ACTA PHYSIOLOGICA POLONICA
1961, XII, 1, 63

WIESLAW HOLOBUT, ADAM KOLATAJ

ZACHOWANIE SIE GRUP SH GLUTATIONU
PODCZAS PERFUZJI SERCA

Z Zakladu Fizjologii Czlowieka A. M. w Lublinie
Kierownik: prof. dr W. Holobut

Liczne badania (Slater, Smith, Sniger i Barron, Baldwin, Dixon i Webb,
Neurath i Bailey, Thorn i Jackson) nad grupami sulfhydrylowymi wyka-
zaly, ze s3 one nieodzownymi czynnikami oddychania tkankowego, akty-
watorami fermentoéw, regulatorami proceséw przemiany materii, a zwla-
szcza przemian bialka (Bertalanffly). Blokada ich odpowiednimi substan-
cjami doprowadza do inaktywacji niektérych enzyméw, a aktywnosc ta
moze byé ponownie przywrécona dopiero przez dzialanie zwiazkow zawie-
rajagcych swobodne wigzania SH, takich jak np. cysteiny czy zredukowa-
nego glutationu.

Kosztojanc i Turpajew stwierdzili ponadto, ze tkankowe grupy sulfhy-
drylowe majg duze znaczenie w procesach przenoszenia pobudzenia. Za-
obserwowali oni, badajac prace serca, ze przy zwigzaniu grup sulfhydry-
lowych preparatami niektérych metali ciezkich, miesien sercowy zaby sta-
wal sie nieczuly na impulsy z nerwu blednego [14]. Efekt wplywu tego
czynnika mozna bylo przywrdci¢ po doprowadzeniu do miesnia sercowego
cysteiny. Autorzy ci, przeprowadzajac rowniez dalsze badania na mie-
$niach szkieletowych wysnuli wniosek, ze grupy SH graja istotna role
w skurczowym akcie miesnia.

Poniewaz w mys$l zalozen Kosztojanca, do pracy mie$nia potrzebne s3
ugrupowania SH, postanowiono w niniejszych badaniach przekona¢ sie
jak zachowuja sie grupy sulfhydrylowe w zwigzku z praca serca, o ile
znajda sie w jego Srodowisku. Postanowiono zbadaé, czy serce podczas
skurczéw i rozkurczow wprowadza wigzania SH do przemywajacego je
ptvnu perfuzyjnego, czy tez odwrotnie, pobiera je z perfuzatu.

METODYKA
Badania prowadzono na izolowanym sercu zaby, poddajac je najpierw perfuzji

cx sty pivner Ringera, a w dalszej czeéci doswiadezenia odpowiednim roztworem
ghwtatscr -~  Mao~ch. Darmstadt, 10—5—10—% M) w tym plynie. Badania prowadzono
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w temperaturze pokojowej, a zmiany pH czystego plynu Ringera i pilynu Ringera
z glutationem wahaty sie od 7,15—7,20. Ogdlem przeprowadzono dwadziescia doswiad-
czen, w tym 66 obserwacji, a materialem byly zaby jesienne Rana temporaria.

W doswiadczeniach naszych zastosowaliSmy metode perfuzyjng o zamknietym
obwodzie, wg schematu przedstawionego na ryc. 1. W ten sposéb niewielka, jedna i ta
sama ilo§¢ piynu (2—3 ml) przez dowolnie diugi czas krazyla przez serce, co miato
zasadnicze znaczenie dla oznaczenia ilo$ciowych zmian stezenia grup SH, zachodza-
cych pod wplywem tak nieduzego obiektu do$wiadczalnego jak serce zaby. Plyn
wptywal do serca pod ci$nieniem slupa cieczy nieduzego pojemnika zakonczonego
kaniulg wprowadzong do zatoki Zylnej, wyplywal za$ z serca w czasie skurczu ko-
mory, porcjami odpowiadajgcymi pojemnoséciom wyrzutowym, przez waska kaniule
wprowadzong do aorty, drugim za$ koricem skierowang do pojemnika. Plyn perfu-
zyjny dawal si¢ bardzo latwo wymieni¢ w ciggu do$wiadczenia, jak réwniez latwo
pobra¢ do analizy. Ponadto zapisywano ruchy serca przy pomocy kardiografu pola-
czonego serfinkg z koniuszkiem serca.

Ryc. 1. Schemat perfuzji serca zaby.

Pojemnik wprowadzony jest do zatoki

zylnej, a kaniula wyprowadzajaca do
aorty.

Fig. 1. Frog heart perfusion diagramma-

tically. The vessel is connected to the

sinus venosus and the outlet cannula to
the aorta.

W celu wykrycia obecnosci wigzan SH, stosowano metode kolorymetryczng wg
Grunerta i Phillipsa [10]. Do 1 ml pobranego ptynu perfuzyinego dodawano 12 ml
nasyconego roztworu NaCl i 2 ml 0,067 M nitroprusydku sodowego, stale §wiezo przy-
rzadzanego, po czym mierzono wartos¢ ekstyncji. Celem wywolania barwnej reakcji
z ewentualnymi ugrupowaniami sulfhydrylowymi, dodawano juz w kuwecie pomia-
rowej 2 ml 25% amoniaku [21] i ponownie badano ekstynkcje. Wynik odczytywano
z krzywej standartowej. W drugim etapie obserwacji ptynem perfuzyjnym byl roz-
twor glutationu w plynie Ringera. Postepowanie analityczne dla okreélenia ewen-
tualnej réznicy stezenn glutationu przed i po pracy serca bylo identyczne.

WYNIKI

Wyniki analizy kolorymetrycznej zestawione sg w tab. 1 i 2. Zesta-
wiono tu obok siebie wartosci koncentracji glutationu i odczyty galwano-
metru, a to celem lepszego ukazania wyniklych réznic. Tabela 1 przedsta-
wia wyniki doswiadczen, w ktérych przez serce zaby krazyla stale w okre-
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sach 10, 20 lub 40 min. niewielka (2—3 ml), jedna i ta sama ilo$é czystego
- plynu Ringera. Jak wykazuja warto$ci odezytéow w perfuzatach tego ro-
dzaju, grup sulfhydrylowych wykryé nie zdolano.

Wyniki natomiast drugiej czesci badan, dotyczace przemywania serca
odpowiednimi roztworami glutationu w plynie Ringera i rowniez ptynem

Tabela 1. Wyniki z perfuzji serca zaby czystym plynem Ringera.
Table 1. Perfusion of a frog heart with pure Ringer’s solution.

Czas perfuzji Odczyt ze skali fotokolorymetru 3) Tloéé¢ SH
Nr dosw. 1) . o
w min. 2) - w mg %, glutat. 6)
poczatkowy 4) | koncowy 5)
: |
1 10 17 16 —
20 16 : 16 —
40 16,5 16,5 -
2 10 ! 21 21 —
30 | 22 21 —
7 10 ! 26 : 24 —
20 27 26 —
8 .10 30 28 —
20 26 25 —
9 5 28 26 —
10 27 25 —
12 10 26 25 —
20 . 27 27 —
13 20 30 28 —
14 10 27 26 —_

Experiment No. 1); Perfusion time in min. 2); Photocolorimeter readings 3); initial 4); ulti-
mate 5); Number of SH groups in mg9; of glutathione 6).

Ringera zestawiono w tab. 2. Tabela ta obejmuje tylko kilka doswiadczen,
wybranych przykladowo z calosci badan tej serii, ktérych wyniki sg
zgodne z pozostalymi.

Analizujgc wyniki uzyskane po przemywaniu serca roztworami réznych
stezen glutationu w plynie Ringera widzimy, ze zawsze podczas pracy
serca glutationu ubywalo, stezenie bowiem tej substancji w plynie perfu-
zyjnym po pracy serca bylo zawsze niisze od wyjSciowego. W jednym
tylko wypadku (dosw. 15) pojawila sie w czystym plynie Ringera nie-
znaczna ilos¢ grup sulfhydrylowych (0,45 mg%), co mozna wytlumaczyé
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Tabela 2. Wyniki perfuzji serca roztworami glutationu w plynie Ringera i roztworami czystego

plynu Ringera.

Table 2. Perfusion of heart with glutathione in Ringer’s solution and pure Ringer’s solution

Odczyt na skali fo- :

l\{r Czas perfuzji| Plyn perfuzyjny tokolorymetru 4) mg%; R(?ilnica w % war-
dosw. w min. 2) 3) SH- toSci SH-ghut. w st.
1) poczatk. | koficowy | glut. 7) | do poczatk. 8)
5 6) ‘
20 ! Ringer 28 28 — —
Glutation 26 39 6,43
2 10 Glutation 2% | 30 1,89 7156
5 Ringer 24 ‘ 22 — —
5 Ringer 26,5 25 — ! —
20 Ringer 25 23 — —
4 Glutation 26 80 43,06 |
5 Glutation 28 67 25,58 ) 40,6
5 ! Ringer 24 21 — —
10 Ringer 29 22 — —
10 Glutation 28 62 20,96
10 Glutation 28 58 17,71 15,6
15 Ringer 29 27 — ; —
Glutation 29 90 64,40 {
10 Glutation 30 88 57,89 1' 10,2
15 5 Ringer 24 24 — E —
5 Glutation 56 82 2936 | 54,6
10 Ringer 28 29 045 |
10 Ringer 29 | 28 — —
10 Ringer 25 24 — —
Glutation 27 33 2,80
16 5 Glutation 26 28 0,98 65,0
5 Ringer 27 25 = | —
5 Glutation 25 27 0,91 67,5
|
I
5 Ringer 29 28 — —
10 Ringer 27 25 - —
17 Glutation 26 32 2,87
5 Glutation 24 23 L 100,0
7 Ringer 27 26 — —
5 Glutation 28 30 0,83 71,1

!

Experiment' No. 1); Perfusion time in min. 2); Perfusate 3); Photocolorimeter readings

4); Initial 5); Ultimate 6); mg% of glutathione's SH 7); Difference, in ¢ of initial

thione-SH value 8).

gluta-
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niezakonczonym jeszcze wymywaniem glutationu po uprzedniej perfuzji
stosunkowo do$¢ silnymi jego roztworami.

Widoczne jest takze, ze gdy w perfuzacie dawano niskie stezenia gluta-
‘tionu to serce pobieralo wiekszy procent tej substancji z roztworu, np.
w dosw. 2. — 71,6%, w dosw. 16. — 65,0%0 i 67,5%0 i w dosw. 17. — 71,1%p.
Odwrotnie natomiast, im koncentracja byla wyzsza tym obserwowalo sie
mniejszy procent ubytku jak np. w dosw. 4. — 40,6%, w dosw. 15. —
10,2%%. :

Ryc. 2. a) Perfuzja plynem Ringera, b)

perfuzja 10—, 5 m roztworem glutationu

w pilynie Ringera. (Widoczne jest nie-

znaczne obnizenie amplitudy i czestosci
akcji setrca).

uﬁmmmmm |

Fig. 2. a) Perfusion with Ringer’s solu-
tion; b) perfusion with Ringer’s solu-
tion; c¢) perfusion with 10—, 5 molar
glutathione in Ringer’s solution. (A slight
reduction in the heart actior amplitude
and frequency may be noted).

Obserwujac te czes¢ doswiadczenia mozna ogélnie stwierdzi¢, ze pod-
czas pracy serca, poziom glutationu w plynie perfuzyjnym obniza sie
w stosunku do pierwotnego i to we wszystkich badanych przypadkach.
Ilos¢ mg®e glutationu jest poczatkowo zawsze prawie wyzsza niz po kilku-
minutowej pracy serca.

We wszystkich naszych doswiadczeniach przejécie z perfuzji ptynem
Ringera na roztwoér glutationu w granicach stezen uzywanych powodo-
walo nieznaczne zmniejszenie amplitudy i czestosci skurczéw serca, jak
to widaé¢ z zalgczonej przykladowo ryc. 2.

OMOWIENIE WYNIKOW

Na podstawie przedstawionych badan wydaje sie, ze miesien sercowy
podczas swej pracy, w mniejszym lub wiekszym stopniu pobiera ze $ro-
dowiska ugrupowania SH. Obserwacje te potwierdzajg uwagi Kosztojanca
1 Turpajewa, sugerujace, ze do skurczu mieénia potrzebne sag m. in. wiag-
zania sulfhydrylowe. Takie Neurath i Bailey przekonani sg, ze wigzania
SH odgrywaja duza role w pracy miesnia i, ze w miare tej pracy ilo$¢ ich
zmienia sie. Turpajew badajac izolowane serce zaby stwierdzil wyraznie,
ze dodatek grup sulfhydrylowych do ptynu perfuzyjnego serca, zatrutego
solami ciezkich metali, przyczynial sie do podjecia ponownej pracy przez
miesien sercowy i stanowil jakby odtrutke dla tych inhibitoréw.

5*
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" Biochemiczne badania nad udzialem glutationu w pracy serca prowadzil

Slater. Porownywal on inhibicyjng akcje roznych zwigzkéw chemicznych
wigzagcych grupy SH glutationu w preparacie miesnia sercowego i stwier-
dzil, ze szkodliwe dziatanie ich polega na Ilaczeniu sie z aktywnymi gru-
pami SH w czasteczce glutationu lub czasteczce dehydrogenazy burszty-
nowej. Takze Smith, badajac niektore enzymy miesnia sercowego, stwier-
dzil, iz dodatek cysteiny wybitnie hamuje dzialanie enzymu rozkladajg-
cego polaczenia miedzy poszczegélnymi aminokwasami, m. in. wchodza-
cymi w sklad glutationu. Binet; Wellers i Marquis obserwowali zmienno$é
glutationu m. in. w mieSniu sercowym szczura pod wplywem alloksanu
i stwierdzili zmniejszenie sie ogoélne] jego ilosci po iniekcji wymienionego
preparatu.

Podobne do, naszych doswiadczen przeprowadzili Granier-Doyeux
i wspolprac., poddajac izolowane serce zaby dzialaniu roztworu hydro-
chlorku cysteiny. Widoczny byl efekt inotropowy i tonotropowy nega-
tywny, dzialanie to bylo jednak przemijajace.

Dalsze studia Kosztojanca [12] i Kosztojanca z Turpajewem [47] pozwa-
laja przypuszczaé, ze biatka zawierajace tak charakterystyczne wigzania
jak wigzania tiolowe, stanowig pewne elementy strukturalne miesnia,
zwlaszcza miozynu. Wiazania te biorg udzial w mechanizmie pobudzania
mie$nia, w tym takze serca i w przenoszeniu pobudzenia. Kosztojanc
stwierdzil ponadto, ze zdolnosé do pracy zmeczonego czestym draznieniem
mie$nia szkieletowego wzrasta dos¢ ostro przy dzialaniu cysteiny lub
mocznika. Takze, wcze$niej jeszcze, Mirsky wykazal, ze aktynomiozyn
mie$nia zawiera aktywne grupy SH, a Sniger i Barron studiowali syste-
matycznie zaleznos¢ aktywnosci AT Pazy (adenozynotr6jfosfatazy) mio-
zynu od czynnikéw utleniajacych grupy SH. Objawy inhibicyjne skorelo-
wane tu byly z zanikiem tych grup. Przypuszczenia, ze od obecnosci tych
grup moze zaleze¢ enzymatyczna aktywnosé miozynu i zdolnosé tworzenia
sie aktinomiozynu, wysuwaja takze Bailey, Bdrdny i Birdny, Brahms oraz
Brahms i Kgkol [7].

Wszystkie przytoczone wyzej badania wskazuja, ze obecnos¢ tkanko-
wych grup sulfhydrylowych ma duze znaczenie dla przebiegu licznych
fizjologicznych procesé6w w miesniu, a w szczeg6lnosci dla normalnego
przebiegu skurczu migsnia, w tym takze i miesnia sercowego. Obserwacje
nasze zdajg sie potwierdzaé¢ wnioski cytowanych autorow. W doswiadcze-
niu okazalo sie bowiem, ze serce pobiera podczas swej pracy grupy SH
z otoczenia — przy przemywaniu go plynem perfuzyjnym, grupy tiolowe
wprowadzone do roztworu znikaly. Mozna zaobserwowa¢, ze ubytek ten
byl wyzszy w przypadku roztworow bardziej rozcienczonych, niz przy
wyzszych stezeniach. Wydaje sie z tego, jakoby serce dla swoich procesow
zyciowych wymagalo Scisle okre$lonej ilosci grup sulfhydrylowych, ktore
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adekwatnie po%oiera z perfuzatéw bardziej lub mniej stezonych. Spostrze-
zenia te nasuwaja wniosek, ze migsien sercowy potrzebuje do wykony-
wania swej pracy ugrupowan tiolowych z zewnatrz. W warunkach nor-
malnych dostarczane sg one przez krew. W migsniu sercowym zachodzi
prawdopodobnie ciggla asymilacja i dyssymilacja tych pelaczen, a rola ich
nie ogranicza sie zapewne tylko do wplywu na kurczliwo$¢ miozynu czy
do zapewnienia koniecznej struktury chemicznej tego bialtka, ale takze do
aktywacji calego szeregu enzymoéw, uruchamiajacych biochemiczny me-
chanizm skurczu. :

Nie udato sie w naszych badaniach znalez¢ natomiast, by pracujacy mie-
sien sercowy wprowadzal ugrupowania SH do roztworu perfuzyjnego.
Analiza perfuzatéw nie zdolala wykry¢ tam obecnosci wigzan tiolowych.

Do$wiadczenie nasze wykazalo takze, ze po wprowadzeniu do perfu-
zatu glutationu, akcja serca zmieniala si¢ nieco. Powstawalo nieznaczne
zmniejszenie amplitudy i czestoSci skurczéw. Te nieznaczne negatywne
efekty chrono- i inotropowe potwierdzaja wczesniejsze spostrzezenia Gra-
nier-Doyeux i wspoélautoréw. Mozna przypuszczaé, ze jest to spowodowane
prawdopodobnie niewielkim zwiekszeniem sie ci$nienia osmotycznego roz-
tworu, na skutek wprowadzenia pewnej ilosci dos¢ duzych czasteczek tréj-
peptydu jakim jest glutation.

WNICSKI

1. W czasie pracy izolowanego serca zaby nie stwierdzono péjawiania
sie grup SH w czystym plynie Ringera, natomiast przy perfuzji plynem
Ringera o roznych koncentracjach glutationu zaobserwowano ich ubytek.

2. Wydaje sie, ze izolowane serce pobiera ugrupowania SH z zewnatrz.

3. Perfuzja roztworami glutationu nieznacznie zmniejsza amplitude
i czestose skurczu.

B. I'onodym, A. Koaonwmait

TPYNNLlI SH IVIIOTATHOHA BO BPEMSA IIEPQY3UH CEPIIIIA
Codeparcanue

HceaexoBaaoes nopefenue Tpynn SH IIKTATHOHA B CEASH © paboTolt M3ONAPORAE-
HOTO ceplna AATYMKM HpH mepyysHH ¢ 3aMEHEYTHM kpopoofpamesnem. Ha ocnoBanmn
KOIODHEMETDHUECKOTO AHANMAA YCTAHOBIEHO, UTO BO BpeMs paCoTH ceppna, IPH Hpo-
MHBAaHHH COOTBETCTBYIIMMH PACTBODAMY TIKWTATHOHA B pacTBope PHErepa KOHIGRTPA-
nEs rpymno SH rioraTHona cumxadacs. He samedeno, 9ro0bl M30IHPOBAHIOE CepALe
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AATYNIKH, HPOMBIBAEMOE TOIBKO YHCTOM DPacCTRODOM Prarepa, ssoauno B pactsop rpy-
unsi SH. Kaxercs, 4aro H30IHPOBAHEOE CepANe BO3NPBHHMAET rpyunk SH H3sme.

Ilepdysua pacTBOpaMu rTOTATHOHA He3HATHTEALHO YMeHpIIaeT AWIIHTYAY H YACTOTY
COKpamenny,

W. Holobut, A. Kolataj

THE BEHAVIOUR OF GLUTATHIONE'S SH GROUPS DURING HEART
PERFUSION

Summary

The investigations concerned the behaviour of glutathione’s SH groups in con-
nection with the work of a frog’s isolated heart during closed-circuit perfusion.
Colorimetry showed concentration of SH groups to diminish in Ringer’s solution
during perfusion of the working heart with suitable glutathione solutions. When the
heart was perfused with pure Ringer’s solution only, it appeared to give off into the
solution no SH groups. An isolated heart seems to derive SH groups from without.

Perfusion with glutathione solution slightly diminished systolic amplitude and
cardiac frequency.
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