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Badanie proteinaz w moczu królików po dożylnych iniekcjach białka. 
I. Stałe kinetyczne dla kazeinolitycznej proteinazy w fizjologicznym 

moczu królików nie indukowanych kazeiną 

MccneqoBaHHa npoTemHa3 B MOUE KPONKKOB nocne BHyTPHBEHHOM HKHLbEKLUMM Genka. 

|. KuHeTuueckue NOCTOAHHbIE KAJZEMHONMTMUECKOM npoTemHa3bi B MOUE KPONKKOB, 

HEMHAYLUHMPOBAHHbIX KAJZEMHOM 

Studies of Proteinases in the Urine of Rabbits after Intravenous Injections of 
Protein. I. Kinetic Constants for Caseinolytic Proteinase in the Physiological 

Urine of Rabbits not Induced with Casein 

W badaniach nad „alergenowo-specyficznym czynnikiem enzymatycznym” (5) 
wykazano, że aktywność kazeinolityczna w fizjologicznym moczu królików nie jest 
uwarunkowana obecnością uropepsyny, urokinazy czy też plazminy, a związana 
jest z obecnością jakiegoś innego enzymu proteolitycznego. W niniejszej pracy 
określono wartość stałej szybkości reakcji i stałej Michaelisa dla tego enzymu. 

MATERIAŁ I METODY 

Badania przeprowadzono na moczu królików rasy „szynszyl” wolnych od pa- 
sożytów jelitowych, o ciężarze 2200—2300 g. Zwierzęta adaptowano przez 1 ty- 
dzień w klatkach metabolicznych. Po okresie adaptacji zbierano mocz w porcjach 
dobowych przez 10 dni. Naczynia, do których mocz zbierano, chłodzone były lo- 
dem; temperatura moczu w pojemnikach nie przekraczała +5?C. Każdą dobową 
porcję moczu wirowano 20 min. przy 4000 obr./min., a klarowny mocz oddzielano 
od wypadającego osadu przez dekantację. Każdorazowo oznaczano pH moczu, jego 
ciężar właściwy i objętość (ryc. 1, 2, 3). 

Enzym z moczu wyosabniano w oparciu o metodę Nowickiego (6). Mocz 
doprowadzano do pH 7 przy pomocy 0,15 m HCI. Wytrącony osad oddzielano przez 
wirowanie. Otrzymany płyn przy stałym wstrząsaniu zadawano równą objętością 
bezwodnego acetonu oziębionego do —5?C. Po 20 minutach wirowano przez 10 min. 
przy 2000 obr./min. Uzyskany osad pozbawiano resztek acetonu i płynu — po czym 
rozpuszczano osad w 0,9% NaCl o pH 7,4 w objętości równej 1/10 objętości wyjś- 
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ciowej moczu. Ponieważ roztwory nie zawsze były klarowne, wirowano je przez 
20 minut, przy 4000 obr./min. Osad odrzucano. Klarowny, zabarwiony na żółto 
płyn stanowił materiał wyjściowy do oznaczeń aktywności enzymu kazeinolitycz- 
nego (EK) z moczu. 
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Ryc. 1. Objętość wydzielanego moczu mierzona na 1 królika w ml/dobę 
Volume of the secreted urine measured per 1 rabbit in ml/day 

Ryc. 2. pH wydzielanego moczu 
pH of the secreted urine 
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Ryc. 3. Ciężar właściwy dobowych porcji moczu w g/l 
Specific gravity of the 24-hr urine in g/l 

Ryc. 4. Jednostki Kunitza dla trypsyny; układ: objętość inkubatu — 2 ml, substrat 
— kazeina — 0,5%, czasu inkubacji — 20 min., temperatura — 35,59C 

Kunitz units for trypsin; system: volume of the incubated mixture — 2 ml, sub 
strate — 0,5% casein, time of incubation — 20 min., temperature — 35.59C 
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W doświadczeniach zastosowano warunki pH i temperatury reakcji stosowane 
w pracy przy oznaczaniu „alergenowo-specyficznego czynnika enzymatycznego” (5). 

Aktywność kazeinolityczną EK określano z ilości strawionej kazeiny i wyra- 
żano w jednostkach Kunitza—j.K. (3), stosowanych dla trypsyny (ryc. 4). 
Trypsynę (prod. BDH) przyjęto w naszych badaniach za ferment modelowy w sto- 
sunku do EK. Założono, że proteolityczna czynność trypsyny sprowadza się do 
dobrze zdefiniowanego działania enzymatycznego. 

Proteolizę (kazeinolizę) przerywano przez dodanie do inkubowanej mieszaniny 
równej objętości 5% kwasu trójchlorooctowego. Oznaczano po odwirowaniu pro- 
dukty rozpuszczalne i precypitat w 2,5% TCA. W materiale rozpuszczalnym w TCA 
metodą Heidelbergera i Mac Phersona (1) oznaczano kolorymetrycznie 
wzrost wartości absorpcji dla tyrozyny. W precypitacie rozpuszczonym w 1 ml 
05 m NaOH (3) oznaczano ubytek kazeiny metodą spektrofotometryczną przy 
280 nm oraz kolorymetrycznie — metodami Lowry (4) i Pardee (7)—ryc. 4. 
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Ryc. 5. Aktywność kazeinolityczna EK i trypsyny; krzywa 1 — EK przed dializą w 
stęż. 2,5 ml/15 ml inkubatu, krzywa 2—EK przed dializą w stęż. 5,0 ml/15 ml in- 
kubatu, krzywa 3— EK przed dializą w stęż. 7,5 ml/15 ml inkubatu, krzywa 1 — 
EK po dializie w stęż. 2,5 ml/15 ml inkubatu, krzywa 2 —EK po dialize w stęż. 
5,0 ml/15 ml inkubatu, krzywa 3 —EK po dializie w stęż. 7,5 ml/15 ml inkubatu, 
krzywa 4— frakcja EK 50% (NH;),SO, w stężeniu odpowiadającym 5,0 ml EK przed 
dializą/15 ml inkubatu, krzywa 5 — trypsyna w stęż. 5,6.10 j.K.ml inkubatu. 

Układ: kazeina 0,5% obj. inkubatu 15 ml, temp. 35,59C 
Caseinolytic activity of EK and trypsin; curve 1 — EK before dialysis at 2.5 ml/ 
/15 ml of incubated mixture, curve 2— EK before dialysis at 5.0 ml/15 ml of in- 
cubated mixture, curve 3—EK before dialysis at 7.5 ml/15 ml of incubated mix- 
ture, curve 1 —EK after dialysis at 2.5 ml/15 ml of incubated mixture, curve 2 — 
EK after dialysis at 5.0 ml1/15 ml of incubated mixture, curve 3 —EK after dia- 
lysis at 7.5 ml/15 ml of incubated mixture, curve 4—EK fraction 50% (NH;)+SO4 
at concentration corresponding to 5.0 ml EK before dialysis/15 ml of incubated 
mixture, curve 5— trypsin at 5,6.10—3 Kunitz units/ml of incubated mixture. Sys- 

tem: 0,5% casein, incub. volume 15 ml, temp. 35.59C 
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Ryc. 6. Objaśnienia w tekście 
Explanation in the text 
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Ryc. 7. Zależność odwrotności szybkości reakcji od odwrotności stężenia kazeiny 
dla EK (I) i trypsyny (II) 

Relation between the reciprocal of reaction velocity and reciprocal of casein con- 
centration for EK (I) and trypsin (II) 
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WYNIKI 

Aktywność kazeinolityczna roztworów strzymanych z ucetonowych 
osadów Ek była bardzo niska (ryc. 5). I0-godzinna dializa EK w prze- 
pływie wodą destylowaną o temp. 7 4 € pozwaliła na uzyskanie prepa- 
ratu o aktywności ponad awukrotnie wyższej. W celu daiszego oczysz- 
czenia i zagęszczenia EK wysaluno białko z roztworu wwjściowego przez 
połowiczne i całkowite wysycenie siarczanoem amonowym przy pH 7.4. 
Wypadnięte osadv rozpuszczano w buforze fosioranowym 0 DH 7.4 1 dia- 
lizowano przez 10 godz. w przepływie wodą o temp. 4. C.W wyniku 
tej prostej preparacji we frakcji precypitującej przy bołowicznym wy- 
syceniu EK siarczaunem amonowyn: otrzym ino preparat obdarzony 
aktywnością kazcinolityvczną. podczas edy we frakcji wysalanej przy 
całkowitym nasyceniu (NH4),SO; aktywność kazejnolityczni. bvłu bardzo 
niska. Przedstawione na rvc. 5 krzywe ilustrują wyniki tych oznaczeń. 

Frakcje wysalaną połowicznym nasvceniem siarczanu amonu [EK 
50% (NHY),S5O,] zastosowano w dalszych badaniach do oznaczenia war- 
tości stałej szybkości reakcji i stałej Michaelisa dla EK. 

Na ryc. 6 widać, że EK działa podobnie jak enzym modelowy — tryp- 
syna. Otrzymany z przeliczeń wzoru reprczentującego reakcję enzvma- 

a—' tyczną I rzędu (log a —kAt) wykres daje linie proste o nachv- 

leniu proporcjonalnym do stężenia EK -- tvpowv dlu reakcji monomo- 
lekularnej. 

We wzorze zastosowano następujące oznaczenia: a = stęż. substratu, 
x = stęż. produktu, k stała szybkości reakcji, A - stężenie enzymu 
wyrażone w jednostkach Kunitza, t — czas inkubacji w minutach. 

Stała szybkości reakcji (k) wyliczona z danych przeprowadzonego 
doświadczenia dla preparatu EK z moczu królików wywnosiła 0,45, a dla 

trypsyny (enzymu modelowego) 0,48 iK. - godz. 

W kolejnym doświadczeniu oznaczono zależność szybkości kazeinoli- 
zy powodowanej EK i trypsyną od stężenia substratu. Rvc. 1 przedsta- 
wia tę zależność w układzie współrzędnych Linewcavera i Burka. Po- 
nieważ proste przecinają oś 1/V w punktach 0,93 dla Ek i (103 dla trvp- 
syny, Vmax wynosi odpowiednio: 1,08 mg kazeiny godz. dla EK i 33,3 
mg kazeiny/godz. dla trypsvny. 

Punkty przecięcia prostych dla trypsyny I EK z osią X wypudają w 
jednym miejscu przy wartości 0,3, więc Km dla EK i trypsyny po- 
siada tę sumą wartość równą 3,03 me kuzciny. 
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OMOWIENIE 

Enzymy wydalane z moczem mogą być pochodzenia nerkowego albo 
z osocza krwi, ulegając przesączeniu w kłębuszkach nerkowych. Kłę- 
buszki nerkowe nie przepuszczają na ogół ciał białkowych © masie czą- 
steczkowej większej niż 68 000 (cyt. wg 6). Do takich enzymów zalicza- 
my rybonuklceazę (Miecz. =* 12700), chvmotrypsynę (M.cz. = 23 000), 
trypsynę (M.cz.=23 800), pepsynę (M.cz.=34500) i amylazę (M.cz.-= 
45 000) — cyt. wg 2. 

W badaniach nad „alergenowo-specyficznym czynnikiem enzyma- 
tycznym” (5) wykazano, że preparaty acetonowe w fizjologicznym mo- 
czu królików posiadały aktywność kazeinolityczną. Ponieważ aktywność 
ta nie była uwarunkowana uropepsyną, plazminą ani też urokinazą, w 
pracy niniejszej określano EK wobec enzymu modelowego — trypsyny. 
Z osadów acetonowych z moczu zagęszczano EK we frakcji wysalanej 
przy połowicznym nasyceniu siarczanem amonowym przy pH 7,4 (ryc. 
5). Nagromadzenie się aktywności kazeinolitycznej w tej frakcji kolidu- 
je częściowo z wynikami otrzymanymi w pracy nad „alergenowo-spe- 
cyficznym czynnikiem enzymatvcznym” (5), gdzie gros aktywności ka- 
zeinolitycznej nagromadziło się we frakcji wysałancj w 0,6—0,8 nasy- 
ceniu (NH;);504 roztworów acetonowych z moczu. Podobnie jednak jak 
w niniejszej pracy Hedin i Mall (cyt. wg 5) otrzymywali „niespe- 
cyficznyv cnzym protcolityczny” albo .proteazę pierwotną” z osadów 
acetonowych moczu przy połowicznym nasyceniu ich roztworów Ssiar- 
czanem amonowym w pH 4,5. 

Wyniki oznaczenia stałej szybkości reukeji i stałej Michaelisa dla EK 
wobec enzymu modelowego -- trypsyvnw. przedstawione na ryc. 6.1 7, 
pozwalają przypuszczać, że EK jest enzymem podobnym do trvpsvny, 
ponieważ wartości stałej szybkości i stałej Michaelisa są dla tych enzy- 
mów bliskie (k) bądź równe (Km). 

Dane te nie upoważniają do utożsamiania EK z trypsyną, a wyma- 
gają dalszych badań na oczyszczonych preparatach EK. Można przy- 
puszczać, że EK reprezentuje sobą katepsynę osocza krwi o optimum 
działania w pH 7, przesączaną do moczu. 

WNIOSKI 

1. Aktywność kezeinolityczna enzymu proteolitycznego acetonowego 
osadu z fizjologicznego moczu królików (EK) gromadzi się we frakcji 
precypitującej przy połowicznym wysyceniu roztworów Siarczanem 
amonowym w pH 7,4. 
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1 
2. Stała szybkości rcakcji dla EK wynosi 0,45 J.K. x godz. 

3. Stała Michaclisa dla EK — Km równa się 3.33 mg kazeiny. 
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PE3IOME 

AUETOHOBbBIE OCAĄKA M3 MOUM KDONKKOB OGHAPYKKBANH KAZEMHONUTM- 
UECKYłO AKTUBHOCTb, KOTOpaA He Óbina oGycnoBneHa Hu ypONencuHOM, Hu 
NNAaJMMHOM, HM YDOKNHAJOM. 

[locroaHHaa ckopocTu peakunu (k) Ana ocawąaem0n cbpakunu c 50'u 
HACEILIEHKEM CYNbPATOM AMMOHNA, NONYUEHHOM n3 aLUETOHOBOrTO OcaĄkKA 

1 
1. K. o uac 

Unnu cOocTaBnaeT 3,33 Mr KAJEMHA. JHAUEHKA JTUX NOCTOAHHbIX Ónuzku 3HAUE- 
1 

HMAM COOTBECTBYIOLUKX NOCTOAHHbiX ANa TpuncuHa (« 0,48 K ac” |. U 

MOun, COCTaBnaeT (0,45 flocroarHaa Muxaznnuca Ana 310 (Qpak- 

K 3,33 mr kazenha). 

SUMMARY 

Acetone precipitates from the phvsiological urine of rabbits dis- 
played cascinolytic activity which did not depend upon uropepsin. plas- 
min or urokinase. 

T Annales, sectio DD, sel XNMWI 
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The constant of reaction velocity (k) for the fraction, which was salt- 
ed out with 50% ammonium sulphate saturation and obtained from the 

5 se 1 : : urine acetone precipitate, amounted to 0.45 KERI init 4 hr Michaelis 
constant for this fraction amounted to 3.33 mg of casein. The values of 
these constants were approximate to the values of corresponding con- 

A ZOOM stants for trypsin (k = 0.48 Kinieintś ©hP 
 

, Km = 8.33 mg of ca- 

sein). 
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