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Zainteresowanie kliniki badaniem poziomu potasu w surowicy krwi
i wigzanie go z réznymi stanami chorobowymi znajduje swéj wyraz
w licznych — ukazujqcych si¢ w ostatnich latach — pracach (np. 4, 27,
31 i in.). Jednakze w wielu bardzo przypadkach ocena wyniku badania
zawartosci potasu w surowicy jest bardzo trudna, a nawet wrecz mie-
mozliwa, ze wzgledu na niezbyt dokltadne okreslenie normy dla potasu.
Jak wynika z zestawionych w tablicy 1 normalnych wartosci poziomu
potasu w surowicy krwi, podawanych przez réznych autoréw oraz
podreczniki biochemii klinicznej, ,,potas wykazuje zmienno$¢ nie spoty-
kana dla innych sktadnikow' (26).

Wydaje sig, ze gtéwnymi przyczynami tak duzych rozbieznosci jest
z jednej strony niedokladno$¢ uzywanych metod oznaczania potasu
w surowicy, a z drugiej czeste niezwracanie uwagi na okres czasu upty-
wajacy od chwili pobrania krwi do oddzielenia surowicy. Tymczasem
stwierdzono bezspornie, ze otoczka krwinek czerwonych jest przepu-
szczalna dla jonéw potasu i ze wywedrowywanie potasu z krwinek do
osocza jest procesem, ktéry in vitro zachodzi doé¢ szybko.

W pracy niniejszej starano si¢ w surowicy krwi ludzi zdrowych ozna-
czy¢ normalng zawarto$§¢ potasu dwoma niezaleznymi metodami; suro-
wice oddzielano natychmiast po pobraniu krwi.

Metody

1. MATERIAL DOSWIADCZALNY
Krew w ilosci od 20 do 50 ml (w zaleznosci od iloéci wykonywanych
oznaczen) pobierano od ludzi subiektywnie zdrowych, tak mezczyzn jak
i kobiet, w wieku od 16 do 27 lat (jeden osobnik 34-letni). Wszyscy ba-
dani byli na czczo od okoto 12 godzin; przed pobraniem krwi odpoczy-
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232 A. MANITIUS ; : 2

Tablica 1

Normalna zawarto$é¢ potasu w surowicy krwi czlowieka w mg na 100 ml, podawana
przez réznych autoréow

Wahania

Rok
Autor o e

Prace oryginalne
Pincus i Kramer (28) | 1923 | 20,0 — 24,2

Spiro (30) 1929 | 17,5 — 22,5
Duliére (5) 1931 /19,3 — 20,0
Leulier (19) 1933 16,0 — 19,8

Marinis, Muirhead,
Jones 1 Hill (24) 1947 | 14,1 — 24,2
Wootton, King, Mac-
lean, Smith (39) 1951 113,5 — 21,7
Hadorn i Riva (8) 1951 15,5 —21,0

Podreczniki i prace
pogladowe
Tolkaczewskaja (36) | 1940 | 16,0 — 24,0
Cantarow i Trum-
per (3) 1945 | 16,0 — 22,0
Kolmer i Boerner (14)| 1945 | 16,0 — 22,0
Sunderman i Boer-

ner (34) 1949 | 14,8 — 16,8
Hawk, Oseri Summer-

son (10) 1949 | 16,0 — 22,0
Krebs (15) 1950 | 12,1 — 25,4

Predteczenskij, Bo-
rowskaja i Margo-

lina (29) 1953 | 17,5 —22,5
Batachowscy (1) 1953 |16,0— 22,0
Jeanneret, Rosenmund

i Esselier (12) 1954 | 16,0 — 22,0

wali w pozycji lezacej od 15 do 60 minut. Krew pobierano od osobnikow
lezacych z zyly tokciowej, starajac sie unika¢ zastoju. Z otrzymanej
krwi uzyskiwano surowice trzema réznymi sposobami:

I spos6b — krew ze strzykawki wlewano do 50-ml. probowki
wirowkowej, ktorej $cianki wewnetrzne pokryte byly cienka warstwa
stalej parafiny, i wirowano natychmiast przez 10 minut z szybkoscia
okoto 1000 obr./min. Od chwili pobrania krwi do zakonczenia wirowa-
nia uptywato érednio 15 minut. Po odwirowaniu krew byla jeszcze ptyn-
na; osocze znajdujace sie ponad sktadnikami morfotycznymi lewarowano
ostroznie, aby uniknaé¢ przypadkowego pobrania wraz z nim sktadnikow
morfotycznych. Lewarowanie wykonywano przy pomocy pipety zakon-
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31 ZAWARTOSC POTASU W SUROWICY KRWI LUDZI ZDROWYCH 233

czonej szerokim otworem, ktérej scianki wewnetrzne byly pokryte cien-
ka warstwq plynnej parafiny. W ten spos6b udawato sie bez trudu prze-
nies¢ plynne osocze do innej, czystej rurki wir6wkowej. Po skrzepnieciu
osocza oddzielano skrzep bagietka od $cianek probowki i wirowano,
a nastepnie znajdujaca sie ponad skrzepem surowice zlewano do czy-
stego, suchego, szczelnie zamykanego naczynia.

IT sposdb — do zakonczenia wirowania krwi postgpowano tak,
jak w sposobie pierwszym. W odwirowanej krwi nastgpitlo oddzielenie
osocza od skladnikéw morfotycznych, tak ze powierzchnia kontaktu
czeSci plynnej z krwinkami byla stosunkowo niewielka. Odwirowana
krew pozostawiano na przeciag 2 — 4 godzin w temperaturze pokojowej,
po czym skrzep oddzielano bagietka szklang od §cianek naczynia i wiro-
wano ponownie przez 10 minut z szybkoscia okoto 1000 obr./min. Suro-
wice lewarowano znad skrzepu i po przeniesieniu do czystej probowki
wiro6wkowej wirowano ponownie przez 10 minut celem usuniecia ewen-
tualnie pobranych przy lewarowaniu surowicy skladnikéw morfotycz-
nych. Odwirowang surowice zlewano do suchego, czystego, szczelnie
zamykanego naczynia.

ITT sposo6b — krew pobrang do strzykawki przelewano do 50-ml.
suchej probéwki wiré6wkowej i pozostawiano na przeciag dwéch godzin
w temperaturze 19 — 22°C. Powstaly skrzep oddzielano bagietka szklang
od scianek naczynia, po czym krew wirowano i postepowano z nia tak,
jak w sposobie drugim (od chwili powtérnego odwirowania).

Otrzymane surowice uzywano do prob badz to natychmiast, badz tez
przechowywano w lodéwce w temperaturze 0 do +4°C az do wyko-
nania badania. Na ogot czas uptlywajacy od chwili oddzielenia surowicy
do jej uzycia nie byl dtuzszy niz 24 godziny. Przed pobieraniem surowicy
do badan doprowadzano jej temperature do pokojowej. Do oznaczen uzy-
wano tylko takie surowice, ktére nie wykazywaly optycznych cech he-
molizy.

2. OZNACZANIE POTASU

Potas oznaczano metoda kolorymetryczng i na fotometrze ptomienio-
wym. Wyniki podane w tej pracy sa wartosciami srednimi z dwéch ozna-
czen. Regularnie przeprowadzano kontrole pomiaréw na standardach.

a) Metoda kolorymetryczmna. Oparto sie na metodzie
podanej przez Barry'ego i Rowlamda (2). W metodzie tej po-
tas wytraca sie z nieodbialczonej surowicy krwi w postaci azotyno-ko-
baltanu sodowo-potasowego. Otrzymany osad przemywa sie kolejno 35%
i 70% alkoholem etylowym, a nastepnie rozpuszcza w wodzie na goraco
i dodaje chlorowodorku choliny oraz zelazocyjanku potasu. Powstaje
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23 4 A. MANITIUS 41

zabarwienie zielone, ktérego intensywnos¢ zalezy od ilosci kobaltu stra-
conego wraz z potasem. Intensywnos$¢ zabarwienia mierzono na fotome-
trze Pulfricha uzywajac filtru S61.

Dla sporzadzenia wzorcow do wykreslenia krzywej uzyto K2SO4 che-
micznie czystego do analizy, osuszonego do stalej wagi. Uzywane do
analizy odczynniki byly chemicznie czyste.

Kontrole dokladno$ci metody przeprowadzono na siedmiu probach
tej samej surowicy; otrzymano kolejno wyniki (K w mg na 100 ml): 20,0;
19,4; 19,5; 19,0; 19,6; 19,6; 18,8; $rednio 19,4 + 0,40.

b) Fotometr ptomieniowy. Uzywany w pracy aparat jest
modelem III firmy Zeiss. Przy zestawianiu aparatu wprowadzono tylko
jedng modyfikacje: powietrze pobierano nie z butli, ale doprowadzano
je do aparatu bezposrednio ze sprezarki, uzywajac dodatkowych regula-
torow zapewniajgcych utrzymywanie stalego ci$nienia. Wartos¢ pusta
(,,backgroundflame”) przy uzyciu powietrza otrzymywanego ze sprezarki
dawata wychylenia galwanometru tej samej wielkosci, jak wowczas gdy
powietrze pobierano z butli.

Dla oznaczenia potasu rozcienczono nieodbialczong surowice 10-krot-
nie woda destylowang. Przy sporzadzaniu ptynéw wzorcowych do wy-
kreslenia krzywej oparto sie na powszechnie znanym i notowanym fakcie
(np. 6 i 11) oraz na obserwacjach wlasnych, ze inne skladniki surowicy,
a przede wszystkim kationy (w szczegélnosci sodowy), wplywaja na
warto$¢ wychylen galwanometru przy oznaczaniu potasu. Dlatego wy-
dawalo sie stuszne oparcie o pltyn, ktorego sktad jonowy bylby jak naj-
bardziej zblizony do skladu surowicy.

Dla stwierdzenia, ktére jony i w jakim stopniu zmieniaja uzyskiwane
przy oznaczaniu potasu wychylenia galwanometru, przeprowadzono
oznaczenia porownawcze na nastepujacych plynach:

1. Roztworach chlorku potasowego.

2. Plynie Krebsa (16) rozcieniczonym w réznym stosunku woda.

3. Rozcienczonym 10-krotnie ptynie Krebsa zawierajagcym potas w roz-

_ nym stezeniu.

4. Roztworach zawierajacych chlorki: sodowy, wapniowy i potasowy,
w ktorych stezenie sodu wynosito 33 mg%, wapnia 1 mg% i potas
w roznych stezeniach.

5. Roztworach zawierajacych chlorki sodowy i potasowy, w ktorych
stezenie sodu wynosito 33 mg%, a potasu bylo rézne.

Do sporzadzenia roztworéw uzyto substancp chemicznie czystych
i chemicznie czystych do analizy.
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5] ZAWARTOSC POTASU W SUROWICY KRWI LUDZI ZDROWYCH 235

W pitynach 2 i 3 uzyto ptynu Krebsa, poniewaz jego sktad jest bardzo
zblizony do mineralnego skladu surowicy krwi ludzi zdrowych. W pty-
nach 4 i 5 stezenie sodu (a w ptynach 4 réwniez i wapnia) bylo w przy-
blizeniu réwne jego stezeniu w 10-krotnie rozcienczonej surowicy.

Oznaczenia porownawcze wykazaty, ze:
1° Wychylenia galwanometru przy uzyciu ptynéw 1 (roztwory KCl) byly

znacznie nizsze anizeli w pozostatych plynach zawierajacych potas

w takim samym stezeniu.
2° Wychylenia galwanometru przy uzyciu ptynéw 3,4 i 5, zawierajacych

potas w takim samym stezeniu, sq praktycznie biorgc identyczne.
3° Przy uzyciu plynéw 2 (rozcienczonego w réznym stosunku wodg ply-

nie Krebsa), zawierajacych s6d w stezeniach od 20 do 33 mg%, uzy-
skano w poréwnaniu z ptynami 3, 4 i 5, zawierajacymi potas w tych
samych stezeniach, wychylenia galwanometru nieznacznie tylko niz-
sze i lezace w granicach btedu metody.

Powyizsze proby wykazaty, ze:

300

a) Sposréd skladnikéw jonowych /,',‘f‘c;'}gc,‘;,,,,q},)
surowicy na emisje $wietlna Lo e /;?mmxa
i bhia. 3200
potasu wplywa praktycznie bio- § T
rac wylacznie soéd; jak istotnym &
jest ten wplyw, wida¢ z rys. 1, §m
na ktorym wykreslono dwie g
krzywe: jedna dla roztworow -
i 10 20 AR

chlorku potasowego, a druga dla
plynéw 5, tj. mieszanin chlorkow Rys. 1. Zalezno$¢ wychylenn galwanome-
potasowego i sodowego, zawie- tru na fotometrze plomieniowym od
rajacych sod w stezeniu 33 mg%. stezenia potasu w roztworach KCl oraz
Jak wynika z rysunku, takie sa- w roztworach KCl z dodatkiem NaCl
6 ' (stezenie sodu = 33 mg%h).
mo wychylenie glawanometru, e RO
. isnienie powileuza 0,4 a

Ofl.cz.ytane ¥ 9b“_ krzywych, daje Cisnienie acetylenu 120 mm H20
roznice w stezeniu potasu rzedu p.,.gona 35

5 mg%. Wartoéé pusta (,backgroundflame”) 9
b) Wahania w stezeniach sodu, kt6- Wartoé¢ wodna 9

re spotyka sie w praktyce nie tyl-

ko w stanach fizjologicznych, ale i patologicznych, nie maja praktycz-

nego znaczenia przy oznaczaniu potasu na fotometrze ptomieniowym.

Kontrole dokladnosci metody przeprowadzono ma szeéciu prébach
tej samej surowicy; otrzymano nastepujace wyniki (K w mg na 100 ml):
18,6; 18,8; 18,7; 18,6; 18,5; 18,7; $rednio 18,7 -+ 0,12.
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236 A. MANITIUS 161

c) Poré6wnanie doktadnosci metody koloryme-
trycznej z oznaczeniami wykonanymi na foto-
metrze plomieniowym Celem por6wnania doktadnosci obu
metod, uzywanych w tej pracy, wykonano na tej samej surowicy, uzy-
skanej sposobem II, pie¢ oznaczen fotometrem plomieniowym i pieé
metodg kolorymetryczna. Uzyskane wyniki zestawione zostaly w ta-
blicy 2.

Tablica 2

Zawarto$¢ potasu w tej samej surowicy
oznaczona metodg kolorymetryczng i na foto-
metrze plomieniowym

Metoda koloryme- Fotometr plo-
tryczna mieniowy
Oznaczenie | mg% K| Oznaczenie |mg°o K

I 18,8 I 18,5

11 19,5 I1 18,5
II1 19,2 111 18,4
v 19,1 1AY 18,4
A" 18,3 \Y 18,6
$rednio 19,0 $rednio 18,5
+ 0,46 + 0,08

3. OZNACZENIE BIALKA

Bialko w surowicy oznaczono refraktometrycznie, postugujgc sig kli-
nowym refraktometrem zanurzeniowym Pulfricha. Wartoéci podane sa
érednimi z dwoch oznaczen. Dla utrafiltratu przyjeto wediug Zydowo (41)
wartos¢ refrakcji 1,33574.

Wyniki

1. POROWNANIE WARTOSCI STEZENIA POTASU W SUROWICY KRWI OTRZYMANEJ
SPOSOBAMI I i II

Celem ustalenia, czy zawarto$¢ potasu w surowicy jest taka sama,
czy tez rézna, gdy uzyskuje sie ja przez natychmiastowe oddzielenie
-pltynnego osocza od sktadnikow morfotycznych i przez pozostawienie po
odwirowaniu na przecigg 3 do 4 godzin razem z krwinkami, wykonano
rownolegte oznaczenia w 10 roznych surowicach otrzymanych sposoba-
mi I i II. Oznaczenia wykonano na fotometrze ptomieniowym. Wyniki
zostaly zestawione w tablicy 3.
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Tablica 3

Zestawienie wartosci porownawczych zawartosci potasu w surowicy krwi otrzymanej
dwoma sposobami (mg na 100 ml)

(Oznaczenia przeprowadzono na fotometrze plomieniowym)

L.p. | Sposéb I | Spossb 11 | Réznica w wynikach

spos. IT — spos. I
1 16,7 16,9 +0,2
2 16,1 16,3 +0,2
3 15,1 15,2 +0,1
4 15,1 15,0 =i0:1
5 16,1 16,0 01
6 17,7 17,4 —03
7 17,4 17,5 +0,1
8 14,6 14,6 0,0
9 16,6 16,8 40,2
10 16,2 16,3 +0,1

I sposo6b: surowica otrzymana przez natychmiastowe oddzielenie
plynnego osocza z krwi odwirowanej bezposrednio po pobraniu.

II sposdb: surowica otrzymana z krwi odwirowanej natychmiast
po pobraniu, lewarowana znad skrzepu po 3 do 4 godzinach.

Jak wynika z powyzszej tablicy, nie ma istotnych réznic w stezeniu
potasu surowicy otrzymanej dwoma opisanymi metodami. Dlatego w do-
$§wiadczeniach majacych na celu ustalenie normy stosowano dla otrzy-
mania surowicy sposob II jako tatwiejszy technicznie.

2. ZALEZNOSC STEZENIA POTASU W SUROWICY OD CZASU UPLYWAJACEGO OD CHWILI
POBRANIA KRWI AZ DO ODDZIELENIA SUROWICY

Opierajac sie na badaniach innych autoréw (5, 7, 19, 30, 38) wykona-
no badania na krwi pieciu osobnikow, chcac sie przekonaé, czy w przy-
padku zwyklego, powszechnie stosowanego sposobu otrzymywania su-
rowicy (odpowiadajgcego sposobowi III, opisanemu w tej pracy) poziom
potasu jest wyzszy anizeli w surowicy otrzymanej przez natychmiastowe
oddzielenie od skladnikéw morfotycznych. Pobrang krew dzielono na
dwie czesci, z pierwszej otrzymywano surowice sposobem II (natychmia-
stowe wirowanie), z drugiej sposobem III (wirowanie po 2 godzinach).
Otrzymane wyniki zestawiono w tablicy 4. Oznaczenia wykonano tylko
na fotometrze ptomieniowym.

Z zalaczonej tablicy wynika, ze poziom potasu w surowicy jest
zalezny od tego, czy cze$¢ plynna krwi zostala oddzielona od skiadni-
kéw morfotycznych natychmiast po pobraniu krwi, czy tez dopiero po
2 godzinach. W przeprowadzonych dos$wiadczeniach wzrost potasu
w surowicy krwi, otrzymanej przez 2 godziny w temperaturze 19 — 22°C,
wynosit srednio 0.8 mg%.
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Tablica 4
Zawarto§é potasu w surowicy krwi (w mg % otrzy-
manej przez: II — natychmiastowe odwirowanie
krwi; III — oddzielenie po 2 godzinach (temp.
19 — 22°C)
(Oznaczenia wykonano na fotometrze plomieniowym)
L.p. 11 111 Réznica 111 — 11
1 16,8 17,7 +0,9
2 17,5 18,1 + 0,6
3 14,6 15,4 + 0,8
4 16,8 17,6 + 0,8
5 16,3 17,1 + 0,8
: $rednio + 0,8
Tablica 5§

Zawarto$¢ potasu w surowicy krwi ludzi zdrowych

Potas w mg na 100 ml surowicy

http://réin.org.pl

. | Wiek [ Bialtko .

T | Pt lat (refr.) | Kolorymetr. met. | Fotometr pl. el 2

1 22 7,85 15,3 16,1

2 23 ;30 16,6 15,9

3 a2t | 26 15,2 15,5

-+ = 18 7,9 16,6 16,3

5 o 19 7,15 15,6 152 o

6 - 18 8,05 17,4 17,2

7 o 21 7,6 15,3 455

8 » 20 8,3 17,1 -

9 20 | 7,9 15,9 15,8

10 M| 2t 25 18,8 —_

11 25 7:1 16,3 15,5

12 24 7,9 15,9 -

13 20 705 15,7 —

14 18 7,25 17,5 17,2

15 18 7,95 16,4 16,3

16 17 8,65 16,4 16,6

17 17 7,35 17,1 17;1

18 19 8,1 18,8 18,1 ; :

19 19 805 N 16,0 }Krew tej samej ost?by
20 16 7:3 17,3 17,4 pobr. w.odst. jtmles.
21 16 76 s 17.4 }Krew tej samej os?by
22 18 7:05 17,6 17.9 pobr. w'od.st. ftrmes.
23 18 73 i 16.9 } Krew tej samej os?by
24 19 6:9 17.7 18:0 pobr. w odst. 4 mies.
25 16 8,1 16,2 16,2

26 16 8,0 16,4 16,0
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d. c. tabl. 5
27 19 6,9 — 16,3
28 18 TS — 15,2
29 25 7,65 — 15,0
307 - AT N26 —- 16,5 — Krew tej samej osoby
31 ) 26 7,6 — 14,6 }pobr. w odst. 6 mies.
32 £ 27 7,25 19,5 19,2 Krew tej samej osoby
33 - 27 6,65 — 17,5 }pobr. w odst. 6 mies.
34 > 25 25 16,5 16,9 Krew tej samej osoby
35 S 25 7,3 - 16,8 }pobr. w odst. 6 mies.
36 i 27 7,95 18,8 17,9
37 3 19 8,0 15,9 16,6
38 21 6,5 17,0 16,8
39 < el Z6 15,9 15,5
40 = 34 | 76 127 18,4
41 23 7,9 —_ 16,3

Srednia arytmetyczna

Kolorymetr. met. | Fotometr plom.

Ogolnie 16,8 +1,1 16,6 1,0
Kobiety 16,7 16,4
MezczyZni 17,2 17,0

3. WARTOSCI NORMALNE POZIOMU POTASU W SUROWICY KRWI LUDZI ZDROWYCH
UZYSKANEJ PRZEZ WIROWANIE KRWI NATYCHMIAST PO POBRANIU (SPOSOB II)

Lacznie zbadano 41 surowic pochodzacych od 35 os6b (26 kobiet
i 9 mezczyzn). Oznaczenia wykonano metoda kolorymetryczng i na fo-
tometrze plomieniowym. Otrzymane wyniki zestawiono w tablicy 5.

Jak wynika z tablicy, uzyskano wartosci:

a) metoda kolorymetryczna: od 15,2 do 19,5 mg%; ér. 16,84-1,1.
b) na fotometrze ptomieniowym: od 14,6 do 19,5 mg%; ér. 16,641,0.

Nie stwierdzono zwigzku miedzy poziomem potasu a stezeniem bia-
lek surowicy. Nie daje sie rowniez — w badanych granicach wieku —
stwierdzi¢ jakiejkolwiek zalezno$ci miedzy wiekiem badanego osobni-
ka a stezeniem potasu w surowicy. Nie ma w badanych przypadkach
istotnej réznicy w poziomie potasu u mezczyzn i kobiet. Porownujac
wartosci otrzymane metoda kolorymetryczng i na fotometrze ptomie-
niowym znajduje sie daleko idaca zgodnos¢ wynikow, i to zaré6wno dla
wartosci Sredniej, jak i dla poszczegdlnych surowic. Najwieksze rozni-
ce nie przekraczaja wartosci 1 mg%.
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Dyskusja

W zestawionych w tablicy 1 wartosciach stezenia potasu w surowi-
cy, podawanych przez niektéorych autoréw, uderza przede wszystkim
duza rozbieznos$¢ miedzy poszczegdélnymi danymi. Rozbiezno$é te moz-
na przypisa¢ przede wszystkim dwom czynnikom:

1. niewlasciwemu otrzymywaniu surowicy,

2. matej dokladnosci i duzej réznorodnosci stosowanych metod.

Badania réznych autoréw, jak i wilasne, wskazuja na to, ze in vitro
potas stosunkowo szybko przenika z krwinek do osocza. Predte -
czenskij i wspoélpracownicy (29) podajg, ze po 6 godzinach po-
ziom potasu w surowicy nie oddzielonej od krwinek wzrasta o 5 mg na
100 ml. Leulier (19) podaje, ze po 22 godzinach stezenie potasu
w surowicy jest dwukrotnie wieksze anizeli prawidlowe. Goodman
i wspolpracownicy (7) znajduja, ze w temperaturze 25° w ciggu 24 go-
dzin poziom potasu wzrosta $rednio o 0,8 milirown./litr (okoto 3,12 mg%),
przy czym najszybszy wzrost — okoto 0,2 milirown./litr (okolo
0,78 mg%) — nastepuje w ciagu pierwszej poitorej godziny. Badania
wlasne potwierdzajq te wyniki, wykazujac w temperaturze 19 — 22°C
wzrost $rednio o 0,8 mg%. Na podstawie badan szeregu autorow,
a w szczegélnosci Harrisa (9, Maizelsa (21, 22, 23),
a ostatnio S tr aub a i wspélpracownikéw (32, 33, 35), ktorzy
wykazali zalezno$¢ wedrowania jondw potasowych miedzy krwinkami
a osoczem od procesu glikolizy, stusznie uwaza sie, ze szybko$¢ nara-
stania poziomu potasu w surowicy pozostajacej w kontakcie z krwin-
kami zalezy od temperatury, w jakiej przechowywana jest krew, jak
rowniez od stezenia glikozy i produktéw posrednich powstajacych
w procesie glikolizy, a takze innych czynnikéw, jak np. pH krwi.
W zwiagzku z tym malezy bezwzglednie dazy¢ do tego, aby oddzielenie
surowicy odbywalo sie bezposrednio po pobraniu krwi, na co juz w ro-
ku 1929 wskazywat Spiro (30). Opisany w niniejszej pracy spo-
sob II oddzielania surowicy zapobiega uchwytnemu wzrostowi poziomu
potasu w surowicy krwi kontaktujgcej sie ze skrzepem nawet w prze-
ciggu 4 godzin upltywajacych od chwili pobrania krwi. Sposéb ten jest
bardzo prosty i moze by¢ z powodzeniem stosowany w kazdym labora-
torium ustugowym. Sposoby inne, jak np. podawany przez Predt e-
czenskiego i wspolpracownikow (29), polegajacy na przetrzy-
mywaniu krwi w cieplarce, wydaje sie bardziej zlozony technicznie.
Spos6b podawany przez Duliére' a (5), a polegajacy na wiro-
waniu krwi w temperaturze 0°C, wydaje sie o tyle niestuszny, ze jak
wykazali wspomniani juz Harris i Maizels, aostatnio po-
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twierdzil to Kiusel (18) oraz G o od m an i wspélpracowni-
cy (7), w temperaturze 0°C nastepuje szybsze wywedrowywanie potasu
z krwinek do osocza niz w temperaturze pokojowej.

Jesli chodzi o dokiadno$¢ powszechnie stosowanych chemicznych
metod oznaczania potasu, to zrodla biedow byly juz niejednokrotnie
dyskutowane przez réoznych autoréw. Tak np. metody oparte na wytra-
caniu potasu dzialaniem azotyno-kobaltanu sodowego na surowice sa
obarczone bardzo powaznymi mozliwosciami biedu, jak np. zaleznoscig
skladu wytrgcanego osadu od szybkosci dodawania odczynnika do su-
rowicy oraz temperatury, w jakiej przeprowadza sie proby (25). Dal-
szym czynnikiem wplywajacym na obnizenie dokladnos$ci metody jest
koniecznos¢ plukania wytragconego osadu, co pocigga za soba na ogél
mniejsze lub wigksze straty osadu, zaleznie od jakosci uzytego do phu-
kania plynu (2). Cze$¢ autoréw przypisuje takze pewng role oddzialy-
waniu $rodowiska, w jakim przeprowadza sie wytrgcanie osadu. W sto-
sowanej w tej pracy metodzie kolorymetrycznej dodatkowym powaz-
nym czynnikiem wplywajacym na dokladno$¢ oznaczen byta stosun-
kowo matla stromos¢ krzywej kalibracyjnej, w wyniku czego nawet
nieduze roéznice w pomiarze przepuszczalnosci dawaly dos¢ znaczne
roznice w odczytywanych wartosciach stezenia potasu.

Nieco wiecej uwagi warto poswieci¢ metodzie oznaczania potasu na
fotometrze plomieniowym w zwiazku z coraz szerszym i powszechniej-
szym stosowaniem tego aparatu. Oznaczanie potasu w surowicy napo-
tyka tu na pewne trudnosci, z ktérych bodaj ze najwieksza jest sporza-
dzenie odpowiednich standardéw potrzebnych do wykreslenia krzywej,
poniewaz obecnos¢ innych jonéw w surowicy wzmaga znacznie emisje
Swietlng potasu. M o s h e r i wspoélpracownicy (cytowane wedlug
Gilberta iin.6) stosowali standard zawierajacy chlorki: sodowy,
potasowy, wapniowy i magnezowy, a dalej fosforan amonu, glikoze,
mocznik, cholesterol, alkohol i zelatyne. Dodatek biatka znajduje swoje
uzasadnienie w tym, ze, jak podaja Gilb ert i wspolpracowni-
cy (6), wielko$¢ napiecia powierzchniowego badanej cieczy wplywa na
warto$¢ odczytu. Sporzadzenie jednakze tak zlozonego standardowego
roztworu wymaga znacznej ilosci czasu, co przy roéwnoczesnej ko-
niecznosci dysponowania doskonale oczyszczonymi odczynnikami or-
ganicznymi znacznie zmniejsza warto$¢ praktycznego zastosowania te-
go roztworu. Hilgers (11) w swojej pracy, w ktorej podaje sze-
reg cennych uwag dotyczacych fotometru ptomieniowego i jego zasto-
sowania do oznaczania sodu, potasu i wapnia w surowicy, proponuje
wykreslenie kilku krzywych obrazujacych zalezno$¢ wartosci wychy-
len galwanometru od stezenia potasu przy réznych stezeniach sodu.
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Proponuje on dalej, aby okresla¢ najprzéd zawarto$¢ sodu, a nastep-
nie w zaleznos$ci od stwierdzonego stezenia sodu odczytywaé¢ wynik
badania potasu z tej czy innej krzywej.

Z przeliczen teoretycznych opartych na pracy Hilger s a, jak
i z porownawczych badan wilasnych wynika jednak, Ze wyraznie za-
znacza sie¢ wplyw wahan w stezeniu sodu na wychylenia galwanometru
wowczas, gdy wahania te leza w granicach 0 — 10 — 20 mg%, nato-
miast dalsze zwiekszanie stezenia sodu (od 20 — 33 mg%) w plynie,
w ktéorym okresla sie zawarto$¢ potasu, ma juz wpltyw mieznaczny. Wy-
nika stad, ze wahania stezen sodu w surowicy krwi spotykane nie tylko
w stanach fizjologicznych, ale i patologicznych, nie majg praktycznego
znaczenia przy oznaczaniu stezenia potasu na fotometrze plomie-
niowym.

Z badan poréwnawczych wynika réwniez, ze najprostszymi i daja-
cymi jednoczes$nie dobre wyniki ptynami standardowymi dla oznacza-
nia potasu moga by¢ plyny zawierajace tylko chlorki sodowy i pota-
sowy, w ktérych stezenie potasu jest dowolnie dobrane, a sodu state
i rowne 33 mg%. O tym, ze te pltyny daja w praktyce dobre wyniki,
S§wiadczy daleko idaca zgodno$§¢ miedzy oznaczeniami na fotometrze
plomieniowym i wykonanymi metoda kolorymetryczna.

Analizujac wartos¢ uzytkowa obu metod i ich dokladnoé¢ na pod-
stawie uzyskanych wynikéw, wydaje sig, ze fotometr plomieniowy
daje wyniki lepsze i dokladniejsze, anizeli stosowana w tej pracy me-
toda chemiczna. Wieksza dokladno$¢ w polgczeniu z szybkoscig ozna-
czen oraz nieskomplikowana i latwa do opanowania w krotkim czasie
technika obstugi stwarza z fotometru plomieniowego aparat nadzwy-
czaj cenny dla seryjnych analiz nieorganicznych skladnikéw surowicy,

Przechodzac do zagadnienia zasadniczego, a mianowicie okreslenia
normalnej zawartosci potasu w surowicy krwi, wydawatoby sie stusz-
nym uwazac¢, ze podane w tablicy 1 wartosci sa na og6t za wysokie, co
nalezaloby moze w odniesieniu do wiekszosci autoréw przypisaé¢ otrzy-
mywaniu surowicy w sposob nieodpowiedni. W odniesieniu do autoréw,
ktérzy mowia o koniecznosci szybkiego oddzielania surowicy od krwi-
nek, nalezatoby przypusci¢, ze zrédlo bledéw lezy w metodach, ktérymi
sie postugiwali. Wydaje sig, ze wartosci prawidlowe poziomu potasu
w surowicy krwi ludzi zdrowych, oddzielonej bezposrednio po pobraniu
krwi, leza w granicach 15,0 — 19,0 mg%. Wartosci wyzsze nalezaloby
uwaza¢ za podejrzane o hyperpotasemie, wartosci za$ nizsze o hypo-
potasemig. W tablicy 6 zestawiono otrzymane wyniki w ten sposéb,
ze podzielono je na grupy w zaleznosci od stezenia potasu.
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Z tablicy 6 wynika, ze najwieksza ilos¢ przypadkéw wypada na ste-
zenie 16,1 — 17,0 mg%; z iloSciowego rozmieszczenia pozostalych
przypadké6w mozna wnosi¢, ze przy odpowiednio zwigkszonej ilosci
oznaczen otrzymano by normalng krzywa rozktadu dla normalnych war-
tosci stezenia potasu w surowicy krwi.

Tablica 6

Rozrzut wartoéci mormalnych poziomu
potasu w surowicy krwi ludzi zdrowych

obojga plci

Zawarto$¢ potasu | 1y przypadkéw
w mg na 100 ml

14,1 —15,0 2

15,1 — 16,0 1

16,1 — 17,0 14

17,1 —18,0 10

18,1 — 19,0 3

19,1 —20,0 1

Razem
1
przypadkow 3

Na podstawie uzyskanych w tej pracy wynikéw wydaje sig stuszne
twierdzenie M ozotowskiego (26), ze nie jest prawdopodob-
na tak wielka — jak sie zazwyczaj przyjmuje — normalna zmiennos¢
poziomu potasu w surowicy krwi i ze raczej ma sie-tu do czynienia
z niedostateczna $cistoscia stosowanej metody lub tez z systematycz-
nym bledem. Stwierdzenie normalnej krzywej rozkladu pozwala na wy-
razenie zawartosci potasu w surowicy zdrowych ludzi w $cisty sposob,
a mianowicie przez podanie $redniej arytmetycznej i dyspersji. W opar-
ciu o analize 41 surowic znaleziono 16,6 + 1,0 mg% potasu, czyli
4,25 -+ 0,25 milirownowaznika/litr. Nalezy zaznaczy¢, ze Marinis
i wspolpracownicy (24) w swojej pracy opartej na zbadaniu 107 przy-
padkow uzyskali wartosci dajace sie rowniez przedstawi¢ w postaci
normalnej krzywej rozkladu z wartoécig srednia 4,52 + 0,45 milirow-
nowaznika/litr. Srednia tych autoréw, jak réwniez wartos¢ dyspersji,
sa wieksze niz wyznaczone w tej pracy; nalezy jednak zaznaczy¢, ze
autorzy ci nie oddzielali surowicy natychmiast po pobramiu krwi, lecz
dopiero po wytworzeniu sie skrzepu. Nie mowia oni takze nic. o wieku
0sO6b badanych.

Wartosci uznane na podstawie tej pracy za normalne winny byé
przyjete za prawidlowe tylko w odniesieniu do ludzi w wieku 15 — 30
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lat, niektorzy bowiem autorzy, jak np. Kalos$-Deffner (13) stwier-
dzajq, ze u dzieci poziom potasu w surowicy jest nieco nizszy niz u do-
rostych. By¢ moze, ze duza rozbiezno$¢ wynikow niektérych autoréw
spowodowana jest rowniez, miedzy innymi, nieuwzglednieniem wieku
osob badanych. Niejasna wydaje sie kwestia wigzania kompleksowego
potasu w surowicy, bogdly Waelsch i Kittel (38) stwier-
dzajg, ze potas w surowicy krwi ludzi zdrowych wedruje w polu elek-
trycznym do anody,, Levy i Pacu (20) poddajac surowice i oso-
cze ultrasgczeniu stwierdzity, ze praktycznie biorgc cata ilo§¢ potasu
(95%) przechodzi do ultraprzesagczu. W doswiadczeniach opisanych
w tej pracy mnie udalo sie stwierdzi¢ jakiejkolwiek zaleznosci miedzy
poziomem potasu a zawartoscia bialek w surowicy krwi.

Wootton i wspolpracownicy (40) w pracy opublikowanej
w roku 1954 mowigc o klinicznym zastosowaniu biochemii podajg, ze
wartosci prawidlowe stezen potasu w surowicy wahaja sie w granicach
3,5 — 5,6 milirown./litr (13,7 — 21,9 mg%), przy czym autorzy ci nie
uwzgledniaja wieku jako ewentualnego czynnika wplywajgcego na za-
wartos¢ potasu. W Sswietle uzyskanych wynikow wydaje sie jednak, ze
przynajmniej w odniesieniu do oséb w wieku od 15 do 30 lat stusz-
niejsze byloby przyjecie granic wezszych — od 15,0 do 19,0 mg%, tj.
3,8 do 4,9 miliréwn./litr.

Oznaczenia przeprowadzone na fotometrze plomieniowym byty
mozliwe tylko dzieki uprzejmosci prof. dra Mariana G 6 rs ki e g o,
kierownika I Kliniki Choréb Wewnetrznych AMG., ktory zechciat wy-
pozyczy¢ na pewien okres czasu fotometr Zakladowi Chemii Fizjolo-
gicznej AMG., za co pozwalam sobie i w tym miejscu zltozy¢ profeso-
rowi G orskiemu podzigkowanie.

Réwnoczesnie uprzejmie dziekuje prof. dr Irenie Mochnackiej
za udzielenie szeregu cennych uwag.

Streszczenie

1. Opisano sposéb otrzymywania surowicy krwi dla oznaczania po-
tasu, polegajacy na pobieraniu krwi do parafinowanych probéwek wi-
rowkowych i natychmiastowym jej wirowaniu. Po odwirowaniu od-
dziela sig surowice od sktadnikow morfotycznych po uplywie dwoch
godzin.

2. Potas w surowicy oznaczano metoda chemiczng, polegajaca na
wytrgcaniu jego z nieodbialczonej surowicy w postaci azotyno-kobalta-
nu sodowo-potasowego z nastegpowym kolorymetrycznym oznaczaniem
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wytraconego kobaltu. Rownolegle oznaczano potas na fotometrze pto-
mieniowym; do sporzgdzenia krzywej uzyto plynéw bedacych miesza-
ning chlork6w sodowego i potasowego, zawierajacych sé6d w stqzemu
statym rownym 33 mg%, a potas w stezeniu réznym.

3. Przy poréwnaniu wartosci uzyskanych metoda kolorymetryczna
i’ na fotometrze plomieniowym stwierdzono daleko idacq zgodnoéé¢ wy-
nikoéw, i to zaré6wno dla wartosci sredme] ze wszystkich oznaczen, ]ak
i dla poszczegoélnych surowic.

4. Stwierdzono, ze wyniki uzyskane na fotometrze plomieniowym sg
dokladniejsze niz otrzymane przy uzyciu stosowanej w tej pracy me-
tody kolorymetrycznej.

5. Dla wartosci stezenia potasu okre§lonego w 41 surowicach uzy-
skano normalnq krzywa rozkladu. Warto$é sérednia normalnego steze-
nia potasu w surowicy krwi ludzi w wieku od 15 do 30 lat na podsta=
wie przeprowadzonych oznaczen wynosi 4,25 -+ 0,25 milir6wnowazni-
ka/litr, (to jest 16,6 + 1,0 mg%).
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COJIEP2KAHME KAJMA B ChIBOPOTKE KPOBU 3JIOPOBBIX JIOLEN

PezmowMme

1. Omucan cmocof MOJy4eHUA CHIBOPOTKM KPOBM JIJIA ONpEnesIeHusd
KaJmsd, 3aKJIOYAlONMiCA BO B3ATMM KPOBM B INapacmMHMpOBaHHbIE IIPO-
6MpKM ¥ HEMEJJIeHHOM eé IeHTpudyrosanmy. depes 2 qaca rocje LeHTpyU-
(yroBaHus CEIBOPOTKY OTAEJIAIOT OT MOP(OTHHYECKMX COCTABHBIX HacTe.

2. Ilyrém xmmudeckoro meropa ObLI OompejesieH Kaumii B ChIBOPOTKE,
cozepxameir eme Gemox. Kanmit nonydeH B Buje OcCajka KOMILJIEKCHOM
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—

cos KOGaJBbHMTpUTA HATPMA M KaJus; II0CJe STOr0 IOCPEACTBOM KOJIO-
puMeTpa onpejesieH BeInaBimit kob6aneT. IlapaJiyieslbHO ONpeessAascsa Ho-
CPEe/ICTBOM IUIAMEHHOTrO hoToMeTpa KaJmMit; MAJA HAHECEHUA KpMBOM
MCIIOJIB30BaHbl OBLIM JKUAKOCTH, ABJIAIOLMECH CMECHIO XJIOPMUCTOrO HATPUA
M XJIOPYCTOTO KaJyMsd, COoZiepzKalllMe HaTPMii B INOCTOAHHOM KOHIEHTPALN
paBHOM 33 mr, a Kammit — B Pa3iMYHBIX KOHLEHTPaUMUAX.

3. Ilyrem cpaBHeHMsA BeJMYMH, NOJyYEHHBIX IIOCPEACTBOM KOJOpMME-
TPUYECKOTO METOAA M IJIaMEeHHOro )oToMeTpa, 0OHAPyKEeHO, YTO ITOJIyYeH-
HbIe Pe3yJbTaThl BECbMa CXOJHBI, KaK JJIA CPeJHEe) BeJMYMHEBI, TaK M AJA
OT/IEJIBHBIX CHIBOPOTOK.

4. OOGHapyXeHO, 4TO IOJy9eHHbIe Ha IIAMEHHOM (POTOMETpEe pe3yJib-
TaThbl TOYHEE Pe3yJLTAaTOB, IOJYyYeHHBIX ITyTEeM IIPMMEHEeHNUA B 9T0i pabore
KOJIOPMMETPUYECKOA METOABL.

5. BemuuHe KOHLIEHTpaUMy KaJudA, ONPEAEJEHHOro B 41 CHIBOPOTKE,
COOTBETCTBYET IIOJIyYeHHada HOpMaJibHadA KpuBas pasioxkeHud. CpenHaAdA
BeJIMYMHA HOPMAJIbHOM KOHIEHTpauuy XKauua B oOpasnax CHIBOPOTKM
KpOoBM Jrrofeii B Bo3pacrte oT 15 xo 30 jer, Ha OCHOBaHMM ITPOBEAEHHBIX
onpezneseHmii paBHaerca 4,25 + 0,25 MuanskBuBaJeHTOB/suTp (T. €.
16,6 4 1,0 mr%).

POTASSIUM CONTENT IN HUMAN SERA

Summary

1. A method has been described for potassium determination in se-
rum based on taking of blood directly into paraffin-coated centrifuge-
cones and immediately centrifugation. Serum is separated from the
morphological constituents after 2 hours.

2. Potassium has been determined by the chemical method, involving
precipitation of potassium from non-deproteinized serum in the form
of sodium-potassium-cobalt complex, followed by the colorimetric de-
termination of the precipitated cobalt. Potassium has been determined
in parallel determinations in the flame photometer using, for constructing
of the standard curve, solutions of 33 mg% NaCl with varying amounts
of KCI.

3. Comparison of the results obtained by the two different methods
shows high agreement of the mean values from all determinations and
from individual sera as well.
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4. Tt has been proved that photometric results are more precise as
compared with the colorimetric values.

5. A normal distribution curve has been obtained for the values of
potassium concentration estimated in 41 specimens of serum. The mean
value of the normal potassium concentration in the serum of the indi-
viduals of 15 — 30 years is 4,5 + 0,25 mE/lite (e. i. 16,6 - 1,0 mg®%o).

Otrzymano 9.XII.1954
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Kierownik prof. dr J. Supniewski

Hopkins i Cole (13), (14) w roku 1901 wyosobnili z hydro-
lizatu bialkowego aminokwas tryptofan, ktéry okazal sie p6zniej B-in-
dolylo-alaning. Aminokwas ten wchodzi w sklad wiekszoéci bialek i jest
niezbednym skladnikiem pokarmowym dla zwierzat, ktére nie syntety-
zujag go w swych tkankach.

Tryptofan jako zwiazek indolowy jest wrazliwy na dzialanie kwa-
sow i silnych alkalii, ulega wiec zniszczeniu przy hydrolizie biatek
mocnymi gorgcymi kwasami lub alkaliami. Otrzymujemy go z hydro-
lizatow bialek strawionych fermentami proteolitycznymi, na przyklad
trypsyna, poprzez nierozpuszczalne polaczenie rteciowe. Bialka zawie-
rajag L-tryptofan. Aminokwas ten najczesciej otrzymywany jest z hy-
drolizatow kazeiny. Metoda ta jest kosztowna i klopotliwa.

Obecnie hydrolizaty biatek s szeroko stosowane w lecznictwie ja-
ko srodki odzywcze przy ujemnym bilansie bialtkowym — podajemy je
wowczas dozylnie, rzadziej doustnie. Zawieraja one zwykle mato tryp-
tofanu lub nie zawieraja go wcale, nie sa wiec pelnowartosciowymi
odzywkami dla ludzi, ludzie bowiem powinni dostawaé dziennie z po-
karmami 0,25 — 0,5 g tryptofanu. Hydrolizaty te wzmacniamy dodajac
do nich trypftofan. Mozna dodawa¢ do nich tryptofan racemiczny, kté-
ry jest zuzytkowywany przez tkanki jak tryptofan lewoskretny.

Acetylotryptofan stuzy za stabilizator roztworéw bialek (albumin)
uzywanych w lecznictwie.

Ellinger i Flamand (5 juz w roku 1908 otrzymali
D L-tryptofan przez synteze chemiczna. Kondensowali oni aldehyd-
-f-indolowy z kwasem hipurowym do azlaktonu, ktéry po hydrolizie
i redukcji dawal tryptofan. Wydajnosci tej syntezy byly bardzo stabe,
a produkt wyjsciowy syntezy, aldehyd indolowy, byl drogi (9). Ostatnio
opracowano wzglednie tanig synteze tego aldehydu z graminy przez

[249].
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utlenianie jej fenylohydroksylaming i nitrobenzenem. Pozwolilo to na
wydajng nowa synteze tryptofanu z tego zwigzku przez kondensacje go
z hydantoing, hydrolize i redukcje powstalego produktu kondensacji do
tryptofanu.

Snyder z wspoélpracownikami (22), (23), (24), (25), (26) zastoso-
wal metode Sorensemna (1), (3), (4, (10), (20), (27) syntezy ami-
nokwasoéw za posrednictwem acetoamidomalonianu dwuetylowego do
syntezy tryptofanu z graminy, latwo dostepnej dzigki metodzie syntezy
Kihna i Steina (18). Gramina powstaje przez kondensacje
indolu z aldehydem mrowkowym i dwumetyloaming. Z jodkiem mety-
lowym gramina daje metylojodek, ktory ogrzewany z acetoamidoma-
lonianem dwuetylowym wobec alkalicznych katalizatoréw odczepia
trojmetyloamine i tworzy indolo-metylo-acetamidomalonian dwuetylo-
wy. Hydroliza tego zwigzku daje w koncu D, L-tryptofan z dobra wy-
dajnoscig. Metoda ta nastepnie byla modyfikowana przez B u t e-
nandta i Hellmanma (2), (11), (12) i innych. Zamiast ace-
tomidomalonowego estru stosowano ester formamidomalonowy.

Jones i Kornfeld (16) kondensowali gramine, siarczan
metylowy, szczawian dwuetylowy i acetamidomalonian dwuetylowy
wobec etylanu sodowego do a-oksy-f-acetamido-B-karboetoksy-3-indo-
lomalonianu dwuetylowego, ktéry hydrolizowany roztworem wodoro-
tlenku sodowego daje D, L-tryptofan z 70% wydajnoécia.

Racemiczny tryptofan mozna rozlozy¢ na optyczne antypody, naj-
prosciej droga biologiczna. Wyciagi z trzustek zwierzecych zawierajq
fermenty hydrolizujace do wolnego tryptofanu tylko lewoskretny ester
etylowy tryptofanu, estru prawoskretnego nie zmieniaja. Pozwala to po
hydrolizie estru tryptofanu racemicznego na oddzielanie tryptofanu
lewoskretnego. W wyciaggach z nerek znaleziono fermenty odczepia-
jace grupy kwasowe tylko z L-acylopochodnych tryptofanu.

Do syntez tych potrzebny _jest acetamidomalonian dwuetylowy.
Zwigzek ten powstaje przez redukcje pylem cynkowym izonitrozoma-
lonianu dwuetylowego w roztworze kwasu octowego i bezwodnika
octowego (1), (19). Redukcje mozna prowadzi¢ tez amalgamatem sodo-
wym lub katalitycznie wodorem wobec platyny lub niklu Raneya. Za-
miast estru acetamidomalonowego mozna uzywaé ester formamidoma-
lonowy (7), gdy redukujemy izonitrozomalonian dwuetylowy cynkiem
w kwasie mrowkowym (8), (18), (29). Najlepsze wyniki otrzymujemy
przy redukcji izonitrozomalonianu dwumetylowego. Izonitrozodwuma-
lonian dwuetylowy lub dwumetylowy otrzymujemy latwo przez dzia-
lanie azotynéw i kwas6w na estry malonowe (20).
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Acetamido- i formamidomaloniany mozemy tez otrzymaé przez re-
dukcje nitromalonianéw (17), ktére tatwo powstaja z estré6w malono-
wych przy dzialaniu na nie stezonego kwasu azotowego (31).

W roku 1950 i 1951 pod kierunkiem prof. Supniewskiego
dr Mayer opracowal synteze D, L-tryptofanu z indolu celem prze-
niesienia jej na produkcje fabryczna, aby zaopatrzy¢ polski rynek le-
kow w ten wazny aminokwas. Oparto sie na zasadach syntezy trypto-
fanu opracowanych przez S n y d e r a, rokujacej najlepsze wyniki
w produkcji fabrycznej.

Indol do tej syntezy otrzymywano z czystej orto-formylotoluidyny
zgodnie ze wskazéwkami podanymi w Organic Syntheses (tom XXIII,
s. 44 (30) ) stosujgc etylan potasowy, co wplywalo na zmniejszenie po-
danej wydajnosci. Indol mozna tez otrzyma¢ metoda Reisserta
(21) z orto-nitrotoluenu i szczawianu dwuetylowego.

Z indolu latwo otrzymuje sie gramine kondensujac go w tempera-
turze pokojowej z dwuetylaming i aldehydem mroéwkowym.

Gramina ogrzewana z acetamidomalonianem dwuetylowym i bez-
wodnym sproszkowanym wodorotlenkiem sodowym we wrzacym tolue-
nie odczepia dwumetylaming i kondensuje si¢ do indolo-f-metyloaceta-
midomalonianu dwuetylowego.

Koniec reakcji wskazuje koniec wydzielania si¢ dwumetylaminy
z wrzacego plynu. Ester ten hydrolizujemy gorgcym roztworem wodo-
rotlenku sodowego do odpowiedniego zacetylowanego kwasu. Wolny
kwas, ogrzewany z woda do wrzenia, odczepia dwutlenek wegla i za-
mienia sie w acetylotryptofan, ktory hydrolizowany na goraco roz-
tworem wodorotlenku sodowego odczepia kwas octowy i w dobrej
wydajnosci daje D, L-tryptofan. Wydajnos¢ tryptofanu z indolu wy-
nosi 52%, metoda jest wiec dobra i technicznie oplacalna.

W produkcji fabrycznej nalezy sie liczy¢ ze wzrostem wydajnosci
i lepszym wyzyskaniem poélproduktow.

Acetamidomalonian dwuetylowy otrzymano z malonianu dwuety-
lowego nitrozujac go mieszaning azotynu sodowego i kwasu octowego.
Ester nitrozowy bez dalszego oczyszczania redukowano wodorem wo-
bec niklu Raneya do aminomalonianu dwuetylowego, ktéry acetylowa-
no bezwodnikiem octowym.

Nalezalo opracowa¢ normy farmakopealne dla otrzymanego synte-
tycznego tryptofanu. Normy te opracowano w Pracowni Farmakopei
Polskiej Nr 9, znajdujacej sie¢ w Zakladzie Farmakologii Akademii Me-
dycznej w Krakowie. Pod kierunkiem prof. Supniewskiego
opracowal jemgrS. Kamins ki
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Przy opracowaniu norm spotkaliSmy sie z trudnoscia prostego, ilo-
s§ciowego okreslenia tryptofanu. Tryptofan mozna okresli¢ oznaczajac
w nim azot metoda Dumasa lub Kjeldahla, jest to jednak klopotliwe.
Proby miareczkowania tryptofanu wodorotlenkiem sodowym wobec for-
molu nie daly dobrych wynikéw. Nie otrzymano tez dobrych wyni-
kéw miareczkowania wodorotlenkiem sodowym w roztworze alkoholo-
wym i miareczkowania kwasem nadchlorowym (wobec fioletu metylo-
wego) w roztworze kwasu octowego nawet po dodaniu octanu rtecio-
wego.

Zwrocono sie wiec do bromometrii, bo tryptofan wigze osiem ato-
moéw bromu. Tryptofan prébowano juz oznaczy¢ bromometrycznie
w 1907 roku (17). Nasze proby okreslenia go bromometrycznie w roz-
tworze wodnym nie doprowadzily do pozadanego celu, za to bromome-
tria w roztworze ca 70% kwasu octowego, podobnie jak to robit Zyka
(32) z paroma $rodkami leczniczymi, dala wyniki rownoznaczne z okre-
Slaniem tryptofanu droga oznaczenia w nim azotu metodga mikro-
Dumasa. 2

W literaturze naukowej lat ostatnich spotykamy sie wylgcznie tyl-
ko z kolorymetrycznymi metodami oznaczania tryptofanu, wolnego
i w bialkach, opartych na przyktad na zniebieszczeniu odczynnika fosfo-
romolibdeno-wolframowego (Folin, Ciocaltau (6)) przez
ten aminokwas lub na odczynach barwnych, ktére daje tryptofan z al-
dehydami (aldehydem para-dwuetyloaminobenzoesowym, aldehydami:
benzoesowym, mrowkowym, z kwasem glioksalowym lub waniling).
Metody te mniej nadaja sie do oznaczenia stopnia czystosci tryptofanu
droga analizy ilosciowej.

Synteza
1 11
4 #\—— /CH;N(CHy),
Ko
l | e + HC-—CO,C.H ->
\ + HN(CH,), [+ H,0] SR
N\ N\
\/\N ! A \N/H \NHOCCH;
111 v
I\ 7CH,C(CO,C,Hy), (\E—L/CH'%C():H)’
\ “ l NEOCCH, + H,0 - ] i! ” NHOCCH, —»
l\/l\ 7 {4+ HN(CH,),] (NaOH) N \/n [+ 2C,H,0H]
NH NH
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A"
_. .. /CH,CHCO:H e v /CHS CHCO,
, ” “ \NHOCCH, + H, O - ” H NH,
J& CO,] (NaOH) [+ CH,CO,H]

VI

CH,(CO,C,H,), + HNO, - HON = C(CO,C,H,), + [+ H,0] +
VII VIII

+ 2H, - H,NCH(CO,C,Hy), + (CH,CO),0 —»

[+ H,0]
- CH,COHNCH(CO,C,H,),
[+ CH,CO,H]

Normy
TRYPTOFAN. (TRYPTOPHANUM)

C11H1202N2. Ciezar czasteczki 204,22

Postaé¢ i wtasnos$ci Bezbarwne krystaliczne rombowe
blaszki bez zapachu, o stodkawym smaku.

Rozpuszczalno$é Tryptofan rozpuszcza sie w 20°C
w 190 cz. wody i w 3170 cz. alkoholu etylowego, nie rozpuszcza sie
w eterze dwuetylowym, chloroformie i benzenie.

Sprawdzenie tozsamos§ci Temperatura topliwosci
289 — 291°C z rozktadem (przy szybkim ogrzewaniu).

0,01 g tryptofanu rozpusci¢ w 1 ml wody, doda¢ 2 — 3 kropli wody
bromowej. Powstaje wisniowe zabarwienie.

0,005 g tryptofanu zada¢ 3 kroplami stezonego kwasu azotowego,
ogrza¢ do rozpuszczenia. Powstaje zolte zabarwienie, ktére zamienia
sie¢ w czerwone po silnym zalkalizowaniu amoniakiem.

0,002 — 0,003 g tryptofanu zada¢ 1 ml 1% roztworu aldehydu para-
-dwumetyloaminobenzoesowego w stezonym kwasie siarkowym. Po kil-
ku minutach ptyn przyjmuje czerwona barwe.

0,01 g tryptofanu rozpusci¢ w 2 ml wody i doda¢ 1 ml farmakopeal-
nego roztworu siarczanu rteciowego. Powstaje zélty osad.

0,01 g tryptofanu rozpusci¢ w 1 ml wody, doda¢ 2 m. odczynnike
Hopkins-Cole (wodny roztwor kwasu glioksalowego) i 5 ml stezonegc
kwasu siarkowego. Po paru minutach na granicy zetkniecia sie obu
pltynoéw tworzy sie fioletowe zabarwienie.

0,01 g tryptofanu rozpuszczamy w 2 ml wody, dodajemy 5 kropli
10% wodnego kwasu jodowego i ogrzewamy do wrzenia. Ptyn brunat-
nieje i wydziela jod.

Badanie na czystos$¢ 02 g tryptofanu suszone cztery go-
dziny w 105°C powinny traci¢ na wadze nie wiecej niz 0,001 g (0,5%).

http://rcin.org.pl



254 J. SUPNIEWSKI, J. MAYER 1 S, KAMINSKI O]

Tryptofan nie powinien dawaé¢ wigcej niz 0,4% popiotu. Tryptofan
nie powinien zawiera¢ wiecej niz 2 mg % metali cigzkich, 2 mg % ze-
laza, 5 mg % chloru, 10 mg % SOs.

Oznaczamie zawartos$ci. W kolbie ze szklanym korkiem
rozpuszczamy na gorgco 0,05 g tryptofanu w 25 ml wody i 25 ml czy-
stego lodowatego kwasu octowego. Po ochtodzeniu dodajemy 25 ml1 0,1 N
roztworu bromu w lodowatym kwasie octowym i po wymieszaniu odsta-
wiamy zakorkowany na poét godziny w ciemnym miejscu. Dodajemy
10 ml 10% wodnego jodku potasowego i zaraz miareczkujemy nadmiar
niezwigzanego jodu 0,1 N tiosiarczanem sodowym wobec skrobi. 1 ml
zwigzanego z tryptofanem 0,1 N hromu odpowiada 0,002553 g tego ami-
nokwasu. Tryptofan farmakopealny powinien zawiera¢ nie mniej niz 99%
czystego tryptofanu. Miareczkowanie w 90 — 100% kwasie octowym
nie daje dobrych wynikéw.

Wyniki analiz miareczkowaniem bromometrycznym w poréwnaniu
z oznaczeniem azotu w tryptofanie metoda mikro-Dumasa

Oznaczenia bromometryczne
1 ml 0,1 N Br odpowiada 204,22/8000 = 0,00255275 g tryptofanu

Waga substancji | Zuzyte ml |Znaleziona z anali-| % tryptofanu
bezwodnej 0,IN Br [zy waga tryptofanu| w preparacie
I. 50,33 mg 19,7 50,24 99,78
I1. 49,06 mg 19,2 48,96 99,79

Oznaczenia azotometryczne
1 mgN odpowiada 7,2893 mg tryptofanu

Wydzielony Znalezif)na
‘Waga substancji R Znaleziony | z analizy %tryptofan.u
bezwodnej wmg mm Hg 0° azot w mg |waga trypto-|w preparacie
fanu mg
I. 13,051 1,58 ml 1,7766 12,975 99,43
721 mm
Hg 20°
I1. 14,840 1,88 ml 2,037 14,840 100,0
721 mm
Hg 19°

Wyniki analiz tryptofanu przeprowadzone dwoma metodami pokry-
waja sie ze soba.
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Streszczenie

Racemiczny tryptofan otrzymano z indolu z 52% wydajnosécia. Przez
kondensacje indolu i aldehydem mréwkowym, i dwumetylaming w roz-
tworze kwasu octowego w cieplocie pokojowej otrzymano gramine,
ktéra kondensowano, gotujac z acetamidomalonianem dwuetylowym
w toluenie wobec wodorotlenku sodowego do indolo-f-metyloacetami-
domalonianu dwuetylowego. Ester ten hydrolizowano do kwasu indolo-
-B-metyloacetamidomalonowego, gotujagc z wodnym roztworem wodo-
rotlenku sodowego. Kwas ten gotowany z woda odczepia dwutlenek
wegla i zamienia si¢ w acetylotryptofan, ktéry hydrolizowany goracym
roztworem wodorotlenku sodowego odczepia kwas octowy i daje tryp-
tofan.

Podano normy farmakopealne dla racemicznego tryptofanu. Opraco-
wano bromometryczng metode okreslania tryptofanu. W roztworze 70%
kwasu octowego tryptofan wigze osiem atoméw bromu z roztworu bro-
mu w kwasie octowym. Po reakcji nadmiar nie zwigzanego bromu okre-
slamy jodometrycznie dodajgc jodku potasowego i miareczkujac wy-
dzielony jod 0,1 N tiosiarczanem sodowym wobec skrobi. Metoda ta
jest bardzo dokladna i szybka.
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CUHTETUYECKMN D,L-TPUIITOPAH

PE3IOME

Panemuyeckuit TpunTtodaH nosydeH ObL1 M3 MHAOMA 52%0 MOIHOCTH.
Ilyrem KOHAEHCAUMM WMHAOJA MYypPaBbMHBIM aJbAerMA0OM M AUMETHIIaMM-
HOM B PacTBOpPE YKCYCHOJ KMCJIOTBI B KOMHATHOJ TeMIlepaType IOJy4YeHO
IrpaMMH, KOTOPKIA OBLI KOHAEHCHMPOBAH ITyTeM KUIIAYEHUA C AMSTHJIOBBIM
aneTaMmAoaMaHoM B rosydenue ¢ Hammumem NaOH ruzppoxuen HaTpusa 10
JIM9TUIIOBOTO MHO0JIO-B-MeTmiioaneraMuaoMaaonana. 1ot a¢pup O6b11 ru-
APOJIM3MPOBAH A0 MH0JO-B-MeTmiIoaneTaMmI0MaJIOHOBOM KUCJIOTEI IIyTeM
KMIISSYEHUA B BOAHOM pacTBOpe I'MAPOOKMcH HaTpudA. Ilo KunadeHum ¢ BO-
JIOM KMCJIOTA OTAENseT ABYOKMCH YIJIEpOZAa M IpeBpalllaeTc B aleTuJio-
TpUITO(aH, KOTOPBIA 10 TUAPOJM3MPOBAHMM €r0 TOPAYMM PacTBOPOM I'M-
ZAPOOKMCH HATPUA OTAEJNAET YKCYCHYIO KMCJOTY M ZaeT TpunTodas.

ITpuBeneHs! papMakoneifHbIe HOPMBI AJA pPaleMUYecKoro TpurrodaHa.
Pazpaborana 6pomomeTpmuyeckad METOAMKA OIpeJeJIeHMsa TpurrodaHa.
B pacrsope 70%0 yKcycHOM KMCIOTHI TpunTodaH coeauHaer 8 aromoB Gpo-
Ma 13 pacTBopa 6poma B yRCyCHOM KucioTe. 110 OKOH9aHMy peakumu u30bI-
TOK cBOoGojgHOro 6poma ompezesseTcs MOZOMETPUYECKM, IpudeM AobaBisa-
eTcA MOAMCTHIN KaJuii M BbIfeJIeHHbI uox turpyerca 0,1 N-tuocysbda-
TOM NpM HaJM4YuyM KpaxmaJjia. OTo o4eHb TO4YHas M ObIcTpas METOAMKA.

SYNTHETIC D, L-TRYPTOPHANE

Summary

The racemic tryptophane has been obtained in 52% yield from indole.
In the first step gramine has been made by condensing indole with for-
maldehyde and dimethylamine in acetic acid solution at the room tempe-
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rature. Gramine boiled with diethylacetoamidomalonate in toluene yields
diethyl indolo-f-methylacetoamidomalonate in the presence of sodium
hydroxide. The ester is hydrolized to indolo-f-methylamidomalonic acid
while boiled with aqueous sodium hydroxide solution.

Carbon dioxide splits off from the acid through boilling with water.
The acetyltryptophane resulted in the above reaction hydrolizes in hot
sodium hydroxide solution yielding tryptophane and acetic acid.

The pharmacopoeial norms for racemic tryptophane have been given.
The bromometric method of tryptophane determination was elaborated.
Tryptophane dissolved in 70% acetic acid is capable of binding 8 bro-
mine atoms, bromine solution in acetic acid being used in the reaction.

The excess of the unreacted bromine is determined iodometrically,
by adding potassium iodide and titrating the liberated iodine with 0,1 N
sodium thiosulphate in the presence of starch solution.

The outlined method is rapid and highly accurate.

Otrzymano 7.I11.1955

http:#rcin.org.pl



4 J. SUPNIEWSKI, J. MAYER I S. KAMINSKI

pod ci$nieniem 100 atm. Temperature w ciagu redukcji utrzymuje sie
w zakresie okolo 50°, przy czym czas trwania redukcji wynosi okolo
3 godzin.

Po tym czasie zawartos¢ autoklawu przesgcza si¢ i z przesgczu odde-
stylowuje etanol w prézni. Ilos¢ produktu surowego, w postaci ciemnej
oleistej cieczy, wynosi okoto 295 g.

VIII. Acetamidomalonian dwuetylowy

Uzyskany poprzednio surowy ester etylowy kwasu aminomalonowego
w iloci okolo 295 g oziebia sie do temp. 0°, po czym silnie mieszajac
wkrapla sie 158 ml §wiezo przedestylowanego bezwodnika kwasu octo-
wego. W ciagu wkraplania bezwodnika utrzymuje sie temperature miesza-
niny w granicy od 0° do +5° Po wkropleniu calej ilosci bezwodnika
ochladza sie mieszanine w lodoéwee, po 12 godzinach odsacza wykrystalizo-
wany osad, przemywa malg iloscia zimnego ksylenu, a nastepnie suszy
w prézni. Otrzymuje sie 61 g estru etylowego kwasu acetaminomalono-
wego o temp. 95—97°. j

Tug poreakcyjny zageszcza sie¢ w prozni, przy czym, obok ksylenu,
otrzymuje si¢ okolo 45 g niezuzytego estru malonowego. Do goracej pozo-
stalodci podestylacyjnej dolewa sie 85 ml ksylenu, oziebia mieszanine
w lodéwce przez 12 godzin w temp. 0°, a nastepnie wydzielony osad odsgcza,
przemywa matlg iloScie zimnego ksylenu i suszy w prézni.

Otrzymany produkt barwy jasno-brunatnej rozpuszcza sie¢ w goracej}
wodzie, oczyszcza weglem aktywnym, sgcgy, oziebia i odsgcza wykrysta-
lizowany zwiazek w ilo$ci okolo 32 g.

W ten sposéb otrzymuje sie lacznie 93 g estru etylowego kwasu
acetaminomalonowego o temp. topn. 95—97° (21,6°% wydajnoSci w sto-
sunku do estru etylowego kw. malonowego). Uwzgledniajac ilo§é zrege-
nerowanego estru malonowego (45 g) — wydajno$¢ estru acetaminoma-
lonowego wynosi 25%.
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PREKURSORY BIOSYNTEZY NUKLEOTYDOCYJANOKOBALAMIN.

II. SYNTEZA NOWYCH POCHODNYCH WITAMINU B;.

Z Zakiadu Biochemii Zywno§ci WSR w Poznaniu
Katedra Techn. Rolnej. Kierownik Katedry prof. dr J. Janicki

Bakterie kwasu propionowego, Propionibacterium shermanii, hodo-
wane na pozywkach zlozonych z hydrolizatu kazeiny lub glutenu, namo-
ku kukurydzianego, ekstraktu drozdzowego, glikozy, fosforanéw i $la-
déw soli kobaltawych wytwarzaja gléwnie witamin Bj2, obok nie-
znacznych ilo$ci witaminu Bjs (13), (14). Gdy do pozywki doda¢
ponadto niektérych pochodnych benzimidazolu, a mianowicie 5, 6-dwu-
metylo- lub 5-metylo-benzimidazolu, zwigzki te zostaja na drodze
biologicznej wlaczone do czasteczki kobalaminowej tworzac odpowied-
nio: 5,6-dwumetylobenzimidazolocyjanokobalamine (witamin By2)?) lub
5(6)-metylobenzimidazolocyjanokobalamine. Zawarto$¢ witaminu Biz,
spada przy tym praktycznie do zera (18), (19). Na tej drodze otrzymano
po raz pierwszy wieksze ilo$ci powyzszych kobalamin w stanie krysta-
licznym. W dyskusji pracy wypowiedziano przypuszczenie, ze tylko
okreslone pochodne benzimidazolu moga by¢ prekursorami syntezy
odpowiednich kobalamin, produkowanych przez bakterie kwasu propio-
nowego. Celem sprawdzenia tej hipotezy przebadano dalszy szereg
zwigzkow pochodnych podstawionych w pozycji 5 i 6. Badania te miaty
rowniez na celu otrzymanie nowych pochodnych witaminu Bis, ktére
moglyby okaza¢ sie w dalszych badaniach biologicznych antywitami-
nami i tym samym postuzy¢ w rozwigzaniu zagadnienia roli witaminu B;2
w metabolizmie ustrojéw zywych. Wyrazono réwniez przypuszczenie,
ze te antywitaminy moga posiada¢ wtasnosci carcinostatyczne (11).

Do badan uzyto nastepujacych zwigzkéw: benzimidazol (I), 5-ni-
trobenzimidazol (II), 5 (lub 6)-nitro-6 (lub 5)-metylobenzimidazol (III),
§,6-dwunitrobenzimidazol (IV), 5-etoksybenzimidazol (V) i 5,6-imidazo-
benzimidazol (VI). _
—I)Ot—rzymany w ten sposéb witamin B2 przebadano w Instytucie Hematologicznym
w Warszawie i stwierdzono jego kliniczng aktywnosc.

[259]
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Wszystkie te zwiazki udato sie na drodze biosyntezy wlaczyé¢ do
czasteczki kobalaminowej i odpowiednie kobalaminy otrzymaé¢ w stanie
krystalicznym. , :

Wstepnie przebadano rowniez benzotriazol i 2-merkaptobenzotiazol,
zwiazki o zblizonej strukturze do benzimidazolu.

Rownolegle z powyzszymi pracami F o r d i wspolpracownicy
w dwoch komunikatach doniesli o biosyntezie réznych kobalamin prze-
prowadzanej przez Bact. coli mutant 113-3 z czynnika B i odpowiedniego
prekursora (8), (9). Czynnikiem B nazwali badacze z National Institute
for Research in Dairying z F or d e m na czele jedng z kobalamin
wyodrebniona przez nich z katu cielat i kurczat (10), (12). Bact. coli mu-
tant potrzebujacy dla swego wzrostu witaminu Bj» w pozywce rosnie
rowniez po dodaniu czynnika B do pozywki. W normalnych warunkach
hodowli drobnoustrdj ten przeksztaica czynnik B w inng kobalamine, tzw.
czynnik C znaleziony rowniez w kale zwierzat i ptakow. Gdy do pozywki
dodaé¢ proécz czynnika B, 5,6-dwumetylobenzimidazol lub 4,5-dwumety-
lo-o-fenylodwuamine lub riboflawine z czynnika B i dodanego prekurso-
ra, zostaje zsyntetyzowany witamin B2 (5,6-dwumetylobenzimidazolocy-
janokobalamina) (8). Podobnie z adening otrzymano pseudowitamin Byg
(8) (adenino-cyjanokobalaming), zwiazek, ktéry zostal uprzednio wyizo-
lowany przez Pfiffnera i innych z bakterii wystepujacych w prze-
wodzie pokarmowym cielat (20). W nastepnym komunikacie (9) F or d
i inni stwierdzaja powstanie nowych kobalamin przy uzyciu nastepuja-
cych prekursorow: benzimidazolu, 5,6-dwuchlorobenzimidazolu, 5-mety-
lobenzimidazolu, S-aminobenzimidazolu, S5-nitrobenzimidazolu, 4-chlo-
ro-1,2-benzotriazolu, benzotiazolu, 2,8-dwuchloroadeniny i:2,6-dwuamino-
puryny. W czystej formie badacze ci izolowali tylko kobalamine zawie-
rajaca benzimidazol (benzimidazolocyjanokobalaming (19)). Réwniez
Fantes i OCallaghan (7, powtarzajac pracce Dulanevya
i Williamsa (5), doniesli w formie komunikatu o otrzymaniu kry-
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stalicznej benzimidazolocyjanokobalaminy w procesie fermentacyjnym
przy uzyciu szczepu Streptomyces griseus i o-fenylenodwuaminy jako
prekursora. Proby kliniczne wykazaty, ze jest ona aktywna w wypadkach
anemii zlosliwej w tym samym stopniu, co witamin Bys.

W miedzyczasie Armitage iinni/(l) udowodnili, Ze ,czynnik
B” Forda jest witaminem B;» pozbawionym ugrupowania nukleotydo-
wego w czasteczce. W my$l powyzszego reakcje biosyntezy réznych
kobalamin przeprowadzanych przez Bact. coli mutant mozna tlumaczyé
jako przylaczenie ugrupowania nukleotydowego do deznukleotydocyja-
nokobalaminy 2).

Podobnie okazalo sie, ze witamin Bj2, produkowany przez badany
przez nas szczep Propionibacterium shermanii, jest deznukleotydocyja-
nokobalaming, a zatem jest zwigzkiem identycznym z ,czynnikiem B"
Forda (15).

W ten sposob istnieje formalne podobienstwo syntez réznych nu-
kleotydocyjanokobalamin (NCK) przeprowadzanych przez Bact. coli mu-
tant i Propionibacterium shermanii.

Natomiast zasadnicza réznica obu metod tkwi w tym, ze Bact. coli
mutant potrafi jedynie sprzega¢ podane w pozywce komponenty, dezpil-
kleotydocyjanokobalaming (DNCK), bedaca dla tego drobnoustrbj\i
substancjg wzrostowgq, i zasade nukleotydowa (ZN), wytwarzajgc nu-
kleotydocyjanokobalamine (NCK). Bakterie kwasu propionowego pro-
dukujgce w zwykltych warunkach DNCK potrzebuja jedynie ZN do bio-
syntezy NCK. Roznice te ilustruja schematycznie wzory podane nizej,
w ktorych P oznacza prekursory DNCK zawarte w zwyklej pozywece:

DNCK B. coli mutant czynnik C
DNCK + ZN B. coli mutant NCK
—_—

P Prop. shermanii DNCK
—
P + ZN Prop. shermamz_) NCK

Bakterie kwasu propionowego okazaly si¢ w ten sposéb wygodnym
obiektem do otrzymywania wigekszych ilosci réznych nukleotydocyjano-
kobalamin w stanie krystalicznym.

W pracy niniejszej rozpatrywano rowniez mechanizm tworzenia sie
NCK przez Propionibacterium shermanii. Celem stwierdzenia, czy synteza

?) Wg zaproponowanej uprzednio nomenklatury (19) chodzi tu o cyjanokobalamine
(ptaskaq cze$¢ czasteczki z atomem kobaltu + grupa cyjanowa) nazywana jednak w dal-
szej czeSci pracy deznukleotydocyjanokobalaming w celu niemylenia jej z ogélnie
w literaturze przyjetq nazwa cyjanokobalaminy dla calej czasteczki witaminu Bje.

3 Acta Biochimica Polonica ‘ http//rClr]OI’gpI
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NCK jest reakcja nastepcza po niezaleznie od niej postgpujacej syntezie
DNCK, dodawano prekursor (56-dwumetylobenzimidazol) pod koniec
okresu hodowli szczepu, a zatem w chwili gdy komérki drobnoustroju
zgromadzily juz znaczne iloéci witaminu By2, (DNCK).

Analizy takich hodowli wykazaly, ze w komédrkach bakterii kwasu
propionowego, podobnie jak w Bact. coli mutant, zachodzi reakcja:

DNCK + ZN — NCK

i ze czas trwania tej reakcji w komoérkach Prop. shermanii wynosi ok.
24 godzin.

Wstepne proby przeprowadzenia tej reakcji in vitro daly wynik ne-
gatywny.

Cze$¢ doswiadczalna

MATERIALY DO BADAN

1.Benzimidazol— otrzymano z o-nitroaniliny. Redukcji
o-nitroaniliny dokonano za pomoca cyny i kwasu solnego. Po rozcien-
czeniu woda mieszaniny reakcyjnej roztwér wysycano siarkowodorem
do catkowitego wytracenia sie¢ cyny. Osad siarczkéw odsgczano, a kla-
rowny roztwér chlorowodorku o-fenylenodwuaminy zageszczano w proz-
ni do zapoczgtkowania krystalizacji. Po ozigbieniu odsaczano krysztalty
na lejku piankowym, po czym bezposrednio uzywano ich do syntezy
benzimidazolu, ktéra przeprowadzano metoda Philipsa (21). Temperatura
topliwoéci czystego zwiazku 171°.

2.5(lub6)-Nitrobenzimidaz ol Nitrowa prochodng ben-
zimidazolu otrzymywano wg metody podanej przez Efr o s a (6).

Preparat krystalizowano z wodnego etanolu. Temp. topliwosci 203°.

3.56)-Nitro6(5))metylobenzimidazol — otrzymywa-
no podobnie jak 5-nitrobenzimidazol wychodzac z 5-metylobenzymida-
zolu. Preparat krystalizowano z wody. Temp. topliwosci 181°. Preparat
migkt juz w temp. 158°.

4, 56-Dwunitrobenzimidazol Zwiagzek ten otrzymano
wg metody podanej przez E frosa (16), wychodzac z azotanu 5(6)-ni-
trobenzimidazolu lub tez ogrzewajac bezposrednio 1 g benzimidazolu
z mieszaning 20 ml HNOj;(d 1,52) i 10 ml stezonego H2SO4 4 godziny
pod chtodnica zwrotng. Temp. topliwosci czystego produktu 187 — 189°
(Efros podaje 186°).

5.56-Imidazobenzimidazol Zwiazek ten otrzymano re-
dukujgc cyng i kwasem solnym 5,6-dwunitrobenzimidazol i kondensujgc
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otrzymang pochodng dwuaminowa z kwasem mréwkowym wg metody
Phillipsa (21).

Efros (6) syntetyzujgc imidazobenzimidazol ogrzewat 5,6-dwuami-
nobenzimidazol z kwasem mréowkowym w 15% HCl w zatopionej rurze
w temp. 180° w ciagu 1 godziny.

W naszej pracy przekonaliSmy sig, Ze nie trzeba uzywaé tak dra-
stycznych warunkow reakcji do utworzenia drugiego pierécienia imida-
zolowego. Juz kilkuminutowe ogrzewanie w temperaturze wrzenia chlo-
rowodorku dwuaminobenzimidazolu z kwasem mréwkowym w roztwo-
rze HCl powoduje powstanie imidazobenzimidazolu. Po oziebieniu roz-
tworu krystalizuje w pieknych igtach trudno rozpuszczalny chlorowo-
dorek tego zwigzku. Oczyszczano go dodatkowo za pomoca wegla akty-
wnego, a wolny imidazobenzimidazol wytrgcano z roztworu amoniakiem.

10
C

/
(. A

at N /'
Y 5 5 %5 B A5 Mmp

Rys. 1. Widmo absorpcyjne 5, 6-imidazobenzimida-
zolu w roztworze 0,1 N HCI

Czysty zwiazek nie topi sie ponizej 330°. Posiada on bardzo charaktery-
styczne widmo absorpcyjne w ultrafiolecie (rys. 1), typowe dla pochod-
nych benzimidazolu, lecz z przesunietymi pasmami absorpcji w kierunku
fal dtuzszych w poréwnaniu do benzimidazolu lub pochodnych 5-metylo-
lub 5,6-dwumetylo-benzimidazolu. Maksima absorpcji: 282 i 290,5 mu,
w 0,1 N HCI i 292 i 295 mp w roztworze alkalicznym.

6. 55Etoksybenzimidazol — otrzymano z p-fenacetyny na
drodze nastepujacych przemian: p-fenacetyna — 2-nitro-4-etoksyacetani-
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lid — 2-nitro-4-etoksyanilina — 4-etoksy-1,2-dwuaminobenzen — 5(6)-
-etoksybenzimidazol.

Nitrowanie p-fenacetyny przeprowadzano w bezwodnym kwasie octo-
wym dymigcym kwasem azotowym wg nastepujgcej metody:

5 g fenacetyny rozpuszczano w 30 ml lodowatego kwasu octowego
w temp. ok. 50°. Po ostudzeniu do temperatury 18° dodawano kroplami
stale mieszajac probe 4 ml roztworu dymigcego kwasu azotowego (d 1,52)
w bezw. kwasie octowym (1:1 v/v). Proces nitrowania przeprowadzano
w ten sposo6b, by temperatura mieszaniny reagujacej wahala sie w gra-
nicach 20 — 25°. Po wkropleniu calej mieszaniny nitrujgcej ciecz pozo-
stawiono na 1!/ godziny w spokoju, a nastepnie wlewano ja do wody
z lodem (ok. 200 ml). Wytrgcony osad odsgczano na lejku piankowym,
po czym przekrystalizowywano z goracego etanolu. Produkt suszono na
powietrzu. Temp. topliwosci 104 — 105°.

Utworzony 2-nitro-4-etoksyacetoanilid hydrolizowano w roztworze
kwasu siarkowego.

W tym celu 5 g zwigzku ogrzewano pod chtodnica zwrotng z 25 ml
40% kw. siarkowego. Reakcja byla zakonczona, gdy wszystka acetylo-
pochodna rozpuscila sie¢ w roztworze (ok. 1 godziny). Po ostudzeniu roz-
tworu doprowadzono pH do 5 — 6 za pomoca NaOH i wytracony osad
odsaczano. 2-nitro-4-etoksyanliline krystalizowano z etanolu i suszono
na powietrzu. Temp. topliwosci czystego preparatu 113°.

Redukcje otrzymanej nitroaniliny i synteze 5-etoksybenzimidazolu
przeprowadzono dalej analogicznie jak podano przy syntezie 5-metylo-
benzimidazolu (19). Temp. topliwosci 5-etoksybenzimidazolu 116°.

7.Benzotriazol Uzyto nastgepujacej metody syntezy benzo-
triazolu: 1 g chlprowodorku o-fenylenodwuaminy rozpuszczono w 5 ml
0,4 N HCI i szybko wlano do roztworu 0,4 g NaNO; w 5 ml wody. Mie-
szanine reakcyjna ogrzano do 80° i w tej temperaturze utrzymywano
15 minut. Nastepnie dodano roztworu octanu sodu, by pH podniosto sie
do wartosci ok. 5, i roztwor pozostawiono w lodéwce do pelnego wytra-
cenia sie benzotriazolu. Osad odsaczano na lejku piankowym, przemyto
wodg, po czym rozpuszczono w etanolu. Roztwor etanolowy odbarwiono
weglem, etanol odparowywano do sucha i surowy benzotriazol 2 razy
destylowano w prozni. Temp. topliwosci 95,5°.

8. 22Merkaptobenzotiazol Do badan uzyto preparatu
handlowego fmy Schuchardt o temp. topliwosci 175° (wg literatury
177 — 179°). s
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HODOWLA BAKTERII KWASU PROPIONOWEGO

Do badan uzyto szczepu Propionibacterium shermanii otrzymanego
z Zakladu Mikrobiologii WSR w Olsztynie i przechowywanego w stanie
zliofilizowanym, stosujac technike hodowli opisang uprzednio (14). Ho-
dowle przeprowadzono na pozywce o skladzie: 120 ml kwasowego hy-
drolizatu kazeiny lub glutenu (14), 5g ekstraktu drozdzowego ?), 2,5¢g
namoku kukurydzianego, 4,5 g fosforanu jednopotasowego, 1 ml 1%
roztworu siarczanu kobaltawego, 20 g glikozy technicznej, 880 ml wody
wodociggowej. Fosforan jednopotasowy rozpuszczano najpierw w wo-
dzie i dodawano roztworu KOH az do uzyskania roztworu buforowego
o pH 7

METODA BADANIA PREKURSOROW

W pracy niniejszej zastosowano analogiczng metode badania pre-
kursorow, jak podano w poprzedniej publikacji (19), polegajaca na
wyodrebnieniu utworzonych kobalamin z 1-litrowych hodowli Propioni-
bacterium shermanii i badaniu widm absorpcyjnych otrzymanych kon-
centratow.

Zmieniono jedynie sposéb otrzymywania koncentratow kobalamin.
Stosowano nastepujaca metode: z 1-litrowej hodowli odwirowywano
bakterie kwasu propionowego, po czym osad bakteryjny zawieszano
w ca 200 ml wody. Suspensje te zakwaszano 0,5N kwasem siarkowym
do pH 3 i ogrzewano 10 minut w temperaturze 60°. Po ostudzeniu doda-
wano 0,5 ml 10% roztworu cyjanku sodowego i nasyconego roztworu
weglanu sodowego do pH 8. Alkaliczny ptyn wirowano i klarowny cen-
tryfugat (ca 200 ml) zadawano 50 g chlorku sodowego. Po. rozpuszczeniu
soli ekstrahowano kobalaminy 4 — 6 razy po 20 ml alkoholem benzylo-
wym. Polaczone ekstrakty wirowano celem usuniecia zemulgowanej
fazy wodnej z alkoholu benzylowego i klarowny roztwér zadawano row-
ng objetosciag chloroformu. Z mieszaniny ekstrahowano kobalaminy ma-
lymi porcjami wody. Polgczone wyciagi wodne ekstrahowano jeden raz
1/2 obj. chloroformu celem usunigcia $ladow alkoholu benzylowego i za-
dawano je 1 — 2 ml 1 M NaH3;POy, by obnizy¢ pH roztworu do wartosci
6,0 — 6,5. Tak przygotowany wodny roztwor ekstrahowano roztworem
o-krezolu w chloroformie (1:1 v/v) stosujac do ekstrakcji 0,1 — 0,2
objetosci mieszaniny na objetos¢ roztworu wodnego. Ekstracje prze-
prowadzano malymi porcjami, tak by uzyta objetos¢ wystarczala do
ilosciowego usunigcia kobalamin z fazy wodnej. Polaczone ekstrakty
krezolowe zadawano 1/2 objetosci chloroformu i faze organiczna prze-

3) Ekstrakt drozdzowy otrzymano z Nadodrzanskich Zakladéw Przemystu Drozdzo-

wego w Szczecinie. Najlepszy okazal sie ekstrakt otrzymywany z drozdzy browarmia-
nych dolnej fermentacji plazmolizowanych siarczanem amonowym.
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mywano malg iloscia wody. Gdy w trakcie przemywania czg$¢ kobala-
min przeszta do wody, ekstrahowano ja ponownie malymi porcjami
mieszaniny krezolu i chloroformu. Nastepnie do tego wyciagu dodawano
1 objeto$¢ mieszaniny chloroformu i n-butanolu (1:1 v/v) i kobalaminy
ekstrahowano kilka razy malymi porcjami wody. Wodny wyciag koba-
lamin, dostatecznie czysty do badan widmowych, ekstrahowano dodat-
kowo 3 razy chloroformem (po 0,5 obj. fazy wodnej) celem usuniecia
$ladow o-krezolu, po czym odparowywano go pod zmniejszonym cisnie-
niem na lazni wodnej do sucha. Sucha pozostalo$¢ rozpuszczano w odpo-
wiedniej iloéci wody i badano widmo absorpcyjne roztworu w zakresie
260 — 600 mp. W probie kontrolnej, bez dodatku prekursora lub w wy-
padku niewiagzania prekursora, powstawal witamin B;2, (deznukleotydo-
cyjanokobalamina) charakteryzujacy sie maksimami absorpcji dla fal
o dlugosciach 355 i 500 mu (i stabym maksimum dla 525 — 30 mp).
W wypadku utworzenia nukleotydocyjanokobalamin pojawialy sig
maksima dla fal o dlugosciach 360 — 62 i 550 mp.

Sposéb przygotowania koncentratu stosowany w niniejszej pracy
okazal sie praktyczniejszy i szybszy od stosowanego uprzednio (19).
Stosowana metoda okazala sie rowniez praktyczna dla spektrofotome-
trycznego, ilo§ciowego oznaczania réznych kobalamin. W metodzie
ilosciowej stezenie badanej kobalaminy opierano na pomiarze wartosci
absorpcji dla fali o dlugosci 550 mu (lub 498 mp dla DNCK).

Zastosowany tu sposob ekstrakcji krezolowo-butanolowej oparto
na pracy Bachera i innych (2).

Dodatkowo kontrolowano powstawania nowych nukleotydocyjano-
kobalamin metoda elektroforezy bibutowej. W tym celu na paski bibuty
chromatograficznej Whatman nr 4 lub, dla rozdzielenia wiekszych ilo-
§ci kobalamin, bibuly Whatman nr 3 nanoszono zageszczony koncen-
trat, po czym rozdzielano zawarte w nim kobalaminy elektroforetycz-
nie wedlug metody Holdswortha (12), stosujac jako elektrolit 2 N kwas
octowy, zawierajacy 0,01% cyjanku sodu. Rozdzielenie bylo kompletne
po 6 — 8 godzinach przy gradiencie napigcia ok. 9 V/cm i poziomym
ulozeniu bibuty. Witamin Bj2, wedrowal ku katodzie przesuwajac sie
ok. 10 cm od miejsca startu. Obojetne kobalaminy przesuwaty si¢ w tym
czasie ok. 2 — 3 cm wskutek zjawisk elektroosmozy.

IZOLOWANIE NUKLEOTYDOCYJANOKOBALAMIN

Celem izolowania utworzonych NCK postugiwano sie metoda opi-
sana uprzednio (19), (16).

Postugiwano sie rowniez nastepujacymi modyfikacjami wyodrebnie-
nia krystalicznych zwigzkow:
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(a). Przygotowywano koncentrat kobalamin, jak podano wyzej przy
opisie metody badania prekursorow. Wodny koncentrat ekstrahowano
nastepnie kilka razy 20% roztworem fenolu w chloroformie. Polaczone
wyciagi saczono do kolbki destylacyjnej, a saczek przemywano malg
iloscia roztworu fenolowego. Z mieszaniny odpedzono chloroform pod
zmniejszonym ci$nieniem w lazni wodnej o temp. 80°. Roztwoér fenolo-
wy zadawano w rozdzielaczu 8 — 10 objetosciami eteru i kobalaminy
ekstrahowano matymi porcjami wody. Z ekstraktéw wodnych usuwa-
no Slady fenolu za pomoca eteru i wodny roztwér odparowywano do
sucha pod zmniejszonym cisnieniem. Sucha pozostalo$¢ rozpuszczano
w matej objetosci metanolu (1 — 2 ml) i roztwér chromatografowano
na kolumnie z tlenkiem glinu. Tlenek glinu przygotowywano, jak po-
dano uprzednio (16). Dobry okazal sie rowniez tlenek glinu wg Brock-
manna, zakwaszony uprzednio do pH 6. Metanolowy eluat odparowy-
wano pod zmniejszonym ci$nieniem do sucha i kobalamine krystalizo-
wano w zwykly sposoéb z wodnego acetonu. Metoda ta otrzymano 5(6)
-etoksybenzimidazolocyjanokobalamine.

(b). Zawiesing wodng bakterii ogrzewano 10 minut w temp. 60° przy
pH 3. Po ostudzeniu ciecz alkalizowano nasyc. roztworem NasCOj;, po
czym dodawano 0,1 ml 10% roztworu NaCN. Ciecz wirowano i klarow-
ny cetryfugat zakwaszano 0,5 N H2SO4 do pH 5 — 6. Teraz dodawano
5 g kryst. octanu cynku na litr roztworu i ponownie alkalizowano NaOH
do pH 8 (2). Wytrqcony osad odwirowywano, przemywano mala iloscig
wody i klarowng ciecz zakwaszano kwasem siarkowym do pH 5 — 6.
Nastepnie kobalaminy ekstrahowano roztworem o-krezolu w chloro-
formie, jak opisano wyzej. Wodny wyciag alkalizowano roztworem
NaCN do pH 8, wysycano chlorkiem sodowym 25g/100 ml, po czym
po 1 godzinie ekstrahowano 4 — 6 razy malymi porcjami alkoholu ben-
zylowego. Polaczone wyciagi alkoholowe wirowano, klarowny roztwér
zadawano réwna objetoscia chloroformu, a kobalaminy ponownie prze-
noszono do fazy wodnej. Wodny roztwér kobalamin ekstrahowano
20% roztworem fenolu w chloroformie i postepowano dalej jak w me-
todzie (a). Metody tej uzyto do otrzymania 5,6-dwunitrobenzimidazolo-
cyjanokobalaminy.

(c). Po uzyskaniu wodnego koncentratu po ekstrakcji krezolowo-
butanolowej jak w metodzie (b) — roztwé6r odparowywano do matej
objetosci, po czym nanoszono w formie waskiego paska na bibute chro-
matograficzng Whatman nr 3 i poddawano elektrofotoretycznemu roz-
dzieleniu w 2 N CH3COOH z 0,01 % NaCN.

5,6-Imidazobenzimidazolocyjanokobalamina, ktéra oczyszczano w ten
sposob, wedruje razem z witaminem Bj2, pojawiajacym si¢ w matych

http://rcin.org.pl



S0lh s

-5
“’ixs a fvﬁ

{ o o]
w .,,,'.l.?‘u-h.-\ i




ACT A BEIAONC: MU -MYTC A PIOE O N.XC A

UZUPELENIENIE DO PRACY W TOMIE II 1955 R., STR. 252—253

J. SUPNIEWSKI, J. MAYER i S. KAMINSKI

SYNTETYCZNY D, L — TRYPTOFAN
I. Gramina

W kolbce stozkowej pojemnosci 500 ml umieszcza sie 69 ml
33,6%0-owego roztworu dwumetyloaminy, ochladza do temp. + 5°, po
czym dodaje w kolejnosci 57 ml kwasu octowego lodowatego i po 5 minu-
tach 32,5 ml 36%-owej formaliny. Otrzymang mieszanine wlewa sie do
50 g sproszkowanego indolu, miesza az do calkowitego rozpuszczenia,
w trakcie czego temperatura wzrasta do okolo 45 — 56°, po czym pozo-
stawia mieszanine na przecigg 10 godzin w temp. pokojowej. Po tym czasie
roztwér przyjmuje wyglad gestego oleju barwy czerwonej. Otrzymany
olej wlewa sie przy réwnoczesnym mieszaniu do roztworu przyrzadzonego
przez rozpuszczenie 60 g wodorotlenku sodowego w 430 ml wody, na-
stepnie chlodzi przez 2 godziny w temp. 0°, po czym saczy, osad przemywa
trzy razy po 40 ml wody i suszy w temp. 50° w prézni. Ilo§é produktu
surowego wynosi 80 g. Celem oczyszczenia produkt surowy zalewa sie
570 ml wody, rozpuszcza przez dolanie 86 ml kwasu octowego lodowatego,
nastepnie wykloca roztwor z 10 g wegla aktywnego, odsacza od wegla
i z ozigbionego przesaczu wytraca gramine za pomoca roztworu tugu sodo-
wego, otrzymanego przez rozpuszczenie 71,5 g NaOH w 286 ml wody.
Mieszanineg oziebia sie w lodzie, saczy, osad przemywa cztery razy po
286 ml wody, a nastepnie suszy w prézni nad kwasem siarkowym. Otrzy-
muje sie 60 g czystej graminy (81°%0 wydajnosci) o temp. topl. 125—127°
(czysta 138—9°).

II. indolo- [- metyloacetaminomalononian dwuetylowy

W kolbce okraglej pojemn. 750 ml zaopatrzonej w chlodnice zwrotna,
mieszadlo z zamknieciem rteciowym oraz rurke doprowadzajaca azot, —
umieszcza sie 60 g graminy, 290 g bezwodnego toluenu, 4,2 g przetopio-
nego i sproszkowanego wodorotlenku sodowego i 75,5 g estru etylowego
kwasu acetaminomalonowego. Obecnie przepuszcza sie suchy azot celem
wyparcia powietrza z aparatury, po czym ogrzewa mieszanine do wrzenia
(t. azni 130—140°) az do ustania wydzielania sie dwumetyloaminy (okoto
4 godz.). Skoro to nastapi, roztwoér przesacza sie na goraco, a przesacz
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ozigbia przez 12 godzin w lodowce. Wydzielony po tym czasie osad krysta-

liczny odsacza sie, przemywa na saczku trzy razy po 40 ml zimnym tolu-

enem, nastepnie 40 ml eterem naftowym, po czym suszy w temp. 100°.
Otrzymuje sie 99 g zwiazku (83% wydajnosci) o temp. 155—158°.

III. Kwas indolo- - metyloacetaminomalonowy

W okraglej kolbie z 3 szyjkami pojemn. 4 1, zaopatrzonej w chtodnice
zwrotng, mieszadlo z zamknieciem rteciowym oraz rurke doprowadzajaca
azot, — umieszcza si¢ 99 g estru kwasu indolo- f- metyloacetaminomalono-
wego, po czym dolewa roztwoér tugu otrzymany przez rozpuszczenie 56,5 g
wodorotlenku sodowego w 1530 ml wody i przepuszcza suchy azot celem
wyparcia powietrza z aparatury. Nastepnie przy ciaglym mieszaniu ogrze-
wa sie mieszanine do wrzenia utrzymujgc temp. tazni w granicy 135—140°.
W trakcie ogrzewania osad rozpuszcza sie, przy czym reakcja zachodzi
burzliwie (pienienie).

Po 4 godzinach ogrzewania mieszanine lekko ochladza sie przy ciaglym
przeplywie azotu, a nastepnie dodaje 13 g wegla aktywnego i ogrzewa
przez 15 minut do wrzenia. Po tym czasie mieszanine ochladza sie do temp.
pokojowej (przy przeplywie azotu), sgczy, a przesgcz zakwasza rozciencz.
kwasem solnym (2 obj. HCI stez. i 1 obj. HoO) do reakecji kwasnej na
czerwien kongo. Po ozigbieniu wypada osad, ktéry sgczy sie i suszy
w prézni. Otrzymuje sie 58 g zwigzku, o temp. topl. 133—135°. Zwigzek
pod wplywem powietrza lekko rézowieje.

Lug pokrystaliczny lekko alkalizuje sie¢ i zageszcza w proézni (temp.
laznj 60°) do okolo !/; objeto$ci, a nastepnie oziebia i ponownie zakwasza
kwasem solnym. Wykrystalizowany osad odsgcza sie i suszy. W ten spo-
s6b otrzymuje sie jeszcze 23 g zwiagzku. Lacznie otrzymuje sig¢ 81 g
zwiazku (97,5% wydajnosci). >

IV. V. Tryptofan

W kolbce kulistej pojemn. 1 litra, zaopatrzonej w chlodnice zwrotng
i rurke do doprowadzania azotu, — umieszcza sie 80 g kwasu indolo- f-
metyloacetaminomalonowego, dodaje 340 ml wody i ogrzewa do wrzenia
przy ciaglym przepuszczaniu azotu az do momentu, kiedy przestanie wy-
dziela¢ sie dwutlenek wegla (proby z woda wapienng). Czynnos¢ ta kon-
czy sie po okolo 21/, do 3 godzin. W trakcie ogrzewania substancja poczat-
kowo rozpuszcza sie, a nastepnie wydziela sie ponownie biaty osad.

Po tym czasie dolewa sie do mieszaniny roztwoér lugu sodowego,
sporzadzony przez rozpuszczenie 46,7 g NaOH w 114 ml wody i ogrzewa
dalej do wrzenia przy ciaglym przeplywie azotu przez 20 godzin, a nastep-
nie dodaje 8 g wegla aktywnego, ogrzewa jeszcze 15 minut, ochladza
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i przesacza. Przesacz zakwasza sie kwasem octowym lodowatym do reakceji
kwasnej na lakmus, ozigbia lodem, a wydzielony osad odsacza i przemywa
trzy razy po 25 ml zimnej wody.

Wilgotny jeszcze osad rozpuszcza sie w roztworze lugu sodowego,
otrzymanym przez rozpuszczenie 14,5 ¢ NaOH w 570 ml wody, dodaje 8 g
wegla aktywnego, miesza przez 15 minut w temp. pokojowej, a nastepnie
saczy. Do przesaczu dolewa sie 285 ml etanolu, mieszanine podgrzewa do
temp. 70° i zakwasza kwasem octowym do reakcji stabo kwasnej na lak-
mus. Mieszanine ochladza si¢ wolno, pod koniec lodem. W tych warunkach
wykrystalizowuje osad w postaci blaszek. Osad ten odsacza sie, przemywa
trzy razy po 60 ml zimnej wody, nastepnie trzy razy po 40 ml zimnego
etanolu absolutnego i wreszcie dwa razy po 40 ml eteru, po czym suszy
w prozni.

Otrzymuje sie 44,7 g tryptofanu (79°% wydajnosci) o temp. topn.
283—285° z rozkladem.

VI. Izonitrozomalonian dwuetylowy

W kolbce okraglej pojemnosci 2 1 rozpuszeza sie 316 g estru etylowego
kwasu malonowego w 316 ml kwasu octowego lodowatego, po czym
ochladza mieszanine do temp. okolo +10° i w tej temperaturze wkrapla
sie roztwér otrzymany przez rozpuszczenie 411 g azotynu sodowego
w 560 ml wody. Roztwér azotynu wprowadza sie rurka siegajacg do dna
kolby, przy czym wkraplanie ma sie odbywa¢ przy silnym mieszaniu tak,
aby temp. mieszaniny nie przeRraczata +10°.

Po wprowadzeniu catlej iloSci roztworu azotynu miesza sie jeszcze w tej
same] temperaturze w ciggu 4 godzin, a nastepnie ekstrahuje mieszanine
trzy razy eterem, uzywajac kolejno 400 ml, 300 ml i 200 ml eteru. Ztgczone
wyciagi eterowe przemywa sie 10%0-owym roztworem'sody, az do uzyska-
nia reakcji obojetnej, a nastepnie dwa razy po 150 ml wody. Oddzielong
warstwe eterowa suszy sie za pomoca 100 g bezw. chlorku wapnia, po
czym oddestylowuje eter z lazni wodnej o temp. 50°, pod koniec w stabej
prozni.

Iloéé pozostato$ci wynosi okoto 437 g.

VII. Aminomalonian dwuetylowy

Otrzymany poprzednio surowy zwiazek nitrozowy w ilosci okoto 437 g
rozpuszcza sie w 490 ml etanolu absolutnego, roztwér przenosi do auto-
klawu i dodaje zawiesine katalizatora Raney’a (38 g Ni zawieszonego
w 100 ml etanolu). Do autoklawu dopuszcza sie wodér nie przekraczajac
poczatkowo ci$nienia 20—30 atm., przy koncu za$ prowadzi sie redukcje
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pod ci$nieniem 100 atm. Temperature w ciaggu redukcji utrzymuje sie
w zakresie okolo 50°, przy czym czas trwania redukcji wynosi okolo
3 godzin.

Po tym czasie zawarto$¢ autoklawu przesacza sie¢ i z przesaczu odde-
stylowuje etanol w prézni. Ilo§¢ produktu surowego, w postaci ciemnej
oleistej cieczy, wynosi okolo 295 g.

VIII. Acetamidomalonian dwuetylowy

Uzyskany poprzednio surowy ester etylowy kwasu aminomalonowego
w iloéci okoto 295 g oziebia sie do temp. 0°, po czym silnie mieszajac
wkrapla sie 158 ml §wiezo przedestylowanego bezwodnika kwasu octo-
wego. W ciagu wkraplania bezwodnika utrzymuje sie temperature miesza-
niny w granicy od 0° do +5°. Po wkropleniu calej iloci bezwodnika
ochladza sie mieszanine w lodéwce, po 12 godzinach odsacza wykrystalizo-
wany osad, przemywa malg iloScia zimnego ksylenu, a nastepnie suszy
w prozni. Otrzymuje sie 61 g estru etylowego kwasu acetaminomalono-
wego o temp. 95—97°. y

Tug poreakcyjny zageszcza sie¢ w prozni, przy czym, obok ksylenu,
otrzymuje sie okolo 45 g niezuzytego estru malonowego. Do goracej pozo-
staloSci podestylacyjnej dolewa sie 85 ml ksylenu, oziebia mieszaning
w lodéwce przez 12 godzin w temp. 0°, a nastepnie wydzielony osad odsgcza,
przemywa matlg iloScie zimnego ksylenu i suszy w prézni.

Otrzymany produkt barwy jasno-brunatnej rozpuszcza si¢ w goracej
wodzie, oczyszcza weglem aktywnym, sacgy, oziebia i odsgcza wykrysta-
lizowany zwigzek w ilosci okolo 32 g.

W ten sposéb otrzymuje sie lacznie 93 g estru etylowego kwasu
acetaminomalonowego o temp. topn. 95—97° (21,6%0 wydajno$ci w sto-
sunku do estru etylowego kw. malonowego). Uwzgledniajac ilo§é zrege-
nerowanego estru malonowego (45 g) — wydajno$¢ estru acetaminoma-
lonowego wynosi 25%.
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Z Zakladu Biochemii Zywnosci WSR w Poznaniu
Katedra Techn. Rolnej. Kierownik Katedry prof. dr J. Janicki

Bakterie kwasu propionowego, Propionibacterium shermanii, hodo-
wane na pozywkach ztozonych z hydrolizatu kazeiny lub glutenu, namo-
ku kukurydzianego, ekstraktu drozdzowego, glikozy, fosforanéw i §la-
dow soli kobaltawych wytwarzajg gtéwnie witamin Bj2, obok nie-
znacznych ilosci witaminu Bj;s (13), (14). Gdy do pozywki doda¢
ponadto niektérych pochodnych benzimidazolu, a mianowicie 5, 6-dwu-
metylo- lub 5-metylo-benzimidazolu, zwigzki te zostaja na drodze
biologicznej wlgczone do czasteczki kobalaminowej tworzac odpowied-
nio: 5,6-dwumetylobenzimidazolocyjanokobalamine (witamin Bj2)?!) lub
5(6)-metylobenzimidazolocyjanokobalaming. Zawartos¢ witaminu Biz,
spada przy tym praktycznie do zera (18), (19). Na tej drodze otrzymano
po raz pierwszy wieksze iloci powyzszych kobalamin w stanie krysta-
licznym. W dyskusji pracy wypowiedziano przypuszczenie, ze tylko
okreslone pochodne benzimidazolu moga by¢ prekursorami syntezy
odpowiednich kobalamin, produkowanych przez bakterie kwasu propio-
nowego. Celem sprawdzenia tej hipotezy przebadano dalszy szereg
zwigzkéw pochodnych podstawionych w pozycji 5 i 6. Badania te miaty
réwniez na celu otrzymanie nowych pochodnych witaminu Bjs, ktére
moglyby okaza¢ sie w dalszych badaniach biologicznych antywitami-
nami i tym samym postuzy¢ w rozwigzaniu zagadnienia roli witaminu By 2
w metabolizmie ustrojow zywych. Wyrazono réwniez przypuszczenie,
ze te antywitaminy moga posiada¢ wlasnosci carcinostatyczne (11).

Do badan uzyto nastepujacych zwigzkéw: benzimidazol (I), 5-ni-
trobenzimidazol (II), 5 (lub 6)-nitro-6 (lub 5)-metylobenzimidazol (III),
5,6-dwunitrobenzimidazol (IV), 5-etoksybenzimidazol (V) i 5,6-imidazo-
benzimidazol (VI). )
T()trz_y-many w ten sposéb witamin By przebadano w Instytucie Hematologicznym
w Warszawie i stwierdzono jego kliniczng aktywnosc.

(259]
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Wszystkie te zwiazki udalo sie na drodze biosyntezy wiaczyé do
czasteczki kobalaminowej i odpowiednie kobalaminy otrzyma¢ w stanie
krystalicznym. !

Wstepnie przebadano rowniez benzotriazol i 2-merkaptobenzotiazol,
zwiazki o zblizonej strukturze do benzimidazolu.

Réwnolegle z powyzszymi pracami F o r d i wspolpracownicy
w dwoéch komunikatach doniesli o biosyntezie réznych kobalamin prze-
prowadzanej przez Bact. coli mutant 113-3 z czynnika B i odpowiedniego
prekursora (8), (9). Czynnikiem B nazwali badacze z National Institute
for Research in Dairying z F or d e m na czele jedna z kobalamin
wyodrebniona przez nich z katu cielat i kurczat (10), (12). Bact. coli mu-
tant potrzebujacy dla swego wzrostu witaminu Bjs w pozywce rosnie
rowniez po dodaniu czynnika B do pozywki. W normalnych warunkach
hodowli drobnoustréj ten przeksztalca czynnik B w inng kobalamine, tzw.
czynnik C znaleziony rowniez w kale zwierzat i ptakéw. Gdy do pozywki
doda¢ procz czynnika B, 5,6-dwumetylobenzimidazol lub 4,5-dwumety-
lo-o-fenylodwuamine lub riboflawine z czynnika B i dodanego prekurso-
ra, zostaje zsyntetyzowany witamin By» (5,6-dwumetylobenzimidazolocy-
janokobalamina) (8). Podobnie z adening otrzymano pseudowitamin Bys
(8) (adenino-cyjanokobalamine), zwigzek, ktory zostal uprzednio wyizo-
lowany przez Pfiffnera iinnych z bakterii wystepujacych w prze-
wodzie pokarmowym cielat (20). W nastepnym komunikacie (9) F o r d
i inni stwierdzajg powstanie nowych kobalamin przy uzyciu nastepuja-
cych prekursoréow: benzimidazolu, 5,6-dwuchlorobenzimidazolu, 5-mety-
lobenzimidazolu, S-aminobenzimidazolu, S5-nitrobenzimidazolu, 4-chlo-
ro-1,2-benzotriazolu, benzotiazolu, 2,8-dwuchloroadeniny i:2,6-dwuamino-
puryny. W czystej formie badacze ci izolowali tylko kobalamine zawie-
rajaca benzimidazol (benzimidazolocyjanokobalamine (19)). Réwmiez
Fantes i OCallaghan (7), powtarzajac prace Dulaneya
i Williamsa (95), donies’li_w formie komunikatu o otrzymaniu kry-
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stalicznej benzimidazolocyjanokobalaminy w procesie fermentacyjnym
przy uzyciu szczepu Streptomyces griseus i o-fenylenodwuaminy jako
prekursora. Proby kliniczne wykazaty, ze jest ona aktywna w wypadkach
anemii ztosliwej w tym samym stopniu, co witamin Bis.

W migdzyczasie Armitage iinni (1) udowodnili, ze ,,czynnik
B” Forda jest witaminem B;» pozbawionym ugrupowania nukleotydo-
wego w czasteczce. W mysl powyzszego reakcje biosyntezy réznych
kobalamin przeprowadzanych przez Bact. coli mutant mozna tlumaczyé
jako przylaczenie ugrupowania nukleotydowego do deznukleotydocyja-
nokobalaminy 2).

Podobnie okazalo sig, ze witamin B2, produkowany przez badany
przez nas szczep Propionibacterium shermanii, jest deznukleotydocyja-
nokobalaming, a zatem jest zwigzkiem identycznym z ,czynnikiem B"
Forda (195).

W ten sposob istnieje formalne podobienstwo syntez réznych nu-
kleotydocyjanokobalamin (NCK) przeprowadzanych przez Bact. coli mu-
tant i Propionibacterium shermanii.

Natomiast zasadnicza réznica obu metod tkwi w tym, ze Bact. coli
mutant potrafi jedynie sprzega¢ podane w poiywi:e komponenty, dez;ni-
kleotydocyjanokobalaming (DNCK), bedaca dla tego drobnoustroju
substancja wzrostowq, i zasade nukleotydowa (ZN), wytwarzajagc nu-
kleotydocyjanokobalaming (NCK). Bakterie kwasu propionowego pro-
dukujgce w zwyktych warunkach DNCK potrzebuja jedynie ZN do bio-
syntezy NCK. Roéznice te ilustrujg schematycznie wzory podane nizej,
w ktorych P oznacza prekursory DNCK zawarte w zwyklej pozywece:

DNCK B. coli mutant  czynnik C
DNCK + ZN B. coli mutant NCK

P Prop. shermanii  DNCK
P+ ZN Prop. :hermam'i_’ NCK

Bakterie kwasu propionowego - okazaly si¢ w ten sposéb wygodnym
obiektem do otrzymywania wigekszych ilosci réznych nukleotydocyjano-
kobalamin w stanie krystalicznym.

W pracy niniejszej rozpatrywano réwniez mechanizm tworzenia sie
NCK przez Propionibacterium shermanii. Celem stwierdzenia, czy synteza

) Wg zaproponowanej uprzednio nomenklatury (19) chodzi tu o cyjanokobalamine
(ptaska czes¢ czasteczki z atomem kobaltu + grupa cyjanowa) nazywana jednak w dal-
szej czesci pracy deznukleotydocyjanokobalaming w celu niemylenia jej z ogélnie
w literaturze przyjeta nazwa cyjanokobalaminy dla calej czasteczki witaminu Bje.
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NCK jest reakcja nastepcza po niezaleznie od niej postgpujacej syntezie
DNCK, dodawano prekursor (5,6-dwumetylobenzimidazol) pod koniec
okresu hodowli szczepu, a zatem w chwili gdy komérki drobnoustroju
zgromadzily juz znaczne ilo§ci witaminu Byz, (DNCK).

Analizy takich hodowli wykazaly, ze w komoérkach bakterii kwasu
propionowego, podobnie jak w Bact. coli mutant, zachodzi reakcja:

DNCK + ZN — NCK

i ze czas trwania tej reakcji w komoérkach Prop. shermanii wynosi ok.
24 godzin.

Wstepne proby przeprowadzenia tej reakcji in vitro daly wynik ne-
gatywny.

Cze$¢ doswiadczalna

MATERIALY DO BADARN

1.Benzimidazol— otrzymano z o-nitroaniliny. Redukcji
o-nitroaniliny dokonano za pomocg cyny i kwasu solnego. Po rozcien-
czeniu woda mieszaniny reakcyjnej roztwér wysycano siarkowodorem
do catkowitego wytracenia sie cyny. Osad siarczkéw odsgczano, a kla-
rowny roztwér chlorowodorku o-fenylenodwuaminy zageszczano w proz-
ni do zapoczatkowania krystalizacji. Po ozigbieniu odsaczano krysztaty
na lejku piankowym, po czym bezposrednio uzywano ich do syntezy
benzimidazolu, ktéra przeprowadzano metoda Philipsa (21). Temperatura
topliwosci czystego zwiazku 171°.

2.5(lub6)-Nitrobenzimidaz ol Nitrowg prochodng ben-
zimidazolu otrzymywano wg metody podanej przez Efrosa (6).

Preparat krystalizowano z wodnego etanolu. Temp. topliwosci 203°.

3.56)-Nitro6(5)-metylobenzimidazol — otrzymywa-
no podobnie jak 5-nitrobenzimidazol wychodzac z 5-metylobenzymida-
zolu. Preparat krystalizowano z wody. Temp. topliwosci 181°. Preparat
migkt juz w temp. 158°.

4. 56Dwun1trobenz1m1dazol Zwiazek ten otrzymano
wg metody podanej przez Efrosa (16), wychodzac z azotanu 5(6)-ni-
trobenzimidazolu lub tez ogrzewajac bezposrednio 1 g benzimidazolu
z mieszaning 20 ml HNOj3(d 1,52) i 10 ml stezonego H2SO4 4 godziny
pod chtodnicg zwrotna. Temp. topliwoséci czystego produktu 187 — 189°
(Efros podaje 186°).

5.56c-imidazobenzimidazol Zwigzek ten otrzymano re-
dukujgc cyng i kwasem solnym 5,6-dwunitrobenzimidazol i kondensujgc
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otrzymang pochodng dwuaminowa z kwasem mréwkowym wg metody
Phillipsa (21).

Efros (6) syntetyzujac imidazobenzimidazol ogrzewatl 5,6-dwuami-
nobenzimidazol z kwasem mréwkowym w 15% HCIl w zatopionej rurze
w temp. 180° w ciagu 1 godziny.

W naszej pracy przekonaliSmy sig, ze nie trzeba uzywaé¢ tak dra-
stycznych warunkéw reakcji do utworzenia drugiego pierécienia imida-
zolowego. Juz kilkuminutowe ogrzewanie w temperaturze wrzenia chlo-
rowodorku dwuaminobenzimidazolu z kwasem mréwkowym w roztwo-
rze HCI powoduje powstanie imidazobenzimidazolu. Po oziebieniu roz-
tworu krystalizuje w pieknych igtach trudno rozpuszczalny chlorowo-
dorek tego zwigzku. Oczyszczano go dodatkowo za pomoca wegla akty-
wnego, a wolny imidazobenzimidazol wytrgcano z roztworu amoniakiem.

i A
/
o /

02 ‘\ ,/ &7 I
(11 \ r/ '

N
_0205 2 W B U 3 25 285 N5my

Rys. 1. Widmo absorpcyjne 5, 6-imidazobenzimida-
zolu w roztworze 0,1 N HCI

Czysty zwiazek nie topi sie ponizej 330°. Posiada on bardzo charaktery-
styczne widmo absorpcyjne w ultrafiolecie (rys. 1), typowe dla pochod-
nych benzimidazolu, lecz z przesunietymi pasmami absorpcji w kierunku
fal dtuzszych w poréwnaniu do benzimidazolu lub pochodnych 5-metylo-
lub 5,6-dwumetylo-benzimidazolu. Maksima absorpcji: 282 i 290,5 mu,
w 0,1 N HCI i 292 i 295 mp w roztworze alkalicznym.

6. 5Etoksybenzimidazol — otrzymano z p-fenacetyny na
drodze nastgpujacych przemian: p-fenacetyna — 2-nitro-4-etoksyacetani-
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lid = 2-nitro-4-etoksyanilina — 4-etoksy-1,2-dwuaminobenzen — 5(6)-
-etoksybenzimidazol.

Nitrowanie p-fenacetyny przeprowadzano w bezwodnym kwasie octo-
wym dymigcym kwasem azotowym wg nastepujacej metody:

5 g fenacetyny rozpuszczano w 30 ml lodowatego kwasu octowego
w temp. ok. 50°. Po ostudzeniu do temperatury 18° dodawano kroplami
stale mieszajac probe 4 ml roztworu dymiacego kwasu azotowego (d 1,52)
w bezw. kwasie octowym (1:1 v/v). Proces nitrowania przeprowadzano
w ten sposob, by temperatura mieszaniny reagujacej wahata si¢ w gra-
nicach 20 — 25°. Po wkropleniu catej mieszaniny nitrujgcej ciecz pozo-
stawiono na 1'/; godziny w spokoju, a nastepnie wlewano jg do wody
z lodem (ok. 200 ml). Wytrgcony osad odsgczano na lejku piankowym,
po czym przekrystalizowywano z gorgcego etanolu. Produkt suszono na
powietrzu. Temp. topliwosci 104 — 105°.

Utworzony 2-nitro-4-etoksyacetoanilid hydrolizowano w roztworze
kwasu siarkowego. _ ]

W tym celu 5 g zwigzku ogrzewano pod chtodnicq zwrotng z 25 ml
409% kw. siarkowego. Reakcja byla zakonczona, gdy wszystka acetylo-
pochodna rozpuscila sie w roztworze (ok. 1 godziny). Po ostudzeniu roz-
tworu doprowadzono pH do 5 — 6 za pomoca NaOH i wytracony osad
odsaczano. 2-nitro-4-et<oksyan}linq krystalizowano z etanolu i suszono
na powietrzu. Temp. topliwosci czystego preparatu 113°.

Redukcje otrzymanej nitroaniliny i synteze 5-etoksybenzimidazolu
przeprowadzono dalej analogicznie jak podano przy syntezie 5-metylo-
benzimidazolu (19). Temp. topliwosci 5-etoksybenzimidazolu 116°,

7. Benzotriazol Uzyto nastepujacej metody syntezy benzo-
triazolu: 1 g chlprowodorku o-fenylenodwuaminy rozpuszczono w 5 ml
0,4N HCI i szybko wlano do roztworu 0,4 g NaNO; w 5 ml wody. Mie-
szanine reakcyjna ogrzano do 80° i w tej temperaturze utrzymywano
15 minut. Nastepnie dodano roztworu octanu sodu, by pH podniosto sie
do wartosci ok. 5, i roztwor pozostawiono w lodowce do pelnego wytrg-
cenia sie benzotriazolu. Osad odsgczano na lejku piankowym, przemyto
woda, po czym rozpuszczono w etanolu. Roztwoér etanolowy odbarwiono
weglem, etanol odparowywano do sucha i surowy benzotriazol 2 razy
destylowano w prézni. Temp. topliwosci 95,5°.

8. 22Merkaptobenzotiazol Do badan uzyto preparatu
handlowego fmy Schuchardt o temp. topliwosci 175° (wg literatury
177 — 179°). '
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HODOWLA BAKTERII KWASU PROPIONOWEGO

Do badan uzyto szczepu Propionibacterium shermanii otrzymanego
z Zakladu Mikrobiologii WSR w Olsztynie i przechowywanego w stanie
zliofilizowanym, stosujac technike hodowli opisang uprzednio (14). Ho-
dowle przeprowadzono na pozywce o skladzie: 120 ml kwasowego hy-
drolizatu kazeiny lub glutenu (14), 5§ g ekstraktu drozdzowego ?), 2,5g
namoku kukurydzianego, 4,5 g fosforanu jednopotasowego, 1 ml 1%
roztworu siarczanu kobaltawego, 20 g glikozy technicznej, 880 ml wody
wodociggowej. Fosforan jednopotasowy rozpuszczano najpierw w wo-
dzie i dodawano roztworu KOH az do uzyskania roztworu buforowego
o pH 7.

METODA BADANIA PREKURSOROW

W pracy niniejszej zastosowano analogiczng metode badania pre-
kursoréw, jak podano w poprzedniej publikacji (19), polegajaca na
wyodrebnieniu utworzonych kobalamin z 1-litrowych hodowli Propioni-
bacterium shermanii i badaniu widm absorpcyjnych otrzymanych kon-
centratow.

Zmieniono jedynie sposob otrzymywania koncentratéw kobalamin.
Stosowano nastepujgcqa metode: z 1-litrowej hodowli odwirowywano
bakterie kwasu propionowego, po czym osad bakteryjny zawieszano
w ca 200 ml wody. Suspensje te zakwaszano 0,5N kwasem siarkowym
do pH 3 i ogrzewano 10 minut w temperaturze 60°. Po ostudzeniu doda-
wano 0,5 ml 10% roztworu cyjanku sodowego i nasyconego roztworu
weglanu sodowego do pH 8. Alkaliczny ptyn wirowano i klarowny cen-
tryfugat (ca 200 ml) zadawano 50 g chlorku sodowego. Po. rozpuszczeniu
soli ekstrahowano kobalaminy 4 — 6 razy po 20 ml alkoholem benzylo-
wym. Polaczone ekstrakty wirowano celem usunigcia zemulgowanej
fazy wodnej z alkoholu benzylowego i klarowny roztwér zadawano row-
ng objetoscig chloroformu. Z mieszaniny ekstrahowano kobalaminy ma-
lymi porcjami wody. Polaczone wyciagi wodne ekstrahowano jeden raz
1/2 obj. chloroformu celem usunigcia §ladéw alkoholu benzylowego i za-
dawano je 1 — 2 ml 1 M NaH»POy, by obnizy¢ pH roztworu do wartosci
6,0 — 6,5. Tak przygotowany wodny roztwor ekstrahowano roztworem
o-krezolu w chloroformie (1:1 v/v) stosujac do ekstrakcji 0,1 — 0,2
objetosci mieszaniny na objetos¢ roztworu wodnego. Ekstracje prze-
prowadzano malymi porcjami, tak by uzyta objeto$¢ wystarczala do
ilosciowego usuniecia kobalamin z fazy wodnej. Polaczone ekstrakty
krezolowe zadawano 1/2 objetosci chloroformu i faze organiczna prze-

3) Ekstrakt drozdzowy otrzymano z Nadodrzanskich Zakladéw Przemystu Drozdzo-

wego w Szczecinie. Najlepszy okazal sie ekstrakt otrzymywany z drozdzy browarnia-
nych dolnej fermentacji plazmolizowanych siarczanem amonowym.
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mywano malg iloscia wody. Gdy w trakcie przemywania cze$¢ kobala-
min przeszla do wody, ekstrahowano ja ponownie malymi porcjami
mieszaniny krezolu i chloroformu. Nastepnie do tego wyciggu dodawano
1 objeto$¢ mieszaniny chloroformu i n-butanolu (1:1 v/v) i kobalaminy
ekstrahowano kilka razy matymi porcjami wody. Wodny wyciag koba-
lamin, dostatecznie czysty do badan widmowych, ekstrahowano dodat-
kowo 3 razy chloroformem (po 0,5 obj. fazy wodnej) celem usuniecia
$ladow o-krezolu, po czym odparowywano go pod zmniejszonym ci$nie-
niem na lazni wodnej do sucha. Sucha pozostato$¢ rozpuszczano w odpo-
wiedniej iloéci wody i badano widmo absorpcyjne roztworu w zakresie
260 — 600 mpn. W probie kontrolnej, bez dodatku prekursora lub w wy-
padku niewiagzania prekursora, powstawal witamin B2, (deznukleotydo-
cyjanokobalamina) charakteryzujacy sie maksimami absorpcji dla fal
o dilugosciach 355 i 500 mu (i stabym maksimum dla 525 — 30 mp).
W wypadku utworzenia nukleotydocyjanokobalamin pojawialy sig
maksima dla fal o dlugosciach 360 — 62 i 550 mp.

Spos6b przygotowania koncentratu stosowany w niniejszej pracy
okazal sie praktyczniejszy i szybszy od stosowanego uprzednio (19).
Stosowana metoda okazala sie rowniez praktyczna dla spektrofotome-
trycznego, ilo§ciowego oznaczania réznych kobalamin. W metodzie
ilosciowej stezenie badanej kobalaminy opierano na pomiarze wartosci
absorpcji dla fali o dlugosci 550 mu (lub 498 mp dla DNCK).

Zastosowany tu sposob ekstrakcji krezolowo-butanolowej oparto
na pracy Bachera i innych (2).

Dodatkowo kontrolowano powstawania nowych nukleotydocyjano-
kobalamin metoda elektroforezy bibulowej. W tym celu na paski bibuly
chromatograficznej Whatman nr 4 lub, dla rozdzielenia wigkszych ilo-
$ci kobalamin, bibuly Whatman nr 3 nanoszono zageszczony koncen-
trat, po czym rozdzielano zawarte w nim kobalaminy elektroforetycz-
nie wedlug metody Holdswortha (12), stosujac jako elektrolit 2NN kwas
octowy, zawierajacy 0,01% cyjanku sodu. Rozdzielenie bylo kompletne
po 6 — 8 godzinach przy gradiencie napigcia ok. 9 V/cm i poziomym
utozeniu bibuty. Witamin B2, wedrowal ku katodzie przesuwajac sig
ok. 10 cm od miejsca startu. Obojetne kobalaminy przesuwaty si¢ w tym
czasie ok. 2 — 3 cm wskutek zjawisk elektroosmozy.

IZOLOWANIE NUKLEOTYDOCYJANOKOBALAMIN

Celem izolowania utworzonych NCK postugiwano sie¢ metoda opi-
sana uprzednio (19), (16).

Postugiwano sie rowniez nastepujacymi modyfikacjami wyodrebnie-
nia krystalicznych zwigzkow:
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(a). Przygotowywano koncentrat kobalamin, jak podano wyzej przy
opisie metody badania prekursorow. Wodny koncentrat ekstrahowano
nastepnie kilka razy 20% roztworem fenolu w chloroformie. Polgczone
wyciagi saczono do kolbki destylacyjnej, a saczek przemywano malg
iloscia roztworu fenolowego. Z mieszaniny odpedzono chloroform pod
zmniejszonym ci$nieniem w lazni wodnej o temp. 80°. Roztwoér fenolo-
wy zadawano w rozdzielaczu 8 — 10 objetosciami eteru i kobalaminy
ekstrahowano matymi porcjami wody. Z ekstraktow wodnych usuwa-
no Slady fenolu za pomoca eteru i wodny roztwér odparowywano do
sucha pod zmniejszonym cisnieniem. Suchg pozostalo$§¢ rozpuszczano
w malej objetosci metanolu (1 — 2 ml) i roztwér chromatografowano
na kolumnie z tlenkiem glinu. Tlenek glinu przygotowywano, jak po-
dano uprzednio (16). Dobry okazal sie rowniez tlenek glinu wg Brock-
manna, zakwaszony uprzednio do pH 6. Metanolowy eluat odparowy-
wano pod zmniejszonym ci$nieniem do sucha i kobalamine krystalizo-
wano w zwykly sposéb z wodnego acetonu. Metoda ta otrzymano 5(6)
-etoksybenzimidazolocyjanokobalamine.

(b). Zawiesine wodna bakterii ogrzewano 10 minut w temp. 60° przy
pH 3. Po ostudzeniu ciecz alkalizowano nasyc. roztworem Na2COjs, po
czym dodawano 0,1 ml 10% roztworu NaCN. Ciecz wirowano i klarow-
ny cetryfugat zakwaszano 0,5 N H2SO4 do pH 5 — 6. Teraz dodawano
5 g kryst. octanu cynku na litr roztworu i ponownie alkalizowano NaOH
do pH 8 (2). Wytracony osad odwirowywano, przemywano malg iloscia
wody i klarowna ciecz zakwaszano kwasem siarkowym do pH 5 — 6.
Nastepnie kobalaminy ekstrahowano roztworem o-krezolu w chloro-
formie, jak opisano wyzej. Wodny wyciag alkalizowano roztworem
NaCN do pH 8, wysycano chlorkiem sodowym 25 g/100 ml, po czym
po 1 godzinie ekstrahowano 4 — 6 razy malymi porcjami alkoholu ben-
zylowego. Polgczone wyciagi alkoholowe wirowano, klarowny roztwér
zadawano rowng objetoscig chloroformu, a kobalaminy ponownie prze-
noszono do fazy wodnej. Wodny roztwér kobalamin ekstrahowano
20% roztworem fenolu w chloroformie i postepowano dalej jak w me-
todzie (a). Metody tej uzyto do otrzymania 5,6-dwunitrobenzimidazolo-
cyjanokobalaminy.

(c). Po uzyskaniu wodnego koncentratu po ekstrakcji krezolowo-
butanolowej jak w metodzie (b) — roztwér odparowywano do matlej
objetosci, po czym nanoszono w formie waskiego paska na bibule chro-
matograficzng Whatman nr 3 i poddawano elektrofotoretycznemu roz-
dzieleniu w 2 N CH3COOH z 0,01 % NaCN.

5,6-Imidazobenzimidazolocyjanokobalamina, ktéra oczyszczano w ten
spos6b, wedruje razem z witaminem Bjs, pojawiajagcym sie w matych
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ilosciach w niektérych badanych fermentacjach ku katodzie, oddziela-
jac sie od innych kobalamin, wystepujacych w mniejszych ilosciach
w probie. Po wysuszeniu bibuly wycinano pasmo zawierajace miesza-
ning wit. Bj2, i 5,6-imidazobenzimidazolocyjanokobalaming i ekstraho-
wano wodg zawierajaca 0,1 ml 10% NaCN i 1 ml 2M NaH;PO4 w 100 ml
(pPH 5 — 6). Nastepnie celem usuniecia soli mineralnych ponownie pod-
dawano kobalaminy ekstrakcji krezolowo-butanolowej. Uzyskany wodny
koncentrat odparowywano do sucha pod zmniejszonym cisnieniem. By
rozdzieli¢ obie kobalaminy od siebie, zastosowano metode dajaca dobre
wyniki przy rozdzielaniu witaminu By2 i Bi2, (14). W tym celu suchg
pozostato$¢ rozpuszczano w 85% acetonie (v/v) i chromatografowano
na Al,O3. Witamin latwo przechodzi w tych warunkach do eluatuy,
a NCK zatrzymuja sie u gory kolumny chromatograficznej. Po wyptu-
kaniu witaminu B;2, NCK mozna wyeluowa¢ metanolem lub 80% me-
tanolem (dla pochodnej 5,6-imidazobenzimidazolowej). Po odpedzeniu
metanolu NCK krystalizowano z wodnego acetonu.

Wszystkie otrzymane w tej pracy preparaty krystalizowano co naj-
mniej dwa razy. Otrzymano po 5§ — 15 mg krystalicznych kobalamin
z 10 — 40-litrowych hodowli.

WEASNOSCI OTRZYMANYCH POCHODNYCH WITAMINU B;:
W pracy niniejszej otrzymano w stanie krystalicznym nastepuja-
ce nukleotydocyjanokobalaminy:
benzimidazolo-, 5(6)-nitrobenzimi-
dazolo-,5(6)-nitro-6(5)-metyloben-

9 zimidazolo-, 5,6-dwunitrobenzimi-
08 dazolo-, 5-etoksybenzimidazolo-
| i 5,6-imidazobenzimidazolo-cyja-
ol \ | nokobalamine.

as} , Nadto metoda elektroforezy
i | bibutowej dato sie wykaza¢, ze
@ rowniez benzotriazol i 2-merkap-
04 ‘ tobenzotiazol sg czesciowo wy-
ol k 1 l korzystywane przez Propionibac-
W \ /-/\\ terium shermanii do syntezy od-

02 \ 74 powiednich kobalamin.
o Wszystkie krystaliczne zwigz-
\ ki krystalizuja w postaci ciemno-

V% 0 20 w0 40 #0 @ 0 0= czerwonych igiet, podobnie jak
witamin Bys.

Rys. 2. Widmo absorpcyjne benzimidazolo- Widma absorpcyjne wodnych
cyjanokobalaminy w roztwoize wodnym  roztworow tych zwiazkow sg zbli-
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zone do widma absorpcyjnego witaminu Bys i wszystkie posiadajg cha-
rakterystyczne maksima absorpcji dla fal o dtugosci 360 — 362 i 550 mu.
Jednak w widmach poszczegolnych NCK wyraznie zaznacza sie wplyw
podstawianej zasady nukleotydowej na ksztalt krzywej pochlaniania.
Najbardziej zblizone do widma absorpcyjnego witaminu B;, jest widmo
benzimidazolocyjanokobalaminy (rys. 2). Posiada ono nieznacznie prze-
suniete ku krotszym falom maksimum przy 274 mpu zamiast 278 mu jak
witamin B;2. Przesunigcie to jest uwarunkowane podobnym przesunie-
ciem maksimow absorpcji benzimidazolu w poréwnaniu z 5,6-dwumety-
lobenzimidazolem, co ilustruje ponizsza tabelka.

Tablica 1
Maksima pochlaniania w mp
pH 1 pH 13
benzimidazol 267 1273,5 271 —21276,5
5,6-dwumetylobenzimidazol 274 —61 283 2801 285

Zaznacza si¢ w nim réwniez charakterystyczne wygiecie (,,karb”) przy
280 mp (w witaminie By, przy 288,5 mu $wiadczace o koordynacyjnym
wigzaniu miedzy atomem azotu N(3) pier$cienia benzimidazolowego i ato-
mem kobaltu (3).

Widma absorpcyjne 5(6)-nitro- o
oraz 5(6)-nitro-6(5)-metylo-benzi-
midazolocyjanokobalamina (rys.
3 i 4) sa zblizone do siebie i zmie- 04

nione w poréwnaniu do widma a7

witaminu By,, zwlaszcza w zakre- |

sie fal miedzy 270 i 333 mu. Wpro- ()

wadzenie nukleotydu 5,6-dwuni- 05

trobenzimidazolowego do cza- _, [

steczki DNCK zaznacza sie zarow- & \\]

no w widzialnej, jak i ultrafiole- ® =
towej czesci widma (rys. 5). W ,/ \
czesci widzialnej pojawia sie ma- \- \
to charakterystyczny szeroki pas o \

absorpcyjny miedzy 400 i 480 mi.  0m—m—s5 %0 w0 0 @0 20 50 P
Z tej przyczyny roztwor dwunitro-

bezimidazolocyjnokobalaminy po- Rys. 3. Widmo absorpcyjne 5(6)-nitroben-
siada barwe brazowawoczerwo- zimidazolocyjanokobalaminy w roztworze
ng. W czesci ultrafioletowej wid- wodnym
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ma zaznacza sie duze podobienstwo do widma DNCK, zwlaszcza w za-
kresie 290 — 340 mu z nieznacznie przesunietymi maksimami: 307 — 8

i 324 — 5 mw (DNCK posiada przy 305 mw przegigcie i przy
320 mp maksimum (14)). Bardzo duze zmiany spostrzega sie¢ w widmach
) = pochodnych 5-etoksybenzimida-

zolu i 5,6-imidazobenzimidazolu

o (rys. 6 i 7), w ktorych wprowa-
® dzony chromofor zasadniczo zmie-
nia charakterystyczny w czesci
# ultrafioletowej obraz widma. Od-
nosi sie to zwlaszcza do ostatniej
s | pochodnej, w ktérej w poréwna-
- \J niu do widma absorpcyjnego wit.
04 B;» pojawia sie dodatkowe, bar-
” dzo silne pasmo absorpcji z mak-
/] o simum przy 291 — 292 mu, cha-
i : \\— /’ rakterystyczne dla samego 5,6-
af N imidazobenzimidazolu (zwlaszcza
¢ w wysokich wartosciach pH
N B0 %0 %0 A0 M0 0 30 60 mp (rys. 1)).
Rys. 4. Widmo absorpcyjn -nitro- 2z .
G(YS)-metylo-benzimidazolcf)c;ljgneok:tglanr;?:y Phecnoec: dardli inseow Ak
w roztworze wodnym sorpcyjnych w widmach otrzy-
0 manych NCK jest posrednim do-
\ wodem wilaczenia sie omawia-
0’\ nych zasad nukleotydowych do
08 tych zwigzkow.
! Otrzymane. NCK, proécz 5,6,-
ﬂ [ -imidazobenzimidazolo-cyjanoko-
a5 / balaminy, zachowywaly sie elek-
0 troforetycznie jak substancje obo-
\ J jetne (w 2 N kw. octowym). Ostat-

\ nia pochodna z racji wystepowa-
03 nia w niej zasadowego azotu po-
o \ N siadata charakter zasadowy i prze-
suwatla sie w kwasnym roztworze
" ku katodzie.
N 2 \

o @ X W W w0 Wszystkie otrzymane w stanie
Rys. 5. Widmo absorpcyjne 56-dwunitro- krystali . NCK. reagu]? %
benzimidazolocyjanokobalaminy w roztwo- [OZtworem  chloraminy T dajac,
126 wodnym podobnie jak witamin B, 2, fioleto-
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wo zabarwione chlorowe pochodne (19). Deznukleotydocyjanokobalami-
na (wit. By2,) ulega w tych warunkach odbarwieniu. Pochodne zadane
roztworem NaCN przechodza w niebiesko zabarwione zwiazki.

Otrzymane krystaliczne pochodne witaminu Bjs okazaly sie aktyw-
ne w badaniach mikrobiologicznych wobec Euglena gracilis i Bact. coli
mutant.

i

10

09

08

07

06

p—
//

0705

=
——

06104

05; 03
o o | A\

\
L BT
v \

230 270 310 350 390 430 470 510 550 mu

Rys. 6. Widmo absorpcyjne 5-etoksybenzimidazolocyjanokobalami-
ny w-roztworze wodnym ;

—————

Badania z Euglena gracilis wykonat dr K. Z odr o w w Zakladzie
Mikrobiologii Rolnej WSR w Poznaniu, za co skladamy mu serdeczne
podzigkowania.

Tablica 2 przedstawia wyniki tych badan. Liczby w tabeli podaja
wartosci procentowej przepuszczalnosci $wiatta badanych hodowli mie-
rzone na fotoelektrycznym fotometrze Leitza przy uzyciu czerwonego
filtru. Zebrane wyniki sg $rednimi z 3 réownolegtych oznaczen.
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Czynno$¢ mikrobiologiczna za pomoca szczepu Bact. coli mutant ba-
dano metoda plytkowa (4). Miarg aktywnosci byta powierzchnia strefy
wzrostu lub proporcjonalna do niej waga wykrojonych z kalki tech-
nicznej uprzednio na niej skopiowanych plam wzrostowych. W tabli-
cy 3 podano wyniki oznaczen za pomoca Bact. coli mutant. Wartosci
podaja wage krazkow w mg.

E=)

5 N\
V% 7% X0 0 30 B0 W M M0 ne

Rys. 7. Widmo absorpcyjne 5,6-imidazoben-
zimidazolocyjanokobalaminy w roztworze
wodnym

Tablica 2

Badanie wzrostu Euglena gracilis

Stezenie witaminu w probie pug/ml
Witamin
1 5 | £0
Benzimidazolo-CK 92% 70 37
5(6)-Nitrobenzimidazolo-CK 292 77 35
5(6)-Nitro-6(5)-metylobenzimidazolc-CK 87 68 36
5,6-Dwunitrobenimidazolo-CK 86 65 34
5-Etoksybenzimidazolo-CK 87 65 33 ;
5,6-Imidazobenzimidazolo-CK 91 7 34 A
Witamin B,, 86 65 35
Kontrola (bez witaminu) 96

‘) Liczby oznaczaja wartosci procentowej przepuszczalnosci $wiatla badanych
hodowli, mierzone na fotoelektrycznym fotometrze Leitza.
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W doswiadczeniach mikrobiologicznych stezenie badanych NCK
okreslano metoda spektrofotometryczna mierzac wartosci gestosci
optycznych roztworéow podstawowych, z ktérych wykonywano dalsze
rozcienczenia, dla fali o diugosci 550 mu. Zakladano przy tym, ze dla
wszystkich NCK wartos¢ wspotczynnika ekstynkcji E\% jest jednako-
wa i rowna 63 jak dla witaminu Bys (21).

Tablica 3
Wzrost Bact. coli mutant
¥4 ¢ Stezenie witaminu w pg/ml
Witamin

0,1 05 s xha
Benzimidazolo-CK 4,8"; 8,6 12,4
5(6)-Nitrobenzimidazolo-CK 4.2 8,8 10,0
5(6)-Nitro-6(5)-metylobenzimidazolo-CK 5,5 9,6 14,9
5,6-Dwunitrobenzimidazolo-CK 5,0 8,4 11,0
5-Etoksybenzimidazolo-CK 5,4 10,4 144
5,6-Imidazobenzimidazolo-CK 4,1 6,9 8,8
Witamin B,, 3D 8,0 9,5

*) Liczby oznaczaja wage w mg wykrojonych z kalki technicznej plam wzro-
stowych. ;

BADANIE MECHANIZMU SYNTEZY NCK PRZEZ
PROPIONIBACTERIUM SHERMANII

Do 3 jednakowych os$miodniowych 1-litrowych hodowli bakterii
kwasu propionowego dodawano na 24, 12 i 6 godzin przed przerwa-
niem procesu fermentacji po 5 mg 5,6-dwumetylobenzimidazolu. Czwar-
ta hodowla stanowilta probe zerowa. Z komoérek drobnoustroju wyodreb-
niono kobalaminy wg metody opisanej przy badaniu prekursoréw, po
czym rozdzielano 'je elektroforetycznie na bibule Whatman nr 3 w 2N
kwasie octowym zawierajagcym 0,01% NaCN i przy gradiencie napiecia
9 V/cm. Rozdzielone plamy witaminéw Biz i Bi2, wycinano z wysuszo-
nej bibuty i witaminy ekstrahowano 6 ml 3% roztworu NaCN. W uzy-
skanych koncentratach okresélano stezenie kobalamin na podstawie po-
miaru gestosci optycznej dla fali o dilugosci 368 mu. Pomiar wykony-
wano po pelnym przeksztalceniu sie obu kobalamin w formy dwucy-
janowe.

Rys. 8 przedstawia zdjecie rozdzielonych na bibule kobalamin.
Wszystkie proby procz wit. Bi2 i Biz, wykazuja obecnos$¢ innych
jeszcze kobalamin wystepujacych w mniejszych ilosciach. Identyfika-
cja niektéorych z nich bedzie przedmiotem odrebnej publikacji. Liczby
na zdjeciu oznaczaja czas dzialania prekursora w godzinach. Na rysun-
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ku wida¢ roéwniez, ze za-
wartos¢ trzeciej kobalaminy
(X) wystepujacej we wszyst-
kich probach zmniejsza sie
rowniez na korzysé¢ witaminu
Bi2 proporcjonalnie do czasu
dziatania prekursora.

Tablica 4 przedstawia wy-
niki stosunku zawartos$ci wi-
e —— taminu Bj2, i witaminu B

s S "~ w poszczego6lnych prébach, ob-
Rys. 8. Elektroforogram rozdzielonych kobala- liczone na podstawie da-
min wyodrebnionych z bakterii kw. propiono- nych gpektrofo‘tometrycznych
wego (vvfit. Biz, Blz'p i X). Liczby z boku zdjqci.a przy zalozeniu, Ze wspol-

oznaczaja czas dziatania prekursora w godzi- NS 4 :
iy czynniki ekstynkcji obu zwigz-
; kéw sa jednakowe dla fali

dtugoéci 368 mwm i ze ich suma rowna jest 100.

Tablica 4
Stosunek zawartosci wit. Bigp do wit. Big

Czas dzialania prek
i S Witamin By, Witamin B;,

0 87,8 12,2

6 67,2 32,8

12 38,3 61,7

24 14,4 85,6

Z danych tablicy 4 wynika, ze reakcja powstawania NCK jest reak-
cja nastepcza w stosunku do reakcji tworzenia sie DNCK i ze czas
trwania reakcji przeksztalcania si¢ witaminu Bi2, w witamin B;s wy-
nosi co najmniej 24 godziny w koncowym stadium fermentacji.

Omoéwienie wynikow

Doswiadczenia przedstawione w tej pracy potwierdzajg dane uprzed-
nie (19), ze uzyty do badan szczep Propionibacterium shermanii posia~
da ograniczong zdolno$¢ syntezy pierscienia benzimidazolowego, po-
trzebnego do budowy ugrupowania nukleotydowego witaminu B;z. Na-
tomiast posiada on zdolno$¢ wykorzystywania z pozywki szeregu po-
chodnych benzimidazolu, podstawionego réznymi rodnikami w pozycji
516 do syntezy odpowiednich nukleotydocyjanokobalamin. Mechanizm
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tej syntezy polega na wbudowaniu ugrupowania nukleotydowego —
z benzimidazolem lub jego pochodnymi jako zasadami nukleotydowy-
mi — do deznukleotydocyjanokobalaminy, zwiazku syntetyzowanego
przez bakterie kwasu propionowego w normalnych warunkach hodowli.
Jest to reakcja nastepcza w stosunku do tworzenia sie deznukleotydo-
cyjanokobalaminy. .

Wszystkie otrzymane w pracy pochodne witaminu B2 sg mikrobio-
logicznie czynne zar6wno wobec Bact. coli mutant, drobnoustroju wy-
magajacego do wzrostu tylko DNCK (9), jak i wobec Euglena gracilis.
Wydaje sie, ze wiekszo$¢ nukleotydocyjanokobalamin typu benzimida-
zolowego stanowi substancje wzrostowe dla tego pierwotniaka.

W pracy niniejszej postugiwano sie

nomenklaturg uprzednio juz zapropo-
nowana (19). W mysl tej nomenklatury
nazywano kobalaming tylko plaska mnmmn
czes¢ czasteczki witaminu Bis zawie-
rajgcq atom kobaltu (rys. 9). Ogoélna

nazwa nukleotydocyjanokobalamina o- 2 ek

znacza polaczenie kobalaminy z ugru- cn forupa qanowa
ee fwamem nuk‘leOtyd_owYm i g'rupq Rys. 9. Schemat budowy nukleotydo-
cyjanowa. W nazwie szczegotowej cyjanokobalaminy

zamiast pelnej nazwy nukleotydu uzy-
wano dla uproszczenia tylko nazwy zasady nukleotydowej.

Streszczenie

1. Kontynuujac badania nad biosynteza pochodnych witaminu Bj2
(nukleotydocyjanokobalamin NCK) przy uzyciu Propionibacterium
shermanii, otrzymano 6 dalszych nowych zwiazkéw zawierajacych
w miejsce 5,6-dwumetylobenzimidazolu, wystepujacego w witaminie
Bi2, nastepujace zasady nukleotydowe: benzimidazol, 5-nitrobenzimida-
zol, 5(6)-nitro-6(5)-metylobenzimidazol, 5,6-dwunitrobenzimidazol, 5-etok-
sybenzimidazol i 5,6-imidazobenzimidazol. Wszystkie te pochodne otrzy-
mano w stanie krystalicznym. Ponadto stwierdzono, ze bakterie kwasu
propionowego takze wlaczaja benzotriazol i 2-merkaptobenzotiazol do
czasteczki kobalaminowej.

2. Otrzymane krystaliczne nukleotydocyjanokobalaminy przebadano
pod wzgledem fizyko-chemicznym oraz mikrobiologicznie. Okazaty sie
czynne wobec Bact. coli mutant (metoda ptytkowa) i Euglena gracilis.

3. Wykazano, ze reakcja powstawania NCK jest reakcja nastepcza,
przebiegajaca po utworzeniu sie deznukleotydocyjanokobalaminy (wita-
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minu Bi2,) i Ze czas trwania tej reakcji wynosi co najmniej 24 godziny
w koncowym stadium fermentacji w obecnosci 5,6-dwumetylobenzimi-
dazolu.

1.

11.

12.
13.

14,
15.
16.
17.
18.

19.
20.

21.
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IPEJIUECTBEHHMKM BUMOCHMHTE3A HYKJIEOTUIOLMAHKOBANAMMHA IL

Peszwome

1. B pesyabTare NPOBOAMMBIX HaMM JMCCIEJOBaHMiI Haj OuocuMHTE30M

TNIPOM3BOAHBIX BuTaMMHa Bis (Hykiaeorupoumankobanammuaa NCK) c¢ npu-
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meHenuem Propionibacterium shermanii, mnojy4yeHO GBLIO B CIEAYIOHMX
HOBBIX . COEIMHEHMHX, - COAEPIKALIMX BMECTO 5 6-Anmeq'nnoﬁeﬂ3umnnaaona
BXOAALEr0 B COCTAB BUTaMMHa Bi,, cIeiyiomue ny.neo'mzmme HEeNouH:
Eensummaaszod, 5-euTpobensnmuaazod, 5(6)- HnTpo-G(S)-Me'mnoﬁenamnna-
3041, 5,6-ABYHMTPOGEH3INMMAAZ0I, 5-9TOKCUOEHIUMMAAZ0T M 5,6-MMUIa30-
Bensummaason. -Bcee 9TM NMPOM3BOAHBIE MOJyYeHbI ObLIM B KpuUCTaLIMye-
ckom cocrosiiuyu. Kpome Toro obHapyzkeno, 4yTo GakTepum IpPONMOHOBO
KJCJIOTBI BKJIIOYAIOT TakKe B KobanaMMHOBYI0O dactuuy 6GeH30Tpmazos
n 2-mepkanTobeH30Muaazo.l.

2. ViccaepoBaHbl 6bLIM (DUBMKO-XMMMYECKME ¥ MMKPOOMOJIOrMYecKye
CBOJMCTBA IIPY IMOJIyYEHHBIX KPUCTAJIIMYECKMX HYKJIEOTHAOLMAHKOOATIAMIU-
HOB. OHM OKa3aJMCh aKTMBHBIMM 10 OTHOLIEHMIO K Bact. coli mutant (mna-
CTMYHBI METOJX) U Euglena gracilis.

3. O6napy»KeHo, 4TO peakuma Bo3HukHoBeHua NCK sBisercs nocie-
AyIOLIENA peakLmest, NpoTeKalolleil nocje obpa30BaHMsA Je3HYKJIEOTHIO-
auaHokobanamuua (BurammHa Biz,), M 4YTO 9Ta peakuyMs NPOAOJIKAETCHA
B KOHEYHO! cragmyu OpoxkeHus He MeHee 24 4acoB, B npucyTCTBUM 5,6-1m-
MeTunobeH3uMmua30a.

PRECURSORS IN THE BIOSYNTHESIS OF CYANOCOBALAMINE NUCLEOTIDES II.

THE SYNTHESIS OF THE NEW VITAMIN Bj2 DERIVATIVES
Summary

1. Continuing studies on the biosynthesis of vitamin B2 derivatives
(cyanocobalamine nucleotide NCK) 6 further new compounds syn-
thesized by Propionibacterium shermanii have been isolated. The com-
pounds possess the following nucleotide bases instead of 5,6-dimethyl
benzimidazole of vitamin Bjs: benzimidazole, 5-nitrobenzimidazole,
5(6)-nitro-6(5)-methylbenzimidazole, 5,6-dinitrobenzimidazole, 5-ethoxy-
benzimidazole and 5,6-imidazobenzimidazole. All those derivatives have
been obtained in the crystalline form. It has been proved that the pro-
pionic acid bacteria condense benzotriazole and 2-mercaptobenzomida-
zole with the cobalamine molecule. ;

2. The crystalline cyanocobalamine nucleotides have been exami-
ned by means of physico-chemical and microbiological methods. The
compounds are biologically active for Bact. coli mutant and Euglena
gracilis.
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3. It has been shown that the formation od NCK follows the pre-
vious synthesis of cyanocobalamine desnucleotide (vitamin Biz;). The
synthesis of NCK takes place at least in the course of 24 hours in
the final fermentation stage, in the presence of 5,6-dimethylbenzimi-
dazole.

Otrzymano 9.I1.1955
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Kierownik prof. dr Tadeusz Baranowski

Szybkie oznaczanie iloSciowe biatek w drobnych ilo§ciach materiatu
biologicznego napotyka ciggle jeszcze duze trudnosci metodyczne (4).
Nawet stosowanie mikrometody Kjeldahla ma pewne ograniczenia,
gdyz wymaga znajomosci procentowej zawarto$ci azotu w badanym
biatku i nie daje si¢ stosowa¢ bezposrednio w obecnosci innych zwigz-
koéw azotowych.

Czesto w oznaczeniach ilosciowych uzywa sie odczynnikéw straca-
jacych biatka. Oznaczenia przeprowadza sie¢ wagowo lub przez mierze-
nia zmetnienia w fotokolorymetrach lub nefolometrach. W metodach
turbidymetrycznych najczesciej stosuje sie kwas sulfosalicylowy (5)
lub tréjchlorooctowy (2). Metody te sa wprawdzie latwe i szybkie
w wykonaniu, ale odznaczaja sie mala dokladnoscig i stabo daja sie
reprodukowadc.

Szukajac metody nadajacej sie do oznaczania biatek w mikrogramo-
wych (ng) ilosciach zajelam sie zbadaniem optymalnych warunkéw dla
stracania réznych bialek kwasem taninowym. Odczynnik ten, chociaz
czesto stosowany w prébach jakosciowych, nie byl, o ile mi wiadomo,
wykorzystany w metodach ilosciowych.

Wiadomo, ze 40% roztwory taniny, zakwaszone kwasem octowym,
stracaja zelatyne, albuminy i peptony jeszcze w miligram procento-
wych roztworach. Ponadto powstaja nierozpuszczalne polgczenia tani-
ny z licznymi alkaloidami i niektérymi wielocukrami.

Znaczna czulo$¢ i mala specyficzno$é taniny wobec réznych biatek
nasunela przypuszczenie, ze moze ona byé odczynnikiem dajacym sie
wykorzystaé w oznaczeniach ilo§ciowych tak mieszaniny, jak i po-

‘) Praca wykonana z dotacji Komitetu Biochemicznego PAN.
[279]
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szczeg6lnych frakcji biatkowych, i to w znacznie nizszych stezeniach
niz w dotychczasowych turbidymetrycznych metodach.

W pracy przedstawie wyniki uzyskane w czasie badania zachowa-
nia sie biatek surowicy, zelatyny i lizozymu wobec odczynnika tanino-
wego, jak tez warunki metody, pozwalajgce na zastosowanie odczynu
taninowego do turbidymetrycznego oznaczania bialek.

Podana turbidymetryczna mikrometoda polega na pomiarze w foto-
kolorymetrze zmetnienia, jakie daja nierozpuszczalne polaczenia bia-
lek z taning po stabilizowaniu ich koloidem chronigcym. W zakresie
stezen od 20 do 100 pg biatka w 4 ml objetosci proby i odczynnikéow
uzyskalam wprost proporcjonalng zalezno$¢ pomiedzy stezeniem biatek
a gestoséig optyczng. Otrzymalam zupeing zgodno$¢ wynikéw dla ze-
latyny, bialek surowicy i lizozymu. W podanym zakresie stezen blad
metody wynosi =+ 36%

ks & Odczynmkl i posu;powame
1. ODCZYNNIK TANINOWY: 107, TANINA w IN HCI i 2/i FENOLU

Do 98 ml lN HCl ogrzanego do 80° dodac 2 ml rowmez ogrzanego
fenolu (ch. cz.). Po zupeinym rozpuszczeniu fenolu w kwasie dodac
10 g tanmy Przechowywaé¢ w c1emneJ flaszce. Odczynnmk jest trwaly
do kilku tygodni.

Do sporzadzania odczynnika taninowego uzywaltam roznych prepa-
ratow taniny. Tanina (ac. tanicum, Mallincrodt, U. S. P. XII) i ‘tanina
Mercka (Gallapfelgerbsaiire) rozpuszczaly sie dobrze nawet w zimnym
roztworze fenolu w kwasie solnym i dawaly roztwory jasnozotte, ktore
z czasem ciemnialy. Inne preparaty kwasu taninowego nie oznaczone
markq fabrycznag rozpuszczaly sie dopiero po kilkuminutowym ogrze-
waniu we wrzqce] lazni wodnej. Roztwory sa ciemniejsze i niejedno-
krotme zaw1era]q drobne zanieczyszczenia, ktore nalezy odsqczyc

2. WODNY ROZTWOR GUMY ARABSKIEJ 1%

10 g gumy -arabskiej rozpusci¢ w litrze wody destylowanej.

Do uzytku - sporzqdzac na $wiezo 0,1% roztwoér, w razie potrzeby sa-
czyé. Roztwory gumy -arabskiej powinny by¢ wodojasne i z odczynni-
kiem taninowym nie moga dawac reakcji barwnych ani straceniowych.

Uzywano preparatow gumy. arabsklej nie oznaczonych marka fa-

brycznq
oy smmmnnowx-: ROZTWORY BIALEK

< Zelatyn a: 0,1% w 09% NaCl: 100 mg odwazone] analxtycz-
nie zelatyny rozpusci¢ w okoto 10.ml 0,9% NaCl w kolbie miarowej
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na 100 ml, ogrza¢ w tazni Wodnej az do zupelnego rozpuszczenia biatka
i po oziegbieniu do temperatury pokojowej uzupeini¢ do znaczka 0,9%
roztworem chlorku sodowego.

Do sporzgdzenia standardow uzywalam sproszkowanej zelatyny
.Gribler", suszonej do stalej wagi w eksykatorze prézniowym nad
H»SO4 i sprawdzonej na czysto$¢ przez oznaczenie azotu metoda Kjel-
dahla. W przeliczeniu azotu na biatko stosowalam wspoétczynnik 5,55
(18% N). Analizowany preparat zawieral teoretyczny procent azotu.

b. Lizozym 01% w wodzie destylowanej: 25 mg lizozymu
rozpusci¢ w kolbie miarowej na 25 ml w wodzie destylowanej i uzupel-
ni¢ do znaczka.

Lizozym (globulin G;) otrzymatam z bialek jaj kurzych metoda
Aldertona i Fevolda (1). Krystaliczny preparat, osuszony
do statej wagi w eksykatorze prozniowym nad H2SO,4, zawieral 83%
azotu w stosunku do wartosci teoretycznej (18,6% N) (3). Do sporza-
dzania standardu brano odpowiednio wigksza nawazke lizozymu.

c. Biatka surowicy, 1% w 30% moczniku lub 0,9% NaCl.
Surowice ludzka po oznaczeniu azotu biatkowego metoda Kjeldahla roz-
cienczy¢ 30% mocznikiem tak, aby w ml znajdowalo sie 10 mg bialka.
Stosowalam wspoétczynnik biatkowy 6,25 (16% N).

Standardy macierzyste biatek chroniono tymolem i przechowywano
w lodowce (okoto 5°).

Ze standardow macierzystych po doprowadzeniu ich do temperatury
pokojowej, przecietnie po godzinie od wyjecia z lodowki, sporzadzano
roztwory do uzytku o stezeniach biatka od 20 do 100 wng/ml. Lizozym
rozcienczano woda destylowang, zelatyne i biatka surowicy 0,9% chlor-
kiem sodowym. Rozcienczone roztwory przechowywano w temperatu-
rze pokojowej przez kilka dni. .

4. POSTEPOWANIE

Do probéwek o srednicy 1,4 cm i dlugosci 7 cm odmierzyé po 1 ml
roztworu biatka o stezeniu 20 — 100 pg/ml i wstawié¢ do termostatu (lub
tazni wodnej) o temperaturze 30° =+ 1°. Po wyréwnaniu temperatur
(okoto 10 minut) doda¢ 1 ml odczynnika taninowego o temperaturze 30°,
zmiesza¢ precikiem szklanym i doktadnie po 10 minutach do-
da¢ 2 ml 0,1% roztworu gumy arabskiej, zmiesza¢ i wyjaé z termostatu.
Oziebi¢ do temperatury pokojowej (15 — 20°).

Préba kontrolna: Odmierzyé 1 ml rozpuszczalnika (woda lub roz-
twor soli, w ktérym rozpuszczono biatko), dodaé¢ 1 ml odczynnika tani-
nowego i 2 ml 0,1% roztworu gumy arabskiej.
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II. Pomiar zmetnienia

|
Zmetnienie mierzylam w absorpcjometrze Hilgera w optycznie jed-

norodnych probéwkach przy filtrze czerwonym (ROR2 o maksymalnej
przepuszczalnosci §wiatta o dlugosci fali A = 615 — 630 mu). Optyczna
gesto$¢ badanych standardow biatkowych odczytywalam na skali gal-

I
wanometru w jednostkach ekstynkcji E = log I—° Punkt zerowy skali

nastawialam na wode destylowana lub na prébe kontrolna. W wypad-
ku nastawiania punktu zerowego na wode nalezy od ekstynkcji otrzy-
manej dla préoby odja¢ ekstynkcje proby kontrolnej, kt6ra nie powinna
przekraczac¢ 0,08.

III. Czulo$¢ i dokladno$¢ metody

W podanej metodzie uzyskalam linijng zalezno$¢ pomiedzy steze-
niem bialka a optyczna gestosécia tylko w granicach stezen od 20 do
100 mikrograméw (10—% g) w 4 ml objetosci koncowej proby i odczyn-
nikéw. Powyzej i ponizej tych stezen zaznacza sie odchylenie od krzy-

4
)4
i

40 0 & #n
biatko w pg/mi prody
Rys. 1. Krzywa standardowa dla lizozymu, zelatyny i bialek surowicy. Odczyty
ekstynkcji w probéwkach w absorpcjometrze Hilgera, A = 615 — 645 mp, Obje-
to$¢é préby i odczymnikéw 4 ml

wej standardowej, przedstawionej na rysunku 1 i wykreslonej na pod-
stawie danych zebranych w tablicy 1.

W tablicy 1 zestawilam wyniki pomiar6w zmetnienia, przeprowa-
dzonych na standardowych roztworach zelatyny, lizozymu i biatek su-
rowicy w réznych stezeniach od 20 do 100 pg. W tablicy podatam $red-
nie arytmetyczne z 10 — 20 oznaczen i ich érednie odchylenia (9).
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Tablica 1
Srednie arytmetyczne z ekstynkcji i érednie odchylenia

dla lizozymu, zelatyny i bialek surowicy

(1 ml roztworu biatka + 1 ml odczynnika taninowego,
po 10 minutowej inkubacji w temperaturze 30° — 2 ml
0,1% gumy arabskiej). Odczyty ekstynkcji w probéw-
kach w absorpcjometrze Hilgera, filtr czerwony ROG2)

Stezenie E = log %
biatka w - - i !
ug lizozym [ zelatyna surowica
T M ST S TS n | A o
100 15 | 0,54 | 40,03 l 20 ! 0,54 | 40,03 10 | 0,54 | 0,02
80 20 | 0,44 | + 0,01 [ 19 ‘ 0,44_ =+ 0,02 15 | 0,44 | £ 0,01
60 20 | 0,34 | £ 0,02 “ 19 | 0,34 | 0,01 15 | 0,34 | 40,02
40 20 | 0,22 | 0,02 ‘ 20 | 0,22 | 40,01 15 | 0,22 | £ 0,01
20 20 | 0,10 | + 0,006 ! 20 ( 0,10 | +0,006| 15 | 0,10 | 4 0,006
n = ilo$¢ oznaczen; A = $rednia arytmetyczna
Srednie odchylenie = ' / ):_(n,i\_—;;)z

Odczyty ekstynkcji otrzymane dla réznych stezen standardéw biatko-
wych przeliczylam na 100 ng biatka i obliczylam z nich $rednig arytme-
tyczng i jej Srednie odchylenie (6). Wyniki przedstawia tablica 2.

Jak wida¢ w tablic 1 i 2, uzyska-
lam taka samag czulos¢ i dokladnosé
metody dla tak réznych biatek, jak
lizozym, zelatyna i biatka surowicy.
Srednia ekstynkcja dla 100 pg w
4 ml objetosci koricowej préby i od-
czynnikow w zakresie stezen biatka
od 20 do 100 pg wynosi: E = 0,55 +
-+ 0,02.

Metoda taninowa oznaczatam ste-
zenia bialek we frakcjach biatko-
wych, otrzymywanych w czasie izo-
lowania enzyméw i hormonéw

Tablica 2
Srednia ekstynkcja dla 100 pg w 4 ml
mieszaniny préoby i odczynnikéw i Sred-
nie odchylenie dla lizozymu, zelatyny

i surowicy
100 pg
Rodzaj bial- E ye
ka
n A c
lizozym 95 | 0,55 | +0,02
zelatyna 99 (0,55 | 40,02
surowica 70 | 0,55 | £ 0,02

z tkanek zwierzecych, jak tez stezenie bialka w liofilizowanej plazmie
krwi. Otrzymywalam zawsze zgodno$¢ wynikow z oznaczeniem azotu
biatkowego. Jedyny wyjatek stanowi krystaliczna insulina !), w ktérej
metoda taninowa oznacza sie zaledwie 20% w stosunku do azotu.

1) Preparat handlowy przekrystalizowany przez T. Baramowskiego.
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IV. Warunki poWwstawania i trwalo$ci nierozpuszczalnych polaczen
bialek z taninag

1. STABILIZACJA ZMETNIENIA KOLOIDEM CHRONIACYM

Do stabilizacji nierozpuszczalnych potlaczen taniny z biatkiem moz-
na uzywac tylko takich roztworéw koloidowych, ktére nie strgcaja ta-
niny. Z przebadanych wielocukrow dobrze nadaje si¢ do utrwalania
zmetnienia guma arabska i guma indyjska (gum ghatti), nie mozna

natomiast stosowac¢ agaru, ktory — podobnie jak glikogen lub skro-
bia — daje nierozpuszczalne polaczenia z taning.
Obecno$¢é w probie 0,1 — 0,2% koloidu chronigcego utrwala zmet-

nienie w stezeniach biatka do 200 uwg na okres 24 godzin w temperatu-
rze pokojowej. Utrwalona zawiesina jest wrazliwa na wieksze zmiany
temperatury. Tak na przyklad probki utrwalone koloidem i wstawione
na pare minut do wrzacej tazni wodnej po kilku minutach stajq sie
zupelnie przejrzyste, a oziebione ponownie metnieja.

W podanym zakresie stezen biatka koloid chronigcy dodany do
proby razem z odczynnikiem taninowym hamuje powstanie zmetnie-
nia — dodany po odczynniku utrwala zmetnienie obecne w danym mo-
mencie. Guma indyjska hamuje powstawanie zmetnienia znacznie sil-
niej od gumy arabskiej. Oba koloidy stabilizuja zmetnienia rownie
dobrze.

Nawet drobne ilosci koloidu (1 kropla 0,1% roztworu) chronig bial-
ka przed stracaniem taning. Z tego wzgledu w seryjnych oznaczeniach
nalezy szczegodlnie zwraca¢ uwage na czysto$¢ naczyn, aby nie zawie-
raly sladow koloidu chronigcego.

2. CZAS INKUBACJI

Czas uplywajacy od dodania odczynnika taninowego do dodania
koloidu chronigcego nazwano czasem inkubacji. Przy niskich steze-
niach biatka wyraznie daje sie zauwazy¢ wplyw czasu tak na powsta-
wanie nierozpuszczalnych polaczen biatka z taning, jak i na stopien
ich dyspersji. Szybkos$¢ nasilania sie zmetnienia jak i klaczkowacenia
osadu zaleza od stezenia biatka, skladu odczynnika taninowego, od
temperatury i czasu inkubacji. Ekstynkcja moze by¢ miarg stezenia

biatka tylko w wypadku takiej samej dyspersji osadu.
‘ Dla wykazania wplywu czasu inkubacji na powstawanie i klaczko-
wacenie zmetnienia przebadalam zalezno$¢ pomiedzy optyczna gesto-
$cia a czasem inkubacji w roztworach lizozymu, zelatyny i biatek su-
rowicy stabilizowanych guma arabska natychmiast po dodaniu odczyn-
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nika taninowego (czas inkubacji = 0) i po 5, 10, 15, 20 i 30-minutowej
inkubacji w stalej temperaturze (20°).

60 ‘ ¢ 50
50 50 -
vy ~L
S g oY b
g E 4
8 / g-«' !\"
l:? 30 é 30
g ¢, g Y
20/ 20
L) 10
{
0 W50 B 0 s N » ¥
czas w min czas w min
Rys. 2. Zalezno$¢ pomiedzy E:?:‘“ Rys. 3. Zalezno$¢ pomiedzy E:ﬂ?{“
a czasem inkubacji w temperaturze 20° a czasem inkubacji w temperaturze 20°
dla lizozymu dla zelatyny
1@ - - @ krzywa dla 20 pg 1@ - - @ krzywa dla 20 ug
2m- -3 " w90 ug 20 - = " w90 ng
A — A " w100 ug 3SA—- - A " w100 ng
4 X--X " w200 pg L i ¢ " w200 ug

Tablica 3 przedstawia wyniki zebrane dla lizozymu, zelatyny i bia-
tek surowicy, badanych réwnolegle w stezeniach 20, 50, 100 i 200 mi-

Tablica 3
Wplyw czasu inkubacji na powstawanie nierozpuszczalnych polgczen bialek
z odczynnikiem taninowym
(Czas inkubacji liczeny od dodania odczynnika taninowego do stabilizacji zmet-
nienia 2 ml 0,05° gumy indyjskiej. Temperatura inkubacji: 20°. Odczyty ekstynk-
cji w absorpcjometrze Hilgera przeliczone dla 100 ug biatka)

100

. Czas inkubacji | 100XE4> mrg

‘ w minutach | Jizozym | surowica j zelatyna
!‘ L S O A A R e il B e
| 0 8] 25 L an | = Fas ez (a8 | e |'as | a2 | 3e ) 45
™. 7% 37 | 43 | 48 /2T 50 | 48 | 51 | 40 | 45 | 50 | 54 | 42 ]
| 10 47|48 | 50|21 |55|53|52|3755|56]|53]40
'_ 15 52 (53 | 50 |x— |60 |60 5035|5556 50]35
SR ) 50 | 53 | 50 | x— ’ 65 | 60 | 40 | 35 | 50 | 52 | 48 | 34
‘ 30° | 55| 58 | 39 |31 | 45 | 50 | 42 | 28

a — 20 pug bialka w probie; b — 50 ug biatka w probie; c — 100 pg biatka
w probie; d — 200 pg biatka w prébie; x — klaki.
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krograméw w proébie (kolumny a, b, c, d). Dla poré6wnania uzyskanych
wynikow optyczna gestos¢ wyrazono w ekstynkcji po przeliczeniu jej
na 100 mikrograméw biatka. Uzyskane wartosci dla wygody pomnozo-
no przez 100.

Wplyw czasu inkubacji na ekstynkcje graficznie przedstawia dla
lizozymu rysunek 2, dla zelatyny rysunek 3, a dla bialek surowicy ry-
sunek 4. Krzywe 1, 2, 3 i 4 na tych rysunkach odpowiadaja réznym ste-
zeniom biatek (20, 50, 100 i 200 ng w probie).

. Z wykresow 2 — 4 widag¢, ze te

% sama gestos¢ optyczna osiagaja roz-
60 §N2 twory lizozymu, zelatyny i biatek

1 surowicy tylko po 10-minutowej in-
kubacji jedynie w przedziale stezen

50,

g 4 3 od 20 do 100 wg biatka w probie.
smg : B e § 25 Po 20-mlinuto'wej inkubacji wyste-
8 30 ( puja wyrazne roznice optycznej ge-

stosci tylko dla bialek surowicy. "’

. , Podczas gdy przy stezeniu 20 pg
0 w probie (krzywa 1 na rys. 4) zmet-

‘ nienie znacznie nasila sig, to dla
0 L B R ] 100 wg wyraznie spada wskutek

czas w min A 3 . 2
zmniejszenlia sl€ dYSperSJI osadu

biatkowego. Nasuwa' si¢ przypusz-
czenie, ze wyznaczanie ,krzywych

Rys. 4. Zalezno$¢ pomiedzy E:?no]“
a czasem inkubacji w temperaturze 20°
dla surowicy

1@ ~-® krzywa dla 20 ug czasowych” odczynu taninowego
2@ - - 5 . 50 pug moze sig przyczyni¢ do rozstrzygnie-
3A--A o n 100 pg cia sprawy homegennosci biatek.
TR « w200 ug W podanym zestawieniu standardéw

biatkowych lizozym stanowi uklad najmniej zlozony, a bialtka surowicy
najbardziej niejednorodny. 7

Wzrost optycznej gestoéci w poczatkowym okresie inkubacji (od
0 do 10 minut) jest charakterystyczny tylko w stezeniach biatek do
100 ng. W stezeniu biatka 200 ug w probie (krzywa 4 na rysunkach 2,
3, 4) najwyzsza ekstynkcje daja probki stabilizowane natychmiast po
dodaniu odczynnika taninowego, a dalsza inkubacja prowadzi do stop-
niowego spadku ekstynkcji. Proces ten szczegdlnie ostro zaznacza sie
dla lizozyzmu, ktérego osad po 15-minutowej inkubacji jest juz tak
gruboziarnisty, ze opada na dno proboéwki nawet w obecnos$ci koloidu
chronigcego.

Dla jasno$ci obrazu nie podaje doswiadczen przeprowadzonych
z odczynnikiem taninowym o skladzie odmiennym, niz podano poprzed-
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nio. Wydaje si¢ jednak, ze czas potrzebny do osiaggniecia maksymal-
nego zmetnienia jest §cisle zwigzany z szybkoscia klaczkowacenia osa-
déw. Odczyn taninowy przy malych stezeniach kwasu solnego wyma-
ga znacznie dluzszej inkubacji, do paru godzin, i znacznie wolniej ulega
ktaczkowaceniu. Wieksze stezenia kwasu solnego i fenolu w odczyn-
niku taninowym skracaja wprawdzie czas potrzebny do uzyskania mak-
symalnego zmetnienia, ale réwnoczesnie zmniejsza sie gesto$¢ optycz-
na z powodu szybszego klaczkowacenia osadow.

Z podanych doswiadczen wynika, ze $cisle przestrzeganie 10-minu-
towej inkubacji probek przed dodaniem czynnika stabilizujagcego zmet-
nienie jest podstawowym warunkiem dokladnosci metody taninowej.

3. TEMPERATURA INKUBACJI

Temperature, w ktoérej znajduja sie probki od chwili dodania od-
czynnika taninowego do dodania koloidu chronigcego, nazwano tem-
peraturg inkubacji. Dopiero po wprowadzeniu do oznaczen stalej
i okreslonej temperatury inkubacji uzyskatam konieczng dla metod ilo-
sciowych powtarzalnos¢ wynik6w w poszczegdlnych seriach oznaczen
standardowych. Krzywe uzyskiwane w upalne dnie letnie nie dawaty
sig reprodukowa¢ w dnie chtodniejsze, a szczegdlnie zmiennie zacho-
wywaly sie standardy lizozymu.

Tablica 4 60
Wplyw temperatury inkubacji na powsta- —)I
wanie nierozpuszczalnych polgczen biatek 50 P
z odczynnikiem taninowym
(Temperatura inkubacji utrzymana do sta- g 90 ~
bilizacji zmetnienia 2 ml 0,05% gumy in- 3'“5 / ‘/
dyjskiej. Czas inkubacji w danej tempera- X o /
turze 10 minut) & ! / /
Odczyty ekstynkcji w absorpcjometrze Hil- # T /
gera, przeliczone dla 1004%, dla 20, 50 0 —T ]
i 100 pg lizozymu i zelatyny
T 100 5 5 ——
‘emperatu- E v8 100 0 - 0 'gwmzu% & "0, 3
ra inkuba- 4 ml x
cji » S;OP' lizozym zelatyna
niac
U I A a ' B l b Rys. 5. Zalezno$¢ pomiedzy E:?:’l‘“
5 12112112 117 | 17 | 16 a temperaturg dla lizozymu i zelatymy.
15 121 15|115| 30| 35| 40 Czas inkubacji 10 minut
25 48 | 50 | 54 | 45 | 50 | 52
1@ --@ krzywa dla lizozymu
35 50 |52|56|48 |48 | 50 28 - -® krzywa dla zelatyny

a = 20 ug, b = 50 pg, ¢ = 100 pug biatka
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W tablicy 4 i na rysunku 5 podaje przyklad jednego doswiadczenia,
w ktorym przeprowadzilam 10-minutowa inkubach trzech stezen lizo-
zymu i zelatyny w réznych temperaturach. Jak wida¢ z wykresu
(rys. 5), dopiero powyzej 25° uzyskuje sie dla zelatyny i lizozymu mak-
symalng i taka samg gestos¢ optyczna. W temperaturze 15° czuto$é¢ od-
czynu taninowego dla zelatyny spada blisko dwukrotnie, a dla lizozy-
mu trzykrotnie.

Zachowanie odpowiedniej i stalej temperatury inkubacji (30°) okaza-
o sie koniecznym warunkiem dla powtarzalnosci oznaczen i czulos$ci me-
tody taninowej w stosunku do ré6znych biatek.

4. SKLAD ODCZYNNIKA TANINOWEGO

Jednym z najwazniejszych zalozen postawionych w tej pracy byto
uzyskanie tej samej czulosci odczynu w jednakowych warunkach proby
dla lizozymu, zelatyny i biatek surowicy. W tym celu zajetam sie¢ przede
wszystkim dobraniem optymalnych stezen taniny i kwasu solnego w od-
czynniku strgcajgcym biatko. W tablicy 5 i na rysunkach 6 — 10 zesta-
wione sg wyniki otrzymane w trzech niezaleznych seriach oznaczen.
Podane w tablicy ekstynkcje ilustruja wplyw skladu odczynnika tani-
nowego na optyczng gestos¢ standardowych roztworéw lizozymu, zela-
tyny i biatek surowicy, o stalym stezeniu 100 ng w ml. Oznaczenia prze-
prowadzilam w optymalnych warunkach, to znaczy w temperaturze in-
kubacji 30° i czasie inkubacji — 10 minut. Zmetnienia stabilizowano
0,1% roztworem gumy arabskiej. Dane tabeli odnosza sie do zmiennych
stezen taniny (2, 5, 10 i 20%). Roztwory taniny sporzadzano w 0, 0,2, 0,5
i 1 N kwasie solnym bez fenolu i z 2% fenolem. W tablicy podano s$red-
nie wartosci uzyskane dla roztworow taniny z dodanym fenolem i bez.
Jedynie dla roztworéw taniny w 1N HCIl podano oddzielnie wyniki
uzyskane w obecnosci fenolu i bez fenolu.

Okazato sie, ze jedynie 10% roztwor taniny w 0,5N HCl i 20% roz-
twor taniny w 1 N HCI daja takie same zmetnienia (E = 0,50) z badany-
mi biatkami (rysunek 8 i 9). Jednakze odczynniki o takich stezeniach
kwasu i taniny sq szczegolnie nietrwate. Pod wpltywem kwasu z roztwo-
. rOw taniny wypadaja ciemnobrunatne, bezpostaciowe, nierozpuszczalne
w wodzie i kwasach, pochodne taninowe. Stosunkowo trwate roztwory
daje 10% tanina w 1 N HCI. Niestety przy tym skiadzie odczynnika lizo-
zym daje o 50% stabsza ekstynkcje niz zelatyna i bialka surowicy
(rys. 6). '

Przy dalszych badaniach stwierdzilam, ze dodatek fenolu do odczyn-
nika taninowego chroni tanine przed dzialaniem kwasu i utrudnia po-
wstawanie nierozpuszczalnych pochodnych. Stwierdzitam, ze 2% wodne
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~_Tablica §
Wplyw stqzema taniny, kwasu solnego i fenolu na powstawanie merozpuszcza]nych

polqczen bialek z taninag

Temperatura inkubacji 30° czas 10 minut. Koloid chromigcy — 2 ml 0,1% gumy
arabskiej. Odczyty ekstynkcji--pomnozone przez 100 dla 100 ug -lizozymu, zelatyny
i bialek surowicy w probie (4 ml) 38
~ Odczynnik w % stezenie 100 - E 100 pg
tanina T T o B T 4 ml™ .
o8 i N % lizozym | zelatyna Jbii!ko’ surowicy
2 - 0,0 0,0'—-2,0 1 3 TR
5 % o e e e e e Rt
10 0,0 0,0 —2,0 S 23 10
‘ 2 0,2 0,0—2,0 1. R 339 =
| 5 ' » = 1 36 G Ry Rys. 7
[ S M 1 bl
i A » 5 2 38 30
I e 0,5 |7 spterse b conR e - L ane e ’
5 » ST gy, 44 34 42 R)’S‘ 8 |
10 i = s 43 39 49
20 » "— 6 35 47
2 1,0 0,0 6 30 33
, 5 < 35 10 37 45 Rys. 9
10 ”» 2 28 52 54
20 i3 £ S44S £ L 44 54
2 1,0 2,0 38 WSS ; 36
5 “ : o 47 _ A3 40 Rys. 10
10 S % | ] ) : 48 48
20 A 6 50 42 408

. ; .

i kwasne roztwory fenolu nie strqca]q badanych biatek w warunkach
opisanej metody.

Nieoczekiwanie okazalo sig, ze dodatek fenolu do odczynnika tani-

nowego wplywa tylko w 1 N HCI na stracanie hzozymu taning dajac te
sama ekstynkcje, jak dla zelatyny-i bialek ﬁumuqhy (rys. 7).

Fenol nie wplywa na stracanie taning innych biatek, jak réwniez na
stracanie lizozymu w 0,5 i 02N HCl i w roztworach wodnych
(rys. 8, 9, 10).

Roztwory taniny w 1 N kwasie solnym w obecnosc1 2% fenolu w sze-
rokim przedziale stezen taniny (5 — 20%) nie wplywaja na szybkosc¢
powstawania nierozpuszczalnych polqczen lizozymu, zelatyny i bialtek

surowicy przy najwyzszej, czutosci odczynu.
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Rys. 6. Zalezno$¢ pomiedzy E:‘::l"‘ zelatyny, lizozymu
i surowicy a stezeniem taniny w 1N HCI bez fenolu

1e—--0 krzywa dla 100 ug lizozymu

2E-—19 " « 100 pg zelatyny
3A--A " » 100 pg surowicy
60
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Rys. 7. Zalezno$¢ pomiedzy E:::f“ zelatyny, lizozymu

i surowicy a stezeniem taniny w 1 NHCI i 2% fenolu

1e--0 krzywa dla 100 pg lizozymu
2E- - & o .« 100 pg zelatyny
SA == A = w 100 pug surowicy
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60
50—
40
g
g% . . 100
) Rys. 8. Zalezno$¢ pomiedzy Eg {'®
8 s zelatyny, lizozymu i surowicy a steze-
20 ,/“ niem taniny w wodzie bez fenolu
Zd i z fenolem
10 ] 2 .
L— 1 @ — —@krzywa dla 100 pg lizozymu
- 2A--A ., w 100 pg zelatyny
0 ‘zt.l SET0 SE--m . 100 pg surowicy
50
40
3
2
§s’°
~
82
J ﬂ'
0 2 5 0 5 2
: % taniny

Rys. 9. Zalezno$¢ pomiedzy E‘l"::"'ielatyny, lizozymu i su-
rowicy a stezeniem taniny w 02N HCl bez fenolu
i z fenolem

l1le--0 krzywa dla 100 pg lizozymu
2A--A krzywa dla 100 pg surowicy
3M@- -4 krzywa dla 100 pg zelatyny

Na podstawie tych danych przyjeto podany skiad odczynnika za naj-
odpowiedniejszy dla iloSciowego oznaczania réznych bialek.

Omoéwienie wynikéw

Taniny stanowia wielka grupe organicznych garbnikéw o bardzo
réznej strukturze chemicznej. Tanina otrzymywana z debianek debu jest
mieszaning wielkoczasteczkowych pochodnych kwasu gallusowego lub
innych polihydroksyfenoli polgczonych wigzaniem estrowym pomiedzy
sobg i glikozydowym z cukrowcem. Blizsza ich struktura nie zostala
jeszcze z calg pewnoscia udowodniona. Taniny z debianek i otrzymy-
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.%tm.\‘ ; .

Rys. 10. Zaleino$¢ pomiedzy E4°°"‘ zelatyny, lizozymu
i surowicy a stezeniem taniny w 05N HCIl bez fenolu
4 i z fenolem
1@ - - ® krzywa dla 100 pg lizozymu
2 - - MW krzywa dla 100 pg zelatyny
' 3 A - - A krzywa dla 100 pg surowicy

L d realiey ; :
wany z nich kwas taninowy naleza do wspolnej klasy tanin hydrolizu-

jacych.

Wspolna cechq wszystkich tanin jest ich dobra rozpuszczalnosc W Wo-
dzie i swoiste dzialanie na bialka, wykorzystywane od dawna w procesie
garbowania skory.

Z przedstawionych w tej pracy wynikéw okazuje sie, ze powstawanie
merozpuszczalnych polaczen, tanmy z blalklem mozna wykorzystac
w oznaczeniach 1losc1owych

Przystosowanie odczynu taninowego do oznaczen turbidymetrycz-
nych bialek stalo sie mozliwe przede wszystkim dzieki uchwyceniu doi-
nej granicy czulosci odczynu (10 — 100 ug biatka w prébie) i uwzgled-
nieniu tak istotnych parametrow reakcji zmetnionych, jak temperatura
i czas. Przez wprowadzenie stabilizacji zmetnienia guma arabska w._do-
wolnym czasie' reakcji mozna bylo tak dobra¢ warunki proby i skiad
odczynnika, azeby osigagna¢ zrownanie optycznej gestosci dla rowno-
procentowych roztworéw zupelnie odmiennych standardéow biatkowych,
o innej procentowej zawartosci, azotu, masach czqsteczkowych i pun-
ktach ‘izoelektrycznych.

Na tej podstawie mozna sie spodmewac ze analizujac mieszanine
bialek otrzyma si¢ sume ze stezen poszczegdlnych frakcji, niezaleznie
od indvwidualnych witasnosci poszczegdlnych skladnikéw biatkowych.

Odczyn taninowy goéruje nad innymi odczynami strgceniowymi swoja
malg snecyficzno$cig, ktéra dopuszcza uzywania zelatyny za biatko
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wzorcowe. Tanina w podanych warunkach metody strgca réwnie dobrze
aluminy i globuliny surowicy, jak chromoproteidy (hemoglobine) (6).

Inne reakcje straceniowe taniny nie wptywaja praktycznie na zakres
stosowalno$ci metody taninowej w materiale biologicznym, w ktérym
stezenie bialek znacznie przewyzsza stezenia wielocukrow, alkaloidow
lub zasad azotowych stracajgcych sie taning. Odczyn taninowy wobec
glikogenu i skrobii jest znacznie mniej czuly: rowniez obecno$¢ w probie
drobnych ilosci cukrowcéw nie wplywa na reakcje zmetnieniowa w stan-
dardach biatkowych. Préby wykonane z kofeing wykazaly, ze odczynnik
uzywany przeze mnie nie nadaje sie do stracania zwigzkéw azotowych
drobnoczasteczkowych, ktore rozpuszczaja sie przy tym skiadzie odczyn-
nika. Z podobnym faktem spotkalam sie i przy lizozymie, ktéry straca
sie jeszcze 10% roztworami taniny w 0,5N kwasie solnym, ale w 20%
roztworach taniny polgczenia lizozymu z taning stajg sie rozpuszczalne
(rys. 8).

Nie bylo zadaniem tej pracy zbadanie optymalnych warunkéw dla
strgcania sie réznych biatek taning, a raczej odpowiednie dobranie ko-

niecznych warunkéw dla jednakowego strgcania jak najwigkszej skali
biatek.

Z drugiej strony przedstawiona tu metoda pracy daje mozno$¢ iloscio-
wego $ledzenia réznic w zachowaniu sig biatek w czasie zmiany poszcze-
golnych parametréw reakcji, a tym samym moze przyczyni¢ si¢ do po-
znania mechanizmu reakcji biatkowo-taninowej.

Wyjasnienie dziatania fenolu na stracanie lizozymu taning wykracza
poza zakres zgromadzonych faktow eksperymentalnych. Stwierdzitam,
ze wplyw fenolu na strgcanie lizozymu nie jest ograniczony jedynie do
odczynu taninowego. Analogiczny efekt zaznacza sie i przy stracaniu
lizozymu kwasem sulfosalicylowym.

Kwas sulfosalicylowy strgca lizozym tylko w wodnych roztworach,
zakwaszenie proby kwasem solnym znosi zupelnie powstawanie zmet-
nienia. Dodatek fenolu pozwala na strgcanie lizozymu kwasem sulfosali-
cylowym réwniez w oddzialywaniu silnie kwasnym (1 N HCI).

Wplyw soli uzywanych do frakcjonowania biatek na odczyn tanino-
wy jest obecnie opracowywany i wymaga oddzielnego omoéwienia.
Pewne jest, ze stezenie soli, ktére nie wysala danej frakcji biatkowej,
nie wplywa na czutos¢ i dokladno$¢é metody taninowe;j.

Przedstawiona w tej pracy metoda turbidymetrycznego oznaczania
bialek jest okoto 10 razy czulsza od dotad stosowanych metod turbidy-
metrycznych i kolorymetrycznych (7), jest metodg bardzo szybka i daje
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sie stosowaé bezposrednio do roztworéw bialek, niezaleznie od stezenia
soli obecnych w roztworze. W zwiagzku z faktem szybkiego spadku
optycznej gestoéci w stezeniach bialek, przekraczajgcych 100 ug w 4 ml
objetoéci koncowej préby i odczynnikéw, nalezy dla roztworéw o nie-
znanym stezeniu bialka przygotowywa¢ przynajmniej dwa rozcien-
czenia, ktérych wyniki pokrywatyby sie ze soba.

Streszczenie

1. Zastosowano 10% roztwory taniny w 1N HCI i 2% fenolu do
iloSciowego oznaczenia biatek surowicy, lizozymu i Zelatyny.

2. Podana mikrometoda oznaczania bialek jest metoda turbidyme-
tryczng. Zmetnienie mierzono w fotokolorymetrze przy filtrze czerwo-
nym. Wprowadzono w tej metodzie, w odréznieniu od dotychczasowych
metod turbidymetrycznych, stabilizacje zmetnienia koloidem chronigcym
dopiero po dziesieciominutowej inkubacji roztworéw biatkowych z od-
czynnikiem taninowym w temperaturze 30°.

3. Stwierdzono, ze czulo$¢ odczynu taninowego zalezy od tempera-
tury, a dokladno$¢ oznaczen od czasu inkubacji.

4. Zakres stezenia bialek odpowiedni dla seryjnych oznaczen wynosi
w podanej metodzie 10 do 100 mikrogramé6w w 4 ml mieszaniny proby
i odczynnikéw. Dla 100 ug zelatyny, lizozymu i bialek surowicy uzyski-
wana ekstynkcja wynosi: E = 0,55 + 0,02. W podanych granicach steg-
zen uzyskano zalezno$¢ linijna pomiedzy optyczng gestoscig a steze-
niem bialka.

5. Podana metoda jest tatwa i szybka i daje sie stosowa¢ w oznacze-
niach seryjnych albumin-globulin, lizozymu i Zelatyny bezposrednio
w roztworach, niezaleznie od obecnosci soli i zwigzkow azotowych.
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TYPEUIAUMETPUYECKVIA METOJ OMNPEIEJEHMSA BEJKOB ITOCPEJACTBOM
TAHHUHA

PezwowMme

1. ITpumenens: 66 10% pacrBoper Tanmua 81 N NCI u 2% denoae
JUIsL KOJIMYECTBEHHOTO OmpejiesieHus OeJIKOB CHIBOPOTKHM, JIM30LMMA ¥ IKe-
JIATHHBL.

2. OnmucaHHBII METOJ onpefiesieHna OeJIKOB ABJIAETCH TYpOMAMMETPH-
4YeckuM MeTozoM. MyTHoceTh onpezenanack B (POTOKOJIOPMMETpPE ¢ Kpa-
cHbIM (buabTpoM. B OoTVDMUME OT NPUMMEHABIUMXCA NPEXAE METOAOB B 9TOM
MeToAMKe CTabuim3almusa MyTHOCTM IIOCPEACTBOM OXPAHHOIO KOJIIOMAA
ucnonb3oBana 6euta Jmie nocae 10-MuHYyTHOM MHKYyOauyuyu GeJKOBBIX pa-
CTBOPOB C PEaKTMBOM TaHHMHA Ipyu Temmeparype 30°.

3. Ob6Hapy:KeHO, YTO TOYHOCTH PEaKTHBA TAHHMHA 3aBMCUT OT TeMIIe-
pPaTypsl, @ TOYHOCTH OIPeAeJIeHNMIA — OT IPOJOJIKUTEIBHOCT MHKY6alMoH-
HOTO IIepyoza.

4. CooTBETCTBEHHBI ITpEZeJI AJIA CEPUMIMHBIX ONpPeAeSeHNI KOHIIeHTpa~
i 6esIKoB O6eXXKMUT AJiA ONMCAHHOM MeTOAMKM B IpaHuuax or 10 mo 100
MMKPOTpaMMOB B 4 MJI cMecH, cocrodAleitr u3 obpasma u peakTusoB. s
100 pr xesaTuHBI, JMz0LMMa M OEJIKOB CHIBOPOTKM IOJIy4aemoe INpeKpa-
wenue cocrasager: E = 0,55 == 0,02. B npuBefeHHBIX npefesax KOHIIEH-
TpaLMyu MOJTy4eHo GBLIO JIMHEHHOe B3aMMOOTHOLIEHME MEXKY ONTHYECKON
TJIOTHOCTBIO ¥ KOHILeHTpauuein 6enka. i

5. IlpuBemeHHBIA JIETKMII ¥ CKOPBIA METOJ MOKHO IPUMEHATH NPy ce-
PHAHBIX onpejieNeHMAX aabbymuHa, rio6ysamHa, JM30LMMa YU KeJaTHHBI
HEITIOCPEeICTBEHHO B PacTBOpPax, HE3aBUCHMMO OT HAJMYMA COJM M a30THBIX
COeIUHEHMIT.

TURBIDIMETRIC MICROMETHOD OF PROTEIN DETERMINATION BY MEANS
OF TANNIN

Summary

1. 10% tannin solution in 1 N HCI and 2% phenol have been used for
the quantitative determination of serum proteins, lysozyme and gelatin.

2. The outlined method of protein determination is turbidimetric ba-
sed on photocolorimetric measurements; the red filter being used. Tur-
bidity has been stabilized with protective colloid after 10 minutes incu-
bation of protein solutions with tannin reagent at 30°C. The above pro-
cedure differs as compared with the other turbidimetric methods.
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3. It has been proved that the sensitivity of the tannin test depends
on temperature while the accuracy of the measurements relies upon the
incubation period.

4. The concentration of proteins, suitable for determinations should
not exceed 10 — 100 nug in 4 ml mixture of the sample and the reagents.
The extinction E = 0,55 == 0,02 for 100 ng of gelatin, lysozyme and serum
proteins. In the above concentration range there exists a linear relation-
ship between optical density and the protein concentration.

5. The given method is easy and rapid; it can be applied for serial de-
terminations of albumins, globulins, lysozyme and gelatin directly in
solutions in the presence of salts and nitrogen compounds.

Otrzymano 1.II1,1955
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WLODZIMIERZ OSTROWSKI

POEACZENIA WITAMINU B;> Z BIALKAMI

IIT. BADANIA NAD KOMPLEKSEM CYJANOKOBALAMINA-BIALKO
(ERYTROGLOBULIN) W SUROWICY KRWI

Z Zakiladu Chemii Fizjologicznej AM w Krakowie

Kierownik prof. dr B. Skarzynski
|

Przewazajgca ilo$¢ witaminu Bjs, wystepujacego w surowicy zwig-
zana jest z biatkiem i daje sie¢ wykaza¢ metodami mikrobiologicznymi
(Euglena gracilis) dopiero po autoklawowaniu w wyzszej temperaturze,
czyli po denaturacji biatka (17). Poniewaz zawarto$é witaminu B;» zwia-
zanego z biatkiem jest szczegdlnie mala w surowicy osobnikow cierpia-
cych na anemie megaloblastyczng, wysoce prawdopodobna jest hipoteza,
w mysl ktorej wlasnie ta zwigzana posta¢ witaminu jest krwiotwoérczo
dzialajacym czynnikiem (12). Za stusznos$cia tej hipotezy przemawiaja
badania Horrigana i Heinlego (10), ktérzy postugujac sie
witaminem By, znakowanym promieniotwérczym Co wykazali, ze cho-
IZy na anemi¢ wydalajg znacznie mniej witaminu B;s z moczem, jezeli
wraz z witaminem wprowadza si¢ im pozajelitowo surowice zdrowych
osobnikéw, Mozna wiec przypuszcza¢, ze w surowicy normalnego czto-
wieka znajduje si¢ jakies biatko wigzace witamin Bjs i Ze niedobér tego
biatka jest znamienny dla anemii. Przytoczone fakty przemawiajg wiec
za fizjologicznym znaczeniem kompleksu witamin Bjz-bialko zawartym
w surowicy krwi.

W ciggu badan nad polaczeniami witaminu B;2 z bialkami w jednej
z naszych prac stwierdziliSmy, ze kompleks witaminéw Bjz-biatko
elektroforetycznie przynalezy do frakcji a-globulinéw (14), co potwier-
dzili réwniez inni autorowie (15). Forma zwigzana witaminu Bys z bial-
kiem nie jest charakterystyczng cecha wylgcznie surowicy ludzkiej, gdyz
te posta¢ witaminu mozna wykaza¢ réwniez u innych gatunkow zwie-
rzecych, przy czym nalezy zwr6cié uwage na fakt, ze wiekszo$¢ zwia-
zanego witaminu Bjs u wszystkich badanych gatunkéw rozmieszczona
jest we frakcjach a;- i ay-globulinéw badz we frakcjach o podobnej
ruchliwosci elektroforetycznej, jak a-globuliny surowicy ludzkiej (18).

[297]
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Surowica krwi nie jest jedynym zZrodlem zwigzanej postaci witaminu
Biz2, gdyz podobne polaczenia znaleziono i czesciowo otrzymano w czy-
stym stanie ze $luzowki zoladka (2, 21, 5), w serwatce mleka $winskiego
(17), w mitochondriach komorek watroby i nerki, w leukocytach i ery-
trocytach (18). W powyzszych badaniach réwniez ustalono, ze polacze-
nia witaminu B;» z biatkami, pochodzace z roznych zrdédel, rézniq sie
swoimi wlasno$ciami, jak stosunkiem ilosci witaminu do masy bialka,
ciezarem czasteczkowym, trwaloscia kompleksu oraz innymi wiasno-
sciami fizyko-chemicznymi.

W niniejszej pracy przedstawione sa badania majace na celu doktad-
niejsze scharakteryzowanie kompleksu witamin Bjz-bialko wystepuja-
" cego w surowicy krwi badz otrzymanie tego kompleksu mozliwie w czy-
stym stanie.

" Metody

Zawarto$¢ witaminu B;2 w badanych frakcjach biatkowych oznacza-
no metoda mikrobiologiczna za pomoca Euglena gracilis wedtug techniki
opisanej przez nas w pracach poprzednich (14, 18).

Frakcje surowicy ludzkiej uzyskane metodg nr 10 C o hn a (3)
otrzymano z Instytutu Hematologii w Warszawie ). Niektére frakcje
Cohna otrzymano réwniez wedlug metody nr 11 (11) w tut. Zakladzie.
Badania elektroforetyczne przeprowadzano za pomoca metody opisanej
przez nas wczesniej (13). Do ilosciowego oznaczania biatka stosowano
metode mikro-Kjeldahla. Wszystkie pomiary pH przeprowadzano za po-
moca pH-metru z elektroda szklana typu Industrial & Scientific Instru-
ments, LTD, London.

Badania nad rozmieszczeniem kompleksu we frakcjach Cohna prze-
prowadzano z surowicg ludzka, natomiast wszystkie inne badania prze-
prowadzano z surowica bydlecga, a to z tego wzgledu, zZe surowica by-
dleca nie zawiera w ogole wolnego witaminu B;s (18) i jest stosunkowo
tatwym do zdobycia materiatlem w wiekszych ilosciach.

Wyniki

1. ROZMIESZCZENIE KOMPLEKSU WE FRAKCJACH COHNA

Preparaty poszczegélnych frakcji rozpuszczano w 0,15 M NaCl przy-
gotowujac roztwory ok. 4%. Po wymieszaniu cze$¢ nierozpuszczalng bia-

1) Doc. drowi K. Zakrzewskiemu za uzyczenie mi preparatow frakcji
Cohna skiadam serdeczne podzigkowanie.
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lek usuwano przez wirowanie i w roztworze oznaczano witamin Bjs po
autoklawowaniu w 105° przez 60 min. Frakcje uzyskane za pomoca me-
tody mr 11, tj. IT + III, IV + V oraz VI, nie liofilizowano po wydziele-
niu, przez co rozpuszczalnos¢ tych frakcji byla znacznie wieksza niz
rozpuszczalnos$¢ pozostatych frakcji liofilizowanych.

Rys. 1 przedstawia rozmieszczenie formy zwigzanej witaminu Bjs
w poszczegblnych frakcjach Cohna oraz stosunek stezenia witaminu do
procentowej zawartosci a-globulinéw oznaczonej za pomoca elektrofo-

12 >
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g 3 patom B
10 m paziom cc-globulindw
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% ©c-globulindw w danej frakgji
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Rys. 1, Rozmieszczenie zwigzanej postaci witami-
nu B2 we frakcjach Cohna surowicy ludzkiej
|
rezy bibulowej w odpowiednich frakcjach. Na rysunku uwzglednione sa
tylko te frakcje, ktére zawieraja witamin B;s; frakcje I (fibrynogen),
II (v-globuliny), III-1, V (albuminy) oraz VI nie zawieraja w ogéle wi-
taminu Big, czyli biatka tych frakcji nie zawieraja fizjologicznego kom-
pleksu cyjanokobalamina-biatko. Z rysunku widaé¢, ze najwieksza aktyw-
no$¢ witaminu By» wykazuja frakcje II + III, III oraz IV + V. Stosunek
ilosci witaminu przypadajacy na gram biatka do procentowej zawartosci
a-globulinéw, ktéry nazywam wskaznikiem witaminu Bja, jest w tych
frakcjach szczegdlnie wysoki w odr6znieniu od pozostatych frakcji. Na-
lezy przy tym zwrdci¢ uwage na fakt, ze w czasie dalszego rozdzielania
poszczegOlnych frakcji, jak np. frakcji II -+ III na frakcje II i III, frakcji
IIT na III-1, III-2 i III-3 oraz frakcji IV + V na frakcje IV i V, na-
stepuje znaczny spadek zawartosci witaminu Bys we frakcjach bardziej
jednorodnych. Jest to spowodowane dwoma czynnikami: 1° w czasie
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samego frakcjonowania pod wplywem takich zabiegéw, jak doprowa-
dzanie do odpowiedniego pH, duze stezenia alkoholu i obecnos$¢ réznych
jonéw, nastepuje odszczepienie czesci najbardziej luzno zwigzanego wi-
taminu, co zostalo potwierdzone w czasie dalszych badan, 2° liofilizo-
wanie preparatow powoduje denaturacje biatka i stosunkowo matg roz-
puszczalnos$¢ frakcji III i IV, Tak np. stwierdzono, ze prawie 60% ogdlnej
zawartosci witaminu B2 we frakcji III znajduje sie w czesci biatek nie-
rozpuszczalnych w 0,15 M NaCl.

Z powyzszych danych wynika, Ze zwigzana posta¢ witaminu Bjs
w surowicy znajduje sie gtéwnie we frakcji III oraz w mniejszym ste-
zeniu we frakcji IV, Liofilizowanie po rozdzieleniu frakcji jest zabiegiem
niekorzystnym dla dalszego oczyszczania kompleksu ze wzgledu na duzy
stopien denaturacji biatka, z ktérym zwigzany jest witamin Bjs.

2. FRAKCJONOWANIE BIALEK SUROWICY W PUNKCIE IZOELEKTRYCZNYM

Ok. 150 ml surowicy bydlecej dializowano wobec wody destylowa-
nej w woreczkach celofanowych przez 40 do 50 godz. wsréd cigglego
mieszania. Wode zmieniano co 3 — 4 godziny. Po oddializowaniu suro-
wice doprowadzono do pH 52—53 za pomoca 1N kwasu octowego,
wytracony osad odwirowywano i przemywano trzykrotnie podwdéjnie
destylowang woda celem wyplukania rozpuszczalnych bialek zaadsor-
bowanych na osadzie. W tak uzyskanym osadzie znajdowano prawie
100% aktywnosci witaminu By, zawartego w wyjsciowej surowicy. Ten
sposOb postepowania przy izolowaniu réznych aktywnych biatek su-
rowicy stosowali inni autorowie (16) zwracajac uwage na zaleznos$¢
miedzy sila jonowa a jakosciowym skladem nierozpuszczalnej frakcji
biatek surowicy. W toku tych badan okazalo sig, ze odsolenie surowicy
musi by¢ znaczne, i badany kompleks wypadt dopiero wowczas, kiedy
sila jonowa elektrolitow surowicy wahata si¢ ok. 0,001. W czasie frak-
cjonowania osadu przy zastosowaniu roztworéw soli o stezeniu od 0,001
do 0,2M NaCl stwierdzono, ze cala aktywnos¢ witaminu Bjs znajduje
sie we frakcji osadu rozpuszczalnej w 0,01 M NaCl. Wyniki tych do-
$§wiadczen zawarte sa w tablicy 1.

Po oddzieleniu osadu biatek nierozpuszczalnych w H2O, czyli euglo-
bulinéw, surowica praktycznie nie zawiera juz witaminu.

Stwierdzona w kilku przypadkach pewna aktywnos$¢ witaminu Byo
w surowicy pozbawionej euglobulinéw jest spowodowana wolnym wi-
taminem, ktéry zostaje odszczepiony od biatka w czasie dializy i do-
prowadzania do punktu izoelektrycznego.

Przez wytracenie euglobulinéw z surowicy i ekstrakcje osadu
0,01 M NaCl otrzymuje si¢ ok. 5-krotne zageszczenie kompleksu, na co
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Rys. 2. Elektroferogram oraz krzywa
elektroforezy bialek frakcji euglobu-
linowej surowicy bydlecej rozpusz-
czalnej w 0,01 M NaCl. Pasek bar-
wiono czernig amidowg 10B
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Tablica 1

Wytracanie kompleksu witamin6w Bjz-bialko z surowicy w punkcie izoelektrycznym

ppg witaminu By, na 1 mgN l
surowica przed : osad euglobu- | osad euglobu~ Stopis
L. traceniem SUrOwICa PO | 1inéw rozpusz- |linéw rozpusz- ETSe
P | WY ; i p p oczyszczenia
frakcji euglobu-| WYtraceniu eu-| o v w 0,01 | czalny w 0,15 ¥
linbw gloingy M NaCl M NaCl
1 9,7 0 19,5 0 3,4
2 6,4 0 35,3 0 5,5
3 23,8 nieznaczny 85,5 0 3,6
wzrost glonu
4 4.8 0 24,2 0 5,0
5 7,6 0 19,7 0 2,6
6 2355 nieznaczny 120,0 0 5.1
wzrost
7 6,4 1,2 472 0 7,4
8 30,0 0 133,5 0 4,5
$rednia 4,6

wskazuja cyfry w tablicy. Analiza elektroforetyczna frakcji euglobu-
linéw rozpuszczalnej w 0,01 M NaCl wskazuje na stosunkowo duza
zawarto$¢ frakcji «;- i as-globulindw, a szczegdélnie malg zawartosé
y-globulinéw (por. rys. 2). Powyzsze dane wskazujg, ze czes¢ biatkowa
kompleksu z witaminem B;s nalezy do tzw. frakcji euglobulinéw, nie-
rozpuszczalnej w wodzie, a rozpuszczalnej przy stosunkowo niskim ste-
zeniu soli, przy czym frakcja euglobulinéw rozpuszczalna w 0,01 M
NaCl reprezentuje gtéwnie te frakcje globulinow biatek surowicy, kto-
re specyficznie wigza witamin Bys (14).

3. FRAKCJONOWANIE SUROWICY SIARCZANEM AMONU

Krzywe rozpuszczalnosci bialek surowicy w (Am)s: SO4 uzyskano
przez zastosowanie metody podanej przez Derrien (4), odpowied-
nio zmodyfikowanej. Roztwory soli w granicach stezen od 0,65 do
290 M (20 do 90%) przygotowywano z nasyconego roztworu siarczanu
amonu w temperaturze pokojowej. Wzrost stezenia soli w kazdej na-
stepnej frakcji wynosit 0,16 M (5%). Do 9 ml roztworu soli o danym
stezeniu dodawano 1 ml surowicy, czyli koncowe rozcienczenie suro-
wicy wynosilo 1:10, i po zamieszaniu probowki pozostawiano na
16 godz. w temp. pokojowej. Nastepnie zawartos¢ kazdej probowki sa-
czono przez twardy saczek; w wypadku kiedy przesacz wykazywatl
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zmetnienie, saczono go powtdérnie przez ten sam saczek. Poszczegoélne
frakcje klarownego przesaczu umieszczano w woreczkach celofano-
wych i dializowano wobec biezacej wody wodociagowej przez 24 godz.
Zawartos¢ woreczkow przenoszono do probowek i autoklawowano
w 105° przez 60 min. Nastepnie 2 ml probki roztworu autoklawowanego
i bezbiatkowego brano do oznaczenia witaminu Bjs.

Rys. 3 przedstawia krzywe rozpuszczalnosci kompleksu uzyskane dla
surowicy bydlecej (kotka jasne) oraz dla frakcji euglobulinéw rozpusz-
czalnej w 0,01 M NaCl, otrzymanej z surowicy bydlecej (kétka ciem-

ne). Kazda krzywa reprezentuje wyni-

100 ki trzech serii oznaczen. Krzywa wysa-
% N oo etz | lania kompleksu z pelnej surowicy
30 o~ Nuiga en-| wskazuje, ie.wieksza czesc calej akty-
2 e wnos$ci witaminu B;» wypada przy ste-
gw zeniu od 1,46 do 1,95 M (Am)s SOy.
=50 Odpowiada to mniej wiecej rozpusz-
2 3 czalnosci a-globulinéw w siarczanie
3 30 \ amonu przy frakcjonowaniu biatek su-
%20 \, rowicy (9).
§1n \ Rozpuszczalno$¢ kompleksu we
0 frakcji  euglobulinowej przedstawia
e krzywa druga (kotka ciemne). Zakres

stezenia siarczanu amonu, przy ktérym
kompleks wypada catkowicie, jest w

kampleksu witamin Bjz-biatko t o5 d‘l,{p tvlk ¥ LA :
w (Am)z SO4 uzyskane przy ba- T ROGLRU Y 2 r.ueco' b 0 €
daniu surowicy bydlecej oraz Pewna aktywno$¢ witaminu Big,
frakcji euglobulinowej stwierdzana w przesgczu nawet przy
90% nasycenia siarczanem amonu, jest
spowodowana obecnoscia wolnego witaminu, ktéry pod wplywem du-

zego stezenia soli odszczepia sie od biatka.

Rys. 3. Krzywe rozpuszczalnosci

4. PROBY ADSORPCJI KOMPLEKSU NA ROZNYCH ADSORBENTACH

Badania nad adsorpcja przeprowadzano z roztworami frakcji Cohna
z roztworem frakcji euglobulinowej oraz z surowica niefrakcjonowana.
Probie poddano nastepujace adsorbenty: ziemia okrzemkowa, ziemia
folusznicza, siarczan baru, wodorotlenek glinu, weglan wapnia, tlenek
glinu, bentonit, kaolin, zel krzemionkowy oraz celit nr 535.

Przebieg dos$wiadczenia byl nastepujgcy: mieszanine frakcji Cohna
zawierajacych witamin Bj2 rozpuszczano w 0,15M NaCl, tak aby ste-
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zenie bialek rozpuszczalnych w roztworze wynositlo ok. 5%. Osad
euglobulinéw uzyskany przez dialize surowicy i wytracenie w punkcie
izoelektrycznym, rozpuszczano w 0,01 M NaCl i taki roztwér uzywano
do badania. Surowice niefrakcjonowang rozcienczano przed adsorpcja
5-krotnie wodg destylowana. Na kazde 10 ml danego roztworu dodawa-
no 0,25 g adsorbentu, adsorbowano przez 1 godz. w temp. pokojowej
ciggle mieszajac, nastepnie po odwirowaniu adsorbentu w roztworze
oznaczano witamin Bjs po uprzednim autoklawowaniu.

Wyniki zawarte w tabl. 2 dotycza tych adsorbentéw, ktére czescio-
wo lub catkowicie adsorbuja w powyzszych warunkach kompleks bial-
kowy z witaminem Bjs. Pozostale adsorbenty nie adsorbuja w ogdle
w tych warunkach badz tylko w nieznacznym stopniu. Stwierdzono
réwniez, ze kiedy adsorpcja z roztworu frakcji Cohna lub roztworu
euglobulinéw jest calkowita, to adsorbowanie wprost z surowicy za-
chodzi tylko w pewnym odsetku; prawdopodobnie jest to spowodowa-
ne obecnoscia w surowicy takich bialek, ktoére posiadaja wieksze po-
winowactwo do adsorbentu miz badany czynnik.

Tablica 2

Adsorbowanie kompleksu z roztworu frakcji TII i z roztworu frakcji euglobulinowej
otrzymanej z surowicy bydlecej

Roztwér frakeji ITI(1) | Roztwér euglobulinéw (2) R e
przed I po przed po bowane;j
Adsorbent adsorpcja | adsorpcji adsorpcja | adsorpcji | aktywnos$ci
' witaminu By,
ppg witaminu B, na 1 ml roztworu @ @
celit 535 54,2 61,5 40,6 — 0" =
kaolin oczyszczony 54,2 47,0 40,6 31,5 13,3 22,0
bentonit 54,2 5,5 40,6 15,5 1£0:0:62,0
zel krzemionkowy
sproszkowany 54,2 0 40,6 0- 100,0 100,0

Liczby zawarte w tablicy wskazuja na to, ze catkowita adsorpcja
w opisanych warunkach zachodzi tylko w przypadku zelu krzemion-
kowego (silica gel), stabiej adsorbuje bentonit, najstabiej kaolin. Celit
nie adsorbuje w ogdle, lecz adsorbuje stosunkowo duzo innych biatek,
stad moze stuzy¢ do usuwania zanieczyszczen z mieszaniny innych bia-
tek. W czasie préob nad eluowaniem kompleksu z Zelu krzemionkowego .
ustalono, ze znaczna ilo$¢ aktywnosci witaminu Biz zaadsorbowanego
daje sie z zelu krzemionkowego wypluka¢ 0,1 M buforem fosforano-
wym z dodatkiem 0,075M NaCl o pH 7,6. Nastepnie nalezalo rozstrzy-
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gna¢, czy adsorpcja oraz eluowanie dotyczy calego kompleksu, czy tez
tylko komponenty witaminowej. Za pomoca metody chromatografii
bibutowej (patrz nizej) ustalono, ze w eluacie znajdujacy sie witamin
wystepuje w postaci zwigzanej z biatkiem.

Inne wlasnosci fizyko-chemiczne kompleksu

Rozdzielanie za pomocg chromatografii
bibutlowej Dladoktadniejszego scharakteryzowania kompleksu
zastosowano metode chromatografii bibutowej. Postugiwano sie tech-
nika wstepujaca (bibula Whatman nr 4 o rozmiarach 6 X 32 cm).
W czasie prob nad wyborem odpowiedniego sktadu fazy ruchomej
ustalono, ze mnajlepsze wyniki daje mieszanina 0,1 M roztworu sa-
charozy z alkoholem izopropylowym w stosunku 1,5 : 1 (40% alko-
holu). Badany roztwér (0,1 ml) umieszczano w postaci waskiej smu-
gi 4 cm powyzej dolnego konca paska i nie czekajac na wyschnie-
cie umieszczano go w cylindrze wysyconym parami 40% alkoholu
izopropylowego. Zapobiega to denaturacji oraz duzej adsorpcji
bialek na bibule w miejscu umieszczenia probki. Chromatogram roz-
wijano do chwili, gdy front rozpuszczalnika osiggnal wysoko$¢ 18 cm
liczac od miejsca umieszczenia probki; czas rozwiniecia chromatogra-
mu w temperaturze pokojowej wynosit ok. 12 do 15 godz. Po rozwinie-
ciu chromatogram suszono na powielrzu, cieto na 1-cm. poprzeczne
skrawki (18 skrawkéw z jednego chromatogramu), umieszczano je
w ponumerowanych probéwkach i dodawano po 3 ml 0,9% NaCl. Po
kilku godzinach eluowania zawarto$¢ probéwek autoklawowano i po
2 ml roztworu z kazdej proboéwki brano do oznaczenia witaminu Bis.
Roéwnolegle rozwijano analogiczny chromatogram, ktéry po wysusze-
niu barwiono na obecno$¢ bialek przy pomocy roztworu czerni amido-
wej 10B (13).

T i
i
T a
L
M
b
czolo _rozpuszezalnika

Rys. 4. Chromatogram bialek surowicy bydlecej (a)
oraz frakcji euglobulinowej (b); objasnienie w tekscie
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Schemat chromatogramu z wykazanymi frakcjami biatkowymi przed-
stawiony jest na rys. 4. Rys. 4a przedstawia chromatogram pelnej su-
rowicy bydlecej, rys. 4b przedstawia chromatogram roztworu frakcji

euglobulinbw rozpuszczalnej
otrzymano w identyczny sposoéb.
Chromatogram bialek surowicy wy-
kazuje zasadniczo dwie intensywne
plamy, jedna o niskim R¢, drugq o R¢
ok. 0,8. Pomiedzy tymi dwoma pla-
mami znajduje sie rozwleczona diu-
ga plama bialek o nier6wnomiernej
intensywnosci zabarwienia. Wyraz-
ne, pojedyncze frakcje przedstawia
chromatogram roztworu euglobuli-
now (rys. 4b), ktory wykazuje kilka
frakcji zupelnie dobrze od siebie od-
dzielonych.

Rys. § przedstawia diagramy roz-
mieszczenia aktywnosci witaminu
B;2 po chromatograficznym rozdzie-
leniu: a) witamin Bz krystaliczny,
firmy Richter, 3 ul roztworu zawie-
rajacego 1000 uung Bys/ml, b) surowi-
ca bydleca, c¢) surowica bydleca z
dodatkiem 1000 uug krystalicznego
Bi2/ml, d) roztwoér frakcji euglobu-
linbw, e) 4% roztwoér albuminéw su-
rowicy ludzkiej z dodatkiem 1000
mug krystalicznego Bpz/ml. Jak wi-
dac¢ z diagramoéw, krystaliczny wita-
min By, oraz wolny witamin doda-
ny w nadmiarze do surowicy (c) lub
w obecnosci roztworu albuminéw
(e) wykazuje R; ok. 0,8 i wedruje w
postaci dos¢ szerokiej plamy. Wita-
min B;2 w postaci kompleksu z bial-
kiem w odréznieniu od wolnego wi-
taminu posiada bardzo niska war-
tos¢ wspotczynnika R, w surowicy
ok. 0,20, w roztworze frakcji euglo-

w 0,01 M NaClL

Oba chromatogramy

Rf 0,77

Rf 075
04

02
(2]

Rys. 5. chromatogramow

Diagramy
z rozmieszczeniem r6znych form wita-
minu Bj2: a) witamin Bj;2 krystaliczny,
b) surowica bydleca, c¢) surowica by-
dleca po dodaniu krystalicznego wita-
minu, d) frakcja euglobulinéw rozpusz-
czalna w 0,01 M NaCl, e) witamin Bj2

krystaliczny w obecnoéci  albuminéw

surowicy ludzkiej (oméwienie w tek-

scie). Wartoéci E chlorofilu s3 miarg
stezenia wit. Bi2
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bulinéw tej samej surowicy ok. 0,17. Nalezy zaznaczy¢, ze réznice warto-
$ci Ry otrzymanej dla danej probki w identycznie tych samych warun-
kach siegaja 10%. Jest to ogoélna cecha wszystkich biatek rozdzielanych
za pomocg chromatografii bibutowej (8). W warunkach powyzszego
doswiadczenia nie stwierdzono nigdy pozostawania wolnego lub zwig-
zanego witaminu w miejscu umieszczenia probki. Mimo ze w surowicy
bydlecej brak jest witaminu niezwigzanego, to po chromatograficznym
rozdzieleniu bialek zawsze obserwuje sie pewna aktywnos¢ witaminu
w miejscu odpowiadajacym R; wolnego witaminu Bjs (rys. 5b). Jak juz
o tym byla mowa, jest to spowodowane odszczepieniem czeéci luzno
zwigzanego witaminu pod wplywem dzialania stezonego alkoholu oraz
wskutek czesciowej denaturacji biatka.

Powyzsza metoda chromatograficznego badania polgczen witaminu
Bj2 oddaje duze ustugi jako kontrola obecnos$ci wolnego i zwigzanego
witaminu, moze ona réwniez shuzy¢ do okreslania ilo$ci zwigzanego
witaminu przez dane biatko. Jezeli zawarto$¢ Bjs w surowicy jest
mniejsza od stezenia bialka wigzacego witamin, mikrobiologiczna ak-
tywnos¢ daje sie wykaza¢ jedynie w plamie o Rj ok. 0,2. Natomiast je-
zeli w surowicy znajduje si¢ nadmiar witaminu, np. po dodaniu do su-
rowicy wiekszego stezenia Bz, wowczas aktywnos¢ okazuje rowniez
plama cechujgca sie Ry ok. 0,8 odpowiadajaca wolnemu witaminowi.

Trwatos¢ kompleksu w zaleznosci od pH.
Krzywa dysocjacji kompleksu w zaleznosci od pH otrzymano postugu-
jac sie surowicg bydleca, poddajac ja dializie wobec buforu Britton
iRobinsona (19) (0,04 M H3PO4, H3;BO3, CH3COOH + 0,2 N NaOH) o pH
od 2,0 do 12,0. Zamiast buforu dla pH 1,0 uzyto 0,1 N HCI, dla pH 13,0 —
0,1 N NaOH. pH wszystkich roztworéow buforowych kontrolowano za
pomoca pH-metru z elektrodg szklang. 10 ml §wiezej surowicy bydle-
cej umieszczano w woreczku celofanowym i szczelnie zawigzany wo-
reczek wkladano do szerokiej probowki wiréwkowej. Nastepnie do
probéwki dodawano 20 ml buforu o odpowiednim pH i zamykano
szczelnie korkiem gumowym. Wszystkie probowki przytwierdzano na
obwodzie kolowej tarczy drewnianej, ktéra za pomoca motorka elek-
trycznego byla wprawiana w ruch w plaszczyznie pionowej, przez co
zapewniono dokladne mieszanie zawartosci probéwek. Czas dializy
wynosil 36 do 48 godz. Po ukonczeniu dializy surowice brano do bada-
nia na obecno$¢ wolnego witaminu Bys (0,2 ml) oraz na obecnos¢ zwia-
zane96 witaminu (po rozcienczeniu 1:10,2 ml) po uprzednim autokla-
wowaniu. Wyniki tych do$éwiadczen przedstawiono na rys. 6.

Krzywa oznaczona kétkami jasnymi przedstawia procent uwolnione-
go witaminu By, w czasie dializy przy danym pH, obliczony w stosun-
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ku do catkowitej zawartoSci zwigzanego witaminu w surowicy
z uwzglednieniem poprawki na ilo$¢ przedializowanego witaminu do
buforu. Krzywa oznaczona koétkami ciemnymi przedstawia poziom
zwigzanego witaminu w ml surowicy, oznaczony w probkach su-
rowicy dializowanej przy réznych pH. Krzywa dysocjacji wykazuje,
ze polaczenie witaminu Bjo z biatkiem, wystepujace w surowicy, jest
polgczeniem trwalym w zakresie pH od ok. 6,5 do 8,7 w buforze Britton
i Robinsona. Z krzywej dalej wynika, ze maksymalna ilo$¢ (ok. 97%)
Zwigzanego witaminu zostaje odszczepiona w tych warunkach przy ok.
pH 2,4. Przy pH 1,0 nastepuje duzy spadek aktywno$ci witaminu, spo-
wodowany zniszczeniem struktury czasteczki dzialaniem duzego steze-
nia jonéw wodorowych. Po stronie zasadowej skali pH maksymalna
aktywno$¢ wolnego witaminu dochodzi zaledwie do 26% i w miare
wzrostu pH aktywnos¢ w dalszym ciggu spada. Jak to wykazali
Brink i Folkers (1), krystaliczny witamin By w $rodowisku
0,01 N HCl w temp. pokojowej po 23 godz. traci ok. 75% pierwotnej
aktywnosci, natomiast w 0,015N NaOH po tym samym okresie czasu
pozostaje zaledwie 10% pierwotnej aktywnosci witaminu B;s. Krzywa
poziomu zwigzanego witaminu w tej samej surowicy jest zgodna z po-
wyzszymi wywodami, tzn. maksymalng ilo§¢ witaminu znajduje sie
miedzy pH 2,4 — 8,7. Przy pH 1,0 zwigzanego witaminu nie stwierdza
sig, natomiast w czesci zasadowej skali pH po autoklawowaniu surowicy
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obserwuje sie wieksza aktywno$¢ Bis niz przed autoklawowaniem.
Prawdopodobnie inaktywacja w $rodowisku zasadowym zwigzanej po-
staci witaminu zachodzi wolniej niz witaminu juz odszczepionego, przy
czym, mimo denaturacji biatka dzialaniem duzego stezenia jonow OH,
witamin od biatka nie odszczepia sie catkowicie.

Omoéwienie wynikéow

Przedstawione powyzej wyniki pozwalaja nieco dokladniej scharak-
teryzowac bialko wystepujace w surowicy, wiazgace swoiscie witamin
Bj2. Jak juz byla o tym mowa, podczas elektroforezy kompleks ten we-
druje z frakcja a-globulinéw (14), a wyniki przedstawionych badan prze-
mawiaja rowniez za przynaleznoscig do tej frakcji. Podjete proby od-
dzielenia kompleksu od innych bialek wydajq sie prowadzi¢ do celu,
jakkolwiek wiaza sie z szeregiem trudno$ci spowodowanych przede
wszystkim bardzo malym stezeniem tego biatka w surowicy oraz bardzo
zmudng i zabierajaca duzo czasu metoda kontroli procesu oczyszczania,
jaka jest metoda mikrobiologiczna.

Frakcjonowanie surowicy alkoholem wedlug Cohna nie daje zado-
walajacych wynikéw z tego wzgledu, ze kompleks nie wypada w jednej
frakcji, lecz rozdziela sie miedzy frakcje III i IV. W czasie frakcjonowa-
nia alkoholem oraz w czasie liofilizacji zachodzi znaczna denaturacja
biatek, przy czym — jak zostalo stwierdzone — denaturuje réwniez
biatko kompleksu, co uniemozliwia dalsze oczyszczanie oraz powoduje
duze straty w wydajnosci. W miare dalszego rozdzielania na podfrakcje
uzyskuje sie coraz to mniej korzystny stosunek stezenia witaminu do
jednostki masy biatka, co jest spowodowane zaréwno odszczepieniem
czesSci witaminu od biatka, jak i denaturacja biatka kompleksu.

Przez wytrgcenie z surowicy bialek nierozpuszczalnych w woazie
wykazano, ze kompleks nalezy do tzw. frakcji euglobulinéw, rozpusz-
czalnej w 0,01 M NaCl. Analiza elektroforetyczna oraz mikrobiologicz-
na na obecnos$¢ witaminu B;s wykazala, ze kompleks jest a-euglobuli-
nem dajacym sie prawie iloSciowo wytraci¢ z surowicy po jej dosta-
tecznym odsoleniu. Zabieg ten pozwala na ok. 5-krotne zageszczenie
kompleksu. Rozpuszczalnos¢ kompleksu w siarczanie amonu odpowiada
w zasadzie rozpuszczalnosci a-globulinéw i wieksza cze$¢ zwigzanego
witaminu By, wydziela si¢ miedzy stezeniami 1,46 do 1,95M (45—60).
Jakkolwiek frakcja otrzymana miedzy 1,46 do 1,95M (Am:)SO,
wykazuje jeszcze obecnos¢ f-globulinéw, to giéwnie jednak za-
wiera o3~ i az-globuliny. Dalsze wiec oczyszczanie musi polega¢ na od-
dzieleniu reszty p-globulinéw oraz ewentualnie az-globulinéw, ktére za-
wieraja znacznie mniej witaminu Bjs niz ay-globuliny.
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Badania nad adsorbowaniem na ré6znych adsorbentach wykazaly
mozliwo$¢ zastosowania tej metody do cczyszczania kompleksu zarow-
no przez adsorbowanie wiasciwego biatka, jak i przez usuwanie zanie-
czyszczen. Jakkolwiek zel krzemionkowy adsorbuje bardzo mate ilo$ci
innych biatek, po adsorpcji kompleksu z roztworu frakcji euglobulinow
rozpuszczalnej w 0,01 M NaCl stwierdza sie w eluacie elektroforetycz-
nie obecnos¢ nie tylko a-globulinéw, ale rowniez - i y- — co wskazuje
na to, ze zel krzemionkowy nie jest swoistym adsorbentem dla kom-
pleksu. :

W poprzednich naszych pracach (14, 18) wykazalismy, ze witamin Bys
uwalnia sie z polaczen z biatkami po godzinnym autoklawowaniu
w 105", co wskazywaloby na do$¢ silne wigzanie miedzy witaminem
i biatkiem. Wykazano jednak, ze cze$¢ witaminu odszczepia sie juz przy
pH ponizej 6,5 oraz powyzej pH 8,7, czyli wigzanie tej czesci witaminu
nie moze by¢ tak silne, aby wymagato az godzinnego autoklawowania.
Prawdopodobnie pewna cze$¢ witaminu jest zwigzana zupelnie luzno
i ulega latwo odszczepieniu pod dzialaniem stosunkowo lagodnych
czynnikéw, jak nieznaczne zmiany pH, duze stezenie soli, alkoholu lub
ogrzewania. Poza tym na trwato$¢ kompleksu wplywajg rozne czynniki,
jak skiad jakosciowy elektrolitéw oraz ich sila jonowa. Stwierdzono
np., ze w czasie autoklawowania surowicy w 105° po 10 min. uwalnia
si¢ zaledwie 10% tej ilosci witaminu, jaka uwalnia sie po godzinnym
autoklawowaniu. Natomiast przy autoklawowaniu roztworu frakcji
euglobulinéw rozpuszczalnej w 0,01 M NaCl uwalnia sie juz ok. 809%
ogdlnej ilosci zwigzanego witaminu po 10-min. autoklawowaniu w tych
samych warunkach. Fakt ten obserwowano réwniez w czasie badania
innych polaczen witaminu By z bialkami, wystepujacych w erytrocy-
tach, leukocytach oraz mitochondriach komérek watroby (18). Wynika
stad, ze przez zmiane fizjologicznego $rodowiska, w ktérym wystepuje
kompleks, nastepuje rozluznienie i rozszczepienie wigzania miedzy wi-
taminem i danym biatkiem. Technika chromatograficzng opisana w tej
pracy rowniez wykazano obecnos¢ luznego polgczenia witaminu z bial-
kiem w surowicy, ktére ulega rozszczepieniu w wammkach do$wiad-
czenia.

Na podstawie prac naszych oraz innych autor6w mozna scharakte-
ryzowa¢ w doé¢ znacznym stopniu wiasnoéci proteidu wystepujacego
w surowicy, specyficznie wigzacego cyjanokobalaming. Podobne pola-
czenia wyizolowane z innych materiatow (2, 5, 7, 21), w ktérych pota-
czenia te, wystepujac w znacznie wiekszych stezeniach niz w surowicy
krwi, mogly by¢ przebadane dokladniej pod wzgledem fizyko-chemicz-
nym. Polgczeniom tym nadano odpowiednie nazwy, jak np. erytrotyna
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i eryteina — polgczenia cyjanokobalaminy z czynnikiem wewmatrzpo-
chodnym Castle' a (20), ,pink protein” — kompleks otrzymany
z serwatki mleka $winskiego (7). Dla analogicznego polgczenia, wyste-
pujacego w surowicy krwi, zaproponowaliSmy w jednej z poprzednich
naszych prac nazwe erytroglobulin (18), ktéra ma charakteryzowa¢ jego
wtasnosci, a nie funkcje biologiczng, dotychczas nie znang. Ostatnio
G 1 ass i wspolprac. (6) dla tegoz polaczenia zaproponowali nazwe
B;2-transferyna, analogicznie do nazwy Fe-transferyna, przy czym auto-
rowie zakladajg, ze rola tego biatka sprowadza sie tylko do transportu
cyjanokobalaminy w organizmie. Termin wprowadzony przez nas wy-
daje sie mie¢ bardziej obiektywne znaczenie, nie sugerujac z gory
fizjologicznej roli kompleksu.

Kierownikowi Zak}adu, prof. doktorowi B. Skarzynskiemu,
za pomoc przy wykonywaniu tej pracy skladam ma tym miejscu ser-
deczne podziekowanie. Rowniez czuje sie w obowigzku podziekowaé
magistrom A. Niewiarowskiej i Z. Zakowi zapo-
moc przy oznaczeniach mikrobiologicznych.

Streszczenie

Badano wtlasnosci kompleksu cyjanokobalamina-biatko, wystepujg-
cego w surowicy krwi, i ustalono nastepujace fakty:

1. Kompleks cyjanokobalamina-biatko podczas frakcjonowania
surowicy ludzkiej etanolem wg metody Cohna wypada we frakcji III
i w ok. 3 razy mniejszym stezeniu we frakcji IV, biorac za podstawe
stezenie cyjanokobalaminy oznaczonej mikrobiologicznie za pomoca
Euglena gracilis.

2. Przez wytracenie bialek surowicy bydlecej nierozpuszczalnych
w wodzie wykazano, ze kompleks nalezy do frakcji a-euglobulinéw roz-
puszczalnej w 0,01 M NaCl.

3. Stwierdzono, ze przy frakcjonowaniu surowicy siarczanem amo-
nu wg metody Derrien, kompleks wypada przy stezeniu od 1,46 do
1,95M roztworu siarczanu amonu, co w przyblizeniu odpowiada roz-
puszczalnosci a-globulinéw surowicy.

4. Kompleks adsorbowany jest przez sproszkowany zel krzemion-
kowy oraz w mniejszym stopniu przez bentonit i kaolin. Nie jest adsor-
bowany przez celit oraz inne adsorbenty tej grupy.

5. W 0,04 M buforze Britton i Robinsona kompleks jest trwaty tyl-
ko ‘w zakresie pH od ok. 6,5 do 8,7; powyzej i ponizej tych wartosci pH
nastepuje odszczepienie wolnego witaminu.
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6. Opisano technike chromatograficznego badania wolnego i zwia-
zanego witaminu Bjs w réznych materiatach biologicznych. Przedysku-
towano mozliwo$¢ zageszczenia kompleksu na podstawie uzyskanych
wynikow.
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COEIVMHEHUSA BUTAMMHA Bj;2 C BEJIKAMIA.
III. MCCIELOBAHME ILIMAHOKOBAJIAMMHO-BEIKOBOI'CG KOMILJIEKCA
(OPUTPOIJVIOBYJMHA) B CEIBOPOTKE KPOBU

Pezmowme

B nceneoBasbI cBOMCTBA IMaHOKO0DaIaMyHO-0eJIKOBOTO KOMILJIEKCa,
BXOZALLEr0O B COCTAaB CHIBOPOTKM, NpuyeM oOHapy:KeHO ObIIO cieAyioliee:
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1. [Ipu (ppakuIMOHMPOBaHMM YEJIOBEYECKO} ChIBOPOTKM STAHOJIOM, CO-
raacHo MeToay Kona Ne 10 mmaHokobataMuHO-6€JIKOBBINI KOMIIJIEKC BbIf1a-
naer B ocanox B III dparimu, Torma kak B IV cdpakumym ocajok mHOYTH
BTPO€ MEHbLIIe, ecyy IPMMEM 3a MCXOMHYIO TOYKY KOHIEHTPALVIO LMaHO-
kobasaMuHa, ONpEAessAeMoro MuKpobmosormyecku mnocpezpcrsom Euglena
gracilis.

2." Ilyrem ocaxkaeHuA OEJIKOB CHIBOPOTKM CKOTa, HE pPaCTBOPAEMBIX
B Boze, OBLIO OOHApysKeHO, YTO MCCIEAyeMbli KOMIIJIEKC IPUHAAJIEXKHUT
K parkumuu a-syraobysmuos, pacrsopumoi B 0,01 M NaCl.

3. OGHapy:KeHO, 4TO Inpyu QPaKIMOHMPOBAHMM CBIBOPOTKM IOCpen-
CTBOM CEPHOKMCJIOTO aMMOHMA IO MeToAy JleppusHa, KOMILJIIEKC BbIafaeT
B OCaZiok npyu KoHUeHTpaumu oT 1,46 mo 1,95 M pacrtBopa CEpHOKMCJIIOrO
aMMOHMA, YTO NPUOIMBUTENHHO COOTBETCTBYET PACTBOPMMOCTM ¢-TIJyI00y-
JIMHOB CBIBOPOTKI.

4, KoMmeke 9TOT IIOIJIOIIAETCHA MEJIKO pPas3fipoOJIEeHHBIM KpPEeMHO3eM-
HBIM TeJIEM M B MEHBILIE} cTereHu — OEHTOHMTOM M KaOJMHOM; OH He IIo-
IJI0LAeTCA HY LEJIMATOM, HA APYTMMM IOIVIOTUTEJAMM 9TOM TPYIIbL

5. B 0,04 M 6ycdepe Bpurrona u PobuHCOHa KOMILJIEKC yCTONYMB TOJb-
ko npu pH or 6,5 1o 8,7; cBOGOAHEII BUTAMMH OTLIENJIAETCA IPY BBICLIEM
u Hn3mem pH.

PROTEIN-VITAMIN B;2 COMPLEXES

ITl. STUDIES ON THE CYANOCOBALAMINE-PROTEIN COMPLEX
(ERYTROGLOBULIN) IN BLOOD SERUM

Summary

Properties of cyanocobalamine-protein complex have been investi-
gated and the following facts have been established:

1. Cyanocobalamine-protein complex precipitates out from the III
fraction of human serum fractionated by Cohn's ethanol method. The
concentration of the complex in the IV fraction is approximately three
times smaller, the concentration measurement of cyanocobalamine being
based on the microbiological determinations with Euglena gracilis.

2. It has been proved while precipitating bovine serum proteins,
insoluble in water, that the investigated complex belongs to a-euglobu-
lin fraction, soluble in 0,01 M NaCl. _

3. The complex separates out from serum, fractionated by the me-
thod of Derrien, in 1,46 — 1,96 M amonium sulfate solution. Thus the
solubility of the complex resembles that of a-globulin group.
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4. The complex is adsorbed on pulverized silica gel and to a smaller
extent on bentonit and kaolin. It is not adsorbed on celite and the rela-
ted adsorbents.

5. The complex is stable in 0,04 M Britton-Robinson buffor in the
6,5 — 8,7 pH range. The vitamin splits off in lower and higher pH va-
lues.

6. The chromatographic technique has been described suitable for
investigating both free and the bound form of vitamin B;s in different
biological materials. Possibilities of purification the complex have been

discussed.
Otrzymano 3.III.1955
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WSTEPNE BADANIA NAD WPLYWEM ZELAZICYJANKU POTASU
NA PLON I ZAWARTOSC ALKALOIDOW

W DATURA STRAMONIUM L

Zaklad Biochemii SGGW i Zaklad Szczegélowej Uprawy Roslin SGGW

Kierownik Zaktadu Kierownik Zakiadu
Prof dr I. Reifer Prof. dr A. Listowski

Datura stramonium Linne (bielun dziedzierzawa) jest rosling wprowa-
dzong do uprawy w 1950 roku. Zawiera we wszystkich swych cze$ciach
hyoscyamine oraz inne alkaloidy tropowe i dzigki temu ma zastosowa-
nie w przemysle farmaceutycznym do produkcji mieszanek przeciw-
astmatycznych i do otrzymywania powyzszych alkaloidow. Gl6wnym
surowcem leczniczym sa licie, szczegolnie mtode, ze wzgledu na naj-
wyzsza zawartos¢ alkaloidow.

W roku 1954 na poletkach doswiadczalnych SGGW przeprowadzono
wstepne badania nad wplywem na plon oraz zawarto$¢ alkaloidow
w poszczegolnych czeséciach rosliny, moczenia masion i podlewania ro-
§lin roztworem zelazicyjanku potasu. Doswiadczenia przeprowadzono
na powierzchni okolo 75 m? na glebie typu bielicy pylowej.

Przed wysiewem moczono nasiona w 0,1%-owym roztworze zelazi-
cyjanku potasu az do ukazania sie kietk6w. Réwnoczesnie nasiona kon-
trolne moczono w wodzie. Kietki w obu wypadkach ukazywatly sie po
6 dniach. '

Wysiewu w pole dokonano dnia 24.V.54 r. w odstegpach 50 X 50 cm.
Wschody roélin, zar6wno traktowanych, jak i kontrolnych ukazaly sie
prawie réwnoczesnie okoto 4.VI.54 r.

Dnia 6.VIL.54 r. rosliny moczone w Zzelazicyjanku potasu, podlano
0,1%-owym roztworem tego zwiazku w iloéci 250 ml roztworu na rosli-
ne. Rosliny kontrolne podlano réwnoczesnie takg sama ilosciag wody.

W czasie wzrostu roslin dokonano trzykrotnie pomiaréw diugosci
czesci nadziemnej i czesci podziemnej roslin, nie stwierdzajac istot-
nych réznic we wzroscie miedzy roslinami traktowanymi i kontrolny-
mi, co ilustruje tablica 1.
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Tablica 1

Srednie dlugosci cze$ci madziemnych i podziemnych ro§lin

Data : okt Dlugoéé czesci Dlugosé czescei
pomiaru Ilogé roglin nadziemnej w cm podziemnej
Z k Z k Z k
6.VII.54 22 25 27,27 29,28 16,40 17,17
29.VIIL.54 5 5 76,20 71,00 25,00 27,00
10.IX. 54 5 5 84,20 88,20 29,00 35,00
z — oznacza rosliny traktowane zelazicyjankiem potasu,

k — oznacza rosliny kontrolne.

W okresie wegetacji dokonano dwdéch zbioréw, a mianowicie pod-
czas pelnego kwitnienia oraz w czasie dojrzewania owocow.

Na materiale uzyskanym z obu zbioréw dokonano oznaczenia masy
poszczegdlnych czesci roslin, ilosci poszczegdlnych organow (lisci,
paczkéw i owocoéw) oraz transpiracji lisci metoda Arlanda. Réwnoczes-
nie oznaczono zawartos¢ alkaloidow w poszczegélnych czesciach rosli-
ny kolorymetryczng metoda Reifera i Buchowicza (1).

Z pomiaréw masy i ilosci sztuk poszczegélnych czesci ro$lin wyni-
ka, ze traktowanie zelazicyjankiem potasu wplywa na przedtuzenie
okresu kwitnienia (tabl. 2).

Tablica 2
Waga poszczegélnych czeéci rodliny w gramach ($rednio na 1 roéline)
Zbior | Korzenie | Lodygi Liscie | Paczki I Owoce 4
g g g g sztuk j 8 . sztuk
SR SRR i 2 I R saibe daailse foe kf
I 1 [ 287 30 [136 | 136 144i125f5,113,5"—‘—- 27 37{44!44
| 11 | 49| 35 186 [202| 55| 60|11 |05 | 56|22 198 228 |30 |28

Zawarto$¢ alkaloidow w poszczegélnych czeéciach roéliny (z wyjat-
kiem lisci) u roslin traktowanych uktada sie w stosunku do kontrolnych
W sposob roznorodny. W pierwszym zbiorze stwierdzono brak istotnych
roznic badz nawet mniejsze ilosci alkaloidow, w drugim zbiorze nato-
miast otrzymano wyzsze wyniki w przypadku nasion i owocni roslin
traktowanych. Uzyskane wyniki podaje tablica 3.

Wyniki uzyskane na lisciach w obu zbiorach wskazuja na wyrazny
wplyw zelazicyjanku potasu na mase i iloé¢ lisci, szczegélnie miodych,
oraz na zawartos¢ w nich alkaloidow. Zalaczona tablica 4 zestawia
uzyskane wyniki odnosnie do lici oraz mase.alkaloidow w miligra-
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Tablica 3

Zawartoéé alkaloidéw w poszczegdélnych czesciach roslin oraz %e-owy przyrost
w stosunku do roslin kontrolnych

I zbi6r II zbiér |

% alkaloidéw Przyrost |__ % alkaloidéw Przyrost |

k Z w % k z w %
paczki 0,142 0,127 — 10,5 — — —-
kwiaty 0,040 0,035 — 125 — — —_
lodygi 0,045 0,053 + 17,7 | 0,006 0,009
korzenie 0,006 0,005 — 16,6 | 0,039 0,039 + 0
owoce niewyksztalcone 0,045 0,046 | + 2,2 | 0,166 0,166 =0
owocnie niedojrzale 0,015 0,015 + 0 0,014 0,015 + 7,1
owocnie dojrzale — — — 0054 0,059 -+ 9.2
nasiona niedojrzale — — — 0,190 0,196 + 3,1
nasiona dojrzale — - — 0,230 0,260 + 13,0

Uwaga: w przypadku todyg w drugim zbiorze nie podano %-owego
przyrostu alkaloidéow, gdyz ze wzgledu na niska ich zawarto$¢ w pro-
bach btad oznaczenia byl wysoki.

Tablica 4

_Tlo§¢ i masa lisci oraz zawartos¢ alkaloidow w %% i masa alkaloidéw
w przeliczeniu na 1 roéling

Y%-owa Masa %-owy | Yo-owy
zawarto§é | alkaloidéw | przyr. | przyr.
alkaloidéw | na 1 rosling |wagi li§.| alkal.

Masa lisci

Rodzaj lisci Ilo§¢é lisci
w gramach

o E.P A k | 2 k | 2

-1 zbiér
29.VIHI

‘liScie dojrzale 7,01 6,7 53,6| 53,90,085|0,092, 45,6 49,6 1i,75 8,80
liScie mlodsze | 31,4| 39,7 56,6| 86,3(0,167 (0,167 | 94,5 144,1| 52,47 | 63,05
liscie najmlod., 27,0 39,5| 50| 6,4(0,199(0,201| 9,9| 12,9 28,20 | 29,45

-razem I zbior | 65,4| 85,9 (115,2(146,6 150,0 | 206,6 | 28,13 | 37,70

II zbiér
10.IX A
liscie dojrzale | 6,5| 12,0 17,0| 17,7/0,1690,186| 28,7 32,9| 4,11 | 14,58
liscie mlodsze | 4,2| 36,3| 21,5| 26,1|0,225|0,226| 48,4| 59,0| 16,74 | 21,95
‘liscie najmlod.| 31,7|134,0| 16,0| 21,8(0,206(0,225| 32,9 | 49,0 36,25 | 48,75

razem II zbiér| 42,4(182,0| 54,5| 65,6 110,1|141,0| 20,36 | 27,35

obydwa zbiory| 207,8 | 268,0 | 169,7 [ 212,2 260,1|347,5| 25,05 | 36,62
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mach, zawarta w lisciach jednej rosliny. Uzyskany %-owy wzrost
éredniego plonu liéci z jednej ro§liny — 25% oraz wzrost og6lnej masy
alkaloidow w jednej roélinie o 36,6% wskazuje na celowo$é prowadze-
nia dalszych do$wiadczen na ten temat.

W tablicy 5 podano wyniki transpiracji lisci, oznaczonej metoda
Arlanda. Uzyskane wartosci nie wykazuja istotnych réznic.

Tablica 5
Transpiracja lisci w %%
Rodzaj lisci I zbiér II zbioér
& gtk T A R
liscie dojrzale 5,96 6,78 2,75
liscie mlodsze 5,40 6,52 5,46 3,92
licie najmlodsze 3,92 2,20 5,38 5,09
Dyskusja

Wyniki niniejszej pracy co do zawartosci alkaloidéw w poszczegoél-
nych czeéciach roélin nie sg calkowicie zgodne z danymi literatury,
opartymi na oznaczaniu alkaloidow metodami badZz grawimetrycznymi,
badz alkacymetrycznymi, a podajacymi zawartos¢ tych zwiaz-
kow érednio od 0,2 do 0,48% (2). W przypadku nasion i lisci mieszcza
sie one wprawdzie w podanych granicach, ale sa bliskie
wartoéci minimalnych. Pozostale warto$ci sa3 na ogét nizsze od
podawanych w literaturze. ,Farmakopea Polska" III (3) podaje
wymagang zawarto$¢ alkaloidow w lsciach Datura stramonium
jako nie mniejsza niz 0,2%, co jest zgodne z wynikami uzyskany-
mi w niniejszej pracy. Powyzsze réznice wynikajg z zastosowania do
oznaczenia alkaloidow metody kolorymetrycznej Reifera i B u-
chowicza (1), bedgcej w danych warunkach metoda specyficzng,
charakterystyczna wylacznie dla alkaloidow pochodnych tropanu.

Poré6wnanie wynikéw zawartosci alkaloidow w roélinach kontrol-
nych i traktowanych zelazicyjankiem potasu w wigkszosci wypadkow
wskazuje na dodatni kierunek dzialania tego zwigzku. Wprawdzie
w I zbiorze przyrost alkaloidow w roslinach traktowanych stwierdzono
jedynie u liéci, lodyg i owocoéw niewyksztalconych, a w pozostatych
przypadkach stwierdzono spadek lub brak réznic, -jednak II zbior
w prawie wszystkich przypadkach wykazuje wzrost zawartosci alkaloi-
déw w roslinach traktowanych. Jedynie w korzeniach i owocach nie-
wyksztalconych tego zbioru mie stwierdzono zadnych réznic.
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W przypadku lisci natomiast zaobserwowano w obu zbiorach wy-
razny wzrost zawartosci alkaloidéw. Jedynie liscie mlodsze obu zbio-
ré6w nie wykazaly istotnych réznic. Wyniki te wspdlnie z uzyskanym
wyraznym przyrostem masy liéci o 25% daja znaczny wzrost bezwzgled-
nej ilosci uzyskanych alkaloidow w przeliczeniu na jedng rosling, mia-
nowicie o 36,6%. Poniewaz li§cie, jak wiadomo, sa gtéwnym surowcem
farmaceutycznym, wyniki powyzsze wskazuja na praktyczne znaczenie
dalszego prowadzenia niniejszych do$§wiadczen.

Rowniez duze znaczenie z punktu widzenia selekcji w hodowli tej
cennej rosliny moze posiada¢ wzrost zawartosci alkaloidow w trakto-
wanych nasionach o 13%.

Jakkolwiek wyniki, uzyskane na podstawie ubogiego materialu do-
§wiadczalnego oraz jednorocznej obserwacji, nie upowazniaja do wy-
ciggniecia konkretnych wnioskéw, jednakze otrzymane dane pozwalaja
na stwierdzenie kierunku dzialania zelazicyjanku potasu na Datura
stramonium L. Stwierdzony wplyw na przedluzenie okresu kwitnienia
i zwiekszenia plonu lici oraz zawartosci w nich alkaloidéw moze mie¢
znaczenie zaré6wno teoretyczne, jak i praktyczne.

Streszczenie

Przeprowadzono wstepne obserwacje nad wplywem moczenia nasion
i podlewania roslin zelazicyjankiem potasu na plon i zawartosé¢ alkaloi-
dow w poszczegolnych czesciach rosliny Datura stramonium Linne.

W wyniku badan stwierdzono:

1. Przyrost plonu lici u roélin traktowanych $rednio o 25%.

2. Przyrost masy paczkow w obydwu zbiorach, co wskazuje na
przedluzenie okresu kwitnienia w roslinach traktowanych.

3. Wzrost zawartosci alkaloidow w lisciach, co }gcznie z przyro-
stem plonu daje wzrost masy alkaloidéw na jedna rosline o 36,6%.

4. Wzrost zawartoéci alkaloidow w nasionach roélin traktowanych
o 13%.
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IIPEJIBAPUTEJBHBIE ONBITBEL HAJl BIMSHUEM 2KEJTE30CUHEPOJMCTOIO
KAJUA HA YPOXAV DATURA STRAMONIUM L. I HA COIEP2KAHUE
AJIKAJIOUJIOB

Pezwome

Ilposenensr ObLIM TpeABapuTeJIbHbIE HabmomeHMa Haj BJIMAHMEM
06paloTKy CeMAH M IOJMBKM PACTeHMiI pPacTBOPOM KeJje30CHHEepOo-
JAMCTOrO KaJmusa Ha ypoxKay M COoAepiKaHMue aJKaJlOUI0B B OTAEJIbHBIX
yacrax pacrerusa Datura stramonium Linne. B pesyibTaTe yCTaHOBJIEHO

caenylolee:

1. Ypokait JIMCTHEB OIBITHBIX PAcTeHMII CPABHUTEJBHO C KOHTPOJEM
noBsicuaca Ha 25%.

2. KomnyectBo GyTOHOB B JAByX cOopax BO3pPOCJIO, YTO CBMIETEJb-
cTByeT 06 yBeaM4YeHUM IPOAOJIKUTEJIBHOCTM Nepuoja LBETEHNUs ONBITHBIX
pacTeHmiA.

3. IToBBICMIIOCH COA€pIKAHME AJKAJOWAOB B JIMCTBAX OIBITHBIX pacTe-
HI, 4TO B CBA3M C YBEJIMYEHMEM ypozKad JaeT IPMPOCT MAacChl ajKaJo-
unos B 36,6% Ha 1 pacrenue.

4, KoanyecTBO aJKaJOMAOB B CEMEHaX ONBITHBIX PACTEeHMI BO3POCJO
Ha 13%.

PRELIMINARY INVESTIGATION ON THE INFLUENCE OF FERRICYANIDE ON THE
YIELD AND AMOUNT OF TROPINE ALKAOIDS IN DATURA STRAMONIUM L

Summary
)

Seeds of Datura stramonium Linné were soaked and the young plants
,watered" with a 0,1% solution of potassium ferricyanide. One the basis
of preliminary observations the following conclusions were arrived at:

1. The yield of leaves of the treated plants increased on the average
by 25% when compared with untreated control plants.

2. The total weight of the blossoms increased considerably, sugge-
sting a lengthened period of flowering.

3. The total alkaloid content of the leaves was consistently higher
in the treated plants, which together with the increased yield of leaves
amounts to a 36,6 % rise in the total alkaloids per plant.

4. The alkaloid content of the seeds from treated plants was 13%

higher than in the untreated control plants.
. Otrzymano 16.1I1.1955
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III. WPLYW DZIALANIA AUREOMYCYNY NA SYNTEZE WITAMINOW GRUPY B,,
PRZEZ BAKTERIE KWASU PROPIONOWEGO

Z Zakladu Biochemii Zywnoéci WSR w Poznaniu
Kierownik Zakladu: Prof. dr J. Janicki

Juz od dawna wiedziano, ze normalny wzrost kurczat jak i dobra
no$nos$¢ kur uwarunkowane sa obecnoscia pewnych substancji w ich
pozywieniu, Karmienie ptakow pozywieniem zawierajacym tylko biatko
roslinne daje typowe objawy niedoborowe. Czynnik ochronny, tak zwa-
ny ,czynnik bialka zwierzecego” (Animal Protein Factor — A. P. F.),
znajdowano w pozywieniu biatkowym pochodzenia zwierzgcego. Zna-
leziono go w maczce rybnej sardynek, maczce watrobowej, dalej w kale
krow i w tresci pokarmowej przezuwaczy (3), (8), (7)., (15), (21).

Stwierdzono rowniez, ze ekstrakty watrobowe, czynne przeciw ane-
mii ztosliwej, okazaly sie bogatym zZrédiem ,,czynnika biatka zwierzece-
go" (13). Po wykryciu witaminu B2 jeszcze w tym samym roku wyka-
zano w badaniach zywieniowych, przeprowadzanych na kurczetach kar-
mionych wylacznie pozywieniem roslinnym, ze witamin ten posiada
wtlasnosci tegoz czynnika. (14).

Gdy wreszcie Stokstad i inni(19) stosujac preparat ,,czynni-
ka biatka zwierzecego”, otrzymanego z kultur bakteryjnych wyizolowa-
nych z katu kur i zestandaryzowanego w badaniu na kurczetach, otrzy-
mali pozytywne wyniki kliniczne w leczeniu anemii ztosliwej, identycz-
nos¢ ,czynnika biatka zwierzecego' i witaminu Bys stala sie oczywista.

Do analogicznych wnioskéw doprowadzity badania zywieniowe, prze-
prowadzone z innymi zwierzetami domowymi i do$wiadczalnymi. Wita-
min Bjo okazal sie substancjq potrzebna do normalnego rozwoju zWie-
rzat. ] :

W roku 1949 Stokstad i inni (20) stwierdzajg, ze produkty
pofermentacyjne, otrzymywane przy fabrykacji aureomycyny, dzialaja
silniej wzrostowo w doswiadczeniach na kurczetach, nizliby to wynikato
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z zawarto$ci witaminu B;2 obecnego w tych produktach. Ten nowy czyn-
nik zidentyfikowano jako aureomycyne (18). Pdzniej stwierdzono, ze
i inne antybiotyki wywieraja podobny wptyw (1), jednak dla aureomycy-
ny i terramycyny jest on szczegdlnie wyrazny.

Ze wzgledu na donioste znaczenie praktyczne tych badan liczba prac
dotyczaca tego zagadnienia wzrosta bardzo szybko. Sposéb dzialania
antybiotykéw w doswiadczeniach zywieniowych wydaje sie bardzo zto-
zony i brak jest do dzi§ prostego objasnienia mechanizmu tego dziatania.

Stwierdzono znaczny wplyw antybiotykéw na mikroflore przewodu
pokarmowego.

Sieburth i inni (17) przypisuja wzrostowe dzialanie antybioty-
kow eliminowaniu patogennych drobnoustrojow wytwarzajacych
toksyny, jak Clostridium perfingens. Elam i Jacobs (5 wy-
kazali, ze antybiotyki zmniejszajg liczbe drobnoustrojéw beztlenowych
w kale kurczat karmionych tymi antybiotykami.

Johansson Petersomn i Dick (12) stwierdzajg, ze
aureomycyna wywoluje zmiany w roéwnowadze form coli, enterokok-
kow i bakterii kwasu mlekowego w przewodzie pokarmowym szczu-
réw, a szereg bakterii coli staje sie odporny na aureomycyne. Jedno-
czesnie badacze ci nie stwierdzajg znacznego wzrostu witaminu Bjg
w tresci jelit oraz w kale zwierzat. Natomiast C h a w i inni (4) wy-
kazuja w dos$wiadczeniu na myszkach, ze aureomycyna silnie stymu-
luje biosynteze witaminu Bjs przy jednoczesnym wprowadzeniu
Co%°Cl, do diety badanych myszek. Zawarto$¢ witaminu B;2 mierzo-
no tu iloscig radioaktywnego kobaltu, przechodzacego do fazy buta-
nolu z kalu zwierzat.

Zagadnienie wplywu antybiotyk6w na wzmozonag biosynteze wita-
minu By jest o tyle ciekawe, ze antybiotyki dziatajac ma flore
jelitowa zwierzat mogq dziala¢ wzrostowo rowniez na tej posredniej
drodze.

Jednakze ilosciowe okreslenie wszystkich kobalamin biosyntetyzowa-
nych przez bakterie, bez szczegélowego okreslenia rodzaju utworzo-
nych kobalamin, nie daje wlasciwej podstawy interpretacyjnej dla tych
badan.

W kale i w tresci przewodu pokarmowego zwierzat stwierdzono wy-
stepowanie szeregu kobalamin, z ktérych co najmniej 70% stanowi
zwiazki nieczynne dla zwierzat (2), (6). Sa one natomiast substancjami
wzrostowymi dla drobnoustrojow.

Zmiany w ilosciowym skladzie zwigzkow kobalammowych nic nie
moéwia o zmianach iloéci zwigzkéw czynnych. Antybiotyki moga od-
dzialywa¢ na bakterie syntetyzujac rowniez w ten sposob, ze moga
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zmienia¢ stosunek stezen poszczegolnych kobalamin przy niewielkich
zmianach ich ogélnej zawartosci.

W pracy niniejszej przebadano, czy istotnie tego rodzaju zmiany
moga wystapi¢ pod dziataniem antybiotykéw.

Celem uproszczenia zagadnienia przebadano tylko, jaki wplyw wy-
wiera aureomycyna na ,obraz kobalaminowy" ‘czystej kultury bakterii
kwasu propionowego.

Bakterie kwasu propionowego syntetyzuja w warunkach wzglednie
beztlenowych kilka kobalamin (witamin Bj2, Bi2p, czyli deznukleoty-
docyjanokobalamine, i dotad nieokreslona blizej kobalamine X) z prze-
waga witaminu Bj2, (10), (11), (16).

Do miodych hodowli tych drobnoustrojéw dodawano aureomycyne,
a po skonczonej fermentacji wydobyte z komérek kobalaminy rozdzie-
lano metoda elektroforezy bibulowej, po czym okreslano stosunek ich
stezen.

Cze$¢ doswiadczalna

Hodowle szczepu oraz wyodrebnienie koncentratu kobalamin syn-
tetyzowanych przez bakterie kwasu propionowego przeprowadzano we-
dtug metod uprzednio juz opisanych (10), (16).

Aureomycyne dodawano do trzydniowej, juz dobrze rozwinietej ho-
dowli bakterii w postaci wodnego roztworu chlorowodorku aureomy-
cyny (Lederle Laboratories Division Am. Cyanamid Co) w ilosciach od
8 do 24 mg/l. Stezenia te odpowiadaja stezeniom, w jakich podaje sie
aureomycyne zwierzetom w pozywieniu (1).

Obok prob wiasciwych przeprowadzano zawsze do$wiadczenia kon-
trolne (bez dodatku aureomycyny).

Otrzymane kobalaminy rozdzielano metoda elektroforezy bibutowej
na bibule Whatman nr 3 w 2 N CH3COOH z 0,01% NaCN (9), przy
gradiencie napigcia ok. 9 V/cm wedlug techniki opisanej w innym miej-
scu (16). Proby roztworéw kobalamin nanoszono na bibule w postaci
kropli. Rozdzielone plamy witaminéw Bj2, Bi2, i kobalaminy oznaczo-
nej jako X wycinano nastepnie z wysuszonej bibuly i witaminy ekstra-
howano okre§lonymi (zwykle 4 — 6 ml) objetoSciami 2% roztworu
NaCN. W uzyskanych koncentratach okreslano stezenie kobalamin ma
podstawie pomiaru pochlaniania dla fali o dtugosci 368 mu. Pomiar wy-
konywano po 2 godzinach od chwili zadania skrawkéw bibuly roztwo-
rem cyjanku sodowego. Okreslano rowniez catkowita zawarto$¢ koba-
lamin (sume kobalamin) po przeprowadzeniu uzyskanego koncentratu
w forme dwucyjanowa i mierzac spektrofotometrycznie pochlanianie
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dla fali o dtugosci 580 mu. Préoby te przeprowadzano przed rozdziele-
niem elektroforetycznym.

Rysunek nr 1 przedstawia zdjecie rozdzielonych na bibule kobala-
min. Na rysunku wida¢ wyraznie, ze w prébach kontrolnych (K; i Kp)

b el R Sy A O

Rys. 1.

Elektroforogram kobalamin wyodrebnionych
z bakterii kw. propionowego.

K1, K2 — hodowle kontrolne

Auj, Auz — hodowle z aureomycyna (24 mg

chlorowodorku aureomycyny ma litr hodowli)

znacznie wiecej znajduje sie wit. Bj2, w porownaniu do wit. By i sub-
stancji X niz w probach z aureomycyng (Auy i Aug).

Dane liczbowe powyzszych badan podaje tablica 1. W tablicy po-
dano wartosci srednie z 2 — 3 pomiaréw kontrolnych i wiasciwych.

Oméwienie wynikéw

Z danych doswiadczalnych wynika wyraznie, ze aureomycyna wy-
wiera wybitny wplyw na zmiane stosunku stezen poszczegélnych ko-
balamin syntetyzowanych przez bakterie kwasu propionowego. Zwiek-
sza sie znacznie zawarto$¢ witaminu B2 i kobalaminy X na niekorzys¢
witaminu Bj2, (deznukleotydocyjanokobalaminy). Zmiany te s bardzo
charakterystyczne, poniewaz witamin Bi2, okazat sie zwigzkiem nie-
czynnym w doswiadczeniach zywieniowych dla zwierzat.

Mate dawki aureomycyny (8 mg/l) wydaja sie zwieksza¢ ogdlna syn-
teze kobalamin. Duze dawki (25 mg/l) dziataja bakteriostatycznie.
W tym wypadku zahamowanie wzrostu ttumaczy zmniejszenie ogélnej
ilosci wytworzonych witaminéw.
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Streszczenie

Wykazano, ze dodatek aureomycyny do hodowli bakterii kwasu
propionowego powoduje zmiane stosunku stezeA syntetyzowanych
przez ten drobnoustréj kobalamin.

Whplyw

Tablica 1
aureomycyny na biosynteze witaminéw grupy Bia przez bakterie
kw. propionowego
Wzgledne stezenia witaminu B2 i kobalaminy X
Wit. Bigp = 1,00

I. 8 mg chlorowodorku aureomycyny/l

Witamin Préba kontrolna | Préba z antybiot.
B,, 0,15 0,34
X 0,23 0,46
Bisp 1,00 1,00
Suma kobalamin 1,00 1,20

(warto$éci wzgledne)

II. 12,9 mg chlorowodorku aureomycyny/l

Witamin Préba kontrolna | Préba z antybiot.
B;s 0,22 0,71

X 0,71 2,22

Bisp 1,00 1,00
Suma kobalamin 1,00 1,02
(wartosci wzgledne)

ITI. 24 mg chlorowodorku aureomycyny/l

Witamin Préba kontrolna | Préba z antybiot.
Bis 0,18 0,51

X 0,24 0,72

Bip 1,00 1,00
Suma kobalamin 1,00 0,42
(warto$ci wzgledne)

Zwigksza sie zawarto$¢ witaminu Bj» oraz niezidentyfikowanej do-
tad kobalaminy (X) na niekorzy$¢ nieczynnego dla zwierzat witami-
nu Biz, (deznukleotydocyjanokobalaminy).

7 Acta Biochimica Polonica
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NPEJIIECTBEHHMKY B BUOCUHTE3E HYKJIEOTUJIOB LMAHOKOBAJTAMMU-
HA. III. BIUSHUE BO3JIEMCTBUA AYPEOMULUMHA HA CMHTE3 BUTAMMUHOB

TPYIIIBEI Bz IIOCPEJACTBOM BAKTEPUM INPOIMMOHOBOWM Ki¥CJOTBL

Pezwome

O6napy»xeHo, 4T0 nMpubaBKa aypeoMuIMHA B KyJbType GaxTepuit mpo-

[MOHOBOJ KMCJIOTHI BBHI3LIBAET M3MEHEHMe COOTHOLIEHWII KOHIIeHTpaLmi
K00aJIaMMHOB, CMHTETU3UPYEMBIX 9TUM MMUKPOOPIaHU3MOM.
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IloBpIIa€TCA KOJMYECTBO BUTaMMHA Bie M HemmeHTHMIM(DUPOBAHHOTO
(Heomo3HaHHOr0) A0 HACTOALEr0 BpeMeHM KobasiaMuHa X 3a cYeT HeaKTUB-
HOro JJ1s apranuM3MOB XKMBOTHBEIX BuTaMMHA Bis (Ze3HyKJI€OTHMAOLMAHO-
kobasammHa).

PRECURSORS IN THE BIOSYNTHESIS OF CYANOCOBALAMINE NUCLEOTIDES.
II. THE EFFECT OF AUREOMYCIN ON THE SYNTHESIS OF Bjs VTAMINS BY THE
PROPIONIC ACID BACTERIA

Summary

It has been proved, that the addition of aureomycin to the culture of
the propionic acid bacteria changes the concentration ratio of cobala-
mines, synthesized by these microorganisms; namely the concentration
of vitamin B2 and the unidentified cobalamine x increases with simul-
taneous decrease of vitamin Bi2, — the non-active form for the animal

organisms.
Otrzymano 17.II1.1955
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WITAMIN B 12p

Zaklad Biochemii Zywno$ci i Wyzszej Szkoly Rolniczej — Katedra Technologii Rolnej
Kierownik Katedry prof. dr J. Janicki

W komunikacie tymczasowym doniesliSmy o wyodrebnieniu nowej
kobalaminy z bakterii kwasu propionowego — Propionibacterium sher-
manii (19), (20). Zwiazek ten, posiadajacy wiele wspoélnych cech z wi-
taminem B2, nazwano witaminem Bjz,.

W pracy niniejszej przedstawiono wyniki badan identyfikujgcych
witamin B;z, jako deznukleotydocyjanokobalaming (DNCK) ).

Rys. 1. 'Schemat budowy czasteczki witaminu Biz

1) Wedlug nomenklatury zaproponowamej przez jednego z nas (J. P.) (25) dla wita-
minéw grupy Big, chodzi tu o cyjanokobalaming, tj. zwigzek zawierajacy grupe kobala-
minowa (plasky cze$¢ czasteczki z atomem Co) i grupe cyjanowa, a pozbawiony ugru-
powania nukleotydowego. W dotychczasowej literaturze nazwa cyjanokobalamina
oznaczata calg czgsteczke witaminu Bjz (z ugrupowaniem nukleotydowym). Celem
uniknigcia nieporozumien dla witaminu pozbawionego cze$ci nukleotydowej uzywa-
no dalej nazwy: deznukleotydocyjanokobalamina. Bernhauer i Friedrich (3)
zaproponowali dla tego zwigzku nazwe etiokobalaminy.

[329]
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Dotychczasowe badania nad struktura witaminu B;2 pozwolily usta-
li¢ jej czesciowa budowe, ktora przedstawia wzor 1 (1), (3).

Czasteczka witaminu B;s sklada sie:

a) z ugrupowania nukleotydowego, a mianowicie fosforanu 2 (lub 3)

5,6-dwumetylo-1-(a-D-ribofuranozydo)-benzimidazolu,

b) ze sferycznie plaszczyznianego ugrupowania kobalaminowego, za-
wierajacego kompleksowo zwigzany atom tréjwarto$ciowego ko-
baltu. Ten najmniej poznany dotad fragment witaminu Bi2 po-
siada 4 pierwszorzedowe grupy amidowe oraz peptydowo zwig-
zana czasteczke (lub 2 czasteczki) Dg-1-aminopropanolu-2. Ami-
nopropanol jest prawdopodobnie polgczony ostrowo z kwasem
fosforowym nukleotydu, jak podano we wzorze 1.

Dyskutuje sie mozliwos¢ istnienia ukladu porfirynowego lub
uktadéw pokrewmych w kobalaminie (1),
c) z grupy cyjanowej koordynacyjnie zwigzanej z atomem kobaltu,

Od czasu wykrycia witaminu B;2 w watrobie zwierzecej oraz w roz-
nych drobnoustrojach wyodrebniono ze Zrédel naturalnych (mikroorga-
nizmy, tre$¢ pokarmowa przezuwaczy, kal zwierzecy, szlamy pofermen-
tacyjne) lub otrzymano na drodze biosyntezy, lub wreszcie otrzymano
z witaminu B2 na drodze prostych przemian chemicznych caly szereg
zwigzkéw spokrewnionych z witaminem Bj2, réznigcych sie jednak od
niego szeregiem wiasnosci fizycznych, chemicznych i biochemicznych.

Bardzo powaznym postgpem metodycznym w tych badaniach byto
wprowadzenie metody elektroforezy bibulowej i uzycie roztworow sta-
bych elektrolitow jako cieczy przewodzacych (17). Metodg tq wykazano,
ze szereg wyodrebnionych ze zrédet naturalnych i otrzymanych w stanie
krystalicznym kobalamin przedstawia mieszaniny kilku substancji. Kry-
stalizacja jako kryterium czystosci zwiazkéw kobalaminowych okazatla
sie w tej grupie zwiazkéw warunkiem zupelnie niewystarczajagcym. Jed-
nak metoda elektroforezy bibulowej pozwolita zredukowa¢ liczbg no-
wych pochodnych, gdy stwierdzono, ze miektére z nich (np. witamin
Bi2s i Bi2;,) stanowiq mieszaniny poznanych juz kobalamin.

Po uzyskaniu analitycznie czystych preparatéw mozliwe bylo blizsze
poréwnanie nowych kobalamin z witaminem B;2. Badania te dotyczyly
gtéwnie identyfikacji kobalamin wyodrebnionych z katu zwierzat przez
grupe badawcza z National Institute for Research in Dairying z For-
dem na czele oraz grupe Lestere Sm it h' a, jednego z odkrywcow
witaminu By2. Ford i Porter (14) pierwsi wyizolowali z katu
cielat cztery kobalaminy, z ktérych jedng utozsamiono z witaminem
By2. Trzy pozostate nazwano ,czynnikami A, Bi C'. Grupa Smith’a
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(5), (6) uzupelnita liczbe kobalamin wydobytych z kalu cielat i $win
o ,czynniki D — J".

W zakresie badan struktury witaminu B;2 bardzo cenng okazala sie
praca oérodka badawczego z Cambridge (1), gdzie Armitage i inni
opracowali metode selektywnego usuwania czesci nukleotydowej z czg-
steczki witaminu Bjs. Polega ona na krotkotrwalym ogrzewaniu wita-
minu w stezonym kwasie solnym. Wedlug Ganta, Smitha i Par-
kera (16) jeszcze lepsze wydajnosci daje zastosowanie 72% kwasu
nadchlorowego w miejsce kwasu solnego. Zastosowanie powyzszej me-
tody do badania niektérych z ,,czynnikéw" kobalaminowych pozwolilo
stwierdzi¢, ze réznig sie one tylko obecnoscia réznych zasad nukleoty-
dowych w miejsce 5,6-dwumetylobenzimidazolu wystepujacego w wita-
minie Bjp. Pozostala czeé¢ czasteczki po usunieciu nukleotydu byla ta
sama dla szeregu badanych kobalamin i rownoczesnie byla identyczna
z wystepujacym w naturze ,czynnikiem B Forda (16).

Jako zasade nukleotydowa ,czynnik A" zawieral 2-metyloadenine
nczynnik G" — hipoksantyne, a ,czynnik H" 2-metylohipoksantyne.

Niezaleznie od powyzszych badan juz wczesniej Pfiffner, Diomn
i inni (27) wykazali, Zze wyizolowany przez nich z bakterii przewodu po-
karmowego cielat tzw. pseudowitamin B;» zawiera adenine, a pseudo-
witamin Bj24 (7), wydzielony elektroforetycznie z pierwszych nieczy-
stych, krystalicznych preparatow pseudowitaminu Bjz, 2-metyloa-
denine. '

Pseudowitamin Bj2y okazal sie identyczny z ,czynnikiem A"
Ford a.

W tablicy 1 zestawiono szereg niektorych poznanych kobalamin, przy
czym podano ich racjonalne nazwy.

Poréwnanie wlasnosci fizykochemicznych i mikrobiologicznych wyo-
drebnionego przez nas z bakterii kwasu propionowego witaminu Bz,
deznukleotydocyjanokobalaminy (,,czynnika B') wskazywalo na bliskie
pokrewienstwo obu substancji. :

W tablicy 2 zestawiono witasnosci witaminu B;2, i deznukleotydo-
cyjanokobalaminy.

Nalezalo przypuszcza¢, ze witamin Bz, jest, podobnie jak ,czyn-
nik B” Forda, deznukleotydocyjanokobalaming. Hipoteza ta byla tym
bardziej prawdopodobna, ze udalo sie w naszej pracowni otrzymaé na
drodze biosyntezy witamin B,» i szereg ,sztucznych” mukleotydocyjano-
kobalamin, gdy hodowle Propionibacterium shermanii prowadzono na
pozywce zawierajacej 5,6-dwumetylobenzimidazol lub inne pochodne
benzimidazolu (25), (26). W hodowlach bakterii kwasu propionowego,
prowadzonych w warunkach wzglednie beztlenowych na pozywkach bez
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Tablica 2

Poréwnanie wtasnosci deznukletydocyjakobalaminy (,,czynnik B") (1), (16)
- i witaminu Bj2p

Widmo absorpcyjne-maksima

Widmo absorpcyjne w roztworze
NaCN

maksima

Trwalo§¢ pochodnej dwucyjanowej

Charakter substancji w badaniu elek-
troforetycznym

Zdolnoé¢ krystalizacji

~ Witamin B,,p

[
I

DNCK

354-5,500i530my.

276, 310, 368
540-42, 580 my

trwala przy pH 6

zasadowa

nie krystalizuje

355, 500 i 350 my.

277, 309, 367
540 i 580 mp

trwala przy pH 6

zasadowa

nie krystalizuje

6. | Czynno§é mikrobiologiczna

witamin B,,=1

a) Bact. coli mutant metoda plyt-
kowa 2—-4 ok. 3

b) Euglena gracilis 0 0

wspomnianych prekursoréw, znajdowano gltéwnie witamin Bj2, obok
tylko nieznacznych iloéci witaminu B;2. W obecnosci prekursoréw two-
rzyly sie nukleotydocyjanokobalaminy, a zawarto$¢ witaminu Bj2, spa-
data praktycznie do zera (25). Z drugiej strony Ford i Hold-
sworth (9), (10)oraz Ford, Holdsworth i Komn (11), a nie-
zaleznie od nich Bernhauer i Friedrich (3) wykazali, ze Bact.
coli mutant, szczep uzywany do ilosciowego oznaczania aktywnosci
witaminu B;2, potrafi z deznukleotydocyjanokobalaminy i odpowiednie-
go prekursora zsyntetyzowaé¢ nukleotydocyjanokobalaminy (np. z 5,6-
~-dwumetylobenzimidazolu i DNCK syntezuje witamin Bjz). Celem defi-
nitywnego ustalenia, czy witamin Bj2, jest deznukleotydocyjanokoba-
laming, zhyndrolizowano 5 (6)-metylobenzimodazolocyjanokobalaming
wedlug metody Armitage'a i innych (1) i otrzymang DNCK
bezpoérednio poréwnano z witaminem Bjz,. Badania te potwierdzily
nasza hipoteze o identycznosci obydwu zwigzkow.

Cze$¢ doswiadczalna

Hodowle szczepu oraz wyodrebnianie koncentratu witaminu Biz,
przeprowadzono wg metod poprzednio juz opisanych (19), (20).

OCZYSZCZANIE WITAMINU Bi2

a. Stwierdzenie obecno$ci witaminu Bj2 w surowych koncentra-
tach witaminu Bjz,.
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Surowy koncentrat witaminu Bj2, nanoszono w formie waskiego pa-
ska na arkusz bibuly Whatman nr 1, po czym chromatografowano przy
uzyciu rozpuszczalnika: n-butanol-kwas octowy-woda (4:1:5, v/v/v) me-
toda wstepujaca w komorze wysyconej HCN. Po rozdzieleniu kobalamin
wycinano pasek bibuly zawierajacy zwigzek barwy fioletowoczerwonej,
eluowano go wodg, po czym po dodatkowym oczyszczeniu roztworu
fenolem krystalizowano go z wodnego acetonu. Krystaliczny preparat
posiadal charakterystyczne dla witaminu B;s widmo absorpcyjne i byt
w rownym stopniu mikrobiologicznie czynny, jak witamin B;» wobec
Euglena gracilis. W surowych koncentratach witaminu By2, stwierdzono
do 10 — 159% witaminu Bjs.

b. Chromatograficzne oddzielenie mukleotydocyjanokobalamin od

witaminu Bizp.

Gdy stwierdzono, ze witamin Bj, znacznie lepiej rozpuszcza sie
w 85% acetonie niz witamin Bj2, opracowano prosty spos6b rozdziela-
nia nukleotydocyjanokobalamin od witaminu B2, Metoda rozdzielenia
polega na przepuszczeniu przez kolumne Al;Oz roztworu kobalamin
w 85% acetonie i wyeluowaniu tym samym rozpuszezalnikiem witami-
nu Bz,

Nukleotydocyjanokobalaminy zatrzymuja sie u géry kolumny i mozna
je stad nastepnie wyeluowa¢ metanolem lub woda (por. 26). Do chroma-
tografii uzywano tlenku glinu wg Brockmann a i przygotowane-
go jak do analizy witaminu Bj, wedlug Lemn s a i innych (23). Metoda
ta okazala sie pozyteczna przy rozdzielaniu wigkszych ilosci koncen-
tratow kobalaminowych i pod wzgledem sprawnosci rozdzielania mie
ustepowala metodzie elektroforezy bibutowej.

c. Rozdzielanie metoda elektroforezy bibulowej dokonywano wedlug
metody Holdswortha (17). Szczegély opisano w innym
miejscu (26).

OTRZYMYWANIE DEZNUKLEOTYDOCYJANOKOBALAMINY

Celem otrzymania witaminu pozbawionego ugrupowania nukleoty-
dowego hydrolizowano ca 5 mg 5(6)-metylobenzimidazolocyjanokobala-
miny (25) stezonym kwasem solnym wg metody Armitage a i in-
nych (1), stosujagc podwoéjng ilos¢ kwasu solnego niz w metodzie orygi-
nalnej.

5 mg NCK rozpuszczano w kolbce prézniowej o pojem. 25 ml w 1 ml
stez. HCl i ogrzewano 5 minut na lazni wodnej o temperaturze 65°. Na-
stepnie roztwoér odparowywano w prézni do sucha. Utworzong deznu-
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kleotydocyjanokobalaming oczyszczano od innych produktow hydrolizy
w dwojaki sposob:
a) sucha pozostalo$¢ rozpuszczano w matej ilosci wody i nanoszono
w formie waskiego paska na bibut¢ Whatman nr 3, po czym koba-
laminy rozdzielano elektroforetycznie stosujac jako roztwor prze-
wodzacy 0,1 N NaCN. Pas substancji ,,obojetnych” wycinano,
DNCK eluowano woda zawierajaca nieco NaH2PO4 (3 ml 2M
NaH:PO4; w 100 ml wody), po czym uwalniano od soli mineral-
nych przy pomocy ekstrakcji krezolowo-butanolowej (26),

b) suchg pozostalo$¢ rozpuszczano w ok. 20 ml wody, alkalizowano
do pH 8,10% roztworem NaCN, po czym kobalaminy ekstrahowa-
no 50% o-krezolem w chloroformie. Cze$¢ kobalamin przeszia do
fazy organicznej, czes¢ o charakterze zdecydowanie kwasnym po-
zostala w roztworze wodnym. Do ekstraktu krezolowego dodawa-
no chloroformu (1/2 objetoéci mieszaniny krezolowej) i probe
wytrzasano 1 raz 1/4 objetosci wody zalkalizowanej roztworem
NaCN (0,4 ml 10% NaCN na 100 ml wody), po czym taka sama
objetoscia wody zakwaszonej roztworem NaH:PO4 (1 ml 2M
NaH>PO4/100 ml). Wodne roztwory odrzucano, a do roztworu ko-
balamin w mieszaninie krezolowo-chloroformowej dodawano 1
objeto$¢ mieszaniny n-butanolu i chloroformu (1:1, v/v (2), (26))
i kobalaminy ekstrahowano woda. Wodny roztwér ekstrahowano
3 razy matymi porcjami chloroformu celem usunigcia $ladéw kre-

~ zolu, po czym odparowywano pod zmniejszonym ci$nieniem do
sucha. Suchg pozostatoséé rozpuszczano w 2 ml 85% acetonu i oczy-
szczano chromatograficznie na Al;Oj3, jak opisano wyzej. Otrzy-
mana na tej drodze deznukleotydocyjanokobalamina byta elektro-
foretycznie jednorodna.

BADANIE WEASNOSCI WITAMINU Bjsp I OTRZYMANEJ
DEZNUKLEOTYDOCYJANOKOBALAMINY

Otrzymana DNCK i witamin B2, posiadaja identyczne widma
absorpcyjne (rys. 2). Maksima absorpcji: 274, 320, 354, 405, 498,
525 — 30 mu. Réwniez identyczne sg widma absorpcyjne pochodnych
dwucyjanowych. Zakwaszenie roztworu DNCK do pH 2 bardzo stabo
zmienia widmo, przesuwajac tylko maksimum 498 mu do 492 mu. Nato-
miast zalkalizowanie do pH 10,7 (bufor glicyna i NaOH) przesuwa maksi-
ma ku diuzszym falom upodabniajagc widmo do widma witaminu Bjas.
Maksima pojawiaja sie dla fal dlugosci 276, 305, 321, 362—3, 405, 516—20
i 552 mu. Analogicznie zachowuje sie roztwér witaminu Biz,. Elektro-
foretycznie oba zwigzki zachowujg sie jednakowo przesuwajac sie ku

http://rcin.org.pl



338 J. JANICKI 1 J. PAWELKIEWICZ [10]

E ' %
¢

8

s L T
g At o
N

"mmmmmmmwmnp

Rys. 2. Widmo absorpcyjne witaminu Bjgp
w roztworze wodnym

katodzie w roztworze 2 N kwasu octowego. Zasadowy charakter wita-
minu Biz, wynika réwniez z pomiaréw wspoéiczynnika podziatu miedzy
faze alkoholu benzylowego i faze wodna. Wspoétczynnik podzialu wy-
nosi 0,24 dla pH 1,01 1,0 dla pH 12. Wartosci liczbowe wspéiczynnikéw
podziatu obliczono na podstawie pomiaru spektrofotometrycznego stezen
witaminu Bi2, w obu fazach po wytrzasnieciu rownych objetosci alko-
holu benzylowego z roztworu witaminu Bi2, w odpowiednim roztworze
buforowym i po odwirowaniu préoby. Do badania uzyto 0,1 N roztwory
buforowe wg C.1 a r k a. Prébe porownawcza w pomiarze spektrofo-
tometrycznym stanowit badz alkohol benzylowy, badz odpowiedni roz-
twor buforowy.

Réwniez oba zwigzki odbarwialy sie pod dzialaniem roztworu chlo-
raminy T, co odr6znia je od mukleotydocyjanokobalamin, ktére daja
fioletowo zabarwione pochodne (25), (26).

Badania mikrobiologiczne wykazaly, ze zaré6wno witamin Biz,, jak
i otrzymana DNCK sa nieczynne w metodzie z Euglena gracilis (21),
a 2 — 4 razy aktywniejsze od witaminu B;» wobec Bact. coli mutant (me-
toda ptytkowa) (4). (Por. tablica 3).

Badania na obecno$¢ pochodnych benzimidazolu lub purynowych
daly dla witaminu Byz, wynik negatywny. Badania te przeprowadzono
wg metody Diomna iinnych (27) (wykrycie puryn) i metody uprzed-
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Tablica 3

Badania mikrobiologicznej aktywnosci witaminu Bj2p i deznukleotydocyjanokobalaminy
wobec Bact. Coli mutant (met. ptytkowa) (4). Liczby oznaczaja proporcjonalng do po-
wierzchni wage wycigtych z kalki technicznej plam wzrostowych w miligramach.

Na bibuie wkroplono po 3 ul badanego roztworu

Stezenie Witamin Stezenie Witamin | nneok
- pg/ml Bisp p.g/ml Bisp
0,2 8,6 0,1 10,0 10,4
0,4 10,1 0,2 11,5 11,7
0,6 12,5 0,3 13,9 14,2

nio opisanej przez jednego z nas dla wykrycia pochodnych benzimida-
zolu (295).

Powyzsze badania potwierdzaja identyczno§¢ witaminu By2, biosyn-
tetyzowanej przez Propionibacterium shermanii z deznukleotydocyja-
nokobalaming.

Streszczenie

1. Wykazano, ze wyodrebniony z bakterii kwasu propionowego — Pro-
pionibacterium shermanii i nazwany przez mas witamin Bjz, jest
deznukleotodycyjnanokobalaming (DNCK). Witamin B;2, jest iden-
tyczny z ,,czynnikiem B” For d a.

2. Opracowano metode chromatograficznego rozdzielania DNCK i nu-
kleotydocyjanokobalamin na tlenku glinu w 85% acetonie.

3. Z surowych koncentratéw kobalaminowych otrzymanych z bakterii
kwasu propionowego wyodrebniono réwniez witamin Bjz w ilosci
do 10 — 15% wszystkich kobalamin.
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BUTAMUH Bj2p

Peszwwme

1. YcraHoBieHO, 4TO KobOaslaMMH, Ha3BaHHBIA HaMy BUTaMMHOM Bizg,
BBbIIGJICHHBI)I HaMM }3 [PONMHOBOM KMCIOTBI — Propionibacterium
shermanii — ABJaAeTca AecHyKJaeoroauumnaHokobamamuaom (DNCK). Bura-
muH Bj2, ToXzaecTBeH ¢ ,,hakropom B” Popaa.

2. PazpaboraHa meroamka xpomororpadpmnyeckoro paszgesnenunsa DNCK
¥ HyKJeoTnaoumMankobasaMuHa Ha oKucu ajoMuuusa B 85% anerona.

3. Wz chIphIX KOGAJIaMMHOBBIX KOHIIEHTPATOB, NMOJYYEeHHBIX 13 GakTe-
PMi1 IIPOIMOHOBOM KMCJIOTHI, BBIZIeJieH ObLI TakzKe BUTaMMH Bis B KOIM-

. gecree 710 10 — 15% Bcex KoDaJilaMMHOB.

VITAMIN Bizp
Summary

1. It has been found, that the cobalamine, named vitamin Bz, iso-
lated by us from the propionic acid bacteria is the cyanocobalamine
desnucleotide (DNCK). Vitamin B;z, is identical with Ford's ,B factor".

2. The chromatographic method has been developed for resolving
DNCK and cyanocobalamines dissolved in 85% acetone on aluminium
oxide.

3. Vitamin B;s isolated from the crude cobalamine concentrates of
the propionic bacteria, consists 10 — 159% of the total amount of coba-

lamines.
Otrzymano 17.111.1955

8 Acta Biochimica Polonica
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T. W. SZCZEPKOWSKI

DZIALANIE TLENKU AZOTU NA POLACZENIA HEMATYNOWE

Z Zakladu Chemii Fizjologicznej Akademii Medycznej w Krakowie
Kierownik proiesor dr Boleslaw Skarzynski

Reakcje miedzy tlenkiem azotu a hemoglobing opisal po raz pierw-
szy w1865r. L. Hermann (16), zajmujac sie opisanym siedem lat
wczesniej przez Claude B e rn ar d a polaczeniem hemoglobiny
z tlenkiem wegla. Her m ann zwrdcil uwage na zmiany widma
hemoglobiny w obecnosci NO i zaobserwowal wypieranie CO z pola-
czenia z hemoglobing przez tlenek azotu. Jakkolwiek wiec reakcje he-
moglobiny z CO i z NO znane sa od bardzo dawna, to jednak uwaga
badaczy przez wiele dziesigtkow lat skierowana byla przede wszystkim
na hemoglobine tlenkoweglowa i polgczenia tlenku wegla z innymi
zwigzkami hematynowymi, podczas gdy analogiczne polgczenia NO
byly raczej zaniedbywane. Przyczyn tego stanu rzeczy nalezy szukac
w czestym wystepowaniu zatru¢ tlenkiem wegla, a wiec w praktycznym
znaczeniu tej reakcji, jak rowniez w tym, ze badania nad dzialaniem
CO sa metodycznie o wiele latwiejsze od badan przeprowadzanych
z tlenkiem azotu. W zetknieciu z tlenem NO utlenia sie bardzo szybko
do NOg2, co powoduje konieczno$¢ usuwania nawet sladow tlenu ze
srodowiska reakcji, w ktorej bierze udziat tlenek azotu. Ten brak szer-
szego zainteresowania oraz trudnosci metodyczne sa powodem, dla kto-
rego stan naszych wiadomosci o polaczeniach NO ze zwigzkami hema-
tynowymi przedstawia sie skromnie i ogranicza sie do miewielu faktéow,
skadinad niejednokrotnie kwestionowanych. Dotychczasowe dane
pi$miennictwa z tego zakresu daja sie stresci¢ nastepujaco:

Tlenek azotu laczy sie z hemoglobing wytwarzajac hemoglobine
tlenkoazotowa, ktéra mozna przeprowadzi¢ w posta¢ krystaliczng.
Krysztaly hemoglobiny tlenkoazotowej wykazuja krystalograficzne ce-
chy krysztatéw oksyhemoglobiny (Hauro witz 12, 11). Wedlug
Ansona i Mirksyego (1) tlenek azotu laczy sie nie z he-
moglobing, lecz tylko z hemiglobing. Wedlug Keilina i Hart-
reego (18) polaczenie z NO daje zarowno hemoglobina, jak i hemi-
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globina, przy czym jednak polaczenie z hemiglobing ma by¢ nietrwate.
Drabkin i Austin (7 wyznaczyli wspotczynniki ekstynkcji
dla widzialnego zakresu widma hemoglobiny tlenkoazotowej, a C o-
ryell, Pauling i Dodson (6) wyznaczyli podatnos¢ ma-
gnetyczna tego polaczenia. Keilin i Hartree (17) opisali
reakcje NO z cytochromem c, podajac przy tym rozklad ekstynkcji po-
wstatego zwiazku w widzialnym zakresie widma. Ci sami badacze opi-
sali rowniez polaczenia tlenku azotu z katalaza (19) i peroksydaza (20),
podajac polozenie smug absorpcyjnych w zakresie widzialnym.

W toku prac przeprowadzanych uprzednio w Zakladzie Chemii Fi-
zjologicznej AM w Krakowie, majacych na celu identyfikacje cytochro-
mu ¢, wynurzyla sie konieczno$¢ dokladniejszego zaznajomienia sig
z polaczeniami NO z cytochromami. Gdy okazalo sig, ze zagadnienie to
jest dotychczas opracowane niedostatecznie, zdecydowalismy sig zba-
da¢ je bardziej wyczerpujaco. Szczegolnie interesujacy okazatl sie fakt,
pomijany przez dotychczasowych badaczy, wyrazajacy sig tym, ze NO
reaguje z pewnymi polgczeniami hematynowymi tylko wowczas, gdy
zawieraja zelazo na +3 stopniu utlenienia, z innymi natomiast w postaci
zredukowanej. Fakt ten nasuwal przypuszczenie, ze o zdolnosci 1aczenia
sie tlenku azotu ze zwigzkami hematynowymi decyduje nie stopien
utlenienia zelaza, tak jak to ma miejsce w przypadku CO, lecz inne
czynniki, prawdopodobnie podstawniki polaczone z zelazem hematyno-
wym. Jezeliby przypuszczenie to okazato sie sluszne, dokladniejsza
charakteryzacja polaczen z NO moglaby rzuci¢ $wiatlo na rodzaj pod-
stawnikéw w pochodnych hemu lub hematyny.

Juz pierwsze doswiadczenia przekonaly nas o slusznosci tego przy-
puszczenia. Okazalo sig, ze — w przeciwienstwie do CO — tlenek azo-
tu dzialajac na hem lub hematyne nie powoduje zmian w widmie wi-
dzialnym tych zwiazkéw, co przemawia przeciw powstawaniu odpo-
wiedniego polaczenia, natomiast widmo to zmienia sie¢ w sposob cha-
rakterystyczny wtedy, gdy uklady te sa zwigzane z pewnymi podstaw-
nikami, a wiec w hemo- i hemichromach, w hemo- i hemiglobinie oraz
w cytochromach. Postawiliémy sobie wigc jako zadanie dokladniejsza
charakteryzacje polaczen NO z réznymi zwigzkami hematynowymi
w celu stworzenia podstawy dla wnioskéow dotyczacych budowy tych
zwiazkow.

Terminologia

Zgodnie z dazeniami pi$miennictwa $wiatowego w pracy niniejszej
zastosowano zracjonalizowang terminologie. Zamiast dawniej przyjetej
nazwy hemochromogen i parahematyna uzyto za przykladem L e m-
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berga nazw hemochrom i hemichrom. Zamiast methemoglobina uzy-
to nazwe hemiglobina. Terminem — potaczenia hematynowe — ozna-
czamy ogoblnie kompleksowe polaczenia zelaza z porfiryng, niezaleznie
od rodzaju porfiryny, stopnia utlenienia zelaza i rodzaju substancji
zwigzanej z tym kompleksem (Lemberg i Legge (23).

Zastosowano nastepujace skroty: Hi = hemiglobina, Hb = hemo-
globina, HbO, = oksyhemoglobina, HbhCO = hemoglobina tlenkowe-
glowa, HbNO = hemoglobina tlenkoazotowa, DTN = dwutionin sodu,
zwany rowniez dawniej hydrosulfitem.

Metodyka badan

Tlenek azotu otrzymano dzialaniem roztworu siarczanu zelazawego
w kwasie siarkowym na azotyn sodu. Wydzielajace sie gazy przepusz-
czono przez ptuczki z 1% roztworem NaOH i alkalicznym roztworem
pyrogallolu. Tlenek azotu zbierano w gazometrze szklanym, wypeinio-
nym zalkalizowana woda.

Azot otrzymano dziatajac roztworem chlorku amonu na ogrzany roz-
twor azotynu sodu. Wydzielajace sie gazy przepuszczano przez pluczki
z alkalicznym roztworem pyrogallolu, po czym zbierano w gazometrze
szklanym.

Dwautionin sodu-DTN-; do doswiadczen stosowano odczynnik pro
analysi firmy Merck.

Roztwor badanej substancji umieszczano w rurce Thunberga pola-
czonej za pomocg kurka tréjdroznego z gazometrami z azotem, tlenkiem
azotu i pompa prozniowa. Po ewakuowaniu powietrza rurke przeptuki-
wano 3X azotem i napelniano tlenkiem azotu.

Potozenie smug absorpcyjnych w zakresie widzialnym ustalano za
pomoca spektrometru rewersyjnego Hartridge'a.

Wykresy zaleznosci ekstynkcji od dlugosci fali sporzadzono za po-
moca spektrofotometru fotoelektrycznego ,,Uvispec” firmy Hilger. Do
pomiarow ekstynkcji w zakresie widzialnym stosowano spektrofotometr
fotoelektryczny Colemana i spektrofotometr Koniga-Mertensa. Oprocz
tych ogolnych metod poszczegélne sposoby postepowania zostana po-
dane w dalszym tekscie.

Czes¢ doswiadczalna
I. HEMOGLOBINA i HEMIGLOBINA

Jak o tym poprzednio byla mowa, polaczenie hemoglobiny z tlenkiem
azotu opisywano wielokrotnie. Sporne pozostawalo jednak zagadnienie,
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czy NO laczy sie z hemoglobina, czy tez z hemiglobing. Pomijajac daw-
niejsze poglady na te sprawe przytoczone w rozdziale wstepnym, na-
lezy podkresli¢, ze wg Keilina i Hartree (18) NO laczy sie
zarowno z Hb, jak i z Hi, przy czym jednak potaczenie z hemiglobing ma
by¢ wedlug tych autorow nietrwate. HINO zdaniem Keilina i Har-
tree ulega samoredukcji do HbNO. Moje doswiadczenia potwierdzaja
doniesienie Keilina i Hartree tylko czesciowo.

Do doswiadczen uzywatem dwukrotnie przekrystalizowanej oksyhe-
moglobiny z krwinek konskich, otrzymanej metoda Heidelberge-
ra (15) lub metoda Haurowitza (12). Oksyhemoglobina otrzymana
obiema metodami nie wykazywatla réoznic w cechach spektralnych. Prze-
prowadzone doswiadczenia daly nastepujace wyniki:

a) Roztwor hemoglobiny (smuga absorp. 555 mp), otrzymany przez
dodanie DTN do roztworu HbO» w buforze fosforanowym o pH 6,0 — 7,0,
wytwarza z NO polaczenie cechuja-
0 . ce sie dwoma smugami, ktoérych
Emn srodki odpowiadaja ditugosciom fal:
o | ' 1-576 mu, 11-541 mu. Okreslone prze-
i ze mnie polozenie tych smug nie po-
krywa sie w szczegotach z warto-
$ciami liczbowymi podanymi przez
Keilina  Rozklad ekstyncji
w widmie HbNO przedstawia rys. 1.
Polaczenie tlenku azotu z hemo-
i globing w odczynie obojetnym jest
\ bardzo trwale, ekstynkcja roztworu
0= \ dla dtugosci fali 576 mu nie zmienia
o

80—

sie¢ po polgodzinnym wytrzgsaniu

z powietrzem i nastegpnym dodawa-

A N niu DTN. Tlenek wegla wytrzasany

w ciagu kilkunastu minut z roztwo-

rem HbNO doprowadza do wytwo-

Rys. 1. Rozklad ekstynkcji w widmie rzenia sie pewnej ilosci HbCO,

HbLNO, pH = 7 (bufor fosforanowy). Eks- Prr o

bkt ; ko katvabole mil- 9 czym swiadczy spadek ekstyncji
ynkcje wyrazono jako ekstynkcje mili TS 2

molarng na litr roztworu dla dlugosci fali 576 mp. Mamy

w tym wypadku do czynienia z opi-

sanym juz przed dziewiecdziesieciu laty przez H e r m a n a zjawi-

skiem wspoélzawodnictwa miedzy CO i NO o grupe prostetyczna Hb.

Bezposrednie oznaczenie HbCO powstajacej skutkiem czesciowego

wyparcia NO przez CO z polaczenia z Hb, oparte tylko na pomiarze wiel-

kosci ekstynkcji przy 576 mpu, okazato sie w naszych warunkach trudne

20
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do przeprowadzenia, Postepowalem wiec w sposob nastepujgcy. Miesza-
ning HbNO i HbCO wytrzasano przez czas dluzszy z powietrzem, co po-
wodowato zamiane HbCO na HbO, bez zmiany HbNO. Nastepnie uzy-
skana w ten sposéb mieszanine HbNO i HbO, poddawano dziataniu DTN
i z ekstynkcji przy 576 mu oznaczano zawartos¢ Hb, odpowiadajaca
uprzedniej zawartosci HbCO w roztworze. Postepujac w ten sposob
stwierdzitem, ze reakcja miedzy CO a HbNO przebiega powoli; po 5 mi-
nutach wytrzasania roztworu HbNO z CO powstaje okoto 17% HbCO.
Wartosci te zblizone sa do liczb uzyskanych przez Broo ksa (3), ktory
zreszta oznaczenia przeprowadzal w sposéb odmienny.

Podczas otrzymywania HbNO nalezy unika¢ wiekszego nadmiaru
DTN, gdyz w tych warunkach powstaje z HbNO hemoglobina, zapewne
wskutek reakcji DTN z tlenkiem azotu.

b) Hemiglobina, otrzymana dzialaniem zelazicyjanku potasu na HbO.
(smugi przy 630 i 500 mu), wytwarza z NO w zakresie pH od 6,0 wzwyz
zwigzek cechujacy sie dwoma smugami absorpcyjnymi. Dlugos¢ fali od-
powiadajaca $rodkom tych smug wynosi: 1-568 mu, 11-532 mu. Smugi sa
ostre i intensywne.

Jak to juz zauwazyli Keilini Hartree (18), w roztworze pozosta-
wionym w spokoju po pewnym czasie (2 — 10 minut) smugi tlenkoazo-
towej hemiglobiny rozmazuja sie nieco, a ich srodki przesuwaja sie
w kierunku czerwieni zajmujac potozenia: [-572 my, 1I-536 mu. Keilin
i Hartree wnioskowali na podstawie tego przesuniecia smug, ze hemi-
globina tlenkoazotowa ulega redukcji do hemoglobiny tlenkoazotowej.
Przeciwko takiemu wnioskowi przemawia odmienne polozenie smug,
gdyz smugi absorpcyjne HbNO odpowiadajq dlugosciom fal 576 i 542 mu.
Poza lym roztwor hemoglobiny tlenkoazotowej pozostawiony w spokoju,
cechujacy sie wyzej opisanym przesunieciem smug, po ponownym Wwy-
trzagsnieciu z NO okazuje pierwotne widmo o smugach I-568 mu,
11-532 mpu.

Jezeli po zadzialaniu NO na hemiglobine zmniejszymy ci$nienie ga-
zu, opisane powyzej przesuniecie smug nastapi szybciej. Nigdy jednak
nie otrzymujemy widma analogicznego do widma HbNO, lecz smugi sq
zawsze przesuniete w kierunku fiotkowej czesci widma.

Jezeli do roztworu hemiglobiny tlenkoazotowej dodamy roztworu
DTN zawartego uprzednio w bocznym ramieniu rurki Thunberga, otrzy-
mujemy widmo identyczne z widmem HbNO, tzn. o smugach przy 576
i 542 mu,

Hemiglobina w roztworze zasadowym (pH 8,3, fosforan dwusodowy)
zachowuje sig wobec NO w ten sam sposob, jaki cechujg hemiglobine
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w roztworze obojetnym. Natomiast odmienne wlasnosci wykazuje potla-
czenie hemiglobiny z NO w roztworze kwasnym. W roztworze o pH po-
nizej 5,6 hemiglobina po wytrzasnieciu z NO wykazuje w widmie dwie
smugi absorpcyjne I-568 mu, 11-532 myu, a wiec identyczne ze smugami
hemiglobiny tlenkoazotowej w-roztworze obojetnym, nie ulegajace jed-
nak powyzej opisanemu przesunieciu. Powyzsze doswiadczenia dowo-
dzg, ze hemiglobina wytwarza z NO dwa polaczenia, jedno (a) cechuja-
ce sie smugamj absorpcyjnymi I-568 mu i II-532 mu oraz drugie (b) ce-
chujace sie smugami absorpcyjnymi 1-572 mu i II-536 mu, Potaczenie (a)
powstaje podczas wytrzasania roztworu hemiglobiny z NO pod cis$nie-
niem 76 cm Hg, zwiazek (b) powstaje natomiast po pozostawieniu roz-
tworu zwiazku (a) przez pewien czas w spokoju.

Na podstawie powyzej opisanych doswiadczen dochodzimy do wnio-
sku, ze zmiana widma hemiglobiny tlenkoazotowej nie daje sie interpre-
towa¢ w sposob proponowany przez Keilina i Hartreego, lecz ze
bardziej prawdopodobnym tlumaczeniem jest egzystencja dwojakiego ro-
dzaju potaczen NO z hemiglobing. Nie mozemy z cala pewnoscia wy-
jasni¢, na czym polega réznica miedzy tymi dwoma polaczeniami, wy-
suwajac na razie tylko hipoteze, w mysl ktérej polaczenie (a) cechujace
sie¢ smugami przy 568 i 532 mu byloby polaczeniem dwodch czaste-
czek NO z jednym ukladem hematynowym, natomiast w polaczeniu (b),
(smugi 572 i 536 mp) przypadataby na jeden uklad hematynowy jedna
czasteczka NO. Za tq koncepcja przemawia fakt polegajacy na tym, ze
polgczenie (a) powstaje przy wytrzasaniu roztworu hemiglobiny z atmo-
sfera NO w warunkach utatwiajacych wytwarzanie sie¢ nadmiaru NO
w roztworze, Przejscie polaczenia (a) w zwiazek (b) zachodzi natomiast
w warunkach utatwiajacych dysocjacje polaczenia (a). W mys$l tej hipo-
tezy polaczeniu (a) nalezaloby przypisa¢ wzér Hi(NO)2, potaczeniu (b)
HiNO.

Przy formutowaniu tej hipotezy opieralem si¢ w pewnej mierze na
pogladach Clarka (4, 5) przyjmujacych mozliwos¢ heptakoordynacji
atomoéw zelaza oraz na faktach dotyczacych reakcji jonu CN— z hemo-
i hemichromami (24), z ktérych wynika mozliwo$¢ powstawania jedno-
i dwucyjankowych kompleksow ukltadu hematynowego. Sprawe te
pragne poruszy¢ bardziej wyczerpujaco w lacznosci z innymi, moimi
badaniami.

II. CYTOCHROM c

Roztwor cytochromu ¢ zawierajacego 0,439% zelaza otrzymano me-
toda wtasna (29). Stezenie cytochromu ¢ w roztworze oznaczano na pod-
stawie zawartosci Fe w suchej pozostatosci, otrzymanej po odparowaniu
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odmierzonej objetosci roztworu cytochromu ¢ w tyglu platynowym
w temperaturze 100°. Mase suchej pozostalosci oznaczano na mikrowa-
dze, po czym sucha pozostato§¢ spalano ogrzewajac w piecu muflowym
w temperaturze 600°. Nie zauwazyliSmy roznic wtasnosci spektralnych
miedzy cytochromem c otrzymanym nasza metodg, a cytochromem c
otrzymanym metoda Keilina (21).

Do rurki Thtinberga dodawano 2 ml ok. 107* M roztworu cytochro-
mu ¢ i 8 ml roztworu buforowego, po czym po usunieciu powietrza i prze-
ptukaniu azotem napeiniano rurke tlenkiem azotu. Uzywajac roztworow
buforowych — cytrynianowego Mac Ilvaina i fosforanowego Soerdnse-
na lub roztworu HCI stwierdzono, Zze w zakresie stezenia jonéw wodoro-
wych o pH = 8,0 do stezenia odpowiadajacego 2 N HCI ferricytochrom ¢
nie wykazujacy w tych warunkach widma absorpcyjnego tworzy z NO
polgczenia cechujgce sie dwoma smugami absorpcyjnymi. Srodki tych
smug odpowiadaja diugosciom fal: I-563 mu, II-530 mu, a wiec zblizone
do wartosci okreslonych juz uprzednio przez Keilinai Hartreego.
Polozenie smug okreslone za pomocq spektrometru Hartridge'a nie za-
lezy od pH roztworu w powyzej podanym zakresie.

Jezeli do roztworu tlenkoazotowego ferricytochomu c¢ otrzymanego
W sposob opisany dodamy DTN, wowczas widmo ferricytochromu ¢ NO
ulega zmianie. Smugi absorpcyjne, ktore przypadaly dla diugosci fal
563 i 530 mu, przesuwaja sie w kierunku czerwieni i zajmujq potoze-
nie I-572 mu i II 536 mu. Tak powstajagce widmo ulega dalszym zmianom;
wymienione powyzej smugi traca stopniowo intensywnos$¢, a jednoczes$-
nie pojawia sie¢ smuga ferrocytochromu ¢, o charakterystycznym poto-
zeniu odpowiadajacym 550 mu. Po paru minutach otrzymujemy wiec tyl-
ko typowe widmo ferrocytochromu ¢. Keilini Hartree (17), ktérzy
pierwsi zaobserwowali opisany powyzej sposéb reagowania ferricyto-
chromu ¢ NO z DTN, tlumacza te reakcje nietrwatoscig polaczenia ferro-
cytochromu ¢ z NO; polaczenie takie przejéciowo wytworzone ulega
szybko rozkladowi na ferrocytochrom c i tlenek azotu. Faktem jest, ze
nawet dlugotrwate wytrzasanie ferrocytochromu ¢ z NO pod ci$nieniem
76 cm Hg nie prowadzi do wytworzenia uchwytnych ilosci odpowiednie-
go polaczenia z NO.

Rozklad ekstynkcji w widmie ferricytochromu ¢ NO w roztworze
opH = 1,210 pH = 7,0 zbadano za pomoca spektrofotometru ,,Uvispec"
Hilgera. Przedstawia to rys. 2.

Zaleznie od pH roztworu ekstynkcja ferricytochromu ¢ NO zmienia
si¢ i pod tym wzgledem zwiazek ten przypomina wolny ferricyto-
chrom c, ktérego ekstynkcje badat Theorell (30). Wartoéci ekstynkcji
milimolarnych w $rodowisku kwasnym (pH = 1,2) wynosza: E . 415 =

9 Acta Biochimica Polonica
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Rys. 2. Rozklad ekstynkcji w widmie ferricyto-
chromu ¢ NO, w zaleznosci od pH roztworu.

Ekstynkcje wyrazono jako ekstynkcje milimo-
larng na litr roztworu

= 128, Enm 530 = 12,3, Enmses = 11,9. W $rodowisku obojetnym war-
tosci ekstynkcji milimolarnych sg nieco nizsze, przy czym pojawia sie
ponadto nowe maksimum dla dlugosci fali 365 mp.

Reakcja tlenku azotu z ferricytochromem c jest reakcja odwracalng
i mozna jg sformulowac:

Cyte st NO. s2iCytc:NO:
Stala rownowagi napiszemy wiec:

L ASteNOJ
[Cyte] [NO]

Stala K wyznaczono dodajac do odpowietrzonego roztworu ferricyto-
chromu-c, znajdujacego sie pod warstwa oleju parafinowego, wodny roz-
twor tlenku azotu o znanym stezeniu NO. Roztwér NO dodawano kalibro-
wang strzykawka z podziatkg 0,01 ml. Otwor iglty zabezpieczono nasad-
ka gumowa. Mierzono ekstynkcje dla diugosci fali 562 mu. Réznica eks-
tynkcji miedzy roztworem pierwotnym, roztworem, do ktérego dodano
okreslong iloé¢ NO i roztworem nasyconym NO, pozwala obliczy¢ %
utworzonego ferricytochromu ¢ NO. Wykres zaleznosci % utworzonego
Cyt ¢ NO od stosunku molarnego NO/Cyt ¢ przedstawia rys. 3.
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Jedno z typowych dos$wiadczen przedstawia ponizsze zestawienie.
W probéwce dostosowanej do spektrofotometru Colemana umieszczono
3 ml roztworu Cyt ¢ o stezeniu 1,6-107* M i dodano 2 ml HCl ok. 0,1 N,
uzyskujgc roztwor o pH = 1,8 (oznaczone za po-
mocg elektrody szklannej). Roztwoér przykryto 6
warstwa oleju parafinowego i powietrze wy-
ciggnieto pompa prézniowa. Po zmierzeniu eks- 50 //
tynkcji Eqs62, dodawano NO. Procent utworzo- /
nego Cyt ¢ NO obliczono wyznaczajac ekstynk- 4
cje E,, roztworu nasyconego tlenkiem azotu
i ekstynkcje E roztworu, do ktérego dodano o %)
okreslong ilos¢ NO, stosujac wzor g

>e

E —E, sy
% Cyte NO = ————
yte E EOXIOO.

n —

0
Oznaczenie przeprowadzono w temperaturze 15°. V

Znajac stezenie molarne Cyt ¢ = a, molarne TR
stezenie NO = b oraz oznaczywszy stezenie Toid
molarne Cyt ¢ NO = n mozna wyznaczy¢ sta-

lg K z rOwnania: Rys. 3. Wykres zalezno-

§ci utworzonego Cyt ¢
n NO od stosunku molar-
R (a_n) (b—n) nego NO/Cyt ¢

Wyznaczenie K obrazuje ponizsze zestawienie:

% Cyt cNO| a .10 b.10"* n:10=* 'K +10°

20 0,94 0,61 0,19 6,3
35 0,92 1,2 0,32 6,0
45 0,91 1,75 0,41 6,1

53 0,89 2,31 0,47 6,0

Roznice miedzy warto$ciami uzyskanymi dla K z dziesieciu oznaczen
nie przekraczaly 5%. Znajac stala rownowagi K mozna ze wzoru
F = — RT In K obliczy¢ zmiane energii swobodnej w czasie laczenia sie
ferricytochromu ¢ z NO, zmiana ta wynosi — 5 Kcal.

Wartos¢ liczbowa statej rownowagi reakcji ferricytochromu ¢ z NO
doprowadza do wniosku, ze zdolno$¢ ferricytochromu ¢ do wigzania NO
jest duza. Wartos¢ ta zblizona jest do wartosci K reakcji myoglobiny
z CO, ktéra wynosi 9,5-10% (Millikan, 25), jest zas ok. 10-krotnie
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wieksza od statej rownowagi dla reakcji myoglobiny z tlenem, ktéra
wynosi 4,95-102,

III. CYTOCHROM b

Preparat cytochromu b otrzymano wg EuleraiHelstréoma (10).
Ferricytochrom b (brak smug absorpcyjnych) w odczynie bliskim obo-
jetnego wytwarza z NO polgczenie cechujace sie dwoma smugami ab-
sorpcyjnymi dla dtugosci fal: I-568 mu, I1I-561 mp. Smugi te po pewnym
czasie przesuwaja sie w kierunku czerwieni i zajmujg polozenia:
1-572 my, II-536 mu. Te wiasnosci spektralne, tzn. polozenie smug i ich
przesuniecie ku czerwieni, wykazuja catkowita analogie z wlasnosciami
HiNO (patrz dosw. I). ' :

Ferrocytochrom b (smuga przy 560 mpu), otrzymany dziataniem DTN
na roztwor ferricytochromu b, wytwarza z NO potaczenie o dwdch sta-
bych szerokich smugach, ktérych srodki przypadaja na dlugosci fal ok.
581 mu i 547 mp, Widmo to rozni sie zdecydowanie od widma HbNO.

IV. CYTOCHROM a

Preparat cytochromu a sporzadzono wg Strauba (28). W widmie
ferricytochromu a, nie wykazujacym smug absorpcyjnych, po wytrzasnie-
ciu z NO nie pojawiaja sie dostrzegalne smugi. Ferrocytochrom a pod-
dany dzialaniu NO wykazuje obok charakterystycznej smugi wolnego
ferrocytochromu (605 mp) stabo widoczne zaciemnienie ok. 590 mi.

V. HEMATYNA I HEM

Do badan uzywano heminy firmy Merck, sporzadzonej wg M o e r-
nera Dla przeprowadzenia w hematyne rozpuszczano heming
w NaOH 0,1 N. Widmo zasadowego roztworu hematyny w zakresie wi-
dzialnym (smuga 612 mpu) nie ulega zmianom po wytrzasnieciu tego roz-
tworu z NO. Tlenek azotu nie powoduje rowniez zmian widma hematyny
w roztworze o odczynie obojetnym.

Hem otrzymywano dziatajac DTN na roztwoér hematyny. Wytrzasanie
z NO nie powoduje zmian w widmie widzialnym hemu (staba smuga
579 mu i bardzo staba 541 mu), zaréwno wtedy gdy znajduje sie hem
w roztworze obojetnym, jak i w zasadowym.

Z doswiadczen powyzszych wynika, ze NO tworzy polaczenia cechu-
jace sie charakterystycznym widmem wtedy, gdy reagujace z nim zela-
zo - i zelaziporfirmy zwiazane sa rownoczesnie z komponentg biatkowa,
jak np. w hemo- i hemiglobinie oraz w cytochromach, natomiast z wol-
nym hemem lub hematyng nie wytwarza potaczen dajacych sie wykazaé
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spektroskopowo. Z faktu tego wynikala konieczno$¢ zbadania przebiegu
reakcji miedzy NO a hemem i hematyna zwigzanymi z podstawnikami
odmiennymi od biatka.

VI. HEMO- I HEMICHROMY HISTYDYNOWE

W celu otrzymania hemichromu histydynowego dodawano 80 mg
chlorowodorku histydyny do 10 ml 1,7-107*M roztworu hematyny
w NaOH 0,1 N. Hemichrom histydynowy byl juz kilkakrotnie badany
w innych pracowniach (2), i to z rozbieznymi wynikami, doprowadzaja-
cymi nawet do wniosku negujacego egzystencje tego hemichromu
(Haurowitz 13). Istotnie, widmo zasadowej hematyny w obecnosci
histydyny nie zmienia sie wyraznie, jakkolwiek zmienia si¢ barwa roz-
tworu. Niemniej posiadamy dzi§ dowody istnienia hemichromu histydy-
nowego (2), a i nasze badania wskazuja na egzystencje tego zwiazku.

Po wytrzasnieciu roztworu hematyny i histydyny z NO pojawiaja sie
bardzo wyrazne ostre smugi absorpcyjne dla diugosci fal I1-568 mu,
I1-532 mu. Po kilku minutach krawedzie smug ulegajg zatarciu, a $rod-
ki smug przesuwaja sie¢ w kierunku czerwieni. Po ponownym wytrzasnie-
ciu z NO smugi znowu stajq sie ostre i zajmuja pierwotne polozenie.
Powstaje wiec zwigzek okazujacy cechy widmowe (potozenie smug i ich
przesuwanie sie¢ ku czerwieni) identyczne z tymi, jakie charakteryzujq
polaczenia NO z hemiglobing i ferricytochromem b,

Hemochrom histydynowy uzyskano dodajac DTN do roztworu hema-
tyny i histydyny. Hemochrom ten cechuje si¢ w srodowisku zasadowym
dwoma smugami — wyrazng smugg o dtugosci fali 556 mu i stabsza przy
524 mu. Po wytrzasnigciu z NO smugi hemochromu histydynowego gina,
zamiast nich pojawia sie rozmazane zaciemnienie, ktérego érodek przy-
pada ok. 577 mu oraz stabo widoczna smuga przy 543 mu. Polozenie za-
ciemnienia przy 577 mp mogtoby nasuwac analogie do widma HbNO, na-
tezenie smug i ich charakter jest jednak odmienny i nie pozwala na po-
rownywanie tych dwéch widm ze soba.

Zdolnos¢ histydyny do wytwarzania z hematyng i z NO polaczen ce-
chujacych sie wyzej opisanymi smugami absorpcyjnymi wydaje sie
swoista, poniewaz z szeregu przebadanych przeze mnie zwigzkéw jedy-
nie pilokarpina — a wiec zwiazek posiadajacy uklad imidazolowy — do-
dana do zasadowego roztworu hematyny i wytrzasnieta z NO powoduje
powstawanie polaczenia o wilasnosciach takich samych, jakie cechuja
hemichrom histydynowy. Kofeina, arginina, tryptofan, kwas asparagino-
wy, kwas glutaminowy, asparagina, tyrozyna i walina, stosowane w ten
sam sposéb jak histydyna, tj. dodawane w odpowiednich ilo$ciach do
roztworu hematyny w NaOH 0,1 N i wytrzasane z NO, nie powodujg wi-
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docznych zmian w widmie, Widmo alkalicznej hematyny nie ulega w ich
obecnosci zmianom, nie pojawiaja si¢ zadne charakterystyczne smugi
absorpcyjne. Nalezaloby na tej podstawie wnioskowaé, ze o ile nawet
hematyna zasadowa wytwarza z wyzej wymienionymi zwigzkami odpo-
wiedni hemichrom, to polgczenie takie nie reaguje z NO.

VII. HEMO- I HEMICHROMY GLOBINOWE

Hemochrom globinowy otrzymano dodajac do 5 ml 1% roztworu
HbO> 5 ml NaOH 0,2 N oraz nieco DTN. W tak przygotowanym roztwo-
rze pojawia sie po chwili charakterystyczne widmo hemochromu globi-
nowego cechujace sie bardzo wyrazng smuga dla 558 mu i stabsza dla
527 mu. Po wytrzasaniu s§wiezo otrzymanego roztworu hemochromu glo-
binowego (smugi przy 558 i 527 mu) z NO otrzymujemy polaczenie
o widmie analogicznym do widma HbNO, a wiec cechujgce sie smugami
przy 576 i 542 mu. Natomiast jezeli roztwér hemochromu globinowego
pozostaje w spokoju przez czas ok. 80', tzn. gdy wg Drabkina (8) na-
stepuje catkowita zamiana Hb na hemochrom globinowy — reakcja
z NO doprowadza do powstania polaczenia o widmie niecharakterystycz-
nym — smuga I jest rozmazana, a smuga II stabo zaznaczona.

Hemichrom globinowy otrzymywano dodajac do roztworu hemiglo-

- biny roztwér NaOH 0,1 N i nastepnie doprowadzajac mieszaning do
pH 8,0. Roztwoér uzyskany w ten sposdb cechuje sie widmem zlozonym
ze smug przy 528 i 557 mpu, a wiec widmem podobnym do widma hemo-
chromu globinowego, lecz o odmiennym charakterze — smuga przy 528
jest intensywniejsza miz przy 558 mu. Po wytrzasaniu z NO powstaje
zwigzek cechujacy sie smugami przy 568 i 534 mu, a wiec okazujacy
widmo absorpcyjne identyczne z widmem Hi(NO)s.

VIII. MYOHEMOGLOBINA I MYOHEMIGLOBINA

Krystalicznag myohemoglobine otrzymano wg wlasnej modyfikacji
metody Theorella (31) z uwzglednieniem wynikéw Morgana (26).
Przemyty migsien sercowy konia zmielono w maszynce do migsa i do
otrzymanej miazgi dodano wode destylowana w stosunku 1 :2. Ekstrak-
cje przeprowadzano w 0° przez 12 godzin, po czym calo$¢ umieszczono
na duzym saczku karbowanym i pozostawiono w 0° do odsaczenia. Po
zobojetnieniu przesgaczu dodano nasyconego roztworu zasadowego octa-
nu otowianego (1:0,25) w temperaturze 12°, odsgczono od powstatego
osadu, przesacz zobojetniono i wytracono MyoHbO, siarczanem amont,
utrzymujac pH = 70 i t = 0°. Osad myohemoglobiny rozpuszczono
w 50 ml wody i dodano mieszanineg fosforan6w potasu (I- i II-rzedowego)
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13 DZIALANIE TLENKU AZOTU NA POLACZENIA HEMATYNOWE 355

do uzyskania pH = 6,8 i stezenia jonu fosforanowego 3 M, po czym prze-
saczono. Przesacz uwolniono od drobnej domieszki MyoHi dodajac DTN
i nieco roztworu katalazy. Roztwoér zostawiono do krystalizacji w tempe-
raturze —2°. Uzyskane w ten sposéb krysztaly MyoHbO; poddano re-
krystalizacji postugujac sie wyzej opisang metodq

a) MyoHb uzyskana przez dodanie DTN do roztworu MypoOz, po
wytrzasaniu z NO daje produkt o wyraznych smugach 1-581 i II-546 mp.

b) Myohemiglobina badana w podobny sposéb wytwarza zwigzek
o smugach przy 575 i 536 mpu.

Omoéwienie wynikéw

Wyniki badan nad polozeniem w widzialnej czesci widma smug ab-
sorpcyjnych charakterystycznych dla produktéow dziatania NO na pola-
czenia hematynowe przedstawia zalaczone zestawienie.

Z danych dotyczacych cech spektroskopowych poszczegélnych pro-
duktéw dzialania NO na polaczenia hematynowe daja sie¢ wyprowadzié¢
pewne ogolne wnioski:

1) Wolny hem i wolna hematyna nie wytwarzaja z NO polaczen ce-
chujacych sie charakterystycznym widmem. Prawdopodobnie powsta-
wanie tego typu produktéw uwarunkowane jest obecnoscia jakiego$
podstawnika skoordynowanego z zelazem hemu lub hematyny. Zaznacza
si¢ w tym wypadku znamienna réznica migdzy zachowaniem si¢ NO i CO
wobec hemu, z ktérym CO daje polaczenie cechujgce sie charakterystycz-
nym widmem.

2) NO daje polgczenia z hemem lub hematyng woéweczas, jezeli te ukla-
dy zwigzane sq koordynacyjnie z pewnymi podstawnikami. (Hb, Hi,
MyoHb, MyoHi, hemo- i hemichromy globinowe i histydynowe, katala-
za itd.).

3) W odréznieniu od polaczen z CO polaczenia zwigzkéw hematyno-
wych z NO powstaja niezaleznie od stopnia utlenienia Fe.

4) Niektore zwigzki hematynowe, réznigce sie zdecydowanie swym
widmem absorpcyjnym (hemiglobina, ferricytochrom b, hemichrom hi-
stydynowy i globinowy), daja z NO polaczenia cechujgce si¢ widmem
identycznym lub bardzo podobnym.

Od czasu ukazania sie pracy Haurowitza i Waelscha (14)
przyjal si¢ w nauce poparty licznymi dowodami poglad, ze w hemo- i he-
miproteidach oraz w hemo- i hemichromach z zelazem zwigzanym w por-
firynie potaczone sq koordynacyjnie dodatkowe podstawniki. Przeprowa-
dzono szereg badan dazacych do wyjasnienia charakteru tych specjal-
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[15) DZIALANIE TLENKU AZOTU NA POLACZENIA HEMATYNOWE 357

nych ukltadéw atoméw w czasteczce biatka hemoproteidu, zwanych gru-
pami hemafilnymi, ktére zostaja skoordynowane wokot zelaza protopor-
firyny. Podstawowa metoda w tych badaniach bylo potencjometryczne,
spektrometryczne i magnetochemiczne miareczkowanie komponenty bial-
kowej hemoproteidu oraz catego hemoproteidu i jego pochodnych,
np. HbO2. W ten sposéb mozna bylo oznaczy¢ pK grup, ktére nie ujaw-
niaja sie¢ w hemoproteidach bedac zwigzane z zelazem hematynowym,
pojawiaja sie natomiast w wolnej komponencie biatkowej lub po wy-
parciu tych grup z polaczenia z zelazem przez jaki§ nowy podstawnik,
np. tlen w HbOz. Oznaczone w ten sposob pK grup zwiazanych koordy-
nacyjnie mozna porowna¢ z pK odpowiednich aminokwaséw wchodza-
cvch w skiad komponenty biatkowej i na tej podstawie wnioskowa¢
o ich charakterze.

Wynikiem tych badan byt wniosek, ze w hemoglobinie obiema gru-
pami koordynacyjnie zwigzanymi z zelazem sa pierscienie imidazolowe
histydyny, nalezacej do globiny (35). Podobny wniosek wysunigto
w zwiazku z badaniami nad cytochromem c (32), nowsze badania wska-
zuja jednak, ze w tym zwigzku tylko jeden uklad imidazolowy zostaje
skoordynowany (24a). W myohemoglobinie na podstawie kinetyki jej
reakcji (25a, 22) przyjmuje sie egzystencje tylko jednego koordynacyjnie
polaczonego pierscienia imidazolowego, natomiast odmienne od imida-
zolu podstawniki upatrywane sa w peroksydazie (33, 34). Cytochrom b
i katalaza nie mogly by¢ badane dotychczasowymi metodami.

Wynikéw otrzymanych w ten sposéb nie mozna uwaza¢ za catkowi-
cie pewne, gdyz opieraja sie one na zalozeniu, ze pK odpowiednich grup
aminokwaséw nie zmieniaja sie po wbudowaniu tych aminokwaséw
w czasteczke biatka, czego do tej pory nie udowodniono. Nalezy wiec
stwierdzi¢, ze o ile koordynacyjne wigzanie podstawnikow przez zelazo
whbudowane w porfiryne jest w tej chwili niemal pewnikiem, o tyle spra-
wa rodzaju tych podstawnikéw, czyli fragmentéw czasteczki biatkowej
hemoproteidu ulegajacych koordynacji, pozostaje stale otwarta. Np. wat-
pliwosci co do hipotezy podstawnikéw imidazolowych w hemoglobinie
podnosza Haurowitz (13)i Roughton (27).

Badania opisane w czesci doswiadczalnej oraz podane w zestawieniu
wyniki pozostaja w zgodnosci z przypuszczeniem, ze co najmniej jeden
z podstawniké6w koordynacyjnie zwigzanych z Fe hemoglobiny jest re-
prezentowany przez uklad imidazolowy. Wnioskujemy o tym na tej pod-
stawie, ze sposréd wielu badanych hemichroméw tylko hemichrom hi-
stydynowy i pilokarpinowy daje z NO polaczenie cechujace sie widmem
identycznym z cechami spektroskopowymi potgczenia hemiglobiny z NO.
Co wigcej, z faktu tego mozemy wysnu¢ dalej idacy wniosek, ze widmo
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absorpcyjne polaczenia hematynowego nie zalezy od tego, czy skoordy-
nowana grupa stanowi cze$¢ wolnego aminokwasu, czy tez aminokwasu
wbudowanego w czasteczke biatka.

Przyjmujgc hipoteze koordynacji dwoch grup imidazolowych z zela-
zem w hemoglobinie, za ktéra przemawiajg powyzej przytoczone fakty,
nalezaloby spodziewa¢ sig, ze widmo HbNO powinno by¢ rowniez iden-
tyczne z widmem absorpcyjnym hemochromu histydynowego lub pilo-
karpinowego poddanego dzialaniu NO. W rzeczywisto$ci widma te roz-
nia sie wyraznie od siebie. Dla rozwiazania tej sprzecznosci wysuwamy
hipoteze, w mysl ktérej uktad imidazolowy histydyny w czasteczce glo-
biny reprezentuje tylko jedna grupe hemafilng. Drugie ugrupowanie
koordynacyjnie zwiazane z zelazem protoporfiryny nalezy do jakiegos
odmiennego od histydyny ukiadu, dotychczas nie zidentyfikowanego,
ktory okreslamy jako grupe X.

W mysl wysunietej przez nas hipotezy, sposéb reagowania hemo-
i hemiglobiny z NO przedstawimy schematycznie nastepujgco:

NO NO

imidazol Fett X imidazol Fe*t+ X

globina globina

Jak z powyzszego schematu wynika przyjmujemy, ze w hemiglobinie
tlenek azotu zajmuje miejsce koordynacyjne podstawnika X, wytwarza-
jac polaczenie, w ktérym zelazo znajdujace sie na +3 stopniu utlenie-
nia zwigzane jest z ukltadem imidazolu i z NO, Polgczenie to cechuje sig
smugami absorpcyjnymi przy 568 mu i 532 myu, przesuwajgcymi sie¢ w od-
powiednich warunkach w kierunku fioletu i zajmujacych polozenia
572 mp i 536 mu. Analogiczne polaczenie powstaje w toku reakcji hemi-
chromu histydynowego z NO, a bardzo podobne polgczenie z NO wy-
twarza réwniez hemichrom pilokarpinowy. Natomiast tlenek azotu rea-
gujac z hemoglobing zajmuje ‘miejsce koordynacyjne ukiadu imidazolo-
wego wytwarzajac polaczenie hemu, ktérego zelazo na +2 stopniu
utlenienia jest zwigzane koordynacyjnie z podstawnikiem X oraz NO,
cechujgce sie smugami absorpcyjnymi 576 i 542 mp. Oczywiscie polacze-
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nie to musi by¢ odmienne od produktu reakcji hemochromu histydyno-
wego lub pilokarpinowego z NO.

Jezeli nasz poglad na przypuszczalng strukture powyzej omawianych
polaczen jest stuszny,to na jego podstawie mozna by wyciaga¢ wnioski
dotyczgace podstawnikéow zwigzanych koordynacyjnie z zelazem w in-
nych hemoproteidach. Z badan naszych wynika, ze ferricytochrom b
reaguje z NO dajac produkt cechujacy si¢ widmem identycznym z wid-
mem polaczen NO z hemiglobing i hemichromem histydynowym. Na tej
podstawie mozna twierdzi¢, ze w cytochromie b jedna z grup hemafil-
nych jest ukitad imidazolowy histydyny. Druga grupa hemafilna cyto-
chromu b nie jest prawdopodobnie ukladem imidazolowym, ale nie jest
rowniez identyczna z podstawnikiem X hemoglobiny. Wniosek opieramy
na podstawie charakteru widma potgczenia ferrocytochromu b z NO, od-
miennego od widma HbNO.

Z badan nad cytochromem c nie dadza sie na razie wyciagna¢ zadne
wnioski, poniewaz w zwiazku tym wystepuje inna porfiryna, nie posia-
dajaca wolnych grup winylowych. Wiadomo z badan Drabkina (9),
ze roznica w budowie porfiryny wplywa na polozenie smug w widmie.

Katalaza i peroksydaza w postaci potgczenia z NO wykazuja wtasci-
we tylko sobie polozenie smug absorpcyjnych. Na tej podstawie mozna
przewidywaé¢, ze inne niz w hemoglobinie grupy skoordynowane sa
z ukladem hematynowym. Przewidywanie takie zgodne jest z badaniami
przeprowadzonymi na innej drodze (33, 34).

Polozenie smug absorpcyjnych w MyoHbNO jest w poréwnaniu z po-
lozeniem smug HbNO przesuniete w kierunku czerwonej czeéci widma,
analogicznie do przesuniecia smug MyoHbOs w stosunku do smug HbOx.
Natomiast widmo MyoHINO jest zblizone do widma HiNO (a wiec row-
niez potgczenia hemichromu histydynowego z NO) z tym jednak, ze jed-
na ze smug posiada nieco odmienne potozenie. Fakty te mogtyby by¢
rowniez wykorzystane dla poparcia koncepcji upatrujacej w MyoHb
tylko jedna grupe hemafilng w postaci ukiadu imidazolowego (25a, 22).
W przypadku myohemoglobiny sytuacja nie jest jednak tak przejrzysta
jak w przypadku poprzednio omawianych hemoproteidow.

Jak z powyzszych rozwazan wynika, badania widm potaczen NO ze
zwigzkami hematynowymi moga stuzyé¢ do okreélenia niektérych grup
hemafilnych. Dotychczas nie potrafimy jednak posuna¢ sie poza stwier-
dzenie obecnosci lub nieobecnosci uktadu imidazolowego w koordynacji
z Fe. Pewne wnioski dotyczace niektérych podstawnikéw mozemy wy-
ciggna¢ na drodze posredniej. Z badan nad hemochromem globinowym
wynika, ze podstawnik X nie jest w $rodowisku alkalicznym trwaty
i ze ulega stopniowo przemianom, Przemiany te zwigzane sa z powsta-
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waniem widma hemochromu globinowego, o ktéorym wiadomo z prac
Drabkina (8), ze catkowicie zostaje wytworzony dopiero po uplywie
ok. 80 minut. Rownolegle z powstawaniem hemochromu zmienia sig
spos6b reakcji z NO, Swiezo przygotowany roztwoér hemochromu wy-
kazuje po zadzialaniu NO widmo zblizone do widma HbNO, w miare
uptywu czasu widmo staje sie coraz mniej charakterystyczne.

Nalezaloby jeszcze zastanowi¢ sie nad wykazana w tej pracy zdol-
noscia NO do wytwarzania polaczen ze zwigzkami ferro- i ferrihematy-
nowymi, szczeg6lnie gdy uwzglednimy fakt, ze CO zblizony wilasnoscia-
mi do NO lgczy sie tylko z polaczeniami ferroporfirynowymi. Ttumaczy-
my ten fakt przypuszczeniem, ze NO moze dostarczy¢ do wytworzenia
wigzania 1 elektron nieparzysty albo 2 lub 3 elektrony, podczas gdy
CO moze dostarczy¢ jedynie jedna pare elektronéw. W ferriporfirynach
atom Fe wymaga 5 elektronow dla uzyskania pelnej konfiguracji kryp-
tonu, przy czym 2 e. dostarcza jeden z podstawnikow, natomiast 3 e.
moze dostarczy¢ jedna lub dwie czasteczki NO, co jest niemozliwe,
jezeli zamiast NO zareaguje z zelazem CO. Powstawanie potgczen z NO
da sie wiec uzasadni¢ w oparciu o teorie elektronowa zwigzkow kom-
pleksowych. Stwierdzone przez nas powstawanie dwoéch polaczen Hi
z NO (dos$w. I), ktére nie mogac znalez¢ innego wytlumaczenie okresli-
lismy jako Hi(NO). i Hi(NO), mozna uzasadni¢ w oparciu o teorie elek-
tronowa:

/ /
< NO
Koz || Helt : NO X:| Fe** | - NO
/ /

Konczgc omawianie wynikéw badan nad zwigzkami tlenkoazotowymi
polaczen hematynowych wydaje mi sie, ze zastluguje na uwage zary-
sowujaca sie mozliwo$é wykorzystania pomiaréw widm absorpcyjnych
do wyjasnienia charakteru grup skoordynowanych z ukladem hematy-
nowym. Ten spos6b postgepowania moze stanowi¢ nowa metode badan
nad grupami hemafilnymi hemoproteidow.

Kierownictwu Instytutu Ekspertyz Sadowych w Krakowie dziekuje
za umozliwienie dokonania oznaczenn na spektrofotometrze ,Uvispec'

Specjalnie gorace slowa podziegkowania skladam prof. doktorowi
B. Skarzynskiemu za czas poswiecony na przedyskutowanie ze
mng tej pracy i nadanie jej odpowiedniej formy.
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Streszczenie

Przedstawiono badania nad produktami dziatania tlenku azotu na
szereg polaczen hematynowych. Na podstawie uzyskanych wynikow
stwierdzono:

1) NO wytwarza polaczenia o charakterystycznym dwusmugowym
widmie zaréwno z hemo-, jak i hemiproteidami, oraz z hemo- i hemi-
chromami, natomiast nie powoduje zmian w widmach roztworéw wol-
nego hemu i wolnej hematyny.

2) NO wytwarza polaczenie o identycznych cechach widmowych
z hemiglobing, hemichromem histydynowym i globinowym oraz ferri-
cytochromem b. Zwiazek o bardzo podobnym widmie powstaje skutkiem
dzialania NO na hemichrom pilokarpinowy. Identycznos¢ widm pro-
duktéw dzialania NO na rozmaite polaczenia prowadzi do wniosku,
ze w zwiazkach tych sa skoordynowane obok NO te same ugrupowania
atomow.,

3) Z wniosku pod punktem 2 wynika, Ze na charakter widma
w zakresie widzialnym wptywaja tylko grupy bezposrednio skoordyno-
wane z zelazem danego ukladu hematynowego, nie wplywaja natomiast
cechy biatka, do ktérego nalezy grupa skoordynowana z zelazem.

4) Przedyskutowano mozliwo$é zastosowania badan spektroskopo-
wych dla wyjasnienia rodzaju grupy hemafilnej w czasteczce biatka
hemoproteidéw, dochedzac przy tym do wniosku, ze w hemoglobinie
i w ferricytochromie b tylko jedna grupa hemafilna jest reprezentowana
przez uklad imidazolowy histydyny.

5) Oznaczono stala rownowagi dla reakcji cytochromu ¢ z NO.
Stwierdzono, ze stala ta lezy w rzedzie wielkosci stalej réwnowagi
dla reakcji myohemoglobiny z CO.
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BO3JIEVICTBUE OKUCHU A30TA HA TEMATUMHOBBIE COEAVHEHWMS

Pezmowme

IIpeacTaBieHye MCCIEIOBAHMUA NPOAYKTOB BO3JEMCTBMA OKMCY as30Ta
Ha paAfA coeAmHeHwit reramuHa. Ha OCHOBaHMM ITOJIy4YEHHBIX Pe3yJILTATOB
JIOKa3aHo, 4TO:

1) ofpasyer coeamHeHMs, KOTOPHIM COOTBETCTBYET CIIEKTP C XapakKrep-
HBEIMM JIByMS II0JI0CaMM, KaK € TeMO- TaK M ¢ FeMMIIPOTeMJamMy, a TaKkKe
C reMO- ¥ reMMXpOHaMM, HO OH He BBI3BIBAeT M3MEHEHMII B CIIEKTpax pa-
CTBOPOB cBOGOAHOrO reMa u cBoOOZAHOroO remMaTuHa.

2) obpa3yer COeAMHEHMUdA, KOTOPBIM COOTBETCTBYIOT TOXK/ECTBEHHBIE
CBOJCTBA CHEKTpa, ¢ IeMUIJOOMHOM, TEMMXPOMOM TMCTMAMHA ¥ TII00MHA,
a Tagxke xKeygesu-muroxpom b. CoeayHeHMe, KOTOPOMY COOTBETCTBYeT
OYeHb IIOXO0XKMIt CrieKTp, obpasyercs BcaeacTBue neiictBua NO Ha remu-
XpoM IDuIOKapmuHa. Ha OCHOBaHMM TOXKJAECTBa CIIEKTPOB IIPOAYKTOB
BoszeiicTBua NO Ha pa3imyHBIe COeAVHEHMA MBI 3aKJIOYMIIM, YTO B 9TUX
coenHeHNAX BMecTe ¢ NO KOOpPAMHMPYIOTCA Te-3Ke IPYIIILI aTOMOB.
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3) W3 BeiBoga Ne 2 caenyer, 4TO Ha XapakTep CIIEKTpPa B Ipefesiax BU-
JIMMOCTY BJMAIOT JIMING TPYINIbI, HEMOCPEACTBEHHO KOOPAMHMPOBAHHEIE
C JKeJIe30M IaHHOM CMCTEMBI IeMaTHHa, HO He BJMAIOT cBoiicTBa Geiska,
K KOTOPOMY OTHOCUTCA KOOPAMHMPOBAHHAf C KeJIe30M IpyIIa.

4) Ob6cyzkanack BO3MOXKHOCTh IPYMEHEHMS CIIEKTPOCKONMYECKMX MC-
cIIe0BaHMi I BBICHEHMA Buja reMacuIIbHONM IPyNIIbl B YacTule beaka
reMOIIpOTeNOB, IpudeM OBLI ceJlaH BBIBOJ, YTO B reMOIJIOOMHE M B 3Ke-
Jesu-uuronpoMe b oxaHa Jmub reMadMIbHAA TIpynna IpeACTaBJeHa
CHCTEMO} MMMAA30JIOBOTO TMCTHMAMHA.

5) Omnpenesena 6bLTa IMOCTOAHHAA PAaBHOBECHMA AJIA PEAKLMM LUTOXPO-
ma ¢ ¢ NO. YeraHOBJIEHO, YTO 9Ta IOCTOAHHAA HAXOAUTCA B PAAY BEINYMH
TIOCTOSHHOM paBHOBeCHA AJA peakumy mmoxemorisobuna ¢ CO.

THE EFFECT OF NITROGEN OXIDE ON HEMATIN COMPOUNDS
Summary

Studies on the reaction products of nitrogen oxide on several hematin
compounds have been presented. The following conclusions have been
made:

1. NO forms with hemo and hemiproteins as well as with hemo and
hemichromes complexes, showing characteristic two bands in the
spectrum, This phenomenon is not observed when NO acts on the
solutions of free hemo and hematin.

2. NO complexes with hemoglobin, histidine hemichrome, globin he-
michrome and ferricytochrome b possess identical spectra. The re-
action product of NO with pilocarpine hemichrome shows also a very
similar spectrum. The identity of the spectra suggests the participa-
tion of the same atom groupings.

3. It can be concluded from the above results, that groups directly coor-
dinated with the iron atom of a given hematin system are responsible
for the observed characteristics of the visible part of the spectrum.
Protein to which belongs the group coordinated with the iron shows
no effect whatever on the spectrum.

4. Possibilities have been discussed of applying spectroscopic investi-
gations for eluciding the character of hemaphilic group in the protein
moiety of hemoproteins. It has been shown that only one hemophilic
group in hemoglobin and ferricytochrome b is represented by the
imidazole grouping of histidine.

5. Equilibrium constrant for the reaction of cytochrome ¢ with NO has
been estimated: the value being of the same order as the one charac-
teristic for the reaction of myohemoglobin with CO.

Otrzymano 21.II1.1955
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