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Metabolizm adrenaliny i noradrenaliny od do§¢ dawna przycigga uwage
wielu badaczy. Szczegodlnie wazng role odgrywa tu mechanizm inakty-
wacji tych hormonoéw w ustroju.

Inaktywacja moze przebiega¢ droga ustalenia enzymatycznego i reakcji
nieenzymatycznych. Reakcje enzymatyczne i nieenzymatyczne moga prze-
biega¢ nastepujaco: '

1. Utlenienie grupy aminowej przez aldehyd 3,4-dwuhydroksyfenyio-
glikolowy do kwasu 3,4-dwuhydroksyfenyloglikolowego.

2. Utlenienie grup hvdroksvlowych i zamkniecie pierscienia indolowego
przez adrenochinon lub leukoadrenochrom do adrenochromu i melaniny.

3. Metvlacja m-grupy hydroksylowej i ewentualnie dalsze utlenienie
grupy aminowej przez metoksyvadrenaline do kwasu 3-metoksy-4-hydro-
ksvfenvloglikolowego.

4. Ekstryfikacja p-grupy nvdroksylowej glownie kwasami siarkowym
i glukuronowym.

5. Addycja aldehydéw z grupa aminows.

6. Utlenienie grupy hydroksylowej lancucha bocznego pod wplywem
dehydrogenazy adrenalinowej do adrenalonu, a nastepnie utlenienie grupy
aminowej adrenalonu przez 3,4-dwuhydroksyfenvloglioksal do kwasu
3,4-dwuhydroksyfenyloglioksalowego, ktory pod wplywem dekarboksy-
lazy przechodzi w aldehyd pirokatechinowy, a ten ulega z kolei utlenieniu
do kwasu pirokatechinowego. '

W dotychczasowej dostepnej nam literaturze spotkaliSmy wiele prac
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zajmujacych sie¢ enzymatycznym utlenieniem adrenaliny. Niestety wsrdd
autoréw panuje pewien chaos, jesli chodzi o nazwe tych enzyméw jak
i sposo6b ich dzialania. W zwiazku z tym, opierajac sie na pracach dotvch-
czasowych [1, 2, 3, 16, 17, 18] i badaniach wlasnych ulozyliSmy nastepu-
jacy podziat czynnikéw inaktywujacych adrenaline:

A. Utleniajgce do adrenochromu.

I. Enzymatyczne.

a) Miedzioproteidy: 1) monofenoloksydaza (tyrozynaza), 2) polifenolo-
ksydaza (ceruluplazmina, lakkaza).

b). Zelazoproteidy: 1) peroksydaza, 2) ferrytyna, 3) oksydaza cytochro-
mowa (cytochrom ag).

II. Nieenzymatyczne.

1) Jony metali ciezkich.

B. Utleniajace grupe aminowa.

I. Enzymatyczne.

1) Monoaminoksydaza.

C. Reakcje r6zne (dzialanie enzymatyczne czy tez nieenzymatyczne
dotychczas nie calkowicie wvjasnione).

1) Tworzenie metoksy-pochodnych — prawdopodobnie na skutek dzia-
fania katecholo-o-metylotranferazy.

2) Wbudowanie do bialek.

3) Przylaczanie aldehydéw.

4) Estryfikacja.

Z posréd wyzej wymienionych inaktywatoréw adrenaliny najwieksze
dzialanie katalizujace wywieraja: polifenoloksydaza (ceruloplazmina),
monoaminoksydaza, oksydaza cytrochromowa oraz jony metali ciezkich.
Dziatanie pozostatych czynniké6w jest bardzo znikome i praktycznie przy
oznaczaniu 4 powyzszych katalizatoréw w osoczu krwi in witro nie od-
grywa zadnej roli [16, 18].

Celem niniejszej pracy jest oznaczenie aktywno$ci polifenoloksydazy
(ceruloplazminy) lgcznie z monofenoloksydazg (tyrozynaza), monoamino-
ksydazy i oksydazy cytochromowej oraz wplywu metali ciezkich w ma-
tych ilosciach osocza krwi, przy uzyciu jako substratu adrenaliny.

Z dotychczas znanych prac jedng z najstarszych jest metoda Zellera
przy uzyciu metody manometrycznej Warburga. Metoda ta jest malo do-
kladna i skomplikowana, obejmujaca ogolnie oksydazy. Jednym z pierw-
szych badaczy, ktéry prébowal rozdzieli¢ dzialanie na adrenaline poszcze-
golnych oksydaz jest Pekkarinen. Oznaczajgc aktywnosé oksydazy cyto-
chromowej i aminoksydazy pomija on dzialanie polifenoloksydazy oraz
nie bierze pod uwage tworzenia sie melaniny. Humoller w swojej pracy
myli aminooksydaze (wyrazajac jej aktywno$¢ w jednostkach ceruloplaz-
miny) z polifenoloksydaza, przy czym uzywa jako substratu dwuetylo-
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parafenylenodwuaminy, czego nie mozna odnies¢ calkowicie ilo$ciowo do
dzialania enzymu na adrenaline. Substratu p-fenylenodwuaminy uzywa
Koscielak przy elektroforetycznym oznaczaniu aktywnosci ceruloplazminy
postugujac sie metoda Ravina. Leach z kolei w swojej pracy nie bierze pod
uwage samoistnego rozpadu adrenaliny, oraz wplywu metali ciezkich,
przy czym oznaczajgc aktywno$¢ calej grupy enzymatycznej utleniajgce]
adrenaline do adrenochromu podaje ja jako ceruloplazmine. Nakajima,
uzywajac wyodrebnionych enzymoéw stwierdzil, ze transferyna nie utlenia
adrenaliny in vitro, natomiast tyrozynaza (monofenoloksydaza) znacznie
silniej utlenia adrenaling in vitro, niz wyodrebniona ceruloplazmina szcze-
golnie przy wyzszych wartosciach pH (do 100 razy przy pH 7,4), co jed-
nakze przeczy zalozeniom klasyfikacji enzyméw, gdyz monofenoloksy-
daza (tyrozynaza) wykazuje niskie powinowactwo do polifenoli, jakim
jest adrenalina. By¢ moze blad tkwi tutaj w samych preparatach cerulo-
plazminy i- tyrozynazy, jakimi poslugiwat sie Nakajima, ktéry nie
uwzglednia takze tworzacej sie w procesie utleniania melaniny, ani roli
monoaminooksydazy.

Wszystkie powyzsze metody charakteryzuje oprécz tego duza ilos¢ ma-
terialu wyjsciowego, najmniej 1 ml surowicy, uniemozliwiajaca pobranie
materialu od malych zwierzat do§wiadczalnych i z palca od czlowieka.

Zaletami nizej opisanej przez nas metody jest mala ilos¢ materiatu
wyjéciowego (od 0,02 ml do 0,12 ml pelnej krwi w zaleznosci od tego czy
oznacza sie wszystkie enzymy czy tylko jeden) oraz prosta aparatura i tok
postepowania.

Poszczegdlne grupy enzyméw oznaczano drogg réznicowania, oznaczajac
kolorymetrycznie jako produkt koncowy roézowo zabarwiony adreno-
chrom. Réznicowanie to przeprowadzano blokujac dzialanie poszczegdl-
nych katalizatoré6w organicznych i nieorganicznych przez odpowiednie
substancje chemiczno-farmakologiczne jak: cjanek potasu, wersanian
sodu, iproniazyd. Dzialanie tych inhibitoréw znane jest od dawna i sze-
roko opisane w literaturze [9, 14, 16].

METODYKA

Odczynniki. 1. Bufor fosforanowy izotoniczny o pH 6,00 [12]. 2 50 mg"/o roztwor
adrenaliny (50 mg adrenaliny rozpuszcza sie w 10 ml 0,1 N HCl4 uZupehua wodg do
100). 3. 0,25 roztwoér zelazicjanku potasu. 4. 4% roztwér wersenianu sodu, 5. 10 mg®/e
roztwor cjanku potasu. 6. 0,4% roztwor iproniazydu (marsylldu) 1. 3% roztwér WOdY
utlenionej. 8. 0,2%o roztwér azydku sodu. 9. 0,056 N HCI.

Aparatura. Fotometr Pulfricha. Ultratermostat Hopplera. . coo :

Oznaczenie. Do probéwki wiré6wkowej o pojemnosci 20 ml odpxpetowu;e si¢’ 16 ml
buforu fosforanowego pH — 6,00 i 0,16 ml pelnej krwi (lub odpowlednio mniej, gdy
oznacza sie mniej enzyméw) pobranej z palea. Zawartosé probéwki wiruje sie przez
Acta Physiologica Polonica — 59
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5 minut.przy 3000 obr./min. Ptyn z nad krwinek dekantuje si¢. Do 9 probowek odpi-
petowuje sig kolejne (tab. 1):

o Tabela 1

Bufor pH-6,00 1) .. 04 | 03030210201 — | 24]23
Bufor z osoczem 2) 2 |2 2 {2 |2 |2 |2 | —|=
Wersenian sodu 3) =t —=1]ot|otjor|ol|o0] — | —
Cijanek potasu 4) . — — — —_ 0,1 0,1 0,1 — —
Iproniazyd 5) ' — - = =] =] =]o1 | — ] =

Buffer pH 1); Buffer with plasma 2); Sodium versenate 3); Potassium cyanide 4); Iproniazid 5).

Do probéwek A, B, C, D, E, F, G dodaje sie po 0,1 ml adrenaliny i po 2 krople
wody utlenionej i inkubuje si¢ przez 30 minut w temp. 37°C w ultratermostacie
Hopplera, Przed samym oznaczeniem dodaje si¢ do probéwki S 2 krople wody utle-
nionej i 0,1 ml zelazicjanku potasu, a do probéwki H 0,1 ml roztworu adrenaliny,
2 krople wody utlenionej i 0,1 ml Zelazicjanku potasu. Celem sprawdzenia, czy
w zwigzku z uzywaniem wody utlenionej nie ma sie do czynienia z aktywnoscig
peroksydazy, przeprowadzono badania w warunkach identycznych, jakich uzywaliSmy
w niniejszej pracy nad aktywnoscig enzymatyczng osocza.

Przeprowadzone préby (przy uzyciu benzydyny) stwierdzity, ze w tych warunkach
aktywnos$¢ peroksydazy osocza nie istnieje. Réwniez w dostepnej nam literaturze nie
znalezliSmy wzmianek o istnieniu peroksydazy w osoczu.

Po inkubacji dodaje sie do probdéwek: B, D, F, G po 0,1 mi zelazicjanku potasu.
Do wszystkich probéwek dodaje sie po 0,1 ml roztworu azydku sodu w celu zaha-
mowania reakcji enzymatycznych i po 0,1 ml 0,05 N HCl w celu stabilizacji utworzo-
nego adrenochromu i kolorymetruje sie na fotometrze Pulfricha w mikrokuwetach
5 cm o objetosci nie wigkszej niz 2 ml przy uzyciu filtru o maks, absorpcji 500 my,
wobec buforu, Wartosci roztozonej adrenaliny poszczegolnych probowek wyhcza sie
wedlug wzoru: .

50 - E

Eg

E = wartos¢ ekstynkcji probki badanej, Eyg = warto$é ekstynkeji probki S lub od-
czytuje sig z krzywej kalibracji.
Aktywnoéé enzymatyczng poszczegdlnych enzyméw wylicza sie wedlug wzoréw:
Rozklad nieenzymatyczny D—B + A —C
Poli~ i monofenoloksydaza H—G + E
Oksydaza cytochromowa C—E + F—D
~Monoaminooksydaza G —F
.-Nieutleniona adrenahna B-— (S + A)
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Sporzadzanie krzywej kalibracji.
.Do 8 probdéwek odpipetowuje si¢ po 1 ml roztworu adrenaliny o zawartosei: 1, 5,
10, 15, 20, 30, 40, 50 gamma adrenaliny, 1,5 ml buforu fosforanowego pH — 6,00, 0,1 ml
selazicjanku potasu, 2 krople wody utlenionej i po 2 minutach dodaje sie do wszyst-
kich prob6éwek po 0,1 ml roztworu azydku sodu i 0,1 ml 0,05 N HCL Do préby Slepej
dodaje sie zamiast adrenaliny eczysty bufor i reszte odczynnikéw jak wyzej. Wartosé
ekstynkeji préby $lepej odejmuje sie od wartosci ekstynkeji poszezegélnych probek.
Krzywa wykreSla sig przez oznaczenie na osi rzednych ilosci adrenaliny w gamma,
a na osi odcietych wartosci ekstynkeji.

Obliczanie aktywnodci poszczegdlnych enzymow.

Jezeli oznaczymy og6lng ilo§¢ dodanej adrenaliny przez H.

Utlenienie nieenzymatyezne do adrenochromu na

. . do melaniny nm

) przez oksydaze cytochromows do adrenochromu ¢a

» przez oksydaze cytochromowsg do melaniny cm
przez poli- i monofenoloksydaze do adrenochromu fa
' przez poli- i monofenoloksydaze do melaniny im
przez monoaminoksydaze a
Pozostalg ilo§é wolnej adrenaliny w
to:
w probOowce A zmierzymy adrenochrom powstaly z utlenienia nieenzymatycznego
oraz utlenienia przez oksydaze cytochromowa i poli- i monofenoloksydaze.

Probka A=ny + ¢+ fa

W probce B po dodaniu zelazicjanku potasu bedziemy mieli to samo co W probece A
i wolng adrenaline.

Prébka B=n, + ¢y + T w

W prébee C przez zablokowanie wersenianem sodu metali cigzkich zmierzymy.
adrencchrom powstaly z utlenienia adrenaliny przez oksydaze cytochromowsa i poli-
i monofenoloksydaze.

Probka C= ¢y + £,

W probee D po dodaniu zelazicjanku potasu bedziemy mieli to samo co w proébce C,
wolng adrenaling oraz te ilo§¢ wolnej adrenaliny, z ktérej, gdyby -nie bylo werse-
nianu powstalby adrenochrom n, i melanina nm.

Prébka D=1c¢, + fs + w+na+nm .

W prébee E przez zablokowanie utleniania nieenzymatycznego oraz oksydazy cyto-
chromowej cjankiem potasu bedzie tylko adrenochrom powstaly z utlenienia adrena-
liny przez poli- i monofenoloksydaze.

Probka E = {,

W probee F bedzie to samo co w prébee E, lecz po dodaniu zelazicjanku potasu
utleniona adrenalina bedzie zawiera¢ adrenaling w, adrenaline nieutleniong przez
metale ciezkie do adrenochromu n, i do melaniny nn oraz adrenaling nieutleniona
przez oksydaze cytochromows do adrenochromu c; i do melaniny Cm.

vPrébkaF=fa+w+na+nm+ca+cm ]

W probee G bedzie to samo co w prébee F, lecz dojdzie jeszeze adrenochrom po-
wstaly z adrenaliny nieutlenionej przez monoaminooksydaze na:skutek zablokowania
jej iproniazydem. T e LR

59+
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Prébka G=Fy+w+n;+nm+c+em+a

Prébka H zawiera calg ilosé dodanej reakcji adrenaliny, od ktorej po odjeciu
zabarwienia dodanego zelazicjanku potasu (probka S) otrzymuje sie 50 gamma adre-
naliny.

Z wyzej podanych wzoréw wynika:

G —F = a (aktywno$é monoaminooksydazy),

D—B = ny (utlenienia nieenzymatyczne do melanin),

A —C =n, (utlenienie nieenzymatyczne do adrenochromu),

H—G = fn (utlenienie przez poli- i monofenoloksydaze do melaniny),

E = f, (utlenienie przez poli- i monofenoloksydaze do adrenochromu),

C—E = ¢; (utlenienie przez oksydaze cytochromows do adrenochromu),

F—D = cn (utlenienie przez oksydaze cytochromows do melaniny),

B—A = w (ilo§¢ nieutlenionej adrenaliny).

Poniewaz w tym wypadku réznicujemy prébki z zelazicjankiem potasu i bez zelazi-
cjanku potasu, nalezy jeszcze odjgé od prébki B wartosci prébki S to:

w=B—(A+8S)

Z wzoréw tych wynika ze:

Utlenienie nieenzymatyczne=D—B -+ A-—C
Aktywnosé poli- i monofenoloksydazy = E+ H—G
Aktywno$é¢ oksydazy cytochromowej = C—E+F —D
Aktywno$é monoaminoksydazy = G —F

Ilos¢ nieutlenionej adrenaliny = B — (A + S).

Ogdlna ilo$¢ rozkladu adrenaliny przez osocze krwi po dodaniu adrenaliny nie-
utlenionej powinna wynosi¢ 50 gamma (ryc. 1).

Poniewaz w naszych odznaczeniach nie stwierdziliSmy w osoczu krwi ludzkiej
dzialania unieczynniajgcego adrenaline przez monoaminooksydaze (wartosci przez nas
uzyskane lezaly w granicach bledu metody), dlatego aktywno$é pozostatych enzymow
mozna okreslié na podstawie tylko 6 probéwek:

A, B, C, E, S, H, gdzie:
utlenienie do adrenochromu przez poli- i monofenoloksydaze = E
utlenienie do adrenochromu przez oksydaze cytochromowa = C—E.,

Utlenienie do adrenochromu przez jony metali ciezkich = A —C, Ogélng ilosé
adrenochromu, ktéry przeszedt w melaning 50 — B + S, Z ilosci tej mozna obliczyé
utlenienie do melaniny przez poszczegélne enzymy wg wzorow:

0—B +85)-(A—C) L A
A dla jonow metali ciezkich

(50—B + S)*E
A

B0—B+S)-(C—E) .
A dla oksydazy cytochromowej.

dla poli- i monofenoloksydazy

OMOWIENIE WYNIKOW

Przy opracowaniu mikrometody oznaczania adrenalinooksydaz w osoczu
krwi koniecznym bylo uzycie jak najmniejszej ilosci krwi oraz ustalenie
optymalnych warunkéw unieczynnienia adrenaliny. Zmusilo nas to do
przebadania poszczegdlnych parametrow jak: temperatura, stezenie bu-
foru, pH $rodowiska, czas inkubacji i stezenie substratu.
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Ilos¢ materialu wyjéciowego w opisanej przez nas metodzie wahala si¢
od 0,02 do 0,12 ml pelnej krwi, w zaleznosci od tego czy oznacza sie
wszystkie enzymy, czy tylko jeden. Ta mala iloé¢ krwi umozliwia pro-
wadzenie badan na malych zwierzetach doswiadczalnych. Badania prze-
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Ryc. 1. Diagram przedstawiajacy iloé utlenionej adrenaliny w poszczegdinych proéb-
kach A, B, C, D, E, F, G i H. Pola odpowiednio zakreskowane przedstawiaja dzialanie
poszczegdlnych enzymdéw i dzialanie utleniania nieenzymatycznego, natomiast pole
niezakreskowane przedstawia ilo§¢ adrenaliny utlenionej przez Zelazicjanek potasu.

Fig. 1. Diagram representing the quantity of adrenaline oxidized in samples A, B,
C, D, E F, G, and H. The differently dashed areas represent the action of the
various enzymes and non-enzymatic oxidation: the unshaded area shows the amount

of adrenaline oxidized by potassium ferricyanide. - :

prowadzaliémy w 37°C. Krew dodawali$my do buforu fosforanowego
o stezeniu izotonicznym. PrzebadaliSmy aktywnos¢ enzymatyczng osocza
w zakresie pH 5,8—7,6. Maksimum utlenienia do adrenochromu zacho-
dzilo w pH — 6,0 Srodowisko zasadowe katalizuje do dalszego silniej-
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szego utlénienia- adrenaliny do melaniny. Ze wzgledu na najbardziej ko-
rzystne warunki oznaczania w maksimum utlenienia adrenaliny do adre-
nochromu badania przeprowadzono w pH = 6,0 (ryc. 2). :
Przebadali§my zaleznoié aktywnoSci enzymatycznej osocza od czasu
inkubaciji (ryc. 3). v
W miare wzrostu czasu inkubacji wartoéci §lepych préb malaly. Jed-
nakze w pierwszych 10 minutach inkubacji szybkosé¢ utlenienia w prébie
$lepej byla wyzsza niz w prébie badanej. Odnosi sie wrazenie, ze w osoczu

S0r

= e — Adrenochrom
—— { melanina

40r

Jor

170

- groztoZ.gdrenaling
S
1

560 65 66 7 H 76

Ryc. 2. Zalezno$¢ utleniania adrenaliny od pH
$rodowiska.
Fig. 2. The relation between oxidation of adre-
naline and pH of the medium

znajduja sie pewne czynniki chronigce adrenaline przed utlenieniem nie-
enzymatycznym. W dalszych minutach wartosci prob $Slepych malaly
wskutek dalszego utlenienia adrenochromu do bezbarwnych zwigzkéw,
stanowigcych produkt posredni w powstawaniu melanin. Podczas jedno-
godzinnej inkubacji optimum utlenienia adrenaliny do adrenochromu byto
w 30 minucie. Szybkos¢ utlenienia adrenaliny u poszczegélnych osobni-
kow byla rézna, a optimum bylo miedzy 15 a 45 min. Ilo§¢ unieczyn-
nionej adrenaliny przez osocze krwi wahata sie w granicach 15 a 25 mikro-
graméw adrenaliny po 30 minutach inkubacji. W miare wzrostu czasu in-
kubacji ilos¢ unieczynnionej adrenaliny przez osocze wzrasta. Czas inku-
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bacji ustalono na 30 minut, w tym bowiem czasie osigga sie optimum
utlenienia adrenaliny do adrenochromu. :

Przebadano zalezno$é aktywnosci poszezegélnych enzym6w od ilosci do-
danego substratu (ryc. 4).

Aktywnosé oksydazy cytochromowej nieznacznie zmniejsza sie w miare
zwickszania ilosci dodanej adrenaliny. Aktywnosé oksydaz fenolowych
werasta powoli, osiagajac maksimum przy 20 gamma dodanej adrenaliny
i dalszy dodatek adrenaliny nie wplywa juz na zmiang ich aktywnosci.
Utlenienie nieenzymatyczne wzrasta szybko osiagajac swoje optimum
przy 30 gamma dodane] adrenaliny. Ilos¢ utworzonej melaniny wzrasta

151
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3 —~
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T o = Adrenochrom e Adrenochrom { melanina

] I f { i

} D
5 0 56 30 45 60
————— (zas inkubacji w min.
Ryc. 3. Zalezno$é aktywnoéci enzymatycznej osocza od czasu inkubacji.

Fig. 3. Relation of enzymatic activity of the plasma to the time of incu-
bation.

w miare wzrostu iloici dodanej adrenaliny. Do badan uzywano 50 y adre-
naliny jako ilo§¢ naszym zdaniem optymalng. Na podstawie badan wla-
snych mozna przypuszczat, ze utlenienie adrenaliny przez ciala katalizu-
jace osocza nastepuje gléwnie w kierunku adrenochromu wedtug drugiego
typu reakcji. Utlenienie to przebiega prawdopodobnie przez stadium po-
érednie czego dowodem jest stosunkowo powolne utlenienie adrenaliny
do adrenochromu zelazicjankiem potasu. Pewien wplyw ma tu réwniez
pH srodowiska. Nie mozna dokladnie okreslié, czy produktem przejscio-
wym jest adrenochinon, ktory przez utworzenie pier§cienia indolowego
przechodzi w adrenochrom, czy nastepuje tu wpierw zamkniecie do
ukladu indolowego z wytworzeniem leukoadrenochromu, a nastepnie
przejicie do adrenochromu. Wytworzony adrenochrom w zaleznosci od
pH $rodowiska przechodzi szybciej lub wolniej w oksoadrenochrom zwia-
zek bezbarwny, ktory jest prawdopodobnie monomerem ‘melanin. Poli-
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meryzacja jego do melaniny, zwigzku o brunatnym zabarwieniu jest bar-
dzo powolna (kilka tygodni). Zaleznosé szybkosci przechodzenia adreno-
chromu w oksoadrenochrom od pH ilustruje ryc. 5.

W miare wzrostu pH zwieksza sie szybko$¢ przechodzenia adreno-
chromu w oksoadrenochrom, Srodowisko kwasne stabilizuje wytworzony
adrenochrom: Poniewaz metoda oznaczania aktywnosci adrenalinooksydaz

“oparta jest na mierzeniu ekstynkcji rézowo zabarwionego adrenochromu
stabilnos¢ wytworzonego adrenochromu osigga sie przez dodanie do pré-

ot ~—— Melanina
——~ Utl.nieenzym,
------ Dks.cytochromowa
—-— Uks. fenolowe
Ir
]
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——— )~ dodanej adrenaliny

Ryc. 4. Zaleznos¢ aktywnosci poszczegblnych enzymow
od ilo$ci dodanego substratu (adrenaliny).

Fig. 4. Relation of activity of the various enzymes to
the quantity of substrate (adrenaline) added.

bek 0,1 ml 0,056 NHCI, czyli przez zakwaszenie Srodowiska. Zakwaszenie
to musi nastapi¢ po utworzeniu adrenochromu, dlatego w prébkach, w kto-
rych utleniamy adrenaline zelazicjankiem potasu dodaje sie roztwor HCL
po 2 minutach od dodania zelazicjanku potasu.

Liczba oséb, u ktérych oznaczano aktywnogé enzymatyczng osocza krwi
(10 0sdb) jest zbyt mala by mozna bylo dokladnie ustalié normy aktyw-
nosci poszczegélnych enzyméw. Jest jednak godne uwagi, ze u wszystkich
badanych aktywnosé monoaminooksydazy w stosunku do adrenaliny byta
tak mala, ze lezala w granicach bledu metody. Nie wiadomo, czy mono-
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aminooksydaza osocza ludzkiego ma istotne znaczenie w inaktywacji adre-
naliny. Dotychczasowe prace dotyczace oznaczania aktywno$ci mono-
aminooksydazy w osoczu krwi byly oparte badz to na zastosowaniu innych
substratéow jak: p-fenylenodwuamina lub N,N-dwumetylo-p-fenyleno-
dwuamina, badz tez nie brano pod uwage bardzo szybko tworzacego sie
z adrenochromu monomeru melanin. Odrebnym zagadnieniem jest zdol-
no§¢ unieczynnienia adrenaliny przez pluca jelita, nerki i trzustke. Za-
chodzi wiec potrzeba badan na tkankach. Ciekawe byloby zastosowanie
jako substratu noradrenaliny.

| pH 58

10 pHED
0

< o

7 04

A 25 5 75 0
————— (zas w minutach

-
3

Ryc. 5. Zalezno$é szybkosci przechodzenia adrenochromu w substancje macierzysta
melanin (oksoadrenochrom) od pH sSrodowiska.
Fig. 5. Relation of the rate of transformation of adrenochrome into the maternal
substance of melanin (oxoadrenochrome) to the pH of the medium.

Dokladno$é metody oznaczono wielkoscig $redniego bledu pojedynczego
pomiaru ze wzoru dla oznaczen réwnoleglych, gdzie d = roéznicy wyni-
k6w oznaczen réwnoleglych, n = liczba par oznaczen réwnoleglych. Z po-
danego na tabeli 1 zestawienia rezultatow 9 oznaczen réwnolegtych,
osobno dla utlenienia nieenzymatycznego, utlenienia przez fenoloksydazy
i oksydaze cytochromowa wynika, ze najwieksza dokladno$¢ uzyskuje sig
dla oznaczen aktywnosci fenolooksydaz (1,68%) mniejsza dla utlenienia
nieenzymatycznego (4,44%), za$ najmniejsza dla oznaczen aktywnosei
oksydazy cytochromowej (18,9%0). Ten ostatni duzy blad spowodowany
jest przede wszystkim nieznaczng aktywnoécia oksydazy cytochromowej,
a tym samym malym jej znaczeniem jesli chodzi o surowice ludzks. Przy-
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uzyciu czulszych apafatéw pomiarowych (spektrofotometr) btad ten be-
dzie odpowiednio mniejszy.

Tabeia 2
Nr Utlenienie Poli- i mono- Oksydaza
N kp_l. 1) nieenzymatyczne 2) fenolooksydaza 3) cytochromowa 4)
1 18,67 17,71 1647 16,84 2,41 1,80
2 18,67 18,89 16,47 16,68 2,41 1,86
3 18,67 17,36 16,47 16,75 2,41 3,02
4 19,47 17,54 20,18 19,30 2,33 2,05
5 19,47 19,73 20,18 20,13 2,33 2,08
6 19,47 17,56 20,18 20,22 2,33 2,68
7 18,47 18,92 17,42 17,96 1,42 1,69
8 18,47 17,51 17,42 17,12 1,42 2,18
9 18,47 17,86 17,42 17,56 1,42 1,12
Utlenienie nieenzymatyczne 2)
' za: L
c =+ = 0,85 Sredni biad 5) % = 4,44
2(m—1)
Poli- i monofenoloksydaza 3)
za s
6= + —— = 0,30 Sredni blad 5) 9% = 1,68
2(n—1)
Oksydaza cytochromowa 4)
2d® .
¢ = 4 = 0,36 §redni blad 5) % = 18,91
2(n—1)

Bxpt. No 1); Non-enzymatic oxidation 2); Poly- and Monophenoloxidase 3); Cytochrome
oxidase 4); Mean error 5).

A. HAcunvcxu, B. Tuibypuux

KOJIOPUMETPUUECKUI MUKPOMETO] OMNPEINEJIEHUS AKTUBHOCTH
ATIPEHAIVHOOKCHIA3 B KPOBJAHOM ITJIASME

Codepocanue

PaspaGoTan MHKpOMETOZ oONpeeNicHAsA aKTHBHOCTH (DEHOJIOOKCHIA3, HUTOXPOMOBOH OKCH-
Ja3bl, aMHHOOKCHU/IA3bI 3 TaKyKe HEeIHSHMATUUECKOTO OKHCIICHUSI B KPOBAHOR ILIA3ME HPH IpH-
MEHEHMM KaK cybcTpara ajgpeHasmpa. OTAesibHBIE I'DYINIBI SH3UMOB ONPENE/IAIMCh IMyTeM Jud-
<bepeHImanyuy, Ha OCHOBAHMY KOJIOPHMETPHYECKH ONpeelsieMOil PO30BOM OKPAcKH aApeHOXpOMa,
SABJIIIOIIETOCA OCTATOYHbIM NPOAyKTOoM peakmun. JuddepeHnmanmsa mpoBogunace myrtem 6i0-
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KHMPOBKM JeACTBHA OTACJIbHBIX SHIUMOB COOTBETCTBEHHBIMH (DAPMaKOJIOTO-XHUMHUYECCKUMI - [IPE~
napaTamy KaK: IMAHWCTBIR Kajui, BEpCCHHAT HATpusi, unponuaszuf. InA wErEGANMM SH3U-
MaTHUeCKON peaKiuy yIIOTpeOIIsy a3uy] HATPHA, & VI CcTabUII3aIMK TOIyYeHHOTO ajpeHoXpoma
TIPUMEHAJIOCh 3aKHCIIEHUE CPefibl 0,05 N HCIL '

OnpeeNicHMs] TPOBOAMIACH Ha doromerpe IlyTedpuxa B MHKPOKIOBETAX 5 CM I1pu npume-
HeHun (UIBTPA TPH MAKCHMYM aGcopBuyu 500 MM B NPHCYCTCTBAM ¢ocdarooro Gydepa
pH — 6,0. Onpenesumuch ONTAMAIBHEIC YCIAOBHA He#Tpaar3ayuy afpeHanHa IasMoil KpOBH
[yTeM aHATM3a OTJC/BHBIX IapaMeTpOB KaK: TeMIeparypa, KOHIEHTpalusa 6ydepa, pH cpensl,
CpOK MHKYCaIwH ¥ KOHICHTpaluiu cyOcrpara.

B mccrenoBaHusax Tipumensncsa dochaTHbIA Oydep H3OTOHHUECKHX KOHIIEHTpauuit ~[pu
pH = 6,0. Muxybauus IpOBOJMIACE B temmeparype 37°C B TeueHMH 30 MHUHYT. K npoGam Kak
cyBerpaT npuGaBIAMM afPEHAIHH B KOJM4ECTBE 50 Y 1 2 xamwm 3%, pacTBOpa NEPEKACH BOJO-
poma. FccnepoBanus NpOBOJMIKCH HA KPOBSTHOM Ma3zme 4desIOBEKA.

Ha OCHOBAHMM HCCIICHOBAHUI MOXKHO TpPEMIIONATaTh, UTO OKMCIICHUE ajJipeHaNMHa KaTaamusa-
TOpaMH IJIa3MbI JIPOMCXO[UT TIABHBIM o6pasom myTeM OGpPAa3OBaHMA aAPEHOXPOMA, KOTOPBIH
B sasuckmocta or pH cpenpl ObICTpee HIM ME[UICHHEE NEPEXOAUT B menanuH. Kucimas cpeaa
cTabimsupyeT 06pasOBAHHBIN aJPEHOXPOM. AKTHBHOCTD MOHOSMMHOOKCU/a3bl ObINa TaK HE3HA-
YMTeNBHA, UTO TOMEINANIACH B IIpEMleNiaX OUMOKY METOAa.

MOKHO NpEeMooraTh, YTO MOHOAMHHOOKCHAA3BI KPOBAHOH IUIA3MBbL UEJOBEKA HE HMCIOT
OCHOBHOTO 3HAUEHHS IPH MHAKTUBAaLpy afpeHannHa.

A. Jasiniski, W. Tyburczyk

A COLORIMETRIC MICROMETHOD FOR ESTIMATING ACTIVITY OF
ADRENALINE OXIDASES IN BLOOD PLASMA

Summary

A micromethod was developed for estimating activity of phenol oxidases, cyto-
chrome oxidase, aminooxidase, and non-enzymatic oxidation in blood plasma, employ~
ing adrenaline as substrate. The different groups of enzymes were determined by
means of differentiation and colorimetric estimation of pink-colored adrenochrome
as the end-product. Differentiation was carried out by blocking the action of the
various enzymes by means of appropriate chemical and pharmacologic agents, such
as potassium cyanide, sodium versenate, and iproniazid. The enzymatic reaction was
terminated with sodium azide; stabilization of adrenochrome fromed was achieved
by acidifying the medium with 0.05 N HCl.

The determinations were made with a Pulfrich photometer in 5 cm. microcuvets
and a filter with maximum absorption at 500 my in phosphate buffer of pH 6.0.
The optimum conditions for inactivation of adrenaline by blood plasma were studied
by investigating the different parameters such as temperature, concentration of
buffer, pH of the medium, time of incubation, and concentration of substrate.

A phosphate buffer of pH 6.0 and isotonic concentration was employed in the
investigations. Incubation was carried out at a temp. of 37° during 30 minutes. Adre-
naline in amounts of 50y, and 2 drops of 3 per cent hydrogen peroxide were added
to the samples. The studies were performed with human plasma. On the basis of
the results it may be supposed that oxidation of adrenaline by catalytic substances
in the plasma occurs chiefly with formation of adrenochrome, which is next trans-
formed into melanin more or less rapidly, depending on the pH of the medium. In
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-an_acid medium the adrenochrome is stabilized. Monoaminooxidase activity was
very slight, lying within the limits of error of the method. It seems that monoamino-
oxidase in human plasma does not play an important part in the inactivation of
adrenaline.
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