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Zbigniew PRASAL

Otrzymywanie ceruloplazminy i badanie jej wlasnosci

The Isolation of Ceruloplasmin and Investigation of Its Properties

Ceruloplazmine, niebieski miedzioproteid surowicy krwi o wilasno§ciach oksy-
dazowych, otrzymali po raz pierwszy z surowicy krwi ludzkiej i wieprzowe]
Holmberg i Laurell w 1948 roku (8). Odkrycie ceruloplazminy potwier~
dzilo przypuszczenie sprzed 50 lat o wystepowaniu we krwi czynnika odpowiedzial-
nego za wilasno$ci oksydazowe surowicy (1). Doniesienie o obnizeniu poziomu
ceruloplazminy we krwi chorych (choroba Wilsona) zwrécito uwage wielu autoréw
na jej role w fizjologii i patologii (2). Obok kierunku klinicznego w badaniach
nad ceruloplazming, metodyka otrzymywania i oczyszczania ceruloplazminy oraz
badania nad jej strukturg i wlasno$ciami enzymatycznymi budza obecnie zaintere-
sowanie wielu autorow. Badania nasze polegaly na izolacji ceruloplazminy z suro-
wicy wieprzowej, ustaleniu jej jakosSciowego skladu aminokwasowego, wlasno$ci
enzymatycznych, udzialu miedzi w aktywno$ci i wspéldziatania 2z serotoning
in vitro.

MATERIAL, ODCZYNNIKI, APARATURA I METODY

1. Material wyjsciowy w preparatyce ceruloplaz-
miny

Swieza krew wieprzowa poddano w chlodnym miejscu samoistnemu skrzep-
nieciu; oddzielong surowice (1—1,5 1) odwirowano w temp. 4°C przy 2000 obr/min.

2. Odczynniki specjalne i adsorbenty

Dwuetylobarbituran sodu (BDH, Anglia), kupryzon (Eastman Kodak, USA),
dwuchlorowodorek p-fenylenodwuaminy (FOCH, Gliwice) przekrystalizowany dwu-
krotnie z acetonu, kwas l-askorbinowy (Roche Products, Anglia), 1-fluoro-2,4-dwu-
nitrobenzen (Light Co, Anglia), krystaliczna a-chymotrypsyna (Boehringer i Soehne
GNBH, Mannheim), systoks (Inst. Med. i Hig. Wsi, Lublin), wzorcowe aminokwasy
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(Light Co, Anglia), wzorce DNP-aminokwasow (Mann Research Lab., New York),
siarczan kompleksu kreatyniny z serotoning (Merck AG, Darmstadt), proszek celu-
lozowy (Whatman, Anglia), sefadeks G-25 (Pharmacia Fine Chem. Uppsala, Szwe-
cja), zywica cheleks-100 (Bio. Rod. Lab., Los Angeles), Zel krzemionkowy (Merck
AG, Darmstadt), odeczynnik Ehrlicha (aldehyd p-dwumetyloaminobenzoesowy, stez.
HCIl, aceton w stosunku: 1 cz. 10% roztworu aldehydu w kwasie solnym i 4 cz.
acetonu).

3. Aparatura

Wiréowka chlodzona (MSE, Anglia), aparat do elektroforezy kolumnowej (LLKB
3340, Szwecja), pehametr z elektrodg szklang typ S-21 i kalomelowag typ K-55
(Piezoelektronika, Tychy), fotokolorymetr mod. 581 (MFR, Chiny), aparat do elektro-
forezy bibutowej (MGF, Berlin) i zelowej (Inst. Wet. Pulawy), aparat Warburga
(VEB, Berlin), urzgdzenie do chromatografii cienkowarstwowej (Desaga, Heidel-
berg), waz celofanowy (Visking Co, Chicago).

4. Metody

We frakcjach biatkowych oznaczano: azot ogolny metodsg kolorymetryczng
wg Burcka (3), biatko — metoda Lowry 1 wsp. (12), miedZ — metoda
Petersona i Bolliera (18), aktywnosé oksydazowg — metodg Rice’a (19).
Preparat koncowy analizowano elektroforetycznie metods elektroforezy bibulowej
w roznych pH, w gradiencie potencjalu 5,5 V/em, jak réwniez metoda elektro-
forezy na zelu skrobiowym w buforze ‘boranowym o pH 8,6 i 7,3 przy natezeniu
pradu 30 mA. Technika manometryczna (21) do oznaczania szybkosci poczgtkowej
i metody graficzne (11) postuzyly do wyznaczenia stalych Michaelisa wzgledem
p-fenylenodwuaminy i askorbinianu oraz wykazania hamowania kompetycyjnego
cytrynianu wzgledem powyzszych substratéw ceruloplazminy. Skiad aminokwasowy
badano w hydrolizacie kwasowym ceruloplazminy (hydroliza preparatu 6 N HCIl
w temp. 105°C w czasie 18 godz.) technikg dwukierunkowej chromatografii wstepu-
jacej, dwukierunkowej chromatografii DNP — aminokwasow (22) oraz elektro-
chromatografii bibulowej (6). Hydrolize enzymatyczng 1% roztworu ceruloplazminy
a-chymotrypsyng przeprowadzono w 0,05 M buforze fosforanowym o pH 7,5 w cza-
sie 23, 30 i 56 godz. w temp. 37°C; aktywno$é proteolityczna o-chymotrypsyny
hamowano systoksem a nie pirofosforanem czteroetylu (4). Wspoldziatanie in wvitro
ceruloplazminy 2z serotoning okreslano chromatografia cienkowarstwowsg (15);
zwigzki indolowe na chromatogramach wykrywano odczynnikiem Ehrlicha. Aktyw-
no$é oksydazowa mieszaniny inkubacyjnej ceruloplazminy i serotoniny sprawdzano
w czasie t = 0 i po 120 min.

WYNIKI BADAN WLASNYCH
A. Preparatyka 1 oczyszczanie ceruloplazminy

Preparatyke ceruloplazminy przeprowadzono w oparciu o metode
Holmberga i Laurella (8) i wlasne modyfikacje. Modyfikacje
wlasne polegaly na pominieciu w toku preparatyki: 1) izoelektrycznego
frakcjonowania przy pH 6,2, 2) frakcjonowania mieszaning etanolu i chlo-
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roformu (9:1 obj/obj) przy pH 5,5 oraz na wprowadzeniu w ostatniej fazie
oczyszczania, 3) wysokonapieciowe]j elektroforezy kolumnowej w aparacie
LKB 3340, 4) oczyszczania $ladéw jonéw miedzi na zywicy cheleks — 100
(14) i 5) zageszczania roztwordw ceruloplazminy na sefadeksie G-25 (7).
Dzieki wysokonapieciowej elektroforezie kolumnowej obecnos$¢ hemoglo-
biny w surowicy nie wplywa na jako$¢ uzyskiwanego preparatu. Metoda
ta pozwala na dalsze 5-krotne oczyszczenie frakcji ceruloplazminy od
towarzyszacych jej bialek balastowych (175 mg bialka wprowadzonego
do kolumny daje po elektroforezie 43 mg jednorodnego bialtka ceruloplaz-
miny).

B. Charakterystyka elektroforetyczna preparatu

W warunkach elektroforezy bibulowej przy pH 5,6, 7,0, 8,4 i elektro-
forezy na zelu skrobiowym przy pH 7,3 i pH 8,6 — preparat koncowy
wykazal obecnosé tylko jednej smugi swiadczacej o jego jednorodnosci.

C. Stale Michaelisa

0 2 4 6 8 10 12 14 16
1/5)(1(:’2

Ryc. 1. Krzywa enzymatyczna otrzymana metodg graficzng Lineweavera
i Burka dla wyznaczania stalej Michaelisa wzgledem p-fenylenodwuaminy.
Mieszanina reakcyjna zawierala 200 uM buforu octanowego o pH 5,2, 5 uM chlorku
sodu, 0,5 ml roztworu ceruloplazminy (0,122 pg Cu/ml) i zmienne ilo$ci p-fenyleno-
dwuaminy (S); ogélna objetosé 3,2 ml. Szybkosci poczatkowe reakeji (v) wyrazone
w ul Oy/min w temp. 37°C
Enzymatic curve according to Lineweaver-Burk for the determination of
the Michaelis constant for p-phenylenodiamine. The reagent mixture contained;
200 umoles of acetate buffer, pH 5.2, 5 umoles of NaCl, 0.5 ml of ceruloplasmin
(0122 ng Cu per ml) and variable amounts of p-phenylenodiamine (S); total
volume 3.2 ml. Initial velocities (v) are expressed in pl O, per min. at 37°.



248 Zbigniew Prasal

Stala Michaelisa dla ceruloplazminy wzgledem p-fenylodwuaminy
wyniosta 1,5»1073 M, a wzgledem kwasu l-askorbinowego 9,5-107¢M
przy pH 52 (ryc. 11i 2).

Preparat ceruloplazminy wykazuje wlasnosci oksydazy réwniez i dla
kwasu askorbinowego. Kwas cytrynowy jest zaréwno inhibitorem kom-
petycyjnym w stosunku do p-fenylenodwuaminy, jak i kwasu askorbi-
nowego.

n 1 i 1 1 1 )

0 2 4 6 8 10 12 14 16
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Ryc. 2. Krzywa enzymatyczna otrzymana metodg graficzng Lineweavera

i Burka dla wyznaczania stalej Michaelisa wzgledem kwasu l-askorbinowego.

Warunki, z wyjatkiem zmiennych ilosci kwasu l-askorbinowego, jak w opisie rye. 1

Enzymatic curve according to Lineweaver-Burk for the determination

of the Michaelis constant for l-ascorbic acid. Experimental conditions as described
in Fig. 1. except for variable amounts of l-ascorbic acid.

D. JakosSciowy skltad aminokwasowy ceruloplaz-
miny

W hydrolizacie kwasowym preparatu ceruloplazminy zidentyfiko-
wano w wyniku przeprowadzenia dwukierunkowej chromatografii bibu-
lowej, elektrochromatografii i dwukierunkowej chromatografii DNP-ami-
nokwaséw ogoétem 18 aminokwaséw: Ala, Arg, Asp, Cys, Gli, Glu, His,
Fen, Ileu, Leu, Liz, Met, Pro, Ser, Tre, Try, Tyr i Wal. (ryc. 3).
Aminokwasy nie rozdzielone metodg dwukierunkowej chromatografii
wstepujacej: Fen, Ileu, Leu, Met, Try i Wal zidentyfikowano dwukie-
runkowg chromatografia DNP-aminokwaséw 1 elektrochromatografia
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z zastosowaniem chromatografii w ukladzie: n-butanol — kwas octowy
— woda (4:1:1 obj/obj). Cystyne wykryto w preparacie nie hydrolizo-
wanym przez ogrzewanie z octanem olowiawym w srodowisku alka-
licznym.
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Ryc. 3. Chromatogram hydrolizatu ceruloplazminy otrzymany metodg dwukierun-
kowej chromatografii wstepujacej w ukladach: I. propanol — woda (7:3) i II. fenol
- woda (7:3). (1) Ala, (2) Arg, (3) Asp, (4) Gli, (5) Glu, (6) His, (7) Ileu, (8) Leu,
(9) Liz, (10) Met, (11) Fen, (12) Pro, (13) Ser, (14) Tre, (15) Try, (16) Tyr, (17) Wal
Chromatogram of the ceruloplasmin hydrolyzate obtained by two-dimensional ascend-
ing chromatography in the solvents: 1. propan-l-ol-water (7:3 v/v) and II. phenol-
-water (7:3v/v), (1) Ala, (2) Arg, (3) Asp, (4) Gly, (5) Glu, (6) His, (7) Ileu, (8) Leu,
(9) Lys, (10) Met, (11) Phe, (12) Pro, (13) Ser, (14) Thr, (15) Trp, (16) Tyr, (17) Val

E. Udzial miedzi w aktywnos$ci enzymatyczne]j
ceruloplazminy

Przedluzone trawienie ceruloplazminy a-chymotrypsyna powodowato
calkowity zanik niebieskiej barwy preparatu i aktywnosci oksydazowej.
Miedz nie usunieta z trawionej ceruloplazminy na drodze dializy wzgle-
dem 0,05 M buforu fosforanowego o pH 7 (tzw. miedZ nie dializujgca)
stanowila polowe zawartosci miedzi przed trawieniem. Wyniki do$wiad-
czen wskazuja na niejednakowy sposob powigzania atoméw miedzi
w czgsteczce ceruloplazminy, a mianowicie, ze z 8 atomow miedzi
w ceruloplazminie 4 atomy sg powigzane z tg czeScig apoenzymu, ktora
jest atakowana przez a-chymotrypsyne (ryc. 4).
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Ryc. 4. Graficzna ilustracja hydrolizy enzymatycznej ceruloplazminy «-chymotryp-
syng w 0,05 M buforze fosforanowym o pH 7,5. Objaénienia: 1 — miedZ nie dializu-
jagca w czasie trawienia, 2 — wartos¢ ekstynkcji przy 610 mp mieszaniny inkuba-
cyjnej, 3 — aktywno$¢é oksydazowa ceruloplazminy
The pattern of enzymatic hydrolysis of ceruloplasmin by a-chymotrypsin in 0.05 M-
-K-phosphate buffer, pH 7.5. 1 — Non-dialyzable copper during digestion, 2 — Ex-
tinction values of incubation mixture at 610 mp, 3 — Ceruloplasmin oxidase
activity

F. Wzajemny wpltyw ceruloplazminy i serotoniny

W wyniku do$wiadczen ustalono, ze ceruloplazmina powoduje prze-
ksztalcenie serotoniny z wytworzeniem nowego zwiazku indolowego wy-
krywalnego na chromatogramach w postaci plamki. W czasie inkubacji
ceruloplazminy z serotoning nie stwierdzono wptywu hamujacego sero-
toniny na aktywno$¢ oksydazowa ceruloplazminy (ryc. 5).

OMOWIENIE WYNIKOW BADAN

W opracowaniu preparatyki ceruloplazminy przyjeto schemat Holm-
berga i Laurella (8 z uwagi na dostepno$¢ materialu wyjscio-
wego i nieskomplikowany przebieg postepowania. Preparat ceruloplaz-
miny otrzymany wg oryginalnej metody Holmberga i Laurella
wykazal podczas elektroforezy bibulowej przy pH 8,4 obecno$é trzech,
a przy pH 5,6 i pH 7,0 — dwoch smug odpowiadajacych frakcjom biat-
kowym. Poszukujac rozwigzan, ktére pozwoliltyby uzyskaé jednorodny
elektroforetycznie preparat ceruloplazminy postanowiono wprowadzié
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Ryc. 5. Chromatogram cienkowarstwowy mieszaniny ceruloplazminy i serotoniny
po 120 min. inkubacji. Mieszanina inkubacyjna zawierata okoto 1 nM ceruloplaz-
miny i 100 uM serotoniny w 10 ml 0,1 M buforu octanowego o pH 5,6. Nosnik zel
krzemionkowy, czas inkubacji 120 min, temp. 37°C. Uklady rozwijajace: I. izopro-
pancl, II. butanol. Wywolywacz zwigzkow indolowych odczynnik Ehrlicha. Objas-
nienia: k;, k, — plamki kontrolne serotoniny po rozwinigciu w I uktadzie, k3, k; —
plamki kontrolne serotoniny po rozwinieciu w II ukladzie, 1,2 — plamki odpowia-
dajace zwigzkom indolowym utworzonym podczas inkubowania samej serotoniny
w warunkach doswiadczenia, i 3 — zwigzek indolowy utworzony podczas inkubacji
serotoniny z ceruloplazming
Thin-layer chromatogram of the mixture of ceruloplasmin and serotonin after
120 minutes of incubation. Incubation mixture contained approximately 1 pmole
of ceruloplasmin and 100 umoles of serotonin in the total volume of 10 ml
of 0.1 M acetate buffer, pH 5.6. Supporting medium silica gel, incubation time —
120 minutes, temperature 37°. Solvents: 1. izo-propanol, II. butanol. The Ehrlich
reagent was employed for detecting indol compounds. k;, k, — the control spots
of serotonin after development in solvent I, k3 k; — the control spots of serotonin
after development in solvent II, 1,2 — the indol compounds spots found during
the incubation of serotonin only, and 3 — an indol compound found during the
incubation of the mixture of serotonin and ceruloplasmin

modyfikacje, dotyczace uproszczen w schemacie frakcjonowania surowicy
jak i zmiany sposobu oczyszczenia w ostatniej fazie. W miejsce elimino-
wanych ze schematu pierwotnego izoelektrycznego frakcjonowania przy
pH 6,2 i dalszego frakcjonowania mieszanina etanolo-chloroformowsg przy
pH 5,5 wprowadzono elektroforeze kolumnowa, adaptujgc dobér nosnika,
buforu i napiecia pradu do wlasnych potrzeb.
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Wyniki pomiaréw kinetycznych potwierdzily poglad innych auto-
row (17) o charakterze enzymatycznym ceruloplazminy (oksydazy) w od-
niesieniu do podlegajgcego dyskusji kwasu askorbinowego jako substratu.
Potwierdzono rowniez poglad, ze kwas cytrynowy jest naturalnym inhi-
bitorem ceruloplazminy (16). Wyznaczona stala Michaelisa metodg mano-
metryczng dla substratu p-fenylenodwuaminy 1,5:1073M jest zgodna
z danymi innych autorow (8, 10), natomiast stala Michaelisa dla kwasu
askorbinowego 9,5+ 107* M jest o jeden rzad wielkosci wyzsza od danych
Osaki i wsp. (1,3-1075M). Autorzy ci (17) stosowali w pomiarach
kinetycznych neokupreine znoszacg hamujacy wplyw jonéw miedzi,
ktére moglyby zosta¢ uwolnione z ceruloplazminy w warunkach pomiaru.
W doswiadczeniach wtasnych eliminowano wplyw jondéw miedzi pocho-
dzenia zewnetrznego, stosujac oczyszczenie na kolumnie wypelnionej zy-
wicg cheleks — 100.

W pi$miennictwie nie znaleziono wzmianek na temat skladu amino-
kwasowego ceruloplazminy zwierzecej. Sklad jakosciowy i ilosciowy
ceruloplazminy ludzkiej podali Kasper i Deutsch (9). Sklad
aminokwasowy wlasnego preparatu ceruloplazminy zwierzecej zbadano
jakosciowo na drodze zrdéznicowanych technik chromatografii bibulowej.
Na podstawie wynikéw wlasnych i danych z piSmiennictwa (9) nalezy
przyjaé, ze ceruloplazmina zwierzeca (wieprzowa) odpowiada pod wzgle-
dem skladu aminokwasowego ludzkiej (18 aminokwaséw).

Badania nad strukturg miedzioproteidowsg ceruloplazminy prowa-
dzono w oparciu o metode enzymatycznej hydrolizy o-chymotrypsyng
stosowang juz przez Curzona (4) do ceruloplazminy ludzkiej. Mimo
przedluzonego trawienia do kilkudziesieciu godzin odszczepia sie tylko
50% miedzi zawartej w preparacie, co odpowiada 4 atomom w stosunku
do 8 atomoéw zawartych w ceruloplazminie. Nalezy przypuszczaé, ze
a-chymotrypsyna rozbija wigzania peptydowe w centrach aktywnych,
a nie narusza wigzan pozostalych 4 atoméw miedzi, ktére nie ulegaja
odszczepieniu.

Zagadnienie wzajemnego wplywu miedzy ceruloplazming a seroto-
ning badane przez wielu autorow (5, 13) stanowi jeszcze temat do dys-
kusji. Wedlug weczedniejszych pogladéw (20) serotonina utlenia sie
w ustroju pod wplywem oksydazy monoaminowej (EC 1.4.5.4) do kwasu
5-hydroksyindolilooctowego. Wedlug Yamady i wsp. (23) serotonina
nie jest substratem dla oksydazy monoaminowej. W do$wiadczeniach
wlasnych potwierdzono rozklad serotoniny pod wplywem ceruloplaz-
miny (13), przy czym wykazano na chromatogramach powstanie nowego
zwigzku indolowego. Wykazano ponadto, ze serotonina nie hamuje
aktywnosci ceruloplazminy podczas inkubacji w 0,1 M buforze octa-
nowym o pH 5,6.
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Ilony4yenue u cBOMCTBa LEpyJIOIJIa3MHHA

Pe3zwoMme

ABTopoM pa3spaboraH criocob MONy4YeHMA U OUUINEHMA LEePYJIOILIA3-

MMHa M3 CBIBOPOTKM CBMHEHM, BKJIIOHAIOIIMI (PPAaKIMOHMPOBAHME HAChI-
LIIEHHLIM CEPHOKMCJIBIM aMMOHMEM, XOJOIHBIM 9STaHOJIOM, CMECBIO XJO-
podopma u sranosa (1:9) npu pH 6,5, a TakKe npu OMOLUM KOJOHKMU
sJexTpodopesa BBICOKOro HampsaxeHus B annapare LKB-3340 (IlIserms).



254 Zbigniew Prasat

Ionyyen mpenapaT, TOMOreHHOCTB KOTOPOTO YCTAHOBJIEHA 9JIEKTPOdo-
pe3oM Ha kpaxMmajbHoM reje npu pH 7,3 u 8,6, orHomienne Cu/N B npe-
napare pasHsajgock 00,0225, xoncraHThl Muxemmca — 1,5°-1073 (cyberpar
p-pernaamnammue) u 9,5-107% (cyberpar 1l-ackopbmuHOBas KMCIOTA) IPU
pH 5,2 u temneparype 37°C. B npemaparte xpomarorpadpu4ecKyu MAEHTH-
dumporaso 18 aMMHOKMCIOT.

PesyabraThl onpeseseHMiI B SH3MMATUYECKOM TMAPOJM3E INPU IIOMO-
LM U-XMMOTPMCIIMHA C OKCHIA30BOM AaKTUBHOCTBIO, abcopbuueir npn
610 mu ¥ MeaM, He MoOABepruieiica AMAINU3Y, NMOJCKA3bIBAIOT, YTO B OKCH-
a30BOM aKTMBHOCTM MPMHUMAIOT ydactue 4 JabuybHBIX aToMa Mmenu. Bo
BpeMs MHKybalmu Iperapara ¢ CEpPOTOHMHOM OOHApYXKEHO pa3JioKeHMe
cepororyHa 6e3 Ae3aKTMBM3ALMM LEPYJIOIJIa3MUHAa.

Puc. 1. DH3uMaTHuecKas KpuBad, IOJYy4YEeHHas N0 rpadudecKoMy ‘METoAy
Lineweaver’a u Burk’a, pjs onpefeNeHus KOHCTAHTh! Muxejanuca [0 OTHOLLUEHUIO
K p-beHnnanaMuHuy, peakLMOHHaA cMech cofepxkana 200 M ykcycHoruciaoro 6ydepa
¢ pH 5,2, 5 pM xaopuaa HaTtpud, 0,5 M) pacTBopa nepymxomiasmmua (0,122 mr Cu/mi)
M HEIOCTOSHHOrO KOJudecTBa p-denmaeHguamuba (S); obmmit obwem 3,2 Ma. Ha-
YyaJbHEble CKOPOCTHM peaknuyu (v), BbIpakKeHHple B MJa O,/MMH IIpM TeMIepartype
37°C u pH 5,6.

Puc. 2. DH3uMaTH4ecKas KpKBasg, NOJy4eHHas 1o Metoay Lineweaver’a n Burk’a,
05 ompefeNeHMA KOHCTAHTHI Myxenmca IO OTHOLIEHMIO K 1-acKOpPGMHOBOV KMCJIO-
e, VeIJIoBMA, 3a MCKJIIOYEHMEM HEMOCTOAHHBIX KOJMYECTB 1-acKOpPOMHOBOI KMCIOTHI,
KaK Ha puc. 1.

Puc. 3. XpomarorpamMma TIMApPOJM3a LepyJonjasMiuHa, NOJIyHeHHada I10 METORY
IByHanpaBJeHHo¥ xpomarorpaduy, BbIcTynawuaa B cucremax: I — npomanon —
Boma (7:3) u II — cbewon — Boga (7:3). 1 — ajaHmH, 2 — apruHMH, 3 — acmapa-
IrMHOBaA KMCJOTa, 4 — INIMOMH, 5 — TJIIOTAMMHOBAA KMCJIOTA, 6 — TIMCTOAMH, 7T —
M3ONEeLMH, 8 — neiuuH, 9 — au3ud, 10 — MeTmonmH, 11 — hennnananuy, 12 —
nponuH, 13 — cepuH, 14 — TtpeonmH, 15 — rpunrodaH, 16 — nMpPoO3uH, 17 — BaJuH.

Puc. 4. Tpddmg SH3UMMATUHUECKOTO THUAPOJAM3a LEpyJIOIIasMMHA IOJ JEeMCTBUEM
a-xumorpuricuia B 0,05 m docchopHom 6ycbepe ¢ pH 7,5.

1 — He NOABEPrHyTas AMAJIN3Y MeIb BO BpeMA NUIIeBapeHMd,

2 — sKeTHMHKUMA npu 610 Mp MHKyGanMOHHOM cMecy,

3 — ORcHAa3oBad aKTMBHOCTL LIEPYJIOIIA3MMUHBL.

Puc. 5. ToHkochaoiiHag Xpomarorpamma CMeCH ULEepyJONJa3MMHA M CEPOTOHMHA
cnyera 120 mMuH. nocie mHKybanum. VIHKyOalMOHHasA cMech copep:kalia okojo 1 uM
nepynonaasmmuea 1 100, pM ceporormra B 10 Ma 0,1 M yckycHoro Gydepa ¢ pH 5,6.
Penenrop rems kKpemHO3eMa, BpeMa MHKyOaumm 120 muu., temneparypa 37°C. Pas-

BUBaOLMeca cucreMel: I — wm3omnponanHoy, II — Gyranos, IIpoABMUTENL COEAMHEHMUT
uHpoNa — peakt™uB Ipanxa. K;, K; — KOHTpONBbHLIE NATHA CEPOTOHMHA IMOCJIE pPas-
Butna B I cucreme; K;, K; — KOHTpPOJIbHBLIE IATHA CEPOTOHMHA IIOCJE PA3BUTHUA BO
II cucreme; 1, 2 — mnATHA, COOTBETCTBYIOLME COEAMHEHUAM WHAONA, O06PA30BAHHBIM

BO BPEMA MHKYOaHMPOBAaHMA JMIUL OJHOTO CEPOTOHMHA B YCJOBUAX SKCIIEDMMEHTA;
3 — coeamHeHue MHAOJA, 00Pa30BaHHOE BO BpeMA MHKYOaumyu CEpOTOHMHA C IePyIo-
IJ1a3MMUHOM.
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The Isolation of Ceruloplasmin and Investigation of Its Properties
Summary

The paper deals with the method of isolation and purification of
ceruloplasmin from the plasma of pigs. The method includes fractionation
with saturated ammonium sulphate, cold ethanol, a mixture of chloro-
form and ethanol (1:9) at pH 6.5, and a high-voltage column electro-
phoresis in the apparatus LKB 3340 (Sweden). A preparation was
obtained the homogeneity of which was found by electrophoresis on
starch gel at pH 7.3 and 8.6. The CwN ratio in the preparation was
0.0225. Michaelis’s constants were 1.5:-1073M (p-phenylenodiamine
substrate) and 9.5-107¢M (l-ascorbic acid substrate), at pH 5.2 and
at a temperature of 37°C. Eighteen amino acids have been identified
in this preparation by chromatography. The results of determinations,
with u-chymotrypsin in enzymatic hydrolizate, of the oxidase activity,
absorption at 610 mp and non-dialyzing copper, suggest that 4 labile atoms
of copper take part in the oxidase activity. During the incubation of the
author’s own preparation with serotonin, the decomposition of the sero-
tonin without the inactivation of ceruloplasmin was noted.
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