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Pierwsze prace nad oznaczaniem hydrazydu kwasu izonikotynowego
(INH) i jego pochodnych w moczu przy pomocy chromatografii bibulowe]
pojawily sie w tym samym roku (1951), w ktorym doniesiono o przeciw-
pratkowym dzialaniu tego zwigzku. Pisali na ten temat Kodicek i Redd:
(1951), Huebner (1951), Cuthbertson i Ireland (1952), a nastepnie Cuthbert-
- son, Ireland i Wolf (1953).

Autorzy ci stosowali chromatofrafie wstepujaca i zstepujacg, a uzywali
ukladow: propanol: woda 4:1, n-butanol: woda (4:1), metyloetyloketon —
kwas octowy — woda (49:1:50), n-butanol nasycony 1,5 N amoniakiem,
metyloetyloketon — amoniak (1:1). Obiektem badan byl przewaznie mocz
liofilizowany, rzadziej §wiezo pobrany. Czesto zamiast chromatografii sto-
sowano niskowoltows elektroforeze moczu w odpowiednim buforze, co
daje dobre wyniki, poniewaz nastepuje tu jednoczesne odsalanie badanej
probki.

Uzyskane przez cytowanych autoréow wyniki, a takze ogdlne zasady me-
chanizméw detoksykacji, pozwalaja przypuszczac, ze ustrdj zamienia te-
rapeutycznie czynng posta¢ leku (INH) w pochodne, wsréd ktorych bardzo
slabym dzialaniem na pratki odznacza sie pochodna acetylowa.

W S$wietle tego interesujgce jest stwierdzenie, ze jakkolwiek cytowani
wyzej autorzy wsrod pochodnych INH wymieniajg pochodng acetylows,
a nawet pcdaja liczbowe dane o niej, nie mozna spotkac w ich pracach
ani sposobu identyfikacji chromatograficznej tej pochodnej, ani iloscio-
wego oznaczenia.

Pierwszg metode identyfikacji tej pochodnej przy pomocy chromato-
grafii wstepujacej w ukladzie n-butanol nasycony 0,5 N kwasem octowym
podajg Zamboni i Defranceschi (1954).

Niezbyt dokladne oddzielenie pochodnej acetylowej od INH ze wzgledu
na zblizone Rf., sklonilo nas do opracowania rozdziatu metabolitow INH
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w moczu, ze szczegolnym uwzglednieniem pochodnej acetylowej. Uzy-
skane wyniki majg duze znaczenie dla badan nad przebiegiem acetylacji
INH in vitro i wplywem roznych substancji na ten proces.

Celem niniejszej pracy bylo: 1) Opracowanie preparatyki moczu szczu-
row dla badan chromatograficznych metabolitow IHN. 2) Opracowanie
rozdzialu tych metabolitow, ze specjalnym uwzglednieniem wyraznego od-
dzielenia pochodnej acetylowej. 3) Wybor odpowiedniej aminy pierwszo-
rzedowej celem ostatecznego wywolania metabolitow INH na bibule, po
nasyceniu bibuly bromocyjanem. 4) Zidentyfikowanie otrzymanych me-
tabolitow.

MATERIAL DOSWADCZALNY I METODY

Do badan uzyto biale szczury, samce wagi od 290 do 360 gramoéw, w ogéblnej licz-
bie 25 sztuk.

1. Przygotowanie bibuty chromatograficznej

Uzywano bibuly Whatman nr 1, ktorg cieto na paski dilugosci 40 cm i szerokosci
20 cm. W naszym przypadku wysokos¢ chromatogramu przy preparatyce niedoso-
lonego moczu odgrywa dosy¢ wazng role. Chromatogramy rozwijano w dwulitro-
wych cylindrach miarowych, uszczelnionych plastelinga i plytkami Petri’ego. Po-
wierzchnia kolista, na ktérg nanoszono mocz miala $rednice od 0,6 do 0,7 cm.

2. Przygotowanie moczu

Szczurom bialym odzywianym normalnie podawano podskérnie 50 mg/kg INH
firmy Bayer, potem zwierzeta te nawadniano solg fizjologiczna, podajac ja w ilosci
stanowigcej 3%0 w stosunku do wagi ciata. Po podaniu leku i nawodnieniu zwierzeta
umieszczano na lejkach Buchnera. Mocz zbierano przez cztery godziny od czasu
podania leku. Na lejku zwierzeta otrzymywatly kawalek bialego buraka pastewnego.
Podawania marchwi zamiast buraka powoduje ciemne zbarwienie moczu, ktére prze-
szkadza przy chromatografii. Ilo§¢ moczu od jednegb szczura po upilywie 4 godzin
wynosita okolo 4 ml.

Uzycie do badan swiezego moczu nie dawalo rezultatéw mimo 30 do 40-krotnego
nanoszenia go na bibule po wywolaniu takiego chromatdgfamu otrzymywano bar-
dzo slabe zabarwienie jednego, wzglednie dwoch metabolitow INH. Dlatego mocz
zageszczano odparowujgc go do sucha pod lampa podczerwong, firmy Tungsram
model Infrasec E 27 H 9045, umieszczong w odleglosci 20 ¢m od parowniczki z mo-
czem.

Suchy osad moczu rozcienczano odpowiednia iloscia wody destylowane] otrzy-
mujgc stosunkowo gesta zawiesine. Zawiesine te nanoszono w ilosciach od 0,02 do
0,06 ml na chromatogramy i suszono pradem cieptego powietrza (,,fenem?”).

W niniejszej pracy odstgpiono od wskazéwek podrecznikéw chromatograficznych,
ktore mowig, ze substancja nanoszona musi dobrze wsigka¢ w bibule i ze bibula
W miejscu nanoszenia powinna by¢ sucha. Naniesiony gesty roztwoér moczu stanowil
po wysuszeniu krople mazi o konsystencji slabo wyschnietej olejnej farby. Taki
chromatogram wstawiano w odpowiedni uklad rozpuszczalnikow.
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3. Uktady rozpuszczalnikéw

W wyniku prowadzonych doswiadczen za najlepszy uznano uklad Huebnera
n-butanol nasycony 1,5N amoniakiem [8]. Réwniez korzystne okazalo sie stosowanie
n-butanolu nasyconego 3N amoniakiem i wprowadzonego przez nas ukladu n-buta-
nol nasycony 25% amoniakiem (c. wi. amoniaku 0,910), zaznaczany na chromatogra-
mach jako ukilad n-butanol nasycony stezonym amoniakiem. Wymienione uklady
daly bardzo dobre wyniki i stosowano je przez caly czas pracy, z wyjatkiem rozwi-
jania chromatograméw w ukladzie stabo kwasnym, co okazalo sie konieczne dla hy-
drazyny rozkladanej w $rodowisku alkalicznym.

4. Technika chromatografowania

Jednorazowe chromatografowanie w ukladzie wstepujacym nie dalo wynikow,
dlatego wprowadzono rechromatografowanie prébek. Po 28—29 godzinach chroma-
tografowania w temperaturze pokojowej wyjmowano chromatogram z ukladu, su-
szono na powietrzu i ponownie wstawiano na ten sam czas do komory chromato-
graficznej. Taka rechromatografie powtarzano czterokrotnie, jezeli nanoszono na
bibute duze iloSci moczu. Osiggano przez to bardzo dobre oddzielenie poszczegolnych
metabolitow INH i wyrazne ich zabarwienie po wywolaniu.

W toku doswiadczen przekonaliSmy sie, ze w przypadku chromatografii wstepu-
jacej wyjecie bibuly, suszenie i ponowne jej wstawienie do ukladu, daje lepsze wy-
niki, niz zostawienie chromatogramu w komorze na przeciag 58 czy wiecej godzin.

9. Metody wywolywania chromatograméw

a. Jako test barwny wybrano reakcje Koniga [12] dawang przez pirydyne i nie-
ktore jej pochodne z bromocyjanem. Czas wywolywania krystalicznym bromocy-
Janem w suchej komorze wynosil 45—50 minut.

Niektére pochodne INH dajg juz wtedy reakcje barwng. Nalezy zwré6ci¢ uwage,
aby konczy¢ wywolywanie chromatogramu natychmiast po wyjeciu go z kamery
nasyconej bromocyjanem, przez uzycie roztworu jakiej§ aminy pierwszorzedowej.
Przebywanie chromatogramu przez dluzszy czas poza komorg z bromocyjanem przed
wywolaniem ostatecznym przy pomocy aminy, daje po wywolaniu nig ostabienie
intensywnosci zabarwienia metabolitow na bibule. Jako ostatecznego wywolywacza
uzywaliSmy za Huebnerem benzydyny w 50°% alkoholu etylowym w stezeniu od
0,25% do 0.75"/0. Roztw6r benzydyny nalezy sporzadzi¢ tuz przed uzyciem, poniewaz
roztwory takie ciemniejg i dajg niewyrazne reakcje barwne.

Dla dobrego wyro6zniania plam nalezalo wybraé¢ odpowiedni sposob nasycania
chromatogramu roztworem aminy. Rozpylanie powoduje rozlewanie barwnych plam
metabolitéw, a po wysuszeniu, bibula jest centkowana przez nier6wnomierne roz-
mieszczenie wywolywacza. Najdogodniejsze jest rozlewanie wywolywacza na od-
tluszczong szybe, mozliwie najciensza warstwg, szybkie calkowite zwilzenie chro-
matogramu i szybkie jego zdjecie. Chromatogram suszymy w temperaturze poko-
jowej. Podgrzewanie chromatogramu do wyzsze] temperatury powoduje natych-
miastowe znikanie barwnych plam i ciemnienie calej jego powierzchni. Po wysu-
szeniu utrwalamy chromatogram przez zanurzenie w roztopionej parafinie. Parafina
nie powinna jednak byé zbyt ciepta, bo powoduje wtedy calkowite znikniecie plam
metabolitéw. Zresztg po pewnym czasie chromatogramy zaparafinowane takze traca
barwe.
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b. Metoda wywolywania chromatogramow przy pomocy chlorku pikrylu. Po roz-
winieciu i starannym wysuszeniu, zanurzamy bezposrednio chromatogram do eta-
nolowego roztworu 1% chlorku pikrylu (2-chloro- 1-3-5-trojnitrobenzenu). Nastepnie
suszymy na powietrzu. Po wysuszeniu wkladamy chromatogram do komory z pa-
rami amoniaku. Prawie natychmiast otrzymujemy barwne plamy nastepujacych
substancji: niebiesko-szare hydrazyny, szmaragdowo-zielone izonikotynoiloglicyny,
jasno-brazowe hydrazydu. Inne pochodne INH sg stabo zaznaczone na zoitym tle
chromatogramu.

c. Metoda uwidoczniania INH. INH moze by¢ wywolywany w sposob przedsta-
wiony wyzej, mozna jednak zastosowa¢ metode pozwalajacag na wybiorcze uwidocz-
nienie tego zwiazku, a opartg na wykorzystaniu jege wtlasciwosci redukujacych tj.
test srebrowy. Test ten uwidocznia INH i jest o wiele bardziej czuly od postepo-
wania z bromocyjanem.

Jako odczynnika wywolujacego stosujemy 0,2 ml nasycony AgNOgj rozpuszczony
w bezwodnym ocetonie (24 ml); jezeli w czasie rozpuszczania wytraci sie bialy osad,
to dodajemy nieco wiecej acetonu. Zanurzamy w tym roztworze chromatogram
i suszymy na powietrzu. Nastepnie 1 ml 40"/ NaOH rozpuszczamy w 20 ml alkoholu
metylowego i ponownie zanurzamy chromatogram w tym roztworze, po czym prze-
nosimy go na szybe i natychmiast kilkakrotnie pluczemy stezonym amoniakiem, az
bibula otrzyma naturalne zabarwienie. Jezeli odlozymy plukanie na okres dwdch
godzin wtedy zaczernienie plam przestaje by¢ swoiste, np. bardzo wyraznie zaczerni
sie acetylo-INH.

Przez caly czas plukania chromatogramu amoniakiem winien on dobrze przy-
lega¢ do szyby. To umozliwia bezposrednio ptukanie chromatogramu strumieniem
wody biezacej. Dobre przyleganie bibuly do szyby powoduje, ze mimo silnego stru-
mienia wody chromatogram zostaje niezniszczony i moze by¢ dobrze wyplukany.
Plukanie konczymy woéwczas, gdy kropla fenolftaleiny kapnieta na bibule przestaje
ja barwi¢. W ten sposéb na bibule otrzymujemy brazowe lub czarne plamy INH,
sg one trwale.

d. Wywolywanie przy pomocy waniliny. Ze wzgledu na to, ze niektorzy autorzy
[5, 6], uzywajag do wywolywania INH oraz jego metabolitdéw waniliny, zbadano jej
przydatnos$¢ do tego celu.

Jak wiadomo wanilina nie jest swoistym odczynnikiem na INH, daje ona barwne
reakcje z aminami pierwszorzedowymi i drugorzedowymi, kwasami hydroksamo-
wymi, z hydrazyna, hydroksykwasami, a takze z kwasami organicznymi, aldehydami
i ketonami (Bauer). Uzyta w 2% alkoholowym roztworze z dodatkiem paru kropli
stezonego H»SO4 barwi zanurzony w niej chromatogram jednolita z6tta smuga od
startu, az do umiejscowienia INH majacego w obranych ukladach najwieksze Rf.

e. Wywolywanie hydrazyny. W celu uwidocznienia hydrazyny chromatografo-
wano mocz w ukladzie: izopropanol — kwas mrowkowy — woda (80 :10: 10) przez
2 do 3 godzin. Chromatogramy wywolywane 1% odczynnikiem Ehrlicha (p-dwume-
tyloaminobenzaldehyd) w 50°9 metanolu z dodatkiem 10°0 kwasu solnego. Po uply-
wie 15—20 minut otrzymywano pomaranczowe zabarwienie hydrazyny. Hydrazyne
uwidoczniano takze przy uzyciu testu srebrowego. Najbardziej specyficznie uwi-
docznia hydrazyne 1°/» chlorek pikrylu w 96°s etanolu.

WYNIKI

Chromatografujac zageszczony mocz szczura w ukladach alkalicznych
zidentyfikowano w nim nastepujgce pochodne INH: 1) kwas izonikoty-
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nowy (b); 2) pochodna acetylowa INH (c); 3) INH (d); 4) izonikotynoilo-
glicyna (a). Otrzymane wyniki przedstawiajg ryc. 1 i 2.

W uktadach kwasnych wykryto hydrazyne, ktora znajduje sie w chro-
matografowanym moczu w minimalnych iloSciach, nie wigkszych od paru
mikrograméw w pobranej prébce.

Ryec. 1. Ryc. 2.

Ryc. 1. Chromatogram moczu szczura, ktéoremu podano INH. Rozwijano trzykrotnie
w ukladzie n-butanol nasycony stezonym (25°/0) amoniakiem. Pochodne INH ozna-
€zono przy pomocy reakcji z bromocyjanem i benzydyng (reakcja Koniga). Ziden-

tyfikowano nastepujgce metabolity: a — izonikotynoiloglicyna; b — kwas izoniko-
tynowy;*c — acetylowa pochodna INH; d — INH: e — niezidentyfikowany meta-
bolit INH.

Ryc. 2. Chromatografia kontrolna moczu szczura. Mocz rechromatografowano dwu-
krotnie w ukladzie n-butanol nasycony 1,5N amoniakiem, wywolany bromocyjanem
i benzydyna. Mocz kontrolny prébki 1 i 4 nie daje zabarwienia przy wywolaniu
chromatogramu. Prébki 3 i 4 pochodzg z moczu zwierzecia, ktére otrzymalo INH.
Mocz kontrolny nie dawat zabarwienia we wszystkich wywolywanych przez nas
chromatogramach. Mocz zwierzecia, ktéremu podano lek wykazuje obecnoéé: a —
izonikotynoiloglicyny; b — kwasu izonikotynowego; ¢ — acetylowa pochodna INH;
d — INH; e — pochodna niezidentyfikowana INH.

Acta Physiologica Polonica — 32
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Celem przekonania sie czy nie ma jakich roznic jakosciowych w meta-
bolitach INH w moczu zaleznie od czasu jego wydalania, zbierano oddziel-
nie mocz w czasie 2 godziny po podaniu lexu, miedzy 3 i 4 godzing po
podaniu leku. Mocz zbierany przez pierwsze 2 godziny oznaczamy 2h, mie-
dzy 3 i 4 godzing 4h, a mocz zbierany bez leku, jako kontrolny. W obra-
nych warunkach nie wykazano roéznic spowodowanych czasem pobrania
préobki moczu. Wywotanie chromatogramu metoda srebrowg pozwolilo na
uwidocznienie takich réznic (ryc. 3).

£ 4.8

Ryc. 3. Uwidocznienie hydrazyny w moczu zwierzat Kktére otrzymaly INH. Chro-
matogram moczu rozwijano w ukladzie izopropanol: kwas mrowkowy: woda (80:10:10).
Wywotano metodg srebrowa, celem uwidocznienia zwigzkéw redukujgcych. Probki
moczu zbierano w roznym czasie. a — przedstawia: 1 mocz kontrolny, 2 hydrazyna,
3,4 — mocz zwierzat, ktorym podano INH chromatografowany po uplywie 2 go-
dzin, widoczna hydrazyna (h”). b — przedstawia: 1,6 mocz kontrolny, 2,5 hydrazyna
syntetyczna (h), 3,4 — mocz zwierzecia, ktéremu podano lek zebrany po uplywie
4 godzin. — Na obu ryc. INH zaznaczono literg d. Na ryc. 1 i 2 widzimy zmniejszenie
po uplywie 4 godz. ilo$ci hydrazyny (K) oraz zanik prawie calkowity wolnego INH.

Mocz oznaczony 2h posiada zwigzki redukujgce jakich nie widzimy w in-
nych prébkach. Sg to INH i hydrazyna. Zwiazki te w ustroju zwierzecym
szybko zostaja rozkladane [2] i dlatego nie mozna ich uwidoczni¢ po uply-
wie 4 godzin.

Identyfikacje pochodnej b, ktora okazala sie kwasem izonikotynowym
oparto na dwoéch rodzajach deswiadczen. W pierwszym identyfikacje prze-
prowadzono wg Wenzla, ktéry stwierdzil, ze surowica krwi inkubowana
z INH rozklada go na kwas izonikotynowy o ile zachowane bedg pewne
warunki. Na chromatogramy z prébkami moczu nakroplono dla poréw-
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nania przesgcz uzyskany z odbialczonej jalowej surowicy bydlecej inku-
bowanej przez 3 godziny w 37° C z 1% roztworem INH w stosunku 2:1.
Wyniki ilustruje ryc. 4. Przykladem drugiego sposobu identyfikacji przez
poréwnanie z syntetycznym kwasem izonikotynowym jest ryc. 5.

W podobny sposéb zidentyfikowaliémy INH i jego pochodng acetylows.
Izonikotynoiloglicyne zidentyfikowano w sposéb nastepujgcy: po rozwi-
nieciu i wysuszeniu chromatogramu, wycieto krazki bibuly z miejsc, gdzie
znajdowala sie nieznana pochodna, bibule eluowano, eluat zageszczony
hydrolizowanc 5N kwasem solnym [15] przez 5 godzin. Hydrolizat zobo-
jetniony bezwodnym weglanem sodu nanoszono na bibule. Jeden z ‘chro-

Ryc. 4. Chromatogram identyfikacyjny
kwasu izonikotynowego. Chromatogram
moczu zwierzat, ktérym podano INH,
oraz surowicy inkubowanej z INH.
Mocz i odbialczony przesgcz rozwijano
dwukrotnie w ukladzie n-butanol na-
sycony stezonym amoniakiem. Wywo-
lywano bromocyjanem i benzydyna.
Probki przedstawiajg — 1, 2, 3, 5 i 6
mocz zwierzecia, ktére otrzymato INH:
4-nakroplone roztwory: INH, pocho-
dnej acetylowej INH oraz nieco moczu
zwierzecia, ktore otrzymalo INH. 7 —
odbialczona surowica, ktérg uprzednio
inkubowano z INH. Na ryc. widoczne
sa metabolity: a — izonikotynoilogli-
cyna; b — kwas izonikotynowy; ¢ —
acetylowa pochodna IHN; d — INH.

matogramoéw zawierajgcy jako probke kontrolng kwas izonikotynowy wy-
wolano bromocyjanem i benzydyng, drugi jako prébke kontrolng zawierat
glicyne i ten wywolano przy uzyciu 0,1%¢ ninhydryny w roztworze ace-
tonowym. Wykrycie na chromatogramach glicyny i kwasu izonikotyno-
wego pozwala stwierdzié, ze substancjg:eluowang jest izonikotymoilogli-
cyna. |

Metabolity wywolywane na chromatogramach dajg nastepujgce reakcje
barwne:

Acetylopochodna INH — zabarwienie zolte
INH — jasno-brgzowe
Kwas izonikotynowy — ciemno-niebieskie

Izonikotynoiloglicyna — roézowo-fijotkowo '
Wiadomo, ze kwas nikotynowy w réznych ukladach chromatograficz-
nych na podobne Rf., jak kwas izonikotynowy, lecz rozni sie zabarwie-
32*
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niem. Aby przekonac sie jakie zabarwienie ma kwas wywolany z naszego
ukladu i czy nie wystepuje obok izonikotynowego, sporzgdzono chroma-
togram czystych substancji obu kwaséw i poréwnano z kwasem izoniko-
tynowym w moczu zwierzecia, ktore otrzymato INH. Wyniki ilustruje
ryc. 6.

Ryc. 5. Pordéwnanie rozdzialu moczu
naturalnego z INH i moczu natural-
nego wzbogaconego metabolitami INH -
uzyskanymi syntetycznie. Chromato-
gram moczu Szczura rozwijano trzy-
krotnie w uktadzie n-butanol nasycony
15N amoniakiem, wywolany benzydyng
i bromocyjanem. Chromatogram miat
na celu ostateczne zidentyfikowanie
kwasu izonikotynowego. Probki przed-
stawiaja: 1 — mocz kontrolny do kto-
rego dodano INH, pochodne] acetylo-
wej INH, oraz syntetyczny kwas izoni-
kotynowy; 2, 3, 4, 5, 6 — przedstawiajg
metabolity INH w moczu: a — izoni-
kotynoiloglicyne; b — kwas izonikoty-
nowy; ¢ — pcchodng acetylowg INH Y,
d — INH. Na ryc. widzimy, ze substan-
cje syntetyczne majg nieco wieksze Rf.

Na podstawie chromatografii wykazano, ze kwas nikotynowy ma cha-
rakterystyczne czerwone zabarwienie i moze byé¢ na podstawie same]
barwy latwo odrdzniony od izozwigzku. A wiec, gdyby kwas nikotynowy
wystepowal Igcznie z izonikotynowym, to po rechromatografii méglby byc
w naszym przypadku uwidoczniony. W naszych doswiadczeniach kwas
izonikotynowy jest jednym z gtéwnych metabolitéw w organizmie szczura.
Ciekawe bylo wyjasnienie, czy podanie zwierzeciu znaczniejszych ilosci

1 Acetylowa pochodng INH otrzymano z Pracowni Syntezy Lekéw Instytutu
Gruzlicy w Warszawie.
2 Kwas izonikotynowy otrzymano z firmy , Motor” w Warszawie.
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tego metébolitu, po uprzednim podaniu INH moze spowodowaé zmiane
drogi metabolizowania leku. Celem przekonania sie o tym, podano kon-
trolnej grupie szczuré6w INH w normalnej dawce, a drugiej grupie szczu-
row, procz dawki INH podano dodatkowo 25 mg/kg kwasu izonikotyno-

Ryc. 6. Ryec. 7.

Ryc. 6. Uwidocznianie kwasu nikotynowego i izonikotynowego wystepujgcych po-
jedynczo i igcznie. Chromatogram zawierajgcy metabolity naturalne i syntetyczne
INH, rozwijano trzykrotnie w ukladzie n-butanol nasycony stezonym amoniakiem
wywolywany jak w przypadku rye. 5. Poszczegbélne probki przedstawiajg: 1 — mocz

zwierzecia, ktére otrzymalo INH; 2 — mieszanina INH, pochodnej acetylowej INH;
przesgczu surowicy inkubowanej z INH; 3 — syntetyczny kwas nikotynowy 1 izo-
nikotynowy nakroplono lgcznie; 4 — mocz kontrolny szczura z dodatkiem kwasu

izonikotynowego. Oznaczenia metabolitéw jak w innych chromatogramach, a — ozna-
cza kwas nikotynowy.
Ryc. 7. Wplyw kwasu izonikotynowego na metabolizowanie INH. Chromatogram
moczu rozwijany trzykrotnie w ukladzie n-butanol nasycony 1,5N amoniakiem.
Probki przedstawiaja: 1, 2 — mocz zwierzat, ktorym podano sam INH, 3, 4 — mocz
zwierzat, ktérym podano dodatkowo kwas izonikotynowy.

ego. W wyniku doswiadczenia nie stwierdzono w czasie 4 godzin od
chwili podania leku wystgpienia nowych pochodnych INH, stwierdzono
natomiast w poréwnaniu z warunkami kontrolnymi szybszg zamiane INH
na pochodng acetylowg, oraz pojawienie sie wiekszych ilosSci izonikoty-
noiloglicyny (ryc. 7).
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OMOWIENIE WYNIKOW

Stosujgc n-butanol nasycony roztworami amoniaku o réznym stezeniu,
otrzvmano wyrazny rozdzial pochodnej acetylowej od reszty metaboli-
tow INH. Proby z innymi ukladami nie daly pomyslnych rezultatow.
Z kolei waznym zagadnieniem w ostatecznym wywolywaniu chromatogra-
mow po nasyceniu ich bromocyjanem, jest dobér do tego celu odpowied-
niej aminy pierwszorzedowej.

Kodi¢ek i Reddi wywolujg chromatogramy stosujgc jako amine PAB.
Podobnie jak Cuthbertson i wsp. stwierdziliSmy, ze PAB daje wyrazng
barwe tylko z kwasem nikotynowym. INH i jego pochodne barwig sie
stabo przy pomocy tej aminy. Opierajgc sie na doswiadczeniach Zamboni
i Defranceschi ustalono, ze czas 4 godz. jest dogodny do zbierania moczu,
gdyvz po uplywie tego czasu mamy juz znaczne ilosci leku poza ustrojem
szczura (okolo 80%0 — 16). W czasie chromatografowania otrzymywalismy
okresowo pochodng e, ktérej ze wzgledu na brak syntetycznych metabo-
litow nie byliSmy w stanie okresli¢, nie ma wsrod niej z pewnoscig
N-N-izonikotynoilohydrazyny, ktérg po raz pierwszy wykazali w moczu
ludzkim, po podaniu INH, Kimming i Meyer-Rohn w 1954 r. Ze wzgledu
na stosowang technike rozwijania chromatograméw nie podajemy Rf{.
zwigzkow, a tylko zaznaczamy kolejno$¢ ich wystepowania.

Metoda wywolywania samego INH araoniakalnym roztworem azotanu
srebra podana przez El. Masri i wsp. w 1958 r. [7] okazala sie nie przy-
datna, kiedy ja stosowano po rozwinieciu chromatogramoéw z ukladow
amoniakalnych. W zwiazku z tym opracowano wlasng metode wywoty-
wania, ale opartg na tej samej zasadzie. Na podstawie oznaczonych me-
tabolitow, stwierdzamy dwie zasadnicze drogi metabolizowania leku: a i b
(ryc. 8).

By¢ moze zidentyfikowanie pochodnej e wykazaloby jeszcze inng droge.
Stwierdzone przez drogi metabolizowania leku wydajg sie by¢ zasadni-
czymi, gdyz pochodna acetylowa i kwas izonikotynowy sg najwybitniej
reprezentowanymi metabolitami. .

Stosujac uklady alkaliczne nie widzimy hydrazyny na chromatogra-
mach, gdyz jest ona nie trwata w srodowisku alkalicznym, dlatego w celu
jej uwidocznienia chromatografowano mocz w uktadzie: izopropanol —
kwas mrowkowy — woda. (80:10:10), wg danych niektérych autoréw hy-
drazyna w s$rodowisku slabo kwasnym jonizuje na NH-NH3", a dodatni
tadunek chroni jg przed rozpadem na amoniak.

O interesujgcej drodze rozpadu hydrazyny pisal Cedrangolo. Z powodu
malej specyficznosci testow na hydrazyne srebrowego i Ehrlicha wywo-
tywano chromatogramy dodatkowo przy pomocy chlorku pikrylu, test ten
daje pewnos¢, ze mamy do czynienia z hydrazyng. W niniejszej pracy
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o ilosci wystepujgcego metabolitu sadziliSmy na podstawie wielkosci plamy
oraz intensywnosci jej zabarwienia. Mimo wykonania okoto 120 chroma-
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Ryc. 8. Drogi metabolizowania INH w organizmie szczura bialego.

togramow nie otrzymalismy, jak badacze wloscy, 9 réznych metabolitow,
a wykrywano ustawicznie 4 pochodne z okresowym pojawianiem sie 5 nie-
zldentyfikowanej e.

Paniom: Elzbiecie Baliszewskiej i Marii Pa$ pragniemy zlozy¢ podzigkowanie za
pomoc techniczng przy wykonywaniu niniejszej pracy.

K. Odoticra
OBMEH THOPA3UIOA HM30HUKOTHUHOBON KHUCJIOTHI B OPTAHU3ME HKHBOTHDBIX
Coleporcanue

ABTOp paspalorama MeTOX NpenapupoBaBpA MOIH (eq0H KDPBICH M YyCIOBHA AAERTH-
¢AUHpPOBAHUA B BTON MOode MeTalOJHTOB THApa3HIa n30HUKOTHHOBON kKucaoThl (T'MHEK).
YTouHeHO XpoMaTorpaguieckoe pacnpejeiledne QI 9eTKOTO pasiejeHHsd MeTabO0IHTOB
I'MHK, a B 0co6eHHOCTH ero aueTHroBOM IPOH3BOIHOM. Pazpaforara MeTOAHKa IpPOAB-
JEeHHS. XPOMATOIPAMMOB, IPUMEHASA KpoMe 00l eNpA3HaHHbIX coGCTBEHHBIE MEeTOIBl IpPO-
saBrenuss I'MHK, ero ameruaoBol NPOWSBONHON M THApa3uHA. B KORIEHTPUPOBAHHOI
Mode Kpwic, koropbiM BBoguax I'MHK, o0HapykMBamuCh: aNneTHIOBAS NMPOH3BONHAA
I'HHK, rappasun, M30HMKOTHHOBAS KHCIOTA H30HMKOTHHOWIODIHLHH H He3MeHeHHBI

I'MHK.
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K. Obojska
ISONICOTINIC ACID HYDRAZIDE METABOLISM IN ANIMAL ORGANISM
Summary

Methods of preparing urine of white rats have bheen devised and conditions for
identifying in it INH metabolites, determined. Systems for accurate chromatogra-
phic separation of particular INH metabolites, especially its acetyl derivative, have
been compiled. Methods of developing chromatograms have been laid down, and
an own method added for demonstrating INH, its acetyl derivative, and hydrazine.
In the concentrated urine from rats treated beforehand with INH the following
metabolites have been derronstrated: INH acetyl derivative, hydrazine, isonicotinic
acid, isonicotinoilglycine, and unchanged INH.
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