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Szczegoblnie aktualnym problemem z zakresu biochemii witaminu
B;» stala sie w latach ostatnich sprawa aktywnej postaci tego witaminu,
warunkujgcej jego biologiczne wtasnosci. Coraz rozleglejsze podbudo-
wanie znajduje hipoteza, w mys$l ktorej witamin By» bierze udziat w me-
tabolizmie ustrojow nie jako wolny drobnoczasteczkowy zwigzek taki,
jakim go dostajemy w postaci krystalicznej, ale jako wielkoczgstecz-
kowe polaczenie z biatkiem. Szczegolnie badania nad tzw. wewnatrz-
-pochodnym czynnikiem (intrinsic factor) Castle’a nasuwaly przypusz-
czenie, ze czynnik ten jest wlasnie biatlkowa komponenta aktywnej po-
staci witaminu (16, 7).

Za stusznos$cia tego pogladu przemawialy doswiadczenia B ir d a
i Hoeveta (1), wedlug ktérych wewnatrz-pochodny czynnik
Castle'a daje trwale polaczenie z witaminem B;s, prace Gl a s s a
i wspolprac. (4) stwierdzajace powinowactwo witaminu B;s do jednej
z frakcji mukoproteidéow soku zoladkowego oraz badania C h o w
i Yamamoto (12), ktérzy wyosobnili z soku zoladkowego biatko
o masie czgsteczkowej ok. 500 000, wigzgce witamin B;s. Ubocznie za-
znaczy¢ jednak nalezy, Ze niezaleznie od niewatpliwie stwierdzonych
w soku zoladkowym bialek okazujgcych wybitne powinowactwo do ko-
balaminy, badania P r u s o ffa i wspolprac. (11) zmierzajace do
otrzymania czynnika wewnatrz-pochodnego w czystym stanie zdaja sie
przemawiac za tym, Zze czynnik ten moze w ogole nie wigze Bjo.

Pomijajac jeszcze nie wyjasniony problem mechanizmu udzialu czyn-
nika wewnatrz-pochodnego w wykorzystaniu kobalaminy przez zywe
ustroje, hipoteza aktywnej postaci tego witaminu jako polaczenia
z bialkiem znajduje poparcie w wynikach badan z innego zakresu.
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R o s s i wspolprac. (8, 13) wykazali, ze wiekszo$¢ witaminu By. za-
wartego w surowicy krwi ludzkiej wystepuje w postaci zwigzanej
z bialkiem, a badania nasze (9) oraz Pitneya, Bearda i van
Loona (10) doprowadzily do wniosku, ze ponad 80% zwigzanej z bial-
kiem surowicy ludzkiej kobalaminy zawarte jest we frakcji a;- i az-glo-
bulinéw, reprezentujacej zaledwie 15% ogolnej ilosci biatek. Fakt ten
przemawia zdecydowanie za egzystencja swoistego polaczenia witami-
nu B;: z bialkiem surowicy. Wreszcie w ostatnich miesigcach G r e-
gory i Holdsworth (5 otrzymali z serwatki mleka $wini
biatko o masie czasteczkowej okolo 55 tys., zawierajace 23,6 ng Biz
w jednym mg masy biatka,a Wijmenga i Thompson (20
wyosobnili podobne potgczenie kobalaminy z bialtkiem ze sluzéwki zo-
tadka $wini jako frakcje A o masie czgsteczkowej okolo 128 tys., wia-
zaca 10,4 ng By2 w 1 mg, oraz frakcje B o masie czasteczkowej okolo
100 tys, wiazaca 12,8 ug B12 w 1 mg biatka.

Badania nad polaczeniem kobalaminy z biatkiem surowicy byty prze-
prowadzane tylko z krwia ludzka i niewiadome pozostawalo zagadnie-
nie egzystencji takich polaczen w surowicy innych zwierzat. Sprawa
ta moze mie¢ ewentualnie donioste praktyczne znaczenie dla prob wy-
dzielenia takich polaczen z surowicy. Jedynie Wolf i Karlin
(21) przeprowadzali badania nad zawarto$cig witaminu B;» we krwi roz-
nych gatunkéw zwierzecych, stwierdzajac przy tym bardzo powazne
roznice zachodzace miedzy poszczeg6lnymi gatunkami. Zawartos¢ wi-
taminu Bj» w roznych tkankach i narzadach zwierzecych byta kilka-
krotnie badana (3, 14), ale nie zwracano w toku tych badan uwagi na
to, czy w badanym materiale kobalamina wystepuje w postaci wolnej,
czy tez jako polaczenie z biatkiem. Rozmieszczeniem kobalaminy
w obrebie komorki watrobowej zajmowali sie Swendseid
i wspolprac. (17) dochodzac do wniosku, ze wiekszo$¢ tego czynnika
wystepuje w mitochondriach. Autorowie ci jednak nie zajmowali sie
innymi typami komorek.

Powyzej podkreslone luki w wiadomosciach o rozmieszczeniu wi-
taminu B;s zwiazanego z bialkiem sklonily nas do podjecia tego zagad-
nienia i zbadania obecnosci potaczen kobalaminy z bialkami w surowi-
cy réznych gatunkéw zwierzecych oraz w réznych typach komoérek.

Stosowane metody
Oznaczanie kobalaminy przeprowadzaliémy postigu-

jac sie glonem Euglena gracilis var. bacillaris, stosujac pozywke i spo-
sOb postepowania opisany przez nas poprzednio (9). Wielka ilo$¢ prob
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przeprowadzanych przy tym postepowaniu przekonala nas, ze uzyskuje
sie tym sposobem wyniki o wiele bardziej regularne i zgodne, niz po-
stugujac sie pierwotng technikg opisang przez R ossa (13). Do tych
samych wnioskow doszedt Heinrich i Lahann (6).
Oznaczanie kobalaminy w poszczegdlnych frakcjach
biatkowych oparte zostalo na zastosowaniu elektroforezy bibutowej.
Szczegoly postepowania zostaly rowniez podane w uprzedniej pracy (9).

Oznaczanie witaminu B;s we frakcjach morfotycznych
komorek watroby oparte zostalo na zastosowaniu metody S c hn e i-
dera i Hogebooma (15) orazmetody Vendrely i Ven-
drely (19). Tkanke watrobowa homogenizowano w homogenizato-
rze szklanym Pottera z 5-krotna objetoscia odpowiedniego roztworu;
dla wydzielania jader stosowano rozniczkowe wirowanie w M/3 i M/18
roztworze kwasu cytrynowego, w celu otrzymania mitochondri, wirowa-
nie przeprowadzano w roztworze 0,25M sacharozy. Jednorodno$¢ za-
wiesiny jader i mitochondri kontrolowana byta badaniem mikroskopo-
wym, po uprzednim zabarwieniu preparatu hematoksyling-eozyna.

Oznaczanie witaminu B;2 w elementach morfotycz-
nych krwi przeprowadzane bylo po wydzieleniu komérek przy pomocy
rézniczkowego wirowania. Krew niekrzepnaca otrzymywano przez do-
danie 1 g szczawianu amonu na 1 litr krwi, umieszczano w wysokim
cylindrze i odstawiano w temperaturze pokojowej na 2 do 3 godz ce-
lem sedymentacji krwinek czerwonych. Leukocyty pozostajace jako za-
wiesina w surowicy wirowano i przemywano trzykrotnie roztworem
soli fizjologicznej. Po zdekantowaniu surowicy i zebraniu kozucha leu-
kocytow, erytrocyty odwirowywano i przemywano kilkakrotnie solg
fizjologiczna. W koncu rozcienczano woda destylowana i brano do
oznaczenia witaminu Bja.

Przygotowanie materiatlu do oznaczania za-
wartosci witaminu Bjs. W celu uwolnienia witaminu Bj»
zwigzanego z bialkiem autoklawowano badany material w 105° przez
60 min przy pH = 7,0. Te optymalne warunki ustaliliSmy juz poprzed-
nio (9). Stosowalismy takie postepowanie wbrew opinii innych autoréw,
ktérzy twierdzili, ze dla uwolnienia witaminu B;» wystarczy juz auto-
klawowanie w 100° przez 15 min. Ostatnio opublikowana praca (12)
potwierdza catkowicie stlusznos¢ naszego od dawna ustalonego sposobu
postepowania. Do sprawy tej powr6cimy jeszcze w dalszym ciagu na-
szych wywodow.

Azot oznaczano metodg mikro-Kjeldahla; objetos¢ komorek w ba-
danej zawiesinie oznaczano przy pomocy hematokrytu.
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Wyniki

1. ROZMIESZCZENIE WITAMINU B;; WE FRAKCJACH BIALKOWYCH SUROWICY
ROZNYCH GATUNKOW ZWIERZECYCH

Badaniu poddali$émy surowice 8 gatunkow zwierzecych. Tablica 1 po-
daje wyniki $rednie uzyskane z 4 do 10 serii oznaczen. Jak z powyz-
szej tablicy wynika, u wiekszosci badanych gatunkéw zwierzecych wi-
tamin By» zwiazany jest gtownie z frakcjami ;- i az-globulinéw. Nieco
odmiennie przedstawia sie sprawa z surowicg myszy, w ktorej pokazna
ilos¢ witaminu B;» wedruje razem z albuminami i z frakcja odpowiada-
jaca P-globulinom. W przypadku surowicy $winki morskiej musimy
uwzgledni¢ te okolicznos¢, ze poszczegolne frakcje biatkowe surowicy
tego gatunku zwierzecego nie pokrywaja sie z klasycznymi frakcjami
elektroforetycznymi surowicy ludzkiej. W tabl. 1 zaliczyliSmy do po-
szczegolnych frakcji globulinowych te odcinki widma biatkowego su-
rowicy swinki morskiej, ktore cechuja sie taka sama szybkoscia we-
drowania, jaka okazuja frakcje globulinow surowicy ludzkiej, zdajac
sobie zresztg sprawe z pelnej dowolnosci takiego podejscia.

Tablica 1

Poziom witaminu Bj2 we frakcjach biatkowych surowic réznych gatunkow zwierzecych
po rozdzieleniu elektroforetycznym

pug witaminu B, na 1 ml surowicy :
globuliny suma j
Lp. | gatunek po ele- | poziom |
albumi- i l;;rofore- ogollnyj wolny |
ny [ cznym (w pelne |
I II 111 v rozdzie- surowicy ‘
leniu ‘
=4
! !
1 |czlowiek 50,2 | 145,3 56,6% 40,6 | 45,3 359,1 157,3 31,7
2 |kon 160,5 | 187,5| 32,5 | 84,5 | 37,5 502,5 298,0 142,5
3 |krowa 31,8 43,8 48,0 | 37,5 | 40,7 201,8 305,0 0
4 |krélik 24,3 42,0, 37,5 37| 285 136,0 148,0 —
5 |szczur 41,2 57,0, 28,6 | 16,8 | 52,5 196,1 126,2 7,0
6 Swinka
morska 14,0 8,2| 73,0 | 93,5 6,4 195,1 145,0 82,5
7 |myszkabiala| 39,0 | 150 27,0 | 42,0 | 264 | 149,4 =2 2
8 |pies 23,3 56,4| 49,0 | 14,9 1,5 155,1 156,0 —

Przy rozpatrywaniu cyfrowych wynikéw podanych w tablicy 1 na-
lezy wzia¢ pod uwage fakt, ze frakcje a;- i as-globulinéw reprezentuja
zaledwie 15% ogdlnej ilosci bialtka surowicy, przy czym na frakcje o
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5] POLACZENIA WITAMINU B;; Z BIALKAMI 119

przypada tylko 1,5%. Przy uwzglednieniu tej okolicznosci szczegdlne
zageszczenie witaminu Bys w biatkach tych frakcji uwydatni sie wyraz-
nie. Poniewaz to zageszczenie witaminu B;s we frakcjéch a-globulinow
wystepuje u wszystkich gatunkéw zwierzecych, sadzimy, ze fakt ten po-
siada bardziej ogdlne znaczenie i ze przemawia za egzystencja kom-
pleksu kobalaminy z pewnym okreslonym typem biatka, odznaczajacym
sie prawdopodobnie zblizonymi wlasnosciami fizyko-chemicznymi, bez
wzgledu na pochodzenie gatunkowe.

Przedstawiajac powyzsze wyniki musimy zwréci¢ uwage na zjawisko
zaobserwowane przez nas juz dawniej, ktore jednak w toku opisywa-
nych doswiadczen stale sie powtarzalo. Suma ilo$ci witaminu Bjs,
okreslonych w poszczegélnych frakcjach biatkowych surowicy po ich
elektroforetycznym rozdzieleniu, jest niemal zawsze znacznie wigksza
od ilosci witaminu Bis2, znalezionych w tej samej surowicy przed jej
rozdzieleniem na poszczegolne frakcje. Na fakt ten zwracaja z naciskiem
uwage rowniez P itn ey i wspoprac. |!0) i prébujac wyttumaczyé
przyjmuja, ze w surowicy istnieje jakas substancja utrudniajgca wyko-
rzystanie kobalaminy przez organizm glonéw uzywanych do mikrobio-
logicznych oznaczen. Po elektroforetycznym rozdzieleniu surowicy ten
czynnik hamujacy zuzycie witaminu B;» zostaje wyeliminowany z po-
szczegolnych frakcji biatkowych i nie przeszkadza w badaniu mikro-
biologicznym.

Mozliwe jest jeszcze inne tlumaczenie powyzej opisanego zjawiska,
przyjmujace inaktywacje Bjs w surowicy skutkiem dzialania jakiego$
czynnika enzymatycznego. Azeby sprawe wyswietli¢, trzymaliSmy su-
rowice w termostacie w 37° przez dwa tygodnie kontrolujac codziennie
poziom witaminu. TrzymaliSmy ja rowniez w temperaturze pokojowej
na swietle i w obu wypadkach stwierdziliSmy, ze w ciagu dwéch tygod-
ni zawartos¢ kobalaminy w surowicy nie ulega dostrzegalnej zmianie.
Naswietlanie surowicy lampa kwarcowa juz po godzinie powoduje wy-
razne zmniejszenie sie zawartosci Bya.

W surowicach wszystkich badanych gatunkow zwierzecych czesc
ogolnej zawartosci witaminu B;» przypada na kobalamine, wykorzy-
stywang przez drobnoustréj bez uprzedniego autoklawowania, a wiec
nie zwigzang z- bialtkiem. Szczego6lnie duzo wolnego B;s znajduje sie
w surowicy konskiej. Znamiennym jest jednak fakt, ze ta tzw. ,wolna
kobalamina' z surowicy konskiej nie dializuje przez btone celofanowa.
Przypuszczalnie w tym wypadku mamy do czynienia z witaminem Bj»
zwigzanym nie z wielkoczasteczkowym biatkiem, ale z jakim$ pepty-
dem, nie stanowigcym przeszkody dla wykorzystania witaminu przez
drobnoustréj, lecz cechujacym sie dostatecznie duza masa czasteczkowa
uniemozliwiajaca przejscie przez blone dializatora.
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2. WITAMIN B;2 W ELEMENTACH MORFOTYCZNYCH KRWI

Tablica 2 podaje zawarto$¢ B;» w cialkach czerwonych oraz cial-
kach bialych krwi konia i czlowieka, w poréwnaniu z zawartoscia wi-
taminu w surowicy tej samej krwi. Cyfry zawarte w tej tablicy wska-
zZujg na to, ze znaczna ilos¢ kobalaminy znajduje sie w obu typach ele-
mentéw morfotycznych, przy czym leukocyty zawieraja niejednokrot-
nie wigcej kobalaminy, niz jej zawiera taka sama objetos¢ surowicy.

BadaliSmy rozmieszczenie witaminu B;s w réznych frakcjach ele-
mentow morfotycznych krwi. Po hemolizie erytrocytow 5-krotna obje-
toscia wody wodociggowej, dodawano kwasu octowego do zawartosci
0,3%, wytracony osad wirowano i przemywano 5-krotnie woda wodo-
ciggowa, a nastepnie 0,9% NaCl. Po autoklawowaniu tej nierozpusz-
czalnej pozostalosci erytrocytéw oznaczano zawartos¢ B;. stwierdza-
jac, ze wigkszos¢ kobalaminy uprzednio zawartej w erytrocytach zwia-
zana jest z tq frakcja, jak to ilustruje tabl. 3. Zawiesine leukocytow
‘w NaCl homogenizowano w homogenizatorze typu Waring-Blendor,
po czym oznaczano zawartos¢ B;s zarowno we frakcji rozpuszczalnej
w NaCl, jak i we frakcji nierozpuszczalnej. Iloé¢ By przypadajaca na
1 mg azotu w obu frakcjach byla w przyblizeniu taka sama, gdyz we
frakcji rozpuszczalnej przypadalo 4,5 uig B12/mg N, a we frakcji nieroz-
puszczalnej 3,3 pug By2/mg N.

Tablica 2

Poziom witaminu Bj2 w surowicy
i skladnikach morfotycznych krwi

Tablica 3

Witamin Bj2 w nierozpuszczalnej
frakcji erytrocytow konskich

konskiej
Nr ppg witaminu B,, na 1 ml ppg witaminu B,, na mg N
krwi . erytro- |leukocy-
surowica| o4 ty ‘ Nr petne | frakcja | stopien
v erytro- | Dieroz- | zagegs-
1 266,0 36,6 — } eyty puszczal- ke
2 200,0 47,0 170,0 ‘ Plos tasl —
| 8 4050 | 1040 | 4400 | %5 ’ 3.1 26,6 8,5.
| 4 129,0 92,0 — | 2 2,5 8,9 3,6
5 204,0 65,0 980,0 - {3 2,0 20,7 10,4
6 223,0 32,4 457,0 oooig 37 |. 302 8,3
q 305,0 57,9 |  505,0 ? L )
8) | 1367 51,8 | 77,2 ‘| Sednio28 | 216 | 17

3. ROZMIESZCZENIE WITAMINU B;2 W KOMORCE WATROBY SZCZURA

Watroba jest narzadem zawierajagcym najwieksze stezenia kobala-
miny. Na fakt ten zwracali juz uwage poprzednio inni badacze podkre-

1) Krew ludzka.
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slajac (3, 14), ze watroba bydlgca odznacza sie 20—50 razy wigkszym ste-
zeniem Bis w porownaniu z tkanka miesna. W toku naszych badan ozna-
czaliSmy zawartos¢ B;» w homogenizacie watroby 13 réoznych szczurow
stwierdzajac, ze stezenie witaminu B;» waha sie w granicach od
48—149 pug By2/mg N, srednio 93 pug/mg N, podczas gdy w leukocytach
konskich wynosi 34,2 yug/mg N, a w erytrocytach konskich 2,5 uug/mg N.

Homogenizaty watroby byly frakcjonowane przy zastosowaniu me-
tody Schneidera i Hogebooma (15 dla uzyskania mi-
tochondri oraz metody Vendrely (19) dla uzyskania mozliwie
nieuszkodzonych jader. Rozmieszczenie witaminu Bj» w tych dwoch
elementach morfotycznych komérek watroby w poréwnaniu z zawarto-
sciag w niefrakcjonowanym homogenizacie, po przeliczeniu na mg N,
podaje tablica 4. Z wartoéci podanych w tej tablicy wynika, ze wita-
min Bj» w szczegolnie duzych stezeniach zawarty jest w mitochon-
driach, reprezentujgcych material biologiczny zawierajacy najwieksze
ilosci Bjs.

Tablica 4

Rozmieszczenie witaminu Bj2 we frakcjach
morfotycznych komoérek watroby szczura

pp.g witaminu B,, na mg N

Lp. p;g’g’;::’_ mito- | ;g | UWaEl |
zat chondria
I 4 486 | 1072 | s04 | & &
B2 61,5 | 3444 | 608 | R
I 69,6 | 4763 | 894 |3 -3

4 133,6 481,6 66,0 | 2 g
8 91,7 | 2683 | 453 | 2 G E
| 8 672 | 4761 | 607 | 23
| 7 857 | 2745 | 538 |S&

8 | 568 | 141, - | E>
Fr8 l 1494 | 3029 | 803 | &8
10 ‘ 72,2 — 226 | 223 |
|11 73.9 = 55,2 %%’ﬁa
| 12 ’ 123,0 — 52,0 55;3:\
1B | 770 =S e

Analogiczne badania przeprowadzaliSmy na homogenizatach nerki
szczurzej, uzyskujac srednie wartosci 90 puug/mg N. Analiza zawartosci
B2 w homogenizatach watroby i nerek myszy data wyniki cyfrowe le-
zace w tym samym rzedzie wielkosci, w jakim obracaja sie wartosci
uzyskane przy badaniu watréb i nerek szczuréw: pelny homogenizat
$rednio 58,1 wu/mg N, mitochondria 136 pug/mg N, jadra 50 pu/mg N.
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Witamin B;s zawarty jest w mitochondriach w postaci tatwo roz-
puszczalnego polgczenia z biatkiem. W odré6znieniu od wielu biologicz-
nie czynnych skladnikéw mitochrondri, to polgczenie biatkowe daje
sie catkowicie wyekstrahowa¢ za pomoca 0,15M NaCl z mitochondri
zniszczonych przez homogenizowanie w Waring-Blendor.

Polgczenie kobalaminy z bialtkiem zawarte w mitochondriach ma od-
mienny charakter od polaczenia wystepujacego w otoczkach ciatek czer-
wonych krwi, w leukocytach i w surowicy. O ile autoklawowanie suro-

wicy, leukocytow i erytocytow juz po

_,/ 30 minutach uwalnia wiekszos$¢ uprzed-
/ nio zwigzanego witaminu By2, w przy-
100 i padku mitochondri krzywa wyrazaja-

“ ca przyrost ilosci uwalnianego B;s na-

.,/ wet po jednogodzinnym autoklawowa-

X niu nie zmienia ksztattu. Ilustruje to
80 - rys. 1.

Wszystkie nasze oznaczenia zawar-
tosci witaminu B, » oparte byly na auto-
klawowaniu przez-jedna godzine. Trwa-
los¢ polaczenia kobalaminy z biatkiem
w mitochondriach nasuwa przypusz-

R g e czenie, ze wartosci nasze, uzyskane
mt:zas aif;mnﬁm w105* 7 przy badaniu homogenizatow watroby
Rys. 1. Zaleznoéé czasu autoklawowa- 1 mitochondri, nie obejmujg calosci
nia w 105° a ilosciag uwolnionego wi- B;, zawartej w tych materiatach, nie-
taminu By2 z polaczen z réznymi bial-  mpjej pozwalaja na ustalenie pewnych

ppg witaminu B, na Img N

20

O o o e e e e e . e e )

kamd. "~ oo eryliocyty, g~ ~o fxake poréwnawczych danych liczbowych.
cja nierozpuszczalna erytrocytow, Dal hatan d i M oot B
oo leukocyty. irwi- KoAskis): alsze badania nad wyjasnieniem tego

...... mitochondria watroby szczura. zagadnienia sg w toku.

Omoéwienie wynikéw

Przedstawione powyzej szeregi doswiadczen przemawiaja zdecydo-
wanie za tym, ze znaczna wigkszos¢ zawartosci witaminu Bi2 w ko-
moérkach i cieczach ustrojowych, a moze nawet cala zawartos¢ tego
witaminu reprezentowana jest przez polaczenia z biatkami. Stwierdza-
my co prawda w surowicy krwi obecno$¢ pewnej ilosci kobalaminy,
okreslanej jako wolny witamin By, ale pojecie tej formy witaminu wy-
wodzi sie z wynikow doswiadczen mikrobiologicznych opartych na za-
stosowaniu glonu Euglena gracilis. Nazywamy wolnym witaminem B2
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191 POLACZENIA WITAMINU B2 Z BIALKAMI 123

te forme kobalaminy, ktéra zostaje przez drobnoustréj zuzyta bezpo-
srednio bez uprzedniego autoklawowania materialu. Z doswiadczen
Robinsona i wspolprac. (12) wynika, Ze stosowany przez tych
autoréw jako wskaznik mikrobiologiczny Lactobacillus leichmani potrafi
zuzytkowac¢ polaczenie witaminu B2 z jakim$ peptydem, powstajacym
przy enzymatycznym rozkladzie bialkowego kompleksu kobalaminy.
Roéwniez nasze doswiadczenia przemawiaja za tym, ze tzw. wolny Bjs
w surowicy krwi konskiej jest jakim$ polgczeniem ddznaczajqcym sie
stosunkowo duzg masa czasteczkowa, gdyz nie dializuje przez blone ce-
lofanowaq, jakkolwiek jest zuzywany przez glon Euglena. Mozliwe jest
wiec, ze to, co nazywamy potocznie wolnym witaminem By, jest zawsze
polaczeniem kobalaminy z jakim$ prostszym peptydem.

Gdyby nawet okazalo sig, ze istotnie pewna ilos¢ kobalaminy wyste-
puje w ustroju zwierzecym i krazy w surowicy w postaci nie powiaza-
nej z jakimkolwiek peptydem, to jednak przewazajaca wiekszos¢ tego
witaminu w surowicy jest zwigzana z biatkami, przy czym ilosciowo
przewaza polaczenie kobalaminy z jakims$ bialkiem wedrujacym z frak-
cja a1-globulin6w. Na fakt ten zwracaliSmy juz poprzednio uwage w to-
ku naszych badan nad surowica ludzka (9), co zostalo potwierdzone
rowniez w wynikach pracy Pitn ey a i wspélprac. (10). Badania
surowicy innych gatunkéw zwierzecych potwierdza — zdaniem na-
szym — wniosek o swoistym charakterze kompleksu witamin Bjs-bial-
ko zawartego w surowicy.

Rozmieszczenie witaminu B;2 we frakcjach innych niz a-globuliny
surowicy roznych gatunkoéw zwierzecych wyraza sie co prawda warto-
sciami odmiennymi od tych, ktére odpowiadaja rozmieszczeniu Bjs
we frakcjach surowicy ludzkiej. Niemniej, surowice wszystkich gatun-
kow zwierzecych wykazujg najwieksze stezenie kobalaminy w stosun-
ku do ilosci biatka zawsze we frakcji a-globulinéw. Nalezy wiec przyjaé¢
egzystencje w surowicy swoistego proteidu, w skitad ktérego wchodzi
kobalamina, wedrujacego z a-globulinami, ktéory proponujemy nazwa¢é
erytroglobulinem przez analogie do nazwy erytrotyna i ery-
teina, wprowadzonej przez Ternberga i Eakina (18) dla
polaczenia kobalaminy z czynnikiem wewnatrz-pochodnym Castle'a.

Oproécz erytroglobulinu wystepuja w surowicy krwi inne polaczenia
witaminu B;» z biatkami, o czym $wiadczy fakt, ze okolo potowy ogélnej
ilosci kobalaminy w surowicy wedruje podczas elektroforezy z innymi
niz a-globuiiny frakcjami bialtkowymi, reprezentujacymi 85% ogélnej
ilosci biatek. Czy te potgczenia kobalaminy z bialtkami maja réwniez
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swoisty charakter tak jak erytroglobulin, o tym jeszcze nie mozna po-
wiedzie¢ nic pewnego. Wyniki naszych badan przemawiajq raczej prze-
ciwko takiemu przypuszczeniu. By¢ moze, ze mamy do czynienia z nie-
swoistym polaczeniem witaminu B;» z biatkami, wynikajacym z dziala-
nia sit miedzyczasteczkowych.

Polaczenia witaminu B;» z biatkami wystepuja rowniez w komor-
kach. W erytrocytach wiekszos$¢ kobalaminy tkwi w czesci komorki nie-
rozpuszczalnej w 0,9% NaCl. W leukocytach na cze$¢ nierozpuszczalng
komorki przypada okolo potowy zawartosci witaminu B;». Mamy wiec
w tym wypadku do czynienia z odmiennym polaczeniem kobalaminy
niz te polaczenia, ktore kraza wraz z biatkami surowicy.

W komoérkach watroby witamin B;s zawarty jest glownie w mito-
chondriach i to catkowicie w postaci zwigzanej z biatkiem. Przypusz-
czalnie stanowi on skladowa czes¢ proteidow odznaczajacych sie wla-
sno$ciami enzymatycznymi, nagromadzonych przeciez w tak duzych
stezeniach w tych elementach morfotycznych komérki. Sposrod wszyst-
kich badanych przez nas materialow pochodzenia biologicznego — mi-
tochondria komoérek watroby i nerki' zawieraja najwiecej kobalaminy
w stosunku do ilosci biatka. Dla poréwnania zwracamy uwage na to, ze
stosunek ilosci kobalaminy do ilo$ci azotu biatkowego wynosi w a;-glo-
bulinach surowicy ludzkiej 200 uug/mg N, podczas gdy w mitochondriach
watroby i nerki okolo 300 upg/mg N. To szczegdélne nagromadzenie sie
witaminu B;s w mitochondriach obserwowali juz Swendseid
i wspélprac. (17), podajac przy tym dla kobalaminy wartosci jeszcze
wyzsze od tych, jakie znalezliSmy w toku naszych badan. Nalezy jednak
zwroci¢ uwage na to, ze badacze amerykanscy postugiwali sie przy ozna-
czaniu Bys L. leichmani, a wiec drobnoustrojem reagujacym nie tylko
na obecno$¢ witaminu By2 w pozywce, ale rowniez na szereg innych
zwigzkow, jak np. tymidyna, ktére niewatpliwie zawarte sa w roztozo-
nych mitochondriach.

Polaczenie kobalaminy z biatkiem zawartym w mitochondriach jest
najprawdopodobniej polaczeniem catkowicie odmiennym od tych, jakie
spotykamy w surowicy oraz w komorkach krwi, gdyz rozktada sie¢ do-
piero po zanacznie dluzej trwajacym autoklawowaniu. W toku naszych
badan poprzestawaliémy na autoklawowaniu przez 60 minut w 105°,
ale wedlug Robinsona iwspolprac. (12) calkowite wydzielenie
kobalaminy z jej polaczen w tkance watrobowej osiaga sie dopiero po
4-godzinnym autoklawowaniu.

Przeprowadzajac analogie z wielu innymi znanymi witaminami, kto-
rych rola biologiczna polega na tym, ze stanowig one skladnik licznych
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enzymow, mozemy z duzym prawdopodobienstwem przypuszczaé, iz
kobalamina dopiero w polaczeniu z odpowiednim bialkowym apoenzy-
mem katalizuje okreslone reakcje metaboliczne. By¢ moze, ze polacze-
nia biatlkowe witaminu B;s, ktérych egzystencje stwierdziliSmy w tylu
ré6znych obiektach biologicznych, sa wlasnie owymi blizej jeszcze nie
poznanymi enzymami.

Streszczenie

1. Postugujac sie elektroforeza bibulowag oraz metoda mikrobiolo-
giczng Euglena gracilis zbadano surowice szeregu gatunkéow zwierze-
cych, stwierdzajac, ze znaczna wiekszos¢ zawartej w surowicy kobala-
miny zwiazana jest z biatkami i to gléownie z frakcja «-globulinow.
Prawdopodobnie u wszystkich gatunkéw zwierzecych wystepuje iden-
tyczny lub bardzo zblizony kompleks kobalamina-biatko, ktéry autoro-
wie proponuja nazwac erytroglobulinem.

2. Badano zawarto$¢ kobalaminy w czerwonych i biatych ciatkach
krwi stwierdzajac, ze zawartos¢ ta w krwi konskiej wynosi okolo
70 pug/ml erytrocytow i okolo 500 wug/ml leukocytéw. W erytrocytach
wigkszos¢ kobalaminy zwigzana jest z bialkiem nierozpuszczalnym.

3. W komoérkach watroby i nerki szczura kobalamina zawarta jest
gléwnie w mitochondriach i to catkowicie w postaci zwigzanej z bial-
kiem, przy czym stezenie witaminu wyraza sie cyfra okoto 300 uug/mg N
mitochondri. Polaczenie kobalaminy z biatkiem w mitochondriach jest
polaczeniem odmiennego typu niz to, ktére spotykamy w biatkach su-
rowicy i komorkach krwi, gdyz znacznie trudniej ulega rozszczepieniu
w toku autoklawowania.
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COEIVMHEHUE BUTAMMHA B2 C BEJKOM

peslome

1. Bbira mccaezoBana cbIBOPOTKA KPOBH LEAOrO pAja BHAOB KHBOTHBIX 110
METOAY dAeKTpoope3a Ha (PHAbTPOBAAbHON Gymare H Mo MHKPOGHOAOrHYECKOMY
Metoay M Gbir0 o6HapyHeHo, uTo GOAbIIAss HacTb COAEPIKANLEroCs B CHIBOPOTKE
ko6aAbTaMHHa CBA3aHa ¢ GEAKOM, rAaBHbIM 06pa30M ¢ (L-rAOGYAsPHON (hpaKiHet.
[ToBuanmomy Bce BHABI KMBOTHBIX COAEPZKAT MAGHTHYHBIH MAM MOYTH CXOAHDII
KOMIIAEKC K0GaAbTaMHHGEAOK, KOTOPDIH aBTOPDI MPEAAATralOT HA3BATb SPHTPOrAO-
GyAHHOM.

2. Hccreposano cogepmanne koGarbTaMHHAa B KPACHbIX M GEABIX TeAbLAX
KPOBH ¥ 06HApY:KeHO, UTO B KPOBH AOWIAAM cOAepikaHHe KoGaAbTaMuHa TPHOAM-
auteabHo paBHo 70 mug/ma spurpounto m 500 wug/mMa aeiikounro. B spu-
TpouHTax KoGaAbTaMHH CBA3aH I'AABHbLIM 06pa3oM C HEPOCTBOPHMBIM GEAKOM.

3. B kaeTkax neuenu M mouex Kpbichl KoGAAbTAMHH LIEAMKOM CBsi3aH ¢ GeA-
KOM H COJAEpMKHTCS TAABHbIM 06pa3oM B MHTOXOHAPHSAX, MPHUYEM KOHLEHTPALHA
BHTaMHHA Bbipamena npubimsurespnoi uuppoit 300 wug/mr N muTOXOHAPHH.
Coeaunenne xobarbTaMuHa ¢ GEAKOM B MHTOXOHAPHAX BO BPEMS aBTOKAABHPO-
BaHHS PACNAaAAeTcss C TPYAOM H STHM OTAHYAETCS OT COEJAHHEHHH BCTPEYaloWiHXCs
B 6eAKaX CHIBOPOTKH M KAETKaX KPOBH, PacHajaloUIUXCs B ITHX YCAOBHAX ToO-
paszo Aerde.
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COMBINATIONS OF VITAMIN Bj2 WITH PROTEINS
Summary

1. Using paper electrophoresis as well as microbiological methods
(Euglena gracilis), studies on the sera of a series of animal species sho-
wed that an appreciable fraction of the serum cobalamine is combined
with proteins, in general with the a-globulin fraction. It is probable that
an identical or similar cobalamine-protein complex exists in all animal
species and the authors propose ,erythroglobulins” as a name for this
complex. ¥

2. An analysis of the cobalamine content of the red and white blood
corpuscles showed that in horse blood it is about 70 puug/ml erythrocy-
tes and about 500uug/ml leucocytes. In the erythrocytes the major por-
tion of cobalamine is bound to mon-soluble proteins.

3. In the liver and kidney cells of the rat, cobalamine is generally
found in the mitochondria, almost entirely bound to proteins, the vita-
min concentration being in the neighbourhood of 300 pug/mg N mitochon-
dria. The binding of cobalamine to the proteins of the mitochondria
is of a different type than that with serum proteins and in blood cells,
where their separation by autoclaving is considerably more difficult.

Otrzymano 2.XI.1954.
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ACTA BIOCHIMTICA POLONTICA

VOL. II 1955 N° 2

ZBIGNIEW SZOT

OZNACZANIE CYNKU SUROWICY I KRWINEK CZERWONYCH

Z Pracowni Biochemii Klinicznej Instytutu Hematologii w Warszawie

Kierownik: dr med. E. Kowalski
Dyrektor Instytutu: Doc. dr A. Hausmann

Zastosowanie ditizonu do analizy ilo$ciowej metali [1929 (2) |, a na-
stepnie zastosowanie go do oznaczen cynku [1936 (3)] doprowadzito do
opracowania doktadnych metod stosowanych obecnie w pracowniach
biochemicznych.

/NH—NH—C,,HE,
Ditizon — barwnik o wzorze S=C jest rozpusz-

czalny w rozpuszczalnikach organicznych. Rozpuszczony w chloroformie
daje zabarwienie szmaragdowozielone — w $wietle przepuszczonym
i ciemnopurpurowe w $wietle odbitym. kaczy sie on z réznymi metala-
mi ciezkimi tworzac kompleksowe polaczenia barwne. Specyficznos¢
reakcji z roznymi metodami polega na reagowaniu z nimi w okreslonym
zakresie pH.

Cynk laczy sie z ditizonem w granicach pH 5,0 do 7,0. W tym zakre-
sie pH reaguja z nim réwniez Co, Ni, Cd i w poblizu pH 7,0 Pb. Ozna-
czajac cynk mozna te metale wylaczy¢ z polaczen z ditizonem przez
zastosowanie zwigzkow, ktore tworza z nimi polaczenia, a utrudniaja
tworzenie ditizonianéw wymienionych metali. Poniewaz we krwi Co, Ni,
Cd wystepuja w ilosciach znikomych, mozna nie uwzglednia¢ ich obec-
nosci przy badaniu cynku. Powoduje to nieznaczny blad metody.

Przystepujac do oznaczen cynku we krwi innymi znanymi metodami
(1, 4, 5) napotkano na duze trudnosci z powodu braku odczynnikéw
0 wymaganej czystosci.

Praca niniejsza przedstawia modyfikacje metod (4 i 5). Za pomoca tej
nowej metody udato sie uzyska¢ zadowalajace wyniki. Modyfikacja ta
polega gléwnie na doborze sposobu usuwania $rodkéw utleniajgcych

2 Acta Biochimica Polonica [129]
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dzialajacych szkodliwie na ditizon, ustaleniu pH reakcji na 6,5 oraz
doborze sposobu tworzenia ditizonianu cynku.

Zasada metody

Badang probke (surowica, krwinki) spala sie kwasem siarkowym
i azotowym przez 3 — 4 godziny. Szkodliwe dzialanie utleniajace resztek
kwasu azotowego na ditizon usuwa sie przez dalsze spalanie z dodat-
kiem 5% kwasu szczawiowego, a nastepnie z 5 ml wody.

Probke spalong zobojetnia sie za pomoca amoniaku wobec czerwie-
ni metylowej jako wskaznika, a nastepnie dodaje sie do niej buforu
octanowego o pH 6,5. Cynk ekstrahuje sie roztworem chloroformowym
ditizonu. Purpurowy ditizonian cynku zbiera si¢ do kolbki miarowej
i po skonczeniu ekstrakcji kolorymetruje sie wobec slepej proby w diu-
gosci fali — 530 mp.

ODCZYNNIKI

Stezony kwas siarkowy (chem. czysty nie destylowany).
Stezony kwas azotowy, przedestylowany.

Stezony amoniak, przedestylowany.

5% roztwor kwasu szczawiowego (prod. FOCH Gliwice).
1% alkoholowy roztwér czerwieni metylowej (FOCH).
Bufor octanowy o pH 6,5 (wolny od cynku).

Woda podwdjnie destylowana.

Roztwor ditizonu (F-y BDH) w chloroformie: 10 mg/100 ml.

O0Z S iChiahe GOl B "=

PRZYRZADZANIE ROZTWORU DITIZONU

W lejku rozdzielczym na okoto 500 ml rozpuszcza sie 10 mg ditizonu
w 100 ml chloroformu, dodaje si¢ 200 ml wody i 1 ml stezonego amonia-
ku. Wstrzasa sie. Do fazy wodnej przechodzi tylko czysty ditizon. Wy-
puszcza sie chloroform. Zakwasza sie kropla stezonego kwasu solnego
i dodaje si¢ do niej 100 ml chloroformu. Po ponownym wstrzaénieciu
oczyszczony ditizon przechodzi do fazy chloroformowej. Odlewa sie fa-
ze wodna i przemywa sig roztwér 2 — 3-krotnie woda podwojnie de-
stylowana. Roztwor przechowuje sie w lodéwce nawarstwiajac go 1%
kwasem siarkowym. Tak przyrzadzonym roztworem oczyszcza sie bufor
octanowy, wytrzasajac w lejku rozdzielczym bufor z coraz nowa doza
ditizonu az do zaniku reakcji na cynk. Wode uzywana do badan nalezy
zbuforowa¢ matlg iloscia oczyszczonego buforu octanowego i spraw-
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dzi¢ roztworem ditizonu, czy nie daje reakcji na cynk. Podobnie spraw-
dza sie czystos¢ szkla.

MYCIE SZKLA

Z wyjatkiem lejkoéw rozdzielczych uzywa sie naczyn ze szkla je-
najskiego. Wymyte chromianka szklo zanurza sie na 24 godziny w 4 N
kwasie azotowym, a po wyjeciu plucze sie woda podwdjnie destylowana
do catkowitego usuniecia kwasu.

WYKONANIE

1 ml surowicy z dodatkiem dokladnie odmierzonego 1 ml stezonego
kwasu siarkowego i 1 ml kwasu azotowego stezonego spala sie przez
okres 3 — 4 godzin, az zawarto$¢ kolbki stanie sie bezbarwna. Po ochlo-
dzeniu dodaje sie¢ 5 ml 5% kwasu szczawiowego i spala sie znowu przez
okoto 30 — 45 minut. Spalanie powtarzamy znowu po dodaniu 5 ml
wody podwdjnie destylowanej. '

Zawartos¢ kolbki przenosi sie ilosciowo do lejka rozdzielczego i do-
lewa sie 4 razy po 10 ml goragcej wody podwdjnie destylowanej. Zawar-
tos¢ lejka zobojetnia sie ostroznie amoniakiem wobec kropli czerwieni

Tablica 1
Dokladnos$¢ metody oznaczania cynku w surowicy
Oznaczo- ) s Z'n Oznaczo-|
Lp. = Srednia |w préblfa - % odz.ys-
Znw pg Zn w pg | badanej Znw g kania
W ug
: [ |
. 1,23
Surowica A 1,12 } 1,17
: 1,37
‘ Surowica B 1,30 } 1,33
1 Surowica A+ 1 ug Zn 2,17 2,02 93,09
2 | +1,5 yg Zn 2,67 2,58 90,67
3 Surowica B + 1,0 pg Zn 2,33 2,11 90,56
4 + 1,0 ug Zn 2,33 2,13 91,42
5 1,5 pg Zn 1,50 1,47 4 98,00
6 1,5 ug Zn © 1,50 1,39 | 92,67
7| 1,5 pg Zn 1,50 1,48 98.67
8 ; 1,5'pg Zn 1,50 1.58 94,67
9 | 15 g Zn : 1,50 1,43 95,34
10 i 1,5 pg Zn 1,50 1,46 97,34
Srednio odzyskano + 94,84
2,83
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metylowej i dodaje sie 50 ml oczyszczonego buforu octanowego, a na-
stepnie przeprowadza sie ekstrakcje cynku przez dodawanie po kropli
ditizonu i wytrzasanie. Ditizonian cynku koloru rubinowego zbiera sie
do kolbki 25 ml. Ostatnie krople ditizonu maja barwe szarozielona z po-
wodu interferowania barwy zielonej — pochodzacej od nie zmienione-
go ditizonu i rubinowej — ditizonianu cynku obecnego w tej mieszani-
nie w matych ilosciach. .

Pierwsza nie zmieniona kropla ditizonu $wiadczy, ze catkowita ilos¢
cynku wyekstrahowano. Na zawigzanie 1,50 ug cynku obecnego w prob-
ce zuzywa sie okolo 5 ml roztworu ditizonu. Nastepnie kolbke dopelnia
sie chloroformem do objetosci 25 ml i kolorymetruje wobec $lepej pro-
by wykonywanej rownolegle z proba badanag.

Kolorymetruje sie w kolorymetrze Pulfricha uzywajac filtru S53.
Krzywa wzorcowa sporzadzono uzywajac bezwodnego octanu cynku
(prod. FOCH Gliwice).

Metoda ta nadaje sie do oznaczen cynku w probach o zawartosci
0,4 — 3,0 ug cynku.

Fabkica: 2
Dokladnos¢ metody oznaczania cynku w erytrocytach
Oznaczo- .| Zaw. Zn | Oznaczo-| '
Lp. no iredma | w prébie no I ,okodz.ys-l
1)
w pg AWVE) wug w g s |
1,54
0,5 ml krew nr1 1,48 } 1,52
1,54
1,41
0,5 ml krew nr 2 1.36 } 1,38
1 0,5 krew: 1
) + 1,0 pg Zn 202 2,13 84,53
gl NS G R 2,12 1,91 90,10
3 ‘ 0 o e 1,92 1,52 79,17
4 » + 12 5w 2,72 2,23 81,99
DLl St NN 2,92 2,45 83,91
6 | »» nrz {' 0,3 ” ” 1,68 1,35 80,36
T oo + 04, , 1,78 1,45 81,47
8 s 085 5 . 1,98 1,62 81,82
I SRR ) S 2,18 1,76 80,74
1 I F L (MR 2,38 1,78 74,79
Srednio odzyskano 81,89
3,94
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PRZYGOTOWANIE PROBEK DO OZNACZANIA CYNKU W ERYTROCYTACH

Celem oznaczenia cynku erytrocytéw do 1 ml krwi pobranej z zyty
w kalibrowanej probéwce dodano (0,3 ml 3,8) cytrynianu sodu. Krwinki
przemywano trzykrotnie sola fizjologicznga uzywajac do kazdorazowego
przemywania okoto 5 ml soli fizjologicznej (0,9%), a nastepnie po prze-
myciu uzupelniano zawarto$¢ probéwki solg fizjologiczng do objetosci
1 ml. Dla oznaczenia ilosci erytrocytéw w 1 mm?® pobrano prébke i przez
dodanie trzykrotnej objetosci wody destylowanej powodowano hemo-
lize krwinek. Do oznaczenia zawartosci cynku pobierano polowe hemo-
lizatu.

Oznaczong ilo$¢ cynku przeliczano na miliard krwinek znajac obje-
tos¢ uzytego roztworu krwinek i ich ilo§¢ w mm?3,

Dyskusja

Przedstawiona modyfikacja oznaczania cynku we krwi oparta o za-
sady podane przez Fischera i inne znane metody pozwala na unikniecie
niepowodzen wynikajacych z braku odczynnikéw o duzej czystosci.

Stosowanie przy analizie $cisle okreslonych ilosci odczynnikéw po-
zwala na uzywanie odczynnikéow o stosunkowo duzych zanieczyszcze-
niach. Spalanie kwasem siarkowym i azotowym okazalo sie najlepsze.
Uzycie samego kwasu azotowego powoduje czeste pekanie kolbek, spa-
lanie w piecu elektrycznym wymaga kosztownego urzadzenia. Zastoso-
wano sposob tworzenia ditizonianu cynku bez uzycia nadmiaru ditizonu,
poniewaz usuwanie ditizonu za pomoca rozcienczonego amoniaku lub
siarczku sodu nie dawato dobrych wynikéw. Obecnos¢ kobaltu, kadmu,
niklu pominigeto jako Zrédio bledu i nie stosowano zadnych $rodkow do
ich ,,maskowania”. Metoda jest dokladniejsza przy oznaczaniu poziomu
cynku w surowicy anizeli w erytrocytach.

Streszczenie

Opisano zmodyfikowana metode oznaczania poziomu cynku w ery-
trocytach i surowicy. Metoda ta polega na spalaniu 1 ml surowicy krwi
lub przemytych i zhemolizowanych erytrocytow kwasem siarkowym
i azotowym oraz wytworzeniu barwnego polaczenia z ditizonem o pH 6,5.
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OIIPEINEJEHUE IIMHKA CBIBOPOTKU M KPACHBIX KPOBAHBIX TEJEIL]
Pesmome

Onucan MOAM(QHUHPOBAHHBIA METOA ONpPEAEACHHs YPOBHsA IHHKA B B3pH-
Tpouutax u coiBopoTke. Veroz 3akaloyaerca B C:kuranuu | MA CHIBOPOTKH Kpo-
BH MAH TPOMBITBIX U MOABEPTHYTHIX TeMOAH3Y IPHTPOLHUTOB CEPHOH H A30THOH
KHCAOTOH M 06pa3oBaHHHM OKPAILLEHHOTO COEJAHHEHHS C JAHTH30HOM HMeIoIIeM

pH 6,5.
DETERMINATION OF ZINC IN SERUM AND RED BLOOD CELLS
Summary

A modified method is described for the determination of zinc in
erythrocytes and serum. The method is based on the combustion of
1 ml of blood serum or washed and hemolyced erythrocytes with sul-
phuric and nitric acids and formation of a coloured complex with dithizo-
ne at pH 6,5.

Otrzymano 30.VIII.1954.
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ZAWARTOSC ANHYDRAZY WEGLANOWEJ I CYNKU WE KRWI
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1T

Z Pracowni Biochemii Klinicznej Instytutu Hematologii w Warszawie

Kierownik: dr med. E. Kowalski
Dyrektor Instytutu: Doc. dr A. Hausman

Cynk uwaza sie obecnie za fizjologiczny sktadnik krwi i komorek
ustroju. Cynk zawarty w erytrocytach jest sktadnikiem karboanhydra-
zy, ktoérej znaczenie fizjologiczne jest stosunkowo dobrze poznane. Rola
cynku w osoczu krwi i tkankach nie jest jeszcze catkowicie wyjasniona.
Istnieja dowody $wiadczace, ze cynk jest niezbedny dla normalnych
funkcji enzymatycznych i hormonalnych ustroju (5). Obserwacje pozio-
mu cynku surowicy wykazujg, ze poziom ten ulega wahaniom w réz-
nych stanach patologicznych, a amplitudy tych wahan zaleza bardzo
czesto od ciezkosci stanu chorego (2).

Niektorzy autorzy sugeruja poglad, ze zmniejszona zawarto$¢ cyn-
ku w leukocytach biataczkowych w poréwnaniu z leukocytami prawi-
dlowymi moze mie¢ pewne znaczenie w patogenezie biataczek. Badajac
karboanhydraze krwinkowg nie mozna poming¢ z powodéw wyzej
wspomnianych zagadnien zwigzanych z obecnoscia cynku w krwinkach
i surowicy. Zachowanie sie¢ karboanhydrazy erytrocytéw w roéznych
stanach chorobowych jest mato poznane, a wyniki badan réznych auto-
T6W sa bardzo czesto sprzeczne.

Celem pracy niniejszej jest badanie zachowania si¢ karboanhydrazy
krwinek czerwonych w przebiegu réznych stanéw chorobowych oraz
badanie poziomu cynku krwinek czerwonych i surowicy u ludzi zdro-
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136 Z. SzZOT 121

wych, jak rowniez w niektéorych stanach chorobowych wykazujacych
znaczne odchylenia w aktywnosci karboanhydrazy erytrocytow.

Material i metody

Oznaczano aktywnos¢ karboanhydrazy krwinkowej oraz poziom cyn-
ku we krwi u chorych przebywajacych na oddziatach klinicznych In-
stytutu Hematologii, jak rowniez u osob zdrowych przewaznie krwio-
dawcow. Krew ciezarnych i noworodkow pochodziia z oddzialu poloz-
niczego jednego ze szpitali warszawskich. Cynk w surowicy i krwinkach
czerwonych oznaczano metoda podang w doniesieniu I. Oznaczanie
aktywnosci karboanhydrazy wykonywano metodg Brinkmana (2), ktora
polega na pomiarze czasu uwodnienia CO:s wobec czerwieni fenolowej
jako wskaznika. Czas niekatalizowanej reakcji winien wynosi¢ okolo
120 sekund (R¢). Czas katalizowanej reakcji R jest krotszy. Jednostka

R, ;—R— w 0°C. Pobie-

enzymu przyjeta w tej metodzie rowna sie E =

rano z opuszki palca 0,1 ml krwi rozcienczajac ja woda destylowang
w stosunku 1:100. Jednocze$nie pobierano krew celem obliczenia
ilosci krwinek w 1 mm?. Po catlkowitej hemolizie krwinek oznaczano ich
aktywnos¢ karboanhydrazowa. Czas niekatalizowanej reakcji ustalano
zawsze na 110 sekund. Osiagano go w sposéb podany przez Bakkera (4)
(podgrzewanie jednego z roztworéw albo przedmuchiwanie powietrzem
pecherzykowym pluc drugiego roztworu). Roztwory przygotowywano
codziennie, poniewaz przechowywanie ich w specjalnych naczyniach bez
dostepu powietrza nie dawalo pozadanych wynikow. Wykonujac row-
nolegle 10 oznaczen czasu reakcji CO; + H20O — H2:COj3 z krwinkami
tego samego osobnika otrzymano s$rednia czasu uwodnienia rowna
25,7 sek == 1,8 z odchyleniem krancowym (23,1 — 28,5").

Aby moéc poréownywacé ze soba wyniki os6b badanych, obliczano
wskaznik aktywnosci karboanhydrazowej jednej krwinki (I k-a) ze

R, —

R :
wzoru I k-a = N gdzie Ro = czas reakcji nie katalizowanej,

R = czas reakcji katalizowanej, a N = ilo§¢ erytrocytow w 1 mm?,
Poniewaz wskaznik ten jest maly mnozono go wszedzie w zestawie-
niach przez 10°. Oznaczen hematokrytu dokonywano metodg Win-
trobe‘a (3).
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Wyniki
Z badan krwi os6b zdrowych metodami podanymi otrzymano warto-
$ci nastepujace:

Aktywnos¢ karboanhy- o0sob I k-a (wskaznik aktywnosci krwin-
drazy krwinek czerwo- ki) 20,01 ¢ + 1,40 ¢ 0,16. Wartosci
nych 70 krancowe 17,0 — 23,0. R (czas reak-

+ c¢ji katalizowarej): srednia 19 sek
(14 — 26"). Aktywnos$¢ krwinek
czerwonych wyrazona w jednost-
kach E Brinkmana: s$rednia 4,79
jedn. (3,23 — 6,85)

Objetos¢ krwinki 50 Srednia: 0,97 (0,88 — 1,07)
¢ 0,049 ¢ 0,0069
Cynk w surowicy 10 & Srednia 174 ng % (126 — 209 ng %)

o6 34 ¢10,75
10 @ Srednia 138 ug % (114 — 162 pg %)

o =17 €6,37
Cynk w krwinkach czer- ’
wonych w 10? erytrocy- Srednia 0,56 pg (0,51 — 0,63)
tow 8 o ¢ = 0,045 ¢ 0,015
5.9 Srednia 0,48 ug (0,49 — 0,51)

o = 0,0223 ¢ 0,09

Wyniki z badania aktywnosci karboanhydrazy krwinkowej oséb cho-
rych zebrano w grupy i przedstawiono je ponizej.

Grupa 1. Niedokrwisto$é¢ zlosliwa.

Erytroc. Przysp. Erytroc. Przysp.
Nr mm? reakcji I k-a Nr mm®* reakeji I k-a
PEED: X 10° w sek PLETTS % 108 w sek
1 2,23 82,4 36 11 2,00 . 888 44
2 3,12 83,5 26 37 3,30 85,5 26
5 2,00 89,8 44 49 4,27 94,6 22
11 3,05 91,8 30 72 3,51 85,3 24
8 2,89 83,8 28 75 2,77 93,5 34
10 2,72 93,6 34 80 2,28 92,1 40

e T |
¢ = érednie odchylenia od $redniej l/(x = ’1‘)
n——

¢ = $redni blad s$redniej arytmetycznej =

TR
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138 Z. SZOT 141
Erytroc. Przysp. Erytroc. Przysp.
Nr mm?® reakeji I k-a|- Nr mm?* reakcji I k-a
RIEP: X 10° w sek PIZYP-| % 100 w sek

85 2,78 93,1 34 147 1,01 84,7 83
102 4,20 93,4 22 152 3,06 85,9 28
107 3,49 83,9 24 153 3,82 89,1 23
112 3,36 87,3 26 157 3,92 87,5 22
119 2,86 91,5 32 160 3,19 84,0 26
128 1,14 66,5 58 182 2,00 79,8 39
146 3,36 96,7 29

Grupa 2. Niedokrwistosci niedobarwliwe.

6 2,14 69,0 32 86 3,88 89,5 23

9 1,26 78,5 62 88 3,35 92,6 28
18 2,38 89,8 317 90 2,45 85,0 35
19 2,98 92,6 31 100 3,95 89,9 23
23 3,35 93,0 27 108 3,12 874 28
34 3,50 87,9 25 132 3,61 85,9 24
59 3,50 87,5 25 140 3,72 91,5 25
63 3,39 91,9 27 148 3,91 92,2 24
81 3,51 93,2 26 163 3,53 88,3 25
84 3,26 87,8

Grupa 3. Biataczki.

39 2,27 68,5 30 180 3,43 82,7 24
42 2,07 71,0 37 184 2,39 82,2 34
43 2,48 74,2 29 185 2,60 87,5 33
44 3,48 78,5 22 188 3,65 89,7 24
45 3,83 82,9 22
125 3,03 81,5 27
150 3,32 83,8 25
179 3,08 82,3 26

Grupa 4. Schorzenia watroby i drég zéiciowych.

16 3,58 85,5 24 132 3,61 85,9 24
21 3,52 89,7 25 134 3,86 85,6 22
50 3,68 87,0 24 159 2,88 87,0 30
52 4,37 82,4 19 161 3,09 82,1 26
56 3,14 87,6 28 164 3,61 88,0 24
65 3,56 93,5 26 167 3,79 95,0 25

Grupa 5. Choroby przewodu pokarmowego.

13 3,48 93,3 27 89 3,32 93,5 28
22 4,52 87,5 19 134 3,86 85,6 22
58 3,67 89,9 24 156 4,30 92,2 21
8 3,49 94,5 27
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[5] ZAWARTOSC ANHYDRAZY WEGLANOWEJ I CYNKU WE KRWI 139
Erytroc. Przysp. Erytroc. Przysp.
Nr mm? reakeji I k-a Nr mm? reakcji  |I k-a
PR, % 10° w sek PrEYR-[ X 108 w sek
Grupa 6. Schorzenia ukladu krazenia.
25 2,78 86,0 30 158 4,15 91,0 21
33 4,87 86,2 17 162 3,57 92,0 25
46 3,83 85,5 22 166 4,00 91,8 23
24 3,77 82,3 22 170 4,30 86,8 20
55 3,63 92,3 25 171 4,10 94,8 23
95 3,77 92,0 24 172 3,92 81,8 20
137 5,47 89,0 16
Grupa 7. Schorzenia ukladu oddechowego.
29 3,62 87,5 24 51 4,42 93,0 21
32 4,21 85,9 .20 98 4,14 90,8 22
38 4,10 88,5 21 165 3,90 92,5 23
47 4,10 82,0 20 169 4,50 94,6 21
48 3,69 86,6 23 192 4,47 91,9 21
Grupa 8. Choroba nadci$nieniowa.
20 3,84 89,8 23 64 3,50 91,3 26
53 4,02 87,3 22 91 4,10 88,8 21
54 4,36 89,4 21 193 4,76 92,4 19
Grupa 9. Siatkowce.
35 4,01 83,0 20 151 4,06 85,5 21
62 3,85 88,1 23 186 4,42 90,0 20
Grupa 10. Anemie z niedoboru zelaza.
101 4,20 90,8 21 174 3,67 84,0 22
133 2,87 63,5 22 176 4,02 82,0 20
139 3,48 89,4 25
Grupa 11. Anemie hemolityczne.
70 1,00 86,3 86 175 3,39 83,8 25
82 2,83 90,7 32
Grupa 12. Czerwienice.
40 7,20 100 13 178 6,66 95,8 14
104 l 5,52 91,1 17 190 5,19 95,0 18
7
t 50
£
-~
25
5
20 30 40 50 60 w

Erglrocyly w mm?-x10° —

Rys. 1. Zalezno$¢ I-ka od iloéci krwinek czerwonych.
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Celem krytycznej oceny otrzymanych wynikéw przeprowadzono wy-
liczenia statystyczne dla poszczegélnych grup, ktére podano w zesta-
wieniu 1.

Zestawienie nr 1

Grupa Przysp. I k-a G € ™ P l
($§rednia)

1 87,5 3338 | + 132 509 | 2,62 0,20 > P > 0,01
2 88,07 20,15 | + 885 208 | 4,37 P> 0,001 |
3 80,09 27,75 | + 490 141 | 545 P> 0,001 |
4 87,43 2475 | + 277 080 | 583 P > 0,001 |
5 9093 | 2400 | - 346 168 | 236 | 01 >P>005 |
6 8857 | 2215 | + 362 1,00 | 211 0,1 >P>005
7 89,33 21,60 | + 1,35 042 | 361 0,61 > P > 0,001
8 | . 8950 22,00 | + 214 085 | 231 0,1 >P >005
9 86,45 21,00 | + 141 070 | 1,37 03 >P>02

10 81,94 22,00 | + 1,87 083 | 237 0,1 >P> 005

11 86,93 47,66 | -+ 3338 1929 | 1,43 0,3 >P>02

12 95,47 15,5 + 25 1,25 | 3,60 0,05 > P > 0,02

Dalsze dwa zestawienia uwidaczniaja zachowanie I k-a pod wply-
wem leczenia (zestawienie 2) i zaleznos¢ I k-a od czynnosci krwinek
czerwonych (zestawienie 3).

Zestawienie nr 2

e Erytroc. I k-a Dni lecz. Rozpoznanie
przyp. | mm? x10°
|
134 2.00 44 11 Anemia zlo§liwa
11 3,00 30
68 3,14 30 7 Niedokrwisto§¢ wtérna
68 3,32 28
82 2,83 32 9 Anemia hemolityczna
82 3,50 25
92 4,50 20 1 Maloptytkowo$§¢é samoistna
92 4,50 20 po wycieciu $§ledziony
95 3,17 24 8 Powolne zapalenie wsierdzia
3,64 25
* t = wskaznik znamiennosci (réznicy istotnej),

** P = prawdopodobienstwo z tablic Fischera.

Dane przeniesiono na osie wspoirzednych otrzymujac krzywa. (Patrz
rys. 1).

Poniewaz najwigkszy wzrost aktywnosci krwinek obserwowano
w grupie 1, nalezalo sprawdzi¢, czy nie jest to zwigzane ze zwiekszona
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Zestawienie nr 3

Zaleznos¢ I k-a od ilosci krwinek czerwonych

Chorzy Zdrowi
|
Licer l;rwmek I k-a Suma przyp. I k-a Suma przyp.
w mm?, X10°
1,00 — 1,20 79,2 | 4
1,26 — 1,40 60,5 2
1,40 — 1,60 — —
1,60 — 1,80 — ‘ -
1,80 — 2,00 41,0 | 2
2,00 — 2,20 39,2 ‘ 4
2,20 — 2,40 36,7 (f
2,40 — 2,60 34,0 4
2,60 — 2,80 33,0 6
2,80 — 3,00 29,1 7
3,00 — 3,20 27,6 13
3,20 — 3,40 27,0 10
3,40 — 3,60 24,9 22
3,60 — 3,80 24,1 25
3,80 — 4,00 22,7 21
4,00 — 4,20 21,4 25 21,5 8
4,20 — 4,40 20,8 15 21,2 19
4,40 — 4,60 20,2 8 19,8 15
4,60 — 4,80 19,3 3 19,0 21
4,80 — 5,00 17,0 1 18,1 6
5,00 — 5,20 18,0 1 17,0 1
5,20 — 5,40 - —
5,40 — 5,67 16,5 2
5,60 — 5,80 17,0 1
5,80 — 6,00 — —
6,00 — 6,20 — —_
6,20 — 6,40 — —
6,40 — 6,60 — -
6,60 — 6,80 14,0 1
6,80 — 7,00 — —_
7,00 — 7,20 12,0 1
7,20 — 7,40 = —
7,40 — 7,60 - —

objetosciag krwinki. W tym celu wykonano oznaczenia hematokrytu
i I k-a u 50 zdrowych oséb, a nastepnie to samo u 41 chorych. Wyniki
otrzymane u chorych zestawiono ponizej.

Poniewaz cynk erytrocytéow wchodzi w sktad karboanhydrazy, bada-
no jego zawartos¢ w erytrocytach u kilku chorych, u ktérych zaobser-
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wowano zwiekszong aktywnos$¢ anhydrazowa krwinek.
Wyniki podano w zestawieniu nr 5.

Zestawienie nr 4

Objetos¢ krwinki I k-a Ilo§¢ przypadkow
0,66 22 1
0,80 18 1
0,89 20 1
0,90 20 2
0,91 25 1
0,93 20,5 2
0,94 14 1
0,95 25 2
0,97 24 3
1,00 27,3 3
1,02 21,6 5
1,03 47,3 3
1,04 20 1
1,05 20,5 2
1,07 22 3
1,09 25 1
1,10 39 1
1,13 25 2
1,14 28 2
1,18 23 1
1,19 33 1
1,30 59 1
1,32 26 1
Zestawienie nr S
Zn | Znwi10° Liczba erytroc.
Nr Rozpoznanie W Sure- | erytroc. |1 k-a w mm?®
kol. wxg/y W pg %106
18 /o
1 Niedokr. zlos$l. 87 1,02 34 2,72
2 » ” 98 1,41 44 2,00
3 ’ pokrwot. 81 0,90 31 2,98
4 Niedokr. zio$l. 92 1,03 80 1,00
” ” 108 0,92 29 2,85
5 55 % 7 1,39 40 2,28
] 6 Wrz6d dwunastnicy 146 0,54 21 4,30 (kontrola)

Badano takze poziom cynku surowicy u 17 chorych na rézne choroby
(zestawienie nr 6) oraz u 7 ciezarnych i 7 noworodkow.
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Zestawienie nr 6

Poziom cynku surowicy u ciezarnych i noworodkéw.

Zestawienie nr 7

Poziom Zn

Rozpoznanie Chory W surowicy Uwagi
vg8%
Niedokrwistos§¢ zlo§liwa O.K. 87
0.A. 98
F. 92
L.G. 139
Ww.J. 88

G.J. 184 po leczeniv

K.W. 155 »

S.J. 135
N.M. 61
Schorzenia watroby S.N. 139
S. 105
Niewydolnoé§é kragzenia B.J. 88
S.H. 126
S.S 88

105 po leczeniu
Zmiany kilowe tetnicy gléwnej ZW. 118
S.M. 92
M. M. 102

(Krzyzyk oznacza, e otrzymane wyniki pochodza z oznaczen krwi matki i dziecka).

Badany Krew cigezarnych | Krew pepowinowa
Zn w ug% Zn w 2%
W.W. IX m 90
D.K. 97+ 103
K.R. 76
M.P. 78
KW. VIm 125
O.B. 87+ 78+
P.W. VIII m 103
Ch.O. 89
K.K. 83
LM. Vm 121
F.P. 96" 85*
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- OmoOwienie wynikéw

Otrzymana w pracy tej srednia zawarto$¢ enzymu w erytrocytach
u 70 oséb zdrowych i wyrazona w jednostkach uzywanych w metodzie
Brinkmana (E) rowna jest 4,78 E (z odchyleniem 3,23 — 6,85).

V. Goor otrzymywat wartosci rowne 2,61 E (2).

Jak wynika z danych literatury, wyniki iloSciowe badan nad enzyma-
mi nie dajq sie czesto porownywac ze soba. I tak stosujagc metody iG6d-
kowe (manometryczne) do oznaczen zawartosci karboanhydrazy w ery-
trocytach nizej wymienieni autorzy znajdowali (4):

Meldrum i Roughton 0,37 — 0,68 E/mm?® (u 10 zdrowych)

Hodgson 1,39 — 1,75 E/mm?® (u 10 zdrowych)

Lambie 0,93 — 1,50 E/mm*® (u 15 zdrowych)

Z zestawienia 1 wida¢, ze nie mozna rozpatrywa¢ zachowania sig
enzymu w rozmaitych stanach chorobowych poréwnujac wartosci przy-
spieszenia reakcji uwodnienia CO. ani tez ilosci enzymu wyrazonych
w jednostkach E, poniewaz nie odzwierciedlaja one istoty badanego za-
gadnienia. Wydaje sie zatem, ze wprowadzenie wskaznika I k-a jest ce-
lowe i uzasadnione.

Ilosci cynku w surowicy i erytrocytach otrzymane w pracy niniej-
szej w porownaniu z danymi pi$miennictwa przedstawiajq sie naste-
pujaco:

Rok Zn w surowicy Zn w plazmie Zn w 10°
9, 0
w pg% w ug% erytroc. w pg
. |

Burstein (1) 1929 333 0,75
Valee
Gibson (6) 1949 300 1,34
Berfenstam (1) 1949 113 (dzieci) 1,30
Wolff (4) 1951 $rednia

160 — 170 0,88
Wiasne wyniki $rednia

156 . 0,52

Z zestawien grup chorych wynika, ze we wszystkich stanach choro-
bowych aktywnoéé¢ anhydrazowa krwinek czerwonych jest zwiekszona.
W rozpatrywaniach tych nalezy pomina¢ grupe siatkowic, anemii hemo-
litycznej i czerwienic, poniewaz liczba przypadkow jest za mata do wy-
ciggania wnioskow.

I k-a podlega wahaniom w czasie leczenia zblizajac sie przy popra-
wie stanu chorego do wartosci prawidlowych. Najwieksze wartosci
I k-a obserwowano u chorych przed rozpoczeciem leczenia. Po ukoncze-
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niu leczenia, gdy ilos¢ krwinek czerwonych osiggata normalne wartosci,
wskaznik osiggal takze wartosci jak u oséb zdrowych. W przypadkach
chorych z podwyzszona czynnos$cia karboanhydrazowa krwinek poziom
cynku erytrocytow jest zwiekszony, natomiast zawarto$¢ cynku w su-
rowicy jest znacznie zmniejszona. By¢ moze jest to pierwsza rezerwg
cynku karboanhydrazy erytrocytow. Jak wynika z danych, miedzy
aktywnoscia krwinek a ich iloscig istnieje stosunek odwrotnie propor-
cjonalny. Stwierdzono, ze nie ma zwiazku miedzy objetoscia krwinek
a ich aktywnoscig. Najlepszym przykladem tego sa przypadki nr 160
(niedokrwisto$¢ ztosliwa), w ktorym przy najwiekszym sposréd obser-
wowanych objetosci krwinki réownej 1,32 aktywnos¢ jej rownata sie
26 — oraz przypadek nr 174 (niedokrwistos¢ z niedoboru zelaza). Przy
objetosci krwinki 0,66 aktywnos¢ jej pozostawata w granicach normy.

W przypadkach choréb watroby, niedokrwistosci, niewydolnosciach
krazenia i w ciazy stwierdzano obnizenie si¢ poziomu cynku surowicy.
Zblizone wartosci poziomu cynku surowicy noworodkéw i matek nasu-
wa przypuszczenie, ze cynk przechodzi przez tozysko. Skapa ilo$¢ ozna-
czen cynku nie pozwala na wycigganie wnioskow.

Streszczenie

Oznaczano aktywnos$¢ karboanhydrazy krwinek czerwonych metoda
Brinkmana u 70 oséb zdrowych i 183 chorych na rézne schorzenia.

Badano takze poziom cynku w surowicy i w erytrocytach u osobni-
kow zdrowych oraz zawarto$¢ cynku w surowicy ciezarnych, noworod-
kéw i w réznych stanach chorobowych.

Aktywnos¢ karboanhydrazy erytrocytéw przeliczano na jedna krwin-
ke. Aktywno$¢ krwinki nie jest zalezna od rodzaju schorzenia, a je-
dynie od ilosci erytrocytow pozostajac do niej w stosunku odwrotnie
proporcjonalnym.

Aktywnos¢ krwinki nie zalezy od jej objetosci, co wykazano ozna-
czajac objetosé krwinek oraz ich aktywnos¢ karboanhydrazowa.

Poziom cynku w surowicy oséb zdrowych wynosi przecigtnie
174 ug % u mezczyzn i 138 ug % u kobiet.

W stanach chorobowych, w ciazy poziom cynku w surowicy obniza
sie znacznie. U noworodkéw poziom cynku surowicy zblizony jest do
zawartosci we krwi matki.

W przypadkach choréb z podwyzszona czynnoscig karboanhydrazo-
wa zwigksza sie poziom cynku erytrocytéw, a obniza sie¢ w surowicy.

3 Acta Biochimica Polonica
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COJIEP2KAHUE KAPBOAHIMIPA3BI 11 IIMHKA B KPOBM 3JIOPOBBIX
Y BOJIBHBIX JIIOJEN

Pesome

Y 70 3a0posbix u 183 6oabubix Ha pasnble 6ore3nu Aloaeii Gbira onpesereHa
aKTHBHOCTb Kap6oaHrHZpa3bl KPACHbIX KPOBSAHBIX TeAel mo Mmeroay Brinkmana.

Boia uccaezosan ypoBenb uunka B CbIBOPOTKE M B DPUTPOLHMTAX 340POBBIX
AloZeH, a Takze GbIA MCCAe0BAH ypPOBeHb LHHKA B ChIBOPOTKe GepeMEeHHbIX, HO-
BOPOMKAEHHDIX H BO BpeMs PAa3AHYHbIX 3a6OAEBaHHH.

AxTnBHocTb Kap6oaHrHAPa3bl BPHTPOLUHUTOB GbiAa NMepecYnTaHa HA OAMH IPH-
TpouHT. AKTHBHOCTD SPHTPOLUTA HE 3aBHCHT OT poja GOAE3HH, a TOADBKO OT KO-
AHYECTBA SPHUTPOLHUTOB, HAXOAAIHUXCA K HEMY B 06paTHONPONOPIHOHAADHOM OTHO-
LIEHHH.

AxTHBHOCTD 9PHTPOLHUTA HEe 3aBHUCHiI OT ero o6béma. JTo 6bIAC obHapy:seHo
NpH HCCAEZOBaHMH OObEMA DPHTPOLHTOB H HX KAapGOAHIHAPA3HOH AKTHBHOCTH.
YpoBenb nuHKa B CHIBOPOTKE 3A0POBBIX AIOALH COCTABAACT B CPEAHEM y MY KUHH
174 ur %0 n y xenmun 138 ur %.

B 60abmom cocTosnuu u Bo Bpems GepeMeHHOCTH ypOBeHb UHHKA B 3PHTPO-
LIHTAX 3HAYHTEABHO MOHHKAETCA. Y HOBOPOMSAEHHBIX YPOBEHb LMHKA B CbIBO-
POTKE KPOBH TNPHOAM3HTEADHO paBeH YPOBHIO LIHHKA B KPOBH MaTepH.

B cayuasx 6oresneit cBAsaHHBIX ¢ ycHAeHHeM KapGOaHIHAPA3HONH aKTHBHOCTH,
YPOBEHb LIMHKAa B SPUTPOILHTAX BO3PACTACT, a B CHIBOPOTKE IMOHHZKAETCH.

CARBONIC ANHYDRASE AND ZINC CONTENTS OF THE BLOOD OF HEALTHY
AND DISEASED INDIVIDUALS

Summary

The carbonic anhydrase content of red blood cells was determined
by the method of Brinkman in 70 healthy individuals and in 183 patients
suffering from various diseases.

Studies were also made of the zinc content of serum and erythrocytes
in healthy individuals as well as the zinc content of the serum of pre-
gnant females, newborn and in various diseases.
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Carbonic anhydrase activity is calculated in terms of that of a single
cell. The activity of the cells does not depend on the nature of the di-
sease but only in inverse proportion to the number of erythrocytes.

The activity of the cells does not depend on their volume, as was
shown by simultaneous determinations of the volume of the cells and
their carbonic anhydrase activity.

The mean zinc content of the serum of healthy individuals is
174 ug % for men and 138 ng % for women.

In disease and in pregnancy the zinc content of the serum is marke-
dly reduced. In newborn the serum zinc level is approximately the same
as that of the mother.

In diseases accompanied by increased carbonic anhydrase activity,
the zinc content of the erythrocytes is increased while that of the serum
is decreased.

Otrzymano 30.VIII.1954.
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ZOFIA LASSOTA

WYTWARZANIE I ZUZYWANIE KWASU CYTRYNOWEGO PRZEZ
MYCOBACTERIUM PHLEI

Z Zakladu Biochemii PAN w Warszawie
Kierownik: prof. dr Jézef Heller

W poprzedniej publikacji (2) doniesiono, ze kultury pigciu réznych
szczepow rodzaju Mycobacterium, rozwijajac sie na pozywce syntetycz-
nej nie zawierajacej kwasu cytrynowego, wytwarzaja w podlozu kwas
cytrynowy w ilosciach kilku mg na 1 g suchej masy bakteryjnej.

Celem nizej przedstawionej pracy bylo zbadanie wytwarzania kwasu
cytrynowego przez glodujace gotowe masy bakteryjne oraz zuzywanie
przez nie, jak i przez rozwijajace sig, normalne komorki, kwasu cytryno-
wego dodanego do podloza w znanej ilosci.

Doswiadczenia przeprowadzono na szczepie Mycobacterium phlei
(Muzeum Dz. Bakteriologii PZH w Warszawie), tym samym, ktorego
uzyto poprzednio (2). Sposob przyrzadzania pozywki DGK zmodyfiko-
wanej, ekstrakcji i oznaczania kwasu cytrynowego w pozywce oraz
w przypadku doswiadczen z kulturami rozwijajacymi sie sposob hodowli
byt identyczny z postegpowaniem opisanym w poprzedniej pracy. W eks-
perymentach z glodujacymi masami bakteryjnymi zastosowano pod-
warstwianie. Uzywano kolb okragtodennych (Jena) o pojemnosci
1 1 zamknigtych korkiem z waty i zaopatrzonych w umieszczony w kor-
ku kran dwudrozny, ktérego dolne ramie siegato dna kolby. W takiej
kolbie, zawierajacej 500 ml pozywki hodowano drobnoustroje powierzch-
niowo przez kilkanascie dni do uzyskania dobrze wyksztalconego kozu-
cha bakteryjnego. Woéwczas pozywke usuwano i wprowadzano do koi-
by 500 ml jalowego roztworu soli mineralnych o sktadzie

KH2PO4 0,5 g
MgSO4-7H.O 05 g
ZnSO4-7H20 0,02 g
Fe2(SO4)3 003 g
zawartych w 1000 ml roztworu o pH 7 (osiggnietym przy pomocy KOH).
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Po 30 minutach roztwor soli usuwano, a przemyty w ten sposéb kozuch
bakteryjny podwarstwiano 500 ml roztworu o takim samym skladzie
na przeciag 72 godzin. W doswiadczeniach nad zuzywaniem kwasu cy-
trynowego dodawano do jalowego podloza znana ilo$¢ wyjatowione-
go na saczku Seitza standardowego roztworu kwasu cytrynowego. Uzy-
skane wyniki przedstawia tablica 1.

Przy obliczaniu stezenia kwasu cytrynowego uwzgledniano wartos¢
.Slepej proby" zaréwno dla pozywki, na ktérej hodowano bakterie, jak
i dla roztworéw uzytych do podwarstwiania. Otrzymane wyniki wyka-
zuja, ze glodujace gotowe masy bakteryjne Myec. phlei, podobnie jak to
wykazal Sym (3) dla Myc. tub. v. hom. H37Rv zuzywaja kwas cytryno-
wy dodany do podloza jako jedyne zrodlo wegla. Zestawienie wynikow
doswiadczen 5 — 8 wskazuje, ze dodany kwas cytrynowy w badanych
granicach stezen nie jest z pozywki zuzywany calkowicie przez rozwi-
jajace sie kultury. Ilo§¢ kwasu cytrynowego w pozywce powzrostowej
jest tego samego rzedu co stezenie kwasu cytrynowego wytworzonego
w podlozu pierwotnie nie zawierajacym go, przez rosnace komorki (do-
$wiadczenie 1 — 4).

Analogicznie przedstawia sie wytwarzanie (doswiadczenia 9 — 11)
i zuzywanie dodanego (doswiadczenia 12 — 14) kwasu cytrynowego
przez gotowe, gtodujace masy bakteryjne. Znalezione koncowe steze-
nia kwasu cytrynowego w przypadku komorek glodujacych catkowicie
lub w obecnosci kwasu cytrynowego sa z reguly nizsze niz w przy-
padku tych samych komérek hodowanych na pelnowartosciowym pod-
tozu. Wyjatek stanowi jedynie doswiadczenie 14.

Wykonano réwniez doswiadczenia na pozywce syntetycznej DGK
* bez kwasu cytrynowego, w ktorej kwas glutaminowy zastgpiono row-
nowazna pod wzgledem azotu iloscia weglanu amonu (tzn. 2,7 g
(NH4)2CO3 w 1 1 pozywki). Wyniki przedstawiono w tablicy 2. Przy
wyliczeniach uwzgledniano wartos¢ ,,$lepej proby" dla pozywki z we-
glanem amonu. .

Doswiadczenie 1 i 2 wykonano w sposob podany w poprzedniej pra-
cy (2), w doswiadczeniach 3 — 5 postuzono sie opisanym na wstepie
podwarstwianiem. Czas podwarstwienia wynosit w tych doswiadcze-
niach 7 dni. W tym okresie masa bakteryjna rozwijata sie dalej w spo-
sob widoczny dla oka.

Ilosci kwasu cytrynowego w doswiadczeniu 1 i 2 nie zostaly podane,
poniewaz odczyty kolorymetryczne lezaly ponizej granicy czulo$ci me-
tody i byly bliskie wartosci $lepej proby. W doswiadczeniach tych ko-
zuch bakteryjny byl wyraznie stabszy niz we wszystkich pozostatych.
W doswiadczeniach 3 — 5 ta sama kultura Myc. phlei wytwarzala kwas
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cytrynowy w podlozu zaré6wno wobec kwasu glutaminowego, jak i wo-
bec weglanu amonu jako zrédla azotu. IloSci kwasu cytrynowego wy-
twarzane w czasie podwarstwiania pozywka z kwasem glutaminowym sa
tego samego rzedu co w podobnie prowadzonych hodowlach w do$wiad-
czeniach 9 — 12 tablicy 1.

Dyskusja

Stwierdzenie w hodowlach Mycobacterium phlei okreslonego, dos¢
niskiego stezenia kwasu cytrynowego w podiozu, ktére go pierwotnie
nie zawierato, oraz zuzywanie dodanego do podtoza kwasu do takiego
samego poziomu, pozwala przypuszcza¢, ze poziom ten moze odpowia-
da¢ rownowadze kwasu cytrynowego miedzy wnetrzem komorki, a po-
dlozem. Rownowaga ta ustala sie tak w przypadku rozwijajacych sie na
pelnowartosciowym podtozu, jak i w przypadku gtodujacych mas bak-
teryjnych, chociaz dla tych ostatnich na nizszym poziomie.

Poniewaz ta sama kultura Myc. phlei wytwarza kwas cytrynowy nie-
zaleznie od tego, czy zrédiem azotu jest kwas glutaminowy, czy weglan
amonu, powstawanie kwasu cytrynowego nie jest zwigzane wylacznie
z przemiang reszty bezazotowej kwasu glutaminowego. Stezenie kwasu
cytrynowego w pozywce DGK bez kwasu cytrynowego jest nizsze, jesli
przy tej samej objetosci pozywki hodowle prowadzi sie w kolbie 1 1
okraglodennej, niz przy hodowli w 1,5 1 kolbie Erlenmeyera. Moze to
by¢ wynikiem zmienionego stosunku objetosci pozywki do jej po-
wierzchni. Wplyw tego czynnika na ilo§¢ wytwarzanego kwasu cytryno-
wego wykazali u plesniakéw Doegler i Prescott (1).

Streszczenie

Wykazano, ze rozwijajace sie na pozywce syntetycznej kultury
Myec. phlei zuzywaja dodany do podioza w ilosci 10 — 50 mg kwas cy-
trynowy, tak ze jego stezenie w pozywce powzrostowej wynosi 0,89 —
2,48 mg na 1 g suchej masy bakteryjnej. Myc. phlei w czasie wzrostu na
tymze podiozu bez kwasu cytrynowego wytwarza kwas cytrynowy
w ilosci 0,40 — 2,09 na 1 g suchej masy bakterii. Glodujace gotowe ma-
sy bakteryjne wytwarzaja w przeliczeniu na 1 g suchej okolo 0,1 mg
kwasu cytrynowego, zuzywaja za$ kwas cytrynowy dodany jako jedyna
odzywke w ilosci 5 — 10 mg tak, ze jego poziom w pozywce powzrosto-
wej wynosi 0,1 — 0,7 mg na 1 g suchych bakterii.

Myec. phlei wytwarza kwas cytrynowy réwniez wowczas, gdy w po-
zywce jako zrodlo azotu stuzy zamiast kwasu glutaminowego weglan
amonu.
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OBPA3OBAHME M PACXOJ JMMOHHOM KMUCJIOTHEI MMKPOBOM
MYCOBACTERIUM PHLEI

Peswome

O6napy:eno, 4To pa3BHBAIOUIHECH HA CHHTETHYECKOH cpeae MHKpobbi Myc.
phlei pacxoayior zo6aBAennyio K cpese AMMOHHYIO KHCAOTY B koimuectse 10 —
50 Mr, Tak uTO €€ KOHLEHTpPAUHA B NUTATEALHON CpeAe MOCAe POCTA Ha Heil GakTe-
puit coorsercreyer 0,89 — 2,84 mr wa 1 r cyxoro seca Gakrepuit. Muxpo6oi
Myec. phlei Bo Bpems pocta Ha mUTaTeAbHOH cpeje 6e3 AMMOHHOH KHCAOTBI
B xoamyectBe 0,40 — 2,09 mr ma 1 r cyxoro Beca 6akrepuit. ['orozaromme
rotosbie GakTepuarbHbie Macchl o6pasyior B mepecuéte Ha | r cyxoro Beca
6aktepuii okoro 0,1 Mr AumMOHHOH KHCAOTBI, Pacxoays AHMOHHYIO KHCAOTY
(eAMHCTBEHHDIH HCTOYHMK NHUTAHHUSA B MHTATEAbHOH Cpeje) B KaAuyecTse > —
10 mr takum o6pasoMm, u4TO ypOBEHb AHMOHHOH KHCAOTBHI B Cpeje MOCAe POCTA
na ueil 6akrepuit 6yzer 0,1 — 0,7 na 1 r cyxoro Beca 6akrepuii. Myc. phlei
06pasyloT AMMOHHYIO KHCAOTY M TOTAa, KOIZa BMECTO TAYTaMHHOBOH KHCAOTBI
B KauecTBe MCTOYHHKA a30Ta B [IMTATEAbHYIO Cpeay TPHOaBAeH YTACKHCADBIH
aMMOHHH.

PRODUCTION AND UTILIZATION OF CITRIC ACID BY MYCOBACTERIUM PHLEI

Summary

It has been shown that Myc. Phlei cultures utilize citric acid when
grown on a synthetic medium containing 10—50 mg. of citric acid, the
concentration of the acid in the culture medium, flowing growth, being
0,89 — 2,84 mg. per gm. of bacteria (dry weight).

Myc. phlei, growing on the same medium without citric acid, produce
0,40 — 2,09 mg. of citric acid per gm. of bacteria (dry weight). Starved
bacteria produce about 0,1 mg. of citric acid per gm. dry weight and
utilize 5 — 10 mg if citric acid is the sole nutrient, so that the concentra-
tion of citric acid in the culture medium, flowing growth, to 0,1 — 0,7 mg
per gm. dry weight.

Myc. phlei also synthesizes citric acid when the nitrogen source in
the medium is ammonium carbonate in place of glutamic acid.

Otrzymano 20.X.1954.
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Zawartos¢ nukleotydow adeninowych we krwi byta od dawna przed-
miotem zainteresowan wielu badaczy (Herbrand i Jaeger (10)). Bass (3)
(1914) oznaczal azot purynowy (bez kwasu moczowego) w hydrolizatach
z odbialczonej krwi. Otrzymane przez niego wartosci wahaly sie w gra-
nicach od 3,2 do 9 mgN w 100 g krwi, co odpowiada okolo 6,5 do
18 mg % adeniny. Thannhauser i Czoniczer (21) (1920) oznaczali azot
nukleotydéw w surowicy odbialczonej. W surowicach normalnych
otrzymali oni okoto 2,3 mg % N, co odpowiada okoto 4,4 mg % adeniny.
W obu przytoczonych powyzej pracach do Wykonania oznaczenia pobie-
rano okoto 100 ml krwi. Buell i Perkins (5) (1928) zaproponowaly do ba-
dania zawartosci nukleotydéow adeninowych we krwi nefelometryczna
metode oznaczania adeniny w hydrolizatach z odbialczonej krwi. Mozo-
towski (15) (1929) zarzucit autorom tej pracy, ze nie zdawali sobie sprawy
z szybkiej dezaminacji nukleotydéw we krwi. Buell (4) (1935) wprowa-
dzila nastepnie pewne modyfikacje swojej metody i podala, ze krew
odbialczano natychmiast po pobraniu. Metoda nefelometryczna jest
wprawdzie bardzo skomplikowana, wydaje sie jednak stosunkowo spe-
cyficzna i dokladna, a ponadto pozwala wykonaé¢ oznaczenie z niewiel-
kiej objetosci, tj. z 2 ml krwi. Buell podala, ze dla mezczyzn zawarto$¢
nukleotydu adeninowego wahala si¢ w granicach 24 — 37 mg %, co od-
powiada 8,9 — 13,7 mg % adeniny, a dla kobiet 22 — 33 mg % nukleo-
tydu, co odpowiada 8,1 — 12,2 mg % adeniny. '

Zagadnienie znalezienia wlasciwej metody oznaczania nukleotydow
adeninowych we krwi i tkankach stalo sie szczegdlnie wazne po wy-
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jasnieniu zasadniczej roli kwasu adenozynotréjfosforowego dla naszego
ustroju. Green i wspolpracownicy (8) (1943) wysuneli hipoteze, ze istot-
ng przyczyna wstrzasu urazowego jest zaklocenie normalnego rozmiesz-
czenia nukleotydow w organizmie. Dla sprawdzenia swej hipotezy auto-
rzy ci przeprowadzili szereg badan na zwierzetach, stosujac nastepujace
metody oznaczania nukleotydow:

1. biologiczna metoda (7), wykorzystujaca dzialanie zwiazkow ade-
ninowych na serce $winki morskiej. Autorzy ci (18) (1944, 1945, 1949)
podali, ze zawarto$¢ zwiazkow adeninowych, wyrazonych jako adeno-
zyna, wynosita w normalnej, pelnej krwi krélika okoto 200 jednostek
(rg adenozyny na ml), co odpowiada okoto 10 mg % adeniny.

2. oznaczenie pentoz w plazmie metoda Mejbaum (4). Autorzy ci (9)
(1949) podali, ze w normalnej plazmie krélika i szczura zawartos¢ pentoz
wynosila okoto 5 mg %, co odpowiada okolo 5 mg % adeniny. Ostatnio
wprowadzono dwie enzymatyczne metody oznaczania zwigzkow adeni-
nowych. Jedna z nich — Strauba (19), dotyczaca oznaczania ATP, oparta
jest na wptywie ATP na lepkos¢ aktomiozynu. W metodzie tej wykresia
sie szereg krzywych lepkosci jako funkcji czasu i przez interpolacje
znajduje sie zawartos¢ ATP w odpowiednich ekstraktach. Druga meto-
da — Kalckara (11) (1947) oparta jest na zmianach absorpcji w nadfiole-
cie na skutek dziatania specyficznych enzyméw. Metoda ta zostala za-
stosowana do badan zawartosci nukleotydéw adeninowych we krwi
przez Albauma i wspoélpracownikow (1, 2, 17) (1950 — 1953).

Przy uzyciu 3 réznych enzymow, dodanych do odpowiednio przyge-
towanych odbialczonych prébek krwi, skladniki adeninowe byly stop-
niowo przeksztalcane w kwas inozynowy wediug nastepujacego sche-
matu:

ATP heksokinaza ADP + ester glukozo-6-fosforowy

i B S
2 ADP miokinaza ATP + AMP
' - >

AMP dezaminaza IMP

—
Zmiany, wywolane dziatlaniem kazdego enzymu, mierzone byly przy
265 mp na spektrofotometrze Beckmanna. Catkowita zawartos¢ puryn
oznaczano w odbialczonej krwi, nie poddanej dzialaniu enzymoéw, mie-
rzac absorpcje przy 258 mu i przyjmujac wszystkie obecne puryny za
adenine. Autorzy (17) zaznaczyli, ze z normalnych sktadnikow krwi tyl-
ko kwas moczowy i kreatynina wykazuja niespecyficzne pochtanianie
w tym zakresie widma; blad spowodowany obecnoscig tych sktadnikow
nie przekracza jednak 0,4 do 0,7 mg %. Dla normalnej krwi autorzy
ci (17) podali calkowita zawartos¢ puryn (adeniny) w granicach okote
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31 ZWIAZKI ADENINOWE KRWI LUDZKIEJ 157

10 — 15 mg %, natomiast sume ATP, ADP, AMP wyrazong jako adeni-
na w granicach 4 — 10 mg % adeniny. Zadziwiajace sa tu wahania ade-
niny nukleotydow (ATP, ADP i AMP) dla jednego osobnika, szczegdlnie
w porownaniu ze stosunkowo stalym poziomem wszystkich puryn (ta-
blica 1).

Tablica 1

Wahania zawarto$ci nukleotydéow we krwi normalnego osobnika
wedlug Albauma i wspélpracownikow (17)

, 1 , 2 3 4

' Data pobra- ( Catkowite (Aﬁg“rﬁ’l’gg+ Réznica
nia krwi puryny + AMP) 2—3

| 28.2.50 15,3 mg% adeniny| 5,1 mg% adeniny 10,2 mg%%

BT : 82 . T

12950 | 103 g 44 p 59 .

171050 | 12,4 . 7,5 : 49

751|122 . 95 . e

Inni autorzy podawali dos¢ staly poziom nukleotydéw adeninowych
we krwi, np. Buell (4) zaobserwowata w ciagu 4 miesiecy zawarto$¢ nu-
kleotydow adeninowych w granicach 29 — 31 mg %, co odpowiada
10,7 — 11,4 mg % adeniny. Ostatnio ukazala sie praca Swiecickiej (20)
(1954), dotyczaca frakcji fosforowych konserwowanej krwi. Autorka
oznaczala kwas adenozynotréjfosforowy jako fosfor tatwo hydrolizuja-
cy sig, tj. po 8 minutach hydrolizy w 1 N HCI. Dla erytrocytow podala
ona wartosci od 6,2 — 11,3 mg % fosforu, co odpowiadatoby okoto 2,8
do 5 mg % P w pelnej krwi, a w przeliczeniu na adenine 6 do 11 mg %
adeniny, pochodzacej z ATP.

Ponizej przytaczamy zebrane wyniki, otrzymane przez réznych
autoréw na zawarto$¢ zwigzkéw adeninowych w normalnej, odbialczo-
nej krwi ludzkiej (tablica 2).

Cze$¢ doswiadczalna

W niniejszej pracy podane sa wyniki polarograficznych i spektrofo-
tometrycznych oznaczen adeniny, pochodzacej ze wszystkich jej zwigz-
kéw, w pelnej krwi, odbiatczonej kwasem tréjchlorooctowym. Oznacze-
nia wykonano wedlug uprzednio podanej metody (13). W metodzie tej
krew, po odbialtczeniu, zostaje poddana hydrolizie za pomoca 1 N HySOj.
Z otrzymanego hydroiizatu puryny wytraca sie 1 M zawiesing Ag20,
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Tablica 2
Zawarto$é zwigzkéw adeninowych kwasorozpuszczalnych w normalnej krwi ludzkiej
Rok mg% adeniny
L p. Autor oglosz. Metoda
pracy | petna krew | Surowica
lub osocze
1 | Bass (3) 1914 | 65—18 5 azot purynowy (takze we
! [ krwi patologicznej)
4_-1
| Thannhauseri] ;g0 L5 44 azot nukleotydéw
| Czoniczer (21)
Buell i Per-
3 kins (5) 1928
Buell (4) 1935 8,1 — 13,7 Slady nefelometria
4 Stoner i 1944 10* biologiczna
Green (18) 1949
Green, Stoner i
5 Bielschowsky 1949 —_ 5* ryboza
(9)

6 | Kalckar (11) | 1947 = sy ;- | FReERviobmetnin Jety
uzyciu enzymow
catkowita zawarto§é

Rottino, Hof- puryn
7 man i Albaum 1952 10— 15 _— ATP + ADP + AMP,
17 4—10 - spektrofotometria przy
uzyciu enzymoéw

8 | Swiecicka (20)| 1954 6—11 0,7 R el e

| krew konserwowana

* Przytoczone dane dotycza krwi krélika. Poniewaz Buell (5) stwierdzila, ze zawarto$ci nu-
kleotydéw adeninowych we krwi kroélika i ludzkiej sa bardzo zblizone, umiescilismy je row-
niez dla poréwnania.

a nastepnie osad srebrowy puryn ekstrahuje si¢ 1 N HCl w temperatu-
rze 100°C. W ekstrakcie oznacza sie polarograficznie zawartos¢ adeniny.
Rownolegle z pomiarami polarograficznymi wykonywano oznaczenia
spektrofotometryczne. Ponizej podajemy przyklad cato$ci oznaczenia.

Przyklad oznaczenia

Krew, przypadek nr 11, proba (hydrolizat) nr 25.
Do oznaczenia wzieto 0,8 ml krwi (tj. pobrano 2 ml na 2 réwnolegle
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oznaczenia). Puryhy, po wytrgceniu srebrem, ekstrahowano 1 N HCI do
10 ml.

1. OZNACZENIE POLAROGRAFICZNE

Oznaczenie wykonywano na polarografie Heyrovskiego ze zwyklym
wyposazeniem. Do naczynka polarograficznego wzieto 0,3 ml ekstraktu,
dodano 0,7 ml 0,83 N KOCH i 1,5 ml 0,21 N HCIO4, wykre$lono krzywa
(1), nastegpnie dodano 0,2 ml adeniny o stezeniu 15 pg/l ml, wykre$lono
krzywa (2) i dodano jeszcze raz 0,2 ml tej samej
adeniny — wykreslono krzywa (3) — rysunek 1. - b
Roztwor badany wysycano CO: przez 5 minut,

a nastepnie po 2 minuty po kazdym dodaniu ade- ’/

niny. [ g
Stezenie adeniny obliczono ze wzoru 3 /’

o i) + Vaoa * Csta I ! /
e B T i3 ;

gdzie Ai (V + Vgoq) + 11 * Vaoa i

iy — poczatkowy prad (wysokos¢ fali), <

Ai  — przyrost pradu (wysokosci fali), o)

¢x — szukane stezenie substancji badanej, R ol e o

Csta — stezenie roztworu wzorcowego, Rys. 1. Polarogramy

\ — poczgtkowa objeto$¢ roztworuy, hydrolizatu krwi.

Vdoa — Objetos¢ dodanego roztworu wzorcowego.

Z (1) i (2) krzywej ¢, = 1,3 ug/ml,
z (1) i (3) krzywej ¢ = 1,20 ug/ml $rednio ¢ = 1,29 ug/ml,

a wiec stezenie ekstrakiu wynosi 1,29 X %= 10,8 ng/ml. W calosci

ekstraktu (=08 ml krwi) mamy 108 pg adeniny, co odpowiada
13,5 mg %.

2. OZNACZENIE SPEKTROFOTOMETRYCZNE

Pomiary spektrofotometryczne w nadfiolecie wykonywano przy po-
mocy spektrofotometru Beckmana, model DU, wyposazonego w lampe
wodorowq oraz w naczynka kwarcowe, pojemnosci 0,8 ml i o grubosci
warstwy 0,5 cm. Skale dlugosci fal skontrolowano przy pomocy linii emi-
syjnej rteci A = 253,7 my, za§ wskazania absorpcji z danymi cytowanymi
w literaturze (12).

Stosowano szczeling szerokos$ci 2 mm, co odpowiada przy dilugosci
fali 260 mu szerokosci wiazki §wietlnej 5 mu. Pomiary absorpcji doko-
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nazywano w odniesieniu do 0,1 N HCl Mercka. Do oznaczen uzywano te
same ekstrakty co przy oznaczaniu polarograficznym. Mieszano réwne
objetosci ekstraktu i 0,8 N KOH, tak by badany roztwé6r (dwukrotnie roz-
cienczony w stosunku do ekstraktu) posiadat pH = 1 — 2, odpowiadajacy
okoto 0,1 N HCI. Otrzymane wyniki przedstawiono w postaci krzywych
absorpcji w ukladzie: na osi odcigtych diugosci fali 2 w mpu oraz na osi

; I
rzednych absorpcja A = loa —I°— badanego roztworu o znanym rozcien-

czeniu. Punktem wyjécia dla przeliczenia stezenia bylo kazdorazowe
poréwnywanie wynikow serii pomiaré6w z absorpcja wzorcowego roz-
tworu adeniny lub odpowiednich puryn. Stezenie puryn w tych roztwo-
rach okreslono przez oznaczenie azotu mikrometoda Kjeldahla, zas ich
czystoéci wykreslajac catkowite krzywe absorpc;i.

Obliczenie zawarto$ci adeniny

2 ml ekstraktu w 1 N HCIl zadano 2 ml 0,8 N KOCH i po zmieszaniu
wykonano pomiar absorpcji w 262 mu. Otrzymano wynik s$redni z 3 po-
miarow A = 0,265, jednoczesnie oznaczono absorpcje roztworu wzor-
cowego adeniny o stezeniu 11,25 ug/ml, ktéra wynosita A = 0,540.

0,265
. =s11,25: 0540 -2 = 11 pug/ml, gdzie c, — stezenie adeniny w badanym

’

ekstrakcie.

Zawartos¢ adeniny w calej probie, odpowiadajacej 0,8 ml krwi wy-
nosi 10-11 = 110 pg, co odpowiada 13,75 mg % adeniny.

Mozliwoéé bledéw pochodzacych z absorpcji odczynnikéw zostata
zbadana przez wykreslenie krzywych pochtaniania kilku slepych prob.
Szczegdlng uwage zwrocono na kwas trojchlorooctowy i plyn konser-
wujacy, ktére wykazuja znaczna absorpcje w nadfiolecie, jednak w cza-
sie wytracania i przemywania osadu srebrowego puryn zostajg catkowi-
cie usuniete. Na rysunku 2 przedstawiono przyktad krzywych absorpcji.

1. wzorcowy roztwér adeniny o stezeniu 11,2 ug/ml w 0,1 N HCL

2. roztwdr adeniny przygotowany z roztworu wzorcowego w iden-
tyczny sposob jak przerabiane hydrolizaty krwi.

3. hydrolizat krwi.

4. hydrolizat tej samej krwi co (3) z dodatkiem 67 pg adeniny przed
odbialczeniem.

Z krzywych 1 i 2 wynika, ze podany sposob preparowania nie wply-
wa na charakter krzywej adeniny, a z krzywych 3 i 4, ze dodane do krwi
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ilosci adeniny odnajduja sie wystarczajaco ilosciowo z réznicy pochta-
niania przy 262 mpu.

Sprawdzenie warunkéw oznaczenia

W pierwszym rzedzie sprawdzono, czy oznaczenie jest ilosciowe, tj.
czy po dodaniu znanej ilo$ci adeniny otrzyma sie odpowiednio podwyz-
szone wyniki. Otrzymane wyniki przytoczone sg w tablicy 3.

Sadzimy wiec, ze przy zachowa- i
niu odpowiednich ostroznosci przy
preparatyce (wytragcanie i przemy- 2300
wanie osadu srebrowego puryn w
0°C itp.) mozna uzna¢ oznaczenie
adeniny we krwi za wystarczajaco
ilosciowe.

0400

Przed przystapieniem do wtasci-
wych oznaczen ustalono wplyw wa- I
runkéw pobierania krwi na wyniki 0200
oznaczania adeniny. W tym celu po-
bierano 3 — 4 ml krwi, z czego po-
lowe odbiatczano natychmiast po po-
braniu, a pozostala potowe dodawa-
no do cytrynianu lub na ptyn stoso- T E
wany do konserwowania krwi, prze- (my —e
chowywano w lodowce w 0°C Rys. 2. Wplyw dodatku adeniny na
i oznaczano po 24 godzinach. Plyn krzywa absorbcji hydrolizatu krwi.
konserwujacy zawiera 30 g kwasne-

go cytrynianu sodu, 35 g glukozy, 5 g soli sodowej acetylo-amidu kwasu
p-amino-benzenosulfonowego (albucyd Natrium) i 0,03 riwanolu w litrze
roztworu; pobiera sie 1 objetos¢ tego roztworu na 5 objetosci krwi. Przy-
taczamy typowe wyniki (Srednie z oznaczen polarograficznych i spektro-
fotometrycznych) w tablicy 4.

0.100

Krew cytrynianowa wykazuje przy przechowywaniu znaczny spadek
zawartosci adeniny. Parnas (16) (1925) i Conway, i Cooke (6) (1939) bada-
jac zawarto$¢ amoniaku, wytwarzajacego sie przy przechowywaniu
krwi, zaobserwowali po 24 godzinach od chwili pobrania dezaminacje
zwiazkéw adeniny w podobnych granicach. Przy pobieraniu krwi na
cytrynian stosowano wigc mozliwie szybkie odbialczanie. W wigkszo-
$ci przypadkéw pobierano krew bezposrednio do kolby miarowej. Tam

4 Acta Biochimica Polonica
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Tablica 3
Sprawdzenie iloSciowego strgcania puryn
Nr Adenina w pg
préby [Podana catkowita odzyskana %
Eo e;di;; °£::s' Uwagi
droli- spektro- spektro- : ia
= ug polar. fot. polar. fot. $rednio (Sred.)
1 224 | 224 224 | 218 | 224 221 Toztwor wzor-
. cowy adeniny
2 | 224 | 206 203 | 206 | 203 2045 | 92,7+ | ToZtWOrwytra-
cony srebrem
krew przypa-
3 — 84 — —_ — —
L dek nr 2
8 67 135 145 61 61 61 91 » ”
krew przypa-
19 — 78 — — — -
feR dek nr 7
20 67 122 153 53,2 75 64,1 96 »” s
T BT T 18- 5. = e = e patypn-
dek nr 10
24 67 227 235 55 67 61 91 ” ”
3y v 98 o, | = o - wi | IRW. DIAYDRT
dek nr 14
34 90 200 178 102 83 92,5 103 ” »
Dla krwi $rednio 95,25%

* Patrz rysunek 2.

gdzie z koniecznos$ci istniata przerwa paru godzin miedzy pobraniem
krwi a wykonaniem analizy, pobierano krew na plyn konserwujacy.
Sprawdzono nastepnie wplyw na wyniki oznaczenia innych puryn,
ktore mogltyby takze wystepowaé we krwi, tj. gwaniny, hipoksantyny,
ksantyny i kwasu moczowego. Zadna z tych puryn nie wywiera wpltywu
w warunkach dos$wiadczenia na oznaczenie polarograficzne adeniny.
Natomiast pochlanianie przy 262 mu zostaje znacznie podwyzszone przez
dodatek gwaniny. Jednak zawarto$¢ gwaniny nawet w tych wypadkach
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Tablica 4
Wplyw warunkéw pobierania krwi na wyniki oznaczen adeniny

Przypa- |Hydroli-| Ilosé mg%

2 S Uwagi
dek nr | zat nr | krwi ml| adeniny
| |
7 17 0,6 11,3 krew pobrana bezpo$rednio
" s tyn konserwujacy,
7 19 0,6 12,0 e
po 24 godzinach
14 33 0,6 16,2 krew pobrana bezposrednio
14 34 0.6 11,8 » ” na cytrynian,

po 24 godzinach

moze by¢ matematycznie obliczona (12), o ile pomiary wykonuje sie jed-
noczesnie w A = 245 i 262 mu. Hipoksantyna, ksantyna i kwas moczowy
wytracaja sie nie iloSciowo w podanych warunkach, a w ilosciach wy-
stepujacych we krwi maja niewielki wplyw na przebieg krzywej spek-
trofotometrycznej. Poniewaz gwanina nie wystepuje we krwi ludzkiej

(ewentualnie wystepuje w bardzo
niewielkich ilosciach), uwazamy
wiec, ze otrzymane wyniki zaré6wno
polarograficzne, jak i spektrofotome-
tryczne podaja w zasadzie w jedno-
znaczny sposob zawartosci zwiaz-
kéw adeninowych we krwi (mozli-
we, ze oznacza sie takze czesciowo
oksyadenine, ktorej obecnos$¢ we
krwi stwierdzita Buell (5)).

Ponizej podajemy orientacyjne
krzywe absorpcji (otrzymane na po-
jedynczych przypadkach), przedsta-
wiajace wplyw innych puryn na wy-
niki adeniny (rysunek 3, 4, 5).

Szczegolowe dane dotyczace
wplywu tych puryn beda trescig jed-
nej z nastepnych publikacji.

0,600 L

6.200

0.%00

210 250 . 300

Rys. 3. Wplyw dodatku gwaniny
na krzywa absorbcji hydrolizatu krwi.

Na rysunku 3 obserwujemy wyrazne przesuniecie maksimum po-
chlaniania w strone fal krotszych, charakterystyczne dla obecnos$ci gwa-
niny. Przyrost pochtaniania w A = 245 mp krzywej 3 w stosunku do
krzywej 2 odpowiada teoretycznie przewidzianemu dla dodanej ilosci
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0.500

0400

0300 ¢

0.200 [
<

0100 ¢

% " -

20 230 250 270 220 90

My ———e

Rys. 4. Wplyw dodatku ksantyny i hipoksantyny na
krzywa absorbcji hydrolizatu krwi.

0,300 +

0,200

A — -

0100 F

: Non,

3
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Rys. 5. Wplyw dodatku kwasu moczowego na krzywa
absorbcji hydrolizatu krwi.
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11 ZWIAZKI ADENINOWE KRWI LUDZKIEJ 165

gwaniny. Na rysunku 4 widzimy, ze zaré6wno ksantyna, jak i hipoksan-
tyna nie wplywaja na podwyzszenie wynikow w 2 = 260 mu. Nieznacz-
ny i zupelnie nieiloSciowy wplyw hipoksantyny jest widoczny
w A = 250 mu. Rysunek 5 wskazuje, ze kwas moczowy dodany do prob-
ki krwi, nie pojawia si¢ w kwasnym ekstrakcie, poniewaz pochlanianie
przy A = 290 mu dla krwi czystej i dla krwi z dodatkiem kwasu moczo-
wego jest jednakowe. Roznica pochtaniania w 2 = 260 mit pochodzi
z btedu pojedynczego oznaczenia.

Wyniki oznaczen

W pracy niniejszej przebadano 14 przypadkéw krwi, stosujgac rowno-
legle oznaczenia polarograficzne i spektrofotometryczne; réznice mie-
dzy tymi pomiarami na ogoé! nie przekraczajg 10 — 15%; jako wyniki
ostateczne brano Srednie z oznaczen wykonanych obu metodami. Wyni-
ki przytoczone sa w tablicy 5.

Wynikow tych jest jeszcze zbyt mato, aby mozna z nich bylo wy-
snu¢ jakies wnioski. Zawarto$¢ adeniny we krwi normalnej zgadza sie
w zasadzie z wynikami Buell (4) i catkowita zawarto$cia puryn wedlug
Rottino, Hofmana i Albauma (17). Zwiazki adeninowe zawarte sa prze-
waznie w krwinkach. Pewne ilosci tych zwigzkow, oznaczone przez roz-
nych autorow (21, 9, 20, 13) w osoczu lub surowicy, przedostaja sie tam
prawdopodobnie z krwinek podczas procesu ich oddzielania. Z tych
wzgledow w przypadkach, w ktorych zawarto$¢ adeniny nie miesci sie
w granicach 8 — 15 mg % adeniny podaliémy liczbe erytrocytow.

W przypadku reumatyzmu i tuszczycy, przy normalnej zawartosci
krwinek, otrzymalismy wyniki nieco nizsze od normy.

Dyskusja

Praca nasza miala na celu ilosciowe skontrolowanie uprzednio po-
danej metody (13) polarograficznego oznaczania adeniny we krwi. W me-
todzie tej do oznaczenia uzywa sie¢ niewielkich ilosci krwi (0,6 — 2 ml),
a stezenie roztworu stosowanego ostatecznie do pomiaru lezy w grani-
cach 5 — 20 pg adeniny/ml. Niewiele innych metod, poza polarograficzna,
nadaje si¢ do oznaczenia puryn w roztworach o tak niskich stezeniach.
W pracy niniejszej rownolegle do polarograficznych zastosowano ozna-
czenia spektrofotometryczne, przy czym réznice wynikéw otrzymanych
obu tymi metodami nie przekraczaly na ogo6t 10 — 15%.

Poniewaz na btedy obu metod wplywajq zupelnie inne czynniki, moz-
na wiec uzna¢, ze wyniki polarograficznych oznaczen adeniny zostaty
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Tablica $§

Zawartoéci zwiazkéw adeninowych kwasorozpuszczalnych we krwi ludzkiej
(podane wartosci sa $rednimi z oznaczen polarograficznych i spektrofotometrycznych)

Uwagi
Lp. | Fraypa- mg% ' : P ilo§¢ czerwo-
dek nr | adeniny krew osobnika N stien nychxklrgz'mek
1 2 11,5 normalnego cytrynian —
i5. 3 9,4 i 0 e
3 7 11,3 o 0 —_
A2 9,6 o cytrynian —
PR I T ,. i 0 =
6| 14 | 162 ,. 0 49
7 16t 14,1 % 0 -
8 6 4,2 chorego (rak pluc) cytrynian 2,6
9 10 10,7 ¥, (z6ltaczka zakazna}| cytrynian —
10| 12 8,5 . (rak odbytnicy) | cytrynian "
_11— 13 9,6 % (rak watroby) cytrynian —
_12— A 15 7,3 ! o (tuszczyca) G 0 : 4,5
18| 1 2.4 . (anemia zio§liwa) sz j’;cl;"nser’ 2,0
14 18— 2 53 " (reumatyzm pier-| plyn konser-
wotnie przewlekly)| wujgcy 3,9

* Krew tego samego osobnika, co w przypadku nr M 1lp. 6, pobrano po tygodniu.

potwierdzone pomiarami spektrofotometrycznymi i odpowiadajg zawar-
tosci tego zwiazku we krwi. W pracy niniejszej okreslono zawartos¢
adeniny we krwi odbialczonej, po dodaniu znanej ilosci adeniny oraz
innych puryn, tj. gwaniny, hipoksantyny, ksantyny i kwasu moczowego,
a takze przy réznych warunkach pobierania krwi. Podano wyniki ozna-
czen dla 14 przypadkéw krwi ludzkiej, normalnej i patologicznej. Wy-
niki te zgodne sq z wynikami Buell (4) oraz Albauma i wspdélpracowni-
kow (17).

Streszczenie

Praca miala na celu ilosciowe skontrolowanie uprzednio podanej nie-
tody (13) oznaczenia adeniny we krwi, przy zastosowaniu oznaczen po-
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[13] ZWIAZKI ADENINOWE KRWI LUDZKIEJ 167

larograficznych i spektrofotometrycznych. Okreslano zawarto$¢ adeniny
we krwi odbiatczonej po dodaniu znanej ilosci adeniny oraz innych pu-
ryn, tj. gwaniny, hipoksantyny, ksantyny i kwasu moczowego. Podano
wyniki oznaczen dla 14 przypadkow krwi ludzkiej, normalnej i patolo-
gicznej.
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CSOEJIMHEHMH AJIEHUHA B KPOBU YEJIOBEKA

Pesome

B sroit pabore nponssoaurach koAHuecTBeHHas NpoBepKa paHee yKa3aHHOTO
meroga (13) onpeaerenns agenuna B KpoBH ueroBeka. Klamepenus npoussoau-
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AHCb TIO NOAsIPOrpaUuYecKOMy M crnekTpodoTomMeTpuueckomy metoay. Omnpeze-
AfIACA coaeprkaliMiics B KpoBH (nocAe yaareHHs W3 Hee GeAKa) ageHHH MNOCAe
npubaBAEHHs M3BECTHONO KOAMYECTBA aJEHHHA M APYTFHX MPOH3BOAHDIX MypPHHA
T. €. TYaHHWHA, THNIOKCAHTHHA, KCAHTHHA H MOYEBOH KHCAOTDBI. YKasaHbl pe3yAbTa-
Tl HccaegoBaHui 14 BapHAHTOB HOPMAABHOM M MATOAOrHYECKOH KPOBH YeAOBEKA.

ADENINE COMPOUNDS OF HUMAN BLOOD. I. POLAROGRAPHIC AND
SPECTROPHOTOMETRIC DETERMINATIONS OF ADENINE IN PROTEIN-FREE
BLOOD FILTRATES

Summary

The object of the present study was to control the quantitative
aspect of the previously described method (13) of estimation of adenine
in blood, using polarographic and spectrophotometric determinations.
The contents of adenine in protein-free filtrates of blood was estimated
after addition of known amounts of adenine and other purines i. e.
guanine, hypoxanthine, xanthine and uric acid. The results of 14 cases
of normal and pathological human blood are given.

Otrzymano 30.X.1954. -
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CYTOCHROMU c

Z Zaktadu Chemii Fizjologicznej A. M. w Krakowie
Kierownik: Prof. ar B. Skarzynski

Dotychczas stosowane sposoby otrzymywania cytochromu c¢ uzy-
wanego do badan enzymatycznych wywodza sie z podstawowej metody
podanej przez Keilina i Hartree'ego (4,5). Metoda ta polega na wycigga-
niu cytochromu c z rozdrobnionej tkanki roztworem 0,145 N kwasu troj-
chlorooctowego, na wysalaniu nieswoistych zanieczyszczen z wyciagu
siarczanem amonu i wytracaniu z przesaczu cytochromu c odpowied-
nim stezeniem kwasu tréjchlorooctowego. Uzyskany w ten sposob pre-
parat cytochromu cechuje sie zawartoscig 0,34% Fe. Opracowano row-
niez szereg metod dalszego oczyszczania tego podstawowego preparatu,
przy pomocy ktérych mozna otrzymywac¢ cytochrom c o zawartosci
0,42 — 0,46 Fe. Modyfikacje te polegaly na frakcjonowanym wytra-
caniu siarczanem amonu w $rodowisku alkalicznym (Keilin i Hartree, 5)
lub na wytrgcaniu cytochromu wrzgcym chloroformem (Tsou, 14).
W ostatnich latach zastosowano réwniez do oczyszczania cytochromu
metody chromatograficzne. Carruthers (1) postugiwal sie tlenkiem glinu
nie wprowadzajac jednak zasadniczych zmian w pierwotnej metodzie
Keilina i Hartree'ego. Paleus i Neilands (9) uzywali kolumny wypelnione
amberlitem IRC-50 eluujac nastepnie cytochrom 0,1 M buforem
o pH = 10,8, przy czym najczystsze frakcje uzyskane przez tych bada-
czy zawieraly 0,466% Fe. Dla zageszczenia tych preparatow stosowano
wytragcanie cytochromu kwasem tréjchlorooctowym, co pociggalo za so-
ba znaczne inaktywowanie cytochromu. Neilands (8) zmodyfikowal po6z-
niej postepowanie, wyplukujgc cytochrom c¢ z amberlitu nasyconym
roztworem octanu amonu i otrzymywal preparat enzymatycznie czynny,
lecz bardzo rozcienczony skutkiem diugotrwalej dializy. Margoliash (7)
postugiwat sie rowniez amberlitem IRC-50, wyplukiwat za§ cytochrom
0,25 M roztworem amoniaku lub 0,5M roztworem chlorku potasu.
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170 - T. W. SZCZEPKOWSKI (2]

Modyfikacje pierwotnej metody Keilina i Hartree'ego doprowadzaja
do uzyskania czystych preparatow cytochromu c, ale cechujacych sie
mala aktywnoscia, poniewaz postugiwanie sie kwasem trojchloroocto-
wym z reguly doprowadza do co najmniej czesciowego inaktywowania
preparatu. Przy postugiwaniu sie tymi sposobami postepowania, ktore
ograniczajg zastosowanie kwasu tréjchlorooctowego uzyskuje sie prepa-
raty enzymatycznie aktywne, ale bardzo rozcienczone.

Jedynie metoda opisana przez Theorella (13) unika catkowicie uzy-
wania kwasu tréjchlorooctowego. W metodzie tej cytochrom wyciggany
jest z tkanki roztworem kwasu siarkowego, ale oczyszczanie preparatu
jest bardzo zawite. Polega na adsorbowaniu siarczanem baru i skrawka-
mi celofanu oraz na wytrgcaniu nasyconym roztworem siarczanu amonu
w temperaturze 60°. Stosujac te metode Theorell otrzymal preparat
o zawartosci 0,34% Fe, nie opisal jednak aktywnosci enzymatycznej te-
go preparatu.

W toku naszych badan nad hemoproteidami, prowadzonych juz od
dluzszego czasu, nasuwatla sie konieczno$¢ opracowania mozliwie taniej
metody otrzymywania, czystych preparatow cytochromu w postaci za-
geszczonych, enzymatycznie czynnych roztworéow. Wynikiem naszych
usilowan jest metoda, ktéra ponizej przedstawiamy.

Stosowane metody analityczne i preparaty

Zawarto$¢ zelaza w cytochromie oznaczana byla wedlug Keilina
i Hartree'ego (5), przy czym w toku kolorymetrycznego oznaczania zela-
za za pomoca 2-2-dwupirydylu [Hill (3)] zastosowano po6zniejsze mody-
fikacje polegajace na postugiwaniu sie octanem sodu i hydrochinonem,
zamiast siarczynem sodu (Fister, 2).

Stezenie cytochromu c oznaczano spektrofotometrycznie za pomoca
aparatu Koniga-Martensa, stosujac warto$ci podane przez Pottera (10).
Stosowano rowniez metode spektrofotometryczna podang przez Rosen-
thala i Drabkina (11).

Aktywno$¢ enzymatyczna oznaczano metoda manometryczna, bada-
jac zuzycie tlenu przez uklad: oksydaza cytochromowa-cytochrom
c-kwas askorbinowy. Uzywano jako oksydazy cytochromowej pre-
paratu otrzymanego z serc szczurzych, stosujac czesciowo postgpowanie
podane przez Keilina i Hartree'ego (6) dla miesnia sercowego konia.
Serca szczurze po rozdrobnieniu przemywano wielokrotnie wodg, po
czym roztarto je w homogenizatorze szklanym. Odwirowany osad zawie-
szono w buforze fosforanowym 0,1 M o pH = 7,3. Tak otrzymany pre-
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3] NOWA METODA WYOSABNIANIA I OCZYSZCZANIA CYTOCHROMU C 171

parat uzywano do oznaczen. Kwas askorbinowy stosowano w stezeniu
polecanym przez Slatera (12).

Do adsorpcji uzywano tlenku glinu produkcji Glawchimreaksziw
.do chromatografii” ze znakiem ,Czerwona pieczatka”. Permutyt prze-
mywano roztworem 0,5M amoniaku i woda destylowana.

Zasada metody

Wyciag z tkanki zawierajacej cytochrom c zostaje przygotowany
w warunkach nie powodujacych denaturacji. Z wyciagu tego adsorbuje
sie¢ cytochrom c¢ na tlenku glinu i eluuje 0,6 M NHj;. Otrzymany eluat
poddaje sie chromatografii na kolumnie z tlenkiem glinu, wyplukujac
0,6 M NH3, po czym roztwor zostaje chromatografowany na kolumnie
z permutytem, wyplukujac cytochrom ¢ 0,5M NHj.

Sposéb postepowania

1500 g dwukrotnie przepuszczonego przez maszynke do miesa mies-
nia serca konskiego zadajemy 4500 ml wody, doprowadzamy kwasem
siarkowym 2N do pH = 5,3, zadajemy toluenem i pozostawiamy przez
noc. Po uptywie okolo 16 godzin sgczymy przez muslin i do uzyskanego
przesaczu objetosci 5 1 dodajemy 10% NaOH, doprowadzajac do pH = 7.
Zobojetniony plyn zostawiamy w spokoju przez 2 godziny, w ktérym to
czasie wydziela sie osad. Ptyn z nad osadu $ciggamy lewarem, a osad
z resztkq plynu sqczymy przez duzy saczek faldowany. Otrzymujemy
w ten sposob 5 1 przejrzystego roztworu wykazujacego wyrazne smugi
absorpcyjne cytochromu c¢ i hemoglobiny. Zawarto$¢ cytochromu
w przesgczu wynosi 1,82 X 10-% moli/l, tzn. z 1500 g mie$nia sercowego
otrzymujemy 9,10 X 10°% moli cytochromu c.

Do wyciggu zawierajacego cytochrom dodajemy 20 g tlenku glinu,
dobrze mieszamy, oddzielamy tlenek glinu od cieczy i wyptukujemy za-
adsorbowany na Al.O3 cytochrom 0,6 M roztworem NHj;. Zabieg ten po-
wtarzamy z wyciggiem z miesnia kazdorazowo uzywajac wyplukane
amoniakiem, a nastepnie przemyte wodg, te same pierwotne 20 g Al2O3
tak dilugo, jak dilugo kontrola spektroskopowa amoniakalnego eluatu
z tlenku glinu po dodaniu dwutioninu sodowego bedzie wykazywata tyl-
ko bardzo stabg smuge absorpcyjng przy 550 mp. Zazwyczaj wystarcza
6-krotne adsorbowanie na tlenku glinu.

Postepujac w powyzej podany sposob uzyskujemy okoto 500 ml wy-
pluczyn z tlenku glinu, zawierajacego cytochrom c. Z wypluczyn tych
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172 T. W. SZCZEPKOWSKI (41

odpedzamy w prozni wiekszo$é rozpuszczonego amoniaku, po czym do-
dajemy 60 g Al>O3;, mieszamy, plyn z nad osadu tlenku glinu dekantuje-
my, a tlenek glinu z zaadsorbowanym cytochromem c¢ umieszczamy
w grubej rurze chromatograficznej i wymywamy cytochrom postugujac
sie 0,6 M NHjy. Uzyskujemy w ten sposob 100 ml eluatu, z ktérego znow
w prozni odpedzamy czesciowo amoniak (do osiagniecia stezenia 0,1 M).
Z kolei przepuszczamy roztwor przez kolumne z Al,O3 o dlugosci 40 cm,
$rednicy 0,7 cm. Zaadsorbowany cytochrom eluujemy, przemywajac ko-
lumne 0,6 M NHj, zbierajac frakcje za-

e - o barwiong czerwono. Otrzymujemy w
3 a ten sposéb 40 ml ciemnoczerwonych
L wypluczyn zawierajacych 84 X 10°°
Iw moli cytochromu c o zawartosci zelaza

0,33%. Z tak uzyskanego roztworu dia-
lizujac odpedzamy czesciowo amoniak
do stezenia 0,05M, po czym roztwor

< 50
%40 przepuszczamy przez kolumne dlugosci
% ¢ 40 cm, $rednicy 0,7 cm wypetniong per-
& / mutytem.
s Kolumne permutytu z'zaodsorbowa-
: % . = = nym cytochromem c chromatografuje-
(23 w mulach ——e my 0,6 M roztworem NHj;, zbierajac

Rys. 1. Porownywanie aktywnosci zabarwiong - frakcje. OtrzymujemY

enzymatycznej cytrochromu otrzyma- 15 ml eluatu o zawartosci 8,00 X 10~°

nego metoda Keilina i wlasna. moli cytochromu c. Uzyskany preparat
cytochromu zawiera 0,432% zelaza.

Poréwnanie aktywnos$ci enzymatycznej cytochromu otrzymanego
przy zastosowaniu metody Keilina i wlasnej metody powyzej opisanej
odtwarza rysunek 1.

Krzywe A przedstawiajg zuzycie tlenu po dodaniu cytochromu otrzy-
manego metoda wilasna, krzywe B przedstawiajg zuzycie tlenu po doda-
niu cytochromu otrzymanego metoda Keilina.

W wypadku krzywych ze wskaznikami (1) — dodano cytochrom
w ilosci odpowiadajacej 1 mikrogramowi zelaza, wskaznik (2) — odpo-
wiada 2 mikrogramom zelaza.

Krzywa C przedstawia zuzycie tlenu bez dodatku cytochromu. Do-
$wiadczenia przeprowadzano réwnolegle na aparacie Warburga. W na-
czynku umieszczano 1 ml preparatu oksydazy cytochromowej i zmienne
iloéci roztworu cytochromu ¢ uzupelniajac woda do objetosci 2,9 ml.
W kubeczku $rodkowym umieszczano 0,1 ml KOH 30%-ego. W odnodze
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bocznej 0,3 ml roztworu kw. askorbinowego o stezeniu 50 mg/ml. Tem-
*peratura tazni 38°.

Powyzej opisany sposob postepowania pozwala otrzymac¢ stezony
roztwoér cytochromu c bez postugiwania sig¢ czynnikami denaturujacymi
biatko. Wydajnos¢ naszej metody zalezy gléwnie od sposobu przepro-
wadzania pierwotnej ekstrakcji cytochromu z miesnia. Po zastosowaniu
metody Keilina i Hartree’'ego wydajno$¢ wynosi — jak pouczyly nas
wlasne doswiadczenia — $rednio 5,47 <10 % moli cytochromu na 1 kg
miesnia sercowego konia. Wydajno$é naszej metody wyraza sie cyfra
533X107°% mola na 1 kg mieg$nia. Aktywno$¢ enzymatyczna produktu
otrzymanego nasza metoda lezy w tym samym rzedzie wielkosci, jaki
cechuje aktywnos¢ enzymatyczng preparatu uzyskanego przez Keilina.
Zaznaczy¢ rowniez nalezy, Ze opisana powyzej metoda jest zabiegiem
wzglednie tanim, a stosowane do niej adsorbenty daje sie z latwoscia
regenerowac.

Prof. dr Bolestawowi Skarzynskiemu dziekuje za pomoc w przygoto-
wywaniu tej pracy.

Streszczenie

Opisano metode otrzymywania zageszczonych roztworéw enzyma-
tycznie czynnego cytochromu c o zawartosci 0,43% Fe. Metoda polegz
na ekstrahowaniu z migs$nia serca konskiego rozcienczonym H.SOy, ad-
sorbowaniu na Al:O3; oraz na permutycie i eluowaniu rozcienczo-
nym NHs.
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HOBSGII METOJ BBIJAEJEHUS M OYMCTKU IIUTOXPOMA C

Pesowme

Onucan MeToz TOAYYeHHS KOHLEHTPHPOBAHHDIX PACTBOPOB (PEPMEHTATHBHO
akTHBHOTO uuTOXpoma C, cozepzxauero 0,43%0 Fe. [lo stomy meroay BHauare
MPOM3BOAUTCA OKCTPATMPOBAHHWE CEPAEYHOH MbIILbI AOWIAAH, pa3GaBAEHHOH
H2SOy4, mocae uero npoussogurcs aacopbuus AloO3 u nmepmyTHuOoM M HakoHel
arloupoBanue pasbasrennbiv pacrBopom NHs.

A NEW METHOL FOR THE ISOLATION AND PURIFICATION OF CYTOCHROME C

Summary

A method is described for obtaining concentrated solutions of enzy-
matically active cytochrome c, containing 0,43% Fe. The method is ba-
sed on the =xtraction of horse heart muscle with diluted H2SO4 and ad-
soi’ption on permutit as well as aluminum oxide followed by elution
with diluted NH4;OH.

Otrzymano 2.XI.1954.
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J. DZULYNSKA, W. BARTOSIEWICZ, R. GAJZLER

FOSFATYDY WE FRAKCJACH BIALKOWYCH SUROWICY
OTRZYMYWANYCH METODAMI: WYSALANIA I WYTRACANIA
METANOLEM

Z Instytutu Dermatologii i Wenerologii

Dyrektor Instytutu: doc. dr J. Suchanek
Kierownik Sekcji Biochemicznej: mgr J. Dzulynska

Coraz wigksze zainteresowanie wzbudza w ostatnich czasach zacho-
wanie si¢ fosfatydow we frakcjach biatkowych surowicy. Okazalo sie
bowiem, ze w niektérych jednostkach chorobowych ilos¢ fosfatydow
w izolowanych biatkach ulega tak znacznym zmianom, ze moga one stu-
zy¢ jako wazny wskaznik rozpoznawczy.

Dotychczasowe metody oznaczania fosfatydow we frakcjach biatko-
wych opieraly sie glownie na rozdzielaniu bialek droga elektroforezy
swobodnej, wzglednie bibulowej, lub na wytracaniu etanolem w $cisle
okreslonych warunkach. Poniewaz zastosowanie tych metod w pracow-
niach klinicznych natrafia niejednokrotnie na trudno$ci natury' tech-
nicznej, zwigzane z koniecznoscia posiadania odpowiedniej aparatury,
opracowano szybka i nieskomplikowana’ metode oznaczania fosfatydow
we frakcjach bialkowych otrzymywanych droga wysalania siarczanem
sodu lub wytracania metanolem w odpowiednich warunkach.

W naszej pracy zastosowano metode rozdzielania biatek Kibricka
i Blonstein (9). Réwnoczesnie przeprowadzano badania we frakcjach wy-
tragcanych metanolem wedtug Pillemera i Hutchinsona (14). Za wyborem
tych metod przemoéwily wyniki: roznily sie one bardzo mato zdaniem
autoréow od otrzymywanych na drodze elektroforezy swobodnej. Poza
tym wartosci dla albumin i globulin otrzymywane przy uzyciu obu wy-
mienionych metod frakcjonowania nie roznily sie miedzy soba wcale
lub tylko bardzo nieznacznie, co stwierdzono na podstawie szeregu ba-
dan surowic normalnych i patologicznych. Kibrick i Blonstein (9), Dzu-
tynska (5, 6).
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Zalozywszy na podstawie powyzszych danych, ze frakcje te moga
by¢ wzglednie jednorodne, przeprowadzono szereg badan w celu zorien-
towania sie w zachowaniu fosfatydow w tych frakcjach.

Cze$¢ doswiadczalna

Do badan uzywano surowic pochodzacych z krwi pobranej od osob
zdrowych w wieku od 20 do 30 lat,. na czczo, po poéigodzinnym lezeniu,
bez zmiany pozycji. Surowice oddzielano po 3-godzinnym staniu w tem-
peraturze pokojowej droga wirowania.

1. FRAKCJONOWANIE BIALEK

Dla latwiejszej orientacji w dalszym toku postgepowania podaje sie
w skroceniu sposob frakcjonowania.

Zgodnie z Kibrickiem i Blonstein do wysalania préb surowicy w ilosci
1 ml uzywano kolejno: 158%, 19,9% i 27,2% roztworéw siarczanu sodu.
Odsaczone i przemyte osady zawieraly kolejno: y-globuliny, B+ y-glo-
buliny, wreszcie a+p+vy- czyli globuliny catkowite wedtug terminolo-
gii uzytej przez Kibricka. Przesaczy uzywano do oznaczen bialka, zas
osadéw globulin na saczkach do ekstracji fosfatydow. Wyniki dla po-
szczegélnych frakcji biatkowych wyliczano droga odejmowania. No-
menklatura dla poszczegolnych frakcji globulinowych zastosowana
przez Kibricka bedzie zachowana i w obecnej pracy, mimo ze calkowi-
tej zgodnosci frakcji wysalanych z otrzymywanymi na drodze elektro-
forezy nie udato sie autorowi udowodni¢.

Rownolegle frakcjonowano surowice metoda Pillemera, wytracajac
biatko z 1 ml surowicy 429% roztworem metanolu, w temperaturze 0°,
utrzymujac pH 6,9. Otrzymywano w ten sposob dwie frakcje: pierwsza
odpowiadajacq albuminom pozostajacym w roztworze, druga w postaci
precypitatu sktadajacego sie z globulin catkowitych. Frakcje rozdzielano
droga wirowania w wiréwce chtodzonej.

2. EKSTRAKCJA FOSFATYDOW

Ekstrakcje fosfatydow przeprowadzono przy pomocy bezwodnego
etanolu. Rozpuszczalnik ten, jak stwierdzono, ekstrahuje w ciggu 24 go-
dzin fosfatydy catkowicie, tak z surowicy catkowitej, jak i z frakcji bial-
kowych, zar6wno wysalanych, jak i wytrgcanych metanolem. Powtérna
ekstrakcia delipidowanych biatek, przeprowadzana rowniez i przy pod-
grzewaniu do wrzenia przez 1 gousing, nie wykazywala nawet sladow
fosfatydow.
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Frakcje bialkowe zebrane na saczkach umieszczano w kolbkach
stozkowych, poj. 50 ml, dodawano 30 ml bezwodnego etanolu i po do-
ktadnym rozmieszaniu pozostawiano w temperaturze pokojowej przez
24 godziny. Nastepnie saczono przez miekkie saczki, osad przemywano
dwukrotnie etanolem (po 10 ml), po czym odparowywano do malej
obietosci na tazni wodnej. W identyczny sposob postepowano rowniez
i z frakcjami otrzymywanymi metoda metanolowg, tj. odwirowanym osa-
dem globulin i albuminami pozostajacymi w roztworze. Te ostatnie bez
poprzedzajacego wytracania biatka, po iloSciowym przeniesieniu z pro-
bowki wirowniczej do kolbki stozkowej, zadawano etanolem i postepo-
wano jak wyzej podano. Podobnie ekstrahowano 1 ml surowicy, celem
otrzymania wartosci dla fosfatydow catkowitych surowicy.

Ponadto poddano ekstrakcji albuminy wytracone za pomoca 5 ml
20% kwasu trojchlorooctowego z catkowitej ilosci przesaczu pozostale-
go po wysoleniu z globulin. Ze wzgledu na bardzo male réznice w otrzy-
mywanych w powyzszy sposob wartosciach fosfatydow w poréwnaniu
z uzyskanymi drogq wyliczenia z roznicy fosfatydow catkowitych i fo-
sfatydéw globulin oraz skape ilo$ci materialu doswiadczalnego, badanie
przeprowadzono jedynie na 4 surowicach.

3. SPALANIE I OZNACZANIE FOSFATYDOW

Spalania i oznaczania fosfatydow dokonywano wedlug metody Fiske-
go i Subbarowa (8).

Zageszczone ekstrakty przenoszono ilo$ciowo przy pomocy pipetek
kapilarnych do kolbek Kjeldahla, przemywajac kolbki stozkowe, w kto-
rych zageszczano, mata iloscia eteru. Nastepnie odparowywano prawie
catkowicie i spalano w szeregowym piecyku nad mikropalnikami, po do-
daniu 2,5 ml 10 N kwasu siarkowego, przyspieszajac proces spalania
przez dodawanie od czasu do czasu po kropli stez. kwasu azotowego.
Bardzo waznym jest dla otrzymywania dokladnych wynikéw prawidto-
wy proces spalania. Musi przebiega¢ on miezbyt gwaltownie, ale i nie-
zbyt wolno. Przy uzyciu zbyt matego ptomienia woda skrapla sie w szyj-
ce kolbki i splywa z powrotem utrudniajac caltkowite spalanie, przy
czym proces spalania przeciaga sie na szereg godzin, a czasem nawet
dni. Prawidlowe spalanie powinno trwa¢ okoto 1 — 2 godzin.

Oznaczania fosforu dokonywano $cisle wedlug metody Fiskego
i Subbarowa. Natezenie wytworzonego zabarwienia, powstajacego
w wyniku reakcji blekitu molibdenowego, odczytywano przy pomocy
absorpcjometru Spekkera. Dla przeliczenia wartosci fosforu na fosfatydy
uzywano mnoznika 25.

5 Acta Biochimica Polonica
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Wryniki byly powtarzalne, mimo duzego stosunkowo szeregu przej-
$§ciowych operacji, co stwierdziliSmy przez dokonywanie duzej ilosci
podwdjnych oznaczen w tych samych surowicach.

4. BADANIA ZMIAN ZACHODZACYCH W ZAWARTOSCI FOSFATYDOW W ALBUMINACH
I GLOBULINACH W CZASIE PRZECHOWYWANIA Z ODCZYNNIKIEM WYTRACAJACYM

Ciekawe zmiany zauwazono przy dluzszym przetrzymywaniu w tem-
peraturze 0° prob surowicy zadanych odczynnikiem metanolowym.
‘W miare stania, zawartos$¢ fosfatydow w albuminach malata, w globuli-
nach za$ odpowiednio wzrastala. Przeprowadzono szereg dos$wiadczen,
przetrzymujac proby surowicy zadane odczynnikiem metanolowym
przez rozny okres czasu, po czym frakcje rozdzielano droga wirowania
w chtodzonej wiréwce. Mimo ze zawarto$¢ biatka we frakcjach nie ule-
gala zmianie, zawartos¢ fosfatydow zmieniata sie znacznie. Zmiany za-
chodzgce uwidacznia tablica 1.

Tablica 1

Zmiany zawartosci fosfatydow w albuminach i globulinach
w czasie stania z odczynnikiem metanolowym w mg/100 ml surowicy

W albuminach W globulinach

[Pl S —

| 030 | po2 | po7 | po14 || po30 | po2 | po7 | po1s

| min dniach | dniach | dniach | min | dniach | dniach | dniach

v | 107 — 60 — 82 | -— 125 -

|2 60 47 42 37 102 | 118 122 127
3 80 70 52 35 1205 | {128 150 170

; 4 70 = 37 37 250 | 278 275 278

| 5 65 50 417 40 18 | 123 123 135

(=930 115 88 — 58 155 | — - 205

g 841 135 94 78 58 168 232 = 235
8 115 86 — 52 183 | 220 = 235
9 80 57 = 38 188 220 = 235
10 95 58 52 40 130 | 160 168 172
11 82 60 50 38 90 | 115 123 130
12 80 60 32 30 110) =12+ 125 152 160
13 49 43 35 30 143 | 150 162 172
14 132 90 72 = 132 175 197 -
15 7 45 . 30 25 120 | 155 175 177

ubytek

WYTa= | ¢rednio 27% 42% 51%

Z0no
w %
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Jak wynika z powyzszego zestawienia, szybko$¢ ubywania fosfaty-
dow z frakcji albuminowej w ciagu pierwszych 48 godzin jest na ogol
dos$¢ znaczna; w tym czasie ubywa srednio 27%. Nastgpne badania po
tygodniu wykazuja dalszy, jakkolwiek wolniejszy spadek poziomu fosfa-
tydow w albuminach ($rednio 42%). Wreszcie po dwoch tygodniach za-
ledwie polowa fosfatydow pozostaje zwigzana 2z albuminami. Nie
wszystkie surowice zachowuja sie podobnie, jak wida¢ z powyzszego
zestawienia. Np. w niektérych frakcje albuminowe w ciggu 48 godzin
tracq 12,2%, podczas gdy inne az 57% fosfatydow.

Ze spadkiem fosfatydow w albuminach wystepuje réwnoczesne
wzbogacanie si¢ w nie frakcji globulinowych.

Podobnych zmian w przypadku frakcjonowania siarczanem sodu
nie stwierdzono. Badania przeprowadzono bezposrednio po wysoleniu
po 24 godzinach i po 8 dniach; zawartos¢ fosfatydow w albuminach
i globulinach nie ulegata zmianie.

5. WYNIKI BADARN NAD ZAWARTOSCIA FOSFATYDOW WE FRAKCJACH BIALKOWYCH
SUROWICY

Wyniki badan nad zawartoscia fosfatydow w poszczegolnych frak-
cjach biatkowych surowicy otrzymywanych metoda Kibricka oraz me-
toda Pillemera przedstawia tablica 2.

Jak wynika z powyzszego zestawienia, zawartos¢ procentowa fosfa-
tydow w globulinach calkowitych jest nieco wyzsza niz' w albuminach,
niezaleznie od sposobu frakcjonowania biatka. Srednio globuliny otrzy-
mywane metoda wysalania zawierajq 3,1%, zas wytracane metanolem
3,5% fosfatydéow, podczas gdy albuminy 2,6% i 2,4% kolejno. Wsréd
biatek globulinowych otrzymywanych metoda wysalania najwyzszy
odsetek fosfatydéow wykazuja a-globuliny, $rednio 6,2%; znacznie niz-
szy odsetek fosfatydéw stwierdzono w p-globulinach, $rednio 2,2%,
a wiec zblizony do odsetka fosfolipidow w albuminach. Najmniejsza
procentowa zawarto$¢ znaleziono w Yy-globulinach, bo zaledwie 1,0%
$rednio.

Dyskusja

Jak wynika z przeprowadzonych doswiadczen, otrzymano zaréwno
we frakcjach wysalanych, jak i wytracanych metanolem, wartosci dla
fosfatydow albumin i y-globulin zgodnie z danymi Blixa-Tiseliusa-
-Svensona (1), ktérzy postugujac sie elektroforeza swobodng wykazali
w biatku albumin 2,25%, za§ w y-globulinach 1,0% fosfatydow. Niejas-
nym pozostaje natomiast zaobserwowane w naszych badaniach przesu-
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niecie przewagi fosfatydow z B- w strone a-globulin. Podczas gdy wy-
niki naszych badan wykazuja w f-globulinach zaledwie 2,2%, za$
w a-globulinach blisko trzykrotnie wiecej, bo 6,2% $rednio, to wymienie-
ni autorzy znajduja wyzszy odsetek w f-globulinach (10,0%), nizszy
w a-globulinach (7,3%). Przyjmujac, ze otrzymane uzyta przez nas
technika frakcje globulinowe sa identyczne z frakcjami elektroforetycz-
nymi Blixa i wsp., spostrzegane przez nas przemieszczenia mogltyby wy-
stepowac¢ pod wplywem uzytych do frakcjonowania stezonych roztwo-
row soli. Takie zjawiska asocjacji i dysocjacji zachodzace pod wply-
wem roztworow soli opisal w swej pracy Soerensen (15), twierdzac, ze
skltad kompleksu otrzymanego przy uzyciu odczynnika wytrgcajacego
nie moze poda¢ obrazu warunkow istniejacych w pierwotnym roztworze.
Trudnym do wytlumaczenia pozostaje jednak, dlaczego przy uzyciu dwu
zupelnie réznych odczynnikéw wytracajacych siarczanu sodu i meta-
nolu o odpowiednim pH otrzymane wyniki dla fosfatydéow albumin tak
matlo réznily sie miedzy soba i wynikami innych autoréw uzyskiwany-
mi we frakcjach elektroforetycznych.

Badania Cohna i wsp. (2, 3) postugujacych sie metoda etanolowa
przy rozdzielaniu bialek wskazuja na to, ze prawie catos¢ lipidow
znajduje sie we frakcjach zawierajacych «;- i p;-lipoproteiny. Lever
i wsp. (I1) prowadzac dalsze badania w izolowanych, zmodyfikowana
przez siebie metoda Cohna (z r. 1950), frakcjach podaja, ze w wyodreb-
nionej frakcji IV+V, zawierajacych e-lipoproteiny, znajduje sie wiek-
sza ilos¢ fosfatydow niz cholesterolu (stosunek mol. cholesterol:
Plipid = 0,81) w poréwnaniu z frakcjag I + III mieszczaca w sobie
p-lipoproteiny (stosunek mol. cholesterol: P lipid. = 2,31).

Do podobnych wynikéw dochodza Kunkel i Slatter (10) postugujac
sie elektroforeza bibulowaq; wykazali oni, ze wspéiczynnik cholesterol
fosfatydy wynosi 0,50 w a-globulinach, za$ p-globulinach 1,3 S$rednio.
Przy uzyciu ostatnio wymienionej techniki, tj. elektroforezy bibutowej,
Fasoli (7) stwierdza, ze w normalnych surowicach 60 — 759% absorbowa-
nego zabarwienia i catkowitego cholesterolu pojawia sie w smudze f;,
zas smuga «; zawiera prawie wszystkie inne skladniki lipidowe, jak to
wykazata absorpcja barwy i oznaczanie cholesterolu.

Porownanie warto$ci wykazanych dla fosfatydow w obecnej pracy
z wynikami otrzymanymi dla cholesterolu w 6 badanych surowicach
normalnych przy uzyciu tej samej techniki frakcjonowania biatek (Dzu-
tynska 6) wskazuje rowniez na wyzszy stosunek cholesterolu do fosfa-
tydow we frakcji f-globulinowej w odniesieniu do a-globulin. W B-glo-
bulinach wynosi on 2,4, podczas gdy w « — 0,7 $rednio.
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Rozbieznosci w wynikach otrzymywanych dla fosfatydéw spotykane
w pismiennictwie sa zrozumiatle, jesli sie wezmie pod uwage zastosowa-
nie przez autorow roznych sposobow rozdzielania biatek. Zastanawiaja-
ce sa jednak wyniki Delsala (4), ktory przeprowadzil w swej pracy po-
rownawcze badania w kierunku oznaczania zawartosci lipidow we
frakcjach otrzymywanych przy uzyciu réznych metod, miedzy innymi
metody Pillemera i Hutchinsona, uzytej réwniez i w naszej pracy. Autor
otrzymal dwukrotnie wieksza zawartos¢ fosfatydow w albuminach
w stosunku do fosfatydow globulin (w globulinach 2,9 mg % P, w albu-
minach 6,2 mg % P), podczas gdy znalezione przez mas wartosci w 13
surowicach na 14 badanych wykazywaly przewage, jakkolwiek nie-
znaczng, fosfatydéow zwiazanych z globulinami.

Dane przytoczone przez Delsala dotycza badan przeprowadzonych
na jednej tylko surowicy, zatem wartosci uzyskane dla fosfatydow mo-
ga by¢ zupelnie przypadkowe. Duza role moze tu odgrywa¢ wprowadze-
nie niezmiernie skomplikowanego sposobu postepowania, potaczonego
ze zbytecznym zupelnie rozpuszczaniem otrzymywanych biatkowych
osadow, po to, aby je nastepnie wytragca¢ wrzacym alkoholem, po czym
ekstrahowac¢ alkoholo-eterem. Nawet krotkie dzialanie goracego etanolu
musi spowodowac czesciowa utrate fosfolipidow, co moze by¢ przyczy-
na otrzymywania za niskich wynikéw dla fosfatydéow globulin i nie-
moznosci uzyskania wartosci fosfatydow catkowitych ze sumy fosfaty-
dow obu frakcji.

Zastosowany w naszej pracy prosty sposéb postepowania jest zupel-
nie wystarczajacy; ekstrakcja jest zupeilna, o czym swiadcza otrzymy-
wane przez nas wyniki: suma fosfatydow towarzyszgcym albuminom
i globulinom pokrywa sie catkowicie z caloscia fosfatydow surowicy,
w granicach btedu do$wiadczalnego. Poza tym, jak juz poprzednio wspo-
mniano, w delipidowanych biatkach nie stwierdzono nawet $ladow fo-
sfatydow przy powtérnej ekstrakcji.

Miedzy innymi, badal wspomniany autor rozmieszczenia fosfatydow
obok innych lipidow w albuminach i globulinach otrzymywanych z su-
rowicy droga polowicznego wysycenia siarczanem amonu, podobnie jak
MacHeboeuf (12) i Theorell (17). Niskie wartosci dla fosfatydéw globulin
w porownaniu z wysokimi w albuminach, jakie otrzymywali wymienie-
ni autorzy (Macheboeuf: slady P w globulinach, prawie calos¢ P w albu-
minach; Theorell: 0,57 g °/oo lecytyny w globulinach, 1,29 g %6 w albu-
minach), jak réwniez i Delsal (1,7 mg % P we frakcji globulinowej,
zas 4,6 w albuminowej), moga by¢ spowodowane przede wszyst-
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kim niejednorodnoscia otrzymywanych przez nich frakcji biatkowych.
Badania bowiem Svensona (16) przy pomocy elektroforezy swo-
bodnej wykazaly, ze stosujac metode frakcjonowania siarczanem amonu
w polowicznym nasyceniu otrzymuje sie roztwoér albumin bogaty w lipi-
dy, pochodzace z frakcji «;-lipoproteinowej, ktéra w znacznym odsetku
pozostaje w roztworze.

Odnosnie zjawisk wedrowki fosfatydow we frakcjach otrzymywa-
nych metodq Pillemera, to zmiany te moga pozostawa¢ w zwiazku z de-
naturacja biatka, ktéra zachodzi pod wplywem diluzej trwajacego od-
dzialywania metanolu. Wskutek zmian w strukturze sympleksu lipido-
bialkowego, spowodowanych tym procesem, moga ulec rozluznieniu
wigzania fosfatydow z biatkiem, a uwolnione fosfatydy wypadac¢ z roz-
tworu i dolacza¢ sie do osadu globulin. Mozliwe jest rowniez rozluznia-
jace oddzialywanie uzytego buforu na wigzanie lipidow z biatkiem. Po-
dobne zjawisko stwierdzit Maurer (13) oznaczajac fosfatydy we frak-
cjach biatkowych przy pomocy diuzej trwajacej elektroforezy bibuto-
wej, ttumaczac je wrazliwoscia wigzan wystepujacych w lipoproteinach
na dzialanie buforu.

Czy opracowana przez nas metoda bedzie moglta mie¢ zastosowanie
dla celow diagnostyki, to jest czy w stanach chorobowych wystapia
zmiany w rozmieszczeniu fosfatydow w otrzymywanych frakcjach, wy-
kaze druga czes¢ pracy, ktora jest w toku.

Streszczenie

Zbadano 14 surowic normalnych pod wzgledem zachowania sie fo-
sfolipidow w biatku catkowitym i frakcjach bialkowych, otrzymywa-
nych dwoma metodami: metanolowa Pillemera i Hutchinsona oraz wysa-
lania za pomoca siarczanu sodu Kibricka i Blonstein. Niezaleznie od uzy-
tego sposobu frakcjonowania stwierdzono, ze wiekszy odsetek fosfo-
lipidow zawieraja globuliny, mniejszy albuminy. Wsréd frakcji globu-
linowych, otrzymywanych droga wysalania, najwyzsza procentowa za-
wartos¢ fosfatydow wykazujq a-globuliny, znacznie nizsza p-, a najniz-
szq y-globuliny.

W miare stania z odczynnikiem metanolowym stwierdzono znaczne
ubywanie zawartosci fosfatydow zwigzanych z albuminami z réwno-
czesnym wzbogacaniem sie w fosfolipidy globulin. Podobnych zmian we
frakcjach wysalanych, przechowywanych w roztworze siarczanu sodu
nie wykazano.
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POCPATHU]IEl BEJKOBBIX ®PAKIMI CBIBOPOTKM, ITOJYYEHHBIE
110 METOJAM: BBICAJIMBAHUA U OCAZKIEHWUA METAHOJIOM

Pezome

Hccresosano 14 nopmarbHBIX CHIBOPOTOK € TOYKH 3penus (POCHOAHIHAOB
6eaka M 6eAKOBBIX (DpAaKUHMH TOAYYEHHBIX 110 METOAY OCaMJeHHSA METaHOAOM
Pillemera u Natchinsona a Tak:ke mo MeToJy BbICAAMBAHHS CEPHOKHCAbIM Ha-
1puem Kubricka u Blonsteina,

HesaBucumo or npumenensoro mMeroza (p)pakuHOHHPOBAHHs YCTAHOBAEHO, YTO
60AbIIMH NPOLEHT (POCPOAHIHAOB COAEPKAT TAOGYAHHDI, a MEHbUIHH AAbGYMHHDI.

Cpeau raobyrunosbix (pakuuit camoe 60AblIOE KOAHYECTBO (POCPATHAOB CO-
Aepaar 0-rAo6yAHHDBI, MeHbuiee f-rA0GyAHHBI H caMOe MeHbllee Y-FAOGYAHHDIL.

B npucycteun meranoroBoro peakTHBa 06Hapy:KeHO yMeHbIUEHHE KOAHYECTBA
(pochaTHAOB CBA3AHHDBIX C aAbOYMHHAMH K OZHOBPEMEHHDIH POCT (POCPATHAOB CBSA-
3aHHBIX ¢ rAob6yannamu. He obnapy:xeno moao6Hbix H3MeHeHHH B (PpaKUHAX MO-
AYYEHHDbIX NyTeM BbICAAHBAHHSA M XPAaHHUMbIX B MPHCYTCTBHH CEPHOKHCAOrO HATPH.
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PHOSPHATIDES IN SERUM — PROTEIN FRACTIONS, OBTAINED BY SALTING OUT
AND BY METHANOL PRECIPITATION

Summary

The content of phospholipides in the whole protein and in protein
fractions was estimated in the serum of 14 healthy persons; the fractio-
nation was performed by using the method of Pillemer — Hutchinson,
employing methanol precipitation, as well as by salting out with so-
dium sulphate as described by Kibrick — Blonstein. Regardless of the
procedure employed it was observed that-globulins always contained
a higher percentage of phospholipides than the albumin fraction.

Amongst the globulin fractions, obtained by salting out, the highest
percentage of phosphatides was found in the «-globulin fraction, a si-
gnificantly lower percentage in the f-globulins and the lowest content
in the y-globulin fraction.

Prolonged contact with the methanol reagent caused a decrease in
the content of albumin-bound phosphatides, with a corresponding si-
multaneous enrichment of the globulin fractions. This phenomenon was
not observed in serum fractions obtained by salting out and being in
prolonged contact with solutions of sodium sulphate.

Otrzymano 21.X1.1854.
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IGNACY REIFER I JERZY BUCHOWICZ

MIKROMETODA OZNACZANIA ALKALOIDOW TROPOWYCH
W MATERIALE ROSLINNYM

Zaktad Biochemii SGGW
Kierownik: Prof. dr I. Reifer

Roztwor p-dwumetylaminobenzaldehydu w stezonym kwasie siarko-
wym, znany pod nazwg odczynnika Wasickyego tworzy w odpowied-
nich warunkach z alkaloidami tropowymi polaczenia o bardzo intensyw-
nym zabarwieniu. Te barwne polaczenia zostaly w ostatnich latach wy-
korzystane do opracowania kolorymetrycznych semimikro- i mikrome-
tod oznaczania atropiny, hyoscyny i hyoscyaminy w materiale roslin-
nym i w preparatach farmaceutycznych.

Pierwsza iloSciowa metode oznaczania alkaloidow tropowych za po-
mocq p-dwumetylaminobenzaldehydu opracowat Van Os (6). Pewne
udoskonalenia i modyfikacje wprowadzili Gottlieb (1), Jentsch (2), a Ro-
meike (3), Pal Rozsa (4) i Wilczynska (5) dostosowali te¢ metode do mi-
krooznaczania alkaloidow tropowych w ilosciach od 50 ng wzwyz.

Metoda ilosciowego oznaczania alkaloidow tropowych z p-dwumety-
laminobenzaldehydem polega zasadniczo na barwnej reakcji kwasu
tropowego z odczynnikiem Wasickyego w stezonym kwasie siarkowym,
przy czym charakterystyczne zabarwienie wystepuje w S$rodowisku
bezwodnika kwasu octowego. Wymienione modyfikacje roznia sie mie-
dzy soba bardzo nieznacznie i w zasadzie sprowadzaja sie do malych
zmian w stezeniu kwasu siarkowego i do zmian w czasie wywotlania
barwnego kompleksu.

Wszyscy autorzy zgodnie stwierdzajq, Ze otrzymane barwne polacze-
nie jest bardzo wrazliwe na wszelkie, nawet najmniejsze zmiany w wa-
runkach przeprowadzenia analizy. Tak np. Jentsch (2) twierdzi, ze ste-
zenie kwasu siarkowego musi wynosi¢ dokladnie 88% i zmiana stezenia,
nie przekraczajaca 1%, powoduje zmiany w ekstynkcji dochodzace do
10%. Rowniez sam przebieg oznaczania jest nader ucigzliwy i delikatny.
Metoda Jentscha wymaga ogrzewania proby przez doktadnie 180 sekund
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188 I. REIFER I J. BUCHOWICZ 121

w lazni wodnej, chtodzenia w lodzie dokladnie przez 15 sekund i pozo-
stawienie proby na przeciag 1 godziny w temperaturze pokojowej.
W metodzie Wilczynskiej (5) wartos¢ absorpcji ulega podwyzszeniu
o 10%, jezeli préoba z odczynnikiem pozostawiona jest przed ogrzewa-
niem na 1'/» godziny w temperaturze pokojowej. Autorka stwierdzila
rowniez, ze dodatek soli zelazowych zwieksza trwalo$¢ i intensywnos¢
barwy, przy czym maksimum intensywnosci uzyskata przy uzyciu 0,05 ml
2% roztworu chlorku zelazowego na 1 ml odczynnika przy ogrzewaniu
przez 2 minuty.

Trudnosci metodyczne oznaczania alkaloidow tropowych za pomoca
barwnej reakcji z p-dwumetylaminobenzaldehydem sa tak duze, ze ko-
rzystanie z ustalonych dla pewnych $cistych warunkéw wspotczynni-
kow absorpcji czy tez krzywych wzorcowych nie jest wskazane. Po-
nadto ze wzgledu na duza wrazliwo$¢ reakcji na zmiany w warunkach
analizy konieczne jest przeprowadzenie rownolegltych oznaczen w pro-
bach wzorcowych o znanych ilosciach alkaloidow.

W toku wstepnych badan w naszym laboratorium stwierdziliSmy, ze
roztwor p-dwumetylaminobenzaldehydu w stezonym kwasie siarkowym
juz po krotkim czasie wyraznie ciemnieje, a po uplywie 24 godzin jest
juz nie do uzytku, poniewaz w warunkach analizy alkaloidow trcpowych
daje bardzo wysoka s$lepa odczynnikowa. W alkoholu natomiast od-
czynnik ten nie zmienia swej pierwotnie bladozoéltej barwy i przecho-
wany w ciemnej butelce moze by¢ uzywany przez okres co najmniej
2 tygodni. Nastepnie stwierdzono, ze bezwodnik kwasu octowego jest
niepotrzebny do wywolania barwnego zwiazku alkaloidow tropowych
z p-dwumetylaminobenzaldehydem. W obecnosci 60% kwasu siarkowe-
go lub bardziej stezonego powstaje fiotkowe zabarwienie, ktére w gra-
nicach od 1 do 80 pg alkaloidéw jest proporcjonalne do ilosci alkaloidow
w probie.

W niniejszej pracy opisano prosta i szybka mikrometode oznaczania
alkaloidow tropowych na zasadzie reakcji z p-dwumetylaminobenzalde-
hydem. Metoda zezwala na oznaczenie od 1 do 80 nug alkaloidow tropo-
wych i moze by¢ stosowana do oznaczen tych alkaloidow w prepara-
tach farmaceutycznych i w materiale roslinnym.

Cze$¢ doswiadczalna

Odczynniki. 1. p-Dwumetylaminobenzaldehyd. 1 g p-dwumetylamino-
benzaldehydu rozpuécié na zimno w 20 ml 95%- alkoholu etylowego.
Odczynnik powinien by¢ jasnozoity o t. top. 74°. Handlowy produkt
jest czesto zanieczyszczony, o ciemnej barwie z zielonym odcieniem.
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Szybko mozna go oczysci¢ w sposéb nastepujacy: rozpusci¢ na zimno
w malym nadmiarze okolo 2 N kwasu siarkowego i wytrzasa¢ kilkana-
$cie razy z chloroformem. Wiegkszo$¢ zanieczyszczen pozostaje w roz-
tworze wodnym i czesSciowo oczyszczony intensywnie zo6ity p-dwumety-
laminobenzaldehyd otrzymuje sie po odparowaniu chloroformu pod
zmniejszonym cisnieniem. 25 g tego preparatu rozpusci¢ w 200 ml alko-
holu, doda¢ 200 ml wody, odstawi¢ na 24 godz, po dodaniu 400 ml wody
odsaczy¢ i przemy¢ matq iloScia wody o temperaturze ponizej 10°C. Su-
szy¢ w eksykatorze, chronigc przed $wiatlem. Przechowywa¢ w naczy-
niu z ciemnego szkla.

II. Kwas siarkowy. Do 30 ml stezonego kwasu siarkowego
o c. wh 182—1,84 doda¢ 4 ml wody destylowanej i przechowywaé
w szczelnie zakorkowanej butelce.

III. Kwas siarkowy 60%. Do 400 ml wody destylowanej
wla¢ ostroznie 600 ml stezonego kwasu siarkowego.

IV. Atropina i hyoscyna. 200 mg atropiny wzglednie
hyoscyny albo odpowiednie ilosci soli alkaloidow rozpusci¢ w alkoholu
etylowym i w kolbce miarowej dopelni¢ alkoholem do 100 ml. Dowolne
rozcienczenie alkaloidow od 1 do 80 ug na 1 ml roztworu mozna sporza-
dzi¢ z roztworu macierzystego.

Metoda. 1 ml roztworu alkoholowego, zawierajacego od 1 do 80 ng
atropiny odparowuje si¢ na wrzgcej lazni wodnej w normalnych pro-
béwkach laboratoryjnych o przekroju 15 — 17 mm, $cietych do wyso-
kosci okoto 50 mm. Po odparowaniu dodaje sie z mikrobiurety 0,2 ml
odczynnika (I) i ponownie odparowuje ma lazni wodnej, przez 2 — 3
minuty. p-Dwumetylaminobenzaldehyd w probowce krystalizuje na
wolnym powietrzu po uptywie okolo 1 minuty i barwa jego jest stom-
kowozotta. Do zimnej probowki dodaje sie z mikrobiurety 0,2 ml kwa-
su siarkowego (II) i wstawia ponownie do wrzacej lazni wodnej na
5 minut, przy czym przed ogrzewaniem nalezy p-dwumetylaminoben-
zaldehyd zupelnie rozpusci¢ w dodanym kwasie siarkowym przez
wstawienie probowki na kilka sekund do lazni wodnej i splukanie
osadu ze $cianek naczynia, wstrzasajac probowka. Po ostudze-
niu probowek dodaje sie¢ 4,8 ml kwasu siarkowego (III), miesza i zawar-
tos¢ przenosi sie do kolorymetrycznej prob6wki. Miesza¢ malezy przez
2 — 3-krotne przelanie ptynu z probowki do prob6wki. Przepuszczalnosé
swiatla przez zabarwiony roztwoér mierzy sie w fotokolorymetrze Leitza,
stosujac niebieski filtr C. Zawartos¢ alkaloidu w badanej prébie odczy-
tuje si¢ wobec identycznie przygotowanej $lepej odczynnikowej nasta-
wionej na 100% przepuszczalno$ci. Otrzymany barwnik jest trwaly
w temperaturze pokojowej na okres co najmniej 3 godzin.
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W granicach od 8 do 80 ng atropiny lub hyoscyny otrzymuje sig
w wyzej opisanych warunkach w aparacie Leitza, filtr C, wykres zgod-
nie z prawem Beera-Lamberta. W granicach ponizej 8 pg odczyty leza
na krzywej i dla kazdego kolorymetru nalezy sporzadzi¢ krzywa wzor-
cowa z oznaczen na kilku poziomach atropiny w granicach od 1 do

80 ng.

g

09 Jof) —=
g

g8 8§83

0 20 30 40 5 60 0 8 @0
Hg alroping lub hoscyny —e

Rys. 1. Krzywa standardowa atropi-
ny oznaczonej kolorymetrem Leitza

W tablicy 1 podane sa wyniki analiz
czystej atropiny ($rednia z 5 oznaczen),
wykonanych nowa metoda.

Jak vofynika z tablicy 1, btad metody
w granicach od 1 do 8 ng alkaloidu nie
przekracza = 5%, a w granicach od 8
do 80 ng nie przekracza == 3%.

W tablicy 2 podane sa wyniki ana-

" liz czystej hyoscyny (Srednia z 5 ozna-

czen) wykonane nowa metoda. Ilosci
wykrytej hyoscyny odczytano z krzy-
wej wzorcowej dla atropiny. Jak wyni-
ka z tablicy 2, krzywa wzorcowa dla
hyoscyny jest identyczna z krzywa dla
atropiny.

W tablicy 3 podane sg wyniki, ktore
wykazujq, ze wytworzony barwnik jest
trwaly w temperaturze pokojowej co

filtr C,
Tabilica
Oznaczenie atropiny nowa metoda
Usyto atro- | Wykryto | Wykryto
piny wug | wug w %
80,0 80,0 100,0
70,0 68,0 97,2
50,0 50,5 101,0
35,0 34,4 98,2
25,0 25.0 100,0
20,0 19,6 98,2
12,5 12,5 100,0
8,0 8,2 103,0
4,0 4,2 105,0
2,0 2,0 100,0
1,0 1,05 105,0
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najmniej przez okres 3 godzin. Wprawdzie préba $lepa i pelna po pew-
nym czasie nieznacznie dodatkowo sie zabarwiajq, ale réznica w prze-
puszczalnosci miedzy proba pelng i slepa nie ulega zmianie.

Tablica 2 Tablica 3
Wplyw czasu na trwalo$¢ barwy alkaloidu
Oznaczenie hyoscyny nowa metoda z odczynnikiem. (Atropina = 12,5 ug)
Uzyto Wykryto | Czas Odcéyll):/(slepa 'Odc'zyt ‘
I Wykryto W na 100% prze- | proby §lepej
hyoscyny | log I,/I | hyoscyny w 9 minutach | puszczalnosci)
woug Wiue i 0 83 2
70 0357 | T2 | 1017 | 10 83 2
40 0200 | 381 | 952 20 83 2
30 0,156 29,1 | 97,1 30 82,5 2
15 0,091 15,0 100,0 60 83,0 3,5
0,039 4,76 95,1 | 120 82,5 3,5
3 0,026 2,90 96,6 ] 180 82,5 4,0

Zastosowanie metody do oznaczania alkaloidow tropowych
w materiale ro$linnym

Ze wzgledu na Kkoniecznos$¢ oczyszczenia materialow roslinnych
przed kolorymetrycznym oznaczaniem alkaloidow tropowych, nalezalo
przede wszystkim stwierdzi¢, czy mikroilosci atropiny i hyoscyny moz-
na ilosciowo ekstrahowaé z roztworow wodnych do chloroformu. W tym
celu pobrano 2 ml roztworu wodnego zawierajacego 800 png atropiny,
zalkalizowano wodorotlenkiem sodowym i ekstrahowano atropine chlo-
roformem 4 razy 5 ml porcjami rozpuszczalnika. Chloroform oddestylo-
wano w lazni wodnej, a pozostalos¢ w kolbce zakwaszono rozcienczo-
nym kwasem siarkowym. Zalkalizowano jak poprzednio i ekstrahowano
do chloroformu jak wyzej. Wyciag uzupelniono chloroformem w kolb-
ce miarowej do 25 ml i 1 ml roztworu chloroformowego, zawierajacego
32 pg atropiny, pobrano do analizy. Dla poréwnania pobrano 2 ml roz-
tworu wodnego atropiny z plynu standardowego, odparowano wode
i rozpuszczono w 25 ml chloroformu. W podobny sposéb przygotowano
i ekstrahowano roztwoér wodny hyoscyny zawierajacy 700 ug hyoscyny
w 25 ml chloroformu. Wreszcie ekstrahowano mieszanine obu alkaloidéw
zawierajacq 312 ng atropiny i 138 pug hyoscyny. Wyniki analiz oméwio-
nych ekstrakcji alkaloidow tropowych ujete sa w tablicy 4.

Jak wynika z tablicy 4, atropine i hyoscyne mozna w mikroilosciach
ekstrahowa¢ do chloroformu bez strat. Analizy préb ekstrahowanych
i kontrolnych sa zgodne.
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Tablica 4

Podwojna ekstrakcja atropiny i hyoscyny
do chloroformu

Pob s

Alk. tropowy| © °°TaP0 | przygoto- | VY Y

WECE wania W ug
atropina 32,0 ekstrakcja 31,5
atropina 32,0 kontrola 31,5
hyoscyna 28,0 ekstrakcja 28,3
hyoscyna 28,0 kontrola 27,8
hyoscyna
atropina 18,0 ekstrakcja 18,0

Nastepnie przystapiono do ekstrakcji alkaloidow tropowych z mate-
riatu roslinnego. Alkoholowy wyciag lisci bielunia (Datura stramonium)
odparowano na wrzacej lazni wodnej, zakwaszono rozcieiiczonym kwa-
sem siarkowym i saczono do rozdzielacza. Po przemyciu saczka woda
destylowana, zalkalizowano roztwor wodorotlenkiem sodowym i ekstra-
howano alkaloidy do chloroformu. Nastepnie odparowano chloroform,

Tablica §
Ekstrakcja alkaloidow tropowych z materialu roslinnego
. dodano alk.| wykryto " i
Nr | Material | tropowych | w 1 ml wykryloéy..g po:)v rémo
W pg ug w catosci y
Bielun
1 liscie — 32,0 800,0 =
milode
Bielun
2 liscie naj- _ 59,0 1475,0 —_
miodsze
3* 1 1012 14,2 1775,0 1812,0
4% 2 1012 20,0 2500,0 24817,0

* Ze wzgledu na duze stezenie alkaloidow préby nr 3 i 4 rozelenczono przed analiza
pieciokrotnie.
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pozostatos¢ kolbki rozpuszczono w rozcienczonym kwasie siarkowym,
saczono ponownie i zalkalizowany roztwor wodny ekstrahowano do
25 ml chloroformu. Do kolbki miarowej zawierajacej alkaloidy w chloro-
formie dodano okoto 1 g bezwodnego weglanu sodowego i po energicz-
nym wytrzgsaniu 1 ml klarownego roztworu pobierano do analizy. Dla
kontroli ekstrakcji wykonano réwniez analizy na wyciaggach roslinnych
z dodanymi czystymi mieszaninami atropiny i hyoscyny.

Jak wynika z tablicy 5 ekstrakcja czystych alkaloidow dodanych
do wyciggow alkoholowych lisci bielunia jest iloSciowa.

Ekstrakcja alkaloidéw tropowych z materialu roslinnego

10 g drobno pocietego materiatu roslinnego lub odpowiednio mniej
suszonego materiatu zalewa si¢ okolé 50 ml alkoholu etylowego i ho-
mogenizuje w aparacie marki Cyklon lub Waring-Blendor 6 razy przez
30 sekund. Homogenizat przenosi sie do kolbki Erlenmeyera o pojem-
nosci 200 ml i po doktadnym przemyciu homogenizatora okoto 40 ml
alkoholu ogrzewa sie potaczone roztwory na tazni wodnej przez 15 mi-
nut. W celu uniknigcia zbytniego parowania alkoholu zamyka sie kolbke
korkiem zaopatrzonym w rurke szklang o dlugosci okoto 30 cm. Zimny
roztwor alkoholowy przenosi sie do 100 ml kolbki miarowej, po uprzed-
nim przesgczeniu przez saczek z waty i uzupelnia alkoholem do znaku.
W zaleznosci od ilosci alkaloidow tropowych w prébie, odpipetowuje
sie 1 do 10 ml roztworu alkoholowego do zlewki o pojemnosci 100 ml
i odparowuje alkohol na tazni wodnej. Do pozostatosci w zlewce doda-
je sie 1 ml okoto 0,1 N kwasu siarkowego i okoto 10 ml wody destylo-
wanej. Zawartos¢ zlewki podgrzewa sie do wrzenia i po ochlodzeniu
saczy do rozdzielacza o pojemnosci 50 ml. Po 3-krotnym przemyciu
saczka malymi ilosciami wody destylowanej, alkalizuje sie roztwor
w rozdzielaczu okolo 5 ml 0,1 N wodorotlenku sodowego i wytrzasa
4 razy po § ml chloroformu. Chloroform zawierajacy alkaloidy zbiera
sie w kolbce i oddestylowuje na tazni wodnej. Pozostalo§¢ na dnie
kolbki rozpuszcza sie w 10 ml okoto 0,1 N kwasu siarkowego i saczy do
rozdzielacza jak wyzej. Po przemyciu saczka woda destylowang, alkali-
zuje sie kwasny roztwor 2 ml okoto 2 N wodorotlenku sodowego i wy-
trzasa chloroformem jak wyzej. Chloroform zawierajacy alkaloid zbiera
sie w 25 ml kolbce miarowej i uzupelnia chloroformem do znaku. W ce-
lu otrzymania klarownych roztworéw dosypuje sie do kolbki okolo 1 g
bezwodnego weglanu sodowego i wytrzasa energicznie. Do oznaczenia
pobiera sie 1 ml roztworu i po odparowaniu chloroformu przez 3 — 5 mi-
nut na tazni wodnej postepuje sie jak podano przy analizie czystych roz-

6 Acta Biochimica Polonica
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tworow atropiny. W tablicy 6 umieszczone sa wyniki analiz pokrzyku
(Atropa belladonna) i bielunia (Datura stramonium).

Tablica 6

Zawarto$¢ alkaloidow tropowych
w bieluniu i w pokrzyku

Materiat wykryto % alkaloidow
©g W prébce
Bielun, liscie 59.0 0,295
najmlodsze i ¥
Bielun, liscie
p 32,0 0,160
mlode o
Bieh.m, liscie . 16,0 0,080
dojrzale
Bielun, pgki 26,0 0,130
Bielun, lodygi 10,25 0,051
Bielun, korzenie 3,0 0,015
Bu.elun, licie 4,0 0,10
dojrzate suszone
Pokrzyk, liScie 5.0 0.125
dojrzale suszone ) 1
Dyskusja

Nowoopracowana mikrometoda umozliwia iloSciowe oznaczanie
alkaloidow tropowych w granicach od 1 do 80 pg. Bardzo matle ilosci
alkaloidow potrzebnych do analizy pozwalaja na zmniejszenie ilosci
materiatu potrzebnego do badania. W zasadzie w lisciach bielunia i po-
krzyku o zawartosci np. 0,1% alkaloidow prébka nie przekraczajaca
100 mg $wiezego materialu w zupelnosci wystarczy do przeprowadzenia
25 analiz. Jednak ze wzgledu na konieczno$¢ pobierania przecietnej pro-
by, proponuje sie korzysta¢ z nawazek 10 g. Poza tym wykonanie
ekstrakcji jest znacznie ulatwione, poniewaz przy uzyciu rozcienczo-
nych alkoholowych roztworéw alkaloidow rozdziat fazy wodnej i chlo-
roformowej jest bardzo szybki i ostry.

W nowoopracowanej metodzie p-dwumetylaminobenzaldehyd roz-
puszczony jest w alkoholu, zamiast w kwasie siarkowym, co umozliwia
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przechowanie odczynnika przez dluzszy okres czasu i obniza slepa od-
czynnikowa do minimum. Bezwodnik kwasu octowego zastgpiono 609
kwasem siarkowym, ktory jest odczynnikiem duzo tanszym i nie przy-
krym w uzyciu. Metoda zezwala na korzystanie z krzywych wzorcowych,
poniewaz wyeliminowano wrazliwo$¢ reakcji na drobne zmiany w wa-
runkach jej przeprowadzenia.

W celu otrzymania dokladnych i powtarzalnych wynikéw, nalezy
skrupulatnie przestrzega¢ zachowanie nastepujacych warunkéw pracy:

1. Chloroform musi by¢ calkowicie odparowany, bowiem najmniej-
sze slady chloroformu reaguja z kwasem siarkowym i sa powodem nad-
miernie wysokich Slepych odczynnikowych. Probowki zawierajace wy-
ciag chloroformowy nalezy przeto ogrzewa¢ na wrzgcej tazni wodnej
co najmniej przez 3 minuty.

2. Slady acetonu lub eteru naftowego w powietrzu powoduja row-
niez wysokie $lepe i dlatego nie mozna wykonywaé oznaczen alkaloi-
dow tropowych podang metoda w pomieszczeniach, w ktérych uzywa
sie acetonu lub eteru naftowego.

3. p-Dwumetylaminobenzaldehyd nie moze zawiera¢ zadnych zanie-
czyszczen, a 5% roztwor odczynnika w alkoholu powinien mie¢ blado-
z0tte zabarwienie.

4. Najbardziej istotnym czynnikiem dokladnego oznaczania alka-
loidow jest czysty kwas siarkowy (odczynnik II). Musi on by¢ absolutnie
bezbarwny, a w probie $lepej z p-dwumetylaminobenzaldehydem nie
moze dawac¢ zabarwienia, ktéore w kolorymetrze wykazuje ponad 2%
absorpcji swiatla. Jezeli kwas siarkowy nie odpowiada tym wymaga-
niom, nalezy go przedestylowaé¢. Do oznaczen alkaloidow tropowych
kwasu siarkowego nie mozna pobiera¢ z butelki, poniewaz przez ciagte
otwieranie naczynia stezony kwas siarkowy zanieczyszcza sie bardzo
szybko i pochlania z powietrza lotne rozpuszczalniki organiczne, ktore
uniemozliwiaja wykonanie oznaczenia. Z tego powodu nalezy kwas
siarkowy pobiera¢ z mikrobiurety np. o pojemnosci 5 ml, przy czym oba
goérne otwory biurety i zbiornika muszq by¢ zamkniete matymi pluczka-
mi zawierajgcymi kilka kropel stezonego kwasu siarkowego. Krany biu-
rety nie mogq by¢ wazelinowane. Zwilzenie kranéow stezonym kwasem
siarkowym umozliwia tatwa nimi manipulacje.

5. Probowki, w ktorych przeprowadza sie analize musza by¢ abso-
lutnie czyste. Jezeli probéwka byla zanieczyszczona, wowczas wykry-
stalizowany p-dwumetylaminobenzaldehyd po odparowaniu alkoholu po-
siada brunatny odcien, a nie, jak winno by¢, jasnozotty. W tym wypad-
ku nalezy oznaczenie powtérzyc.

http://rcin.org.pl



196 I. REIFER I J. BUCHOWICZ [10]

Przez wyeliminowanie wrazliwosci reakcji na zmiany w warunkach
pracy czas ogrzewania alkaloidow z odczynnikiem nie jest krytyczny
i mozna ogrzewanie przedtuzy¢ np. do 10 minut bez zmiany w przepusz-
czalnosci kolorymetrycznego roztworu. Ogrzewane przez 5 minut proby
wykazuja czysta, piekna fiotkowa barwe, podczas gdy dluzsze ogrzewa-
nie powoduje wytworzenie brunatnych odcieni. Koncentracja kwasu
siarkowego (odczynnik III) rowniez nie jest krytyczna, mozna uzywac
60% i bardziej stezony kwas. Wytworzony barwnik jest trwaly na okres
3 godzin, a $lepa odczynnikowa przy zachowaniu opisanych warunkow
jest minimalna.

Wiekszos¢ lotnych organicznych rozpuszczalnikéw reaguje z gora-
cym kwasem siarkowym. W celu uzyskania bezbarwnych slepych od-
czynnikowych nalezy przeto wystrzega¢ sie obecnosci eteru naftowego,
acetonu, eteru etylowego itp. w atmosferze pracowni.

Opisana metoda zezwala na szybkie oznaczenie alkaloidéw tropo-
wych w materiale roslinnym i czas trwania analizy w oczyszczonych
ekstraktach roslinnych nie przekracza 20 minut. Pelne oznaczenie lacz-
nie z homogenizowaniem i ekstrakcja moze by¢ wykonane w ciggu
45 minut, Metoda zezwala na oznaczenie od 1 do 80 nug alkaloidow tropo-
wych w granicach btedu +59%.

Streszczenie

1. Opisano kolorymetryczna metode mikrooznaczania alkaloidow
tropowych w materiale roslinnym.

2. Metoda polega na reakcji p-dwumetylaminobenzaldehydu, ktory
z alkaloidami tropowymi tworzy barwnik o intensywnym odcieniu umoz-
liwiajacy kolorymetryczne oznaczenie alkaloidow w ilosciach od 1 do
80 nug. g

3. Bezwodnik kwasu octowego zastapiono 60% kwasem siarkowym
i p-dwumetylaminobenzaldehyd rozpuszczono w alkoholu zamiast
w kwasie siarkowym. Opracowane warunki oznaczenia umozliwiajg
korzystanie z krzywych wzorcowych i wrazliwos¢ reakcji na drobne
zmiany w stezeniu odczynnikéw zostala wyeliminowana.

4. Wedlug opisanej metody mozna oznaczy¢ alkaloidy tropowe
w materiale roslinnym lacznie z przygotowaniem materiatu i ekstrakcja
w czasie nie przekraczajacym 45 minut.

5. Ze wzgledu na szybko$¢ oznaczania i minimalna ilo$¢ potrzebnych
rozpuszczalnikow i odczynnikow opisana metoda nadaje sie do maso-
wego oznaczania alkaloidow tropowych w materiale roslinnym i w pre-
paratach farmaceutycznych.
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MMUKPOMETOJ] OIIPEIEJIEHVMA TPOIIMYHBIX AJIKAJOUIOB
B PACTUTEJIBHOM MATEPUAJIE

Pesome

1. Onucan karopuMeTpHUECKHIT MHKPOMETO ONpPEJEACHHsI aAKAAOHAOB B pa-
CTHTEABHOM MaTepHane.

2. Meroa ocHoBan Ha peakuuu p-AHMeTHAaMHHOGeH3aAbAernza obpasyioie-
ro ¢ TPOIHYHbIMH AAKAAOHAAMH HHTEHCHBHO OKPAUIEHHbIH KPACHTEAD, CIIOCOBCTBY-
IOUHH KaAOPHMETPHYECKOMY ONPEAEACHHIO aAKaAOHA0B B uHTepBare or 1 a0
80 wr.

3. VYxkcycubiii anruapug 6pia 3amenen 60%0 cepuoii KHCAOTOM M AAA pacTBO-
PEHHs p-AMMETHAAMHHOGEH3aAbJernza ObIA NPUMEHEH CHUPT BMECTO CepHOM
KKCAOTBI.

ITH yCAOBHSA TO3BOASIOT NMPHMEHATb KOHTPOAbHDbIE KPHBbIE H MCKAIOYAIOT 3a-
BHCHMOCTb XOJa pPeAKUHH OT HE3HAYHTEAbHDIX M3MEHEHHMH KOHIEHTPAUHK
PEaKTHBOB.

4. ITo sTomy Meroay MOMHO OMPeAEAHTb AAKAAOHABI B PACTHTEABHOM Ma-
TepHaAe, TIPHTOTOBHTb MaTepHAA H IPOH3BECTH 9KCTPArHPOBAHHE B TCUECHHH Bpe-
MeHH He npepblimaioutem 45 MunyT.

5. B cBasnu ¢ 6picTpoToii onpesereHns H MHHHMAABHBIM KOAHYECTBOM HeOBX0-
AHMDIX PACTBOPHTEAEH H PEAKTHBOB TOT METOA NPHrOAEH AAsS MACCOBOIO OMpe-

JAEAeHHsI AAKAAOHJAOB B PACTHTEADHOM MaTepHaAe H (papMaleBTHYECKHX TMpena-
paTax.

A MICROMETHOD FOR THE DETERMINATION OF TROPINE ALKALOIDS
IN PLANT MATERIAL

Summary

1. A new colorimetric method for the microdetermination of tropine
alkaloids is described.

2. The method depends upon the reaction of tropine alkaloids with
p-dimethylaminobenzaldehyde. The colour produced permits the de-
termination of tropine alkaloids in amounts from 1 to 80 ug.

3. Anhydrous acetic acid has been replaced by 60% sulphuric acid
and the p-dimethylaminobenzaldehyde reagent was dissolved in alcohol
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instead of sulphuric acid. Working conditions have been elaborated
which permit the use of standard curves, and the susceptibility of the
reaction to minor changes in concentration of the reagents has been
eliminated.

4. According to the described method it is possible to determine tro-
pine alkaloids in plant material, including the preparation and extraction
of the tissue, in a period not exceeding 45 minutes.

5. Owing to the speed of the estimation and the small amounts of
necessary solvents and reagents, the described method can be employed
for mass determinations of tropine alkaloids in plant material as well
as in pharmaceutical preparations.

Otrzymano 11.1.1955.
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PRZEMYSLAW SZAFRANSKI I LUDMIEA SZARKOWSKA
INFILTROWANIE DROBNOUSTROJOW

Z Zakiadu Biochemii Polskiej Akademii Nauk w Warszawie
Kierownik: Prof. dr Jézef Heller

W badaniach metabolicznych na nieuszkodzonym materiale biolo-
gicznym nalezy zawsze bra¢ pod uwage wybiércza przepuszczalnos¢ ko-
morek w stosunku do badanego zwigzku., Nieprzepuszczalnos¢ otoczki
jest czesto powaznym utrudnieniem przy tego rodzaju doswiadczeniach.

Dotychczasowe prace nad wprowadzeniem roéznych substancji do
komorki szty w kierunku zwigkszenia jej przepuszczalnosci. Badania ta-
kie wykonano na drobnoustrojach, jak Brucella abortus, gdzie starano
sie to osiaggna¢ za pomoca zmian pH, stezenia substratéw, zamrazania
i suszenia (Gerhardt, Mac Gregar, Marr, Olsen i Wilson (1)), na kilku
szczepach z rodzaju Mycobacterium, uzywajac detergentow (Model (6) ),
oraz na drozdzach, stosujac zamrazanie i odmrazanie badanego mate-
riatu (Krebs, Gurin i Egglegston (3) ). Bardziej drastyczne metody, maja
ce na celu przelamanie bariery, jaka stanowi otoczka, prowadza do de-
zintegracji komorek.

W poszukiwaniu skutecznej i niedrastycznej metody wprowadzania
do komorki substratéw natkneliSmy sie na referat A. Oparina (7)
o pracach badaczy radzieckich stosujacych prézniowa infiltracje roslin.
Naprowadzily nas one na pomysl zastosowania zmiennego ci$nienia do
naszych celéow. W przypadku drobnoustrojéw nalezato jednak przezwy-
ciezy¢ zasadnicza przeszkode, bowiem metoda infiltracji materialu ro-
slinnego opiera sie na istnieniu przestrzeni gazowych w roslinie. Ko-
morki drobnoustrojow przestrzeni takich nie posiadaja. Zasada opraco-
wanej przez nas metody polega na wytworzeniu sztucznych przestrzeni
gazowych w komoérkach drobnoustrojow. Metoda nasza pozwala wpro-
wadza¢ do wypetnionych pltynem komorek zwigzki, ktére normalnie
nie wnikajg do nich. Moze by¢ ona wykorzystana zar6wno do wprowa-
dzania, jak i usuwania substancji z komoérek bez znaczniejszego ich
uszkodzenia.
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Cze$¢ doswiadczalna

Badania wykonano na hodowli Mycobacterium phlei, wyhodowanej
na ptynnej pozywce DGK (Sym (9)). Okolo dziesieciodniowy kozuch
odsaczano od plynnego podloza przez saczek z bibuly. Wilgotne drobno-
ustroje poddawano przez pot godziny dzialaniu dwutlenku wegla pod
cis$nieniem 50 atmosfer w temperaturze pokojowej. Dwutlenek wegla
jest dobrze rozpuszczalny w wodzie i w tych warunkach rozpuszcza sie
w plynie komorkowym. Nastepnie obnizano stopniowo w ciggu 1,5 minu-
ty ci$nienie do atmosferycznego. Przy rozprezaniu rozpuszczony w ply-
nie komérkowym gaz wydostaje sie z komorki, wyciskajac czes¢ jej
zawartosci. Drobnoustroje, zawierajace przestrzenie gazowe, zawieszano
w roztworze substancji, ktora chcieliSmy wprowadzi¢ do wnetrza ko-
morek. Tak przygotowana zawiesing poddawano powtdrnie ci$nieniu
50 atmosfer, uzyskanemu za pomoca sprezonego azotu. Po uptywie pot
godziny cisnienie obnizano do atmosferycznego. Uzyty w tym wypadku
zle rozpuszczalny w wodzie azot umozliwia wprowadzenie pod cisnie-
niem do komorki roztworu badanej substancji. ‘Gaz dobrze rozpuszczal-
ny spowodowalby przy rozprezaniu usuniecie wprowadzonego do ko-
morki plynu. _

Opisany wyzej proces zastosowano do modelu w postaci woreczka
celofanowego, z ktérego usuwano i ponownie wprowadzano roztwor
skrobi. Woreczek celofanowy wypelniony catkowicie roztworem skro-
bi poddawano dzialaniu dwutlenku wegla pod cisnieniem 50 atmosfer.
Przy rozprezaniu dwutlenek wegla wyciskal catkowicie roztwor skrobi
z wnetrza woreczka. Wypelniony gazem woreczek zanurzano w roz-
tworze skrobi i poddawano ci$nieniu azotu. W tych warunkach czes¢
roztworu skrobi zostala wprowadzona do wnetrza woreczka. Manipula-
cje te nie uszkodzitly woreczka; odksztalcenia, jakie zachodzily w czasie
infiltrowania, byly odwracalne, poniewaz po zakonczeniu infiltracji
skrobia nie przechodzita przez woreczek. W przypadku gdy rozprezanie
bylo prowadzone bardzo gwattownie (okolo 15 sekund) woreczek ulegat
rozerwaniu.

Infiltrowanie przeprowadzano w specjalnie skonstruowanej bombie
stalowej, poniklowanej, ktéra umozliwia prace w jalowych warunkach.
Bomba sklada sie z przestrzeni wlasciwej ,,A" o objetosci okoto 150 ml,
w ktorej umieszcza sie drobnoustroje. Zaopatrzona jest w dwa filtry
Seitza ,B" i ,,C". Filtr gérny ,B" shuzy do jalowego wprowadzania ga-
z6w i odpowiednich roztworéow, filtr dolny ,C" do przeptukiwania
drobnoustrojow oraz usuwania plynéw z wnetrza bomby. Dokladny
schemat bomby podaje rysunek 1.
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Nalezalo zbada¢, czy wspomniane wyzej zabiegi nie uszkadzaja ko-
morek. W zwigzku z tym przeprowadzono badania zywotnosci drobno-
ustrojow, poddanych tej procedurze. Wykonano cztery serie doswiad-
czen, oznaczajac ilosci zywych bakterii metoda plytkowa. W tym celu
czes¢ kozucha Mycobacterium phlei z okoto dziesieciodniowej hodowli
na plynnej pozywce rozbijano peretkami szklanymi i sporzadzano wod-
na zawiesine. Gestos¢ optyczng tej zawiesiny oznaczano turbidymetrycz-
nie w fotokolorymetrze Bonet-Maury przyj-
mujac jako punkt wyjscia zawiesine dajaca
80 absorpcje. Z zawiesiny przyrzadzono
trzy rozcienczenia 1 : 6%, 1 : 107i 1 : 108, Po-
siewy wykonywano na agarowym podiozu
»Difco”. Wyniki zebrano w tablicy 1.

Roéznice w zywotnosci, jakie wystagpilty
miedzy drobnoustrojami traktowanymi dwu-

tlenkiem wegla i azotem, a bakteriami nie-
traktowanymi byly statystycznie nieistotne.
Poza tym wykonano zdjecia elektronowe
bakterii przed i po dziataniu dwutlenku we-
gla (rys. 11 2).

Na rys. 2 nie wida¢ grubszych uszkodzen
komorek, a tylko zmiane ich ksztaltu. Aby
przekonac sie, ze omawiana metoda pozwa-
la wprowadza¢ substancje nawet niedyfun-
dujace w normalnych warunkach do komor-
ki zastosowano odpowiednie barwniki, uzy-
wane nieraz jako jedno z kryteriéw do okre-  Rys. 1. Bomba do infiltracji.
slania przepuszczalnosci otoczki. Wybrano
te barwniki, ktére normalnie nie barwily komérek Mycobacterium phlei.
Zawieszano zywe oraz martwe komorki w 0,5% i 2,5% roztworach bada-
nych barwnikéw na okres 24 godzin i nastepnie stwierdzano ich barwe
pod mikroskopem. Jako martwe drobnoustroje uzyto te, ktére w proce-
sie liofilizacji stracily swoja zywotno$¢. Odpowiednimi barwnikami
okazaly sie indygo, zielen jodowa oraz zielen mocna. Wyniki zebrano
w tablicy 2.

Dane z kolumny 3 wskazuja, ze uzyte barwniki nie barwia w normal-
nych warunkach zywych komérek Mycobacterium phlei. Jedynie w przy-
padku zieleni jodowej zaobserwowano jasnozielong barwe bakterii.
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Rys. 2. Elektronowe zdjecie komérek Mycobac-
terium phlei z 10-dniowej hodowli na syntetycz-
nej pozywce DGK, Powiekszenie 6250X.

Rys, 3. Elektronowe zdjecie komoérek Mycobac-
terium phlei traktowanych COg2. Na zdjeciu nie
widaé uszkodzen komorek, widoczna jest mato-
miast zmiana ich ksztaltu, powstala pod wplywem
rozprezenia CO2. Preparat utrwalony kwasem
osmowym. Powigkszenie 8500X.
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Tablica 1

Zywotno$é Mycobacterium phlei traktowanych CO2 i N2. Pozywka agarowa ,Difco”.
Czas hodowli 7 dni. Rozcieniczenie 1:108

Iloé¢ kolonii
AL L dziataniu
serii | plytki kontrola p(()ZO, i N,
1 160 163
2 170 140
I 3 196 151
4 158 126
5 134 155
1 92 107
2 89 125
II 3 90 105
4 81 103
5 112 108
1 96 121
2 103 114
III 3 89 67
4 90 144
=8 101 128
1 105 104
2 110 94
IV 3 99 120
4 82 108
5 86 98

Martwe komorki, ktére z reguty posiadaja zwiekszong przepuszczalnos$é
(Werkman i Wilson (11) ), przy uzyciu zieleni jodowej i indyga wyraz-
nie zabarwily sig, nie barwily si¢ natomiast zielenia mocna. Wyniki
umieszczone w rubryce 6 odnosza sie do drobnoustrojéw poddanych
infiltrowaniu. Wskazuja one, ze udalo sie wprowadzi¢ do wnetrza ko-
morek barwniki, ktére w warunkach normalnych nie dyfunduja do nich.
W 0,5% roztworze zieleni mocnej bakterie przy zastosowaniu infiltrowa-
nia nie zabarwily sie. Udalo sie jednak zabarwi¢ je przy uzyciu 2,5%
roztworu. W rubryce 5 przedstawione sa wyniki préb kontrolnych. Po-
legaly one na tym, ze drobnoustroje w roztworach barwnikéw wysyco-
nych uprzednio dwutlenkiem wegla pod ci$nieniem 50 atmosfer podda-
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Tablica 2
Mikroskopowe badania dotyczace barwienia komoérek Mycobacterium phler
Okres normalnego barwienia drobnoustrojow — 24 godziny. Okres infiltrowania
0,5 godziny
A Barwa komorek trakto- |
Nr Stez. Barwa komorek S oh |
dos- Uzyty w : |
iad barwnik [ o : .
wiad. ] /o zywych martwych N, CO, i N,
| | ; . |
| 1 i Indygo 2,5 | bezbarwne | X¢™MN0" | pesbarwne | €1€MNOT f
| niebieskie niebieskie |
- = e B A PR R et
' ciemno- ciemno- f
Indygo 0,5 | bezbarwne bezbarwne |
’ e | niebieskie | niebieskie |
_— i 2; = I a 3 I
3 Zielen mocna 2,5 | bezbarwne | bezbarwne | bezbarwne | Jasno
’ zxelone i
4 Zielen mocna 0,5 | bezbarwne | berbarwne | bezbarwne | bezbarwne ’
== 0 e
5 Zieleh jodowa 0.5 jasno- ciemno- jasno- ciemno-
’ zielone zielone zielone zielone
Ne 1 1% 3 4 5 ‘
rubr. . | ;

wano od razu ci$nieniu azotu. Otrzymano rezultaty identyczne z uzyska-
nymi przy-normalnym barwieniu zywych komorek, to jest brak zabar-
wienia (rubryka 3). Dowodzi to, ze zastosowanie ci$nienia wywolanego
tylko azotem nie zwigksza dyfuzji tych barwnikéw do wnetrza drobno-
ustrojow oraz ze samo wysycanie roztworu barwnika dwutlenkiem we-
gla nie odgrywa roli.

Widzimy zatem, ze metoda nasza pozwala wprowadza¢ do komorek
normalnie niedyfundujace zwiazki. Kontrole dowodza zarazem, ze samo
zastosowanie cisnienia nie odgrywa decydujacej roli. Istotnym jest wy-
sycenie plazmy latwo rozpuszczalnym gazem, ktory przy rozprezaniu
wyrzuca czes¢ plynnej zawartosci zostawiajac drobne przestrzenie ga-
Zowe.

Celem sprawdzenia stusznosci tej interpretacji przeprowadzono ilo-
sciowe badania usuwanej przy rozprezaniu dwutlenku wegla zawartosci
komoérek. W tym celu drobnoustroje odsaczano od plynnego podioza
i przemywano woda, aby usuna¢ z nich sktadniki pozywki. Bakterie pod-
dawano nastepnie dzialaniu dwutlenku wegla pod ci$nieniem. Po roz-
prezeniu przemywano drobnoustroje na filtrze Seitza 100 ml wody
i oznaczano w przesaczu glikoze i azot aminowy. Jako $lepa probe do
tych oznaczen przyjeto zawartosé glikozf i azotu aminowego w ostat-
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niej 100 ml porcji popluczyn przed zastosowaniem dwutlenku wegla. Gli-
koze oznaczano metoda kolorymetryczna Mendela i Hooglanda (5), azot
aminowy metoda Trolla i Cannana (10). Przedstawione w tablicy 3 wy-
niki wyraznie wskazuja na usuwanie czesci ptynu komérkowego.

Tablica 3
Zawarto$¢ glikozy i azotu aminowego w plynie komoérkowym, uzyskanym z Myco-
bacterium phlei przy uzyciu COa.
Czas rozprezania COgz : 1,5 min. Glikoza i azot aminowy w 100 ml popluczyn

bakteryjnych
Substancja usunieta z drobnoustrlqjét’)&/)z mg
Nr | Sucha ma- i i i i
dos bakterii Oznaczana przed dziata- | P° dziataniu  jpo dzxalapquQ,
o$- | sa terii : : CO, (po uwz- | w przeliczeniu
iad substancja niem CO, WA :
wiad. w g (préba $lepa) glednieniu na 1 g suchej
§lepej proby) | masy bakterii
1 1,31 glikoza 0,00 6,30 4,8
2 1,61 glikoza 0,00 7,05 , 44
3 1,21 ! glikoza 0,00 6,50 54
4 0,88 | azot aminowy 0,002 0,209 0,24
5 0,82 | azot aminowy 0,003 0,297 0,36
Ne 1 2 3 4 5
rubr. |

Nastepne badania mialy na celu wykazanie, ze miedyfundujace bar-
wniki wprowadzone metoda infiltrowania znajduja siq istotnie w tresci
komorek. W tym celu zastosowalismy do zabarwionych komoérek wy-
sycanie dwutlenkiem wegla pod ci$nieniem, uzyskujac przy rozprezeniu
wyrzucenie czesci zabarwionej tresci. Do doswiadczen brano okolo 10 g
wilgotnych bakterii i uzywano 2,5% roztwor barwnika. Po infiltrowaniu
indyga drobnoustroje przemywano na saczku woda celem usuniecia nad-
miaru barwnika. Przemywanie prowadzono 100 ml porcjami wody do
uzyskania prawie bezbarwnych popluczyn. Bakterie po przemyciu pod-
dawano dzialaniu dwutlenku wegla pod ci$nieniem. W czasie rozpreza-
nia dwutlenek wegla usuwal czes¢ zawartosci komorkowej. Przy prze-
myciu komorek 100 ml wody wyrzucone indygo zabarwiato popluczyny
i dalo sie oznaczy¢ kolorymetrycznie (fotokolorymetr Pulfricha filtr
S61). Wynik porownywano z zawartosciag indyga w ostatnich poptuczy-
nach przed zabiegiem.

Wyniki ilosciowe dotyczace usuwania indyga z komérek uprzednio
wprowadzonego do nich zebrane sa w tablicy 4. W kolumnie 5 podane
sq ilosci indyga zawarte w ostatnich popluczynach przed dzialaniem
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dwutlenku wegla przyjete za slepa probe. Rubryka 7 przedstawia ilosci
barwnika usunietego z drobnoustrojéw przy uzyciu dwutlenku wegla
po uwzglednieniu $lepych prob. W tablicy 4 sa jednoczesnie podane wy-
niki prob kontrolnych. Préby kontrolne polegaly na tym, Ze drobno-
ustroje w roztworach barwnikéw poddawano od razu cisnieniu azotu.
Dalsze postepowanie bylo analogiczne jak w probach wiasciwych. Cyfry
w kolumnie 8 wskazuja, ze ilosci usunietego indyga w prébach wtasci-
wych przekraczaja dziesigciokrotnie ilosci zawarte w prébach kontrol-
nych. Dowodzi to, ze wprowadzony przez nas barwnik znalazt sig istot-
nie wewnatrz komorki, zabarwiajac jej tresc.

Opisanym wyzej sposobem postepowania postuzyliSmy sie, by raz
jeszcze udowodni¢, ze stosowane przez nas barwniki nie dyfunduja sa-
morzutnie do komorek. W tym celu zawieszano bakterie na okres 24 go-
dzin w 2,5% roztworze indyga, po czym przemywano je do osiggniecia
prawie bezbarwnych popluczyn. Drobnoustroje poddawano nastgpnie
dziataniu dwutlenku wegla pod ci$nieniem. Po rozprezeniu dwutlenku
wegla przemywano bakterie 100 ml wody i oznaczano w przesaczu za-
warto$¢ indyga. Oznaczone ilosci podane w rubryce 3 tablicy 5 poréw-
nywano z iloscia indyga wymytego 100 ml porcja wody przed dziala-
niem dwutlenku wegla. Wyniki wskazuja wyraznie na brak dyfuzji in-
dyga do komorek bakteryjnych w normalnych warunkach.

Tablica §

Dos$wiadczenia wykazujace brak dyfuzji indyga do komérek Mycobacterium phlei.
Czas dyfuzji indyga: 24 godziny. Stezenie barwmika 2,5 % . Czas rozprezania
COz2: 1,5 minuty. Indygo w 100 ml popluczyn bakteryjnych

Indygo usuniete z drobno- [

Nr Sucha ustrojéow w mg ‘
do$- | masa bakterii [ e
wiad. w g przed dziala- | po dzialaniu |
| niem CO, CO, ]

o | |
L 0,925 0070 | 0,078 |
S Ve when e |
3 - 1,035 0,080 0.080 |
3 ! 0,700 0,070 0,075 |
Nr l 1 . 2 | 3 |
rubr. | | [ ‘

Chcac uzyska¢ krytyczng ocene przydatnosci naszej metody, porow-
naliSmy ja z metoda infiltracji przez liofilizacje.

Bakterie liofilizowano z roztworu soli fizjologicznej, stosujac przy-
jete na ogoél warunki przy liofilizacji drobnoustrojow (Kurylowicz, Kuz-
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niecow i Kossakowski (4), Kolesow (2)). Nie mozna bylo liofilizowa¢
bakterii z plynow ochronnych, zawierajacych znaczna ilo$¢ dodatko-
wych substancji, poniewaz mogltyby one interferowa¢ w badaniach, ja-
kie zakreslajag nam cele infiltrowania. Do okreslania ilosci zywych bak-
terii stosowano podobnie jak przy infiltrowaniu metode plytkowa.
W przypadku kontroli stosowano rozcienczenia 1:10% 1:107 i 1:108,
w przypadku za$ drobnoustrojéow liofilizowanych rozcienczenia 1 :10%,
1:10% i 1:10% Jako punkt wyjscia przyjeto zawiesine bakterii o 80%
absorpcji. Wykonane metoda plytkowa badania wplywu liofilizacji na
zywotno$¢ Mycobacterium phlei wykazaly, ze po dziesieciodniowym
przechowywaniu liofilizowanych bakterii w temperaturze pokojowej zy-
wotno$¢ wynosita okoto 2%. Tak niska przezywalnos$é nie pozwala nie-
stety zastosowac liofilizacji do naszych celéw. By¢ moze udaloby sie
znalez¢ jakies ochronne roztwory, ktérych zastosowanie zwiekszyloby
procent przezywajacych bakterii i ktére nieinterferowalyby w poézniej-
szych badaniach. Tego rodzaju poszukiwania jednak lezaly poza grani-
cami wytknietych celow.

Dyskusja

Opracowana przez nas metoda infiltrowania drobnoustrojéw stwarza
mozliwosci wprowadzania réznych substancji do wnetrza komérek. Na
przykladzie Mycobacterium phlei udowodniono infiltrowanie barwni-
kow, ktore nie zabarwialy zywych drobnoustrojéw. Zaréwno préby ja-
kosciowe z indygiem, zielenia jodowgq i zielenia mocna, jak i oznacze-
nia ilosciowe z indygiem udowodnity infiltrowanie substancji niedyfun-
dujacych do wnetrza bakterii. Stosowane zabiegi nie uszkadzaja komo-
rek, czego dowodem byly wyniki badan zywotno$ci drobnoustrojow
przeprowadzone metoda plytkowa. Zastosowanie metody infiltracji roz-
szerza mozliwosci badan nad przemiana nieuszkodzonych komorek, po-
zwalajac obej$¢ powazna przeszkode w tego rodzaju do$wiadczeniach,
jaka jest nieprzepuszczalno$¢ otoczki komorkowej. Oczywiscie trudno
oczekiwa¢, aby infiltrowanie otwierato droge dla wszystkich zwiazkow
do wnetrza komorki. Prawdopodobnie mozliwos¢ ta ograniczy sie tylko
do pewnych wielkosci czasteczek, a takze tadunki elektryczne zaréwno
otoczki, jak i wprowadzanego zwigzku nie beda tu bez znaczenia.

Podana metoda moze by¢ zastosowana nie tylko do drobnoustrojow,
lecz takze do innego materiatu biologicznego. Zaleta jej jest mozliwos¢
uzycia zar6wno do wprowadzania, jak-i usuwania substancji z komérek
bez ich uszkodzenia.
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Wydaje sie nam, ze przydatnos¢ podanej przez nas zasady infiltrowa-
nia przekracza ramy wypracowanej metody i Ze zasada ta moglaby by¢
uzyta z pozytkiem do réznych celow specjalnych. Warto by na przyktad
sprawdzi¢, czy przez zastosowanie naglego rozprezania nie dalaby sie
przeksztalcic w metode dezintegracji oszczedzajaca uklady enzyma-
tyczne.

Poczuwamy sie do milego obowiagzku podzigkowa¢ Panu Doc. K. Za-
krzewskiemu za przeprowadzenie liofilizacji badanych przez nas drobno-
ustrojow i Panu Mgr inz. A. Feltynowskiemu za wykonanie zdje¢ elek-
tronowych.

Streszczenie

W poszukiwaniu mozliwosci badania przemian nieuszkodzonego ma-
terialu biologicznego opracowano metode infiltrowania drobnoustrojow.
Polega ona na wytworzeniu sztucznych przestrzeni gazowych wewnatrz
komorek. Udaje sie to osiagna¢ za pomoca wysycania wilgotnych bak-
terii dwutlenkiem wegla pod ci$nieniem 50 atmosfer. Przy rozprezaniu
uchodzgcy dwutlenek wegla usuwa czes¢ zawartosci komorki. Na miej-
sce przestrzeni gazowych w komoérce wprowadza sie roztwor badanej
substancji stosujac azot pod ci$nieniem 50 atmosfer. Stosowane zabiegi
nie zmniejszaja zywotnosci Mycobacterium phlei, co stwierdzono przy
pomocy metody plytkowej. Udowodniono, ze w czasie rozprezania dwu-
tlenku wegla zostaje usunieta cze$¢ zawartosci komorki, oznaczajac
w uzyskanym tg droga ptynie glikoze i azot aminowy. Metoda pozwala
wprowadza¢ do komdrek substancje niedyfundujace do nich w normal-
nych warunkach. Stwierdzono to na przykladzie Mycobacterium phlei,
do ktorych przy pomocy tej metody wprowadzono barwniki, ktoére nor-
malnie nie zabarwialy tych drobnoustrojéw. Do badan uzyto indygo,
zielen jodowa oraz zijelen mocng. Metode infiltrowania mozna by zasto-
sowac¢ nie tylko do drobnoustrojow, lecz takze do innego materiatu bio-
logicznego. Przy uzyciu opisanej procedury mozna wprowadza¢ jak
i usuwac¢ substancje z komoérek bez ich uszkodzenia. Wydaje sie, ze
mozna by ja rowniez zastosowa¢ do niszczenia struktury komoérkowej
przy dobraniu odpowiednich warunkéw cisnienia i szybkosci rozpreza-
nia dwutlenku wegla.
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VHPUIbBTPALIUA MUKPOOPTAHU3MOB

Pesome

B mouckax Bo3MOMKHOCTEll HCCAEZOBAHHMA OGMEHa BENIECTB HENOBPOHAEHHOTO
6HOAOTHYECKOr0 MaTepHaAa pa3paboTaH MeTOA MH(PHAbTPALMH MHKPOOPTaHH3MOB.
On 3akAlouaerca B 06pa3soBaHMH HCKYCCTBEHHBIX Ta30BbIX IPOCTPAHCTB BHYTPH
KAETOK. JTO JOCTHIAeTCsA MyTeM HaCbIeHHsl BAAKHBIX 6aKTepHil BYOKHCDIO yrAe-
poaa noa aasaenuem 50 aTmocdep.

[lpu cummenun aaBAeHHA yXoasulas ABYOKHCb YrAepoja YHOCHT 4YacTb CO-
A€epKHAMOTO KAETKH.

B o6pasoBaBuieecs B KAeTKe NPOCTPAHCTBO BBOAHMTCA PACTBOP HCCAEAYEMOM
cy6cranuuu, npumensis asor mnoa aasaenuem 50 armocpep. [Tpumensempie ome-
palHMH He YMEHbIUHAH H3HeaesaTeAbHocTH Mycebacterium phlei.

Joxasano, uTo NpH CHUASEHHH JAaBACHHs ABYOKHCH YTA€pOJ2a YAAASETCsl 4acTb
COAEPIHMOro KAETKH, NOCAE 4ero ONpeAeAAeTCs B MOAYHEHHOH TakiM oGpasom
UAKOCTH T'AIOKO3a M a30T aMHHOTPYMNINbl. DTOT METOA AEAAET BO3MOKHDBIM BBe-
ZeHHe B KAeTKy cybcranuun HeaudyHAMpPYIOUIeH B Hee MPH HOPMAABHBIX YCAO-
pusax. 1o obuapy:keno npu pabore ¢ Myc. phlei, B koropbie mo atomy meroay
yZAaAOCh BBECTH KPAaCHTEAH, He OKpaluuBaiomue 6axTepHH MPU HOPMAABHBIX YCAO-
euax. Jas mccaezoBanuil IpUMEHEHDI: HHAMTO.

MeToa HHPUAbTPAUHH MOZKHO NPHUMEHHTD HE TOABKO IMPH HCCAEAO0BAHHH
MHKPOOPTaHU3MOB, 10 K NPH MCCAEAOBAHHH APYroro GHOAOTHYECKOIO MaTepHaAa.
Paboras no ykasaHHoMy MeTOAY MOKHO BBOAHTb B KAETKH ¥ YJAaAATb H3 HHX
cybcranumio He paspymas npu atom kierku. Kaxercs uto sTor mMeToz MOMHO
NPHMEHHTb AASl paspylleHHs KAETKH, A06Hpas IpH STOM COOTBETCTBYIONLEe Aa-
BAeHHE H GBICTPOTY paspsAzieHHs ABYOKHCH YIA€pOJa.
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INFILTRATING OF MICROORGANIEMS

Summary

A technique involving infiltration of bacterial cells has been deve-
loped in the search for a suitable method of conducting metabolic studies
on undamaged biological material. It is based on the production of an
artificial expansion of gas within the cells, which is achieved by satura-
tion of the moist bacterial cells with carbon dioxide at 50 atmospheres
pressure. During the subsequent decompression the carbon dioxide
expels part of the cell constituents. The gaseous area within the cells
is then occupied by a solution of the substance under investigation,
which is introduced by means of nit*ogen under 50 atmospheres pressure.
By means of the plate method is was shown that the described procedure
did not decrease the vitality of Myc. phlei. The displacement of part
of the cell consituents by carbon dioxide has been proven by determi-
nations of glucose and amino-N in the expelled solutions.

The method makes possible also the introduction of substances non-
diffusible under normal conditions. In this way some dyes, such as
indigo, iodine green and fast green, which do not normally stain Myc.
phlei, have been introduced into the cells. The infiltration method can
be applied not only to microorganisms, but also to other biological ma-
terial. Introduction and removal of substances from the cells can be
accomplished without destruction of the cellular structure.

Otrzymano 12.1.1955.
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VOL. II 1955 No 2

RYSZARD NIEMIRO

ZALEZNOSC ZAWARTOSCI WAPNIA SUROWICY KRWI
OD STEZENIJA BIALKA

Z Zaktadu Chemii Fizjologicznej Akademii Medycznej w Gdarisku
Kierownik: Prof. dr Wi, Mozotowski

Od dawna wiadomo, ze wapn surowicy wystepuje w dwoch fizjolo-
gicznych postaciach: jako wapn dyfundujgcy i niedyfundujacy. Wapn
niedyfundujacy jest zwigzany z biatkami surowicy. Wapn dyfundujacy,
tatwo przechodzacy przez $ciany naczyn krwionosnych, jest czesciowo
zjonizowany, czesciowo zwigzany z kwasem cytrynowym.

Pomiedzy bialkami surowicy i obydwoma postaciami wapnia istnieje
Scista zaleznos$¢. Te zalezno$¢ mozna wyrazi¢ ogélnym wzorem (3, 5, 6,
9, 11, 14).

(A) Tot.Ca = m X Tot.Prot. + b.

Tot. Ca — wapn catkowity; Tot. Prot. — biatko catkowite; m i b przed-
stawiajgq wartosci stale. Wartosci tych staltych u poszczegoélnych autorow
sq rozne. Z podanego wzoru wida¢, ze pomiedzy biatkami i wapniem
surowicy istnieje zalezno$¢ dajgca sie przedstawi¢ na wykresie jako
linia prosta. Warto$¢ m okresla¢ bedzie nachylenie prostej, to jest ile
wapnia wiaze 1 g biatka. Stala b okresla, o ile ta prosta bedzie przesunie-
ta poza zero ukladu wspélrzednych, to jest stezenie wapnia dyfunduja-
cego. McLean i Hastings (9) uwazajg polaczenie wapnia z bialkami za
staby elektrolit majacy pewna stata dysocjacji K

(B) g — [Ca™][Prot.7]
|CaProt.|
Poréwnanie wzoru (B) z (A) przedstawia¢ bedzie stala m réwnowaz-
[Ca*]

na wartosci , za$ stala b rownowazng wartosci [Ca®*]. Wy-

[Catt] + K
kres zaleznosci stezenia wapnia od stezenia bialek surowicy u McLeana
i Hastingsa (9) przedstawia sie jako linia prosta. Wedlug Ludeviga
i wspotpracownikow (11) stosunki zachodzace pomiedzy wapniem i bial-
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214 R. NIEMIRO 121

kami surowicy sa bardziej zlozone, anizeli to przedstawia wzor (B). Uzy-
cie ultracentryfugi (11) dalo moznos$¢ oznaczenia wapnia w jednej su-
rowicy przy réznych stezeniach biatka dzieki temu, ze badano rézne
warstwy wirowanej surowicy. W pewnych granicach zaleznos$¢ stezenia
wapnia od stezenia bialek przedstawia sie jako linia prosta. Badano
smirowicq ludzi chorych i surowice konska. McLean i Hastings (9) podaja
dla stalych m i b wartosci, ktére wyliczaja jako $rednie danych z pieciu
réznych prac. Stale m i b otrzymane przy pomocy ultracentryfugi (11)
roznig sie od wartosci stalych przez nich podanych. Z jednej strony,
z wynikami osiggnietymi przy pomocy ultracentryfugi nie zgadza sig
poglad, ze wapn dyfundujacy jest prawie calkowicie zjonizowany. Z dru-
giej strony, budzi powazne zastrzezenia ujmowanie polaczenia wapnia
z r6znymi bialkami surowicy jedna stala dysocjacji. W ostatnich latach
badania Martina i Perkinsa (12) wykazaly bardzo rézne powinowactwo
wapnia do bialek surowicy. Sposéb preparowania i oczyszczania biatek
ma tu istotny wplyw.

W dostepnym mi piSmiennictwie nie znalaztem pracy, ktéra by
wykorzystala naturalng ultrafiltracje do badan nad zaleznoscia bialek
i wapnia surowicy. Obecna praca ma na celu oznaczenie statych m i b
przy pomocy naturalnej ultrafiltracji.

Metody

Zwiekszenie ultrafiltracji krwi z krwiobiegu do tkanek daje moznosé
w pewnych granicach zwiekszania stezenia tych wielkoczasteczkowych
sktadnikow krwi, ktére nie przechodza przez $ciany kapilar. W tej pracy
wykorzystano dwa sposoby zageszczania krwi; jeden przez zmiane po-
stawy czlowieka z lezacej na pochyla (16), drugi przez zastosowanie
sztucznego zastoju.

Doswiadczenia przeprowadzono na subiektywnie zdrowych osobni-
kach obu plci w wieku od lat 18 do 27. Osobnikom bedacym na czczo
pobierano dwukrotnie krew bez zastoju z zyly lokciowej, pierwszy raz
po polgodzinnym lezeniu z mozliwie daleko idacym ograniczeniem ru-
chéw; drugi raz po trzydziesto-do czterdziestominutowym pozostawaniu
badanego w postawie pochylej pod katem-54° do poziomu, na specjalnie
do tego celu przystosowanym 16zku. Przy drugim sposobie zageszcza-
nia krwi osobom bedacym na czczo pobierano krew bez zastoju po poi-
godzinnym lezeniu. Nastepnie opaskq' aparatu do mierzenia cisnienia
uciskano ramie. Stosowano taka sile ucisku, aby manometr wykazywat
cisnienie pomiedzy ci$nieniem skurczowym i rozkurczowym. W ten spo-
sob wytworzony zast6j krwi utrzymywano przez 3 — 10 minut, w cza-
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3] ZALEZNOSC ZAWARTOSCI WAPNIA SUROWICY KRWI 215

sie ktorego pobierano krew jeden raz, dwa lub trzy razy. Zaro6wno zmia-
na postawy czlowieka, jak i krotkotrwalty sztuczny zastoj krwi nie po-
ciggaja za soba widocznych zmian jako$ciowych bialek surowicy (2, 13).
Surowice oddzielano po dwugodzinnym pozostawaniu krwi w tem-
peraturze pokojowej przez dwukrotne wirowanie. Do oznaczen brano
tylko surowice niezhemolizowana. Wapn oznaczano wediug metody
Kramera i Tisdalla w modyfikacji Clarka i Collipa (15). Biatko catkowite
wyliczano z refrakcji surowicy oznaczonej refraktometrem zanurzenio-
wym Pulfricha w temperaturze 20°C. Od wspolczynnika refrakcji suro-
wicy odejmowano wspoéiczynnik refrakcji ultrafiltratu réwny 1,33574,
a otrzymany wynik dzielono przez 1,81 X10-% to znaczy przez wartos¢
odpowiadajaca przyrostowi refrakcji na 1 g biatka w 100 ml (16).

Wyniki

Przez zmiane postawy badanego z lezacej na pochyla ulegna zagesz-
czeniu skladniki wielkoczasteczkowe, a wiec biatka osocza oraz te sub-
stancje, ktére sa z nimi zwigzane. Wyniki otrzymane przy zmianie po-
stawy przedstawia tablica 1.

Tablica 1
- Zmiany stezenia wapnia surowicy krwi czlowieka w zaleznosci od postawy
Stezenie Ca Stezenie biatek
w mg % w g/100 ml
Postawa | Postawa | Postawa | Postawa
lezaca | pochyla | lezaca pochyla
1 10,7 11,4 7.0l -1 2588
2| 101 10,6 735 | 805
3| 99 10,5 78 - |88
4 10,9 11,3 72 Ehe 8
5 10,7 11,2 7.4 8,0
6 9,7 10,3 760 L [8s
7 - 11,0 11,3 785 | 8,15
8 10,2 10,8 7,3 |84
9 10,4 11,0 6,9 7.9
10| 104 10,9 724 | 83
11 9,5 9,8 7.4 7.9
12 10,3 10,8 6,55 6,8
13 9.8 10,8 7.8 8,5

Dane tablicy 1 wskazuja, ze zmiany stezenia biatka i wapnia surowi-
‘cy sa jednokierunkowe. Jednak osiggniete przyrosty w stezeniu biatka
i wapnia sg zbyt male, aby mozna byto uzy¢ je do wyliczenia statych
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m i b. W przypadku 9 tablicy 1 przeprowadzono doswiadczenie w ten
sposob, ze pobierano krew trzykrotnie: w pozycji lezacej, pochylej i zno-
wu lezacej. Uzyskane wyniki wskazujg, ze zarowno wzrost, jak i spa-
dek stezenia biatka pocigga za soba wzrost i spadek stezenia wapnia.
Odpowiadajace sobie stezenia wapnia i biatka sa nastepujace:

wapn: 10,4; 11,0; 10,8 mg %,

biatko: 6,9; 7,9; 7,7%.

Drugim sposobem zageszczania krwi bylo stosowanie zastoju. Uzy-
skano do$¢ znaczne zageszczenie krwi. W niektorych przypadkach ste-
zenie bialtka wzrastato powyzej 50% wartosci wyjéciowej. Uzyskane wy-
niki zostaly przedstawione na tablicy 2.

Tablica 2

Stezenie wapnia i bialka surowicy krwi otrzymanej bez zastoju i w zastoju oraz stale
rownania (A) wiazace te wielkos$oi ze soba:

m = mM Ca zwigzane z 1 g biatka = [_C_a;]_—_[BCai]
b = mM Ca nie zwigzane z bialkiem = [Ca, X m-oB.]
Stez. Ca w mM/Kg H,0 Stez. biatek w g/100g H,O
: w surowicy krwi wsur.| W surowicy krwi
wkrs‘:;' zageszczonej*** krwi | zageszczonej*** m b
bez
bez zast. 1 2 3 Kdt. 1 2 3
1 2,84 3,32 8,4 11,6 0,150 1,58
2 2,84 3,46 79 12,6 0,135 1,74
3 2,93 3,14 8,3 9,9 0,150 1,66
4 2,78 3,00 78 9,2 0,157 1,56
5 2,75 3,15 7,8 11,0 0,128 1,75
6 2,77 2,93 7.5 8,7 0,133 1,77
7 2,98 3,23 3,26 78 | - 96| 10,0 0,133* 1,94*
8 2,72 2,92 3,04 78 941 10,2 0,129% 1,71*
9 2,68 2,82 2,96 8,0 8,8 9,6 o175 ] 1;28%%
10 2,07 2,97 3,16 3,54 8,1 94 | 10,6 | 13,3 | 0,153* 1,563*
' §rednio | 0,143 1,69

* Podane warto$ci sa $rednimi warto$ciami wyliczonych dla poszezegdlnych zageszczen.

** Warto$ci nie uwzglednione przy obliczaniu Srednich.

*** Surowice krwi zageszczonej: znaczone 1 pochodza z krwi pobranej w przyblizeniu po
trzech minutach od poczatku zastoju; znaczone 2 w przyblizeniu po pigciu minutach,
za$§ surowica znaczona 3 z okolo o$miu minut od poczatku zastoju.

Stezenie bialek surowicy wyrazano w g na 100 g HoO. Wyliczenia
oparto na réwnaniu: woda (iloé¢ g w 100 ml surowicy) = 99,0—0,75* P.
P = ilo$¢ g biatka w 100 ml surowicy. Stezenie wapnia wyrazono w mM
na Kg HsO. Wyliczenie przeprowadzono w oparciu o to samo réwnanie
co dla biatek. Wartos¢ m przedstawia stosunek przyrostu stezenia wap-
nia do przyrostu stezenia biatek surowicy. Przedstawi¢ to mozna wzorem:
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151 ZALEZNOSC ZAWARTOSCI WAPNIA SUROWICY KRWI 217

© 2 [Ca,;| —[Cay) ,
Bo i [Cap] — stezenie bialka i wapnia surowicy krwi bez zastoju,
B: i [Caj] — stezenie biatka i wapnia surowicy krwi zageszczonej.

Wartos¢ m podaje ile mM wapnia jest zwiazanych z 1 g biatka. Wartosé
b przedstawia stezenie wapnia nie zwigzanego z biatkami. Wyliczono ja
z rownania (A). Srednia warto§¢ dla m wynosi 0,143, dla b
1,69 mM/Kg H:O. Jezeli we wzorze (A) podstawimy wartosci dla m i b,
przedstawia¢ sie¢ on bedzie nastepujaco:

Tot. [Ca] = 0,143 X Prot. + 1,69.

Jezeli dane tablicy 2 przedstawi sie¢ w ten sposob, ze stezenie wapnia
wyrazimy w mg/100 ml, a biatko w ¢g/100 ml, to érednia warto$é¢ dla m

G2 w mM/RG HD

i " N " L 1 "
0o 0 w0 60 a0 00 20 “a
Salke w g/100g Hy0 ——am

Rys. 1. Wykres zaleznosci stezenia wapnia od
stezenia bialek surowicy przypadkéw: 7, 8, 9, 10
tablicy 2.

wyniesie 0,51, zas dla b 6,7 mg %. Wzoér dla wapnia calkowitego surowi-
cy przedstawia¢ sie bedzie nastepujaco*

Tot: Ca: ='0;51 " Prot. +67.

W przypadku 9 tablicy 2 (kobieta) wartosci m i b wyraznie odbiega-
ja od pozostalych. Warto§¢ m wynosi 0,175. Jest to by¢ moze przypa-
dek wyjatkowo wysokiego powinowactwa wapnia do surowicy. Dlatego
nie przyjeto tej wartosci przy obliczaniu srednich wartosci m i b.

Doswiadczenia, dla ktéorych oznaczono co najmniej trzy punkty
przedstawiono wykresem. Wykreslone proste ekstrapolowane do steze-
nia bialka rownego zero wyznaczaja na osi rzednych wartos¢ b (steze-
nie wapnia dyfundujacego).
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218 R. NIEMIRO 61

Dyskusja

Wykorzystanie ukladu naczyniowego zywego czlowieka jako ultra-
saczka do badan nad zaleznoscia stezenia bialek i wapnia surowicy datlo
moznos$¢ sprawdzenia in vivo doswiadczen wykonywanych poprzednio
in vitro. Wartoséci otrzymane dla wapnia dyfundujgcego przy pomocy
naturalnej ultrafiltracji sa w przyblizeniu zgodne z danymi tych auto-
row (7, 8, 10, 11), ktorzy te wartos¢ oznaczali in vitro (ultrafiltracja przez
rézne sztuczne blony napoélprzepuszczalne, ultracentryfuga). Wapn dy-
fundujacy stanowi w przyblizeniu 609 wapnia catkowitego. Reszta
wapnia zwigzana jest z biatkami surowicy. Jaka cze$¢ wapnia niedyfun-
dujacego wiaza albuminy, a jaka globuliny nie daje sie dokladnie okre-
§lié. Drinker i wspoélpracownicy (4) wykazali, ze rézne frakcje glo-
bulinowe maja rézne state dysocjacji, a Martin i Perkins (12) stwierdzili
bardzo r6zne powinowactwo wapnia do biatek surowicy w zaleznosci od
sposobu ich preparowania i oczyszczania. Stad tez dotychczasowe dane
dotyczace ilosci wapnia zwiazanego z albuminami i globulinami budza
zastrzezenia.

McLean i Hastings (9) postugujac sie wyizolowanym sercem zabim
oznaczyli stezenie jonéw Ca w surowicy krwi. Wynosi ono $rednio
1,25 mM/Kg HO. Z pracy ich wynika, ze praktycznie biorgc caly wapn
dyfundujacy jest zjonizowany, a tylko niewielka ilo$¢ okolo
0,15 mM/H20 jest niezjonizowana. Takie ujecie nie zgadza si¢ z wy-
nikami osiaggnietymi przy pomocy ultracentryfugi (11) i naturalnej
ultrafiltracji. Wartos¢ wapnia dyfundujacego niezjonizowanego, przyj-
mujgc z pracy McLeana i Hastingsa (9) poziom jonéw Ca réowny
1,25 mM/Kg H»O, wynosi wedlug Ludeviga i wspolpracownikow (11) oko-
to 0,5 mM/Kg H:O, a z danych tej pracy okoto 0,45 mM/Kg H-O. Stala
m rowna 0,188 McLean i Hastings (9) otrzymali obliczajac ja jako $rednig
z pieciu prac réoznych autoréw, u ktorych te wartosci wahaja sie w dosc
szerokich granicach od 0,140 do 0,250. Srednia z pieciu liczb o tak duzym
rozrzucie budzi zastrzezenia, tym bardziej, ze nie wszystkie te wartosci
byly otrzymane z badan nad surowica ludzi. Badania zaleznos$ci biatek
i wapnia surowicy przy pomocy ultracentryfugi (11) dostarczyty danych,
ktore sa w dos¢ duzej zgodnosci z wynikami osiagnietymi przy pomocy
naturalnej ultrafiltracji. Dla stalej m Ludevig i wspolpracownicy (11)
uzyskuja wartos¢ 0,150 jako s$rednia szesciu przypadkéw ludzi chorych
na rézne choroby. Wartos¢ m tej pracy wynosi 0,144, Réznica pomiedzy
stalymi m obydwu prac mogta czesciowo wynikna¢ z réznego sposobu
oznaczania bialek surowicy. Podczas gdy oni (11) poziom biatek wyli-
czali z iloéci azotu przyjmujac mnoznik 6,3, w tej pracy wartos¢ pozio-
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mu biatek wyliczona z refrakcji jest rownowazna takiej ilosci bialka,
dla ktérej mnoznik azotowy wynosi 6,73 (1), (16). Jezeli w ich pracy
przeliczy¢ wartos$ci biatek z uzyciem mnoznika 6,73 otrzymuje sie dla m
$rednio warto$¢ 0,147, ktéra mozna uzna¢ za bardzo bliska wartosci m
tej pracy. Bliskie sga takze wartosci wapnia dyfundujacego. Wynosza
one: przy uzyciu ultracentryfugi 1,75 mM/Kg H»O, przy pomocy natu-
ralnej ultrafiltracji 1,69 mM/Kg H2O. Z pewnym uproszczeniem mozna
przyja¢ réownanie dla wapnia catkowitego w nastepujacej postaci:

Tot. [Ca] = 0,145 X Prot. + 1,7

W pismiennictwie spotyka sie czesto z dazeniem do ujmowania
sktadnikow krwi w pewna calos¢, w ktorej istnieje szereg czynnikéw
wzajemnie na siebie dziatajacych i warunkujacych sie. Podjetych zosta-
to szereg prob Scistego okreslenia tych wzajemnych zaleznosci przy po-
mocy pewnych stalych. Celowos¢ takiego ujecia wydaje sie oczywista.
Trudno wyobrazi¢ sobie, aby zmiana jednego ze skladnik6w krwi nie
pociagnela za soba mniejszej lub wiekszej zmiany innych. Majac dane
liczbowe okreslajace u zdrowych ludzi zalezno$¢ jednego skladnika od
innych, latwiej mozna zda¢ sobie sprawe, czy zmiennos$¢ tego skladnika
wykracza poza nawiasy normy, czy tez nie. Czesto do wlasciwej inter-
pretacji danych laboratoryjnych nie wystarcza oderwany wynik jedne-
go tylko sktadnika krwi, dopiero poréwnanie go z innymi doprowadza
do wtasciwych wnioskow. Poziom wapnia surowicy réwny np. 9,5 mg %
inaczej nalezaloby interpretowa¢ przy hypoproteinemii, inaczej przy
normalnej zawarto$ci bialek czy tez hyperproteinemii. Poziom bialek ma
istotny wplyw na zawarto$¢ poszczegolnych postaci wapnia, tym samym
na fizjologicznie aktywng posta¢ wapnia, ktéra utozsamiamy z wapniem
dyfundujacym. Wprowadzenie sposobu naturalnej ultrafiltracji do ozna-
czania wapnia dyfundujgcego, czyli statej b, w niektérych przypadkach
klinicznych (tezyczki, stany przedtezyczkowe) wydaje sie celowym.

Streszczenie

Przez zastosowanie ucisku ramienia zdrowych ludzi uzyskano wydat-
ne zageszczenie krwi. Oznaczano stezenie biatka i wapnia surowicy krwi
pobranej przed i po jej zageszczeniu. Tym sposobem zbadano in vivo
zaleznos¢ wzrostu stezenia wapnia od bialek i wyrazono te zaleznos$é
wzorem: Tot.Ca = m X Prot. + b, gdzie Tot. Ca — wapn calkowity;
Prot. — biatko caltkowite; m — stala okreslajaca ile wapnia wigze 1 g
biatka; b — stala okreslajaca zawarto$s¢ wapnia dyfundujacego. Wyra-
zajac stezenie Ca w mM/Ka H:2O, za$ biatko w g/100 g H.O: m = 0,143,
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b = 1,69 mM/Kg H2O. Jezeli natomiast wyrazimy stezenie Ca w mg/100
ml, za$ biatko w g/100 ml: m = 0,51, b = 6,7 mg %. Rownanie to z po-
dobnymi wartosciami stalych podal Ludevig i wspoélpracownicy (11)
w oparciu o badania in vitro (ultracentryfuga).
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SO

3ABUCHMMOCTDE COJTEP2KAHUSA KAJBIMA B CEIBOPOTKE KPOBU
OT KOHIEHTPAIIMM BEJKA

Peswome

CaaBAuBas nA€u0 370pOBOTO HEAOBEKA AOCTHIHYTO 3HAYHTEADHOE CryIUIEHHE
kposu. Onpegersirnach KoHUeHTpauus GeAKa M KaAbLHS CbIBOPOTKH KPOBH B3SATOH
a0 u nocae eé crymenns. [lo atomy meroay nccaegoBaraco in Vivo 3aBHCHMOCTb
POCTA KOHUEHTPAUHH KaAbUHA OT GEAKOB M 9Ta 3aBHCHMOCTbH BbipamKaArach (op-
MYAOH :

Tot, Ca = m X Prot. + b, rae Tot. Ca — kaabumii, Prot. — 6eaox,
M — NOCTOSAHHAA, XapaKTepH3ylolWas CKOAbKO Kaabuua coeaunsercs ¢ 1 r Gea-
Ka, b — MOCTOAHHAsA XapaKTepH3yKoUlas CoaepKaHne AUPYHAUPYIOLIErO KAAbLHA.
Boipamas xonyennpaumio Ca 8 MM/kr H2O, 6eako b r/100 r H2O : m = 0,143,
b = 1,69 MM/xr H:0.
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Ecan konuentpanuio Ca soipasum B mr/100 ma, a 6eaka 8 /100 ma: m=0,51,
b = 6,7 mr %.

dro ypasHenne ¢ moao6HbIMM 3HaueHMAMH mocTosHHbIX mnpusen Ludevig
¢ corpyauukamu (II) ocmosbiBasico na uccaegosaumsax in vitro (yavbrpauentpu-

(pyra).

DEPENDANCE OF CALCIUM CONCENTRATION OF BLOOD SERUM ON PROTEIN
CONTENT

Summary

Calcium and protein concentrations of blood serum were determined
in samples taken before and after concentrating them. In this way the
»in vivo" dependance of the growth of calcium concentration on protein
was determined and is given by the following formula:

Tot. Ca = m X Prot. b

where Tot. Ca refers to total calcium; Prot. refers to total protein; m is
a constant defining the quantity of calcium bound by 1 gm. protein; b is
a constant defining the content of calcium. Expressing calcium concen-
tration in mM/kg H:O, protein in gm/100 gm H.O, m = 0,143,
b = 1,69 mM/kg H20. If, however, calcium concentration is expressed
in mg/100 ml. and protein in gm/100 ml., then m = 0,51, b = 6,7 mg %.
A similar equation with practically identical constants has been given
by Ludevig et al. (11), based on ,,in vitro” studies using an ultracentri-
fugal technique.

Otrzymano 12.1.1955.

L £9
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ZOFIA LASSOTA

ZWIAZKI FOSFOROWE SAMORZUTNIE LABILNE W KIELKACH
FASOLI

(Doniesienie tymczasowe)

Z Zakladu Biochemii Polskiej Akademii Nauk, Warszawa
Kierownik prof. Jézef Heller

Fasole (Phaseolus vulgaris, odmiana biata) hodowano ma wilgotnym
podkladzie, w temperaturze pokojowej przy normalnym dostepie swiatla,
po uprzednim 24-godzinnym moczeniu nasion w wodzie wodociagowej.

Rosliny preparowano w calosci (zaréwno cze$¢ nadziemng, jak i ko-
rzen), wazono, zamrazano 30 min w temp. —20°C, po czym ziebigc rozcie-
rano z kwasem madchlorowym. Koncowe stezenie kwasu wynosito 7%.
Ekstrakt wirowano, zobojetniano tugiem potasowym wobec fenolftaleiny
i uzupetniano do znanej objetosai.

W ten sposéb ekstrahowano z roslin ok. 40% zawartego w nich fo-
sforu. Miedzy 4 a 7 dniem kietkowania roslina zawiera w przeliczeniu na
Swiezg" wage ok. 100 mg% fosforu catkowitego, przy czym cze$é¢ nad-
ziemna jest 1,5 — 2-krotnie bogatsza w fosfor niz korzen. W uzyskanym
ekstrakcie oznaczono fosfor catkowity i fosfor nieorganiczny metoda Fi-
skego i Subbarowa w modyfikacji Lohmanna i Jendrassika. Oznaczo-
no rowniez fosfor prawdziwy mieorganiczny wg Umbreita. Z porowna-
nia wynikow otrzymanych obydwiema metodami okazalo sie, ze
60 —80% fosforu nieorganicznego oznaczonego w $rodowisku silnie
kwasnym (Fiske-Subbarow) stanowi fosfor orgamcz.ny hydrolizujacy
samorzutnie w warunkach oznaczania.

Stwierdzono, ze fosfor samorzutnie labilny wystepuje w roslinie
w roznych okresach kietkowania (tabl. I).

Tablica 1
Zawartos¢ fosforu w ekstrakcie HCl1O4 w przeliczeniu na 1 g $wiezych roslin
Czas kielko- | P catkowity (I)| P nieorganiczny (II) P labilny (III) |
wania (dni) ug ' vg I P 9% calk. ug l %P nieorg.
4 420 | 224 53 152 68
7 380 ‘ 180 48 114 63
10 335 232 69 190 81
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224 Z. LASSOTA

(I) Oznaczony po spaleniu.

(I1) oznaczony met. Fiskego i Subbarowa.

(III) Wyliczony z réznicy oznaczenia met. Fiskego i Subbarowa i wg Umbreita.

Zarodki wypreparowane z nasion bezposrednio po 12 godzinach mo-
czenia w wodzie wodociagowej zawieraja na 1 g swiezych roslin 20 ug
fosforu labilnego, co stanowi 15% pozornego fosforu nieorganicznego
ekstraktu.

Rozlozenie fosforu samorzutnie labilnego w poszczegolnych czesciach
rosliny nie jest jednakowe. (Tabl. 2).

Tablica 2

Zawarto$é fosforu samorzutnie labilnego w ekstrakcie HCIO4 w przeliczeniu na 1 g
swiezych roélin w siodmym dniu kietkowania

Czeé¢ rosliny Fosfor labilny
v % fosforu nieorg.
Cze$¢ nadziemna 128 61
Korzen 52 21
Liscien 40 - 66
Streszczenie

Kietki fasoli (Phaseolus vulgaris) w 4, 7 i 10 dniu wzrostu ekstraho-
wano kwasem nadchlorowym na zimno. W ekstraktach znaleziono na
1 g swiezych roslin 100 — 200 fosforu labilnego, hydrolizujagcego w wa-
runkach oznaczania metoda Fiskego i Subbarowa. Zarodki nasion mo-
czonych przez 12 godzin w wodzie zawieraja ok. 20 ug fosforu labilnego
na 1 g $wiezych zarodkow. Czes¢ nadziemna kietka jest bogatsza w fo-
sfor labilny niz korzen. Liscie kietkujacych nasion réwniez zawieraja
fosfor labilny. W ekstraktach o pH 9 przechowywanych w temp. +2°C
60 — 709 fosforu labilnego ulega hydrolizie po 72 godzinach.
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CAMOIIPOU3BCJIBHO I'MIPOJUIVIONINIL POCPAT B ITPOPOCTKAX
DACOJIN

Pesome
Yerpbipe-, ceMn-, n gecaTu-gueBHble npopocTku pacoun (Phaseolus vulgaris)
SKCTPArdpOBAAM XOAOJHOH XAOPHOH KucAoToi. B Boitszxkax naiizeno (na 1 r cse-
xnx pacrennii) 100 — 200 r rab6uabnoro ocata IHAPOAH3YIOIIETO B YCAO-
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susax onpegerenus no meroay (Ducke-Cu66apoy. Bapoabimm cemen MoueHHBIX
12 yacos B Boge cogepaar 20 r Aaburbnoro pocata na 1 r Beca cexero pacre-
nun. Coaepxanne AaGuabHOro (ocdaTa B Hag3eMHOH YaCTH MPOPOCTKA BBIE
yem B kopHio. B cemazorn mpopactaiomux cemen Toxe obHapyeHo AAGHAbHDIH
gocar. [lpu xpanennu soitsmex oxaswisatomux pH 9 B remneparype + 2°C
yepes 72 wac. 60 — 70%0 rabmabnoro Qocgara u3uesaeT BCAEACTBHE CaMOTIPO-
H3BOABHOTO FMAPOAH3A.

SPONTANEOUS-LABILE PHOSPHORUS OF THE WHITE BEAN SEEDLINGS

Summary

Seedlings of white bean (Phaseolus vulgaris) 4, 7 and 10 days old
have been extracted with cold perchloric acid. In the extracts
100 — 200 pg of labile phosphorus, hydrolysable in the Fiske-Subbarow
method, has been found per 1 g of fresh material. The embryos of the
seeds soaked per 12 hours in tap water contained 20 pg of labile pho-
sphorus per 1 g fresh matenial. In the underground part of the seeding
the greater amount of labile phosphorus has been found as
contained the labile phosphorus as well. In the extracts showing pH 9
stored at +2°C 60 — 70% of the labile phosphorus hydrolyses in the
course of 72 hrs.

Otrzymano 20.IV.55.

Acta Biochimica
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