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Znaczenie grup sulfhydrylowych w aktywacji wielu proceséow enzyma-
tyéznych zwigzanych z przemiang materii ujawnily liczne badania lat
ostatnich [1, 2, 3, 5, 20], przy czym od dawna znana ich rola w procesach
oksydo-redukcyjnych tkanek jest wciaz aktualnym zagadnieniem [8, 22,
24]. Badania Kosztojanca [13, 14, 15, 16] i wspétpracownikow [17, 18, 21,
25] wykazaly, ze ugrupowania te sg rowniez istotnymi czynnikami w che-
micznym procesie przenoszenia impulsoéw z tkanki nerwowej na mieénie.
Doswiadczenia z perfuzja serca zaby pozwolily ustali¢, ze przy zabloko-
waniu grup SH odpowiednimi czynnikami, serce nie reagowalo na impulsy
z draznionych nerw6w blednych i acetylocholing, a normalne efekty
mozna byto przywréci¢ dopiero po wprowadzeniu takich zwiazkow jak
cysteina czy glutation.

Poprzednie badania nasze pokazaly [11], ze stosujac perfuzje izolowa-
nego serca zaby plynem Ringera zawierajgeym glutation, obserwuje si¢
ubytek grup sulfhydrylowych podezas pracy serca. Doswiadczenia te do-
wiodly aktywnego wykorzystywania grup SH przez rytmicznie pracujace
serce, przy przemywaniu go ptynem odzywczym glutationu. Obecnie wy-
daje sie nam interesujacym zbadaé czy podobne stosunki, mowigce o za-
chowaniu sie serca wobec grup SH, odnosza sie réwniez i do cysteiny,
ktéora w pordwnaniu z glutationem ma czgsteczke mniejsza i prawdopo-
dobnie szybciej dyfundujacg.

METODYKA

Badania przeprowadzono na izolowanym sercu zaby Rana temporaria przy pomocy
perfuzji o zamknietym obiegu. Jedna i ta sama iloé¢ plynu (2—3 ml) mogla przez
dowolnie diugi czas krazyé przez serce i dawala sie zardéwno latwo wymieniaé¢ jak
i pobieraé do analizy. Ruchy serca zapisywano przy pomocy kardiografu:
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Ogdlem przeprowadzono 12 do§wiadczen, w tym 42 oznaczenia. Izolowane serce
poddawano najpierw perfuzji czystym plynem Ringera, a potem odpowiednimi roz-
tworami cysteiny (Schuchart NRF) w tym plynie (8,3 - 1-3—33,0 - 103 M). Badania
prowadzono w temp. pokojowej, a zmiany pH wahaly sie od 6,95—17,15.

W celu wykrycia obecnosci wigzan SH w analizowanych roztworach zastosowano
metode polarograficzng [4, 10, 26, 27]. Do 10 ml buforu kobaltowego (50%, 0,001 M
CoCly +25% 1 M NH,Cl + 25 % 1 M NHj;) dodawano 0,1 ml badanego ptynu, pobra-
. Nego z przemywajgcego serce perfuzatu i polarografowano przy czulosci 1/300, od —
0,8 v, 20—25 kropel/1 min. Po wywolaniu polarogramu poréwnywano otrzymang fale
z falg czystego buforu i falg wstepnych, uzytych w perfuzacie rozecieficzen cysteiny.
Wysokos¢ fali mierzono w mm.

WYNIKI

Wyniki analizy polarograficznej zestawione sg w tab. 1. Stopien .kon-
centracji cysteiny w plynie Ringera mierzono wysokoscia fali. Z tabeli
widaé, ze przy przemywaniu serca czystym plynem Ringera nie zdolano
wykaza¢ w ogole pojawienia sie fali cysteiny i to we wszystkich badanych
przypadkach. Natomiast, gdy serce poddano perfuzji roztworem cysteiny
w plynie Ringera o wyznaczonej uprzednio wysokosci fali, obserwowano
obnizenie sie fali np. w do§wiadeczeniu 1 z 73,5 mm do 63 mm, w dosw. 4
z 42 mm do 35,5 i 26,5 mm itd. Podobne obnizki zanotowano takze we
wszystkich przypadkach.

Wydaje sie, ze w niektérych doswiadczeniach wystepuje pewna regu-
larnos¢ w obnizaniu sie fali, a wiec i w procentach ubytku cysteiny.
W dosw. 5, 9, a takze 10 i 11 widaé, ze przy pierwszych przemywaniach
serca, fala obniza sie najbardziej w stosunku do poczatkowej wartosci,
przy nastepnych za$ obnizki te sa juz stopniowo mniejsze. Swiadczyloby
to o pewnej regularnosci ubywania grup SH cysteiny z perfuzatu serca.

Na ryc. 1 ¢, d, e, wida¢ zmniejszanie sie wysokosci fali od wyjsciowego
roztworu cysteiny, gdzie jest ona najwyzsza i ma 46,0 mm. Przemycie
serca tym roztworem cysteiny obnizalo stale Wysokosc fali do 34,5
i 38,5 mm.

Analizujac calos¢ wynikow mozna stwierdzié, ze zawsze podczas pracy
serca cysteiny ubywalo z perfuzatu, stezenie jej bowiem w plynie per-
fuzyjnym po pracy serca bylo zawsze nizsze od wyjsciowego. Potw1erdza3a
to wymiary odpowiednich fal polarograméw.

Zaobserwowano ponadto w doswiadczeniach naszych, ze przejscie z per-
fuzji ptynem Ringera na roztwér cysteiny powodowalo nieznaczne zmniej-
szenie sie amplitudy i czestoSci skurczéw serca. Widaé to z zalgczonej
przykladowo ryec. 2, dotyczacej dwéch doswiadczen.
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OMOWIENIE WYNIKOW

Uzyskane wyniki potwierdzaja wczesniejsze spostrzezenia autoréw [11]
poczynione nad perfuzja serca z glutationem. Podobnie jak tam, tak i tu
okazalo sie, iz serce podczas swej rytmicznej pracy pobiera z otoczenia
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Ryc. 1. Polarogramy z do§wiadczenia Nr 9 z dn. 2. 4. 1960. a) fala kontrolna buforu

kobaltowego; b) fala roztworu po przemyciu serca czystym plynem Ring.; c) fala

wyjsciowego roztworu cysteiny w plynie Ring., przed przemyciem:- serca; d) i e) fale
roztworu po perfuzji przez serce.

Fig. 1. Polarogram from experiment No. 9, April 2, 1960. a) Control wave of the cobalt

puffer; b) wave of the solution after perfusion of the heart with pure Ringer’s

solution; ¢) wave of the starting solution of cysteine in Ringer’s solution, before -

perfusion of the heart; d) and e) waves of the solution after perfusion through
the heart.

ugrupowania tiolowe. Przed rozpoczeciem perfuzji serca fala cysteinowa
byla we wszystkich prawie do$wiadczeniach wyzsza niz po perfuzji. Na-
tomiast nie udalo sie, rowniez na drodze polarograficznej, stwierdzié by
pracujace serce wprowadzalo do perfuzatu wlasne grupy SH. Po przemy-
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ciu bowiem serca czystym ptynem Ringera nie mozna bylo ujawnié¢ w tvm
plynie obecnosci grup sulfhydrylowych.

Na podstawie tych obserwacji wydaje sie, iz pracujacy miesien Sercowy
pobiera wigzania SH cysteiny z zewnatrz, o ile znajdg sie one w jego sro-
dowisku.

O udziale tych wigzan w skurczu mie$nia wspomina wielu badaczy [2.
3, 15, 16]. Logunowa i Kiperszlak badali takze znaczenie grup sulfhydry-
lowych dla normalnej bioelektrycznej aktywnosci serca, uzyskujac cie-
kawe wyniki na elektrokardiogramach. Jakowlew i Sokotowski analizowali
nawet znaczenie lokalizacji czynnych, funkcjonalnych grup SH w komorze

g
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Ryc. 2. Dosw. nr 5 z dnia 22. 3. 1960; a) perfuzja serca plynem Ringera, b) perfuzja
serca roztworem cysteiny w plynie Ringera.

Fig. 2. Experiment no 5 of 22. 3. 1960; a) perfusion of the heart with Ringer’s fluid,
b) perfusion of the heart with cystein solution in Ringer’s fluid.

serca zaby, a Torczynski badal udzial ich w przewodnictwie nerwowym
w zwigzku z intensywno$cia przemian chemicznych. Obserwacje nasze
potwierdzaja niektére ze spostrzezen tych autoréw, zwlaszcza Kosztojanca
[13—16] i wspoélpracownikéw [17, 18, 21, 25]. Ponadto, badania nasze
oparte o metode polarograficzng pozwolily wykryé pewne zaleznosci ilo-
Sciowe miedzy grupami SH srodowiska a pracujgcym sercem. Na podsta-
wie charakterystyki fal polarograficznych wydaje sie, iz serce pobiera
pewng adekwatng ilo$¢ grup SH, zwykle bowiem, przy pierwszym prze-
mywaniu ubywato w perfuzacie wiecej cysteiny niz przy nastepnych. Przy
jednoczesnym braku wprowadzania grup SH do plynu Ringera przemy-
wajacego serce, nasuwa to wniosek, ze miesien sercowy potrzebuje do
wykonywania swej pracy ugrupowan tiolowych z zewnatrz.
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Tabela 1. Wyniki analizy polarograficznej perfuzatow serca zaby roztworami cysteiny w plynie
Ringera i cZzystym plynem Ringera.

Table 1. Polarographic analysis of perfusates of a frog beart after perfusion with Ringer’s
solution with and without cysteine.

|
Nr dosw. Czas perfuzji ) N ) Procent ubytku
1 w min. 2) Plyn perfuzyiny 3) | Wys. fali w mm 4) cysteiny 5)
20 Ringer —
1 Cysteina * 73,5 —
10 Cysteina 63,0 14,3
5 Ringer —
2 Cysteina * i 73,5 —
5 Cysteina 65,0 11,6
3 10 Ringer —
10 Ringer : —
! Cysteina * ; 42,0 —
4 5 - Cysteina 35,5 15,6
5 . Ringer — —
5 . Cisteina 26,5 36,6
15 Ringer —
' Cysteina * 38,5 —_
5 Cysteina 33,0 14,4
5 3 Ringer — —
3 Cysteina 34,0 12,0
3 Ringer ) —
3 Cysteina 39,0 !
10 Ringer . —
Cysteina * 46,0 —
6 5 Cysteina 34,5 25,0
5 Ringer — —
5 Cysteina 34,0 26,0
5 Ringer —_—
Cysteina * 46,0
7 5 Cysteina 30,0 34,8
5 Ringer —
5 Cysteina 25,5 444
8 ' 5 Ringer —
: 5 Ringer —_
'_, 5 Ringer —
9 Cysteina * 46,0
: 5 Cysteina 32,0 30,4
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Tab. 1. Ciag dalszy.

Nr dosw. | Czas perfuzji o . Procent ubytku

H : w min, 2) - Plyn perfuzyjny 3) | Wys. fali w-mm 4) cysteiny 6)
5 : Ringer — ‘;
9 5 | Cysteina 34,5 25,0
5 I Ringer — '
5 Cysteina | 38,5 16,4
Ringer [ —
10 S Cysteinia * ! 50,0
5 Cysteina } 15,0 70.0
5 Cysteina f 26,5 47,0
10 Ringer : —
1 - Cysteina * 39,0 i —
5 Cysteina 22,5 i 42,4
5 Cysteina ; 37,5 4.0
E 5 ; Ringer i —
12 ! Cysteina * 83,0
5 Cysteina 72,5 12,7

5 . Ringer ; —

Cysteina * — wartos¢ stezenia poczatkowego w plynie Ringera, ktorym przemywano serce.

Experiment No. 1); Perfusion time, in min. 2); Perfusate 3); Wave heigh, in mm. 4); Per-
centual decrement of cysteine 5); — Cysteine* —— initial concentration in the Ringer’s solution
used to perfuse the heart.

W badaniach naszych okazalo sie ponadto, ze perfuzja serca roztworami
cysteiny nieznacznie zmniejszala amplitude i czesto$é skurczu. Podobne
reakcje zaobserwowalt wczesniej Granier-Doyeux i wspélautorzy.

WNIOSKI

1. Postlugujac sie metoda polarograficzna, nie stwierdzono, by izolowane
serce zaby w czasie swej pracy wprowadzalo do roztworu wlasne ugrupo-
‘wania sulfhydrylowe. Zaobserwowano natomiast przy perfuzji roztworami
cysteiny w plynie Ringera, iz poziom cysteiny zmniejsza sie po pracy serca
w stosunku do wyjsciowego.

2. Wydaje sie, ze izolowane serce zaby pobiera ugrupowania SH z ze-
wnatrz.

3. Perfuzja roztworami cysteiny nieznacznie zmniejsza amplitude i cze-
stos¢ akeji serca.
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B. I'naooym, 4. Koaowmait

IIOJAPOTPAPHUYECKNE OBO3HAYEHUS ITHCTEMHA B IEPOY3HM CEPIUIA Jd-
TYHIKH

Codepocanue

Hpn noMoms moIFApOrpag¢uIeckKoro Merofa MccilegoBajoch HoBeienHe SH nucredra
Bo Bpems meppysHH cepina IArymkH. He ycramoBreBo, YTOOH cepane BO BpeMs CBOel
pa6oTH BBOZHIO B PACTBOP COGCTBeHHME CYILYrHADHIbAHE TFPYNNH. 34T0 3aMOYeHO
UpE Hepdy3HH cepila PACTBOPAMH IHCTEHHA B PAcTEOpe PHArepa. 9ro 110 CPaBHEHHD
¢ MCXOAHHM YpOBeHb HHCTeHHA CHHXaeTcsa. MOEHO HpeaNoNarath, IT0 A30IHPOBAHHOE
cepAne XATYIKE 3aHMCTBYeT rpyunH SH m3sme.

Heppy3ra pacTBOpaMH IHCTEHHA TOIbKO HE3HATHTENbHO YMEHbIIaeT AMINIATYAY
H YAGTOTY AeATEeALHOCTH CepANa.

W. Hotobut, A. Kolqtaj

POLAROGRAPHIC DETERMINATION OF CYSTEINE DURING PERFUSION
OF A FROG HEART

Summary

The behaviour of cysteine SH groups was surveyed polarographically during per-
fusion of a frog heart. No evidence was found that the heart releases during work
own SH groups into the solution. However, during perfusion with cysteine dissolved
in Ringer’s solution, the level of that amino acid was noted to decrease in the per-
fusate. The isolated frog heart may be supposed to take up SH groups from without.

Perfusion with cysteine solutions slightly diminishes function the amplitude and
rate of the heart.
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