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POLAROGRAFICKE CHOVANIE AKTINOMYCINOV

M. FEDORONKO, H. BERG

CSAV, Oddelenie fyzikélne] a analytickej chémie
Chemického ustavu Slovenskej akadémie vied v Bratislave

Ustav mikrobiolégie a experimentélnej terapie v Jene, NDR

Aktinomyeiny st dervenozlté velmi toxické antibiotikd s cytostatickymi
udinkami. Z chemického hladiska st to substituované fenoxazinové chromo-
peptidy (I), ktorych farebnd Gast zvana chromofor je spoloénd vietkym aktino-
mycinom. Na chromofore st napojené dva peptidové zvysky, ktorych zloZenie
zavisi od biologickych vlastnosti pouzitych kmenov aktinomycét a od vyrob-
nych podmienok. Struktiru celého radu aktinomyecinov opisal H. Brock-
mann a spolupracovnici [1—3]:
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Biologické sktigky dokézali, Ze i mensie Strukturdlne zmeny &i uz na pepti-
dovych dastiach alebo na chromofore samom silne ovplyviluji cytostatické
tdinky aktinomycinov. Napriklad kym aktinomyecin C; je uéinné cytosta-
tikum, chléraktinomyecin C, (aminoskupina na chromofore v aktinomyecine
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je nahradend chlérom) je prakticky netéinny. Z polarografického hladiska
je velmi déleZité poznat, ako ovplyviiuji peptidové zvysky a ostatné substitu-
enty redoxny systém zakladného fenoxazénu(2), a to aj preto, Ze v niektorych
pracach [4] sa nagla savislost medzi polvinovymi potencidlmi a cytostatickou
idinnostou skisanych latok. Niektoré polarografické vlastnosti aktinomycinov
opisal uz jeden z nés [5, 6]. V tejto praci poddvame tplnejsie polarografické
$tidium aktinomyecinu C, (dalej aktinomyein), chléraktinomycinu C, (dalej
chléraktinomyein) a fenoxazénu(2) ako modelovej latky.

Experimentalna cast

Pracovalo sa na Heyrovského polarografe typu LP 55 v obvyklom zapojeni s tempero-
vanou Kalouskovou nddobkou a oddelenou 1 M merkurosulfdtovou elektrédou. pH hod-
noty pouzitych roztokov sa premerali na pH metri firmy Radiometer. Pouzitd kapildra
mala pri vyske rezervodra h = 60 cm dobu kvapky 3,46 sek. a prietokovi rychlost
m = 1,98 mg/sek. Aktinomycin a chléraktinomycin sa vyrobili a chromatograficky
predistili na Ustave mikrobiolégie a experimentélnej terapie v Jene; fenoxazén(2)
ném poskytol dr. Musso z Organicko-chemického udstavu Univerzity v Gottingene.
Vsetky chemikélie pouzité na pripravu tlmivych roztokov boli analytickej distoty.
Vsetky experimenty polarografického Studia uvedenych ldtok sa vykonali v tlmivych
roztokoch za pritomnosti 50 9, metanolu. Spektrd v ultrafialovej a viditeInej oblasti
vSetkych troch skdsanych ldatok sa premerali na univerzdlnom spektrofotometri firmy
Zeiss.

Vysledky

Stiadium reverzibilnyjch redoxngjch systémov

,

Fenoxazén(2) poskytuje pri vSetkych skuSanych koncentrédcidéch v Britton—Robin-
sonovych tlmivych roztokoch jednu katodicku dvojelektrénovi vinu (obr. 1), limitovani
diftiziou, ako sa overilo zo zévislosti od vysky rezervodra a z kriviek zdvislosti okamzitého
prudu od éasu. Anodické viny leukoformy fenoxazénu(2) sa objavuja pri tych istych
potencidloch, pri ktorych prebiehaji prislusné redukecie oxydovanej formy. Pri postup-
nom prevode oxydovanej formy na redukovand téinkom vodika za katalytického pdso-
benia koloidného paladia prechddzala anodicko-katodickd vina plynule cez nulovu liniu
galvanometra, ¢o je ddkazom reverzibilného charakteru fenoxazénu(2).

Rovnako sa chova aj aktinomyein a chléraktinomyecin pri koncentrécii < 5. 10-% M.
Obidve latky, podobne ako fenoxazén(2), do tejto koncentrécie poskytuji v celom roz-
sahu pH v Britton—Robinsonovych tlmivych roztokoch len po jednej katodickej vine,
polvinové potencidly ktorych sthlasia s polvinovymi potencidlmi vin zodpovedajicich
leukoforiem, ¢o je dokazom polarografickej reverzibility (obr. 2, krivka I, 2, 3).

Vsetky tri skiimané latky, najmé pri vyssich koncentracidch, si na anodickej strane
sprevddzané jednou zle vyvinutou vinkou (¢,). Posun polvlnovych potencidlov tychto vin
s pH je mensi nez pri prvej katodickej vine (7,), takZe v zdvislosti od pH moézu tieto viny
splyvat s katodickou vlnou (obr. 3 a 4, krivka I, 2, 3) alebo sa jasne diferencuju (obr. 4,
krivka 4, §). Uvedené vilny najpravdepodobnejsie prislichaja zlGéenindm tychto ldtok
5 anodicky rozpustenou ortutou.



30 M. Fedoroiiko, H. Berg

|

i , . 3

}fa / / | f |
Obr. 1. Zavislost vin fenoxazénu(2) od pH v Britton—Robinsonovych vodno-alkoho-

lickych tlmivych roztokoch.
2,5 10-* M fenoxazdn(2). (I) roztok kyseliny sirovej s 50 9, metanolu; (2) az (6) Britton—
Robinsonove tlmivé roztoky s 50 9, metanolu; pH: (1) 1,55; (2) 2,82; (3) 4,80; (4) 6,80;
() 8,34; (6) 9,80. Krivky (I) az (3) od 0. zdvitu, krivky (£) az (6) od 1. zdvitu, 1 M mer-
kurosulfétova elektréda, 200 mV/absc., h = 60 cm, citl. 1 20.
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Obr. 2. Zévislost katodicko-anodickych vin aktinomycinu od jeho koncentrdcii
v Britton—Robinsonovom tlmivom roztoku o pH 6,8.

Koncentrécie aktinomyecinu: krivky (1) az (3) 3.10-% M, krivky (4) az (6) 10.10-5m.

Krivky (1) a (4) uplne oxydované formy, (2) a (5) ¢iastoéne redukované formy, (3) a (6)

uplne redukované formy. Krivky registrované anodicko-katodicky od 1. zédvitu, 1 M mer-

kurosulfdtové elektréda, 200 mV/abse., h = 60 cm, citl. krivky (I) az (3) 1 : 3, krivky (4)
az (6) 1 10.
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Obr. 3. Zévislost vy$ok vin od koncentrécie chléraktinomyecinu v Britton—Robinsonovom
vodno-alkoholickom tlmivom roztoku o pH 3,9.

Koncentrécie chléraktinomyeinu: (2) 1,1; (3) 2,1; (4) 3,1; (9) 4,1; (6) 5,0; (7) 5,9; (8) 6,7;
(9) 7,5; (10) 8,3; (11) 9,1; (12) 9,8 10-5 M. Krivky od 0. zdvitu, 1 M merkurosulfdtové.
elektréda, 200 mV/absc., b = 60 cm, citl. 1 7.
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Obr. 4. Zévislost vin chléraktinomycinu od pH v Britton—Robinsonovych vodno-
alkoholickych tlmivych roztokoch.

2,5 . 10~ m chléraktinomyein. pH (1) 2,23; (2) 2,82; (3) 4,75; (4) 6,80; (5) 8,34; (6) 9,80.
Krivky (1) az (5) od 0. zévitu, krivka (6) od 1. zévitu, 1 M merkurosulfdtovd elektrdda,
200 mV/abse., h = 60 cm, citl. 1 15.
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Aktinomycin a chléraktinomycin pri koncentrdcidch > 5 10-5m

V neutrdlnej a alkalickej oblasti pH pri koncentrdcii aktinomyeinu > 5 10-5m
sa vyska prvej viny (4,) s koncentréciou nemeni, zadina sa vSak objavovat nova vina (i,)
asi o 300 mV negativnejsie. Stdet obidvoch vin je imerny konecentracii pridaného aktino-
mycinu. V kyslom prostredi prva vina (¢;) dosahuje svoju medznti hodnotu aZ pri vyssich
koncentrécidch (obr. 5). Jej limitnd hodnota sa dosiahne pri tym vyssich koncentrécidch

Obr.: Zdvislost vy3ok vin od koncentricie aktinomycinu v Britton—Robinsonovom
vodno-alkoholickom tlmivom roztoku o pH 4,62,
Konecentrécie aktinomyecinu: (2) 1,98; (3) 3,92; (4) 5,82; (9) 7,70; (6) 9,52; (7) 11,3; (8) 13,1;
(9) 14,8 10-3m. Krivky od 1. zdvitu, 1 M merkurosulfatovd elektréda, 200 mV/abse.,
h = 60 cm, citl. 1 7.

aktinomyeinu, ¢im niZSia je hodnota pH pouzitého tlmivého roztoku. V désledku toho
poskytuju pH zdvislosti aktinomyeinu priebehy, ktorych charakter zédvisi nielen od pH
tlmivych roztokov, ale aj od koncentracie aktinomycinu (obr. 6 a 7). V pripade chlér-
aktinomycinu na rozdiel od aktinomyecinu sa pri zvySovani jeho koncentréacie nad hodnotu
5 10-% M zadina objavovat druhd vlna (¢,) pri negativnejsich potencidloch nielen v neut-
rédlnom a alkalickom prostredi, ale aj v kyslom prostredi (obr. 4). Pravda, vo velmi
kyslom prostredi pri koncentrécii kyseliny sirovej > 0,1 N zadina sa podobne ako v pri-
pade aktinomyecinu vyska prvej viny zvySovat na ukor vysky druhej viny, pricom ich
suma ostdva konstantnd. Priebeh poklesu prvej viny s pH méd podobne ako v pripade
aktinomyecinu tvar spojite klesajucej krivky, ktory zavisi od koncentrécie depolarizétora.
Pri koncentrédcii 2,5 10~ M je inflexny bod tohto poklesu pri chléraktinomycine po-
sunuty oproti aktinomycinu ca o 3 jednotky ku kyslejsim hodnotdm.

Pri vyssich koncentraciach aktinomyecinov, ked st na katodickej strane viditeIné
dve viny, pri postupnej redukeii oxydovanych foriem na prislusné leukoformy sa na ano-
dickej strane vytvdra len jedna anodickd vlna, a to na mieste potencidlov prvej viny.
Pri vSetkych sktSanych koncentracidch poskytuji leukoformy aktinomycinov vidy len
jednu anodicku vlnu, zatial ¢o zodpovedajtce katodické deje v zdvislosti od koncentricie
st sprevddzané vznikom jednej alebo dvoch vin (obr. 2).
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Obr. 6. Zavislost vin aktinomyeinu od pH v Britton—Robinsonovych vodno-alkoho-
lickych tlmivych roztokoch.

4 10-* M aktinomycin. (I) a (2) roztoky kysekny sirovej s 50 9, metanolu; (3) az (14)
Britton—Robinsonove tlmivé roztoky s 50 9% metanolu. pH: (1) 1,05; (2) 1,55; (3) 1,85;
(4) 1,95; (5) 2,45; (6) 2,90; (7) 3,15; (8) 3,50; (9) 4,0; (10) 4,4; (11) 4,8; (12) 5,25; (13) 5,75;
(14) 6,35. Krivky od 0. zdvitu, 1 M merkurosulfatova elektréoda, 200 mV/absc., h = 60 cm,

citl. 1

20.

Vysky prvej viny (¢,) v zdvislosti od koncentrédcie vykazujui viac alebo menej kineticky
charakter. Pri koncentracii len omaélo vys$Sej nez 5 10-°m vySky vin znadne klesaju
s0 znizovanim vySky rezervodra. So stipajicou koncentraciou aktinomycinov sa tento

pokles zmensuje a pri koncentrdeii > 5.10~* M
vyska prvej vlny prakticky nezavisi od vys-
ky rezervodra.

Krivky zdvislosti okamzitého prudu od
dasu (¢t—t krivky) v celom rozsahu pH a pri
rozlidnych potencidloch kriviek aktinomy-
cinov dokazuj, ze prad na jednotlivych
kvapkdch nevykazuje nijaky pokles, ¢o by
nasvedcovalo silnej a rychlej adsorpcii akti-
nomycinov na povrch elektrédy. Analyzou
i+—t kriviek pri potencidloch, ked sa uz do-
siahol limitny prad aj druhej vlny, sa zisti-
lo, Zze exponent 7—t kriviek je blizky hod-
note 1/6 (0,18), ¢o je ddékazom, Ze limitny
prud je diftzny. S klesajicim potencidlom
vSak exponent stupa az k hodnote blizkej
2/3, ¢o je hodnota charakteristickd pre ki-
netické deje. Toto zistenie je nielen potvr-
denim, ze elektrédovy proces prislichajtci
druhej vlne je ireverzibilny [8], ale aj do-
kazom, ze limitny prud prvej viny (ked sa
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Obr. 7. Zavislost limitnych priudov prvych
vin aktinomyecinu pri jeho réznych kon-
centrdcidch, vyjadrenych v percentdch
z celkovych prudov, od pH.
Koncentricie aktinomycinu st vyznaéené
na obrdzku pri zdvislostiach. Prvéd krivka
zndzornuje zdévislost rozpustnosti aktino-
mycinu od pH pri 25°C. Rozpustnost
pri pH 1 je zvolend za 100 9, rozpustnost.
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Obr. 8. Teplotns zévislost vysok vin 1 104 m aktinomyecinu v Britton—Robinsonovom
tlmivom roztoku o pH 8,5.
Teploty: (1) 60; (2) 50; (3) 40; (4) 30; (5) 20 °C. Krivky od 0. zdvitu, 1 m merkurosulfatova.
elektréda, 200 mV/abse., h = 60 cm, citl. 1 7.

/

Bl
{ ! |

Obr. 9. Teplotné zévislost vySok vin 0,68 .10-¢ m chléraktinomycinu v Britton—Ro-
binsonovom tlmivom roztoku o pH 8,4.
Teploty: (1) 45; (2) 40; (3) 35; (4) 30; (5) 25; (6) 20 °C. Krivky od 1. zdvitu, 1 M merkuro-
sulfdtové elektrdda, 200 mV/absc., h = 60 em, citl. 1 5.
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i—t krivky registrovali pri potencidli jej limitného pradu) mé kineticky charakter.

Za tychto podmienok je teplotny koeficient prvej viny 12 %/grad, kym hodnota
teplotného koeficienta sumy obidvoch vin je ca 2 9/grad. Pri vsetkych sktmanych
koncentrdcidch aktinomycinu sa polvlnovy potencidl prvej viny postva s teplotou
k negativnejs$im hodnotdm, zatial ¢o polvlnovy potencidl druhej viny sa postiva k pozitiv-
nejSim hodnotdm, takzZe pri urditej teplote polvlnové potencidly obidvoch vin splyvaja
(obr. 8). Pri chléraktinomycine sa naproti tomu vyska prvej viny s teplotou prakticky
nemeni (obr. 9).

Zistovanie charalkteruddruhej viny (i,) pri aktinomycine o chléraktinomycine

Zo zévislosti vys$ok prvej viny od vysky rezervoédra a z i—t kriviek je jasné, Ze irever-
zibilitu katodickych dejov a ich dvojstuptiovy charakter spdsobujit samotné aktino-
myeiny. Rozdvojenie katodickych vin pri koncentrécii > 5 10-° M je zapriéinené brzde-
nim katodickych procesov v désledku absorpeie samotnych aktinomycinov. Ako je
zndme, na povrchu kvapkovej elektrédy sa moéze adsorbovat latka polarograficky aktivna
(depolarizator sam), ako aj latka polarograficky inaktivna. V naSom pripade méZeme
na molekulu aktinomycinu nazerat ako na depolarizdtor schopny adsorpcie alebo tiez

Obr. 10. Zsvislost katodicko-anodickych vin 8 10-5M aktinomycinu za pritomnosti
2 10~ M eozinu v Britton—Robinsonovom tlmivom roztoku o pH 6,8.

Krivky: (1) tiplne oxydovansa forma, (2) giastoéne redukovand forma, (3) uplne reduko-
vand forma. Krivky od 1. zdvitu, 1M merkurosulfétovd elektréda, 200 mV/absc.,
h = 60 cm, citl. 1 3.
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moéZeme formdlne povazovat peptidové zvysky za cudziu povrchove aktivnu ldtku,
ktora ovplyvnuje reverzibilné polarografické chovanie fenoxazénu(2). Kedze dva pepti-
dové zvysky a jeden chromofor vytvéraji vidy jednu molekulu aktinomyecinu, nemozno

danom pripade menit nezdvisle pomer ich koncentrdcie a tym presne Specifikovat,
vplyv peptidovych zvyskov na polarografické chovanie fenoxazénu(2). Preto sme sa
pokusili vyskasat vplyv inej zndmej povrchove aktivnej latky na redoxny systém aktino-
mycinov, ktory je zachovany pri ich koncentrécii <5 1072 M. Doroztokov aktinomycinu
o koncentricii < 5 10-°M sa postupne priddval roztok povrchove aktivneho eozinu.
Pri uréitej jeho koncentricii sa zadala vlna aktinomycinu rozdvojovat. Dal$im prida-
vanim eozinu sa vyska prvej viny dalej zniZovala a vyska druhej viny sa stéle zvySovala
so sti¢asnym posunom jej polvlnového potencidlu k negativnejsim hodnotdam. Pri dosta-
to¢ne vysokej koncentrdcii eozinu prvéa vlna aktinomycinu zmizne uplne a objavi sa
len druhéd vlna, ktorej polvinovy potencidl je asi o 300 mV posunuty k negativnejsim
hodnotam (obr. 10, krivka 1). Elektrédovy proces oxyddcie prislusnej leukoformy nie je
vsak brzdeny ani za pritomnosti eozinu (obr. 10, krivka 2, 3). Teda celkovy obraz je
podobny ako pri vyssich koncentracidch samotného aktinomyeinu.

Adsorbovatelnost aktinomycinu na povrchu ortutovej elektrédy sa dalej dokazovala
Stadiom elektrokapildrnych kriviek. Elektrokapildrne krivky dokazuji, ze aktinomyecin
v Britton—Robinsonovych tlmivych roztokoch o réznych hodnotdch pH adsorbuje sa
na povrchu kvapkovej clektrédy v celej oblasti potencidlov (0—1,5 V), a to tym viac,
¢im vySsia je jeho koncentrédcia v roztoku. Adsorbovatelnost aktinomyeinu je potvrdend
aj tym, Ze jeho pritomnost v roztoku brzdi clektroredukeciu kyslika, ¢o sa prejavuje
posunom obidvoch vin k negativnej$im hodnotdm. Najmi druhd vina kyslika sa ui
pridavkom malej koncentracie aktinomyeinu tak silne posiva k negativnejsim hodnotdam,
ze splynie s vylu¢ovanim zdkladného elektrolytu.

Acidobdzické vlastnosti

Pre dbkaz, ¢i ireverzibilita katodickych procesov nesivisi s réznou rozpustnostou
.oxydovanych foriem, uréila sa rozpustnost obidvoch foriem aktinomycinov vo vodno-
alkoholickych tlmivych roztokoch pri 25 °C. Zistilo sa, Ze rozpustnost oxydovanej formy
aktinomyecinu rapidne klesd so stupajucou hodnotou pH tlmivych roztokov (obr. 11).
Spozorovalo sa aj to, Ze sudasne s poklesom rozpustnosti aktinomyeinu s pH meni sa
.aj sfarbenie roztokov z vinovolervena do zlta. Bolo zrejmé, ze zvySend rozpustnost
aktinomycinu s klesajucou hodnotou pH stvisi so vznikom novej protonizovanej formy,
ktoré je rozpustnejSia neZ neprotonizovand forma. Pre potvrdenie tohto predpokladu

[e).10°
-
o Obr. 11. Z&vislost rozpustnosti aktino-
mycinu a chléraktinomycinu od pH roz-
& toku pri 25 °C.
1 CtAcmC
AcmC

—=pH
vily
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uréili sa spektrofotometrickou metédou konstanty protonizdcie aktinomyecinu (obr.12
a 13). Podobne sa premerali aj konstanty protonizdcie ostatnych polarograficky skusa-
nych latok. Merania sa urobili v roztokoch kyseliny sirovej od koncentrédcie 10 M, t. j.
H, = —4,89, do 10-° i, ako aj v Britton—Robinsonovych tlmivych roztokoch v roz-

400 450 500 550 mu

Obr. 12. Absorpéné krivky aktinomyecinu vo vodnych roztokoch kyseliny sirovej.

Koncentrécia aktinomyecinu 2,5 . 10-* M. Absorpéné krivky zodpovedajuce jednotlivym
pouzitym koncentraciam kyseliny sirove] st oznaéené, ako je uvedené na obrézku.
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o5t Tabulka 1
o— | -
e | Latka | Hodnota pK
/ I
,/ ] aktinomyein +0,7
| fenoxazon(2) —1,5
:041 chléraktinomycin —4,1
| Yy
pk=+Q7
a3 /
o,
/ Obi. 13. Spektrofotometrické stanovenie
J konstanty disocidcie protonizovanej formy
/ aktinomyeinu.
5 y
e Koncentréacia aktinomycinu 5. 10-5 M.
g2l . JE— . L Hodnoty extinkcie merané pri vinove
-2 1 HoaOspH +1 2 3 dlzke 420 my.

medzi pH 2—10pri 25 °C. Hodnoty funkecie kyslosti H, pre vodné roztoky kyseliny
sirovej sa prevzali z prdce [7]. Vysledky merani, ktoré si vyjadrené pomocou H,, su
uvedené v tab. 1.

Kedze sa vo vSetkych troch latkach zistilo iba po jednom stupni protonizécie v celom
skuSanom rozsahu, je zrojmé, Ze ide len o protonizéciu fenoxazénového dusika podla
uvedenej schémy:

H+

l
/\/\\/l L /\/‘I Y
/\0/ /N0 \)\O/\\\/

Protonizovand forma vytvédra v pripade aktinomyecinu rezonanc¢ne stabilizované katiény,
v dosledku ¢oho nemdZe nastat protonizédcia aminoskupiny na chromofore [3]:

R H R R H R +

V o N
/ N\/ /\/N\//\/
\\l/\o/ o VN0

CH, CH, CHa CH,

Dalej sa dokézalo, #e leukoforma je niekolkokrét rozpustnejsia ne# jej zodpovedajica
oxydovand forma. Naproti tomu rozpustnost chléraktinomycinu je v celom skiimanom
rozsahu pH kons$tantnd (obr. 11). Je to pochopitelné, pretoZe za tychto podmienok
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chléraktinomyein existuje v roztoku len vo svojej neprotonizovanej forme (pozri tab. 1),
¢o je pri¢inou aj toho, Ze pomer obidvoch vin pri chléraktinomycine sa nemeni v celom
rozsahu pH. (obr. 4).

Diskusia

Pri polarografickom $tdiu zlicenin azinovej skupiny sa zistilo, Ze na polaro-
grafickych vinach tychto redoxnych systémov vznikaji v mnohych pripadoch
,,anomalne viny. Vysvetlenie podstaty vzniku tychto ,,anomalnych* vin
a ich matematické vyhodnotenie urobil R. Brditka [9] na pripade mety-
lénovej modrej. Podla tejto teérie vznik ,,anomalnych vin je spésobeny
adsorpciou oxydovanej alebo redukovanej formy na povrchu kvapkovej
elektrédy. Adsorpcia v tychto pripadoch neovplyviiuje polvlnové potencialy
hlavnych vin redoxnych systémov, ako to napriklad nazorne vidiet z pola-
rografickych kriviek rozindulinu. Ovela komplikovanejsie obrazy nastavaji
v pripade uplatnenia adsorpcie pri dvojstupnovej redukeii, ked vznika dosta-
todne stabilizovand forma semichinén [10], ktora sa dalej v oddelenej vlne
redukuje na koneény produkt. Podobny pripad podla M. Voiiskovej [11]
nastava pri e-oxyfenazine a a-oxymetylfenazine (pyocyanin), kde sa uplatiuje
adsorpecia redukovanej formy.

Fenoxazén(2), aktinomycin a chléraktinomyecin, ktoré sme polarograficky
skdmali, takisto patria do skupiny azinovych farbiv. Fenoxazén(2) nevykazuje
nijaké polarografické ,,anomadlie” a jeho chovanie za vSetkych skimanych
podmienok dokazuje, ze ide o typicky redoxny systém. Zavedenim dalsich
substituentov na fenoxazéne(2), napriklad za vzniku aktinomycinu a chlér-
aktinomycinu je tato reverzibilita zachovana len pri protonizovanych formach.
Pri neprotonizovanych formach je zachovand iba do koncentracie 5 10-5 M.

V pripade neprotonizovanych foriem pri koncentricii > 5 10—°M je re-
verzibilita porusend adsorpciou aktinomycinov na povrchu kvapkovej elek-
trédy. Dokazom toho je znacéné zniZenie povrchového napétia ortuti ich pri-
tomnostou v roztoku. Aj znaény posun polvlnovych potencidlov vin kyslika
k negativnej$im hodnotdm za pritomnosti uz malého mno#stva aktinomyeinu
potvrdzuje predpoklad, Zze naadsorbovany aktinomyecin na povrchu kvapkovej
elektrédy brzdi proces redukcie kyslika. Tato adsorpecia je vSak iného typu,
nez akud opisal R. Brdi¢ka [9]. V nasich pripadoch sa neobjavuje adsorpéna
predvinka, ktorej vyska by sa nemenila v celom rozsahu pH a ktord by bola
viditelna na katodickej i na anodickej strane pri tom istom potenciali. Podobne
neexistuje ani hlavna redoxna vlna, ktora by pri prechode z katodickej strany
na anodickd nemenila svoj polvilnovy potencidl. V danych pripadoch je
katodicky elektrédovy proces zodpovedajtici prvej vlne (7,) reverzibilny
a druhej vlne (i,) ireverzibilny. Pri leukoformdch sa brzdenie anodického
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procesu za uvedenych podmienok prakticky neprejavi. Pri katodickom procese
ide teda o spomalenie elektrédového deja, kde redukeia depolarizdtora (aktino-
mycinu) je ovplyvnena povrchove aktivnou latkou (opit aktinomycinom).
Domnienka, Ze na skdsané aktinomyeciny musime nazerat jednak ako na po-
vrchove aktivne latky, jednak ako na depolarizdtory oddelene, potvrdila sa
pokusom pri nizkych koncentracidch aktinomyecinu, ked je viditelndlen jedna
vlna, priddvanim roztoku povrchove aktivneho cozinu. Eozin podobne ako
aktinomyeciny brzdi katodicky proces, av8ak nebrzdi anodicky proces. Nepo-
rusenie anodického procesu amni za pritomnosti eozinu treba pripisat fyzikalno-
chemickym vlastnostiam leukoforiem aktinomycinov, najmé ich niekolko-
nasobne vidéSej rozpustnosti nez pri oxydovanych forméach aktinomyeinov,
¢o sa dokazalo experimentalne. Pokles reverzibility mnohych organickych
redoxnych systémov za pritomnosti eozinu pozoroval K. Wiesner [12].
Podla dnesnych predstav si v podstate mozné dve pri¢iny spomalovania
elektrédovych dejov [13]. Prva tvrdi, Ze adsorpény film staZzuje prenikanie
i6nov k elektréde, kym podla druhej adsorpény film stazuje bezprostredny
prechod elektrénov. Podla prvej teérie na spomalené prenikanie cez naadsor-
bovany film mézeme nazerat ako na urcité doplnkové staZzenie diftzie k po-
vrchu elektrédy. Tento pripad mozno porovnat s redukeiou volnych iénov,
ktoré sa pomaly uvoliiuji z nejakého komplexu. Za tychto podmienok je
pritomné jedna redoxnd vlna. Medzny prid musi vsak byt v oblastiach adsorp-
cie povrchove aktivnych litok mensi. Pri potenciali desorpcie vyska vin
vzrastie na normalnu hodnotu. Podla druhej teérie musi nastat rozdelenie
anodicko-katodickych vin pri nulovej linii galvanometra. Polarografické
chovanie aktinomyecinov vyhovuje prvej teérii. Pokial je koncentracia aktino-
myecinov v roztoku malé, ich naadsorbované molekuly na povrchu kvapkovej
elektrédy prakticky neovplyviuji difdziu dalsich molekil, a preto elektré-
dovy proces je reverzibilny. Pri dostatoéne vysokej koncentrécii sa povrchovy
film natolko spevni, Ze znad¢ne staZi difaziu molekul aktinomycinov, v désledku
¢oho sa redukcia dal$ich molekdl posunie k negativnej$im potencidlom.
Kineticky charakter prvej viny aktinomyecinu, ktory je zrejmy z jej zavislosti
od vy¥ky rezervoara a i—t kriviek, je dékazom toho, Ze aktinomyecin patri
k slab&im povrchove aktivnym ldtkam. Obsadenie povrchu kvapky je tu
limitované nie difdziou aktinomyecinu k povrchu kvapky, ale jeho adsorpénou
rovnovahou. To znamené, Ze mnoZstvo molekil aktinomycinu adsorbovanych
na jednotkovy povrch kvapky sa s jej dobou nemeni a za indékonStantnych
podmienok zavisi len od koncentracie aktinomycinu. R. W. Schmid a C. N.
Reilley [14] zistili, Ze pridavok tymolu takisto spdésobuje rozdvojenie vin
redukcie mednatych i6nov z komplexu kyseliny etyléndiamintetraoctovej,
pricom prva vlna, ako autori dokdzali z +—t kriviek a vySkovych zavislosti,
mé taktiez kineticky charakter. Porovnanim na8ich vysledkov s tdajmi
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uvedenych autorov mozno usudit, Ze aktinomycin podobne ako tymol ovplyv-
rfiuje elektrédové deje rovnakym spdsobom.

Vplyv teploty na desorpciu aktinomyecinu je znalny, zatial éo v pripade
chléraktinomycinu sa prakticky neuplatni. Je to dokazom, ze chléraktino-
myecin sa adsorbuje nepomerne silnejsie.

Za starostlivé prezretie rukopisu a vecné pripomienky dakujeme dr. P. Zumanov?
a za UEnnl pomoc pri $tidiu i—t kriviek dr. J. Kutovi a dr. I. Smolefovi. Vdaka
patrt aj E. Brodkorbovej, M. Pavloviéovej a A. Sedldkovt za technickd pomoc
pri speltrofotometrickyjch meraniach.

Sahrn

Opisuje sa polarografické chovanie fenoxazénu(2), aktinomyecinu C, a chlér-
aktinomycinu C,. Fenoxazén(2) vykazuje za vSetkych skiimanych podmienok
reverzibilny charakter. V pripade aktinomycinu C; a chléraktinomyecinu C,
je reverzibilny charakter tplne zachovany len pri ich protonizovanych for-
mach. Zatial ¢o si anodické deje pri neprotonizovanych formach zachovavaja
svoje reverzibilné vlastnosti pri vSetkych skusSanych koncentraciach, tato
reverzibilita pre katodické deje je zachovana len do koncentracie 5 1075 M.
Pri koncentracii > 5 10~° M nastdva rozdvojenie katodickej viny v désledku
adsorpeie samotnych aktinomycinov svojimi peptidovymi koncami na povrchu
kvapkovej elektrédy najmi v okoli elektrokapilarnej nuly. Pri¢ina posunu
casti katodickej krivky k negativnej$im potenciadlom a ireverzibilny charakter
spo¢iva v znaénom zbrzdeni diftizie molekil aktinomyecinu cez naadsorbovany
film k povrchu kvapkovej elektrédy. Kineticky charakter prvej vlny (i),
najm4 pri vyssich koncentracidch aktinomycinu je dékazom toho, Ze adsorpcia
nie je limitovand difdziou adsorbujuicich sa molekidl aktinomyecinu, ale adsorp-
¢nou rovnovahou. Neovplyvnenie anodického elektrédového procesu sa vy-
svetluje vlastnostami leukoforiem, predovSetkym ich vys$Sou rozpustnostou.
Naadsorbovany film z molekil chléraktinomyeinu C; je nepomerne pevnejsi
nez z aktinomycinu C,, ¢o potvrdzuju teplotné zavislosti.

HOJISIPOI'PAOGNYECKOE ITIOBEJEHVUE ARTMHOMMIMHOB

M. OEJOPOHBHO, I' BEPI’

YCAH, Otyen pusuueckoli M aHasuTHYecKoll XxuMuy XHMHUYECKOr0 MHCTUTYTA
CaoBalikoil akajileMus Hayk B BpaTuciase

HHCTUTYT MUKPOOHOJIOI M M JKCIIEPUMEHTAIbHOIT Tepanuy, 1lena, TP

Onucano moasiporpaguueckoe mosejcHue (eHOKcazoHa(2), anTudomuimHa C; n Xiop-
akTuHoMuuuHa G, (DeHoKca3oH(2) ob/ajlaeT IpH BceX MCIBITYEMBIX YCJIOBHUSIX OOPATUMBIM
xapaxkTepoM. B ciyuae awtugomunusa G, n XiopaxkruHoMuuuHa C, oOpaTUMbIH XapakTep
BIIOJIHE COXPAHEH TOJLKO y MX HPOTOHM3MpoBaHHLIX (opM. Iloka uTo aHOZHLIC MpOLCCCLE
Yy HempoTOHM3MPOBAHHLIX (OpM COOJMIONAIOT CBOM 0OOpaTHMMble CBOIiCTBA IIpM BCEX MCTILI-
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TYeMLIX KOHLEHTPALUsAX, 3Ta 00paTUMOCTE JUIsi KATOJMHBIX IPOIICCCOB COOIIOIACTCH TOIBLRO
1o xoHuentpauuit 5 107% m. Ilpu KoHueHTpaiuu > 5 1075 M HacTaeT pas;IBOGHUC KATO(-
HOW BOJIHBLI BC.I€JCTBUM afcOPOLMHI CaMBIX AKTMHOMMIIMHOB CBOMMM ICHTH;(OBLIMH KOHI[AMH
Ha NOBEPXHOCTU KAaIEJLHOTO 3JIGKTPOJAa 0COOCHHO B 00JIACTH 3JICKTPOKAMMISPHOLO HY.Is1.
Ilpuunna CMEIUGHMA YACTH KaTO;HOH KpPUBOII K 0o0.1ee OTPHLEATEILHLIM 3HAUCHHUAM IMOTCH-
Iuaja u HeoOpATHMLI XapaKTep NPUYMHCH B 3HAYMTELHOM TOPMOMKeHMM juddysi
MOJIEKYJI aKTHIOMHUIMHA ucpe3 HaajcopOMPOBAHHYIO INICHKY K IIOBEPXHOCTH KAHCJALHOIO
BJIeKTposia. HuHeTHuecKHi XapaKkTep IEpBOii BOJIHLI (¢,), 0cO0EHHO NP BBHICUIMX KOHIICH-
TPalMAX AKTMHOMHIMHA, ABJIAETCA JOKA3aTeJLCTBOM TOTO, YTO afCOPOIMs HE OrpaHilucHa
auddysuei aicopdHPY IONIMXCS MOJICKYJ aKTHHOMMIMHA HO afcOPOIMOHHLIM PaBHOBCCHCM.
HeokasaHue BilMsIHUs Ha QHOJHLII 9J1CKTPO;IHLIL NpoIEc: 00BACHACTCS ¢BOMCTBAMIL J1CH KO-
gopm, ocoderiio uX Buiciueii pacTBopuMocThio. HaamcopOupoBaHHAast MVICHKA M3 MOJICKY!I
xnopaktunovunsiaa C; HecpaBHMTelIbHO Goliee TMpouHas dYeM U3 akTuHoMEmuHA C,, UTO
TIOTBEPHAAIOT TCMTRPATYPHBIC 3aBUCHMOCTH.

Mocrymuio B pegarmuio 6. 9. 1961 r.

POLAROGRAPHISCHES VERHALTEN DER ACTINOMYCINE

M. FEDORONKO, H. BERG

CSAV, Abteilung fiir physikalische und analytische Chemie
an der Slowakischen Akademie der Wissenschaften in Bratislava

Institut fiir Mikrobiologie und experimentelle Therapie in Jena, DDR

Es wurde das polarographische Verhalten des Phenoxazons(2), Actinomycins C,
und Chloractinomycins C,; beschrieben. Phenoxazon(2) weist unter allen gepriiften
Bedingungen einen reversiblen Charakter auf. Im Falle des Actinomycins C, und des
Chloractinomyecins C, bleibt der reversible Charakter nur bei deren protonisierten Formen
voll erhalten. Wihrend die anodischen Vorgidnge bei den nichtprotonisierten Formen
ihre reversiblen Eigenschaften bei allen gepriiften Konzentrationen erhalten, wird
diese Reversibilitdt fir die kathodischen Vorgénge nur bis zu einer Konzentration
von 5 10-%M erhalten. Bei einer Konzentration > 5 10-%M tritt eine Gabelung der
kathodischen Stufe als Folge einer Adsorption der Actinomycine als solcher mit ihren
Peptidenden an der Oberfliche der Tropfelektrode hauptsichlich in der Umgebung
des elektrokapillaren Nullpunkts ein. Die Ursache der Verschiebung eines Teiles der
kathodischen Kurve zu negativeren Potentialen und der irreversible Charakter beruht
in einer betrédchtlichen Bremsung der Diffusion der Molekiile des Actinomycins bei
ihrem Weg durch den adsorbierten Film zur Oberfliche der Tropfelektrode. Der kine-
tische Charakter der ersten Stufe (z,), hauptséichlich bei hoheren Konzentrationen des
Actinomyecins, ist ein Beweis dafiir, dass die Adsorption nicht durch die Diffusion der sich
adsorbierenden Molekiile des Actinomycins limitiert wird, sondern durch das Adsorptions-
gleichgewicht. Die Nichtbeeinflussung des anodischen Elektronenprozesses erklirt sich
durch die Eigenschaften der Leukoformen, hauptséichlich durch deren hoéhere Loslich-
keit. Der adsorbierte Film aus Molekiilen des Chloractinomycins C, ist verhéltnismaéssig
fester als jener aus Actinomycin C,, was durch die Temperaturabhéngigkeiten bestitigt
wird.

In die Redaktion eingelangt den 6. 9. 1961
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