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W trakcie doswiadczen nad aktywnoscig enzymoéw glikolitycznych
miesni zwierajgcych muszle u skojki (Unio sp.) stwierdzitem (20), ze po-
mimo bardzo stabej aktywnosci fosforylazy rozpad glikogenu jest dos¢
znaczny. Nasunelo to przypuszczenie, ze w zwieraczach czynny jest uktad
enzymow rozkladajgcych glikogen droga hydrolizy.

Od czasu odkrycia fosforylizy glikogenu przez Parnasa i Baranowskiego
w roku 1935 [30] rozpowszechnil sie poglad, ze w miesniach fosforyliza jest
zasadniczym procesem rozkladu glikogenu, za$§ odwrodcenie tego procesu
droga jego syntezy. Obszerne omoéwienie historii pogladéw mozna znalezc
w pracy T. Baranowskiego [7]. Jednakze juz w poczatkowe] fazie rozwoju
pogladéw na role fosforylizy pojawialy sie prace $wiadczgce, ze w mie-
$niach obok fosforylizy wystepuje réowniez hydroliza glikogenu. W pra-
cowni Parnasa Z. Augustin [1, 2, 3] stwierdzil ten fakt w miesniach serca
wolu, konia, krélika, psa i §wini. Needham [29] zaobserwowal to w tkan-
kach embrionalnych.

W niektérych tkankach i organach napotkano na trudnosci bezposred-
niego wykazania fosforylizy. Przykladem sg badania przeprowadzone na
miesniach ryb (za Augustinem — 2) lub na mies$niach gtadkich Zoiadka
kury [25]. Nagromadzenie znacznego materiatu doswiadczalnego o fosfo-
rylizie nie tylko glikogenu i skrobi, lecz rowniez réznych oligosacharydow,
spowodowalo, ze dawniejsze obserwacje dotyczace hydrolitycznego roz-
padu glikogenu [8, 9, 10, 11, 29, 33, 40] poszly w zapomnienie. W grupie
uczonych starajacych sie podtrzymaé poglad na role hydrolitycznego roz-
ktadu glikogenu do ostatnich czaséw mozna wymieni¢ Paltadina i jego
wspblpracownikéw (32). Ostatnio prace na temat rozmieszczenia amylazy
w tkankach i organach zwierzecych oglosili Mc Geachin i wspdlpr. (16).

Powody, dla ktérych pomijano amylolize byly dwojakie. Po pierwsze,
dane o tym procesie opieraly sie na dowodach posrednich, gléwnie na
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oznaczaniu redukcji cukrowej, a po drugie, panowal poglad, ze karbohy-
drazy jako fermenty hydrolityczne moga jedynie przeprowadza¢ rozktad,
gdyz w warunkach organizmu hydroliza jest procesem nieodwracalnym:.
Ostatnio poglady na role karbohydraz ulegly pewnej rewizji. Okazalo sie,
ze caly szereg tvch enzymoéw posiada zdolnos¢ do transglikozydacji, czyli
przenoszenia reszt cukrowych (14), w wyniku czego zachodzi synteza roz-
nych oligo- i polisacharydow. Danych dostarczyly przede wszystkim bada-
nia nad enzymami adaptacyjnymi u bakterii [14, 19, 39]. Réwniez badania
nad wlasciwosciami enzymoéw zwierzecych, np. sluzéwki psa potwierdzity
ten fakt [3].

We krwi zostala znaleziona alfa-transglikozydaza [26, 27] przeprowa-
dzajgca nie tylko rozpad glikogenu czy skrobi do glikozy i maltozy, lecz
rowniez syntetyzujgca z maltozy i maltotriozy szereg polimeréw glikozy.
W ziemniakach [37] udalo sie zaobserwowac synteze amylozy przy udziale
D-enzymu.

Niniejsza praca przedstawia wyniki badan nad amylolizg i transgliko-
zydacja w zwieraczach skojki. Gdy rozpoczynalem te prace przed 3 laty
do amylolizy w mies$niach odnoszono sie jeszcze bardzo sceptycznie, dla-
tego wiekszos¢ materiatu tej pracy jest poswiecona wykazaniu tego pro-
cesu.

METODYKA

Badania przeprowadzilem na tylnych zwieraczach muszli skéjki. Ich cze$¢ we-
wnetrzna (skosnie prazkowana) nazywana bedzie miesniami A, za$ cze$¢ zewnetrzna
(wlokna giadkie) — mie$niami B *.

Oba rodzaje mieéni zwieraczy rozcieralem w temp. 2° z 3—4 objetosciami wody
destylowanej. Po pewnym czasie zawiesine odwirowywaltem, a plynu z nad osadu
uzywatem do prob. Czes¢ doswiadczen zostala wykonana na wyciagach wodnych
miesni odwodnionych acetonem w temp. —10°. Po wysuszeniu mie$nie takie roz-
cieralem na proszek. Wycigg sporzadzalem w ten sposob, Ze rozcieralem proszek
z 20 objetosciami wody.

Redukcje cukrowg oznaczalem metoda Nelsona w modyfikacji Kinga [21], odbial-
czalem wyciaggi bgdz woframianem sodu [21], bgdZz mieszaning Ba(OH)s i ZnSO4 wg
Samogyi [34]. Pierwszy sposOb odbialczania umozliwial oznaczenie sumy cial redu-
kujacych, drugi — tylko redukcje cukrowas.

Glikogen wydzielalem po odbialczaniu wyciggéw wodnych 10°% kwasem tréj-
chlorooctowym i zadaniu etanolem Ilo$¢ glikogenu obliczalem z ilo$ci zwolnionej
glikozy po 2 godzinnej hydrolizie roztworéw glikogenu w 1 n HCl w temp, 100°.

Wolng glikoze oznaczalem manometrycznie za pomocg notatyny [18] f-my Sigma.

Fosfor oznaczalem metoda Fiske i Subbarow [15] w modyfikacji Lohmanna i Jen-
drassika [24].

Aktywnos¢ fosfatazy glukozo-6-fosforanu mierzylem metodg opisang przez Swan-
sona [35]. Preparat glukozo-6-fosforanu dostatem od dr M. Orlowskiego.

* Uwagi dotyczace morfologii i funkecji badanych mie$ni w pracy na str. 153.
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Handlowe preparaty maltozy f-my Merck oczyszczalem na kolumnie weglowo-
cellitowe] [38]. Poszczegoélne cukry eluowalem z kolumny w nastepujacy sposéb [31]:
glikoze — wodg i 2,5% etalonem, maltoze — 10° etanolem, a maltotrioze — 15
etanolem.

Chromatograficzny rozdzial cukrowych produktéw reakcji enzymatycznych prze-
prowadzalem za pomocg chromatografii bibutowej sptywowej i krazkowej. Do chro-
matografii splywowej uzywalem bibuly Whatman 1 (splyw przez 48—72 godz. w temp.
pokojowej) lub bibuly Whatman 4 (przez 24 godz) stosujac rozpuszczalnik:
n-butanol-lod. kwas octowy-woda (4:1:5). Szybki rozdzial cukréw, bo w ciagu
3 godzin, uzyskiwalem na krazkach bibuly Whatman 1 o $rednicy 22 cm za pomoca
ukladu: n-butanol-aceton- amoniak-woda (40 :50: 3 :15) [36].

Plamy cukrowe wywolywalem roztworem benzydyny [4].

WYNIKI I ICH OMOWIENIE

Punktem wyjscia niniejszej pracy bylo stwierdzenie przeze mnie, ze
aktywnos¢ fosforylazowa zwieraczy, zaré6wno mies$ni A jak i B, jest bardzo
staba, bo 30—40 razy slabsza w stosunku do aktywnosci fosforylazowej
miesni kroélika. Aktywnosci fosforylazowej zwieraczy nie zwieksza NaF,
ktory okazal sie silnym aktywatorem fosforylazy mies$ni zaby i kroélika,
jak wykazaly to badania Baranowskiego i Mochnackiej [6].

Pomimo niskiej aktywnosci fosforylazy stwierdzitem, ze w wyciggach
wodnych znika znaczna czes¢ glikogenu i jednoczesnie narasta redukcja
cukrowa. Wynik takiego do§wiadczenia przedstawia tabela 1.

Tabela 1. Zmiana wartosci glikogenu i glikozy w czasie 2-godzinnej inkubacji wyciagow wod-
nych $wiezych migsni w temp. 37° (w mg na 100 g migsni)
Table 1. Changes in glycogen and glucose during 2 hours’ incubation of aqueous extracts of
fresh muscles at 37°C. (in mg. per 100 g. of muscle)

l

Przed inkubacja 1) Po inkubacji 2)
glikoza 3) ’ glikogen 4) | glikoza 3) ‘ A ’ glikogen 4) ‘ A
|
Migénie A 5) 5 1800 130 125 1400 400
Migsnie B 6) 5 560 90 85 480 80

Before incubation 1); After incubation 2); glukose 3); glycogen 4); Muscles A 5); Mu-
scles B 6).

Wida¢ z niej, ze w czasie 2 godzinnej inkubacji wyciggow wodnych
miesni zniklo w miesniach A — 22% glikogenu (400 mg), zas w miesniach
B — 15%b% (80 mg glikogenu). Jednoczes$nie wzrosta suma cial redukujgcych
w mie$niach A — 26-krotnie, za§ w mie$niach B — 18-krotnie.
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Tabela 2. Wplyw fosforanu na przyrost redukcji w cza-
sie 60 min. inkubacji wyciggu wodnego w temp. 35°
(w mg glukozy na 100 g miesni)

Table 2. The effect of phosphate on reduction increase
during 60 min. incubation of aqueous extract at 35°C.
(in mg. of glucose per 100 g. of muscle)

Migsnie A 1) Miesnie B 2)

]
|

Kontrola 3) ‘ 40,0 60,0
W 0,03 M mod. fosfor 1
o pH 7,5 i 30,0 10,0

Muscles A 1); Muscles B 2); Control 3).

Tnbela 3. Zmiana fosforu frakcji fosforowych oraz redukcji w wyciagu wodnym migsni po

3 godz. inkubacji w 30° w mg na 100 g migsni)

Tuble 3. Change in phosphorus of phosphorus fractions and reduction in aqueous extracts

Po
P.
P,
pe

P,

Redukcja (glikoza) 6)

_U
|

~

(4]

2 5o
.

of muscles after 3 hours’ incubation at 30°C. (in mg. per 100 g, of muscle)

1

Migsnie A 1) Miesnie B 2)

przed 3) | po inkubacji 4)

| przed 3) \ po inkubacji 4)

"U'U:U"U’U:U
|

88 17,3 | 7,3

1,6 0 ‘ 1,7

1,1 0 0
105 | 4,7 ; 7,3
20 22,0 16,3
137 | 96,0 12,0

nicorganiczny ortofosforan
fosfor odszczepiajacy si¢ po 2 minutowej hydrolizie w temp. 100° w 0,1
fosfor odszczepiajacy sie po 7 minutowej hydrolizie w IN HCl w temp. 100°
fosfor trudnohydrolizujacych estrow fosforowych
catkowity fosfor zwiazkéw rozpuszczalnych w kwasach
imorganic orthophosphate

- phosphorus splitting off after 2 min. hydrolysis N HCI at temp. of 100°C.
phosphorus splitting off after 7 min. hydrolysis in 1IN HCI at a temp. of 100°C.
phosphorus of poorly hydrolyzing phosphorus esters
total phosphorus of acid-soluble compounds

10,6
0
0
5,7
16,3
36,0

NHCI

Muscles A 1); Muscles B 2); before 3); after incubation 4); after 5); reduction (glucose) 6).
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Z doswiadczen nad wplywem obecnosci nieorganicznego ortofosforanu
na redukcje (tab. 2) oraz zachowania sie fosforu frakcji fosforowych (tab. 3)
wynika, ze narastanie redukcji nie jest zwigzane z procesem fosforylizy.
Nie obserwuje sie bowiem znikania zawartego w wyciggu nieorganicz-
nego ortofosforanu, a wrecz przeciwnie, jego przyrost. Dodanie ortofosfo-
ranu nie zwieksza redukcji, a nawet jg zmniejsza.

Zajalem sie nastepnie identyfikacjg zwigzkéw redukujgcych pojawiaja-
cych sie w czasie rozpadu glikogenu. Jezeli rozpad posiada charakter
amylolizy, to nalezaloby po inkubacji
wyciggow spodziewa¢ sie wystepowa-
nia glikozy, maltotriozy lub innych 30 /
oligosacharydéw pochodzacych z hy-
drolitycznego rozpadu glikogenu.

W celu jakosciowego 1 ilosciowego
oznaczenia glikozy postuzylem sie no-

tatyng. Wykonalem z nig dwa rodzaje  _ .
doswiadczen. W jednym oznaczalem _§
glikoze nagromadzajgca sie w czasie B}
inkubacji. W tym celu w okreslonych %
odstepach czasu wstawialem probki 10r

na 5 minut do wrzacej tazni wodne]
dla przerwania inkubacji i w odbial-
czu oznaczalem glikoze (ryc. 1).

W drugim wariancie do$wiadczen ] , !
(ryc. 2 i 3) inkubowatem wyciagi mie- 5 60 Sl
$niowe razem z notatyng, usuwajac Ryc. 1. Pojawienie sie wolnej glikozy
tym samym glikoze w chwili jej po- w wyciagu wodnym zwieraczy. Wynik
jawiania sie. zostal wyrazony w oM gli]j:o’z}’- i przeli-

Poréwnanie wynikéw obu rodza- czony ha 100 g migsm.
jow doswiadczen wykazuje, ze w obec-

2 s & 4 I aqueous extracts of adductor muscles.
e notatyny uwalnia si¢ WI1ECE] gh— The results have been calculated in M
kozy niz przy jej braku. W przeli- ¢ gjycose and prorated for 100 g of
czeniu na 100 g miesni w ciggu 1 go- muscle.
dziny mie$nie A uwalniajg w obec-
nosci notatyny 300 uM glikozy, co odpowiada 48,6 mg roztozonego do gli-
kozy glikogenu, zas miesnie B — wiecej, bo 500 uM glikozy, odpowiadaja-
cym 81 mg glikogenu. Przy braku notatyny w analogicznych warunkach
mie$nie mieszane uwalniajg tylko 24 uM glikozy, wiec proces biegnie
10—20 razy wolniej. Zauwazone roznice mozna ttumaczy¢ dwojako: po
pierwsze, przy braku notatyny wiekszos¢ glikozy zostaje wilgczona w jakies
procesy przemiany materii, a po drugie, gromadzaca sig glikoza hamuje
postep rozktadu glikogenu, wzglednie produktéw posrednich.

Fig. 1. Apperance of free glucose in
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Celem upewnienia sig, czy pojawiajgca sie w wyciggach glikoza pocho-
dzi istotnie z rozkladu glikogenu wykonalem doswiadczenie, w ktérym
do wyciggu miesniowego dodatem glikogenu skojki. Jak widaé¢ to na ryc. 2
ilos¢ uwolnionej glikozy wyraznie sie zwiekszyla. Na tej samej rycinie
daje sie zauwazyc¢ przyrost glikozy w obecnosci NaCl, co $§wiadczytoby
o aktvwnosci amylazowej.

s
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)

T
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Ryc. 2. Pojawienie sie glikozy w wyciggu zwieraczy w obecnosci notatyny po doda-
niu NaCl i glikogenu skdjki. 1 — wyciag kontrolny (0,9 ml + 0,1 ml wody); 2 — wy-
ciag po podaniu (0,9 ml wyciagu + 0,1 ml 10°/0 NaCl); 3 — wyciagg (0,9 ml + 50 glikogenu).

Fig. 2. Appearance of glucose in aqueous extract of adductor muscles in the presence

of notatin after addition of NaCl and muscles glycogen 1 — control extract (0,9 ml +

—0,1'ml of water); 2 —extract after addition (0,9 ml of extract + 0,1 ml 10%0 NaCl);
3 — extract (0,9 ml + 50 mg of glycogen).

Poniewaz pojawianie sie wolnej.glikozy mogloby by¢ niedos¢ przeko-
nywujgcym dowodem na wystepowanie amylolizy, wykonalem doswiad-

czenia oznaczania glikozy w obecnosci florydzyny, inhibitora fosforylazy
(rve. 3).
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A

& 70 780 240 min

Ryc. 3. Wplyw florydzyny na pojawie-
nie sie glikozy w obecno$ci notatyny.
1 — préba kontrolna, sam wyciag;
2 — wyciag z dodatkiem 0,1 ml nasy-
conego wodnego roztworu florydzyny.

Fig. 3. The effect of floridzin on appea-
rance of glucose in the presence of
notatin. 1 — control, extract alone;
2 — extract with added 0,1 ml of a sa-
turated aqueous solution of floridzin.

Ryc. 4. Chromatografia produktéw rozkiadu gli-

kogenu przez wyciaggi wodne tylnych zwieraczy

sk6jki. O — wyciag przed inkubacjg; P — wy-

cigg po inkubacji; St — roztwér standardowy.

1 — glikoza; 2 — maltoza; 3 — maltotrioza;
4 — maltotetroza.

Fig. 4. Chromatography of the products of de-

compositions of glycogen by aqueous extracts

of the posternior adductor muscles of swan mus-

sel. O — extract before incubation; P — extract

after incubation; St — standard solution; 1 — glu-

cose; 2 — maltose; 3 — maltotriose; 4 — malto-
tetraose.

Wykres wykazuje, ze wprawdzie dodanie florydzyny zmniejszyto ilosc
glikozy, nie mniej jednak tylko o polowe w stosunku do wyciggu inku-
bowanego bez florydzyny.

Poniewaz florydzyna zahamowala polowicznie proces zjawiania sig gli-
kozy, nasunelo sie pytanie, czy glikoza nie pochodzi z rozpadu jakiegos
estru fosforowego. Mozliwym zrodtem mogltby by¢ ester glukozo-1-fosfo-
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rowy, lub glukozo-6-fosforowy. Jak wiadomo w miesniach nie stwierdzono
dotychczas wystepowania odpowiednich fosfataz, nie mniej jednak wyko-
nalem oznaczanie aktywnosci fosfatazy glukozo-1-fosforanu i fosfatazy
glukozo-6-fosforanu. Otrzymalem jednakze wyniki negatywne.

Po wyczerpaniu posrednich dowodéw wystepowania amylolizy prze-
szedlem do chromatograficznej identyfikacji produktéw enzymatycznych.

Wyniki przedstawia ryc. 4.

Wsrod produktéw rozpadu glikogenu stwierdzilem obecnogé glikozy,
maltozy, maltotriozy i maltotetrozy, oraz obecnosé wyzszych oligosacha-
rydoéw pozostajagcych w miejscu naniesienia.

Ryc. 5. Produkty transglukozydacji w wyciagach wodnych zwieraczy skojki. 1 — gli-
koza; 2 — maltoza; 3 — maltotrioza; 4 — maltotetroza.

Fig. 5. Products of transglucosidization in aqueous extracts of adductor muscles of
swan mussels. 1 — glucose; 2 — maltose; 3 — maltotriose; 4 — maltotetraose

W wyciggach $wiezych miesni gtéwnych produktem rozkladu glikogenu
jest glukoza, w mniejszej ilosci stwierdzié mozna obecnos$é oligosachary-
dow. Na chromatogramach wyciggéw mieéni odwodnionych acetonem
w wiekszym stopniu zaznaczajg sie oligosacharydy. By¢ moze, ze jest to
nastepstwem inaktywacji niektérych enzyméw rozktadajacych produkty
posrednie rozpadu glikogenu.

Wyniki przedstawione powyzej wykazujs, ze w miesniach zwieraczy
skojki obok fosforylizy biegnie proces hydrolitycznego rozpadu glikogenu.
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Nasunelo sie pytanie, czy proces hydrolitycznego rozpadu glikogenu
w zwieraczach skojki jest procesem odwracalnym. W tym celu inkubo-
walem wyciggi wodne $wiezych mie$ni z maltozg i chromatograficznie
rozdzielalem powstajgce produkty.

Jak wida¢ to na ryc. 5, po inkubacji pojawila sie glikoza, maltotrioza
i maltotetroza, oraz prawdopodobnie wyzsze oligosacharydy, gdyz w miej-
scu naniesienia pozostaly jeszcze jakie§ cukry. Pojawienie sie wymienio-
nych zwigzkow $wiadczy o wystepowaniu transglikozydacji, w wyniku
ktorej przebiega synteza oligosacharydéw oraz uwalnia sie czeSciowo
glikoza. )

Przedstawione wyniki dowodza wystepowania w zwieraczach skojki
ukladu enzymatycznego prowadzacego nie-fosforolityczny rozklad gliko-
genu oraz synteze polimerow glikozy drogg transglikozydacji. Wymienione
procesy nie dajg sie wytlumaczy¢ aktywnoscig znanych w miesniu karbo-
hydraz, jak enzymu rozbijajagcego wigzania 1:6 glikozydowe w glikoge-
nie tzw. ,,debrancher factor” [22], lub syntetyzujacego wigzania 1 : 6 gliko-
zydowe z wigzan 1 : 4 glikozydowych tzw. ,,brancher factor” [12, 13, 23],
gdyz wymienione enzymy dzialaja wylacznie w obecnosci fosforylazy [13].
Spelniajg one tym samym jedynie pomocnicza role w syntezie i rozkladzie
glikogenu, podczas gdy karbohydrazy zwieraczy odgrywaja wazniejsza
role w przemianie glikogenu.

Panu prof. dr T. Baranowskiemu, Kierownikowi Zakladu Chemii Fizjol. autor
sklada podziekowanie za cenne rady i wskazowki.

Pannie Jadwidze Mucha, asystentowi techn., autor dziekuje za pomoc w wykony-
waniu analiz.

C. . Rapnar
IF'HIPOJU3 1 TPAHCT. TIORO3UATIHST B MBIIHIIAX UNIO SP.
("odeporcarite

B BOJsIHGIX BKCTPAKTAX 3aMblkaounXx Mbmy Unio sp. o0Hapykedo ¢CpMeRTATHBHBIH
THAPOJIN3 TanKOreHa. Bo BpeMa MHKyOaumn 9KCTPAKTOB IOSIBAANTCH ROCCTAHABINBA-
OLUIMe BemecTBa M cBOGONHASA TII0OKO3a, HO He 3amedaeTcs! H39e3HOBeHWEe HeOPraHH-
yeckoro oprodocgara.

XpomaTorpaguyeckuM MeTOAOM OBbLIM pasjerenbl IPOAYKTH pepMeHTaTHBHOIO IH-
I pOIHN3a, CPeAH KOTOPBHIX OOHAPYKeNO LI0KO3Y, MAajlbTO3y, ManlTOTPHORY, MAlbTOTe-
TPO3y M BBICIIHE IOTHMEPHI I'TIOKORBI. :

Bo BpeMa WHKYOAIHM 3KCTPAKTOB C MaJbTO30N 00HApY#HEHO XPOMATOTpadHICCKHM
METOJOM IJIOKO3Y H CHHTE3 MalbTOTPHO3bl M MalbTOTETPO3BIL.

JTHe [NaHHEble CBHAETENbLCTBYIOT O TOM, YTO B BOJAAHBIX 3KCTAKTAaX 3aMBblXaOU{HX
Mbimy Unio sp. TPOHCXOAUT PHAPOIHTHYECKOE PO3TOKEHIIC INIHKOTEHA H CHATE3 NOTAMe-
POB TII0KO3Bl H3 MAIbTO3bl MYyTeM TPAHCTIIOKO3WUIANHII.



170 S. E. Karpiak

St. E. Karpiak

HYDROLYSIS OF GLYCOGEN AND TRANSGLUCOSIDATION IN MUSCLE OF
UNIO SP.

Summary

In the water extracts of sphincter muscle of Unio sp. the enzymatic hydrolysis
of glycogen has been found. During the incubation of muscle extracts the rise of
level of reductable substances and free glucose is observed and measured quanti-
tative. At the same conditions the inorganic orthophosphate does not disappear.

The products of glycogen hydrolysis were separated chromatografically and
shoved the presence of glucose, maltose, maltotriose, maltotetraose and higher poly-
mers of glucose.

During the incubation of muscle extracts following sugars were formed from
maltose; glucose, maltotriose and maltotetraose. A

This facts indicate that water extracts of adductors are able to split the glycogen

Dy hydrolysis and to synthesize the glucose polymers {rom maltose by transglucosi-
dation.
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