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Versuch von Charakterisierung der ,,Adrenalinoxydase” des Blutplasmas

W naszej pracowni zauwazono w osoczu krwi i w surowicy obecno§é czynnika
nazwanego przez nas ,adrenalinooksydaza” (AdO), ktéry utlenia adrenaline do
adrenochromu w obecno$Sci nadtlenku wodoru. Nastgpilo to w zwigzku z opra-
cowaniem metody (6, 10), ktérej pierwotnym celem bylo mikrooznaczenie zdolno$ci
osocza utleniania adrenaliny. Obecna praca zostala podjeta celem dokladniej-
szego scharakteryzowania enzymoéw wzglednie enzymu, ktéry w warunkach
wspomnianej mikrometody powoduje powstawanie adrenochromu.

Z rozwazan teoretycznych i danych pi§miennictwa mozina bylo przypuszczaé,
Zze substancjg czynnag jest ceruloplazmina, wzglednie inna polifenolooksydaza
lub tez ferrytyna aktywujgca w obecno§ci nadtlenku wodoru (11) utlenianie
adrenaliny do adrenochromu w wyniku powstawania odczynnika Fentona. Za-
gadnienie to domagalo sie rozwigzania takze z tego wzgledu, Ze przy pomocy
wymienionej metody zostalo stwierdzone wystepowanie charakterystycznych zmian
aktywnosci tego czynnika pod wplywem S§rodkéw neurofarmakologicznych i rao-
noamin biogennych (5), wysitku fizycznego (6), stressu (4), hormonéw (2) oraz
w przebiegu okresu wzrostowego zwierzgt (3).

METODYKA

Poshugiwaliémy sie §wiezg (1—2 godz. po uboju) surowica §winska. Aktywi:0§é
AdO oznaczana byla wg Jasinskiego i Tyburczyka (6 10) w 1C ml
surowicy rozcienczonej w 2,7 ml buforu sodowo-fosforanowego pH 6,0 zawicra-
jacego (wszystkie stezenia podane w pM/1 ml) Na,EDTA .2H,O 3,611, KCN 0,057,
adrenaline 0,101, H,0, 32,66. Calo§¢ inkubowano przez 30 minut w 37°C z do-
stepem powietrza. Aktywno§é enzymatyczng wyrazano w pM utlenionej do
adrenochromu adrenaliny/l ml surowicy/l godz. Ceruloplazmina (parafenyleno-
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dwuaminooksydaza PPDQO) oznaczana byla metodg Ravina (12). Elektroforeza
bibulowa jakosciowa bialek surowicy: 20 godz. przy 5,3 V/em, 0,122 mA/cm,
papier Whatman nr 1, 3,5 cm szerokosci, bufor weronalowy pH 8,6. Wywolywanie
przez kolejne natryskiwanie nasyconego roztworu adrenaliny w 5N HCl i 3%
roztworu nadtlenku wodoru. Katalaze oznaczano wg metody Bonichsena,
Chance’a i Theorella (7).

WYNIKI

1) Z wykonanych pomiaréw poréwnawczych w tych samych suro-
wicach wynika, ze aktywno$ci ceruloplazminy i adrenalinooksydazy sg
zupelnie niezalezne i nie ma miedzy nimi korelacji (r=-—0,320, P < 0,02,
y=29,9361—1,330x, n==60).

2) W surowicach przechowywanych w 2—4°C inaktywacja AdO
zachodzi w granicach 60—100 godz. W tym samym czasie aktywnosé
ceruloplazminy ulega tylko nieznacznemu zmniejszeniu (ryc. 1).
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Ryc. 1
Linia gérna: aktywno$é ceruloplazminy (PPDO), linia dolna: aktywno§é AdO
Obere Linie: Coeruloplasmin (PPDO)-Aktivitdt, untere Linie: AdO-Aktivitdt

3) Po dokonanym rozdziale elektroforetycznym bialek $wiezej suro-
wicy utlenianie adrenaliny do adrenochromu zachodzi we frakejach
a- i f-globulin. W surowicach przechowywanych 60—100 godz. w 2—3°C
utlenianie adrenaliny w o-globulinach jest prawie nie zmienione, nato-
miast w fB-globulinach pozostaje tylko s$lad aktywnosci (ryc. 2). Jak
wiadomo, ceruloplazmina znajduje sie w a-globulinach,

4) Utrzymywanie surowicy w czystej atmosferze tlenku wegla
w temp. 19—22°C przez 2,5 godziny powoduje, praktycznie rzecz biorac,
catkowita inaktywacje AdO (tab. 1). Inaktywacja ta przebiega w sposob
podobny przy dzialaniu promieni swietlnych i w ciemnosei.

5) Poréwnawcze oznaczanie rozkladu parafenylenodwuaminy i ad-
renaliny przez skoncentrowany preparat ceruloplazminy oraz $Swieza
surowice wykazaly, ze ceruloplazmina surowicy w warunkach rozpatry-
wanej metody nie utlenia adrenaliny (tab. 2).
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Ryc. 2
Goéra: elektroforogram biatek §wiezej surowicy §winskiej (barwienie bromofenolem);
Srodek: powstawanie adrenochromu w rozdzielonych elektroforetycznie frakcjach
Swiezej surowicy Swinskiej; dél: to samo w surowicy ktéra przez 80 godz. byla
przechowywana w temp. 3°C
Oben: Papierelektrophoretisch getrennte Proteine des frischen Schweineserums
(Bromphenolblaufdrbung); Mitte: Adrenochrombildung nach papierelektrophore-
tischen Trennung des frischen Schweineserums; Unten: Dasselbe in Serum,
welches 80 Std bei 3°C gelagert wurde

Tab. 1. Wplyw CO na aktywnosé AdO
Beeinflussung der AdO-Aktivitidt durch CO

Przed zatruciem Po zatruciu
7.5 0,8
7,5 0,5
7,2 0,5
8,2 1,0
9,2 0,2
9,5 0,3
8,5 0,5
8,1 0,1
8,0 0,4

Tab. 2. Poréwnanie aktywno$ci ceruloplazminy (PPDO) i AdO w preparacie
ceruloplazminy i w surowicy
Vergleich der Coeruloplasmin- und AdO-Aktivitit cdes Coeruloplasminpréparates
und des Blutplasmas

Utlenianie PPD Aktywnos$é ,adre-
w jedn. Ravina nalinooksydazowa”
Prep. ceruloplazminy (20 pl) 1,50 0,00
Prep. ceruloplazminy (20 ul) 194
-+ surowica (100 ul) ’ -
Prep. ceruloplazminy (20 ul) am4
+ surowica (10 ul) - X
Surowica (100 nl) 0,50 _

Surowica (10 pl) — 4,70
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6) Przy zalozeniu, ze cate zelazo w osoczu znajduje sie w postaci
ferrytyny, jej koncentracja w osoczu wynosilaby okoto 500 uglh. Jak
wynika z naszych pomiaréw, ferrytyna (10 ul roztworu 500 ngh =
={,05 ng) w obecnosci nadtlenku wodoru nie utlenia adrenaliny (tab. 3).

7) Katalaza surowicy, jak przekonaliSmy sie, jest w badanej mato-
dzie w obecnosci cyjanku potasu caltkowicie inaktywowana.

Tab. 3. Pordéwnanie aktywno$ci ,,adrenalinooksydazowej” ferrytyny i surowicy
Vergleich der ,,Adrenalin-Oxydasen”-—Aktivitdt von Ferritin und Blutplasma

Aktywno$é ,,adrena-
linooksydazowa”
Ferrytyna (0,05 ng) 0,00
Ferrytyna (0,05 ug)
4+ surowica (10 ul) 4,42
Surowica (10 ul) 4,70

8) W granicach od 3°—36°C aktywnos¢ AdO stopniowo wzrasta,
miedzy 36°—51°C utrzymuje sie na maksymalnym poziomie, przy
dalszym zwiekszaniu cieploty stopniowo obniza sig, przy czym przy 80°C
zachodzi zupelne unieczynnienie (ryc. 3).
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Ryc.3. Wplyw temperatury na aktywnosé AdO
Beeinflussung der AdO-Aktivitdt durch Temperatur

9) Szybkos¢ utleniania adrenaliny do adrenochromu przy uzyciu
statej koncentracji enzymu, a zwiekszajgcym sie stezeniu podloza (adre-
naliny) wzrasta, osiggajac maksimum przy stezeniu podtoza okolo
0,1 puM/ml (ryc. 4). Stala Michaelisa adrenaliny dla AdO oznaczana
sposobemm Lineveawera-Burka Ky=13,7-107¢ M/l

10) Zaleznos¢ szybkosci utleniania adrenaliny od stezenia surowicy
(enzymu) przy stalej koncentracji podloza uwidoczniona jest na,ryc. 5.
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0.05 0.15 /uM /ml
Ryc. 4. Aktywnos§¢ AdO przy wzrastajgcych stezeniach substratu; odciete: stezenie
adrenaliny, rzedne: akfywno$¢ AdO
AdO-Aktivitdt bei wachsender Substratkonzentration; Abszisse: Adrenalinkonzen-
tration, Ordinate: AdO-Aktivitit

£M
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20 Ryc. 5. Aktywno§¢ AdC przy wzra-
stajgcej koncentracji enzymu (suro-
) wicy) i stalym stezeniu substratu;
10 odciete: pl surowicy, rzedne: aktyw-
nosé enzymatyczna
AdO-Aktivitdt bei wachsender Serum
(Enzym) — und konstanter Substrat-
20 60 konzentration; Abszisse: pnl Serum,
/‘L ordinate: Enzymaktivitit

OMOWIENIE WYNIKOW

Z przedstawionych wynikéw mozna wnioskowaé, ze w metodzie
bedgcej przedmiotem naszej uwagi oznacza sie aktywno$¢ substanciji,
ktora znajduje sie w P-globulinach osocza i surowicy, przy czym nie
jest ona identyczna z ceruloplazming, ferrytynag i katalazg. Jest ona
hamowana przez CO, przy czym promienie Swietlne nie maja wplywu
na proces hamowania, co przemawia za tym, Zze nie nalezy ona do
hemoprotein (8**). Jak wynika z badan Holmberga i Laurella
(9), w osoczu nie ma czynnej peroksydazy. Stwierdzono takze (1, 13),
ze osocze nie zawiera cytochromu C. W piSmiennictwie brak danych
co do obecnosci oksydazy cytochromu (8*). Nalezy przypuszezaé, ze
gdyby nawet oksydaza byla obecna, zostalaby unieczynniona przez
cyjanek potasu. Krzywe zaleznosci aktywnosci AdO od temperatury
i od stezenia substratu wskazujg na to, ze substancja aktywna jest enzy-
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mem, a gladki przebieg krzywych przemawia za istnieniem raczej
jednego niz kilku fermentéw. Wielkos¢ statej Michaelisa $wiadczy
o tym, ze AdO najprawdopodobniej, jako posiadajgca znaczne powino-
wactwo do adrenaliny, moze byé¢ czynnikiem operatywnym w katabo-
lizmie katecholamin w ustroju.

Dziekujemy prof. dr V. Laufbergerowi (Praha) i dr Kleinwi&dchte-

rowi (Brno) za udostepnienie nam ferrytyny, za§ mgr Prasalowi (Lublin)
za odstgpienie preparatu ceruloplazminy.
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PE3SIOME

@$akTOp MJIA3MEI M CHIBOPOTKM KPOBM aKTUBUPYIOUMII B IIPUCYTCTBUK
IIEPEeKNCHU BOJOPOJ&a OKKCJEHME aApCHaJMHaA B aApPeHOXPOM T.Ha3. ,,agpe-
HaguHookcugaza”’ (AdO) ecTn 9H3MMOM, HAXOAAIMMCS B P-rioly uiHax,
OTJIMYHBII OT LiepyJomnJasMMHa, PEPPUTHHA M KaTaJjla3bl. BepoATHO, 3TOT
9H3MM He ABJAETCA MAEHTMYHBIM C IIepoXcunas3oir, nuroxpomom C u 1m-
TOXPOMOKCHAA3O0M.

Tabn. 1. Bamanme CO Ha akTuBHOCTE AdO (,,agperHaMHOKCUAA3LI’).

Tabx. 2. CpaBHeHMe aKTMBHOCTM HepyJomiasMmmaa (PPDO, nmapadennnengna-

MMHOKCHAA3b]) M AdO (aapeHaIMHOKCHAA3BI) B IIpenapare LepyJolyiasMyHa M B Cbl-
BOPOTKEe KPOBMN.
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Tabxa. 3. CpaBHeHNe ,,aAPeHAJMHOKCHAA30BOI AaKTHMBHOCTM (DEPPUTMHA M ChI-
BOPOTKM KPOBMH.

Puc. 1. BepxHsasa JAMHMA: aKTMBHOCTH LepyaonaasmuHa (PFDOQ), HMKHAA: aK-
TUBHOCTE AdO.

Puc. 2. Bepx: 3BaekrtpocoporpaMM OeJIKOB CBEXKEl CHLIBOPOTKM KPOBM CBUHBIL
(okpacka Opomdenonom). Cepeamua: OOpazoBaHMe AZPEHOXPOMa B Pa3lelICHHBIX
anerkTpodropernyecky (ppakImMAxX cBexeir cbIBOPOTKU. Huz: To ke caMoe B CbIBO-
POTKe, coxpaHeHHO) B Temm. 3°C B TeyeHue 80 wuac.

Puc. 3. BauanuMe TeMmnepaTrTypbl Ha aKTHMBHOCTHL AdO

Puc. 4. AgTupHOCTE AdQO B 33BUCMMOCTM OT KOHLeHTpauuM cybcTpara. AGc-
UMCChl: KOHLEHTpaLyusa ajpeHanmHa. OpauHaTbl: aKTHUBHOCTH

Puc. 5. AkTHMBHOCTB AdO B 38BMCHMMOCTM OT KOHLEHTPauum 9SH3uMa (CbIBO-
POTKM) IIPM IIOCTOAHHCIH KOHLEHTpaumm cybcrparta.

ZUSAMMENFASSUNG

Die sich im Blutplasma und Serum befindende Substanz (,,Adrena-
lincxydase” (AdO), die das Adrenalin zu Adrenochrom in Anwesenheit
von Wasserstoffperoxyd oxydiert ist ein Enzym, der mit Coeruloplasmin,
Ferritin, Katalase und wahrscheinlich mit Peroxydase, Cytochrom C
und Cytochromoxydase nicht identisch ist. Die ,,Adrenalinoxydase”
ist mit p-Globuline verbunden.

Prace otrzymano 10V 1964.
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