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STUDIUM HARDEN—YOUNGOVHO EFEKTU (IV)
SLEDOVANIE HARDEN—YOUNGOVHO EFEKTU PAPIEROVOU
CHROMATOGRAFIOU

A. KOCKOVA-KRATOCHVILOVA, K. TOMASEK, A. GEBAUEROVA

Oddelenie glycidov a biochémie Chemického ustavu Slovenskej akadémie vied
v Bratislave

Vplyvom niektorych latok a vonkajsich podmienok dochidza pri kvasnié-
nych enzymatickych pripravkoch k blokovaniu kvasného procesu. Inhibiciou
sa v reagujicej zmesi hromadia fosforylované estery cukrov (FEC), najma
fruktozo-1,6-difosfat (F-1,6-dP), tzv. Harden—Youngov ester. Tento ikaz sa
nazyva Harden—Youngov efekt. Meyerhof [1] vysvetlii Harden—Youngov
efekt inhibiciou enzymu apyrazy, ktord katalyzuje odstiepovanie zvyskov
kyseliny fosforeénej od ATP.

Schéma tvorby FEC a zésahu ATPézy:
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Vysvetlenie znadiek: G-1-P = glukozo-1-fosfat
G-6-P =: glukozo-6-fosfat
F-6-P = fruktozo-6-fosfat
F-1,6-dP = fruktozo-1,6-difosfat
ATP = adenozintrifosfat

TCHO = kyselina trichléroctové
ATPéaza = adenozintrifosfatéza = apyréza

V predchéadzajiicej praci [2] sme Harden—Youngov efekt sledovali kvanti-
tativne, podla mnoZstva nahromadeného hydrolyzovatelného fosfitu v zmesi.
Pretoze pri Harden—Youngovom efekte dochddza najmi k nahromadeniu
F-1,6-dP, zdalo by sa pravdepodobnejsie, Ze ide o inhibiciu aldoldzy katalyzu-
jucej Stiepenie F-1,6-dP na dve triézy. Pokusili sme sa preto papierovou chro-
matografiou [3] sledovat tvorenie FEC. Pritom sme sa podrobnejiie venovali
aj uéinku alylizotiokyanatanu ako v prvej prici [2]. Tento totiz lahko blokuje
cely fosforyladny proces, tvorenie FEC, aviak v nizkej koncentricii moéze
vyvolat Harden—Youngov efekt.
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Experimentalna &ast
Metodika

Fosforyldciu, ako sme uZ opisali v prvej ¢asti tejto prace, sme sledovali odoberanim
vzoriek v pravidelnych intervaloch [2] a stanovenim anorganického fosforu kolorimetric-
ky. Paralelne sme odoberali vzorky po 25 ml, deproteinizovali TCHO a filtrovali. Nie-
kedy sa vyzraZal aj anorganicky fosforeénan, najma v prvych vzorkdch, kde bol v nad-
bytku. VyzréZanie sme uskutodiiovali octanom horeénatym s malym nadbytkom amo-
niaku. Takto upravené filtraty sme potom nan4sali na chromatograficky papier a spraco-
vali podla metédy [3]. Tak sme sledovali fosforylaciu za pouZitia 6% oktylalkoholu,
69, toluénu a 0,01 °, alylizotiokyanatanu.

Y¥sledky pokusoyv

Vysledky tohto sledovania nazorne ukazuji chromatogramy 1 a 2. Pri
vietkych vzorkach bola pritomnd blizsie neidentifikovand zliGenina, ak sa
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Chromatogram 1. Fosforylécia oktylalkoholom.

Rozpustadlo Si> papier Whatman 1, premyvany N-HCI, nasycovany 12 hod., doba

vyvijania 7 hod. Vzorky: 9—14, 16 a 17 maju vyzrizany a.norqamckv fosforecna.n l1a9

boli odobrané na zagiatku pokusu, 2 a 10 po 1 hod., 3 a 11 po 2. hod., 4 a 12 po 3 hod.,

5a13po4hod., 6alfpobhod., 7a 16 po6hod., 8a 17 po 7 hod., 15 é&isty F-1,6-dP;

§ = Start, a =: F-1,6-dP, b = ortofosfat, ¢ = F-6-P, d = presne neidentifikovand zhi-
Senina, pravdepodobne fosforylovana tridza, ¢ = &elo chromatogramu.

pouzil oktylakohol v koncentricii 6°,. Na. chromatograme je oznadens
pismenom d. Vo vzorkach, kde chyba, je to zapri¢inené len malou koncentra-
ciou nandsanej vzorky. F-6-P sa zadéina tvorit uz skér ako za jednu hodinu
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fosforylacie. Za tri hodiny sa prejavi uz F-1,6-dP v dokonalej miere. Pri zra-
Zani anorganického fosfore¢nanu sa moéze vyzrazat aj nie¢o F-1,6-dP, ¢im jeho
koncentracia poklesne pod hranicu dokazatelnosti v prvych vzorkach. alebo
vo vzorkich nanifanych v nizkej koncentracii. Skvrna oznatend ako d by
mohla nasvedéovat na fosforylovant triézu. To by ukazovalo, Ze oktylalkohol
vo vysSej koncentracii Harden—Youngov efekt nevyvoldva, ak sa pouziji
tekuté kvasnice, ale Ze dochidza k celkovej inhibicii riadne prebiehajiiceho
fosforyladného procesu. Avsak tato Skvrna sa objavuje i pri inhibicii toluénom
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Chromatogram 2. Fosforylicia toluénom a malou i velkou ddvkou alylizotiokyanatanu.
Rozpastadlo S,;, papier Whatman 1, premyvany ~-HCl, nasycovany 10 hod., doba
vyvijania 7 hod. Vzorky: I—& fosforylacia s velkou davkou alylizotiokyanatanu 0,2 9%,
6—9 s 0,01 % alylizotiokyanatanu, 10 ¢&isty F-1,6-dP a G-1-P. 11—1§ fosforylacia
toluénom. Prvé dve vzorky si podéiatoénd zmes, 2, 7 a 14 odobrané po 1 hod., 3, 8 a 13
po 2 hod., 4, 9 a 12 po 3 hod.,54a 11 po4hod., ¢ = &elo chromatogramu, S = $tart,a =
F-1,6-dP, b = anorganicky fosforeénan, ¢ = F-6-P, d = neidentifikovand Skvrna, asi
triéza, e = G-1-P.

a pri mensej koncentracii alylizotiokyanatanu, ako aj pri velkej davke tejto
latky, avSak nie v pocdiatoénej zmesi. Z toho mozZno usudzovat, Ze hromadenie
FEC charakterizujice Harden—Youngov efekt je spdsobené len zdanlivo
inhibiénym zdsahom do jedného enzymu (ATPéaza), ako sa domnieval Meyer-
hof [1].
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Sledoval sa fosforyladny proces papierovou chromatografiou. Harden—
Youngov efekt sa vyvolal toluénom, oktylalkoholom a malou i velkou ddvkou
alylizotiokyanatanu. Podla vysledkov pokusu sa domnievame, %e ide o vigsi
zasah do rozliénych enzymov fosforylaéného procesu.

N3YUYEHUE XAPJEH—IOHI'OBOI'O SOMEKRTA (IV)
CIIEJJOBAHUE XAPIEH—IOHI'OBOI'O 9O®EHKTA ITPU ITOMOIILII
BYMAH{HOI XPOMATOI'PA®UN

A. KOLIKOBA-KPATOXBUJIOBA, K. TOMAIIEK, A. TEBAYEPOBA

Orpencune rimunjoB 1 Guoxumuu Xumnueckoro McTaryTa CrioBankoir Axapemun Hayk
B BparHucaase

Brisomst

B paGore 6nur cmejoBad nponece (GocGOpUIIALMH UPA 1IOMOIUH OyMaskHOM XpoOMaTOrpa-
¢rn. XapiaeE—IOHroB aeKT GHLIT BLI3BAH jleCTBHEM TOJY0J1d, OKTHIIOBOI'O CIEPTA M IIPH-
navedt Manelx M GOJIBLIIMX KOJIMUECTB aJUIM/IN30THOKMaHaTaHa. Ha ocnoBaHMA pe3yibTaToB
MOKHO 110J1aTaTh, YTO B 3TOM C¢JIyuae HJET O CHJLHOC JeiCTBHC BLILIEYIOMSHYTLIX BCHIECTh
HA pasanuHLIC DH3UMELI MpH Hponeccax ¢oc@opHsisIum.

IMocrynmiro B pejakumio 18. 7. 1956 r.

STUDIUM DES HARDEN—YOUNG-EFFEKTS (IV)
BEOBACHTUNG DES HARDEN—YOUNG-EFFEKTS BEI DER
PAPTERCHROMATOGRAPHIE

A. KOCKOVA-KRATOCHVILOVA, K. TOMASEK, A. GEBAUEROVA

Abteilung Glycide und Biochemie des Chemischen Instituts an der Slowakischen
Akademie der Wissenschaften in Bratislava

Zusammenfassung

Es wurde der Phosphorylierungsprozess mittels der Papierchromatographie verfolgt.
Die Hervorrufung des Harden—Young-Effekts wurde mittels Toluol, Octylalkohol und
einer kleinen und grossen Dosis von Allylisothiocyansiureester durchgefithrt. Auf Grund
der Versuchsergebnisse vermuten die Autoren, dass es sich hierbei um einen grésseren
Eingriff in die verschiedenen Enzyme durch diesen Phosphorylierungsprozess handelt.

In die Redaktion eingelangt den 18. 7. 1956
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