ROLSKA AKADEMIA NAUK
KOMITET BIOCHEMICZNY

ACTA
BIOCHIMICA POLONICA

KWARTALNIK

TR OENY
Zeszyt 4

WARSZAWA 1958
PANSETWOWE WYDAWNICTWO NAUKOWE

http://rcin.org.pl



 KOMITET REDAKCYJNY

Tadeusz Korzybski, Irena Mochnacka, Wlodzimierz Mozolowski

RADA REDAKCYJNA

Tadeusz Baranowski, Irena Chmielewska, J6zef Heller,
Edmund Mikulaszek, Wlodzimierz Niemierko, Ignacy Reifer,
Boleslaw Skarzynski, Janusz Supniewski,
Mieczyslaw Wierzuchowski

ADRES REDAKCJI:

Warszawa, Patac Kultury i Nauki, XXV pietro, pokoj 2512

PANSTWOWE WYDAWNICTWO NAUKOWE — DZIAL CZASOPISM
War 1, Miod 10

Naktad 778+ 112 Oddano do skiadania 19.1X.58
Ark. wyd. 10,0, ark. druk. 10,375 Podpisano do druku 10.X11.58
Papier druk sat. 80 g 70 X 100 III k! Druk ukorncz. w grudniu 1958 .

Cena z¢ 25— iZamdwienie 340 A-16

Warszawska Drukarnia Naukowa, Warszawa, $niadeckich 8

http://rcin.org.pl



ACTA B I O 0B ILMIITOLA POLONICA

Vol. V 1958 No. 4

M. ZDYB-GUMINSKA i H. DROZDZ

ROZMIESZCZENIE NIEKTORYCH WITAMINOW B W MOZGU
LUDZKIM

Zaktad Chemii Fizjologicznej A. M, w Krakowie
Kierownik: prof. dr B. Skarzynski

O bogactwie materialu doswiadczalnego z zakresu biochemii central-
nego systemu nerwowego S$wiadczg najwymowniej wielka monografia
Mcllwaina oraz zbiorowe monografie pod red. Eliotta i wsp6lpr., Koreya
i Nurnbergera, N. Palladina [15, 3, 8, 21], ale przeglad zawartych w tych
dzietach danych wskazuje na to, jak malo wiemy o chemizmie mdzgu
ludzkiego. Przyczyny tego stanu rzeczy wynikaja stad, ze metabolizm
tkanki nerwowej szybko zmienia sie poza ustrojem, a uzyskanie §wiezego
materialu ludzkiego w toku zabiegéw operacyjnych mozliwe jest tylko
w wyjatkowych wypadkach. Wnioski dotyczace proceséw metabolicznych
toczacych sie w mézgu z reguly bywaja oparte na badaniu mdzgu zwie-
rzat doswiadczalnych, ktérego male rozmiary uniemozliwiajg znowu
eksperymentowanie z poszczegélnymi wycinkami tego narzgdu. Totez
olbrzymia wiekszo$¢ prac tego typu obejmuje chemizm mézgu jako calosé,
albo tez w najlepszym wypadku wyréznia jedynie miedzy substancjg
szarg a substancja biala. Do wyjatkéw nalezg badania, w ktérych zajmo-
wano si¢ chemizmem wyodrebnionych jader podkorowych, mézdzku lub
rdzenia. A przeciez funkcjonalne zréznicowanie mézgu zwierzgt wyzszych
i czlowieka musialo nasuwaé przypuszczenie, ze to zrdéznicowanie po-
winno znalezé odpowiednik biochemiczny.

Ten brak blizszych danych dotyczacych ewentualnych réznic w che-
mizmie poszczegblnych odcinkéw mézgu, a specjalnie mézgu czlowieka,
sklonil nas do préby podejscia do tego zagadnienia drogg posrednia.

Wiadomo, ze wszystkie witaminy grupy B biorg udziat w podstawo-
wych metabolicznych reakcjach i ze wystepujg w tkankach przewaznie
jako skladniki odpowiednich koenzyméw. Mozna wiec zalozyé, ze ste-
zenie poszczegélnych witaminéw grupy B w réznych tkankach pozostaje
w zwigzku z intensywnoscia proceséw metabolicznych, w ktérych biora
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312 M. ZDYB-GUMINSKA i H. DROZDZ (2

udzial odpowiednie koenzymy. Wychodzac z tego zalozenia oznaczaliSmy
stezenia tiaminy, ryboflawiny, niacyny i kwasu pantotenowego w réznych
odcinkach centralnego systemu nerwowego czlowieka w przekonaniu, ze
poréwnanie ze sobg uzyskanych wartosci moze wskazaé na pewne roéznice
w charakterze i w nasileniu metabolizmu tych partii mézgu. Badania te
podjeliSmy znajdujac w literaturze tylko skape dane z tego zakresu, albo
tez nie znajdujac zadnych.

Stosunkowo najwiecej uwagi skupila na sobie dotychczas tiamina.
Pojawienie sie¢ wyraznych objawéw neurologicznych w przypadku nie-
doboru tego witaminu i znana rola tiaminy jako niezbednego elementu
w prawidlowym przebiegu proceséw dekarboksylacji kwasu pirogrono-
wego byly niewatpliwie przyczyng tego zainteresowania. Najdawniejszy-
mi badaniami zawartosci tiaminy w moézgu sg dociekania Leonga [10]
a takze Ochoa i Petersa [19], przeprowadzane na szczurach oraz pozniejsze
badania Taylora, Pollacka i Williamsa [28] dotyczace réwniez mdzgu
szczura i mozgu ludzkiego. Badania te nie uwzglednialy jednak réznic
pomied2y funkcjonalnie odrebnymi odcinkami centralnego systemu ner-
wowego. Z mniej odleglego okresu pochodza badania Muralta i wspélpr.
[17] na krélikach, Willeli i wsp6lpr. [30] na mézgach psich (wyrd6zniajgce
substancje szarg kory, substancje bialg i jadro ogoniaste), prace Lissaka
i Martina [11] nad zawartoscig tiaminy w zwojach nerwowych szczuréw
i wreszcie prace Zaprudskiej [35] przeprowadzane na réznych czeSciach
centralnego systemu nerwowego kroélikéw i kotéw. Jakkolwiek wiec ba-
dania nad rozmieszczeniem tiaminy w moézgu zwierzat doswiadczalnych sg
wzglednie liczne, brak jest danych dotyczacych zawartosci tego witaminu
w réznych odcinkach moézgu ludzkiego. Jedyna pracg tego rodzaju byla
publikacja Ferrebee i wspélpr. [4], dla nas niedostepna w oryginale.

O wiele bardziej skape dane zawarte sg w literaturze odno$nie wyste-
powania w mézgu niacyny, znajdujacej sie przeciez w kazdej komorce
jako DPN i TPN. Sprawg tg zajmowali sie¢ jedynie Taylor i wspélipr. [28]
oraz Gore i wsp6lpr. [5] badajac modzgi zwierzat do$wiadczalnych i czlo-
wieka, ale uzyskane przez nich wartosci odnoszg sie¢ tylko do calosci tego
narzadu. Brak jakichkolwiek danych o rozmieszczeniu tego witaminu
w poszczegolnych partiach centralnego systemu nerwowego. Ta sama
sytuacja dotyczy ryboflawiny, ktorej wystepowaniem w mézgu krélika
zajmowal sie Lowry i wspélpr. [12] stosujagc metody histochemiczne.

O zawartosci kwasu pantotenowego w tkance nerwowej moéwig prace
Melampy i Northropa [16], dotyczace mézgu myszy, Williamsa i wsp6lpr.
[34], traktujace o mozgu szczura, oraz Novelliego, Kaplana i Lipmanna
[18], ktérzy badajac zawarto$¢ tego witaminu w réznych narzadach kré-
lika uwzgledniali réwniez mézg. O wystepowaniu kwasu pantotenowego
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w réznych czesciach mézgu zwierzecego nie ma zadnych informacji, tak
jak réwniez brak badan nad zawartoscia kwasu pantotenowego w moézgu
czlowieka.

METODY

Badania nasze przeprowadzaliSmy na mézgach ludzkich osobnikéw
skadingd zdrowych, ktérzy zmarli nagle, z reguly na skutek urazéw. Ma-
terialu takiego dostarczaly nam sekcje przeprowadzane w Zakladzie Me-
dycyny Sadowej A. M., ktérego pracownikom skladamy podzigkowanie za
udzielang nam pomoc. Okres czasu, jaki uplywal od chwili zgonu do
chwili pobrania prébek do badania, wynosil srednio 24 godziny. Dla ozna-
czania zawartosci tiaminy, ryboflawiny, niacyny i kwasu pantotenowego
pobieraliSmy wycinki zawsze z tych samych cze$ci prawej i lewej pol-
kuli mézgu. Z kory mézgowej pobieraliSmy wycinki z: 1) Lobus frontalis —
gyrus centralis ant., 2) Lobus parietalis — gyrus centralis post., 3) Lobus
temporalis — gyrus temporalis sup., 4) Lobus occipitalis — kora z okolic
fissura calcarina.

W jadrach podkorowych badaliSmy wycinki: 1) Nucleus caudatus,
2) Nucleus lentiformis, 3) Thalamus.

Jako reprezentacyjny material substancji bialej mézgu uzywaliSmy
wycinkéw z centrum semiovale.

Wszystkie wyzej wymienione witaminy grupy B oznaczaliémy meto-
dami mikrobiologicznymi. Prébki tkanki mézgowej po zwazeniu i zhomo-
genizowaniu traktowano odpowiednio do stosowanej metody i po roz-
cienczeniu dodawano do pozywek.

Oznaczanie tiaminy. Liczgc sie z mozliwoscia rozkladu tiaminy na jej
obydwa pierScieniowe komponenty w okresie poprzedzajgcym rozpocze-
cie badan, stosowaliSmy metode mikrobiologiczng polegajacg na uzyciu
Phycomyces blakesleeanus, poniewaz drobnoustrdj ten nawet w tych wa-
runkach daje dodatni odczyn. Material badany po zhomogenizowaniu
rozcienczano odpowiednio woda podwdjnie destylowany. Zawiesine teg
dodawano w ilosci 1 ml do kolbek szklanych zawierajacych 12,5 ml po-
zywki wg Hamnera i wsp6lpr. [6], po czym dopelniano wodg podwdjnie
destylowang do objetosci 25 ml. Réwnocze$nie przygotowywano serie
wzorcowa dodajgc do kolbek z pozywka tiamine w ilosciach: 0,1, 0,2, 0,3,
0,4, 0,51 0,6 ug oraz przygotowywano probe §lepa, bedaca sprawdzianem
stopnia zanieczyszczenia pozywki oznaczanym witaminem.

Wyjalowiong pozywke szczepiono zawiesing zarodnikéw Phycomyces
w soli fizjologicznej. Po 14 dniach wzrostu w temp. 20° grzybnie prze-
mywano, suszono i wazono. Sredniag wagi 3 réwnoleglych pomiaréw prze-
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liczano na zawarto$¢ tiaminy w oparciu o krzywa wzorcowg wykresSlong
oddzielnie dla kazdej serii oznaczen. Znaleziong ilo$¢é ug witaminu w préb-
ce przeliczano na 1 g tkanki $Swiezej i suchej.

Oznaczanie ryboflawiny. Stosowano Lactobacillus casei i wolng od
ryboflawiny pozywke Robertsa i Snella [23, 26] zmodyfikowang: 1) doda-
niem do kazdych 100 ml pozywki, zamiast 20 mg cystyny, 7,5 mg cystyny
i 7,5 mg tryptofanu, 2) dodaniem, zamiast 4 g kazeinu hydrolizowanego
kwasem, 2,5 g kazeinu trawionego enzymatycznie, 3) przez dodanie 2 mg
ksantyny.

Przygotowanie materialu do badania przeprowadzano wg Wegnera
1 wspdlpr. [31]. Klarowny przesacz wytrzgsano z eterem celem uwolnie-
nia roztworu od substancji tluszczowych pobudzajacych wzrost Lactoba-
cillus casei. Odpowiednio rozcienczone prébki dodawano w objetosci 1 ml
do probéwek zawierajgcych 5 ml pozywki i uzupelniano wodg podwdjnie
destylowang do objetosci 10 ml. Réwnocze$nie przygotowywano prébe
Slepg oraz szereg prébek wzorcowych zawierajgcych ryboflawine w ilo-
$ciach: 0,05, 0,1, 0,15, 0,2 i 0,25 ug. Wszystkie zabiegi, w toku ktérych
ryboflawina moglaby by¢ narazona na rozklad pod wplywem $wiatla,
przeprowadzano w ciemnosci. Po wyjalowieniu pozywki szczepiono za-
wiesing bakterii L. casei w soli fizjologicznej. Inkubacja przeprowadzona
w 37° trwala 72 godz. Wyprodukowany przez bakterie kwas mlekowy
oznaczano miareczkujgc potencjecmetrycznie 0,1 x NaOH. Z trzech réwno-
leglych pomiaréw wyciggano $rednig ilo§¢ zuzytych ml NaOH i na krzy-
wej wzorcowej odczytywano zawarto$¢ ryboflawiny w proébkach.

Oznaczanie niacyny. Kwas nikotynowy oznaczano przy pomocy Lacto-
bacillus arabinosus, stosujgc wolng od niacyny pozywke Robertsa i Snella
[25, 23], zmodyfikowang w sposéb, jaki opisano w zwigzku z oznacza-
niem ryboflawiny. Badanego materialu nie poddawano zadnym specjal-
nym zabiegom, zmierzajacym do odszczepienia amidu kwasu nikotynowe-
go z jego polaczen w kodehydrogenazach, gdyz wg Mcllwaine’a [14] kode-
hydrogenazy ulegaja w izolowanej tkance nerwowej rozkladowi enzyma-
tycznemu bardzo szybko. Wstepne préby przeprowadzane przez nas wy-
kazaly, ze stezenie wolnej niacyny wzglednie jej amidu w tkance nerwo-
wej juz w kilka godzin po $mierci osigga wartosci maksymalne. Zazna-
czy¢ nalezy, ze L. arabinosus reaguje jednakowo zaréwno na obecnosé
kwasu nikotynowego, jak i jego amidu; niemniej niejednokrotnie stosowa-
liSmy postepowanie Krehla i wspoélpr. [9], zamieniajace amid niacyny na
niacyne. Postepowanie to nie zmienialo uzyskanych wynikéw.

Podobnie jak w poprzednio opisanych metodach dodawano 1 ml roz-
tworu zawierajacego material badany do probéwek z 5 ml pozywki.
Rownolegle przygotowywano prébe $lepg oraz szereg probek standardo-

http://rcin.org.pl



5] WITAMINY B W MOZGU LUDZEKIM 315

wych zawierajacych: 0,05, 0,1, 0,15, 0,2, 0,25, 0,3, 0,35, 0,4, 0,45 i 0,5 ug
kwasu nikotynowego. Wyjalowiona pozywke szczepiono przemyta w soli
fizjologicznej zawiesing bakterii L. arabinosus. Inkubacja przeprowadzana
w temp. 30° trwala 72 godziny. Ilo§¢ wytworzonego kwasu mlekowego
oznaczano podobnie jak przy badaniu ryboflawiny.

Oznaczanie kwasu pantotenowego. Dla oznaczenia tego witaminu po-
stugiwalismy sie Lactobacillus arabinosus, hodowanym na zmodyfikowa-
nej syntetycznej pozywce Barton-Wrighta [2]. Modyfikacja polegala na:
1) zastgpieniu 1 g peptonu i 0,4 g kazeinu w 100 ml pozywki przez 2,5 g
kazeinu trawionego enzymatycznie, 2) dodaniu, zamiast 40 mg cystyny,
7,5 mg cystyny i 7,6 mg tryptofanu na 100 ml pozywki, 3) dodaniu 1 mg
kwasu foliowego, 4) pominieciu ksylozy.

Material badany musial byé¢ pierwotnie poddany zabiegom uwalniajg-
cym kwas pantotenowy z koenzymu A. Poczatkowo stosowaliSmy metode
Novelliego, Kaplana i Lipmanna [18], uzywajac do uwolnienia kwasu pan-
totenowego z jego polaczen enzymu uzyskanego z watroby kurczecia [7)
i fosfatazy jelitowej [24]. Zabieg ten okazal sie jednak zmudnym z powodu
wybitnej nietrwalosci stosowanych enzyméw. Zwrécilismy wiec uwage
na opisane przez Novelliego i wspbélpr. [18] uwalnianie sie¢ kwasu panto-
tenowego w toku autolizy komérki. Por6wnujac zawarto$¢ kwasu pantotes
nowego w tkance mézgowej poddanej rozkladowi enzymatycznemu i autos
lizie, stwierdziliSmy tylko minimalne réznice. Do tego samego wyniklj
doszedt Marnay [13], wykazujac zgodnos¢ ilosci kwasu pantotenowego
watroby uwolnionego przez dzialanie enzyméw i przez autolize. Préby
te sklonily nas do uzycia nizej podanego postepowania.

Zhomogenizowane probki tkanki moézgowej pozostawiono na okres
24 godz. w temp. 37° w naczyniach zamknigtych z dodatkiem kilku kro-
pel toluenu. Po odpowiednim rozcienczeniu zautolizowanych prébek ma-
terial badany dodawano w ilosci 1 ml do 5 ml pozywki uzupelniajac woda
podwdjnie destylowang do objetosci 10 ml. Réwnoczesnie przygotowywano
prébe Slepa i serige prébek wzorcowych, zawierajgcych kwas pantotenowy
w ilosciach: 0,005, 0,01, 0,02, 0,04, 0,06, 0,08 i 0,1 ug. Po wyjalowieniu
szczepiono pozywke zawiesing przemytych bakterii L. arabinosus. Inku-
bacja przeprowadzana byla w temp. 30° w ciggu 72 godz. Produkcje
kwasu mlekowego, bedaca wyrazem wzrostu hodowli bakterii, oznaczano
w ten sam spos6éb jak przy badaniu zawartosci ryboflawiny i niacyny.

Uzyskane wyniki zawartosci witaminéw w badanych prébkach prze-
liczano na 1 g wilgotnej tkanki nerwowej oraz na 1 g suchej tkanki,
przyjmujgc dane dotyczace zawartosci wody w centralnym systemie ner-
wowym z pracy Tupikowej i Gerarda [29].
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WYNIKI

Z tablicy 1, podajgcej rozmieszczenie tiaminy w réznych odcinkach
moézgu ludzkiego, wynika, ze nie ma, dajacej sie¢ wykazaé statystycznie,
réznicy w stezeniu tiaminy w substancji szarej kory mobzgu, zaréwno

Tablica 1

Rozmieszczenie tiaminy w mozgu czlowieka

pei. | Mos¢ | Bt | Srednie 2

" | wuelg " | Sredni | wg/g | Sredni
Material badany *ila méé:’ Swiezej odcnl;zde biad suchej biad
g tkanki tkanki

Lobus frontalis-gyrus cen~ sin. 12 2,2 +0,62 | +0,18 11,0 +0,9
tralis anterior dex. 13 2,2 +0,92 | +0,25 11,0 +=12
Lobus parietalis-gyrus sin. 13 2,4 +0,71 | +0,19 12,0 +0,9
centralis posterior dex. 12 2,4 +0,90 | +0,25 12,0 #=19
Lobus temporalis-gyrus sin. 13 2,5 40,62 | +0,17 12,5 +0,8
temporalis superior dex. 14 2,2 +0,67 | 40,18 11,5 +0,9

Lobus occipitalis okolice
fissura calcarina

sin. 14 2,1 +0,81 | +0,22 10,5 +1,0
dex. | 13 2,3 40,84 | +0,23 11,5 +1,1

| dex. | 13 2,9 +0,61 | 0,17 12,6 +0,7

sin. | 13 35 +090 | +025 | 152 | +1,0

Nucleus lentiformis
Mo dex.| 12 | 33 | +092 | +o026

143 axs b3 |

' 5
Ak L .si'n. 13 | 34 | +o94 |+o026 | 147 | +1,1
|
|
|

sin. | 11 | 37 | +o078 | +023 | 148 | +09
| dex.| 11 | 85 | +073 |+o028 | 152 | +1,2

Thalamus

2 : sin. 14 1,5 +0,54 | +0,14 5,0 +0,4
Substantia alba ’ 0% S5 ; )
| dez. | 14 | 15 | *o52 |+o014 | 50 | +os

miedzy obiema péltkulami, jak i miedzy czterema réznymi odcinkami
kory. Srednia zawarto$¢ tiaminy w substancji szarej kory odpowiada
w przyblizeniu 2,3 ug/l g $wiezej tkanki, tzn. okolo 11 ug/lg tkanki su-
chej. Znacznie wigksze wartosci, bo okolo 3,3 ug/1 g $wiezej masy (w przy-
blizeniu 15 ug/1 g suchej masy) wykazuja jadra podkorowe, przy czym
nie ma réwniez zadnej réznicy miedzy tymi wartosciami dla N. caudatus,
N. lentiformis i Thalamus. Zawarto$¢ tiaminy w substancji bialej jest
nizsza niz w substancji szarej i wynosi 1,5 ug/l1 g swiezej tkanki.
Powyzsze wyniki pokrywaja sie na og6l z wartosciami podanymi przez
Ferrebee i wspdlpr. [4], ktorzy stwierdzili najwyzszg zawarto$¢ tego wi-
taminu w mézgu ludzkim w jadrach podkorowych, najnizsza w substancji
bialej. Roznice tkwig tylko w wartosciach absolutnych, ktére u autoréw
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amerykanskich sg przecigtnie o 50°% nizsze od warto$ci naszych. Nie
majgc dostepu do oryginalnej publikacji nie wiemy, jakimi metodami po-
shugiwali sie ci autorzy i nie mozemy okresli¢, czy réznice absolutnych
wartoéci dla stezenia tiaminy w mézgu ludzkim, wystepujace w naszej
pracy, polegaja na odmiennym sposobie postepowania analitycznego.
Przypuszczalnie nie wchodza tu w rachube zmiany zawartosci tiaminy
w mozgu, zalezne od sposobu odzywiania, gdyz jak wynika z pracy Sol-
cedo [27], zawarto$¢ tiaminy w moézgu zwierzat doswiadczalnych spada
dopiero po dlugim okresie czasu karmienia dietg zawierajgcg niedosta-
teczne ilosci witaminu B,.

Tablica 2
Rozmieszczenie niacyny w mozgu czlowieka
R Niacyna . Wl’\la;ar 7 !
£ Iloéé Srednie o
. Po6l- .| wpels " | Sredni | ug/g | Sredni
Material badany Rt mg:, swiezej odcnlzgle blad |suchej biad
3 EOW | tkanki | tkanki |
Lobus frontalis-gyrus cen- | sin. | 14 | 215 |~ +48 | +12 | 1375 | +e0
tralis anterior dex. ‘ 14 284 | *52 +1,4 1420 | £ 17,0
Lobus parietalis-gyrus sin. | 14 | 285 | +63 | +1,7 | 1425 | +80
centralis postericr dex. | 14 29,2 ‘ 5.5 +1,4 | 1460 | +7,0
3 A e L E T | R S e
Lobus temporalis-gyrus sin. | 14 o5l =43 ! +1,1 | 1285 | +55
temporalis superior dex. | 15 | 255 | +48 | +12 | 1215 | +60
Lobus occipitalis okolice sin, 15 30,2 ~6,1 +16 | 1510 | +£8,0
fissura calcarina dex. | 14 30,5 +5,9 +1,6 | 1525 | +8,0
| Nucleus caudatus sin. 13 26,5 6,7 18 115,2 8.3
dex. | 14 24,8 +46 1,2 1078 | 252
Nucleus lentiformis sin. 12 | 294 +17,0 +2,0 123,0 + 8.7
i dex. 14 | 285 | *686 b2 2% N 123,0 +74
AT b | sin. | 15 | 252 | #54 | +14 | 840 | +47
| dex. | 15 | 25,7 | £59 | £14 | 850 | £47

Analogiczne wyniki spotykamy w literaturze odno$nie rozmieszczenia
tiaminy w poszczegélnych cdcinkach mézgu zwierzat do$wiadczalnych.
Villela i wspbélpr. [30] badali mbzgi psdéw, a Zaprudskaja [35] krélikéw
i kotéw. Z badan Villeli wynika, ze najwigkszym stezeniem tiaminy ce-
chuja sie jadra podkorowe (2,0 ug/1 g tkanki $wiezej), najnizszym — sub-
stancja biata (1,2 ug/1 g tkanki $wiezej). Wedlug Zaprudskiej zaréwno
u krélikéw, jak i u kotéow zawartosé tiaminy w jadrze ogoniastym jest
znacznie wyzsza niz w substancji szarej kory.

Tablica 2 podaje zawarto$é kwasu nikotynowego w tych samych od-
cinkach mézgu ludzkiego, w ktérych byla oznaczana tiamina. Widzimy,
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ze szczegblnie znamienna réznica ujawnia sie w zawartoéci niacyny mie-
dzy substancja szarg i substancja bialg, co najbardziej wyraziscie wyste-
puje przy przeliczeniu na suchg wage tkanki. W odréznieniu od rozmiesz-
czenia tiaminy, ktérej najwieksze stezenia spotykamy w jadrach podko-
rowych, te wlasnie odcinki moézgu zawieraja mniej niacyny (110—

Tablica 3

Rozmieszczenie ryboflawiny w mozgu cztowieka

Ilosé B, Srednie 5 B,
2 P61- - | welg Sredni | wg/g | Sredni
Material badany kula m(;); Swiezej Odﬂ;zl& btad | suchej| blad
g tkanki tkanki
Lobus frontalis-gyrus cen- | sin. | 13 | 2,25 | +065 | +0,17 | 112 | +085
tralis anterior dex. 14 2,17 + 0,60 +0,16 10,8 +0,8
Lobus parietalis-gyrus sin. 14 2,40 +064 | 10,17 12,0 +0,85
centralis posterior dex. | 14 2,57 +o082 | +022 | 128 | *1,1
Lobus temporalis-gyrus sin. 13 2,02 +052 | +0,14 | 10,1 ! +0,7

temporalis superior dex. 14 2,14 +060 [ +0,16 | 10,7 | +0,8

Lobus occipitalis okolice sin, | 12 2,61 +054 | +015| 135 | +0,75
fissura calcarina dex. 14 2,73 +067 | +0,18 | 136 +0,90

sin. 13 2,52 +066 | +0,18 | 109 +0,78

Nucleus caudatus
dex. | 12 2,59 +070 | +0,20 | 11,2 | +087

§ Nucuit: tiaittorinls sin. | 14 | 266 | +056 | +015| 11,5 | +065
dex. | 12 | 2,20 | +060 [ +017 | 99 | £0,74

Substasitin. alba sin. | 14 | 066 | 026 | +007| 22 | +02
dex. | 14 | 061 | +023 | +008| 20 | +02

125 ug/1 g suchej substancji) niz szara substancja kory (127—146 ug/lg
suchej substancji). Pewien wyjatek stanowig okolice fissura calcarina
w placie potylicznym, w ktérych zawarto$é niacyny jest wyraznie wyz-
sza niz w innych odcinkach substancji szarej.

W dostepnej nam literaturze znalezliSmy jedynie w pracy Taylora
1 wspélpr. dane dotyczace zawartosci niacyny w moézgu ludzkim [28].
Wedlug tych autoréw zawarto$é niacyny w mozgu jako caloSci wynosi
19,6 ug/1 g wilgotnej tkanki, a wiec jest nieco mniejsza niz w naszych
badaniach. Zreszta oznaczenia niacyny w mézgu zwierzat doswiadczal-
nych przeprowadzane byly bez uwzgledniania rozmieszezenia tej sub-
stancji w réznych czesciach moézgu.

Wedlug Gore i wspélpr. [5] odpowiednie cyfry dla calego mézgu
przedstawiaja sie nastepujgco: mysz 72 pg/l g, szczur 31 ug/lg, Swinka
-morska 31 ug/1 g, krélik 24 ug/lg.
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Tablica 3 podaje rozmieszczenie ryboflawiny w mézgu ludzkim. Bar-
dzo wyrazne roznice w stezeniu ryboflawiny dostrzegamy jedynie miedzy
substancja szarg kory i jader (2,2—2,6 ug/1 g) a substancjg bialg (0,6 ug/1 g).
Réwniez i w tym przypadku zaznacza sie wigksza zawartos¢ tego witami-
nu w substancji szarej platu potylicznego w poréwnaniu z substancjg
szarg innych odcinkéw kory. Mcllwain [15] przyjmuje w swej monografii
zawarto$¢ ryboflawiny w mézgu myszy, szczura i krélika lezaca w rze-
dzie wielkosci 2,5—5 ug/1 g, nie podajac zresztg zrédla, z ktérego zaczerpnat
te wartosci. Dostepna nam byla jedynie praca Lowry i wspélpr. [12], kt6-
rzy postugujac sie opracowang przez nich metodg fluorcmetryczng podajg
stezenie ryboflawiny w homogenacie calego mézgu kroélika, wynosi ono
3,6 ug/lg swiezej tkanki.

Tablica 4

Rozmieszczenie kwasu pantotenowego w mozgu czlowieka

Tlogé | kv Srednie k¥

= Pol- pantot. Sredni | pantot. | Sredni
Material badany moz- cdchyle-
kula [ G| ofigf; |““hie | blad | A58, | blad
tkanhki tkanki

Lobus frontalis-gyrus cen- | sin. ] 15 17,0 +44 5 e 85,0 +6,0
tralis anterior dex. | 14 15,7 +48 18 78,5 +6,4
Lobus parietalis-gyrus sin, 14 16,3 +43 gy by 81,5 +6,0
centralis posterior dex. | 14 16,4 +43 +=12 82,0 +6,0

Lobus temporalis-gyrus sin. 13 16,5 e A +1,0 82,5 +5,0

|
|
)
|

temporalis superior dex. 13 17,1 +3,8 200 | 85,5 | +695
Lobus occipitalis okolice sin. 10 16,1 +3,6 +15 80,5 ' +74
fissura calcarina dex. 9 16,2 +3,9 =18 81,0 +86,5
sin. | 14 | 21,6 +46 | +13 | 939 | +56

Nucleus caudatus
dex. | 13 20,4 +44 | +12 | 886 +6,2

Hudless Wntiorms sin. | 14 | 234 +58 | +1,6 | 101,3 | +69
| dex. | 13 | 240 +47 | +1,2 [ 1043 | +58

Thalams sin. | 13 | 234 +58 | +16 | 936 | +64
dex. | 13 | 22,8 +55 | +15 | 91,6 | +£55

sin. | 12 | 227 +49 | +14 | 756 | +48

Substantia alba

| dex. | 12 | 228 | +59 | 17 | 760 | %56

Rozmieszezenie kwasu pantotenowego w moézgu ludzkim podaje tabli-
ca 4. Podobnie jak w przypadku witaminéw poprzednio omawianych,
zawarto§é kwasu pantotenowego w jadrach podkorowych jest znacznie
wyzsza (20—24 pg/1 g) niz zawartosé w roéznych czeSciach substancji sza-
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rej kory (15,7—17,1 ug/1 g). Natomiast w odréznieniu od oméwionych
powyzej trzech witaminéw z grupy B, kwas pantotenowy wystepuje
w substancji bialej w stezeniu lezacym zasadniczo w tym samym rzedzie
wielkoéci, jakiemu odpowiada stezenie tego witaminu w substancji szarej
kory. Brak jest w dotychczasowej literaturze jakichkolwiek danych nie
tylko o rozmieszczeniu kwasu pantotenowego w moézgu ludzkim, ale na-
wet o jego zawartoSci w mézgu jako calosci. Melampy i Northrop [16]
znalezli u myszy 14—44 ug kwasu pantotenowego na 1 g $wiezej tkanki;
analogiczne wartoSci u szczuréw wynosza wedlug R. J. Williamsa
i wspélpr. [34] 57—83 ug/1 g suchej tkanki. Wahania zawartosci kwasu
pantotenowego opisane przez tych autoréw sg nastepstwem karmienia
dietg zawierajaca rézne ilosci kwasu pantotenowego.

150 Kw nikotynowy

140 =

130 S

120

170

i Kw pantotenowy
| 100

-

il
=

70

ug/lg —=
]

&0

50

é0

SO REALALE

[T e T e b

08 Rybofiawina  Tl@mina {f

/] = - — >'~<
5t ll L, = I = =
;Rys. 1. Zestawienie zawarto$ci badanych witaminéw w korze, jadrach podkorowych
i substancji bialej mézgu czlowieka w ug/l g suchej tkanki

E — kora moézgowa

[ — Jadra podkorowe ]
| U] — substancja biala '

1

Jako zestawienie uzyskanych przez nas wartosci dla stezenia tiaminy,
niacyny, ryboflawiny i kwasu pantotenowego w trzech zasadniczych od-
cinkach moézgu ludzkiego podajemy wykres przedstawiony na rys. 1.
W wykresie tym zawarto$¢ poszczegdélnych witaminéw wyrazona jest
w pug na 1 g suchej tkanki nerwowej.
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OMOWIENIE WYNIKOW

Material analityczny przedstawiony w czeSci doswiadczalnej naszej
pracy doprowadza do wniosku, Ze rozmieszczenie czterech badanych
przez nas witaminéw B w substancji szarej kory mézgowej nie wigze sie
z czynnosSciowym zréznicowaniem tej tkanki. Zawarto$¢ tiaminy i kwasu
pantotenowego w czterech odcinkach kory mézgowej, zaréwno lewej jak
i prawej péikuli, lezy w tym samym rzedzie wielkosci i jedynie rybofla-
wina i kwas nikotynowy zdajg sie by¢ nagromadzone w substancji szarej
platu potylicznego, w okolicy fissura calcarina w stezeniu wigkszym niz
w innych zwojach. Wniosek ten wypowiadamy jednak z pewnym zastrze-
zeniem, gdyz nie wiadomo, czy ilos¢ badanych przez nas mézgéw pozwala
na dostatecznie ugruntowang analize statystyczna.

Zawarto$é tych witaminéw w korze moézgowej lezy w tych gra-
nicach stezen, jakie nieliczni, zajmujgcy sie tym zagadnieniem, badacze
[30, 35], analizujacy calo$¢ kory mézgowej (bez zréznicowania poszcze-
gblnych odcinkéw) znajdujg u zwierzat doswiadczalnych. Wyrazne nato-
miast réznice stezenia czterech badanych witaminéw B stwierdzamy mig-
dzy substancja szara kory a substancjg szarg jader podkorowych. Jadra
podkorowe zawieraja wiecej tiaminy i kwasu pantotenowego niz sub-
stancja szara kory. Dane te pokrywaja sie zresztg z wynikami analiz tia-
miny Ferrebee i wspélpr. [4] przeprowadzanymi na mdzgach ludzkich
i z analogicznymi wynikami Villeli i wsp6lpr. [30] uzyskanymi na psach
oraz Zaprudskiej [35] na kroélikach i kotach. Jeszcze raz musimy zazna-
czy¢, ze brak jest tego rodzaju poréwnawczych danych z zakresu zawar-
tosci innych poza tiaming witamin B u zwierzat doswiadczalnych.

Odrebnie przedstawia sie sytuacja z niacyna, ktérej najwigksze ilosci
spotyka sie w substancji szarej kory, natomiast znacznie mniejsze —
w jadrach podkorowych. Te réznice w stezeniu réznych biokatalizatoréw
typu witaminéw B wystepuja szczegdlnie wyraznie przy graficznym
ujeciu naszych wartosci, jakie podaje rys. 1.

Powyzsze dane usprawiedliwiaja wniosek, ze zespél enzyméw biorg-
cych udzial w utlenianiu, wystepujagcy w szarej substancji jader pod-
korowych, ma inny charakter niz analogiczny zespét w substancji szarej
kory. W metabolizmie jader podkorowych prawdopodobnie bardziej do-
niosla role odgrywaja koenzymy flawinowe oraz dwufosfotiamina niz
nukleotydy pirydynowe.

Zgodnie z licznymi do$wiadczalnymi danymi moéwiacymi o tym, ze
nasilenie metabolizmu w substancji bialej centralnego systemu nerwo-
wego jest znacznie nizsze niz w substancji szarej, spotykamy w substancji
bialej znacznie mniejszg zawarto$§é wszystkich badanych witaminéw.
Szczegblnie wyraznie zaznacza sie to w wynikach dotyczacych rybofla-
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winy, tiaminy i kwasu nikotynowego. Natomiast stosunkowo mate réz-
nice zaznaczajy sie miedzy substancjg szarg i substancjg bialg, jesli cho-
dzi o zawarto$¢ kwasu pantotenowego. By¢ moze, ze pozostaje to w zwigz-
ku z intensywna przemiang kwaséw tluszczowych, jaka zachodzi niewat-
pliwie w oslonkach wlokien nerwowych.

Wyniki nasze wykazuja pewnag korelacje miedzy stezeniem poszcze-
gbélnych witaminéw B w réznych odcinkach centralnego systemu nerwo-
wego a intensywnoS$cia proceséw metabolicznych stwierdzanych w tych
odcinkach przez nielicznych, niestety, badaczy. Wedlug Opitza [20] zu-
zycie tlenu przez jadra podkorowe jest znacznie wyzsze niz przez sub-
stancje szarg kory, a niemal 10-krotnie wyzsze niz przez substancje bialg.
Podobnie przedstawia sie sprawa z rozmieszczeniem oksydazy cytochro-
mowe]j (Wierzbinskaja [32]). Paralelizm taki nie jest jednak bezwzgledny,
gdyz wedlug Palladina [22] aktywno$¢ przemiany bialkowej oznaczana
metodg izotopowg jest najwyzsza w substancji szarej kory, a wyraznie
nizsza we wzgorzu.

Jezeli pcminiemy réznice miedzy substancjg biala moézgu oraz korg
i zawarto$¢ witaminéw w obu tych tkankach poréwnamy z zawartoscia
tych samych witaminéw w innych narzadach czlowieka, to okaze sie, ze
moézg zawiera tych witaminéw o wiele wiecej niz wiele innych organéw.
Substancja szara mdzgu cechuje si¢ zawartoscig tiaminy lezaca w tym
samym rzedzie wielkosci, co zawarto$¢ tego witaminu w sercu, w wa-
trobie i nerce (wedlug Williamsa serce 3,6 ug/1 g wilgotnej tkanki, nerka
2,8 ug/1 g [33]). Zawartos$¢ niacyny jest stosunkowo niska, nizsza od tej,
jaka cechuje watrobe, nerke i migsien sercowy, natomiast zawartosé
kwasu pantotenowego w szarej substancji mdézgu nizsza jest jedynie od
watroby. W poréwnaniu z mieéniem sercowym, watroba i nerka zawar-
tos¢ ryboflawiny w mézgu jest mala.

Brak jest jakichkolwiek statystycznie uchwytnych réznic w stezeniu
poszczegblnych witaminéw z grupy B w substancji szarej obu pdtkul mbz-
gowych i w réznych odcinkach kory jednej i tej samej pétkuli. Jedynie
zwiekszona zawartos¢ ryboflawiny i kwasu nikotynowego w korze z oko-
lic fissura calcarina wyréznia ten odcinek od reszty substancji szarej
kory. Nalezy stad wnioskowaé, ze powszechnie znane zr6znicowanie czyn-
nosciowe kory modzgowej nie odzwierciedla sie w zawartosci podstawo-
wych biokatalizator6w. Réznice metabolizmu zwigzane z réznicami czyn-
nosciowymi sg najwidoczniej zbyt male, aby mogly by¢é uchwycone staty-
stycznie, albo tez réznic takich brak.

Przy tej sposobnosci pragniemy zwréci¢é uwage na prace Ashby [1],
ktéry w sposéb zasadniczo analogiczny do naszego sposobu postepowania
oznaczal anhydraze weglanowg w réznych odcinkach szarej substancji
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kory. Réwniez i ten autor stwierdzil, ze nie ma réznicy w zawartosci
badanego przez niego enzymu w réznych odcinkach zaréwno prawej jak
i lewej potkuli mézgu. Jedynie w placie potylicznym stwierdzil wyraznie
wiekszg aktywnos$é enzymdw, a wiec w tym samym odcinku, w ktérym
stwierdziliémy zwigkszone stezenie ryboflawiny i niacyny.

Autorzy skladaja serdeczne podziekowanie Kierownikowi Zakiadu
Prof. Dr B. Skarzynskiemu za wiele cennych uwag podczas wykonywania
pracy i przy jej redagowaniu.

STRESZCZENIE

‘

Przebadano za pomocg metod mikrobiologicznych zawartos¢ tiaminy,
ryboflawiny, niacyny i kwasu pantotenowego w réznych odcinkach mdézgu
ludzkiego, mianowicie: w substancji szarej kory (gyr. centralis ant., gyr.
centralis post., gyr. temporalis sup., okolica fissura calcarina), w jadrach
podkorowych (n. caudatus, n. lentiformis, thalamus) oraz w substancji
bialej (centrum semiovale).

1. W korze mdzgowej znaleziono s$rednio, w przeliczeniu na 1 g su-
chej tkanki: 11,4 ug tiaminy, 11,8 yg ryboflawiny, 140,9 ug kwasu niko-
tynowego oraz 82 ug kwasu pantotenowego. Zawartosé tych witaminéw
w czterech réznych okolicach prawej i lewej p6tkuli mézgu nie wykazuje
statystycznie uchwytnych réznic. Wyjatek stanowi substancja szara platu
potylicznego o nieco zwiekszonej zawarto$ci ryboflawiny (13,6 ug) oraz
niacyny (152 ug).

2. Dla jader podkorowych o intensywniejszym metabolizmie znale-
ziono, w przeliczeniu na 1 g suchej tkanki, wyzszg niz w korze zawarto$é
tiaminy (14,7 ug) oraz kwasu pantotenowego (95,6 ug), taka samg za-
warto$¢ ryboflawiny (10,9 ug), natomiast nizszg niz w korze zawartosé
kwasu nikotynowego (118,5 ug).

3. Mniej aktywna pod wzgledem metabolicznym substancja biala wy-
kazuje, w przeliczeniu na 1 g suchej tkanki, najnizsza zawartosé tiaminy
(5 pg), ryboflawiny (2,1 pug) oraz kwasu nikotynowego (84,5 ug). Ilosé
kwasu pantotenowego w substancji bialej nie odbiega od wartosci otrzy-
manych dla kory i wynosi 75,5 ug na 1 g suchej tkanki.
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DISTRIBUTION OF SOME VITAMINS B IN THE HUMAN BRAIN

Summary

Investigations involving microbiological methods concerned the con-
tents of thiamine, riboflavin, niacin, and pantothenic acid in different
sections of the human brain, viz., grey substance of the cortex (gyr. cen-
tralis ant., gyr. centralis post., gyr. temporalis sup., and the region of the
fissura calcarina), subcortical nuclei (n. caudatus, n. lentiformis, thalamus),
and white substance (centrum semiovale).

1. The amounts found in the cerebral cortex averaged 11.4 ug. of
thiamine, 11.8 ug. of riboflavin, 140.9 ug. of nicotinic acid, and 82 ug.
of pantothenic acid, per 1 g. of dry tissue. No statistically significant
differences between the contents of the four vitamins in the four different
regions of the right and left hemispheres were revealed. The only exception
was the grey substance of the occipital lobe, which showed slightly higher
amounts of riboflavin (13.6 xg.) and niacin (152 ug.).

2. In comparison to the cortex, the metabolically more active sub-
cortical nuclei were shown to contain more thiamine (14.7 pg.), and panto-
thenic acid (95.6 ug.), analogical amounts of riboflavin (10.9 ug), but less
nicotinic acid (118.5 pug.), per 1 g. of dry tissue.

3. The metabolically less active white substance was found to contain
the least amounts of thiamine (5 ug.), riboflavin (2.1 ug), and nicotinic
acid (84.5 pg.), per 1 g. of dry tissue). The amount.of pantothenic acid
did not differ from the values obtained from the cortex and was 75.5 ug.
per 1 g. of dry tissue.

Otrzymano 1.3.1958 r.
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Pseudowitamin B,, izolowali po raz pierwszy w postaci krystalicznej
Pfiffner i wspélpracownicy [18] z nie zidentyfikowanego blizej, beztleno-
wego mikroorganizmu, pochodzacego z zwacza cielat. Krystaliczny zwig-
zek posiadal widmo absorpcyjne bardzo zblizone do widma absorpcyjnego
witaminu B,,, lecz nie posiadal jego wlasnosci biologicznych. Nie wyka-
zywal, mianowicie, ani aktywnosci przeciwanemicznej w badaniach kli-
nicznych, ani wzrostowych w badaniach zywieniowych. Badania Pfiffnera
i wspélpr. [3, 4] wykazaly dalej, ze pseudowitamin B,, nie zawiera
w czgsteczce 5, 6-dwumetylobenzimidazolu jak witamin B,,, lecz jego
miejsce zajmuje zwigzek purynowy — adenina.

W ten sposéb pseudowitamin B,, zidentyfikowano jako adeninocyjano-
kobalamine. Dalszych postepéw w badaniu struktury pseudowitaminu B,
dokonali Friedrich i Bernhauer [8, 9]. Poniewaz czgsteczka adeniny jest
niesymetryczna w odréznieniu od czgsteczki 5,6-dwumetylobenzimidazolu,
istniala mozliwo$é wigzania reszty cukrowej w nukleotydzie adeninowym
w pozycji 7 lub 9. Friedrich i Bernhauer udowodnili, ze w czasteczce
pseudowitaminu B,, wystepuje 7-ribozyd, co juz uprzednio postulowala
Hodgkin na podstawie swych badan krystalograficznych [12].

Od czasu odkrycia Pfiffnera pseudowitamin B,, izolowano z réznych
materialéw. Zwigzek ten wystepuje w przefermentowanych Sciekach
miejskich [1, 15, 19], w algach morskich [2, 5]. Izolowano go réwniez
z kultur Corynebacterium diphtheriae [16, 17]. Adeninocyjanokobalamina
jest substancjg wzrostowg dla szeregu drobnoustrojéow i dziala analogicz-
nie jak witamin B,,. Niektére z tych mikroorganizméw reaguja jednak
stabiej na ten zwigzek niz na witamin B,,. Na przyklad, posiada on tylko

*) Koszty zwigzane z przeprowadzeniem powyzszej pracy zostaly pokryte z do-
tacji Komitetu Biochemicznego Wydz. II Polskiej Akademii Nauk.

[327]
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70—80%0 aktywnos$ci wzrostowej dla szczepu testowego Euglena gracilis
[7], a jest zupelnie nieaktywny dla Ochromonas malhamensis [6].
Prowadzone od dluzszego czasu w naszej pracowni badania nad zwigz-
kami kobalaminowymi wytwarzanymi przez Propionibacterium shermanii
wykazywaly, ze drobnoustr6j ten, obok znacznych iloSci witaminu B,
{czynnika B) i mniejszych ilosci elektroobojetnych nukleotydocyjano-
kobalamin (witaminu B;,), wytwarza stale w iloSciach matych lub $la-
dowych i inne kobaleminy. Jedna z nich posiadala cechy adeninocyjano-
kobaleminy. Przedmiotem niniejszego doniesienia jest identyfikacja
pseudowitaminu B,, w kulturach Propionibacterium shermanii.

CZESC DOSWIADCZALNA

Hodowle Propionibacterium shermanii przeprowadzono w trzech
10-litrowych kolbach, wedlug metody Zodrowa i Pawelkiewicza [20], na
pozywce zawierajacej kwasowy i trypsynowy hydrolizat kazeiny.

Otrzymywanie koncentratu kobalamin. Po 22 dniach hodowli plyn
z kolb odwirowywano na laboratoryjnej wiréwce typu Sharples, przy szyb-
kosci okoto 25000 obr./min. Osad bakteryjny zawieszono w okolo 14 1
wody, dodano 0,5 g NaCN, doprowadzono pH do 6,0 i ogrzewano /2 go-
dziny w temperaturze 110° w autoklawie. Po ostudzeniu ciecz ponownie
wirowano na wiréwce Sharplesa, by usungé¢ wytracone bialka, po czym
z klarownego plynu adsorbowano kobalaminy na 80 g wegla aktywnego
Carbopol H2. Na nastepny dzien wegiel odsaczano i kobalaminy eluowano
z wegla 75% acetonem (okolo 2,5 1). Dla pelnej eluacji ostatnie porcje
rozpuszczalnika eluujgcego alkalizowano amoniakiem (2 ml stezonego
amcniaku/100 ml).

Z eluatu odpedzano aceton pod zmniejszonym ci$nieniem i po zobo-
jetnieniu wodnego koncentratu kwasem solnym (1:1) kobalaminy eks-
trahowano roztworem fenolu w chloroformie (1 : 1 v/v). Stwierdzono przy
tym, ze mala cze$¢ kobalamin nie przechodzila do fazy fenolowej. Row-
niez i 50°%0 roztwér p-chlorofenolu w chloroformie nie ekstrahowatl tych
kobalemin. Mozna je bylo natomiast ponownie zaadsorbowaé na weglu
aktywnym i wyeluowaé¢ z niego 75% acetonem. Polaczone ekstrakty fe-
nolowe sgczono przez bibule zwilzong roztworem ekstrahujgcym, roz-
cienczano 1/2 obj. chloroformu i takg samg iloscig n-butanolu, po czym
kobalaminy reekstrahowano malymi porcjemi wody. Otrzymano okolo
400 ml silnie zabarwionego koncentratu, ktéry zageszczano w prézni do
malej objetosci.

Izolowanie pseudowitaminu B,,. Poniewaz metoda elektroforezy bibu-
lowej wedlug Holdswortha [11] jest bardzo wygodna do przeprowadzenia
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rozdzialu kobalamin, metode te zastosowano do izolowania pseudowita-
minu B,,, W tym celu czysty koncentrat nanoszono w formie paséw na
kilkanascie arkuszy bibuly Schleicher-Schiilla nr 2315, odpowiadajacej
bibule Whatman nr 3. Stwierdzono przy tym doswiadczalnie, ze ilo$¢ na-
niesionych kobalamin nie moze byé¢ zbyt duza, wtedy bowiem powstajg
nie rozdzielajace sie zacieki. Rozdzial elektroforetyczny dat 5 frakeji:
I — niewielka iloSciowo frakcja elektroujemna o charakterze beznukleo-
tydowym, II — elektroobojetna o barwie typowej dla witaminu B,,, III —
stabo elektrododatnia o barwie typowej dla witaminu B,;, IV — §la-
dowa, elektrododatnia, o barwie charakterystycznej dla witaminu B
i V — najbogatsza, najsilniej elektrododatnia, typowa dla witaminu B,a,.

Frakcja III swym polozeniem na elektroforogramie oraz swymi wia-
$ciwosciami najbardziej przypominalta pseudowitamin B;,. Z tego tez po-
wodu frakcje te wycinano z poszczegélnych arkuszy rozwinietych elektro-
forogrem5w i eluowano woda. Elucje przeprowadzano w sposéb analo-
giczny jak przeprowadza si¢ rozwijanie chromatogramu w metodach zste-
pujacych, uzywajac wody jako cieczy rozwijajacej. Eluaty frakeji III
$ciekaly do podstawionych zlewek wraz z frontem cieczy. Poniewaz na
skutek adsorpcji kobalamin na bibule nie byly one iloSciowo wypluki-
wane, pasek taki suszono i ponownie poddawano analogicznej elucji. Dwu
lub co najwyzej trzykrotna elucja iloSciowo wymywata kobalaminy z bi-
buly. Inne stosowane metody elucji, jak ciecie paska na male fragmenty
i zalewanie nadmiarem wody, nie dawaly iloSciowego wyplukiwania.

Uzyskany eluat frakeji III oczyszczano przez ponowna elektroforeze
bibutowa, eluowano, jak podano wyzej, i roztwoér odparowywano w prézni
do sucha. Sucha pozostalo$é rozpuszczano w 1 ml bezwodnego metanolu
i chromatografowano na matej kolumience, z tlenkiem glinu, o $rednicy
10 mm i wysokosci 31 mm, stosujgc metanol do rozwijania chromato-
gramu. Uzyty tlenek glinowy mial pH 6; przygotowano go z handlowego
tlenku glinowego do chromatografii wedlug metody Lensa i wsp6lpr. [14].
Poniewaz tlenek glinu dosy¢ silnie adsorbowat kobalamine frakeji III
po elucji metanolem dalsza porcje kobalaminy uzyskano przemywajace
kolumne 95% metanolem.

Polgczone wyciggi metanolowe zageszczano w prézni do zupelnego wy-
suszenia, rozpuszczano w matlej ilosci wody i krystalizowano po dodaniu
acetonu. Produkt rekrystalizowano dwukrotnie. W rezultacie z 30 litréw
hodowli bakterii propionowych izolowano w formie krystalicznej okolo
1 mg krystalicznego produktu (frakeji III).

Identyfikacja krystalicznej kobalaminy. Identyfikacji krystalicznej
kobalaminy dokonano metodami fizykochemicznymi i mikrobiologicz-
nymi. Jako standardu uzywano oryginalnego, krystalicznego preparatu
pseudowitaminu B,,, otrzymanego od prof. Bernhauera.
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Elektroforeze bibulowg przeprowadzono wedlug Holdswortha [11]
w 0,8 xnCH;COOH z dodatkiem 0,015% KCN. Chromatografie na bibule
przeprowadzono stosujac dwa uklady jednofazowych rozpuszczalnikéw
{13]:n-butanol-propanol-2-woda-kwas octowy (10:6,5:10:0,1), rozpusz-
czalnik wysycano KCIlO, i dodawano $lady NaCN. W drugim przypadku
do rozpuszczalnika w miejsce kwasu octowego dodawano te samg ilosé
25%0 amoniaku.

W testach mikrobiologicznych postugiwano sie Euglena gracilis [10]
i Ochromonas malhamensis [6]. Badania mikrobiologiczne wykonywaty
w Katedrze Mikrobiologii Rolnej W. S. R. mgr Z. Pedziwilk i mgr M. Ma-
linska.

Metodami fizykochemicznymi nie mozna bylo oddzieli¢c badanej koba-
laminy od pseudowitaminu B,,. Testy mikrobiologiczne wykazaly, ze izo-
lowana kobalamina posiada tylko okolo 70% aktywnos$ci witaminu B,
wobec Euglena gracilis, i ze jest nieczynng dla Ochromonas malhamensis.

Na tej podstawie zidentyfikowano badang kobalamine jako adenino-
cyjanokobalamine (pseudowitamin Bi,).

Autorzy skladajg serdeczne podziekowanie Doc. Dr Jézefowi Dudzie
i Doc. Dr Karolowi Zodrowowi za umozliwienie korzystania z urzadzen
Katedry Mikrobiologii Rolnej W.S.R. w Poznaniu i Prof. K. Bern-
hauerowi za uzyczenie czystego preparatu pseudowitaminu B,, oraz
Mgr. Mgr. Z. Pedziwilkowej i M. Malinskiej za wykonanie badan mikro-
biologicznych.

STRESZCZENIE

Stwierdzono, ze szczep bakterii kwasu propionowego — Propioni-
bacterium shermanii — syntetyzuje obok znaczniejszych ilosci witaminu
B;,, (czynnika B) i malych iloéci witaminu By, réwniez $ladowe ilosci
pseudowitaminu B, (adeninocyjanokobalaminy).

Z 30-litrowej hodowli izolowano okolo 1 mg pseudowitaminu B,
w postaci krystalicznej.
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THE ISOLATION OF PSEUDOWITAMIN B,,
FROM PROPIONIBACTERIUM SHERMANII CULTURES

Summary

It has been found that the strain of Propionibacterium shermanii syn-

thetises the trace quantities of the pseudovitamin B,, besides important
ones of vitamin B,,, (factor B) and little of vitamin B;..

It has been isolated a few miligrams of crystalline cobalamin from 30 1

of the bacteria culture.

Otrzymano 3.3.1958 r.
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Analiza chromatograficzna aminokwaséw w moczu, surowicy, plynie
moézgowo-rdzeniowym daje dobre wyniki dopiero po usunigciu soli z ba-
danego plynu. Szczegélne znaczenie ma tu zastosowanie zywic jonowy-
miennych, gdyz rézne znane dotychczas sposoby odsalania przy pomocy
dializy i elektrodializy moga budzi¢ zastrzezenie z powodu strat niekt6-
rych aminokwaséw, zwlaszcza zasadowych. Podobnie, stosowanie roz-
puszczalnikéw organicznych do ekstrakcji aminokwaséw z roztworéw bo-
gatych w sole nie bylo wystarczajace do celéw demineralizacji. Zastoso-
wanie jonitow w celu odsalania pozwolilo w wiekszosci przypadkéw na
uzyskanie bardzo dobrych wynikéw, chociaz nie z wszystkich rodzajow
zywic odzyskuje sie wszystkie aminokwasy. I tak Partridge [9, 10], We-
stall [17, 18] stwierdzali, ze przy eluowaniu amoniakiem nie odzyskuje
sie argininy z kationitéw zawierajacych dwie grupy funkcyjne: fenolowg
i sulfonowg, natomiast z kationitéw polistyrenowych z jedng grupa funk-
cyjng - SO;H eluujg sie amoniakiem wszystkie aminokwasy. Stein
i Moore [15] stosowali zywice polistyrenowe, a w szczeg6lnosci Dowex 50
do frakcjonowanej analizy iloSciowej aminokwaséw, a Prior i White-
heade [12], Boulanger i Biserte [2, 3] oraz Noworytko i Sarnecka-Keller
[7] stosowali je do odsalania plynéw biologicznych.

Celem naszej pracy bylo: 1. opracowanie warunkéw adsorpcji i elucji
dla réznych gatunkéw kationitéw, a w szczegélnosci dobranie swoistych
eluentéw dla kationitéw niepolistyrenowych, 2. wyprébowanie sulfono-
wanego wegla Escarbo polskiej produkeji dla celéw odsalania.

*) Praca byla dotowana przez Komitet Biochem. Wydz. 11 PAN.

[333]
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CZESC DOSWIADCZALNA

I. Rodzaje stosowanych jonowymiennikéw i ich charakterystyka. Do
badan poréwnawczych wykorzystano nastepujace jonowymienniki: a) ka-
tionity polistyrenowe: Dowex 50 (USA), SDW 3 (ZSRR), b) kationit sulfo-
fenolowy Amberlit IR 100 (Anglia), c) kationit ortofosforanowy RF (ZSRR),
d) wegiel sulfonowany Escarbo (produkcji polskiej), e) kationit karbo-
ksylowy KI 4 (produkcji polskiej), f) anionit o nieznanej charakterystyce
(Anglia).

Tablica 1

Charakterystyka kationitow stosowanych do odsalania moczu

Narwa Typ i grupy | Pojemnos$é Wiasnosei | Trwalogé Odpornos$é
funkcyjne w mval/g pecznienia : mechaniczna | chemiczna
S AL niewrazliwy
polistyrenowy pgcznieje
Dowex 50 - SOH 4,2%) tidinacenle trwaty n.a kwasy
i zasady
pecznieje**)
polistyrenowy analogicznie
SLW.8 - SO.H 38—40% | 4, sDW 1 » »
i SDW 2
Amberlit sulfofenolowy 0
IR 100 | -SO:H,-OH 3, " ” »
ortofosfora- : wrazliwy
RF nowy -PO,H, 3,6%) ” » na alkalia
wegiel sulfo- .
E b nowany 23 Zana kr}xche, wrazliwy na
BCAERO. | [<So.H. *CooH, ' " ulegaja | gjpalia *4%
-OH roztarciu
pecznieje
» w roztworach niewrazliwy
KI 4 kax_-bg(l;sgll;)wy — alkalicznych, trwaty na kwasy
wzrost pojem- i zasady
nosci 200%

* Trostianskaja 1 wspoipr, [16].
** Riabczikow i wspéipr. [13].
*** Jurkiewicz 1 wspétpr. [5, 6].

Charakterystyka anionitu za pomocg krzywej potencjometrycznego
miareczkowania wykazala, ze jest to anionit slabo zasadowy. W charak-
terystyce stosowanych jonowymiennikéw uwzgledniono w zestawieniu
z grupami funkcyjnymi ich cechy fizyczne i chemiczne.
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II. Przygotowanie kolumn jonitowych. Do wypelnienia kolumny uzy-
wano ziarn o $rednicy 0,06—0,075 mm. Ziarna zywic polistyrenowych
mialy §rednice nieco wigksza niz 0,2 do 0,8 mm. W celu usunigcia zanie-
czyszczen przemywano jonity kolejno 2nHCI, woda, 2~ NaOH, znowu
woda, az do osiggniecia pH 7. Ilosci uzytego HCl byly rézne w zalez-
nosci od rodzaju kationitu. Najmniej kwasu zuzywano dla przemycia zy-
wicy Dowex 50 (200 ml), a najwiecej dla wegla Escarbo — az 500 ml. Ka-
tionity RF i Escarbo przemywano dodatkowo roztworem eluentu amino-
kwasowego w celu usuniecia substancji barwnych. Po dokladnym prze-
myciu wprowadzano kationity do kolumn. Jako kolumny stosowano zwy-
kie biurety laboratoryjne o $rednicy 1 ¢m i pojemnosci 50 ml. Na dnie
biurety umieszczano warstwe waty, biurety wypelniano wodg i wpro-
wadzano 15 g kationitu suszonego uprzednio przez 24 godziny na powie-
trzu. Kationity przeprowadzano w forme wodorowa przepuszczajac 150 ml
2 ~n HCI z szybkosciag 8—10 kropli na minute, a potem przemywajgc wodg
az do zaniku reakcji na kwas solny. Analogicznie anionit przeprowadzano
w forme wodorotlenowa stosujgc 150 ml 2~ NaOH i przemywanie woda.

III. Odsalanie plynéw biologicznych. Na kationit bedacy w formie
wodorowej wprowadzano 5 ml moczu lub 3 ml odbialczonej (trzema obj.
absolutnego etanolu) surowicy i przepuszczano przez kolumny z szybko-
Scig kilku kropli na minute. Nastepnie przepuszczano okolo 40 ml wody
destylowanej w celu usuniecia anionéw.

W wycieku wykrywano obok anionéw tauryne. W celu odzyskania
tauryny, wyciek wodny z kationitu przepuszczano przez kolumne z anio-
nitem w formie wodorotlenowej. Aniony zatrzymywaly sie na kolumnie,
a tauryna przechodzila do wycieku.

W nastepnych doswiadczeniach przeprowadzano proby eluowania
aminokwaséw z kationitéw. Juz prébne doswiadczenia wykazaly, ze dla
kazdego typu kationitu trzeba dobieraé swoiste eluenty. Przebadano,
oprécz amoniaku, pirydyne i piperydyne, etyloaming, dwuetyloamine
oraz propyloamine. Dobér eluentéw dla réznych kationitow zestawiono
w tablicy 2.

Pierwszg porcje wycieku w ilosci 20—25 ml odrzucano jako niezawie-
rajgcg aminokwasow. Z dalszego wycieku zbierano z wszystkich katio-
nitéw po 40 ml, a z Escarbo 50 ml. Dalsze frakcje praktycznie nie zawie-
raly juz aminokwas6éw. Eluaty z kationitéw lgczono z eluatami z anionitu
zawierajgcymi tauryne. Polgczone roztwory odparowywano do sucha przy
uzyciu promiennikéw podczerwieni. Po odparowaniu dodawano kilka mili-
litrow wody w celu usuniecia amoniaku i odparowywano ponownie. Po-
zostalo$é rozpuszczano w wodzie w objetosci 1—2 ml i nanoszono na bi-
bule objetosci odpowiednio przeliczone na mocz pierwotny. Po kazdej
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serii doswiadczen wymieniacze przemywano woda, kationity regenero-
wano 2~ HC], a anionit 2~ NaOH.

Tablica 2
Eluenty aminokwaséw z kationitéw
© Kationit | Eluent ; Uwagi ’
Dowex 50 2 N NH; ; '
SDW 3 | 2~NH, e }

2N NH; 90 ml+aminy |
alifatyczne 5 ml [4]

2N NH; 90 ml +

Amberlit IR 100

o pirydyna 5 ml |
Escarbo 2 N NH, 90 ml+ pirydyna |
5 ml |
a) 2N NH, arw 4
| i i luuja sie tylko |
b) 2N NH; + aminy alifa- | & Y
Kl tyczne aminokwasy

; ¢) 2N NH; + pirydyna

|

obojetne

W toku pracy stwierdzono, ze przy uzyciu kationitu Dowex 50, mocz-
nik eluuje sie lacznie z aminokwasami. Obecno$¢ jego przeszkadza w roz-
wijaniu prawidlowego chromatogramu aminokwasowego. W celu usu-
niecia mocznika traktowano mocz jeszcze przed odsoleniem ureazg. Na
5 ml moczu dodawano jedng tabletke ureazy, preparatu angielskiego BDH
i wstawiano do termostatu na kilka godzin. Dodawano kwasu solnego
w celu zobojetnienia amoniaku i strgcenia bialek ureazy.

Mocze alkaliczne zawierajace weglany nalezy przed wprowadzeniem
na kolumny zakwasié¢ i usungé CO,, poniewaz pecherzyki dwutlenku we-
glowego wydzielajace sie w trakcie przepuszczania probki przez kolumne
niszczg strukture kationitu.

W celu wykazania ewentualnego wplywu zakwaszenia moczu na pro-
ces odsalania, na zywicach przeprowadzano badania poréwnawcze z préb-
kami moczu o réznych pH. Obrazy chromatograficzne aminokwaséw otrzy-
mywane z moczoéw zakwaszonych i obojetnych byly jednakowe.

IV. Oznaczanie azotu aminowego. Celem poréwnania strat azotu
aminowego podczas odsalania na réznych jonowymiennikach przeprowa-
dzano jego oznaczanie w moczu dwukrotnie, wedlug metody Pope i Ste-
vensa [11] przed wprowadzeniem moczu do kolumny i po odsoleniu. Straty
azotu aminowego na uzytych do doswiadczen kationitach wykazane na
podstawie kilkakrotnych oznaczen podano w tablicy 3.

V. Analiza jako$ciowa aminokwaséw w moczu i surowicy po odso-
leniu na zywicach. Przeprowadzono doswiadczenia poréwnawcze na tym
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samym moczu fizjologicznym przepuszczanym przez kolumny z zywi-
cami: Dowex 50, Amberlit IR 100, kationit RF, kationit SDW 3, wegiel
sulfonowany Escarbo. Dowex 50 stosowano w postaci preparatu grubo-
ziarnistego i drobnoziarnistego. Stwierdzono, ze zaréwno pod wzgledem
zdolno$ci odsalania, jak i pod wzgledem skladu aminokwasowego w elua-
tach obydwa gatunki zywic nie réznily sie¢ miedzy soba.

Tablica 3
Straty Ny podczas procesu odsalania na Zywicach jonowymiennych

| Rodmi | 3 odeyskanych |
( jonowymienmkam arfi_nﬁvja_s.é“_r el
‘ Dowex 50 . 85 — 90
‘{ Sulfof;e;lgl R 80 — 85 e
| spw 3 Y £ 90 — 93
{F i .éo;ad 90 T

];séz-arb;)m ponad 90

Przy stosowaniu zywic karboksylowych odzyskiwano jedynie amino-
kwasy obojetne.

Poniewaz zawarto$¢ aminokwasow zasadowych, a w szczeg6lnosci
argininy jest nieznaczna, dlatego zastosowano do badan poréwnawczych
dla réznych gatunkéw zywic mocz fizjologiczny; uzyto go z dodatkiem
aminokwaséw zasadowych, argininy, lizyny i ornityny, w ilosciach od-
powiadajgcych $redniej zawartosci innych aminokwaséw w moczu fizjo-
logicznym.

Préby po 5 ml tego samego moczu fizjologicznego i po 3 ml odbial-
czonej surowicy poddawano demineralizacji za pomoca pieciu wyzej
podanych gatunkéw zywic wedlug sposobu poprzednio opisanego, sto-
sujac eluenty swoiscie dobrane do kazdego typu zywicy (wg tabl. 2).
Z eluatéw doprowadzonych do objetosci 1,5 ml nanoszono na arkusze bi-
buty Whatman nr1 po 75 ul, co odpowiadalo okolo 250 xl moczu pier-
wotnego. Chromatogramy rozwijano technika dwukierunkowsa, wstepu-
jaca, w ukladach — I. propanol : woda, II. fenol : woda i wywolywano
0,1%0 roztworem acetonowym ninhydryny, w temperaturze pokojowej.

Umieszczone fotografie przedstawiajg obrazy chromatograméw moczu
odsolonego na réznych gatunkach kationitow. (Fotografie: 1, 2, 3, 4, 5 —
chromatogramy aminokwaséw z moczu, 6 — chromatogram aminokwa-
s6w surowicy).

Poréwnanie chromatograméw z tego samego moczu przy zastosowa-
niu réznych zywic jonowymiennych nasuwa nastepujace spostrzezenia:

http://rcin.org.pl



338 E. GASIOR, M. PIETRUSIEWICZ, H. KOWALSKA { J. OPIENSKA-BLAUTH 63

1) chromatogramy pod wzgledem liczby i jakosci wykrywanych amino-
kwasoéw sg prawie jednakowe;

2) dodane do moczu fizjologicznego aminokwasy zasadowe: arginine,
lizyne, ornityne wykrywa sie na wszystkich chromatogramach;

3) plamy aminokwaséw zasadowych (argininy, lizyny, ornityny) na
chromatogramach z moczu odsolonego na weglu sulfonowanym Escarbo
sa nieco stabsze w poréwnaniu do analogicznych plam na chromatogra-
mach pochodzacych z innych zywic, ale tylko dlatego, ze do tej prébki
moczu dodano mniejsze ilosci tych aminokwasow;

4) zidentyfikowano wiekszo$¢ aminokwasow; .

5) plamy zespolowe ,Leu‘“ i ,,Val“ nie byly poddawane rechromato-
grafii (,,Leu“ = leucyna+izoleucynafeniloalanina,

»val=walina + metionina + tryptofan);

6) na wszystkich chromatogramach wystepuja dwie nie znane nam
plamy: ,,B“ w obszarze kwasu glutaminowego, ,P“ w obszarze miedzy
waling a histydyna;

7) na niektoérych chromatogramach pojawiajg sie jeszcze dodatkowe
plamy w obszarze kwasu asparaginowego, ktérych nie zidentyfikowano;

8) plamy tauryny odzyskiwanej z anionitu otrzymuje sie na wszyst-
kich chromatogramach;

9) mimo braku widocznych plam asparaginy na fotografiach chromato-
gramdéw pochodzacych z zywic Amberlitu i Escarbo, plamy te sa zu-
pelnie wyrazne na chromatogramach oryginalnych;

10) plamy dla kwasu asparaginowego sg niewyrazne i niepewne;

11) rozmieszczenie niektérych plam nie jest zupelnie jednakowe na
wszystkich chromatogramach. W szczegélnosci zmienia sie polozenie
,Leu“ i ,Val“. By¢é moze, ze przesuniecia plam s3 wywolywane zmienia~
jacymi sie warunkami w czasie rozwijania chromatogramu. Wplyw ten
jest najwyrazniejszy dla aminokwaséw najdalej migrujgcych w obu
ukladach, zaré6wno w fenolu, jak i propanolu;

12) chromatogram aminokwasowy z surowicy po odsoleniu na zywicy
jonowymiennej jest znacznie lepszy zaréwno pod wzgledem liczby wy-
krywanych aminokwas6w, jak i ich rozdzialu od chromatogramu tej sa-
mej surowicy odsolonej za pomoca rozpuszczalnikéw organicznych, mimo
tego nawet, ze zawarto$¢ soli w surowicy jest mniejsza niz w moczu.

DYSKUSJA

Sprawa demineralizacji moczu przed analiza chromatograficzng amino-
kwasow na bibule nastrecza jeszcze obecnie wiele watpliwosci. Obok nie-
licznych juz dzisiaj zwolennikéw rozwijania chromatograméw na nie-
odsolonych moczach naniesionych bezposrednio na bibule, wiekszosé
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autoréw wypowiedziala sie za odsalaniem. Niektérzy zalecajg metode
dializy lub elektrodializy, obecnie stosuje sie najczesciej dla tych celéow
zywice jonowymienne. Dotychczas stosowano prawie wylgcznie kationity
polistyrenowe, a w szczegélnosci Dowex 50. Trudnos$ci w nabywaniu tego
produktu spowodowaly nasze poszukiwania za innymi, bardziej dla nas
dostepnymi jonowymiennikami.

Badania poréwnawcze przeprowadzane na kationitach z réznymi gru-
pami funkcyjnymi wykazaly, ze wiekszo$¢ z nich nadaje sie dla celow
odsalania moczu pod warunkiem doboru swoistych eluentéw. Dla katio-
nitéw o silnie kwasnych grupach funkcyjnych proces odsalania jest nie-
zalezny od pH s$rodowiska w zakresie pH od 1 do 8. Natomiast dla ka-
tionitéw z grupami funkcyjnymi stabo kwasnymi, jak -COOH, -AsO;H,
-SH, pH s$rodowiska odgrywa donioslg role. Przy stosowaniu zywic nie
polistyrenowych trudnosci nastreczala jedynie tylko sprawa elucji argi-
niny.

Préby dostosowania swoistych eluentéw do zywic daty wyniki niezu-
pelnie zgodne z teorig. Trudno jest wyjasni¢, dlaczego arginina nie daje
sie eluowaé z kationitu sulfofenolowego za pomoca pirydyny, eluuje sie
za$ przy pomocy etyloaminy i dwuetyloaminy — zasad silniejszych od
amoniaku i pirydyny, natomiast z zywic takich jak Escarbo i zywica RF
same aminy alifatyczne nie eluuja argininy, elucja zachodzi tylko po
dodaniu pirydyny.

Sprawa ta nie jest jeszcze wyjasniona i wydaje sig, ze stala dysocjacji
Kp eluentu zasadowego nie odgrywa tu decydujacej roli. O korzystnym
wplywie pirydyny na rozdzial aminokwaséw na kolumnach jonitowych
donosili Solowiew i wspdlpr. [14]. Tauryna, zwigzek wystepujacy stale
i to w znacznej ilo$ci w moczu fizjologicznym, nie zatrzymuje sie na zad-
nym ze znanych dotychczas kationitéw, jak to stwierdzili inni autorzy.
Zastosowanie do odsolenia jednej préby moczu najpierw kationitu, a na-
stepnie anionitu, pozwala odzyska¢ tauryne w mieszaninach eluatéow
z kationitu i pierwszego eluatu z anionitu.

Wydaje sie ciekawe zachowanie sie mocznika na kationicie polistyre-
nowym Dowex 50. Inne kationity polistyrenowe, jak SDW 3 (ZSRR)
i Zeokarb 225 [7] nie wykazywaly tego ujemnego efektu. Prawdopodob-
nie istnieja pewne réznice w strukturze polistyrenowej, ktére moga spo-
wodowaé, ze zywice zachowujg sie niejednakowo w stosunku do niekté-
rych zwigzkéw apolarnych.

Na specjalne podkre$lenie zastuguje mozliwos¢ stosowania dla celow
odsalania produktu krajowego — wegla sulfonowanego Escarbo. Mimo
pewnych niesprzyjajacych cech, jak staba wytrzymalo§¢ mechaniczna
i wigksza od innych wrazliwos¢ na alkalia, nadaje si¢ ona na podstawie
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naszych do$wiadczen do odsalan w analizie chromatograficznej amino-
kwasow.

Nasze badania poréwnawcze z surowicami fizjologicznymi odsalanymi
przy pomocy ekstrakcji rozpuszczalnikami organicznymi wykazaly, ze
demineralizacja na zywicach jonowymiennych daje lepsze wyniki. Za-
stosowanie techniki dwukierunkowej, wstepujacej, w ukltadach: I. pro-
pano : woda i II. fenol : woda, pozwala uzyska¢ na chromatogramach te
samg liczbe aminokwaséw, ktéra sie uzyskuje w technice spltywowej na
wiekszych arkuszach, wedlug ktérej czas rozwijania chromatogramu jest
dluzszy.

W poréwnaniu z technikg jednokierunkowa stosowang przez wielu
autoréw, liczba aminokwaséw, wykrywanych technikg dwuwymiarows
w odpowiadajacych sobie objetosciach moczu fizjologicznego, jest wigksza.

Technika zimnego wywolywania ninhydryng [8] pozwala identyfiko-
waé i te aminokwasy, ktérych plamy na skutek zblizonych do siebie
wspdlczynnikéw Ry zlewaja sie.

Identyfikacja aminokwaséw wchodzacych w sklad zespolowych plam
,Leu“ i, Val“ w naszych warunkach rozwijania chromatograméw bedzie
mozliwa jedynie tylko przy pomocy rechromatografii plam. Zaintereso-
wanie mogg budzié nie zidentyfikowane i nie cytowane w literaturze
plamy ,B“ i ,,P“ i inne jeszcze wystepujace sporadycznie. Wyniki ba-
dan w celu ich identyfikacji bedg przedmiotem oddzielnej publikacji.
Oznaczenia podane w tablicy 3 wykazuja, ze straty azotu aminowego nie
przewyzszaja 15%, co znacznie podnosi warto$¢ metody demineralizacji
za pomoca jonitow.

Autorzy skladajg ta drogg Prof. Lewandowskiemu z Uniwersytetu
Poznanskiego, Doc. Blaszkowskiej z Instytutu Chemii Ogélnej w War-
szawie, Doc. Krawczynskiemu z Centralnego Laboratorium Klinicznego
w Lublinie i Mgr Iskierce z Zakladu Chemii Ogélnej AM w Lublinie po-
dziegkowanie za udzielenie jonowymiennikéw.

STRESZCZENIE

Do odsalania moczu i surowicy zastosowano rézne kationity: Dowex 50,
SDW 3, Amberlit IR 100, kationit o grupach funkcyjnych ortofosforano-
wych RF, kationit karboksylowy, wegiel sulfonowany produkcji pol-
skiej Escarbo.

Stwierdzono, ze warunkiem uzyskania jednakowych obrazéw chro-
matograméw aminokwasow jest wybor swoistego eluenta dla poszcze-
gblnych Kkationitow. Dla SDW 3 i Dowex 50 do elucji aminokwaséw za-
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stosowano 2 n amoniak, dla Escarbo i RF — mieszanine amoniaku i piry-
dyny, a dla Amberlitu IR 100 — roztwory amin alifatycznych. Tauryne
odzyskiwano przy zastosowaniu stabo zasadowego anionitu.

W 250 pl moczu wykryto przy zastosowaniu techniki dwuwymiaro-
wej, wstepujacej, w ukladach — propanol : woda i fenol : woda, 18—20
aminokwas6w, z ktérych kilku nie zidentyfikowano.

Przedyskutowano otrzymane wyniki.
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THE USE OF ESCARBO, SULPHONATED CARBON, AND SYNTHETIC ION
EXCHANGE RESINS FOR DESALTING BIOLOGICAL FLUIDS

Summary

In desalting urine and serum use was made of a variety of cation
exchangers: Dowex-50, SDW 3, Amberlit IR-100, the RF cation exchanger
with orthophosphate functional groups, a carboxyl cation exchanger, and
sulphonated carbon of Polish production Escarbo.
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Uniform chromatograms of aminoacids were found to require the se-
lection of a specific eluent for particular cation exchangers. The following
were the eluents for aminoacids applied: for SDW 3 and Dowex-50, 2 n
ammonia; for Escarbo and RF, a mixture of ammonia and pyridine: for
Amberlit IR-100, solutions of aliphatic amines.

Taurine was recovered with the aid of a weakly alkaline anion ex-
changer.

By using the two-dimensional ascending technique and the systems
propanol : water, and phenol : water, 18—20 aminoacids were revealed
in 250 ul. of urine; some of the aminoacids have not been identified. The
results obtained are discussed.

Otrzymano 15.4.1958 r.
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J. HELLER, M. J. PIECHOWSKA and T. CHOJNACKI

INORGANIC POLYPHOSPHATES IN THE HAWK-MOTH
(CELERIO EUPHORBIAE L.)

Zaktad Biochemii Ewolucyjnej, Instytut Biochemii i Biofizyki PAN, Warszawa

In 1936, [4] we found male Hawk-moths to contain twice the amount
of total acid-soluble phosphorus present in females, most of the difference
being accounted for by the fraction hydrolysed in 1~HCI at 100° within
7 minutes. We assumed this fraction to represent adenosine triphosphate
(ATP). In 1950, Heller, Karpiak and Zubikowa [9] showed the fraction to
consist largely of pyrophosphates present exclusively in the ejaculatory
duct. In a subsequent paper, Heller, Swiechowska and Karpiak [12] de-
monstrated on evidence from an ample experimental material that the
male Hawk-moth contains roughly 380 mg®o of acid-soluble phosphorus,
as compared to 170 mg% in females, the 7-minute fraction attaining in
males the value of 180 mg%o.

In 1956, we demonstrated [16] that the pyrophosphate is transferred
during mating into the genital pouch of the female. Recently we have
used the isotope P in further investigations intended to identify defi-
nitively the pyrophosphate, to explore the mechanism, the site and time
of its production as well as its further fate, and to explain from the bio-
logical viewpoint the extraordinary phenomenon of accumulation of
inorganic pyrophosphate in the body of the animal. Some of the results
were published in the Bulletin de I’Académie Polonaise des Sciences
[5, 6, 11].

ENZYMATIC IDENTIFICATION OF THE PYROPHOSPHATE

Until recently, we based identification of pyrophosphate on the follow-
ing properties of the ccmpound in question: 1) hydrolysis after 7 mi-
nutes in 1~ HCI at 100°, 2) precipitation in the form of manganese
salt after Jones [9], 3) Rr in chromatography corresponding to that of
standard pyrophosphate.

[343]
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In the investigations now under report we made use of the enzymatic
method, since Kunitz’s crystalline pyrophosphatase is believed to be
absolutely specific for inorganic pyrophosphate. Male and female Hawk-
moths were dried, before and after mating, respectively, their genital
organs were removed, weighed, and extracted with trichloroacetic acid,
and the extracts neutralized to pH 7.2. Pyrophosphatase was dissolved
in 0.02m veronal buffer, and enzymatic hydrolysis was carried out after
the method published by Kunitz [15]. Samples of the incubate were used
for chemical and chromatographic determinations. The samples were
inactivated with an equal volume of 4% trichloroacetic acid, and phos-
phate — free and liberated after 7 min. hydrolysis in 1~ HCI at 100° —
was determined in filtrates by the method of Fiske and Subbarow [2].
The results are given in Tablel, and it will be noted that the labile
phosphorus compound under investigation is entirely decomposed within
15 to 25 min. of incubation with the enzyme.

Table 1

The action of crystalline pyrophosphatase on extracts from the male and female
genitalia of the Hawk-moth (Celerio euphorbiae L.)

|

Ejaculatory duct (before mating) | Genital pouch (after mating)
Incu_bation | In 100 mg. of the dry organ kl)gtcx‘;;: In 100 mg. of the dry organ
Mns Orthophosphate| Pyrophosphate| time Orthophosphate! Pyrophosphate
(min.) (mg. P) (mg. P) | (min.) (mg. P) \ (mg. P)
o e TR ; s 1 == A1 5 SOy ,,r seepec il o
0 ! 0.00 ‘ 8.00 0 | 0.80 10.45
5 | 1.44 ' 6.08 5 2.78 | 8.80
8 | 3.44 4.88 10 7.60 3.80
1 | 5.00 ; 3.36 15 10.12 1.30
14 { 7.20 1.12 20 11.86 0.00
17 ;

8.36 0.00 l

Chromatographic determinations were run parallel with the chemical
ones, with the aid of Ebel’s acid solvent [1], and the developer quoted
by Hanes and Isherwood [3]. The results obtained are shown in Figs. 1
and 2.

Analogically to chemical determinations, chromatography shows that
the compound decomposing after 7 minutes and showing the pyrophos-
phate Ry represents the substrate specific for Kunitz’s pyrophosphatase
and is therefore indeed pyrophosphate.

http://rcin.org.pl



31 INORGANIC POLYPHOSPHATES IN THE HAWK-MOTH 345

g e Ok #

pyrophosphate

Q- L]

; ; ; . o oyt . dlands, |
0 § -4 : n : 14 : 74 20 ?3' arto+pyro
minutes of incubation .

Fig. 1. Enzymatic hydrolysis of pyrophosphate
from the ejaculatory duct of a Hawk-moth
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Fig.2. Enzymatic hydrolysis of the pyrophosphate
transferred during mating into the genital pouch
of a Hawk-moth

EXPERIMENTS WITH P

The abdomen of recently hatched male Hawk-moths was injected with
a solution of orthophosphate containing 2 uc of %P in 50 ul.; the com-
position of the solution was as follows: P-orthophosphate 150 mg®o, Cl~
35 mg®, Na* 100 mg®, K+ 200 mg®o; pH was 7. The moths were killed
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5, 10, 30, etc. minutes after the injection, and their ejaculatory ducts
were removed and ground in a Potter-Elvehjem homogenizer with 0.5 ml.
of chilled trichloroacetic acid, whereupon chromatograms were prepared.
The chromatograms, run and developed as above, were passed under
a Geiger-counter and the number of impulses was counted at 1 cm. inter-
vals. The results are shown in Fig. 3.

Y @ 0 @ & @ao
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100 1 e et b B e s
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300 A

200+
100 1
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4001
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200 1
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0
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800 1
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0

Smin.

15min.

60 min.

3 hrs.

time since (njection of ¥P as ortophosphate

24 hrs.

3000
2500 1
20001
1500 {
1000 -
5001

6 days

Fig. 3. Distribution of P activity in the phosphorus compounds contained in the
ejaculatory duct of the Hawk-moth after different intervals since the injection of
radioactive orthophosphate. Chromatograms of trichloroacetic extracts
S = starting spot; 1 and 2 = nucleotides; 3 = pyrophosphate; 4 = phosphocholine;
5 = orthophosphate; 6 = spot not identified
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Already 5 minutes after the injection, conspicuous radioactivity was
evident in the orthophosphate spot, and a lesser one in the spot corres-
ponding to nucleotides. With the interval between the injection and the
dissection of the moth, there grew the activity of the nucleotide spot,
there appeared and grew radioactivity of the pyrophosphate spot, and
the activity of the orthophosphate spot diminished after an initial rise.

Imp/min, X %
15000 . .
10000
50001
(0 3 PO0 0s0a o0, 000" *ee "&M
‘——;{)
Ds Dd T'

01 2 3 465 6 7 8 9101 1213 14 15 16.17 18 19 20 21

length in cm. J

Fig. 4. Distribution of **P in the genital organ of a male Hawk-moth. Injection
of the radioactive orthophosphate was given immediately upon metamorphosis;
monitored after 24 hours. Beneath the axis of abscissae is a diagram of the organ.
T = testis; D d = ductus ejaculatorius duplex; D, = ductus ejaculatorius simplex.
Radioactivity measurements were carried out by passing the entire length of the
ejacujatory duct by 0.2 cm, sections under the window of a Geiger-counter (mica
window 4 mg./cm.?). :

After a few hours, the pyrophosphate spot showed the highest activity,
and represented after 2 or 3 days the only radioactive component of the
chromatogram.

Frem the results it will be seen that as soon as 5 min. after the
injection, the labelled orthophosphate penetrates in substantial propor-
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tions into the ejaculatory duct where it becomes incorporated into the
compound whose position in the chromatogram corresponds to ATP.
This ccmpound gives rise to the inorganic pyrophosphate which sub-
sequently becomes accumulated. Within 24 hours, the entire phosphorus
isotope follows this path.

Throughout the subsequent days (our investigations covered a span
of 6 days) there was no change in the situation — the entire radioactive
phosphate remained as pyrophosphate in the upper section of the ductus
ejaculatorius simplex (Fig. 4). Radioactivity was evenly distributed all
along the entire section, which makes it legitimate to assume in view of
the small lumen that this is where the pyrophosphate was produced.

{ ® O @ & @ @ |

600+ )

0 -~ . e

Fig. 6. Distribution of radioactivity between the phosphorus compounds in the

ejaculatory duct in relation to the age of the moth at the time of injection of the

#P labelled orthophosphate. The injection was made: a — 2 hours, b — 18 hours,
and ¢ — 72 hours after metamorphosis.

S = starting spot; 1 and 2 = nucleotides; 3 = pyrophosphate; 4 = phosphocholine;

5 = orthophosphate; 6 = spot not identified. The part corresponding to pyrophos-

phates is doubly outlined. All chromatograms were made 24 hours after the injection.

In order to determine the time when the pyrophosphate is produced,
injections of labelled phosphate were given to insects of different age
groups, beginning three days before metamorphosis. The pattern of
radioactivity referred to before was found to apply to all moths from
injected pupae, and to moths which were injected with the labelled phos-
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phate up to 6 hours after final ecdysis. When the injection was given
18 hours, or later, after metamorphosis, the radioisotope was found in
equal concentrations in all three fractions (Fig. 5). Consequently, the
reaction responsible for the production of pyrophosphate ceases between
6 and 18 hours after metamorphosis.

In further experiments involving the tracer technique, pyrophosphate
was shown to be transferred during mating into the female, where it
was demonstrated in the genital pouch [16]. Of the males in which
production of the radioactive pyrophosphate has been induced, 8 mated
with non-treated females. In each case, mating was found to be attended

3 @ ® @ 3 @& al®

-

500

3001 a)

300 b)

0 e e

Fig. 6. Distribution of *P in chromatograms of phosphorus compounds from: a)
sperm, 48 hours after injection of 2 uc. of 3P given 2 hours after metamorphosis,
b) genital pouch, 3 days after mating with a male treated as above.

S = starting spot; 1 and 2 = nucleotides; 3 = pyrophosphate; 4 = phosphocholine;
5 = orthophosphate; 6 = spot not identified.
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by a transfer of radioactivity into the body of the female, which was
demonstrated by surveys with the aid of a Geiger-counter. Between 3
and 4 days after mating, the eggs deposited, the genital pouch, and other
parts of the females body, were checked for radioactivity. Fig. 6 shows
the results of surveys of radioactivity of extracts frcm the genital pouch
and ejaculatory duct, after and before mating, respectively.

In three cases, the relative specific radioactivity of phosphorus com-
pounds was determined in the eggs deposited and in various parts of the
body of females which received labelled pyrophosphate frcm males
during mating. Relative specific activity was determined with the aid of
a BOT 20/1 counter for liquids with a background count of 29—44 per
minute, and by simultaneous determination of total phosphorus in the
samples examined. The samples were digested with concentrated sul-
phuric acid, and phosphorus was determined after neutralization with
ammonia.

Table 2

Distribution of radioactivity in the phosphorus compounds in various parts of body
and eggs of Hawk-moth females (Celerio euphorbiae L.)

Female1 Female 2 Female 3
v radio- relative radio- relative radio- relative
Material activity specific activity specific activity | specific
examined. [asin activity |[— ———| activity —3‘ activity
= (counts 1 i (counts gl (counts
3 b permin. | 3| % | permin. | 3 %» | per min.
s e | per umole) | S | per gmole) | © | per umole)
| T
eggs |
deposited 0 | 0 1 oi 0 0 0
eggs not 057 R SR T e ISR (NS VO M
deposited 36 | 7.0 23 15' 0.7 18 42| 0.9 6
genital pouch |440 |88.0 488 2110'98.0 624 4370 | 98.0 1945
|
— L st e
rest of body 24 | 5.0 12 27’ 1.3 24 54| 1.1 12

The results are recorded in Table 2, and as will be seen the eggs
deposited showed no radioactivity. Even when entire batches of eggs
were put under the counter, the counts did not exceed the background.
Except for the genital pouch, the other tissues of females as well as
non-fertilized eggs removed from the females showed such insignificant
radioactivity that this must be attributed to contaminations. The con-
taminations may have resulted in life time from contact with the males
which eliminated radioactive urine, or from contact with the bursa during
preparation. Almost the entire radioactivity of the female, viz., 88—98
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per cent., is accounted for by the genital pouch. These experiments fully
confirm the conclusion drawn earlier from chemical analyses which
suggested that the pyrophosphate transferred during mating together
with the sperm into the genital pouch remains there unchanged until the
death of the female.

PHOSPHOCHOLINE

Chromatograms of the ductus ejaculatorius simplex show between the
pyrophosphate and orthophosphate spots an additional weak spot of
a phosphorus compound. We have now been successful in identifying it
as phosphocholine. Chromatograms of the upper section of genitalia,
ie. testis, ampullae, and ductus ejaculatorius duplex, show a very cons-
picuous phosphocholine spot and absence of pyrophosphate. This suggests
a reaction in the ductus ejaculatorius simplex in the course of which phos-
phocholine disappears and free pyrophosphate is produced. Here we have
in mind synthesis of lecithin involving cytidyltriphosphoric acid, described
in more detail by Kennedy [14]. Investigations intended to check this
working hypothesis are now in progress.

DISCUSSION

Our investigations have unequivocally demonstrated that the pyro-
phosphate produced in the ejaculatory duct serves the moths neither
as a source of energy nor as a source of orthophosphate. Consequently,
the question of the biological purpose served by the accumulation of the
compound has ceased to be relevant. The question involved is rather
that of the reason for this phenomenon, which constitutes a form of waste
of energy not encountered elsewhere.

Stability of the pyrophosphate in the male’s ejaculatory duct and
subsequently in the female’s genital pouch reveals absence of pyro-
phosphatase activity in these organs. This may be due to either absence
of the enzyme or inertness of the enzyme, if present. The latter case may
involve inhibition by scme inhibitor, absence of an activator (Mg3*), or
spatial separation of the enzyme from the substrate. In the latter case,
the barrier may be represented by the spermatheca enclosing the sperma-
tozoa of the semen. As yet our experiments have failed to confirm or to
exclude either possibility.

Subject to further experimentation is also our working hypothesis
which assumes pyrophosphate to represent a by-product of lecithin syn-
thesis. According to Kennedy, the intermediate product is represented in
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this synthesis by cytidyldiphosphocholine which is produced in the course
of a reaction proceeding according to the following equation:

cytidyl-P-P-P + P-choline —— cytidyl-P-P-choline + P-P.

The intermediate product reacts in turn with phosphatidic acid and
affords lecithin and cytidylic acid, the latter reacting with ATP and re-
producing cytidyltriphosphate. This scheme accounts for the disappear-
ance of phosphocholine as well as for the production of pyrophosphate,
and explains why we have failed to detect any appreciable amounts of
pentose in extracts from the ejaculatory duct, because pyrimidine nucleo-
tides, i.e. cytidyl derivatives, are known to give no reaction for pentoses,
and ATP is here necessary only in catalytic continuously regenerated
amounts.

Kennedy’s reaction was demonstrated in the seminal vesicle of rats
by Williams-Ashman and Banks [17]. These authors also revealed in the
seminal vesicle a very active enzyme which hydrolyses the intermediate
product. The action of such an enzyme could account for the unusual
accumulation of pyrophosphate, since the production of one molecule of
lecithin calls for the formation of several molecules of cytidyldiphos-
phocholine in order to make up for losses due to hydrolysis. But pro-
duction of every molecule of the intermediate product affords as a by-
-product one molecule of pyrophosphate. This mechanism is generally
characteristic for the semen. The peculiarity of Sphingidae resides in the
absence of pyrophosphatase activity, which makes possible accumulation
of the pyrophosphate produced, whereas in other animals it is hydro-
lysed to ortophosphate. Production of pyrophosphate from ATP, and
presence of pyrophosphatase, in the semen of bulls were demonstrated by
Heppel and Hilmoe [13].

With over 30% of the total P trapped in the form of pyrophosphate
the entire pattern of phosphorus distribution in the Hawk-moth is dis-
torted. We have recently published [7] the results of investigations on
phosphorus distribution in the course of metamorphosis of the Chinese
Tussur-moth (Antheraea pernyi). We may take these results to be typical
for moths accumulating no pyrophosphate. When comparing the data
obtained with those for the Hawk-moth, we find enormous differences.
However, if we correct the values for the Hawk-moth by substracting the
figures for pyrophosphate, the differences become insignificant [8].

A counterpart to these differences will be found by considering the
figures for the phosphorus eliminated with the urine voided by the moth
immediately upon eclosion. In the urine of a male Tussur moth we find
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4.1 mg. P, which accounts for 61.2% of the phosphorus contained in the
pupa. A female excretes 3.4 mg. P, i.e. 34.7% of the phosphorus present
in the pupa. This difference between the two sexes is quite understandable
in view of the high phosphorus content in the eggs. The female Hawk-moth
excretes 1.3 mg. P, loosing 27.4% of the entire P present in the pupa,
wherein it differs little from female Tussor-moths. The male Hawk-moth,
on the other hand, excretes only 0.43 mg. P, a bare 9.15% of the pupa’s
phosphorus, which is a glaring contrast to the 61.29 eliminated by
Tussur-moth males.

SUMMARY

1. The pyrophosphate present in the ejaculatory duct and genital pouch
of Hawk-moths was identified with the aid of enzymatic hydrolysis by
pure Kunitz’s pyrophosphatase.

2. The abdomen of recently hatched males was injected with a solution
of orthophosphate with *?P in amounts of 2 yuc. A major proportion of
the radioactive phosphate penetrated 5 minutes after the injection into
the ejaculatory duct and became incorporated in the nucleotide fraction
from which the inorganic pyrophosphate is subsequently produced.
Within 24 hours the entire amount of the radioactive phosphorus was
utilized in this manner and remained in the form of pyrophosphate in the
upper section of the ductus ejaculatorius simplex.

3. When the radioactive phosphorus was introduced 3 days before or
up to 6 hours after metamorphosis, the pattern of radioactivity distri-
bution referred to before was obtained. Introduction of the radioisotope
18 hours after metamorphosis gave rise to insignificant radioactivity of
the pyrophosphate, and when the labelled orthophosphate was introduced
72 hours after metamorphosis, no signs of incorporation of the radio-
isotope into the pyrophosphate were noted.

4. The transfer of pyrophosphate during mating was confirmed by
the tracer technique. The isotope has not been revealed in the eggs de-
posited or tissues and other organs of females, except in the genital pouch.
Consequently, the pyrophosphate is not utilized and represents a final
by-product.

5. Chromatographic methods revealed phosphocholine in the genital
tract of male Hawk-moths.

The authors are greatly indebted to Professor Dr. M. Kunitz of the
Rockefeller Institute for the pyrophosphatase preparation.
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POLIFOSFORANY NIEORGANICZNE U MOTYLA WILCZOMLECZKA
(CELERIO EUPHORBIAE L.)

Streszczenie

1. Identyfikacje pirofosforanu wystepujacego w ductus ejaculatorius
samca i w bursa copulatrix samicy wilczomleczka przeprowadzono droga
enzymatycznej hydrolizy czystg pirofosfatazg Kunitza.

2. Wstrzykiwano do odwloka $wiezo wyleglym samccm roztwér orto-
fosforanu z **P, w ilosci 2 uc. W 5 minut po zastrzyku radiocaktywny fo-
sforan w znacznej iloSci przenika do ductus ejaculatorius i zostaje wbu-
dowany do ATP, z ktérego dopiero powstaje nieorganiczny pirofosforan.
W ciggu 24 godz. caly izotopowy P przechodzi te droge i znajduje sie
w postaci pirofosforanu w gérnym odcinku ductus ejaculatorius simplex.

3. Wprowadzenie radioaktywnego fosforu na 3 dni przed wylegiem i do
6 godzin po wylegu daje rozmieszczenie radioaktywnosci takie jak opi-
sano wyzej. Wprowadzenie w 18 godz. po wylegu samca daje nieznaczne
znakowanie pirofosforanu; po 72 godz. nie obserwowano juz wilgczania
82p w pirofosforan.

4. Przenoszenie pirofosforanu podczas kopulacji potwierdzono badaniami
izotopowymi. Nie stwierdzono obecnosci izotopu w zlozonych jajach, jak row-
niez w innych tkankach i narzgdach samicy poza bursa copulatrix. Piro-
fosforan zatem nie jest uzytkowany i stanowi uboczny produkt koncowy.

5. Wykazano chromatograficznie obecnoé¢ fosfocholiny w narzadach

lciowych samca.
P L Otrzymano 27.3.1958 r.

http://rcin.org.pl



ACTA BIOCHIMICA POLONTICA

Vol. V 1958 No. 4

I. REIFER i K. TOCZRKO

O ROZKEADZIE NIKOTYNY W KORZENIACH MACHORKI

Zaktad Biochemii Roélin Instytutu Biochemii i Biofizyki PAN, Warszawa
Kierownik: prof. dr 1. Reifer

Znaczenie alkaloidéw w wytwarzajgcych je roslinach pozostaje do tej
pory zagadnieniem otwartym. Krancowe poglady przypisujg alkaloidom
z jednej strony role czynnego metabolitu i substancji o specyficznym
znaczeniu fizjologicznym, z drugiej strony dopatruja sie w alkaloidach
produktéw koncowych przemiany zwigzkéw biatkowych, nie biorgcych
dalszego udzialu w przemianie materii. Wiele prac w tej dziedzinie wy-
konano nad nikotyna, alkaloidem roslin rodzaju Nicotiana, mimo to dane
dotyczace mozliwosci rozkladu nikotyny przez tkanki syntetyzujgcych ja
roslin sg niekompletne.

Mothes [7] obserwowal nieznaczne ubytki nikotyny w odcietych, doj-
rzatych lisciach tytoniu. Vickery i Meiss [10] wykazali, ze w lisciach ty-
toniu w czasie suszenia nastepuje tylko nieznaczne obnizenie zawartosci
nikotyny. Frankenburg [3] przytacza podobne wyniki. Nie wiadomo jed-
nak, czy obserwowane ubytki wynikaja z rozkladu nikotyny przez tkanki
roslinne, czy tez spowodowane sa dzialalnoscig drobnoustrojow wzgled-
nie wystepuja wskutek ulatniania sie nikotyny z badanego materiatu.

Odbiegajgce od reszty literatury wyniki oglosili, w roku 1954, Masz-
kowcew, Capkowa i Moisiejewa [5] oraz w 1956 r. Maszkowcew i Siro-
tienko [6]. Stwierdzili oni, ze w izolowanych korzeniach tytoniu i ma-
chorki, w czasie przemiany glodowej, nastepuje energiczny rozklad niko-
tyny. W niektérych przypadkach juz po 21 godzinie rozklad wynosit po-
wyzej 80% poczatkowej zawartosci. Jednoczesnie wykazali oni, ze naste-
puje ubytek nikotyny w roztworach, do ktérych zanurzono korzenie ty-
toniu.

Celem niniejszej pracy bylo zbadanie czynnikéw wplywajacych na
rozklad nikotyny w izolowanych korzeniach machorki podczas przemiany
glodowej.

[355]
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MATERIAL I METODY

Do badan uzyto bocznych pedéw korzeni roslin polowych Machorki
Pomorskiej lub korzeni wyhodowanych in vitro w warunkach jalowych.
W tym przypadku korzonki ze sterylnie skietkowanych nasion machorki
przenoszono do kolbek stozkowych zawierajacych 50 ml plynnej pozywki
White’a [12]. Do doswiadczen uzywano okolo jednomiesieczne kultury,
uprzednio kilkakrotnie przeszczepiane.

Korzenie roslin polowych, celem wzbogacenia w nikotyne, infiltro-
wano 0,2% obojetnym, wodnym roztworem siarczanu nikotyny wg zmo-
dyfikowanej metody Kursanowa [8]. We wszystkich dos§wiadczeniach ko-
rzenie przechowywano na szkielkach zegarkowych w eksykatorach lub
sterylnych szalkach Petriego, w obecnosci wody, w ciemni, w tempera-
turze pokojowej (18—20°). Nikotyne oznaczano spektrofotometryczng
metodg Willits i wsp6ipr. [13].

Wyniki podano w mg% w przeliczeniu na $wiezg mase. Tylko w do-
$wiadczeniu podanym w tablicy 3 wyniki przeliczono na suchga mase. Dla
oznaczenia suchej masy korzenie suszono do statej wagi w temp. 70+2° [9].

CZESC DOSWIADCZALNA

Boczne pedy korzeni roslin machorki, w stadium przed kwitnieniem,
wyhodowanych na poletku, po przeplukaniu wodg biezgca, wzbogaceniu
w nikotyne i doprowadzeniu do wagi wyjsciowej, dzielono na 3 serie
probek. Jedng serie stanowily korzenie przechowywane w eksykatorach,

Tablica 1

Zawartosé nikotyny w mg?e swiezej masy w korzeniach roslin polowych Machorki
Pomorskiej w czasie przemiuny glodowej

f ~ Czas w godz. |

Warunki . i
‘ przechowywania korzeni | 0 | 18 24 | 48 [ 66 72 ‘ 92

' o]
= 150 138 | 95|—ff231—— 20

W obecnosci toluenu 156 | 156 | 155 | — | 158 - | 148
I Sterylizowane HgCl, 142 | — l 128 139 ‘ = 134 \ 143 |

w ktorych dla utrzymania wilgotnosci umieszczono zlewke z wodg. Drugag
serie przechowywano w identycznych warunkach, wstawiajac dodatkowo
naczynko z toluenem w celu zapobiezenia rozwojowi drobnoustrojow,
trzecig za$ sterylizowano przez 10 min 0,1°/0 wodnym roztworem chlorku
rteciowego i przechowywano w sterylnych naczyniach tylko w obecnosci
wody. Zawartos¢ nikotyny w korzeniach wszystkich trzech serii badano
w czasie od 0 do 92 godz. Jak wynika z danych tablicy 1 ubytek nikotyny
nastepuje wylgcznie w korzeniach niesterylnych. W korzeniach przecho-
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wywanych w obecnosci toluenu, jak i sterylizowanych chlorkiem rtecio-
wym nie nastepowat rozklad nikotyny.

Toluen jak i chlorek rteciowy mogly jednak inaktywowaé systemy
enzymatyczne korzeni katalizujace rozklad nikotyny. Dalsze do$wiadcze-
nia wykonywano zatem na korzeniach ze sterylnych kultur. W tym celu
korzenie po kilkakrotnym przemyciu sterylng woda destylowang prze-
chowywano w jalowych naczyniach w ciemni. Wyniki tych do$wiad-

Tablica 2

Zawartosé nikotyny w mg®e Swiezej masy w sterylnych korzeniach Machorki Po-
morskiej w czasie przemiany gtodowej

Czas w godz.
0 | 24 | 48 | 72 | 96

Doswiadczenie 1 | 53,1 69,2‘ 794 | 545 |
Do$wiadczenie 2 | 39,2 | 434 | 470 | — | 465

czen podane sg w tablicy 2. Jak wida¢ z tych danych, w pierwszych dwéch
dniach w korzeniach nastepuje przyrost zawartosci nikotyny, ktérej za-
warto§é w nastepnych dwoch dniach ulega stopniowemu obnizeniu.

Tablica 3

Zawartosé nikotyny w sterylnych i zakazonych bakteriami glebowymi korzeniach
Machorki Pomorskiej w czasie przemiany glodowej

Zawarto$é nikotyny w mg % suchej masy korzeni
(CZ:S) Korzenie sterylne Korzenie zakazone
o tuce
S Powtérzenial Srednio |Powté6rzenia| Srednio
|
0 86 | 196 836 796
757 757
| L Y]
22 8¢ | g9 sa1 481
970 | 435
43 1257 | g9 a8 411
978 | 424
R T R e = = o | |
90 a4p 788 e - 2R 226
740 {24

Celem wyjasénienia, czy obserwowane obnizenie zawartosci nikotyny
w korzeniach niesterylnych bylo spowodowane dzialalnoscia drobno-
ustrojéw, przeprowadzono doéwiadczenie, w ktérym cze$¢ sterylnych
prébek korzeni zakazono bakteriami rozkladajacymi nikotyne. Bakterie
te wydzielono z wodnego roztworu siarczanu nikotyny, do ktérego zanu-
rzono korzenie machorki wyhodowanej na poletku.
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Jak wynika z danych tablicy 3, zawarto$¢ nikotyny w sterylnych ko-
rzeniach ksztaltowala sie podobnie jak w doSwiadczeniach poprzednich,
natomiast w korzeniach zakazonych nastgpil spadek nikotyny o okolo
70%0 jej pierwotnej zawartoSci.

DYSKUSJA

Maszkowcew 1 wspolpr. [5, 6], opierajac sie na uzyskanych wyni-
kach, wyrazaja poglad, ze korzenie, bedace jedynym organem ro$liny
zdolnym do syntezy nikotyny, moga ja réwniez w warunkach przemiany
glodowej energicznie rozkladac.

Wiyniki niniejszej pracy sugeruja raczej, ze obserwowany rozklad ni-
kotyny w korzeniach jest spowodowany w duzej mierze przez mikro-
organizmy glebowe. Jak wynika z danych literatury [1, 2, 4, 11], bakterie
zdolne do rozkladu nikotyny s3 szeroko rozpowszechnione w glebie.

W korzeniach ze sterylnych kultur zaobserwowano, w pierwszych
dwéch dniach przemiany glodowej, przyrost zawartos$ci nikotyny. W cig-
gu nastepnych dwéch dni zawarto$¢é nikotyny stopniowo spadala. Nalezy
wiec przyjaé, ze korzenie machorki posiadajg w pewnym stopniu zdol-
nos¢ rozkladu nikotyny.

Uzyskane wyniki pokrywaja sie z badaniami innych autoréw nad
przemiang nikotyny w liciach tytoniu. Wydaje sie wiec, ze udzial tego
alkaloidu w przemianie azotowej, tak w liciach jak i w korzeniach, jest
podobny i ze aktywna rola nikotyny w tym procesie jest malo prawdo-
podobna.

STRESZCZENIE

Badano zawartos$¢ nikotyny w korzeniach Machorki Pomorskiej w cza-
sie przemiany glodowej. Stwierdzono, ze w warunkach sterylnych zawar-
to$¢ nikotyny w korzeniach ulega nieznacznym zmianom. Wykazano, ze
energiczny rozklad nikotyny, obserwowany w niesterylnych korzeniach
machorki, moze byé wywolany dzialalnoécia drobnoustrojéw glebowych.

LITERATURA

[1] Bucherer H, Zentralblatt Bakt.,, Abt. II, 105, 166, 1942,

[2] Bucherer H., Zentralblatt Bakt., Abt. II, 105, 445, 1942.

[81] Frankenburg W. G, Adv. Enzymol. 6, 309, 1946.

[4] Frankenburg W.G, Vaitekunas A.A., Arch. Biochem. Biophys. 58,
509, 1955.

[5] Maszkowcew M.F., Capkowa N. A, Moisiejewa M. E, D. A. N.
S.S.S.R., 98, 491, 1954.

[6] Maszkowcew M. F.,, Sirotienko A. A, Fizjol. Rast. 3, 79, 1956.

http://rcin.org.pl



[5]1 O ROZKLADZIE NIKOTYNY W KORZENIACH MACHORKI 359

[7] Mothes K, Planta 5, 563, 1928.
[8] Reifer I, Kleczkowska D, Solecka M., Acta Biochim. Polon. 3,

41, 1956.
[9] Solt M. L., Plant Physiol. 32, 480, 1957.
[10] Vickery H. B, Meiss A. N., Connecticut Agr. Exper. Sta. Bull. No 569,

1954.
[11] Wada E, Yamasaki K. J, Am. Chem. Soc. 76, 115, 1954.
[12] White P. R.,, A Handbook of Plant Tissue Culture, The Ronald Press Com-

pany, New York, 1943.
[13] Willits C. O,, Swain M.L,, Connelly J. A, Brice B. A, Analytical

Chemistry 22, 430, 1950. .

ON THE DISTRIBUTION OF NICOTINE IN THE ROOTS
OF A NICOTIANA RUSTICA

Summary

Roots of Nicotiana rustica, variety Machorka Pomorska, decompose
nicotine very rapidly. The same roots, after sterilisation, decompose ni-
cotine only to a very small degree.

Similarly, sterile root cultures utilize nicotine very sparingly, whereas
after infection with soil bacteria isolated from tobacco roots, the content
of nicotine falls rapidly.

Contrary to the findings of Mashkovtsev et al., we observed a tem-
porary rise in the content of nicotine in sterile roots, which after 2 days
falls back to about the initial level.

Our observations confirm similar experiments on tobacco leaves
reported in literature, therefore an active participation of nicotine in the
nitrogen metabolism of tobacco plants does not appear to be probable.

Otrzymano 28.3.1958 r.
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THE ORNITHINE CYCLE IN PEA SEEDLINGS
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In recent years the evidence is growing fast that the ornithine cycle
known to operate in mammals may be extended to microorganisms such
as Neurospora crassa [13] as well as to higher plants. Thus far research
on higher plants is mainly concentrated on the occurrence of ornithine,
citrulline and arginine in various representatives of the plant kingdom,
on the mutual interchange of the above named aminoacids, and finally,
on investigations into the presence of enzymes of the ornithine cycle
in various organs of the plant organism.

Virtanen and Miettinen [16] have shown the presence of the amino-
acids of the ornithine cycle in the alder, and later Kasting and Del-
wiche [9] have proved the occurrence of ornithine, citrulline and arginine
in young seedlings of barley, wheat and watermelon. Coleman [2] re-
ported the accumulation of ornithine and citrulline in sulphur deficient
flax. Kasting and Delwiche [8] suggested that the ornithine cycle is
operating in the watermelon. Plants fed with '*C-ornithine and 'C-argi-
nine contained isotopic carbon in citrulline and glutamic acid. Coleman
and Hegarty [3] proved rapid metabolism of isotopic ornithine in barley
and white clover. They found considerable radioactivity in arginine,
citrulline and proline, rather less in glutamic acid and a-amino-
butyric acid. Plants grown with the addition of *C-citrulline have shown
high accumulations of the label in arginine and some traces of radio-
activity in urea. '4C-arginine caused the appearance of radioactivity in
citrulline and proline. In potassium deficient plants ornithine was decar-
boxylated to putrescine.

Fries [6] and Street [14] have also suggested the operation of the
ornithine cycle in higher plants. Etiolated shoots of the green pea, grown
under sterile conditions were able to utilize ornithine and citrulline in
place of the essential arginine without ill effects on the growth of the
plant. Thomas and Krauss [15] have shown increased content of arginine

[361]
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in Scenedesmus cultures growing on a medium containing ornithine.
Walker and Meyers [17] proved the synthesis of argininosuccinic acid
in Chlorella and in the bean, from arginine and fumaric acid, as well as
the conversion of citrulline from arginine in the presence of acetone
powder prepared from Chlorella. The synthesis of argininosuccinic acid
was also shown by Davidson and Elliott [5] in the green pea. Krebs and
Eggleston [11] demonstrated citrulline phosphorylase in the green pea
and the bean which in the presence of phosphate or arsenate catalyzes
the decomposition of citrulline to ornithine, ammonia and carbon dioxide.
This enzyme was shown to be identical with ornithine carbamylotrans-
ferase. In our laboratory Kleczkowski [10] has shown that homogenates
of various leguminous plants contain carbamylotransferase of very high
activity, and later the authors of this paper found that the enzyme is
present in the supernatant of centrifuged plant homogenates. Its activity
decreases slowly when kept for 7 days at 0 to 2°C. This supernatant does
not contain any enzymes which would catalyze the conversion of ci-
trulline into arginine in the presence of aspartic acid, ATP and Mg.

This paper reports some quantitative studies on the interconversion
of the aminoacids of the ornithine cycle in shoots of the green pea, with
the cotyledons removed. The shoots were grown under sterile conditions
on a medium containing ornithine, citrulline and arginine, respectively.
Sterile growth was maintained throughout for two reasons. Firstly, in
order to prevent any influence of microorganisms upon the nitrogen me-
tabolism of the plant, and secondly in order to reduce the endogenous
supply of aminoacids from the cotyledon, and thus increase the utilisation
of the particular aminoacid added to the medium.

MATERIAL AND METHODS

Shoots of the green pea, variety ,,Szesciotygodniowy*, were grown on
the White medium [18] with the addition of the following aminoacids:
ornithine monohydrochloride, citrulline and arginine monohydrochloride,
respectively. 7 to 10 ml. of the White medium with the addition of the
desired aminoacid were introduced into 50 ml. Erlenmeyer flasks. The
control growth was prepared as above, with the omission of the amino-
acid. A circular piece of filterpaper was placed in the flask, the paper
resting on a little glass wool which served as mechanical support for the
growing shoots, preventing their submersion in the medium. The flasks
with their content were sterilised with saturated bromine water for
4 minutes in a shaking funnel, stoppered with a cotton wool plug. The
seeds were then washed 10 times with sterile distilled water and finally
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soaked in the same funnel for about 20 hours at room temperature, The
isolation of the embryos from the seeds and their introduction into the
Erlenmayer flasks were carried out in the Hansen box that had previously
been sterilised by radiation from a quartz lamp. 10 or 20 embryos were
introduced into each flask, each shoot weighing about 10 mg. Growth
was maintained without light or temperature control. After 2 to 15 days
the washed seedlings were dried between two layers of tissue paper,
weighed, boiled for 5 minutes with a little distilled water and homo-
genised in the MSE homogeniser. When more concentrated extracts were
required, the solid particles were carefully disintegrated in a small por-
celain mortar and then made up to 10 ml. including the debris. The
extracts were then filtered through a little cotton wool, and urea was
directly determined in the filtrate. An aliquot of the filtrate was de-
proteinised with cadmium hydroxide [7], and citrulline (5 to 60 ug.) and
arginine (5 to 30 ug.) were determined colorimetrically.

Citrulline was determined by means of the Fearon test, as modified
by Lazariev [12] and adapted for plant material by Kleczkowski [10a].
The color was read in the Leitz photocolorimeter, using filter C. Arginine
was determined by the method of Ceriotti and Spandrio [1], using 0.3%
of hypobromide solution. The diffusion method of Conway [4] was used
for the determination of urea, Jack bean seeds being the source of urease.
The liberated ammonia bound with boric acid was titrated with 0.01 n-HCI
from a 0.2 ml. Rehberg biurette. Ammonia was determined in the same
way as urea, but without the addition of urease. The aminoacids in the
extracts were identified on Whatman No.1 by means of circular and
ascending paper chromatography, using phenol saturated with water as
the phase, in the presence of 0.3% of ammonia.

RESULTS

Results were calculated in ug. per 10 shoots. The figures quoted re-
present averages of 4 determinations from 2 parallel estimations. For the
determination of citrulline and arginine composite samples from 20 shoots
were taken; ammonia and urea, owing to their low concentrations were
determined in extracts from 50 shoots.

I. Cultures with the addition of ornithine to the medium

Cultures containing 10 shoots in 7 ml. of the White medium with the
addition of 5 mg. of ornithine monohydrochloride were determined for
their content of citrulline and arginine after 2, 4 and 6 days of growth.
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The results are shown in table 1. The increase of citrulline compared with
the control growth in cultures with added ornithine amounted to 65—
100%o, the increase of arginine 55 to 100%o.

Table 1l

Influence of ornithine added to the medium on the synthesis of citrulline and
arginine in shoots of green pea

Age of | Wt of shoots (mg) | Citrulline («g.) | Arginine (ug.)
shoots | con- | added | con-| added | con-| added
(days) | trol |ornithine| trol |ornithine| trol |ornithine
2 200 210 19 38 350 563
2 220 230 20 33 360 550
2 215 215 18 30 344 526
3 235 237 29 48 375 615
4 304 305 25 42 343 650
! 6 317 | 301 42 75 353 725
| 400 | 397 | 38 66 344 | 660

In order to determine the influence of compounds containing energy-
-rich bond, additional experiments were carried out as above, but in the
presence of carbamyl phosphate (CAP), or ATP. 20 shoots were grown
in 7 ml. of the White medium with the addition of 5 mg. of ornithine-HCI.
After 3 days 15 umoles of CAP (Lithium salt), or 15 umoles of ATP in
1 ml. of water were added. After additional 16 hours the samples were

Table 2

Influence of added carbamyl phosphate (CAP) or adenosinetriphosphate (ATP) on
the synthesis of citrulline and arginine in shoots of green pea (after 16 hours)

Added to Wt. of shoots | Citrulline | Arginine
the medium (mg.) (ng) (ng.)
— 303 26 381
ornithine 305 50 627
ornithine+ CAP 311 53 661
‘ ornithine+ ATP 312 57 687

determined for citrulline and arginine (Table 2). The addition of CAP
and ATP caused a slight but measurable increase of both aminoacids.
The insignificant increases may be explained by the short incubation
period, by instability of ATP and particularly CAP in solution, as well
as by a sufficient endogenous supply of high energy bonds in the healthy
growing shoots.
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I1. Cultures with the addition of citrulline to the medium

Preparatory work was carried out exactly in the same manner as in
the case of added ornithine. After 3 to 7 days the residual citrulline in
the medium and citrulline and arginine in the shoots were determined.
10 shoots were grown on the White medium with the addition of 5 mg.
of citrulline. As can be seen from table 3, the shoots rapidly absorbed

Table 3

Influence of citrulline (5 mg.) added to the medium on the synthesis of arginine
in shoots of green pea *)

Wt. of shoots Citrulline Arginine
Age of (mg.) (ug.) (ng.)
cultures :
(days) | control .addefl control | 2dded | ogium| control | 2dded
citrulline | citrulline | citrulline

3 262 | 245 25 260 3050 | 289 440

5 315 l 340 30 380 1925 257 557

7 370 375 37 421 1600 268 546

*) A different batch of peas of the same variety was used in the experiments from table 3
onwards.

citrulline from the medium. The level of citrulline increased 10 times
over and above the control, yet the content amounted only to about 1/10

of the total of absorbed citrulline. The increase of arginine varied from
55 to 116%.

The difference between the absolute quantities of citrulline absorbed
and the quantities of citrulline and arginine actually found in the tissue
can be explained only on the basis of rapid metabolism of both amino-
acids in the plant. In other words, if citrulline would be supplied to the
plant in concentrations below or equal to the rate at which the seedlings
can deal with this particular aminoacid, then no increase of citrulline
and only a very small increase of arginine should be found in the tissue
grown with the addition of limited amounts of citrulline. Conversely the
more citrulline added to the medium, the more citrulline and arginine
should be found in the tissue. This was actually the case as can be seen
in table 4. 400 pg. of citrulline in 10 ml. of the medium per 10 shoots
seems to be just the amount of substrate which the enzymes of the ni-
trogen metabolism can adequately deal with, because citrulline and
arginine are nearly as quickly metabolised as citrulline is supplied. The
higher the initial concentration of citrulline in the medium, the bigger
the accumulation of citrulline and arginine in the shoots.
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Table 4
Influence of concentration of added citrulline to the medium on the amount of
citrulline and arginine found in the medium and in the shoots of green pea
~_Age of cultures (days) ) j
2 4 6
Adde_d |
citrulline In shoots g | In shoots In shoots
to 10 ml. o0& 05 g &
o | 23| 53T — 3| 53 |= | 3| 83|
medium = 1 = = = = o,
Ws) | 5| BE|Beipg|CE| B8 Bo pe| D8 BE| Bol de
58|65 04| 48| 38| 55| 65| 45| ¥8| 59| 5E| <4
2370 s - —_— | o i
B () | (ug) | (ug) | B G | (ug) | (ug) | (ug) | B 5 | (ug) | (ug) | (ug)
|
none | 176 | 0| 25 | 247 205| o] 33| 261| 413| o] 35| 247
400 180 325| 26 254 | 265 116 35 | 282 | 415 93 42 | 261
1600 195 | 1500| 50 350 | 283 | 1035| 123 | 350 | 410 800 | 245 | 393
5000 192 | 4500 90 371 | 288 | 3300 307 | 391 | 460 | 2425| 725 | 523

In table 5 results are reported for arginine as well as for urea and
ammonia in cultures grown with the addition of 5 mg. of citrulline in
7 ml. of the White medium per 20 shoots. In 2 and 4 day-old cultures no
increases in urea were found, however, there was a noticeable increase
after 6 days. It is interesting to note that the amount of ammonia is
always higher in cultures grown on the medium containing anyone of
the aminoacids of the ornithine cycle. This point is illustrated by the
experiments compiled in table 6. Shoots were growing for 15 days with
tne addition of one of the 3 aminoacids of the ornithine cycle. In all
cultures considerable increases of urea and ammonia were observed, as
well as traces of citrulline and arginine in the medium itself. The increases
of ammonia in cultures growing on either of the aminoacids are not
surprising, as it is well known that all leguminous plants contain urease
which catalyzes the hydrolysis of urea.

Table 5

Influence of citrulline added to the medium on the synthesis of arginine,
urea and ammonia in shoots of green pea

Age of Wt. of 10 Arginine Ammonia-N Urea-N

e shoots (mg.) (reg.) (peg.) (eg.)

(days) added added added added
i control| ;i | CORrol| oipryyy, | €ODEIOL| ipryy), | CODEIOL| Gieru,
2 244 245 270 370 7.7 8.1 4.7 4.4
4 344 344 275 412 10.0 12.4 5.2 5.2
6 400 395 290 625 13.0 15.0 5.6 Bl
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Table 6

Influence of added ornithine, citrulline and arginine on the content of urea and
ammonia in 15 day old seedlings. (20 shoots were grown in 10 ml. of the White
medium with the addition of 5 mg. of the respective aminoacids)

Added to Wtﬁ:(ftszo . Arginine |[Ammonia-N| Urea-N
the medium, 1 ‘
(mg.) | (ng.) (ng.) (¢g.)
—_ 494 ' 225 9.7 8.1
ornithine 481 | 379 , 14.1 14.1
citrulline 505 371 11.8 | 11.8
arginine 530 | 387 22.5 \ 13.1

The increases of citrulline and arginine reported above were con-
firmed chromatographically and marked increases of glutamic acid, glu-
tamine and particularly asparagine were also observed.

III. Cultures with the addition of arginine to the medium

Arginine, urea and ammonia were determined in shoots grown on the
White medium with the addition of arginine. Some of the cultures were
growing in the dark, some others in the light. Each flask contained
20 shoots in 7 ml. of the medium with the addition of 5 mg. of arginine.
Results in table 7 show that arginine was rapidly metabolised. After 3

Table 7

Influence of arginine (5 mg.) added to the medium on the synthesis of urea and
ammonia in shoots of green pea

i Wsth :gtszo Arginine Ammonia-N| Urea-N
of cultures | Grown in (mg.) (ng.) (ug.) (ng.)
(days)
cony | e | | | M | cony argi” | Son; argi
nine nine nine nine
3 light 270 272 296 822 | 2100 l 7.7 8.5 3.1 6.9
3 iight 261 272 275 | 800 — | 6.9 9.8 3.3 6.1
3 dark 314 323 260 | 810 | — 6.9 8.9 3.1 4.2
6 light 431 447 287 | 1013 — 8.7 | 13.9 5.7 9.2
6 light 371 383 299 985 950 S 12:2 5.2 8.7
6 3 days light
then 3 d. ; '
dark 310 | 322 ‘r 318 | 1240 ( 525 | 7. | 111 | 7.1 | 16.2
6 dark 490 480 275 937 600 | 12.0 | 144 4.8 8.0
8 dark 527 | 527 ) 261 766 350 ‘ 16.6 | 26.4 7,9 11.3
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days the shoots have absorbed 60°%o of the arginine from the medium, after
6 days 80 to 90% of the arginine was absorbed, and after 8 days only
7% of the initial arginine was left in the medium. The increase ¢f urea
amounted to 50—125%, and the increase of ammonia varied from 11 to
60%0. Chromatographically it was possible to detect only an intense spot
corresponding to asparagine.

DISCUSSION

It is evident from the experiments reported that the addition of
ornithine to the medium caused the synthesis of citrulline and arginine.
Similarly, arginine was synthesised from citrulline, and an adequate
supply of arginine caused the appearance of increased quantities of urea
and ammonia in the plant tissue. The interconversion of the aminoacids
of the ornithine cycle as well as the disappearance of ornithine, citrulline
and arginine in the green pea proceeds at a high rate, suggesting the
presence of a very active system of enzymes catalyzing the metabolism
of these aminoacids. The results in table 3 show that after 7 days 3400 ug.
of citrulline were absorbed from the medium, whereas the quantities of
citrulline and arginine actually found in the shoots amounted only to
662 ug. (increase above endogenous citrulline and arginine). This suggests
that about 80%, of the absorbed citrulline has been metabolised through
the ornithine cycle and through some other metabolic paths.

The important, if not the dominant role of the ornithine cycle in the
green pea may be illustrated in the following manner. It is seen from
table 3 that at least 278 ug. of arginine was synthesised after 6 days in
10 shoots from 3400 ug. of citrulline absorbed from the medium. This
amounts to a conversion of over 8%. Actually the synthesis of arginine
must be very much higher than that, because, as can be seen from table 7,
the disappearance of arginine from the tissue is very rapid indeed. After
6 days of growth the shoots have absorbed 4050 ug. of arginine and the
amount of arginine found in the tissue over and above the endogenous
arginine amounted only to 686 ug. This suggests a “loss” of 83%. Should
this rate of arginine metabolism be applied to the 278 ug. arginine increase
in table 3, then the total synthesis from 3400 ug. of citrulline would
amount to 1632 ug. of arginine. In other words, 48°0 of the initial ci-
trulline would have been metabolised by means of the ornithine cycle
path. Unfortunately inadequte methods for the determination of orni-
thine and the rapid metabolism of urea and ammonia in the plant do not
permit as yet the drawing of a complete balance sheet for the ornithine
cycle in the plant.
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The concentration of arginine in the shoots of the green pea is about
15 times as high as the concentration of citrulline. It is interesting to
note that the accumulation of citrulline in the shoots is relatively low
despite the uninterrupted absorption of ornithine from the medium (Ta-
ble 1). After 6 days of incubation the increase of citrulline amounted to
30 pg. and the corresponding increase of arginine to 340 ug. The low
level of citrulline in the shoots despite continuous feeding with ornithine
suggests that citrulline is a very active metabolite and that the plant
contains active enzymes as well as abundance of energy for its meta-
bolism. The addition of ATP caused only insignificant increases in the
concentration of citrulline and arginine from ornithine, suggesting an
ample supply of high energy bonds for the synthesis of CAP and arginino-
succinic acid.

It can be seen from table 3 and 4 that in no case was it possible to
find in the tissue more than 10 to 25% of the absorbed citrulline from
the medium. Furthermore when the concentration of citrulline reached
a certain level, further increases had no effect upon the concentration
of arginine in the shoots. After 6 to 7 days of incubation the accumulation
of citrulline in the shoots increased 10 fold (Table 3) and 20 fold (Ta-
ble 4) and yet the increase of arginine was the same in both cases,
amounting to about 100%. This would seem to suggest that citrulline may
be metabolised on a path other than the ornithine cycle.

The operation of the full ornithine cycle is shown in table 6, where
irrespective of the aminoacid fed, be it ornithine, citrulline or arginine,
the level of arginine was equally high and in all cases it was possible
to prove a considerable increase of urea and of ammonia. On the other
hand, no ornithine could be detected chromatographically which, however
may not be surprising if its metabolism proceeds at a rate similar to that
of citrulline and arginine.

More intense and larger chromatographic spots were observed for
citrulline and arginine in extracts prepared from cultures grown on any
of the 3 aminoacids. Intense spots were also detected corresponding to
asparagine, glutamine and glutamic acid from cultures grown on ornithine
and citrulline and increases in asparagine only, in cultures which were
fed with arginine. Similar observations were made by Kasting and Del-
wiche [8], Coleman and Hegarty [3] and Kleczkowski [10].

On the basis of the presented evidence it is concluded that young
shoots of the green pea contain a complete and very active enzyme
system catalyzing all the links of the ornithine cycle, from ornithine
through citrulline and arginine to urea. Owing to the presence of urease,
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urea may be rapidly hydrolysed to ammonia, which itself is incorporated
into the nitrogen metabolism of the plant in the usual manner. Cole-
man [2] suggested that the ornithine cycle in green plants terminates on
arginine, resembling the cycle in microorganisms which do not possess
arginase. However, the results presented above, in conjunction with the
fact that leguminous plants contain active arginase and urease would
suggest that the complete ornithine cycle operates in young shoots of
the green pea.

SUMMARY

Sterile cultures of shoots of the green pea with removed cotyledons:
were grown on the White medium with the addition of ornithine, citrulline
and arginine, respectively. The young shoots absorbed large amounts of
the aminoacids from the medium. It was shown that the growing tissue
was able to catalyze the whole process of the ornithine cycle. By means
of paper chromatography it was confirmed that cultures grown on orni-
thine and citrulline caused also the synthesis of asparagine, glutamine and
glutamic acid, while grown on arginine it caused the synthesis of aspara-
gine only. Quantitative observations on the metabolism of ornithine,
citrulline and arginine lead to the conclusion that young shoots of the
green pea possess the complete enzyme system for the catalysis of the
ornithine cycle.
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CYKL ORNITYNOWY W KIEEKACH GROCHU
Streszczenie

Sterylne zarodki grochu po usuniegciu liscieni hodowano na pozywce
White’a z dodatkiem ornityny, cytruliny wzglednie argininy. Mlode kietki
absorbuja duze ilosci aminokwaséw z pozywki. Wykazano, ze rosngca
tkanka moze katalizowa¢ przemiane aminokwaséw po torze cyklu orni-
tynowego. Potwierdzono przy pomocy chromatografii bibulowej, ze ho-
dowle rosngce na pozywce z dodatkiem ornityny i cytruliny syntetyzuja
ponadto asparagine, glutamine i kwas glutaminowy, za$ z dodatkiem argi-
niny syntetyzujg jedynie asparagine. IloSciowe badania przemiany orni-
tyny, cytruliny i argininy przemawiaja za tym, ze mlode kielki grochu
posiadaja komplet enzyméw cyklu ornitynowego.

Otrzymano 2.5.1958 r.
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W ostatnich latach dokonano znacznego postepu w badaniach nad wy-
jasnieniem mechanizmu mikrobiologicznego rozkladu nikotyny. W 1954 r.
Wada i Yamasaki [10] wsréd produktéw utlenienia nikotyny przez bak-
terie glebowe zidentyfikowali pseudooksynikotyne i kwas yp-keto-y
(3-pirydylo) mastowy, a Tabuchi 3-bursztynylo-6-hydroksypirydyne [7].
W 1955 r. Frankenburg [2] oraz Frankenburg i Vaitekunas [3] wykryli
dodatkowo 6-hydroksynikotyne, 3-pirydylopropyloketon, 3-pirydylomety-
loketon, kwas nikotynowy i 6-hydroksynikotynowy. W naszym labora-
torium zauwazono, ze w wyniku rozkladu nikotyny przez wydzielony
szczep bakterii glebowych powstaje m. in. wieksza, anizeli dotychczas wy-
kryto, iloé¢ pochodnych pirydynowych. W niniejszej pracy opisano nie-
ktére wlasnosci tych zwigzkéw.

CZESC DOSWIADCZALNA

Hodowla drobnoustrojéw. Z korzeni roélin polowych Machorki Pomor-
skiej wyizolowano szczep bakterii zdolnych do korzystania z azotu i we-
gla nikotyny. Bakterie te wg Bergey’a [1] nalezg do Pseudomonas. Mikro-
organizmy hodowano na pozywce o nastepujacym skladzie: 0,03%0 K,HPO,,
0,03%0 KH,PO,, 0,050 MgSO,, 0,05% NaCl, §lad FeCl, oraz 0,2° niko-
tyny; pH 6,8.

Pozywke po 500 ml w litrowych kolbach sterylizowano w aparacie
Kocha trzykrotnie po pél godziny. Kazdg kolbe szczepiono 1 ml zawie-
siny bakteryjnej w wodzie destylowanej i przetrzymywano w ciemni
w termostacie o temp. 27°.

Rozdzial produktéw rozkladu nikotyny. 1,5 1 pieciodniowej hodowli
mieszano z celitem i sgczono przez bibule. Przesgcz zageszczano pod
zmniejszonym ci$nieniem pietnastokrotnie, dodawano tlenku magnezowego
5
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i destylowano z parg wodng. Destylacje konczono, gdy w 5 ml desty-
latu nie stwierdzano zmetnienia po dodaniu kwasu krzemowo-wolframo-
wego. Destylat (okolo 1,5 1), po zakwaszeniu kwasem solnym, zageszczano
na tazni wodnej do 50 ml, alkalizowano lugiem sodowym do pH powy-
zej 10 i ekstrahowano eterem naftowym. Wyciag eterowy mieszano z 20 ml
0,1 ~-kwasu solnego, eter oddestylowywano, a pozostaly kwasny roztwoér
wodny, po uzupelnieniu do 25 ml, stanowilt frakeje I.

Roztwér wodny, po ekstrakcji eterem, ekstrahowano chloroformem.
Ekstrakcje przerywano, kiedy w roztworze wodnym nie bylo juz zwiaz-
kéw pochlaniajacych $wiatlo o diugosci fali 260 mu. Zawarte w chloro-
formie zwigzki pirydynowe przenoszono do 25 ml 0,1 n~-kwasu solnego
ekstrahujac porcjami po 5 ml — frakcja II.

Pozostalos¢ po destylacji z parg wodng zageszczono na tazni wodnej
do 50 ml, przesgczono i ekstrahowano chloroformem, a nastepnie chloro-
form 0,1 n-kwasem solnym jak wyzej. W ten sposéb do kwasu przeszly
wszystkie zawarte w chloroformie zwigzki tworzace barwne polaczenia
z kwasem p-aminocbenzoesowym i bromocyjankiem — frakcja III.

Roztwér wodny, po ekstrakeji chloroformem, odparowano do sucha
i pozostale na dnie naczynia zwiagzki pirydynowe rozpuszczano w bez-
wodnym etanolu — frakcja IV. Kazdg frakcje badano chromatograficz-
nie i spektrofotometrycznie w nadfiolecie.

Badania chromatograficzne. Do badan chromatograficznych pobierano
czes¢ roztworéw frakcji I, II lub III, alkalizowano lugiem sodowym i eks-
trahowano chloroformem. Wyciagi chloroformowe zageszczano pod
zmniejszonym ci$nieniem do malych objetosci i nakraplano na bibute
Whatman nr 1. Do chromatografii zwigzkéw frakcji IV pobierano bez-
posrednio roztwoér alkoholowy. Stosowano jednokierunkowa, wstepujacg
technike wg metody opisanej przez Tso i Jeffery [8].

Do rozwijania chromatograméw stosowano nastepujace uklady roz-
puszczalnik6w: 1. n-butanol : etanol : 0,2 m bufor octanowy o pH 5,6
(50 : 10 : 40) [4]; 2. III-rzedowy alkohol amylowy : 0,2 m bufor octanowy
o pH 5,6 (50:50) [8]; 3. octan butylowy : metanol : 0,25% NH,OH
(95:5:25) [6], w niektéorych przypadkach; 4. benzen :metanol:0,2 m
bufor octanowy o pH 5,6 (60 : 15 : 25) [4].

Rozwinigte i wysuszone na powietrzu chromatogramy wywolywano
za pomocg spryskania odczynnikiem Dragendorfa w modyfikacji Mun-
niera i wspdlpr. [5] wzglednie przez opryskanie 1% etanolowym roz-
tworem kwasu p-aminobenzoesowego i po wysuszeniu przez zanurzenie
do par bromocyjanku. W tym wypadku najintensywniejsze zabarwienie
plam nastepuje po 25—30 minutach [8].
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Dla uzyskania czystych zwigzkéw w ilosciach dostatecznych do badan
w nadfiolecie, na arkusz bibuly Whatman nr 3 o wymiarach 29 X 46 cm
nanoszono roztwory poszczegblnych frakeji linig ciagla w odleglosci 3 cm
od krétszej krawedzi. Po rozwinieciu i wysuszeniu, wycinano po obydwu
stronach arkusza, réwnolegle do kierunku ruchu rozpuszczalnika, dwa
paski o szerokosci okolo 3 cm. Paski wywolywano i w oparciu o uzy-
skane plamy, wycinano z reszty arkusza odpowiednie odcinki. Zawarte
w nich zwigzki eluowano woda lub 0,01 n kwasem solnym. Uzyskane
w ten sposéb surowe eluaty badano chromatograficznie w innych ukla-
dach rozpuszczalnikéw i dalej oczyszczano w tym ukladzie, w ktérym
uzyskano najkorzystniejszy podzial. Za czyste uznawano te zwiazki, ktére
badane w réznych rozpuszczalnikach dawaly pojedyncze plamy o jedno-
litym zabarwieniu z kwasem p-aminobenzoesowym i bremocyjankiem.
Czyste chromatograficznie zwigzki pierwszych trzech frakcji wytracano
kwasem krzemowo-wolframowym, natomiast zwigzki frakcji IV, po od-
parowaniu wody, rozpuszczano w etanolu.

Badania widm absorpcyjnych w mnadfiolecie. Do badan w nadfiolecie,
wytracone kwasem krzemowo-wolframowym zwiagzki pierwszych trzech
frakcji, rozpuszczano w 2—3 ml 1 N lugu sodowego i ekstrahowano chloro-
formem. Chloroform oddestylowywano do sucha in vacuo i osad rozpusz-
czano w wodzie redestylowanej. Zwigzki frakeji IV rozpuszczano w wo-
dzie bezposSrednio po odparowaniu etanolu.

Do badan pobierano dokladnie 3 ml roztworu wodnego. Widma absorp-
cyjne oznaczano w jednej prébce w nastepujacej kolejnosci: 1) w wodzie,
2) po zakwaszeniu przez dodanie 0,03 ml 1,0 n kwasu solnego, 3) po zobo-
jetnieniu za pomocg 0,03 ml 1,0 n lugu sodowego, 4) po zalkalizowaniu za
pcmocg dodania dalszych 0,03 ml lugu i wreszcie 5) po zobojetnieniu.
Oznaczenia wykonywano wobec wody redestylowanej, ktérg réwniez od-
powiednio zakwaszano, zobojetniano i alkalizowano. Pomiary wykony-
wano w spektrofotometrze Jobin i Yvon.

WYNIKI

W pozywce, zawierajacej nikotyne jako jedyne zrédlo azotu i wegla,
po zaszczepieniu bakteriami, stwierdzono stopniowy ubytek jej zawar-
tosci i rownoczesnie chromatograficznie wykryto powstanie nowych
zwigzkéw pirydynowych. Z pieciodniowej hodowli wydzielono w stanie
czystym 10 tych zwigzkéw. W tablicy 1 zestawione sg ich wspdlczyn-
niki Ry w trzech ukladach rozpuszczalnikéw oraz podane jest zabar-
wienie z kwasem p-aminobenzoesowym i bromocyjankiem.
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Tablica 1

Wspotczynniki Ry oraz zabarwienie z kwasem p-aminobenzoesowym i bromocyjan-
kiem produktéw rozkladu nikotyny wydzielonych z pieciodniowej hodowli

Pseudomonas

Frak- | Zwia- Zabarwienie z kwasem Wepaleernakl B

la it p-aminobenzoesowym w ukladach
1 i bromocyjankiem IT 1* I ok ’ 3+
I 1 z6ito-pomaranczowe 0,38 0,23 | 0,00
1I 2 czerwono-pomaranczowe 0,82 0,75 | 0,80
3 pomaranczowe 0,29 0,15 | 0,00
4 czerwono-pomaranczowe 0.37 0,19 | 0,00
III 5 czerwono-rézowe 0,74 0,72 | 0,62
6 czerwono-wisniowe 0,76 0,82 | 0,85
1f pomaranczowo-czerwone 0,77 0,81 | 0,93
8 karminowe 0,42 0,45 | 0,74
v 9 z6lto-pomaranczowe 0,43 0,49 | 0,88
10 Cczerwono pomaranczowe 0,66 0,68 | 0,96

1* n-butanol-etanol-0,2 M bufor octanowy pH 5,6 (50 : 10 :40)
2+* III-rz. alkohol amylowy - 0,2 M bufor octanowy pH 5,6 (50 :50)
8* octan butylowy - metanol - 0,25% NH,OH (95 :5 :25).

Zwiazki pierwszych trzech frakcji latwo ekstrahuja sie z alkalicznego
roztworu wodnego do chloroformu i z chloroformu do rozcienczonego
kwasu solnego. Sg to wiec zwigzki o charakterze zasadowym. Zwigzki
frakeji I i II sa lotne z parg wodng. Zwigzki wydzielone z frakeji IV nie
ekstrahuja sie z alkalicznego roztworu wodnego. do chloroformu, eteru
etylowego i benzenu, jak réwniez nie rozpuszczaja sie w tych rozpusz-
czalnikach po odparowaniu wody ze Srodowiska alkalicznego. Barwne
polaczenia z odczynnikiem Dragendorfa tworza zwigzki oznaczone nu-
merem od 1 do 5 wlacznie.

Na rys. 1 przedstawione sg krzywe absorpcyjne tych zwigzkéw w nad-
fiolecie w wodnych roztworach 0,01 n kwasu solnego i 0,01 n lugu so-
dowego. Jak widaé wszystkie zwigzki posiadaja charakterystyczne dla
pochodnych pirydyny maksimum pochtaniania przy ok. 260 mgu.

Z wydzielonych zwigzkéw zidentyfikowano chromatograficznie
i spektroskopowo nikotyne — zwigzek nr 1 (czysty standard nikotyny
otrzymano przez frakcjonowanag destylacje handlowego preparatu), kwas
nikotynowy — zwigzek nr 9 (standard kwasu nikotynowego Firmy
Struers) oraz kwas y-keto-y (3-pirydylo) mastowy — zwiazek nr 10 (kry-
staliczny standard otrzymano wg metody Wada i Yamasaki [10]). Praca
nad identyfikacjg pozostalych zwigzkow jest w toku.
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DYSKUSJA

Proces mikrobiologicznego rozkladu nikotyny, zdaniem Frankenburga
i Vaitekunasa [3], moze przebiega¢ trzema torami. Jeden z nich rozpo-
czyna sie utlenieniem pierScienia pirydynowego, pozostale dwa polegaja
na otwarciu pierscienia pirolidynowego czasteczki alkaloidu. Jako jeden
z produktéw powstaje kwas y-keto-y (3-pirydylo) mastowy. Zwigzek ten
ulega dalszej przemianie ‘bgdZ przez stopniowe skracanie bocznego lan-
cucha alifatycznego, badz tez przez bezposrednie utlenienie pierscienia
pirydynowego. Wada [9] uwaza, ze w obecnosci bakterii glebowych ro-
dzaju Pseudomonas rozklad nikotyny przebiega wg tej ostatniej drogi
i wyklucza mozliwo$¢é innych przemian. Wyniki niniejszej pracy nie po-
twierdzaja tego pogladu. Wykrycie wsréd produktéw rozkladu kwasu
y-keto-y (3-pirydylo)maslowego i kwasu nikotynowego przemawia za
tym, ze proces ten rozpoczyna sie rozerwaniem pierscienia pirolidynowego
nikotyny i powstaly boczny lancuch alifatyczny jest nastepnie stopniowo
skracany. Ponadto wykrycie przez nas duzej ilosci pochodnych pirydy-
nowych (poza opisanymi, stwierdzono dodatkowo obecnos$¢ kilku sub-
stancji, o podobnych wtlasnosciach, ktére z uwagi na trudnosci meto-
dyczne nie zostaly wydzielone i opisane) przemawia réwniez za tym, ze
rozklad nikotyny przez mikroorganizmy glebowe jest procesem o cha-
rakterze bardziej zlozonym, niz by to wynikalo z danych przedstawio-
nych przez Wada [9].

STRESZCZENIE

Wyizolowano szczep bakterii glebowych rodzaju Pseudomonas zdol-
nych do rozwoju na pozywce, w ktorej jedynym zrédlem azotu i wegla
jest nikotyna.

Stwierdzono, ze w czasie hodowli zawarto$¢ nikotyny w pozywce
szybko spada i roéwnocze$nie pojawiaja sie nowe substancje, tworzgce
charakterystyczne dla zwigzkéw pirydynowych barwne polaczenia z kwa-
sem p-aminobenzoesowym i bromocyjankiem oraz silnie pochlaniajace
$wiatlo o dlugosci fali 260 mpu.

Z pieciodniowej hodowli wydzielono chromatograficznie 10 zwiazkéw,
dla ktérych podano wspélezynniki Ry w trzech ukladach rozpuszczalni-
koéw, zabarwienie z kwasem p-aminobenzoesowym i bromocyjankiem,
rozpuszczalno$¢ w niektérych rozpuszczalnikach oraz widma absorpcyjne
w nadfiolecie w roztworach wodnych 0,01 n kwasu solnego i 0,01 ~n lugu
sodowego.

Wsréd wydzielonych zwiazkéw, spektrofotometrycznie i chromato-
graficznie, poza nikotyna, zidentyfikowano kwas y-keto-y (3-pirydylo) ma-
slowy i kwas nikotynowy.
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MICROBIOLOGICAL DEGRADATION OF NICOTINE

Summary

A strain of soil bacteria of the genus Pseudomonas, able to grow on
a medium with nicotine as the sole source of nitrogen and carbon, was
isolated.

The content of nicotine in the culture was found to diminish rapidly
during growth, and simultaneously there were noted to appear new sub-
stances which gave with p-aminobenzoic acid and cyanogen bromide the
colour compounds typical for pyridine compounds, and strongly absorbing
260 mu. waves.

10 compounds were isolated chromatographically from the 5 days old
culture. Ry values in 3 solvent systems are given, as well as colour tests
with p-aminobenzoic acid and cyanogen bromide, absorption spectra in
UV light and solubility in some organic solvents are also supplied.

In addition to nicotine, also y-keto-y (3-pyridyl) butyricacid and
nicotinic acids were identified with the aid of spectrophotometric and
chromatographic methods among the compounds isolated.

Otrzymano 19.5.1958 r.
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WPLEYW PROMIENIOWANIA RENTGENOWSRIEGO
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Kierownik: doc. dr E. Kowalski

Jedng z wezesnych faz biosyntezy hemu jest konwersja kwasu d-amino-
lewulinowego (ALA) na porfobilinogen (PBG), bezposredni monopiro-
lowy prekursor porfiryn. Reakcje te katalizuje dehydraza kwasu d-amino-
lewulinowego (ALAD).

Wyniki badan zachowania sie tego enzymu po napromienianiu in
vitro promieniami X przedstawiliSmy w poprzednim doniesieniu [2]. Te-
matem niniejszego doniesienia sg badania, dotyczace wplywu promienio-
wania jonizujacego in vivo na role ALAD w biosyntezie hemu u zwie-
rzat napromienianych na cale cialo.

Wplyw promieniowania jonizujgcego na poszczegélne etapy biosyn-
tezy hemu, jak wynika z dostepnej literatury, nie byl dotychczas badany.
Nizet i wspoétpracownicy [4], Richmond i wspélpracownicy [6], Bonnichsen
i Hevesy [1] badali jedynie wplyw promieniowania na globalng biosyn-
teze hemu lub hemoglobiny. Autorzy ci stwierdzili wzrost zdolnosci
hemopoetycznych w tkankach narzadéw krwiotworczych bezposrednio po
napromienieniu zwierzecia oraz w kilkanascie dni pézniej, w okresie re-
generacyjnym.

CZESC DOSWIADCZALNA

A. Materiaty i metody

Badania prowadzono na bialych szczurach, plci meskiej, o cigzarze
160—230 g, karmionych standardowym pokarmem. Aktywnos¢ ALAD
oznaczano w watrobie, nerce, $ledzionie i szpiku kostnym. Narzady te
izolowano natychmiast po zabiciu zwierzecia i homogenizowano z dwu-
krotna wagowo iloscig 0,15 m KCI oziebionego uprzednio do 0°. Jako ho-
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mogenatu szpiku kostnego uzywano przesgczony przez gaze zawiesine
uzyskang po zmiazdzeniu i roztarciu w mozdziezu porcelanowym pelnej
kosci udowej z dwukrotng iloscig ozigbionego 0,15 m roztworu KCl. Zwie-
rzeta zabijano w narkozie eterowej przez przeciecie zyl szyjnych i wy-
krwawienie. Metode oznaczania ALAD opisano szczegélowo w poprzednim
doniesieniu [2]. Aktywno$s¢ ALAD w badanych narzadach przeliczano na
ilos¢ pmoli PBG utworzonego w ciagu godziny na gram mokrej tkanki,
na caly narzad i na mg azotu bialkowego. Zawarto$¢ azotu biatkowego
ze wzgledu na brak dostatecznej ilosci materialu oznaczano (metoda
Kjeldahla) jedynie w niektérych prébach.

Zwierzeta napromieniano promieniami X z aparatu rentgenowskiego
typu ,,Stabilipan 250 f-my Siemens przy napieciu 160 kV i pradzie 15 mA,
filtrze 0,5 mm Cu. Jednocze$nie napromieniano 8 zwierzat umieszczo-
nych w kolistej klatce drewnianej podzielonej na 8 segmentéw o roz-
miarach i ksztalcie dopasowanym do wielkoSci zwierzecia, nie pozwala-
jacym na zmiane przez nie pozycji. Klatke ustawiano wspélosiowo w od-
leglosci 90 cm od srodka lampy rentgenowskiej, co pozwolilo na réwno-
mierne napromienianie wszystkich zwierzat. Natezenie dawki mierzono
za pomocg uniwersalnego dozymetru z komorg naparstkowg. Dla powyz-
szych warunkéw natezenie dawki mierzone w fantomie drewnianym wy-
nosito 10 £ 0,3 r/min. Wielko$é aplikowanej dawki regulowano dlugoscia
czasu ekspozycji zwierzat.

B. Wyniki

Jako prawidlowe aktywnos$ci ALAD w badanych narzadach przyjeto
$rednie wartosci uzyskane z 10 zdrowych szczuréw, przebadanych w spo-
s6b identyczny jak i szczury napromieniane. Dane te przedstawiono w ta-
blicy 1.

Tablica 1

Aktywnosé dehydrazy kwasu d-aminolewulinowego w narzqdach szczurow
kontrolnych (nie napromienianych)

Aktywnos¢ ALAD w umolach PBG/godz. |
w przeliczeniu na caly narzad (a) i na g tkanki (b) |

e

| nerka | watroba |Vszpik l?ostnf $ledziona |
‘ a b ] I e e T b

el . =1 J ‘

Warto$¢ Srednia , : | ‘

% 10 opaassan 0,36 _E{'{ 413 | 0,4-0_7' 0,09,_, 0,07 - 0,06“ 3,08“

Wartoéci | maksimum| 0,50 | 0,22 | 533 | 0,49 ‘o,zo 012 017 014 |
grani- |— ’ ‘ i =5l T

czne 'minimum 0,19 | 0,13 | 2,59 J 0,29 | 0,04 | 0,02 | 0,04 0,04 |

Srednie odchy- | b |FExEon ' EETE ;

e 012 | 0,04 | 1,25 | 007 | 0,045| 0,03 | 0,02 003 |
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Tablica 2

Aktywnosé dehydrazy kwasu d-aminolewulinowego w niektérych narzqdach
szczuréw napromienianych jednorazowo réznymi dawkami promieni X na cale ciato

| Licz- | Srednia aktywno$¢é ALAD wyrazona jako
| Czas ba ilo§¢ wmoli PBG/godz. w calym narzadzie (a)
Lp. PO bada- | i gramie tkanki (b)
eksp_q- nych | l l F
zycji - | zwie- | nerka watroba |szpik kostny| S$ledziona
rzat | 'a | b l AL b e R | ] [
Dawka 25 rentgenow
1| 1dni | 2 | 024|013 306 034|009 004/ 009 008
2|2, | 2|62 013‘ 2,25 | 032 0,11 | 0,08 0,08 0,10
3 I 3 i 2 | 0,23 | 0,12 | 241 0,28 | 0,08 | 0,04 | 0,05 0,04
4 S 2 0,25 | 0,13 w 2,72 | 0,31 0,09 | 0,05 | 0,11 0,10
5 ‘ 0 2 0,26 ‘ 0,16 | 4,31 041 0,11 | 0,07 | 0,12 | 0,12
Qv ™ Ty, 2 0,25 | 0,14 | 3 551 0,39 | 0,11 | 0,08 0,12 J 0,12
Dawka 50 rentgenéow
7 1 dni 4 0,27 “ 0,15 | 3,79 | 0,40 | 0,08 | 0,05 | 0,04 | 0,05
8 Suwrt 2 0,26 | 0,14 | 3,80 | 0,42 | 0,10 | 0,06 | 0,29 | 0,21
[ 9 s 2 0,18 | 0,15 | 2,82 | 0,40 | 0,11 | 0,11 | 0,10 | 0,15
10| 5% 2 | 022|017 3,21 | 044 | 0,15 | 0,15 | 0,13 | 0,17
11 85 1 0,13 | 0,13 | 2,81 | 0,38 | 0,07 [ 0,07 | 0,20 | 0,22
T I 4 | 0201/ 015 320 | 039 | 013 | 0,11 | 0,07 | 0,13
13 - 2 0,19 | 0,13 | 3,09 0,40 0,0 | 0,08 | 0,15 | 0,15
18 2 0,19 | 0,14 280 | 0,34 A 0,13 | 0,08 | 0,09 | 0,10
164118 . 3 | 020 013 | 341 | 0,39 | 0,08 | 0,07 | 0,09 0,10
1§l 163 (el 2 | 0,23 0,17 332 | 040 0,09 | 0,08 | 0,04 0,05
17 |28 -, 3 | 018 015 331|039 009 | 0,06 | 005 006
18 | 27 3 017 017 | 339 | 0,44 | 0,08 | 005 005| 0,06
19 | 30 ,, 2 | 030 016 481 042 | 0,05| 0,03 | 0,08 | 0,09
Dawka 100 rentgenéw
20 | 1 dni | 2 0,29\ 016' 442 | 047 | 0,09 | 0,07 | 0,007/ 0,02
21 3 , | 2 /029 016 | 348 | 0,37 | 0,18 | 0,13 | 0,04 | 0,06
22 (R 2 0,27 ’ 0,16 I 384 | 047 | 0,13 | 0,09 | 0,02 | 0,03
2 |11, 2 0,22 ! 0,13 388 040 008 | 0,06 | 007 | 0,08
24 | 1ore 1 ‘ 0,19 | 0,12 | 3,52 | 0,40 | 0,10 | 0,06 | 0,04 | 0,04
Dawka 200 rentgenow
25 1 dni ! 2 0,31 ’ 0,17 4,44 | 0,38 | 0,01 | 0,01 . 0,005/ 0,01
25 S IS 0,27 | 0,13 i 341 | 048 | 0,07 | 0,07 | 0,02 | 0,04
27 (RS 0 20 0,13 | 4,00 044 | 0,10 | 6,08 | 0,03 | 0,05
28 {00 ‘ 2 } 0,24 l 0,17 ’ 308 ( 045 | 0,13 | 0,12 | 0,12 | 0,12
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cigg dalszy tablicy 2

| Licz- | Srednia aktywno$§é ALAD wyrazona jako ilo§¢ |
Czas ba wmoli PBG/godz. w calym narzadzie (a)
L.p. po |bada- i gramie tkanki (b) ;
ekspo- | nych : 5 -
zycji | zwie- nerggwwl watroba \bsszk kostny | $ledziona
rzat | a | b ae|Babnn e a sl TEb a b: |
Dawka 400 rentgenow |
e =}
29 1 dni 3 0,21 | 0,15 3,89 | 0,37 | 0,03 | 0,03 | 0,015| 0,02 i
30 2 1 0,20 | 0,16 | 2,3¢ | 0,45 | 0,02 | 0,02 | 0,02 | 0,03 |
31 S 2 0,22 | 0,12 | 397 | 0,42 | 0,01 | 0,01 | 0,003 | 0,007 i
32 4 1 0,23 | 0,13 | 440 | 040 | 0,01 | 0,007 | 0,01 | 0,02 |
8|5, 2 | 022012 312 033 004002 0007 001
34 (N 1 022 | 0,13 | 254 | 033 | 0,05 | 0,06 | 001 | 0,02 |
3ed] 8 ., 2 | 016 012 | 290 | 033 | 011|009 | 005 | 0,09 |
3691 10 5, 2 0,16 & 0,15 . 3,16 | 0,40 | 0,08 | 0,08 | 0,06 | 0,12 ]
STEI18 ., 3 0,26 | 0,15 | 352 | 0,37 | 0,13 | 0,11 | 0,07 | 0,11 |
gkl - 3 | 027 015 452 | 039 | 0,14 | 0,08 | 025 | 020 |
39 (21 , 3 0,26 | 0,17 | 4,63 | 0,45 | 0,18 | 0,12 | 0,36 0,28 |
40 | 24 4 0,29 | 0,16 | 395 | 0,39 | 0,12 | 0,09 | 0,21 | 0,19
i 4 | 0,24 | 0,16! 4,95 | 044 | 013|009 | 018 | 0,17 !
42 |30 2 0,28 | 0,13 | 3,75 | 0,35 | 0,07 | 0,04 | 0,08 | 0,05 |
43 |35 2 0,21 0,13\ 345 | 0,35 | 0,20 | 0,12 | 0,23 | 0,14 |
44 | 40 , 2 0,22 | 0,14 | 3,57 | 0,37 | 0,15 | 0,09 | 0,07 | 0,06 |
45 | 42 2 0,25 | 0,13 ’ 3,12 | 0,24 | 0,08 | 0,04 | 0,05 | 0,04 |
46 |44 2 | 024 0,13 | 3,09 | 034 | 006|005 | 003 | 0,04 |
475148 ., 2 0,22 | 0,14 | 3,19 | 0,3¢ | 0,12 | 0,09 | 0,05 | 0,05
48 | 60 ,, 2 | 023 0,12 374 | 034 | 0,10 | 0,07 | 0,07 | 0,05
Dawka 650 rentgenéow
49 3 godz. 2 042 | 0,17 | 559 | 043 | 0,09 0,06 | 0,07 | 0,05
50 | 6 , 1 | 037| 0,15 | 4,96 | 0,40 | 0,04 | 0,02 | 0,09 | 0,10
51 |12 | 3 | 040 0,20 | 377 | 0,41 | 0,03 | 0,02 | 0,02 | 0,03
52 1 dni 4 0,36 | 0,17 ' 431 | 0,37 | 0,04 | 0,02 | 0,015 0,02
53 & 0y 3 0,36 ' 0,16 | 502 | 0,43 0,01 | 0,01 | 0,01 | 0,01
54 8 Yo 2 0,30 | 0,18 | 3,19 | 0,37 | 0,01 | 0,01 | 0,01 | 0,02
55 o 3 0,13 | 0,14 | 273 | 0,42 | 0,01 | 0,01 | 0,02 | 0,03
56 7 2 0,22 | 0,14 | 348 | 0,38 | 0,02 | 0,04 | 0,01 | 0,03
57 935 1 0,13 | 0,13 | 2,38 | 0,34 | 0,02 | 0,02 | 0,01 | 0,01
58 CE e 2 0,19 | 0,14 | 3,60 | 0,30 | 0,03 | 0,02 | 0,01 | 0,015
S9N 1085, 1 0,14 | 0,12 | 1,59 | 0,30 | 0,02 | 0,02 | 0,005| 0,01
60 | 13 ,, 2 0,13 | 0,11 | 3,50 043 | 0,01 | 0,02 | 0,025| 0,07
618 a0, 5 | 0,25 | 0,13 | 4,00 | 040 | 0,12 | 0,07 | 0,11 | 0,11
Dawka 1000 rentgenéw
62 3 godz. 1 0,10 | 0,07 | 1,67 | 0,25 | 0,05 | 0,04 | 0,03 | 0,05
63 8 1 0,09 | 0,06 | 143 | 0,22 | 0,03 | 0,02 | 0,02 | 0,02
64 1 dni 1 0,34 | 0,19 | 470 | 047 | 0,02 | 0,01 | 0,01 | 0,02
65 S5 3 0,29 | 0,14 | 4,15 | 037 | 0,01 | 0,003 0,003 | 0,005
66 E 1 0,14 | 0,06 | 2,20 | 0,25 | 0,01 | 0,003 0,005| 0,01
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18] WPLYW PROMIENIOWANIA RENTGENOWSKIEGO NA ALAD IN VIVO 385

W celu ustalenia aktywnosci ALAD w narzadach zwierzat napromie-
nianych przebadano ogétem 170 szczuréw. Zwierzeta napromieniano
dawkami 25, 50, 100, 200, 400, 650 i 1000 r, przy czym najwiekszg ilos¢
oznaczen wykonano dla dawek 50, 400 i 650 r. Celem przesledzenia zmian
aktywnosci ALAD w toku rozwoju choroby popromiennej, zwierzeta za-
bijano w odstepach czasu podanych w tablicach.

Wyniki eksperymentéw przedstawiono w tablicy 2, a niektére zalez-
nosci przedstawiono ponadto graficznie na rysunku 1 (a, b, ¢). Dane te
wskazuja na nastepujace zaleznosci czynnosci ALAD w badanych narzg-
dach napromienianych szczuréw.

1) Po napromienianiu dawkami ponizej 100 r obserwuje sie wzrost
aktywnosci ALAD w $ledzionie i szpiku kostnym, wystepujacy w pierw-
szych dniach od momentu napromienienia zwierzecia. W nastepnych
dniach czynnos¢ ALAD powraca do wartosci prawidlowych. W odréz-
nieniu od $ledziony i szpiku kostnego czynno$é enzymatyczna ALAD
w watrobie i nerkach w tych warunkach pozostaje bez wiekszych zmian.
Obserwuje sie nieznaczne zmniejszenie aktywnosci ALAD, jest ono przy
tym wyrazniejsze w nerce anizeli w watrobie.

2) Dawki wyzsze (400 r) powodujg w pierwszych dniach po napro-
mienieniu zmniejszenie si¢ czynnosci ALAD w §$ledzionie i w szpiku
kostnym. W nastepnym okresie, zaczynajacym sie okolo siédmego dnia
od momentu ekspozycji, obserwuje sie¢ wzrost aktywnosci ALAD w tych
narzadach, trwajacy 2—3 tygodnie. Aktywnoéci ALAD oznaczane w tym

250

SCL norm.

200

*ALAD w % % warto,
3

aktywnasc

-
(=Y
o

8

wart. normain

o

dni po napromienieniu

Rys. la
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Rys. 1. Aktywnoéé dehydrazy kwasu J-aminolewulinowego

/ /| 1
W nerce, szpiku kostnym
. ’ :
watrobie, $ledzionie,

oznaczana w roéznych dniach od momentu ekspozycji szczuréw napromienianych
jednorazowo dawka 50 (a), 400 (b) i 650 (c) rentgenéw na cale cialo (warto$ci na
caly narzad)
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okresie znacznie przekraczaly wartosci prawidlowe, niekiedy kilkakrot-
nie. Po tym okresie wzmozonej czynnosci ALAD nastepowal stopniowy
powr6t do wartosci prawidlowych.

Zachowanie sie ALAD w nerce i watrobie po dawce 400 r bylo po-
dobne jak w przypadku dawki 50 r. Zmniejszenie aktywnos$ci w przy-
padku watroby nie przekraczalo 95%0 przedzialu ufnosci wartosci prawi-
dlowych. W nerce zmniejszenie czynnosci ALAD bylo wyrazniejsze.

3) Dawka 650 r, ktéra praktycznie w okresie 30 dni w 90°%0 prowadzi
do $mierci szczura, powodowala podobnie jak dawka 400 r zmniejszenie
aktywnosci ALAD w S$ledzionie i szpiku kostnym. Zmniejszenie to osig-
galo poziom minimalny w przeciagu dwoch dni po napromienieniu i utrzy-
mywalo si¢ przez nastepny okres 7—11 dni, czyli praktycznie do $mierci
zwierzecia. Aktywnos¢ ALAD oznaczona u pojedynczych osobnikow,
ktére przezyly ten okres i powrdcily do zdrowia, nie odbiegata od war-
tosci prawidlowych. Zmniejszenie aktywnosci ALAD w nerce i watrobie
rowniez i przy tej dawce promieniowania nie bylo duze i niewiele wykra-
czalo poza 95%o przedzial ufnosci wartoéci prawidlowych. W poréwnaniu
z wartosciami uzyskanymi dla dawek 50 i 400 r aktywno$¢ w nerce dla
650 r jest nieco nizsza, tak ze poglebianie sie reakcji spowodowanej wzro-
stem dawki promieniowania jest widoczne. Zaleznosci tej nie mozna za-
obserwowaé w przypadku watroby.

] Rys. 2. Zalezno$§¢é aktywnosci dehy-
0,12 1 drazy kwasu dJ-aminolewulinowego
F od dawki promieniowania w §le-
- 0101 m dzionie szczuréw, w przeliczeniu na
1y r caly narzagd w pierwszych dniach
3] | ' po ekspozycji
{QOG
Q06
Q? b
< 004 E = 1
R ol -
(0] A — o E
0 & ] ] ]
dni __|1]3]5 1315 11315 11315 11315 11315 11315
awkit | 25 50 100 200 400 650 1000

dawki w rentgenach

4) W celu dokladniejszego poznania zaleznosci aktywnosci ALAD od
dawki promieniowania przebadaliSmy dodatkowo zwierzeta po napro-
mieniowaniu ich dawkami: 25, 100, 200, 1000 r. Oznaczenie aktywnosci
wykonano 1, 3, 5 i 7 dnia od momentu ekspozycji. Przedstawione w ta-
blicy 2 oraz na rys. 2 wyniki wskazuja, iz wzrost aktywnosci ALAD w §le-
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Tablica3

8]

Porownanie aktywnosci ALAD oznaczonych w narzqdach napromienianych szczu-
row w zaleznosci od sposobu przeliczenia wynikéw

; | gé ~ Aktywno$¢ wyrazona w umolach PBG/godz. w przeliczeniu na:
s | a‘g |_ciezar calego narzadu | gram mokrej tkanki mg azotu biatkowego
2 | E'E wa- | o wa- [ wa—' i
S | S50 nerka |§ledz. szpik nerka [§ledz. szpik nerka $ledz. |szpik
(a] . A & B |troba E | i : R \troba | 5
0 | 0 4,13 | 0,36 I 0,06 (0,09 | 0,40 | 0,17 | 0,08 (0,07 |13,2 | 6,1 40 (144
650 | 1 /431|036 0,02 0,04 037 | 0,17 | 0,02 (0,02 |13,0 | 6,3 1,1 | 10,0
650 [ 2 |502 036 0,01 001 043|016 | 0,01 001|164 | 7,6 09| 0,9
650 3 3,19 | 0,30 | 0,01 (0,01 (0,37 | 0,18 | 0,02 [0,01 |14,7 | 7,8 1,3 1,3
650 | 7 |3,48 0,22 | 0,01 (0,02 |0,38 | 0,14 | 0,03 |0,04 (16,1 | 7,8 2,1 785
650 9 1360|019 | 0,01 003 /0,30 | 0,14 | 0,01 0,02 [141 | 6,0 09 | 22
400 | 13 |3,52 0,26 | 0,07 (0,13 |0,37 | 0,15 | 0,11 {0,11 |14,4 | 9,0 3,7 | 28,5
400 18 '4,52 0,27 | 0,25 (0,14 (0,39 | 0,15 | 0,20 | 0,08 |176 | 6,9 8,8 | 16,5
400 | 21 |4,62 | 0,26 | 0,36 | 0,18 (0,45 | 0,17 | 0,28 | 0,12 | 16,6 | 7,7 | 17,6 |33,3 [
4004
£
S
=
5
2
2 =
N
2 200 gg
= I=
H £ BN H
§ g §§ g
; 100+ § . §§ §
x . £ H 0 H
° 501 S §§ §§ § §
dnt EIEE 18 13 21
dawka 650 || 400 650
narzad Sledziona s2ptk kostny

Rys. 3. Poréwnanie aktywnosci dehydrazy kwasu dJ-aminolewulinowego w narzg-
dach napromienianych szczuréw w zalezno$ci od sposobu obliczania:

E
@

BN

na caly narzad (aktywno$é globalna),

na gram mokrej tkanki,

na mg azotu biatkowego
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dzionie i szpiku kostnym bezposrednio po napromieniowaniu spowodo-
wany jest jedynie dawkami nizszymi od 100 r. Dawki wigksze prowadzg
do zmniejszenia sig¢ czynnosci ALAD, przy czym zmniejszenie to wyste-
puje tym szybciej i osigga tym nizszy poziom, im wigksza jest dawka.
Zalezno$¢ te zaobserwowano réwniez dla nerki, z tym jednak, Ze obni-
zenie aktywnosci, choé¢ nieznaczne, obserwuje sie¢ poczawszy od dawek
najnizszych. W przypadku nerki i watroby nie obserwuje si¢ wzrostu
aktywnosci ALAD, typowego dla $ledziony i szpiku kostnego w pierw-
szych dniach po napromieniowaniu malymi dawkami promieniowania.
Nie stwierdzono réwniez nawet dla dawek 1000 r istotnych zmian aktyw-
nosci ALAD w watrobie, ktéra, jak z powyzszego wynika, jest najbar-
dziej odporna na dzialanie promieniowania sposréd badanych narzadéw,
w odniesieniu do czynnos$ci ALAD.

5) Podane poréwnawczo w tablicy 3 aktywnosci ALAD w przeliczeniu
na caly narzad oraz na gram mokrej tkanki, jak tez na mg azotu biatko-
wego wskazujg, ze stwierdzone zaleznosci: wzrost i zmniejszenie sie
aktywnosci nie sg pozorne. Wystepujg one niezaleznie od sposobu obli-
czenia. Obrazuje to réwniez rys. 3, w ktérym podano procentowe zmiany
aktywnosci ALAD w zaleznosci od dawek i sposobu obliczenia.

OMOWIENIE WYNIKOW I WNIOSKI

Zachowanie si¢ in vivo ukladéw enzymatycznych pod wplywem pro-
mieniowania jonizujacego nie jest jednolite [5]. Niektére (jak np. dezo-
ksyrybonukleaza w $ledzionie, transaminaza glutaminowo-alaninowa
w watrobie szczura) wykazuja wzrost aktywnosci, inne (jak np. dehydro-
genaza kwasu bursztynowego, oksydaza cholinowa oraz koenzym A
i koenzym dwufosfopirydynoadeninowy) nie ulegaja zmianie, jeszcze inne
(jak np. lipaza, enzymy kwaséw tréjkarboksylowych, fosfataza alkaliczna)
wykazujg znaczne zmniejszenie aktywnosci.

W wielu przypadkach zwigkszenie aktywnos$ci moze byé tylko po-
zorne, spowodowane sposobem obliczania wynikéw. Na te mozliwosé
zwroécil uwage w 1956 r. Feinstein [3], ktéry stwierdzil, ze jesli przeliczy
sig aktywnos¢ na caly narzad, woéwczas w szeregu przypadkéw, szczegdl-
nie w odniesieniu do badan przeprowadzonych na $ledzionie, nie ma istot-
nych réinic pomiedzy napromienianymi a kontrolnymi zwierzetami.
Obserwowany w naszych eksperymentach wzrost ALAD nie byl zalezny
od sposobu przeliczenia. Wzrost aktywno$ci obliczonej na gram tkanki
mokrej, caly narzad lub na mg azotu bialkowego, jak widaé na rys. 3, byt
jednoznaczny. Byl to zatem istotny wzrost czynnoéci enzymatycznej.

Drugim faktem stwierdzonym w naszych eksperymentach bylo od-
mienne zachowanie sie enzymu w zalezno$ci od narzadu, z ktérego po-
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chodzil. Bardziej czule na promieniowanie pod tym wzgledem okazaly
si¢ narzady krwiotwdrcze szczura: $ledziona i szpik kostny. Zmiany czyn-
nosci ALAD w watrobie i nerce nie byly duze. Na podstawie danych
przytoczonych w tablicach mozna sgdzi¢, ze zmiany te, szczegdélnie w od-
niesieniu do watroby, nie sg istotne; w nerce obserwuje sie zmniejszenie
aktywnosci, ale réwniez niewiele wykraczajgce poza 95% przedzial
ufnosci.

Trzecim z kolei faktem jest zalezno$é¢ czynno$ci ALAD w $ledzionie
i1 szpiku kostnym od dawki promieniowania. Wystapil wzrost przy ma-
tych dawkach, zmniejszenie przy wiekszych i wzrost w okresie regene-
racyjnym choroby popromiennej.

Ten ostatni fakt jest pod pewnym wzgledem zgodny z wymkamx ba-
dan Richmonda i wspélautoréw [6] nad totalng biosyntezg hemu i globiny
w homogenatach szpiku kostnego, pobranego w réznych odstepach czasu
u napromienianych zwierzat (krdlikéw). Autorzy ci obserwowali duzy
wzrost tworzenia si¢ hemu mierzony inkorporacjg C glicyny bezposred-
nio po napromienieniu zwierzecia, nastepnie zmniejszenie, z kolei w okre-
sie 3—4 tygodni od momentu ekspozycji zwiekszenie i powr6t do war-
tosci normalnych.

Zaburzenia totalnej biosyntezy hemu w narzadach krwiotwoérczych
pod dzialaniem promieniowania jonizujacego mogg zatem by¢ spowodo-
wane, jak wynika z naszych badan, zaburzeniami enzymatycznej kon-
wersji kwasu d-aminolewulinowego do porfobilinogenu. W watrobie lub
nerce nie obserwuje si¢ ani takich wyraznych zmian, ani tego charakteru
zmian. Fakt ten jest trudny do zinterpretowania. Mozliwo$é istnienia
enzymow o réznej czulosci na promieniowanie w zaleznosci od badanego
narzadu, wydaje si¢ malo prawdopodobna, Bardziej przekonywajace mo-
globy byé¢ przypuszczenie, ze w narzadach tych w $rodowisku komérko-
wym istnieja aktywatory lub inhibitory tego enzymu o specyficznej wraz-
liwoéci na promieniowanie jonizujace. Pewne znaczenie moze mie¢ row-
niez fakt, ze biosynteza heméw wchodzacych w sklad innych anizeli hemo-
globina hemoproteidéw jest bardziej odporna na dzialanie promieniowania
jonizujgcego. Obserwacje takie poczynili Bonnichsen i Hevesy [1], ba-
dajac inkorporacje *Fe do heméw réznych hemoproteidéw.

Jesli drogi tworzenia sie réznych hemoproteidéw réznig sie czuloscig
na promieniowanie jonizujgce, to wydaje sie, ze roznice te nie powinny
uwidocznia¢ si¢ w fazie tworzenia porfobilinogenu, ktéry jest wczesnym
1 — jak sie wydaje — wspo6lnym prekursorem hemu réznych hemopro-
teidéw. Bardziej zrozumiale bylyby réznice w zachowaniu sie dalszych
faz biosyntezy réznych hemoproteidéw — miedzy innymi inkorporacja
zelaza — co bylo wlasnie przedmiotem badan Bonnichsena i Hevesy’ego.
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Tak wiec dla wytlumaczenia malej czulo$ci na promieniowanie joni-
zujagce ALAD watroby w poréwnaniu z ALAD $ledziony lub szpiku kost-
nego nie mamy zadowalajacego wyjasnienia. Zmiany aktywnosci ALAD
w toku choroby popromiennej wskazuja, ze zjawisko to jest raczej wtor-
nym skutkiem dzialania promieniowania, zaleznym od ogélnej reakcn
ustroju i narzadow.

Wiadomo powszechnie, ze narzgdy krwiotwoércze sg wrazliwe na dzia-
tanie promieniowania jonizujgcego i maja duzg zdolno$é regeneracji. A za-
tem wzrost aktywnosci ALAD w okresie regeneracyjnym w $ledzionie
i szpiku kostnym wynika¢ moze z ogélnie wzmozonej czynnosci tych na-
rzadéw w tym okresie choroby. Trudno jest jednak powiedzie¢ obecnie,
czy ulega wzmozeniu synteza ALAD, czy tez powodem wzmozonej aktyw-
noéc: enzymu sg procesy zmieniajace jej inhibitory lub aktywatory.

Pani Wandzie Trojanowskiej, asystentce technicznej, dziekujemy za
wydatng pomoc w wykonywaniu seryjnych analiz. )

STRESZCZENIE

Badano aktywno$¢ dehydrazy kwasu d-aminolewulinowego (ALAD)
w homogenatach watroby, nerki, §ledziony i szpiku kostnego szczuréw
napromienianych jednorazowo na cale cialo dawkami 25—1000 r pro-
mieni X. Oznaczenia wykonywano w réznych odstepach czasu od momentu
ekspozycji (od kilku godzin do 60 dni). W $ledzionie i szpiku kostnym
dawki nizsze od 100 rentgenéw powodowaly wzrost aktywnosci ALAD
w pierwszych dniach po ekspozycji. Dawki $rednie (400 r) powodowaly
poczatkowo zmniejszenie, a nastepnie w okresie regeneracyjnym choroby
popromiennej — zwigkszenie. Dawki 650 i 1000 r powodowaly szybkie
zmniejszenie sie¢ aktywnosci ALAD w tych narzadach i utrzymanie na
tym poziomie praktycznie do $mierci zwierzecia. Aktywno$é ALAD w nerce
i watrobie w powyzszych warunkach nie ulegala istotnym zmianom.
Obserwowano jedynie nieznaczne jej zmniejszenie.
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THE EFFECT IN VIVO OF X-IRRADIATION ON dJ-AMINOLAEVULIC
ACID DEHYDRASE IN RATS

Summary

The activity of d-aminolaevulic acid dehydrase (ALAD) was studied
in liver, kidney, spleen and bone marrow hcmogenates of rats exposed
to a single whole-body X-irradiation with the doses 25—1000 r. Deter-
minations were made at different intervals of time after exposure (from
several hours to 60 days).

With the doses of below 100 r ALAD activity increased during the
first few days after exposure. With middle doses (400 r) ALAD activity
decreased and then increased again in the regeneration phase of the ra-
diation disease. With the doses of 650 and 1000 roentgens ALAD activity
rapidly droped in these organs and remained on this level till the animal’s
death. ALAD activity in kidney and liver, under the same conditions of
irradiation underwent no essential changes. Only a slight decrease was
observed.

Otrzymano 31.5.1958 r.
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Oznaczanie transaminazy kwasu pirogronowego (GPT) ?!) i transaminazy
kwasu szczawiooctowego (GOT)?) posiada coraz to wieksze znaczenie
w biochemii klinicznej, a zwlaszcza w diagnostyce choréb watroby i za-
walu miesnia sercowego [2, 5, 7]. Najdogodniejsze do zastosowania w pra-
cowni klinicznej s3a metody kolorymetryczne oznaczania transaminaz,
oparte na pracy Tonhazy’'ego i wspélprac. [8].

Podczas transaminacji powstaje kwas pirogronowy lub szczawiooctowy.
Ten ostatni ulega dekarboksylacji na pirogronowy po dodaniu cytry-
nianu aniliny. Ilo$¢ utworzonego kwasu pirogronowego, oznaczonego kolo-
rymetrycznie, jest miarg czynnosci transaminazy. Jednak podane w lite-
raturze przepisy nie uwzgledniaja sposobu sporzadzania krzywej stan-
dardowej kwasu pirogronowego.

Jak wynika z podanych ponizej badan, sposéb sporzgdzania krzywej
standardowej jest bardzo istotny dla iloSciowej oceny uzyskanych wy-
nikow.

METODA

Stosowana przez nas metoda opiera sie na przepisach podanych w li-
teraturze [3, 7, 8, 9], z uwzglednieniem kilku modyfikacji polegajgcych
na wprowadzeniu dodatkowych krzywych standardowych i odczynnika
do prébek kontrolnych.

Kwas pirogronowy reaguje z dwunitrofenylohydrazyng, a powstajacy
hydrazon dwunitrofenylowy ekstrahuje sie toluenem. Toluen ekstrahuje
93% dwunitrofenylohydrazonu kwasu pirogronowego i 29% dwunitro-

‘) GPT = glutamic;pyruvic transaminase.
?) GOT = glutamic-oxalacetic transaminase.
[393]
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fenylohydrazonu kwasu a-ketoglutarowego [4]. Kwas a-ketoglutarowy
reaguje wolniej z dwunitrofenylohydrazyng niz kwas pirogronowy. (Re-
akcja z kwasem pirogronowym zakonczona jest juz po 5 min., a z kwasem
a-ketoglutarowym po 20 min.). Przeprowadzajac 5-minutowa reakcje
z dwunitrofenylohydrazyng i stosujac ekstrakcje z toluenem, mozna cze-
Sciowo oddzieli¢ hydrazon kwasu pirogronowego od hydrazonu kwasu
a-ketoglutarowego. Dwunitrofenylohydrazon kwasu pirogronowego daje
charakterystyczne zabarwienie w $rodowisku alkalicznym.

Odczynniki

1. Substrat do GOT. Rozpusci¢ w wodzie 2,66 g kwasu asparaginowego,
2 g K,HPO,, 0,6 g kwasu a-ketoglutarowego, doprowadzi¢ do pH 7,4 i uzu-
pelni¢ woda do 100 ml. Sporzadzony substrat mozna przechowywaé
w temp. —5° przez kilka tygodni.

2. Substrat do GPT. Rozpusci¢c w wodzie 1,78 g DL-a-alaniny, 2 g
K.HPO,, 0,6 g kwasu a-ketoglutarowego, doprowadzi¢ do pH 7,4 i uzu-
pelni¢ do 100 ml woda. Przechowywa¢ jak substrat do GOT.

3. Odczynnik do prébek kontrolnych. Sporzadzi¢ jak substrat do GOT
lub GPT, ale bez dodatku aminokwasu.

4. Kwas tréjchlorooctowy. 80 g kwasu tréjchlorooctowego + woda
do 100 ml.

5. Cytrynian aniliny. 10 g kwasu cytrynowego rozpusci¢ w 10 ml
wody. Przed uzyciem nalezy zmiesza¢ 1 objeto$¢é kwasu cytrynowego
i 1 objetos$¢é aniliny.

6. 2,4-dwunitrofenylohydrazyna. 100 mg dwunitrofenylohydrazyny
rozpuscié w 20 ml stezonego HCI i dopelni¢ do 100 ml woda. Trwalosé
odczynnika do 1 miesigca przy przechowywaniu w temp. pokojowej.

7. Toluen.

8. Alkoholowy roztwér KOH. 2,5 g KOH rozpusci¢ w 100 ml 95%
alkoholu etylowego. Chroni¢ przed dostepem CO, z powietrza.

Postepowanie

Do 3 probéwek wirowniczych nalaé po 0,5 ml surowicy i 0,56 ml wody.
Ogrza¢ na lazni wodnej do 37°. Do probowki drugiej doda¢ 0,5 ml sub-
stratu do GOT. Do prob6wki trzeciej 0,5 ml substratu do GPT, inkubowac¢
10 min. w temp. 37°. Nastepnie do wszystkich probéwek dodaé po 2 krople
kwasu tréjchlorooctowego, do probowki pierwszej 0,5 ml odczynnika do
prébek kontrolnych, potem dodaé¢ po 2 krople cytrynianu aniliny i odsta-
wi¢ na 20 min. (w tym punkcie analize mozna przerwac). Doda¢ 0,5 ml
dwunitrofenylohydrazyny, wytrzasnaé, odstawi¢ na 5 minut. Dodaé po
2 ml toluenu, silnie wytrzasngé¢ az do powstania emulsji. Odwirowaé. Po-
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braé¢ po 1 ml z gérnej warstwy toluenowej i przenie$é do 3 ml alkoholo-
wego roztworu KOH. Odczytywaé w kolorymetrze przy dlugosci fah
500 mu (dla fotometru Pulfricha — filtr S 50). -

Sposéb sporzqdzania krzywej standardowej

Do standaryzacji uzyto pirogronianu sodu (BDH). Krzywsg standardo-
wa sporzadzano w sposéb trojaki: 1) Do probdéwek zawierajgcych rézne
},41)‘
Bl

2.00}

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260
49 kwasu  pirogronowego —

Rys. 1. Zalezno$§¢ miedzy stezeniem kwasu pirogronowego i ekstynkcjg
(objasnienia w tekscie)

® @® A kwas pirogronowy -+ H,0
O==——0 B kwas pirogronowy + 3 mg kwasu e«-ketoglutarowego
A— —A C kwas pirogronowy -+ malejgce ilocl kwasu «-ketoglutarowego

stezenia kwasu pirogronowego, rozpuszczonego w wodzie, dodano dwuni-
trofenylohydrazyny; dalszy ciag postepowania byl identyczny jak w opi-
sie metody. Otrzymang zalezno$é miedzy stezeniem kwasu pirogrono-
wego a ekstynkcjg (E) — przedstawia krzywa A na rysunku 1. 2) Poste-
. powanie réznilo sie¢ od podanego poprzednio tym, ze dodawano do roz-

tworu pirogronianu sodu po 0,5 ml odczynnika do prébek kontrolnych
lub substratu do GOT albo GPT. Nastepnie wlewano dwunitrofenylohy-
‘drazyne i postepowano dalej jak w opisie metody. Krzywa B na rysunku 1
odpowiada temu doswiadczeniu. Przekonano sie, ze na wielko$é ekstynk-
cji wplywa, spos$réd réznych odezynnikéw, gléwnie kwas a-ketoglutarowy.
Im wyzsze jest jego stezenie, tym uzyskana barwa jest mniej intensywna.
3) Poniewaz w toku reakcji przeaminowania ilo§¢ substratu w probce
zmniejsza sie, wydawalo sie nam konieczne sporzadzi¢ trzecig krzywa
standardowa (Rys. 1, krzywa C), ktéra uwzglednialaby stopniowy ubytek
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kwasu a-ketoglutarowego, w miare przyrostu kwasu pirogronowego. Do
probéwek, zawierajacych rézne stezenia pirogronianu sodu, dodawano
kwas a-ketoglutarowy w takich ilo$ciach, jakie powinny pozosta¢ w inku-
batach w wypadku uwolnienia mierzonej iloSci kwasu pirogronowego. Te
ilosci kwasu a-ketoglutarowego obliczano zakladajae, ze powstaniu 1 mola
kwasu pirogronowego odpowiada ubytek 1 mola kwasu a-ketoglutarowego.
: 180
160

1.40¢

1201

!

o, 080

060}

0,40
0,20

0 )‘ 7] 6
me kwasu x-ketoglutarowego —*

Rys. 2. Hamowanie reakcji barwnej kwasu pirogronowego przez kwas « -ketoglutarowy

A A 200 pg kwasu pirogronowego
@® ——@ 100 g kwasu pirogronowego
X=—=—=—=% 0 ug kwasu pirogronowego

Przy standaryzacji metody oznaczania transaminaz przyjeliSmy krzy-
wa C jako najbardziej miarodajng. Nalezy jednak zaznaczy¢, ze dla celow
klinicznych zupelnie wystarczy postugiwac¢ sie krzywa B. Np. przy przy-
rostach kwasu pirogronowego do 40 ug uzycie krzywej B zamiast C jest
bez znaczenia. Przy wyzszych przyrostach (200—250 ug kwasu pirogrono-
wego) réznice miedzy odczytami z krzywej B lub C sg rzedu 10%. Roz-
nice te bylyby niewatpliwie wieksze przy uzyciu, np. w badaniach kine-
tycznych — mniejszych stezen substratu. Krzywa A w zadnym przypadku
nie nadaje sie do zastosowania, tym bardziej ze odczyty przy ekstynkcji
powyzej 1,0.s3 bardzo niedokladne.

Uzyskane wyniki wskazuja, ze obecno$¢ kwasu a-ketoglutarowego,
wzglednie jego dwunitrofenylohydrazonu, hamuje barwng reakcje, ktérg
daje dwunitrofenylohydrazon kwasu pirogronowego rozpuszczony w. to-
luenie, reakcje, na ktérej opiera sie oznaczanie transaminazy. Dodajac
nadmiar dwunitrofenylohydrazyny nie mozna zniweczy¢ dzialania kwasu
a-ketoglutarowego. Przekonalimy si¢ réwniez, ze dodatek kwasu a-keto-
glutarowego do toluenu, zawierajacego hydrazon pirogronianu, hamuje
.powstawanie reakcji barwnej w $rodowisku alkalicznym. Rysunek 2 ilu-
struje zalezno$¢ miedzy stezeniem kwasu a-ketoglutarowego a odczynem
-barwnym dla kwasu pirogronowego,
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Sprawdzenie metody i jednostkowanie

Wyniki oznaczania transaminazy wyrazaliSmy w pg kwasu pirogro-
nowego i w jednostkach wg Umbreita i wspétprac. [9]. 1 jednostka trans-
aminazy uwalnia 0,475 ug kwasu pirogronowego w ciggu 10 min. w temp.
37°, w przeliczeniu na 1 ml surowicy. Przeliczenie to opiera si¢ na po-
réwnaniu wynikéw uzyskanych metodg kolorymetryczng z jednostkami
Karmena [6], ktére wprowadzono na podstawie pcmiaréw spektrofoto-
metrycznych w nadfiolecie. Nalezy jednak zaznaczyé¢, ze inni autorzy, np.
Cabaud i wspoélprac. [1] i Dubach [3], przyjmuja za jednostke taka ilos¢
transaminazy, ktéra uwalnia 1 yg kwasu pirogronowego w ciggu 20 min.
w temperaturze 26°.

Tablica 1
Poziom transaminazy w surowicy krwi u zdrowych osobnikéow
Transaminaza kwasu Transaminaza kwasu
szczaw.ooctowego pirogronowego
Enzym — =
ng kwasu T ng kwasu
a . wg Ao Jedn. wg
pirogrono- ¢ pirogrono- :
i i R i
Liczba osob-
nikow (n) 35 35 30 30
Srednia 16,5 34,8 20,5 43
Standardo- i T Ch e eyl
we cdchy-
lenie + 9,0 +19,3 +9:1 + 19,7
Sredni blad |
arytmety- ‘
czny + 34 + T2 SR T el |

Aktywnosé¢ transaminazy kwasu szczawicoctowego w surowicy krwi
przebadalismy u 35 zdrowych osobnikéw, a transaminazy kwasu pirogro-
nowego u 30 osobnikéw. Wyniki przedstawia tablica 1. Widzimy, ze czyn-
nos¢ transaminazy kwasu pirogronowego i kwasu szczawiooctowego u ba-
danych przez nas osobnikéw byla tego samego rzedu. Jako patologiczne
mozna uwaza¢ wyniki przekraczajace 40 pg kwasu pirogronowego lub
80 jednostek wg Umbreita. Normy uzyskane przez nas i obliczone wg
Umbreita sg nieco wigksze od norm podanych w literaturze. Wedlug zesta-
wienia Chinsky’ego i Sherry’ego poziom transaminazy w surowicy krwi
zdrowych osobnik6w waha sie od 5 do 40 jednostek, za$ Srednie war-
tosci wynoszg od 20 do 25 jedn. Karmena [6]. Celem uzyskania wartosci
odpowiadajacych jednostkom Karmena proponujemy, aby przyja¢ za jed-
nostke transaminazy taka ilo$¢ enzymu, ktéra uwalnia 1 ug kwasu piro-
gronowego w temp. 37° w ciggu 10 min. w warunkach powyzszej metody.
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Dodajac kwas pirogronowy do prébek, w ktérych poprzednio prze-
prowadzono reakcje transaminacji, wykazano, ze mozna go odnalez¢ z do-
kladnoscig 92% (Tabl. 2).

Tablica 2

‘Odnalezienie kwasu pirogronowego dodanego do probki, w Kktorej uprzednio prze-
prowadzono reakcje transaminacji. Przyrost kwasu pirogronowego przy transaminacji

165 ug.
js Ilos¢ kwasJ pirogronowego
| dodanego odnalezionego | % odnalezienia
(ng) (ug)
l | !
125 | 10,5 84 |
250 | 22,5 90
500 | 480 | 96 [
50 | 74,0 98
100,0 ' 92,0 92
Srednio: 92

Podany przez nas sposéb standaryzacji uniezaleznia uzyskiwane wy-
niki od stezenia kwasu a-ketoglutarowego i tym samym umozliwia iloscio-
we oznaczanie transaminazy oraz badanie kinetyki dzialania tego enzymu
metodg kolorymetryczna.

STRESZCZENIE

Stwierdzono, ze w kolorymetrycznej metodzie oznaczania transaminaz
wg Umbreita obecnos¢ w probce kwasu a-ketoglutarowego (wzglednie jego
dwunitrofenylohydrazonu) hamuje barwng reakcje dwunitrofenylohydra-
zonu kwasu pirogronowego rozpuszczonego w toluenie, po dodaniu alko-
holowego roztworu KOH. Przy sporzadzaniu krzywej standardowej kwasu
pirogronowego dla jednostkowania transaminazy nalezy uwzglednié¢ ste-
zenie kwasu a-ketoglutarowego w badanych probkach i zmiany jego ste-
zenia zachodzgce w czasie transaminacji.

Jako jednostke transaminazy przyjeto takg ilo$¢ enzymu, ktéra po-
woduje przyrost 1 ug kwasu pirogronowego w ciggu 10 minut w tempe-
raturze 37° w warunkach metody. Obliczone normy u 35 zdrowych oséb
sgq zgodne z przyjetymi w literaturze, mianowicie: $redni poziom w suro-
wicy GPT wynosi 20,5 j/ml+9,5, GOT 16,5 j/ml+9,0.
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NOTE ON THE STANDARIZATION AND CALIBRATION OF SERUM
GLUTAMIC-OXALACETIC AND GLUTAMIC-PYRUVIC TRANSAMINASE

Summary

In colorimetric determination of transaminases (after Umbreit), a-keto-
glutaric acid (or its dinitrophenylhydrazone) was found to interfere with
the colour reaction between a toluene extract of pyruvic dinitrophenyl-
hydrazone and a KOH in alcohol solution. In preparing the pyruvic acid
standard curve for calibrating transaminases, allowance must be made
for the concentration of the a-ketoglutaric acid in the samples involved
as well as for concentration changes attending transamination.

The unit of transaminase activity was defined as that amount of the
enzyme which affords an increment of 1 ug. of pyruvic acid over 10
minutes at a temperature of 37°, in the conditions of the method. Average
values calculated from the serum of 35 healthy subjects agreed with
literature and were as follows: glutamic-pyruvic transaminase 20,5
u./ml +9.5; glutamic-oxalacetic transaminase 16.5 u./ml.+9.0.

Otrzymano 14.6.1958 r.
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Wprowadzona przez Wielanda i Fischera [4] metoda analizy retencyj-
nej aminokwaséw polega na tym, ze pasek bibuly chrematograficznej
z aminokwasami rozdzielonymi technikg jednokierunkowg umieszcza sig
po wysuszeniu do roztworu retencyjnego (0,1% roztwér octanu miedzio-
wego w 10% wodnym roztworze tetrahydrofuranu). Roztwér ten prze-
nika do bibuly i wedruje pionowo w gére. Znajdujace si¢ na bibule ami-
nokwasy reaguja z jonami Cu®* i na skutek tworzenia sie¢ komplekséw
miedziowych przesuwanie sie roztworu zostaje zatrzymane. Poniewaz
z obu stron aminokwaséw roztwér moze swobodnie wedrowaé, tworzg sie
wneki, ktérych rozmiary sg proporcjonalne do stezen poszczegélnych ami-
nokwasow.

Metoda ta, ktérej zasady i praktyczne zastosowanie podane s3 w wielu
pracach [4, 5, 6, 7, 8], m'mo latwosSci stosowania jej w zwyklych warun-
kach laboratoryjnych, okazala sie¢ w praktyce malo dokladna. Badania
nasze wykazaly, ze gléwny blad tej metody tkwi w tym, ze kompleksy
miedziowe aminokwas6w rozpuszczaja sie czesciowo w tetrahydrofuranie,
w zwigzku z czym wneki retencyjne, szczegélnie szybko wedrujgcych ami-
nokwas6w, sg rozmazane, kontury tych wnek postrzepione, a front Cu®*—
pofaldowany, co uniemozliwia przeprowadzenie dokladnego pomiaru po-
wierzchni wnek. Zastosowanie zamiast tetrahydrofuranu — dioksanu, we-
dlug Dose i Caputo [1], pozwala, jak stwierdziliSmy, na uzyskanie znacz-
nie lepszych wynikéw. Celem pracy bylo przebadanie wszystkich warun-
kéw umozliwiajgcych otrzymanie jak najdokladniejszych wynikéw ana-
lizy. Okazalo sig, ze stosowanie samego dioksanu jako rozpuszczalnika nie
dawalo zadowalajacych wynikéw. Lepsze wyniki uzyskiwano po zastoso-
‘waniu mieszaniny dioksanu, wody i kwasu octowego. Stwierdzono przy
tym, ze gdy ilo$¢ wody byla zbyt mala, rozpuszczalnik i jony miedziowe
rozdzielaly sie na bibule, wskutek czego front miedziowy by! bardzo
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pofaldowany. Przy nadmiarze wody czolo Cu®** pozostawalo daleko za
czolem rozpuszczalnika. To samo zjawisko zachodzilo, gdy do analizy re-
tencyjnej uzywano bibuly zbyt wilgotnej.

Badania nasze wykazaly, ze najlepsze wyniki uzyskuje sie, je§li zawar-
tos¢é wody w roztworze retencyjnym wynosi 1—2%, a zawartos¢ kwasu
octowego od 0,6 do 0,9%, poniewaz przy wyzszej zawartosci kwasu wneki
retencyjne tworzg sie za wysoko, co wplywa ujemnie na dokladnos$¢ ozna-
czen ilosciowych. Duzg role odgrywa réwniez nasycenie bibuly. Okazalo
sie bowiem, ze w calkowicie suchej bibule analiza retencyjna nie zachodzi.
Natomiast dobre wyniki dato , kondycjonowanie” retencjograméw w cig-
gu 5 minut w parach buforu pirydynowego (pH 6,5).

Stwierdzono poza tym, ze forma i ksztalt wnek retencyjnych zalezna
jest od rozdzialu aminokwas6w na chromatogramie. Aminokwasy wedru-
jace dalej od linii startu posiadaly wneki szerokie, lecz plytkie, natomiast
wolno wedrujgce — glebokie i ostre. Planimetryczny pomiar powierzchni
tych wnek nie dawat zadowalajagcych wynikéw, gdyz wielkos¢ tych po-
wierzchni nie jest wprost proporcjonalna do stezenia aminokwaséw.
Celem oznaczenia iloSciowego nalezalo krzywe tych wnek przedstawié
graficznie [6]. Odnosi si¢ to gléwnie do aminokwaséw o malych wartos-
ciach Ry, gdzie wytworzone kompleksy miedziowe nie odpowiadajg rze-
‘czywistemu stezeniu aminokwas6w. Przypuszczalnie czagsteczki tych ami-
nokwaséw, z powodu krétkiego odcinka wedréwki, lezg zbyt blisko siebie
1 dlatego liczba wedrujgcych jonéw Cu** nie wystarcza do reakcji.

Bledéw tych mozemy unikngé eluujac rozdzielone aminokwasy; a na-
stepnie nanoszgc eluaty na bibule chromatograficzng réwnolegle z amino-
kwasami o znanych stezeniach, co pozwala na bezposrednie planimetrycz-
ne oznaczanie powierzchni wnek retencyjnych.

Opracowano sposéb oczyszczania dioksanu oraz bibulty chromatcgra-
ficznej. Stosowanie bowiem dioksanu, znajdujgcego sie w handlu, wplywa
‘ujemnie zaréwno na wartosci wynikéw, jak tez i na ich powtarzalnosé.

Bibula chromatograficzna zawiera czesto jony metali, glownie Fed*,
ktére wigzg sie z aminokwasami, w wyniku czego wielkosé wnek reten-
cyjnych nie odpowiada rzeczywistemu stezeniu aminokwaséw. Stosowano
‘ptukanie bibuly kwasem octowym, kwasem winowym i 8-oksychinoling.
Ten ostatni zwigzek okazal sie najlepszy ze wzgledu na tatwosé tworze-
nia komplekséw.

CZESC DOSWIADCZALNA

Odczynniki p. a. f-my ,,Merck: 1. Dioksan, 2. Kwas octowy lodowaty,
3. Kwas winowy, 4. 8-oksychinolina, 5. Wodorotlenek potasu, 6. Kwas
rubeanowodorowy. ;
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Bufory: 100 ml pirydyny, 10 ml kwasu octowego lodowatego, 890 ml
wody; pH 6,5.

Rozpuszezalniki: 1. Ester etylowy kwasu octowego-II-rz. alkohol bu-
tylowy-woda (14 :12:4), 2. Fenol - woda (80 : 20).

- 1. Oczyszczanie dioksanu. Dioksan znajdujacy sie¢ w handlu wyklé-
caro 24 godziny z wodorotlenkiem potasowym. Brazowga pozostalo$¢ sg-
czono. Przesacz destylowano znad sodu metalicznego. Jednakowy dla
wszystkich doswiadczen sposéb przygotowania dioksanu zapewnial stale
ten sam sklad rozpuszczalnika.

2. Przygotowanie mieszaniny retencyjnej. Do 100 ml oczyszczonego
dioksanu dodawano 1,6 ml wody redestylowanej, a nastepnie 0,7 ml lodo-
watego kwasu octowego. Roztwoér nasycano jonami miedziowymi w ciggu
24 godzin przez wymieszanie z nadmiarem octanu miedziowego. Nieroz-
puszczony osad octanu odsgezano.

a
o ——— S0em —————————
§ i e ‘ | Saalka Petriegs .
I0000000BO0GO® Roztwir -
o O retencyiny.
T PR {
Bibula nasycona
roztworem retencynyrm
Rys. 1. a) — przygotowanie retencjograméw: b) — komora do analizy retencyjnej

3. Komora do analizy retencyjnej. Jako komore do analizy retencyj-
nej (Rys 1b) stosowano eksykator o $rednicy 50 cm z dobrze uszczelniona
pokrywa, nasycony parami mieszaniny retencyjnej. Roztwér wlasciwy,
o grubosci warstwy cieczy 0,5 cm, umieszczano na dnie eksykatora w szal-
ce Petriego o $rednicy 30 cm.

4. Bibula. Z przebadanych réznych gatunkéw bibuty, jak: Whatman
nr 1, 2, 3, 4, Macherey Nagel 61, 214, najlepsze wyniki osiggnieto na
bibule Schleicher-Schiill 2043b. Z bibuly tej wycinano pasek o wymiarach
50 X10 cm, ktéry przed uzyciem zanurzano do naczynia szklanego z roz-
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tworem 8-oksychinoliny na przecigg 10 min. Nastepnie plukano dokladnie
w metanolu i suszono w temperaturze 60°. Po wysuszeniu nasycano go
parg wodnag, znajdujaca sie w powietrzu przez zawieszenie w temperatu-
rze pokojowej na przecigg 10 godzin, a nastepnie po naniesieniu amino-
kwaséw ,,kondycjoncwano‘‘ przez 5 min w eksykatorze w parach buforu
pirydynowego (pH 6,5).

5. Wywolywacz. Jako wywolywacz retencjograméw stosowano 0,1%
roztwér kwasu rubeanowodorowego w acetonie zawierajgcym 10%
wody [4].

6. Sposéb postepowania. Badang mieszaning aminokwaséw w iloSci
3X10~7 m poszczegélnych skladnikéw rozwijano elektroforetycznie 90
min. réwnolegle z prébka kontrolng. Stosowano elektroforeze wysokona-
pieciowg wg metody Maslowskiego [3] w buforze pirydynowym (pH 6,5)
przy uzyciu pradu stalego o napieciu 40 V/em dlugosci paska i natezeniu
2 mA/cm szerokosci paska. Po rozwinigciu i wysuszeniu elektroforogramu
wycinano pasek kontrolny i wywolywano. Po stwierdzeniu umiejscowienia
sie aminokwasow obojetnych, kwasu glutaminowego, asparaginowego, ar-
gininy, histydyny i lizyny, eluowano je i zageszczano. Aminokwasy obo-
jetne rozwijano technikg jednokierunkowej chromatografii bibulowej
w dwéch ukladach rozpuszczalnikéw: octan etylu-II-rz. alkohol butylo-
wy-woda (leucyna, fenyloalanina, izoleucyna, metionina, tyrozyna, wa-
lina, prolina) oraz fenol-woda (hydroksyprolina, alanina, treonina, gli-
cyna i seryna). ;

Rys. 2. Przyklad analizy retencyjnej aminokwaséw

Rozdzielone aminokwasy eluowano wodg redestylowang, zageszczano
do sucha, a suchg pozostalo$¢ rozpuszczano w 0,06 ml wody. Z tego po-
bierano 0,03 ml poszczegélnych aminokwaséw i nanoszono na pasek re-
tencyjny w odleglosci 2,5 cm od dolnego brzegu bibuly. Badane amino-
kwasy nanoszono na przemian ze wzorcowymi o $cisle okreslonym stezeniu
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w odstepach 4 cm (Rys. 1a). Nanoszone plamki suszono w temperaturze po-
kojowej. Po wysuszeniu bibule zwijano w ksztalt cylindra, brzegi spinano
klamrami biurowymi i , kondycjonowano* 5 minut w parach buforu piry-
dynowego (pH 6,5). Po ,,kondycjonowaniu‘ zanurzano bibule do roztworu
retencyjnego na glebokos$é¢ 0,5 cm. Po okolo 20 minutach, gdy roztwoér
retencyjny znajdowal sie w odleglo$ci 3 cm od gérnego brzegu bibuly,
retencjogram wyjmowano, suszono w temperaturze pokojowej, a nastep-
nie wywolywano przez spryskiwanie 0,1%0 roztworem kwasu rubeanowo-
dorowego. Powstawaly biale wneki na brunatnozielonym tle (Rys. 2).

Powierzchnie plam retencyjnych aminokwaséw badanych i standardo-
wych mierzono planimetrem i z zaleznoéci tych powierzchni oraz ze zna-
nego stezenia aminokwaséw wzorcowych obliczano stezenie aminokwaséw
badanych. Wyniki pomiaréw podano w tablicy 1.

Tablica 1

Wyniki analizy retencyjnej mieszaniny 17 aminokwaséw

Tlos¢ Ilosé Blad
: PR el b
Aminokwasy rozevoijania amino- | amino- bez- led wzgled-
kwasow| kwasow | wzgled= wzs s ny
y "
we) | (o o w3
Kwas asparagino- Elektrofore-
wy tycznie pH 6,5 39,9 40,6 + 0,7 + 0,017 + 1,7
,» glutaminowy o 44,1 41,6 —2,5 — 0,056 — 5,0
Arginina - 63,2 64,3 + 1,1 + 0,017 + 1,7
Histydyna o 46,5 478 + 13 + 0,028 + 2,8
Lizyna = 55,9 52,1 | —38 — 0,068 | —638
Seryna Fenol-woda 30,9 28,3 —2,6 —0,084 | —84
Glicyna 5 22,5 21,2 —1,3 — 0,057 | —5,7
Treonina 3 35,7 33,9 —1,8 —0,050 | —5,0
Alanina ik 26,7 24,8 —1,9 —0,071 | —171
Oksyprolina ¥ 36,9 348 —2,1 — 0,057 | —5,7
Metionina Octan etylu-
-II-rz. buta-
nol-woda 447 458 + 1,1 + 0,024 + 2,4
Tyrozyna - 65,2 62,1 —3,1 — 0,047 | —4,7
Walina o 35,2 32,7 —25 — 0,070 | —17,0
Leucyna 2 39,3 37,5 —18 —0,045 | —45
Izoleucyna » 39,3 382 | —1,1 —0,029 | —29
Fenyloalanina v 49,5 50,45 | + 0,95 | + 0,019 + 19
Prolina o 34,0 32,30 | —1,7 —0,050 | —5,0
Srednio: —3,6
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DYSKUSJA

Zmodyfikowana przez nas metoda analizy retencyjnej aminokwasow
pozwala w krotkim czasie i za pomocg bardzo prostych i dostepnych $rod-
kéw laboratoryjnych otrzymaé¢ zadowalajgce wyniki. Wzgledny blad po-
miaru waha sie, jak wynika z tablicy 1, w granicach + 0,028 do —0,084,
za$ $redni blad wzgledny w % wynosi —3,6 i jest on spowodowany gtéw-
nie stratami w czasie elucji.

Wszystkie badane aminokwasy mialy w stosowanym przez nas roz-
puszczalniku w stosunku do Cu — wartosciowos$¢ 1, tzn. 2 czgsteczki jed-
nego aminokwasu wigzaly jeden jon Cu®*.

0=C—0 0—C=0
i
; el

H—C— NH, HN—-C—H
| |
R R

Nie potwierdzono wiec znalezionego przez Kobera i Sugiura [2] stosun-
ku dla histydyny w $rodowisku alkalicznym. Hist. — (Cu),. To samo doty-
czylo kwasu asparaginowego i glutaminowego, gdzie nalezaloby przy-
puszczaé, ze na dwie czasteczki tych aminokwaséw w grupie karboksylo-
wej zostanie zwigzany jeden dodatkowy jon Cu?* na wytworzenie soli
miedziowej. Tymczasem okazalo sie, ze w naszym roztworze retencyjnym
nie wytwarza sie s6l miedziowa, lecz jedynie kompleks miedziowy
0 wzorze:

0=C—0 0—C=0
N\ 7
\,Cu/ '
H—C— NH, Hm—?—n
|
H—?—H H—?—H
O0=C—OH HO—-C=0
STRESZCZENIE

Podano metode analizy retencyjnej aminokwaséw przy zastosowaniu
dioksanu jako roztworu retencyjnego.

Rozdzielone elektroforetycznie aminokwasy eluowano, nanoszono na
bibule Schleicher-Schiill 2043b i rozwijano w roztworze retencyjnym:
dioksan-woda-kwas octowy lodowaty (100 : 1,6 : 0,7) nasyconym octanem
miedziowym. Wneki retencyjne uwidaczniano przez spryskiwanie 0,1%
roztworem kwasu rubeanowodorowego w 90%0 wodnym roztworze acetonu,
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A MODIFIED METHOD FOR RETENTION ANALYSIS OF AMINOACIDS

Summary

Aminoacids were separated electrophoretically, eluted, placed on

Schleicher-Schiill 2043b paper, and developed with a retention solution
of dioxane, water, glacial acetic acid (100 : 1.6 : 0.7) saturated with copper
acetate. Retention sinuses were made visible by spraying with 0.1% hy-
drorubeanic acid in a 90% aqueous solution of acetone.

Otrzymano dnia 17.6.58 r.
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Podczas naszych badan nad metabolizmem samozywnych bakterii siar-
kowych Thiobacillus thiooxydans i Thiobacillus thioparus [9], [11], [14],
[15] stwierdzono, ze zwlaszcza ten ostatni szczep zawiera substancje wzro-
stowg dla glonu Euglena gracilis [11]. Poniewaz byt to dotychczas odo-
sobniony przypadek wystepowania witaminu B,, w ustrojach bezwzgled-
nie samozywnych [3], interesujgcym bylo stwierdzi¢, czy produkowany
czynnik przez Th. thioparus jest wlasciwym witaminem B, czy tez tylko
jakims$ jego analogonem. Z uwagi na to postanowiono czynnik wyosobnié
mozliwie w czystym stanie i zbadaé jego wlasnosci.

METODY

Bakterie hodowano na zupelnie nieorganicznym podlozu w warun-
kach opisanych w jednej z poprzednich naszych prac [9]. Oznaczenia mi-
krobiologiczne przeprowadzano przy pomocy nastepujgcych szczepéw glo-
néw lub bakterii: 1) Euglena gracilis wg postepowania Rossa [13] zmody-
fikowanego przez nas [12]; 2) Ochromonas malhamensis wg metody For-
da [5]; 3) Escherichia coli mutant 113 — 3 metodg opisang przez Davisa
i Mingioli [4] dostosowang do wykonywania bioautograméw przez Cres-
seri i Spelte [2].

Rozdzial chromatograficzny przeprowadzano na bibule Whatman nr 1
technikg wstepujaca, stosujgc nastepujace rozpuszezalniki: 1) n-butanol
nasycony woda [16]; 2) 0,1 m roztwoér sacharozy z dodatkiem 40°% obj.
izopropanolu [8]; 3) II-rzedowy butanol z dodatkiem 2% obj. kwasu
octowego [1].

[409]
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Rozdziat elektroforetyczny przeprowadzano w aparaturze do ciaglej
elektroforezy bibulowej skonstruowanej w tutejszym Zakladzie [10], sto-
sujac ten sam gatunek bibuly co i w badaniach chromatograficznych.

Preparaty izotopowe uzyte w naszych doswiadczeniach, tj. *C-weglan
oraz %Co Cl,, byly otrzymane z IBJ w Warszawie. Pomiar radioaktywnosci
przeprowadzano przy pcmocy okienkowego licznika G-M o grubosci okna
2 mg/cm?, produkcji II Zakladu Fizyki AGH w Krakowie i przelicznika
binarnego produkcji krajowej.

WYNIKI

W celu okre$lenia stezenia czynnika wzrostowego dla E. gracilis w ko-
modrkach Th. thioparus, bakterie po 3—7 dni wzrostu na stosownej po-
zywce [9] odwirowywano, oddzielano od siarki i przemywano trzykrotnie
wodg. Nastepnie autoklawowano zawiesing komérek w wodzie w 110°
przez 1 godz., osad odwirowywano i plyn powierzchowny po odpowied-
nim rozcienczeniu brano do oznaczenia mikrobiologicznego. Aktywnosé
czynnika wobec E. gracilis i O. malhamensis obliczano na 1 g suchej masy
bakterii. Kilka seryjnych oznaczen prébek pobranych z odrebnych ho-
dowli Th. thioparus zawiera tablica 1.

Tablica 1

Aktywnosé czynnika wobec Euglena gracilis i Ochromonas malhamensis
w przeliczeniu na witamin Bjs

Prébka = qraczlis ‘IO. Phe : | aﬁt;i:rl:ggci

mug/g suchej masy bakterii I E/O
1 350 80 43
2 570 — =
3 1200 220 54
4 140 60 2,3
5 490 == ==
6 180 80 2,2
7 220 90 2,4
$rednia | 450 | 107 |- o

Stezenie czynnika w przeliczeniu na witamin B,, waha si¢ $rednio ok.
450 mug/g suchej masy wobec E. gracilis i okoto 100 mug/g dla O. malha-
mensis. Stosunek aktywnosci otrzymanej przy pomocy Euglena i Ochro-
monas, czyli E/0, wynosi okolo 3,3. Réznice w aktywnosci wobec obu
szczepéw glonéw beda omawiane réwniez w dalszym ciggu tej pracy.

W dalszym postepowaniu komdrki Th. thioparus ekstrahowano 75%
wodnym roztworem acetonu, ogrzewajac mieszaning do wrzenia pod
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3] BIOSYNTEZA WITAMINU B;, ZNACZONEGO 14C 411

chlodnicg zwrotng przez 30 min., nastepnie ekstrakt zageszczano w prézni
i wytrgcone substancje tluszczowe odwirowano. Tak przygotowany eks-
trakt poddawano chromatografii bibulowej w rozpuszczalnikach 1 i 2,

przy czym aktywne plamy na bibule wykazywano przy pomocy E. gracilis

02_

o1 r
oL
02
a1
0 P DAY VB A ! 1 7 0 YA XA
2..4:°6 871012 145161820 22
miejsce umieszczenia cm .
probki rozpuszczalnika

Rys. 1. Schemat chromatograficznego rozdzialu ekstraktu acetonowego komoérek
Th. thioparus. Rozpuszczalniki: a, b, ¢ — n-butanol nasyc. woda; d, e, £ — roztwoér
sacharoza-izopropanol. Aktywno$§é mikrobiologiczng oznaczano przy pomocy E. gra-
cilis (a, ¢, d, f) i O. malhamensis (b, c). Standard wit. B,,: ¢ i f. Liczby na rzednej
oznaczaja ekstynkcje chlorofilu wyekstrahowanego z komoérek alg.
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412 W. OSTROWSKI i A. KRAWCZYK [41

i O. malhamensis po uprzednim wyeluowaniu aktywnej substancji z po-
szczegblnych odcinkéw paska. Rys. 1 przedstawia wyniki tego rozdziatu.
W obu rozpuszczalnikach zastosowanych do rozdzialu chromatograficznego
i przy pomocy obu szczepéw glonéw otrzymano tylko jedng smuge odpo-

wiadajacg polozeniu cyjanokobalami-

—— nie uzytej jako standardu. Nieco szer-

sze plamy, uzyskiwane przy pomocy
E. gracilis, s3 wynikiem tylko wyz-
szej czulosci tego szczepu w poréw-
naniu z O. malhamensis.

- 3 Ekstrakt acetonowy poddano na-
stepnie chromatografii w rozpuszczal-
niku 3 i wykonano bioautogram przy
pomocy E. coli metoda agarows. Jak
widaé z rys. 2, otrzymuje sie trzy pla-
my aktywne, najwieksza plama od-
powiada jednak cyjanokobalaminie.

- 2 Dwie pozostale pochodza zapewne od
posrednich produktéw biosyntezy
substancji wzrostowej dla E. gracilis,
ktére bedgc oddzielone od siebie nie
sa aktywne dla E. gracilis i O. mal-

hamensis.
’ Zageszczony ekstrakt acetonowy

frakcjonowano nastepnie przy pomo-

cy cigglej elektroforezy bibulowej

0,5 N kwasem octowym [6]. Aktywne

frakcje zbierano razem (por. rys. 3),

zageszczano w prozni do malej obje-

tosci, po czym roztwér poddawano

A migjsce umieszczenia g adsorpcji na kolumnie z AlLO, wg
probki metody podanej przez Lensa i wspol-

Rys. 2. Bioautogram ekstraktu acetono- prac. [7]. Aktywna frakcje z kolumny
wego, rozdzielonego uprzednio chroma- e]luowano woda_ Eluat ponownie za~
tograficznie w II-rz, butanolu + kw. geszczano w prézni i poddawano

octowy + woda. A — prébka, B — 2 i i £i
standard wit. B,,; 21 3 — czynniki nje- OCZyRZCZATIN PIZEz chromalograile na

zidentyfikowane. Bioautogram wykona- bibule, stosujac powyzej wymienione

no przy pomocy E. coli. rozpuszczalniki. Opierajac si¢ na wy-

nikach chromatografii i elektroforezy

bibulowej oraz na badaniu aktywnosci mikrobiologicznej przy pomocy

trzech réznych szczepéw testowych stwierdzono, iz syntetyzowany czyn-
nik przez Th. thioparus jest wlasciwym witaminem Bi,.

front rozpuszczalnika
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Witamin B,, w komérkach Th. thioparus wystepuje po wiekszej czesci
zwiazany z biatkiem lub polipeptydem. Przez ekstrakcje rozcieru komérek
0,01 m roztworem NaCl i przy pomocy chromatografii bibulowej wyka-
zano co najmniej dwa typy tych polaczen (por. rys. 4). Nie jest to zjawi-

+ =

S

eks;gnkcja

53

10 12 14 16 18 201 cm

migsce umieszczenia front |
ki rozpuszczalnika

WA

Rys. 3. Rozdziat ekstraktu acetono- Rys. 4. Chromatograficzne rozdzielenie po-
wego przy pomocy cigglej elektro- 1aczen witaminu B,, w roztworze: sacharoza~

ke A |

forezy bibulowej w 0,5N kw. octo- =-izopropanol, a, b — poigczenia, ¢ — wolny
wym. Frakcje zawierajgce substan- Wwitamin. Aktywno$¢ mikrobiologiczng ozna-
cje wzrostowg dla E. gracilis objete czano przy pomocy E. gracilis.

sq klamrg. Czarne pasma odpowia-

daja substancjom barwigcym sie

ninhydryng. Napiecie 350V, nate-
zenie 3,5 mA.

sko odosobnione, gdyz witamin B,, wystepujacy w mikroorganizmach
i wyzszych ustrojach w wiekszo$ci znajduje sie w postaci polgczen, ktére
prawdopodobnie sa czynnymi formami tegoz witaminu.

Witamin B,, znaczony C i %Co. Jedynym zrédlem wegla
dla Th. thioparus jest nieorganiczny weglan, wszystkie zatem atomy wegla
w czgsteczce B,, musza pochodzi¢ z tej substancji, poprzez posrednie pro-
dukty chemosyntezy. Jezeli wiec do pozywki doda sie 4C-weglanu, wszyst-
kie atomy wegla w witaminie bedg réwnomiernie nacechowane tym

izotopem: YC-aminokwasy

“C-weglowodany
HC-kwasy tluszczowe

1CO,

1C-B,,

Fakt ten postanowiono wykorzystaé do biosyntezy witaminu B,, zna-
czonego rownomiernie “C, co dotychczas nie bylo omawiane w litera-
turze.

Do 10 1 pozywki dodawano okolo 1,1 mC Na,'*CO; o aktywnosci wia-
Sciwej 30 xC/mg, a nastepnie po 3—4 dniach inkubacji bakterii wyosab-
niano witamin sposobem podanym w metodach. Przy koncu procesu
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414 W. OSTROWSKI 1 A. KRAWCZYK (6]

oczyszczania, mianowicie do eluatu z kolumny z tlenkiem glinu, doda-
wano 50 ug krystalicznego B;, dla ulatwienia procesu oczyszczania me-
todg chromatograficzng. Dodajac do pozywki oprocz !*C réwniez °°Co
o aktywnosci wlasciwej okolo 3 mC/mg otrzymano w analogiczny sposéb
witamin B,, znaczony réwnoczesnie C i %Co. Otrzymano: 1) witamin B,
znaczony rownomiernie ¥C w kazdej pozycji o aktywnosci wlasciwej
okolo 12,5 uC/umol, jesli nie rozcienczony nos$nikiem; 2) znaczony C
i %°Co réwnoczesnie o aktywnosci wlasciwej odpowiednio 12,5 i 80 uC/umol
oraz 3) znaczony %°Co o aktywnosci wlasciwej okolo 80 uC/pmol.
Aktywnos$¢ wlasciwg oznaczano przez poréwnanie z odpowiednio roz-
cienczonym standardem Na,CO, i %°CoCl,. Rys. 5 przedstawia chroma-

imp/min
+400
300
E radioaktywnasc
0201200
0151
L aktywnosc
G0 1100 mikmbszlologiczna
0051
0 R s
e : 1
migjsce umieszczenia front
probki rozpuszczalniko
Rys. 6. “C—Bn po chromatograficznym rozdzieleniu w roztworze sacharoza-izo-
propanol.
imp/min T 14-107
3000 2°§'
1
2500 s T f \ 10§
2000 }—— 8
| | l g
1500 : 63
| o
1000 / 4 :
500 + 2 f:g
fain) 0S
0 1 78

I R )
czas tnkubagji , dni
Rys. 6. Biosynteza witaminu B,, podczas okresu wzrostu komoérek Th. thioparus.
O———0O aktywnosé wtasciwa, + + calkowita radioaktywnos¢ B,, wyosob-
nionego z komérek w réznym czasie wzrostu hodowli. Bakterie rosly na pozywce
zawierajgcej %°Co,
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7 BIOSYNTEZA WITAMINU B;, ZNACZONEGO 14C 415

togram '*C—B,, z rozmieszczeniem aktywnosci mikrobiologicznej oraz
radioaktywnosci na bibule, mierzonej licznikiem G-M. Aktywnosé mikro-
biologiczna oraz radioaktywno$¢ plamy pokrywaja sie zupelnie, co do-
wodzi czystosci otrzymanego preparatu.

Juz podczas wstepnych badan nad wystepowaniem witaminu Bi,
w komoérkach Th. thioparus stwierdzono, ze uzyskuje sie¢ rézng aktywnosé
wobec E. gracilis w réznym okresie wzrostu bakterii. W celu ustalenia
optymalnego czasu dla uzyskania najwyzszej wydajnosci biosyntezy wi-
taminu B,,, do pozywki dodano 100 uC %CoCl; i codziennie pobierano
2-litrowe porcje hodowli, komérki odwirowywano, wyosabniano witamin
oraz oznaczano aktywno$¢ ogélng i wlasciwa. Wyniki tego doswiadczenia
ilustruje rys. 6. Najwyzszg aktywno$¢ wlasciwa, jak rowniez najwyzsza
wydajnos$é B,, uzyskuje sie w trzecim dniu rozwoju hodowli, co jest zwig-
zane z charakterem wzrostu komoérek Th. thioparus.

OMOWIENIE WYNIKOW

Jak wiadomo, rosliny nie posiadajg zdolnosci syntezy witaminu Bi,,
nie zawierajag go i nie potrzebuja do swych proceséw metabolicznych.
Zwierzeta natomiast zawierajg ten czynnik, wymagajg go do swych prze-
mian, lecz nie posiadajg zdolnosci syntetyzowania go.

Zdolnoé¢ biosyntezy witaminu B,, przez Th. thioparus jest zagadnie-
niem interesujgcym z ogélnobiologicznego punktu widzenia, gdyz wy-
nika z tego, iz tylko autotrofy fotosyntetyczne nie syntetyzujg i nie wy-
magajg tego czynnika w ich metabolizmie. Synteza witaminu B,, w ko-
moérkach Th. thioparus przebiega od samego poczatku od najprostszych
zwigzkéw nieorganicznych (dwutlenek wegla, chlorek amonowy, fosforan
i chlorek kobaltu) w obecnosci tiosiarczanu jako zrédla energii dla chemo-
syntezy. Jak mozna wnosi¢ z danych w literaturze, jest to pierwszy znany
fakt biosyntezy witaminu B,, (cyjanokobalaminy) przez bezwzglednie sa-
mozywny ustréj.

Roéznice aktywnosci ekstraktu acetonowego Th. thioparus wobec dwu
glonéw E. gracilis i O. malhamensis sa najprawdopodobniej wynikiem
obecnosci w ekstrakcie produktéw posrednich biosyntezy, ktére wystar-
czaja dla wzrostu mniej specyficznego szczepu, jakim jest E. gracilis, na-
tomiast nie sg aktywne dla O. malhamensis, ktéry rosnie tylko wobec
cyjarokobalaminy lub hydroksokobalaminy.

Zawarto$¢ witaminu B,, w komérkach Th. thioparus jest stosunkowo
niska w poréwnaniu z zawartoScia w grzybkach lub bakteriach cudzo-
zywnych systetyzujacych ten witamin. Tym niemniej, sg to ilosci uchwyt-
ne i wystarczajace dla wyizolowania cechowanego witaminu.
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416 W. OSTROWSKI { A, KRAWCZYK (81

Otrzymany preparat witaminu B,, znaczonego réwnomiernie “C i row-
noczesnie %°Co ma szczegélng wartos¢ dla badan nad mechanizmem bio-
syntezy, degradacji czasteczki witaminu B,, oraz jego mechanizmu dzia-
tania w procesach biologicznych.

STRESZCZENIE

Na podstawie oznaczen mikrobiologicznych przy pomocy Euglena gra-
cilis i Ochromonas malhamensis oraz badan chromatograficznych i elektro-
foretycznych wykazano, iz syntetyzowany czynnik wzrostowy dla E. gra-
cilis przez Thiobacillus thioparus jest witaminem B;,.

Witamin B,, jest syntetyzowany przez Th. thioparus z nieorganicz-
nych soli, jak weglan, chlorek amonu, fosforan w obecnosci tiosiarczanu
jako zrédla energii. Powyzszy fakt wykorzystano dla biosyntezy wita-
minu B,, znaczonego réwnomiernie C oraz C i %°Co réwnoczesnie.
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THE BIOCHEMISTRY OF AUTOTROPHIC SULPHUR BACTERIA.
V. BIOSYNTHESIS OF VITAMIN B, UNIFORMLY LABELLED WITH "C

Summary

Microbiological assays by using Euglena gracilis and Ochromonas mal-
hamensis, as well as chromatographic and electrophoretic analyses, re-
vealed the growth factor for Euglena gracilis synthesized by Thiobacillus
thioparus to be identical with vitamin B,,. The vitamin is synthesized by
Th. thioparus on medium containing inorganic salts, such as carbonate,
ammonium chloride, and phosphate, in the presence of thiosulphate as
a source of energy.

Use was made of this fact for the biosynthesis of vitamin B,, uniformly
labelled with either *C or C and %Co.

Otrzymano 21.6.1958 r.
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I. CHMIELEWSKA, K. BELZECKA, K. RACZYNSKA-BOJANOWSKA i J. MANICKI

WPLYW GLIKOZY NA WYKORZYSTANIE PRZEZ ORGANIZM
LUDZKI PODANEGO DOZYLNIE HYDROLIZATU BIALKA
KRWI BYDLECEJ. II*

Zaktad Chemii Organicznej Uniwersytetu Warszawskiego
oraz Zaklad Chemii Fizjologicznej i II Klinika Chirurgiczna A. M. w Warszawie

W poprzedniej pracy w badaniu na ludziach zdrowych (18 przypad-
kéw), dla ktérych podany dozylnie hydrolizat enzymatyczny biatka pel-
nej krwi bydlecej bez glikozy lub wzbogacony w glikoze byl jedynym
zrédltem azotu, nie stwierdzono oszczedzajacego aminokwasy wplywu gli-
kozy [2]. Badania wykazaly, ze przecietna dawka minimalna 8,5 g N-cal-
kowitego (57,4 g aminokwaséw i peptydéw) na czlowieka na dobe i dawka
gwarantujgca utrzymanie dodatniego bilansu azotowego 10,4 g N-catkowi-
tego na czlowieka na dobe (70 g aminokwasow i peptydéw) jest taka sama
w przypadku podania hydrolizatu bez glikozy, jak i hydrolizatu wzboga-
conego w glikoze.

Wzrost ilosci wydalonego N-aminowego, oznaczonego metoda mie-
dziowa w modyfikacji Albanese’a i Irby, dostosowanej do analizy mo-
czu [1], byl jednak trzykrotnie wiekszy w przypadku podania hydro-
lizatu z glikoza w poréwnaniu z iloscia wydalong po dodaniu hydrolizatu
bez glikozy. W stosunku do ilosci wprowadzonej w hydrolizacie wzrost
ten wynosit po podaniu hydrolizatu z glikozg od 10,8%0 do 17,9% ($rednio
15,4%), po podaniu hydrolizatu bez glikozy — od 2,1% do 6,8%0 ($rednio
4,9%) [2].

Wyniki te nasunely przypuszczenie, ze w czasie autoklawowania hy-
drolizatu z glikoza powstaja nieprzyswajalne przez organizm, przy po-
daniu dozylnym, polgczenia glikozy z grupg lub grupami funkcyjnymi
reszt specyficznych aminokwaséw. W zwigzku z tym zwrécono przede
wszystkim uwage na mozliwo$¢ powstawania potaczen glikozy z amino-
kwasami zasadowymi. Dalsze badania wykazaly jednak, ze jakkolwiek

*) Praca byla czeéciowo subsydiowana przez Komitet Biochemiczny PAN.

[419]
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w czasie ogrzewania poszczegblnych aminokwaséw zwlaszeza zasadowych
z glikozg powstaja polaczenia miedzy tymi zwigzkami, jednak ilo$é ich
wytwarzana w warunkach sterylizacji hydrolizatu mnie moze by¢ wy-
laczng przyczyna obserwowanej réznicy w wydalaniu N-aminowego po
podaniu hydrolizatu z glikozg i bez glikozy [4].

Wobec tego zajeto sie sprawdzeniem, czy wyniki oznaczenia N-amino-
wego w moczu metodg miedziowg w przypadku podania hydrolizatu z gli-
koza odpowiadaja rzeczywiscie wartosci N-aminowego, czy tez sg zwiek-
szone obecnoscig substancji interferujacych, ktérych brak w moczu nor-
malnym i w moczu po podaniu hydrolizatu bez glikozy.

W tym celu przeprowadzono réwnolegle oznaczenia: 1) N-wolnych
grup aminowych metoda miedziowa i 2) N-arrxinowego wolnych amino-
kwaséw metodg van Slyke’a i Hamiltona [7] w moczu (wzglednie w hy-
drolizacie kwasnym moczu) ludzi, ktérzy otrzymali dozylnie: a) hydrolizat
bez glikozy, b) hydrolizat z glikozg i c) glikoze. Z réznicy oznaczonego
metodg 2) N-aminowego przed i po hydrolizie kwasnej moczu wyliczono
N-aminowy aminokwaséw zwigzanych. Oznaczono réwniez metodg Fo-
lina [3] zawartoéé amoniaku w moczu po podaniu hydrolizatu z glikoza.

CHARAKTERYSTYKA STOSOWANYCH HYDROLIZATOW

Podawane hydrolizaty przygotowane byly opracowang przez nas me-
todg z bialka pelnej krwi bydlecej trawionego mieszaning enzymoéw
trzustki [5]; zawieraly one wszystkie aminokwasy egzogenne w ilosci wy-
starczajgcej do utrzymania dodatniego bilansu azotowego po dozylnym
podaniu 850 ml hydrolizatu dobowo [6]. 1000 ml hydrolizatu (pH 6,73)
zawieralo: 10,4 g N-calkowitego, 8,2 g N-aminowego calkowitego (po hy-
drolizie kwasnej hydrolizatu enzymatycznego), 6,2 g N-wolnych grup
aminowych oznaczonych metodg miedziowa, 5,5 g N-aminowego wolnych
aminokwas6w oznaczonych metoda van Slyke’a i Hamiltona, 1,8 g N-ami-
nowego zwigzanego w peptydach.

Hydrolizat z glikoza zawieral ponadto 50 g glikozy w 1000 ml. Ilo$ci
N-catkowitego, N-wolnych grup aminowych i N-aminowego wolnych ami-
nokwaséw byly w nim w granicach bledu identyczne z odpowiednimi
wartosciami dla hydrolizatu bez glikozy.

OPIS PRZYPADKOW

Badania Kkliniczne przeprowadzono ma 5 zdrowych mezczyznach
w wieku lat 18—23 (przypadki 1—5). W czasie trwania do$wiadczen ba-
dani otrzymywali doustnie pelnokaloryczng diete weglowodanowo-tlusz-
czowo-biatkowsg o zawarto$ci biatka okolo 120 g dziennie. Zastosowanie
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GLIKOZA A WYKORZYSTANIE HYDROLIZATU BIALKA

Tablica 1
Azot aminowy moczu zdrowych mezczyzn ma normalnej diecie oraz po podaniuI
dozylnym hydrolizatu bialkowego, hydrolizatu z glikozq lub glikozy :

Amino-nitrogen in urine of healthy men on normal diet and after intravenous
infusion of protein hydrolysate, hydrolysate with glucose or glucose ]

S—

N-aminowy metodga ninhy- N-aminowy metodg
= d_rynowa miedziowa
% aminckwasy N-amoniaku
dni g; mocz ety == ‘
2 wolne i w hydroli-
g8 wolne |, i azane|Z2Wiazane| W moczul . 0" oesy
(ml) | (ml) g | (8 (g) (g) (g) (g)
rzypadek 1. 1. 18
1 —_ 1200 0,08 0,22 0,14 l 0,18 | nie oznaczano | nie oznaczano |
— | 1200 | 0,08 0,22 034 | oad f TARE el
H 1340 0,23 1,17 0,94 0,34 ” » ” »
1000
4 H 1€00 0,28 1,14 0,83 0,56 " » » »
1000
rzypadek 2 1. 19
1 -_ 1400 0,17 0,54 0,37 0,32 nie oznaczano | nie oznaczano
—_ 980 0,16 0,55 0,39 0,31 ”» » » »
H 1580 0,23 1,42 1,23 0,57 » ” » »
1000
4 H 1400 0,27 1,46 1,19 0,58 » » » » 1
1000
rzypadek 3. 1. 23
— |1010] o015 033 | 018 020 | 032 0,49
- 940 0,16 0,34 0,18 0,32 0,35 0,46
H+G | 1900 0,52 1,30 0,78 2,03 1,38 0,58
1000
4 H+G| 1660 0,49 1,26 0,77 1,77 1,34 0,62
1000 [ |
rzypadek 4. 1. 19
— 15€0 0,15 0,29 0,14 0,17 0,29 0,48
== 14€0 0,16 0,30 0,14 0,20 0,33 0,52
3 |H+G|1120| 040 1,47 1,07 1,80 1,53 0,60
1000
4 l'{ (;) OG 1720 0,44 1,48 1,04 1,90 1,53 0,58
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cigg dalszy tablicy 1

N-aminowy metodg ninhy- N-aminowy metoda
§ drynowa miedziowa
x aminokwasy N armoniake
dni é‘g mocz
= wolne i : w hydroli-
2B wolne |, iazane|ZWiazane(w moczu |, . oio’ ooy
mp | m) | (2 (8) (g) (g) ©® | @

Przypadek 5. 1. 20

.- 1200 | 0,12 0,22 0,10 0,18 | nie oznaczano | nie oznaczano
2 — 1040 0,12 0,23 0,11 0,18 » ”» » »
G 2200 0,18 0,39 0,21 0,21 ,, 5 7
1000
4 G 1300 0,19 0,38 0,19 0,24 - 7 - -
1000 [

f) H — hydrolizat bez glikozy
Hydrolysate without glucose

H+G — hydrolizat z glikozg
hydrolysate with glucose

G — glikoza 5% roztwoér
glucose 5% solution

diety wysokobialkowej gwarantowalo wyréwnanie ewentualnych niedo-
boréw bialtkowych u badanych ludzi.

Do$wiadczenia kliniczne rozpoczynano dwoma dniami kontrolnymi,
w czasie ktérych stosowana byla tylko dieta doustna. W ciggu nastepnych
dwéch dni badani otrzymywali ponadto po 1000 ml badanych roztworéw
(a), b) lub c¢)) metoda wlewéw kroplowych z szybkoscia 60—80 kropel na
minute. W przypadkach 1 i 2 podano dozylnie w ciagu dwéch dni po
1000 ml hydrolizatu bez glikozy, w przypadkach 3 i 4 — po 1000 ml hy-
drolizatu z glikozg, w przypadku 5 — po 1000 ml 5% roztworu glikozy.

W zebranym moczu dobowym po stwierdzeniu nieobecnosci bialka
oznaczano: 1) N-wolnych grup aminowych metoda miedziowa (przypadki
1—5), 2) N-aminowy wolnych aminokwaséw metodg ninhydrynowg van
Slyke’a i Hamiltona (przypadki 1—5), 3) N-aminowy w hydrolizacie
kwasnym moczu (hydroliza 18 godz., 20°% HCIl) metoda ninhydrynowa
(przypadki 1—4), 4) N-aminowy w hydrolizacie kwasnym moczu (hydro-
liza 18 godz., 20%0 HCIl) metoda miedziowa (przypadki 3 i 4), 5) zawartos¢
amoniaku metodg Folina (przypadki 3 i 4), 6) N-aminowy aminokwasow
zwigzanych wyliczano z réznicy N-aminowego wolnych aminokwaséw
w moczu i w hydrolizacie kwasnym moczu. Szczegélowe zestawienie wy-
nikéw podano w tablicy 1.
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OMOWIENIE WYNIKOW

W tablicy 2 zestawiono wywolane podaniem hydrolizatu lub hydro-
lizatu z glikozg ilosci wydalonego N-aminowego oznaczone metodg mie-
dziowa oraz N-aminowego aminokwaséw wolnych i zwigzanych ozna-
czone metodg ninhydrynowa. Wartosci te otrzymano przez odjecie od
ilo$ci wydalonej w dni badania ilosci danej frakeji wydalonej w dni kon-
trolne.

Tablica 2

Wydalanie azotu aminowego w moczu zdrowych mezczyzn w wyniku dozylnego
podania hydrolizatu bialka lub hydrolizatu biatka z glikozq

Excretion of amino-nitrogen in urine of healthy men as result of intravenous
infusion of protein hydrolysate or protein hydrolysate with glucose

Wydalony w wyniku podania hydrolizatu:
Rodzaj : N-aminowy wol- :
Przypadek hydro- |N-aminowy nych amin)(,:kw 2 N-aminowy
lizatu*) metodg séw metoda aminokwasow
miedziowa ninhydrynowa zwigzanych
1 H 0,16 0,15 0,80
H 0,38 0,20 0,72
2 H 0,26 0,07 0,85
[ H 0,27 0,11 0,81
3 H+G 1,73 0,37 0,60
H+G 147 0,34 0,59
4 H+G 1,62 0,25 0,93
H+G 1,72 0,29 0,20

*) oznaczenia Jak w tablicy 1.

W poréwnaniu z wartosciami, otrzymanymi przy stosowaniu diety
bezbiatkowej [2], przy diecie o duzej zawartos$ci biatka ilos¢ N-amino-
wego, wydalona po podaniu hydrolizatu bez glikozy, nie ulega zmianie,
natomiast ilo$¢ tej frakcji wydalonej po podaniu hydrolizatu z glikoza
wzrasta $rednio o 50%o.

Iloé¢ N-aminowego wydalonego po podaniu hydrolizatu z glikoza
(przypadki 3 i 4) oznaczana metodg miedziowa jest $rednio 6 razy, a ozna-
czana metodg ninhydrynowa 2,5 razy wieksza od ilosci tych frakecji wy-
dalonych po podaniu hydrolizatu bez glikozy (przypadki 1 i 2).

IloSci wydalonego N-aminowego aminokwaséw zwigzanych oznaczane
metodg ninhydrynowsg sa tego samego rzedu zaréwno w przypadku po-
dania hydrolizatu bez glikozy, jak i z glikozg. Natomiast, jak widaé z ta-
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blicy 1, warto$ci N-aminowego oznaczone metodg miedziowg w kwasnym
hydrolizacie moczu (po usunieciu amoniaku powstalego w wyniku cze-
Sciowego rozkladu mocznika) s3 w przypadku podania hydrolizatu z gli-
koza mniejsze od wartosci oznaczonych bezposrednio w moczu,

Te sprzeczne ze soba wyniki oznaczenia N-aminowego metoda mie-
dziowa w moczu i w hydrolizacie moczu przypadkéw 3 i 4 w dniach po-
dania hydrolizatu z glikozg stang sie¢ zrozumiale przy zalozeniu, ze: 1) po
podaniu dozylnym hydrolizatu z glikoza znajdujg sie¢ w moczu skladniki
oznaczane metodg miedziowa lgcznie ze zwigzkami zawierajacymi wolng
grupe aminows, 2) skladniki te w czasie kwasnej hydrolizy moczu ule-
gaja rozkladowi z wytworzeniem zwigzkow nie dajacych sie oznaczy¢ me-
todg miedziows, nie sg zatem aminokwasami ani ich pochodnymi.

Tak wiec w czasie hydrolizy kwasnej moczu wydalonego po podaniu
hydrolizatu z glikoza zachodzilyby réwnocze$nie dwie reakcje: rozszcze-
pienie aminokwaséw zwigzanych, wywolujace wzrost N-aminowego (co
obserwuje sig przy oznaczaniu metodg ninhydrynows) i rozklad substancji
interferujgcych w oznaczaniu azotu metoda miedziowa, powodujacy obni-
zenie wynikéw oznaczenia.

Zwigzki interferujgce w metodzie miedziowej oznaczania N-amino-
wego nie wystepuja lub wystepuja w nieznacznej iloSci w moczu nor-
malnym oraz w moczu wydalonym po podaniu hydrolizatu bez glikozy,
bowiem réznice miedzy iloSciag N-wolnych grup aminowych i N-amino-
wego wolnych aminokwaséw sg nieznaczne (Tabl. 1). Nie wystepuja one
réwniez w moczu wydalonym po podaniu dozylnym 5% roztworu glikozy
przy réwnoczesnej diecie o duzej zawartosci biatka (Tablica 1, przypa-
dek 5). Zwiazki te nie powstajg w czasie sterylizacji cieplnej hydrolizatu
z glikoza, gdyz wynik oznaczenia N-aminowego metodg miedziowag w hy-
drolizacie z glikozg jest identyczny z wynikiem oznaczenia w hydroli-
zacie bez glikozy.

Szczegblowe badania nad wplywem jonu amonowego na ilo$¢ N-ami-
nowego oznaczanego metoda miedziowa wykazaly, ze w wiekszym ste-
zeniu moze on byé¢ czynnikiem interferujacym [8]. Oznaczenie amoniaku
w moczu wydalonym po podaniu hydrolizatu z glikoza dalo jednak ilosé
znajdujgcg sie w granicach fizjologicznych (Tablica 1, przypadki 3 i 4),
nie oznaczang w warunkach metody miedziowej.

Fakty te nasuwaja przypuszczenie, ze substancje interferujgce w wa-
runkach oznaczania N-wolnych grup aminowych, wydalone w moczu lu-
dzi po podaniu dozylnym hydrolizatu z glikoza, powstaja w organizmie ze
skladnikéw wprowadzonego roztworu, to jest z aminokwaséw lub glikozy.
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WNIOSKI

1. Po podaniu dozylnym hydrolizatu biatkowego!z glikozg zostaje wy-
dalony w moczu skladnik (lub skladniki) oznaczany metodg miedziowa
facznie ze zwigzkami zawierajagcymi wolng grupe aminows. Skladnik ten
(skladniki) ulega rozkladowi w czasie hydrolizy kwasnej moczu z wytwo-
rzeniem zwigzkéw nie dajacych sie oznaczaé metodg miedziows, nie na-
lezy zatem do grupy aminokwaséw wolnych ani zwigzanych.

2. Skladnik (skladniki) interferujagcy w metodzie miedziowej ozna-
czania grupy N-aminowych nie wystepuje lub wystepuje w nieznacznej
ilosci w moczu normalnym, w moczu wydalonym po podaniu dozylnym
hydrolizatu biatkowego bez glikozy, jak réwniez w moczu wydalonym po

podaniu dozylnym glikozy przy réwnoczesnej diecie o duzej zawartosci
bialka.

3. Skladnik (skladniki) interferujacy nie powstaje w czasie steryli-
zacji cieplnej hydrolizatu z glikozg.

4. Fakty podane w punktach 1—3 nasuwajg przypuszczenie, ze sklad-
nik (skladniki) interferujacy powstaje w organizmie ludzkim ze sklad-

nikéw wprowadzonego dozylnie roztworu, to jest z aminokwaséw lub
glikozy.

Prof. dr J. Hellerowi, kierownikowi Zakladu Chemii Fizjologicznej
A. M. w Warszawie, dzigkujemy za dyskusje i uwagi, prof. dr J. Mossa-
kowskiemu, kierownikowi II Kliniki Chirurgicznej A. M. w Warszawie —

za zainteresowanie pracg i umozliwienie prowadzenia badan na terenie
Kliniki.

LITERATURA

[1] Albanese A, Irby V., J. Biol. Chem. 153, 583, 1944,

[2] Betzecka K, Chmielewska I, Acta Biochim. Polon. 3, 497, 1956.

[3] Hallm a nn L., Klinische Chemie und Mikroskopie, Leipzig, 1941, str. 375.

[4] Jurecka B, Barszcz D, Bergman Z, Buthak B, Chmiele w-
sk a 1., Przemyst Chem. 13, 343, 1957.

[6] Patent Polski nr 34858, 1 czerwca 1951.

[6] Raczynska-Bojanowska K, Jurecka B, Hennig J, Mtod-
kowska-Iwaszkiewicz M, Pniewska K., Chmielewska I,
Przemyst Chem. 7, 371, 1951.

[7] Van Slyke D, Dillon R, MacFadyen D, Hamilton P. J. Biol
Chem. 141, 627, 1941;

Hamilton P, van Slyke D, J. Biol. Chem. 150, 231, 1943,

[8] Dane nie opublikowane.

http://rcin.org.pl



426 1. CHMIELEWSKA, K.BELZECKA, K.RACZYNSKA-BOJANOWSKA 1 J. MANICKI (8]

EFFECT OF GLUCOSE ON UTILIZATION OF INFUSED BOVINE BLOOD
PROTEIN HYDROLYSATE IN HUMAN SUBJECTS

Summary

Clinical investigations have been undertaken to elucidate the cause
of much greater increase of NNH2 excretion after the intravenous admi-
nistration of the blood protein hydrolysate enriched with glucose as com-
pared with the excretion following the administration of the same kind
of hydrolysate without glucose.

Different Nyp , fractions have been examined as excreted by 5 healthy,
young men maintained on full caloric carbohydrate-fat-protein diet, who
received intravenously during 2 days: the protein hydrolysate (2 cases),
the protein hydrolysate with glucose (2 cases) and glucose solution (1 case).
The following Nyp, fractions have been determined: a) Nnu, of free
aminoacids by ninhydrin method of van Slyke and Hamilton, b) N\H of
free amino groups by the copper method as modified by Albanese and
Irby, ¢) Nyn, of bond aminoacids calculated from the difference between
Nnn, of free aminoacids before and after the acidic hydrolysis of the
urine.

It has been found, that after the intravenous administration of the
hydrolysate with glucose some interfering substances are excreted, that
are estimated by copper method together with a-amino groups. Urine
excreted in control days or after the administration of either the protein
hydrolysate without glucose or the glucose solution does not contain the
appreciable amounts of these substances.

The unknown “interfering” substances are destroyed during acid hy-
drolysis. Moreover, they do not arise while the hydrolysate is autoclaved
with glucose, proving thus, that they originate in the organism after the
administration of the hydrolysate with glucose.

Otrzymano 8.7.1958 r.
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MODYFIKACJA CHROMATOGRAFICZNEJ METODY
WYKRYWANIA KWASU g-INDOLILOOCTOWEGO
I PRZYSTOSOWANIE JEJ DO OZNACZEN W KIELKACH
PSZENICY

Zaktad Fizjologii Roslin Uniwersytetu Mikolaja Kopernika w Toruniu
Kierownik: doc. dr M. Michniewicz

Regulatory wzrostu wystepuja w roslinach w bardzo matych iloSciach,
rzedu 108 g, i z tego wzgledu nie mozna ich oznaczaé przy pomocy klasycz-
nych metod chemicznych, ktérych czulo§é w przypadku kwasu p-indolilo-
octowego jest rzedu 10-%g [1]. Sam test biologiczny nie daje mozliwosci
jakoSciowe]j identyfikacji poszczegélnych regulatoréw wzrostu.

Badania, ktére prowadzi Katedra Fizjologii Roslin Uniwersytetu M. Ko-
pernika, nad dynamikg regulatoréw wzrostu na tle ontogenetycznego roz-
woju roslin, zrodzily konieczno$¢ opracowania metody chromatograficznej,
pozwalajgcej, przy zastosowaniu testu barwnego, na wykrywanie, w skali
seryjnej, kwasu p-indolilooctowego w kietkach i nasionach pszenic.

Poniewaz metody oznaczania tego kwasu, podawane przez Linskensa
[5], Linsera [4], Kefforda [3], Jerchela i Miillera [2], dawaly w przypadku
pszenicy wyniki negatywne albo nie nadawaly sie w ogéle jako metody
do analiz seryjnych, wynikla koniecznos$é opracowania modyfikacji chro-
matograficznej metody Kefforda, pozwalajacej na wykrywanie kwasu
p-indolilooctowego w kielkach pszenic. Metoda Kefforda opiera si¢ na
rozdziale ekstraktu roslinnego na frakcje kwasne i obojetne, ktoére sg
frakcjonowane nastepnie za pomoca chromatografii kolumnowej. Ozna-
czanie substancji wzrostowych przeprowadza sie metodami chromatogra-
ficznymi lub biologicznymi.

SPOSOB POSTEPOWANIA 1 WYNIKI

Materiatem do$wiadczalnym byly kietki pszenicy odmiany Leszczynska
Wczesna. Nasiona pszenicy moczono w ciaggu 24 godzin w temperaturze
18°, sterylizowano 0,19 roztworem HgCl, i wysiewano w ciemni na wil-
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gotnym piasku kwarcowym, utrzymujgc podczas kielkowania tempera-
ture 22°. Po 5 dniach, gdy dlugos¢ etiolowanych siewek wynosila 4 cm,
$cinano wierzcholki diugosci 1 cm, ktérych 100 g, po zadaniu 300 ml
bezwodnego etanolu, umieszczano w zamrazarce w temperaturze —10°
na okres 2 godzin. Po oddzieleniu alkoholu, zamrozony materiat roslinny
miazdzono, ponownie zalewano alkoholem i macerowano w ciggu 24 go-
dzin na wytrzgsarce. Po odsgczeniu ekstrakt alkoholowy odparowywano
w prozni w temperaturze 45—47° az do calkowitego usunigcia alkcholu.
Pozostale 50 ml fazy wodnej frakcjonowano przez czterokrotne wytrzg-
sanie réwng objetoscig benzenu, tak aby ostatnia porcja benzenu byla
catkowicie bezbarwna. Benzen usuwal z wodnego ekstraktu roslinnego
substancje, ktére przeszkadzaly w oznaczeniach chromatograficznych.

Kwas p-indolilooctowy ekstrahowano z fazy wodnej za pomocg 100 ml
eteru, wolnego od nadtlenkéw. Ekstrakcje eterem prowadzono w ciggu
24 godzin, a kolejne porcje eteru wynosily: 50 ml, 25 ml i 25 ml; byty
zmieniane one co 8 godzin. Polaczone ekstrakty eterowe zageszczano do
objetosci 50 ml i oznaczano chromatograficznie.

Analize chromatograficzng prowadzono w obecnosci roztworu kontrol-
nego, ktéry zawieral eterowy ekstrakt roslinny oraz 0,001 m roztwoér
eterowy syntetycznego kwasu p-indolilooctowego. Stosowano technike
wstepujacej chrcmatografii bibulowej, uzywajac bibuly Whatman 1 nie
przemywanej i nie kondycjonowanej. Roztwory badane nanoszono na ar-
kusze bibuly o wymiarach 30X21 cm, w odlegloéci 3 cm od brzegu, wpro-
wadzajac kolejno obok siebie ekstrakt badany i roztwoér kontrolny. Obje-
to$¢ roztworéw podawanych na bibule wynosita 10 xl. Wilgotne plamy
suszono, bibule zwijano w ksztalcie cylindra i umieszczano w krystaliza-
torze, ktory wstawiano do komory chrematograficznej.

Do rozwijania chromatogramdw stosowano uklady mieszanin podane
przez Linskensa [5]: 1) n-butanol, etanol, woda (4:1:1); 2) a) n-butanol,
woda (623 : 42), b) kwas propionowy, woda (620 : 790); roztwory a) i b)
mieszano ze sobg w stosunku 1:1; 3) 70% etanol.

Komory przed wlozeniem bibuly nasycano w ciggu 24 godzin parami
rozpuszczalnika.

Chromatogramy rozwijano w temperaturze 20—25° w ciggu 5—7 go-
dzin, przy czym faza ruchoma wznosila si¢ na wysokos¢ 20 cm. Bibule po
wyjeciu z komory suszono w temperaturze pokojowej w ciagu 1 godziny,
a nastepnie cieto na paski w taki sposéb, aby na jednym pasku znaj-
dowatla sie plama ekstraktu i plama kontrolna. Chromatogramy wywoly-
wano na drodze chemicznej przez uzyskiwanie plam barwnych. Barwy
widoczne byly na paskach po 6 lub 12 godzinnym suszeniu ich w tempe-
raturze pokojowej, przy czym nie stwierdzono réznic zabarwienia dawa-
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nych przez substancje badane i kontrolne. Zastosowano 7 réznych ukla-
dow wywolywaczy, ktére dawaty nastepujgce zabarwienia:

1) FeCl; i HCIO, [3] — ciemnorézowg, 2) NaNO, i HCIO, [3] — ma-
linowoczerwong, 3) CoCl, i HCIO, [4] — rdézowg, 4) HgCl, i HCIO, [4] —
rézowa, 5) NaNO, i HNO, [3] — ceglastoczerwong, 6) NaNO, i HC1 [6] —
jasnoczerwong oraz 7) K,Fe(CN), i HNO, [3] — czerwonobrazows. Inten-
sywne zabarwienie dawaly wywolywacze nr 1, 2, 3 i 4, slabe — wywo-
ltywacz nr 6; wywolywacze nr 5 i 7 dawaly plamy o zmiennej intensyw-
nosci zabarwienia.

Rys. 1. Identyfikacja kwasu g-indolilooctowego
e — plama roztworu badanego
k — plama roztworu kontrolnego

Chromatogram 1, 2 i 3 wywolany FeCly i HClO4, chromatogram 4, 5 i 6 wywolany

NaNO, i HCIO,, chromatogram 1 i 4 rozwinigty w ukladzie n-butanol:etanol:woda,

chromatogram 2 i 5 rozwiniety w ukladzie n-butanol-woda, kwas propionowy:woda,
chromatogram 3 i 6 rozwiniety w 70% etanolu

Identyfikacje kwasu p-indolilooctowego przeprowadzono poréwnujgc
wspolezynniki Ry plam badanych i kontrolnych. W zaleznosci od stosowa-
nego ukladu rozpuszczalnikéw uzyskano wartosci Ry od 0,84 do 0,86, przy
czym w ukladzie n-butanol: etanol: woda wartos¢ Rr=—=0,84 wynosila
w przeliczeniu na wspélezynnik Ry [7] — 0,72. Przy uzyciu 70°% etanolu
otrzymano warto$¢ Rr — 0,85 i odpowiednio Ry =——0,75. W mieszaninie
n-butanol : woda i kwas propionowy : woda otrzymano Ry==0.86 oraz
Ry ==—0,78. Wartosci Ry préb badanych i kontrolnych byly identyczne,
plamy mialy ksztalt okragly, nie wykazywaly znieksztalcen.
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Chromatogram (Rys. 1) przedstawia wyniki jednego z przeprowadzo-
nych doswiadczen. Opisana praca zostala wykonana w ciemni ze wzgledu
na wrazliwosé kwasu f-indolilooctowego na $wiatlo.

STRESZCZENIE

Opisano modyfikacje chromatograficznej metody wykrywania kwasu
f-indolilooctowego.

Stwierdzono, ze frakcjonowanie ekstraktu roslinnego za pomoca ben-
zenu i eteru daje zadowalajgce rezultaty.

Opisana metoda nie wymaga rozdzialu ekstraktu roslinnego na frak-
cje kwasne i okojetne ani wstepnego chromatografowania na kolumnie,
dzieki czemu moze mie¢ zastosowanie do seryjnych analiz kwasu p-indo-
lilooctowego w pszenicach.
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A MODIFICATION OF THE CHROMATOGRAPHIC METHOD FOR DETECTION
p-INDOLYL ACETIC ACID AND ITS APPLICATION TO THE ASSAY IN WHEAT
SEEDLINGS

Summary

A modification of the chromatographic method for detection of f-indo-
lyl acetic acid has been described.

It has been stated that fractioning the plant extract by means of
benzene and ether gives satisfactory results.

The method just described requires neither the separation of the
plant extract into acid and neutral fractions, nor preliminary column
chromatography method. Therefore the method may be applied to serial
estimations of f-indolyl acetic acid in wheat seedlings.

Otrzymano 12.7.1958 r.
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AMINOACYDURIA WYWOEANA KWASEM MALEINOWYM
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Kwas maleinowy, izomeron znanego metabolitu, jakim jest kwas fuma-
rowy, posiada wlasnosci toksyczne. Hamuje on oddychanie skrawkoéw
moézgowych [12]; podany rachitycznym szczurom dootrzewnowo wywoluje
fosfaturie i aminoacydurie [8], a u pséw z kwasicg fosfaturie i uszkodze-
nie kanalikéw nerkowych [2]; we krwi szczuréw wzmaga poziom keto-
kwaséw [6]. Fakt wywolania aminoacydurii potwierdzili Durand i wsp6l-
pracownicy; przyczyne tego zjawiska staraja sie oni objasni¢ zaburzenia-
mi gospodarki energetycznej [5].

W dazeniu do zrozumienia mechanizmu dzialania kwasu maleinowego
nie mozna pominaé¢ tego, ze tworzy on polgczenia ze zwigzkami o wolnych
grupach sulfhydrylowych. Morgan i Friedmann [11] potwierdzili to przy-
puszczenie izolujgc polgczenia kwasu maleinowego z kwasem tiooctowym,
cysteing i glutationem. Dzialaniem swym rézni sie¢ jednak kwas maleino-
wy od innych tego typu zwigzkéw, jak na przyklad jodooctanu [12].

Zadaniem obecnej pracy jest zbadanie wplywu, jaki wywiera zatrucie
kwasem maleinowym na wydalanie w moczu aminokwaséw u szczuréw
zywionych pokarmem o duzej zawartosci mleka odtluszczonego (dieta I
podana przez Chorazego [3]).

METODY

Szczury trzymano w klatkach metabolicznych pozwalajacych na ilo-
sciowe zbieranie moczu bez domieszek katu i pokarmu. Mocz do czasu ana-
lizy (zwyczajnie w tym samym lub nastepnym dniu) przechowywano
z dodatkiem tymolu w lodéwce. Mocz odsalano na kolumnie z zywica
Dowex 50X8 o wysokosci 5 cm i Srednicy 1 cm. Gdy mocz zatrutych
szczur6w dawal dodatni odczyn z kwasem sulfosalicylowym, usuwano
biatko alkoholem etylowym. Azot a-aminowy w moczu odsolonym i nie
odsolonym oznaczano metodg Yemma i Cockinga [13]. Aminokwasy moczu

[431]1
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rozdzielano chromatograficznie na bibule Whatman nr 1 rozwijajac trzy-
krotnie w ukladzie: butanol : kwas octowy : woda w stosunku objetoscio-
wym 60 : 15 : 25, i oznaczano wedlug Meyera [10]. W cdrdéznieniu od Me-
yera, ktéry dla wszystkich aminokwaséw (z wyjatkiem tyrozyny i feny-
loalaniny) uzywa jednej krzywej wzorcowej, w tej pracy postugiwano
sie¢ réznymi krzywymi kalibracji dla czterech grup aminokwasowych,
mianowicie: a) alaniny, lizyny, waliny i metioniny; b) glicyny, seryny,
kwasu glutaminowego, treoniny i argininy; c) leucyny i izoleucyny; d) fe-
nyloalaniny i tyrozyny. Amoniak oznaczano wedlug Conwaya [4], fosfo-
.rany matodg Gomoriego [7], s6d i potas fotometrem plomieniowym firmy
Zeiss mode] III [9].

WYNIKI

Badania przeprowadzono na czterech dorostych bialych szczurach
(samicach). Umieszczone oddzielnie pozostawaly przez okres okolo mie-
sigca na $cisle okreslonej diecie [3]. Dobowy mocz badano na zawartosé
azotu a-aminowego, eminokwas6w, ameniaku, sodu, potasu i fosforandw.
Badania obejmowaly dwa okresy: pierwszy przed podaniem maleinianu (17
dni), drugi po podaniu (10 dni). Zobojetniony kwas maleinowy firmy
Schuchardt podano dootrzewnowo w jednej porcji, jako jednomolarny
roztwoér wedny, w ilosci 400 mg na 1 kg wagi szczura (w oparciu o dane
El Hawary’ego). Zmiany skladu moczu szczuréw po podaniu maleinianu
przzdstawiajg tablice 1 i 2 oraz wykres na rysunku 1.

Dane tablicy 1 wskazuja na to, ze zmiany w skladzie moczu dotycza
przede wszystkim aminokwaséw. Stwierdza sie rowniez wzrost ilosci mo-
czu, a takze w niektérych dniach wydalania sodu, amoniaku i w pewnym
stopniu fosforanéw; natomiast ilos¢ potasu nie ulega wyraznym zmianom.
Dominujgcg cechg moczu zatrutych szczuréw jest aminoacyduria.

Rysunek 1 przedstawia wydalanie azotu a-aminowego pojedynczych
szczuréw. We wszystkich przypadkach pedanie maleinianu wywolalo 20
do 30-krotny wzrest wydalania azotu a-aminowego, maximum wydala-
nia przypada na drugi dzien od podania, a powrét do pozicomu normal-
nego na szosty dzien.

Uwage zwraca fakt, ze stosunek azotu a-aminowego moczu po odso-
leniu do azotu a-aminowego moczu przed odsoleniem, ktéry u zwierzat
nie zatrutych wynosi okolo 0,4, znacznie wzrasta po zatruciu zblizajgc sie
do wartosci 1,0. Zatem te substancje aminowe, ktore nie zatrzymuja sie
na kolumnie Dowex 50, a wigc nie byly przez nas badane, nie wydalajg
sie po zatruciu w zwigkszonej ilosci; wsréd nich w pierwszym rzedzie na-
lezy mysle¢ o taurynie [1]. Po zatruciu suma azotu a-aminowego posz-
czegblnych aminokwaséw (kolumna e, Tabl. 1), oznaczonych chromato-
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81 AMINOACYDURIA WYWOLANA KWASEM MALEINOWYM 435

graficznie, jest réwna w granicach bledu calkowitemu azotowi a@-amino-
wemu. Widocznie wigc wydalanie tych aminokwaséw, ktérych nie ozna-
czono w tej pracy (cysteina, cystyna, tryptofan), nie wplywa iloSciowo
na omowione stosunki.

32
30
28
26

24

mg N=-a-NH,/dobg
oy e B its R 5, S5 e

LU N

e

T 2 3 4 5 b 7 8 d oyt i WIS 178
kolejny dzten

Rys. 1. Azot e¢-aminowy odsolonego moczu czterech szczuréw przed i po podaniu

maleinianu. Strzatka oznacza czas dootrzewnowego podania maleinianu w dawce
400 mg na 1 kg wagi

szczur

szczur

szczur

szczur

OPbOX
(NIl
BEEERE
- W N -

Wzrost wydalanych aminokwaséw z moczem nie jest rownomierny.
Na podstawie danych tablicy 2 mozna rozr6zni¢ dwie grupy aminokwa-
séw. Jedne, ktérych wydalanie wzroslo 50 razy lub wiecej i drugie, kt6-
rych iloé¢ zwiekszyla sie 10 do 30 razy. Do pierwszej grupy naleza: glu-
tamina, glicyna z seryna, kwas glutaminowy z treoning, alanina, walina
z metioning, leucyna z izoleucyna; do drugiej grupy — lizyna z histy-
dyng, arginina, tyrozyna i fenyloalanina.
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Fakty przedstawione w tym doniesieniu stwarzaja podstawe umozli-
wiajacg podjecie badan dotyczacych doswiadczalnej aminoacydurii, jako
drogi poznania mechanizmu reabsorpcji i wydalania aminokwaséw w nerce.

STRESZCZENIE

Jednorazowe dootrzewnowe podanie szczurom maleinianu w dawce
400 mg na 1 kg wagi wywoluje znaczne zwigkszenie wydalania azotu
a-aminowego w moczu na okres 4 do 7 dni. Wzrost ten jest wywolany pra-
wie wylacznie przez wolne aminokwasy; udzial aminokwaséw zasadowych
i aromatycznych wydaje sie gra¢ mniejsza role od pozostalych badanych
aminokwas6w. Obok eminoacydurii jako dominujgcej cechy zatrucia ma-
leinianem mozna stwierdzié wzrost iloSci moczu oraz wydalania sodu,
amoniaku, a w pewnym stopniu i fosforanéw.
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AMINOACIDURIA INDUCED BY MALEIC ACID
Summary

Maleinate, given to rats intraperitoneally in a single dosis of 400 mg./kg.
of weight induces over a period of 4 to 7 days increased elimination with
urine of a-amine nitrogen. This is largely associated with free aminoacids;
the part played by basic and aromatic aminoacids appears to be much
smaller that that of the remaining aminoacids examined. In addition to
aminoaciduria, which is the dominant feature of maleinate poisoning,
increased elimination of urine, sodium, ammonia, and, to a degree, phos-

phates, was noted.
Otrzymano dnia 13.7.58 r.
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A. MORAWIECKI

BADANIA NAD KINAZA PIROGRONOWA.
WYZNACZENIE MASY CZASTECZKOWEJ ENZYMU Z MIESNI
KROLIKA

(TYMCZASOWE DONIESIENIE)

Dziat Biochemii Instytutu Immunologii i Terapii Doswiadczalnej PAN we Wroclawiu
Kierownik Dzialu: prof. dr T. Baranowski

W poprzednich komunikatach zostaly podane wyniki badan niektérych
wlasnosci enzymatycznych [5] i fizykochemicznych [6] kinazy pirogrono-
wej (transfosforylazy fosfopirogronowej) z miesni krélika. Badania te
przeprowadzone byly na czeSciowo oczyszczonym materiale. Dalsze prace
doprowadzily do otrzymania lepiej oczyszczonego preparatu enzymu, co
umozliwilo wyznaczenie masy czgsteczkowej.

PREPARATYKA ENZYMU

Zmielone miesnie krélika wyciggano réwng objetosciag wody; wyciag
z dodatkiem toluenu pozostawiano przez kilka godzin w temperaturze po-
kojowej, po czym dializowano przez 12 godz. do wody wodociggowej, a na-
stepnie 24 godz. do wody destylowanej w temp. okolo 5°. Po odsaczeniu
osadu plyn zadawano 4-krotng objetoscig oziebionego acetonu w tempe-
raturze nie przekraczajacej 5°. Wytrgcony osad oddzielano od acetonu
przez wyciskanie, przemywano 2-krotnie nowymi porcjami acetonu i su-
szono przez kilkanascie godzin w temperaturze pokojowej. Te cze$é pre-
paratyki wykonywano w zasadzie wg Baranowskiego [1].

Aktywno$¢ enzymatyczng oznaczano jak poprzednio [5] na podstawie
ubytku kwasu enolofosfopirogronowego w reakcji transfosforylacji na
ADP. Reakcje prowadzono jednak w pH 8,5, ktére to pH okazalo sie
optymalne dla aktywnosci enzymu [6], w moderatorze tréjetanoloamino-
wym [2]. Kwas enolofosfopirogronowy oznaczano jako fosforan odszcze-
pialny podjodynem [4].

Otrzymany proszek acetonowy wyciggano 4-krotng iloscia wody i wy-
salano frakcje bialkowa w granicach 0,50—0,58 nasycenia siarczanem
[437]

9
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amonu w pH 7,0—7,1. Wytracajacy sie¢ osad wykazywal powstawanie
smug przy wstrzasaniu (,szliry*), $wiadczacych o tworzeniu sie form kry-
stalicznych. Frakcje te, zawierajacg wiekszos¢ aktywnosci kinazy pirogro-
nowej, ekstrahowano kolejno roztworami siarczanu amonu (pH=1,1)
o stezeniach 0,58, 0,56, 0,54 ... itd. az do 0,48 nasycenia. Kazda ekstrakcja
trwala kilka godzin w temperaturze pokojowej. Zawiesina byla stale mie-
szana mechanicznie. Pozostajacy osad wykazywatl znacznie wiekszg aktyw-
nos¢ wlasciwg enzymu.

Dalsze oczyszczenie osiggnieto przez dialize rozpuszczonego w wodzie
preparatu do moderatora octanowego o pH 4,8 i sile jonowej 0,1. Dialize
prowadzono przez 12 godz. w temp. 2°. Nastepnie, oddzielano wytragcony
osad, a plyn doprowadzano do pH 6,0 i wysalano enzym siarczanem amo-
nu do nasycenia 0,7. Osad wykazywat ,szliry* przy mieszaniu. Postepo-
wanie takie (dializa do moderatora o pH 4,8) pozwala na uzyskanie lep-
szej wydajnosci, niz stosowane poprzednio [6] ogrzewanie do 45° w pH 5,5.

-

a)

Rys. 1. Elektroforeza preparatu kinazy pirogronowej w moderatorze fosforanowym
pH = 6,58; I'/2 = 0,1. Czas: 90 min. Spadek napigcia: 7,35 v/em.
<« cze$é wstepujgca; —-czesé zstepujacea.

Otrzymany preparat mial czystos¢ okolo 90%, jak wykazaly oznacze-
nia metoda elektroforetyczng Tiseliusa (Rys. 1). Wykonano na nim ozna-
czenie punktu izoelektrycznego i powtérzono oznaczenia stalej sedy-
mentacji.

Dalsze oczyszczenie przeprowadzano przy pemocy preparatywnej elek-
troforezy kolumnowej [3] na sproszkowanej celulozie w moderatorze we-
ronalowym o pH 8,6 i sile jonowej 0,025 (Rys. 2). Gl6wng frakcje otrzy-
mang z kolumny uzyto do pomiaréw stalej dyfuzji.

Punkt izoelektryczny kinazy pirogronowej wyznaczano w aparaturze
Tiseliusa, na podstawie pomiaréw ruchliwosci elektroforetycznej w roz-
nych pH. W moderatorze fosforanowym o sile jonowej 0,1 wynosi on 5,98.

http://rcin.org.pl
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OZNACZENIE MASY CZASTECZKOWEJ

Przeprowadzone przy pomocy ultrawiréwki pomiary stalej sedymentacji
przy 40 000 obr. min. (117 000 X g) w pH 5,98 daty wynik zgodny z uzyska-
nym poprzednio [6]: 10,6 X 10~3 sek.

—

£ 280my
n

o 1 o i

o 10 20 20
Nr frakgi ——

Rys. 2. Elektroforeza kolumnowa kinazy pirogronowej. Eluat z kolumny po 21-go-
dzinnej elektroforezie. Przylozone napiegcie: 440 v. Objeto§é frakeji: 2 ml.
Na osi rzednych ekstynkcja probek przy 280 mpu. Frakcje 13—21 rozcienczano przed
oznaczeniem 10-krotnie.

Pomiary stalej dyfuzji przeprowadzono w aparacie elektroforetycz-
nym Tiseliusa w temp. 20°, w moderatorze fosforanowym o pH 5,98 i sile
jonowej 0,1. Otrzymano warto$¢ Dy, =— 4,4X10~7 cm?®/sek.

Przyjmujac objetos¢ wlasciwa rozpuszczonego enzymu za 0,75 (wartosé
$rednia dla wiekszosci bialek), obliczono jego mase czgsteczkowg na 230 000.

D, (stala dyfuzji dla czgstek kulistych i nie uwodnionych, o tej samej
masie) wyliczono na podstawie tych danych na 5,1. Stosunek D,/D = /£,
wynosi wiec 1,186.

STRESZCZENIE

Na podstawie oznaczen szybkosci sedymentacji i dyfuzji wyznaczono
mase czgsteczkowa kinazy pirogronowej z miesni krélika na 230 000.
Stala sedymentacji S;, wynosi 10,6 S; stata dyfuzji D,,=4,4 X

X 10~7 cm?/sek., f/f, = 1,16. Punkt izoelektryczny tego enzymu w modera-
torze fosforanowym wynosi 5,98.
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STUDIES ON PYRUVIC KINASE. DETERMINATION OF MOLECULAR WEIGHT

OF THE ENZYME OBTAINED FROM RABBIT MUSCLES

Summary

By determination of the rates of sedimentation and diffusion the mo-
lecular weight of pyruvic kinase was found to be 230 000.

Sedimentation constant S,, was 10.6 S, diffusion constant D,, was
4.4X10~7 cm. ¥/sec., f/f,=1.16.

The isoelectric point of the enzyme in a phosphate buffer was 5.98.

Otrzymano 16.8.1958 r.
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ACTA BIOCHIMICA POLONICA

Kazdy autor winien dokladnie zapoznaé sie z ftreScig ,wytycznych dla
autorow" jeszcze przed przystapieniem do pisania swej pracy i skrupulatnie sto-
sowaé¢ sie¢ do nich. Prace nie odpowiadajace pod wzgledem formy postawionym
‘wymogom nie beda mogly byé brane pod uwage i zostana zwrécone autorom. Fakt
przesiania pracy do redakeji uwazany jest jako réwnoznaczny ze zgoda autora na
‘tresé ,wytycznych”.

WYTYCZNE DLA AUTOROW

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

2. Prace powinny by¢ pisane mozliwie zwiezle, ale zwiezlo§¢ nie powinna po-
wodowaé niejasnoSci przedstawienia. Artykuly sa przeznaczone przede wszystkim
dla czytelnika wyspecjalizowanego w danym temacie, mimo to artykuly powinny
byé zrozumiale dla ogétu czytelnik6w. Opis do$wiadczen powinien byé taki, by
moégt je powtoérzyé kazdy, kto dysponuje odpowiednim materialem, wyposazeniem
i techniczng sprawnos$cig. Nalezy unikaé technicznych neologizméw. Uzywane skréty
nalezy wyjasni¢ w tekscie.

3. Uklad artykutéw. Prace nalezy przesyla¢ do redakcji w postaci go-
towej do druku, w trzech egzemplarzach pisanych na maszynie jednostronnie, z mar-
ginesem szeroko$ci okolo 4 cm po lewej stronie i okolo 1 ecm po prawej stronie, z po-
dwojng interlinia oraz z numeracja stron. Pierwszy egzemplarz nalezy pisaé na pa-
pierze piSmiennym (bialym). W tek$cie maszynopisu nie nalezy robi¢ zadnych po-
prawek, przekre§len lub podkreS§len na maszynie ani atramentem. Dopuszczalna
najwyzsza ilo§¢ poprawek wynosi trzy na jednej stronie, Autor moze proponowaé
oznaczenia typograficzne przez odpowiednie okre$lenie (tekst rozspacjowany, zlozony
kursywa, czcionky grubg itp.), ale wylacznie oléwkiem. Nie nalezy stawiaé kropek
po tytutach i podtytulach, ani po skrétach takich jak: ml, cm, g kg. Dla wyrazenia
mikrograma sluzy skrét ,pug“, a nie ,,vy“. Na osobnych kartkach poza tekstem pracy
nalezy umiescié: a) streszczenie polskie, b) cytowang literature, ¢) tablice, d) rysunki
lub fotografie wraz z objasnieniami (patrz pkt. 8 i 9), e) pelne imie i nazwisko autora
(6w), adres dla przestania korekty i honorarium oraz skrécona wersje tytulu nie
przekraczajaca 60 miejsc literowych, przeznaczong dla umieszczenia jej nad strona-
mi tekstu pracy. Nalezy podaé nazwisko i adres osoby upowaznionej do przeprowa-
dzenia korekty, w przypadku nieobecno$ci autora. W tekScie nalezy zaznaczy¢
ol6wkiem na marginesie w przyblizeniu miejsca, w ktérych powinny byé umiesz-
czone tablice i rysunki. Prace nie odpowiadajgce wymaganiom zawartym w punk-
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cie 3 zostanaq przepisane na koszt autora, a odpowiednia kwota zostanie potrqcon
z honorarium autorskiego.

4. Na piernwszej stronie pracy malezy poda¢: imie¢ i nazwisko autora (-6w), tytul
moZliwie zwiezly, ale jasno charakteryzujacy tres§¢ pracy, zaklad naukowy, w kto-
rym wykonano prace i nazwisko kierownika zakladu, odpowiedzialnego za jego
dziatalno$¢. W interesie autora lezy, aby tytul pracy zawieral w najkrotszej for-
mie podstawowy wynik pracy, a nie tylko zagadnienie. Nalezy unikaé¢ tytulow
w rodzaju: ,Badania nad...”. Wskazane jest podawanie juz w tytule gléwnego wnio-
sku wynikajgcego z pracy, nawet w przypadku, gdy jest on negatywny. Tytul moze
wtedy przybraé¢ postaé: ,Niemoznosc..”, lub podobnie.

5. Tekst pracy powinien skladaé¢ sie z nastepujacych czesci: a) zwigzly
wstep wyjasniajacy cel i zalozenie pracy, b) opis metod do$wiadczalnych, charakte-
rystyka, pochodzenie lub spos6b preparatywnego uzyskania uzywanych chemikaliow
oraz opis szczegéiow, ktoére sa. potrzebne dla powtérzenia opisanych do$wiadczen
i sprawdzenia przeprowadzonych obliczen, ¢) opis wynikéow ujety mozliwie zwiezle
najlepiej w postaci tablic lub wykreséw, d) dyskusja o uzyskanych wynikach,
e) streszczenie lub wnioski — objetoSci nie przekraczajgcej 3% rozmiaréw pracy.
Streszczenie lub wnioski winny by¢ tak sformulowane, aby zawieraly, w postaci
mozliwie najbardziej zwiezlej, wyniki pracy wraz z gléwnymi danymi liczbowymi.
Whnioski winny wynikaé¢ bezpoSrednio z do$wiadczen. Wnioski posrednie moga by¢
zamieszczone w tym punkcie wylacznie pod warunkiem wyraZnego okre$lenia, ze
maja one charakter dyskusyjny lub podobny.

6. Metody doS§wiadczalne powinny byé przedstawione bardzo staran-
nie. Jezeli autor postugiwal si¢ znana metoda publikowang, wystarczy powolanie sie
na odno$na prace, ewentualnie omoéwienie istoty danej metody. Nalezy wymienié
wszelkie, nawet pozornie niewielkie, odchylenia od pierwotnej metody; stwierdzenie,
ze postugiwano sie odno$na metody ,z niewielkimi modyfikacjami” nie jest do-
puszczalne.

7. Stezenie roztworoéw pospolitych kwaséw i zasad wyraza sie pojeciem
normalno$ci (N), natomiast dla roztworéw soli nalezy postuzyé sie pojeciem molo-
wosei (M): 0,25 N HCI, 015 M NaH,PO4. Stezenie ulamkowe nalezy wyrazi¢ syste-
mem dziesietnym, np. 0,25 N HCI, a nie N/4 HCl. Pojecie ,procent”, ,,%” uzywa sie
w Scislym znaczeniu, tj. w gramach na 100 graméw roztworu. Procenty objetosciowe
nalezy wyraza¢ symbolem ,°% obj./obj.”, a procenty wagowo-objetoSciowe ,°%o
wag./obj.”.

8. Poszczegdlne tablice powinny mie¢ naglowek opisujgcy ich tresc.
Sens tablic powinien byé zrozumialy bez powolywania si¢ na tekst pracy. Nie jest
konieczne oglaszanie wszystkich liczbowych wynikéw podobnych doswiadczen, jezeli
poda si¢ warto$¢ Srednia wraz z jego ,Srednim odchyleniem”, ew. liczbe indywi~
dualnych rezultatow.

9. Rysunki i fotografie nalezy wykonywaé w postaci nadajgcej si¢ do
reprodukeji lub przerysowania. Kazdy rysunek lub fotografia winny byé przygo-
towane na oddzielnej kartce. Na odwrocie kazdego rysunku, lub fotografii nalezy
podaé olowkiem: nazwisko autora, pierwsze stowa tytulu pracy, kolejny numer ry-
sunku oraz pierwsze stowa legendy, ktéra ma by¢ umieszczona pod nim. Do rysun-
kéw i fotografii nalezy dolaczyé wykaz (na maszynie) zawierajacy kolejne numery
wraz z tytulami i legendg. Nalezy unikaé¢ podawania na rysunkach objas$nien teksto-
wych. Na fotografiach nie nalezy dopisywaé zadnych oznaczen. Je§li fotografie ta-
kich oznaczen wymagaja, nalezy umie$ci¢ je na przypietej do fotografii kalce tech-
nicznej. Nadmierna ilo$§¢ rysunkéw moze by¢é wykonana wylgcznie na koszt autora.
Krzywe wyrazajace zalezno$ci zbadane eksperymentalnie winny mie¢ wyraznie za-
znaczone punkty, ktérych warto$ci uzyskano do$wiadczalniz,
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10. Cytowana literature nalezy wypisaé na oddzielnej karcie, wymieniajac
pozycie w alfabetycznej kolejncéci autorow. W wykazie podawaé¢ kolejno: numer
pozycji, nazwisko autora, pierwsze litery imion, skrécony tytul czasopisma, tom
(rocznik), poczatkowa strone artykutu i rok wydania. Np. [8] Parnas J. K., Acta Biol.
Exp. 11, 292, 1937. Jezeli cytowany artykul ma kilku autoréw, nalezy w wykazie
literatury podac¢ nazwiska i poczatkowe litery imion wszystkich autoréw. Dla cyto-
wanych ksiazek (nie czesopism) nalezy podeé¢ takze tytul ksigzki, wydawce, miej-
sce oraz rok wydenia. Np. [12] Sniadecki J., O fizycznym wychowaniu dzieci, Tu-
rowski, Sanok, 1855. Wykaz uzywanych skrétow czasopism podaja Roczniki Chemii
26. 497, 1952. Prace kilkakrotnie cytowane nalezy podawaé jeden raz, a wszystkie
odsylacze do tej pracy powiny mieé ten sam anumer. Powolanie si¢ w tekscie na
odnoéna pozycje cytowanej literatury nastepuje przez wymienienie numeru pozycji
wykazu w nawiasie, np. [13].

11. Autora obowigzuje korekta autorska, ktéra nalezy zwracaé¢ redakcji w cig-
gu trzech dni. Nieodestanie przeprowadzonej korekty w ozmaczonym przez re-
dakcje terminie oznacza rezygnacje atora z umieszczenia pracy w biezacym nu-
merze czasopisma. Zaleca sie wykonsznie korekty oléwkiem kolorowym, barwy
odmienej od oldwka kcrektora, ale nie czerwonym. Koszty spowodowane zmiang
tekstu, poza poprawa bledéw drukarskich, ponosi autor.

12. Autorowi przystuguje bezplatnie 25 egzemplarzy odbitek pracy. Zadenie
wigkszej iloSci odbitek winno byé wyrezone na piSmie, jednoczeénie ze zloze-
niem pracy w redakeji, najpézniej przy pierwszej korekcie szpaltowej. Koszt za
dodatkowe egzemplarze ponosi autor.

13. Redakcja mie wwaza sie za uprawnionqg do przeprowadzani¢ jakichkolwiek
zmian w pracy bez zgody autora. Dla dokonania zmian uwazanych przez redakcje za
celowe dwa egzemplarze pracy odsyla sie autorowi, trzeci pozostaje w aktach
redakceji.
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Val, V 1958 No. 4
Errata do tomu IV (1957)
Strona wiersz O_d od Jest Winno byé
gory dotu |
! ' i
51 20 od ... wzrostu struk- ... wzoru struk- |
gory turalnego ... turalnego ...

| o ¢ 11 1

2. Jlna MOAKOPKOBBIX sziep, ¢ 0ojiee MHTEHCUMBHBIM OOMEHOM BEIECTB,
HaIeHO B IiepecyeTe Ha CyxXoi Bec Hosree BBICOKOE cozepikaHue, 4eM B KO-
pe Tmamuua (14,7 pr) 1 naHTOTEHOBOM KMCAOTEI (95,6 ur), BiM3K0E 3HAYEHME
nnsa pubodaasuua (10,9 ur), Ho Goslee HM3KOE, YeM B KOpe, COAEPIKAHME
HUKOTUMHOBOM KucyoTel (118,5 ur).

3. Merabonmyuecku MeHee akTMBHOE Oejloe BEleCTBO OOHapy:KMBaeT
B niepecyere Ha 1 2 CyXoit TKaHM HaMMeHbIllee cofiepkaHue TMamuHa (5 ur),
prbocaasyna (2,1 ur) u HMKOTUHOBOM KucaoTsl (84,5 ur). Coaep:kanne naH-
TOTEHOBOJ KMCJIOTHI B D€JIOM BellecTBe He OTIMYaeTcA OT 3HAYeHMA, IOy~

_YEeHHBIX JJIA KOPBI M cocTaBJyAeT 75,5 ur Ha 1 2 CyXoil TKaHu.

http://rcin.org.pl



S | el okt http://rcin.org.pl .
;;—‘;- " C\‘:",' N A ! L :



ACTA BT O 0O 'HIMIOA POLONICA

Vaol. V 1958 No. 4

M. 3ABIB-TYMMHBCKA u I'. JPO2K2K

PACIIPEJEJEHUE HEKOTOPBIX BUTAMMHOB B YEJIOBEYECKOM MO3TY

Pes3wome

ITpu oMoy MMKPOGMOJIOTMYECKMX METOAOB MCCJIEAOBAJIOCH COAEpIKa-
HME TMaMMuHa, pubodraBuHa, HMAMHA ¥ TTAHTOTEHOBOM KMCJIOTHI B Pa3yImMy-
HBIX y4YacTKaX YeJIOBEYEeCKOTO0 MO3ra, a MMEHHO, B CEpOM BeIeCTBE KOPBI
(gyr. centralis ant., gyr. centralis post., gyr. temporalis sup., obmacts fissura
calcarina), B IOAKOPKOBBIX Aapax (n. caudatus, n. lentiformis, thalamus)
u B 6estom BemgecTBe (centrum semiovale).

1. B M03roBoit Kope HaifIecHO B CPeAHeM, B riepecyere Ha 1 2 CyXoif TKa-
Hu: 11,4 ur Tmammsa, 11,8 ur pubodaasmua, 140,9 ur HUKOTMHOBOM KMCJIOTHI
u 82 ur maHTOTEHOBOM KMCIOTHL CopepikaHyue 9TUX BUTAMMHOB B YETHIPEX
Pas3IMYHBIX y4YacTKaX IPABOr0 ¥ JIEBOTO IOJyLIApMs MO3ra He oOHapy:Ku-
BaeT CTATUCTUYECKY 3HAYMMBIX pas3ymumuii. VICKIIOYEeHue COCTABJIAET cepoe
BEIIIeCTBO 3aTBLJIOYHOM! MJOJM C HECKOJBKO IOBBIIIEHHBIM COJEepIKaHMeM
pubodpasuua (13,6 ur) n uuammua (152 ur).

2. Jlna MOAKOPKOBBIX szep, ¢ Dojiee MHTEHCUMBHBIM OOMEHOM BEILLIECTB,
HaliIeHO B IepecyeTe Ha CyXoi1 Bec 6osiee BHICOKOE COfepIKaHue, Y4eM B KO-
pe ™sammHa (14,7 ur) u naHTOTEHOBOI KMCca0THI (95,6 ur), 6iM3KOE 3HAYEHUE
ana pubodaasuua (10,9 ur), Ho Goslee HM3KOe, YeM B KOpe, COAEPIKaHME
HUKOTUHOBOM KucyroTsl (118,5 ur).

3. Meraboiuyecku MeHee akKTMBHOE 0esoe BelecTBO 00HApy:KMBAeT
B nepecyeTe Ha 1 2 CyX0ii TKaHM HaMMEHbIlIee conep:kanue ™amuua (5 ur),
prbocnasuna (2,1 ur) u HUKOTMHOBOI KucaoTeI (84,5 ur). Coxepikanue naH-
TOTEHOBOJ KUCJIOTHI B 6€JI0M BelecTBe He OTJIMYAeTCA OT 3Ha4eHui, Moy~
YEeHHBIX JIJIA KOPBI U cocTaBiaseT 75,5 ur Ha 1 2 cyXoit TKaHM,

http://rcin.org.pl



. IABEJKEBUY u B. BAJIEPBIX

BBIJEJIEHUE IICEBIOBUTAMMHA B,, U3 KVJIBTYP
PROPIONIBACTERIUM SHERMANII

Peszwome

YcTaHOBJIEHO, YTO LITAMM IIPOMMOHOBOKMCJBLIX OakTepmit Propionibac-
terium shermanii cuHTE3UPYET HAPAAY €O 3HAYMTEJBHBIMM KOJIMYECTBAMM
BuTaMmHa B,,, (daxTopa B) M MadbIMM KOJMYECTBAMM BUTaMMHA B,
TakiKe cJeAbl IIceBAoBuTaMuHa B,, (ageHMHIMaHKobaIaMmHa).

M3 30-MTpOBOM KYJBTYPHI BBIIEJIEHO NPUOIM3UTENBHO 1 M2 IICeBO0-
BUTaMuHa B,; B KpUCTAJIIMIECKOM BHJE.

E. TOHCHOP, M. IIETPYCEBUY, I KOBAJIbCKA u f. OIIEHBCKA-BJIAYTX

IIPMMEHEHME CYJb®OHUPOBAHHOTO YIVISA 3CKAPBO M CMHTETUYECKUX
JIOHOOBMEHHBIX CMOJI JJII OCBOBOZKJIEHUA BUOJOIMYECKUX
KUIKOCTEM OT COJIEN

Pezwome

Jas ynaneHus coJieit U3 MOYM M CHIBOPOTKM NPUMEHANIMUCH Pas3JIMdIHbIE
katmountel: Jayeekc-50, CIIB-3, Amb6epanr IR-100, xatnoruT ¢ oprodoc-
chopubIMM DYHKIUMOHAJBHBIMM TpynmaMyu PP, KapOOKCHMIBHBII KaTHOHUT
U CyJIb(POHMPOBAHHLIA YIOJb II0JLCKOTO IIPOU3BOACTBA DCcKapbo.

YCTaHOBJIEHO, YTO HENPEMEHHBLIM YCJIOBMEM IIOJIy4YeHMA OHOPOJHOM
KapTHUHBI IIpM XpoMaTorpacdmm aMMHOKMCIOT ABJAETCA BHIOOP crenmduyde-
CKMX 9JIIOEHTOB AJIA Kaxk0oro m3 xKarumonuros, Huasa CIB-3 u Jlayeexc-50
JJIA  SJIIOLMM AMMHOKMCJIOT TIPMMEHAJICA 2-HOPMAaJbHBI aMMMak, AJsd
Ockapbo n PP — cmechk ammyuaka u nmupuamHa, a Aaa Ambepimra IR-100 —
pacTBOpBI ammdaTHIeCKuX aMuHOB. TaypuH MoJydascs IIpy oMoy ciaabo
1IL{EJIOYHOTO aHMOHUTA,

IIpumeHas TeXHMKY JBYXMEPHOI BOCXOAALIEN XpomaTorpacum B cucre-
Max: IPONAaHOJ : BoAa u ¢peHoxg : Boja, B 250 Ma Moum HaiimeHsr 18—20
aMMHOKMCJIOT, M3 KOTOPBIX HECKOJBKO He upeHTu(uumposaHo. Obcyxk-
JAIOTCA TOJIyYEeHHbIE Pe3yJIbTaThI.

II
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0. TEJJIEP, M. IIEXOBCKA u T. XOMHAIIKU

HEOPTAHUYECKUE ITOJMUPOCPATEI ¥ BABOYKM MOJIOYAVHOTO
BPAZKHUKA (CELERIO EUPHORBIAE)

Pezwowme

1. Unentnduraima mpodocdara n3 ductus ejaculatorius camua u bursa
copulatrixz camgu Celerio euphorbiae Mpon3BOANINCE ITyTEM SH3UMMATHIEC-
KOTO IMApOJM3a YmucToi nupodocdarazon Kynunmna.

2. CBe3XO BBUIYNMBIIMMCA CaMIaM BIPBICKMBAJM B OPIOIIKO pPacTBOP
oprococdpara ¢ **P, B xommuectBe 2 uC. B TeueHme mATM MMHYT IIOCJE
BIPBICKMBAHMA PaAMOAKTMBHBIA (ocaT NpoHMKaeT B 3HAYMTENHHOM KO-
ymuectBe B ductus ejaculatorius u BHexapaerca B ATP, u3 xoroporo 3areM
obpasyercsa HeopraHm4yeckmii rmpococdar. B Teyenme 24 wacoB Bech pa-
JMOaKTUBHEDA pocdaT NPOXOAMUT 9TUM ITyTEM M HAXOAMUTCA B BEpXHeil ya-
ctn ductus ejaculatorius simplex.

3. Beezenne pagmoakTuBHOro pocara 3a Tpu AHA Iepes BbHLIYILIMBa-
HMEM ¥ JI0 ILIIeCT¥ YacOB ITOCJIE BBLIYIIJIMBAHMA JAaeT TAaKOe JKe pacrpeze-
JIeHMe PaJMOaKTMBHOCTM, Kak OIMcaHO Bellle, Beexenme mmpodocdara
cryersa 18 yacoB mociyie BBUIYTIIMBAHMUA JaeT HE3HAYMTEIHLHOE BHEApPEHue,
a npy BBeJIEHUM IO MCTeYeHuy T2 4acoB I0CJe BBUIYIIMBAaHMA, He HabJro-
najochk Boobue BHenpenwue 2P B mupodocdar.

4. Ilepenomenne mpodgocdara BO BpeMs KONMYJALMM IOATBEPKIAEHO
MCCIIEIOBAHMAMM TPy moMouy u30TornoB. He 6bu10 0GHapy:KeHO HAIM4us
M30TOIA HM B OTJIOXKEHHBIX AMIax, HX B JPYIMX TKAHAX ¥ OpraHax CaMKy
kpome bursa copulariz. DTo nokassiBaer, 4ro mupogocdar He norpebiser-
ca oprau3mom 6a60o4ky, a cocraBifeT NOOOYHBI KOHEYHBIA IPOAYKT.

5. BeiaBneno mpu nomomnm xpomarorpaduu Hadmume ocdoxommHa
B ITOJIOBBIX OpraHaxX camiia.

M. PAVI®EP n K. TOYKO

O PABJIOZKEHUM HUKOTUHA B KOPHAX MAXOPKU

Pes3wowme

McenepoBanocy copep:kaHme HMKOTMHA B KOpHAX Maxopku ITomop-
CKOJi B Iipoliecce oOMeHa BELeCTB NPy TOJONAHUM.

YCTaHOBJIEHO, YTO B CTEPMJIBHBIX YCJIOBMAX COJEpIKAHME HMUKOTHMHA
B KODHAX II0/IBEpraeTcid He3HaYMTeJbHBIM M3MeHeHuaM. IlokazaHo, 4TO
GbIcTpOe passolkeHue HMKOTMHA, HabuojaoLIeecs B HECTEPUJIBLHBIX KOpP-
HAX MaxXOpKM, MOKET ObIThb BEI3BAHO AEATENBHOCTHIO NOYBEHHBIX MMUKPO-
OpraHM3MOB.

111
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. PAVI®EP u J. BYPAYEBCKA

OPHUTMHOBEINM IIMKJ B IIPOPOCTKAX TOPOXA

Pezwome

CrepuibHble moberu ropoxa, Tnocje YyAAJeHUA KOTUIIETOHOB, KyJib-
TUBMUPOBAJMUCHL Ha cpeje VYaira c¢ jgobaBieHMeM OpPHUTHHA, LUTPYJI-
JuHa Wiy apruamHa, Mosoasle mobGerm abcopbupyloT 3HAYUTEBHBIE
KOJIMYECTBA AMMHOKMCIOT M3 Cpezbl. ABTOPHI TIOKazajy, YTO pacTyluas
TKaHb MOJKET KaTajJM3MpOBaTh BEeCh OPHUTMHOBBIM ImMKkJ. Kpowme Toro,
npyu rnomolM Xpomarorpacoumum Ha Oymare yaasock TIOATBEPAMTH, HYTO
KyJbTYphl, pacTyllie Ha Cpejie C OPHUTMHOM M LMTPYJJIMHOM, CHHTE3U-
pYIOT acmaparus, IJIIOTaMMH M IJIIOTAMMHOBYIO KMCJIOTY, @ Ha Cpejie ¢ apri-
HMHOM CHMHTE3UPYIOT TOJIBKO acrmaparuH. KoJsmyecTBeHHBIE MCCJIEA0BaHUS
obMeHa OpHMTHMHA, UUTPYJJIMHA M apIMHMHA TIOATBEPK/Jal0OT MHEHME, YTO
MOJI0/1bIe IT06ery ropoxa ComepzKaT IOJHBIA cocTaB (hepMEeHTOB OPHUTHHO-
BOTO IIMKJIA,

K . TOYKO

MUKPOBUOJIOTUYECKOE PA3JIOZKEHME HUKOTUHA

Peszwome

Beijesien mramMM 1oYBeHHBIX 6akrepuit poga Pseudomonas, crrocobHBIN
pa3BMBATHCA Ha Cpefe, B KOTOPO EJMHCTBEHHBIM WMCTOYHMKOM a30Té
M yriiepojia ABJAETCH HUKOTHH.

ObGHapyKeHo, 4YTO BO BpeMs pOCTa COJeprKaHMe HMKOTMHA B CPEeJeE
OBICTPO TIazaeT ¥ OAHOBPEMEHHO IOABJIAIOTCA HOBBIE BellecTBa, o0pa3syio-
L€ XapaKTEepHbIe AJIA NMPUAMHOBBIX NPOM3BOAHBIX OKpallleHHBIE COeau-
HeHUs ¢ napa-aMMHOOGEH30MHOI KUCJIOTOM U ¢ GpOMMCTBEIM LIMAaHOM, a TaK-
JK€e CMJBHO ITorJjolamLme ceer B obiacty 260 Mu.

VI3 KyJabTypbl, NOCJE MATUAHEBHON MHKyOauyy, ObLIO BBIZEJIEHO IIPY
nomorm xpomarorpacpyy 10 BelecTs, A KOTOPBIX NMPUBOAATCA K09hdu-
umeHTEl Ry B TpexX cucreMax pacTBOPMTEJIeH, OKpacka ¢ Iapa-aMuHoOeH-
30MHOM KMCJIOTOM M OPOMMCTHIM 1MaHOM, PAaCTBOPMMOCThE B HEKOTOPBIX pac-

v

http://rcin.org.pl



TBOPUTEJIAX, a TAKIKE CIEKTPhI TOMJIOLIEHUA B yJIbTpaduoeToBoit obia-
cti B BomHbIX pactBopax 0,01 N cosmanoit kucaorel u 0,01 N exakoro Ha-
TpUAL.

Vi3 BBIAEJEHHBIX COEIMHEHMiI XpomaTorpadmyecku M CrekTpodoTo-
MeTpudecku OBl MAEHTM(MNUMPOBAHEI, KpOME HMKOTMHA, y-KeTo-y (3-mu-
PUANI)-MacaAHasg KUCJIOTa M HUKOTUHOBAS KMUCJIOTA.

A. M. JAHLIEBUY, B. JUIIMHBCKM un O. POCEK

BJIUSHUE PEHTTEHOBCKOI'O M3JYYEHUA HA JAETMAPA3Y
6-AMMHOJIEBYJIMHOBOM KUCJOTHI IN VIVO ¥V KPBIC

Pezmome

W3yyanach aKTUMBHOCTH JAErMAPa3bl O0-aMUHOJEBYJIMHOBO! KMUCJIOTHI
(AJIAJl) B roMOoreHaTax NeYyeHyu, IIOYeK, CeJe3eHKM M KOCTHOTO MO3Tra KpbIC
rocJie OJHOKpPATHOro obiaydeHusa Bcero Teya poszamu 25—1000 r Jydeir X
UzmepeHnus akTMBHOCTM NPOBOAMJIMCH B PAa3HBIX MHTEpBajlaX BpPEMEHU
nocyie obsydeHusa (0T HECKOJBKMX dYacoB m0 60 cyrox). Jo3bl, MeHbIe
yem 100 r, BEIBBIBAIM B CEJE3EHKE ¥ KOCTHOM MO3TY IIOBBILIEHME aKTUB-
Hoctn AJIAJL B mepBble cyTku mocie obaydenusa. Cpexume moser (400 r)
BBI3BIBAJIM BHayaJle YMEHBIIEHMe, a II0OTOM, B PereHepalyoOHHOM I1epuoje
ny4eBoit Gosie3ny, yeeamdenme akTuBHOCTH AJIAJL. Hoszer 650 m 1000 r
BBI3BIBAJM B 9TMX opraHax ObicTpoe ymeHblueHue akTuBHOCTM AJIAJL,
KOTOpO€e yAEepKMBAJOCH HAa 9TOM YPOBHE NPAKTUYECKM JI0 CMEpPTH KMUBOT-
Horo. AxktuBHOCTE AJIAJ] B meyeHM M NOYKaxX B BhbIIIEYKa3aHHBIX YCJIO-
BuAX oOsy4yeHus ocrapajsach 6e3 cyliecTBeHHbIX u3MeHeHmit. Habimoxa-
JIOCh JIMIUL He3HAYMUTEJILHOE €€ yMeHbIIeHMe,

C. HEBAPOBCKU un A. YYIIPMHA

3AMETKA K BOIIPOCY O CTAHJIAPTU3AIIMM ¥ YCTAHOBJEHUM
EAVHUL] TPAHCAMMHAS3EI IMABEJEBOYKCYCHOM ¥ IIMPOBUHOTIPAJTHOM
KMCJIOT B CBIBOPOTKE KPOBU

PezwomMme

Haiineno, 4TO npy KOJOPMMETPUYECKOM ONpeAeJIeHMy TpaHCaMMHa3
1o MeToxy YMmOpaitra, NPUCYTCTEME a-KETOTJIIOTAPOBOM KMUCIOTHI (Man ee
JMHUTPOMEHNIITUAPAZ0HA) TOPMOZUT I[BETHYIO PEaKIMIO AMHUTPO(DEHMII-
I'MAPA30Ha NMPOBMHOIPAZHOM KMCJIOTHI B TOJyeHe mocie jnobaBiienusa
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crmiproBoro pacrtsopa KOH. Ilpu xammubparpy CTaHZAPTHOM KPMBOM IIMPO-
BUMHOTPAIHOM KWUCJIOTBI, CJHEAYET AJA BBIYMCIEHUS EAVMHUI] TPAHCAMMHA3ZLI
NPUHMMATh BO BHMMaHME COAEPIKAHME a-KEeTOIVIIOTAPOBOI KMCIOTBI B MC-
cJIeZlyeMOM MaTepyuaJie ¥ M3MEHEHMs B ee COJEpPIKaHMM B MPOIecce TPaHC-

aMMyHauum,
B kauyecrtBe €AMHHNIBI TPAHCAMMHASBI IIPMHATO TAKO€ KOJIMYEeCTBO SH3U-

Ma, KOTopoe o0ycjaBauBaeT TPMPOCT 1 ur IMPOBMHOTPAZHOM KMCJIOTHL
B Teuenme 10 MuHyT npyu Temneparype 37° B yCIOBMAX JAHHOTO METOAA.
Brruyciess! HOPMBI y 35 3[0POBBIX JIIO/(€M4, KOTOPEIE COBNAAAIOT C IPUHA-
TBIMM B JuUTepartype, a umeHHo: coxepxkanue I'IIT cocraBnger B cpepHeM
20,5 ed/ma t 9,5, a cogepxkanne I'llIT B cpemuem 16,5 ed/ma * 9,0.

II. MACJIOBCKMH, I'. MACJIOBCKA un B. MMHAKOBCKHA

MOJIUSGUIIMPOBAHHBIM METOJ PETEHIIMOHHOI'O AHAJIM3A
AMMWUHOKMUCJIOT

Peszmowme

IIpuBoauTCA METOZ PETEHIMOHHOIO aHaJ M3a aMMHOKMUCIIOT ¢ IIpyMe-
HEHVEeM JIMOKCcaHa B KadecTBE PETEHLMOHHOTO pPacTBOpa.

Paznenennere npy nomoim ssekTpodope3a aMUHOKMCIOTBI 9SJIIOUPO-
BaJM ¥ HaHOCWJIM Ha (puabTpoBadbHyio Gymary Schleicher-Schiill 2043 b.

PerenuporpaMmy Iorpy:kajyu B PETEHLMOHHOM PAacTBOpe: AMOKCAH —
BOZla — JieAAHas ykcycHasa kyucyora (100 : 1,6 : 0,7) HackIeHHbIM aneTaToM
Menyu. PereHuMoHHBIe ,BbIeMKM’ NPOABIAJIM IyTeM onpbickuBaumsa 0,1%
pactBopom pyb6eaHoBoit kucyorsl B 90%0 aerone,

B. OCTPOBCKM un A. KPABYUK

BUOXUMMMA ABTOTPOPHBIX CEPHBIX BAKTEPUN
V. BUOCUHTE3 BUTAMMHA Bi: PABHOMEPHO MEYEHHOTO !C

Pe3zwowme

Ha ocHOBaHMM MMKPOGMOJOTMYECKMX ONPENENIeHM)I TIPU ITOMOLLM
Euglena gracilis u Ochromonas malhamensis, a Tak}ke xpomarorpacnie-
CKMX M 9JIEKTPOOPETUYECKMX MCCJIEAOBAHMIA YyCTAHOBJEHO, YTO CHHTE3M-
pyemsni Thiobacillus thioparus dakrop, crumympytomwmit poct E. gracilis
ABJIAETCA BUTAMMHOM B;,.
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Buramuu B,, cunresupyerca Th. thioparus 3 HeOPraHMYECKUX COJIeH
kaK KapboHAT, XJopyuj aMMoHuA ¥ (ocdar B MPUCYTCTBMM THOCYJIbgaTa
KaK JMCTOYHMKA SHeprimm. IToT (daxT GbuT MCronbp30BaH s GuocuHTE3a
BuTamMuHA B;., paBHOMEpHO MeueHHOro C, a TakKe MEUYEHHOIO OZHOBpE-
menno 1C u %C.

Y. XMEJIEBCKA, K. BEJIZKEIIKA, K. PAYMHBCKA-BOAHOBCKA
n . MAHUIIKN

BJIVISITHUE TJIFOKO3bI HA TIOTPEBJIEHUME YEJIOBEYECKVMM OPIAHM3MOM
BHYTPUBEHHO BBEJIEHHOT'O I'MAPOJIM3ATA BEJKOB KPOBU
KPYIIHOI'O CKOTA. IIL

Pe3wowme

Y cTaHOBJIEHO, YTO IIPY BHYTPMBEHHOM BBeIeHMM DEIIKOBOTO IMAPOJM3aTa
C IUIIOKO30J, B MOYE BBIIEJAETCA BEILECTBO (MM HECKOJIBKO BEIIEeCTB),
Meniaiolee onpezneaeHno N-aMMHHBIX TPYIII METOZOM KOMILIeKcooOpas3o-
BaHUA C MEIbIO.

OTO BeleCTBO pas3JjiaraeTcA NPy KMCJIOTHOM TMAPOJIM3E MOYM, IPUYeM
ITOJTy4alOTCA BeElleCTBa, KOTOPbIE He MOryT OBITH ONpejesIeHbI ,,MeAHBIM’
METOJIOM M, CJIeJIOBATEJbHO, HEe ABJIAIOTCA CBODOAHOM MJIM CBA3AHHOM amyi-
HOKMCJIOTOM.

A. CTAHUCJIIABCKU

MOJIUPUKAIIUA XPOMATOTPADPUYECKOTO METOJA OBHAPYXKEHUA
" F-VHIOJWII-YKCYCHOJ KMCJOTHI ¥ EE NIPMMEHEHUE
AJ1 OTNIPEAEJNEHMI B IIPOPOCTKAX ITHIEHUIIBI

Peszwowme

Omucpisaerca mopudukrauma XpomaTorpacudeckoro meroza obHapy-
KEHMA f-MHAO0IMII-YKCYCHOM KMCJIOTBL

YcraHOBJIEHO, YTO (DPAKLMOHMPOBAHME PACTUTEIHHOIO 9KCTpakTa OeH-
30J10M 1 3(pUPOM JlaeT yAOBJIETBOPUTEJLHBIE PE3YJILTATHI.
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OnmcaHHbDI MeTon He Tpebyer Hmu pasjesleHMsA pPacTUTEJIbHOTO 9KC-
TpakTa Ha KMCJbIE ¥ HeiTpaJibHble (pbpakiymy, HM NpPeJBapUTEeJIBLHOI0 Xpo-
MaTorpacdupoBaHusa Ha KOJIOHKe, Diarozjapsa yemy 9TOT METOJ MOXKeT Haii-
TU TIDMMEHEHME IIPY CEPUMITHBIX ONPEAEJIEHUAX f-MHIOIMI-YKCYyCHOM KuC-
JIOTHI B TIIEHULIAX.

C. AHTEJIBCKH, P. HEMMPO, B. MAKAPEBUY n f. POI'VJIIBCKUA

AMMHAIMIAYPUSA BBI3BBAHHASA MAJIEMHOBOV KUCJIOTOM

Pezwome

OpHOKpaTHOE BHYTPMOPIOLIMHHOE BBEJEHMe KpbICaM MaJjleMHaTa B J03€
400 w2z Ha 1 %2 Beca, BBI3BIBAaeT 3HAYMTEJIbHOE yBeJMYEHME BBIJEJIeHNs
C MO4Yel) a-aMMHHOIO a30Ta Ha NpoTsxKeHun oT 4 no 7 mueir, OTo yBem-
YeHye BBIZBAHO IIOYUTM MCKJIOYMTEJBHO CBODOAHBIMM aAMMHOKMCIIOTAMM;
KOJWYECTBO OCHOBHBIX M apOMaTMYECKMX aMMHOKMCJIOT MIPAeT, IIOBUIM-
MOMY, BTOPOCTEINEHHYIO POJIb II0 CPAaBHEHMIO C OCTAJIbHBIMM MCCJIEOBaH-
HBIMM aMMHOKMcJoTamy, Kpome aMyMHaIMAYpUM — JOMMHMPYIOLLIEro
CUMMIITOMa OTPAaBJIEHMA MAJIEMHATOM — MOIKHO OOHApPYy:KUTH yBeJMYEHMe
KOJIM4YecTBa MOYM, a TaKxKe yBeJMuyeHMe BBIJIeJIeHMA HaTpudA, aMMuaxa,
a B HEKOTOpOit crenenun u cocedopa.

A. MOPABEIIKU

UCCIEAOBAHMA HAJL KMHA30M IMPOBUHOTPAJTHOM KUCJOTEI
CITPEAEJNIEHUE MOJIEKYJSIPHOTO BECA ®EPMEHTA M3 MBI KPOJMKA

Peszwme

Ha ocHoBaHMy onpepesieHMiti CKOpPOCTM ceaMmeHTaumy u anddysnn,
MOJIEKYJIAPHBIA BeC KMHA3bl NMPOBMHOTPAJHOM KMCJIOTHI ONpeAeseH Ha
230.000.

Koncranra cegumenTanym S20 cocraBager 10,6 S; koucranra auddysnn
D20 = 4,4 X 10-—7 c.u'-’/('(’x,, f/ fo e 1:16-

M3zo9ssekTpuyeckasa To4yka 3roro ¢gepmenra B ¢pocchaTHoM Oydpepe co-
craBafer 5,98.
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Komitet Mikrobiologiczny i Polskie Towarzystwo Mikrobiologiczne

przy Wydziale II Polskiej Akademii Nauk oglaszaja dwa konkursy na
eksperymentalne prace naukowe na tematy:

I konkurs ,,Zagadnienia z dziedziny metabolizmu drobnoustrojow*,
II konkurs ,,Zagadnienia indukowanej zmienno$ci trwalej u drobnoustrojow”

z terminem nadsylania prac do dnia 1 wrze$nia 1960 roku.

Regulamin obu konkurséw jest nastepujacy:

. Prawo zglaszania prac konkursowych maja wszyscy pracownicy naukowi

o$rodkow krajowych, obywatele polscy.

2. Prace moga by¢ indywidualne i zespolowe.

3. Do konkursu mozna zglaszaé prace nieopublikowane lub opublikowane nie
wezesniej niz w 1959 roku.

4. Autor lub autorzy mogg zglasza¢ dowolng ilo§¢ prac.

5. Prace winny by¢é opatrzone imieniem, nazwiskiem i adresem autora (autorow)
i nadesiane na adres Komitetu Mikrobiologicznego PAN, Warszawa, Palac
Kultury i Nauki — Wydziat 1I, w nieprzekraczalnym terminie do dnia 1 wrzes-
nia 1960 roku (decyduje data stempla pocztowego) w trzech egzemplarzach
maszynopisu.

6. W pierwszej potowie wrzeénia 1960 roku Komitet Mikrobiologiczny PAN ustali
sklad 3 osobowego Sadu Konkursowego, do ktérego moga wejéé tylko osoby,
ktoére nie nadestaly prac na konkurs.

7. Sad Konkursowy przedstawia pisemng ocene prac i umotywowanie decyzji do
ostatecznej aprobaty Komitetowi Mikrobiologicznemu PAN. Decyzja Sgdu Kon-
krusowego wraz z aprobata Komitetu Mikrobiologicznego PAN zostang opubli~
kowane w czasopismach fachowych. Rozstrzygniecie konkursu nastgpi w termi-
nie do dnia 1 grudnia 1960 roku.

8. W obydwoéch konkursach przewidziane sa 3 nagrody. Nagrody s3 w zasadzie
tréjstopniowe, ustala sie:

I nagrode w wysokosci zl. 7.000 —~
I1 o s zt. 5.000 —
111 " 5 zt. 3.000 —

9. W zaleznosci od wynikéw oceny prac nadestanych na konkurs, Sadowi Kon-

kursowemu i Komitetowi Mikrobiologicznemu PAN przysluguje prawo:
a) przyznania trzech réwnorzednych nagréd
b) zmniejszenie ilo$ci nagr6éd lub tp. zmian
¢) nie przyznanie zadnej nagrody.

10. Na zyczenie autoréw prace nagrodzone zostang opublikowane staraniem Komi-

tetu Mikrobiologicznego PAN.
Sekretarz Naukowy Przewodniczacy
Komitetu Mikrobiologicznego PAN Komitetu Mikrobiologicznego PAN
(Prof. dr R. Pakula) (Prof. dr K. Bassalik)
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