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szczepianiu za$§ bialek intensywno$é reakceji ros-
nie, co moze z kolei prowadzi¢ do mylnego wnio-
sku, ze poziom wielocukru podnosi sie.

Przykladem moga byé wyniki badan Kowa-
rzykowej i wsp. {11) nad zachowaniem sie roz-
kladu glikogenu w sercach zarodkéw kurzych w
hodowli in vitro. Za pomoca odczynu PAS liczo-
ne byly =ziarna dajgce pozytywna reakcje w
przedsionkach i komorach. Poczatkowo wniosko-
wano, ze przedsionki zawierajg wiecej glikoge-
nu niz komory, a poniewaz w tych ostatnich w
miarg postepu rozwoju nasilala sie reakcja PAS
dodatnia, to mozna bylo sadzi¢, ze zwiekszyla
sie synteza wielocukru. Kiedy jednakze oznacza-
no glikogen catkowity metoda antronows okaza-
1o sieg, ze poziom glikogenu jest zawsze wyzszy
w komorach niz w przedsionkach. Pozorny
wzrost poziomu wielocukru w komorach byt
spowodowany odszezepianiem sie bialek.

Innego przykladu pomylek, wynikajgcych z
zastosowania reakcji PAS do histochemicznego
§ledzenia poziomu glikogenu dostarczaja wczes-
niejsze badania nad zmianami poubojowymi w
miesie zwierzat rzeznych. Pezacki w roku 1961
podaje, ze rozklad glikogenu zachodzi w kilku
etapach. Wystepuje bowiem faza jego spadku,
faza poziomu stalego, faza wzrostu i faza nieod-
wracanege zaniku wielocukru (15). Pozorny
wzrost poziomu wielocukru byl spowodowany
w tym przypadku rozkladem bialek komplek-
sow glikogencwo-biatkowych pod wplywem na-
silajgce]j sie proteolizy.

Dos¢ czesto w trakcie przygotowywania pre-
paratéw histologicznych uzywa sie roztworu al-
fa~amylazy w celu usuniecia ztogow glikogenu.
Zabieg ten moze nie da¢ pozadanych efektow w
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przypadku wiekszej zawartoSci bialek w kom-
pleksach wielocukru, gdyz alfa-amylaza moze
ich nie rozklada¢ do konca, co moze byé zréd-
lem pomylek w ccenie stopnia usuwania gliko-
genu.

Z przedstawionych wyzej przykladow z badan
wlasnycn jak i pismiennictwa wynika, ze bada-
nia nad polgczeniami glikogenu z bialkami ma-
ja nie tylko znaczenie czysto teoretyczne przy
rozwazaniach mechanizméw regulacji amylolizy
w narzadach i tkankach zwierzecych, lecz row-
niez znaczenie metodyczne we wszystkich przy-
padkach pomiaréw aktywnosci alfa-amylazy
wobec glikogenu, szczegoélnie przy stosowaniu
metod pomiaréw aktywnosci enzymu wobec gli-
kogenu, uzywania enzymu do trawienia gliko-
genu w preparatach histologicznych i wykrywa-
nia w nich wielocukru metoda FAS.
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Aktywnosé transglikozylacyjna w narzqdach szczura

w rozwoju ontogenetycznym

Z Zakladu Biochemil Instytutu Nauk Fizjologicznych
Wydzialu Weterynaryinego AR we Wroctawiu

Znany jest fakt, Zze w czasie ontogenezy ma-
leje intensywnos¢ ogolnej przemiany, szezegblnie
procesé6w anabolicznych. Obnizenie proceséw
biosyntezy wiaze sie z obnizeniem aktywnosci
odpowiednich enzymow. Nasuwa sie tez mozli-
wos¢ zmiany funkcji niektérych enzymow zdol-
nych do katalizowania zaréwno proceséw syn-
tezy i rozkladu. Przykladem takich enzymoéw sa
glikozydazy katalizujgce zaréwno proceesy hyd-
rolizy, jak i transglikozylacji.

Dlatego interesujaca wydala sie odpowiedZ na
pytanie, jak zachowujg sie oba rodzaje wyzej
wymienionych aktywnosei enzymoéw dzialaja-
cych na oligomery glukozy o wigzaniach alfa-1,
4-glikozydowych. Brak w pismiennictwie infor-
macji na ten temat daje sie wyttumaczyé trud-
nosciami metodycznymi, polegajacymi na odroz-
nieniu produktéw syntezy droga transglikozy-

lacji od produktéw hydrolitycznego rozkladu. Z
tego powodu do badan jednoczesnego pomiaru
proceséw transglikozylacji i hydrolizy uzyto p-
-nitrofenylo-N-maltozydu (pN-/Glc),», ktéry zo-
stal z powodzeniem zastosowany w naszym la-
boratorium (3, 4, 5). Za miare szybkosci pro-
cesOw transglikozylacyjnych przyjeto powsta-
jacy w reakcji p-nitrofenylo-N-maltotriozyd
{(pN(Glc);, a proceséw hydrolizy p-nitrofenylo-
-N-glukozyd (pN Glc).

W niniejszej pracy przedstawiono wyniki oz-
naczania obu aktywnosci w wyciagach z watro-
by, nerek i jelit szczuréw w rozwoju ontogene-

tycznym.

*) W pracy uzyto nastepuigcych skrét6w: pNGle — p-nitro-
fenylo-N-glukozyd, pN(Glc), — p-nitrofenylo-N-maltozyd,
DN(Glc)y — p- nitrofenylo-N-maltotriozyd
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Material i{ metody

Do badan uzyto szczuréw rasy Wistar obu pilel o
wadze okolo 200 g. Od 9 samic w 16—18 dniu ciazy po
dekapltacii uzyskano 38 plodéw, z ktéorych pobrano

pbadane narzady (nerki, watroby, jelita). Tkanki plodo- -

we jednego narzadu, pochodzace, od jednej matki 13-
czono. Narzady natychmiast po pobraniu przemywano
zimnym roztworem soli fizjologicznej i homogenizo-
wano z trzema objetosciami zbuforowanego 0,15 M roz-
tworu NaCl o pH 7,4 w temperaturze 2°, a nastepnie
odwirowywano przy 1800 g przez 15 minut w tempe-
raturze 4° Do dalszych badafd uZzywano uzyskany
supernatant.

Aktywnosé transglikozylacyjna oznaczano uzywajgc
jako substraktu p-nitrofenylo-N-maltozyd (2) i wyra-
sano w milijednostkach rébwnych liczbie nanomoli
p-nitrofenylo-N- maltotriczydu i wyzszych N-gliko-
zyddéw p-nitroanilany, powstajgcych w warunkach me-
tody w czasie 1 minuty przez 1 mg bialka (1). Substrat
stosowano w stezeniu 40 mM, kibére bylo optymalne
dla reakcji transglikozylacji, Miarg aktywnosei hydro-
litycznej byl przyrost pNGle, a procentowy udziat pro-
cesu hydrolizy wyliczano ze wzoru:
[pNGIlc] — [pNGlc/g)

[pNGlc]

Reakeje enzymatyczng przerywano przez dodanie
dwoch objetosci oziebionego 96% alkoholu etylowego i
wytracone bialko odwirowywano przy 1800 g przez 15
minut. Produkty reakcji rozdzielano chromatograficz-
nie na bibule Whatman nr 3 w ukladzie n-propancl:
octan etylurwoda (6:1:3) w czasle 16 godzin, Plamy roz-
dzielonych produktéw wykazujace S$wiecenie w uv
eluowano woda i oznaczano ilosciowo przy 410 nm.
Biatko w wyciagach oznaczano metodg Lowry 1 wsp.
(6) uzywajac jako standardu krystalicznej albuminy
surowicy bydlecej f-my Sigma.

%H= X100

Wyniki i oméwienie
Uzyskane wyniki przedstawione w tab. 1
wskazuja, ze w jelitach i nerkach szczura ak-
tywnoé¢ hydrolityczna i transglikozylacyjna u
osobnikéw dorostych jest ilosciowo wyzsza od
aktywnosci w tych samych narzadach plodow.

Tab. 1. Aktywnosé transglikozylacyjna i hydrolitycz-
na w niektérych narzgdach szczura (Xxs)

Piciy I Dscbadki doroste

Narzgd —Aklgmnosé m iy g biahd

o T Gl H T }I s M
T 06 352 | 2% 409 557
Jelibo 1+ g3 g5 |+ 105 |2 a2 | 2 1n4

037 e 038 | 022 22f
watraba | 4 555 242 | 207 | 2 605 |+ 55

6,07 g7 | 2| et 428
Herka | ¢ n3p + 9o | £ 0% | 2 dzo | £ 142

Objasnienia: H — aktywnoéé hydrolityczna, T — aktywnosé
transglikozylacyjna, %H — procentowy udziai procesu hy-
drolizy.

W jelitach dorostych aktywnosé hydrolitycz-
na zwieksza sie okolo 8-krotnie z 1,08 mj
do 9 mj, natomiast aktywnos¢ transglikozylacyj-
na okolo 6-krotnie z 0,7 mj do 4 mj. W nerkach
wzrost ten jest mniejszy odpowiednio 2,7-krot-
nie wzrasta hydroliza, a transglikozylacja 1,6-
“krotnie. W obu badanych narzadach wyrazniej
wazrastaja procesy hydrolizy niz transglikozyla-
cji. Jeszeze wyrazniej réznice te zaznaczaja sig
w procentowym udziale produktéw hydrolizy
i transglikozylacji powstajacych w wyniku wy-
korzystania przez enzymy zawarte w homoge-
natach zmodyfikowanej maltozy. W watrobie
wzrost proceséw hydrolizy jest nieznaczny, na-
tomiast zmniejsza sie aktywno$é transglikozyla-
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cyjna. Zmniejszanie aktywnosci transglikozy-
lacyjnej powoduje, Zze wzrasta procentowy u-
dzial aktywnosci hydrolitycznej.

W tkankach plodéw stwierdzono najwigksza
aktywnosé hydrolityczng w jelitach, a najmniej-
sza w watrobie, natomiast aktywnosé transgliko-
zylacyjna byla najwieksza w nerkach i naj-
mniejsza réwniez w watrobie, Wszystkie badane
tkanki pltodéw wykazuja procentows przewage
procesu transglikozylacji nad procesem hydro-
lizy uzytego substratu. Zdecydowana przewage
transglikozylacji w granicach 90% sumy pow-
statych produktéw obu reakcji wykazano dla ne-
rek i watroby, natomiast w jelitach przewaga ta
jest mniejsza i wynosi okolo 65%. Uzyskane wy-
niki potwierdzaja fakt przewagi proceséw ana-
bolicznych nad katabolicznymi we wczesnych
stadiach ontogenezy.

W badanych, analogicznych tkankach osobnikéw
dorostych zacbserwowano przesunigcie wykorzystania
zastosowanego substratu w kierunku rozkladu. W jeli-
tach szczurébw doroslych p-nitrofenylo-N-maltozyd byl
w nieco wiekszym stopniu hydrolizowany do p-nitro-
fenylo-N-glukozydu i glukozy niz wykorzystany do
niefosforylacyinej syntezy oligosacharydéw. W watro-
bie i nerkach tych zwierzat stwierdzono znaczny, pro-
centowy wzrost udzialu proceséw hydrolizy w porow-
naniu do tych samych narzadéw plodow., W tych na-
rzadach zwierzat doroslych procentowy udzial obu ba-
danych proceséw jest do siebie zblizony. Wazglgdny
stosunelc aktywnosci w jelicie, nerce i watrobie dla
hydrolizy wynosi odpowiednio jak 24:6:1, a dla trans-
glikozylacji jak 18:6:1, co $wiadczy o znacznych 0z~
nicach pomiedzy tymi narzadami u osobnikdéw doros-
lych, Mniej wyraznie roznice te wysigpuja w narza-
dach plodbw.
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Ryc. 1. Niefosforylacyjna transglikozylacja i hydroliza
w jelicie szczuréw w zaleznosci od pH

Z uwagi na fakt, ze najwyisza aktywnosé obu ba-
danych proceséw wykazano w jelicie osobnikéw do-
rostych, przebadano takie ich zachowanie w zaleznosci
od pH (ryc. 1). Procentowy udzial hydrolizy badanego
substraktu u plodow i osobnikéw doroslych jest naj-
wyzszy w pH 6,0 — 7,0 a nastgpnie wyraznie zmniejsza
sie. Aktywno$éé hydrolityczna homogenatéw jelita osob-
nik6w dorosiych niezaleinie od pH jest wyZsza od ak-
tywnoécli w jelicie plodéw. Roinice te zaznaczaja sie
szezegblnie w pH powyzej 7,0.

Przebieg enzymatycznej hydrolizy pN(Gle), w cza-
sie przedstawia ryc 2A. Zblizong aktywnosé hydroli-
tyezng homogenatéw z trzech badanych narzadew
osiagnieto stosujge w doswiadezeniu odpowiednio do-
brane ich objetosci. Zaobserwowano, ze polowiczny
zanik substratu dla jelita i nerki byl jednakowy i wy-
stapil po 20 minutach inkubacji, natomiast w watrobie
po 30 minutach,
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Ryc. 2. Rozklad p-nitrofenylo-N-maltozydu przez homogenaty tkanek szczura:
A ————— p-nitrofenylo-N-glukozyd B. ———— p-nitrofenylo-N-maltotriozyd
p-nitrofenylo-N-maltozyda === —m———— p-nitrofenyle-N-maltotetraozyd
Na ryc. 2B przedstawiono przyrost produktow 3. Wystepuja znaczne r6znice w aktywnosci

transglikozylacji, ktére powstaja w czasie rozkladu
substratu (pN(Glc);) przez homogenaty tkankowe. Pro-
centowy udzial tych produktéw osigga najwieksza war-
to$é w nerkach, nastepnie w jelitach i watrobie.

Maksymalny przyrost pN(Glc); w zaleznosei od
uzytego homogenatu obserwowano w réznym czasie in-
kubacji. W watrobie osiggniety zostal po 10 minutach,
w jelicie po 20 minutach, a w nerce po 30 minutach in-
kubacji. Stwierdzono réwniez pojawienie sie pN(Glc)y
— pochodnej maltotetraozy — w nerce i jelicie, przy
czym maksymalny przyrost w obu wypadkach wyste-
powatl po 45 minutach inkubacji. Po osiagnieciu maksy-
malnych wartoéci przyrostu pN(Glc); i pN(Glc); obser-
wowano powolny spadek ich stezenia w czasie, co moz-
na tlumaczyé z jednej strony wilasnosciami akcepto-
rowymi przenoszonej reszty glukozylowej przez
pN(Gle)s z utworzeniem pN(Glc),, a z drugiej powolng
hydroliza tych oligosacharydéw, zwlaszcza, ze jak wy-
nika z ryc. 2A do$¢ szybko spada stezenie substratu —
pN(Glc),.

Badane procesy niefosforylacyjnej transglikozylacji
lacznie z aktywno$cia hydrolityczng (alfa—1—4—glu-
kozydazows) u plodéw i osobnikéw dorostych potwier-
dzily procentows przewage proceséw syntezy oligosa-
charyd6éw nad ich hydrolizg w trzech wybranych na-
rzadach we wczeéniejszym etapie ontogenezy. U osob-
nikéw dorostych, obok wzrostu aktywnos$ci, procen-
towe stosunki pomiedzy synteza a rozkladem oligo-
sacharydéw ulegly zmianie na Kkorzy$é proceséw hy-
drolizy.

Wnioski

1. W wyniku inkubacji pN (Glc), z homogena-
tami watroby, nerki i jelita szczura stwierdzono
obecno$é wyzszych N-glikozydéw p-nitroanili-
ny — produktow niefosforylacyjnej transgliko-
zylacji

2pN (Gle),+——————pNGlc+pN (Gle)y
pN (Gle),+pN (Gle)y————-—pNGlc+pN (Glc),

2. W narzadach plodéw, w odréznieniu od
osobnikéw dorostych, procentowy udzial proce-
su transglikozylacji jest wyzszy niz procesu hyd-
rolizy, co wiaze sie z przewaga proceséw anabo-
licznych w rozwijajacym sie organizmie.

transglikozylacyjnej w badanych narzadach, kt6-
re poglebiajg sie w rozwoju ontogenetycznym.
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Cobex K. A., Koroubckuii B. — TPaHCTAHKO3IHIANMOH-
Had AKTHMBHOCTH B 0pPradaxX KEDBICEI B OHTOTEHETHYEC-
KOM Pa3BHTHH.

TlpumeHus B KauecTBe cyberpara p-uuTpodenua-N-
-MajbTO3M[, OTpeneNAaNu  TPAHCTAMKOSMIANMOHHYIO
AaKTUBHOCTL B KMIIIKE, NMOYKE U MeyeHU KpPbIC ¢ OHTOre-
HETUYEeCKOM pa3BuTuM. Mepoli TpaHCrIMKO3UIAUNOH=-
HOM aKTURHOCTM NpuHAIM obpasylomuiics B peaknuu
p-HUTpOobeHnI-N-MaabTOTPMO3UA, & IMAPOIUTUYECKON
AKTUBHOCTH — pP-HUTPodeuun-N-raoxko3ua. Haussic-
IIYI0 TPAHCTJIKO3ZMIALUMOHHYI0 aKTUBHOCTR OTMETUIN
y NJOROB B IOUKE, Yy 3pelbIXx e 0cobeli — B KMIUKE.

ITokasanu, 4YTO y 3pedsix ocobelt coOTHOIIEHNE
TPaHCTIMKO3MIAALMOHHON aAKTMBHOCTM B KUIIKE, I104-
Ke U TledeHu cocraBiaser coorsercrsenHo 18:6:1, ITo-
JydeHHBIE PE3YNBTATEI NOATBEPRAANT (aKT IIpeo-
6nagauus anabomuueckux npoueccoB Hajy Kataboau-
YEeCKMMM B PaHHMUX CTaAMAX OHTOreHesa.

P oo

Sobiech K. A., Kotoniski B. — Transglucosylative acti-
vity in the organs of the rat in ontogenesis.

Using p-nitrophenyl-N-maltoside as a substrate the
authors determined transglucosylative activity in the
intenstines, kidney and liver of rats in the process
of ontogenesis. As a measure of transglucosylative
activity was chosen p-nitrophenyl-N-maltotrioside,
and hydrolytic activity p-nitrophenyl-N-glucoside,
which were liberated in the course of the reaction.
The highest transglucosylative activity in embryos
possessed kidneys, in adults intestines.

It was found that in adult rats the relative propor-
tions of the transglucosylative activity in intestines,
kidney and liver are 18:6:1. The obtained results
confirm the statement of domination of anabolic pro-
cesses over catabolic one in early stages of ontoge-
nesis.
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