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Influence of acridine cations on serum proteins
and some enzymes

1. Wstep
Celem niniejszej pracy bylo:

1. Przebadanie warunkéw powstawania polgczen migdzy bial-
kami surowicy a niektérymi barwnikami akrydynowymi,

&

Zastosowanie bparwnikéw akrydynowych do okreslania
zmian ilosciowych, zachodzacych w obrebie widma biatko-
wego surowicy os6b zdrowych, i

3. Przebadanie wptywu jaki wywierajg barwniki akrydynowe
. na niektdére enzymy.

Punktem wyjscia dla naszych doswiadczen byly badania
Gorodskajej (1), Ryzkowa i Smirnowej (2), w ktorych
zajmowano sie oczyszczaniem wirusa choroby mozaikowej tytoniu
przy pomocy riwanolu (2.5 diamino — 7 etoksy akrydyny), bada-
nia Hofejsi (3) omawiajace sposédb otr'zymania v-globulin
Z surowicy przy uzyciu riwanolu, oraz Quastela i Wheat-
lev'a (4), Manifolda (5), Specka i Evansa (6), Bowar-
nicka i Lindsaya, Hellermana (7 8, 9) i innych doty-
czace wplywu akryflawiny i atebryny na niektére enzymy, a takze
obserwacje wlasne, poczynione przy zastosowaniu riwanolu do ba-
dan chemiczno-klinicznych opisane w tymczasowym doniesie-
niu (10).
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2. Czes¢ doswiadczalna

Material doswiadczalny.

Badania wykonano, na:

A. Swiezej surowicy ludzkiej, wzglednie surowicy przechowywanej naj-
dluzej 24 godz. w temp. 4° C,

B. Albuminie surowiczej czlowieka wypreparowanej wg Cohna (11)
przez Instytut Hematologiczny w Warszawie.

C. Tzw Frakcji II-R/2 wypreparowanej wg Hoiejsi (3), skladajgcej
sie z f§ 1 y-globulin.

Do badan uzyto nastepujacych preparatow akrydynowych:

A. Rivanolu (2,5 diamino — 7 etoksyakrydyny) ,Bayer”.

B. Trypaflawiny (2.8 — diamino — 10 metylochlonoakrydyny) — ,Baver”.

C. Akryflawiny (mieszaniny 2,8 diaminoakrydyny — =z trypaflawing w sto-
sunku 3:1) — , Abbot”,

D. Atebryny (2-chloro-5-) dietylo — 1 metyl) butyl-amino — 7 metoksy-
akrydyny) — ,Bayer”. '

W pracy przyjeto nomenklature podang w podrgcznikach Gaedego (12)
i Mitchella (13).

Do badan enzymologicznych uzyto:

a. Ureazy ,,Squibb”,

b. Diastazy , Witte",

c. Trypsyny krystalicznej wypreparowanej wg Northropa (14).

d. Preparatu dehydrogemazy kwasu bursztynowego otrzymanego wg
Balla (15).

Badania chemiczno-kliniczne przeprowadzono na 146 osobach zdrowych
w wieku od 18 do 54 lat, przewaznie kobietach,

Metodyka badan

a. Biatka oznaczano ilosciowo metodg biuretowa w modyfikacji King-
sleya (16).

b. Badania elektroforetyczne przeprowadzono wg metody Flynn, da
Mavyo (17) w modyfikacji Krystosika (18) oraz wg '‘Slatera
i Kunkela (19).

c. Rejestracje optyczng proteinograméw wykonano wg Optla i wspél
(20) we wtasnej modyfikacji (21).

d. Zawarto$¢ procentowa poszczegolnych frakceji wyliczano planimetrycznie
tzw. metoda prostopadiych opisang przez Ardryégo (22).

e. Badania konduktometryczne przeprowadzono na konduktometrze wg
Kohlrauscha, stosujac metodyke opisang przez Zvonicka (23).

f. pH okreslano na pH-metrze F-my Radiometr 21 b z elektrodg szklanag
i kalomelowa.

g. Frakcje II-R oznaczano wg metodyki podanej w tymczasowym denie-
sieniu.

h. Aktywno§¢ ureazy okre$lano metoda mikrodyfuzji wg Slavika
i Smetany (24) we wlasnej modyfikacji (25).

i. Aktywnos¢ diastazy wg Wohlgemutbha (261
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j. Aktywnos¢ trypsyny wg Slavika i Smetany (27).
k. Aktywnos¢ dehydrogenazy kwasu bursztynowego wg Pihara (28).

2.3. Wyniki doswiadczen

2. 3. 1. Wplyw pH na wylrqcanie bialek surowicy riwanolem
uzytym w réznych stezeniach. ‘

Riwanol rozpuszczano w buforach cytrynianowych o pH 4,8,
52 i 6,4 oraz w wodzie. Bufory sporzadzono wg Sé.re'nsijna
{29). Riwanolu uzywano w zakresie 0,1 do 2,0%. pH wodnych roz-
tworow riwanolu wynosito 7,8—38,0. Roztwory riwanolu dawano do
surowicy w stosunku 5:1. Nastepnie, niezaleznie od tego czy pow-
stal osad czy tez nie, zawartos¢ probowki przesgczano przez gesty
sgczek uzywajac ponadto ,,Super-Celiu” jako srodka ulatwiajacego
sgczenie. W 1,2 ml. przesgczu oznaczono zawarto$é bialka metoda
biuretowq. Stwierdzono, ze przy pH 4.8 w calym zakresie uzytych
stezen riwanolu, nie powstaje osad, a zawartos¢ bialka w przesgczu

20 +-pH=48 X=-pH=6.4
O-pH =52 ©-pH=8.0

+y + + + F 00+ ng";,é’
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Ryc. 1.  Wplyw pH na wytracanie bialtek riwanolem w réznych stezeniach.
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wiaja sie albuminy. W stezeniach wyzszych frakcje zle-
wajg sie.

B. Akryflawina i trypaflawina: B i y-globuliny pozostaja
W przesgczu poczawszy od stezenia 0,02 M. Przy 0,05 M.
ponownie pojawiajg sie albuminy. Poszczegolne frakcje sa
dos¢ dobrze rozdzielone nawet przy stezeniu 0,1 M,

C. Atebryna w kazdym z uzytych stezen nie wytraca biatek
surowicy. (Ryc. 5, 6, 7, 8, 9, 10). (Tabl. I).

Tabela 1
Stezenie Riwanol Akryflawina Trypaflawina Atebryna
v M E E E E
(¢} 0.84 0.84 0.84 0.84
0.001 0.76 0.77° 0.76 : 0.82
0.01 0.15 0,26 0,26 0.81
0.02 0.15 0.15 0,17 0.81
0.05 0.20 0.31 . 0.30 0.80
0.08 0.42 0.9 - 0.40 0.81
0.1 0.53 0.57 0,56 0.81

Tabl, Nr I. Poréwnanie wytrgcajacego dzialania barwnikéw akrydynowych na
biatka surowicy przy stalym pH.

2. 3. 3. Wplyw pH na niewytrqcajqcqg sie barwnikami akrydyno-
wymi frakcje bialkowq surowicy.

Do trzech probéwek w ktérych umieszczono po 5 ml przesaczu
zawierajacego frakcje 1I-R dodano: do I:1 ml 1,0 n HCI; do Ti-giej;
1 ml 1,0 n NaOH; a do Ill-ciej: 1 ml wody. Z kazdej probki nanie-
siono na pasek bibuly Whatman Nr 4 i przeprowadzono badanie
elektroforetyczne. Nie stwierdzono-jakichkolwiek zmian w sktadzie
bialkowym poszczegélnych probek.

2. 3. 4. Wytrqcanie bialek surowicy 0,01 M roziworami barwni-
kow akrydynowych przy zmiennym pH.

Barwniki akrydynowe rozpuszczano w buforach cytryniano-
wych i boranowych sporzadzonych wg Sdérensona (29). Okre-
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Ryc. 10. Wytrgcanie biatek surowicy przy pH = 82.
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Ryc. 11, Wytracanie bialek 0,01 M roztworem barwnika,
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Tabela III
ontrola
xorcome| ¢, Ee: barw Riwanol Akryflawina Trypaflawina
stezenie] . of o 3 o
NaCl Jonowa g g © [kontrola
wytrac. P wytrac | wytrac, wytraca
vu A |vlaixa B |plaika| ° bilatka| © |biatka] ©
2.5 2.5 0 0.460 3.14 | 0,480 1.0 ) 0,480 1.0 0.475
1.d 1.0 [o] 0,450 5.3 0.470 1.0 0.480 1.0 0,475
0.5 0.5 0 0.420 11,5 0,465 2.1 0,460 3.15 0.475
0.1 0.1 o] 0.170 64,2 0,440 7.4 0.440 7.4 0.475
0.01 0.01 (4] 0,070 ‘85.3 0,140 70.6 0.140 70.6 0,475
0.001 0.001 (o] 0,070 85.3 0.10C 79.0 0.100 79.0 0.475

Tabl. Nr III. Wplyw NaCl na wytracanie bialek surowicy pochodnymi
akrydyny. Stez. barw. 0,01 M, pH = 7.8.

2. 3. 7. Wplyw innych soli nieorganicznych na wylrqcanie bialek

surowicy barwnikami akrydynowymi.

Doswiadczenia przeprowadzono tak samo, jak przy badaniu
wpltywu NaCl. Uzyto nastepujacych soli nieorganicznych: KCI,
CaClz, MgClz i FeCls. Stwierdzono, ze przy uzyciu réwnomolar-
nych roztworéw sole zawierajace dwuwartosciowe kationy zapobie-
gaja w wiekszym stopniu wytrgcaniu bialek surowicy przez barw-
niki akrydynowe niz sole zawierajagce jednowartosciowe kationy.
Trojwartosciowy jon Zelazowy zachowuje sie jeszcze nieco inaczej.
Uzyty w wiekszych stezeniach dziala wytrgcajgco na bialka suro-
wicy juz bez barwnika, a w stezeniach mniejszych, w ktérych
bialek surowicy nie wytraca, rowniez zapobiega wytracaniu bia-
tek surowicy przez barwniki akrydynowe i to w wiekszym stopniu
anizeli sole skladajace sie z dwuwartosciowego kationu. Nalezy
tutaj uwz%;lqdnié jeszcze wpltyw hydrolzy FeCls.

Roéznica w zachowaniu sie soli zawierajagcych roéwnowarto-
sciowe kationy wobec dzialania barwnikow akrydynowych na
biatka surowicy nie jest tak duza jezeli bierze sie¢ pod uwage sile
jonowg roztworu danej soli. Wplyw uzytych soli jest silniejszy na
dziatanie trypaflawiny i akryflawiny anizeli na dzialanie riwanolu.
(Tabl, IV, V, VI, VII).
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TabelelV, Vi VL

Kontr.,
Stezenie _Sila bez barw.] f?iwanol Akryflawina T Trypaflawina
EC1 jonowa

"M Vst % wytraconego biaika

0.5 1.5 0 1.1 2,0 2.1

0.25 0,75 0 19.0 3.1 3.6

0.1 0.3 0 62.0 7.4 7.3

0.01 0.03 (4] 82,5 732 73.8

Tabl. Nr IV. Wplyw chlorku potasowego na wytracanie bialek surowicy

barwnikami akrydynowymi. Stez. barw. 0,01 M, pH

= 8,0.

sgggggie ;i;ﬁa begogzg, Riwanol J:J;ryflawina r Trypaflawina
w M y2 . % wytrgconego biatka

0.5 1.5 o] 4] o] (o]

0.25 0.75 0 5.1 o] 0

0,1 0.3 o] 10.2 1.8 1.8
0.01 0.03 0 74,2 5.3 9.1

Tabl. Nr V. Wplyw chlorku wapniowego na wytracanie biatek surowicy

barwnikami akrydynowymi, Stez. barw. 0,01 M, pH = 7,8—8,0.
Stezenie | Sita Kog:;}\‘ve1 Riwanol Akryflawina Trypaflawina
MgCl2 Jonowa
w M 2 % wytraconego blalka

0.5 1.5 0 0 0 0

0.25 0.75 (o} 6.2 6,2 1.8

0,1 0.3 0 11.3 7.8 16.3

0.01 0.03 o] 75.3 51.9 53.0

Tabl. Nr VI. Wplyw chlorku magnezowego na wytracanie bialek surowicy

barwnikami akrydynowymi. Stez. barw. 0,01 M, pH = 7,8—8,0.

2. 3. 8. Rozpuszczanie wylrqconego przez barwniki akrydynowe
biatka w roztworach roéznych soll.

Przykladem bedzie doswiadczenie, w ktérym badano szybko$é
rozpuszczania si¢ wytrgconego riwanolem biatka surowicy w roz-
tworach soli zawierajgcych jedno, dwu i tréjwartosciowe kationy.
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Tabela VIIL

Rodza} Sita Exstynkcija Szybkoédé
elektroq jonowa I'0ZPuUszcz,
litu rozﬁzoru po 4 godz, po 24 godz.|po 36 godz. AE
KC1 0.1 0,000 0,018 0,030 00,0012
08012 0.3 0.012 0,072 0.110 0,0030
FeCl3 0.6 0,040 0,231 0.320 0,009
HC1 0.1 0,038 0,260 0,355 0,010

Tabl. Nr VIIL

Rozpuszczanie wytrgconego przez barwniki akrydynowe biatka

w roztworach réznych elektrolitow. Stez. elektrolitu 0,1 M.

2. 3. 9. Rozpuszczanje wytrgconego przez barwniki akrydynowe

biatka surowicy w roztworach soli o jednakowym Kkaticnie.

Wytrgcone przy pomocy riwanolu biatko po odwirowaniu
i dwukrotnym przemyciu w wodzie destylowanej rozpuszczono

0y
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100

i C-B8RRUN.-0.017 .
PH =71

® - RILUANOL
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Ryc. 15. Wplyw sily jonowej na wytracanie bialek surowicy
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w roztworach KCl1 i KHzPOus. Stwierdzono, ze szybko$¢ rozpuszcza-
nia zalezy od stezenia roztworu, ale jest niezalezna od tego czy roz-
puszczanie zachodzi w roztworze KCl czy KH:POs. (Ryc. 19).
(Tabl. IX).

Tabela IX.

Ekstynkcja
Steizenie A E
Kel w M po 4 godz. po 24 godz, po 36 godz. t
2.0 0,040 0.210 0,350 0.010
1.0 0,027 0,155 0.251 0.0062
0.5 0.022 0.130 0.200 0.0055
0.1 0.0 0.118 0.010 0.0012
Stezenie o 4 godz o 24 godz o 36 godz A E
mZPolJ»W N P & . P & . P g .
t
1.0 0.27 0,160 0.260 0,0064
0.5 0,20 0.110 0,185 0,0046
0.4 0.9 0.C25 0.040 0,0012

Tabl. Nr IX. Rozpuszczanie wytraconego riwanolem biatka surowicy
w roztworach soli o jednakowym kationie, pH = 7,1—7.2,

2. 3. 10- Badanie szybko$ci dyfuzji barwnikéw akrydynowych
w obecnosci surowicy do Srodowiska wodnego i do 10z-
tworu NaCl.

Doswiadczenie przeprowadzono z trypaflawing. Do woreczkow

celofanowych ,oznaczonych literami A, B, C i D dodano:

do A: 4 ml surowicy i 20 ml 0,01 M roztworu trypaflawiny
w wodzie.

do B: 4 ml surowicy i 20 ml 0,01 M roztworu trypaflawiny
w 0,25 M roztworze NaCl.

Dializowano wobec wody destylowanej.

Do C: 4 ml surowicy i 20 ml 0,01 M roztworu trypaflawiny

w wodzie.

Do D: 4 ml surowicy i 20 ml 0,01 M roztworu trypaflawiny

w 0,25 roztworze NaCl.

Dializowano wobec 0,25 M roztw. NaCl.
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Tabela X

- -

U x & a d y
Czas -
A B [+ D
0 0.000 0,000 0,000 0.000
154 0.040 0,045 0.045 0.035
601 0,070 0.085 0.130 0,070
2h 0.120 0,170 0.190 0,120
4 h 0,480 0.230 0.250 0,165
7h 0,270 0,27¢ 0,290 0;270
20 h 0,290 0.300 0,350 0,290

Tabl. Nr X. Szybkos$¢ dyfuzji trypaflawiny w obecnosci surowicy

04

0.3

2. 3. 11. Poréwnanie szybkoscj dyfuzji barwnikow akrydynowych
wchodzqcych w sklad niewytrqcajqcej sie frakcji bialek
surowicy i barwnikéw akrydynowych

wodnego i do roztworu NaCl.

oe-«"*
X-Fet*t*
+-H?

+‘*—

4 8 72 726 20 24 28 32 36
T v h

Ryc. 18. Wypieranie riwanolu przez kationy.

w wodzie,

do $rodowiska

rozpuszczonych
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Doswiadczenia przeprowadzono z riwanolem. Do 3 ml surowi-
cy dano 10 ml 0,3% riwanolu. Zawarto$s¢ proboéwki przesaczono
i 5 ml przesgczu nalano do woreczka celofanowego (A). Rowno-
czesnie zmierzono ekstynkcje przesaczu przy diug. fali 500 mp.
Do woreczka B nalano 5 ml wodnego roztworu riwanolu wykazuja-
cego te sama ekstynkcje co i przesgcz. Dializowano wobec wody
destylowanej. Szybko$¢ dyfuzji riwanolu rozpuszczonego w Wwo-
dzie jest znacznie wieksza niz riwanolu obecnego w przesaczu.

(Tabl. XT).

Tabela XI.
U k ¥ a d y
C 2z a s -
A B
0 0.000 0.000
154 0.040 0.06¢
60 ¢ 0.060 0.110
2n 0,140 0.220
4 h 0.160 0.275
7n 0.180 0.280
20 b 0.200 0.290

Tabl. Nr XI. Szybkos¢ dyfuzji riwanolu wchodzacego w sklad niewytracajacej
sie frakcji bialek surowicy i riwanolu rozpuszczonego w wodzie.

2. 3. 12. Badanie szybkosci dyfuzji trypaflawiny w obecnoscj al-
bumin.

Sporzadzono roztwdr albumin zawierajagcy 35 mg suchego
preparatu w 1 ml. Roztwér ten zmieszano z 0,01 M roztworem fry-
paflawiny w stosunku 1:5 (pH prébki = 8,0). Nie zauwazono po-
wstawania osadu. Zawartoéé probéwki dano do woreczka celofa-
nowego i dializowano wobec wody (A) i wobec 0,25 M roztworu
NaCl. (C). Kontrole stanowil roztwér samej trypaflawiny rozcien-
czony woda w stosunku 5:1 ktéry dializowano réwniez wobec
NaCl (D) i wody (B). Szybkos$¢ dyfuzji mierzono jak w doswiadcze-
niu 2.3.10. Okazalo sie, ze trypaflawina rozpuszczona w wodzie
dyfunduje szybciej na zewnatrz, anizeli trypaflawina zmieszana
z albuming surowicza. (Tabl. XII).
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Tabela XII
4 U kX ¥ a 4 y
Czas
A B c D

] 0 0 0 ]

307 0.110 0.115 0.120 0.090
2h 0.390 0.420 0.295 0,340
3h 0,460 0.500 0.345 0.365
4 h 0,480 0.560 o.vuoo 0.440
7h 0.500 0,590 0.‘1:80 0,470

Tabl, Nr XII. Szybkosé¢ dyfuzji trypaflawiny w obecnosci albumin.

2. 3. 13. Konduktometryczne miareczkowanie roztworu albumin
riwanolem,

Sporzadzono roztwor albumin zawierajacy 35 mg suchego pre-

paratu w 1 ml

10 ml tego roztworu dano do naczynka elektroli-

tycznego i zmierzono jego opor. Nastepnie dodawano mate porcje
0,01 M roztworu riwanolu i po dodaniu kazdej porcji mierzono

£
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Ryc. 19. Wypieranie riwanolu przez jon K+,
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2. 3. 14. Konduktometryczne miareczkowanie rozitworu riwanolu
albuminami,

0,005 roztwér riwanolu miareczkowano roztworem albumin
zawierajacych 17 mg suchego preparatu w 1 ml. Analogiczne mia-
reczkowanie przeprowadzono z roztworem NaCl wykazujgcym
opor 1500 Ohm. W obu roztworach miareczkowanie miato iden-
tyczny przebieg. (Tabl. XIV).

Tabela XIV.

Ilo$é dodanego Riwanol NaCl
roztworu albumin

Opér w ohmach

0 1.550 1.500
1.0 1,450 1,450
3.0 , 1.400 1.350
8.0 » 1,350 ) . 1,300

Tabl. Nr XIV. Konduktometryczne miareczkowanie roztworu riwanolu
albuminami. i

2. 3. 15. Badanie niektérych wiasnosci fizycznych barwnikéw akly-
dynowych.
a) Badanie wzglednej szybkosci wedrowki barwnikéw akry-
dynowych w polu elektrycznym.

0,01 M roztworu riwanolu, atebryny, akryflawiny i trypafla-
winy nakroplono na szeroki pasek bibuty Whatman Nr 4, na-
sigkniety buforem medinalowym sporzadzonym wg Holta,
o pH 3,0, albo 12,0. Pasek umieszczono w kamerze elektrofo-
retycznej i przepuszczono przez niego prad staly o napiegciu
113 V i natezeniu 4 MA w ciggu 16 godzin. Wykazano, ze
wszystkie uzyte przez nas barwniki akrydynowe wedruja
w kierunku katody z rozng szybkoscia. Kolejno$¢ wedrowania
jest nastepujaca:

Atebryna > Akryflawina = Trypaflawina > Riwanol
Zakwaszenie buforu przyspiesza wedrowke barwnika a zalka-
lizowanie zwalnia. (Ryc. 20, 21, 22).

b) Badanie przewodnictwa roztworow riwanolu, akryflawiny,
trypaflawiny i atebryny.
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Tabela XV,
Barwnik Riwanol Trypaflawina
Prébki 1 2 3 1 2 3
Stezenie w M 0,01 0,005 0.001 0,01 0,005 0,001

X przy 25 ¢ “'en™1 | 0.00042[ 0.00022 | 0.000044 0.00096 |0.00085 | 0.000093

¢ przy 25 C w82 " cm 2389 4545 22727 1042 2222 10725
Barwnik Akryflawina Atebryna
Prébki 4 2 3 1 2 3
Stezenie w M 0.01 0.005 0.001 0,01 0.005 0,001

X przy 25 ¢S Tem™? | 0.00096 | 0.00082 | 0.00092 | 0.00126 |0.00066 | 0.00015

9 przy 25 C w QL oem 1042 2381 10969 793 1515 6666

Tabl. Nr XV. Badanie przewodnictwa roztworéw barwnikéw akrydynowych.

2. 3. 16. Wplyw globulinowego preparatu 1I—R/2 na przebieg wy-
trqcania albumin barwnikami akrydynowymi.

a. Otrzymywanie preparatu II-R/2.

Do surowicy ludzkiej dodano 0,3% roztworu riwanolu w sto-
sunku 1:5. Powstaly osad usuwano przesaczajac przez gesty saczek
z dodaniem Supper-Cellu. Nastepnie przesacz zakwaszono do
pH = 6,4 odpowiadajacemu pustkowi izoelektrycznemu dla y-glo-
bulin i przepuszczano przez kolumne wegla aktywowanego.

Plyn po przejsciu przez wegiel aktywowany jest zupelnie kla-
rowny i calkowicie uwolniony od barwnika. Zawarto$¢ biatka jest
niewielka i nie przekracza 1% Oczyszczony w ten sposob plyn
daje sig do naczyn obj. ok. 500 ml i odparowuje pod proznig w nis-
kiej temperaturze. Otrzymany biaty proszek stabo rozpuszcza sie
w wodzie, jest natomiast dobrze rozpuszczalny w fizjologicznym
roztworze NaCl i daje sklaczkowanie z zawiesing kefalino-chole-
sterolowa. Badaniem elektroforetycznym wyliczono procentowy
sklad bialtkowy otrzymanego preparatu. (II-R/2):

B-globulin 33,3%¢
v-globulin 66,7%v.

Roztwor frakcji II-R/2 zadany 0,3% riwanolem w stosunku 1:5
czeSciowo sie wytrgca. (Ryc. 23),
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b. Wpiyw preparatu 1I-R/2 na przebieg wylrgcania albumin ri-
wanolem,

Sporzadzono roztwdér albuminy surowiczej w fizjologicznym
roztworze NaCl zawierajgcym 35 mg sproszkowanej albuminy
w 1 ml, analogiczny roztwér preparatu II-R/2, oraz roztwér zawie-
rajacy w 1 ml 35 mg albumin i 35 mg preparatu II-R/2. Roztwory te
zadawano 0,3% riwanolem w stosunku 1:5. Powstaly osad odsaczo-
no, a w przesgozu oznaczono zawarto$¢ bialek metoda biuretowa.
W doswiadczeniu tym udalo sie wykazaé, ze mieszanina albumin
i preparatu globulinowego II-R/2 jest bardziej podatna na wytra-
cajace dzialanie riwanolu anizeli jej sktadniki wystepujgce osobno.
Badaniem elektroforetycznym stwierdzono, ze wystepujagce w mie-
szaninie albuminy wytracajg sie riwanolem ,a wiec zachowuja sie
inaczej w poréwnaniu z albuminami wystepujacymi osobno w roz-
tworze. (Tabl. XVI).

Tabela XVI

Ekstynkcja Ekstynkecja
przed wytrace- po wytraceniu E, - E
Roztwdér|ijem E B 1
1 2

Albumina 0.220 0,210 0,010
Prep.II-R/2 0.080 0.060 0.020
Alb +II-R/2 0.300 0,100 0,200
Tabl. Nr XVI. Wplyw preparatu II-R/2 na przebieg wytrgcania albumin

riwanolem,

c. Wplyw preparatu 1I-R/2 na przebieg wytrqcania albumin :6w-
nowaznymi roztworamij riwanolu, akryflawiny 1 trypaflawiny.

Uzyto roztworu albuminy zawierajacego 70 mg sproszkowanej
albuminy w 1 ml i roztworu preparatu II-R/2 zawierajgcego w 1 ml
78 mg rozpuszczonej substancji. Preparaty biatkowe rozpuszczono
w fizjologicznym roztworze NaCl. Wytracanie przeprowadzono
0,01 M roztworami barwnikow przy pH = 79. Do wytrgcania
brano: 0,5 ml roztworu albuminy i 0,5 ml roztworu preparatu II-R/2
rozcienczonego w stosunku 1:2, 1:4, 1:8,
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gramach jest widoczne, ze przy zmniejszajacym si¢ stg¢zeniu prepa-
ratu II-R/2 w $rodowisku, coraz wieksza ilos¢ albumin pozosfaje
w roztworze. (Ryc. 24). (Tabl. XVII).

Tabela XVII

Kontrola Riwanol Akryflawina Trypaflavina
Roztwér bez barwnika T 7 7

E E wytrge, E wytrgc. E wytrac.

biatka bilatka biatka
A1b: « f1z3]  0.200 0,200 | 0.0 |o0.1955] 2.5 0.195 2.5
I1-R/2+f1z3] 0.085 o.080 | 3.8 |o0.070| 7.6 0.065 | 23.5
Alb+II-R/2 0.305 0.120 | 60,6 | 0.120] 0.6 0.120 | 60,6
AIDHI-R/2, 1 5 265 0.100 | 62.2 | 0.100| 62,2 [ o0.100 | 62,2
AMbAII-R/2, 1 0,240 0.150 | 37.5 | 0.150| 37.5 | o0.150 | 37.5
‘ub;,Ié’R/zv 0.230 0.165-| 28,2 | 0.170| 26.1 0.165 | 28.2

Tabl. Nr XVII. Wplyw preparatu II-R/2 na przebieg wytrgcania albumin
réwnoczasteczkowymi roztworami barwnikéw akrydynowych.

2. 3. 17. Okreélanie normalnej zawarto$ci tzw. frakcji I1I-R w suro-
wicy ludzkiej,

Frakcje II-R oznaczano w sposdb nastepujacy: 0,5 ml surowicy
zadawano 2,5 ml 0,3%¢ roztworu riwanolu i sgczono przez gesty
saczek lub wirowano na szybkich obrotach. 2,0 ml przesgczu prze-
noszono do probowki wirowniczej, rozcienczano do obj. 5 ml wodg
i znajdujace sie w przesgczu bialka wytrgcano 5 ml 10% kwasu
tréjchlorooctowego. Po odwirowaniu osad rozpuszczano w 1 ml 30%
NaOH. Nastepnie dodawano 1 ml 5%¢ CuSOs i uzupelniano woda.
do obj. 10 ml.

Po wytrzasnieciu zawartosci probowki jeszcze raz wirowano
i oznaczano ekstynkcje przesaczu. Zawartosc¢ biatka w % wyliczono
z krzywej kalibracyjnej.

Frakcje II-R biatka oznaczono u 146 zdrowych oséb.

Biatka catkowite Frakcja II-R

Sr. arytm, — 779 g 1,79 g%
Odch. stand. —_ 0,245 g% 0,146 g%
Wspolcz. zmien. —_— 3,1%y 8,04%

Biad standart. — 0,0205 g% 0,0122 g%

Wspolczynnik korelacji (r) miedzy poziomem biatek surowicy
a poziomem frakcji II-R wynosi:
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v
r= XY _ 066
Noyoy
gdzie x,y — odchylenie od $redniej. 5,5 sy — odchylenie stan-
dardowe. N — liczba oznaczen.

2. 3. 18. Wplyw barwnikéw akrydynowych na niektére enzymy.
a. Diastaza.

Roztwér diastazy uzyty do badan zawieral 10 mg preparatu
enzymatycznego w 1 ml. Enzym rozpuszczono w fizjologicznym
roztworze NaCl. Oznaczenia przeprowadzano przy pH ok. 7.0.
Aktywnos¢ roztworu enzymu wynosita 1024 j Wohlgemutha. Barw-
niki akrydynowe dodawano w ten sposéb, ze tg samg ilo$¢ dias-
tazy, co w kontroli, rozpuszczono w 0,01 M roztworze barwnika.
Preparat enzymatyczny rozpuszczal sie w roztworze barwnika cat-
kowicie. We wszystkich oznaczeniach substratem byla skrobia.
Stwierdzono, ze zaden z uzytych barwnikéw (riwanol, akryflawina,
trypaflawina, atebryna) nie wywieral wplywu na aktywno$é
diastazy.

b. Trypsyna.

3 mg krystalicznej trypsyny rozpuszczono w 1 ml 0,05 M
buforu fosforanowego. Substratem dla enzymu byla kazeina roz-
puszczona w 0,2 n NaOH. pH roztworu kazeiny wynosilo 8,2.
Aktywnos¢ proteolityczng enzymu mierzono oznaczajac réznice
ekstynkcji przesaczéw otrzymanych po zadaniu roztworu enzym-
substrat kwasem trojchlorooctowym przed i po inkubacji i wyko-
naniu na nich reakcji biuretowej. Im wieksza réznica ekstynkcji
tym wieksza aktywnosé proteolityczna enzymu. Probki enzymu
zadawano barwnikami akrydynowymi (atebryng, akryflawing, try-
paflawing i riwanolem) w ten sposéb, aby koncowe stezenie barw-
nika wynosilo od 0,01 M do 0,0001 M. Zauwazono, ze aktywnos¢
enzymu w calym zakresie uzytych stezen jest o 50%v nizsza nieza-
leznie od stezenia barwnika w danej probce. Wyjatek stanowi
atebryna, w obecnosci ktérej enzym wykazuje normalnag aktyw-
nos$¢, Stwierdzono takze, ze po zadaniu roztworu trypsyny barw-
nikami akrydynowymi nie powstaje osad. Osad powstaje nato-
miast po zadaniu barwnikami roztworu kazeiny. Atebryna nie
powoduje powstania osadu po zmieszaniu jej z roztworem kazeiny.
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c. Ureaza.

Do preparatu ureazy zawierajgcego 10 mg enzymu w 1 ml
30% alkoholu etylowego, dodawano barwniki akrydynowe w ste-
zeniach od 1 M — 0,001 M w stosunku 1:3 do catkowitej objetosci
roztworu.

Substratem byl mocznik. pH przy jakim badano aktywnos$é
ureazy wynosita ok. 7,2, Miara aktywno$ci enzymu byla iloéé
powstatego w czasie inkubacji amoniaku, ktéry wypierano przy
pomocy NaOH z roztworu. Wyparty amoniak dyfundowat w na-
czynku mikrodyfuzyjnym do kwasu siarkowego i jako siarczan
amonowy byt oznaczany ilosciowo odczynnikiem Nesslera. Stwier
dzono, ze barwniki akrydynowe hamujg aktywnosé¢ ureazy. Naj-
silniej hamujq akryflawina i trypaflawina a nieco stabiej riwanol.
Najstabiej hamuje atebryna. Zaden z uzytych barwnik6w nie rea-
guje w widoczny sposéb z mocznikiem. (Tabl. XVIII).

Tabela XVIII

Stezenie Riwanol T Akryflawina ' Trypaflawine l Atebryna
barwnika

wM % aktywnodei enzymu

0o 100 100 100 100
0,0001 96,4 69.5 90.7 100
0,0005 86.9 58,6 70.9 78.4
0.01 64,2 38.0 61,6 72.9
0.05 45.0 27.1 39.9 64,8
0.1 44,0 30.6 35.0 79.7
1.0 40,0 21.7 30.2 81.0

Tabl. Nr XVIII. Wplyw barwnikéw akrydynowych na ureaze.

Do mieszaniny mocznik — ureaza — barwnik akrydynowy
dodawano NaCl w roznych stezeniach. Stwierdzono, ze NaCl cze-
sciowo neutralizuje hamujgce dzialanie barwnikow akrydynowych.
Dzialanie NaCl jest szczegdlnie wyrazne wobec riwanolu. Dziala-
nie NaCl jest proporcjonalne do jego stezenia w mieszaninie.
(Tabl. XIX).
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Tabela XIX

Stezenie barwnika 0,1 M
Stezenle
NaCl Riwanol Akryflawina Trypaflawina
wM % aktywnodci enzymu
Kontrola
bez barwnika 100 100 100
0.3 66,0 40,7 41,6
0.6 71.7 46,5 66,7
1.5 71.7 46.5 €5.2
3.0 94.3 46,5 66,7

Tabl. Nr XIX. Wplyw NaCl na aktywnos$¢ barwnikéw akrydynowych
wobec ureazy.

d. Dehydrogenaza kwasu bursztynowego (SD).

Do badan uzyto preparatu dehydrogenazy kwasu bursztyno-
wego, otrzymanego wg Balla (15). Preparat ten oprécz dehydro-
genazy kwasu bursztynowego zawiera jeszcze oksydaze cytochro-
mowa i cytochrom-b. W stosowanej przez nas metodyce oznacza-
nia aktywnosci dehydrogenazy kwasu bursztynowego woksydaza
cytochromowa i cytochrom-b zostaja unieczynnione przez dodanie
do Srodowiska cjanku. Substrat dla SD stanowit bursztynian sodo-
wy. Oznaczenia przeprowadzono zawieszajac preparat enzyma-
tyczny w 0,01 M buforze fosforanowym o pH 7,4. Miarg aktyw-
nosci SD jest szybko$¢ odbarwiania sie roztworu dwuchlorofenolu-
indofenolu, wyrazona zmiang ekstynkcji na 1 minute. Czas pomiaru
wynosi 3 minuty. Barwniki akrydynowe dodawano w takich ilo-
Sciach, ze koncowe ich stezenie wynosilo od 0,01 M do 0,00001 M.
Preparat SD wg Balla (15), po zadaniu go bardziej stezonym
roztworem barwnika wypadal w postaci osadu, ktory jednak w dal-
szym ciggu czesciowo zachowywat swojé; aktywnos¢ enzymatyczng.
Dodanie atebryny nie wywolalo powstawania osadu. Przy uzyciu
malych stezen riwanolu, akryflawiny i trypaflawiny zaobserwo-
wano zjawisko aktywacji preparatu SD. Szybko$¢ odbarwiania sie
roztworu dwuchlorofenolu-indofenolu byla wtedy znacznie wigksza
niz w kontroli. Przy uzyciu 0,00001 M roztworéw aktywnos¢ pre-
paratu wobec kontroli wynosita 140% po dodaniu riwanolu, 133%4
po dodaniu trypaflawiny, a 123,4% po dodaniu akryflawiny.
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Akryflawina i trypaflawina aktywowaly preparat SD jeszcze
przy stezeniach 0,0001 M, a $lady aktywacji przez trypaflawing
mozna bylo jeszcze dostrzec przy koncowym stezeniu barwnika
0,001 M. Atebryna nie aktywowala preparatu. Przy uzyciu wiek-
szych stezen barwnika nastepuje czes$ciowe zahamowanie aktyw-
noéci dehydrogenazy kwasu bursztynowego. Nie udalo sie jednak
doprowadzi¢ do catkowitego zahamowania SD. Okazalo sie, ze
wytracony przez 0,1 M roztwor barwnika enzym po przeplukaniu
woda i zawieszeniu w buforze fosforanowym jest jeszcze nadal
czesciowo aktywny. (Tabl. XX).

Tabela XX
Stezente Riwanol Trypaflawina Akryflawina Atebryna
barwnika
w M Akt. % Akt, Akt. % Akt.| Axt. | % Axt. Akt. | % Akxt,

Kontrola 0.080 100 0.072 100 0.094 100 0.096 100
0,00001 0.142 | 140 0.096 133 0,116 123 0,082 85
0,0001 0.074 93 0,086 119 0.100 n06 0,068 71
0.,0005 0.060 75 0,076 106 0,066 70 0.054 56
0.001 0.056 56 0.072 100 0,048 51 0,054 56
0,005 0.052 65 0.056 78 0,030 32 0.048 40
0.04 0.052 65 0,046 64 0,028 30 0,032 33

Tabl. Nr XX. Wplyw barwnikéw akrydynowych na aktywnos¢ dehydrogenazy
kwasu bursztynowego (SD).

Dodanie do $rodowiska NaCl powoduje znacznego stopnia za-
hamowanie aktywnos$ci SD. Mniejsze stezenia NaCl, ktére same
tylko nieznacznie obnizaja aktywnos¢ preparatu SD nie wywierajg
zadnego wplywu na przebieg hamowania dehydrogenazy kwasu
bursztynowego przez barwniki akrydynowe.

3. Omdéwienie wynikow i wnioski

W pismiennictwie spotyka sie bardzo niewiele prac, zajmuja-
cych sie¢ wplywem barwnikéw akrydynowych na biatka. W roku
1950 Gorodskaja (1) opierajgac sie ma wczesniejszych bada-
niach Smirnowej i Ryzkowa (2), zastosowala riwanol do
oczyszczania wirusa choroby mozaikowej tytoniu. Z surowego
ekstraktu lisci tytoniu wytracala wirusa 0,2% riwanolem, ktéry
usuwala nastepnie kilkudniowg dializag wobec biezacej wody.
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Hofejsi (3) te samag metode zastosowal do rozdzielania bialek
surowicy 0,3%v riwanolem dodanym do surowicy w stos. 5:1, wytra-
cal czes¢ bialek surowicy, a z przesaczu usuwat riwanol przy po-
mocy aktywowanego wegla. Otrzymany przez niego preparat bial-
kowy skladal sie w 953% z y-globulin, a w 4,7 z f-globulin.
Wypreparowane przez Hofej§i (3) v-globuliny zachowywaty
zwigzane z nimi przeciwciala i zostaly zastosowane w leczeniu
zolttaczki zakaznej (30). (Pecenka, Raska). Irwin i Itwin
(31), zajmowali sie wspoéldziataniem miedzy biatkami surowicy
a tzw. skonjugowanymi parami czgsteczek lub jonéw. Autorzy ci
uzyli do badan niektérych frakcji biatkowych surowicy zwierze-
cej (albumin oraz frakcji II i III) oraz 2-metylooksy 6-chloro-9-/
1-metyl-8-dietylaminooktyloamino-akrydyny. Zwigzek ten w zalez-
nosci od pH moze dawa¢ 4 formy jondéw, z ktorych dwie sg nata-
dowane podwdjnie, a dwie pojedynczo. Wykazano, ze albuminy
i biatka frakcji III-1 reagujg tylko z pojedynczo naladowang forma
barwnika. Z ta samg formg reagujg, ale w znacznie slabszym stop-
piu, biatka frakcji II — gléwnie y-globuliny.

Wplyw barwnikow akrydynowych na enzymy byl przedmio-
tem badan Quastela i Wheatleya (4), ktérzy wykazali, ze
akryflawina hamuje zuzycie tlenu przez E. Coli w obecnosci réz-
nych substratow, takich jak glukoza (w 100%), mleczan (w 95%o),
bursztynian (w 45%), mrowczan (w 58%s). Autorzy ci sugerowali,
ze zahamowanie oddychania przez barwnik moze by¢ wynikiem
polaczenia barwnika z enzymem znajdujgcym sie w komodrce bak-

teryjnej. To samo wykazano i w odniesieniu do tkanek miesnio-
wej i mézgowej (Manifold (95).

Podobny charakter mialy badania Bovarnicka, Lind-
saya i1 Hellermana (7)., (8), (9), ktorzy badali metabolizm
zarazkow malarii i zmiany jakie w nim zachodza pod wplywem
atebryny. Autorzy ci stwierdzili, ze zahamowane zostaja przede
wszystkim procesy fosforylacji zwigzane ze spalaniem glukozy.
Speck i Evans (6), wykazali znéw, ze atebryna hamuje hekso-
kinaze i dehydrogenaze kwasu mlekowego, a Ha a s (32) stwierdzil,
ze atebryna zapobiega tworzeniu sie koenzymu reduktazy cyto-
chromowej z fosforanu riboflawiny.

Z powyzszymi badaniami s3 w pewnym stopniu zwigzane ba-
dania nad wplywem barwnikéw akrydynowych na drobnoustroje.
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Albert i wspolpr. (33), (34), wykazali, Zze aktywnos$¢ prze-
ciwbakteryjna barwnikéw akrydynowych zalezy od stopnia joni-
zacji danego zwigzku akrydynowego przy okreslonym pH. Ma s-
sart (35) stwierdzil znéw, ze dodane do $rodowiska kationy orga-
niczne i nieorganiczne neutralizujg dzialanie przeciwbakteryjne
barwnikéw akrydynowych.

Przeprowadzone przez nas do$wiadczenia obejmujg dwie grupy
zjawisk:1) wplyw barwnikéw akrydynowych na bialka surowicy
i 2) wplyw barwnikow akrydynowych na niektére enzymy.

Wydaje sig, ze obie te grupy zjawisk pozostajg ze soba w pew-
nym zwigzku, poniewaz warunki w jakich zachodzi hamowanie
ureazy przez barwniki akrydynowe, a czesciowo takze dehydroge-
nazy kwasu bursztynowego, sg bardzo zblizone do warunkéw
w jakich zachodzi wytragcanie biatek surowicy. Uzyte do badan
barwniki akrydynowe sg barwnikami zasadowymi. Cze$¢ barwna

ich czasteczki wystepuje w formie kationu. Potwierdzajg to nasze
badania nad zachowaniem si¢ ich w polu elektrycznym, z ktérych

wynika, Ze nakroplone na papier barwniki w szerokim zakresie
pH wedruja do katody. Zwiekszenie szybkosci ich wedrowania
w Srodowisku kwasnym, a zmniejszenie w $rodowisku zasadowym
dowodzi ,ze stopien ich jonizacji w duzym stopniu jest uzalezniony
od pH. Badania konduktometryczne przeprowadzone przy pH=72
wykazaly znow, ze przewodnictwo roztwordéw wszystkich czterech
barwnikéw maleje wprost proporcjonalnie ze zmniejszeniem sie
stezenia barwnika w roztworze. Jest to posrednim dowodem na to,
ze nawet w najwiekszym z uzytych przez nas stezen barwniki sa
juz calkowicie zjonizowane.

Otrzymane w naszych badaniach wyniki dotyczace barwni-
kow znajdujg peine potwierdzenie w pracach Alberta i wspt. (33),
oraz w innych cytowanych powyzej. Zaleznos¢ wytrgcania biatek
surowicy od pH pozwala przypuszczaé, ze w procesie powstawania
polaczenn miedzy biatkami surowicy a barwnikami akrydynowymi
duza role odgrywaja anionowe ugrupowania czgsteczek bialka,
a przede wszystkim grupy karboksylowe.

Jest powszechnie znane, ze ze wzrostem stezenia jonéw wodo-
rowych w $rodowisku, maleje stopien dysocjacji grup karboksy-
lowych. W tych warunkach nie stwierdza sie takze wytracania
bialek przez barwniki akrydynowe. Wytragcanie za$ nastegpuje
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w tym zakresie pH, kiedy grupy karboksylowe sa juz w znacznym
stopniu zjonizowane. Ewentualne znaczenie grup karboksylowych
potwierdza jeszcze fakt, ze wytracone barwnikami akrydynowymi
biatko rozpuszcza sie w kwasnym $rodowisku. Nalezy wigc przy-
puszcza¢, ze w tych warunkach dodanie jonéw wodorowych do
srodowiska cofa dysocjacje grup karboksylowych czego nastep-
stwem jest uwolnienie sie barwnika od biatka. Dzialanie kationow
nieorganicznych na proces wytrgcania biatek barwnikami gkrydy-
nowymi mozna réwniez wyjasni¢ w podobny sposéb przyjmujac,
ze jony te laczac sie z grupami karboksylowymi czgsteczki biatka
uniemozliwiajg utworzenie sie nierozpuszczalnego polgczenia bial-
ko-barwnik.

Wrydaje sie, Zze aby moglo nastgpi¢ wytracenie biatek przy po-
mocy barwnikdéw akrydynowych, musi by¢ pewna okreslona ilo$é
wolnych grup karboksylowych zdolnych do polaczenia sie z barw-
nikami akrydynowymi. Tym takze nalezy tlumaczy¢ fakt, ze
w surowicy istnieje zesp6l bialek nie dajacych wytracié¢ sie przy
pomocy barwnikéw akrydynowych. Zespdt ten obejmuje p i y-glo-
buliny, a wiec najbardziej zasadowe bialka wchodzace w sklad
widma biatkowego surowicy. (P. I. dla f-globulin 5, 2, a dla y-glo-
bulin — 6,4). (Stanhagen) (36). W biatkach tych, nawet w wa-
runkach optymalnych dla procesu wytrgcania bialek surowicy
barwnikami akrydynowymi, ilo§¢ grup karboksylowych jest wi-
docznie nie wystarczajaca do powstania nierozpuszczalnego polg-
czenia miedzy biatkiem a barwnikiem akrydynowym. Przebieg
wytracania bialek surowicy przy zmiennym pH przypomina w du-
zym stopniu przebieg wigzania sie wapnia z bialkami surowicy.
Proces ten zostal szczegélowo opisany przez Martina, Per-
kinsa (37), Carra (38) oraz Katza i Klotza (39). Z prac
tych wynika, ze wapn tworzy kompleks z biatkami i nie dziala juz
wtedy jako jon. Uwaza sie, Ze polaczenie wapnia z bialkiem od-
bywa sie poprzez wolne grupy karboksylowe drobiny bialka, przy
czym nie jest wykluczone, ze i inne ugrupowania anionowe moga
w tym procesie bra¢ rowniez czynny udzial. Zmiany pH wywie-
raja duzy wplyw na przebieg procesu wiazania sie wapnia z bial-
kami surowicy. Optimum wigzania zachodzi w granicach pH
7,0—7,8 a wiec powyzej punktu izoelektrycznego dla wszystkich
frakcji bialkowych surowicy. Przy zakwaszaniu srodowiska ilos¢
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wigzanego przez biatko wapnia spada. W srodowisku alkalicznym
znacznie powyzej P. I. wszystkich frakcji biatkowych surowicy
rowniez nastepuje zmniejszenie powinowactwa biatek surowicy do
jonu wapniowego. Katz i Klotz (39) ttumacza to zjawisko od-
dzieleniem sie od siebie reszt hydroksylowych i karboksylowych
biatka w wyniku procesu pecznienia. Tego rodzaju oddzielenie
powoduje obnizenie wewnetrznego powinowactwa kazdego z czyn-
nych miejsc czasteczki wobec kationéw i w ten sposob niweluje
wplyw zwiekszonego przyciagania elektrostatycznego czasteczki
biatka spowodowany wzrostem pH. Powyzsze wyjasnienie mozna
réwniez odnie$¢ do analogicznego zjawiska w procesie wytrgcania
bialek surowicy barwnikami akrydynowymi, gdzie réwniez w $ro-
dowisku wyraznie zasadowym nastepuje spadek ilosci wytrgconego
biatka, jako przejaw zmniejszonego powinowactwa barwnika do
biatka. Tutaj nalezy jednak uwzgledni¢ jeszcze jeden czynnik mo-
gacy wplywaé na spadek powinowactwa miedzy barwnikiem a bial-
kiem, a mianowicie zmniejszenie sie stopnia dysocjacji barwnika
jakie zachodzi w srodowisku wyraznie alkalicznym. Wg Alber-
ta i wspl. (33) powyzej pH = 12 wszystkie uzyte przez nas barw-
niki sg jeszcze najwyzej w 50% zdysocjowane. Wg Irwina-
Irwina (31) w warunkach tych nastepuje przejscie podwdjnie
naladowanego kationu barwnikowego w forme naladowana poje-
dynczo i w forme elektrycznie obojetng. Przebieg wytrgcania bia-
lek surowicy réinymi stezeniami barwnika przy stalym pH, ale
przy takim kiedy barwnik jest calkowicie zdysocjowany i kiedy
ladunek ujemny czasteczek bialka jest dostatecznie duzy, polega
prawdopodobnie na stopniowym zobojetnianiu tego ladunku przez
jony barwnika. Przy nadmiarze barwnika znak ladunku kompleksu
barwnik — biatko moze zmienia¢ sie na przeciwny, co sprzyja
temu, ze w tych warunkach moze on nadal utrzymywac sie w roz-
tworze. Tego rodzaju wyjasnienie zaklada jednak istnienie roz-
puszczalnych polaczen miedzy barwnikami akrydynowymi a biak
kami surowicy, czego jednak w §posc’>b bezposredni nie udalo sie
dotychczas udowodni¢. Nie jest jednak wykluczone, ze nadmiar
barwnika powoduje znaczniejsze zmiany w strukturze czgsteczek
biatka zmieniajgc niektére jego wlasnosci fizyczne. Ten punkt
widzenia potwierdza fakt, ze pojawiajgce sie w przesaczu przy
wiekszych stezeniach barwnika frakcje bialkowe zachowuja sig
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nieco inaczej w polu elektrycznym niz frakcje surowicy kontrol-
nej. Wplyw jaki wywieraja na proces wytracania biatek surowicy
kationy nieorganiczne przypomina znéw uderzajaco zjawisko za-
obserwowane przez Massarta (35), ktory wykazat, ze zahamo-
wanie oddychania drozdzy przez trypaflawine jest neutralizowane
przy stalym pH przez dodanie do s$rodowiska nieorganicznych
kationoéw. Klasyfikujac kationy wedlug sity ich dziatania Ma s-
sart (35) uwaza, ze decydujaca role odgrywa tutaj wartoscio-
wos¢ kationu. Najslabiej dzialajg kationy jednowartosciowe, sil-
piej za$ dwuwarto$ciowe. Autor ten uwaza takze, ze dodanie soli
do $rodowiska nie moze modyfikowac¢ jego pH i w ten sposob
wtornie wplywaé na wiazanie sie trypaflawiny z komérkami droz-
dzy, poniewaz juz wczesniej. udowodniono, ze ilo$¢ zwigzanej przy
statym pH trypaflawiny zalezy przede wszystkim od sily jonowej
buforu. Massart (35 podkresla rowniez znaczenie anionowych
ugrupowan biatka wchodzacego w sktad komoérki drobnoustroju
i twierdzi, ze niezaleznie od grup karboksylowych pewne znacze-
nie w procesie lgczenia sie trypaflawiny z biatkiem komérki bak-
teryjnej moga miec¢ takie reszty wodorotlenowe tyrozyny.

Tego rodzaju zalezno$¢ miedzy wartosciowosciag Kkationu
a jego dzialaniem na proces wytrgcania biatek barwnikami akry-
dynowymi zaobserwowano i w naszych do$wiadczeniach. Stwier-
dzono, ze zapobieganie wytrgcaniu bialek surowicy, jak tez szyb-
ko$¢ rozpuszczania bialek juz wytraconych przez barwniki akry-
dynowe, sa zalezne od wartosciowosci kationu i od jego stezenia,
a niezaleine od tego z jakim anionem dany kation jest polaczony.
Uwzgledniajgc wartos¢ sily jonowej, ktéra przede wszystkim za-
lezy od ladunku elektrycznego obecnych w roztworze jondw,
mozna uwazaé, ze dzialanie roztworéw o jednakowej sile jonowej
jest mniej wiecej jednakowe. Stwierdzenie tego faktu nie stoi abso-
lutnie w sprzecznosci z przytoczonymi wyzej pogladami Mas-
sarta (35), co wynika juz ze znanego wzoru: p = 0,5 m.z?% gdzie:
w = sila jonowa, m = molarne stezenie jonu, z = jego wartos-
ciowos¢.

Wspomniano juz wyzej, ze nie zdotano na razie rozstrzygng¢
zagadnienia czy istniejg rozpuszczalne polaczenia miedzy barwni-
kami akrydynowymi a bialkami surowicy. Istnienie takich potla-
czen jest w zasadzie mozliwe. Jezeli zalozy¢, ze dysocjacja grup
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karboksylowych wzrasta przy wzroscie pH, to laczenie sig¢ katio-
now barwnikowych z grupami karboksylowymi moze zachodzi¢
znacznie wczesniej niz nastgpi wytrgcanie bialka. Czynnikiem
utrzymujgcym tego rodzaju polgczenia biatko-barwnik w roztwo-
rze mogg by¢ ladunki elektryczne kationowych ugrupowan w cza-
steczce biatka, ktére w punkcie izoelektrycznym nie beda calko-
wicie zobojetnione. Zobojetnienie moze nastapi¢ dopiero powyzej
punktu izoelektrycznego, a nastepstwem tego jest wypadniecie
polaczenia barwnik-biatko z roztworu. Frakcje bialkowe surowicy
niewytragcajgce sie przy pomocy barwnikéw akrydynowych réw-
niez moglyby wystepowa¢ w formie tego rodzaju polaczen. Mozna
bylo przypuszczaé, ze przy powstawaniu polaczen miedzy barwni-
kami akrydynowymi a bialkami, analogicznie do polaczen bial-
kowo-wapniowych, przynajmniej czesciowo nastapi zobojetnienie
tadunku elektrycznego zarowno czagsteczek bialka, jak tez jonow
barwnikowych co nie pozostaje bez wplywu na przewodnictwo
calego roztworu. Przebieg konduktometrycznego miareczkowania
roztworu biatka riwanolem nie wykazal jednak zadnych roznic
z przebiegiem konduktometrycznego miareczkowania roztworu
NaCl posiadajgcego to samo przewodnictwo wlasciwe. Z duzym
prawdopodébier’lstwem mozna bylo przypusci¢, ze w tych steze-
niach po dodaniu riwanolu zaréwno jony Na i Cl, jak tez i jony
barwnika, wystepuja niezaleznie od siebie i nirvaleznie wplywaja
na przewodnictwo roztworu.

Konduktometryczne miareczkowanie roztworu riwanolu roz-
tworem albumin réwniez przebiegalo identycznie, jak miareczko-
wanie albuminami roztworu NaCl. Wynika wiec stad, ze kation
akrydynowy z punktu widzenia przewodnictwa zachowuje sig¢ wo-
bec bialek podobnie jak jon sodowy. Méwiac wiec o polaczeniach
rozpuszczalnych miedzy biatkami a barwnikami akrydynowymi
mozna mie¢ na mysli tylko polaczenia tego samego typu jakie
tworzy¢ mogg biatko z kationem sodowym.

Przypuszczano réwniez, ze polaczony z biatkiem barwnik akry-
dynowy nawet w formie rozpuszczalnego kompleksu nie bedzie
dyfundowat przez blone dializujgcg, albo tez bedzie dyfundowat
znacznie wolniej niz barwnik rozpuszczony w wodzie. Przypusz-
czenie to okazalo sie w zasadzie stuszne, poniewaz barwnik znaj-
dujgcy sig¢ w obecnosci biatek zawsze dyfundowal wolniej niz
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barwnik rozpuszczony w wodzie. Wykazano to na przykladzie
frakcji II i przy badaniu szybkosci dyfuzji trypaflawiny znajduja-
cej si¢ w obecnosci albumin. Nalezy jednak zaznaczyé¢, ze to
zmniejszenie szybkosci dyfuzji mozna wyjasni¢ takze dziataniem
samych bialek gromadzacych sie po wewnetrznej stronie blony
dializujgcej i utrudniajgcych w ten sposdéb wydostanie sie barw-
nika przez pory tejze blony.

Zwolnienie dyfuzji barwnika do roztworu NaCl moze by¢ spo-
wodowane tym, Ze obecne w roztworze jony Na i Cl bedag zajmo-
wac czeSc otworkéw blony dializujacej. Tego rodzaju wplyw
jonow NaCl musi wiec znacznie przewyzszac¢ ich dziatanie przy-
spieszajace dyfuzje, spowodowane zmniejszeniem objetosci ptynu
wewngtrz worka celofanowego.

Okazuje sie wiec, ze przeanalizowanie uzyskanych wynikéw
doswiadczalnych pozostawia zagadnienie istnienia rozpuszczal-
nych polgczen miedzy biatkami a barwnikami akrydynowymi na-
dal nierozstrzygniete. Z czterech uzytych do badan barwnikéw
akrydynowych atebryna jest calkowicie nie aktywna wobec bialek
surowicy. Przy pomocy atebryny nie udalo sie wytraci¢ bialek
surowicy w calym, z przebadanych przez nas, zakresie pH, jak
rowniez w szerokim zakresie jej stezen. By¢ moze zjawisko to
laczy sie $cisle z jej stabym dzialaniem bakteriostatycznym, bo-
wiem atebryna, jak podaje literatura, w odroznieniu od riwanolu,
akryflawiny i trypaflawiny wykazuje stosunkowo niski wskaznik
bakteriostatyczny wobec E. coli. Albert i wspdl. (33), wiaia
$cis$le aktywnos$é¢ bakteriostatyczng barwnikdéw akrydynowych ze
stopniem ich jonizacji. Autorzy w odniesieniu do atebryny, ktora
przy pH 7,3 jest réwniez catkowicie zjonizowana, podnosza pewne
zastrzezenia twierdzac, Ze zmiana przestrzennej struktury czg-
steczki, zwiazana z obecnoscia dlugiego lancucha bocznego jest
czynnikiem utrudniajgcym l!gczenie sie atebryny z komoérka bak-
teryjng. Ten sam punkt widzenia reprezentuje réwmiez Sex-
ton (40).

Zestawienie przytoczonych wyzej faktow pozwala wysungc
przypuszczenie, ze dziatanie bakteriostatyczne barwnikéw akrydy-
nowych wobec niektérych drobnoustrojéw polega na polgczemiu
sie barwnika z bialkiem komorki bakteryjnej, w podobny sposéb,
jak przebiega lgczenie si¢ barwnika z biatkami surowicy. Riwanol
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i akryflawina, ktére w opisanych przez nas warunkach wytracaja
biatka surowicy, posiadaja réwniez wysoki wskaznik bakteriosta-
tyczny (20 i 22 wg Alberta (33) i wspl), za$ atebryna nie wy-
tracajaca bialek surowicy cechuje sie miskim wskaznikiem bakte-
riostatycznym (7 wg Alberta i wspl (33). Struktura prze-
strzenna jonu decyduje takze w duzym stopniu o jego ruchliwodci.
Od ruchliwoéci jonu zalezy szybko$¢ wedrowania jonu w polu
elektrycznym, jak rowniez przewodnictwo jego roztworéw. Z prze-
badanych barwnikéw atebryna wedruje majszybciej w polu elek-
frycznym, a jej roztwory wykazujg najwieksze przewodnictwo.
Mozna wiec przypuszczaé, ze wieksza ruchliwo$é jonu barwniko-
wego nie sprzyja jego laczeniu sie z biatkiem i ze utworzenie polg-
czenia miedzy barwnikiem mozliwe jest tylko ponizej pewnej okre-
$lonej warto$ci wyrazenia ux dla kationu barwnikowego. Nalezy
jednak zaznaczy¢, ze zwigzek zachodzacy miedzy ruchliwoscig
kationu barwnikowego, a jego dzialaniem wobec biatka surowicy
czy tez wobec drobnoustrojéw moze by¢ zupelnie przypadkowy.

Ta sama zmiana struktury moze w danym przypadku powo-
dowac¢ rownoczesne obnizenie aktywnosci biologicznej i bioche-
micznej barwnika, a z drugiej strony zaréwno obnizenie lub pod-
wyzszenie ruchliwos$ci jonu barwnikowego.

W procesie powstawania polgczen miedzy biatkami a jonami
duzg role odgrywa wzajemny wplyw poszczegolnych frakcji bial-
kowych na siebie. Poszczegdlne frakcje biatkowe surowicy, ktére
w zaleznos$ci od pH moga wystepowa¢ badz w formie kationu badz
tez anionu tworza miedzy soba polgczenia réznigce sie juz wias-
nosciami od substratow, z ktdrych powstaly. (Oncley i wspt. (41),
Steiner (42), Goldwasser, Putnam (43), (44), (45). Dla-
tego tez niezaleznie od punktoéw izoelektrycznych poszczegdélnych
frakcji biatkowych mozna wyodrebni¢ i inne punkty izoelek-
tryczne, bedgce wypadkowymi punktéw izoelektrycznych tychze
frakcji (Vles, Rossier (46). Na istnienie skomplikowanych
form, w jakich wystepujg w ustroju koloidy zwroécil juz uwage
Przytecki (47), wprowadzajac do biochemii pojecie symplek-
sow. Wystepowanie tego rodzaju polaczen uwazal Przylecki
(47) za zjawisko ogolnobiologiczne i przypisywal im wielkg rolg
w mechanizmie regulacji chemicznych proceséw w ustroju. Wsrod
sympleksow wyrdznit on grupe czysto koloidowych, do ktérych
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zaliczyl réwniez sympleksy typu bialko-bialtko. Przvytecki
zaznaczyl rowniez ,ze sympleksy tego rodzaju rdéznig sie znacznie
w swych wiasnosciach od monokomponentow, z ktérych powstaty.
Zaobserwowane przez nas zjawisko wspolizaleznosci miedzy iloscig
wytragconego przez barwniki akrydynowe biatka a iloSciowymi
proporcjami miedzy frakcjami albuminowgq i globulinowa stoi praw-
dopodobnie w $cistym zwigzku z istnieniem polgczen miedzy posz-
czeg6lnymi frakcjami bialek surowicy.

Stwierdzono bowiem, ze czysta albumina inaczej zachowuje
sie wobec barwnikéw akrydynowych w pordéwnaniu z albuming
bedgca skladnikiem widma biatkowego surowicy. Czysta albumina
zachowuje sie tak, jakby posiadala w czasteczce raczej przewage
grup kationowych, a wiec podobnie, jak wchodzgce w sklad widma
biatkowego surowicy p i y-globuliny niewytrgcajgce sie barwni-
kami akrydynowymi. Mozna wiec przypuszczaé, ze w zespole bia-
lek surowicy P i y-globuliny dzialaja w ten sposob, ze zwiekszajq
kwasny charakter albumin, a odwrotnie albuminy zwiekszajg zasa-
dowe wiasnosci p i y-globulin. Te ostatnie bowiem bedgc same
w roztworze wytracaja sie czeSciowo pod wplywem barwnikéw
akrydynowych. Bardziej szczegdélowe wyjasnienie tego zjawiska
mozna podac¢ opierajgc sie na teorii Klotza i wspl (48), (49,
ktorzy przyjmujg istnienie wigzan wodorowych miedzy grupami
hydroksylowymi oksyaminokwaséw wchodzgcych w sklad cza-
steczki biatka, a grupami karboksylowymi wzgl. aminowymi tejze
samej czasteczki, albo czgsteczek innych bialek.

W poprzednim doniesieniu wyodrebniono zespot bialek suro-
wicy niewytracajacy sie barwnikami akrydynowymi jako osobng
frakcje II. Poziom tej frakcji jest w pewnym stopniu zalezny od
rodzaju uzytego barwnika akrydynowego. Frakcja Il jest najmniej-
sza, jezeli czynnikiem wytracajgcym byl riwanol. Przy uzyciu try-
paflawiny i akryflawiny poziom jej jest nieco wyzszy. Dlatego tez
dla unikniecia niejasnosci frakcje otrzymang przy pomocy riwa-
nolu oznaczono symbolem II-R, Przypuszczano, ze oznaczenie
poziomu tej frakcji skladajacej sig w 33%o z B-globulin i 67%0 z y-glo-’
bulin moze by¢ miernikiem zmian iloSciowych, zachodzacych
w obrebie widma bialkowego surowicy i dawa¢ pewne wskazowki
o charakterze rozpoznawczym i rokowniczym.
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Wstepem do wykorzystania opisanych wyzej zjawisk w diag-
nostyce chemiczno-klinicznej bylo przeprowadzenie analizy sta-
tystycznej oznaczen poziomu frakcji II-R wykonanych u 146 osob.
Analiza statystyczna miala na celu ustalenie pewnych wartosci,
ktére nalezaloby przyja¢ jako norme, a z drugiej strony miata wy-
kaza¢ wspolzaleznos¢ miedzy poziomem frakcji II-R a poziomem
biatek catkowitych w surowicy. Jako norme przyjeto dla frakcji
II-R — érednig — 1,79% z odchyleniem standardowym 0,146 g%o.
Wyliczona warto$¢ wspolczynnika korelacji r = 0,66 wskazuje na
wyrazng wspoizaleznos¢ miedzy poziomem bialek calkowitych
w surowicy a poziomem frakcji II-R i pozwala przypuszcza¢, ze
niewytragcalna riwanolem czes¢ bialek surowicy stanowi istotnie
okreslona frakcje bialkowa surowicy.

Ogolnie przyjeto bowiem, Ze wspodlczynnik r = 0 oznacza
catkowitg niezaleznos¢ obu zmiennych, zas r=1 calkowitg ich wspot-
zaleznos¢. Jezeli r = 0,5 lub wiecej wspoizaleznos$¢ miedzy zmien-
nymi jest wyrazna, gdy 0,5 <<r <0,3 mniej wyrazna, a przy r <0,3
niewyrazna.

Przeprowadzone badania nad wplywem barwnikéw akry-
dynowych mna enzymy zmierzaly do ugruntowania stanowiska,
ze dzialanie tych zwigzkow polega przede wszystkim na dzialaniu
ich na czes¢ bialkowa enzymu. Dlatego tez w pracy niniejszej nie
stosowano metod ogodinie przyjetych w enzymologii, a ograniczono
sie do fragmentarycznych badan, stosujac metode takg samg, jak
przy badaniu biatek surowicy. Przy optimum pH dla danego enzymu,
przy stalym stezeniu substratu i enzymu, dodawano do $rodowiska
zwiekszajgce sie ilosci barwnikéw akrydynowych a nastepnie,
jezeli aktywno$¢ enzymu zmieniala sig, starano sie usungé¢ wpityw
barwnika przy pomocy NaCl

Z czterech przebadanych enzymoéw dwa byly wlasciwie nie
wrazliwe na dzialanie barwnikow akrydynowych, a mianowicie:
diastaza i trypsyna. Zachowanie sie diastazy i trypsyny zalezy
prawdopodobnie od tego, ze enzymy te nalezg do bialek niewylra-
cajgcych sie barwnikami akrydynowymi. W odniesieniu do tryp-
syny nalezy przypuszczaé, Ze stale obnizenie jej aktywnosci jest
uzaleznione od dzialania barwnikow akrydynowych na kazeine.
Stwierdzono bowiem, ze riwanol, akryflawina i trypaflawina w ca-
tym zakresie uzytych stezen wytracaja kazeine. Wytrgcanie ka-
zeiny musi wiec w pewien sposéb zmienia¢ jej strukturg, co z ko-
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lei moze utrudnia¢ dostep enzymu do odpowiednich punktow cza-
steczki substratu. Przypuszczenie to potwierdza fakt, ze w obec-
nosci atebryny, ktora nie wytraca kazeiny, trypsyna wykazuje te
sama aktywnos¢ proteolityczng co kontrola. Przebieg hamowania
ureazy jest podobny do przebiegu wytrgcania biatek surowicy
przez barwniki akrydynowe. Jedynie atebryna nie wytrgca ureazy
i hamuje jej dzialanie tylko w ograniczonym zakresie stezen. Za-
hamowania wywolanego przez atebryne nie udalo sie usungc¢ przy
pomocy NaCl. Natomiast w znacznym stopniu usunieto w ten spo-
sob zahamowanie wywotane przez akryflawine, trypaflawine i riwa-
nol. Mozna wiec przypuszcza¢é, ze akryflawina, trypaflawina i riwa-
nol dzialajg na ureaze, jak na kazde inne bialko o wlasnosciach
frakcji I, tworzac z nig nierozpuszczalny w wodzie kompleks. Nie-
moznos¢ calkowitego odhamowania ureazy przy pomocy NaCl po
zadzialaniu na nig barwnikami akrydynowymi wskazuje prawdo-
podobnie na to, Ze zajecie anionowych ugrupowan czesci biatkowej
przez jony Na nie jest obojetne dla aktywno$ci samego enzymu.
Dziatanie barwnikow akrydynowych na dehydrogenaze kwasu
bursztynowego rozni sie znacznie od dziatania ich na pozostale
z przebadanych enzyméw. Uzyte w niskich stezeniach riwanol,
trypaflawina i akryflawina zwiekszajg aktywnos$¢ preparatu enzy-
matycznego, a jedynie atebryna nie wykazuje tej wlasnosci. Z po-
dobnym zjawiskiem aktywacji dehydrogenazy kwasu bursztync-
wego spotykamy sie jesl dzialamy na nig tzw. detergentami anio-
nowymi, jak np. kwas taurocholowy wzglednie glikocholowy. Ten
wzrost aktywnosci preparatu enzymatycznego tlumaczy Pihar
(50) czesciowa denaturacja biatka enzymatycznego, co doprowadza
do ujawnienia sie uprzednio zamaskowanych czynnych grup enzy-
mu. Wieksze stezenia tych zwigzkéw powoduja giebiej siggajace
zmiany strukturalne w preparacie enzymatycznym i wywoluja juz
zahamowanie jego aktywnosci.

Zjawisko opisane przez Pihara (50) lgczy sie Scis$le z wyni-
kami badan Byerruma i wspol. (51), ktorzy opisali wptyw r6z-
nych jonéw na aktywnos¢ dekarboksylazy kwasu szczawioocto-
wego. Autorzy ci podkreslaja, ze male zmiany stezen elektrolitéw
w srodowisku moga wyraznie wplywaé¢ na aktywnos$é¢ enzymoéw
badz w kierunku jej podwyzZszenia badz obnizenia. Sposéb dziala-
nia tych jonéw polega miedzy innymi na tym, Ze zmieniajg one
tadunek elektryczny i stopiern uwodnienia bialka enzymatycznego,
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co moze doprowadzi¢ do zmian strukturalnych czasteczki enzymu,
a w nastepstwie do zblizenia lub oddalenia sie od siebie jej aktyw-
nych ugrupowaﬁ. Zjawiska tego rodzaju okreslane sa jako tzw.
Strukturalna regulacja czynnosci enzymow" i stanowia dzi$ jedna
z podstawowych zagadnien jakimi zajmuje sie biochemia. Nalezy
zaznaczy¢, ze jednym z pierwszych, ktérzy zwrocili uwage na
istnienie tego rodzaju regulacji czynnosci enzymow byl Przy-
tecki (47), ktéry trafnie zauwazyl, ze aktywacja enzymow przez
rézne czynniki w istocie polega na zmianie struktury czasteczki
enzymu, badZ w pojeciu czysto przestrzennym, badz tez jako wy-
nik reakcji PK > nMK (PK — polikomponent, MK — monokom-
ponent).

Wydaje sig, ze zachserwowane przez nas fakty nalezg do tej
samej kategorii zjawisk i ze aktywowanie dehydrogenazy kwasu
burszlynowego przez barwniki akrydynowe polega réwniei na
zmianach przestrzennych bialkowej czeéci enzymu, wynikiem kté-
rych jest inn€ utozenie aktywnych ugrupowan wzglednie tez ujaw-
nienie sie ugrupowan dotychczas ukrytych wewnatrz czasteczki
biatka enzymatycznego. Mechanizm dziatania atebryny na dehydro-
genaze kwasu bursztynowego jest inny niz pozostalych barwnikow
akrydynowych. Swiadczy o tym fakt, ze atebryna nie wytraca pre-
paratu enzymatycznego, jak réwniez, nie wywoluje jego aktywa-
cji w warunkach w jakich aktywujg preparat enzymatyczny riwa-
nol, trypaflawina i akryflawina.

By¢ moze, Ze atebryna hamuje aktywnos$¢ SD dziatajac nie na
czes¢ bialkowa enzymu, a wplywajagc w pewien sposdéb na prze-
bieg reakcji miedzy czescig bialkowa enzymu a koenzymem fla-
winowym.

Na zakonczenie nalezy podkresli¢, ze opisane przez nas zjawi-
ska mogg nasunac¢ pewne sugeslie co do dzialania barwnikéw akry-
dynowych na ustréj ludzki. Jest ogolnie znane, ze po podaniu
wiekszej ilo$ci barwnikéw akrydynowych do ustroju wystepowac
moga powiklania zwigzane z uszkodzeniem CSN i narzadow migz-
szowych (52, (53}, (54), (55) i (56). Uszkodzenia te mozna wyjasnié
wplywem jaki wywierajg barwniki akrydynowe na enzymy i biat-
ka ustrojowe. Zaburzenia normalnych proceséw enzymatycznych,
zmiany struktury i stanu rozproszenia innych bialek w komorce
moga doprowadzi¢ do uszkodzenia narzadu czy tez tkanki i w kon-
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cu do wystapienia niepozadanych powiklan, czesto spotykanych
przy stosowaniu barwnikow akrydynowych w lecznictwie,

Reasumujac wyniki przeprowadzonych badan doswiadczalnych
dochodzimy do nastepujacych wnioskow:

1.-Tlo$¢ biatka wytraconego z surowicy przy stalym pH zalezy
od slezenia barwnika.

2. Tlos¢ wytrgconego biatka z surowicy przy stalym stezeniu
barwnika zalezy od pH.

3. Atebryna nie wytrgca biatek surowicy w calym zakresie
uzytych stezen i w calym przebadanym przez nas zakresie pH.

4. Wytrgcane przez barwniki akrydynowe bialko daje sie roz-
pusci¢ w 0,01 n roztworze HCI

5. Sole nieorganiczne dodane do barwnika neutralizujg jego
wytracajace dziatanie na bialka surowicy. Wptyw soli jest zalezny
od ich slezenia i od wartosciowosci ich kationu.

6. Wytragcone przez barwniki akrydynowe biatko rozpuszcza
sie w roztworach soli nieorganicznych, przy czym szybkos¢ rozpu-
szczania jest zalezna od stezenia soli i od wartosciowosci ich
kationu. -

7. Szybko$¢ rozpuszczania wytrgconego przez barwniki akry-
dynowe biatka jest jednakowa w réwnoczasteczkowych roztworach
soli o jednakowym kationie.

8. Szybkos¢ dyfuzji przez blone dializujacg barwnika zwigza-
nego cze¢sciowo z biatkiem w postaci nierozpuszczalnego osadu jest
najwieksza jezeli barwnik dyfunduje do s$rcdowiska, w ktorym
znajduje sie NaCl.

9. Szybkos¢ dyfuzji barwnika rozpuszczonego w wodzie jest
wieksza anizeli barwnika obecnego w przesgczu pozostalym po
czesciowym wytrgceniu bialek surowicy.

i0. Szybkos¢ dyfuzji barwnika rozpuszczonego w wodzie jest
wieksza anizeli barwnika zmieszanego w worku celofanowym
z albuming surowiczg niewytracajaca sie pod wplywem tego
barwnika.

11. Przebieg konduktometrycznego miareczkowania albumin
riwanolem jest taki sam, jak przebieg miareczkowania roztworu
NaCl o tym samym przewodnictwie co roztwor albumin.

12. Przebieg konduktometrycznego miareczkowania roztworu
riwanolu i roztworu NaCl o tym samym przewodnictwie przy po-
mocy roztworu albuminy, jest taki sam.
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13. Barwnik niewytrgcajacy bialek surowicy (atebryna) cha-
rakteryzuje sie najwieksza szybkoscia wedrowania w polu elek-
trycznym, a jego roztwory wykazujg najmniejszy opor wiasciwy.
Barwnik najsilniej wytracajacy bialka surowicy (riwanol) najwol-
niej wedruje w polu elektrycznym i jego roztwory wykazujg naj-
wiegkszy opor wlasciwy.

14. Ilos¢ wytraconego przez barwniki akrydynowe bialka,
szczegblnie albumin, zaleizy od ilosci obecnych w roztworze
B i v-globulin,

15. Istnieje zespol bialek surowicy niewytracajacy sie barwni-
kami akrydynowymi w calym zakresie uzytych stezen i w calym
zakresie pH. Zespd!l ten nazwano frakcjg II.

16. Poziom tej frakcji w surowicy wykazuje znacznego stopnia
wspolzaleznosé z poziomem bialek catkowitych.

17. Barwniki akrydynowe nie wywieraja Zadnego wplywu na
aktywnosc¢ diastazy.

18. W obecnosci barwnikéw akrydynowych, niezaleznie od ich
stezenia, krystaliczna trypsyna wykazuje jednakowe obnizenie
aktywnosci proteolitycznej.

19. Barwniki akrydynowe hamujg aktywnos$é ureazy. Hamo-
wanie to jest zalezne od stezenia barwnika w srodowisku. Hamu-
jace dzialanie barwnikow akrydynowych mozna cze$ciowo neutra-
lizowaé¢ przez dodanie do s$rodowiska odpowiedniej ilosci NaCl.

20. Barwniki akrydynowe wywierajag wplyw na aktywnosc¢
dehydrogenazy kwasu bursztynowego. Male stezenia riwanoluy,
akryflawiny i trypaflawiny aktywuja enzym a dopiero wigksze
hamuja czesciowo jego dziatanie. Atebryna wywiera tylko hamu-
jace dziatanie. Dodanie do $rodowiska NaCl powoduje rowniez za-
hamowanie aktywnos$ci SD. Mniejsze stezenia NaCl, ktére same
nie hamujg enzymu, nie wywieraja rowniez wptywu na dzialanie
barwnikow akrydynowych na SD.
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PE3IOMLE

B c¢BaAsn ¢ sonmpocoM ,,CTPYKTYpHOIl peryusnun MetaGoiausma‘l
H OCHOBBIBAsICb Ha I1pobiieMe OedKoBO-HOHHBEIX COeIHMHEHHil, aBTOp
3aHsaIcA o0clenoBanieM BIIHANNA AaKPUIMHOBBIX KATHOHOB HA Gemiu
CLIBOPOTKY. [lJIA ONBITOB aBTOp HCIOJL30BAJ CIIEAYIOINlie NPON3BO-
JAHBIE aKpUaUHA: puBanod (2,5 —xmaMuno — 7-3TOKCY - aKpH/IH), TPH-
nadaasun (2,8-gnamnno-10 Mermi-xaopakpumgiu), axpudaasun (2,8-
nuaMiHo-10 MeTII XJIOpaKpHAIH XJIOPOBOTOPOIA cMeulausnlii ¢ 2,8-
AuaMuHO-aKpHjIHA B otnotgenuu 1:3) 1 artebpuna (2-xmop-H) 4-mu-
JTHAAMHHO 1-MeTHII (0yTHII-aMHIO- 7 MCTOKCHAKPIIAIf). Y CTaHOBIIEHO,
4TO TPH IEePBLIX KPAcCUTENAsd B OIpeNeleHIbX 3KCIepUMenTaILHBIX
YCIOBAAX BHIBLIBAIOT OCa3KAanue GeIKOB CHIBOPOTII, IpHYEM CAMbBIMII
CHABHBIMI CBOHCTBAMHI B 3TOM OTHOHIeHAH o6JjamaeTr prBasoJ. Are-
Opun jKe COBEpIIEHHO He ocaskfgaeT OenkoB cwBoporku. IHa ocno-
BalU{ NPOU3BEREHHBIX ONKLITOB IMOKA3aHO, 4YTO ocamkpaHue OeaKoB
CBIBOPOTKY 3aBHUCHT OT KOHUeHTpauuii Kpacurtemas, KOHUeHTpauil
HOHOB BOJOpPOZa B cpefie, OT CTPYKTYPHI caMoii MOJICKYJIIBI KpacuTens
1 XapaKTepd 3aMelaloIMUX TPyMNI, a TaKike OT (H3UKO-XHMHUYECKHX
CBOIiCTB oTHeibHEIX OelkoBuX (paruuii. Ilporece ke ocaskpanus
0CJIKOB CLIBOPOTKM HC 3aBUCHT OT TeMIepaTyphl.

ITytem snekrpodopesa ycTaHoBiAeHO, UTO Halibojbiieil 4yBCTBH-
TENIbHOCTRIO HA ocaskpalolree jAelictBue pupaHona obiagaer aianly-
MuHoBas ()paKnusd, 3aTeM — a — IIo0yINHOBAsA W dactb f# — raoby-
auHoBoit ¢paruuu. Bropoit wactm f — ruobGymunoBoil ¢dparunu
U p rI00ylIMHOB BOBCE HE YNAETCA OCAKAaTh [OpU HMOMOINU AKpH-
TUHOBHIX KpacuTeneil.

Janee aBTOp IpeAcTaBjIAeT BePOATHBHIH MeXaHuaM Ipollecca
oCa;KIaHHA CBIBOPOTOYHHIX OEIKOB € NOMOLILI0O AKPUIMHOBHIX Kpa-
cuTeneif, NCX0OA U3 MONOKEHMA, 4YTO OeJIKOBO - AKPUIMHOBBIA KOM-
IJIEKC OCaMKOAeT JIMILb TOTHA, KOTHA ero 3JIeKTPUYeCKHHd 3apAn pas-
HsieTcs HyJo. JTO MMeeT MEecTo TOJLKO TOrjga, KOorjaa y Hac [Ielo
¢ Gostee KucuuIMH GeaxaMu. BceiaencrBue 3TOro B CHIBOPOTHE OBLIN
o0ocoGienst nBe ¢pakuun: pakuma I, coctoAauaa 13 6olee KUCIHIX
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0CIIKOB 1 oCamaIoLIAACA I10], BIsIHHEM aKPHINHOBHIX KpacHreseii,
1 gpaxius 11, B cocraB koropoii Bouuin Gollee Imesiounbie Geski,
a B KOTOPOIi MpH BO3JEHCTBHII HA Hee AKPHEHHOBBIMH KPUCUTEISAMIE
FIBJICHIIC OCAKIANHNA HE BRHICTYylIAO.

OGosnavanne ypoBHA aKPHIAMHOBHEIX (JpAKILNil B CHIBOPOTHE KPOBI
HPH THOC TeYeHMA Pas3nnYHbIX 3a0oleBaliil MoMKeT OBITH MCNOJIbL3O-
Ballo ¢ GOJILINIM yCHexXoM UIs AHarfocTMyeckux 1eneii. B nacro-
Alell paGore aBTOp maer CTATMCTUYECKHII aHAIN3 pe3ylbTaToB NO-
JyyeHuUbIX npu obosuauvannn gpaxumn II-R B ceiBopoTKax 3mopoBBIX
JII, I YKa3pBaeT Ha B3aNMOCBA3b YPOBHA 3Toi (paxkunm ¢ ypos-
HeM He 060cO0JICHHBIX GelIKOoB, yuuThIBasg U TOT faKT, 4YTO Ha IIpo-
ece ocaskpanysl OelIKoB IIpu IOMOIIM AaKPHIMHOBBIX Kpacureieii
OKA3EIBAET BJIHAHIE KOIMYECTBEHHOE COOTHOIIEHHME OTHAEIBHEIX 6ell-
KOBBIX (pparnmii, BeICTYHalomux B HanHOil cmiBoporke. Ilo Bceii Be-
POATHOCTH MMeeM NeJIo ¢ cHUMINIeKcaMu THoa Oejok — 0esok, obia-
JAIOIIMI HHOIO pofa (H3NMKO-XMMIIYECKHMH CBO{CTBaMM, YeM MOHO-
LKOMIIOHCHTBI, H3 KOTOPEIX OHH COCTOAT.

HomonnenucM ucciaefosaHuii asropa Haj OellkaMH CBIBOPOTOK
SIBJISIETCA N3yYeHUe BO3AEHCTBUA aKPUIMHOBBIX KpacuTelieil Ha HeKo-
TOpble 3H3HMBL. Y CTAHOBIEHO, YTO AKTMBHOCTL MMACTA3bI II TPHACHHA
B OCHOBHOM He IIOJBepraercs IOJaBJIeHNI0, aKTUBHOCTb e ypeassl
I TerHApOreHa3sl AHTAPHON KHUCIOTBI NOX BIUAHUEM AKPUIMHOBBIX
KpacuTeleil CHIbHO MOOUPHUUPYETCA. ABTOP paccMaTpHBAaeT TaKiKe
H BO3MOKHBI MEXaHH3M 3TOrO ABIEHNA, NPHUXOOA K YOY:KIeHHIo,
4TO AKPUAMHOBBIC KpAacHTeJIH NCHCTBYIOT MO CYIECTBY HE HA BeChb
5H3UM, a JHUIb HA ero GeJIKOBYI0 4YacTb M YTO TOJBKO B HCKIIOYH-
TEIILHLIX CJIydadX MOTYT HMeTh XapaKTep cnenuuyeckoro geiictBus.
I{a ocHoBaHuu anasIoTHil, BBHICTYNAIOMUX B HeHCTBUM AKPUAHHOBBIX
Kpacureseil Ha MIKPOOPTraHH3Mbl, BH3UMBI U GEJIKH CBIBOPOTOK, MOKHO
Ipefnoyiarath, 4TO IIOJAaBIEHUE POCTA MUKPOOPrauu3MOB HEKOTO-
PHIMU aKPHAMHOBBIMH KPAaCHUTEIAMH HABIAETCA Pe3ylIbTaTOM BO3HU-
KaHus 0eJIKOBO-MOHHBIX COeIMHEeHMIT MeKIy AaKpUIAMHOBBLIMU KaTu-
oHaMn a Oearkamu OakrepuiiHoii wierku. HemocpegcTBeHHBIM JOKa-
3aTENLCTBOM 3TOMY MOFKET CIY:RUThb (PAKT B3aUMHOIl KOHKYpPeHLUH
HEOpraHvyecKHX KATHOHOB IO OTHOWUICHHIO K AHHMOHOBBIM TpYIIHU-
poBKaM Geika, omHcaHHEIM MaccapToM IO OTHOMEHUIO K MHUKDPO-
oprasnsMaM H Ha0J0faeMblii aBTOPOM IO OTHOMIEHMIO K OeJraM
CHIBOPOTHH M K Vvpease,
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SUMMARY

In connection with the problem of ,structural regulation of
. metabolism’ and on the basis of the problem ol proteinionic com-
pounds the influence of acridine cations on serum proteins was stu-
died. The following acridine derivatives were used in the studies:
rivanol (2,8 diamino-7 etoxyacridine), trypaflavin (2,8 diamino-
10 methylchloroacridine), acriflavin (2,8 diamino-10 methylchloro-
acridine of hydrochlorine mixed with 2,8 diaminoacridine in pro-
portion 1:3) and atebrine (2 chlorine-5-) 4 diethylamino 1-methyl
{buthylamino-? metoxyacridine). It was found that the first three
of the above mentioned stains under certain experimental condi-
tions precipitate proteins of the serum, whereby the strongest pro-
perties of précipitation has rivanol. Atebrine does not precipitate
at all serum proteins. On the basis of the conducted experiments
it was proved, that precipitation of proteins of the serum depends
on the concentration of the stain, on the concentration of hydro-
gen ions in the medium, on the structure of the stain and the cha-
racter of the substituting groups and on the physico-chemical pro-
perties of the separate protein fractions. The process of precipita-
tion of proteins of the serum does not depend on temperature.
Electrophoretic examinations proved, that the most sensitive to
the precipitating power of rivanol is the albumin fraction, next the
a-globulin part of the B-globulin fraction. The second part of
the B-globulin fraction and y-globulins cannot at all be precipitated
by the use of acridine stains. In the discussion the author descri-
bes the presumable mechanism of precipitation of serum proteins
by acridine stains, whereby he assumes, that the acridine-protein
complex is precipitated, when its electric charge equals zero. Such
case takes place only in an event, if there are available more acid
proteins. Therefore two fractions were isolated from the serum.
The I fraction consisting of more acid proteins and precipitated
by the use of acridine stains and the II fraction, which includes
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proteins more basic, and which are not precipitated by the use of
acridine stains. Determination of the level of the acridine fraclion
in the serum in the course of various diseases may have a diagno-
stic value. In the present work a statistic analysis of results
obtained in the course of determination of the fraction II-R in the
sera of healthy persons was made and it was pointed to the corre-
lation of the level of this fracticn to the level of total proteins
and into consideration was also taken the fact, that the process
of precipitation of proteins with acridine stains is also influenced
by the mutual quaniitative relation of the separate protein frac-
lions, which occur jointly.

Most likely, it is a case of symplexes of the type protein-pro-
tein, which is characterized by other physico-chemical properiies,
than the monocomponents, of which they are composed.

The work on serum proteins is completed by examinations con-
ducted on the influence of acridine stains on some enzymes. It was
found, that activities ol diastase and trypsine were fundamentally
not inhibited. Activities of urease and dehydrogenase of succinic
acid are, however, by acridine stains highly modified. The presu-
mable mechanism of the phenomenon is described and it was con-
cluded that the action of acridine stains on enzymes is basically
an action on the protein part of the enzyme and only in an
exceptional case it may be a specific action. Analogies, which are
between the action of acridine stains on microorganisms, enzymes
and serum proteins allow to suppose, that the inhibition of growth
of microorganisms by some acridine stains is also the result of
a formation of a protein-ionic union between acridine ions and
proteins of the bacterial cell. A direct proof of this is the fact of
mutual concurrence of unorganic cations as regards anionic grcups
of proteins, described by Massart{ in relation to microorganisms
and observed by the author as regards to serum proteins and
urease.
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