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Badanie proteinaz w moczu kroélikéow po dozylnych iniekcjach bialka.
I. Stale kinetyczne dla kazeinolitycznej proteinazy w fizjologicznym
moczu krélikow nie indukowanych kazeina

UccneaoBaHus NpOTEMHas B MOYE KPONMKOB NOCne BHYTPMBEHHOW uHbekuuu bBenka.
|. KuHetuueckme nNOCTOSHHbIE KA3EWHONMTUYECKOM NPOTEMHA3bl B MOYE KPOJNMKOB,
HEMHAYLUMPOBAHHbIX KA3eUHOM

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, ze aktywno§é kazeinolityczna w fizjologicznym moczu krélikéw nie jest
uwarunkowana obecno$cig uropepsyny, urokinazy czy tez plazminy, a zwigzana
jest z obecno$cig jakiego$ innego enzymu proteolitycznego. W niniejszej pracy
okre§lono warto$é stalej szybko$eci reakcji i stalej Michaelisa dla tego enzymu.

MATERIAL I METODY

Badania przeprowadzono na moczu kroélikow rasy ,szynszyl” wolnych od pa-
sozytéw jelitowych, o ciezarze 2200—2300 g. Zwierzeta adaptowano przez 1 ty-
dzien w klatkach metabolicznych. Po okresie adaptacji zbierano mocz w porcjach
dobowych przez 10 dni. Naczynia, do ktéorych mocz zbierano, chilodzone byly lo-
dem; temperatura moczu w pojemnikach nie przekraczata +5°C. Kazdg dobowa
porcje moczu wirowano 20 min. przy 4000 obr./min., a klarowny mocz oddzielano
od wypadajacego osadu przez dekantacje. Kazdorazowo oznaczano pH moczu, jego
ciezar wlasciwy i objetosé (ryc. 1, 2, 3).

Enzym z moczu wyosabniano w oparciu o metocde Nowickiego (6). Mocz
doprowadzano do pH 7 przy pomocy 0,15 m HCl. Wytrgcony osad oddzielano przez
wirowanie. Otrzymany plyn przy stalym wstrzgsaniu zadawano réwng objetoscig
bezwodnego acetonu oziebionego do —5°C. Po 20 minutach wirowano przez 10 min.
przy 2000 obr./min. Uzyskany osad pozbawiano resztek acetonu i plynu—po czym
rozpuszczano osad w 0,9% NaCl o pH 7,4 w objetoSci rownej 1/10 objetosci wyjs-
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ciowej moczu. Poniewaz roztwory nie zawsze byly klarowne, wirowano je przez
20 minut, przy 4000 obr./min. Osad odrzucano. Klarowny, zabarwiony na z6tto
plyn stanowil material wyj$ciowy do oznaczen aktywnos$ci enzymu kazeinolitycz-
nego (EK) z moczu.
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Ryc. 1. Objeto$¢ wydzielanego moczu mierzona na 1 krélika w ml/dobe
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. Ciezar wlasciwy dobowych porcji moczu w g/l

Specific gravity of the 24-hr urine in g/l

Ryc. 4. Jednostki Kunitza dla trypsyny; uklad: objeto§¢ inkubatu— 2 ml, substrat

— kazeina — 0,5%, czasu inkubacji— 20 min., temperatura — 35,5°C

Kunitz units for trypsin; system: volume of the incubated mixture —2 ml, sube
strate — 0,5% casein, time of incubation — 20 min., temperature — 35.5°C
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W do$wiadczeniach zastosowano warunki pH i temperatury reakcji stosowane
W pracy przy oznaczaniu ,alergenowo-specyficznego czynnika enzymatycznego” (5).

Aktywno$é kazeinolityczng EK okre§lano z iloSci strawionej kazeiny i wyra-
zano w jednostkach Kunitza—j. K. (3), stosowanych dla trypsyny (ryc. 4).
Trypsyne (prod. BDH) przyjeto w naszych badaniach za ferment modelowy w sto-
sunku do EK. Zalozono, ze proteolityczna czynno$§é¢ trypsyny sprowadza sie do
dobrze zdefiniowanego dzialania enzymatycznego.

Proteolize (kazeinolize) przerywano przez dodanie do inkubowanej mieszaniny
rownej objetosci 5% kwasu tréjchlorooctowego. Oznaczano po odwirowaniu pro-
dukty rozpuszczalne i precypitat w 2,5% TCA. W materiale rozpuszczalnym w TCA
metodg Heidelbergera i Mac Phersona (1) oznaczano kolorymetrycznie
wzrost warto$§ci absorpcji dla tyrozyny. W precypitacie rozpuszczonym w 1 ml
0,5 m NaOH (3) oznaczano ubytek kazeiny metodg spektrofotometryczng przy
280 nm oraz kolorymetrycznie — metodami Lowry (4) i Pardee (7)—ryc. 4.
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Ryec. 5. Aktywno$é kazeinolityczna EK i trypsyny; krzywa 1 — EK przed dializa w
stez. 2,5 ml/15 ml inkubatu, krzywa 2 —EK przed dializa w stez. 5,0 ml/15 ml in-
kubatu, krzywa 3 —EK przed dializa w stez. 7,5 ml/15 ml inkubatu, krzywa 1’ —
EK po dializie w stez. 2,5 ml/15 ml inkubatu, krzywa 2"—EK po dialize w stez.
5,0 ml/15 ml inkubatu, krzywa 3’ —EK po dializie w stez. 7,5 ml/15 ml inkubatu,
krzywa 4 — frakcja EK 50% (NH,).SO, w stezeniu odpowiadajacym 5,0 ml EK przed
dializg/15 ml inkubatu, krzywa 5 — trypsyna w stez. 5,6.10 j.K.ml inkubatu.
Uklad: kazeina 0,5% obj. inkubatu 15 ml, temp. 35,5°C
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 ml/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,),SO;
at concentration corresponding to 5.0 ml EK before dialysis/15 ml of incubated
mixture, curve 5 — trypsin at 5,6.10—2 Kunitz units/ml of incubated mixture. Sys-
tem: 0,5% casein, incub. volume 15 ml, temp. 35.5°C
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Ryc. 7. Zalezno§é odwrotno$ci szybkoéci reakeji od odwrotnos$ci stezenia 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

Aktywnos$¢ kazeinolityczna roztworéw otrzymanych z acetonowych
osadéw EK byla bardzo niska (ryc. 5). 10-godzinna dializa EK w prze-
plywie wodg destylowang o temp. +4°C pozwolila na uzyskanie prepa-
ratu o aktywnos$ci ponad dwukrotnie wyzszej. W celu dalszego oczysz-
czenia i zageszczenia EK wysalano biatko z roztworu wyjsciowego przez
potowiczne i catkowite wysycenie siarczanem amonowym przy pH 7.4.
Wypadniete osady rozpuszczano w buforze fosforanowym o pH 7,4 i dia-
lizowano przez 10 godz. w przeplywie woda o temp. +4°C. W wyniku
tej prostej preparacji we frakeji precypitujacej przy polowicznym wy-
syceniu EK siarczanem amonowym otrzymano preparat obdarzony
aktywnoscig kazeinolityczng, podczas gdy we frakcji wysalanej przy
calkowitym nasyceniu (NH,),SO,; aktywnos¢ kazeinolityczna byla bardzo
niska. Przedstawione na ryc. 5 krzywe ilustrujg wyniki tych oznaczen.

Frakcje wysalang polowicznym nasyceniem siarczanu amonu [EK
50% (NH,),SO,4] zastosowano w dalszych badaniach do oznaczenia war-
tosci statej ézybkos’ci reakcji i stalej Michaelisa dla EK.

Na ryc. 6 wida¢, ze EK dziala podobnie jak enzym modelowy — tryp-
syna. Otrzymany z przeliczen wzoru reprezentujgcego reakcje enzyma-

a—x
tyczng I rzedu (log ~—a — —kAt) wykres daje linie proste o nachy-

leniu proporcjonalnym do stezenia EK — typowy dla reakcji monomo-
lekularnej.

We wzorze zastosowano nastepujgce oznaczenia: a = stez. substratu,
x = stez. produktu, k = stala szybko$ci reakcji, A = stezenie enzymu
wyrazone w jednostkach Kunitza, t = czas inkubacji w minutach.

Stala szybkosci reakcji (k) wyliczona z danych przeprowadzonego
doswiadczenia dla preparatu EK z moczu krolikow wynosila 0,45, a dla

trypsyny (enzymu modelowego) 0,48 ]_K—_xlgm

W kolejnym do$wiadczeniu oznaczono zalezno$¢ szybkosci kazeinoli-
zy powodowanej EK i trypsyng od stezenia substratu. Ryc. 7 przedsta-
wia te zaleznos¢ w ukladzie wspéirzednych Lineweavera i Burka. Po-
niewaz proste przecinajg o$ 1/V w punktach 0,93 dla EK i 0,03 dla tryp-
syny, Vmax wynosi odpowiednio: 1,08 mg kazeiny/godz. dla EK i 33,3
mg kazeiny/godz. dla trypsyny.

Punkty przeciecia prostych dla trypsyny i EK z osig X wypadajg w
jednym miejscu przy wartosci — 0,3, wiec Km dla EK i trypsyny po-
siada te samg wartos¢ rowng 3,33 mg kazeiny.
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OMOWIENIE

Enzymy wydalane z moczem mogg by¢ pochodzenia nerkowego albo
z osocza krwi, ulegajgc przesgczeniu w klebuszkach nerkowych. Kle-
buszki nerkowe nie przepuszczajg na ogo6l ciat biatkowych o masie cza-
steczkowe] wigkszej niz 68 000 (cyt. wg 8). Do takich enzymoéw zalicza-
my rybonukleaze (M.cz. = 12 700), chymotrypsyne (M.cz. = 23 000),
trypsyne (M.cz.=23 800), pepsyne (M.cz.=34500) i amylaze (M.cz.=
45 000) — cyt. wg 2.

W badaniach nad ,alergenowo-specyficznym czynnikiem enzyma-
tycznym” (5) wykazano, ze preparaty acetonowe w fizjologicznym mo-
czu krélikéw posiadaly aktywnosé kazeinolityczng. Poniewaz aktywnosé
ta nie byla uwarunkowana uropepsyna, plazming ani tez urokinazg, w
pracy niniejszej okreslano EK wobec enzymu modelowego — trypsyny.
Z osadéw acetonowych z moczu zageszczano EK we frakcji wysalanej
przy polowicznym nasyceniu siarczanem amonowym przy pH 7,4 (ryec.
5). Nagromadzenie si¢ aktywnosci kazeinolitycznej w tej frakeji kolidu-
je czeSciowo z wynikami otrzymanymi w pracy nad ,,alergenowo-spe-
cyficznym czynnikiem enzymatycznym” (5), gdzie gros aktywnosci ka-
zeinolitycznej nagromadzilo sie we frakcji wysalanej w 0,6—0,8 nasy-
ceniu (NH,),SO, roztworéw acetonowych z moczu. Podobnie jednak jak
w niniejszej pracy Hedin i Mall (cyt. wg 5) otrzymywali ,niespe-
cyficzny enzym proteolityczny” albo ,,proteaze pierwotng” z osadow
acetonowych moczu przy polowicznym nasyceniu ich roztworéw siar-
czanem amonowym w pH 4,5.

Wyniki oznaczenia stalej szybkosci reakcji i stalej Michaelisa dla EK
wobec enzymu modelowego — trypsyny, przedstawione na ryec. 6 i 7,
pozwalaja przypuszcza¢, ze EK jest enzymem podobnym do trypsyny,
poniewaz wartosci stalej szybkosci i statej Michaelisa sg dla tych enzy-
moéw bliskie (k) bagdz rowne (Km).

Dane te nie upowazniajg do utozsamiania EK z trypsyng, a wyma-
gaja dalszych badan na oczyszczonych preparatach EK. Mozna przy-
puszcza¢, ze EK reprezentuje sobg katepsyne osocza krwi o optimum
dziatania w pH 7, przesgczang do moczu.

WNIOSKI

1. Aktywno$é kezeinolityczna enzymu proteolitycznego acetonowego
osadu z fizjologicznego moczu kroélikéw (EK) gromadzi sie we frakeji
precypitujgcej przy polowicznym wysyceniu roztworéw siarczanem
amonowym w pH 7,4.
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1
2. Stala szybkosci reakcji dla EK wynosi 0,45 J.K. x godz

3. Stala Michaelisa dla EK — Km réwna sie 3,33 mg kazeiny.
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PE3KOME

ALETOHOBbIE OCAAKM M3 MOYM KPONMKOB OBHAPYMMBANM Ka3EUHONMUTH-
YECKYIO aKTMBHOCTb, KOTopas He Bbina obycnosneHa HU YPONENCMHOM, HM
Nna3mMMHOM, HU YPOKMHA3OM.

MoctosHHas ckopoctu peakumu (K) ans ocaxpaemon dpakummn c¢ 50%
HacbILLeHMeM cynb(aTtoM amMMOHMs, MONMYYEHHOM M3 ALETOHOBOro OcaaKa
1
i K. X vac
umm coctasnser 3,33 Mr KazeuHa. 3HaAYEHMUS ITUX NOCTOSHHLIX BNM3KKM 3Haue-
1
—_
i. K. X uac

mouu, coctasnset 0,45 MocTtosxHas Muxasnuca ans 3ton pax-

HMSIM COOTBECTBYIOWMX MOCTOSHHLIX Ans TpuncuHa (k = 0,48

K = 3,33 mr kaseuHa).

SUMMARY

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

7 Annales, sectio DD, vol. XXVI
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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

: i 1 : :

urine acetone precipitate, amounted to 0.45 e TR RS T 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-
1

Kunitz units x hr ’

stants for trypsin (k = 0.48 Km = 3.33 mg of ca-

sein).
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