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Uber die Veriinderungen der Adrenalin-Oxydasen-Aktivitit
des Blutplasmas in der Wuchsperiode der Tiere

Celem naszej pracy bylo stwierdzenie, czy i jak sie zmienia aktywno$é¢
adrenalinooksydaz osocza krwi w okresie wzrostu zwierzat. Pod mianem ,adre-
nalinooksydazy” (AdO) rozumiemy zespél! enzymoéw zawartych w osoczu, ktore
katalizujg utlenianie adrenaliny. W przeciwienstwie do utleniania adrenaliny
w tkankach, gdzie gléwng role odgrywajg monoaminooksydaza i o-metylotransfe-
raza, utlenianie adrenaliny w osoczu katalizowane jest przez polifenolooksydazy,
do ktérych mozna zaliczyé ceruloplazmine (5) i inne mniej zdefiniowane enzymy.
Udzial oksydazy cytochromowej, katalazy i peroksydazy w utlenianiu adrenaliny
w osoczu nie zdaje sie by¢ istotny (4). Nalezy dodaé, Ze w pracy niniejszej
interesowal nas globalny enzymatyczny rozkiad adrenaliny przez osocze, a nie
Scista identyfikacja enzyméw bioracych w tym udzial, co jest przedmiotem
naszych osobnych badan.

METODYKA I MATERIAEL DOSWIADCZALNY

Aktywno§é enzymatyczng osocza w okresie wzrostu oznaczaliSmy u biatych
szczuréw, u kurczat oraz u zab, a wiec u przedstawicieli trzech gromad z syste-
matyki $§wiata zwierzecego: ssakow, ptakéw i plazéw. Aktywnosé adrenalino-
oksydaz oznaczana byla mikrometodg Jasinskiego i Tyburczyka (4)
w sposOb nastepujacy. Do probéwki wiré6wkowej o pojemno$ci 10 ml odpipetowuje
sie 6 ml buforu fosforanowego izotonicznego o pH — 6,00 przygotowanego z 3,8 ml
0,164 mol. roztworu NaH,PO,; i 96,2 ml. 0,630 mol. roztworu NaOH. Do buforu
daje sie 0,06 ml pelnej krwi. Zawarto§¢ proboéwki wiruje sie przez 5 min. przy
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3000 obr./min. Bufor z osoczem oddziela si¢ od krwinek przez dekantacjg¢. Do
dwéch probowek A i B odpipetowuje sie kolejno:

A B

Bufor z osoczem 2,0 ml 2,0 ml
Bufor fosforanowy o pH — 6,00 0,3 ml 0,2 ml
4% roztwér wersenianu sodu 0,1 ml 0,1 ml
10 mg% roztwdr cyjanku potasu 0,1 ml 0,1 ml
50 mg% roztwoér adrenaliny 0,1 ml 0,1 ml
3% roztwoér nadtlenku wodoru

(woda utleniona) 2 krople 2 krople

Zawarto§¢ obu probéwek wstrzgsa sie i inkubuje w ultratermostacie Hopplera
w temperaturze 37°C.- przez 30 minut. Po inkubacji do probéwki B dodaje sie
61 ml 0,25% roztworu zelazicyjanku potasu, a po 5 minutach dodaje sie do
probéwek A i B po 0,1 ml 0,5N HCl Zawarto§¢ probéwki B rozciencza sie
w stosunku 1:1 buforem fosforanowym o pH — 6,00 Oba roztwory bada sie
fotometrycznie na fotometrze Pulfricha w mikrokuwetach o grubo$ci warstwy
5 em i pojemnoSci 1 ml przy uzyciu filiru o maksymalnej absorpecji 500 mu
wobec buforu. Aktywnos¢ AdO oblicza sie ze wzoru:

(Exta - f + 50 — 2Extg - f) - 1,09 = Liczba p mol rozlozonej adrenaliny/1 ml

osocza/60 min. w temp. 37°C
Exta = ekstynkcja probki A, Extg = ekstynkcja probki B,
f = wspétezynnik kalibracji.

Oznaczanie wspoélczynnika kalibracji. Po przygotowaniu stan-
dardowego roztworu adrenaliny (50 mg adrenaliny rozpuszcza sie w 10 ml 0,5N
HCl i uzupelnia sie wodg destylowang do 100 ml) odpipetowuje sie do dwéch
probéwek A i B:

A B
Bufor fosforanowy o pH — 6,00 2,5 ml 2,4 ml
Roztwoér standardowy adrenaliny — 0,1 ml
3% roztwdr nadtlenku wodoru 2 krople 2 krople
0,25 % roztwér zelazicyjanku potasu 0,1 ml 0,1 ml

Po 5 minutach dodaje sie do obu probéwek po 0,1 ml 0,5N HCl. Probke B rozciehcza
sie buforem fosforanowym o pH — 6,00 w stosunku 1:1 i fotometruje oba roz-
twory na fotometrze Pulfricha w mikrokuwetach 5 ¢cm przy uzyciu filiru o maksy-
malnej absorpcji 500 mp wobec buforu. Wspélczynnik oblicza sie wedlug wzoru:
f = 50(2Extg — 0,5Exta)

Wartoéci Srednie poréwnywane byly z odpowiednimi §rednimi grup wyjscio-
wych, tzn. zwierzat najmlodszych przy pomocy ogélnie znanych testdw znamienno$ci
dla tzw. matej proéby.

BADANIA WLASNE

A. Pomiary na biatych szczurach wykonalismy u 64
zwierzat. U 44 zwierzgt w wieku 5—20 dni krew pobieraliSmy przez
przeciecie tetnic szyjnych, natomiast u 20 starszych z naczyn ogona,
tak ze nie zachodzila konieczno$¢ zabijania tych zwierzat. Dzieki temu
te same osobniki stuzyly nam do dalszych pomiaréw, stanowiac jedno-
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cze$nie grupe badang i kontrolna. W wieku 5—8 dni Srednia aktywno$é
AdO jest mala i nieco przekracza 50 % wartosci, ktorg stwierdza sie
u zwierzat dojrzatych. Srednia aktywno$é u tych ostatnich wynosi 11,92
(uzyskana z pomiaréw na 140 osobnikach). Szybki wzrost aktywnosci
zachodzi w pierwszych czterech tygodniach osiggajac w 30 dniu zycia
warto$ci bardzo zblizone do tych, ktére widzimy u zwierzat dojrzatych.
Dalsze zwiekszanie aktywnosci jest powolne i nieznaczne. Wyniki
pomiaréw sg przedstawione w tabeli 1.

Tab. 1. Zmiany aktywnos$ci adrenalinooksydaz osocza krwi w okresie wzrostu

u biatych szczuréw

Die Verdnderungen der Adrenalin-Oxydasen-Aktivitdt des Blutplasmas in der
Wuchsperiode der weissen Ratten

Wiek X Sx t P n

5 dni 6,72 0,5651 8

8 dni 7,34 0,5492 0,781 < 0,5 6
10 dni 9,22 0,5226 3,38 << 0,01 20
20 dni 8,95 0,6676 2,55 < 0,05 10
30 dni 11,96 0,3941 7,69 < 0,001 10
40 dni 12,13 0,4005 7,81 << 0,001 10
50 dni 12,57 0,3582 8,71 << 0,001 10
60 dni 12,70 0,2783 9,51 < 6,001 20

Objasnienia: X — $§rednia aktywno$é enzymatyczna w umol/l ml osocza/60 min. w 37°C,
Sx — blad standardowy $redniej, t — sprawdzian znamienno$ci ,,t”, P — ryzyko biledu,
n — liczebnoéé pomiaréw.

B. W pomiarach na zabach postugiwaliSmy sie zaba plowa
(Rana temporaria). Oznaczanie aktywnosci enzymatycznej wykonalismy
u 60 zwierzat, przy czym krew pobierana byla z naczyn szyi po
dekapitacji. Poniewaz Scisle okreslenie wieku zab nie bylo mozliwe,
zwierzeta podzieliliémy na grupy wedlug dlugosci ciala, gdyz im zwierze
jest starsze tym jest wieksze. Miernikiem wielko$ci osobnika byta
dlugos¢ odcinka, mierzonego od nozdrzy do konca kos$ci ogonowej.
Zwierze dojrzale ma 8—10 em dlugosci 1 zyje do 10 lat(l). Jak wynika
z danych tabeli 2, w miare zwiekszania sie wymiaréw zaby S$rednia
aktywnos¢ AdO wzrastala w sposdb statystycznie znamienny. Gradient
wzrostu aktywnosci nie jest tak duzy jak u szczurdéw, byé¢ moze takze
dlatego, ze dlugosé ciala jest posrednim i nie w tym stopniu dokladnym
miernikiem wieku co czas. Ponadto badane zaby, jak wynika z ich
wymiaréw, znajdowatly sie najprawdopodobniej w drugiej potowie okre-
su wrzrostowego, w ktorej wzmaganije sie aktywnosci enzymatycznej
przypuszczalnie nie jest juz tak intensywne.
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sie z jajka do wieku 7 miesiecy podlega pewnym nieregularnym waha-
niom, utrzymujgc sie jednak mniej wigcej na tym samym $rednim
poziomie.

OMOWIENIE WYNIKOW

Zachowanie sie aktywno$ci réznych enzyméw w zalezno$ci od wieku
bylo przedmiotem badan, ktére sg jednak stosunkowo nieliczne. Jestesmy
jeszeze dalecy od poznania jak sie przedstawia zmienno$é calosci obrazu
enzymatycznego w okresie rozwojowym. Tym niemniej z wynikow
dotycheczas ogloszonych mozna wnioskowaé, ze wiekszo$¢ enzymow
wlasciwych ustrojowi dojrzalemu jest obecna juz w ustroju noworodka,
chociaz aktywnosé ich jest przewaznie nieznaczna. Sama jednak obec-
no$¢ tych enzymoéw swiadczy, ze droga syntezy poszczegélnych bialek
zostaje przetorowana juz w zyciu plodowym (5). W watrobie noworod-
kéw ludzkich i zwierzecych szczegolnie mala jest aktywnosé adenozyno-
trojfosfatazy, oksydazy d-aminokwasowej, oksydaz cholinowej i cyto-
chromowej, za§ zupelnie jest brak oksydazy ksantynowej. Podobnie
zachowuje sie u noworodkéw aktywnosé szeregu enzyméw w prze-
wodzie pokarmowym (5).

Nasze wyniki, uzyskane z pomiaréw na szczurach i zabach wskazujg
na to, ze aktywnosé adrenalinooksydaz osocza jest stosunkowo mala
w chwili urodzenia i wzrasta stopniowo wraz z wiekiem, co jest zgodne
z danymi tyczacymi niektorych innych enzymoéw, jak to zostalo przed-
stawione wyzej. Z innej naszej pracy mozna wnioskowa¢, ze adrenalino-
oksydazy osocza sg najprawdopodobniej pochodzenia watrobowego (2).
Dlatego stopniowy wzrost aktywnosci enzymatycznej AdO zdaje sie
wskazywaé¢ na zwiekszajgcg sie wraz ze wzrostem ustroju sprawno$é
syntezy tych enzyméw w watrobie. Wyniki z pomiaréw uzyskane
u kurczat zastugujg na podkreslenie, gdyz swiadczg, ze juz w koncowym
okresie zycia plodowego kury koncentracja adrenalinooksydaz w osoczu
krwi osigga poziom wilasciwy osobnikom dorostym.

WNIOSKI

Pomiary wykonane u bialych szczuréw i zab wykazaly, Ze aktyw-
nos¢ adrenalinooksydaz osocza u zwierzat mlodych jest niska i wzmaga
sie stopniowo w spos6b statystycznie znamienny w okresie wazrostu,
dochodzgc do wartosci maksymalnych u zwierzat dojrzalych. Natomiast
badania przeprowadzone na kurczetach i mlodych kurach wskazuja
na to, ze w chwili urodzenia aktywnos¢ enzymatyczna nie rézni sie
zasadniczo od aktywnosci oksydaz osobnikéw dojrzatych.
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PE3IOME

ABTopamm O6bLiIM NIpOBeHeHbl WM3MEPEHUSA AaKTUBHOCTH aJpPEeHaJMHO-
OKCHjla3 TUIa3Mbl KpoBM y 64 Oesbix Kpblc, y 60 marymexk u y 50 msI-
NIAT M MOJIOABIX Kyp. DH3MMAaTHUecKad 3KTMBHOCTL 0003Hayajach Npu
[IOMOIIlM MMKPOMETOJa, B KOTOPOM B KaueCTBE JIOHATOPa KMCJIOpOda IIpy-
MeEHAJach IepeKNuch BOZOPOJA.

VccnepoBanua mokasasay, 4TO y OeJbIX KpbIC M Yy JATYLIEK 9H3Ma-
THYeCKadA aKTMBHOCTL CHAadaJa HM3KAasg, NOTOM II0 Mepe pocTa KUBOTHLIX,
THOABEPraeTCA IIOCTEIIEHHOMY, CTATHMCTMYECKM [OCTOBEPHOMY YBEJIMYEHMIO.
OH3MMaTHUYEeCKas aKTMBHOCTBL IIIA3MBbI LBINJIAT M KYpP JO CEMMMECAYHOTO
BO3pacTa yAep3KMBAeTCHd Ha TOM JKe CaMOM CpeAHeM YpPOBHe. 3TO yKa-
3b[BaeT Ha TO, YTO JKTMUBHOCTHL AJPEHAJMHOOKCUAA3 ILIa3MBl Y Kyp BO
BpeMsa MX POXJAEHUA HE OTJIMYAETCA B OCHOBHOM OT AKTUBHOCTM OKCH-
Jas3 3penabix ocobeil.

Taba. 1. V3MeHeHMs aKTHBHOCTHM aAPEeHAJMHOOKCHIA3 MJIa3Mbl KPOBM BO BpeMsd
pocta 6eNBIX KPBIC.

Tabn. 2. VisMeHeHMA aKTUBHOCTH afpeHANTMHOOKCHUIA3 ILIa3Mbl KPOBM BO BpeMs
pocTta JArYIIEK.

Taba. 3. AKTHBHOCTL 2JPCHANMHOOKCKUAA3 I1Jia3Mbl KPOBM BO BPEMS pocTa Kyp.

ZUSAMMENFASSUNG

Die Verfasser filihrten die Adrenalin-Oxydasen-Aktivititsbestim-
mungen des Blutplasmas an 64 weissen Ratten, an 60 Froschen und
an 50 Hithnchen und jungen Hiihnern durch. Die Enzymaktivitdt wurde
mit einer Mikromethode bestimmt, in der Wasserstoffperoxyd als
Sauerstoffdonator gebraucht wurde.

Die Untersuchungen zeigen, dass die Adrenalin-Oxydasen-Aktivitét
bei weissen Ratten und Fréschen anfangs niedrig ist und dann steigt
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wiahrend des Wuchses allméhlich an. Die Steigerung ist statistisch
signifikant. Bei Hithnchen und Hihnern bleibt die Enzymaktivitit auf
demselben mittleren Niveau. Wir haben die Messungen bis zum 7
Lebensmonat verfolgt. Daraus kann man schliessen, dass kein wesent-
licher Unterschied zwischen Adrenalin-Oxydasen-Aktivitidt bei neuge-
borenen Hiihnchen und erwachsenen Individuen besteht,
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