowa (RS). Zawarto$¢ tiosiarczanu oznaczano miareczkowaniem jodo-
metrycznym kompleksu niklawego. Z plynu pozostalego po zmiareczko-
waniu tego kompleksu, w ktorym caly uprzednio zawarty ticsiarczan
przeszed! w tetrationian, wytracano domieszke siarczanow przez dodanie
octanu baru. Aktywno$é przypadajacg na tiosiarczan oznaczano w roz-
tworze powstalego przez miareczkowanie tetrationianu. Aktywno$¢ siar-
czan6w oznaczano w osadzie ofrzymanym przez dodanie octanu baru,
zarowno z miareczkowanego roztworu kompleksu niklawego, jak i z ply-
nu pozostalego po wytraceniu tego kompleksu. Wszystkie uzyskane war-
tosci przeliczano na calkowitg ilos¢ wydalonego moczu.

W moczu pochodzacym od zwierzat kontrolnych, tj. od tych, ktéorym
wstrzyknieto tylko radioaktywna D,L-cystyne bez tiosiarczanu, zawar-
tos¢ tiosiarczanu oznaczano w ten sposob, ze przed dodaniem do badanego
moczu alkoholu absolutnego i azotanu troj(dwuaminoetylo)-niklawego,
dodawano znang ilo$é¢ tiosiarczanu nosnikowego, tj. 5 mg. Rownoczes$nie
przygotowywano Slepa probe zawierajaca tylko odczynniki wyzej wspom-
nianego i 5mg tiosiarczanu. Ilo§¢ mililitréow 0,01 N roztworu jodu uzyta
do zmiareczkowania $lepej proby odejmowano od ilo$ci mililitrow zuzy-
tych do zmiareczkowania badanych préb moczu.

CZESC DOSWIADCZALNA

Stosujac powyzej opisane postepowanie mogliSmy stwierdzi¢, ze po
podaniu niewielkiej ilosci D,L-cystyny znakowanej S zawartos¢ radio-
akywnego tiosiarczanu w moczu szczuréw utrzymuje si¢ na niskim po-
ziomie zaré6wno w stosunku do dawki wprowadzonej, jak i do aktywnosci
rownoczesnie wydalanego siarczanu. Wartosci liczbowe zestawiliSmy
w tablicach 1 i 2. Wyniki przedstawione w tablicy 2 wskazuja, ze sto-
sunek aktywnosci siarki wydalonego tiosiarczanu do aktywnosci siarczanu
wyraza sie wartoscia 0,02, a wiec taka, jaka ma oznaczony przez nas
uprzednio chemicznie stosunek ilosci siarki tiosiarczanu (0,05 - 0,08 mg)
do iloSci siarki siarczanu (3 mg).
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Tablica 1
Aktywnosé wydalonego z moczem tiosiarczanu, siarczanu i reszty siarkowej (RS)
w procentach aktywnosci wprowadzonej, po podaniu do organizmu szczura 0,8 mg
cystyny— S
The activities of excreted thiosulphate, sulphate and residual sulphur (RS), in per-

centage of total activity introduced, after injection of 0.8 mg. of cystine—%S
Wynikl z doswiadczen na 4 zwierzetach

Catkowita aktyw- | Aktywnos¢ S;0;3— Aktywnos¢ SO4 Aktywnos¢ RS
Czas | nog¢ moczu %) % | (%)
(go- (%)
= 0
dziny) | S e e = Bl
| zakres | S$rednio | zakres = Srednio | zakres | Srednio zakres | Srednio |

0—6 | 6,1—7,2 | 6,7 0,12—0,15, 0,13 \l 412531 ‘48S } 1,3—-2,0 | 1,72
6—24| 43—63 5,64 0,08—0,23 0,15 23—48 | 38 |[13—-19 16
24—48| 0,6—2,4 1,67 0,02—0,06| 0,04 0,3—1,6 ' 1,12 | 0,3—0,7 | 0,51 [
48—72| 0,5—1,2 | 0,9 0,01—0,02| 0,02 03—08 | 056 |02—0,5| 0,32

|

Tablica 2
Aktywnosé wydalonego z moczem tiosiarczanu, siarczanu i reszty siarkowej (RS)
w procentach aktywnosci calkowitej moczu, po podaniu do organizmu szczura 0,8 mg
cystyny—* S
The activities of excreted thiosulphate, sulphate and residual sulphur (RS), in
percentage of total activity of urine, after injection of 0.8 mg. of cystine—**S
Wynikl z doSwiadcze na 4 zwlerzetach

Chias Aktywnosé S,01= | Aktywnosé SOy Aktywnos¢ RS 4
i (%) _ % (%)
godziny) SPI) I Sy S ST

Zakres  Srednio | Zakres | Srednio | Zakres | Srednio

0—6 1,8—2,3 21 46,5—78,5| 71,8 l9,3——3l,4f 26,0 |
6—24 1,9—3,2 | 247 53,7—717,0, 67,4 20,7—44,5 30,1 ]
2448 2,5—3.05 2,64 51,2—68,8 62,6 i23,|—45,5l 342 |
48—72 |.7—2,7i 2,36 53,0—-72,0 60,8 {26,4—43,5| 36,5

Tablica 3
Aktywnosé wydalonego z moczem tiosiarczanu, siarczanu i reszty siarkowej (RS)
w procentach aktywnosci wprowadzonej, po podaniu do organizmu szczura 0,8 mg
cystyny—>S i 200 mg Na»S>03+5 HsO oraz powtérnie 200 mg NasS>03+5 HoO po
uplywie 24 godzin
The activities of excreted thiosulphate, sulphate and residual sulphur (RS), in per-
centage of total activity introduced after injection of 0.8 mg. cystine—3 S and 200 mg.

Na»S»03+ 5 HyO. The dose of Na»S>03+5 HsO was repeated after 24 hours
Wyniki z doéwladczen na 6 zwlerzetach

Calkowi . : : s
’ Cous | Komitaskiyw- | o s S0 AktywnodeS0° | Aktywnok RS |
nos¢ moczu o A o/
(go- % (%) (%) %)
S (%) !
dzmy)i]==m s PN o) L L s B0 i e B | sl o
Zakres | Srednio | Zakres = Srednio | Zakres | Srednio | Zakres | Srednio |

| == | |
| 0—6|48-124| 882 2661 376 | 1,548 | 401 |07—1,1 | 1,05

6—24|20— 66| 324 [004—1,3 032 |1,1—38! 203 05—15 089
24—48|0,4—- 18 129 013037 032 '0,4_1,0 ‘ 062 |02-05 | 035
| 48—72 05— 12| 080 0,02—006 0042 | 03—06 | 046 |0,2-0,36| 0,305
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Tablica 4

Aktywnosé wydalonego z moczem tiosiarczanu, siarczanu i reszty siarkowej (RS)
w procentach aktywnosci calkowitej moczu, po podaniu do organizmu szczura 0.8 mg
cystyny S i 200 mg NasS>03.+5 HyO oraz powtérnie 200 mg NasS»03.5 H,O po
uplywie 24 godzin
The activities of excreted thiosulphate, sulphate and residual sulphur (RS), in per-
centage of total activity of urine, after injection of 0,8 mg. cystine—* S and 200 mg.
NasS>03 .« 5 HoO. The dose of NasSs03+5 HoO was repeated after 24 hours

Wyniki z doswiadczen na € zwierzetach

Czas Aktywnos¢ S;0; Aktywnos¢ SOs— Aktywnos¢ RS
(go- (%) %) (%)
dziny) Zakres Srednio Zakres | Srednio Zakres |  Srednio
|
0—6 |38,5—53.2 43,6 31,7-51,8 | 44.0 ‘ 12,0—15,0 | 13,5 '
6-24 | 19195 76 | 56,7—77.0 65,5 212300 | 254
0—-24 | 29,0—41,0 33,0 | 47,0—52,0 49,0 ‘ 12,0—19,0 | 18,0
| 2448 ( 10,2—30,9 18,95 | 30,0—60,4 51,0 l 19,7—39,2 28,0
48—72 | 2,5— 13 53 | 42,5577 s20 - {370-55 | 43 |

Tablice 3 i 4 przedstawiaja zebrane wartosci uzyskane z oznaczen wy-
dalania radioaktywnos$ci po réwnoczesnym podaniu cystyny-*S (0,8 mg)
i nieaktywnego tiosiarczanu (200 mg). W tablicy 3 przedstawiono aktyw-
nos¢ frakeji w stosunku procentowym do radioaktywnosci wprowadoznej,
a w tablicy 4 w stosunku procentowym do radioaktywnosci wydalonej
w odpowiednich odstepach czasu, a oznaczonej bezposrednio w prébee
moczu. Jak wida¢ z poréwnania tablic 1 i 3, podanie tiosiarczanu nie

Tablica 5

Aktywno§é wydalonego z moczem tiosiarczanu, siarczanu i reszty siarkowej (RS)
w procentach aktywnosci calkowitej moczu, po podaniu 08 mg cystyny—>S oraz
100 mg wzglednie 300 mg NasSO30g3 « 5H>0
The activities of excreted thiosulphate, sulphate and recidual sulphur (RS), in per-
centage of total activity of urine, after injection of 0.8 mg. cystine—*S and 100 mg.
or 300 mg. NasS;03 « 5H0
Poszczegélne dawki stosowano dwém zwierzetom

Dawka Aktywnos¢ Aktywnos¢ Aktywno$¢
- Na;5,0s. Czas $:05 S04 RS
.SH,0 (godziny) } srednio 9, Srednio 9%, srednio 9%,
100 mg 0—=6 | 28,0 1 67,4 i 43
6—24 3,8 J 80,7 ' 15,5
024 | 18,6 \ 73,0 } 8.4
300mg | 0—6 70,5 r 21,5 ' 7.9
| 6—24 7.6 71,3 ’ 249
024 62,0 27,7 10,3
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.

wplywa w wiekszym stopniu na zmiane ilosci aktywnosci wydalonej
w stosunku do radioaktywnosci wprowadzonej. Z tablic 2 i 4 wynika wy-
raznie, ze wprowadzenie tiosiarczanu posiada wybitny wplyw na wza-
jemny stosunek aktywnosci we frakcjach siarkowych moczu, przy czym
obserwuje sie znamienny wzrost aktywnosci wydalonej w postaci tio-
siarczanu. Zmiany aktywnosci poszczegoélnych frakeji ilustruje rysunek 1.

€ 2
= S
pS §
§ 8
-5 40| k é
< 3

®

0

W EN

Dawka tiosiarczanu (mg)

Rys. 1. Rozklad aktywnosci we frak-
cjach siarkowych moczu. (O) aktywnosé
tiosiarczanu (S,03), siarczanu (SO,)
i reszty siarkowej (RS) po podaniu
0,8 mg cystyny radioaktywnej; (@)
aktywnos¢ tiosiarczanu (S;0;), siarcza-
nu (S'0y) i reszty siarkowej (RS’) po
podaniu 0,8mg cystyny—*S i 200 mg
nieradioaktywnego tiosiarczanu, po 24
godzinach dawke tiosiarczanu powté-
rzono

Fig. 1. The distribution of activities in
urine. (O) activities of thiosulphate
(S203), sulphate (SO;) and residual
sulphur (RS) after injection of 0.8 mg
of radioactive cystine, (®) activities of
thiosulphate (S;O';), sulphate (S'Oy)
and residual sulphur (RS’) after injec-
tion of 0.8 mg of cystine—*S and 200 mg
nonradioactive thiosulphate, the dose
of thiosulphate was repeated after
24 hours

Rys. 2. Zmiana wzglednej aktywnosci

tiosiarczanu wydalonego z moczem po

wstrzyknieciu cystyny—*S i tiosiarczanu

nieradioaktywnego w dawkach 100, 200

i 300 mg. Aktywno$¢ oznaczano w mo-

czu wydalonym w ciggu 6 godzin po
zastrzykach

Fig. 2. The change of relative activity

of tiosulphate excreted in urine after

injection of radioactive cystine—%*S and

nonradioactive thiosulphate in amounts

of 100, 200 and 300mg. Activity was

estimated in unine excreted during
6 hours after injections

Tablica 5 przedstawia Srednie wartosci wydalania aktywnosci we
frakcjach moczu po podaniu radioaktywnej cystyny oraz tiosiarczanu
w ilosci 100 mg wzgl. 300 mg NayS,03-5H,0.
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Tablica 6

Wydalanie tiosiarczanu w moczu szczurow po wstrzyknieciu 0,8 mg radioaktywnej

cystyny—=*»S oraz odpowiednio 100, 200 i 300 mg nieradioaktywnego NasS:03+5 HoO

The excretion of thiosulphate in rat urine after injection of 0.8 mg. cystine—*S and
respectively 100, 200 and 300 mg. non-radioactive NasSsOg.5H50

|‘ llo$¢ wprowadzonego NajS;03.5H,0
| ik A e

Czas L 100 mg | 200mg L 300 mg
(godziny) ' 1lo$¢ wydalonego NajS,03.5H,0
| | mg | Y%dawki| mg |%dawki| mg | % dawki
| ok 1735 | 1735 | 492 | 26 | sss0 | 285 |
b 2,27 2,27 40 | 20 | 162 | 05 |
0—24 1962 | 1962 | 540 | 270 3 - B 5 S

Ilosci tiosiarczanu oznaczone chemicznie w moczu po podaniu 100, 200
i 300 mg Na,S,0;-5H,0 zebrano w tablicy 6. Rysunek 2 przedstawia roz-
klad aktywnosci we frakcji tiosiarczanu w moczu po podaniu roznych
iloéci tiosiarczanu.

OMOWIENIE WYNIKOW

W normalnych warunkach tiosiarczan wydalany jest z moczem szczu-
row w niewielkich ilo$ciach i siarka w nim zawarta odpowiada zaledwie
1-2% siarki wydalanej w postaci siarczanow. Po wstrzyknieciu duzej
dawki (200 mg) Na,S,0;-5H,0 zawartos¢ tiosiarczanu w moczu wzrasta
i osigga wartosé ok. 25%0 wprowadzonej dawki. Gdyby przyjaé zalozenie,
ze wstrzykniety tiosiarczan miesza si¢ dokladnie z pulg endogennego tio-
siarczanu, to wtedy endogenny tiosiarczan powinien by¢ wydalany i me-
tabolizowany w podobny sposéb, jak tiosiarczan wstrzykniety. W niniej-
szej pracy podawaliSmy szczurom cystyne-®S oraz jednoczes$nie dawke
tiosiarczanu nieaktywnego, rozumujac, ze jezeli z siarki cystyny powstaje
endogennie tiosiarczan, to bedzie si¢ on zachowywal tak, jak tiosiarczan
wstrzykniety, stosownie do schematu przedstawionego na rys. 3.

Dla przeprowadzenia rozwazan iloSciowych wprowadziliSmy nastepu-
jace symbole:

*Ao — siarka endogennego tiosiarczanu;

*A — siarka endogennego tiosiarczanu wydalona z moczem w postaci
tiosiarczanu;

*B — siarka siarczanu pochodzaca z radioakywnej cystyny;

Ao — siarka wstrzyknietego tiosiarczanu;

A — siarka wstrzyknietego tiosiarczanu wydalona w moczu w postaci
tiosiarczanu;

B — siarka w siarczanie pochodzacym z wstrzyknigtego tiosiarczanu,

wydalona w moczu.
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Punktem wyjScia dla naszego rozumowania beda dwa zalozenia. Jed-
nym z nich jest, ze tiosiarczan pelni role fizjologicznego posredniego me-
tabolitu pomiedzy siarkg cystyny rozkladana w tkankach a siarczanem
wydalanym z moczem. Wobec tego musi istnie¢ pewna pula endogennego
tiosiarczanu w ustroju, ktoérej wielko$¢ bedzie zalezala od szybkosci po-
wstawania tiosiarczanu i od szybkos$ci jego dalszego utleniania na siar-
czan. Poniewaz zdolno$¢ utleniania tiosiarczanu w ustroju zwierzecym
jest bardzo wybitna, nie dochodzi nigdy do gromadzenia sie wiekszych
ilosci tiosiarczanu w tkankach i cieczach ustrojowych.

Drugim naszym zalozeniem jest przypuszczenie, ze tiosiarczan wpro-
wadzony do ustroju zwierzecego z zewnatrz miesza si¢ réwnomiernie
z tiosiarczanem endogennym, a poniewaz jest wprowadzony w bardzo

5203= (Ao)

Cystyna ¥ - ———— RSy R TR S

¥52057(*A)

\ $207A)
B

Mocz

Rys. 3. Schemat wydalania z moczem tiosiarczanu i siarczanu powstalego
z wstrzyknietej radioaktywnej cystyny i z wstrzyknietego nieradioaktywnego tio-
siarczanu

Fig. 3. The general picture of excretion in urine of thiosulphate and sulphate
originating from injected radioactive cystine and from injected nonradioactive
thiosulphate

znacznym nadmiarze, zdolno$¢ utleniania tego zwiazku jest niewystarcza-
jaca dla zmetabolizowania nadmiaru w rownie szybkim tempie, jak to
ma miejsce w warunkach fizjologicznych, tzn. wowcezas, gdy utlenianiu
ulega tylko tiosiarczan endogenny. W warunkach naszego doswiadczenia
musi wzrosngé wiec ogélna pula tiosiarczanu w ustroju, przy czym na ten
przyrost sklada sie zaréwno tiosiarczan egzogenny, jak i tiosarczan po-
wstajgcy endogennie. Po podaniu tiosiarczanu z zewnatrz czesé tiosiar-
czanu reprezentowana przez wymieszany wzajemnie tiosiarczan endogen-
ny i egzogenny zostaje wydalona z moczem w postaci niezmienionej, przy
czym wydalony zostaje zaréwno tiosiarczan doprowadzony z zewnatrz,
jak i endogenny.

Jezeli oba nasze zalozenia sg stuszne, to aktywnos$é tiosiarczanu po-
wstalego z siarki radioaktywnej cystyny powinna pozostawa¢ w okreslo-

http://rcin.org.pl



19] TIOSIARCZAN W POWSTAWANIU SIARCZANU 79

nej zaleznosci z aktywnoS$cig siarczanu powstajacego z endogennego tio-
siarczanu. Stosunek ten zmieni si¢ po podaniu nieradioaktywmego tio-
siarczanu z zewnatrz na skutek zahamowania utleniania tiosiarczanu
endogennego, gdyz mniej tiosiarczanu endogennego ulegnie w okreslonym
odstepie czasu utlenieniu na siarczan. W tym przypadku stosunek aktyw-
nos$ci siarczanu do aktywnosci tiosiarczanu bedzie okreslony wartoscia,
jaka cechuje stosunek iloSci siarczanu do ilosci tiosiarczanu wydalonych
z moczem a pochodzacych z tiosiarczanu egzogennego.

Po wykorzystaniu wartosci opublikowanych przez nas uprzednio [1, 2]
a uzyskanych z badan nad metabolizmem tiosiarczanu znakowanego %S
w pozycji wewnetrznej i zewnetrznej mozemy przeprowadzi¢ odpowied-
nie obliczenia. Z tych dawniejszych naszych oznaczen wynika, ze po
zastrzyku 200 mg NayS;03-5H;0 wydala sie w moczu szczura w postaci
siarczanu (B) w okresie 0-6 godzin 24,7% metabolizowanej siarki
zewnetrznej oraz 81,7% metabolizowanej siarki wewnetrznej. Dla okresu
6 - 24 godzin wydalanie to wyraza si¢ warto$ciami 11,4% i 16,8°0. Roéwno-
cze$nie w tych okresach czasu zostaje wydalone z moczem srednio 24,4%
i 2,1% siarki dawki wstrzyknietego tiosiarczanu (Ao) w postaci nie zmie-
nionej (A). Wprowadzajac podane powyzej symbole i wartosci oraz pa-
mietajac, ze w tiosiarczanie jeden atom sfarki wewnetrznej przypada na
jeden atom siarki zewnetrznej, czyli ze kazda z nich stanowi polowe ogdl-
nej ilosci siarki tiosiarczanu, uzyskamy nastepujace zaleznosci:

dla czasu 0 - 6 godzin

(Ao—A)-0,247 | (Ao—A)-0,817

B= 5 5 = (Ao—A)- 0,532,
dla czasu 6 - 24 godzin
p—ct—GrGlle L oo O e S0k,

2 2

Przyjmujac oznaczone wartosci dla A i podstawiajac A zamiast Ao
otrzymamy dla czasu 0-6 godzin: B=1,6A; dla czasu 6-24 godzin:
B =6,5A; dla czasu 0 -24 godzin: B=—1,8A.

Jezeli endogenny i egzogenny tiosiarczan zachowuja si¢ w identyczny
spos6b, to powinna sie spelni¢ nastepujgca zalezno§é: *Ao/*A — Ao/A.
Roéwniez stosunek tiosiarczanu wydalonego z moczem do siarczanu po-
winien wyraza¢ si¢ warto$ciami tego samego rzedu: *A/*B =— A/B.

Stosunek A/B mozna okresli¢ na podstawie naszych poprzednich ba-
dan, stosunek *A/*B mozna obliczy¢ na podstawie oznaczen przedstawio-
nych w tablicy 4. Wartosci A/B obliczone w sposéb powyzej podany wy-
noszg: 0,62, 0,15 i 0,55 dla okres6w czasu 0-6, 6-24 i 0-24 godzin.
Obliczone stosunki *A/*B z tablicy 4 przyjmuja wartosci: 0,99, 0,11, 0,67
dla okres6w czasu 0 -6, 6 - 24, 0 - 24 godzin.
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Por6éwnanie ze soba wartosci A/B i *A/*B prowadzi do wniosku, ze sa
one zgodne ze sobg w granicach odchylen doswiadczalnych, a co za tym
idzie stanowi dowodd na to, ze tiosiarczan jest prekursorem siarczanu
W organizmie szczura.

Wprowadzenie ponownej dawki tiosiarczanu po uplywie 24 godzin
sprawia, ze znowu w moczu wzrasta aktywno$¢ przypadajaca na tio-
siarczan. W tym przypadku nie znamy wprawdzie dokladnie metabolizmu
tiosiarczanu wprowadzonego, ale mozemy z duzym prawdopodobien-
stwem przyjaé, ze jest on podobny do tego, jaki oznaczyliSmy po wstrzyk-
nieciu pierwszej dawki, a wartosci tablicy 6 pozwalaja okresli¢ ilos¢ wy-
dalanego niezmienionego tiosiarczanu. Po odpowiednim obliczeniu otrzy-
mamy, ze stosunek A/B powinien wyrazac¢ sie liczba 0,66, natomiast obli-
czony stosunek z tablicy 4 wynosi dla *A/*B = 0,37. Poréwnanie wartosci
A/B i *A/*B wykazuje wprawdzie wigkszg ich rozbiezno$¢ niz w przy-
padku analogicznych warto$ci po pierwszej dawce tiosiarczanu, ale roz-
biezno$é ta moze byé¢ wynikiem nieco innego metabolizmu drugiej dawki
tiosiarczanu, a wtedy stosunek A/B mialby réwniez inng wartoSc.

Analogicznych obliczen dla doswiadczen, w ktérych tiosiarczan stoso-
wany byl w dawkach 100 i 300 mg nie mozemy przeprowadzi¢, gdyz
w poprzednich doswiadczeniach nie stosowaliSmy tych dawek, nie znamy
wiec procentowej iloSci metabolizowanej siarki. W kazdym razie w mysl
powyzszego rozumowania nalezaloby si¢ spodziewac, ze po zastosowaniu
mniejszych dawek tiosiarczanu aktywno$§¢ wydalonego z moczem tio-
siarczanu powinna byé mniejsza, a po zastosowaniu wigekszych odpowiednio
wzrasta¢. Uzyskane wyniki potwierdzaja stuszno$é takiego zalozenia.

Ewentualny zarzut jaki mozna by wysungé przeciw rozumowaniu
przedstawionemu w tej pracy moéglby polega¢ na tym, ze wprowadzenie
tiosiarczanu zmienia metabolizm cystyny i, Zze zmniejsza si¢ w jego obec-
nos$ci produkcja siarczanu. Zarzut ten staje sie jednak nieistotny w Swietle
wartosci przedstawionych w tablicach 1 i 3, z ktérych wynika, ze wyda-
lanie aktywnosci pochodzacej z siarki cystyny nie zmienia si¢ po wpro-
wadzeniu tiosiarczanu. Zmienia sie jedynie rozklad aktywnosci przypa-
dajacy na tiosiarczan i siarczan,

W dlugiej historii badan nad metabolizemem siarki tiosiarczan budzil
raczej uboczne zainteresowanie. Obecnie w $Swietle faktow doswiadczal-
nych przedstawionych w tej pracy, tiosiarczan wysuwa sie do rangi glow-
nego metabolitu siarkowego w toku powstawania siarczanu.

STRESZCZENIE

Autorzy rozdzielali zwigzki siarki wydalane z moczem szczura na
trzy frakcje — tiosiarczan (A), siarczan nieorganiczny (B) i frakcje za-
wierajaca pozostale zwiagzki siarkowe (RS). Po wstrzyknieciu D,L-cysty-
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ny-»S oznaczali rozklad aktywno$ci w moczu przypadajacy na te trzy
frakcje stwierdzajac, ze w ciggu 24 godzin ok. 70% radioaktywnosci
przypada na nieorganiczny siarczan a zaledwie ok. 2% na tiosiarczan.
Jezeli rownoczesnie z podaniem cystyny zostala wstrzyknieta duza ilosé¢
(200 mg Na,S,05-5H,0) nie znakowanego tiosiarczanu, zmniejsza sie ilos¢
aktywnosci wydalanej w postaci siarczanu, natomiast znacznie wzrasta
odsetek aktywnosci (33%) wydalanej w postaci tiosiarczanu.

Na podstawie danych liczbowych opublikowanych w poprzednich
pracach [1, 2] oraz wartosci uzyskanych w toku niniejszej pracy autorzy
dochodzg do wniosku, ze tiosiarczan jest normalnym gléwnym posred-
nikiem metabolicznym miedzy siarkg cystyny a koncowym produk-
tem wutleniania — siarczanem. Wlasciwa organizmowi zwierzecemu
wybitna zdolnoé¢ utleniania tiosiarczanu usuwa jednak natychmiast po-
wstajacy z cystyny tiosiarczan. Po podaniu znacznego nadmiaru egzogen~
nego tiosiarczanu w ilosciach przekraczajacych zdolno$é utleniania tego
zwigzku, cze$¢ endogennego tiosiarczanu zmieszanego z tiosiarczanem
wprowadzonym z zewnatrz zostaje wydalona z ustroju.
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THE ROLE OF THIOSULPHATE IN THE FORMATION OF SULPHATE
IN ANIMAL ORGANISM

Summary

The authors separated the sulphur compounds excreted in rat urine
into three fractions: thiosulphate (A), inorganic sulphate (B), and a fraction
containing the residual sulphur compounds (RS). After injecting
D,L-cystine-*S they determined the activity of each fraction, finding
that during 24 hours ca. 70 per cent of the urine radioactivity is in the
inorganic sulphate and only ca. 2 per cent in the thiosulphate. If at the
same time as cystine is administered a large quantity of unlabelled thio-
sulphate (200 mg. Na,S,0;-5H,0) is injected, the amount of radiocactivit:
excreted in the form of sulphate is decreased, while the percentage
excreted in the form of thiosulphate becomes markedly higher (33%bo).

On the basis of the data published in previous papers [1, 2] and of
the values obtained during the present research, the authors have come
6

http://rcin.org.pl



82 MIROSLAWA WEBER, T. SZCZEPKOWSKI i B. SKARZYNSKI 121

to the conclusion that thiosulphate is the normal main metabolic in-
termediary between the sulphur of the cystine and the end product of
oxidation, i.e. sulphate. The remarkable ability possessed by the animal
organism of oxidizing thiosulphate, however, immediately removes the
thiosulphate formed from cystine. After administration a considerable
excess of exogenic thiosulphate in quantities exceeding the ability of
oxidation of this substance, a part of the endogenic thiosulphate mixed
with the thiosulphate introduced is excreted from the organism.

Otrzymano 8.8.1960
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QUANTITATIVE INVESTIGATIONS ON THE SOLUBILITY
OF PROTEINS EXTRACTED FROM TISSUES FIXED WITH
VARIOUS CHEMICAL AND PHYSICAL METHODS
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The development of quantitative histochemistry gave rise to a series
of investigations dealing with the eventual loss of some substances in the
tissues on the histological procedure. The knowledge of the extent of
such a losses in reference to various substances, tissues and techniques
is necessarily needed for the choice of the most suitable procedure for
a given case, as well as for the critical evaluation of the obtained results.

The purpose of this study was to investigate the eventual losses of
proteins in tissues on the various fixation methods. The effect of fixation
was only investigated, the changes caused by the other steps of histo-
logical procedure being omitted in our considerations.

Similar investigations were already carried out, the results were,
however, contradictory or incomparable because of differences in histo-
logical procedure or methods of chemical determinations of proteins
and/or nucleic acids. Sylven, 1951 [19, 20] found a considerable loss of the
tissue nitrogen in lipids and nucleic acids, following the fixation in
Carnoy’s liquid, formaline and ethanol. Sandritter & Hartleib, 1955 [17],
and in 1956 Hartleib et al. [7] did not confirm these findings. Kaufmann
et al., 1948 [8], presented the opinion that only negligible losses of proteins
occurred following the treatment with formaline or Carnoy’s liquid.
Harbers & Neumann, 1955 [6], affirmed the loss of proteins and poli-
peptydes in the liver fixed with these liquids did not exceed 1% of fresh
weight. According to Stenram, 1958 [18], Carnoy’s liquid denaturated the
proteins of lyophilized tissues to a lower degree than those of fresh tissues.
Burstone, 1958 [4], discussed the extraction of enzymatically active
proteins. Merriam, 1958 [12], found a loss of 2.4% of liver proteins during
fixation with formaline. The loss of the liver dry weight following form-
aline was determined by this authors as 20°%, while that following
Carnoy’s liquid as 27% and after lyophilization as 18%°. The main loss
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on histological procedure occurred into fixing fluids and in lyophilized
material during hydration. Berenbom & Yokohama, 1952 [2], found that
freezing, lyophilization with subsequent heating or immersion in xylene
did not change the N and P contents in the mice liver. On the other hand
proteins and the preducts of their degradation might be more easily
washed out after freezing and lyophilizatioen. Acetone removed consider-
able quantities of material from tissues.

Many authors investigated the possibility of extraction of nucleic
acids from fixed tissues (Sandritter & Hartleib, 1955 [17], Harbers & Neu-
mann, 1955 [6], Edstrom, 1953 [5], Lagerstaedt, 1956 [10], and 1957 [11]).
Owing to the application of histoautoradiography, the extraction of label-
led substances could be investigated, too. The bibliography of this pro-
blem was presented by Brachet & Mirksy, 1959 [3]. The report on this
matter was published in our laboratory too (Ostrowski [14]).

The problem of influence of lyophilization upon the proteins solubility
was discussed in numerous papers. Sylven maintained that this procedure
decreased the solubility of proteins, what was confirmed by Ambrose,
1956 [1]. According to Neumann, 1958 [13], the solubility of soluble
proteins did not undergo any change. certain lipoproteins, however, lose
their solubility because of disruption of bonds between a- or p-globulines
and lipids. This author quoted the reports of Masucci, 1949, Lahiri 1949,
Mirsky 1936, and Lindvall et al. who observed the decrease of solubility
of proteins after lyophilization. The Berenbom’s investigations on this
matter were already mentioned.

No information concerning the solubility of proteins following freeze-
-substitution were found.

MATERIAL AND METHODS

The liver and kidneys of white rats were used. Immediately after
killing the tissues were cut with a special instrument into cylinders
2.0 - 2.5 mm. in diameter and ca. 3 mm. heigh. This cylinder was weighed
and divided into portions ranging from 85 to 220 mg. + 1 mg. These were
fixed with one of the following methods: (1) absolute alcohol — 24 hrs..
(2) acetone — 24 hrs., (3) 10 formaline — 24 hrs., (4) Carnoy’s fluid —
24 hrs., (5) freeze-substitution — the tissues were placed on thin alumi-
nium strips and immersed in liquid air for 2 minutes afterwards placed
in butanol, refrigerated to -40° for 48 hrs., then the material was dried
on filter paper and placed at room temperature, (6) lyophilization (freeze-
-drying) — the tissues were freezed in isopentene refrigerated with liquid
nitrogen or in liquid air, and afterwards dried in an apparatus described
earlier [15], the average time of drying being 10 hrs. per 100 mg. of tissue.
Then the drying chamber was warmed up to room temperature for
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40 minutes, the tissue was weighed once more to determine the degree
of drying. Unfixed tissue was examined as control.

After fixation each tissue sample was shaken with 5 ml. of distilled
water for 2 hrs. The fluid was filtered and nitrogen content was de-
termined with the micro-Kjeldahl’'s method, according to Parnas & Wa-
gner [16]. The sensitivity of this method permits the determination of
nitrogen with an accuracy to 0.01 mg. To determine the content of non-
-protein nitrogen, analogous series of experiments was carried out in
extract, from which the proteins were removed with phenole (Kirby,
1956 [9]). An equal volume of 90% phenole was added to the filtrate,
shaken for 1 hr. and centrifuged at 15000g. In the supernatant (water
phase) the nitrogen content was determined as above. The supernatant
contained RNA and some low-molecule substances.

Moreover, the nitrogen content in the fixing fluids was determined
after fixation of the known quantities of liver tissue. The nitrogen content
was determined also in the other fixatives, i.e. in formaline and ethanol.
Formaline contained 0.14 mg. of nitrogen for 100 mg. of liver tissue at
average, while ethanol 0.20 mg. of nitrogen for 100 mg. of liver tissue.

RESULTS AND DISCUSSION

The results presented in the table 1, show that the extraction of
proteins into water from the fresh material and the lyophilized tissues
were comparable.

We considered as necessary to obtain data concerning the method of
freeze-substitution, which was hitherto not investigated from this point
of view. The results were the same as in case of lyophilization. This
seemed to indicate that the refrigerated butanol did not denaturate tis-
sues, which were congealated previously. Therefore we believe that
freeze-substitution deserves more frequent application to histochemical
investigation, when there is no possibility to lyophilize the tissues.

Generally, the extraction of proteins after chemical fixation is
negligible. The highest values have been obtained following acetone
fixation, which was consistent with Berenbom’s findings that this sub-
stance caused the greatest losses in weight during fixation. The lowest
values, below the sensitivity of the method used for nitrcgen determina-
tion, were found after formaline fixation. In the fixing fluid, however
some nitrogen was present. This was so low, that even considering total
nitrogen found in formaline-fixative as protein nitrogen, the loss of
protein during fixation was lower than 1% of fresh weight.

The comparison between liver and kidneys did not reveal any es-
sential differences between the protein extraction from these organs.

http://rcin.org.pl



86 K. OSTROWSKI, J. KOMENDER i K. KWARECKI [4]

Table 1

Total N and protein content of water extracts of rat liver and kidney fixed by dif-
ferent methods
Mean results expressed as mg. of nitrogen or proteins per 100 mg. fresh weight of tissue
-k sta.ndard deviation >

Number '
j Method of fixation of Total N | Non-protein N | Protein (N-6.25)
; experiments | : ‘
Liver
Controls (unflxed) 10 1.024-0.18 0.06-£0.04 " 6.04--1.36
Absolute ethanol 10 | 0.34--0.06 0.05-+0.03 1.78+-0.79
Acetone 10 1 0.49 4-0.06 0.04-£0.05 2.82-+0.09
109; formaline 10 | 0.00-+0.00 0.00-+-0.00 0.00-+-0.00
Carnoy’s fluid 10 | 0.05-+-0.02 0.00-+-0.00 0.30-+0.15 i
Freeze-substitution 10 | 1.1540.17 0.07 +-0.03 6.784+-1.23
Freeze-drying 9 | 1.30+0.41 0.06--0.04 8.154-2.54
Kidney g

Controls (unfixed) 10 1.114-0.27 ' 0 134+0.03 6.14+1.86
Absolute ethanol 10 0.34-+-0.06 | — — — —
Acetone 10 0.794-0.13 - - - -
10% formaline 10 0.00--0.00 . 0.00+0.00 0.00--0.00

| Carnoy’s fluid 10 0.05+0.01 ‘ 0.004-0.00 0.30+-0.08

| Freeze-substitution 10 1.224-0.32 - 0.13+0.03 6.86+2.19

| Freeze-drying 10 1.334032 | 0.13+0.03 7.5342.19

The proteins were extracted with water since the water or water
solution were commonly used in histological pocedure, moreover mno
special reasons seemed to recommend the use of some of the various
buffer solutions.

To determine the non-protein nitrogen, the proteins were removed
according to Kirby’s method. The other commonly used methods removed
also nucleic acids, which constituted the main source of non-protein
nitrogen. The method of Kirby, however, did not allow to determine the
content of DNA nitrogen, since it remained in phenole fraction. The
extracted DNA did not exceed 1% of fresh tissue weight, so that we
could admit that total non-protein nitrogen was determined.

SUMMARY

1. The amounts of proteins extracted from lyophilized material and
from controls were equal, differences observed being statisticaly insigni-
ficant.

2. The extent of protein extraction after the method of freeze-
~substitution is comparable to that found after lyophlhzatlon as well as
in controls.
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3. The extraction of proteins following chemical fixation, i.e. with
formaline and Carnoy’s fluid is negligible, being lower than 1% of fresh
tissue weight. The amount of proteins extracted following the absolute
alcohol or acetone fixation may reach up 2 - 3% of fresh tissue weight.

4. No significant differences were found between liver and kidney
tissue.
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BADANIA NAD ROZPUSZCZALNOSCIA BIALEK Z TKANEK UTRWALONYCH
ROZNYMI CHEMICZNYMI I FIZYCZNYMI METODAMI

Streszczenie

1. Stwierdzono, iz ilo$¢ bialka ekstrahowanego z materiatu liofilizo-
wanego oraz kontrolnego jest taka sama. R6znice mieécily sie w granicach
bledu statystycznego.

2. Ilos¢ wyplukiwanych bialek z materialu utrwalonego metoda
“freeze-substitution” jest poréwnywalna z iloéciami biatka dajacymi sie
ekstrahowaé¢ z materialu liofilizowanego oraz kontrolnego.

3. Po utrwaleniu chemicznym, np. formaling lub plynem Carnoy’a,
ilos¢ bialek dajacych sie ekstrahowaé jest znikoma, nizsza od 1% Swiezej
wagi tkanki. Po utrwaleniu alkoholem absolutnym lub acetonem ilo$é¢
ta moze siegac 2 - 3% Swiezej wagi tkanki.

4. Nie stwierdzono istotnych roéznic w badaniach pomiedzy tkanka
watroby 1 nerki. Otrzymano 23.9.1960.
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Kwas maleinowy wywoluje u szczuréw zespol wielokierunkowego
uszkodzenia kanalikow nerkowych [19, 26, 3]. Towarzyszy temu znaczny
spadek zawartosci grup SH nerki, tak biatkowych, jak i niebialkowych [29].
Grupy sulfhydrylowe innych tkanek, np. watrcby nie ulegaja przy tym
istotnemu zmniejszeniu. Przyjmuje sig, ze przeszlo 90% niebialkowych
grup SH réznych tkanek stanowi glutation [22]. Mniej niz 10%0 przypada
na cysteine. Reaktywno$¢ obu tych drobnoczasteczkowych zwigzkéw tio-
lowych, jak wykazali Morgan i Friedmann [25], rézni si¢ znacznie. Cy-
steina tworzy z kwasem maleinowym proste produkty przylaczenia
z duzg szybkoscig i wydajnosécia reakcji. Natomiast szybkos¢ reakeji glu-
tationu z kwasem maleinowym jest znacznie mniejsza. Ponadto glutation
ma zdolno§¢ izomeryzacji kwasu maleinowego na kwas fumarowy.
W zwigzku z tym wydajnos¢ reakcji przylaczania glutationu do kwasu
maleinowego jest znacznie mniejsza. Z drugiej strony wiadomo, ze in-
kubacja glutationu z homogenatem nerki szczura powoduje rozklad glu-
tationu i uwolnienie cysteiny [9, 28]. W zwiazku z tym podjeto prace
zmierzajace do zbadania in vitro wplywu homogenatéw nerki oraz innych
tkanek szczuréw na reakcje kwasu maleinowego z glutationem i z cy-
steing.

METODY

Do doswiadezen uzywano biale szczury obu plei, wagi 200 - 340 g.
Szezury karmione byly dieta mleczng [2]. Zwierzeta zabijano przez odcie-
cie glowy. Tkanki po wypreparowaniu wrzucano do zimnego, izotonicz-
nego KClI, cieto na male skrawki, a po osuszeniu i zwazeniu homogenizo-
wano w szklanym homogenizatorze Pottera chlodzonym woda z lodem.
Zwykle sporzadzano 20° homogenat. Dla uzyskania frakeji komérko-
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wych homogenat wirowano w okolo 600g przez 5 min. w wirdéwce
umieszczonej w chlodni o temp. 0°, Osad odrzucano, a plyn wirowano po-
nownie przez 15 min. w okolo 16 000 g w wiréwce chlodzonej woda wo-
dociggowa. Otrzymany po tym wirowaniu osad zawieszano w izotonicz-
nym KCl (w objetosci rownej objetosci homogenatu uzytego do wiro-
wania) i nazywano frakcja mitochondrialng. Plyn znad osadu nazywano
frakcja cytoplazmatyczna.

Reakcje glutationu lub cysteiny badano w ukladzie: 1 ml 0,1 m-buforu
tris o pH 7,5, 0,5 ml roztworu maleinianu sodu, 0,5 ml roztworu gluta-
tionu lub cysteiny (Swiezo sporzadzone), 0,25 ml 20%0 homogenatu, woda
do objetosci 3 ml. Inkubowano w temp. 38° zwykle przez okres 60 minut,
ktory okazal sie najdogodniejszy. Odbialczano kwasem sulfosalicylowym
o koncowym stezeniu 2,5%. W tym stezeniu przerywa on réwniez reakcje
kwasu maleinowego ze zwigzkami tiolowymi. W probach kontrolnych
inkubowano same zwiazki tiolowe, zwiazki tiolowe z dodatkiem homo-
genatow lub z dodatkiem kwasu maleinowego. W odbialczonych prze-
sgczach oznaczano grupy SH metoda Grunerta w modyfikacji Becka
i wsp. [8]. Cysteine wraz z cysteinoglicyng oznaczano wg Sullivana w mo-
dyfikacji Waelscha [16] (zamiast kwasu tréjchlorooctowego uzywano do
odbialczania kwas sulfosalicylowy). Azot calkowity w preparatach glu-
tationazy oznaczano metoda Kjeldahla. Proszek acetonowy mitochondriéw
nerki preparowano wg Corwina [15]. Glutationaze otrzymano wg Bin-
kleya i wsp. [10], uzywajac jako materialu wyjSciowego nerki szczura
lub $wini. W wigkszosci do$wiadczen glutation stosowano w stezeniu
3-4-10"2M, a wiec odpowiadajacym w przyblizeniu $redniej zawartoSci
glutationu w tkankach szczura.

Stosowano odczynniki: Glutation (Merck) otrzymany od Dr Sokolow-
skiej, za co skladamy jej w tym miejscu podzigkowanie. Cysteina cz. firmy
Fluka przep. Gliwice. Kwas maleinowy cz.d.a. (import ZSRR), przep.
Gliwice. Tris-(hydroksymetyl)-aminometan cz. (Fluka). Glutamina cz.d.a.
(Light). Pozostale odczynniki ch. cz., otrzymane gléwnie z F.O.Ch. w Gli-
wicach.

WYNIKI

Szybkos¢ reakcji kwasu maleinowego z glutationem jest znacznie
mniejsza niz szybko$¢ reakcji z cysteing. Przy stalych iloSciach zwigzkow
tiolowych zalezy ona od stezenia uzytego do reakcji kwasu maleinowego.
Zaleznos$¢ te podaje rys. 1. Jak widaé¢ w obecno$ci trzykrotnego nadmiaru
kwasu maleinowego, w ciggu 60 min. inkubacji zostaje zwigzane blisko
90% cysteiny i zaledwie okolo 20°o glutationu. Rys. 2 podaje wplyw
homogenatéw nerki i watroby na szybko$§¢ reakeji glutationu z kwasem
maleinowym. Z poréwnania rys. 1 i 2 oraz z danych tablicy 1 widaé, ze
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homogenat watroby jest zupelnie bez wplywu na szybkos$¢ reakcji gluta-
tionu z kwasem maleinowym, natomiast homogenat nerki zwigksza ja
w sposob znaczny. Przy trzykrotnym nadmiarze kwasu maleinowego wy-
dajno$é reakcji z glutationem w obecno$ci homogenatu watroby wynosi
okolo 25% (wobec 20°% wydajno$ci kontroli). Natomiast wydajnosé
reakcji z glutationem w obecno$ci homogenatu nerki wynosi okolo 70%,
a wiec osigga wartosci bliskie wydajnosci reakeji cysteiny z kwasem
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leinowego z glutationem oraz z cysteing,
mierzona procentem zwigzanych grup
SH, w zalezno$ci od stezenia kwasu
maleinowego. Sklad mieszaniny inku-
bacyjnej: 1 ml 0,1 m-buforu tris o pH 17,5,
10 pmoli glutationu (O) lub cysteiny (),
10 do 100 pmoli maleinianu sodu. Cal-
kowita objeto§¢é 3 ml. Inkubacja 60 min.

i watroby na szybko$§é reakcji kwasu
maleinowego z glutationem. Sklad mie-
szaniny inkubacyjnej: 1 ml 0,1 m-buforu
tris o pH 7,5, 10 pmoli glutationu, 10 do
100 pmoli maleinianu sodu, 0,25 ml 20%¢
homogenatu nerki (a) lub watroby
(2). Kontrola bez dodatku homogenatu
(O). Calkowita objeto§é 3ml. Inkubacja

w 38° 60 min. w 38°
maleinowym. Jak wida¢ z danych tablicy 2 oraz rys. 3, homogenat nerki,
podobnie jak homogenat watroby, jest bez wplywu na szybkosé¢ reakcji
cysteiny z kwasem maleinowym. Wskazuje to, ze homogenat nerki specy-
ficznie zwieksza wydajnos¢ reakeji tylko w ukladzie zawierajacym glu-
tation i kwas maleinowy.

W dalszych doswiadczeniach badano reakcje glutationu wzglednie
cysteiny z kwasem maleinowym przy stosunku stezen 1:3 (10wmoli
grup SH i 30 umoli maleinianu). Przy tym stosunku stezen obu substratéow
wystepuje najwieksza roznica w reaktywnos$ci miedzy cysteing a gluta-
tionem. Ilo$é¢ grup SH glutationu zwigzana przez kwas maleinowy w obec-
no$ci homogenatu nerki wynosi 70%. Wplyw czynnikéw zaréwno zwigk-
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Tablica 1

Wplyw homogenatéw nerki i wqtroby na wydajnosé reakcji wigzania grup sulfhydry-
lowych w ukladzie: kwas maleinowy, glutation

Warunki reakcji: mieszanina inkubacyjna zawierala 1ml buforu tris o pH 7,5, 10 umoli gluta-
tionu, 30 umoli maleinianu sodu, 0,25 ml 20% homogenatu. Calkowita objetos¢ 3 ml. Inkubacja
60 min. w 38°

| M—_Grupy SH i
‘ pozostate 1 zwiazane przez kwas
1 po ‘ maleinowy
' inkubacji | '
(umole) | (wmole) l (%)
1 |
Glutation 8,00 - l 2
Glutation +kwas maleinowy . 6,40 1,60 20.0
Glutation +homogenat nerki | 10,64* — —
Glutation -+ homogenat nerki-+kwas maleinowy 2,94 7,70 73,0
Homogenat nerki 0,15 — -
Glutation -+-homogenat watroby 8,00 — ! —
Glutation -+ homogenat watroby -+kwas maleinowy 6,20 1,80 I 225
Homogenat watroby 0,20 — -

* Wazrost grup sulfhydrylowych roztworu glutationu inkubowanego z homogenatem nerki
mozna by tlumaczyé dzialaniem reduktazy glutationowej homogenatu.

szajacych, jak i zmniejszajacych szybkos¢ reakcji przy tym stosunku
stezen substratow moze uwidoczni¢ sie w sposéb wyrazny.

Rysunek 4 przedstawia zalezno$¢ szybkosci reakcji glutationu z kwa-
sem maleinowym od stezenia homogenatu nerki. Wydajno$¢ reakcji
mierzona procentem zwigzanych przez kwas maleinowy grup SH, w ciggu
pierwszych 20 min., wykazuje prosta zaleznos¢ od ilosci dodanego homo-
genatu.

Homogenat nerki po zagotowaniu traci catkowicie zdolno$¢ zwigksza-
nia szybko$ci reakeji glutationu z kwasem maleinowym. Natomiast

Tablica 2
Wplyw homogenatéw nerki i wqtroby na wydajnosé reakcji wigzania grup sulfhydry-
lowych w ukladzie: kwas maleinowy, cysteina
Warunki doéwiadczenia jak w tablicy 1. Zamiast glutationu dano 10umoli cystelny

Grupy SH
zwigzane przez
kwas maleinowy

(%)
Kwas maleinowy +cysteina 79,0
Kwas maleinowy -cysteina +homogenat nerki 78,5 ‘
Kwas maleinowy +cysteina +homogenat | i
watroby . 81,0
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24-godzinna dializa wobec wody jest bez wplywu. Doswiadczenia te
$wiadezg o obecnoéci w tkance nerkowej czynnika o charakterze bialko-
wym, enzymatycznym posiadajacego zdolnos¢ zwiekszania wydajnosci
reakeji wiazania grup SH w ukladzie: glutation, kwas maleinowy.
Oprocz nerki i watroby badano réwniez wplyw homogenatéw innych
tkanek na te reakcje. Wyniki doswiadczen przedstawia rys. 5. Jak widaé,
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Rys. 4. Zalezno$é szybkosci reakceji wig-
zania grup sulfhydrylowych w ukla-

Rys. 3. Wplyw homogenatu nerki na
szybkos§¢ reakeji kwasu maleinowego

z cysteing. Sklad mieszaniny inkubacyj-

nej: 1ml 0,1 m-buforu tris o pH 17,5.

10 pmoli cysteiny, od 10 do 100 umoli

maleinianu sodu (2), to samo z dodat-

kiem 0,25 ml 20°% homogenatu nerki

(®). Catkowita objeto§¢ 3 ml. Czas
60 min.. temp. 38°

dzie: glutation, kwas maleinowy, od ilo-

sci homogenatu nerki. Sklad mieszani-

ny inkubacyjnej: 1 ml 0,1 m-buforu tris

o pH 17,5, 10 umoli glutationu, 30 umoli

maleinianu sodu, 0,2 do 1,3 ml 5% ho-

mogenatu nerki. (Calkowita objetosé
3 ml. Inkubacja 20 min. w 38°

Tablica 3

Wolyw frakceji komoérkowych homogenatu nerki na wydajnosé reakcji wiqzania grup
sulfhydrylowych w ukladzie: kwas maleinowy, glutation

Warunki doswiadczenia jak w tablicy 1. Frakcje komoérkowe dodano w ilosclach odpowiada-
jacych 0,25 ml pelnego homogenatu

Grupy SH
zwiazane przez

‘ kwas maleinowy ]
| (%) ‘
| Kwas maleinowy -+ glutation | 200

Kwas maleinowy +-glutation +homogenat nerki 71,5

Kwas maleinowy -+ glutation -+ frakcia
' cytoplazmatyczna nerki 45,5
| Kwas maleinowy -+ glutation -+ frakcja
| mitochondrialna nerki . 66,5
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zadna z badanych tkanek nie wykazuje wlasnosci podobnych do nerki.
Rozmieszczenie aktywnosci, mierzonej procentem zwigzanych przez kwas
maleinowy grup SH, we frakcjach komodrkowych homogenatu nerki
przedstawiaja dane zawarte w tablicy 3 oraz czeSciowo rys. 5. Frakecja
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Rys. 5. Poréwnanie wplywu homogenatéow réznych tkanek oraz frakeji komorko-

wych homogenatu nerki na szybko§¢ reakecji wigzania grup sulfhydrylowych

w ukladzie: kwas maleinowy, glutation. Warunki reakcji we wszystkich doswiad-

czeniach takie jak w tablicy 1. Frakcje komoérkowe homogenatu mnerki dodano

w ilo§ciach odpowiadajacych 0,25 ml pelnego homogenatu. Préba kontrolna bez do
datku homogenatu

mitochondrialna wykazuje aktywnosé bliskg aktywnosci pelnego homo-
genatu. Frakcja cytoplazmatyczna posiada mniejsza, jednak znaczng
aktywnosé.

Opierajac sie na tych spostrzezeniach, sporzadzono proszek acetonowy
mitochondri6w nerki. Okazalo sie, ze wyciagg wodny lub wyciag
0,1 M-buforem tris o pH 7,5 tego proszku jest zupelnie pozbawiony
aktywnosci. Natomiast wodna zawiesina proszku odznacza sie znaczng
aktywnoscia. Na podstawie tych danych mozna bylo przypuszczaé, ze
czynnik enzymatyczny wystepujacy w ziarnisto$ciach komérkowych i po-
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siadajacy zdolno$¢ zwigkszania szybkosci reakeji wiazania grup SH
w ukladzie glutation, kwas maleinowy jest zwiazany ze strukturg tych
ziarnistodci.

Z poréwnania danych rys. 1 i 2 wida¢, ze szybkos¢ reakeji glutationu
z kwasem maleinowym w obecnosci homogenatu nerki osigga wartosci
bliskie szybkosci reakcji cysteiny z kwasem maleinowym. Mozna przy-
puszczaé, ze w nerce istnieje enzym badZz przyspieszajacy reakcje gluta-
tionu z kwasem maleinowym, badZ tez rozszczepiajacy glutation do wol-
nej cysteiny, ktéra nastepnie reagowalaby z kwasem maleinowym
ze znacznie wiekszg szybkoscia. By¢ moze chodzi tu o glutationaze, czyli
y-glutamylotransferaze. Jest to enzym wystepujacy u szczura wylacznie
w nerce i w trzustce i odszczepiajacy z glutationu reszte y-glutamylowg
[9, 18, 5, 28]. Akceptorem tej grupy moze by¢ czasteczka wody wedlug
rownania:

glutation © Hy;O — kwas glutaminowy -+ cysteiloglicyna.

Powstajagca w reakeji cysteiloglicyna ulega nastepnie rozpadowi pod
wplywem cysteinoglicynazy, uwalniajagc wolna cysteine [9, 27, 21]. W ta-
kim przypadku jednak, w ukladzie: glutation, kwas maleinowy, homo-
genat nerki zachodziloby naraz kilka reakeji. (1) Wigzanie glutationu
przez kwas maleinowy, (2) rozpad glutationu poprzez cysteiloglicyne do
wolnej cysteiny, (3) wigzanie cysteiny, (4) wiazanie cysteiloglicyny przez
kwas maleinowy, (5) by¢ moze rozpad produktu addycji glutationu
i kwasu maleinowego. Szybkos¢ reakcji w takim ukladzie bylaby wypad-
kowa szybkosci tych wszystkich reakcji.

Tablica 4

Wplyw wstepnej inkubacji glutationu z homogenatem nerki ma wydajnos$¢ reakcji
z kwasem maleinowym

10 ymoli glutationu inkubowano z homogenatem nerki (0,25 ml) w buforze tris o pH 7,5 przez
30 min. w temperaturze 38°. Nastgpnie wstawiono probéwki do wrzacej tazni wodnej na
okres 5 min. Po doprowadzeniu temperatury do okoto 38° dodawano maleinian (30 umoll)
i inkubowano przez godzine. Na koniec przerywano reakcje kwasem sulfosalicylowym. W pré-
bach kontrolnych nie dodano kwasu maleinowego po zagotowaniu

| Grupy SH
pozostate zwiazane przez
po ' kwas
inkubacji | maleinowy
(umole) (umole) | (%)
Glu ation i =
| Glutation -+ kwas maleinowy ; 8,25 2,25 21,5
Glutation +homogenat nerki; inkubowano ‘
30 min. i zagotowano i 10,70 — —
Glutation + homogenat nerki; inkubowano 30 min. |
i zagotowano + kwas maleinowy i .‘ 3,50 7.00 67,0

http://rcin.org.pl



96 S. ANGIELSKI i J. ROGULSKI [8]

Aby stwierdzi¢, czy chodzi o enzym przyspieszajacy reakcje gluta-
tionu z kwasem maleinowym, czy tez o enzym rozkladajacy glutation,
wykonano do$wiadczenie, ktérego wyniki przedstawia tablica 4. 10 umoli
glutationu inkubowano przez 30 min. z homogenatem nerki w buforze
tris o pH 7,5 w temperaturze 38°. Nastepnie wstawiono probowki do
wrzacej lazni wodnej na okres 5 min. Po doprowadzeniu temperatury
do okolo 38° dodano 30 wmoli maleinianu i inkubowano przez godzine,
po czym przerwano reakcje kwasem sulfosalicylowym. Okazalo sie, ze
wydajnos¢ reakeji osiagnela 67%, a wiec wartosé bliska wydajnosci reak-
cji kwasu maleinowego z cysteina. Pozwala to wnioskowa¢, ze w czasie
wstepnej inkubacji glutationu z homogenatem nerki nastapil rozpad glu-
tationu. Wedlug Binkleya i Nakamury [9] hydroliza glutationu przebiega
w ten sposob, ze poczatkowo uwalnia sie tylko cysteiloglicyna. Dopiero
gdy osiggnie ona pewne okres§lone stezenie podlega dzialaniu cysteino-
glicynazy, uwalniajac cysteine. Nawet po calkowitej hydrolizie glutationu
stwierdza sie zwykle okolo 5% cysteiloglicyny [21]. Nieznana jest reak-
tywnos¢ cysteiloglicyny w stosunku do kwasu maleinowego. Nie wiadomo
wiec, jaki jest jej udzial, obok glutationu i cysteiny, w wigzaniu kwasu
maleinowego. W nastepnym do$wiadczeniu inkubowano, w podobnych
warunkach, glutation z homogenatem nerki i oznaczono metodg Sullivana
sume cysteiny i cysteiloglicyny powstalych w wyniku rozkladu gluta-
tionu. Okazalo sie, ze po godzinie inkubacji pozostalo okolo 20% glutatio-
nu, reszta, tj. blisko 80°% ulegla rozkladowi (Tabl. 5). Wyniki tych
doswiadczen zdaja sie wskazywaé, ze zwiekszong wydajnos¢ reakeji wig-
zania grup sulfhydrylowych w ukladzie kwas maleinowy, glutation,
w obecnosci homogenatu nerki przypisa¢ nalezy dzialaniu glutationazy.
Powstajagca w wyniku rozkladu glutationu cysteina zostaje wigzana przez
kwas maleinowy znacznie szybciej i z wieksza wydajnoscia.

Znany jest fakt aktywacji glutationazy przez niektére aminokwasy
i dwupeptydy [18, 24, 16, 21, 28, 4]. Zwiazki te sa, podobnie jak czasteczka
wody, akceptorami grupy y-glutamylowej. W wyniku przeniesienia tej
grupy na czgsteczke aminokwasu lub peptydu powstaje nowy y-gluta-
mylo-peptyd, wedlug réwnania:

glutation + aminokwas — y-glutamylo-peptyd * cysteiloglicyna.

Szybkosé tej reakceji transpeptydacji jest w poréwnaniu z prosta hydro-
liza glutationu znacznie wieksza. Zalezy przy tym od stezenia dodanego
akceptora. W zwigzku z tym  wykonano doswiadczenie, w ktéorym do
zwyklego ukladu: glutation, kwas maleinowy, homogenat nerki dodano
40 umoli glutaminy. Wyniki przedstawia tablica 6. Okazuje sie, ze gluta-
mina, ktéra sama jest bez wplywu na reakcje kwasu maleinowego z glu-
tationem, w ukladzie zawierajagcym homogenat nerki wyraznie, cho¢ nie-
znacznie, zwieksza wydajno$¢ reakcji. Stosunkowo niewielki wplyw
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aktywujacy glutaminy tlumaczy¢ nalezy tym, Ze znaczne iloSci amino-
kwaséw zawiera prawdopodobnie sam homogenat.

Wszystkie przedstawione doswiadczenia wykonywane byly w Srodo-
wisku o pH 7,5. Natomiast optimum dzialania glutationazy wynosi okolo
8,5 [9, 27, 5, 28]. W tablicy 7 przedstawione sa dane, z ktérych wynika,

Tablica 5

Rozklad glutationu pod wplywem homogenatu nerki

10 umoli glutationu inkubowano przez godzine z homogenatem nerki (0,25ml) w buforze tris
o pH 17,5, w temperaturze 38°

Po inkubacji stwierdzono

@ (e ool R S

| 2 1 3

; Grup SH ‘ Cys.temy.z Glutationu |
‘ | cysteinoglicyng | l
| (p.mole)i %) | &mole) | ”% o (umole) (%) ‘
1064 | 100 824 | 715 2,40 25 |

ze istotnie, wplyw homogenatu nerki na szybkosé reakcji wigzania grup
sulfhydrylowych w ukladzie glutation, kwas maleinowy jest przy pH 8,6
wyraznie wigkszy.

Opierajac sie na tych spostrzezeniach, otrzymano z nerek szczurzych
oraz z nerek $wini preparat glutationazy [10], ktéry jak sie okazalo,

Tablica 6
Woplyw glutaminy na szybkos§é reakcji wiqzania grup sulfhydrylowych w ukladzie:
kwas maleinowy, glutation z dodatkiem homogenatu nerki
Warunk! doswiadczenia jak w tablicy 1. Glutamine dodano w iloSci 40 umoli

l Grupy SH
pozostate zwigzane przez
po kwas

inkubacji maleinowy

(zmole) | (umole) (%)
Glutation 7,50 J — —
Glutation 4 kwas maleinowy 5,80 1,70 22,5
Glutation + glutamina 7,50 - \ -—
Glutation 4 glutamina +kwas maleinowy 5,80 ] 1,70 . 225
Gluta ion+homogenat nerki 8,90* [Ewe== o=
Glutation 4+-homogenat nerki-+kwas maleinowy 2,90 | 6,00 ‘ 67,5
Glutation-+homogenat nerki-+glutamina 9,00"r - - ? —
Glutation-+homogenat nerki -+ glutamina -+ ‘

-+kwas maleinowy 2,30 6,70 ‘ 74,5

* Wazrost grup sulfhydrylowych roztworu glutationu inkubowanego z homogenatem nerki
mozna by tlumaczyé dzialaniem reduktazy glutationowej homogenatu.

7
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Tablica 7
Wplyw pH na szybkosé reakcji wiqzania grup sulfhydrylowych w uktadzie: kwas
maleinowy, glutation, homogenat nerki

Warunki doswiadczenia jak w tablicy 1, z tg tylko réznicg, Ze stezenia substratéw byly trzy-
krotnie wieksze (30 umoli glutationu 1 90 xmoli maleinianu sodowego)

Grupy SH zwiazane przez |
kwas maleinowy (%)

; ~ pHTS pPH86 |
Glutation +kwas maleinowy 45,5 | 50,0
Glutation-kwas maleinowy - homogenat nerki 81,5 | 97,5

posiada réwniez zdolno$¢ zwiekszania szybkosci reakeji wigzania grup
sulfhydrylowych w ukladzie: kwas maleinowy, glutation. Wycigg wodny
otrzymanego preparatu, podobnie jak wyciag wodny acetonowego proszku
mitochondriéw nerki, nie wykazuje aktywnosci. Natomiast wodna zawie-
sina lub wyciagg 0,1mM-buforem weglanowym, pH 9,7, wykazuja znaczna
aktywno$¢. Wyniki te sg zgodne z danymi Binkleya i wsp. [10, 12], ktorzy
stwierdzili, ze glutationaza ma charakter lipoproteidu i jest nierozpusz-
czalna w oddzialywaniu obojetnym. Jak bylo do przewidzenia, aktywnosé¢
otrzymanego preparatu zalezy w duzej mierze od stezenia glutaminy
dodanej do Srodowiska (Tabl. 8). Zalezno$¢ ta jest znacznie wyrazZniejsza
niz w przypadku homogenatu, co bylo juz wyzej uzasadnione. Jak byla

Tablica 8

Wplyw glutationazy na szybkosé reakcji wiqzania grup sulfhydrylowych w ukladzie:
kwas maleinowy, glutation

Warunki do$wiadczenia jak w tablicy 1. Glutationaze otrzymana 2z nerek S$winskich dodano

w iloSciach odpowliadajacych 0,61 mg azotu

I Grup; SH

| zwiazane przez
| kwas maleinowy
} (%)
Glutation +kwas maleinowy | 19,5 |
Glutation+kwas maleinowy -+ glutationaza 35,5
Glutation +kwas maleinowy -+ glutationaza '
+40 pmoli glutaminy | 49,5
Glutation -+ kwas maleinowy +glutationaza
-+80 pmoli glutaminy ‘ 67,0 i
Glutation+kwas maleinowy - glutationaza* ‘ ‘
+40 pmoli glutaminy | 47,5 '
|

* Preparat otrzymany 2z nerek szczurzych, dodany w ilosci
odpowiadajgcej 0,57 mg azotu.
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o tym mowa w rozdziale dotyczacym metod, wszystkie doswiadczenia
przeprowadzano w $rodowisku buforowanym buforem tris. Binkley i Na-
kamura [9] wykazali, ze rodzaj uzytego buforu ma istotne znaczenie tak
dla aktywnosci glutationazy, jak i cysteinoglicynazy. W zwigzku z tym
wykonano doswiadczenie, w ktérym bufor tris zastagpiono buforem fosfora-
nowym, w ktérym wedlug wspomnianych autoréw aktywnosé enzymow
rozkladajgcych glutation jest najwieksza. Jak widaé¢ z danych tablicy 9,
w $rodowisku fosforanowym wydajnosc reakeji kwasu maleinowego z glu-

Tablica 9

Rodzaj uzytego buforu a wydajnosé reakcji w ukladzie: kwas maleinowy, glutation,
homogenat nerki

Warunki doswiadczenia jak w tablicy 1 lub 2. Bufor fosforanowy 0,1 M o pH 7,5 dodano, po-
dobnie jak bufor tris, w ilosci 1 ml

! I Grupy SH zwiazane przez [
1 kwas maleinowy (9%,)

Bufor fosfo-

Bufor tris
‘ ranowy
| Kwas maleinowy 4 glutation E 20,0 20,0
Kwas maleinowy -+glutation-+homogenat nerki ‘ 70,5 82,0
Kwas maleinowy +cysteina -+ homogenat nerki Is 5795 81,5

tationem w obecnosci homogenatu nerki wyraznie wzrasta i osigga war-
toSci calkowicie rowne wydajnosci reakecji kwasu maleinowego z cy-
steing.

Na podstawie przeprowadzonych doswiadczen mozna wigc wniosko-
wac, ze istotnym czynnikiem w homogenacie nerki, zwigkszajgcym wy-
dajnos¢ reakeji wigzania grup SH w ukladzie glutation, kwas maleinowy
jest glutationaza.

DYSRUSJA

Przemiana glutationu jest bardzo zywa; jego okres poéltrwania wynosi
u szczuréw okolo 2 -4 godzin [20, 6]. Cystyna wprowadzona do ustroju
zostaje wbudowana w glutation w czasie krotszym niz 3 godziny [1].
Przyjmuje sie tez ogodlnie, ze przeszlo 90%%o niebialtkowych grup SH tka-
nek ssakow stanowi glutation. Prze$wiadczenie to opiera si¢ na wynikach
uzyskanych metoda glioksalazowa, specyficzng dla glutationu. Zwykle
sa one niewiele tylko nizsze od wynikéw uzyskanych innymi metodami
i odpowiadajacych zatem calo$ci niebialkowych grup SH. Na ogdél po-
rownuje sie jednak wyniki uzyskane przez réznych autoréw, co przy
szerokim zakresie normalnej zmienno§ci moze prowadzi¢ do blednych
wnioskow. Jest chyba prawdopodobne, ze w niektérych tkankach wza-
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112]

jemny ilosciowy stosunek glutationu i cysteiny moze by¢ inny. Moze to
mieé duze znaczenie w roznego rodzaju zatruciach, wobec znanych faktow
niejednakowej reaktywnosci glutationu i cysteiny w stosunku do réznych
trucizn, dzialajacych na grupy sulfhydrylowe [25, 7, 13].

Istotne znaczenie dla utrzymania stalego poziomu glutationu w tkan-
kach ma fakt, ze glutation nie jest wrazliwy na dzialanie enzyméw pro-
teolitycznych i nie ulega rozkladowi pod wplywem peptydaz tkankowych
[23]. Wlasciwosé te przypisuje sie obecnosci grupy y-glutamylowej, ktéra
ma stabilizowaé, ochrania¢ wigzania peptydowe glutationu przed dziala-
niem peptydaz. Pierwszym wiec i koniecznym etapem rozkladu gluta-
tionu jest odszczepienie grupy y-glutamylowej. Enzym katalizujacy te
reakcje, czyli y-glutamylotranspeptydaza wystepuje u szczura wylgcznie
w nerce i w trzustce. Wedlug Revela i Balla [28] réwniez u innych
ssakow (prawdopodobnie u wszystkich) tylko te dwa narzady wykazuja
znaczng aktywnos$¢ glutationazy. Natomiast u nizszych zwierzat nawet
nerka pozbawiona jest aktywnosci.

Hird i Springel w 1954 roku stwierdzili, ze glutationaza jest zwiazana
z ziarnistosciami komoérkowymi i daje sie wyciagnaé butanolem. Ostatnio
Binkley i wsp. [12] oraz Avi-Dor [4] stwierdzili, ze enzym ten znajduje
sie¢ wylacznie w mikrosomach. Wedlug Binkleya ma on charakter lipo-
proteidu i jest nierozpuszczalny w oddzialywaniu obojetnym.

Wyniki naszych do$§wiadczen sa zgodne z przedstawionym wyzej sta-
nem wiedzy o wystepowaniu, wlasnosciach i dzialaniu glutationazy. Po-
zornie sprzeczne rezultaty dotyczace wewnatrzkomorkowego rozmieszcze-
nia enzymu spowodowane sg wzgledami technicznymi. Przy uzyciu
dostepnej nam wiréowki nie byliSmy w stanie oddzieli¢c mikrosoméw od
frakeji cytoplazmatycznej. Duza aktywnos$é zwigzana z frakejag mitochon-
drialng spowodowana jest zapewne wplywem Srodowiska jonowego, ktére
jest, wedlug Schneidera, przyczyna agregacji mikrosoméw woko6l mito-
chondriéw [30]. Biologiczna role y-glutamylotranspeptydazy Iaczy sie
zwykle z biosynteza bialek [17, 31, 4], za czym przemawia¢ mialaby loka-
lizacja w mikrosomach. Odmienny poglad reprezentuje Binkley [11],
wedlug ktérego enzym ten posiada zwigzek z transportem aminokwaséw
przez blony komoérkowe. Przemawia¢ ma za tym inhibicja aktywnoSci
glutationazy przez zwiazki czynnie wydzielane w kanalikach nerkowych,
takie jak czerwien fenolowa, bromosulfoftaleina, kwas p-aminohippuro-
wy, diodrast [10].

Z drugiej strony Bray i wsp. [14] stwierdzili udzial glutationazy
w procesach detoksykacji prekursoréw kwaséw merkapturowych. Miano-
wicie, bierze ona udzial w rozkladzie powstajacego w watrobie S-p-(chlo-
robenzylo)-glutationu do S-p-(chlorobenzylo)-cysteiny, przy tym rozklad
zachodzi z wieksza szybkosciag niz rozklad samego glutationu.
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Na podstawie przeprowadzonych doswiadczen, wydaje sie nam, ze
glutationaza moze mie¢ pierwszorzedne znaczenie w zatruciu kwasem
maleinowym. U podstaw tego rozumowania jest fakt znacznej réznicy
w reaktywnosci glutationu i cysteiny w stosunku do kwasu maleinowego.
Jak wykazano w czeéci doswiadczalnej, dodatek homogenatu nerki lub
preparatu glutationazy zwieksza wybitnie wydajno$é¢ reakeji wigzania
grup sulfhydrylowych. Jest to skutkiem tego, ze cysteina uwolniona
w wyniku rozpadu glutationu reaguje z kwasem maleinowym ze znacznie
wigksza szybkoscig i wydajnoscia.

Na podstawie tych faktéw przypuszczamy, ze po wstrzyknieciu szczu-
rom kwasu maleinowego nastepuje jego powolne wigzanie przez glutation
grwi oraz innych tkanek. Cze$¢ kwasu maleinowego ulega przy tym izo-
meryzacji na kwas fumarowy. Natomiast w nerce kwas maleinowy na-
trafialby na wolng cysteing, ktéra reaguje z nim znacznie szybciej.
W rozumowaniu tym zakladamy aktywnosé glutationazy in vivo, w wa-
runkach fizjologicznych, w nieuszkodzonej komorce. Staly rozklad gluta-
tionu w nerce przez glutationaze i stale wigzanie uwolnionej cysteiny
przez kwas maleinowy jest, by¢ moze, jedna z przyczyn wybitnego i rap-
townego spadku niebiatkowych grup SH w nerce. By¢ moze wplywa to
posredno na stan grup SH bialek, doprowadzajac do wybitnego obnizZenia.

Byé moze, podobnie jak w przypadku kwasow merkapturowych, dzia-
laniu glutationazy ulega réwniez produkt przylaczenia glutationu do
kwasu maleinowego (S-glutationylobursztynian). Wéwezas w moczu zwie-
rzat zatrutych kwasem maleinowym powinno sie spotyka¢ wylacznie lub
przede wszystkim S-cysteilobursztynian, czyli produkt przylgczenia cy-
steiny do kwasu maleinowego. Wyniki do§wiadczen Avi-Dor z fluoropiro-
gronianem [4] potwierdzajg taka mozliwosé. Okazalo sie, ze glutationylo-
pirogronian (zwiazek o budowie bardzo podobnej do S-glutationylobur-
sztynianu) jest rozkladany przez glutationaze, przy czym aktywnosc¢
enzymu wobec glutationu i glutationylopirogronianu jest podobna.

STRESZCZENIE

Szybkosé reakeji glutationu z kwasem maleinowym jest znacznie
mniejsza w poréwnaniu z szybkoscig reakeji cysteiny z kwasem maleino-
wym. W warunkach stosowanych w przedstawionych doswiadczeniach
kwas maleinowy wigze, w ciggu 60 min, inkubacji, blisko 90% grup SH
cysteiny, a tylko okolo 20°% grup SH glutationu. Dodatek homogenatu
nerki zwieksza wydajno$é¢ reakcji wigzania grup SH w ukladzie: gluta-
tion, kwas maleinowy do okolo 70%0 (a wiec wartosci bliskiej wydajnosci
reakeji z cysteing). Homogenaty zadnej z innych badanych tkanek nie
wykazuja podobnej wlasciwosci. Stwierdzono, ze pod wplywem homo-
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genatu nerki dochodzi do rozkladu glutationu, a uwolniona cysteina zo-
staje wigzana przez kwas maleinowy ze znacznie wigkszq szybkoscia
i wydajnoscia. Otrzymany z nerek szczura lub Swini preparat glutationazy
wykazuje, podobny do homogenatu mnerki, wplyw na reakcje wigzania
grup SH w ukladzie: glutation, kwas maleinowy. Przedyskutowano zna-
czenie glutationazy in vivo, w zatruciu kwasem maleinowym.

1]
[2]

[3]
4]
5]
[6]
7
[8]
(9]
[10]
[11]
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THE INFLUENCE OF KIDNEY HOMOGENATE UPON THE REACTION
BETWEEN GLUTATHIONE AND MALEIC ACID

Summary

The rate of the reaction between glutathione and maleic acid is
considerably lower as compared to the rate of the cysteine reaction
with this acid. Under conditions applied in the presented experiments
maleic acid binds nearly 90%0 of SH groups of cysteine, during the 60-min.
incubation, while only 20° of SH groups of glutathione. The addition of
kidney homogenate rises the efficiency of the binding SH groups
reaction within the system: glutathione - maleic acid up to about 70%
(thus up to the value close to that of the cysteine reaction).

No homogenates of any other examined tissues show any ability of
this kind. It has been stated that the addition of kidney homogenat leads
to degradation of glutathione, and cysteine so liberated is bound by
maleic acid at the considerably higher velocity and efficiency. The glu-
tathionase preparation, obtained from rat or swine kidneys, exerces the
effect upon the reaction of binding SH groups of glutathione by maleic
acid, similar to that observed when kidney homogenate has been used.
The role of glutathionase in wvivo, in intoxication with maleic acid, is
discussed.

Otrzymano 10. 10.:1960
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RECENZJE KSIAZEK

Z TAJEMNIC BIOCHEMII. Bromnistaw Filipowicz War-
szawa 1960. Panstwowe Wydawnictwo Naukowe. Stron 535. Cena zl 34.—

Szczeg6lng wartodcig ocenianej ksigzki jest to, ze ukazujgc ogrom zagadnien
biochemicznych i nie kryjac trudnoéci, jakie studia biochemiczne przedstawiajg,
omawia je tak, ze czytelnik nie przeraza sie ich zawilo$cig; pozwala mu to na wy-
ciggniecie wniosku, ze zrozumienie tych spraw, w ogélnych oczywiscie zarysach,
jest mozliwe takze dla czytelnika, ktéry nie posiada fachowego, chemicznego przy-
gotowania. A dobra ksigzka popularna ma takie wlasnie zadanie; ma zaciekawié
czytelnika, a takze przedstawié, ze trudnosci jakie zjawiajq si¢ w zrozumieniu oma-
wianych zagadnien, sg do pokonania przy dobrej woli czytelnika i przy odpowied-
nim nakladzie jego pracy umysiowej.

W dwudziestu dziewieciu rozdzialach ksigzki toczy sie dialog miedzy biochemi-
kiem i jego kolega, ktéry chcialby sie czego§ dowiedzie¢ o tej, tak zywo ostatnio
sie rozwijajgcej, nauce. Po przedstawieniu podstawowych wiadomos$ci o budowie
atoméw i czgsteczek, oméwieniu wilasciwosci wody, elektrolitéw i prostych zwigz-
kéw organicznych, przechodzi rozmowa na zagadnienia biochemiczne. Ksigzka oma-
wia niemal wszystkie wazniejsze dzialy biochemii; a wiec: budowe bialka i kwaséw
nukleinowych, istote enzyméw, hormonéw i witaminéw, przemiane cukrowcéw
i kwaséw tluszczowych, cykl kwaséw tréjkarboksylowych i spalanie wodoréw, trans-
aminacje i przemiany niektérych aminokwaséw, hemoglobine i krew, odzywianie
i choroby przemiany materii.

Zrozumiale, ze w omowieniu tak licznych zagadnien znajdujg sie¢ miejsca lepiej
iub gorzej ujete. Szczegélowej dyskusji nie mozna przeprowadzi¢é w ramach tej
krétkiej oceny. Oceniajacy nie moze jednak pomingé usterek dotyczgeych ujecia
nistorycznego poszczegélnych zagadnien, a w szczegélnosci cheialby zwrécié uwage
na mastepujace sprawy: krzywdzaca, zdaniem oceniajgcego, charakterystyke osobi-
stoSci Lavoisiera (str. 33); nie do$§¢ wnikliwa ocene tego, co zawdziecza nauka
o promieniotwoérczo$ci Marii Sklodowskiej-Curie (str. 418); w dziejach nauki o wita-
minach pominigcie Hopkinsa, a wymienienie autoré6w o znacznie mniejszych zastu-
gach (rozdzial 28); podawanie badan, wprawdzie bardzo sensacyjnych, ktére jednak
nie wytrzymaly kontrolnych prac innych laboratori6w (str. 275). Précz tego
w ksigzce mozna znaleZé jeszcze inne pomylki i bledy drukarskie; te ostatnie sa
szczegblnie niebezpieczne w ksigzkach popularyzujacych wiedze.

Oceniajacy dobrze zdaje sobie sprawe z tego, jak trudno unikngé wszelkich
pomylek, zwlaszcza w ksigzce takiej, ktéra ujmuje calo§é bardzo rozleglej nauki:
dlatego chcialby ocene zakonczyé stwierdzeniem, ze ksiazka stanowi cenng pozycje
wydawnicza, jest napisana zajmujgco i zrozumiale. Panstwowe Wydawnictwo Nau-
kowe dalo jej ladna postaé zewnetrzng: interesujgca okladke, bardzo dobry papier
i dobrze wykonane ryciny.

Wiodzimierz Mozolowski
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KURZES LEHRBUCH DER BIOCHEMIE. P. Karlson. Georg
Thieme Verlag, Stuttgart, 1961. 331 stron, 53 rysunkéw, 1 skladana
tablica. DM. 29,70.

Podrecznik Karlsona zrywa z dotychczasowymi utartymi sposobami ujmowania
calo$ci biochemii. Rezygnuje on z wielu wiadomos$ci dotyczgcych chemicznych wlasci-
wosci substancji budujgcych zywe ustroje, aby calkowicie uwage czytelnika skierowaé
ku gléwnemu celowi dzisiejszej biochemii, tj. przedstawieniu zjawiska zycia przy
pomocy poje¢ chemicznych. W pierwszych stowach wstepu, oraz ostatnich slowach
zakonczenia wyraznie stwierdza, ze obja$nienie zjawisk biologicznych jest mozliwe
jedynie na molekularnym, czgsteczkowym poziomie; na tym poziomie, na ktérym
morfologia, fizjologia i biochemia nie dajg sie od siebie odréznié.

Autor przedstawia w spos6éb zrozumialy i bardzo interesujgcy calo$é¢ przemian
biochemicznych. Wyklad ten ujety jest bardzo zwiezle, mieSci sie on na okolo
250 stronach, chociaz liczba ilustracji, wzoréw i schematéw jest bardzo duza. Mniej
anizeli 50 ostatnich stron jest poS§wigcone topochemii komoérki, hormonom, odzywia-
niu oraz specjalnym funkcjom narzadéw. Szczegbélng warto$é¢ dla czytelnika ma to,
ze w podreczniku sa przedstawione postepy biochemii prawie do ostatnich mie-
sigcy. Ta cecha powoduje, ze ksigzka Karlsona bedzie bardzo mile widziana przez
wszystkich biochemikéw, ktérym przeciez nie latwo $§ledzié postepy wiedzy
we wszystkich galeziach biochemii.

Za zwiezlo§¢é wykladu, i za to, ze podrecznik obejmuje zaledwie 300 stron, zapla-
cil autor do$é wysoka cene, a mianowicie pomingl do§wiadczalne dowody przedsta-
wianych wynikéw. Ze sléw wstepu widaé, ze autor zdaje sobie sprawe z wielko$ci
tej ofiary, ale dzieki temu uzyskal podrecznik nowego typu, za ktéry bedg mu czy-
telnicy wdzieczni.

Dla przejrzystego ujecia caloSci przemian przyczynia sie¢ z pewno$cig duza
skladana tablica dolgczona do ksigzki, przedstawiajgca najwazniejsze ciggi reakcji
biochemicznych. Zestawienie skrétéw, uzywanych w biochemii, oraz bardzo intere-
sujace tablice zestawiajace chronologicznie najwazniejsze odkrycia biochemiczne
koniczg to pozyteczne wydawnictwo.

Pewne watpliwo$ci budzi w czytelniku to, ze jako pierwszy rozdzial podal autor
zestawienie podstawowych wiadomo$ci z chemii organicznej. Wydaje sig, ze byloby
wiasciwiej umiesci¢ je na koncu ksigzki. Byloby to dobitniej wyrazonym pogladem,
ze dla zrozumienia biochemii potrzebna jest znajomo$é podstaw chemii organicznej,
a umieszczone w Kksigzce zestawienie ma za zadanie przypomnienie szczegéléow,
ktére mogly byé zapomniane.

Irena Mochnacka

-

A BIOCHEMICAL APPROACH TO PATHOLOGY: M. J. Dawkins
and K. R. Rees. Edward Arnold (Publishers) Ltd., London 1959.

s. 128 + viii. 18 s.

Znaczenie biochemii w $ledzeniu i zrozumieniu zjawisk nie tylko fizjologicznych,
ale i patologicznych jest powszechnie uznawane, chociaz nie znajduje nalezytego
odbicia w programach nauczania na Wydzialach Lekarskich. Z tym wiekszym zado-
woleniem nalezy przyjaé ukazanie sie ksigzki Dawkinsa i Reesa. Autorzy staraja sie
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w sposéb przystepny przedstawi¢ biochemiczny poglad na wybrane zagadnienia
patologii zwierzecej i ludzkiej. Pierwsze dwa rozdzialy sa poSwiecone normalnym
przemianom biochemicznym komoérki i jej wewnetrznej organizacji. W pozostalych
pieciu rozdzialach pobieznie omoéwiono eksperymentalnie wywolywane stany pato-
logiczne, mechanizm dzialania niektérych czynnikéw toksycznych, stany niedoboréw
pozywienia, genetycznie uwarunkowane stany chorobowe, oraz biochemiczne pro-
blemy carcinogenezy.

Ksigzka przeznaczona jest dla studentéw medycyny, i ma im ulatwi¢ przyswo-
jenie sobie pogladu, ze postepy patologii w coraz wigkszym stopniu opieraja sie na
biochemicznych metodach badania przemiany komoérkowej. Slusznie wiec zrobili
autorzy, ze dokonali wyboru niektérych zagadnien, ktére przedstawili w sposéb bar-
dzo ogdélny, ale ciekawy i zrozumialy nawet dla niezbyt dobrze chemicznie przygo-
towanego czytelnika. Mozna by dyskutowaé sluszno$é dokonanego wyboru; nie
uwzgledniono probleméw patologii ludzkiej, ktéore ulatwily zrozumienie pewnych
proceséw biochemicznych. Cukrzycy np. poswiecono zaledwie kilka zdan w zwigzku
z powstawaniem cial ketonowych.

Pobiezny charakter przedstawienia wielu tematéw jest skompensowany odsy-
laczami do bardziej szczegélowych podrecznikéw i artykuléw przegladowych.

Ksigzka jest bardzo warto$ciowa lektura nie tylko dla studentéw, ale takze dla
lekarzy i dla tych biochemikéw, ktérzy cheg poznaé¢ zagadnienia patologii bio-
chemicznej.

M. Zydowo
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B. IPABUKOBCKHU

MMPOTEOJUTUYECKAS AKTUBHOCTB IIPEITAPATOB AKTUHA
cTp. 3—I14
Pe3zwoMe

B ,,chIpbIX”’ mperaparax aKTMHA Hali/IeH CMJIbHO CBA3AHHBLA ¢ HMM IIPO-
TeosuTuyeckmii pepmenT. Metozn oumcTku akTuHa 1o Tcao m Boitr [19]
JaeT naxke HeDOJIbIIOe yBEJIMYEeHMe aKTMBHOCTM GepmeHTa. OcaxkaeHmue
B M309JIEKTPUYECKOI TOYKEe He JIMILaeT Ipernapara NpOTeOJIMTUYECKON aK-
TMBHOCTH. Y JbTpaueHTpudympoBanne F-aktmHa mo meroxy Mommeprca
[12] mo3BOMIAET YACTMYHO YAAJIUTH NMPOTEMHA3Y, HAMJIYYIINM OXHAKO ABJIA-
eTcsl, IOBUAVIMOMY, METOJ OYMCTKM aKTHHA ITyTeM OCaXKJAEeHMA MOHAMM Mar-
Husa [3].

OnTuMyM AeicTBUA IIPOTEOJMTUYECKOro (hepMeHTa, mpUCyTCTBYIOLIETO
B npenapate akTuHa Jexut npyu pH 3,9. KCN, EDTA, umcrenH u rawora-
THOH aKTMBUPYIOT 9TOT (hepmeHT. VoHbr Fe?" He akTMBMDYIOT mpoTeMHAa3kbl.
a DFP TopmMO3uT ee B He3HAYNTEJbHOI cTeneny. CUMIBHBIMM MHIMOUTOpaMM
depmeHTa ABIAIOTCA MOHOMOLYCKyCHasa Kucyora u moHbl Cu®’. V3 muccie-
JOBaHHBIX OEJKOB (aKTMH, MMO3MH, reMoryiobmH) 6bIcTpee Bcero pasJia-
raercA mocyemHW. B nmpucyrerBuy anbbyMuHa CBIBOPOTKM, IPOTEOJUTH-
HecKasd aKTMBHOCTH Nperapara akTMHa yMeHBIIeHaA.

EBA JIEHAPTOBUY

BIMAHUE HU3KUX TEMIIEPATYP HA OBMEH ®©OCPOPA
¥ I'VCEHUII GALLERIA MELLONELLA
crp. 15—24

Pes3wowMe

1. MccremoBasoch BimMaAHMe oxJaxkzaenus rycenmi; Galleria mellonella
1o temnepatypsl 4°, 0° u —6° Ha passmunble PaKLMM KUCIOTOPACTBOPH~
MBIX coemHeHmit hocdopa.
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2. YCTaHOBJIEHO, YTO I10J] BIAMAHMEM OXJIAXKJ€HUSA I'yCeHMI] [IPOUCXOANT
yMeHbILEeHNe coAepKanusa o-ramuepodocdara u NoABJIEHNE COOTBETCTBY-
jo11ero KosmryecTsa oprodgocdara. OcranbHbie dpaximm pochOpHBIX coe-
IMHEHMI He M3MEHAIOTCA B 9TMX YCJOBMAX CyILeCTBEHHBIM obpasom. VIzme-
HEHMsA, BOZHMKAIOLIME TIPY OXJIAXKJAEHMM MCYe3al0OT NpM NepeBeeHnn ryce-
HUI] B ONTUMMAJIbHYIO JJiA HMX Temnepatypy (30°).

3. VYcranoBaeHo Haguumue y rycenmy Galleria mellonella 3HauuTesb-
HbIX KoJmdecTB pocdoaTaHosmammHa (nmpubimsurenbHo 20%0 Bcex KMCIOTO-
pPacTBOPUMBIX (POCHOPHBIX COEAVHEHMI).

E. BYXOBUY u U. PEADEP

IIPEBPAIIEHME OPOTOBOM KMCJOTHI B IIMPUMUIAMHOBLIE
IMPOM3BOJHBIE B PACTUTEJIBHOM MATEPUAJIE

crp. 25—34
Pesome

YeTaHOBJIEHO, 4TO cTebJiM MIIEeHMIbI MPUCBAMBAIOT M MEeTaboJIU3MPYIOT
opoToBYIO KucJoTy. IIposykThl 0O6ME€Ha OpOTOBO KMCJIOTHI SKCTparmposa-
JMU M3 pacTeHMi! XOJIOJHOM XJIOPHOM KMCJIOTOM M BBIAENAJM IIPpHU
oMo azcopbipm Ha MOHMTAX M XpomaTtorpadmu Ha Gymare.

B pesyJsbraTe OmMcaHHBIX MCCJIEZOBAHMI YCTAHOBJIEHO, YTO OpPOTOBAA
KMCJIOTa IOABEpraeTcs NpeBpallleHmio B ypuamH-5 -moHodocdar, 1pTn-
mH-5" -MoHOMocdaT, ypUAMH M ypalMsl M [OKAa3aHO, YTO 9TH BEIIEeCTBa
ABJIAIOTCA HOPMAJIBHBIMM COCTAaBHBIMM YAaCTAMM BBICILIMX PACTEHMIA.

Ha ocHOBaHM)M NpPMBEZEHHBIX pPE3yJbTAaTOB, aBTOPHI COCTaBWJIM IIPE-
ITOJIOKUTEJIBHYIO CXeMy IPeBPallleHMs OPOTOBOM KMCJIOTHI B NAPUMMUIMHO-
BbIe IIPOU3BOJHbIE B PACTMTEJHLHOM MaTepuaje.

T. BUJIBYOK

AKTUBHOCTBb TPAHCAMMHA3 B M30JVMPOBAHHBIX KJETOYHBIX
CTPYKTYPAX HOPMAJIBHOM NIEYEHY KPBICHI

cTp. 35—41
PezoMme

McenenoBanace JIoKaIM3aLMa TPAHCAMMHA3 KATAAU3UPYIOLMX PEaKIMu:
1) L-rmoramMmMHOBas KMCJIOTa - LIABEJIEBOYKCYyCHas Kucjora, 2) L-ac-
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naparuHoOBasi KMCJIOTa — ¢-KeTONIoTapoBas kuciaora, 3) L-rioramuHoBasn
KUCJIOTAa — TMPOBMHOrpazHas Kucjora, 4) L-anmaHuH — o-KeTOroTapo-
Basg Kucjora, 5) L-acmaparmHoBas KMCJIOTa — NMPOBUMHOrpajHasa Ku-
cimora, 6) L-amanmH — uLjaBeJIeBOYKCYyCHad KMCJIOTa, B M30JMPOBAHHBIX
KJIETOYHBIX CTPYKTYypax (Aapa, MUTOXOHAPMM, MMKPOCOMBI ¥ OCHOBHAsA LM-
TOIIa3Ma) B HOPMAJBHOM TeYeHM KphIChl. Paszjendas NMpoayKThI peakuuu
Ipy momoly Xpomartorpacduu Ha Oymare, aBTOp IOKas3aJ, YyTO (DepPMEHTHI,
KaTaJIUM3UPYIOIMe PeakiMu: INIIOTaMMHOBasA KUCJIOTA — aJIAaHMH M IJI0Ta-
MMHOBasA KMCJIOTA — acllaparMHoBad KMCJOTAa aKTMBHBI BO BCEeX KJIETOY-
HBIX (bpakumax. Peakiuma acnaparmMHoBad KUCJIOTa—aJlaHMH TNIPOTEKaeT
TOJIBKO B IuTorIa3me, MakcumasjbHasg (pepMeHTaTMBHAA aKTMBHOCTH JIO-
KaJM3MpoBaHa BO (ppakLyy MUTOXOHAPMIL U B sAAepHO dpakipm. Habio-
JlaeTca 3aMEeTHOe CMellleHMe PaBHOBEeCUA peaklUMy B CTOPOHY CHHTEe3a IJIH0-
TaMMHOBOJ KMCJIOTHI.

A. OJJEKCBI, TAJIMHA IIAPPAH u 3. IIADPPAH

UCCIELOBAHUS HAJ TUIPOJABAMMU IIMNILIEBAPUTEJBHBIX COKOB

V1. 3CTEPA3bl KHLLUEYHOIrO COKA COBAKH
crp. 43—53

Pezome

UccnepoBanack screpa3Has aKTMBHOCTH KMILIEYHOTo COKa coDaky, IO-
JiydeHHoro u3 cducrysn Tupu-Beiura, no oTHOLIEHMIO K BOCBMyU cyberparam,
a VIMEHHO: ITO/ICOJTHEYHOMY MAacJy, TPUIJIMUIEPUAY MAaCJAHOM KUCJIOTHI,
aleTraTy XOoJIeCTepoJa, aleTaTy I-HUTPOEHOJIa, alueTaTy MHAOKCUIIA, ale-
TUIIXOJMHY, hoccary deHoudranenta 1 cyabdaTy HATPOKATEXO0JIA.

Kymreunsni cok obirazaer ciraboit ak TMBHOCTBIO 10 OTHOILUEHMIO KO BCEM
MCCIIEIOBAHHBIM 9(bMpaM KapOOHOBBIX KMCJIOT 3a MCKJIOYEHMEeM ITOZCOJI-
HEYHOTO MacJjia, KOTOpoe He TofBepraerca rumapoym3y. Ha ocHoBauum Xu-
MUYECKOTO CTPOEHMA CyOCTPaTOB M BIMAHMA 93€PUHA U AMMIONIPOIMIPTOP-
doccoproit kucnorsr (DFP) Ha Mx ruaposms o6CyKAaeTcs BO3MOXKHOCTH
HaJmuus JAByX (DepMEHTOB, pasjaraloumx 9(pupbl KapOGOHOBBIX KMCJIOT,
a MMEHHO: XOJIMHICTEePaskbl ¥ apoMaTH4ecKoy screpassl Tuna A. KuneyHsni
COK HE COIEPIKUT JIMIIA3bL.

Beicokas akTuBHOCTE rmaposm3a docdara deHoTaNeMHa BbI3BaHA
HaJIM4IMeM OCHOBHOM occaTa3pl. B KMILIEYHOM COKe HAXOAMTCHA TaKKe
apwicysbgaTasa, pas3Jaraolas cyJabgar HUTPOKATEXO0Ja.

http://r&h.org.pl



M. BEBIOPOBCKU u f1. AYI'YCTBIHAK

U3 UCCIEJOBAHUM HAJ BEJIKAMMU JIIOIIMHA

IV. N-KOHUEBbIE AMHHOKHCNOTbl B KOHITIIOTHHE #
cTp. 55—64

PeszomMme

ITpyu nomouy PTOpAMHATPOMEHUIBHOTO MeToga CeHrepa yCTaHOBJIEHO,
YTO €AMHCTBEHHbIMM N-KOHIIEBBIMM AaMMHOKMCJIOTHBIMM OCTAaTKaMy KOH-
IIIOTHMHA ff M3 CeMAH Y3KOJIMCTHOTO JIONMHA ABJIAIOTCA OCTATKM TJIIOTaMM-
HOBOJM KMCJIOTBI.

KoumyecTBeHHBIE OIpefesIeHuA II0Ka3aJy, 4YTO MOJIeKyJa WMcclefye-
moro Oenka coxgepzxuT 3 N-KOHIEBBIE OCTAaTKM 9TOM KMCJIOTBL. Ha sTom
OCHOBaHMM ABTOPBI IPEAIIOJNAraloT, YTO KOHIVIIOTMH f§ COCTOMT M3 3 ITO-
JIMTIETITUAHBIX LIeTIei,

ABTOpb!I moATBepANIM Habuaoaerusa Ieppurcena [6] o Tom, 4yTo B MO-
JIeKyJle McclenyemMoro 6esika comepiKuUTea npudbiamsuTenabHo 265 aMuaHBIX
TPy,

1. ITAPPAHBCKHN un T. TOJAIIEBCKA

JAJIBHENIIAA XAPAKTEPUCTUKA LUTOIIABMATUYECKUX
HYKJEONEITUJIOB M3 INEYEHM MOPCKOM CBUHKM

crp. 65—70

Peszwome

Pa3paboransl gaJibHeIIMEe METOAbl OYMCTKYM IMTOIIA3MATUYECKMX HY-
KJICOTIETITHM/OB ¥ IIPOBEeHa MX XapakTepucTuka. ITociie pasaeneHus sTMX
BeILIeCTB IpY TIOMOLM 9JieKTpodope3a Ha Oymare, ObLia IpoBefieHa MX
xpomarorpacpua Ha Gymare. PasneseHHbIe HyKJI€ONeIITHAbI TUAPOJM30BaJIN
11N-HCIO; u xpomaTorpacndecKy OnpeAesaa HyKJIeMHOBbIe OCHOBAaHMA.
IlenTypHble (pbparMeHTHI OTAEJNANM OT HYKJEOTUMAHBIX, IIPOM3BOAMIN MX
YaCTMYHBI TMAPOJIN3, a 3aT€M ITOJHBI TMAPOJIN3 M XPOMaTorpadupoBalIn.
Onpezensanack NPUPOAA CBA3YU IENTUAOB ¢ HYKJICOTHMIAHBIMM (parMeHTa-
MM; TP TIOMOLLM TIEPMOAATHOM peakKUUy yCTaHOBJIEHO, YTO IPYIIIbLI 2 3 —
OH pub03b1 ABJIAIOTCA CBODOXHBIMMA.

PesyiabraThel NOATBEPIKAAIOT HAILM IIpEABApUTEJbHbIE ITPEAIIOJIOKEeHMNA
0 TOM, YTO 9TM COEAMHEHMs ABJAITCA OJUIOHYKJIEOTHAAaMM, COeAMHEHHbI-
MM C MENTHAaMM [TOCPEACTBOM KapOOKCWIIBHOM ¥, moBuamMomy, docdar-
HOJ IpyNNbl. Y CTAHOBJIEHbI Pas3iMuMdA, KakK MEXAy NeNTUIHbIMM, TakK
Y MeXAy HyKJICOTMAHBIMM (pparMeHTamMy 9TUX COeAMHEHMIA,
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M. BEBEP, B. IIEIIKOBCKU u B, CKAPKVHCKU

YYACTUE TUOCYJIBPATA B OBPABOBAHUU CYJBbPATA B KMBOTHOM
OPTAHU3ME

crp. 71—82
PeszioMe

ABTOpBI pa3femiy COSAVHEHMA CEephl, BbIAEJIAEMbIe C MOYO/ Ha TPH
dparipu: Tnocysbdar (A), Heopranmyeckmit cyiabdar (B) u dparumio,
cozepiKalllyio ocragbHble coemuHenua cepbl (RS). Ilociie BBepeHuA
D, L-umetura -**S aBTOpBI ONpeAesIaiy paclpejeseHMe pagMoaKTHMBHOCTA
MEIK/AY BBILIEYIIOMAHYTBIMM TpeMsa (PpakiyMAMMU B MOYE. ¥ CTAHOBJIEHO, YTO
B TeueHyue 24 4acoB mpubimaureabHo 700 paamMoaKTMBHOCTH BBIAEJAETCA
B BHJle HEOPTaHMYECKOro cyJbdara, a Juub 2% B BuAe THOCyJIbdaTa,
Ecim ogHOBpEeMEHHO ¢ LMCTMHOM BBOAMJIOCH 3HAYMTEJBHOE KOJIMYECTBO
(200 mr Na,S,0;-5 H.O) HepaamoaKTMBHOro THOCyJbgara, TO yMEHbIIa-
JIOCh KOJIMYECTBO PaAMOaKTMBHOCTH, BBIJEJIAEMOE B BuAe cyJbdara, a 3Ha-
YUTEJbHO YBEJMYMBAJICA NMPOLEHT akTuBHOCTH (33%0), BBIAEIAEMO B BUAE
THOCyJIbdara.

Ha ocHOBaHMM 4MCJIOBBIX JAaHHBIX, OIYOJMKOBAaHHBIX B MPEeABIAYIIMX
paborax (1, 2), a TakKe, IOJYyYEHHBIX NIpPM HACTOALLEH padore, aBTOPHI
NPUXOAAT K BBIBOAY, YTO THOCYJb(aT ABJIAETCA HOPMAJbHBIM TIVIaBHBIM
ITPOMEXKYTOYHBIM MeTaboJMTOM MEKAY Cepoil LMCTMHA M KOHEYHBIM ITpO-
AYKTOM OKMCJeHMA — cyJibgaroM. CBOMCTBEHHAA KMBOTHBIM OpPraHM3MaM
crrocobHOCThL OBICTPOro OKMCIEeHMA THOCYJIbdara TOoTYac-2Ke yhajser obpa-
3yIOIMIfCA U3 LIMCTHHA THOCyJibdat. [Ipu BBeAeHMM 3HAUYUTEIBHOTO M30BIT-
Ka 9K30T€HHOI0 THMOCYJb(ara B KOJMYECTBAX, IPEBBIIAIIMX CrI0c00-
HOCTb OKMCJICHMA 9TOTO COEJMHEHMHA, 4acThb 9SHJAOTEHHOTro TMOCYyJbdara,
CMEIIaHHOTO ¢ 9K30T€HHBIM THOCYJIb(aToOM, BBEIEHHBIM M3BHE, BbIAEJIACTCA
M3 OpraHm3Ma,

K. OCTPOBCKMH, 1. KOMEHJIEP u K. KBAPEIIKM!

KOJNYECTBEHHBIE MUCCIEIOBAHUA PACTBOPUMMOCTHU BEJKOB, D9KCTPA-
TMPYEMBIX U3 TKAHEWM, ®UKCUPOBAHHBIX PA3JIMYHBIMM XVUMUYEC-
KM U CPUSUYECKMMUA METOJAMMU

cTp. 83—87

Pes3oMme

1. VYeraHOBJIEHO, 4TO KOJmM4yecTBa OesKa, 9KCTparmpyemoro u3 Jmodu-
JIM3UPOBAHHOTO MaTepyaJia ¥ U3 KOHTPOJBHOTO MaTepyuaa He OTJIMYaloTCA
CcyllecTBeHHbIM ofpazoMmM. Pasmuuma He mnNpeBbIUAIM CTATUCTUYIECKON
ommbKM.

v
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2. KoJM4ecTBo 9KETpArMpyeMbIX GEIKOB ¥3 MaTepuasa (pUKCHPOBaH-
HOro MeTogoM ,freeze-substitution® npub/MBUTEIEHO PaBHO KOJIMYECTBY
fesrka, 9KCTParmpyemMoro u3 JMopMIM3MpPOBAaHHOTO ¥ KOHTPOJBHOTO MaTe-
puaJa.

3. Ilocue pmxcamym XMMMYECKMMI METOAaMM, Harp. (POPMaJMHOM U
KUAKOCThI0 KapHoiia 9KcTparMpyercs HMYTOXKHOE KOJIMYECTBO OEeJKOB —
meHblre, yem 1% moxporo Beca TKauu. Ilocie dukcamyy abCOIOTHBIM
CIIMPTOM WMJIM AQLeTOHOM, 9TO KOJIMYECTBO MOKET JocTHraTh 2—3°%0 MOKpO-
ro Beca TKaHM.

4. He 0bL10 HaM{JEHO CYLIECTBEHHBIX PAa3JIMYMii B ONPEACICHMUAX MEZK-
/Yy TKQHBIO Ie4YeHN ¥ TTOYKM.

C. AHTEJBCKH n f. POI'YJIBCKN

BJIIMAHUE TOMOTEHATOB ITIOYKM HA PEAKIUIO TIIOTATHOHA
C MAJIEMHOBOJM KMUCJOTOM

crp. 89—103

Peszwome

CKOpOCTh peakLyy IJII0TaTMOHA ¢ MAJEMHOBO) KMCJIOTO 3HAYMUTEJBHO
MeHBIIIe, YeM CKOPOCTb peakuuy LMCTeMHA ¢ MaJeMHOBOJ KMCJIOTOM.
B ycaoBuAX ONBITOB, OIMCAHHBIX B HacrofAuleit pabore, mMajenHoBasa Ki-
cora cBA3bIBaeT B Teuenue 60 mmH. muHkyGaupm mourn 90°% rpynn SH
uucrenHa, a Jyub 20°% rpynn SH rimoratnona. JobaBireHue romoreHara
[MOYKM YBEJMYMBAeT BBIXOJ peakuyy cBA3bBaHuA rpynn SH B cucreme:
IJIIOTATMOH, MaJeMHOBaA KMCJoTa, npubsmsuresnsHo Ao 70% (T.e. o 3Ha-
qeHuA GJIM3KOro BBIXOAY PeaKlMy ¢ LMCTEMHOM).

Hu opgys u3 uccaenoBaHHBIX TOMOTEHATOB B APYTIMX TKaHAX He objaazan
{10A00HBIMM CBOMCTBaMM. ¥ CTAHOBJIEHO, YTO TIOZ BJMAHMEM IOMOreHara
[IOYKY IIPOMCXOAMUT PAa3JIOXKEHMe IVIIOTATHMOHA, a OCBOOOZK/IEHHBI ILMCTEMUH
CBA3BIBAGTCA C MAJEMHOBOI KMCJIOTOM ¢O 3HAYMTENBHO 00JIblIejl CKOPOCTHIO
u BbBIXOAOM. ITONry4eHHBDI M3 NMOYEK KPBICHI MJM ITOYeK CBMHbM Ipernapar
[JIIOTaTMOHA3BI, 00JIaaeT TAKMM 2Ke BJMAHMEM Ha PEeaKIMio CBA3BIBAHUA
rpyrnn SH B cucreMe: INIIOTaTMOH, MaJIeMHOBAA KMCJIOTA, KaK M rOMOreHaT
mouykyu. OOcyzkpaerca 3HaYeHMe INIIOTAaTMOHA3BI in Viv0o IPM OTPABJIEHUM
MaJIEMHOBOM KMCJIOTOM.

http://raln.org.pl
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