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ABSTRACT

S e v e r a l  human g l y c o g e n s  h a v e  b e e n  a n a l y s e d  b y  e n z y m ic  

m e th o d s  a n d  shovm t o  h a v e  n o r m a l  s t r u c t u r e s .

The h i g h l y  b r a n c h e d  s t r u c t u r e  o f  r a b b i t  l i v e r  g l y c o g e n  

h a s  b e e n  v e r i f i e d  b y  s t e p w i s e  d e g r a d a t i o n  u s i n g  p u l l u l a n a s e  

a n d  /3-amylase . .  The a c t i o n s  o f  p u l l u l a n a s e  on  t h e  /5 -am ylase  

a n d  g l u e a m y l a s e  l i m i t  d e x t r i n s  o f  g l y c o g e n  w ere  a l s o  

i n v e s t i g a t e d » .  I o d i n e  c o m p l e x e s  f o r m e d  w i t h  r a b b i t  l i v e r  

g l y c o g e n  a r e  a f f e c t e d  b y  l o w  m o l e c u l a r  w e i g h t  a l i p h a t i c  

a l c o h o l s  a n d  b y  u r e a .  The r e a c t i o n  o f  t h e  f o r m e r  r e a g e n t s  

i s  i m p o r t a n t  i n  r e l a t i o n  t o  t h e  p u r i f i c a t i o n  o f  g l y c o g e n s  

b y  a l c o h o l  p r e c i p i t a t i o n .  Some a t t e m p t  h a s  b e e n  made t o  

e x p l a i n  t h e  r e a c t i o n  o f  u r e a  on  t h e  b a s i s  o f  c o m p e t i t i v e  

h y d r o g e n  b o n d i n g .

" E x t r a c t a b l e "  g l y c o g e n  was i s o l a t e d  f r o m  r a t  l i v e r  

b y  e x t r a c t i o n  w i t h  d i l u t e  t r i c h l o r a c e t i c  a c i d  s o l u t i o n .

The r e m a i n i n g  " r e s i d u a l "  g l y c o g e n  was p a r t i a l l y  r e l e a s e d  

b y  p r o t e o l y t i c  d i g e s t i o n  w i t h  P r o n a s e ,  a n d  i s o l a t e d  b y  g e l  

f i l t r a t i o n  on  a  c o lu m n  o f  S e p h a d e x  G-75* The s t r u c t u r e s  

o f  t h e s e  two g l y c o g e n s  w e re  f o u n d  t o  be  s i m i l a r .  The r a t i o  

o f  " e x t r a c t a b l e "  t o  " r e s i d u a l "  g l y c o g e n  was d e t e r m i n e d  i n  

f e t a l  a n d  a d u l t  r a t  a n d  human l i v e r  t i s s u e s .  The " r e s i d u a l "  

g l y c o g e n  c o n t e n t  o f  t h e  d e v e l o p i n g  l i v e r  a p p e a r s  t o  be

RH.C.
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f a i r l y  c o n s t a n t  b u t  t h e  " e x t r a c t a b l e "  g l y c o g e n  i n  t h e  r a t ,  

a t  l e a s t ,  r i s e s  t o  a  maximum a t  t e r m  a n d  t h e n  f a l l s .

T hese  r e s u l t s  a r e  d i s c u s s e d  on  t h e  b a s i s  t h a t  " r e s i d u a l "  

g l y c o g e n  i s  a n  a r t i f a c t  a n d  t h a t  t h e  l e v e l  i n  t h e  l i v e r  

i s  g o v e r n e d  b y  t h e  m o l e c u l a r  w e i g h t  o f  t h e  g l y c o g e n  a n d  

t h e  p r o t e i n  c o n t e n t .

The d e v e l o p m e n t  o f  t h e  a c t i v i t i e s  o f  g l y c o g e n  

s y n t h e t a s e  (UDPG: ^*-1 , 4 - g l u c a n  o ( - 4 - g l u c o s y l t r a n s f e r a s e ) , 

p h o s p h o r y l a s e  (o(-1 , 4 - g l u c a n :  o r t h o p h o s p h a t e  g l u c o s y l -  

t r a n s f e r a s e ) ,  p h o s p h o g l u c o m u t a s e  ( D - g l u c o s e - 1 , 6 - d i p h o s p h a t e  : 

^ g l u c o s e - 1 - p h o s p h a t e  p h o s p h o t r a n s f e r a s e )  a n d  g l u c o s e - 6 -  

p h o s p h a t a s e  ( ^ g l u c o s e - 6 - p h o s p h a t e  p h o s p h o h y d r o l a s e  ) w e re  

e x a m in e d  i n  f e t a l  a n d  a d u l t  human l i v e r s ,  a n d  t h e  a c t i v i t i e s  

o f  t h e s e  e n zy m es  t o g e t h e r  w i t h  t h o s e  o f  ( \ - a m y la s e  (<X-1 , 4 -  

g l u c a n  4 - g l u c a n o h y d r o l a s e  ) a n d  " a c i d  m a l t a s e "  ( ( X - D - g lu c o s id e  

g l u c o h y d r o l a s e )  w e re  a l s o  m e a s u r e d  i n  f e t a l  a n d  n e o n a t a l  

r a t  l i v e r s .  The r e s u l t s  w ere  a n a l y s e d  w i t h  r e f e r e n c e  t o  

g l y c o g e n  s t o r a g e  on t h e  l i v e r .

G ly c o g e n  a n d  enzyme a n a l y s e s  h a v e  b e e n  c a r r i e d  o u t  

on  t h e  t i s s u e s  o f  f o u r  s u s p e c t e d  c a s e s  o f  g l y c o g e n  

s t o r a g e  d i s e a s e .
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THE STRUCTURE OP GLYCOGEN

C a r b o h y d r a t e  c a t a b o l i s m  i s  a n  e s s e n t i a l  p r o c e s s  i n  

a l l  l i v i n g  m a t t e r  l e a d i n g  t o  a  r e l e a s e  o f  e n e r g y  w h ic h  

c a n  be  u t i l i z e d  f o r  o t h e r  v i t a l  b i o c h e m i c a l  p r o c e s s e s .

The n a t u r e  o f  t h e  c a r b o h y d r a t e  r e s e r v e  d e p e n d s  on t h e

)

( 2 )

( 1 )o r g a n i s m ;  i n  h i g h e r  p l a n t s  i t  i s  commonly s t a r c h ^  ,

a n d  i n  a n i m a l s ,  a n d  many l o w e r  o r g a n i s m s ,  g l y c o g e n

I n  a n i m a l s  t h e  p o l y s a c c h a r i d e ,  g l y c o g e n ,  i s  w i d e l y

d i s t r i b u t e d  i n  t i s s u e s  s u c h  a s  b r a i n ^ ^ ^  , k id n ey ^ '^ ^  ,

s k e l e t a l  a n d  c a r d i a c  m u s c l e s   ̂^ \  s k i n ^ ^   ̂ a n d  p l a c e n t a ^ " ^ )

b u t  t h e  h i g h e s t  c o n c e n t r a t i o n  o c c u r s  i n  t h e  l i v e r ,  w h i c h

a c t s  a s  a  g e n e r a l  e n e r g y ,  a n d  h e n c e ,  g l y c o g e n  s t o r e .

The l i v e r  a l s o  f u n c t i o n s  a s  t h e  r e g u l a t o r  o f  t h e  l e v e l

o f  " s u g a r "  i n  t h e  b l o o d ,  a n d  t h e r e f o r e  e i t h e r  d e g r a d e s

o r  s y n t h e s i s e s  g l y c o g e n  i n  o r d e r  t o  m a i n t a i n  t h i s  " b l o o d  
( 8 )s u g a r "  l e v e l ^  . I n  o t h e r  t i s s u e s ,  s u c h  a s  m u s c l e ,

b l o o d  g l u c o s e  i s  c o n v e r t e d  t o  g l y c o g e n ,  b u t  u n l i k e  t h e  

l i v e r ,  t h i s  g l y c o g e n  i s  n o t  c a t a b o l i s e d  t o  g l u c o s e  b u t  

i s  d e g r a d e d  v i a  t h e  g l y c o l y t i c  p a th w a y  w h ic h  r e l e a s e s  

t h e  l a r g e  q u a n t i t i e s  o f  e n e r g y  t h a t  a r e  n e c e s s a r y  f o r  

t h e  m e c h a n i c a l  f u n c t i o n  o f  t h e  t i s s u e .

I t  was C la u d e  B e r n a r d ^ , who, w h i l e  c o n d u c t i n g  h i s  

p h y s i o l o g i c a l  e x p e r i m e n t s  on l i v e r  f u n c t i o n ,  f i r s t  

i s o l a t e d  g l y c o g e n  f r o m  a  d o g ' s  l i v e r  i n  1857 .  S u b s e q u e n t l y ,
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g l y c o g e n  was i s o l a t e d  f r o m  s k e l e t a l  m u s c l e ^ ”̂ ^ \  p l a c e n t a l
( 1 1 ) ( 1 2 ) ( 1 3 )t i s s u e  , human l i v e r  , y e a s t  , a n d  s e v e r a l  o t h e r  

s o u r c e s .  The e a r l y  w o r k e r s  d e s c r i b e d  g l y c o g e n  a s  a  

w h i t e  am o rp h o u s  p o w d e r ,  p r o d u c i n g  a n  o p a l e s c e n t  s o l u t i o n  

i n  w a t e r  w i t h  a  d e x t r o - r o t a t i o n  o f  1 9 0 - 2 0 0 ^ ;  a d d i t i o n  o f  

i o d i n e  t o  t h e  s o l u t i o n  gave  a  c h a r a c t e r i s t i c  r e d - b r o w n
/  ̂ J \

c o l o u r ^  . The g l y c o g e n  was f o u n d  t o  be  u n a t t a c k e d  b y

a l k a l i  b u t  was h y d r o l y s e d  b y  a c i d .  The p r o d u c t  o f  t h i s

h y d r o l y s i s  was i d e n t i f i e d  a s  g l u c o s e  b y  K u lz  a n d  
f 1 5 )B o r n t r a g e r  i n  1 8 8 1 ,  who c o n c l u d e d  t h a t  g l y c o g e n

C1 6 )c o n s i s t e d  e n t i r e l y  o f  g l u c o s e .  Two y e a r s  e a r l i e r  S e e g a n  

h a d  n o t e d  t h a t  g l y c o g e n  was d e g r a d e d  6 0 - 7 0  p e r  c e n t  b y  t h e  

d i a s t a t i c  enzym es  p r e s e n t  i n  s a l i v a  a n d  p a n c r e a t i c  j u i c e ,
( 1 7 )t o  a  r e d u c i n g  s u g a r ,  l a t e r  i d e n t i f i e d  a s  m a l t o s e  ; a t

t h a t  t i m e  no s i g n i f i c a n c e  was a t t a c h e d  t o  t h i s  d i s c o v e r y .

F u r t h e r  i n v e s t i g a t i o n s  t o  e l u c i d a t e  t h e  s t r u c t u r e  o f

g l y c o g e n  were  h a m p e r e d  u n t i l  t h e  e s t a b l i s h m e n t  o f  t h e
( 1 8 )c y c l i c  s t r u c t u r e  f o r  g l u c o s e ^  a n d  t h e  d e v e l o p m e n t  o f

( 1 9 )t h e  m é t h y l a t i o n  t e c h n i q u e  f o r  s t r u c t u r a l  a n a l y s i s   ̂ .

I n  1929 H a w o r th ,  H i r s t  a n d  Webb  ̂  ̂^  ̂ f o u n d  t h a t  

g l y c o g e n  c o u l d  be a c e t y l a t e d  a n d  t h e n  r e g e n e r a t e d  b y  

d e a c e t y l a t i o n .  F u r t h e r m o r e , s i m u l t a n e o u s  d e a c e t y l a t i o n  

a n d  m é t h y l a t i o n  f o l l o w e d  b y  f u r t h e r  m é t h y l a t i o n  p r o d u c e d  

a  m e t h y l a t e d  g l y c o g e n  w h i c h ,  on  h y d r o l y s i s ,  g a ve  2 , 3 , 6 -  

t r i - 0 - m e t h y l  D - g l u c o p y r a n o s e  i n  7 6 ^  y i e l d .  T h i s  i n d i c a t e d



t h a t  t h e  g l y c o g e n  c o n t a i n e d  g l u c o s e  u n i t s  l i n k e d  t o g e t h e r  

t h r o u g h  t h e  h y d r o x y l  g r o u p s  a t  C-1 a n d  C -4 .

HOHÇHOH

( i ) m e t h y l a t i o n
( i i ) h y d r o l y s i s

— o

OH

PH

çH^onc.

H.OH

G l y c o g e n
2 , 3 , 6 - t r i - O - m e t h y l  

- D - g l u c o s e

C o n f i r m a t i o n  o f  t h i s  l i n k a g e  was o b t a i n e d  by  

d e g r a d a t i o n  o f  t h e  m e t h y l a t e d  g l y c o g e n  u s i n g  a c e t y l b r o m i d e , 

a n d  f ro m  t h e  r e a c t i o n  p r o d u c t s  a  d i s a c c h a r i d e  was i s o l a t e d ,  

w h i c h ,  a f t e r  o x i d a t i o n  a n d  m é t h y l a t i o n ,  was i d e n t i f i e d  

a s  m e t h y l  o e t a - 0 - m e t h y l  m a l t o b i o n a t e  

CHpH HpH
\ : ) m e t h y l a t i o n

c e t y l b r o  mi de 
jL") r e  mo v a l  o f  b r o m in e

ChpMe, OHpMc.

OM<t

ÇH O M e HpMc

MeO

o x i d a t i o n  
j) m é t h y l a t i o n

OMe

M e th y l  o e t a - 0 - m e t h y l  m a l t o b i o n a t e
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On h y d r o l y s i s ,  t h i s  y i e l d e d  2 , 5 , 4 , 6 - t e  t r a ~  0 - m e t h y l - ^

g l u c o s e  a n d  2 , 3 , 5 , 6 - t e t r a - O - m e t h y l - ^ - g l u c o n o l a c t o n e .

Thus t h e  p r e s e n c e  o f  , 4 - 1  i n k a g e s  b e t w e e n  t h e  D - g l u c o -

p y r a n o s e  r e s i d u e s  i n  t h e  p o l y s a c c h a r i d e  was e s t a b l i s h e d .

I n  1932 H a w o r th  a n d  P e r c i v a l ^ ^ ^ ^  i s o l a t e d  2 , 3 , 4 , 6 -

t e t r a - 0 - m e t h y l  g l u c o s e  i n  8 . 9 ^  y i e l d  f r o m  t h e  m e t h a n o l y s i s

o f  m e t h y l a t e d  g l y c o g e n ,  a n d  s u g g e s t e d  t h a t  t h i s  was

p r o d u c e d  f r o m  t h e  t e r m i n a l  e n d  g r o u p  o f  a  c h a i n ;  t h e r e

b e i n g  12 g l u c o s e  u n i t s  i n  e v e r y  c h a i n .  As t h i s  f a c t  d i d

n o t  a g r e e  w i t h  t h e  n e g l i g i b l e  r e d u c i n g  p o w e r  o f  g l y c o g e n ,

i t  was s u g g e s t e d  t h a t  d u r i n g  t h e  a l k a l i n e  e x t r a c t i o n

p r o c e d u r e  t h e  r e d u c i n g  e n d  g r o u p  o f  t h i s  c h a i n  h a d  b e e n

m o d i f i e d .  F u r t h e r  i n v e s t i g a t i o n s  v a r i o u s

s a m p l e s  o f  g l y c o g e n  l e d  t o  t h e  c o n c l u s i o n  t h a t  g l y c o g e n

c o n s i s t e d  o f  c h a i n s  o f  e i t h e r  12 o r  18 1 , 4 - 1 i n k e d  D-
( 25)g l u c o p y r a n o s e  u n i t s ^  .

B e l l i n  1936 h a d  c a r r i e d  o u t  a n  e n d  g r o u p  a s s a y  

on a  s a m p le  o f  M y t i l l s  g l y c o g e n  o b t a i n i n g  t h r e e  p r o d u c t s ,

2 , 3 , 4 , 6 - t e t r a - O - m e t h y l  g l u c o s e ,  2 , 3 , 6 - t r i - O - m e t h y l  g l u c o s e  

a n d  " d i m e t h y l  g l u c o s e s "  i n  t h e  m o l a r  r a t i o  o f  1 : 1 5 : 2 .

T h i s  c o r r e s p o n d e d  t o  a n  18 u n i t  c h a i n  b u t  t h e  s i g n i f i c a n c e  

o f  t h e  y i e l d  o f  " d i m e t h y l  g l u c o s e s "  was n o t  r e a l i s e d .

At a b o u t  t h e  same t i m e  t h e  f i r s t  m o l e c u l a r  w e i g h t  

d e t e r m i n a t i o n s  were  c a r r i e d  o u t  on g l y c o g e n  u s i n g  o s m o t i c  

p r e s s u r e  m e a s u r e m e n t s .  From t h e s e  C a r t e r  a n d  R e c o rd ^ ^ ^ ^  

e s t i m a t e d  t h a t  g l y c o g e n  c o n t a i n e d  b e t w e e n  3 , 0 0 0  a n d  5 , 0 0 0
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g l u c o s e  u n i t s ,  a n d  t h e r e f o r e  h a d  a  m o l e c u l a r  w e i g h t  o f

a p p r o x i m a t e l y  10 m i l l i o n .

On t h e  b a s i s  o f  t h i s  e v i d e n c e , a n d  t h e  f a c t  t h a t

m é t h y l a t i o n  o f  g l y c o g e n  y i e l d e d  a b o u t  10^ 2 , 3 - 0 - d i m e t h y l
(27  )g l u c o s e ,  H a w o r th ,  H i r s t  a n d  I s h e r w o o d ^  ^  p r o p o s e d  t h a t  

g l y c o g e n  h a d  a  " l a m i n a t e d "  s t r u c t u r e  c o m p r i s e d  o f  cK-1, 4 -  

1 i n k e d  ^ g l u c o s e  c h a i n s  j o i n e d  t o  e a c h  o t h e r  a t  cx-1 , 6 -  

b r a n c h  p o i n t s ,  a s  f o l l o w s :

"LAMIHATED" STRUCTURE

moo

T e r m i n a l  e n d  u n i t  

B r a n c h  p o i n t  g l u c o s e  u n i t  

c4"1 , 4 - 1  i n k e d  g l u c o s e  u n i t  

, 4 - l i n k a g e  

o<-1 , 6 - l i n k a g e



12

The f o r m a t i o n  o f  t h e  v a r i o u s  m e t h y l a t e d  p r o d u c t s  

was e x p l a i n e d  t h u s :

:H 0H r CH_OH 
-O,

:koh

hoA ? ^

M é t h y l a t i o n

CĤ OMe.

CH OH CH.OH

HO-^

CĤ O MeC H OMe

H OMe
OMe

CH OMeO Ms,

H y d r o l
OMe

H y d r o l y s i sH.OH H OH

Me
2 ,3  , 4 , 6 - t e t r a - _ 0 -  
m e t h y l  D - g l u c o s e

CĤ O Me

O M e

2 , 3 , 6 - t r i - O - m e t h y l  a n d  2 , 3 - b i - O - m e t h y l  D - g l u c o s e

The " l a m i n a t e d "  s t r u c t u r e  a l s o  s u p p l i e d  a n  e x p l a n a t i o n

f o r  t h e  l a c k  o f  r e d u c i n g  p o w e r  o f  g l y c o g e n .

I n  t h e  same y e a r  m e a s u r e m e n t s  o f  t h e  v i s c o s i t i e s  o f

s e v e r a l  g l y c o g e n s  w i t h  m o l e c u l a r  w e i g h t s  ^ 1 0 0 , 0 0 0  were

f o u n d  t o  he  s i m i l a r  s u g g e s t i n g  t h a t  t h e  m o l e c u l e s  were  
( 2 8 )s p h e r i c a l On t h e  b a s i s  o f  t h i s  h y p o t h e s i s  ( l a t e r
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(29 )shown t o  be  i n v a l i d  f o r  g l y c o g e n  w h ic h  h a s  a  m o l e c u l a r

w e i g h t  o f  1 - 1 0 0  m i l l i o n ) ,  a n d  t h e  e v i d e n c e  f ro m
(2 8 )m é t h y l a t i o n ,  S t a u d i n g e r  a n d  Husemann p r o p o s e d  t h e  

"Comb" s t r u c t u r e  f o r  g l y c o g e n  i . e .  t h a t  g l y c o g e n  was 

b u i l t  up o f  a  l o n g  c h a i n  o f  up t o  100 o l -1 , 4 - 1  i n k e d  

D - g l u c o s e  u n i t s  t o  w h i c h  w ere  a t t a c h e d  s h o r t  s i d e  c h a i n sS=3

o f  12 o r  18 D - g l u c o s e  r e s i d u e s  j o i n e d  a t  t h e  C - 2 , C-3 

o r  C-6 p o s i t i o n s  o f  t h e  l o n g  c h a i n  u n i t s .

C o m  b 

S t^ ruc tu.rfc.

The t e c h n i q u e  o f  y S - a m y l o l y s i s  was t h e n  u s e d  t o  

p r o v i d e  f u r t h e r  e v i d e n c e  f o r  t h e  s t r u c t u r e  o f  g l y c o g e n  

s i n c e  i t  was known t h a t  ^ - a m y l a s e ,  by  s t e p w i s e  h y d r o l y s i s ,  

c l e a v e d  m a l t o s e  u n i t s  f r o m  t h e  n o n - r e d u c i n g  e n d  o f  a n  

o4-1 , 4 - l i n k e d  D - g l u c o s e  c h a i n ^ ^ ^ ]  Meyer a n d  P u ld ^ ^ ^   ̂

i n c u b a t e d  a  s a m p le  o f  mus(?el g l y c o g e n  w i t h  / 5 - a m y la s e  a n d  

f o u n d  t h a t  47^  o f  t h e  g l y c o g e n  was c o n v e r t e d  i n t o  m a l t o s e .  

The d e t e r m i n a t i o n  o f  t h e  c h a i n  l e n g t h  b y  m é t h y l a t i o n  

a s s a y  show ed  t h a t  t h e  c h a i n  l e n g t h  o f  t h e  g l y c o g e n  was 

11 ^ g l u c o s e  u n i t s ,  w h i l e  t h a t  o f  t h e  ^ - a m y l a s e  l i m i t  

d e x t r i n  was 5 . 5  u n i t s  l o n g .  Meyer  t h e r e f o r e  p o s t u l a t e d  

t h a t  g l y c o g e n  h a d  a  h i g h l y  b r a n c h e d  s t r u c t u r e  w i t h
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t e r m i n a l  r e s i d u e s  o f  6 -7  ^ g l u c o s e  u n i t s  l i n k e d  t o  o t h e r  

c h a i n s ,  w i t h  3 ^ g l u c o s e  u n i t s  b e t w e e n  t h e  b r a n c h  p o i n t s ;  

t h a t  i s  a  " t r e e - l i k e "  s t r u c t u r e .

/I *anbrotOcKecjL  ̂ B « branchccL cJocxun. C= one cbcun per- rooLecu-le. t j t è h
CL p r t c  -r-ecL ccctw ^ g y o v c  p  .

( 32 )Two y e a r s  l a t e r  Meyer  a n d  B e r n f e l d ^  p r o v i d e d  

a d d i t i o n a l  e v i d e n c e  f o r  t h e  m u l t i b r a n c h e d  s t r u c t u r e  o f  

g l y c o g e n  b y  s t e p w i s e  e n z y m ic  d e g r a d a t i o n  u s i n g  yd -am y lase  

a n d  a n  enzyme p r e p a r a t i o n  f r o m  y e a s t  w h ic h  c o n t a i n e d  a n  

" i s o m a l t a s e " • On i n c u b a t i n g  g l y c o g e n  w i t h  t h e  yS-am ylase  

a  l i m i t  d e x t r i n  was p r o d u c e d .  I n c u b a t i o n  o f  t h i s  l i m i t  

d e x t r i n  w i t h  t h e  " i s o m a l t a s e "  r e n d e r e d  t h e  d e x t r i n  

s u s c e p t i b l e  t o  f u r t h e r  d e g r a d a t i o n  b y  t h e  - a m y l a s e  t o  

g i v e  a  s e c o n d  l i m i t  d e x t r i n .  B o th  t h e  l i m i t  d e x t r i n s  

ga v e  c o l o u r s  w i t h  i o d i n e  s o l u t i o n . -
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As n e i t h e r  o f  t h e s e  enzyme p r e p a r a t i o n s  w ere  p u r e  

t h i s  d e g r a d a t i v e  p r o c e d u r e  was l a t e r  r e p e a t e d  b y  L a r n e r
(33 )a n d  c o - w o r k e r s ^  ^  u s i n g  h i g h l y  p u r i f i e d  m u sc le  

p h o s p h o r y l a s e  a n d  a m y l o - 1 , 6 - g l u c o s i d a s e . A f t e r  f o u r  

s u c e s s i v e  i n c u b a t i o n s  o f  r a b b i t  m u s c le  g l y c o g e n  w i t h  

p h o s p h o r y l a s e  a n d  a m y l o - 1 , 6 - g l u c o s i d a s e , 13^ o f  t h e  

o r i g i n a l  g l y c o g e n  r e m a i n e d .  C o m p ar in g  t h i s  e x p e r i m e n t a l  

d a t a  w i t h  t h e  t h r e e  t h e o r i e s  f o r  t h e  s t r u c t u r e  o f  g l y c o g e n ,  

i t  was o b v i o u s  t h a t  o n l y  t h e  Meyer  m odel  c o u l d  be 

d e g r a d e d  i n  t h e  same way,  a n d  t h u s  t h e  s t r u c t u r e  o f  

g l y c o g e n  was c o n c l u s i v e l y  p r o v e d .

O t h e r  e v i d e n c e  f o r  t h e  b r a n c h e d  s t r u c t u r e  o f  

g l y c o g e n  was o b t a i n e d  u s i n g  v a r i o u s  c h e m i c a l  m e t h o d s .

One o f  t h e s e  was t h e  o x i d a t i o n  o f  t h e  p o l y s a c c h a r i d e  by  

s o d iu m  o r  p o t a s s i u m  m e t a p e r i o d a t e ,  w h ic h  c l e a v e s  1 , 2 - d i o l s .  

7/hen a  g l y c o g e n  w i t h  a  c h a i n  l e n g t h  o f  12 ^ g l u c o s e  

u n i t s  was t r e a t e d  w i t h  p e r i o d a t e  1 m o l e c u l e  o f  f o r m i c  

a c i d  was p r o d u c e d  f r o m  e a c h  t e r m i n a l  g l u c o s e  u n i t  a n d  

13 m o l e c u l e s  o f  p e r i o d a t e  were  consum ed  d u r i n g  t h e  

o x i d a t i o n .  Hal  s a i l , H i r s t  a n d  Jones^^"^^ m e a s u r e d  t h e  

am ou n t  o f  f o r m i c  a c i d  l i b e r a t e d  d u r i n g  t h e  o x i d a t i o n  o f  

s e v e r a l  g l y c o g e n s ,  t h e r e b y  d e t e r m i n i n g  t h e  a v e r a g e  c h a i n  

l e n g t h s ,  a n d  t h e s e  r e s u l t s  w ere  i n  goo d  a g r e e m e n t  w i t h  

t h o s e  e s t i m a t e d  b y  m é t h y l a t i o n  e n d - g r o u p  a s s a y s .

A b d e l - A k h e r  e t  a l .  e x t e n d e d  t h i s  t e c h n i q u e  b y
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r e d u c i n g  t h e  p e r i o d a t e  o x i d i s e d  g l y c o g e n  b e f o r e  h y d r o l y s i s

( 55 )By e x a m i n i n g  t h e  a l c o h o l s  p r o d u c e d  t h e y ^  ^  w ere  a b l e  t o

d e t e r m i n e  t h e  c h a i n  l e n g t h  o f  p o l y s a c c h a r i d e s  a n d  o b t a i n

i n f o r m a t i o n  a b o u t  t h e  g l y c o s i d i c  b o n d s .  W i th  g l y c o g e n

t h e  r a t i o  o f  g l y c e r o l  t o  e r y t h r i t o l  was f o u n d  t o  be

1 : 1 0 ,  i n  g o o d  a g r e e m e n t  w i t h  t h e  e x p e c t e d  v a l u e  o f  1: 11
(55 )w h i c h  was b a s e d  on  m é t h y l a t i o n  e n d  g r o u p  a s s a y ^  .

G ib b o n s  a n d  B o i s s o n n a s  h o w e v e r ,  f o u n d  g l u c o s e  t o  be

p r e s e n t  a f t e r  p e r i o d a t e  o x i d a t i o n ,  r e d u c t i o n  a n d

h y d r o l y s i s .  T h i s  l e d  t o  t h e  s u g g e s t i o n  t h a t  g l y c o g e n

c o n t a i n e d  a  s m a l l  p e r c e n t a g e  o f  a n o m a lo u s  1 , 3  o r  1 , 2 -
( 57 )l i n k a g e s ,  b u t  B e l l  a n d  P lanners  w e re  u n a b l e  t o

s u b s t a n t i a t e  t h e s e  r e s u l t s  a n d  s u g g e s t e d  t h a t  t h e  

p r e s e n c e  o f  g l u c o s e  was due t o  i n c o m p l e t e  o x i d a t i o n .

W HKOH KOH

10OHOH OH O-HO

»o pH

C H pH  CHpH C ^PH
I n d u c t i o n  

C H P H  A o - C H ,

1 hph"°J

è H ^
i s

CH^OH

HCOOH

CHpH

OH ÔHOCHO

ÇHpH 
OH

H y d r o l y s i s  
>u

-OH
H- -OH

CHpH

E r y t h r i t o l

d n p H

G l y c e r o l  .

CHOHL
G l y c o l l i c  a l d e h y d e  -
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A n o t h e r  t e c h n i q u e  e m p lo y e d  i n  s t r u c t u r a l  e l u c i d a t i o n

i s  t h a t  o f  p a r t i a l  a c i d  h y d r o l y s i s  u s i n g  m i l d  c o n d i t i o n s

so  t h a t  t h e  p o l y s a c c h a r i d e  i s  n o t  c o m p l e t e l y  d e g r a d e d ,

a n d  t h e  r e s u l t i n g  o l i g o s a c c h a r i d e s  w h i c h  a r e  l i b e r a t e d

g i v e  i n f o r m a t i o n  c o n c e r n i n g  t h e  l i n k a g e s  p r e s e n t  i n  t h e

p o l y s a c c h a r i d e .  W olf rom  e t  a l . p a r t i a l l y  h y d r o l y s e d

g l y c o g e n ,  a c e t y l a t e d  t h e  m i x t u r e  o f  p r o d u c t s  a n d  i s o l a t e d

i s o m a l t o s e  ^ - o c t a - a c e t a t e .  As t h i s  was n o t  p r o d u c e d  i n  a

c o n t r o l  r e a c t i o n  u s i n g  a m y l o s e , i t  was c o n c l u d e d  t h a t

t h e  i s o m a l t o s e  r e p r e s e n t e d  t h e  b r a n c h  p o i n t s  i n  t h e

g l y c o g e n .  The o t h e r  p r o d u c t s  o f  p a r t i a l  h y d r o l y s i s  w ere

i d e n t i f i e d  a s  D - g l u c o s e ,  m a l t o s e ,  i s o m a l t o s e ,  a n d  p a n o s e

c o n f i r m i n g  t h e  p r e s e n c e  o f  b o t h  cK-1 , 4  a n d  K-1 , 6 - 1  i n k s

i n  g l y c o g e n ^ ^ ^ ]  I n  l a t e r  i n v e s t i g a t i o n s  W olf rom  a n d

Thompson^"^^^ i s o l a t e d  i s o m a l t o t r i o s e  a n d  n i g e r o s e  f ro m

t h e  h y d r o l y s a t e  o f  l i v e r  g l y c o g e n  s u g g e s t i n g  t h e  p r e s e n c e

o f  a d j a c e n t  o<-1 , 6 - l i n k a g e s  i n  t h e  m o l e c u l e ,  a n d  a  s m a l l

a m o u n t  o f  o(-1 , 3 - l i n k a g e s .  The c h e m i c a l  e v i d e n c e  f o r

t h i s  i s  n o t  b e l i e v e d  t o  be c o n c l u s i v e ^ ]

The a d v e n t  o f  i n f r a r e d  s p e c t r o s c o p i c  a n a l y s i s ^ ^

p r o v i d e d  f u r t h e r  p r o o f  o f  t h e  s t r u c t u r e  o f  g l y c o g e n ,  a s

t h e  r e g i o n  7 0 0 - 1 , 0 0 0  cm was f o u n d  t o  c o n t a i n  t h r e e

c h a r a c t e r i s t i c  a b s o r p t i o n  p e a k s ;  t h a t  a t  838 cm""  ̂ b e i n g

g i v e n  b y  a l l  c a r b o h y d r a t e s  c o n t a i n i n g  t h e  o < - g l u c o s i d i c
- 1-l i n k a g e s ,  w h i l e  t h e  p e a k s  a t  928 a n d  760  cm i n d i c a t e d  

t h a t  g l y c o g e n  c o n t a i n e d  1 , 4- I i n l c e d  ^ g l u c o s e  u n i t s .
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The enzyme a - a m y l a s e , w h i c h  i s  p r e s e n t  i n  s a l i v a ,  

h a s  a l s o  b e e n  u s e d  t o  s t u d y  g l y c o g e n  s t r u c t u r e  a s  i t
f 1 6 ^p r o d u c e s  60-70>^ h y d r o l y s i s ,  a s  o b s e r v e d  b y  Seegan^  .

The p r o d u c t s  o f  t h i s  r a n d o m  h y d r o l y s i s  w e re  i d e n t i f i e d  

a s  m a l t o s e ,  m a l t o t r i o s e  a n d  a  s e r i e s  o f  o C - l im i t  d e x t r i n s  

c o n t a i n i n g  ^<-1 , 6 - l i n k a g e s ^  I n c u b a t i o n  o f  t h e s e  

o ^ d e x t r i n s  w i t h  ^ r e s u l t e d  i n  t h e

l i b e r a t i o n  o f  r e d u c i n g  s u g a r s  b y  s c i s s i o n  o f  t h e  oc-1 , 6 -  

l i n k s ,  a n d  t h e  m e a s u r e m e n t  o f  t h e  am oun t  o f  s u g a r  p r o d u c e d  

e n a b l e d  t h e  p e r c e n t a g e  c x - 1 , 6 - 1 i n k s  a n d  h e n c e  t h e  a v e r a g e  

c h a i n  l e n g t h  t o  be  c a l c u l a t e d ^ ^ ^ ^  I t  was f o u n d  h o w e v e r  

t h a t  i f  h i g h  c o n c e n t r a t i o n s  o f  ( X - a m y l a s e  w ere  u s e d  t h e  

m a l t o t r i o s e  a n d  t h e  d e x t r i n s  w ere  f u r t h e r  d e g r a d e d  

l i b e r a t i n g  g l u c o s e   ̂ U n d e r  t h e s e  c o n d i t i o n s  a  r e l a t i o n 

s h i p  b e t w e e n  t h e  am o u n t  o f  r e d u c i n g  s u g a r  p r o d u c e d  a n d  

t h e  a v e r a g e  c h a i n  l e n g t h  was d e v i s e d ^ ^ ^ ^

100 = 2 3 . 3  -  0 .2 1  X

w h e re  CD i s  t h e  a v e r a g e  c h a i n  l e n g t h  a n d  i s  t h e  

p e r c e n t a g e  r e d u c i n g  s u g a r .

C o m b in in g  t h i s  t e c h n i q u e  w i t h  t h e  e s t i m a t i o n  o f  t h e  

p e r c e n t a g e  ^ ô - a m y l o l y s i s  e n a b l e d  t h e  a v e r a g e  i n t e r i o r  a n d  

e x t e r i o r  c h a i n  l e n g t h s  t o  be d e t e r m i n e d ^ ]

R e c e n t  i n v e s t i g a t i o n s  on  t h e  o l - l i m i t  d e x t r i n s  h a v e  

shown t h a t  some c o n t a i n  two c X - 1 , 6 - b r a n c h  p o i n t s ,  s e p a r a t e d
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b y  l e s s  t h a n  t h r e e  g l u c o s e  u n i t s  s u g g e s t i n g  t h a t  g l y c o g e n

c o n t a i n s  a r e a s  o f  m u l t i p l e  b r a n c h i n g ^

O t h e r  e v i d e n c e  o f  m u l t i p l e  b r a n c h i n g  was o b t a i n e d

b y  D i d d l e  a n d  M a n n e r s w h o  c a l c u l a t e d  t h e  am ount  o f

t h i s  f o r  s e v e r a l  s p e c i m e n s  o f  g l y c o g e n .  The r a t i o  o f

A:B c h a i n s  r a n g e d  f r o m  1 : 0 . 9  -  1 : 2 . 9  s h o w in g  t h a t  t h e

v a l u e  v a r i e d  d e p e n d i n g  on  t h e  s o u r c e  o f  t h e  g l y c o g e n .

G l y c o g e n  was a l s o  f o u n d  t o  r e a c t  s p e c i f i c a l l y  w i t h

a  p r o t e i n  e x t r a c t e d  f r o m  J a c k  b e a n s ,  n a m e ly  C o n c a n a v a l i n

a n d  on m e a s u r i n g  t h e  t u r b i d i t y  o f  a  s o l u t i o n  o f
( 51 )g l y c o g e n  a n d  C o n c a n a v a l i n  A^ a n  a p p r o x i m a t e l y  l i n e a r

r e l a t i o n s h i p  was o b s e r v e d  b e t w e e n  t h e  d e g r e e  o f  b r a n c h i n g

a n d  t h e  t u r b i d i t y  o f  t h e  s o l u t i o n  f o r  a  p a r t i c u l a r  
( 52 )g l y c o g e n / ^  .

Two o t h e r  o<-1 , 4 - g l u c a n s  e x i s t  i n  a d d i t i o n  t o  g l y c o g e n  

a n d  t h e s e  a r e  f o u n d  a s s o c i a t e d  t o g e t h e r  i n  p l a n t s  a s  

s t a r c h .  One c o m p o n e n t ,  a m y l o s e , c o n s i s t s  o f  l o n g  c h a i n s  

o f  o(-1 , 4 - l i n k e d  D - g l u c o s e  u n i t s ,  w h i l e  t h e  o t h e r ,  a m y l o -  

p e c t i n ,  r e s e m b l e s  g l y c o g e n  e x c e p t  t h a t  t h e  c h a i n  l e n g t h  

i s  2 0 - 2 5  D - g l u c o s e  u n i t s ,  so  t h a t  t h e  m o l e c u l e  h a s  a  

more o p e n  " t r e e - l i k e "  s t r u c t u r e .  A l l  t h e s e  g l u c a n s  r e a c t  

t o  g i v e  c h a r a c t e r i s t i c  c o l o u r s  w i t h  a q u e o u s  i o d i n e  

s o l u t i o n ,  g l y c o g e n  g i v i n g  a  r e d d i s h  b r o w n ,  a m y l o p e c t i n  a  

p u r p l e  a n d  a m y l o se  a  d e e p  b l u e  c o l o u r ;  t h e r e  i s  a
( 55 )r e l a t i o n s h i p  b e t w e e n  t h e  c o l o u r  a n d  t h e  c h a i n  l e n g t h  .
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I n v e s t i g a t i o n  show ed  t h a t  i o d i n e  f o r m s  a n  i n c l u s i o n  

compound w i t h  amyl  o se  i n  w h i c h  s i x  oc-1 , 4 - 1  i n k e  d g l u c o s e  

u n i t s  i n  a  h e l i x  a r e  r e q u i r e d  f o r  e v e r y  i o d i n e  m o l e c u l e   ̂

G l y c o g e n  w i t h  a n  e x t e r n a l  c h a i n  l e n g t h  o f  6 - 9  u n i t s  c a n  

t h e r e f o r e  a l s o  f o r m  t h i s  i n c l u s i o n  compound w i t h  i o d i n e  

b u t  n o t  t o  t h e  same e x t e n t  a s  a m y l o se  a n d  a m y l o p e c t i n ,  

a n d  t h i s  l o w  b i n d i n g  p o w e r  h a s  b e e n  d e m o n s t r a t e d  u s i n g
( 5 5 )p o t e n t i o m e t r i c  t i t r a t i o n  m e th o d s

The s h a p e  o f  t h e  g l y c o g e n  m o l e c u l e  i s  a  p r o p e r t y

w h i c h ,  l i k e  so  many o t h e r s ,  d e p e n d s  on t h e  s o u r c e  o f  t h e

g l y c o g e n .  A l t h o u g h  i t  was o r i g i n a l l y  b e l i e v e d  t h a t  t h e
( 2 8 )m o l e c u l e  was s p h e r i c a l ^  , r e c e n t  e x p e r i m e n t s  s u g g e s t

t h a t  i n  f a c t  i t  i s  e l l i p s o i d a l

X - r a y  a n a l y s i s  o f  g l y c o g e n  g a v e  a  d i f f u s e  p a t t e r n  

i n d i c a t i v e  o f  a n  a m o rp h o u s  c o m p o u n d ^ a n d  on f u r t h e r  

i n v e s t i g a t i o n  i t  was f o u n d  t h a t  g l y c o g e n  e x i s t e d  i n

c l u s t e r s  o r  r o s e t t e s  o f  6 0 - 2 0 0  mp d i a m e t e r  co m p o sed  o f

y c o g  
( 6 1 )

s u b p a r t i c l e s  o f  2 0 - 4 0  mp d i a m e t e r ^ G l y c o g e n  i n

t h i s  f o r m  h a s  a l s o  b e e n  s y n t h e s i s e d  i n  v i t r o

A p r o p e r t y  d e p e n d i n g  on  t h e  s o u r c e  a n d  a l s o  t h e  

m e th o d  o f  e x t r a c t i o n ,  i s  t h e  m o l e c u l a r  w e i g h t ^ ^ ^ ]

G l y c o g e n ,  b e i n g  s o l u b l e  i n  w a t e r ,  c a n  be  e x t r a c t e d  u s i n g  

h o t ^  o r  c o l d  v / a t e r ^ ^ ^ ]  h o t  a l k a l i ^ ^  o r  t r i c h l o r a c e t i c  

a c i d  s o l u t i o n ^ a n d  t h e  m o l e c u l a r  w e i g h t  c a n  be d e t e r 

m in e d  u s i n g  o s m o t i c  p r e s s u r e  m e a s u r e m e n t s ^  o r  b y  

l i g h t  s c a t t e r i n g ^ ^ ® ^  o r  s e d i m e n t a t i o n  m e th o d s
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D e t e r m i n a t i o n s  c a r r i e d  o u t  on g l y c o g e n  e x t r a c t e d  b y  

h o t  w a t e r  o r  a l k a l i  ga v e  m o l e c u l a r  w e i g h t  v a l u e s  o f  

2 - 5  X 10^ ( 6 3 , 0 ? )  t r i c h l o r a c e t i c  a c i d - e x t r a c t e d

g l y c o g e n  h a d  a  m o l e c u l a r  w e i g h t  o f  1 1 -8 0  x  10^ (^Q)

a l t h o u g h  b o t h  a l k a l i  a n d  a c i d  w ere  f o u n d  t o  d e g r a d e

g l y c o g e n ^ ^ ^ ]  A n a l y s i s  b y  B e l l  u s i n g  u l t r a c e n t r i f u g e  d a t a  

i n d i c a t e d  t h a t  g l y c o g e n  c o n t a i n e d  two p o l y d i s p e r s e  

c o m p o n e n t s  o f  s e d i m e n t a t i o n  c o e f f i c i e n t s  60-1 COS a n d  

1 5 0 - 3 0 0 8 ^ ^ ^ ]  S i m i l a r  s t u d i e s  on A s c a r i s  m u s c l e  g l y c o g e n ^ ^ ^ ^  

sho w ed  t h a t  a  c o l d  w a t e r  e x t r a c t  c o n t a i n e d  two f r a c t i o n s  

o f  m o l e c u l a r  w e i g h t  450 x  10^ a n d  50 x  10^ b u t  e x t r a c t i o n  

b y  a n y  o t h e r  m e th o d s  d e g r a d e d  t h e  g l y c o g e n .

I n t e r e s t ,  h o w e v e r ,  h a s  c e n t r e d  on t h e  s t a t e  o f  

g l y c o g e n  i n  t h e  t i s s u e s ,  a s  i t  was o b s e r v e d  e v e n  b y  e a r l y

w o r k e r s  t h a t  t h e  g l y c o g e n  a p p e a r e d  t o  be  p r e s e n t  i n  two

f o r m s O n e  f o r m  c a n  be  e x t r a c t e d  w i t h  w a t e r  o r  t r i 

c h l o r a c e t i c  a c i d  s o l u t i o n  u n d e r  m i l d  c o n d i t i o n s ,  w h i l e  

t h e  o t h e r  i s  o n l y  r e m o v e d  b y  more d r a s t i c  means s u c h  a s  

h o t  a l k a l i ^ ' ^ ^   ̂ T h i s  d i f f e r e n c e  s u g g e s t e d  t h a t  t h e  a l k a l i -  

e x t r a c t e d  g l y c o g e n  was p o s s i b l y  b o u n d  t o  p r o t e i n ;  i t  was

known,  f o r  e x a m p l e ,  t h a t  g l y c o g e n  a s s o c i a t e d  w i t h  
(72 )p h o s p h o r y l a s e   ̂ . However  when a n i m a l  t i s s u e s  w ere

s u b j e c t e d  t o  c h a n g e s  i n  n u t r i t i o n  o r  w ere  t r e a t e d  w i t h

h o rm o n e s  i t  was f o u n d  t h a t  t h e  e x t r a c t a b l e  g l y c o g e n  was
(73 )more a f f e c t e d  t h a n  t h e  r e s i d u a l  g l y c o g e n  .
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P a th w a y s  o f  G l y c o g e n  M e t a b o l i s m

G-1 vco?:en

s y n t h e t a s e ^  
+

b r a n c  h i n g ^  nzyme

UDPG-
p h o s p h o r y l a s e  + 

a m y lo -1  , 6 - g l u c o s i d a s e

UDPG-pyro-
p h o s p h o r y l a s e

G l u c o s e - 1 - p h o s p h a t e

p h o s p h o g l u c o m u t a s e

G l u c o s e - 6 - p h o s p h a t e

g l u c o s e - 6 -

O l i g o s a c c h a r i d e s  +

M a l t o s e

v i a
/

a m y l a s e s , 
o l i g o s a ^  c h a r I d a s e s  

+ m a l t a s e s

g l T C o l y s i s  

L a c t a t e

\p h o s p h a t a s e ^
g l u c o k i n a s e  
h e x o k i n a s e

G l u c o s e
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ENZYÎŒ8 OF GLYCOGEN I@TABQLISM

W n l l e  t h e  i n v e s t i g a t i o n s  i n t o  t h e  s t r u c t u r e  o f  

g l y c o g e n  w ere  b e i n g  c a r r i e d  o u t ,  i n t e r e s t  i n  t h e  enzym es 

c o n c e r n e d  i n  t h e  s y n t h e s i s  a n d  d e g r a d a t i o n  o f  t h e  p o l y 

s a c c h a r i d e  was i n i t i a t e d .  P h o s p h o r y l a s e  (oc-1 , 4 - g l u c a n :  

o r t h o p h o s p h a t e  g l u c o s y l t r a n s f e r a s e ) was t h e  f i r s t  o f  

t h e s e  e n z y m e s , f o u n d  b y  C o r i  i n  1 9 3 7 S u b s e q u e n t l y ,  

n u m e ro u s  o t h e r  enzym es  w ere  i s o l a t e d ,  b u t  t h e  d i s c o v e r y  

i n  1957 o f  s y n t h e t a s e  ( U L P g lu c o se  :o<-1 , 4 - g l u c a n  c<-4-

g l u c o s y l t r a n s f e r a s e ) d e m o n s t r a t e d  t h e  r o l e  o f  n u c l e o t i d e s
(75 )i n  t h e  s y n t h e s i s  o f  g l y c o g e n ^  .

The p o s t u l a t e d  p a t h w a y s  f o r  G ly c o g e n  m e t a b o l i s m  i n  

t h e  b o d y  t i s s u e s  a r e  i l l u s t r a t e d  i n  P i g . 1.

When a  d i a l y s e d m u s c le  e x t r a c t  was i n c u b a t e d  w i t h  

g l y c o g e n ,  o < - D - g l u c o s e - 1 - p h o s p h a t e  was r e l e a s e d  i n d i c a t i n g  

t h e  p r e s e n c e  o f  a n  e n z y m e , p h o s p h o r y l a s e  The

r e v e r s i b i l i t y  o f  a c t i o n  o f  t h i s  enzyme was d e m o n s t r a t e d
/  rj ^  \

b y  s y n t h e s i s i n g  g l y c o g e n  f r o m  o ( - D - g l u c o s e - 1 - p h o s p h a t e .

n G - 1 - P  ^  G^ + nPj^

2+ i l l )a n d  b o t h  Mg i o n s  a n d  a d e n y l i c  a c i d  a c t i v a t e d  t h e  e n z y m e ;

B e a r  a n d  C o r i ^ ^ ^ ^  i n v e s t i g a t e d  t h e  p o l y s a c c h a r i d e  f o r m e d

i n  v i t r o  b y  v a r i o u s  t i s s u e  e x t r a c t s  a n d  f o u n d  t h a t  h e a r t

a n d  l i v e r  p h o s p h o r y l a s e  s y n t h e s i s e d  a  g l y c o g e n - t y p e
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p o l y s a c c h a r i d e ,  b u t  t h a t  s y n t h e s i s e d  b y  m u s c le  p h o s p h o r y l a s e  

r e s e m b l e d  p l a n t  s t a r c h ,  g i v i n g  a  b l u e  c o l o u r  w i t h  i o d i n e .

The d e t a i l e d  b i o c h e m i s t r y  o f  p h o s p h o r y l a s e  b e g a n  t o

be  e l u c i d a t e d  when G r e e n  a n d  C o r i ,  i n  1 9 4 3 ,  i s o l a t e d
(7 8 )c r y s t a l l i n e  r a b b i t  m u s c le  p h o s p h o r y l a s e  o f  m o l e c u l a r

w e i g h t  3 4 0 , 0 0 0 - 4 0 0 , 0 0 0 , w h i c h  was a c t i v e  w i t h o u t  t h e  

a d d i t i o n  o f  a d e n y l i c  a c i d ,  t h o u g h  t h i s  d i d  s t i m u l a t e  t h e  

a c t i v i t y .  A s e c o n d ,  l e s s  s o l u b l e  enzyme was a l s o  i s o l a t e d  

w h i c h  d i f f e r e d  f r o m  t h e  f i r s t  b y  b e i n g  i n a c t i v e  u n l e s s  

a d e n y l i c  a c i d  was a d d e d ^ ^ ^ ]  T h ese  two f o rm s  o f  enzyme 

w e re  d e s i g n a t e d  p h o s p h o r y l a s e  a  a n d  b r e s p e c t i v e l y .  A 

t h i r d  e n z y m e , p h o s p h o r y l a s e  p h o s p h a t a s e  ( p h o s p h o r y l a s e  

p h o s p h o h y d r o l a s e ) ,  a l s o  p r e s e n t  i n  m u s c l e  t i s s u e ,  was 

r e q u i r e d  t o  i n t e r c o n v e r t  a  a n d  b S t u d i e s  u s i n g  

s u g g e s t e d  t h a t  t h i s  enzyme d e a c t i v a t e d  p h o s p h o r y l a s e  a  

b y  r e m o v i n g  f o u r  p h o s p h a t e  g r o u p s a n d ^ a t  t h e  same t ime^ 

r e l e a s i n g  two m o l e c u l e s  o f  p h o s p h o r y l a s e  b f r o m  e v e r y  

m o l e c u l e  o f  p h o s p h o r y l a s e  a .

P h o s p h o r y l a s e  a  -i- 2 P h o s p h o r y l a s e  b + 4 P̂ _

( 31 )K r e b s  a n d  F i s c h e r  c r y s t a l l i s e d  m u s c le  p h o s p h o r y l a s e

b a n d  c o n v e r t e d  i t  i n t o  p h o s p h o r y l a s e  a  w i t h  a  c e l l - f r e e  

p r o t e i n  e x t r a c t  f r o m  m u s c l e ,  t o g e t h e r  w i t h  b i v a l e n t  i o n s  

a n d  ATP. T h i s  e n zy m e ,  p h o s p h o r y l a s e  b k i n a s e  (ATP 

p h o s p h o r y l a s e  p h o s p h o t r a n s f e r a s e )  c a t a l y s e d  t h e  i r r e v e r s i b l e
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r e a c t i o n :

2 P h o s p h o r y l a s e  b + 4ATP P h o s p h o r y l a s e  a  + 4ADP

D u r i n g  t h i s  r e a c t i o n  t h e  m o l e c u l a r  w e i g h t  o f  t h e  m u s c le
( 82 )p h o s p h o r y l a s e  d o u b l e s ^  . An i m p o r t a n t  f a c t o r  i n  t h e  

c r y s t a l l i s a t i o n  o f  p h o s p h o r y l a s e  b i s  t h e  d i m é r i s a t i o n  o f  

2 m o l e c u l e s  o f  p h o s p h o r y l a s e  b e a c h  w i t h  two m o l e c u l e s

o f  AIvIP( 8 3 ) SO that each molecule of phosphorylase a
c o n t a i n s  f o u r  m o l e c u l e s  o f  AMP, P h o s p h o r y l a s e  b k i n a s e

was l a t e r  n u r i f i e d (8 4 ) a n d  f o u n d  t o  be  a c t i v a t e d  by

c a l c i u m  i o n s ( 3 5 ) a n d  c y c l i c  5 { 5 ' - a d e n o s i n e  m o n o p h o s p h a te .

C o r i ^ ^ ^ )  f o u n d  t h a t  s t i m u l a t e d  m u s c l e s  c o n v e r t e d  

p h o s p h o r y l a s e  a  t o  b so  t h a t  no p h o s p h o r y l a s e  a  c o u l d  be 

i s o l a t e d  f r o m  f a t i g u e d  m u s c l e s ,  b u t  r e s t i n g  m u s c le

c o n t a i n e d  m o s t l y  p h o s p h o r y l a s e  b ( 8 7 ) As a  r e s u l t  o f

t h i s ,  t h e  f o l l o w i n g  m e c h a n i sm  f o r  t h e  a c t i v a t i o n  o f
( 88 )g l y c o g e n o l y s i s  was s u g g e s t e d  .

H orm onal  C o n t r o l  

E p i n e p h r i n e

ATP 
-^1 c y c l a s e

5;5^-AI'ÆP,
ATP a n d  

" a  k i n a s e "

" I n a c t i v e "  
P h o s p h o r y l a s e  b k i n a s e

" A c t i v e "

P h o s p h o r y l a s e  b k i n a s e  
Mg" +4ATP

N e u r a l  C o n t r o l  
2 +Ca r e l e a s e d  
on m u s c le  

c o n t r a c t i o n

2' P h o s p h o r y l a s e  b P h o s p h o r y l a s e  a

P h o s p h o r y l a s e  p h o s p h a t a s e
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W h i l s t  d e t e r m i n i n g  t h e  s t r u c t u r e  o f  m u s c le  

p h o s p h o r y l a s e ,  B a r a n o w s k i  a n d  c o - w o r k e r s ^  f o u n d  t h a t  

e a c h  m o l e c u l e  o f  p h o s p h o r y l a s e  a  c o n t a i n e d  e i g h t  m o l e c u l e s  

o f  i n o r g a n i c  p h o s p h a t e .  P o u r  o f  t h e s e  p h o s p h a t e s  w ere  

e x t r a c t e d  w i t h  t r i c h l o r a c e t i c -  a c i d  a n d  w ere  shown t o  be 

p r e s e n t  a s  p y r i d o x a l - 5 - p h o s p h a t e .  G o r i  a n d  I l l i n g w o r t h  

c o n f i r m e d  t h i s ^ ^ ^ ^  a n d  show ed  t h a t  on  r e m o v a l  o f  t h e s e  

g r o u p s  t h e  enzyme became i n a c t i v e ,  b u t  t h a t  r e a c t i v a t i o n  

c o u l d  be e f f e c t e d  b y  i n c u b a t i o n  w i t h  p y r i d o x a l - 5 - p h o s p h a t e .  

K e n t  a n d  c o - w o r k e r s ^ ^ ^ ^  s u g g e s t e d  t h a t  t h e  p y r i d o x a l - 5 -  

p h o s p h a t e  was b o u n d  t o  t h e  p h o s p h o r y l a s e  t h u s :

P R O  TE I N 

HN .X

The i m p o r t a n c e  o f  t h e  g r o u p  was d e m o n s t r a t e d  by  

I l l i n g w o r t h ^ ^ ^ ^  who f o u n d  t h a t  t h e  t o t a l  a c t i v i t y  o f  

m u s c l e  p h o s p h o r y l a s e  a  a n d  ^  was c o n s i d e r a b l y  l o w e r e d  

when r a t s  w e re  m a i n t a i n e d  on a  d i e t  d e f i c i e n t  i n  p y r i d o x a l .  

H o w eve r ,  t h e  mode o f  a c t i o n  o f  t h i s  g r o u p  d i f f e r s  i n  

p h o s p h o r y l a s e  c o m p a r e d  w i t h  o t h e r  enzym es

I n h i b i t i o n  s t u d i e s  u s i n g  u - c h l o r o m e r c u r i b e n z o a t e
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i v -O lŒ )  i n d i c a t e d  t h a t  p h o s p h o r y l a s e  a  c o n t a i n e d  e i g h t e e n  

s u l p h y d r y l  g r o u p s h a l f  r e a c t i n g  r a p i d l y ,  t h e  r e s t  

more s l o w l y .  D u r i n g  t h e  t r e a t m e n t  w i t h  p-GMB t h e  enzyme 

was s p l i t  i n t o  f o u r  p a r t s ,  e a c h  o f  m o l e c u l a r  v / e i g h t  

1 2 5 , 0 0 0 ,  a  p r o c e s s  w h i c h  was r e v e r s e d  b y  t h e  a c t i o n  o f  

c y s t e i n e

E l u c i d a t i o n  o f  t h e  am ino  a c i d s  o f  t h e  a c t i v e  s i t e  

o f  m u s c l e  p h o s p h o r y l a s e  g a ve  t h e  s e q u e n c e  ^ )

S e r - A s p - G l u - O l u - D y s - A r g - D y s - G - l u - I l e u - S e r - V a l - A r g - G - l y - D e u

The i s o l a t i o n  a n d  p u r i f i c a t i o n  o f  l i v e r  p h o s p h o r y l a s e

was f i n a l l y  a c h i e v e d  b y  S u t h e r l a n d  a n d  Wosl i a i t  i n  1 9 5 6 ^ ^ ^ ]

b u t  t h e  enzyme was f o u n d  t o  d i f f e r  f r o m  m u s c l e  p h o s p h o r y l a s e

i n  h a v i n g  a  l o w e r  m o l e c u l a r  w e i g h t  o f  2 5 7 , 0 0 0 ^ ^ ^ ]  I t  w a s ,

h o w e v e r ,  d e a c t i v a t e d  b y  t h e  r e m o v a l  o f  a p p r o x i m a t e l y  two

p h o s p h a t e  i o n s  p e r  m o l e c u l e  o f  p h o s p h o r y l a s e  u s i n g  a

p h o s p h a t a s e ,  a l s o  i s o l a t e d  f r o m  t h e  l i v e r ^   ̂ t h i s  l a t t e r

r e a c t i o n  c o u l d  n o t  be  r e v e r s e d  b y  AMP. E x p e r i m e n t s  u s i n g

r a d i o a c t i v e  p h o s p h a t e  show ed  t h a t  p h o s p h o s e r i n e  was

p r e s e n t  i n  t h e  l i v e r  p h o s p h o r y l a s e ,  a n d  t h a t  t h i s  s e r i n e

p h o s p h a t e  d i d  n o t  e x c h a n g e  w i t h  i n o r g a n i c  p h o s p h a t e  d u r i n g
( 1 01 1 02  )t h e  c a t a l y t i c  r e a c t i o n  o f  t h e  enzyme  ̂ ’ i

The d e p h o s p h o r y l a t e d  p h o s p h o r y l a s e  was r e a c t i v a t e d
(  1 02 )  ■b y  a n o t h e r  e n zy m e ,  p h o s p h o k i n a s e  w h i c h  i t s e l f  was
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f o u n d  t o  r e q u i r e  a  t h e r m o - 8 t a b l e  d i a l y s a b l e  c o f a c t o r ,  

i d e n t i f i e d  a s  a d e n o s i n e - 3  J 5 ' - p h o s p h a t e   ̂  ̂ A d m i n i s t r a t i o n

o f  t h e  c o f a c t o r  t o  r a t s  p r o d u c e d  a n  i n c r e a s e  i n  l i v e r  

p h o s p h o r y l a s e  a c t i v i t y ,  w i t h  a  s i m u l t a n e o u s  d e c r e a s e  i n  

g l y c o g e n ,  a n d  t h e r e f o r e  i t  was s u g g e s t e d  t h a t  i t  p l a y s
(1 0 4 )

a n  i m p o r t a n t  r o l e  i n  t h e  r e g u l a t i o n  o f  g l y c o g e n  m e t a b o l i s m  

I d e n t i f i c a t i o n  o f  t h e  am ino  a c i d s  o f  t h e  a c t i v e  s i t e  

o f  l i v e r  p h o s p h o r y l a s e  show ed  a  d i f f e r e n t  s e q u e n c e  f r o m  

m u s c le  p h o s p h o r y l a s e  P  ^

M u sc le  -  l y s - O l u - I l e u - S e r - V a l - A r g

NHg

L i v e r  -  A r g - G l u - V a l - S e r - Y a l - A r g

T h i s  d i f f e r e n c e  i s  a l s o  e v i d e n t  f r o m  i m m u n o l o g i c a l  s t u d i e d

a n d  o t h e r  e x p e r i m e n t s  h a v e  shown t h a t  m u s c l e  p h o s p h o r y l a s e

p r e f e r s  t o  d e g r a d e  l a r g e r  g l y c o g e n  m o l e c u l e s  t h a n  d o es
( 1 07 )t h e  l i v e r  p h o s p h o r y l a s e  . C a l c u l a t i o n  h a s  shown t h a t  

one p h y t o g l y c o g e n  m o l e c u l e  o f  m o l e c u l a r  w e i g h t  20 x  10
( 7 2 )

c a n  b i n d  up t o  t h i r t y  t h r e e  m o l e c u l e s  o f  m u s c l e  p h o s p h o r y l a s e .

The a c t i o n  o f  p h o s p h o r y l a s e  i s  r e v e r s i b l e  a l t h o u g h

i t  i s  now b e l i e v e d  t h a t  i n  t h e  b o d y  i t s  m a in  f u n c t i o n  i s
( 1 08 )t h e  d e g r a d a t i o n  o f  g l y c o g e n  . M usc le  p h o s p h o r y l a s e  

s y n t h e s i s e s  a n  u n b r a n c h e d  c h a i n  o f  o ( - 1 , 4 - 1 i n k e d  D - g l u c o s e
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G o r i  a n d  L a r n e r  S t r u c t u r e

W a l k e r  a n d  W helan  S t r u c t u r e

S t r u c t u r e  I

S t r u c t u r e  I I

---------------- L in lca g e s  c l e a v e d  b y  ^ - a m y l a s e
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u n i t s ,  b u t  t o  p r o d u c e  a  g l y c o g e n - l i k e  s t r u c t u r e  a  s e c o n d ,  

b r a n c h i n g  enzyme m us t  be p r e s e n t  T h i s  was i d e n t i f i e d

a s  am y lo -1  ,4-^1 , 6 - t r a n s g l u c o s i d a s e ^ ^ ^ ^ ^  (ov-1 , 4 - g l u e  a n :

0̂ 1 , 4 - g l u c a n - 6 - g l u c o s y l t r a n s f e r a s e ) , w h i c h  was p r e s e n t  

a s  a n  i m p u r i t y  i n  t h e  e a r l y  c r u d e  p h o s p h o r y l a s e  p r e p 

a r a t i o n s .  L a t e r  i n v e s t i g a t i o n  show ed  t h a t  i f  p u r e  

m u s c l e  p h o s p h o r y l a s e  was i n c u b a t e d  w i t h  o i - L _ g i u c o s e - 1  — 

p h o s p h a t e  a n d  a d e n y l i c  a c i d  a  l a g  p e r i o d  o c c u r r e d  b e f o r e  

a n y  s y n t h e s i s  t o o k  p l a c e ,  b u t  t h e  a d d i t i o n  o f  g l y c o g e n  

a b o l i s h e d  t h i s ,  a n d  w i t h  t h e  a d d i t i o n  o f  a m y lo -1  ,4->1 , 6 - t r a n s -  

g l u c o s i d a s e  a  g l y c o g e n - l i k e  p o l y s a c c h a r i d e  o f  m o l e c u l a r  

w e i g h t  2 -2  5 x  10°  was s y n t h e s i s e d ^ ^   ̂^ ]

The d e g r a d a t i v e  a c t i o n  o f  p h o s p h o r y l a s e  on  g l y c o g e n  

was b e l i e v e d  t o  be t h e  r e m o v a l  o f  g l u c o s e  u n i t s  a s  o<-L- 

g l u c o s e - 1 - p h o s p h a t e  f r o m  t h e  A c h a i n s  t o  w i t h i n  one u n i t  

o f  t h e  b r a n c h  p o i n t ,  a n d  t h a t  t h i s  s i n g l e  u n i t  c o u l d  

t h e n  be r e l e a s e d  b y  t h e  a c t i o n  o f  a m y l o - 1 , 6 - g l u c o s i d a s e
( 1 1 2 )( s t a r c h  6 - g l u c a n o h y d r o l a s e ) - . H ow ever ,  ^ - a m y l a s e

re m o v e d  two m o l e c u l e s  o f  m a l t o s e  f r o m  e a c h  b r a n c h  p o i n t  

o f  t h e  p h o s p h o r y l a s e  l i m i t  d e x t r i n ,  a n d  s t r u c t u r e  I  was
( 1 1 3 )t h e r e f o r e  s u g g e s t e d  f o r  t h e  d e x t r i n .  W a lk e r  a n d  % e l a n  

f o u n d  no e v i d e n c e  f o r  t h i s  s t r u c t u r e  h o w e v e r ,  a n d  

s u g g e s t e d  i n s t e a d  t h a t  t h e  A a n d  B) c h a i n s  were  o f  

e q u i v a l e n t  l e n g t h s  ( S t r u c t u r e  I I )  a n d  t h a t  a n  am y lo -1  ,4->

1 , 4 - g l u c a n t r a n s f e r a s e . h a d  c o n v e r t e d  I I  i n t o  I  b y  r e m o v a l  

o f  a  m a l t o t r i o s e  u n i t .  Such  a  g l u c a n t r a n s f e r a s e  h a s  b e e n
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r e p o r t e d  t o  o c c u r  a s  a n  i m p u r i t y  i n  a m y l o - 1 , 6 - g l u c o s i d a s e  

p r e p a r a t i o n s ^ ^   ̂ P r o o f  o f  t h e  f o u r  u n i t  A c h a i n  was 

o b t a i n e d  b y  o b s e r v i n g  t h e  a c t i o n  o f  p u l l u l a n a s e , ( w h i c h  

c l e a v e s  oC-1, 6 - 1 i n k e d  g l u c o s e  u n i t s )  on  t h e  d e x t r i n ,  w h ic h
( 1 1 5 )p r o d u c e d  m a l t o t e t r a o s e  a s  t h e  m a in  p r o d u c t ,

Ample e v i d e n c e  o f  t h e  d e g r a d a t i v e  f u n c t i o n  o f  

p h o s p h o r y l a s e  comes f r o m  g l y c o g e n  s t o r a g e  d i s e a s e s  w he re  

t h e r e  i s  a  l a c k  o f  p h o s p h o r y l a s e  a n d  a n  a c c u m u l a t i o n  o f  

g l y c o g e n ,  t h u s  i n d i c a t i n g  t h a t  g l y c o g e n  s y n t h e s i s  '

p r o b a b l y  p r o c e e d s  b y  a  d i f f e r e n t  m echan ism ^^   ̂ •
('1 1 7 ')

The d e b r a n c h i n g  e n zy m e ,  a m y l o - 1 , 6 - g l u c o s i d a s e ^  ,
f l i p )

was i s o l a t e d  b y  G o r i  a n d  L a r n e r  i n  1951 a l t h o u g h  i t

h a d  b e e n  p r e s e n t  a s  a n  i m p u r i t y  i n  t h e  p h o s p h o r y l a s e
( l i s )p r e p a r a t i o n s  o f  Swanson  • The mode o f  a c t i o n  o f  t h i s

enzyme i s  t h e  r e m o v a l  o f  t h e  D - g l u c o s e  u n i t  i n  t h e  A

c h a i n  r e m a i n i n g  a f t e r  t h e  a c t i o n  o f  p h o s p h o r y l a s e  a n d

g l u c a n t r a n s f e r a s e , so  t h a t  t h e  p r e s e n c e  o f  a l l  t h r e e

enzym es  i s  p r o b a b l y  r e q u i r e d  t o  c o m p l e t e l y  d e g r a d e  g l y c o g e n

i n  v i v o  t o  o C - L - g lu c o s e - 1- p h o s p h a t e . H ow ever ,  r e c e n t

i n v e s t i g a t i o n s  h a v e  s u g g e s t e d  t h a t  t h e  g l u c a n t r a n s f e r a s e

a c t i v i t y  i s  a  f u n c t i o n  o f  t h e  a m y lo -1  , 6 - g l u c o s i d a s e   ̂  ̂^ •

A l t h o u g h  t h e  a c t i o n  o f  a m y l o - 1 , 6 - g l u c o s i d a s e  was

o r i g i n a l l y  b e l i e v e d  t o  be  i r r e v e r s i b l e ,  e v i d e n c e  o f
( 1 2 0 )r e v e r s i b i l i t y  h a s  r e c e n t l y  b e e n  a d v a n c e d  b y  H e r s  .

( 1 2 1 )
P e t r o v a ^  • h a s  a l s o  i s o l a t e d  a n  enzyme c a p a b l e  o f
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c l e a v i n g  1 , 6 - l i n k s ,  f r o m  r a b b i t  m u s c l e  e x t r a c t ,  which, was 

r e v e r s i b l e •

The n e x t  s t a g e  i n  t h e  c a t a b o l i s m  o f  g l y c o g e n  i s  t h e  

c o n v e r s i o n  o f  t h e  g l u c o s e - 1 - p h o s p h a t e , r e l e a s e d  b y  t h e  

p h o s p h o r y l a s e ,  i n t o  g l u c o s e - 6 - p h o s p h a t e .  T h i s  i s  

a c c o m p l i s h e d  b y  t h e  enzyme p h o s p h o g l u c o m u t a s e  ( o c - ^ g l u c o s e -  

1 , 6 - d i p h o s p h a t e  : o C - D - g i u c o s e - 1 - p h o s p h a t e  p h o s p h o t r a n s f e r a s e )  

v /h ich  i s  t h e  o n l y  enzyme now b e l i e v e d  t o  t a k e  p a r t  i n  

b o t h  t h e  s y n t h e t i c  a n d  d e g r a d a t i v e  p a th w a y s  o f  g l y c o g e n  

m e t a b o l i s m .

P h o s p h o g l u c o m u t a s e  a c t i v i t y  was f i r s t  n o t e d  i n
( 1 2 2 )m u s c le  e x t r a c t s  b y  G o r i  a n d  G o r i  i n  1 9 3 6  ̂ , a n d  was

s u b s e q u e n t l y  d e t e c t e d  i n  m am m alian  a n d  f r o g  t i s s u e s  a n d
( 1 2 3 ) (124-)i n  y e a s t ^  . I n  1 9 4 1 ,  S u t h e r l a n d  a n d  c o - w o r k e r s

show ed  t h a t  t h e  enzyme a c t i o n  was r e v e r s i b l e  a n d  l a t e r

c o n f i r m e d  t h i s  b y  s y n t h e s i s i n g  a  " g l u c a n "  f ro m  g l u c o s e
( 1 2 5 )u s i n g  h e x o k i n a s e ,  p h o s p h o g l u c o m u t a s e  a n d  p h o s p h o r y l a s e ^  .

V/hile  i n v e s t i g a t i n g  y e a s t  G a p u t t o  a n d  c o - w o r k e r s   ̂  ̂ ^

n o t e d  t h a t  t h e  c o n v e r s i o n  o f  g l u c o s e - 1 - p h o s p h a t e  t o  

g l u c o s e - 6 - p h o s p h a t e  o n l y  t o o k  p l a c e  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  a
( 1 2 7 )h e a t  s t a b l e  c o f a c t o r ,  c K - p - g l u c o s e - l , 6 - d i p h o s p h a t e

w h ic h  a l w a y s  o c c u r r e d  i n  s m a l l  a m o u n ts  t o g e t h e r  w i t h  t h e
( 1 2 8  )p h o s p h o g l u c o m u t a s e ^  . G o n f i r m a t i o n  t h a t  g l u c o s e - 1  , 6 -  

d i p h o s p h a t e  was b e h a v i n g  a s  a  coenzyme was a c h i e v e d  u s i n g
( 1 2 9 )r a d i o a c t i v e  p h o s p h a t e ^  . The p u r i f i e d  enzyme was f o u n d
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t o  c o n t a i n  n o n - d i a l y s a b l e  p h o s p h a t e  w h i c h  c o u l d  be
32 f 13 0)e x c h a n g e d  w i t h  P - p h o s p h a t e  f r o m  g l u c o s e - 1- p h o s p h a t e  .

On t h i s  e v i d e n c e  t h e  f o l l o w i n g  m e c h a n i s m  was

p o s t u l a t e d  f o r  t h e  a c t i o n  o f  p h o s p h o g l u c o m u t a s e ^ ^ )

G—1 - P  4- p h o s p h o r y l a t e d  Enzyme ■> G—1 , 6 - d i P  +

d e p h o s p h o r y l a t e d  Enzyme

G-1 , 6 - d i P  + d e p h o s p h o r y l a t e d  Enzyme G--6-P +

p h o s p h o r y l a t e d  Enzyme

( 1 3? )P h o s p h o g l u c o m u t a s e  was c r y s t a l l i s e d  b y  Naj  j a r ^  ^  ̂

i n  1948  a n d  i t s  m o l e c u l a r  w e i g h t  show n  t o  be  7 4 , 0 0 0 ^ ^ ^ ^ ^

E x p e r i m e n t s  sh o w e d  p h o s p h o g l u c o m u t a s e  t o  be  s p e c i f i c  f o r  

g l u c o s e - 1 -  a n d  - 6 - p h o s p h a t e s   ̂1 3 4 )  v e l o c i t y  o f  t h e

r e a c t i o n  i n c r e a s i n g  o n  a d d i t i o n  o f  s u b s t r a t e  up  t o  a  

l i m i t ,  a f t e r  w h i c h  i t  d e c r e a s e d ,  a l t h o u g h  t h e  Vmax
d e p e n d e d  on  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  c o e n z y m e ( ^

An i n v e s t i g a t i o n  o f  t h e  s t r u c t u r e  o f  p h o s p h o g l u c o m u t a s e

u s i n g  r a d i o a c t i v e  p h o s p h a t e  s h o w e d  t h a t  t h e  p h o s p h a t e  was

f i r m l y  b o u n d  t o  t h e  p r o t e i n ,  a n d  t h a t  v / h i l e  i t  was a c i d

s t a b l e ,  i t  was l a b i l e  i n  d i l u t e  a l k a l i ^ ^  The s e q u e n c e

o f  a m in o  a c i d s  o f  t h e  a c t i v e  s i t e  o f  r a b b i t  m u s c l e  p h o s p h o -
32g l u c o m u t a s e  was c o n s t r u c t e d  f r o m  t h e  a n a l y s i s  o f  P

l a b e l l e d  p h o s p h o p e p t i d e s  d e r i v e d  f r o m  t h e  p a r t i a l  a c i d
( 1 37 )h y d r o l y s i s  o f  t h e  l a b e l l e d  enzym e .
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G lu — ( A s p , l e u )  —G-ly—V a l —T h r —A l a —S e r —H i s —

— A s p - G l y - G l u - S e r - A l a - G l y - L e u - A s p - l e u -  

Prom t h i s  s t r u c t u r e  i t  was e v i d e n t  t h a t  t h e  c a t a l y t i c  

s i t e  c o n t a i n e d  two f u n c t i o n a l  s e r i n e s  on one p e p t i d e  

c h a i n  s e p a r a t e d  b y  f o u r  am ino  a c i d  r e s i d u e s .  E a c h  s e r i n e  

was i s o l a t e d  a s  t h e  p h o s p h a t e  e s t e r  a n d  s i n c e  e a c h  enzyme 

c o n t a i n e d  o n l y  one p h o s p h a t e  g r o u p  i t  was s u g g e s t e d  t h a t  

t h e  enzyme m i g h t  e x i s t  i n  two f o r m s  d e p e n d i n g  on  w h ic h
( 1 3 7 )o f  t h e  two s e r i n e s  was p h o s p h o r y l a t e d  .

P h o t o - o x i d a t i o n  o f  one p a r t i c u l a r  m e t h i o n i n e  g r o u p  

i n  p h o s p h o g l u c o m u t a s e  r e d u c e d  t h e  a c t i v i t y  o f  t h e  enzyme 

b e l o w  d e t e c t a b l e  l i m i t s ,  b u t  o x i d a t i o n  o f  o t h e r  m e t h i o n i n e s  

a n d  h i s t i d i n e s  h a d  no e f f e c t  ^  ̂ C o m p a r a t i v e  s t u d i e s

o f  p h o s p h o g l u c o m u t a s e s  f r o m  d i f f e r e n t  s o u r c e s  s u g g e s t  

t h a t  t h e  s t r u c t u r e s  v a r y  s l i g h t l y  a l t h o u g h  t h e  c a t a l y t i c

. -, ( 1 3 9 )p r o p e r t i e s  a r e  s i m i l a r ^  .

The l a s t  enzyme c o n c e r n e d  i n  t h e  d e g r a d a t i o n  o f  

g l y c o g e n  t o  g l u c o s e  , g l u e  o s e - 6 - p h o s p h a t a s e  ( © ( -D -g lu c o s e -z=
6 - p h o s p h a t e  p h o s p h o h y d r o l a s e ) ,  was o n l y  i s o l a t e d  i n  1 9 5 0 ^ ] ^ ^ ^  

a f t e r  de Duve a n d  c o - w o r k e r s  ^  ̂  ̂ h a d  n o t e d  t h e  p r e s e n c e

o f  a  p h o s p h a t a s e  i n  t h e  l i v e r ,  w h ic h  was s p e c i f i c  f o r  

g l u c o s e —6 - p h o s p h a t e , w i t h  l i t t l e  o r  no a c t i o n  on g l u c o s e -  

1- p h o s p h a t e ,  f r u c t o s e - 6 - p h o s p h a t e  o r  y S - g l y c e r o l  p h o s p h a t e .

The m e c h a n i sm  o f  g l u c o s e - 6 - p h o s p h a t a s e  a c t i o n  was
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. ( 1 4 2 )

Enzyme + G - 6 - P  4 E n z y m e -G -6 -P  

E n z y m e -G -5 -P  f  E nzym e-P  + G 

E nzym e-P  + H^O Enzyme + P^

L i v e r  g l u c o s e - 6 - p h o s p h a t a s e  was shown t o  be p r e s e n t  

i n  t h e  m i c r o s o m e s ^ 1 4 3 , 1 4 4 )  on t h e  b a s i s  o f  i t s

s p e c i f i c i t y  a n d  l o c a t i o n  i t  was d i f f e r e n t i a t e d  f r o m  n o n 

s p e c i f i c  a c i d  a n d  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e s ^  1 43) i^e ce n t  

i n v e s t i g a t i o n s  h a v e  p r o v i d e d  e v i d e n c e  t h a t  i n o r g a n i c  

p y r o p h o s p h a t a s e ,  g l u e o s e - 6 - p h o s p h a t a s e  a n d  p y r o p h o s p h a t e  

p h o s p h o t r a n s f e r a s e  h a v e  a  common i d e n t i t y ,  a s  t h e y  c o u l d  

n o t  be  s e p a r a t e d  b y  ammonium s u l p h a t e  f r a c t i o n a t i o n ^ 1 4 6 , 1 4 7 )  

a n d  t h e i r  a c t i v i t i e s  w ere  s i m i l a r l y  a f f e c t e d  b y  hormone 

t r e a t m e n t  (  ̂̂ 9 )  G - l u c o s e - 6 - p h o s p h a t a s e s  h a v i n g  s i m i l a r

p r o p e r t i e s  t o  t h e  l i v e r  enzyme w ere  f o u n d  i n  t h e  k i d n e y  

a n d  i n t e s t i n a l  mucosa^   ̂ 3 0 , 1 4 3 , 1 3 1 )

The enzyme c o n c e r n e d  i n  t h e  f i r s t  s t e p  o f  t h e

c o n v e r s i o n  o f  g l u c o s e  t o  g l y c o g e n  i s  a  h e x o k i n a s e , (ATP:

^ h e x o s e - 6 - p h o s p h o h y d r o l a s e )  w h ic h  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  ATP

c o n v e r t s  some h e x o s e s  i n t o  t h e  c o r r e s p o n d i n g  h e x o s e - 6 -

p h o s p h a t e s .  T h i s  enzyme h a s  b e e n  f o u n d  w i d e l y  d i s t r i b u t e d

i n  t h e  a n i m a l  b o d y ;  t h e  enzyme i n  t h e  b r a i n ,  a s  w e l l  a s

y e a s t ,  p h o s p h o r y l a t e s  D-mannose  a n d  ^ f r u c t o s e  i n  a d d i t i o n  
( 1 52 )t o  g l u c o s e  . I n  t h e  l i v e r  h o w e v e r ,  a  s p e c i f i c  g l u c o -  

k i n a s e  was fo u n d ^ ^   ̂ a n d  D i p i e t r o ^   ̂ \  u s i n g  r a d i o a c t i v e
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co m p o u n d s ,  m e a s u r e d  t h e  M i c h a e l i s  c o n s t a n t  o f  t h i s  enzyme

a n d  showed t h a t  i t  was p r o b a b l y  r e s p o n s i b l e  f o r  m o s t  o f

t h e  g l u c o s e  p h o s p h o r y l a t i o n  i n  r a t  l i v e r ^

The p r e s e n c e  o f  b o t h  a  h e x o k i n a s e  a n d  a  g l u c o k i n a s e

i n  t h e  l i v e r  h a s  b e e n  c o n f i r m e d ^ ^  j a n d  i n v e s t i g a t i o n  o f

t h e  c e l l u l a r  l o c a t i o n s  i n  t h e  l i v e r  show ed  a  d i s t i n c t

s e p a r a t i o n ^  136)  g l u c o k i n a s e  was p u r i f  i e d ^ ^  ] a n d
( 1 5 8 )f o u n d  t o  be  a f f e c t e d  b y  n u t r i t i o n a l  f a c t o r s  , b e i n g

d e p r e s s e d  b y  s c u r v y  a n d  d i a b e t e s ^ 1 3 9 , 1 6 0 )  t h e

a c t i v i t y  was r e t u r n e d  t o  n o r m a l  on t r e a t m e n t  w i t h  i n s u l i n .

D u r i n g  t h e s e  p r o c e s s e s  t h e  a c t i v i t y  o f  t h e  l i v e r  h e x o k i n a s e

r e m a i n e d  v i r t u a l l y  u n c h a n g e d ^   ̂ I n  c o n t r a s t ,  m u s c le

t i s s u e s  c o n t a i n  o n l y  a  h e x o k i n a s e  w h ic h  i s  i n h i b i t e d  by

g l u c o s e - 6 - p h o s p h a t e ,  b u t  i s  n o t  a f f e c t e d  b y  i n s u l i n ^ ^

C o m p a r a t i v e  s t u d i e s  on mammals h a v e  shown t h a t  t h e

o c c u r r e n c e  o f  t h e  s p e c i f i c  g l u c o k i n a s e  i n  t h e  l i v e r  i s

d e p e n d e n t  on t h e  s p e c i e s   ̂  ̂ ]

U n t i l  1957 i t  was b e l i e v e d  t h a t  g l y c o g e n  was b o t h

s y n t h e s i s e d  a n d  d e g r a d e d  b y  p h o s p h o r y l a s e .  Then  L e l o i r  
(7 5 )a n d  C a r d i n i  i d e n t i f i e d  a n  enzyme i n  l i v e r  w h i c h ,

when i n c u b a t e d  w i t h  a  p r i m e r  m o l e c u l e  a n d  u r i d i n e  

d i p h o s p h a t e  g l u c o s e  p r o d u c e d  g l y c o g e n ^ 162)

UTP + G - 1 - P  -> UDPG + P - P

UDPG + G UDP + G ,n  n +1
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The en zy m e ,  g l y c o g e n  s y n t h e t a s e  (UDPG: oC-1 , 4- g l u c a n  

c A - 4 - g l u c o s y l t r a n s f e r a s e )  , was a l s o  f o u n d  i n  m u s c le  

t i s s u e (  ̂ ) mammary g l a n d ^   ̂ u t e r u s   ̂  ̂ ) b r a i n ^   ̂ ^
/  1 r > - i  \

a n d  i n  p i g e o n  b r e a s t  m u s c le ^  , a l t h o u g h  m u s c le  t i s s u e s

c o n t a i n e d  l e s s  s y n t h e t a s e  t h a n  p h o s p h o r y l a s e  ^  ̂  ̂ The

a c t i v i t y  o f  t h e  s y n t h e t a s e  was m a i n l y  c o n c e n t r a t e d  i n

(1 6 8 )
t h e  m i c r o s o m a l  p a r t i c l e s ^ ^ ^  b u t  on c e n t r i f u g i n g ,  t h e

enzyme was f o u n d  t o  s e d i m e n t  t o g e t h e r  w i t h  t h e  g l y c o g e n  

The a c t i o n  o f  t h e  enzyme i s  t o  a d d  s i n g l e  D - g l u c o s e  

u n i t s  on t o  a  g l y c o g e n  p r i m e r  w i t h  ou1 , 4- l i n l c a g e s   ̂ )

b y  a  m u l t i c h a i n  m e c h a n i s m ^ 170) p r o c e s s  b e i n g  e n h a n c e d
2+ (1 7 1 )b y  Mg i o n s  a n d  g l u c o s e - 6 - p h o s p h a t e  . At f i r s t  t h e

s i g n i f i c a n c e  o f  t h i s  l a t t e r  e n h a n c e m e n t  was n o t  f u l l y
( 179 )

r e a l i s e d  u n t i l  P r i e d m a n  a n d  L a r n e r  s e p a r a t e d  t h e

enzyme f r o m  t h e  l i v e r  i n t o  two f o r m s ,  one b e i n g  a c t i v e  

w i t h o u t  g l u c o s e - 6 - p h o s p h a t e  ( I  f o r m ) ,  t h e  o t h e r  d e p e n d i n g  

on  g l u c o s e - 6 - p h o s p h a t e  f o r  a c t i v i t y  (D f o r m ) . A t h i r d  

f o r m ,  i n a c t i v e  e v e n  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  g l u c o s e - 6 - p h o s p h a t e ,
( 1 7 3 )h a s  a l s o  b e e n  i s o l a t e d ^  T h ese  f i r s t  two f o r m s ,  I  a n d

D, c a n  be i n t e r c o n v e r t e d  b y  de p h o s p h o r y l a t i o n  o f  I  t o
2 +

g i v e  D, a n d  r e c o n v e r t e d  b y  ATP i n  t h e  p r e s e n c e  o f  Mg
( 1 7 9 ) ( 1 7 4 )

i o n s ^  ' . U s in g  p u r i f i e d  enzyme^ , t h e  s p e c i f i c i t y  o f

t h e  a c t i v a t i n g  s u g a r  p h o s p h a t e  was i n v e s t i g a t e d ^ ^ ^  a

m o n o s a c c h a r i d e  i n  t h e  p y r a n o i d  f o r m  w i t h  f r e e  h y d r o x y l

g r o u p s  a t  C - 2 ,  C - 3 , a n d  C - 4 ,  a n d  a  p h o s p h a t e  g r o u p  on

C-6 was r e q u i r e d  i n  o r d e r  t o  p r o d u c e  a c t i v a t i o n .
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An enzyme a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  p a r t i c u l a t e  g l y c o g e n
2-hwas f o u n d  v /h ic h ,  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  Mg i o n s ,  c o n v e r t e d

( 1VT')t h e  D t o  t h e  I  f o r m  • T h i s  enzy m e ,  when h i g h l y
( 1 7 3 )p u r i f i e d  n e e d e d  a n o t h e r  f a c t o r  f o r  a c t i v i t y  w h ic h

was v e r y  s i m i l a r  t o  t h a t  i n v o l v e d  i n  t h e  a c t i v a t i o n  o f

i n a c t i v e  ( d e p h o s p h o r y l a t e d )  p h o s p h o r y l a s e  b k i n a s e  b y  
(1 7 6 )c a l c i u m  i o n s H ow ever ,  p u r i f i c a t i o n  o f  b o t h  s y n t h e t a s e

( 177 )a n d  p h o s p h o r y l a s e  b k i n a s e  f ro m  m u s c le  , a n d  e x p e r i m e n t s  

u s i n g  i n s u l i n  h a v e  sho-vn t h a t  t h e  enzym es  a r e  n o t  

i d e n t i c a l .  T h e r e f o r e  t h e  m e c h a n ism  f o r  t h e  a c t i v a t i o n  

a n d  d e a c t i v a t i o n  o f  g l y c o g e n  s y n t h e t a s e  i s  p o s t u l a t e d  t o  

be  a s  f o l l o w s P " ^ ^ ^

H orm onal  C o n t r o l

E p i n e p h r i n e

ATP
c y c l a s e

3 ; 5-  ̂AIVIP, 
Mg^+, ATP 

" a  k i n a s e ”

I  f o r m  
S y n t h e t a s e

D fo rm  
S y n u h e t a s e

N e u r a l  C o n t r o l  

2 +Ca r e l e a s e d  
on m u s c le  

c o n t r a c t i o n

Ca2 +

”a  p r o t e i n  f a c  u o r ”
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The p r i m e r  m o l e c u l e  s p e c i f i c i t y  o f  s y n t h e t a s e  v a r i e s

d e p e n d i n g  on t h e  s o u r c e  o f  t h e  enzym e;  y e a s t  s y n t h e t a s e
(1 7 9 )shows a  l a c k  o f  a c t i v i t y  w i t h  o l i g o s a c c h a r i d e s  ,

a l t h o u g h  r a t  m u s c le  s y n t h e t a s e  c a n  a c t  on o l i g o s a c c h a r i d e s

a s  s m a l l  a s  m a l t o t e t r a o s e ,  s y n t h e s i s i n g  m a l t o p e n t a o s e ,
( 1 80 )i n d i c a t i n g  a  m u l t i c h a i n  m echan ism ^  .

The am ino  a c i d  s e q u e n c e  o f  t h e  p h o s p h o r y l a t i o n  s i t e  

o f  s y n t h e t a s e  a p p e a r s  t o  be

‘p G l u - I l e u - S e r - V a l - A r g
LysJ

( 1 81 )b e i n g  s i m i l a r  i n  b o t h  r a t  a n d  r a b b i t  m u s c le  t i s s u e  .

One p a r t i c u l a r  t y p e  o f  G l y c o g e n  S t o r a g e  d i s e a s e  

s u p p o r t s  t h e  i d e a  t h a t  t h e  s y n t h e s i s  o f  g l y c o g e n  i n  v i v o  

o c c u r s  v i a  t h e  n u c l e o t i d e  p a t h w a y .  W ith  t h i s  t y p e ,  a  

d e f i c i e n c y  o f  g l y c o g e n  r e s u l t s  f r o m  a  l o w  a c t i v i t y  o f  

s y n t h e t a s e , a l t h o u g h  t h e  a c t i v i t y  o f  p h o s p h o r y l a s e  i s  

n o r m a l

The n u c l e o t i d e ,  u r i d i n e  d i p h o s p h a t e  g l u c o s e  was
( 1 82  )f i r s t  i s o l a t e d  f r o m  y e a s t  by  L e l o i r ^  a n d  i n  1933

M u n c h - P e t e r s e n ^ ^ f o u n d ,  i n  t h e  same s o u r c e ,  a n  enzyme 

w h ic h  f o r m e d  HDPG f r o m  UTP a n d  G - 1 - P .

G - 1 - P  +UTP -> UDPG + P - P

T h i s  e n z y m e , UDPG p y r o p h o s p h o r y l a s e  (UTP: o ( - ^ g l u c o s e - 1 -  

p h o s p h a t e  u r i d y l y l t r a n s f e r a s e ) was p u r i f i e d  f ro m  y e a s t ^ ^
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3 2a n d  t h e  r e a c t i o n  o f  t h e  enzyme was c o n f i r m e d  u s i n g  P 

l a b e l l e d  p h o s p h a t e .  On i n v e s t i g a t i n g  a n i m a l  t i s s u e s ,  

s i m i l a r  enzym es  w ere  d e t e c t e d  i n  t h e  s k e l e t a l  a n d  

d i a p h r a g m  m u s c l e s   ̂  ̂  ̂ l i v e r ^   ̂  ̂ a n d  b r a i n ^   ̂8 6 , 1 8 7 )

The p r e s e n c e  o f  a  b r a n c h i n g  enzyme s y n t h e s i s i n g  

t h e  -1 , '6-1 i n k s  i n  g l y c o g e n  was f i r s t  s u g g e s t e d  b y  G o r i ,  

who f o u n d  t h a t  w h e r e a s  m u s c l e  p h o s p h o r y l a s e  s y n t h e s i s e d  

s t r a i g h t  c h a i n  a m y l o s e , l i v e r  a n d  h e a r t  p h o s p h o r y l a s e  

p r e p a r a t i o n s  s y n t h e s i s e d  g l y c o g e n ,  due t o  a n  i m p u r i t y  i n

t h e s e  e x t r a c t s .  S i m i l a r  enzym es h a v e  b e e n  d e t e c t e d  i n

( 1 8 8 )  4.. ( 1 8 9 )a d i p o s e  t i s s u e  , a n d  o t h e r  t i s s u e s  .

The mode o f  a c t i o n  o f  t h i s  enzyme ( a m y l o - 1 , 4 - 1 , 6 -

t r a n s g l u c o s y l a s e  , o(-1 , 4 - g l u c a n :  o(-1 , 4 - g l u c a n - 6 - g l u c o s y l

t r a n s f e r a s e )  was i n v e s t i g a t e d  u s i n g  g l y c o g e n  l a b e l l e d

w i t h  r a d i o a c t i v e  g l u c o s e  u n i t s  i n  t h e  o u t e r  c h a i n s (  ̂ ^

On i n c u b a t i o n  i t  was o b s e r v e d  t h a t  t h e  b r a n c h i n g  enzyme

t r a n s f e r r e d  n o t  a  s i n g l e  g l u c o s e  u n i t  b u t  c h a i n s ,  t h e
( 1 90 )s m a l l e s t  c h a i n  b e i n g  s i x  g l u c o s e  u n i t s  l o n g  . F o r  

t r a n s f e r  t o  o c c u r  h o w e v e r ,  t h e  o u t e r  c h a i n s  w ere  r e q u i r e d  

t o  c o n s i s t  o f  a t  l e a s t  1 1 -1 2  g l u c o s e  u n i t s ,  a n d  t h e  

a d d i t i o n  o f  m a l t o s e ,  m a l t o t r i o s e  o r  p a n o s e  t o  t h e  

r e a c t i o n  m i x t u r e  p r o d u c e d  no s t i m u l a t i o n  i n d i c a t i n g  t h a t
( 1 9 1 )t h e  enzyme h a d  a  s p e c i f i c  s u b s t r a t e  r e q u i r e m e n t

G l y c o g e n  h a s  a l s o  b e e n  r e p o r t e d  t o  be  s y n t h e s i s e d
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a n d  d e g r a d e d  b y  o t h e r  e n z y m e s .  P e t r o v a  d e t e c t e d  a n

enzyme i n  r a b b i t  m u s c le  w h ic h  s y n t h e s i s e d  a  g l y c o g e n - t y p e
( 1 92 )c a r b o h y d r a t e  f r o m  g l u c o s e  a n d  d e x t r i n s   ̂ , w h i l e  a n o t h e r -

was f o u n d  i n  r a t  l i v e r ^   ̂  ̂ w h ic h  s y n t h e s i s e d  o l i g o 

s a c c h a r i d e s  f r o m  m a l t o s e  w i t h  t h e  c o n t i n u o u s  l i b e r a t i o n  

o f  g l u c o s e .

G—G 4- G—G G—G—G + G

Enzymes c a p a b l e  o f  d e g r a d i n g  g l y c o g e n  h a v e  b e e n  

f o u n d  i n  m u s c l e s ^ ^  a n d  l i v e r ^ ^  O l a v a r r i a ^ ^ ] i n

1 9 6 0 ,  n o t e d  t h a t  a f t e r  t h e  a d d i t i o n  o f  l a b e l l e d  UDPG t o  a  

l i v e r  e x t r a c t , t h e  r a d i o a c t i v i t y  was f o u n d  i n  b o t h  

g l y c o g e n  a n d  o l i g o s a c c h a r i d e s ,  s u g g e s t i n g  t h a t  t h e  o l i g o 

s a c c h a r i d e s  h a d  b e e n  f o r m e d  a s  b r e a k d o w n  p r o d u c t s  o f  t h e  

g l y c o g e n ,  b y  t h e  a c t i o n  o f  a n  o ( - a m y l a s e - t y p e  e n z y m e .

An a m y l a s e ' w a s  i d e n t i f i e d  f r o m  a  l i v e r  e x t r a c t  w h ic h  

h y d r o ] ^ e d  g l y c o g e n ,  f i r s t  t o  p r o d u c e  t h e  l i n e a r  o l i g o 

s a c c h a r i d e s  m a l t o t r i o s e ,  - t e t r a o s e  a n d  - p e n t a o s e  a n d  

some m a l t o s e  f r o m  t h e  o u t e r  c h a i n s  o f  g l y c o g e n ;  t h e n  

b r a n c h e d  o l i g o s a c c h a r i d e s  by  t h e  h y d r o l y s i s  o f  t h e  c o r e  

o f  t h e  g l y c o g e n  m o l e c u l e (  ̂^7]
(1 9 8 )The same w o r k e r s  a l s o  i s o l a t e d  two g l u c o s i d a s e s  

f r o m  dog  l i v e r ,  o n e ,  a n  a c i d  g l u c o s i d a s e ,  w h i c h  h y d r o l y s e d  

g l y c o g e n  a n d  g l u c o s i d e s ,  a n d  a  n e u t r a l  g l u c o s i d a s e ,  w h ic h  

a l s o  h y d r o l y s e d  t h e s e  c o m p ou n ds ,  b u t  c l e a v e d  m a l t o s e



p r e f e r e n t i a l l y  t o  o t h e r  g l u c o s e  d i s a c c h a r i d e s .

A m e c h a n i s m  f o r  t h e  d e g r a d a t i o n  o f  g l y c o g e n  n o t  

i n v o l v i n g  p h o s p h o r y l a s e  was s u g g e s t e d  t o  b e :

GIYCOGEN
Ix-Amylase

G l u c o s i d a s e s

GIUCOSE

OLIGOSACCHilRIDES 
a n d  MA1T08E

42

The p r e s e n c e  o f  t h e s e  two g l u c o s i d a s e s ,  a l s o  c a l l e d

m a l t a s e s  was o b s e r v e d  i n  human l i v e r  t i s s u e (1 9 9 ) a n d  t h e  
( 198 )l a c k  o f  t h e  a c i d  g l u c o s i d a s e  i n  t h e  l y s o s o m a l  c e l l s  

h a s  b e e n  shown t o  be  r e s p o n s i b l e  f o r  Type I I  ( G e n e r a l i s e d )  

G ly c o g e n  S t o r a g e  D i s e a s e



F i ,^ u re  I I I  
G-lyco^en i n  t h e  Body T i s s u e s  o f  a  Sheep
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too

«0

To

CD
CD

U/g
^  loO go

S t a g e  o f  g e s t a t i o n  ( ^ ) Days a f t e r  b i r t h
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DEVELQPIvIENT OF GLYCOGEN m f A B Q L I S M

The d e v e l o p m e n t  o f  enzym es  f o r  t h e  s y n t h e s i s  a n d  

m e t a b o l i s m  o f  g l y c o g e n  i n  t h e  t i s s u e s  i s  p a r t i c u l a r l y  

i n t e r e s t i n g  a n d  h a s  b e e n  e x t e n s i v e l y  s t u d i e d  i n  n u m ero u s
. -, 3 . (2 0 1 )s p e c i e s  i n c l u d i n g  man .

H i s t o c h e m i c a l  e x a m i n a t i o n  h a s  shown t h a t  b o t h  t h e  

o o c y t e   ̂ a n d  t h e  sp e rm ^ ^ ^ ^ ^  c o n t a i n  t h e  g l y c o g e n

n e e d e d  f o r  t h e i r  own e n e r g y  r e q u i r e m e n t s ,  a n d  i t  i s  

a l s o  p r e s e n t  i n  t h e  n u c l e u s  o f  t h e  o o c y t e a n d  i n  

t h e  t i s s u e s  o f  t h e  human embryo v /h ich  l a t e r  d e v e l o p  

i n t o  t h e  h e a r t  a n d  i n t e s t i n e s ^  Hence t h e  n e c e s s a r y  

p r i m e r  m o l e c u l e s  f o r  g l y c o g e n  s y n t h e s i s  a r e  p r e s u m a b l y  

p a s s e d  d i r e c t l y  f r o m  p a r e n t  t o  o f f s p r i n g .

The t i m e  o f  a p p e a r a n c e  o f  m e a s u r a b l e  a m o u n t s  o f  

g l y c o g e n  d u r i n g  g e s t a t i o n  d e p e n d s  b o t h  on t h e  t i s s u e  

c o n c e r n e d  a n d  on  t h e  s p e c i e s .  I n  t h e  l i v e r  l i t t l e  

g l y c o g e n  i s  f o u n d  e a r l y  i n  g e s t a t i o n  b u t  t h e  am oun t
(201 )i n c r e a s e s  i n  t h e  l a t e r  s t a g e s  u n t i l  t e rm ^

I m m e d i a t e l y  a f t e r  b i r t h  t h e  l e v e l  f a l l s  r a p i d l y ,  r i s i n g  

s l o w l y  d u r i n g  t h e  n e x t  f e w  d a y s  a n d  o n l y  r e a c h i n g  t h e  

a d u l t  l e v e l  a f t e r  s e v e r a l  w e e k s .  C o n c u r r e n t  w i t h  t h e  

d e c r e a s e  i n  l i v e r  g l y c o g e n  t h e  l e v e l  o f  g l u c o s e  i n  t h e  

b l o o d  r i s e s  t o  a l m o s t  t w i c e  t h e  c o n c e n t r a t i o n  f o u n d  i n  

t h e  f e t a l  b l o o d  due t o  t h e  b r e a k d o r a  o f  t h e  l i v e r  g l y c o g e n )( 2 0 5 )



45

A s i m i l a r  p a t t e r n  o f  i n c r e a s i n g  g l y c o g e n  s t o r a g e  d u r i n g  

g e s t a t i o n  h a s  b e e n  o b s e r v e d  i n  s k e l e t a l  m u s c le  b u t  u n l i k e  

t h e  l i v e r  t h e  l e v e l  o f  g l y c o g e n  do e s  n o t  r i s e  a g a i n  a f t e r  

b i r t h ^ ^ ^ ^ ]  A d i f f e r e n t  m e t a b o l i c  p a t t e r n  o c c u r s  i n  t h e  

h e a r t  a n d  l u n g s .  I n  t h e s e  t i s s u e s  t h e  g l y c o g e n  l e v e l  

r i s e s  d u r i n g  t h e  f i r s t  h a l f  o f  g e s t a t i o n ,  b u t  t h e n  f a l l s  

d u r i n g  t h e  l a t t e r  h a l f  t o  a  l o w  v a l u e  , 2 0 7 )  f e t a l

b r a i n ,  k i d n e y  a n d  s k i n  t h e  g l y c o g e n  l e v e l  i s  h i g h e r  t h a n  

i n  t h e  a d u l t ,  b u t  no c o m p l e t e  m e t a b o l i c  s t u d i e s  h a v e  y e t  

b e e n  made o f  t h e s e  o r g a n s  , 206 ,2 0 8 )

I n v e s t i g a t i o n  h a s  shown t h a t  t h e  r e g u l a t i o n  o f  t h e  

l e v e l  o f  b l o o d  s u g a r  i n  t h e  f e t u s  i s  c o n t r o l l e d  b y  t h e  

p l a c e n t a  d u r i n g  t h e  f i r s t  p a r t  o f  g e s t a t i o n  when i t
(209  210)c o n t a i n s  a  r e l a t i v e l y  h i g h  c o n c e n t r a t i o n  o f  g l y c o g e n  ' ,

b u t  t h i s  l e v e l  i n  t h e  p l a c e n t a  f a l l s  a t  a b o u t  t h e  same

t i m e  a s  g l y c o g e n  i s  f i r s t  d e t e c t e d  i n  t h e  f e t a l  l i v e r .

T h i s  s u g g e s t s  t h a t  a t  t h a t  t i m e  t h e  f e t u s  h a s  d e v e l o p e d

s u f f i c i e n t l y  so  t h a t  i t  c a n  m e t a b o l i s e  g l y c o g e n ,  t h e r e b y
( 211)c o n t r o l l i n g  i t s  own g l u c o s e  l e v e l  ;

I n  t h e  human f e t u s ,  g l y c o g e n  h a s  b e e n  d e t e c t e d  

h i s t o c h e m i c a l l y  i n  t h e  l i v e r  a s  e a r l y  a s  s i x  weeks  by  

S h a p o v o l o v ^ ^ ^ ^ ^  a l t h o u g h  K i t a m u r a ^ ^ ^ ^ ^  d i d  n o t  f i n d  a n y  

u n t i l  f o u r  m o n th s .  B o u r n e ,  McLean a n d  P r id h a m ^ ^ ^  w ere  

a b l e  t o  e x t r a c t  g l y c o g e n  f r o m  human f e t a l  l i v e r s  a g e d

w e e k s ;  t h e  am ount  o f  t r i c h l o r a c e t i c  a c i d  e x t r a c t a b l e  

g l y c o g e n  i n c r e a s e d  up u n t i l  t e r m .



46

A n a l y s i s  o f  f e t a l  g o a t a n d  human g l y c o g e n s  

show ed  t h a t  t h e  s t r u c t u r e  was s i m i l a r ,  i f  n o t  i d e n t i c a l ,  

w i t h  t h a t  o f  t h e  a d u l t ,  h u t  t h e  m o l e c u l a r  w e i g h t  o f  

embryo c a l f  m u s c le  a n d  l i v e r  g l y c o g e n  was f o u n d  t o  be 

l e s s  t h a n  one h a l f  t h a t  o f  t h e  a d u l t  p o l y s a c c h a r i d e  i 

The l e v e l s  o f  a c t i v i t y  o f  t h e  enzym es c o n c e r n e d  i n  

f e t a l  m e t a b o l i s m  h a v e  a l s o  b e e n  f o l l o w e d  i n  a n  a t t e m p t  

t o  e x p l a i n  t h e  i n c r e a s e  i n  s t o r a g e  o f  g l y c o g e n  d u r i n g  

g e s t a t i o n .  Due t o  t h e  d i m i n u t i v e  s i z e  a n d  t h e  s c a r c i t y  

o f  human f e t a l  t i s s u e s ,  t h e  t i s s u e s  o f  s m a l l  mammals 

h a v e  b e e n  i n v e s t i g a t e d  more t h o r o u g h l y .

A l t h o u g h  h e x o k i n a s e  i s  p r e s e n t  i n  f e t a l  l i v e r  d u r i n g
(217 2 1 8 ) (2 1 9 ,2 2 0 )

g e s t a t i o n ^  ' , g l u c o k i n a s e  i s  o n l y  f o u n d  a f t e r  b i r t h ,

P h o s p h o g l u c o m u t a s e ,  on t h e  o t h e r  h a n d ,  a n d  i t s  c o en z y m e ,
( 2 1 7 )i s  p r e s e n t  b e f o r e  b i r t h ^  , w i t h  a  l o w e r  a c t i v i t y  t h a n

( 2 2 1 )i n  t h e  a d u l t  , w h i l e  t h e  l e v e l s  o f  g l y c o g e n  s y n t h e t a s e

a n d  UDPG p y r o p h o s p h o r y l a s e ,  a l t h o u g h  much l o w e r  i n  t h e
( 2 22  )f e t u s  t h a n  i n  t h e  a d u l t ^  , i n c r e a s e  r a p i d l y  j u s t  b e f o r e

t e r m  a n d  r e m a i n  h i g h  a f t e r  b i r t h ^  . I n  t h e  l i v e r ,

h e a r t  a n d  s k e l e t a l  m u s c le  o f  t h e  c h i c k  embryo t h e  

s y n t h e t a s e  a c t i v i t y  i s  d e t e c t e d  a t  t h e  same t i m e  a s  t h e  

a p p e a r a n c e  o f  g l y c o g e n ,  b u t  p h o s p h o r y l a s e  i s  f o u n d  t o
( Ç> O A PPR)

d e v e l o p s  l a t e r ^  . The o p p o s i t e  o c c u r s  i n  f e t a l

r a t  l i v e r  w he re  p h o s p h o r y l a s e  i s  d e t e c t e d  b e f o r e  t h e  

d e p o s i t i o n  o f  g l y c o g e n ,  t h e  a c t i v i t y  r i s i n g  s l o w l y ,  i n



p a r a l l e l  w i t h  p h o s p h o r y l a s e  s t i m u l a t i n g  s u b s t a n c e s
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( 22 6 )

u n t i l  t e r m ,  a n d  t h e n  r e a c h i n g  t h e  a d u l t  l e v e l  w i t h i n
( 227 )t w e n t y - f o u r  h o u r s  a f t e r  b i r t h ^  ; G u i n e a - p i g

p h o s p h o r y l a s e  a c t i v i t y  f o l l o w s  a n o t h e r  p a t t e r n ,  i n c r e a s i n g  

s l o w l y  d u r i n g  g e s t a t i o n  t h e n  r a p i d l y  a t  b i r t h  up t o  a  

l e v e l  on t h e  2 n d  p o s t n a t a l  d a y ,  o f  t h r e e  t i m e s  t h a t  o f  

t h e  a d u l t ,  a n d  f i n a l l y  f a l l i n g  t o  t h e  a d u l t  l e v e l  by  t h e  

5 t h

I n  s h e e p  t h e  s y n t h e t i c  e n z y m e s ,  s y n t h e t a s e  a n d

UDPG p y r o p h o s p h o r y l a s e ,  were  f o u n d  t o  h a v e  h i g h e r

a c t i v i t i e s  i n  t h e  f e t u s  t h a n  i n  t h e  a d u l t ,  w h i l e  t h e

a c t i v i t i e s  o f  p h o s p h o g l u c o m u t a s e  a n d  p h o s p h o r y l a s e  were

l o w e r  i n  t h e  f e t u s  t h a n  i n  t h e  a d u l t

G l u c o s e - 6 - p h o s p h a t a s e ,  t h e  l a s t  enzyme c o n c e r n e d  i n

t h e  d e g r a d a t i o n  o f  g l y c o g e n  t o  g l u c o s e ,  e x h i b i t s  v e r y

l i t t l e  a c t i v i t y ,  o r  a p p e a r s  t o  be c o m p l e t e l y  a b s e n t  f r o m

t h e  l i v e r s  o f  h u m a n s j  r a t s a n d  g u i n e a - p i g s ^

d u r i n g  g e s t a t i o n .  At b i r t h  t h e  a c t i v i t y  s u d d e n l y

i n c r e a s e s  t o  a  l e v e l  e q u a l  o r  g r e a t e r  t h a n  t h a t -  o f  t h e

a d u l t  a n i m a l ^  a n d  o n l y  f a l l s  t o  t h e  " n o r m a l "  l e v e l
(212 211 )a f t e r  s e v e r a l  v/eeks^ ^ S i m i l a r  r i s e s  i n  a c t i v i t y

( 211  )a t  b i r t h  h a v e  a l s o  b e e n  o b s e r v e d  i n  t h e  k i d n e y  :

T h i s  i n c r e a s e  i n  a c t i v i t y  o f  g l u c o s e - 6 - p h o s p h a t a s e  

c o i n c i d e s  w i t h  t h e  s u d d e n  d e c r e a s e  o f  g l y c o g e n  i n  t h e  

l i v e r ,  a n d  t h e s e  two p r o c e s s e s  a r e  b e l i e v e d  t o  be
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r e l a t e d  t o  b i r t h  i t s e l f ,  a s  t h e  g l y c o g e n  l e v e l  o f  

p r e m a t u r e l y  b o r n  humans d o e s  n o t  f a l l  a f t e r  b i r t h ^  

a n d  i n  some s t i l l - b o r n  i n f a n t s  t h e  g l y c o g e n  i s  n o t  

m e t a b o l i s e d  b y  t h e  l i v e r  i t s e l f ,  a l t h o u g h  i t  i s  d e g r a d e d  

b y  t h e  l i v e r  p u l p  o f  a d u l t  g u i n e a - p i g s T h i s  s u g g e s t e d  

t h a t  t h e  a b i l i t y  t o  p r o d u c e  g l u c o s e - 6 - p h o s p h a t a s e  o c c u r s  

o n l y  when t h e  f e t u s  i s  c a r r i e d  f o r  t h e  f u l l  g e s t a t i o n a l  

p e r i o d  a n d  s u r v i v e s  a f t e r  b i r t h .

I n v e s t i g a t i o n  o f  t h e  h o r m o n a l  c o n t r o l  o f  g l y c o g e n  

s t o r a g e  i n  t h e  f e t a l  l i v e r  h a s  shown t h a t  a d r e n a l e c t o m is e d  

f e t u s e s  f a i l e d  t o  s t o r e  a n y  g l y c o g e n ,  b u t  a d r e n a l e c t o m y  

o f  t h e  dam a f t e r  t h e  commencement o f  g l y c o g e n  s t o r a g e  

i n  t h e  f e t a l  l i v e r  h a s  no e f f e c t  on t h e  f e t a l  d e p o s i t i o n  

o f  g l y c o g e n ,  t h u s  i n d i c a t i n g  t h a t  when t h e  f e t u s  h a s  t h e  

a b i l i t y  t o  d e p o s i t  g l y c o g e n  i n  t h e  l i v e r ,  i t  i s  a l s o  

a b l e  t o  c o n t r o l  i t s  own g l y c o g e n  m e t a b o l i s m ^  * .

G l y c o g e n  s t o r a g e  i n  f e t a l  mouse l i v e r  c a n  h o w e v e r  

be l o w e r e d  b y  s t a r v a t i o n  o f  t h e  dam b u t  t h e  d e c r e a s e  i s
(2*57 )

l e s s  i n  t h e  f e t a l  l i v e r  t h a n  i n  t h a t  o f  t h e  dam .

G l y c o g e n  m e t a b o l i s m  i n  a n  a d u l t  a n i m a l  c a n  be a f f e c t e d  

b y  s u c h  f a c t o r s  a s  n u t r i t i o n ,  t h e  a d m i n i s t r a t i o n  o f  d r u g s  

a n d  p a t h o l o g i c a l  c o n d i t i o n s .  D u r i n g  s t a r v a t i o n  t h e  

a c t i v i t i e s  o f  g l y c o g e n  s y n t h e t a s e a n d  g l u c o k i n a s e ^  

d e c r e a s e  i n  t h e  l i v e r  w h i l e  t h e  a c t i v i t y  o f  g l u c o s e - 6 -  

p h o s p h a t a s e  i n c r e a s e s c a u s i n g  a  l o w e r i n g  o f  t h e
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g l y c o g e n  l e v e l  i n  t h e  l i v e r .  The l a r g e s t  d e c r e a s e  o f  

g l y c o g e n  h a s  b e e n  shown t o  o c c u r  i n  t h e  l i v e r  w i t h  

s m a l l e r  d e c r e a s e s  i n  t h e  m u s c l e s ,  h e a r t  a n d  s p l e e n ;  t h e  

o t h e r  t i s s u e s  w ere  r e l a t i v e l y  u n a f f e c t e d ^ ^ ^ ^ ] A s l i g h t  

d e c r e a s e  i n  t h e  a c t i v i t y  o f  p h o s p h o r y l a s e  h a s  a l s o  b e e n  

o b s e r v e d  d u r i n g  p e r i o d s  o f  s t a r v a t i o n ^ ^ ^ ^ ,2 4 3 )

The a c t i v i t y  o f  g l u e o s e - 6 - p h o s p h a t a s e  a l s o  i n c r e a s e s  

a n d  t h e  g l u c o k i n a s e  d e c r e a s e s i f  t h e  d i e t  c o n t a i n s

p r o t e i n ,  f a t ,  g a l a c t o s e  o r  f r u c t o s e  i n s t e a d  o f  a  d i r e c t

n i s t  

( 2 4 4 )

g l u c o s e  s o u r c e ^  I f  a  h i g h  g l u c o s e  d i e t  i s  a d m i n i s t e r e d

t h e n  a  r i s e  i n  t h e  l e v e l  o f  g l u c o k i n a s e  i s  o b s e r v e d  

w h i l e  on a  p h o s p h a t e  d e f i c i e n t  d i e t  t h e  a c t i v i t y  o f  

g l u e  o s e - 6 - p h o s p h a t a s e  i n c r e a s e s

I t  was o b s e r v e d ^ ^ ^ ^ ^  t h a t  a s  t h e  l e v e l  o f  m u s c le  

g l y c o g e n  d e c r e a s e d  so  t h e  c o n v e r s i o n  o f  t h e  D-^I f o r m  o f  

g l y c o g e n  s y n t h e t a s e  was p r o m o t e d ,  s u g g e s t i n g  t h a t ,  

due t o  t h e  t i g h t  b i n d i n g  o f  s y n t h e t a s e  t o  g l y c o g e n ,  a  

d e c r e a s e  i n  t h e  g l y c o g e n  made t h e  s y n t h e t a s e  more 

a c c e s s i b l e  t o  t h e  c o n v e r s i o n  e n z y m e s .  ,
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PATHOLOC-ICAL CONDITIONS AFFECTING 

OLYCOOEN METABOLISM

The m os t  c o m m o n - d i s e a s e  a f f e c t i n g  g l y c o g e n  m e t a b o l i s m
fYiê.lUlru.C

i s  d i a b e t e s ^ ,  w h ic h  i s  m a n i f e s t  a s  a n  i m p a i r m e n t  i n  t h e  

g l u c o s e  u t i l i s a t i o n  b y  t h e  l i v e r ,  r e s u l t i n g  i n  a  d e c r e a s e  

i n  t h e  s y n t h e s i s  o f  g l y c o g e n  a n d  f a t t y  a c i d s T h i s  

i s  due t o  a  d e f i c i e n c y  o f  i n s u l i n ,  a n d  a t t e m p t s  h a v e  b e e n  

made t o  e l u c i d a t e  t h e  s p e c i f i c  a c t i o n  o f  i n s u l i n .

I n  t h e  d i a b e t i c  l i v e r  t h e  a c t i v i t y  o f  g l u c o s e - 6 -  

p h o s p h a s e  i s  e l e v a t e d ^ ^ ^ ^ ^  b u t  g l u c o k i n a s e  i s  d e p r e s s e d ^  

a n d  on a d m i n i s t r a t i o n  o f  i n s u l i n  t h e  a c t i v i t i e s  r e t u r n  

t o  n o r m a l ^ T h e s e  c h a n g e s  i n  t h e  a c t i v i t i e s  

r e s u l t  i n  a  r e d u c e d  d e p o s i t i o n  o f  g l y c o g e n  a n d  a n  

e x c e s s i v e  c o n c e n t r a t i o n  o f  g l u c o s e  i n  t h e  b l o o d .  I n s u l i n  

a l s o  p r o m o t e s  t h e  a c t i v i t y  o f  s y n t h e t a s e  i n  m u s c l e s  

a n d  l i v e r ^  b u t  h a s  no e f f e c t  on p h o s p h o r y l a s e  a n d
/ p cr p \

p h o s p h o g l u c o m u t a s e  i n  d i a p h r a g m  m u s c l e s ^  . I n  s k e l e t a l

m u s c l e ,  i n s u l i n - s t i m u l a t e s  g l u c o s e  u p t a k e  by  a c c e l e r a t i n g
(253  )g l u c o s e  t r a n s p o r t  t h r o u g h  t h e  c e l l  membrane  ̂ , b u t  a s

t h e  l i v e r  i s  f r e e l y  p e r m e a b l e  t o  b o t h  t h e  i n f l o w  a n d  

o u t f l o w  o f  g l u c o s e t w o  d i f f e r e n t  m ec h a n ism s  h a v e  

b e e n  s u g g e s t e d  f o r  t h e  r e g u l a t i o n  o f  t h e  g l y c o g e n  

m e t a b o l i s m  b y  i n s u l i n ^
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REGULATION OP GLYCOGEN ÎÆPTA30LISM BY INSULIN

—> = p r o m o t i n g  a c t i o n  o f  i n s u l i n

Synt h e t a seH exolc inase7 ë>

MUSCLE G l u e o s e - 6 - p h o s p h a t e  GLYCOGEN

LIVER

G l u c o k i n a s e

P h o s p h o r y l a s e

The e f f e c t  o f  o t h e r  h o rm o n es  on  g l y c o g e n  m e t a b o l i s m  

h a s  a l s o  b e e n  e x t e n s i v e l y  i n v e s t i g a t e d ,  a n d  h a s  r e s u l t e d  

i n  t h e  g r o u p i n g  o f  h o rm o n e s  i n t o  two t y p e s  d e p e n d i n g  on 

t h e i r  a c t i o n .  E p i n e p h r i n e  a n d  g l u c a g o n ,  e x a m p le s  o f  one 

t y p e , p r o m o te  g l y c o g e n e l ^ s  b y  s t i m u l a t i n g  t h e  a c t i v a t i o n  

o f  p h o s p h o r y l a s e   ̂ ) t h e  f o r m e r  horm one  a l s o  r e d u c e s
( 2 5 2 )t h e  a c t i v i t i e s  o f  b o t h  t h e  I  a n d  D f o r m s  o f  s y n t h e t a s e  .

The o t h e r  t y p e  o f  horm one  s u c h  a s  c o r t i s o n e  a n d  i n s u l i n ,  

p r o m o t e s  g l y c o g e n  d e p o s i t i o n ^ ^ ^ ^ ]

O t h e r  e f f e c t s  w h ic h  h a v e  b e e n  o b s e r v e d  a r e  t h e
( 2 1p r o m o t i o n  o f  g l u c o s e - 6 - p h o s p h a t a s e  a c t i v i t y  b y  ^ - t y r o s i n e ^  ^
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a n d  a  d e c r e a s e  i n  t h e  l e v e l  o f  l i v e r  a n d  k i d n e y  g l y c o g e n  

on t r e a t m e n t  w i t h  p h l o r i d z i n ^ ^ ^ ® ]

I t  h a s  t h e r e f o r e  b e e n  s u g g e s t e d  t h a t  g l y c o g e n  

m e t a b o l i s m  i s  a  d e l i c a t e l y  b a l a n c e d  m e c h a n i sm  w h ic h  i s  

r e g u l a t e d  b y  h o r m o n e s ,  p o s s i b l y  a t  t h e  l e v e l  o f  

t r a n s c r i p t i o n  f r o m  t h e  s t r u c t u r a l  gene  t o  t h e  enzyme 

p r o t e i n ^ ^ ^ ^ ]

A g e n e t i c  d e f e c t  o f  t h e  m e t a b o l i s m  r e s u l t i n g  i n  t h e  

a c c u m u l a t i o n  o f  e x c e s s i v e  a m o u n t s  o f  g l y c o g e n  i n  t h e  

b o d y  t i s s u e s  i s  c a u s e d  b y  a  d e f i c i e n c y  o f  c e r t a i n  enzym es  

The f i r s t  d i s o r d e r  o f  t h i s  t y p e  was d e s c r i b e d  b y  v a n  

C r e v e l d  i n  1928^^^*^^ The f o l l o w i n g  y e a r  v o n  G i e r k e   ̂

c h a r a c t e r i s e d  a  c o n d i t i o n  o f  e n l a r g e m e n t  o f  t h e  l i v e r  

a n d  k i d n e y  due t o  e x c e s s i v e  s t o r a g e  o f  g l y c o g e n ,  a n d  so  

t h e  d i s e a s e  became known g e n e r a l l y  a s  g l y c o g e n  s t o r a g e ,  

o r  v o n  G i e r k e ’ s d i s e a s e .  S u b s e q u e n t l y ,  n u m ero u s  o t h e r  

c a s e s  h a v e  b e e n  r e p o r t e d ,  a n d  a s  a s s a y  t e c h n i q u e s  

d e v e l o p e d ,  so  i t  became p o s s i b l y  t o  c l a s s i f y  t h e  t y p e s  

o f  d i s e a s e  on a n  a e t i o l o g i c a l  b a s i s .

Type I

T h i s ,  t h e  m ost  common f o r m  o f  g l y c o g e n  s t o r a g e  

d i s e a s e ,  was named a f t e r  v o n  G i e r k e  who d e s c r i b e d  t h e  

f i r s t  c a s e ] S c h o e n h e i m e r , i n v e s t i g a t i n g  t h e  t i s s u e s  

o f  v o n  G i e r k e ’ s p a t i e n t ,  show ed  t h a t  t h e  s t o r a g e  was due 

t o  a n  enzyme d e f i c i e n c y  . The g e n e r a l  f e a t u r e s  o f
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t h e  d i s e a s e  a r e  a n  a c c u m u l a t i o n  o f  g l y c o g e n  up t o  16^ i n  

t h e  l i v e r  a n d  k i d n e y s  due t o  a  d e f i c i e n c y  o f  g l u c o s e - 6 -  

p h o s p h a t a s e .  The g l y c o g e n ,  h o w e v e r ,  has. a  n o r m a l  

s t r u c t u r e  ^

O t h e r  c a s e s  l a c k i n g  g l u e o s e - 6 - p h o s p h a t a s e  h a v e  b e e n
(266  26v)d e s c r i b e d  ° ° , some s h o w in g  a  d e g r a d a t i o n  o f  g l y c o g e n

t o  l a c t a t e  i n s t e a d  o f  g l u c o s e ^  t h e r e b y  b y - p a s s i n g

t h e  g l u e o s e - 6 - p h o s p h a t a s e  s t e p .  C o r i ^ ^ ^ ^ ^  was u n a b l e  t o

e x p l a i n  t h e  a b s e n c e  o f  enzyme a c t i v i t y  b y  a  d e f i c i e n c y

o f  c o f a c t o r s  o r  t h e  p r e s e n c e  o f  a n  i n h i b i t o r .  How ever ,

a s  t h e  enzyme d e f e c t  a p p e a r s  c o n c u r r e n t l y  i n  t h e  l i v e r

a n d  t h e  k i d n e y ,  i t  h a s  b e e n  s u g g e s t e d  t h a t  i t  i s  c o n t r o l l e d
( 270 )b y  t h e  same gene  , a n d  t h a t  t h e  d i s e a s e  i s  i n h e r i t e d

4.  . 4. ( 2 7 1 )a s  a  r e c e s s i v e  gene  t r a i t  .

Type I I

Pom pe ' s  d i s e a s e  i s  c h a r a c t e r i s e d  b y  g e n e r a l i s e d  

g l y c o g e n  s t o r a g e  a f f e c t i n g  t h e  c a r d i a c  a n d  s k e l e t a l  m u s c l e s ,  

a n d  t h e  l i v e r ^ ^ ^ ^ ^  t h e  d i s e a s e  b e i n g  f a t a l  i n  t h e  f i r s t  

o r  s e c o n d  y e a r  o f  l i f e  due t o  t h e  i n y o l v e m e n t  o f  t h e  

h e a r t  m u s c l e .  The s t r u c t u r e  o f  t h e  g l y c o g e n  was f o u n d  t o  

be  n o r m a l  a n d  t h e  a c c u m u l a t i o n  o f  g l y c o g e n  was shown t o
( 1 9 9 )be  due t o  a n  a b s e n c e  o f  a n  a c i d  c<-1 , 4 - g l u c o s i d a s e  , 

w h i c h  i s  p r e s e n t  i n  human l i v e r ,  h e a r t  a n d  m u s c le  

t i s s u e s a n d  i n  r a t  l i v e r  i s  l o c a t e d  i n  t h e  l y s o s o m e i ^

I n  t h e  a b s e n c e  o f  t h i s  enzyme g l y c o g e n  a c c u m u l a t e s  i n  v a c u o l e s ,  

a s  f o u n d  b y  H e rs



54

Type I I I

I l l i n g w o r t h  a n d  C o r i ^ ^ ^ ^ ^  c o n d u c t e d  t h e  f i r s t

c h e m i c a l  i n v e s t i g a t i o n  o f  t h i s  t y p e  o f  d i s e a s e  a n d  f o u n d

t h a t  t h e  g l y c o g e n  h a d  a  " l i m i t  d e x t r i n "  s t r u c t u r e  w i t h  a n

EGL o f  5 .1  g l u c o s e  u n i t s  a n d  a n  ICL o f  4 . 2  u n i t s .  L a t e r

i n v e s t i g a t i o n s s h o w e d  t h a t  t h i s  was due t o  a  s p e c i f i c

d e f i c i e n c y  o f  t h e  d e b r a n c h i n g  enzyme a m y l o - 1 , 6 - g l u c o s i d a s e ,

w h ic h  c o u l d  o c c u r  i n  e i t h e r  t h e  m u s c l e s ^  o r  t h e  live:^'^ '^^  ̂
( 2 7 8  279)o r  b o t h ^  ’ . F u r t h e r  s t r u c t u r a l  a n a l y s i s  o f  t h e s e

" l i m i t  d e x t r i n s "  i n d i c a t e d  t h a t  t h e y  w ere  o f  two t y p e s ,

one w i t h  a  C o r i - L a r n e r  t y p e  s t r u c t u r e  w i t h  s h o r t  o u t e r
( 2 8Ü )c h a i n s  o f  l e s s  t h a n  f o u r  g l u c o s e  u n i t s ^  , t h e  o t h e r

h a v i n g  t h e  Y /a lker -vThe lan  s t r u c t u r e  w i t h  l o n g e r  o u t e r  

c h a i n s  o f  4 -5  g l u c o s e  u n i t s ^  s e e  Page  2 9 .

T h i s  s u g g e s t e d  t h a t  two t y p e s  o f  l i m i t  d e x t r i n o s i s  

e x i s t e d ,  one due t o  a  l a c k  o f  a m y l o - 1 , 6 - g l u c o s i d a s e ,  a n d  

a n o t h e r  due t o  a  l a c k  o f  t h e  t r a n s g l u c o s i d a s e  a n d  

a m y l o - 1 , 6 - g l u c o s i d a s e  g i v i n g  l i m i t  d e x t r i n s  o f  d i f f e r e n t  

c h a i n  l e n g t h ^ ^ ^ ^  ^

R e - e x a m i n a t i o n  i n  1963 o f  t h e  o r i g i n a l  two c a s e s  o f  

v a n  C r e v e l d  show ed  t h a t  t h e y  b e l o n g e d  t o  Type I I I  r a t h e r  

t h a n  Type I  a n d  a l t h o u g h  t h e  p a t i e n t s  w ere  t h e n  a d u l t  

some a b n o r m a l i t y  i n  t h e i r  c a r b o h y d r a t e  m e t a b o l i s m  was 

s t i l l  e v i d e n t
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Type IV

O n ly  a  v e r y  few  c a s e s  o f  t h i s  t y p e  h a v e  b e e n  

r e p o r t e >^8 4 ) i g  due t o  a  d e f i c i e n c y  o r  d e f e c t  

i n  t h e  b r a n c h i n g  enzyme am y lo -1  , 4->1 , 6 - t r a n s g l u c o s i d a s e  

i n  t h e  l i v e r  a n d  o t h e r  t i s s u e s .  T h i s  r e s u l t s  i n  t h e  

s y n t h e s i s  o f  a  " g l y c o g e n "  w i t h  a n  amyl ope c t i n  t y p e  

s t r u c t u r e  h a v i n g  a n  a v e r a g e  o u t e r  c h a i n  l e n g t h  o f  1 4 , 7  

g l u c o s e  u n i t s , As t h i s  p o l y s a c c h a r i d e  w o u ld  be l e s s  

s o l u b l e  t h a n  g l y c o g e n  i n  w a t e r ,  i t  was s u g g e s t e d  t h a t  i t  

p r e c i p i t a t e d  o u t , b e c o m in g  i n a c c e s s i b l e  t o  d e g r a d a t i o n  

b y  p h o s p h o r y l a s e ,  a n d  t h e r e f o r e  a c c u m u l a t e

Type V

M c A r d l e ’s d i s e a s e  i s  c o n f i n e d  e n t i r e l y  t o  t h e

s k e l e t a l  m u s c le  a n d  was d i a g n o s e d  a s  b e i n g  due t o  a  l a c k

(2 8 6 )
o f  p h o s p h o r y l a s e j  a l t h o u g h  t h e  a c t i v i t i e s  o f

p h o s p h o r y l a s e  k i n a s e  a n d  p h o s p h a t a s e  w ere  p r e s e n t

The a c t i v i t i e s  o f  UDPG p y r o p h o s p h o r y l a s e , a m y l o - 1 , 6 -

g l u c o s i d a s e  a n d  p h o s p h o g l u c o m u t a s e  a r e  u n a f f e c t e d  b u t  i n

one p a r t i c u l a r  c a s e  d e c r e a s e d  a c t i v i t i e s  o f  s y n t h e t a s e  a n d

p h o s p h o g l u c o m u t a s e  w ere  n o t e d .

The g e n e r a l  m a n i f e s t a t i o n  o f  t h e  d i s e a s e  i s  a  l a c k  
i '? R 7  1o f  " e n e r g y "  a n d  i t  c a n  a p p e a r  i n  a d u l t s  a s  w e l l  a s
( 2 88 )i n  c h i l d r e n  . . E x a m i n a t i o n  o f  one f a m i l y  h a s  shown t h a t

t h i s  d e f i c i e n c y  i s  g e n e t i c a l l y  d e t e r m i n e d  a n d  i s  due t o
(2 89 )a n  a u t o s o m a l  r e c e s s i v e  gene^
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Type VI

T h i s  d i s e a s e  i s  r e l a t e d  t o  Type V i n  t h a t  i t  i s  a l s o  

c a u s e d  b y  a  l a c k  o f  p h o s p h o r y l a s e ,  b u t  i n  t h i s  c a s e  t h e  

g l y c o g e n  a c c u m u l a t e s  i n  t h e  l i v e r ^ ^ ^ * ^ ’ ^^^ ] Thus t h e  

p h o s p h o r y l a s e s  o f  t h e  m u s c le  a n d  l i v e r  a r e  a p p a r e n t l y  

u n d e r  d i f f e r e n t  g e n e t i c  c o n t r o l .

S e v e r a l  o t h e r  c a s e s  o f  g l y c o g e n  s t o r a g e  d i s e a s e  ha ve  

b e e n  r e p o r t e d  due t o  e n z y m ic  l e s i o n s  o f  a m y l o - 1 , 6 - g l u c o s i d a s e  

a n d  p h o s p h o r y l a s e  i n  t h e  l e u l c o c y t e s ^ ^ ^ ^  ,2 9 3 )  p h o s p h o -

f r u c t o k i n a s e  i n  t h e  m u s c l e s M u l t i p l e  d e f e c t s  ha ve  

a l s o  b e e n  d e t e c t e d  w here  t h e r e  i s  a  d e f i c i e n c y  o f  b o t h  

p h o s p h o r y l a s e  a n d  g l u c o s e - 6 - p h o s p h a t a s e )

An i n t e r e s t i n g  c a s e  c o n c e r n i n g  n o t  g l y c o g e n  s t o r a g e
( 1 08  )b u t  g l y c o g e n  d e f i c i e n c y  due t o  t h e  l a c k  o f  s y n t h e t a s e  

h a s  b e e n  r e p o r t e d .  The a c t i v i t i e s  o f  p h o s p h o r y l a s e ,  ULPG- 

p y r o p h o s p h o r y l a s e  a n d  g l u c o s e - 6 - p h o s p h a t a s e  w ere  f o u n d  t o  

b e  n o r m a l  b u t  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  l i v e r  g l y c o g e n  was 

v e r y  l o w  c a u s i n g  s e v e r e  h y p o g l y c a e m i a  i n  t h e  p a t i e n t .

Two u n t y p e d  s t o r a g e  d i s e a s e s  h a v e  a l s o  b e e n  r e p o r t e d  

i n  w h i c h  t h e  g l y c o g e n ,  o f  a p p a r e n t l y  n o r m a l  s t r u c t u r e  

a c c u m u l a t e s  i n  t h e  m u s c l e ,  b u t  t h e r e  i s  no d e f i c i e n c y  o f  

p h o s p h o r y l a s e  }

The mode o f  i n h e r i t a n c e  o f  g l y c o g e n  s t o r a g e  d i s e a s e  

due t o  a  s i n g l e  r e c e s s i v e  gene  h a s  n o t  b e e n  f u l l y  

e l u c i d a t e d  a s  i t  a p p e a r s  t h a t  d i f f e r e n t  g e n e s  c o n t r o l



57

t h e  m e c h a n i sm  o f  t h e  same enzyme i n  d i f f e r e n t  t i s s u e s  a s

i n  Type V a n d  VI; i n  Type I  t h e  same d e f i c i e n c y  o c c u r s
( 2 7 0 )i n  b o t h  t h e  l i v e r  a n d  t h e  k i d n e y  ; I n  a d d i t i o n ,

d i f f e r e n t  t y p e s  o f  s t o r a g e  d i s e a s e  h a v e  b e e n  f o u n d  t o

o c c u r  i n  t h e  same f a m i l y ^ ^ ^ ^ ,2 8 2 )

C h i e f f i  a n d  N a s s i ^ ^ ^ ^ ^  s u g g e s t e d  t h a t  t h e  l a c k  o f

en zy m es  i n  t h e  v a r i o u s  t i s s u e s  was due t o  a  m a l f u n c t i o n

o f  t h e  e n d a c r i n e  g l a n d s  r e s u l t i n g  i n  i n s u f f i c i e n t  a m o u n ts

o f  g r o w t h  p r o m o t i n g  h o rm o n e .  O t h e r  w o r k e r s  h a v e  r e p o r t e d

a n  a l l e v i a t i o n  o f  t h e  symptoms b y  t h e  d a i l y  i n j e c t i o n  o f
( 2 9 8 )a d r e n o c o r t i c o t r o p i c  horm one . I n j e c t i o n  o f  a m y l o -

g l u c o s i d a s e  i n t o  r a t s  h a s  b e e n  shown t o  p r o d u c e  a  d e c r e a s e
( 2 9 9 )i n  t h e  g l y c o g e n  c o n t e n t  o f  t h e  m u s c l e ,  h e a r t  a n d  l i v e r ^  ,

b u t  a s  y e t  no " c u r e "  f o r  a n y  o f  t h e  d i s e a s e s  i s  kno^vn.
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( i )  S t u d i e s  on G ly c o g e n   ̂ 59

(9 )S i n c e  B e r n a r d  f i r s t  i s o l a t e d  g l y c o g e n  i n  1857 ,

i n v e s t i g a t i o n s  h a v e  b e e n  made t o  d e t e r m i n e  t h e  s t r u c t u r e  

o f  t h e  g l y c o g e n  m o l e c u l e ,  a n d  t o  e l u c i d a t e  t h e  p a t h w a y s  

b y  w h i c h  g l y c o g e n  i s  - s y n t h e s i s e d  a n d  d e g r a d e d  i n  t h e  

l i v e r  a n d  o t h e r  o r g a n s .  C o n s i d e r a b l e  r e s e a r c h  h a s  a l s o  

b e e n  c a r r i e d  o u t  on t h e  p h y s i o l o g i c a l  s t a t e  o f  g l y c o g e n  

i n  t h e  t i s s u e s  a s  t h e  e x i s t e n c e  o f  two f o r m s  o f  g l y c o g e n  

h a d  b e e n  s u g g e s t e d ,  one o f  w h ic h  was e a s i l y  e x t r a c t a b l e , 

a n d  a  l e s s  r e a d i l y  e x t r a c t a b l e  f o r m  w h i c h  was t h o u g h t  t o  

be  "b o u n d "  t o  p r o t e i n ^ " ^ ^ .  More r e c e n t l y  h o w e v e r ,  i n t e r e s t  

h a s  c e n t r e d  on t h e  d e v e l o p m e n t  i n  t h e  f e t u s  o f  t h e  e n z y m ic  

p a t h w a y s  n e c e s s a r y  f o r  t h e  s y n t h e s i s  a n d  m e t a b o l i s m  o f  

g l y c o g e n .

The p u r p o s e  o f  t h i s  r e s e a r c h  on  r a t  a n d  human l i v e r  

t i s s u e  was ( i )  t o  i n v e s t i g a t e  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  c e r t a i n  

en zy m es  d u r i n g  f e t a l  l i f e ,  ( i i )  t o  d e t e r m i n e  t h e  p r o p o r t i o n s  

o f  e x t r a c t a b l e  a n d  r e s i d u a l  g l y c o g e n  i n  t h e  f e t a l  l i v e r ,  

a n d  ( i i i )  t o  e x a m in e  t h e  s t r u c t u r e  o f  . t h i s  e x t r a c t a b l e  

a n d  r e s i d u a l  g l y c o g e n .

The p a r t i a l  s t r u c t u r e  o f  g l y c o g e n  was e l u c i d a t e d  b y  

e a r l y  w o r k e r s  u s i n g  p r o c e d u r e s  s u c h  a s  m é t h y l a t i o n  a n d  

p e r i o d a t e  o x i d a t i o n .  More r e c e n t l y  t h e s e  t e c h n i q u e s  

h a v e  b e e n  r e p l a c e d  b y  e n z y m ic  m e t h o d s ,  t h u s  e n a b l i n g
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m i l l i g r a m  q u a n t i t i e s  o f  g l y c o g e n  t o  be  a n a l y s e d .

I n  o r d e r  t o  g a i n  e x p e r i e n c e  w i t h  t h e s e  m e th o d s  a  

n u m b er  o f  g l y c o g e n s  w ere  a n a l y s e d  a n d  i t  was shown t h a t  

t h e  a v e r a g e  c h a i n  l e n g t h s  (CL) o f  t h e  p o l y s a c c h a r i d e s  

v a r i e d  b e t w e e n  10 .1  - > 1 4 . 0  D - g l u c o s e  u n i t s ,  a n d  t h e  

a v e r a g e  i n t e r n a l  ( IC L )  a n d  e x t e r n a l  (ECL) c h a i n  l e n g t h s  

b e t w e e n  2 .1  ->4 .7  a n d  7 . 0  ->8.9 ^ g l u c o s e  u n i t s ,  a s  shown 

b e l o w  i n  T a b l e  I .

TABLE I

S t r u c t u r e s  o f  G l y c o g e n s

Sam ple CL ECL • ICL

(2 )  A v e r a g e  ^ 1 0 - 1 4 7 - 9 2 - 6 4 2 0 - 4 9 0

R a b b i t  l i v e r  I 1 2 . 6 8 . 2 5 . 4 480

R a b b i t  l i v e r  I I 1 2 . 8 8 .1 3 . 7 480

R a b b i t  l i v e r  I I I 1 3 . 0  ' 8 . 6 3 . 4  • 455

| 3 - A . l . D , o f  I I * 6 . 9 2 . 5 3 . 4 430

• C h i l d  l i v e r 1 4 . 0  • 8 . 3 4 , 7 450

Human f e t a l ,  26 wk. 10 .1 .. 7 . 0 2 .1 -

G l y c o g e n  S t o r a g e  L i s e a ,se

L i v e r  -  G. R. 1 3 . 8 8 . 9 , 3 . 9 450

L i v e r  -  P .  YT. 1 3 . 0 7 . 5 4 . 5 460

■^-Amylase l i m i t  d e x t r i n  o f  r a b b i t  l i v e r  g l y c o g e n  I I
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A l l  t h e s e  v a l u e s  a r e  w i t h i n  t h e  " n o r m a l "  r a n g e  q u o t e d  
( 2 )b y  M anners  , a n d  a r e  t y p i c a l  i l l u s t r a t i o n s  o f  t h e  h i g h l y  

b r a n c h e d  s t r u c t u r e  o f  g l y c o g e n .

A d d i t i o n a l  e v i d e n c e  o f  t h i s  was o b t a i n e d  b y  t h e  s t e p 

w i s e  d e g r a d a t i o n  o f  g l y c o g e n  w i t h  |3 - a m y la s e  a n d  p u l l u l a n a s e .  

/S-Amylase h y d r o l y s e s  o^-1 , 4 - 1  i n k e d  ^ g l u c o s e  c h a i n s  t o  

m a l t o s e w h i l e  p u l l u l a n a s e  h y d r o l y s e s  o(-1 , 6 - 1  i n k e d  

^ g l u c o s e  u n i t s i t s  n o r m a l  s u b s t r a t e  b e i n g  p u l l u l a n ^  

a  g l u c a n  c o n t a i n i n g  b o t h  oC-1 , 4  a n d  (X-1 , 6 - l i n k a g e s ^

6k > q P u l l u l a n

o < - ^ g l u c o s e  u n i t s
: • CKX3.

A f t e r  t h r e e  i n c u b a t i o n s  a l t e r n a t e l y  w i t h  p u l l u l a n a s e  

a n d  / ^ - a m y l a s e ,  a l m o s t  a l l  t h e  o r i g i n a l  g l y c o g e n  h a d  b e e n  

r e d u c e d  t o  m a l t o s e  a n d  g l u c o s e  ( a s  shown i n  T a b l e ' I I  ) ,  

c o n f i r m i n g  t h e  e v i d e n c e  o f  L a r n e r  e t  a l .  ̂ j lUe am o u n t  

o f  h y d r o l y s i s  b y  t h e  f i r s t  i n c u b a t i o n  w i t h  p u l l u l a n a s e  

i n c r e a s e d  t h e  p e r c e n t a g e / 3 - a m y l o l y s i s  f r o m  43 .  5 t o  4 7 . 8 / ,  

a  s m a l l  a m o u n t s u g g e s t i n g  t h a t  p u l l u l a n a s e  p r e f e r s  t o
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TABLE I I

H y d r o l y s i s  o f  R a b b i t  L i v e r  G l y c o g e n  I I

I n c u b a t i o n s  io H y d r o l y s i s  -  r e d u c i n g
s u g a r s  m e a s u r e d  a s  m a l t o s e

^ A m y l a s e  a l o n e 4 3 . 5

P u l l u l a n a s e  f o l l o w e d  b y  (^ -a m y la se  
S o l u t i o n  I 4 7 . 8

P u l l u l a n a s e  f o l l o w e d  b y  ^ - a m y l a s e _ 
on  S o l u t i o n  I  S o l u t i o n  I I 6 1 . 8

P u l l u l a n a s e  f o l l o w e d  b y  - a m y l a s e  
on  S o l u t i o n  I I  - ^ S o l u t i o n  I I I 9 2 . 0

rem ove  s m a l l  g l u c a n  c h a i n s  ( £ f  a c t i o n  on  p u l l u l a n ^ ^  ) ,  

r a t h e r  t h a n  t h e  l o n g e r  c h a i n s  w h i c h  w o u ld  be p r e s e n t  on 

t h e  e x t e r i o r  o f  t h e  m o l e c u l e I f  t h e  l o n g e r  c h a i n s  

w ere  a t t a c k e d ,  t h e n  one w o u ld  e x p e c t  t h e  w h o le  m o l e c u l e  

t o  be d e g r a d e d .

The a c t i o n  o f  p u l l u l a n a s e  on /3 - a m y la s e  a n d  g l u e a m y l a s e  

l i m i t  d e x t r i n s  o f  g l y c o g e n  i s  s u m m a r i s e d  i n  T a b l e  I I I .

TABLE I I I  

P r o d u c t s  o f  H y d r o l y s i s

L i m i t  D e x t r i n G l u c o s e ÎÆaltose M a l t o t r i o s e M a l t o t e t r a o s e

G l u c a m y la s e ++ ++ + t r a c e

y^-Amylase - +4- +4" • 4-
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The f a c t  t h a t  m a l t o s e  a n d  m a l t o t r i o s e  a r e  t h e  m a in  o l i g o 

s a c c h a r i d e s  r e l e a s e d  f r o m  jS-am ylase  l i m i t  d e x t r i n  

p r o v i d e s  c o n f i r m a t i o n  t h a t  t h e  a v e r a g e  num ber  o f  g l u c o s e  

u n i t s  l e f t  a s  " s t u b s "  a f t e r  t h e  a c t i o n  o f  /3 -a m y la se  i s  

2 . 5  u n i t s T h i s  v a l u e  i s  o n l y  a v e r a g e  a n d  t h e r e f o r e  

t h e  p r o d u c t i o n  o f  a - l i t t l e  m a l t o t e t r a o s e  was n o t  u n e x p e c t e d .  

The l i b e r a t i o n  o f  g l u c o s e  f r o m  t h e  g l u c a m y l a s e  l i m i t  d e x t r i n  

shows t h a t  g l u c a m y l a s e  i s ,  c a p a b l e  o f  g r e a t e r  d e g r a d a t i o n  

o f  g l y c o g e n  t h a n  ^ - a m y l a s e ;  McLean^^^^^ r e p o r t e d  a n  a v e r a g e  

" s t u b "  l e n g t h  o f  1 . 5  g l u c o s e  u n i t s .  A g a i n ,  a s  t h i s  i s  a n  

a v e r a g e  v a l u e  t h e  s m a l l  a m o u n t s  o f  m a l t o t r i o s e  a n d  

- t e t r a o s e  w e re  t o  be  e x p e c t e d .

E x a m i n a t i o n  o f  t h e  i n f r a r e d  s p e c t r a  o f  s e v e r a l  

g l y c o g e n s  ( T a b l e  TV ) sho w ed  t h a t  a l l  h a d  t h e  n o r m a l  

p a t t e r n  o f  a b s o r p t i o n  i n  t h e  r e g i o n  7 5 0 - 1 , 0 0 0  cm~ ,

v / i t h  p e a k s  a t  759 ± 4  a n d  9 2 6 ^ 4  cm"*** c h a r a c t e r i s t i c  o f  1 , 4 -
— 1l i n k e d  g l u c o s e  u n i t s ,  a n d  a t  848^5  cm“ c h a r a c t e r i s t i c  o f  

t h e  c < - ^ g l u c o s y l  l i n k a g e T h e r e  was no t r a c e  o f  • 

a b s o r p t i o n  a t  890 cm"*** , w h ic h  i s  c h a r a c t e r i s t i c  o f  t h e  

/5-1 i n k a g e s .

An a q u e o u s  s o l u t i o n  o f  i o d i n e  a n d  p o t a s s i u m  i o d i d e  

h a s  c h a r a c t e r i s t i c  a b s o r p t i o n  p e a k s  a t  2 8 8  a n d  350  mji, ‘ 

w h i c h  a r e  b e l i e v e d  t o  be  due t o  t h e  p r e s e n c e  o f  t h e  i o n
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TABLE IV

The I n f r a r e d  A b s o r p t i o n  P e a k s  

o f  t h e  G l y c o g e n s

G l y c o g e n W a v e l e n g t h  i n — 1cm

Human J . H . 7 58 848 926

Human J . B , 762 8 50  ■ 928

Human 26 wk. f e t u s 7 6 0 845 . 925

Human 1 wk. o l d 7 5 8 845 925

Human S t o r a g e  D i s e a s e  G.R. 7 6 0  ... 845 928

Human S t o r a g e  D i s e a s e  L. 756 843 922

Mouse l i v e r 760 850 925

Baboon  l i v e r 760 855 925

C a l f  l i v e r . 760 850 925

R a b b i t  l i v e r  I 765 845 930

R a b b i t  l i v e r  I I 760 845 928

R a b b i t  l i v e r  I I I 758 • 848 926

/3-Amylase l i m i t  d e x t r i n  
o f  R a b b i t  l i v e r  I I

758 850 925
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p r o d u c e d  i n  t h e  e q u i l i b r i u m  r e a c t i o n ^ ^ ^ ^ ]

a n d  t h e s e  a b s o r p t i o n  b a n d s  a r e  v e r y  s e n s i t i v e  t o  c o n c e n 

t r a t i o n  c h a n g e s ,  a n d  t o  t h e  n a t u r e  o f  t h e  s o l v e n t .

The a d d i t i o n  o f  g l y c o g e n  t o  a  s o l u t i o n  c o n t a i n i n g  

t h i s  e q u i l i b r i u m  m i x t u r e  r e s u l t s  i n  t h e  f o r m a t i o n  o f  à  

g l y c o g e n - i o d i n e  c o m p l e x ,  w i t h  a  c h a r a c t e r i s t i c  a b s o r p t i o n  

b e t w e e n  4 2 0 - 4 9 0  mji, f o r  w h ic h  a  h e l i c a l  g l u c a n  c h a i n  i s  

b e l i e v e d  t o  be  n e c e s s a r y ^ H o w e v e r ,  a d d i t i o n  o f  s m a l l  

a m o u n ts  o f  m e t h y l ,  e t h y l  o r  n - p r o p y l  a l c o h o l  t o  t h e  

g l y c o g e n - i o d i n e  c o m p le x  r e s u l t e d  i n  a  d e c r e a s e  i n  

a b s o r b a n c e  on  a  m o l a r  b a s i s ,  t h e  e f f e c t i v e n e s s  b e i n g  i n  

t h e  o r d e r  e t h a n o l ^ m e t h a n o l ^ n - p r o p a n o l .  ( T a b l e  V)

TABLE V

D e c r e a s e  i n  t h e  G l y c o g e n - I o d i n e  Complex A b s o r p t i o n

A l c o h o l M o la r  d e c r e a s e  
i n  A b s o r p t i o n

M e th a n o l 3 . 4

E t h a n o l 8 . 6

n - P r o p a n o l 1 . 4
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The a d d i t i o n  o f  t h e s e  a l c o h o l s  t o  a n  a q u e o u s  s o l u t i o n  o f  

i o d i n e  i n  p o t a s s i u m  i o d i d e  d i d  n o t ,  h o w e v e r ,  a f f e c t  t h e  

a b s o r p t i o n  due t o  t h e  i o n ,  n o r  was t h i s  a b s o r p t i o n  

a f f e c t e d  when t h e  i o d i n e  a n d  p o t a s s i u m  i o d i d e  w ere  

d i s s o l v e d  i n  e t h a n o l .  ( F i g u r e  IV)

T r e a t m e n t  o f  a  s a m p le  o f  g l y c o g e n ,  h a v i n g  a n  i o d i n e  

c o m p le x  a b s o r p t i o n  maximum a t  460 mp., w i t h  t h e  S e v a g  

r e a g e n t ,  u s e d  f o r  t h e  r e m o v a l  o f  p r o t e i n ^ j  r e s u l t e d  i n  

t h e  l o s s  o f  t h i s  a b s o r p t i o n ,  w h i c h  was p r e s u m a b l y  due t o  

t h e  a d s o r p t i o n  o f  i s o - a m y l  a l c o h o l  b y  t h e  g l y c o g e n  

m o l e c u l e .  Removal  o f  t h i s  i s o ^am yl  a l c o h o l  f r o m  t h e  p o l y 

s a c c h a r i d e  b y  e x t r a c t i o n  w i t h  e t h e r ,  a n d  i s o l a t i o n  o f  t h e  

g l y c o g e n ,  r e s u l t e d  i n  t h e  r e a p p e a r a n c e  o f  t h e  a b s o r p t i o n  

maximum a t  460 mji* S i m i l a r  o c c l u s i o n s  h a v e  b e e n  n o t e d  b y  

U l lm a n  a n d  S c h i e r b a u m  u s i n g  s t a r c h ^

A s i m i l a r  d e c r e a s e  i n  a b s o r p t i o n  o f  t h e  g l y c o g e n -  ' 

i o d i n e  c o m p le x  was p r o d u c e d  b y  t h e  a d d i t i o n  o f  u r e a ,  t h e  

d e c r e a s e  i n  t h e  a b s o r p t i o n  b e i n g  p r o p o r t i o n a l  t o  "the 

am o u n t  o f  u r e a  a d d e d  a n d  t o  t h e  g l y c o g e n  c o n c e n t r a t i o n .

( F i g u r e  V) U re a  i t s e l f ,  l i k e  t h e  a l c o h o l s ,  h a d  no e f f e c t  

on  t h e  a b s o r p t i o n  b a n d s  a t  2 8 8  a n d  3 5 0  mjx ( F i g u r e  I V ) ,  

o t h e r  t h a n  d i l u t i o n  e f f e c t s ,  w h ic h  r e s u l t e d  i n  s l i g h t  

s h i f t s  i n  t h e  The u r e a  h a d  o n l y  a  s m a l l  e f f e c t  on

t h e  pH o f  t h e  s o l u t i o n s .
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Pi,8:. IV . I d e n t i c a l  S p e c t r a  o f  t h e  P o t a s s i u m  i o d i d e r l o d i n e  

E q u i l i b r i u m  i n  M c o h o l . W a t e r ,  a n d  w i t h  8M U rea

01

0 3

P i ^ e  E f f e c t  o f  U re a  on  t h e  G l y c o g e n - I o d i n e  Complex

O ' 7
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.W avelength  i n
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A c o n t r a s t i n g  e f f e c t  w as  o b s e r v e d  b y  A r c h i b a l d  a n d  
( 3 0 9 )c o - w o r k e r s  , t h a t  t h e  a d d i t i o n  o f  ammonium s u l p h a t e  t o  

a  s o l u t i o n  c o n t a i n i n g  a  p o l y s a c c h a r i d e - i o d i n e  c o m p lex  

r e s u l t e d  i n  a n  i n c r e a s e  i n  t h e  am oun t  o f  a b s o r p t i o n .  

S c h l a m o w i t z ^ ^ ^  h a d  s u g g e s t e d  t h a t  t h i s  was due t o  t h e  

d e h y d r a t i o n  o f  t h e  p o l y s a c c h a r i d e  m o l e c u l e ,  w h ic h  f a c i l i t a t e d  

t h e  f o r m a t i o n  o f  t h e  p o l y s a c c h a r i d e - i o d i n e  c o m p l e x ,  b y  

p r o d u c i n g  a  more h y d r o p h o b i c  e n v i r o n m e n t  f o r  t h e  i o d i n e  

m o l e c u l e  o r  t h e  i o n .

The d e c r e a s e  i n  a b s o r b a n c e  c a u s e d  b y  t h e  a l c o h o l s  a n d  

u r e a  i s  p r e s u m a b l y  due t o  c o m p e t i t i o n  b e t w e e n  t h e  i o d i n e  

i m o l e c u l e  a n d  t h e s e  r e a g e n t s  f o r  s i t e s  w i t h i n  t h e  h e l i c a l  

r e g i o n s  o f  t h e  g l y c o g e n  m o l e c u l e .  One m i g h t  e x p e c t  u r e a  

t o  be  h y d r o g e n  b o n d e d  v e r y  s t r o n g l y  t o  t h e  h y d r o x y l  g r o u p s .  

L i t t l e  comment c a n  be  made on  t h e  a c t i o n  o f  t h e  a l c o h o l s .

I t  i s  d i f f i c u l t  t o  e n v i s a g e  h y d r o g e n  b o n d  e f f e c t s  i n  s u c h  

d i l u t e  s o l u t i o n s ,  b u t  t h e  e f f e c t i v e n e s s  o f  t h e  d i f f e r e n t  

a l c o h o l s  may d e p e n d  on  s t e r i c  f a c t o r s .

E a r l y  i n v e s t i g a t o r s  e x t r a c t e d  g l y c o g e n  f r o m  a n i m a l  

t i s s u e s  b y  h e a t i n g  w i t h  a q u e o u s  p o t a s s i u m  h y d r o x i d e  

More r e c e n t l y  h o w e v e r ,  l e s s  d r a s t i c  m e th o d s  o f  e x t r a c t i o n  

w i t h  h o t  o r  c o l d  w a t e r ,  o r  d i l u t e  t r i c h l o r a c e t i c  a c i d  

s o l u t i o n ,  h a v e  b e e n  e m p lo y e d  . E x a m i n a t i o n  o f  t h e  m o l e c u l a r  

w e i g h t s  o f  t h e  g l y c o g e n s  h a v e  shown t h a t  t h e y  v a r y  

c o n s i d e r a b l y ,  d e p e n d i n g  on  t h e  m e th o d  o f  e x t r a c t i o n .
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E x t r a c t i o n  w i t h  c o l d  w a t e r  f o r  e x a m p l e ,  y i e l d e d  a  g l y c o g e n

w i t h  a  h i g h  m o l e c u l a r  w e i g h t  o f  450x 10^ b u t  i f  h o t

a l k a l i  o r  a c i d  w e re  u s e d  t h e  m o l e c u l a r  w e i g h t  was /

c o n s i d e r a b l y  r e d u c e d ,  t h e  r e d u c t i o n  b e i n g  g r e a t e r  w i t h

a l k a l i  t h a n  w i t h  a c i d ^ ^ ^

D u r i n g  t h e s e  e x p e r i m e n t s  i t  was a l s o  n o t e d  t h a t  l e s s

g l y c o g e n  was e x t r a c t e d  f r o m  t h e  t i s s u e s  b y  w a t e r  o r  d i l u t e

a c i d ,  t h a n  b y  h o t  a l k a l i ,  a n d  i t  was t h e r e f o r e  s u g g e s t e d

• t h a t  t h e  t i s s u e s  c o n t a i n e d  two f o r m s  o f  g l y c o g e n ,  one

b e i n g  " f r e e " , t h e  s o - c a l l e d  e x t r a c t a b l e  o r  l y o g l y c o g e n ,

w h i l e  t h e  o t h e r ,  t e r m e d  r e s i d u a l  o r  d e s m o g l y c o g e n ,  was
(29  )t h o u g h t  t o  be  b o u n d  t o  p r o t e i n  ;

C o n s i d e r a b l e  d i s c u s s i o n  h a s  t a k e n  p l a c e  o v e r  t h i s  

q u e s t i o n  o f  t h e  b i n d i n g  o f  p r o t e i n  a n d  g l y c o g e n ,  a n d  

w h e t h e r  t h e  two f o r m s  a r e  m e t a b o l i c a l l y  d i s s i m i l a r .  Bloom
( 3 1 2 }a n d  c o - w o r k e r s  i n v e s t i g a t e d  t h e  p r o p o r t i o n s  o f

e x t r a c t a b l e  a n d  r e s i d u a l  g l y c o g e n  i n  r a t  l i v e r  u n d e r  

d i f f e r e n t  p h y s i o l o g i c a l  c o n d i t i o n s  a n d  f o u n d  t h a t  t h e  

r e l a t i v e  a m o u n t s  o f  g l y c o g e n  w e re  c o n s i s t e n t ,  p r o v i d e d  t h e  

a n i m a l s  w ere  k e p t  u n d e r  u n i f o r m  c o n d i t i o n s . .  H ow ever ,  i f  t h e  

n u t r i t i o n a l  s t a t e  o f  t h e  a n i m a l  was a l t e r e d  b y  f a s t i n g ,  ‘ 

t h e  e x t r a c t a b l e  g l y c o g e n  was more r e a d i l y  d e p l e t e d  d u r i n g  

t h e  f a s t ,  a n d  was more r e a d i l y  r e s t o r e d  on  r e f e e d i n g ,  t h a n  

r e s i d u a l  g l y c o g e n .
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F u r t h e r  i n v e s t i g a t i o n s  w ere  c a r r i e d  o u t  t o  d e t e r m i n e  

t h e  e f f e c t  o f  o t h e r  p h y s i o l o g i c a l  a n d  p a t h o l o g i c a l  

c o n d i t i o n s  on  t h e  p r o p o r t i o n s  o f  e x t r a c t a b l e  a n d  r e s i d u a l
(73 )g l y c o g e n  i n  t h e  t i s s u e s ^  , a n d  i t  was g e n e r a l l y  o b s e r v e d  

t h a t  t h e  e x t r a c t a b l e  g l y c o g e n  was more a f f e c t e d  t h a n  t h e  

r e s i d u a l  g l y c o g e n ,  when t h e  c o n d i t i o n s  w e re  c h a n g e d .

E x p e r i m e n t s  on t h e  r e a c t i o n s  o f  e x t r a c t a b l e  a n d  r e s i d u a l
(71 )g l y c o g e n ,  c o n d u c t e d  b y  F i g u e r o a  a n d  c o - w o r k e r s ^  , show ed

t h a t  7 0 ^  o f  t h e  r e s i d u a l  g l y c o g e n  was p r e c i p i t a t e d  f r o m

a q u e o u s  s o l u t i o n  a t  7 0 ^ 0 .  E x t r a c t a b l e  g l y c o g e n  h o w e v e r ,

was n o t  p r e c i p i t a t e d  on  h e a t i n g  t o  1 0 0 ° ,  b u t  b o t h  fo rm s

w e re  p r e c i p i t a t e d  b y  6 0 ^  s a t u r a t e d  ammonium s u l p h a t e ,  a n d

b o t h  m i g r a t e d  t o w a r d s  t h e  a n o d e  on  e l e c t r o p h o r e s i s  a t
(71 )pH 8 . 6 .  F i g u e r o a  e t  a l  ̂  ̂ s u g g e s t e d  t h a t  b o t h  f o r m s  m i g h t

be  b o u n d  t o  p r o t e i n #

Roe^^^^  h o w e v e r ,  h a s  s t a t e d  t h a t  a l l  t h e  g l y c o g e n

( e x t r a c t a b l e  a n d  r e s i d u a l )  c a n  be r e m o v e d  f r o m  l i v e r  t i s s u e  

b y  v e r y  h i g h  s p e e d  h o m o g e n i s a t i o n  w i t h  t r i c h l o r a c e t i c  a c i d  

(TCA) u s i n g  g l a s s  b a l l s .  K i t s  v a n  H e i j n i n g e n ^ ^ ^ ^ ^  h a s  

s u g g e s t e d  t h a t  t h e  n e e d  f o r  t h e  p r e s e n c e  o f  t h e  g l a s s  b a l l s  

i n  t h e  h o m o g e n i s a t i o n  i s  i t s e l f  e v i d e n c e  f o r  t h e  e x i s t e n c e  

o f  t h e  two f o r m s  o f  g l y c o g e n .

A t t e m p t s  h a v e  b e e n  made t o  e x t r a c t  t h e  r e s i d u a l  g l y c o g e n  

w i t h  r e a g e n t s  o t h e r  t h a n  TCA a n d  a l k a l i .  L o u r a u  a n d  Meyer 

f o u n d  t h a t  a  h o t  s o l u t i o n  o f  50^  u r e a  e x t r a c t e d  t h e  same



am o u n t  o f  g l y c o g e n  a s  p o t a s s i u m  h y d r o x i d e  s o l u t i o n

71
( 5 U )

The compound o b t a i n s d ^ ^ ^  was i d e n t i f i e d  a s  g l y c o g e n  a n d  

was c o n t a m i n a t e d  w i t h  o n l y  t r a c e  a m o u n t s  o f  p h o s p h o r u s  

a n d  n i t r o g e n .

Removal  o f  t h e  r e s i d u a l  g l y c o g e n  b y  d e g r a d a t i o n  o f  

t h e  p r o t e i n  b y  p r o t e o l y t i c  enzym es  was c a r r i e d  o u t  i n  1934 

b y  W i l l s t a t t e r  a n d  Rohdewald^ '^^^  U s in g  p a p a i n  a n d  p e p s i n  

t h e y  s u c c e e d e d  i n  e x t r a c t i n g  b e t w e e n  3 0 - 4 6 ^  o f  t h e  r e s i d u a l  

g l y c o g e n ,  a f t e r  p r i o r  e x t r a c t i o n  w i t h  TCA.

A f t e r  r e m o v a l  o f  t h e  e x t r a c t a b l e  g l y c o g e n  f r o m  r a t  

l i v e r  v / i t h  TCA i n  t h i s  p r e s e n t  i n v e s t i g a t i o n ,  t h e  r e s i d u e  

v/as t r e a t e d  w i t h  p r o n a s e , a  p r o t e o l y t i c  enzyme i s o l a t e d  

f r o m  S t r e p t o m y c e s  g r i s e u s ^ ^ ^ Y / h e n  t h e  enzyme d i g e s t  was 

s u b j e c t e d  t o  g e l  f i l t r a t i o n  on a  G-75 S e p h a d e x  co lu m n  

w i t h . T r i s  b u f f e r ,  pH 8 . 5 ,  t h e  c h r o m a t o g r a p h i c  p a t t e r n  

shown i n  F i g u r e  V ia  was o b t a i n e d ,  w i t h  t h e  p h e n o l -  

s u l p h u r i c  a c i d  p o s i t i v e  m a t e r i a l  (A) a p p e a r i n g  i n  t h e  3 0 -  

5 0  m l .  f r a c t i o n  o f  t h e  e l u a t e ,  f o l l o w e d  b y  a  m a j o r  p r o t e i n  

p e a k  (B) d e t e c t e d  w i t h  t h e  F o l i n - C i o c a l t e u  r e a g e n t ,  w h i c h  

was e l u t e d  b e t w e e n  7 0 - 2 5 0  m l .  E x a m i n a t i o n  o f  t h e  p r o n a s e  

a l o n e  on  S e p h a d e x  gave  no p e a k  c o r r e s p o n d i n g  t o  A ( F i g .  VIb)  

a n d  a  l i v e r  r e s i d u e  w h i c h  h a d  b e e n  i n c u b a t e d  a t  37^ i n  t h e  

a b s e n c e  o f  p r o n a s e  g a v e  a  p o s s i b l e  s m a l l  A p e a k ,  a n d  a  

l a r g e r  p e a k  C ( p o s i t i v e  t o  p h e n o l - s u l p h u r i c  a c i d ) , 

p r e s u m a b l y  g l y c o g e n ,  w h i c h  was e l u t e d  w i t h  t h e  m a in  p r o t e i n
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V i a . Gel  P i l t r a t i o n  o f  t h e  R e s i d u e - P r o n a s e  
D i g e s t  on S e p h a d e x  G-75

— C a r b o h y d r a t e  
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P i g ,  V I b . Gel  P i l t r a t i o n  o f  t h e  P r o n a s e  on 
S e p h a d e x  G-75

“5" ^  'Ip
■> E l u a t e  ( m l . )
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p e a k  B. H ow ever ,  i n  g e n e r a l , . t h e  c a r b o h y d r a t e  m a t e r i a l  

a p p e a r e d  t o  be  s p r e a d  t h r o u g h o u t  many f r a c t i o n s .  ( F i g u r e  V i c )  

Use o f  t h e  G-200 S e p h a d e x  g e l  w i t h  t h e  p r o n a s e - l i v e r  

d i g e s t  e n a b l e d  a  g r e a t e r  s e p a r a t i o n  t o  be  o b t a i n e d  b e tv / e e n  

t h e  p e a k  A a n d  t h e  p r o t e i n  p e a k  B, ( F i g u r e  V I I )  b u t  t h i s  

g e l  was n o t  u s e d  t o  f r a c t i o n a t e  a l l  t h e  p r o n a s e - r e s i d u e  

s o l u t i o n ,  b e c a u s e  t h e  r a t e  o f  e l u t i o n  was e x t r e m e l y  s low . .

The f r a c t i o n a t i o n  o f  a  TCA e x t r a c t  o f  r a t  l i v e r  g a ve  

a  s i m i l a r  p a t t e r n  t o  t h a t  o b t a i n e d  w i t h  t h e  l i v e r  r e s i d u e -  

p r o n a s e  h y d r o l y s a t e ,  e x c e p t  t h a t  t h e  f i r s t  p e a k  A c o n t a i n e d  

a  v e r y  l a r g e  c o n c e n t r a t i o n  o f  g l y c o g e n ,  a n d  t h e  p r o t e i n  

p e a k  B a l s o  c o n t a i n e d  some c a r b o h y d r a t e ,  w h ic h  may h a v e  

b e e n  l o w  m o l e c u l a r  w e i g h t  m a t e r i a l  s u c h  a s  g l u c o s e .  ( F i g . V I I ] )  

S t r u c t u r a l  e x a m i n a t i o n  o f  t h e  e x t r a c t a b l e  g l y c o g e n  

i s o l a t e d  f r o m  t h e  TCA e x t r a c t ,  a n d  t h e  p o l y s a c c h a r i d e  

i s o l a t e d  f r o m  t h e  p o o l e d  f r a c t i o n s  o f  p e a k  A, e l u t e d  f r o m  

t h e  G-75 S e p h a d e x  c o lu m n  shov/ed t h a t  t h e  l a t t e r  was g l y c o g e n  

w i t h  a  s i m i l a r  s t r u c t u r e  t o  t h a t  o f  t h e  e x t r a c t a b l e  g l y c o g e n .  

The r e s i d u a l  g l y c o g e n  s t i l l  c o n t a i n e d  5^ p r o t e i n  a n d  a  

r e l a t i v e l y  h i g h  l e v e l  o f  o t h e r  u n i d e n t i f i e d  i m p u r i t i e s .

TABLE VI 

S t r u c t u r e s  o f  t h e  G ly c o g e n s

G l y c o g e n P u r i t y .'■CL ECL ICL \ n a x T "

E x t r a c t a b l e 91.7?^ 1 1 .2 7 . 6 2 .6 433

R e s i d u a l 7 0 . 3 ^ 1 1 .8 7 . 7 3 .1 -



74

V i o . G-el P i l t r a t i o n  o f  t h e  R e s i d u e  on
S e p h a d e x  G-75
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P i# »  V I I I » G-el F i l t r a t i o n  o f  t h e  TCA e x t r a c t
o f  R a t  L i v e r

/ • o

0*1

it-too

E L u a te  ( m l . )
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T h i s  c o n f i r m s  t h e  w ork  o f  K j ^ l b e r g ,  M anners  a n d

'  who f o u n d  v e r y  l i t t l e  d i f f e r e n c e  b e t w e e n  t h e  

s t r u c t u r e s  o f  e x t r a c t a b l e  a n d  r e s i d u a l  g l y c o g e n  f r o m  

r a b b i t  l i v e r :  t h e  r e s i d u a l  g l y c o g e n  i n  t h i s  c a s e  was 

i s o l a t e d  b y  p o t a s s i u m  h y d r o x i d e  e x t r a c t i o n .

I t  i s  r e a s o n a b l e  t o  s u p p o s e  t h a t  g l y c o g e n  i n  v i v o  

i s  a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  c e l l  p r o t e i n s ;  b i n d i n g  t o  

p h o s p h o r y l a s e ^ 7 ^  ̂ a n d  s y n t h e t a s e ^ ^ h a s  a l r e a d y  b e e n  

d e t e c t e d »  T h i s  a s s o c i a t i o n  c o u l d  i n v o l v e ,  c h e m i c a l  

b o n d i n g  b e t w e e n  t h e  g l y c o g e n  a n d  t h e  p r o t e i n ,  o r  a  

p h y s i c a l  a s s o c i a t i o n , . - p o s s i b l y  due t o  h y d r o g e n  b o n d i n g .  

The e x p e r i m e n t s  o f  R o e ^ ^ ^ ]  a l r e a d y  m e n t i o n e d ,  show t h a t  

s e v e r e ,  c o n d i t i o n s  c a n  r e l e a s e  a l l  t h e  g l y c o g e n  f r o m  t h e  

c e l l s ,  a n d  i n  t h e  p r e s e n t  s t u d y  much o f  i t  was a p p a r e n t l y  

r e m o v e d  b y  e n z y m ic  d e g r a d a t i o n  o f  t h e  p r o t e i n .  B o th  o f  

t h e s e  s t u d i e s  s u g g e s t  t h a t  r e s i d u a l  g l y c o g e n  r e s u l t s  f ro m  

a  p h y s i c a l  e n t r a p m e n t  o f  t h e  g l y c o g e n  m o l e c u l e  i n  t h e  

d e n a t u r e d  p r o t e i n  p r o d u c e d  b y  t h e  TCA t r e a t m e n t »

However  t h e  p r o n a s e  d i g e s t i o n  e x p e r i m e n t  d o e s  n o t  

c o n c l u s i v e l y  d i s p r o v e  c h e m i c a l  b o n d i n g  b e t w e e n  g l y c o g e n  

a n d  p r o t e i n  i n  t h e  r e s i d u a l  g l y c o g e n ,  p a r t i c u l a r l y  a s  

55̂  p r o t e i n  was s t i l l  p r e s e n t  i n  t h e  I s o l a t e d  f r a c t i o n .  

B o n d in g  o f  t h i s  t y p e  d o e s  a p p e a r  t o  be  u n l i k e l y ,  h o w e v e r ,  

o t h e r w i s e ,  a n o m a lo u s  r e s u l t s  w o u ld  p r o b a b l y  h a v e  b e e n  

o b t a i n e d  w i t h  t h e  e n z y m ic  m e th o d s  u s e d  f o r  a n a l y s i s .
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The g l y c o g e n  c o n t e n t  o f  t h e  l i v e r  o f  f e t a l  a n i m a l s  

i s  g e n e r a l l y  f o u n d  t o  be  l o w  d u r i n g  t h e  e a r l y  s t a g e s  o f  

d e v e l o p m e n t ,  b u t  n e a r  t h e  e n d  o f  t h e  g e s t a t i o n a l  p e r i o d  

i t  i n c r e a s e s  m a r k e d l y  t o  a  l e v e l  h i g h e r  t h a n  t h a t  n o r m a l l y  

f o u n d  i n  t h e  a d u l t  a n i m a l ^  A f t e r  b i r t h  t h i s  g l y c o g e n  

s t o r e  i s  r a p i d l y  d e p l e t e d  a n d  o n l y  s l o w l y  r i s e s  a g a i n  

a f t e r  s e v e r a l  d a y s .

I n  o r d e r  t o  d e t e r m i n e  t h e  v a r i a t i o n  i n  t h e  q u a n t i t i e s

o f  e x t r a c t a b l e  a n d  r e s i d u a l  g l y c o g e n  d u r i n g  t h e  f e t a l  a n d

n e o n a t a l  p e r i o d ,  t h e  l i v e r  t i s s u e s  f r o m  r a t s  a n d  humans were

e x t r a c t e d  b y  t h e  m e th o d  o f  F i g u e r o a  a n d  P f e i f f e r ^ ^ * *  i n

w h i c h  t h e  t i s s u e s  w ere  f i r s t  h o m o g e n i s e d  i n  5^ TCA s o l u t i o n ,

a n d  t h e n  t h e  r e s i d u e  o b t a i n e d  f r o m  t h i s  e x t r a c t i o n  was

d i g e s t e d  w i t h  '̂ Qfo p o t a s s i u m  h y d r o x i d e  s o l u t i o n  t o  r e l e a s e

t h e  r e s i d u a l  g l y c o g e n .  The t o t a l  am ou n t  o f  g l y c o g e n

e x t r a c t e d  w i t h  TCA a n d  a l k a l i ,  was c o m p a r e d  w i t h  t h e  am oun t

o f  g l y c o g e n  e x t r a c t e d  u s i n g  a l k a l i  a l o n e ,  a n d  g o o d  a g r e e m e n t

i n  t h e  v a l u e s  was o b t a i n e d ,  c o n f i r m i n g  t h e  o b s e r v a t i o n  o f
( ”519)K o r i t z  a n d  Munck^^ ^  t h a t  p r o l o n g e d  d i g e s t i o n  o f  t h e  

t i s s u e  w i t h  a l k a l i  d i d  n o t  d e c r e a s e  t h e  am oun t  o f  g l y c o g e n .

As t h e  q u a n t i t i e s  o f  f e t a l  t i s s u e s  a v a i l a b l e  f o r  

a n a l y s i s  w e re  v e r y  s m a l l ,  a n d  a l s o  t h e  g l y c o g e n ’ c o n t e n t ,  o f  

t h e s e  t i s s u e s  was l e s s  t h a n  1%. i t  was n e c e s s a r y  t o  m o d i f y  

t h e  n o r m a l  t e c h n i q u e s  f o r  g l y c o g e n  d e t e r m i n a t i o n .  I n s t e a d  

o f  p r e c i p i t a t i n g  t h e  g l y c o g e n  f r o m  s o l u t i o n  w i t h  a l c o h o l .
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G l y c o g e n s  i n  t h e  R a t  L i v e r

Sam ple
G l y c o g e n  C o n t e n t i n  io

R a t i o  E /R
T o t a l E x t r a c t a b l e R e s i d u a l

A d u l t

F em ale  I 6 . 1 4 5 .51 0 . 8 5 6 . 1 4

Fem ale  I I 4 .8 2 . 5 . 9 4 0.88: . 4 . 4 7

55 h r . 0 . 9 5 0 . 6 2 0 .51 2 . 0

48 h r . 1 . 0 9 0 .61 0 . 4 8 1 .2 6

48 h r . 1 .6 7 1 .0 2 0 . 6 5 1 .5 7

24  h r . 1 . 5 9 0 . 8 2 0 .7 7 1 .0 7

24  h r . 0 . 9 7 0 . 5 9 0 . 5 8 1 .5 7

16 h r . 1 .5 2 0 . 7 4 0 . 5 8 1 . 2 4

12 h r . 1 .6 9  • 1 .5 2 0 .5 7 5 . 6

6> h r . 5 . 7 2 5 . 2 4 0 . 4 8 6 . 9 8

6 h r . 5 . 2 2 2 . 8 2 0 . 4 6 . 9

4 h r . 6 . 5 6 6 . 1 5 0 . 4 5 1 4 . 2

0 . 5  h r . 7 . 5 2 7 . 0 5 0 . 4 7 1 5 . 0

F e t a l

2 0 . 5  d a y s 5 , 2 2 4 . 8 5 0 . 5 9 1 2 .4 5

20  d a y s 2 . 8 4 2 . 4 9 0 . 5 5 7 .1

19 d a y s 1 . 1 6 0 . 8 0 0 . 5 6 2 . 2 2

1 8 . 5  d a y s 1 .1 2 0 .6 . 0 .5 2 1 .2
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t h e  p o l y s a c c h a r i d e  was e s t i m a t e d  by  d i r e c t  t r e a t m e n t  o f  

t h e  TCA a n d  a l k a l i  e x t r a c t s  ( a f t e r  c e n t r i f u g a t i o n )  . w i t h  

t h e  p h e n o l - s u l p h u r i c  a c i d  r e a g e n t a f t e r  t h e  r e d u c i n g  

s u g a r s  i n  t h e  TCA s o l u t i o n  h a d  b e e n  r e d u c e d  b y  s o d iu m
{ "ZO \

b o r o h y d r i d e  • T h i s  e n a b l e d  v e r y  s m a l l  a m o u n ts  o f  

g l y c o g e n  t o  be  m e a s u r e d ,  w here  i s o l a t i o n  o f  t h e  g l y c o g e n  

w o u ld  h a v e  b e e n  i m p r a c t i c a b l e  i f  n o t  i m p o s s i b l e .

I n  f e t a l  r a t s  i t  was f o u n d  t h a t  d u r i n g  t h e  p e r i o d  

f r o m  3 d a y s  b e f o r e  b i r t h  u n t i l -  55 h r .  p o s t n a t a l  t h e  am oun t  

o f  r e s i d u a l  g l y c o g e n  show ed a  s m a l l  v a r i a t i o n  b e t w e e n  

0 .5 1  a n d  0 . 7 7 ^ ;  t h e  a v e r a g e  c o n t e n t  b e i n g  0 . 4 6 ^ .  A s i m i l a r  

v a l u e  o f  0 . 4 6 ^  was f o u n d  b y  R u s s e l l  a n d  Bloom i n  a d u l t  

r a t  l i v e r ^ ^ ^ ^ ]  H ow eve r ,  d u r i n g  t h e  p r e -  a n d  p o s t n a t a l  

p e r i o d s  m e n t i o n e d ,  t h e  am oun t  o f  r e s i d u a l  g l y c o g e n  d i d  

i n c r e a s e  s l o w l y .  ( F i g u r e  I X , a n d  T a b l e  V I I )  I n  c o m p l e t e  

c o n t r a s t  t o  t h i s ,  t h e  am ount  o f  e x t r a c t a b l e  g l y c o g e n  

i n c r e a s e d  2 0 - f o l d  d u r i n g  t h e  l a s t  two d a y s  o f  f e t a l  l i f e ,  

a n d  t h e n  r a p i d l y  d e c r e a s e d  i n  t h e  f i r s t  12 h o u r s  a f t e r  

b i r t h .  T h i s  v a r i a t i o n  i n  t h e  c o n t e n t  o f  e x t r a c t a b l e  

g l y c o g e n  p a r a l l e l s  t h e  p a t t e r n  o f  t o t a l  g l y c o g e n  s t o r a g e  

i n  t h e  l i v e r ^ ^ ^ ^  ] ( F i g u r e s  IX a n d  X) G a s p a r ^ ^ ^ ^ ^  a l s o  

n o t e d  t h a t  t h e  l i v e r s  o f  n e w b o rn  r a b b i t s  c o n t a i n e d  a  h i g h  

p r o p o r t i o n  o f  e x t r a c t a b l e  t o  r e s i d u a l  g l y c o g e n ,  i n  t h e  r a t i o  

o f  4 . 7  ; 1 .

The i n v e s t i g a t i o n  o f  t h e  a m o u n t s  o f  e x t r a c t a b l e  a n d
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P i g .  IX. P e r c e n t a g e  o f  E x t r a c t a b l e  a n d  R e s i d u a l  

G ly c o g e n  i n  R a t  L i v e r

- ^ E x t r a c t a b l e

•H

rH

•H

•P

Days a f t e r  b i r t h 'Days b e f o r e  b i r t h
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Z . R a t i o  o f  E x t r a c t a b l e  t o  R e s i d u a l  G ly c o g e n  
i n  R a t  L i v e r

1r

17

(5

•2

II

/o

g

7

6

4

3

X

«

o
3 2
Days b e f o r e  b i r t h Days a f t e r  b i r t h
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r e s i d u a l  g l y c o g e n  i n  human l i v e r  t i s s u e s  was n o t  a s

c o m p r e h e n s i v e  a s  t h a t  w i t h  t h e  r a t  t i s s u e s  ow ing  t o  t h e

d i f f i c u l t y  i n  o b t a i n i n g  t i s s u e s  f ro m  f e t u s e s  a g e d  b e t w e e n

7 - 9  m o n t h s ,  t h e  p e r i o d  when a  l a r g e  b u i l d  up o f  g l y c o g e n

i n  t h e  l i v e r  w o u ld  be  e x p e c t e d .  I n  a d d i t i o n ,  when

c o n s i d e r i n g  t h e  r e s u l t s ,  t h e  h e a l t h  o f  t h e  p a t i e n t  a n d

t h e  t r e a t m e n t  o f  t h e  t i s s u e s  p r i o r  t o  a n a l y s i s  s h o u l d  be

t a k e n  i n t o  a c c o u n t .  T h ese  f a c t o r s  w ere  o f t e n  unknown.

H o w ev e r ,  w i t h  t h e  t i s s u e s  t h a t  w e r e . a v a i l a b l e  i t  was

p o s s i b l e  t o  show t h a t  i n  t h e  p e r i o d  1 2 -1 9  weeks  i n  human

f e t a l  l i v e r ,  t h e  am oun t  o f  r e s i d u a l  g l y c o g e n  r e m a i n e d

f a i r l y  c o n s t a n t ,  v a r y i n g  f r o m  0 . 2 5  t o  0.58^^, w h i l e  t h e

e x t r a c t a b l e  g l y c o g e n  v a r i e d  f ro m  0 .1  t o  0 . 5 6 ^ .  ( T a b l e  V I I I )

The a m o u n t s  o f  t h e  tv/o f r a c t i o n s  i n  t h e  26 week f e t a l  l i v e r

s a m p le  show ed  t h a t  a l t h o u g h  t h e  r e s i d u a l  g l y c o g e n  c o n t e n t

o f  0 . 45^0 was s t i l l  w i t h i n  t h e  " n o r m a l "  r a n g e ,  t h e  am oun t

o f  e x t r a c t a b l e  g l y c o g e n  h a d  i n c r e a s e d  c o n s i d e r a b l y  t o

5 . 2 ^ ,  a n d  t h i s  i n c r e a s e  c o i n c i d e s  w i t h  t h e  i n c r e a s e  i n
( 2 1 3 )t o t a l  g l y c o g e n  c o n t e n t  o f  t h e  l i v e r  f o u n d  b y  K i t a m u r a  

a n d  B o u rn e  e t  a l .

U s i n g  t h e  p h e n o l - s u l p h u r i c  a c i d  m e th o d ,  g l y c o g e n  i n  

a  12 w eek  human f e t a l  l i v e r  was d e t e c t e d .  B ourne  e t  a l ^^^ 

p r e v i o u s l y  c a r r i e d  o u t  a n  a b s o l u t e  i d e n t i f i c a t i o n  o f  

g l y c o g e n  i n  a  13& week  human f e t u s  a n d  h i s t o c h e m i c a l  

m e t h o d s  e . g .  S h a p o v a l o v ^ ^ ' ' ^ s u g g e s t  t h a t  g l y c o g e n  i s
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Sam ple G l y c o g e n  C o n t e n t  i n  i<> R a t i o  E /R

T o t a l E x t r a c t a b l e R e s i d u a l

A d u l t  

12 m. 3 wk. 5 . 9 7 4 . 3 1 . 6 7 2 . 6

2 m. ■ 6 . 1 3 5 . 5 0 . 6 3 8 . 7

1 m. 1 d . 1 . 3 4 0 . 6 8 0 . 6 6 1 .1

P e t a l  

26 wk. 3 . 6 5 3 . 2 0 . 4 5 7 .1

19 wk. 0 . 9 6 0 . 5 6 0 . 4 1 . 5

18 wk. 0 . 4 7 0 . 1 2 0 . 3 5 0 . 3 3

17 wk. 0 . 7 6 0 .3 1 . 0 . 4 5 0 . 6 9

16 wk. 0 .7 1 0 .2 1 0 . 4 9 ■ 0 . 4 5

15 wk. 1 . 0 3 0 . 5 6 0 . 4 7 1 .2

14 wk. 0 . 9 5 0 . 3 7 0 . 5 8 0 . 6 3

14 wk. 0 . 8 7 0 . 4 2 0 . 4 5 0 . 9 4

14 wk. 0 . 4 7 0 . 2 2 0 . 2 5 0 . 8 3

13 wk. 0 . 6 7 0 . 2 3 0 . 4 4 . 0 . 5 2

12 wk. 0 . 3 7  ■ 0 .1 0 . 2 7 0 . 3 5
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p r e s e n t  a t  e v e n  e a r l i e r  s t a g e s  o f  f e t a l  d e v e l o p m e n t .

E x a m i n a t i o n  o f  t h e  m o l e c u l a r  w e i g h t s  o f  l i v e r  g l y c o g e n s  

f r o m  t h e  f e t a l  a n d  a d u l t  cow show ed  t h a t  t h e  m o l e c u l a r  

w e i g h t  o f  t h e  g l y c o g e n  i n  t h e  f o r m e r  was much l o w e r  t h a n  

t h a t  o f  t h e  l a t t e r ^ ^ ^

I n  a d d i t i o n ,  e x p e r i m e n t s  w i t h  ^ ^ 0 - l a b e l l e d  g l u c o s e  

h a v e  show n  t h a t  t h e r e  a r e  two f o rm s  o f  g l y c o g e n  d i f f e r i n g

i n  m o l e c u l a r  w e i g h t  a n d  m e t a b o l i c  f u n c t i o n  i n  t h e  r a t .
( 311)S t e t t e n  a n d  c o - w o r k e r s  f o u n d  t h a t  i n  t h e  l i v e r  t h e r e

was h i g h e r  i n c o r p o r a t i o n  o f  r a d i o a c t i v i t y  i n t o  t h e  l o w e r  

m o l e c u l a r  w e i g h t  f r a c t i o n  o f  TCA e x t r a c t e d  g l y c o g e n .

A q u eo u s  p h e n o l  e x t r a c t i o n  o f  r a t  l i v e r  h a s  a l s o  shown 

t h a t  h i g h  a n d  l o w  m o l e c u l a r  w e i g h t  g l y c o g e n  f r a c t i o n s  

e x i s t  a n d  t h e  f o r m e r  i s  more r e a d i l y  e x t r a c t e d  t h a n  t h e  

l a t t e r ^

C o n s i d e r i n g  t h e s e  d a t a  a  p o s s i b l e  e x p l a n a t i o n  f o r  

t h e  v a r i a t i o n  o f  e x t r a c t a b l e  a n d  r e s i d u a l  g l y c o g e n s  i n  

l i v e r  may b e  a t t e m p t e d .  T h r o u g h o u t  d e v e l o p m e n t  l i v e r  

t i s s u e s  o n l y  u n d e r g o  a  s m a l l  i n c r e a s e  i n  p r o t e i n  c o n c e n 

t r a t i o n  ( F i g u r e  XI f o r  t h e  r a t ) .  G l y c o g e n ,  on  t h e  o t h e r  

h a n d ,  o c c u r s  a t  a  l o w  l e v e l  i n  t h e  e a r l y  s t a g e s  o f  

g e s t a t i o n  b u t  t o w a r d s  t e r m  t h e  s y n t h e s i s  o f  g l y c o g e n  

p r o c e e d s  much more r a p i d l y  t h a n  t h a t  o f  p r o t e i n  a n d  t h e  

f o r m e r  s o o n  p r e d o m i n a t e s .  A t  t h i s  s t a g e  t h e  i n c r e a s e  i n  

e x t r a c t a b l e  g l y c o g e n  may be  d i r e c t l y  r e l a t e d  t o  t h e  h i g h
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g l y c o g e n  : p r o t e i n  r a t i o .  . When t h i s  r a t i o  d e c r e a s e s  t h e  

p e r c e n t a g e  o f  e x t r a c t a b l e  g l y c o g e n  f a l l s  a n d  e v e n t u a l l y  

a  t o t a l  g l y c o g e n  c o n t e n t  i s  r e a c h e d  w h e re  t h e r e  i s  

s u f f i c i e n t  p r o t e i n  t o  " c o m b i n e " w i t h  n e a r l y  a l l  o f  t h e  

g l y c o g e n  a n d  h e n c e ,  when t h e  t i s s u e s  a r e  t r e a t e d  w i t h  

TCA a  m a j o r  p a r t  o f  t h e  t o t a l  g l y c o g e n  a p p e a r s  i n  t h e  

r e s i d u a l  f o r m ,  i . e .  i t  i s  c a r r i e d  down b y  t h e  d e n a t u r e d  

p r o t e i n .

I f  t h e  b u i l d  up  o f  g l y c o g e n  d u r i n g  f e t a l  d e v e l o p m e n t  

i s  a c c o m p a n i e d  b y  a n  i n c r e a s e  i n  m o l e c u l a r  v / e i g h t  ( s e e  

p a g e  8 4 ) ,  t h e n  i n  t h e  e a r l y  s t a g e s  s m a l l  m o l e c u l e s  o f  

g l y c o g e n  t o t a l l y  s u r r o u n d e d  b y  p r o t e i n ,  much o f  i t  e n z y m i c , 

may b e  e n v i s a g e d .  TCA e x t r a c t i o n  a t  t h i s  t i m e  w o u ld  

r e a d i l y  p r o d u c e  r e s i d u a l  g l y c o g e n .  A t  a  l a t e r  s t a g e ,  a s  

t h e  m o l e c u l a r  w e i g h t  i n c r e a s e s ,  p r o d u c i n g  l a r g e r  m o l e c u l e s ,  

t h e  p r o t e i n  c o a t "  may b e  d i s r u p t e d ,  t h e r e b y  a l l o w i n g  t h e  

p o l y s a c c h a r i d e  m o l e c u l e s  t o  be  more e a s i l y  d i s s o l v e d  b y  

t h e  TCA s o l u t i o n  w i t h  l e s s  i n t e r f e r e n c e - f r o m  t h e  d e n a t u r e d
fr \

p r o t e i n .  The b r e a k i n g  o f  t h e  p r o t e i n  c o a t  may a l s o  a l l o w

m o l e c u l e s  o f  g l y c o g e n  t o  a s s o c i a t e ,  b y  h y d r o g e n  b o n d i n g ,

t o  f o r m  t h e  t y p i c a l  r o s e t t e s  o f  g l y c o g e n ,  v /h ich  h a v e  b e e n
(3 2 6  3 27 )o b s e r v e d  w i t h  t h e  e l e c t r o n  m i c r o s c o p e  ^
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( i l )  S t u d i e s  on  Enzymes 

P a r a l l e l i n g  s t u d i e s  on  g l y c o g e n  f o r m a t i o n  i n  f e t a l  

l i v e r ,  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  t h e  a c t i v i t i e s  o f  c e r t a i n  

e n z y m e s  c o n c e r n e d  w i t h  t h e  s y n t h e s i s  a n d  d e g r a d a t i o n  o f  

g l y c o g e n  h a s  a l s o  b e e n  e x a m i n e d .  As shown i n  T a b l e s  IX 

a n d  X a n d  F i g u r e s  X I I  a n d  X I I I ^  t h e  a c t i v i t y  o f  g l y c o g e n  

s y n t h e t a s e  r i s e s  s t e a d i l y  d u r i n g  t h e  f e t a l  p e r i o d  o f  b o t h  

. r a t s  a n d  h u m a n s ,  a n d  c o n t i n u e s  t o  r i s e  a f t e r  b i r t h  t o  

l e v e l s  o f  a c t i v i t y  h i g h e r  t h a n  t h a t  f o u n d  i n  t h e  a d u l t  

a n i m a l .  I n  b o t h  s p e c i e s  t h e  a c t i v i t y  r e m a i n s  h i g h  a f t e r
( p o

b i r t h ,  c o n f i r m i n g  t h e  o b s e r v a t i o n  o f  Dawkins^  ,
( PP R)

B a l l a r d  a n d  O l i v e r  ■ f o u n d  a  s i m i l a r  p a t t e r n  o f  d e v e l o p 

m en t  i n  s h e e p ,  t h e  a c t i v i t y  i n  t h e  n e w b o r n  a n i m a l  b e i n g  

2 1 0 , ^ o l e s  o f  U D P / h r . / g .  , c o m p a r e d  w i t h  181 a n d  55 ^ o l e s /  

h r . / g .  f o r  t h e -  f e t u s  a n d  t h e  a d u l t ,  r e s p e c t i v e l y .

The d e v e l o p m e n t  o f  t h e  p h o s p h o g l u c o m u t a s e  a c t i v i t y  

i s  s i m i l a r  t o  t h a t  o f  s y n t h e t a s e ,  r i s i n g  d u r i n g  g e s t a t i o n ,  

a n d  t h e n  i n c r e a s i n g  s l o v / l y  a f t e r  b i r t h .  The a c t i v i t y  

i n  human l i v e r  a t  b i r t h  was l o w e r  t h a n  t h a t  o f  a  one 

y e a r - o l d  c h i l d ,  b u t  t h e  a c t i v i t y  i n  t h e  r a t  was som ew hat  

h i g h e r  t h a n  t h a t  f o u n d  i n  t h e  a d u l t  a n i m a l .  A s i m i l a r , 

p a t t e r n  o f  d e v e l o p m e n t  was a l s o  f o u n d  i n  s h e e p  l i v e r ,  t h e  

a c t i v i t y  a t  b i r t h  b e i n g  h i g h e r  t h a n '  i n  t h e  f e t u s  o r  i n  

• t h e  m a t u r e  a n i m a l

The p a t t e r n s  o f  a c t i v i t y  o f  t h e  d e g r a d a t i v e  en zy m es  

h a v e  b e e n  more t h o r o u g h l y  i n v e s t i g a t e d  i n  a n  ‘a t t e m p t  t o
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e x p l a i n  g l y c o g e n  s t o r a g e  b e f o r e  b i r t h . ,  a n d  t h e  r a p i d  

d e p l e t i o n  a f t e r  b i r t h .

P h o s p h o r y l a s e  a c t i v i t y  h a s  b e e n  d e t e c t e d  e a r l y  i n  

g e s t a t i o n ,  b e f o r e  t h e  d e p o s i t i o n  o f  g l y c o g e n ,  i n  t h e  l i v e r  

o f  t h e  a n d  a l s o  i n  c h i c k e n  l i v e r ^ ^ ^ ^ )  I n

t h e  p r e s e n t  s t u d y ,  t h e  a c t i v i t y  i n  r a t s  was f o u n d  t o  be 

l o w  f r o m  16 t o  19 d a y s  g e s t a t i o n ,  b u t  t h e n  i t  i n c r e a s e d ,  

u p  u n t i l  2 d a y s  a f t e r  b i r t h , ,  t o  a  l e v e l  s l i g h t l y  a b o v e  

t h a t  f o u n d  i n  t h e  a d u l t  a n i m a l .  I n  human l i v e r  t h e  

a c t i v i t y  i s  l o w  d u r i n g  t h e  p e r i o d  10 t o  28  w e e k s ,  b u t  a t  

b i r t h  t h e  a c t i v i t y  i s  t e n  t i m e s  g r e a t e r  t h a n  t h a t  f o u n d  

d u r i n g  t h e  e a r l i e r  p e r i o d ,  a n d  i s  a l s o  h i g h e r  t h a n  t h a t  

i n . a '  one  y e a r - o l d  c h i l d .

The enzyme w h i c h  r e l e a s e s  g l u c o s e  i n t o  t h e  b l o o d ,  

g l u c o s e - 6 - p h o s p h a t a s e ,  was f o u n d  t o  h a v e  v e r y  l o w  

a c t i v i t i e s  d u r i n g  t h e  f e t a l  p e r i o d  i n  r a t s  ( F i g u r e  X I I )  

a n d  t h e  a c t i v i t y  o n l y  i n c r e a s e d  a f t e r  b i r t h .  J a c q u o t  a n d  

K r e t c h m e r ^ ^ ^ ^ ]  h o w e v e r ,  f o u n d  t h a t  t h e  a c t i v i t y  o f  

g l u c o s e - 6 - p h o s p h a t a s e  i n c r e a s e d  b e f o r e  b i r t h  i n  r a t s .  

S i m i l a r  i n c r e a s e s  i n  a c t i v i t y  a t  b i r t h  h a v e  b e e n  f o u n d  

i n  s h e e p ^ ^ ^ ^ j  g u i n e a - p i g s ^ ^   ̂ a n d  o t h e r  a n i m a l s  

I n  human l i v e r  t i s s u e  a g e d  f r o m  10 t o  29 w eeks  t h e  a c t i v i t y  

o f  g l u c o s e - 6 - p h o s p h a t a s e  v a r i e d  f r o m  0 t o  6 2 . 4  ; im o le s  P ^

h r . / g .  , w h i l e  t h e  a c t i v i t y ,  a t  b i r t h  was 237 ; i m o l e s / h r , / g .
( 2 2 9 )

( T a b l e  Ï I ,  F i g u r e  X I I l ) .  A u r r i c h i o  a n d  R i g l l l o '  a l s o
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TABLE IX

Enzyme A c t i v i t i e s  o f  R a t  L i v e r  T i s s u e s

Sam ple S y n t h e t a s e P h o s p h o g l u c o - t
y-

P h o s p h o r y l a s e G l u c o s e - 6 - ' * ’
p h o s p h a t a s em u ta s e "a+ b" " a "

A d u l t 5 6 . 6 - 5 , 5 8 5 943 — ■ 540

F e m a le  I - 4 , 9 1 5 337 2 8 4 743

F e m a l e I I 7 0 . 8 2 , 7 2 2 440 283 3 1 0

2 d . 142 3 , 6 6 0 647 536 1 , 3 1 7

2 d . 1 54 4 , 5 9 0 712 - 1 , 7 7 5

2 d . 130 7 , 1 2 0 942 — 1 , 4 7 3

1 d . 132 4 , 5 8 0 995 960 995

1 d . 147 5 , 9 8 0 860 7 50 1 ,2 1 6

1 6 h r . 9 3 .1 6 , 1 5 5 . 991 — 875

12 h r . 8 8 . 5 5 , 1 5 5 335 335 752

6 h r . 122 4 , 4 6 0 560 - 306

6 h r .  . 9 3 . 8 5 , 1 1 0 632 3 18 2 54

4 h r . 8 1 . 2 5 , 5 5 5 3 54 190 5 7 . 5

F e t a l

2 0 . 5  d a y 9 7 . 5 5 , 1 7 8 440 382 5 7 . 8

20  d a y 9 5 . 5 . 5 , 1 2 5 184 148 6 3 . 4

1 9 . 5  d a y 7 5 . 0 5 , 4 4 0 334 258 3 4 . 3

19 d a y 6 8 . 0 5 , 0 4 0 137 - 4 0 . 5

18 d à y 5 4 . 2 910 8 8 . 9 - 4 7 . 5

17 d a y 1 7 . 6 910 194 • 180 2 3 . 6

1 6 day 6 . 4 667 150 8 6 . 7 1 3 .7

A c t i v i t i e s  e x p r e s s e d  as^ ^ - ^ o l e s  U L P / h r . / g .   ̂
"I"- j im o le s  G—1 —P / l i r • 4-;=jimoles P j ^ / h r . / g #
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F i g u r e  X I I  

Enzyme A c t i v i t i e s  o f  R a t  L i v e r  T i s s u e s

P h o s p h o g l u c o m u t a s e

P h o s p h o r y l a s e

S y n t h e t a s e

G r l u c o s e - 6 - p h o s p h a t a s e

Days a f t e r  b i r t hDays b e f o r e  b i r t h
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TABLE 1

Enzyme A c t i v i t i e s  o f  Human L iv e r  T i s s u e s

Sam ple
•It

S y n t h e t a s e P h o s p h o g l u c o 
m u ta s e

P h o s p h o r y l a s e G - lu co se -6 -^
p h o s p h a t a s e" a + b " ” a"  •

13 m. 5 2 . 0 2 , 4 0 0 800 640 188

2 m. '  7 1 . 5 1 , 3 1 0 7 7 0 — 2 38  .

1 m. 7 9 . 4 1 , 0 4 0 904 484 216

1 d . — - 895 800 237

P e t a l

29 wk. 3 0 . 0 1 , 0 9 0 155 — 3 7 . 2

26 wk. 1 9 . 9 7 4 4 143 120 6 2 . 4

22 wk. 3 7 . 5 1 , 2 1 0 181 5 8 . 5 4 8 . 8

19 wk. 4 4 . 0 880 157 103 1 9 . 6

18 wk. 2 7 . 3 501 5 4 . 5 3 4 .1 3 1 . 8

1 6 . 5  wk. 1 6 . 6 915 106 51 1 2 .7

1 4 . 5  wk. 2 1 . 4 7 8 0 82 56 3 0 . 0

12 wk. 2 5 . 6 630 9 6 . 5 7 4 . 5 • 2 7 . 5

1 0 wk. 1 1 . 3 310 5 3 . 7 3 6 . 9 0

A c t i v i t i e s  e x p r e s s e d  a s  ^ » ; j j n o l e s  U L P / h r . / g .  w e t  t i s s u e
j - . ; i m o l e s  G - 1 - P / h r . / g .  ”
+ . jam oles  P ^ / h r . / g .  "
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F ig u r e  X I I I  ‘

Enzyme A c t i v i t i e s  o f  Human L i v e r  T i s s u e s

  P h o s p h o g l u c o m u t a s e

  G - l u c o s e - 6 - p h o s p h a t a s e

  P h o s p h o r y l a s e  _ .

  S y n t h e t a s e

w

I

Mth a f t e r  b i r t hM onths  b e f o r e  b i r t h
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f o u n d  l o w  a c t i v i t i e s  i n  f e t u s e s  a g e d  f r o m  20 t o  39 w e e k s ,  

t h e  v a l u e s  r a n g i n g  b e t w e e n  8 a n d  44 j im o le s  so  t h a t  i t  c a n  

be  c o n c l u d e d  t h a t  i n  humans a l s o  t h e  r i s e . . i n  a c t i v i t y  o f  

g l u c o s e - 6 - p h o s p h a t a s e  o c c u r s  a t  o r  v e r y  n e a r  b i r t h .

D e t e r m i n a t i o n  o f  t h e  a c t i v i t i e s  o f  oc-amylase a n d  a c i d  

g l u c o s i d a s e  i n  r a t  l i v e r s  ( T a b l e  X I ,  F i g u r e  XIV) sh o w ed  

t h a t  w h i l e  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  t h e  a c t i v i t y  o f  t h e  

g l u c o s i d a s e  p a r a l l e l e d  t h a t  o f  p h o s p h o r y l a s e , i n c r e a s i n g  

m a r k e d l y  j u s t  b e f o r e  b i r t h ,  t h e  a c t i v i t y  o f  cX-amylase o n l y  

i n c r e a s e d  a f t e r  b i r t h ,  l i k e  g l u c o s e - 6 - p h o s p h a t a s e  ( T a b l e  X I ,  

F i g u r e  X IV ) .

Thus  t h e  p a t t e r n s  o f  d e v e l o p m e n t  o f  t h e s e  s i x  e n zy m es  

m u s t  be  c o n s i d e r e d  i n  r e l a t i o n  t o  t h e  s t o r a g e  o f  g l y c o g e n  

i n  t h e  l i v e r  d u r i n g  t h e  l a t t e r ,  s t a g e s  o f  g e s t a t i o n ,  a n d  i t s  

r a p i d  d e p l e t i o n  a f t e r  b i r t h .  The en zy m es  c o n c e r n e d  i n  

' t h e  s y n t h e s i s  o f  g l y c o g e n  i . e .  g l y c o g e n  s y n t h e t a s e  a n d  

p h o s p h o g l u c o m u t a s e  a r e  p r e s e n t  i n  t h e  l i v e r  t o g e t h e r  w i t h  

t h e  g l y c o g e n ,  a n d  t h e i r  a c t i v i t i e s  i n c r e a s e  s t e a d i l y  d u r i n g  

g e s t a t i o n .  H o w e v e r ,  t h e  a c t i v i t y  o f  p h o s p h o r y l a s e  i n  t h e  

l i v e r  i s  a l w a y s  h i g h e r  t h a n  t h a t  o f  g l y c o g e n  s y n t h e t a s e ,  

a n d  a l s o ,  t h e  i n c r e a s e  i n  t h e  a c t i v i t y  o f  p h o s p h o r y l a s e  

d u r i n g  t h e  l a t t e r  p a r t  o f  g e s t a t i o n  p a r a l l e l s  t h e  i n c r e a s e  

i n  t h e  g l y c o g e n  c o n t e n t ,  so  t h i s  e n ig m a  r e q u i r e s  some 

e x p l a n a t i o n .

I t  i s  p o s s i b l e  t h a t  t h e  g o v e r n i n g  f a c t o r  is .  t h e
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TABLE XI

o ( -A m y lase  a n d  A c i d  G l u c o s i d a s e  A c t i v i t i e s  i n  R a t  L i v e r

Age o f  
Sam ple

•X-Amylase 
mg. e q u i v a l e n t s  o f  

g l y c o g e n / h r . / g .  ,

A c i d  G l u c o s i d a s e  
funoles g l u c o s e / h r . / g .

A d u l t

M a t u r e 1 1 . 3 5 5 6 . 3

2 d . 1 8 . 7 7 4 . 2

1.  d . . 1 6 . 7 7 6 . 7

16 h r . 1 4 . 4 4 7 .1

12 h r . 1 0 . 9 5 4 . 4

6 h r . V5.’2 5 6 . 5

6 h r . 3 . 2 6 1 . 4

4 h r . 3 . 4 6 3 . 4

P e t a l

2 0 . 5  d . 1 . 2 3 8 . 8

20  d . 2 . 0 4 8 . 9

19 d . 3 . 2  ■ _ 1 6 . 9

1 8 . 5  d . 2 . 9 4 . 3

18 d . 0 . 8 5 0

17 d . 0 4 . 9
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F ig u r e  X I . V . A c t i v i t i e s  o f  o(rAmylase and A c id  G lu c o s id a s e

K -A m y lase  
A c i d  g l u c o s i d a s e

to
-p
•riC

5
rO

Days a f t e r  b i r t hDays b e f o r e  b i r t h .
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g l u c o s e - 6 - p h o s p h a t a s e ,  w h i c h  o n l y  a p p e a r s  j u s t  b e f o r e  o r  

j u s t  a f t e r  b i r t h  ( P i g u r e  X I I ) .  I n  t h e  a b s e n c e  o f  t h i s  

enzyme a  b u i l d  up  o f  g l u c o s e - 6 - p h o s p h a t e  m i g h t  be  e x p e c t e d  

a n d  f e e d - b a c k  m e c h a n i s m s  c o u l d  o p e r a t e  w i t h  t h e  c o n s e q u e n t  

s t i m u l a t i o n  o f  g l y c o g e n  s y n t h e s i s .  An a n a l o g o u s  r e a c t i o n  

i n  p l a n t s  i s  t h e  s t i m u l a t i o n  o f  s t a r c h  s y n t h e s i s  b y  

p h o s p h o r y l a t e d  g l y c o l y t i c  i n t e r m e d i a t e s A n  i n c r e a s e d  

g l u c o s e - 6 - p h o s p h a t e  l e v e l  m i g h t  a l s o  a c t i v a t e  s y n t h e s i s  b y  

p r o v i d i n g  more g l u c o s e - 1 - p h o s p h a t e  f o r  t h e  f o r m a t i o n  o f  

tlDPG- a n d  a l s o  e x c e s s  g l u c o s e - 1 - p h o s p h a t e  w o u ld  i n a c t i v a t e  

p h o s p h o r p l y t i c  d e g r a d a t i o n  o f  g l y c o g e n .

s y n t h e t a s e  a n d  
b r a n c h i n g  enzyme

.^G-lycogen
K - a m y l a s e

D e x t r i n e
p h o s p h o r y l a s e

UDPa

UDPG- p y r o p h o s p h o r y l a s e
G l u c o s i d a s e

p h o s p h o g l u c o m u t a s e

1 g l u c o s e - 6 -
G - 6 - P --------------------------- >  G l u c o s e

I p h o s p h a t a s e

p h o s p h o g l u c o i s o m e r a s e
1 4"

P r u c t o s e - ô - n h o s p h a t e
 .

p h o s p h o f r u c t o k i n a s e  ' • _ ^ ^ D a c t a t e
I ^ _ _ g ] ^ o l y s i 8

P r u c t o s e - 1  , 6 -d inhospH ?te^=r '^"^
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O t h e r  e n z y m e s  b e s i d e s  t h o s e  m e n t i o n e d  may a f f e c t  t h e  

g l u c o s e - 6 - p h o s p h a t e  l e v e l ,  f o r  e x a m p l e ,  p h o s p h o g l u c o i s o m e r a s e ,  

( ^ g l u c o s e - 6 - p h o s p h a t e  k e t o l - i s o m e r a s e )  o r  o t h e r  en zy m es  

i n  t h e  g l y c o l y t i c  c y c l e .  T h ese  p o s t u l a t e d  c o n t r o l  

m e c h a n i s m s  w o u l d  p r e s u m a b l y  be d i s r u p t e d  a t  b i r t h  when t h e  

a c t i v i t y  o f  g l u c o s e - 6 - p h o s p h a t a s e  r a p i d l y  i n c r e a s e s .

The p a t t e r n  o f  ( ( - a m y la s e  a c t i v i t y  d u r i n g  g e s t a t i o n  

w o u l d  a l s o  a l l o w  s t o r a g e  o f  g l y c o g e n ,  a n d  t h e  i n c r e a s e  i n  

a c t i v i t y  a f t e r  b i r t h  w o u ld  a l s o  c o n t r i b u t e  t o  t h e  d e g r a d a t i o n  

o f  t h e  p o l y s a c c h a r i d e .

The f a c t o r s  w h i c h  e f f e c t  t h e s e  i n c r e a s e s  i n  e n z y m ic  

a c t i v i t i e s  j u s t  b e f o r e  o r  a f t e r  b i r t h  h a v e  n o t  y e t  b e e n  

f u l l y  e l u c i d a t e d .  P r e m a t u r e  d e l i v e r y  i n  r a t s ,  i n  t h i s  s t u d y ,  

d i d  n o t  p r e v e n t  t h e  r i s e  i n  a c t i v i t y  o f  g l u c o s e - 6 - p h o s p h a t a s e ,  

( T a b l e  X I I ) ,  n o r  d o e s  i t  i n  r a b b i t s ^ ^ ^ ^ ] E v i d e n c e  f o r  

h o r m o n a l  c o n t r o l s  comes f r o m  e x p e r i m e n t s  i n v o l v i n g  

d e c a p i t a t i o n  i n  u t e r o  v /h ich  i n h i b i t s  t h e  i n c r e a s e  i n  t h e  

a c t i v i t i e s  o f  s y n t h e t a s e ,  p h o s p h o r y l a s e , g l u c o s e - 6 - p h o s p h a t a s e  

a n d  p h o s p h o g l u c o m u t a s e  i n  f e t a l  r a t  l i v e r  d u r i n g  g e s t a t i o n .  

T r e a t m e n t  w i t h  c o r t i s o n e  a t  t h e  t i m e  o f  d e c a p i t a t i o n  

p r e v e n t s  t h e  r e d u c t i o n  i n  a c t i v i t y  o f  s y n t h e t a s e  a n d  

p h o s p h o r y l a s e D a w k i n s  o b s e r v e d  t h a t  t h e  i n j e c t i o n  

o f  p r o t e i n  i n h i b i t o r s  i n t o  r a t s  a t  b i r t h  p r e v e n t e d  t h e
f  O "ZO )

r i s e  o f  t h e  g l u c o s e - 6 - p h o s p h a t a s e  a c t i v i t y .



TABLE X I I

G l u c o s e - 6 - p h o s p h a t a s e  A c t i v i t y  i n  

P r e m a t u r e l y  B o rn  R a t  L i v e r s

98

Age o f  t h e  r a t . . A c t i v i t y  

( j m o l e s  / h r . / g . )

0 . 5  h r . 9 8 . 5

4 . 7 5  h r . 195

1 1 . 0  h r . 552

2 5 . 0  h r . 980

3 2 . 0  h r . 1340

5 0 . 0  h r . 1738

5 5 . 0  h r . 1575
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The t i m e  o f  a p p e a r a n c e  o f  g l y c o g e n  a n d  t h e  e nzy m es  

i n  t h e  l i v e r  d u r i n g  g e s t a t i o n  d e p e n d s  on  t h e  a n i m a l

c o n c e r n e d .  S y n t h e t a s e  a p p e a r s  t o g e t h e r  w i t h  g l y c o g e n  

b u t  b e f o r e  p h o s p h o r y l a s e  i n  t h e  c h i c k ^ ^ ^ ^ ^  b u t  p h o s p h o r y l a
( 2 2 7 )a p p e a r s  b e f o r e  t h e  d e p o s i t i o n  o f  g l y c o g e n  i n  t h e  r a t  ;

I n  t h e  human f e t a l  l i v e r s  e x a m i n e d ,  ( T a b l e  X, F i g u r e  X I I I )

t h e  10 w e e k - o l d  t i s s u e  c o n t a i n e d  g l y c o g e n ,  t o g e t h e r  w i t h

s y n t h e t a s e : , '  p h o s p h o g l u c o m u t a s e  a n d  p h o s p h o r y l a s e ,

a l t h o u g h  g l u c o s e - 6 - p h o s p h a t a s e  a c t i v i t y  was n o t  d e t e c t e d ,

s o  t h a t  a t  10 w eek s  t h e  human f e t a l  l i v e r  i s  c a p a b l e  o f

s y n t h e s i s i n g  g l y c o g e n .  îvIacKay h a s  s u g g e s t e d  t h a t  t h i s

c o u l d  o c c u r  a s  e a r l y  a s  5 w e e k s ^  c o n f i r m i n g  t h e

h i s t o c h e m i c a l  d e t e c t i o n  o f  g l y c o g e n  i n  t h e  human f e t a l
P )

l i v e r  a t  6 w eek s
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( i i i )  H o s p i t a l  C a s e s

P a t i e n t  O .R .  was f o u n d  on  e x a m i n a t i o n  a t  5 m o n th s  

o f  a g e  t o  h a v e  a  m o d e r a t e l y  e n l a r g e d  l i v e r  a n d  s l i g h t  

h y p o g l y c a e m i a , a l t h o u g h  no o r g a n i c  d i s e a s e  v/as d e t e c t e d .  

L i v e r  f u n c t i o n  t e s t s  i n d i c a t e d  a n  i m p a i r m e n t  o f  f u n c t i o n  

a s  t h e  a d r e n a l i n  a n d  g l u c a g o n  r e s p o n s e s  w ere  a b n o r m a l l y  

p o o r ,  h e n c e  s u g g e s t i n g  g l y c o g e n  s t o r a g e  d i s e a s e .  On

i n v e s t i g a t i o n  o f  a  l i v e r  b i o p s y  s a m p le  a  g l y c o g e n  c o n t e n t

o f  1 3 ^  was f o u n d ,  c o n f i r m i n g  t h e  d i a g n o s i s .  A n a l y s i s  

sh o w e d  t h a t  t h e  s t r u c t u r e  o f  t h e  g l y c o g e n  was n o r m a l  w i t h  

a n  a v e r a g e  c h a i n  l e n g t h  o f  1 3 - 8  D - g l u c o s e  u n i t s .  The

a v e r a g e  e x t e r i o r  c h a i n  l e n g t h  b y  / ^ - a m y l o l y s i s  was 8 . 9  ^

g l u c o s e  u n i t s ,  g i v i n g  a n  a v e r a g e  i n t e r n a l  c h a i n  l e n g t h  o f  

3 . 9  u n i t s .  The g l y c o g e n - i o d i n e  c o m p le x  h a d  a n  a b s o r p t i o n  

maximum a t  450  mji, w h i c h  was w i t h i n  t h e  n o r m a l  r a n g e .

The p a t i e n t  was h o s p i t a l i s e d ,  a n d  r e s p o n d e d  w e l l  t o  

f r e q u e n t  f e e d i n g  w h i c h  p r e v e n t e d  t h e  r e o c c u r r e n c e  o f  

h y p o g l y c a e m i a .

P a t i e n t  P.V/. h a d  a n  e n l a r g e d  l i v e r ,  a n d  i n v e s t i g a t i o n  

i n  t h e  h o s p i t a l  o f  a  b i o p s y  s a m p le  o f  l i v e r  show ed  t h a t  

p h o s p h o r y l a s e  a c t i v i t y  was a b s e n t  a l t h o u g h  d e b r a n c h i n g  

enzyme a c t i v i t y  was n o r m a l .  T h i s  s u g g e s t e d  Type VI 

g l y c o g e n  s t o r a g e  d i s e a s e .

The l i v e r  was f o u n d  t o  c o n t a i n  18.6^1 g l y c o g e n ,  w h i c h
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h a d  a n  a v e r a g e  c h a i n  l e n g t h  o f  13 D - g l u c o s e  u n i t s  b y  

d - a m y l o l y s i s .  The a v e r a g e  e x t e r n a l  a n d  i n t e r n a l  c h a i n  

l e n g t h s  w e re  7 . 5  a n d  4 . 5  ^ g l u c o s e  u n i t s ,  r e s p e c t i v e l y .  

The a b s o r p t i o n  maximum a t  460 mjx c o n f i r m e d  t h a t  t h i s  

g l y c o g e n  h a d  a  n o r m a l  s t r u c t u r e .

The a c t i v i t y  o f  s y n t h e t a s e  was d e t e r m i n e d  a n d  f o u n d  

t o  be  52 jumoles U D P / h r . / g .  o f  w e t  t i s s u e ,  w h i c h  i s  

c o m p a r a b l e  w i t h  t h e  v a l u e  o f  80 p i o l e s  U D P / h r . / g .  f o u n d

i n  n o r m a l  l i v e r  b y  L a r n e r (3 3 2 )

P a t i e n t  3 . W . J .  s u f f e r e d  f r o m  p a i n  a n d  s t i f f n e s s  i n  

t h e  m u s c l e s  a f t e r  e x e r c i s e ,  a n d  a  d i a g n o s i s  o f  Type V 

g l y c o g e n  s t o r a g e  d i s e a s e  was p r o p o s e d .

The a c t i v i t i e s - ^ o f  p h o s p h o r y l a s e ,  p h o s p h o g l u c o m u t a s e  

a n d  g l y c o g e n  s y n t h e t a s e  w ere  m e a s u r e d  on  a  m u s c l e  b i o p s y  

s p e c i m e n ,  a s  shown i n  T a b l e  X I I I .

TABLE X I I I

înzym ic  A c t i v i t i e s  i n  P a t i e n t s  B. W. J . a n d  P .K .B .

Enzyme * B'.vT. J . P . K .B .

P h o s p h o g l u c o m u t a s e  

P h o s p h o r y l a s e ^  + A W  

P h o s p h o r y l a s e ^  -  A W  

S y n t h e t a s e

5 , 7 3 0

236

197

6 , 0 3 0

289

139

7 8

5950

1 1 7 - 6 0 0

56

U . 3 - 4 5 . 1

* A c t i v i t y  e x p r e s s e d  i n  jumoles  /  h r .  /  g .  w e t  t i s s u e .
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A l t h o u g h  t h e  a c t i v i t i e s  o f  p h o s p h o r y l a s e  a n d  

p h o s p h o g l u c o m u t a s e  a r e  n o r m a l ,  t h e  l a c k  o f  s y n t h e t a s e  

a c t i v i t y  i n  t h e  s a m p le  f r o m  B.W. J .  was p r o b a b l y  due t o  l o s s  

o f  enzym e d u r i n g  t h e  r e m o v a l  a n d  s t o r a g e  o f  t h e  t i s s u e  

p r i o r  t o  d e t e r m i n a t i o n .

P a t i e n t  P . K . B .  a g e d  15 y e a r s  a l s o  s u f f e r e d  s e v e r e  

c ram p  a f t e r  e x e r c i s e .  E x a m i n a t i o n  o f  a  m u s c l e  b i o p s y  

s p e c i m e n  ( T a b l e  X I I I )  show ed  t h a t  t h e  p h o s p h o r y l a s e  a n d  

p h o s p h o g l u c o m u t a s e  a c t i v i t i e s  w e re  n o r m a l , ,  w h i l s t  t h a t  o f  

s y n t h e t a s e  was so m ew ha t  h i g h e r  t h a n  t h e  v a l u e s  f o u n d  b y

• Thus  t h e  a n a l y s e s  sho w ed  t h a t  n e i t h e r  B .V / .J .  n o r  

P . K . B .  s u f f e r e d  f r o m  Type V  g l y c o g e n  s t . o r a g e  d i s e a s e ,  

b u t  e x a m i n a t i o n  o f  t h e  m u s c l e  t i s s u e  o f  B.\Y. J .  b y  

e l e c t r o n  m i c r o s c o p y  sho w ed  t h a t  t h e  symptoms w ere  due t o  

a  g r a d u a l  d e g e n e r a t i o n  o f  t h e  m u s c l e  t i s s u e  r a t h e r  t h a n  

g l y c o g e n  s t o r a g e  d i s e a s e .



EXPERIMENTAL
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O e n e r a l  M ethods

P a p e r  C h r o m a t o g r a p h y

^Yhatman No. 1 p a p e r  was u s e d  t h r o u g h o u t  w i t h  t h e  

f o l l o w i n g  s o l v e n t  s y s t e m s :

A E t h y l  a c e t a t e :  a c e t i c  a c i d :  w a t e r ^ ^ ^ ^ ^  9 : 2 : 2 ,  v / v  '

B A c e t o n e :  n - b u t a n o l : w a t e r 5 : 3 : 2 ,  v / v

The s p r a y s  u s e d  f o r  l o c a t i n g  c a r b o h y d r a t e s  w e r e :

I  £ - À n i s i d i n e  h y d r o c h l o r i d e  ( 2 ^ ,  w /v )  i n  n ^ b u t a n o l

I I  S i l v e r  n i t r a t e  s o l u t i o n  i n  a c e t o n e ,  f o l l o v / e d  b y

e t h a n o l i c  s o d i u m  h y d r o x i d e

C o l o r i m e t r i c  M e th o d s

R e d u c i n g  s u g a r s  w ere  d e t e r m i n e d  b y  t h e  P a r k  a n d  
( 357 )J o h n s o n  m e t h o d  , u n l e s s  o t h e r w i s e  s t a t e d .

P h o s p h a t e  was m e a s u r e d  b y  t h e  m e th o d  o f  P i s k e  a n d  

Subbarow^^^^]

A p p a r a t u s

A b s o r b a n c e s  o f  c o l o u r e d  s o l u t i o n s  w ere  m e a s u r e d  

u s i n g  e i t h e r  a  H i l g e r  "S pek lce r"  o r  a  Unicam S . P . 500 

s p e c t r o p h o t o m e t e r .  U l t r a v i o l e t  s p e c t r a  w ere  o b t a i n e d  u s i n g  

a  P e r k i n - E l m e r  137 UV r e c o r d i n g  s p e c t r o p h o t o m e t e r .

I n f r a r e d  s p e c t r a  v/ere m e a s u r e d  u s i n g  a  P e r k i n - E l m e r  

I n f r a c o r d  s p e c t r o p h o t o m e t e r .
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E x p e r i m e n t  1 .  E x t r a c t i o n  o f  g l y c o g e n .

The g l y c o g e n  was e x t r a c t e d  f r o m  f r o z e n  s a m p l e s  o f  

l i v e r  b y  p u l v e r i s i n g  t h e  t i s s u e  i n  10^  t r i c h l o r a c e t i c  

a c i d  s o l u t i o n ^  } The h o m o g e n a te  was c e n t r i f u g e d  a t  

5 , 0 0 0  r . p . m .  f o r  10 m in .  a t  0 ^ ,  a n d  t h e  s u p e r n a t a n t  l i q u i d  

was d e c a n t e d  o f f .  The p r e c i p i t a t e  was r e - e x t r a c t e d  t h r e e  

t i m e s  w i t h  10 ^  t r i c h l o r a c e t i c  a c i d  a n d  t h e  f i n a l  r e s i d u e  

was d i s c a r d e d .

The s u p e r n a t a n t s  w e re  p o o l e d  a n d  5 v o lu m e s  o f  e t h a n o l  

a d d e d ,  a n d  a f t e r  s t a n d i n g  o v e r n i g h t  a t  4^ t h e  g l y c o g e n  

s e t t l e d  a n d  was c o l l e c t e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n ,  t h e n  w a s h e d  

t w i c e  w i t h  e t h a n o l  a n d  f i n a l l y  w i t h  e t h e r .  The g l y c o g e n  

was d r i e d  o v e r  p h o s p h o r u s  p e n t o x i d e  f o r  s e v e r a l  d a y s ,  a n d  

t h e  f i n a l  t r a c e s  o f  m o i s t u r e  w e re  r e m o v e d  b y  d r y i n g  u n d e r  

r e d u c e d  p r e s s u r e  a t  65^  f o r  t h r e e  d a y s .

E x p e r i m e n t  2 .  D e t e r m i n a t i o n  o f  t h e  p u r i t y  o f  g l y c o g e n .

G l y c o g e n  (1 m g . )  was h y d r o l y s e d  t o  g l u c o s e  b y  h e a t i n g  

f o r  2 h r .  a t  9 8 °  i n  2 N - s u l p h u r i c  a c i d  ( l  m l . )  ̂ The

s o l u t i o n  was c o o l e d ,  n e u t r a l i s e d  . . .with  2 N - s o d iu m  h y d r o x i d e  

a n d  d i l u t e d  w i t h  w a t e r  t o  5 m l .  The am o u n t  o f  g l u c o s e  

p r o d u c e d  was m e a s u r e d  u s i n g  e i t h e r  t h e  B i o c h e m i c a  " G l u c o s e  

R e a g e n t "  ( B o e h r i n g e r ,  Mannheim, G e rm a n y . )  o r  t h e  P a r k  a n d  

J o h n s o n  m e t h o d ;  t h e  a b s o r p t i o n  o f  t h e  b l u e  c o l o u r  p r o d u c e d  

was m e a s u r e d  w i t h  a  H i l g e r  " S p e k k e r "  u s i n g  a n  I l f o r d  

No. 609  f i l t e r .
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E x p e r i m e n t  3 .  The I n f r a r e d  s p e c t r a  o f  g l y c o g e n .
_ 1

The s p e c t r u m  o f  g l y c o g e n  f r o m  6 5 0 - 4 , 0 0 0  cm" was 

o b t a i n e d  u s i n g  a  p o t a s s i u m  b r o m id e  d i s c  c o n t a i n i n g  2 ^  

p o l y s a c c h a r i d e .

E x p e r i m e n t  4 .  D e t e r m i n a t i o n  o f  t h e  a c t i v i t y  o f  - a m y l a s e .

The (X-amylase  u s e d  was a  s a m p le  e x t r a c t e d  f r o m  human 

s a l i v a ^ ^ * ^ ^ ^  b y  D r .  McLean, a n d  f r e e z e - d r i e d  i n  1 0OmM- 

p h o s p h a t e - c i t r a t e  b u f f e r ,  pH 7 , 0 .

The m e t h o d  o f  f e n n e r s  a n d  W r i g h t w a s  f o l l o w e d ;  

t h e y  d e f i n e d  t h e  u n i t  o f  a c t i v i t y  o f  c^-amylase  a s  t h a t  

q u a n t i t y  o f  m a l t o s e  l i b e r a t e d  f r o m  25 m l .  o f  f̂o s t a r c h  

s o l u t i o n  i n  5 m i n .  a t  55^  b y  1 mg. o f  enzym e.

An " A n a l a r "  s o l u b l e  s t a r c h  s o l u t i o n  ( 1 ^ ,  25 m l . )  

was i n c u b a t e d  w i t h  t h e  f r e e z e - d r i e d  s a m p le  o f  o ( -am y lase  

( 0 . 1  mg. i n  w a t e r  (2 m l . )  ) i n  t h e  p r e s e n c e  o f  0 . 0 5 ^  

s o d i u m  c h l o r i d e  (5  m l . )  f o r  50 m in .  a t  5 7 ° .  The d i g e s t s  

w e r e  d i l u t e d  t o  50 m l .  w i t h  w a t e r  a n d  t h e  am o u n t  o f  

m a l t o s e  l i b e r a t e d  was d e t e ; r m i n e d .  As a  c h e c k ,  f u r t h e r  

i n c u b a t i o n s  v/ere c a r r i e d  o u t  u s i n g  h a l f  t h e  p r e v i o u s  

am o u n t  o f  enzyme ( 0 . 0 5  mg. i n  2 m l .  o f  w a t e r )  t o  e n s u r e  

t h a t  a n  e x c e s s  o f  enzyme h a d  n o t  b e e n  u s e d .
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Sam ple Amount o f  
Enzyme

Mg. m a l t o s e  
p r o d u c e d

A c t i v i t y

I 0 . 0 8  mg. 3 6 . 5 46

I I 0 . 1 6  mg. 4 4 . 0 44

I I I 0 . 0 5  mg. 2 2 . 5 45

The a c t i v i t y  o f  t h i s  s a m p le  o f  o ^ a m y l a s e  was 45 u n i t s  

p e r  mg. o f  e n z y m e .

E x p e r i m e n t  5 .  I n c u b a t i o n  o f  ( / - a m y la s e  w i t h  m a l t o s e .

T h i s  e x p e r i m e n t  was c a r r i e d  o u t  t o  d e t e r m i n e  w h e t h e r
I /  \

t h e r e  was a n y  m a l t a s e  c o n t a m i n a t i o n  o f  t h e  o<-amylase^ .

To c h r o m â t o g r a p h i c a l l y  h om ogeneous  m a l t o s e  (5 m g . ) ,  

o<-amylase  0  mg. i n  w a t e r  (1 m l . )  D a n d  0 . 0 5 ^  s o d iu m  

c h l o r i d e  ( l .  m l . )  w ere  a d d e d  a n d  t h e  s o l u t i o n  v^as d i l u t e d  

t o  10 m l .  v f i t h  w a t e r .  The s o l u t i o n  was i n c u b a t e d  f o r  

48  h r .  a t  5 7 °  a n d  a t  h o u r l y  i n t e r v a l s  ( f r o m  1 - 8  a n d  2 2 -  

29 h r . )  s a m p l e s  w e re  r e m o v e d ,  d e i o n i s e d  w i t h  " B i o d e m i n r o l i t e "  

a n d  e x a m i n e d  b y  p a p e r  c h r o m a t o g r a p h y  u s i n g  s o l v e n t  A, t h e  

s p o t s  b e i n g  l o c a t e d  u s i n g  s p r a y  I .

A f t e r  i n c u b a t i o n  f o r  48 h r .  t h e  r e s i d u a l  s o l u t i o n  . 

was d e i o n i s e d  a n d  c o n c e n t r a t e d  u n d e r  r e d u c e d  p r e s s u r e  a n d  

e x a m i n e d  a s  b e f o r e .  No t r a c e  o f  g l u c o s e  was f o u n d  a t  a n y  

s t a g e  o f  t h e  i n c u b a t i o n  i n d i c a t i n g  t h a t  t h e r e  was no 

m a l t a s e  a c t i v i t y  p r e s e n t .



1 0 8

E x p e r i m e n t  6 .  I n v e s t i g a t i o n  o f  t h e  r e a c t i o n  p a t h  o f  

c ( - a m y la s e  o n  g l y c o g e n .

G l y c o g e n  0  m g . )  was i n c u b a t e d  a t  3 7 °  w i t h  o ( - a m y la s e  

( 0 . 1  mg. i n  1 m l .  o f  w a t e r ,  i . e .  4 . 5  u n i t s ^ - ^ ^ ^ ) ,  0 . 05^  

s o d i u m  c h l o r i d e  ( l  m l . )  a n d  w a t e r  t o  10 m l .  At  i n t e r v a l s  

t h e  a m o u n t  o f  r e d u c i n g  s u g a r s  p r o d u c e d ,  was d e t e r m i n e d .

I t  was f o u n d  t h a t  a f t e r  6 h r .  t h e  p r o d u c t i o n  o f  r e d u c i n g  

s u g a r s  a n d  h e n c e  t h e  p e r c e n t a g e  h y d r o l y s i s  (Pm) w ere  

c o n s t a n t .  A 6 h r .  i n c u b a t i o n  p e r i o d  was t h e r e f o r e  u s e d  

i n  l a t e r  w o r k .

P e r c e n t a g e  h y d r o l y s i s  o f  r a b b i t  l i v e r  g l y c o g e n s .  

( E x p e r i m e n t  p e r f o r m e d  i n  d u p l i c a t e )

Time 

Pm i>

0 . 2 5  h r .  

39

1 h r , .  

65

3 h r .  

73

5 h r .  

70

6 . 5  h r .  

73

Time 

Pm io

0 . 7 5  h r .  

5 7 . 5

3 h r .  

7 0

3 . 5  h r .  

7 6 . 5

4 . 5  h r .  

7 7 . 5

7 h r .  

7 6 . 5

E x p e r i m e n t  7 .  D e t e r m i n a t i o n  o f  t h e  a v e r a g e  c h a i n  l e n g t h  

o f  g l y c o g e n  u s i n g  oC-amylase. .
( 46 )

E o l l o w i n g  t h e  m e th o d  o f  M ann ers  a n d  W r ig h t  ,

g l y c o g e n  ( l  m g . )  was h y d r o l y s e d  w i t h  of-aray lase  ( 4 . 5  u n i t s  

p e r  mg. g l y c o g e n ^ ^ ) ,  w i t h  0 . 05^  s o d iu m  c h l o r i d e  (1 m l . )  

a s  a n  a c t i v a t o r ,  a n d  w a t e r  t o  10 m l .  A f t e r  i n c u b a t i o n  

f o r .  6 h r .  a t  3 7 °  t h e  am ou n t  o f  " a p p a r e n t "  m a l t o s e  p r o d u c e d  

was d e t e r m i n e d .
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P a p e r  c h r o m a t o g r a p h i c  a n a l y s i s  show ed  t h a t  m a l t o s e  

a n d  g l u c o s e  w e re  t h e  m a in  p r o d u c t s  o f  h y d r o l y s i s .

E x p e r i m e n t  8 .  D e t e r m i n a t i o n  o f  t h e  a c t i v i t y  o f  i ^ - a m y l a s e .

The / ^ - a m y l a s e  u s e d  v/as a  s o l i d  p r e p a r a t i o n  f r o m  t h e  

W a l l e r s t e i n  Company, M a r i n e r s  H a r b o r ,  New Y o rk .

The a c t i v i t y  was d e t e r m i n e d  b y  t h e  m e th o d  o f  H o b so n ,  

W h e la n  a n d  P e a t ^  3 4 l )  d e f i n e d  t h e  a c t i v i t y  o f  t h e  enzyme 

a s  t h e  q u a n t i t y  o f  m a l t o s e  l i b e r a t e d  b y  1 mg. o f  enzyme 

u n d e r  t h e  f o l l o w i n g  c o n d i t i o n s .

An " A n a l a r "  s o l u b l e  s t a r c h  s o l u t i o n  ( 0 . 6 ^ ,  25 m l . )  

was i n c u b a t e d  w i t h  0 .2 M - s o d iu m  a c e t a t e  b u f f e r  (pH 4 . 8 ,  3 m l . )  

a n d  t h e  enzyme s o l u t i o n  ( 40  mg. i n  2 m l .  o f  w a t e r )  f o r  

30  m in .  a t  3 2 ° .  The d i g e s t  was d i l u t e d  w i t h  w a t e r  t o  

50  m l .  a n d  t h e  a m o u n t  o f  m a l t o s e  p r o d u c e d  was d e t e r m i n e d .

To c h e c k  t h a t  e x c e s s  enzyme h a d  n o t  b e e n  u s e d  t h e  

i n c u b a t i o n s  w e re  r e p e a t e d  u s i n g  h a l f  t h e  p r e v i o u s  q u a n t i t y  

o f  e n z y m e .

Sam ple Amount o f  
Enzyme

Mg. m a l t o s e  
p r o d u c e d

A c t i v i t y

I 1 8 . 8  Jig. 3 . 7 5  mg. 200

I I 1 8 . 8  Jig. 4 . 0  mg. 213

I I I  . 3 7 . 6  J ig . 7 . 2 5  mg. 193

The a c t i v i t y  o f  j d - a m y la s e  was 202 u n i t s  p e r  mg. o f  en zym e .



1 1 0

E x p e r i m e n t  9 .  - I n v e s t i g a t i o n  o f  t h e  r e a c t i o n  p a t h  o f  

^ - a m y l a s e .

G l y c o g e n  (26  m g . )  was i n c u b a t e d  a t  3 7 °  w i t h  A a m y l a s e  

s o l u t i o n  (13  mg. i n  1 m l .  o f  w a t e r ) ,  0 * 2 ^ s o d i u j a  a c e t a t e  

b u f f e r ,  pH 4 . 6  (5  m l . )  a n d  w a t e r  t o  25 m l . ^ ^ ^ ^ ^  At 

r e g u l a r  i n t e r v a l s  s a m p l e s  (2 m l . )  w ere  r e m o v e d  a n d  t h e  

a m o u n t  o f  m a l t o s e  p r o d u c e d  was d e t e r m i n e d  u s i n g  t h e  

S om ogy i  m e th o d ^  I t  was f o u n d  t h a t  a f t e r  18 h r .  up

t o  2 4  h r .  t h e  m a l t o s e  p r o d u c t i o n  r e m a i n e d  f a i r l y  c o n s t a n t ,  

b u t  a f t e r  35 h r .  s l o w  h y d r o l y s i s ,  p r e s u m a b l y  due t o  oC-amylase 

i m p u r i t i e s ,  b e g a n  t o  o c c u r .  Thus 24  h r .  was s e l e c t e d  a s  

a  s u i t a b l e  i n c u b a t i o n  p e r i o d .

The r e a c t i o n  p a t t e r n  u s i n g  c a l f  l i v e r  g l y c o g e n ,

Time 7 . 5  h r . 24  h r . 33 h r . 48 h r . , 72 h r .

H y d r o l y s i s 38/» 4 0 . 5/ 4 0 . 2/ 42^ 4 4 . 5 /

E x p e r i m e n t  1 0 .  D e t e r m i n a t i o n  o f  t h e  e x t e r n a l  c h a i n  l e n g t h  

o f  g l y c o g e n .

To g l y c o g e n  ( 1 - 2  m g .)  d i s s o l v e d  i n  w a t e r  (1 m l . ) ,  

was a d d e d  0 .2 M - s o d iu m  a c e t a t e  b u f f e r ,  pH 4 . 6  ( 0 . 4  m l . )  

a n d  a m y l a s e  s o l u t i o n  (1 m l . )  e q u i v a l e n t  t o  40—50 u n i t s  

p e r  mg. g l y c o g e n ^  The s o l u t i o n  was d i l u t e d  t o  10 m l .

w i t h  w a t e r  a n d  i n c u b a t e d  f o r  24  h r .  a t  37°$  when t h e  am o u n t  

o f  m a l t o s e  p r o d u c e d  was d e t e r m i n e d .  Erom t h e  p e r c e n t a g e
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^ - a m y l o l y s i s  t h e  a v e r a g e  num ber  o f  g l u c o s e  u n i t s  r e m o v e d  

d u r i n g  t h e  h y d r o l y s i s  was c a l c u l a t e d .  The f a c t o r  2 . 5  was 

a d d e d ^ ^ ^ ^ ^  t o  c o r r e c t  f o r  t h e  n u m b er  o f  g l u c o s e  u n i t s  l e f t  

a t t a c h e d  a t  t h e  b r a n c h  p o i n t ,  a n d  t h u s  t h e  a v e r a g e  e x t e r n a l  

c h a i n  l e n g t h  (EGL) o f  t h e  g l y c o g e n  was d e t e r m i n e d . .

The i n t e r n a l  c h a i n  l e n g t h  ( ÎGL) i s  g i v e n  b y :

ÎCL = CÎ -  EGL -1

The o n l y  r e d u c i n g  s u g a r  p r e s e n t  i n  t h e  r e a c t i o n  

m i x t u r e  was show n t o  b e  m a l t o s e  b y  p a p e r  c h r o m a t o g r a p h y .

E x p e r i m e n t  1 1 .  P r e p a r a t i o n  o f  a  ^ - a m y l a s e  l i m i t  d e x t r i n  

o f  g l y c o g e n .

G l y c o g e n  (1 0 0  m g . )  was i n c u b a t e d  w i t h  A - a m y l a s e  ( 4 O- 

50 u n i t s  p e r  mg. g l y c o g e n ) ,  0 . 2 M - s o d iu m  a c e t a t e  b u f f e r ,  

pH 4 . 6  ( 4  m l . ) a n d  w a t e r  t o  100 m l .  f o r  24  h r .  a t  3 7 ° .

The m a l t o s e  p r o d u c e d  was e s t i m a t e d  t o  c h e c k  t h a t  t h e  

/ ^ - a m y l o l y s i s  was c o m p l e t e .

The s o l u t i o n  was d i a l y s e d o v e r n i g h t  a g a i n s t  r u n n i n g  

w a t e r  a n d  t h e n  r e d u c e d  i n  v o lum e  b y  e v a p o r a t i o n  u n d e r  

r e d u c e d  p r e s s u r e .  The p r o t e i n  was re m o v e d  b y  s h a k i n g  f o r  

1 h r .  w i t h  0 . 2 5  v o l u m e s  o f  c h l o r o f o r m  a n d  0 .1  v o lu m e s  o f  i s o -  

a m y l  a l c o h o l T h e  f i n a l  t r a c e s  o f  amyl  a l c o h o l  w e re  

r e m o v e d  b y  w a s h i n g  t h e  a q u e o u s  l a y e r  t h r e e  t i m e s  w i t h  e t h e r .  

The a q u e o u s  l a y e r  was d i a l y s e d  a g a i n  a g a i n s t  w a t e r  a n d  c o n 

c e n t r a t e d  a s  b e f o r e .



1 1 2

The l i m i t  d e x t r i n  was p r e c i p i t a t e d  b y  t h e  a d d i t i o n  

o f  5 v o l u m e s  o f  e t h a n o l ,  a n d ,  a f t e r  s t a n d i n g  o v e r n i g h t  a t  

4 ° ,  was c o l l e c t e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n ,  w a sh e d  t h r e e  t i m e s  

w i t h  e t h a n o l  a n d  f i n a l l y  w i t h  e t h e r .  The sa m p le  was d r i e d  

a t  6 0 °  u n d e r  r e d u c e d  p r e s s u r e  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  p h o s p h o r u s  

p e n t o x i d e .

The s t r u c t u r e  a n d  p u r i t y  w ere  d e t e r m i n e d  a s  w i t h  

g l y c o g e n .

E x p e r i m e n t  1 2 .  D e t e r m i n a t i o n  o f  t h e  a v e r a g e  c h a i n  l e n g t h  

o f  g l y c o g e n  u s i n g  p e r i o d a t e  o x i d a t i o n .

G l y c o g e n  ( 5 0 - 1 0 0  m g . )  was d i s s o l v e d  i n  c a r b o n a t e - f r e e  

w a t e r  (2 m l . ) ,  a n d  a f t e r  t h e  a d d i t i o n  o f  8^  ( w / v )  sodium* 

m e t a p e r i o d a t e  (5  m l . )  t h e . s o l u t i o n  was d i l u t e d  w i t h  w a t e r  

t o  25 m l .   ̂ A b l a n k  was s i m i l a r l y  p r e p a r e d  o m i t t i n g

t h e  g l y c o g e n .  The two s o l u t i o n s  w ere  k e p t  i n  t h e  d a r k  a t  

4 °  a n d  a t  two d a y  i n t e r v a l s  a f t e r  t h e  5 t h .  d a y  s a m p l e s  

(2 m l . )  w e r e  r e m o v e d  a n d  e t h y l e n e  g l y c o l  ( 0 .1  m l . )  was 

a d d e d  t o  rem o v e  t h e  e x c e s s  m e t a p e r i o d a t e .  The f o r m i c  a c i d  

l i b e r a t e d  d u r i n g  t h e  o x i d a t i o n  o f  t h e  g l y c o g e n  was t i t r a t e d  

r a p i d l y  a g a i n s t .  O .O IN -so d iu m  h y d r o x i d e  d e l i v e r e d  f r o m  a n  

" A g l a "  m i c r o b u r e t t e ,  u s i n g  m e t h y l  r e d  a s  i n d i c a t o r .

A l l  t h e  w a t e r  u s e d  i n  t h e  e x p e r i m e n t  was made 

c a r b o n a t e - f r e e  b y  b o i l i n g  a n d  t h e  o p e r a t i o n s  t o  d e t e r m i n e  

t h e  f o r m i c  a c i d  w e re  p e r f o r m e d  a s  q u i c k l y  a s  p o s s i b l e  t o  

p r e v e n t  t h e  a b s o r p t i o n  o f  c a r b o n  d i o x i d e  f r o m  t h e  a t m o s p h e r e .
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The b l a n k  c o m p e n s a t e d  f o r  a n y  a c i d  r e a c t i o n  due t o  

t h e  e t h y l e n e  g l y c o l ,  w h i c h  was f o u n d  t o  be  s l i g h t  b u t  

n o t  n e g l i g i b l e .

Rabbit LwC’f  QlvjCoqe

*

J Î

IO

op 'T co.abvon .

A f t e r  1 0 - 1 2  d a y s  t h e  am o un t  o f  f o r m i c  a c i d  p r o d u c e d  

was c o n s t a n t  b u t  t h i s  was f o l l o w e d  b y  a  p e r i o d  o f  s l o w  

o v e r - o x i d a t i o n .

I n c u b a t i o n s  v/ere a l s o  a t t e m p t e d  a t  25^  a n d  55^  i n  

o r d e r  t o  c u r t a i l  t h e  t i m e  n e e d e d  f o r  r e a c t i o n ,  b u t  t h i s  

r e s u l t e d  i n  m a r k e d  o v e r —o x i d a t i o n .
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E x p e r i m e n t  1 3 .  The a b s o r p t i o n  s p e c t r a  o f  p o l v s a c c h a r i d e -

i o d i n e  c o m p l e x e s .

To g l y c o g e n  ( 2 - 5  m g .)  d i s s o l v e d  i n  w a t e r  (2 m l . ) ,

i o d i n e  s o l u t i o n  c o n t a i n i n g  0 . 2 ^  i o d i n e  i n  a q u e o u s  2 ^

p o t a s s i u m  i o d i d e  ( 2 . 5  ml.)^ a n d  a  d r o p  o f  ^ ^ - h y d r o c h l o r i c

a c i d  w e re  a d d e d ,  a n d  t h e  s o l u t i o n  was d i l u t e d  w i t h  w a t e r  
( ”509 )t o  25  m l .  . The a b s o r p t i o n  s p e c t r u m  o f  t h e  g l y c o g e n -  

i o d i n e  c o m p le x '  was m e a s u r e d  a g a i n s t  a n  a q u e o u s  s o l u t i o n  

(2 5  m l . )  c o n t a i n i n g  0 . 2 ^  i o d i n e  i n  2^  p o t a s s i u m  i o d i d e  ( 2 . 5 m l . )  

i n  t h e  r e g i o n  4 0 0 - 7 0 0  mji.

E x p e r i m e n t  1 4 .  I n v e s t i g a t i o n  o f  t h e  e f f e c t  o f  a l c o h o l s  

o n  t h e  g l y c o g e n - i o d i n e  c o m p le x .

A s o l u t i o n  (25  m l . ) c o n t a i n i n g  t h e  g l y c o g e n - i o d i n e  

c o m p l e x  was p r e p a r e d  a s  i n  E x p e r i m e n t  15> a n d  t h e  a b s o r p t i o n  

s p e c t r u m  i n  t h e  r e g i o n  4 0 0 - 7 0 0  m^ was m e a s u r e d  on  a  r e c o r d i n g  

UV s p e c t r o p h o t o m e t e r .  M e th a n o l  (2 m l . )  was a d d e d  a n d  t h e  

t h e  s o l u t i o n  t h r o u g h l y  m ix e d .  The a b s o r p t i o n  o f  t h e  

r e s u l t i n g  s o l u t i o n  was m e a s u r e d  a s  b e f o r e  a g a i n s t  w a t e r  

a s  t h e  b l a n k .

The p r o c e d u r e  was r e p e a t e d  w i t h  e t h a n o l  a n d  1- p r o p a n o l .
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E x p e r i m e n t  1 5 .  I n v e s t i g a t i o n  o f  t h e  e f f e c t  o f  a l c o h o l s  

o n  a n  a q u e o u s  s o l u t i o n  o f  i o d i n e  a n d  p o t a s s i u m  i o d i d e .

To a n  a q u e o u s  s o l u t i o n  (25  m l .  ) c o n t a i n i n g  0 . 0 2 #  

i o d i n e ,  0 . 2 #  p o t a s s i u m  i o d i d e  a n d  a  d r o p  o f  5N - h y d r o c h l o r i c  

a c i d ,  m e t h a n o l  (2 m l . )  was a d d e d  a n d  t h e  s o l u t i o n  was 

t h r o u g h l y  m i x e d .  O t h e r  s o l u t i o n s  w ere  s i m i l a r l y  t r e a t e d  

w i t h  e t h a n o l  a n d  1- p r o p a n o l . A b s o r p t i o n  s p e c t r a  o f  t h e s e  

s o l u t i o n s  w e re  m e a s u r e d  a g a i n s t  w a t e r  a s  i n  E x p e r i m e n t  14 .

A s o l u t i o n  o f  i o d i n e  a n d  p o t a s s i u m  i o d i d e  was s i m i l a r l y  

d i l u t e d  w i t h  w a t e r  (2 ml. .)  a n d  t h e  a b s o r p t i o n  s p e c t r u m  

m e a s u r e d .

To d e t e r m i n e  t h e  e f f e c t  o f  t h e  a d d e d  a l c o h o l  on  t h e  

I ^  i o n ,  t h e  a b s o r p t i o n  s p e c t r u m  i n  t h e  r e g i o n  2 5 0 - 4 0 0  

was m e a s u r e d  f o r  a  s o l u t i o n  c o n t a i n i n g  0 . 0 2 #  i o d i n e  a n d  

0 . 2 #  p o t a s s i u m  i o d i d e  i n  e t h a n o l ,  a n d  a  s i m i l a r  s o l u t i o n ,  

t o  w h i c h  w a t e r  ( 0 . 2 5  m l . )  h a d  b e e n  a d d e d .  A c i d  was n o t  

a d d e d  t o  t h e s e  s o l u t i o n s .

E x p e r i m e n t  1 6 .  D e t e r m i n a t i o n  o f  t h e  e f f e c t  o f  t h e  p r o t e i n  

e x t r a c t i o n  p r o c e d u r e  on  t h e  g l y c o g e n - i o d i n e  c o m p le x  

f o r m a t i o n .

The a b s o r p t i o n  s p e c t r u m  i n  t h e  r e g i o n  4 0 0 - 7 0 0  m^ 

o f  t h e  i o d i n e  c o m p le x  o f  r a b b i t  l i v e r  g l y c o g e n  I I  was 

m e a s u r e d .  A s a m p le  o f  t h e  same g l y c o g e n  was d i s s o l v e d  i n  

w a t e r  a n d  t r e a t e d  w i t h  t h e  S e v a g  r e a g e n t  ^ . ( E x p t .  11)

A f t e r  i s o l a t i n g  t h e  g l y c o g e n  a n d  d r y i n g  i t  u n d e r  r e d u c e d
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p r e s s u r e  o v e r  p h o s p h o r u s  p e n t o x i d e ,  t h e  a b s o r p t i o n  s p e c t r u m  

o f  t h e  g l y c o g e n - i o d i n e  c o m p le x  was r e - e x a m i n e d .

A s a m p l e  o f  t h i s  e x t r a c t e d  g l y c o g e n  was d i s s o l v e d  i n  

w a t e r  a n d  e x t r a c t e d  t h r e e  t i m e s  w i t h  e t h e r .  The g l y c o g e n  • 

was i s o l a t e d ,  d r i e d  a n d  t h e  s p e c t r u m  o f  t h e  i o d i n e  c o m p le x  

a g a i n  e x a m i n e d .

E x p e r i m e n t  1 7 .  D e t e r m i n a t i o n  o f  t h e  e f f e c t  o f  u r e a  on  t h e  

g l y c o g e n - i o d i n e  c o m p le x .

S o l u t i o n s  (25  m l . )  o f  g l y c o g e n  (5 m g . ) ,  i o d i n e ,  

p o t a s s i u m  i o d i d e  a n d  a c i d  w ere  made up a s  i n  E x p e r i m e n t  1 3 ,  

c o n t a i n i n g  0 ,  2 ,  4> 6 a n d  8 M - u r e a .  The a b s o r p t i o n  s p e c t r a  

o f  t h e s e  s o l u t i o n s  w e re  m e a s u r e d  a g a i n s t  b l a n k s  c o n t a i n i n g  

t h e  same a m o u n t  o f  u r e a ,  i o d i n e  a n d  p o t a s s i u m  i o d i d e .  The 

pH o f  t h e s e  s o l u t i o n s  was a l s o  m ea su red . -

To d e t e r m i n e  t h e  e f f e c t  o f  u r e a  on t h e  s o l u t i o n  o f  

i o d i n e  i n  a q u e o u s  p o t a s s i u m  i o d i d e ,  t h e  a b s o r p t i o n  o f  t h e  

" b l a n k "  s o l u t i o n s  c o n t a i n i n g  0 . 2 #  p o t a s s i u m  i o d i d e  y . 0 . 0 2 #  

i o d i n e  a n d  2 ,  4 , 6 a n d  8 M -u re a  w e re  m e a s u r e d  a g a i n s t  a n  

a q u e o u s  s o l u t i o n  c o n t a i n i n g  0 . 1 #  p o t a s s i u m  i o d i d e  a n d  

0 . 0 1 #  i o d i n e .

T h r e e  s o l u t i o n s  w e re  p r e p a r e d  c o n t a i n i n g  0 ,  2 a n d  

8 M - u r e a ,  t o  w h i c h  w ere  a d d e d  a l i q u o t s  ( 0 . 2  m l . )  o f  t h e  

a q u e o u s  2 #  p o t a s s i u m  i o d i d e - 0 . 2 #  i o d i n e  s o l u t i o n ,  a n d  

a f t e r  t h e  a d d i t i o n  o f  one d r o p  o f  3 H - h y d r o c h l o r i c  a c i d ,  

w a t e r  was a d d e d  t o  25 m l .  The a b s o r p t i o n  s p e c t r a  o f  t h e s e  

s o l u t i o n s  w e re  m e a s u r e d  a g a i n s t  w a t e r  a s  a  b l a n k .
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E x p e r i m e n t  1 8 .  P r e p a r a t i o n  o f  p u l l u l a n a s e  s o l u t i o n .

The s a m p l e  o f  c r u d e  p u l l u l a n a s e  (110  m g .)  was r e c e i v e d  

a s  a  g i f t  f r o m  P r o f e s s o r  W. J .  W helan .

A p o r t i o n  o f  t h e  s o l i d  ( 5 2 . 9  m g.)  was g e n t l y  s h a k e n  

o v e r n i g h t  i n  2 0 m M -p h o sph a te  b u f f e r ,  pH 6 . 8  (2 m l . ) .

The s o l u t i o n  was c e n t r i f u g e d  a t  1 5 ,0 0 0  r . p . m .  , a n d  t h e  

s u p e r n a t a n t  d i a l y s e d f o r  24  h r .  a t  0°  a g a i n s t  t h e  same 

p h o s p h a t e  b u f f e r .  The s o l u t i o n  was t r a n s f e r r e d  t o  a  10 m l .  

f l a s k  a n d  s t o r e d  a t  4^# A l l  o p e r a t i o n s  d u r i n g  t h e  e x t r a c t i o n  

p r o c e d u r e  w e re  c a r r i e d  o u t  a t  4^ ( ^ ^ ^

E x p e r i m e n t  1 9 .  I n c u b a t i o n  o f  /9 -a m y la se  a n d  g l u c a m y l a s e  

l i m i t  d e x t r i n s  o f  g l y c o g e n  w i t h  p u l l u l a n a s e .

O l y c o g e n / 3 - a m y l a s e  l i m i t  d e x t r i n  ( 0 . 6 8  m g .)  a n d  

g l u c a m y l a s e  l i m i t  d e x t r i n  ( 0 . 7 9  m g .)  [ s a m p l e s  o b t a i n e d  b y  

D r .  McLean]  w e re  d i s s o l v e d  s e p a r a t e l y  i n  0 . 2 M - c i t r a t e  

b u f f e r ,  pH 5 . 0  ( 0 . 1  m l . )  a n d  t o  e a c h  sa m p le  p u l l u l a n a s e  

s o l u t i o n  ( 0 . 1  m l . )  was a d d ed ^  The r e a c t i o n  t u b e s  w ere

i n c u b a t e d  a t  5 2 °  f o r  2 h r . . S a m p le s  were  rem o ved  a n d  

e x a m i n e d  o n  p a p e r  c h r o m a to g r a m s  u s i n g  s o l v e n t  A, a n d  t h e  

s u g a r s  w e r e  l o c a t e d  w i t h  r e a g e n t  I .

The d i g e s t s  w e re  i n c u b a t e d  f o r  a  f u r t h e r  2 h r .  a t  

3 2 °  a n d  a f t e r  d e i o n i s i n g  w i t h  B i o d e m i n r o l i t e , w ere

e x a m i n e d  a s  b e f o r e .

E x a m i n a t i o n  o f  t h e  p r o d u c t s  o f  e n zy m ic  h y d r o l y s i s  

b y  e l e c t r o p h o r e s i s  i n  b o r a t e  c o m p l e x i n g  r e a g e n t  a t  pH 9 . 8
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o n  a  "S l ian d o n "  H ig h  V o l t a g e  E l e c t r o p h o r e s i s  a p p a r a t u s  

was u n s u c c e s s f u l .

E x p e r i m e n t  2 0 .  I n c u b a t i o n  o f  g l y c o g e n  w i t h  p u l l u l a n a s e  

a n d / ^ - a m y l a s e  a l t e r n a t e l y .

R a b b i t  l i v e r  g l y c o g e n  I I  ( 1 5 . 2  m g .)  was d i s s o l v e d  i n  

w a t e r  (1 m l . )  a n d  p u l l u l a n a s e  s o l u t i o n  ( 0 . 5  m l . )  a n d  

0 . 2 M - c i t r a t e  b u f f e r ,  pH 5 . 0  (2 m l .  ) w ere  a d d e d .  On d i l u t i o n  

w i t h  w a t e r  t o  10 m l .  t h e  d i g e s t  ( S o l u t i o n  I )  was i n c u b a t e d  

a t  3 7 ^  f o r  15 h r .  The s o l u t i o n  was b o i l e d  f o r  15 m in .  t o  

d e n a t u r e  t h e  p u l l u l a n a s e  a n d  t h e n  c o o l e d .  An a l i q u o t  (1 ml)  

was r e m o v e d  a n d  t o  t h i s  /3 - a m y la se  O H  u n i t s  i n  0 .2M - 

8 o d iu m  a c e t a t e  b u f f e r ,  pH 4 . 5  (1 m l .  ) 3  a n d  w a t e r  ( 8  m l . )  

w e r e  a d d e d  ( S o l u t i o n  I I ) .  The r e a c t i o n  m i x t u r e  was 

i n c u b a t e d  a t  37^  f o r  24  h r .  a n d  t h e  ^ - a m y l a s e  t h e n  

d e a c t i v a t e d  b y  b o i l i n g  f o r  15 m in .  A f t e r  c o o l i n g ,  t h e  

r e d u c i n g  s u g a r  p r o d u c e d  was m e a s u r e d .

T h i s  w h o le  p r o c e d u r e  was r e p e a t e d  t w i c e  w i t h  S o l u t i o n  

I I  u s i n g  t h e  same a m o u n ts  o f  t h e  e n zy m es .

E x p e r i m e n t  2 1 .  R e c o v e r y  o f  T C A - e x t r a c t a b l e  g l y c o g e n  f ro m  

r a t  l i v e r .

L i v e r  t i s s u e  (26  g .  ) f ro m  two r a t s  was h o m o g e n i s e d  

i n  i c e - c o l d ,  w a t e r  (2 0 0  m l . )  a n d  t h e  h o m o g en a te  was 

c e n t r i f u g e d  a t  6 0 0 ^  f o r  15 m in .  t o  remove g r o s s  t i s s u e  

d e b r i s ^  ] The r e s i d u e  was d i s c a r d e d ,  a n d  t h e  s u p e r n a t a n t
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s o l u t i o n  a f t e r  t r e a t m e n t  w i t h  a n  e q u a l  vo lum e o f  ^0% 

t r i c h l o r a c e t i c  a c i d  s o l u t i o n  (TGA), was l e f t  t o  s t a n d  f o r  

15 m in .  The s o l u t i o n  was c e n t r i f u g e d  a n d  t h e  c e n t r i f u g a t e  

( S o l u t i o n  A) d e c a n t e d  o f f .  The r e s i d u e  was w a sh e d  t h r e e  

t i m e s  b y  g e n t l e  h o m o g e n i s a t i o n  w i t h  c o l d  %  TCA s o l u t i o n  

( 2 0  m l .  p o r t i o n s )  a n d  t h e  w a s h i n g s  w ere  a d d e d  t o  s o l u t i o n  A.

E i v e  v o l u m e s  o f  e t h a n o l  were  a d d e d  t o  s o l u t i o n  A, 

a n d  a f t e r  s t a n d i n g  o v e r n i g h t  a t  4°  t h e  p r e c i p i t a t e d  

g l y c o g e n  was r e m o v e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n ,  w a sh e d  w i t h  e t h a n o l  

a n d  e t h e r  a n d  d r i e d .  T h i s ,  t h e  T C A - e x t r a c t a b l e  g l y c o g e n ,  

was s u b j e c t e d  t o  s t r u c t u r a l  a n a l y s i s .

The p r e c i p i t a t e  r e s u l t i n g  f r o m  t h e  t r i c h l o r a c e t i c  

a c i d  t r e a t m e n t  was s u s p e n d e d  i n  w a t e r  (20  m l . )  a n d  d i a l y s e d 

a g a i n s t  r u n n i n g  w a t e r  f o r  24  h r .  The d i a l y s e d s o l i d ,  t h e  

T C A - r e s i d u e ,  was f i l t e r e d  o f f  a n d  s t o r e d  a t  - 2 0 ° ,

E x p e r i m e n t  2 2 .  T r e a t m e n t  o f  t h e  T C A - r e s id u e  w i t h  p r o n a s e .  

P r o n a s e  was o b t a i n e d  f r o m  C a lb io c h e m .

A s a m p l e  o f  t h e  T C A - r e s id u e  ( 5 . 7  g .  ) was h o m o g e n i s e d  

i n  5 0 m M -p h o sp h a te  b u f f e r ,  pH 7 . 4  (1 0 0  m l . )  a n d  p r o n a s e  

( 2 0 0  m g . )  was a d d e d .  The d i g e s t  was i n c u b a t e d  a t  5 7 °  f o r  

96  h r .  a n d  was t h e n  s t o r e d  u n t i l  u s e  a t  —20 ^

C o n t r o l  s o l u t i o n s  c o n t a i n i n g  ( i )  T C A - r e s id u e  (2 g . ) 

i n  b u f f e r  ( 5 0  m l . )  a n d  ( i i )  p r o n a s e  (50  mg.,) i n  b u f f e r  (50  ml<) 

w e r e  s i m i l a r l y  i n c u b a t e d ,  a n d  t h e n  s t o r e d  a t  —20 . Thymol
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was a d d e d  t o  a l l  d i g e s t s  t o  i n h i b i t  b a c t e r i a l  g r o w t h .

G-lycogen  ( 6 . 8  m g . )  was i n c u b a t e d  a t  37 w i t h  p r o n a s e  

( 4 . 4  mg. ) i n  t h e  p h o s p h a t e  b u f f e r  (25 m l . ) .  At i n t e r v a l s  

t h e  r e d u c i n g  p o w e r  was m e a s u r e d .

r -  • ---------------

Time 35 m in . 6 . 2 5  h r . 24 h r .

R e d u c i n g  P o w er 1 . 6 2 ^ 1 . 69/o 1 . 69/»

A f t e r  t h a w i n g ,  a  sa m p le  (10. ,fnl.) was rem o ved  f ro m  t h e  

s o l u t i o n  c o n t a i n i n g  t h e  T C A - r e s id u e  a n d  p r o n a s e ,  a n d  a f t e r  

c e n t r i f u g a t i o n ,  t h e  s u p e r n a t a n t  was s u b j e c t e d  t o  g e l  

f i l t r a t i o n  on  a  c o lu m n  ( 3 . 5  x  8 cm .)  o f  Seph ad ex  0 - 7 5 ,  

w h i c h  h a d  p r e v i o u s l y  b e e n  e q u i l i b r a t e d  w i t h  lOmM-Tris 

b u f f e r ,  pH 8 . 5 .  E l u t i o n  v/as c a r r i e d  o u t  w i t h  t h e  same 

b u f f e r  a n d  t h e  f r a c t i o n s  (5 m l . )  c o l l e c t e d  were  c h e c k e d  

f o r  a b s o r p t i o n  a t  260  a n d  280 ra^, a nd  f o r  p r o t e i n  a n d  

c a r b o h y d r a t e

S a m p le s  (1 0  m l . )  f r o m  t h e  two c o n t r o l s  were  s i m i l a r l y  

t r e a t e d  o n  t h e  same S e p h a d e x  c o l u m n , - t h e  e l u t e d  f r a c t i o n s  

b e i n g  a n a l y s e d  a s  b e f o r e .

A s e c o n d  d i g e s t  o f  t h e  T C A -re s id u e  (3 g ; )  a n d  p r o n a s e  

( 1 0 0  m g . )  i n  p h o s p h a t e  b u f f e r  (50  m l . )  was i n c u b a t e d  a t  

3 7 °  f o r  96 h r . , t o g e t h e r  w i t h  a  c o n t r o l  d i g e s t  c o n t a i n i n g  

o n l y  t h e  T C A - r e s i d u e  (2 g .  ) i n  b u f f e r  (5 0  m l . ) .  S am p les  

( 5 m l . )  f r o m  t h e s e  s o l u t i o n s  v /e re ,  a f t e r  c e n t r i f u g a t i o n ,  

s u b j e c t e d  t o  g e l  f i l t r a t i o n  on a  l o n g e r  co lum n ( 3 . 5  x  15 c m .)
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o f  S e p h a d e x  G-75 (Colum n I I ) ,  a n d  t h e  e l u t e d  f r a c t i o n s

w e re  a n a l y s e d  a s  b e f o r e .

E x p e r i m e n t  2 3 .  P r e p a r a t i v e  s e p a r a t i o n  o f  c a r b o h y d r a t e  

o n  t h e  S e p h a d e x  c o l i m n .

The r e m a i n i n g  T C A - r e s id u e  was t r e a t e d  w i t h  p r o n a s e  a s  

d e s c r i b e d  i n  E x p e r i m e n t  22 a n d  s a m p le s  ( lO  m l . )  f r a c t i o n a t e d  

o n  t h e  S e p h a d e x  c o lu m n  I I .  The f r a c t i o n s  o f  t h e  f i r s t  

p e a k  f r o m  a l l  t h e  f r a c t i o n a t i o n s  were  c o m b in ed .  The 

s o l u t i o n  was c o n c e n t r a t e d  b y  e v a p o r a t i o n  u n d e r  r e d u c e d  

p r e s s u r e ,  a n d  t h e  c o n c e n t r a t e d  s o l u t i o n  (10  m l . )  was 

t r e a t e d  w i t h  10#  TCA s o l u t i o n  (3 m l . ) .  The p r e c i p i t a t e  

was r e m o v e d  f r o m  t h e  s o l u t i o n  b y  c e n t r i f u g a t i o n  a n d  t h e n  

f i l t e r i n g ,  a n d  t h e  f i l t r a t e  was c o n c e n t r a t e d  a s  b e f o r e .

T h i s  s o l u t i o n  was t r e a t e d  w i t h  5 v o lu m e s  o f  e t h a n o l ,  a n d  

t h e n  a l l o w e d  t o  s t a n d  o v e r n i g h t  a t  4^ t o  p r e c i p i t a t e  t h e  

p o l y s a c c h a r i d e .  T h i s  p r e c i p i t a t e  was i s o l a t e d  b y  c e n t r i f u g 

a t i o n ,  w a s h e d  t w i c e  w i t h  e t h a n o l  a n d  f i n a l l y  w i t h  e t h e r .
(

A f t e r  d r y i n g  s t r u c t u r a l  a n a l y s i s  was c a r r i e d  o u t .

E x p e r i m e n t  2 4 .  E x a m i n a t i o n  o f  t h e  T O A -re s id u e  d i g e s t  on

a  S e p h a d e x  G—2 0 0  c o lu m n .

To o b t a i n  a  b e t t e r  s e p a r a t i o n  o f  t h e  co m p o n e n ts  

f o u n d  i n  t h e  f i r s t  d i g e s t  o f  t h e  T C A - r e s id u e  w i t h  p r o n a s e , 

( E x p e r i m e n t  22 )  a  s a m p le  (5  m l . )  was c e n t r i f u g e d  a n d  t h e  

s u p e r n a t a n t  s o l u t i o n  was s u b j e c t e d  t o  g e l  f i l t r a t i o n  on
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a  c o l u m n  ( 2 . 5  x  40  c m . )  o f  S e p h a d e x  G -2 0 0  e q u i l i b r a t e d  w i t h  

1 0 m M -T r is  b u f f e r ,  pH 8 . 5 .  The e l u t i o n  a n d  a n a l y s i s  w e r e  

c a r r i e d  o u t  a s  i n  E x p e r i m e n t  2 2 .

E x p e r i m e n t  2 5 .  E x a m i n a t i o n  o f  a  l i v e r  e x t r a c t  o n  S e p h a d e x .

R a t  l i v e r  ( 5 0 0  m g . )  was h o m o g e n i s e d  i n  3#  TCA s o l u t i o n

(5  m l . )  a n d  t h e  s o l u t i o n  was c e n t r i f u g e d .  The s u p e r n a t a n t

( 4  m l . )  w as  s u b j e c t e d  t o  g e l  f i l t r a t i o n  on  t h e  S e p h a d e x

G—75 c o l u m n  I ,  a s  d e s c r i b e d  i n  E x p e r i m e n t  2 2 .

E x p e r i m e n t  2 6 .  D e t e r m i n a t i o n  o f  t h e  a m o u n t  o f  e x t r a c t a b l e  

a n d  r e s i d u a l  g l y c o g e n  i n  l i v e r  t i s s u e

l i v e r  t i s s u e  ( 1 0 0 - 6 0 0  m g . )  was p u l v e r i s e d  i n  5#  t r i 

a c e  t i c  a c i d  s o l u t i o n  a n d  c e n t r i f u g e d .  The s u p e r n a t a n t  was 

d e c a n t e d  o f f  a n d  t h e  r e s i d u e  was g e n t l y  w a s h e d  w i t h  t h e  

TCA s o l u t i o n ,  t h e  w a s h i n g  b e i n g  a d d e d  t o  t h e  s u p e r n a t a n t .

A f t e r  n e u t r a l i s i n g  t h e  s u p e r n a t a n t  s o l u t i o n  w i t h  

s o d i u m  h y d r o x i d e ,  s o d i u m  b o r o h y d r i d e  ( 5 - 1 0  m g . )  was a d d e d  

t o  r e d u c e  a l l  t h e  f r e e  g l u c o s e a n d  t h e  s o l u t i o n  was 

d i l u t e d  w i t h  w a t e r  t o  50  m l . ,  a n d  p l a c e d  i n  a n  i c e - b a t h »  

f o r  45 m in .

The r e s i d u e  was d i g e s t e d  i n  3 0 #  p o t a s s i u m  h y d r o x i d e  

(3  m l . )  a t  9 8 °  f o r  45 m i n .  A f t e r  c o o l i n g  t h e  s o l u t i o n  

w as  d i l u t e d  t o  2 5 m l .  w i t h  w a t e r .

S a m p l e s  ( 0 . 5  m l . )  w e r e  t a k e n  f r o m  b o t h  s o l u t i o n s  a n d  

t h e  a m o u n t  o f  p o l y s a c c h a r i d e  p r e s e n t  was d e t e r m i n e d  u s i n g  

t h e  p h e n o l - s u l p h u r i c  a c i d  m e th o d ^  320)  ^  p i a n k  c o n t a i n i n g
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o n l y  t h e  s a m p l e  o f  r e s i d u e  d i g e s t  a n d  s u l p h u r i c  a c i d  was 

a l s o  p r e p a r e d  t o  c h e c k  t h e  a m o u n t  o f  c o l o u r  p r o d u c e d  b y  

t h e  s u l p h u r i c  a c i d  r e a c t i n g  w i t h  t h e  d i g e s t .

N e u t r a l i s a t i o n ,  o r  a c i d i f i c a t i o n  o f  t h e  d i g e s t  b e f o r e  

d i l u t i o n  h a d  no  e f f e c t  on  t h e  a m o u n t  o f  c o l o u r  p r o d u c e d  

d u r i n g  t h e  e s t i m a t i o n  p r o c e d u r e .

To c h e c k  t h e  m e t h o d  u s e d  a b o v e  a  s a m p l e  o f  r a t  l i v e r  

( 0 . 7 7  m g . ) was h o m o g e n i s e d  i n  i c e - c o l d  w a t e r  (5  m l . )  a n d  

tw o  s a m p l e s  (2 m l . )  w e r e  r e m o v e d .  One was t r e a t e d  a s  

d e s c r i b e d  a b o v e  v / h i l e  t h e  o t h e r  was d i g e s t e d  w i t h  s o d i u m  

h y d r o x i d e  (5  m l . ) .  The a m o u n t s  o f  p o l y s a c c h a r i d e  p r o d u c e d  

b y  t h e  tw o  m e t h o d s  was c o m p a r e d .

' TCA TOTAL KOK«.

5 8 0 0 ^ +  1 3 0 0 ^ =  7 1 0 0  ^ 7 0 0 0  ^

E x p e r i m e n t  2 7 .  D e t e r m i n a t i o n  o f  t h e  w a t e r  c o n t e n t  o f  

l i v e r  t i s s u e .

Known w e i g h t s  o f  f r e s h  l i v e r  t i s s u e  ( 6 0 - 3 6 0  m g . )  

w e r e  h e a t e d  t o  c o n s t a n t  w e i g h t  a t  1 1 0 ° .

E x p e r i m e n t  2 8 .  M e a s u r e m e n t  o f  t h e  a m o u n t  o f  p r o t e i n  i n  

l i v e r  t i s s u e .

L i v e r  t i s s u e s  ( 5 0 - 1 0 0  m g . )  w e r e  h o m o g e n i s e d  i n  w a t e r  

( 2 - 5  m l . )  a n d  t h e  p r o t e i n  c o n t e n t  was m e a s u r e d  u s i n g  t h e
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m e t h o d  o f  L o w ry  e t  a l .  e x c e p t  t h a t  t h e  E o l i n -

C l o c a l t e u  r e a g e n t  was d i l u t e d  w i t h  a n  e q u a l  q u a n t i t y  o f  

w a t e r ,  n o t  a c i d .  Human s e r u m  a l b u m i n  was u s e d  a s  a  

s t a n d a r d .

E x p e r i m e n t  2 9 .  P r e p a r a t i o n  o f  t h e  t i s s u e  h o m o g e n a t e  f o r  

t h e  m e a s u r e m e n t  o f  t h e  enzym e a c t i v i t i e s .

The t i s s u e  was h o m o g e n i s e d  a t  4^ w i t h  5 i Æ - T r i s - 1 m M -  

EDTA b u f f e r ,  pH 7 . 5  t o  p r o d u c e  a  4 - 5 #  h o m o g e n a t e .  T h i s  

h o m o g e n a t e  was u s e d  u n d i l u t e d  t o  d e t e r m i n e  t h e  a c t i v i t y  o f  

g l y c o g e n  s y n t h e t a s e  a n d  a c i d  g l u c o s i d a s e , b u t  s a m p l e s  w e r e  

r e m o v e d  a n d  d i l u t e d  t o  2#  w i t h  5 0 r n H - p h o s p h a t e  b u f f e r ,  pH 

6 . 5 ,  t o  d e t e r m i n e  t h e  a c t i v i t y  o f  l i v e r  o < -a m y la se .  F o r  

p h o s p h o r y l a s e  a n d  g l u c o s e - 6 - p h o s p h a t a s e  t h e  h o m o g e n a t e  was 

d i l u t e d  t o  1# w i t h  0 .1  ï ^ c i t r a , t e  b u f f e r ,  pH 6 . 4 ,  a n d  f o r  

p h o s p h o g l u c o m u t a s e  t h e  c o n c e n t r a t i o n  was r e d u c e d  t o  0 . 5 #  

w i t h  50mM-Tris-1mLË3LTA, pH 7 . 5 .

F o r  t h e  d e t e r m i n a t i o n s  o f  t h e  a c t i v i t i e s  o f  t h e  e n z y m e s  

i n  f e t a l  t i s s u e s  h i g h e r  c o n c e n t r a t i o n s  o f  t h e  h o m o g e n a t e  

w e r e  u s e d .

The enzym e  s o l u t i o n  was k e p t  i n  a n  i c e - b a t h ,  a n d  was 

o n l y  d i l u t e d  t o  t h e  r e q u i r e d  c o n c e n t r a t i o n  j u s t  b e f o r e  t h e  

a c t i v i t y  d e t e r m i n a t i o n  was m ad e .
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E x p e r i m e n t  5 0 . D e t e r m i n a t i o n  o f  g l u c o s e - G - p h o s p h a t a s e  

a c t i v i t y .

The a c t i v i t y  o f  t h i s  enzym e i s  m e a s u r e d  a s  t h e  a m o u n t  

o f  p h o s p h a t e  r e l e a s e d  f r o m  g l u c o s e - 6 - p h o s p h a t e  i n  one  h r .  

b y  on e  g r a m  o f  t i s s u e .

R e a c t i o n  t u b e s  c o n t a i n i n g  5 0 m M - ^ g l u c o s e - 6 - p h o s p h a t e  

i n  0 .  I M - s o d i u m  c i t r a t e  b u f f e r ,  pH 6 . 4  ( 0 . 1  m l .  ) a n d  a  1^  

s o l u t i o n  o f  t h e  h o m o g e n i s e d  t i s s u e  ( 0 . 1  m l . )  v/ere  m i x e d  

a n d  i n c u b a t e d  a t  5 7 ^ .   ̂ 120) 10 m in .  i n t e r v a l s  t h e  r e a c t i o n

w as  t e r m i n a t e d  i n  s u c c e s s i v e  t u b e s  b y  t h e  a d d i t i o n  o f  

1M - t r i c h l o r a c e t i c  a c i d  s o l u t i o n  ( 0 . 2  m l . ) ,  a n d  t h e  a m o u n t  

o f  p h o s p h a t e  l i b e r a t e d  was m e a s u r e d .  The a b s o r p t i o n  o f  

t h e  b l u e  c o l o u r  was  m e a s u r e d  a t  660  mp. i n  a  OT s p e c t r o 

p h o t o m e t e r .

The d e t e r m i n a t i o n s  w e r e  r e p e a t e d  u s i n g  0 . 0 5  m l .  o f  

t h e  t i s s u e  h o m o g e n a t e  t o  c h e c k  t h a t  t h e  c o r r e c t  v a l u e  f o r  

t h e  a c t i v i t y  h a d  b e e n  o b t a i n e d .

I n c u b a t i o n  o f  1/4 t i s s u e  h o m o g e n a t e  o f  r a t  l i v e r  a s  

d e s c r i b e d  a b o v e ,  s h o w e d  t h a t  t h e  e n z y m i c  h y d r o l y s i s  was 

c o m p l e t e  a f t e r  50 m in .  A c t i v i t y  m e a s u r e m e n t s  w e r e  t h e r e f o r e  

c a r r i e d  o u t  w i t h i n  30 m i n .

E x p e r i m e n t  3 1 .  D e t e r m i n a t i o n  o f  t h e  n o n - s p e c i f i c  p h o s p h a t a s e  

a c t i v i t y .

A f̂o t i s s u e  h o m o g e n a t e  i n  c i t r a t e  b u f f e r  (.0.1 m l . )  

w as  i n c u b a t e d  w i t h  5O m ^ - ^ - g l y c e r o l  p h o s p h a t e  i n  O . I M - c i t r a t e
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b u f f e r ,  pH 6 . 4  ( 0 . 1  m l . )  u n d e r  t h e  c o n d i t i o n s  d e s c r i b e d  

i n  t h e  p r e v i o u s  e x p e r i m e n t ,  a n d  t h e  l i b e r a t e d  p h o s p h a t e  

was d e t e r m i n e d .

E x p e r i m e n t  3 2 .  D e t e r m i n a t i o n  o f  p h o s p h o r y l a s e  a c t i v i t y .

T h i s  was d e t e r m i n e d  b y  m e a s u r i n g  t h e  p h o s p h a t e  

r e l e a s e d  f r o m  o ( - ^ g l u c o s e - 1- p h o s p h a t e  i n  t h e  r e a c t i o n :

0^  + G - l u c o s e - 1 - p h o s p h a t e  •> + P .

T u b e s  c o n t a i n i n g  1/4 s o l u t i o n  o f  h o m o g e n a t e  ( 0 . 1  a n d  

0 . 0 5  m l . )  a n d  a s s a y  s o l u t i o n  ( 0 . 1  m l . ) ,  w h i c h  c o n s i s t e d  o f  

5 0 m l c - g l u c o s e -1  - p h o s p h a t e  , 1 . 5n ^ a d e n o s i n e  m o n o p h o s p h a t e , 

O . I M - s o d i u m  f l u o r i d e  a n d  1 ^  g l y c o g e n  i n  O . I M - c i t r a t e  b u f f e r  

pH 6 . 4 ,  w e r e  i n c u b a t e d  a t  3 7 ^ .  ( 1 2 0 )  'i q  j^xn. i n t e r v a l s  

t h e  r e a c t i o n  was t e r m i n a t e d  b y  t h e  a d d i t i o n  o f  1 ^ t r i c h l o r 

a c e t i c  a c i d  s o l u t i o n  ( 0 . 2  m l . ) ,  t h e  t u b e s  b e i n g  i m m e d i a t e l y  

r e m o v e d  f r o m  t h e  i n c u b a t o r ,  a n d  t h e  r e a c t i o n  m i x t u r e  

d i l u t e d  t o  4 m l .  w i t h  w a t e r .  T h i s  c o o l i n g  a n d  d i l u t i o n  

w a s  n e c e s s a r y  t o  p r e v e n t  t h e  g l u c o s e - 1- p h o s p h a t e  i n  t h e  a s s a y  

s o l u t i o n  b e i n g  h y d r o l y s e d  a s  i t  i s  a c i d  l a b i l e .  When 

d i l u t e d  i n  t h i s  way t h e  h y d r o l y s i s  was f o u n d  t o  b e  

n e g l i g i b l e .

The a m o u n t  o f  p h o s p h a t e  r e l e a s e d  f r o m  t h e  g l u c o s e - l -  

p h o s p h a t e  i n  t h e  t? /o  s e t s  o f  i n c u b a t i o n s  w a s  m e a s u r e d ,  

a n d  t h e  a c t i v i t y  c a l c u l a t e d .
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The r e a c t i o n  p a t h  o f  p h o s p h o r y l a s e  was  i n v e s t i g a t e d  

b y  c a r r y i n g  o u t  i n c u b a t i o n s  o v e r  a  p e r i o d  o f  90 m i n . , 

a n d  i t  was o b s e r v e d  t h a t  t h e  r e a c t i o n  r e a c h e d  c o m p l e t i o n  

a f t e r  60  m i n .  c o n f i r m i n g  t h a t  3 0  m i n .  was a  s u i t a b l e  

i n c u b a t i o n  p e r i o d  f o r  t h e  d e t e r m i n a t i o n  o f  t h e  a c t i v i t y .

E x p e r i m e n t  3 3 .  D e t e r m i n a t i o n  o f  t h e  a c t i v i t v  o f  p h o s p h o r y l a s e  b

The m e t h o d  u s e d  i n  t h e  p r e v i o u s  e x p e r i m e n t  was 

f o l l o w e d  e x c e p t  t h a t  a d e n o s i n e - m o n o p h o s p h a t e  (AID?) was 

o m i t t e d  f r o m  t h e  enzym e a s s a y  s o l u t i o n .

E x p e r i m e n t  3 4 .  D e t e r m i n a t i o n  o f  g l u c o s e - 1 - p h o s p h a t a s e  

a c t i v i t y .

T h i s  was c a r r i e d  o u t  t o  c h e c k  t h a t  t h e  p h o s p h a t e  

r e l e a s e d  i n  t h e  p r e s e e d i n g  e x p e r i m e n t s  was c l e a v e d  f r o m  

t h e  g l u c o s e - 1- p h o s p h a t e  b y  p h o s p h o r y l a s e  a n d  n o t  b y  a  

p h o s p h a t a s e  i n  t h e  r e a c t i o n :

G l u c o s e - 1 - p h o s p h a t e  -> G l u c o s e  +

S a m p l e s  o f  h o m o g e n a t e  ( 0 . 1  m l . )  w e r e  i n c u b a t e d  w i t h  

a s s a y  s o l u t i o n  ( 0 . 1  m l . )  c o n t a i n i n g  3 O m M - g l u c o s e - 1- p h o s p h a t e  

i n  O . I M - c i t r a t e  b u f f e r ,  pH 6 . 4 ,  a n d  t h e  a m o u n t  o f  p h o s p h a t e -  

r e l e a s e d  was m e a s u r e d .
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E x p e r i m e n t  3 5 .  D e t e r m i n a t i o n  o f  t h e  p h o s p h o g l u c o m u t a s e  

a c t i v i t y .

A 0 . 5 ^  t i s s u e  h o m o g e n a t e  ( 0 . 1  a n d  0 . 0 5  m l . )  was 

m i x e d  w i t h  a s s a y  s o l u t i o n  ( O . 1 m l . ) ,  w h i c h  c o n t a i n e d  

B n ^ - g l u c o s e - l - p h o s p h a t e ,  BmM-magnesium c h l o r i d e ,  1 2 . 5mM- 

s o d i u m  b i c a r b o n a t e  a n d  0 . 1 M - i m i d a z o l e .  To t h i s  s o l u t i o n  

was a d d e d  a  f r e s h l y  p r e p a r e d  s o l u t i o n  ( 0 .1  m l . )  o f  1 . 2 5 mM- 

c y s t e i n e  i n  50mM-Tris-1mM-SDTA b u f f e r ,  pH 7 . 5 ,  a n d  t h e  

r e a c t i o n  t u b e s  w e r e  i n c u b a t e d  a t  3 7 ^ .  ^

A t  5 m in .  i n t e r v a l s  t h e  r e a c t i o n  was t e r m i n a t e d  b y  

t h e  a d d i t i o n  o f  1M - t r i c h l o r a c e t i c  a c i d  s o l u t i o n  ( 0 . 2  m l . ) ,  

a n d  t h e  a s s a y  s o l u t i o n s  d i l u t e d  t o  3 m l .  w i t h  w a t e r .

The s o l u t i o n s  w e r e  b o i l e d  f o r  5 m i n .  t o  h y d r o l y s e  a l l  t h e  

u n r e a c t e d  g l u c o s e - 1- p h o s p h a t e , a n d  t h e  a m o u n t  o f  p h o s p h a t e  

l i b e r a t e d  d u r i n g  t h e  h y d r o l y s i s  was d e t e r m i n e d .  From t h i s  

t h e  a c t i v i t y  w as  c a l c u l a t e d .

To c h e c k  t h a t  t h e  g l u c o s e - 6- p h o s p h a t e  p r o d u c e d  b y  

t h e  p h o s p h o g l u c o m u t a s e  was n o t  h y d r o l y s e d  b y  1 M - t r i c h l o r 

a c e t i c  a c i d  s o l u t i o n ,  s o l u t i o n s  c o n t a i n i n g  l 5nf^î, 10mM, 

a n d  5n ^ - g l u c o s e - 6 - p h o s p h a t e  ( 0 . 1  m l . ) ,  1 M - t r i c h l o r a c e t i c  

a c i d  ( 0 . 2  m l . )  a n d  w a t e r  ( 3  m l . )  w e r e  b o i l e d  f o r  5 m i n . , 

c o o l e d ,  a n d  t h e  a m o u n t  o f  f r e e  p h o s p h a t e  w as  t h e n  m e a s u r e d .  

Ho p r o d u c t i o n  o f  p h o s p h a t e  w as  o b s e r v e d ,  t h e  v a l u e s  f o r  

p h o s p h a t e  p r e s e n t  b e i n g  d ue  t o  t h e  s t a t e d  i m p u r i t y  

p e r c e n t a g e  i n  t h e  g l u c o s e - 6- p h o s p h a t e .
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The r e a c t i o n  p a t h  o f  t h e  enzym e was f o l l o w e d  b y  t h e  

m e t h o d  d e s c r i b e d  i n  E x p e r i m e n t  3 0 ,  a n d  i t  was f o u n d  t h a t  

t h e  r e a c t i o n  was c o m p l e t e d  i n  4-0 - 3 0  m in .  s o  t h a t  a n  

i n c u b a t i o n  p e r i o d  o f  30  m in .  was s a t i s f a c t o r y .

E x p e r i m e n t  3 6 .  D e t e r m i n a t i o n  o f  t h e  a c t i v i t y  o f  ÜDPG- 

g l y c o g e n  t r a n s g l u c o s y l a s e .

The a c t i v i t y  o f  s y n t h e t a s e  was d e t e r m i n e d  b y  t h e  

m e t h o d  o f  D e l o i r ^  b y  m e a s u r i n g  t h e  a m o u n t  o f  ÜDP 

r e l e a s e d  f r o m  UDPG u s i n g  p h o s p h o e n o l  p y r u v a t e  a n d  p y r u v i c  

k i n a s e  ( p u r c h a s e d  f r o m  B o e h r i n g e r ) .

UDPG + 4  G , + UDPn  n-f I

UDP + PEP 4  DTP 4* p y r u v i c  a c i d

The a b s o r p t i o n  o f  t h e  s o l u t i o n  was m e a s u r e d  i n  1 cm. c e l l s  

w i t h  a  s p e c t r o p h o t o m e t e r  a t  520  mji.

The r e a c t i o n  p a t h  o f  t h e  enzym e was f o l l o w e d  o v e r  a  

p e r i o d  o f  90  m i n .  a n d  t h e  e n z y m i c  a c t i o n  a p p e a r e d  t o  be  

c o m p l e t e d  a f t e r  60  m i n .  s o  t h a t  t h e  a c t i v i t y  c o u l d  be  

m e a s u r e d  i n  30  m i n .

E x p e r i m e n t  3 7 .  D e t e r m i n a t i o n  o f  t h e  a c t i v i t y  o f  DDPG- 

g l u c o s i d a s e  ( a  h y d r o l a s e ) .  .

As t h e  UDP m e a s u r e d  i n  t h e  p r e v i o u s  r e a c t i o n  may 

h a v e  b e e n  r e l e a s e d  b y  e i t h e r  g l y c o g e n  s y n t h e t a s e  o r  b y  a  

h y d r o l a s e ,  t h e  f o l l o w i n g  e x p e r i m e n t  was c a r r i e d  o u t .
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R a t  l i v e r  t i s s u e  ( 0 . 2 4 8  g . ) was h o m o g e n i s e d  i n  0 .2 5 M -  

g l y c i n e - S n ^ - E D T A  b u f f e r ,  pH 8 . 5  (5  m l . ) .  P o u r  s e t s  o f  

a s s a y  s o l u t i o n s  w e re  p r e p a r e d  a s  show n i n  t h e  t a b l e  b e l o w  

a n d  t h e  a c t i v i t y  o f  t h e  enzyme was d e t e r m i n e d  i n  e a c h  s e t .

S e t Enzyme G l y c o g e n
r e a g e n t

UDPG C y s t e i n e A c t i v i t y

A 0 .1  m l . 0 . 0 5  m l . 0 . 0 5  m l . 0 . 0 5  m l . 4 1 . 8

B 0 .1  m l . 0 . 0 5  m l . - 0 . 0 5  m l . - 1 . 6 2

C 0 .1  m l . ' - 0 . 0 5  m l . 0 . 0 5  m l . 3 . 2 2

D 0 .1  ml'. - - 0 . 0 5  m l . 4 . 0 2

The a c t i v i t y  i s  e x p r e s s e d  i n  p m o le s  UDP r e l e a s e d  i n  

o ne  h r .  b y  one  g ram  o f  t i s s u e .

E x p e r i m e n t  3 8 .  D e t e r m i n a t i o n  o f  otc-amylase a c t i v i t y .

The a c t i v i t y  o f  t h i s  enzyme was d e t e r m i n e d  b y  

m e a s u r i n g  t h e  d e c r e a s e  i n  t h e  i o d i n e  s t a i n i n g  o f  g l y c o g e n  

u n d e r g o i n g  o ( - a m y l o l y s i s .

T u b es  c o n t a i n i n g  1^  g l y c o g e n  i n  5 0 m M -p h o sp h a te  b u f f e r ,  

pH 6 . 5  ( 0 . 2  m l . )  a n d  2 ^  t i s s u e  h o m o g e n a te  (0-. 1 a n d  0 . 0 5  m l . )  

w e r e  i n c u b a t e d  a t  37^* A t  5 m in .  i n t e r v a l s  t h e  r e a c t i o n  

was t e r m i n a t e d  b y  t h e  a d d i t i o n  o f  1 M - t r i c h l o r a c e t i c  a c i d  

s o l u t i o n  ( 0 . 2  m l . ) .  The s o l u t i o n s  w e re  k e p t  a t  37^  f o r  a  

f u r t h e r  10 m in .  t o  a i d  t h e  c o a g u l a t i o n  a n d  p r e c i p i t a t i o n  

o f  t h e  d e n a t u r e d  p r o t e i n .  The t u b e s  w e re  c e n t r i f u g e d  a n d  

t h e  s u p e r n a t a n t  s o l u t i o n  was d e c a n t e d  i n t o  t u b e s  c o n t a i n i n g
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0 . 2^  i o d i n e  i n  a q u e o u s  2^  p o t a s s i u m  i o d i d e  s o l u t i o n  ( 0 . 2  m l . ) .  

A f t e r  d i l u t i o n  t o  5 m l .  t h e  a b s o r p t i o n  o f  t h e  s o l u t i o n s  

was m e a s u r e d  a t  460  mp. i n  a  s p e c t r o p h o t o m e t e r .

E x n e r i m e n t  3 9 .  D e t e r m i n a t i o n  o f  t h e  a c i d  g l u c o s i d a s e  

a c t i v i t y .

To t h e  a s s a y  m i x t u r e  c o n t a i n i n g  20mîvî-maltose  i n  20mM-r 

s o d i u m  a c e t a t e  b u f f e r ,  pH 4 . 5  ( 0 . 1  m l . )  was a d d e d  4$4 

t i s s u e  h o m o g e n a te  ( O . I  a n d  0 . 0 5  m l . ) .  A f t e r  i n c u b a t i n g  

a t  3 7 °  f o r  1 0 , 20  a n d  30 m in .  t h e  r e a c t i o n  was t e r m i n a t e d  

b y  h e a t i n g  a t  100^  f o r  3 m in .  The s o l u t i o n s  w e r e  c o o l e d  

a n d  t h e  a m o u n t  o f  g l u c o s e  p r o d u c e d  m e a s u r e d  u s i n g  t h e  

B i o c h e m i c a  " G l u c o s e  R e a g e n t " .

E x p e r i m e n t  4 0 .  I n v e s t i g a t i o n  o f  t h e  e f f e c t  o f  s t o r a g e  on  

e n z y m e s .

T i s s u e  h o m o g e n a t e 8 o f  d i f f e r e n t  c o n c e n t r a t i o n s  w e re  

p r e p a r e d  a n d  t h e  a c t i v i t i e s  o f  g l u c o s e - 6- p h o s p h a t a s e ,  

p h o s p h o r y l a s e ,  p h o s p h o g l u c o m u t a s e  a n d  g l y c o g e n  s y n t h e t a s e  

w e re  d e t e r m i n e d  a t  i n t e r v a l s ,  t h e  enzyme s o l u t i o n s  b e i n g  

s t o r e d  a t  4 °  b e t w e e n  d e t e r m i n a t i o n s ,  a n d  b e i n g  d i l u t e d  t o  

t h e  r e q u i r e d  c o n c e n t r a t i o n  j u s t  b e f o r e  a n a l y s i s .
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Enzyme G oncn . Time i n  h o u r s
0 2 4 48 72

G l u c o s e - 6 - p h o s p h a t a s e 10 493 - 48 8 468

3 303 - - 372

P h o s p h o r y l a s e 7 891 - 812 781

P h o s p h o g l u c o m u t a s e 3 4 1 8 0 - 3 7 4 4 3 4 6 0

S y n t h e t a s e 4 134 108 - —

E x p e r i m e n t  4 1 .  E f f e c t  o f  p r e m a t u r e  b i r t h  on  t h e  g l u c o s e -  

6 - p h o s p h a t a s e  a c t i v i t y  i n  r a t s .

F o u r t e e n  r a t s  w e r e  d e l i v e r e d  b y  C e a s a r i a n  s e c t i o n  

18 h r .  p r e m a t u r e ,  a n d  tw o  o f  t h e s e  w e r e  i m m e d i a t e l y  

k i l l e d  b y  r a p i d  f r e e z i n g  t o  - 2 0 ^ .  The r e s t  o f  t h e  l i t t e r  

v /e re  s u c k l e d  b y  a  f o s t e r  m o t h e r ,  a n d  a t  i n t e r v a l s  o v e r  a  

p e r i o d  o f  3 d a y s  p a i r s  o f  r a t s  w e r e  r e m o v e d  f r o m  t h e  

l i t t e r  a n d  k i l l e d  a s  b e f o r e .  The l i v e r s  o f  t h e  i n f a n t  

r a t s  w e r e  e x c i s e d  a n d  a n a l y s e d  f o r  g l u c o s e - 6 - p h o s p h a t a s e  

a c t i v i t y  a s  d e s c r i b e d  i n  E x p e r i m e n t  3 0 .

The s e r v i c e s  o f  t h e  M e d i c a l  R e s e a r c h  C o u n c i l  

l a b o r a t o r i e s ,  C a r s h a l t o n ,  a r e  g r a t e f u l l y  a c k n o w l e d g e d .
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