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Zastosowanie w badaniach nad biosyntezg hemu radioizotopéw N5 i C!4
pozwolilo na szybsze i dokladniejsze poznanie poszezegéinych stadiéw tego
procesu [14, 30]. Szczegélnie uzycie glicyny znakowanej weglem C'4 udo-
skonalilo i uproscilo metodyke tych badan {23, 24].

Jak wykazali Shemin i Rittenberg glicyna jako prekursor hemu do-
starcza 8 atoméw wegli metylenowych na kazde 4 atomy azotu wbudowy-
waneé w pierscien porfirynowy {1, 15, 16, 17].

Cztery z tych wegli znajduja sie w mostkach metinowych laczacych
pierscienie pirolowe, a pozostale 4 wchodzg w pozycje alfa piersciend
pirolowych, Stwierdzono ponadto, ze pozostate 26 wegli pierscienia porfi-
rynowego pochodzi z octanu [14, 16, 17, 21].
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Eksperymenty z glicyna znakowang C!* na weglu metylenowym i karbo-
ksylowym wykazaly, ze wegiel metylenowy glicyny jest intensywnie
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inkorporowany do heminy, w przeciwienstwie do wegla karboksylowego,
ktéry nie wchodzi do pierscienia {7, 8, 16, 17]. W 1952 r. Shemin wykazat,
ze z jednej czasteczki glicyny i dwéch czasteczek »aktywnego” burszty-
nianu moze powsta¢ karboksylowany uktad pirolowy.

Udziat glicyny i octanu w syntezie porfiryny zostal wykazany nie tylko
in vivo, ale takze in vitro w eksperymentach z retikulocytami ssakoéw,
erytrocytami krwi obwodowej kaczki lub z hemolizatami tych komoérek
[21, 22]. Erytrocyty jadrzaste krwi obwodowej ptakéw posiadajg zdolnosé
syntetyzowania hemogloblny i zachowu]q Ja nawet przez pewien okres
czasu in vitro.

Te wlasciwos¢ krwi obwodowej ptakow WykorzystuJe sie bardzo czesto
do badaf nad synteza hemu ze wzgledu na latwos¢ w uzyskaniu mate-
rialéw do badan, jak réwniez na zalety wazne przy dalszym opracowy-
waniu badanego materialu (duzy stopien inkorporacji glicyny, latwa pre-
paratyka heminy).

Celem naszej pracy bylo zbadanie wplywu promieniowania na synteze
hemu we krwi obwodowej kur in vitro i in vivo w roznych okresach czasu
od momentu napromieniowania zwierzecia. )

Stosowano dawke 750 r i 1000 r, przy tym dawka 750 r okazala sie
dogodniejsza, gdyz aczkolwiek przy tej dawce u napromieniowanych kur
rozwijata si¢ ciezka choroba popromienna, odsetek zwierzat przezywa-
jacych byl wiekszy niz przy zastosowaniu dawki LD 50 (1600 r) [27].

METODYKA

Badania in vitro. Kury wagi okolo 2 kg pochodzace z tej samej hodowli napro-
mieniowywano jednorazows dawksg promieni X, 750 r lub 1000 r na cale cialo. Po-
slug1wano sig¢ aparatem Stabilipan, stosujjc napiecie 160 KV, 15 mA, filtr 0,5 mm Cu.
Mo¢’ dawki 28 r/min. Krew kur otrzymywano przez przecigeie tetnicy szyjnej po
poprzednim :wstrzyknieciu 0,2 ml heparyny jako antykoagulantu.

Po odwirowaniu osocza prZ}" 3 tys. obrotow przez 10 minut i usunieciu leukocytow,
erytrocyty przemywano trzykrotnie plynem Krebsa-Henseleita, W przygotowanych
w ten sposdb erytrocytach oznaczanc hemoglobine [4, 5].

Inkubacja. Do wysterylizowanej 50 ml erlenmayerki zawierajacej kilka perelek
szklanych odmierzano 5 ml masy erytrocytéw, a nastepnie dodawano ptynu inkuba-
cyinego o nastepujacym sktadzie: 5 ml mieszaniny 15 podstawowych aminokwaséw
w roztworze Krebsa-H. w ilo§ciach odpowiadajacych koncowemu stezeniu dla kai-
dego z nich 0,2 mM [2,-11]: (DL alanina, walina, L leucyna, kwas L glutaminowy,
kwas l-asparaginowy, DL treonina, L cysteina, DL i'netionina, L arginina, L lizyna,
L histydyna, L tryptofan, DL prolina, L fenyloalanina, izoleucyna), 30 mg glikozy
in subst., 50 tys. jedn. penicyliny krystalicznej'; w. 1 ml ptynu Krebsa-H., 1 ml wod-
nego roztworu glicyny 2-C 14 (10 uC).

Stosowano glicyne produkeji angielskiej Amersham o akt. wi 1 mC (1 mM, oraz
. Stosowano glicyne produkeji angielskiej Amersham o akt. wi. 1 mC/1 mM, oraz
radzieckiej 1 mC/6,5 mM.
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Mieszaning inkubacyjng uzupetniano ptynem Krebsa-H. do statej objetosci 16 ml
i inkubowano w aparacie Warburga przy dostepie powietrza w temp. 37°C przez
4 godziny.

Réwnolegle z krwig zwierzat napromienianych inkubowano krew kur zdrowych.
Zwykle inkubowano réwnolegle 5—6 préb badanych i 2—3 kontrolne.

Badania in vivo. Do badan in vivo kury napromieniowano dawkg 750 r w warun-
kach podanych poprzednio. Po odpowiednim uplywie czasu podawano dozylnie gli-
cyng w izotonicznym roztworze chlorku sodu w ilodci 0.15 wC/g wagi. Okres czasu
od chwili podania glicyny do momentu ‘wykrwawienia byt staly we wszystkich eks-
perymerntach i wynosil jedng dobe. Po trzykrotnym przemywaniu erytroeytéow krwi
cbwedowe] plynem Krebsa-H. i po usunieciu leukocytéw preparowano hemine
W sposob podany dla postgpowania in vitro po zakonczeniu inkubacji.

Preparatykae heminy [9]. Hemine oznaczano zmodyfikowang metodg Kassenaar A,
Morell H. i London I. M. Po zakonczeniu inkubacji oddzielano erytrocyty od pitynu
irkubacyinego, a nastepnie przemywano je stokrotng objetoscia fizjologicznego roz-
tworu NaCl. Do przeplukanych erytrocytéw. dodawano wody destylowanej w stosunku
ceetciciowym 2:1, nastepnie. 5 ml toluenu, wytrzgsano w wytrzaﬁSarce przez 30 mi-
nut | oddzielano stromeg przez odwirowanie przy 4000 obrotéw/min. (2500 g) przez
20 min. Przesgczony przez saczek hemolizat zadawano kroplami 10-krotna objeto-
scia kwasnego acetonu (1,2 ml HCI stez. na 100 ml acetonu), energicznic mieszajgc.

Wytrgeong globing oddzielano od heminy przez odwirowanie przy czterech tys.
obr. min. przez 10 minut. Z otrzymanego roztworu heminy pobierano prébke do ilo-
$ciowego oznaczania. Hemine wytrgcano z roztworu wodg . destylowana dodang w sto-
sunku 1:1 i ogrzewano napromiennikiem podczerw1em ‘Wytracong heming odw1ro-
wywano przy 4000 obr./min. (2500 g) przez 15 mmut i przemywano . kolejno:

5 ml 50% kwasu octowego
20 ,, wody destylowanej dwukrotnie
2 ,, etanolu

20 ,, eteru etylowego.

Kazdorazowo po przemyciu wirowano 15 min. przy 4000 obr./min. Preparat SUSzono
na powietrzu przez 24 godziny. Sprawdzono, ze hemma otrzymana ta metoda nie
rozni sie w niczym od heminy rekrystahzowane] Z goracej plrydyny 1 kw. octo-
wego [6].

Pomiar radioaktywnodci i przedstawzeme wymkow [3, 18] Aktywnosc hemmy
okreslano metoda cienkiej warstwy. W tym celu 5 mg heminy umieszczano w mi-
seczee z folii aluminiowej o $rednicy 2,4 em, powierzchni 4,5 em? i rozpuszczano
W ax najmniejszej objgtosci pirydyny. Po odparowaniu rozpuszczalnika prébke li-
czcre licznikiem czolowym z oklenklem 1,6 mg na cm?, Wydajnosé liczenia — 3,5%.

izd w podwéjnych i potréjnych oznaczeniach aktywnos$ci heminy otrzymanej
i krwi i tej samej inkubaciji nle‘ przekraczal 12, 3“/0 v
! przedstawiano w impulsach na Jednostkq wagi’ badanego materlalu l'ub
k moli zsyntetyzowanej “hertiny w inkubame (Np) badi tez Jako zdolnoé
ukizdi de svntezy heminy (Wp). Lot : el

Obl:czerie ilosci zsyntetyzowanej heminy: [18] w srodoc\msku mkubacyjnym Znaj
duje sle gilcyna nieaktywna (G) oraz glicyna akiywna dodana do. ;nkubatu (G*)
Aby coliczy? calkowity ilose zsynrtetyzowanych czgsteezek, hermny (Np) trzeba znaé
caixc 3¢ glicyny inkorporowanej do heminy (N) w tym celu nalezy uwzglqd-
nié pcpra a inkoporowana glicyne nleaktywna ze znaJomOS?:i 'sstosunku “galtkos
witej ilosc! glicyny do ilesei glicyny. promieniotworezej. - = o SRRt

SO 38*‘
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Dysponujac tymi danymi, w oparciu o wzory podane w pracy Richmonda i 4it-
mana wyprowadzono ogdélne wzory, ktérymi postugiwano si¢ w przedstawieniu wy-
nikéw opisywanej pracy.

Iloéé moli pierscieni porfirynowych zsyntetyzowanych w catym inkubacie podaje
nastepujaca zalezno$é:

Np=A-2,z~1o'—1‘2-imp.-q
5

imp = aktywno$é 1 g heminy w imp/min,
A —ilo$¢ heminy w mg w calej inkubowanej probce.

Zdolnoéé ukladu do syntetyzowania heminy (Wh) jest wielkoécig, ktéra moze stuzyé
do porownywania wynikéw réznych inkubacji i wyraza sie wzorem:

A-22-10—12- imp.- G

Wh = 540 X 5 X ilos¢ bialka w inkubacie W g

moli/min.g biatka

240 = czas inkubacji w min.

Calkowity jlosé glicyny zawarta w inkubacie obliczano, przyjmujac nastgpujace
dane: globina stanowi 96,3790 ogdlnej masy hemoglobiny, a Hb zawiera 5,5°/» glicyny.

W 1 ml masy erytrocytéw znajduje sie przecietnie 0,25 g Hb. Bialko erytrocytéw
stanowiace 6% masy erytrocytéw zawiera 4% glicyny.

(1 ml roztworu wodnego glicyny angielskiej (10 uC) zawierat 0,8 mg glicyny, a 1 ml
glicyny radzieckiej (10 nC) — zawierat 5 mg glicyny).

Stezenie heminy w badanym roztworze okreslano kazdorazowo metodsg spektro-
fotometryczng z krzywej standardowej (0- 0,06 mM, tj. 0—38 ug/ml), uwzgledniajac
rozcienczenie badanej proébki.

Pomiaréi;v dokonywano w kuwetach o grub. 1.cm, przy db fali 495 my, [9]. Hemo-
globine oznaczano jako cjanmethemoglobing spektrofotometryczme przy di. fali
540 my [4, 5].

Krzywa standardowa sporzgdzono z wzorca cjanmethemoglobiny pochodzgcego
z Walter Reed Army Institute of Research, Washington.

WYNIKI

Rye. 1 podaje wyniki syntezy hemu in vitro w krwinkach kur napro-
mienionych dawka 750 r i badanych w réznych okresach czasu od chwili
napromieniowania (od 6 godzin do 11 dni). Dla umozliwienia poréwnania
wynikéw przedstawiono je w wartosciach Np i Wh oraz w odsetkach war-
tosci préby kontrolnej. Okazalo sie, ze zdolno§¢ inkorporacji jest rozna
w zaleznos$ci od $rodowiska, w ktérym ona jest przeprowadzana. Naj-
wiekszg inkorporacje uzyskano w srodowisku surowicy, mniejszg w roz-
tworze fizjologicznym NaCl, najmniejszg w plynie Krebsa-H. Spostrze-
Zenia te sg zgodne z wynikami ofrzymanymi przez innych autoréow [9].
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Mozna z tego wyciagna¢ wniosek, ze najodpowiedniejszym $rodowiskiem
bytaby- surowica lub roztwoér fizjologiczny NaCl. W drugim dniu po napro-
mieniowaniu dawka 750 r stwierdzono najwiekszy wzrost syntezy. Po
dawce 1000 r wzrost ten osigga maksimum réwniez w drugim dniu, lecz
jest wyzszy jak wida¢ z zestawienia na tab. 1. Dla poré6wnania warunkéw

Tabela 1. Synteza hemu in vifro w erytrocytach krwi obwodowej kur napromienianych pro-
mieniami X. Dawka 1000 r.

TabIe I In vitro haeme synthesis in the erythrocytes of peripheral blood of hens irradiated
with X-rays. Dosis 1000 r.

b ' | | Zdolnosé ukiadu |
Aktywno$¢ | Ilo$¢ zsyntety-i - ! do syntezy hemi- |
| Okres czasu | > ™8 heminy. zowanych mo- ' ny Wh x 10—10
dzielacy ba- ! w imp/min. i porﬁr_y;ly Rozm-I Sred- | mo! min. g bial- Rézni- Sred-
Lp.|dania in vitroE 3 ‘ Np x 10~ 6) nia | ka ID) ca nia
1)| od chwili : % WY ——————— W% w ¥
naprom. kury, | i wba-| w | 9) 10) w 9) 10)
2) préba | proba danej | kontr. | i w badanej kont\r.i )
. bada- | kontr. probie| probie; prébie 7)| probie;
R B N ) 9
1| 2 3 | 4] s | 6| 7] 8| 9 |10 11|12
15 godz. 145 ’ 2,05 + 47 5,02 + 60
2015, 130 | 36 | 202 | L3 | 45| 46| 490 | B4 | 56| +58
3| 1 doba 139 1,63 + 3 3,99 0
411 146 1,08 - — 32 264 — 34
sit o, | 1s3 | B4 g BTy g — L] 394 | 399 g T
611 150 1,85 + 18 4,35 + 9
71 2 doby 149 0,88 + 24 2,99 + 29
8,2 136 1,44 | +102| - 4,79 +107
9l2 153 | 104 | 145 | OT1 1 L q03| 82 445 | 231 | gy| T3
1012 157 1,42 +100 4,08 4+ 76

No. 1); Interval between irradiation of the hen and the in vitro experiment 2); Activity of
5 mg. ﬁaemin, in counts/min. 3); Experimental sample 4); Control sample 5); Porphyrin syn-
thesized, in moles 6); In the experimental sample 7); In the control sample 8); Difference 9);
Average 10; Capacity of the system to synthesize haemin, in mole/min. g. protein 11).

syntezy in vitro z warunkami in vivo, wstrzyknieto kurom 0,15 nc/g wagi
glicyny 2-C'* po upltywie tego samego czasu od napromieniowania zwie-
rzecia, jak w doswiadcezeniach in vitro (tab. 2). Wyniki sg rozbiezne, obser-
wuje sie zar6wno wzrost jak i spadek inkorporacji u roéznych zwierzat.
Wzrost stopnia inkorporacji glicyny do heminy zauwazony w pierwszych
2 seriach doswiadczen pozwalat przypuszezaé, ze pod wpltywem promienio-
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wania moze zachodzi¢ aktywacja enzymoéw erytrocytow czynnych
w pierwszych fazach biosyntezy hemu. W celu wyjasnienia tego zjawiska
napromieniowano erytrocyty kury in vitro réznymi dawkami promieni X
i oznaczono ich zdolnos¢ syntezy hemu. Wyniki poréwnywano z wartos-

Tabela 2. Badanie inkorporacji glicyny 2 C-14 do heminy in vivo po napromieniowaniu dawka
750 r i podaniu glicyny 0,15 pc/g wagi.
Table 2. In vivo incorporation of glycine 2 C-14 into haemin after treatment with 750 r,
and administration of glycine, 0,15 pc/g body weight.

Aktywno$¢ 5 mg heminy
Czas od napro- {Czas od chwili w imp/min. 4)

L p. mieniowar_lia.do napromienio- Réznica V}’artqéé
1 wstrzyknigeia |wania do za-| w probiec bada- | w probie kon- | w o 7) $rednia
glicyny bicia nej (krwinki | trolnej (krwinki w % 8

(w dniach) 2) (w dniach) 3)| kury naprom.) |kury nienaprom.) :

5 . 6

1 0 1 78 88 — 12
2, 0 1 57 63 — 10 } — U

3 1 2 58 85 — 32
4 1 2 100 114 — 12 l — 12

5 1 2 150 138 + 8

6 2 3 111 +105
7 2 3 112 } >4 +107 } +106

8 3 4 57 l — 24
9 3 4 91 | & + 21 } -2
10 4 5 118 84 + 40 + 40
i1 11 IV 81 ) 80 + 1 + 1

No. I); Interval between irradiation and glycine injecti_bn'(in days) 2); Interval between
irradiation and killing (in days) 3); Activity of 5 mg. of haemin, in counts/min. 4); In the
experimental sample (irradiated-hen erythrocytes) 5); In the control sample (nonirradiated-hen
ervthrocytes) 6); Difference in % 7); Avcra'ge value in % 8). ‘

ciami otrzvmanymi dla erytrocytow te] same] krw1 nie napromlemowane;]
Wwvnik: tvch badan przedstawiono na rye. 2. B :

Jek wida¢ synteza hemu in vitro w erytrocytach krwi obwodowej kur
jest wyraznie hamowana, poczagwszy od dawki 10 000 r pmpomjonalme do
w:e-ko\c stosowanej dawki.

" dalszveh doswiadczeniach badano wplyw na synteze hemu in vitro
niexiorveh wyciagéw tkankowych, surowicy i hemohzatow pochodzacyh
ze zwierzat zdrowvch i napromieniowanych dawka 750 r. Badania te prze-
prowadzoro w ten sposob, ze do typowego ukladu quubacy]nego doda-~
wano wyciagi tkankowe wzglednie surowice lub hemolizat w ilosci podane;j
na tab. 31 4.
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Tabela-3. Wplyw wyciagobw tkankowych na syntez¢ hemu badana in vire prme ool £-

cyny 2 C-14
Table 3 The effect of tlssue extracts on in vitro synthesis of haeme, investigzizs - i ==
: aid of glycine 2 C-14
Aktywn(?sc 5 r.ng heminy W, x 10—19
e w imp/min. 6)
Inku- [ __
bacja . . proba roznica b roznica
nr 1) kontrolna migdzy | PTOP3 miedzy
inkubacii | A* |B*™ AiB k"%‘ml- A IB*™ AiB
7 w%y 2 w %8
I i
|
21 Uklad inkubacyjny ‘ ‘
kontrolny w pt. Kreb- 48 1,18
sa~-Hens. 2)
Uktad inkubacyjny -+
wyciag watr. w plynie
| Kr.-Hens. kury zdro- 46 | 55 419 1,0 12,08 -+108
wej A i naprom. B 3)
Uktad inkubacyjny +
wyciag szpiku' kury 50 47| — 6 1,26 1,03 — 18
zdr. A i napr. B 4)
Uklad inkubacyjny +
wyciag §ledziony kury 51| 48 — 6 1,07,1,17) + 9

zdr. A i napr. B 5) l !

i

A* — ukiad zawierajacy surowice wzgl. hemolizat pochodzacy z kury nienapromieniowane;j.

*A* — mixture containing either serum or haemolyzate from a nonirradiated hen.
B** = uklad zawierajacy surowice wzgl. hemolizat pochodzacy z kury nienapromieniowane;.
B** — mixture containing either serum or haemolizate from a nonirradiated hen.

Incubation Na 1); Contro! incubation mixture in Krebs-Hens. solution 2); Incubation mixture --
liver extract in Krebs-Hens. solution of A normal hen, and B irradiated hen 3); Incubation
mixture - bone marrow extract of A normal hen, and B irradiated hen 4); Incubation mixture -+
spleen extract of A normal hen, and B irradiated hen 5); Activity of 5 mg. of haemin in
counts/min 6); Control incubation 7); Difference between A and B in percent 8); Control
sample (test) 9).

Wyciagi sporzadzono hemogenizujac 1,6 g tkanki mokrej w 6 ml ptynu
Krebsa-H. i wirujgc przy 2500 g przez 15 min. Do badania uzywano plyn
zebrany z nad osadu po odwirowaniu.

Surowice otrzymano z krwi pobieranej bez antykoagulanta po odwiro-
waniu skrzepu.

Nie stwierdzono istotnego wplywu badanych wyciggéw tkankowych nz
inkorporacje glicyny 2-C ' do hemu. Nie zaobserwowano takze réznicv



Tabela 4. Wplyw surowicy oraz hemolizatow krwinek czerwonych na syntez¢ hemu badana
in vitro przy uZyciu glicyny 2 C-14.

Table 4. The effect of serum and red-cell haemolyzates on in vitro haeme synthesis mvestlga-
ted with the aid of glycine 2 C-14.

Aktywnos¢ 5 mg heminy

| )

z ‘ 1 Wy x 1010

| w imp/min. 7)

1 —_— U
Inku- | = A& = )
bacja E £ % - % B
nr 1) S o A* | B - E § A* | B**| S

= ! oMM e om
- ‘ €. |2 g~
e ) 2 "
[=% 1‘ 1 2 < o, S <
17 Uktad inkubacyjny kontrolny zawier. 9
2,5 ml 0,9% NaCl 397 9.40
Uklad inkubacyjny zawier. 2,5 ml su-
rowicy kury zdrowej A inapr. B 2) 592525 —20 125114 — 9
19 | Uklad inkubacyjny kontrolny - 130
Uklad zawierajacy 2,5 ml surowicy
kury zdr. A i naprom. B 3) 234|249 + 6 4,835,100 + 6
Uklad inkubacyjny zawierajacy
5 ml 0,9% NaCl | 235 4,55

Uktad inkubacyjny zawier. 22,5 mg
NaCl+2,5 ml hemolizatu krwinek 193 (2101 + 9 4,15/ 4,80 +15
kury zdr. A i naprom. B 4)

Uklad inkubacyjny zawier. 2,5 ml
zmieszanej w stos. 1:1 surowicy . .

i hemolizatu krwinek kury zdr. A 2711263 | — 3 7,17 5,83 —19
i naprom. B 5)

Uklad inkubacyjny zawier. 2,5 ml :
mieszaniny 1:1 hemolizatu krwinek 250 6,08
czerw. i surowicy ogrzanej do 55° 6) |

i

22 ' Uklad inkubacyjny kontrolny - 113 3,07

Uklad inkubacyjny + 2,5 m! hemoli~

zatu krwinek kury zdrowej A i na- 10711171 + 9§ 2,59 3,02} +16
prom. B 3)

A* — ukiad zawierajacy surowiCQ:wzgl. hemolizat pochodzacy z kury nienapromieniowane;.
B** — i N ’ 2 2 2 ’” naprbmieniowanej.
A* and B“ — as in Table 3.

Incubzion 1i: Control incubation mixture containing 2,5 ml. 0,9 NaCl. Incubation mixture
conaining 2.5 ml of serum of A normal hen, and B irradiated hen 2); Control incubation
mixture. Mixture containing 5 ml. 0,9 NaCl, and 22,5 mg NaCl+2,5 ml. red-cell haemoly-
zate 4); Incubation mixture containing 2,5 ml, serum mixed 1:1 5); Incubation mixture con-
taining 2.5 ml. mixture, red-cell haemolyzate, heated serum 6); Activity of 5 mg of haemine,
in counts min. 7); Control sample (test) 8); Difference between A and B in percents 9);
Control sample (1est) 10).
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w mkorporac_u glucyny w obecn()scx wqugow surowicy i hemolizatéw
napromieniowanych i menapnom1en1ow*anych zwxerzqt

Dla poréwnania rzedu wielko$ci syntezy hemmy przez erytrocyty kury
z eryfrocytami czlowieka przeprowadzono jedno doswiadczenie. Stwier-
dzono, ze synteza heminy in vitro w krwinkach obwodowych czlowieka
wyrazona w wartosci Np wynosi 2,9 - 10— moli heminy, a Wh = 6,3+ 1012
moli heminy/min/g biatka.

OMOWIENIE WYNIKOW

Bezwzgledne wartosci wynikéw otrzymywanych w badaniach nad bio-
synteza hemu mozna poréwnywac jedynie w obrebie tej samej inkubaciji.

Poré6whywania wynikéw pochodzacych z réwnych inkubacji dokonuje
si¢ po uprzednim wyrazeniu otrzymanych wartosci w % odniesionych do
proby kontrolnej tej samej inkubacji. Dla prowadzgcych badanie nad bio-
syntezag hemu na podobnym modelu doswiadczalnym jest to znany fakt,
a potwierdzily go takze nasze spostrzezenia.

Metoda stosowana w naszej pracy daje dobre wyniki. Rozrzut wartosci
wynikow tej samej inkubacji identycznego materialu biologicznego wynosi
okolo 12%s.

Interpretacja wynikéw otrzymanych w badaniach in vivo wplywu pro-
mieniowania na zdolnoéé¢ biosyntezy hemu u kury stwarza trudnosei, gdvz
nie ma mozliwosci odniesienia wynikéw do identycznego uktadu kontrol-
nego. Poza tym jest wiadome, ze uklad krwiotwérczy kury cechuje sie
duzg zmiennoscig fizjologiczna, oraz wzgledng odpornoscia na promienio-
wanie. Z tego powodu czesciej obserwuje sie u napromieniowanych kur
$mier¢ jelitowa niz ,hematologiczng”. W badaniach in vivo obserwuje sie
wyraZny wzrost syntezy hemu co jest zgodne z wynikami innych autoréw
[18, 19, 20], nalezy jednak zaznaczy¢, ze wzrost ten nie jest wystarczajaco
pod. wzgledem statystycznym udokumentowany.

Nalezy w tym miejscu zaznaczy¢, ze powyzsza uwaga daje sie uogélnicé
w stosunku do duzej czesci badan substancji lub ukladéw biochemicznych
pod wplywem promieniowania jonizujgcego. Czesto nie wiadomo czy za-
uwazone zmiany sg wynikiem zaburzen ogélnoustrojowych, czy sg wy-
nikiem przemieszczen plynéw ustrojowych i zmian cytologicznych, czy
wreszeie dotyczy rzeczywiscie okreslonego uktadu biochemicznego. Roznice
w zachowaniu si¢ miedzy surowics, roztworem fizjologicznym NaCl oraz
plynem Krebsa-H. jako $rodowiskiem inkubacyjnym sa trudne do wy-
tlumaczenia. Istnieje mozliwos¢, ze w surowicy znajduje sie czynnik sty-
mulujgcy inkorporacje glicyny do hemu, albo ze surowica jest po prostu
najbardziej fizjologicznym $rodowiskiem dla inkubacji.
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Kwestii tej na podstawie naszych badan rozstrzygnaé¢ nie mozna. Mozna
przypisywa¢ wieksze znaczenie tylko tej czesci naszych badan, w ktérej
poréwnywano jednakowe uklady biologiczne in vitro.

WNIOSKI

Po napromieniowaniu erytrocytéw krwi obwodowej kury zauwaza sie
stalv spadek syntezy hemu in vitro dopiero od dawki 10 000 r. W bada-
nvch wveiggach tkankowych nie stwierdzono czynnikéw wplywajgcych
na synteze hemu, by¢ moze z powodu nieodpowiedniej metody przygo-
towania wyciggow.

Poréwnanie $redniej wielko$ci inkorporacji glicyny do erytrocytéw kury
i erytrocytow czlowieka wykazalo, ze krwinki obwodowe kury wcielajg
ok. 50 razy wiecej niz ludzkie krwinki czerwone. Potwierdza to ogélnie
przyjety poglad o zachowaniu zdolnosci biosyntetycznej in vitro w doj-
rzalych jadrzastych krwinkach kur.

3. Hlom, T. Maauwnoécxa, 9. Kosaaseru

o T

3. 7H4HHE PEHTTEHOBCKUX JYYEA HA CHHTE3 TEMA IN VITRO M IN VIVO
B HEPI/I(DEPI/I‘IECKOﬁ KPOBN KYPHII -

Coaep:»camte

:lecze10BaToch BAMARME PEHTTEHOBCKHX Iydel HA CHETE3 reMa B nepmpepn‘lecxon
7737 KVDHU C UDHMeHeHHeM TIHAIUHA 2¢,

Y 2Iag0BIeHO, 9TO CHHTE3 TeMa B apmponmax Kypun, ofxy3aeMnx go30% 750-1000 r
T3elrSEBAETCH.

CoIH 3PHIPONHATH HepHpepHIecKol KpOBH OOGNYYaIHCh in vitro Ao3amu 0,2x 103r —
I 1ifr. mafI1X1an10Ch NOHH:XEGAHE CHHTE3a, HAYMHAA OT HO3HW 1000r, u ganpHelmee
€70 TM:iILeHHEe NPH NOBHIIIEHHH NO3H IydeR.

Z. Szot, T. Malinowska, E. Kowalski

“EE zZZIZCT COF X-RAYS ON IN VITRO AND IN VIVO HAEME SYNTHESIS
IN THE PERIPHERAL BLOOD OF HENS

Summary

was found to increase in red cells irradfated ‘with 750 or 1000 r
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-On. irradiation in vitro of peripheral blood red cells with doses of 0.2X103 to

1X105 ¥, doses of 10000 r and hlgher were found progressively to inhibit haeme
synthesis.

Aqueous extracts of various organs and serum and haemolyzates of the blood

of various animals both normal and irradiated ones were investigated with refe-
rence to their effects on haeme synthesis.

Presence of serum enhanced haeme synthesis in the system investigated. The
results obtained are discussed in the paper.

® g o wm W N

[i~]

10.
11.
12.
13.
14.
15.
16.
17.
18.
19,

20.
21.
22.
23.
24.

25.

26.
27.

28.

29.

PISMIENNICTWO

. Altman K. I., Casarett G. W., Masters R. E. i in.: J. Biol. Chem, 1948, 176, 319.

. Borsook H., Deasy C. L., Haagen A. J. i in.: J. Biol. Chem. 1952, 196, 669,

. Calvin M., Heidelberger C.i in.: Isotopic Carbon, New York 1949.

. Crosby, Munn, Furth: U. S. Armed Forces Med. J. 1954, 5, 693, cyt. wg Handbook

for Leitz Photrometer. E. Leitz Inc. New York.

. Drabkin D. L., Austin J. H.: J. Biol. Chem. 1935, 112, 51.

. Fischer K.: Organic Syntheses V. 21 (1941) N. Y.

. Grinstein M., Kammen M. D., Moore C. V.: Biol. Chem, 1948, 174, 767.
. Grinstein M., Kammen M. D., Moore C. V.: J. Bial. Chem. 1949, 179, 359.
. Kassenaar A., Morell H., London 1. M.: J. Biol. Chem. 1957, 229, 423.

Krebs H. A., Henseleit K.: Z. Physiol. Chem. 1932, 210, 33.

Kruh J., Dreyfus J. C., Shapira G., Padieu P J. Biol. Chem. 1957, 228, 113.
Krzymowski T., Malinowski W.: Acta Physiol. Pol. 1959, 9, 179.

Linman J. W., Bethell F. J.: J. of Lab. a Clin. Med. 1958, 51, 8.

Muir H., Neuberger A.: Biochem. J. 1949, 45, 163.

Muir H., Neuberger A.: Biochem. J. 1950, 47, 97.

Radin N. S., Rittenberg D., Shemin D.: J. Biol. Chem. 1950, 184, 745.

Radin N. S., Rittenberg D., Shemin D.: J. Biol. Chem. 1950, 184, 755.

Richmond J. E., Altman K. 1., Salomon K.: J. Biol. Chem. 1951, 190, 817.
Salomon K. i in.: Federation Proc. 8, 247 (1949) cyt. wg Isotopic Tracers in Bio-
chemistry and Physiology — J. Sacks Edt. Mc. Graw-Hill Book Co. N. Y. 1953.
Schulman M., Altman K., Salomon K.: Radiation Research 1958, 9, 179.

Shemin D., London I. M., Rittenberg D.: J. Biol. Chem. 1948, 173, 799.

Shemin D., London 1. M., Rittenberg D.: J. Biol. Chem. 1950, 183, 757, 767
Shemin D., Rittenberg D J. Biol. Chem. 1945, 159, 567.

Shemin D., Rittenberg D.: J. Biol. Chem. 1946, 166, 621.

Shemin D., Wittenberg J.: J. Biol. Chem. 1951, 192, 315.

Shemin D., Russel C. S.: J. Amer. Chem. Soc. 1953, 75, 4873.

Spector W. S.: Handbook of Biological Data W. B. Saunders Comp. Philadel-
phia-London 1956, 471.

Stearner S. P., Sanderson M. H., Christian E. J., Bues A. M.: Amer. J. Physiol.
1958, 192 (3), 620.

Wirth D.: Grundlagen einer klinischen Himatologie der Haustiere 1950, Wien-
Inssbruck.

. Wittenberg J., Shemin D.: J. Biol. Chem. 1949, 178, 47.

Otrzymano: 24. 9. 1960.

Adres autorow: Zaklad Ochrony Zdrowia Instytutu Badan Jadrowych PAN.



